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X射线辐照引起的线粒体D310片段突变的快速检测*
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摘暋要:采用4GyX射线辐照人乳腺癌细胞 MCF灢7,分别在照射后0,2,4,8,16,24,48,72和

144h时间点收集细胞,提取DNA并以聚合酶链式反应进行扩增,再以BsaXI限制性内切酶对扩

增产物进行消化,消化产物以琼脂糖凝胶电泳进行分离。结果表明,4GyX射线辐照可引起 D310
片段突变,且该突变在经辐照之后144h检测水平明显超过野生型。
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1暋引言

线粒体基因组是哺乳动物细胞内唯一的核外遗

传物质,全长16569bp,共含37个基因,编码13
种蛋白质,2个rRNA基因和22个tRNA基因,编

码产物在氧化磷酸化过程中均有重要作用。人类线

粒体基因无内含子序列,复制和修复都依赖于毭灢
DNA酶。该 DNA 酶 修 复 能 力 较 低,且 线 粒 体

DNA(mtDNA)为裸露的环状双链分子,缺乏组蛋

白保护,较核基因组更容易受到电离辐射和活性氧

所引起的损伤,因此突变发生率比核 DNA 高出

10—1000倍[1-4]。mtDNA 突变往往导致氧化磷酸

化功能紊乱、细胞活力降低、细胞凋亡,与多种疾

病的发病相关,影响到神经、肌肉等各种组织。因

此,近年来 mtDNA突变与肿瘤发生渐渐成为众多

研究者所关注的问题。

D310序列位于线粒体基因组的D灢loop区(Dis灢
placement灢loopregion)。D灢loop区全长约为1120
bp,是 mtDNA复制和转录的重要调控区域。最近

的研究表明,D310序列突变在肿瘤组织中相当普

遍,而 D灢loop突变也被证实在头颈部肿瘤、结肠

癌、肺癌、胃癌、肝癌、卵巢癌和子宫浆液性癌等

多种肿瘤细胞当中有明显提高[5-8]。因此 D灢loop突

变,尤其是D310序列突变有望成为肿瘤诊断的分

子标记,作为早期肿瘤发生阶段的检测标记。
目前,在放射生物学领域关于 D310序列突变

的研究报道较少,电离辐射对于 D灢loop 区以及

D310序列的影响和检测及其机理等问题尚待阐明。

D310序列内303—315bp之间为一段12bp长度的

保守序列,碱基排序为…CCCCCCCTCCCCC…,其

中连续的7个胸腺嘧啶核苷酸组成的序列被称为

7灢C片段。有研究表明其多态性与肿瘤的发生和形

成有一定关系[9-10]。由于该片段存在限制性内切酶

BsaXI识 别 位 点,因 此 本 文 以 聚 合 酶 链 式 反 应

(PCR)扩增结合BsaXI限制性内切酶消化,并以琼

脂糖凝胶电泳对酶切产物进行分离的方法对 X 射

线辐照所引起的 MCF灢7细胞 D310片段突变进行

定性分析,并期望借此开发新型、快捷的针对D310
片段突变的检测方法。

2暋材料与方法

2.1暋细胞培养

人乳腺癌细胞 MCF灢7在生长面积25cm2的细
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胞培养瓶中培养,培养基为添加10%小牛血清(兰
州民海)的DMEM(GIBCO),培养箱温度37曟,并

保持5%体积分数的 CO2。细胞统一传代,培养至

对数生长期以进行下一步实验。

2.2暋X射线辐照

MCF灢7细胞的 X射线辐照在甘肃省肿瘤医院

X射线加速器终端进行 (北京医疗器械研究所,

BJ6BE400),剂量率为3Gy/min,细胞吸收剂量为

4Gy。照射之后迅速转移至培养箱继续培养,在照

射后不同时间点采集收样,以备下一步实验。

2.3暋聚合酶链式反应(PCR)

(1)样品收集

分别在照射后0,2,4,8,16,24,48,72和

144h时间点以胰酶消化收集细胞,并以PBS冲洗

2次,离心之后在-80曟低温冰箱内保存以进行下

一步实验。所有样品细胞以 TaKaRaUniversalGe灢
nomicDNAextractkit进行 DNA 提取,以备下一

步实验。
(2)聚合酶链式反应

以聚合酶链式反应扩增以上步骤所提取到的

DNA样品,D310序列特异性引物见文献[11],引

物为:
正 向 引 物 5灢ACAATTGAATGTCTTGCA灢

CAGCCACTT灢3,反向引物 5灢GGCAGAGATGT灢
GTTTAAGTGCTG灢3。

PCR反应体系为50 ml,包括:DNA 模板10灢
ng、200 mM dNTP、12.5pmol引 物、50 mM
KCL、10mMtris灢HCL(PH9.0)、1.5mM MgCL2

和1UTaqDNA聚合酶(Fermentas)。

PCR循环条件见文献[11]:96曟变性90s,后

续40个循环:96曟变性30s,60曟复性30s,72

曟延伸30s,最后72曟延伸5min。PCR扩增产物

收集以进行下一步实验。
(3)BsaXI内切酶消化

经PCR扩增获得产物以 BsaXI限制性内切酶

(Fermantas)进 行 消 化,DNA 模 板 与 含 有 3U
BsaXI内切酶的缓冲液,在37曟孵育24h以保证

完全酶切消化,BsaXI限制性内切酶专一识别位点

为:

...NNNNNNNNNNNNNACNNNNNCTCC灢
NNNNNNNNNNN...

...NNNNNNNNNNNNNTGNNNNNGAG灢
GNNNNNNNNNNN...

(4)琼脂糖凝胶电泳

扩增产物经BsaXI酶切消化之后,以1%浓度

琼脂糖凝胶电泳进行分离,并以 EB染色,用凝胶

成像系统进行拍摄(AlphaInnoTech)。

3暋结果

3.1暋琼脂糖凝胶电泳

由于D310序列内包括BsaXI限制性内切酶专

一识别位点,因此野生型 D310片段可被BsaXI限

制性内切酶识别并且酶切成为两个片段,分别为52
和30/27bp,不存在109bp的 D310扩增条带;而

突变 型 D310 序 列 内 的 7灢C 片 段 因 突 变 无 法 被

BsaXI限制性内切酶识别,PCR 结果呈现异质性

(heteroplasmy),109bp条带与52,30/27bp扩增

条带同时存在[11]。
琼脂糖凝胶电泳分离未经过BsaXI限制性内切

酶消化的 PCR 产物表明。X 射线辐照所引起的

D310序列突变在未经酶切消化的情况下检测不到

明显差异(图1)。

图1 BsaXI限制性内切酶(-)对照组琼脂糖凝胶电泳结果(a),FluorChemSP软件条带密度分析结果(b)

暋暋经过BsaXI限制性内切酶消化的PCR产物以 琼脂糖凝胶电泳进行分离。分离结果表明,4GyX
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射线辐照可引起 D310序列突变,而这种突变在辐

照之后随时间积累,在辐照后144h时突变型D310
片段检测结果明显,109bp 的全长扩增片段与

30/27bp扩增片段同时存在,形成了异质性条带,
检测方法对辐照引起的 D310序列突变较为有效

(图2)。通过对线粒体 ND1基因(109bp)的扩增结

果对比说明,BsaXI限制性内切酶对 D310片段的

识别具有专一性,对于非目的基因没有识别,不会

对检测结果产生干扰,检测方法可靠(图3)。

图2 BsaXI限制性内切酶(+)组琼脂糖凝胶电泳结果(a),FluorChemSP软件条带密度分析结果(b)

图3 线粒体 ND1基因对照组琼脂糖凝胶电泳结果(a),FluorChemSP软件条带密度分析结果(b)

4暋讨论

线粒体 DNA 在肿瘤细胞中存在高频率突变已

经得到证实,突变所导致的线粒体功能紊乱不单纯

影响到了细胞的能量代谢。最近的研究表明,线粒

体DNA突变所引起的氧化呼吸链功能抑制在细胞

ROS生成、细胞信号传导途径改变,以及凋亡信号

通路更替有着密切的关系[12-13],这一系列变化最

终会导致细胞逃逸正常凋亡程序并且癌变。线粒体

D灢loop区作为其复制和转录的重要调控区域所发

生的突变对线粒体功能必然产生较大的影响。
由于在肿瘤组织细胞中 mtDNAD灢loop区突变

较为普遍,在近几年中逐渐引起了研究者们的重

视,但是已有对于 D灢loop区突变的研究往往都基

于常规PCR或者直接 DNA 测序[14]。常规PCR对

于突变只能做到定性检测;针对突变进行的 DNA
测序工作虽然能对突变产生的多态性进行很好的分

析,但是在时间和工作量方面都限制了其使用的范

围;使用基因微阵列或者SNP测序分析等方法因

为成本高和耗时长而难于普及。

根据对研究结果的统计,22%的原发性肿瘤组

织样品中都存在 D310片段的7灢C序列突变,在甲

状腺、乳腺、消化和生殖系统肿瘤中,该序列的突

变也已被证实较为普遍[11,15-17],因此针对于 D310
序列的突变检测具有一定的代表性。以BsaXI限制

性内切酶消化结合RFLP分析的方法也已被证明在

应用于肿瘤组织 D310序列突变中时非常有效[11]。
本实验采用PCR扩增与BsaXI限制性内切酶消化

的方法对X射线辐照引起的 D310序列突变进行了

检测。实验结果表明,该方法灵敏、可靠,并且较

为方便,检测成本较低。在本方法定性检测的基础

上,如果结合RealtimePCR则可以实现对D310序

列突变的定量即时测定,并且相对更为快捷,可实

现大批量检测,对于临床应用检测有一定价值。
实验结果显示,作为 D灢loop 内 突 变 热 点 的

D310序列在4GyX射线辐照后产生的突变已经可

以被检测到,且这种突变可在辐照之后随时间变化

逐渐积累。电离辐射诱导的细胞癌变在肿瘤的临床

放射治疗和放射毒性环境评估中历来受到重视,因

此本文所采用的方法可被用于检测各种电离辐射所
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引起的线粒体 DNA 突变,为早期监测放射损伤、
肿瘤发生提供一定的数据指标。
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Abstract:HumanbreastcancercelllineMCF灢7wasirradiatedwith4GyX灢ray,collectedat0,2,4,8,

16,24,48,72,144hafterirradiation,respectively.WholegenomeDNAincludingmtDNAwereextrac灢
tedateachtimepoint,andamplifiedbypolymerasechainreaction(PCR).ThenthePCRproductwassub灢
jectedtoBSAXIdigestion,allofdigestionproductthenunderwentabriefelectrophoresis.Resultsshowed
D310mutationcanbeinducedby4GyX灢rayirradiationandD310mutationcanoverwhelmthenormalphe灢
notype144hafterirradiation.

Keywords:X灢rayirradiation;mtDNAdamage;detectionofD310mutation;pdymerasechainreaction
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