
#

!

通讯作者#

57;

!$

"%"

%

$#$!2%"2

&

U1A:+;

!

b>*.C7/222

$

#$&'D*A

)

!

)

!

共同第一作者)

!临床研究!

&#

例
P

型血友病患者凝血因子
*

基因突变研究

刘丹娟#

!李莉艳%

)

!李
!

强&

!孙
!

竞!

!钟
!

梅%

!罗深秋#

#

"南方医科大学*

#'

细胞生物学教研室(骨与软骨再生重点实验室&

%'

南方医院妇产科&

&'

南方医院检验科&

!'

南方医院血液科!广州
4#"4#4

#

!!

摘
!

要"目的
!

研究
P

型血友病患者的凝血因子"
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基因的突变类型与分布$方法
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采集
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例血友病
P

患者外周静脉血!

提取
N[3

!对
V

*

基因的
2

个外显子及其侧翼序列进行
HO]

扩增并测序$结果
!

&#

例血友病
P

患者共检出
&!

种突变!其中
#

例

为三重突变!

$

例为双重突变!另外发现新突变
#&

种$结论
!

P

型血友病的
V

*

基因突变分散!呈高度异质性$

&#

例
P

型血友病

患者的
V

*

基因上均发现有序列改变!为
P

型血友病患者基因缺陷的分子机制提供了证据!发现了
#&

种新突变!丰富了
V

*

基因

突变谱$
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血友病是一组
i

连锁隐性遗传的出血性疾病#临床上常

见的有
3

型血友病$

M3

%和
P

型血友病$

MP

%两型#分别是由

于凝血因子$

V

%

+

和
V

*

基因突变所引起)在男性血友病患者

中#

M3

占
2"(

#

24(

#而
MP

仅占
#4(

#

%"(

#在男性中的

发病率大约为
#

"

&""""

'

#

(

#女性患者罕见)

MP

基因突变具有

明显的异质性#可发生在
V

*

基因外显子*内含子*启动子及其

侧翼序列的任何位置'

%

(

)目前已知的
V

*

基因突变类型包括

点突变*缺失*插入等)

本研究利用
HO]

法及
N[3

测序技术对
&#

例
MP

患者进

行
V

*

基因突变检测#对于明确
V

*

基因突变机制有重要意

义#且丰富了
V

*

基因突变谱)

>

!

资料与方法

>'>

!

一般资料
!

&#

例
MP

患者均来自本院血液科及妇产科

门诊#

V

*

活性测定均小于
4(

)

>'?

!

研究方法
!

采集
MP

患者外周血
%Ab

#以乙二胺四乙酸

$

UN53

%抗凝#采用外周血
N[3

提取试剂盒$美国
b+@7

公司%

提取
N[3

)根据
V

*

基因序列$

W7/7P:/a\"%!"%

%#参照文

献'

&

(设计并合成
2

对扩增引物$表
#

%#引物由上海英骏生物

技术有限公司合成)

HO]

反应总体积为
4"

&

b

#加入上游和下游引物各
4

<

A*;

$终浓度为
"'#

&

A*;

"

b

%#

!

种
)[5H

各
4/A*;

$终浓度为
"'#

AA*;

"

b

%#

4

&

b#"d5:

=

HO]P>@@7B

$

#""AA*;

"

b5B+.1MO;

#

#4 AA*;

"

b ^

9

O;

%

和
4"" AA*;

"

b \O;

#

<

M 2'&

%#

%_

5:

=

N[3

聚合酶$

53\3]3

公司%#基因组
N[34"

#

%""/

9

)

HO]

反应在美国
HU

公司的
,0""

型热循环仪上进行)测序工

作由上海英骏生物技术有限公司完成)

表
#

!!

引物序列

外显子 引物名称 序列

UL*/# MP#V

MP#]

4j1OOO355O5O55O3O55W5OO1&j

4j1OO53WO533O333W33O3W51&j

UL*/%k& MP%V

MP%]

4j13W3W35W533335555O35W35W551&j

4j1WO3W333333OOO3O353351&j

UL*/! MP&V

MP&]

4j1O53O3WWWW3WW3OOWWWO355O531&j

4j13W555O33O55W555O3W3WWW331&j

UL*/4 MP!V

MP!]

4j1O35W3W5O3W53W55OO35W53O5551&j

4j15W53WW555W5533335WO5W33W551&j

UL*/$ MP4V

MP4]

4j155533353O5W35WWWOO5W1&j

4j1W553W5WO5W333O55WOO51&j

UL*/0 MP$V

MP$]

4j133WO5O3O3555OO3W333O1&j

4j15WWW55O5W3335535W31&j
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续表
#

!!

引物序列

外显子 引物名称 序列

UL*/21# MP0V

MP0]

4j1533W335W3W35O55533O31&j

4j1O533WW53W5W33W33O5331&j

UL*/21% MP2V

MP2]

4j1W33W3W5O55OO3O333WWW1&j

4j133W35WWW333W5W3553W5531&j

?

!

结
!!

果

&#

例
MP

患者通过
N[3

测序均检测到了突变位点)检

测结果显示#

V

*

基因的突变位点分散无热点区#突变类型也

不同)本研究中共发现了
&!

种突变#其中
#

例为三重突变#

$

例为双重突变#此外还发现
#&

种新突变)

&#

例
MP

患者均发

现基因突变#其基因突变发生的碱基改变*具体部位$基因碱基

序列编号采用
h*.C+8:a7

方法'

!

(

%*引起的氨基酸变化和是否

为
O

<

W

突变热点见表
%

)

表
%

!!

&#

例
MP

患者
V

*

基因突变

序号 突变部位 位置 氨基酸变化
O

<

W

#

$&$!'O

$

5

#,%'3

$

W

UL*/%'1!

K6.#'04

OWW15WW

$

]1E

%

H*;

?

A*B

<

C+.A

h

% $&0!'W

$

3 UL*/%'1# 3WW133W

$

]1\

%

& &",&,'5

$

3

)

UL*/2'ON&#0 O5W1O3W

$

b1J

%

!

#00$!'O

$

5

$&%"'5

$

3

)

UL*/4'##0

K6.#'$%"%

O551555

$

b1V

%

3DD7

<

8*BG

<

;+D7

4 &",#0'5

$

W

)

UL*/2'ON&#" 53O1W3O

$

h1N

%

$ #"!4!'5

$

O

)

UL*/!'ON##& 5OO1OOO

$

G1H

%

0 &##&&'O

$

5 UL*/2'&&2 OW315W3

$

]1G8*

<

%

h

2 %"4#,'W

$

3 UL*/$'#2" OWW1O3W

$

]1J

%

h

, &##4%'5

$

O UL*/2'&!! 35O13OO

$

K15

%

#" #0$,2'5

$

O UL*/4',4 5WO1OWO

$

O1]

%

## $&04'W

$

5 UL*/%'1# 3WW13W5

$

]1G

%

#% &"#4"'W

$

3 UL*/0'%&& WO313O3

$

315

%

h

#&

#0$00'5

$

O

$2%2'O

$

5

)

UL*/4'22

K6.&'#%$

5W51OW5

$

O1]

%

H*;

?

A*B

<

C+.A

,

#!

%"!$#'1

WO5W333OO3

)

UL*/$'ON%"4 V.

#4

1$'W

$

O

$$!"'W

$

3

)

%,04&'3

$

W

)

UL*/#'1&4

K6.%'#4#

K6.$',#20

[*/7

"

HB*A*87B

H*;

?

A*B

<

C+.A

,

H*;

?

A*B

<

C+.A

,

h

#$

&",$#'1

WO5333O3

)

UL*/2'ON&%4 V.

#0

$!!&'W

$

3

&"&%#'W

$

5

)

UL*/%'%&

K6.0'#$2

5W51535

$

O1h

%

H*;

?

A*B

<

C+.A

,

#2 #,%'3

$

W K6.#'04 H*;

?

A*B

<

C+.A

#, #,%'3

$

W K6.#'04 H*;

?

A*B

<

C+.A

%" #"!0"'W

$

5 UL*/!'0& 5W51555

$

O1V

%

%# $&,%'5

$

O UL*/%'$ 55W15OW

$

b1G

%

%% &#%02'W

$

5 UL*/2'&2$ WW51W55

$

W1F

%

%&

*

缺乏
EC*;7

9

7/7)7;78+*/

续表
%

!!

&#

例
MP

患者
V

*

基因突变

序号 突变部位 位置 氨基酸变化
O

<

W

%! &#%00'W

$

3 UL*/2'&2$ WW513W5

$

W1G

%

%4

&",04'5

$

W

)

#04#0'5

$

W

)

UL*/2'ON&&"

K6.!'0"##

W551WW5

$

F1W

%

H*;

?

A*B

<

C+.A

,

%$

&",$#'1

WO5333O3

)

#,%'3

$

W

UL*/2'ON&%4

K6.#'04

V.

H*;

?

A*B

<

C+.A

%0 #00!#'W

$

5 UL*/4'#", 5WO155O

$

O1V

%

h

%2 %"4#,'W

$

3 UL*/$'#2" OWW1O3W

$

]1J

%

h

%, $&&%'15 UL*/%'ON&# V.

&" $$4&'13555

)

K6.%'#$& G

<

;+D7

&# %"440'O

$

5 UL*/$'#,& OO515O5

$

H1G

%

!!

N7;

!缺失&

UL*/

!外显子&

K6.

!内含子&

)

!为本研究首次报道的新

突变&

V.

!阅读框架位移&

H*;

?

A*B

<

C+.A

!多态性&

G

<

;+D7

!剪切位点&,!未

确定&

h

!确定)

@

!

讨
!!

论

V

*

基因定位于
i

=

%0'#

#基因全长约
&&'4aI

#由
2

个外显

子*

0

个内含子及其侧翼序列中的调控区所组成'

4

(

#

A][3

全

长
%2"!I

<

)

V

*

基因任意位置的缺陷引起蛋白结构功能和数

量的改变#均可导致
MP

的发生)

MP

基因突变类型种类繁多#以点突变*短片段的缺失$少

于
&"I

<

%和插入突变多见#其中
2"(

左右为单个碱基的突

变'

$

(

)不同于
M3

#

MP

的散发率可达
&"(

#

4"(

'

0

(

)

#,,"

年

PB*Q/;77

首次建立了
MP

突变数据库)随着病例数目的积

累#新的缺陷正不断地被发现)从已报道的突变分布看#包括

<

*;

?

3

信号在内的
V

*

基因所有区域均有突变发生)本研究

除外
$

例缺失$一例全基因缺失和
4

例短片段缺失%#其余均为

点突变#占
2"'$(

)由于编码与
O:

%g结合的
UWV

区及催化

区#外显子
!

和
2

的突变发生率较高'

2

(

)本研究中的
&#

例患

者#有
##

例发生于外显子
!

和
2

#占
&4'4(

)而外显子
#

*

$

*

0

中突变较少#共占
#,'!(

)

O

<

W

双核苷酸区域被认为是突变热点'

,1#"

(

#刘敬忠等'

##

(

采用
HO]

法和
W3E5G

技术也进一步证实了
O

<

W

确系突变

热点#主要是$

O

(

5

"

3

%)研究中有
0

例发生在
O

<

W

热点上#

类型为$

O

(

5

%#$

W

(

3

%和$

W

(

5

%#占
%%'$(

)

5*

?

*R>A+

等'

#%

(确定了内含子
#

的第
#,%

核苷酸$

V

*

#,%

%为二核苷酸多态性位点#存在于健康日本人中)王宁遂

等'

#&

(发现并计算出中国人
V

*

1#,%3

和
W

的基因频率分别为

"'2#

和
"'#,

)本研究中有
!

例患者的突变发生于此处#进一

步验证了该基因此位置的多态性)

%

例患者只检测出此惟一

多态性位点需进一步检测未测序列#以确定致病突变位点)

经过最新的血友病
P

数据库资料查询#本研究共发现
#&

种新突变#为国际上首次报道)其中
!

种为发生在外显子的错

义突变#氨基酸改变分别为
b1J

*

h1N

*

G1H

和
F1W

)除了
15

为

已报道的导致阅读框架移位的突变点外#其余
&

种均为新发现

的缺失突变类型#其中
1WO5W333OO3

和
1WO5333O3

引起

阅读框架移位#根据剪切位点的位置判断'

#!

(

#

13555

为剪接

位 点 缺 失)此 外#

5$&%"3

*

O$2%25

*

W$$!"3

*

3%,04&W

*

W&"&%#5

和
5#04#0W

等
$

种突变发生于内含子部位#已知

$&%"

为剪切位点#可确定
5$&%"3

为致病突变#其余
4

种突变

是否为一种新的多态性或者为致病突变#则需要进一步研究)

,$##
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本文报道了
&#

例
MP

患者
V

*

基因突变的研究#对临床

进行
MP

携带者筛查及产前基因诊断具有重要的参考和指导

意义)而
V

*
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凝血活性的重要性#为明确
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的分子致病机制提供了实验
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