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　　摘　要：　目的　通过分析１例Ｗａａｒｄｅｎｂｕｒｇ综合征（ＷＳ）耳聋家系的听力学及遗传学特征，探究其致病基因。
方法　对该ＷＳ耳聋家系进行问卷调查，听力学检测及全身体查，绘制该耳聋家系的遗传图谱，分析其听力学及遗
传学特点。应用Ｓａｎｇｅｒ测序技术及利用外显子捕获结合二代测序技术开发研制的 ＥＶＡ、Ｗａａｒｄｅｎｂｕｒｇ基因诊断试
剂盒筛查进行候选基因鉴定。结果　该家系共３代，进行听力学检测者为５人，３例患者同时具有毛发色素脱失
及虹膜蓝染、内眦增宽及鼻梁扁平，其中听力下降者１例，先天性聋者１例，应用Ｓａｎｇｅｒ测序技术进行常见候选基
因鉴定，ＥＶＡ、Ｗａａｒｄｅｎｂｕｒｇ基因诊断试剂盒（由中南大学湘雅医院利用外显子捕获结合二代测序技术开发研制）筛
查，发现致病基因ＰＡＸ３两个位点突变，ＰＡＸ３ＮＭ＿１８１４５７：ｅｘｏｎ６：ｃ．８０３Ｇ＞Ｔ和 ｅｘｏｎ６：ｃ．８０１ｄｅｌＴ。本家系检测到
ＰＡＸ３基因第６号外显子上的ｃ．８０３Ｇ＞Ｔ突变、ｃ．８０１ｄｅｌＴ，ｃ．８０３Ｇ＞Ｔ可导致ＰＡＸ３基因编码的第２６８位密码子由
丝氨酸改变为异亮氨酸，ｃ．８０１ｄｅｌＴ突变，可导致第２６７位密码子由苯丙氨酸改变为亮氨酸，并使后续碱基序列错
乱，导致蛋白在第２８３位密码子处提前终止，可能严重影响基因编码蛋白的结构和功能，进而导致疾病。结论　由
于该家系其母亲和患儿中都检测出ＰＡＸ３基因突变，故该家系是因ＰＡＸ３ＮＭ＿１８１４５７：ｅｘｏｎ６：ｃ．８０３Ｇ＞Ｔ和ｅｘｏｎ６：
ｃ．８０１ｄｅｌＴ突变而导致的常染色体显性遗传的ＷＳ家系。本研究丰富了ＰＡＸ３基因的突变谱，为临床分子诊断及遗
传咨询提供了参考。
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ｌｅａｄｉｎｇｔｏｅａｒｌｙｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｔｔｈｅ２８３ｒｄｃｏｄｏｎ，ｗｈｉｃｈｍａｙｓｅｒｉｏｕｓｌｙａｆｆｅｃｔｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
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ｇｅｎｅｅｎｃｏｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ｌｅａｄｉｎｇｔｏｄｉｓｅａｓｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＳｉｎｃｅｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅＰＡＸ３ｇｅｎｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｂｏｔｈｔｈｅｍｏｔｈｅｒ
ａｎｄｔｈｅｃｈｉｌｄ，ｔｈｅｆａｍｉｌｙｉｓａｎａｕｔｏｓｏｍａｌｄｏｍｉｎａｎｔＷＳｆａｍｉｌｙｄｕｅｔｏＰＡＸ３ＮＭ＿１８１４５７：ｅｘｏｎ６：ｃ．８０３Ｇ＞Ｔａｎｄｅｘｏｎ６：ｃ．
８０１ｄｅｌＴｍｕｔａｔｉｏｎｓ．ＴｈｉｓｓｔｕｄｙｅｎｒｉｃｈｅｓｔｈｅｍｕｔａｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆＰＡＸ３ｇｅｎｅａｎｄｐｒｏｖｉｄｅｄａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｃｏｕｎｓｅｌｉｎｇ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｄｅａｆ；Ｗａａｒｄｅｎｂｕｒｇｓｙｎｄｒｏｍｅ；ＰＡＸ３；Ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎ

　　Ｗａａｒｄｅｎｂｕｒｇ综合征（Ｗａａｒｄｅｎｂｕｒｇｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＷＳ），属于听力 －色素综合征（ａｕｄｉｔｏｒｙｐｉｇｍｅｎｔａｒｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ）中的一类，第１次于１９５１年由荷兰眼科
学家瓦登伯格提出，常通过常染色体显性遗传或常

染色体隐性遗传，患病率无性别差异，但由于疾病的

罕见性及基因的不完全外显率，过往估计 ＷＳ在人
群中的发病率约１／４２０００［１］，最近的研究估计患病
率接近１／２００００［２］，占耳聋患者的２％ ～５％，是全
世界最常见的先天性感音神经性聋的病因之一。主

要的临床表现包括：①内眦侧向移位；②皮肤、毛发
（白色额发和睫毛）和眼睛（虹膜异色）的色素异常；

③不同程度的感音神经性聋。根据临床表现将 ＷＳ
分为４型，ＷＳ１是最经典的，以听力下降、色素减
退、内眦外移及宽鼻梁为临床特点；ＷＳ２临床表现
与ＷＳ１相似，而没有内眦外移的表现；ＷＳ３除了与
ＷＳ１相似的临床特点，还伴有骨骼肌发育不良的表
现，最常见的则是上肢畸形；ＷＳ４又称Ｗａａｒｄｅｎｂｕｒｇ
ＳｈａｈＳｙｎｄｒｏｍｅ，常在ＷＳ２的基础上伴有严重便秘或
先天性巨结肠的特点。ＷＳ是由突变的 ＰＡＸ３、
ＭＩＴＦ、ＳＮＡＩ２、ＥＤＮＲＢ、ＥＤＮ３及 ＳＯＸ１０基因导致的
常见显性遗传疾病，偶尔由具有严重表型的 ＳＯＸ１０
的纯合子引起，而目前的研究表明 ＰＡＸ３与 ＷＳ１、

ＷＳ３相关［３］。新生儿若听力损失不能在语言发育

关键期（６个月）内得到确诊及干预，则可能影响语
言及智力发育，严重可致聋哑残疾［４］。

ＷＳ的发病率较低，临床病例报道相对较少见，
本文对１例ＷＳ家系进行听力学检测及全身体查，
绘制该耳聋家系的遗传图谱（图１），分析其听力学
及遗传学特点。应用 Ｓａｎｇｅｒ测序技术进行常见候
选基因筛查，利用外显子捕获结合二代测序技术开

发研制的 ＥＶＡ、Ｗａａｒｄｅｎｂｕｒｇ基因诊断试剂盒进行
候选基因鉴定，应用 Ｓａｎｇｅｒ测序方法验证并获得该
家系的致病基因，并探讨其可能的分子遗传学机制。

１　资料与方法

１．１　家系资料
本研究的家系信息调查取样工作在事先取得了

中山大学附属第八医院伦理委员会的伦理认证及批

复后，由中山大学附属第八医院耳鼻咽喉头颈外科

学耳科组成员完成。该家系位于新疆维吾尔自治

区，命名为 ＸＪＨＬ０１。２０１９年１１月，中山大学附属
第八医院耳鼻咽喉头颈外科学耳组成员对此家系成

员的疾病情况进行了调查。
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图１　ＸＪＨＬ０１家系图　注：箭头所指为先证者
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１．１．１　血样采集　采取每一位参与调查者外周血
３～８ｍＬ，冰盒保存，于第２日统一送实验室进行外
周血ＤＮＡ提取，并－２０°保存。
１．１．２　病史采集及专科检查　对该家系人员进行
病史采集，如耳聋年龄、侧边、程度、进展情况、有无

耳毒性药物使用史等，并进行体格检查，如音叉试

验、计算瞳距、Ｗ值［５］。

１．１．３　听力学资料　应 用 Ｍａｄｓｅｎ５０２便 携 式 听
力 计（丹 麦）及ＥＡＲ３Ａ插入式耳机（美国）对家系
成员进行纯音测听检查（检测环境尽量做到密闭、

安静），初步了解该家系听力情况及病变性质。

先证者进行听性脑干反应（ａｕｄｉｔｏｒｙｂｒａｉｎｓｔｅｍ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＡＢＲ）、声导抗、畸变耳声反射（ｄｉｓｔｏｒｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｅｍｉｓｓｉｏｎ，ＤＰＯＡＥ）、听觉稳态反
应（ａｕｄｉｔｏｒｙｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＡＳＳＲ）检测。
１．１．４　影像学资料　先证者颞骨 ＣＴ、内耳 ＭＲＩ检
查排除其他病变如颅内占位性病变、大前庭导水管

等可能。心脏、腹部Ｂ超明确分型。
１．２　听力判断标准

根据听力损失性质分为感音神经性聋、传导性

聋及混合性聋，依据发病时间出生前后分为先天性

聋和后天性聋，又以语言功能发育程度划分为语前

聋和语后聋。根据２０１５年中华医学会发布的《突
发性聋诊断和治疗指南（２０１５）》［６］，根据听力累及
的频率和程度，将耳聋表型分为：高频下降型、低频

下降型、平坦下降型和全聋型（表１）。听力学诊断
标准依照 ＷＨＯ１９８０年听力损失分级标准：以５００、
１０００、２０００Ｈｚ的平均听阈为准，听力损失 ２６～
４０ｄＢ为轻度聋，４１～５５ｄＢ为中度聋，５６～７０ｄＢ为
中重度聋，７１～９０ｄＢ为重度聋，＞９０ｄＢ为极重
度聋。

１．３　基因检测
应用Ｓａｎｇｅｒ测序技术进行常见候选基因鉴定，

包括：ＧＪＢ２ｃ．２３５ｄｅｌＣ、ｃ．２９９３００ｄｅｌＡＴ、ｃ．１７６ｄｅｌ１６ｂｐ、
ｃ．３５ｄｅｌＧ、ＳＬＣ２６Ａ４基因的 ＩＶＳ７２Ａ＞Ｇ、２１６８Ａ＞Ｇ、

线粒体１２ＳｒＲＮＡ基因１５５５Ａ＞Ｇ、１４９４Ｃ＞Ｔ、ＧＪＢ３、
ＣＯＣＨ基因。

应用ＥＶＡ、Ｗａａｒｄｅｎｂｕｒｇ基因诊断试剂盒（由中
南大学湘雅医院利用外显子捕获结合二代测序技术

开发研制）筛查。

ＦａｓｔＴａｒｇｅｔＴＭ富集二代测序＋Ｓａｎｇｅｒ测序验证。

２　结果

２．１　ＷＳ１患儿家系的临床资料
先证者１岁（Ⅲ２），因对声反应差 １年就诊。

出生后初筛及复查听力均未通过，提示极重度感音

神经性聋（图２），体查见患儿双眼虹膜蓝染，毛发正
常，鼻根扁平，双眼内眦外移，眼距增宽，Ｗ指数为
１．９７（图３）。影像学排除颅脑占位性病变可能，腹
部超声未见明显异常。患儿母亲（Ⅱ２）否认听力下
降，体查见右眼虹膜蓝染，毛发正常，纯音听阈测试

提示听力正常。患儿外公（Ⅰ１）于４０岁左右时出
现听力下降，双眼虹膜蓝染，眼距增宽，纯音听阈测

试提示轻度感音神经性听力下降，以高频下降为主

（图４、５）。其余家系成员均无虹膜蓝染、眼距增宽
及听力下降等表现（表２）。家系成员均否认耳毒性
药物使用史、噪声暴露史，未发现四肢活动异常或肠

道疾病如严重便秘等。

２．２　基因检测结果
应用Ｓａｎｇｅｒ测序技术对先证者进行常见耳聋候

选基因鉴定，包括：ＧＪＢ２ｃ．２３５ｄｅｌＣ、ｃ．２９９３００ｄｅｌＡＴ、
ｃ．１７６ｄｅｌ１６ｂｐ、ｃ．３５ｄｅｌＧ、ＳＬＣ２６Ａ４基因的 ＩＶＳ７２Ａ＞
Ｇ、２１６８Ａ＞Ｇ、线粒体 １２ＳｒＲＮＡ基因 １５５５Ａ＞
Ｇ、１４９４Ｃ＞Ｔ、ＧＪＢ３、ＣＯＣＨ基因，未发现突变位点。
送ＦａｓｔＴａｒｇｅｔＴＭ富集二代测序 ＋Ｓａｎｇｅｒ测序验证，
发现致病基因 ＰＡＸ３的两个位点突变，ＰＡＸ３第６号
外显子上 ｃ．８０１ｄｅｌＴ及 ｃ．８０３Ｇ＞Ｔ突变，并在其母
亲及外公的样本Ｓａｎｇｅｒ测序中得到验证（图６）。

表１　《突发性聋诊断和治疗指南（２０１５）》分型

分型 标准

低频下降型 １０００Ｈｚ（含）以下频率听力下降，至少２５０、５００Ｈｚ处听力损失≥２０ｄＢ
高频下降型 ２０００Ｈｚ（含）以上频率听力下降，至少４０００、８０００Ｈｚ处听力损失≥２０ｄＢ
平坦下降型 所有频率听力均下降，２５０～８０００Ｈｚ平均听阈≤８０ｄＢＨＬ
全聋型 所有频率听力均下降，２５０～８０００Ｈｚ平均听阈≥８１ｄＢＨＬ

·８５·
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表２　ＷＳ１患儿家系的临床表型情况

患者 性别 虹膜异色
平均听阈（ｄＢ）
左 右

听力图类型 听力下降程度 内眦外移 鼻根扁平

Ｉ１ 男 双侧 ２６ ２８ 高频下降型 轻度 － －
Ｉ２ 女 － － － － － － －
ＩＩ１ 男 － － － － － － －
ＩＩ２ 女 双侧 － － － － － －
ＩＩ３ 男 － － － － － － －
ＩＩ４ 女 － － － － － － －
ＩＩＩ１ 男 － － － － － － －
ＩＩＩ２ 女 双侧 ＞９５ ＞９５ 全聋型 极重度 ＋ ＋
ＩＩＩ３ 男 － － － － － － －

!"#$%& '()%*+,-
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图６　先证者（Ａ）及其母亲（Ｂ）的测序结果

３　讨论

ＷＳ的诊断标准以临床表型为主。对于ＷＳ１的
诊断需要符合２项主要诊断标准或１项主要诊断标
准加两项次要诊断标准。５项主要诊断依据包括：
①感音神经性聋；②虹膜色素异常；③毛发色素减
退；④内眦外移，Ｗ指数 ＞１．９５；⑤一级家属患病。
５项次要诊断依据分别是：①先天性白斑病，皮肤色
素减退；②一字眉；③宽、高鼻根；④鼻翼发育不全；
⑤早发白发［７］。在这一家系中，先证者及其母亲、

外公虽然表型不完全相同，但均符合诊断标准，故诊

断为ＷＳ１。
既往报道表明，３５％ ～７５％的 ＷＳ１患者及

５５％～９１％的ＷＳ２患者伴有感音神经性聋［８］，虽可

累及单侧，但以双侧同时累及较为多见，且听力下降

程度也不尽相同，以双侧极重度感音神经性聋最为

常见，进行性听力下降极为罕见［９］。且研究发现，

与ＷＳ不同的临床类型相比，不同的致病基因似乎
能够更好地预测听力表型，如 ＳＯＸ１０、ＭＩＴＦ、ＳＮＡＩ２
的突变与听力损害的相关性高于其他突变，而

ＰＡＸ３在ＷＳ１的听力损失程度从轻度到重度不等，

而在ＷＳ３中的ＰＡＸ３突变均致重度或极重度聋［１０］。

对于ＷＳ的发病机制，最为广泛认可的是神经
嵴发育不全理论。该理论认为，神经嵴细胞是起源

于神经管最背端的多功能细胞，黑素细胞、额骨、四

肢肌肉、壁内神经节均起源于胚胎神经嵴细胞［１１］，

由于神经嵴细胞至黑素母细胞（黑素细胞的前体）、

黑素细胞的发育异常而出现 ＷＳ的一系列临床
表现。

目前的研究表明，有６种基因与ＷＳ关系较大，
不同的基因突变可能导致不同的ＷＳ亚型：ＰＡＸ３与
ＷＳ１、ＷＳ３相关［１２］，ＭＩＴＦ、ＳＮＡＩ２与 ＷＳ２相关，ＥＤ
ＮＲＢ、ＥＤＮ３与 ＷＳ４相关，ＳＯＸ１０与 ＷＳ２、ＷＳ４相
关。在８０％的ＷＳ１中可以检测到杂合的 ＰＡＸ３突
变［１３］，其中，大部分为杂合突变［１４］，纯合突变所致

较少报道，并且在动物实验中，纯合突变的小鼠是胚

胎致死的［１５］，并显示出肢体异常、脑发育畸形、心脏

缺陷及尾部形态异常［１６］。然而，现也有部分报道指

出，在２例患有 ＷＳ１的兄弟家系中，其父母并不具
有ＰＡＸ３的突变，提示了在罕见病例中发生嵌合体
的可能性［１７］。

ＰＡＸ３作为转录因子 ＰＡＸ家族一员，在维持干
细胞多功能性、细胞的增殖、迁移、凋亡及抑制终末

·０６·
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分化等胚胎发育过程中发挥重要作用［１８］。人类

ＰＡＸ３基因位于２号染色体长臂 ｑ３６．１区［１９］，包含

１０个外显子，编码ＰＡＸ３蛋白。ＰＡＸ３蛋白由４７９个
氨基酸构成，具有 ４个结构域，包括配对结构域
（ｐａｉｒｅｄｂｏｘ，ＰＤ）、八肽、同源结构域（ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ，
ＨＤ）及脯氨酸丝氨酸苏氨酸富集区。其中，配对
结构域由第２、３、４号外显子编码，而同源结构域由
第６号外显子编码，ＰＤ与 ＨＤ是 ＰＡＸ３蛋白的２个
ＤＮＡ结合域，具有高度保守性，ＰＡＸ３通过 ＰＤ与
ＨＤ识别并结合 ＤＮＡ序列后激活下游靶基因的转
录。ＰＡＸ３蛋白属于转录因子同源结构域家族，起
着调控细胞增殖、迁移和凋亡的作用，参与了骨骼

肌、神经嵴来源的心脏组织、黑素细胞和肠神经节的

发育［２０］，现有的数据表明 ＰＡＸ３还可能参与多种肿
瘤的发生，如黑色素瘤、尤文氏肉瘤等中均可以发现

ＰＡＸ３表达的上调［２１］。黑素细胞是 ＷＳ１中病变的
主要细胞。黑素细胞来源于神经嵴细胞，主要存在

于皮肤、眼睛及耳蜗中［２２］。位于上皮及虹膜的黑素

细胞可以产生黑色素来形成人体虹膜及皮肤的色素

差异，而位于耳蜗中的黑素细胞来源的血管纹细胞

则有助于维持正常听力的形成。动物实验表明，

ＰＡＸ３突变的血管纹细胞可致内耳发育畸形［２３］。黑

素细胞的生理活性受一系列基因的介导调节，如

ＭＩＴＦ、ＰＡＸ３、ＳＯＸ１０、ＥＤＮＲＢ等。ＭＩＴＦ蛋白对于黑
素细胞的存活和功能至关重要，而 ＭＩＴＦ的转录又
受多种转录因子的调控，ＰＡＸ３基因编码的ＰＡＸ３蛋
白就是一种能够与ＤＮＡ结合的转录因子，其通过单
独或与ＳＯＸ１０结合后协同上调ＭＩＴＦ的表达来调节
黑素细胞的功能［２４］。

截止到２０２３年９月，已经在人类基因突变数据
库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｈｇｍｄ．ｃｆ．ａｃ．ｕｋ／ａｃ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）上
报道了２１０种 ＰＡＸ３突变，其中以点突变为主。本
家系检测到ＰＡＸ３基因第６号外显子上的ｃ．８０３Ｇ＞
Ｔ突变，可导致ＰＡＸ３基因编码的第２６８位密码子由
丝氨酸改变为异亮氨酸。在 ＨＧＭＤ数据库、Ｃｌｉｎｖａｒ
数据库均未报道过该位点致病性分析的结果，该突

变位于ＨＤ结构域，为低频突变，且通过功能软件预
测该位点保守性较高，因此该突变可能会影响基因

编码蛋白的结构和功能，进而导致疾病。此外，该样

本还检测到第６号外显子上的 ｃ．８０１ｄｅｌＴ突变，可
导致第２６７位密码子由苯丙氨酸改变为亮氨酸，并
使后续碱基序列错乱，通过Ｅｍｂｏｓｓｔｒａｎｓｅｑ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｔｏｏｌｓ／ｓｔ／ｅｍｂｏｓｓ＿ｔｒａｎｓｅｑ）预测，该突
变可导致蛋白在第２８３位密码子处提前终止，可能

严重影响基因编码蛋白的结构和功能，进而导致疾

病。经 ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）
进行突变蛋白质模型的构建，提示蛋白质的长度缩

短，空间构象改变。经突变数据库和文献检索，该突

变在国际上尚未见报道。由于该家系中先证者、其

母亲及外公样本中都检测出相同 ＰＡＸ３基因突变，
故该家系是因 ＰＡＸ３第６号外显子上的 ｃ．８０１ｄｅｌＴ
突变和ｃ．８０３Ｇ＞Ｔ突变而导致的常染色体显性遗
传的ＷＳ家系。此外，三者出现突变位点一致临床
表型却不尽相同，我们猜测 ＰＡＸ３可能存在外显不
全或表达过程中基因修饰的不同所致表型差异，还

需进一步研究验证。

４　结论

ＷＳ由于其低发病率及不完全外显率而较少报
道，国内外多根据某一家系或某一新发突变位点而

进行报道分析，并且根据报道家族内和家族间的差

异性较大。每一新发突变位点均有助于逐步完善我

国ＷＳ基因突变疾病谱，为遗传咨询、筛查以及及时
临床干预如佩戴助听器、行人工耳蜗植入术等提供

重要临床依据。虽证实该家系是因 ＰＡＸ３第６号外
显子上的ｃ．８０１ｄｅｌＴ突变和ｃ．８０３Ｇ＞Ｔ突变而导致
的常染色体显性遗传的 ＷＳ家系，但本家系的各成
员表型不尽相同，后期需进一步完善功能试验，验证

其致病性。
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