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穿孔素基因多态性与儿童噬血细胞
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［摘要］　目的　了解穿孔素基因（PRF1）多态性在噬血细胞综合征（HLH）患儿中的分布情况，

探讨 PRF1 基因多态性与 HLH 是否存在易感相关性。方法　收集 2009 年 1 月至 2013 年 12 月确诊为 HLH

的 48 例患儿（HLH 组）及 100 名健康体检儿童（对照组）的临床资料，应用聚合酶链反应（PCR）结合直

接测序方法对两组患儿的 PRF1 基因编码区（包括 3 个外显子和 2 个内含子）进行基因多态性位点筛查。

结果　48 例 HLH 患儿中，在 PRF1 基因编码序列中共发现 3 个 SNP 位点，而在非编码序列中共发现 7 个 SNP 位点；

PRF1 基因非编码序列中还有 2 个 SNP 位点 rs10999426 和 rs10999427 分别仅在 5 例对照组儿童中发现（5%）；

以上 12 个 SNP 位点在 HLH 组和对照组中的基因型及等位基因频率分布差异均无统计学意义（P>0.05）。连锁

不平衡分析提示 rs10999426 和 rs10999427 紧密连锁（D=1，r2=1），但上述 2 个位点构建的 A-T 单体型在 HLH

组和对照组中的分布频率差异无统计学意义（P>0.05）。结论　PRF1 基因多态性与 HLH 发病存在易感相关性

的可能性不大；rs10999426 和 rs10999427 存在连锁不平衡关系，其构建的 A-T 单体型虽仅在对照组中发现，但

发生率低，可能不是家族性 HLH 的保护性因素。                 ［中国当代儿科杂志，2015，17（7）：677-682］
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Abstract: Objective    To investigate frequency distribution of gene polymorphisms of PRF1 gene in children 
with hemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH), and to explore whether the possible gene polymorphisms of PRF1 
gene confer an increased risk of susceptibility to HLH. Methods    Forty-eight children who were diagnosed with HLH 
between January 2009 and December 2013 (HLH group) and 100 healthy children (control group) were enrolled in 
this study. The gene polymorphisms in the coding region of PRF1 gene, which consists of three exons and two introns, 
were genotyped by PCR, followed by direct sequencing. Results    Three single nucleotide polymorphisms (SNPs) were 
revealed in the coding sequence of PRF1 in the 48 children with HLH. Seven SNPs were detected in the noncoding 
sequence. Other two SNPs in the noncoding sequence including rs10999426 and rs10999427 were detected only in 
5 healthy children (5%). There was no significant difference in allelic frequencies of all the SNPs above between the 
HLH and control groups (P>0.05). Haplotype analysis showed there was a pair-wise linkage disequilibrium between 
rs10999426 and rs10999427 (D=1, r2=1), but there was no significant difference in the distribution of A-T haplotype 
between the HLH and control groups (P>0.05). Conclusions    There is no association between gene polymorphisms 
of PRF1 gene and the susceptibility to HLH. There is a pair-wise linkage disequilibrium between rs10999426 and 
rs10999427, but a low detection rate of A-T haplotype in healthy children indicates that it might not play a protective 
role in the development of HLH.                                                                          [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(7): 677-682]
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噬血细胞综合征（HPS）又称噬血细胞淋巴

组织细胞增生症（HLH），是一种由多种致病因

素所致淋巴细胞和组织细胞大量增殖、活化伴高

细胞因子血症的机体免疫调节异常性疾病 [1]。临床

特征表现为持续性发热超过 1 周、不同程度血细

胞减少、肝脾和淋巴结肿大、凝血功能障碍、NK

细胞活性降低、高甘油三酯血症或低纤维蛋白原

血症、骨髓出现噬血现象、中枢神经系统受累等

多脏器病变等 [2]。HLH 分为原发性 HLH 和获得性

HLH，其中原发性 HLH 包括家族性 HLH（FHL）

和免疫缺陷综合征相关性 HLH。其中 FHL 主要发

生在年龄小于 2 岁的儿童中，发病年龄越小，病

死率越高 [3]。

在目前大量国内外关于 HLH 分子遗传学研

究中，FHL 已被证实与一些基因外显子编码序列

基因突变导致编码蛋白质功能缺陷有关。根据致

病基因不同，FHL 被分为 5 个亚型：FHL1（位于 

9q21.3-22 的未知基因）、FHL2（PRF1）、FHL3

（UNC13D）、FHL4（STX11）及 FHL5（STXBP2），

而 PRF1 基因突变占 FHL 的 20%~50%[3-5]。目前已

发现 70 多种 PRF1 编码序列基因突变与 FHL 发病

有关。目前对 PRF1 基因研究主要集中在编码蛋

白质序列基因突变与 FLH 发病的关系，关于穿孔

素基因多态性位点对 FHL 发病的易感性相关报道

较少。国外相继有文章报道 PRF1 基因多态性位

点 A91C 可能影响穿孔素蛋白正确折叠，从而导致

穿孔素表达，提示 PRF1 基因多态性位点可能在穿

孔素基因转录调控、蛋白质翻译中起重要作用而

影响穿孔素正常表达 [5-8]。因此，本研究对 48 例

HLH 患儿 PRF1 基因编码区碱基序列包括 3 个外

显子和 2 个内含子进行基因多态性筛查，旨在揭

示穿孔素基因多态位点在 HLH 患儿中的发生情况，

并探讨 PRF1 基因多态性是否与儿童 HLH 发病存

在易感相关性。

1　资料与方法

1.1　研究对象

选取 2009 年 1 月至 2013 年 12 月在广西医科

大学第一附属医院确诊为 HLH 患儿 48 例为研究对

象，其中男 26 例，女 22 例；发病年龄为 6 个月至

14 岁，中位年龄为 3 岁；诊断标准依据国际组织

细胞协会修订的《HLH-2004 诊断和治疗指南》[9]，

均无 HLH 家族病史。另选取于我院行健康体检的

儿童 100 例作为对照组，其中男 56 例，女 44 例；

平均年龄 3 岁 9 个月。两组间年龄、性别比较差

异均无统计学意义（P>0.05），具有可比性。本研

究已获得所有入组对象监护人的知情同意。

1.2　主要试剂与仪器

血液基因组 DNA 提取试剂盒、2×Master Mix

和 1 000 bp DNA Ladder（北京康为世纪生物科技有

限公司，中国）；引物合成（上海生工生物工程

技术服务有限公司，中国）；多通道 PCR 扩增仪

（PTC-220，美国）；恒温水浴箱（DK-420，中国）；

电泳仪（DYY-86 型，中国）；Gel Doc EQ 凝胶成

像系统（Bio-RAD，美国）。

1.3　DNA 提取

分别采集 HLH 组患儿及对照组儿童外周静

脉血 2 mL 置于 EDTA 抗凝管中；应用血液基因组

DNA 提取试剂盒从两组外周血标本中提取 DNA。

1.4　引物设计

应用 Primer Premier 5.0 及 NCBI primer designing 

tool 对人 PRF1 基因外显子和内含子序列（GenBank 

序列号：NG_009615）进行引物设计，具体引物序

列见表 1。

1.5　PCR 及 PCR 产物测序

PCR 反 应 体 系 为 50 μL：2×Master Mix 

25 μL、10 μmol/L 上 下 游 引 物 各 2 μL、DNA 模

板 2 μL，ddH2O 19 μL。PCR 反 应 条 件：94 ℃ 预

变性 4 min；94℃变性 45 s，退火（温度见表 1）

45 s，72℃延伸 1 min，共 35 个循环；72℃再延伸 

7 min。取 5 μL PCR 产物在 2% 琼脂糖凝胶中进行

电 泳（150 V，25 min）， 以 1000 bp DNA Ladder 

为相对分子质量标准。将凝胶置于 Gel 成像系统进

行成像并分析。PCR 产物测序及序列比对：PCR

产物交由上海生工生物工程技术服务有限公司进

行测序。测序结果采用美国国家生物技术信息中

心（NCBI）Genebank BLAST 软件进行在线比对。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 16.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计数资料采用百分率（%）表示，两组间比较

采用 χ2 检验，若 1 ≤理论频数（T）<5 时，采用

连续校正 χ2 检验，若 T<1 时，采用 Fisher 确切概

率法，P<0.05 为差异有统计学意义。应用 SHEsis

软件进行连锁不平衡分析（frequency<0.01 则被忽

略）。
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2　结果

2.1　HLH 患儿临床特征分析

48 例 HLH 患儿中，持续发热超过 1 周 48 例

（100%）；肝肿大 48 例（100%）；脾肿大 45 例

（94%）；血细胞三系减少 15 例（31%），两系减

少 16 例（33%）；纤维蛋白原≤ 1.5 g/L 27 例（56%）；

甘油三酯≥ 3.0 mmol/L 36 例（75%）；NK 细胞比

值 低 于 6% 41 例（85%）； 铁 蛋 白 ≥ 500 ng/L 45

例（94%）；骨髓出现噬血现象 36 例（71%）。

2.2　PRF1 基因多态性位点筛查结果

48 例 HLH 患 儿 中， 在 PRF1 基 因 编 码 序 列

中共发现 3 个 SNP 位点：其中位于外显子 2 上的

R4C（rs12161733）2 例（4%）； 外 显 子 3 上 的

g.8877C>T（rs885821）14 例（29%），g.8955C>T

（rs885822）44 例（92%）。 而 在 非 编 码 序 列

中 共 发 现 7 个 SNP 位 点： 其 中 位 于 内 含 子 1 上

的 g.5179delG（rs55974750）25 例（52%），

g.5452C>T （rs3758562）46 例（96%），g.5936T>C

（rs6480460）47 例（98%）；内含子 2 上的 g.7745T>C

（rs80019657）10 例（21%）；3' 非 翻 译 区 上 的

g.9819G>A （rs1889490）41 例（85%），g.9812C>T

（rs6480459）2 例（4%），g.10164G>A（rs375066000）

2 例（4%）。以上 10 个 SNP 位点在 HLH 组和对

照组中的基因型及等位基因频率分布差异均无统

计学意义（P>0.05），见表 2。

表 1　扩增穿孔素基因外显子及内含子的引物序列

扩增序列 引物 引物序列（5' → 3'） 产物长度 (bp) 退火温度

Exon1
sense AGCAGCTCTACTCGGCAGAT

542 65℃
anti-sense AGGGAGCCTCTTTCCAGCTT

Exon2
sense GATATCTCAGCCCCTCCCCTT

808 65℃
anti-sense AGTCTGAGAGCCAGGATTGC

Exon3-1
sense CTGCCCACTTACATGTGACCT

752 65℃
anti-sense CACACACACTGGCATGGGTC

Exon3-2
sense TGGTGGACTACACCCTGGAA

713 65℃
anti-sense CCCACTGTGAGAACCCCTTC

Exon3-3
sense GATCAGGCTCCCAAGTCTGG

973 65℃
anti-sense GCCTGTTTTCACTGGGTTGC

Intron1-1
sense AGAGCACAAAGGACCTGTGAC

790 65℃
anti-sense TAAGGTGTTTCTGGGGCCTTG

Intron1-2
sense CCACCCTTCAAGTCACACCTT

993 63℃
anti-sense GGGACAGAGTAGCTGTAGCA

Intron1-3
sense GAGCCCCAAAGGGAAAATGAGA

710 65℃
anti-sense CATGCACCAGGCACGAACT

Intron2-1
sense GGCTGGACGTGACTCCTAAG

841 63℃
anti-sense ATGTGGCCTTCATCCATCCG

Intron2-2
sense GCCCCTGGGAGTAGGAAGTA

821 63℃
anti-sense GATGAAGTGGGTGCCGTAGT

表 2　PRF1 基因各多态性位点的基因型和等位基因频率在两组中的分布比较　[ 例（%）]

组别 例数

rs12161733 rs885821 rs885822

基因型 等位基因 基因型 等位基因 基因型 等位基因

CC CT TT C T CC CT TT C T CC CT TT C T

对照组 100 99(99) 1(1) 0(0) 199(99.5) 1(0.5) 82(82) 15(15) 3(3) 179(89.5) 21(10.5) 5(5) 38(38) 57(57) 48(24.0) 152(76.0)

病例组 48 46(96) 2(4) 0(0) 94(97.9) 2(2.1) 34(71) 14(29) 0(0) 82(85.4) 14(14.6) 4(8) 9(19) 35(73) 17(17.7) 79(82.3)

χ2 值 -* -* 4.674 1.037 5.699 1.498

P 值 0.246 0.247 0.083 0.308 0.058 0.221
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续表 2

组别 例数

rs55974750 rs3758562 rs6480460

基因型 等位基因 基因型 等位基因 基因型 等位基因

-- -G GG - G CC CT TT C T CC CT TT C T

对照组 100 4(4) 32(32) 64(64) 40(20.0) 160(80.0) 6(6) 29(29) 65(65) 41(20.5) 159(79.5) 78(78) 20(20) 2(2) 176(88.0) 24(12.0)

病例组 48 1(2) 24(50) 23(48) 26(27.8) 70(72.9) 2(4) 11(23) 35(73) 15(15.6) 81(84.4) 42(88) 5(10) 1(2) 89(92.7) 7(7.3)

χ2 值 4.378 1.878 0.947 1.005 2.241 1.534

P 值 0.110 0.171 0.623 0.316 0.284 0.216

续表 2

组别 例数

rs80019657 rs1889490 rs6480459

基因型 等位基因 基因型 等位基因 基因型 等位基因

CC CT TT C T GG GA AA G A CC CT TT C T

对照组 100 0(0) 23(23) 77(77) 23(11.5) 177(88.5) 16(16) 50(50) 34(34) 82(41.0) 118(59.0) 94(94) 6(6) 0(0) 194(97.0) 6(3.0)

病例组 48 0(0) 10(21) 38(79) 10(10.4) 86(89.6) 7(14) 21(44) 20(42) 35(36.5) 61(30.5) 46(96) 2(4) 0(0) 94(97.9) 2(2.1)

χ2 值 0.088 0.077 0.828 0.560 -* -*

P 值 0.767 0.782 0.661 0.454 1.000 1.000

续表 2

组别 例数

rs375066000 rs10999426 rs10999427

基因型 等位基因 基因型 等位基因 基因型 等位基因

GG GA AA G A CC CT TT C T GG GA AA G A

对照组 100 100(100) 0(0) 0(0) 200(100) 0(0) 95(95) 5(5) 0(0) 195(97.5) 5(2.5) 95(95) 5(5) 0(0) 195(97.5) 5(2.5)

病例组 48 46(96) 2(4) 0(0) 94(97.9) 2(2.1) 48(100) 0(0) 0(0) 96(100) 0(0) 48(100) 0(0) 0(0) 96(100) 0(0)

χ2 值 -* -* -* -* -* -*

P 值 0.104 0.104 0.175 0.178 0.175 0.178

注：-* 表示经 Fisher 确切概率法计算，无卡方值；- 表示缺失一个等位基因 G。

表 3　两组 SNP 位点单体型分布　[ 例（%）]

组别 例数 C-G A-T

对照组 100 95(95) 5(5)

HLH 组 48 48(100) 0(0)

χ2 值 -*

P 值 0.175

注：-* 表示经 Fisher 确切概率法计算，无卡方值。

在 PRF1 基 因 第 2 内 含 子 上 发 现 另 外 2 个

SNP 位点：g.7494C>T（rs10999426）和 g.7473G>A

（rs10999427），分别仅在 5 例对照组儿童中发现，

以上 SNP 位点在两组中的基因型及等位基因频率

分布差异无统计学意义（P>0.05），见表 2。

连 锁 不 平 衡 分 析 提 示 rs10999426 和

rs10999427 紧密连锁（D=1，r2=1），但他们构建

的单体型在 HLH 组和对照组中的分布频率差异无

统计学意义（P>0.05），见表 3。

3　讨论

人类穿孔素基因（PRF1）定位于 10q21-22，

包 括 3 个 外 显 子 和 2 个 内 含 子， 编 码 蛋 白 质 的

1 668 个碱基仅位于外显子 2 和外显子 3，共编码

555 个氨基酸 [10-11]。穿孔素基因编码穿孔素蛋白前

体，包括 21 个氨基酸组成的信号肽、膜攻击复合

体 / 穿孔素结构域（membrane-attack complex, MAC/

Perforin domain）、表皮生长因子样结构域（EGF-
LIKE domain）和蛋白激酶 C 保守区 2[11-12]。穿孔素

主要储存在细胞毒性 T 淋巴细胞（CTL）和 NK 细

胞内囊泡中，是参与细胞毒性细胞杀伤靶细胞的

一个重要分子，在免疫监视、免疫调控中起着重

要作用，其功能异常可导致多种疾病。国内外大

量分子遗传学研究提示穿孔素基因变异可能与多

种疾病相关，包括 I 型糖尿病、多发性硬化、恶性
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血液病如急性白血病、淋巴瘤、HLH 等有关 [13-18]。

1999 年 Stepp 等 [18] 首次证实了 PRF1 与 FHL2

有关。国内外大量研究表明，FHL 患者缺乏诱导

细胞凋亡和细胞毒杀伤细胞活性的能力，与“穿

孔素 / 颗粒酶 - 细胞死亡途径”有关。PRF1 基因

突变可导致穿孔素在 CTL、NK 细胞表面表达减少

甚至不表达，从而不能锚定靶细胞启动细胞凋亡

机制，导致颗粒酶无法进入靶细胞诱导靶细胞凋

亡，而致使淋巴细胞和组织细胞的大量增值，分

泌大量细胞因子，导致 FHL2 发病 [19]。不同国家

PRF1 基因突变特点不同，如 50delT（L17fsX22）

与美 洲人有关 [20]，在日本，1090-91delCT（L364fsX）

是最常见的基因突变位点，207delC 则为第二常见

的基因位点 [21-22]；在土耳其，最常见的基因突变

位点是 1122 G>A（W374X）[23]；国内有研究报道

了 S168N、T450M 较 为 常 见，rs885821、rs885822

为最常见的 SNP 位点 [24-26]，但关于 PRF1 是否存在

基因多态性及与 HLH 存在易感相关性尚无相关报

道。 

本研究在 PRF1 基因编码序列中共发现 3 个

SNP。其中 R4C（rs12161733）仅在 2 例患儿（4%）

和 1 例正常儿童（1%）中出现，发生率低，其在

病例组和对照组的基因型和等位基因频率差异无

统计学意义，提示该单核苷酸变异导致的氨基酸

替换可能并不影响信号肽结构改变，与 FHL 发

病易感相关性不大。而 g.8877C>T（rs885821）、

g.8955C>T（rs885822）均未导致氨基酸改变，不

影响穿孔素蛋白编码，且在病例组及对照组中均

广泛存在，为常见的基因多态性位点，故对 FHL

发病无意义。

在非编码序列中共发现 9 个 SNP 位点。其中

rs55974750、rs3758562、rs6480460、rs80019657、

rs1889490 在 HLH 组 的 分 布 频 率 分 别 为 52%、

96%、98%、21%、85%，而在对照组中的分布频

率分别为 36%、94%、98%、23%、84%，其等位

基因频率在 HLH 组和对照组间的差异均无统计

学意义。rs6480459 仅在 2 例 HLH 患儿（4%）和

6 例 正 常 儿 童（6%） 中 发 现， 而 rs375066000 仅

在 2 例 HLH 患儿（4%）中发现，均为杂合子，发

生率低，其基因型和等位基因频率在 HLH 组及对

照组中的差异亦无统计学意义。本研究提示以上

7 个 SNP 位点在穿孔素基因转录、蛋白合成过程

中参与调控作用的可能性不大，对 FHL 发病无明

显易感性。

此 外， 连 锁 不 平 衡 分 析 提 示 rs10999426 和 

rs10999427 紧密连锁，此两位点构建的 A-T 单体

型在 HLH 组和对照组中的分布频率分别为 0% 和

5%，但 A-T 单体型在两组间的分布差异无统计学

意义。因此，A-T 单体型与 FHL 无明显易感相关

性。该单体型虽仅在对照组中发现，但发生率低，

可能并不是 FHL 的保护性因素。

FHL 起病急，发展快，病死率很高，预后差，

病情易反复。国内外研究已经发现了影响该病发

生发展及预后的诸多因素 [27]，其中穿孔素基因异

常是重要的因素之一。本研究中提示穿孔素基因

多态性与 HLH 易感性可能性不大，但值得说明的

是 , 本研究中 48 例 HLH 患儿穿孔素基因编码序列

未发现基因突变 , 如错义突变、移码突变等，仅对

穿孔素基因外显子及内含子区域进行基因多态性

筛查，且并未对其他 FHL 相关基因如 UNC13D、

STX11、STXBP2 等进行基因分析。而穿孔素基因

增强子、启动子区域等其他区域序列及其他相关

基因是否存在碱基变异在基因调控中起作用，尚

有待进一步研究探讨，以期发现能够揭示对儿童 

HLH 病因、临床诊治及预后有意义的分子生物学

标志。
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