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［摘 要］ 目的：探究组织线粒体DNA（mitochondrial DNA，mtDNA）含量和结直肠癌预后相关性。方法：选取117例结直肠癌

患者并收集临床病理资料。运用RT⁃qPCR检测患者癌组织与癌旁组织mtDNA含量，探究mtDNA含量与各项预后指标的相关

性。绘制受试者工作特征（receiver operating characteristic，ROC）曲线，根据截断值区分患者并绘制无病生存期（disease free sur⁃
vival，DFS）曲线。单因素和多因素Cox回归分析探究术后DFS相关的危险因素。结果：与癌旁组织相比，癌组织mtDNA含量

差异无统计学意义（P=0.432）；低mtDNA含量与肿瘤位于结肠、低分化、TNM分期差、淋巴结转移相关（P < 0.05）。ROC曲线提

示mtDNA含量为 500.699可作为截断值。单因素和多因素分析显示，mtDNA含量低于 500.699（HR=4.285，95%CI：1.938~
9.475）、肿瘤低分化（HR=2.886，95%CI：1.428~5.835）是与DFS相关的独立危险因素。结论：结直肠癌患者中，组织mtDNA含量

与临床病理特征有关，低mtDNA含量是患者预后相关的独立危险因素。
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［Abstract］ Objective：To investigate the prognostic correlation between mitochondrial DNA（mtDNA）content and colorectal cancer.
Methods：Clinical and pathological data were collected from 117 patients with colorectal cancer. RT⁃qPCR was used to determine the
mtDNA content of cancer tissues and paracancerous tissues of patients，and the correlation between mtDNA content and various
prognostic indicators was investigated. Receiver operating characteristic（ROC）curves were plotted，and the cut ⁃ off value was
determined to distinguish patients，and disease free survival（DFS）curves were plotted accordingly. Univariate and multivariate Cox
regression analyses were conducted to explore the risk factors related to postoperative DFS. Results：There was no significant
difference in mtDNA content between cancer tissues and paracancerous tissues（P=0.432）；low mtDNA content was associated with
tumor location in the colon，poor differentiation，advanced TNM stage，and lymph node metastasis（P < 0.05）. The ROC curve indicated
a cut⁃off value of 500.699 for mtDNA content. Univariate and multivariate Cox analyses showed that mtDNA content lower than 500.699
（HR=4.285，95%CI：1.938-9.475）and poorly differentiated tumors（HR=2.886，95%CI：1.428-5.835）were independent risk factors
associated with DFS. Conclusion：In patients with colorectal cancer，tissue mtDNA content is associated with clinical and pathological
characteristics，and low mtDNA content is an independent risk factor for patient prognosis.
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）作为全球第 3 大最常见的恶性肿瘤，是癌症死亡的第2大原因［1］。

目前，伴随着中国经济逐渐发展，CRC发病率迅速

上升［2］。手术切除以及术后辅助治疗是Ⅱ期或Ⅲ期

CRC患者的标准治疗方法，但仍有超过 30%的Ⅱ期

·临床研究·
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或Ⅲ期CRC患者在术后复发［3］。当前精准医学高速

发展，依靠传统指标（如癌胚抗原）预测肿瘤复发灵

敏度及特异度均较低，亟需新的标志物为临床医生

提供信息以精准识别术后复发的高危患者。

线粒体是进化上相对保守的细胞器，具有独特

的生物学特征，在调节代谢、调节细胞周期、能量产

生、细胞凋亡和细胞衰老中发挥重要作用［4］。线粒

体 DNA（mitochondrial DNA，mtDNA）为不同于核

DNA的双链环状DNA，携带的 37个编码基因是维

持线粒体、细胞正常功能所必需的［5］。目前mtDNA
在肿瘤相关研究中更多围绕DNA序列变异展开，关

于DNA含量的研究尚不多见［6］。尽管mtDNA含量

变化受多种遗传、组织环境等因素影响，但这也可

能意味着线粒体功能障碍，并在肿瘤、线粒体疾病、

抑郁症、糖尿病等疾病中发挥重要作用［7］。mtDNA
含量与CRC患者预后的关系鲜有报道。因此，本研

究收集 117例CRC患者新鲜组织标本，分析mtDNA
含量与CRC临床病理特征及患者预后的相关性。

1 对象和方法

1.1 对象

选取2018年1月—2020年6月在南京医科大学

第二附属医院行手术治疗的117例CRC患者。纳入

标准：①术后病理确诊为腺癌；②患者知情同意且

依从性好；③初次诊断且术前未行新辅助放化疗。

排除标准：①合并其他恶性肿瘤或免疫系统疾病；②
随访资料缺失或失访；③急诊手术；④非复发/死亡因

素而术后辅助治疗中断。本研究经过本院伦理委员

会批准（编号：［2021］⁃KY⁃048⁃01），并知情同意。

1.2 方法

1.2.1 临床资料

收集患者一般临床资料，包括年龄、性别、肿瘤

位置、肿瘤大小、病理分化、大体类型、DNA错配修

复（mismatch repair，MMR）状态、KRAS基因突变情

况、BRAF基因突变情况、T分期、N分期、TNM分期。

117例中，男70例，女47例。TNM分期中，Ⅰ期31例，

Ⅱ期34例，Ⅲ期52例。随访3年内出现影像学上明

确局部复发或远处转移定义为肿瘤复发，采用无病

生存期（disease free survival，DFS）进行评价。

1.2.2 组织DNA的提取

手术时，从肿瘤边缘切取肿瘤组织，癌旁组织

从距离肿瘤2 cm处获取。所获组织均由液氮保存，

每个样本提取时取适量并碾碎。将碾碎后的组织

放于 1.5 mL EP管中，按照DNA抽提试剂盒说明书

（北京天根公司）操作。收集的DNA样品使用分光光

度计测定吸光率并计算浓度，分装后在-80 ℃冰箱保

存待用。

1.2.3 实时定量荧光 PCR（qRT⁃PCR）检测mtDNA
含量

采用 20 μL PCR 反应体系（Q321⁃02/03，南京

Vazyme公司）：2×Mix 10 μL，正向引物（10 μmol/L）
0.4 μL，反向引物（10 μmol/L）0.4 μL，DNA模板10 ng，
ddH20补至 20 μL。置于Cobas Z PCR仪依照程序：

95 ℃，30 s；95 ℃，10 s；60 ℃，30 s；40个循环。反应

结束后读取Ct值，以3个平行复孔计算平均值。

1.2.4 mtDNA引物及含量计算方法

便于科学合理计算mtDNA相对于核DNA的含

量，本文参考文献方法［8］并进行了适当修改。通过

相对定量法，即将线粒体16 S rRNA基因（MT⁃RNR2
基因）扩增水平作为mtDNA含量指标，将HemoG基

因扩增水平作为核DNA含量指标，将每个样品的

mtDNA含量指标除以HemoG扩增水平以校正组织

间差异。该比值被当作组织mtDNA相对含量。计

算公式为 2-ΔCt，ΔCt=（MT-RNR2基因 Ct值-HemoG
基 因 Ct 值 ）。 引 物 序 列 ：HemoG，正 向 ：5′ ⁃
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC⁃3′，反向：5′⁃CAACT⁃
TCATCCACGTTCACC⁃3′；MT⁃RNR2，正向：5′⁃ GCC⁃
TTCCCCCGTAAATGATA ⁃3′，反向：5′⁃ TTATGCGA⁃
TTACCGGGCTCT ⁃3′。
1.3 统计学方法

采用SPSS 24.0统计软件、GraphPad Prism 8.0进
行数据分析及作图。mtDNA含量不符合正态分布，

以中位数（四分位数）［M（P25，P75）］表示。癌与癌旁

组织间mtDNA含量比较采用Wilcoxon秩和检验，两

组间mtDNA含量比较采用 Mann⁃Whitney U检验，多

组间比较使用Kruskal⁃Wallis检验。采用受试者工作

特征（receiver operating characteristic，ROC）曲线、

ROC曲线下面积（area under curve，AUC）判断mtDNA
含量预测价值，使用约登指数计算公式（灵敏度+特
异度-1）计算最佳截断值。DFS生存曲线绘制采用

Kaplan⁃Meier检验。采用单因素和多因素Cox回归

分析DFS相关危险因素。P < 0.05为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 癌组织及癌旁组织mtDNA含量比较

在收集的 117例 CRC组织样本中，提取组织

DNA并计算癌组织中的mtDNA含量以及相对应癌
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旁组织中的mtDNA含量（以癌组织中的mtDNA含

量为标准进行归一化处理）。结果显示，mtDNA含

量在117对CRC组织及癌旁组织中差异无统计学意

义（P=0.432，图1）。

2.2 mtDNA含量与临床病理参数的相关性

将上述已检测的癌组织mtDNA含量与患者各

项临床病理参数做相关性分析。结果显示，癌组织

mtDNA含量与肿瘤低分化、肿瘤位于结肠、有淋巴

结转移、TNM分期较差显著相关（P < 0.01）。与患

者年龄、性别、肿瘤大小、大体类型、MMR状态、

KRAS突变情况、BRAF突变情况、T分期无关，差异

无统计学意义（表1）。
2.3 mtDNA含量相关ROC曲线和截断值

基于DFS状态和mtDNA含量绘制ROC曲线。

结果显示，癌组织AUC值为0.754，癌旁组织AUC值

为 0.714，癌组织AUC值高于癌旁组织。根据约登

指数得出癌组织ROC曲线最佳界值为 0.495，此时

灵敏度为 0.738，特异度为 0.757，对应截断值为

500.699。癌旁组织ROC曲线最佳界值为 0.417，此
时灵敏度为 0.688，特异度为 0.730，对应截断值为

643.745（图2）。
2.4 mtDNA含量相关DFS曲线

根据癌组织ROC曲线的截断值，将患者分为高

mtDNA含量组（mtDNA≥500.699）和低mtDNA含量

组（mtDNA<500.699），绘制Kaplan⁃Meier曲线。结果

显示，低mtDNA含量组患者DFS显著低于高mtDNA
含量组（P < 0.05，图3）。
2.5 基于DFS的单因素和多因素分析

将包括mtDNA含量在内的各项临床病理参数

纳入单因素预后分析。单因素Cox回归分析结果显

示，肿瘤低分化（HR=4.638，95%CI：2.380~9.039）、

BRAF突变（HR=2.574，95%CI：1.243~5.328）、Ⅲ期

患者（HR=4.156，95%CI：1.436~12.027）、淋巴结有

转移（HR=2.385，95%CI：1.226~4.638）、低mtDNA含

量（HR=6.026，95%CI：2.835~12.810）是影响术后

DFS的危险因素（图4）。将纳入多因素分析的标准

定为 P < 0.1。多因素 Cox回归分析结果显示，低

mtDNA含量（HR=4.285，95%CI：1.938~9.475）、肿瘤

低分化（HR=2.886，95%CI：1.428~5.835）是影响预

后的独立危险因素（表2）。
3 讨 论

近几年，CRC相关发病率以及死亡率在我国处

于上升趋势。在发病率与发达国家相近的情况下，

CRC相关死亡率明显高于发达国家［9］。CRC术后复

发情况与患者长期预后相关，因此迫切需要一种能

够尽早预测术后复发的可靠生物标志物用于指导

CRC诊治。mtDNA作为双链DNA，其稳定性较普通

RNA好，而且易于从术后的病理标本或者内镜活检

组织中提取，是理想的候选生物标志物，因此本研

究探讨了mtDNA含量与CRC临床病理特征及预后

的相关性，以探讨其作为CRC预后风险标志物的可

能价值。

mtDNA是衡量线粒体功能的指标，越来越多的

证据表明mtDNA含量的变化在不同肿瘤发生进展

中作用不同［10］。关于CRC与癌旁组织中mtDNA含

量的变化存在一定争议，Wang 等［11］发现癌组织

mtDNA含量高于癌旁组织。而Cui等［12］指出CRC组

织中mtDNA含量更低。本研究结果显示，mtDNA含

量在癌组织与癌旁组织中差异无统计学意义。这

一结论与Reznik等［13］通过TCGA数据库分析CRC的

结果一致。传统的观点一般认为癌组织具有区别

于癌旁组织的特性。但目前有学者认为肿瘤的生

长和发展可以影响癌旁组织，甚至癌旁组织中的某

些指标与癌症的特征和状态有关，可以为预测肿

瘤预后提供信息［14-15］。此外有研究表明，癌旁组

织具有独特的转录组学特征，与正常组织相比在

细胞构成、免疫微环境方面也存在较大差别［16］。

Suwatthanarak等［17］研究也证实结肠癌癌旁组织基因

表达集随着与肿瘤距离的变化而变化。Von等［18］研

究支持这一观点，他们发现mtDNA含量在癌组织

和癌旁组织中显著低于正常的腺瘤组织。本文采

用的是距肿瘤 2 cm的癌旁组织而非正常组织，其

mtDNA含量仍与正常组织有较大差异。因此，癌旁

组织与癌组织mtDNA含量差异无统计学意义并不

图1 癌组织与癌旁组织mtDNA含量

Figure 1 Content of mtDNA in cancer and paracancerous
tissues
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表1 CRC患者癌组织mtDNA含量与临床病理参数

Table 1 mtDNA content in cancer tissues and clinicopathological parameters in CRC patients

Parameter
Age

<60 years
≥60 years

Sex
Female
Male

Location
Rectum
Colon

Size
<5 cm
≥5 cm

Differentiation
Well/moderate
Poor

Gross type
Ulcerative
Protrude

MMR
dMMR
pMMR

KRAS
Wild
Mutant

BRAF
Wild
Mutant

T stage
T1⁃2
T3⁃4

N stage
0
1

TNM stage
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ

mtDNA content［M（P25，P75）］

537.185（429.8，762.5）0
675.588（388.0，1 259.6）

491.143（244.7，1 273.9）
678.980（434.5，927.7）0

747.018（448.8，1 697.9）
438.841（172.1，722.8）0

678.980（440.3，1 201.7）
546.474（373.1，1 055.1）

736.734（442.6，1 273.9）
438.825（283.7，758.4）0

706.722（420.1，1 351.2）
578.518（389.6，877.8）0

656.138（170.8，1 697.9）
658.990（416.2，1 043.9）

649.380（377.7，1 294.2）
665.678（428.5，884.5）0

678.980（403.2，1 052.8）
546.148（365.4，1 238.7）

728.149（435.0，2 054.9）
546.311（375.4，893.0）0

860.343（436.3，1 939.3）
467.885（388.6，703.1）0

882.223（442.6，2 116.7）
778.240（375.4，1 734.6）
467.885（388.6，703.1）0

n

30
87

47
70

73
44

52
65

79
38

55
62

17
100

75
42

100
17

39
78

65
52

31
34
52

Z

-0.737

-0.634

-4.079

-0.960

-2.881

-1.196

-0.487

-0.239

-0.286

-1.740

-3.856

15.282

P

0.461

0.526

<0.001

0.337

0.004

0.232

0.626

0.811

0.775

0.082

<0.001

<0.001

意味着mtDNA在CRC发生发展中作用较小，对此更

好的解释是肿瘤微环境导致了癌旁组织mtDNA含

量与癌组织趋于一致。

mtDNA含量与临床病理特征的关联也存在不同

观点。Perdns等［19］在甲状腺乳头状癌中发现有区域

淋巴结转移的患者mtDNA含量较低。Chen等［20］认为

低mtDNA含量与肺癌中淋巴结转移、远处转移等较

差预后有关。在本研究中，癌组织低mtDNA含量被

证实与结肠肿瘤、分化较差、有淋巴结转移、TNM Ⅲ
期患者有关。一般认为，肿瘤位置相关的mtDNA
含量变化，与肿瘤起源组织的原始mtDNA含量有

关［13］。因此，除肿瘤位置以外，本研究mtDNA含量相

关的阳性结果均提示低mtDNA含量与较差的病理特

征相关。这与Wang等［11］提出的CRC组织高mtDNA
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含量与TNM分期较差、肿瘤体积较大等不良因素有

关的结论相反。值得注意的是，在胃癌相关的研究

中，Zhang等［21］发现mtDNA含量降低和升高均增加了

晚期胃癌患者淋巴结转移的风险。这可能意味着

mtDNA含量的变化本身便是预后不佳的危险因素。

患者生存期相关的mtDNA含量变化，不同研究

依然有不同结论。在一项关于青年胶质母细胞瘤

患者的研究中发现，高mtDNA含量与患者生存期较

长相关［22］。CRC相关研究中，Zhao等［23］通过对患者

的超深度全外显子组测序，提出mtDNA含量是预测

CRC存活结果的独立因素，且高mtDNA含量的患者

生存期更短。Van等［18］研究显示mtDNA拷贝数和

肠癌生存率呈倒U型关系。通过ROC曲线和DFS
曲线，本研究证实，低mtDNA含量与CRC较差DFS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

mtDNA content
Low vs. high

Sex
Male vs. female

Age（years）
≥60 vs. <60

Tumor location
Colon vs. rectum

Tumor location
≥5 vs. <5

Tumor differentiation
Poor vs. well/moderate

Gross type
Protrude vs. ulcerative

MMR
pMMR vs. dMMR

KRAS
Mutant vs. wild

BRAF
Mutant vs. wild

T stage
T3⁃4 vs. T1⁃2

N stage
N+ vs. N0

TNM stage
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ

Subtype P
<0.001
0.515
0.159
0.167
0.160

<0.001
0.991
0.378
0.280
0.011
0.117
0.010

0.125
0.009

HR（95%CI）
6.026（2.835-12.810）
0.807（0.423-1.541）
1.876（0.782-4.497）
1.577（0.826-3.012）
1.622（0.826-3.186）
4.638（2.380-9.039）
0.996（0.523-1.899）
0.690（0.303-1.573）
0.678（0.335-1.373）
2.574（1.243-5.328）
1.869（0.854-4.090）
2.385（1.226-4.638）

2.477（0.777-7.898）
4.156（1.436-12.027）

HR：hardzard ratio；CI：confidence interval.
图4 DFS相关单因素Cox回归分析

Figure 4 Univariate Cox regression analysis related to DFS

HR（95%CI）

图2 癌组织与癌旁组织mtDNA含量的ROC曲线分析

Figure 2 ROC curve analysis of mtDNA content in can⁃
cer tissues and paracancerous tissues
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Figure 3 DFS curves of mtDNA content
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有关。Zhao等［23］开展的大样本研究包含接近 25%
的Ⅳ期患者和部分黏液腺癌患者，其设置的mtDNA
含量最佳截断值为前 10%。本研究主要纳入非转

移性CRC患者，所得出的结论更具有针对性，有利

于分辨目标人群的预后。进一步探究DFS相关危

险因素后，单因素分析显示肿瘤低分化、BRAF突

变、Ⅲ期患者、淋巴结有转移、低mtDNA含量是危险

因素。因为本研究中并未纳入Ⅳ期患者，所以TNM
分期为Ⅲ期与淋巴结有转移可以认为是相同的，在

多因素分析中两者仅纳入淋巴结有转移这一项。

最终多因素分析显示，低mtDNA含量、肿瘤低分化

是DFS相关的独立危险因素。

肿瘤低分化、BRAF突变、淋巴结有转移和TNM
分期较晚在CRC中作为预后因素已在多项临床研

究中得到证实。低 mtDNA含量与患者术后较差

DFS显著相关。一方面，相对较低的mtDNA含量可

能反映了肿瘤对于缺氧的耐受性更强，肿瘤侵袭性

更高，淋巴结转移较早［24］。在CRC中，Shi等［25］发现

mtDNA含量减少的癌细胞存在呼吸链复合物Ⅰ缺

陷诱导放疗抵抗促进肿瘤进展的现象。Kang等［26］

研究表明，mtDNA含量较低的患者免疫细胞浸润较

少，从而导致免疫治疗抵抗。此外，肿瘤干细胞具

有类似于“干细胞”的功能，其独特干性与恶性肿瘤

转移侵袭相关［27］。另一方面，mtDNA具有复杂的调

控机制进一步影响肿瘤的复发。在食管鳞癌中，

Kubo等［28］提出降低mtDNA含量可诱导DNA甲基化

介导化疗耐药，进而促进肿瘤复发的观点。胶质母细

胞瘤的相关研究表明，低mtDNA含量上调细胞干性，

促进放化疗耐受，进而与患者较差生存期相关［29］。此

外在食管鳞状细胞癌的细胞实验中，下调mtDNA含

量可以诱导细胞出现干细胞特性并增强侵袭迁移能

力，进而促进肿瘤进展［30］。总之，低mtDNA含量可能

导致细胞干性增加和治疗抵抗，最终与肿瘤高复发率

有关。由于本研究纳入样本量较少且为单中心研究，

存在数据偏倚可能，其结果仍需后续大样本数据和多

中心研究进一步验证。

综上所述，mtDNA含量在CRC组织与癌旁组织

间差异无统计学意义，但癌组织低mtDNA含量与较

差临床病理特征相关。mtDNA含量低于500.699是
患者术后较差DFS的重要危险因素。
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