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论著·临床研究

Ｘ连锁血小板减少症家系 ＷＡＳＰ基因分析

史瑞明　刘志刚　杨永华

（西安交通大学医学院第一附属医院儿科，陕西 西安　７１００６１）

　　［摘　要］　目的　对Ｘ连锁血小板减少症（ＸＬＴ）家系进行病史调查和ＷＡＳＰ基因分析，探讨其临床特点和发
病机制。方法　应用ＰＣＲ扩增，ＤＮＡ直接测序技术对１例ＸＬＴ患儿及家族３代人共１３名家系成员进行ＷＡＳＰ基
因突变分析。结果　患儿ＷＡＳＰ基因２号外显子２９１号碱基Ｇ／Ａ突变，导致该基因所编码的第８６号氨基酸由精
氨酸变为组氨酸，为错义突变。患儿母亲为Ｘ染色体突变基因杂合子携带者。结论　 ＷＡＳＰ基因突变是ＸＬＴ的分
子学发病机制，Ｇ２９１Ａ是ＷＡＳＰ基因突变位点之一。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（１０）：７８４－７８７］
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　　Ｘ连锁血小板减少症（Ｘｌｉｎｋｅｄｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅ
ｎｉａ，ＸＬＴ）是一种少见的 Ｘ连锁隐性遗传病。自
１９９５年发现其由ＷＡＳＰ基因突变引起后，认为该病
是湿疹血小板减少伴免疫缺陷综合征（Ｗｉｓｋｏｔｔ
Ａｌｄｒｉｃｈｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＷＡＳ）的等位基因病［１］。因为该

病缺乏ＷＡＳ典型的血小板减少、湿疹和免疫缺陷三
联征，仅表现为间歇性或慢性血小板减少，临床确诊

有一定难度。本研究在２００９年１０月至２０１０年２
月对１个ＸＬＴ家系进行了家系调查和ＷＡＳＰ基因筛
查，报告如下。

１　资料与方法

１．１　临床资料
１个３代共１３人的 ＸＬＴ家系，其中２名患者

（图１）。家系全部成员均调查病史。
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图１　ＸＬＴ家系图谱

　　先证者，男，１岁３月，因发现皮肤淤斑半月，鼻
出血２ｄ入院。入院前半月磕碰后双下肢皮肤淤
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斑，无鼻及齿龈出血，无呕血及黑便，无头痛、腹痛，

下肢淤斑及出血点渐增多同时累及颜面部，２ｄ来
鼻出血３次，压迫可止，量不多，大小便如常。既往
体健，偶患感冒，有一过性湿疹。查体：神志清，精神

可，轻度贫血貌。全身散在淤点、淤斑，以颜面部为

著，心肺腹未见明显异常。入院血常规：ＷＢＣ６．７６
×１０９／Ｌ，Ｎ２．４６×１０９／Ｌ，Ｌ３．７３×１０９／Ｌ，ＲＢＣ４．１８
×１０１２／Ｌ，Ｈｂ９４ｇ／Ｌ，ＰＬＴ１８×１０９／Ｌ，血小板平均容
积（ＭＰＶ）５．６，血小板压积（ＰＣＴ）０．０１％。血小板
抗体阴性。骨穿结果：符合特发性血小板减少性紫癜

骨髓象，巨核细胞成熟障碍。免疫全套正常。给予

丙种球蛋白（１ｇ／ｋｇ共１ｄ）加地塞米松（０．５ｍｇ／ｋｇ，
共５ｄ）治疗，复查血常规 ＷＢＣ８．７１×１０９／Ｌ，ＲＢＣ
４．５９×１０１２／Ｌ，Ｈｂ１０８ｇ／Ｌ，ＰＬＴ３９×１０９／Ｌ，ＭＰＶ
７．１，ＰＣＴ０．０３％，地塞米松渐减量，带强的松口服出
院治疗（每天 １ｍｇ／ｋｇ）。出院半月复查血常规：
ＷＢＣ６．８５×１０９／Ｌ，Ｎ４．６２×１０９／Ｌ，Ｌ１．３６×１０９／Ｌ，
ＲＢＣ４．６２×１０１２／Ｌ，Ｈｂ９５ｇ／Ｌ，ＰＬＴ４９×１０９／Ｌ，ＭＰＶ
５．４，ＰＣＴ０．０２７％。出院 １月复查血常规：ＷＢＣ
６．０８×１０９／Ｌ，Ｎ４．４６×１０９／Ｌ，Ｌ１．３３×１０９／Ｌ，ＲＢＣ
５．２３×１０１２／Ｌ，Ｈｂ１０５ｇ／Ｌ，ＰＬＴ４１×１０９／Ｌ，ＭＰＶ
５．８，ＰＣＴ０．０２４％。

家族中其表兄有相似病史：３岁时因反复皮肤
出血点１年伴鼻血丑１次住院治疗，检查血小板抗
体阴性，血常规ＷＢＣ１０．５×１０９／Ｌ，Ｎ７．１２×１０９／Ｌ，
Ｌ２．２×１０９／Ｌ，ＲＢＣ３．８２×１０１２／Ｌ，Ｈｂ１１６ｇ／Ｌ，ＰＬＴ
４３×１０９／Ｌ，ＭＰＶ、ＰＣＴ测不出。骨穿结果：符合增生
性骨髓象，巨核细胞成熟障碍。先后给予地塞米松、

达那唑、环胞素 Ａ治疗（具体不详），ＰＬＴ未正常，波
动于１９～５９×１０９／Ｌ，多次ＭＰＶ测不出。现年１２岁。
无湿疹、反复呼吸道及皮肤感染病史。

先证者舅舅于１岁时死亡，具体情况不详。家
族中其他成员无类似病史，均体健。

１．２　方法
１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取　　抽取家系成员每人
外周血６～８ｍＬ（ＥＤＴＡ抗凝），采用 Ｇｅｎｔｒａ公司提
供的全血基因组纯化试剂盒抽提ＤＮＡ，ｌ×ＴＢ溶解，
－２０℃保存。
１．２．２　引物设计　　参考文献合成 ＷＡＳＰ基因引
物共９对［２］，序列如下（表１）。扩增产物包括全部
外显子序列和部分内含子序列。

１．２．３　目的基因的扩增　　以提取的基因组 ＤＮＡ
为模板，在 ９７００ＰＣＲ仪上扩增，反应条件如下：
５０μＬ反应体系中含 ＤＮＡ模板 １．５μＬ（浓度
９０ｎｇ／ＭＬ），上下游引物各２μＬ（浓度１０ｍｍｏｌ／Ｌ），

ｄＮＴＰ４μＬ（浓度各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），ＴａｑＤＮＡ聚合酶
０．５μＬ（浓度５Ｕ／μＬ），镁离子２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，９５℃预
变性５ｍｉｎ后，９４℃变性３０ｓ，６０～６６℃退火３０ｓ，
７２℃延伸 ５０ｓ，循环 ３０～３５次，最后 ７２℃延伸
１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶电泳检测。

表１　ＷＡＳＰ基因扩增引物

序号 前向引物５′３′ 后向引物５′３′

１ ＧＧＴＣＴＡＡＧＣＡＧＴＣＡＡＧＴＧＧ ＧＧＡＡＧＧＧＴＧＧＡＴＴＡＴＧＡＣＧ
２ ＣＧＴＣＡＴＡＡＴＣＣＡＣＣＣＴＴＣＣ ＣＴＴＧＡＡＧＣＴＡＴＧＧＡＣＡＣＡＴＡＴＧ
３／４ ＴＧＴＡＡＴＣＴＣＣＡＡＡＣＣＡＧＡＣ ＣＡＴＧＡＧＡＧＧＧＧＡＣＴＴＴＴＣＴＡＧ
５／６ ＧＧＣＴＣＣＣＡＡＴＣＣＡＴＣＴＡＴＣ ＡＣＴＣＴＴＡＣＣＣＡＴＣＣＡＴＣＣＡＧ
７ ＡＣＡＣＡＣＡＧＡＴＴＴＣＣＣＴＣＡＡＧ ＣＡＧＣＴＧＴＣＣＡＣＴＴＧＴＴＣＡＴＧ
８／９ ＣＡＡＧＡＧＧＧＴＴＴＣＡＣＴＡＴＧＡＡＧＧ ＧＣＧＴＡＴＣＴＴＡＧＣＴＡＴＧＡＧＣＴＧＣ
１０ ＧＣＴＴＣＡＧＴＣＡＧＧＡＧＴＴＧＧＴＣ ＴＣＣＴＧＡＣＴＴＡＧＡＣＧＧＧＡＧＡＣ
１１ ＣＣＴＡＡＧＣＣＣＴＣＴＧＴＧＣＴＧ ＴＧＧＧＡＧＣＣＡＧＧＴＴＴＧＡＧ
１２ ＧＣＡＴＣＴＴＡＴＣＴＴＴＧＴＣＴＴＴＣＣＣ ＧＴＴＧＧＴＧＧＧＧＡＡＧＡＡＡＴＧ

１．２．４　基因突变检测　　ＰＣＲ产物用 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司提供的ＷｉｚａｒｄＴＭＰＣＲ产物纯化试剂盒纯化。以
ＰＣＲ反应的引物为测序引物，用 ＰＥ公司提供的
Ｂｉｇｄｙｅ末端标记测序反应试剂盒，用４色荧光标记
４种脱氧核昔酸，按 Ｓａｎｇｅｒ双脱氧终止法进行测序
反应。ＰＣＲ反应条件：９６℃变性１０ｓ，５５℃退火５ｓ，
６０℃延伸４ｍｉｎ，共３０个循环。反应产物用７０％乙醇
沉淀，９５℃变性５ｍｉｎ后，在美国 ＰＥ公司的 ＡＢＩ３７７
测序仪上进行测序，上机电泳。采用ＰｏｌｙＰｈｒｅｄ软件
对测序结果进行分析，根据测序结果识别突变位点。

２　结果

在先证者及家系患者ＷＡＳＰ基因２号外显子发
现了第２９１号碱基发生了Ｇ→Ａ突变，导致该基因所
编码的第８６号氨基酸由精氨酸（Ｒ）变为组氨酸（Ｈ），
即发生了ＷＡＳＰ基因Ｒ８６Ｈ错义突变。家系中２名患
者的母亲、外祖母均为突变基因杂合携带者。见图２。

　　图２　ＷＡＳＰ基因２号外显子测序结果　Ａ：患儿母亲测
序显示第２９１号碱基为 Ｇ／Ａ突变携带者；Ｂ：患儿测序显示第２９１

号碱基为Ｇ／Ａ突变。
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３　讨论

ＷＡＳ是一种罕见的 Ｘ连锁隐性遗传免疫缺陷
病，其特点是血小板减少、湿疹和细胞及体液联合免

疫缺陷所致的反复感染，临床预后欠佳。一般为男

性患病，女性携带，偶见由于正常 Ｘ染色体失活所
致的女性携带者患病报道［３］。ＷＡＳ的致病基因定
位于Ｘ染色体短臂ｐｌｌ．２２ｐ１１．２３，其编码的蛋白是
ＷＡＳＰ。１９９５年Ｖｉｌｌａ等［１］证实ＸＬＴ与ＷＡＳ是由于
ＷＡＳＰ基因突变引起的同一疾病的不同表型。

ＷＡＳ的表型评分标准是用血小板减少、血小板
小、湿疹、免疫缺陷、感染、自身免疫性疾病或和恶性

疾病等 ４项指标进行表型评分［４］。１分（轻型
ＸＬＴ）：仅有血小板减少、血小板小，无或轻度免疫缺
陷；２分（重型 ＸＬＴ）：为轻型 ＸＬＴ伴轻度或暂时湿
疹、轻度免疫缺陷，感染不频繁，无并发症；３分（轻
型ＷＡＳ）：血小板减少、血小板小、中度湿疹、免疫缺
陷和感染；４分（重型 ＷＡＳ）：轻型 ＷＡＳ伴严重、难
以控制的湿疹和危及生命的感染；５分：ＸＬＴ或ＷＡＳ
伴自身免疫性疾病或和恶性疾病。

多数ＷＡＳ／ＸＬＴ患者在生后即有表现，主要包
括淤点、淤斑及血便。ＷＡＳ／ＸＬＴ患者的 Ｔ细胞免
疫和Ｂ细胞免疫均可受累，在婴儿期，循环淋巴细
胞数目可以正常或轻度降低，６岁时典型 ＷＡＳ患者
均有淋巴细胞减少症，ＸＬＴ患者除外［５６］。Ｂ细胞数
目可以正常或轻度减少，ＩｇＧ正常，ＩｇＭ轻度减低、或
正常、增加，ＩｇＡ和 ＩｇＥ通常增加。ＷＡＳ／ＸＬＴ患者
的血小板数目减少程度不等，血小板体积约为正常

人的一半，脾切除有效说明血小板减少的部分原因

是破坏增加，血小板生成不良也是原因之一。约

８４％的ＷＡＳ／ＸＬＴ病人有出血史，其中２％是颅内出
血。典型ＷＡＳ患者的另一个临床表现是湿疹，可轻
可重，持续时间不等，甚至可持续至成人期，ＸＬＴ患
者可以没有湿疹表现。自身免疫性疾病多见于典型

ＷＡＳ患者，约４０％的患者可以发生自身免疫性溶血
性贫血，以及血管炎、肾脏病变、过敏性紫癜样皮疹

等。既往认为 ＸＬＴ发生自身免疫性疾病的比例很
小，但一项日本报道发现 ＩｇＡ肾病是日本人 ＸＬＴ患
者的常见并发症［７］。典型 ＷＡＳ患者在儿童期即可
发生肿瘤，ＸＬＴ患者发生肿瘤的比例较ＷＡＳ少。

轻型ＸＬＴ因为缺乏湿疹和免疫缺陷的临床表
现而易被忽视，确诊时间较晚，或在病初诊断为特发

性血小板减少性紫癜。值得注意的是，ＷＡＳ／ＸＬＴ均
有血小板体积小，故对于家族史不明确的散发男性

血小板减少患者，有持续血小板减少并血小板体积

小的临床表现时要高度关注 ＸＬＴ的诊断。典型
ＷＡＳ／ＸＬＴ患者大多于６月内发病，但本研究中的两
名患者起病均较晚，先证者起病年龄大于１岁，病初
诊断为特发性血小板减少性紫癜，在家族史询问中

有阳性发现，患儿经治疗后血小板仍持续减少，伴血

小板体积小，患儿及家系另一患者均为男性，结合家

系图谱符合Ｘ连锁隐性遗传特点，从而考虑ＸＬＴ进
行ＷＡＳＰ基因筛查最后确诊本病。家系另一患者因
发病时间早，缺乏家族史，故诊断 ＸＬＴ较晚。两名
患者均无明显免疫缺陷，无肿瘤，先证者有一过性湿

疹。两名患者表型评分均为 １分，属于轻型 ＸＬＴ。
家系中女性有突变基因携带者，均无临床表现。

ＷＡＳＰ是富脯氯酸的细胞内蛋白，广泛存在于
ＣＤ３４＋干细胞起源的细胞系中，所以 ＷＡＳＰ基因异
常会影响淋巴细胞、中性粒细胞、血小板、树突状细

胞和Ｌａｎｇｅｒｈａｎｓ细胞。对ＷＡＳＰ的功能研究尚不完
全清楚，认为其主要参与细胞内的信号传导，尤其是

在细胞骨架蛋白肌动所需的信号传导中起重要作

用［８］。在上述细胞对外界刺激反应时传导信号和

组合细胞骨架。ＷＡＳＰ基因突变将影响这些细胞的
信号传导和细胞骨架组合，影响血小板聚集功能、淋

巴细胞迁移功能、微绒毛功能的发挥及微绒毛的数

量。ＷＡＳＰ基因为９Ｋｂ，共１２个外显子，编码 ５０２
个氨基酸。已经发现的ＷＡＳＰ基因突变超过１５０余
种，最多见的是错义突变。ＷＡＳＰ基因突变临床表
型存在差异，对突变与功能的相关性研究发现：

ＷＡＳＰ基因错义突变往往使 ＷＡＳＰ表达减少，患者
临床表型一般为 ＸＬＴ；ＷＡＳＰ基因缺失、插入、同义
突变往往使ＷＡＳＰ表达缺失，患者通常表现为典型
的ＷＡＳ，预后差，不做干细胞移植难以存活［９］。本

研究发现的 Ｒ８６Ｈ突变在国内尚未见报道，欧美和
日本等国家已有报道，该位点位于 ＷＡＳＰ的 ＥＶＨ１
功能区，在同一位点已报道的还有 Ｒ８６Ｌ、Ｒ８６Ｃ突
变，亦有女性 Ｒ８６Ｈ患者表现 ＸＬＴ临床症状的报
道，故 ８６号精氨酸是 ＷＡＳＰ基因突变的热点区
域［１０１１］。对Ｒ８６Ｃ的研究发现该突变导致 ＷＡＳＰ表
达减少。亦有研究发现，Ｒ８６Ｈ突变通过影响 ＷＩＰ
蛋白与 ＷＡＳＰ的结合从而使 ＷＡＳＰ表达减少［１２］。

本研究提示中国 ＸＬＴ患者与国外患者有同样的致
病基因突变热点。

ＷＡＳ的治疗包括避免外伤、出血、抗感染、静脉
丙种球蛋白输注，激素治疗及脾切除，目前有效的根

治方法是脐血或骨髓干细胞移植。基因治疗是一个

新的方法。对ＸＬＴ患者而言，目前报道脾切除和干
·６８７·



第１２卷第１０期
２０１０年１０月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１２Ｎｏ．１０
Ｏｃｔ．２０１０

细胞移植有效［１３］。早期识别并诊断 ＷＡＳ／ＸＬＴ患
者非常重要，临床医师应提高对该病的认识，基因筛

查是有效的确诊方法。
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