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遗传性球形红细胞增多症家系犃犖犓１基因新发

剪切位点突变的不典型表型及表型差异探讨
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【摘要】　目的　对疑似遗传性球形红细胞增多症家系进行基因检测，探讨家系成员的不典型表型及表

型差异。方法　利用核心家系医学外显子测序进行基因突变检测，一代测序验证结果。根据家系检测

发现的基因突变情况，充分知情同意后行第二胎产前诊断。结果　外显子测序发现先证者犃犖犓１基因

存在一个剪切位点ｃ．４３８１＋１ｄｅｌＧ杂合突变，遗传自父亲。该位点在物种间高度保守，生物信息学软件

预测提示ｃ．４３８１＋１ｄｅｌＧ可能影响剪切，本实验室参考人群（２０００人）外显子数据中未发现此突变位点，

提示人群频率低。产前诊断结果提示胎儿遗传了父亲的基因突变。结论　在遗传性球形红细胞增多症

家系中首次发现犃犖犓１基因ｃ．４３８１＋１ｄｅｌＧ杂合突变，数据库中未见报道，丰富了犃犖犓１基因突变谱。

先证者及父亲携带基因突变，但没有典型的临床表现且表型存在差异，可能是因为该突变未导致锚蛋白

功能全部丧失，红细胞膜损伤程度较低，并且不同个体间存在遗传背景差异所致。胎儿遗传了父亲突变

位点，为胎儿今后的发病风险提供遗传咨询信息。
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ｇｒｏｕｎｄｖａｒｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｔｉｔｉｅｓｒｅｓｕｌｔｉｎｖａｒｉａｂｌｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅ．Ｔｈｅｆｏｅｔｕｓｉｎｈｅｒｉｔｅｄｔｈｅｐａｔｅｒｎａｌ

ｍｕｔａｔｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓｇｅｎｅｔｉｃｃｏｕｎｓｅｌｉｎｇｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｄｉｓｅａｓｅｒｉｓｋ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｓｐｈｅｒｏｃｙｔｏｓｉｓ；犃犖犓１ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎ；ｖａｒｉａｂｌｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅ

　　遗传性球形红细胞增多症（ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｓｐｈｅｒｏ

ｃｙｔｏｓｉｓ，ＨＳ）是一种遗传性溶血性贫血，是由于基因

突变导致红细胞膜蛋白缺陷而引起的贫血，发病率

约为１／５０００，临床表现为贫血及相关症状，且表现

程度不一，存在一定的遗传异质性，通常表现为不同

程度的贫血、黄疸、脾肿大、球形红细胞增多、红细胞

渗透脆性增加等［１，２］。目前发现并证实的与 ＨＳ发

病相关的基因有犃犖犓１、犛犘犜犃１、犛犘犜犅 、犛犔犆４犃１

和犈犘犅４２，分别编码锚蛋白、α血影蛋白、β血影蛋

白、带３蛋白和４．２蛋白，参与红细胞膜之间的相互

作用和脂质双分子层的构成，其中以犃犖犓１基因突

变最为常见［３６］。ＨＳ大部分为常染色体显性遗传，

少数为常染色体隐性遗传。

本文利用高通量测序方法发现临床表现不典型

家系先证者和其父亲在犃犖犓１基因存在一个剪切

位点的杂合突变：ｃ．４３８１＋１ｄｅｌＧ杂合（转录本号：

ＮＭ＿００００３７）（ｃｈｒ８：４１，６８８，１５５），染色体位置参考

ＧＲＣｈ３８／ｈｇ３８版本，该突变位点尚未见报道。同时

分析该家系基因突变遗传学特点与临床表现的关

系，并对第二胎进行产前诊断和遗传咨询。并为临

床遗传咨询医生对ＨＳ临床表现型差异的认识提供

更多的资料。

１　资料与方法

１．１　基本资料　实验样本来自广东省妇幼保健院

医学遗传中心遗传咨询门诊患者夫妇和患儿，母亲

为妊娠状态。患儿女性，１１岁，出生后发现贫血，并

伴有黄疸。辅助检查：血红蛋白在７０～１１０ｇ／Ｌ左

右波动，间接胆红素升高５８．５μｍｏｌ／Ｌ，红细胞生存

时间２８天，网织红比例１０．８％，红细胞渗透脆性增

加，抗碱血红蛋白轻度升高３．２５％。骨髓穿刺、末

梢血涂片、地中海贫血基因、Ｇ６ＰＤ检查未见明显异

常。腹部超声提示胆囊多发小结石，脾大 （厚

３５ｍｍ，斜径１０６ｍｍ，肋下１５ｍｍ），怀疑为遗传性球

形红细胞增多症，并对先证者及其父母进行了高通

量医学外显子基因检测。

１．２　方法　

１．２．１　样本采集　经孕妇和家属同意，签署知情同

意书后采集夫妻双方及先证者外周静脉血样本

２ｍｌ。发现突变后，孕母于孕１９周在超声引导下进

行羊膜腔穿刺术抽取胎儿羊水５ｍｌ用于基因检测。

１．２．２　基因组ＤＮＡ　提取羊水５ｍｌ用２０００ｒｐｍ

离心１０ｍｉｎ，丢弃上清留取羊水细胞待用。取外周

血全血２００μｌ及羊水细胞，使用ＱｉａｇｅｎＤＮＡＢｌｏｏｄ

ＭｉｎｉＫｉｔ提取试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司，德国）提取基因

组ＤＮＡ，按照试剂盒的操作说明书进行ＤＮＡ提取

操作。

１．２．３　高通量外显子基因检测　提取的父母子家

系ＤＮＡ送广州嘉检医学检测公司进行医学外显子

（与人类疾病相关的４０００个基因）基因测序，测序范

围包括５０９０２个编码区总共含有８５９１７３１个碱

基，包含外显子与内含子交界区。平均覆盖深度

２２１＋／－１４０×，大于１０×覆盖区间占９９．７％，大于

２０×覆盖区间占９９．２％。

１．２．４　疑似新发突变的一代测序验证　针对高通

量测序发现的疑似致病位点，设计引物进行ＰＣＲ特

异扩增后Ｓａｎｇｅｒ测序进行验证。

１．２．５　测序结果分析　一代测序的结果与数据库

的序列进行比对，确定二代测序发现的疑似致病突

变。参考序列数据来自 ＵＣＳＣＧｅｎｏｍｅＢｒｏｗｓｅｒ

（ｈｔｔｐ：∥ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ）数据库，序列版本号：

ＧＲＣｈ３８／ｈｇ３８。

１．２．６　产前诊断　告知疑似致病突变的临床意义，

经家属知情同意后，用一代测序的方法进行胎儿产

前诊断。

２　结果

２．１　高通量外显子基因检测结果　父母子核心家

系医学外显测序发现先证者及先证者父亲犃犖犓１

基因存在一个剪切位点的杂合突变：ｃ．４３８１＋１ｄｅｌＧ

２
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（ＮＭ＿００１１４２４４６．２），母亲未发现该突变位点（图１）。

图１　先证者家系的高通量测序结果（犃犖犓１基因为反义链编码基因）

２．２　一代测序验证和产前诊断结果　Ｓａｎｇｅｒ测序

结果显示，先证者、先证者父亲和胎儿该位点均为杂

合。先证者父母经考虑后决定保留胎儿，后顺利分

娩一女孩，目前５月龄，截至该文撰稿时血常规检查

未发现异常情况（图２）。

图２　父母子及胎儿一代测序结果

３
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２．３　突变位点致病性分析　

２．３．１　人群频率　ｃ．４３８１＋１ｄｅｌＧ杂合位点，未见

中国人群频率数据库收录（ｈｔｔｐｓ：∥ｄｉｓｅａｓｅｄｘ．ｖｉｒ

ｇｉｌｂｉｏ．ｃｏｍ／ｓｅａｒｃｈ？ｓｅａｒｃｈ＝８：４１６８８１５５Ｃｄｅｌ＆ｖｅｒｓｉｏｎ

＝３８），提示人群频率较低，属于罕见变异，排除多态

性可能。

２．３．２　软件预测　生物信息学软件预测提示可能

影响剪切功能，分析预测值如图３。

图３　生物信息学软件预测结果

２．３．３　保守性分析　ｃ．４３８１＋１ｄｅｌＧ杂合（ＮＭ＿

００００３７）在物种间高度保守（图４）。

图４　ｃ．４３８１＋１位点物种间保守型分析（犃犖犓１

基因为反义链编码基因）

３　讨论

红细胞膜组成成分包括蛋白质、脂质和糖，胞膜

蛋白主要由跨膜蛋白和外周锚蛋白组成。犃犖犓１

基因编码外周锚蛋白，ＨＳ的发病原因与犃犖犓１基

因突变导致锚蛋白异常有关，研究报道的犃犖犓１基

因突变有几十种［７，８］，突变导致ＨＳ的临床表现型也

各不相同。犃犖犓１基因位于８号染色体ｐ１１．２区

域，４２个外显子共编码１８８１个氨基酸
［９］，具有不同

的转录本。锚蛋白是红细胞膜蛋白的重要组成成

分，主要功能是维持红细胞膜的稳定性。锚蛋白缺

陷或者其他异常会导致红细胞膜不稳定，红细胞形

状改变成球形［１０］，容易发生破裂。本研究中先证者

高通量测序发现犃犖犓１基因存在ｃ．４３８１＋１ｄｅｌＧ

杂合突变，遗传自父亲，该突变点位于经典的剪切位

点上，软件预测可以导致 ｍＲＮＡ产生新的剪切位

点，影响野生蛋白结构。该突变位点国内外尚未见

报道，结合先证者病史和临床表现，考虑该突变位点

为疑似致病性突变。

ＨＳ的临床表现主要为不同程度的溶血性贫

血、黄疸、脾肿大、红细胞球型改变、红细胞渗透脆性

增加，ＨＳ的临床表现型差异较大，有的仅仅表现为

轻微的贫血，容易漏诊或者误诊［１１］。本研究中的先

证者出生后发现有贫血症状，血红蛋白在７０～

１１０ｇ／Ｌ左右波动，伴有黄疸。胆囊有多发小结石，

脾肿大（厚３５ｍｍ，斜径１０６ｍｍ，肋下１５ｍｍ），检测

结果排除了Ｇ６ＰＤ和地中海贫血。实验室检查发现

间接胆红素升高（５８．５μｍｏｌ／Ｌ），红细胞生存时间降

低，网织红比例增加，红细胞渗透脆性增加，抗碱血

红蛋白轻度升高３．２５％。骨髓穿刺无异常，血涂片

并未见到球形红细胞改变，不属于典型的 ＨＳ表现，

提示该突变位点对锚蛋白的功能影响可能不是高度

破坏性的，至少在维持红细胞的形态上没有明显的

功能损害，推测可能与突变位置有关，该突变位点位

于ｃＤＮＡ的后１／４区域，剪切位点，发生改变，从而

影响了之后７个外显子的翻译，该蛋白的主要功能

区位于第１～８２７位氨基酸的８９ｋＤａ结构域、第

１２３４～１３６２位氨基酸的 ＵＰＡ结构域和第１３８３～

１８８１位氨基酸的５５ｋＤａ调节结构域，本家系突变

４
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位于５５ｋＤａ调节结构域区域，剪切后产生新的氨基

酸序列，未能完全破坏该蛋白功能，可能是导致先证

者有红细胞渗透脆性的增加但并无球形红细胞典型

表现的遗传学因素。先证者父亲外周血检测仅提示

平均红细胞血红蛋白浓度 ＭＣＨＣ值偏高（３５６ｇ／

Ｌ），血涂片无异常，临床表现明显轻于先证者。这

种表现型的差异，可能与个体之间不同的遗传背景

相关，提示可能存在基因之间的相互作用关系。产

前诊断提示胎儿也存在该位点突变，但家属经过考

虑后决定继续妊娠，后正常分娩一女婴，目前血常规

检查未提示有异常情况，需要进一步随访观察。

本研究发现的 ＨＳ患者，由于其没有典型的球

形红细胞改变，父亲只有轻度ＨＳ相关的临床表型，

临床诊断容易漏诊或者误诊。通过基因检测发现该

家系犃犖犓１基因１个未见报道的剪切突变位点，且

家系临床表型差异较大，丰富了犃犖犓１基因的突变

谱，同时提示该突变存在表现型差异，为临床诊断提

供新的遗传学证据。
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