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　　［摘要］　目的　分析线粒体ｔＲＮＡＬｅｕ（ＵＵＲ）基因３２４３位点及ＮＤ１基因３３１６、３３９４位点突变对精神分裂症（ＳＺ）发病的影
响。方法　采用ＰＣＲ扩增、限制性内切酶消化、琼脂糖凝胶电泳分型检测、ＤＮＡ测序等方法，对随机抽取的无亲缘关系的

２５０例患者（ＳＺ组）和２９２例对照组的外周血ｍｔＤＮＡ进行３２４３、３３１６和３３９４位点的突变检测。结果　在ＳＺ组中发现８例
３３１６Ｇ／Ａ突变，对照组中３例，两组相比差异无统计学意义（Ｐ＝０．１３８）。在ＳＺ组中发现１５例３３９４Ｔ／Ｃ突变，对照组中有４

例，两组相比差异有统计学意义（Ｐ＝０．００７）。在精神分裂症患者组和对照组中均未发现３２４３Ａ／Ｇ突变。结论　ｍｔＤＮＡ
３３９４Ｔ／Ｃ突变可能与ＳＺ发生有一定关系，ｍｔＤＮＡ３２４３Ａ／Ｇ、３３１６Ｇ／Ａ突变可能与ＳＺ发生无关。

　　［关键词］　精神分裂症；线粒体ＤＮＡ；ｔＲＮＡＬｅｕ（ＵＵＲ）基因；ＮＤ１基因；点突变
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　　精神分裂症（ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ，ＳＺ）是以大脑精神
活动异常、认知能力障碍为核心症状的一类常见精
神病。机体中大脑是耗能最高的组织器官，弥漫性
大脑能量需求改变是引发精神类疾病的重要原因之

一。ＳＺ被认为是一种多基因遗传病。Ｄｏｉ等［１］对芬

兰ＳＺ患者的研究发现ｍｔＤＮＡ突变是ＳＺ主要致病

原因之一。Ｌａｕｒｉｔｚｅｎ等［２］通过特制工具酶直接证明

线粒体上的点突变在精神疾病认知能力障碍中有重

要作用。

　　ｍｔＤＮＡ３２４３位于线粒体ｔＲＮＡＬｅｕ（ＵＵＲ）基因的
双氢尿嘧啶环中，是促进转录终止因子的结合部位，

３３１６和３３９４位于线粒体 ＮＤ１基因上，３个位点的
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突变都将会影响线粒体供能。本实验选择 ｍｔＤＮＡ
３２４３、ＮＤ１基因３３１６、３３９４位点对ＳＺ患者及正常对
照进行突变比较研究，以进一步探讨其突变与中国
汉族人ＳＺ发生之间的联系。

１　对象和方法

１．１　对象　对照组选择河南汉族健康人２９２人，ＳＺ
患者２５０例，病例纳入标准根据美国精神障碍诊断
统计手册第３版修订本（ＤＳＭⅢＲ）标准确诊为精
神分裂症患者，排除伴有严重躯体疾病和脑器质性
障碍个体患者。患者监护人和健康人签署知情同意
书。

１．２　引物设计　引物１：（Ｈ 链３１３０～３１４９）５′
ＡＧＧＡＣＡＡＧＡＧＡＡＡＴＡＡＧＧＣＣ３′，引物２：
（Ｌ链３４２３～３４０２）５′ＡＡＣＧＴＴＧＧＧＧＣＣＴＴＴ
ＧＣＧＴＡＧ３′。引物由上海生工生物工程技术服务
有限公司合成。

１．３　ＤＮＡ 提取　消毒后，抽取外周静脉血３～
５ｍｌ，２０ｇ／ＬＥＤＴＡ抗凝，无菌管置－２０℃保存。采
用标准酚／氯仿法抽提总ＤＮＡ，７５２型分光光度计对

ＤＮＡ量及纯度进行测定。

１．４　ＰＣＲ扩增　所有样本采用２５μｌ总反应体系
进行扩增，ＰＣＲ循环参数：９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃
变性３０ｓ，５３℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共２５个循
环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物长度为２９３ｂｐ，
对扩增产物进行ＲＦＬＰ分析。

１．５　突变检测　用限制性内切酶ＨａｅⅢ （Ｐｒｏｍｅｇａ
公司）对ＰＣＲ产物进行消化，３７℃，４ｈ，３％琼脂糖凝
胶电泳检测酶切结果，预期结果见表１。对所有突变
个体进行重复验证。

表１　突变型和野生型ｍｔＤＮＡ片段长度

Ｔａｂ１　ＭｕｔａｎｔａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｍｔＤＮＡｌｅｎｇｔｈ

Ｍａｒｋｅｒ
Ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

Ｗｉｌｄｔｙｐｅ Ｍｕｔａｎｔｔｙｐｅ
ｍｔ３２４３ １６８＋９７＋２８ １１３＋９７＋５５
ｍｔ３３１６ １６８＋９７＋２８ ２６５＋２８
ｍｔ３３９４ １６８＋９７＋２８ １６８＋７８＋２８＋２０

１．６　ＤＮＡ序列测定　随机选取正常和突变个体各

３例ＰＣＲ产物，由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进行纯化测序。
用Ｃｈｒｏｍａｓ读取测序结果、ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行多重
序列完全比对，以ｍｔＤＮＡ剑桥标准序列为参照。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
分析，并对数据进行χ

２检验的连续性校正（ｃｏｒｒｅｃ
ｔｉｏｎｆｏｒｃｏｎｔｉｎｕｉｔｙ）分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　线粒体ｔＲＮＡＬｅｕ（ＵＵＲ）基因３２４３Ａ／Ｇ突变　对

２９２例对照和２５０例患者ＤＮＡ酶解后电泳分析未
见突变（电泳图未附）。

２．２　线粒体ＮＤ１基因ｍｔ３３１６Ｇ／Ａ和ｍｔ３３９４Ｔ／Ｃ
的突变　ＳＺ患者中检测出３３１６Ｇ／Ａ突变８例，在
对照组中检测出３例；ＳＺ患者中检测出３３９４Ｔ／Ｃ
突变１５例，在对照组中检测出４例。电泳检测结果
见图１。对比２组每个突变个体的突变位点，未发现
同时具有 ｍｔ３３１６和 ｍｔ３３９４双重突变个体（对比表
未附）。

图１　ＮＤ１基因ｍｔ３３１６和ｍｔ３３９４位点酶切结果

Ｆｉｇ１　ｍｔ３３１６ａｎｄｍｔ３３９４ｏｆＮＤ１ｇｅｎｅａｆｔｅｒｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
１，２，６：Ｗｉｌｄｔｙｐｅｏｆ３３９４；３，４：Ｍｕｔａｎｔｏｆ３３９４；５：Ｍｕｔａｎｔｏｆ３３１６；

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．３　测序结果　ＮＤ１基因３３１６Ｇ／Ａ突变将致使１
个酶切位点（ＧＧＣＣ）消失。３３９４Ｔ／Ｃ突变将新生成

１个酶切位点（ＧＧＣＣ）。２个位点测序结果见图２。

图２　ｍｔ３３１６突变基因（Ａ）和ｍｔ３３９４突变基因（Ｂ）测序图

Ｆｉｇ２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｍｔ３３１６ｍｕｔａｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄ

ｍｔ３３９４ｍｕｔａｔｉｏｎ（Ｂ）

２．４　统计分析结果　ＳＺ组和对照组中均未发现

ｍｔＤＮＡ３２４３Ａ／Ｇ 突变。对 ｍｔＤＮＡ３３１６Ｇ／Ａ 突
变发生率进行检验，得出Ｐ＝０．１３８，差异不具有统
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计学意义。对ｍｔＤＮＡ３３９４Ｔ／Ｃ突变发生率进行检
验，得出Ｐ＝０．００７，差异具有统计学意义。统计结
果见表２。

表２　病例组与对照组突变发生的频率

Ｔａｂ２　Ｍｕｔａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｉｎｃａｓｅａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ

Ｍａｒｋｅｒ
Ｍｕｔａｔｉｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ（ｎ／Ｎ，％）

Ｃａｓｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ χ２ Ｐ

ｍｔ３２４３ ０（０／２５０） ０（０／２９２）

ｍｔ３３１６ ３．２（８／２５０） １．０３（３／２９２） ２．１９８ ０．１３８
ｍｔ３３９４ ６（１５／２５０） １．３７（４／２９２） ７．２２２ ０．００７

３　讨　论

　　ｍｔＤＮＡ突变率和异质性甚高，这些特点使具有
相同病理表现的ＳＺ个体可有各不相同的突变基础。

Ｗａｌｓｈ等［３］的研究证实神经系统传导通路中的众多

单个稀有基因突变都会影响ＳＺ的发生，即ＳＺ的分
子病因个性化程度甚高。本研究也未发现１例是同
时具有２种突变的，支持 Ｗａｌｓｈ等一些稀有突变增
加ＳＺ易感性的观点。

　　唐春等［４］发现，ｍｔＤＮＡ变异是影响线粒体功能
的重要因素。线粒体基因３２４３位点在ｔＲＮＡＬｅｕ（ＵＵＲ）

基因的双氢尿嘧啶环中，也是促进转录终止因子的
结合部位，该位点突变将导致ｔＲＮＡＬｅｕ（ＵＵＲ）合成障
碍，妨碍转录因子的结合，致使蛋白质合成缺陷，线
粒体氧化磷酸化功能受损，能量供应不足。因此，它
成为许多病的致病原因，如线粒体脑肌病伴乳酸血
症和卒中样发作（ＭＥＬＡＳ）、遗传性糖尿病［５６］等。

Ｍｕｎａｋａｔａ等［７］报道线粒体ｔＲＮＡＬｅｕ（ＵＵＲ）基因３２４３
位点突变与ＳＺ有关，但本实验则未发现３２４３位点
突变与ＳＺ发生有关，不支持 Ｍｕｎａｋａｔａ等的结论。

　　 国内外的既往研究尚未对 ｍｔＤＮＡ３３１６ 和

ｍｔＤＮＡ３３９４突变在ＳＺ发生中的影响作出评估，两
突变点均位于ＮＤ１保守区，前者可使非极性的丙氨
酸（Ａｌａ）变为极性的苏氨酸（Ｔｈｒ），后者可使中性酪
氨酸（Ｔｙｒ）变为碱性组氨酸（Ｈｉｓ）。２个位点的变
异，将使ＮＡＤＨ脱氢酶复合体Ⅰ的亚单位Ⅰ的二级
结构发生改变，从而影响呼吸链复合体酶的活性，导
致线粒体氧化磷酸化功能受损，可直接影响能量需

求旺盛的器官（如脑、胰岛）的功能，导致出现精神紊
乱症、胰岛 分 泌 受 损 等［７８］。本 实 验 发 现 ｍｔＤ
ＮＡ３３１６Ｇ／Ａ在ＳＺ组突变率为３．２％ ，在对照组为

１．０３％，两组差异不具有统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

ｍｔＤＮＡ３３９４Ｔ／Ｃ突变率在ＳＺ组为６％，在对照组
为１．３７％ ，两组差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
因此，ｍｔＤＮＡ３３９４位点可能与精神分裂症的发生有
关。
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