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RR+摘要,R背景R先天性无虹膜是一种罕见的先天性常染色体显性遗传疾病#表现为双眼无虹膜#目前已

知配对盒基因 L$;EX.%突变与先天性无虹膜相关-R目的R对先天性无虹膜患者进行 ;EX. 基因突变筛查-R

方法R纳入 ODHO 年 \ 月至 ODHP 年 HD 月在天津市眼科医院就诊的先天性无虹膜患者 HH 例#包括来自 E 个先

天性无虹膜家系的 L 例患者及 P 例散发病例#所有患者均接受常规眼科检查- 采集所有患者的外周静脉血各
E 15#按照 -WB分离试剂盒说明书描述的标准流程提取 -WB#对 ;EX. 和 ,PD3 基因全部外显子*外显子 P1和
E1端与内含子拼接部序列*!<?*序列进行 489扩增#采用 !)&,(/直接测序法以及多重连接探针扩增技术
$?A4B%对患者的 ;EX. 基因进行序列分析#并与 PDD 例无眼前节异常的眼外伤患者的测序结果进行比对-R

结果R所有患者均虹膜缺如#视力为手动M眼前#H 例患者存在晶状体脱位- 直接测序结果发现#BWQDH 家系

中的 E 例患者均携带 ;EX. 基因 >JL\\,w0$ .J;OEDF%突变#P 例散发病例中 E 例携有 ;EX. 基因突变#分别为
>JGL\,w)$.JXHPLF%*>JLHE>w0$ .JmODPF%和 >JHGHdO0w>突变#其中 >JL\\,w0$ .;OEDF%为新发现的突变-

BWQDO 家系的 H 例患者*BWQDE 家系的 O 例患者及另 O 例散发病例经直接测序和 ?A4B验证#均未发现 ;EX.*

,PD3 基因以及 !<?*片段的突变- PDD 名正常个体均未发现上述突变-R结论R先天性无虹膜可由 ;EX. 基因

突变引起#>JL\\,w0$.J;OEDF%为新发现的 ;EX. 突变体#扩大了 ;EX. 基因突变谱-R

+关键词,R先天性无虹膜& 基因突变& ;EX. 基因& 突变筛查
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表 87%-!. 基因外显子 EGF扩增引物序列

引物 上游引物$P1QE1 % 下游引物$P1QE1 % 产物大小$ T.%

,X:6'3 BYUU8BYY88UB88UYBUY8 8YU8Y8YBYU888UYUY ODO
,X:6'< UU88U8UU88UU8UU8U888 YYYYU88BUBBUUBY8BU8Y EHK
,X:6'. UY8UYYB8BBU8BBBB8YUBBY B8BYUYYBYBYBYBYYYUYY GHE
,X:6'@ UUUUBB8YYYUUYBYBYUUY8 YBBY888UYBYBYYBBBUYY ELO
,X:6'c B88UUYYYBBUYUUUUYYUY UUUYBBUUB8UYYUBYBUYBBBBYBBY PGD
,X:6'4 BYYUYYYBB88BYUUUYBUY 8BYBY8BUUUBY8BYB8UYBB88 EDE
,X:6'*= U8UY8UBBBUY8U8UY8UY8 BB8BUYYBY88BYBUYUYBBY E\K
,X:6'** BBUU88B8BB888B88B8B8 UYB8UYYU8BBY88BBU8B8 EKO
,X:6'*% 8UUYUUYY8BYBYUU88U8Y BYYBYUUBBB8B8Y888U88 EGK
,X:6'*1 BBB88UBUBBBUUUYUBUU88BUY UUU8BBYU88BUU88UU888 EEH

R注';EX'配对盒基因

表 ;7/012 基因外显子以及 WUML序列 EGF扩增引物序列

引物 上游引物$P1QE1 % 下游引物$P1QE1 % 产物大小$ T.%

,X:6'* 8UYBUBYYB8YYYUYUUUY8 YYU8888U888UBBYUUU88 EEC
,X:6'% Y88UUU88UU8BUBBBY88UBB8 BBUUUUYYBBUYYYBBUUYY ODL
,X:6'1 YUY8UUY8UYUUUYBUBY88 BY8UUBBUBUUU8888BB8U8U8 GEC
,X:6'3 UUUU8UUUBBBUU88BYUUUBUUY8 YY8BUB88B8BBYBYBUU8UY GEP
,X:6'< Y88BUUYUUUUY8UYYBUY BBBBYBBBY88B8BYBUBBUYBBBUB8 GHO
,X:6'. UYBY8BBYUUBUBBUBBYY8BUUY 8UBBYY8UY8UUYUY8U8UY GGC
,X:6'@ 8BU8UBUUYB8BUUYU8U888UY BUYY88BYBBBY8B88UY GOP
,X:6'c UUU88BU88BYUUUU8BY88 YYBUUYBBUBYYBUY8UU88BY EGC
,X:6'4 B88BUUUY8UU8BUUY8U88 UU8BBBBYBBBBU8BU8UUUY88 G\L
,X:6'*= UUYUUUUBY8BYYBBUUUUBUBUY8 BBUYBYBBBUYY8YY8B8 GOD
)>/A YBB8U8BBUYUBYUYUUUU8BY88 YB8UUU8U8BYYBBYBBBU8BYY PCE

R注',PD'复合蛋白

RR先天性无虹膜是一种罕见的先天性常染色体显性
遗传疾病#表现为双眼无虹膜#其发病率为 HMHDD DDD p
HMPD DDD (H) #部分患者合并角膜*前房*晶状体及黄斑
等组织结构的发育异常

(O) - 患者因虹膜缺如而表现
出畏光症状#或由于黄斑发育不良合并眼球震颤#合并
前房角和晶状体发育异常者还可出现青光眼*白内障
及角膜混浊等

(EaG) - 这些并发症使先天性无虹膜患者
出现视力下降甚至丧失#先天性无虹膜可合并泌尿生
殖系统发育异常#形成 XBY9综合征- 大部分先天性
无虹膜患者有家族史#少部分患者为散发病例- 目前已
知配对盒基因 L $ .)#/(6 T2Z,(&(L#
;EX.%突变与先天性无虹膜有关- 研究
表明#;EX. 基因突变小鼠可出现小眼球*
无眼球#甚至死亡(P) - 此外#有报道认为
复合蛋白 G$(52&,)02/./20(#& G#,PD3%基
因和位于该基因内含子区的一个超级保

守序列 !<?*也与无虹膜有关(LaK) - 为
了深入研究先天性无虹膜患者发病的分

子生物学机制#本研究中采用直接测序
法以及多重连接探针扩增技术$1%50#.5(Z
5#,)0#2&Q6(.(&6(&0 ./2T( )1.5#3#>)0#2&#
?A4B%对先天性无虹膜患者进行 ;EX.
和 ,PD3 基因突变位点筛查-

87资料与方法

8J87一般资料
纳入 ODHO 年 \ 月至 ODHP 年 HD 月

在天津市眼科医院就诊的先天性无虹

膜患者 HH 例#其中 L 例患者来自中国北
方不同地区的 E 个遗传家系 $BWQDH*
BWQDO 和 BWQDE %#另外 P 例为散发病
例- 所有患者均接受视力*裂隙灯显微
镜*超声生物显微镜*眼压及 *8U检查-
同期纳入在天津市眼科医院治疗的无

眼前节异常的眼外伤患者 PDD 例作为对照- 本研究经
天津市眼科医院伦理委员会批准$批准文号'U]ggAAQ
ODHOQDG%并严格遵循赫尔辛基宣言#所有临床检查和
基因分析均获得患者的知情同意-
8J;7方法
8J;J87-WB提取R采集 HH 例患者的外周静脉血各
E 15#按照 -WB分离试剂盒 $美国 92>"( #̀2>"(1#>)5
公司%说明书描述的标准流程提取 -WB#提取的 -WB
样品经质量分数 Hl琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度
计检测纯度和浓度后于aOD t条件下保存备用-
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8J;J;7;EX. 和 ,PD3 基因扩增R对 ;EX. 和 ,PD3 基因
全部外显子*外显子 P1和 E1端与内含子拼接部序列*
!<?*序列进行 489扩增#489反应体系为 OD )5#包
括 HqP 1125MA?,85O*每种 6WU4DqO 1125MA*上下游
引物各 DqP )125MA*U)[ 聚合酶 H 7$商品单位%和模板
基因组 -WBPD &,- 扩增条件'CP t预变性 E 1#&&
CP t变性 ED :#PP t退火 ED :#KO t延伸 GP :#共 ED 个
循环- 489引物为自行设计#由上海生工公司合成#
引物序列见表 H#O-
8J;J<7基因突变检测7489产物经 Hl琼脂糖凝胶
电泳后#按凝胶纯化试剂盒$美国 m#),(& 公司%说明书
进行分离纯化- 纯化后的 489扩增产物经 #̀,-+(试
剂盒$美国 B̀ <公司%测序延伸后#用 49<!?EHED 遗
传分析仪$美国 B̀ <公司%读取基因序列信息#通过
-WB!0)/软件中的 !([?)& 程序与美国国家生物技术
中心 $ W)0#2&)58(&0(/32/ #̀20(>"&252,+<&32/1)0#2&#
W8̀ <%数据库$;EX. 基因参考序列号'WYjDD\LKCJH&
,PD3 基因参考序列号'WYjDEGD\LJH%的正常序列进行
比对- 在 PDD 例对照组中进行患者突变位点筛查#并
与患者家系其他成员的直接测序结果进行比对- 直接
测序法未检测到 ;EX. 基因突变患者则参照文献(\)
中描述的 ?A4B方法检测目标基因内多个核苷酸序列
的拷贝数变化以确定基因序列重排或大片段缺失-

;7结果

;J87患者临床表现
HH 例患者的临床表现均为低视力和畏光#眼压正

常#裂隙灯显微镜下可见角膜透明#虹膜缺如#视网膜
脉络膜未见明显组织缺损- 其中 H 例患者伴晶状体脱
位$图 H%- 例 G*例 P 和例 L 患者来自 BWQDH 家系#例 C
和例 HD 患者来自 BWQDE 家系- 患者临床特征见表 E-

表 <7先天性无虹膜患者临床特征

患者编号 年龄$岁% 视力 虹膜 所属家系

例 H HL 数指M眼前 缺如 散发

例 O HO DqH 缺如 散发

例 E E\ DqH 缺如 散发

例 G K DqO 缺如 BWQDH

例 P P DqH 缺如 BWQDH

例 L EE 数指M眼前 缺如 BWQDH

例 K HP DqH 缺如 BWQDO

例 \ GE DqH 缺如 散发

例 C EK 数指M眼前 缺如 BWQDE

例 HD H\ DqH 缺如 BWQDE

例 HH HC DqO 缺如 散发

E

A

B

C

D

Ⅰ1

Ⅱ1

Ⅰ2

Ⅱ2

图 87患者眼前节像及家系图
可见所有患者均表现为完全

或接近完全的虹膜缺损RB'
例 H 患者R '̀例 O 患者R8'
例 E 患者R-'例 G 患者无虹
膜#可见晶状体缺如$箭头%R
;'BWQDH 家系图R%'患病女
性R$'患病男性R#'健康

女性R&'先证者R<H '例 L 患者R&H '例 G 患者R&O '例 P 患者

R注'BW'无虹膜

;J;7患者基因突变位点
P 例散发患者中#直接测序结果发现例 H*例 O 和

例 E 携有 ;EX. 基因突变#分别为 >JHGHdO0w>*>JGL\,w
)$.JXHPLF%及 >JLHE>w0$ .JmODPF%突变$图 OB# #̀
8%#例 \ 和例 HH 患者直接测序和 ?A4B结果均未发
现 ;EX.*,PD3 基因以及 !<?*片段存在突变- 直接测
序结果发现#BWQDH 家系中所有患者均携带 ;EX. 基因
>JL\\,w0$.J;OEDF%突变$图 O-%#而 BWQDO 和 BWQDE
家系成员直接测序和 ?A4B结果均未发现 ;EX.*,PD3
基因以及 !<?*片段存在突变- PDD 例对照个体均未
发现上述突变-

<7讨论

;EX. 基因位于染色体 HH.HE 上#包括 HG 个外显
子#可编码由 GOO 个氨基酸组成的 4BFL 蛋白- 4BFL
蛋白是高度保守的转录因子#参与大脑*胰腺*角膜*
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野生型

突变型

D

野生型

突变型

C

野生型

突变型

B

野生型 Intron5

Intron5突变型

A

图 ;7先天性无虹膜患者 %-!. 基因测序图RB'与野生型 ;EX. 基因测序结果比较#患者
出现 >JHGHdO0w>突变J箭头示内含子 P 的起始位置R '̀与野生型 ;EX. 基因测序结果比
较#患者出现 >JGL\,w)$ .JXHPLF%突变J方框示无义突变密码子的读码框位置R8'与野
生型 ;EX. 基因测序结果比较#患者出现 >JLHE>w0$ .JmODPF%突变J方框示无义突变密码
子的读码框位置R-'与野生型 ;EX. 基因测序结果比较#BWQDH 家系 E 例患者均出现
>JL\\,w0$ .J;OEDF%突变J方框示无义突变密码子的读码框位置

晶状体和视网膜等多种组织器官的发育
(C) - 已证实

;EX. 突变后可导致患者无虹膜*精神发育迟滞*糖耐
量受损或糖尿病- 作为 ;EX家族的一员#;EX. 基因在
大脑*眼部*肠道和胰腺等多个器官中均有表达#在进
化过程表现出高度的序列保守性

(HD) - 4BFL 蛋白含有
O 个 -WB结合结构域#分别为配对结构域 $ 4-#
GQHED))%和同源结构域$'-#OHDQOLC))%#这 O 个结构
域之间由一段富含甘氨酸的连接段$AW=#HEHQODC))%
相连

(HH) - 4BF蛋白羧基端还存在一个富含脯氨酸*丝
氨酸*苏氨酸的结构域$4!U#OKCQGOO))%#该结构域具
有反式激活转录调节的作用

(HO) - 迄今为止#在眼部畸
形患者中已发现了超过 EDD 个 ;EX. 基因的突变#包括
错义*无义*剪接异常*读码框移位*插入*缺失等多种
类型#其中无义突变占多数 (HEaHG) -

本研究中收集的 E 个无虹膜家系成员和 P 例散发
病例中存在 G 种 ;EX. 基因突变体#其中包括 >JGL\,w
)$ .JXHPLF%* >JLHE>w0$ .JmODPF% 和 >JL\\,w
0$.J;OEDF%这 E 种无义突变以及 H 个基因剪接位点

突变#即 >JHGHdO0w>- 其中无义突变 >J
GL\,w)$.JXHPLF%和>JLHE>w0$.JmODPF%
与剪接位点突变 >JHGHdO0w>为已知突
变

(HPaHK) #>JL\\,w0$.J;OEDF%为新的突
变体-

无义突变 >JGL\,w)$ .JXHPLF%和
>JLHE>w0$ .JmODPF%位于 4BFL 蛋白
AW=结构域#>JL\\,w0$ .J;OEDF%突变
位于 '-结构域- 这 E 种无义突变均导
致 ;EX. 基因编码的氨基酸序列出现提
前终 止 密 码 子 $ ./(1)0%/(0/)&:5)0#2&
0(/1#&)0#2& >2&62&#4U8%#诱发无义突变
介导 的 19WB 降 解 机 制 $ &2&:(&:(Q
1(6#)0(6 19WB 6(>)+#W?-%#使含有
4U8信号的 19WB分子被选择性地降
解#导致体内的 4BFL 蛋白水平严重下
降#这种单体不足效应可能是先天性无
虹膜发生的主要分子病因

(H\aHC) - 发生
于 ;EX. 基因内含子 O 中的剪接位点突
变 >JHGHdO0w>改变了阅读框架#同样导
致 4U8信号的出现#使异常 19WB被
W?-监视机制降解-

本研究中还发现 H 例散发病例发
生了 ;EX. 基因内含子与外显子交界处
的杂合突变 >JHGH dO0w>- 通过与
Y(&(T)&$ 上 ;EX. 基因组序列 $ WYj

DD\LKCJH%的比对#本研究中将该突变定位在 P 号内含
子的第二核苷酸处#该碱基位于剪接供体保守序列内-
鉴于该保守序列对剪接功能的重要作用#本研究中应
用剪接分析网站提供的预测分析服务对该突变位点进

行了预测#结果显示该突变破坏了野生型的剪接位点-
本研究中通过直接测序法对先天性无虹膜患者的

;EX. 进行突变筛查#但在 BWQDO 和 BWQDE 家系及 O 例
散发病例中未检测到 ;EX.*,PD3 基因以及 !<?*片段
的突变- 为防止由于基因重排或大片断 -WB序列的
丢失#本研究中利用 ?A4B法对这些患者进行了序列
分析#但仍未发现突变- 本研究 \ 例先证者中的 G 例
发现了 ;EX. 基因突变体#突变检出率为 PDl#与其他
研究十分接近

(ODaOH) - 根据本研究检测结果#推测一方
面可能由于本研究目前所用的检测手段存在一定的局

限性#尚不能找到靶基因内含子或调控区域的变异&另
一方面可能存在其他与先天性无虹膜发病相关的未知

基因#需要进一步的研究来揭示-
综上所述#本研究在中国无虹膜患者的;EX. 基因
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中发现了 G 种杂合突变体#>JL\\,w0$ .;OEDF%为新发
现的;EX. 突变体#扩大了;EX. 基因的突变谱#对于先
天性无虹膜患者的分子发病机制研究具有重要价值-
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读者!作者!编者

本刊对医学研究中知情同意和医学伦理学描述的要求

RR根据国际医学期刊编辑委员会提供的.生物医学期刊投稿统一要求/的表述#本刊对作者撰写稿件时关于.知情同意/和.医学

伦理学/的描述提出如下要求'

$H%知情同意R在未事先获得知情同意的情况下#患者有隐私不被侵犯的权力- 患者的身份信息#包括姓名*来源*住院号等均

不应该以文字*图片或家系信息的方式在出版物上公开#除非这些信息对于本研究是必需的#如需在出版物上显示#应征得患者$或

者父母*监护人%签署的书面同意书-

发表的文章中应该省略不必要的患者个人信息#但难以做到完全匿名时$如在照片中掩盖患者的眼部#不足以保护患者的隐私

权%#应提供知情同意的信息- 如果用改变患者的身份特征$如遗传家系等%以保护患者隐私权的方法#作者应该确保这些改变不影

响研究的科学性#并且编辑应在文中对此予以说明-

$O%医学伦理学R以人体为实验对象的研究#作者应该提及试验步骤是否符合相应的负责机构*国家委员会或 HCKP 年赫尔辛

基宣言$ODDP 年修订%的医学伦理学标准- 如果研究过程对是否符合赫尔辛基宣言有疑问或存在一定的问题#作者应当做出客观

说明并解释研究的合理性#提交已通过审查机构的批准情况- 以动物为实验对象的研究#作者应当说明是否遵循当地的相关机构*

学会$国内或国外%及国家实验动物保护和使用指南-
$本刊编辑部%
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