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Abstract
誗AIM: To screen congenital cataract in the early stage
using dual - specific probe technique composed of DNA
hybridization and chromogenic probe.
誗 METHODS: The mRNA was isolated from venous
blood of 14 congenital cataract patients with autosomal
dominant inheritance in 3 chromosomes. Based on
genetic mutats of CRYAB gene, DNA probe, capture
probe and signal probe were designed. The sandwich
structures containing capture probe, DNA probe and
signal probe was used to detect genetic mutants in 8
samples from one family; and ELISA was used to detect
the contents fluctuation of Crystallin alpha B.
誗RESULTS: The dual-specific probe technique detected
the minimum genetic mutation of Crystallin alpha B in
congenital cataract samples, various mutations detection
rate was between 99. 5% and 99. 7%. In ELISA detection,
serum Crystallin alpha B level increased, and detection
rate was 85. 9%. Compared with ELISA assay, this novel

assay was more sensitive.
誗CONCLUSION: The novel dual-specific probe method
is quite convenient for detection of genetic mutants of
congenital cataract; and for its high sensitivity and
repeatability, it is of great potential in clinically prenatal
diagnosis, and it might play significant roles in eugenic
and superior nurture.
誗 KEYWORDS: dual - specific probe technique ;
congenital cataract; lens protein gene
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摘要

目的:利用 DNA 探针杂交技术,结合显色探针技术建立
一种新型、高灵敏的免疫检测体系,用于早期先天性白内
障的筛查。
方法:选取 3 个常染色体显性遗传的先天性白内障家系
中患者 14 例,取静脉血并提取 mRNA,建立 CRYAB 的捕
获探针及显色探针。 利用 DNA 探针,通过碱基配对原则
形成三明治结构(捕获探针-DNA 探针-显色探针)检测
入选者的血样。 1 家系 6 例患者静脉血利用酶联免疫吸
附测定(ELISA)法检测 琢B-晶状体蛋白。
结果:最佳条件下,双特异探针技术可检测到最低浓度的
先天性白内障晶状体蛋白的突变基因,各突变位点检测
率为 99郾 5% ~ 99郾 7% ;ELISA 法检测样本 琢B-晶状体蛋
白上调,阳性率为 85郾 9% 。 双特异探针技术敏感性更高,
检测位点更多,ELISA 法仅局限于蛋白检测水平,精确性
不高。
结论:双特异探针检测技术操作简单,灵敏度高,可重复
性高,经济实惠,在临床上用于产前诊断、优生优育具有
重要的应用价值。
关键词:双特异探针技术;先天性白内障;晶状体蛋白
基因
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0 引言

先天性白内障是由于遗传、代谢、感染等原因,导致
胚胎发育过程中出现基因突变或染色体异常,使晶状体
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自身透明度下降而产生,是目前导致儿童失明的主要原
因之一,已成为儿童第二位致盲眼病[1]。 由于先天性白

内障出生时即已存在,目前临床上仅是对发生白内障患
儿进行白内障摘除手术治疗,而无法对其发病采取有效
的预防措施。 因此利用有效的筛查技术对产妇进行早期
的筛查工作,对先天性白内障的早期诊断和防治具有重

要意义。 本课题组在前期研究中发现 琢B-晶状体蛋白上
调,茁A3 和 茁B1 晶状体蛋白下调可能与先天性白内障的
发病相关[2]。 基于以上研究结论,本课题组拟利用双特

异探针技术建立先天性白内障早期筛查体系,此项技
术可以早期有效地鉴定出先天性白内障相关基因特定
位点的突变情况,为临床上进一步遗传性诊断提供理论

依据。
1 材料和方法
1郾 1 材料摇 于 2013-07 / 2017-04 收集 3 个常染色体显性
遗传的先天性白内障家系 14 例(其中男 6 例,女 8 例)和
正常体检者 100 例。 向患者和其家属介绍本研究目的,
取得患者和家属同意,签署知情同意书后,取患者静脉
血,并进行详细的临床检查,包括视力、眼压、裂隙灯眼前
节检查,复方托吡卡胺散瞳后晶状体混浊类型,并以前置

镜进行眼底检查。 本研究经医院伦理委员会批准。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 细胞全 RNA 的提取 摇 六孔板每孔细胞中加 1mL
Trizol,冰上放置 5min,枪头吹打。 将各孔裂解液吸到

1郾 5mL EP 管中,加入氯仿 0郾 2mL / 管,摇匀 15s。 15益 ~
30益下孵育 2 ~ 3min,离心(4益,12000g,15min)。 离心
后液体分为三层(上层无色水样层为 RNA,中层白色为
DNA,底层红色为蛋白质),小心吸取上层无色液体移入

一新的 EP 管中。 加入等体积异丙醇,0郾 4 ~ 0郾 5mL,混
匀,15益 ~ 30益 下孵育 10 ~ 30min,离心 (4益,12000g,
10min)。 其中如果加入等体积异丙醇后,置于试管架上用
PE 手套密封后,放于 4益冰箱中,沉淀 30min 效果更好。
去上清,沉淀加入 75%乙醇 1mL,漩涡振荡 30s,离心(4益,
7500g,5min)。 小心去上清,管内沉淀在超净台中鼓风静
置干燥 3 ~ 5min。 最好是用枪头吸取上清,尽量除去。 加
入 20滋L DEPC 水溶解,分装 5滋L / 管,-80益冰箱保存。
1郾 2郾 2 DNA探针和捕获探针与显色探针的设计 摇 本课
题组在前期研究中发现 琢B-晶状体蛋白上调,可能与 琢B
基因变异有关。 而根据文献记载 琢B -晶状体蛋白由
CRYAB 基因编码,目前已知的 CRYAB 基因的突变位点

约 10 个, 包 括 R120G[3]、 D109H[4]、 D140N[5]、
450delAb[6]、 R11H[7]、 P20S[8]、 P20R[9]、 Au171T[10]、
R56W[11]、R69C[12],R120G 与 D109H 定位于同一外显子
(A 示丙氨酸或碱基,C 示半胱氨酸或碱基,D 示天冬氨

酸,del 示缺欠,G 示片氨酸或碱基,H 示组氨酸,P 示脯氨
酸,S 示丝氨酸,T 示碱基,W 示色氨酸)。 在 NCBI 中下
载基因序列。 DNA 探针段来自保守区域段。 将细胞提
取液(含目标基因的 mRNA)与含有突变位点的 DNA 探

针结合,S1 特异性核酸酶能够识别并清除一对碱基的错
配,利用 S1 特异性工具酶,清除未完全配对的核酸,如检
测探针不能与特定 mRNA 序列 100% 完全配对,将会被
水解。 此后将探针从双链状态解离为单链 DNA 探针。

我们选取了常见的 7 个突变位点,并针对上述探针设计
捕获探针以及显色探针。 各探针序列如表 1。 以上探针
在上海生物工程和华大生物科技公司合成。
1郾 2郾 3 固定捕获探针 摇 将 100滋L、5滋g / L 链霉亲和素溶

解在碳酸缓冲液中(0郾 05mol / L,pH = 9郾 6)。 被添加到小
孔后用封口膜密封好。 用 PBS - Tween20 (0郾 01mol / L,
pH=7郾 2)冲洗 3 遍,每次用 100滋L 牛血清蛋白溶入 PBS
(0郾 01mol / L,pH= 7郾 2)中。 37益孵化 30min 后同样的方

法洗涤。 100滋L 10nmol / L 的具有生物素标签的捕获探针
溶解在 PBS 里再添加到每个酶标板。 最后,在 37益孵化
30min 后再次冲洗。 微小探针存储在 4益备用。
1郾 2郾 4 DNA 探针杂交实验 摇 45滋L 细胞提取液,5滋L
100nMaA 的 DNA 探针溶解液,50滋L 矿物油装入离心管
内,加热至 94益 15min,30益 孵化 1h。 50滋L S1 核酸酶
(60 单 位 S1 核 酸 酶 在 1郾 4mol / L NaCl, 22郾 5mmol / L
ZnSO4,250mmol / L CH3COONa 中,pH= 4郾 5)加入至各管,
37益 孵化 20min。 加入 200滋L 停止液后 (62郾 5mmol / L
NaOH,30mmol / L EDTA,0郾 5mol / L PBS,pH = 7郾 2),离心

管加热到 94益 15min,冷却到室温(25益)5min。 100滋L
的上述混合液和 10nmol / L 显色探针溶解在杂交甲酰胺
溶液中(4伊SSC,10% 甲酰胺,0郾 02% SDS,pH = 7郾 2),再
添加到每个涂以固定探针的基质中,再覆盖 50滋L 的矿物

油。 最后,在 45益 30min 孵化后再冲洗。
在溶液中加入 100滋L 的 peroxidase(1 颐 5000 PBS 稀释

液,0郾 1% 牛 血 清 白 蛋 白) 吸 附 显 色 探 针, 37益 孵 化
15min,再冲洗。 最后,将 100滋L TMB 溶液(0郾 1mol / L 柠

檬酸,0郾 2mol / L Na2HPO4,0郾 1% H2O2,0郾 01% TMB)加入
上述混合溶液中。 37益孵化 15min 后,加入 50滋L 2mol / L
H2SO4用以停止显色反应。 利用多功能酶标仪 450nm 波

长处检测 A450nm值,反应流程图见图 1。
1郾 2郾 5 酶联免疫吸附剂实验摇 摇 利用酶联免疫吸附剂实
验(ELISA)法检测先天性白内障患者 CRYAB 基因所编

码的 琢B-晶状体蛋白的表达。 患者晶状体样本的浓度按
照制造商(基础生物技术诊断有限公司)的指示。 然后
将 50滋L 样品加入到存在抗体的预涂层中,再加入 100滋L
的 5% BSA。 每孔中覆盖好并 37益孵化 1h。 然后每孔均

洗五次蒸馏水。 加入辣根过氧化物酶,每孔覆盖好再次
37益孵化 1h。 然后每孔均以蒸馏水洗 5 次。 50滋L 的底
物(0郾 1%四亚甲基化合物)加入每孔中。 加入 50滋L 的

终止液(2mol / L H2 SO4)。 30min 内利用微板块于 450nm
波长处检测 A450nm值。
2 结果
2郾 1 双特异探针杂交试验特异性摇 DNA 探针可以通过与
其他相关序列相似的 mRNA 结合检测特异性(图 2)。
DNA 探针至少有两个碱基对与其他基因不同。 通过核
酸酶纠错方法,寡聚核苷酸探针可检测出两个碱基对以
内的差异。 我们的研究结果中显示在正常组血样中,未
检出显色信号,而先天性白内障组中荧光信号显著。 除

此之外,DNA 探针的(G+C)% 为 46郾 3% ,捕获探针和显
色探针分别为 44郾 4% 、40郾 7% 。 这表明当探针的 ( G +
C)% 在 40% ~ 60% ,杂交试验能顺利进行,尤其当比例
接近正反引物之间。
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图 1摇 DNA探针杂交原理图。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 各突变位点探针序列

突变位点 11
序列:5蒺-CACCACCCCTGGATCCACCGCCCCTTCTTTCCT-3蒺
捕获探针:3蒺-GTGGTGGGGACCTAGGTGGCGGGGAAGAAAGGA-5蒺
结合探针:5蒺-TACGTCCACCACCCCT-3蒺
显色探针:3蒺-CTTCTTTCCTAAGGC-5蒺-FITC
突变位点 20
序列:5蒺-TTTCCTTTCCACTCCCCCAGCCGCCTCTTTGAC-3蒺
捕获探针:3蒺-AAAGGAAAGGTGAGGGGGTCGGC GGAGAAACTG-5蒺
结合探针:5蒺-AGACTTTTCCTTTCC-3蒺
显色探针:3蒺-CCTCTTTGACATTAC-5蒺-FITC
突变位点 56
序列:5蒺-CCACCCTCCTTCCTGTGGGCACCCAGCTGGTTTGACA-3蒺
捕获探针:3蒺-GGTGGGAGGAAGGACACCCGTGGGTCGACCAAACTGT-5蒺
结合探针:5蒺-ATTAGCCACCCTCCT-3蒺
显色探针:3蒺-TGGTTTGACATTAGT-5蒺-FITC
突变位点 69
序列:5蒺-GGACTCTCAGAGATGTGCCTGGAGAAGGACAGGTTCT-3蒺
捕获探针:3蒺-CCTGAGAGTCTCTACACGGACCTCTTCCTGTCCAAGA-5蒺
结合探针:5蒺-GGACTCTCAGATTAG-3蒺
显色探针:3蒺-GACAGGTTCTAAGCA-5蒺-FITC
突变位点 109
序列: 5蒺-CATGAAGAGCGCCAGCATGAACATGGTTTCATC-3蒺
捕获探针: 3蒺-GTACTTCTCGCGGTCGTACTTGTACCAAAGTAG-5蒺
结合探针:5蒺-CATGAAGAGCATGAC-3蒺
显色探针:3蒺-TGGTTTCATCATCGA-3蒺-FITC
突变位点 120
序列: 5蒺-TCCAGGGAGTTCCACGGGAAATACCGGATCCCA-3蒺
捕获探针:3蒺-AGGTCCCTCAAGGTGCCCTTTATGGCCTAGGGT-5蒺
结合探针:5蒺-TCCAGGGAGTAATGA-3蒺
显色探针:3蒺-CCGGATCCCATGACA-5蒺-FITC
突变位点 140
序列: 5蒺-TCATCCCTGTCATCTAATGGGGTCCTCACTGTG-3蒺
捕获探针:3蒺-AGTAGGGACAGTAGATTACCCCA GGAGTGACAC-5蒺
结合探针:5蒺-TCATCCCTGTATGGA-3蒺
显色探针:3蒺-CCTCACTGTGAACCT-5蒺-FITC
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图 2摇 双特异探针杂交试验特异性。

图 3摇 不同浓度捕获探针对试验的影响。

图 4摇 不同浓度显色探针对试验影响。

2郾 2 双特异探针杂交试验最佳浓度的选择摇 本实验通过
浓度梯度的改变来探索探针的最佳浓度,结果显示信号强
度的增加随浓度的增加呈 S 形曲线增长,如图 3 ~ 4。 当
捕获探针或显色探针浓度从 1 ~ 10nmol / L 增长时,信号迅
速增长。 当浓度低于 1nmol / L 时,检测信号减弱;当浓
度高于 10nmol / L,最大光吸收值变化不大。 这可能是因
为折叠结构易形成而且复合单元结构在高浓度下容易
被保护。 因此 10nmol / L 是捕获探针和显色探针的工作
浓度。
2郾 3 双特异探针杂交试验最佳时间的选择摇 最理想的杂
交时间是减少杂交试验的周期。 在杂交梯度检测过程中,
当杂交时间分别为 10、30、60、90、180min 时,杂交效率为
31% 、42郾 6% 、90郾 2% 、96郾 5% 和 81郾 3% (图 5)。 超过 1h
后可能与 DNA 探针的退化和浪费时间有关系。 所以,
60min 作为双特异探针杂交试验过程中的最适宜时间,
30min 是杂交第二和第三步骤的时间。
2郾 4 双特异探针杂交试验最佳温度的选择摇 有文献报道
温度能影响杂交反应的效率,温度改变了分子运动和探针

的二级结构。 最佳反应温度( Tm)和 G+C 浓度、探针长

度、离子浓度和甲酰胺浓度等其他因素相关。 一般的反应

摇 摇

图 5摇 双特异探针杂交试验最佳时间。

图 6摇 双特异探针杂交试验最佳温度。

图 7摇 琢B-晶状体蛋白通过 ELISA法检测。

表 2摇 各突变基因位点检测杂交阳性率

基因位点 11 20 56 69 109 120 140
杂交效率(% ) 99郾 5 99郾 6 99郾 5 99郾 7 99郾 7 99郾 5 99郾 5

温度是 25益。 在我们的试验中,T = 81郾 5益 +16郾 6 伊 lgM+
0郾 41伊(G+C)% -500 / n-0郾 61(甲酰胺%) -25益;M 为钠

离子体积摩尔浓度(mol / L);n 为探针长度。 基于以上公

式,算出 29益、46益和 45益是三个阶段的反应温度,基本

上与测试结果的 30益、45益 和 45益 的反应温度一致

(图 6)。
2郾 5 双特异探针杂交试验检测阳性率摇 双特异探针杂交

试验按照碱基互补原则,检测突变基因的阳性率较高,结
果见表 2。
2郾 6 ELISA 检测 琢B-晶状体蛋白 摇 不同浓度样本中 1%
以上浓度检测结果阳性,阳性率可达 85郾 9% ,但只能检测

到蛋白水平,推测琢B-晶状体蛋白上调由于 CRYAB 基因

突变所致(图 7)。
3 讨论

先天性白内障是儿童致盲性眼病,致病因素较多,包
括风疹病毒、巨细胞病毒、单纯疱疹病毒等所致宫内感

染[13]、低体质量出生儿[14]、遗传因素[1] 等,与先天性白内

障的发生均具有一定的相关性,其中遗传因素占重要地

位。 晶状体发育过程中受多基因及其产物的调控,先天性

白内障具有高度的遗传异质性和临床异质性,不同的基因
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突变可导致同类型的先天性白内障发生,相同的基因突变

可导致不同类型的先天性白内障的发生,已发现的突变基

因已有 30 余种。 双特异探针杂交试验具有较高特异性和

灵敏性。 原理包括三个步骤:核酸酶纠错,捕获探针的固

定,显色探针的转移和检测(图 1)。 在核酸酶纠错阶段,
第一次杂交反应是 DNA 探针和 mRNA 在粗糙的细胞溶解

产物中进行,不稳定的 mRNA 信号可转换成同样数量的

DNA 信号,不完全匹配的 DNA 探针均被 S1 核酸酶清除

掉。 在捕获探针固定阶段,捕获探针以非共价键固定在链

霉亲和素和生物素间的底部。 这两个阶段可以在同样的

条件下同时进行,试验的时间可以明显缩短。 在信号转移

和检测的阶段,第二次杂交反应是 DNA 探针和固定探针,
第三次杂交反应是 DNA 探针和显色探针。 抗荧光素抗体

偶联 HRP 连接着显色探针的 3蒺 端。 每个步骤中散发的探

针和混合物,如方法中描述的步骤冲洗掉。 虽然 HRP 和

TMB 系统中存在显色反应,但最后混合物的信号强度通

过酶标仪测量。 双特异探针技术检测突变基因的试验操

作简单,灵敏度高,可重复性高,经济实惠,在临床上用于

产前诊断、优生优育具有重要的应用价值。 因此如果我们

从基因学角度对先天性白内障进行早期筛查,并及时孕期

进行干预,可有效降低先天性白内障患儿出生率。
随着分子生物学发展,生物检测技术在临床疾病中的

应用可明显提高疾病检出率,为疾病的早发现、早诊断、早
治疗提供了技术支持。 然而早期的生物检测技术如全基

因组扫描、全外显子测序、目标区域捕获测序、全基因组重

测序等,可用于发现致病基因和突变位点,但是由于花费

高、方法繁冗、效率低下等原因在临床中推广困难。 临床

上开始不断探索快速敏感有效的临床检测方法。 Avelino
等[15]利用 DNA 探针与靶基因结合,再通过纳米聚苯胺-
金复合物的电化学 DNA 生物传感器检测早期白血病患者

体内是否含有该染色体易位的基因。 Kitajima 等[16] 开发

了 TaqMan 探针小沟结合物(MGB)逆转录定量 PCR(RT-
qPCR)系统,该系统通过特异性探针和引物对两个基因型

的 AIV 进行检测,为 AIV 在临床粪便标本和环境样品常

规诊断提供快速、简便的方法。 Srilohasin 等[17] 利用 DNA
芯片作为基因分型工具,评估结核分枝杆菌复合体

(MTBC)临床分离株进化模式,利用单核苷酸多态性,鉴
别 MTBC 的物种和基因型,DigiTag2 测定是高弹性的,含
有相同的探针和 DNA 阵列施加至高度富含 GC 的分支

杆菌基因组中,能够简单、灵活、快速地检测出结核分枝

杆菌分离株的基因型。 因此 DNA 探针杂交试验具有较

高的特异性和灵敏性、成本低、效率高的特点,临床上易

于推广。
基于过往 DNA 探针的研究经验,本次研究我们设计

的双特异探针是通过碱基配对原则,将提取的 mRNA 与

含有突变位点的 DNA 探针结合,在 S1 核酸酶的帮助下,
切除未配对及错配的单个碱基,双链 DNA 解离成含突变

位点的单链 DNA 片段。 分别与固定的捕获探针及偶联荧

光素的显色探针通过碱基配对原则结合,形成捕获探针-
DNA 探针 -显色探针三明治结构。 抗荧光素抗体偶联

HRP 连接着显色探针,HRP 催化 TMB 发生反应,产生颜

色变化,将信号放大。 虽然 HRP 和 TMB 系统中存在显色

反应,但最后通过多功能酶标仪测量混合物的信号强度。
这种方法能够检测出血液中含有单个碱基突变 mRNA,具
有高效的特异性和灵敏性。

以往临床上常见的检测方法有酶联免疫吸附测定

(enzyme-linked immunosorbent assay,ELISA),而 ELISA 法

虽然操作简单,但是检测成本高,且大多用于蛋白表达量

的检测,少有文献报道用这种方法来检测突变基因,而且

基于物种抗体在这种技术上的特殊材料比较贵,且难以获

得。 双特异探针杂交技术是一种新型定性和定量检测的

方法,具有原料简单、成本较低、快速准确等优点。 利用

PCR 扩增技术筛选相关致病基因也是临床上常用的检测

方法,该方法需大量引物,操作复杂、费用高、耗时长、风险

大。 Valero 等[18]利用外显子测序方法检测基因变异率仅

93郾 4% 。 Kumar 等[19]对所有的外显子编码区域使用 PCR
扩增和直接测序法检测核苷酸变异,仅检出晶状体蛋白家

族(琢-和 酌-晶状体蛋白)占 66%的变异,而连接素占总变

异的 44% 。 Maruoka 等[20]应用外显子测序的方法检测突

变基因,突变检测率为 92郾 1% 。 而利用双特异探针技术

在本项研究中表明在合适的探针浓度、时间、温度下,双特

异探针技术能够快速、灵敏地显示出有无三明治结构,同
时检测出血样中是否含有突变基因,为具有先天性白内障

家系的孕妇提供安全、有效的产前诊断,能够快速且灵敏

地检测出胎儿是否携带先天性白内障突变基因,对先天性

白内障的早期诊断和防治具有重要意义。 我们利用双特

异探针技术明显提高了突变位点的检出率,检出率高达

99%以上。
目前临床上手术治疗先天性白内障的方法已然成熟,

包括在摘除白内障的同时,进行前段玻璃体切割联合后囊

膜切除,术后的弱视训练对于患者的视觉重建是最困难的

部分,目前临床上仍缺乏对先天性白内障有效的预防措

施。 该试验高效、经济地为先天性白内障家系中的产妇进

行筛查创造了良好的条件,为减少该疾病的发生率提供实

验基础,对提高国人视觉质量具有重要意义。
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