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血友病Ａ的基因诊断研究

李茹　韩瑾　李东至　廖灿

（广州市妇女儿童医疗中心，广东 广州　５１０６２３）

【摘要】　目的　建立１套简易、快速且诊断率高的血友病Ａ（ｈｅｍｏｐｈｉｌｉａＡ，ＨＡ）的直接基因诊断方法。

方法　对７例 ＨＡ患者及家系成员采用倒位ＰＣＲ（ｉｎｖｅｒｓｉｏｎＰＣＲ，ⅠＰＣＲ）和序列特异性ＰＣＲ分别进

行凝血因子Ⅷ（犉８）基因内含子２２和内含子１倒位突变检测，对倒位突变阴性者采用高分辨熔解曲线分

析法（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇ，ＨＲＭ）针对犉８基因所有外显子及外显子内含子交界区进行突变筛查，筛

查阳性片段进一步作测序分析以确定致病突变。对其中１例倒位突变携带者进行了产前诊断。结果　

检出第２２内含子倒位者４例，其中１例患者的母亲为倒位携带者，对此倒位突变携带者于孕２７周抽取

脐带血进行产前诊断，胎儿性别为男性，经检测确定其为倒位突变者；检出ｃ．９８６Ｇ＞Ａ（ｐ．Ｃｙｓ３２９Ｔｙｒ）

点突变者１例，此患者姐姐为此突变携带者；未检出第１内含子倒位突变。本研究中所有患者及家系成

员均得到确切诊断，基因诊断率为１００％。结论　ⅠＰＣＲ技术可快速检测犉８基因第２２内含子倒位突

变，可用于患者及携带者的基因诊断，并用于产前诊断。ＨＲＭ是１种快速、低成本的突变扫描技术，适

用于犉８基因的突变筛查。采用联合基因诊断方法，即联合应用ⅠＰＣＲ、序列特异性ＰＣＲ、ＨＲＭ、ＤＮＡ

测序技术进行直接基因诊断，可提高血友病Ａ的诊断率及准确率。
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ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＨＲＭａｎａｌｙｓｉｓａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｗｅｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｍｕｔａｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ犉８

ｇｅｎｅａｎｄｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｈｅｍｏｐｈｉｌｉａＡ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｈｅｍｏｐｈｉｌｉａＡ；ＩＰＣＲ；ＨＲＭａｎａｌｙｓｉｓ；Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉａｇｎｏｓｉｓ

　　血友病 Ａ（ｈｅｍｏｐｈｉｌｉａＡ ，ＨＡ）又称甲型血友

病，是最常见的１种遗传性出血性疾病，在男性中的

发病率为１／５０００～／１００００
［１］，约占先天性出血性

疾病的８５％。ＨＡ是由凝血因子 ＶＩＩＩ（犉８）基因缺

陷引起，导致凝血因子ＶＩＩＩ含量不足或功能缺陷而

造成凝血障碍，呈Ｘ连锁隐性遗传方式。根据患者

血浆凝血因子ＶＩＩＩ促凝活性及症状严重程度可分

为轻、中、重３型，分别占 ＨＡ患者的４０％、１０％和

５０％
［２］。目前，ＨＡ尚无有效根治疗法，开展ＨＡ携

带者检测和产前诊断，阻断致病基因传递，防止新的

ＨＡ患儿出生，是降低ＨＡ发病率的有效办法。

为提高ＨＡ携带者和患者的检出率，本研究联

合应用倒位ＰＣＲ（ｉｎｖｅｒｓｉｏｎＰＣＲ，ＩＰＣＲ）、序列特异

性ＰＣＲ、高分辨熔解曲线分析法（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｍｅｌｔｉｎｇ，ＨＲＭ）、ＤＮＡ测序等方法进行犉８基因缺

陷检测，对所有研究对象进行了直接基因诊断，现报

道如下。

１　材料与方法

１．１　研究对象　７例ＨＡ患者及相关家系成员（包

括患者５例，其中１例患者的母亲和１例患者的姐

姐）和１例产前诊断样本均由广州市妇女儿童医疗

中心遗传咨询门诊和血液科提供。

１．２　ＤＮＡ提取　患者及家系成员取静脉血４ｍｌ，

１例产前诊断病例在孕２７周时经腹穿刺抽取脐带

血２ｍｌ，均用ＥＤＴＡ抗凝。ＤＮＡ提取采用血液基

因组ＤＮＡ提取试剂盒（天根生化科技有限公司，

ＴＩＡＮＧＥＮ）。

１．３　　检测方法

１．３．１　ＩＰＣＲ检测内含子２２倒位　引物设计和反

应条件参照文献［３，４］，根据扩增产物的片段长度进

行判断。正常人的ＩＰＣＲ产物片段为４８７ｂｐ，内含

子２２倒位者产物片段为５５９ｂｐ，倒位携带者产物片

段为４８７ｂｐ和５５９ｂｐ２条带。

１．３．２　ＰＣＲ检测内含子１倒位　对内含子２２倒位

阴性者，进一步检测内含子１倒位。按文献
［５］方法操

作，分别扩增犉８基因内含子１中的Ｉｎｔ１ｈ１片段及

犉８基因外的Ｉｎｔ１ｈ２片段，产物经琼脂糖凝胶电泳后

观察电泳条带。对ｉｎｔ１ｈ１片段，若ＰＣＲ产物片段长

为１９０８ｂｐ为正常，１３２３ｂｐ为倒位，携带者有此２条

带；对ｉｎｔ１ｈ２片段，若产物片段长为１１９１ｂｐ为正常，

１７７６ｂｐ为倒位，携带者有此２条带。

１．３．３　ＨＲＭ和ＤＮＡ测序检测点突变　对内含子

２２和１倒位阴性者，首先将男性患者的ＤＮＡ与正

常男性的ＤＮＡ以１：１比例混合，引物设计和反应

条件参照文献［６，７］，ＰＣＲ扩增犉８基因所有外显子及

外显子－内含子交界区，然后应用高分辨熔解曲线

分析仪ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ进行突变扫描，对筛查阳性片

段进一步作测序分析确定致病突变。

２　结果

２．１　Ｆ８基因内含子２２倒位　４例 ＨＡ患者扩增

得到５５９ｂｐ的片段，为第２２内含子倒位者，这其中

１位患者的母亲扩增得到４８７ｂｐ和５５９ｂｐ２个片

段，为倒位携带者。结果见图１。此倒位携带者母

亲于孕２７周抽取脐带血进行产前诊断，胎儿性别为

男性，ＩＰＣＲ扩增产物片段为５５９ｂｐ，诊断为 ＨＡ

患者。余１例 ＨＡ患者及其姐姐未检出内含子２２

倒位。

图１　ＩＰＣＲ检测内含子２２倒位电泳结果

　　注：Ｍ为１００ｂｐＭａｒｋｅｒ，１为内含子２２倒位携带者，２为正常对照

（内含子２２倒位阴性），３为内含子２２倒位患者
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２．２　犉８基因内含子１倒位　对未检出内含子２２

倒位的 ＨＡ患者及其姐姐进行内含子１倒位检测。

对ｉｎｔ１ｈ１片段，ＰＣＲ产物片段长１９０８ｂｐ，为正

常；对ｉｎｔ１ｈ２片段，ＰＣＲ产物片段长为１１９１ｂｐ，

为正常。因此排除内含子１倒位突变。结果见图２。

图２　ＰＣＲ检测内含子１倒位电泳结果

　　注：Ｍ为１ｋｂＭａｒｋｅｒ，ｉｎｔ１ｈ１片段，１为正常对照，２为 ＨＡ患

者（倒位阴性），３为２的姐姐（倒位阴性）；ｉｎｔ１ｈ２片段，４为正常对

照，５为 ＨＡ患者（倒位阴性），６为５的姐姐（倒位阴性）

２．３　犉８基因点突变　对上述内含子２２和１倒位

阴性的ＨＡ患者，采用ＨＲＭ进行突变扫描，结果显

示第８外显子存在异常熔解曲线（图３），经直接测

序分析鉴定为第３２９位密码子错义突变 ＴＧＴ→

ＴＡＴ（图４），即ｃ．９８６Ｇ＞Ａ（ｐ．Ｃｙｓ３２９Ｔｙｒ）。此突

变已在ＨＡＭＳＴｅＲＳ数据库有报导。该患者姐姐经

检测确诊为此错义突变携带者（图４）。

图３　犉８基因第８外显子 ＨＲＭ突变筛查结果

　　注：灰色曲线为正常男性的熔解曲线，绿色曲线为 ＨＡ患者与

正常男性基因组ＤＮＡ以１：１混合后所得熔解曲线

３　讨论

犉８基因位于Ｘｑ２８，大小约１８６ｋｂ，由２６个外

显子和２５个内含子组成，ｍＲＮＡ大小约９ｋｂ，基因

结构庞大。已知重型患者中近５０％为内含子２２的

倒位突变［８］，近年来发现内含子１倒位是仅次于内

含子２２倒位导致重型 ＨＡ 的常见原因
［５，９］。除此

之外，大部分患者则多为点突变，目前已知有７９７种

（ＨＡＭＳＴｅＲＳ数据库），且无突变热点，多数散乱。

图４　犉８基因第８外显子测序图部分序列

　　注：① 为 ＨＡ患者，第３２９位密码子ＴＧＴ→ＴＡＴ；② 为此 ＨＡ

患者的姐姐，为第３２９位密码子ＴＧＴ→ＴＡＴ突变杂合子

随着对血友病Ａ分子基础的认识不断深入，该

病的基因诊断技术也得到很大发展。犉８基因突变

的诊断方法主要分为２类：直接基因诊断和间接基

因诊断。

血友病 Ａ 的直接基因诊断技术主要包括

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交、ＬＤＰＣＲ（ｌｏｎｇｄｉｓｔａｎｃｅＰＣＲ）、ＳＳＣＰ

（ｓｉｎｇｌｅ ｓｔｒａｎｄ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）、

ＤＧＧＥ（ｄｅｎａｔｕｒｅｄｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）及

ＤＨＰＬＣ （ｄｅｎａｔｕｒｅｄ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）等。对于最常见的内含子２２倒位

突变目前大多采用ＬＤＰＣＲ进行检测
［１０］。但ＬＤ

ＰＣＲ专用酶及ｄｅａｚａｄＧＴＰ等的试剂价格昂贵，成

本较高。近期出现的１种新技术即ＩＰＣＲ，也用于

检测第２２内含子倒位，与ＬＤＰＣＲ相比，由于扩增

产物片段较短，大大减小了扩增难度，而且该方法对

ＤＮＡ样本的要求较低
［１１］。其他突变种类则多为点

突变，一般先采用ＳＳＣＰ、ＤＧＧＥ或ＤＨＰＬＣ的方法

筛查突变，然后经测序明确致病突变。

本研究采用ＩＰＣＲ进行第２２内含子倒位患者

及携带者的检测，并成功完成了１例产前基因诊断。

犉８基因的突变筛查则采用 ＨＲＭ 技术。ＨＲＭ 是

近年来发展的１种用于突变扫描和基因分型的最新

９
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遗传学分析方法。它是１种高效稳健的ｐｏｓｔＰＣＲ

技术，不受突变碱基位点与类型的局限，无需序列特

异性标记探针，ＰＣＲ结束后直接运行熔解曲线分

析，５分钟即可完成对样品的结果分析。这种方法

因其操作简便快捷、成本低廉、结果准确，且可实现

高通量（９６或３８４孔板），因此尤其适用于测序前的

大规模突变筛查，是１种高灵敏度高特异性的核酸

突变筛查技术。本研究通过采用ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ进

行ＨＲＭ 分析，可在２小时内（包括 ＰＣＲ反应和

ＨＲＭ分析）完成对犉８基因全部２６个外显子的突

变筛查，且单孔单样本的检测成本仅为２．５元。筛

查结果显示１例ＨＡ患者第８外显子存在异常熔解

曲线，经测序确定为ｃ．９８６Ｇ＞Ａ（ｐ．Ｃｙｓ３２９Ｔｙｒ）错

义突变。致病突变和多态性位点都可以导致异常熔

解曲线，因此应用ＨＲＭ筛查得到异常熔解曲线时，

须经测序以确定所检测到ＳＮＰ（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）的性质。对于已知的ＳＮＰ，可在数

据库中检索以明确其性质；对于新发突变，还需在正

常对照人群（家系中正常人及无血缘关系健康人）中

作进一步筛查以确定其致病性。

血友病Ａ的间接基因诊断即为家系连锁分析，

主 要 依 靠 ＲＦＬＰ （ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）、ＳＴＲ （ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔ）、

ＶＮＴＲ（ｖａｒｉａｂｌｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔｓ）等多态

性标记与致病突变等位基因的连锁关系及其向后代

的传递情况进行诊断［１２，１３］。然而间接基因诊断存

在显著局限性，如不能明确突变性质，可因基因内重

组的发生而导致误诊，或家系成员无法提供多态信

息等使诊断受到限制，对于新发、散在病例更无法

诊断。

总的来说，由于现有技术的局限性，加上基因突

变的多样性，部分家系在目前的条件下尚无法做出

判断。特别是对于新突变造成的散发性血友病家

系，诊断率更低。因此，ＨＡ的基因诊断不能只单独

依靠１项检测手段。本研究即联合应用ＩＰＣＲ、序

列特异ＰＣＲ、ＨＲＭ、ＤＮＡ测序技术实现了对所有

研究对象的直接基因诊断。在临床实践中对于有先

证者的家系，应首先对先证者依次进行以下检测：①

采用ＩＰＣＲ检测内含子２２倒位；② 排除内含子２２

倒位后，采用序列特异ＰＣＲ检测内含子１倒位；③

若排除以上２种倒位突变，则应用 ＨＲＭ 进行点突

变筛查，然后测序确定致病突变。在明确先证者致

病突变后，再进一步对家系中其他患者和可能携带

者进行检测。本研究所提出的 ＨＡ的直接基因诊

断策略，简便快捷、经济有效，可进一步提高现有诊

断的有效率和准确性，在 ＨＡ的基因诊断及产前诊

断中具有较强的实用性，适于在临床推广应用。今

后将进一步提高样本量来进行实践验证，逐步建立

起一套完善的直接基因诊断体系，以提高血友病Ａ

的诊断率，并丰富中国人群血友病 Ａ的基因突变

谱。
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“第五届产科危急重症救治学术研讨会（犆犗犆犆）”

会议及征文通知

尊敬的医师：

我们诚挚地邀请您参加２０１０年９月１０－１２日在山东青岛召开的“第五届产科危急重症救治学术研讨会（ＣＯＣＣ）”。本次会议由《现代妇

产科进展》杂志社主办；同济大学附属第一妇婴保健院、广州医学院第三附属医院、山东省立医院共同协办；上海布鲁锡医疗科技有限公司承

办。大会主席由段涛教授、陈敦金教授担任，执行主席由王谢桐教授担任。

“产科危急重症救治”一直是产科界重大的课题，为了切实加强产科急救的规范化管理，确保孕产妇的生命安全，推动我国产科重症医学的

发展，提高产科危急重症救治水平，总结产科危急重症的治疗经验，于２００６年开始发起了“产科危急重症救治学术研讨会（ＣＯＣＣ）”，至今已成

功举办了四届，在２０１０年金秋送爽之际，我们将在美丽的蓉城迎来“第五届产科危急重症救治学术研讨会”！

此次会议的主要内容和形式如下：

学术亮点

 本次会议分为四个专题：剖宫产专题（多次剖宫产的问题；剖宫产切口部位妊娠的诊断与处理；降低剖宫产率我们共同面对的任务）、

合并症及并发症专题（不典型羊水栓塞；妊娠合并甲状腺疾病；妊娠合并脑血管意外的诊断与处理；妊娠期重症肺炎（Ｈ１Ｎ１）的诊断与处理；胎

儿宫内窘迫诊断标准的评价；脑瘫与产科处理的关系美国妇产科学会与儿科学会指南解读）、质量改进专题（孕产妇死亡病例分析；上海孕产

妇死亡围产儿死亡评审制度介绍，外来孕产妇管理，重症孕产妇抢救中心；产科质量的评价与持续改进）。

 现场互动（手术录像、现场模型演示；优秀论文、手术录像现场交流；现场疑难问题解答；专业书籍展示：《产前诊断》、《产科手术学》、《高

危妊娠：处理选择》、《妊娠期用药》、等等）

征文通知

“学术论文”征稿：大会在所有投稿论文中，挑选优秀论文进行大会发言；内容：产科危急重症救治的临床经验总结与相关基础研究；抢救成

功或失败的病例个案分析；也可以把抢救失败或有困惑的病例寄过来要求开会时由专家点评分析；投稿论文请务必提供“摘要”；

“手术录像”征稿：大会在送选的手术录像中，挑选优秀者进行现场播放和点评；内容与产科危急重症救治相关的手术，录像时间限定２０分

钟，以光盘的形式邮寄。

投稿专用邮箱：ｃｏｃｃｔｏｕｇａｏ２０１０＠１６３．ｃｏｍ，投稿截止日期：２００１０年８月２５日

报名、会务安排

会议地点：青岛汇泉王朝大饭店（地址：青岛市南区南海路９号 酒店总机：０５３２８２９９９８８８）

 会议报到：２００９年９月９日（周四）下午１：００开始在汇泉王朝大饭店大堂报到

 会议时间：２００９年９月１０日－１２日（周五周日）

 会议收费：会务注册费９５０元／人（含会议期间餐费和会议资料费），住宿费自理。提前网上报名并支付（支付截止日期为２０１０年８月

３１日之前），注册费可享有２０％优惠，即７６０元

 学分：参加本次会议，授予国家级Ⅰ类学分１０分

组委会联系方式：

 联系人： 顾先生，唐小姐  电话： （０２１）６４０４４５０７

 手机： １３８１７５１００１６  传真： （０２１）６４３８９３１５

 网上报名： ｗｗｗ．ｂｌｕｅｓｅａｃｈｉｎａ．ｃｏｍ Ｅｍａｉｌ： ｓｅｒｖｉｃｅｓ＠ｂｌｕｅｓｅａｃｈｉｎａ．ｃｏｍ

 地址： 上海市宛平南路９９弄２号１７０２室  邮编： ２０００３２
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