
!临床研究!

先天性无虹膜患者的基因型<表型分析
李杰!栗占荣!邢亚斯!彭海鹰!戴淑真
河南省人民医院!郑州大学人民医院!河南省立眼科医院!河南省眼科研究所!河南省眼科
学与视觉科学重点实验室"郑州 K#$$$5
通信作者#戴淑真"&'()*#B+[JJ"5$$$#42345678'

!!$摘要%!目的!分析先天性无虹膜患者基因型与表型之间的关系(!方法!应用全外显子组测序对 5
例先天性无虹膜家系进行致病基因筛查"重点分析 X>e4 相关基因变异"并应用 ?(./-@测序与定量聚合酶链
式反应&XE:'验证相关变异(!结果!基因分析显示"% 例先证者的 %!=U 基因分别存在 76JKJ EfC无义变异
和 763K3h3 DfC剪切变异"另 3 例检测到染色体 33S35 的重复变异&7,@33#53#53553Q53G%"J#J'"该区域包含
了 %!=U*HX%$ 基因( %!=U 结构基因变异患者的表型符合典型无虹膜的特征"主要表现为虹膜完全缺失"黄
斑发育不全O眼球震颤及小角膜+33S35 的重复变异患者主要表现为小眼球合并小角膜*黄斑发育不全O眼球
震颤及虹膜发育不良(!结论!完全 %!=U 拷贝重复可能导致 %!=U 表达过量"引起以小眼球合并小角膜"黄
斑发育不良为特征的严重眼部异常"其虹膜异常累及较轻微"区别于 %!=U 单倍剂量不足所致的典型无虹膜(!
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"!4&,0#2,#5647+2,'8+5 C8-0S*8@-A,-/-.8ARS-QS,-.8ARS-78@@-*(A)8. ('8./5 S-B)/@--+(TT-7A-B U)A,
78./-.)A(*(.)@)B)(6!9+,/(.&!E*).)7(*B(A((.B /-.8')7;=>U-@-78**-7A-B (.B /-.-A)7Y(@)(A)8.+U-@-+7@--.-B
VRU,8*-Q-08'-+-Z1-.7)./"U)A, (. -'S,(+)+8. X>e4Q@-*(A-B /-.-+6?1+S-7A-B Y(@)(A)8.+U-@-Y-@)T)-B VR?(./-@
+-Z1-.7)./(.B Z1(.A)A(A)Y-S8*R'-@(+-7,(). @-(7A)8. &XE:'6]@)AA-. ).T8@'-B 78.+-.AU(+8VA().-B T@8' A,-
S(@-.A+8T-(7, S@8S8+)A1+S@)8@A8-.A-@)./+A1BR78,8@A6C,)++A1BRS@8A878*U(+(SS@8Y-B VR&A,)7E8'')AA--8T
9-.(. &R-98+S)A(*&=869=&&EcoQ%$3"&4''6!:+&;$,&!D-.-A)7(.(*R+)+)B-.A)T)-B A,(A(.8.+-.+-76JKJ EfC
Y(@)(A)8. (.B (. 763K3h3 DfC+S*)7)./Y(@)(A)8. 8TA,-%!=U /-.-). AU88TA,-S@8V(.B+"U,)*-A,-@-'().B-@,(+
7(@@)-B (B1S*)7(A)8. ). 33 S35 &7,@33#53#53553Q53G%"J#J' -.78'S(++)./A,-%!=U (.B HX%$ /-.-+6X,-.8ARS-
(.(*R+)++,8U-B A,(AA,-S@8V(.B+7(@@R)./A,-.8.+-.+-(.B +S*)7)./Y(@)(A)8.+,(B 7*(++)7(*T-(A1@-+).7*1B)./
78'S*-A-(.)@)B)("'(71*(@,RS8S*(+)("')7@878@.-((.B .R+A(/'1++A,-S@8V(.B 7(@@R)./A,-33S35 B1S*)7(A)8. ,(B
')7@8S,A,(*'8+"')7@878@.-(" '(71*(@BR+S*(+)(" )@)+BR+/-.-+)+" (.B .R+A(/'1+6! <("2$;&'("&! C,-33S35
B1S*)7(A)8. ).Y8*Y)./A,-%!=U /-.-'(R,(Y-7(1+-B 8Y-@Q-0S@-++)8. 8T%!=U <?8?" @-+1*A)./). +-Y-@--R-
(V.8@'(*)A)-+).7*1B)./')7@8S,A,(*'8+(.B ')7@878@.-("'(71*(@BR+S*(+)((.B .R+A(/'1+6C,-@-*(A)Y-*R')*B )@)+
BR+/-.-+)+,(+B)+A)./1)+,)./)AT@8'7*(++)7(*(.)@)B)(B1-A8%!=U ,(S*8).+1TT)7)-.7R6

"=+% 1(0.&#5E8./-.)A(*(.)@)B)(+ %!=U <?8?+ E8SR.1'V-@Y(@)(A)8.+ X,-.8ARS-
>;".-0(*0#3# =(A)8.(*=(A1@(*?7)-.7-H81.B(A)8. 8TE,).(&G34$$""#'+ =(A)8.(*c-RE*).)7(*?S-7)(*A)-+

E8.+A@17A)8. X@8/@('8TE,).(
;FN#3$65"4$O7'(6P6)++.6%$J#Q$34$6%$3J6336$$J

!!先天性无虹膜是指虹膜部分或完全发育缺陷"常
合并其他眼前节异常及黄斑发育不全

, 3- "多为常染色
体显性遗传"主要致病基因是位于 33 号染色体 33S35
的配对盒基因 4&S()@-B V80S@8A-). S(0Q4"%!=U'"其表

达的转录因子调控胚眼的发育
, %- +其他可能相关的致

病基因包括 !"#"U*L'=#)*L'=.V*L'=HV*%Z/=-*
#,%)") 和 0'=-, 5- ( 此外"%!=U 基因 52端以及 #2端
转录调控元件的基因变异也可以引起先天性无虹膜
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症
, K<#- "因此先天性无虹膜具有显著的基因异质性和

表型异质性( 目前普遍认为 %!=U 单倍剂量不足是其
作用机制"关于拷贝重复的变异较少报道 , 4- "重复变
异的表型也鲜有分析"本研究中应用全外显子组测序
对 5 例先天性无虹膜患者进行致病基因检测"探讨基
因型<表型之间的关系(

?5资料与方法

?6?!一般资料
5 例先天性无虹膜先证者均来自河南省"为河南

省立眼科医院遗传眼病门诊患者"先证者父母均签署
知情同意书"本研究通过河南省立眼科医院伦理委员
会审核批准 ,批文号#9=&&EcoQ%$3" & 4'号-( 家系
情况如图 3 所示"图中家系成员均纳入研究(

Ⅱ

Ⅰ

1

21

Ⅱ

Ⅰ

1

21

Ⅱ

Ⅰ

1

21

2
BA CⅡ

Ⅰ

1

21

Ⅱ

Ⅰ

1

21

Ⅱ

Ⅰ

1

21

2
BA C

图 ?5先天性无虹膜三家系!>#家系 3! #̀家系 %!E#家系 5!"#正
常男性!##正常女性!$#患病男性!%#患病女性!↗#先证者
!

?6@!方法
?6@6?!提取基因组 ;=>!抽取先证者及父母外周静
脉血并分离白细胞"CN>=('S *̀88B ;=>c)A试剂盒
&北京 C)(./-. )̀8A-7, 公司'提取基因组 ;=>"a1V)AC

%L$ 荧光计 &a1V)ACb 双链 ;=>检测试剂盒"美国
N.Y)A@8/-. 公司'定量检测基因组 ;=>浓度及总量"并
用琼脂糖凝胶电泳检测纯度及完整性(
?6@6@!全外显子组测序!对先证者及其双亲同时进
行全外显子组测序";=>样本用 I% 捕获探针&瑞士罗
氏=)'V*-D-. 公司'进行捕获"完成建库之后"9)+-Z 系
列平台&美国 N**1').(公司'上机测序"运用 V(+-7(**
分析软件 7̀*C8H(+AZ&美国 N**1').(公司'得到原始数
据( 原始 数 据 经 过 质 控 后 应 用 ]̀> 比 对 软 件
&,AAS+#OO/)A,1V678'O*,5OVU('与参考序列 ,/3J 比对
统计+ 用 ?>bA88*+进 行 单 核 苷 酸 多 态 性 & +)./*-
.17*-8A)B-S8*R'8@S,)+'" ?=X'检测"采用 S).B-*进行
N.B-*检测+根据测序深度"突变质量进行变异过滤&突
变深度至少达到 3$d"突变率达到 5$M以上"筛选突变
a1(*)ARf%$ '+ 然 后 进 行 变 异 注 释 及 危 害 预 测
& X:FI&>=* ?NHC* X8*RS,-.%* b1A(A)8.A(+A-@*
b(0&.A?7(. 等'+并二次过滤去除最小等位基因频率
&').8@(**-*-T@-Z1-.7R"b>H' #M以上的多态性变异*

同义突变*内含子区域的突变+最后根据家系共分离进
一步分析筛选(
?6@6A!荧光定量 XE:测量拷贝数变异!验证先证者
及其父母的 HX%$ 基因和 %!=U 基因的拷贝数"HX%$
基因选取第 K*"*3$ 外显子"%!=U 基因选取第 3*"*J*
35 外显子( 应用 >̀ N?A-S F.-OX*1+XE:仪 &美国
>SS*)-B )̀8+R+A-'+公司'对正常对照 &来源于正常体
检志愿者'和家系成员进行拷贝数变异检测( 引物序
列见表 3" 反应体系包括上下游引物各 $L%# %*
& %L# %'8*Og' 和 $L#$ %*& 3$$ ./' 样本 ;=>以及
?ò :D@--. 荧光定量 XE:反应&试剂'体系 #L$$ %*(
每个实验重复 5 次"取平均值( 比较家系样本与正常
对照样本内参基因的 EA值"使两者差值r3&f3 则按照
此差值稀释高浓度样本重新试验'"选取 ?;值f$L%
数据进行分析 &r$L% 者重新进行试验'( 采用 %<&&EA

法计算结果值( %<&&EA
值为 $LGl3L%的样本为正常"%<&&EA

值f3L%#lr3L"# 的样本为单倍重复"%<&&EA
值f3L"#lr

%L%#的样本为双倍重复"%<&&EA
值f$L5#lr$L"# 的样本为

杂合缺失"%<&&EA
值为 $则为纯合缺失(

表 ?5荧光定量 M<:引物序列

引物名称 碱基序列&#2Q52 ' 产物长度& VS'

%!=UQ3aH E>CCCDE>CDCCDEDD>DCD>CC>

%!=UQ3a: D>>DEECD>EECECDCE>CE>CE
3%#

%!=UQKaH C>>E>D>DEEEE>C>CCED>DE

%!=UQKa: CEECEEEECD>EEECED
355

%!=UQJaH CCCD>D>D>>EEE>CC>CEE>D>CDC

%!=UQJa: >D>E>>>CDDC>CD>>CE>E>>>DCDC
353

%!=UQ35aH DCDCDCE>DCCEE>DCCE>>DCC

%!=UQ35a: EE>C>DCE>ECD>ECD>>CC>>E>E>
353

HX%$QKaH ECCEE>DE>EE>CC>ECCD>CD>C>

HX%$QKa: CDEECEE>CECCDDDC>>C>>ECD
35%

HX%$Q"aH D>D>ED>C>CCCDECDCDE>D>>>

HX%$Q"a: >>CCCEDC>EECDD>CE>D>CDCDCC
3K3

HX%$Q3$aH CDCE>D>E>E>DCD>DEED

HX%$Q3$a: >EC>>DD>DD>>CEEEC>D>>DCEE
3%#

!注#XE:#聚合酶链式反应

?6@6G!?(./-@测序验证变异!家系 %*5 中所有成员
应用 ?(./-@测序法验证变异"根据变位点所在位置设
计引物"XE:扩增对应 ;=>片段"扩增产物经质量分
数 3M琼脂糖凝胶电泳"按凝胶纯化提取试剂盒&德国
a)(/-. 公司'说明书的步骤分离纯化目的条带"纯化
产物采用相应的 XE:引物扩增"用 >̀ N5"" 型全自动
;=>测序仪&美国 >SS*)-B )̀8+R+A-'+公司'进行 ;=>
测序( 将测序结果在家系中进行验证"观察是否有与
突变位点相一致的基因与表型共分离现象(
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@5结果

@6?!各家系临床表型
家系 3"先证者"男"# 岁"诉自幼双眼视力差"眼球

震颤( 右眼视力#h3L#$ ;?<3L$$ ;Ed5#ij$L$#+左眼
视力#h$L"# ;?<3L$$ ;Ed34#ij$L$#( 检查发现双眼
球水平钟摆样震颤"双眼小角膜 &水平直径约为
GL$ '''&图 %>'"双眼虹膜发育不良"右眼瞳孔上方
移位&图 % "̀E'"视网膜平伏"色泽可"黄斑中心凹反
光未见+眼轴长度右眼 3GLG5 ''"左眼 3GLG3 ''+角
膜曲率半径右眼 "L$% ''&水平' O4L4% ''&垂直'"左
眼 4LGG ''&水平' O4L#" ''&垂直'+双眼 `型超声示
眼球组织无缺损&图 %;"&'( 先证者父母表型正常(

家系 %"先证者"女"3$ 岁"诉自幼双眼视力差"眼
球震颤"伴面左偏"视线向右( 右眼视力#<5L#$ ;Ed
3G$ij$L3+左眼视力#<5L$$ ;Ed3G$ij$L3( 检查发
现双眼球水平钟摆样震颤"双眼小角膜 &水平直径约

为 GL# '''&图 5>'"双眼无虹膜&图 5 "̀E'"视网膜
平伏"色泽可"黄斑中心凹反光未见&图 5;"&'+眼轴
长度右眼 %5L%J ''"左眼 %%L%" ''+角膜曲率半径#
右眼 GL%J ''&水平' O"L## ''&垂直'"左眼 GL3" ''
&水平' O"L5" ''&垂直'+双眼 `型超声示眼球组织
无缺损+智力发育正常( 其父亲的表型与与先证者相
似"母亲表型正常(

家系 5"先证者"女"# 岁"诉自幼双眼视力差"眼球
震颤( 右眼视力#<3L$$ ;?<5L$$ ;Ed3K$ij$L$#+左
眼视力#<%L$$ ;?<%L$$ ;Ed3#$ij$L$#( 检查发现双
眼球水平钟摆样震颤"外斜映光约<5$i"双眼小角膜
&水平直径约为 JL$ '''&图 K>'"双眼无虹膜&图 K "̀
E'"视网膜平伏"色泽可"黄斑中心凹反光未见+双眼
`型超声检查示眼球组织无缺损+光相干断层扫描
&8SA)7(*78,-@-.7-A8'8/@(S,R"FEC'检查示未见黄斑
结构&图 K;"&'+智力发育正常( 患儿父母及弟弟表
型均正常(
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图 @5家系 ? 先证者眼部表型图!>#双眼角膜横径均为 GL$ ''! #̀右眼虹膜发育不良!E#左眼虹膜发育不良"瞳孔上移!;A&#`型超声检查
示双眼球壁无缺损&;#右眼+&#左眼'!图 A5家系 @ 先证者眼部表型图!>#双眼角膜横径均为 GL# ''! ÀE#双眼完全性无虹膜& #̀右眼+E#左
眼'!;A&#彩色眼底照片示先证者双眼黄斑中心凹反光未见 &;#右眼+&#左眼'!图 G5家系 A 先证者眼部表型图!>#双眼角膜横径均为
JL$ ''! ÀE#双眼完全性无虹膜& #̀右眼+E#左眼'!;A&#先证者 FEC检查示双眼黄斑结构缺失&;#右眼+&#左眼'
!

表 @5家系 ?A@AA 成员全外显子组测序的覆盖度及平均深度

家系 3 家系 % 家系 5
家系成员

先证者 父亲 母亲 先证者 父亲 母亲 先证者 父亲 母亲

覆盖度&M' JJLG" JJLJ$ JJLG$ JJLGG JJLJ5 JJLG% JJLGK JJLJK JJLG"

深度&d' 333 G" 35% 3"$ 3#$ 35J 3K# 3K% 3#4

@6@!各家系基因分析
家系 3 先证者及父母全外显子组测序的覆盖度及

平均深度如表 % 所示( 智因医学视觉系统包括的所有
% K"% 个基因的筛查分析"排除正常人
数据库 b>Hf#M&;o;HABV?=XA&(>EA
千人基因组等'以及不影响剪接的同
义A内含子突变等后"共识别到 34$ 个
不能排除致病可能的变异"对先天性无
虹 膜 相 关 基 因 变 异 & %!=UA HX%$A

!"#"UAL'=#)A L'=.VA L'=HVA %Z/=-A #,%)")A
0'=-AY0=-A 0IIA*.LVA*.LUA&"%$'分析"检测到
%!=U 基因&=bk$$$%G$'的外显子双倍重复&第 3l35

!GJG! 中华实验眼科杂志 %$3J 年 33 月第 5" 卷第 33 期!E,). W&0S FS,A,(*'8*"=8Y-'V-@%$3J"I8*65""=8633

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



外显子'致病综合评分最高+分析 %!=U 上下游调控序
列基因 &&#1)*.1!7#-$*;/)*IZ%]V* X('-*HIL*
#.$$*HX%$*.#.#)*(%%H.-*Z((%)X'"排除上下游
调控基因的拷贝数变异"重复变异定位于染色体
33S35 & 7,@33# 53#53553Q53G%"J#J '" 该 区 域 包 含
%!=U*HX%$ 基因+荧光定量 XE:分析结果显示"先证
者 %!=U*HX%$ 基因存在重复变异+先证者父母 %!=U*
HX%$ 基因的外显子拷贝数正常&图 #'(

家系 % 与家系 5 先证者及其父母全外显子组测序
的覆盖度及平均深度如表 % 所示+家系 % 先证者 %!=U
的第 # 外显子侧翼存在 763K3h3 DfC剪切变异"父亲

携带相同变异&图 4'( 家系 5 先证者 %!=U 基因存在
76JKJ EfC无义变异"导致终止密码子生成"编码终
止"为新发&B-.8Y8'变异"其父母和胞弟均未检测到该
变异&图 "'(
@6A!各家系基因型<表型分析

家系 3 的先证者携带 %!=U*HX%$ 基因重复变异"
临床特征主要包括小眼球合并小角膜*黄斑发育不全O
眼球震颤及虹膜发育不良( 家系 % 和家系 5 的先证者
分别携带 %!=U 基因结构区域的剪切变异和无义突
变"临床表现符合典型无虹膜的特征"包括虹膜完全缺
失*黄斑发育不全O眼球震颤及小角膜(
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图 H5家系 ? 先证者 5"#$ 和 %&5' 基因定量 M<:结果!>#先证者 %!=U 基因第 3*K*J*35 外显子的拷贝数与正常对照及其正常父母的比值约
为 %L$"提示先证者 %!=U 基因第 3l35 外显子存在双倍重复! #̀先证者 HX%$ 基因第 K*"*3$ 外显子的拷贝数与正常对照及其正常父母的比值约
为 3L#"提示先证者 HX%$ 基因第 Kl3$ 外显子存在单倍重复!图 K5家系 @ B#"*+0测序图!家系 % 先证者及其父亲检出 763K3h3DfC变异"先证
者母亲未检出变异!图 N5家系 A B#"*+0测序图!先证者检出 76JKJfC& S6>@/53"!'变异"先证者父母及其胞弟均未检出变异
!

A5讨论

先天性无虹膜常见的临床表型包括虹膜缺失和眼

球震颤"具有显著的表型异质性和基因异质性"其临床
表型谱包括虹膜缺损或发育不全*小眼球O小角膜*中
央型角膜混浊*房角O晶状体异常*视盘发育异常O缺
损*中心凹发育不全*眼球震颤等( 先天性无虹膜
%#Ml5$M的病例可以发现染色体的异常"常见于
33S35 染色体部分缺失 , "- +致病突变发现 3$ 余个结构
基因"其中最重要的是位于 33 号染色体 33S35 区的
%!=U 基因"其单倍剂量不足是主要的致病机制( 目前
人类 %!=U 基因突变数据库中已报道变异 K"% 种&截
至 %$3" 年 " 月'"其中常见的变异包括错义突变*缺失
突变和重复突变"分别占 "3M*3GM和 "M+蛋白结构改
变则以无义突变*框移突变及错义突变常见 & ,AAS#OO
*+BV6,/16'@76(761\O,8'-6S,S3 +-*-7AkBVj%!=U'+然
而关于基因重复拷贝数的变异报道较少( 此外"%!=U

结构基因上*下游的调控序列片段丢失也可以引起先
天性无虹膜

, G- "如上游的 ;/)*IZ%]V* X('-*HIL*
#.$$* &#1) 基因和下游的 HX%$* .%I$* .#.#)*
(%%H.-*Z((%)X 基因缺失 , J<3$- ( HX%$ 基因位于与
%!=U 基因毗邻的 5 2 端"属于下游的转录调控元
件

, 33- "其编码的-*SK 蛋白构成了组蛋白乙酰转移酶并
与 :=>聚合酶!结合"介导转录的 :=>的延伸 , 3%- "
HX%$ 基因突变可以导致 %!=U 增强子功能紊乱"影响
%!=U 的转录效率 , 33- (

家系 3 先证者存在 33S35 区拷贝数变异"此区域
的 %!=U 与 HX%$ 基因重复变异可能是致病变异( 目
前单倍剂量不足被认为是 %!=U 的致病机制"而其表
达过量致病的报道较少

, 4- "?7,-B*等 , 35-
报道在 %!=U

敲除的小鼠模型中导入人 %!=U 染色体片段"可以消
除 %!=U 缺陷所致无虹膜综合征&虹膜重度缺损*角膜
中央混浊及小眼畸形'"而双倍导入则出现小眼畸形
&虹膜无缺损'"表明 %!=U 转录和调控上调也可以导

!JJG!中华实验眼科杂志 %$3J 年 33 月第 5" 卷第 33 期!E,). W&0S FS,A,(*'8*"=8Y-'V-@%$3J"I8*65""=8633
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致眼部发育的异常+b(.1-*等 , 3K-
认为 %!=U 表达上调

虽然对眼的初期形成和主要的细胞类型无明显影响"
但在胚胎 3KL# 周后阻止视网膜的正常发育可致先天
性小眼球*视网膜发育不全和神经节细胞缺损(
>@(B,R(等 , 3#-

报道了 3 例完整 %!=U 基因重复病例"
其临床表型包括新生儿癫痫*肌张力减退*小头畸形
和发育迟缓"眼部无异常表现+?7,)*A-@等 , 34-

报道了

3 例 33S35 区 的 重 复 变 异" 包 含 HX%$* %!=U*
.]L5BU\U])U\$*&#1)*;/)*;/) !̀0 基因"临床表型
包括先天性小眼球*先天性白内障*青光眼*视网膜脱
离和视神经发育不良等"其他体征包括小头畸形*张力
减退*运动迟缓*垂体发育不良等( 目前已有数例
HX%$ 缺失突变的报道"患者临床表现为完全性无虹
膜*白内障或伴发青光眼 , 3"<3G- "但尚无重复突变的报
道( 本研究中家系 3 先证者的重复区包含 %!=U 与
HX%$ 基因"主要表现为水平钟摆样眼球震颤*小角膜O
小眼球*虹膜发育不良*瞳孔上方移位+通过临床表型的
对比"%!=U 重复变异具有较特殊的临床表现"先天性小
眼球*视网膜发育不全较常见"而典型虹膜的缺损未见报
道"与%!=U单倍剂量不足的临床特征具有明显差异(

既往关于先天性无虹膜的家系国内已有报

道
, 3J<%$- "76JKJ EfC无义变异是 %!=U 变异频率高的

位点之一"几乎所有病例均以完全性无虹膜为主要特
征"大部分患者有黄斑发育不全和眼球震颤"此外"白
内障*青光眼*角膜混浊也较为频发"表型异质性较明
显+已报道的 % 例 763K3h3 DfC剪切变异病例中"3 例
表现为完全性无虹膜*角膜混浊*青光眼*白内障*黄斑
发育不良

, %3- +另 3 例表现为经典无虹膜(
综上所述"本研究结果表明位于 33S35 区&7,@33#

53#53553Q53G%"J#J'的 %!=U 和 HX%$ 重复突变具有
先天性小眼球*视网膜发育不全的特征"虹膜异常的表
型较轻微"与 %!=U 剂量不足所致的典型无虹膜相区
别( 本研究结果增加了先天性无虹膜的突变频谱"丰
富了对 %!=U 异常表达特征的认识(
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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