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时间温度梯度凝胶电泳结合基因测序对乳癌体细胞
全线粒体DNA扫描及突变检测

谭端军白仁奎LJCWong

目的线粒体主要通过氧化磷酸化途径以三磷

酸腺苷(ATP)的形式产生能量在细胞内发挥作用。

它是活性氧产生的主要场所，对DNA氧化性损伤

十分敏感，同时缺乏保护性组蛋白和有限的DNA

修复机制，其突变率至少是核基因组的10倍以上。

线粒体在能量代谢、活性氧产生、衰老和凋亡的起始

过程均起着重要角色，提示其在细胞的死亡和不正

常生长方面有着关键性的作用，可能参与肿瘤的发

生过程。本研究目的在于采用新的方法对整个线粒

体基因进行扫描，结合基因测序对乳癌组织突变情

况进行检测。

方法所有19例乳癌和癌旁冷冻组织采用蛋

白酶K和酚、氯仿抽提DNA，利用32对重叠引物

PCR扩增线粒体16．6kb全长基因，采用时间温度

梯度变性凝胶电泳技术扫描线粒体全基因，进行初

步突变筛选，如发现癌及癌旁正常组织具有不同电

泳图谱(如条带的迁移变异或杂合体)，则对其进行

序列测定判明确切突变位点。

结果 19例乳癌有14例发生突变(74％阳

性)，总突变数为27个，其中22个发生在高变D环

区(占81．5％)、1个于16s rRNA区、4个在mRNA

区，其中一个错义突变位于ATP合成酶6基因

(T9131C，氨基酸位点L122P)，其他3个同义突变

均位于NADH脱氢酶2基因(T4973C，G5285A，氨

基酸位点G168和K272)。6个肿瘤有1个体细胞

突变，余下的肿瘤具有多个突变。另外，发现102个
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种系传代变异，其中7个变异出现率在50％以上，

23个变异为首次发现，该结果尚未见文献和线粒体

基因文库中报道。采用特殊设计的引物进行PCR

检测，在所有肿瘤中均未发现常见的线粒体4 977bD

缺失突变。在11个微卫星区体细胞线粒体基因不

稳定的检测显示其插入和缺失突变仅存在于接近H

链启动子、且有7个多聚C存在D环区303～309

位点(4例、占21％)，在其他微卫星区均未发现任何

突变。

讨论本研究提示乳癌组织具有体细胞线粒体

DNA高突变率，不仅发生在非编码的高变D环区，

而且也存在于ATP合成酶和NADH脱氢酶基因编

码区。21％的肿瘤D环区np303--309发生插人或

缺失突变，而其他微卫星区并无突变，提示303--309

位点的变异可能是肿瘤的突变热点而非真正反映微

卫星不稳定。在线粒体基因组中任何位点的突变可

能影响线粒体DNA复制、转录和翻译的效率。在

编码区的基因突变可能产生明显的功能效应，导致

肿瘤细胞中突变的线粒体获得生长优势。由于线粒

体DNA的高拷贝数，因此，体细胞线粒体DNA突

变的辨明结合l临床病理结果，可望为乳癌的早期检

测和诊断提供良好的分子标志。本研究结果对线粒

体DNA是否可作为肿瘤治疗的潜在靶点进行评

价。
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