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喉鳞状细胞癌组织线粒体基因
D一3 10区碱基的多态性

韩月臣，樊兆民，徐伟，李建峰，吕正华，王海波
(山东大学附属省立医院耳鼻咽喉一头颈外科，济南250021)

摘要：目的探讨喉鳞状细胞癌组织中线粒体基因D310区碱基序列多态性及其临床意义。方珐 提取ll例喉鳞

状细胞癌组织总DNA，利用聚合酶链反应(PCR)对线粒体基因包含D310区的D-LOOP区部分序列进行扩增，聚丙

烯酰胺凝胶电泳并直接测序，观察该区碱基序列的改变。佶果D310区多态性表现为多聚C保守片段胞嘧啶碱

基数量的改变．发生率为8／1l(72．73％)。5，8(62．50％)的标本突变是同质性的，3／8(37．50％)标本为异质性突变。

共检测到6种不同的序列改变，以单个胞嘧啶的插入最常见，约占全部序列改变的50％。站论在喉鳞状细胞癌

组织，D310区具有明显多态性，是突变的多发区域之一。
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Polymorphism of mitochondrial DNA at the D-3 10 region in

laryngeal squamous cancer cells

HAN Yue-chen，FAN Zhao—min，XU Wei，LI Jian-feng，LU Zheng—hua，WANG Hai-bo

(Departmem of Otolaryngology＆Head and Neck S|】rgery，Provincial Hospital Affrhated tO Shaedong University，

Jinan 250021，China)

Almtract：Objective To investigate the polymorphism of the 03 10．笔ion of鼠槲c mitochondrial DNA(mtDNA)in the human
primary laryngeal$q1．1amou8 cell cancer．Methods Eleven cases of laryngeal squa／nous cell cancer were collected from ir卜pa-

tients who were confirmed by pathologic studies．The total DNA wag amplified to identify the polymorphism of the D-310 region bY

the PCR technique．polyacrylamide gel electrophotesis and sequencing．Results Changes in le,19th of short Cbase-repetitive鸵·

quenciug were found in the conserved D310 region in 8 c姗(72．73％)．Most ofthe mutations(8111)WL*I七homoplasmic mttta-
fions，and the others(3／11)were hytroplasmic mutations．Ofthe 6 kinds ofmutation changes，insertion ofone c归im at tJle n
310 region was the most v加qnlnon．ranked about 50％．Concludons The D310 region located in the D-Loop,弓gion could be a

mutational hotspot in laryngeal squ,'tnlous cell cancer．

Key words：Mitochondrial DNA；Mutation；Laryngeal 8qual'nous cell cancer；I)-310 Re,on

线粒体DNA是存在于细胞核外的一种环状

DNA，通过细胞质遗传，与核DNA相比线粒体DNA

对外界损伤因素更敏感而易于发生突变。Sanchez．

Cespedes等⋯报道，在肿瘤中线粒体DNA突变散在

分布在编码区和非编码区，其中位于D．Loop区的特

异的、高度多态性的多聚C区(D310区)在原发性肿

瘤是一个突变热点。我们通过对人喉鳞状细胞癌标

本的线粒体基因组(包含D310区的部分D．Loop区碱

基)序列的检测，探讨该肿瘤组织中线粒体DNA I)310

区碱基多态性的发生率及其临床意义。
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1 资料与方法

1．1临床资料 11例喉鳞状细胞癌组织及癌旁正

常组织标本，收集自我院2005—2006年住院患者，

其中男9例，女2例，25—75岁，平均56岁。均经病

理确诊。

1．2肿瘤及癌旁正常组织全基因组DNA提取采

用改进的酚、氯仿、异戊醇抽提法【2J，提取全基因组

DNA。基本步骤如下：①大约50 mg肿瘤组织剪碎，悬

浮于细胞裂解液，37℃保温1 h，间歇振荡；②加入蛋

白酶K，终浓度10me／m[．，55℃水浴3h，间歇振荡；③

加入等体积瞄s饱和酚，温和振荡10 rain，5000 g常温

离心15 min；④留取水相，加入等体积酚、氯仿、异戊

醇(25：24：1)，抽提1—2次；⑤留取水相，加入等体积

Tris饱和酚，抽提1次；⑥留取水相。加入2倍体积预

冷的无水乙醇和1／10体积31VI醋酸钠，一加℃保存1 h；

⑦离心120009,4℃，10min；⑧加入75％乙醇1 nlL洗涤

1次。12000 g离心5 min，弃上清，空气干燥；⑨所得

DNA溶于50止rIE溶液，一加℃保存备用。

1．3 PCR扩增 扩增野生型线粒体DNA保守片

段，所用引物序列如下：WSl sense 5．AGG CGC TAT

CAC CAC TCT GTr CC-3(12600．12622)；WAl anti—

sense 5．AAT AGG CrI’CCG OCT GCC AG．3．3(13128．

13148)。PCR反应体系为20止，终浓度为：Taq酶
0．5 U，MgCl2 2．5 mM／L，dlWP各250舢[1l／L，引物各

0．5伽ⅢL，模板DNA 100。300 ng。反应条件：首次

变性95℃2 rain，然后94℃30 s，55℃30 s，72 oC

45 s，共40个循环，末次延伸72℃7 rain。

扩增线粒体DNA D-Loop区部分序列，所用引物

为使用软件‰primere 5．0设计，引物序列如下：
TIS sense 5一CAG rI℃A AAT CCC TIC TCG TC．3(15768

—15787)；T1A antisense 5．爪卫GGT TAG c,cr GGT GTr

AG-3(16365．16384)。反应体系、反应条件同前。
4

PCR产物于加有溴化乙锭的1％琼脂糖凝胶中

电泳，电泳缓冲液为l×TAE，电压10 V／era。凝胶成

像分析系统照相(英国U、巾公司，GMS8000)。

1．4聚丙烯酰胺凝胶电泳各标本PCR产物5止，

1止6×上样缓冲液，30％聚丙烯酰胺凝胶，1 X TBE，

电压200 V，电泳时间5～6 h。凝胶置入含0．5 r119／瑚lL

溴化乙锭的1×TBE溶液中染色15 vain，凝胶成像分

析系统照相、分析(英国UVP公司，GMS8000)。

1．5聚丙烯酰胺凝胶回收DNA片段标本TJ、T2、

T3的PcR产物各90皿，聚丙烯酰胺凝胶电泳后，在紫

外光下将相应DNA条带切取，应用碾碎浸泡法纯化回

收。回收后再次PCR扩增，反应体系及条件同前。

1．6测序所有PCR产物使用ABIl00全自动测序

仪测序(参考线粒体DNA序列Genbank X93334)。

2结 果

对所有标本进行PCR扩增，使用引物对WSl、

WAl可扩增出线粒体DNA的保守片断，产物长度为

549 bp；使用引物对T1S、T1A，均可扩增出预期为

617bp大小的目的条带(图1)。30％聚丙烯酰胺凝

胶电泳，11例标本中有8例肿瘤组织PCR目的片段

长度与正常组织对照比较存在差异。标本Tl、T2、T3

(3／8，37．50％)可见相差约数个碱基的2条DNA条

带，说明肿瘤细胞中存在两种不同的线粒体DNA，

为异质性突变(图2)，经扫描光密度分析，3例标本

中突变与正常线粒体DNA的含量比值分别为：Tl一

60．62％；T2—26．37％；rl,3—20．80％，其余5例为同

质性突变(5／8，62．50％)。所有测序结果与C,enbank

报道的人正常线粒体基因(Genbank X93334)D一310

区的碱基序列相比较，共发现6种不同碱基序列改

变(图3)，具体碱基序列改变见表1。

图1喉鳞状细胞癌线粒体DNA D-LOOP区部分片段扩增

产物，长度617bp(1％琼脂糖凝胶，1×TAE)。1VI：Mark-
er；C：阴性对照。

图2喉鳞状细胞癌PCIt产物3b％聚丙烯酰胺凝胶电泳图，

3个肿瘤标本PCR产物可见相差约数个碱基的2条

DNA条带。lVl：Marker(1×TBE，电压200V)
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AACCCCCCCTCCCCCC02T AACCCC CECTTCCCCCGCT AACCCCCCCOC T02t-X2 021

锅0 490 490 500 490 500
A B C

A哎CC∞oC-I℃CCCCcCGcr AACCCcCCacToCCcC CGCC AAccC∞CCC田CcCO叨
5∞ 510 500 510 490 500

D E F

图3测序结果

A：D310正常序歹0 16296 C C C C C C C T C C C CC C16309；B：16304C-T；c：C7一C9；D：C6-C7；E：C7．C8；

F：C7．C8，16304C-T，C6-C5三种变异同时存在

3 讨 论

目前研究发现D．LOOP区的碱基突变广泛存在

于各种肿瘤组织中，且有较高的发生率。Tong等b
J

报道在一些实体肿瘤类型中已经检测出线粒体

DNA的突变，包括胃肠道、乳腺、肺和膀胱癌。线粒

体DNA突变的类型主要包括碱基的转换，碱基的插

入或缺失，以及D310的多聚C区胞嘧啶的数量的

变化。Paola掣43研究18例原发性乳腺癌肿瘤组
织，在11例检测到体细胞突变，其中5例是D—LOOP

区的D310部位的多聚C区的碱基缺失或插入，而

相应的淋巴细胞和正常乳腺组织没有检测到该突

变，由此可以推测，D310部位的突变可能是肿瘤特

异性的。Mambo等b]研究也证实发生于肿瘤的体细

胞线粒体DNA突变大部分定位于D—LOOP区，尤其

是被称为是D310的多聚C区。本研究发现喉鳞状

细胞癌组织中D310区的多聚c区胞嘧啶数量的改

变发生率为72．73％，高于Sanchez．C蜘)edes等⋯报

道的22％。具体突变类型包括：插入1个胞嘧啶

<6／11)，插入2个胞嘧啶(2／11)，减少1个胞嘧啶

(2／11)，和16304位点胞嘧啶一胸腺嘧啶转换

(2／11)，其中一例为3种变异同时存在。本研究发

现喉鳞状细胞癌细胞线粒体DNA D310区域碱基序

列改变以单个胞嘧啶的插入最为常见，约占全部变

异的50％。 ·

导致肿瘤细胞D310区碱基序列多态性的原因

仍不清楚，可能和线粒体DNA(尤其是D．LOOP区)

对外界损伤极其敏感，且缺乏组蛋白保护，缺乏有效

的修复机制有关。由于D310区的多聚C序列是一

段保守序列，包含有复制的起点，转录的启动子，该

区域的突变，可能会影响线粒体的总体转录水平和

蛋白合成，导致线粒体的氧化还原水平受到影响[6】，

进一步引起细胞内氧化自由基水平的提高。而氧化

自由基可以直接作用于核酸，使之发生碱基的修饰

及链的断裂，导致核酸分子的完整性和构型的破坏，

影响基因的表达，从而又加重对线粒体蛋白，脂质，

酶类及DNA的损伤，两个过程相互影响形成恶性循

环，引起D310区碱基序列的多态性表现。

D310区碱基序列多态性的临床意义仍存在争

议。Li6vre等川研究认为在头颈肿瘤中可以做为肿

瘤的生物学标志，用于高危人群的早期筛查。

Maximo等旧。对甲状腺肿瘤中包括D310区域在内的

D．LOOP区多态性的研究发现，该区域的突变在良性

和恶性肿瘤中均存在，且不能认为是恶性肿瘤的标

志。在不同组织来源的肿瘤中D310区域碱基突变

和临床意义存在差异，这可能和线粒体DNA的组织

特异性有关。喉鳞癌组织中03i0区碱基突变情况尚

未见相关报道，本研究证实喉鳞癌组织中存在很高的

线粒体基因D-310区碱基序列多态性，提示该区的碱

基改变可能和喉鳞状细胞癌的发生，发展有密切关

系，但是这些改变的肿瘤学意义，及是否对喉鳞状细

胞癌的预后产生影响，需要进一步研究，因此对线粒

体DNA D310区应予以特别重视。 (下转第309页)
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前连合者，除术前行仔细的临床和影像学评价外，应

谨慎行显微喉镜下c02激光手术，术后密切随访。
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