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摘要院先天性无虹膜症是一种眼部虹膜组织高度发育不良导致视功能严重异常的遗传病袁其发病机制非常复杂袁主要与调控虹

膜发育的基因表达有关袁其中最重要的调控基因是人类配对盒基因 6渊PAX6冤遥 在眼部发育过程袁PAX6由于各种原因发生基因

突变导致表达异常袁引起虹膜组织先天发育不良袁导致无虹膜症的发生袁严重影响人类视觉功能遥 随着分子生物学技术的发展袁

对于先天性无虹膜症致病基因 PAX6的研究有很大的进展袁 本文对先天性无虹膜症的主要致病基因 PAX6基因及其分子诊断

方法作一综述,以期为先天性无虹膜症的基因靶向治疗提供理论基础遥
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A PAX6 Pathogenic Gene Analysis and Molecular Diagnosis of Congenital Aniridia
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Abstract：Congenital aniridia is a genetic disease with highly dysplasia of the iris tissue leading to severe abnormal visual function. The pathogenesis

of congenital aniridia is very complex, mainly related to the expression of genes regulating iris development, among which the most important

regulation gene is PAX6 gene. In the process of eye development, PAX6 gene mutation leads to abnormal expression due to various reasons, resulting

in congenital dysplasia of iris tissue, which seriously affects human visual function. With the development of molecular biology technology, great

progress has been made in the study of the pathogenic gene PAX6 of congenital aniridia. This paper reviews the main pathogenic gene PAX6 and its

molecular diagnosis methods, providing a theoretical basis for gene targeted therapy of congenital aniridia.
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先天性无虹膜症（congenital aniridia）典型表现

为虹膜组织部分或全部缺失或者高度发育不良，多

为双侧发病，严重影响视功能，可伴有眼球震颤其

他眼部并发症，如先天性白内障、青光眼及角膜混

浊等，同时无虹膜导致的眩光引起黄斑及其附近视

网膜发育不良也会加重视功能受损。据报道[1]，先天

性无虹膜症的发生率为 1颐70 000，20岁以下人群中

发生率高达 1颐47 000，发病无种族及性别差异。先

天性无虹膜症的发病机制非常复杂，包括常染色体

显性遗传、常染色体隐性遗传，其中约 1/3为散发，

2/3有家族遗传史，其中约 85%为常染色体显性遗

传，13%伴发于 WAGR综合症，该综合症表现为患

者同时患有 Wilms肿瘤、先天性无虹膜、生殖器发

育异常和智力发育迟缓，同时呈常染色体显性遗

传；约 2%为常染色隐性遗传，常伴发于 Gillespie's综

合症，表现为无虹膜、小脑共济失调和智力发育迟

缓[2]。先天性无虹膜症主要与遗传有关，其致病基因

和基因突变位点相继被发现。到目前为止，分子遗

传学的研究证明与先天性无虹膜症有关的致病基

因主要有 PAX6基因（人类配对盒基因，paired box

gene，OMIM607108，GenBank：AH014790）、FOXCl基

因（叉头框转录因子 C1，forkhead box C1，OMIM

601090，GenBank：NM_001453）、PITX2 基 因

（OMIM601542，GenBank：KR710429）、FOXE3 基 因

（ 叉 头 框 转 录 因 子 E3，forkhead box E3，

OMIM601094，GenBank：NC_000001）、NF1基因（神

经纤维瘤蛋白 1，neurofibromin 1，OMIM613113，

GenBank：NC_000017）、OTX2基因（邻位齿状同源

盒 基 因 ，orthodenticle homeobox 2，OMIM600037，

GenBank：NC_000014）等，约 46 多个基因位点与先

天性无虹膜症有关。其中，最重要的的致病基因是

PAX6 基因，80%~90%的先天性无虹膜症与 PAX6

基因突变有关，它的很多基因位点已被定位，基因编

码蛋白质的致病机制也被阐明，这使先天性无虹膜

症的分子诊断成为可能，也为临床基因靶向治疗先

天性无虹膜症提供了理论基础。本文就 PAX6基因

及其分子诊断方法作一综述。

1 PAX6基因概述

人类 PAX6基因长 22 Kb，共有 14个外显子，

位于 11P13位置，在眼、鼻、大脑、内分泌腺、中枢神

经系统等的发育中发挥着关键作用，是眼部发育的

主要控制基因。它的编码产物属于 DNA结合蛋白

类，由配对盒结构域（paired domain，PD）和同源结构

域（homeodomain，HD）组成，PD 结构域具有选择性

剪切功能，HD结构域则可以调节下游基因表达，在

功能上二者都属于高度保守的转录因子，在眼部发

育早期广泛参与眼球各组织（包括视网膜、晶状体、

睫状体、角膜、虹膜等）的正常发育和分化。而人类眼

部发育是在多种转录因子（eye-field transcription
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factors,EFTFs）共同调控作用下进行的，所以当 PAX6

基因发生突变时可导致 PAX6整体蛋白活性降低大

约 50%，并使 PAX6单倍体剂量严重不足，最终引发

各种眼部发育异常，其中最常见的是先天性无虹膜

症。先天性无虹膜症患者多为 PAX6基因单独突变，

个别患者突变涉及 PAX6基因和相邻的WT1基因，

表现为先天性无虹膜伴肾母细胞瘤、泌尿生殖系统

异常和精神发育迟缓[3]。PAX6基因突变有多种形式，

与表型严重程度相关。迄今为止已发现三百余种突

变，有 20%~40%患者携带 PAX6基因大片段缺失，

目前发现的主要突变 PAX6基因见表 1。

注：*表示终止密码子；-表示未确定，从编码序列开始（从 ATG开始）；PST代表富含脯氨酸-丝氨酸-苏氨酸的结构域

碱基位置

1286

1311

888

50

765

277

718

95-105

745

435-445

—

474

879-880

1124

308

1192

183

718

1149-1152

257-266

836-843

1032+2_1032+3

141+2

277

718

658

464

87-90

642

1410

112

362

475-491

1290

529-535

527-533

796

碱基改变

CTCC复制

C寅T

插入碱基 A

A碱基复制

GT缺失

G缺失

C寅T

11个碱基杂合复制

C缺失

TAGCGAAAAGC缺失

1.3Mb碱基缺失

C碱基复制

CA缺失

C寅G

G缺失

T缺失

C寅G

C缺失

TCAG缺失

AAATAGCCCA缺失

GCAACACA复制

插入碱基 T

T跃A

G缺失

C跃T

G跃T

G缺失

TGTA复制

A跃C

C缺失

C缺失

C跃T

17个碱基缺失

A跃T

TATCCGG缺失

GGTATCC缺失

G缺失

氨基酸位置

外显子 11

外显子 11

外显子 10

外显子 9

外显子 9

外显子 6

外显子 9

-

-

外显子 7

-

外显子 5

-

-

-

-

-

-

-

-

-

外显子 6

外显子 9

-

-

-

-

PST区

外显子 5

-

外显子 7

外显子 5

外显子 14

外显子 8

外显子 10

外显子 10

-

氨基酸改变

-

-

-

-

-

Glu93SerfsX31

Arg240X/Gly36X

G36X

-

Ser146ThrfsX9

P118R（脯氨酸寅精氨酸）

-

S294Cfs*46

P375R

P103Qfs*21

S398Pfs*126

Y61*

R240Efs*3

P385Wfs*139

K86Sfs*35

P282Afs*86

-

-

Glu93SerfsX31

Arg240X

Glu220*

Ser155Thrfs*52

Glu31Cysfs*26

Arg214Ser

-

Arg38GlyfsX16

Ser121LeuQ225H/G387E

Arg38ProfsX12Ser122*

X437L

-

-

A266 fs

突变类型（参考文献）

移码突变[3]

终止密码子[3]

- [4]

剪切位点缺失导致终止密码子[5]

剪切位点缺失导致终止密码子[5]

氨基酸改变[6]

无义突变[6]

非功能性截短蛋白[7]

无义突变[8]

杂合缺失[9]

干扰 PAX6转录和在大脑中的表达[10]

无义突变[11]

常染色体显性遗传[12]

杂合双突变[13]

杂合双突变[13]

杂合移码突变[13]

杂合移码突变[13]

致病变种[14]

致病变种[14]

致病变种[14]

致病变种[14]

致病变种[14]

无义突变[14]

无义突变[14]

杂合移码突变[15]

无义突变[15]

PAX6蛋白翻译提前终止[16]

PAX6蛋白翻译提前终止[16]

PAX6蛋白翻译提前终止[16]

无义突变[16]

致病变种[17]

移码突变导致提前终止密码子[18]

无义突变[18，19]

移码突变导致提前终止密码子[20]无义突变[21]

杂合不间断突变[22]

移码突变[22]

移码突变[22]

无义介导的 mRNA衰减[23]

表 1 人类 PAX6基因突变
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2先天性无虹膜症的分子诊断方法

遗传病是现代医学遗传学研究的主要关注点，

其中最重要的是寻找与研究人类致病基因。通过研

究人类遗传病可以将致病基因与临床症状联系起

来，是阐明人类基因功能最重要的方法之一，而且目

前通过对遗传病致病基因的研究，可以了解这些基

因对应的蛋白质的功能位点或功能区域，为未来基

因遗传病靶向治疗提供理论基础。有研究发现[38]，不

同的分子遗传性研究策略可发现无虹膜症的致病基

因，其中部分先天性无虹膜症的主要致病原因是外

显子的缺失或基因拷贝数变化。多重连接探针扩增

技术、实时定量 PCR技术及 Southern印迹杂交或荧

光原位杂交等技术均可应用于基因拷贝数检测或外

显子缺失[39]。

2.1多重连接探针扩增技术（multiplex ligation-de原

pendent probe amplification，MLPA） MLPA 是检测

DNA大片段拷贝数异常的最新方法，具有高通量、

操作简单易行、可重复性高、结果简洁等优点。MLPA

的主要原理不是扩增 DNA靶序列，而是通过 PCR

扩增与 DNA靶序列杂交的探针，同时 MLPA的探

针又携带了侧翼序列，该序列可以通过携带荧光的

通用引物进行 PCR扩增，使整个实验过程只需要一

对引物，就能达到同时扩增多个片段的目的。该实验

主要有 4个基本步骤：淤DNA变性及与 MLPA探针

的杂交反应；于连接反应；盂探针的 PCR反应；榆扩

增产物的毛细管电泳及数据分析。通过 MLPA技术

可以提高检测先天性无虹膜症基因的拷贝数，可以

发现 PAX6基因的大片段丢失，在外显子测序未发

现基因突变的患者中应用 MLPA检测外显子或基

因片段单拷贝缺失可提高先天性无虹膜的分子诊断

水平，提高临床检测先天性无虹膜症家系突变基因

的阳性率。

2.2家系连锁分析 在家系内，位于同一条染色体上

2个位点（致病基因与遗传分子标记）在减数分裂的

过程中会发生交换与重组，染色体上的 2个位点间

相距越远，发生遗传重组的几率越高，2个位点在一

起传给后代的机会就越小。因此，可以利用家系中的

遗传分子标记与疾病位点间的重组率来估算两者之

间的距离及连锁程度。位点间的距离的大小可以用

重组分数进行估计，它通常用 兹表示，兹定义为重组

配子数与总配子数的比值，其取值范围是 0~0.5。计

算连锁程度，目前最常用的计算方法是优势对数计

分（lod score，LODS）法，LOD 值代表两位点连锁的

机率与不连锁的机率比的对数值，LOD值大于 3表

碱基位置

357-3

643

242

76

2977

191

463

1251-1353

307

1024

1378

-

2

566-2

-

-

-

659

1080

857

796

碱基改变

C跃G

T跃C

-

G跃A

C跃A

C跃A

G跃A

103个碱基缺失

C跃T

C跃T

G跃A

469 kb碱基缺失

T跃A

A跃G

-

-

-

A缺失

C跃T

G缺失

G缺失

氨基酸位置

HD区

3，PAX6

3，PAX6

TRIM44

TRIM44

TRIM44

外显子 14

编码区

-

下游区

外显子 4

-

连接区

-

同源结构域

PST区

外显子 8、9、11

外显子 9、7

外显子 10

-

-

氨基酸改变

Ser119fsX

S216P

R242T

-

-

S64Y

G155R

Pro418Serfs*87

R103X

R203X

A321T

-

M1K

-

R203*/E220Gfs*23

R240*

R317*

E220Gfs*23

Arg240Ter

-

A266 fs

突变类型（参考文献）

剪切位点突变[24]

无义突变[24]

无义突变[25]

核苷酸替换[26]

核苷酸替换[26]

无义突变[26]

无义突变[26]

移码突变和-COOH端的延长[27]

终止密码子[28]

终止密码子[29]

无义突变[29]

连锁分析[30]

稀有突变[31]

杂合突变[32]

终止密码子[33]

终止密码子[33]

终止密码子[33]

移码突变[33]

终止密码子[34，35]

移码突变[36]

移码突变和-COOH端的延长[37]

表 1渊续冤

注：*表示终止密码子；-表示未确定，从编码序列开始（从 ATG开始）；PST代表富含脯氨酸-丝氨酸-苏氨酸的结构域
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示肯定连锁，LOD值小于-2表示否定连锁，LOD值

介于-2与 1之间则需增加家系材料。依据家系连锁

分析的定位候选克隆是以二代或二代以上的家系材

料为基础，对家系成员进行遗传分子标记基因分型

后，根据家系中成员提供的减数分裂事件，对致病基

因所在的区域进行定位。家系连锁分析对呈孟德尔

遗传、外显率高的单基因遗传病研究具有明显的优

势。己有研究表明[40]，该方法是寻找致病基因重要的

方法之一。当然，连锁分析也有缺点，它需要完整的

系谱材料，这就要求临床尽可能对家系成员的样本

进行采集。另外在计算时，需要给出很多参数，如基

因频率、群体发病率、外显率等，如果参数设定与实

际情况不符合，则可能会得出错误结论。总之，家系

连锁分析可以提高先天遗传性疾病候选致病基因的

鉴定率，对先天性虹膜症高危胎儿的产前诊断具有

重大意义，有利于人类优生优育的发展。

2.3外显子组测序 外显子组是一个物种基因组中

全部外显子区域的总和，该区域包含着合成蛋白质

所需要的信息，涵盖了与个体表型相关的大部分的

功能性变异。外显子组测序是以高效捕获为前提，

相对于全基因组测序，外显子组测序的覆盖度更深，

数据准确性更高。目前，外显子组测序不仅在孟德

尔疾病[41]、歌舞伎面谱综合征[42]、重型颅脑畸形[43]、家

族低 茁-脂蛋白血症[44]等研究中取得成功应用，还发

现了一些新的致病基因突变。这些结果表明外显子

组测序可用于寻找单基因疾病、复杂疾病（如糖尿

病、肥胖症等代谢综合症）、甚至是癌症的致病基因

或易感基因，但在先天性白内障的研究中尚未得到

应用。外显子组测序是一种选择基因组的编码序列

的高效策略，相对于全基因组测序成本较低，它只对

基因组的约 1%测序，更加经济、高效，在相同预算

情况下，可提供更高深度测序；同时它可以用来发现

外显子区的绝大部分的疾病相关变异，以及常见变

异和频率约5%的低频突变。因此，对某种特殊类型及

遗传方式复杂的遗传病，外显子组测序是一种更好

的尝试，例如检测阿尔茨海默病风险相关的 apoE4

基因中的突变就是将内含子中的一部分插入了蛋

白[45]，这是其他检测手段无法发现的。综上，通过外

显子测序可以提高无虹膜症 PAX6基因突变的发现

率，为临床遗传咨询和产前诊断提供帮助。

3总结

先天性无虹膜症的分子诊断是基因靶向治疗的

前提，但目前仍面临诸多困难，如先天性无虹膜症的

高度遗传异质性、遗传方式多样性、致病基因 PAX6

编码蛋白质的多样性和临床表现型的复杂性。随着

分子生物学的不断发展，先天性无虹膜症的基因诊

断和基因靶向治疗终将成为可能。
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