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遗传性凝血因子Ⅶ（FⅦ）缺乏症是由FⅦ基因突变引起

的一种罕见的常染色体隐性遗传性出血性疾病，发病率约

1∶500 000［1］。临床表现多样，轻者无明显症状，重者可发生

颅内或者内脏出血。实验室检查可见凝血酶原时间（PT）延

长，部分活化凝血活酶时间（APTT）及凝血酶时间（TT）正

常，FⅦ活性（FⅦ∶C）降低。目前FⅦ基因突变数据库包括了

279种导致遗传性FⅦ缺乏症的突变。我们联合使用直接测

序法及生物信息学方法对一个遗传性 FⅦ缺乏症家系进行

基因分析，并探讨其发病机制。

病例和方法

1. 家系资料：先证者1（Ⅱ2）：男性，34岁，自幼反复鼻出

血及皮肤瘀斑，无肌肉血肿及关节出血；先证者 2（Ⅱ3）：女

性，32岁，术前体检发现PT延长，平时无明显出血倾向，无月

经过多及经期延长。家系中其他成员无出血倾向，父母非近

亲结婚（图1）。先证者1和先证者2的PT分别为32 s和35 s

（正常参考值11~15 s），FⅦ∶C分别为2.5%和3.2%，其他凝血

因子活性正常，APTT、TT和纤维蛋白原含量正常，血小板数

量以及功能正常，无肝脏疾病及维生素K缺乏。本研究经山

西医科大学第二医院伦理委员会批准。家系成员均知情

同意。

2. FⅦ基因功能区域PCR扩增：先证者及家系成员肘静

脉取血 5 ml，以 3.2%枸橼酸钠 1∶9 抗凝。使用离心柱法

DNA 提取试剂盒（荷兰 Fermentas 公司产品）提取基因组

DNA，具体操作参照试剂盒说明书。扩增引物由大连宝生

物工程有限公司合成，包括整个编码区、侧翼序列及 5′端启

动区域，引物序列、扩增长度及退火温度参照文献［2］

（表 1）。反应体系总体积为 25 µl：基因组 DNA（100 ng/µl）

2 µl；PCR mixture（北京全式金公司产品）12.5 µl；引物（10

μmol/L）各1 µl。条件：95 ℃预变性5 min，95 ℃变性30 s，退

火30 s，72 ℃延伸30 s，共30个循环；72 ℃延伸10 min。

3. FⅦ基因功能区域测序分析：利用ABI3730型DNA测

图1 遗传性凝血因子Ⅶ缺乏症家系图

表1 凝血因子Ⅶ基因功能区域PCR扩增引物序列、片段大小及相应退火温度

外显子

启动区+1

2

3

4+5

6

7

8

9A

9B

上游引物（5′→3′）

GCATGATTGCTATGGGACAA

GTGGGCTGTGAGGGACAGT

GTGGGCCGTGGGGCGGTCTC

TGGTGTGTCCAGTGCTTACC

CTTCCAGGCAGAACACCACT

CTCAGAGGATGGGTGTTTCTG

AGGGCGAGTCATCAGAGAAA

CTTGCCCCAGAAGGAGACT

CTGGAGCTCATGGTCCTCA

下游引物（5′→3′）

CTGCCCTTCCACCAAGTTTA

GCAGGGAACACCCTCCTT

GCCCCACGCGGCCTGGTTCA

CAATTTCCAACTGGGCTGAG

ATCCCACCTCACAATTGGTC

TGCTAGGTGTGCTGACTTGG

AGTGGTACCCACCCAGCAC

TCTCCCACCTTCCGTGACT

TGCCCTCCTCTACCCCATTA

目的片段长度（bp）

491

282

302

425

388

330

386

452

441

退火温度（℃）

58

58

64

58

58

64

58

58

58
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序仪采用双脱氧链终止法对PCR凝胶回收产物进行直接测

序（由北京六合华大基因有限公司完成）。所有序列使用

Pairwise BLAST（www.ncbi.nlm.nih.gov/blast）与野生型 FⅦ
基因序列（GenBank accession NG_009262）进行比对，检测结

果与FⅦ基因突变数据库（HMGD，http://www.hgmd.cf.ac.uk/

ac/gene.php?gene=F7）进行比较，对于检测到的突变进行重

复测序及反向测序加以验证。FⅦ基因突变核苷酸编号参照

cDNA 序列 NM_000131 命名，ATG 起始密码子的 A 为+1。

氨基酸编号参照FⅦ蛋白序列NP_000122命名，ATG起始密

码子编码的Met为+1。

4. 生物信息学方法：使用Clustal Omega在四种哺乳动

物（人类、仓鼠、犬、猪）的FⅦ蛋白之间进行同源序列比对，

进行错义突变氨基酸的保守性分析。使用PolyPhen-2（Poly-

morphism Phenotyping）和SIFT（Sorting Intolerant from Toler-

ant）两种工具分析错义突变对FⅦ蛋白结构和功能的影响。

使用 PyMOL软件分析错义突变 FⅦ蛋白的 3D结构。使用

GRASP2软件分析错义突变FⅦ蛋白表面电荷的改变。

结 果

1. FⅦ基因型检测结果：2例先证者FⅦ基因第5号内含

子剪接供体位点出现 c.430+1G>A杂合突变（图 2），HMGD

及PubMed数据库检索均未见此突变。同时在第9号外显子

发现 c.1009C>T杂合突变（图 3），第 337位密码子由CGC变

为TGC，导致氨基酸由Arg变为Cys，为已报道突变。母亲

（Ⅰ1）及另一家系成员Ⅱ1为 c.430+1G>A剪接位点突变携带

者，父亲（Ⅰ2）为p.Arg337Cys错义突变携带者，这3例家系成

员尚有一条野生型等位基因，故无临床症状。

2. FⅦ基因错义突变 p.Arg337Cys的生物信息学分析结

果：使用Clustal Omega进行氨基酸保守性分析提示FⅦ蛋白

第 337位氨基酸Arg在物种间高度保守，PolyPhen预测结果

为“probably damaging”，积 分 为 1，SIFT 预 测 结 果 为

“intolerant”。使用 PyMOL软件分析 p.Arg337Cys错义突变

FⅦ蛋白的3D结构，未见明显变化（图4）。使用GRASP2分

析 p.Arg337Cys错义突变 FⅦ蛋白表面电荷，提示突变前带

正电荷，突变后为负电荷（图5）。

讨 论

人类FⅦ基因位于染色体 13q34，全长 12 850 bp，cDNA

长 2 462 bp，包含 9个外显子和 8个内含子［3］。FⅦ是一种维

生素K依赖性丝氨酸蛋白酶，含 406个氨基酸，包含N末端

γ-羧基谷氨酸区域、两个表皮生长因子类似区域和一个C末

端的丝氨酸蛋白酶区域。血管损伤导致组织因子（TF）暴

露，继而形成FⅦ/TF复合物，FⅦ转化为FⅦa后激活凝血因

子Ⅸ（FⅨ）和凝血因子Ⅹ（FⅩ），启动凝血级联反应，最后形

成血栓和纤维凝块［4］。FⅦ基因突变导致FⅦ缺乏引起凝血

障碍。在本研究所报告的遗传性FⅦ缺乏症家系中，一种突

变为新发现的剪接位点突变c.430+1G > A，为保守的剪接供

A：患者（箭头所示为突变位点）；B：野生型

图2 遗传性凝血因子Ⅶ（FⅦ）缺乏症患者FⅦ基因第5号内含子剪

接位点c.430+1G>A杂合突变

A：患者（箭头所示为突变位点，下划线表示突变所在密码子）；B：野

生型

图 3 遗传性凝血因子Ⅶ（FⅦ）缺乏症患者 FⅦ基因第 9号外显子

c.1009C>T错义突变

A：整体图；B：局部放大图（绿色为碳分子，蓝色为氮分子，红色为氧

分子）

图 4 凝血因子Ⅶ（FⅦ）基因 p.Arg337Cys错义突变FⅦ蛋白 3D结

构示意图

A：突变前带正电荷；B：突变后为负电荷

图5 凝血因子Ⅶ（FⅦ）基因p.Arg337Cys错义突变FⅦ蛋白表面电

荷变化示意图（蓝色代表正电荷，红色代表负电荷，白色代表

中性）

体位点突变，导致移码及翻译提前终止，为肯定致病的无效

突变，往往引起FⅦ重度缺乏。另一种为已报道的错义突变

p.Arg337Cys，既往报道中未对该错义突变致病机制进行

研究。
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区别致病基因与基因多态性是遗传学研究中的难点。

基因表达研究可以验证错义突变是否致病，但是FⅦ基因的

表达需要复杂的翻译后修饰过程，需要高度真核细胞系统，

难度较大。因为缺少这些研究，将基因多态性归为突变或者

突变归为基因多态性的概率较大。目前生物信息学方法可

以有效预测错义突变的致病性并分析其致病机制。首先，错

义突变导致疾病的严重程度依赖突变氨基酸在蛋白序列中

的位置和突变后的氨基酸。Bowen等［5］发现非保守氨基酸

位点的错义突变致病可能性降低 33倍，所以需要对受累的

氨基酸进行不同物种间的保守性分析。PolyPhen-2和SIFT

为最常见的两种分析软件，根据氨基酸替代后对蛋白质结构

和（或）功能的影响判断错义突变的致病性。PolyPhen-2是

全自动预测氨基酸替代后对人体蛋白质结构可能产生的影

响的工具［6］，预测结果包括“benign”、“possibly damaging”或

“probably damaging”，同时有介于 1（probably damaging）和 0

（benign）之间的积分。SIFT以不同物种同源蛋白或者同一

物种同源基因相关蛋白之间的序列比对为基础预测氨基酸

替代后的功能改变［7］，结果分为“intolerant”、“potentially

intolerant”、“borderline tolerant”和“tolerant”。而GRASP2用

于分析氨基酸替代后蛋白表面电荷的改变［8］，蛋白表面电荷

改变往往影响空间构象稳定性及蛋白之间的相互作用。

本研究中，我们应用生物信息学方法对 FⅦ基因

p.Arg337Cys错义突变的致病性及发病机制进行了研究。氨

基酸保守性分析结果显示FⅦ蛋白第337位氨基酸Arg在不

同物种间高度保守，PolyPhen 软件预测结果为“probably

damaging”，积分为1，SIFT软件预测结果为“intolerant”，两种

软件分析结果均提示该错义突变为致病基因。使用PyMOL

软件分析 p. Arg337Cys错义突变FⅦ蛋白的 3D结构虽然未

见明显变化，但是突变后氨基酸为半胱氨酸，可能形成新的

二硫键导致FⅦ结构重排。另外，该位点氨基酸改变使得蛋

白表面电荷由正电变为负电，电荷的改变可能影响FⅦ蛋白

的空间构象，使得蛋白稳定性下降，引起FⅦ蛋白量的缺乏，

同时干扰蛋白之间的相互作用影响蛋白功能，该错义突变位

于FⅦ催化区，催化区为FⅦ基因的突变热点［9］，故该错义突

变可能直接影响了FⅦ蛋白的催化活性。

遗传性FⅦ缺乏症患者的出血表现存在较大的异质性，

而且基因型和表型的关系多种多样，与 FⅦ∶C的相关性较

小［10-11］。本研究中 2例先证者出血症状轻微，与杂合子患者

临床表型往往较纯合子轻的报道［12］相符。这 2例先证者基

因型虽然相同，但临床表现存在差异，其中女性患者无症状，

但男性患者有皮肤黏膜出血倾向。FⅦ基因中多种单核苷酸

多态性（SNP）可以影响FⅦ∶C［10］，本研究中 2例先证者并未

携带SNP，故除外SNP导致的表型差异，表明尚存在影响患

者的表型的其他因素。

本研究我们通过直接测序法对一个遗传性 FⅦ缺乏症

家系进行了基因诊断，发现FⅦ基因第 5号内含子剪接位点

c.430+1G>A 杂合突变及第 9 号外显子 c.1009C>T 错义突

变。使用多种生物信息学方法确定了错义突变的致病性并

探讨了发病机制，不仅有利于突变效应的理解，而且可以对

家系成员进行可靠的遗传咨询。本研究我们未对新发现剪

接位点突变在mRNA水平进行突变效应的研究，但是剪接

位点突变引起终止密码子提前出现，往往启动无义突变介导

的mRNA降解（nonsense mediated mRNA decay，NMD）途径

导致mRNA量的下降，从而限制了突变效应的研究［13］。
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