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摘要: 线粒体 DNA(Mitochondrial DNA, mtDNA)突变与人类许多疾病的发病机制相关。现报道 1 个具有典型母

系遗传特征的中国人 Leber’s 遗传性视神经病和四肢畸形跛行的家系。该家系共 5 代 60 人, 共 27 名母系成

员, 其中 4 人只有 Leber’s 遗传性视神经病症状 , 1 人呈现四肢畸形跛行症状, 4 人同时具有上述两种临床症状, 
而其他成员无临床症状。对先证者的 mtDNA 全序列进行分析, 发现 ND1 基因 T3866C 突变位点和 43 个多态位

点, 经系统进化树分析属于东亚单体型 D4a3。MtDNA ND1 3866 位点 T-C 碱基的改变使 ND1 亚基第 187 位进

化高度保守的异亮氨酸转变为苏氨酸, 从而改变该蛋白的结构, 进而影响其功能。在 135 名正常对照中未发现

该突变。因此, 线粒体 ND1 T3866C可能是与 Leber’s遗传性视神经病和四肢畸形跛行相关的线粒体基因突变。 
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Abstract: Mutations in mitochondrial DNA have been associated with a wide spectrum of clinical abnormalities. We re-
ported here the clinical, genetic and molecular characterization of a five-generation Han Chinese pedigree with Leber’s 
Hereditary Optic Neuropathy (LHON) and limbs abnormity claudication. Of 27 matrilineal relatives, four exhibited 
only LHON, one suffered from only limbs abnormity claudication, and four had both LHON and limbs abnormity claudica-
tion. Sequence analysis of mitochondrial genome in this family identified the known T3866C mutation in ND1 gene and 
other 43 variants belonging to the Asian haplogroup D4a3. The T3866C (I187T) mutation resulted in the replacement of 
isoleucine at position 187 with theronine. The isoleucine at position 187 located at one of transmembrane domain in ND1 
polypeptide. The isoleucine at position 187 was extremely conserved among 29 organisms, while other variants showed no 
evolutionarily conservation. Furthermore, the T3866C was absence in 135 Chinese control subjects. The T3866C mutation 
likely alters the complex I activity, which causes mitochondrial dysfunction associated with LHON and limbs abnormity 
claudication. Therefore, the T3866C mutation is likely associated with LHON and limbs abnormity claudication. 

Keywords: Leber’s hereditary optic neuropathy; mitochondrial DNA; mutation; vision loss; limbs abnormity claudication 

Leber’s遗传性视神经病 (Leber’s hereditary 
optic neuropathy, LHON)是 1858年由Von Grafe等
首先报道, 1871年以德国眼科医生Leber的名字命名
的。它是一种主要累及视网膜、巩膜筛板前部视乳

头黄斑束纤维 , 导致视神经退行性变的母系遗传
病。临床主要表现为双眼同时或先后的急性或亚急

性无痛性视力减退, 多在 20~30岁间出现症状[1]。本

病男性发病比例多于女性, 如白种人中男女发病比
平均约为 5:1[2]。线粒体DNA(Mitochondrial DNA, 
mtDNA)突变是导致其发病的主要分子基础 , 目前
已发现 50多个相关位点[3]。其中ND4 G11778A、ND1 
G3460A、ND6 T14484C 3个原发突变在不同种族的
LHON家系中占 50%以上 [4~6], 这提示还有其他
LHON相关的mtDNA突变存在。为了深入研究中国
人群中LHON发病的分子机制和突变频谱 , 最近
几年我们对全国范围内多个LHON家系进行了系统
性的研究。在筛查过程中发现 1 个携带线粒体ND1
基因T3866C突变的WZ205家系, 并对该家系进行临
床和分子遗传学分析。 

1  对象与方法 

1.1  研究对象和眼科学检查  

对携带线粒体 ND1基因 T3866C突变的WZ205
家系患者及其他成员进行深入细致的眼科学和其他

临床检查(如四肢、神经系统检查等), 并结合家族遗
传特征, 临床诊断为 LHON。眼科学检查内容包括
视力检测, 视野、眼底、色觉及电生理检查等。视力
损害程度分级标准: 正常≥0.3; 0.1≤轻度<0.3; 0.05≤

中度<0.1; 0.02≤重度<0.05; 极重度<0.02(参考世界
卫生组织标准 )。同时选取 135 名正常对照进行
mtDNA T3866C 突变筛查。以上检查均按照温州医
学院伦理委员会管理规定, 在患者及家系成员签署
知情同意书后完成。 

1.2  方法  

1.2.1  基因组 DNA 提取 

对先证者及母系成员抽取外周静脉血, 用经典
的酚-氯仿法提取基因组 DNA。 

1.2.2  PCR 扩增及测序 

以提取的DNA为模板, 首先对先证者及母系成
员 3个原发位点所在的片段进行扩增[4, 7], 进而使用
24 对引物[7]对先证者及对照者的线粒体全基因组进

行扩增[8]。对全部PCR产物进行纯化、测序。 

1.2.3  序列分析 

测序结果使用DNAstar软件包中的SeqMan与修
正的剑桥参照序列进行比对[7]; 经Chromas Pro1.33 软
件观察峰图形状 ; 用Clustalx软件对不同物种间的
ND1氨基酸序列进行序列相似性比较。根据东亚线粒
体单体型树进行单体型分型[9]。向SOSUI (http://bp. 
nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/)提交ND1多肽序列进行二
级结构预测[10]。 

2  结果与分析 

2.1  临床资料的分析 

WZ205家系中先证者(Ⅲ-1), 男, 57岁, 30岁时
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自感视物不清, 期间未经治疗, 现经眼科学检查示
双眼视力为眼前指数, 色觉正常, 瞳孔对光反射存
在, 眼底示双侧视神经萎缩, 视觉诱发电位(VEP)显
示双眼 P100 波振幅降低, 潜时延长, 呈现典型的
LHON 症状。此外, 还表现为轻度四肢畸形 , 左足
微跛 ,  言语不清。我们对该家系共 5 代 60 人     
(图 1)其他成员进行了详细的临床和遗传学评估
(表 1)。由表 1 可知 , 有两位患者双眼视力及四肢

畸形跛行较严重 :Ⅲ-7, 男 , 43 岁 , 双眼视力 0.01, 
双眼底视神经萎缩 , 管状视野 , 四肢畸形跛行较
严重 , 言语不清 ; Ⅳ-13, 男, 23 岁, 右眼视力眼前
指数, 左眼视力 0.04, 双视神经萎缩, 讲话言语不清, 
四肢畸形跛行较严重; 有一位患者双眼视力正常, 但
有轻微的畸形跛行:Ⅲ-22, 男, 38 岁, 视力正常, 右侧
脚畸形 , 轻度跛行。该家系其他成员中呈现 LHON
症状者 4人(Ⅰ-2、Ⅲ-10、Ⅲ-20、Ⅲ-25), 呈现四肢 

 

 
 

图 1  WZ205 家系图  
表示 LHON患者; 表示先证者; 表示四肢畸形跛行患者; 表示既有 LHON也有四肢畸形跛行患者。 

 
表 1  WZ205 家系部分母系成员的临床资料  
家系成员 性别 年龄 左眼视力 右眼视力 相关病史(备注) 
Ⅰ－1 男 已故 正常 正常 无 
Ⅰ－2 女 已故 发病 发病 (50 岁左右去世) 
Ⅱ－2 女 77 正常 正常 眼部视力及眼底正常 
Ⅱ－4 女 74 正常 正常 眼部视力及眼底正常 
Ⅱ－6 女 67 正常 正常 眼部视力及眼底正常 
Ⅱ－8 女 未知 正常 正常 (一家三口均无异常, 其为公务员, 儿子未婚, 拒绝调查) 
Ⅲ－1 男 57 眼前指数 眼前指数 30岁发病, 双视力眼前指数, 双视神经萎缩, 四肢畸形, 左足微跛, 言语不清 
Ⅲ－3 男 51 正常 正常 无 
Ⅲ－5 男 48 眼前指数 眼前指数 44岁发病, 双视力眼前指数, 双视神经萎缩, 管状视野, 左足微跛 
Ⅲ－7 男 43 0.01 0.01 10多岁发病, 双视神经萎缩, 管状视野, 四肢畸形跛行, 讲话言语不清(严重)
Ⅲ－8 男 已故 正常 正常 无(40多岁因肝硬化去世) 
Ⅲ－10 男 49 0.08 0.08 23岁发病, 双视神经萎缩(未抽血) 
Ⅲ－12 女 47 正常 正常 无 
Ⅲ－14 女 45 正常 正常 无 
Ⅲ－15 男 43 正常 正常 无 
Ⅲ－18 女 47 正常 正常 无 
Ⅲ－20 女 45 0.06 0.06 21岁发病, 双视神经萎缩 
Ⅲ－22 男 38 正常 正常 右侧脚畸形, 轻度跛行(未婚) 
Ⅲ－23 男 39 正常 正常 无眼病 
Ⅲ－25 男 33 0.15 0.05 10多岁发病, 双视神经萎缩 
Ⅳ－10 男 22 1.2 1 双视力正常, 眼底无异常 
Ⅳ－12 女 24 正常 正常 双视力正常, 眼底无异常 
Ⅳ－13 男 23 眼前指数 0.04 5岁左右走路不稳, 十几岁吃饭不能自理, 20岁左右视力下降, 服中药有所改善, 

     双视神经萎缩, 讲话言语不清, 四肢畸形跛行(严重) 
Ⅳ－19 男 12 正常 正常 眼底无异常, 视力未检查, 未发现障碍, 右下肢行走有异样？ 
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畸形跛行者 1人(Ⅲ-22), 呈现以上两种临床症状者 4
人(Ⅲ-1、Ⅲ-5、Ⅲ-7、Ⅳ-13), 且发病者均为母系成
员, 符合母系遗传方式。LHON 患者发病年龄从 10
岁到 44岁不等; 视力损害程度从正常到极重度不等; 
男性发病 6人, 女性发病 2人; 外显率为 29.6%。另
外, 该家系成员无其他临床症状。 

2.2  线粒体基因组突变的分析 

首先对WZ205家系 27位母系成员mtDNA 携带
ND1、ND4、ND6 基因的片段进行筛查, 未发现３个
mtDNA原发突变。为进一步研究该家系的线粒体基因
突变对LHON的影响, 我们对先证者的线粒体全基因
组进行扩增测序并比对。在全序列中发现 44个多态位
点: D-Loop区 11个, 12S rRNA 2个, 16S rRNA 3个, 蛋
白编码区28个(17个同义突变和11个错义突变)(表2)。
错义突变包括: ND1基因T3866C(I187T)   (图2), ND2
基因C5178A(L237M)、A5466G(T333A), ATP8 基因
C8414T(L17F), ATP6 基 因 A8701G(T59A) 、
A8860G(T112A), ND3基因G10197A(A47T)、A10398G 
(T114A), Cyt b基因C14766T(T7I)、T14979C(I70T)、
A15326G(T194A)。以上除COI基因存在一个未报道
过的同义突变(A7295C)外, 其余均已报道[3]。由于线

粒体DNA COI基因A7295C突变经分析为同义突变
可能是一个多态性位点, 因此该位点的改变不会影
响线粒体的功能。该 mtDNA 序列属于东亚线粒体
单体型D4a3 [9]。通过与人(Homo sapiens)、牛(Bos 
taurus)、小鼠(Mus musculus)、非洲爪蟾(Xenopus 
laevis)mtDNA的种系发生学分析, 发现这些变异位
点除  T3866C 外进化上都不保守。为进一步确定
T3866C位点的保守性, 在哺乳动物中选取 29 种物
种进行进化保守性分析, 保守系数为 100%(图 3)。
我们进而对WZ205 家系除先证者外的其他成员和
135名正常对照进行mtDNA T3866C突变筛查, 结果
WZ205 家系所有母系成员均携带该突变, 非母系成
员和 135 名正常对照均不携带此突变。以上结果提
示 , T3866C 突变可能是与LHON相关的mtDNA突
变。 

2.3  蛋白结构预测结果分析 

为进一步确定T3866C突变对ND1 多肽二级结
构的影响, 我们对ND1多肽二级结构进行预测[10]。 

 
 

图 2  先证者(Ⅲ-1)及正常对照(Ⅲ-2)mtDNA ND1 基因部

分测序峰图 
箭头所指为 T3866C 突变位点。 

  
结果如图 4所示: ND1多肽为跨膜蛋白, 由 8个跨膜
域组成。跨膜蛋白是由亲水性的氨基酸构成的亲水

性区域暴露于脂双层外的水相中, 而疏水性氨基酸
构成的疏水区域则与脂分子非极性尾部相互作用。

可见氨基酸的疏水性和极性对该类蛋白结构的维持

具有重要意义。T3866C (I187T)突变造成 ND1多肽
第 187 位异亮氨酸转变成苏氨酸 , 该氨基酸位于
ND1 蛋白二级结构的第５个跨膜区, 且该氨基酸的
疏水性极性发生了改变, 这可能会影响整个蛋白的
三维构象, 从而影响该多肽的功能。 

3  讨 论 

本研究对一个具有典型LHON表现不携带３个
原发突变的 5 代中国汉族家系的临床和分子遗传学
进行了探讨。临床和遗传学评估揭示: 发病年龄不
同, 视力损害程度不等(表 2)。该家系平均发病年龄
为 24 岁, 包括在LHON高发年龄阶段; 发病程度较
之前报道的家系[11, 12] 重。WZ205 家系中男女发病
比为 3:1, 在高加索人中从 2.3:1 到 7.7:1[13]; 而在我
们已报道的中国人群中为 1:2至 3.5:1[11~16]。外显率

为 29.6%, 比已报道的单独G11778A的LHON家系的
外显率高 [17] , 而比原发位点协同继发位点家系的外
显率低 [11, 12,14~16] , 比Zhou [18]等报道的 5 个携带 
G11696A 突变的家系外显率高。另外, 该家系有些
成员同时具有LHON和四肢畸形跛行症状(Ⅲ-1、
Ⅲ-5、Ⅲ-7、Ⅳ-13); 有些成员只具有LHON症状
(Ⅰ-2、Ⅲ-10、Ⅲ-20、Ⅲ-25); 而Ⅲ-22 只表现为四
肢畸形跛行。这是第一个除具有典型LHON症状外 
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表 2  先证者线粒体 DNA 突变位点 

基因 位点 碱基(氨基酸)改变 保守性(人/牛/鼠/爪蟾) 报道与否[3]

D-LOOP 73 A→G  是 

 152 T→C  是 

 228 G→T  是 

 263 A→G  是 

 310 T→CTC  是 

 489 T→C  是 

 16093 T→C  是 

 16129 G→A  是 

 16223 C→T  是 

 16249 T→C  是 

 16362 C→T  是 

12S rRNA 750 A→G A/A/A/- 是 

 1438 A→G A/A/A/G 是 

16S rRNA 2706 A→G A/G/A/A 是 

 3010 G→A G/G/A/A 是 

 3206 C→T C/A/T/A 是 

ND1 3483 G→A  是 

 3866 T→C(Ile → Thr) I/I/I/I 是 

ND2 4769 A→G  是 

 4883 C→T  是 

 5178 C→A(Leu → Met) L/T/T/T 是 

 5466 A→G(Thr → Ala) T/S/S/S 是 

COⅠ 7028 C→T  是 

 7295 A→C  否 

ATP8 8414 C→T(Leu → Phe) L/F/M/W 是 

 8473 T→C  是 

ATP6 8701 A→G(Thr → Ala) T/S/L/Q 是 

 8860 A→G(Thr → Ala) T/A/A/T 是 

COⅢ 9540 T→C  是 

ND3 10197 G→A(Ala → Thr) A/A/A/M 是 

 10398 A→G(Thr → Ala) T/T/T/A 是 

 10400 C→T  是 

ND4 10873 T→C  是 

 11719 G→A  是 

ND5 12705 C→T  是 

 13401 T→C  是 

ND6 14668 C→T  是 

Cyt b 14766 C→T(Thr → Ile) T/S/T/S 是 

 14783 C→T  是 

 14979 T→C(Ile → Thr) I/I/L/L 是 

 15043 G→A  是 

 15301 G→A  是 

 15326 A→G(Thr → Ala) T/M/I/I 是 

 15412 T→C  是 
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图 3  不同物种间 ND1 基因的保守性分析 
箭头所指为 T3866C (I187T)在 ND1多肽部分氨基酸序列中的位置。 
 

 
 

图 4  蛋白二级结构预测 
箭头所指为 I187T在ND1蛋白二级结构中的位置(SOSUI: http://bp.nuap. 
nagoya-u.ac.jp/sosui/)。 

还表现为四肢畸形跛行的家系。 
具有LHON表现和(或)四肢畸形跛行的患者只

存在于母系成员中 , 提示mtDNA 突变可能为其发
病的分子基础。通过对先证者的线粒体全基因组进

行分析 , 发现了一个可能与LHON和四肢畸形跛行
相关的线粒体ND1 T3866C突变以及其他 43 个
mtDNA 变异位点, 属于东亚D4a3 线粒体单体型。
在这些突变中其他 43 个突变位点进化上并不保守, 
因此可以认为他们为多态性位点。另外, 在 135 名
正常对照中未发现该突变。但  T3866C 突变使
NADH脱氢酶ND1 亚单位第 187 位非极性疏水性异
亮氨酸转变为极性中性苏氨酸, 该氨基酸在 29种物
种中的保守系数达 100%(图 3)。同时其蛋白二级结
构SOSUI预测分析显示ND1 蛋白为 8 个跨膜域组成
的分子, 其中 I187T 位于第５个跨膜区, 位于跨膜
区氨基酸的疏水性极性改变会影响整个蛋白的三维
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构象, 从而影响ND1 蛋白的功能, 使NADH脱氢酶
活性减低, 进而影响线粒体ATP的产生[13]。视神经

属于中枢神经系统, 在组成视神经的纤维中直径小
的多属于乳头黄斑束, 它们对能量的需求较高; 而
由于无髓鞘视网膜神经节细胞轴突的存在, 视网膜
的能量需求比脑部更高, 对能量缺乏很敏感, 故当
有视神经变性、能量衰竭时, 最易受损。因此, 线粒
体ATP产生减少可能会首先累及乳头黄斑束和视网
膜而发病。 

线粒体 ND1 T3866C可能是与 LHON和四肢畸
形跛行相关的突变。然而该家系成员不完全外显及

发病年龄不同和视力损害程度不等, 说明 T3866C 
突变本身可能不足以致病, 其他修饰因子如核修饰
基因、环境因素等在疾病的发生发展中起到一定的

作用。 
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