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视紫红质和 Peripherin/RDS 基因在视网膜色素变性家系中的突变检测
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摘要：目的  对一常染色体显性视网膜色素变性 (autosomal dominant retinitis pigmentosa，adRP) 家系进行视紫红质基因

(rhodopsin，RHO)、盘膜边缘蛋白 / 视网膜变性慢基因 (Peripherin/retinal degeneration slow，Peripherin/RDS)、视杆外节盘

膜蛋白 1 基因 (retinal outer segment membrane protein 1，ROM1)、神经视网膜亮氨酸拉链基因 (neural retinal leucine zipper，

NRL) 和视锥杆细胞同源盒基 (cone-rod homeobox-containing gene，CRX) 基因的突变检测。方法  采集一连续 3 代发病的

adRP 家系 28 名成员外周血，提取基因组 DNA，采用聚合酶链反应 (polymerase chain reaction，PCR) 和直接测序技术，对

RHO、Peripherin/RDS、ROM1、NRL 和 CRX 基因进行检测，结果与标准核酸序列进行比对和分析。结果  该家系成员在

RHO、Peripherin/RDS、ROM1、NRL 和 CRX 基因中未发现致病突变，但是在 Peripherin/RDS 基因第 1 外显子和第 3 外显

子编码区发现 4 处单核苷酸改变。结论  该家系在 RHO、Peripherin/RDS、ROM1、NRL 和 CRX 基因中未检测到致病突变，

Peripherin/RDS 基因外显子中 4 处单核苷酸改变属于单核苷酸多态性 (single nucleotide polymorphisms，SNPs)。
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Abstract: Objective  To detect the mutations of rhodopsin(RDS), peripherin/RDS, retinal outer segment membrane protein 1(ROM1), 
neural retinal leucine(NRL) zipper and cone-rod homeobox-containing(CRX) genes in a family with retinitis pigmentosa(RP). 
Methods  Peripheral blood samples were taken from 28 members of a family with autosomal dominant retinitis pigmentosa(adRP) to 
isolate genomic DNA. RHO, peripherin/RDS, ROM1, NRL and CRX genes were detected by PCR and direct sequencing respectively 
and compared with the standard nucleic acid sequences. Results  No pathogenic mutation of RHO, peripherin/RDS, ROM1, NRL 
and CRX genes was detected in the family members. However, single nucleotide polymorphisms(SNP) were detected in exons 1 
and 3 coding areas of the peripherin/RDS gene. Conclusion  No pathogenic mutation of RHO, peripherin/RDS, ROM1, NRL and 
CRX genes is detected in this family. The variation of peripherin/RDS in exon-coding areas belongs to SNP of single nucleotide.
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		  原发性视网膜色素变性 (retinitis pigmentosa，

RP) 是视网膜感光细胞和色素上皮细胞变性导致夜

盲和进行性视野损害的遗传性致盲眼病。我国发

病率约为 1/3 784[1]。RP 的遗传方式复杂多样，非

综合征 RP 至少有 4 种遗传方式，其中 15%-25%

为常染色体显性遗传 (adRP)，5%-20% 为常染色

体 隐 性 遗 传 (autosomal recessive RP，arRP)，5%-

15% 为 X- 连锁遗传 (X-linked RP，XLRP)，另有

5% 早发型 RP 即隐性 Leber's 先天性黑蒙 (LCA Ⅱ

型 )。当患者因缺乏家族史无法确定其遗传方式时，

将 其 定 义 为 散 发 型 RP(sporadic RP，SRP)， 约 占

40%-50%[2]。多数 RP 为单基因遗传，但也存在二

基因－双等位基因和二基因－三等位基因遗传方

式 [3]。迄今为止，发现与 RP 有关的致病基因共 59

个，其中 adRP 23 个 [4]。本研究对一个常染色体显

性视网膜色素变性家系成员进行 RHO、Peripherin/

RDS、ROM1、NRL 和 CRX 5 个常见候选基因检测，

在分子水平阐述该家系的发病机制。

对象和方法

1	 对象　本研究家系来自四川省达州市普光县，5

代 46 名成员，已采集外周血的成员为 28 名，其

中 6 名 RP 患者、1 名疑似成员和 21 名正常成员。

该家系 RP 性状连续 3 代传递，男女均可发病，发
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病比例为 1∶5，符合常染色体完全显性遗传特征。

2	 临床资料采集　按照 RP 诊断标准 [5] 询问家系成

员病史，绘制家系图谱 ( 图 1)，确定疾病遗传类型，

所有研究对象均行视力、眼压、房角、晶状体、眼

底、视野及视网膜电图 (electroretinography，ERG)

等检查。分析家系的临床特点 ：患者年龄 33-79 岁，

出现夜盲时间为 5-15 岁。视野损害出现时间各异，

患者 II ：1、Ⅲ ：1 和Ⅳ ：1 无视野缩小病史。Ⅲ ：1

和Ⅲ ：3 出现红色觉减弱。Ⅲ ：5 和Ⅲ ：7 虹膜膨

隆，房角为窄角Ⅲ - Ⅳ级，但眼压均正常。Ⅲ ：1、

Ⅲ ：3、Ⅲ ：5 和Ⅲ ：7 出现并发性白内障。Ⅲ ：1

和Ⅲ ：3 玻璃体呈烟灰样混浊。除 II ：1 外，所有

患者黄斑区均出现骨细胞样色素沉着。疑似成员

Ⅴ ：1 为 11 岁男性，父母诉其 5 岁出现夜盲，眼

部检查未见异常。采集到血样的 21 名正常成员为

Ⅲ ：2、Ⅲ ：4、Ⅲ ：6、Ⅲ ：9、Ⅳ ：2- Ⅳ ：6、Ⅳ ：12、

Ⅳ ：13、Ⅳ ：17、Ⅳ ：18、Ⅴ ：2- Ⅴ ：9，眼底均

未见异常。

3	 外周血 DNA 制备　本研究通过解放军总医院伦

理委员会论证，所有受检者签署知情同意书。抽

取该家系中 6 名患者、1 名疑似成员和 21 名正常

成员外周静脉血 8-10ml，EDTA 抗凝。DNA 抽提

采用天根生化科技 ( 北京 ) 有限公司提供的离心柱

型血液基因组 DNA 抽提试剂盒，按操作方法提取

外周血白细胞 DNA，-80℃保存待用。

4	 PCR 扩增　采用 Primer3 软件在线设计 RHO、

Peripherin/RDS、ROM1、NRL 和 CRX 基因的 16 个

外显子及其与内含子交界处序列的引物 [6-8]，引物

由北京奥科生物技术公司合成。PCR 反应在 25μl

体系中进行 ：2×Taq PCR MasterMix( 含染料，蓝

色 )12.5μl，正反向引物各 5μl( 引物原液加灭菌

ddH2O 稀释 50 倍 )，DNA 模板 2.5μl( 模板原液 )。

反应条件 ：94℃ 3min，94℃ 30s，55℃ 30s，72℃ 

1min，共 30 个循环，72℃延伸 5min。PCR 产物经

1% 琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭 / 紫外线鉴定，证

实 PCR 扩增片段存在。

5	 测序结果分析　将所得 PCR 产物送至北京中

美泰和生物技术有限公司测序，所得结果使用

Chromas软件、GeneTool软件和在线BLAST程序(http//

www.ncbi.nlm.govBLAST) 进行阅读和碱基序列比对。

结　果

		  该家系患者扩增产物在 RHO、Peripherin/RDS、

ROM1、NRL 和 CRX 基因中未发现致病突变，但

在 Peripherin/RDS 基因第 1 外显子 (exon) 和第 3 外

显子编码区发现 4 处单核苷酸改变，属于单核苷

酸 多 态 性 (single nucleotide polymorphisms，SNPs)。

在正常成员中，这些部位的氨基酸均和美国国立

生物技术信息中心 (National Center for Biotechnology 

Information，NCBI) 数据库上公布的标准序列一致。

如表 1 所示。相对应的峰图见图 2。

表 1　Peripherin/RDS 基因测序结果
Tab 1　Peripherin/RDS gene sequencing

Exon Nucleotide
changes

Codon
changes

Amino acid
changes

1 318T>C GTT>GTC Val106Val

3 910C>G CAG>GAG Gln304Glu

3 929G>A AGG>AAG Arg310Lys

3 1013A>G GAC>GGC Asp338Gly

讨　论

		  据报道 [9]，RHO 和 Peripherin/RDS 基因分别占

adRP 致病基因的 25%-30% 和 5%-10%，因此，本

研究首先选取 ROH(Exon1-5)、Peripherin/RDS(Exon

1-3)、ROMI(Exon1-3)、CRX(Exon2-4) 和 NRL 

图 1　adRP家系图谱

系谱图注释：  男性   女性   已故   RP患者   诊断不明者   先证者
Fig 1　Pedigree of adRP
Note:  male   female   death   RP patient   diagnosis uncertainty   proband
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图 2　SNPs测序峰图
Fig 2　Sequencing picture of SNP

(Exon2、3) 基因的 16 个外显子进行初步筛查，结

果发现在 Peripherin/RDS 基因上存在 4 处 SNPs ：

910C>G、929G>A 和 1013A>G 为 错 义 突 变， 对

应 的 氨 基 酸 改 变 为 ：Gln304Glu、Arg310Lys 和

Asp338Gly ；318T>C 为同义突变。其余候选基因未

发现碱基改变。

		  RHO 基因定位于 3q21-q24，由 5 个外显子和

4 个内含子组成，长约 6952bp，编码由 348 个氨

基酸组成的视紫红质 (rhodopsin，RHO) 蛋白，该

蛋白仅在视杆光感受器细胞中专一性表达，与 RP

发病早期即存在视杆细胞变性相一致 [10]。目前，已

发现 100 余种 [6]RHO 突变与 RP 有关，在这些突变

谱中，90% 以上是单个碱基突变，少数是小片段的

插入或缺失突变 (Indel)，一般不超过 20 个碱基。研

究表明，Pro23His 和 Pro347Leu 突变在欧美最为常

见，Pro347Leu 突变在我国较常见 [11]。RHO 基因突

变率存在地区差异，我国低于欧美，约占 adRP 致

病基因的 7%[12]。本研究 RHO 基因未发现碱基改

变，确定该基因与本研究 adRP 家系临床表型无关。

		  Peripherin/RDS 基因位于 6p21[13]，cDNA长 3 212

个碱基，由 3 个外显子和 2 个内含子组成，编码

由 346 个氨基酸组成的盘膜周边蛋白，表达于光感

受器细胞内，其功能可能与光感受器的发生有关，

并且维持外节盘缘的结构及其稳定性。Peripherin/

RDS 基因突变最重要的特点是疾病表型多样化，

目前，公认的观点是由于修饰位点的存在和环境

因素的影响所致 [14]。Peripherin/RDS 基因突变引起

的表型改变可以分为四类 ：ADRP、进行性黄斑变

性、双基因 RP 和视网膜图形样变性，该基因内不

同位点和突变类型引起疾病的严重程度不同 ：第三

和四跨膜区之间的错义突变和读框缺失引起 ADRP

和严重黄斑变性 ；分布于整个 Peripherin/RDS 基因

的无意义突变引起图形样黄斑变性和双基因 RP。

本研究未发现该家系在 Peripherin/RDS 基因中存在

致病突变，但在 Peripherin/RDS 基因外显子 1 和 3

编码区发现 4 处 SNPs，均不与疾病共分离。说明

Peripherin/RDS 基因存在遗传异质性。

		  本研究家系患者临床表型差异性明显，其原

因可能是由于核苷酸碱基的单倍体不同，或顺式

或反式等位基因不同，也可能是环境因素影响了

致病基因的突变，从而影响疾病的临床表型 [15]。

现通过直接测序的方法已排除 RHO、Peripherin/

RDS、ROM1、NRL 和 CRX 基因与该家系临床表

型相关，Peripherin/RDS 基因外显子区发现的 4 处

SNPs， 与 dbSNP 数 据 库 中 (http ：//www.ncbi.nlm.

nih.gov/SNP/) 的记录进行比对，未发现与本研究相

同的 SNP 位点，因此，本研究发现的 SNPs 有可

能是新的 SNP 位点。我们下一步的工作是，继续

对剩余的 18 个 adRP 候选基因进行检测，鉴于用

Sanger 测序法工作量大，所需时间长，因此采用高

通量测序技术进行后续工作 ( 另文报告 )。本家系

表型差异性大，不排除存在新的致病基因的可能。
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