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　　[摘要]　通过对血友病 A(hemophiliaA,HA)患者家系进行临床特征分析和分子学检测,探讨女性FⅧ基因

杂合变异致轻型 HA的发病机制,并通过检索国际 FⅧ基因变异数据库进行相关文献复习。结果显示先证者

FⅧ:C0.3%,为重型 HA患者,伴有抑制物产生,基因变异检测发现先证者存在大片段缺失变异(c.delexons14_

22),此变异为已知的致病性变异,目前国内外报道了6例患者,均为重型 HA,其中5例报道了抑制物产生,1例

患者未对抑制物进行描述。先证者母亲为大片段缺失变异的杂合变异,FⅧ:C13%,为轻型 HA,未见抑制物形

成;X染色体失活检测发现该母亲的正常 X染色体比携带FⅧ基因变异的 X染色体表达活性低。大片段缺失变

异(c.delexons14_22)可引起重型 HA,且与抑制物产生高度相关。女性杂合变异致轻型 HA 的机制可解释为 X
染色体表达存在非随机不平衡失活。
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Abstract　ToexplorethepathogeneticmechanismforafemalepatientaffectedwithmildhemophiliaAcaused
byheterozygousvariantsinFⅧ genes,itanalyzedtheclinicalcharacteristicsandmolecularcharacteristicsofthe
patients'families.RelevantliteraturewasreviewedbysearchingtheInternationalFⅧ VariantDatabase.The
proband,a22-year-oldboywasdiagnosedwithsevereHAat1-year-old,Sangersequencingfailedtoidentifymo-
leculardefects,andMLPArevealedalargeduplication(c.delexons14_22).Thisvarianthasbeenobservedin6
HApatients,5ofwhomhadseverephenotypeandhadahistoryofinhibitors.Hismotherwasacarrieroflarge
duplication(c.delexons14_22),withalowerconcentrationofFⅧ(FⅧ:C13%).Xchromosomeinactivationtest
foundthatthenormalXchromosomeofthemotherhadlowerexpressionactivitythantheXchromosomecarrying
theFⅧ genevariant.Largeduplications(c.delexons14_22)cancausesevereHAandishighlycorrelatedwithin-
hibitorproduction.ThemechanismofmildHAinducedbyheterozygousvariantcanbeexplainedbythenon-ran-
domimbalanceinactivationoftheXchromosome.
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　　血友病 A(hemophiliaA,HA)是一组由编码

凝血因子Ⅷ(coagulationfactorⅧ,FⅧ)的基因变

异引起的 X 连锁隐性遗传疾病,以自发性或外伤

后的出血不止为特征[1-2]。FⅧ基因位于 Xq28,全
长186kb,包括26个外显子和25个内含子,其编

码的FⅧ是一种由2351个氨基酸组成的复杂糖蛋

白,由 A1-a1-A2-a2-B 结 构 域 组 成 的 重 链 和 由

a3-A3-C1-C2组成的轻链共价连接构成[3-4]。截至

目 前,EAHAD 数 据 库 (https://f8-db.eahad.
org/)列出了3052种变异,其中点变异最为常见

(66.1%,2018/3052),其次是缺失变异(23.4%,
714/3052)、重复变异(5.9%,181/3052)、插入变

异(1.6%,50/3052)等。近年来,从延长半衰期的

凝血因子产品、非凝血因子产品到成功的基因治疗

临床试验,HA 患者的治疗方法不断增加,但外源

性FⅧ的替代治疗仍是患者的主要选择[5-7]。作为

X连锁隐性遗传性出血性疾病,HA 患者以男性多
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见,女性通常为携带者,而携带者通常通过家系分

析确定,并通过家族史及基因检测进行验证,携带

者的检出及产前诊断对防止血友病患者的出生意

义重大[8-10]。本研究对1例 HA 患者家系进行临

床分析及分子学检测,并探讨女性 HA患者的发病

机制。
1　资料与方法

1.1　研究对象

先证者,男,22岁。1岁左右外院确诊为重型

HA,并行按需治疗,无明确家族史。先证者母亲,
44岁,无明显出血倾向。该研究已获得了患者及

家属的知情同意,并通过了华中科技大学同济医学

院医学伦理委员会的批准(No:2018033)。
1.2　FⅧ:C及抑制物定量检测

使用一期法测定 FⅧ:C,使用的检测设备为

STA-REVOLUTION 全自动凝血分析仪及配套

的测定试剂盒。应用Bethesda法进行FⅧ抑制物定

量检测,滴度≥0.6BU/mL则为抑制物阳性[11]。
1.3　基因检测

抽取先证者、胞姐及父母的外周静脉血2~
3mL于EDTA抗凝试剂管中,24h内抽提基因组

DNA备用。先对先证者进行基因检测,再对其他

3人进行遗传验证。先证者院外已诊断为重型

HA,故先筛查内含子22倒位及内含子1倒位,阴
性再行Sanger测序以检测FⅧ基因编码区及其侧

翼序列变异,仍阴性则运用多重连接探针扩增

(multiplex ligation-dependent probe amplifica-
tion,MLPA)技术检测是否存在大片段的缺失/重

复变异。
1.3.1　内含子22倒位检测(长距离DNA扩增)　
相应引物序列如下:正向引物(P)GCCCTGCCT
GTC CAT TAC ACT GAT GAC ATT ATG
CTG AC;野 生 反 向 (Q)GGC CCT ACA ACC
ATT CTG CCT TTC ACT TTC AGT GCA
ATA;倒位反向(B)CCCCAA ACT ATA ACC
AGCACCTTG AAC TTCCCC TCT CAT A。
相应PCR反应体系为:总计25μL,包括:2×GC
BufferI12.5μL、5.0 U/μL LA Taq0.5μL、
10.0mmol/LDatp1.0μL、10.0 mmol/LdTTP
1.0μL、10.0mmol/LdCTP1.0μL、5.0mmol/L
dGTP/7-zeada-dGTP 2.0 μL、Genomic DNA
4.0μL、ddH201.5μL、5.0μmol/L Q0.5μL、
10.0μmol/LB0.5μL、10.0μmol/LP0.5μL。
相应PCR反应条件为:预变性(94℃1min);变性

(98℃10s);退火/延伸(68℃10min),10个循环;
变性(98℃10s);退火/延伸(68℃10min+20s,
意思为每增加1个循环退火时间相应递增20s),
20个循环;延伸(72℃ 10min)。对 LD-PCR 产物

(琼脂糖凝胶电泳)进行检测:首先取0.5μL上述

PCR产 物,加 入 适 量 6×LoadingBuffer,使 用

0.6%琼脂糖凝胶电泳分析,以电压50V 电泳4~
5h,拍照分析。
1.3.2　内含子1倒位检测(双管多重PCR)　相应

引物序列为:正向引物(9F)GTTGTTGGGAAT
GGTTACGG;反向引物(9cR)CTA GCT TGA
GCTCCC TGT GG;正 向 引 物 (2F)GGC AGG
GATCTTGTTGGTAAA;反向引物(2R)TGG
GTG ATA TAA GCT GCT GAG CTA。相 应

PCR反应体系为:其中,Int1h-1体系共20μL,包
括:2×Mix(Novogene)10μL、9cR1μL、9F1μL、
2F1 μL、Genomic DNA 1 μL、ddH2O 6 μL;
Int1h-2体系共20μL,包括:2×Mix(Novogene)
10μL、2F1μL、9F1μL、2R1μL、GenomicDNA
1μL、ddH2O6mL。相应PCR反应条件为:预变

性(95℃ 5 min);变 性 (94℃ 30s);延 伸 (72℃
2min),35个循环;延伸(72℃ 7min)。对双管多

重PCR产物(琼脂糖凝胶电泳)进行检测:首先取

5μLPCR产物,加入适量6×LoadingBuffer,使用

1%琼脂糖凝胶电泳分析,以电压100V 电泳约

20min,拍照分析。
1.3.3　编码区及侧翼突变检测(Sanger测序)　相

应引物:参考 FⅧ、FⅨ基因突变数据库提供的序

列。相应 PCR 反应体系:总计50μL,包括:2×
Mix(Novogene)25 μL、10 μmol/L F 2 μL、
10μmol/LRddH2O19μL、GenomicDNA2μL;
相应 PCR 反应条件:预变性(95℃ 5 min);变性

(94℃30s);退火(57℃30s),延伸(72℃45s),35
个循环;延伸(72℃7min)。相应PCR扩增产物纯

化与测序:纯化 PCR 产物的测序 PCR 反应体系:
包括:5×SequencingBuffer3.5μL、Bigdye1μL、
0.8μmol/LForR2μL、PurifiedproductbyPCR
2μL、ddH2O9.5μL;反应条件:96℃1min;96℃
10s,50℃ 5s,60℃ 4 min共 25 个循环。测序

PCR产物经过纯化后,采用10μL高度去离子甲

酰胺(HIDI)溶解后,进行变性反应:94℃ 5min。
变性后产物经3500Dx测序仪进行测序。测序文

件在 NCBIBlast网站进行比对。
1.3.4　 MLPA　 具 体 过 程:DNA 变 性 (DNA
5μL;98℃ 5min;25℃暂停)。探针与样本 DNA
杂交[探针混合液(SALSAprobemix1.5μL+
MLPAbuffer1.5μL)3μL;95℃ 1min;60℃暂

停]。杂交探针的连接[连接酶混合物(ligasebuff-
erA3μL+ligasebufferB3μL+water25μL+
ligase-651μL)32μL;54℃ 暂 停;54℃ 15 min;
98℃5 min;20℃暂停]。连接探针的 PCR 扩增

[PCR 混合物(water7.5μL+PCRPrimerMix
2μL+SALSA Polymerase0.5μL)10μL;95℃
30s,60℃ 30s,7℃ 60s,共 35 个 循 环;72℃

·925·王稳,等.1例女性杂合变异致轻型血友病 A的发病机制分析并文献复习第7期 　



20min;15℃暂停]。PCR产物的毛细管电泳(Beck-
man:90℃2min;ABI:86℃3min,4℃2min)。
1.4　X染色体失活(或里昂化)检测

1.4.1　 引 物 序 列 　 AR-F(FAM):GCT GTG
AAGGTTGCTGTTCCTCAT;R-R:TCCAGA
ATCTGTTCCAGAGCGTGC。
1.4.2　HpaⅡ酶切反应体系(30μL)　酶切组酶

切反应体系包括 DNA1μg,10×NEBuffer3μL,
HpaⅡ2μL,加RNase-freeH2O至30μL;未酶切

组酶切反应体系包括 DNA1μg,10×NEBuffer
3μL,加RNase-freeH2O至30μL。
1.4.3　酶切反应条件　37℃5h。
1.4.4　PCR 反应体系 (25μL)　 上 游 引 物 Fp
(10μmol/L)0.5μL,下 游 引 物 Rp(10μmol/L)
0.5μL,酶切反应 DNATemplate1μL,PrimeSTAR
HS(2X)12.5μL,加RNase-freeH2O至25μL。
1.4.5　PCR反应条件　98℃(预变性)3min;98℃
(变性)10s,60℃(退火)15s,72℃(延伸)30s,35
个循环;72℃(延伸)5min。
1.4.6　凝胶电泳　2%琼脂糖凝胶电泳,PCR 产

物及 Marker 均 上 样 5 μL,于 130 V 下 电 泳

30min,用 Green-DNADye核苷酸胶体染料染色,
紫外灯下拍照分析。

1.4.7　失活率计算　失活率=(d1/U1)/(d1/U1+
d2/U2)。d1和d2分别代表酶切样本PCR产物2
条带峰值大小;U1和 U2分别代表未酶切样本

PCR产物2条带峰值大小。
1.5　FⅧ基因变异数据库检索

根据本病例基因检测结果,检索FⅧ基因变异

数据库,并分析该变异类型已报道患者的临床特征。
2　结果

2.1　FⅧ活性及抑制物检测

先证者FⅧ:C0.3%,凝血酶原时间(PT)13.3s,
活化部分凝血活酶时间(APTT)121.6s,FⅧ抑制

物滴度为126BU/mL,vWF抗原144.4%。先证

者母亲FⅧ:C13%,既往无明显活动性出血、无凝

血因子输注史。先证者胞姐及父亲 FⅧ:C 正常

(外院检查,具体不详)。
2.2　基因检测

先证者未测到内含子22倒位及内含子1倒位,
FⅧ编码区及侧翼未测到错义、无义变异,MLPA检

测提示先证者 FⅧ基因存在大片段缺失c.delex-
ons14_22半合变异。对其家系进行遗传验证,先证

者父亲及胞姐未测到该变异,而母亲为大片段缺失

c.delexons14_22携带者。基因变异结果见图1。

a:先证者;b:先证者母亲;c:男性对照;d:女性对照。X轴:由 MLPA探针覆盖的 DNA 序列,(从右到左),参考对照区

和FⅧ基因外显子;Y轴:正常样本的预期比率为1.0,但0.7~1.3均属正常范围;比例接近0时表示外显子缺失,接近

0.5表示杂合子状态下存在缺失;比例接近2时表示半合子复制,在杂合子复制状态下接近1.5。
图1　MLPA的检测结果
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2.3　X染色体失活检测

对先证者及母亲进行 X 染色体失活检测,结
果显示母亲存在 X 染色体倾斜性失活,见图2、
图3。

图2　凝胶电泳图

图3　PCR产物毛细血管电泳图

2.4　FⅧ基因变异数据库

通过查询FⅧ基因变异数据库得知,c.delex-
ons14_22变异为已知的致病性变异,目前国内外

已报道6例患者存在此变异,且均为重型 HA,其
中5例患者伴抑制物产生,未对抑制物进行描述者

1例。
3　讨论

目前,血友病的诊断多基于临床表现及实验室

检查,通过基因检测确定致病基因,对血友病的出

血表型、抑制物、携带者筛查、遗传咨询与产前诊断

具有重要意义。本研究对1例重型 HA 患者进行

基因变异及FⅧ抑制物检测,结果显示,该患者FⅧ
抑制物阳性且FⅧ基因存在大片段缺失(c.delex-
ons14_22)变异。据研究,存在大片段缺失变异的

HA患者抑制物形成风险较高,这是由于大片段缺

失导致内源性FⅧ蛋白合成障碍或截短,无法诱导

免疫耐受从而使自身免疫系统将外源性 FⅧ识别

为外来蛋白,并对其产生免疫反应,从而产生抗 F
Ⅷ同种异体抗体,一般这类变异引起的 HA患者凝

血因子活性低,出血表现明显[12],这与本研究结果

相符。
由于其遗传特性,女性通常为携带者,有传递

致病基因的风险,部分大约携带者凝血因子浓度有

降低,在日常生活中可出现血肿、月经过多、手术后

出血的可能[13]。Plug等[14]报道了荷兰血友病家

庭女性携带或不携带 HA或 HB的情况,研究中发

现,对于凝血因子活性>60IU/dL、40~60IU/dL
和<40IU/dL的患者,观察到小伤口出血和手术

或拔牙后出血事件数量的显著趋势;与非携带者比

较,携带者拔牙或扁桃体切除/腺样体切除术后出

血的风险更高,携带者拔牙的出血风险是非携带者

的23.1倍,扁桃体切除/腺样体切除术后的出血风

险是非携带者的9.9倍。为保证充分的止血,这些

携带者在手术、事故或部分情况下可能需要采取额

外措施,如使用凝血酶原复合物等。部分女性也可

由于X染色体失活(细胞中2个单倍体 X连锁基

因中的一个随机失活且无表型表达的现象,也称里

昂化)、存在纯合或复合杂合变异、特纳综合征和睾

丸女性化综合征等表现出 HA的相关症状[15-16]。
本研究通过对先证者母亲进行因子活性、携带

者筛查,发现母亲为大片段缺失c.delexons14_22
变异携带者,FⅧ:C13%,X染色体失活检测提示

母亲的正常X染色体比携带FⅧ基因变异的 X染

色体表达活性低,这也解释了先证者母亲FⅧ活性

低的原因。
X染色体失活(Xchromosomeinactivation,

XCI)现象是Barr于1949年首次在观察雌猫有丝

分裂间期神经核时发现的[17]。它是一种发生在胚

胎早期囊胚期的表观遗传现象,主要效应是使哺乳

类动物中雌雄间 X 连锁基因表达剂量平衡,形成

剂量补偿效应,在这种情况下,2条 X染色体中的

一条转录沉默:雌性的2条X染色体中的一条转录

沉默,导致与只有1条X染色体的雄性相同的基因

表达,从而确保女性XX细胞与男性 XY细胞具有

相同剂量的 X 染色体基因产物,避免基因过度表

达,这种现象称为 XCI,其中 DNA 甲基化在 XCI
中起着重要作用[18-19]。X 染色体失活中心(XCI
center,XIC)是主要调控区域,携带 XIC的 X染色

体可以顺式启动失活,而位于 XIC中的 X 染色体

失活特异转录基因(Xinactivespecifictranscript,
Xist)基因被证明为主要调节基因,仅由非活性 X
染色 体 (inactiveXchromosome,Xi)表 达,Xist
RNA可能沿着 Xi传播,开始一系列表观遗传变

化,导致巴尔体的形成。Tsix是起始于 Xist下游

的一个顺式调控元件,其编码长度约 40kb 的

RNA,是Xist的一个重要的抑制因子,它在其中一

条X染色体上上调,负责招募多梳蛋白顺式包裹X
染色体,以诱导X染色体沉默,两者相互调控共同

参与胚胎早期发育过程中XCI的生理过程[19-21]。
一般来说,X 染色体失活是一个随机的过程

(亲本X染色体失活的比例为50∶50),一旦发生

即可通过有丝分裂稳定的遗传给所有子细胞[22-23]。
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女性携带者很少表现出疾病表型,这是由于女性存

在另外1条正常的 X染色体,或携带变异的 X染

色体在大多数细胞中优先失活,从而保留了正常的

X 染 色 体 和 常 染 色 体,这 种 现 象 称 为 倾 斜 的

XCI[24]。但在少数情况下也可出现女性携带者的

正常X染色体失活,如 Xist基因变异、未携带基因

变异的X染色体上存在一个有害的变异,导致该

染色体的负选择和非随机失活等,从而导致一些疾

病的发生[24-25]。
综上,本研究通过遗传筛查发现了1例携带杂

合变异的女性轻型 HA 患者,其分子机制为 X 染

色体非随机不平衡失活。
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