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　　[摘要]　目的:通过对云南地区Ⅰ型 Waardenburg综合征(WS)一家系的突变基因致病性进行鉴定分析,探
讨可能的分子生物学致病原因。方法:经知情同意,对具有 WS表型的先证者及其家属进行病史采集、体格检查、
听力学评估。获取外周血,提取基因组 DNA,高通量测序方法对耳聋相关基因进行检测,对先证者及其家属进行

突变位点的Sanger测序验证分析。结果:先证者高通量测序发现PAX3 基因第5外显子c.602C>G突变,该突

变为无义突变。导致编码蛋白质第201位氨基酸由丝氨酸变为终止密码子,氨基酸提前终止翻译,蛋白质截短。
经Sanger测序验证先证者父亲携带相同位点的突变,弟弟该位点未突变。根据美国医学遗传学与基因组学学会

遗传变异分类标准与指南(ACMG),判定为致病性(PVS1+PM2+PP3)。保守性分析提示多个物种氨基酸序列

一致,具有高度保守性。结论:结合临床诊断及基因诊断结果,初步认定该突变为患儿致病原因。本研究丰富了

PAX3 基因的突变图谱,为临床分子诊断及遗传咨询提供了一定参考。
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Abstract　Objective:Toidentifygenemutationandanalysistheassociationbetweenclinicalcharacterizesand
themutationsinafamilyofWaardenburgsyndrome(WS)typeIinYunnan,China.Methods:Withinformedcon-
sent,theprobandwithWSphenotypeandhisfamilymembersweregivenmedicalhistorycollection,physicalex-
aminationandaudiologicalevaluation.Peripheralbloodwasobtained,genomicDNAwasextracted,anddeafness
relatedgenesweredetectedbyhigh-throughputsequencing.Sangersequencingwasusedtoverifythemutation
sitesofprobandandhisfamilymembers.Results:C.602C>Gmutationinexon5ofPAX3genewasidentified,

whichisnonsensemutationandmaycauseatruncatedprotein.Themutationcause201aminoacidoftheprotein
changedfromserinetostopcodon.AccordingtotheAmericanCollegeofMedicalGeneticsandGenomics(AC-
MG),itisconsideredasPathogenicity(PVS1+PM2+PP3).Thismutationhasnotbeenincludedinthedatabase
alsonotbeenreportedintheliterature.Conclusion:Combinedwiththeresultsofclinicaldiagnosisandgenediag-
nosis,thismutationwasconsideredasthecauseofthedisease.ThisstudyenrichedmutationspectrumofPAX3
gene.
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　 　 Waardenburg 综 合 征 (Waardenburgsyn-
drome,WS)又称听力-色素综合征,是综合征型耳

聋常见类型之一,由荷兰眼科医生及遗传学家

Waardenburg 于 1951 年 首 次 报 道[1]。李 进 等

(2020)报道 WS的突出表现为感音神经性听力损

失及色素沉着异常(虹膜异色、早白发、面部雀斑

等)。临床上将 WS分为四型,Ⅰ型与Ⅱ型均具有

上述表型,但Ⅰ型较Ⅱ型内眦间距更宽,Ⅲ型在Ⅰ
型基础上合并上肢畸形,Ⅳ型在Ⅱ型基础上合并先

天性巨结肠或肠道闭锁。目前,已发现 WS与7个

基因相关,分别是 MITF、PAX3、SOX10、SNAI2、
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EDN3、EDNRB、KITLG,其中 PAX3 与 WSⅠ和

WSⅢ相关联,SOX10、MITF、KITLG 和SNAI2 通

常 导 致 WS Ⅱ,SOX10、EDNRB 和 EDN3 则

与 WSⅣ相关[2-6]。
PAX3 基因(pairbox3,配对盒基因),位于染

色体2q35-2q37,包含10个外显子,编码479个氨

基酸,是 配 对 盒 转 录 因 子 PAX 家 族 成 员 之 一。
PAX3蛋白含有4个高度保守的结构域:配对框结

构域(PD),同源结构域(HD),八肽和一种富含丝

氨酸-苏氨酸-脯氨酸的转录激活结构域[7]。PAX3
在黑色素母细胞、背根神经节细胞、血旺前体细胞

等源自神经嵴细胞分化成的各种细胞内表达。在

黑色素母细胞谱系中,PAX3 的表达有助于多种内

耳成分的发育。黑色素细胞是构成耳蜗内血管纹

的重要成分,PAX3 影响黑色素细胞合成,表现为

不同程度的感音神经性聋[8]。黑色素细胞发育不

良,黑色素合成减少,也会表现出皮肤、毛发、虹膜

低色素等临床症状。PAX3 突变还可造成颅面骨

骼、牙齿及四肢等异常,可表现为 WS或颅面-耳聋-
手综合征(OMIM 数据库编号122880)。李进等

(2020)报道PAX3 基因是 WSⅠ和 WSⅢ的主要

致病基因,约80%的 WSⅠ患者可检出PAX3 的

突变。该基因突变导致的症状较多,严重程度也不

尽相同。本文通过对1例PAX3 突变患儿及家系

分析,探索其可能的致病原因,并结合既往报道的

相关 资 料,统 计 PAX3 突 变 的 位 点 情 况,分 析

PAX3蛋白相关结构的作用。
1　资料与方法

1.1　临床资料

研究对象来自我国云南地区,2020年7月于

我院就诊的1例先天性感音神经性聋合并虹膜异

色的患儿,该患儿家系共2代6人。采集患儿和家

系的临床资料,系统进行耳科、眼科、毛发、皮肤、四
肢关节、消化系统等全面体格检查及智力评估。计

量先证者内眦距离(A)、瞳孔距离(B)及外眦距离

(C),计算 W 值{X=[2A-(0.2119C+3.909)]/
C,Y=[2A-(0.2497B+3.909)]/B,W=X+Y+
(A/B)},并进行临床听力学检测,颞骨 CT、颅脑

MRI、腹部B超检查,完善检查后欲行人工耳蜗置

入手术。本研究经我院医学伦理委员会批准,基因

诊断取得患儿家属的同意并签署知情同意书,患儿

由监护人代签。此外本研究招募了 100 名年龄

在7~30岁的正常对照者,其中包括没有相关遗传

疾病的50例男性和50例女性。本研究的所有参

与者获得书面知情同意。
1.2　基因检测方法

1.2.1　DNA 文库制备　使用 DNA 提取试剂盒

(天根生物技术有限公司)从外周血中提取基因组

DNA。使用 Nanodrop2000(ThermoFisherSci-

entific,Inc.Wilmington,DE,USA)对 DNA 进行

定量。随后,将>3μgDNA 用于Illumina文库的

构建(Illumina,Inc.,圣地亚哥,加利福尼亚,美

国)。使用Covaris-S220(美国马萨诸塞州沃本市

的Covaris,Inc.)将总共3μg的基因组 DNA 片段

化。每 个 DNA 片 段 的 3′末 端 都 连 接 一 个 “A-
tail”。将Illumina衔接子连接至片段。目标样品

大小为350~400个碱基对(bp)产品,选择符合大

小的DNA片段,通过聚合酶链式反应(AppliedBi-
osystems2720 PCR;Thermo FisherScientific,
Inc.,Waltham,MA,USA)进行扩增,方法如下:
98℃初始变性1min,在98℃变性20s,变性9个

循环,在65℃退火30s,在72℃扩展30s,最后扩

展至72℃,5min。用 Nanodrop2000或 Qubit4
荧光计(ThermoFisherScientific,Inc.)检查所有

样品,以确定它们是否代表合格的捕获文库。选择

350~450bp的 DNA 片段,并选择包含衔接子序

列的寡核苷酸作为DNA文库。
1.2.2　目的基因捕获和测序　使用GenCap试剂

盒(MyGenosticsInc.,北京),基因捕获策略选择

与遗传性听力损失疾病相关的406个基因。将基

因组DNA 随机打断成片段,与IlluminaPE接头

寡核苷酸混合物链接,对产物进行链接介导的聚合

酶链式反应(LM-PCR)扩增纯化后得到 DNA 文

库,并对其进行质量检测,将上述PCR产物与目标

区域捕获芯片进行杂交以富集目标区域序列,借助

IlluminaHiSeq2000第2代测序仪进行双端测序,
读长为150bp。对原始数据进行初步处理,包括图

像识别和样本区分。
1.2.3　筛选　在该实验中,芯片捕获的区域包括

了人类基因组中的所有外显子及其侧翼序列(约
100bp)。来自高通量测序的原始数据通过Illumi-
napipeline(版本1.8.2)产生。去除低质量数据,
通过BWA(Burrows-Wheeler比对器)将“干净”读
数与人类基因组的参考序列(UCSC,hg19)比对。
分别用SOAPsnp和GATK软件收集SNPs和IN-
DELs。参考dbSNP数据库、1000基因组数据库、
ESP-da-tabase(NHLBI外显子组测序项目)和100
例健康对照者的数据,选择频率小于0.05的突变

位点作为可疑的病理突变。
1.2.4　Sanger测序　来自先证者亲本的基因组

DNA从静脉血中提取用于Sanger测序。基于高

通量测序的结果,设计引物(正向:5′CTGTCTG-
GACTGAAGTAGGACAC3′,反 向:5′CATG-
GAAGACATTGGGAATG3′)。PCR 扩 增 步 骤:
在95℃下初始变性5 min;34个循环的94℃变

性30s,60℃复性30s,72℃延伸45s;最后在72℃
下延伸5min。通过凝胶电泳分析长度为420bp
的PCR产物,然后纯化。通过 ABIPRISM3730
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测序仪进行毛细管电泳测序,并分析突变。使用

SeqMan7.1软件将 Sanger测序结果与 PAX3 参

考序列(NM_181457.3)比对。
1.3　统计学分析

LRT_pred,MutationTaster_pred软件对突变

进行预测分析。使用Bioedit软件在人类、黑猩猩、
褐鼠、欧亚野猪、牛、绵羊、犬、鱼分析位于外显子上

的突变 位 点 附 近 基 因 序 列 的 保 守 性。各 物 种

PAX3 基因序列来自于 NCBI网站数据库。
2　结果

2.1　WSⅠ患儿家系的临床资料

该家系共两代,家系成员6人,绘制家系图谱

(图1)。先证者女(Ⅱ-3),16岁,回族,双耳听力

差,右眼虹膜异色,宽鼻根,面部轻度色素沉着,内

眦间距41mm,外眦间距92mm,WS指数:2.61
(>1.95),视力及智力正常(图2a);父亲(Ⅰ-1)右
眼虹膜异色,听反应不佳,宽鼻根,白色头发、胡须

(图2b);母亲(Ⅰ-2)、两个哥哥(Ⅱ-1、Ⅱ-2)和弟弟

(Ⅱ-4)无特殊临床表型。先证者行纯音测听检查

示:双耳极重度感音神经性听力损失,右耳气导平

均听阈104dBHL(图3a),左耳气导平均听阈100
dBHL(图3b),听性脑干反应(ABR)95dBnHL
click诱发无波(图3c),声导抗双耳鼓室曲线 A 型

(图3d)。父亲纯音测听检查示:双耳中度感音神

经性听力损失,右耳气导平均听阈为48dBHL(图
4a),左耳气导平均听阈为41dBHL(图4b)。先证

者母亲和兄弟未诉听力不佳。先证者颞骨 CT、颅
脑 MRI及腹部彩超无明显异常。

图1　家系图　父亲(Ⅰ-1),母亲(Ⅰ-2),两个哥哥(Ⅱ-1、Ⅱ-2),先证者(Ⅱ-3),弟弟(Ⅱ-4);　图2　临床表型　2a:先证

者(Ⅱ-3);2b:父亲(Ⅰ-1);　图3　先证者(Ⅱ-3)听力检查　3a:右耳气导平均听阈为104dBHL;3b:左耳气导平均听

阈为100dBHL;3c:ABR双耳95dBnHLclick诱发无波;3d:声导抗示双耳鼓室曲线 A型。

·326·李霞,等.PAX3 基因新突变致Ⅰ型 Waardenburg综合征家系基因型与表型特征分析第7期 　



4a:右耳气导平均听阈为48dBHL;4b:左耳气导平均听阈为41dBHL。
图4　父亲(Ⅰ-1)听力检查

2.2　PAX3 突变检测结果

先证者进行406个已知耳聋基因相关位点检

测,经过dbSNP数据库、千人基因组数据库,ESP
数据库过库分析排除健康人群中携带率高的变异,
依据 ACMG指南对变异进行分类。检测到先证者

PAX3c.602C>G(p.Ser201∗ )杂合变异,为无义

突变,该突变导致第201位氨基酸由丝氨酸变为终

止密码子,预计会产生截短表达的蛋白质而丧失其

正常功能(PVS1),同时正常对照人群数据库(Ex-
omeSequencing Project EAST,1000 Genomes
Project,gnomAD_genome_ALL等数据库)中均未

发现该变异(PM2);LRT_pred,MutationTaster_

pred预测为 Dileterious(PP3)。经Sanger测序验

证,患儿父亲携带该位点的变异,弟弟未携带,余亲

属未采样(无 WS表型)(图5、6)。

图5　Sanger测序图　父亲(Ⅰ-1)PAX3c.602C>G杂合突变,先证者(Ⅱ-3)PAX3c.602C>G杂合突变,弟弟(Ⅱ-4)
未携带该位点突变;　图6　氨基酸变化示意图　先证者第602位碱基由C替换为 G,导致201位氨基酸由丝氨酸变为

终止密码子,Ter表示终止密码子。

　　先证者PAX3 基因c.602C>G(p.Ser201∗ )
突变类型为无义突变,201位氨基酸由丝氨酸突变

为终止 密 码 子,导 致 蛋 白 提 前 终 止 翻 译,造 成

PAX3蛋白大片段截断。通过 Ensembl数据库

(http://asia.ensembl.org/index.html)检索氨基

酸序列,BioEdit软件进行保守性分析。结果显示,
本研 究 的 PAX3 基 因 变 异 对 应 氨 基 酸 位 点

p.Ser201在同源物种间呈高度保守(图7),证明
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p.Ser201是PAX3蛋白的重要位点,对该蛋白发

挥正常功能十分重要。

p.Ser201在多个物种具有高度的序列保守性。
图7　保守性分析

3　讨论

PAX3 基因位于2号染色体,由10个外显子

组成,编码PAX3 转录因子,是转录因子家族中的

一员,具有高度保守性。位于外显子3上的第108
位氨基酸为可变受体剪接位点,可产生含有或缺乏

谷氨酰胺的同工异构体 Q+或 Q-型,其具有独特

的DNA结合特性[8]。Q+型PAX3蛋白8号外显

子末端蛋白终止翻译,形成具有479个氨基酸的蛋

白质[9]。PAX3蛋白包含四个结构域,其中配对盒

结构域(PD)位于34~161位氨基酸之间,由2、3
和4号外显子编码;同源结构域(HD)位于220~
277位氨基酸之间,含有8个氨基酸的高度保守的

锌肽序列,位于 PD和 HD之间,是 PAX3的抗原

决定簇[10],5号和6号外显子编码保守的八肽和同

源结构域;富含丝氨酸-苏氨酸-脯氨酸的转录激活

域(TA),位于278~479位氨基酸之间,由7号和8
号外显子编码。PD和 HD是 PAX3蛋白的 DNA
结合域,可识别结合各自的 DNA 序列,协同作用

激活调控下游靶基因转录[10]。PAX3 可通过 PD
域和 HD域与MITF 转录起始点上游的顺式作用

元件结合激活下游靶基因的转录,参与调控黑色素

细胞的生长、发育与分化[11]。同时,PAX3 也可与

SOX10 协同上调 MITF 的表达,SOX10 通过与

MITF 启动子的高度保守序列结合后使 MITF转

录活性提高,PAX3 可增强这种作用[12]。研究证

明,位于PAX3蛋白PD和 HD结构域上的无义突

变会影响PAX3与SOX10的相互作用[13],从而影

响黑色素细胞发育。
本家系中,基因检测结果发现先证者及其父亲

c.602C>G 杂合突变,考虑先证者PAX3 突变遗

传自父亲。研究报道,PAX3 的突变大多位于2~
6号外显子[14],这些突变可能影响了PD域和 HD
域 的 完 整 性,从 而 影 响 PAX3 转 录 因 子 的 功

能,c.602C>G位于5号外显子,在2~6号外显子

之间,与报道相吻合。截止2021年1月,检索 HG-
MD数据库及相关文献,中国人群中PAX3 突变

且诊断为 WSⅠ的致病突变共计34种,突变位置

如图7所示。据统计,约有77%的PAX3 突变发

生在PD域和 HD域上或其之间。本家系中,先证

者c.602C>G杂合突变位于PD和 HD结构域之

间(图8)。综上,我们初步判断,本家系中PAX3
突变可能是 WSⅠ患者的分子病因。

红色字体表示先证者突变位点,红框表示 PAX3蛋白

截断区域。
图8　中国人群PAX3突变位置信息

本研究发现 PAX3 的一个新发突变位点c.
602C>G(p.Ser201∗ ),该突变导致PAX3 基因编

码区第602位发生碱基替换,引起了201位氨基酸

由丝氨酸变为终止密码子,导致氨基酸提早停止翻

译,该突变位点位于 PD 域与 HD 域之间,导致从

201位氨基酸后的序列缺失(如图8所示,虚线框

部分),即该突变导致 HD和 TA 结构域缺失。根

据上文所述,PD域和 HD域对PAX3蛋白的功能

维持具有重要作用。PAX3 上的无义突变导致

HD结构域缺失后,与DNA结合受阻,影响了下游

靶基因的转录和蛋白表达。在 WS中,可能表现为

PAX3 与SOX10 协同作用减弱,与 MITF 结合受

阻,影响神经嵴细胞分化及黑色素细胞合成,表现

出相关的临床表型。
PAX3 突变导致的 WSⅠ常见症状主要包括

单、双侧感音神经性聋,虹膜色素异常,内眦异位及

额白发。Song等[16]报道,PAX3 突变患者中50%
存在听力损失,听力损失可能是大多数患者就诊的

首要原因,本研究家系中先证者也是因为耳聋至我

院就诊。对于皮肤色素异常,中国人群相关报道较

少[17],据报道在巴西人群中,19例PAX3 突变相

关 WS中有6例皮肤白斑[18],推测皮肤色素异常

在中国人群可能较少发生。
本研究中,先证者检出的突变位点上(c.602C

>G p.Ser201∗ )存 在 另 一 个 变 异 c.602C>A
(p.Ser201∗ ),该突变同样引起201位氨基酸由丝

氨酸变为终止密码子,并且被报道为致病突变,结
合临床表型诊断为 WSⅠ,表现为右耳先天性低频

感音神经性聋,内眦异位,虹膜异色,白发[19]。本

家系中,先证者双耳听反应差,右眼虹膜异色,具有
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内眦异位,宽鼻根,面部轻度色素沉着,但无毛发色

素异常。可见,同一氨基酸的改变可造成不同表

型。此外,本家系中2例患者突变位点一致,表型

却存在一定差异。先证者表型如前所述,与父亲同

样具有虹膜异色和听力损失,但听力损失程度不

同,先证者耳聋程度较父亲严重,父亲还表现出白

发、白须,先证者则无毛发色素异常,以上结果提

示,PAX3 可能存在外显不全。我们猜测本研究中

2例患者存在的表型差异还可能与环境、个体差

异、随机因素有关,但是目前尚无法阐明造成该差

异的原因。此外,研究证明无义介导的 mRNA 降

解的监视机制可降解无义突变的 mRNA,减少截

短蛋白在体内的累积,这可能是某些PAX3 无义

突变却具有较轻 WS表型的原因[20-21]。
综上,本研究发现一个新的PAX3 突变位点,

丰富了PAX3 的突变谱,为临床诊断 WS提供了

一定的参考依据。该家系中,先证者和父亲发生相

同突变,但临床表型存在差异。PAX3 的临床异质

性可能与多种因素有关,需进一步分析基因与表型

的关系,利用蛋白质组学检测,寻找可能与 PAX3
存在相互作用的蛋白,探索可能的致病机制。
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