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摘 要% 人 !"#$基因同时参与胚胎骨骼形成和睾丸发育调控 & 对一例多发畸形的早产女性胎儿进行 !%&基
因扩增和 !"#$ 基因突变分析’发现其具有男性特异性 !%&基因’ 且 !"#$基因发生 (!)*+（,"-）的突变’提
示该病例为 !"#$ 基因突变导致的广泛性先天发育不良合并常染色体男"女性性反转 & 该突变此前未见报
道’这也是中国人群中首次报道致病性 !"#$基因突变 &
关键词%广泛性先天发育不良. $/’ 01性反转女性. !"#$ 基因
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人 !"#$（N(15OFK: PQ, LGJ R:D: 9）是一种
重要的早期胚胎发育相关基因 ’ 定位于染色体
!)S"$& 8 T SO:U’全长转录单位 8 98$ LK’含 8个外
显子’ 编码 3#9个氨基酸’ 其中 !#$ T !*"位构成
PQ,（B@RB >GL@;@OF RUGCK）盒’ V端有富含脯氨酸
和谷氨酰胺的转激活作用区域（OU?DM?HO@W?O@GD XG5

>?@D’ -4）’ 属于高泳动类转录因子超家族 & 已报
道发生在其 PQ, 盒和 -4 域内数种突变能引起
广泛性先天发育不良 VY（H?>KG>:;@H XFMK;?M@?）’
并常伴有 $/’ 01女性性反转（$/’ 01 M:J5U:W:UM:X
Z:>?;:）’ 表明 !"#$基因同时参与了骨骼发育和
性别分化过程 [ ! T $ \ &
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图 ! 序列分析结果
左$正常对照+右$患儿 ,
"#$% ! &’()*+( ,- (’.)’/0’ 1/1*2(#(
(-./$ /0- 123456 .-456- 721/326+ %890/$ /0- .-/:;,

图 3 !"#和 !$%&基因扩增产物电泳检测

<$ !== >? @AB梯级分子量标志+ !$ 正常成年男性 !%&扩
增（阳性对照）+ "$ 正常成年女性 !%&扩增（阴性对照）+ #$
患儿 !%&扩增+ C$正常女性 !"#$ 基因扩增+ D$患儿 !"#$
基因扩增 ,
"#$% 3 4*’0+5,67,5’(#( 1/1*2(#( ,- 89& 65,:)0+( ,- !"#
1/: !$%& $’/’(
<$ !== >? @AB (5EE-3 <53F-3+ (51- !$ !%& 54?68.875/821 2.
123456 456-（?2;8/8G- 721/326）+ (51- "$ !%& 54?68.875/821 2.
123456 .-456- H 1-95/8G- 721/326 I + (51- #$ !%& 54?68.875/821 2.
/0- .-/:;+ (51- C$ !"#$ 54?68.875/821 2. 123456 .-456-+ (51-
D$ !"#$ 54?68.875/821 2. /0- .-/:;,

3 材料与方法

3% 3 材料
!）病例介绍$一早产女婴J孕龄 #"周J产前 K

超检查及死后病理解剖结果表明该患儿有多发畸

形J包括脑积水、脊柱裂（于 *!"至 (C约#, C L #74
裂口）、膈疝、双足内翻、右位心缺如、双肾缺如等J
但子宫、输卵管及卵巢等均发育J与胎龄相符,资
料及组织标本来自湘雅三医院病理科 ,

"）试剂$ 基因组纯化试剂盒、*5M @AB聚合
酶、NO% 纯化试剂盒及 * 载体试剂盒均购自
N324-95公司 ,
扩 增 !"#$ 基 因 上 游 引 物 N!$ DP

)BOB)***))O))B***OBO* #P J 下游 N"$ DP
*O)O*OB*)OO))B))B))B) #P J 产物为 "’D
>?+ 扩增 !%& 基因上游引物 BN!$ DP )BB**Q
*B**OOO)O*O*OO)) #P + 下游引物 BN"$ DP
))BB**OBOBBOO*)**)*OOB)**) O #PJ 产物
为 C#R >?, 由上海生工公司合成 ,
3% ! 方法
!, ", ! 组织处理及基因组 @AB提取
病例为福尔马林固定的组织块J 取其中深部

脑组织依次经 =, ST A5O6 溶液和灭菌双蒸水于
C U反复浸泡过夜J 洗涤数次J 然后用试剂盒提取
基因组 @AB,
同时取无关正常男性和女性外周血提取基因

组 @AB作为对照 ,
!, ", " !%&和 !"#$基因扩增
在 D= !6总体积中进行J 内含每种 EA*N "==

!426 V (J 每种扩增引物 != ?426J !, = !9基因组
@ABJ "W *5M @AB聚合酶 ,
扩增循环参数为$ SC U #= ;J DR U #= ;J &" U

#= ;J 共循环 #= 次 J 最后于 &" U充分延伸 !=
481,
扩增产物经 !, DT琼脂糖凝胶电泳检测 ,

!, ", # NO%产物克隆及序列分析
分别按照试剂盒操作说明书进行 NO% 产物

纯化及其 *载体克隆重组J 序列分析由大连宝生
物公司进行 ,

! 结果

!% 3 89&扩增
从正常成年女性及患儿基因组 @AB 中均扩

增获得大小未见异常的 !"#$基因产物+ 同时该

患儿与阳性对照一样J 还获得 !%&基因目的扩增
产物J正常成年女性则无该片段产生（图 !）,

!% ! 序列分析
结果表明病例 !"#$ 基因 X<) >2Y 内发生

单碱基置换突变 %!&’(H)"*I J 如图 "所示J 左
侧正常对照第 ""D位碱基为 OJ 而该患儿为 B（反
义链中）,
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! 讨论

!"#$ 基因是软骨发育中最关键的转录激活
因子%显著表达于胚胎间叶细胞浓积层、软骨原基
和软骨直至完全分化的软骨细胞中 & ’% ( ) * 编码主
要软骨基质蛋白!型胶原的 +,-".! 为其靶基因/
+,-".! 内含子 ! 中含一个软骨特异性增强子元
件% 为 !"#$蛋白结合位点% 所形成的 0123蛋白
复合物通过 42域行使转录因子功能%即 !"#$直
接激活靶基因 +,-".!的软骨细胞特异性表达 & 5% 6 ) *
这种转录激活调控构成软骨细胞分化程序的一个

基本要素 % 为 +,-".!、+,-7."、+,-!!."和 2889:;.<
等一系列软骨细胞特异性标志基因表达所必需 & 7 ) %
故 !"#$活性下降或失活将抑制!型胶原和 =或其
他软骨基质蛋白% 从而导致严重影响全部软骨衍
生结构的发育异常 +03 这是一种罕见的先天性
骨骼畸形综合症%临床症状多变%主要以先天弯弓
和长骨角化合并其他多种骨骼及骨骼外缺陷为特

征%患者多因呼吸失败而新生死亡 & ! > #% ( ) *
本例早产死婴的多发畸形疑为 +0% 得到其

!"#$基因突变分析证实/ 错义突变 ?!56@（A"
4）导致患儿 !"#$ BCA盒氨基酸序列改变 * 作
为高泳动类转录因子% !"#$蛋白由其 BCA盒提
供与靶基因 012的结合位点% 42域则发挥转录
激活功能% 它们的保守性和完整性对正常基因功
能至关重要 & D% # ) *
除了调控骨骼系统发育之外% !"#$基因还

参与胚胎性别分化过程 & !$ ) * 通常人类性别可在细
胞遗传学上以有无 E染色体来区分% 即正常有 E
染色体者发育为男性% 否则发育为女性 * 但在人
群中也存在罕见的性反转（F:G 9:H:9F.-）现象% 如
#(% IE女性和 #(% II男性 * 前者有 E染色体%但
无睾丸发育%反而有卵巢及女性外生殖器官形成J
#(% II男性则为女性核型和男性外生殖器官 & !! ) *
性别决定的核心内容是决定睾丸形成% 而 E染色
体上载有所谓睾丸决定因子（K:FKLF3M:K:9NL<L<8
O.;K,9% 40P）* !77$年 QL<;-.L9等 & !" ) 克隆的 !%&
（F:G3M:K:9NL<L<8 9:8L,< ,< E）”基因被认为是 40P
的最佳候选者 * 但 !%& 并非决定性别的唯一基
因% 有多种不同基因在性别决定与分化过程中有
序协同作用 & !!% !D ) * 在现行以 !%&为核心的基因 3
激素性别决定网络机制中% 一般认为% !%&基因
触发睾丸特异性 Q:9K,-L细胞分化% 接着 !"#$基
因表达上调% 它可能参与 Q:9K,-L细胞分化的起始

和维持%故其突变可影响正常睾丸形成%导致具有
!%&基因或#(% IE核型个体发育女性表型 &!$% !!% !# )*
这是 !"#$基因突变在导致 +0综合症的同时引
发 #(% IE女性性反转的根本原因 *
本例虽然我们已无法获得用于核型分析的材

料% 但通过 R+?从胎儿基因组扩增检测到男性特
异性 !%&基因片段% 间接提示其男"女性性反转
的发生 * 总之% 基因扩增及突变分析证据表明该
病例为 +0 综合症合并女性性反转% !"#$ 基因
?!56@（A"4）突变可能是引发胎儿脊柱裂、脑积
水、肾缺如、双足内翻等多种骨骼内外发育畸形以

及 !%& 基因与女性表型矛盾的共同原因 * 这是
中国人群中首次报道 !"#$ 基因突变及其引发
+0综合症合并女性性反转 *
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