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线粒体 ＤＮＡ３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病外周血
单个核细胞生物力学变化特征

耿新倩　张宜男　王从容

摘　要　目的　探索线粒体 ＤＮＡ３２４３Ａ＞Ｇ（ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ）突变糖尿病患者和正常对照外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）表面形貌

和力学性能差异。方法　采集５例 ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者和５例年龄、性别匹配的正常对照外周血２ｍｌ，然后利用聚蔗糖 －

泛影葡胺（Ｆｉｃｏｌｌ－ｈｙｐａｑｕｅ）密度梯度离心法分离出 ＰＢＭＣ。应用原子力显微镜（ＡＦＭ）对突变患者和正常对照的 ＰＢＭＣ进行表面形

貌和力学性能测量。结果　运用 ＡＦＭ测量和分析发现，在表面形貌方面，ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者的 ＰＢＭＣ高度 （０．７３±

０２４μｍｖｓ２．４９±１．１７μｍ，Ｐ＝０．０１１）低于正常对照组；但其表面粗糙度（Ｒａ：１６１．８±３３．２ｎｍｖｓ６６．４±１６．３ｎｍ，Ｐ＝００００；Ｒｑ：

２０２．２±４０．９ｎｍｖｓ８５．４±１７．１ｎｍ，Ｐ＝０．０００）高于正常对照组。在力学性能方面，ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者 ＰＢＭＣ黏附力约

比正常对照组高 ３倍（７７９．６±１９０．０ｐＮｖｓ１６１．１±８３．１ｐＮ，Ｐ＝０．０００）。与正常对照组相比，ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者 ＰＢ

ＭＣ杨氏模量（１３８．３±７７．２ｋＰａｖｓ４２１．４±１４０．０ｋＰａ，Ｐ＜０．０１）显著增加，病变细胞表面硬度增加。结论　本研究利用 ＡＦＭ从单

细胞水平上揭示了 ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者 ＰＢＭＣ的表面形貌和力学性能变化，有助于加深对该疾病病理生理机制的理解。
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　　近年来，生物力学已发展成有助于研究人类疾病
的新兴领域。疾病不仅引起细胞生物功能改变，还

可导致病变细胞物理结构异常
［１］
。研究表明，在肿

瘤和镰状细胞疾病等不同病理状态下均存在相关的

细胞力学性能改变
［２，３］
。原子力显微镜（ａｔｏｍｉｃｆｏｒｃｅ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＡＦＭ）可在近生理条件和纳米尺度下观
察样品形貌特征和测量其杨氏模量等力学参数，是探

索临床疾病和细胞生物力学性能联系的重要工

·５５·
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［１，４］
。

白细胞作为一类对各种伤害性刺激反应灵敏的

免疫细胞，在不同病理条件下其生物力学特性也发生

不同变化
［５，６］
。２型糖尿病状态下白细胞激活增加，

但高糖环境使白细胞发生变形能力降低、黏附力增加

等血液流变学异常
［７，８］
。线粒体 ＤＮＡ３２４３Ａ＞Ｇ突变

（ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ）所致糖尿病是一种特殊类型糖尿病。
该疾病不仅引起患者眼部和心脏等多系统临床表现，

亦导致突变细胞发生线粒体膜电位下降及胞内活性

氧产生增加等异常
［９，１０］

。然而，ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖
尿病是否会引起血液细胞生物力学性能改变尚未见

报道。本研究旨在运用 ＡＦＭ探索 ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突
变糖尿病患者和正常对照外周血单个核细胞（ＰＢ
ＭＣ）表面形貌和力学性能变化，从而加深对该疾病病
理生理机制的理解。

材料与方法

１．研究对象：招募２０１５年１２月 ～２０１７年２月在
上海市第六人民医院就诊的 ５例 ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变
糖尿病患者及５名年龄、性别匹配的正常对照。所有
受试者签署知情同意书。糖尿病诊断符合 １９９９年
ＷＨＯ标准，ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变由高分辨率熔解曲线
及焦磷酸测序的“二步法”定量分析技术确定

［１１，１２］
。

确诊的 ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者目前均接受胰
岛素治疗。所有受试者均无血脂异常，无心脑血管疾

病，无其他严重血管合并症。

２．资料收集：（１）一般资料：年龄、血压、体重和
身高。体重指数（ＢＭＩ）＝体重（ｋｇ）÷身高（ｍ）２。
（２）生化指标检测：采用氧化酶法测定空腹血浆葡萄
糖（ｆａｓｔｉｎｇｐｌａｓｍａｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＰＧ）、餐后（口服 ７５ｇ葡萄
糖）２ｈ的血浆葡萄糖（２ｈ－ＰＧ）、血清总胆固醇（ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）和甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）；采用
高效液相色谱法检测糖化血红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎＡ１ｃ，
ＨｂＡ１ｃ）。

３．实验材料：收集２ｍｌ人外周血于乙二胺四乙酸
（ＥＤＴＡ）抗凝的试管中；人外周血淋巴细胞分离液
（挪威 Ａｘｉｓ－Ｓｈｉｅｌｄ公司）；红细胞裂解液；磷酸盐缓
冲液（１×）（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ，美国
Ｇｉｂｃｏ公司）；０．５％戊二醛固定液；台式离心机；多聚
赖氨酸包被的载玻片；生物快速扫描原子力显微镜

（美国 Ｂｒｕｋｅｒ公司）。
４．人 ＰＢＭＣ分离：利用聚蔗糖－泛影葡胺（Ｆｉｃｏｌｌ－

ｈｙｐａｑｕｅ）密度梯度离心法分离 ＰＢＭＣ。收集所有受试
者各２ｍｌＥＤＴＡ抗凝血，用 ２ｍｌＰＢＳ等体积稀释血液

样本并吹打混匀，然后将血液贴壁加入４ｍｌ淋巴细胞
分离液中，２０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ离心后，吸取中间白细胞
层，加 １０ｍｌＰＢＳ，１５００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ离心，弃上清，加
８ｍｌ红细胞裂解液，４℃放置 １５ｍｉｎ，１５００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ
离心，弃上清，再用 ＰＢＳ清洗一次弃上清，剩下的白
色细胞团块即为 ＰＢＭＣ。

５．ＰＢＭＣ固定及ＡＦＭ测量：用适量 ＰＢＳ重悬 ＰＢ
ＭＣ，然后将细胞悬液滴到多聚赖氨酸包被的载玻片
上，约１０ｍｉｎ后细胞单层吸附在载玻片上，移去多余
的细胞悬液并加 ０５％ 戊二醛固定液室温静置
１５ｍｉｍ，然后 ＰＢＳ清洗 ３次，并置于干净 ＰＢＳ溶液中
用于 ＡＦＭ测定。将制备好的样品置于 ＡＦＭ扫描台
上，实验采用 １００μｍ扫描器，微悬臂的弹性系数为
０３２Ｎ／ｍ，扫描速率０．５０１Ｈｚ，像素点 ２５６×２５６，液相
中采取 ＰｅａｋＦｏｒｃｅＱＮＭ成像模式。每个样本至少测
量 ５个不同细胞。ＡＦＭ图像仅用自带软件 Ｎａｎｏ
ＳｃｏｐｅＡｎａｌｙｓｉｓ１．８处理，以消除背景噪音。

６．统计学方法：采用 ＮａｎｏＳｃｏｐｅＡｎａｌｙｓｉｓ１．８和
Ｏｒｉｇｉｎ９．０对数据进行分析、拟合。各组数据计量资
料均以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，用 ＳＰＳＳ１６．０统计
学软件做统计分析，组间比较采用独立 ｔ检验，以Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．两组人群一般临床指标：ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖

尿病患者 ＦＰＧ和 ２ｈ－ＰＧ均高于正常对照组（Ｐ＜
００５，表１）。突变患者平均 ＢＭＩ低于正常对照组，可
能是 ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变的大部分患者体重低且肌肉
组织减少所致

［９］
。两组人群血压、ＨｂＡ１ｃ、ＴＣ和 ＴＧ

水平比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表 １　两组人群一般临床指标 （ｘ±ｓ）

指标对照组 正常对照组 突变组 Ｐ

年龄（岁） ４３．２±１２．８ ４３．４±１５．８ ０．９８３

ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２） ２２．４±１．３ １９．１±０．８ ０．００１

ＦＰＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ５．４±０．５ １０．２±４．０ ０．０３

２ｈ－ＰＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ５．７±１．６ １７．９±３．４ ０．０００

ＨｂＡ１ｃ（％） ５．５±０．３ ８．２±２．７ ０．０５５

ＳＢＰ（ｍｍＨｇ） １２４．２±１０．８ １１８．４±１７．４ ０．５４４

ＤＢＰ（ｍｍＨｇ） ７６．２±１４．６ ８１．８±７．２ ０．４６４

ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ４．６±１．３ ５．０±０．８ ０．５１６

ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．２±０．５ ２．５±１．７ ０．１３９

　　２．两组人群 ＰＢＭＣ的 ＡＦＭ图像及形貌参数比
较：用 ＡＦＭ测量的 ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者和
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正常对照 ＰＢＭＣ的相关形貌图像参数，见表 ２。与正
常对照组相比，突变组平均细胞高度（ｈｅｉｇｈｔ）降低约
７０％（２．４９±１．１７μｍｖｓ０．７３±０．２４μｍ，Ｐ＝００１１）。
用 ＮａｎｏＳｃｏｐｅＡｎａｌｙｓｉｓ１．８处理图像，得到细胞表面
粗糙度（ｒｏｕｇｈｎｅｓｓ），包括粗糙度的算数平方根（Ｒａ）
和几何平方根（Ｒｑ）。突变组 ＰＢＭＣ的表面粗糙度
（Ｒａ和 Ｒｑ）显著高于对照组，突变患者 ＰＢＭＣ的细胞
膜表面更粗糙。

表 ２　ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者和正常对照 ＰＢＭＣ

表面形态参数 （ｘ±ｓ）

参数 正常对照组 突变组 Ｐ

高度 （μｍ） ２．４９±１．１７ ０．７３±０．２４ ０．０１１

粗糙度 （ｎｍ）

　算数平方根（Ｒａ） ６６．４±１６．３ １６１．８±３３．２ ０．０００

　几何平方根（Ｒｑ） ８５．４±１７．１ ２０２．２±４０．９ ０．０００

　　３．两组人群 ＰＢＭＣ的局部纳米力学性能比较：本
实验中，通过 ＡＦＭ得到的力（ｆｏｒｃｅ）－距离（ｓｅｐａｒａ

ｔｉｏｎ）曲线分析 ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者和正常
对照 ＰＢＭＣ细胞膜上的力学性能。突变患者和正常
对照的力 －距离曲线见图 １。根据趋近力 －距离曲
线和回撤力 －距离力曲线可分别计算 ＰＢＭＣ表面的
杨氏模量（Ｙｏｕｎｇ′ｓｍｏｄｕｌｕｓ）和黏附力（ａｄｈｅｓｉｏｎ），二
者大小范围符合高斯分布。通过力（ｆｏｒｃｅ）－距离
（ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ）曲线得出，对照组 ＰＢＭＣ表面黏附力分
布在１６１．１±８３．１ｐＮ范围，而突变组ＰＢＭＣ表面黏附
力约是对照组的 ４．８倍，分布在 ７７９．６±１９００ｐＮ范
围（图２）。杨氏模量反映细胞膜表面的硬度。力 －
距离曲线斜率越大，细胞杨氏模量越大，表明细胞表

面硬度越大，细胞越不容易变形
［１３］
。因 Ｓｎｅｄｄｏｎ模

型更适合诸如细胞、组织、生物分子等生物样品的测

量，故本研究采用 Ｓｎｅｄｄｏｎ模型计算 ＰＢＭＣ的杨氏模
量

［１４］
。与正常对照组比较，突变组 ＰＢＭＣ杨氏模量

显著增加（１３８．３±７７．２ｋＰａｖｓ４２１．４±１４００ｋＰａ，Ｐ＜
０．０１），突变患者的 ＰＢＭＣ表面硬度增强，变形能力
减弱（图３）。

图 １　ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者和正常对照 ＰＢＭＣ力 －距离曲线代表图
Ａ．突变患者；Ｂ．正常对照；实线．趋近曲线；虚线．回撤曲线

　

图 ２　ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者和正常对照 ＰＢＭＣ黏附力（ａｄｈｅｓｉｏｎ）直方分布图
Ａ．突变组；Ｂ．正常对照组

　
·７５·
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图 ３　ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者和正常对照 ＰＢＭＣ杨氏模量（Ｙｏｕｎｇ′ｓｍｏｄｕｌｕｓ）直方分布图
Ａ．突变组；Ｂ．正常对照组

　

讨　　论
白细胞包括粒细胞、单核细胞和淋巴细胞 ３大

类，具有识别、递呈和杀伤抗原的功能，参与机体的免

疫调控。糖尿病状态下除发生血小板黏附力增加、红

细胞变形性减弱等血液流变学异常外，白细胞也大量

激活，黏附性增加。大量白细胞黏附在相应组织器官

的内皮细胞上是早期动脉粥样硬化及糖尿病肾病、视

网膜病变等微血管并发症的病理生理机制之一
［１５］
。

本研究利用 ＡＦＭ比较 ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿
病患者和正常对照 ＰＢＭＣ的表面黏附力，发现患者的
ＰＢＭＣ黏附力较正常人显著升高。细胞膜表面有很
多糖脂和糖蛋白，其中黏附分子（ａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，
ＡＭｓ）在白细胞聚集、黏附上发挥关键性作用［１６］

。长

期高血糖导致炎性介导的内皮细胞功能失调，ＡＭｓ分
泌异常，是引起糖尿病微血管病变的重要机制之一。

既往研究亦表明，在糖尿病神经病变、肾病和视网膜

病变中，均存在细胞间黏附分子 －１（ＩＣＡＭ－１）和血
管细胞黏附分子 －１（ＶＣＡＭ－１）等 ＡＭｓ表达水平异
常

［１５～１７］
。在一项糖尿病视网膜病变的机制研究中，

Ｙａｎｇ等［１８］
发现高糖环境下人 ＰＢＭＣ与视网膜内皮

细胞间黏附率增加。ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者
ＰＢＭＣ的表面黏附力增高、表面粗糙度增加和平均高
度降低是否与糖尿病状态细胞表面 ＡＭｓ异常表达有
关，有待于进一步研究。

越来越多的证据表明，随疾病进展白细胞生物力

学性能也发生改变。研究表明与正常对照相比，慢性

淋巴细胞白血病患者体内淋巴细胞表面硬度降

低
［５］
。本研究中 ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者 ＰＢ

ＭＣ杨氏模量约是正常人的 ３倍，说明该病变使患者
的 ＰＢＭＣ表面硬度增加。此结果与既往一个微管吸
吮技术研究一致，其发现１型糖尿病鼠的淋巴细胞表

面硬度比正常对照鼠的增加
［８］
。值得一提的是，ＡＦＭ

可以更直观、精确的在单细胞水平上获得表面力学性

能，具有传统技术无法比拟的优势。糖尿病患者因长

期糖代谢紊乱，使白细胞硬度增加，变形能力减弱，以

及表面黏附性增加，导致白细胞在血管内异常聚集或

引起微小血管阻塞，造成血流灌注减少，从而引起糖

尿病视网膜病变等微血管病变
［８，１５，１６］

。ｍｔ．３２４３Ａ＞
Ｇ突变糖尿病患者眼部、心脏等多系统表现除与细胞
杂胞质性及不同组织对能量代谢的依赖程度有关外，

可能也与疾病状态 ＰＢＭＣ的黏附力、表面硬度等机械
性能改变有关。近年来研究认为，细胞表面硬度（或

细胞弹性）与细胞骨架结构及细胞内细胞器紧密相

关。例如，乳腺癌细胞内结构完整的丝状肌动蛋白减

少，会导致其表面硬度比正常细胞降低
［１４］
。Ｋａｎｄｅｌ

等对不同细胞系研究亦发现，ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变异
质性水平与细胞内骨架蛋白含量及细胞机械性能改

变具有相关性。ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者 ＰＢ
ＭＣ表面硬度增加是否与疾病状态下细胞骨架蛋白
及胞内细胞器变化有关以及该影响的具体机制尚不

明确，有待于深入研究。此外，既往研究大多是探讨

１型或 ２型糖尿病状态下红细胞、心肌细胞等的表
面形貌和力学性能变化，在其他类型糖尿病中 ＰＢ
ＭＣ的形态结构和力学性能是否会发生改变尚未见
文献报道。

综上所述，本研究利用 ＡＦＭ首次从单细胞水平
揭示 ｍｔ．３２４３Ａ＞Ｇ突变糖尿病患者与正常对照 ＰＢ
ＭＣ表面形貌和力学特性的变化，为深入理解该疾病
状态下 ＰＢＭＣ的病理变化提供了一个强有力的实验
依据。将细胞力学性能变化与疾病状态相联系，有利

于从纳米水平了解疾病的病理特点和深入理解疾病

病理生理机制。
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