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线粒体基因组４９７７ｂｐ异质性缺失与高原肺水肿易感性无关

罗勇军１，３，陈　郁２，３，高钰琪２，３　　（４０００３８重庆，第三军医大学高原军事医学系：高原疾病学教研室１，病理生理学教研室２，

高原医学教育部重点实验室３）

　　［摘要］　目的　研究线粒体基因组４９７７ｂｐ大片段异质性缺失与高原肺水肿（ｈｉｇｈａｌｔｉｔｕｄｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｄｅｍａ，ＨＡＰＥ）
易感性的关系。方法　 选择本室收集的ＨＡＰＥ标本３６例及与其匹配的健康对照标本３６例，采用定量ＰＣＲ（ＳＹＢＲ）的方
法研究线粒体基因组４９７７ｂｐ大片段异质性缺失与高原肺水肿易感性的关系。结果　 在高原肺水肿的病例组及对照组
中均没有发现４９７７ｂｐ异质性缺失。结论　 线粒体基因组４９７７ｂｐ异质性缺失与高原肺水肿易感性无关。
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　　 高原肺水肿 （ｈｉｇｈａｌｔｉｔｕｄｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｄｅｍａ，
ＨＡＰＥ）是一种常见的高原特发病，起病急、进展快、危
害大［１－３］。近年的调查表明，在快速进入海拔３７００ｍ
高原的人群中，ＨＡＰＥ的发病率高达 ０．４％ ～２％［４］。

在２０１０年的青海玉树地震中，军队９家医院共接收青
海玉树７２６例地震伤病员，其中高原肺水肿３１例，占
总患者数的 ４．３％［５］。线粒体基因组（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ
ＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）序列改变可能影响线粒体的功能，进而
与高原习服适应密切相关［６－８］。ＨＡＰＥ是一种低氧习
服不良的急性高原病，其发病可能与ｍｔＤＮＡ的序列改
变有关，本室前期研究发现了 ｍｔＤＮＡ３０１０、ｍｔＤＮＡ
３９７０等位点的变异，ｍｔＤＮＡ拷贝数变化与高原肺水肿
易感性密切相关［９－１４］。近年来的研究发现 ｍｔＤＮＡ
４９７７ｂｐ大片段缺失与肿瘤细胞辐射敏感性、休克发
生密切相关［１５－１６］，本研究探讨线粒体基因组４９７７ｂｐ
异质性缺失与高原肺水肿易感性的关系。

１　对象与方法

１．１　对象
　　在高原地区采集３６例高原肺水肿男性患者，年龄１８～３０
岁，标本的纳入标准根据１９９５年中华医学会公布的高原肺水
肿诊断标准［１７］。同时在拉萨采集来自同一地区，乘飞机进入

拉萨，且在拉萨１周内未发生高原肺水肿的健康男性３６例标
本作为对照，年龄１８～３０岁。所有标本均排除目前已知与线
粒体明确相关的疾病和３代内与不同民族结婚的个体。研究
对象签署知情同意书，并上报校伦理委员会同意。

１．２　方法
１．２．１　标本采集及样本 ＤＮＡ提取　　取患者和对照组静脉
血２ｍｌ，ＥＤＴＡ抗凝，－２０℃运回重庆进行后续实验。采用全

血基因组ＤＮＡ提取试剂盒（ＯＭＥＧＡ，美国）提取样本总 ＤＮＡ，
并用分光光度仪（Ｎａｎｏｄｒｏｐ，美国）检测其浓度，－８０℃保存备
用。

１．２．２　定量ＰＣＲ扩增　　分别在 ｍｔＤＮＡ４９７７ｂｐ缺失的上
游和下游设计１对基因扩增引物（Ｆ１和 Ｒ１），当存在４９７７ｂｐ
缺失时，所扩增的 ＰＣＲ产物长度 １５１ｂｐ。同时在跨 ｍｔＤＮＡ
８４７０ｂｐ设计１对特异性引物（Ｆ２合 Ｒ２），当没有４９７７ｂｐ缺
失时，所扩增的 ＰＣＲ产物片段是１５０ｂｐ。引物序列如下［１８］：

ｍｔＦ１（８４０６～８４３１）５′ＡＣＣＣＣＣＡＴＡＣＴＣＣＴＴＡＣＡＣＴＡＴＴＣＣＴ
３′，ｍｔＲ１（１３５５９～１３５８１）５′ＣＧＧＴＴＴＣＧＡＴＧＡＴＧＴＧＧＴＣＴＴＴ
３′。ｍｔＦ２（８４０９～８４３５）５′ＣＣＣＡＴＡＣＴＣＣＴＴＡＣＡＣＴＡＴＴＣＣＴ
ＣＡＴＣ３′，ｍｔＲ２（８５８５～８６０７）５′ＧＣＡＡＴＧＡＡＴＧＡＡＧＣＧＡＡ
ＣＡＧＡＴＴ３′。实时荧光定量ＰＣＲ反应体系为：ＳＹＲＢ（含 ｄＮＴＰ、
Ｍｇ２＋、Ｔａｑ酶、ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ等）１２．５μｌ，灭菌水 １０．５μｌ，模板
ＤＮＡ１μｌ，１０ｐｍｏｌ／Ｌ的上下游引物共１μｌ。ＰＣＲ扩增条件为：
９５℃ １０ｓ，（９５℃ ５ｓ，６０℃ ２０ｓ读板）×４０循环。温度从
５０℃ 升高到９５℃，温度每升高０．２℃读板１ｓ，进行融解曲线
分析。

２　结果

　　在ＨＡＰＥ病例和对照组中均没有发现４９７７ｂｐ大片段缺
失（图１）。
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图１　ｍｔＤＮＡ４９７７ｂｐ缺失荧光定量ＰＣＲ扩增曲线图

３　讨论

　　ｍｔＤＮＡ是存在细胞核 ＤＮＡ外的双链环状 ＤＮＡ，
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呈严格的母系遗传，全长为１６５６９ｂｐ，分为编码区和
非编码区。编码区包括１３个氧化磷酸化相关的多肽
（复合体Ⅰ的 ７个 ＮＡＤＨ脱氢酶复合体亚基 ＮＤ１、
ＮＤ２、ＮＤ３、ＮＤ４Ｌ、ＮＤ４、ＮＤ５和 ＮＤ６，复合体Ⅲ的细胞
色素ｂ亚基ｃｙｔｂ，复合体Ⅳ的３个细胞色素 Ｃ氧化酶
亚基ＣＯⅠ、ＣＯⅡ、ＣＯⅢ，复合体Ⅴ的２个ＡＴＰ合成酶
亚基ＡＴＰａｓｅ６和ＡＴＰａｓｅ８），２组ｒＲＮＡ（编码１２ＳｒＲＮＡ
和１６ＳｒＲＮＡ）和 ２２个 ｔＲＮＡ（编码 ２０种 ｔＲＮＡ）［１９］。
与核ＤＮＡ（ｎｕｃｌｅａｒＤＮＡ，ｎＤＮＡ）相比，线粒体ＤＮＡ在
结构和功能上有着自己独特的特点：①ｍｔＤＮＡ是裸露
的，缺乏组蛋白和 ＤＮＡ结合蛋白的保护；②ｍｔＤＮＡ与
氧化磷酸化场所（线粒体内膜）相距甚近，又直接暴露

于氧化磷酸化过程中产生的高反应性氧中，因此极易

受到自由基的攻击；③ｍｔＤＮＡ复制速度很快且催化复
制的ＤＮＡ聚合酶Ｃ不具有校读功能，复制错误率高；
④ｍｔＤＮＡ与ｎＤＮＡ相比其修复机制不完善；⑤每个细
胞中含有数百个线粒体，每个线粒体又含多个ＤＮＡ分
子，所以细胞中可同时存在正常ｍｔＤＮＡ和突变ｍｔＤＮＡ，
即异质性；⑥突变 ｍｔＤＮＡ是否在组织产生表型效应，
这要依突变ｍｔＤＮＡ与正常ｍｔＤＮＡ相对比例和该组织
的能量消耗程度而定。ｍｔＤＮＡ４９７７ｂｐ缺失突变有可
能发生于ｍｔＤＮＡ序列８４７０～１３４７７之间，４９７７ｂｐ
缺失区的两端为 １３个碱基的重复序列，即 ８４７０～
８４８４和１３４４７～１３４５９。缺失的 ｍｔＤＮＡ区域含有５
个ｔＲＮＡ基因，７个编码复合体Ⅰ、复合体Ⅳ及细胞色
素Ｃ氧化酶亚单位的基因。当 ｍｔＤＮＡ受到氧化物损
伤或亲电子基团攻击时，ｍｔＤＮＡ链断裂，在修复延伸
过程中这种直接重复序列可能发生错误结合，而形成

片段缺失的 ｍｔＤＮＡ分子。戴纪刚等［２０］采用长距离

ＰＣＲ方法对３７例肺癌组织、３７例相应的癌旁肺组织
和２０例正常肺组织ｍｔＤＮＡ４９７７ｂｐ片段缺失进行了
检测，发现肺癌组织、癌旁正常组织及正常肺组织的

ｍｔＤＮＡ４９７７ｂｐ缺失率均有随年龄增大而增高的趋
势，ｍｔＤＮＡ４９７７ｂｐ缺失的发生频率和吸烟因素亦密
切相关。

　　在本实验中，当人体快速从平原进入高原，由于高
原低氧导致活性氧的生成增加，可能导致 ｍｔＤＮＡ
４９７７ｂｐ受到氧攻击而发生缺失，进一步导致线粒体
的功能异常，很容易发生高原肺水肿。本实验采用定量

ＰＣＲ的方法，在 ＨＡＰＥ患者血细胞 ｍｔＤＮＡ无４９７７ｂｐ
缺失，说明其ｍｔＤＮＡ的结构是基本完整的，推测线粒
体基因组４９７７ｂｐ异质性缺失与ＨＡＰＥ易感性无关。
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