
瘤血供较丰，特别是壁层胸膜来源的ＳＦＴ，往往粘连致密，分

离瘤体耗时较长，术中失血较多，应做好充分术前准备。有报

道称单纯手术切除可治愈所有的良性ＳＦＴ与４５％的恶性

ＳＦＴ
［８］。但也应该充分认识到ＳＦＴ的潜在恶性，有些病理结

果为良性者也不排除日后发生恶变或复发的可能。因此，完整

的手术切除及术后长期的密切随访是非常必要的。
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雄激素受体基因ｃ．５２８Ｃ＞Ａ变异与雄激素不敏感综合征无关


李　华
１，马明义２△，杜　亭

３，雷　娟
３，覃　维

３，张宇翔３

（１．泸州医学院附属医院内分泌科，四川泸州６４６０００；２．泸州医学院医学细胞生物学与

遗传学教研室，四川泸州６４６０００；３．泸州医学院临床医学系，四川泸州６４６０００）

　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１３．０５．０５０ 文献标识码：Ｃ 文章编号：１６７１８３４８（２０１３）０５０５９８０３

　　雄激素对男性个体发生、生长发育和生殖功能等都起着十

分重要的作用。雄激素必须通过靶器官上特异的雄激素受体

（ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＲ）而起作用。雄激素不敏感综合征（ａｎ

ｄｒｏｇｅｎｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＩＳ）是由于ＡＲ基因缺失、突变

导致ＡＲ功能障碍或缺失引起雄激素的作用减弱或消失。遗

传方式为Ｘ连锁隐性遗传，发病率为出生男婴的１／６４０００～

１／２００００
［１］。本研究通过对一 ＡＩＳ个体家系成员 ＡＲ基因突

变的检测，探讨ＡＩＳ发病的分子病因。

１　资料与方法

１．１　病例　患者，２８岁，因男性发育不足，无腋毛，阴茎短小、

阴毛稀疏来泸州医学院附属医院内分泌科求诊。性激素检查：

睾酮（Ｔ）升高４１．３２ｍｍｏｌ／Ｌ，卵泡刺激素（ＦＳＨ）８７．４５ＩＵ／Ｌ，

雌二醇（Ｅ２）１０６．４３ｐｍｏｌ／Ｌ，促黄体素（ＬＨ）升高２４．７５ＩＵ／

Ｌ；细胞遗传学检查核型为：４６，ＸＹ，临床诊断该患者为 ＡＩＳ。

签署知情同意书后，患者及其父母静脉各抽血５ｍＬ供研究。

１．２　方法

１．２．１　外周血基因组ＤＮＡ的提取　患者及其家系成员、１５０

名健康男性外周血基因组的ＤＮＡ采用天根生化科技有限公

司试剂盒提取，操作按说明书进行。

１．２．２　聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增

　根据ＧｅｎＢａｎｋ中 ＡＲ基因序列（ＮＭ００００４４．３），用Ｐｒｉｍｅｒ

５．０软件设计引物，对ＡＲ基因的全部８个外显子及外显子和

内含子交界区分别进行扩增，ＰＣＲ扩增产物送测序。引物合

成和测序均由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成。外显子１扩增片段

为２１００ｂｐ，除用正向和反向引物测序外，还设计了两条测序

引物，以期把该片段测通。引物序列、退火温度、扩增片段的大

小及测序引物序列见表１。扩增条件及参数：ＰＣＲ反应体系为

５０μＬ，其中ｄＮＴＰ１０ｐｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，０．２μｇ基

因组ＤＮＡ，引物１０ｐｍｏｌ，ＴａＫａＲａＴａｑ酶２Ｕ。ＰＣＲ扩增反

应在ＰＴＣ２００型热循环仪（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ）上进行，扩增参数：冷

启动，９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５～５９℃复性３０ｓ，

７２℃延伸３０ｓ至２ｍｉｎ，３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳分离，溴乙啶染色，Ｇｅｌ

Ｄｏｃ１０００凝胶成像分析系统观察并保存电泳结果。

１．２．３　ＡＲ基因外显子１ｃ．５２８Ｃ＞Ａ变异在健康男性中的检

测　ｃ．５２８Ｃ＞Ａ变异导致了该处限制性核酸内切酶ＡｌｕＩ酶切

位点的消失，用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计一对引物，Ｆ：５′ＡＧＣ

ＴＧＣＣＣＣＡＴＣＣＡＣＧＴＴＧＴＣＣ３′；Ｒ：５′ＧＧＡＡＧＴＧＧＧ

ＡＧＣＣＣＣＣＧＡＧＧ３′，扩增片段为１８７ｂｐ，内切酶 ＡｌｕＩ购置

于ＮＥＢ，酶切产物经３％琼脂糖凝胶电泳分离，溴乙啶染色，

ＧｅｌＤｏｃ１０００凝胶成像分析系统观察并保存电泳结果。酶切后

野生型片段为：１３３ｂｐ＋５４ｂｐ；突变型为：１８７ｂｐ。

表１　　雄激素受体基因各外显子及ｃ．５２８Ｃ＞Ａ位点ＰＣＲ扩增条件和测序引物

位点 退火温度（℃） ＰＣＲ引物序列５′→３′ 片段大小（ｂｐ） 测序引物

Ｅｘｏｎ１ ５７℃ Ｆ：ＧＴＧＴＧＴＣＴＴＣＴＴＣＴＧＣＡＣＧＡＧＡＣ

Ｒ：ＣＣＴＣＧＡＧＴＡＣＣＡＧＧＡＧＧＴＡＧＴＧＡＧ ２１００ Ｆ、测序引物２、测序引物３△和Ｒ
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续表１　　雄激素受体基因各外显子及ｃ．５２８Ｃ＞Ａ位点ＰＣＲ扩增条件和测序引物

位点 退火温度（℃） ＰＣＲ引物序列５′→３′ 片段大小（ｂｐ） 测序引物

Ｅｘｏｎ２ ５９ Ｆ：ＧＣＴＣＡＧＴＣＡＣＡＣＣＣＴＡＣＡＡＣＣＡＴ

Ｒ：ＧＡＡＡＣＣＡＧＧＧＡＡＣＴＡＧＣＡＡＧＴＡＣＡ ５１８ Ｆ

Ｅｘｏｎ３ ５７ Ｆ：ＧＴＴＴＧＧＴＧＣＣＡＴＡＣＴＣＴＧＴＣＣＡＣ

Ｒ：ＴＧＧＴＣＣＣＣＴＴＧＧＡＡＧＣＡＴＣＡ ３６３ Ｆ

Ｅｘｏｎ４ ５５ Ｆ：ＴＴＴＡＧＡＧＴＣＴＧＴＧＡＣＣＡＧＧＧＡＧ

Ｒ：ＧＧＣＴＧＧＴＣＣＡＴＡＧＧＡＧＣＧＴ ４８２ Ｆ

Ｅｘｏｎ５ ５５ Ｆ：ＴＴＴＧＡＧＣＡＧＣＴＣＡＧＧＧＡＡＧＴＡＧＧ

Ｒ：ＴＡＣＴＧＧＡＴＴＧＧＣＴＧＧＣＴＧＧＧ ５０６ Ｆ

Ｅｘｏｎ６ ５５ Ｆ：ＴＧＣＣＴＣＣＣＣＣＡＴＴＧＴＧＴＴＣ

Ｒ：ＧＡＧＧＧＧＧＡＡＴＧＡＡＧＡＡＧＧＧＡ ５９６ Ｒ

Ｅｘｏｎ７ ５５ Ｆ：ＣＣＡＡＧＴＡＧＡＴＧＧＴＴＣＣＣＴＧＴＧ

Ｒ：ＣＡＡＣＡＧＧＴＧＧＴＧＣＣＡＧＡＣＴＣ ３７０ Ｆ

Ｅｘｏｎ８ ５９ Ｆ：ＣＣＡＣＣＴＣＣＴＴＧＴＣＡＡＣＣＣＴＧ

Ｒ：ＴＣＣＣＧＴＧＧＣＡＴＡＡＧＡＴＡＡＧＴＡＡＡ ５８９ Ｒ

ｃ．５２８Ｃ＞Ａ ５５ Ｆ：ＡＧＣＴＧＣＣＣＣＡＴＣＣＡＣＧＴＴＧＴＣＣ １８７

Ｒ：ＧＧＡＡＧＴＧＧＧＡＧＣＣＣＣＣＧＡＧＧ

　　：５′ＣＣＣＣＡＡＧＣＣＣＡＴＣＧＴＡＧＡＧＧ３′；△：５′ＣＴＴＣＧＧＧＧＧＧＡＴＴＧＣＡＴＧＴＡ３′。

２　结　　果

ＡＲ基因８个外显子 ＰＣＲ 扩增的电泳结果，见图１。

ｃ．５２８Ｃ＞Ａ位点突变型和野生型男性ＡｌｕＩ酶切后电泳结果，见

图２。ｃ．５２８Ｃ＞Ａ位点突变型和野生型男性测序结果，见图３。

图１　　ＡＲ基因８个外显子ＰＣＲ扩增的电泳结果

图２　　ｃ．５２８Ｃ＞Ａ位点突变型和野生型男性ＡｌｕＩ

酶切后电泳结果

图３　　ｃ．５２８Ｃ＞Ａ位点突变型和野生型男性测序结果

３　讨　　论

ＡＲ基因是一单拷贝的Ｘ染色体基因。ＡＩＳ可分为完全

型雄激素不敏感综合征（ｃｏｍｐｌｅｔｅａｎｄｒｏｇｅｎｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｓｙｎ

ｄｒｏｍｅ，ＣＡＩＳ）和部分型雄激素不敏感综合征（ｐａｒｔｉａｌａｎｄｒｏｇｅｎ

ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＡＩＳ）。ＣＡＩＳ的临床表现较为特异，

诊断和鉴别较为容易。ＰＡＩＳ的临床诊断和鉴别较为困难，容

易与其他病因所致的男性性发育异常混淆。在 ＡＲ基因克隆

之前，测定外阴皮肤成纤维细胞对雄激素的结合力一直作为诊

断ＡＩＳ的金标准，但随后的研究发现了 ＡＲ结合力正常的

ＡＩＳ
［２３］，因此ＡＲ基因的分子检测是诊断ＰＡＩＳ患者较为准确

的方法。迄今，人类基因组突变数据库收录了ＡＩＳ患者ＡＲ基

因的３４３条突变。ＡＲ基因外显子２～８是 ＡＩＳ的突变“热

区”［４］。目前国内文献对 ＡＲ基因突变的筛查仅筛查外显子

２～８
［５６］，虽外显子１的突变较罕见，但也有外显子１突变导致

ＡＩＳ的病例报道
［７９］。

本研究发现一ＰＡＩＳ患者外显子１存在ｃ．５２８Ｃ＞Ａ变异，

该变异由他母亲传递而来，查阅相关生物信息学数据库证实该

变异还未见报道。ｃ．５２８Ｃ＞Ａ变异虽未导致氨基酸的改变，但

由于近年来的研究表明该类变异有可能影响ｍＲＮＡ的稳定性

和外显子的剪接［１０］，因患者拒绝提供外阴皮肤成纤维细胞，为

评估该变异是否是 ＡＩＳ的致病病因，作者用限制性片段长度

９９５重庆医学２０１３年２月第４２卷第５期



多态分析法对１５０名健康男性ＡＲ基因ｃ．５２８Ｃ＞Ａ变异进行

检测，结果发现该变异在健康男性中也存在，频率很低（３／

１５０），所以该变异并不是该患者致病的病因，该患者致病位点

的探寻还有待于进一步研究。

目前报道的ＡＩＳ患者的突变多位于外显子上，但基因诊

断中常发现有相当数量的ＰＡＩＳ患者全部外显子检测均未见

异常，这些患者发病的病因很有可能是内含子深处的变异导致

ＡＲ基因ｍＲＮＡ的错误剪接或剪接效率改变所致，但相关的

研究获得病人外阴皮肤成纤维细胞是关键。每一条新的 ＡＲ

基因功能性变异的发现都将丰富ＡＲ基因的突变谱，为诊断和

预防ＡＩＳ患者的出生提供理论依据和可能。
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３　讨　　论

过敏性疾病（哮喘、咳嗽变异性哮喘、过敏性鼻炎、荨麻疹／

湿疹）是机体对外界致敏物质产生的一种不正常的免疫反应，

其病因复杂，发病机制不甚明了，绝大多数患者不能明确变应

原，皮肤点刺试验是一种过敏性疾病的体内特异性诊断方法，

进行皮肤点刺试验的目的是查明过敏性疾病的过敏原，其对于

过敏性疾病的诊断、治疗和预防具有极重要的意义［１］。

１０８例患儿进行皮肤点刺试验，５２例皮试阳性，皮试阳性

率４８．１％，这表明儿童过敏性疾病约一半由过敏原所致。哮

喘患儿过敏原检测阳性率最高，为５４．３％，这表明儿童哮喘过

敏原致病的可能性更大。且年龄越大，阳性率越高，与文献相

符［２］。年龄越小，其过敏原阳性率越低，考虑其变应原可能与

病毒感染致气道变应性炎症有关，所以尽管其过敏原阳性率不

高，但发病率并不比学龄后儿童低［３］。荨麻疹／湿疹组阳性率

最低，表明过敏原可能参与其发病过程，但其他因素可能起更

重要的作用。常见过敏原结果分析表明，尘螨是引起儿童过敏

性疾病的主要变应原，其中粉尘螨阳性率最高４２．６％，户尘螨

３７％。近年来，蟑螂、家蝇阳性率逐渐增高，本研究中分别达到

２１．３％和２０．３％，与文献相符
［４］。

过敏原皮试阳性的患儿，应尽量避免与这些过敏原接触。

对于吸入组阳性的患儿，特别是尘螨阳性的患儿，应尽量不用

地毯、多晒被褥、枕头、床垫等，清洁居家卫生，保持干燥通气。

对于食物组阳性的患儿，从食物中严格去除过敏食物是目前唯

一有效的治疗方法［５］，今后生活中应尽量避免该食物的食用，

减少过敏性疾病的发生。

皮肤点刺试验，价格低廉、操作简单、安全，引起全身反应

可能性小，诊断特异、敏感、准确度高，目前在国内外得到广泛

应用，是一种对过敏性疾病的诊断很适用、有效的方法。目前

基层医院开展很少，特别是县级医院，此方法值得推广。
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