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【摘* 要】目的：研究大肠癌组织线粒体 DFP 的突变情况,
方法：用银染 QOR#IIOQ 技术结合测序的方法检测 0" 例大肠

癌组织及其癌旁正常组织的线粒体 DFP D#环区的点突变情

况, 结果：0" 例大肠癌组织中检测到 % 例点突变改变，突变

率为 !)V（% W 0"），在检测的 & 个突变位点，( 个突变位点存在

于 D<X.C D 期的 ! 例大肠癌中，其他 ’ 个突变位点分别存在

于 D<X.C O 期的 ’ 例大肠癌组织中，其中 0&) 位 O! -，!’$&)

位 O!- 两个突变位点在检测到点突变的 % 例大肠癌组织中

均检测到, 结论：大肠癌组织线粒体 DFP D#环区存在一定程

度的点突变，突变的发生可能与大肠癌的易感性和恶性程度有

一定相关性，但是否是大肠癌的发病机制尚有待进一步研究,
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FG 引言

目前认为肿瘤的生物学特征不仅取决于核内遗

传物质，与核外线粒体 DFP 的改变也有非常重要的

关系［! Z $］，国内外多项研究发现线粒体 DFP 的 D#环
区可能为线粒体 DFP 突变的热点所在，但不同的肿

瘤，有关该区突变的频率报道存在明显差异［( Z 0］, 为

了进一步研究大肠癌组织线粒体 DFP 的 D#环区是

否存在共性的突变位点，并探讨这些共性的突变位点

是否与大肠癌的发生机制有一定相关性，我们用银染

QOR#IIOQ 技术结合测序的方法对 0" 例大肠癌组织

及对应的癌旁正常组织的线粒体 DFP 的 D#环区进

行研究,

HG 材料和方法

H, HG 材料G $""(#!" W $""0#"+，经南方医科大学南方

医院手术切除证实为大肠癌患者的组织标本 0"（ 男

$$，女 !)）例，年龄 ($ [ %+（ 平均 +(, ’）岁，D<X.CY
分期：\ 期 ’ 例，O 期 $) 例，D 期 ’ 例, 线粒体 DFP
提取试剂盒购自杭州 ]#9.8. 公司；$ ^ Q;< QOR K3C#
A.JK45 一管便捷式 QOR 扩增试剂盒购自清华大学天

为时代公司；银染 QOR#IIOQ 试剂购自广州威佳生物

试剂公司,
H, IG 方法G 按照线粒体 DFP 提取试剂盒上的步骤

提取 0" 例大肠癌及癌旁正常组织的线粒体 DFP，根

据大肠癌线粒体 DFP D#环区的全长设计四对引物，

分别为引物 !：+_#MP-OPOPMM-O-P-OPOOO-P--P#
PO#(_，引 物 $：+_#MM---MMOPMPMP-M-M---P#(_
扩增 (++ 7H 的片段，引物 (：+_#MO--O-MMOOPOPM#
OPO--P#(_，引物 0：+_#MOOOM-O-PPPOP----OPM#
(_，扩增 (!( 7H 的 片 段，引 物 +：+_#O---OP-MMM#
MPPMOPMP--#(_，引 物 ’：+_#-M--MM-P-OO-PM-#
MMM-MP#(_，扩增 $+) 7H 的片段，引物 %：+_#O-P-OP#
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!"!"#!""!#$!""!#!%&’，引物 (：)’%!"#!$#$"#%
$#!##"###""$$%&’，扩增 &*+ ,- 的片段，根据四对

引物用 .!/ 仪扩增线粒体 01" 0%环区的全长2
成功扩增后取 34 !5 .!/ 产物，加入 ( !5 变性

缓冲液（(44 6 7 5 去离子甲酰胺，+4 889: 7 5 ;0#"，

42 ) 6 7 5 溴酚蓝，42 ) 6 7 5 二甲苯晴蓝）混匀，<=>变

性 34 8?@，冰上骤冷，立即上样行非变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳（丙烯酰胺A甲叉丙烯酰胺 B +<3），42 ) C #D;
为电泳缓冲液，34 8" 恒电流电泳 ) E，直至溴酚蓝接

近凝胶底部为止，取出凝胶，固定、银染、显色、摄片2
将检测到突变的大肠癌的 .!/ 片段纯化，经上

海博亚生物技术有限公司进行测序后，将测序结果与

基 因 数 据 库（ EFF-：7 7 GGG2 @H,?2 @:82 @?E2 69I 7
D5"J# 7 ）的大肠癌线粒体 01" 0%环区的序列进行比

对分析2

!" 结果

!# $" 线粒体 %&’ %(环区扩增与电泳" 依据设计的

四对引物成功扩增了大肠癌线粒体 01" 0%环区全长

序列，其中引物 &，* 与引物 K，( 扩增的大肠癌线粒体

01" 0%环区序列如图 3"，D 所示2

"：引物 &，* 扩增的 8F01" 0%环区 .!/ 产物电泳图（&3+ ,-）；D：引物

K，( 扩增的 8F01" 0%环区 .!/ 产物电泳图（&*+ ,-）2

图 3L 引物 &，* 与引物 K，( 扩增的 8F01" 0%环区电泳图

!# !" 银染 ))*+ 检测" 将扩增的大肠癌和癌旁正常

组织的线粒体 01" 0%环区的 .!/ 产物行银染 JJ!.
检测，结果发现 K 例大肠癌组织存在点突变，突变率

为 3(M（K 7 *4），突变位点分别存在于引物 &，* 和引

物 K，( 扩增的 8F01" 0%环区的 .!/ 片段中，其中在

引物 &，* 扩增的 .!/ 片段中检测到的 + 处点突变，

如图 +"，D 所示2

"：3&1，3&#，3*1，3*#，3)1，3)#，3=1，3=# 的 JJ!. 结果提示 3&# 发生

点突变；图 D：+<1，+<#，&41，&4#，&31，&3#，&+1，&+# 的 JJ!. 结

果 &4# 发生点突变2

图 +L 引物 &，* 扩增的 .!/ 片段银染 JJ!. 结果图

!# ," 线粒体 %&’ %(环区的突变 " JJ!. 阳性的大

肠癌组织的 .!/ 扩增片段进行测序，结果发现 *<(
位 !!#，3=+<( 位 !!# 这两个突变位点在所有 JJ%
!. 阳性的 .!/ 扩增片段中均检测到，其他突变位点

为无规律随机突变的位点2

," 讨论

线粒体 01" 作为细胞核外的遗传物质与核基因

一起制导呼吸链，其任何类型的突变都可能对细胞功

能产生重要而深远的影响，目前国内外多项研究均已

证实多种实体肿瘤中存在着线粒体 01" 的突变，但

这种突变与肿瘤发生发展的关系还不十分清楚2
有关大肠癌组织线粒体 01" 突变的研究国内尚

未有人报道，国外虽有报道但意见不一，其中 NO,O@9
等［) P =］在对 *) 对结肠癌和正常组织的线粒体 01"
的研究中，发现有 K 7 *)（3=M）存在突变2 N?,? 等［K］

检查了 KK 例大肠癌患者大肠癌细胞及其相对应的血

清中线粒体 01" 的 0%环区改变，结果发现 K 例患者

大肠癌细胞的线粒体 01" 发生了突变，但突变发生

的病理机制尚不清楚，本实验用银染 .!/%JJ!. 方法

检测了 *4 例大肠癌和癌旁正常组织线粒体 01" 0%
环区点突变改变，结果发现 *4 例大肠癌组织中有 K
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例检测到点突变，突变率为 !"#（$ % &’），与国外文

献报道的大肠癌组织该区的突变频率基本类似，但本

研究对检测到点突变的 ()* 片段进行测序分析时发

现突变的大肠癌组织中均存在 &+" 位 )!,，!-.+"
位 )!, 这两个相同的突变位点，与本课题组在 & 株

大肠癌细胞株中检测到的共性突变位点相类似［"］，

这些共性的突变位点在国外还未见有人报道过，考虑

为一种特征性的改变，这种特征性的改变可能和大肠

癌的易感性有关，结合所取大肠癌组织标本的 /0123
分期发现，检测到的突变位点分别存在于 /0123 ) 期

和 /0123 / 期的大肠癌组织中，而在 /0123 4 期的

大肠癌 组 织 中 未 检 测 到，可 见 大 肠 癌 组 织 线 粒 体

/56 /7环区的点突变改变可能也与大肠癌组织的恶

性程度有一定的相关性，即恶性程度越高的大肠癌组

织可能存在着较高程度的点突变8
线粒体 /56 突变在肿瘤发生和发展中作用与机

制的研 究 还 刚 刚 起 步，通 过 对 大 肠 癌 组 织 线 粒 体

/56 /7环区的研究，我们不难发现大肠癌组织中确

实存在着一定程度的点突变改变，但这些改变是否是

伴随着癌变发生而出现的特征性改变，是否与大肠癌

发病机制相关以及能否为临床提供一种新型早期诊

断大肠癌的肿瘤标志物，还须进行进一步研究8
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!" 病历报告" 男性，J! 岁，哈尔滨人，于 .’’J7’.7.. 以“ 左下

肢疼痛，麻木 . M?”入院8 . M? 前无明显诱因出现左下肢麻

木，疼痛，̂ 线未见异常，在神经内科给与对症治疗无好转，腰

椎 ;*V 见 S&，J椎管内占位性病变，遂转我科8 查体：一般状况

可，略跛行，脊柱正常生理弯曲，活动无受限8 S&，J腰J 骶! 左侧

椎旁叩击痛（ _ ），肛门反射消失，双侧提睾反射消失，左侧臀

部、大腿后侧及前外侧、小腿内侧感觉减退，双下肢肌力 J 级，

双侧膝腱反射和跟腱反射消失，双下肢直腿抬高 "’‘，加强试

验（!），未 引 出 病 理 反 射8 ;*V 示 S& 椎 体 水 平 椎 管 内

!8 " CM a !8 . CM a !8 ’ CM 的 ,! 略低于 ,. 的信号影8 初诊为

腰椎管内肿瘤8 ^ 线，4 超，W), 均未见异常8 双下肢肌电图

示胫后神经腘窝—踝运动传导速度减慢，远端及近端运动潜

伏期显著显著延长8 双下肢胫后神经感觉功能电位未引出，

提示周围神经损伤肌电图8 于入院后第 Q 日在 W6 _ T6 行腰

椎减压，肿瘤切除术8 术中见肿瘤黏附于硬膜外，大小约为

&8 ’ CM a !8 J CM，质软，暗紫色，边界清楚，未向神经根管及椎

体延抻侵蚀，粘连不重8 轻剥后从硬膜外脱落8 切开肿瘤见断

面为分叶状8 术后常规给与抗炎、脱水治疗，. < 即感麻木症

状减轻8 病理报告：陈旧性血块，周围有机化8 于 . Y1 后拆线

出院8

#" 讨论" 椎管内肿瘤常见，可分为髓内、髓外硬膜下和髓外

硬膜外肿瘤8 本例患者术前曾在科内会诊讨论，因 ^ 线、4
超、), 和 W), 检查，均未发现原发灶，见于 ;*V 上一占位性

病变，故以髓外硬膜外恶性肿瘤可能性大8 术中见肿块附于

硬膜外偏后侧，界限清楚，未向椎体、椎弓根及肋骨侵蚀，故排

除其恶性的可能，且病理诊断为陈旧性血块8 经过仔细问病

史，患者于 Q M? 前工作中有外伤史，休息 . < 后症状消失8 我

们认为，在外科疾病的诊断和治疗中应仔细询问病史，掌握疾

病的发生发展，才能做出正确诊断，避免误诊8
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