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摘要
目的:研究由WFS1基因突变所导致的常染色体隐性遗传Wolfram综合征的临床特征和遗传学背景。
方法:应用临床检查，基因分析和生物信息学方法研究一常染色体隐性遗传Wolfram综合征家系。
结果:发现先证者及哥哥患糖尿病，色弱及视神经病变，此外其兄患尿崩症。全外显子组分析显示在兄弟二人的WFS1基因8号外显子存在二种杂合变异，即c.941G>A（p.W314X）和c.2309T>G（p.F770C），并在该家系中与临床表型共分离。
结论:WFS1基因的复合杂合突变与该家系Wolfram综合征相关；其中c.941G>A（p.W314X）尚未见报道。
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Abstract: Objective: To investigate the phenotypes and genotypes of one Chinese family with Wolfram syndrome caused by WFS1 gene mutation. Methods: A pedigree with Wolfram syndrome was studied by clinical examination, gene analysis and bioinformatics. Result: We observed that the proband and his brother had diabetes, hypochromia and optic neuropathy. In addition, his brother had diabetes insipidus. Whole-exome sequencing (WES) analysis showed that there were two heterozygous variations in the WFS1 gene exon 8 of the two brothers: c.941G>A (p.W314X) and c.2309T>G (p.F770C), which were co-separated in this family. Conclusion: The compound heterozygous mutation of WFS1 gene is associated with Wolfram syndrome in this pedigree. Among them, c.941G>A (p.W314X) has not been reported yet.
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0 引言
Wolfram综合征（Wolfram syndrome，WS）是一种少见的常染色体隐性遗传性疾病，主要特征是青少年糖尿病(diabetes mellitus，DM)、视神经萎缩（Optic atrophy，OA）、耳聋（sensorineural hearing loss, D）、尿崩症( diabetes insipidus, DI)，所以又称为DIDMOAD综合征。有研究者分析了412例Wolfram综合征患者的临床及遗传学研究资料，发现98.2%的患者患有糖尿病，82.1%的患者患有视神经萎缩，而出现耳聋或尿崩症的仅有40%[1]。该病发病率在不同的种族群体间为1/770000~1/54478[2]，前期研究表明与Wolfram综合征有关的两个致病基因，即位于4p16.1上的WFS1基因和位于4q22-4q24上的CISD2基因。前者编码wolframin跨膜蛋白，后者则编码Miner1蛋白[3]。由于Wolfram综合征起病隐匿，基因型和临床表型之间的关联尚不完全明确，故当前并无针对性的疗法。该病的诊断目前主要依靠临床表现，且利用基因测序可早期识别该综合征，并及时干预，改善预后，对后代的遗传咨询和产前诊断也有重要意义。本研究通过全外显子组测序（whole exome sequencing, WES）的方法，讨论1个常染色体隐性遗传WS家系WFS1基因的复合杂合变异，并进行临床表型及分子遗传学分析。
1对象和方法
1.1 对象   本研究遵循《赫尔辛基宣言》且通过伦理与道德委员会批准，所有检测方法均征得患者及家属知情同意并签署同意书。于2022-12在厦门大学附属厦门眼科中心收集一个2代3名中国家庭成员的Wolfram综合征家系信息。
1.2方法  对所有患者进行详细的病史询问和眼部检查，包括视力、眼压、眼底检查、视野、视觉诱发电位等检查明确临床诊断。告知先证者及家属基因测序。采取先证者及其母亲5mL全血，采取其兄的口腔黏膜。从样本中获得基因组DNA，对先证者进行全外显子组检测。利用探针杂交捕获目标基因外显子及毗邻剪接区域，使用高通量测序仪检测。去除不符合条件的内容,比对UCSC提供的hg38版本人类基因体参考序列。通过HaplotypeCaller寻找其中的突变位点。使用xhmm和clamms算法对探针覆盖区进行高拷贝数突变解析。用Polyphen-2，VarSite在线网站分析基因变异引起的蛋白质结构和功能变化。根据常染色体隐性遗传或复合杂合遗传模式，筛选家系的外基因组测序数据。过滤后得到同一基因的纯合变异体和两个或两个以上杂合变异体。依据美国医学遗传学和基因组学学会（ACMG）遗传变异分类标准与指南来解释序列变异部分，获得该家系的候选基因和变异体的信息[4]。
2结果
2.1先证者及其哥哥的临床检查结果  先证者，男性，31岁。因“双眼视力下降5a”就医。经检查发现右眼裸眼视力0.03，矫正视力-5.25DS/-1.00DC×180=0.1；左眼裸眼视力0.04，矫正视力-5.25DS/-1.50DC×180=0.3。右眼瞳孔对光反应略迟钝。双眼视盘色白，右眼杯盘比0.9，左眼杯盘比0.8。余双眼检查无明显异常。VEP检查提示右眼P100潜伏期重度延迟，P100波幅中度降低；左眼P100潜伏期中度延迟，P100波幅中度降低，见图1。既往史：7岁时发现有色弱。25岁配镜后视力无法矫正到正常水平。30岁于体检时发现血糖10mmol/L，随后诊断为糖尿病，服用双胍类药物可控制血糖。听力无异常。
先证者哥哥，39岁。右眼裸眼视力1.0，矫正视力-0.75DC×5=1.0；左眼裸眼视力1.0，矫正视力1.0。右眼杯盘比0.6，左眼杯盘比0.5。VEP检查提示右眼P100波幅重度降低；左眼P100波幅中度降低。视野检查发现右眼平均缺损-4.11dB，左眼平均缺损-4.55dB。余双眼检查无明显异常，见图1 。既往史：19岁时感到夜尿多并一直持续到现在。29岁时因“多饮、多尿、体重减轻”就医，诊断为糖尿病，通过服用双胍类药物和注射长效胰岛素控制血糖。无听力损伤。
家族史：父亲已去世。母亲无糖尿病、色弱、视力减退。否认近亲婚配。
[image: ]
图1 先证者及其哥哥的眼部检查结果  A:先证者眼底照相可见先双眼视盘色苍白，杯盘比大；B:先证者哥哥的眼底照相；C:先证者视觉诱发电位,振幅及频率降低;D:先证者哥哥的视觉诱发电位,振幅及频率降低;E:先证者哥哥的视野检查,可见双眼均有少许视野缺损。
2.2先证者及其哥哥的基因检测结果   兄弟二人的WFS1基因8号外显子上均发现两种杂合变异：c.941G>A（p.W314X）和c.2309T>G（p.F770C）。前者gnomAD东亚人群数据库收录为0，未有文献报道，为新发现的无义变异；后者已有作者发现并报道过WS相关错义变异[5]。Sanger测序发现先证者母亲只检测到c.2309T>G（p.F770C）变异，另一个位点为野生型,见图2。
根据美国医学遗传学和基因组学学会（American College of Medical Genetics and Genomics, ACMG）指南，这两个变异位点均被认为是“意义不明确的”，支持致病性证据包括：（1）PM2: ESP 数据库、千人数据库、EXAC 数据库中正常对照人群中未发现的变异；（2）PP1: 突变与疾病在家系中共分离；（3）PP3: 多种统计方法预测出该变异会对基因或基因产物造成有害的影响。
生物信息学分析：预测软件Mutation Taster预测这两个变异位点均是致病的。Polyphen-2将p.F770C变异列为“可能具有破坏性”，评分1.0。第314位的色氨酸残基保守（不同生物体蛋白序列中保守值=0.8，表明它对蛋白质的功能有重要意义）；相比之下第770位的苯丙氨酸残基相对保守（不同生物体蛋白序列中保守值=0.7，其改变可能不会引起蛋白质功能明显改变，图3）。
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图2 WFS1变异的WF家系和WFS1基因的Sanger测序结果 A:研究中WFS1谱系。圆形符号表示女性个体;方形符号表示男性个体;黑色符号表示WF患者;箭头标记表示先证者;B:WF家系WFS1基因的Sanger测序验证。可见先证者和其兄均存在两个位点的变异。母亲只存在一个位点变异。
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图3 WF家系中WFS1变异的生物信息学分析。A：wolframin蛋白结构域及本研究中的变异位点（域名参考Pfam数据库）；B:wolframin蛋白在不同物种间的序列对比。黑色箭头表示变异氨基酸。
3讨论
Wolfram综合征临床表现错综复杂,主要包括以下几种：(1)初发症状多为学龄前期或学龄期发生的糖尿病;(2)随后为学龄期左右出现的视神经萎缩,部分患者可伴色觉障碍;(3)高频段受累严重的感音性耳聋；(4)中枢性尿崩症。其他少见的症状有:胃肠道不适、部分腺体功能减退如性腺、甲状腺、智力或发育迟缓、先天性心脏病等[6]。但并不是所有Wolfram综合征患者都会出现这4个典型表型，或者是表型出现的先后顺序不是固定不变的。比如在一项对8个纯合子的研究报告中，患者诊断为糖尿病的平均年龄为18岁，而且仅有1例患者出现视神经萎缩，或者有报道部分患者在三十岁左右才被诊断为糖尿病和视神经萎缩[7-8]。
本例先证者以色弱、视力下降为首发症状。早期仅诊断为屈光不正，当配镜无法提高视力时前来就诊，经检查诊断为视神经病变。其糖尿病由正常体检时发现，此前无糖尿病相关症状，服用双胍类药物控制稳定。其兄以夜尿增多、尿崩症为首发症状。随后发现有糖尿病，使用长效胰岛素联合双胍类药物血糖控制好。多尿表现一直持续到现在。尽管视力正常，但视觉诱发电位及视野检查显示仍存在视神经病变。
兄弟二人无感染性疾病史，无视力急性下降病史，视野无中心暗点，眼底视乳头无充血水肿、无毛细血管扩张，可排除视神经炎。眼底检查记录未发现新生血管，未见视网膜微动脉瘤及出血渗出，可排除糖尿病导致的眼底及视神经的病变。基因检测发现二人的WFS1基因突变，未发现OPA1基因和线粒体突变，也可排除Leber遗传性视神经病变。因此，根据二人的基因检测结果，相关临床表型，并排除了可能会出现的其他疾病后，均可以确定为Wolfram综合征。
根据文献报道，一些Wolfram综合征的青少年患者仅表现为糖尿病，并且通常被误诊为1型或2型糖尿病，患者使用一些糖尿病药物，如胰高血糖素样肽1受体激动剂(GLP-1RAs)和双胍类药物，可以缓解胰岛细胞内质网应激，延缓糖尿病进展[9-10]。这与本文中的两名患者相似。本文两名患者均是在二十岁之后被诊断为糖尿病，因此我们认为WFS1基因突变导致的糖尿病与传统的1型糖尿病相比存在一些差异。WS相关性糖尿病不是由胰岛β细胞功能缺陷引起的，而是由内质网应激介导的β细胞破坏，突变的wolframin激活胰岛β细胞内质网应激反应和未折叠蛋白反应(UPR)，导致细胞周期进展受损和细胞凋亡[11]。患者通常自身抗体阳性率低，其起病隐匿、临床表现轻、进展慢、不易发生酮症酸中毒、急性和慢性并发症少，且使用胰岛素联合口服降糖药物后控制好，因此WS相关性糖尿病的表型有时是非典型的，可能会被误诊断为Ⅱ型糖尿病。所以在出现自身免疫性糖尿病抗体阴性合并其他相关临床症状时可以进行遗传学分析[12]。本文患者的糖尿病表现也和其基因型有关。在另一项包括82例诊断为1型糖尿病患者的研究中，有4例(4.9%)携带WFS1纯合或复合杂合变异，这4例患者除了糖尿病外，没有出现其他Wolfram综合征表型；且他们使用双胍类药物可以良好的控制血糖，这与本文患者相同[10]。
本例的两名患者目前并没有出现听力障碍，这与基因型有关。一项包含68例Wolfram综合征患者的研究显示只有80.89%的患者会出现听力障碍，其中有77%的患者出现重度听力损失，他们是由于WFS1基因第8外显子或第4外显子的纯合突变导致的；相反，那些听力正常或受到轻微影响的人有90%是杂合突变，因此Esteban-Bueno G等[13]认为纯合基因突变的患者更有可能出现听力损害或听力缺失更严重。 
Wolfram综合征是由WFS1或CISD2基因变异引起的。前者突变导致Wolfram综合征1型；后者则导致2型[3]，且1型更为多见。WFS1基因位于4p16.1上，由8个外显子组成，编码wolframin蛋白。wolframin蛋白是一种嵌入内质网的蛋白质，在胰腺β细胞、心、肺、脑组织中广泛表达，由于内质网在蛋白质折叠中发挥重要作用，WFS1中的致病变异导致错误折叠蛋白的积累，最终导致细胞凋亡[7]。目前已报道的致病性变异大部分位于WFS1的第8外显子，因为该外显子编码wolframin蛋白的跨膜和c端结构域，这是该蛋白重要的功能结构[14]。CISD2定位于4q24，由3个编码NAF-1蛋白的外显子组成，编码Miner1蛋白。
当前遗传学研究已发现WFS1中有200多种致病变异，且在WFS1基因中呈不均匀分布。有学者认为疾病出现的时间、程度、发展变化可能与基因变异的位置及种类存在关系。比如错义变异，是由于碱基替换使原氨基酸变为另一种，导致wolframin蛋白轻微降解，引起的临床表型较轻；或无义变异，是由于终止密码子的提前出现而合成不完整的肽链以及移码突变，由于某位点的碱基插入或缺失使下游一串密码子改变从而合成另一种肽链。两者均可导致wolframin蛋白的完全耗竭，所引起的临床表现可能较重[15]。日本学者对 Wolfram 综合征患者 WFS1 突变的基因型-表型相关性的研究表明，WFS1 突变可以根据临床表型严重程度分为两组，其中无义突变、移码突变和/或两个等位基因中多个氨基酸插入/缺失的变异比错义突变和/或两个等位基因中单个氨基酸插入的变异更严重[16]。
本文兄弟二人的WFS1基因上均检测到第8号外显子存在c.941G>A（p.W314X）和c.2309T>G（p.F770C）杂合变异，通过家系验证符合常染色体隐性遗传模式。其中c.2309T>G（p.F770C）是已发表的Wolfram综合征基因变异，为错义变异。该变异使得原苯丙氨酸突变为半胱氨酸，导致原蛋白质的编码错误而使功能缺失。该位点在一个Wolfram综合征家系中以复合杂合的形式被查出，文献中的患者是存在c.1522_1523delTA(p.Tyr508Cysfs*34)和 c.2309T>G(p.F770C)的复合杂合突变，且c.2309T>G (p.F770C)也是来自于母亲，该患者与本文中的两位患者在视力、眼底、视觉诱发电位的表现均相似，比如矫正视力差、VEP波形延迟、轻微视野缺损等，且都没有听力损害[5]。本文中的另一个变异c.941G>A（p.W314X）为新发现的一个变异，该变异为一种无义变异，使原色氨酸密码子变成了终止密码子，导致多肽链的合成到此停止，产生了一条不完整的肽链，改变蛋白质的功能。查阅有关文献并未报道过这种变异。但有文献中描述过一例由c.940T>C（p.Trp314Arg）杂合突变导致的Wolfram综合征。该突变与本文的第二个突变位点相似，改变的都是第314位的色氨酸。但不同的是，本文患者的突变是由色氨酸密码子变成了终止密码子，翻译终止，而文献中是由色氨酸突变为精氨酸，下游的密码子还可以继续翻译。该研究者认为p.Trp314Arg这个改变似乎降低了WFS1抵抗内质网应激的能力，这可能会随着时间的推移损害β细胞的功能，导致相对胰岛素不足和糖尿病的发生[9]。先证者母亲只检测到c.2309T>G（p.F770C）杂合变异，另一个位点为野生型。由此可知，兄弟二人的c.2309T>G（p.F770C）杂合变异由其母亲传下来，而c.941G>A（p.W314X）杂合突变可能是由其父亲传下来。该家系中先证者及其哥哥被诊断为Wolfram综合征，先证者母亲为c.2309T>G（p.F770C）杂合携带者，临床表型与基因型共分离。
综上所述，本研究在一个常染色体隐性遗传WS家系中检测出WFS1基因的c.941G>A（p.W314X）和c.2309T>G（p.F770C）杂合变异。前者尚未报道，丰富了WFS1基因变异谱。Wolfram综合征临床表现复杂，诊断较为困难。因此，对于一些无法查明原因的视神经萎缩合并有糖尿病、听力障碍、尿崩症等相关症状之一的患者，均应该考虑是否为Wolfram综合征，可做基因检测来进一步明确诊断。Wolfram综合征的基因变异对临床表现的影响较为复杂，需要长期的探索研究来找寻它们之间的关系，为能够早期的诊断以及治疗奠定基础。
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