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·专题·儿童性别发育异常·

４６ＸＹ性发育异常与单基因变异的相关性研究
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【摘要】 　 目的　 探讨 ４６ＸＹ性发育异常（ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｏｆ ｓｅｘ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ＤＳＤ）的不同表型与单基因变
异的关联性。 　 方法　 收集 ２０１８ 年 ２ 月至 ２０１８ 年 １１ 月间浙江大学医学院附属儿童医院 １３７ 例临床诊
断为 ４６ＸＹ ＤＳＤ的病例，并提取外周血基因组 ＤＮＡ。 采用液相捕获技术靶向捕获 ２ ７４２ 个疾病基因，通
过高通量测序和生物信息学方法获取基因编码区和临近 １０ ｂｐ区域的变异，参考 ＡＣＭＧ 分类标准进行
分级。 将测试病例按临床表型分为“隐睾或小睾丸、尿道下裂、小阴茎或隐匿性阴茎、多种 ＤＳＤ表型、性
别模糊、综合征型 ＤＳＤ”六组。 计算不同表型与基因变异对 ４６ＸＹ ＤＳＤ的阳性检出率、辅助诊断率。 　
结果　 １３７ 例中有 ６２ 例检出具备临床参考价值的变异，涉及 ＳＲＤ５Ａ２、 ＡＲ、ＮＲ５Ａ１、 ＡＭＨ、ＦＧＦＲ１、
ＰＲＯＫＲ２、 ＤＭＲＴ１、 ＭＡｍＬＤ１、 ＷＴ１、 ＺＥＢ２、 ＡＫＲ１Ｃ２、 ＣＨＤ７、 ＣＹＰ１７Ａ１、 ＤＭＲＴ２、 ＦＧＤ１、 ＦＲＡＳ１、 ＧＡＴＡ４、
ＭＡＰ３Ｋ１、ＰＯＲ、ＳＡＭＤ９、ＴＡＣＲ３、ＶＡＮＧＬ１、ＷＮＴ５Ａ 共 ２３ 个基因，综合阳性检出率为 ４５． ２６％ 。 ６２ 例中 ３６
例检出能解释临床表型的基因变异，涉及 ＳＲＤ５Ａ２、ＡＲ、ＮＲ５Ａ１、ＡＭＨ、ＦＧＦＲ１、ＰＲＯＫＲ２、ＤＭＲＴ１、ＭＡｍＬＤ１、
ＷＴ１、ＺＥＢ２ 共 １０ 个基因，辅助诊断率为 ２６． ２８％ 。 隐睾或小睾丸、尿道下裂、小阴茎或隐匿性阴茎、多种
ＤＳＤ表型、性别模糊、综合征型 ＤＳＤ的阳性检出率分别为 ８． ３３％ 、２６． ３２％ 、３８． ７１％ 、５７． １４％ 、８６． ３６％ 、
６６． ６７％ ，其辅助诊断率分别为 ０． ００％ 、１５． ７９％ 、１６． １３％ 、２８． ５７％ 、６３． ６４％ 、５０． ００％ 。 　 结论　 单基因
变异是 ４６ＸＹ ＤＳＤ的重要遗传学病因之一，基因变异的阳性检出率和辅助诊断率均与临床表型的多样
性及严重程度呈正相关；靶向捕获疾病基因联合高通量测序可作为“性别模糊、综合征型 ＤＳＤ、多种
ＤＳＤ表型”４６ＸＹ ＤＳＤ遗传学测试的首选方法。
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　 　 性发育异常（ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｏｆ ｓｅｘ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ＤＳＤ）
是指由于染色体、性腺或性别解剖结构的异常发育

而出现的一种先天性异常，其发生率为 ０． １％ ～
０． ５％ ［１，２］ 。 根据染色体核型可将 ＤＳＤ 分为性染色
体 ＤＳＤ、４６ＸＸ ＤＳＤ和 ４６ＸＹ ＤＳＤ［３］ 。 长期以来，临
床上对于 ４６ＸＹ ＤＳＤ 的分型诊断主要依靠 ＨＣＧ 刺
激试验及内分泌激素测定结果，但仍有超过 ５０％的
病例无法被精确诊断［４］ 。 基因诊断是针对人类固

有的遗传信息进行检测，能够找到疾病发生的本

原，目前已成为各类遗传代谢病精准分型诊断的最

有力依据［５，６］ 。 研究表明，４６ＸＹ ＤＳＤ 的遗传背景
复杂，涉及数十个基因，进行分子分型诊断的工作

极具挑战性［７］ 。 关于 ４６ＸＹ ＤＳＤ 的基因检测，既往
多采用 Ｓａｎｇｅｒ 测序进行单基因层面的研究。 但
Ｓａｎｇｅｒ测序技术无法满足同时对多个基因进行快
速、准确、高效检测的要求，并且其通量的限制以及

居高不下的测序成本极大地阻碍了检测效率的提

高。 而基于靶向基因捕获与高通量测序技术是针

对感兴趣的特定基因外显子区域定制探针，并与基

因组 ＤＮＡ进行杂交，经富集后利用高通量测序技术
进行数据分析。 由于测序的目标区域只占全基因

组的一小部分，因此在保证获得足量目标基因变异

信息的前提下极大地降低了测序成本。 靶向基因

捕获与高通量测序技术的组合应用既保留了信息

自动化分析的优势，又避免检测过多冗余内含子区

域，从而大大地提高了遗传缺陷疾病的检测效

率［８，９］ 。 但遗憾的是在 ４６ＸＹ ＤＳＤ 基因检测领域，
基于新一代基因测序技术（ＮＧＳ，ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅ
ｑｕｅｎｃｉｎｇ）同时检测上百个基因的报道较少，不同表
型 ４６ＸＹ ＤＳＤ 与单基因变异的相关性尚不明确。
因此，该研究将着重探讨不同表型 ４６ＸＹ ＤＳＤ 与单

基因变异的相关性，以期为临床管理和决策提供参

考依据。

材料与方法

一、研究材料

收集浙江大学医学院附属儿童医院 ２０１８ 年 ２
月至 ２０１８ 年 １１ 月间 １３７ 例临床诊断为 ４６ＸＹ ＤＳＤ
的病例，平均年龄（５０ ± ５１）个月；社会性别男 １２５
例，社会性别女 １２ 例。 在知情同意原则下由患者法
定监护人签署知情同意书，采集患者及其父母静脉血

各 ２． ０ ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝处理后于４℃环境下保存备用。
二、研究方法

１． ＤＮＡ 提取 　 采用 ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｂｌｏｏｄ Ｍｉｎｉ
Ｋｉｔ，按照说明书提取全血基因组 ＤＮＡ，采用 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ Ｑｕｂｉｔ ｄｓＤＮＡ检测试剂盒与紫外分光光度计检
测 ＤＮＡ浓度和纯度。
２． 建库及测序　 采用安捷伦公司 ＳｕｒｅＳｅｌｅｃｔ临

床医学外显子序列捕获试剂盒，通过多重探针杂交

方法靶向富集目标区域序列；Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ
磁珠 （ Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ ） 纯 化捕获产物。 按照
ＴｒｕｅＰｒｅｐＴＭ ＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ Ｖ２ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ
（Ｖａｚｙｍｅ）建库试剂盒操作说明书处理纯化产物，建
库过程中对每个样本加上特殊标签（ＴｒｕｅＰｒｅｐＴＭ
Ｉｎｄｅｘ Ｋｉｔ Ｖ２ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｖａｚｙｍｅ）。 文库经 Ｑｕｂｉｔ及
２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ （Ａｇｉｌｅｎｔ Ｈｉｇｈ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ＤＮＡ Ｋｉｔ，
Ａｇｉｌｅｎｔ）进行浓度及片段大小质检分析确定合格后，
利用定量试剂盒（ ＩｌｌｕｍｉｎａＤＮＡ Ｓｔａｎｄａ ｄｓ ａｎｄ Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｋｉｔ，ｋａｐａ）进行文库精确定量并确定上机样
本量，最后在 ＨｉＳｅｑ ２ ５００ （ Ｉｌｌｕｍｉｎａ）平台进行测序
反应。 测序数据总量大于 ４Ｇ，目标区覆盖度大于
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９９． ９０％ ，目标区平均测序深度大于 １８０ 次。
３． 数据处理 　 将高通量基因靶向测序数据

Ｆａｓｔｑ进行低质量过滤，以人类基因组 ｈｇ１９ 为参考
序列，通过 ＢＷＭ、Ｐｉｃａｒｄ 等生物信息软件进行序列
比对与重复标记。 采用 ＧＡＴＫ、Ｓａｍｔｏｏｌｓ进行变异位
点的识别［１０］ 。 采用 Ａｎｎｏｖａｒ 注释软件将突变位点
注释到公共突变数据库，根据突变位点在正常人群

中的频率、序列保守性、突变引起的氨基酸改变以

及在蛋白质结构中所处的位置进行结果分析，并通

过 ＳＩＦＴ、Ｐｏｌｙｐｈｅｎ 及 ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ 等 １１ 个生物信
息软件预测突变对蛋白功能的影响程度［１１］ 。

４． 遗传来源检测　 取 ２０ ｎｇ ＤＮＡ，使用待测位
点的特异性引物，按照 ＴａＫａＲａ ＬＡ ＰＣＲＴＭ Ｋｉｔ Ｖｅｒ．
２． １操作流程进行 ＰＣＲ 反应，并使用 ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ 
Ｇｅｌ ａｎｄ ＰＣＲ Ｃｌｅａｎｕｐ 切胶回收纯化。 回收产物按
照 ＢｉｇＤｙｅ Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ｖ３． １Ｃｙｃｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｋｉｔ操
作流程进行测序 ＰＣＲ 反应及纯化。 纯化产物于
ＡＢＩ ３５００ＸＬ平台进行测序。 测序结果采用 ＳｅｑＭａｎ
软件进行序列比对分析。

５． ＤＳＤ基因变异的致病性判读 　 检索 ＨＰＯ、
ＯＭＩＭ、ＰｕｂＭｅｄ等数据库，确定 ＳｕｒｅＳｅｌｅｃｔ 临床医学
外显子序列捕获试剂盒覆盖了 ２４２ 个 ＤＳＤ 相关基
因。 参考 ＡＣＭＧ 分类标准对上述方法检出的可疑
变异进行致病性评估，具体分为“致病的、可能致病

的、意义未明的、可能良性的、良性的”５ 个级别［１２］ 。

其中评估级别为“致病的、可能致病的、意义未明

的”的 ＤＳＤ相关基因的变异将被纳入本次研究。
６． 结果分析　 将测试病例按临床表型分为“隐

睾或小睾丸、尿道下裂、小阴茎或隐匿性阴茎”、多

种 ＤＳＤ表型（表现为“隐睾或小睾丸、尿道下裂、小
阴茎或隐匿性阴茎”中的 ２ 种以上表型）、性别模
糊、综合征型 ＤＳＤ（合并有非 ＤＳＤ的其它表型）共 ６
组。 对各病例组的阳性检出率（ＤＳＤ 相关基因检出
意义未明、可能致病、致病变异的病例数之和占患

儿总人数比例）、辅助诊断率（ＤＳＤ相关基因检出可
能致病与致病变异并符合遗传模式的病例数之和

占患儿总人数比例）及基因变异与表型进行统计。

辅助诊断率计算公式：（可能致病变异例数 ＋致病
变异例数） ／总例数 × １００％ 。

结　 果

一、基因变异

１３７ 例 ４６ＸＹ ＤＳＤ中包括隐睾或小睾丸 １３ 例、

尿道下裂 ３８ 例、小阴茎或隐匿性阴茎 ３１ 例、多种
ＤＳＤ表型 ２７ 例、性别模糊 ２２ 例、综合征型 ＤＳＤ ６
例。 共检出 ６２ 例具备临床参考价值的变异，涉及
２３ 个基因，详见表 １。 ６２ 例中 ３６ 例检出具备辅助
诊断价值的变异，涉及 １０ 个基因，详见表 ２。

表 １　 具备临床参考价值的基因变异检出情况（单位：例）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｃｌｉｎｉｃａｌ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖａｌｕｅ （ｕｎｉｔ：ｃａｓｅ）

基因
隐睾或

小睾丸

尿道

下裂

小阴茎

或隐匿

性阴茎

多种

ＤＳＤ
表型

性别

模糊

综合征

型 ＤＳＤ
合计

ＳＲＤ５Ａ２ ０ ６ ９ ６ ５ ０ ２６
ＡＲ ０ １ ０ ０ ３ ０ ４
ＮＲ５Ａ１ ０ ０ ０ １ ３ ０ ４
ＡＭＨ ０ ０ ０ ０ ３ ０ ３
ＦＧＦＲ１ ０ ０ １ １ ０ ０ ２
ＰＲＯＫＲ２ ０ ０ ０ １ ０ ０ １
ＤＭＲＴ１ ０ １ ０ ０ ０ ０ １
ＭＡｍＬＤ１ ０ １ ０ ０ １ ０ ２
ＷＴ１ ０ ０ ０ ０ ０ ２ ２
ＺＥＢ２ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
ＡＫＲ１Ｃ２ ０ ０ ０ ０ １ ０ １
ＣＨＤ７ ０ ０ １ ０ ０ ０ １
ＣＹＰ１７Ａ１ ０ ０ ０ １ ０ ０ １
ＤＭＲＴ２ ０ ０ ０ ０ １ ０ １
ＦＧＤ１ １ ０ ０ ０ ０ ０ １
ＦＲＡＳ１ ０ ０ ０ ０ １ ０ １
ＧＡＴＡ４ ０ ０ ０ ２ ０ ０ ２
ＭＡＰ３Ｋ１ ０ １ １ ０ ０ ０ ２
ＰＯＲ ０ ０ ０ ２ ０ ０ ２
ＳＡＭＤ９ ０ ０ ０ ０ １ ０ １
ＴＡＣＲ３ ０ ０ ０ １ ０ ０ １
ＶＡＮＧＬ１ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
ＷＮＴ５Ａ ０ ０ ０ １ ０ ０ １
合计 １ １０ １２ １６ １９ ４ ６２

表 ２　 具备辅助诊断价值的基因变异检出情况（单位：例）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ

ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ （ｕｎｉｔ：ｃａｓｅ）

基因
隐睾或

小睾丸

尿道

下裂

小阴茎

或隐匿

性阴茎

多种

ＤＳＤ
表型

性别

模糊

综合征

型 ＤＳＤ
合计

ＳＲＤ５Ａ２ ０ ３ ４ ５ ５ ０ １７
ＡＲ ０ １ ０ ０ ３ ０ ４
ＮＲ５Ａ１ ０ ０ ０ １ ３ ０ ４
ＡＭＨ ０ ０ ０ ０ ３ ０ ３
ＦＧＦＲ１ ０ ０ １ １ ０ ０ ２
ＰＲＯＫＲ２ ０ ０ ０ １ ０ ０ １
ＤＭＲＴ１ ０ １ ０ ０ ０ ０ １
ＭＡｍＬＤ１ ０ １ ０ ０ ０ ０ １
ＷＴ１ ０ ０ ０ ０ ０ ２ ２
ＺＥＢ２ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
合计 ０ ６ ５ ８ １４ ３ ３６

　 　 二、阳性检出率与辅助诊断率
隐睾或小睾丸、尿道下裂、小阴茎或隐匿性阴茎、
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多种 ＤＳＤ表型、性别模糊、综合征型 ＤＳＤ的阳性检出
率分别为 ８． ３３％ 、 ２６． ３２％ 、 ３８． ７１％ 、 ５７． １４％ 、
８６． ３６％ 、６６． ６７％ ，其辅助诊断率分别为 ０． ００％ 、
１５． ７９％ 、１６． １３％ 、２８． ５７％ 、６３． ６４％ 、５０． ００％ 。 各病
例组的阳性检出率与辅助诊断率结果见图 １，确诊
病例基因变异与表型结果见图 ２。

图 １　 各病例组的阳性检出率与辅助诊断率
Ｆｉｇ． １ 　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｕｘｉｌｉａｒｙ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｒａｔｅ ｏｆ
ｅａｃｈ ｃａｓｅ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 确诊病例的基因变异与表型（柱状图中数字代表基因
确诊病例的例数，纵轴的百分比代表同一基因突变出现不同
表型的比例）

Ｆｉｇ． ２　 Ｇｅｎｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｃａｓｅｓ

讨　 论

４６ＸＹ ＤＳＤ可影响患者的生殖功能，更重要的
是可能造成患儿出现心理、行为偏差，处理不当可

能引起社会问题。 明确其遗传学病因能更好地指

导临床干预和再生育。 近年来，高通量测序（ＮＧＳ）
技术取得了飞速的发展，在遗传缺陷疾病的分子遗

传学检测领域已成为继 Ｓａｎｇｅｒ 测序后的新一代测
序方法。 当前国际上 ４６ＸＹ ＤＳＤ 的分子研究基础
已经逐步明晰，并已尝试采用 ＮＧＳ 技术进行多个
４６ＸＹ ＤＳＤ相关基因的同步检测。 综合多篇报道结
果［７，１３，１４］ ，与 ４６ＸＹ ＤＳＤ 相关的基因至少有 ６０ 个，
但不同中心纳入检测的基因数目及检测效能均不

相同。 该研究纳入了 ２ ７４２ 个遗传性疾病相关基

因，涉及非综合征型 ＤＳＤ 和综合征型 ＤＳＤ 相关的
２４２ 个基因，并覆盖 ９０％以上 ４６ＸＹ ＤＳＤ 相关基
因，增加了检测的适用性。

Ｂｅｒｇｌｕｎｄ Ａ等报道的 ４６ＸＹ ＤＳＤ病例基因检测
的阳性检出率约为 ５７． １４％ ， 辅助诊断率约为
３４． ２９％ ［１３］ ；Ｅｇｇｅｒｓ Ｓ 等报道的阳性检出率约为
５７％ ，辅助诊断率约为 ４３％ ［１４］ 。 而本研究的阳性

检出率为 ４５． ２６％ ，辅助诊断率为 ２６． ２８％ ，接近于
Ｙａｎｊｉｅ Ｆａｎ等［１５］的报道水平。 同时，本研究发现不

同临床表型 ４６ＸＹ ＤＳＤ 的阳性检出率和辅助诊断
率均存在显著差异，不同病例组之间可相差 １０ 倍左
右，其阳性检出率和辅助诊断率均与表型的严重程

度及多样性呈正相关。 性别模糊与综合征型 ＤＳＤ
的辅助诊断率分别为 ６３． ６４％和 ５０． ００％ ，提示其遗
传相关性高，其中单基因变异是主要病因，更适合

进行基因检测。 但本研究也发现基因检测结果对

尿道下裂、小阴茎或隐匿性阴茎、多种 ＤＳＤ 表型的
辅助诊断率分别为 １５． ７９％ 、１６． １３％ 、２８． ５７％ ，这
提示单基因变异虽然是诱发 ＤＳＤ的关键因素之一，
但并非主要因素，环境因素也不容忽视。 而单纯性

隐睾或小睾丸的辅助诊断率为 ０％ ，提示其遗传因
素尚不明确，故不推荐进行分子遗传学检测。

多数学者认为 ＡＲ变异是导致 ４６ＸＹ ＤＳＤ的最
常见病因，其次为 ＳＲＤ５Ａ２ 变异［１６，１７］ 。 本研究结果

显示 ＳＲＤ５Ａ２、ＡＲ 和 ＮＲ５Ａ１ 是 ４６ＸＹ ＤＳＤ 的主要相
关基因。 在确诊病例中，ＳＲＤ５Ａ２ 变异者占 ４７． ２２％ ，
ＡＲ与 ＮＲ５Ａ１ 变异者均占 １１． １１％ 。 这提示 ４６ＸＹ
ＤＳＤ的遗传学病因存在种族间差异，ＳＲＤ５Ａ２ 可能
是导致本地区 ４６ＸＹ ＤＳＤ的最重要热点基因。

据报道，在单基因变异以外约 １５％的 ＤＳＤ是由
于基因组拷贝数变异所致，其中综合征型 ＤＳＤ 占
２０％～ ３０％ ，孤立性 ＤＳＤ 为 ５％～ １８％ ［１８，１９］ 。 ４６ＸＹ
ＤＳＤ的基因组拷贝数变异可涉及 ＮＲＯＢ１（ＤＡＸ１）的
重复、ＳＯＸ９ 上游 ５６５ｋｂ 处增强子 １３ 的缺失、ＳＯＸ８
基因座的染色体重排等。 因此对于基因检测未明

确病因的 ４６ＸＹ ＤＳＤ 病例（尤其是综合征型 ＤＳＤ）
可以使用染色体微阵列芯片等技术继续查找遗传

学病因。

综上所述，基于 ＮＧＳ 技术同时检测多个 ＤＳＤ
相关基因对明确 ４６ＸＹ ＤＳＤ 的遗传学病因具有一
定的临床意义，可考虑作为一线临床检测手段。 但

需要注意不同表型 ４６ＸＹ ＤＳＤ 的诊断率存在显著
差异，建议在签署检测知情同意书时将检查结果的

临床参考价值正确告知被检者（特别是对于某些诊
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断效率较差的单纯性隐睾或小睾丸病例）。
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