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∙论著∙

家系基因筛查及免疫学指标在原发性
噬血细胞综合征诊断中的意义
张嘉 王旖旎 王晶石 吴林 魏娜 付丽 高卓 陈建行 裴瑞君 王昭

【摘要】 目的 探讨家系基因筛查及快速免疫学指标检测在原发性噬血细胞综合征（HLH）诊断

中的意义。方法 通过对伴有PRF1、UNC13D及SH2D1A基因突变的4例原发性HLH患者展开家系

调查，分别完成基因筛查及各项免疫学指标检测（包括NK细胞活性、CD107a检测及HLH相关缺陷蛋

白表达测定），评价各项检测指标在原发性HLH诊断中的意义并探讨各项指标间的相关性。结果 4

个家系基因突变分别为 PRF1 基因错义突变 c.T172C（p.S58P）和非框架移码突变 c.1083_1094del

（p.361_365del）；PRF1 基 因 错 义 突 变 c.C1349T（p.T450M）和 框 架 移 码 突 变 c.1090_1091delCT

（p.T364fsX93）；UNC13D基因错义突变 c.G2588A（p.G863D）；SH2D1A基因半合子错义突变 c.32T>G

（p.I11S）。先证者及家系成员分别存在不同程度的NK细胞活性降低，其中PRF1基因及SH2D1A基因

突变家系 HLH 相关基因编码穿孔素蛋白、信号淋巴细胞活化分子相关蛋白（SAP）表达水平下降，

UNC13D基因突变先证者及与其存在完全相同突变位点的家系成员细胞毒脱颗粒功能（CD107a表达）

显著减低。结论 开展家系基因筛查及快速免疫学指标检测对诊断原发性HLH具有重要意义，两者

具有较好的一致性，其中快速免疫学指标检测作为一种高效的检测手段，可为原发性HLH的早期诊断

提供可靠依据。
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【Abstract】 Objective To investigate the significance of pedigree genetic screening and rapid
immunological parameters in the diagnosis of primary hemophagocytic lymphohistiocytosis （HLH）.
Methods Four cases of primary HLH patients with PRF1, UNC13D and SH2D1A gene mutations were
conducted pedigree investigation, including family genetic screening and detections of immunological
parameters（NK cell activity, CD107a degranulation and expression of HLH related defective protein）, to
evaluate the significance of these different indicators in the diagnosis of primary HLH and explore their
correlations. Results The DNA mutations of the four families included missense mutation c.T172C
（p.S58P） and non- frameshift deletions c.1083_1094del（p.361_365del）, missense mutation c.C1349T
（p.T450M）and frameshift mutation c.1090_1091delCT（p.T364fsX93）in PRF1 gene, missense mutation
c.G2588A（p.G863D）in UNC13D gene and hemizygous mutation c.32T>G（p.I11S）in SH2D1A gene. The
patients and their family members presented decreased NK cell activities. Individuals who carried
mutations of PRF1 gene and SH2D1A gene showed low expression of perforin（PRF1）and signaling
lymphocytic activation molecule associated protein（SAP）. And the patient with UNC13D gene mutation
and his family member with identical mutation showed significant reducing cytotoxic degranulation
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噬血细胞综合征又称噬血细胞性淋巴组织细

胞 增 多 症（hemophagocytic lymphohistiocytosis,

HLH），是一种进展迅速、高病死率的血液系统危重

疾病，分为原发性和继发性两类，不同类型的HLH

治疗策略和转归存在差异。原发性HLH是目前治

疗手段和疗效较为确切的一种类型，患者一旦得到

正确诊断并采取及时有效的治疗措施，其生存和预

后可以得到明显的提高和改善。因此，原发性HLH

的早期诊断尤为重要。目前临床上对原发性HLH

的诊断和鉴别诊断方面仍存在着困惑，如何早期快

速甄别原发性HLH仍有待系统性研究。我们通过

对 4例经我院诊治的原发性HLH患者的家系调查

来进一步探讨和评价基因测序和快速免疫学指标

检测在原发性HLH诊断中的意义。

病例与方法

一、仪器及试剂来源

流式细胞仪 FACS Calibur 为美国 BD 公司产

品，CytoFLEX 为美国 Beckman Coulter 公司产品，

Guava EasyCyteTM 为德国 Merck Millipore 公司产

品；HiSeq 2000测序仪为美国 Illumina公司产品；人

全血DNA提取试剂盒（MagaZorb® DNA Kit）为美国

Promega公司产品；Annexin Ⅴ-PE/7AAD凋亡检测

试剂盒为美国eBioscince公司产品；抗体CD8-APC、

CD56-PC5.5 为美国 Beckman Coulter 公司产品，抗

体 CD107a-PE、CD3-FITC、CD8-PerCP、CD56-APC

及 穿孔素、颗粒酶B、信号淋巴细胞活化分子相关

蛋白（SAP）抗体均为美国 eBioscince 公司产品；人

外周血淋巴细胞分离液为美国Sigma公司产品；RP-

MI 1640 培养基、胎牛血清为美国 HyClone 公司产

品。

二、家系调查

原发性HLH患者/监护人及其家系成员签署知

情同意书，取外周静脉血分别进行基因测序、NK细

胞杀伤活性检测、脱颗粒功能CD107a检测及受累

基因产物蛋白表达检测。

1. 原发性HLH相关基因筛查：

（1）Sanger测序：取原发性HLH患者及其家系

成员外周静脉血，提取单个核细胞中的DNA，通过

设计特异性引物并采用PCR扩增得到与HLH相关

目的基因的外显子及相关剪切位点产物，并进行

Sanger Biotech 双向测序。测序结果经 DNASTAR

软件、在线BLAST与NCBI标准序列对比，鉴定突

变位点及类型。

（2）二代测序：采用Agilent的液相芯片捕获系

统，对原发性HLH患者及其家系成员DNA样本的

特定目标区域DNA进行高效富集，HiSeq 2000测序

仪测序，对获得的原始序列全面进行生物信息分

析。通过 dbSNP数据库及千人基因组数据库滤过

进行单核苷酸多态性/插入缺失（SNP/InDel）筛选及

数据分析。

应用SIFT及Polyphen2软件对检测SNP位点进

行氨基酸功能影响保守性预测，SIFT预测值越小越

“有害”，表明该SNP导致蛋白结构或功能改变的可

能性大，D: Deleterious（SIFT≤0.05），T: Tolerated

（SIFT>0.05）；PolyPhen2 预测值越大越“有害”，D:

Probably damaging（PolyPhen 2 HDIV≥0.957），P:

Possibly damaging （0.453≤PolyPhen 2 HDIV≤
0.956），B: Benign（PolyPhen 2 HDIV≤0.452）。并应

用GenoPro软件绘制家系图谱。

2. 免疫学指标检测：

（1）病毒转染荧光细胞联合流式细胞术检测

NK细胞活性：提取原发性HLH患者和携带相同缺

陷基因的家系成员的外周血单个核细胞，通过慢病

毒转染技术构建稳定表达增强型绿色荧光蛋白

（EGFP）的K562细胞作为靶细胞（EGFP-K562），按

function （expression of CD107a）. Conclusion Pedigree genetic screening and rapid detection of
immunological parameters might play an important role in the diagnosis of primary HLH, and both of them
had good consistency. As an efficient detection means, the rapid immunological detection indicators would
provide reliable basis for the early diagnosis of the primary HLH.

【Key words】 Pedigree; Genetic testing; Immunological parameters; Primary
lymphohistiocytosis, hemophagocytic; Diagnosis
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照特定效/靶细胞比共孵育，采用流式细胞术检测

Annexin Ⅴ-PE和7AAD标记的靶细胞，通过测定靶

细胞的凋亡比例，从而计算NK细胞杀伤活性（检测

技术国家发明专利号：ZL 201410005008.7）。

（2）脱颗粒功能检测：提取原发性HLH患者及

携带相同缺陷基因家系成员的外周血单个核细胞

并计数，按照不同效/靶细胞混合比例，分别加入特

定靶细胞及抗体进行刺激共孵育，同时将未加靶细

胞刺激组作为对照。待孵育完成，加入CD3-FITC、

CD8-APC、CD56-PC5.5、CD107a-PE 抗体进行流式

细胞术检测，用刺激前后囊泡膜蛋白标志物

CD107a阳性细胞的变化幅度来评价细胞毒细胞脱

颗粒功能。

（3）流式细胞术测定受累基因相关蛋白表达水

平：提取原发性HLH患者和携带相同缺陷基因的家

系成员的外周血单个核细胞，采用CD3-FITC、CD8-

PerCP、CD56-APC 抗体标记后进行细胞固定及破

膜，进而分别采用穿孔素、颗粒酶B、SAP抗体进行

标记，利用流式细胞术测定细胞内功能蛋白表达水

平。

结 果

1. PRF1突变家系 1：先证者，男，11岁，PRF1基

因存在复杂杂合突变，分别为错义突变 c.T172C

（p.S58P）和非框架移码突变c.1083_1094del（p.361_

365del）（表 1、图 1A），上述突变位点目前均未在

dbSNP 数据库中收录。其中错义突变 c.T172C

（p.S58P）位点SIFT预测值为0.1（T），提示该突变为

可容忍的；PolyPhen2预测值为0.669（P），提示该突

变可能会对蛋白功能造成影响。家系调查经Sanger

测序证实两个突变位点均分别来源于父母双方，先

证者两位胞姊各自携带不同突变位点（表 2），家族

史中先证者另有两位已故胞姊均在幼年死于不明

原因发热。经检测家系成员均存在不同程度NK细

胞活性降低及穿孔素蛋白表达水平下降（表 2），家

系成员颗粒酶B表达均正常。

2. PRF1突变家系 2：先证者，女，2岁，PRF1基

因存在复杂杂合突变，分别为错义突变 c.C1349T

（p.T450M）和 框 架 移 码 突 变 c.1090_1091delCT

（p.T364fsX93）（表 1，图 1B），其 中 突 变 位 点

c.C1349T（p.T450M）在dbSNP数据库中已有收录，

ID 号 rs189650890，SIFT 预测值为 0.01（D），Poly-

Phen2预测值为 0.982（D），均提示该突变可能影响

蛋白功能，为有害突变，并可检索到与HLH致病相

关文献报道［1-2］。家系调查经Sanger测序证实上述

两个突变位点均分别来源于父母双方，先证者及其

父母均存在不同程度NK细胞活性降低及穿孔素蛋

白表达量下降（表2）。

3. UNC13D 突变家系：先证者，男，52 岁，

UNC13D 基 因 存 在 纯 合 错 义 突 变 c.G2588A

（p.G863D）（表1、图1C），该突变位点在dbSNP数据

库中已有收录，ID 号 rs140184929，SIFT 预测值为

0.02（D），PolyPhen2预测值为 1.000（D），均提示该

突变可能影响蛋白功能，为有害突变。家系调查经

Sanger测序证实，先证者父亲及儿子均为杂合突变

（母亲未能完成家系调查，推测先证者纯合突变分

别来源于杂合突变的父母双方），先证者胞姊存在

与其完全相同的纯合错义突变但未发病。经检测

先证者及胞姊细胞毒脱颗粒功能（CD107a表达）均

存在明显减低（表3）。检测先证者EB病毒DNA定

表1 4例原发性噬血细胞综合征患者基因突变

例号

1

2

3

4

基因名称

PRF1

PRF1

PRF1

PRF1

UNC13D

SH2D1A

突变位置

Exon2

Exon3

Exon3

Exon3

Exon27

Exon1

ID号

rs189650890

rs140184929

氨基酸改变

c.T172C（p.S58P）

c.1083_1094del

（p.361_365del）

c.C1349T（p.T450M）

c.1090_1091delCT

（p.T364fsX93）

c.G2588A（p.G863D）

c.T32G（p.I11S）

突变类型

错义突变

杂合

非框架移码突变

杂合

错义突变

杂合

框架移码突变

杂合

错义突变

纯合

错义突变

半合子

SIFT

预测值

0.10

0.01

0.02

0

PolyPhen2

预测值

0.669

0.982

1.000

0.992

注：SIFT：Sorting Intolerant From Tolerant
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量为2.1×104拷贝/ml，而其胞姊为阴性。

4. SH2D1A 突变家系：先证者，男，32岁，X-连

锁淋巴增殖综合征1型（XLP-1），SH2D1A基因半合

子突变，c.32T>G（p.I11S）（表 1、图 1D），该位点目

前尚未被dbSNP数据库收录，SIFT预测值为0（D），

PolyPhen2预测值为 0.992（D），均提示该突变可能

影响蛋白功能，为有害突变。检测先证者EB病毒

DNA定量为8.8×104拷贝/ml。家系调查经Sanger测

序证实，先证者突变位点来源于母亲，其3位胞姊均

发现携带相同致病位点，另对家系成员进行相关病

A：家系1（PRF1突变）；B：家系2（PRF1突变）；C：家系3（UNC13D突变）；D：家系4（SH2D1A突变）

图1 4例原发性噬血细胞综合征患者家系图谱

表2 两个PRF1突变家系相关指标检测结果

家系

家系1

正常对照1

正常对照2

先证者

父亲

母亲

大姐

二姐

家系2

正常对照

先证者

父亲

母亲

突变1

错义突变

-
-

c.T172C

c.T172C

-
-

c.T172C

-
c.C1349T

c.C1349T

-

突变2

移码突变

-
-

c.1083_1094del

-
c.1083_1094del

c.1083_1094del

-

-
c.1090_1091delCT

-
c.1090_1091delCT

CTL-穿孔素蛋白

（%）

31.07

31.61

6.66

9.75

15.31

26.29

17.50

34.35

0.16

17.91

31.82

NK-穿孔素蛋白

（%）

82.45

80.33

6.93

54.32

55.60

57.96

68.04

82.13

0.31

86.16

43.87

NK细胞活性

（%）

15.78

17.35

10.74

12.29

12.58

13.78

12.41

16.54

9.90

13.03

10.28

注：NK细胞活性正常参考值为15.11%~26.91%
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史采集发现，先证者外祖父 30多岁去世，具体死因

不详；先证者外甥（其大姐儿子，1 岁）与其同期发

病，症状相似，入院1周内死亡。SH2D1A基因编码

相关蛋白检测提示，先证者SAP蛋白表达水平显著

降低（图2）。

表 3 流式细胞术检测 UNC13D 突变家系 CD107a 表达及

NK细胞活性

家系成员

正常对照

先证者

父亲

胞姊

儿子

NK-CD107a（%）

刺激前

0.56

0.68

0.59

0.30

0.23

刺激后

20.37

7.83

12.40

1.41

18.50

ΔCD107a

19.81

7.15

11.81

1.11

18.27

NK细胞活性

（%）

19.42

13.50

15.03

13.23

16.28

注：ΔCD107a=刺激后-刺激前。ΔCD107a＞10%：脱颗粒功能

正常；ΔCD107a 5%~10%：脱颗粒功能异常；ΔCD107a≤5%：脱颗粒

功能缺陷。NK活性正常参考值为15.11%~26.91%

图2 流式细胞术检测SH2D1A突变家系先证者SAP蛋白表达水平

讨 论

原发性HLH是一种常染色体和（或）性染色体

隐性遗传病，其发病基础是由基因缺陷引起的NK

细胞和CTL功能减低或缺如所导致的过度免疫激

活［3］，是一种进展迅速、危及生命的严重疾病。但原

发性HLH的治疗手段目前较为确切，大宗临床研究

显示一旦获得确诊，尽早行异基因造血干细胞移植

是唯一有望治愈的手段。因此早期诊断并了解潜

在的基因缺陷对治疗非常重要，关系到患者的长期

生存及预后。

原发性 HLH 包括家族性 HLH、免疫缺陷综合

征以及EB病毒驱动型HLH［4］，发病率约为2/10万，

2岁以内发病者占90%以上［5］。临床以持续性发热、

肝脾肿大、全血细胞减少以及骨髓、肝、脾、淋巴结

组织发现噬血现象为主要特征。最初诊断原发性

HLH要求患者年幼发病，并有阳性家族史作为支持

依据。直至20世纪末，巴黎的研究组发现了首个原

发性HLH相关基因图谱［6］，这开创了HLH诊断研究

的新纪元。国际组织细胞协会据此制定了 HLH-

2004诊断指南，明确指出基因缺陷是原发性HLH的

确诊金标准。在随后的研究中发现，基因序列的改

变也可在成人HLH患者中出现，北美、欧洲均有关

于成人原发性HLH的报道和基因型研究［7-8］，我国

最大样本的成人原发性 HLH 研究发表于 2014

年［9］。日本Nagafuji等［10］曾报道1例62岁男性原发

性HLH患者。随着成人原发性HLH被陆续报道和

逐渐被认识，年龄已不再作为其诊断依据。本文

UNC13D突变患者确诊时已52岁，其胞姊（56岁）存

在完全相同的纯合错义突变但未发病，患者EB病

毒检测结果为阳性，而其胞姊为阴性，提示原发性

HLH的发病除自身固有的免疫缺陷外可能还与触

发因素有关。

现已知的原发性 HLH相关基因至少有 12种，

包 括 PRF1、UNC13D、STX11、STXBP2、LYST、

RAB27A、ADTB3A、SH2D1A、BIRC4、ITK、CD27、

MAGT1［4］。有学者也习惯将一些原发性免疫缺陷

病归于HLH［11］。对于疑似HLH的患者可通过基因

测序完善目前已知的HLH缺陷基因筛查从而进行

鉴别，检测方法包括传统的双脱氧DNA链合成终止

法进行 PCR产物直接测序，以及高通量DNA测序

技术。目前HLH相关候选基因的发现仍是冰山一

角，而二代测序技术的应用无疑对鉴定和拓展新的

致病基因突变较传统的 Sanger 测序凸显绝对优

势。但由于基因测序所需花费的时间相对较长，以

及相对昂贵的费用，而HLH病情进展迅猛，临床治

疗时机不可延误，因此正确筛选需要进行基因检测

的患者对合理分配医疗资源、在提高诊断水平的同

时节省医疗费用具有重要意义。

近来，流式细胞术被用来作为鉴定原发性HLH

的筛选方法［12］。细胞内着色可以用来检测穿孔素、

颗粒酶B、SAP［X-联锁淋巴增殖综合征（XLP-1）］和

XIAP（XLP-2）等，从而反映基因突变对蛋白表达量

的影响。另有报道称，检测血小板Munc13-4蛋白表

达有望成为快速筛查FHL-3的新手段［13］，目前正在

等待大样本检测结果。此外，NK细胞活性降低或

缺如是HLH-2004诊断标准中重要的一项，反映了

机体的免疫缺陷状态。Janka等［5］发现原发性HLH

患者在疾病早期NK细胞活性几乎均降低，因此及

时检测NK细胞活性对早期诊断极为重要。转染荧
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光细胞联合流式细胞术测定NK细胞活性是本研究

团队主持研发的新技术［14］。与颗粒胞吐损害（FHL-

3-5、GS-2、CHS-1和HPS-Ⅱ）有关的基因缺陷导致

了溶酶体相关膜糖蛋白CD107a转移到细胞表面的

功能受损。欧洲协作组对 494例患者进行了评估，

NK细胞脱颗粒分析可以清楚地区分存在颗粒胞吐

功能缺陷的患者和获得性HLH或者其他遗传性缺

陷患者［15］。CD107a检测作为一种高效灵敏的鉴别

原发性HLH的手段，未来有望被修订纳入HLH最

新诊断标准当中。免疫学检测指标的时效性明显

优于基因检测，国际上关于HLH诊断流程的研究将

其作为快速筛查原发性HLH的有效手段［15-16］。但

免疫学检测不能完全替代基因检测，一旦上述免疫

学指标提示HLH患者存在遗传基础，分子鉴定需进

一步进行，包括父母及同胞。

从本文 4例基因突变患者家系调查来看，原发

性HLH患者及无症状基因突变携带成员分别存在

不同程度的 NK 细胞活性降低，其中 PRF1 基因及

SH2D1A基因突变家系相关基因编码穿孔素、SAP

蛋白表达量下降，UNC13D基因突变患者及与其存

在完全相同突变位点的家系成员CD107a表达显著

减低，体现了免疫学指标与遗传学检测的较好一致

性。另有Spessott等［17］研究证实即使基因筛查为单

个位点的杂合错义突变也可能导致蛋白功能异常

从而确诊为原发性HLH，因此，基因检测也同时需

要免疫学功能检测加以确证。此外，突变预测软件

SIFT及Polyphen2可在一定程度上对突变位点的致

病性给予较好的提示，但不可过分依赖。本文PRF1

突变家系1中错义突变 c.T172C（p.S58P）位点SIFT

预测值为 0.1，提示该突变为可容忍，但家系调查中

携带该突变位点的患者父亲及二姐均存在NK细胞

活性减低及穿孔素蛋白表达水平下降。

综上，临床实践中应将免疫学检测和遗传学检

测密切结合起来，提高原发性HLH诊断的时效性及

准确性，并合理分配医疗资源。
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