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!摘%要" 目的!检测先天性双侧输精管缺如!D64;842><AN2A<>87<A<N384D86L>?8H<3:8L87843" 5]*V\$患者中囊性纤

维化跨膜转导调节因子!DI3>2DL2N76323>7<43@8@N7<48D64:=D><4D878;=A<>67" )->?$基因和5]*V\易感基因的突变

情况"探讨它们与5]*V\发病风险的相关性( 方法!对 !# 例诊断为孤立发生的5]*V\患者的致病基因)->?及

易感基因黏附型M蛋白偶联受体M"!<:?83264 M976>824)D6=9A8: 78D89>67M"" 01/?/'$-上皮细胞钠离子通道
'

亚

单位!36:2=@D?<448A892>?8A2<A! 3=N=42>N8><" 6)@@AB$和碳酸酐酶 !"!D<7N642D<4?I:7<38" )0A'$和溶质载体家族 '

成员 #!36A=>8D<77287L<@2AI' @8@N87*#" 6%)C0D$行全外显子测序及 W<4;87测序验证"针对 )->?基因多态性位

点-内含子及侧翼序列行聚合酶链式反应!96AI@87<38D?<24 78<D>264" S5($扩增后用 W<4;87测序"并运用生物信息

学方法对5]*V\易感基因新发突变进行保守性分析和有害性预测( 对 !# 例5]*V\患者中 ! 例患者的家系进行

遗传学分析"评估子代遗传风险( 结果!外显子测序发现 !# 例5]*V\患者中"只有 + 例患者检测到 )->?基因外

显子突变"有 +种错义突变%Dr"+[.Ms*!9rW87['/*34$- Dr.&/+Ms5!9$MA4!#/"F23$- D$"[!"MsX!9$V<A'#[Q8=$-

D$#&+[XsM!9$JA8!&"#*7;$- D$#,.Xs5!9$JA8!"/X?7$- D$!+++*sM!9$JA8//+V<A$" ! 种无义突变%D$!+/,5sX

!9$*7;//#X87$" 这 + 例患者中有 " 例患者同时还存在)->?的纯合 9$V.,& 位点"另外 , 例患者未检测出)->?基

因外显子区域的突变( !# 例5]*V\患者中"# 例患者携带纯合 9$V.,& 的多态性位点". 例患者携带 /X等位基因"

" 例患者携带XM!# 等位基因"!& 例患者携带D$Z'++XsM位点( . 例5]*V\患者同时携带以上)->?基因突变

位点中的 " i#个位点( !#例患者中5]*V\易感基因突变情况% !种01/?/'错义突变D$"#!"*sM!9$*34,,!W87$"

" 种 6%)C0D 错义突变D$"#'/Xs5!9$5I3,''*7;$- D$.'#Ms*!9$V<A!+/JA8$" ! 种 6)@@AB错义突变D$!/!.Ms*

!9$*7;/&/F23$和 ! 种)0A' 错义突变D$!&+!5sX!9$*A<#/.V<A$" 其中"6%)C0D 基因的D$.'#Ms*!9$V<A!+/JA8$

突变位点是首次在5]*V\患者中被发现"以上 / 种突变位点在;46@*\数据库中的人群变异频率极低"属于罕见

突变"用 =̀><>264 X<3>87和S6AI9?84)" 软件预测显示 6%)C0D 基因的D$.'#Ms*!9$V<A!+/JA8$位点和 6)@@AB基因

的D$!/!.Ms*!9$*7;/&/F23$位点的有害性等级为致病突变( ! 例家系遗传分析发现"先证者的 D$!+/,5sX

!9$*7;//#X87$突变为新生突变"先证者父亲-母亲均未携带该突变"先证者及其配偶通过辅助生殖技术孕育 ! 女

婴"该女婴遗传了先证者的致病性突变D$!+/,5sX!9$*7;//#X87$( 结论!)->?基因突变仍然是中国5]*V\患者

的主要致病原因"但突变的分布与频率与国内外其他研究的数据存在一定差异"需要进一步扩充中国5]*V\患者

的)->?突变谱#01/?/'-6%)C0D-6)@@AB和)0A' 易感基因可能解释部分无 )->?突变的 5]*V\病例#5]*V\

患者多无特殊临床表现"建议临床医生确诊前对患者行进一步的体格检查"并结合其阴囊超声或经直肠超声检查#

建议将)->?基因突变检测应用于辅助生殖前的遗传学筛查"降低子代罹患5]*V\及囊性纤维化的风险(

!关键词" 先天性双侧输精管缺如#囊性纤维化跨膜转导调节因子#黏附型M蛋白偶联受体M"#溶质载体家族 ' 成

员 #
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B:C,71#9,% X6:8>8D>>?8DI3>2DL2N76323>7<43@8@N7<48>7<43:=D>264 78;=A<>67!)->?$ ;848

@=><>2643<4: D64;842><AN2A<>87<A<N384D86LH<3:8L87843!5]*V\$ 3=3D89>2N2A2>I;848@=><>264324 9<)

>284>3_2>? 5]*V\" <4: >68d9A678>?827<336D2<>264 _2>? >?8723C 6L5]*V\$D,1+"!2% a?6A8)8d6@8

38h=84D24;<4: W<4;8738h=84D24;H<A2:<>264 _878D64:=D>8: 64 >?89<>?6;842D;8483)->?" <:?83264 M

976>824)D6=9A8: 78D89>67M" !01/?/'$" 36:2=@D?<448A892>?8A2<A! 3=N=42>N8><!6)@@AB$" D<7N642D

<4?I:7<38!" !)0A'$" <4: 36A=>8D<77287L<@2AI' @8@N87*# !6%)C0D$ 24 >?27>884 D<3836L236A<>8:

5]*V\9<>284>3$X?896AI@679?2DA6D2" 24>764 <4: LA<4C24;38h=84D836L)->?;848_878<@9A2L28: NI
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L67D64387H<>2H8<4<AI323<4: :8A8>8726=3978:2D>264 6L46H8A3=3D89>2N2A2>I;848@=><>264324 5]*V\$M8)
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32d6L>?8>?27>884 5]*V\ 9<>284>3" _2>? 32d@2338438@=><>2643Dr"+[.Ms*! 9rW87['/*34 $"

Dr.&/+Ms5! 9rMA4!#/"F23$" Dr"[!"M s! 9rV<A'#[Q8= $" Dr#&+[XsM! 9rJA8!&"#*7;$"

Dr#,.Xs5!9rJA8!"/X?7$" Dr!+++*sM!9rJA8//+V<A$$" <4: 64846438438@=><>264 !Dr!+/,5sX
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01/?/'" 6%)C0D" 6)@@AB" <4: )0A' @<I8d9A<24 36@8D<3836L5]*V\_2>?6=>)->?@=><>2643$

M2H84 >?8A<DC 6L398D2L2DDA242D<A@<42L83><>264324 5]*V\9<>284>3" 2>2378D6@@84:8: >?<>DA242D2<43
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>678:=D8>?8723C 6L5]*V\<4: DI3>2DL2N7632324 6LL39724;$
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564;842><AN2A<>87<A<N384D86L>?8H<3:8L87843# 5I3>2DL2N76323>7<43@8@N7<48D64:=D)
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%%先天性双侧输精管缺如!D64;842><AN2A<>87<A<N)

384D86L>?8H<3:8L87843" 5]*V\$是一种男性生殖

系统的先天畸形疾病"属常染色体隐性遗传病"致病

基因为囊性纤维化跨膜传导调节因子!DI3>2DL2N76323

>7<43@8@N7<48D64:=D><4D878;=A<>67" )->?$

)!*

( 患

者表现出双侧输精管缺失或发育不全"临床特征主

要为梗阻性无精子症"是男性不育的重要原因)"*

(

5]*V\与囊性纤维化!DI3>2DL2N76323" 5R$有共同的

遗传基础"被认为是一种轻度的囊性纤维化"与经典

5R相比"临床表现较轻"主要影响男性生育能力"其

呼吸和胰腺并发症较少"通常不会像典型的 5R那

样影响个体的整体健康或预期寿命)#*

( 当 5]*V\

患者只有输精管缺失的表现"其他系统和器官没有

明显临床表现时"称为孤立型 5]*V\

).*

( )->?基

因位于人类染色体 ,h#!$""全长约 "/& CN"包括 ",

个外显子( 目前已报道了 " &&& 余种 )->?基因突

变!___$DL>7"$67;$"研究表明)->?突变和 5]*V\

风险之间存在遗传关联"但这些突变的热点和频率

在地区和种族之间存在明显差异)/*

(

几乎所有的5]*V\患者至少携带一种形式的

)->?基因突变)+*

"但仍有 !&K i"&K的5]*V\患

者缺乏基因诊断"尤其是在亚洲人群中这一比例更

高"提示可能存在其他遗传学机制或致病机制),*

(

研究确认"黏附型 M蛋白偶联受体 M" !<:?83264 M

976>824)D6=9A8: 78D89>67M"" 01/?/'$ 是一种罕见

的与男性不育相关的 -连锁基因)[*

( 溶质载体家

族 ' 成员 # !36A=>8D<77287L<@2AI' @8@N87*#"

6%)C0D$与 5]*V\的发生有直接关联")->?和

'.+,'
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6%)C0D 突变的累积效应导致了 5]*V\的发生)'*

(

另外"上皮细胞钠离子通道
'

亚单位!36:2=@D?<4)

48A892>?8A2<A! 3=N=42>N8><" 6)@@AB$和碳酸酐酶

!"!D<7N642D<4?I:7<38" )0A'$是)->?的修饰基因"

当敲除 6)@@AB和 )0A' 时"细胞中泛素介导的

)->?降解增加)!&*

( 以上研究表明" 01/?/'-

6%)C0D-6)@@AB和)0A' 基因可能是促进 5]*V\

发病的潜在因素"需进一步探讨其在 5]*V\发生

发展过程中的具体机制(

值得注意的是"中国 5]*V\患者的突变谱与

欧美人群存在较大差异)!!*

"单纯参考国外突变谱无

法完全解释中国 5]*V\患者的临床表象( 如果

5]*V\患者通过辅助生殖技术生育")->?基因的突

变很可能遗传给下一代"后代可能患有更严重的5R(

本研究对 !# 例 5]*V\患者的临床资料进行

收集"通过检测 5]*V\相关易感基因 01/?/'-

6%)C0D-6)@@AB和)0A' 的全外显子测序及致病基

因)->?基因全序列!包括外显子-多态性位点-内含

子及侧翼序列$测定"鉴定中国5]*V\致病基因(

$%资料与方法

$$$%研究对象

收集 "&!'年 + 月至 "&"& 年 + 月就诊于福建医

科大学福总临床医学院!第九医院$生殖中心符

合研究纳入标准的 !#例5]*V\患者)年龄!"'$"# j

.$["$岁*及 /. 名正常男性对照者)年龄!#"$&& j

.$#&$岁*"本研究经福建医科大学福总临床医学院

!第九医院$生物医学伦理委员会审批!批准号%

W5)"&![)&".$" 所有研究对象均签署知情同意书(

5]*V\患者纳入标准%!!$男性不育%患者夫

妇间有正常规律的性生活"未采用避孕措施"婚后 "

年以上女方不能受孕"且排除女方因素所致不育#

!"$体格检查%经两名固定的男科医师行体格检查

证实患者为男性特征"阴茎及双侧睾丸发育正常"双

侧未触及输精管#!#$核型分析%染色体核型为 .+"

-Y( !.$精液常规检测未见精子#!/$腹部超声检

查%未发现肾发育不良及先天性孤立肾(

正常男性对照者纳入标准%!!$因女性不育而

接受辅助生殖治疗#!"$双侧睾丸发育正常#!#$精

液常规检查结果正常#!.$染色体核型正常(

5]*V\患者及正常男性对照者排除标准%合并

慢性胰腺炎-肺囊性纤维化等其他5R相关疾病(

$$&%5]*V\患者致病基因及易感基因全外显子测序

采集 !# 例5]*V\患者外周静脉血样本"委托

上海福君基因生物科技有限公司进行致病基因及易

感基因全外显子测序并 W<4;87测序验证!表 !$" 分

别获 得 )->?! PMg&!+.+/r. $- 01/?/' ! PMg

&"!#&.r!$- 6%)C0D!PMg&.+[&.r!$- 6)@@AB!PMg

&!!'&[r"$和 )0A' !PMg&"[&""r"$基因的突变情

况( 测序结果与P5]J数据库中的标准序列进行比

对"用5?76@<3软件观察是否存在突变位点(

$$'%5]*V\患者易感基因突变位点的生物信息学

分析

在G42S76>数据库中查找基因的氨基酸序列"采

用5A=3><AO@8;<软件对突变位点进行多个物种间

的同源性比对"观察其在进化中的保守性( 利用

=̀><>264 ><3>87-S6AI9?84)" 在线软件对突变位点进

行有害性预测(

$$J%5]*V\患者 )->?基因多态性位点-内含子

及侧翼序列测序

针对 )->?外显子 !! 多态性位点 9$V.,&`

!73"!#'/&" D$!.&[Ms*$-内含子 ' !XM$@X4-短

串联重复序列JVW!&)!!!X***$4 及启动子 *XM前

方 !$. CN序列设计引物!表 !$"进行聚合酶链式反

应!96AI@87<38D?<24 78<D>264" S5($扩增后行 W<4;87

测序验证(

$$)%统计学分析

采用统计学软件 WSWW "&$& 对患者临床数据进

行分析( 符合正态分布的计量资料用均数j标准差

表示"不符合正态分布的计量资料采用中位数!四

分位数$表示"正态分布计量资料采用独立样本"检

验"非正态分布计量资料组间比较采用 <̀44)a?2>)

48I秩和检验( 所有统计检验均为双侧检验",n

&$&/ 为差异有统计学意义(

&%结果

&$$%临床资料

对精液常规-精浆生化指标及外周血性激素检

测结果进行统计"发现 5]*V\患者相比正常对照

者"精液体积-9F-精浆果糖-中性
+

)葡糖苷酶均差

异有统计学意义!,n&$&/$"卵泡刺激素!L6AA2DA8

3>2@=A<>24;?67@648" RWF$-黄体生成素!A=>8242̂24;

?67@648" QF$-睾酮!>83>63>87648" X$等各项性激素

浓度均差异无统计学意义!,s&$&/$"但雌二醇

!83>7<:26A" T"$显著低于正常对照者!,n&$&/$" 详

见表 "(

通过阴囊超声检查 !# 例 5]*V\患者附睾发

育情况"双侧附睾形态-大小均正常者占 +'$"K

!'0!#$" 附睾体-尾部缺失者占 !/$.K !"0!#$"附

睾淤积症占 !/$.K !"0!#$" 无静脉曲张(

'/+,'汤%莹"等%!# 例先天性双侧输精管缺如不育患者的致病基因突变检测



表 $%致病基因及易感基因的部分S5(引物序列

*/:.,$%S<7>2<AS5(972@8738h=84D836L9<>?6;842D;8483<4: 3=3D89>2NA8;8483

M848 W8h=84D86L972@87 S76:=D>A84;>?0N9

)->?!8d64.$

R% MXXX5*5*X*XMMX*XM*555X

(% MM5*MXXX*5*M**M*X*5X5**

/,#

)->?!8d64!"$

R% *M5**XMXXMXXXXXM*55**5X

(% **XMXM*XX5XX**555*5X*M55

.",

)->?!8d64!,$

R% M*MXM*XXXXM*MMXX**MMMXM

(% 5*5*M***X*XX*MM*M5**5**X

/[,

)->?!8d64!'$

R%5X5*55**5*XMXXXX5XXXM*

(% 55****XM**MX5*5*XMMX5*

#''

)->?!8d64"/$

R% *MMX*MXMMMMMX*M*MMM

(% XX5MM**M****5*5**M*5X5

.'/

)->?!V.,& $̀

R% MX5X5XXXX*5XXX555XXMX*X5

(% *XX5*5*MX*M5XX*555*X*M*

/"/

)->?!JVW')!&$

R% **5XXM*X**XMMM5***X*X5XX*

(% ***M55*5XM****X**X*XM*MM

+!#

)->?976@6>87

R% X5*5**M*555XXM55XX*M

(% M55XXXX55*M*MM5M*55X

!.&"

)->?!X***$4

R% **5XXM*X**XMMM5***X*X5XX*

(% ***M55*5XM****X**X*XM*MM

+!#

01/?/'!8d64"/$

R% 5*X55*MX5*XMXM55***M

(% 5XMXM**MM5XM5XMXM**M

,&+

6%)C0D!8d64"$

R% 5XMM*5M55MM5X*5XX5

(% 5XXMMX5*5M*MMM55X*5

#&#

6%)C0D!8d64!+$

R% *M5*MMXMMMMX*XMX5XXM

(% M*M*55XMM*MMM*M*MM*M

/#,

6)@@AB!8d64!"$

R% M5*MXX5X5MXXXMM*55X5

(% XX55XMMM*MMXM*XX5XXM

/!!

)0A'!8d64!!$

R% ***5MM55X5*XX55*X*55X

(% 5*M5*XMM5XXMMXXXMXM*XX

.+#

%%S5(" 96AI@87<38D?<24 78<D>264# )->?" DI3>2DL2N76323>7<43@8@N7<48D64:=D><4D878;=A<>67# 01/?/'" <:?83264 M976>824)D6=9A8: 78D89>67M"#

6%)C0D" 36A=>8D<77287L<@2AI' @8@N87*## 6)@@AB" 36:2=@D?<448A892>?8A2<A! 3=N=42>N8><# )0A'" D<7N642D<4?I:7<38$

表 &%5]*V\患者临床资料

*/:.,&%5A242D<A:<><6L9<>284>3_2>? 5]*V\

J>8@3 5]*V\!. m!#$ 564>76A!. m/.$ ,H<A=8

W8@84 H6A=@80@Q &$,' j&$#' .$!& j!$""

n&$&&!

#

W8@84 9F +$,& !+$#/",$&&$ ,$"' j&$!+

n&$&&!

#

]877I3=;<70

)

@6Q &$+& !&"!$!/$ +/$., j#/$",

n&$&&!

#

W8@24<A9A<3@<

+

);A=D632:<380@JG +/$'/ !#+$+["[!$#/$ "$.& !&$'&"/$//$

n&$&&!

#

RWF0!JG0Q$ /$.. !#$['",$.["$ .$+# !"$',"/$"#$ &$!!#

QF0!JG0Q$ #$.' !"$[/".$[#$ #$.' !"$,&"/$#'$ &$,#'

X0!4;0:Q$ .!.$," j!/!$"& .#/$'/ j!..$+, &$+#'

T"0!4;0Q$ #.$#[ j/$[. .!$+& !#"$![".[$["$

&$&#[

#

S(Q0!

)

;0Q$ '$.# !/$''"!'$&+$ [$"' !/$+/"!&$,/$ &$".,

%%\<><_878978384>8: _2>?

"

*j+" E!,

"/

" ,

,/

$$

#

,n&$&/$5]*V\" D64;842><AN2A<>87<A<N384D86L>?8H<3:8L87843# RWF" L6AA2DA83>2@=A<>24;

?67@648# QF" A=>8242̂24;?67@648# X" >83>63>87648# T"" 83>7<:26A# S(Q" 976A<D>24$

&$&%5]*V\患者全外显子测序及生物信息学分析

&$&$$%致病基因及易感基因全外显子测序%本研

究从 !# 例5]*V\患者中共检测出 , 种)->?基因

外显子突变!表 #"图 !*$" 检出率为 .+$"K"其中 +

种为错义突变%D$"+[.Ms*!9$W87['/*34$-D$.&/+Ms

5! 9$MA4!#/"F23$-D$"[!"MsX! 9$V<A'#[Q8=$-

D$#&+[XsM!9$JA8!&"#*7;$-D$#,.Xs5!9$JA8!"/X?7$-

D$!+++*sM! 9$JA8//+V<A$" ! 种为无义突变%

'++,'

北 京 大 学 学 报 ! 医 学 版 $

EOG(P*QORSTUJPMGPJVT(WJXY!FT*QXFW5JTP5TW$%V6A$/+%P6$/%OD>$"&".



D$!+/,5sX!9$*7;//#X87$"! 例5]*V\患者携带

)->?双等位基因突变#F"+[.Ms*!9$W87['/*34$-

D$.&/+Ms5! 9$MA4!#/"F23$( 对 !# 例 5]*V\患

者中 ! 例患者!D$!+/,5sX!9$*7;//#X87$$的家系

进行遗传学分析发现"先证者!

,

)!$的)->?基因第

!"号外显子上终止突变D$!+/,5sX!9$*7;//#X87$

为新生突变" 其父亲 !

-

)! $ 为 D$!+++* sM

!9$JA8//+V<A$杂合突变的携带者"其母亲!

-

)"$及

配偶!

,

)"$的)->?基因均未发现突变( 先证者及

其配偶通过辅助生殖技术成功孕育 ! 女婴!

.

)!$"

该女婴携带了先证者的致病基因 D$!+/,5sX

!9$*7;//#X87$!图 !]-5$( 直肠超声检查发现先

证者!

,

)!$精囊腺发育双侧全部缺如!图 !\$( 对

5]*V\易感基因的突变情况进行筛选分析"共检测

出 !种01/?/'错义突变 D$"#!"*sM!9$*34,,!W87$"

"种 6%)C0D错义突变 D$"#'/Xs5! 9$5I3,''*7;$-

D$.'#Ms*! 9$V<A!+/JA8$" ! 种 6)@@AB错义突

变 D$!/!.Ms*! 9$*7;/&/F23$和 ! 种 )0A' 错义

突变 D$!&+!5sX! 9$*A<#/.V<A$ " 其中"6%)C0D

基因的 D$.'#Ms*! 9$V<A!+/JA8$突变位点是首

次在 5]*V\患者中被发现!表 #"图 "$ ( 以上 /

种 5]*V\易感基因的突变位点在 ;46@*\数据

库中的人群变异频率极低"属于罕见突变 !表

.$ (

表 '%)->?及易感基因全外显子测序

*/:.,'%a?6A88d64 38h=84D24;6L)->?<4: 3=3D89>2N2A2>I;8483

P6$

)->?;848

!?8>0?6@6$

01/?/' ;848

!?8>0?6@6$

6%)C0D ;848

!?8>0?6@6$

6)@@AB;848

!?8>0?6@6$

)0A' ;848

!?8>0?6@6$

! P P

D$"#'/Xs5

!9$5I3,''*7;$

?6@6

P P

" P P

D$"#'/Xs5

!9$5I3,''*7;$

?6@6

P P

# P P

D$"#'/Xs5

!9$5I3,''*7;$

?8>

D$.'#Ms*

!9$V<A!+/JA8$

?8>

P P

.

D$"+[.Ms*

!9$W87['/*34$

?8>

D$.&/+Ms5

!9$MA4!#/"F23$

?8>

P

D$"#'/Xs5

!9$5I3,''*7;$

?8>

P P

/

D$"[!"MsX

!9$V<A'#[Q8=$

?8>

P

D$"#'/Xs5

!9$5I3,''*7;$

?8>

P P

+ P

D$"#!"*sM

!9$*34,,!W87$

?6@6

D$"#'/Xs5

!9$5I3,''*7;$

?8>

P P

, P

D$"#!"*sM

!9$*34,,!W87$

?6@6

D$"#'/Xs5

!9$5I3,''*7;$

?8>

P P

[

D$!+/,5sX

!9$*7;//#X87$

?8>

D$"#!"*sM

!9$*34,,!W87$

?6@6

D$"#'/Xs5

!9$5I3,''*7;$

?6@6

P

D$!&+!5sX

!9$*A<#/.V<A$

?8>

' P P

D$"#'/Xs5

!9$5I3,''*7;$

?8>

P P

!&

D$#&+[XsM

!9$JA8!&"#*7;$

?8>

P

D$"#'/Xs5

!9$5I3,''*7;$

?8>

P P

!! P P

D$"#'/Xs5

!9$5I3,''*7;$

?6@6

P P

!"

D$#,.Xs5

!9$JA8!"/X?7$

?8>

D$"#'/Xs5

!9$5I3,''*7;$

?8>

D$!/!.Ms*

!9$*7;/&/F23$

?8>

P

!#

D$!+++*sM

!9$JA8//+V<A$

?8>

P P P P

%%)->?" DI3>2DL2N76323>7<43@8@N7<48D64:=D><4D878;=A<>67# 01/?/'" <:?83264 M976>824)D6=9A8: 78D89>67M"# 6%)C0D" 36A=>8D<77287L<@2AI'

@8@N87*## 6)@@AB" 36:2=@D?<448A892>?8A2<A! 3=N=42>N8><# )0A'" D<7N642D<4?I:7<38# F8>" ?8>876̂I;6=3# F6@6" ?6@6̂I;6=3$P" 4648$

&$&$&%生物信息学分析%用5A=3><AO@8;<软件对

01/?/'-6%)C0D和 6)@@AB的突变位点氨基酸进行

保守性分析"发现 01/?/' 基因的 D$"#!"*sM

!9$*34,,!W87$位点- 6%)C0D 基因的 D$.'#Ms*

!9$V<A!+/JA8$和 6)@@AB基因中的 D$!/!.Ms*

!9$*7;/&/F23$在不同物种间存在高度保守性!图

"$( 用 =̀><>264 X<3>87和 S6AI9?84)" 在线软件对

01/?/'-6%)C0D-6)@@AB和 )0A' 基因中的突变位

点进行有害性预测分析"" 个软件均显示 6%)C0D 基

因的D$.'#Ms*!9$V<A!+/JA8$位点和 6)@@AB基因

',+,'汤%莹"等%!# 例先天性双侧输精管缺如不育患者的致病基因突变检测



的D$!/!.Ms*!9$*7;/&/F23$位点的有害性等级为

致病突变"表明这 " 种突变位点可能是高度有害的"

但01/?/'基因的D$"#!"*sM!9$*34,,!W87$位点-

6%)C0D基因的 D$"#'/Xs5!9$5I3,''*7;$及 )0A'

基因的D$!&+!5sX!9$*A<#/.V<A$位点 "个软件均预

测可能为良性!表 .$(

*" )->?8d64 @=><>264 W<4;8738h=84D24;6L9<>284>3# ]" W<4;8738h=84D24;6L)->?;84824 D$!+/,5sX!9$*7;//#X87$ 9<>284>L<@2AI# 5" 98:2)

;788<4<AI323:2<;7<@6LD$!+/,5sX!9$*7;//#X87$ 9<>284># \" 78D><A=A>7<36=4: 2@<;836L9<>284>3_2>? D64;842><AN2A<>87<A<N384D86L>?8H<3:8)

L87843$)->?" DI3>2DL2N76323>7<43@8@N7<48D64:=D><4D878;=A<>67$*776_" >?8976N<4:$

图 $%)->?外显子突变位点的 W<4;87测序结果及D$!+/,5sX!9$*7;//#X87$患者家系分析

N#34-,$%W<4;8738h=84D24;6L)->?8d64 @=><>264 32>8<4: 98:2;788<4<AI3236L>?8D$!+/,5sX!9$*7;//#X87$ 9<>284>

%

'[+,'
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*" W<4;8738h=84D24;6L9<>284>3=3D89>2N2A2>I;8483# ]" 3D?8@<>2D:2<;7<@6LD64387H<>2H8<4<AI3236L@=><>264 32>836L3=3D89>2N2A2>I;8483$6%)C0D"

36A=>8D<77287L<@2AI' @8@N87*## 01/?/'" <:?83264 M976>824)D6=9A8: 78D89>67M"# 6)@@AB" 36:2=@D?<448A892>?8A2<A! 3=N=42>N8><# )0A'" D<7)

N642D<4?I:7<38$

图 &%易感基因外显子突变位点的 W<4;87测序结果及保守性分析

N#34-,&%W<4;8738h=84D24;<4: D64387H<>2H8<4<AI3236L8d64 @=><>264 32>836L3=3D89>2N2A2>I;8483

%

''+,'汤%莹"等%!# 例先天性双侧输精管缺如不育患者的致病基因突变检测



表 J%易感基因突变的人群等位基因频率及致病性分类

*/:.,J%*AA8A8L78h=84DI<4: 9<>?6;842D2>IDA<332L2D<>264 6L3=3D89>2NA8;8483@=><>264

=̀><>264 32>8 (8L8784D8J\ ;46@*\ 5A242D<AH<72<>264

*5̀ M

#

=̀><>264 ><3>87 S6AI9?84)"

01/?/'

D$"#!"*sM

!9$*34,,!W87$

73#'"."", &$&&"!! ]842;4 ]842;4 S6AI@679?23@

]842;4

!&$&&'$

6%)C0D

D$"#'/Xs5

!9$5I3,''*7;$

73"".,!!. &$&&&&&!"." ]842;4 ]842;4 S6AI@679?23@

]842;4

!&$&&&$

6%)C0D

D$.'#Ms*

!9$V<A!+/JA8$

73#+'[/.##/ &$&&&&+/#. G4D87><24 32;42L2D<4D8 G4D87><24 32;42L2D<4D8 \238<38D<=324;

S76N<NAI:<@<;24;

!&$'"[$

6)@@AB

D$!/!.Ms*

!9$*7;/&/F23$

73!#[,[.",[ &$&&&!.!# 564LA2D>24; G4D87><24 32;42L2D<4D8 \238<38D<=324;

S76N<NAI:<@<;24;

!&$/,/$

)0A'

D$!&+!5sX

!9$*A<#/.V<A$

73"&!.",++/ &$&&&&/!.# Q2C8AIN842;4 Q2C8AIN842;4 S6AI@679?23@

]842;4

!&$&&[$

%%

#

X?8*@872D<4 56AA8;86L̀ 8:2D<AM848>2D3<4: M846@2D3!*5̀ M$ DA<332L2D<>264 23N<38: 64 >?8"&!/ *5̀ M;=2:8A2483# S6AI9?84)"" >?8DA6387

>?83D67823>6!$&" >?8@678:<@<;823A2C8AI>66DD=7$

&$'%)->?基因多态性位点-内含子及侧翼序列

W<4;87测序结果

在 !#例5]*V\患者中)->?基因 9$V.,&`多

态性以 V̀基因型最为常见"频率为 .+$!K !+0!#$"

其次是 `̀ 基因型"频率为#&$[K !.0!#$"而VV基

因型频率最低"为 "#$!K !#0!#$#其中 "例!!/$.K$

携带纯合 9$V.,& 的 5]*V\患者还分别携带了

)->?基因的D$#,.Xs5!9$JA8!"/X?7$和D$!+/,5s

X!9$*7;//#X87$突变位点"详见表 /和图 #*(

)->?基因内含子!XM$@X4检测发现 . 例患者

为 /X携带者"其中 " 例为 /X纯合突变"" 例为 /X0

,X杂合突变"/X等位基因的频率为 "#$!K!+0"+$(

对于XM重复序列"我们观察到XM!" 等位基因最为

常见"频率为 +!$/K!!+0"+$" 次常见为XM!! 等位

基因"频率为 #&$[K![0"+$" 而XM!# 最为少见"在

5]*V\患者的频率为 ,$,K ! "0"+ $( 在 !# 例

5]*V\患者中"XM!"),X为最常见的单倍型"频率

为 .+$!K !!"0"+$" XM!")/X单倍型频率为 !/$.K

!.0"+$" XM!#)/X单倍型频率为 ,$,K!"0"+$"详见

表 / 和图 #](

表 )%5]*V\患者)->?基因多态性位点-内含子及侧翼序列突变情况

*/:.,)%S6AI@679?2DA6D2" 24>764 <4: LA<4C24;38h=84D83@=><>26436L)->?;84824 9<>284>3_2>? 5]*V\

P6$ V.,&`;846>I983 !XM$@X4 ;846>I983 JVW!&)!! !X***$4 G=93>78<@976@6>8738h=84D8!$. CN

! `0̀ XM!#)/X0XM!")/X !&0!&

D$Z'++XsM

?6@6

" `0̀ XM!!),X0XM!"!,X !&0!&

D$Z'++XsM

?6@6

# `0̀ XM!#)/X0XM!"),X !&0!&

D$Z'++XsM

?6@6

. V0̀ XM!!),X0XM!"),X '0!&

D$Z'++XsM

?8>

/ V0̀ XM!!),X0XM!"),X '0!&

D$Z'++XsM

?8>

+ V0V XM!")/X0XM!")/X '0' P

, `0̀ XM!"),X0XM!"),X !&0!&

D$Z'++XsM

?6@6

[ V0V XM!"),X0XM!!),X '0' P

' V0̀ XM!"),X0XM!!),X '0!&

D$Z'++XsM

?8>

!& V0̀ XM!")/X0XM!"),X '0!&

D$Z'++XsM

?8>

!! V0̀ XM!"),X0XM!!),X '0!&

D$Z'++XsM

?8>

!" V0V XM!"),X0XM!!),X '0' P

!# V0̀ XM!!),X0XM!"),X '0!&

D$Z'++XsM

?8>

%%5]*V\" D64;842><AN2A<>87<A<N384D86L>?8H<3:8L87843# )->?" DI3>2DL2N76323>7<43@8@N7<48D64:=D><4D878;=A<>67# F8>" ?8>876̂I;6=3# F6@6"

?6@6̂I;6=3$P" 4648$
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%%对 )->?基因 JVW!&)!! !X***$ 4 检测发现"

!X***$ !&0!X***$ !&-!X***$ '0!X***$ !& 和

!X***$'0!X***$ ' 基因型"所占百分比分别为

#&$,,K !.0!#$-.+$!/K !+0!#$-"#$&[K !#0!#$"

未见其他等位基因型"详见表 / 和图 #5(

)->?基因启动子 *XM前方 !$. CN 序列测序

发现 ! 个突变位点D$Z'++XsM"该位点以 M0M基

因型为主"约占 #&$,,K !.0!#$" 其他 X0M和 X0X

基因型的频率分别为 .+$!/K !+0!#$和 "#$&[K

!#0!#$" 详见表 / 和图 #\(

*" 8d64!! 9$V.,& #̀ ]" 24>764 ' !XM$@X4# 5" JVW!&)!! !X***$4# \" D$Z'++XsM$)->?" DI3>2DL2N76323>7<43@8@N7<48D64:=D><4D878;=A<>67$

图 '%)->?基因多态性位点-内含子及侧翼序列 W<4;87测序图

N#34-,'%W<4;8738h=84D24;6L96AI@679?2DA6D2" 24>764 <4: LA<4C24;38h=84D836L)->?;848

%

'%讨论

目前认为"5]*V\是 5R在生殖系统的一种温

和的特殊表现形式( 在白种人男性 5R患者中"

'/K i''K同时合并 5]*V\

)!"*

"而在我国绝大部

分 5]*V\为孤立发生" 无 5R表现( 孤立型

5]*V\彩超多提示附睾网格状回声-附睾发育不

良-双侧精囊发育不良"少数病例可合并肾脏发育畸

形)!#*

( 本研究收集的 !# 例孤立型5]*V\患者"均

来源中国福建省"主诉不育来福建医科大学福总临

床医学院!第九医院$生殖中心就诊"精液常规

未发现精子"直肠阴囊超声提示患者双侧输精管发

育缺如"医生诊断为孤立型5]*V\(

本研究中 !# 例5]*V\患者的)->?基因外显

子-)->?基因多态性位点-内含子及侧翼序列 W<4)

;87测序筛查结果显示"+ 例患者携带 , 种 )->?外

显子错义突变"# 例患者携带纯合 9$V.,& 的多态性

位点". 例患者携带 /X等位基因"" 例患者携带

XM!# 等位基因"!& 例患者携带D$Z'++XsM位点"

多名患者同时携带以上突变位点中的 " i# 个位点"

表明 )->?基因突变仍然是中国 5]*V\患者的主

要致病原因"但并未发现任何如D$!/"!g!/"#:8A5XX

!9$S?8/&[:8A$等白种人 )->?热点突变)!.*

"亦未

见缺失-插入和大片段重排等其它类型的突变"进一

步说明)->?突变谱在亚洲黄种人群和欧洲白种人

群之间具有明显的种族差异(

5RX(!蛋白$含有 ! .[& 个氨基酸残基"由两个

跨膜结构域!@8@N7<4839<4424;:6@<24" Ẁ\$"两

个核苷酸结合域!4=DA86>2:8N24:24;:6@<24" P]\$

和一个调节域!(:6@<24" (\$组成)!/*

( 本研究中

发现的D$!+/,5sX!9$*7;//#X87$$突变位于5RX(

蛋白的P]\! 区域"作为无义突变"会产生提前终止

翻译的截短蛋白"导致5RX(蛋白功能受损"之前有

文献报道 ! 例中国 5R患儿携带 D$!+/,5sX

'!,,'汤%莹"等%!# 例先天性双侧输精管缺如不育患者的致病基因突变检测



!9$*7;//#X87$纯合子)!+*

( 另外"我们在患者中发

现的 D$#&+[XsM! 9$JA8!&"#*7;$和 D$.&/+Ms5

!9$MA4!#/"F23$均位于 5RX(蛋白的 P]\" 区域"

会导致运输缺陷和功能成熟的5RX(蛋白表达减少"

其中D$#&+[XsM!9$JA8!&"#*7;$属于中国汉族南方

人的原始突变)!,*

"D$.&/+Ms5!9$MA4!#/"F23$突变

是亚洲人群特有的"是中国5]*V\患者中最常见和

最重要的错义突变)![*

( D$.&/+Ms5!9$MA4!#/"F23$

位点具有高度保守性"在日本)!'*和越南)"&*人群中

的等位基因频率高于)->?致病性等位基因最大频

率"提示该突变可能是一种良性多态性"在我们的研

究中携带D$.&/+Ms5!9$MA4!#/"F23$的患者同时

携带了另外一种意义不明确的 D$"+[.Ms*

!9$W87['/*34$突变"是否是这两种突变共同引起了

该患者 5]*V\的发生有待明确( 我们发现的

D$!+++*sM!9$JA8//+V<A$突变具有较高的等位基

因频率"患者和对照人群间差异小"提示该突变可能

是温和突变"与文献)![*报道一致(

本研究中仍有 /#$[K !,0!#$的 5]*V\患者

)->?基因外显子未观察到突变"可能存在突变位

点位于非编码区的情况"其中 . 例患者中含两个以

上非编码区突变"提示多个非编码区的温和突变也

可能导致 5]*V\的发病( 本研究中 /X等位基因

频率为 "#$!K!+0"+$"高于在德国!!"$#K$-法国

!!+$#K$-美国 !!,$'K$-和西班牙 !""$,K$等

5]*V\人群中观察到的频率)"! Z""*

"但略低于葡萄

牙! ",$.K $- 埃及 ! "[$+K $ 和以往研究中国

5]*V\人群的频率!",$.K i..$/K$

)"# Z",*

( /X

等位基因是中国5]*V\人群中最常见的基因变异

之一"可引起)->?!& 号外显子缺失并影响剪接效

率)"[*

(

另外")->?基因中的 9$V.,&`多态性可能加

剧了 /X对剪接缺陷的影响)"'*

( 本研究中的 !# 例

5]*V\患者的)->?基因检测发现"9$V.,&`多态

性以 `̀ 基因型最为常见"频率为 #&$[K !.0!#$"

在 " 例 5]*V\患者中检测到纯合 9$V.,& 还分别

携带了 )->?基因的 D$#,.Xs5! 9$JA8!"/X?7$和

D$!+/,5sX!9$*7;//#X87$突变位点"提示当)->?

同时存在多种复合杂合突变时"对 5]*V\的致病

性可能存在叠加效应( 当短 96AIX和长 XM重复序

列结合时"外显子 !! 转录缺失的概率越高"5]*V\

患病风险增加)#&*

( 本研究显示"5]*V\患者中

XM!")/X和 XM!#)/X单倍型频率分别为 !/$.K和

,$,K"这支持了XM重复序列与 96AIX协同作用产

生5]*V\的理论(

在我们的研究中"对 )->?启动子上游 !$. CN

进行测序"仅检测到一种突变!D$Z'++XsM$" X0M

杂合突变及 M0M纯合突变的频率分别为 .+$!/K

!+0!#$和 #&$,,K !.0!#$" 并未检测到文献报道的

其他热点突变)#!*

( 文献报道 D$Z'++XsM突变位点

在欧洲 5]*V\中等位基因突变频率为 "$"K

)#"*

(

]<2等)##*通过双荧光素酶检测发现 D$Z'++XsM纯

合突变可导致)->?转录水平显著降低( 结合我们

的结果"提示D$Z'++XsM位点在中国5]*V\患者

与白种人之间存在差异"致病性有待探讨(

有意义的是"我们首次在 5]*V\患者发现

6%)C0D 基因的 D$.'#Ms*!9$V<A!+/JA8$突变"在

;46@*\数据库中的人群变异频率几乎为 &"属于罕

见突变"用软件 =̀><>264 X<3>87和S6AI9?84)" 预测该

突变为有害性突变"该突变可能会引起 6%)C0D 蛋

白表达异常"进一步影响钠离子和碳酸氢盐在细胞

的跨膜运输和重吸收)#.*

#但在该患者中还观察到了

)->?致病性突变 XM!#)/X"6%)C0D 和 )->?突变

的致病性是否存在协同作用需进一步实验验证#已

有文献报道在 6%)C0D 基因敲除小鼠的生殖器官

中")->?的表达显著降低"输精小管重吸收障碍及

钙化"导致梗阻现象)#/*

#在受 6%)C0D 相关疾病影响

的个体中"文献中尚未报道这种突变"因此"我们无

法确定该突变是否对这例患者起致病作用(

本研究患者中发现的01/?/'基因的D$"#!"*s

M!9$*34,,!W87$突变频率在东亚人群中 s/K"用

软件 =̀><>264 X<3>87和S6AI9?84)" 预测及查询 5A24)

V<7数据库均提示其为良性突变"因此"我们认为该

突变不会引起 5]*V\( 我们在患者中发现的 6)&

@@AB基因中的 D$!/!.Ms*!9$*7;/&/F23$属于错

义突变"可能影响 W5PP!]蛋白表达"从而导致钠离

子通道功能的异常"用软件 =̀><>264 X<3>87和 S6AI)

9?84)" 预测该突变为有害性突变"该突变在支气管

扩张-遗传性假性醛固酮增多症患者中有检出)#+*

"

但现有证据不足以明确其在疾病中的作用( )0A' 基

因的错义突变 D$!&+!5sX!9$*A<#/.V<A$"用软件

=̀><>264 X<3>87和 S6AI9?84)" 预测可能为良性( 尽

管我们对这些突变进行了生物信息学分析预测"但

缺乏相关功能性实验"无法确定其是否在 5]*V\

患者中发挥致病作用(

我们对位于 )->?基因第 !" 号外显子的

D$!+/,5sX!9$*7;//#X87$杂合突变的先证者进行

家系遗传分析发现"先证者母亲及配偶的 )->?基

因均未发现突变#有意思的是"先证者父亲也未携带

该突变"但携带 D$!+++*sM! 9$JA8//+V<A$杂合突

'",,'
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变"表明先证者的 D$!+/,5sX!9$*7;//#X87$突变

为新生突变"但由于缺乏先证者父亲的临床资料"无

法判断输精管的发育情况"我们推测先证者父亲可

能为先天性单侧输精管缺如 !D64;842><A=42A<>87<A

<N384D86L>?8H<3:8L87843" 5G*V\$患者"通过另一

条功能正常的输精管生育下一代( 先证者及其配偶

通过辅助生殖技术孕育 ! 女婴"遗憾的是"该女婴遗

传了先证者的致病性突变D$!+/,5sX!9$*7;//#X87$(

截止到随访期"该女婴未表现出任何 5R症状"但由

于随访时间较短"并不能排除相关脏器受累情况(

通过这项家系研究"强调了 )->?基因筛查及胚胎

植入前遗传学诊断的重要性"因此"我们建议将

)->?基因突变检测应用于辅助生殖前的遗传学筛

查"降低子代罹患5]*V\及5R的风险( 当超声检

查确诊5]*V\后")->?基因出现单个纯合错义致

病突变-多个杂合或多个温和突变时"建议患者进行

辅助生殖前完善产前遗传咨询"降低子代遗传风险(

综上所述"本研究中5]*V\患者的)->?基因

突变谱与国外其他研究)#,*存在较大差异"可能是由

于患者种族不同-样本量少所致( )->?基因总体

分布情况与中国其他研究的数据基本相同)#[*

"但由

于受试者仅来自福建省"不能代表中国所有5]*V\

患者的情况( 此外"除了)->?基因突变"我们还观

察了易感基因 01/?/'-6%)C0D-6)@@AB和 )0A'

的突变情况"为部分未检测到 )->?突变的 5]*V\

病例提供了解释( 本研究为深入了解 5]*V\的遗

传学特征"以及为相关遗传性不育症的诊断和治疗

提供了新的线索和方向(
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