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【摘　 要】 　 目的　 探究线粒体转运 RNA(tRNA)基因突变与母系遗传原发性高血压( EH)的关联性。 方法　 依据 EH 诊断和

母系遗传判别标准,筛选 2015 年 1 月至 2018 年 12 月解放军总医院心血管内科收治的母系遗传 EH 患者 17 例(A 组)、非母系

遗传 EH 患者 65 例(B 组)。 选取同期来院进行健康体检的正常对照人群 33 名(C 组)。 对全线粒体 DNA( mtDNA)进行测序

并与线粒体基因文库 MitoMap 的修正剑桥序列进行比对,分析 3 组受试者线粒体 tRNA 基因突变率差异及其与母系遗传 EH
发生的关系。 应用 SPSS

 

19. 0 软件对数据进行分析。 结果　 纳入人群中母系遗传 EH 占总 EH
 

20. 7%(17 / 82)。 mtDNA 序列

对比分析发现,与 C 组(0. 04%)比较,A 组(0. 28%,P= 0. 024)及 B 组(0. 12%,P = 0. 046)患者线粒体 tRNA 基因总变异率明

显升高,但 A 与 B 组间比较差异无统计学意义(P= 0. 076)。 对 A 组患者进一步分析显示,仅有 1 个线粒体 tRNA 基因位点突

变的先证者 A06、A11 和 A13 所在 3 个家系分别发生 mtDNA
 

A5823G、mtDNA
 

T4386C 与 mtDNA
 

C15910T 突变,三个家系母系

成员 EH 发病率分别为 53. 8%(7 / 13)、87. 5%(7 / 8)和 75. 0%(9 / 12),发病率均较高,提示这 3 个位点突变可能与母系遗传

EH 发生密切关联。 另外,mtDNA
 

5597 缺失在 A 组(4 例,23. 5%)、B 组(14 例,21. 5%)和 C 组(1 例,3. 0%)均出现。 与 C 组

比较,A 组(P= 0. 002)与 B 组(P = 0. 002)患者 mtDNA
 

5597 缺失率均显著升高,但 A 组与 B 组间比较差异无统计学意义

(P= 0. 127)。 结论　 mtDNA
 

A5823G、mtDNA
 

T4386C 与 mtDNA
 

C15910T 突变与母系遗传 EH 有较好的关联性,但 mtDNA
 

5597
缺失与母系遗传 EH 关系不大。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

mutations
 

of
 

mitochondrial
 

transfer
 

RNA
 

( tRNA)
 

gene
 

and
 

maternal
 

essential
 

hypertension
 

(EH).
 

Methods　 According
 

to
 

the
 

criteria
 

of
 

EH
 

diagnosis
 

and
 

maternal
 

inheritance
 

discrimination,
 

17
 

patients
 

with
 

maternal
 

inheritance
 

EH
 

( group
 

A)
 

and
 

65
 

patients
 

with
 

non-maternal
 

inheritance
 

EH
 

( group
 

B)
 

were
 

screened
 

out
 

from
 

our
 

hospital
 

during
 

January
 

2015
 

to
 

December
 

2018.
 

Thirty-three
 

healthy
 

individuals
 

who
 

took
 

physical
 

examination
 

in
 

our
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

also
 

subjected
 

as
 

control
 

group.
 

The
 

whole
 

mitochondrial
 

DNA
 

(mtDNA)
 

was
 

sequenced
 

and
 

compared
 

with
 

the
 

modified
 

Cambridge
 

sequence
 

of
 

MitoMap.
 

The
 

mutation
 

rate
 

of
 

mitochondrial
 

tRNA
 

gene
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

maternal
 

inheritance
 

EH
 

were
 

analyzed
 

in
 

the
 

3
 

groups.
 

SPSS
 

statistics
 

19. 0
 

was
 

used
 

for
 

data
 

analysis.
 

Results　 The
 

subject
 

with
 

maternal
 

EH
 

accounted
 

for
 

20. 7%
 

(17 / 82)
 

of
 

the
 

EH
 

population
 

screened.
 

Compared
 

with
 

control
 

group
 

(0. 04%),
 

the
 

total
 

variation
 

rate
 

of
 

mito-chondrial
 

tRNA
 

gene
 

was
 

significantly
 

higher
 

in
 

group
 

A
 

(0. 28%,
 

P= 0. 024)
 

and
 

group
 

B
 

(0. 12%,
 

P= 0. 046),
 

but
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

group
 

A
 

and
 

group
 

B
 

(P = 0. 076).
 

Further
 

analysis
 

for
 

group
 

A
 

showed
 

that
 

only
 

one
 

mitochondrial
 

tRNA
 

locus
 

mutation
 

in
 

probands
 

A06,
 

A11
 

and
 

A13
 

occurred
 

mtDNA
 

A5823G,
 

mtDNA
 

T4386C
 

and
 

mtDNA
 

C15910T
 

mutations
 

in
 

3
 

families
 

respectively.
 

The
 

incidence
 

of
 

EH
 

in
 

maternal
 

members
 

of
 

3
 

families
 

was
 

53. 8% ( 7 / 13),
 

87. 5% ( 7 / 8)
 

and
 

75. 0% ( 9 / 12),
 

respectively.
 

The
 

incidence
 

of
 

EH
 

was
 

high,
 

suggesting
 

that
 

the
 

mutations
 

at
 

these
 

3
 

loci
 

might
 

be
 

closely
 

related
 

to
 

maternal
 

EH.
 

In
 

addition,
 

mtDNA
 

5597
 

deletions
 

were
 

found
 

in
 

group
 

A
 

( 4
 

cases,
 

23. 5%),
 

group
 

B
 

( 14
 

cases,
 

21. 5%)
 

and
 

control
 

group
 

(1
 

case,
 

3. 0%).
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 

the
 

deletion
 

rate
 

of
 

mtDNA
 

5597
 

was
 

significantly
 

higher
 

in
 

group
 

A
 

(P= 0. 002)
 

and
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group
 

B
 

(P= 0. 002),
 

but
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

group
 

A
 

and
 

group
 

B
 

(P= 0. 127).
 

Conclusion　 The
 

mutations
 

of
 

mtDNA
 

A5823G,
 

mtDNA
 

T4386C
 

and
 

mtDNA
 

C15910T
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

maternal
 

inheritance
 

EH
 

but
 

the
 

deletion
 

of
 

mtDNA
 

5597
 

was
 

not
 

related
 

to
 

maternal
 

EH.
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　 　 原发性高血压( essential
 

hypertension,EH)受多

种环境因素和遗传因素的共同影响,其中遗传因素

占 30% ~ 60%。 然而,全基因组关联分析( genome-
wide

 

association
 

study,GWAS)表明核基因突变不能

很好地解释 EH 的发病机制。 诸多研究者显示,心
血管疾病与具有母系遗传模式的线粒体基因

(mitochondrial
 

DNA,mtDNA) 突变密切相关,而 EH
患者表现为典型的母系遗传特点[1,2] ,因此认为 EH
可能与 mtDNA 突变有关。 目前发现与高血压发病

相关的线粒体转运 RNA( transfer
 

RNA,tRNA) 对应

的基因突变分别为线粒体 tRNAIle、tRNAMet、tRNAGln

和 tRNAMet / tRNAGln 突变等,提示线粒体 tRNA 的基

因突变可能在 EH 发病过程中起着重要的作用[3-6] 。
突变对 tRNA 转录修饰及其蛋白翻译等功能 ( 如

tRNA 代谢水平、蛋白质翻译水平、呼吸链功能及氧

耗率等)产生影响,从而影响线粒体功能,进一步改

变血管内皮细胞和平滑肌细胞的功能,导致细胞的

增殖与凋亡失调,血管重构,收缩功能异常,引起血

压的改变。 尽管有较多研究已表明 mtDNA 突变可

引起血压的改变[7-11] ,但这些研究的患者多来自散

在家系。 本研究依照 EH 的发病特点,结合母系遗

传特征,对多个家系的 EH 患者采用全 mtDNA 测序

的模式,探讨线粒体 tRNA 的基因突变与 EH 特别是

具有母系遗传特征的 EH 间关系,以期为临床及早

诊断并预防 EH 提供参考。

1　 对象与方法

1. 1　 研究对象

　 　 选取 2015 年 1 月至 2018 年 12 月解放军总医

院心血管内科收治的 EH 患者 82 例,根据母系遗传

判别标准,分为母系遗传 EH 组( A 组,n = 17)和非

母系遗传 EH 组(B 组,n = 65)。 另选取同期来本院

进行健康体检的健康人群作为对照组 ( C 组,
n= 33)。 受试者均为汉族。 EH 判断标准:既往明确

诊断为 EH, 目前服药治疗血压维持正常或 ≥
140 / 90 mmHg(1 mmHg = 0. 133 kPa);或者既往无高

血压病史, 门诊不同日随访 2 次平均收缩压 ≥
140 mmHg 或平均舒张压≥90 mmHg(间隔 24 h)。 母

系遗传 EH 判别标准:参考以往研究者母系遗传高

血压家系的标准,2 代母系成员中都有 EH 患者,且
至少有一代有 2 例以上(含 2 例)同代母系成员明确

诊断为 EH[12] 。 为了减少非母系遗传 EH 对实验的

影响,还增加 2 个条件,一为三代母系成员均有 EH
患者;二为非母系成员 EH 者不能超过 1 例。 非母

系遗传判别标准:除本人为 EH 患者外,三代母系成

员内无任何 1 名明确诊断为 EH。 健康对照组标准:
包括本人在内的三代所有家系成员中均无 EH。 排

除标准:(1)继发于肾脏病、内分泌疾病、血管病变、
颅脑病变及其他疾病的继发性高血压;(2) 伴有严

重的心力衰竭、心肌病、 风心病、 先天性心脏病;
(3)明确诊断为其他线粒体病,如线粒体脑病乳酸

性酸中毒伴卒中样发作、母系遗传性心肌病、Leber′s
眼病、肌阵挛癫痫伴肌肉破碎红纤维综合征、慢性进

行性眼外肌麻痹、帕金森病、老年痴呆症、母系遗传

性耳聋、氨基糖苷诱发的耳聋等;(4)恶性肿瘤或血

液系统疾病(如严重贫血、再生障碍性贫血及淋巴瘤

等);(5)正在服用避孕药或已经妊娠或半年内准备

妊娠的妇女;(6)有肝炎、HIV 阳性、梅毒等传染病;
(7)主管临床医师认为不适合参与该研究。 本研究

通过解放军总医院医学伦理委员会批准同意实施,
所有志愿者均签署知情同意书。 A 及 B 组患者在确

定符合纳入排除标准后预约时间抽血,对照组在体

检时按照血生化和血常规检测取样的要求抽血。 每

位志愿者外周静脉抽血 5 ml 用以后期检测分析。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 全血样本 DNA 提取及检测　 取新鲜抗凝外

周静脉血 3 ml,加到预先装入 9 ml 红细胞裂解液的

15 ml 离心管中,3 000 转 / min,离心 10 min,吸弃上

清,加 1 ml 蛋白沉淀液振荡 25 s 混匀。 3 000 转 / min,
离心 10 min,取上清约 3 ml 置入另一只干净的 15 ml
离心管中,加入等体积异丙醇轻柔颠倒,出现棉絮状

或丝状白色 DNA 沉淀。 自然沉淀白色 DNA 后弃大

部分上清,然后加入 3 ml
 

70% 乙醇,颠倒 10 次,
3 000 转 / min,离心 1 min,

 

弃上清,空气晾干沉淀

5 ~ 10 min,加入 DNA 溶解液 250 μl 溶解 DNA。 采用

超微量蛋白核酸分析仪(上海谱元仪器公司) 检测
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DNA 浓度(合格标准 A260 nm / A280 nm >1. 6),并行电泳

检测。
1. 2. 2　 全 mtDNA 扩增及测序分析　 在 GenBank

 

中

查询人全 mtDNA 序列,采用 32 对交叉重叠引物进

行扩增。 PCR 扩增全长线粒体 16. 6 kb,DNA 片段长

度 306 ~ 805 bp,平均 594 bp,扩增的基因多于实际

mtDNA 长度约 14. 4%。 纯化 PCR 产物,在自动测序

仪上进行 DNA 测序,并用 Mac
 

VectorTM
 

7. 0(Oxford
 

Molecular
 

Ltd,
 

Oxford,
 

England)软件对 DNA 测序,
结果与线粒体基因文库 MitoMap 的修正剑桥序列进

行比对分析。
1. 3　 统计学处理

　 　 应用 SPSS
 

19. 0 软件对数据进行分析。 多组间

比较(均为满足正态分布的数据) 应用方差分析。
采用双向无序卡方检验及 Scheffe 多重比较法对线

粒体 tRNA 基因突变率差异进行分析。 P< 0. 05 为

差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 3 组受试者基线资料比较

　 　 3 组受试者性别比较差异有统计学意义

(P<0. 05), 其 他 资 料 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义

(P>0. 05;表 1)。
2. 2　 母系遗传 EH 占 EH 人群的比例

　 　 纳入人群中共有 82 例患者明确诊断为 EH,其
中母系遗传 EH

 

17 例,占 20. 7%,低于 Yang 等[12] 报

道的由线粒体效应引起的 EH 比例(35. 2%)。
2. 3　 3 组受试者线粒体 tRNA 基因总突变率比较

　 　 线粒体 tRNA 基因的碱基总数为 1504 个,则 A、
B、C

 

3 组受试者线粒体 tRNA 基因碱基总数分别为

25 568、97 760 和 49 632 个。 对各组线粒体 tRNA 的基

因突变分析显示,3 组相应的总变异率依次为 0. 28%
(74/ 25568)、0. 12%(126/ 97 760)及 0. 05%(24/ 49 632)。
采用 Scheffe 多重比较法分析发现,A 组(P = 0. 024)
与 B 组(P= 0. 046) tRNA 基因总变异率均明显高于

C 组,提示 EH 的发生确实与线粒体 tRNA 基因突变

密切相关,但 A 与 B 组间比较差异无统计学意义

(P= 0. 076),考虑这可能与样本量小有关。
2. 4　 EH 家系线粒体 tRNA 基因变异分析

　 　 为了明确母系遗传 EH 与 mtDNA 突变的关系,
对 A 组的 17 个家系( A01 ~ A17)线粒体 tRNA 基因

突变分析,结果发现仅有 1 个线粒体 tRNA 基因位点

突变的先证者有 A06、A11 和 A13,其所在 3 个家系

发生的突变依次为 mtDNA
 

A5823G、mtDNA
 

T4386C
与 mtDNA

 

C15910T。 即 mtDNA5823 位于线粒体

tRNACys 基因相应位点的碱基 A 突变为 G,mtDNA
 

4386 位点 tRNAGln 基因对应碱基 T 突变为 C,mtDNA
 

15910 位点 tRNAThr 基因对应碱基 C 突变为 T
(表 2)。 A06 号家系所调查的母系成员共 13 名,其
中 7 例成员诊断为 EH,占比 53. 8%(7 / 13)。 A11 号

家系的母系成员 8 名,7 例诊断为 EH 患者,占比

87. 5%(7 / 8);A13 号家系的母系成员 12 名,9 例为

EH 患者,占比 75. 0% (9 / 12),表明这 3 个家系中

EH 的发生具有典型的母系遗传特征,提示这 3 个位

点的突变可能与 EH 发生密切关联。 测序峰值曲线

表明,以上突变在外周静脉血白细胞中均表现为单

纯均质性突变体(图 1)。
　 　 分析 A 组线粒体 tRNA 基因变异还发现,
mtDNA

 

5597 缺失在 4 个无任何血缘关系的家系中

均出现。 采用对比抽样人群线粒体 tRNA 基因碱基

测序的方式,发现 115 位受试者中 19 名出现上述相

同突变,其中 A 组 4 例(23. 5%),B 组 14 例(21. 5%),
C 组 1 例(3. 0%)。 采用 Scheffe 多重比较法分析发

现,A 组与 B 组的 mtDNA
 

5597 缺失率差异无统计学

意义(P= 0. 127),A 组与 C 组的发生率(P = 0. 002)
和 B 组与 C 组的发生率(P= 0. 002) 差异明显。 提

示 mtDNA
 

5597 缺失与 EH 的发生可能有关,但与母

系遗传 EH 的发生无必然联系。 对 A01 号的家系

线粒体 tRNA 基 因 变 异 发 现, A01 号 先 证 者 有

mtDNA
 

5597 缺失,但其子虽诊断为 EH 却未发现

mtDNA
 

5597 的缺失,这也间接表明此位点突变与母

系遗传 EH 无必然联系。

表 1　 3 组受试者基线资料比较

Table
 

1　 Comparison
 

of
 

baseline
 

data
 

among
 

3
 

groups

Group n Age
Gender

(male / female)
FBG

(mmol / L)
LDL-C

(mmol / L)
TC

(mmol / L)
TG

(mmol / L)
Na+

(mmol / L)
Cl-

(mmol / L)
A 17 57. 5±5. 6 14 / 3 4. 63±0. 64 1. 56±0. 22 4. 72±0. 25 1. 66±0. 23 142. 4±15. 4 100. 3±9. 7
B 65 51. 4±9. 2 21 / 44 4. 57±0. 94 1. 62±0. 13 5. 01±0. 14 1. 61±0. 33 138. 1±16. 1 103. 7±12. 8
C 33 55. 0±10. 9 16 / 17 4. 88±0. 78 1. 48±0. 21 4. 82±0. 14 1. 58±0. 29 140. 1±14. 7 98. 5±15. 2

P
 

value 0. 030 0. 032 0. 165 0. 362 0. 225 0. 249 0. 147 0. 187

A:
 

matrilinear
 

inheritance
 

essential
 

hypertension
 

group;
 

B:
 

non-matrilinear
 

inheritance
 

essential
 

hypertension
 

group;
 

C:control
 

group.
 

FBG:
 

fasting
 

blood
 

glucose;
 

LDL-C:
 

low
 

density
 

lipoprotein
 

cholesterol;
 

TC:
 

total
 

cholesterol;
 

TG:
 

triglycerides.
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表 2　 母系遗传 EH 家系的线粒体 tRNA 基因突变情况

Table
 

2　 Mitochondrial
 

tRNA
 

gene
 

mutations
 

in
 

maternal
 

EH
 

families

Gene
 

locus
Specimen
sequence

Cambridge
sequence

Encoding
product

Specimen

4386 C T tRNAGln A11
5597 · A tRNAAla A02
5597 · A tRNAAla A07
5597 · A tRNAAla A10
5597 · A tRNAAla A01
5823 G A tRNACys A06
15910 T C tRNAThr A13
15910 T C tRNAThr A15
15913 T C tRNAThr A15

·represents
 

gene
 

deletion.

图 1　 A06、A11 及 A13 号家系先证者 mtDNA 序列分析

(箭头示突变位点)
Figure

 

1　 Sequence
 

analysis
 

of
 

mtDNA
 

in
 

probands
 

of
 

A06,
 

A11
 

and
 

A13
 

families
 

(arrows
 

indicate
 

mutation
 

site)
WT:

 

wild
 

type;
 

Mut:
 

mutation
 

type.

3　 讨　 论

　 　 目前全球高血压患病人数超过 11. 3 亿人,其中

EH 占高血压人群的 90% ~ 95%,是世界上危害人类

健康与生活质量的最重要疾病之一[13,14] 。 EH 的发

生发展受遗传因素和环境等多种因素的影响,虽然

被研究多年,但发病机制仍不十分清楚[15-17] 。 既往

EH 遗传学的研究主要集中在核基因方面,但 GWAS
发现,核基因变异并未能成功揭示 EH 的发病原

因[18] 。 近年来有研究发现,EH 特别是具有母系遗

传性质的 EH 发生与线粒体 DNA 突变有着较为密

切的联系[6,19,20] 。 众所周知,线粒体是半自主细胞

器,拥有自己的遗传物质和遗传体系。 诚然,线粒体

的代谢与生物功能受核基因和 mtDNA 共同调控,且
目前发现与线粒体功能和遗传有关的基因大约有

1 500 个,但只有 37 个基因存在于 mtDNA 内。 由于

mtDNA 自我修复系统较差,缺乏组蛋白保护,导致

了 mtDNA 具有高突变率(是核基因的 10 ~ 20 倍)的

特性
 [21,22] 。 我们的研究发现,非母系遗传 EH 组及

母系遗传 EH 组线粒体 tRNA 基因发生的总突变率

分别为 0. 12%和 0. 28%,远高于对照组的 0. 05%,
提示 EH 的发生与线粒体 tRNA 基因突变存在密切

的相关性,这可能与高血压人群中 AngⅡ升高有关。
AngⅡ 能使细胞内 ROS 增多, 损伤 mtDNA。 但

0. 12%与 0. 28%比较,差异无统计学意义,我们认为

这和母系遗传组纳入人群例数较小有关。
　 　 为进一步明确母系遗传 EH 与 mtDNA 突变的

关系,我们对具有母系遗传特征的 EH 家系进行分

析,结果发现了 3 个家系仅有 1 个线粒体 tRNA 基

因位 点 突 变, 分 别 为 mtDNA
 

A5823G、 mtDNA
 

T4386C 和 mtDNA
 

C15910T。 因为 mtDNA 是唯一表

现为母系遗传的 DNA,而 3 个家系的 EH 表现为典

型的母系遗传,且这 3 个家系的线粒体 tRNA 基因

就仅发现一个位点的突变,提示这 3 个位点突变体

在母系遗传发生过程中可能发挥重要作用。 值得注

意的是,mtDNA
 

15910 为线粒体 tRNAThr 基因 D-loop
臂的一个碱基,与 15897 位点 G 形成 D-loop 臂上的

第一个碱基对 C-G,但 mtDNA15910 突变为 T 后则

不能形成碱基对,因此可能影响了线粒体 tRNAThr

的功能及稳定性。 mtDNA
 

C15910T 在所对比的

12 个物种中,对应人类 mtDNA
 

15910 位点的碱基均

为 C,说明该位点具有高度的保守性,且携带 mtDNA
 

C15910T 的家系母系成员表现为 EH 集中发病,表
明 mtDNA

 

C15910T 与 EH 的发生密切相关。 此外,
我们通过分析 A01 号家系及该位点在人群中的分
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布发现,mtDNA
 

5597 位点基因缺失与 EH 的发生有

一定的联系,但与母系遗传 EH 关系不大。 我们认

为可能的原因是 mtDNA
 

5597 本身具有基因多态

性,而 EH 在病程进展中,因 AngⅡ、ROS 等作用可

能进一步促使该位点发生缺失,导致 EH 人群和正

常人群 mtDNA
 

5597 位点缺失率有较明显的差异。
至于确切原因,尚待进一步研究揭示。
　 　 mtDNA 突变导致的疾病表现为典型的母系遗

传,然而并非所有线粒体病都表现为母系遗传。 本研

究显示,母系遗传对 EH 的影响为 20. 73%(17 / 82),
低于 Framingham 心脏研究的结果(35. 2

 

%) [12] 。 这

可能与两方面有关。 一是样本量较小,本次研究仅

为收集的小样本资料,而 Framingham 研究是关于

1 593 个家系;二是判定母系遗传影响的标准不尽一

致,我们以三代母系成员中每代都有成员诊断为

EH,且至少有一代超过 2 例母系成员为 EH 患者,
非母系成员 EH 者不能超过 1 例。 此种近乎苛刻的

条件是为了尽量避免非母系遗传的影响,因此我们

认为结果是合理的。
　 　 综上,线粒体 tRNA 基因的突变与具有母系遗

传特征的 EH 发病有较好相关性,EH 患者线粒体

tRNA 基因突变明显增多。 mtDNA
 

A5823G、mtDNA
 

T4386C 及 mtDNA
 

C15910T 突变与母系遗传 EH 的

发生可能更加密切,可能对母系遗传 EH 的发生产

生重要作用。 mtDNA
 

5597 缺失可能促进 EH 的发

生,但与母系遗传 EH 无必然联系。 另外,我们还发

现 A15 号家系同样携带 mtDNA
 

C15910T 突变体,这
就提示我们 mtDNA

 

C15910T 对 EH 的影响较大,因
此有必要作进一步研究深入分析 A13 及 A15 家系

的所有母系成员。
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