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摘要 目的 对 2 例遗传性凝血因子Ⅴ及Ⅷ联合缺陷症
( F5F8D) 患者家系进行基因诊断分析。方法 常规凝血功
能检测活化部分凝血活酶时间 ( APTT ) 、凝血酶原时间
( PT) 、凝血因子Ⅴ活性( FV: C) 及凝血因子Ⅷ活性( FⅧ:
C) ; 聚合酶链式反应( PCＲ) 法测序分析 LMAN1 及 MCFD2

基因全外显子序列。结果 患者 1 的 APTT 及 PT 分别为
78. 7 s、21. 1 s，FⅧ: C 降至 23. 8%，FV: C 为 6% ; 其 MCFD2

基因 3 号外显子存在纯合突变，第 242 碱基位点腺嘌呤突变
为胞嘧啶( A ＞ C) ，导致氨基酸序列第 81 位天冬氨酸突变成
丙氨酸( Asp81Ala) 。患者 2 的 APTT 及 PT 分别为 78. 5 s、
19. 6 s，FⅧ: C及 FV: C分别为 24. 8%、9. 6% ; 其 LMAN1 基
因 12 号外显子第 1456 碱基位点存在鸟嘌呤 －胸腺嘧啶 －

鸟嘌呤纯合缺失( 1456delGTG) ，导致氨基酸序列第 486 位缬
氨酸( Val) 缺失。结论 国内首次报道两种新型的 MCFD2

及 LMAN1 基因突变，导致两种不同临床表型的遗传性
F5F8D。
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遗传性凝血因子 V 及Ⅷ联合缺乏症( inherited
coagulation factor V and Ⅷ disease，F5F8D) 是一种罕
见的常染色体隐性遗传性疾病，发病率约为百万分

之一，男女均可发病。目前国际上报道的病例主要
集中于中东地区。患者临床主要表现为有轻至中度
的出血倾向，实验室检测通常为凝血酶原时间( pro-
thrombin time，PT) 及凝血活酶时间( activated partial
thromboplastin time，APTT) 延长，同时伴有凝血因子
V 及 Ⅷ 的活性下降，检测后发现多在 5% ～
30%［1 － 2］。研究［3 － 4］证实遗传性 F5F8D 与凝血因
子Ⅴ及Ⅷ自身基因无关，主要由细胞内自内质网至
高尔基体相关的转运蛋白 LMAN1 及 MCFD2 基因

突变引起。目前国际上已报道的 LMAN1 及 MCFD2
基因不同类型突变导致遗传性 F5F8D 的共计 49
种［1 － 2］，国内总共报道过 4 个完整 F5F8D 家系研
究［5 － 6］，均未发现新型 LMAN1 及MCFD2 基因突变。
该研究首次发现 2 例来自不同家系的疑似遗传性
F5F8D患者，对这两个家系做了基因诊断分析，最
终确诊了该 2 例遗传性 F5F8D，其基因突变类型均
为国内首次发现，现报道如下。

1 材料与方法

1． 1 研究对象 家系 1 资料: 先证者，男，30 岁，因
外伤导致颅内出血就诊于我院急诊，常规凝血功能

检测提示 APTT、PT 均延长，经凝血因子活性检测，
临床诊断为凝血因子Ⅴ及Ⅷ联合缺陷，后经基因诊
断分析，明确诊断为遗传性 F5F8D。先证者父母系
近亲结婚，其父亲及大姐为杂合子携带者，其母亲因

已病逝，推测为杂合子携带者。家系遗传学图谱见
图 1。家系 2 资料: 先证者，女，35 岁，因不孕症就诊
我院门诊，无明显出血倾向，常规凝血功能检测提示

APTT、PT均延长，经凝血因子活性检测，临床诊断
为凝血因子Ⅴ及Ⅷ联合缺陷，同样经基因诊断分析，
明确诊断为遗传性 F5F8D。先证者父母系近亲结
婚，母亲及姐为杂合子携带者，其父亲因已去逝，推

测为杂合子携带者。家系遗传学图谱见图 2。

图 1 家系 1 遗传学图谱( 箭头代表先证者)

1． 2 方法
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1． 2． 1 凝血功能及凝血因子活性检测 0. 129
mol /L枸橼酸钠作为抗凝剂，静脉采集血液标本，
3 000 r /m 离心 10 min，分离血浆。采用 STAGO 公
司半自动血凝仪常规检测患者及家系成员外周凝血

功能 PT、APTT指标。STAGO 公司凝血因子检测试
剂盒检测分析患者具体凝血因子活性指标。

图 2 家系 2 遗传学图谱( 箭头代表先证者)

1． 2． 2 基因测序分析 0. 129 mol /L枸橼酸钠作为
抗凝剂，静脉采集患者及其家系成员、健康对照外周
血标本，外周血基因 DNA 提取试剂盒提取基因
DNA。PCＲ 法扩增 LMAN1 及 MCFD2 基因所有外
显子序列: 药物设计参照文献［7］，PCＲ 法扩增反应
体系: 50 μl，Taq buffer 5 μl，25 mmol /L MgCl2 5 μl，
10 mmol /L dNTP 1 μl，10 ng DNA模板 1 μl，上下游
引物各 1 μl，Taq DNA聚合酶 5 U /μl 0. 5 μl及灭菌
蒸馏水 35. 5 μl。PCＲ 法扩增反应条件: 95 ℃预变

性 3 min，94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 35 s，72 ℃延伸
40 s，10 个循环，每个循环退火温度下降 0. 5 ℃，94
℃变性 30 s，55 ℃退火 35 s，72 ℃延伸 40 s，25 个循
环，72 ℃延伸 3 min。PCＲ 扩增产物经琼脂糖凝胶
电泳、割胶纯化后送上海生工测序分析。

2 结果

2． 1 实验室凝血功能检测及临床出血表现 通过
检测先证者 1 凝血功能及凝血因子活性发现，其
APTT 78. 7 s及 PT 21. 1 s均显著延长，FVIII: C减低
为 23. 8%，FV: C 减低为 6%，其余凝血因子活性均
未见异常; 各家系成员的凝血功能指标检测结果及

临床出血倾向见表 1。
通过检测先证者 2 凝血功能及凝血因子活性发

现，其 APTT及 PT 分别为 78. 5 s、19. 6 s，FⅧ: C 降
至 24. 8%，FV: C为 9. 6%，其余凝血因子活性均未
见异常; 各家系成员的凝血功能指标检测结果及临

床出血倾向见表 2。
2． 2 基因检测分析 家系 1: 通过测序检测分析发
现先证者 1 的 MCFD2 基因所有外显子，分析先证者
1 在该基因的第 3 号外显子处检测到 1 个纯合突
变: g． 242 A ＞ C，该位点突变直接导致第 81 位天冬
氨酸突变成丙氨酸( Asp81Ala) ，先证者 1 的父亲和
大姐该位点为杂合突变，50 例健康对照均未检测到
该突变位点。先证者 1 及其家系成员的 LMAN1 基
因均未发现异常突变。见图 3。
家系 2: 通过测序检测分析发现先证者 2 的

LMAN1基因所有外显子，分析先证者2在该基因的

表 1 先证者 1 及其家系成员凝血功能检测及临床出血表现

成员 年龄( 岁) PT( s) APTT( s) 出血倾向 MCFD2 第 3 号外显子基因型
先证者 1 30 21． 1 78． 7 自幼有轻度出血倾向 纯合子突变

父亲 68 12． 3 28． 9 自幼无轻度出血倾向 杂合子突变

姐 1 47 14． 0 25． 3 自幼无轻度出血倾向 杂合子突变

姐 2 41 12． 6 29． 1 自幼无轻度出血倾向 正常基因型

姐 3 41 11． 7 28． 2 自幼无轻度出血倾向 正常基因型

侄子 18 14． 3 32． 5 自幼无轻度出血倾向 正常基因型

母亲 未测 未测 不详 杂合子突变( 推测)

表 2 先证者 2 及其家系成员凝血功能检测及临床出血表现

成员 年龄( 岁) PT( s) APTT( s) 出血倾向 LMAN1 第 12 号外显子基因型
先证者 2 35 19． 6 78． 5 自幼无轻度出血倾向 纯合子突变

母亲 66 14． 5 29． 0 自幼无轻度出血倾向 杂合子突变

姐 1 43 11． 6 33． 7 自幼无轻度出血倾向 杂合子突变

父亲 未测 未测 不详 杂合子突变( 推测)
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图 3 家系 1 成员中MCFD2 基因检测发现突变位点

第 12 号 外 显 子 处 检 测 到 1 个 纯 合 突 变:
1456delGTG，该位点纯合缺失突变直接导致第 486
位缬氨酸丢失; 先证者 2 的母亲和姐姐该位点为杂
合缺失突变，50 例健康对照均未检测到该突变位
点。先证者 2 及其家系成员的 MCFD2 基因均未发
现异常突变。见图 4。

图 4 家系 2 成员中 LMAN1 基因检测发现突变位点

3 讨论

遗传性 F5F8D 首次报道于 1954 年［8］，该病在
中东地区发病率较高，与这些地区的近亲结婚率高

有关。患者通常自幼有轻至中度的出血倾向，包括
发生瘀斑、鼻衄、牙龈出血、女性月经过多，以及外伤
或拔牙、外科术后过量出血等。实验室检查患者凝
血功能指标 APTT、PT 指标均延长，FV、FⅧ活性水
平均降低，多维持在正常人的 5% ～30%。
目前研究［1］已经证实，该病的分子发病机制与

LMAN1 或 MCFD2 基因的突变相关。LMAN1 基因
位于 18q2l，包括 13 个外显子，编码成熟蛋白由 510
个氨基酸组成; MCFD2 基因位于 2p21，较 LMAN1
基因小，包括 4 个外显子，其编码成熟蛋白由 146 个
氨基酸组成。LMAN1 或 MCFD2 基因编码的蛋白，
可以在细胞内相互结合形成一种稳定的 Ca2 +依赖

转运复合体，主要参与细胞内凝血因子 V 及Ⅷ从内
质网至高尔基体的转运过程。因此，这 2 个基因的
缺陷可以导致细胞内凝血因子 V 及 VIII 自内质网
至高尔基体的转运障碍，从而使血浆中凝血因子 V
及Ⅷ水平下降，临床表现为凝血指标的延长，以及不
同程度的出血倾向。
本研究中家系 1 的先证者为 30 岁男性，因外伤

导致颅内出血急诊转入我院，经实验室常规凝血功

能检测显示其 APTT、PT指标均有不同程度的延长，
进一步临床检测了患者相关凝血因子活性，其凝血

因子 V: C、Ⅷ: C 分别降至 6%、23. 8%。其余凝血
因子活性水平均为正常，排除继发性相关因素后，考

虑患者父母系近亲结婚，临床诊断考虑为遗传性

F5F8D。其父母系表兄妹结婚，该病为常染色体隐
性遗传性疾病，对先证者进行 LMAN1 及 MCFD2 基
因检测，该患者是由 MCFD2 基因的第 3 号外显子存
在 g． 242 A ＞ C 纯合突变，该位点突变直接导致第
81 位天冬氨酸突变成丙氨酸( Asp81Ala) ，先证者的
父亲和大姐该位点为杂合突变，先证者母亲因脑出

血已病逝，推测其母亲该位点亦为杂合突变。目前
国际上已发现 18 种 MCFD2 基因突变，其中错义突
变仅 8 种［1，9 － 11］，本课题组最早于 2014 年在国际上
首次报道 Asp81Ala 位点错义突变，该突变为
MCFD2 基因上迄今为止发现的第 9 种类型错义突
变［2］。
本研究家系 2 中的患者为女性，因不孕症就诊，

常规检测意外发现凝血功能指标异常，PT、APTT 均
延长，同样伴有凝血因子 V 及Ⅷ活性下降。但其自
幼无出血倾向，且曾经历妇科手术治疗，追问病史未

有术中及术后过量出血表现。经基因检测分析发
现: 先证者 2 在 LMAN1 的第 12 号外显子处存在
1456delGTG纯合突变，直接导致第 486 位缬氨酸丢
失; 先证者 2 的母亲和姐姐该位点为杂合缺失突变，
其父亲因去世，无法采集标本检测，结合疾病隐性遗

传性规律，推测其父亲该位点同样为杂合缺失突变。
目前 LMAN1 基因的 13 个外显子已发现 36 种不同
类型突变，这些突变以无义突变或移码突变为主，均

可导致 LMAN1 基因编码蛋白的功能缺失［1，11］。
本研究系在我省首次报道发现 2 例 F5F8D 患

者，在临床诊疗过程中进行了及时的诊断、分析及治
疗，并进一步对患者家系进行基因诊断分析。在国
内首次发现 2 种新型的 LMAN1、MCFD2 基因突变，
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这两种类型的基因突变导致 2 种截然不同的临床表
型。尽管先证者 1 和先证者 2 检测结果均提示
APTT、PT延长; 凝血因子Ⅴ、Ⅷ均存在不同程度减
少，但是先证者 1 临床出血倾向较明显，而先证者 2
并无明显临床出血症状，更有趣的是先证者 2 甚至
在未进行凝血因子替代治疗的情况下，曾经成功经

历了妇科手术，术后未见明显出血倾向。不同类型
的 LMAN1、MCFD2 基因突变可以导致不同类型的
临床出血表型，这与国外研究［1］报道相一致。至于
其机制，很可能是由于 LMAN1、MCFD2 转运蛋白的
不同功能区域，在参与细胞内凝血因子Ⅴ、Ⅷ转运过
程中发挥作用大小相关，因此进一步的研究

LMAN1、MCFD2 转运蛋白的不同结构域的基础功能
很有必要，从而为更好的理解认识遗传性 F5F8D 提
供依据。
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Gene diagnosis of hereditary coagulation factor V and Ⅷ deficiency
Wang Anyou，Liu Xin，Wu Jingsheng，et al

( Dept of Hematology，Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To analyze gene diagnosis of the 2 cases with inherited coagulation factor V and Ⅷ defects
( F5F8D) ． Methods Ｒoutine coagulation function test was used by APTT，PT，FV and FⅧ: C methods; Se-
quencing analysis all exons of LMANl and MCFD2 genes were detected by PCＲ method． Ｒesults In patient 1，
APTT and PT were 78． 7s，21． 1s; FⅧ: C and FV dropped to 23. 8%，6% respectively; the existence of a homo-
zygous mutation of 242 A ＞ C was detected in exon 3 of MCFD2 gene，which led Asp81 mutation to Ala． In patient
2，APTT and PT were 78． 5s，19． 6s，FV and FⅧ: C were 24. 8%，9. 6% respectively; the exon 12 of LMAN1
gene had homozygous deletion in 1456GTG，which caused 486Val deletion． Conclusion Two new MCFD2 and
LMAN1 mutations are first reported in the world，resulting in two different clinical phenotypes of hereditary coagula-
tion factor V and Ⅷ deficiency．
Key words coagulation factor V; coagulation factor VIII; LMAN1; MCFD2; mutation
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