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·论著摘要·

口腔癌患者体细胞线粒体基因突变分布、特点及突变热点探讨

刘玲玲谭端军Lesley J趣}ress t ic Wong

目的 近年研究已经发现线粒体DNA编码、

氧化磷酸化和细胞ATP产生所需的多肽的表达改

变是肿瘤细胞的常见特征，线粒体已涉及到细胞凋

亡，也可能由于它对突变子的高度敏感性和DNA

修复机制的缺陷而参与了肿瘤的发生过程。有研究

显示沉溺于嚼槟榔伴用矿物粉的男性患者，在其后

半生具有口腔癌发生的高度风险，癌发生率也有逐

年增高的趋势。为了调查体细胞线粒体突变在口腔

癌发生过程中的潜在角色，本研究对口腔癌组织线

粒体全基因进行突变检测，确定突变分布、突变热

点，以及探讨其作为t：l腔癌分子标志的可能性。

方法对18例中老年亚裔口腔癌患者，其中

17例原发性口腔鳞状细胞癌、l例为囊腺癌，均经病

理证实。采用酚、氯仿抽提癌及癌旁正常组织

DNA，利用32对重叠引物PCR扩增线粒体16．6kb

全长基因，DNA片段长度为306～805bp，平均

594bp。继之，采用时间温度梯度变性凝胶电泳技术

对癌及癌旁组织进行线粒体全基因配对扫描，每对

样本中如两者条带迁移率不同代表着纯合子的

DNA变异，如出现多个条带则代表着杂合子DNA

改变。最终采用ABl377自动测序仪测序以明确这

些DNA序列，并与已出版的线粒体DNA剑桥序列

进行比较。

结果18例口腔癌中9例(50％)显示有体细

胞线粒体基因突变。共有13个突变被辨明，其中6

个(46％)发生在D环区，7个在mRNA区，其中4

个为错义突变，分别位于NADH脱氢酶基因2

(H186R，T137P)、细胞色素c氧化酶I(V258A)、
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细胞色素B基因(N148T)。此外，在细胞色素C氧

化酶Ⅱ发现一个移码突变(9 484位点T缺失)，自

突变点开始编码13个氨基酸后转录终止(起始于氨

基酸位点92，终止于105位点)。所有已查明的突

变中有9个是由癌旁组织的纯合子状态转变为癌组

织中的杂合子状态，2例由杂合子转为纯合子，另外

l例在癌和癌旁组织中均为杂合子，但两者中突变

DNA所占百分率不同。3例插入突变发生在D环

区的np303～309多聚C位点。突变密度分析显

示，在多重多肽酶复合体I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和D环区的

每1 000碱基对的突变率分别为0．63％、0．88％、

0．66％、O％和5．5％。

讨论本研究提示，体细胞线粒体DNA突变

确实存在于口腔癌组织中，以非编码高变D环区突

变密度为最高。np299--315是线粒体DNA保守序

列段，该区域的任何长度变异可能在调节线粒体

DNA复制过程中扮演了重要角色，位于此区域内的

np303～309突变，可能作为口腔癌的突变热点，参

与了肿瘤的发生和发展过程。在编码区的突变率则

以多肽酶复合体Ⅱ较高，尽管突变位点的分布并未

集中在某个特定编码区域，但作者认为在线粒体基

因组中任何位点的突变都可能影响线粒体DNA复

制、转录和翻译的效率，尤其在编码区的基因突变可

能产生明显的功能效应，而导致肿瘤细胞中突变的

线粒体获得生长优势。在肿瘤中观察到的杂合子状

态提示，肿瘤在发生形态学变化之前已经在分子水

平发生了DNA变化，或者代表着肿瘤发生的渐进

过程。
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