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散发性嗜铬细胞瘤与SDHD基因突变关系研究 
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【摘 要】目的：了解重庆地区散发性嗜铬细胞瘤(Pheo romocyt0ma，PHEO)与琥珀酸脱氢酶复合物DⅡ单位(Succtnate dehydro— 

genaes complex．subunit D，SDHD)基因第 1、2外显子突变的关系。方法：采用多聚酶联反应结合单链构像多态性分析(Polymerase 

chain reaction—single strand conformation polymorphism，PCR—SSCP)对 32例病理确诊的散发性 PHEO患者 (其中21例为肾上 

PHEO，11例为肾上腺外 PHEO即副神经节瘤 )和 80例健康体检者对 SDHD基因 1、2外显子进行突变分析。结果：32例嗜铬细 

胞瘤患者中未发现 SDHD基因第 1、2外显子的突变。结论：在本研究中未发现重庆地区散发 PHEO存在 SDHD基因第 1、2外显 

子的突变。 
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Study on the mutations of SDHD gene in sporadic pheochromocytoma in 

Chongqing 
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【Abstract]Objective：To study the association between mutations in the first and second exons of(Succtnate dehydrogenaes complex，sub— 

unit D (SDHD)gene and sporadic phe0chmm0cyt0ma in Chongqing Methods：Polymerase chain reaction combining with single strand 

conformation polymorphism (PCR—SSCP)was selected to analysis the mutations in the first and second exons of SDHD gene in 32 cases of 

sporadic phe0chmmocytoma who were diagnosed by pathology (including 2 1 cases of pheochr(】mocytoma and 1 1 eases of extra-adrenal 

paraganglioma)and 80 cases of the heahby controls．Results：No mutation was found in the first and second exons of SDHD gene in【he 32 

patients．Conclusion：In our study，we had not found any mutation in the first and second exons of SDHD gene in sporadic pheochromo— 

cytoma in Chongqing． 
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嗜铬细胞瘤 (Phc0chr0m0cvt0ma，PHEO)是引起 

内分泌性高血压的重要原因，当其发生于肾上腺髓 

质时称为 PHEO，发生于肾上腺外者称为副神经节 

瘤。该病的临床表现错综复杂，常规的抗高血压药 

物治疗效果不好，常引起严重的心、脑血管并发症。 

如果能够早期明确诊断 ，经手术切除肿瘤后大部分 

患者是可以治愈的。PHEO可散发，也可表现为遗传 

性肿瘤综合征，如：多发性内分泌腺瘤 2型(Multiple 

endocrine neoplasia type 2，MEN 2)，VHL综 合 征 

(Von Hippel—Lindau syndrome，VHL)，神经纤维瘤病 

1型(Fibromatosist type 1，NF1)，遗传性副神经节瘤一 

嗜铬细胞瘤(Hereditary paraganglioma and pheochro． 
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mocytomas，PGL／PHEO)等。2000年，头颈部家族性 

副神经节瘤易感基因一琥珀酸脱氢酶复合物DⅡ单 

位 (Succtnate dehydrogenaes complex，subunit D，SD． 

HD)基因突变的确定_1】，使线粒体 SDHD基因成为 

PHEO研究的热点，为PHEO的发病机制研究、基因 

诊断和治疗提供了新的线索。Eng等[21发现与PHEO 

相关的突变主要发生在 SDHD基因的5’端，与头颈 

部副神经节瘤相关的突变发生在基因的3’端。目前 

在琥珀酸脱氢酶复合物(Succinate deluydrogenase 

complex，SDH)基因突变数据库中列出的散发性患 

者中发生 SDHD基因突变的共有 136例，除外两种 

荷兰建立者突变(Founder mutation)，约有 50％的突 

变发生在基因的1，2外显子，这些突变多数为无义 

突变，可使多肽链合成提前终止，肽链长度缩短，成 
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为 无 活 性 的 多 肽 片 断 ， 最 终 使 琥 珀 酸 脱 氢 酶 功 能 障

碍 13]
。 国 内对 P H E O 的 研 究 多 集 中 于 病 例 报 道 和 家 系

的 研 究 ， 对 散 发 性 患 者 的 研 究 较 少 ， 因 此 本 研 究 拟

对 散 发 性 患 者 的 S D H D 基 因 第 1
、

2 外 显 子 进 行 突

变 分 析 ， 以 了 解 重 庆 地 区 散 发 性 P H E O 与 S D H D 基

因 第 1
、

2 外 显 子 的 关 系 。

1 对 象与 方 法

1 ． 1 患 者及 标 本 收 集

自 2 0 0 5 年 5 月 至 2 0 0 9 年 2 月 从 重 庆 医 科 大 学 附 属 第

一

， 第二 医 院 以 及 第 三 军 医 大 学 附 属 大 坪 医 院 、 新 桥 医 院 泌

尿外科 的住 院患 者 中收 集 P H E O 患 者 ， 经 术 后 病 理 检 查 确诊

的共 3 2 例 ， 其 中外周 血 标 本 1 9 例 ， 肿 瘤 组 织 石 蜡 标 本 1 3

例 ， 各 病 例均 无 家族遗 传病 史 。 3 2 例 P H E O 患 者平 均 就 诊 年

龄 ( 4 3 ． 9 7 ± 15 ． 6 )岁 ， 其 中男 14 例 ， 女 1 8 例 。 肿 瘤位 于 肾上 腺

者 2 l 例 ， 肾上 腺 外 者 1 1 例 。 选 择 8 0 例正 常健 康 体 检 者作 为

正 常对 照 。 以 上 标 本 的收 集 均获 得患 者及 人 类 道 德研 究 伦理

委 员 会 的 同意 。

1 ． 2 D N A 抽 提

用 枸 橼 酸 钠 抗 凝 血 4 ． 8 m l ， 采 用 饱 和 盐 析 法 提 取 D N A 。

肿 瘤 组 织 石 蜡 标 本 D N A 的抽 提 步骤 为 ：1 0 u m 厚 病 理 切 片

1 0 张 ， 破 碎分 装入 1 ． 5 m l 离心 管 ， 每管各加 1 m l 二 甲苯 5 5 ℃

水 浴 15 m i n ， 室 温 下 1 2 0 0 0 r ／m i n 离 心 5 m i n 后 弃 上 清 ， 重 复

两 次 ； 加入 无 水 乙 醇 1 m l ， 5 5 0C 水 浴 15 m i n ， 室 温 下 1 2 0 0 0

d m i n 离 心 5 m i n 后 弃 上 清 ， 重 复 一 次 ；待 无 水 乙 醇 尽 量 挥 发

干 净 后 加 人 1 m l 消 化 缓 冲 液 ：1 0 0 m m o F L N a C I ， 1 0 m m o l~ 。

T d s
— H C I ， p H 8 ． 0 ， 2 5 m m o l ／L 乙 二 铵 四 乙 酸 ， p H 8 ． 0 以 及 2 5

斗 l 蛋 白酶 K ( 2 0 m g ／m 1 ) ， 5 5
o

C 水 浴 过 夜 ；再 加 入 2 5 斗 l 蛋 白

酶 K ( 2 0 m g ／m 1 )消化 ， 5 5 ℃ 水 浴 过 夜 ， 各管 短 暂离 心 后 置 沸水

浴 中 8 m i n 灭 活 蛋 白酶 K ， 分 装 后 加 等体 积 酚 一 氯仿 一 异 戊

醇 ( 2 5 ：2 4 ：1 )上 下 颠 倒 混 匀 ， 4 ℃ ， 1 2 0 0 0 E m i n 离 心 1 0 ra i n ， 取

上 层 8 0 ％ 水相 转移 至 另 一 离 心 管 ， 重 复 一 次 。 上 清 液 中加 入

P P P N B M

1／10 体积 的醋 酸 钠 3 m o l ／L ， 2 ． 5 倍 体积 预 冷 的无 水 乙 醇 混 匀 ，

一 2 0 ％ 过 夜 ， 1 4 0 0 0 d ra i n ， 4 ℃ 离 心 3 0 ra i n ， 弃 去 上 清 ， 7 0 ％ 乙

醇 洗 涤 两 次 ， 尽 量 挥 发 乙 醇 后 加 T E 2 0 斗 l ， p H 8 ． 0 ， 4
~

C 溶 解

过 夜 。

1 ． 3 多聚 酶联 反 应 ( P o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n ， P C R )扩 增

S D H D 基 因 第 1 、 2 外显 子 引物 序列 参 照 文 献 [1】。 总反 应

体 系 为 2 5 斗 l ：上 下 游 引 物 6 ． 2 5 p m o l ， D N A 模 板 1 0 0 ～ 2 0 0 n g ，

M 矿 浓 度 1 ． 5 m m o F L ， d N T P 浓 度 0 ． 2 m m o l／L
， 10 × 缓 冲液 2 ． 5

“ l ， T a q D N A 聚 合 酶 2 u 。 反 应 条 件 为 ：9 4 ℃ 预 变 性 1 0 ra i n

后 ， 9 4 ℃ 变 性 4 5 S ， 5 6
~

C 退 火 6 0 S ， 7 2 ℃ 延 伸 6 0 S ， 共 3 5 个 循

环 ， 最 后 7 2 ℃ 延 伸 1 0 ra i n 。 取 P C R 扩 增 产 物 3 ¨ l 加 6 X 凝

胶 电泳 加 样 缓 冲液 2 ¨ l 混 匀后 上 样 于 2 ％ 琼 脂 糖 ( 含 G o l d —

v i e w 染 料 )凝 胶 电泳 ， 9 0 v 电压 下 电泳 3 0 ra i n ， 在 凝 胶 成 像 仪

上 观 察结 果 ， 分 析 P C R 产 物 特 异 性 及 产 量 。

1 ． 4 单链 构 像 多 态 性 分 析 ( S i n g l e
-

s t r a n d c o n f o r m a t i o n p o l y
—

m o r p h i s m ， S S C P ) ~ 析

取 P C R 产 物 6 ¨ l 加 等 体 积 甲 酰 胺 上 样 缓 冲液 混 匀 ，

9 5 ℃ 变 性 10 ra i n 后 立 即 冰 浴 10 ra i n ， 全 部 上 样 于 8 ％ 和 1 2 ％

非 变性 聚丙 烯 酰胺 凝 胶 ( 4 9 ：1 )在 1 5 0 V ， 4 W ， 1 0 ℃ 电泳 7 ． 8 h ，

G o l d v i e w 染 色 3 0 ra i n ，在 凝 胶 成像仪上 观 察结 果 。

2 结 果

2 ． 1 P C R 扩 增 结 果

各 外 显 子 扩 增 产 物 经 2 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 每

一 标 本 均 成 功 扩 增 出 目 的 片 断 ， 目 的 片 断 第 1 外 显

子 为 9 8 b p ， 第 2 外 显 子 为 1 6 8 b p ， 产 物 特 异 性 较 好 。

如 图 l 所 示 。

2 ． 2 S S C P 电 泳 结 果

3 2 例 患 者 的 各 外 显 子 产 物 变 性 后 在 8 ％ 和 1 2 ％

非 变 性 聚 丙 烯 酰 胺 胶 电 泳 中 电 泳 ， 各 电 泳 条 带 显 影

清 晰 。 但 与 对 照 组 相 比 均 未 发 现 异 常 片 断 。 如 图 2

所 示 。

M N B P P P

A 、 B 分 别 为 1 、 2 外 显 子 P C R 产 物 电泳 图 ， 分子 大小 分别 为 9 8 b p 、 1 6 8 b p 。 P ． 病 例 组 ；N ． 正 常对 照 ；B ． 阴性 对 照 ；M ． 分 子量 标 准

1 0 0 b p D N A l a d d e r

图 1 P C R 产 物 2 ％ 琼 脂 糖 电泳 图
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L ， B 分 别 为 1 号外显 子 8 ％
，

1 2 ％ 非变性 聚丙 烯酰胺 电泳 图 ；C ， D 分别为 2 号外显 子 8 ％ ， 1 2 ％ t 1~ 变性 聚丙 烯 酰胺 电泳 图 ；

P ． 病例组 ；N ． 正 常对 照

图 2 非 变性 聚 丙 烯酰 胺 电泳 结 果 图

讨 论

线 粒 体 S D H 是 三 羧 酸 循 环 和 有 氧 电 子 传 递 呼

茔的 关 键 酶 之 一

。 它 由 4 个 亚 基 组 成 ， 分 别 由

t A 。 S D H B
， S D H C ， S D H D 等 4 个 抑 癌 基 因 编 码 。

， S D H D 基 因 位 于 第 1 1 号 染 色 体 长 臂 1 l q 2 3 ， 基

F 列 长 约 1 9 K b ， 编 码 琥 珀 酸 一 辅 酶 Q 氧 化 还 原 酶

蔓色 素 b 小 亚 单 位 ( c y b s ) 。 2 0 0 0 年 ，
B a y s a l ⋯ 和

i n 等 【4 】先 后 报 道 S D H D 基 因 突 变 与 家 族 性 或 散

￡P H E O 的 发 病 密 切 相 关 。 据 文 献 报 道 ， S D H D 基

{ 变 可 导 致 线 粒 体 S D H 功 能 障 碍 ， 这 种 功 能 缺 失

垦细 胞 处 于 慢 性 缺 氧 状 态 和 细 胞 内琥 珀 酸 积 聚 ，

匕而 抑 制 低 氧 诱 导 因 子 1 仅 的 降解 和 上 调 低 氧 诱

习子 1 ， 2 和 其 他 低 氧 诱 导 靶 基 因 的 表 达 ( 如 血 管

窆生 长 因 子 ) ， 导 致 肿 瘤 血 管 形 成 ， 在 P H E O 的 发

：口发 展 中起 着 重 要 的 作 用 Is 胡 I
。 而 最 近 L e e 等 l9 _研

人为 S D H D 基 因 突 变 导 致 的 线 粒 体 功 能 障 碍 ， 可

土抑 制 交 感 神 经 元 前 体 细 胞 凋 亡 ， 导 致 P H E O 的
L

巴 0

据 研 究 发 现 ， 随 着 种 族 、 地 域 的 差 异 S D H D 基

毛变 在 散 发 性 P H E O 患 者 中 的 发 生 率 有 所 不 同 。

[m a n n 等 ㈣ 在 2 7 1 例 散 发 性 P H E O 患 者 ( 主 要 为

亘、 波 兰 、 美 国 ) 外 周 血 中发 现 有 l l 例 发 生 S D H D

习突 变 ， 突 变 率 为 4 ％ ， 而 A m a r 等 ⋯ J在 法 国 2 5 8 例

之性 患 者 中仅 发 现 2 例 ， 突 变 率 为 O． 8 ％ ， N e u m a y
一

在 澳 大 利 亚 7 0 例 散 发 性 患 者 中检 出 3 例 ， 突 变

勺4 ． 3 ％ 。 K o r p e r s h o e k 等 -13]在 荷 兰 患 者 散 发 患 者

例 中检 出 2 例 ， 突 变 率 为 1 ． 5 ％ ， C a s t e l l a n o 等I“ I

耋大 利 散 发 性 患 者 中未 发 现 S D H D 基 因 突 变 ， 仅

见几 个 多 态 性 位 点 。 K y t ~ l h
∞ 1

，
A g u i a r 等 『。1也 未 发

5D H D 基 因 突 变 ， 仅 在 S D H D 区 域 发 现 杂 合 性 缺

此 外 ， 结 合 S D H 基 因 突 变 库列 出 的 与 1 、 2 外 显

子 突 变 相 关 的 疾 病 表 型 发 现 ：携 带 基 因 突 变 的 患 者

临 床 表 现 多 为 发 病 年 龄 较 早 ， 多 部 位 肿 瘤 和 肾 上 腺

以 外 P H E O 遗 传倾 向嘲
。 因 此 众 多 学 者 建 议 对 散 发 性

P H E O 患 者 进 行 S D H D 基 因 突 变 筛 查 。 在 本 研 究 中 ，

3 2 例 病 理 确 诊 的 散 发 性 P H E O 患 者 均 未 发 现 S D —

H D 基 因 第 1 、 2 外 显 子 存 在 突 变 。

国 内 关 于 S D H D 基 因 突 变 与 散 发 性 P H E O 发

生 关 系 的 研 究 中 ， S u n 等 【16 }也 未 发 现 相 关 基 因 突 变 ，

仅 发 现 几 种 内 含 子 改 变 和 在 S D H D 区 域 杂 合 性 缺

失 ， 杂 合 性 缺 失 频 率 为 3 0 ． 8 ％ ( 8 ／2 6 ) 。 Ji Lt ' t,

， 在 香 港

地 区 发 现 的 S D H D 基 因 1 号 外 显 子 M l I 突 变 ， 也 曾

在 澳 大 利 亚 和 新 加 坡 的 华 裔 家 系 中有 过 报 道 ， 有 学

者 认 为 这 种 突 变 可 能 是 华 人 群 体 中 的 一 种 建 立 者

突 变 117】
， 但 我 们 在 重 庆 地 区 尚 未 发 现 该 突 变 。

综 上 所 述 ， 在 本 研 究 中 ， 3 2 例 P H E O 患 者 S D H D

基 因 1 、 2 外 显 子 未 发 现 基 因 突 变 ， 可 能 与 人 种 不 同 ，

地 区 不 同和样 本量 大小有关 系 ， 也 许 中国重 庆 的 P H E O

患 者 在 S D H D 基 因 第 1 、 2 外 显 子 没 有 突 变 发 生 。 如

果 扩 大 样 本 量 和 对 该 基 因 其 他 位 点 以 及 其 他 易 感

基 因 进 行 进 一 步 研 究 ， 将 有 助 于 进 一 步 明 确 散 发 性

P H E O 的 发 生 机 制 。
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AT1R基因Al166C多态性与重庆地区高血压病的 

相关性研究 

向 林，柳 青，雷 寒 

(重庆医科大学附属第一医院临床研究中心，重庆 400016) 

【摘 要l目的：研究重庆地区人口血管紧张素Ⅱ的I型受体(Angiotensin II type I，AT1R)A1166C基因多态性与原发性高血压 

的关系 方法：用多聚酶联反应(Polymerase chain reaction，PCR)结合限制性片段长度多态性(Restriction fragment length polv m0卜 

phism，RFLP)方法对 104例原发性高血压(Essentiac hypertension，EH)患者和 100例健康体检者进行 AT1R(A1166C)的基因多 

态性分析。结果：EH组 AC基因型频率明显高于正常对照组(0．240 vs 0．005，P<0．05)，EH组 CI166等位基因频率明显高于正 

常对照组(0．130 vs 0．025，P<0．05)；而 EH组中的 AA基因型频率明显低于正常对照组(0．750 vs 0．950，P<O．05)；EH组中还发 

现了较罕见的Cc纯合子基因型。结论 ：高血压组和正常对照组 AT1R基因的 AC、AA基因型频率有显著性差异，而其它指标无 

显著性差异。重庆地区原发性高血压与 ATIR基因的 A1166C多态性有密切的关系。 
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