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  摘 要:线粒体病是一类重要的遗传代谢病,其发病可覆盖全年龄段,尤其是儿童线粒体病致死致残率极

高。随着生物化学及分子与细胞生物学技术的发展,线粒体病的实验室诊断经历了快速的发展,相关诊断路径

和策略也从高度有创的实验室检测逐渐过渡到以无创筛查为主。但是,线粒体病实验室诊断仍然存在单一检

测策略的阳性诊断率不足、实验室漏检与待排查比例居高不下的困扰,因此新的线粒体病检测技术被开发并用

于协助疾病的诊断。该文从基因、酶生物化学与代谢生物学3个层面对当前线粒体病实验室诊断的进展进行

综述,旨在为特定场景下线粒体病实验室诊断策略选择提供参考,也为后续检测技术的研发提供一些建议。
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Abstract:Mitochondrial

 

disease
 

is
 

one
 

of
 

the
 

major
 

types
 

of
 

inherited
 

metabolic
 

disease
 

that
 

can
 

affect
 

all
 

age
 

groups,particularly
 

in
 

children
 

where
 

it
 

has
 

a
 

high
 

mortality
 

and
 

disability
 

rate.With
 

the
 

development
 

of
 

biochemical,molecular,and
 

cellular
 

biology
 

techniques,the
 

laboratory
 

diagnosis
 

of
 

mitochondrial
 

disease
 

has
 

undergone
 

rapid
 

development.The
 

diagnostic
 

pathways
 

and
 

strategies
 

have
 

gradually
 

transitioned
 

from
 

highly
 

invasive
 

laboratory
 

tests
 

to
 

mainly
 

non-invasive
 

screenings.However,the
 

challenge
 

remains
 

that
 

the
 

positive
 

diagnostic
 

rate
 

of
 

single
 

testing
 

strategies
 

is
 

insufficient,and
 

the
 

proportion
 

of
 

missed
 

and
 

pending
 

investiga-
tions

 

remains
 

high.Consequently,new
 

mitochondrial
 

disease
 

laboratory
 

diagnostic
 

techniques
 

continue
 

to
 

e-
merge

 

and
 

are
 

used
 

to
 

aid
 

in
 

disease
 

diagnosis.This
 

review
 

attempts
 

to
 

summarize
 

the
 

current
 

progress
 

in
 

mi-
tochondrial

 

disease
 

laboratory
 

diagnostics
 

at
 

three
 

levels:genetics,enzyme
 

biochemistry,and
 

metabolic
 

biolo-
gy,providing

 

references
 

for
 

the
 

selection
 

of
 

laboratory
 

diagnostic
 

strategies
 

in
 

specific
 

scenarios,as
 

well
 

as
 

suggestions
 

for
 

the
 

development
 

of
 

future
 

detection
 

technologies.
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方合志

  线粒体是人体内所有细胞

(除成熟红细胞外)重要的产能细

胞器,同时也是糖类、脂肪与蛋白

质等诸多物质代谢的核心场所,
故线粒体功能异常有可能影响到

任何一个组织或器官,并导致疾

病的发生。线粒体病是一类以氧

化磷酸化系统(OXPHOS)功能

障碍为典型特征的遗传代谢病,主要受累器官为肝

脏、心脏、神经和肌肉系统等高耗能器官[1]。线粒体

病是最常见的遗传代谢病之一,总的人群患病风险达

1/5
 

000[2],其中儿童(<16岁)线粒体病发病率在

(5~15)/100
 

000,成年人群中由线粒体DNA(mtD-
NA)突变引起线粒体病的发病率约为9.6/100

 

000,
由核DNA(nDNA)变异引起的线粒体病发病率约为

2.9/100
 

000
 [1,3-4]。线粒体病发病年龄可覆盖全年
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龄段。
1962年LUFT首次报道了线粒体病,患者的症

状主要表现为非甲状腺高代谢、近端无力,电镜检查

肌肉组织线粒体结构异常,以及肌细胞线粒体 OX-
PHOS功能异常,线粒体病开始进入人们视野。1988
年HOLT所在研究团队[5]在“线粒体肌病”患者活检

肌肉组织中检出 mtDNA 大片段缺失,同年 WAL-
LACE 团 队[6]在 一 个 Leber遗 传 性 视 神 经 病 变

(LHON)家系中发现首个致病性 mtDNA突变(MT-
ND4基因,点突变),自此拉开了线粒体病遗传学和病

因研究的序幕。而随着一代测序技术及二代测序技

术的发展,层出不穷的测序技术已经成为线粒体病实

验室诊断的主要方式[7]。随着测序成本的不断下降,
有创活检已不再是线粒体病实验室诊断的第一选择。
高通量测序完成初筛,再结合临床有选择地开展活检

是当前线粒体病实验室诊断的趋势。近年来,随着蛋

白质组学与代谢组学技术的进一步发展,利用多组学

技术发现高灵敏度和高特异性的无创血液标志物正

逐渐成为实验室诊断的可选方案之一[8]。
本文将介绍线粒体病的生物化学与细胞生物学

机制,并概述线粒体病诊断技术的发展历程。

1 线粒体及线粒体病

1.1 线粒体 线粒体蛋白由nDNA和 mtDNA共同

编码,包含约1
 

100个核编码基因和37个线粒体编码

基因[9]。mtDNA为双链闭合环状DNA,全长约16
 

kb,包括一个控制区(D-Loop)和37个编码基因。这

些基因分别编码2个rRNA,22个tRNA和13个呼

吸链复合体亚基[10]。除此以外,线粒体的其他蛋白均

由nDNA编码,在细胞质合成后转运进入线粒体[11]。
线粒体不仅是哺乳动物细胞ATP合成的主要场

所,同时也是诸多代谢通路的调控中枢。此外,线粒

体还通过信号传导等途径调控细胞内的基因表达。
见图1。

在ATP合成层面,线粒体主要依靠内膜上的电

子传递链传递电子对,最终由复合体Ⅳ将电子传递给

氧并形成H2O。在这一电子传递过程中,复合体Ⅰ、

Ⅲ和Ⅳ向线粒体内、外膜间隙泵出质子,质子经复合

体Ⅴ回流,同时驱动复合体Ⅴ催化ADP与无机磷酸

合成ATP为细胞供能。这一过程也称氧化磷酸化作

用。在代谢调控层面,线粒体除了是三大营养物质体

内代谢的重要场所外,还通过多条代谢途径参与细胞

调控。例如线粒体可以通过释放细胞色素c(cyto
 

c)
调控细胞凋亡;可以通过激活线粒体定位的 AMPK
(mitoAMPK)实现线粒体质量控制(如线粒体自噬);
通过释放mtDNA激活细胞免疫应答;通过释放三羧

酸循环(TCA循环)的代谢中间产物实现对细胞命运

和细胞功能的调控等[12]。值得一提的是,多个TCA

循环代谢中间产物可以通过参与染色质修饰和蛋白

的翻译后修饰,从而实现对基因表达和细胞功能的调

控。比如TCA循环中的乙酰辅酶A(乙酰-CoA)作为

乙酰基的主要供体可以参与细胞内蛋白质的翻译后

修饰,以 及 核 基 因 表 达 的 表 观 遗 传 学 调 控。又 如

TCA循环中的α-酮戊二酸(α-KG)是2-氧戊烯酸依赖

性双加氧酶(2-OGDD)催化羟基化反应所必需的共同

底物,在染色质的修饰过程中起关键作用。此外,α-
KG还是一些染色质修饰酶(如Jumonji含C结构域

组蛋白赖氨酸去甲基化酶)所需的底物。因此,线粒

体通过α-KG间接实现了对核基因的表达调控。再

如,TCA循环中的富马酸可以通过抑制脯氨酰羟化

酶(PHD)活性,在常氧条件下制造假缺氧状态从而维

持缺氧诱导因子(HIF)-1α的稳定。HIF-1α一旦进入

细胞核可以通过与 HIF-1β结合激活 HIF靶基因的

表达从而参与细胞代谢调控、免疫反应、肿瘤侵袭等

过程。在基因调控层面,线粒体通过逆向信号传导途

径调 控 核 基 因 的 表 达,主 要 以 释 放 线 粒 体 ROS
(mtROS)、调节Ca2+ 水平、调控 AMP/ATP等方式

实现对核相关基因表达的调控。

1.2 
 

线粒体病 线粒体病种类繁多,共包括300多

种疾病亚型,其中常见的是Leigh综合征、线粒体脑

肌病伴乳酸酸中毒和卒中样发作(MELAS)、肌阵挛

性癫 痫 伴 破 碎 红 纤 维(MERRF)、LHON、Alpers-
Huttenlocher综合征(AHS)、母系遗传性耳聋、母系

遗传性糖尿病及 mtDNA 耗竭综合征(MDDS),见
表1。

线粒体病临床表型复杂,缺乏特征表型。由于线

粒体受nDNA和mtDNA双重调控,并且 mtDNA突

变存在异质性和阈值效应,因此线粒体病发病原因、
临床表型都极为复杂。线粒体病常见的临床表型包

括上眼睑下垂、外眼肌麻痹、近端肌病、运动不耐受、
心肌病、感音神经性耳聋、视神经萎缩、色素性视网膜

病变、糖尿病、癫痫发作、中风样发作、共济失调和痴

呆等[13]。但这些症状并非线粒体病的特征表型,而是

与其他疾病相似的症状,这也使得线粒体病临床诊断

极为困难。下文将从受累遗传物质、患者发病年龄、
受累器官和生化特征等多方面对线粒体病进行分类

介绍,这将有助于医生在诊断过程中对线粒体病病因

的查找。
根据受累遗传物质的不同,线粒体病可划分为

mtDNA变异引起的线粒体病和nDNA变异引起的

线粒体病,二者遗传方式大为不同。mtDNA突变相

关线粒体病往往表现为母系遗传(如LHON),而nD-
NA突变线粒体病则遵循孟德尔遗传方式(如AHS)。
此外,也有一些子代的新生突变可直接导致疾病的发

生[14]。无论哪一种类型的突变,OXPHOS功能缺陷
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是线粒体病的主要生化特征。
根据患者发病年龄,线粒体病可划分为儿童线粒

体病(年龄<16岁)与成人线粒体病。二者除发病年

龄差异外,在疾病的严重程度上也存在差异。儿童线

粒体病相对而言病情较重,常伴随严重的神经系统退

行性病变,具有发病早、多器官累及、进展快速及死亡

率高等特点,且98%儿童线粒体病患者具有儿童线粒

体脑病特征[15]。儿童线粒体病亚型中最常见的为

Leigh综合征,常在婴儿期或幼儿期发病,并表现为发

育迟缓和神经退行性病变[16]。成人线粒体病患者病

情相对较轻,如慢性进行性眼外肌麻痹、耳聋和糖尿

病等,也可能表现为神经系统退行性病变[16]。此外,
就发病原因而言,儿童原发性线粒体病通常由nDNA
突变引起(占儿童线粒体病患者的70%~75%),并遵

循孟德尔遗传规律;而成人线粒体病更多的是由

mtDNA突变引起[16-17]。通常情况下当同为 mtDNA

致病时,儿童线粒体病患者 mtDNA突变异质率往往

高于成人线粒体病患者[17]。表1列举了常见线粒体

病、发病年龄及临床表型。
根据生化特征,OXPHOS功能缺陷相关线粒体

病可分为原发性线粒体病(PMD)和继发性线粒体病

(SMD)。PMD为一系列引起线粒体 OXPHOS功能

障碍的遗传性疾病的总称,可直接由线粒体呼吸链各

蛋白亚基编码基因突变所致,亦可由参与 OXPHOS
运行的其他组分编码基因突变所致,从而导致细胞产

能缺陷[18]。SMD则为除PMD之外的线粒体功能异

常所致的疾病,如SMN1基因缺陷引起的脊髓性肌萎

缩、FXN基因缺陷引起的Friedreich共济失调等[19]。
根据受累组织器官的不同,线粒体病又可分为单

一器官受累线粒体病(如LHON和感音神经性耳聋)
和多器官受累线粒体病(常伴有神经系统病变和肌

病,如线粒体脑肌病)。
 

  注:ETC为电子传递链;TCA
 

cycle为三羧酸循环;Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ分别为呼吸复合体
 

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ;mtROS为线粒体ROS;cyto
 

c为细胞

色素c;mtDNA为线粒体DNA。

图1  线粒体主要功能示意图

表1  常见线粒体病(亚型)致病变异、发病年龄与临床表型

线粒体病类型 致病变异 发病年龄 临床表型

KSS mtDNA
 

大片段缺失 <20岁
进行性外眼肌麻痹,色素性视网膜病,脑脊液蛋白>1

 

g/

L,小脑共济失调,心脏传导阻滞

PS mtDNA
 

大片段缺失 幼年起病(多为<1岁)
顽固性铁粒幼细胞性贫血或全血细胞减少,胰腺外分泌功

能异常,可伴发糖尿病、肝病、肾小管病

CPEO

mtDNA
 

大 片 段 缺 失 (主

要);mtDNA 片 段 重 排;

nDNA 突 变 (如 POLG1、

Twinkle、ANT1等)

全年龄段起病(多为18~

50岁)

慢性进行性双侧眼睑下垂和眼外肌麻痹,一般不出现复

视;少数患者可伴复视或四肢无力,轻度运动不耐受
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续表1  常见线粒体病(亚型)致病变异、发病年龄与临床表型

线粒体病类型 致病变异 发病年龄 临床表型

MELAS
mtDNA 点 突 变 (m.3243

 

A>G
 

约占80%)
2~40岁(75%在20岁前发

病,少数在40岁之后发病)

慢性进行性脑病,癫痫,头痛,卒中样发作,肌病,睡眠呼吸

暂停综合征,身材矮小,癫痫,痴呆,高乳酸血症,糖尿病,

听力损失,心肌病

MERRF
mtDNA 点 突 变 (m.8344

 

A>G占75%以上)
常于儿童或青少年期起病

肌阵挛,肌病,小脑性共济失调,可出现心肌病、耳聋、痴

呆;肌活检可见破碎红纤维

LHON

m.11778
 

G>A,m.3460
 

G>A,m.14484
 

T>C(尤

以m.11778
 

G>A占比最

多,达50%~80%)

青少年期至成年起病(多为

15~35岁,男∶女≈4∶1)

无痛、亚急性、双侧视力丧失,部分患者可能有震颤、肌病

或神经病变

NARP m.8993
 

T>G 常于童年到成年早期起病
肌病,周围神经病变,共济失调,色素性视网膜病变,癫痫,

痴呆,也可出现偏头痛和精神发育迟滞

Leigh综合征

m.8993
 

T>G/C;>100个

核基因(最常见编码复合体

Ⅰ或复合体Ⅳ相关蛋白的

基因,以及丙酮酸脱氢酶相

关基因)

3个月至2岁

运动发育迟滞,脑干和(或)基底节受累的症状与体征,容

易出现呼吸衰竭;也可晚发,可出现小脑性共济失调,痴

呆,听力下降,视力下降,心肌病;MRI显示双侧基底节和

(或)脑干异常信号,可出现小脑萎缩

AHS TWNK、POLG1等
双峰分布:3个月至8岁(多

为2~4岁)或10~27岁
脑病伴难治性癫痫,神经病变,肝衰竭

  注:KSS为卡恩斯-塞尔综合征;PS为皮尔逊综合征;CPEO为慢性进行性眼外肌麻痹;MELAS为线粒体脑肌病伴乳酸酸中毒和卒中样发作;

MERRF为肌阵挛性癫痫伴破碎红纤维;LHON为Leber遗传性视神经病变;NARP为神经源性肌无力,共济失调,视网膜色素变性;AHS为Alp-

ers-Huttenlocher综合征。

2 当前线粒体病诊断的主要策略

  从最初的有创活检、血浆生化标志物检测,到现

在的“临床初诊+基因检测+有创活检”,临床科研工

作者一直在探寻更高效的无创新方法。当前在初步

怀疑为线粒体病的情况下,可根据线粒体病诊断标准

(MDC)对患者进行评估打分。MDC可以通过评分量

化线粒体相关疾病的患病概率,有助于将线粒体病与

其他多系统疾病进行区分,并决定是否需要进一步诊

断[20-21]。线粒体病的常规诊断包含以下几个方面:临
床影像学检查、体液(血液、尿液、脑脊液)生化检测、
基因测序、组织病理与酶学检测。临床初诊患者符合

相应症状时,应怀疑线粒体病并进行进一步检测以确

诊。但是,通常情况下,多数线粒体病患者并不具有

这些易于识别的临床表型,从而造成漏诊。因此,当
患者存在多器官受累和(或)母系遗传特征时,也应怀

疑线粒体病,并做进一步检查。线粒体病常规诊断策

略流程示意图见图2。
线粒体病的诊断是一个复杂而耗时的过程,最新

的一项研究显示,线粒体病患者从症状出现到确诊平

均耗时约10年,平均需经历6.7个医生[22]。而线粒

体病诊断一直存在困境,单一方法很难对线粒体病进

行确诊。比如很大一部分怀疑线粒体病的患者血液

标本中根本无法检测到已知的致病性 mtDNA突变,
基因检测检出率低。另外,线粒体病不具有典型的临

床表型,且常与其他疾病具有交叉相似的临床表型,

单靠临床诊断往往无法确诊。因此,目前常规的诊断

路径是采用“临床初诊+基因检测+有创活检”三者

相结合的方式。这三者中,随着分子诊断技术的发

展,其以无创、快速、便捷等特点成为当前线粒体病诊

断的核心部分。但是目前这种联合模式下线粒体病

的诊断率也仅50%左右。开发新的检测手段,寻找灵

敏度高、特异性强的检测标志物将是今后线粒体病诊

断研究的重要方向。

3 线粒体病分子诊断技术方法

3.1 基于基因的线粒体病诊断 过去数十年间,在
已知的近1

 

200个线粒体定位蛋白中,已经确证的有

400余个基因缺陷与线粒体病相关。因此,除这400
余个基因外,仍有相当大量的基因变异是潜在的线粒

体病致病基因,并有待进一步进行功能验证。早期线

粒体病基因诊断是根据患者的症状及皮肤或肌肉活

检的结果,预测可能的突变基因,并利用Sanger测序

对候选基因进行逐一排除。例如,针对 mtDNA变异

常见 的 有 mtDNA 大 片 段 缺 失(KSS 和 CPEO)、

m.3243A>G(MELAS)、m.11778
 

G>A(LHON)和

m.8344
 

A>G(MERRF)等,针对nDNA变异常见的

有POLG、SPG7和OPA1等基因突变。但由于线粒

体病患者常不具有典型的临床表现,因此确定候选基

因十分困难,且确诊率低。随着二代测序技术的发

展,DNA测序的精度和深度不断提升,同时费用逐步

降低,因此二代测序目前已成为线粒体病诊断中至关
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重要的工具。
利用外周血样本进行二代测序大大提高了基因

诊断的效率。并且将高通量的二代测序前置,亦可以

减少有创活检给患者带来的痛苦。根据是否有明确

的候选基因,可以选择Targeted
 

panels测序、全外显

子测序(WES)或全基因组测序(WGS)。当高度怀疑

患者为线粒体病,且有比较明显的临床表型(如符合

MELAS、MERRF、LHON、Pearson综合征等症状),
或者经济条件限制,此时可针对目的基因进行Targe-
ted

 

panels测序;当患者没有比较明显的符合常见线

粒体病的症状同时又怀疑线粒体病,又或者Targeted
 

panels测序结果为阴性时,则应考虑 WES或 WGS,
若怀疑nDNA变异引起的线粒体病可选择 WES,否
则 可 选 择 对 核 基 因 和 线 粒 体 基 因 组 同 时 检 测 的

WGS。虽然二代测序的高效性使得线粒体病的检出

率在16%~60%,但也伴随着诸多问题,例如检测周

期长、费用高昂及外显子中高GC区域难测通等。

3.2 基于蛋白分子的线粒体病诊断 虽然二代测序

技术提高了线粒体病的基因诊断率,但无法对线粒体

病进展、严重程度及预后进行评估。基于蛋白质组学

的检测技术可以在一定程度上弥补这一缺陷。下文

将对用到的基于蛋白分子的诊断技术进行概述。

  注:MDC为线粒体病标准;VUS为意义未明变异位点;OXPHOS为氧化磷酸化系统;mtDNA为线粒体DNA。

图2  线粒体病实验室诊断常规流程图

3.2.1 基于线粒体OXPHOS复合体水平的检测技

术 蓝色非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(BN-PAGE)是
一种可以分离并测定线粒体膜蛋白复合物(主要为内

膜上呼吸复合体)在天然状态下的水平和结构完整性

的方法[23]。该方法具有所需标本量少,操作简便,耗
时短等优点,因此可针对有创活检标本和原代培养细

胞开展检测。目前广泛认可的理论是线粒体内膜上

的呼吸链复合体不仅以单体形式存在,也可以超级复

合体和呼吸体的形式存在[24]。复合体的装配成熟,以
及超级复合体和呼吸体的组装成熟均需要各种组装

因子的参与。当复合体水平和装配环节出现问题,便
可在BN-PAGE的电泳条带上得以反映。因此,BN-
PAGE也得以在线粒体病的诊断中应用,尤其是在

OXPHOS功能障碍引起的原发性线粒体病诊断方

面,BN-PAGE可以提供丰富的信息,诸如复合体水

平、大小、复合体和超复合体组装情况等[25]。

3.2.2 基于质谱的蛋白检测技术 1998年,科研人

员利用双向电泳结合质谱技术对线粒体进行蛋白质

组学的研究,并试图利用正常组织与疾病组织进行对

比,寻找线粒体病的诊断性标志物。双向电泳虽然可

以直接对样本蛋白质丰度的改变进行比较,但其在膜

蛋白、高相对分子质量和低相对分子质量蛋白的分

离,以及低丰度蛋白分离方面存在不足,限制了双向

电泳-质谱技术在临床线粒体病研究中的应用[26]。近

年来,随着串联质谱的发展及色谱-质谱技术的进步,
上述困难已成功克服,极大地推动了线粒体蛋白质组

学的研究。该方法主要针对患者血液或尿液样本开

展检测研究。例如,通过对 MELAS患者血浆进行检

测发现了多个显著区别于对照组的蛋白及代谢标志

物,且这些标志物大部分与疾病的严重程度高度相

关[27];而对线粒体病患者尿液进行检测分析,可以发

现其与健康人的尿液存在截然不同的代谢特征[28]。

3.2.3 复合体组学技术 复合体组学技术通过将

BN-PAGE、色谱或密度梯度离心等分离方法与串联
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质谱相结合,应用于蛋白的鉴定和定量分析,实现了

对患者样本中 OXPHOS复合体蛋白丰度,以及蛋白

相对分子质量变化的分析[29]。在线粒体病诊断研究

中,该技术主要应用于针对 OXPHOS组装动力学的

研究,即突变导致复合体组装异常的分析。该方法常

以线粒体病患者和健康对照来源的成纤维细胞或线

粒体病细胞模型为样本来源[30-32]。

3.2.4 酶学检测技术 很大一部分线粒体病是由

OXPHOS复合体功能缺陷引起,因此对组织或细胞

OXPHOS复合体的酶学检测是线粒体病诊断研究的

一个重要方面。酶学检测技术主要针对有创活检标

本进行酶学检测,亦可针对皮肤来源或淋巴细胞来源

的细胞系开展 OXPHOS酶学检测。目前已知超过

400个基因突变可导致OXPHOS功能缺陷。尽管目

前二代测序仍是线粒体病检测的首选手段,但其诊断

成功率仍不能满足诊断要求,此外,发现的大量意义

未明的 突 变 仍 需 进 行 功 能 验 证。因 此,基 于 OX-
PHOS功能的酶学检测目前仍是线粒体病诊断的重

要组成部分。其中,呼吸复合物酶动力学检测主要通

过加入待测复合体的底物,利用酶标仪检测反应前后

体系吸光度的变化,实现对酶活性的分析。该方法即

可分析复合体Ⅰ~Ⅴ单一酶活性,亦可检测多个酶的

联合活性,例如复合体Ⅱ+复合体Ⅲ联合测定可用于

诊断泛醌缺乏症[33]。酶组织化学检测则是基于有创

活检的组织线粒体酶学和形态学的一种检测方法。
该方法曾经一度是线粒体病检测的金标准,并为线粒

体病的诊断提供可靠的依据[34]。随着基因检测技术

的进步,酶组织化学分析虽然不再作为首选检测手

段,但在其余检测手段均无法确诊的情况下,会考虑

采用该方法。胶内酶活分析是一种方便、有效的超级

复合体组分分析方法。该方法首先利用BN-PAGE
电泳分离呼吸复合体,由于这一过程中复合体的空间

结构及蛋白相互作用未被破坏,复合体仍具有酶活

性,此时给予复合体相应的底物及显色剂对电泳后的

凝胶进行酶活染色,从而达到检测待测组织或细胞

OXPHOS组分构成和能量代谢状态的目的[35]。

3.2.5 除OXPHOS复合体外的其他蛋白检测 由

于不同蛋白的功能差异较大,目前并没有统一的检测

方式。然而,除了OXPHOS复合体亚基和组装因子,
以及电子传递载体cyto

 

c和辅酶Q缺陷外,大量其他

蛋白缺陷,如SERAC1、PDHA1、FBXL4、POLG2和

OPA1等,也会导致 OXPHOS缺陷相关线粒体病。
因此,很多时候也可以通过 OXPHOS缺陷分析结合

基因检测来发现一些新的线粒体病致病蛋白,进而拓

宽线粒体病致病基因突变谱,为线粒体病诊断提供一

定依据。

3.3 基于代谢的线粒体病分子诊断

3.3.1 乳酸和丙酮酸 线粒体病诊断常用的代谢标

志物有血液乳酸、丙酮酸、肌酸激酶、有机酸、氨基酸、
肉碱、氧化应激标志物和循环细胞因子等[36]。目前临

床上常用的有血乳酸和血丙酮酸水平,其作为线粒体

病诊断标志物的原理为细胞内葡萄糖分子经糖酵解

生成丙酮酸,在有氧条件下丙酮酸在丙酮酸脱氢酶复

合体作用下生成乙酰-CoA进入 TCA循环,并通过

TCA循环为细胞提供还原力。NADH作为复合体Ⅰ
的底物为线粒体内膜上的电子传递链提供电子对,同
时NADH被氧化为 NAD+,维持线粒体内 NADH/

NAD+的动态平衡。当细胞由于 OXPHOS功能缺

陷,电子对无法在电子传递链上完成高效率传递时,

NADH便无法及时氧化生成 NAD+,从而导致线粒

体内NADH/NAD+ 升高,对丙酮酸脱氢酶复合体形

成反馈抑制,从而造成细胞内丙酮酸大量堆积。为了

消耗大量堆积的丙酮酸,细胞便选择通过乳酸脱氢酶

将细胞质中的丙酮酸转化为乳酸,因此造成了线粒体

病患者体液(血液、尿液和脑脊液)中乳酸水平升高,
甚至酸中毒。

血液乳酸水平是检测线粒体病的首选分子标志

物,以2
 

mmol/L浓度作为界值。血乳酸水平检测具

有操作简便(机器自动化检测),检测样本获取方式简单

等优点。但也存在如下缺点:血乳酸水平升高不一定由

OXPHOS缺陷引起,也有可能由于操作不当,如抗凝剂

错用、采血时患者剧烈挣扎等因素引起;此外,也有可能

是由其他疾病引起,如丙酮酸和Krebs循环障碍、糖原

储存与糖异生障碍相关疾病、感染、败血症和糖尿病

等[37-38]。同时,某些线粒体病患者血乳酸水平却并不

升高或仅轻微上升[39]。因此,血乳酸水平缺乏敏感性

和特异性,不足以单独作为线粒体病诊断标志物。
线粒体病诊断的另一个指标是乳酸/丙酮酸(L/

P)。乳酸和丙酮酸分别是丙酮酸脱氢酶的产物和底

物,正常情况下L/P≤10,而当细胞处于缺氧、氰中毒

或OXPHOS功能障碍时,堆积的丙酮酸在乳酸脱氢

酶作用下转化为乳酸,导致细胞L/P上升[40]。L/P
受解离常数K、NADH/NAD+和细胞质pH值影响,
因此 L/P 常 用 于 间 接 反 映 细 胞 的 氧 化 还 原 状 态

(NADH/NAD+),可作为 OXPHOS功能障碍的指

标。当L/P>25时,提示 OXPHOS功能障碍[40-42]。
但由于丙酮酸在体外不稳定,容易造成结果L/P偏

大;而在某些情况下(如急性酮症酸中毒、慢性肾衰竭

或呼吸衰竭)细胞pH 值急剧降低,亦可造成L/P失

真[43]。此外,也有研究显示,乳酸水平及L/P在儿童

肝衰患者中也普遍升高,并不仅限于线粒体病[38]。因

此,目前在线粒体病诊断中乳酸水平及L/P仅可作为
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参考指标,而无法作为诊断依据。

3.3.2 细 胞 因 子 [如 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子-21
(FGF21)与生长分化因子15(GDF15)] 长期以来,
人们一直致力于寻找线粒体病的血液检测标志物,但
是除了乳酸和丙酮酸之外收效甚微。近年来,有研究

显示,血液中FGF21水平对线粒体病及其进展的严

重程度有指示性意义[44]。FGF21主要在肝脏、脂肪

组织和骨骼肌等部位合成,并参与调控机体的脂质代

谢和饥饿反应。FGF21水平受线粒体综合应激反应

(mitoISR)调控,当 OXPHOS功能缺陷时,细胞 mi-
toISR激活,并刺激下游 FGF21高表达,高表达的

FGF21随后通过调控线粒体稳态、线粒体功能等方式

实现细胞的代谢适应[45-47]。在线粒体病患者 OX-
PHOS功能缺陷的情况下,骨骼肌细胞FGF21表达

水平升高,代偿性增强骨骼肌细胞的线粒体功能,因
此可以在患者体液中检出FGF21水平升高[45]。大量

研究认为,FGF21可作为以肌肉受累为主要表型的线

粒体病标志物(尤其对 mtDNA维持障碍和 mtDNA
片段重排引起的线粒体肌病),而且FGF21与疾病的

进展具有相关性[44,48-51]。但也有研究指出,FGF21水

平与线粒体病的进展并无明显相关性[52]。作为诊断

标志物而言,FGF21虽然足够稳定,也具有很高的敏

感性,但仍缺乏特异性,例如在糖尿病、肝病、肾功能

不全、肥胖或代谢综合征患者中FGF21水平同样上

升[36,53-54]。虽然存在上述不足,但FGF21作为线粒体

肌病的检测指标仍具有一定的临床意义,在怀疑线粒

体肌病的前提下,检测血清FGF21水平,并结合二代

测序,可以很好地检出线粒体肌病。

GDF15作为细胞因子的一种,受p53和氧化应激

调节,属于人类转化生长因子β超家族。GDF15主要

在胎盘、肾、肝、肺、胰腺和前列腺等组织表达,并进入

血液。在炎症反应情况下,GDF15水平会升高[55-56]。
近年来,血液GDF15水平异常和FGF21一起作为线

粒体病新的候选标志物,并且GDF15似乎比FGF21
具有更高的敏感性。但与FGF21不同的是,GDF15
对OXPHOS缺陷的指 示 性 与 疾 病 的 临 床 表 型 无

关[50]。与FGF21相似的是,GDF15同样缺乏特异

性,在一些非线粒体病患者血液中也可检出 GDF15
水平升高[44],也无法指示线粒体病的进展[57]。因此,
在今后的工作中,应该就FGF21和GDF15的特异性

开展进一步研究。

4 总结及展望

  由于线粒体病包含大量疾病亚型,受限于线粒体

病的临床表型复杂性与异质性,大量的线粒体病患者

在明确其存在线粒体功能缺陷后,仍只能简单地诊断

为线粒体肌病、脑肌病或脑白质病等。而基于有创活

检的线粒体酶学或线粒体形态学评估一度被认为是

线粒体病诊断的金标准,但活检存在较高的假阴性率

与假阳性率,例如经基因检测确诊的儿童线粒体病

中,其肌肉活检线粒体功能缺陷的阳性率一度只有

60%[17]。反之,在一些非线粒体病患者中发现26%
的患者存在线粒体功能异常,提示有创肌肉活检尚存

在较高的假阳性率[58]。而二代测序方法虽然可以实

现高通量大规模的基因筛查,但其同样存在诊断率不

高且耗时长等缺点。目前的诊断模式———临床初

诊+基因检测+有创活检,只能确诊约50%的线粒体

病患者,未能被确诊的仍只能归类在临床高度疑似线

粒体病之列。因此,开发无创、高效的线粒体病诊断

标志物具有深远的临床意义。研究发现,线粒体病患

者的尿液和血液中存在与健康人截然不同的代谢特

征,并且一些代谢特征的改变可用于提示线粒体病的

进展和严重程度[27-28]。因而,除检测经典的生物标志

物乳酸和丙酮酸外,充分关注线粒体病患者的代谢特

征,寻找更具特异性的标志物,有可能改变目前的诊

断模式。这 将 使 患 者 免 除 有 创 活 检 的 痛 苦,减 轻

WES的负担,缩短线粒体病临床检验诊断的时间,并
进一步提升临床检验诊断与干预治疗的时效性。
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