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人类组织细胞线粒体DNA（mitochondrial DNA，
mtDNA）是一环状、双链DNA，是人体细胞核之外
的唯一遗传物质，可以编码自身的核糖体核糖核酸

（ribosomal ribonucleic acid，rRNA）、转运核糖核酸
（transfer ribonucleic acid， tRNA）以及部分蛋白质，
分为编码区和非编码的D环（D-loop）区。D-loop区是
mtDNA分子复制和转录的调控中心，也是mtDNA和
核基因组之间进行信息交换的枢纽。由于此区多态
性发生率较高，又称高变区，通常分为高变Ⅰ区

（hypervariable regionⅠ，HVRⅠ）、高变Ⅱ区（hyper-
variable region Ⅱ，HVR Ⅱ）、高变Ⅲ区（hypervari-
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[摘要] 目的 检测口腔鳞状细胞癌线粒体DNA（mtDNA）复制控制区D环（D-loop）区的高变Ⅱ区（HVR Ⅱ）及高变
Ⅲ区（HVR Ⅲ）的突变情况，并探讨其意义。方法 以癌旁组织和正常组织为对照，对7例口腔鳞状细胞癌组织样
本的mtDNA D-loop HVR Ⅱ区及HVR Ⅲ区进行聚合酶链反应（PCR）扩增和测序分析。结果 在7例患者的癌组织、
癌旁组织、正常组织样本中共发现82个（56种）核苷酸改变，其中51个（26种）为核苷酸多态性改变；3个肿瘤组织样
本中共发现31个（30种）突变，其中21个位于HVR Ⅱ区及HVR Ⅲ区范围内；癌旁组织及正常组织未发现突变；口
腔鳞状细胞癌的mtDNA D-loop HVR Ⅱ区及HVR Ⅲ区突变率为42.9%（3/7）。结论 mtDNA D-loop HVR Ⅱ区及
HVR Ⅲ区的突变与口腔鳞状细胞癌的发生相关，为寻找新的肿瘤基因诊断和肿瘤遗传易感性的标志物提供了依据。
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The mutations of the D-loop hypervariable region Ⅱ and hypervariable region Ⅲ of mitochondrial DNA in
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[Abstract] Objective To investigate the frequency of mitochondrial DNA（mtDNA） D-loop hypervariable region Ⅱ
（HVR Ⅱ） and hypervariable region Ⅲ（HVR Ⅲ） mutations in oral squamous cell carcinoma（OSCC） and their
correlation to provide the new targets for the prevention and treatment of OSCC. Methods The D-loop HVR Ⅱ and
HVR Ⅲ regions of mtDNA in seven cases with OSCC tissues, matched with paracancerous tissues and normal mucosa
tissues from the same case, were amplified by polymerase chain raction（PCR）, then were detected by direct
sequencing to find the mutantsites after the comparison of all sequencing results with the mtDNA Cambridge sequence
in the GenBank database. Results 82（56 species） nucleotide changes, with 51（26 species） nucleotide polymor-
phism, were found after the comparison of all sequencing results with the mtDNA Cambridge sequence in the Gen-
Bank database. 31（30 species） mutations, with 21 located within the HVR Ⅱ and HVR Ⅲ regions, were found in 3
tumor tissue samples, their paracancerous and normal mucosa tissue were found more polymorphic changes but no
mutation. The mtDNA D-loop HVR Ⅱ and HVR Ⅲ regions mutation rate was 42.9%（3/7） in OSCC. Conclusion The
mtDNA D-loop HVR Ⅱ and HVR Ⅲ regions were highly polymorphic and mutable regions in OSCC． It suggested
that the D -loop HVR Ⅱ and HVR Ⅲ regions of mtDNA might play a significant role in the tumorigenesis
of OSCC. It may become new targets for the gene therapy of OSCC by regulating the above indexes.
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able region Ⅲ，HVRⅢ）及其周边区域。其中HVR
Ⅱ区位于57～372核苷酸之间，HVR Ⅲ区位于438～
576核苷酸之间。近年来，已在肝癌 [1]、肺癌 [2]、乳
腺癌 [3]、宫颈癌 [4]、膀胱癌 [5]等多种肿瘤中发现了

mtDNA突变，其中D-loop区是突变热点区域，但不
同类型的肿瘤所报道的突变率以及突变类型各不相

同，其在肿瘤发生、发展中的作用尚不清楚。本研
究采用了聚合酶链反应（polymerase chain raction，
PCR）产物直接测序的方法，对7例口腔鳞状细胞癌
的癌组织、癌旁组织及正常组织mtDNA的D-loop
HVR Ⅱ区及HVR Ⅲ区序列进行突变检测，探讨
mtDNA突变与口腔鳞状细胞癌的关系。

1 材料和方法

1.1 标本
选取2008年11月在青岛大学医学院附属医院口

腔颌面外科手术治疗的7例口腔鳞状细胞癌患者的
癌组织、癌旁组织及正常组织。7例患者中男5例，
女2例；年龄为54～71岁，平均年龄67岁。其中牙龈
癌2例，舌癌3例，口底癌1例，腭癌1例。
病例纳入标准为：1）术前未接受放、化疗及任

何生物治疗；2）癌旁组织位于肿瘤边缘外1.0 cm，
正常组织位于肿瘤边缘外2.0 cm，经病理证实无癌
变。排除标准为：非原发于口腔的转移癌。
1.2 主要试剂

GENMED动物细胞/组织线粒体DNA萃取试剂盒
（上海杰美基因医药科技有限公司）、PCR TaqMix
（广州东盛生物科技有限公司）。
1.3 mtDNA的制备
新鲜组织切取后立即置入液氮中保存，实验时

取出，以无菌剪刀将组织剪碎后放入15 mL锥形离
心管中，按照GENMED动物细胞/组织线粒体DNA萃
取试剂盒说明进行操作，提取得到20 μL（2 ng·μL-1）

mtDNA。
1.4 PCR扩增

mtDNA D-loop HVR Ⅱ区及HVR Ⅲ区行PCR
扩增，引物由上海生工生物工程技术服务有限公司

协助合成。上游引物序列为：5′-CTATTAACCACT-
CACGGGAGCTCTC-3′，下游引物序列为：5′-ATC
GTGGTGATTTAGAGGGTGAACT-3′，扩增产物为包
括D-loop HVRⅡ区及HVRⅢ区455 bp在内的724 bp
片段。PCR扩增反应总体系50 μL，其中DNA模板
1 μL（2 ng），上、下游引物各2 μL（10 μmol·L-1），2×
PCR TaqMix 25 μL，加ddH2O至50 μL，94 ℃预变性
5 min；94 ℃ 1 min；62 ℃ 1 min；72 ℃ 2 min；35个
循环；72℃延伸7 min。取5 μL PCR产物行1.5％琼脂

糖凝胶电泳，确定产物成功扩增。
1.5 测序分析
在完成产物的纯化及测序后，将肿瘤组mtDNA

D-loop区序列与癌旁组及正常组对比，并且与
GenBank提供的线粒体DNA Cambridge序列比较，若
肿瘤组和癌旁组中mtDNA D-loop区的核苷酸顺序相
同，但与正常组不同，认为这种改变为癌组织和癌

旁组织均发生突变。当癌旁组与正常组一致，而肿
瘤组与癌旁组和正常组不一致时，认为癌组织发生

突变。若肿瘤组与癌旁组和正常组mtDNA D-loop区
的核苷酸均一致，但与mtDNA Cambridge序列不同，
则为多态性改变。

2 结果

2.1 PCR扩增结果
7例癌组织、癌旁组织和正常组织mtDNA D-

loop HVR Ⅱ区及HVR Ⅲ区PCR扩增产物均存在
724 bp大小的清晰目的片段条带（图1）。

M：Marker；1~15：样本编号。
图 1 口腔鳞状细胞癌组织mtDNA PCR扩增产物的电泳结果
Fig 1 The results of the electrophoretic assay of mtDNA PCR

product

2.2 PCR扩增产物直接测序结果
测序结果显示峰图清楚，目标区段可读率为

100%，未见杂峰（图2）。

图 2 mtDNA D-loop HVR Ⅱ区及HVR Ⅲ区测序图

Fig 2 Sequence chart of mtDNA D-loop HVR Ⅱ and HVR Ⅲ

regions

2.3 测序结果的分析
所有测序结果与GenBank数据库mtDNA Cam-

bridge序列对比后共发现82个（56种）核苷酸改变，
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其中51个（26种）为核苷酸多态性改变；3个肿瘤组
织样本中共发现31个（30种）突变，其中21个位于
HVR Ⅱ区及HVR Ⅲ区范围内；邻近正常组织较多
多态性变化，未检出突变；癌旁组织及正常组织未

发现突变；口腔鳞状细胞癌mtDNA D-loop HVR Ⅱ
区及HVR Ⅲ区突变率为42.9％（3/7）。

3 讨论

人类mtDNA的遗传信息显示，在仅仅16 569 bp
长的基因组内定位了2种rRNA、22种tRNA和13种蛋
白多肽基因，除D-loop区外，在相邻的基因之间极
少有非编码碱基，因此常把D-loop区第16 024至576
核苷酸之间的1 122 bp片段称为控制区，它负责整
个mtDNA分子复制和转录的调控 [6]。mtDNA分子游
离于线粒体基质中，缺乏组蛋白保护，其损伤修复

系统也不完善。与核DNA相比，它更易受各种致癌
物质的攻击。而D-loop区是突变的热点区域，且发
生于D-loop区的突变情况严重得多，将引起整个线
粒体功能的紊乱[7]。D-loop区突变高的原因可能与其
结构特点有关：1）D-loop区是mtDNA与线粒体内膜
相接触的位点，更容易受到脂酶过氧化物的损伤；

2）mtDNA复制时，D-loop区形成三链结构，易受到
损伤。从突变性质看，D-loop区频繁的A-C、C-T替
换可能影响整个线粒体基因组的复制与转录，如发

生在D-loop区调控元件上的突变，通过与核基因的
突变相互作用等途径影响肿瘤的发生和发展[8]。
本研究检测了7例口腔鳞癌组织、癌旁组织及

正常组织mtDNA D-loop HVR Ⅱ区及HVR Ⅲ区的
突变，共发现82个（56种）核苷酸改变，其中51个
（26种）为多态性改变，可见此区是一高度多态性区
域，这种高度多态性反映了mtDNA的高度突变性。
3例癌组织共发现31个（30种）突变，包括点突变、
插入突变和缺失突变，癌旁组织及正常组织未发现

突变，突变率为42.9％，提示了mtDNA D-loop HVR
Ⅱ区及HVR Ⅲ区的变异可能与口腔鳞癌发生的易
感性有关，其确切相关性还需大样本的验证。多态
性和突变性可能导致该区域的高度不稳定性，而D-
loop区的不稳定性则可能影响编码区的稳定，进而
导致编码区的突变。有报道认为D-loop区的突变与
某些编码区突变相关，从而改变蛋白质合成以影响

线粒体的功能，进而使细胞能量供应发生障碍，产

生大量的活性氧簇（reactive oxygen species，ROS），
高水平的ROS不仅参与细胞凋亡，同时可以促进核
DNA的突变和细胞分裂，从而使肿瘤细胞获得选择
性增长优势而引发肿瘤的发生[9-10]。
肿瘤的发生是个多因素、多步骤的过程，是由

多种癌基因的突变及抑癌基因失活的综合作用而引

起的。线粒体被认为是细胞凋亡的中心，其变化可
能会影响到细胞的生长模式，即影响细胞的坏死、
凋亡或无限增殖，mtDNA突变在肿瘤发生中具有重
要的生物学意义。有关mtDNA突变在头颈部肿瘤发
生发展中地位和作用的研究，显示D-loop区是人类
线粒体基因组中变异最大的部分，也是突变最常发

生的部位。Sanchez-Cespedes等[11]发现41％的头颈鳞
状细胞癌在D-loop区有突变。Ha等[12]发现其突变率

随不典型增生的分级逐渐增高。轻度、中度、重度
不典型增生和原位癌组的线粒体突变率分别为单纯

增生组的1.8、2、3.6、5.7倍，并认为这一改变在头
颈肿瘤的发生中是一个早期事件。Lièvre等[13]发现在

下咽癌中D310的突变更加频繁。Prior等[14]发现了3个
突变热点，即nt146、152、186，特别是nt186可能
用于诊断口腔鳞状细胞癌的生物学标记。D-loop区
突变可能成为检测头颈鳞癌发生风险的有效独立手

段。因此，深入研究肿瘤细胞mtDNA的结构及表达
调控变化，探讨细胞癌变与mtDNA D-loop区突变之
间的关系，对阐明细胞的癌变机制具有重要的意

义。如果mtDNA与肿瘤发生及生物学特性的关系能
得到证实，mtDNA将有望成为肿瘤基因诊断和肿瘤
遗传易感性的标志物，为肿瘤病因学研究开拓一个

新的领域。
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中，PYM和PYM-CH-NP对Tca8113和BcaCD885均有
强的杀伤作用，其抑癌作用随着药物浓度的增加和

作用时间延长呈递增性，提示活性炭纳米微粒吸附

抗癌药物形成的新剂型并不影响携带药物的药理学

作用。低药物浓度下，PYM-CH-NP的抑癌率明显
低于PYM，而高药物浓度下，两者相近，提示CH-
NP吸附等量PYM后，外周游离药物量低于PYM组，
该剂型减小了药物的毒性，临床应用中有望提高用

药的剂量而不致有过大的毒副作用。PYM-CH-NP
是一种功能性缓释性，也就是说，本制剂中被纳米

活性炭吸附的抗癌药物与纳米活性炭周围游离的药

物之间始终保持一种动态平衡，当游离的药物发挥

作用被消耗后，可根据吸附等温曲线的平衡关系，

等量的吸附药物便被释放到外周以补足被消耗的药

物的量，从而使纳米活性炭周围游离的抗癌药物始

终保持一定的浓度。这种功能性缓释特性是以往的
缓释制剂所没有的，因此作用于肿瘤细胞时有望维

持周围有效的浓度和作用时间，发挥更好的抗瘤活

性[8]。
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