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Abstract
AIM: To investigate microsatellite instability in 
the non-coding region and coding regions of mi-
tochondrial DNA in colorectal cancer. 

METHODS: Mitochondrial DNA was extracted 
from 50 cases of fresh CRC samples and matched 
tumor-adjacent noncancerous tissue. Fluores-
cence polymerase chain reaction and short tan-
dem repeat locus scanning were conducted to 
analyze microsatellite instability. 

RESULTS: Mitochondrial DNA microsatellite 
instability was detected in 19 of 50 (38%) pa-
tients with CRC. The microsatellite instability 
in the non-coding region and coding region of 
mitochondrial DNA had a significant correlation 
(χ² = 4.929, P = 0.026). 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

结直肠癌线粒体基因组的微卫星不稳定性

崔海宏, 黄 平, 赵 婷, 张振华, 徐 伟, 王小鹏, 韩 英
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®

■背景资料
微卫星不稳定性
与肿瘤之间的关
系是近年来肿瘤
学研究的热点之
一, 结肠癌细胞中
线粒体基因组微
卫星不稳定的情
况, 也值得进行深
入研究. 

CONCLUSION: There is a high frequency of 
microsatellite instability in mitochondrial DNA 
of CRC patients, and mitochondrial DNA micro-
satellite instability may play a role in the occur-
rence of colorectal cancer. 

Key Words: Colorectal cancer; Mitochondrial DNA; 
Microsatellite instability 

Cui HH, Huang P, Zhao T, Zhang ZH, Xu W, Wang XP, 
Han Y. Mitochondrial DNA microsatellite instability in 
colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 
20(36): 3811-3815 

摘要
目的: 探讨结直肠癌(colorectal cancer, CRC)线
粒体DNA(mitochondrial DNA, mtDNA)非编
码区及编码区的微卫星不稳定. 

方法: 选取50例新鲜CRC及相应癌旁组织标
本, 提取基因组DNA. 利用荧光标记聚合酶链
反应及短重复序列位点扫描的方法, 对线粒体
DNA编码区及非编码区微卫星不稳定进行比
较分析.

结果: 共检出19例线粒体微卫星不稳定(mitoc-
hondrial microsatellite instability, mtMSI), 发生
率为38%(19/50), 线粒体非编码区微卫星与编
码区微卫星不稳定有显著相关性(重要数据列
出来P <0.05). 

结论: 结直肠癌患者肠黏膜细胞mtDNA中存
在较高频率的微卫星不稳定, 在一些结直肠癌
的发生中可能起一定作用. 

关键词: 结直肠癌; 线粒体DNA; 微卫星不稳定
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0  引言

微卫星不稳定(microsatellite instability, MSI)是
指由于复制错误(replication error, RER)引起的

■同行评议者
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■研发前沿
线粒体微卫星不
稳定以较高比例
存在于结直肠癌
中 ,  在 一 些 结 直
肠癌的发生中可
能 起 一 定 作 用 . 
在今后的研究中, 
我们将对肿瘤细
胞线粒体的功能
异常做进一步探
讨 ,  证 实 基 因 的
突变对其细胞器
功能的影响.

简单重复序列增加或丢失. 在肿瘤组织中, 也就

是肿瘤与其相应非肿瘤组织相比, 其结构性等

位基因的大小发生改变. 其发生主要是由于参

与错误修复的基因功能缺陷, 而产生一种缺陷

蛋白质, 其不能正常的校正复制错误, 从而引起

微卫星DNA的改变, 使其不能正常地发挥调控

作用, 导致细胞增殖及分化异常, 促发恶性肿瘤

形成. 早期报道在遗传性非息肉性结直肠癌(he-
reditary nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC)
连锁的D2S123位点上, 发现微卫星不稳定性[1], 
表现为发生(CA)n双核苷酸电泳迁移率的改变, 
出现与正常基因组长度不同的等位基因条带

以后, 在许多散发性肿瘤中均出现频率不等的

MSI, 如结肠癌、胰腺癌、膀胱癌等. MSI包括

细胞核MSI和线粒体MSI. 线粒体微卫星不稳定

性(mitochondrial microsatellite instability, mtMSI)
即线粒体基因组内短的碱基重复序列长度的改

变. 有关线粒体基因组微卫星不稳定在结直肠

癌发生中的作用, 尚未深入研究. 本研究采用荧

光标记聚合酶链反应(PCR)及STR(short tandem 
repeat)位点扫描的方法, 对结直肠癌组织线粒体

微卫星不稳定进行了分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集本院2008-01/2008-06手术切除的50
例大肠癌组织, 其中男27例, 女23例, 年龄27-85
岁, 平均年龄59.8岁±11.7岁. 手术前均未接受放

疗或化疗. 取材后部分标本用10%甲醛固定, 其

余立即放置于-80 ℃超低温冰箱保存备用. 将固

定的大肠癌及距肿瘤1 cm以上正常黏膜连续冰

冻切片20张(5 μm), HE染色, 显微镜下观察, 证实

大肠癌组织中肿瘤细胞占70%以上. 全部患者术

前均未接受放射治疗和化学治疗. 大肠癌及正常

基因组DNA的提取采取酚/氯仿异戊醇提取法. 
1.2 方法

1.2.1 mtMSI的检测: 选择微卫星位点引物序列

见表1[2,3], 由上海英俊公司合成. 荧光PCR反应

体积10 μL, 包括10×缓冲液, 1.5 mmol/L MgCl2, 
200 μmol/L dNTP, 上下游引物各0.5 μmol/L, 0.75 
UTaq DNA多聚酶(宝生物公司)和100 ng基因

组DNA. PCR反应条件为起始变性温度94 ℃, 5 
min, 以下过程94 ℃ 30 s, 58 ℃ 45 s, 72 ℃ 30 s, 
35个循环, 最后72 ℃延伸30 min. 变性后产物

经ABIPRISM 3730(Applied Biosystems)毛细管

电泳45 min. Datacollection软件自动进行数据

收集和处理, 并生成原始的样品数据文件. Gen-
eMarker分析软件对配对产物数据自动分析检测

mtMSI阳性率. 
1.2.2 数据处理: 荧光扫描结果用GeneMarker 
V1.7(Applied Biosystems, Inc.)软件进行基因型

判读. 肿瘤组织与正常组织相对照, 出现条带的

迁移、缺失或电泳图的形状改变判为MSI.
统计学处理 实验数据分析采用χ 2 Pearson

检验 ,  单向有序等级资料的非参数检验 ,使用

SPSS16.0统计学分析软件进行处理, P <0.05时认

为有显著性差异. 

表  1  微卫星位点引物序列

     位置                         引物      重复序列 退火温度(℃) 片段长度(bp)

ND1F-FAM CCGACCTTAGCTCTCACCAT (C)6       55        85 

ND1R AATAGGAGGCCTAGGTTGAG  

ND2F-TET CCTGAGTAGGCCTAGAAATAAA (A)7       55        90 

ND2R ACTTGATGGCAGCTTCTGTG

COIIIF-FAM CCAAAAAGGCCTTCGATACG (T)7       57        96 

COIIIR GCTAGGCTGGAGTGGTAAAA

ND5-1F-ROX CACCCTGACCCTGACTTCC (C)6and(A)8       57       106 

ND5-1R GGTGGATGCGACAATGGATT

ND5-2F-FAM GCCCTTCTAAACGCTAATCC (CCT)3&(AGC)3       58         93  

ND5-2R TCAGGGGTGGAGACCTAATT

D303F-FAM GCACAGCCACTTTCCACA (C)7       55       106 

D303R TTTTGGGGTTTGGCAGAG

D514F-FAM TCCCATACTACTAATCTCA (CA)8       55       102 

D514R TGTCTTTGGGGTTTGGTT

D16184F-FAM AAAACCCAATCCACATCA (C)9       55       105 

D16184R GGTGAGGGGTGGCTTTGG

■相关报道
多项研究证明, 各
种实体瘤中, 均存
在线粒体DNA的
微卫星不稳定的
现象, 其被认为在
这些恶性肿瘤的
癌变过程中起重
要作用.
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2  结果

对3个线粒体非编码区及5个线粒体编码区微卫

星位点检测结果显示(图1, 2): 共检出mtMSI 19
例, 发生率为38%(19/50), 1例升结肠癌患者全部

位点均阳性, 11例患者D303阳性, 2例患者D514
阳性, 2例患者D16184位点阳性, 6例患者ND1阳
性, 2例患者ND2阳性, 1例患者COⅢ阳性, 2例患

者ND5-1阳性, 8例患者ND5-2阳性. 根据卡方检

验, 线粒体非编码区微卫星与编码区微卫星不

稳定有显著相关性c2 = 4.929, P  = 0.026(表2). 

3  讨论

微卫星DNA可能参与基因表达调控、基因重排

与变异、维持基因组稳定等重要生命活动. 他
具有以下特点: (1)微卫星重复单位数目的改变

可以引起高度多态性, 微卫星位点在不同个体

间有明显的差异; (2)微卫星具有较高程度的不

稳定性, 且在遗传上高度保守, 在家系中可以稳

定地传递, 是一种很好的遗传标志; (3)微卫星有

较高突变率, 容易引发线粒体病和癌症. 微卫星

异常是基因组不稳定的重要分子标志. 主要表

现为: 微卫星不稳定性; 杂合性丢失(loss of het-
erozygosity, LOH). 微卫星不稳定性(microsatel-
lite instability, MSI)与肿瘤之间的关系是近年来

肿瘤学研究的热点之一, 产生微卫星不稳定性

的机制及其与肿瘤发生发展关系得到深入研究
[4,5]. 微卫星的不稳定产生的主要原因: (1)DNA损

伤, 包括点突变、缺失、串联重复、碱基替代

和移码突变等变异; (2)滑链错配(slipped- strand 
mispairing), 即复制时l条DNA链发生滑动错误

    2 kb
    1 kb
750 bp
500 bp
250 bp

100 bp

1    2     3     4     5     6    7    8     9   10   11   12   13  14    15   16  17   18   19   20   21   22   23   24

图  1  mtMSI荧光PCR产物. 1-6: ND2; 7-12: COⅢ; 13-18: ND5-1; 19-24: ND5-2.

79 85 85 85 85

81 86 86 86 86

A B C D

HGFE

图  2  微卫星扫描图. A-D: ND1; E-H: ND2; A, B, E, F: 肿瘤患者癌组织及癌旁组织, 表现为微卫星不稳定; C, D, G, H: 肿

瘤患者癌组织及癌旁组织, 表现为微卫星稳定.

■创新盘点
本研究采用荧光
标记聚合酶链反
应及短重复序列
位点扫描的方法, 
对线粒体DNA编
码区及非编码区
微卫星不稳定进
行比较分析, 从而
发现结肠癌细胞
中线粒体基因不
稳定的情况, 为结
肠癌的研究提供
理论依据.



www.wjgnet.com

3814               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)   世界华人消化杂志   2012年12月28日   第20卷  第36期

(slippage), 导致重复序列中1个或多个碱基的错

误配对, 使微卫星结构区域发生改变; (3)错配修

复基因(mis-match repair, MMR)功能缺陷. 不能

正常地发挥修复作用, 导致基因组不稳定; (4)不
等价交换(unequal crossing-over)使重复拷贝数

目发生变化, 表现为微卫星简单重复序列的增

加或丢失. 目前发现的参与错配修复功能的基

因有6个: hMSH2、hMSH6(GTBP)、hMSH3、
hMLH1、hPMS1、hPMS2[6]. 有学者认为, MSI
是错配修复缺陷的标志, 而错配修复缺陷可能

使癌基因、抑癌基因及一些对细胞生长起调控

作用的基因的复制错误得不到修复, 从而使细

胞生长失控, 最终发生肿瘤. 在胃肠道肿瘤, 高
频率微卫星不稳定肿瘤几乎均表现为BAT-26改
变, 故BAT25、BAT26为研究结直肠癌MSI的首

选位点[7]. 
MSI包括细胞核MSI和线粒体MSI. 人类基

因组中以双核苷酸重复, 即(CA)n和(GT)n最多. 
总共有5×104-5×105个, 平均每5-50 kb DNA就

存在1个(CA)n. 微卫星多位于基因非编码区, 即
基因内含子或非翻译区, 但在编码序列及外显

子也可找到. 其高度多态性主要来源于重复数

目的不同. 在微卫星区域出现的突变率远高于

非重复DNA序列. 大量研究表明: 在许多肿瘤中

核MSI和肿瘤的临床特征有密切的联系. 一些研

究证明: 核MSI与肿瘤细胞的生存优势有显著的

相关性, 而与肿瘤的转移能力呈负相关[8]. 线粒

体是细胞核外唯一的遗传物质, 他只有37个基

因, 核基因组编码线粒体的大约900个基因产物, 
随即送到细胞浆中. 线粒体也存在微卫星位点, 
所以可能受控于核基因组的调控[9]. mtMSI被定

义为线粒体基因组内短的碱基重复序列长度的

变化. 线粒体基因组中含有多个单和双核苷酸

重复序列(mono-and dinucleotide repeats), 即微

卫星位点. 线粒体微卫星位点重复次数较核基

因组少的多, 一般为7-9次. 用来检测线粒体基因

组非编码区不稳定性最常用的位点为: D303、
D514和D16184位. 但在编码区也存在微卫星位

点. Santos等的研究表明mtDNA D-环区的突变

与编码区的突变有关, 从而影响线粒体的功能
[10]. 在MMR缺陷细胞中, MSI发生在非编码区通

常被认为是与生物学无关, 属于中性突变, 但近

期很多学者认为非编码区调控编码区的转录和

转录和翻译, 也有重要作用. 所以微卫星序列在

非编码区及编码区域中发生插入或缺失几个核

酸碱基均被认为是肿瘤形成的重要分子机制[11]. 
通过核酸碱基的插入或缺失促使大量的包括控

制细胞增殖和存活的基因移码突变, 在负性选

择的压力下, 可使细胞向恶性转变. 
mtMSI在肿瘤的发生发展过程中可能也起

一定作用. Habano等[12]最近报道, 在一些胃癌中, 
核MSI与线粒体DNA(PolyC)n重复区的微卫星

不稳定有关. 同时还发现, 线粒体微卫星不稳定

与线粒体基因突变有相关性. 到目前为止, 在前

列腺癌、胃癌、乳腺癌、肝癌中, mtMSI被发现

是一个非常普遍的现象, 被认为在这些恶性肿

瘤的癌变过程中起重要作用[13-16]. 然而, 有关线

粒体基因组微卫星不稳定在结直肠癌的发生率, 
以及用多重荧光PCR方法检测编码区及非编码

区MSI未见文献报道. 在本研究中, 我们分析了

50例结直肠癌样本及对照的正常组织, 共检出

mtMSI 19例(占总数的38%), mtMSI发生率低于

乳腺癌中的42.5%[17]而高于肝癌中的21.2%[16]、

胃癌中的16%[12]. 线粒体微卫星不稳定检出率高

于以往我们研究的核基因组中的发生率[18]. mt-
MSI编码区MSI高发于ND1及ND5-2位点. 可能

表明mtMSI显型的结直肠癌患者中有线粒体基

因组(ND1及ND5)不稳定的倾向. ND1及ND5是线

粒体呼吸链中重要分子, 不稳定的编码基因表

达异常, 可直接或间接地为线粒体的复制或细

表  2  微卫星阳性位点统计

     
编号

线粒体微卫星位点

ND1 ND2 COIII ND5-1 ND5-2 D310 D514 D16184

1 + +

2 + + + + + + + +

4 + +

9 +

13 +

14 + +

17 + +

18 +

20 +

24 +

25 + + +

30 +

32 +

37 +

40 +

41 +

43 +

45 + + +

49 +

合计 6 2 1 2 8 11 2 2

■应用要点
本研究发现结肠
癌 细 胞 线 粒 体
DNA的非编码区
及编码区均存在
微卫星不稳定,为
揭示结肠癌的发
病机制奠定基础.
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胞的增殖提供选择性的生长优势. 我们研究发

现编码区mtMSI与非编码区mtMSI有相关性, 可
能是机体内存在错配修复基因产生的缺陷蛋白, 
可同时引起非编码区及编码区的基因发生微卫

星不稳定. 因非编码区调控编码区基因的转录

和翻译, 可能对线粒体的功能产生影响. 研究认

为线粒体基因组的不稳定或突变影响了线粒体

的呼吸功能, 释放高水平的氧化物而致细胞核

肿瘤相关基因的损伤或突变, 另一途径影响线

粒体对细胞凋亡的调控功能而致细胞恶变. 上
述结果说明, 线粒体微卫星不稳定也以较高比

例存在于结直肠癌中, 在一些结直肠癌的发生

中可能起一定作用. 在今后的研究中, 我们将对

肿瘤细胞线粒体的功能异常做进一步探讨, 证
实基因的突变对其细胞器功能的影响.
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■同行评价
微卫星不稳定性
与肿瘤的发生发
展关系密切, 该研
究符合伦理学要
求, 比较新颖, 有
一定的意义.


