
文章编号:1007灢4627(2012)04灢0399灢07

电离辐射引起的线粒体DNA损伤及突变研究进展
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摘要:指出了线粒体DNA损伤及突变研究与核 DNA 相关研究的区别,并总结了国内外关于电离

辐射引起线粒体DNA损伤突变的研究进展。针对放射生物学中线粒体学方面研究还有待进一步加

强的现状,中国科学院近代物理研究所的研究人员在方法学上建立起了real灢timePCR 和long
PCR等手段对线粒体DNA损伤及突变进行定量检测,并以此为基础,对电离辐射引起的线粒体功

能变化进行了较为深入的研究。总结了线粒体DNA损伤及突变研究对阐明电离辐射引起的生物学

效应所具有的贡献,提出未来在放射生物学中以远后效应,能量代谢为主的线粒体学研究方向。
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1暋引言

近年来,由于放射线治疗癌症(Radiotherapy)
及核能的广泛应用,放射生物学研究也越来越引起

了人们的重视。目前,无论对整体的流行病学研究

(Epidemiologicalstudy),还是对个体的体内(Invi灢
vo)和体外(Invitro)研究,实验都取得了较大的发

展。辐射根据其作用形式的不同可分为电离辐射和

电磁辐射两大类。电离辐射可通过直接和间接效应

对生物体产生作用,引起一系列生物学效应。这些

效应包括电离辐射引起的远后效应(Lateeffect),如
二次 肿 瘤 (Secondary malignancy)、退 行 性 病 变

(Degenerativediseases)等[1-2];在个体发育中可能

造成的致畸作用(Teratogeniceffect)[3];引起炎症

反应(Inflammation)[4-5];引起细胞命运的改变,
如坏死(Necrosis)、凋亡(Apoptosis)、衰老(Senes灢
cence)等。目前普遍认为,电离辐射产生作用的靶

目标是细胞中的遗传物质 DNA。电离辐射引起的

DNA损伤修复及其相关信号通路也一直都是放射

生物学所关注的热点之一。但是,需要注意的是,

目前针对电离辐射引起的 DNA 损伤修复相关研究

都主要集中在核 DNA 研究方面,而在大多数哺乳

动物细胞中,还有一个重要的细胞器———线粒体

(Mitochondrion)也同样具有自身的遗传物质线粒

体DNA。目前对电离辐射引起的线粒体DNA损伤

修复相关报道还十分有限,它所引起的线粒体学

(Mitochondriology)变化也一直未受到重视。本文

就当前放射生物学中线粒体 DNA 损伤及突变的研

究发展进行综述,旨在提示放射生物学研究中线粒

体学研究的重要性和必要性,同时也介绍中国科学

院近代物理研究所的研究人员在这方面取得的一些

成果。

2暋线粒体DNA与电离辐射

线粒体是大多数真核细胞中的闭合双层膜结构

细胞器。总体而言,它们为细胞提供80%以上的能

量供应。线粒体由其内外两层膜构成,可划分为5
个不同区域:外膜(Outermembrane)、膜间腔(In灢
termembranespace)、内膜(Innermembrane)、嵴
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(Cristae)和基质(Matrix)[6]。大部分的线粒体活动

都是在线粒体内膜内进行的。目前已知的线粒体重

要作用有以下几点:(1)线粒体中包含有氧代谢

(Oxidativemetabolism)中的核心催化元件并产生

能量;(2)线粒体包含调节凋亡的核心细胞因子;
(3)线粒体是细胞内钙平衡的主要调节者;(4)线粒

体参与细胞周期调控与增殖;(5)线粒体是母系遗

传信息的传递者。由此可见,线粒体对决定细胞命

运起着关键作用,电离辐射对线粒体所产生的影响

也势必影响细胞整体的功能变化和最终命运的改

变。
目前认为电离辐射引起主要生物学效应的细胞

内靶目标为DNA。电离辐射能够引起各种DNA损

伤,包括 DNA灢蛋白质交联、DNA灢DNA 交联、碱

基损伤和单链断裂与双链断裂等。其中,核 DNA
双链断裂被认为是电离辐射引起细胞程序性死亡的

最主要原因。细胞主要通过同源重组(Homologous
recombination,简称 HR)和非同源末端连接(Non灢
homologousendjoining,简称 NHEJ)两种修复方

式对电离辐射引起的双链断裂进行修复。目前,这

两种损伤修复方式中相关细胞信号因子的相互作用

及其对细胞命运的影响是放射生物学的研究热点。
需要注意的是,这两种修复方式中的 NHEJ容易导

致突变的产生,是一种易错(Errorprone)修复,而

电离辐射引起的DNA突变,可能就是远后效应(包
括二次肿瘤和退行性疾病)的根源所在。因此,研究

电离辐射引起的DNA突变也是放射生物学中的一

个重要课题。以上发现仅针对核 DNA 而言,由于

线粒体DNA本身的特殊性,这些结论都不能简单

地外延到线粒体 DNA 上。为了深入了解电离辐射

对线粒体DNA所能产生的影响,有必要首先确定

核DNA 与线粒体 DNA 的异同。根据目前文献资

料,线粒体 DNA 与核 DNA 的不同点主要表现在

以下5个方面:
(1)线粒体DNA与核DNA结构不同

在真核细胞中,核DNA大量聚集在染色体上,
每条染色体是由开放的双链 DNA 组成,其末端通

过特殊的DNA重复序列端粒(Telomere)来进行保

护。在核DNA中,蛋白质编码序列(外显子)在人

类基因组中少于1.5%。在基因和调控序列之外存

在大量功能未知的序列片段,包括重复序列(Re灢
peatsequence)、转位子(Transporson)以及假基因

(Pseudogene)等。人类线粒体 DNA 序列总长度为

16569个碱基,包含37个基因,可用于制造13种

蛋白质、22种tRNA和两种rRNA,其中基本不存

在“冗余序列暠(图1)。如图所示,内部两条环表示

编码基因的线粒体 DNA 两条链(重链和轻链);外

环(黑色和白色)分别表示重链和轻链所转录的

RNA产物;H1,H2和L分别表示重链和轻链的转

录起始位点(重链有两个转录起始位点);OH和 OL

分别表示重链和轻链的复制起始位点[6]。这些特点

使得线粒体 DNA 在功能上对电离辐射更为敏感。
电离辐射引起的线粒体 DNA 损伤及突变极有可能

直接影响线粒体 DNA 的正常功能。同时,由于线

粒体DNA是闭合环状的 DNA,电离辐射引起的

单/双链断裂将极大影响其超螺旋构象的改变,进

而影响线粒体的正常功能。中国科学院近代物理研

究所辐射生物医学组针对电离辐射对线粒体 DNA
结构的影响进行了探索性的实验,证明了不同剂量

电离辐射对线粒体DNA 构象的影响及随之产生的

线粒体功能变化(图2)[7]。

图1 人类线粒体全序列遗传信息图

(2)线粒体DNA与核DNA结合蛋白不同

核DNA盘绕在由4种组蛋白 H2A,H2B,H3
和 H4形成的组蛋白八聚体上形成核小体,组蛋白

的修饰对生命活动的调节有着重要作用。那么,线

粒体DNA是否也有相应的“组蛋白暠对其进行包装

呢? 长期以来研究者认为线粒体 DNA 相对于核

DNA是裸露的DNA,类似于原核生物基因组,没

有特定的蛋白对其进行包被。但最近的研究证实,
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线粒体DNA可能与大量的 mTFA相结合,mTFA
蛋白在线粒体中扮演着组蛋白的角色[8]。但这一发

现还需要进一步的实验加以证实。由于 mTFA 是

线粒体中重要的转录起始子,mTFA的修饰被认为

对线粒体的正常功能起着非常重要的作用。电离辐

射引起的 mTFA 磷酸化或乙酰化修饰,将是今后

放射生物学中线粒体学的一个重要研究方向。

图2 电离辐射引起的线粒体 DNA超螺旋构象变化

(a)线粒体 DNA 构象改变影响real灢timePCR 扩增效率,IR

为4GyX射线辐照,Hinf为 Hinf酶切处理;(b)不同剂量 X

射线辐照对线粒体构象变化的影响[7]。

(3)线粒体 DNA 与核 DNA 损伤修复机制不

同

电离辐射引起的 DNA 损伤是其发挥生物学效

应的主要原因,细胞对 DNA 损伤的修复能力及修

复机制直接决定了细胞命运的改变。核 DNA 损伤

修复机制已经得到了广泛深入的研究,包括碱基切

除修复,核苷酸切除修复、错配修复、同源重组修

复及非同源末端连接等。由于核 DNA 相关遗传信

息在细胞中仅有2个拷贝,电离辐射引起的基因突

变可能导致严重的后果,这使得核 DNA 通常需要

使用冗余的修复和质量控制机制来维持其遗传信息

的忠实性。相对于核 DNA 损伤修复的深入研究,
线粒体DNA损伤修复的研究目前进展缓慢。这主

要是由于线粒体本身的特殊性,目前针对核 DNA
损伤修复的检测手段还很难应用在线粒体 DNA
上。迄今为止,可以确定线粒体 DNA 存在碱基切

除修复机制[9]。通过对酵母菌的实验表明,线粒体

中还有可能存在同源重组修复和非同源末端连接这

两种修复方式,但这还有待进一步证明[10-11]。
(4)线粒体DNA与核 DNA 表达/复制模式不

同

真核细胞中核 DNA 表达模式具有明显的空间

特异性,mRNA在细胞核中合成,而后转运到细胞

中进行翻译过程。而线粒体 DNA 的表达过程则是

全部在线粒体基质中进行的,表达过程是连续不断

进行的,即同时进行转录和翻译过程,这种功能更

加类似于原核生物的蛋白表达过程。真核细胞核

DNA的复制也是严格受到细胞周期调控的。细胞

周期的严格区分使得复制和表达过程能够有序地进

行。而在线粒体中,对线粒体 DNA 的复制过程仍

然存在争议。目前主要有两种模 型 来 对 线 粒 体

DNA 的 复 制 进 行 解 释,分 别 是 双 链 移 位 复 制

(Stand灢displacementreplication)和双链协同复制

(Stand灢coupledreplication)[12](图3)。从图中可以

看出,在双链移位复制模型 (上)中闭环线粒体

DNA(a)与D灢loop线粒体DNA(b)呈平衡状态。复

制首先由先导链(c)开始进行复制到一定程度(d),
当主要的滞后复制起点(e)时开始滞后链的复制。

图3 线粒体 DNA复制模型

随后复制在两条链上同时进行(f,g)并最终完成整

个线粒体 DNA 的复制。在双链协同复制模型(h)
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中,先导链(i)在进行复制后很短时间内就起始滞后

链的复制(j),随后两条链同时进行复制。滞后链由

于复制模板的原因需要形成很多冈崎片段(不连续

的黑色箭头)[12]。
(5)线粒体DNA与核DNA遗传特性不同

众所周知,个体核 DNA 中各包含父方和母方

双方的遗传信息。而线粒体 DNA 则不相同,人类

个体线粒体 DNA 的遗传信息100%来源于母方。
父方的线粒体遗传物质在受精过程中就通过特异的

自噬过程加以排除[13]。因此,线粒体 DNA 具有母

系遗传的特性。在放射生物学研究中,一个重要的

课题就是电离辐射的遗传毒性研究。由于线粒体

DNA本身的高突变性以及母系遗传的特性,这是

否意味着电离辐射引起的线粒体突变可能经由母方

直接传递给下一代呢? 目前还未能检索到相关的研

究报道,本研究组正在此基础上进行相关的遗传毒

性实验,初步证实电离辐射能够引起斑马鱼线粒体

DAN突变的母系遗传。
综上所述,线粒体 DNA 在结构功能上与核

DNA 有着显著差异,这些差异可能使其对辐射损

伤的应答显著区别于核DNA。由于线粒体DNA本

身的功能重要性,有必要对电离辐射引起的线粒体

DNA损伤及突变进行全面剖析。

3暋电离辐射引起的线粒体DNA损伤

由于线粒体 DNA 在结构、位置和功能上与核

DNA的不同,使得很多检测核DNA损伤的手段都

不能直接应用在线粒体 DNA 损伤的检测,如最近

广泛使用的毭H2AXfoci和脉冲场凝胶电泳等。使

用损伤应答因子来间接检测电离辐射引起的 DNA
损伤是目前一个较为准确的检测方法。例如,使用

53BP1foci检测核 DNA 双链断裂,XRCC1foci检

测核DNA单链断裂情况等。但由于迄今为止线粒

体损伤修复蛋白还没有确定,这种方法暂时不可

行。其他诸如脉冲场凝胶电泳和彗星电泳等电泳检

测方法,也存在着无法准确区分核 DNA 与线粒体

DNA损伤和无法精确检测等诸多障碍。因此,为了

深入了解电离辐射引起的线粒体学变化,首先需要

建立准确的线粒体损伤检测方法。目前文献表明,
使用长距离PCR能够准确有效地检测线粒体 DNA
损伤[14]。根据这种方法,中国科学院近代物理研究

所辐射生物医学组分别在3种模式生物(小鼠、大

鼠和斑马鱼)中建立起了相应的线粒体 DNA 损伤

检测方法(图4)。初步结果显示,电离辐射引起的

线粒体DNA损伤具有剂量依赖性,且损伤程度与

活性氧的生成具有直接联系。由于技术上的局限性

图4 使用LongPCR 检测在脑缺血小鼠模型中电离辐射引起的线粒体 DNA及核 DNA损伤情况

L为大脑左半叶,R为大脑右半叶;C为对照组。

和线粒体学研究的关注程度不高,目前关于电离辐

射引起的线粒体DNA损伤相关研究还未取得较大

进展。Yakes等[15]首先通过实验发现氧化胁迫引起

的线粒体DNA损伤相对于核DNA损伤程度更重。

Swalwell等[16]使用LongPCR方法检测了UVA和

UVB对线粒体DNA造成的损伤,说明了黑色素对

于线粒体DNA损伤保护的双重作用。由于线粒体

DNA转录翻译线粒体中电子传递链上重要的催化

蛋白,线粒体DNA 损伤可能导致电子传递链相关

蛋白的缺失,进而影响整个氧化磷酸化进程,最终

图5 使用 DNA灢PKcs特异抑制剂 NU7026和 X 射线处理

后线粒体 ATP产量变化

CK为对照,IR为4GyX射线处理,Dr为 NU7026药物处理。
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导致细胞命运的改变。本研究组的初步实验结果已

经证明了以上假设,高剂量电离辐射引起的线粒体

DNA损伤是引起细胞能量代谢改变的原因之一(图

5)。进一步实验仍在进行当中。

4暋电离辐射引起的线粒体DNA突变

线粒体DNA 以多拷贝形式存在于细胞中,存

在异质性,即突变型和正常的线粒体 DNA 可同时

存在于细胞中,只有当线粒体 DNA 突变突破某个

阈值后才导致线粒体氧化磷酸化缺陷,出现病理性

反应[17],因此,这种异质性导致电离辐射引起的突

变可以更稳定地在线粒体 DNA 中得以保留,有希

望用于电离辐射的回顾性剂量重建。线粒体 DNA
在基因编码区、进化保留区、复制起始区、转录推

动子和转录因子结合位点的突变会导致线粒体

DNA的减少和线粒体功能的非正常化,从而导致

核基因组的不稳定性,并且还可能影响整个线粒体

的转录量和成熟蛋白的生成,最终影响氧化磷酸化

活性。尽管这种突变带来的氧化磷酸化影响可能比

较轻微,但长时间的氧化磷酸化改变最终可导致氧

化应激,可能在肿瘤的发生发展过程中发挥潜在的

作用。

目前资料显示,电离辐射会引起线粒体 DNA
拷贝数量的变化,辐照后细胞线粒体 DNA 拷贝数

量都呈上升趋势[18]。这表明尽管线粒体 DNA 比核

DNA更容易受到辐射损伤,但由于其以多拷贝的

形式存在于细胞中,它可以通过代偿性的增殖来弥

补由于辐射损伤引起的能量生物生成障碍。同时,
实验证明敲除了线粒体 DNA 的细胞相对于正常细

胞表现出辐射抗性。通过建立线粒体 DNA 缺失的

细胞模型还证明了活性氧生成在辐射的旁观者效应

中所起的重要作用[19-20]。在由损伤引起的线粒体

DNA突变方面则主要集中在辐射诱导的大片段缺

失(图6),如4977bp缺失的研究上。研究发现,
电离辐射能够诱导这种特异缺失的生成,具有时间

累积性,并且具有线粒体 DNA4977bp缺失的细

胞对辐射更加敏感。Kubota等[21]发现不同剂量 X
射线辐照可引起各种细胞产生线粒体 DNA4977
bp缺失,并且该缺失可随年龄累积,说明线粒体

DNA4977bp缺失有可能用于回顾性剂量重建。

Prasanna等[22]应用原位PCR分析间期淋巴细胞线

粒体DNA4977bp缺失累积量,认为其可准确估

算0.25~2Gy范围内的急性照射剂量。Prithivira灢
jsingh等[23]通过实验则认为电离辐射能诱导线粒

体DNA4977bp缺失的产生,但这可能与细胞的

辐射敏感性无关。以上研究皆表明,电离辐射确实

会引起线粒体 DNA 突变。目前研究都主要集中在

电离辐射引起的大片段缺失方面。由于线粒体突变

与许多线粒体遗传病密切相关,如由线粒体 DNA
缺失造成的慢性渐进性外眼球麻痹和 Kearns灢Sayre
综合症,由点突变引起的 MELAS型线粒体脑肌病

等。线粒体 DNA 突变可由母体遗传给下一代,因

此,全面了解电离辐射可能引起的线粒体 DNA 突

变对辐射防护具有非常重要的意义。以上研究都表

明,线粒体 DNA 相对于核 DNA 对电离辐射伤害

更为敏感,且在电离辐射引起的生物学效应中占有

图6 线粒体 DNA大片段缺失

重要地位。全面深入了解电离辐射对线粒体 DNA
所产生突变,可为进一步阐明线粒体在电离辐射引

起的生理生化反应中所起的作用奠定基础,也能为

放射线治疗和辐射防护提供新的依据。本研究组针

对电离辐射引起的线粒体突变进行了一系列工作。
他们首先在方法学上建立了使用real灢timePCR定

量检测线粒体 DNA 大片段缺失的方法,使用克隆

测序法定量检测线粒体 D310区突变。初步结果发

现,电离辐射能够引起线粒体基因组 D310区突变

的逐渐累积,而大片段缺失则仅能短暂存在于细胞

亚群中。这些结果提示,肿瘤细胞群中的线粒体
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DNA突变仍然受到选择压力的影响,相对于严重

影响线粒体正常功能的大片段缺失,中性突变如

D310区突变更倾向于在细胞群体中被保留下来。
通过数据统计发现,能在人体中检测到的线粒

体DNA大片段缺失如图6所示,都发生在半弧形

外圈的范围之内。值得注意的是,尽管大片段缺失

导致大量相关基因信息的遗失,线粒体DNA轻/重

链复制起点都没有被包括在大片段缺失之中[11]。

5暋结论

尽管在放射生物学领域线粒体学相关研究还不

是很深入,但在整个生物学研究中线粒体的功能与

作用已经得到了广泛研究。这些研究包括能量代

谢、细胞周期、细胞凋亡、分子进化以及免疫学等

各个方面。电离辐射引起的 DNA 损伤及活性氧生

成,作为一个典型的一类胁迫,能够很容易地介入

上述关于线粒体的各种研究领域。尽管线粒体学研

究在放射生物学还刚刚起步,但基于其在生物体生

命活动中的重要作用,我们相信,其在辐射引起的

生命活动变化中所起的作用将逐渐受到重视并得以

阐明。目前限制线粒体学研究进展的两个主要因

素:(1)线粒体相关蛋白结构与功能还有待阐明;
(2)研究技术的相对匮乏。中国科学院近代物理研

究所辐射生物医学组有针对性地建立起了线粒体

DNA损伤及突变的准确检测方法,为今后进一步

研究辐射引起的线粒体学变化打下了基础。
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Abstract:Currentadvanceinionizingradiation灢inducedmitochondrialDNAdamageandmutationsisre灢
viewed,inadditionwiththeessentialdifferencesbetweenmtDNAandnDNAdamageandmutations.To
extenttheknowledgeaboutradiationinduced mitochondrialalterations,theresearchersinInstituteof
ModernPhysics,ChineseAcademyofSciencesdevelopedsometechnicssuchasreal灢timePCR,long灢PCR
foraccuratequantificationofradiationinduceddamageandmutations,andin灢depthinvestigationaboutthe
functionalchangesofmitochondriabasedonmtDNAdamageandmutationswerealsocarriedout.Incon灢
clusion,theimportantroleofmitochondrialstudyinradiationbiologyisunderlined,andfurtherstudyon
mitochondrialstudyassociatedwithlateeffectandmetabolismchangesinradiationbiologyispointedout.
Keywords:mitochondrialDNA;ionizingradiation
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