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［摘　要］目的：研究细胞色素Ｐ４５０（ＣＹＰ）１Ａ１基因 ＭｓｐＩ多态性对尿道下裂患儿的易感性。方法：选取贵州
籍单纯性尿道下裂患儿（尿道下裂组）和正常健康儿童（对照组）各３８例，采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）和限制内
切酶（ＲＦＬＰＰＣＲ）技术检测两组被检儿童静脉血白细胞基因组 ＤＮＡ中 ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩ基因多态性，ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩ
中等位基因分布频率及ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ定律检验，分析两组被检者等位基因频数及ＣＹＰ１Ａ１基因ＭｓｐＩ多态性位
点基因型频数。结果：ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩＰＣＲ产物经酶切后可见３４０、２００和１４０ｂｐ３种片段；ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩ中等位基
因分布频率及ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ定律检验显示，两组儿童静脉血中，尿道下裂组与对照组ｍ１、ｍ２两等位基因分布
频率，以及ｍ１ｍ１、ｍ１ｍ２、ｍ２ｍ２这３种基因型频数比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论：ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩ基因
ｍ１、ｍ２等位基因分布频率及ｍ１ｍ１、ｍ１ｍ２、ｍ２ｍ２这３种基因型与尿道下裂发生可能无相关性。
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　　尿道下裂是一种因前尿道发育不良而致尿道
外口无法达到正常位置的先天性畸形，在男性患儿

中常合并阴茎下弯。依据原始尿道外口位置，尿道

下裂分为阴茎头型、冠状沟型、阴茎体型和阴囊会

阴型［１］。２００１－２０１１年欧洲新生儿尿道下裂发生
率为１８６／万人［２］，既往研究表明我国男性新生儿

尿道下裂发病率为５３０／万人，城镇发病率高于农
村，沿海发病率高于内地及偏远地区［３］。尿道下

裂发病原因及机制至今仍未完全明确，但普遍认为

是与内分泌、环境及多基因等因素有关［４－６］。细胞

色素 Ｐ４５０（ｃｙｚｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，ＣＹＰ）是外源性化学
物质在体内生物转化第一时相最主要的代谢酶，具

有芳香烃羟基化活性酶（ＡＨＨ）活性。芳烃羟化酶
（ＡＨＨ），属于机体Ｉ相解毒酶系统，具有广泛的解
毒功能。目前，我省人群中 ＣＹＰ１Ａ１基因 ＭｓｐＩ多
态性与尿道下裂易感性之间的关系暂无相关研究，

本研究就此内容进行相关实验。

１　材料与方法

１１　研究对象
选取２０１５年１月～２０１６年１月收治的单纯性

尿道下裂患儿３８例为尿道下裂组，年龄 ＜１４岁，
排除其他先天性畸形等疾病，且母亲妊娠期间一直

居住在贵州省境内原住地；对照组研究对象筛选原

则为与尿道下裂组患儿年龄相当的健康儿童 ３８
例，母亲妊娠期间一直居住原住地。所选研究对象

经医院伦理委员会批准，告知研究对象家属实验过

程并取得同意。

１２　主要试剂及仪器
上游引物 ５’ＣＡＧＴＧＡＡＧＡＧＧＴＧＴＡＧＣＣＧＣＴ

３’，下游５’ＴＡＧＧＡＧＴＣＴＴＧＴＣＴＣＡＴＧＣＣＴ３’由生
工生物工程（上海）股份有限公司提供；Ｅｚｕｐ柱式
血液基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒及 ２×ＥａｓｙＴａｑＰＣＲ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ为生工生物工程（上海）股份有限公司产
品，ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩ限制性内切酶反应体系（５０μＬ反
应体系）由ＮＥＷＥＮＧＬＡＮＤＢｉｏＬａｂｓ公司提供，ＥＢ
核酸染色剂（美国，Ｂｉｏｔｉｕｍ公司）。高速冷冻离心

机（Ｂｅｃｋｍａｎ公司，德国）、核酸蛋白测定仪（Ｔｈｅｒ
ｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）、ＰＣＲ仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）、电泳仪（北京市六一仪器厂产
品）、生物电泳图像分析系统（ＢＩＯＲＡＤ公司）。
１３　血液标本ＤＮＡ提取

使用普通管生化管（非抗凝管）采集尿道下裂

组及对照组儿童外周静脉血４ｍＬ，５０００ｒ／ｍｉｎ离
心１ｍｉｎ；提取血凝块０２ｇ，移至１５ｍＬＥＰ管，封
存并进行编号，放置－８０℃冰箱中保存备用，并按
Ｅｚｕｐ柱式血液基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒进行操作
并对全 ＤＮＡ进行检测，提取全 ＤＮＡ置于 －８０℃
冰箱备用。

１４　ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩＰＣＲ产物的制备
分别取２μＬ两组被检儿童全ＤＮＡ样品，放入

２００μＬＰＣＲ薄壁管中，依次加入ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩ上游
引物及下游引物 １μＬ；再加入 Ｔａｑ酶（２×Ｅａｓｙ
Ｔａｑ ＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ）２５μＬ，然后加入双蒸水
（ｄｄＨ２Ｏ）２１μＬ，使总反应体系为 ５０μＬ。设置
ＰＣＲ参数，９４℃ ４ｍｉｎ，变性温度９４℃ ３０ｓ，退火
温度６４℃ ３０ｓ，延长温度７２℃ ３０ｓ，３５个循环，
７２℃ ７ｍｉｎ，产物片段为３４０ｂｐ。
１５　 ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩＰＣＲ产物酶切

取尿道下裂组及对照组ＰＣＲ扩增产物１μＬ放
入２００μＬ薄壁管中，加入限制性内切酶 ＭｓｐＩ１μＬ
（１０Ｕ），然后依次加入１０×ＣｕｔＳｍａｒｔｂｕｆｆｅｒ５μＬ及
ｄｄＨ２Ｏ３４μＬ，使总反应体系体积为５０μＬ。复混
匀，掌上离心机离心 １ｍｉｎ，放入 ３７℃温浴箱
６０ｍｉｎ；酶切产物经２％琼脂糖凝胶、电压１１０Ｖ、
时间５０ｍｉｎ电泳后，于凝胶成像分析系统上透视
并观察结果。ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩＰＣＲ酶切产物在凝胶
上分为３种基因型：无 ＭｓｐＩ酶切位点的基因型为
ｍ１ｍ１（野生型），可见１个３４０ｂｐ片段；存在 ＭｓｐＩ
酶切位点的等位基因型为 ｍ２ｍ２（突变型），见１４０
和２００ｂｐ２个片段；杂合子基因型ｍ１ｍ２，可见１４０、
２００和３４０ｂｐ３个片段。
１６　统计学处理

使用ＳＰＳＳ１３０软件统计学分析，对两组被检
儿童基因型分布分析行χ２检验。
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２　结果

２１　ＤＮＡ完整性及ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩ基因多态性
图２－１示视野内电泳条带未见杂带，提示提

取的ＤＮＡ完整。图１中３４０ｂｐ片段为 ＰＣＲ产物
ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩ基因，凝胶视野内无杂带出现，提示
ＰＣＲ循环条件可行。

图１　提取的ＤＮＡ完整性检测
Ｆｉｇ．１　ＦｕｌｌＤＮＡｉｎｔｅｇｒｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

图２　ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩ电泳
Ｆｉｇ．２　ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩＰＣＲＰｒｏｄｕｃｔｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２２　　ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩＰＣＲ产物酶切后产物
ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩＰＣＲ产物经酶切后可见３４０、２００

和１４０ｂｐ３种片段（图３）。
２３　ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩ中 ｍ１、ｍ２、ｍ１ｍ１、ｍ１ｍ２、ｍ２ｍ２
等位基因分布频率

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇｅｒ检测结果示，尿道下裂组及
对照组群体基因遗传平衡，来自同一孟德尔群体

（表１），尿道下裂组及对照组中的 ｍ１、ｍ２、ｍ１ｍ１、
ｍ１ｍ２、ｍ２ｍ２等位基因频率比较，差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）（表２和表３）。

图３　ＣＹＰ１Ａ１ＭｓｐＩＰＣＲ产物酶切后产物
Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｉｍａｇｅｏｆｐｒｏｄｕｃｔａｆｔｅｒ

ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

表１　尿道下裂组和对照组ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ定律检验
Ｔａｂ．１　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ＇ｓｔｅｓｔｏｆｈｙｐｏｓｐａｄｉａｓｇｒｏｕｐ

ａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

基因型

尿道下裂组

基因

频率

频数

实际 预计

对照组

基因

频率

频数

实际 预计

ｍ１ｍ１ ３６８４％ １４ １２７４ ３９４７％ １５ １５１６
ｍ１ｍ２ ４２１０％ １６ １８５３ ４７３７％ １８ １７６８
ｍ２ｍ２ ２１０５％ ８ ６７４ １３１６％ ５ ５１６
χ２ ０７０６６ ００１２１
Ｐ　 ０４０００ ０９１２３

表２　尿道下裂组及对照组ｍ１、ｍ２等位基因频数
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｙｐｏｓｐａｄｉａｓｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐｍ１，ｍ２ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ

组别
等位基因频数

ｍ１ ｍ２
合计 χ２ Ｐ

尿道下

裂组　
４４（５７．９％） ３２（４２．１％） ７６

对照组 ４８（６３．２％） ２８（３６．８％） ７６ ０．４４１０．５０７
合计 ９２（６０．５％） ６０（３９．５％） １５２

表３　尿道下裂组与对照组ＣＹＰ１Ａ１基因ＭｓｐＩ多态性位点基因型频数
Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｙｐｏｓｐａｄｉａｓｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐＣＹＰ１Ａ１ｇｅｎｅＭｓｐＩ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

组别
基因型

ｍ１ｍ１ ｍ１ｍ２ ｍ２ｍ２
合计 χ２ Ｐ

尿道下裂组 １４（３６８％） １６（４２１％） ８（２１１％） ３８
对照组 １５（３９５％） １８（４７４％） ５（１３１％） ３８ ０８４４ ０６５６
合计 ２９（３８２％） ３４（４４７％） １３（１７１％） ７６

３　讨论

尿道下裂是临床中最常见的男性泌尿生殖系

统先天性畸形，尿道下裂患儿母亲妊娠第６周时，
尿生殖窦腹侧逐渐隆起，并导致尿生殖脊的形成，

随后其两端逐步融合，最终形成生殖结节；该结节

的两侧隆起为尿道襞，胚胎７～９周时，在胚胎内雄
０２３
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性激素的诱导下，来源于内胚层的尿生殖窦被尿道

襞引导，沿腹侧中线由背侧向腹侧逐渐延伸，从后

向前依次融合，最终形成完整尿道。在融合过程

中，如某种原因干扰，致融合障碍，可导致尿道下裂

的发生，进而发生不同程度的尿道下裂，常合并阴

茎下弯。依据原始尿道外口位置，可将尿道下裂分

为４型：（１）阴茎头型（含冠状沟型），尿道外口开
口于阴茎冠状沟腹侧，多呈裂隙状，伴轻度阴茎下

弯；（２）阴茎体型，尿道外口开口于自冠状沟到阴
囊阴茎交接处之间的阴茎腹侧，常伴有阴茎下弯；

（３）阴囊型，尿道外口开口于阴囊部，伴阴囊分裂，
明显的阴茎下弯；（４）会阴型，尿道外口开口于会
阴部，伴阴囊分裂，阴茎发育不全，阴茎短小而弯

曲［１］。尿道下裂发病的具体原因，目前仍不明确，

但目前认为该疾病主要由环境如母亲妊娠期间孕

酮的使用、内分泌、染色体异常及基因异常如雄激

素受体基因（ＡＲ）、性别决定基因（ＳＲＹ）、５α还原
酶基因、抗苗勒管激素基因异常或表达异常、雌激

素受体（ＥＲ）基因突变等存在易感因素［４－６］。（１）
内分泌因素，文献报道ＨＣＧ刺激尿道下裂患者后，
尿道下裂患者与正常对照组相比，其雄激素反映水

平低于后者，提示尿道下裂患者的下丘脑－垂体－
性腺轴异常；内分泌干扰因子 （ｅｎｄｏｃｒｉｎｅｄｉｓｃｒｕｐ
ｔｏｒｓ，ＥＤｓ）如残留农药、食品添加剂、化工产品及其
副产物，这类物质通过抗雄激素作用、拟雌激素作

用、改变生殖细胞凋亡和增殖活性、与芳香烃（ａｒｙｌ
ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ，ＡＨ）受体拮抗作用导致胎儿尿道下
裂的发生［８］；（２）染色体异常，有研究提示尿道下
裂患者与正常人群相比，尿道下裂患者常染色体或

性染色体畸变率明显高于后者［９］；（３）环境因素，
文献报道暴露于孕酮的母鼠所产后代的尿道下裂

发生率较高［１０］；前期研究表明动物实验表明氟通

过多种途径包括生殖内分泌激素水平、氧化应激水

平、睾丸超微结构及 ＲＮＡ水平对雄性生殖功能的
产生影响，尤其对大鼠血清睾酮水平及生殖内分泌

下丘脑－垂体－性腺轴有明显的影响，相关研究表
明下丘脑－垂体－性腺轴异常可能与尿道下裂有
关［１１］；（４）基因突变，有学者认为尿道下裂可能与
性别分化相关基因突变有关，关于两者的关系有很

多报道，如 ＥＲ、ＡＲ、ＳＲＹ、５α还原酶以及抗苗勒管
激素等基因［５，１２］。

ＣＹＰ分为 ＣＹＰｌＡ和 ＣＹＰｌＢ两种亚型，其中
ＣＹＰ１Ａ分为ＣＹＰｌＡｌ和ＣＹＰｌＡ２。ＣＹＰｌＡｌ主要表达
于肝外组织，除具有芳香烃羟基化活性酶（ＡＨＨ）

活性外，也是睾酮合成过程中限速酶。ＣＹＰ１Ａ１３’
端ＭｓｐＩ位点多态性是ＣＹＰ１Ａ１基因ＰｏｌｙＡ下游第
２６４个碱基 Ｔ碱基换为 Ｃ所致，形成 ＭｓｐＩ酶切位
点；既往研究发现 ＣＹＰ１Ａ１基因３’端非编码 ＭｓｐＩ
多态位点突变基因型 ｍ２ｍ２的酶活性和诱导性较
野生型ｍ１ｍ１及杂合子基因型 ｍ１ｍ２显著增高，尤
其是ｍ２ｍ２型的氧化活性更高，其与多与肿瘤如肺
癌、食管癌、肾癌等相关［７，１３－１４］。ＡＨＨ属于机体 Ｉ
相解毒酶系统，具有广泛的解毒功能，通过催化多

种外源性化学物质、亲电子物质、致癌物质、毒物

（或其代谢中间体）及氧化物质从而达到解毒目

的。研究表明日本籍尿道下裂母体的 ＣＹＰ１Ａ１基
因ＭｓｐＩ多态性研究发现，母体突变型（ｍ２ｍ２）基因
型与韩国人、蒙古人及汉族人有明显差异，并认为

母体ＣＹＰ１Ａ１基因ＭｓｐＩ多态性突变基因可降低尿
道下裂发生率［１５］；然而，Ｓｈｅｋｈａｒｙａｄａｖ等［１６］在对印

度尿道下裂患儿的ＣＹＰ１Ａ１基因 ＭｓｐＩ多态性研究
时发现，ＣＹＰ１Ａ１基因ＭｓｐＩ多态性突变基因与尿道
下裂的发生无关。本研究通过对贵州籍尿道下裂

患儿研究发现，ｍ１、ｍ２基因频率分布在尿道下裂
组和正常健康对照中基因型频率无统计学差异，同

时，杂合突变基因型（ｍ１ｍ２）、突变纯合子（ｍ２ｍ２）
突变基因型频率分布同样在两组间中无明确差异，

表明贵州省尿道下裂发生和 ＣＹＰ１Ａ１基因多态性
可能无关，但 ＣＹＰ１Ａ１基因 ＭｓｐＩ表达产物活性强
弱及数量是否与尿道下裂有关，以及在外环境内分

泌干扰物质影响下是否对尿道下裂的发生存在相

关性，有待进一步研究。
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