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Abstract
AIM: To detect somatic mutations in the complete mito-
chondrial genome and to investigate the role of mtDNA in
the tumorigenesis of esophageal cancer.

METHODS: A temporal temperature gradient gel electro-
phoresis (TTGE) method was used to analyze the somatic
mitochondrial DNA (mtDNA) mutations in esophageal
cancer. The entire mitochondrial genomes in 20 tumor
samples and paired normal tissues were amplified by using
32 pairs of overlapping primers.  DNA fragments showing
different banding patterns between normal and tumor
mtDNA were sequenced to identify the somatic mutations
and germline variations.

RESULTS: Eleven out of the 20 tumors (55%) displayed at
least one somatic mtDNA mutation. Total fourteen somatic
mutations were found. Among them, one was in tRNA
(7.1%), 4 in mRNA (28.5%), and 9 in the hypervariable D
loop region (64.3%). There were two missense mutations
in four novel somatic mutations. A total of 187 distinct
germline variations were identified. Fourteen of these varia-
tions were novel, and 173 of them had been recorded in

the Mitomap database.

CONCLUSION: The high incidence of mtDNA mutations pre-
sents in patients with esophageal cancer. mtDNA alter-
ations may play an important role in tumorigenesis of esoph-
ageal cancer.

Tan DJ, Liu LL, Liu P, Wen Y, Chang J, Yeh KT, Wong LJC. Mitochon-
drial DNA somatic mutations and germline variations in patients with
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摘要

目的: 探讨线粒体DNA体细胞性突变和种系性变异在食管

癌的发生情况及其可能的作用.

方法: 利用时相温度梯度电泳方法分析了食管癌的线粒体基

因体细胞性突变. 采用32对重叠引物扩增了来自20例食管

癌患者的肿瘤组织和配对正常组织的线粒体全长基因 在

肿瘤和正常组织中不同的电泳条带类型的DNA片段被测序

以辩明其突变类型.

结果: 在20例肿瘤中11例(55%)至少发现一个体细胞性突

变 总共发现14 个体细胞性突变 其中1个位于 rRNA

(7.1%) 4个位于mRNA(28.5%) 另外9个位于高变D环区

(64.3%). 4个新的体细胞性突变中2个为错义突变. 在测序

片段中共发现187个种系性变异 其中14个为新发现的变

异 173个为已被报道并记录在线粒体基因数据库中.

结论: 食管癌患者线粒体DNA存在高发生频率的体细胞性

突变提示线粒体DNA的变异可能与食管癌的发生发展有关.
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0   引言

线粒体是细胞质内的重要细胞器 他通过氧化磷酸化以

ATP形式产生能量 线粒体DNA(mitochondrial DNA

mtDNA)缺失性突变已在众多的神经肌肉疾病中被报道[1-5].

线粒体DNA的突变率较核基因增高至少10倍 线粒

体DNA具有高突变率 对于与肿瘤有关的氧化性DNA

损伤极为敏感 [6-8].  线粒体在能量代谢 活性氧的产

生 衰老和细胞凋亡的起始过程中的重要角色提示线

粒体是细胞死亡和非正常生长的关键点 因此而在肿

瘤的发生过程中可能起着重要作用. 体细胞性线粒体



DNA 突变已经在乳腺癌 结直肠癌 膀胱癌 头颈

部肿瘤 白血病 肺癌和口腔癌被报道[9-17]. 是否在食

管癌组织中同样具有线粒体基因的体细胞性突变? 如果

有突变那么他们与食管癌发生发展具有何种和关系? 他

们与其他肿瘤中报道的突变率是否具有差异? 为了阐明

上述问题 我们对食管癌组织线粒体基因体细胞性突

变和肿瘤特征的相关性进行了探讨.

1   材料和方法

1.1 材料  食管癌组织和匹配的正常组织共20例 使

用蛋白酶K和酚/氯仿抽提总DNA 荧光Hoechst染料

H33258于DYNA QUANT200系统上测定含量 DNA被

稀释至5 mg/L供 PCR反应使用.

1.2 方法  首先使用32对重叠引物扩增线粒体16.6 kb

全长基因 所得片段长度为306-805 bp 平均594 bp

扩增片段全长18 953 bp. 由于部分扩增区域重叠 因

此较线粒体基因16 569 bp长出 14%. 利用时相温度梯

度凝胶电泳筛选线粒体基因体细胞性突变 对来自于

正常组织和肿瘤组织的片段进行配对分析 [ 18-19 ].  在

TTGE分析中 单一条带的迁移变化代表着同质性的

DNA改变 出现多条带则代表异质性的突变. 对任何显

示肿瘤和正常组织电泳条带类型的不同的DNA片段进

行测序分析 以辩明确切的突变. DNA测序采用荧光染

料链终止测序试剂盒(Perkin Elmer )于 ABI377(applied

biosys tem)自动测序仪上进行. DNA 测序结果利用

MacVectorTM 7.0  [20] (Oxford Molecular Ltd Oxford

England)软件与MitoMap的剑桥修正序列[21]进行比对分

析 在肿瘤和正常组织线粒体基因中均发现的变异被

认为是种系性突变 如在二者间出现不同则筛选为体

细胞性突变.

2   结果

2.1 体细胞性突变率  在20例食管癌中有11例(55%)具

有体细胞性线粒体基因突变 其中9例在高变D环区

具有突变. 8例具有1个突变 剩余3例具有多个突变

突变总数达14个. 除核酸303-309位点多聚C的插入与

缺失外 每种突变仅发生 1 次. 在全部 14 个突变中

1个位于 rRNA(7.1%) 4 个位于mRNA(28.5%) 另外

9个位于高变D环区(64.3%) 且均位于核酸303-315

区域. 肿瘤组织中5个突变为同质状态 其中有3个在

其周围正常组织为异质状态. 异质性产生可能是由于包

含肿瘤周围正常组织所致 或者形态学正常的组织在

分子水平已经发生了改变. 剩余的9个突变在肿瘤组织

中为异质状态 其中6个是由周围正常组织同质状态向

肿瘤的异质状态发生转变 3 个在肿瘤和周围正常组

织中均为异质状态 但突变线粒体DNA在定量上的所

占百分率不同(表1).

2.2 错义突变的保留情况  在所有的14个突变中有4个

突变是出现在新发现的突变位点上 这些位点的变异

在以前的研究中和MitoMap中未见记载(见表1) 其中

2个错义突变分别发生在ND4L 和ATPase 6 基因区

G10500A造成了11号位点氨基酸由丙氨酸向苏氨酸转

变 动物进化保留情况分析显示该位点在脊椎动脉是

属于保守序列 该患者的正常组织已发生变异 但在肿

瘤组织中又发生回复性突变见图1. A9182G造成了氨基

酸219 号位点的天冬酰胺向丝氨酸转变 同样该区域

在脊椎动脉也属于相对保守的序列见图1 这种突变

有可能造成ATP合成酶功能的不良.

表1  食管癌组织的线粒体基因体细胞性突变

病例 基因 1 体细胞性突变   类型 2   核酸编码                  氨基酸改变 3       已报道情况

E02 D环 T310C HT HT 多态性

E05 D环 303 309 缺失C (C8 C7/8) HM HT 多态性

E05 12S A1544T HM HT 新突变

E09 D环 303 309 缺失C (C9/8 C8/9) HT HT 多态性

E10 D环 303 309 插入C (C8 C8/9) HM HT 多态性

E12 ND4L G10500A HM HT GCA ACA A11T 新突变

E14 D环 303 309 插入CC (C7 C9) HM HT 多态性

E14 COX III G9377A HM HM TGG TGA W57W 多态性

E15 D环 303 309 缺失C (C8/9 C8) HT HM 多态性

E15 ATPase 6 A9182G HT HM AAC AGC N219S 新突变

E16 D环 303 309 插入C (C7/8 C7/8/9) HT HT 多态性

E17 D环 303 309 插入C (C8 C9) HM HM 多态性

E18 ND4 10941缺失TAACAACCCCC HM HT 新突变

E19 D环 303 309 缺失CC (C9/10 C7) HT HM 多态性

1COX-细胞色素C氧化酶亚单位; ATPase-ATP合成酶亚单位; ND-NADH氧化还原酶亚单位; 2Ht: Heteroplasmy 异质性;  Hm: homoplasmy 同
质性; 3A- 丙氨酸; T- 苏氨酸; W- 色氨酸; N- 天冬酰胺; S- 丝氨酸. 总突变数 14 个 其中 6 个为HM HT 3 个为HT HM 2 个为HM
HM 3个为HT HT
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图1  体细性突变位点的进化保留情况分析.

2.3 移码突变  我们发现1例位于NADH氧化还原酶亚

单位4基因的11个碱基缺失(起始于10 941 位点 终

止于10 946 位点) 自 61号氨基酸位点开始 其后续

的编码发生移位 在移位154个氨基酸后遭遇链终止密

码子UAA而氨基酸链合成终止. NADH氧化还原酶亚单

位4基因共包含459 个氨基酸 而本例肿瘤由于移码

突变而导致编码合成了215个氨基酸后即终止了合成.

TTGE和测序图像均显示该突变为异质性改变(图2).

图2  NADH氧化还原酶亚单位4基因异质性的移码缺失突变.

2.4 种系性序列变异  我们对TTGE上显示出在正常和

肿瘤组织电泳条带不同的DNA片段进行了测序 以辩

明可能的体细胞性突变 当将正常组织的序列与已报

道的剑桥序列进行比较时 我们也检测到187个种系性

变异 其中173个已被记录在MitoMap数据库中 发生

频率在25%以上的变异包括248-249缺失A 303-309

插入或缺失C 311-315插入C T489C 514-523缺失

CA. A8860G T9540C C12705T T16189C C16223T

T16304C和T16519C. 此外 本研究也发现14个在其他

文献和线粒体文库中未见报道的 新的种系性变异 除

2个位于D环区外 其余12个位于基因编码区. 其中

7个位于呼吸链氧化磷酸化复合物 I 4个位于复合物

IV 1 个位于复合物V 7 个错义变异造成了氨基酸

的改变 但所有的新变异均仅发生一次见表2 .

表2  食管癌组织发现的新种系性突变

病例 基因      核酸改变 类型           编码          氨基酸改变 4

E13 D环        G251A HM

E3 D环        C481T HM

E19 COII        T7711C HM CTT CTC L42L

E16 COII        G7910C HM GAG CAG E109Q

E16 COII        G7912C HM GAG GAC E109D

E15    ATPase 6        G9182A HT AGC AAC S219N

E1 COIII        A9545G HM GGA GGG G113G

E14 ND3        T10282A HT CTA CAA L75Q

E13 ND4L        T10609C HM ATA ACA M47T

E2 ND4        A11976C HT TAC TCC Y406S

E8 ND5        G12561A HM CAG CAA Q75Q

E5 ND5        C12882T HM TTC TTT F182F

E1 ND5        T12957C HM AAT AAC N207N

E13 ND5        G13928C HM AGC ACC S513T

4D-天冬氨酸; E- 谷氨酸; F-苯丙氨酸; G- 甘氨酸; L- 亮氨酸; M- 甲

硫氨酸; N-天冬酰胺; Q-谷氨酰胺; S- 丝氨酸; T- 苏氨酸; Y-酪氨酸.

错义变异用加黑表示.

3   讨论

线粒体是体内重要的细胞器 存在于胞质内. 每个人类

细胞中含有数以百计的线粒体 每个线粒体内含有2-

10个拷贝的mtDNA分子. mtDNA位于线粒体基质中

是目前发现的惟一存在于人细胞质中的DNA分子 他

是独立于细胞核染色体外的基因组 具有自我复制 转

录和编码功能. 线粒体既有自己的一套遗传控制系统

同时也受细胞核DNA的控制. 许多生物化学反应都在线

粒体内进行 其中尤为重要的是通过氧化磷酸化作用

产生ATP 供生命活动需要. 我们报道了人类食管癌的

体细胞性突变的全面研究 在14个独立的体细胞性突

变中 10个已经在其他肿瘤中被报道 4个为首次被观

察到. 最近报道的研究结果显示 大部分针对肿瘤的体

细胞性线粒体基因突变的研究都集中在D环区和包含

有微卫星的区域 但对全线粒体基因进行突变检测的

较少 约7-80%的线粒体基因已被采用不同的方法进

行研究 包括单链构象多态性检测 二维基因扫描和手

动测序等[9-10, 13]. 最具有对比性的研究是通过全线粒体基

因测序调查了10例卵巢癌的体细胞性突变 其中发现

60% (6/10)卵巢癌具有体细胞性突变 33%的突变位

于D环区[9]. 在本研究中我们对全线粒体基因突变进行

了扫描 发现55%的食管癌具有线粒体基因体细胞性

突变 64.3%的突变位于D环区 其突变发生率与上

述卵巢癌研究基本相同 D环区突变发生率略高 但

全部位于核酸303-315区域. 既往的研究表明该区域是

一个高度多态的区域 胞嘧啶(C)的数目在不同个体的
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正常组织是非常多变的 在核酸310 位点为胸腺嘧啶

(T) 其前后分别为单核苷酸C的重复 其中303-309

的长度从 7C 到 10C 不等 最常见的野生型为7-8C

311-315 绝大部分为6C[22]. 在我们的另一项研究中发

现 在149个不同类型的肿瘤中43例(占 28.86%)具有

该区域的体细胞性突变 最常见的表现形式是插入和

缺失 说明这是一个基因不稳定区域[23].

       另外 我们还发现部分突变位于线粒体结构与功

能的重要区域 但在肿瘤发生学过程中每种突变所扮

演的作用尚不清楚 但在基因编码区 进化保留区 复

制起始区 转录推动子和转录因子结合位点的突变可

能影响整个线粒体的转录量和成熟蛋白 最后 氧化磷

酸化活性将受到影响. 例如 NADH氧化还原酶亚单位

4基因异质性的移码缺失突变导致了氨基酸合成链的终

止; 此外 二个保留的错义突变也可能具有一定的意

义 如ATP6合成酶亚单位6的219号位点天冬酰胺向

丝氨酸转变 这个位点在脊椎动物是属于保守序列

这种改变将可能导致NADH氧化还原酶功能的改变. 此

外NADH氧化还原酶亚单位4L的11号氨基酸位点丙氨

酸向苏氨酸转变 此位点同属脊椎动物保守序列 但

正常组织中发生突变 而在肿瘤组织中又回复为原保

留序列 在肿瘤组织这种返祖现象的原因不明 但我

们认为在肿瘤组织中的体细胞性突变可能是乘客突变

(passenger mutation)或一过性突变 或者在肿瘤发生学

上并不扮演起因角色.

        我们发现许多的种系性突变 值得提及的是在14

个新的种系性变异中7个为错义变异 导致了氨基酸

的变化. 剩余的均为同质性变异 尽管通常认为这种同

质 多态性突变的生物化学作用很弱 不足以引起氧化

磷酸化的改变 但长时间 轻微的氧化磷酸化改变最终

可导致氧化应激 尤其在肿瘤等疾病出现时 他们可

能因影响肿瘤发生的危险因素而在肿瘤的发生发展过

程中发挥潜在的作用. 通过对全mtDNA突变检测表明食

管癌组织中存在高频率的体细胞突变 他们在线粒体

基因中的分布是散在的 在食管癌发病中的作用目前尚

难以判断 但可以明确的是mtDNA的编码和非编码区

的突变会影响mtDNA的正常表达 影响线粒体蛋白质

的合成与功能 这些突变是否参与了肿瘤的发生与发展

尚有待进一步的生物化学研究加以证实. 薛凌霄[24-25]et al

通过恶性肿瘤报告分析了消化系恶性肿瘤的发病状况

在1 691例恶性肿瘤中统计分析结果显示消化系恶性肿

瘤1 160 例占 68.60% 其中食管癌552例占47.59%

是发生率最高的肿瘤 而且容易发生区域淋巴结转移

手术后5 a生存率约10%. 在多种肿瘤中等位基因异常

被证明是肿瘤发生早期事件 食管癌中常见的染色体

缺失区及其相关基因有17号染色体短臂(p53基因) 13

号染色体长臂(Rb基因)等[26]. 林军 et al [27]从基因水平探

讨湖北地区汉族人食管癌HLA-DQB1等位基因的遗传

易感性 结果发现湖北汉族人食管癌患者与正常人比

较 HLA-DQB1.0301基因频率显著增高. 汪栋 et al [28]

的研究发现有53.8%的食管癌具有抑癌基因p16基因

第2外显子缺失 而癌旁正常食管组织均无缺失. 其他

多项研究也证实食管癌的发生与遗传具有一定的相关

性[29-32] 本研究中发现的线粒体基因突变可能对食管

癌发生的研究具有重要意义 首先本研究明确了食管

癌的发生发展过程中具有高发生频率的线粒体基因的

突变; 其次 这些突变引起了基因编码的氨基酸发生改

变 导致了基因功能的不良; 第三 这些变异可能反映

食管癌的遗传风险特征或有可能作为潜在的肿瘤生物

学标志之一 进一步对这些突变所造成的线粒体功能

变化进行研究可望为彻底阐明食管癌的发生发展提供

基础研究依据.
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