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  摘 要:目的 应用多种遗传学技术检测诊断400例性发育异常(DSD)患者的遗传学病因,并总结分析其

临床特征。方法 选取2018年1月至2023年3月该院收治的400例确诊为DSD的患者作为研究对象,运用

G-显带染色体核型分析、荧光原位杂交(FISH)、多重链接探针扩增技术(MLPA)、高通量测序的低深度全基因

组测序(CNV-seq)、全外显子组测序技术(WES)、全基因组测序(WGS)等技术进行检测和定位,查找患者遗传

学病因。结果 经G-显带染色体核型分析,以及FISH、MLPA对核型分析结果进行验证,明确诊断45,X特纳

综合征及其变异型136例(34.00%),47,XXY克氏综合征及其变异型187例(46.75%);经G-显带染色体核型

分析、CNV-seq、WES、WGS、一代测序技术诊断46,XX
 

DSD
 

17例(4.25%)、46,XY
 

DSD
 

35例(8.75%);经G-
显带染色体核型分析和FISH、MLPA验证诊断性染色体核型异常DSD

 

25例(6.25%)。结论 联合应用G-显

带染色体核型、FISH、CNV-seq、WES等多种遗传学方法,能准确发现DSD的遗传学病因,建立基因型与表现

型之间的良好关系。
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Abstract:Objective To

 

detect
 

and
 

diagnose
 

the
 

genetic
 

etiology
 

of
 

400
 

patients
 

with
 

disorder
 

of
 

sex
 

de-
velopment

 

(DSD)
 

by
 

various
 

genetic
 

techniques,and
 

summarize
 

and
 

analyze
 

their
 

clinical
 

characteristics.
Methods Four

 

hundred
 

patients
 

diagnosed
 

with
 

DSD
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2018
 

to
 

March
 

2023
 

were
 

selected
 

as
 

research
 

objects,and
 

G-banding
 

chromosome
 

karyotype
 

analysis,fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridization
 

(FISH),multiplex
 

ligation-dependent
 

probe
 

amplification
 

(MLPA),copy
 

number
 

variation
 

sequencing
 

(CNV-
seq)

 

with
 

high-throughput
 

sequencing,whole
 

exome
 

sequencing
 

(WES),whole
 

genome
 

sequencing
 

(WGS)
 

and
 

other
 

techniques
 

were
 

adopted
 

to
 

detect
 

and
 

locate
 

the
 

genetic
 

causes
 

of
 

the
 

patients.Results After
 

G-
banding

 

chromosomal
 

karyotype
 

analysis
 

and
 

verification
 

of
 

the
 

results
 

by
 

FISH
 

and
 

MLPA,136
 

cases
 

(34.00%)
 

of
 

45,X
 

Turner
 

syndrome
 

and
 

its
 

variants
 

were
 

diagnosed
 

definitely,as
 

well
 

as
 

187
 

cases
 

(46.75%)
 

of
 

47,XXY
 

Klinefelter
 

syndrome
 

and
 

its
 

variants.After
 

G-banding
 

chromosomal
 

karyotype
 

analysis,CNV-
seq,WES,WGS

 

and
 

first-generation
 

sequencing
 

technology,17
 

cases
 

(4.25%)
 

of
 

46,XX
 

DSD
 

and
 

35
 

cases
 

(8.75%)
 

of
 

46,XY
 

DSD
 

were
 

diagnosed.After
 

G-banding
 

chromosomal
 

karyotype
 

analysis
 

and
 

verification
 

by
 

FISH
 

and
 

MLPA,25
 

cases
 

(6.25%)
 

of
 

diagnostic
 

chromosomal
 

karyotype
 

abnormalities
 

were
 

diagnosed.Con-
clusion Combination

 

of
 

multiple
 

genetic
 

methods
 

such
 

as
 

G-banded
 

chromosome
 

karyotype,FISH,CNV-seq
 

and
 

WES
 

is
 

possible
 

to
 

accurately
 

identify
 

the
 

genetic
 

causes
 

of
 

DSD
 

and
 

establish
 

a
 

good
 

relationship
 

between
 

genotype
 

and
 

phenotype.
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  性发育异常(DSD)是以性腺、性染色体、性激素

异常为主要表现的一种先天性遗传,发生率为新生儿

的1/5
 

000~1/4
 

500,若考虑所有生殖器官的先天性

异常,其 发 病 率 可 为1/300~1/200,总 体 并 不 罕

见[1-2]。当一个家庭诞生一位性别难辨的新生儿,可
使整个家庭陷入焦虑、紧张及痛苦中,迫切希望能尽

快确认性别,并得到正确的治疗。DSD从新生婴幼儿

到成年不同年龄段,可能经历儿科-妇科/泌尿外

科-内分泌科等多个科室的诊治,特别是青春期的变

化给患者带来极大的精神心理压力,所以早期明确

DSD病因,做出正确的性别预判,对后续长期合理的

养育、治疗、生活等均具重要意义[3]。DSD不同个体

的表现具有高度异质性,病因非常复杂,大多与基因

突变有关,因此基因遗传学检测对DSD的诊断至关

重要[4]。G-显 带 染 色 体 核 型 分 析、荧 光 原 位 杂 交

(FISH)、多重链接探针扩增技术(MLPA)等是DSD
传统的遗传学诊断技术,诊断单纯的性染色体异常型

DSD方便快捷,但在部分DSD分型中应用受限,候选

基因Sanger测序是早期的分子诊断技术,费时耗力,
且诊断率低[5-6]。高通量测序的低深度全基因组测序

(CNV-seq)、全外显子组测序技术(WES)、全基因组

测序(WGS)等是近年来分子遗传学新兴技术,可对未

知的基因突变进行检测,提高对DSD致病性基因的

检出率[7-8]。本研究联合应用多种遗传学技术对DSD
遗传学病因进行检测诊断和定位。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年1月至2023年3月本

院收治的400例确诊为DSD的患者作为研究对象,
其中社会学性别女178例,男222例;年龄0~44岁,
平均(15.86±5.03)岁,所有患者均为产后诊断,251
例主诉产前未进行过DSD相关检查,149例对是否进

行产前DSD相关检查不明。纳入标准:参考相关共

识[9],结合外生殖器的表现型、病史、家族史、体格检

查、内分泌实验室、遗传学实验室和影像学检查确诊;
年龄0~44岁.排除标准:伴有危及生命的急性疾病。
本研究所有患者的监护人充分知晓研究内容并签署

知情同意书。该研究获得本院医学伦理委员会审批

通过(批号:IKB-KYYN-2022-002)。
1.2 方法

1.2.1 体格检查 包括身高、第一性征、第二性征发

育情况(乳房、外阴、腋毛等),必要时进行病理检查。
1.2.2 影像学检查 包括性腺、盆腔和腹股沟彩超、
MRI、CT。
1.2.3 血清性激素测定 包括雌二醇、孕酮、促卵泡

激素、黄体生成素、睾酮、泌乳素、促肾上腺皮质激素、
皮质醇8:00、皮质醇16:00、皮质醇24:00,采用化学

发光法检测各指标,范围参考检测说明书。以上检查

均根据患者病情,并结合自身意愿选择性检测。
1.2.4 遗传学检测 用EDTA抗凝管采集患者及其

父母静脉血5
 

mL,4
 

℃冷藏,72
 

h以内运至实验室进

行检测。
本研究所涉及遗传学技术的主要特点及作用如

下:G-显带染色体核型分析能观察染色体形态学的异

常,还能看染色体易位倒位等结构异常,理论上可看

到5M以上的异常;FISH、MLPA能对核型分析结果

进行验证;CNV-seq、WES、WGS等能分析查找可能

的致病基因,一代测序技术(Sanger测序)能验证并确

定致病基因。
根据各遗传学技术的特点和作用,所有患者均行

G-显带染色体核型分析,性染色体异常型以FISH、
MLPA对核型分析结果进行验证,46,XX

 

DSD、46,
XY

 

DSD以CNV-seq、WES、WGS等分析查找可能的

致病基因,再利用一代测序技术(Sanger测序)验证并

确定致病基因。CNV-seq检测内容:(1)全基因组23
对染色体非整倍体;(2)>100

 

kb的致病性CNVs;
(3)>10%的非整倍体嵌合;(4)联合STR检测三倍

体等异倍体;WES检测项目为trio全外显子组测序

检测;检测区域:人类基因组中约2万个基因的外显

子区;方法学分为突变筛查(运用高通量测序技术)、
基因数据分析(运用生物信息学及临床信息分析技

术)和疑似致病突变验证(运用Sanger测序技术)3个

主要步骤。
FISH试剂盒购自北京金菩嘉医疗科技有限公

司;CNV-seq检测结果来源于青岛贝瑞和康医学检验

实验室有限公司;全外测序检测结果来源于北京智因

东方转化医学研究中心有限公司。
1.3 统计学处理 采用SPSS27.0统计软件进行数

据处理。计数资料以例数或百分率表示,组间比较采

用χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 DSD患者的遗传病因 400例DSD患者均获

得明确诊断,包括45,X特纳综合征及其变异型136
例(34.00%)、47,XXY克氏综合征及其变异型187
例(46.75%)、46,XX

 

DSD
 

17例(4.25%)、46,XY
 

DSD
 

35例(8.75%)、性染色体核型异常DSD
 

25例

(6.25%)。45,X特纳综合征及其变异型、47,XXY
克氏综合征及其变异型经G-显带染色体核型分析,以
及FISH、MLPA对核型分析结果进行验证,明确诊

断;46,XX
 

DSD、46,XY
 

DSD经G-显带染色体核型分

析、CNV-seq、WES、WGS、用一代测序技术诊断;性染

色体核型异常 DSD 经 G-显带染色体核型分析和

FISH、MLPA验证诊断。不同病因DSD患者的年龄

分布见表1。
2.2 不同病因DSD患者的临床表现

2.2.1 45,X特纳综合征及其变异型 136例45,X
特纳综合征及其变异型患者的社会学性别均为女性,
年龄1~44岁,未成年就诊原因主要是身材矮小、生
长迟缓,成人就诊原因主要是不孕、闭经。经G-显带
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染色体核型分析,以及FISH、MLPA对核型分析结果

进行验证,均获得明确诊断。
表1  不同病因DSD患者的年龄分布(n)

类别 n ≤6岁 >6~18岁 >18岁

45,X特纳综合征及其变异型 136 18 63 55

47,XXY克氏综合征及其变异型 187 3 8 176

46,XX
 

DSD
 

17 11 0 6

46,XY
 

DSD 35 11 20 4

性染色体核型异常DSD 25 7 3 15

2.2.2 47,XXY 克氏综合征及其变异型 187例

47,XXY克氏综合征及其变异型患者的社会学性别

均为男性,年龄新生儿至42岁,就诊原因主要是无

精/少精、不育、生殖器小等。经G-显带染色体核型分

析,以及FISH、MLPA对核型分析结果进行验证,均
获得明确诊断。
2.2.3 46,XX

 

DSD检测结果 17例46,XX
 

DSD患

者的社会学性别均为男性,7例在出生14
 

h至27
 

d就

诊,就诊原因主要是两性畸形、无睾丸、尿道下裂等肉

眼可见的异常表现;幼儿与低龄就诊的有4例,就诊

原因主要是抽搐、发育全面落后;成年后就诊的有6
例,就诊原因主要是无精子症、性功能异常等;患者性

激素水平存在不同程度异常,经G-显带染色体核型分

析、CNV-seq、WES、WGS、一代测序技术检查均检测

到遗传学病因。
2.2.4 46,XY

 

DSD检测结果 35例46,XY
 

DSD患

者的社会学性别均为女性,3例在出生1
 

h至7
 

d就

诊,就诊原因主要有两性畸形、肛门闭锁等;幼儿与低

龄就诊的有8例,就诊原因主要是外阴畸形、尿道下

裂等;学龄至未成年期就诊20例,就诊原因主要有无

阴道、闭经、两性畸形等;成年后就诊有4例,就诊原

因主要是不孕、先天无子宫卵巢、原发性卵巢功能低

下;患者性激素水平存在不同程度异常,34例经G-显
带染色体核型分析、CNV-seq、WES、WGS、一代测序

技术检查均检测到遗传学病因,1例核型分析提示

46,XY,但拒绝进行后续的检查,染色体编号未明。
2.2.5 性染色体核型异常DSD检测结果 25例性

染色体核型异常DSD,社会学性别男性18例,女性7
例;仅10例在婴儿、幼儿、低龄期就诊,15例在成年后

以无精、不育、矮小等原因就诊,患者性激素水平存在

不同程度异常,25例患者经G-显带染色体核型分析

和FISH、MLPA验证均发现遗传学病因。
3 讨  论

3.1 研究意义 传统的细胞和分子遗传学方法对

DSD的诊断率偏低,较大比例患者不能获得精确的分

子遗传学诊断,严重影响患者性心理发展、性别选择

及治疗方案的决策等,给患者及其家庭带来极大困

扰[10-11]。国外相关报道显示,仅有约1/3的DSD患

者被确诊,50%以上患者包含数百个未知意义的变

异[12]。基因测序技术从第一代发展至第三代,尽管其

通量、测序速度得到提高,但仍有部分患者未得到明

确的基因变异诊断[13-14]。随着对DSD相关基因的认

识加深和不断更新的检测技术,可能给DSD遗传学

病因诊断带来新的发现,故建立一个准确的遗传学诊

断路径具有重要意义。
3.2 DSD遗传学病因的诊断 许传等[15]报道分析

了1例罕见47,XX,del(Y)(q11.2)/46,XX嵌合型克

氏征患者,指出G-显带染色体核型分析不能充分发现

低比例染色体嵌合的存在。甚至部分病例会出现G-
显带染色体核型分析未见嵌合,而FISH 检测为嵌

合,即 G-显带染色体核型和FISH 结果不一致的情

形,但患者已有明确DSD症状或高度怀疑为DSD,提
示常规检测手段具有一定局限性[16]。刘雪萌等[17]纳

入206例46,XY性发育异常患者,运用多重聚合酶

链反应(PCR)的 AA芯片法和探针捕获法2种靶向

二代测序法,51.94%患者获得了明确的分子遗传学

诊断,10.19%患者基因突变不明。本研究通过不同

的遗传学检测技术的特点,循序渐进地对不同类型的

患者选择适合的检测技术进行病因学诊断研究,不仅

可以发现目前报道的已知致病基因是否会有新的变

异位点及新表型,同时还可能发现新的致病基因,并
给出基因诊断,结合患者临床资料再进行基因型一表

型的关联分析。结果显示,400例DSD患者病因分别

为45,X特纳综合征及其变异型、47,XXY克氏综合

征及其变异型、46,XX
 

DSD、46,XY
 

DSD、性染色体核

型异常DSD,均明确了遗传学病因。夏俊珂等[18]联

合应用FISH和CNV-seq遗传学技术明确了1例结

构异常染色体的性质,对特纳综合征做出了准确诊

断,提示FISH 联合CNV-seq遗传学技术在DSD遗

传学病因诊断中具有一定价值。符芳等[19]应用 WES
对传统产前(G-显带染色体核型和/或染色体微阵列

分析)诊断阴性的先天性发育异常胎儿家系进行遗传

学病因检测,发现WES可额外提高13.3%的检出率,
本研究观点与之相似。首先所有疑似DSD患者,先
进行 G-显带染色体核型分析,性染色体异常型以

FISH、MLPA 对 核 型 分 析 结 果 进 行 验 证,46,XX
 

DSD、46,XY
 

DSD以CNV-seq、WES等分析查找可

能的致病基因,再利用一代测序技术(Sanger测序)验
证并确定致病基因,使DSD患者基因型与表现型之

间建立了良好关系。
3.3 DSD的临床特征及辅助诊断 明确DSD的诊

断,需要结合外生殖器的表现型、病史、家族史、体格

检查、内分泌实验室、遗传学实验室和影像学检查来

综合评估[20-21]。不同类型的 DSD患者临床表现不

同,单纯的性染色体异常型DSD患者,比如特纳综合

征及其亚型通常以矮小、第二性征不发育、原发闭经、
妇科超声异常等原因就诊;克氏综合征及其亚型通常
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以睾丸发育不良、小阴茎、不孕不育、无精或重度少弱

精等原因就诊。46,XY型DSD患儿常表现为不同程

度的外生殖器男性化。46,XX型DSD患者在子宫内

经常表现出雄性激素暴露增加的迹象,从而导致生殖

器外显型的男性化。结合患者母亲在怀孕期间的病

史(男性化或使用孕激素等药物)、家族史、其他家庭

成员表型是否提示相关的遗传模式。在性别认定过

程中,遗传学实验室和内分泌实验室尤为重要,随着

分子生物学技术和研究的进步,不断发现有新的致病

基因参与性发育和分化,很多DSD患者都可通过传

统遗传学诊断技术和新一代的基因检测进行病因诊

断。值得一提的是,本研究还反映出一个现象,产前

明确诊断较为鲜见,对孕妇进行DSD筛查及高风险

人群进行进一步的有创检测是必要的,应加强宣教,
提高 DSD筛查认知和意识,促进人口质量的提高。
联合应用G-显带染色体核型、FISH、CNV-seq、WES
等多种遗传学方法,可发现已知致病基因和新的致病

基因,为DSD的诊断提供支持,但当前基因检测的技

术成本较高,导致患者经济负担较重,在一定程度上

影响了DSD的诊断,下一步仍需研究更为便捷、经济

性高的检测技术,提高DSD诊疗效率,这也是后续研

究的一个方向。
综上所述,性染色体数目和结构异常是DSD的

主要原因,联合应用G-显带染色体核型、FISH、CNV-
seq、WES等多种遗传学方法,能满足DSD分子遗传

学高度异质性的诊断需求,其中CNV-seq、WES等新

技术可进行高通量的筛查和分析,有助于提高已有明

确症状DSD患者或高度怀疑是DSD患者诊断率,建
立基因型与表现型之间的良好关系,为DSD治疗、再
生育等提供客观依据。
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