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临床研究
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[摘要] 目的　通过全外显子组测序(WES)技术分析性发育异常(DSD)患者的分子遗传学病因，以加深对DSD致病机

制的认识。方法　收集2008年3月－2021年8月于云南省第一人民医院就诊的60例DSD患者的临床资料进行回顾性分析，

并对其中 1个先证者进行家系研究。提取所有患者的外周血基因组DNA进行WES测序分析，WES结果利用 SAMtools 软

件、单核苷酸多态性(SNP)数据库、InDel数据库进行 SNP和 InDel检测；采用ExomeDepth进行外显子水平的拷贝数变异

(CNV)检测；应用 PolyPhen-2、Mutation taster、PyMol 软件进行突变的有害性预测，并采用 Sanger 进行测序验证。结果　

60例DSD患者中，22例为46,XX DSD，38例为46,XY DSD。22例46,XX DSD患者中14例存在SRY基因；在另外8例患者和

其中1个先证者家系中，2例患者的NR5A1、PROKR2和ANOS1基因发生单核苷酸变异(SNV)，4例患者中的CYP21A2基因

发生CNV，其中CYP21A2 EX1 Dup已有该变异的相关致病性报道，其余3个CNV为意义未明的变异，2例未检出与DSD相

关的基因突变位点。38例46,XY DSD患者WES分析结果中，14例中检出了10个致病或疑似致病变异位点，包括SRY、AR、

SRD5A2、CYP17A1、NR5A1等5个基因；5例中检出CYP21A2、AKR1C2、CBX2、NR5A1基因的5个疑似致病的CNV，其中

3个微缺失，2个微重复。WES结果中NR5A1(c.722G>T、c.48C>G)、ANOS1 c.564A>T变异为首次报道的位点，在检出的

CNV中，CYP21A2 EX1 Dup在相关数据库中有致病性的报道，其余未见报道。结论　WES技术的应用提高了对DSD的诊

断能力，拓展了现有的DSD相关致病基因突变谱数据，丰富了对DSD致病机制的认识，可为开展遗传咨询提供帮助。
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[Abstract] Objective　To elucidate the molecular genetic etiology of patients with disorders of sex development (DSD) 

using whole exome sequencing (WES), thereby enhancing our understanding of the underlying mechanisms of  sexual development 

abnormalities. Methods　Retrospective analysis was conducted on clinical data of 60 DSD patients diagnosed in the First People's 

Hospital of Yunnan Province between March 2008 and August 2021, with an additional family study for one proband. Genomic DNA 

was extracted from patients for WES analysis. Single nucleotide polymorphism (SNP) and insertions/deletion (InDel) tests were 

identified using SAMtools software in conjunction with established SNP and InDel databases. Copy number variations (CNVs) at the 
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exon level were detected using ExomeDepth, while the potential pathogenicity of mutations was predicted with PolyPhen-2, Mutation 

taster and PyMol software, with Sanger sequencing employed for confirmation. Results　The study included 22 patients with 46,XX 

DSD and 38 with 46,XY DSD. Among the 46,XX DSD patients, the SRY gene was detected in 14 patients. In the remaining 8 patients 

and a proband's families, single nucleotide site variations (SNVs) of NR5A1, PROKR2 and ANOS1 genes were identified in 2 patients, 

and CNVs in CYP21A2 gene were found in 4 patients. The pathogenicity of CYP21A2 EX1 Dup has been previously reported, while 

the remaining 3 CNVs were of uncertain significance, and no DSD-related mutations were detected in 2 patients. In the WES analysis 

of 46, XY DSD patients, 10 pathogenic or likely pathogenic SNVs across 5 genes (SRY, AR, SRD5A2, CYP17A1, and NR5A1) were 

identified in 14 patients. Additionally, 5 likely pathogenic CNVs involving the CYP21A2, AKR1C2, CBX2, and NR5A1 genes were 

detected in 5 patients, comprising 3 deletions and 2 duplications. Novel SNVs in NR5A1 (c.722G>T, c.48C>G) and ANOS1 c.564A>T 

were identified, with no prior reports in relevant databases. The pathogenicity of CYP21A2 EX1 Dup is documented in related 

databases, while the remaining CNVs have not been previously reported. Conclusion　 The utilization of WES technology has 

enhanced the diagnostic potential for DSD, broadened the spectrum of known DSD-related gene mutations, and deepened our 

comprehension of DSD pathogenesis, offering valuable support for genetic counseling. 

[Key words] disorders of sex development; whole exome sequencing; diagnosis; heterogeneity

性发育异常(disorders of sex development，DSD)
是指性腺或性别解剖结构不典型的先天性疾病[1]，

涵盖内分泌及生殖系统的广泛表型异常。DSD分为

性染色体 DSD、46,XY DSD 和 46,XX DSD[2]，病因主

要有染色体数量或结构异常、性腺或生殖器发育有

关基因变异、性腺或肾上腺类固醇合成障碍、母体

因素、生殖器发育的内分泌干扰因素或表观遗传变

异等[3-4]。流行病学调查显示，DSD患病率为1/5000~
1/4500[5]。DSD可产生与生殖器畸形、不孕不育、性

腺恶变形成肿瘤等相关的问题，故早期诊断有助于

为患者提供适当的治疗和长期的随访。由于DSD是

一种非单一病因且临床表型复杂多样的疾病，对生

殖器和生殖腺不明确的 DSD 患者进行诊断颇具挑

战，且病因学诊断常常需要进行细胞遗传学检查结

合临床表型、影像检查、生化检查、分子检查等，

目前仍有约 50%的DSD 患者做完上述检查后仍未能

获得准确的诊断。基因检测有助于提高DSD诊断的

准确性。目前，绝大多数与疾病相关的基因位于外

显子区，而外显子组序列仅占全基因组的 1% 左右，

因此利用全外显子组测序(whole exome sequencing，
WES)技术可直接发现与蛋白质功能变异相关的遗传

变异，也能发现新的变异基因，可对近 20% 的罕见

疾病进行基因诊断，已成为当前研究罕见综合征及

复杂疾病的有效技术方法[6-7]。本研究应用WES技术

对 60 例散发病例及 1 个 DSD 家系进行分析，探讨

DSD的遗传学病因，旨在为明确DSD病因和预后提

供指导。

1　资料与方法

1.1　研究对象　收集 2008 年 3 月－2021 年 8 月于云

南省第一人民医院就诊的60例DSD患者的临床资料

(包括相关的病史、临床表现、实验室检查和影像学

检查结果)进行回顾性分析。此外，经患者知情同意

后采集静脉血于-80 ℃保存待用，并针对其中的1例

先证者进行家系研究，对其家系成员进行遗传咨询。

本研究已获云南省第一人民医院医学伦理委员会审

批(HLL2020-KY025)。
1.2　基因组 DNA 提取　采用西安天隆 DNA 提取试

剂盒按操作流程提取外周血基因组DNA，Nano-Drop
分光光度仪测量 DNA 浓度，吸光度 A260/A280为 1.8~
2.0，采用 Qubit 定量仪测量 DNA 质量浓度，其中，

浓度≥20 ng/μl为合格；<20 ng/μl时，浓度≥10 ng/μl
可进行建库。

1.3　WES 分析　将基因组 DNA 进行酶切打断形成

150~300 bp 的 DNA 片段，利用华大生物科技(武汉)
有限公司的外显子组文库构建试剂盒进行片段选择、

末端修复加“A”、接头连接纯化制备DNA文库，外

显子组杂交捕获试剂盒进行文库的 pooling、与探针

进行杂交、外显子捕获，经PCR扩增后进行文库质

检，采用MGISEQ-2000平台的标准流程进行测序。

1.4　生物信息学分析　原始数据采用FastQC对数据

进行质量控制，过滤接头、N 含量过多的片段，用

BWA软件将所获得的序列与人类参考基因组进行比

对，比对结果经SAMtools软件转换格式后利用Picard
软件去除PCR重复的片段。利用人类已知的单核苷

酸多态性(SNP)、插入缺失(InDel)标记(https://www.
ncbi. nlm. nih. gov/)数据库，将上述比对结果使用

GATK4 软 件 进 行 SNP 和 InDel 检 测 ， 并 使 用

ExomeDepth 进行外显子水平的拷贝数变异(CNV)检
测。利用Annorvar软件将上述检测结果注释到Refseq
千人基因(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/)、EXAC
(https://exac. broadinstitute. org/)、 Esp6500(http://evs.
gs.washington.edu/EVS/)、GnomAD(http://www.gnomad-
sg. org/)、 SIFT(https://sift. bii. a-star. edu. sg/)、 Clinvar
(https://www. ncbi. nlm. nih. gov/clinvar/)、OMIM(https:
//www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/)等数据库进行突变的
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关联注释，并依据DSD为疾病背景寻找相关的变异

基 因 及 位 点 。 利 用 PolyPhen-2、 Mutation taster、
PyMOL、AlphaFold等软件对突变的有害性进行预测

分析，根据美国医学遗传学与基因组学会(American 
College of Medical Genetics and Genomics，ACMG)遗传

变异分类标准与指南对变异进行致病性评估。

1.5　Sanger 测序验证　通过 PCR 扩增和 Sanger 测序

的方法对 WES 检出的基因突变位点序列进行验证，

采用 Primer5 设计一代测序的引物，应用 Chromas 读
取测序结果。

2　结　　果

2.1　WES测序结果

2.1.1　46,XX DSD 检测结果　在 60 例 DSD 患者中，

22 例为染色体核型 46,XX，临床表型包括生殖器模

糊、尿道下裂、隐睾、无精子症、不育等。22例中

14例检出SRY基因。8例未检出SRY基因的患者进一

步行WES测序，结果显示，2例检出 3个基因的 3个

单核苷酸变异(single nucleotide variant，SNV)，分别为

NR5A1 c.48C>G、PROKR2 c.253C>T、ANOS1 c.564A>
T(表 1)，其中 PROKR2 c.253C>T 已有该变异的致病

性报道，NR5A1 c.48C>G、ANOS1 c.564A>T在相关的

数据库中未见报道，经PolyPhen-2、Mutation taster预
测分析，3个突变位点为有害突变；在4例患者中检

出CYP21A2基因的 5个CNV，均为微重复(表 2)，其

中 CYP21A2 EX1 Dup 在相关数据库中有致病性的报

道，其余未见报道。

2.1.2　46,XY DSD检测结果　在38例46,XY DSD患者

的WES检测结果中，19例检出致病基因，其中14例

检 出 5 个 基 因 (SRY、 AR、 SRD5A2、 CYP17A1、
NR5A1)的10个致病或疑似致病的SNV(表3)，5例检

出 4个基因(CYP21A2、AKR1C2、CBX2、NR5A1)的 5
个疑似致病CNV(表4)。在检出的SNV中，9例为AR
基因变异引起的 DSD 表型，2 例为 SRD5A2 基因变

异，3 例中分别检出 SRY、CYP17A1、NR5A1 变异，

其中 NR5A1(c. 722G>T) 在 Clinvar (https://www. ncbi.
nlm.nih.gov/clinvar)、Genecards (https://www.genecards.
org)、HGMD (https://www.hgmd.cf.ac.uk)等数据库中

未见报道，NR5A1(c.722G>T)为无义突变，由于 722
位的G突变为T，导致第258位的谷氨酰胺的密码子

突变为终止密码子，使多肽链合成提前终止。在检

出的CNV中，包括3个缺失变异，2个重复变异，在

相关数据库中均未见报道，5 个 CNV 皆有可能引起

蛋白截短或激活无义介导的 mRNA 降解，从而影响

基因编码产物的功能。相关临床表型见表 5。
2.2　先证者及其家系分析　

2.2.1　46,XY DSD 检测结果　将其中 1 例 46,XX DSD
先证者及其家系进行分析，结果如下：先证者 71，
男，染色体核型为 46,XX，因性发育畸形、尿道下

裂、睾丸异常就诊，WES 测序显示该患者存在

PROKR2 c.253C>T(p.R85C)、ANOS1 c.564A>T(p.K188N)
突变，Sanger 测序验证了上述基因的突变(图 1A)，
其中，PROKR2 c. 253C>T(p. R85C)为杂合突变，第

253 位的 C 突变为 T，导致精氨酸突变为半胱氨酸，

为已知的突变位点，源于父亲；ANOS1 c. 564A>T
(p.K188N)为杂合突变，第564位的A突变为T，导致

赖氨酸突变为天冬氨酸，在Clinvar(https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/clinvar)、Genecards(https://www.genecards.

表1　46,XX DSD患者SNV遗传学特征

Tab.1　Genetic characteristics of SNV in 46,XX DSD patients

患者
编号

40

71

基因

NR5A1

PROKR2

ANOS1

cDNA碱基
序列改变

c.48C>G

c.253C>T

c.564A>T

蛋白质氨基
酸改变

p.C16W

p.R85C

P.K188N

是否报
道过

否

是

否

染色体
位置

chr9

chr20

chrX

基因型

杂合

杂合

杂合

变异类型

错义变异

错义变异

错义变异

致病性
分类

VUS

VUS

VUS

遗传模式

AD

AD

XL

相关疾病

46,XX性反转4型

Kallmann综合征3型

Kallmann综合征1型

SNV. 单核苷酸位点变异；VUS. 意义未明变异；AD. 常染色体显性遗传；XL. X连锁遗传

表2　46,XX DSD患者CNV遗传学特征

Tab.2　Genetic characteristics of CNV in 46,XX DSD patients

患者编号

75

6

27

15

基因

CYP21A2

CYP21A2

CYP21A2

CYP21A2

染色体位置

chr6：32006092-32006401

chr6：32008646-32009447

chr6：32006201-32007982

chr6：32007783-32008548

chr6：32008184-32010608

转录本编号氨基酸变化

NM_000500.7：EX1 Dup

NM_000500.7：EX10E Dup

NM_000500.7：EX1-EX7 Dup

NM_000500.7：EX7-EX9 Dup

NM_000500.7：EX8-EX10E Dup

基因亚区

EX1

EX10E

EX1-EX7

EX7-EX9

EX8-EX10E

遗传模式

AR

AR

AR

AR

AR

致病性分类

VUS

VUS

VUS

VUS

VUS

相关疾病

21- 羟 化 酶

缺乏性先天

性肾上腺皮

质增生症

CNV. 拷贝数变异；Dup. 微重复；AR. 常染色体隐性遗传
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表3　46,XY DSD患者SNV遗传学特征

Tab.3　Genetic characteristics of SNV in 46,XY DSD patients

患者编号

4、19、20

7、10、37

43

55

58

18

36

56

42

59

基因

AR

SRD5A2

CYP17A1

NR5A1

SRY

核苷酸改变

c.1846C>T

c.2567G>A

c.2566C>T

c.2318+1G>A

c.2343G>A

c.16C>T

c.282-2A>G

c.297+2T>C

c.722G>T

c.178G>C

氨基酸
改变

p.R616C

p.R856H

p.R856C

p.M781I

p.Q6*

p.Q258*

p.V60L

新生
变异

否

否

否

否

否

否

否

否

是

否

染色体
位置

chrX

chrX

chrX

chrX

chrX

chr2

chr2

chr10

chr9

chrY

基因型

半合

半合

半合

半合

半合

纯合

纯合

纯合

杂合

半合

突变类型

错义变异

错义变异

错义变异

剪接变异

错义变异

无义变异

剪接变异

剪接变异

无义变异

错义变异

致病性
分类

LP

LP

LP

LP

LP

LP

LP

LP`

LP

P

遗传模式

XL

XL

XL

XL

XL

AR

AR

AR

AD

YL

相关疾病

(1)雄激素不敏感综合征

(2)部分雄激素不敏感症

(3)X连锁尿道下裂1型

类固醇5-α还原酶缺乏症

17,20裂解酶缺乏性先天性
肾上腺皮质增生症

46,XY性反转3型

46,XY性反转1型

DSD. 性发育异常；SNV. 单核苷酸位点变异；LP. 疑似致病突变；P. 致病突变；VUS. 意义未明突变；XL. X连锁遗传；AR. 常染色体隐

性遗传；AD. 常染色体显性遗传；YL. Y连锁遗传

表5　携带突变位点患者的临床表型

Tab.5　Clinical phenotypes of patients with mutant sites

患者编号

4

7

9

10

18

19

20

29

35

36

37

41

42

43

44

55

56

58

59

基因

AR

AR

CYP21A2

AR

SRD5A2

AR

AR

AKR1C2

AKR1C2

SRD5A2

AR

CBX2

NR5A1

AR

NR5A1

AR

CYP17A1

AR

SRY

性别

女

女

女

女

女

女

女

女

女

女

女

女

女

女

女

女

女

女

女

年龄(岁)

33

28

26

9

12

33

3

16

18

10

1

17

19

22

11

25

22

23

35

临床表现

双侧乳房发育正常；外阴大小阴唇发育正常，无阴毛。可见阴道口，但阴道为盲端

月经未来潮

原发不孕，性发育迟缓、原发性闭经、幼稚子宫

DSD，双侧腹股沟触及睾丸

乳房未发育，闭经

双乳发育不佳，外阴呈女性，阴毛稀疏，双侧腹股沟未触及睾丸

腹股沟内有隐睾

原发性闭经

原发性闭经

无乳房发育，B超提示无子宫

外生殖器性别模糊

继发性闭经，乳房未发育

原发性闭经

原发性闭经，外阴呈女性，可见阴道口，但阴道为盲端，双侧腹股沟未触及睾丸

无乳房发育

原发性闭经，外阴幼女型，未见阴毛，未见宫颈，子宫触诊不清

超声提示先天性无子宫、卵巢，乳房无发育、未触及乳核、阴蒂肥大、小阴唇少许色素沉着

B超未探及卵巢和子宫

B超未见子宫、卵巢，乳房无发育，有阴毛和腋毛，外生殖器女性外观

DSD. 性发育异常

表4　46,XY DSD患者CNV遗传学特征

Tab.4　Genetic characteristics of CNV in 46,XY DSD patients

患者
编号

9

29

35

41

44

基因

CYP21A2

AKR1C2

AKR1C2

CBX2

NR5A1

染色体位置

chr6：32009127-32010608

chr10：5037510-5037676

chr10：5041391-5041469

chr17：77752036-77752226

chr9：127253361-127255428

转录本编号氨基酸变化

NM_000500.7：EX10E Del

NM_001354.5：EX9 Dup

NM_001354.5：EX6 Del

NM_005189.2：EX1-EX2 Dup

NM_004959.4：EX5-EX6 Del

基因亚区

EX10E

EX9

EX6

EX1-EX2

EX5-EX6

遗传模式

AR

AR

AR

AR

AD

致病性
分类

LP

LP

LP

LP

LP

相关疾病

21-羟化酶缺乏性先天性肾
上腺皮质增生症

46,XY性反转8型

46,XY性反转8型

46,XY性反转5型

46,XX性反转4型

DSD. 性发育异常；CNV. 拷贝数变异；AR. 常染色体隐性遗传；LP. 疑似致病变异；AD. 常染色体
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A. ANOS1 c.564A>T(p.K188N)、PROKR2 c.253C>T(p.R85C)Sanger测序图，左侧源于母亲，右侧源于父亲；B. ANOS1蛋白结构模拟预

测；C. ANOS1 c.564A>T(p.K188N)突变位点的保守性分析；D. PolyPhen-2、Mutation taster 评估 ANOS1 c.564A>T(p.K188N)的致病性[Hum‐

Div： Probably damaging=1(很可能有害，分值≥0.909)、HumVar： Probably damaging=1(很可能有害，分值≥0.957)]

图1　先证者71及其父母基因检测结果分析

Fig.1　Analysis of genetic test results of proband 71 and proband's parents
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org)、HGMD(https://www.hgmd.cf.ac.uk)数据库中未

找到该位点的突变信息，源于母亲。经生物信息学

预测ANOS1 c.564A>T(p.K188N)突变对蛋白结构影响

不大(图 1B)。突变氨基酸与周围氨基酸残基的连接

方式和连接的氢键并未发生改变，保守性分析提示

该 位 点 突 变 在 不 同 物 种 间 高 度 保 守 ( 图 1C)。
PolyPhen-2、Mutation taster 等软件评估提示，ANOS1 
c.564A>T(p.K188N)突变极有可能致病(图 1D)，预测

结果提示氨基酸序列发生变化及蛋白特征可能受到

了影响。

3　讨　　论

DSD 患者的性腺分化程度不同，产生的临床表

型错综复杂，且就诊年龄跨度大，而致病基因数百

种，导致DSD的诊断率较低[5-6]。本研究采用的WES
技术仅捕获和测序外显子和紧邻的内含子区域，该

区域覆盖了基因组中约 95% 的 RefSeq 蛋白编码区，

而目前 80%~90%的致病变异发生在外显子及其邻近

的内含子区域，因此，WES 技术可对近 20% 的罕见

疾病进行基因诊断，已成为当前研究罕见综合征及

复杂疾病的有效方法[8]。WES 技术最初用于识别单

核苷酸变体，随着生物信息学工具的进步，基于

WES测序数据进行CNV的检测已日益受到重视，临

床上检测 CNV 的常用软件/算法已超过 20 种，本研

究采用了ExomeDepth软件对WES检测数据进行CNV
分析。Marchuk 等[9]发现，利用 ExomeDepth 软件对

WES数据进行CNV分析，对于高覆盖度区域的缺失

型CNV检测敏感度可达89%，重复型CNV则为65%，

本研究检测结果中，在 4 例 46,XX DSD 患者中检出

CYP21A2 基 因 的 5 个 CNV， 在 5 例 患 者 中 检 出

CYP21A2、 AKR1C2、 CBX2、 NR5A1 基 因 的 5 个

CNV。此外，WES不仅可识别已知的DSD基因，还

可发现新的 DSD 基因，本研究中发现的 NR5A1
(c.722G>T、c.48C>G)、ANOS1 c.564A>T 基因的 SNV
在相关的数据库中未见报道，检测到的 CNV 中，

CYP21A2 EX1 Dup 在相关数据库中有致病性的报道，

其余CNV未见报道。

46, XX DSD 主要表现为性腺发育异常(卵睾型

DSD、卵巢发育不良、睾丸型 DSD)及雄激素过多。

研究报道，约 80% 的 46,XX 核型有睾丸的 DSD 病例

中，可由 Y 染色体性别决定区 SRY 基因易位来解

释[10]。本研究 22例 46,XX DSD患者中有 14例检出存

在 SRY 基因突变，占总例数的 63.6%，与文献[10]基
本相符。其余8例经WES测序分析后，发现6例中存

在 与 DSD 相 关 的 CYP21A2、 NR5A1、 PROKR2、
ANOS1 基因变异。在 46,XX 个体中，先天性肾上腺

增生症(CAH)是一组常染色体隐性遗传病，由肾上

腺参与胆固醇合成皮质醇的几种类固醇合成酶中的

一种完全或部分缺乏引起，超过 95%的CAH病例是

由类固醇 21-羟基酶缺乏引起的[11]。本研究 4例表型

分别为尿道下裂、不育和无精子症的 46,XX DSD 患

者中检出了 CYP21A2 的 5 个 CNV，其中，CYP21A2 
EX1 Dup 在相关数据库中有致病性的报道，提示该

基因的变异可能是导致患者产生与DSD相关临床表

型的原因，其余检测到的CNV还需进一步进行功能

性验证。在 1 例临床表型为原发性闭经的患者中检

出 NR5A1 c.48C>G(p.C16W)变异，该变异在 HGMD
数据库中未见收录，REVEL软件预测值为 0.783，提

示该突变对 NR5A1 基因的功能有影响。NR5A1 突变

是原发性卵巢功能不全(primary ovarian insufficiency，
POI)的遗传原因，表现为原发性或继发性闭经、不

孕、雌激素不足和促性腺激素水平升高等[12]。

PROKR2、ANOS1 是卡尔曼综合征(KS)的致病基因，

KS是以特发性低促性腺激素性性腺功能减退症为特

征的疾病，患者性腺发育不全，临床表型差异大，

主要表现为睾丸小、阴茎短小、不育等。2000年报

道了 1 例同时携带 PROKR2 和 ANOS1 突变基因的 KS
散发病例，提示这两个基因变异在KS的发生中具有

协同作用的可能性，此后，有关 PROKR2 基因联合

其他KS相关突变基因的两个基因突变模式的报道层

出不穷[13]。本研究检测出 1 例同时携带 PROKR2 和

ANOS1基因突变的患者，提示了KS的双基因突变致

病模式。检出的PROKR2基因 c.253C>T(p.R85C)变异

在 HGMD 数据库中收录为与疾病明确相关的变异

(DM)，同一位置的其他氨基酸的改变 p.Arg85His、
p.Arg85Gly、p.Arg85Leu 为 HGMD 收录的 KS 相关的

变异；REVEL 软件预测值为 0.422，提示该突变对

PROKR2基因功能的影响不明确；该变异在促性腺功

能减退症的患者中被检出[14]。此外，相关的功能研

究表明，该突变位点导致受体的G蛋白偶联受损[15]。

ANOS1 c.564A>T(p.K188N)变异在相关数据库中未见

报道，经生物信息学软件预测可能该变异导致患者

产生相关临床表型。

46,XY DSD是一组表型高度异质性的疾病，涉及

AR、 NR5A1、 MAP3K1、 WT1、 AMH、 AMHR2、
SRD5A2等数 10个基因[16]。本研究 46,XY DSD患者中

检测出 SRY、 AR、 SRD5A2、 CYP21A2、 CYP17A1、
NR5A1、AKR1C2、CBX2 等 7 个基因的突变，如图 2
所示，在胚胎发育的性别决定过程中 SRY 基因的表

达启动了一系列导致睾丸器官发育的信号事件。如

果 SRY 基因发生突变，可能导致 46, XY DSD 的发

生[17]，本研究检出 1 例 46, XY 女性患者 SRY 基因

c.178G>C(p.V60L)位点的错义突变，该患者女性生殖

器外观，B 超检查未探及子宫，乳房无发育，有阴
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毛和腋毛；Vilain等[18]报道了一个家系，先证者的染

色体核型为46,XY，临床表型为性腺发育障碍，并检

测出SRY c.178G>C(p.V60L)变异，变异位点遗传自父

亲。有研究发现，SRY c.178G>C(p.V60L)为致病突

变[19]，且功能研究表明，该突变破坏了靶基因的转

录激活和抑制、亚细胞的定位、磷酸化、蛋白稳定

性和 Wnt/B-catenin 信号传导等[20]。CBX2、NR5A1 两

个基因在性别决定阶段发挥促进 SRY 基因表达的作

用，在睾丸的发育过程中，CBX2可通过阻止卵巢途

径中的基因上调来促进睾丸的发育，目前的研究中，

只有 1 例 46,XY DSD 报告携带 CBX2 致病变异[21]，因

此，导致 46,XY DSD 的 CBX2 致病变异是非常罕见

的。NR5A1编码类固醇生成因子 1(SF-1)，后者可调

节 SRY、SOX9基因的表达，是肾上腺和性腺类固醇

合成的关键调节因子，也是下丘脑-垂体-性腺轴的关

键调节因子[22]，该基因突变导致的临床表型广泛，

从完全女性化外表到不同程度的男性化，46,XY DSD
中9%~10%与该基因的突变有关[23-24]。本研究在编号

为 42 的患者中发现了 NR5A1 c.722G>T 的无义突变，

第 258 位脯氨酸密码子内的突变导致终止密码子的

形成，可能引起蛋白截短或无义介导的mRNA降解，

从而影响基因编码蛋白产物的功能，该变异位点在

相关数据库中未见报道。雄激素受体 (androgen 
receptor，AR)蛋白通过结合睾酮和双氢睾酮促进细

胞对雄激素做出反应，该基因的突变会使细胞对雄

激素不同程度的不敏感，从而导致46,XY的雄激素不

敏感综合征(AIS)患者出现男性特征的异常发育[25]。

本研究 46,XY DSD 患者中最常见的是 AR 基因突变，

占检出致病基因患者的 47.3%；在检出的 AR 基因突

变中，c.1846C>T、c.2567G>A、c.2566C>T、c.2343G>A、

c.2318+1G>A为相关文献或数据库收录的疑似或致病

变异；c.2318+1G>A变异为剪接变异，该变异导致了

高度保守的供体剪接位点，进而发生异常剪接而导

致AR基因编码蛋白产物的功能发生改变。SRD5A2、
AKR1C2 和 CYP17A1 是类固醇合成途径中的基因，

SRD5A2 编码 5α还原酶，该酶催化睾酮转化为双氢

睾酮，其缺失可导致46,XY核型患者存在广泛的男性

化不足，在相关报道中该基因的突变与导致的临床

表型(男性假两性畸形、生殖器模糊、隐睾、尿道下

裂等)有关，与AIS存在表型重叠的现象[26]。本研究

在 1 例原发性闭经患者中发现了该基因的 c.16C>T、

c. 282-2A>G 两个突变位点，均为纯合突变，其中

c.16C>T为无义突变。CYP17A1是合成类固醇激素所

必需的，该基因的变异会影响雄激素的生物合成，

从而导致46,XY DSD。AKR1C2可还原3α-羟基类固醇

脱氢酶的活性，AKR1C2在胎儿睾丸中大量表达，参

与双氢睾酮合成的替代途径，该基因的缺陷会导致

男性生殖器发育不完全[27]，本研究在 2 例原发性闭

经患者中发现了AKR1C2的CNV。

综上所述，DSD 患者的临床表型及遗传学病因

具有高度异质性且不同人种间发病率不同，虽然其

中一部分患者可得到准确的基因学诊断，但多数仍

无法在分子水平找到病因。本研究利用WES技术对

60例DSD患者进行了检测，其中 55%的患者检出了

基因的致病或疑似致病变异，同时首次报道了

NR5A1(c. 722G>T、c. 48C>G)、ANOS1 (c. 564A>T)的
SNV，检出的 CNV 中除了 CYP21A2 EX1 Dup 在相关

数据库中有致病性的相关报道，其余变异均未见报

道，拓展了现有的 DSD 相关致病基因突变谱数据。

目前，基于WES测序数据进行CNV的检测已日益引

起重视，提高了诊断率，已成为研究复杂先天性疾

病的有效方式，为展开遗传咨询提供了强大帮助。

测序发现的结果可帮助临床医师更好地描述DSD表

型，以改善临床管理，为患者及其家庭建立更好的

早期诊疗和治疗干预线索。
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