
·302· 中华血液学杂志2021年4月第42卷第4期 Chin J Hematol，April 2021，Vol. 42，No. 4

∙论著∙

遗传性凝血因子Ⅴ缺乏症九例基因分析
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【摘要】 目的 分析 9 例遗传性凝血因子Ⅴ（FⅤ）缺乏症患者的临床表现及分子致病机制。

方法 对1999年4月至2019年9月就诊于中国医学科学院血液病医院的9例遗传性FⅤ缺乏症患者进

行回顾性分析：应用活化部分凝血活酶时间（APTT）、凝血酶原时间（PT）及FⅤ促凝活性（FⅤ∶C）测定

进行表型诊断；使用高通量靶向测序筛查F5基因变异，Sanger测序验证并分析双亲携带情况；Swiss-

model进行三维结构分析，ClustalX-2.1软件进行同源保守性分析。结果 9例患者的FⅤ∶C为 0.1～

10.6 U/dl，其中8例患者有出血病史，以皮肤/黏膜出血最为多见（3例），其余1例未发生出血事件。所

有患者中纯合子5例，复合杂合子4例，共检测到12个致病或疑似致病F5基因突变，其中 c.6100C>A/

p.Pro2034Thr、c.6575T>C/p.Phe2192Ser、c.1600_1601delinsTG/p.Gln534*、c.4713C>A/p.Tyr1571* 和

c.952+5G>C为首次报道。结论 该研究新发现的基因突变丰富了与遗传性FⅤ缺乏症相关F5基因突

变谱，高通量测序方法可以有效检测F5基因突变。
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【Abstract】 Objective To analyze the clinical phenotype and molecular pathogenesis of nine
patients with hereditary factor Ⅴ（FⅤ）deficiency. Methods Nine patients with hereditary FⅤ deficiency
who were admitted to the Institute of Hematology and Blood Diseases Hospital from April 1999 to
September 2019 were analyzed. The activated partial thromboplastin time, prothrombin time, and F Ⅴ
procoagulant activity（FⅤ∶C）were measured for phenotypic diagnosis. High-throughput sequencing was
employed for the F5 gene mutation screening, Sanger sequencing was adopted to confirm
candidate variants and parental carrying status, Swiss- model was used for three- dimensional structure
analysis, and ClustalX v.2.1 was used for homologous analysis. Results The FⅤ∶C of the nine patients
ranged from 0.1 to 10.6. Among them, eight had a hemorrhage history, with kin/mucosal bleeding as the
most common symptom（three cases, 37.5％）, whereas one case had no bleeding symptom. There were
five homozygotes and four compound heterozygotes. A total of 12 pathogenic or likely pathogenic
mutations were detected, of which c.6100C>A/p.Pro2034Thr, c.6575T>C/p.Phe2192Ser, c.1600_
1601delinsTG/p. Gln534*, c.4713C>A/p.Tyr1571*, and c.952 + 5G>C were reported for the first time.
Conclusion The newly discovered gene mutations enriched the F5 gene mutation spectrum associated
with hereditary FⅤ deficiency. High-throughput sequencing could be an effective method to detect F5 gene
mutations.

【Key words】 Coagulation factor Ⅴ; F5 gene; Mutation; High-throughput sequencing
Fund programs: National Natural Science Foundation of China（81700115, 81670118, 81970121）;



中华血液学杂志2021年4月第42卷第4期 Chin J Hematol，April 2021，Vol. 42，No. 4 ·303·

人凝血因子Ⅴ（FⅤ）是一种由F5基因编码的高

相对分子质量（约330×103）单链糖蛋白，主要在肝脏

合成。F5基因跨越大约80 kb，包含25个外显子，其

cDNA长度约为 6.9 kb，编码的前体蛋白切除 28个

氨基酸残基前导肽后形成2196个氨基酸组成的FⅤ
成熟蛋白，包含A1-A2-B-A3-C1-C2结构域［1-2］。大

约 80％的FⅤ蛋白作为可溶性蛋白存在于血浆中，

浓度约为 7 mg/L，约 20％存在于血小板中［3］。在正

常凝血过程中，FⅤ几乎没有内在促凝血活性，可以

被凝血酶或活化 FⅩ（FⅩa）切割 Arg709-Ser710、

Arg1018-Thr1019和Arg1545-Ser1546三个肽键去除

B结构域，转化为由105 kDa的重链（A1-A2结构域）

和 74 kDa（或 71 kDa）的轻链（A3-C1-C2结构域）组

成的活化FⅤ（FⅤa）［1,4］。FⅤa与FⅩa通过单个钙

离子结合并组装在磷脂膜上形成凝血酶原复合物，

催化凝血酶原转化为凝血酶，并且使凝血酶原的活

化速率提高了近30万倍，FⅤ缺乏会导致活化部分凝

血时间（APTT）和凝血酶原时间（PT）均显著延长［5］。

遗传性FⅤ缺乏症由挪威血液学家Paul Owren

于1947年首次报道［6］，是一种罕见的常染色体隐性

遗传的出血性疾病，年发病率约为百万分之一［7］，常

见临床表现为偶有鼻出血、易瘀伤、术后出血及女

性月经过多，约有1/4的患者发生关节出血和血肿，

而胃肠道出血和中枢神经系统出血相对罕见［8］。

1995年Murray等首次报道遗传性 FⅤ缺乏症的分

子机制是由于定位于染色体 1q24.2的F5基因发生

突变［9］。迄今为止，已有200多例FⅤ缺乏症的病例

报道，人类基因突变数据库（human gene mutation

database, HGMD）共记录 184 个 F5 基因变异，其中

以点突变导致的错义或无义突变最为多见，其次为

小片段缺失和剪接突变。在本研究中，我们对 9例

遗传性 FⅤ缺乏症患者的临床表现和 F5基因检测

结果进行回顾性分析。

病例与方法

1. 病例：本研究纳入 2017年 4月至 2019年 5月

就诊于中国医学科学院血液病医院的 9 例遗传性

FⅤ缺乏症患者（均为首次报道）。患者及家系成员

均知情同意。

2. 凝血系统项目检测：APTT、PT、凝血酶时间

（TT）以及凝血因子活性于 Sysmex CS5100 全自动

凝血分析仪上采用配套检测试剂盒（日本希森美康

公司产品）进行检测。FⅤ抑制物参照经典Bethesda

法进行检测。

3. 基因测序：留取患者及父母静脉血液标本

3～5 ml，采用DNA提取试剂盒（北京天根生化科技

有限公司产品）提取有核细胞基因组 DNA，在 Ion

Torrent™ 测序平台（美国赛默飞世尔科技公司产品）

完成高通量测序，过程如下：在 Ion ampliseq ™
designer平台设计 76个基因扩增引物，F5基因覆盖

度为100％；使用 Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0试剂

盒进行文库构建，然后在 Ion OneTouch™ 2系统进行

模板制备，最后在 Ion proton测序仪完成测序；靶向

区域平均测序深度＞400×，其中测序深度≥100×的

读段（reads）比例＞90％。测序数据使用 Torrent

Suite Software v5.0分析，与人类参考基因组hg19进

行比对后，采用人群数据库（1000Genome、gnomAD

v2.1、ESP6500SI-V2和实验室自建数据库等）、功能

性预测数据库（Mutation Taster、PolyPhen-2 和 SIFT

等）以及疾病数据库（HGMD专业版、ClinVar）进行

注释；根据2015年版美国医学遗传学与基因组学学

会（ACMG）指南筛选致病变异或可能致病变异，并

使用Sanger测序进行验证。

4. 生物信息学分析：使用ClustalX 2.1软件对人

（NP_000121.2）、家鼠（NP_032002.1）、猕猴（XP_

014980454.1）、犬（XP_005622605.1）、猪（NP_

999285.1） 、 马 （XP_023496283.1） 、 牛 （NP_

776304.1）、黑猩猩（XP_016787540.2）的 FⅤ蛋白进

行同源比对，分析不同物种间氨基酸序列保守性；

使用 Swiss-Pdb Viewer v4.0.1软件分析突变前后由

氨基酸变化引起FⅤ蛋白模型（PDB ID：1Y61）空间

结构的改变。

结 果

1. 一般资料及临床表现：9例患者中，男3例，女

6例，中位年龄31（1～64）岁，FⅤ活性（FⅤ∶C）0.1～

10.6 U/dl，其他凝血因子活性正常，APTT和PT均显

著延长。就诊前 9例患者中，1例为体检时发现凝

血异常，未发生出血事件。8例患者有出血病史（男

3例，女5例），出血事件包括：皮肤/黏膜出血3例，齿
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龈出血2例，拔牙后出血1例，鼻出血1例，女性月经

过多 1 例。9 例患者一般资料及临床表现见表 1。

各家系之间无血缘关系，所有患者的其他家庭成员

均无临床出血或血栓形成等症状，其中例 3、例 5父

母为近亲婚配，例3祖母与外祖母为同父异母姐妹，

例 5祖父与外祖母为同胞兄妹，其余患者父母均无

血缘关系。

2. F5基因突变分析：9个家系共24位成员的F5

基因检测结果见表 2。9例患者均在 2个F5等位基

因检测到突变，其中纯合子 5例，复合杂合子 4例；

共 检 出 12 个 突 变 位 点 ，包 括 ：8 个 错 义 突 变

（c.286G＞C/p.Asp96His、c.1059C＞G/p.Phe353Leu、

c.1258G＞T/p.Gly420Cys、c.2032A＞G/p.Arg678Glu、

c.6100C＞A/p.Pro2034Thr、c.6575T＞C/p.Phe2192Ser

和 c.6305G＞A/p.Arg2102His），2 个 无 义 突 变

（c.1600_1601delinsTG/p.Gln534* 和 c.4713C＞A/

p.Tyr1571*），2 个剪接位点突变（c.952+5G＞C 和

c.1297-2A＞G），其中 5 个基因突变（c.6100C＞A/

p.Pro2034Thr、 c.6575T＞C/p.Phe2192Ser、 c.1600_

1601delinsTG/p.Gln534*、c.4713C＞A/p.Tyr1571*和

c.952+5G＞C）为首次报道。

3. 新发现F5基因突变位点分析：错义突变：在

不同物种间，FⅤ前体蛋白Pro2034和Phe2192均高

度保守（图 1），提示F5基因突变可能对FⅤ蛋白结

构和功能产生影响。FⅤ前体蛋白 p.Pro2034Thr

和 p.Phe2192Ser 变 异 分 别 对 应 成 熟 FⅤ 蛋 白

p.Pro2006Thr和p.Phe2164Ser变异。FⅤ Pro2006位

于C1结构域（图 2A），野生型蛋白结构模型中 FⅤ
Pro2006与 FⅤ Ile2008之间存在氢键相互作用，发

生 F Ⅴ p.Pro2006Thr 突变后预测模型显示 F Ⅴ
Thr2006 与 FⅤ Ile2008 之间的氢键仍然存在，但

是由非极性氨基酸 Pro 变异成极性氨基酸 Thr 可

能导致蛋白表面亲水性改变从而影响蛋白功能

（图 2B）。FⅤ Phe2164 位于 C2 结构域（图 2A），野

生型蛋白结构模型中FⅤ Phe2164与FⅤ Ile2105之

间存 在 氢 键 相 互 作 用 ，预 测 模 型 显 示 发 生

p.Phe2164Ser 突变后 FⅤ Ser2164 与 FⅤ Ile2105 之

间形成 2 个氢键，并且 FⅤ Ser2164 与 FⅤ Thr2106

表1 9例遗传性凝血因子Ⅴ缺乏症患者的一般资料及凝血指标检测结果

例号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

性别

男

男

女

女

男

女

女

女

女

年龄（岁）

1

25

49

9

64

45

25

46

37

临床表现

皮肤瘀斑、脐带出血

拔牙后出血

外伤后出血

皮肤瘀斑，鼻出血

皮肤瘀斑

无

月经过多

齿龈出血

齿龈出血

APTT（s）

160.0

34.9

49.3

66.9

45.2

52.5

136.0

44.0

62.1

PT（s）

87.7

21.7

19.4

42.6

29.1

29.6

77.6

29.9

37.2

FⅤ∶C（U/dl）

＜1.0

4.9

10.6

1.2

3.4

3.4

＜1.0

3.7

1.2

注：APTT：活化凝血酶原时间；PT：凝血酶原时间；FⅤ∶C：凝血因子Ⅴ促凝活性

表2 9例遗传性凝血因子FⅤ缺乏症患者F5基因检测结果

例号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

性别

男

男

女

女

男

女

女

女

女

年龄

（岁）

1

25

49

9

64

45

25

46

37

突变位置/结构域

Exon25/C2

Exon23/C1

Exon7/A1

Exon13/B

Exon8/A2

Exon3/A1

Intron8

Exon3/A1

Intron6

Exon25/C2

Exon22/C1

Exon10/A2

Exon8/A2

突变位点

（核苷酸改变/氨基酸改变）

c.6575T>C/p.Phe2192Ser

c.6305G>A/p.Arg2102His

c.1059C>G/p.Phe353Leu

c.4713C>A/p.Tyr1571*

c.1258G>T/p.Gly420Cys

c.286G>C/p.Asp96His

c.1297-2A>G/--

c.286G>C/p.Asp96His

c.952+5G>C/--

c.6575T>C/p.Phe2192Ser

c.6100C>A/p.Pro2034Thr

c.1600_1601delinsTG/p.Gln534*

c.1258G>T/p.Gly420Cys

成熟蛋白改变

p.Phe2164Ser

p.Arg2074His

p.Phe325Leu

p.Tyr1543*

p.Gly392Cys

p.Asp68His

--

p.Asp68His

--

p.Phe2164Ser

p.Pro2006Thr

p.Gln506*

p.Gly392Cys

突变类型/状态

错义/纯合

错义/纯合

错义/纯合

无义/杂合

错义/杂合

错义/纯合

剪接位点/杂合

错义/杂合

剪接/纯合

错义/杂合

错义/杂合

无义/杂合

错义/杂合

突变来源

父亲/母亲

父亲/母亲

父亲/--

父亲

母亲

--/--

父亲

母亲

父亲/母亲

父亲

母亲

父亲

母亲
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之间形成了 1个新的氢键，氢键数量的位置的变化

很有可能影响蛋白功能（图 2C）；此外，由非极性氨

基酸Phe变异成极性氨基酸Thr可能导致蛋白表面

亲水性改变从而影响蛋白功能。无义突变F5基因

c.1600_1601delinsTG 变异为核苷酸的缺失插入导

致了FⅤ前体蛋白 p.Gln534*突变，对应成熟FⅤ蛋

白 p.Gln506*变异；F5基因 c.4713C＞A突变为单核

苷酸的颠换导致 FⅤ前体蛋白 p.Tyr1571*突变，对

应成熟FⅤ蛋白 p.Tyr1543*变异。FⅤ p.Gln506*和

p.Tyr1543*突变分别位于A2和B结构域，除了可能

通过无义介导的mRNA降解（NMD）途径降解含有

提前终止密码子（PTC）的转录产物之外［10］，还有可

能因为表达的截短蛋白存在结构的缺失影响蛋白

功能（图 2D、图2E）。

剪接位点 c.952+5G＞C 突变位于 F5 基因 6 号

内含子的供体位点+5位（图 3），由于 6号外显子和

6号内含子之间的供体位点是非经典的GC双核苷

酸，供体位点-2至+6位（供体位点第 1个核苷酸视

为+1位）相对保守［11］，提示发生变异很可能影响

mRNA剪接，造成外显子跳跃从而影响蛋白功能。

讨 论

遗传性FⅤ缺乏症是一种常染色体隐性遗传的

出血性疾病，发病无显著的性别倾向。患者临床出

血表现异质性较大，可从无出血表现到终生性出

血，最常见的临床特征是黏膜出血（鼻出血、口腔出

血和女性月经过多），其次是术后出血；约25％的患

者可出现血肿和关节血肿，而中枢神经系统出血、

消化道出血等危及生命的出血较少出现［12］。FⅤ缺

乏症可分为轻型（FⅤ∶C＞10％）、中间型（FⅤ∶C

1％～10％）和重型（FⅤ∶C＜1％）［13］。尽管 FⅤ∶C

较低的患者似乎有更大的出血风险，但残余FⅤ∶C

与出血表型之间的相关性仍然有限，因此FⅤ∶C低

且无出血表型的患者数量众多。本研究中1例患儿

表现为出生后脐带残端出血，1例患者为外伤后出

血不止，其余均为轻度或中度出血表现。FV缺乏症

患者很少发生危及生命出血的原因，一方面是由于

微量的FⅤ（＜1％以下）可以产生部分凝血酶，另一

图1 人FⅤ前体蛋白的Pro2034和Phe2192在不同物种间的保守性分析

A：凝血因子Ⅴ（FⅤ）成熟蛋白Pro2006和 Phe2164在蛋白模型（PDB ID：1Y61）中的位置；B：FⅤ p.Pro2006Thr 突变前后的空间结构预测；

C：FⅤ p.Phe2164Ser突变前后的空间结构预测；D：F5基因c.1600_1601delinsTG/p.Gln534*突变对蛋白结构的影响，灰色部分代表缺失的氨基酸；

E：F5基因c.4713C＞A/p.Tyr1571*突变对蛋白结构的影响

图2 新发现错义突变和无义突变对凝血因子Ⅴ蛋白空间结构的影响

图3 F5基因c.952+5G＞C突变与野生型F5序列比较（红色代表改变的碱基，方框中代表内含子剪接位点供体的经典双核苷酸）
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方面是由于FⅤ缺乏症患者的组织因子途径抑制物

（TFPI）水平较低，从而导致凝血酶生成需求量显著

减少［14］。

高通量测序目前是针对孟德尔单基因遗传病

进行基因检测的重要方法之一，尤其适用于以点突

变或小片段缺失插入为主要变异形式的疾病。本

研究通过靶向测序的方法在 9 例患者的 2个F5等

位基因中均检测到致病变异或者疑似致病变异，其

中 2例纯合子患者父母为近亲婚配，其余 3例纯合

子和 4例复合杂合子患者父母均无血缘关系，符合

常染色体隐性遗传规律。

本研究中检测到的F5基因突变多为错义突变，

其次是无义突变和剪接位点突变。在大多数情况

下，F5基因的错义突变可能导致蛋白分子折叠功能

受损和/或构象改变，表达的FⅤ突变蛋白多与分泌

功能障碍或是细胞内降解有关。FⅤ p.Asp68His

（F5: c.286G＞C/p.Asp96His）突变后仍有残存的FⅤ
活性，曹丽娟等之前报道了一例携带FⅤ p.Asp68His

纯合突变的儿童患者出血症状极轻［15］，本研究中携

带此纯合突变的老年患者也仅表现为偶尔发作

的皮肤瘀斑。FⅤ p.Phe325Leu（F5: c.1059C＞G/

p.Phe353Leu）突变会导致FⅤa Phe325苯基的丢失，

影响原有的FⅤa Phe325与FⅩa Lys351之间的阳离

子-π相互作用［16-17］，干扰FⅤa的辅因子活性；体外实

验也证实，FⅤ p.Phe325Leu 可以被运输至高尔基

体，但会错误转运至溶酶体中被降解从而导致蛋白

的分泌受损［18］。FⅤ p.Arg2074His（F5: c.6305G＞

A/p.Arg2102His）突变引起FⅤ Arg2074与Asp 2051

之间的盐桥缺失从而导致 C2 结构域的稳定性受

损［19］。在2例女性患者中检测到了FⅤ p.Gly392Cys

（F5: c.1258G＞T/p.Gly420Cys）杂合变异，该变异引

入的Cys干扰FⅤ重链A2结构域上其他4个Cys之

间的原始二硫键形成，导致变异型FⅤ蛋白可溶性

表达受损且更易于降解［20］。FⅤp.Pro2006Thr（F5:

c.6100C＞A/p.Pro2034Thr）和FⅤ p.Phe2164Ser（F5:

c.6575T＞C/p.Phe2192Ser）2 个错义突变为本研究

首次报道，二者所在氨基酸位置均在物种间高度保

守。FⅤ p.Pro2006Thr 位于 C1 结构域，该结构域

spik-3 区域顶端的芳香侧链和疏水侧链有助于

FⅤa与磷酯酰丝氨酸（PS）的结合和凝血酶原复合

物的组装［21］，在相同位置的纯合 FⅤ p.Pro2006Ala

变异在一例 FⅤ缺乏症患者中有过报道［22］。FⅤ
p.Phe2164Ser位于突变 C2 结构域，突变前后两种

氨基酸的疏水性不同，并且突变后改变了野生型

FⅤ Phe2164氢键的数量，因此FⅤ p.Phe2164Ser突

变很可能干扰FⅤa蛋白C2单体之间的二聚体晶型

连接，影响C2结构域的稳定性［23］。

我们在本组病例中发现了 FⅤ p.Gln506*（F5:

c.1600_1601delinsTG/p.Gln534*）和 FⅤ p.Tyr1543*

（F5: c.4713C＞A/p.Tyr1571*）两个新的无义突变。

无义突变会导致PTC的产生，当PTC距离mRNA剪

接产物最后一个外显子与外显子连接点（exon-

exon junction，EEJ）≥ 50～55个核苷酸时，即有可能

触发 NMD，从而防止具有潜在危害的 C-末端截

短蛋白的产生［24］；而当PTC位于距离翻译起始位点

较近的区域时，容易产生NMD逃逸的转录本，从而

产生截短蛋白，而这种临近翻译起始位点的截短蛋

白通常缺失氨基酸数量较多，因此功能可能会严重

受损［25］。

剪接位点变异通常会破坏原有的剪接方式导

致外显子跳跃，在极为罕见的情况下会激活隐秘的

剪接位点。在本研究中检测到 c.1297-2A＞G突变

会消除8号内含子和9号外显子之间的经典剪接位

点，导致生理性剪接位点上游 24 bp的隐匿受体剪

接位点的激活［26］。在本研究中，我们首次报道位于

F5 基因 6 号内含子供体位点+5 位的 c.952+5G＞C

突变。在哺乳动物中，约99％的内含子剪接位点序

列具有典型的GT-AG碱基特征，而GC-AG型的内

含子数量不足 1％［11］，F5基因的 6号内含子就是非

经典的 GC-AG 型内含子［1］。真核细胞生物的基

因在转录生成前体RNA之后，GT-AG型内含子和

GC-AG型内含子都是通过U2剪接体进行去除［27］，

但是GC-AG型内含子供体位点+2位的C碱基与U2

剪接体的U1 snRNA之间存在错配，因此，与GT-AG型

内含子相比，GC-AG型内含子供体位点-2至+6位

的其他碱基相对非常保守，才能保证前体 RNA 与

U1 snRNA 之间的紧密结合以及正常的 RNA 剪

接［28］。因此，c.952+5G＞C突变很有可能影响F5基

因mRNA剪接效率，从而导致异常蛋白的产生。

综上所述，本研究报道了9例遗传性FⅤ缺乏症

病例的临床表现及F5基因突变检测结果，丰富了遗

传性FⅤ缺乏症的基因突变谱。新发现基因突变的

致病分子机制尚需继续研究。
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