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  遗传性球形红细胞增多症(HS)是最常见的遗传

性溶血性贫血,其特征是外周血涂片上出现球形红细

胞,具有广泛的临床表现(无症状到严重溶血),其中

贫血、黄疸和肝脾肿大是其典型的表现[1]。HS在世

界各地均有发病,尤其北欧和北美人群更为常见,发
病率分别为1/5

 

000和1/2
 

000,该病在中国人群中相

对罕见,相关研究报道较少[2]。在临床上 HS基于多

种临床指标进行诊断,具有高度的临床异质性,因此

HS往往容易被误诊或漏诊[3],特别是在珠蛋白生成

障碍性贫血高发地区。HS的发病机制是由基因缺陷

导致红细胞膜蛋白异常,迄今为止已发现5个基因与

HS有关。本文报道了1例中国年轻女性由SPTB基

因移码突变c.4967delC(NM_000347)导致的HS。
1 资料与方法

1.1 一般资料 先证者,女,21岁,因贫血及高胆红

素血症入院,发病年龄18岁。查体发现肝脾肿大。
实验 室 血 液 学 检 查 结 果:红 细 胞 计 数 为 3.43×
1012/L,血红蛋白为105

 

g/L,平均红细胞体积为83.8
 

fL,平均红细胞血红蛋白含量为30.6
 

pg,平均红细胞

血红蛋白浓度为360
 

g/L,总胆红素为80.0
 

μmol/L,
直接胆红素为12.9

 

μmol/L,间接胆红素为67.1
 

μmol/L。葡 萄 糖-6-磷 酸 脱 氢 酶 (G-6-PD)筛 查 及

Coombs试验均为阴性。经血红蛋白电泳,α和β球

蛋白基因分析排除珠蛋白生成障碍性贫血。红细胞

脆性 试 验 显 示,开 始 溶 血 为 0.50% (正 常 范 围

0.42%~0.46%),完 全 溶 血 为0.36%(正 常 范 围

0.28%~0.32%)。家族史:家庭其他成员经常规检

查,表观健康,血液学表型正常。骨髓涂片显示:(1)
骨髓增生明显活跃(G=42,E=43,G∶E=0.98);(2)
粒系增生,以晚幼、杆状粒细胞为主;(3)红系增生显

著,以中、晚幼红细胞为主,成熟红细胞大小不一,球
形红细胞较多(图1a)。外周血涂片显示成熟红细胞

形状和大小不同,球形红细胞最常见(图1b),初步诊

断为HS。
为了进一步明确先证者溶血性贫血类型及发病

机制,笔者采用高通量全外显子测序技术(WES)对遗

传性溶血性贫血相关基因进行检测、分析。

  注:a为先证者骨髓涂片 Wright-Giemsa染色;b为先证者外周血

涂片 Wright-Giemsa染色。

图1  先证者的骨髓和外周血涂片结果

1.2 方法

1.2.1 外周血DNA提取 在征得患者及家属知情

同意后,抽取先证者及家庭成员外周血2
 

mL于ED-
TA抗凝管中,采用柱式法(Blood

 

Genomic
 

DNA
 

Ex-
traction

 

Kit,Qiagen)提取基因组 DNA,使用 Nano-
drop2000和Qubit4.0核酸定量仪进行DNA水平和

纯度的测定,最后用1%的琼脂糖凝胶电泳检测DNA
是否降解。
1.2.2 高通量全外显子测序 (1)DNA片段化:取
基因组DNA

 

100
 

ng,利用超声打断仪将其随机打断

成150~200
 

bp的片段。(2)文库构建:对打断后的

DNA小片段进行末端修复、磷酸化以及加polyA,片
段两端分别连接接头后进行纯化,纯化后的每个样本

分别加入不同的index,制备 DNA 文库,最后使用

Qubit4.0进行文库水平测定。(3)测序上机:根据文

库的有效水平及数据产出需求在illumina
 

HiSeq测

序仪上进行测序。
1.2.3 生物信息学分析 原始数据下机后根据不同

样本的index标记进行数据拆分,将初始数据进行低

质量过滤后,以 NCBI人类基因组参考序列(hg19,
GRCh38)为模板进行比对,采用BWA软件对单核苷

酸多肽性(SNP)位点进行注释。
1.2.4 基因突变位点致病性评级 根据遗传变异分

类标准与指南对突变位点进行致病性评级[4]。
1.2.5 Sanger测序进行位点验证 从全外显子测序

数据筛选出与先证者临床表型相符的疑似致病变异,
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再利用Sanger一代测序技术对先证者及其家庭成员

的外周血 DNA 进行位点验证。SPTB
 

c.4967delC
(NM_000347)的上游引物:5'-TGTCCCACAAGC-
CTACTCCC-3';下 游 引 物:5'-AGAGCACCAA

 

TTTCCGAAGG-3'。扩增片段长度为494
 

bp。扩增

体系25.0
 

μL:基因组DNA约30
 

ng,10×扩增缓冲

液2.5
 

μL,dNTP混合物(2.5
 

mmol/L)4.0
 

μL,上、
下游引物(10

 

pmol/L)各1.0
 

μL,LA
 

Taq(5
 

U/μL)
0.5

 

μL,用无核酸酶水定容至25.0
 

μL。反应条件:
(1)95

 

℃变性5
 

min;(2)95
 

℃变性30
 

s,62
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸45
 

s,循环35次;(3)总延伸72
 

℃
 

5
 

min。
PCR产物于 ABI3500测序仪进行测序,测序结果与

UCSC数据库中SPTB基因序列比对分析。

2 结  果

2.1 Sanger测序结果及全外显子测序结果 利用

Sanger测序对先证者及家庭成员中SPTB基因突变

进行鉴定,证实了先证者携带该突变,但家庭其他成

员均未携带上述突变。见图2a。利用全外显子测序

对该患者行进一步基因研究发现,存在SPTB基因的

1个杂合移码缺失(c.4967delC/p.Pro1656Leufs*
20),即在SPTB基因(NM_000347)第23个外显子编

码区4967位置缺失了1个C碱基,使第1656位氨基

酸由脯氨酸变成亮氨酸,并在突变点后第20位氨基

酸提前出现终止密码,生成一个截短的 mRNA(图2b
和图2c)。

  注:a为 HS家系分析,黑色代表 HS患者,白色代表临床表型正常成员,箭头代表先证者;b为Sanger测序鉴定了1个新发的杂合SPTB移码

突变(SPTB:c.4967delC),其他家庭成员没有携带这种突变,黑色箭头代表c.4967delC突变位点;c为移码突变的氨基酸序列预测,黑色箭头表示

c.4967delC突变位点,*表示提前终止密码子。

图2  Sanger测序结果及SPTB基因移码突变的氨基酸序列预测

2.2 基因突变位点致病性评级 (1)PM2:ESP6500
种群、1000基因组数据、ExAC数据库,以及 HGMD、
Clinvar、GnomAD 数 据 库 均 未 发 现 该 突 变。(2)
PVS1:该突变为移码突变,影响蛋白质功能。(3)
PS2:在家系中,该突变为新发突变,且无家族史。综

上所述,SPTB
 

c.4967delC变异被归为致病性变异。
3 讨  论

  HS主要是由于红细胞膜蛋白及骨架蛋白相关基

因突变导致的遗传性溶血性疾病,由于临床表现具有

高度的异质性,且目前尚没有十分可靠的实验室指标

进行确诊,因此在临床上常常被漏诊或误诊[5-6]。有

研究报道5个与 HS相关的致病基因分别为ANK1、
SPTA1、SPTB、EPB42、SLC4A1[7-8],但是这些基因突

变位点是分散的、无热点突变,采用常规分子诊断方

法(Sanger靶向测序)进行基因突变分析具有一定的

挑战性。随着全外显子组技术在临床诊断上的普及,
以及其具有价格低,覆盖广等优势,可以一次性同时

检测 HS相关基因,大大缩短了检测时间,提高了检

测效率[9-11]。
SPTB基因编码血影蛋白的β亚基,是血影蛋白

基因家族的一员,定位于14q23.3,长100
 

kb,由35个

外显子组成,其编码的蛋白是构成红细胞膜的细胞骨

架上层结构,在红细胞膜的稳定性中起着重要的作

用。SPTB基因突变与Ⅱ型球形红细胞增多症、遗传

性椭圆形红细胞增多症及新生儿溶血性贫血有关。
在欧洲国家和美国,HS患者中约有25%由SPTB基

因的杂合变异所致。一般来说,SPTB基因常见的突

变类型包括无义突变、移码突变和剪接突变,这些突

变通常能导致mRNA缺陷或β-血影蛋白截短。在本

研究中,先证者患轻度的溶血性贫血和高胆红素血

症,骨髓和外周血涂片均发现球形红细胞,初步诊断

为HS。经过全外显子测序显示先证者存在1个

SPTB基因的移码突变,为c.4967delC,经过一代测序

验证家庭其他成员未携带突变,该突变属于新发突

变,且在相关疾病数据库和人群数据库中均未被收

录。SPTB基因c.4967delC导致了SPTB基因编码
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的蛋白质转录提前终止,形成截短的 mRNA,使红细

胞膜β-血影蛋白的功能改变,从而诱导疾病发生。有

研究报道其他SPTB基因移码突变通常会形成一个

截短的mRNA,从而导致HS[12-14]。
综上所述,本研究报道了1例年轻女性 HS患者

的临床表现、实验室检测及基因测序结果。全外显子

测序技术能够同时对 HS所有的相关基因进行测序,
使临床症状不明显、自发突变、散发的 HS能够得到

及时诊断,从而降低疾病严重程度和减少不良预后。
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  朗格汉斯细胞组织细胞增生症(LCH)发病原因

不明、发病率极低,相关研究甚少,该病是一种多系统

起病,临床表现多样化的罕见病。现报道1例起源于

脊柱溶骨破坏的LCH供大家参考。
1 临床资料

1.1 一般资料 患者,男,56岁,“脂肪肝、酒精肝”10
余年未系统治疗。2020年3月无诱因出现腰背部疼

痛,无发热,就诊于当地医院。检查提示 T10 压缩性

骨折、T5 隐裂,经手术治疗好转。2021年10月患者

无诱因出现前胸、后背疼痛,无发热,再次入院。

1.2 影像学及病理学检查 PET/CT:T3~5 椎体不

同程度溶骨破坏伴软组织肿块硬化或压缩骨折,代谢

活性不同程度增高或明显增高,考虑为恶性可能,建
议取T3 椎体处肿物进行病理活检。胸部CT提示:
右肺下叶微结节,多发肺大泡,双肺少许纤维灶;T3、
T5、T10 椎体改变。CT引导下行T3 椎体肿物穿刺活

检术,病理结果显示:(椎体肿物穿刺)少量纤维结缔

组织,可见多处组织细胞增生,伴大量淋巴细胞及嗜

酸性粒细胞浸润。免疫组化:细胞角蛋白 AE1/AE3
(-),波形蛋白 Vimentin(+),细胞增殖指数 Ki67
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