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【【摘要】】 目的　探究一例早发性卵巢功能不全（premature ovarian insufficiency，POI）患者中发现的 FANCL 新突变

的特点，并在体外研究其对功能的影响。方法　利用全外显子组测序  （whole-exome sequencing，WES）技术，在一

例 POI 患者中筛选到了新的 FANCL 杂合突变 c.1033G>A（p.Glu345Lys），家系回访发现该突变遗传自早绝经的

母亲。通过 sanger 测序鉴定该突变真实性，并通过软件预测突变位点的保守性。构建过表达 FANCL 突变型和野

生型质粒，瞬时转染进 HEK293T 细胞株，通过 qPCR、免疫荧光和 Western blot 来检测突变产生的影响。结果　该

突变位于 FANCL 的环状结构域内且在多物种中高度保守。突变体 mRNA 表达水平没有明显变化，而蛋白质表达

水平显著下调。体外细胞实验进一步揭示该变异会通过降低蛋白质稳定性导致表达水平下降。结论　该 POI 患
者存在 FANCL c.1033G>A 变异，并引起蛋白质稳定性下降而导致患者患病。
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【【Abstract】】  Objective　 To investigate the characteristics of a novel FANCL mutation identified in a 
patient with premature ovarian insufficiency （POI） and to explore its potential functional impacts in vitro.　
Methods　A novel FANCL heterozygous mutation c.1033G>A （p.Glu345Lys） was screened in a patient 
with POI using whole exome sequencing （WES）， which was found to be inherited from a mother who had 
undergone early menopause. The authenticity of the mutation was identified by Sanger sequencing and the 
conserved nature of the mutation site was predicted by software. Overexpressing FANCL mutant and 
wildtype plasmids were constructed and transiently transfected into HEK293T cell lines， and the effect of 
the mutation was detected by qPCR， immunofluorescence and Western blot.　Results　The mutation site 
of FANCL was located within the Ring domain of FANCL，which was highly conserved across multiple 
species. The mutant showed no significant change in mRNA expression level， while the protein expression 
level was significantly down-regulated. In vitro cellular experiments further revealed that the mutation leads 
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to decreased expression levels by reducing protein stability. Conclusion　 A FANCL c. 1033G>A 
mutation was found and it may cause disease in the POI patient due to decreased protein stability.
【【Key words】】 premature ovarian insufficiency （POI）； FANCL； whole exome sequencing （WES）； 
missense mutation； protein stability
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早 发 性 卵 巢 功 能 不 全（premature ovarian 
insufficiency，POI）是指女性在 40 岁之前卵巢功能

减退，症状涵盖了月经紊乱、促性腺激素浓度升高

及雌二醇浓度下降，并出现原发性或继发性绝经［1］。

POI 患者面临丧失生育能力的风险，或者因为缺乏

雌激素出现绝经期症状。同时，POI 可能导致患者

罹患心血管疾病和骨质疏松的风险升高，年轻患者

出现低自尊心，产生焦虑和抑郁的情况［2］，极大影响

患者的生活质量和身心健康。

POI 的发病率为 1%~4%，已成为我国育龄女

性不孕的重要原因之一。了解 POI 的病因对其临

床诊断和治疗有重要意义。卵泡储备不足、卵泡成

熟异常以及卵泡储备被过早消耗都会引起 POI ［3］。

常见的 POI 诱因包括：遗传因素、自身免疫性疾病、

医源性损伤及环境因素等［4］。值得注意的是，目前

仍有将近 50% 的 POI患者具体病因尚不明确［5］。

在 POI 的病因中，遗传因素占据重要地位，占

20%~25%。 大 量 研 究 显 示 ，POI 有 家 族 倾 向 ，

10%~30% 的 POI 病例其一级亲属也患病［6］。迄今

为止，POI 致病基因被鉴定和研究的已有 95 个，这

些基因的有害性遗传变异可能会导致 POI ［7］。多条

生物学途径中都可以发现这些基因，如性腺发育、

卵泡发育、DNA 复制与损伤修复、减数分裂等［8］。

越来越多的 DNA 修复相关基因在探索 POI 病因的

过程中备受关注。

DNA 链间交联（interstrand crosslink，ICL）作为

DNA 损伤中最具破坏性的形式之一，其修复难度极

大，特别是在 DNA 复制过程中显得尤为棘手［9］。哺

乳 动 物 细 胞 中 ，ICL 修 复 主 要 由 范 可 尼 贫 血

（Fanconi anemia，FA）途径介导。其中，FA 核心复

合物作为一种独特的多亚基 E3泛素连接酶复合物，

由 8 个 亚 基 组 成（FANCA、B、C、E、F、G、L 和

FAAP100）［10］，在复制和 DNA 损伤依赖机制中被激

活，并单泛素化下游 FANCI-D2 异二聚体，结合到

损伤部位招募下游效应因子，通过核苷酸切除修复

和同源重组实现 ICL 修复。

FANCL 编码泛素连接酶，该酶是 FA 核心复合

物的成员，与 FANCT/UBE2T 合作促进 FANCI-

D2异二聚体的泛素化。此外，近年来的研究还揭示

FANCL 可能是雌性动物胚胎阶段原始生殖细胞

（primordial germ cell，PGC）增 殖 所 必 需 的［11］。

Fancl-/-小鼠在生殖方面出现显著缺陷，胚胎发育

过程中 PGC 的增殖减少，成年雌鼠出现 POI 样表

型［12］。此外，敲除斑马鱼中的 fancl 后，其生殖细胞

凋亡，性别从雌性到雄性发生逆转［13］。

2020 年 ，研 究 者 首 次 在 POI 患 者 中 报 道 了

FANCL 的 致 病 性 遗 传 变 异 —— 杂 合 移 码 突 变

p.Gln350Valfs*18和 p.Met247Asnfs*4［14］。本研究借

助全外显子组测序（whole exome sequencing，WES）
技术，结合遗传分析，成功在 1例 POI 患者中发现了

一个新颖的 FANCL 杂合错义突变 p.Glu345Lys。
进一步通过 Sanger 测序、家系回访、生物信息学分

析和体外细胞实验，揭示该变异会损害蛋白质稳定

性，为丰富 FANCL 致病机制提供了新的实验依据。

资 料 和 方 法

研究对象、WES 和数据处理 POI 患者由复旦

大学附属妇产科医院门诊收集，患者出现至少 4个月

月经稀发或者闭经以及 2次异常血清基础卵泡刺激

素（follicle stimulating hormone，FSH）>25 IU/L［1］，

并且未接受过卵巢手术、放射治疗或化疗干预。本

研究通过了复旦大学生命科学学院伦理委员会（批

准号：FE22050R）批准，患者签署了知情同意书，并

完全了解本研究内容，自愿加入本实验室研究队

列。WES 的数据处理与分析与实验室前期工作流

程一致［15］，用于鉴定和 Sanger 测序的引物正向序列

为 5’-CCTCCACCTCGGGTAAACCT-3’，反向序

列为 5’-ACTTGACGGTACCATTCCTGAT-3’。

使用金牌 Mix（北京擎科生物科技股份有限公司）进
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行 PCR 扩增目的片段，产物经琼脂糖凝胶电泳确认

后，进行 Sanger 测序，使用 SnapGene 软件查看并分

析测序结果。

质 粒 构 建 和 诱 变 合成了人类全长 FANCL 
cDNA（上海吉凯基因医学科技股份有限公司）并构

建 到 pCMV-Flag 载 体 中 。 按 照 KOD-Plus-

Mutagenesis 试剂盒（日本东洋纺株式会社）的流程，

进 行 定 点 诱 变 以 产 生 FANCL 的 错 义 突 变

（E345K）。质粒在功能研究前进行全长测序进行

验证。

细胞培养与转染 HEK293T 细胞购自中国科

学院细胞库。HEK293T 细胞在补充有 10% FBS
（美国 Gibco 公司）和 1% 青霉素-链霉素（PSN）抗生

素混合物的 DMEM（美国 Gibco 公司）中培养，培养

条件为 37 ℃和 5% CO2。使用 GP-transfect-Mate 转
染试剂（苏州吉玛基因股份有限公司）将 FANCL 质

粒与 pCMV-Flag 空载体（日本 Takara Standard 株式

会社）共转染到 HEK293T 细胞中。在蛋白稳定性实

验中，分别在转染后 40、42、44、46、48 h将 100 μg/mL
环己酰亚胺（cycloheximide，CHX）加入培养基中。

实时定量 PCR 从细胞中提取总 RNA，根据制

造商的说明使用 PrimeScript ™ RT 试剂盒（日本

Takara Standard 株式会社）进行逆转录得到 cDNA，

使用 SYBR Green 进行实时定量 PCR。FANCL 的

引物序列如下：正向序列为 5’-CCTGTTCCATT 
TTGTGCCTCC-3’，反向序列为 5’-CCACATGG 
TCAGCTCCAAGA-3’。以 ACTB 为内参基因，正

向序列为 5’-CTCGCCTTTGCCGATCC-3’，反向

序列为 5’-GGTACTTCAGGGTGAGGATGC-3’。

采用 2-∆∆CT法进行基因相对表达水平的分析［16］。

Western blot 从细胞中提取全细胞裂解液，通

过 10% 的 SDS-PAGE 进行分离并转移到 PVDF 膜

（美国 Sigma-Aldrich 公司）上。用 5% 的脱脂牛奶

封闭后，将 Flag 抗体（1∶3 000 稀释，美国 Sigma-

Aldrich 公 司）或 β -actin 抗 体（1∶10 000，美 国  
Proteintech Group 公司）4 ℃ 孵育过夜，然后与 HRP
偶联的二抗孵育 1 h，使用增强型化学发光试剂盒

（美国 Bio-Rad 公司）检测，利用化学发光成像仪（中

国基因有限公司）获取图像。

细 胞 荧 光 将 HEK293T 细胞接种在盖玻片

上，转染后 48 h 移除培养基，用 4% 多聚甲醛固定，

并用 0.2% Triton 进行透化。用 5% BSA 封闭 1 h

后，加入 Flag 抗体（1∶200 稀释，美国 Sigma-Aldrich
公 司）4 ℃ 孵 育 过 夜 。 洗 涤 后 加 入 荧 光 偶 联 的

Alexa Fluor 488 山羊抗小鼠 IgG（1∶400 稀释；美国

Thermo Fisher 公司）37 ℃ 孵育 45 min，期间加入  
Hoechst 33258（美 国 Sigma-Aldrich 公 司）反 应

15 min。洗涤后封片，荧光显微镜观察。

统 计 学 分 析 定量数据使用 Excel 2019MSO
进行分析和处理，采用 Student’s t 检验进行统计分

析。P<0.05为差异有统计学意义。

结   果

POI 患 者 的 临 床 病 理 信 息 该 POI 患者 1985

年出生，身高 155 cm，体重 50 kg，12岁初潮，从 2019

年开始出现月经失调，无其他既往病史，末次月经

时间为 2021 年 11 月。2019 年 8 月测得其 FSH 水平

为 27.55 IU/L，2020 年 7 月 测 得 其 FSH 水 平 为

30.08 IU/L。两次测量水平均高于 25 IU/L，患者被

诊断为继发性 POI。B 超检查其双侧卵巢偏小，且

未发现明显卵泡。 2021 年 9 月测得 FSH 水平为

28.41 IU/L，促黄体生成素水平为 10.49 IU/L，雌二

醇 水 平 为 11 ng/mL，右 卵 巢 大 小 为 15 mm×
15 mm×10 mm，左卵巢大小为 14 mm×11 mm×
9 mm。父母均体格健康，母亲 40岁前绝经，为早绝

经患者。

WES 与遗传变异分析 从患者外周血提取的

gDNA，经 Nanodrop 分析，其浓度大于 50 ng/μL，吸

光度 A260/A280为 1.844，A260/A230为 2.362，质量较高。

对先证者进行全外显子组测序及数据分析，详

细的分析流程见实验室前期工作［15］。简要来说，首

先除去测序质量差的数据，保留外显子区域及剪接

位点内的单核苷酸变异（single nucleotide variant，
SNV）和短插入缺失（insertion and deletion，indel），

随后去除同义突变。由于 POI 发病率为 1%，遗传

因素占 POI 病因的 20%~25% 且具有高度异质性，

因此在本研究中最小的等位基因频率筛选阈值为

1‰，即 筛 去 千 人 基 因 组 数 据 库（1000 Genome，
1KG）［17］、ExAC 和 gnomAD［18］ 3 个数据库中东亚人

群频率大于千分之一的位点。剩余的变异中，先保

留功能丧失型突变（如无义突变、移码突变、剪接位

点 突 变 等 ），再 利 用 SIFT［19］ 、PolyPhen-2［20］ 、

MutationTaster［21］、CADD［22］4 种打分软件评价错义
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突变的有害性，保留至少 3 个打分软件评估为有害

的错义突变。最终，我们从先证者的 WES 数据中

获得了 94个候选变异。

将全部候选变异所在的基因进行文献检索与

功能分析，包括 POI 患者的临床报道、动物模型和

该基因的功能实验，综合评估每个遗传变异的致病

可能性，最终发现一个已知 POI 致病基因的新变

异，即 FANCL c.1033G>A （p.Glu345Lys）。该变

异在 1KG、ExAC 和 gnomAD 数据库东亚人群中频

率 为 0，为 新 的 FANCL 变 异 ，SIFT、Polyphen2，

MutationTaster 的有害性评估均为有害，CADD 评

分为 7.842。
为排除 WES 结果假阳性，利用  Sanger 测序进

行 变 异 验 证 ，针 对 突 变 位 点 ，我 们 设 计 了 用 于

Sanger 测序的引物，确定发现的 FANCL 的突变是

真实存在的变异，测序结果如图 1A 所示。进一步

对早绝经的母亲进行 Sanger 检验，发现母亲也携带

了该错义突变，即 FANCL 的 c.1033G>A 变异与卵

巢早衰表型呈现共分离（图 1 A）。FANCL 蛋白包

含 3 个 功 能 域 ，N 端 的 E2 样 结 构 域（E2-like 
domain）、一 个 双 RWD 折 叠 结 构 域（DRWD 
domain）和一个 C 端环状结构域（ring domain）。蛋

白质分析结果显示（图 1B），c.1033G>A 突变导致

蛋白质 345 位的谷氨酸变为赖氨酸，该突变位于

FANCL 蛋白质 C 端的环结构域内。此外，该氨基

酸 位 点 在 斑 马 鱼 、鸡 、哺 乳 动 物 等 中 均 保 守

（图 1C）。

FANCL c.1033G>A 变异降低了 FANCL 蛋白质

稳定性 为了检验变异是否引起 FANCL 基因表达

变化，首先构建 FANCL 野生型及突变型质粒。

Flag-FANCL-WT 质粒携带野生型 FANCL 基因的

CDS 全长，Flag-FANCL-p.E345K 质粒携带了与患

者一致的错义突变。

将 2 种质粒分别转入 293T 细胞株后进行荧光

实时定量 PCR 实验。结果显示，突变组和野生组的

mRNA 表达无显著性差距（图 2A），提示突变对

FANCL 基因的 mRNA 表达无明显影响。进一步通

过 Western blot 技术检测 FANCL 蛋白的表达水平，

发现突变型的 FANCL 蛋白表达量相对于野生型蛋

白显著下调（图 2B）。为检验该变异如何影响蛋白

质水平，我们利用 CHX 抑制蛋白质的合成，并检验

目的蛋白的降解情况。如图 2C 所示，相对于野生型

蛋白，随着时间的延长，突变蛋白质水平的下降幅

度更大，存在显著性差异。以上结果证明患者携带

的 p.E345K 错义突变可能通过降低 FANCL 蛋白质

A： FANCL genotypes of POI patients and their parents （right）. Sanger sequencing of the FANCL gene （left）. WT： Wild-type； M： Mutant； 
Arrows indicate mutation sites. B： Structure of the FANCL protein. Blue arrows indicate previously reported mutation sites， and red arrows 
indicate mutation sites identified in this study. C： Conservation analysis of amino acids corresponding to FANCL mutation sites.

图 1　在 FANCL 基因中鉴定出一个新的错义突变

Fig 1　One novel missense mutation was identified in the FANCL gene
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的稳定性而影响基因的蛋白表达水平。此外，p.
E345K 定位于 FANCL 蛋白质的 Ring 结构域中，该

结构域被报道与 FANCL 蛋白质入核有关［14］。为了

检验该突变是否会影响 FANCL 的核定位，我们向

293T 细胞中导入 FANCL 野生型和突变型质粒，结

果发现尽管突变体的荧光强度也有下降，但它的核

定位能力没有受到明显影响（图 2D）。

讨   论

在探讨生殖细胞基因组稳定性的影响因素时，

DNA 损伤被视为一个主要的胁迫因素。随着研究

的不断深入，越来越多的证据表明 DNA 修复相关

基因突变和 POI 之间存在密切联系，这已成为 POI
的重要遗传机制之一［23］。近年来，包括本实验室在

内的多个研究团队，在 POI 遗传病因分析中揭示了

多个涉及 DNA 损伤修复的基因［24-25］。其中，ICL 是

一种严重的 DNA 损伤形式，阻碍了转录和复制过

程［8］。ICL 修复主要依赖 FA 途径，该途径中涉及的

基因缺陷可导致雌性生殖细胞 ICL 修复功能受损，

进而延迟 DNA 损伤修复，最终引发 POI［26］。

研究显示，女性 FA 患者近一半不育［27］，提示

POI 的发生可能与 FA 家族基因缺陷有关。目前，

参与 FA 通路的共有 22 个基因，其中，FANCA、

FANCC、FANCG、FANCL 以及 FANCM 已被确定

为 POI 致病基因［7］。 FANCA 编码蛋白主要参与

FA 核心复合物在细胞核中的定位，以及减数分裂

A： Relative quantitative PCR analysis of mRNA expression levels of wild-type and mutant FANCL， n=4； B： Western blot expression analysis 
of wild-type and mutant FANCL， with β -actin as an internal reference. Left： Representative Western blot plots； Right： Grey-scale statistical 
result plots， n=3. C： Stability analysis of wild-type and mutant FANCL proteins. Left： Representative Western blot plots； Right： Greyscale 
statistics result plots， n=3. （1）P<0.05，（2）P<0.01， ns： No significance. D： Subcellular localization of Flag-FANCL-E345K （left） and Flag-

FANCL-WT （right） in HEK293T cells. Scale bar=20 μm.
图 2　突变型 FANCL 的基因表达水平与定位分析

Fig 2　Gene expression and localization analysis of mutant FANCL
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刘怡箐，等 .FANCL 新突变（c.1033G>A）致早发性卵巢功能不全 1 例报道及体外功能验证

期间的 ICL 修复［28］。本研究团队前期在 56 名中国

POI 女 性 中 发 现 2 例 FANCA 杂 合 错 义 突 变

c.1772G>A 和 c.3887A>G，这 2种突变可降低蛋白

表达水平，并在杂合敲除雌鼠模型中观察到随年龄

增长出现生育力降低和卵泡数量减少的现象［29］。

2017年 Fouquet 等［30］首次报道 FANCM 纯合移码突

变 c.5101C>T （p.Gln1701） 导致 POI，可能是因为

FANCM 突变破坏了基因组的稳定性，引发卵母细

胞减数分裂缺陷以及凋亡。随后，其他研究团队在

2例法国患者中分别发现了新的 FANCM 无义突变

c.3088C>T 和 c.5791C>T［31］。

FANCL 作为一种 E3 泛素连接酶，参与 FA 复

合物的组成，与 UBE2T 相互作用，促进 FANCI-D2

复 合 物 的 单 泛 素 化 ，从 而 有 助 于 ICL 修 复［32］。

FANCL 双等位基因突变可导致典型的 FA 表型，包

括发育异常、肿瘤易感性和生育缺陷等［33］。另一方

面，Fancl 纯合敲除小鼠模型只表现出生殖缺陷，

fancl 纯合敲除斑马鱼模型出现生殖细胞凋亡和性

别逆转，进一步提示了 FANCL 在生殖细胞的发育

的重要性。

2020 年，已有学者报道了 FANCL 的杂合移码

突变 p. Gln350Valfs*18 和 p. Met247Asnfs*4 与 POI
的发生有关［14］。这 2个突变分别位于环状结构域和

DRWD 结构域，都会导致翻译过早终止产生截短蛋

白。p.Met247Asnfs*4 突变还会使整个环状结构域

被消除。这 2 种突变都破坏了 FANCL 的结构域，

影响了 FANCL 的核定位信号，使突变蛋白无法进

入细胞核，保留在细胞质中。同时，这 2种突变都损

害了 FANCL 蛋白的泛素连接酶活性和 DNA 修复

能力。研究人员认为这 2种杂合突变导致单倍体剂

量不全，损害了 DNA 修复，这可能会减少 PGCs 增

殖和/或过早消耗卵巢中大量原始卵泡卵母细胞，

最终诱发 POI。
在本研究中，我们发现了一个新的 FANCL 错

义变异 c.1033G>A，这一变异可能通过影响蛋白质

的 稳 定 性 而 损 害 FANCL 的 功 能 。 目 前 ，已 知

FANCL 可以直接促进 FANCI-FANCD2 的相互作

用，并通过其环状结构域优先结合 UBE2T，其中

FANCL 的 残 基 Ile309、Trp341 和 Tyr311 对

FANCL-UBE2T 互相作用很重要［34-35］。FANCL 能

够对 UBE2T 进行变构激活，优化了 E2 的活性位

点，以便驱动 FANCD2位点特异性泛素化［36］。在体

外 ，分 离 纯 化 的 FANCL 和 UBE2T 能 够 催 化

FANCD2 的单泛素化［34］。鉴于本研究发现的 p.
Glu345Lys 错义突变位于 FANCL 与 UBE2T 互作

的环状结构域中，我们推测该变异可能也会影响

FANCL 对 FANCI-D2 复合物的单泛素化水平，但

这一猜想还有待深入的研究加以检验。

本例患者只进行了体外细胞实验，未进行动物

层面的研究。如能构建携带该突变的小鼠模型，将

有助于进一步检验该变异的有害性，并深入分析

FANCL 突变的致病机制。

综上，本研究在一对 POI 母女对中首次报道了

一个新颖的 FANCL 有害遗传变异 c.1033G>A，为

进一步丰富 FANCL 致病机制提供了新的实验依

据，同时也为 POI 的早期诊断和风险预警提供了新

的理论依据。
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