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肺癌中线粒体转录因子Ａ的表达及意义
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　　摘　要：目的　探讨肺癌组织中线粒体转录因子Ａ（ｍｔＴＦＡ）的表达及意义。方法　采用ＲＴＰＣＲ等方法，对肺癌及相应正

常肺组织中ｍｔＴＦＡｍＲＮＡ的表达进行检测和分析。结果　肺癌组织ｍｔＴＦＡｍＲＮＡ的平均表达量（ｍｔＴＦＡ／βａｃｔｉｎ）为３．０２９±

１．１７７，而相应的正常肺组织平均表达量为２．９１７±０．９６３，前者虽略高于后者，但差异无统计学意义（犘＝０．２２１）。结论　肺癌中

ｍｔＴＦＡ等线粒体ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）转录、复制的调节因子的表达水平可能与ｍｔＤＮＡ拷贝数的改变无关。
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　　糖的有氧代谢减弱而无氧酵解明显增强是肿瘤细胞的一

个共同特点。对缺氧条件的适应是肿瘤进一步发展非常关键

的一步。在大多数实体性肿瘤中，这种能量代谢的改变和线粒

体ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）拷贝数和氧化磷酸化相关酶活性的降低有

着密切的联系。目前，已在肝癌、肾癌、结肠癌和乳腺癌等多种

肿瘤及肿瘤细胞株中发现 ｍｔＤＮＡ拷贝数和线粒体酶活性降

低［１３］。有关ｍｔＤＮＡ转录和复制的具体机制目前尚不清楚，

许多因素可能影响到 ｍｔＤＮＡ的拷贝数。线粒体转录因子 Ａ

（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＡ，ｍｔＴＦＡ）是由核基因编

码的一种小分子多肽，是一种能够影响线粒体转录和复制的重

要的调节因子。肺癌组织中，ｍｔＴＦＡ的表达有何改变、它与

ｍｔＤＮＡ拷贝数变化有何关系尚未见文献报道。本文采用ＲＴ

ＰＣＲ等方法，对肺癌及相应正常肺组织中 ｍｔＴＦＡｍＲＮＡ的

表达量进行了检测和分析。

１　材料与方法

１．１　一般资料　３７例肺癌组织和３７例癌旁肺组织标本均取

自第三军医大学新桥医院２００３～２００４年外科手术患者，均经

病理检查确诊。癌旁肺组织标本为同一患者病灶远端５ｃｍ以

上的正常肺组织，均经组织学诊断，证实其没有癌细胞。本组

患者男２８例，女９例，吸烟及曾经吸烟者２４例（吸烟者为每天

吸烟１０支以上且吸烟时间超过１年，２４例中包括曾经吸烟现

戒烟１年以上者９例），不吸烟者１３例。患者年龄３０～７５岁，

中位５５岁。组织学病理分型情况为鳞状细胞癌２３例，腺癌

１４例。

１．２　总ＲＮＡ提取及鉴定　所收集的标本用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取

总ＲＮＡ，按说明书进行，ＲＮＡ样品经适当稀释后于紫外分光

光度仪上进行测定，记录 Ａ２６０／Ａ２８０、蛋白质（ｇ／Ｌ）、ＲＮＡ浓

度（μｇ／ｍＬ）和纯度（％）。根据 ＲＮＡ 浓度计算实际收获的

ＲＮＡ产量：即ＲＮＡ（μｇ／ｍＬ）×稀释倍数×０．０５。琼脂糖凝胶

电泳对ＲＮＡ样品进行检测，电泳结束后，取出凝胶，置于凝胶

呈像仪上观察结果，并拍照。

１．３　ＲＴＰＣＲ分析目的基因的ｍＲＮＡ稳态水平

１．３．１　逆转录合成ｃＤＮＡ 　逆转录反应用日本宝生物公司

ＴａＫａＲａＲＴＰＣＲＫｉｔ（ＡＭＶ），按要求操作。反应总体积为４０

μＬ，混匀，稍微离心。按以下条件进行反转录反应：３０℃、１０

ｍｉｎ，４５℃、３ｍｉｎ，９９℃、５ｍｉｎ，５℃、５ｍｉｎ，终止反应，－２０℃

保存备用。同时设立阴性对照，即用ＤＥＰＣ去离子水代替样品

总ＲＮＡ。

１．３．２　目的片段的ＰＣＲ扩增　根据ＧｅｎＢａｎｋＢＣ００１９８７序列

设计扩增ｍｔＴＦＡ的引物，以看家基因βａｃｔｉｎ作为内对照，所

有引物由上海基康生物技术有限公司合成，具体见表１。ＰＣＲ

反应体系５０μＬ，包括ｃＤＮＡ２μＬ，ｍｔＴＦＡ片段上、下游引物

（１０ｐｍｍｏｌ／μＬ）各１．８μＬ，βａｃｔｉｎ上、下游引物（８ｐｍｏｌ／μＬ）各

１．５μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘ
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ｔｕｒｅ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）８μＬ，Ｔａｑ酶１Ｕ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃

预变性３ｍｉｎ，９５℃变性４０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸７０ｓ，

反应３０个循环，７２ ℃延伸１０ｍｉｎ终止反应，－２０ ℃保存

备用。

表１　　引物序列和扩增长度

目的基因 引物 序列（５′３′）
扩增产物

长度（ｂｐ）

βａｃｔｉｎ 前引物 ＴＴＣＧＡＧＣＡＡＧＡＧＡＴＧＧＣＣＡ ２７０

后引物 ＴＡＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣＧＣＣ

ｍｔＴＦＡ 前引物 ＧＧＡＡＴＧＴＧＧＡＧＣＧＴＧＣＴＡＡＡＡ １１８

后引物 ＴＧＣＴＧＧＡＡＡＡＡＣＡＣＴＴＣＧＧＡＡＴＡ

１．３．３　ＲＴＰＣＲ产物鉴定及半定量分析　取样品２μＬ与２

μＬ上样液混合后点样，１０Ｖ×１０ｍｉｎ、３０Ｖ×２０ｍｉｎ进行

１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，紫外灯下观察，凝胶成像系统扫描

存盘。记录各条带积分光密度（ＩＯＤ），将检测基因与自身βａｃ

ｔｉｎ条带ＩＯＤ相比较得到其相对ＩＯＤ。

１．４　统计学方法　使用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行处理，计量

资料以狓±狊表示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　总ＲＮＡ提取质量鉴定结果　ＲＮＡ提取结果显示：ＲＮＡ

样品浓度为２～６．５μｇ／μＬ，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０为１．８５～１．９７。经

电泳后ＲＮＡ中２８、１８、５５Ｓ３条带清晰可见，说明ＲＮＡ提取

质量合乎要求，可以用于ＲＴＰＣＲ实验，见图１。

图１　　组织样本总ＲＮＡ样品电泳图谱

图２　　肺癌及相应正常肺组织中ｍｔＴＦＡｍＲＮＡ的

平均表达水平

２．２　肺癌及相应正常肺组织中ｍｔＴＦＡｍＲＮＡ的表达水平　

ＲＴＰＣＲ结果显示，肺癌组织 ｍｔＴＦＡ ｍＲＮＡ的平均表达量

（ｍｔＴＦＡ／βａｃｔｉｎ）为３．０２９±１．１７７，而相应的正常肺组织平均

表达量为２．９１７±０．９６３，见图２、３。前者虽略高于后者，但差

异无统计学意义（犘＝０．２２１）。

　　１、３、５、７为肺癌组织，２、４、６、８为相对应的癌旁组织。

图３　　肺癌及相应正常肺组织中ｍｔＴＦＡｍＲＮＡ表达水平

ＲＴＰＣＲ半定量分析

３　讨　　论

ｍｔＤＮＡ独立于细胞核ＤＮＡ 外，能独立进行复制、转录和

翻译，具有非常活跃的自我复制能力。它编码的蛋白质是

ＡＴＰ酶和呼吸链复合物的组分，并与核基因编码的蛋白质和

酶共同完成生物氧化功能。ｍｔＤＮＡ 为多拷贝基因组，体细胞

中可含有数十个到数千个 ｍｔＤＮＡ分子。呼吸链的正常组合

和运转需要一个完整和功能性的线粒体基因组，而 ｍｔＤＮＡ功

能的完成既依赖于每一个ｍｔＤＮＡ分子结构的完整性，也同时

依赖于细胞中ｍｔＤＮＡ的拷贝数。

线粒体功能缺陷是肿瘤细胞的重要特征之一，肿瘤细胞线

粒体在分子、生化、代谢和遗传水平上明显区别于正常细胞，较

低的线粒体活性是肿瘤细胞耐受缺氧和对环境条件的一种适

应。大多数实体性肿瘤中，能量代谢的改变和 ｍｔＤＮＡ拷贝数

和氧化磷酸化相关酶活性的降低有着密切的联系。目前，已在

肝癌、肾癌、结肠癌和乳腺癌等多种肿瘤及肿瘤细胞株中发现

ｍｔＤＮＡ含量和线粒体酶活性降低
［１３］。肿瘤细胞中 ｍｔＤＮＡ

含量降低的机制目前尚不清楚，从理论上讲，细胞中线粒体数

量、ｍｔＤＮＡ自身遗传结构的改变以及有关 ｍｔＤＮＡ转录、复制

的核调节因子表达等因素可以引起ｍｔＤＮＡ含量的改变。

有关ｍｔＤＮＡ拷贝数如何控制的研究已进行了数十年，虽

然发现和鉴定了许多与ｍｔＤＮＡ复制有关的调节因子，但对复

制过程的具体机制了解得还不多。参与 ｍｔＤＮＡ复制的重要

因子包括ｍｔＴＦＡ、单链ＤＮＡ结合蛋白（ＳｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＤＮＡ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｍｔＳＳＢ）、ＲＮＡ 聚 合 酶 （ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，

ＲＮＡｐｏｌ）和线粒体 ＲＮＡ 加工复合物（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＲＮＡ

ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＲＰ）等，所有这些因子均由核基因组编

码。ｍｔＤＮＡ复制起始阶段，需要合成一个ＲＮＡ引物，ｍｔＴＦＡ

和ＲＮＡｐｏｌ参与了这一过程，而 ＭＲＰ负责对这一引物进行进

一步加工和处理。此后在ｍｔＳＳＢ的帮助下，ＤＮＡ聚合酶继续

完成 ｍｔＤＮＡ的复制过程
［４］。

哺乳动物ｍｔＴＦＡ是一种由核编码的相对分子质量约为

２５ｋＤ的小分子多肽，是ＨＭＧ（ｔｈｅｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｄｏｍａｉｎ

ｆａｍｉｌｙ）家族中的一员。它由２个氨基末端 ＨＭＧ功能区、１个

连接区和１个羧基末端尾组成。与 ＨＭＧ家族中的其他蛋白

一样，ｍｔＴＦＡ蛋白能有效地结合、展开和弯曲ＤＮＡ链。每个

ＨＭＧ功能区都有ＤＮＡ结合功能，虽然 ｍｔＴＦＡ对 ｍｔＤＮＡ控

制区内的重链、轻链启动子具有高度的亲和力，但并没有特别

的序列特异性。过去，人们通常认为，ｍｔＴＦＡ蛋白的表达主要

是诱导ｍｔＤＮＡ的转录，与 ｍｔＤＮＡ的复制无关
［５］。目前的研

究表明，与ｍｔＳＳＢ一样，ｍｔＴＦＡ蛋白的表达直接调节 ｍｔＤＮＡ

的拷贝数。Ｅｋｓｔｒａｎｄ等
［６］通过基因敲除和基因转染等方法发

现，在各种鼠组织中，ｍｔＤＮＡ的拷贝数和 ｍｔＴＦＡ蛋白的表达
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量呈显著正相关。

近年来研究发现，ｍｔＴＦＡ在快速增长的肿瘤中表达上调，

可能参与调控与肿瘤发生、发展有关的基因的表达。ｍｔＴＦＡ

能够特异性地识别并结合损伤的ｍｔＤＮＡ，结合后，抑制了修复

酶对ｍｔＤＮＡ损伤的识别和结合。此外，ｍｔＴＦＡ还能同ｐ５３

相互作用在凋亡中发挥重要作用。因此，ｍｔＴＦＡ可能与肿瘤

发生、发展有较为密切的关系。肿瘤细胞中，控制 ｍｔＤＮＡ转

录、复制的调节多肽的表达有何变化？其与肿瘤 ｍｔＤＮＡ拷贝

数的改变有何关系？这些问题鲜见文献报道。Ｙｉｎ等
［７］利用

竞争ＰＣＲ及定量ＰＣＲ等技术检测了１８例肝癌 ｍｔＤＮＡ 拷贝

数的改变，并分析了这种变化与肝癌 ｍｔＳＳＢｍＲＮＡ 表达量的

关系。ｍｔＳＳＢ是调控ｍｔＤＮＡ复制、修复和重组过程中的一种

关键蛋白，目前已证实，正常组织中这种蛋白的表达量和 ｍｔＤ

ＮＡ的含量之间呈显著的正相关
［８］。而 Ｙｉｎ等

［７］的研究却发

现，癌组织中ｍｔＳＳＢｍＲＮＡ的平均表达量与癌旁正常组织相

比虽然明显上调，但女性患者癌组织 ｍｔＤＮＡ平均拷贝数却显

著低于相应正常组织，男性患者癌组织 ｍｔＤＮＡ平均拷贝数无

明显变化；ｍｔＳＳＢｍＲＮＡ 表达量和 ｍｔＤＮＡ拷贝数之间的相

关性只存在于癌旁正常组织中，而癌组织中这种相关性消失。

在本研究中，作者利用ＲＴＰＣＲ技术检测了３７例肺癌及相应

癌旁组织ｍｔＴＦＡｍＲＮＡ的表达。结果发现，癌组织与癌旁正

常组织 ｍｔＴＦＡｍＲＮＡ 的平均表达量之间差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。上述结果说明，在这些肿瘤中，ｍｔＤＮＡ拷贝数虽

然下降，但调控 ｍｔＤＮＡ转录、复制的主要调节因子如 ｍｔＳＳＢ、

ｍｔＴＦＡ的表达并没有显著下调。肿瘤中ｍｔＤＮＡ拷贝数的改变

与ｍｔＤＮＡ转录、复制的主要调节因子的表达水平无关。肿瘤

细胞中ｍｔＤＮＡ拷贝数改变的具体机制还有待于进一步研究。
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