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摘要: 为了研究遗传性先天无虹膜(Hereditary congenital aniridia)患者发病的分子遗传学机制, 采用 PCR 扩增

PAX6 基因编码区的 11 个外显子(exon 4-13)及外显子和内含子相连接的区域、PCR 产物直接测序的方法对 1 个

遗传性先天无虹膜家系的所有成员进行了遗传突变分析。结果表明, 在家系中两个患者的 PAX6 基因 exon 11

均存在 c. 1286delC 新突变。此单个碱基的缺失造成了移码突变, 导致肽链自 309 位氨基酸开始产生一段含 55

个氨基酸的异常肽段, 并产生提前终止密码子(Premature termination codon, PTC), 使 PAX6 蛋白羧基端的 59 个

氨基酸缺失。另外, 通过 PCR-RFLP 分析的方法对家系中所有正常成员和 50 名中国汉族健康对照个体基因组

DNA 进行分析均未检测到该突变。 
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Abstract: To study the molecular genetic mechanism of hereditary congenital aniridia, the entire coding exons (exon 4–13) 
of PAX6 gene and the flanking exon-intron junctions were amplified through PCR from the genomic DNA of all the two 
patients in a Chinese family with aniridia. PCR products were purified from agarose gel and sequenced. In both patients, a 
novel deletion mutation (c. 1286delC) in exon 11 was identified. Compared with the normal product of PAX6 gene, this 
mutation caused frame shifting, and generated a novel 55 amino acid peptide from codon 309. This deletion also resulted in 
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a premature termination codon (PTC) and preterminated peptide synthesis. Meanwhile, this mutation was absent in all the 
unaffected family members and 50 normal control individuals through PCR-RFLP. 

Keywords: hereditary congenital aniridia; PAX6 gene; family; mutation   

先天性无虹膜是一种进行性双眼虹膜、角膜、

晶状体、房角、视网膜发育异常的常染色体显性遗

传病[1]。在人类, PAX6基因(Paired box 6, NC_000011)
杂合突变即造成先天性无虹膜及相关眼睛发育异常

疾病。PAX6基因作为人类无虹膜疾病的候选基因最
早于 1991 年被定位克隆[2], 到目前为止已鉴定出近
280种 PAX6基因突变与无虹膜伴同时有其他多种眼
部异常(如眼震、小角膜、白内障、青光眼、中央凹
发育不良等)相关, 并收录在人类 PAX6 基因突变数
据库(Human PAX6 Allelic Variant Database)(http:// 
pax6.hgu.mrc.ac.uk/)[3]。无虹膜的分子基础是由于

PAX6 基因的一个等位基因功能缺失导致整体基因
功能降低 50%, 即单倍剂量不足, 而非蛋白结构域
异常的基因产物累计造成的[4, 5]。本研究采用 PCR
扩增、DNA测序和 PCR-RFLP分析的方法, 对来自
福建的一个先天性无虹膜家系的成员进行了 PAX6
基因编码区及外显子-内含子连接区域的突变检测, 
以研究先天性无虹膜的分子遗传学机制。 

1  材料和方法 

1.1  研究对象 

无虹膜家系来自福州东南眼科医院, 系谱图见
图 1。该家系为中国汉族, 3 代共 9 个成员, 包括 3
个患者和 6 个正常人。参与本研究的 8 位家系成员
均通过裂隙灯鉴定临床表型。家系中连续 3 代中的
3 位患者具有相似的先天性眼部疾病。其中在世的
两个患者(Ⅱ:3 和Ⅲ:2)均患有双侧局部虹膜缺损同
时伴有羞明、先天性眼球震颤和小角膜症状(图 2)。
另外, 上述两个患者都具有其他临床症状: 其中患
者 III:2 交替内斜视(45°)(图 2)、眼前指数; 患者
Ⅱ:3上斜视、角膜缘血管化、角膜云翳浑浊、白内
障、视力低于 0.1。两个患者均未发现晶状体、泪
腺以及视神经异常。参与本研究的家系成员均签 
署了知情同意书 , 另外从中国人类遗传资源库  
中随机选取 50例汉族健康人基因组 DNA作为正常   
对照。 

 
 

图 1  无虹膜家系系谱图  
箭头指示为先证者。 
Fig. 1  Pedigree of a family with aniridia 
The proband is marked with an arrow. 
 

1.2  方法 

1.2.1  外周血基因组 DNA 提取 

采集家系中在世的 8 位成员的 EDTA 抗凝外周
血样品 2 mL, 用 Wizard Genomic DNA Purification 
Kit(Promega, Madison, USA)按说明书介绍的方法提
取基因组 DNA。 

1.2.2  PCR扩增和测序 

参照文献[6]报道的 PCR 扩增引物和反应条件, 
扩增 PAX6 基因全部编码区的外显子(从 exon 4 至 
exon 13)以及外显子两侧的部分内含子序列。PCR
扩增产物用 Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Sys-
tem (Promega, Madison, USA)经 1%琼脂糖凝胶切胶
分离纯化目的条带。纯化产物用 BigDye Terminator 
Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster 
City, USA)在 ABI 3730XL 自动测序仪上进行双向
测序。 

1.2.3  TA克隆和测序 

为了确认突变, 将患者的 PAX6基因 exon 11的
扩增产物克隆至 TA克隆载体 pMD19-T(TaKaRa, 大
连)并测序。 

1.2.4  PCR-RFLP分析 

设计并合成一对涵盖PAX6基因 exon 11突变位点
的特异性扩增引物(F: TCCACAACCCACCACA; R:  
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图 2  无虹膜患者双眼眼科检查照片 
1: 患者Ⅱ: 3左眼裂隙灯照片; 2: 患者Ⅱ: 3右眼裂隙灯照片; 3: 患
者Ⅲ: 2左眼裂隙灯照片; 4: 患者Ⅲ: 2右眼裂隙灯照片; 5: 患者Ⅱ: 3
双眼照片; 6: 患者Ⅲ: 2双眼照片。 
Fig. 2  Ophthalmological photographs of both eyes of af-
fected individuals with aniridia 
1: Left eye’s slit lamp photo of patient Ⅱ: 3; 2: Right eye’s slit 
lamp photo of patient Ⅱ: 3 ; 3: Left eye’s slit lamp photo of patient 
Ⅲ: 2 ; 4: Right eye’s slit lamp photo of patient Ⅲ: 2 ; 5: A photo 
of both eyes of affected individual Ⅱ: 3 ; 6: A photo of both eyes 
of affected individual Ⅲ:2. 
 
 

TGACTGTCTCCGACTTGA)。PCR反应体系: 50 μL
反应体积中包含 50~100 ng基因组 DNA, 上下游引
物各 0.2 μmol/L, 4种 dNTP各 200 μmol/L, MgCl2 1.5 
mmol/L, 1×Ex TaqTM DNA polymerase buffer和 1 U 
Ex TaqTM DNA polymerase (TaKaRa, 大连)。PCR反
应条件为: 94℃预变性 2 min, 94℃变性 30 s, 58.5℃
复性 30 s, 72℃延伸 30 s, 35个循环, 最终 72℃延伸
5 min。PCR 扩增产物用 Wizard SV Gel and PCR 
Clean-Up System 经 1%琼脂糖凝胶切胶分离纯化目
的条带。限制性酶切反应体系: 20 μL反应体积包含 
15 μL 切胶纯化的 PCR扩增产物, 1× buffer 1, 1 U 
EarⅠ(NEB, Ipswich, USA)。37℃孵育 4 h, 2%琼脂
糖凝胶电泳分析。 

2  结果与分析 

2.1  PCR扩增产物和 TA克隆测序分析 

家系成员中两个患者(Ⅱ: 3 和Ⅲ: 2)的 PAX6基
因 exon 11发现一个单碱基缺失新突变(c.1286delC), 
该突变造成缺失位点后的读码框发生移码, 而在家
系中的正常成员(Ⅰ:1, Ⅰ: 2, Ⅱ: 1, Ⅱ: 2, Ⅱ: 4, 
Ⅲ:1)未发现该突变(图 3)。TA 克隆测序显示, 该家

系的两个患者均为突变杂合子(图 3)。将野生型氨
基酸序列与预测的突变型氨基酸序列比对 , 发现
c.1286delC 突变导致突变位点下游的绝大多数氨基
酸发生改变, 产生了一段包含 55个氨基酸的异常肽
段。同时该突变产生一个 PTC, 造成翻译提前终止, 
肽链截短。 
 

 
 
图 3  无虹膜患者 PAX6 基因测序结果 
1: 通过 PCR 产物测序, 在无虹膜患者的 PAX6 基因 exon 11 发现一
个新的缺失移码杂合突变, 箭头指示为突变位点; 2: 通过 TA克隆鉴
定无虹膜患者 PAX6基因 exon 11的野生型等位基因; 3: 通过 TA克
隆鉴定无虹膜患者 PAX6基因 exon 11的突变型等位基因, 箭头指示
为突变位点(c.1286delC)。 
Fig. 3  The sequence of the patients with aniridia 
1: A heterozygous reading frame shift deletion was observed by 
sequencing of the PCR products of PAX6 exon 11 in the aniridia 
patients. The arrow indicates the location of the mutation; 2: The 
wild allele of PAX6 exon 11 was identified by TA clone sequencing 
of PCR products in the aniridia patients; 3: The mutant allele of 
PAX6 exon 11 was identified by TA clone sequencing of PCR 
products in the aniridia patients. The arrow indicates the location of 
the mutation (c.1286delC). 
 

2.2  PCR-RFLP 分析 

PAX6 基因  c.1286delC 突变造成一个  EarⅠ 
限制性内切酶识别位点 CTCTTC(N)1 的产生。图 4 
显示, 家系中的正常成员的 EarⅠ 消化产物仅有 1
条 383 bp 条带; 而患者除了有一条野生型的 383 
bp 条带外, 还有 129 bp 和 254 bp 两条条带, 显
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示为突变杂合子。另外, 50 例非家系成员正常对照
呈现与家系正常成员相同的 PCR-RFLP 结果。说明
PAX6基因 c.1286delC 突变与疾病表型共分离。 
 

 
 
图 4  PAX6 基因含突变位点 PCR 产物的 EarⅠ酶切结果  
包含 PAX6 基因突变(c.1286delC)位点的 PCR 产物经 EarⅠ酶切, 患
者为杂合子含有 383 bp, 254 bp和 129 bp 3条带; 而正常人只有 383 
bp 一条带。M: 100 bp ladder marker; NF: 非家系正常对照。 
Fig. 4  PCR+EarⅠ pattern of PAX6 mutation (c.1286delC) 
The PCR products, covering the PAX6 mutation (c.1286delC), was 
digested by EarⅠ. The pattern of patients contain three bands (383 
bp, 254 bp, and 129 bp) in length. The normal individuals only have 
one band (383 bp) in length. M: 100 bp ladder marker; NF: Nonfa-
milial normal control. 

 

3  讨 论 

PAX6基因位于人染色体 11p13区域, 长 22 kb, 
包含 14 个外显子, 其中 exon 5a 为选择性剪接。 
PAX6 基因编码两个 DNA 结合结构域 , 分别为
PD(Paired domain)和 HD(Homeo domain), 两个结构
域之间通过一个 LNK(Linker)片段连接。与 HD羧基
端相连的是一个富含脯氨酸、丝氨酸、苏氨酸的转

录激活结构域, 即 PST[7]。在细胞中 PST 结构域可
以激活 PAX6蛋白调控的下游基因的表达[8, 9]。PAX6
蛋白是一种高度保守的转录调控因子, 对于正常眼
部和神经系统的发育是十分必要的, 是眼部发育的
主要控制基因之一, 在眼睛、脑、嗅觉器官和胰腺
组织都有表达[10]。PAX6基因突变杂合子即造成无虹
膜和其它多种先天性眼部异常, 例如: 虹膜发育不
良、角膜浑浊、先天性白内障、青光眼等[5, 11∼15]。动

物实验中, PAX6基因突变的大鼠和小鼠出现小眼(Sey)
表型[16, 17]。在人群中, 先天性无虹膜的发病频率约为
1/60000~ 100000[14], 三分之二的病例呈高外显率的
常染色体显性遗传模式[18]。分子遗传学研究揭示发

育控制基因 PAX6 的突变是造成常染色体显性遗传
无虹膜的主要原因[19], 大约 80%的先天性无虹膜病
例是由于 PAX6 基因突变造成的[2]。统计结果表明, 
超过四分之三的无虹膜病例是由 PAX6 基因突变(包
括无义突变、剪接位点突变、由插入和缺失造成的

移码突变)在读码框产生 PTC 造成的, 而大多数的
错义突变造成非无虹膜表型[7]。 

本研究中, 在一个无虹膜家系的两个患者基因
组中, 均鉴定出一个新的 PAX6 基因单碱基缺失突
变(c.1286delC)。该突变位于 PAX6 基因的 exon 11, 
exon 11编码 PAX6蛋白的部分 PST结构域。由于单
碱基的缺失, 造成突变位点下游读码框序列发生移
码, 致使突变位点下游的绝大多数氨基酸改变, 经
生物信息学预测产生一段 55个氨基酸的异常肽段。
该缺失移码突变还产生一个 PTC, 预测突变基因产
物为一个缺少了羧基端 59 个氨基酸的截短蛋白。
c.1286delC 突变的存在使 PAX6蛋白的 PST结构域中
绝大多数氨基酸发生改变, 丧失转录激活功能[4, 20, 21]。

该突变已提交至人类 PAX6 基因突变数据库 (DB-ID: 
PAX6_00466)。 

最初相关研究普遍认为包含 PTC 的 PAX6 突变
等位基因会产生截短蛋白[20, 22]。一些研究者猜测并

通过实验证明在 HD 结构域之后发生截短的突变肽
链, 理论上具有正常的DNA结合活性而丧失转录激
活活性并且产生显性负效应(Dominant negative ef-
fect), 干扰正常 PAX6 蛋白的功能; 并且认为在 HD
后, 即在 PST结构域截短可能导致比在DNA结合结
构域内截短更为严重或者不同的表型 [23~25]。然而 , 
近年有研究认为无义介导降解 (Nonsense-mediated 
decay, NMD)作为一种主要机制防止了截短蛋白的
累积 [26, 27]。这种观点认为包含 PTC的 mRNA在翻
译成大量截短蛋白之前会被降解, 所有包含 PTC 的
等位基因都呈无效等位基因。因为截短的 PAX6 蛋
白不会有明显的产生, 所以发生截短位置的不同不
会造成无虹膜表型上的明显差异。无论是在 PST内, 
还是在 PST 之前发生截短, 其表型都是无虹膜或者
相关表型, 如局部无虹膜和虹膜发育不全。这一观
点也被已有的 PAX6突变数据库中的记录所证实[7]。 

对于上述两种观点差异的合理解释是前者的实

验不是在正常生理条件下的, 而是基于基因技术引
入终止密码子的无内含子的 cDNA 实验, 其结果是
产生大量的截短蛋白。相反, 在生理条件下, 无虹膜
患者同时携带有野生型和含 PTC的两个等位基因。
一旦转录, 含有 PTC的 RNA很可能通过 NMD作用
而被降解。NMD是和源自基因组的 mRNA的合成、
加工、剪接、翻译准备过程紧密联系在一起的。通

过实验手段构建的 cDNA 在细胞内绕过这些过程直
接高水平表达相应蛋白质不能真实反应正常生理状

态下的分子机制[26, 27]。已有的包含 PTC的 PAX6突
变和表型数据与后者的观点一致, 即 NMD 作用于
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绝大多数包含 PTC的 mRNA, 使其成为无效等位基
因。因此, 无虹膜是一个 PAX6等位基因功能丧失造
成的单倍剂量不足表型。Zenteno等[12]也证明了不论

突变在基因中所处的位置, 只要 PAX6 等位基因突
变造成蛋白截短 , 其表型基本均为无虹膜。有关
NMD 作用于 PAX6 基因突变的观点不适用于 PTC
位于 3′末端最后 44 个密码子的情况。因为 PAX6
蛋白的羧基末端是高度保守的, 并且起着稳定 HD
结构域结合 DNA 的作用[28]。根据已有研究结果猜

测如果缺失发生在这一区域可能造成比无虹膜更为

严重的表型。其表型可能类似于目前唯一一例确认

的致死 PAX6复合突变杂合子个体, 该病例呈无眼、
无鼻、严重中枢神经系统缺陷[4]。本研究中基因突

变产生的 PTC不是位于该区域中。 
本研究家系中连续两代的两个患者被鉴定为携

带 相 同 的 PAX6 基 因 单 碱 基 缺 失 杂 合 突 变

(c.1286delC), 但临床表型也存在差异。患者Ⅱ:3 双
眼呈底部虹膜外侧的扇形缺损, 该患者还患有其它
严重的眼部疾病, 包括: 白内障、角膜缘血管化、角
膜云翳浑浊、先天性眼球震颤、小角膜和上斜视; 患
者Ⅲ:2 双眼虹膜缺损更为严重(图 2), 同时伴有先
天性眼球震颤、小角膜和交替内斜视(图 2)。携带
相同 PAX6 基因突变并呈现不同无虹膜表型的家系
在过去的相关报道中也有描述[11, 13, 29], 提示迄今为
止可能还有未被发现的因素与这种表型差异相关。

例如 , Brinckmann 等 [30]已发现 PAX6 复合线粒体
DNA tRNALys 双突变与非典型无虹膜和线粒体疾病

相关。Henderson 等[31]也报道过一例小眼畸形和无

虹膜患者同时携带有 PAX6、NF1和 OTX2三个基因
突变。还有一些家族性和散发的无虹膜病例没发现

任何 PAX6基因突变[15]。 
综上所述, 无虹膜表型可能与 PAX6 基因突变

在读码框区域产生了 PTC相关。本研究中鉴定的新
的单碱基缺失造成的移码突变丰富了已有的造成遗

传性先天无虹膜的 PAX6 基因突变谱。支持了因
PAX6 蛋白截短突变造成的单倍剂量不足是导致先
天性无虹膜的主要因素的观点。对于探讨 PAX6 基
因突变与无虹膜表型之间的相关性起到一定的提示

作用, 相关机制还需更深入的研究。 
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