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Abstract
誗AIM: To identify intragenic mutation loci of the BEST-1
gene with congenital vitelliform macular dystrophy by
molecular genetic analysis at one family in Northeast
China.
誗 METHODS: Genomic DNA was extracted from
peripheral leukocyte of 2 patients and 5 healthy members
in the family with vitelliform macular dystrophy and 100
normal controls. Ten exon sequences of BEST - 1
amplified by polymerase chain reaction ( PCR ) were
made direct DNA sequencing to define the gene mutation
loci and compared with gene screening performed on 100
normal controls.
誗 RESULTS: After the direct DNA sequencing, no
mutation loci was found in all the patients of this family
with vitelliform macular dystrophy.
誗CONCLUSION: There is no mutation in the exons of
BEST-1 gene causing disease genes in this family.
誗 KEYWORDS: BEST - 1 gene; congenital vitelliform
macular dystrophy; mutation; Best disease
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摘要

目的:通过分子遗传学分析,确定中国东北地区一个先天

性卵黄样黄斑营养不良家系在 BEST - 1 基因的突变

位点。
方法: 采集一先天性卵黄样黄斑营养不良家系 2 例患者

及 5 例健康成员和 100 个正常对照者的外周静脉血,提
取基因组 DNA。 应用聚合酶链反应(PCR)扩增 BEST-1
基因的 10 个编码外显子,直接测序确定致病的基因突

变,并与 100 名正常对照者的基因筛查结果进行比较。
结果:直接测序后发现该先天性卵黄样黄斑营养不良家

系 BEST-1 基因的外显子中,未发现任何突变。
结论:BEST-1 基因的外显子不存在该先天性卵黄样黄斑

营养不良家系的致病突变。
关键词:BEST-1 基因;先天性卵黄样黄斑营养不良;突
变;Best 病
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0 引言

摇 摇 先天性卵黄样黄斑营养不良(Best vitelliform macular
dystrophy,BVMD)又称为 Best 病,是一种临床少见的常染

色体显性遗传性黄斑部疾病,同时也有一些散发病例[1]。
典型临床表现为幼年期双眼黄斑区卵黄样病变,缓慢进

展晚期形成瘢痕,继发形成脉络膜新生血管, 导致视力

严 重 损 害[2,3]。 眼 电 生 理 检 查, 视 网 膜 电 图

(electroretinogram,ERG)正常而眼电图(electrooculogram,
EOG)异常,在所有阶段均表现为 Ardent 比(即光峰 / 暗
谷比值)下降,低于 1. 55[4]。 近年来的研究表明,BEST-1
基因是先天性卵黄样黄斑营养不良(BVMD)的致病基

因,定位于 11q13,约 980kb,包含 11 个外显子[5 , 6]。 本研

究选择 BEST-1 基因的外显子作为侯选基因,对一个卵

黄样黄斑营养不良家系进行 BEST-1 基因突变筛查,现
报告如下。
1 对象和方法

1. 1 对象摇 来自在辽宁医学院附属第三医院就诊的一个

具有显性遗传性特点的先天性卵黄样黄斑营养不良家

系,两代共 7 人,其中患者 2 例。 在征得此家系所有成员

及健康对照者知情同意后,对所有患者及家属和 100 名

健康成员进行全面的体格检查,排除其他疾病,行眼部检
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摇 摇 摇 表 1摇 BEST1 引物序列及 PCR产物的长度

外显子编号 正向引物(5忆-3忆) 反向引物 (5忆-3忆) 产物长度(bp) 退火温度(毅C)
1 CCCTACAAACCCCCAATCG CCAGCCACATCCTTCCCAG 271 59
2 AGTCTCAGCCATCTCCTCGC TGGCCTGTCTGGAGCCTG 212 61
3 GGGACAGTCTCAGCCATCTC CAGCTCCTCGTGATCCTCC 238 58
4 AGAAAGCTGGAGGAGCCG GCGGCAGCCCTGTCTGTAC 408 59
5 ATCCCTTCTGCAGGTTCTCC AAACCTTGTTTCCTGGACC 150 59
6 GGGCAGGTGGTGTTCAGA CCTTGGTCCTTCTAGCCTCAG 181 59
7 CATCCTGATTTCAGGGTTCC CTCTGGCCATGCCTCCAG 257 60
8 AGCTGAGGTTTAAAGGGGGA TCTCTTTGGGTCCACTTTGG 215 61
9 ACATACAAGGTCCTGCCTGG GCATTAACTAGTGCTATTCTAAGTTCC 298 59
10A GGTGTTGGTCCTTTGTCCAC CTCTGGCATATCCGTCAGGT 591 60
10B CTTCAAGTCTGCCCCACTGT TAGGCTCAGAGCAAGGGAAG 457 58
11 CATTTTGGTATTTGAAATGAAGG CCATTTGATTCAGGCTGTTG 216 59

查并详细记录。 2 例患者双眼底均呈现典型病变:黄斑部

对称 性 的 卵 黄 样 病 灶, 约 1 / 2 ~ 1 / 3 个 视 盘 直 径

(Papilladiameter,PD)大小。 EOG 显示 Ardon 比值降低。
对照组 100 名健康者没有黄斑部病变,EOG 检查正常。
1. 2 方法

1. 2. 1 DNA的提取摇 抽取该家系成员及 100 名正常者外

周血 8 ~ 10mL,在辽宁医学医院附属第三医院中心实验室

以高盐沉淀法提取血液中的 DNA。 紫外分光光度计和琼

脂糖凝胶电泳检测样本 DNA 的浓度和纯度,并于-20益保存

备用。
1. 2. 2 BEST-1 基因的突变筛查 摇 根据 BEST-1 基因的

序列设 计 11 对 引 物 ( 表 1 ) [7], 应 用 聚 合 酶 链 反 应

(polymerase chain reaction,PCR)分别扩增 BEST-1 基因的

外显子序列,以及外显子两端的部分内含子序列,其中外

显子 10 由两对引物扩增。 PCR 反应的总体系为: Taq
Premix 25滋L,引物 (每个 10nmol / L) 2滋L / 个;模板 DNA
(50ng)2滋L;去离子水补足至 50滋L。 引物序列以及扩增

片段的长度见表 1。 PCR 反应过程为:95益预变性 10min;
然后 30 个循环,每个循环为 94益变性 30s ~ 1min,50益 ~
60益退火 30s ~ 1min,72益延伸 40s ~ 1min;循环后 72益延

伸 5 ~ 10min。 把 PCR 扩增产物在 1. 5%琼脂糖凝胶上,恒
压 100V 电泳 40min。 在紫外透射仪下观察到目的基因片

段扩增成功,如扩增出目的基因片段的量很好,无杂带和

引物二聚体出现,则继续下面的实验步骤,且避光在冰上

操作。 产物纯化后,测序在华大基因实验室进行,测序仪

的型号为 CEQ8800。 将测得的 DNA 序列与 BEST-1 基因

序列比较,根据波形判断是否发生基因突变。 并在对照组

中进行同一位点筛查。
2 结果

2. 1 家系特点摇 系谱调查发现,该家系患者在两代中均连

续出现,而且患者双亲有一位发病,其子女中有 1 / 2 的人

患病,男女患病的几率相等,这符合常染色体显性遗传的

特点。 家系中患者共 2 例,男 1 例,女 1 例(图 1),进行全

面的眼科检查,均是双眼发病, 且双眼底均呈现黄斑部卵

黄样病变(图 2),患者都有不同程度的白内障,但是晶状

体混浊的程度不一,形态也各异;每个患者不同眼别之间

的混浊程度也有不同。

图 1摇 先天性卵黄样黄斑营养不良家系。

图 2摇 先天卵黄样黄斑营养不良家系先证者眼底照片。

2. 2 试验结果摇 将该家系中所有患者的基因测序结果与

网上基因组数据库对比,发现 BEST-1 基因的外显子以及

临近的内含子的剪接位点序列都同 Genebank 提供的序列

相同,从而表明该先天性卵黄样黄斑营养不良家系并非是

由 BEST-1 基因的外显子突变引起。
3 讨论

摇 摇 BVMD 与突变的抗肌萎缩蛋白 1 基因(BEST-1)相

关,BEST-1 基因位于常染色体 11q13,它编码一个由 585
个氨基酸构成的跨通道转运蛋白,并在青少年和成年人的

视网膜色素上皮( retinal pigment epithelium,RPE)细胞膜

上均有特异性表达[8-10]。 据推测 BEST-1 基因变异可能

引起通道功能障碍,从而导致 RPE 细胞膜上液体及离子

的转运异常、眼球发育缺陷以及后发性视网膜营养不

良[11]。 迄今为止,在家族性或是散发的 BVMD 患者中
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BEST-1 基因变异超过 100 种[12],根据 Kr覿mer 等[13]报道,
在 BVMD 家族患者中 BEST - 1 基因变异的检出率为

96% ,在散发的患者检出率为 69% 。 而关于 BEST-1 基因

变异位点,多集中在 4 个特定的热点区域:即外显子序列

的 2,4,6 和 8[14,15]。
摇 摇 目前国内外报道在几乎所有 BVMD 家族患者中均发

现 BEST-1 基因变异,且变异集中在外显子。 本研究选择

BEST-1 基因的全部外显子作为侯选基因进行突变筛查,
却未发现基因突变。 因此考虑该家系的基因突变可能发

生在其他基因,或者该基因的内含子,有待通过进一步的

全基因组筛查确定该家系的致病基因。
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