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摘 要
:

【目的」检测人类
: nI DN A Hvl 区的异质性

,

建立有效的筛查低水平异质性 D N A 的技术
。

【方法】扩

增 人 m tD N A 的 HVI 区内 269 b p 的片段
,

以不同比例混合相差一个碱基的 2 种 D N A 片段的 P c R 扩增产物
,

配

制异质性 DN A 模型
,

用变性高效液相色谱技术 ( D H P L )C 检测
,

确定最佳检测条件
。

【结果」应用 D H P L c 检测

H VI 区的片段 ( 2 69 b p )
,

最低可检测出含量为 5% 的异质性样本
。

在 80 例无关个体的 m tD N A 样本中
,

共检测到

巧 例具有异质性
。

t结论 1所建立的 Pc R
一

D H P CL 方法可用于检测 m tD N A 的异质性
。
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人类线粒体 DN A ( m tD NA ) 的 16 02 4
一

16 3 65 mt D N A
。

正常人线粒体 DN A 的异质性高发于控制

in
,

73
一

34 o nt 及 4 38
一

5 74 nt 3 个区域为多态性高 区
,

而在编码区几乎没有
` .3 ` ’ 。

检测 D N A 的异质性

发区
` ’

·

” 。

这 3 个区域的高度多态性使得个体间具 可用 R F LP
,

变性梯度凝胶电泳 ( D G GE )
,

温度梯度

有高度的差异性
,

因而可以用来作个人识别
。

理 凝胶电泳 ( T GG )E
,

序列特异性寡核昔酸 ( 55 0) 探

论上 同一个体应该只含有一种 mt D N A 序列
,

但 针杂交
,

单链构象多态性 ( SS c )P
,

测序
,

质谱
,

20 世纪 80 年代发现一些人体内存在 2 种不同的 等方法
`, ’ 。

变性高效液相色谱技术 ( d en at ur i n g ih gh

rn t D N A
,

从而提出异质性的问题
。
m tD N A 的异质性 p e

而mr
a n e e l i q u id c h or m a t o g ar p h y

,

D H p LC ) 基于离

是指同一个体同时存在 2 种或 2 种以上类型的 子对逆向层析法的原理
,

利用程序化的温度改变
,
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进行异源双链分析
,

能大量
、

快速
、

自动化
、

高灵敏

度地筛选异质性 DN A
。

该技术尚未在检测人类线

粒体异质性方面应用
。

1 材料与方 法

1
.

1 样 本

50 例广州地区汉族无关个体的血液及肌肉组

织样本 10 0 份
,

取 自广州市公安局检案解剖的尸

体
,

年龄
、

性别不限
,

生前无遗传性疾病 ;本实验室

保存的 2 例已测序的 目的片段相差 1 个碱基 的 2

份血痕 B I
、

B Z
,

10 例已知有异质性的血痕样本及

20 例已知无异质性 的血痕样本
。

将这些样本交给

他人编号
。

1
.

2 主要试剂及仪器

三乙胺醋酸盐 ( t
r i e th y l a m in e a e e t a t e

,

T EA A )
,

乙睛
,

变性高效液相色谱仪 (WAV E D N A far gm en t

a n a l y s i s s y s te m
,

3 5 0 0
一

H T 型
,

温控精度为 0
.

1 ℃ )

( 以上 试 剂及仪器均 由 arT sn gen o m ic 公 司提供
:

T a n s g e n o m i C
,

O m a h a
,

N e b r a s k a
,

u s A )
。

1
.

3 样本 D N A 的抽提

0
.

1 一 0
.

5 Cm Z

血痕用 Ch e l e x
一

10 0 法抽提
,

肌肉

组织样本用常规酚
一

氯仿法抽提
。

1
·

4 D N A 的扩增

1
.

4
.

1 引物设计 在目的片段选取上
,

根据先前

关于异质性的研究
,

选取 H VI 区内异质性位点高

发的一段
,

同时这个区域也是 m tD N A 测序的常用

区域
。

根据 Adn er s on 报道 的线粒体 DN A 序列及

w A v E M A K E R S o ft w a r e ,

利用 P五m e r 3 软件设计弓{

物
,

并 在 引 物 上 添 加 4 0 个 碱 基 的 G c 夹

( e g e e e g e e g e g e e e e g e g e e e g te e e g e e g e e e e e g e e e g ) ( 以

G C 表示 )
,

以提高该结构域的解链温度
。

引物

F 1 6 0 7 9
:

5
` 一
G C e a a e e g e t a t g t a t t t e g t a e

一

3
’ ,

T m

值
: 5 7

.

2 ℃ ; R x6 3 o 7 : 5
` 一
t g t a e t g t t a a g g g t 9 99 ta g

一

3
` ,

T m 值
:
57

.

0 ℃
。

目的片段长度 2 69 b p
。

1
.

4
.

2 P c R 扩增体 系 30 卜L 反应体系中含模

板 5 0 n g
,

p fu D N A 聚合酶 1
.

s u
,

引物各 10 p m o l
,

M扩
+

1
.

5 m m o l / L
,

dN TP s 0
.

2 m m o l / L
。

1
.

4
.

3 PC R 循环条件 采用 T o u e h d o w n P C R
,

以

提高扩增的特异性
。

95 ℃ 变性 2 m in
,

再 95 ℃ 变

性 3 0 5 ,

6 7 ℃退火 1 m i n
,

7 2 ℃延伸 4 5 5 ,

这 3 步为

1个循环
,

以后每次循环退火温度下降 0
.

5 ℃
,

循

环 25 次后按 9 5 ℃ 变性 3 0 5 ,

5 9 ℃ 退火 1 m i n
,

7 2℃ 延伸 4 5 5 ,

循环 19 次
,

7 2 ℃ 延伸 5 m i n
,

4

℃ 保存
。

1
.

5 D H P L C 分析方法的建立

1
.

5
.

1 异质性 D N A 模型的制备 以不同浓度 比

例混合已测序的仅相差 1个碱基的 P c R 产物 lB

和 B Z
,

使 B I 的 P C R 产物占总量的 2%
,

5%
,

10%
,

2 0%
,

3 0%
,

4 0%
,

50%
。

1
.

5
.

2 异 源双链的形成 取 5 一 10 卜L P C R 产

物
,

95 ℃变性 5 m in
,

然后 以 0
.

5 ℃ / m in 的速率逐

渐降温到 55 ℃
,

保存 巧 m in
。

若 PC R 产物中含异

质性 DN A
,

则会形成同源及异源双链
。

1
.

5
.

3 D H PL c 分析 经 自动变性高效液相色谱

仪的 D N AS eP 分离柱检测变性
一

复性的 P C R 产物
,

区分不同的双链
。

先选取 lB
: B Z 为 1 : 1 的混合样

本在仪器推荐的分离温度上下 1 一 2 ℃ 内选择该片

段最优分离温度及洗脱参数
,

再在该条件下
,

选取

这些混合物作为对照
,

检测仪器的灵敏度
。

1
.

6 盲 测

将已知有异质性的样本 10 份
,

已知无异质性

的样本 20 份和 50 个无关个体的 100 份样本交给

他人编号
,

再按所确立的最佳检测条件来检测
。

1
.

7 测 序

将 D H P LC 检测 出来的不 同 比例 的 B I B Z 测

序
,

以比较 DH PL C 与测序的灵敏度
。

2 结 果

2
.

1 最佳条件的选择
2

.

1
.

1 软件计算的检测温度 在 59
.

3℃ 时
,

大

部分待测片段的 D N A 双螺旋含量在 75 % 一
90 %

。

一般而言
,

当 DN A 片段 的解链 比例 达到 10 % -

25 % 时
,

异源双链与同源双链较容易被分开 (图 1 )
。

慈 1 00 ’’

~
一飞

5” 3℃℃
uo一é。出ó匕一巴一一空

s e q u e n e e / n t

图 1 5 ,
.

3 ℃时 D N A 双螺旋的百分比

F i g
.

1 hT
e h e lie a l fr a e it o n o f ht e D N A fr a g

l l l e n t a t 59
.

3 ℃

2
.

1
.

2 温度梯度测试 从 58 ℃ 到 62 ℃做一系
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,

等
.

应用 D H IP 尤筛查人类 mt D N A 高变区 I的异质性

列的梯度测试
,

得到如图 2 的结果
,

故选择 59
.

3

℃ 为检测温度
。

川
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6 3 0

0 7 0 6 7

2 3 4 5 6 7

t / m i
n

nJg目1止六曰

2 3 4

t / m i n

5 6 7

图 2 不同温度下的色谱 图

F ig
.

2 T h e e h r o m a t o g r a m s in d i ffe
r e n t t em P r e t u r e s

图 4 部分异质性阳性样本的色谱图

F i g
.

4 T h e e h r o m a t o g r a m s o f so m e h e te r o Pla sm i e s a m P le s

N o
.

er p et s e n t s l he n u m b e
r s o f t h e p o s i t i v e s a m p l e s

2
.

2 检测不同比例的 B l / B Z 异质性模型

在 5 9
.

3 ℃下
,

从 O% 一
50 % 梯度递增 lB 在 lB

及 B Z 的混合物中的含量
,

应用 D H PL C 检测 (图

3 )
。

由图 3 可见
,

在该实验条件下
,

仪器的检测灵敏

度为 5%
。

即含量为 5% 的异源双链即可被检测出

来
。

2
.

4 D H P L C 与测序的灵敏度比较

B l 含量低于 30 % 的混合样本不能由测序检测

出 B l 序列的存在 (图 5 )
。

14 0
C A A A G C C A C C C C

一乃义
~

业坠缈哩

一ù一ù
、 八

一
、

人
、 J
廿、

夕、刃
J、 I
J

、 刀沪、 ,了、 ,2、 ,z、 .2nU马dgdgJ马t)CjCJC
`nJJ

)
.

曰
、 、 、

屯

}}}}}
泛泛
书工推

……

奎奎裹裹2 3 4

t / m i
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图 3

F ig
.

3

含不同比例的异质性 D N A 的模型样本的色谱图

T h e e h r

om
a to g r a m s of m o d e l s

帅P le s ht a t e o n

面 n

d i ffe
r e n t r a U o s o f h e t e r o P l a sm i c D N A s

图 5

F ig
.

5

2
.

3 盲测样本

共检测出 巧 份异质性阳性样本
,

部分阳性结

果见图 4 。

其中已知的 10 份异质性阳性样本全部

为异质性 阳性
,

在 50 例无关个体的标本中检测出

5 例异质性阳性个体
,

这些个体在肌肉及血液中均

检出异质性
。

已知的 20 份无异质性的样本全部为

异质性阴性
。

异质 D N A 含量占 2 0 %
,

3 0%
,
5 0% 的样本的色谱图

和测序图

hT
e c h r o m a t og ar m s a n d th e s e q u e n e e s o f th e s

am
·

P le s e o n at i川 n g 2 0 %
,

3 0 %
,

5 0 % h e te r o P l a s而 e

D N A S

3 讨 论

由于 mt D N A 异质性的存在
,

在法医学上利用

mt D N A 做个人认定
、

亲子鉴定产生 了不确定性
。

另外
,

当比对两份检材的 m tD N A 序列 时
,

若
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D N A 序列相 同
,

则表 明这两份检材有可能来 自同

一个人或来自同一个母系亲属
,

尤其是它们之 间

还具有相同的异质性时
,

这种概率更大
。

因而
,

m tD N A 的异质性可作为个体的特殊标记
,

增加个

人认定或排除的确定性
’ 6’ 。

若待测样品内含有异质性 mt DN A
,

在变性和

缓慢 复性的过程中就会形成 4 种双链
: 2 种同源

双链和 2 种异源双链
。

若待测样品内不含异质性

而 DN A
,

则只会形成同源双链而无异源双链
。

由

于异源双链 的碱基配对不严格
,

所 以结构较不稳

定
,

解链温度较低
,

在洗脱液作用下较早从层析

柱中流出
。

根据异源双链与同源双链在层析图谱

中的滞留时间不同
,

可进行异源双链分析
。

基于

相同的原理
,

该方法同样适用于核酸突变分析
。

每个样品分析时间为 7 m in
,

若使用加速器
,

可缩

短为 3 一 3
.

5 m i n
。

成功分离同源双链和异源双链 的关键是分离

柱的温度
,

利用仪器自带的 W A v E M ak e :
软件可

计算分离 片段的熔解 曲线
,

从而预测半变性 温

度
。

实际操作中
,

可在该温度的上下 l 一 2 ℃范围

内以 0
.

2 一 0
.

5 ℃ 为一个梯度
,

探索最优的分离温

度
。

根据作者的经验
,

在利用 D H P L C进行异质性

分析时
,

应注意检测片段的选取原则
:
尽可能使

目的片段仅含有 1 个熔解区域
,

这样可以较为容

易地选择合适的检测温度
,

避免高熔解区域的异

质点或低熔解区域的异质点无法在某一温度下 同

时检出
。

其次
,

尽量减少 P C R 过程中非特异性产

物产生
。

本试验采用 肠 酶及 oT uc h do w n P c R 方

法扩增
,

其 目的也在于提高扩增的特异性
。

图 6

示 aT q DN A 聚合酶和 助
乙 DN A 聚合酶扩增产物

形成的不同峰型
。

前者导致的异常峰形会干扰结

果分析
。

介
:

图 6 aT 宁 D N A 聚合酶导致的 D H P L C 异常峰与 了势
理

DN A 聚合酶扩增产生的正常峰

F i g
.

6 T h e a b n o

mr
a l eP

a k r e s ul it n g fr o m aT q P o ly m e
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】】l e r 3 S e

Pc R
一

DH P L C 方法具有自动化
、

快速
、

灵敏
、

操

作简便等特点
,

其消耗品主要是乙睛和 D N A 分离

柱
,

成本较低
,

不失于是一种筛查异质性及突变的

好方法
。

然而该方法只能显示异质性 D N A 的存在
,

不能鉴别出异质点的位置及碱基
,

而且购买仪器的

初期投人较大
。

线粒体 D N A 的异质性在人群中的发生频率究

竟有多高
,

个体内不同组织的异质性发生情况 目前

还未明了
,

有待于进一步研究
。
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