
fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

􀅰指南与共识􀅰

２１羟化酶缺陷导致的先天性肾上腺
皮质增生症的实验室诊断共识

中华医学会儿科分会罕见病学组

中国医师协会医学遗传医师分会

中国妇幼保健协会出生缺陷防治与分子遗传分会

上海市医学会分子诊断专科分会

执笔:孙昱１,２　邬玲仟３　叶蕾４　邱文娟１,２　余永国１,２

１上海交通大学医学院附属新华医院儿内分泌/遗传科,上海 ２０００９２;２上海市儿科医学

研究所,上海２０００９２;３中南大学生命科学学院医学遗传学研究中心,长沙 ４１０００６;４上海

交通大学医学院附属瑞金医院内分泌科,上海２０００２５
通信作者:余永国,Email:yuyongguo＠shsmu．edu．cn;

邱文娟,Email:qiuwenjuan＠xinhuamed．com．cn

　　【摘要】　２１羟化酶缺陷(２１ＧOHD)是由于编码参与糖皮质激素和盐皮质激素合成的细胞色素P４５０氧

化酶(P４５０C２１)的CYP２１A２基因缺陷导致的遗传病,是先天性肾上腺皮质增生症最常见的类型,其确诊需

结合临床表现、实验室生化指标和分子遗传学检测的结果综合判断.由于CYP２１A２结构复杂,对其进行基

因诊断需采用特殊的检测方法以排除假基因的干扰.近年来,２１ＧOHD的类固醇激素谱生化检测技术和三

代测序分子诊断技术逐渐得到推广.为进一步规范２１ＧOHD的实验室诊断,由中华医学会儿科分会罕见

病学组、中国医师协会医学遗传医师分会、中国妇幼保健协会分子遗传专委会及上海市医学会分子诊断专

科分会组织专家进行讨论,并参考国内外的最新研究进展和共识指南,就２１ＧOHD的实验室诊断规范制定

本共识.
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【Abstract】　２１hydroxylasedeficiency (２１ＧOHD),the mostcommonform ofcongenitaladrenal

hyperplasia,iscausedbydefectsinCYP２１A２gene,whichencodesthecytochromeP４５０oxidase(P４５０C２１)

involvedinglucocorticoidand mineralocorticoidsynthesis．Thediagnosisof２１ＧOHDisbasedonthe
comprehensiveevaluationofclinicalmanifestation,biochemicalalterationand moleculargeneticsresults．
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DuetothecomplexstructureofCYP２１A２,specialtechniquesarerequiredtoperformdelicateanalysisto
avoidtheinterferenceofitspseudogene．Recently,thestateＧofＧtheＧartdiagnosticmethodswereappliedto
theclinicgradually,includingthesteroidhormoneprofilingandthirdgenerationsequencing．Tostandardize
thelaboratorydiagnosisof２１ＧOHD,thisconsensuswasdraftedonthebasisoftheextensiveknowledge,

theupdatedprogressandthepublishedconsensusesandguidelinesworldwidebyexpertdiscussionorganized
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ChineseMedicalDoctor Association,Birth DefectPreventionand MolecularGeneticsBranchofChina
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先天性 肾 上 腺 皮 质 增 生 症 (congenitaladrenal
hyperplasia,CAH)是一组由于编码肾上腺皮质类固

醇生物合成酶的基因缺陷所导致的遗传病,均呈常染

色体隐性遗传,其临床表现包括肾上腺皮质功能不全、
电解质紊乱和/或性腺发育异常,部分成人表现为月经

紊乱、不孕不育等,且常伴有双侧肾上腺皮质代偿性增

生,部分非经典成人患者可因意外发现的双侧肾上腺

及睾丸残基瘤就诊[１].
已 知 的 CAH 致 病 基 因 包 括 CYP２１A２、

CYP１１B１、 CYP１７A１、 HSD３B２、 POR、 STAR、

CYP１１A１ 和CYP１１B２ [２Ｇ３].其中以２１Ｇ羟化酶缺陷

(２１ＧOHD)所致的 CAH 最为常见,占全部 CAH 的

９５％以上[４Ｇ５].国内外报告的发病率为１/２００００ ~
１/１００００[６Ｇ７].

２１ＧOHD与其他基因缺陷导致的 CAH 的临床症

状存在一定的重叠,单凭临床和生化指标无法可靠地

鉴别,而早期精准诊断对于治疗、预后及后续的遗传咨

询至关重要.目前对 ２１ＧOHD 的诊断主要是基于

CAH 新生儿筛查结合临床表现、实验室生化检查和基

因检测的结果进行综合判断[８].近年来,２１ＧOHD 的

类固醇激素谱生化检测技术和三代测序分子诊断技术

逐渐进行临床应用.为进一步规范和优化２１ＧOHD
的实验室诊断方法和流程,来自中华医学会儿科分会

罕见病学组、中国医师协会医学遗传医师分会、中国妇

幼保健协会分子遗传专委会及上海市医学会分子诊断

专科分会的临床和实验室专家通过共同讨论,达成了

２１ＧOHD所致CAH 的实验室诊断的共识意见,供国

内同道参考.

１　２１ＧOHD实验室诊断的目的及适用人群

１．１　目的

明确２１ＧOHD的诊断对及时治疗、改善预后及遗

传咨询至关重要.２１ＧOHD的实验室诊断包括生化诊

断和基因诊断.对于出现以下表现的患者,需要首先

进行生化检查,结合临床表现判定诊断的方向,最终进

行基因诊断.当两条等位基因均携带致病变异时,可
确诊为２１ＧOHD.

１．２　适用人群

对于有以下临床表现、怀疑为２１ＧOHD 者,需通

过相应的实验室检查进行确诊和鉴别诊断:① 新生儿

筛查发现 １７αＧ羟孕酮(１７hydoxyprogesterone,１７αＧ
OHP)升高;② 有失盐和生长迟缓的表现;③ 性早熟

或性腺发育不良;④ 儿童期提前生长加速,骨龄超前,
预测成年终身高矮小;⑤ ACTH 激发试验提示睾酮、

１７αＧOHP和２１Ｇ脱氧皮质醇水平升高;⑥ 女性有如下

临床表现需考虑:a．存在男性化特征,尤其是阴蒂肥

大、多毛症或痤疮者;b．多囊卵巢综合征;c．不孕、反
复流产、月经周期异常;⑦ 男性不育或肾上腺增生及

睾丸残基瘤.
此外,对存在以下临床需求的人群,也建议进行

２１ＧOHD实验室诊断以辅助诊断及鉴别诊断:① ２１Ｇ
OHD患者的亲属和伴侣,帮助确定其致病变异的携带

情况;② 有２１ＧOHD先证者的家庭,再次怀孕时建议

行产前基因诊断.

２　２１ＧOHD的生化诊断

２１Ｇ羟化酶是一种参与糖皮质激素和盐皮质激素

合成的细胞色素P４５０氧化酶(P４５０C２１)[９],其缺乏可

导致肾上腺皮质的束状带与球状带细胞的２１Ｇ羟化作

用受损,造成１７αＧOHP和孕酮不能分别转化为１１Ｇ脱

氧皮质醇和１１Ｇ脱氧皮质酮.皮质醇合成障碍反馈性

促使 垂 体 促 肾 上 腺 皮 质 激 素 (adrenocorticotropin,

ACTH)分泌增加,刺激肾上腺皮质增生,导致２１Ｇ羟化

酶的底物１７αＧOHP等过度生成,并经旁路代谢合成雄
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烯二酮、睾酮和２１Ｇ脱氧皮质醇等肾上腺来源的雄激

素[１０Ｇ１２](图１).此外,在胎儿发育第６~１０周和孕中

期性分化的主要阶段,１７αＧOHP和孕酮可经旁路代谢

和“后门”途径合成双氢睾酮[１３Ｇ１４],造成胎儿期雄激素

过剩,导致新生女婴外生殖器男性化(阴蒂肥大)和少

数男婴阴茎增大.在出生后,由于糖皮质激素和盐皮

质激素合成减少及肾上腺来源的雄激素水平升高,导
致２１ＧOHD相关的临床表现[１５].

２１ＧOHD主要分为经典型(classical)和非经典型

(nonＧclassical,NC)两种.经典型患者出生后可表现

为肾上腺危象和４６,XX患儿外生殖器男性化.经典

型又进一步分为失盐型(saltwasting,SW)和单纯男

性化型(simplyvirilizing,SV).SW 型的２１Ｇ羟化酶活

性完全缺乏(＜１％),占经典型的７５％.新生儿可能

会出现危及生命的肾上腺危象,伴有严重的低钠血症

和高钾血症.新生女婴还可出现外生殖器男性化(阴
蒂肥大).SV 型２１Ｇ羟化酶活性为正常人的２％ ~
１１％,主要表现为雄激素升高所致的女性男性化及男

性性早熟,常无失盐症状[１６].NC型的２１Ｇ羟化酶活性

为正常人的２０％ ~５０％,具有较温和的表型,其临床

表现通常在青春期或成年期出现,女性表型与多囊卵

巢综合征重叠,男性表型更为隐匿[１７],亚洲国家的 NC
型发生率低于西方国家[１８].

２．１　CAH 的新生儿筛查

为早期识别和治疗CAH、预防严重的并发症并降

低死亡率,迄今国外已有 ５３ 个国家及地区开展了

CAH 的新生儿筛查 (newbornscreening,NBS)[１９].
由于NC型２１ＧOHD新生儿期１７αＧOHP升高不明显,
存在漏筛的可能,目前 CAH 新生儿筛查的主要对象

为经典型的２１ＧOHD患儿.根据目前的筛查结果,经
典型CAH 的发病率为１/１８０００ ~ １/１４０００[２０].我

国的CAH 筛查起步于２０世纪９０年代初,目前多数

省市已开展相关筛查,且逐渐从局部地区走向全面筛

查.Li等[２１]对中国７８５万新生儿筛查荟萃分析显示

经典型CAH 的患病率为１/２３０２４.

２．１．１　CAH 的新生儿筛查(常规流程)　对出生超过

４８h的新生儿,按照２０１９版«新生儿疾病筛查滤纸片

采集和递 送 及 保 存 专 家 共 识»采 集 足 跟 血 于 滤 纸

(Guthrie)片上[２２],测定其中１７αＧOHP的浓度,并根

据切值进行判断.由于 CAH 筛查的假阳性率较高,
阳性预测值(positivepredictivevalue,PPV)仅为１．５６％
~６．６％[２３Ｇ２５],合理设定１７αＧOHP的阳性切值是CAH
新生儿筛查的关键.１７αＧOHP的检测方法有解离增

强镧系元素荧光免疫分析法(dissociationＧenhanced
lanthanidefluoroimmunoassay,DELFIA)及液相色谱

串 联 质 谱 法 (liquidchromatographytandem mass
spectrometry,LCＧMS/MS)[２６]等,目前新生儿 CAH
筛查主要采用DELFIA法[２７].

１７αＧOHP检测的准确性受采血时间、胎龄、出生

体重、检测方法等因素的影响,目前尚无统一的筛查切

值标准.部分实验室根据胎龄和出生体重对 １７αＧ
OHP切值进行分层处理.由于１７αＧOHP水平与胎龄

的相关性高于出生体重,故根据胎龄设定切值可提高

NBS的特异性[２８].１７αＧOHP水平的升高可能缘于免

疫检测的交叉反应,在早产儿中也可能缘于其数种肾

上腺类固醇合成酶功能尚不成熟.２０１０年前,国际上

普遍采用 AutoDELFIA 新生儿１７αＧOHP 试剂盒和

１２３５AutoDELFIA􀆿 系统(芬兰PerkinElmer公司)进
行检测,之后使用新一代的新生儿１７αＧOHP检测试剂

盒(芬兰 PerkinElmer公司)和 GSP􀆿 系统(Genetic
ScreeningPlatform􀆿 ,GSP􀆿 )测定１７αＧOHP.由于新

一代试剂盒的配方变化和切值调整,使 CAH 筛查的

阳性预测值从０．４％提高到３．７％[２５].母亲孕期糖皮

质类固醇激素的使用也可能导致新生儿的１７αＧOHP
水平降低,从而增加筛查假阴性的可能性,后续需多次

随访检测[６].
当新生儿初筛为阳性、即１７αＧOHP水平高于切值

时,需召回重新采血复查.若复查仍为阳性,需进行进

一步的生化和基因诊断.目前国内多数筛查实验室多

采用新生儿１７αＧOHP检测试剂盒建议的阳性切值,部
分实验室自行设定,缺乏统一标准.结合国内实验室

经验,本共识推荐足月儿或正常体重儿(≥２５００g)的

１７αＧOHP阳性切值为１５nmol/L(GSP􀆿 新生儿１７αＧ
OHP测定试剂盒),各筛查中心也可根据当地筛查统

计资料、检测方法等进行调整,以提高筛查的敏感性与

特异性.此外,国外有专家提出当初筛阳性患者１７αＧ
OHP水平明显升高(＞ ６０nmol/L)时,可作为“阳性

转诊”病例转给儿科内分泌专家及时评估和治疗[２５],
以优化临床流程,保障危重患儿的健康.

２．１．２　CAH 的二级筛查　为保证 NBS可筛查出所有

的失盐型和多数的单纯男性化型患儿,目前的１７αＧ
OHP切值水平设置通常较低,导致 NBS的PPV 仅为

１．５６％ ~６．６％[２３Ｇ２５].为降低 NBS的费用,以及尽可

能减少筛查假阳性造成新生儿父母不必要的焦虑,近
年研究发现采用 LCＧMS/MS进行原始干血斑的二级

筛查可显著提高CAH 筛查的PPV,使其达到２５％ ~
７０％[２５,２９Ｇ３０].

与DELFIA方法相比,LCＧMS/MS的优点主要体

现在:首先,其类固醇激素检测的特异性和准确性均更

好[３１];其次,LCＧMS/MS可通过一次检测同时测定更
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多的类固醇激素代谢物或者分析代谢物的比值来提高

筛查的敏感性和特异性[３２].例如,LCＧMS/MS可同步

检测１７αＧOHP、２１Ｇ脱氧皮质醇(２１ＧDOF)、１１Ｇ脱氧皮

质醇、雄 烯 二 酮 (androstenedione,４AD)、皮 质 醇

(cortisol,F)的水平及分析计算(１７αＧOHP ＋ ４AD)/

F、１７αＧOHP/１１Ｇ脱 氧 皮 质 醇[３３]和 (１７αＧOHP＋２１Ｇ
DOF)/F比值等[３４].在２１Ｇ羟化酶活性缺陷的情况

下,大部分１７αＧOHP被１１βＧ羟化酶转化为２１ＧDOF,
即便在早产儿中也不会大量分泌２１ＧDOF,因此,２１Ｇ
DOF水平升高对２１ＧOHD 具有高度的特异性[３５Ｇ３６].
有研究显示,通过分析(１７αＧOHP ＋ ４AD)/F的比值

和２１ＧDOF水平的二级筛查方案,可将筛查的PPV 大

幅提高至６７％[３０,３７].此外,１７αＧOHP升高还可见于

１１βＧOHD、PORD、３βＧHSD 以及１７αＧOHD 等其他类

型的 CAH,二级筛查通过同时检测多种类固醇激素,
除可提高２１ＧOHD新生儿筛查的效率外,还可以辅助

这些疾病的诊断和鉴别诊断[３８].

２．２　２１ＧOHD的生化实验室检查

对 CAH 新生儿筛查阳性或临床高度疑似的患

者,检测其类固醇激素及其前体代谢物的水平是诊断

CAH 的主要手段.

２．２．１　血标本采集　ACTH、皮质醇的分泌呈昼夜节

律,早晨６点至８点达到峰值,午夜降至最低点[３９].
因此建议在早晨８时前且在服用糖皮质激素前采血.
对于成年女性,建议在月经周期的卵泡期清晨抽血.

２．２．２　１７αＧOHP　１７αＧOHP 持续增高是诊断 ２１Ｇ
OHD的重要指标.建议至少在首次诊断时用 LCＧ
MS/MS法检测１７αＧOHP.通常１７αＧOHP浓度大于

３００nmol/L提示经典型,６ ~ ３００nmol/L主要见于

NC型[４０].小于６nmol/L 时基本可排除２１ＧOHD.
此外,１７αＧOHP浓度超过３０nmol/L 时可生化诊断

２１ＧOHD.

１７αＧOHP基线浓度低于３０nmol/L、１７αＧOHP基

线水平不确定或已接受糖皮质激素治疗的患者,需进

一步通过 ACTH 激发试验来明确诊断,静脉推注约

２５０μg 合 成 ACTH [１Ｇ２４](Cortrosyn),在 基 线 和

ACTH 注射后３０ min和/或６０ min采血测定１７αＧ
OHP和皮质醇的浓度.ACTH 激发后１７αＧOHP浓

度若 明 显 超 过 ３０ nmol/L 提 示 可 能 为 ２１ＧOHD
(图２).NC型患者的１７αＧOHP可能正常.

２．２．３　血电解质及酸碱平衡　SW 型２１ＧOHD患者可

表现为低血钠、高血钾、代谢性酸中毒,SW 及 NC型

电解质水平正常.

２．２．４　血 ACTH 及皮质醇　血 ACTH 多增高,伴或

不伴皮质醇降低;NC型的皮质醇可正常.

２．２．５　血雄烯二酮、孕酮　２１ＧOHD患者此类激素的

水平有不同程度的增高.雄烯二酮影响因素较少,浓
度相对较稳定,与１７αＧOHP的水平有较好的相关性,
但不如１７αＧOHP敏感.２１ＧOHD患者的孕酮水平有

所升高[４０],但其诊断特异性不高[２０].

２．２．６　血睾酮　正常男性的睾酮主要由睾丸分泌,少
量由肾上腺的雄烯二酮经１７Ｇ羟类固醇转化而来.２１Ｇ
OHD患者的睾酮水平明显增高,但出生６个月内的男

婴存在生理性的睾酮增高,应注意鉴别.

２．２．７　血LCＧMS/MS类固醇激素谱　可一次性检测

１７αＧOHP、２１ＧDOF、１１Ｇ脱氧皮质醇、４AD、皮质醇、１１Ｇ
脱氧皮质酮、脱氢表雌酮、１７Ｇ羟孕烯醇酮、睾酮的水平

及计算(１７αＧOHP＋４AD)/F比值等.Ye等[４１]基于

LCＧMS/MS建立了１３种循环类固醇激素的检测,并
采用级联逻辑回归模型建立了用于 CAH 分类诊断的

类固醇生成评分,其对２１ＧOHD诊断的准确率与特异

性均高于基线或 ACTH 刺激后的１７αＧOHP.

２．２．８　血肾素及醛固酮　用于评估盐皮质激素的储

备情况,但其血浓度受年龄、饮食中钠的摄入量、抽血

时的体位及其他因素的影响,因此,其并非２１ＧOHD
的特异性诊断依据.正常新生儿及婴儿早期肾素及醛

固酮可增高,缺乏诊断意义.SW 及部分SV化型患者

肾素水平可有不同程度的增高.部分患者虽有不同程

度的醛固酮合成缺陷,导致醛固酮水平降低,但临床可

无失盐症状.

２．２．９　尿气相色谱质谱(GCＧMS)类固醇激素谱　可

同时测定包括孕激素、糖皮质激素、盐皮质激素、雄激

素的前体及代谢物以及雌激素,有助于２１ＧOHD的诊

断[４２],目前尚未纳入国内实验室的常规检测.

２．２．１０　染色体核型　外生殖器性别模糊的患儿均需

进行染色体检查以明确其遗传学性别.

３　２１ＧOHD的基因诊断

在进行CYP２１A２基因诊断前,应进行生化检查,
结合临床表现和家族史情况,获得指向性的２１ＧOHD
诊断.进一步通过基因诊断来对２１ＧOHD进行确诊.
基因检测是２１ＧOHD确诊的金标准.

３．１　２１ＧOHD的致病基因CYP２１A２
２１ＧOHD是由CYP２１A２ 基因的纯合或复合杂合

致病变异所致[４３].CYP２１A２ 基因编码 ２１ 羟化酶

(P４５０C２１),并 有 一 个 高 度 同 源 的 假 基 因

CYP２１A１P [４４].真假基因外显子序列的同源性高达

９８％,内含子的同源性达９６％,二者均定位于６p２１．３３
区的 HLA主要组织相容性复合体中.后者为一个高

度可 变 的 区 域,两 者 分 别 与 其 邻 近 基 因RP１/２
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(STK１９/STK１９B)、C４A/B 和TNXA/B 形成一个遗

传单位(RPＧC４ＧCYP２１ＧTNX,称为 RCCX 模块)[４５].

RCCX模块在正常人中存在多种拷贝数变异,其中最

常见的是双 RCCX模块,约占高加索人群的６９％,其
次为单RCCX模块,约占高加索人群的１７％,此外还

有功能正常的三模块和四模块的情况[４６](图３).

３．２　CYP２１A２基因的变异类型

CYP２１A２存在两种不同的转录本.推荐将LRG
_８２９t１(基于 NM_０００５００．９)作为其参考序列,使用

HGVS规则对发现的变异进行命名[４７].由于假基因

与CYP２１A２ 序列高度同源且位置相近,CYP２１A２ 的

变异多来源于真假基因之间的重组(图３)和/或微交

换(图４),新发变异的概率为１％ ~ ２％[２０].通过微

交换产生的假基因变异包括错义、无义、剪接位点变

异、小插入缺失(indel),包括c．Ｇ１２６C＞T、c．Ｇ１１３G＞
A、c．Ｇ１１０T＞C、c．Ｇ１０３A＞G、c．９２C＞T、c．２９３Ｇ１３C/A
＞G、c．３３２_３３９del、c．５１８T＞A、E６cluster(c．７１０T＞
A;c．７１３T＞A;c．７１９T＞A)、c．８４４G＞T、c．９２３dup、

c．９５５C＞T和c．１０６９C＞T 等.通过重组形成的大片

段缺失则可能造成上述变异所在的外显子的缺失,涉
及第１、３、４、６、７、８外显子[４８].在中国人群中较常见

的新发变异还包括失盐型变异c．１４５１_１４５２delinsC.
欧 洲 分 子 基 因 诊 断 质 量 联 盟 (European

MolecularGeneticsQualityNetwork,EMQN)发表的

２１ＧOHD分子诊断最佳实践详细整理了在高加索人中

发现的变异,并对其进行了致病性评估[４９],可作为实

验室基因诊断的参考.
对于文献中多次报道的致病变异以及在 ClinVar

等数据库中被归类为“致病”或“可能致病”的常见变

异,无需进一步评估其致病性.对于其他变异,包括已

被ClinVar数据库中收录但不太常见的变异,须参照

美国医学遗传学和基因组学学会(AmericanCollege
ofMedicalGeneticsandGenomics,ACMG)[５０Ｇ５１]和英

国临床分子遗传学协会(ClinicalMolecularGenetics
Society,ACGS)的变异致病性评估指南进行系统评

估,必要时可通过体外功能实验验证变异对２１羟化酶

活性的影响.

３．３　基因型Ｇ表型相关性

多数研究认为,９０％ ~ ９５％的２１ＧOHD 患者的

临床表型与其所携带的CYP２１A２ 的变异存在相关

性[５２].根据致病变异对蛋白酶活性的影响,可将其分

为严重型、中间型和轻型致病变异[５３].表１中列出了

常见的具有不同影响的变异.
患者的２１羟化酶残留活性取决于两条等位基因

的综合影响.SW 型患者两条等位基因上的变异通常

均属于严重型;２５％ ~５０％的 NC型患者携带两条轻

型变异,其余５０％ ~ ７５％携带一个轻型和一个严重

型变异.基因型与表型的相关性在SW 型患者中比较

一致,在SV型和 NC型中逐渐降低[５４Ｇ５５],这可能与患

者的其他调节类固醇代谢的基因背景相关.
重组所产生的真假融合基因,可能体现为相应真

基因的不同范围的缺失.不同的缺失导致的表型也有

所差异:大部分均为严重型变异,而断裂点位于c．２９３Ｇ
１３A/C＞G上游的第１~２外显子缺失的产物还会保

留部分的酶活性,为中间型变异[５６].因此需对断裂点

进行检测,以帮助预测表型.
基因 型Ｇ表 型 不 一 致 的 一 种 可 能 原 因 是 未 对

CYP２１A２基因进行全面的变异检测,即在此基因中可

能还存在其他影响表型的变异.此外,当缺失范围包

含与CYP２１A２ 毗邻的TNXB 基因时,会导致患者合

并EhlersＧDanos综合征皮肤松弛的表型[５７].

３．４　基因诊断方法的介绍

３．４．１　检测CYP２１A２ 基因变异的推荐方法:Sanger
测序＋多重连接探针扩增　推荐采用特异性扩增结合

Sanger测 序 以 及 多 重 连 接 探 针 扩 增 (multiplex
ligationＧdependentprobeamplification,MLPA)的方

法对整个CYP２１A２基因进行全面的变异检测.
当患者检测出变异时,需要对其父母进行溯源以

明确致病变异是否分布在两条等位基因上.若无法获

得父母的样本,则需要借助家系中的其他成员来判断

变异的顺反式.由于人群中CYP２１A２ 致病性变异的

携带率较高,为防止漏检,建议对基因型已知的高危亲

属的CYP２１A２基因进行全面的Sanger测序和 MLPA
分析,而非仅检测患者携带的变异[５８].

７０％ ~８０％的病例可以通过Sanger测序检测出

小的变异,其余２０％ ~ ３０％可以检测出缺失或重

复[４０].此外,由于CYP２１A２ 基因的复杂性和技术局

限性,存在Sanger测序＋MLPA漏检的可能性.

３．４．２　基于特异性PCR扩增的Sanger测序　主要用

于检测SNV、小缺失/插入变异和indel.通过选择性

PCR引物特异性扩增CYP２１A２,利用一个或多个长片

段扩增覆盖该基因的全部外显子及内含子,并用不同

的测序 引 物 对 外 显 子 及 外 显 子/内 含 子 边 界 进 行

Sanger测序.
由于真假基因同源性高,特异性的引物往往设计

在真假基因差异的位点上.当引物区域存在变异时,
会妨碍引物与模板 DNA 的结合,继而发生等位基因

脱扣(alleledropout)现象,故需用不同的引物对片段

进行扩增,并结合 MLPA 的结果进行分析,以避免等

位基因扩增脱失造成的假阴性,从而减少致病变异漏
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表１　常见的CYP２１A２变异Ｇ酶活性Ｇ表型对应表

变异类型 影响程度
残留酶

活性(％) 表型 常见变异位点

小变异 严重型 ０ 失盐型 c．３３２_３３９del(p．Gly１１１Valfs∗２１)

E６cluster(c．７１０T＞A;c．７１３T＞A;c．７１９T＞A)(p．Ile２３７Asn;p．Val２３８Glu;p．
Met２４０Lys)

c．９２３dup(p．Leu３０８Phefs∗６)

c．９５５C＞T (p．Gln３１９∗)

c．１０６９C＞T (p．Arg３５７Trp)

c．１４５１_１４５２delinsC(p．Arg４８４Profs∗５８)

＜１ 失盐型/ c．２９３Ｇ１３C/A＞G (I２G)

单纯男性化型

中间型 ２~１１ 单纯男性化型/ c．５１８T＞A (p．Ile１７３Asn)

失盐型

轻型 约２０~５０ 非经典型 c．Ｇ１２６C＞T

c．Ｇ１１３G＞A

c．Ｇ１１０T＞C

c．Ｇ１０３A＞G

c．９２C＞T (p．Pro３１Leu)

c．８４４G＞T (p．Val２８２Leu)

大片段缺失 严重型 ０ 失盐型 E３缺失　　c．２９３Ｇ１３C/A＞G、c．３３２_３３９del

E６缺失　　E６cluster

E７缺失　　c．８４４G＞T、c．９２３dup

E８缺失　　c．９５５C＞T、c．１０６９C＞T

中间型 ２~１１ 单纯男性化型 E１缺失　　c．Ｇ１２６C＞T、c．Ｇ１１３G＞A、c．Ｇ１１０T＞C、c．Ｇ１０３A＞G、c．９２C＞T

E４缺失　　c．５１８T＞A

　　注:E１、E３、E４、E６、E７和E８外显子缺失可以以组合的形式出现

检的情况[５９].可参照EMQN指南给出的引物.在进

行PCR时需使用高保真的Taq 聚合酶以避免引入假

阳性[４９].
常规的测序仅能覆盖基因的外显子和内含子/外

显子边界,而不包括启动子和３′非翻译区.近年来,有
研究者发现启动子和３′非翻译区的变异可能影响疾病

的发生和某些变异相关的表型,例如c．Ｇ１２６C＞T 和

c．Ｇ１１３G＞A 可能影响CYP２１A２ 基因的转录[１０];c．∗
１３G＞A 可能影响 RNA 的结构,降低 mRNA 的稳定

性和表达水平[６０];c．[Ｇ１２６C＞T,Ｇ１１３G＞A]可能影响

携带p．Pro３１Leu变异者的表型.因此,可考虑将测序

区域扩大到启动子上游和３′UTR区域,尤其是对于临

床高度怀疑的 NC型２１ＧOHD而常规CYP２１A２ 检测

未明确诊断的患者.

３．４．３　MLPA　MLPA 技术针对真基因的特异位点

设计探针,检测CYP２１A２ 基因外显子的拷贝数变异.
目前商品化的CYP２１A２基因 MLPA试剂盒主要来源

于 MRCＧHolland公司,仅覆盖该基因的部分外显子.

由于CYP２１A２基因的复杂性和 MLPA技术内在的局

限性,临床在解释 MLPA 的结果时需对２１ＧOHD 和

CYP２１A２基因有深入的了解,有几点需要特别注意:

① 当只有一个探针的信号变化时,有可能是点变异所

致;② 假基因CYP２１A１P 可能会通过突变获得真基因

上的碱基序列,从而影响对探针结果的判读;③ 探针

结合区域存在其他非目标位点的变异时会影响探针的

结合;④ 当基因重复和基因缺失同时存在时,MLPA
的结果可能显示为正常或难以解释.因此,MLPA 的

结果需结合Sanger测序的结果进行判读.商品化的

CYP２１A２ＧMLPA试剂盒被全球实验室所广泛使用,
该方法操作较为简单,且结果在实验室之间具有可比

性.但由于探针的特异性和检测所覆盖的外显子不断

更新,需在遗传报告中记录所使用的 MLPA试剂盒的

版本,以备数据解读之需.

３．４．４　高通量测序　基于高通量测序的CAH 分子诊

断方法包括靶向测序、外显子组测序及基因组测序等.
靶向测序仅扩增或捕获多个 CAH 相关基因的重要区

􀅰４７７􀅰 中华医学遗传学杂志２０２３年７月第４０卷第７期　ChinJMedGenet,July２０２３,Vol．４０,No．７



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

域,并结合高通量测序(二代或三代测序)检测相关基

因的致病变异.外显子组测序和全基因组测序则分别

对DNA的编码区域和所有序列进行测序,之后针对

CAH 相关基因的序列进行分析,通过发现相应基因的

致病变异实现对CAH 的基因诊断和鉴别诊断.
二代测序技术可以实现短片段(通常小于１５０bp)

的高通量测序,对序列特异性高的基因有较高的准确

性.然而,对于CYP２１A２ 基因而言,由于存在同源度

极高的假基因,在分析数据时无法区分短片段的来源,
导致二代测序结果不可靠.但二代测序技术对于非

２１ＧOHD的CAH 病例有进一步鉴别诊断的作用[６１].
三代测序技术克服了二代测序读长短的劣势,测

序最长读长超过２００kb.其中PacBio测序平台可通

过对原始单分子模板(可达３０kb)进行多次测序,矫正

单分子随机测序的错误,获得高准确性的一致性序列,
再结合高深度测序(多个单分子模板)获得准确的变异

信息.长片段多重 PCR 技术可以扩增CYP２１A２、

CYP２１A１P 以及真假基因同源重组形成的基因缺失、
基因重复和大片段基因转换.三代测序可获得每个

PCR扩增片段的完整序列,从而有效区分真假基因,
并准确地鉴定出点变异、indel、缺失、重复和大片段基

因转换[６２Ｇ６３].利用三代测序进行２１ＧOHD 基因检测

具有 以 下 优 势:① 利 用 同 一 反 应 体 系 同 时 检 测

CYP２１A２基因所有类型的致病变异,包括复杂基因重

复和大片段的基因转换;② 可以准确区分CYP２１A２
和CYP２１A１P ,结果判读直观,不受真假基因同源性

的干扰;③ 不依赖于家系基因型分析,可以直接分析

两个和多个变异之间的顺反式关系.三代测序的技术

优势使其在临床上有可能取代Sanger测序＋MLPA
的方法.此外,三代测序还可以同时检测其他的CAH
相关基因,一次性完成CAH 的分子诊断和鉴别诊断.

各种基因诊断方法的原理、应用以及局限性总结

在表２中.

３．４．５　真假基因融合及断裂点的检测　重组产生的

CYP２１A１P/CYP２１A２融合基因将表现为真基因部分

外显子的缺失,可通过Sanger测序和 MLPA 的方法

进行检测,体现为序列上存在多个顺式分布的小变异

以及 MLPA在相应的外显子上的缺失.此外,三代测

序由于可对融合基因完整测序,能够直观地检测出断

裂点.

３．５　注意事项

３．５．１　CYP２１A２ 基因重复对等位基因致病性判读的

影响　研究发现７％的正常人携带CYP２１A２ 的重复,
且通常不影响基因的功能.额外的拷贝有时会合并致

病变异,且以p．Gln３１９∗多见[６４].此时对等位基因进

行致病性判断,需明确CYP２１A２ 基因有无致病变异,
并明确携带致病变异的拷贝与正常拷贝在两条等位基

因上的分布情况,从而综合判断每条等位基因是否正

常,否 则 可 能 造 成 错 误 的 解 读[６５]. 例 如,对 于

CYP２１A２基因重复,存在一种常见的单倍型,即两个

CYP２１A２拷贝位于同一条染色体上,其中一个为正

常,另一个则携带p．Gln３１９∗变异(图５A).这种单倍

型由于有一个正常的CYP２１A２ 基因,等位基因为正

常.若一条等位基因为上述单倍型,另一条为正常的

CYP２１A２基因单倍型,则两条CYP２１A２ 等位基因均

具有正常功能.然而,在减数分裂的过程中,若两条等

位基因发生同源重组,则将产生一条仅携带致病变异

的CYP２１A２ 基 因 的 染 色 体 和 一 条 包 含 两 个 正 常

CYP２１A２拷贝的染色体,使子代成为p．Gln３１９∗杂

合携带者(图５B).另有一种杂合携带的情况容易被

误判为患者(图５C),即个体的一条染色体携带２个

CYP２１A２拷贝(其中一个包含p．Gln３１９∗),另一条

染色体上的CYP２１A２ 拷贝则携带致病变异.若仅进

行Sanger测序,则容易将两条等位基因均判断为致病

性,将携带者误判为患者.
需要注意的是,当存在CYP２１A２ 基因重复时,由

表２　目前针对CAH 的主要基因诊断方法

原理 检测变异 应用及局限性

MLPA 针对真基因特异位点设计探

针,检测外显子CNV
CYP２１A２ 外 显 子 缺

失/重复

Sanger测序 针对真基因设计特异性扩增

引物,检测小尺度变异
CYP２１A２ 点变异、小

插入缺失

目前推荐 MLPA结合Sanger测序作为２１ＧOHD的基因诊断方法;
检测步骤多,较繁琐,检测周期长,价格高;
需要结合家系判断变异的顺反式,对重复分型存在困难,容易出现错误

判读;
对非编码区变异和下游的TNBX 基因覆盖不好,导致非编码区变异和

CAHＧX的漏检.
二代测序 捕获 CAH 相关基因序列,然

后通过短片段高通量测序检

测变异

除 CYP２１A２ 外 的

CAH 相关基因变异

适合非２１ＧOHDCAH 的鉴别诊断;
对CYP２１A２检测效果不佳.

三代测序 将真假基因全部扩增,然后通

过长片段测序分别测通
CYP２１A２ 点变异、小

插入 缺 失、外 显 子 缺

失/重复

能够全面检测CYP２１A２基因的变异;
目前基于长片段扩增.在极罕见的情况下,若引物区存在变异,会出现

脱扣的现象.

　　注:MLPA为多重连接探针扩增,CAH 为先天性肾上腺皮质增生症,２１ＧOHD为２１Ｇ羟化酶缺陷,CNV为拷贝数变异
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于基因重复数目变多,会改变测序峰图上变异峰的高

度,可以佐证 MLPA的结果[４９].

３．５．２　判读错误的原因及解决方案　在CYP２１A２ 的

分析过程中,可能会出现假阴性的结果和判读错误,其
原因包括:

① 等位基因脱扣.需使用多对覆盖CYP２１A２ 基

因的引物对真基因进行扩增,确保不会因引物特异性

问题而导致漏检.

②CYP２１A２基因重复携带变异.重复拷贝若包

含 MLPA特异性结合位点的变异,可导致 MLPA 无

法检测出此重复.出现这种情况时,需仔细观察测序

峰图,并结合 MLPA的结果进行判读.

③ 漏检杂合携带者.CYP２１A２ 基因的拷贝数尽

管为２,但两个CYP２１A２ 基因位于同一条染色体上,
另一条染色体为CYP２１A２ 基因完全缺失.此时需结

合家系数据和单倍型分析对CYP２１A２ 基因的在两条

等位基因上的分布进行准确的分析.

④ 在某些情况下,真假基因重组形成的融合基因

可能被同时扩增,检测到的致病变异可能被错误地定

位到功能基因上.此时需采用多对覆盖CYP２１A２ 基

因的引物对真基因进行扩增,并结合家系数据和单倍

型分析对融合基因的结构进行准确的分析.

４　基于实验室诊断的遗传咨询

２１ＧOHD的遗传咨询可通过对先证者进行基因检

测,结合家族史,为患者家庭提供可能的疾病病程、家
庭成员的遗传状况等信息.

４．１　风险评估

４．１．１　先证者的父母　在大多数情况下,先证者的父

母均为杂合携带者,并缺乏相关表型.在极少数情况

下,父母一方可能患有 NC型２１ＧOHD,但症状轻微,
而另一方为杂合携带者,此时需对先证者的父母进行

1

2

3

4 5

图１　２１ＧOHD的病理生理学　图２　２１ＧOHD的生化诊断１７αＧOHP的水平检测应在清晨(上午８点前)进行.对于育龄期女性,应在卵泡期进行类

固醇激素的测量,其结果可能因检测方法而异.经典型２１ＧOHD 的患者,包括２１ＧOHD 的 SW 型和 SV 型,其未经激发的１７αＧOHP值通常超过

３０nmol/L.需注意SV型和 NC型的CAH 患者１７αＧOHP水平可能难以区分　图３　RCCX模块的示意图 正常的染色体包含双RCCX模块,两条染

色体可在CYP２１A２ＧCYP２１A１P 或TNXAＧTNXB 基因区域发生同源重组,形成单 RCCX 模块(基因缺失)和三 RCCX 模块(基因重复/重排).单

RCCX模块包括CYP２１A１P/A２融合基因或完整的CYP２１A１P 假基因.三 RCCX模块中增加的 RCCX模块包括CYP２１A２/A１P 融合基因或完整的

CYP２１A２真基因　图４　真基因CYP２１A２和假基因CYP２１A１P 造成的致病位点的差异.真假基因之间可能发生微交换,导致CYP２１A２ 获得个别

CYP２１A１P 上的点变异或indel,或者通过大片段的基因重组导致CYP２１A２ 缺失或获得多个CYP２１A１P 部分片段　图５　CYP２１A２ 基因重复对等

位基因致病性判读的影响 额外的CYP２１A２基因常合并致病变异.５A:如果一个致病的CYP２１A２与另一个正常的CYP２１A２ 在同一条染色体上,则

该等位基因为正常;５B:如果携带致病变异的CYP２１A２拷贝单独在一条染色体上,则此等位基因为致病性;５C:为携带者的另一种情况,其中一条等

位基因上存在一个致病的CYP２１A２与一个正常的CYP２１A２,另一条等位基因则携带一个致病性变异.如果仅进行Sanger测序,则容易将此受检者

误认为两条等位基因均异常的患者

􀅰６７７􀅰 中华医学遗传学杂志２０２３年７月第４０卷第７期　ChinJMedGenet,July２０２３,Vol．４０,No．７



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

生化检测和基因诊断以排除 NC型２１ＧOHD.另有约

１％的CYP２１A２ 致病变异为新发,存在父母仅一方为

杂合子的情况[６６].

４．１．２　先证者的同胞　若先证者的父母均为杂合子,
则先证者的同胞有２５％的机率罹患２１ＧOHD,有５０％
的机率成为无症状携带者,２５％的机率为非携带者.
若先证者的父母一方为杂合子,另一方患有２１ＧOHD,
则其同胞有５０％的机率患病,并有５０％的机率为杂合

携带者.

４．１．３　先证者的后代　先证者可将一条致病性等位

基因传递给子代.鉴于CYP２１A２ 基因的致病变异在

人群中的携带率约为１/６０[３１],应向先证者的伴侣提供

全面的CYP２１A２基因检测.若其伴侣为非致病变异

杂合携带者,则子代患２１ＧOHD的风险显著降低.但

鉴于CYP２１A２ 基因存在一定的新发变异比例(１％),
故无法完全排除其子代患病的风险.若其伴侣为携带

者,则后代受累的风险为５０％.
建议通过介入性产前诊断明确胎儿的基因型.较

好的基因型Ｇ表现型相关性将有助于为患病家庭制订

生育计划,但须注意基因型Ｇ表型的相关性存在局限

性,无法完全准确地预测子代的表型(参见２１ＧOHD
基因诊断的部分).

４．１．４　其他家庭成员　先证者父母的同胞有５０％的

风险为CYP２１A２致病性变异的携带者.

４．２　携带者检测

在 ACTH 激发的条件下,携带者的１７αＧOHP血

清浓度可能略高于非携带者,但杂合子和非携带者之

间存在重叠.因此,基因诊断是携带者检测的首选方

法.
对高危亲属进行携带者检测,需要先确定家族中

患病成员的CYP２１A２ 致病变异.考虑到CYP２１A２
基因重复可能会合并p．Gln３１９∗杂合致病变异.对有

CYP２１A２重复的杂合子,需结合家系数据对其进行单

倍型分析,才能准确判断出其是否为杂合携带者(参见

２１ＧOHD基因诊断的部分).

４．３　生育计划

需向受累家庭、携带者或有携带者风险的夫妇提

供关于生育计划的遗传咨询.最好在怀孕前确定遗传

风险和携带者状态,可帮助夫妇制订合适的妊娠计划,
提供植入前/产前基因诊断的依据.

５　鉴别诊断

在大规模筛查中,具有高１７αＧOHP水平的其他

CAH 疾病包括PORD、３βＧHSD和１１βＧOHD.

PORD和２１ＧOHD 可通过分析血类固醇激素谱

进行鉴别[６７Ｇ６８].PORD患者的电解质水平通常正常,
新生儿肾上腺皮质功能不全很少见.PORD女孩(４６,

XX)可出现外生殖器男性化,而在４６,XY的PORD男

孩中不完全男性化通常合并颅缝早闭、特征性面容、肱
桡骨关节融合和关节挛缩[６９Ｇ７０].

３βＧHSD缺乏可能导致４６,XX女孩的外生殖器男

性化和４６,XY男孩的不完全男性化,引起肾上腺功能

不全.需测定血类固醇激素谱,根据孕烯醇酮/孕酮、

１７Ｇ羟孕烯醇酮/１７αＧOHP和脱氢表雄酮/雄烯二酮的

比例进行诊断[７１Ｇ７２].

１１βＧOHD以高血压为特征,但部分新生儿可无高

血压的表现[３,７３].与２１ＧOHD相比,１１βＧOHD的血浆

肾素浓度或活性降低、血浆醛固酮水平升高、脱氧皮质

酮和１１Ｇ脱氧皮质醇水平在基线时、ACTH 激发试验

后增加[７４].通过出生后３ ~ ４个月的多项血类固醇

激素谱分析可诊断 ３βＧHSD、１１βＧOHD、２１ＧOHD 和

PORD.
此外,肾上腺肿瘤也可能导致１７αＧOHP水平升

高.但与２１ＧOHD 相比,肾上腺肿瘤通常为单侧病

变;功能性肾上腺肿瘤可伴有皮质醇或醛固酮水平升

高;恶性病变会伴影像学的特殊表现.临床疑似患者

应通过基因检测进行鉴别诊断.
基因检测也可用于鉴 别 １７αＧOHD、PORD、３βＧ

HSD和１１βＧOHD[７５].尤其是靶向测序等高通量测序

技术可一次性检测相关基因的致病变异,实现对CAH
的鉴别诊断[６１Ｇ６２].

本共识建议应重视并规范２１ＧOHD 的实验室诊

断方法,提供了各种生化及基因诊断方法的介绍及注

意事项,并强调了基于实验室诊断的遗传咨询.实验

室诊断是确诊２１ＧOHD的关键,对其诊治和三级防控

的开展具有重要的价值.希望本共识可为国内同行提

供参考.
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