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◇临床医学研究◇

线粒体 DNA D- loop区单核苷酸多态性
及拷贝数与皮肌炎发病风险关系
檀紫瑞1，张晶晶2，贾园园2，彭晨星3，赵宇飞2

( 河北医科大学第四医院1 胸外科、2 风湿免疫科，石家庄 050011;
3 河北医科大学第二医院风湿免疫科，石家庄 050000)

摘要 目的 探究线粒体 DNA( mtDNA) 的 D-loop区单核苷酸多态性( SNPs) 和 mtDNA 拷贝数与皮肌炎( DM) 发病风险的关
系及其影响因素。方法 收录 74 例 DM患者和 92 例健康受试者，从外周血液中提取基因组 DNA，利用 PCＲ技术将 mtDNA的
D-loop区目的片段进行扩增，对产物进行测序; 应用高灵敏度活性氧( ＲOS) 检测套件，测定血清 ＲOS水平; 采用流式免疫荧光
微球技术测定细胞因子白细胞介素( IL) -5、IL-13、干扰素( IFN) -γ、IL-2、IL-6、IL-10、肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 、IL-4 表达水平，
使用 Wilcoxon秩和检验评估细胞因子与 DM风险相关 SNPs的潜在相关性; 进行实时荧光定量聚合酶链反应( qPCＲ) 分析，测
量 mtDNA的相对拷贝数。结果 DM患者组存在 2 个与其发病风险有关的多态性变异位点( 16304T /C、16519T /C) ，线粒体
D-loop区的等位基因 16304C ( χ2 = 4. 937，P = 0. 026) 和 16519C( χ2 = 4. 405，P = 0. 036) 与 DM 患者发病风险有关; DM 风险相
关等位基因 16304C与 IL-4 低表达相关( P = 0. 016) 。DM患者中的 mtDNA拷贝数高于对照组( P ＜ 0. 001) 。结论 线粒体 D-
loop区 SNPs可能是 DM风险的潜在生物标志物，SNPs可能通过影响细胞因子参与 DM的发生。DM的 mtDNA拷贝数呈现高
表达，mtDNA拷贝数的增加可能会导致线粒体功能障碍，从而引发 DM的发病。
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皮肌炎( dermatomyositis，DM) 是一种非化脓性
炎症病变，主要累及横纹肌，可伴有或不伴有多种皮

肤损害。已有证据提示 DM的发生涉及以Ⅰ型干扰
素( interferon，IFN) 通路及以 T、B 淋巴细胞为主的
免疫和以内质网应激、线粒体损伤等为主的非免疫
因素共同参与［1 － 2］。
线粒体 DNA ( mitochondrial DNA，mtDNA) 是由

16 569 碱基对组成的双链环状 DNA，D-loop 区位于
mtDNA 的非编码区，该区域的突变会调节 mtDNA
的表达、线粒体功能氧化磷酸化和 ATP 的产生［3］。
mtDNA拷贝数的水平与氧化应激直接相关［4］，其被
视为反映线粒体功能紊乱的生物标记指标。活性氧
( reactive oxygen species，ＲOS) 通过介导线粒体功能
障碍、激活肌肉分解代谢和自噬途径，在 DM的骨骼
肌损伤中起着关键作用［5］。细胞因子通过其促炎、

抗炎以及直接影响肌肉在 DM的发展中发挥重要作
用［6］。课题组先前已经证实在特发性炎性肌病( id-
iopathic inflammatory myopathies，IIM) 中 D-loop 区单
核苷酸多态性 ( single nucleotide polymorphisms，
SNPs) 以及 mtDNA拷贝数的风险预测价值，该研究
拟探究 D-loop 区 SNPs 是否可作为 DM 的风险预测
标志物［7］，并进一步测定 ＲOS 及细胞因子水平，探
究 SNPs对 DM作用的潜在机制。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选取 2021 年 11 月—2022 年 1 月，
于河北医科大学第二医院、河北医科大学第四医院
风湿免疫科就诊的 74 例 DM患者为实验组，入选患
者符合 Bohan /Peter建议的 1975 年 PM /DM 诊断标
准［8 － 9］。排除标准: ① 年龄在 ＜ 16 岁及 ＞ 75 岁的
患者; ② 妊娠、哺乳期的妇女; ③ 患有先天性心脏
病、肿瘤、甲状腺疾病、慢性肾病或阿尔茨海默病者。
另选取同期在河北医科大学第二医院、河北医科大
学第四医院体检的 92 例正常人群作为对照组。
1． 2 标本采集 经实验组和对照组受试者知情同
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意后，抽取 3 ml外周静脉血样，置于促凝管内，离心
采集上层血清和包括白细胞在内的下层血凝块，立

即转入 － 20 ℃的冷藏室内恒温保存，并经河北医科
大学第二医院( 编号: 2021-Ｒ490 ) 和河北医科大学
第四医院( 编号: 2021KY179) 伦理委员会批准。
1． 3 方法
1． 3． 1 mtDNA 提取、PCＲ 扩增及基因测序 采用
血凝块基因组 DNA提取试剂盒［天根生化科技( 北
京) 有限公司］提取 DNA 后置于 － 80 ℃恒温保存。
经定量鉴定合格后的 DNA，利用聚合酶链反应
( PCＲ) 扩增目的片段，上游引物为: 5'-CCCCATGCT-
TACAAGCAAGT-3'，下游引物为: 5'-GCTTTGAG-
GAGGTAAGCTAC-3'。扩增目的片段长度为 982
bp。采用美国 Thermo公司的绿色体系预混试剂盒，
反应体系为 25 μl，DreamTaq Green Master Mix ( 2 )
12. 5 μl，上下游引物各 1 μl，基因组 DNA 1 μl，9. 5
μl无酶水。PCＲ的反应条件是: 95 ℃预变性 2 min，
95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，总
循环 38 次，最后 72 ℃延伸 5 min。PCＲ扩增产物经
琼脂糖凝胶纯化后，采用 BigDye Terminator v1. 1 Cy-
cle Sequencing Kit 循环测序反应试剂盒进行 DNA
测序。同一标本采用双向、重复测序。
登录网站( https: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /ge-

nome / ) ，搜索 Homo sapiens mitochondrion 下载标准
人类 mtDNA序列。利用 DNAMAN测序分析软件将
DM患者及正常人外周血 mtDNA 的 D-loop 区序列
分别与基因库标准人类 mtDNA 的 D-loop 区序列进
行对比，发现变异后，使用 Chromas 软件查看测序
图，证实变异确实存在。当 DM 患者外周血 mtDNA
D-loop区核苷酸序列与标准序列不符时，认为其为
多态性。
1． 3． 2 ＲOS 测定 使用 BBOXiProbe Ⓡ血清 ＲOS
检测试剂盒( 上海 BestBio Technology 公司产品) 测
定 DM患者血清 ＲOS水平。在避光 96 孔板中加入
100 μl血清、10 μl O12 探针，用移液器吹打，使之充
分混合。37 ℃恒温箱避光孵育 30 min。置于酶标
仪中，检测荧光强度时激发波长为 488 nm，发射波
长为 530 nm。
1． 3． 3 细胞因子测定 流式免疫荧光微球技术用
于细胞因子的测定。按 Multi-Analyte Flow Assay Kit
试剂盒说明书检测 DM患者的白细胞介素( interleu-
kin，IL) -5、IL-13、IFN-γ、IL-2、IL-6、IL-10、肿瘤坏死
因子-α ( tumor necrosis factor-α，TNF-α ) 、IL-4 的水
平。使用流式细胞仪定量分析待检物质特异性微珠

区域 PE 荧光信号，使用 BioLegend 的 LEGENDplex
V8. 0 数据分析软件( 美国圣迭戈 BioLegend 公司产
品) 生成标准曲线并确定特异性分析物的浓度。
1． 3． 4 mtDNA拷贝数测定 选取线粒体基因烟酰
胺腺嘌呤二核苷酸( NADH) 脱氢酶 1 ( ND1) 以核基
因人 β-血红蛋白( HGB) 基因 2 对引物对同一个研
究对象血液标本进行实时荧光定量聚合酶链反应

( quantitative real-time polymerase chain reaction，
qPCＲ) 检测，并以核 DNA 为基准对 mtDNA 拷贝数
进行相对定量。引物如下: HGB，( forward) 5'-GTG-
CACCTGACTCCTGAGGAGA-3'，( reverse ) 5'-CCTT-
GATACCAACCTGCCCAG-3'; ND1，( forward) 5'-CC-
CTAAAACCCGCCACATCT-3'，( reverse ) 5'-GAGCG-
ATGGTGAGAGCTAAGGT-3'。
本实验采用 30 ng 基因组 DNA 与 3 μl qPCＲ

SYBＲ Green Mix( 5) ，加入 1 μl正向和反向引物，使
最终体积为 15 μl。使用实时荧光定量 PCＲ仪进行
扩增，HGB和 ND1 具体反应条件为: 95 ℃、10 min，
( 95 ℃、15 s，60 ℃、1 min) 40 个循环。将配制的产
物进行 qPCＲ，使用 Applied Biosystems 7500 实时荧
光定量 PCＲ 仪进行分析以测量相对 mtDNA 拷贝
数。每个样本设 2 个复孔。将固定的 DNA 样本放
在托盘的相同位置作为参考。每个标本中 mtDNA
的拷贝数是用 2 － ΔΔCT相对表达公式( ΔCT = CT ND1 －
CT HGB ) 。通过计算 ND1 基因的平均 CT 值与 HGB
基因的平均 CT 值之差来确定 ΔCT。样本 ΔCT 和参

考 ΔCT 之间的差异得出了 ΔΔCT 的值。
1． 4 统计学处理 使用 SPSS 19. 0 软件进行统计
分析，预先使用 PASS 15. 0 进行样本量估算，本研究
探究两组人群与等位基因表达的关联，欲探究出中

等程度效应量大小的关联，当 χ2 检验自由度为 1
时，总样本量为 117 人可以实现 90%检验效能。采
用 t检验对 DM 组和对照组的年龄进行比较，采用
χ2 检验对 DM 组和对照组的性别进行比较。采用
χ2 检验对 DM 组的 D-loop 区变异和对照组进行比
较。对于计数资料，首先进行正态测试，对于符合正
态的数据则采用 t 检验，若不符合则采用 Wilcoxon
秩和检验。P ＜ 0. 05 为差异有统计意义。

2 结果

2． 1 研究对象的一般特征 将 DM 患者与对照组
的年龄和性别进行比较，结果显示，两组患者的年龄

( t = － 1. 102，P = 0. 273 ) 和性别( χ2 = 0. 311，P =
0. 577) 之间的差异无统计学意义，说明 DM 组和对
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照组具有均衡的可比性。本研究统计了 74 例皮肌
炎组患者的临床特征包括肌痛( 28 例) 、肌无力( 42
例) 、向阳疹( 47 例) 、Gottron征( 39 例) 、披肩征及 V
字征( 39 例) 、间质性肺疾病( interstitial lung dis-
ease，ILD) ( 41 例) 、吞咽困难( 10 例) ; 25 例患者测
定了肌炎抗体谱，包括 anti-Mi2( 7 例) 、anti-Tif1-γ( 4
例) 、anti-NXP2 ( 1 例) 、anti-MDA5 ( 9 例) 、anti-SAE
( 4 例) ; 以及部分化验结果，肌酸激酶 336. 50
( 1 892. 00) ( U /L) 及 370. 50( 356. 00) ( U /L) 。
2． 2 mtDNA 的 D-loop 区 SNPs 与 DM 患者发病
风险的关系 DM 组与对照组 mtDNA 的 D-loop 区
段 SNPs分布频率统计( 表 1) ，采用 χ2 检验，共发现
2 个多态性变异位点( 16304T /C、16519T /C) 与 DM
发病风险相关( 图 1A ～ D) 。线粒体 D-loop 区的等
位基因 16304C ( χ2 = 4. 937，P = 0. 026 ) 和 16519C
( χ2 =4. 405，P =0. 036) 与 DM患者发病风险有关。

表 1 DM患者和对照组线粒体 D-loop区 SNPs的频率分布［n( %) ］
Tab． 1 Frequency distribution for mitochondrial

D-loop single nucleotide polymorphisms
between DM patients and controls［n( %) ］

Nucleotide
DM patients

( n = 74)

Controls

( n = 92)
χ2 value P value

103G /A 69 ( 93． 2) 88 ( 95． 7) 0． 464 0． 496
146T /C 61 ( 82． 4) 81 ( 88． 0) 1． 044 0． 307
150C /T 57 ( 77． 0) 78 ( 84． 8) 0． 850 0． 356
151C /T 68 ( 91． 9) 91 ( 98． 9) 3． 418 0． 064
152T /C 60 ( 81． 1) 71 ( 77． 2) 0． 376 0． 540
195T /C 66 ( 89． 2) 82 ( 89． 1) 0 0． 990
199T /C 73 ( 98． 6 86 ( 93． 5) 1． 585 0． 208
204T /C 67 ( 90． 5) 86 ( 93． 5) 0． 490 0． 484
207G /A 70 ( 94． 6) 87 ( 94． 6) 0 1． 000
235A /G 68 ( 94． 4) 81 ( 88． 0) 0． 661 0． 416
249A /del 55 ( 74． 3) 72 ( 78． 3) 0． 354 0． 552
489T /C 36 ( 48． 6) 48 ( 52． 2) 0． 204 0． 652
523-524AC /del 54 ( 73． 0) 54 ( 58． 7) 3． 678 0． 055
16266C /T 69 ( 93． 2) 86 ( 93． 5) 0 1． 000
16290C /T 70 ( 94． 6) 82 ( 89． 1) 1． 586 0． 286
16291C /T 67 ( 90． 5) 87 ( 94． 6) 0． 991 0． 320
16298T /C 67 ( 90． 5) 88 ( 95． 7) 1． 004 0． 316
16304T /C 61 ( 82． 4) 86 ( 93． 5) 4． 937 0． 026
16311T /C 66 ( 89． 2) 86 ( 93． 5) 0． 977 0． 323
16316A /G 72 ( 97． 3) 86 ( 93． 5 0． 604 0． 437
16319G /A 67 ( 90． 5) 75 ( 81． 5) 2． 697 0． 101
16327C /T 70 ( 94． 6) 89 ( 96． 7) 0． 087 0． 768
16362T /C 41 ( 55． 4) 54 ( 58． 7) 0． 181 0． 670
16519T /C 38 ( 51． 4) 62 ( 67． 4) 4． 405 0． 036

2． 3 DM 患者、健康对照组的 ＲOS 水平 DM 患
者的 ＲOS水平高于对照组，但差异无统计学意义( P
= 0. 064) ，见图 2。

图 1 D-loop区 SNPs位点测序图
Fig． 1 SNPs sequencing map in D-loop rigion

A: The T genotype at position 16304; B: The C genotype at position

16304; C: The T genotype at position 16519; D: The C genotype at posi-

tion 16519．

2． 4 DM患者的细胞因子水平及与发病相关 SNPs
的关系 使用 Wilcoxon 秩和检验评估细胞因子包
括 IL-5、IL-13、IFN-γ、IL-2、IL-6、IL-10、TNF-α 和 IL-
4 水平与 DM风险相关 SNPs 的潜在相关性，DM 风
险相关等位基因 16304C与 IL-4 低表达显著相关［T
5. 650 ( 4. 610 ) vs C 4. 540 ( 2. 640 ) ，P = 0. 016，图
3］，而 16519C 未发现与细胞因子表达相关。上述
数据表明，这些与细胞因子表达相关的 DM 风险相
关 SNPs可能参与 DM的发展。
2 ． 5 DM患者与健康对照组mtDNA的拷贝数及
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图 2 DM患者、健康对照组的 ＲOS水平
Fig． 2 ＲOS levels in DM patients and healthy controls

相互关系 DM 患者的 mtDNA 拷贝数量高于对照
组( P ＜ 0. 001) ，见图 4A。进一步分析 16304、16519
不同等位基因拷贝数量差异无统计学意义，见图

4B、C，提示 DM 风险相关 SNPs 不同等位基因不引
起 mtDNA拷贝数的变化。

3 讨论

DM的发病涉及免疫及非免疫因素共同参与，
由于疾病的异质性及复杂性，其具体发病机制

尚不清楚。本研究发现两个多态性变异位点

图 3 DM风险相关的 16519 位点中 IL-4、IL-5、IL-13、IL-2、IL-6、IL-10、IFN-γ和 TNF-α水平的箱式图
Fig． 3 Boxplot of IL-4，IL-5，IL-13，IL-2，IL-6，IL-10，IFN-γ and TNF-α levels in DM risk-associated position 16519

T: Allele T; C: Allele C; * P ＜ 0. 05 vs Allele C．

图 4 DM患者、健康对照组及风险相关 SNPs的 mtDNA拷贝数
Fig． 4 MtDNA copy number of DM patients，healthy controls and risk associated SNPs

A: DM patients; B: position 16304; C: position 16519; T: Allele T; C: Allele C; ＊＊＊P ＜ 0. 001 vs healthy controls group．
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( 16304T /C 和 16519T /C ) 与 DM 风险有关，16304
和 16519 的变异形式为 T-C 的单碱基置换，其中
16304 位点位于高可变区( hypervariable segment-Ⅰ，
HV-Ⅰ) 。HV-Ⅰ调节 mtDNA的转录和复制，因此通
过产生过多的 ＲOS和改变线粒体的功能，该区域的
基因改变可能会对机体免疫状态产生影响。位于
HV-Ⅰ区域的 16304 位点已被确定为非霍奇金淋巴
瘤一个独立的预后标志物［10］。此外，16519C 等位
基因通过增加 DNA 氧化损伤增加了胃癌的致癌
性［11］。Zhang et al［12］研究发现 mtDNA 的 D-loop 区
的 16519C等位基因可能通过改变 mtDNA的复制和
转录来促进 ＲOS和 IFN-γ水平，从而影响类风湿关
节炎的发生，作为遗传标记的 SNP 位点似乎可以通
过免疫及非免疫因素影响免疫病的进程。
本研究中 DM 患者与正常对照组间 ＲOS 水平

无显著区别，但仍显示 DM 患者呈现高 ＲOS 水平的
趋势，似乎提示 DM患者呈现出高氧化应激水平，氧
化损伤在疾病发生中扮演了一定的角色。长期升高
的 ＲOS 水平可能损害电子传递链的功能减少 ATP
的产生，从而导致 IIM 的肌肉损伤［13］。Meyer et
al［14］在 DM线粒体相关研究中发现，对早期未经治
疗的 DM肌肉的转录组分析显示，下调的基因主要
是线粒体相关的。此外，线粒体功能障碍增加 ＲOS
的产生，驱动Ⅰ型 IFN诱导的基因表达和肌肉炎症，
并可能因此维持疾病状态。

DM被认为是由Ⅰ型 IFN 驱动的，既往文献［15］

证实了细胞因子在 IIM 中存在异常高表达，印证了
细胞因子在 IIM 形成及进展中起着关键作用。IL-
4，它是介导 2 型免疫反应的重要细胞因子，在调节
多种免疫细胞的功能方面发挥着重要作用。先前的
研究［16］表明 IL-4 可以抑制细胞介导的免疫和促进
体液免疫。进一步的实验证明，DM 肌肉中的 Th2
细胞产生的细胞因子( 如 IL-4 ) 浸润与疾病的较低
严重程度相关［17］，这可能是由于 Th2 细胞因子产生
M2 巨噬细胞导致组织修复。另外 IL-4 似乎通过抑
制 IFN诱导的炎症来抵抗 DM增强肌肉的自我修复
能力［18］。T 细胞活化诱导的细胞因子 IL-4 的表达
是由源自线粒体呼吸复合物Ⅰ的氧化信号决定的，
DM风险相关等位基因 16304C 似乎通过影响线粒
体氧化功能引起 IL-4 低表达从而引发肌肉炎症。

mtDNA的拷贝数直接关系到能量储备的变化、
氧化应激和代谢，其可被视为反映线粒体功能紊乱

的生物标志指标。先前的研究［19］表明，mtDNA 拷
贝数高与线粒体活跃的生物能量功能有关，其特征

是 mtDNA编码的 ND1 基因增加，耗氧率升高，ATP
含量增加，线粒体转录因子 A 蛋白水平表达升高。
本研究中发现了 mtDNA的拷贝数变化与 DM相关，
因此，升高的 mtDNA拷贝数可能导致线粒体功能障
碍，从而引发 DM发病。
综上所述，该研究表明 mtDNA 的 D-loop 区

SNPs与 DM发病风险有关，线粒体 D-loop 区 SNPs
可能是 DM 风险的潜在生物标志物。SNPs 可能通
过影响细胞因子参与 DM 的发生。另外，DM 的
mtDNA拷贝数呈现高表达，mtDNA拷贝数的增加可
能会导致线粒体功能障碍，从而引发 DM的发病。
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The relationship between D-loop region single nucleotide
polymorphism and copy number of mitochondrial DNA with

the risk of developing dermatomyositis
Tan Zirui1，Zhang Jingjing2，Jia Yuanyuan2，Peng Chenxing3，Zhao Yufei2

( 1Dept of Thoracic Surgery，2Dept of Immunology and Ｒheumatology，The Fourth Hospital of Hebei
Medical University，Shijiazhuang 050011; 3Dept of Immunology and Ｒheumatology，

The Second Hospital of Hebei Medical University，Shijiazhuang 050000)

Abstract Objective To explore the relationship between single nucleotide polymorphisms ( SNPs) in D-loop re-
gion of mitochondrial DNA ( mtDNA) and mtDNA copy number and the risk of dermatomyositis ( DM) ，and its in-
fluencing factors． Methods 74 patients with DM and 92 healthy controls were included in the study． Genomic
DNA was extracted from peripheral blood and the target fragment of mtDNA D-loop region was amplified by PCＲ
technique，and the products were subsequently sequenced． Serum levels of ＲOS were assessed using a high-sensi-
tivity reactive oxygen species detection kit． The expression levels of cytokines，interleukin ( IL) -5，IL-13，inter-
feron-γ ( IFN-γ) ，IL-2，IL-6，IL-10，tumor necrosis factor-α ( TNF-α) and IL-4 were measured using Flow Fluo-
rescence Immunmicrobeads Assay． Wilcoxon rank-sum test was used to assess the potential correlation between cy-
tokines and SNPs associated with DM risk． The relative copy number of mtDNA was measured using quantitative re-
al-time polymerase chain reaction ( qPCＲ) analysis． Ｒesults Two SNPs ( 16304T /C，16519T /C) were found to
be associated with the risk of developing DM，and alleles 16304C ( χ2 = 4. 937，P = 0. 026 ) and 16519C ( χ2 =
4. 405，P = 0. 036) in the mitochondrial D-loop region were confirmed to be associated with DM development risk．
The DM risk-associated allele 16304C was significantly associated with lower IL-4 expression ( P = 0. 016 ) ． The
mtDNA copy number was significantly higher in DM patients than in controls ( P ＜ 0. 001 ) ． Conclusion Mito-
chondrial D-loop SNPs can be potential biomarkers for DM risk，and SNPs may be involved in DM by influencing
cytokines． DM shows high expression of mtDNA copy number，and the increase in mtDNA copy number may lead
to mitochondrial dysfunction，which triggers the pathogenesis of DM．
Key words dermatomyositis; D-loop region; SNPs; cytokine; ＲOS; mtDNA copy number; onset risk
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