
 引用格式：  孙嘉仪,杨超,胡晓雯,等. 一种基于多重PCR的人类线粒体基因组高通量测序方法. 中国科学: 生命科学, 2017, 47: 396–402
Sun J Y, Yang C, Hu X W, et al. A cost-efficient method for sequencing the human whole mitochondrial genome utilizing multiplex PCR-based next
generation sequencing. Sci Sin Vitae, 2017, 47: 396–402, doi: 396–40210.1360/N052017-00063

© 2017 《中国科学》杂志社 www.scichina.com

一种基于多重PCR的人类线粒体基因组高通量
测序方法
孙嘉仪,杨超,胡晓雯,张娟,周代占,贺林*,万春玲*
 
上海交通大学Bio-X研究院,上海精神卫生中心,上海 200030

*联系人, E-mail: helin@sjtu.edu.cn; clwan@sjtu.edu.cn

收稿日期: 2016-12-08; 接受日期: 2017-02-14;网络版发表日期: 2017-04-14

国家重点研发计划(批准号: 2016YFC1306802, 2016YFC1306900)和国家自然科学基金(批准号: 81421061, 81361120389)资助

摘要       人类线粒体基因组DNA(mtDNA)是一个16569 bp的双链闭合环状DNA分子,具有母系遗传、多拷贝、

高异质性及高变异率等特点,是研究人类遗传和进化上广泛使用的分子标记. 近几年,高通量测序技术的出现,
使得在短时间内准确测定mtDNA序列成为可能;但目前常用的高通量测序建库方法操作复杂、研究费用相对

较高. 基于多重PCR扩增的测序方法具有高效率、高灵敏度、低成本的特点,因而适用于大规模线粒体基因

组的变异检测分析. 利用73个相互重叠的扩增子通过多重PCR方法来扩增中国人的线粒体全基因组,在扩增

片段两端连接特定的接头序列,然后在IlluminaHiSeq X Ten平台上进行高通量测序. 对获得的测序数据分析发

现, mtDNA每个位点的测序深度均达到2000×以上;当测序深度为100×时,所有样本的序列覆盖度都达到100%;
数据质量适用于后续的变异检测分析. 利用本研究建立的基于多重PCR的二代测序方法无需片段化即可直接

上机测序,在复杂遗传病的研究中有着广泛的应用前景.
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线粒体是真核细胞中重要的细胞器[1],在氧化应

激、代谢、炎症、自噬和凋亡等生物进程中有着至

关重要的作用[2,3]. 线粒体功能异常可迅速导致细胞

内能量代谢障碍, ATP供应短缺,从而导致一系列疾病

的发生,如精神分裂症、帕金森综合征、糖尿病、阿

尔兹海默综合征[4~7], 还有研究发现一些癌症发生发

展与mtDNA突变密切相关[8].
线粒体基因组位于线粒体中,是独立于核染色体

之外的双链闭合环状遗传物质. 人类线粒体基因组全

长16569 bp[9],分为编码区和非编码区两个部分. 其中

编码区编码13个蛋白、22个tRNA和2个rRNA,具有较

高的保守性;非编码区包含一个复制起始区和一些转

录调节因子[10],该区域变异率较高. 人类每个体细胞

中包含成百上千个线粒体,每一个线粒体内含有2~10
个mtDNA的拷贝[11].

相较于核DNA, mtDNA具有许多特点,如母系遗

传、多拷贝、高变异率和高异质性等[12]. 由于这些特

点, mtDNA在人类进化和种族遗传等相关领域中已成

为非常重要的研究材料[13,14];而在辅助法医学鉴定领

域,特别是在无法得到完整分型的核DNA的降解检材
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中, mtDNA信息便显示出重要的利用价值[15].
传统的mtDNA测序技术主要是利用基于克隆文

库或PCR扩增产物的桑格(Sanger)测序方法. 虽然桑格

测序能够检测出许多突变,但该方法通量低,且无法

给出定量信息. 高通量测序等技术的兴起,使得在短

时间内对线粒体基因组序列进行快速准确的测序成

为可能,也使人们对mtDNA的特点有了更为深入的认

识. 到目前为止,已经建立了一些mtDNA二代测序方

法,例如,基于长片段PCR的、基于滚环复制的、基于

杂交捕获的方法. 基于长片段PCR扩增的测序方法比

较便捷,自己就可以设计出合适的引物,无需商业化

定制,但该方法对样本质量要求较高[16];基于滚环复

制的测序方法操作简单,所需的样本量较少,但该方

法对mtDNA的纯度要求较高[17];基于杂交捕获的测序

方法对中长片段DNA非常有优势,且特异性较高,但
该方法对样本的需求量大,且研究费用很高[18].

应用传统的建库方法进行线粒体高通量测序很难

在大规模样本量的研究中进行推广,而基于多重PCR
的高通量测序方法则表现出许多优势. 多重PCR技术

(mutilplex PCR)是指在一个反应体系中同时扩增不同

区域的多个目的片段,具有高效、快捷、高特异性、

高灵敏度,以及低成本等突出优势,已成为生命科学

和医学研究的重要手段. Levin等人[19]在1999年针对

人类mtDNA设计了58对可覆盖mtDNA全部区域的特

异性引物,经PCR扩增后成功通过Sanger法完成了测

序,对于线粒体测序在法医鉴定、人类遗传进化和医

疗诊断等领域中的应用推广具有十分重要的意义.
本研究采用多重PCR技术,通过73对相互重叠的

扩增子对人类线粒体基因组全序列进行扩增,在扩增

片段两端加入特定接头序列使之适合后续的上机测

序及数据分析;对扩增体系及反应条件进行优化以提

高扩增效率,通过多重PCR扩增后,产物无需片段化即

可直接上机进行高通量测序(Illumina测序平台). 本研

究探索的方法灵敏度高、快捷、准确且经济可行,可
应用于大规模样本的mtDNA测序研究.

1   材料与方法
1.1   DNA样本

本研究使用的DNA样本是10年前使用QIAamp
DNA Mini Kit试剂盒(Qiagen,德国)提取的,并保存在

上海交通大学Bio-X研究院样本库−80℃冰箱中. 从中

随机选取96例中国人群正常人的DNA样本, 经Nano
Drop 2000分光光度计(Thermo Fisher Scientific, 美国)
重新定量后将所有样本稀释到10 ng/μL备用.

1.2   多重PCR扩增

(1) 多重PCR引物的设计 . 应用引物设计在线

软件Prime-blast(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/)及
Multiplex PCR Primer Designing Tool设计多重PCR引
物: 根据数据库中mtDNA修正后的剑桥序列(revised
cambridge reference sequence, rCRS, NC_012920.1), 以
及二代测序读长(Illumina HiSeq X Ten为150 bp×2)设
定扩增序列的长度范围为200~300 bp,退火温度范围

为58℃~62℃, 确保相邻扩增片段之间有重叠区域来

选择引物合适的起始及终止位置,从输出结果中优先

选择扩增序列接近300 bp的引物. 最终共设计73对引

物,可覆盖线粒体全基因组序列(网络版附表1);所有

引物均由上海捷瑞生物工程有限公司合成.

(2)多重PCR引物的分组. 将73对引物按图1所示

分成3组,每组内的扩增产物在mtDNA基因组上的位

置均不相邻;第一组和第二组各包含24对引物,第三

组含25对引物. 在少量样本中进行了二代测序的预实

图 1     PCR扩增子在mtDNA上分布示意图
图中外部所示为mtDNA双链环状结构: 包括D-loop区(红色方框),
13个编码蛋白的基因和2个编码rRNA的基因(黄色方框), 22个编码

tRNA的基因(灰色方框);内部73个方框示73个扩增子: 蓝色为第1
组,粉色为第2组,绿色为第3组,橙色为第4组

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
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验. 结果显示,有4对引物对应的片段扩增效率很低,
将这4对引物挑出来归为第4组. 最终各组PCR扩增结

果经质量控制后显示均适于进行后续实验.
(3) 多重 PCR反应体系和扩增条件 . PCR反

应在 96孔板中进行 , 6 μL反应体系中含基因组

DNA模板 10 ng, 每对引物在体系中的终浓度

为50~70 nmol/L(网络版附表1), 1× KAPA2G Robust
HotStartReadyMiX(Kapa Biosystems, 美国 ); 反应在

9700型PCR仪(Applied Biosystems,美国)中进行.
PCR扩增条件: 95℃预变性2 min; 95℃变性30 s,

56℃退火30 s, 72℃延伸60 s,反应进行45个循环; 72℃
延伸5 min, 4℃保存.

1.3   mtDNA高通量测序

(1) 多重PCR产物的酶切纯化. 多重PCR产物用

核酸外切酶Ⅰ(exonucleaseⅠ, New England Biolabs,美
国)和虾碱性磷酸酶(shrimp alkaline phosphatase, SAP,
Affymetrix, 美国)处理. ExonucleaseⅠ是单链特异性

3′→5′核酸外切酶,可将ssDNA 3′-OH末端分解生成5′-
单核苷酸,去除PCR反应体系中残留的单链引物; SAP
可将脱氧核苷三磷酸的磷酸基团分解,去除PCR反应

中残留的dNTP, SAP-Exonuclease Ⅰ混合使用达到纯

化PCR产物的目的. 酶切纯化反应体系: 6 μL的PCR
产物, 0.5 U的SAP, 2 U的Exonuclease I, 1× SAP缓冲液,
1× Exonuclease I缓冲液. 反应条件: 37℃孵育60 min,
80℃反应 20 min.

(2) 高通量测序前处理-加接头 . 将上述酶切纯

化后的产物稀释100倍 , 连接Illumina二代测序平台

所需的接头Access Array™ Barcode Library for Illumina
Sequencers(Fluidigm,美国). 接头上含有与测序引物互

补结合的片段,通过该片段和测序引物结合来对目的

片段进行测序. 此外不同接头含有不同的标签序列,用
于后续数据分析时区分不同的样本. 连接反应: 95℃
预变性10 min; 95℃变性15 s, 60℃退火30 s, 72℃延伸

30 s,反应进行12个循环; 72℃延伸3 min, 4℃保存.
(3) 高通量测序前处理-磁珠纯化 . 将连接不同

接头的样本等体积混合,用AgencourtAMPure XP磁珠

(Beckman Coulter, 美国)进行纯化. 对磁珠纯化后的

产物用预制的E-Gel®EX 2%琼脂糖凝胶(Invitrogen,美
国)电泳,因PCR产物连接接头后长度在300~500 bp范
围内,为确保回收所有产物,故割胶回收300~500 bp的

条带用于后续实验.
(4)高通量测序. 用Agilent 2100 Bioanalyzer(Agi-

lent Technologies,美国)检测样本DNA片段的大小及浓

度, 质检合格后, 在IlluminaHiSeq X 10平台上进行二

代测序.

1.4   数据分析

IlluminaHiSeq X 10高通量双末端测序后得到

FASTQ文件,将每个样本的测序数据根据不同的接头

序列信息进行分离. 用BWA软件将样本测序得到的

序列和数据库中的人类线粒体基因组参考序列(rCRS,
NC_012920.1)进行比对, 输出SAM格式的文件, 然后

用SAMtools软件将SAM文件转化成BAM格式的文件,
接着将BAM文件进行排序、索引. 使用GATK(genome
analysis toolkit)分析软件统计测序片段的读数、数据

总产量,评估测序深度、覆盖度和均一性.

2   结果与分析

2.1   高通量测序数据的产量

96个样本共得到7008个扩增片段,经HiSeq X Ten
高通量测序,得到大小为28.2 GB的数据. 每个样本检

测到的碱基数为154.39~574.24 Mbp不等(图2),平均值

为304.16 Mbp(网络版附表2).

2.2   高通量测序数据的总读数和匹配率

所有样本的测序片段总读数 (total reads)在
1.07×106~3.95×106范围内(图3A).平均读数为2.11×106,
其中平均2.09×106个读数能够匹配到线粒体参考序列

上,平均匹配率为99.19%(网络版附表3). 79个样本的

匹配率达99%~100%, 14个样本的匹配率为98%~99%,
3个样本的匹配率为96%~98%(图3B).

2.3   高通量测序的深度和覆盖度

样本的平均测序深度范围为9318×~34660×(网
络版附表 4), 72%的样本平均测序深度集中在

14000×~20000×(图4A). 统计结果表明 , 测序深度为

100×时,所有样本的序列覆盖度均为100%;进一步统

计测序深度达到6000×的片段,结果有94个(97.9%)样
本的序列覆盖度为100%,仅两个(2.1%)样本的序列覆

盖度为99.9%(图4B和C,网络版附表4).
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图 2     样本检测得到的碱基数
横坐标为样本编号, 纵坐标为碱基数

图 3     样本的总读数(total reads)和匹配率
A: 96个样本总读数的分布情况,红色散点表示每个样本的总读数值; B: 96个样本匹配率的分布情况

2.4   碱基位点和扩增子的测序深度

线粒体全基因组序列(16569 bp)上每个位点的测

序深度范围为2571×~82380×(图5A);每个扩增子的平

均测序深度为5806×~62910×不等(图5B,网络版附表5).
71%的扩增子的平均测序深度集中在10000×~30000×
范围内.

3   讨论

人类线粒体DNA是位于细胞核以外的唯一基因

组DNA,与体细胞核DNA只有两个拷贝相比, mtDNA
有成百上千个拷贝,其没有组蛋白的保护,更易受活性

氧自由基(reactive oxygen species, ROS)的攻击,容易发

生突变[20]. mtDNA突变会导致线粒体功能异常,进而

迅速导致细胞内能量代谢障碍, ATP供应短缺. 线粒体

是细胞内ROS的主要来源,伴随电子转移过程中产生

的ROS会改变线粒体膜的通透性,引起线粒体的结构

异常,如线粒体肿胀、线粒体膜完整性破坏,进而引起

细胞色素C释放进入细胞质,引起细胞死亡[21]. 许多研

究证据都表明, mtDNA突变后更易引起细胞的结构和

功能异常,且与多种疾病的发生发展密切相关[22]. 目
前常规的mtDNA检测方法大多是对其高突变区进行

一代测序. 一代测序能够准确地检测出大多数突变,
但无法给出异质性位点不同基因型比例的定量信息,
且对于异质性低于15%的突变体很难检出[23],而且该

方法步骤繁琐、费时费力、测序区段有限,极大地限

制了mtDNA在复杂疾病中的研究和应用.
高通量测序技术的出现极大地推动了生物学和
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图 4     每个样本的平均测序深度及覆盖度
A:所有样本的平均测序深度分布; B:统计测序深度为100×的片段,
所有样本的序列覆盖度均为100%; C:统计测序深度为6000×的片

段, 94个样本的序列覆盖度为100%, 2个样本为99.9%

医学的发展. 高通量测序技术能在单次试验中对几

十万至几百万条DNA分子同时进行序列测定,使得对

一个物种(或细胞器)的基因组在短期内进行细致全貌

的分析成为可能. 此外,高通量测序技术还有完美的

定量功能,因为样品中某种DNA被测序的次数反映了

样品中这种DNA的丰度,这一点在拷贝数较多的线粒

体基因组测序中则能提供更多的线索. 因此,通过高

通量测序对线粒体基因组序列进行分析,能够使研究

者们有机会对其SNP位点进行精细定位及遗传特征

分析[24],为从DNA分子水平上阐释线粒体基因突变导

致的疾病提供了机制方面的指导信息,也为线粒体疾

病患者实现个体化精准医疗提供了理论基础.
目前常用的线粒体高通量测序的建库方法成本很

高,很难在大规模样本的研究中进行推广. 基于多重

PCR的高通量测序方法可以实现适于复杂疾病的大规

模样本分析. 该方法早在1988年就被用来快速检测人杜

氏肌营养不良相关基因外显子的缺失情况[25]. 2010年
He等人[26]通过多重PCR测序的方法对结直肠癌病人的

线粒体进行了研究,发现了结直肠癌病人线粒体突变的

新位点和母系遗传等规律,但该研究中采用的650 bp片
段的PCR扩增产物仍需片段化处理后才能进行上机测

序,测序成本高. 而本研究采用的PCR扩增产物片段较

小,无需片段化处理可直接上机. Gunnarsdottir等人[27]

在2011年运用罗氏454 Life Sciences平台进行mtDNA
测序,结果在平均测序深度为55×时,仍有<1%的序列

未覆盖; Chaitanya等人[28]在2015年利用多重PCR技术

在Ion Torrent平台上对mtDNA进行测序,其结果在获

得100% mtDNA覆盖度时的测序深度只能达到50×. 本
研究利用73对相互重叠的扩增子对线粒体序列全覆盖

扩增,所有样本100%序列覆盖时的测序深度达100×.
与传统的Sanger测序相比,二代高通量测序具有碱基

识别错误率高的弱点,将会影响变异检测分析结果的

准确性, 但当测序深度达到30×时, 则可以通过不同

reads进行矫正以提高其准确率,并且随着测序深度的

增加,准确率则进一步提升,完全可以和Sanger测序媲

图 5     每个位点的测序深度和每对扩增子的测序深度
A: mtDNA每个位点的测序深度(96个样本的中位数); B:每对扩增子的测序深度(96个样本的平均值)
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美. 由于mtDNA具有高度异质性,更高的测序深度则

意味着能够对异质性进行更好的分析. 本研究结果表

明,利用建立的基于多重PCR的方法对mtDNA进行高

通量测序所产出的数据质量适用于后续的变异检测

分析.
本研究在多重PCR实验之前,预先进行了单重PCR

检测,以确保每对引物都能够扩增出正确的、单一的

目的条带. 为了提高扩增效率,并使多重PCR反应中

各扩增子的扩增效率相对平衡,通过对扩增体系及反

应条件进行了优化以提高扩增效率. 最初在多重PCR
反应中使用了相等物质的量的引物(每对引物的终浓

度为50 nmol/L),但是扩增效率并非均一,在优化了各

种反应条件后,有些引物对应的产物仍不明显;最终

通过改变反应中各种引物的比例,增加扩增效率低的

引物的量,降低扩增效率高的引物的量,使各个扩增

子获得较均一的扩增效率. 本研究采用多重PCR技术

扩增人类线粒体全基因组,扩增产物不需要片段化处

理即可直接上机进行高通量测序(Illumina测序平台).
本研究提出的测序方法实验操作过程简单,需要的样

本DNA仅需10 ng,且对样本的完整性要求不高,可以

对降解检材进行检测.
迄今为止,已经有很多mtDNA的高通量测序方法,

但几乎没有方法是针对亚洲人群的,本研究建立的方

法所设计的引物是根据中国人mtDNA序列进行修改

调整过的,而且亚洲人群之间的遗传差异相对较小,所
以该方法可以特异性地对亚洲人群进行线粒体全基因

组测序. 本研究探索出的基于多重PCR扩增的mtDNA
高通量测序方法灵敏度高、快捷、准确且经济可行,
适用于线粒体疾病的精准医疗研究,也为其他复杂遗

传疾病的研究提供了新思路.
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A cost-efficient method for sequencing the human whole mitochondrial
genome utilizing multiplex PCR-based next generation sequencing
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The mitochondrial genome of human is organized as a circular loop of double-stranded DNA with 16569 bp in length.
Mitochondrial DNA (mtDNA) is extensively used as a biomarker in human evolution and population genetics due to
the characteristics of maternal inheritance, multiple copies in cells, high mutational rates, high heteroplasmy levels and
so on. Next-generation sequencing (NGS) has become a rapid and efficient approach to sequence mtDNA recently,
while library-building is complex and expensive. Multiplex PCR has the advantage of high sensitivity and saving time
and effort. Therefore, this technique was used to amplify whole complete mitochondrial genomes in Chinese in the
present study. The whole mitochondrial genome was covered by 73 overlapped short amplicons, which was subsequently
sequenced on an Illumina HiSeq X Ten instrument. The mean per-mtDNA-base read depth was higher than 20000×.
100% mitochondrial genome coverage was obtained across all the samples with a depth of coverage threshold of 100×.
The data of high throughout sequencing was qualified for mutation analysis. The present sequencing method based
on multiplex PCR leaves out the process of library-building. This sequencing methodology that we have developed is
efficiency, economic and has a broad application prospect in the research of complex genetic disorders.
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