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出生缺陷预防控制 　 􀅰专题报道􀅰

Ｖａｎ ｄｅｒ Ｗｏｕｄｅ 综合征一家系遗传学分析

许雨晴ꎬ钱叶青ꎬ姚维妙ꎬ董旻岳
浙江大学医学院附属妇产科医院生殖遗传科 生殖遗传教育部重点实验室ꎬ
　 浙江 杭州 ３１０００６
　 　
[摘　 要] 　 目的:分析 Ｖａｎ ｄｅｒ Ｗｏｕｄｅ 综合征一家系的临床和遗传学特征ꎮ 方法:
采集先证者的脐带血和父母的外周血行全外显子组测序ꎬ初步确定候选致病基因ꎮ
收集该家系 ９ 位成员的外周血进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序验证、生物信息学分析、基因型与

表型的相关性分析ꎮ 结果:先证者经超声诊断为唇腭裂ꎬ其父亲和祖母有下唇凹

陷ꎬ其他成员无类似表型ꎮ 先证者及其父亲、祖母 ＩＲＦ６ 基因第 ４ 号外显子均存在

ｃ. ２６３Ａ > Ｇ(Ｐ. Ｎ８８Ｓ)错义突变ꎬ其他无表型的家系成员不存在该突变ꎮ 结论:
ＩＲＦ６:ｃ. ２６３Ａ > Ｇ(ｐ. Ｎ８８Ｓ)错义突变为该家系的致病原因ꎬ该突变在中国 Ｖａｎ ｄｅｒ
Ｗｏｕｄｅ 综合征家系中首次发现ꎮ
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　 　 唇腭裂是最常见的出生缺陷之一ꎬ根据患者是

否伴其他先天畸形分为非综合征型唇腭裂(７０％)
和综合征型唇腭裂(３０％)ꎮ 前者包括单纯唇裂、单
纯腭裂和单纯唇裂伴腭裂[１]ꎬ后者则是以唇腭裂为

典型特征ꎬ伴有其他发育或者形态学异常ꎮ 非综合

征型唇腭裂的病因尚不明确ꎬ普遍认为是基因和环

境等多因素共同作用的结果[２]ꎮ 综合征型唇腭裂

被认为与 ５００ 多种遗传性疾病有关ꎬ由单个基因突

变或染色体异常所致[３]ꎮ Ｖａｎ ｄｅｒ Ｗｏｕｄｅ 综合征

(Ｖａｎ ｄｅｒ Ｗｏｕｄｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬ ＶＷＳꎬ ＯＭＩＭ １１９３００)
是最常见的综合征型唇腭裂之一[４]ꎬ全球范围内

２％ 的 唇 腭 裂 患 者 属 ＶＷＳ[５￣７]ꎬ 其 患 病 率 为

１ / ３０ ０００ ~１ / １０ ０００[８￣９]ꎮ 该病主要临床表现为先

天性下唇部凹陷或瘘管、唇裂和(或)腭裂[１０]、悬雍

垂裂、牙齿发育不全等[１１]ꎬ外显率高达 ９２％ [１２]ꎬ同
时具有显著的临床异质性ꎬ不同家系之间甚至同一

家系不同患者之间临床表现可能存在显著差异ꎮ
按致病基因ꎬＶＷＳ 可分为三型:ＶＷＳ１ 约占

７０％ꎬ由干扰素调节因子 ６ ( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ ６ꎬ ＩＲＦ６)基因功能缺失型突变所致ꎻＶＷＳ２
约占 ５％ꎬ 由转录因子 ＧＲＨＬ３ ( ｇｒａｉｎｙｈｅａｄ ｌｉｋｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ３ ) 基因功能获得型突变所

致[１３]ꎻＶＷＳ３ 约占 ２５％ꎬ致病基因不明ꎮ
本研究通过采用全外显子组测序检测候选基

因及突变位点ꎬ用 Ｓａｎｇｅｒ 测序进行突变验证和家

系分析ꎬ探讨 ＩＲＦ６ 基因突变在一个中国 ＶＷＳ 综

合征家系中基因型与临床表型的相关性ꎮ

１　 对象与方法

１. １　 对　 象

１ 个非近亲结婚的家系ꎮ 先证者母亲曾因两

次宫外孕切除两侧输卵管ꎬ于 ２０１３ 年在上海交通

大学医学院附属第九人民医院接受第一次体外受

精 胚胎移植(ＩＶＦ￣ＥＴ)妊娠ꎬ成功植入两枚冻胚ꎬ

孕 ２７ 周四维超声检查显示其中一胎存在唇腭裂ꎬ
于孕 ３５ 周剖宫产分娩 ２ 名女婴ꎮ 一名正常ꎬ一名

严重唇腭裂出生后死亡ꎬ未保留新生儿血样ꎮ
２０１７ 年 ６ 月ꎬ先证者母亲在浙江大学医学院附属

妇产科医院第二次接受 ＩＶＦ￣ＥＴ 成功妊娠一名男

胎ꎬ即本研究的先证者ꎮ 孕 ２０ 周检查羊水染色体

及染色体微阵列芯片分析均未见异常ꎬ孕 ２４ 周时

超声检查提示胎儿唇裂合并腭裂(图 １)ꎬ经产前

诊断讨论出具诊断意见ꎬ孕妇及家属慎重考虑并

自主决定终止妊娠ꎬ使用药物引产ꎬ经阴道分娩ꎬ
留取脐带血ꎮ 该家系针对两次胎儿唇腭裂病史于

２０１８ 年 ３ 月来浙江大学医学院附属妇产科医院

生殖遗传科就诊ꎮ 详细询问病史ꎬ发现该家系除

了胎儿唇腭裂病史外ꎬ先证者父亲和祖母下唇两

侧均存在凹陷(图 ２)ꎬ家系其他成员均未见唇腭

裂、唇凹陷或瘘管等其他表型(图 ３)ꎮ
研究方案经浙江大学医学院附属妇产科医院

伦理委员会审批通过(２０１９００４２)ꎬ家系成员均签

署了知情同意书ꎮ
１. ２　 试剂及仪器

ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｂｌｏｏｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 为德国 ＱＩＡＧＥＮ
公司产品ꎻ２ × Ｇｏｌｄ Ｓｔａｒ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ为北京康为世

　 　 图中黄色系先证者(胎儿)上唇、上牙槽弓回

声均中断 ６. ８ ｍｍꎬ提示胎儿唇裂合并腭裂.
图 １　 先证者(胎儿)超声图
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ａｎｏｍａｌｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｂａｎｄ

(ｆｅｔｕｓ)

􀅰９７３􀅰许雨晴ꎬ等. Ｖａｎ ｄｅｒ Ｗｏｕｄｅ 综合征一家系遗传学分析



纪生物科技公司产品ꎻＲＮＡｉｓｏ Ｂｌｏｏｄ 试剂为北京

宝日医生物技术有限公司产品ꎻＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ⅱ １ｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 为宝日医生物技术(北
京)有限公司产品ꎮ

ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分光光度计为美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品ꎻ ＰＣＲ 扩增仪为美国

Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司产品ꎮ 所有引物由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成ꎮ
１. ３　 全外显子组测序检查基因突变

在征得先证者父母知情同意后ꎬ采集引产胎

儿脐带血和父母亲的外周血各 ２ ｍＬꎬ使用 ＱＩＡａｍｐ

　 　 Ａ ~ Ｂ:先证者父亲无唇腭裂ꎬ下嘴唇两侧存在凹陷ꎻＣ ~
Ｄ:先证者祖母无唇腭裂ꎬ下嘴唇两侧同样存在凹陷.
图 ２　 先证者父亲、先证者祖母口腔及嘴唇照片
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｏｕｔｈｓ ａｎｄ ｌｉｐｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆａｔｈｅｒ ａｎｄ ｇｒａｎｄｍｏｔｈｅｒ

ｏｆ ｐｒｏｂａｎｄ

　 　 Ⅳ３(先证者ꎬ箭头所示)和Ⅳ２ 均有严重的唇腭裂ꎬⅢ１

(先证者父亲)和Ⅱ５ (先证者祖母)均有下唇两侧凹陷ꎬ家系

中其他成员均正常.
图 ３　 Ｖａｎ ｄｅｒ Ｗｏｕｄｅ 综合征患者的家系图
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐｅｄｉｇｒｅｅ ｏｆ ａ ｐａｔｉｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｖａｎ ｄｅｒ Ｗｏｕｄｅ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ

ＤＮＡ Ｂｌｏｏｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 提 取 基 因 组 ＤＮＡꎬ 并 用

ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分光光度计测定 ＤＮＡ 浓度ꎬ进行

全外显子组测序检测致病突变ꎮ
１. ４　 Ｓａｎｇｅｒ 测序验证基因突变

根据全外显子组测序检测的候选突变ꎬ采集

家系成员Ⅱ４、Ⅱ５、Ⅱ６、Ⅱ７、Ⅱ８、Ⅲ１、Ⅲ２、Ⅳ１ 的

外周血各 ２ ｍＬꎬ联合先证者脐带血 ＤＮＡ 一同行

家系突变验证ꎮ ＰＣＲ 扩增 ＩＲＦ６ 基因第 ４ 号外

显子序列ꎬ引物序列为正向:５′￣ＧＧＴＣＣＴＡＡＧＧＧ￣
ＣＡＧＴＧＴＴＴＣＣ￣３′ꎬ反向:５′￣ＣＡＧＧＣＴＧＴＴＴＴＣＡＡ￣
ＧＴＴＧＡＣＴＡＴＣＴ￣３′ꎮ 用 ＰＣＲ 仪扩增目的基因片

段ꎮ 扩增条件:９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎꎬ然后 ９４ ℃
变性 ３０ ｓ、６０ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ循环

３５ 次ꎬ最后 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ 扩增产物进行

Ｓａｎｇｅｒ 测序ꎮ
１. ５　 生物信息学软件分析突变位点及致病性

应用 ｇｎｏｍＡＤ、ＣｌｉｎＶａｒ、人类基因突变数据库

(ＨＧＭＤ) 检索突变位点ꎻ 应用 ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ、
ＰＲＯＶＥＡＮ、ＰｏｌｙＰｈｅｎ￣２ 软件对突变位点进行有害

性预测ꎻ应用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ 评估突变位点在物种

间的保守性ꎮ

２　 结　 果

２. １　 全外显子组测序和家系验证结果

该家系全外显子组测序结果显示ꎬ先证者、先
证者父亲均存在 ＩＲＦ６:ｃ. ２６３Ａ > Ｇ(ｐ. Ｎ８８Ｓ)杂合

错义突变ꎬ突变位于 ＩＲＦ６ 的第 ４ 号外显子(图
４)ꎬ突变导致编码 ＩＲＦ６ 蛋白的第 ８８ 位天冬酰胺

(Ｎ)被丝氨酸(Ｓ)替换ꎬ先证者母亲不存在该突

变ꎮ 扩大家系分析ꎬ对突变位点进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序

验证ꎮ 结果如图 ５ 所示ꎬ先证者、先证者父亲、先
证者祖母均存在 ＩＲＦ６:ｃ. ２６３Ａ > Ｇ(ｐ. Ｎ８８Ｓ)错义

突变ꎬ家系中所有表型正常的成员均不存在该突

变ꎬ提示该突变符合常染色体显性遗传ꎬ并且在家

系中呈共分离现象ꎮ
２. ２　 生物信息学分析结果

在 ｇｎｏｍＡＤ 数据库中ꎬＩＲＦ６ 基因 ｃ. ２６３ 位点突

变的等位基因在人群中的频率未记录ꎬＣｌｉｎＶａｒ 数
据库中未检索到该突变的报道ꎬＨＧＭＤ 显示该突变

在 ＶＷＳ 综合征患者中有检出(ＰＭＩＤ:１９２８２７７４)ꎮ
此外ꎬ运用 ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ、ＰＲＯＶＥＡＮ、ＰｏｌｙＰｈｅｎ￣２
对 ＩＲＦ６:ｃ. ２６３Ａ > Ｇ 进行有害性预测ꎬ预测结果

分别为“有害”、“有害” 、“可能有害” ꎬ且该突变

􀅰０８３􀅰 　 　 　 浙江大学学报(医学版) Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ)



　 　 ＩＲＦ６ 一共含有 ９ 个外显子(方框表示)ꎬ３、４ 号外显子为高度保守的 ＤＮＡ 结合部分ꎬ
７、８ 号和一小部分 ９ 号外显子蛋白质结合部分ꎬ外显子 ３、４、５、６、７、８、９(一部分)均为其编

码区. 线条表示内含子. 本例家系的突变位点为 ４ 号外显子上 ｃ. ２６３Ａ > Ｇ(ｐ. Ｎ８８Ｓ)杂合错

义突变.
图 ４　 本家系 ＩＲＦ６ 基因突变位点示意图
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＩＲＦ６ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

　 　 Ⅳ３(先证者)、Ⅲ１(先证者父亲)、Ⅱ５(先证者祖母)均检测到 ｃ. ２６３Ａ > Ｇ(ｐ. Ｎ８８Ｓ)杂
合错义突变(箭头所示为突变位点) .
图 ５　 本家系 ＩＲＦ６ 基因 ｃ. ２６３ 位点 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ＩＲＦ６: ｃ. ２６３

位点在人、小鼠、大鼠、黑猩猩、狗等物种中氨基酸

序列高度保守(图 ６)ꎮ

３　 讨　 论

唇腭裂是严重的先天性颌面部畸形ꎬ其在新

生儿中的发病率为 １ / ２５００ ~ １ / ５００ꎬ发病率受出生

地、种族和社会经济水平等影响[１４]ꎮ 严重的唇腭

裂不仅影响面部观感ꎬ还影响患者的进食、交谈、
听力甚至牙齿发育[１５]ꎮ 非综合征型唇腭裂家系

遗传学研究发现ꎬ遗传方式具备明显的家族聚集

图 ６　 ＩＲＦ６ 基因 ｃ. ２６３ 突变位点保守性分析
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩＲＦ６: ｃ. ２６３

性ꎬ已证明是多基因遗传病ꎮ
综合征型唇腭裂的致病原因

往往比较明确ꎬ由单基因突

变或者染色体畸变引起ꎬ符
合孟德尔的单基因遗传规律

(即通常为常染色体显性或

隐性 以 及 伴 Ｘ 染 色 体 遗

传)ꎬ后者包括染色体数目

和结构异常[１６￣１７]ꎮ 截至目

前ꎬ在线人类孟德尔遗传数

据库(ＯＭＩＭ)的收录信息提

示唇腭裂是 ２００ 多种综合征

的典型症状之一ꎮ
ＶＷＳ 是一种特殊类型

的唇腭裂ꎬ主要表现为唇凹

陷、先天性低位唇瘘、唇腭裂

等[１４]ꎬ为常染色体显性遗传

所 致ꎮ １９５４ 年 Ｖａｎ ｄｅｒ
Ｗｏｕｄｅ[１８] 首次提出 ＶＷＳ 并

证实其为常染色体显性遗

传ꎬ同时指出该疾病具有多

种表现形式ꎬ其中包括唇凹

陷、 唇 腭 裂ꎮ １９６４ 年ꎬ
Ｂａｋｅｒ[１９]报道了一个仅出现

唇凹陷的家系ꎮ 中国人群中的 ＶＷＳ 家系于 １９８７
年由 Ｂｕｒｄｉｃｋ 等[２０]首次报道ꎬ家系成员的主要临

床症状为下唇凹陷、腭裂或者唇腭裂ꎮ 本家系中ꎬ
Ⅳ２、Ⅳ３ 表现为唇腭裂ꎬⅢ１、Ⅱ５ 表现为下唇两侧

唇凹陷ꎬ其余成员表型均正常ꎬ结合该家系的全外

显子组、Ｓａｎｇｅｒ 测序结果以及生物信息学分析结

果ꎬ该家系符合 ＶＷＳ 的表现形式ꎮ ＶＷＳ 在该家

系中不同成员表现度不一样ꎬ充分体现了它的临

床异质性ꎮ 由于临床上并不是每位 ＶＷＳ 患者都

具备典型的临床特征ꎬ如唇裂、腭裂等ꎬ仅仅依靠

临床表现有时易误诊或漏诊ꎬ因此对该类患者进

行致病基因检测显得尤为必要ꎮ
ＩＲＦ６ 基因定位在 １ｑ３２ ~ ｑ４１ꎬ是编码干扰素

调节转录因子家族的成员之一[２１]ꎬ家族成员共享

高度保守的氨基末端螺旋 转角 螺旋 ＤＮＡ 结合

结构域和较不保守的羧基末端蛋白结合结构

域[１３]ꎮ 该基因在人体口面部的生长发育、上皮的

分化和组织的修复中起着不可忽视的作用ꎮ 有文

献报道 ＩＲＦ６ 基因的致病突变分布并不随机ꎬ分布

􀅰１８３􀅰许雨晴ꎬ等. Ｖａｎ ｄｅｒ Ｗｏｕｄｅ 综合征一家系遗传学分析



于 ３、４、７、９ 号外显子的错义突变占 ８０％ [１３]ꎮ 其

中 ３ 号和 ４ 号外显子为高度保守的 ＤＮＡ 结合区

域ꎬ７ 号和 ９ 号外显子为蛋白质结合区域ꎮ 所以

本家系中ꎬ发生在 ４ 号外显子的突变很有可能通

过抑制 ＩＲＦ６ 基因本身的 ＤＮＡ 结合功能而影响了

ＩＲＦ６ 蛋白的表达ꎬ从而表现出唇腭裂、下唇凹陷

等临床特征ꎮ 截至目前ꎬＨＧＭＤ(２０１８. ４ 版)收录

ＩＲＦ６ 基因突变共 ３４２ 种ꎬ其中错义突变 ２１７ 种ꎬ
微小缺失 ４９ 种ꎬ小片段插入 /重复、剪接突变均为

２６ 种ꎬ大片段缺失、调控区突变均为 ７ 种ꎬ小片段

插入突变 ６ 种ꎬ大片段插入 /缺失突变 ２ 种ꎬ其中

３１９ 种突变已经明确为致病突变ꎮ 本研究首次发

现国内家系中 ＩＲＦ６ 基因的突变位点 ｃ. ２６３Ａ > Ｇ
(ｐ. Ｎ８８Ｓ)ꎬ该突变位点目前在 ｇｎｏｍＡＤ 和 ＣｌｉｎＶａｒ
数据库均未记录ꎬＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ、ＰＲＯＶＥＡＮ 软件

预测结果均为有害ꎬＰｏｌｙＰｈｅｎ￣２ 预测为“可能有

害”ꎬ２０１５ 年美国医学遗传学与基因组学学会指

南将该变异评级为“可能致病”ꎮ
本研究通过对 ＶＷＳ 一家系的临床特征和基

因突变遗传学研究ꎬ首次在中国人群中发现

ＩＲＦ６:ｃ. ２６３Ａ > Ｇ 突变导致 ＶＷＳꎬ丰富了 ＶＷＳ 的

基因突变谱ꎬ为该家系的胚胎植入前遗传学诊断

和产前诊断提供了科学依据ꎮ 截至目前ꎬＨＧＭＤ
(２０１８. ４ 版)数据库在全球范围内仅收录 ＶＷＳ１
患者 ２３８ 例ꎮ ＶＷＳ 临床表现形式多样ꎬ同时具有

临床异质性ꎬ导致该病不能及时诊断ꎮ 因此ꎬ临床

上如果遇到唇腭裂、唇凹陷或者瘘管患者ꎬ在排除

染色体畸变、微缺失和微重复后ꎬ应进行基因测

序ꎬ明确致病基因ꎮ 在此基础上对该家系进行优

生指导ꎬ避免出生缺陷ꎮ
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