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#摘要$
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目的
!

探讨分子生物学基因突变检测对于复杂(罕见遗传性疾病诊断的重要性!以提高对先天性

红细胞生成异常性贫血#

?@#

&的认识'方法
!

运用高通量二代测序技术对申请人进行血液系统疾病相关基因

全外显子编码区及剪切区序列测定!在确定致病基因后!应用
%-7

;

25

测序法进行验证!同时检测申请人父母的

基因型'通过分析此病例资料并复习相关文献'结果
!

申请人为年轻女性!成年后发现贫血(黄疸!脾大!胆囊

结石!血象呈正细胞轻度贫血%血片可见
Dd

球形红细胞%光镜下骨髓形态存在双核幼红细胞!以哑铃核(花核多

见!偶见点彩!占有核红细胞的
C!d

%申请人及其父母血液系统疾病基因筛查#高通量二代测序&+申请人存在
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&复合杂合变异%其母存在
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&杂合变异'未行骨髓电

镜(十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳#

%@%,*#"$

&检查'诊断为
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&!因其未出现严重的铁

过载等并发症!观察随访'结论
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&复合杂

合变异是本例
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患者的可能分子发病机制!积极开展与该病相关的
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基因检测极为重要'
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先天性红细胞生成障碍性贫血#
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$是临床上少见的遗传性红

细胞疾病&其特征在于无效的红细胞生成&成红细胞

形态学异常&溶血+红血细胞膜蛋白和脂质的低糖基

化*这种疾病有
U

种类型#

%)#

$&都与红细胞前体

异常成熟和分裂有关!

C

"

*高通量二代测序技术具有

灵敏度+特异度高及重复性好等优点&能够同时筛查

多种基因突变&适用于遗传异质性疾病的突变筛

查!

!

"

*本院应用上述技术首次确诊了
C

例
?@#

&

患

者&现将病例相关资料报道如下*

@

!

资料与方法

@)@

!

一般资料
!

患者&女&

!E

岁&汉族&河南籍&因,发

现脾大+胆红素高
CB

月余-于
!BCF,B!,CB

入本院*初

步考虑%溶血性贫血( 既往史无特殊*未婚未育*父

母均存在轻度贫血病史*查体%面色苍黄&全身皮肤

黏膜无皮疹+皮下出血+皮下结节+瘢痕&全身浅表淋

巴结未触及&心肺听诊未见明显异常*腹软&无压痛+

反跳痛+肌紧张&肝脏肋缘下未触及&脾脏肋缘下

C)BB.P

*血常规%白细胞计数
U)UBgCB
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'
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&红细胞

计数
!)VEgCB

C!

'

'

&血红蛋白
FW)BB
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'

'

&血小板计数

CBC)BBgCB

W

'

'

&平均红细胞体积
WD)!BT'

&平均红细

胞血红蛋白量
EE)EB

4;

&平均红细胞血红蛋白浓度

EUD)BB

;

'

'

&网织红细胞百分数
D)EFd

&网织红细胞

绝对值
CVU)CBgCB

W

'

'

)总胆红素
UU)EW

(

P6:

'

'

&间

接胆红素
EC)UB

(

P6:

'

'

)铁蛋白
C!O)OB7

;

'

P'

)珠蛋

白生成障碍性贫血#地贫$全套基因+遗传球基因+红

细胞渗透脆性实验+血红蛋白电泳+微小病毒
ACW

抗

体+

?66PQ9

+高铁血红蛋白还原实验+

?@OO

'

?@OW

+冷

凝集素测定均未见明显异常*彩超及
?&

提示%脾大+

胆囊多发结石*骨髓电镜+十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳#

%@%,*#"$

$等因实验室技术有限未行

检测*

@)A

!

方法

@)A)@

!

基因组
@Z#

提取
!

在征得患者及家属的知

情同意后&采集患者及家属的乙二胺四乙酸#

$@&#

$

抗凝外周血
E

)

OP'

&用试剂盒提取外周血
@Z#

&置

于
!̀Bc

保存备用*

@)A)A

!

目标序列捕获与高通量测序
!

将提取的

@Z#

用超声波打断并制备
@Z#

文库&通过捕获芯片

对血液系统疾病相关基因全外显子及其邻近的内含

子区域的
@Z#

进行富集&用通用引物对捕获的序列

进行
*?G

扩增&最后应用
N67&65527/*"(

平台对

扩增产物进行高通量测序&以检测包括遗传球的致病

基因
#Z+N

+

%*&A

+

%'?U#C

+

$*AU!

+

%*&#C

&

?@#

的致病基因
?@#ZC
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?COBG>UC
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%$?!EA
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+N>!E
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+'>C
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"#&#C

在内的血液系统疾病相关基因*

@)A)B

!
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测序
!

在确定申请人的致病基因型

后&对申请人及其父母的外周血
@Z#

进行
%-7

;

25

测

序*最终将检测结果与人类基因突变数据库#

LSP-7

"272/0.(S/-/067@-/-Q-92

&

L"(@

$进行比对*

A

!

结
!!

果

A)@

!

目标序列捕获及高通量测序分析
!

应用目标序

列捕获与高通量测序分析&检测了申请人血液系统疾

病相关的基因&检测出
?@#

&

型致病基因
%$?!EA

存

在复合杂合变异&患者存在
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基因
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)#5
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OEB&5

4

$复合杂

合变异*血涂片检查%成熟红细胞大小不等&色素充

盈尚可&少见球形红细胞&球形红细胞计数
Dd

*骨髓

细胞学%增生极度活跃骨髓象&其中以红系增生明显

活跃&中晚幼红细胞比值增高&中晚幼红细胞易见炭

核&晚幼红细胞易见双核&可见哑铃核+花核&偶见点

彩&占有核红细胞的
C!d

*成熟红细胞大小不等&可

见大红细胞+嗜多红细胞&血红蛋白充盈可*

A)A

!
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测序分析
!

应用
%-7

;

25

测序对申请人

%$?!EA

基因的突变进行验证&结果与二代测序完全

一致&并 在 申 请 人 母 亲 中 检 测 出
%$?!EA

基 因

.)VU?
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4

)*56!OL09

$杂合变异&申请人父亲中检

测出
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基因
.)COFF?

&

&

#

4

)#5
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OEB&5
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$杂合

变异*

A)B

!

随访
!

该患者目前未出现严重的铁过载等并发

症&现仍在观察随访中*

B

!

讨
!!

论

!!

随着分子生物学在血液肿瘤发病机制和临床诊

疗研究中的不断深入&二代测序作为新的分子生物检

测手段被广泛地应用于临床&为血液病的诊疗提供了

有效地帮助*

自
!BBW

年发现编码细胞衣壳蛋白复合物
&

#

?K*

&

$

成分的
%$?!EA

基因为
?@#

&

的致病基因以来!

E

"

&人类

基因突变数据库已经发表了
C!B

个
%$?!EA

基因变体%

错义'无义&剪接&调节&缺失&插入!

U
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*本研究申请人骨

髓及网织红细胞提示增生性贫血&且存在遗传可疑性&

运用二代测序发现申请人存在
%$?!EA
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$复合杂合

变异&目前国内尚无此基因型报道&而国外有研究者在

早些年已证实
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$突变与
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相关!

E

&

O
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*另外本研究

并未发现家庭成员中存在原发性铁超负荷的致病性

L>$!

基因突变*鉴于申请人轻度贫血&无严重的铁
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过载&胆囊结石未活动&暂时给予观察*截至目前&国

内仅有
U

篇关于
%$?!EA

基因突变的病例报道&其中

李思路等!

D

"应用高通量二代测序检测出
!

月龄患儿

!B

号染色体
%$?!EA

基因存在
!

处杂合改变&

.)"OE#

%

*)GCFL

&

"

&

"#

杂合性改变#

!

号外显子$

和
?)?CFEC&

%

*)GDCCM

&

?

&

?&

杂合性改变#

CD

号

外显子$&且证实
!

号外显子突变来源于母亲遗传&而

CD

号外显子突变源自后天获得)李栋梁等!

!

"运用高通

量二代测序技术得出复合杂合错义突变
.)CV!V&

&

?

#

4

)>OVD%

$和
.)CFEC?

&

&
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4

)GDCCM

$可能是该
?@#

&

家系的分子发病机制)

GX

等!

V

"发现
?@#

&

家系中

存在
.)WEF"

&

#

纯合突变)

M#Z"

等!

F

"在
C

例
?@#

&

患者中检测到
%$?!EA

基因存在一个无义突变

.)VC"

&

#

及
C

个错义突变
.)VU?

&

#

*可见&大多数

?@#

&

患者为错义'无义的纯合子或复合杂合子突

变&且发病年龄不一&正确的诊断通常延迟到青春期

或成年期*

?@#

&

呈常染色体隐性遗传&是
?@#

中最常见

的类型*

?@#

&

患者大多呈正细胞正色素性轻度贫

血&黄疸&脾大&胆囊结石和由于铁超负荷导致的皮肤

病&且通常随着年龄的增长贫血逐渐减轻&大多数成

人患者血红蛋白维持在
WB

)

CBB

;

'

'

!

V

"

*有研究发

现&其血涂片检查可见异形红细胞&偶尔可见球形红

细胞明显增多)光镜下
?@#

&

双核及多核幼红细胞占

有核红细胞的比例常大于
CBd

)平行于有核红细胞膜

表面的双层膜状结构为其电镜的特征性表现)红细胞

膜蛋白的
%@%,*#"$

显示带
E

较窄且迁移率较快&带

U

+

O

也可出现类似变化!

W

"

*值得注意的是&继发血色

病是
?@#

&

患者最重要的远期并发症&严重者预后不

良*因此准确诊断
?@#

&

对于早期发现和治疗铁超

负荷&提供适当的遗传咨询&实现有效的治疗并避免

无效的治疗很重要*

而与
?@#

&

相比较&

?@#

%

患者贫血症状重&发

病年龄早!

CB

"

)骨髓形态中存在有核红细胞核间桥及大

量#高达
DBd

$异染色质的海绵状结构)

?@#

%

型患者

多伴有先天性异常&包括身材矮小&椎体变平&皮肤色

素沉着和肢体末端异常斑块等!

CC

"

)

?@#ZC

为
?@#

%

型的主要致病基因&通过编码
.63-707,C

蛋白&影响着

红系成熟)

#L($@

等!

C!

"指出约
!Bd?@#

%

型患者

未发现任何基因异常)而
A#AA%

等!

CE

"运用全基因组

测序发现
?@#

%

患者的
C

个新的基因突变%

?COBG>UC

基因的
.)OEE&

&

#

纯合突变#导致
4

)'CV̂

错义突变$

及
.)!FC#

&

"

纯合突变#导致
4

)IWU?

突变$*因此&除

?@#ZC

+

?COBG>UC

外&

?@#

%

的致病基因谱仍有待探

索*

?@#

'

型患者贫血多不明显)巨大的多个细胞核

为其红系特征性的骨髓形态表现&有核红细胞常显示

出细胞核破裂&细胞核膜的异常和大的自体吞噬泡等

结构变化)部分患者可出现视网膜血管纹样改变+单

克隆丙种球蛋白病及骨髓瘤)

+N>!E

为
?@#

'

型的靶

基因&通过编码有丝分裂驱动蛋白样蛋白#

(+'*

$

C

&

参与纺锤体的形成&维持中间体的稳定!

CU

"

*

?@#

#

型患者呈酸化血清溶血试验阴性的遗传性成红细胞

多核病)部分患者存在血象异常&主要表现为粒细胞

及血小板的减少*此外&

NK'#%?KZ

等!

CO

"研究报道

了与
?@#

表型相关的新的致病基因
+'>C

和
"#,

&#C

*

综上所述&

?@#

因临床表现异质性大&临床医师

对疾病的认知能力不同&而导致临床诊疗相对困难&

本文意在强调对于一些复杂+罕见的遗传性疾病&及

早地进行基因检测&可减少漏诊+误诊&早期实现有效

的治疗*
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吞咽功能相较于对照组有明显改善#

Mf È)!UV

&

!

$

B)BO

$&治愈率和显效率均高于对照组#

Mf

È)EFE

&

!

$

B)BO

$&并且患者吸入性肺炎的发生率也

低于对照组#

!

!

fD)DBC

&

!fB)BCV

$&说明
J,J%&

是

一种简单有效的评估方法&指导患者更为科学+精准

的饮食&同时能够筛选出隐性误吸患者&有效降低吸

入性肺炎发生率&这与常红等!

CU

"通过量化评估脑卒中

吞咽障碍患者的饮食类型进而减少患者误吸发生的

研究结果相似*

综上所述&

J,J%&

是一种临床检查吞咽功能障

碍的简单方法&不仅可以筛选出隐性误吸&还能充分

反映患者吞咽不同性状食物的状况*让患者和医务

人员直观地看到吞咽困难患者的严重程度*可以根

据患者的评价结果制订出一个更为科学+精准+个性

化的饮食方案&进行系统化和循序渐进的护理干预&

以提高患者的吞咽功能&减少因未食或进食不当而发

生营养不良或吸入性肺炎&从而改善其生活质量*
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