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摘要 : 线粒体 DNA(mitochondrial DNA mtDNA)的异质性自从被发现以来 ,一直被遗传学、进化学、发育遗传

学以及法医遗传学、分子生物学领域所重视。由于线粒体异质性的存在 ,使得很多涉及疾病、进化、系统发

育线粒体基因组与核基因组的相互作用关系、线粒体 DNA复制机制以及法医学运用线粒体 DNA进行实际

案件评估的问题变得复杂化。此外线粒体 DNA异质性的发生原因以及对线粒体异质性的检测方法标准化

问题还没有一个统一的答案。针对线粒体 DNA异质性带来的种种问题 ,近年来国内外取得了不少研究进

展。
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1　人类 mtDNA 的结构及其遗传特性

人类线粒体 DNA几乎存在于各种组织、细胞中 ,它是唯一分布于核外的人类遗传物质 ,

呈双链环状 ,长度为16569bp。1981年 Anderson
[1 ]完成了人类整个线粒体 DNA 16569bp 的测

序工作 ,并将线粒体 DNA分成编码区和控制区 ,其中编码区包括 37个基因 ,编码线粒体氧

化磷酸化以及线粒体复制、转录所需要的各种成分 ;控制区由1 022bp (16024—16569bp 及

1—576bp)组成 ,包括一个复制起始点、两个转录起点及置换环 (displacement loopregion D 环

区) ,其中 D环区及复制起始点附近的16024—16365 ,73—340bp以及 438—574bp三个区域为

多态高发区 ,分别称为高变 1区 (hypervariable region Ⅰ,HV Ⅰ) ,高变 2区 (hypervariable region

Ⅱ,HV Ⅱ)和高变 3区 (hypervariable region Ⅲ,HV Ⅲ) 。这三个区域的高度多态性使得个体

间存在较高的差异性 ,从而适合于法医学上作个人识别 ;碱基序列的高突变率使得它能为人

类进化过程提供很好的参考资料。

线粒体 DNA呈母系遗传[2 ] ,即在排除突变的前提下 ,同一母系的个体线粒体 DNA序列

相同 ;线粒体 DNA呈单倍型遗传 ,一般情况下不发生重组 ,所以通过突变向多态性的稳定积

累 ,可以反应人类进化的历史。

mtDNA广泛存在于各种细胞、组织 (包括某些角化的组织 ,如指甲、毛发等)中。线粒体



DNA比核 DNA的片段短 ,拷贝数多 ,每个细胞中约含有 100—1 000个线粒体 ,每个线粒体中

又有 2—10拷贝的 mtDNA
[3 ]

,因此对于法医学、考古学中的微量、陈旧、降解检材 ,特别是像

毛发、骨骼、牙齿、指甲等的检验即使是缺乏核 DNA的情况下仍然可以得到成功的检测。

2　mtDNA异质性的基本概念

理论上 ,一个个体只带有一种类型的 mtDNA ,体细胞中的所有 mtDNA序列都是相同的 ;

然而随着 DNA测序技术的发展 ,对人类 mtDNA进行测序分析发现在同一个体中会出现两

种或两种以上类型的 mtDNA ,即所谓的 mtDNA异质性。这种异质性在人体的存在可以表现

在三个不同的层面上[4 ] :同一个体的不同组织存在不同类别的 mtDNA ;同一组织的不同细胞

中存在不同的 mtDNA ;同一细胞不同线粒体内含有不同的 mtDNA。自发现线粒体 DNA异质

性以后[1 ]
,研究者们主要针对线粒体编码区的异质性 ,认为编码区异质性核线粒体疾病的发

生发展有重要的关系。研究者发现编码区的 mtDNA异质性出现概率很低 ,只在相应的病人

中出现 ,在正常个体很少出现 ;而后在控制区发现异质性的存在[5—6 ] ,而且发生频率相对较

高[7 ]。根据异质性的表现形式 ,可以将其分为长度异质性 (length heterolasmy)和序列异质性

(sequence heteroplasmy)两种类型。mtDNA长度异质性表现为同一个体中出现了两种或者两

种以上片段长度有差异的 mtDNA ,多出现于线粒体高变区的多聚胞嘧啶[8 ] (C stretch)部位如

HV Ⅰ16184—16193nt 和 HV Ⅱ的 303—315nt ,现在多认为是由于16189nt位点 T2C的突变或

者是 300nt和 315nt C碱基的插入而引起[8 ]。序列异质性表现为同一个体中出现了两种或两

种以上碱基序列不同的 mtDNA ,这种碱基序列的不同可以出现在一个或者多个核苷酸位置 ,

大多表现为一个碱基的不同 ,即点异质性 (point heteroplasmy) ,同时出现两个或两个以上位置

碱基序列不同的概率虽然小 ,但是仍然有报道[9 ]。

线粒体异质性研究的是同一个体内出现的不同类型的 mtDNA片断 ,这种异质性的出现

可以为我们研究发育遗传学 ,进化学以及线粒体 DNA复制、重组的发生提供很好的依据。

它与遗传学上的多态性不同 ,但又有一定的联系。多态性是指在一个群体中 ,在某个基因座

上出现了个体之间 DNA序列差异 ,即等位基因的不同 ,而且这种等位基因能在群体中稳定

遗传给子代 ,在遗传学上一般要求这种等位基因在群体中的分布频率达到 0101以上 ;而异

质性研究的是一个个体内部不同组织、细胞以及不同线粒体之间的比较 ,其异质性 DNA在

各种组织、细胞或者线粒体中所占的比例是不恒定的。很多进化学研究者们发现两者在 D

环区都相对有较高的发生频率 ,推测线粒体异质性和群体多态性水平具有同步性。

Stoneking
[10 ]通过对某一群体的子代线粒体 DNA高变区新出现的生殖细胞突变位点、肿瘤组

织中的体细胞突变位点以及出现的异质性位点和该群体中的多态性位点的比较研究验证这

一观点 ,认为线粒体异质性热点和群体遗传学的高多态位点相吻合。

3　mtDNA异质性形成的可能原因

mtDNA异质性的发生机制至今还不是很清楚 ,Upholt 和 Dawid
[11 ] (1977年)观察到在 50

代卵母细胞分裂时 ,至少 20 代细胞的 mtDNA 从异质性向同质性转变 ; Hauswirth WW和

Laipis PJ (1982) [12 ]在研究牛线粒体 DNA多态性时发现异质性线粒体 DNA在卵母细胞和胚
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胎早期发育阶段发生快速分离的现象 ,从而提出了线粒体DNA遗传的瓶颈理论[12 ]。后来陆

续由研究者对该理论进行更深入的验证[13—14 ]。后来人们一般用这个理论来解释 mtDNA异

质性的形成原理。

瓶颈理论认为 :一个卵母细胞内大约含有100 000个 mtDNA分子 , 但只有一小部分 (2～

200个) 可以传给子代 , 该部分 DNA 复制、扩增 , 构成子代的 mtDNA , 这就是瓶颈效应[15 ]。

瓶颈的宽窄限制了下传的 mtDNA 的数量及种类。一般认为存在两个“瓶颈”对 mtDNA遗传

发生作用 :早期的瓶颈效应发生在卵细胞形成期 ,由于成熟的卵细胞仅携带有卵母细胞随机

的一小部分 mtDNA , 一个具有 mtDNA异质性的妇女 , 她所产生的不同的成熟卵细胞所包含

的异质的 mtDNA 的数目、种类各不相同 , 这些通过“瓶颈”的 mtDNA 构成了下一代 mtDNA

的种群类型 ,表现为同一母系的后代之间、母亲和子代之间 mtDNA出现差异 ;晚期瓶颈效应

发生在卵裂期 ,携带有异质性的受精卵在卵裂时 ,mtDNA发生随机分配 ,从而造成不同胚层

细胞质中的 mtDNA出现差异 ,从而表现为个体 mtDNA的组织差异性。

瓶颈理论能够解释很多关于 mtDNA异质性的问题 ,但Marianne等[16 ]在一个患有线粒体

疾病的病人骨骼肌中发现了来自父亲 mtDNA 的单倍型 ,与母亲的单倍型不同 ,而其血液

mtDNA的单倍型与母亲单倍型相同 ;这种现象的出现很可能预示着父亲 mtDNA在胚胎发育

早期和桑椹胚期前 ,在细胞质中依然存在 ,从而构成了异质性。另外还发现了该患者在来自

父亲 mtDNA的遗传背景上发生了 2bp 缺失的突变 ,因此在患者骨骼肌中检测到了线粒体

DNA的异质性。从这个例子中我们可以推测父亲 mtDNA并不是在受精后就完全消失 ,而后

才慢慢消失 ;异质性不仅只通过具有异质性的母亲 mtDNA遗传到子代而形成 ,而且还可以

通过个体体细胞的突变而产生新的 mtDNA群 ,如果这种突变不产生疾病 ,而且通过选择在

群体中获得了稳定遗传 ,就形成了 mtDNA的多态。

4　mtDNA异质性分布和遗传特点

不少学者为了证实 mtDNA异质性形成的“瓶颈”理论假设 ,在同一个体的不同组织进行

了异质性分布的检测。他们[17—19 ]发现在毛发中 mtDNA存在较高的异质性 ,不同毛发之间

(长在同一小范围皮肤内的和不同部位皮肤上的) [17 ]、同一毛发的不同节段都存在 mtDNA异

质性 ,而在血液和口腔脱落上皮细胞中检测到的 mtDNA异质性水平就比较低。毛发发育过

程中的瓶颈效应、毛发滤泡的克隆性、毛干细胞角化时对大量能量需求的特点[20 ]和血液、口

腔脱落上皮细胞多细胞起源的特点可能是出现这两类 mtDNA异质性显著差异的原因[21 ]。

另外 ,Jazin等[22 ]在同一个体脑组织的不同部位发现了 mtDNA的高度异质性 ,并且异质性呈

现不同比例的变化。

mtDNA呈母系遗传 ,子代 mtDNA理论上应和其母亲具有相同的序列 ,但由于 mtDNA异

质性的存在 ,使得子代 mtDNA和母亲 mtDNA序列出现差异。虽然母亲 mtDNA异质性会传

给下一代 ,但是 Kazumasa Sekiguchi [23 ]研究了三代母系亲属共 13个个体 mtDNA异质性的传

递规律 ,发现虽然母亲 mtDNA异质性可以传递给子代 ,但是子代个体之间以及代与代之间

的异质性水平呈现很大差异 ,没有规律性。而且还发现在 mtDNA异质性传到第三代时 ,线

粒体异质性出现了同质性的转变。这与 Ashley等以及牛 mtDNA异质性在经过两代或三代

的传递 ,就呈现同质性的转变是一致的。
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5　mtDNA异质性筛查和定量方法

(1)变性高效液相色谱技术 (Denaturing High2performance Liquid Chromatography DHPLC) :

在 DNA部分变性的温度条件下 ,存在序列差异的 PCR产物会错配形成异源双链 ,异源双链

和同源双链的融解温度 (melting temperature ,Tm)的差异使色谱固定相保留它们的能力有所

不同 ,根据在分析柱上的保留时间可以分辨同源双链和异源双链 ,从而敏感和准确地发现

DNA变异型。Yvette P. Conley等[24 ]运用该方法成功的对脑脊液中的线粒体 DNA异质性进

行检测并通过同源双链的峰高进行不同类型 mtDNA的相对定量 ,结果显示 ,该方法灵敏度

高 ,可以检测99199∶0101两者混合的样本 ,而且该技术具有自动化、快速、检出率高、检出

DNA片段大小范围广等优点 ,可以作为目前 mtDNA异质性筛查和定量的首选方法。

(2)基于 VentR(exo2) DNA聚合酶的 RFLP分析[25 ]
:利用 VentR (exo2) DNA聚合酶高特异

性 ,避免非特异性产物的扩增。引物用荧光标记 ,获得包括突变位置的特异 PCR产物 ;然后

利用限制酶切 ,将酶切产物在 ABI377全自动测序仪上电泳 ,用 GENESCAN软件对不同产物

的峰高进行初步定量 ,根据一定的校正公式 ,计算出突变型和野生型量的比值。该方法具有

准确性高、自动化等优点 ,可以作为临床检测异质性水平高低的首选方法。

(3)单链构象多态性分析 (Single Strand Conformation Polymorphism SSCP) :在非变性条件

下 ,单链 DNA可形成依赖于碱基组成特有的二级结构 ,DNA链上单个碱基的改变可引起其

二级结构的改变 ,从而改变 DNA链在非变性胶中的电泳迁移率。用 SSCP检测线粒体 DNA

异质性 ,首先要设计引物对某个区段进行扩增 ,然后在一定条件下使得 PCR产物变性 ,在非

变性的聚丙烯酞胺凝胶上电泳分型 ,判断结果。该方法可检测出大约 80 %—90 %的碱基改

变 ,能检测出高于 10 %含量的异质性 DNA
[26 ]。此方法简便 ,成本低 ,但是要求分型的 DNA

片段小于 250个碱基才具有较高的检测灵敏度 ,而且重复性欠佳。

(4)变性梯度凝胶电泳 (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis DDGE) :100—1 000bp 的双

链 DNA(包括 2—5个具有特定解链温度的碱基结构域)在温度渐增或变性剂浓度渐增的凝

胶体系中电泳 ,当 DNA分子从双螺旋型变成局部变性型时 (即结构域解链时)电泳迁移率会

下降。两条没有碱基错配的双链 (同源双链)之间 ,1bp的碱基差异就可导致 Tm值变化 1℃。

而含错配碱基的异源双链将大大降低具有特定解链温度的结构域的稳定性 ,导致同源双链

和异源双链的 Tm值相差可达 6℃。可将含有异质 mtDNA和正常 mtDNA的异源双链与仅含

正常 DNA的同源双链区分开。此方法灵敏度高 ,但试验重复性相对较差 ,可以作为异质性

筛出的方法。

(5)测序 :目前对 mtDNA测序一般采用荧光标记的循环测序法 ,其原理主要是 Sanger双

脱氧末端终止法、循环测序和荧光标记三种技术的结合。若在某个位置次峰峰高是主峰峰

高的 40 %以上[27 ]
,且正、反向测序都出现同样结果时 ,表明有一个碱基变异的异质性 mtDNA

的存在。测序虽然能够直接检测碱基组成 ,但其灵敏度有限 ,一般含量高于 30 %的异质

mtDNA才能被检测出来[28 ]。

其他还有序列特异性寡核昔酸探针 (SSO) 、融解曲线分析、基质辅助激光解吸附电离飞

行时间质谱 (Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass Spectrometry , MALDY2
TOF2MS) ,DNA芯片 (DNA chip)等技术 ,都可以用于 mtDNA异质性检测。
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6　mtDNA异质性对法医学的影响

mtDNA异质性的存在 ,给法医学个人识别、亲子鉴定带来了不确定性 ,在实际案件中应

进行相应的评价。国际法医遗传学会 ( International Society for Forensic Genetics , ISFG)规定 ,在

遇到两个样本出现一个碱基不同 ,而且这个碱基位置被公认是异质性热点 ,则不能排除 ;当

遇到两个碱基位置不同时 ,如果两个位置都是异质性热点 ,则不能排除 ,否则为不能判断。

当出现三个位置的不同时 ,目前还没有群体数据显示同一个体异质性同时在三个位置出现

的情况 ,在排除污染、细胞核假基因扩增产物的情况下 ,并按照国际法医遗传学会 mtDNA标

准操作方法执行的 ,可以作出排除结论。因此 ,要对样本做出相应准确可靠的判断 ,首先要

了解群体中异质性的分布情况 ,熟悉各种异质性出现的概率和相应位置。这就要求对群体

进行异质性调查 ,建立相应的异质性数据库 ,从而为线粒体 DNA在法医学上的应用提供有

效保证。

在异质性对法医学个人识别带来不确定性的同时 ,它在某些时候可以带来认定或者排

除的确定性。沙皇 Nicholas Ⅱ遗骸的认定[3 ]就是从沙皇兄弟的遗骸中也检测出有同样的异

质性后才被确证 ,而此前从在世的沙皇母系后裔中并未检测到同样的 mtDNA HV Ⅰ异质性。

对法医工作者来说 ,mtDNA异质性的检出还应避免由于其他非正常因素如污染、PCR扩

增模板量过大、循环次数太多、细胞核假基因的扩增[29 ]、读写错误等引起的假象。

7　mtDNA异质性存在的问题和展望

(1)检测 mtDNA的异质性 ,在很多领域有重要的意义 ,目前尚未有标准化的方法来检测

mtDNA异质性 ,需要开发一种标准化的检测方法作为金标准。

(2) mtDNA异质性的发生机制目前还不清楚 ,造成异质性的分子机理和造成高变区多态

性的分子机理有什么联系 ,尚需进一步研究。

(3)异质性在人群中发生的概率有多大 ,以及它的变化形式、变化范围是什么 ? 它的形

成与什么因素有关 ?

(4) mtDNA 异质性的形成与突变有什么关系 ,它与父亲 mtDNA 遗传有没有关系 ,

Kraytsberg等[30 ]证实人类 mtDNA存在来自异源 mtDNA (父亲和母亲)的重组子 ,这些是否与

异质性有关 ?
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Proceedings of Human Mitochondrial DNA Heteroplasmy and

its Applications to Forensic Medicine

RAN Peng1 ,2 , WU Jin1 , ZHAN G Bei2lei1 , SHAN Hua2xin3 , LI Ying2bi1

(11West China School of Preclinical and Forensic Medicine , Sichuan University , Chengdu　610041 ;

21 Xiamen Blood Center , Xiamen 361003 ; 3. Haishu Public Security Bureau , Ningbo 315012)

Abstract : The phenomenon of mitochondrial DNA (mtDNA) heteroplasmy has been greatly regarded

in a variety of research fields including genetics , evolution , developmental genetics , forensic genetics

and molecular biology. Because of the presence of mtDNA heteroplasmy and therefore a need to

examine both the mitochondrial genome and the nuclear genome , studies of disease , evolution and

phylogenesis are complicated. In addition , the mechanism of mtDNA replication and the application of

mtDNA analysis to forensic practice are also significant developments in this type of research. Although

there is no agreement about the mechanism for mtDNA heteroplasmy formation or for the standard

method of how to determine mtDNA heteroplasmy , much progress has been made and this paper

provides a current view on this research topic.
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