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拷贝数变化与高原红细胞增多症易感性的关联研究!
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摘
"

要"目的
"

探讨血细胞线粒体
TR6

"

E<TR6

$拷贝数的变化与高原红细胞增多症易感性的关联性%方法
"

分别采集年

龄&职业等相匹配的高原红细胞增多症患者
#$

例及对照组
!)

例的静脉血
)EO

!提取总
TR6

!通过定量
X'Z

法"染料法$检测白

细胞的
E<TR6

相对拷贝数%结果
"

高原红细胞增多症患者中!

E<TR6

拷贝数显著低于对照组 "

3

&

"/"-

$%通过线性回归分析

显示!在对照组中!随血红蛋白浓度的增加
E<TR6

拷贝数增加"

3

&

"/"-

$'然而在高原红细胞增多症病例组中!随着血红蛋白浓

度的增加!

E<TR6

拷贝数降低"

3

&

"/"-

$%结论
"

高原红细胞增多症患者中!

E<TR6

拷贝数较低!可能作为该病的分子标记%
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长期慢性缺氧会引起红细胞增多#这有利于提高血流的携

氧能力#改善组织氧供#是机体适应高原低氧环境有效的代偿

性反应(

+

)

'当高原低压性缺氧引起的红细胞过度代偿性增生#

男性血红蛋白浓度超过
)+"

C

"

O

#此时就称为高原红细胞增多

症(

)

)

'高原红细胞增多症由于全血容量绝对增加#再加上缺氧

红细胞变形性降低#使得血液黏滞度增高#血流阻力加大#流动

缓慢#血液高凝状态进一步加重组织器官淤血*缺氧#导致恶性

循环'临床表现为多器官缺氧性损伤#尤以氧耗量较多的脏

器#如脑*心*肺*肝等受累为重'高原红细胞增多症在海拔

#"""E

以上高原发病率为
)/!#.

#并随海拔高度增加发病明

显增多#是高原地区危害健康的常见病#该病有明显的易感性#

但是目前对其易感性研究较少'线粒体是动物细胞内惟一含

有
TR6

和蛋白质合成系统的细胞器#是氧传送链的生理终点

站#是细胞氧耗的主要位点#其在低氧习服和适应中发挥着重

要作用'高原红细胞增多症是
+

种低氧习服不良的慢性高原

病#因而#线粒体在该病的发生中起着重要作用'线粒体呼吸

链氧化磷酸化不但与线粒体
TR6

$

E<TR6

%的序列变化密切

相关#还与其拷贝数相关'

E<TR6

拷贝数增加被认为是总线

粒体呼吸功能的代偿#目前已经发现许多疾病的易感性与

E<TR6

拷贝数相关#本文探讨全血细胞
E<TR6

拷贝数变化

与高原红细胞增多症易感性的关联性(

#5!

)

#并报道如下'

@

"

材料与方法

@/@

"

材料
"

高原红细胞增多症病例组标本为从平原移居

-"""E

以上高原
+

年的成年男性#按照,青海标准-血红蛋白

浓度超过
)+"

C

"

O

的个体#排除其他疾病可以诊断为高原红细

胞增多症患者(

)

)

'对照组标本为从平原移居
-"""E

以上高

原
+

年血红蛋白浓度未超过
)+"

C

"

O

的个体#标本资料见表
+

'

样本收集过程遵循,赫尔辛基-宣言#得到收集对象知情同意#

采集静脉血
)EO

$

UT(6

抗凝%'

表
+

""

标本的基本资料

项目 病例组 对照组

总数$

#

%

#$ !)

年龄$岁%

)+g+/0$ +,/*0g+/-#

血红蛋白浓度$

C

"

O

%

)##g+"/+" +**/!0g++/#"

@/A

"

方法

@/A/@

"

TR6

提取与定量
"

采用全血基因组
TR6

抽提试剂

盒提取血液基因组总
TR6

#并用
R@47F:7

D

分光光度仪对

TR6

进行定量'

@/A/A

"

实时荧光定量
X'Z

检测
E<TR6

的拷贝数
"

通过

+
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+
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卷第
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R6T%

脱氢酶亚基
+

$

RT+

%来确定
E<TR6

的数量#选用
,

5@>5

<24

作为本实验的看家基因#实时荧光定量
X'Z

标准品为本室

保存的人
,

5@><24

质粒'

RT+

以及
,

5@><24

引物序列如表
)

#实

时荧光定量
X'Z

反应体系为!

&bZS

的
X'Z

混合液 $含

FR(X

#

P

C

)̂

#

(@

e

酶#

X'Z

缓冲液等%

+)/-

)

O

#灭菌水
+"/-

)

O

#模板
TR6+

)

O

#

+"

D

E7?

"

O

的上*下游引物共
+

)

O

'

X'Z

扩增条件为!

,-h+"3

#

,-h-3

#

0"h)"3

读板#

!"

个循环'

温度从
-"h

升高到
,-h

#温度每升高
"/)h

读板
+3

#进行融

解曲线分析'分别通过计算目的基因与
,

5@><24

拷贝数的比

值#得出
E<TR6

的相对拷贝数(

-

)

'

表
)
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实时荧光定量
X'Z

扩增引物

基因名称 引物序列$

-M

(

#M

%
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N

!
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"

统计学处理
"

结果以数据以$

Fg>

%表示#并通过
&X&&

+)/"

统计软件进行独立样本
9

检验#以
3

&

"/"-

为差异有统

计学意义#所得的统计检验均为双侧概率'

A

"

结
""

果

高原红细胞增多症组中#

E<TR6

拷贝数为
"/+,*!g

"/++$*

#非常显著低于对照组的
"/!")-g"/+$00

$

3

&

"/"-

%'通过线性回归分析发现#在对照组中#随
%8

浓度的增

加
E<TR6

拷贝数增加$

3

&

"/"-

%#见图
+

&然而在高原红细胞

增多症病例组中随
%8

浓度的增加线粒体拷贝数降低$

3

&

"/"-

%#见图
)

'

图
+
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在对照组中
E<TR6

拷贝数与血红蛋白

浓度的相关性分析

图
)

""

在高原红细胞增多症患者中
E<TR6

拷贝数与

血红蛋白浓度的相关性分析

B

"

讨
""

论

中国是世界上高原面积最大*海拔最高*居住人口最多的

国家#海拔
#"""E

以上的高原占国土面积的
+

"

!

#大约
$"""

万人口居住在海拔
)-""E

以上的高原和高山地区'高原低

压缺氧严重影响人体健康#并可引起一类高原特发性疾病...

高原病#包括急性高原病和慢性高原病'高原红细胞增多症是

高原居民中发病率最高*危害最大的慢性高原病'研究表明#

高原红细胞增多症发病具有明显的种族差异和个体易感倾向'

欧洲人比安第斯山世居者更易患高原红细胞增多症#世居高原

的藏族人高原红细胞增多症的发病率也显著低于生活在相同

海拔高度的世居安第斯人和移居高原的汉族人(

0

)

'目前普遍

认为低氧引起促红细胞生成素合成与释放增多*刺激骨髓红系

造血增强是高原红细胞增多症发病的关键环节(

$

)

'促红细胞

生成素的合成与释放受多种因素调控#其中组织供氧不足引起

缺氧诱导因子
5+

$

%GN5+

%蛋白水平增加#后者与缺氧反应元件

结合引起促红细胞生成素
EZR6

表达增多#促进促红细胞生

成素的合成与释放#是缺氧时促红细胞生成素生成增多的最重

要因素(

*

)

'活性氧$

ZJ&

%可通过抑制脯氨酸羟化酶的活性增

加
%GN5+

+

的蛋白水平#这是细胞内调节
%GN5+

+

蛋白水平的

一个重要机制'细胞内
,".

以上的
ZJ&

来自线粒体#线粒体

内膜呼吸链的复合体
$

和复合体
&

是线粒体生成
ZJ&

的最主

要位点'提示线粒体功能异常在高原红细胞增多症的发病中

发挥着重要的作用#线粒体的功能实现不但与其结构完整性相

关#还与其
E<TR6

拷贝数有关#

E<TR6

拷贝数增加被认为是

总线粒体呼吸功能的代偿'本文发现在高原红细胞增多症的

患者中
E<TR6

的数量较低#这种低拷贝数的
E<TR6

可能导

致线粒体的功能障碍#当他们从平原移居高原时#在高原习服

适应的过程中出现高原习服不良#进而发生高原红细胞增

多症(

,

)

'
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