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Lebe，氏病是一种典型的母系遗传病，表现为急性、亚急性视神经萎缩，Wallace于1988年首次证

实了此病患者中存在mtDNA的特异性改变— Wallace突变。我们研究了8个独立来源的中国汉族

人 Leber氏病患者，其中在 4个患者中找到了 mtDNA的 Wallace突变，支持了 Wallac。关于 Leber

氏病发病机理的假说。
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Leber氏遗传性视神经网膜病 （Leber's

Hereditary Optic Neuror pathy, LHON）由

Leber医生于1971年首次报道‘11，也称 Leber

氏病。我国统计的发病率仅为0.1/万，明显低

于国外，本病在青春期发病，表现为急性、亚急

性视力减退，半年后病情稳定，全盲者少见。眼

底检查刊见视神经退行性变。此病除视觉障碍

外，还常伴有神经系统及心血管系统其它症状。

至今尚未发现一个男性患者可将此病传给后

代，该病均是通过女性向后代传递的，为典型的

母系遗传，提示本病为细胞质遗传，但一直未找

到可靠的依据〔3,71。近年来，随着分子遗传学的

发展，Wallace于1988年首次在LHON患者

中发现了特异的 mtDNA第11778位碱基突

变11 DI0 以后 Vilkki和 Norby等进一步证实

了 Wallace的发现L6,91。 关于中国汉族人

LHON的分子遗传学研究至今未见报道。 我

门研究了8个独立来源的汉族人 LHON患

者，其中在4个患者中找到了“Wallace突变”。

从而支持了 Wallace关于 LHON 发病的

mtDNA突变假说，表明 LHON发病机理无

沐一巾族特异性。

材 料 和 方 法

（一）材料

LHON 家系患者的外周血由福建医学院

眼科童绎教授提供；限制酶Sfa NI从医科院基

础所购得；同位素 a--'2P-dATP为英国 Ame-

rsham 公司产品；人正常肝组织取自引产胎儿

肝脏。

（二）方法

1. mtDNA提取及纯化

(1)线粒体粗制品制备 将人肝组织20

g剪碎成糜，15000-20000rpm匀浆10秒，共

三次，经 GTE(50mmol/L葡萄糖，25mmol/L

Tris-HCI, 10mmo1/L EDTA)稀释后，1000g

离心10分钟，取上清10000g离心10分钟，再

用5m1 GTE溶解沉淀。

(2)碱变性法提1U mtDNÀ 上述浅

Zhang Zhiping et al.: Wallace Mutation Asso-
ciateo With Leber's Hereditary Optic Neuropai.hy

．国家自然科学基金资助的课题。

1）福建医学院眼科教研室,350004,
本文于 1990年 12月 12日收到。
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粒体粗制品加10ml NS(0.2mol/L NaOH, 1 %
SDS)混匀，冰浴10分钟，再加5mol/L KAC

摇匀，冰浴10分钟，l0000g离心，上清经饱和

酚及酚：氯仿提取，异丙醇沉淀 m tDNA,

(3) mtDNA的纯化 mtDNA经 Bags

HI酶解后，琼脂糖凝胶电泳，用透析袋电泳洗

脱法回收纯化的 mtDNA，以作制备 mtDNA

探针用。

2．分子杂交

用 ACD抗凝的外周血经 NH,C1破红细

胞膜后，用酚：氯仿提取DNA（内含mtDNA) I

用限制酶 Sfa NI酶解，按1FsgDNA／孔加样，

1.5-2.0多琼脂糖凝胶电泳，转移至硝酸纤维

素尼龙膜 （Z-Probe）上，与经同位素 a-.UP-

dATP通过缺口平移法标记的 mtDNA杂交，

洗膜采用65cC磷酸系统121, -70℃放射自显

影二天。

P6 P7 P8 N3

图2 SfaNl/mtDNA杂交结果N,为正常对照，
护6一PS为患者

结 果

经 SfaNI酶解的各患者外周血 DNA（含

mtDNA )，经与 mtDNA探针分子杂交后，患

者Pi, Pa, Ps, Ps均出现一条1594bp的杂交带，

而正常人和其它几位患者 （N,悦、N，和P,,

Pa. P7. P8）均出现915bp和67 9bp两条带 （见

图1和图2)。这说明，Pi, P3, Ps, P。这4位患

者的 mtDNA中的正常 Sfa Nl识别位点发生

了突变，使 Sfa NI不能识别和切割，从而产生

了由915bp和67 9bp融合而成的1594bp带。

另外P，缺失996bp的杂交带，而出现了422bp

和573bp两条带，这很可能是由于 mtDNA的

4247位发生了 T-C突变，从而产生新的

SfaNI识别位点所致。 用 Hae III, Hin fl,

Msp 1, Dde I和 Ava 11酶解，在 LHON患者

中均未见特异的多态片段。

一 I594bp

一996bp

一 9156p

一679bp

一 573bp

图1 S,=aNl/mil.)NA杂交结果 N,N,为正常对照，

P,-P,为患者

讨 论

人 mtDNA为16596bp的环状 DNA分

子〔，，〕，编码2个 rRNA, 22个 tRNA和与细胞

氧化磷酸化有关的13条多肤链，即：NADH脱

氢酶的7个亚单位 （ND 1, NL2, ND3, ND4,
ND4L, ND5, ND6)、细胞色素b、细胞色素

c的I, 11 , 111亚单位和 ATP合成酶的第 6,

第S亚单位。 mtDNA的基因产物与细胞氧

化磷酸化供能有关。 mtDNA的突变必将影

响细胞的氧化磷酸化过程。细饱里的 。tDNA

以多拷贝的形式存在。因而，可以想象，mtDNA
突变呈现的症状并非象核基因突变那么典型，

是否发病或发病的轻重程度可能与突变的

mtDNA所占的百分比有关。也就是说，突变

1594bp"

915bp-

679bp
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的 mt()NA必须达到或超过某一 “阑值”才能

发病，这一点与线粒体肌病的研究结果相吻

台i4]。一般认为，LHON 患者外周血 mtDNA

中绝大多玫为突变的 mtDNA，用普通的 So-

uthern杂交法很难发现杂合性，这与我们所得

的结果完全一致，只有采用 PCR法扩增后，才

能清楚地测得 mtDNA的杂合性[5]0

Wallace在白种人和黑人中发现，起码有

50多的 LHON患者，其 mtDNA的11778位

存在着 G-A突变，从而导致 mtDNA的

ND4基因所编码的第340位精氨酸密码子突

变成组氨酸密码子。虽然这两种氨基酸均为碱

性氨基酸，但这一位点上的精氨酸在不同种生

物中是相当保守的，可能该位点上的精氨酸对

维持 ND4的正常功能非常重要。 LHON 患

者中的突变，可能改变了 ND4的空间构塑及

局部带电性，使 NADH 脱氢酶活性下降。 我

们研究了8个中国汉族人 LHON 患者，发现

其中4个存在 Wallace突变，说明Wallace突

变不仅存在于白种人和黑人，也存在于黄种人。

LHON患者的 Wallace突变无种族特异性。

Wallace突变可对 50％ 的 LHON 患者

给予满意的解释。 那些无 “Wallace突变”的

患者，可能同样存在着 mtDNA的改变，只不

过突变位点不同而已。 mtDNA编码13条与

细胞氧化磷酸化有关的多肤链，其突变可能会

影响呼吸链的功能。 如 Vilkki发现的 ND5

基因的 13637位 A一 G或T的突变，ND2基

因的 4633位 C一 G的突变。对 LHON的研

究不应局限于用限制酶来寻找 mtDNA 突变。

最好能将患者的 mtDNA进行全序列分析，以

寻找 Wallace突变以外的其它突变，并结合对

线粒体内与呼吸链有关的各种成分的生化分

析，从基因水平一蛋白质水平”细胞水平来ICJ

明 LHON的发病机理。

目前对 LHON的发病机制从分子遗传学

角度有一定的认识，但作为一种线粒体病研究

的模型还很不够，许多现象还得不到合理的解

释，如 LHON 患者的 Wallace突变是如何产

生的？在细胞里成百上千个 mtDNA 分子中，

突变的 mtDNA是如何保存、发展并占优势

的？是否存在某种诱发因素等等，因而还需对

该病深人研究，用以进一步阐明 mtDNA突变

在母系遗传病中的作用，开创线粒体病研究的

新领域。
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