
动物学杂志 !"#$%&% ’()*$+, (- .((,(/0 !""#，$%（&）：%!" ’ %!#

线粒体 !"# 的异质性与检测方法
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摘要：线粒体 )*+ 的异质性在生物学、医学、法医、生物技术等领域有重要的应用。本文从自然发生（包

括体细胞突变、父系渗入和杂交）和人工产生（包括转基因、细胞融合、核移植和转线粒体）两大方面系统

地介绍了线粒体 )*+ 异质性的产生机制及其遗传。并介绍了线粒体 )*+ 异质性的检测方法，已知突变

位点 ,-)*+ 异质性的检测方法有原位 ./0 技术、./01023. 和实时荧光定量 ./0 技术，未知突变位点

,-)*+ 异质性的检测方法有长 ./0 技术、时相温度梯度凝胶电泳（4456）和变性高效液相色谱（)7.3/）

等。最后对克隆生物中线粒体异质性检测的应用实例作了介绍。
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8 线粒体 )*+ 的异质性

一个生物体中—般仅有一个类型的线粒体

)*+（,A-HMEH?NGA>J )*+，,-)*+）。当不止一种

类型的 ,-)*+ 在单个个体中存在时称 ,-)*+
的异质性（EF-FGHIJ>K,L）［%］，也就是说，同一个体

同时存在两种或两种以上类型的 ,-)*+。并且

异质性发生的频率和多态性水平在不同组织和

个体中是不同的，在肌肉组织和衰老个体中发

生频率较高［%，!］。

异质性可分成长度异质性和位点异质性两

类。长度异质性（JF?B-E EF-FGHIJ>K,L）的大多数

情形是线粒体基因组的某一段，主要是 ) 环区

的串联重复［:］。现存的长度异质性多被认为是

中 性 选 择 的 结 果［:］。 位 点 异 质 性（ KA-F
EF-FGHIJ>K,L
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）表现在一个或多个核苷酸位点上



不同的 !"#$%，即主要是由于 #$% 上某个或数

个碱基的转换、颠换、插入或缺失等点突变所产

生的，引起个体内的 !"#$% 异质性。异质性点

突变的速率是随年龄而增长的，如 &’(")*"+, 区

发生异质性突变的速率就反映此规律［-］。位点

异质性极少数是具有病理性的，大多都为中性

突变。异质性的细胞在连续分裂过程中会发生

遗传漂变，这使得细胞中突变型 !"#$% 的比例

从 ./ 0 1../之间变化。

线粒体 #$% 的异质性在生物学、医学、法

医和生物技术等领域有重要的应用。本文系统

地介绍线粒体 #$% 异质性的产生机制、遗传规

律、检测方法及在克隆生物中的应用实例。

! 自然发生的线粒体 #$% 的异质性及

遗传

!"# 体细胞突变形成的异质性 个体在生长

发育过程中，体细胞中的 !"#$% 会发生突变，

由此引起个体不同组织或细胞的线粒体具有异

质性。!"#$% 缺乏组蛋白保护，与氧化磷酸化

场所（线粒体内膜）相距甚近，较易受自由基攻

击，氧化损伤从而引起突变；复制快速且无校读

功能以及缺乏有效的 #$% 修复机制，因而具有

较高的复制错误率及较低的修复能力［2］，所以

其突变率是核 #$% 的 1. 0 3. 倍，其相应的进

化速度比核 #$% 快 2 0 1. 倍［3］。因此，随着时

间的推移，同一个体发生部分突变的 !"#$% 不

断复制，进而形成了具有异质性的细胞亚群。

体细胞突变可发生在个体的不同时期，并

且这种突变能引起个体病变。通常是随着个体

年龄的增加，它们的突变数目也随之增加，当

!"#$% 突变数目达到某一阈值（",)*(,456 5*7*5），

大多为 8./或更高，便可引起某组织或器官功

能的病变［8］，即阈值效应（ ",)*(,456 *99*+"）。这

个阈值的变化范围是依赖于突变类型、组织类

型和需氧条件等因素［11］，但最主要的影响因素

是年龄，且这种阈值随年龄的变化而影响显著，

年龄越大的个体，其阈值越低。

3. 世纪 :. 年代早期，在多种动物（秀丽线

虫 !"#$%&’"()*+*, #-#."$,、黑 腹 果 蝇 /&%,%0’*-"

1#-"$%.",+#&、小鼠 23, 1343-",、恒河猴 2"4"4"
13-"++"、黑 猩 猩 5"$ +&%.-%)6+#, 和 人 类 7%1%
8"0*#$,）中发现，线粒体基因组的重组现象也与

衰老密切相关［;，<］。年龄相关的 !"#$% 突变主

要发生在后有丝分裂的组织中，大多情况下，这

些突变都是异质性的（突变和野生型 !"#$% 共

存），并且小比例的野生型基因具有强的保护效

应来对抗线粒体的代谢缺陷症［<］。

线粒体 #$% 也普遍存在多缺失（!=5">?5*
6*5*">4@(）现象，研究表明这种 !"#$% 的多缺失

是 与 各 种 病 变 情 况 相 关，特 别 是 肌 病

（!A4?B",A）、多肌肉痛、风湿性关节炎、心肌症以

及自然衰老的疾病有关［:］。

!"! 父系渗入产生的异质性 通常人们认为，

动物的 !"#$% 是严格母性遗传的，但已有研究

发现，在果蝇、鼠、扇贝和人类中，线粒体有双亲

传递现象，父本的线粒体能渗入至下一代［1.，11］。

据现今对 !"#$% 的认识，!"#$% 父系遗传可能

存在有两种机制［13］，一是父系 !"#$% 的渗入机

制，通过对小鼠精子线粒体示踪标记的研究表

明，随着受精卵的发育，精子线粒体在受精卵中

所占的比率逐渐下降甚至完全消失。这说明

!"#$% 父系遗传涉及到受精过程中父系 !"#$%
在受精卵中的存留，同时在动物受精过程中肯

定存在某种机制来限制外源 #$% 在胞质中的

扩散。另一种可能的机制是 !"#$% 的重组。

有实验报道 !"#$% 之间存在重组，%CB6B55B 等

人通过对灵长类 !"#$% 的连锁不平衡分析研

究发现，!"#$% 同样广泛存在重组现象，而且重

组的最大可能就是父母 !"#$% 之间的重组［1D］。

!"$ 杂交形成的异质性 !"#$% 的异质性在

近缘种间杂交个体中是一个较为普遍的现象。

!"#$% 主要由卵子传递，各杂交动物 !"#$% 大

多都表现为母系遗传［1-］。!"#$% 严格的母系

遗传方式有助于依据 !"#$% 的差异追溯不同

的母系起源，同时也可预测杂交的方向。但近

期研究检测表明，杂交后代中也具有极微量的

父系 !"#$%［12］。通过对小鼠种内杂交的实验

显示，杂交样本中父系 !"#$% 在胚胎发育的前

核后期被降解，牛和恒河猴在八细胞期之前降
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解［!］。这说明杂交形成的异质性是由于细胞内

识别异源 "#$%& 的特异性降低，导致依赖于泛

素识别异源物质的降解机制或者类似于泛素机

制的缺乏，从而允许精子 "#$%& 在杂交后代中

的遗传（尽管以很低水平）［’!，’(］，同时也说明了

线粒体遗传中“瓶颈效应”的作用。

! 人工产生的线粒体 $%& 的异质性及

遗传

!"# 转基因生物中的异质性 截止目前，人们

对转基因生物中的 "#$%& 异质性研究很少，相

关的报道大多集中在核移植和胞质移植方面。

有人对转基因鱼进行了研究，发现往往在胚胎

发育的晚期发生异源基因的整合，经过注射的

$%& 在整合之前的细胞中均能检测到，也就是

说囊胚期能检测到异源线粒体，出生后的个体

不一定能检测到［’)］。

!"$ 细 胞 融 合 形 成 的 异 质 性 细 胞 融 合

（*+,,-,./ 0-1234）使供体和受体两种 "#$%& 存在

于融合的细胞质中，并且供体来源的线粒体在

胚胎发育过程中占主导地位。对包含有不同突

变 "#$%& 数量的胞质杂合体研究显示，绝大多

数 $%& 突变的线粒体仍能具有其正常功能，其

遗传表现是隐性的。也就是说，细胞在发生呼

吸链缺损之前能够容忍具有高百分比（(56 7
856）的突变 "#$%&。通过对野生型和突变型

两种 "#$%& 共存的转基因小鼠模型分析表明，

生命体中存在着“线粒体间的互补效应机制

（ 24#+/9"2#3*:34;/2., *3"<,+"+4#.#234 "+*:.9
421"）［’=］”，使细胞融合的杂合体具有修复缺损

呼吸链的作用［’8］。融合产生的 "#$%& 异质性

的遗传方式通常是以非随机的遗传漂变机制进

行的。

!"! 核移植形成的异质性 核移植（4-*,+./
#/.410+/，%>）是把供体的核质体（细胞核及其周

围的部分胞质）直接注入去核的受体卵胞质，或

者是应用电融法把整个供体细胞放至去核的受

体卵周隙内。但这两种方法都不可避免地会将

一部分（或全部）供体细胞的胞质带入受体卵

内，因此在重构胚胞质中含有供体细胞和受体

卵母细胞两种来源的线粒体［?5］，即细胞线粒体

的异质性。

种内异质性小鼠的产生是通过把胚胎细胞

质与单细胞胚晶融合（0-124@ +"A/B31）或者是胚

胎胞质与一些由胞质包裹的胚胎前核进行融

合［?’］，并且子代中常发生供体 "#$%& 的分离

（"#$%& 1+@/+@.#234），也就是说供体 "#$%& 的遗

传方式具有多样性，其在后代总 "#$%& 中可能

只占很少比例也可能不存在，这都是由随机遗

传漂变所引起的［??］。然而，在这些小鼠中发现

各种 "#$%& 的表型在一定程度上是受组织特

异性和年龄的影响［?C］。也就是说，哪种 "#$%&
占优势是由各种因素综合决定。

对于核移植个体的线粒体存在着几种不同

的遗传方式［?D］：一种是与正常受精胚胎发育中

线粒体变化相似，供体来源的线粒体被受体卵

胞质中的泛素标记，随后被蛋白质水解作用降

解并消失，最后只剩下受体类型的线粒体；另一

种是供体细胞和受体细胞的线粒体都被复制，

导致线粒体的异质性；再一种是受体来源的线

粒体被选择性降解，供体来源的线粒体选择性

复制，核移植个体中以供体类型的线粒体占主

导。近年来对牛核异质的 "#$%& 研究表明，供

体 "#$%& 明 显 具 有 复 制 性 优 势［?=］。 这 些

"#$%& 组成上占优势的变化可能是与 %> 操作

过程上差异以及核质间相互作用的不同而不

同。供体 "#$%& 存在的比率是与重建后供体

细胞质存在的数量有关［?=］。

!"% 转线粒体细胞中的异质性 转线粒体

（"2#3*:34;/2., #/.410+/）最早可追溯到 ’8)8 年，

EA+/# 等将异源线粒体注入小鼠胚胎，经过注射

的胚胎移植后发育正常，但在出生的仔鼠中检

测不到异源线粒体。通常显微注射线粒体产生

的转线粒体小鼠都具有异质性细胞（突变和野

生线粒体基因组共存）。现在发展起来的转线

粒体细胞是应用细胞融合和显微注射等分子细

胞生物学技术，以无线粒体 $%& 细胞即!
5 为

中介，将细胞中全部线粒体 $%& 被外源的线粒

体 $%& 所替换，而其核基因仍保持不变的细胞

系。研究表明，转线粒体细胞中的临界线粒体
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数目大约是!"" """个，这样才能提供足够的能

量来保证胚胎发育、细胞分裂及细胞的动态变

化等 过 程，即 最 低 #$% 含 量 阈 值（&’(’&)&
*+,-.+/01 /2 #$% 3/(*-(*）［!4，56 7 58］。同时实验结果

表明，这种细胞中不只存在一种线粒体基因型，

并且其中一种基因型常发生选择性遗传漂变和

扩增，这 是 由 真 核 有 机 体 中 存 在 消 除 外 源

&*9:# 的机制所决定的。该技术在研究核与线

粒体基因组的相互作用以及线粒体 9:# 突变

的分子致病机制等方面发挥重要作用，在一些

线粒体相关疾病的研究中得到广泛应用。

! 线粒体 9:# 异质性的检测

!"# 对已知突变位点 $%&’( 异质性的检测

!"#"# 原位 %;< 技术 原位 %;< 技术（ !" #!$%
%;<，=>%;<）是随原位杂交技术检测扩增产物

而发展起来的，是在细胞水平上研究 &*9:# 突

变的分布及定位的一种比较理想的方法，它使

%;< 反应可直接作用在组织切片、细胞涂片上，

并能对原细胞位点上的 9:# 直接进行扩增。

这种方法能更好的分析重组或突变 &*9:# 在

细胞及其各种组织中的分布，为解析异质性的

分布提供可靠的技术支持。同时，结合酶组织

化学方法能使 &*9:# 突变和其单个细胞的生

物能缺陷（?’/-(-,@A 1-2-3*.）之间的关系相联系

起来［5B］。这个方法比原位杂交更灵敏，仅用低

%;< 循环数目就能检测到C B44 ?D长的 &*9:#
缺失，但此方法不能测到更长片段的缺失［5B］。

!"#") %;<E<FG% %;<E<FG% 是针对已知点突

变 &*9:# 的检测。此法首先是对含有突变位

点片段的 &*9:# 和野生型 &*9:# 分别 %;< 扩

增，接着再以扩增好的产物为模版，采用相应的

限制性内切酶分别对突变和野生的 9:# 片段

进行酶切，消化产物电泳并比较分析野生与突

变的 酶 切 图 谱。常 见 用 于 分 析 人 类 线 粒 体

9:# 突变点为 #H5CHI，引物H !!6 7 H !HCF和

H HJH 7 H HHH<扩增 5H8 ?D 长的含 #H5CHI 的

9:# 片段，变性 BCK CJ .，复性 JJK CJ .，延伸

45K CJ .，H" 个循环；扩增产物再用 &’(!酶切

消化 H4K、5 +，产物直接电泳检测即可［H"］。

!"#"* 实 时 荧 光 定 量 %;< 实 时 荧 光 定 量

%;< 技术（<-L0E*’&- 20)/,-.3-(* M)L(*’*L*’N- %;<）

自 !BB6 年由美国应用生物系统公司推出后，很

快就应用到对线粒体异质性的检测。通过该技

术可以对发育至不同阶段的克隆动物 &*9:#
的变化趋势进行实时监控，并可定性及定量检

测突变型 &*9:#［H!］。此法是基于已知突变位

点的检测，涉及一特定 %;< 引物的合成，此引

物序列在 HO末端含有两个错配碱基（野生或突

变碱基），从而特定扩增野生或突变 9:# 序列，

即用特定等位基因引物来定量确定异质性突变

的比率。此法可快速定量检测异质性 &*9:#，

比 %;<E<FG% 检 测 低 频 率 突 变 体 更 为 精 确。

GL(@D’(@ P- 等人用此方法与 >/)*+-,( ?0/**’(@ 和

三引物竞争 %;< 等技术进行了比较检验分析，

发现用此技术检测 &*9:# 异质性的灵敏度高，

达到了单个细胞、单个碱基的水平，成功地检测

到单个 ;QR 缺陷型细胞 &*9:# 的单缺失和多

缺失，以及缺失的相对含量等［H5］。

!") 对未知突变位点 $%&’( 异质性的检测

!")"# 长 %;< 技术 长 %;< 技术（G/(@ %;<）

是分析多种 &*9:# 基因重排的好工具，这是由

于它能独立分析远大于C B44个碱基长度的缺

失［!4］。这个技术也广泛应用于全线粒体基因

组的扩增。一般的 %;< 技术只能用于检测到

S J T? 大小的目标片段，并不能充分解释所观

察到的多 &*9:# 基因重组现象［HH］。长 %;< 不

仅能检测到一般的缺失，而且能检测到其他主

要类型的缺失和发生在线粒体基因组的多重组

现象。

!")") 时相温度梯度凝胶电泳 $$IU $$IU
是一种新型的检测 9:# 片段中单个碱基突变

的电泳方法。它是基于突变的单碱基对在变性

凝胶 电 泳 中 的 熔 解 特 性 从 而 分 离 异 源 双 链

（+-*-,/1)D0-V）与同源双链（+/&/1)D0-V），即突变

型与野生型 9:# 片段［HC］。变性聚丙酰胺凝胶

电泳的同时增加温度梯度，使野生型与突变型

9:#随温度的增加而逐步解链变性。由于变

性温度因 9:# 序列不同而异，当有单碱基发生

突变时其解链的变性温度也不一样，从而在达
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到相同温度时各自的迁移位置发生变化。突变

序列因电泳阻力大而迁移缓慢，故可根据迁移

率的不同而区分同源与异源双链 !"# 分子。

此方法简便快速且灵敏性强，易于在小型实验

室使用，若结合 $%& 测序，可精确分析突变碱

基位点，现已广泛应用于线粒体突变相关疾病

的研究。

!"#"$ 变性高效液相色谱 !’$(% !’$(% 技

术是 )**+ 年由 ,-./-0 和 1/2-03455 等人研发的，

不仅能自动监测到单碱基突变替换，而且对于

短片 段 的 插 入 缺 失 也 能 精 确 识 别 出 来［6+］。

!’$(% 的基本原理类似于 7789，即在一系列

优化温度条件下分离野生型与突变型 !"# 片

段。分离介质是基于逆向相位液层析（0-:-0;-2<
=3>;- 54?@42 A30BC>DBE0>=3F）原理的疏水性层析

柱。!’$(% 最主要的优点是能快速、全自动、

高通量、高灵敏度检测突变 !"# 片段，但此仪

器使用复杂繁琐且价格昂贵。

近年来也发展了一些检测突变碱基的其他

方 法，如 $F0B;-?@-/A4/E、G4=5-H 4/:>2-0 >;;>F、
>C=54.4A>D4B/ 0-.0>ADB0F C@D>D4B/ ;F;D-C、直接序列

分析法（240-AD ;-?@-/A- >/>5F;4;）、碳酸银染色法

（;45:-0 A>0IB/>D- ;D>4/4/E）等。$F0B;-?@-/A4/E 技

术是新发展的 !"# 序列分析技术，通过核苷酸

和模板结合后释放焦磷酸从而引发酶级联反

应，促使荧光素发光并进行检测，此技术不需要

电泳及荧光染料，能快速精确地检测到异质性

J"$ 位点［6K］；G4=5-H 4/:>2-0 >;;>F 则不需要 $%&
扩增，是基于一种耐热侧翼内切酶（D3-0CB;D>I5-
.5>= -/2B/@A5->;-）的活性，此酶能使两特异引物

与靶序列匹配的重叠区域进行剪切，剪切的片

段经荧光反应从而能高通量准确检测异质性突

变 位 点［6L］；而 #C=54.4A>D4B/ 0-.0>ADB0F C@D>D4B/
;F;D-C（#&MJ）是一种可以检测任何已知点突变

或小基因片段缺失的扩增技术，此方法简便、可

靠［6N］；直接序列分析法（240-AD ;-?@-/A- >/>5F;4;）
是通过对目标序列直接进行测序反应，所得数

据再比对分析找出突变位点；碳酸银染色法

（;45:-0 A>0IB/>D- ;D>4/4/E）是在形态水平上对病

变的异质性线粒体检测的技术，依赖于线粒体

某些酶活性程度和注射银染的反应水平，能在

光镜下直接定位观察［6*］。

!"$ 克隆生物中线粒体异质性的检测 自

)**L 年体细胞克隆绵羊“!B55F”降生后，体细胞

克隆猪、山羊以及异种体细胞盘羊等研究相继

获得成功，遗传物质的检测是这些研究中鉴定

体细胞克隆动物来源的主要依据［OP］。在体细

胞克隆研究中，无论是将体细胞注入去核（遗传

物质）卵母细胞透明带下经电融合融入，还是直

接将体细胞核注入去核（遗传物质）卵母细胞

中，都不可避免的将来自体细胞的 CD!"# 带入

卵母细胞中。此时来自体细胞的核 !"#、少量

CD!"#和卵母细胞自身的 CD!"# 在重构胚中

共存。由于胞质遗传物质（主要是 CD!"#）在胚

胎发育中起着重要的作用，因此克隆动物的

CD!"# 检测也成为动物克隆研究的热点问题。

对于同种动物克隆的研究，由于 CD!"# 的

差异较小，故需选用保守性较差的、个体间具有

差异的调控区 ! 环（!<5BB=）作为遗传标记，利

用 ! 环两端相对保守的序列设计引物，经 $%&
扩增 后 测 序 分 析 来 检 测 CD!"# 的 特 征。如

9:>/;［O)］等通过对扩增出的长度为 +OO I= 的 !
环片段进行测序分析，结合建立在多态性分析

基础上的 $%&<&Q($ 分析证明了 )P 头体细胞

克隆绵羊的 CD!"# 均来源于受体卵母细胞。

而对于亚种间或不同品系间动物克隆的 CD!"#
检测，则要在测出各亚种或各品系大量个体的

! 环序列后对所测序列进行比对分析，找出在

亚种内或品系内的保守序列设计引物，特异地

扩增出亚种或品系的特征片段，再测序检测。

对于异种动物克隆的 CD!"# 检测，可选用

较保守的细胞色素 !（AFD !）、)RJ 0&"# 等为研

究对象，分别扩增供体、受体的序列并进行测序

分析，即可进行 CD!"# 的鉴定。

现阶段该领域的研究是以测序为主检测

CD!"# 的异质性，但测序工作复杂、繁琐、费用

昂贵。我们在对 8-/G>/S 中检索获得到的所有

人和猪 CD!"# AFD ! 基因进行序列比对的基础

上，对人和猪的某些特异性的 !"# 片段序列进

行分析。同时还依据人和猪 CD!"# AFD ! 氨基

·OR)· 动物学杂志 "#$%&’& ()*+%,- ). /))-)01 O) 卷



酸序列组成不同设计各自特异性引物，运用

!"# 技术扩增特异片段，其各自扩增片段的长

度大小不一（人扩增的产物大小为 $%% &’ 左右，

而猪的扩增产物为 (%% &’ 左右），电泳分离不同

分子大小的扩增产物，为快速、简易、灵敏地鉴

别异 源 )*+,- 提 供 方 法 以 及 为 检 测 异 源

)*+,- 提供思路（未发表资料）。根据人 )*+,-
./* ! 的同源序列设计本实验的引物：正向引物

0#：$’"-" "-1 2"2 212 --- "" (’，反向引

物 03：$’21- -12 -11 --" "-1 -2 (’。人的

特异性引物扩增出的片段应在 $%% &’ 左右。

运用 "456748 软件把从 19:;7:< 中获得的 =% 条

猪线粒体 ./* ! 的基因与人的全线粒体基因组

进行序列比对，分析序列同源性和序列的相似

度。以相似度较低或同源性较差的一段序列作

为设计引物的范围，设计出最佳引物。>#：$’

2-2 -11--2" "12 -12 -2- (’；>3：$’-"-
2"" 1-- --2 "-" -" (’，扩增产物的长度为

(=$ &’。? 个 !"# 反应在相同条件下进行，扩增

条件：预变性 @AB ? )C:，变性 @AB A% 6，复性

A(B = )C:，延伸 D?B = )C:，(? 个循环。!"#
反应结束后直接通过凝胶电泳即可分析异源

)*+,- 的存在，为快速简便的鉴定异种移植细

胞 )*+,- 的类型提供方法。
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