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摘 要：【目的】研究中国广东地区汉族、华东地区汉族、内蒙古汉族、云南白族、内蒙古蒙古族、新疆维吾尔

族等 % 个群体在线粒体 &’( )*+,-.!的多态性。【方法】/0)扩增后采用变性高效液相色谱技术分离片段，检测
线粒体 &’( )*+,-.!1 23缺失的频率。【结果】在中国 % 个群体中发现标准型、缺失型和 4型 4种多态类型，1 23
缺失频率在 % 个群体分别为 5"6 7，"$6 #，"76 #，"%6 1，86 #，"#6 7。【结论】中国 %个群体在线粒体 &’( )*+,-.!均
存在 1 23缺失的多态性，% 个群体间的缺失频率存在差异。
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人类线粒体 &’(（F,P-TX-.\O,EJ &’(B FP&’(）
位于细胞质的线粒体中，是细胞核外唯一存在的

&’(。它由 "% !%1个碱基对组成，呈双链环状。由
于其不发生遗传重组和具有碱基的高突变频率，对

群体遗传学、分子进化、法医学、考古学研究都具有

重要的意义。"1$"年，(.\*OS-.等 _ " c 发现 FP&’(
0YKK g P)’(I@S 基因间的非编码区 d 含有 5 个 1 23
串联重复序列 （00000[0[(）B 之后的研究表明该
区可以由于 1 23重复序列中 "个拷贝的缺失而产
生长度的变化 _ 5，4 c。近年来的研究表明，不同地域人

群 FP&’( 1 23缺失频率有很大差别，是检测人类

群体多态性的主要指标 _ 7B ! c。本研究运用变性高效

液相色谱 （\*.EPAO,.+ X,+X 3*OQ-OFE.T* J,LA,\ TXO-:
FEP-+OE3X@，&?/I0）技术，对广东地区汉族、华东地
区汉族、内蒙古汉族、云南白族、蒙古族、新疆维吾

尔族等 %个群体 FP&’( d区 1 23缺失频率进行了
检测。现报道如下。

" 材料和方法

"6 " 样本来源
广东地区汉族无关个体的血痕样本由本教研

DOI:10.13471/j.cnki.j.sun.yat-sen.univ(med.sci).2004.0082



!"#孙宏钰，等 $ 中国 % 个群体线粒体 &’( )*+,-. /的缺失多态性第 0 期

图 ! 线粒体 "#$ %&’()*!的 + 种多态性的 ",-./
洗脱图谱
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室日常检案筛选获得；华东地区汉族无关个体血痕

样本由司法部司法鉴定科学研究所（上海市）提供；

内蒙古汉族、蒙古族无关个体血痕标本采自内蒙古

呼伦贝尔盟；新疆维吾尔族无关个体血痕样本采自

新疆喀什地区；云南白族无关个体血痕样本采自云

南大理地区。

=K > "#$提取
采用 LH*8*ED="" 快速提取法提取基因组

&’( M % N。

=K ! -/% 扩增
采用 O2,;JH.,C 等 M ! N报道的引物：PQR=#S ST

(L(UQQQL(QULLL(QLUQL!T；PQR!=S ST(QULD
Q((UQQ(ULQQQ(L(U!T。反应体系为 =" "V，内
含 = W XL) @4GG*2Y =K S 33-8 A V P+L8>Y =K >S
33-8 A V F’QX，"K = Z #$% &’( 聚合酶 （@,-;6<2，
L<.<F<），"K = "3-8 A V 每种引物以及 = [ =" .+
模板 &’(。XL) 热循环条件为 : #S \ 预变性 !
3,.Y #0 \ >" ;Y %> \ >" ;Y ]> \ >" ; 进行
!"个循环，最后 ]> \延伸 ! 3,.，0 \保存。
=K 0 ",-// 分析
将 XL) 产物直接放入 O(/^QP 核苷酸片段

分析系统 （Q2<.;+*.-3,J 公司，美国）的 #% 孔板
上，选择 “&-478* _62<.F*FDP486,58* 12<+3*.6;‘ 模
式，柱温设为 S" \，进样 S "V XL) 产物，于
&’(_*5$ 分离柱（Q2<.;+*.-3,J 公司，美国）用缓
冲液 ( a "K = P Q^(( 溶液 b 和缓冲液 @ a "K = P
Q^((，>S c <J*6-.,62,8* b 梯度洗脱，起始梯度为
0Sc @，终止梯度为 %Sc @，流速为 "K # 3V A
3,.，从分离柱洗脱的 &’( 溶液用紫外检测仪检
测 &>%" 波长的吸收峰。采用 O<d*P<C*2$ 0K = 软
件对洗脱图谱进行分析。

=K S 扩增产物的测序
随机挑选变性高效液相色谱洗脱图谱不同

的样品，采用 @,+&I*QP Q*23,.<6-2 LIJ8* _*e4*.J,.+
)*<FI试剂盒（X^公司，美国）进行序列测定。
=K % 数据分析
直接计数各种分型，采用 _(_ 软件 a _(_ f.D

;6,646* f.JK b 作差异显著性检验 （1,;H*2T; *E<J6
6*;6）。

> 结 果

>K = 线粒体 "#$ %&’()*! @ A6 缺失的 ",=
-// 洗脱图谱
采用 &BXLL 技术分析，以洗脱时间为指标，

得到 ! 种类型的洗脱图谱（图 =）。

>K > 序列测定结果
! 种洗脱图谱所对应的样本的序列测定结

果证实：! 种多态类型的片段长度分别为 ==>
75、=>= 75 和 =!" 75。其中 =>= 75 的样本的序列
与 (.F*2;-. 序列一致，存在 > 个拷贝的 # 75
（LLLLLQLQ(）重复序列；==> 75 的样本的序列
只有 = 个 # 75 重复序列，缺失了 = 个拷贝；=!"
75 的 XL) 产物则存在 ! 个拷贝的 # 75 重复序
列。

>K ! B 个群体 >5"#$ @ A6 缺失多态性
% 个群体 36&’( # 75 缺失多态性的分布情

况见表 =，% 个群体 36&’( # 75 缺失多态性分
布的比较见表 >。

! 讨 论

线粒体 &’( # 75 缺失在人类学研究上是
一个非常有价值的多态性位点，已报道共有0
种多态 M ] N：#标准型：即有 > 个串联重复的 #
75 序列 （LLLLLQLQ(），位于 36&’( 第 R >]>
[ R >R# 位核苷酸；$缺失型：仅有单拷贝 # 75
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重复，即 $ %& 缺失；! ! 型：有 ! 拷贝 $ %& 重复；
"长型：标准序列前加入 ’个 (。长型在东亚及东
亚起源的人群未见报道，!型仅有少量发现，缺失型
在不同人群中出现的比例不同。曾经认为缺失是亚

洲人及起源于亚洲的人种的特征) 但后来的研究表
明该缺失在非洲人、欧洲人和澳洲人中同样存在。

在现今亚太地区及太平洋岛屿沿线人群中的缺失

频率呈现地理趋势，且与史前该地区人类迁移路线

相符 * +,"" -。./0等人 * "" -对中国 12个群体的缺失频率
研究结果显示出总体上南方高、北方低的递减分布

趋势，从此角度进一步支持了中华民族南方起源的
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表 " 中国 3个群体 D?TBU VC:A09 W $ %&缺失多态性的分
布情况
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表 1 中国 3 个群体 D?TBU $ %&缺失多态性分布的两两比较

X/%MC 1 Y/AKJA>C Q0D&/KA>09 0[ ?@C &0MZD0K&@A>D 0[ D?TBU KC:A09 W A9 3 (@A9C>C &0&8M/?A09> 5 " _/M8C 6

观点。本研究获得的 3个群体缺失资料与前面的研
究结果接近，3个群体间缺失频率存在差异，同时
在广东汉族和蒙古族群体中观察到较少频率的 !
拷贝 $ %&型。
变性高效液相色谱是近年来出现的一种核苷

酸分析技术) 利用离子对反向液相色谱的原理，通
过独特的 TBU分离基质，在特定的反应温度下对
目的片段的 Y(V产物进行分离检测。在柱温 2# ‘
条件下，长的 TBU片段比短片段有更多的磷酸基
通过三乙基氨醋酸（?KAC?@ZM/D09A8D /QC?/?C，X=UU）
与柱基质结合) 因此长片段 TBU与柱子的结合更
牢固。随着洗脱液中乙腈浓度增加，TBU片段从小
到大依次被洗脱下来。使用已知大小的 TBU片段
作为对照，可分离长度相差 "\的片段。运用这种
方法进行 TBU片段大小检测，Y(V产物扩增后不
需特殊处理，不需凝胶电泳，直接通过 T<Ya(检
测，操作简便经济。同时，该区段扩增片段很短，对

于法医实践中腐败降解检材的检验也会很有优势，

可作为筛选方法，提高 D?TBU分析的效率。
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大量 &!" ’ #( 免疫阳性反应物质。我们的实验虽然

没有证实此点，但是观察到的激活状态的星形胶质

细胞可能也是为了吞噬 &!" ’ #( 的一个正常反应，

也和 )*+,-.*/*等观点相一致 $ "" %。

小胶质细胞是中枢神经系统中具有免疫活性

的细胞，在中枢神经系统的免疫调节过程中发挥核

心作用。小胶质细胞的形态和功能具有可塑性，在

静止状态为分枝状，病理状态下或损伤刺激后细胞

体积增大，突起增多，成为高度分化的小胶质细

胞。高度分化的小胶质细胞是介于静止与激活之间

的一种中间状态，他们很快演变为激活的小胶质细

胞和脑巨噬细胞 $ "0 %。在 &1患者，成熟的老年斑周
围有着大量的小胶质细胞聚集。在本实验中，也可

以看到 &!" ’ #( 注射组有很多活化的小胶质细胞分

布于大脑白质中，此激活状态的小胶质细胞可能也

是为了吞噬进入脑实质的 &!" ’ #(。本实验中，注入

血液中的 &!" ’ #( 不可能直接作用于位于脑实质内

的小胶质细胞，必须透过 222与小胶质细胞作用
后才能产生作用。由此可以推测，血液循环中

&!" ’ #(可能对 222有着毒性作用，破坏 222正常
结构，导致 222渗透性增高，血液中的某些成份和
&!" ’ #(进入脑实质，进入脑实质内的 &!等物质可
以激活小胶质细胞3 从而在 &1的发病中起到重要
的作用。
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