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　　摘　要：　目的　检测常见线粒体基因组（ｍｔＤＮＡ）单倍型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｆ、Ｇ、Ｍ在正常人群及喉癌患者中的分布
频率，探讨ｍｔＤＮＡ单倍型与喉鳞状细胞癌（ｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＬＳＣＣ）发病的相关性。方法　选取
２０１３年１２月～２０１５年１２月８０例ＬＳＣＣ患者作为实验组，同期选取健康体检者７４例作为对照组（ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ，
ＮＣ），提取两组病例的全血ＤＮＡ，经ＰＣＲ－扩增、基因测序，划分单倍型及其子单倍型，计算 ｍｔＤＮＡ单倍型及其子
单倍型在不同组的分布频率，运用ＳＰＳＳ２０．０统计学软件进行统计分析，Ｐ＜０．０５为有统计学意义。结果　ｍｔＤＮＡ
单倍型Ｂ及Ｄ４在ＬＳＣＣ组的分布频率高于ＮＣ组（Ｐ

"

０．０５），且与临床分期无关（Ｐ＞０．０５）。结论　ｍｔＤＮＡ单倍
型Ｂ和Ｄ４可能是ＬＳＣＣ的风险因素，可以作为ＬＳＣＣ发病的基因筛查参考指标。
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　　喉癌是头颈部常见疾病，也是呼吸道继肺癌之
后第二大常见肿瘤［１］。喉癌在发展过程中逐渐影

响发声、呼吸及摄食功能，严重影响患者生活质量，

甚至危及生命。调查数据显示，对常规治疗后的早

期喉癌患者和晚期喉癌患者的进行随访，其５年生
存率早期为９０％、晚期为５０％［２－３］。所以对喉癌患

者早期诊断和治疗是提高患者生活质量、生存率的

关键。近年来国内外越来越多研究表明，线粒体基

因组（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）单倍型与人体众多
肿瘤相关。本研究旨在探讨常见 ｍｔＤＮＡ单倍型与
喉鳞状细胞癌（ｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
·４５４·
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ＬＳＣＣ）发病的相关性。

１　材料与方法

１．１　标本
收集２０１３年１２月 ～２０１５年１２月南华大学附

二医院耳鼻咽喉科手术治疗并经病理诊断为 ＬＳＣＣ
患者８０例（实验组），其中男７６例，女４例；年龄２７
～７０岁，平均年龄５１岁。按ＴＮＭ［４］分期标准，其中
Ⅰ期６例，Ⅱ期５０例，Ⅲ期８例，Ⅳ期１６例；选取同
期健康体检着７４例作为对照组，其中男 ４０例，女
３４例，平均年龄５５．７岁。且均体检正常，排除高血
压、糖尿病、肿瘤等急慢性疾病。两组患者一般资料

经统计学处理具有可比性。

１．２　主要实验材料、试剂及仪器
①ＧｅｎｅＪＥＴ全血基因组 ＤＮＡ纯化迷你试剂盒

（赛默飞世尔科技公司）；②ＰＣＲ试剂盒、ＤＬ１０００
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（宝生物工程大连有限公司）；③其他
常用试剂：琼脂糖粉、１ＸＴＢＥ电泳缓冲液、１００％乙
醇、无菌去离子水等。ＥＡＲＥＵＳＦＲＥＳＣＥ０１７离心机
（赛默飞世尔科技公司）；ＱＬＰ０１旋涡振荡器（海林
市其林贝尔公司）；Ｈ１干式恒温仪（珠海黑马公
司）；ＢＩＯＲＡＤ电泳仪（联想生物技术有限公司）；
Ｔａｎｏｎ２５００全自动数码凝胶成像分析系统（上海天
能科技公司）；ＡＢＩ９７００基因扩增仪（美国 ＡＢＩ公
司）；ＥＰＰｅｎｄｏｒｆ移液器（德国艾本德生命科学公
司）；吸头；离心管（美国爱思进生物技术公司）。

１．３　实验方法
１．３．１　外周血采集及ＤＮＡ提取　①抽取研究对象
外周静脉血３ｍｌ，用一次性真空采血管ＥＤＴＡＫ２抗
凝管保存；②用ＧｅｎｅＪＥＴ全血基因组ＤＮＡ纯化迷你
试剂盒提取全血ＤＮＡ。
１．３．２　ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区及 ＮＤ３＋ＮＤ４Ｌ区序列扩
增及测定　①ＰＣＲ扩增：设计引物 Ｌ１５９７５Ｆ（ＣＴＣ
ＣＡＣＣＡＴＴＡＧＣＡＣＣＣＡＡＡＧＣ）Ｈ７９４Ｒ （ＡＧＧＣＴＡ
ＡＧＣＧＴＴＴＴＧＡＧＣＴＧ）和 Ｌ９９６７８（ＴＣＴＣＣＡＴＣＴＡＴＴ
ＧＡＴＧＡＧＧＧＴＣＴ）Ｈ１０８５Ｒ（ＡＡＴＴＡＧＧＣＴＧＴＧＧＧＴＧ
ＧＴＴＧ）（由北京睿博生物科技有限公司合成）。采
用引物分别对 Ｄｌｏｏｐ区及 ＮＤ３＋ＮＤ４进行扩增。
ＰＣＲ反应程序：９５℃ ５ｍｉｎ预变性；９５℃ ３０ｓ变性、
５８℃ ３０ｓ退火、７２℃ ４５ｓ延伸，此过程３２次循环；
７２℃ ４ｍｉｎ延伸；②ＰＣＲ产物电泳检测：分别抽取
Ｄｌｏｏｐ区及ＮＤ３＋ＮＤ４区的扩增产物各５μｌ分批次
加入电泳槽进行电泳，电泳条件如下：ＰＣＲ产物５μｌ、

ＤＬ１０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ５μｌ、０．５×ＴＢＥ电泳缓冲液、２％
的琼脂糖凝胶、电压及电泳时间：恒压１００Ｖ４０ｍｉｎ。
电泳完成后用全自动数码凝胶成像分析系统进行拍

照，根据条带亮度粗略估计ＰＣＲ产物浓度。
１．３．３　ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ及 ＮＤ３＋ＮＤ４Ｌ序列测定　
将ＰＣＲ产物送往北京睿博生物科技有限公司进对
ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ及 ＮＤ３＋ＮＤ４Ｌ区进行序列测定测
序。将所得序列采用 ＤＮＡ分析软件：Ｃｏｄｏｎ
ｃｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒ６．０、Ｃｈｒｏｍａｓ２．４进行分析并进行比对。
１．３．４　９ＢＰ基因缺失检测　ｍｔＤＮＡ的９ｂｐ缺失是
由于在人类线粒体ＤＮＡ的 ＣＯＩＩ／ｔＲＮＡＬｙｓ间隔域的
９ｂｐ联重复序列的一个副本的缺失造成的，即８２８０
－８２９０＝Ａ［ｄｅ１ＣＣＣＣＣＴＣＴＡ］Ｇ多态性位点，该副本
通常同控制区的序列基序一起用于确定单倍型类群

Ｂ状态［５］。电泳条件：ＰＣＲ产物２μｌ、ＤＬ１０００ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ２μｌ、０．５×ＴＢＥ电泳缓冲液、３．５％的琼脂糖
凝胶、电压及电泳时间：恒压１００Ｖ３５ｍｉｎ，电泳完成
后用全自动数码凝胶成像分析系统进行拍照分析。

１．３．５　编码区特征性变异位点的 ＲＦＬＰ分析　根
据测序结果初步划分的单倍型，经ＰＣＲ扩增编码区
特征性变异位点ＤＮＡ片段，选择相应的限制性内切
酶进行酶切检测ＰＣＲ产物，酶切反应及相应的酶切
位点，反应体系如下：ＰＣＲ产物２μｌ，相应的限制性
内切酶１μｌ，限制性内切酶缓冲液２μｌ，灭菌超纯水
补足至２０μｌ。反应条件：３７℃，酶切６０ｍｉｎ，反应后
的产物经电泳检测。电泳条件：酶切产物２μｌ、未切
酶切 ＰＣＲ产物 ０．５μｌ，ＤＬ１０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ２μｌ、
０．５×ＴＢＥ电泳缓冲液、３％的琼脂糖凝胶、电压及电
泳时间：恒压１００Ｖ３５ｍｉｎ。电泳完成后拍照检测。
１．４　统计学方法

运用ＳＰＳＳ２０．０软件采用 χ２检验计算出 ｍｔＤ
ＮＡ单倍型在ＬＳＣＣ组及 ＮＣ组中的分布频率，计算
出Ｐ值、相对危险性值（ｏｄｄｓｒａｔｉｏ，ＯＲ）及 ＯＲ对应
的９５％置信区间（９５％ＣＩ），Ｐ＜０．０５表示差异具有
统计学意义。

２　结果

所有样本经ＲＣＲ（图１、２）、基因测序后（图３），
参照人类线粒体数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．Ｍｉｔｏｍａｐ．
ｏｒｇ）、ｍｔＤＮＡ剑桥参考序列（ｒＣＲＳ）［６］以及参照全球
人类 ｍｔＤＮＡ树 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｈｙｌｏｔｒｅｅ．ｏｒｇ），对所
有测序后样本结果进行划分，划分出单倍体及其子

单倍体共２８个单倍型（表１）。
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中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第２４卷　

! " # $ % & ' ( ) * +, +++# +$ +% +& +' -

! + # $ % & ' ( ) * +, ++ +# +$ +% +& +' -

+,,,./

(,,./

&,,./

%,,./

$,,./

0,,./

",,./

)*0./

",,,./

(,,./

&,,./

%,,./

$,,./

0,,./

",,./

"$)*./

图１　ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区及ＮＤ３＋ＮＤ４区ＰＣＲ扩增产物部分电泳结果图　　图２　ｍｔＤＮＡＤＬｏｏｐ区及ｍｔＤＮＡＮＤ３＋ＮＤ４Ｌ区
ＰＣＲ产物２％琼脂糖凝胶电泳图　Ｍ为ＤＬ１０００ＤＮＡＭａｋｅｒ；１－１６号为ＰＣＲ产物；Ｋ为空白对照

!"#$

%&

%'(

%)

%'*

%+,

'-*./ '-&--

0'-1'-2

2 0 2 3 4 0 2 3 0 2 24 4 0 0

2 2 3 4 2 2 3 34 3 3 2 3 4 2 2

1.-

&-

&--

1.-

1--

)--

1--+.-

45-)-.3

4')1''3

2 0 2 3 4 0 2 0 3 0 2 24 4 0 0

2 0 2 3 4 0 20 3 4 0 2 24 4 0 0

2'-1./0

1.-

2'-1./0 3'-&--4

3 4 23 4 3 4 32 2 23 3 34 3 2

0 4 2 3 24 2 0 2 3 2 4 2 2 2 2

3

32

2

3

3

0

678 9:;

!

<

"

678 9:;

!

=

"

3 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 33 4 4 4

44443 3 3 3 3 3 3 33

2 2 2 2

222222

/>/-</>.-?2@9:;333334342A0

0

0000

图３　ｍｔＤＮＡＧ１０３１０Ａ、Ａ１０３９８Ｇ、Ｔ１０６９Ｃ、Ｃ１０４００Ｔ、Ｔ１６３１１Ｃ、８２８０－８２９０＝Ａ［ｄｅ１ＣＣＣＣＣＴＣＴＡ］Ｇ多态性位点直接测序结果
图，ｒＣＲＳ为ｍｔＤＮＡ剑桥参考序列

表１　ｍｔＤＮＡ单倍型在ＬＳＣＣ组及ＮＣ组的分布频率比较　［例（％）］
单倍型 实验组 对照组 Ｐ ＯＲ（９５％ＣＩ） 单倍型 实验组 对照组 Ｐ ＯＲ（９５％ＣＩ）
Ａ ８（１０） ６（８．１） ０．６８ １．２５（０．４２－３．８２） Ｂ １４（１７．５） ５（６．８） ０．０４ ２．９３（０．９９－８．５８）
Ｂ４ １０（１２．５） ３（４．１） ０．０６ ３．３８（０．８９－１２．８１） Ｂ５ ４（５．０） ２（２．７） ０．４６ １．８９（０．３８－１０．６６）
Ｃ ２（２．５） ２（２．７） ０．９４ ０．９２（０．１３－６．７３） Ｄ １７（２１．２） １３（１７．６） ０．５６ １．２７（０．５７－２．８３）
Ｄ４ ８（１０） ０（０） ０．０２ １．１１（１．０３－１．６２） Ｄ４ａ １（１．２） ４（５．２） ０．１６ ０．２３（０．０３－２．１２）
Ｄ４ｂ ０（０） ２（２．７） ０．１４ ０．９７（０．９４－１．０１） Ｄ５ ３（３．８） １（１．４） ０．３５ ２．８４（０．２９－２７．９７）
Ｆ ９（１１．２） １２（１６．２） ０．３７ ０．６６（０．２６－１．６７） Ｆ１ ６（７．５） ５（６．８） ０．８６ １．１２（０．３３－３．８３）
Ｆ２ ２（２．５） ４（５．３） ０．３７ ０．４６（０．０８－２．５９） Ｇ ３（３．８） ３（４．１） ０．９２ ０．９２（０．１８－４．７２）
Ｍ ２（２．５） ０（０） ０．１７ １．０３（０．９９－１．０６） Ｍ ２０（２５） １９（２５．７） ０．９２ ０．９６（０．４７－１．９９）
Ｍ１０ ３（３．８） ７（９．５） ０．１５ ０．３７（０．０９－１．５） Ｍ１１ １（１．２） ０（０） ０．３４ １．０１（０．９８－１．０４）
Ｍ２０ ２（２．５） ０（０） ０．１７ １．０２（０．９９－１．０６） Ｍ２４ １（１．２） ０（０） ０．３４ １．０１（０．９８－１．０４）
Ｍ７１ １（１．２） ０（０） ０．３４ １．０１（０．９８－１．０４） Ｍ７ ７（８．８） ８（１０．８） ０．６７ ０．７９（０．２７－２．３）
Ｍ８ ２（２．５） ２（２．７） ０．９４ ０．９２（０．１３－６．７３） Ｍ９ ３（３．８） ２（２．７） ０．７１ １．４（０．２３－８．６４）
Ｎ９ ２（２．５） ５（６．８） ０．２１ ０．３５（０．０７－１．８８） Ｒ １（１．２） １（１．４） ０．９６ ０．９２（０．５７－１５．０５）
Ｙ ０（０） ３（４．１） ０．０７ ０．９６（０．９２－１．０） Ｚ ２（２．５） ２（２．７） ０．９４ ０．９２（０．１３－６．７３）
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２．１　ｍｔＤＮＡ单倍型在两组的分布比较
ｍｔＤＮＡ单倍型Ｂ在ＬＳＣＣ组与ＮＣ组中的检出

率分别是１７．５％和６．８％ ，ＬＳＣＣ组中单倍型 Ｂ的
检出率明显高于 ＮＣ组，经比较两者具有统计学意
义（Ｐ＝０．０４，ＯＲ＝２．９３，９５％ＣＩ＝０．９９－８．５８）；
ｍｔＤＮＡ单倍型Ｄ的子单倍型 Ｄ４在 ＬＳＣＣ组与 ＮＣ
组中的检出率分别是１０％和０％，经检验差异具有
统计学意义（Ｐ＝０．０２，ＯＲ＝１．１１，９５％ＣＩ＝１．０３－
１．６２），见表１。
２．２　ｍｔＤＮＡ单倍型在ＬＳＣＣ各临床分期中的分布

８０例ＬＳＣＣ标本按ＴＮＭ分期标准［４］，单倍型Ｂ
出现在Ⅱ期１１例、Ⅲ期３例；ｍｔＤＮＡ单倍型 Ｄ４亦
出现在Ⅱ期７例、Ⅲ期１例。计算其相关性，得出
ｍｔＤＮＡ单倍型 Ｂ（Ｐ＝０．３４，ＯＲ＝０．４７，９５％ＣＩ＝
０．０９－２．２８）和 ｍｔＤＮＡ单倍型 Ｄ４（Ｐ＝０．９１，ＯＲ＝
１．１４，９５％ＣＩ＝０．１２－１０．７），即ｍｔＤＮＡ单倍型分布
频率与ＴＮＭ分期无相关性。见表２。

表２　ｍｔＤＮＡ单倍型Ｂ及Ｄ４在ＬＳＣＣ组临床分期中的
分布频率　［例（％）］

单倍型 Ⅱ期 Ⅲ期 Ｐ ＯＲ（９５％ＣＩ）
Ｄ４ ７（１４） １（１２．５） ０．９１ １．１４（０．１２－１０．７）
Ｂ １１（２２） ３（３７．５） ０．３４ ０．４７（０．０９－２．２８）

３　讨论

ｍｔＤＮＡ单倍型沿袭母系遗传的特点，在对ｍｔＤ
ＮＡ单倍体型的研究中发现ｍｔＤＮＡ单倍体型分布存
在地区、性别、年龄及种族差别［７－８］。根据东亚人群

ｍｔＤＮＡ系统发展史［９］及 Ｙａｏ等［１０］的报道，中国人

常见的ｍｔＤＮＡ单倍型为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｆ、Ｇ、Ｍ。鉴于
ｍｔＤＮＡ单倍型的分布特点，其特定的单倍型分布与
疾病存在一定相关性。如 ｍｔＤＮＡ单倍体 Ｒ９特别
是它的子单倍体Ｆ１是广东潮汕人鼻咽癌的一个高
危因素［１１］；Ｇｕｏ等［１２］研究中发现，ｍｔＤＮＡ单倍型 Ｍ
是迟发性肝癌发病的危险因素；Ｆａｎｇ等［１３］研究发现

ｍｔＤＮＡ单倍型Ｆ和 Ｇ是中国南方人患肺癌的易感
基因。在本次针对湖南地区 ＬＳＣＣ患者 ｍｔＤＮＡ单
倍型检测结果来看，ｍｔＤＮＡ单倍型Ｂ和Ｄ４与ＬＳＣＣ
存在风险相关性；ｍｔＤＮＡ单倍型 Ｂ和 Ｄ４是亚洲人
群常见的单倍体之一，与其他肿瘤的相关性也有报

道，Ｌｉ等［１４］发现，单倍体 Ｄ是两地食管癌发病的危
险因素，其子单倍体 Ｄ４与太行山地区食管癌发病

有显著相关性，而其子单倍体 Ｄ５是潮汕地区食管
癌发病的高危因素。Ｗａｎｇ等［１５］对韩国人非小细胞

肺癌患者的研究中发现，含有 ｍｔＤＮＡ单倍型 Ｄ４非
小细胞肺癌患者预示着更差的生存率；Ｆａｎｇ等［１６］研

究ｍｔＤＮＡ单倍型与甲状腺癌的相关性中发现，ｍｔＤ
ＮＡ单倍型是增加甲状腺癌的危险因素，可见单倍
型Ｄ４与人体肿瘤发病的密切相关；总结以上研究
不难发现，特定单倍型的分布频率与地区及特定肿

瘤存在相关性。ｍｔＤＮＡ单倍型在年龄分布上存在
差异，如单倍型 Ｄ４ａ和 Ｄ５在日本百岁老人中常
见［１７］。

喉癌男性高发，男∶女发病率为（７～１０）∶１，但
在实际临床工作中女性喉癌患者极少见，在本次实

验收集的８０例 ＬＳＣＣ样本中男性为７６例，女性仅
为４例。

为了进一步了解 ｍｔＤＮＡ单倍型与喉癌发生发
展的关系，我们还检测了喉癌不同临床分期患者

ｍｔＤＮＡ单倍型的分布频率，并进行对比分析。本组
患者ｍｔＤＮＡ单倍型Ｂ在Ⅰ期未见分布、Ⅱ期１１例，
Ⅲ期３例，Ⅳ期未见分布；ｍｔＤＮＡ单倍型 Ｄ４Ⅰ期未
见分布，Ⅱ期７例，Ⅲ期１例，Ⅳ期未见分布。计算
ｍｔＤＮＡ单倍型 Ｂ及 Ｄ４在Ⅱ期、Ⅲ期病例的分布频
率，得出ｍｔＤＮＡ单倍型Ｂ和Ｄ４与ＴＮＭ分期无相关
性（Ｐ＞０．０５）。

综上所述，ＬＳＣＣ组中单倍型Ｂ及Ｄ４检出率明
显高于 ＮＣ组，经检验差异具有统计学意义，说明
ｍｔＤＮＡ单倍型 Ｂ和 Ｄ４可能是 ＬＳＣＣ的风险因素，
可作为ＬＳＣＣ患者的基因筛查标志物。
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