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携带线粒体tRNAMet4435A>G突变的原发性高血压

家系的线粒体功能研究
黄慧敏1,2   管敏鑫1,2*

(1温州医科大学检验医学院, 生命科学学院, 温州 325035; 
2温州医科大学Attardi线粒体生物医学研究院, 温州 325035)

摘要      该研究通过构建携带突变的永生化淋巴细胞系, 探讨线粒体tRNAMet4435A>G突变(以
下简称为m.4435A>G)对原发性高血压线粒体功能的影响。首先, 提取携带m.4435A>G家系中的静

脉血中的淋巴细胞, 建立为永生化类淋巴细胞并设为突变组, 同时选取与家系相同G2a1单体型的

正常永生化淋巴细胞为对照组; 其次, 对两组细胞进行tRNA稳态水平分析、tRNA氨基酰化分析、

Western blot分析、ATP水平检测和线粒体膜电位等实验反映细胞线粒体功能状态。tRNA稳态水

平结果显示, 经tRNALys、 tRNALeu(UUR)、 tRNAAla 和 tRNASer(UCN)标准化后, 突变组tRNAMet平均水平分

别为对照组平均水平的57.3%(P=0.012)、62.1%(P=0.006)、53.9%(P=0.021)和50.2%(P=0.037); 此
外, 突变组平均tRNA氨基酰化水平为对照组的70%(P=0.023)。异常的tRNAMet代谢会导致线粒体

tRNA编码的多肽减少, 根据Western blot结果, 突变样本的MT-CO2(以下简称CO2)、 ATP6和ND3为
对照样本的88.20%、 57.43%和53.92%, 并具有统计学差异。此外, m.4435A>G突变会造成细胞氧化

呼吸链损伤, 造成细胞线粒体ATP和膜电位水平的降低。结合ATP水平检测结果, 突变组ATP水平

平均为对照组的71.5% (P<0.001); 并且细胞线粒体膜电位水平显示, 突变组平均线粒体膜电位水平

相比对照组降低38.5%(P<0.001)。m.4435A>G引起tRNAMet稳态水平降低, tRNAMet氨基酰化水平降

低, 导致线粒体翻译缺陷, ATP水平降低, 膜电位水平降低, 这表明, m.4435A>G突变影响了tRNA的

结构和功能, 从而改变了线粒体功能。
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A Study of Mitochondrial Function in An Essential Hypertension Family 
Carrying Mitochondrial tRNAMet4435A>G Mutation
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Abstract       In this study, we explore the effects of tRNAMet4435A>G mutation on the mitochondrial function 
in patients with essential hypertention. First, lymphocytes extracted from venous blood of an essential hypertention 
family carrying tRNAMet4435A>G mutation were translated into immortalized lymphocytes, and established as the 中
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mutant group. Meanwhile, normal immortalized lymphocytes with the same G2a1 haplotype were selected as the 
control group. Second, the steady-state level analysis of tRNAs, aminoacylation analysis of tRNAs, Western blot 
analysis, mitochondrial ATP level detection and the level of membrane potential were performed to reflect the func-
tional of mitochondria. We investigated that cell lines carrying the tRNAMet4435A>G mutation exhibited significant-
ly decreased steady-state level of tRNAMet (P<0.05) and aminoacylation of tRNAMet (P=0.023) as compared with 
control group. The aberrant tRNAMet metabolism resulted in decrease of mitochondrial polypeptides in the mutant 
group. And according to the results of Western blot, the level of CO2, ATP6 and ND3 in mutant group decreased 
11.80%, 42.70% and 46.08% respectively when compared with control group. Furthermore, the m.4435A>G muta-
tion caused respiratory deficiency, markedly diminished mitochondrial ATP levels and membrane potential. And 
combined with these two experiments, cell lines with tRNAMet4435A>G mutation did decrease 28.50% (P<0.001) 
mitochondrial ATP level and drop 38.50% (P<0.001) level of membrane potential. Thus, tRNAMet4435A>G muta-
tion caused the decrease of steady-state level of tRNAMet, aminoacylation of tRNAMet, mitochondrial translation 
defect, mitochondrial ATP level and membrane potential. These showed tRNAMet4435A>G mutation affected the 
structure and function of tRNA, thus changing the function of mitochondria.

Keywords        essential hypertention; mitochondrial tRNAMet gene; dysfunction; mutation

心血管疾病的主要影响器官是心脏和血管, 据
估计到2025年全球近三分之一人口将患高血压[1-4]。

高血压分为原发性高血压和继发性高血压, 其中

患病人群中有95%为原发性高血压[5]。原发性高

血压由生理、遗传、环境和饮食等多种因素相互

作用, 病因复杂。有报道发现, 高血压患者比健康

人群携带更高比率的线粒体tRNA突变, 突变会对

tRNA前体的加工、核苷酸修饰和氨酰化等过程产

生影响, 因此推测线粒体tRNA突变与原发性高血

压相关[6-13]。在4个无遗传相关性的母系遗传高血

压家系中均发现tRNAMet4435A>G突变(以下简称为

m.4435A>G), 说明建立m.4435A>G突变与高血压

之间的联系及其因果关系十分有必要。本研究对

长期收集的原发性高血压样本进行全序列突变筛

查后发现了1例携带m.4435A>G突变的原发性高血

压家系, 随后对家系进行临床评估和分子遗传学分

析, 通过tRNA稳态水平分析、tRNA氨基酰化分析、

Western blot印记杂交、ATP水平检测和线粒体膜电

位等实验探究m.4435A>G突变与高血压之间的相

关性。

1   对象和方法
1.1   对象 

本研究通过淋巴细胞永生化技术构建携带

m.4435A>G突变细胞株(II-3和II-6)和相同G2a1单体

型的正常细胞株(C17和C32), 分别设为突变组和对

照组。根据温州医科大学研究所评审委员会批准的

方案, 获得所有试验者的血液样本及知情同意书。

1.2   方法

1.2.1   永生化淋巴细胞系建立      将从B95-8细胞中

提取的EB病毒诱导人外周血淋巴细胞来建立永生

化淋巴细胞系, 使其成为能连续分裂永久保存的类

淋巴母细胞, 从而实现长期在体外研究细胞线粒体

功能和分子遗传机制。所有的细胞均采用10%胎牛

血清的RPMI-1640, 置于37 °C、5% CO2及饱和湿度

的恒温培养箱中进行培养。

1.2.2   线粒体基因组全序列分析      从外周血或永生

化淋巴细胞中分离试验者的基因组DNA, 用24对重

叠引物对试验者整个线粒体基因组进行特异性PCR
扩增, 对产物进行纯化后送至测序公司, 并将得到的

结果与修订的剑桥标准序列比对[14], 利用Codoncode 
Aligner进行突变筛查。m.4435发生A>G突变后产生

的ATGCC回文结构可被限制性内切酶N1a III识别, 
参照人类线粒体全基因组序列 (NC_012920.1)利用

Primer Premier 5.0在4435位点前后208 bp和30 bp处设

计上、下游引物4435F和4435R(表1), 分别以突变组

和对照组细胞DNA为模版进行特异性扩增包含4435
位点的序列, 随后用限制性内切酶N1a III对上述PCR
产物进行酶切消化, 并进行电泳检测。

1.2.3   tRNA稳态水平检测      提取线粒体RNA以避

免核基因编码的RNA的影响。将线粒体总RNA在

65 °C中加热10 min, 在含有7 mol/L尿素的10%聚丙
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烯酰胺凝胶中电泳, 缓冲液为1× TBE, 然后由凝胶

转至尼龙膜上与地高辛标记的tRNAMet、tRNALys、

tRNALeu(UUR)、 tRNAAla和tRNASer(UCN)在杂交炉中进行

杂交, 探针序列信息见表2。 
1.2.4   tRNA氨基酰化水平检测      变性的线粒体总

RNA在含有3 mol/L NaAc(pH5.0)的7 mol/L尿素/10%
聚丙烯酰胺凝胶中电泳 , 0.1 mol/L NaAc(pH=5.0)
为缓冲液 ,  凝胶转至尼龙膜后与地高辛标记的

tRNAMet、tRNALys和tRNAThr在杂交炉中进行杂交, 探
针序列信息见表2。 
1.2.5   蛋白质水平检测      将变性的蛋白质在十二

烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶中电泳, 随后, 将蛋白质

转移至PVDF膜上并用5%脱脂奶粉封闭。使用的一

抗包括兔抗ND3、鼠抗MT-CO2(以下简称CO2)、兔

抗ATP6、兔抗ATP8和TOM20, 二抗为辣根过氧化物

酶标记山羊抗小鼠IgG(H+L)和辣根过氧化物酶标记

山羊抗兔IgG(H+L)。应用ECL系统检测蛋白质信号。 
1.2.6   ATP水平检测      每个细胞系取1×104个细胞, 
葡萄糖组的细胞在ATP标准反应液中加1 mol/L的葡

萄糖, 2-脱氧-D-葡萄糖组的细胞在ATP标准反应液中

加500 mmol/L的2-脱氧-D-葡萄糖和500 mmol/L的丙

酮酸钠, 两组裂解细胞后与荧光素/荧光素酶试剂一

起同时孵育, 使用SpectraMax M5微孔板光度计测量。

1.2.7   线粒体膜电位检测      应用JC-10荧光染料

(Abcam)并结合流式细胞术检测细胞线粒体膜电位

水平。将1×106个细胞接种在6孔板中, 加入JC-10染
料在5% CO2、37 °C条件下孵育30 min。阳性对照

在染色前需进行预处理: 在5% CO2、37 °C条件下, 
将阳性组细胞用10 µmol/L解偶联剂羰基氰化3-氯苯

(CCCP)孵育30 min。应用BD-Accuri-C6流式细胞仪

测定Ex/Em为490/590 nm和490/530 nm的荧光强度

比(FL590/FL530)表示细胞的线粒体膜电位水平。

1.3   致病性评分

根据YARHAM团队[15]2011年更新的致病性线

粒体tRNA突变评分系统标准对tRNAMet4435A>G突

变的致病性做出判断。

1.4   统计学处理方法

实验数据均采用统计学软件SPSS 17.0进行数

据分析, P<0.05表示差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   家系分析和临床评估

图1为携带m.4435A>G突变的家系图, 具有母

系遗传的特性。对所有成员进行临床检查后(表3)均
未发现其他疾病, 排除为继发性高血压的可能。此

家系3代18名, 母系成员8人, 其中患原发性高血压6
人, 患病率为75%。其中先证者(II-3)发病年龄为54
岁, 血压为190/100 mmHg。
2.2   线粒体基因组突变分析

对研究样本进行线粒体全基因组的扩增、测

表1   m. 4435A>G突变的酶切引物参数

Table 1   Restriction endonuclease digestion primer parameters of m.4435A>G
引物名称

Name
引物序列(5ʹ→3ʹ)
Sequence of primer (5ʹ→3ʹ)

引物长度/bp
Length /bp

待扩增片段位置

Position to be amplified fragment   

4435F
4435R

CCC ATT ACA ATC CAG CAT
CGG GAA GGG TAT AAC CAA C

18
19

4226-4466

表2   DIG 标记的tRNA探针

Table 2   tRNA probes with DIG labled
探针名称

Name of the probe
核苷酸序列(5ʹ→3ʹ)
Nucleotide sequence (5ʹ→3ʹ)

tRNAMet TAG TAC GGG AAG GGT TAT ACC

tRNALys TCA CTG TAA AGA GGT GTT GGT TCT CTT AAT CTT

tRNALeu(UUR) TGT TAA GAA GAG GAA TTG AAC CTC TGA CTG TAA

tRNAAla GCA TCA ACT GAA CGC AAA TCA GCC ACT TTA ATT

tRNASer(UCN) CAA GCC AAC CCC ATG GCC TC

tRNALys TCA CTG TAA AGA GGT GTT GGT TCT CTT AAT CTT

tRNAThr CCT TGG AAA AAG GTT TTC ATC TCC
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序, 并将测序结果与标准剑桥参考序列比对。结果

显示, 突变组均携带m.4435A>G突变(图2A), 同时还

存在多个多态性位点(表4)。将上述突变位点进行

跨物种保守性分析, 发现m.4435位点高度保守, 保守

性为100%, 其余均为不保守的多态性位点; 单体型

分析为东亚线粒体单体型G2a1[16]。同时对照组为相

同单体型但不携带m.4435A>G突变的正常细胞株。

酶切结果显示, 突变组PCR产物可被切割为比例相

当的208 bp和30 bp两个片段; 而对照组不能被酶切

割, 产物仍为238 bp的片段(图2B)。证明突变组携带

m.4435A>G突变, 对照组不含突变。

2.3   线粒体tRNA稳态水平检测结果

为了检测 m.4435A>G对线粒体 tRNA Met稳

态水平的影响, 分别提取对照组和突变组线粒体

RNA, 应用Northern blot印记杂交电泳, 从氨基酸

酸碱性和tRNA所在重轻链角度考虑, 依次使其与

地高辛标记的tRNA探针进行杂交,分别以tRNALys、 
tRNALeu(UUR)、 tRNAAla和 tRNASer(UCN)为参考 , 对线

粒体 tRNAMet的总量进行标准化。如图 3A显示 , 
m.4435A>G突变组 (II-3和 II-6) tRNAMet的稳态水

平均明显低于对照组(C17和C32)。如图3B所示, 
经过 tRNALys、 tRNALeu(UUR)、 tRNAAla和 tRNASer(UCN)

标准化后, 突变组tRNAMet平均水平分别为对照组

平均水平的 57.3%(P=0.012)、62.1%(P=0.006)、
53.9%(P=0.021)和 50.2%(P=0.037)。而其余线粒

体 tRNA, 包括 tRNALys、 tRNALeu(UUR)、 tRNAAla和 
tRNASer(UCN)的稳态水平差异均无统计学意义。

2.4   线粒体tRNA氨基酰化水平检测结果

通过检测 t R N A 氨酰化水平进一步探究

m.4435A>G对线粒体tRNAMet结构及稳定性的影响。

在酸性条件下(pH5.0), 将线粒体RNA与地高辛标记

的tRNAMet、tRNAThr和tRNALys探针进行Northern杂交, 
计算氨酰化tRNA占总tRNA比值即可检测tRNA氨

酰化水平。结果如图4A所示, 上方的条带电泳速度

较慢, 为氨酰化的tRNA; 下方的条带电泳速度较快, 
为未氨酰化的tRNA。灰度分析结果如图4B显示, 突

受影响的个体用填充的符号表示; 箭头表示先证者; 斜线表示死亡。

Affected individuals are indicated by filled symbols; arrow denotes proband; slash indicates death.
图1   一例中国汉族原发性高血压家系图

Fig.1   The Chinese Han pedigree with essential hypertension

1 2

1 2 3 4 5 6 7 8

3 4 5 6 7 81 2

I

II

III

表3   一个携带 m.4435A>G突变的中国家系中部分成员的临床信息

Table 3   Summary of clinical data for some members in a Chinese family carrying m.4435A>G mutation

编号

Code
性别

Sex
检测年龄/岁
Age of test /year

发病年龄/岁
Age of test /year

血压/mmHg
blood pressure
/mmHg

血清总胆固醇/
mmol∙L–1

TC /mmol∙L–1

低密度脂蛋白/

mmol∙L–1

LDL /mmol∙L–1

血清肌酐/

mmol∙L–1

CR /umol∙L–1

II-3 M 60 54 190/100 5.22 3.24 64
II-5 M 58 — 135/88 3.25 2.18 52
II-6 F 56 46 150/96 4.30 1.45 58
II-8 F 53 43 150/100 5.68 2.97 55
III-4 M 35 — 138/97 2.87 2.32 49
III-8 M 36 35 155/99 5.59 3.15 87

TC表示血清总胆固醇; LDL表示低密度脂蛋白; CR表示血清肌酐。表中横线(—)表示发病年龄不详。

TC means serum total cholesterol; LDL means low density lipoprotein; CR meas serum creatinine. The horizontal line (—) in the table indicates that 
the age of onset is unknown.
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变组tRNAMet的氨酰化比例分别为对照组的76.2%至

63.8%, 平均为70.0%(P=0.023), 而tRNAThr和tRNALys

的氨酰化比例差异无统计学意义。

2.5   蛋白质水平检测结果

用Western blot检测线粒体编码的呼吸链复

合体的4个多肽的表达水平, 分别为属于复合体I
的ND3亚基、复合体IV的CO2亚基及复合体V的

ATP6和ATP8亚基[17-18]。以TOM20内参进行归一

化定量分析[19], 如图5结果所示, m.4435A>G细胞

中 CO2、ATP6和 ND3的平均水平分别为对照细

胞平均值的 88.20%(P=0.04)、57.43%(P=0.01)和
53.92%(P=0.03)。
2.6   ATP水平检测结果

为了进一步研究m.4435A>G是否会影响线粒

体氧化磷酸化的能力, 分别在以1 mol/L葡萄糖(设
为A组)、500 mmol/L 2-脱氧-D-葡萄糖(2-DG)和
500 mmol/L丙酮酸(设为B组)为碳源的培养基检测

突变组和对照组细胞ATP水平[20]。如图6结果显示, 
在A组中, 突变组与对照组细胞ATP水平无显著差

异; 在B组中, 细胞糖酵解产能被抑制, 细胞只能通

过线粒体产生ATP, 此时突变组平均ATP产量是对照

组的68%和75%, 平均值为71.5%(P<0.001)。
2.7   线粒体膜电位检测结果 

为了更深入地探究m.4435A>G突变对细胞功能

的影响, 使用JC-10荧光探针检测对照组和突变组线

粒体膜电位, 记录并计算对照组和突变组间的荧光

强度比FL590/FL530从而评估线粒体膜电位水平[20]。

实验结果如图7所示, 结合流式细胞图(图7A和图7B)
能直观地看到线粒体膜电位水平的变化。图7C显示, 
突变组两株细胞的膜电位分别为对照组的78.5%和

44.4%, 平均为61.5%(P<0.001); 而经解偶联剂CCCP
处理后(图7D), 突变组与对照组ATP产量无显著性

差异(P=0.290)。
2.8   致病性评分结果

根据评分系统标准, tRNAMet4435A>G突变的最

终评分为13(表5), 提示该突变可能会致病[15]。

3   讨论
该家系的临床资料、遗传和分子特征等证据表

明其具有母系遗传性原发性高血压的特点, 这提示, 
线粒体基因组在其中发挥作用。对先证者及家系所

有母系成员的线粒体基因组进行测序, 发现母系成

员均携带m.4435A>G突变。建立携带m.4435A>G突

变和相同G2a单体型不含突变的正常细胞永生化淋

巴细胞, 通过一系列实验研究m.4435A>G突变与原

发性高血压的相关性。

从二级结构图(图2C)得出, m.4435位点位于

tRNA反密码子环上第37位, 此部位核苷酸经常被修

饰, 如硫醇化和甲硫醇化修饰[21-22]。37位的修饰有

助于密码子识别的高保真度以及功能性tRNA的结

构形成和稳定水平[23]。此外, 该修饰通过增加密码

子–反义碱基的支持来稳定tRNA和mRNA之间的相

4435
Controls Mutants

Un-cut C17 C32 II-3 II-6

II-3

C17

252 bp
207 bp

45 bp

(A) (B) (C)

4435G

A

A
A

A
A

A
A

A

A A
A

A
A
24

27

AA

A

A A
A

A

G

G
G

G

G

G
G
G

G

GG

G
G

A
U

U

U
U

TΨC loop

Acceptor arm

DHU loop

Anticodon loop

U

U

Ψ

Ψ

U U

UU

U
U

UU

U

C
C

C

C
C

C
C

C
C

C
C
C

C
C

C

C CCC
C

A: 线粒体DNA4435位点的测序峰图; B: PCR-RFLP定量m.4435A>G突变; C: tRNAMet的二级结构。

A: the sequencing peak map of mitochondrial DNA 4435 site; B: quantification of the m.4435A>G mutation by PCR-RFLP; C: the secondary structure 
of tRNAMet.

图2   tRNAMet基因m.4435A>G突变的鉴定和定量

Fig.2   Identification and quantification of m.4435A>G mutation in the tRNAMet gene
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表4    II-3和C17的线粒体DNA全序分析

Table4    mtDNA variants of II-3 and C17

基因
Gene

位点
Position

碱基替换
Replacement 

保守性*
Conservation (H/B/M/X)* rCRS† II-3 C17 是否已报道‡

Previously reported ‡

D-loop       73 A to G A G G Y
    152 T to C T C Y
    263 A to G A G G Y
    310 T to TC T TC CTC Y
    316 G to GG G GG Y
    489 T to C T C C Y
16223 C to T C T T Y
16227 A to G A G Y
16272 A to G A G Y
16278 C to T C T Y
16319 G to A G A A Y
16362 T to C T C C Y
16519 T to C T C Y

12S rRNA
    709 G to A G/A/A/- G A A Y
    750 A to G A/A/A/- A G G Y
  1438 A to G A/A/A/G A G G Y

16S rRNA   2706 A to G A/G/A/A A G G Y
  3107 N to del N/T/T/T N del N del N Y

tRNAMet   4435 A to G A/A/A/A A G Y
ND2   4769 A to G M/M/M/I A G G Y

  4833 A to G (Thr to Ala) T/I/I/L A G G Y
  4973 T to C G/G/G/G T C Y
  5108 T to C T/S/A/S T C C Y

CO1   7028 C to T A/A/A/A C T T Y
CO2   7600 G to A G A Y

  8161 C to T Y/F/F/Y C T Y
  8200 T to C S/S/S/S T C Y

ATP6
  8701 A to G (Thr to Ala) T/L/S/Q A G G Y
  8826 A to T M/M/M/L A T Y
  8860 A to G (Thr to Ala) T/A/A/T A G G Y

CO3   9377 A to G W/W/W/W A G Y
  9540 T to C L/L/L/L T C C Y
  9575 G to A P/P/P/P G A Y
  9966 G to A (Val to Ile) V/V/V/V G A Y

ND3 10398 A to G (Thr to Ala) T/T/T/A A G G Y
10400 C to T T/T/T/A C T T Y

ND4 10873 T to C P/S/S/S T C C Y
11719 G to A G/G/G/G G A Y

ND5 12681 T to C N/N/N/S T C Y
12705 C to T I/L/L/T T T Y
13563 A to G L/L/L/L A G Y
14034 T to C I/I/T/M T C C Y

ND6 14569 G to A (Ser to Thr) S/S/S/A G A Y
CytB 15043 G to A G/G/G/G G A Y

15301 G to A L/L/L/L G A Y
15323 G to A (Ala to Thr) A/A/A/S G A A Y
15326 A to G (Thr to Ala) M/I/T/I A G G Y

*数据显示, 在人(H)、小鼠(M)、牛(B)和非洲爪蟾(X)中, 多肽或rRNA的核苷酸的氨基酸保守性。†rCRS表示修订的剑桥参考序列。‡在http//
www.mitomap.org and http://www.genpat.uu.se/mtDB/中获得更多信息。

*Data show the conservation of amino acid for polypeptides or nucleotide for rRNAs, in human (H), mouse (M), bovine (B), and Xenopus laevis (X). 
†rCRS indicates revised Cambridge reference sequence. ‡Check http//www.mitomap.org and http://www.genpat.uu.se/mtDB/ for more information.
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A: 将来自不同细胞系的2 µg总线粒体RNA通过变性聚丙烯酰胺凝胶进行电泳, 分别与5个地高辛标记的寡核苷酸探针进行电印迹和杂交; B: 
tRNA水平的量化, 以tRNALys、 tRNALeu(UUR)、 tRNAAla和tRNASer(UCN)为参考, 对线粒体tRNAMet的总量进行标准化, 即为对照组和突变组每个细胞的

平均相对tRNAMet含量。

A: 2 µg of total mitochondrial RNA from various cell lines were electrophoresed through a denaturing polyacrylamide gel, electroblotted and hybridized 
with five DIG-labeled oligonucleotide probes, respectively; B: quantification of tRNA levels. Average relative tRNAMet content per cell, was normalized 
to the average content per cell of  tRNALys, tRNALeu(UUR), tRNAAla and tRNASer(UCN) in the mutant and control cell lines. 

图3   线粒体tRNA稳态水平的Northern blot分析

Fig.3    Northern blot analysis of the steady-state levels of mitochondrial tRNAs

A: 在4 °C条件下, 将对照组和突变组纯化的2 µg总线粒体RNA在含有7 mol/L尿素的酸性(pH5.0) 10%聚丙烯酰胺凝胶中电泳, 电印迹后分别与

地高辛标记的寡核苷酸探针tRNAMet、tRNAThr和tRNALys进行杂交; B: 对照组和突变组tRNAMet的氨基酰化比例。

A: 2 µg of total mitochondrial RNA purified from control and mutant cell lines under acid conditions were electrophoresed in 10% polyacrylamide gel 
(pH5.0) containing 7 mol/L urea at 4 °C, and electroblotted as well as hybridized with DIG-labeled oligonucleotide probes for the tRNAMet, tRNAThr and 
tRNALys, respectively; B: aminoacylated proportions of tRNAMet in the mutants and controls.

图4   线粒体tRNA氨基酰化水平分析

Fig.4   Aminoacylation assays of mitochondrial tRNA
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互作用, 并使其位置的碱基不与内环上的碱基结合, 
从而维持反密码子环的结构。m.4435A>G突变可能

破坏A37的原始修饰, 从而改变了tRNAMet的结构和

稳定性, 导致tRNA代谢异常, 从而引起线粒体和细

胞的功能障碍。

对tRNA的稳态水平进行研究发现, 突变组

tRNAMet的稳态水平相对对照组平均下降44.1%, 通
常引起临床表型阈值为70%, 提示m.4435A>G突

变不能独立诱导临床表型[24-25]。此外, 突变组中

tRNAMet的氨基酰化效率比对照组平均值降低了

30%, tRNAMet的氨酰化效率降低导致tRNAMet代谢的

不稳定, 使其更容易降解, 从而加重tRNAMet代谢紊

乱。线粒体tRNA作为氨基酸转运分子, 确保了翻译

的准确性, 在合成线粒体电子传递链各个复合体蛋

白质中发挥着重要作用。在本研究中, 线粒体编码

产物CO2、ATP6和ND3含有不同比例的甲硫氨酸密

码子, 与对照组相比, 突变组中三种线粒体翻译产物

的平均水平分别下降了11.80%、42.57%和46.08%, 
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A: 将来自不同细胞系的25 µg线粒体蛋白通过变性聚丙烯酰胺凝胶进行电泳, 与4个多肽(线粒体DNA编码呼吸复合物的亚基)杂交, Tom20作为

内参对照; B: 对两个突变细胞系和两个对照细胞系中的CO2、ATP8、ATP6和ND3进行定量。

A: 25 µg mitochondrial proteins from various cell lines were electrophoresed through a denaturing polyacrylamide gel, electroblotted and hybridized 
with 4 polypeptides (mtDNA encoded subunits of respiratory complexes) and with Tom20 as a loading control; B: quantification of CO2, ATP8, ATP6 
and ND3 in two mutant cell lines and two control cell lines.

图5   Western blot分析线粒体蛋白水平

Fig.5   Western blot analysis of mitochondrial protein levels
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A: 总细胞ATP水平, 细胞在以1 mol/L葡萄糖为碳源的培养基中孵育后, 应用多功能酶标仪进行检测; B: 线粒体ATP水平, 细胞在以500 mmol/L 
2-DG和500 mmol/L丙酮酸为碳源的培养基中孵育后, 应用多功能酶标仪进行检测。

A: ATP level in total cells.Cells were incubated with 1 mol/L glucose and were detected by spectramax M5; B: ATP level in mitochondria.cells were 
incubated with 500 mmol/L 2-deoxy-d-glucose plus 500 mmol/L pyruvateand were detected by spectramax M5.

图6   线粒体ATP产生水平降低

Fig.6   Reduced level in mitochondrial ATP production
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提示线粒体tRNAMet稳态水平降低会导致线粒体翻

译功能的缺陷。线粒体tRNA和多肽代谢水平异常

会造成细胞氧化呼吸链损伤, 最终表现为细胞功能

异常[26-30]。为进一步明确m.4435A>G突变对细胞功

能的影响, 对突变组与对照组细胞的ATP水平、线

粒体膜电位进行检测。实验结果显示, 突变组线粒

体ATP产量较对照组降低28.50%, 且线粒体膜电位

水平相比对照组降低38.50%, 正常的线粒体膜电

位是维持线粒体氧化磷酸化产能的先决条件, 表明

m.4435A>G突变影响线粒体氧化磷酸化能力。

综上所述, 线粒体4435A>G突变改变了线粒体

tRNAMet的结构和功能, 影响了线粒体tRNAMet的代

谢和线粒体翻译功能以及氧化磷酸化能力与原发性

高血压的发生具有相关性, 然而在该家系母系成员

中表现出原发性高血压的不完全患病率, 表明该突

变并不足以独立产生临床表型, 其他的因素如核基

因修饰、表观遗传学、环境因素及生活习惯等可能

参与了原发性高血压的发生和发展。
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A: 无10 µmol/L CCCP处理, C17和II-6细胞株的代表性流式细胞仪图像; B: 10 µmol/L CCCP处理, C17和II-6细胞株的代表性流式细胞仪图像; C: 无
10 µmol/L CCCP处理, 两组线粒体膜电位水平; D: 10 µmol/L CCCP处理, 两组线粒体膜电位水平。使用JC-10荧光染料对突变组和对照组样本进行

染色后, 应用BD-Accuri-C6流式细胞仪测定Ex/Em=490/590 nm和490/530 nm的荧光强度比(FL590/FL530)表示每个样本的线粒体膜电位水平。

A: represented flow cytometry images of cell lines C17 and II-6 without 10 µmol/L CCCP ; B: represented flow cytometry images of cell lines C17 
and II-6 with 10 µmol/L CCCP; C : the level of mitochondrial membrane potential without 10 µmol/L CCCP; D: the level of mitochondrial membrane 
potential with 10 µmol/L CCCP. The mitochondrial membrane potential in mutant and control groups were analyzed by BD-Accuri-C6 flow cytometer 
using a fluorescence probe JC-10 assay. The ratio of fluorescence intensities Ex/Em=490/590 nm and 490/530 nm were record to delineate the level of 
mitochondrial membrane potential of each sample.

图7   线粒体膜电位降低

Fig.7   Reduced level in mitochondrial membrane potential
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表5  m.4435A>G突变致病评分系统

Table 5  The Pathogenicity Scoring System of m.4435A>G mutation
核苷酸改变

Nucleotide change
                 得分

Score
总分分类

Classification of total score
More than one independent report Yes (2)   2 (1)≤6points—neutral polymorphisms

(2)7–10 points—possibly pathogenic
(3)11–13 points (not including evidence 
from singlefiber, steady-state level, or trans-
mitochondrial cybrid studies)—probably 
pathogenic
(4)≥11 points (including evidence from 
single fiber, steady-state level or trans-
mitochondrial cybrid studies)—definitely 
pathogenic

No (0)
Evolutionary conservation of the base or base-pair One change (2)   2

Two changes (1)
Multiple  changes (0)

Variant heteroplasmy Yes (2)   0
No (0)

Segregation of the mutation with disease Yes (2)   2
No (0)

Histochemical evidence of mitochondrial disease Strong evidence (2)   0
Weak evidence (1)
No evidence (0)

Biochemical defect in complexes I, III, or IV Yes (2)   2
No (0)

Evidence of mutation segregation with biochemical 
defect from single-fiber studies 

Yes (3)   0
No (0)

Mutant mt-tRNA steady-state level studies or evi-
dence of pathogenicity in trans-mitochondrial cybrid 
studies 

Yes (5)
No (0)

  5

Total score 13
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