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游离线粒体拷贝数检测方法建立及应用 *
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摘要 目的：线粒体在生理和病理过程中都起着重要作用，线粒体破碎后形成的游离线粒体与一系列疾病密切相关。然而，人体内

游离线粒体的含量较低很难被稳定抽提且易降解等因素导致游离线粒体拷贝数检测具有极大挑战。本研究拟建立一种快速、准

确检测外周血游离线粒体拷贝数定量 PCR技术。方法：通过多重荧光定量 PCR技术在 SLAN誖 -96S全自动医用 PCR分析系统

上检测人外周血游离线粒体拷贝数，构建新的游离线粒体检测方案。游离核基因在人体外周血中的稳定性远大于游离线粒体，因

此使用多拷贝参考基因 YH-1（300拷贝）检测游离核基因作为对照组。结果：成功建立了核基因标准曲线和线粒体标准曲线，并筛

选游离线粒体拷贝数检测最佳引物扩增片段长度为 82bp、血清有效分离时间在 2h内、血清最佳分离方案为 1600 r/min离心 10 min

再 16000 r/min离心 10 min、磁珠法游离核酸抽提试剂盒抽提游离核酸得率最高的新流程。利用新方案对 100例不同年龄段的随

机人群外周血抽提游离线粒体拷贝数进行检测，结果显示 30-79岁游离线粒体拷贝数与年龄之间的相关性参数为｜R｜= 0.18、P
value = 0.077，游离线粒体拷贝数与性别之间的相关性参数为｜R｜= 0.27、P value = 0.061即游离线粒体拷贝数与年龄和性别均
无显著相关性，研究结果与报道一致。结论：表明优化后的方案可稳定检测游离线粒体拷贝数，提供了一种快速、准确检测游离线

粒体拷贝数的方法。
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Establishment and Application of Detection Method for Cell Free
Mitochondrial Copy Number*

Mitochondria play an important role in physiological and pathological processes. Free mitochondria formed

after mitochondrial fragmentation are closely related to a series of diseases. However, the low content of free mitochondria in human

body is difficult to be extracted stably and easy to degrade, which leads to great challenges in detecting the copy number of free

mitochondria. This study is to establish a rapid and accurate quantitative PCR technique for detecting the copy number of free

mitochondria in peripheral blood. The copy number of free mitochondria in human peripheral blood was detected by multiplex

fluorescence quantitative PCR on SLAN 誖 -96S automatic medical PCR analysis system, and a new detection scheme of free

mitochondria was constructed. The stability of free nuclear genes in human peripheral blood is much greater than that of free

mitochondria, so the free nuclear genes were detected by multi-copy reference gene YH-1 (300 copies) as control group. Nuclear

gene standard curve and mitochondrial standard curve were successfully established, and the best primer amplified fragment length for

detecting free mitochondrial copy number was 82bp, the effective separation time of serum was within 2h, the best separation scheme of

serum was centrifuged for 10 min at 1600 r/min and then centrifuged for 10 min at 16000 r/min, and the new process of extracting free

nucleic acid with magnetic bead method was the highest. The copy number of free mitochondria extracted from peripheral blood of 100

random people of different ages was detected by the new scheme, The results showed that the correlation parameters between free

mitochondria copy number and age were R = 0.18, P value = 0.077, and the correlation parameters between free mitochondria copy

number and sex were R = 0.27, P value = 0.061, that is, there was no significant correlation between free mitochondria copy number and
age and sex. The results were consistent with the reports. The optimized scheme can detect the copy number of free

mitochondria stably, and provides a rapid and accurate method for detecting the copy number of free mitochondria.
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前言

线粒体是一种存在于大多数细胞中的由两层膜包被的细

胞器，是细胞中制造能量的车间，被称为 "power house"[1]。线

粒体除了作为细胞内能量生成的关键细胞器，还参与细胞凋

亡、自由基生产、脂质代谢等代谢过程[2，3]。因此，线粒体作为

游离线粒体（circulating cell free mitochondrial，ccfmtDNA）直

接来源[4，5]，使得游离线粒体含量与相关疾病有着密切联系[6，7]。

近年来，游离线粒体拷贝数的检测逐渐被应用于临床疾病试

试监测、肿瘤诊断[8]、衰老标志物等[9]领域，受到越来越多的外

界关注[10，11]。

荧光定量 PCR技术是目前使用较多的外周血游离线粒体

拷贝数检测的重要方法[12，13]。然而生物体内的游离线粒体含量

非常少并且片段较小[14]、半衰期短，使得游离线粒体的分离、抽

提、保存都变得极为困难[8，15，16]。尽管现在市场上已经出现一些

特殊的抗吸附游离核酸保存管，能够在一定程度上缓解对游离

线粒体拷贝数检测所面临的困难，但是其价格也极其昂贵很难

实现大规模检测游离线粒体[16]。此外，游离线粒体极易降解得

特性，使得游离线粒体拷贝数的检测变得困难，并且缺少一个

相对稳定的对照。

面临以上的挑战，本研究通过筛选游离线粒体拷贝数检测

最佳引物扩增片段长度、添加 Carrier DNA避免核酸被吸附的

影响、控制血清有效分离时间、探索血清最佳分离方案、选用得

率最高游离核酸抽提试剂盒，构建新的游离线粒体检测新流

程。在外周血游离核酸（circulating cell free DNA，ccfDNA）中除

了游离线粒体之外还存在大量的的游离核基因（circulating cell

free nuclear DNA，ccfnDNA），由于核小体的存在使游离核基因

比游离线粒体更加稳定[17]。因此，将游离核基因拷贝数设为游

离线粒体拷贝数检测的对照组。

同时，为了减少孔间差对实验结果的影响，将游离核基因

对应的 300拷贝的参考基因（YH-1）[18]与游离线粒体的参考基

因设置在同一反应体系通过 TaqMan探针发定量检测构成双

色荧光定量 PCR体系。采用 300拷贝内参是为了使游离核基因

Ct值与游离线粒体 Ct同时处于有效 Ct范围（18-25），提高拷

贝数检测准确度。最终建立稳定的游离线粒体拷贝数检测方案，

并应于 100个不同年龄段的人外周血游离线粒体拷贝数检测。

1 材料与方法

1.1 材料

血清样本来自江苏省太湖干部疗养院志愿者，所有研究参

与者均已知情；磁珠游离 DNA抽提试剂盒购自上海生物生工

科技有限公司；柱式游离 DNA抽提试剂盒；柱式血样 DNA提

取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司；NovoStart誖 Probe

qPCR Super Mix购自近岸蛋白科技有限公司。

1.2 方法

1 .2 .1 引物和探针设计 从数据下载人线粒体（NCBI，

Sequence ID: NC 012920.1）及人基因组（UCSC，hg38）序列，利

用 Primer3-py和 Oligo 7.6设计游离线粒体及游离核基因的特

异性上、下游引物及 TaqMan探针。引物、探针由生物生工有限

公司合成。

1.2.2 样本获取及保存 将血清分离时间在 2 h、5 h、6 h、7 h、

12 h、24 h的六个时间节点分离血清并抽提游离核酸，比较 6

个时间节点的游离核酸的拷贝数变化。评估出血清分离有效时

间范围。

本实验的后续实验中均通过将收集所有研究对象静脉外

周血 3 mL，在 2 h内分离血清。同时，血清分离条件也进一步优

化，从四个分离方案（H1）经 1600 r/min低速离心 10 min；（H2）

先经 1600 r/min低速离心 10 min，再通过 16000 r/min高速低

温离心 10 min；（H3）全血，不离心；（H4）经 1600 r/min 低速离

心 10 min，后通过 0.22 滋m滤膜过滤；筛选出最优血清分离条
件。在最优血清分离条件下实验，若出现溶血血清样本直接舍

弃，置于 -20℃储存。

1.2.3 Carrier DNA合成 为了解决游离线粒体上样时移液枪

枪头、反应管对游离核酸产生的材料吸附效应，需要使用 TE

缓冲液对 PUC57质粒空载体干粉进行稀释，制备成 5 ng/滋L的
质粒溶液作为 Carrier DNA溶液。同时，经过 Blast比对、定量

验证证明 Carrier DNA的加入均不会干扰对游离线粒体定量

检测，仅起到抗材料的核酸吸附作用。

1.2.4 游离 DNA 提取方法 评估了磁珠游离 DNA 抽提试

剂盒（Order NO. B518770）、Ezup柱式游离 DNA抽提试剂盒

（Order NO. B518270）两种不同 ccfDNA提取方法对游离核酸

拷贝数检测的影响。

1.2.5 样本质控 将上述两种不同血清分离方式在磁珠法方

案下抽提的 cfDNA样品，使用 NanoDrop微量分光光度计检测

核酸，筛选浓度 10～50 ng/mL血清、纯度 OD260/OD280 ≈ 1.8为

合格样本，取 2 滋L作为模板，进行多重定量 PCR反应。

同时，为了确认游离线粒体的富集长度范围，使用 0.5%的

琼脂糖凝胶电泳进行检测。由于游离核酸的含量比较少且浓度

比较低，需要通过纯化步骤提高游离核酸浓度。纯化过程中为

了避免磁珠对核酸片段的偏好性，实验采用生工的核酸纯化吸

附柱套件（Order NO. B615005-0100）对 20 个 15 滋L的样本混
和后纯化，电泳。

然而琼脂糖凝胶电泳检测核酸片段长度的分辨率较低，并

且无法准确确定片段含量。因此，根据电泳结果分别使用 6对

引物对应片段长度为 82bp、108bp、121bp、155bp、203bp、352bp

共用同一个 TaqMan探针进行定量检测，并比较各组间的拷贝

数分析出游离线粒体引物设计的最佳富集范围。并使用基因组

参考基因的一组引物、探针（PCR扩增长度为 131bp）定量相同

样本得出的拷贝数作为对照组。

1.2.6 核基因、线粒体标准品的制备 核基因标准品使用

Dzup基因组 DNA抽提试剂（全血）抽提人基因组 DNA为模

板，使用 Carrier DNA溶液做溶解液，TaqMan探针法定量，拷

贝数梯度稀释 2.51伊105 copies/滋L、2.51伊104 copies/滋L、2.51伊103

copies/滋L、2.51伊102 copies/滋L的 4个标准品；合成包含游离线

粒体内参基因的 PUC57 质粒载体构建线粒体标准品长度

2.7 kb，使用 Carrier DNA溶液做溶解液，TaqMan探针法定量，

做拷贝数梯度稀释 6.13伊107 copies/滋L、6.13伊106 copies/滋L、
6.13伊105 copies/滋L、6.13伊104 copies/滋L、6.13伊103 copies/滋L的 5

个标准品，其 DNA的拷贝数计算方法是根据公式 DNA拷贝

数 /滋L =核酸浓度（ng/滋L）伊109/（660伊标准质粒碱基数）伊阿伏
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Number Name Primer/Probe(5'-3') Product Length

1 YH-1F GAAAGTGAAGTAGGCCGGGC 131 bp

YH-1R TATTAGAGATGGGGTTTCAC

YH-Probe FAM-CACGCCTGTAATCCCAGC-BHQ1 \

2 Mt-F CATCACCAGTATTAGAGGCAC 82 bp

Mt-R TTATGCTACCTTTGCACGGTT

Mt-Probe VIC-TGCCCAGTGACACATGTTT-BHQ1 \

3 Mt1-F ACCCCGCCTGTTTACCAA 108 bp

Mt1-R ACCTTTGCACGGTTAGGGTA

Mt-Probe VIC-TGCCCAGTGACACATGTTT-BHQ1 \

4 Mt2-F AAATCTTACCCCGCCTGT 121 bp

Mt2-R TATGCTACCTTTGCACGGTT

Mt-Probe VIC-TGCCCAGTGACACATGTTT-BHQ1 \

5 Mt3-F TTACCCCGCCTGTTTACCAA 155 bp

Mt3-R GAGCCATTCATACAGGTCCC

Mt-Probe VIC-TGCCCAGTGACACATGTTT-BHQ1 \

6 Mt4-F TTACCCCGCCTGTTTACCAA 203 bp

Mt4-R GCAGGTCAATTTCACTGGTT

伽德罗常数。

1.2.7 游离核酸拷贝数检测多重定量 PCR反应 反应体系为

20 滋L，使用近岸蛋白定量试剂盒 2伊ProbeMix 10 滋L，ROX dye

Ⅱ 0.4 滋L，两对引物浓度 1 滋moL/L，各上样 0.2 滋L，两个探针
浓度为 5 滋moL/L，各上样 0.02 滋L；模板 2 滋L，加 RNase free

water至 20 滋L。使用 SLAN誖 -96S全自动医用 PCR分析系统

定量检测，三步法扩增反应条件：94 ℃ 1 min；循环条件：变性

95℃ 20 s，退火 58℃ 2 min，延伸 72℃ 30 s，进行 40个循环。

1.3 实验数据分析

1.3.1 标准曲线的建立 利用 SLAN誖 -96S全自动医用 PCR

分析系统标准曲线建立功能，自动生成标准曲线。

1.3.2 统计学分析 外周血分离血清抽提的游离 DNA为模

板，进行多重定量 PCR反应，每个样本做 3重复；为保证数据

可靠性，重复样本的 Ct值差异限定在 0.5之内，重复样本之间

Ct差值大于 0.5数据舍弃。符合标准的数据使用 GraophPad

Prism9.0、Excel、SLAN8.2.2软件、R语言进行数据统计与分析。

1.3.3 拷贝数计算 应用绝对定量法计算游离线粒体 DNA的

拷贝数，如式（1）所示。

游离线粒体 DNA拷贝数 /滋L=10^[(标准曲线截距 -Ct)/标

准曲线斜率] （1）

式中：10^表示 Log10（游离线粒体拷贝数 /ul）对数的指数

形式；Ct为实时荧光定量 PCR过程中扩增产物的荧光信号达

到设定阈值时所经过的扩增循环数。

应用绝对定量法计算游离核基因的拷贝数，如式（2）所示。

YH拷贝数 /滋L= [(10^ ((标准曲线截距 -Ct)/标准曲线斜

率)] /300 （2）

式中：10^表示 Log10（游离线粒体拷贝数 /滋L）对数的指数
形式；Ct为实时荧光定量 PCR过程中扩增产物的荧光信号达

到设阈值时所经过的扩增循环数；300为多拷贝内参基因 YH

拷贝数。

拷贝数单位转换如式（3）所示。

拷贝数 /mL=[(拷贝数 /滋L) 15 滋L]/3 mL （3）

式中：根据血清占全血 30-40%，从 3 mL全血分离出 1 mL

血清，再抽出 15 滋L游离核酸（Carrier DNA溶液洗脱）。因此，
拷贝数 /mL表示每毫升全血中拷贝数；拷贝数 /滋L表示抽提出
的 1 滋L游离核酸中的拷贝数；15 滋L表示 3 mL全血中抽提出

游离核酸的总体积；3 mL表示是全血体积；1 mL表示分离出

的血清体积。

1.4 应用

对 100例随机人群外周血样本（男性、女性各 50例，分为

5个年龄组 31-40 岁、41-50 岁、51-60 岁、61-70 岁，70-80岁每

个年龄组男性、女性各 10例）磁珠法抽提血清中 cfDNA检测

ccfmtDNA及 ccfnDNA拷贝数。

2 结果与分析

2.1 引物设计

使用 Oligo 7.6、Primer3-py 软件设计 6 对引物和 1 个探

针，序号 1中的引物、探针是针对基因组上 300拷贝的参考基

因、序号 2～序号 7是根据琼脂糖凝胶电泳结果划分 6个不

同长度的片段设计出 6对引物和一个 TaqMan探针。引物及探

针如下表 1所示。

表 1定量特异性引物、TaqMan探针设计

Table 1 Quantitatively specific primers, TaqMan probe design
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由表 1可知，检测游离核基因拷贝数的探针引物为序号

1。检测游离线粒体拷贝数的引物探针为序号 2-7。为了满足双

色荧光定量的标准，对序号 1和 2、序号 1和 3、序号 1和 4、序

号 1和 5、序号 1和 6、序号 1和 7共 6对体系中的引物探针，

使用 Oligo 7.6、Primer 3-py进行引物互作分析，结果显示均符

合引物互作标准，表示能够在同一体系下反应。

2.2 血清分离的有效时间

人外周血中的游离核酸的只有几个小时半衰期，为确定外

周血被抽离致体外之后存放有效时间范围。通过对全血分离血

清时间段设置为 2 h、5 h、6 h、7 h、12 h、24 h，使用序号 1、序号

2对应引物、探针检测同一个样本的 6个时间节点的游离核酸

拷贝数变化，如下图 1、图 2所示。

Number Name Primer/Probe(5'-3') Product Length

Mt-Probe VIC-TGCCCAGTGACACATGTTT-BHQ1 \

7 Mt5-F TTACCCTCACTGTCAACC 352 bp

Mt5-R GTACTGTTTGCATTAATAAATT

Mt-Probe VIC-TGCCCAGTGACACATGTTT-BHQ1 \

续表 1定量特异性引物、TaqMan探针设计

Table 1 Quantitatively specific primers, TaqMan probe design

Note: The 6 pairs of primers numbered 2-7 share a set of quantitative TaqMan probes to detect cfmtDNA copy numbers; serial number 1 corresponds to 1

pair of primers and a probe to detect cell free nuclear gene copy numbers.

图 2血清存放不同时间抽提游离核基因 DNA拷贝数

Fig. 2 Extraction copies of cfnDNA at different times of serum storage

Note: The abscissa coordinate indicates the time of whole blood storage

(unit: h), and the vertical coordinate indicates the copies number of

cfnDNA detected at the corresponding time node

图 1血清存放不同时间抽提游离线粒体 DNA拷贝数

Fig. 1 Extracting cfmtDNA copies at different times of serum storage

Note: The abscissa coordinate indicates the time of whole blood storage

(unit: h), and the vertical coordinate indicates the copies number of

cfmtDNA detected at the corresponding time node

由图 1、图 2可知，2 h内分离的血清抽提游离核酸含量最

高；全血存放 2-6 h分离血清期间游离核酸降解最快；全血存放

6-24 h期间游离核酸几乎不降解。图 1、图 2中 12 h时候游离

线粒体拷贝数、游离核基因拷贝数会略有增加，猜测可能是细

胞破碎产生更多的游离核酸。

2.3 样本长度检测

取纯化后的游离核酸 8 滋L与 4 滋L Buffer混合后取 10 滋L
溶液加入 0.5%的琼脂糖凝胶孔进行电泳检测游离核酸的长

度，电泳条件为 120 V恒压、35 min。电泳结果如图 3所示。

由图 3 可知，游离核酸片段长度富集范围为 80-200bp、

350bp，通过使用表 1中序号 2-7的 6对引物对应片段长度为

A：82bp、B：108bp、C：121bp、D：155bp、E：203bp、F：352bp 共用

同一个 TaqMan探针对 6组样本（每组 4个样本，且样本相同）

进行定量检测游离线粒体拷贝数，定量结果如图 4所示。

由图 4可知，游离线粒体定量引物扩增长度设置越短检测

出的拷贝数较高；针对图 4中游离线粒体拷贝数变化趋势，表

明定量扩增较短片段对应的引物可以检测到更多的游离线粒

体拷贝数。因此，本实验采用 82bp长度片段对应的引物（即表

1中的序号 2对应一套引物及探针）作为检测游离线粒体拷贝

数特异性定量引物。

图 3游离核酸电泳

Fig. 3 cfDNA electrophoresis

Lanes 1-12 represent cfDNA and lane M represents a DNAmarker of

100-600 bp
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图 7检测 4种血清分离方案对应的游离线粒体拷贝数

Fig. 7 Detect the copies number of cfmtDNA corresponding to four serum

isolation protocols

图 4设计 6个不同长度引物扩增片段定量拷贝数

Fig. 4 Design a quantitative copy number of amplified fragments of six

primers of different lengths

Note: The ordinate coordinate represents the copies number of cfmtDNA,

the abscissa coordinate represents the length of the primer corresponding to

the 6 groups of samples as A: 82bp, B: 108bp, C: 121bp, D: 155bp, E:

203bp, F: 352bp.

图 5多重定量 PCR检测 cfnDNA拷贝数的标准曲线

Fig. 5 Standard curve of multiplex qPCR assay for the detection of

ccfnDNA

Note: The ordinate coordinate represents the Ct value; the abscissa

coordinate represents log10 (ccfnDNA copies/滋L).

图 8琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 8 Agarose gel electrophoresis diagram

Note: Lanes H1, H2, H3, H4 represent free nucleic acids;

lane M represents 600 bp Marker.

2.4 多重定量 PCR检测 ccfnDNA的标准曲线建立

使用 10倍梯度系列稀释的高纯度核基因标准品（2.51伊105

copies/滋L ~ 2.51伊102 copies/滋L）4个数量级拷贝数梯度对应线
粒体样品 Ct值构建的标准曲线如图 5所示。

由图 5可知，参考基因与 Ct值之间存在较好的线性关系

（r2 = 0.975），扩增效率为 98.953%。标准曲线的线性回归方程：

Y=-2.63826伊 Log10（conc）+ 35.56773，其中 Y为 Ct值，conc为

参考基因的拷贝数 /滋L。
2.5 多重定量 PCR检测 ccfmtDNA的标准曲线建立

使用 10倍梯度系列稀释的 PUC57质粒标准品（6.13伊107

copies/滋L ~ 6.13伊103 copies/滋L）5个数量级拷贝数梯度对应线
粒体样品 Ct值构建的标准曲线如图 6所示。

由图 6可知，结果表明，参考基因与 Ct值之间存在较好的

线性关系（r2 = 0.988），扩增效率为 99.114%。标准曲线的线性

回归方程：Y=-2.5264 伊 Log10（conc）+ 34.7802，其中 Y为 Ct值，

conc为线粒体样品的拷贝数 /滋L。
2.6 血清样本分离方法比较

通过 4种不同方式分离血清，再使用磁珠法游离核酸抽提

试剂盒抽提出游离核酸，并检测游离线粒体拷贝数，结果如图

7所示。

由图 7可知，方案 H1、H3的游离线粒体拷贝数远远大于

方案 H2、H4；方案 H2、H4拷贝数相当；根据图中 4个方案的

图 6多重定量 PCR检测游离线粒体拷贝数的标准曲线

Fig.6 Standard curve of multiplex qPCR assay for the detection of

ccfmtDNA

Note: The ordinate coordinate represents the Ct value; the abscissa

coordinate represents log10 (ccfmtDNA copies/滋L).
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OD260/OD280 H2 H1 H4 H3

Sample 1 1.753 1.243 1.733 0.813

Sample 2 1.720 1.160 1.670 0.720

Sample 3 1.591 1.171 1.651 0.771

Sample 4 1.712 1.152 1.702 0.722

Sample 5 1.763 1.243 1.773 0.843

Sample 6 1.747 1.207 1.737 0.767

Sample 7 1.712 1.162 1.712 0.742

Sample 8 1.697 1.127 1.577 0.737

Sample 9 1.783 1.243 1.813 0.723

Sample 10 1.792 1.662 1.832 0.752

图 10两种游离 DNA抽提试剂盒对应游离线粒体的拷贝数

Fig. 10 The copies number of ccfmtDNA detected by different cfDNA

extraction Kit

表 2不同血清抽提方案检测游离 DNA的 OD260/OD280

Table 2 Different serum extraction schemes to detect OD260/OD280 of cell free DNA

Note: OD260/OD280 ≈ 1.8 Indicates that the sample is of satisfactory purity （>1.9 Indicates RNA contamination; <1.6 Indicates that there is

contamination of proteins, phenols, etc

bar比较，显示 bar大小 H1 > H3 > H2 = H4，结果表明 H2、H4

方案获得游离线粒体更加稳定。考虑到 H1、H3拷贝数远大于

正常人体内游离线粒体拷贝数，猜测他们均受到基因组、细胞

碎片携带核酸的影响。因此，采用 0.5%琼脂糖凝胶电泳、核酸

浓度测试仪器检测 4组方案抽提的游离核酸，结果如图 8、表 2

所示。

由图 8、表 1可知，H1、H3方案分离血清中含有大量的基

因组 DNA，并且 H1、H3 方案对应的游离核酸样本的

OD260/OD280均小于 1.6，表明 H1、H3方案分离血清用于抽

提游离核酸会受到细胞碎片及基因组的影响。因此，排除方案

H1、H3。方案 H2、H4分离血清对应的游离核酸经检测均不含

细胞碎片与基因组，综合成本及实验易操作性，最终选择方案

H1作为本实验分离血清手段。

为进一步验证通过 4种不同方式分离血清，检测游离线粒

体拷贝数结果的准确性。检测对应的游离核基因组拷贝数检测

作为对照组，结果如图 9所示。

由图 9可知，从图上半部分中对应方案 H1与 H3的拷贝

数较多，图下半部分中的方案 H2与 H4的游离线粒体拷贝数

相当并处于正常范畴之内。四种血清分离方式对应的游离核基

因拷贝数比较出 H2为最佳分离方案与图 7的结果一致。表明

上述游离线粒体检测选用 H2方案作为血清分离最佳方案较

为可靠。

2.7 ccfDNA抽提方案比较

目前，商业化游离核酸抽提试剂盒已经比较成熟，因此通

过比较不同试剂盒抽提方法，筛选出游离核酸得率最高的试剂

盒作为最优抽提方案。比较结果如图 10、图 11所示。

由图 11、图 12可知，磁珠法试剂盒抽提的游离核酸检测

出的游离线粒体拷贝数、游离核基因拷贝数均优于吸附柱法抽

提试剂盒，因此采用磁珠珠法试剂盒抽提游离核酸。

图 9检测 4种血清分离方案对应游离核基因的对照组拷贝数

Fig. 9 The copies number of cfntDNA to the four serum separation as

control

Note: The ordinate coordinate indicates the copies number of cfntDNA

(copies/mL); the abscissa coordinate indicates the 4 serum isolation

protocols
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图 14游离线粒体拷贝数与年龄的关系

Fig.14 Relationship between free mitochondrial copy number and ages

Note: The vertical coordinate y represents the cfmtDNA copy number

(copies/mL) in the middle reaches of serum;

the abscissa x indicates age/year.

图 11两种游离 DNA抽提试剂盒对应游离核基因的拷贝数

Fig. 11 The copies number of ccfnDNA detected by different DNA

extraction Kit

图 12未添加 Carrier DNA溶液定量检测 6个相同样本游离线粒体的

Ct值

Fig. 12 The Ct value of 10 cfmtDNA of 6 identical samples was not

quantified with Carrier DNA solution was added

2.8 添加 Carrier DNA溶液抗吸附验证

将本研究一组方案（使用不含 Carrier DNA的缓冲液）定

量检测 6个相同样本的游离线粒体，定量结果如图 12所示；另

一组方案（使用 Carrier DNA缓冲液）定量检测对应相同的 6

个样本的游离线粒体，定量结果如图 12所示。

由图 12可知，不采用 Carrier DNA抗吸附时，在检测 6例

相同样本的游离线粒体 Ct值，结果显示 6个相同样本的 Ct值

的离散程度较大。图 13可知，采用 Carrier DNA抗吸附时，在

检测 6例同样样本的游离线粒体 Ct值，结果显示 6个样本的

Ct值的离散程度进一步缩小。说明通过添加 Carrier DNA的办

法能够解决材料对核酸吸附问题。

2.9 应用

利用建立的方案抽提 100名 30～80岁受试者的外周血游

离核酸（Carrier DNA溶液作为洗脱液），并测定游离线粒体拷

贝数在不同年龄段及性别中的变化情况，结果如图 14、图 15

所示。

由图 14可知，通过 spearman相关系数分析游离线粒体与

年龄之间关系，结果显示｜R｜= 0.18 < 0.19，R2 = R squared =

0.0324 < 0.1、P value = 0.077 > 0.05，表示在不区分性别的前提
下 30-80岁与游离线粒体的相关性程度极低，游离线粒体拷贝

数随年龄增长存在不显著下降趋势。

为了进一步分析性别之间的游离线粒体拷贝数相关性，利

用建立的方抽提取 100名 30～80岁受试者的外周血游离核酸

（Carrier DNA溶液作为洗脱液），并测定游离线粒体拷贝数在

不同性别的相关性，结果如图 15所示。

由图 15可知，分析游离线粒体与年龄之间关系中 0.2<｜R｜

= 0.27 < 0.39，R2 = R squared = 0.00729 < 0.1、P value = 0.061 >

0.05，表示在 30-80岁年龄段内性别的游离线粒体的相关性程

度低，性别之间的相关性不显著。

3 讨论

线粒体 DNA拷贝数与人类的许多遗传疾病及癌症的发生

发展[19，20]、个体发育衰老过程及环境暴露影响等多方面密切相

关[21]，常常被用作线粒体功能障碍和细胞衰老的生物标志物[22]。

而游离线粒体作为线粒体的直接产物是否也可以作为衰老和

图 13使用 Carrier DNA溶液后定量检测同样 6个样本游离线粒体基

因 Ct值

Fig. 13 The Ct value of cfmtDNA were quantitatively tested using Carrier

DNA solution
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图 15游离线粒体拷贝数不同性别中的相关性

Fig.15 Correlations between the different genders of free mitochondrial copies

Note: The y-axis vertical coordinate represents the copies number of male cfmtDNA between 30-69 age in 1 mL serum; the x-axis abscissa coordinate

indicates the copies number of female cfmtDNA between 30-69 age in 1 mL serum.

肿瘤预测的标志物有待进一步研究。游离线粒体拷贝数检测方

法有多种。例如，高通量全基因组测序[23，24]、微滴式数字 PCR技

术，这些技术存在成本高、对样本需求量大等缺点[11]。定量 PCR

检测游离线粒体拷贝数仍是目前应用范围最广的检测手段。

在这里，本研究为了能够通过定量 PCR技术达到准确检

测游离线粒体拷贝数的目的，经过获取稳定的血清、抽提稳定

游离核酸、避免材料吸附核酸等优化步骤，利用 300拷贝的游

离核基因参考基因作为对照组[18]，发现血清有效分离时间需在

2 h内、结合经济和操作因素血清最佳分离方案为 1600 r/min

离心 10 min 再 16000 r/min 离心 10 min、通过双色荧光定量

PCR技术筛选出游离线粒体定量的引物扩增最佳长度为 82bp

即在片段允许范围内的最短片段、使用添加 Carrier DNA办法

解决材料抗吸附问题、比对出磁珠法游离核酸抽提试剂盒比吸

附住法抽提游离核酸得率更高且用时更短。由于核小体的存在

使得游离核基因相较于游离线粒体要更加稳定，因此该方案中

各个环节的优化采用检测游离线粒体拷贝数为判定标准，并使

用游离核基因拷贝数为对照组做进一步验证，最终实验结果表

明二者结论一致。

成功构建具备经济、快速准确、易操作、适用于大样本检测

的特性的方案，适用于在大样本、大范围人群中游离线粒体拷

贝数检测。并应用于不同年龄段随机人群的游离线粒体拷贝数

检测。分析 30-79岁年龄段的 100名随机人群外周血游离线粒

体拷贝数，评估游离线粒体拷贝数与年龄、性别之间的相关性

程度，结果显示游离线粒体拷贝数与年龄之间的相关性参数为

0 <｜R｜= 0.18 < 0.19、P value = 0.077 > 0.05以及游离线粒体
拷贝数与性别之间的相关性参数为 0.2 <｜R｜= 0.27 < 0.39、P
value = 0.061 > 0.05，表明 30-80岁年龄段游离线粒体与年龄和

性别的的相关性程度极低与 Santiago D [7，25]等人报道一致。根

据 Ellinger J[26]等人研究中游离线粒体拷贝数与性别及年龄之

间相关性的参数为 All P value > 0.25 > 0.05，79 bp片段对应定
量引物检测游离线粒体拷贝数均高于 230 bp片段对应定量引

物检测游离线粒体拷贝数，其结果表明游离线粒体拷贝数与年

龄与性别无显著相关性，越短的片段对应的定量引物检测游离

线粒体拷贝数更高。经过比较发现，本研究在不使用特殊血液

保存管及游离核酸储存管等价格较高的耗材的情况下，实验同

样能够稳定、快速检测游离线粒体拷贝数，得到的结论与 Santi-

ago D [7,25]、Ellinger J[26]等人研究结论一致。本文为定量 PCR能

稳定检测出外周血游离线粒体拷贝数在临床检测领域做了重

要补充。
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