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　　［摘　要］　目的　建立理想的 ＳＴＲ遗传标记体系，对广西地区血友病 Ａ携带者进行快速简便的基因诊断。
方法　选取广西地区１０个血友病Ａ家系作为研究对象，运用荧光ＰＣＲ联合毛细管电泳的方法，对家系成员中ＦⅧ
基因内外具有高度遗传性的３个ＳＴＲ位点Ｆ８Ｉｎｔ１３、ＤＸＳ１０７３、ＤＸＳ９９０１进行等位基因分型，评估该体系用于家系中
血友病Ａ携带者的诊断效率，并对待检者进行携带者诊查。结果　１０个血友病Ａ家系中，１１例肯定女性携带者均
含有与相应先证者完全一致的３个ＳＴＲ等位基因（Ｆ８Ｉｎｔ１３、ＤＸＳ１０７３、ＤＸＳ９９０１）片段长度；在待检的８例女性中，５例
检出３个ＳＴＲ等位基因片段与相应家系中先证者完全相同，被诊断为血友病Ａ携带者。结论　联合应用３个 ＳＴＲ
位点Ｆ８Ｉｎｔ１３、ＤＸＳ１０７３、ＤＸＳ９９０１进行遗传分析能够快速检出血友病 Ａ携带者，给血友病 Ａ产前诊断提供可靠的
依据。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（１２）：９５１－９５５］
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　　血友病Ａ是最常见的遗传性出血性疾病之一，
为Ｘ连锁隐性遗传，即女性传递、男性发病，男性患
病率约为１／５０００［１］，该病主要由于凝血因子Ⅷ （Ｆ
Ⅷ）基因缺陷而引起血浆内 ＦⅧ含量不足或功能缺
陷，导致凝血功能障碍。临床上根据患者新鲜血浆

所含因子Ⅷ ∶Ｃ活性水平的高低，将血友病Ａ分为重
型（＜１％）、中型（１％～５％）、轻型（＞５％～２５％）及

亚临床型（＞２５％～４５％）［２］。目前尚无有效根治措
施，只能采用输入凝血因子的终身替代疗法来控制病

情，携带者诊查及产前诊断是有效降低本病发生率

的首选措施。本研究选择ＦⅧ基因内外的３个短串
联重复序列（ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔｓ，ＳＴＲ）基因位点
作为遗传标记，运用荧光ＰＣＲ联合毛细管电泳自动
分型的方法对广西地区１０个血友病 Ａ家系进行携
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带者诊断，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　研究对象

１０个无血缘关系的血友病Ａ家系纳入本研究，
各家系成员资料见表１。个体３代均为广西人群，民
族为汉族或壮族。静脉血标本采集经广西医科大学

第一附属医院医学伦理委员会批准，并获得受试者

知情同意。

表１　１０个家系成员的基本资料

家系号
受检者

编号 身份 年龄（岁）
ＡＰＴＴ（ｓ） ＦⅧ∶Ｃ（％）

ＳＴＲ位点的等位基因片段大小 （ｂｐ）

Ｆ８Ｉｎｔ１３ ＤＸＳ１０７３ ＤＸＳ９９０１

是否

携带者

１ 先证者 １２ ９９．９ １．３５ １５２ １３７ １９７
Ⅰ ２ 先证者舅舅 ３４ ８０．４ １．８ １５２ １３７ １９７

３ 先证者母亲 ３６ ３５．４ ５５．８ １５２ １５２ １３７ １２５ １９７ ２１１ 是

４▲ 先证者妹妹 ５ ３２．０ ８１．５ １５２ １５２ １３７ １２５ ２０３ ２１１ 否

５ 先证者 ４ １２３．６ １．３ １５６ １２５ ２０３
Ⅱ ６ 先证者母亲 ３０ ３５．５ ５９．３ １５６ １５０ １２５ １２３ ２０３ １９９ 是

７ 先证者姨妈 ２８ ３１．２ ６５．６ １５６ １５０ １２５ １２３ ２０３ １９９ 是

８ 先证者 ２８ １１６．８ １．３１ １５０ １２５ ２０１
Ⅲ ９ 先证者弟弟 ２６ １０１．６ ４．３ １５０ １２５ ２０１

１０ 先证者母亲 ５０ ３５．８ ５７．６ １５０ １５０ １２５ １２５ ２０１ １９５ 是

１１ 先证者女儿 ５ ３７．６ ７０．０ １５０ １５０ １２５ １２３ ２０１ ２０３ 是

１２ 先证者 ５５ ７０．５ ２．８ １５０ １２５ １９７
Ⅳ １３ 先证者弟弟 ４８ ６１．６ ３ １５０ １２５ １９７

１４▲ 先证者妹妹１ ４９ ３５．９ ８２．７ １５０ １５２ １２５ １２５ １９７ １９７ 是

１５▲ 先证者妹妹２ ５３ ３７．７ ６２．４ １５０ １５２ １２５ １２５ １９７ １９７ 是

１６ 先证者 ７ １０３．９ ４．１ １５２ １２５ １９５
Ⅴ １７ 先证者舅舅 ２８ １４９．３ ０．９８ １５２ １２５ １９５

１８ 先证者母亲 ３０ ３６．５ ６１．２ １５２ １５２ １２５ １２３ １９５ １９５ 是

１９ 先证者 ２９ ５２．７ ９．４ １４８ １３７ ２１５
Ⅵ ２０ 先证者女儿 ６ ３７．４ ６２．４ １４８ １５２ １３７ １２５ ２１５ ２０３ 是

２１▲ 先证者姨妈 ３８ ３７．５ ５５．９ １４８ １５２ １３７ １２５ ２１３ ２１３ 否

２２ 先证者 １８ １００．５ １．１２ １５０ １２５ ２０３
Ⅶ ２３，＃ 先证者母亲 ３５ ３６．９ ５２．９ １５０ １４８ １２５ １２５ ２０３ ２０３ 是

２４▲ 先证者妹妹 １６ ３４．２ ８３．３ １５０ １４８ １２５ １３５ ２０３ １９５ 是

２５ 先证者 ９ １３８．６ １．０９ １５６ １２３ １９５
Ⅷ ２６，＃ 先证者母亲 ３５ ３３．７ ５１．８ １５６ １５２ １２３ １２５ １９５ １９９ 是

２７▲ 先证者姨妈 ３３ ３３．５ ５７．４ １５４ １５２ １２５ １２５ １９５ １９９ 否

２８ 先证者 ２２ １１０．１ １．２２ １４８ １２３ １９５
Ⅸ ２９，＃ 先证者母亲 ４５ ３８．４ ６３．８ １４８ １５０ １２３ １３７ １９５ ２０３ 是

３０▲ 先证者妹妹 １９ ４１．８ ４４．４ １４８ １５０ １２３ １２３ １９５ ２０３ 是

３１ 先证者 ７ １０３．６ １．９７ １５０ １２５ １９５
Ⅹ ３２，＃ 先证者母亲 ３０ ３０．７ １０６．３ １５０ １５２ １２５ １２７ １９５ ２０９ 是

３３▲ 先证者妹妹 ５ ３７．５ ７８．５ １５０ １５０ １２５ １３５ １９５ ２０３ 是

　　注：▲表示血友病Ａ携带待检者；表示血友病Ａ肯定携带者；＃表示经直接基因测试确诊为血友病Ａ女性携带者。
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１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取　　运用血液 ＤＮＡ提取试剂
盒（Ｑｉａｎｇｅｎ），按照试剂说明书的步骤提取，提取的
ＤＮＡ通过紫外可见分光光度计测定其浓度和含量。
１．２．２　引物合成及荧光标记　　引物合成参见文
献［３］，由上海生工合成。ＳＴＲ位点的引物序列及荧
光标记、产物长度见表２。
１．２．３　ＰＣＲ反应体系　　ＰＣＰ反应的总体积为
２０μＬ，Ｍｉｘ１０μＬ，模板１μＬ，上下游引物各取０．４μＬ
（引物浓度为１０μＭ），运用ＡＢＩ２７２０进行ＰＣＲ扩增。
ＰＣＲ循环条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，
６０℃退火４５ｓ，７２℃延伸５ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃再延
伸５ｍｉｎ。
１．２．４　毛细管电泳　　去离子甲酰胺、ＧｅｎｅＳｃａｎ
５００［ＲＯＸ］分子量标准物、ＰＣＲ混合产物按９∶０．６∶
０．６的比例，混合均匀，离心，置９５℃变性３ｍｉｎ，然
后立即置冰上１０ｍｉｎ，运用 ＡＢＩ３１００对ＰＣＲ产物进
行毛细管电泳。

１．２．５　ＤＮＡ基因分型　　采用 ＧｅｎｅＳｃａｎ软件及
Ｇｅｎｏｔｙｐｅｒ软件进行ＳＴＲ基因分型［４］。

２　结果

１０个血友病 Ａ家系中，１１例肯定女性携带者
均含有与相应先证者完全一致的３个 ＳＴＲ等位基
因（Ｆ８Ｉｎｔ１３、ＤＸＳ１０７３、ＤＸＳ９９０１）片段长度，其中有
４例经直接基因诊断确定为女性携带者。在待检的
８例女性中，５例检出３个 ＳＴＲ等位基因片段与相
应家系中先证者完全相同，被诊断为血友病 Ａ携带
者，其他３例ＳＴＲ等位基因片段与先证者不完全相
同，被判断为非血友病Ａ携带者。见表１。

本研究应用家系Ⅰ进行说明，家系情况见表３。
编号１、２均为血友病 Ａ，编号３、４分别为先证者的
母亲和妹妹，其中编号３为该家系中血友病 Ａ肯定
携带者，编号４为待检者。ＳＴＲ遗传标记分析提示：
编号３带有和编号１、２同样的等位基因片断，证实
其为血友病Ａ肯定携带者；编号４未带有和编号１、
２同样的等位基因片断，可以初步判断先证者的妹
妹为非血友病Ａ携带者，见图１～２。

　　图１　血友病Ａ家系Ⅰ３个位点（Ｆ８Ｉｎｔ１３，ＤＸＳ１０７３，ＤＸＳ９９０１）的毛细管电泳图　横轴表示的是等位基因片段长度，
纵轴表示的是荧光的敏感度，图中字母Ａ代表等位基因对应的波峰，单个Ａ表示的是纯合子，两个 Ａ表示的是杂合子，其他波峰为

ｓｔｕｆｆｅｒ峰或杂峰。１为先证者，２为先证者舅舅（血友病Ａ患者），３为先证者母亲，４为先证者妹妹。
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表２　各位点的引物序列及荧光标记

ＳＴＲ位点 引物序列及荧光标记 产物长度（ｂｐ）

Ｆ８Ｉｎｔ１３
５′ＡＡＴＡＡＧＴＴＴＧＴＴＧＴＡＡＴＴＣＣＣＡＴＴＴＧＣ３′

５′（ＨＥＸ）ＧＣＣＴＡＧＡＧＡＡＴＧＣＣＡＡＡＧＴＡＡＣＡＣＡ３′
１５２～１６８

ＤＸＳ１０７３
５′ＡＴＧＣＣＣＴＣＴＣＣＧＡＧＴＴＡＴＴＡＣＡ３′

５′（６ＦＡＭ）ＡＴＴＧＧＴＧＧＣＣＴＴＴＧＡＡＡＣＡＣ３′
１２０～１３８

ＤＸＳ９９０１
５′ＧＡＣＣＡＧＴＣＣＴＣＣＣＴＴＣＴＧＴＴ３′

５′（６ＦＡＭ）ＧＴＧＴＧＧＡＧＴＧＡＡＡＧＧＧＡＣＡＧ３′
１８６～２１４

表３　家系Ⅰ相关成员的ＡＰＴＴ值及ＦⅧ活性

编号 家系成员 ＡＰＴＴ ＦⅧ活性（％）

１ 先证者 ９９．９ １．３５
２ 先证者舅舅 ８０．４ １．８
３ 先证者母亲 ３５．４ ５５．８
４ 先证者妹妹 ３２．０ ８１．５
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　　图２　血友病 Ａ家系Ⅰ的遗传图谱　１为先证者，２为先
证者舅舅，３为先证者母亲，４为先证者妹妹。

３　讨论

ＦⅧ基因位于染色体 Ｘｑ２８上，长约１８６ｋｂ，包
含２６个外显子及２５个内含子，结构庞大复杂，且突
变类型多，７０％ ～８０％血友病 Ａ的 ＦⅧ基因突变具
有显著的遗传异质性［２］，几乎每一不同的家系都有

自已独特的突变类型，运用直接基因诊断检测突变

类型相当繁琐、耗时，诊断费用昂贵，目前对于在能

提供先证者ＤＮＡ样本和完整家系的前提下，国内外
学者多通过分析 ＤＮＡ遗传标记的多态性来估计该
家系中被检查者患病的可能性，即连锁分析。

ＳＴＲ在人群中分布广泛，因其多态性好，突变率
低，种属特异性高而倍受学者们的青睐，近年来成为

血友病Ａ连锁分析中最常用的遗传标记［３，５６］。国

内外学者研究均发现，ＦⅧ基因中内含子１３（ＣＡ）ｎ
含有较为理想的多态信息量［７］，是迄今为止所含信

息量最大的位点，Ｌａｌｌｏｚ等［８］报道其多态信息量达

６９％。位于ＦⅧ基因外的 ＤＸＳ９９０１和 ＤＸＳ１０７３两
个位点在中国汉族人群中也有较高的杂合率，上海

瑞金医院选用 ＤＸＳ１５、ＤＸＳ９９０１、Ｇ６ＰＤ、ＤＸＳ１０７３、
ＤＸＳ１１０８和Ｆ８Ｉｎｔ１３等数个多态性位点，运用多重
荧光ＰＣＲ的方法，已成功应用于血友病Ａ的携带者
和产前诊断［３］。

　　ＳＴＲ存在地区和民族差异性，研究中应根据不同
人群的实际情况选择杂合率较高的一些标志物联合

检测，以提高检出率和可靠性。由于壮族和汉族为广

西地区最大的２个民族，在既往的研究中，本研究课
题组对广西地区正常人群（汉族和壮族）ＦⅧ基因内
外的 ５个 ＸＳＴＲ位点（Ｆ８Ｉｎｔ２２、Ｆ８Ｉｎｔ１３、ＤＸＳ１０７３、
ＤＸＳ１１０８、ＤＸＳ９９０１）进行长度多态性分析，结果示
５个ＳＴＲ位点的杂合率分别为 ４２％、５６％、５７％、
４０％、７８％，多态信息量分别为 ０．４３、０．５９、０．５９、
０．４２、０．８２，个体识别能力分别为０．６５８、０．８１９、０．８２４、
０．６６５、０．９４５，由此可见，Ｆ８Ｉｎｔ１３、ＤＸＳ１０７３、ＤＸＳ９９０１
这３个ＳＴＲ位点在广西地区汉族和壮族两大人群的
杂合率较高，且 ＰＩＣ均大于 ０．５，为高度信息量位
点［９］，此外三者个体识别能力（ＤＰ）均达０．８以上，根
据联合个体识别能力（ＴＤＰ）公式：ＴＤＰ＝１（１ＤＰ１）
（１ＤＰ２）… （１ＤＰｎ）［１０］，３个 ＳＴＲ位点累计个体识
别能力为０．９８２４。由于 Ｆ８Ｉｎｔ１３、ＤＸＳ１０７３、ＤＸＳ９９０１
这３个ＳＴＲ位点具有较高的遗传性，且联合个体识别
能力高，可入选为广西地区血友病Ａ家系连锁分析的
遗传标记位点。

本研究运用了荧光ＰＣＲ的方法，将这３个入选
的ＳＴＲ位点（Ｆ８Ｉｎｔ１３、ＤＸＳ１０７３、ＤＸＳ９９０１）作为遗
传标记联合应用于１０个血友病 Ａ家系进行连锁分
析，结果所有肯定女性携带者均被检出；８例待检者
中，５例被诊断为血友病 Ａ携带者，３例被判断为非
血友病Ａ携带者。提示联合应用适合本土的 ＳＴＲ
遗传标记体系能够快速检出血友病 Ａ携带者，并为
下一步血友病Ａ产前诊断提供了可靠的遗传信息。

ＳＴＲ连锁分析用于血友病 Ａ的携带者诊断具
有简单、快速、经济等优势，然而，本法的应用受到特

定家系条件的限制。其适用范围包括：（１）肯定女
性携带者家系中携带者的诊断。所谓肯定女性携带

者，是指父亲为血友病Ａ，或≥２个儿子为血友病Ａ，
或一个儿子患病，并且有其他男性亲属为血友病 Ａ
的女性。（２）联合直接测序法对可疑女性携带者家
系中携带者的诊断。所谓可疑女性携带者，即有一

个儿子患病，其他家庭成员正常，或其家系中有血友

病Ａ的女性［４］。首先对先证者及其母亲进行直接

基因诊断，在确定母亲为肯定女性携带者后可用

ＳＴＲ连锁分析进行家系中携带者诊断。（３）同样的
诊断程序，不仅可以应用于判断携带者，也可应用于
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产前诊断。值得注意的是，由于重型血友病 Ａ中约
４０％～５０％患者为 ＦⅧ中内含子２２或内含子１倒
位所致［１１１２］，ＳＴＲ连锁分析并不适用于此类患者家
系的携带者诊断或产前诊断。

不可否认，随着科学实验技术的飞速发展和迅

速普及，直接测序、基因芯片技术等直接基因诊断的

“短处”会越来越淡化，直接基因诊断有着更广阔的

应用和发展空间。利用 ＳＴＲ遗传标记间接诊断血
友病Ａ携带者的方法虽然在适用人群上有一定的
局限性，但是由于其低成本、便捷、易操作等优点，较

适用于经济或实验室欠发达的地区。根据２０１０年
“血友病的诊断和治疗专家共识”，对于内含子 ２２
和１倒位均为阴性的家系，主要通过对联合 ＦⅧ基
因内外多态性位点进行遗传连锁分析，最后对血友

病Ａ家系女性成员作携带者或产前基因诊断［１３］；另

外，采用荧光标记ＳＴＲ遗传位点连锁分析联合直接
基因测序检测突变位点的方法进行血友病 Ａ携带
者的诊断及产前诊断也被认为是目前血友病 Ａ的
主流预防措施［１４］。可见间接基因诊断仍旧为血友

病Ａ携带者诊断和产前诊断体系中的构成部分，仍
然有较高的实际应用价值。

本研究建立的ＳＴＲ遗传标记连锁分析体系，通
过增加受试家系，必要时基因测序进一步验证其有

效性等深入研究后，相信能为广西地区血友病 Ａ的
高危家庭提供遗传咨询，甚至应用于产前诊断。
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断和治疗的专家共识［Ｊ］．临床血液学杂志，２０１０，２３（１）：４９
５３．

［１４］ＤａｉＪ，ＬｕＹ，ＤｉｎｇＱ，ＷａｎｇＨ，ＸｉＸ，ＷａｎｇＸ．Ｔｈｅｓｔａｔｕｓｏｆ
ｃａｒｒｉｅｒａｎｄｐｒｅｎａｔａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｈａｅｍｏｐｈｉｌｉａｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．Ｈａｅ
ｍｏｐｈｉｌｉａ，２０１２，１８（２）：２３５２４０．

（本文编辑：邓芳明）
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