
书书书

遗!传!"#"$%&’(!)*+,+-."!"!#"#$%%!$%&$!$$’ 研究报告

收稿日期!!$$( #! #!"修回日期!!$$% $( #"
基金项目!中国人民解放军总医院院长基金资助!$()*++$$’"%,-../012345627890781$()*++$$’/:;<=82>2?@A928207BC/>.=17B&

作者简介!谭端军!#DE(’"$男$副主任医师$副教授$博士$美国乔治城大学博士后$主要从事老年疾病的防治研究$尤其是线粒体基因变异与

老年疾病的关系(F2B#$#$GEED("&"&!C")#(’!$$E(&$(!;"$HGI7=B#F6+($#"57<//JK/IJK8

胞质异质性###人类肿瘤组织线粒体基因

突变的普遍现象

谭端军#!刘玲玲#!文!毅#!刘!鹏#!+-B=7;<78L!!M-8GF-)2<!!
@22+-8;N/8L(

!#O解放军总医院老年心血管病研究所$北京#$$&’()!O彰化基督教医院病理科$彰化$

中国台湾’$$)(O乔治城大学医学中心分子与人类遗传研究所$华盛顿$美国!$$$""

摘!要!为了探讨不同肿瘤组织中线粒体 基 因 体 细 胞 性 突 变 的 胞 质 异 质 性 和 同 质 性 状 态$利 用(!对 重 叠 引 物 对

#%D例肿瘤组织和匹配正常组织的全线粒 体 基 因 进 行?;P扩 增$并 同 时 进 行 时 相 温 度 梯 度 凝 胶 电 泳 扫 描 突 变 筛

选$基因测序确定突变类型与异质状况(结果表明$不同肿瘤组织中线粒体基因体细胞性突变的异质率不同$口腔

癌!E’Q"和食道癌!E%Q"具 有 较 高 的 异 质 率$其 次 为 乳 腺 癌!%’ODQ"(%种 转 换 形 式 的 发 生 频 率 以CI"CI #
CI"C1#C1"CI#C1"C1为主(碱基转换的主要转换形式为CI"CI$碱基颠换则以CI"C1为主(认为胞质

异质性是人类肿瘤组织线粒体基因突变的普遍现象(

关键词!线粒体基因)突变)异质性)同质性)肿瘤

中图分类号!R"’%$P"(!!!文献标识码!A!!! 文章编号!$!’(SD""!!!$$’"$#S$$%%S$’

!"#"$%&’()*+#,-%**%./0".%*".%.%123#%40%.5$3(’
6".%*"27#(#3%.)3.!7*(.87*%$83))7")

FAT6-78G+-8#$@UV@=8LG@=8L#$NHT)=#$@UV?28L#$+-B=7;<78L!$M-8GF-)2<!$@22+-8;N/8L(

!#O%-/0+010*234*5+605+78659+2:2.;238<+-*/*=>’4*-*56:!2/?+06:$)*+,+-.#$$&’($8<+-6)!!O$*?650@*-023=60<2:2.;$

8<6-.<168<5+/0+6-!2/?+06:$8<6-.<16$8<+-6&6+A6-’$$)!(O%-/0+010*325B2:*71:656-9!1@6-4*-*0+7/$4*25.*02A-

C-+D*5/+0;B*9+76:8*-0*5$E6/<+-.02-$8!$$$"$C(’"

,9)#$(4##F/2W.B/021<2>171->/:<2120/.B7>I5783</I/.B7>I5/:I=1/K</830=7B6TA>/I71=KI-171=/8>=83=::20281

1-I/0>$6TA:0/I#%D1-I/0>783K/002>./83=8L8/0I7B1=>>-2>X2022W107K123783281=02I=1/K</830=7BL28/I2X7>

7I.B=:=23->=8L(!.7=0>/:/Y20B7..=8L.0=I20>JF<2>/I71=KI-171=/8>X202>K0228234512I./07B12I.2071-02L073=G

281L2B2B2K10/.</02>=>7831<2=0<2120/.B7>I=K>171-12X202=3281=:=2345>2Z-28K=8LJF<202>-B1>></X231<711<2=8K=G

328K20712/:<2120/.B7>I5/:I=1/K</830=7B6TA>/I71=KI-171=/8>Y70=2>=83=::202811-I/0>JF<202=>7<=L<200712/:

<2120/.B7>I=KI-171=/8=8/07BK78K20!E’Q"7832>/.<7L27BK78K20!E%Q"$:/BB/X23454027>1K78K20!%’Q"JF<2

:02Z-28K5/::/-01078>:2015.2>=>>2Z-281=7BB5CI!</I/.B7>I5""CI#CI"C1!<2120/.B7>I5"#C1"CI#C1"
C1JF<2I7=81078>:20:/0I>/:1078>=1=/87831078>Y20>=/8I-171=/8>702CI"CI783CI"C102>.2K1=Y2B5JC2120/G

.B7>I5=>7K/II/8.<28/I28/8=8I=1/K</830=7B6TA>/I71=KI-171=/8>/:<-I781-I/0>J

:"+;%$5)#I=1/K</830=7BL28/I2)I-171=/8)<2120/.B7>I5)</I/.B7>I5)1-I/0



!!线粒体几乎存在于人体的所有细胞中!每个细

胞中含有成百上千个线粒体!因此部分细胞在连续

分裂过程中 发 生 有 丝 分 裂 遗 传 漂 变"I=1/1=K>2L02G

L71=/8#而导致组织中同 时 存 在 含 野 生 型6TA和 突

变型6TA的 两 种 细 胞!这 种 状 态 称 为 线 粒 体6TA
"I=1/K</830=7B6TA!I16TA#的胞质异质性"<2120/G

.B7>I5!C1#$目 前 的 研 究 表 明 众 多 的 神 经 肌 肉 疾

病中存在 I16TA缺 失 性 突 变 和 点 突 变!而 且 许 多

I16TA突变呈 异 质 性!异 质 性 突 变 I16TA的 比 例

可从$到#$$Q%#!!&!刘玲玲等%(&也在吸烟肺癌患者

的口腔黏膜细胞中发现大量异质性的获得性线粒体

基因突变$毛宝龄%%&等分析癌细胞 I16TA控 制 区

序列的变化特征!结果表明癌细胞和癌患者白细胞

I16TA重链复制起点及其相邻6环区的特征性 突

变可能与细胞癌变’或癌的易感性有关$并有研究

提示I16TA的突变与肿瘤的发生(细胞的凋亡具有

密切的关系%’!E&!那么!是否线粒体基因体细胞性突

变在肿瘤组织中也存在胞质异质性呢？或者是否在

肿瘤发生风险的改变上扮演了潜在的角色？为此本

研究对’种人类常见的肿瘤的线粒体基因异质性和

同质性体细胞突变情况进行了分析$

#!材料和方法

<=<!组织样本和>?,抽提

冷冻的肿瘤组织和匹配的癌旁正常组织由乔治

城大学医 学 中 心@/I4703癌 症 中 心 组 织 病 理 库 和

中国台湾彰化基督教医院提供!所有肿瘤均经病理

学证实$它们包 括 乳 腺 癌"(例(肺 鳞 状 细 胞 癌#&
例(食道 癌!$例(口 腔 癌#&例 和 原 发 性 肝 细 胞 癌

!$例$蛋白酶M和 酚G氯 仿 抽 提 总6TA!稀 释 至’
8L’#@供聚合酶链反应使用$

<=@!体细胞性突变的筛选

使用(!对 交 叉 重 叠 引 物 扩 增 线 粒 体#EOE[4
全长基因!所得 片 段 长 度 为($E!&$’4.!平 均’D%
4.!扩增片段全长#&D’(4.!由于扩增区重叠!它较

实际I16TA"#E’ED4.#长#%Q$尔后!采用时相温

度梯度凝胶电泳"12I./07B12I.2071-02L073=281L2B
2B2K10/.</02>=>!FF9H#对 所 有 的6TA片 段 进 行 配

对突变筛选!?;P引物(序列和FF9H条件参见文献

报道%"!&&$在FF9H分 析 中 单 一 条 带 的 迁 移 变 化

代表着同质性的6TA改变!出现多条带则代表异质

性的突变$异质性条带的特征是具有单个突变时为

%条带!包括两个纯合复 性 和 两 个 杂 合 复 性 的6TA
片段!多个突变时可多于%条$与?;P非特异扩增

时的条带鉴 别 在 于 非 特 异 扩 增 的 条 带 是 无 序 的 排

列!多数含有信号强度不等的多个条带!一般而言!
这种现象会同时出现在其他同时和同一条件扩增的

其他6TA片段中!最终依赖于FF9H和测序结果相

结合来进行鉴别$

<=A!同质与异质状况的确定

对肿瘤组织和匹配的正常组织进行配对分析!
在FF9H进行突变 筛 选 的 基 础 上!对 任 何 显 示 肿 瘤

和正常组织电泳条带类型不同的6TA片段!进行直

接基因测序!以明确体细胞性突变的类型!并最终确

定同质和 异 质 状 况$6TA测 序 采 用 荧 光 染 料 链 终

止测序试剂盒"?20[=8HBI20#于A\U("""A..B=23\=G
/>5>12I#自 动 测 序 仪 上 进 行$6TA测 序 结 果 利 用

]7K̂2K1/0F] "O$ "_W:/03]/B2K-B70@13!_W:/03!

H8LB783#软件对比分析$分别统计各种肿瘤组织中

体细胞性突变的总数!以及各类突变在不同肿瘤组

织中所发现的突变总数中的所占百分比$

!!结!果

@=<!不同肿瘤组织中的异质率

由表#显示在所有检测到线粒体基因体细胞性

突变的’种肿瘤患者中!不论正常组织或是肿瘤组

织均呈现一定的异质性!但不同肿瘤组织中线粒体

基因体细胞性突变的异质率不同!口腔癌"E’Q#和

食道 癌"E%Q#具 有 较 高 的 异 质 率!其 次 为 乳 腺 癌

"%’ODQ#(肝癌 及 肺 癌 组 织 的 异 质 率 最 低"#EQ!
!$Q#!统计学分析显示各组间具有明显的差别$正

常组织中的异质率与肿瘤组织具有基本相同趋势$
表#中还显 示 了 点 突 变 与 插 入 缺 失 突 变 的 发 生 情

况!结果显示除食道癌外!其他%种肿瘤的插入和缺

失突变发生率均低于点突变$值得提出的是这些体

细胞性突变中约有!$Q!E$Q不等的回复性改变!
但与肿瘤类型没有明显的关系$

@=@!体细胞性突变的转换形式

针对体细胞性突变的不同转换形式进行统计分

析"图##!发 现 肝 癌 和 肺 癌 以 正 常 组 织 的 同 质 性 向

肿瘤组织的同 质 性 突 变 转 换 为 主!约 占E$Q以 上!
食道癌和口腔癌则以正常组织的同质性向肿瘤组织

的异质性转换 为 主!约 占%$Q!统 计 学 显 示 不 同 肿

瘤组织中突变的转换形式具有显著性差异$

!"!#期!!!!!!!!!谭端军等)胞质异质性***人类肿瘤组织线粒体基因突变的普遍现象



表<!肿瘤组织全线粒体基因突变886B和测序对各类突变的判别

8(9’"<!C5".#3134(#3%.1%$*7#(#3%.)%1".#3$"*#>?,D".%*"3.#7*%$)7)3.D886B(.5)"E7".4"

项目8
U12I8!Q"$

乳腺癌

\027>1
K78K20

食道癌

H>/.<7L27B
K78K20

肝癌

@=Y20
K78K20

口腔癌

_07BK78K20

肺癌

@-8L
K78K20

=值$$$

=D6:1*
合计

F/17B

病例数

F/17B8-I420/:K7>2>
"( !$ !$ #& #& #%D

发现的体细胞性突变的总数

F/17B8-I420/:>/I71=KI-171=/8>
"% #% !% !E !D #E"

肿瘤组织中呈异质性的突变数

C2120/.B7I=KI-171=/88-I420=81-I/01=>>-2>
(%!%’OD" D!E%O(" %!#EO"" #"!E’O%" E!!$O"" $O$$$( "$!%#OD"

正常组织中呈异质性的突变数

C2120/.B7I=KI-171=/88-I420=88/0I7B1=>>-2>
!&!("O&" E!%!O&" %!#EO"" #(!’$O$" ’!#"O!" $O$!&% ’E!((O’"

插入与缺失突变

U8>201=/8‘32B21=/8I-171=/8>
#"!!(O$" D!E%O(" D!("O’" #$!(&O’" &!!"OE" $O$(#( ’(!(#O""

点突变

?/=81I-171=/8>
’"!""O$" ’!(’O"" #’!E!O’" #E!E#O’" !#!"!O%" $O$(#( ##%!E&O("

回复性点突变$$

\7K[GK<78L2I-171=/8>
($!’!OE" !!%$O$" (!!$" D!’EO(" E!!&OE" $O$&!! ’$!%(OD"

!!注#$括号内数值表示此类突变占总突变数的百分率$$$括号内数值为回复性突变占点突变数目的百分率$$$$统计方法#$! 检验$

T/12#$1<28-I420=8407K[2102:20>1/1<2.20K2817L2/:1<=>[=83/:I-171=/8=81/17BI-171=/8>J$$1<28-I420=8407K[2102:20>1/1<2.20G

K2817L2/:47K[GK<78L2I-171=/8=81/17B./=81I-171=/8>J$$$>171=>1=KI21</3#$!12>1J

图<!不同肿瘤组织中F种转换类型所占百分比

CI"CI表示同一个体的 正 常 组 织 和 肿 瘤 组 织 均 表 现 为 同 质

状态%CI"C1!</I/.B7>I=K"<210/.B7>I=K"表 示 正 常 组 织 为 同

质状态&而肿瘤组织突变为异质状态%C1"CI在正常组织中为

异质状态&而肿瘤组织中则转变 为 同 质 状 态%C1"C1表 示 在 正

常组织和肿瘤组织中 均 为 异 质 状 态&但 突 变 型 的6TA分 子 所

占百分率不同$$=%$O$’&$$=%$O$#$

##乳腺癌%!#食道癌%(#肝癌%%#口腔癌$

G3DH<!80"&"$4".#(D"%11%7$I3.5)%1
#$(.)3#3%.)3.5311"$".##7*%$)

CI"CII278>1<717BBI-171=/8>702</I/.B7>I=K>171->=88/0G
I7B7831-I/01=>>-2>=81<2>7I2K7>2JCI"C1!</I/.B7>I=K
"<210/.B7>I=K"I278>1<711<2I-171=/8>702</I/.B7>I=K>17G
1->=88/0I7B1=>>-2>&4-1<2120/.B7>I=K=81-I/0>JC1"CI
I278>1<711<2I-171=/8>702K<78L23:0/I<2120/.B7>I=K>171->
=88/0I7B1=>>-2>1/</I/.B7>I=K=81-I/0>JC1"C1I278>1<71
1<2I-171=/8>702<2120/.B7>I=K=84/1<8/0I7B7831-I/01=>G
>-2>J\-11<202=>7Z-781=171=Y2B53=::20281.0/./01=/8/:1<2I-G
1781I16TAJ$=%$O$’&$$=%$O$#O
##4027>1K78K20%!#2>/.<7L27BK78K20%(#B=Y20K78K20%%#/07B
K78K20%’#B-8LK78K20

@=A!不同基因区!呼吸链复合物!突变类型与异质

性的关系

表!显示在线粒体基因中IPTA’0PTA和6环

区的体细胞性突变中&大部分由正常组织同质状态

向肿瘤组织的同质或异质状态转变&而由正常组织

的异质状态向肿瘤组织的同质状态转变或两者均呈

现异质状态仅所占百分率不同的情况相对较少$%
种转换形式的发生频率CI"CI # CI"C1# C1
"CI#C1"C1$虽然统计学分析尚未达到显著意

义水平&但=值接近$O$’$

I16TA参与了线粒体呼吸链氧化磷酸化过程’
个复合体中的%个 复 合 体!复 合 体U’UUU’Û ’̂ "的 基

因编码$我们对这%种复合物中的体细胞性突变的

转换形式进行分析也同样显示以正常组织同质状态

向肿瘤组织的同质或异质状态转变为主&但统计无

显著差异$
分析体细胞性突变的类型我们发现碱基转换的

主要表现形式为CI"CI&占半数以上&其次为CI
"C1和C1"CI%碱基颠换则以CI"C1为主%插入

性突变主要表现为CI"C1和C1"C1%缺 失 突 变 多

为C1"C1&而其他(种形式无明显差异$

#" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!$$’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



表@!不同线粒体基因区与呼吸链氧化磷酸化复合物的突变异质性情况

8(9’"@!!"#"$%&’()*34)#(#7)%1*3#%40%.5$3(’*7#(#3%.)3.5311"$".#D"."$"D3%.)(.54%*&’"J")%1

%J35(#3K"&0%)&0%$+’(#3%.)+)#"*

突变区域

]-171=/802L=/8
CI"CI CI"C1 C1"CI C1"C1

合计

F/17B

各基因区!组间比较$! 值#EO%"!=a$O$’"E

92827027!K/I.702X=1<=8L0/-.>$!Y7B-2EO%"!=a$O$’"E

IPTA !$"%EO’# ##"!’OE# ""#EO(# ’"##OE# %(

1PTA $"$# ("#$$# $"$# $"$# (

0PTA ’"%#O"# E"’$O$# #"&O(# $"$# #!

6环区 %!"(&O’# !%"!!O$# !!"!$O!# !#"#DO(# #$D

氧化磷酸化复合物!组间比较$! 值#$O!%!=a$O((#!

;/I.B2W2>/:/W=371=Y2.</>.</05B71=/8>5>12I!K/I.702X=1<=8L0/-.>$!Y7B-2#$O!%!=a$O((#!

复合体%"T6#!T6E#

;/I.B2W%"T6#!T6E#
#$"’$O$# ’"!’O$# ’"!’O$# $"$#

!$

复合体&";51\#

;/I.B2W&";51\#
(""’O$# #"!’O$# $"$# $"$# %

复合体’ ";_(!&#

;/I.B2W’";_(!&#
E"%$O$# %"!EO"# #"EO"# %"!EO"# #’

复合体 )"AF?E!&#

;/I.B2W)"AF?E!&#
#"!’O$# #"!’O$# #"!’O$# #"!’O$# %

突变类型!组间比较$! 值(!O’&!=a$O$$$!

F5.2/:I-171=/8>!K/I.702X=1<=8L0/-.>$!Y7B-2(!O’&!=a$O$$$!

碱基转换F078>=1=/8 ’%"’#O%# !%"!!OD# !$"#DO$# ""EO"# #$’

碱基颠换F078>Y201=/8 !"!!O!# ’"’’OE# #"##O## #"##O## D

插入突变U8>201=/8I-171=/8> %"#’O%# #$"(&O’# %"#’O%# &"($O&# !E

缺失突变62B21=/8I-171=/8> ""!’OD# ’"#&O’# ’"#&O’# #$"("O$# !"

突变数目F/17B8-I420/:I-171=/8> E""%$O## %%"!EO(# ($"#&O$# !E"#’OE# #E"

(!讨!论

I16TA异质性 在 人 类 细 胞 中 并 非 是 一 种 少 见

现象!正常人 群 中 的 异 质 性 水 平 大 约 是$O$#%&!线

粒体遗传是遵循$瓶颈效应%模式!但异质性在亲子

代间的传递是非常复杂的&在正常个体间的异质性

水平差异较大!即使是同卵双生子也可表现为不同

的异质性 水 平’D!##(&既 往 在 线 粒 体 病 的 基 因 突 变

调查结果显示!多数病理性线粒体6TA突变通常为

异质性的!而同质性的核酸碱基替换则以良性较多&
本研究中显示!在所有检测到线粒体基因体细

胞性突变的’种肿瘤患者中!不论正常组织或是肿

瘤组织均呈现 一 定 的 异 质 性!最 高 可 达E’Q!最 低

亦有#EQ&总的转换形式主要以CI"CI和CI"
C1为主!C1"CI和C1"C1相对较少&肿瘤组织中

体细胞性突变异质性改变的原因我们考虑有以下原

因!首先!由于线粒体基因缺乏组蛋白的保护!其错

配修复机制缺陷!因此在肿瘤的无控制生长过程中!
线粒体6TA大量复制需要反复解链!可能造成野生

型和突变型线粒体6TA共存于同一细胞!或同一组

织中包括上述两种类型的6TA的细胞共存!它可能

是肿瘤起始和生长过程中的一种表现&其次!核基

因组大约含有#$$$个 线 粒 体 起 源 的 序 列"线 粒 体

假基因#!这些序列在现代人类起源之前已经转入核

基因组!并 与 I16TA具 有 很 大 的 相 似 性’#!(&核 基

因组的修复机制比较完善!已转入的部分线粒体起

源的序列在核基因复制过程中比较稳定而不发生变

异!而线粒体基因在进化过程或是肿瘤发生发展过

程中由于缺乏组蛋白的保护而发生变异!因此!如果

两种类型的6TA混合扩增时!可能导致异质性的出

$"!#期!!!!!!!!!谭端军等)胞质异质性***人类肿瘤组织线粒体基因突变的普遍现象



现!第三"本研究中所获取的6TA并非来自单个肿

瘤细胞"因此"也不能排除肿瘤块中的正常血管内皮

细胞和其他正常细胞的污染!因此"未来的研究有

必要利用激光微切片系统获取单个的肿瘤细胞或正

常细胞进行对比分析加以阐明!
同样在我们 的 研 究 中 也 发 现 在 部 分 I16TA突

变是由正常 组 织 的 异 质 性 转 化 为 肿 瘤 组 织 的 同 质

性"其原因可能是#$#%突变的线粒体基因具有选择

性复制优势"在肿瘤细胞的不断分化过程中替换了

野生型线粒体基因"导致了已转化的细胞膨胀性生

长!$!%单一的线粒体可控制其自身的复制"由于突

变而具有功能缺陷的线粒体将过度复制"以增加其

数目而补偿其功能的缺陷!
总之"本研究结果提示"线粒体6TA异 质 性 是

肿瘤患者的一种较为普遍的现象!此外"本研究还

显示在不同基因区&呼吸链复合物基因的体细胞性

突变的异质与同质状态的转换形式"主要以正常组

织的同质性 向 肿 瘤 组 织 的 同 质 性 或 异 质 性 转 移 为

主"而且碱基转换&颠换与缺失等不同类型的突变"
其异质状态的转换形式也具有一定的差异!其原因

尚不清楚"是否与不同突变的诱发因素而发生机制

不同"是否这些转换形式与肿瘤的发生发展具有密

切的关系有待进一步研究确定!
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