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要"目的
!

通过对
!

个
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羟化酶缺乏症家系进行
(e3"!

基因检测!探讨该家系中
(e3"!

基因突变

的种类和特点%方法
!

收集该家系中
"

例患者及部分家系成员外周血!提取基因组
*S+

!根据
(e3"!

基因与

假基因序列特异性差异!设计
8

对高度特异引物扩增
(e3"!

基因!进行聚合酶链反应后直接测序%结果
!

该

家系中
"

例患者共检测到
"

种基因突变!分别为
_!4"S

&

M#!Ta

杂合突变!其中
M#!Ta

来源于父亲!

_!4"S

为自

发突变%结论
!

"!7

羟化酶基因突变中部分点突变可导致严重后果!对该类患者家系进行基因突变检测!不仅为

诊断提供直接依据!而且能指导遗传咨询!具有重要的临床意义%
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先天性肾上腺增生症$

(+K

&是一种常染色体隐

性遗传病#由于编码皮质激素合成途径的必需酶基因

缺陷导致肾上腺皮质类固醇激素合成障碍#是引起两

性畸形最常见的病因(

!

)

*其中#

"!7

羟化酶$

(e3"!

&基

因缺陷最常见#占
(+K

的
6&\

"

68\

(

"

)

#临床分为

失盐型'单纯男性化型和非经典型*

"!7

羟化酶缺陷症

$

"!7NK*

&可引起休克'低血钠及高血钾等严重的临

床表现#危及患者生命*目前研究
(e3"!

基因突变

类型主要有以下几种!全基因缺失或部分缺失占
!8\

左右#中大片段转位占
!&\

左右#点突变$包括小片段

缺失和单个碱基置换&占
48\

左右(

#

)

*国内检测常见

的突变包括
6

种!

*/.

$全基因缺失&'

UV:0#*/.TH

?

$

#

号外显子
TH

?

缺失&'

M#!Ta

'

5#8'[

'

UV:0'(.J@7

1/D

'

-"

,

'

_!4"S

'

3#&L

和
R"T!L

#大部分患者致病基因

来自父母遗传#极少发现新发生突变*本研究收集来

自同
!

家庭的
"

例患者#通过对患者及其家系部分成

员进行基因检测#探讨该家系基因突变的类型及特

点#现报道如下*

$

!

资料与方法

$%$

!

一般资料
!

患者
!

#女性#于
"&!&

年
#

月
!!

日

足月顺产#出生时体质量'身高不详*出生后患者父

母发现其阴蒂较健康人肥大#未予重视*此后阴蒂生

长迅速#自小身高较同龄儿高#嗓音粗#性格外向#好

动*查体!血压
!&&

"

'&AA K

,

#身高
!"'%8EA

'体质

量
"'G

,

#眉毛浓密#体毛增多#前额及面部痤疮明显#

乳房未发育#外阴表现为女性#阴毛稀疏#会阴部阴道

+

T4$

+

检验医学与临床
"&!6

年
"

月第
!'

卷第
$

期
!

L;H2/B(.-0

!

O/HDJ;D

<

"&!6

!

R:.%!'

!

S:%$



口'尿道口位置正常#外生殖器
9;00/D

!

期#有明显生

长加速趋势*患者
"

与患者
!

系亲生姐妹#表现与其

相似#父母非近亲结婚*患者
"

于
!66'

年
!&

月
"'

日

出生#

!6

岁#出生时父母发现阴蒂肥大#儿童期身高较

同龄儿生长迅速#

!#

岁至今身高无明显增长*

T

岁时

在西安交通大学第一附属医院行阴蒂缩小术#术后服

用氢化可的松治疗约半年后自行停药#此后
!&

年未

再服用糖皮质激素#未再次复查*查体!血压
!!&

"

4&

AA K

,

#身高
!8'EA

#体质量
$TG

,

#面部散在痤疮#

乳房
9;00/D

$

期#外生殖器
9;00/D

%

期*于
"&!$

年

!&

月在上海交通大学医学院附属新华医院就诊#复查

各项激素后再次开始口服氢化可的松
!& A

,

#

#

次"日*患者停药期间月经稀发#

"

"

#

次"年#服药

后月经恢复正常*在知情同意的原则下$本研究中所

有患者及家系成员均签署知情同意书&#对患者及其

家系成员进行
(e3"!

基因突变的检测*

$%/

!

方法

$%/%$

!

提取
*S+

!

收集用乙二胺四乙酸或肝素抗

凝的外周血
8AL

*严格按照
9_+S;A

?

血液基因组

*S+

提取试剂盒说明书步骤提取
*S+

#用紫外分光

光度计测定产物
*S+

的浓度和纯度#置于
P"& Y

保存*

$%/%/

!

聚合酶链反应$

3(5

&扩增
!

针对
(e3"!

基

因上的
6

种点突变设计特异性引物$表
!

&#共进行
8

个
3(5

扩增反应*其中#第
"

对引物针对
(e3"!

基

因外显子
#

的特殊序列将其与
(e3"!+!3

相区别的

T

个碱基设计在引物上#保证了引物的特异性(

$

)

$表
!

中下划线&*

表
!

!!

检测
(e3"!

基因点突变的
3(5

引物

引物名称 位置 序列$

8f

*

#f

& 片段大小$

H

?

&

!O P4

"

!! 9(9(Q((+9Q(9Q(9((9 '"'

!5 '##

"

'8! 9QQ+QQQ9QQQ++(9Q+9Q

"O '68

"

4!6 ((QQ+((9Q9((99QQQ+Q+(9+(9 $$&

"5 !!TT

"

!"!& ++Q99Q9(Q9((9Q((+Q++++Q

#O !!TT

"

!"!! (9999(9QQ(+QQ+(Q+(++(99+ $T&

#5 !'$8

"

!''4 Q+QQ(9(9((9Q(+Q+QQQ9Q++

$O !''"

"

!'T! +Q((9(Q9QQ(+QQ((+Q9Q $#$

$5 "&4#

"

"&68 99(Q9QQ9(9+Q(9((9((9Q(+

8O !T8$

"

!T4" ((9Q+QQ9Q(Q9((9QQQQ '!'

85 "$$6

"

"$'6 Q((9((+((+(+9999(+(QQ

!!

注!

(e3"!

标准参照序列为
Q/0Z;0G

'

Q/0/_*!8T6

'

SQ

1

&&46$!%"

%

(e3"!+!3

标准参考序列为
Q/0/_*!86&

'

+L'$86""%!"

%起始密码子

+9Q

中
+

的核苷酸位置设定为
!

%加下划线部分为
TH

?

缺失

$%/%'

!

点突变送检测序
!

测序
3(5

反应体系
8&

(

L

!&̂ 3(5ZJCC/D

$含
2

,

(.

"

&

8

(

L

'

$̂ BS93@$

(

L

'上

下游引物$

!&

(

A:.

"

L

&各
"

(

L

'

E*S+

模板
8

(

L

'

9;

g

*S+

聚合酶
!

(

L

'去离子水
#!

(

L

*

3(5

反应条件!

68Y

预变性
8A-0

#

68 Y #&@

#

8T Y #&@

#

4" Y

#&@

#共
#8

个循环#

4"Y

延伸
#A-0

*引物
!9A

为

86Y

#引物
"

和引物
#9A

为
'!Y

#引物
$

和引物
8

9A

为
8TY

#其余反应条件均一致*将扩增产物送上

海生工公司进行测序#并与
Q/0Z;0G

对比#检测点突

变*直接测序结果不满意者可进行克隆后再测序*

/

!

结
!!

果

/%$

!

"

例患者检测点突变电泳图及测序图
!

分别将

每位患者
8

对引物
3(5

扩增后的片段进行琼脂糖凝

胶电泳#同时送上海桑尼公司测序#测序结果与
Q/07

Z;0G

标准序列对比#确认是否发生点突变*直接测

序结果不满意者可进行克隆后再测序*见图
!

"

'

*

图
!

!!

患者
!3(5

扩增电泳

/%/

!

"

例患者基因突变类型及特征
!

"

例患者均检

测到
_!4"S

"

M#!Ta

杂合突变#临床表型均为单纯男

性化型#基因型与临床表型完全相符*

"

种突变的位

置及残余酶的活性见表
"

*

/%'

!

"

例患者家系图谱
!

M#!Ta

来源于父亲#

_!4"S

为自发突变#见图
4

*

+

64$

+

检验医学与临床
"&!6

年
"

月第
!'

卷第
$

期
!

L;H2/B(.-0

!

O/HDJ;D

<

"&!6

!

R:.%!'

!

S:%$



!!

注!此处健康人碱基为
+9(

#该患者突变为
++(

#编码的氨基酸

发生变化#后续讨论中有详细介绍

图
"

!!

患者
!

外显子
$UV:0$_!4"S

基因突变#

+9(

*

++(

%

图
#

!!

患者
!

外显子
TUV:0TM#!Ta

基因突变#

(+Q

*

9+Q

%

图
$

!!

患者
"3(5

扩增电泳

图
8

!!

患者
"

外显子
$UV:0$_!4"S

基因突变#

+9(

*

++(

%

图
'

!!

患者
"

外显子
TUV:0TM#!Ta

基因突变#

(+Q

*

9+Q

%

图
4

!!

患者家系图谱

表
"

!!

患者基因突变类型及特征

突变类型 外显子位置
受累等位

基因数$

'

&

残余酶活性

$

\

&

_!4"S+9(

*

++( UV:0$ ! "

M#!Ta(+Q

*

9+Q UV:0T ! &

'

!

讨
!!

论

!!

(+K

由于各种酶的缺陷引起皮质醇合成不足#

继发下丘脑促生长激素释放激素和垂体促肾上腺皮

质激素代偿性分泌增加#导致肾上腺皮质增生(

8

)

*主

要涉及肾上腺皮质激素合成缺陷的酶包括
(e3"!

'

!!

*

7

羟化酶'

!4

)

7

羟化酶'

"&

#

""7

碳裂解酶'类固醇激

素合成急性调节蛋白'

#

*

羟类固醇脱氢酶(

#

)

*临床上

"!7NK*

最为常见#其次为
!!

*

7

羟化酶缺陷症$

!!

*

7

NK*

&和
!4

)

7

羟化酶缺陷症$

!4

)

7NK*

&#其他类型均

较罕见*

(e3"!

缺陷导致机体内孕酮'

!47

羟孕酮不

能进一步转化为
!!7

去氧皮质酮和
!!7

去氧皮质醇#最

终阻碍了糖皮质激素和盐皮质激素的合成而引起相

应的一系列临床表现!一方面#皮质醇缺乏会减弱对

垂体前叶的负反馈作用#刺激垂体释放大量促肾上腺

皮质激素而促进肾上腺皮质增生%另外#由于合成皮

质醇的大量前体物质堆积#引起雄激素合成显著增

加#最终导致性发育异常(

$

#

'

)

*

(+K

是一种常染色体

隐性遗传病#不同类型酶缺陷会出现不同临床表现#

各种类型
(+K

临床表现主要取决于以下
$

个方面!

$

!

&发生缺陷酶的种类%$

"

&残余酶的活性%$

#

&终产物

缺乏的影响%$

$

&前体物质堆积产生的激素效应(

4

)

*

(+K

临床表现的严重程度与基因突变导致酶残余活

性呈正相关(

$

)

*

"!7NK*

是由于编码类固醇的
(e3"!

基因突变

所致#

(e3"!

基因位于
'

号染色体短臂$

'

?

"!%#

&的

KL+

#

区#由
!&

个外显子组成#全长
T%!GH

(

T

)

*有研

究发现#

"!7NK*

的合成受
(e3"!

基因活性的调控#

(e3"!

基因位于由
(e3"!+

假基因派生的高度同源

的假基因的
#&GH

处(

6

)

*假基因由于缺乏编码
!!&

"

!!"

密码子的
T

个碱基#会产生
!

个没有活性的缩短

了的酶#从而导致出现了
!

个终止密码子(

4

)

*假基因

(e3"!+!3

与活性基因
(e3"!

同源性高达
6T\

*减

数分裂时#不平衡交叉导致基因缺失#同时基因转位

从假基因上转运有害的点突变至活性基因#导致

(e3"!

活性完全或部分缺失(

!&

)

#基因突变引起酶活

性受损程度越大#临床表现则越重(

!!

)

*

"!7NK*

临床分为失盐型'单纯男性化型和非经

典型#在单纯男性化型中#

_!4"S

是最常见的突变类

型#该突变是一种中等程度的突变#是
(e3"!

基因外

显子
$

上的单个碱基替换所致$

+9(

*

++(

&#使编码

的异亮氨酸变为天冬酰胺#致使
(e3"!

活性只保有

野生型的
"%&\

"

!!%&\

(

!"

)

*本研究中
"

例患者均

检测出
_!4"S

基因突变#临床表型均为单纯男性化

型#而在
"!7NK*

中#

68\

是由于基因间重组所致#仅

有
8\

为自发突变(

!#

)

*本研究中
"

例女性患者父母

均未携带
UV:0$_!4"S

基因突变#故可判断患者

_!4"S

为自发突变*

+

&T$

+

检验医学与临床
"&!6

年
"

月第
!'

卷第
$

期
!

L;H2/B(.-0

!

O/HDJ;D

<

"&!6

!

R:.%!'

!

S:%$



"!7NK*

为常染色体隐性遗传病#父母双方均携

带致病突变时子女才发病#通常携带者没有任何临床

症状#这给疾病的诊断带来很大困难*为进一步明确

突变来源#对先证者家系进行研究#有助于确定突变

的归属#为遗传咨询和产前诊断提供基因诊断侧重

点#为优生优育提供更可靠的依据*研究表明#

(+K

患者的常见突变亦是该病新发生突变的热点区域#理

论上来讲#对该患者的下一代进行筛查时#重点检测

M#!Ta

基因突变即可#但是本研究中涉及的
6

种突变

均可能为热点突变区域#在遗传过程中有发生自发突

变的可能#故进行遗传咨询时#仍应对该
6

种常见突

变进行全面检测#避免下一代中再出现
(+K

患者*

"!7NK*

是一种临床表现复杂'多样的疾病#具

有基因型与临床表型高度相符的特点(

!$

)

#用基因型可

预测临床表型#对基因型进行分析有助于理解该病的

分子遗传学特征并且能指导遗传咨询#为产前诊断提

供依据#还可指导妊娠期治疗#避免女性患儿外生殖

器发生男性化改变*基因诊断不仅是针对病因进行

检测的方法#亦是遗传咨询和产前诊断唯一可靠的方

法#对临床具有重要的指导意义*

参考文献

(

!

)

2+*e

#

(KUSeL

#

X̀ Se

#

/1;.%2:./EJ.;D;0;.

<

@-@:C

1>/(e3"!+"

,

/0/-0(>-0/@/

?

;1-/01@F-1>@1/D:-B"!7

>

<

BD:V

<

.;@/B/C-E-/0E

<

(

d

)

%(.-0Z-:E>/A

#

"&!$

#

$4

$

'

&!

$887$'#%

(

"

)

(+R+5bU5U3

#

R_S(USb_2

#

9UNONL_O

#

/1;.%Q/07

:1

<?

/-01>/B-;

,

0:@-@:C"!7>

<

BD:V

<

.;@/B/C-E-/0E

<

!

F>:

@>:J.BJ0B/D

,

:(e3"!+";0;.

<

@-@

(

d

)

%dU0B:ED-0:._07

I/@1

#

"&!#

#

#'

$

!!

&!

!&T#7!&T6%

(

#

) 张波#陆召麟#王癑#等
%

不同类型
"!7

羟化酶缺乏症的临

床表型和基因型对比研究(

d

)

%

中国优生与遗传杂志#

"&&$

#

!"

$

$

&!

!$7!'%

(

$

) 张丽#焦凯#张菊
%"!7

羟化酶缺陷症基因诊断方法的建立

及应用(

d

)

%

检验医学与临床#

"&!8

#

!"

$

!4

&!

"8$87"8$4%

(

8

) 梁雁#罗小平
%

非经典型先天性肾上腺皮质增生症诊治现

状(

d

)

%

中国实用儿科杂志#

"&!'

#

#!

$

'

&!

$!T7$""%

(

'

)

(K+52+S*+5_U

#

U_XUSKNOU5Q

#

2UKL_SQU5X

L

#

/1;.%+BD/0:A/BJ..;D

<

CJ0E1-:02;

<?

D/B-E1

?

>/0:1

<?

/

;0B

,

/0:1

<?

/-0E.;@@-E"!7>

<

BD:V

<

.;@/B/C-E-/0E

<

(

d

)

%d

(.-0U0B:ED-0:.2/1;H

#

"&&"

#

T4

$

4

&!

#&#!7#&#4%

(

4

)

+L7+QK++U

#

N(KUL95UU+K

#

+.79+2_2_2*%

;@@:E-;1-:0H/1F//0

,

/0:1

<?

/

#

E.-0-E;.

?

D/@/01;1-:0

#

;0B

@/I/D-1

<

:CE:0

,

/0-1;.;BD/0;.>

<?

/D

?

.;@-;

!

;D/I-/F

(

d

)

%

9JDGd3/B-;1D

#

"&!"

#

8$

$

$

&!

#"#7##"%

(

T

)

X3U_XU53[

#

+bb_b5

#

Z+X)_SLX

#

/1;.%(:0

,

/0-1;.

;BD/0;.>

<?

/D

?

.;@-;BJ/1:@1/D:-B"!7>

<

BD:V

<

.;@/B/C-7

E-/0E

<

!

;0U0B:ED-0/X:E-/1

<

E.-0-E;.

?

D;E1-E/

,

J-B/.-0/

(

d

)

%

d(.-0U0B:ED-0:.2/1;H

#

"&!&

#

68

$

6

&!

$!##7$!'&%

(

6

)

(KUS [ e

#
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