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　　【摘要】　目的　通过研究线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失在盆腔器官脱垂（ｐｅｌｖｉｃｏｒｇａｎｐｒｏｌａｐｓｅ，ＰＯＰ）患者子宫骶韧带中的变化，初
步探讨 ＰＯＰ可能的发生机制。　方法　取 ２０１６年 ９月 ～２０１７年 ４月我科因 ＰＯＰⅡ ～Ⅳ期切除子宫 ２６例为研究组，同期因
良性疾病切除子宫的非 ＰＯＰ患者 ２１例为对照组，取子宫骶韧带组织，提取其中的线粒体 ＤＮＡ，应用荧光定量 ＰＣＲ方法检测
线粒体 ＤＮＡ和 ＤＮＡ４９７７缺失的相对含量，应用琼脂糖凝胶电泳方法对 ＰＣＲ产物进行比对分析。　结果　 ①研究组子宫骶韧
带组织中线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失明显高于对照组，差异有统计学意义（Ｚ＝－２．０８６，Ｐ＝０．０３７）；而 ２组总线粒体 ＤＮＡ含量无明
显差异（Ｐ＝０．４４７）。②研究组线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失与年龄、孕次、产次、ＢＭＩ、初产年龄、绝经年龄均无明显相关性（Ｐ＞０．０５）；
对照组患者线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失与年龄有明显相关性，随着年龄的增加，线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失增多（ｒ＝０．４６５，Ｐ＝０．０３４），而与
孕次、产次、ＢＭＩ、初产年龄、绝经年龄无明显相关性（Ｐ＞０．０５）。　结论　子宫骶韧带线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失在 ＰＯＰ患者中显著
增加，可能是导致 ＰＯＰ的原因之一。
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　　盆腔器官脱垂（ｐｅｌｖｉｃｏｒｇａｎｐｒｏｌａｐｓｅ，ＰＯＰ）是中
老年女性常见疾病，其发病机制尚不明确，目前已有

研究仅从盆底支持结构的胶原蛋白的含量、胶原亚

型的比例变化等方面探讨 ＰＯＰ的发生机制，而对子
宫骶韧带细胞基因方面的研究较少

［１，２］
。线粒体是

真核细胞中重要的细胞器之一，不仅是细胞能量提
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供和储存的场所，还在细胞凋亡中发挥重要作

用
［３］
。人 线 粒 体 ＤＮＡ４９７７（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ４９７７，

ｍｔＤＮＡ４９７７）会随着年龄的增大而逐渐缺失，与机体
老化相关

［４］
，但这些研究仅局限在心脑血管系统

等
［５，６］
，而线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失在盆底组织支持结构

中的研究较少。由于 ＰＯＰ也是公认的与老化相关
的疾病，因此，本研究通过线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失在盆
腔器官脱垂患者子宫骶韧带中的变化，初步探讨

ＰＯＰ发生的相关因素。

１　材料与方法

１．１　研究对象

本研究经北京大学第一医院伦理委员会审批通

过［２０１６（１１７３）］。选取２０１６年９月 ～２０１７年 ４月
我科因 ＰＯＰⅡ ～Ⅳ期（Ⅱ期５例、Ⅲ期１６例、Ⅳ期５
例）行子宫切除术的患者 ２６例为研究组，同一时期
因良性非 ＰＯＰ疾病行子宫切除术的 ２１例患者（其
中子宫腺肌症 １例、子宫肌瘤 １１例、子宫内膜异常
增生 ４例、宫颈病变 ４例、绝经后双侧卵巢囊肿 １
例）为对照组。近 ３个月内无尿道感染、阴道手术
史，未服用雌激素类药物。２组年龄、体重指数
（ＢＭＩ）、产次（均为阴道分娩）、难产史、孕次、初产
年龄、绝经年龄等方面均无显著差异（表１）。

表 １　２组临床特征参数比较 　

组别 年龄（岁） ＢＭＩ 产次 难产史 ｎ（％） 孕次 初产年龄（岁） 绝经年龄（岁）

研究组（ｎ＝２６） ６１．８±１０．３
２４．８±３．２
（ｎ＝２５）

１．８±０．８ ６（２３．１） ２．７±１．６
２５．８±３．２
（ｎ＝１７）

４９．４±５．４

对照组（ｎ＝２１） ５８．１±５．４ ２４．８±３．２
１．７±１．０
（ｎ＝２０）

４（１９．０）
２．９±１．２
（ｎ＝２０）

２６．１±３．８
（ｎ＝１４）

５１．１±３．５

ｔ（χ２）值 ｔ＝１．４９０ ｔ＝０．０６７ ｔ＝０．４４８ χ２＝０．１１３ ｔ＝－０．２８４ ｔ＝－０．２５４ ｔ＝－１．２００
Ｐ值 ０．１４３ ０．９４７ ０．６５６ ０．７３７ ０．７７８ ０．８０１ ０．２３６

　　注：难产史研究组包括产钳或胎吸助产５例（其中２例巨大儿），巨大儿１例；对照组产钳助产３例（其中１例巨大儿），巨大儿１例

１．２　主要试剂
ＧＥＮＭＥＤ动物硬组织线粒体 ＤＮＡ萃取试剂盒

购于美 国 ＧｅｎｍｅｄＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃｓ公 司；ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴｏｐ
ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂盒、ＤＮＡ分子量 Ｍａｒｋｅｒ、
Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ、Ｇｅｌｒｅｄ核酸染料均购于北京全式金生
物技术有限公司；特异性引物合成购于北京天一辉远

生物公司；琼脂糖购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司，并配成２％琼
脂糖凝胶；ＴＡＥ缓冲液购于北京雷根生物技术有限公
司，并配置成１∶５０ＴＡＥ液；溴酚蓝购于美国 ＶＷＲ。
１．３　主要仪器

超低温冰箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＵＬＴ１３８６－
３Ｖ），ＰＣＲ仪 （德 国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ
Ｓｙｓｔｅｍ７５００（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），凝胶成像分
析系统 ４０００ＭＭ ＰＲＯ（美国柯达），ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００
（美国 Ｔｈｅｒｍｏ）。
１．４　标本收集及处理

手术均由同一术者完成。术前根据 ＰＯＰＱ评
分法由术者评定有无脱垂以及脱垂程度

［７］
，并签署

知情同意书。切除子宫后，术者从子宫标本上取子

宫骶韧带与宫颈连接处外 ０．５ｃｍ处的子宫骶韧带
组织约 ０．５ｃｍ大小，立即投入液氮保存，再转入
－８０℃超低温冰箱保存至提取 ＤＮＡ时。
１．５　子宫骶韧带线粒体 ＤＮＡ萃取

按照 ＧＥＮＭＥＤ动物硬组织线粒体 ＤＮＡ萃取试
剂盒操作方法，提取子宫骶韧带线粒体 ＤＮＡ。用

ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００测定样品线粒体 ＤＮＡ纯度和浓度
（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０值１．２～１．９，ＤＮＡ浓度 ＞１０ｎｇ／μｌ
为合格样品）。

１．６　线粒体 ＤＮＡ含量和线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失检测
参照 Ｇｅｎｂａｎｋ序列，根据引物设计原则设计引

物序列，由北京天一辉远生物公司合成目的基因和

内参基因特异性引物，见表２。
取１μｌ线粒体ＤＮＡ，根据实时荧光定量ＰＣＲ试剂

盒使用说明，在荧光定量 ＰＣＲ仪进行目的基因（线粒
体 ＤＮＡ含量、线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失）和内参基因
（ＧＡＰＤＨ）的扩增。每个孔重复３次进行荧光实时定量
ＰＣＲ。用２－ΔΔＣＴ计算目标基因对内参基因的相对表达
量。将ＰＣＲ扩增产物经２％琼脂糖凝胶电泳照胶。

表 ２　线粒体 ＤＮＡ和线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失引物序列 　
名称 序列

线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失
上游５’－ＣＣＴＴＡＣＡＣＴＡＴＴＣＣＴＣＡＴＣＡＣＣ－３’
下游５’－ＴＧＴＧＧＴＣＴＴＴＧＧＡＧＴＡＧＡＡＡＣＣ－３’

线粒体 ＤＮＡ
上游：５’－ＴＧＧＣＴＣＣＴＴＴＡＡＣＣＴＣＴＣＣＡ－３’
下游：５’－ＡＡＧＧＡＴＴＡＴＧＧＡＴＧＣＧＧＴＴＧ－３’

ＧＡＰＤＨ
上游：５’－ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ－３’
下游：５’－ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ－３’

　　

１．７　统计学分析
所有数据采用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分析。

正态分布计量资料用 ｘ±ｓ表示，采用独立样本 ｔ检
验；非正态分布计量资料用 Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）表示，采用
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ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验。计数资料比较采用 χ２检验。
相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ检验。以 Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　研究组（脱垂组）和对照组（非脱垂组）患者子
宫骶韧带组织线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失和线粒体 ＤＮＡ总
含量比较

荧光定量 ＰＣＲ显示研究组子宫骶韧带组织线
粒体 ＤＮＡ４９７７缺失明显高于对照组，差异有统计学意
义（Ｐ＝０．０３７）。而 ２组子宫骶韧带组织线粒体
ＤＮＡ总含量无显著差异（Ｐ＝０．４４７），琼脂糖凝胶电
泳证实荧光定量 ＰＣＲ产物确为线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失
（图１、表３）。

图１　脱垂组和非脱垂组 ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳图

２．２　ＰＯＰＱ分期与子宫骶韧带组织线粒体 ＤＮＡ４９７７

缺失的关系

将对照组定义为 ＰＯＰＱ分期的 ０期，比较所有
患者 ＰＯＰＱ分期与子宫骶韧带组织线粒体 ＤＮＡ４９７７

表 ３　２组子宫骶韧带组织中线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失和
线粒体 ＤＮＡ相对含量比较（荧光定量 ＰＣＲ法） 　

组别 线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失 线粒体 ＤＮＡ
研究组（ｎ＝２６） １．７５８（０．８２３，２．４７７） ０．８１７（０．５１３，１．５５０）
对照组（ｎ＝２１） ０．６１１（０．２９６，１．９５４） １．０６３（０．５９９，１．６１３）

Ｚ值 －２．０８６ －０．７６０
Ｐ值 　０．０３７ 　０．４４７

缺失的关系。虽然各期患者子宫骶韧带组织中线粒

体 ＤＮＡ４９７７缺失无统计学差异，但随着 ＰＯＰ分期的
升高，子宫骶韧带组织中线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失有增加
的趋势（Ｐ＝０．１７１）（表４）。
２．３　研究组和对照组患者子宫骶韧带组织线粒体
ＤＮＡ４９７７缺失的相关性分析

研究组（脱垂组）患者子宫骶韧带组织线粒体

ＤＮＡ４９７７缺失与年龄、ＢＭＩ、孕次、产次、初产年龄、绝
经年龄均无明显相关性（Ｐ＞０．０５）（表 ５和图 ２）。
对照组（非脱垂组）线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失与年龄有明
显相关性，随着年龄的增加，线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失增
多（ｒ＝０．４６５，Ｐ＝０．０３４），而与 ＢＭＩ、孕次、产次、初
产年龄、绝经年龄无明显相关性（Ｐ＞０．０５）（表 ５和
图３）。

表 ４　不同 ＰＯＰ分期患者子宫骶韧带组织中线粒体
ＤＮＡ４９７７缺失的相对含量（荧光定量 ＰＣＲ法） 　

ＰＯＰＱ分期 线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失
０期（ｎ＝２１） ０．６１１（０．２９６，１．９５４）

Ⅱ期（ｎ＝５） ０．８１７（０．５１６，２．５１３）

Ⅲ期（ｎ＝１６） １．６５４（０．８２９，２．６５７）

Ⅳ期（ｎ＝５） １．９８４（１．５３６，５．２１８）

ｒ值 ０．２０３

Ｐ值 ０．１７１

表 ５　研究组和对照组患者线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失的相关性分析 　

组别 年龄 ＢＭＩ 孕次 产次 初产年龄 绝经年龄

研究组 ｒ值 ０．０３４ ０．３０３ －０．１０７ －０．０３６ ０．２６９ ０．２３２
Ｐ值 ０．８６８ ０．１４１ ０．６０４ ０．８６１ ０．２９７ ０．２５５

对照组 ｒ值 ０．４６５ －０．０６１ ０．３２４ ０．２８１ ０．３１９ ０．０２５
Ｐ值 ０．０３４ ０．７９４ ０．１６４ ０．２３０ ０．２６７ ０．９１４

３　讨论

由于 ＰＯＰ的发病机制并不清楚，临床尚无满意
的预测和根治方法。随着年龄的增加，ＰＯＰ的发生
率逐渐增高。Ｓｗｉｆｔ等［８］

观察到，年龄每增加 １０岁，
ＰＯＰ发生的风险增加 １０％。这只是从现象上证实
了 ＰＯＰ与年龄和衰老具有相关性。我们的研究着
手于线粒体 ＤＮＡ及线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失，从基因的

角度探讨 ＰＯＰ发生的相关因素，为预测 ＰＯＰ和对
ＰＯＰ的治疗提供可能的线索。

线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失是线粒体 ＤＮＡ突变的一种
常见且重要的类型

［９］
。该缺失位于线粒体 ＤＮＡ序

列的８４７０ｎｔ与１３４４７ｎｔ之间，被认为是产生缺失的
热点区域。线粒体 ＤＮＡ４９７７片段包括 ＡＴＰａｓｅ８、
ＡＴＰａｓｅ６、ＣＯＩＩＩ、ＮＤ３、ＮＤ４、ＮＤ５等编码的基因。这
些基因的缺失，会引起呼吸链故障和三磷酸腺苷

·８５２· 中国微创外科杂志２０１９年３月第１９卷第３期　ＣｈｉｎＪＭｉｎＩｎｖＳｕｒｇ，Ｍａｒｃｈ２０１９，Ｖｏｌ．１９．Ｎｏ．３



图２　研究组（脱垂组）患者子宫骶韧带组织线粒体 ＤＮＡ４９７７

缺失与年龄的相关性

图３　 对照组 （非脱垂组）患者子宫骶韧带组织线粒体

ＤＮＡ４９７７缺失与年龄的相关性

（ＡＴＰ）生成减少，干扰有氧代谢，并产生大量氧化应
激，进而导致细胞和组织出现功能障碍。目前多项

研究表明，线粒体 ＤＮＡ突变与衰老、氧化应激有
关

［１０］
。

３．１　ＰＯＰ患者子宫骶韧带组织中线粒体 ＤＮＡ４９７７缺
失增多

本研究中，与相匹配的对照组相比，研究组

（ＰＯＰ组）患者子宫骶韧带组织线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失
增多，且差异有统计学意义，推测骶韧带中线粒体

ＤＮＡ４９７７缺失导致骶韧带中能量供给降低，以致骶韧
带功能下降，从而导致 ＰＯＰ的发生。本研究中，随
着盆腔器官脱垂的 ＰＯＰＱ分期的增加，子宫骶韧带
组织中线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失逐渐增多，但无统计学差
异，可能是由于样本量较少。与 Ｓｕｎ等［１１］

的报道一

致。但是本研究中，子宫骶韧带组织线粒体 ＤＮＡ总
拷贝数在研究组和对照组并没有明显差异，与 Ｓｕｎ
等

［１１］
的报道有差异，与本研究样本量较少有关，需

要进一步扩大样本量研究。

３．２　线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失与年龄
本研究结果显示，对照组患者子宫骶韧带中线

粒体 ＤＮＡ４９７７缺失与年龄呈正相关，年龄越大，线粒
体 ＤＮＡ４９７７缺失越多，与张幼芳［１２］

报道一致，该研究

显示，在人类骨骼肌中，不同年龄组（０～９，１０～１９，
２０～２９，３０～３９，４０～４９，５０～５９，６０～６９，７０～７９，
８０～８９，９０～９９）中线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失比例分别为
０％、０％、０．００３％、０．０１１％、０．０１５％、０．０３３％、
００３８％、０．０６２％、０．０６９％和 ０．０９１％。但本研究
中研究组（脱垂组）患者线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失与年龄
却无明显相关性，而在非脱垂患者中，线粒体

ＤＮＡ４９７７缺失与年龄呈正相关，提示 ＰＯＰ患者可能在
相对年龄比较小时，已经存在较多线粒体 ＤＮＡ４９７７缺
失，可能是导致 ＰＯＰ发生的原因。本研究中虽然研
究组和对照组年龄在统计学上无差异，但研究组年

龄均值较对照组毕竟大了 ３岁多，是否由于年龄不
均衡扩大了组间差异？我们认为，线粒体 ＤＮＡ４９７７缺
失虽然随着年龄增加而增加，但其增加的趋势是非

常缓慢的，张幼芳
［１２］
的研究提示线粒体 ＤＮＡ４９７７缺

失在 ５０～５９岁组为 ０．０３３％，６０～６９岁组为
００３８％，此区间大约 １０岁仅增加 ０．００５％，但本研
究中，研究组平均 ６１岁，对照组平均 ５８岁，２组仅
相差３岁左右，且２组间线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失的差异
非常大，故我们考虑并没有因为 ２组间很小的年龄
差异而导致假阳性结果。

３．３　检测 ＰＯＰ患者子宫骶韧带组织中线粒体 ＤＮＡ
和线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失的临床意义

研究表明外周血或组织中线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失
有可能会成为某些疾病的生物标记，可以用于相关

疾病的检测。比如 Ｌｅｅ等［１３］
观察到外周血线粒体

ＤＮＡ４９７７缺失与心房颤动和重构相关，提示检测外周
血线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失可能成为心律失常的生物标
记物。本研究中，骶韧带线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失在 ＰＯＰ
患者中明显升高，提示线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失有可能会
成为 ＰＯＰ的生物标记物。对于有 ＰＯＰ高危因素者，
检测组织中线粒体 ＤＮＡ和线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失情
况，或许可以用于临床上预测 ＰＯＰ的发生，及早进
行有效干预，改善 ＰＯＰ的预后。

综上所述，骶韧带线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失在 ＰＯＰ
患者中显著增加且在 ＰＯＰ患者中早发生，可能是
导致 ＰＯＰ的原因之一。由于本研究的样本量小，
还需要进一步扩大样本量进行更深入的研究。

在今后的研究中，我们还会同时测量患者血液中

线粒体 ＤＮＡ４９７７缺失含量，进一步了解其生物学
意义。

（下转第２６６页）
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骨下纵切口经心尖小儿 ＰＤＡ封堵术为此类患者提
供了更安全、微创的选择。

综上所述，胸骨下纵切口经心尖封堵小儿 ＰＤＡ
是一种安全有效的手术方式，选择胸骨下纵切口提

高手术的安全性，有利于手术过程中轨道建立，同时

避免对乳腺组织的损伤，相较于肋间切口瘢痕更加

隐蔽，提高了手术的美容性。
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