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人类线粒体基因控制区序列的变异频率与碱基构成特点分析

谭端军刘玲玲文毅徐斌赵玉生LeeJun．C．Wong

【摘要】 目的探讨人类线粒体基因控制医的多：蕊频率和变异类型。方法搜集基周丈库记录的86个人类

线粒体基因I)环择制区序列，井与标准剑桥序列进行比对分析。结果86个序列中共在181个位点发现I 253个

碱基，坚异，主要变异形式为碱基转换(I‘7I 75％)，其次为碱基插A(16 04％)和缺失(8 62％)，碱基颠换较少，仅L吁

3 59％。核酸位点16 189、303～315、514～523是变异频率较高，且具有基困长度不稳定的区域。结论线粒体基时

D环区为高度多态变异区．接变异频率的确定可为针刘线粒体基因多态性与疾病发牛风险评估的其他研究提供参考。，

【关键词】线粒体基因；D环厩；多志性；变异频率
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【Abstract】Objective To explore the variation fr(xIJucncy and bⅢc c{mwowition characteriw,tion of mitochondrial

I)NA(mtl)NA)control regiOt]in htm『1an beings Methods Eighw six seqMellcesof hmaanmtDNAllluop regionfrom

(k，nERnk wc、M‘Y_J州id and“肌j舳rd witb(1彻bridge,s，'qucncc Results A total of 1 253 variations in 181 sites w,ere

fc)und in 86咖ueJlces The dominant type of variation WaS nucleotide transition(71 75％)，LolkM0d by il“crtI(m

(16 04％)and deletlon(8 62％)The nueleoddetralksvetS[011 only accountedfor 3 59％The nucleotide sitesl6189．

303 315 and 514 523 were the ODPN with high variation frequency and length instability Conclusion The mkochon—

drial(Ijn￡“-mgiotl is ahypervarlab}e a㈣wilh high frequenQ7 of polymorphlsm The evaDation of variation frequency in

this r㈣gi)n provklcs a g(xx]reference for the studle．|s aiming at the relationship between mitodlondrial DNA polymorphism

and pathogenetlc risk of diseases
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人类线粒体DNA(mitochondrial DNA，mtDNA)

位于细胞质的线粒体中，是细胞核外唯一存在的多

拷贝DNA分子1I。它由16 569个碱基对组成双链

环状分子，其控制区(I)环区)是存在于转运RNA脯

氨酸(tRNAhl)和苯丙氨酸(tRNAe“。)之间的一段线

粒体非编码基凶，片段大小为l 122 bp，含有两个高

变区，即高变区I和高变区Ⅱ，无关个体mtDNA存

此区间存在着大量的碱基差异，核酸替代的发生率

显著高于单拷儿的核DNA(nuclear DNA，
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nDNA)[2。mtDNAD环控制医具有更高的序列多

态性．这L经通过各种人类mtDNA变异分析予以

证实。巾于它的无重组遗传和碱基的高突变频率，

对法医学-3’4]、群体遗传学[5]、分子进化【6一“1、人类

生态学利考古学【9研究都具有重要意义。通过对

线粒体基冈限制性内切酶片段长度分析或控制区的

序列对比并建立地理特异性的单体群从而有助于疾

病的研究。目前的研究已发现有一些老年退行性疾

病、心血管病与线粒体DNA的多态性具有一定的

相关性-10,11]，但目前全面阐述正常人群线粒体基因

各位点的变异频率的犬样本研究较少，因此，在评估

这些多态性与疾病遗传背景的关系时存在一定的局

限性。为更好地应用mtDNA序例多态性进行个体

识别和亲子鉴定，分析这些多态性与老年疾病的关

系，明确变异频率和碱基构成特点就显得至关重要。
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本文对从基因文库搜集到的86个线粒体基因控制

区的序列的多态频率和变异类型进行了多方位的分

析和探讨，目的在于为采用线粒体基凶多态性来判

断疾病发生风险时提供参考。

1材料和方法

1．1数据来源所有86个人类线粒体基因控制区

全序列数据均来自于美网国赢生物技术信息中心

【Natiolml(knter for Biotechno[ogy Information．

NCBI)所建立的基因文库(GenBank；www n(·bi

nlm．nlh gov)，其中来自非洲的序列38个、欧洲16

个、亚洲14个、大洋洲和太乎洋群岛8个、巾东6

个、美洲4个，共涵盖46个罔家和地区的不同种族

人群。其中4例，{I目人的序列基因文库进人号分别

为AF346972、AF346973、AF346972、AF346973，其

他人种文库进入号未列出。

1．2分析方法对所获得的序列均采用美国Infor—

Max公司Vector N+FI 7 1软件包中的Align软件与

国际上普遍采用的标准线粒体基因剑桥序列1j

(Genlbnk进入号101415)进行计算机比对分析，确

定86个序列的变异位点和类型。继之分析这砦序

列伞部I)环区1 122 bp的构成情况，确定多态性变

异的平均转换率与颠换率、碱基替换与插人缺失的

分布、各位点和各功能区域的平均变芹频率等。结

果统计采用Y2检验。

2结果

2．1碱基构成本研究结果显示剑桥序列的碱基构

成A、(：、c、T分别为339(占30 21％)、151

(13．46％)、372(33．16％)和260(占23 17％)，基因

文库中86个线粒体基因序列的平均碱基构成A、

G、C、T则分别为335．79(占29．93％)、152．85(占

13 63％)、373 88(占33．33％)和259 30(占

23 1 1％)，剑桥序列和基因文库记录的86个序列碱

基构成情况没有明显的统计学差异，两组均以C和

A含景较大，而G的含量最少。

2．2碱基变异类型枉86个线粒体D环基因序列

巾共发现181个位点共具有l 253个碱基变异，按

照线粒体D环区基因长度(1 122 bp)进行校正，100

个碱基约有17．37个位点发生变异，其平均变异密

度约为1．29个变异／每人每100碱基。可变碱基的

主要变异形式为碱基转换(71．75％)，其次为插入

(16．04％)和缺失(8．62％)，明显高于碱基颠换

(3 591％)，最常见的碱基转换类型为’F／C—C／T互换

(表1)。

表1 86个人类mtDNA的变=蚌类型

沣：*变异传点数为181 1、，表巾显示的部分位点因同时出现多种变

异而重复

2 3各功能区变异频率与密度表2显示线粒体D

环基因的变异主要存在于两个高变区和重链起始区

内，变异密度以保留序列区2最高，达9 78个／每人

每100碱基，线粒体转录因子结合位点(np 523～

550)的变异密度也较高，达1 91个／每人每100碱

基，而轻、再链控制成分、重链主要启动子的变异频

率较低。当将各功能区变异位置数在该区域所占比

率与整个D环区的环区变异位置数所占比率比较

时，可见高变区I和终止相关序列具有变异的位点

所占比率分别为27．2％和37．5％，明显高于平均水

平(16 13％)，具有显著的统计学差异(P<0 05)。

2．4高频率变异位点 表3显示45个发生频率在

5％以上的碱基替换的分布情况，其中以16 189变

异频率最高，达41．86％，其次分别为16 223、152、

16519和195位点。此外，高频率的缺失突变分别

为248缺失A(6 98％)、286--287缺失A(3 49％)、

303～309缺失c(8 14％)、514～523缺失CA

(72％)、16 182～16 183缺失A(15．1％)和16 193

缺失C(4 65％)，高频插入变异包括303--309插入

C或CC(46．5％)、311～315插入c(98．84％)、514

--523插入(CA)．，(46．5％)、16193插入C或CC

(30 23％)。显示出303～315以及514～523是基

因长度最不稳定的区域。
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皇銮譬!⋯ 57～372 316 53(1 6 77) 549 2 02

熏慧翌堑型 110～441 332 50(15．(16) 458 l 60

堡骂窑型区，!．，，． 213‘235 23 7(311 43)8‘ j+vv
转录因子1结合位点 233～260 28 6(21 43) 3I i；；
棼薰塑三．1结合位点 276～303 28 6(21 43) 2‘31 j写6
煲篁寮型Ⅸ2 299～31 5 l 7 4(23 53) 143 ；：7；
复制引物 317—321 5 I(20 0) l n．美

表3高频率的碱基替换位氟

核酸位点掣蓊譬暑塞：篱变异频率(％) 核酸位点 嚣雩文譬序掣例T煳变异张％)
73 A 11 75 12 79 16 148 C 80 6 6 98

93 A 78 8 9．3 16172 T 】0 76 11 63

146 13 73 15 12 16187 C 73 l 3 15 12

150 (： 67 19 22 09 16 189 T 36 50 41 86

151 C 81 5 5 81 16 223 (’ 34 52 39 53

152 T 31 55 36 05 16 23(J A 80 6 6 98

182 (1 77 9 10 47 16234 C 81 5 5 81

185 G 3 8l 2 5 81 16 235 A 81 5 5 81

186 (’ 7 79 8】4 16 249 T 5 8l 5 8l

189 A 71 8 7 17 44 16 270 C 81 5 5 8l

195 ，I' 2 25 59 31 39 16 274 G 5 8l 5 81

】98 C 80 6 6 98 16 278 C 66 2D 23 26

204 ‘F 5 81 5 81 16293 A 80 6 6 98

236 T 6 80 6 98 16 294 C 72 14 16 28

247 (j 1 5 7l 17 44 16 298 7II 8 78 9 30

297 A 80 6 6 98 16 3¨ ‘I、 25 61 29 07

316 (； 7 79 8 14 16 320 C 80 6 6 98

489 T 20 66 23 26 16 327 C 80 6 6 98

16 051 A 8l 5 5 81 16 360 C 79 7 8 14

16111 (1 1 80 5 6 98 16 362 T 16 70 18 60

16126 7I、 9 77 10 47 16 390 G 10 76 11 63

16 129 G 15 69 2 19 77 16 519 T 56 30 34 88

16145 G 5 8l 5．8l

，讨论 篆霖聂盒麓篓磊萎萎竺篓毫慧譬慧
人类mtDNA作为存在于胞质细胞器线粒体中 rRNA和22个tRNA，一般认为mtDNA具有比
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nDNA高lo～20倍的进化率06,7，而其中D环控制

区是mtDNA基因进化组中进化速度最高、最具有

多态性的区域。由于具有单亲(母系)遗传、小存在

类似nDNA的重组现象，而日．群体变异人等特点，

使这一特殊的基因系统发育形成r探索种群遗传变

异，研究人类起源、演化和亲缘关系的基础，对于二弹

解种群遗传结构和进化关系、探训形成特定遗传结

构的历史、地理原因以及疾病发生的风险非常有价

值，目前已被作为遗传标记越来越广泛地应用于研

究群体遗传和系统进化l“12-14、攀定种群的进化趋

异，并可从进化或系统发生的前景评估一个种群发

生疾病的风险及可能与疾病有关的遗传基因和标

志。然而，由于对正常人群中的各位点变异发生频

率、密度和碱基构成缺乏大样本的研究作为参照，因

此，在探讨线犄体摹冈变异作为遗传背景在疾病发

牛中的作1L}』时其应用一直受到很大限制。

在本研究巾我们分析_广基因文库已经记载的

86个人类线粒体基因D环区序列，结果显示碱摹多

态性分布在整个I)环控制区中，其中57～372、

16 024--16 383是两个高变异区域，其变异密度高出

整个D环的平均变异密度的1倍。可变碱基的变

异形式主要是碱基替代、插入和缺失，碱基转换率明

显高于颠换率。一般认为保留序列区是在人类和动

物进化过程中所必须的，而本研究对各功能区的分

析显示，保守序列区2(299～315)具有高变异密度

的特点，这与以前所确定该区域作为保守序列是矛

盾的'I“。此外，在该区域内的303～309位点具有

高度的基因长度不稳定，因此我们认为该区域可能

不是人类进化所必须的保守序列。重链起始部与复

制终止相关序列的变异位点数和变异密度均相对较

高，虽然未能直接检测这些受试人群的mtDNA拷

贝数日，fEl DNA复制与终止相关序列在mtDNA复

制过程中具有重要的作用，这些多态性变异或多或

少将影响DNA的复制，这可能是不同个体之间细

胞内InLDNA拷贝数目具有较大差异的原因之一。

此外，本研究显示最具高度多态性的碱基替换包括

C150T、T152C、T195C、G247A、T489(；、T16 189(：、C16

223T、C16 278T、T16 311C、T16 519C。值得提及的是

有41．86％的个体具有16189，l。+c改变，由于该区域

(npl6184～16 193)是一个微卫星区(GV(Lq'CC—

CC)，处于中间的16 189T转为c后，使该区域变为连

续10C，从而导致r该区域的DNA复制不稳定，许多

受试者发牛该区域基因长度不稳定。

有研究显示上述部分高度多态性的碱基替换和

微卫星区的不稳定状态(如T16 189C，303～309C

插入和缺失等)在不同肿瘤患者的『F常组织中未见

表达，但在同一个体的肿瘤组錾{中却晕现出高度获

得性变异[”。。J，这种高发的体细胞性突变进一步

证实了线粒体基因控制区的易变异一阡。下列原因nJ

能可以解释线粒体基凶易变异性和多态性特点，昔

先，线粒体基凼缺乏组蛋白的保护；第．，mtDNA修

复机制十分有限；第三，线粒体足活性氧产生的主要

场所。它对氧化性DNA损伤『‘分敏感。因此，导致

r线粒体基因在进化过程中呈现的高度变异。而线

粒体基因的变异主要集巾在D环控制区的原因町

能与该区域不参‘』氧化磷酸化各复合物的基因编码

有关．除D环区以外的线粒体基因为紧密排列的编

码序列，其突变将造成细胞内呼吸链氧化磷酸化过

程中的能量代谢障碍而使具有突变的细胞无法在进

化过程巾幸存下来。柏反，D环控制区即使发生变

异，却H在一定程度I：影响mtDNA拷贝数日，而不

影响氧化磷酸化过程，使这些细胞得以生存并将这

些变异遗传给子代。

小研究阐述r mtDNA控制区的多态变异特

征，可为进行法医学个体识别和亲缘关系鉴定提供

一定理论依据，并为利用mtDNA控制区变异米判

断多种疾病，如老年退行性疾病和心血管病的遗传

背景提供参照。
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均检查费分别是后者的1 80倍、1．48倍、1．19倍和
1 02倍，药费是2 Ol倍、2．12倍、1，41倍和1 59倍。

尽管有否高血压患者的平均检查费达到统计学意义

外，其余各项费用无明显差异，但总费用差异显著，这

随明并发症造成r患者医疗费用明显增加。

糖尿病足是完全可以预防的。一些国家对有足

溃疡的患者采取多学科联合防治，加强有关教育与

预防并采取多病因的治疗，使截肢卒下降了43％～

85％。我国至今还没有一支受过专门训练的糖尿病

足防治专、『p队伍。我国糖尿病患者，尤其是老年患

者中，有关预防糖尿病足的教育开展得非常不够。

胡景胜等_81报道了北京某医院10年的2 306例住

院患者中，因糖尿病足住院的患者为2．5％。在这些

糖尿病足患者(平均年龄为65岁)中，从来没有接受

过糖尿病教育的为88％，不活动的为91％，足溃疡为

76％，截肢率为22％。本组糖尿病足病患者的血管病

变危险因素非常强烈，I临床上必须加强糖尿病治疗的

全面达标。对这些糖尿瘸足病患者应废加强糖尿病

教育以提高治疗的顺从性和达标率，如此，才能从根

本上防治糖尿病足和降低有关的医疗费州。
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