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一个 Ｌｅｂｅｒ 先天性黑蒙症家系的分子诊断与产前诊断
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　 　 ［摘要］ 　 目的　 对 １ 个 Ｌｅｂｅｒ 先天性黑蒙症（ＬＣＡ）家系进行基因突变分析，并对该家系中的 １ 个高危胎儿进行产前分子

诊断。 　 方法　 采集该家系先证者及其父母外周血，使用二代测序方法查找先证者致病基因及突变位点，并用 Ｓａｎｇｅｒ 测序验

证该突变位点。 明确先证者及其父母基因型后，采集羊水标本，通过 ＰＣＲ 扩增及直接测序的方法进行产前分子诊断。
结果　 该家系先证者为 ＩＱＣＢ１ 基因 ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ 纯合突变。 父母均为 ＩＱＣＢ１ 基因 ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ 杂合突变。 胎儿携带与父母相同

的 ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ 杂合突变。 　 结论　 建立了对 ＬＣＡ 进行分子诊断和产前分子诊断的方法，并成功应用于一个 ＬＣＡ 家系，为该

家系进行遗传咨询和指导生育。
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０　 引　 　 言

Ｌｅｂｅｒ 先 天 性 黑 蒙 症 （ Ｌｅｂｅｒ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ
ａｍａｕｒｏｓｉｓ， ＬＣＡ）是 １８６９ 年由德国眼科医师 Ｔｈｅｏｄｏｒ

Ｌｅｂｅｒ 首先报道［１］。 该病是最严重的遗传性视网膜

疾病，可导致婴儿在出生后 １ 个月内完全丧失视

力［２］。 患儿常表现为眼球震颤、固视障碍、畏光、按

压眼球、黑蒙性瞳孔等眼部症状。 视网膜电图

（ｅｌｅｃｔｒｏｒｅｔｉｎｏｇｒａｍ， ＥＲＧ）表现为 ａ、ｂ 波平坦，甚至

消失，具有诊断价值。 ＬＣＡ 具有遗传和临床异质

性，多数为常染色体隐性遗传，也有少数报道为常

染色体显性遗传，基因突变谱在不同的种群间存在
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差异［３］。 ＬＣＡ 常见的致病基因主要有 ＣＥＰ２９０、
ＧＵＣＹ２Ｄ、ＣＲＢ１、ＲＰＥ６５、ＩＭＰＤＨ１、ＡＩＰＬ１ 和 ＲＰＧＲＩＰ１
等，约 ５０％～６０％的 ＬＣＡ 患者可以通过基因检测明

确病因［４］。 本研究采用二代测序方法对一个 ＬＣＡ
家系的先证者进行基因诊断，并通过 ＰＣＲ 扩增及直

接测序方法对该家系的高危胎儿进行产前分子诊

断，并回顾了相关文献。

１　 资料与方法

１􀆰 １　 研究对象　 先证者，女，２０１４ 年 １２ 月生，１ 岁，
因“生后不能视物”就诊于我院眼科，眼科检查：角
膜透明，瞳孔直径 ２􀆰 ５ ｍｍ，对光反应存在，眼球震

颤，眼球内陷，指眼征阳性。 标准全视野 ＥＲＧ：双眼

未引出正常波形，双眼各振幅熄灭。 眼底照相提示

视网膜色素变性，显示周边视网膜色素沉着，见图

１。 患儿肾脏彩超、生化全套、动脉血气分析、尿常

规、尿微量蛋白检查均正常，患儿听力正常，智力、
运动发育正常。 根据患者病史及检查结果，临床拟

诊 ＬＣＡ。 先证者父母既往身体健康，无 ＬＣＡ 家族

史。 先证者母亲再次妊娠 １６ 周行遗传咨询，并要求

对先证者行 ＬＣＡ 相关的基因诊断以及对所怀胎儿

进行产前诊断。 家系图见图 ２。 本研究经本院伦理

委员会批准（批准号：２０１６０１９），先证者父母均签署

知情同意书。

ａ：右眼；ｂ：左眼

图示周边视网膜色素沉着

图 １　 Ｌｅｂｅｒ 先天性黑蒙症患者眼底照相

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 基因组 ＤＮＡ 提取 　 采集先证者及其父母

外周血各 ２ ｍＬ，先证者母亲妊娠 ２０ 周，由产科医师

穿刺抽取其羊水约 １０ ｍＬ。 使用 ＤＮＡ 提取试剂盒

（Ｑｉａｇｅｎ 公司）分别提取该家系的外周血和羊水细

胞的基因组 ＤＮＡ，并将 ＤＮＡ 样本置－２０ ℃冰箱保存

备用。

Ⅰ⁃１：先证者母亲；Ⅰ⁃２ 先证者父亲；Ⅱ⁃１：先证者；Ⅱ⁃２：胎儿

图 ２　 Ｌｅｂｅｒ 先天性黑蒙症家系图

１􀆰 ２􀆰 ２　 二代测序　 先证者外周血送深圳华大临床

检验中心进行 ＬＣＡ 相关的基因 Ｐａｎｅｌ （ ＡＩＰＬ１、
ＣＡＢＰ４、 ＣＥＰ２９０、 ＣＲＢ１、 ＣＲＸ、 ＧＵＣＹ２Ｄ、 ＩＱＣＢ１、
ＬＣＡ５、 ＬＲＡＴ、 ＲＤ３、 ＲＤＨ１２、 ＲＰＥ６５、 ＲＰＧＲＩＰ１、
ＳＰＡＴＡ７、 ＴＵＬＰ１、 ＩＭＰＤＨ１、 ＯＴＸ２、 ＫＣＮＪ１３ 和

ＮＭＮＡＴ１）检测。 主要包括 ＤＮＡ 文库制备，芯片捕

获和富集，测序仪完成基因检测，基因突变分析并

结合致病变异和正常人基因组等数据库筛选出

ＬＣＡ 相关的变异。

１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｓａｎｇｅｒ 测序 　 针对先证者在 ＩＱＣＢ１ 第 １１
外显子发现的突变，按照参考文献［５］，由铂尚生物

技术（上海）合成覆盖突变位点的引物，上游序列：
５′⁃ＡＧＡＴＴＧＣＡＣＡＡＣＡＧＣＡＧＣＡＧ⁃３′， 下游序列： ５′⁃
ＴＣＡＴＣＡＣＧＴＡＧＣＴＡＧＡＡＡＡＧＴＴＧＧ⁃３′。 扩增产物片

段长度为 ３８９ ｂｐ，包含 ＩＱＣＢ１ 基因 ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ 突变

位点。 对先证者及其父母和高危胎儿的基因组 ＤＮＡ
进行 ＰＣＲ 扩增，配置 ＰＣＲ 反应体系，设置循环参数：
９５ ℃ ／ ５ ｍｉｎ；９５ ℃ ／ ３０ ｓ，５６ ℃ ／ ３０ ｓ，７２ ℃ ／ ３０ ｓ，共 ３５
个循环；７２ ℃ ／ ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物送铂尚生物技术（上
海）有限公司进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序。
１􀆰 ２􀆰 ４　 母体基因组污染排除　 取胎儿羊水细胞和

父母外周血的基因组 ＤＮＡ，按照参考文献［６］ 用

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ 试剂盒（ＡＢＩ 公司）进行 ＰＣＲ 扩增，使用

３１００ Ａｖａｎｔ 遗传分析仪（ＡＢＩ 公司）检测 １５ 个短串

联重复序列（ｓｈｏｒｔ ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔ， ＳＴＲ），再用 Ｇｅｎｅ⁃
Ｍａｐｐｅｒ Ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖ３􀆰 ７ 软件鉴定 ＳＴＲ 位点。 根据母

亲独有的 ＳＴＲ 位点是否在羊水细胞样本中出现，判
断是否存在母体基因组污染［７］。
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２　 结　 　 果

２􀆰 １　 二代测序 　 ＬＣＡ 相关基因 Ｐａｎｅｌ 测序发现先

证者 ＩＱＣＢ１ 基因 ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ（ｐ􀆰 Ｒ３６４Ｘ）纯合突变。
该突变为已知致病性突变。
２􀆰 ２　 Ｓａｎｇｅｒ 测序 　 测序结果证实先证者存在

ＩＱＣＢ１ 基因 ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ 纯合突变，先证者父母和高

危胎儿的 ＩＱＣＢ１ 外显子 １１ 基因测序显示均为

ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ 杂合突变，见图 ３。

ａ：先证者（Ⅱ⁃１）检出 ＩＱＣＢ１ 基因 ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ 纯合突变；ｂ：

先证者父亲（Ⅰ⁃２）检出 ＩＱＣＢ１ 基因 ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ 杂合突变；

ｃ：先证者母亲（Ⅰ⁃１）检出 ＩＱＣＢ１ 基因 ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ 杂合突

变；ｄ：胎儿（Ⅱ⁃２）检出 ＩＱＣＢ１ 基因 ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ 杂合突变

图 ３　 Ｌｅｂｅｒ 先天性黑蒙症家系 ＩＱＣＢ１ 基因外显子 １１ 部

分序列图

２􀆰 ３　 母体基因组 ＤＮＡ 污染的排除 　 胎儿及其父

母基因组 ＤＮＡ 的 ＳＴＲ 位点分析结果显示：母亲基

因组 ＤＮＡ 独有的 ＳＴＲ 位点均未在胎儿羊水细胞中

出现，羊水细胞基因组 ＤＮＡ 来自独立个体，因此，可
以排除母体基因组 ＤＮＡ 污染。

３　 讨　 　 论

ＩＱＣＢ１ （ ＩＱ ｍｏｔｉｆ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｂ１ ） 基 因， 也 称

ＮＰＨＰ５ （ ｎｅｐｈｒｏｃｙｓｔｉｎ⁃５ ） 基 因， 是 眼⁃肾 综 合 征

（Ｓｅｎｉｏｒ⁃Ｌｏｋｅｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＳＬＳＮ）最常见的致病基因，
该病呈常染色体隐性遗传［８］。 近年来 ＩＱＣＢ１ 基因

突变报道主要见于 ＬＣＡ 和 ＳＬＳＮ 患者，截至 ２０１９ 年

４ 月， 人 类 基 因 突 变 数 据 库 （ Ｔｈｅ Ｈｕｍａｎ Ｇｅｎｅ
Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｄａｔａｂａｓｅ）已收录 ４４ 种突变类型，包括 １９
种无义与错义突变、６ 种剪接突变、１２ 种小片段缺失

突变和 ７ 种小片段插入突变。 通过二代测序，本研

究发 现 先 证 者 存 在 ＩＱＣＢ１ 基 因 ｃ􀆰 １０９０Ｃ ＞ Ｔ

（ｐ􀆰 Ｒ３６４Ｘ） 致 病 性 纯 合 突 变。 该 突 变 由 美 国

Ｋｈａｎｎａ 等［９］ 于 ２００９ 年首次报道，Ｔｏｎｇ 等［５］ 和 Ｙｕ
等［１０］在 ３ 个中国 ＳＬＳＮ 患者检测出该纯合突变。 通

过一代测序验证，先证者的父母亲都携带有 ＩＱＣＢ１
基因 ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ 杂合突变，他们没有眼部及肾脏的

病变，符合常染色体隐性遗传的特征。
ＩＱＣＢ１ 基因位于 ３ｑ１３􀆰 ３，有 １５ 个外显子，编码

由 ５９８ 个氨基酸残基组成的蛋白，其中包含一个螺

旋结构域（３４０⁃３７３ 氨基酸残基）和两个钙调蛋白 ＩＱ
结合域（２９４⁃３２３ 和 ３８７⁃４１６ 氨基酸残基）。 该蛋白

主要表达在连接感光细胞的纤毛和肾小管上皮细

胞的初级纤毛，负责上皮细胞的完整性。 有研究表

明该蛋白合成障碍会导致视网膜变性和肾囊肿形

成［８］。 ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ（ｐ􀆰 Ｒ３６４Ｘ）为无义突变，该突变

提前引入终止密码子，使得 ｍＲＮＡ 转录提前终止，
产生由 ３６３ 个氨基酸组成的异常截短蛋白。 由于该

截短蛋白丧失了原有蛋白完整的螺旋结构域和钙

调蛋白 ＩＱ 结合域，导致蛋白功能缺陷，从而致病。
ＩＱＣＢ１ 基因突变所致的 ＳＬＳＮ 典型临床表现是

视网膜和肾脏的病变，而无其他器官损害。 该型患

者 １００％会出现视网膜病变，重者早期出现 ＬＣＡ，轻
者表现为轻度视力损害和视网膜色素变性，部分患

者可仅表现为早发视网膜色素变性或 ＬＣＡ 而无肾

功能衰竭［１１⁃１２］。 ２０１６ 年，美国犹他大学的 Ｒｏｎｑｕｉｌｌｏ
等［１３］对 ＩＱＣＢ１ 基因敲除小鼠进行实验研究，发现

ＩＱＣＢ１ 基因编码的蛋白对小鼠光感受器外节层形成

至关重要，但对小鼠肾脏和小鼠胚胎成纤维细胞纤

毛的形成不是必须的。 有研究表明，ＩＱＣＢ１ 基因突

变患者发生肾功能衰竭的年龄差异较大，早者 ３ 岁

发病，迟者可延迟到 ５０ 岁，因此，仅表现为 ＬＣＡ 的

患者发生肾功能衰竭的风险高，若未能早期诊断，
有可能突然死于水电解质失衡［１４］。 目前 ＩＱＣＢ１ 基

因已成为临床表型为 ＬＣＡ 和 （或） 肾单位肾痨

（ｎｅｐｈｒｏｎｏｐｈｔｈｉｓｉｓ， ＮＰＨＰ）患者的共同筛查基因，可
明显提高 ＳＬＳＮ 的临床诊断率。

本研究中先证者目前仅表现出 ＬＣＡ 而无肾脏

病变，需要定期进行尿常规、尿微量蛋白、肾功能等

监测以达到早发现早治疗、预防肾衰竭的目的。 目

前，虽然有报道基因治疗方法应用该病的临床治

疗［１５］，但是产前诊断 ／胚胎植入前产前诊断仍然是

预防此类患儿出生的主要途径。 本研究中胎儿检

测结果为 ＩＱＣＢ１ 基因 ｃ􀆰 １０９０Ｃ＞Ｔ 杂合突变，根据
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遗传规律，该胎儿出生后患 ＳＬＳＮ 的风险低。 先证

者母亲于妊娠 ３６ 周 ２ 天顺产 １ 健康女孩，ＬＣＡ ／
ＮＰＨＰ 相关的眼部及肾脏检查均未发现异常。
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