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Abstract
AIM: To explore the relationship between mitochondrial
DNA (mtDNA) and gastric cancer by comparing the difference
of mtDNA copy number in gastric cancers and paracancerous
tissues.

METHODS: Hypervariable reigon (HV) 1 and HV2 of mito-
chondrial D-loop region from 20 cases of gastric cancer
and 20 paracancerous tissues were amplified by PCR;
meantime β-actin was served as a quantitative standard
marker, followed by polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) and silver staining, in which the difference of mtDNA
copy number was compared between gastric cancers and
paracancerous tissues.

RESULTS: There existed significantly quantitative difference
in HV1, HV2 (standardized with β-actin) between gastric cancers
and paracancerous tissues (P <0.01). mtDNA copy number
was associated with important enzymes in nucleus such as
AKP, cAMP-PDE and cGMP-PDE (P <0.05), although not with
tumor histological type and invasive depth (P >0.05).

CONCLUSION: The occurrence of gastric cancer is closely
associated with decreased mtDNA copy number, which may
be a new tumor marker.

Han CB, Li F, Yang XF, Mao XY, Wu DY, Xin Y. Alterations of mtDNA
copy number in gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12
(2):258-261

摘要

目的: 通过比较线粒体基因组(mitochondr ia l  DNA

mtDNA)拷贝数在胃癌和癌旁胃黏膜组织间的差异 阐述

mtDNA与胃癌发生的关系.

方法: PCR分别扩增胃癌组织和癌旁胃黏膜组织各20例共

40个样本的线粒体D-loop两个高变区HV1 (hypervariable

region)和HV2; 并以核基因组的β-actin作为定量标准物. 聚
丙烯酰胺凝胶电泳(polyacrylamide gel electrophoresis

PAGE)银染比较mtDNA拷贝数在癌和正常组织间的差异.

结果: HV1和HV2拷贝量(用β-actin标准化)在胃癌组织和癌
旁组织间有显著的差异(P <0.01); 其拷贝量与组织类型

癌组织浸润深度未发现有统计学联系(P >0.05); 而与核内一

些重要的酶: 碱性磷酸酶(AKP) 环腺苷酸磷酸二脂酶

(cAMP-PDE)和环鸟苷酸磷酸二脂酶(cGMP -PDE)表达有一

定关系(P <0.05).

结论: 胃癌的发生与胃上皮细胞内mtDNA量的减少有着密

切的关系. 有望成为一种新的肿瘤分子标志物.

韩 波, 李凡, 杨雪飞, 毛晓韵, 吴东瑛, 辛彦. 胃癌线粒体DNA拷贝量的变

化. 世界华人消化杂志  2004;12(2):258-261

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/258.asp

0   引言

胃癌是世界上最常见的肿瘤之一[1-10] 过度的亚硝酸

盐饮食和幽门螺旋杆菌感染等是胃癌发病的重要危险因

素[11]. 线粒体DNA(mitochondrial DNA mtDNA)与肿瘤的

发生可能有一定的关系[12]. mtDNA是一长为16 569 bp双

链闭环分子 编码并参与了氧化磷酸化和ATP生成所

必需的多肽. 线粒体内氧浓度很高 易产生自由基(free

radicals)及过氧化氢等活性氧簇(reactive oxygen species

ROS) 而线粒体本身又不能合成谷胱甘肽(glutathione)

将其有效去除 因此mtDNA 易受活性氧损伤[13] 再

之由于mtDNA缺乏组蛋白的保护以及线粒体内缺乏有

效的DNA损伤修复系统 因而mtDNA损伤要远高于

核基因组[14].

1   材料和方法

1.1 材料  胃癌组织和癌旁胃黏膜组织各20例共40个

样本取自于中国医科大学附属第一医院肿瘤科胃癌切

除术后冰冻标本. 按照WHO组织学分型: 乳头管状腺癌

3例 高分化和中分化腺癌共8例 低分化腺癌3例



未分化癌2例 黏液腺癌2例 印戒细胞癌2例; 按照

Lauren分型: 弥漫型胃癌11例 肠型胃癌9例. 浸润至深

肌层5例 浆膜下6例 透浆膜8例 黏膜下1例. 所有

胃癌组织标本经过酶组化和免疫组化染色分析.

1.2方法  胃组织30 mg剪碎匀浆30 s 用含有0.1 g/L

蛋白酶K和5 g/L SDS的 10 mmol/L Tris-HCl/0.1 mol/L

EDTA (pH7.4) 1 mL进行消化; DNA用体积比为25 24 1

的酚/氯仿/异丙醇抽提2次 氯仿/异丙醇(24 1) 1次;

再用1/10体积的3 mol/L乙酸钠(pH7.4)和2倍体积乙醇沉

淀 700 ml/L乙醇洗涤. 沉淀DNA重溶于50 µl 10 mmol/L
Tris-HCl/0.1 mmol/L EDTA(pH8.0). 紫外分光光度仪定量

后平衡DNA.

1.2.1 PCR扩增  以 D-loop上HV1 (hypervariable region)

和HV2的2个片断的拷贝数来衡量mtDNA拷贝数. 设计

的引物在HV区两侧保守区域内(12S rRNA和 tRNApro)

以避免由于引物区变异导致假阴性的结果.引物设计如

下 HV1: F15974 5 -ACTCCACCATTAGCACCCAA

A- 3 R16564 5 -TGATGTCTTATTTAAGGGGAAC

GT-3 ; HV2: F4 5 -CACAGGTCTATCACCCTATTAA

CCA-3 R628 5 -GCCCGTCTAAACATTTTCAGT

G625-3 . 同时为减少DNA模板量的差异给实验带来

的假阴性结果 扩增核内β-actin基因(引物F:5 -AAG
GGACTTCCTGTAACAATGCA-3 R:5 -CTGGAAC

GGTGAAGGTGACA-3 )作为内对照(定量标准物) 对

HV1 HV2扩增量即mtDNA拷贝量进行标准化. 在50 µl扩
增反应体系中包括总DNA 约50 ng 引物各0.5 mmol/L

每种dNTP各200 µmol/L 2.5 U Taq酶(TakaRa ExTaqTM).
PCR反应条件: 起始94  5 min; 接着94 变性 45 s

60  退火45 s 72 延伸1 min 30循环;  最后72 

继续延伸3 min. 模板和引物等的量要严格保持一致(稀

释后加入以减少实验的系统误差).

1.2.2 PAGE银染  将PCR产物进行聚丙烯酰胺凝胶电泳

(polyacrylamide gel electrophoresis PAGE): 浓缩胶3%

分离胶8% 加产物3 µl 和上样缓冲液2 µl 至胶孔内
8 mA等流电泳20 min 然后调至15 mA继续电泳30 min.

取下凝胶进行银染: 100 ml/L乙醇内固定5 min; 11.3/mL硝

酸5 min; 水洗1 min 2; 12 mmol/L硝酸银染色5 min 2;

水洗1min 2; 30 g/L碳酸钠 /0.5 ml/L甲醛显影液显影

数分钟; 100 ml/L乙酸后固定5 min; 30 ml/L甘油5 min;

封片保存 ChemiImager扫描; Image J软件对HV1 HV2
和标准物 β-actin 进行定量分析 计算HV1/β-actin
HV2 /β-actin比值.
        统计学处理  计量资料以 sx ± 表示 以SPSS11.0统
计软件包进行 t检验 ANOVA及相关系数 r检验. P <0.05

有差异 P <0.01 有显著性差异.

2   结果

2.1 胃癌组织mtDNA定量  在胃癌组织和癌旁胃黏膜

正常组织均能扩增出产量比较一致的核内管家基因 β-

actin. 癌旁组织都可以扩增出HV1和HV2 而癌组织则

呈现明显的弱带甚至无条带(图1 2) HV1和HV2扩增

量在癌组织和癌旁组织间存在着显著性差异(P <0.01

表 1) 即mtDNA在胃癌组织和癌旁组织间的拷贝量是

不同的 癌组织mtDNA明显降低. HV1与HV2呈强相

关(r =0.91 P <0.01). 说明单独由于HV1或HV2引起的

假阴性结果可能性非常小. mtDNA的拷贝量与胃癌WHO

组织学分型之间没有关系 也可能是由于样本量太少

以及选取的样本类型过于分散有关. 但按Lauren分型

定量结果同样没有统计学联系(P =0.086).

2.2 mtDNA定量与核内酶表达的关系  胃癌组织标本经

酶组化和免疫组化染色分析显示 碱性磷酸酶(alkaline

phosphatase AKP)表达 11 例: 亮氨酸氨基肽酶(Leu-

aminopeptidase LAP)表达 6例; 环腺苷酸磷酸二脂酶

(cyclic AMP phosphodiesterase cAMP-PDE)表达9例; 环

鸟苷酸磷酸二脂酶(cyclic GMP phosphodiesterase

cGMP-PDE)表达 6例. 结果显示mtDNA定量与AKP

cAMP-PDE 和cGMP-PDE有统计学联系(P <0.05 表1)

而与LAP无统计学联系(P >0.05).

表1  以mtDNA D-loop区HV1为代表mtDNA定量分析结果

组别 n HV
1
/β-actin P

组织性质

正常 22 2.51±0.29     <0.01

癌组织 22 0.99±0.16

Lauren’s

弥漫型  9 0.98±0.19     >0.05

肠型 11 1.02±0.25

浸润深度

深肌层  5 0.98±0.17     >0.05

浆膜下  6 1.09±0.13

透浆膜  8 0.95±0.11

AKP

_  9 0.83±0.10     <0.05

+~+++ 11 0.98±0.13

LAP

_ 14 0.90±0.13     >0.05

+~+++  6 0.91±0.18

cAMP-PDE

_ 11 0.78±0.10     <0.05

+~+++  9 0.97±0.18

cGMP-PDE

_ 14 0.80±0.17     <0.05

+~+++  6 1.09±0.20

AKP: 碱性磷酸酶; LAP: 亮氨酸氨基肽酶; cAMP-PDE: 环腺苷酸磷酸
二脂酶; cGMP-PDE: 环鸟苷酸磷酸二脂酶; P <0.05有统计学意义;
P <0.01 有显著意义.
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图 1  HV1区 PCR扩增PAGE银染结果 M: 100 bp Ladder Marker; N:
正常组织; C: 癌组织.

图2  HV2区 PCR扩增PAGE银染结果.

3   讨论

胃癌的发生与多个癌基因和抑癌基因改变有关[1-10] 但

确切的机制仍不十分清楚. 肿瘤的生物学特征不仅取决

于核内遗传物质 而且与核外的mtDNA也有一定的关

系. 线粒体基因组缺乏损伤修复系统 加之线粒体内氧

浓度很高易产生氧自由基 而其本身又不能合成谷胱

甘肽将其有效去除所以特别易遭受内源性损伤因子和

外源性致癌物质的攻击[15-16]. 线粒体内脂肪/DNA的比值

很高 使具有嗜脂性的致癌物优先在占细胞总DNA量

很少的mtDNA上聚集[17]; mtDNA缺乏组蛋白的保护 即

是裸露的[18]. 因此mtDNA是致癌物作用的重要靶点 其

损伤程度和突变率显著高于核DNA(大约10倍于核)[19].

      mtDNA 非编码D-loop 区和高变区(hypervariable

region HV)是mtDNA与线粒体内膜相结合的区域 不

仅暴露于脂质过氧化物 而且其本身的三链结构对氧化

损伤也高度敏感 因此该区更易遭受ROS 的破坏[20].

Chomyn et al [21]认为mtDNA对细胞凋亡启动并不是必需

的 但却会影响其发生的速率 原因是mtDNA的减少

或损伤增多会导致ROS产生量增加.

         细胞癌变的本质是增生不再受控制并呈现不同程度

的去分化. cAMP 和 cGMP 在调节细胞增生与分化这对

矛盾中起着重要作用. cPDE是降解cAMP和cGMP的关

键酶 其活性变化直接影响cAMP和cGMP的代谢进而

影响细胞的增生与分化[22-24]. 本研究组在以往的研究中

发现cAMP-PDE的表达与胃癌的病理生物学行为有一

定的关系. 现研究表明 特异性cPDE抑制剂可以诱导

慢性淋巴细胞白血病(CLL)细胞凋亡 并且与cAMP水

平成剂量依赖性[25-26]. 哈利普兰(rolipram)是 cPDE4抑制

剂 弗司扣林(forskolin)是腺苷酸环化酶(adenylate

cyclase)激活剂 Moon et al [27]认为二者诱导CLL细胞凋

亡可能是通过激活蛋白磷酸酶2A (protein phosphatase

2A PP2A) 诱导Bcl-2家族成员Bad去磷酸化 使

之转位至线粒体外膜电压依赖性离子通道(voltage dependent

anion channel VDAC)处 在Bax等的共同作用下使线

粒体膜去极化 通过VDAC释放细胞色素c (cytochrome c

cyt-c) 进而激活 caspase-9 和 caspase-3. 由此可见

cPDE等所引起的核内一系列分子学改变影响了核外线

粒体膜的通透性 以至于细胞凋亡发生[28-31]. 这势必会

对线粒体内的遗传物质的稳定性产生一定影响. 各种凋

亡刺激因子直接或间接造成ROS产生增加 ROS不仅

会直接损伤mtDNA 尤其是D-loop 复制区 导致其

复制效率下降; 而且促进开启的VDAC通道进一步打

开 释放凋亡促进因子cyt-c AIF 和 Smac/Diablo等.

此外 一些类型胃癌从功能分化上不但产生黏液 而且

还不同程度表达小肠吸收细胞标志酶(如AKP和LAP)

有助于水解癌周间质并向周围正常组织浸润性生长

是胃癌功能分化的重要标志酶. AKP和(或)LAP阳性而

无黏液分泌的胃癌功能分类属于 吸收功能分化型

主要包括高分化的乳头状腺癌和管状腺癌; 而AKP和

LAP阴性有黏液分泌的胃癌功能分类属于 黏液分泌

功能分化型 主要包括黏液腺癌和一些未分化型胃癌.

本项研究结果显示AKP阳性胃癌 其mtDNA拷贝数

高于AKP阴性胃癌(P <0.05) 分析可能是分化程度低

的胃癌mtDNA的受损程度更大 所以拷贝数相对较低.

mtDNA定量与AKP cAMP-PDE 和 cGMP -PDE有统

计学联系 进一步证实核内遗传物质或信号分子的改

变对核外线粒体基因组有一定的影响 为进一步研究

其在疾病发生方面如何作用提供依据.

       胃癌组织与正常胃黏膜mtDNA定量存在显著差异

mtDNA定量有望成为一种新的肿瘤分子标志物 但仍

处于探索阶段 具体的机制还有待于进一步研究.

致谢: 中国医科大学生物芯片中心赵雨杰教授和教研室

其他工作人员为本研究提供的帮助

4     参考文献
1 Li YL, He XM, Zheng HC, Wu DY, Yang XF, Xin Y, Fu BY.

Expression of PTEN encoding product in malignant lesions of
gastric mucosa and its significance. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi 2003;11:1294-1296

2 Yu Y, Zhang YC, Zhang WZ, Shen LS, Hertzog P, Wilson TJ,
Xu DK. Ets1 as a marker of malignant potential in gastric
carcinoma. World J Gastroenterol  2003;9:2154-2159

3 Han CB, Li F, Zhao YJ, Ma JM, Wu DY, Zhang YK, Xin Y.
Variations of mitochondrial D-loop region plus downstream
gene 12S rRNA-tRNAphe and gastric carcinomas. World J
Gastroenterol  2003;9:1925-1929

4 Zhang CP, Tian ZB, Zhao QX, Wu J, Liang YX. Relation be-
tween CD44v9, MMP-2 and tumor invasion and metastasis in
gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11:1531-1534

5 Feng RE, Chen J, Cui QC, Zhan Y, Wang ZY. Expression of
PKC β1 and PKC β2 in early gastric carcinoma. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11:1286-1289

260                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 2月 15 日  第 12 卷  第 2 期

M  1N 1N  2N 2C 3N 3C 4N 4C 5N 5C 6N 6C 7N 7C

M  8N 8C 9N 9C 10N 10C 11N 11C 12N 12C 13N 13C 14N 14C

600 bp
500 bp

HV1
(591 bp)

600 bp
500 bp

HV1
(591 bp)

β-actin

β-actin

 M 15N 15C 16N 16C 17N 17C 18N 18C 19N 19C 20N 20C 8N 8C

600 bp
500 bp HV2

(625 bp)

β-actin



6 Fu YG, Qu YJ, Wu KC, Zhai HH, Liu ZG, Fan DM. Apoptosis-
inducing effect of recombinant Caspase-3 expressed by con-
structed eukaryotic vector on gastric cancer cell line SGC7901.
World J Gastroenterol  2003;9:1935-1939

7 Zhao XH, Gu SZ, Liu SX, Pan BR. Expression of estrogen
receptor and estrogen receptor messenger RNA in gastric car-
cinoma tissues. World J Gastroenterol  2003;9:665-669

8 Huang HL, Wu BY, You WD, Shen MS. Prognostic factors
and pathology of advanced gastric cancer. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11:1297-1301

9 Fang DC, Wang RQ, Yang SM, Yang JM, Liu HF, Peng GY,
Xiao TL, Luo YH. Mutation and methylation of hMLH1 in
gastric carcinomas with microsatellite instability. World J
Gastroenterol  2003;9:655-659

10 Li HX, Chang XM, Song ZJ, He SX. Correlation between ex-
pression of cyclooxygenase-2 and angiogenesis in human gas-
tric adenocarcinoma. World J Gastroenterol  2003;9:674-677

11 Lan J, Xiong YY, Lin YX, Wang BC, Gong LL, Xu HS, Guo GS.
Helicobacter pylori infection generated gastric cancer through
p53-Rb tumor-suppressor system mutation and telomerase
reactivation. World J Gastroenterol  2003;9:54-58

12 Han CB, Li F, Xin Y. Advances in relationship between mito-
chondrial DNA and Peptic Tumor. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11:624-627

13 Raha S, Robinson BH. Mitochondria, oxygen free radicals, and
apoptosis. Am J Med Genet  2001;106:62-70

14 Li JM, Cai Q, Zhou H, Xiao GX. Effects of hydrogen peroxide
on mitochondrial gene expression of intestinal epithelial cells.
World J Gastroenterol  2002;8:1117-1122

15 Xin Y, Li XL, Wang YP, Zhang SM, Zheng HC, Wu DY, Zhang
YC. Relationship between phenotypes of cell-function differen-
tiation and pathobiological behavior of gastric carcinomas.
World J Gastroenterol  2001;7:53-59

16 Carew JS, Huang P. Mitochondrial defects in cancer. Mol Cancer
2002;1:9

17 Bianchi NO, Bianchi MS, Richard SM. Mitochondrial genome
instability in human cancers. Mutat Res  2001;488:9-23

18 Herrera B, Alvarez AM, Sanchez A, Fernandez M, Roncero C, Benito
M, Fabregat I. Reactive oxygen species (ROS) mediates the mito-
chondrial-dependent apoptosis induced by transforming growth
factor (beta) in fetal hepatocytes. FASEB J  2001;15:741-751

19 Mandavilli BS, Santos JH, Van Houten B. Mitochondrial DNA
repair and aging. Mutat Res  2002;509:127-151

20 Chung YM, Bae YS, Lee SY. Molecular ordering of ROS
production, mitochondrial changes, and caspase activation
during sodium salicylate-induced apoptosis. Free Radic Biol
Med  2003;34:434-442

21 Chomyn A, Attardi G. mtDNA Mutations in aging and
apoptosis. Biochem Biophys Res Commun  2003;304:519-529

22 Yang L, Wang YP, Wu DY, Zhang SM, Li JY, Zhang YC, Xin Y.
Pathological behaviors and molecular mechanisms of signet
ring cell carcinoma and mucinous adenocarcinoma of stomach:
a comparative study. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2002;10:
516-524

23 Conti M, Richter W, Mehats C, Livera G, Park JY, Jin C. Cyclic
AMP-specific PDE4 phosphodiesterases as critical components
of cyclic AMP signaling. J Biol Chem  2003;278:5493-5496

24 Li JM, Zhou H, Cai Q, Xiao GX. Role of mitochondrial dys-
function in hydrogen peroxide-induced apoptosis of intesti-
nal epithelial cells. World J Gastroenterol  2003;9:562-567

25 Ogawa R, Streiff MB, Bugayenko A, Kato GJ. Inhibition of
PDE4 phosphodiesterase activity induces growth suppression,
apoptosis, glucocorticoid sensitivity, p53, and p21WAF1/
CIP1 proteins in human acute lymphoblastic leukemia cells.
Blood  2002;99:3390-3397

26 Sarfati M, Mateo V, Baudet S, Rubio M, Fernandez C, Davi F,
Binet JL, Delic J, Merle-Beral H. Sildenafil and vardenafil,
types 5 and 6 phosphodiesterase in hibitors, induce caspase-
dependent apoptosis of B-chronic lymphocytic leukemia cells.
Blood  2003;101:265-269

27 Moon EY, Lerner A. PDE4 inhibitors activate a mitochondrial
apoptotic pathway in chronic lymphocytic leukemia cells that
is regulated by protein phosphatase 2A. Blood  2003;101:
4122-4130

28 Frame MJ, Tate R, Adams DR, Morgan KM, Houslay MD,
Vandenabeele P, Pyne NJ. Interaction of caspase-3 with the
cyclic GMP binding cyclic GMP specific phosphodiesterase
(PDE5a1). Eur J Biochem  2003;270:962-970

29 Thompson WJ, Piazza GA, Li H, Liu L, Fetter J, Zhu B, Sperl
G, Ahnen D, Pamukcu R. Exisulind induction of apoptosis
involves guanosine 3’, 5’-cyclic monophosphate phosphodi-
esterase inhibition, protein kinase G activation, and attenu-
ated beta-catenin. Cancer Res  2000;60:3338-3342

30 Huston M, Beard F, McCallum NJ, Pyne P, Vandenabeele GS,
Houslay MD. The cAMP-specific phosphodiesterase PDE4A5
is cleaved downstream of its SH3 interaction domain by
caspase-3. Consequences for altered intracellular distribution.
J Biol Chem  2000;275:28063-28074

31 Gale DD, Landells LJ, Spina D, Miller AJ, Smith K, Nichols T,
Rotshteyn Y, Tonelli A, Lacouture P, Burch RM, Page CP,
O’Connor BJ.  Pharmacokinetic and pharmacodynamic pro-
file following oral administration of the phosphodiesterase
(PDE) 4 inhibitor V11294A in healthy volunteers. Br J Clin
Pharmacol  2002;54:478-484

韩 波, 等. 胃癌线粒体DNA拷贝量的变化                                                                      261

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2004年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消息 •

World Journal of Gastroenterology 2005年将改为周刊

World Journal of Gastroenterology WJG 是我国消化病学领域中惟一以全英文发表原创性论文的国际性

学术期刊. WJG创刊于 1995年 原名 China National Journal of New Gastroenterology 1998年更名为

WJG 由世界胃肠病学杂志社出版. WJG国际标准刊号 ISSN 1007-9327 国内统一刊号CN 14-1219/R 月

刊 大 16开 256页 邮发代号 82-261 北京报刊发行局发行. 为适应我国消化病学专业基础与临床研究

的快速发展 以及日益增多的国际科技交流的需要 从 2005年开始 WJG将由半月刊改为周刊 大 16开

1 6 0 页 每月 7 1 4 2 1 2 8 日出版.
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