
书书书

· ４６　　　 · 第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００６Ｊａｎ；２７（１）

·论　著·
人肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞株部分线粒体基因表达的研究

王　洁，王学敏，龙建纲，于　军，汪振诚，焦炳华
（第二军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：观察人肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞株部分线粒体 ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）基因表达的情况。方法：根据人线粒体 ＤＮＡ
（ｍｔＤＮＡ）基因序列，利用ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０生物软件设计了４对ＰＣＲ引物，分别是扩增Ｄｌｏｏｐ区、ＮＤ６、ＡＴＰａｓｅ８ＡＴＰａｓｅ６、

１６ｓＲＮＡ基因，采用ＲＴＰＣＲ方法对ＳＭＭＣ７７２１细胞线粒体ＤＮＡ上Ｄｌｏｏｐ区及其他３个基因的表达进行了检测，并与其在

正常人肝细胞株（Ｌ０２）线粒体中的表达作了比较。结果：我们发现，与正常人肝细胞株（Ｌ０２）相比，在ＳＭＭＣ７７２１细胞中，Ｄ

ｌｏｏｐ区、ＮＤ６、ＡＴＰａｓｅ８ＡＴＰａｓｅ６基因表达总体是增高的，１６ｓＲＮＡ基因表达基本不变，同时在同一基因两条链（重链和轻链）

之间的表达也存在差异。结论：我们认为，由于线粒体ＤＮＡ编码的多肽均是氧化磷酸化酶复合物的亚单位，这些基因表达的

异常可能造成细胞对氧利用障碍，细胞能量产生减少，成为造成ＳＭＭＣ７７２１细胞主要以糖酵解的方式提供能量的重要原因
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［关键词］　ＤＮＡ，线粒体；基因表达；肝肿瘤

［中图分类号］　Ｒ７３５．７　　　［文献标识码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００６）０１００４６０５

ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＳＭＭＣ７７２１

ＷＡＮＧＪｉｅ，ＷＡＮＧＸｕｅｍｉｎ，ＬＯＮＧＪｉａｎｇａｎｇ，ＹＵＪｕｎ，ＷＡＮＧＺｈｅｎｃｈｅｎｇ，ＪＩＡＯＢｉｎｇｈｕａ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄ

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＳＭＭＣ７７２１．Ｍｅｔｈｏｄｓ：

ＦｏｕｒｐａｉｒｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｍｕｌｔｉｐｌｅＰＣＲｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｈｕｍａｎｍｔＤＮＡｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０ｂｉｏ

ｓｏｆｔ．ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅｔｈｅｎｕｓｅｄｔｏａｍｐｌｉｆｙＤｌｏｏｐｒｅｇｉｏｎａｎｄｔｈｅｇｅｎｅＮＤ６，ＡＴＰａｓｅ８ＡＴＰａｓｅ６ａｎｄ１６ｓＲＮＡ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＤｌｏｏｐｒｅｇｉｏｎａｎｄｔｈｅ３ｇｅｎｅｓｏｆｍｔＤＮＡｉｎＳＭＭＣ７７２１ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＲＴＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅ

ｉｎｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓ（Ｌ０２）．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＤｌｏｏｐｒｅｇｉｏｎ，ＮＤ６，ＡＴ

Ｐａｓｅ８ＡＴＰａｓｅ６ａｎｄ１６ｓＲＮＡｓｕｂｕｎｉｔｓｉｎＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ１６ｓＲＮＡｓｕｂｕｎｉｔｒｅｍａｉｎｅｄｕｎ

ｃｈａｎｇｅｄ．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｒｅｗａｓｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＨｓｔｒａｎｄａｎｄＬｓｔｒａｎｄｏｆａｃｅｒｔａｉｎｇｅｎｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｍｔＤ

ＮＡｅｎｃｏｄｅｄｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓａｒｅｅｎｚｙｍｅｃｏｍｐｌｅｘｓｕｂｕｎｉｔｓｏｆｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｃｏｍｐｏｕｎｄ，ａｎｄｔｈｅｉｒａｂｅｒｒａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｈａｒｍｓｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓａｎｄｌｅａｄｓｔｏｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＡＴＰ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｒｅａｓｏｎｓ

ｆｏｒｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓｏｆＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ＤＮＡ，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ；ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｌｉｖｅｒｎｅｏｐｌａｓｍｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００６，２７（１）：４６５０］

［基金项目］　国家自然科学基金（３０１７１０３０，３０４７２１７５）；中国博士后

科学 基 金 （２００４０３６０１４）．Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙ ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ

ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０１７１０３０，３０４７２１７５）ａｎｄＣｈｉｎａＰｏｓｔｄｏｃｔｏｒａｌ

ＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎ（２００４０３６０１４）．
［作者简介］　王　洁，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｊｉｅｊ＠１２６．ｃｏｍ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇ＿ｘｕｅｍｉｎ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　线粒体ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）与肿瘤之间存在着密切
的关系，无论是肿瘤的发生、发展，还是肿瘤细胞的
凋亡，都与ｍｔＤＮＡ密切相关。目前，关于各种肿瘤
中线粒体 ＤＮＡ 变化的研究越来越多，包括有

ｍｔＤＮＡ致癌机制的研究，各种肿瘤细胞中ｍｔＤＮＡ
的突变，及其编码的各种基因表达的研究。已知

ｍｔＤＮＡ与细胞氧化磷酸化功能密切相关，线粒体是
细胞能量生成和储存的重要场所，在该处经氧化磷
酸化的方式将能量转化为 ＡＴＰ高能键，所以 ｍｔＤ
ＮＡ的任何变异可能损害氧的利用，导致细胞的氧
化和减少代谢能量的产生。

　　本实验以正常人肝Ｌ０２细胞株为对照，用ＲＴ
ＰＣＲ方法对ＳＭＭＣ７７２１细胞有代表性的几段基因
的表达情况进行了检测和分析，探讨这些基因的表
达在正常肝细胞和ＳＭＭＣ７７２１细胞之间是否有所

不同。

１　材料和方法

１．１　细胞培养和主要试剂　人肝癌ＳＭＭＣ７７２１
细胞株（本室保存），正常人肝细胞Ｌ０２（长海医院中
医科提供）。ＳＭＭＣ７７２１细胞用含有１０％小牛血
清的 ＤＭＥＭ 培养液（Ｇｉｂｃｏ公司），Ｌ０２细胞用含

１５％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液（Ｇｉｂｃｏ公司），
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在３７℃恒温条件下，９５％空气＋５％ＣＯ２于美国Ｆｏｒ
ｍａＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司二氧化碳培养箱中培养，生长密
度约为１．６×１０６／ｍｌ，０．２５％的胰蛋白酶３７℃消化１
ｍｉｎ，轻轻吹打使团状细胞分散，以需要的密度传代
细胞，２ｄ换液１次，３ｄ传代１次。ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），逆转录试剂均由 ＴａＫａＲａ公司
提供，包括有 ＡＭＶ 逆转录酶、ＲＮＡ 酶抑制剂等。

ＰＣＲ试剂也是由ＴａＫａＲａ公司提供。

１．２　ＰＣＲ引物设计　根据人 ｍｔＤＮＡ 基因序列
（ｗｗｗ．ｍｉｔｏｍａｐ．ｏｒｇ）和ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计
了ｍｔＤＮＡ上的４对引物（表１），并在ＢＬＡＳＴ上进
行了同源性分析，以排除核ＤＮＡ中ｍｔＤＮＡ假基因
的干扰。

表１　ｍｔＲＮＡ中ＰＣＲ扩增所用到的引物对

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｕｓｅｄｆｏｒＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｔＲＮＡ

Ｓｉｔｅ Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′） Ｔｍ（Ｔ／℃） Ｐｒｏｄｕｃｔ（ｂｐ）

Ｄｌｏｏｐ Ｌ１ ＣＣＣＴＴＡＡＡＴＡＡＧＡＣＡＴＣＡＣＧＡＴＧ ５６．６ ４２６
Ｒ１ ＧＴＴＡＧＴＴＧＧＧＧＧＧＴＧＡＣＴＧＴ ６０．３

ＮＤ６ ＮＤ６Ｌ ＣＴＣＣＴＡＡＴＣＡＣＡＴＡＡＣＣＴＡＴＴＣＣＣ ５８．６ ５２４
ＮＤ６Ｒ ＴＴＴＣＴＧＴＴＧＡＧＴＧＴＧＧＧＴＴＴＡＧＴＡ ５６．８

ＡＴＰａｓｅ８／６ ＡＴＰａｓｅＬ ＣＣＴＣＴＴＴＡＣＡＧＴＧＴＴＡＴＧＣＣＣ ５８．０ ８４１
ＡＴＰａｓｅＲ ＣＡＧＧＴＡＧＡＧＧＣＴＴＡＣＴＡＧＡＡＧＴＧＴ ６０．３

１６ＳｒＲＮＡ １６ＳＬ ＴＣＣＴＡＡＡＣＴＡＣＣＡＡＡＣＣＴＧＣＡＴＴ ５６．６ ４３７
１６Ｓ ＲＧＧＴＧＧＧＴＧＴＧＧＧＴＡＴＡＡＴＡＣＴＡＡＧ ６０．３

１．３　细胞ｍｔＲＮＡ的分离

１．３．１　线粒体的分离　将细胞以胰酶消化后，用培
养液收集在 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，２０００ｒ／ｍｉｎ离心３
ｍｉｎ收集细胞于管底；以适量 ＴＢＳ缓冲液洗涤１
次，离心，再以ＳＴＥ缓冲液洗涤１次，离心收集细
胞，２０００ｒ／ｍｉｎ，３ｍｉｎ；于细胞沉淀中加入适量分离
介质 （０．２５ ｍｏｌ／Ｌ 蔗糖，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ，

０．５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ７．４），混匀并转移至匀浆
器中匀浆；高速匀浆１５～３０ｓ；将匀浆液于４℃，

１０００×ｇ，离心１０ｍｉｎ，取上清，重复２～３次；将上
步所得上清合并，４℃，１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，所得
棕色沉淀即为线粒体。

１．３．２　ｍｔＲＮＡ的抽提［１］　在线粒体中加入适量

ＴＲＩｚｏｌ试剂（约５００μｌ），用ＴｉＰ头吹打２０～３０次，
最后用振荡器混匀；室温静置５～１０ｍｉｎ，使ＴＲＩｚｏｌ
充分发挥作用；加入１００μｌ氯仿，剧烈振荡１０ｍｉｎ，
振荡器混匀；４℃１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，小心将
上层水相移置一个新的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中；加入２倍
体积无水乙醇，于－２０℃过夜；次日，以１３０００ｒ／

ｍｉｎ，４℃，离心３０ｍｉｎ，取沉淀。空气晾干后，５０μｌ
ＤＥＰＣ处理过的水重溶，用ＤＮａｓｅⅠ酶（ＴａＫａＲａ公
司提供）消化去除其中的ＤＮＡ，－７０℃保存。

１．４　ＰＣＲ　为了检测所得的 ｍｔＲＮＡ中是否混有
核ＤＮＡ和ｍｔＤＮＡ，我们分别以４对被检测基因的
引物和核 ＤＮＡ 中特有的基因１８ＳｒＲＮＡ 的引物
（１８Ｓ１：ＧＣＴ ＴＴＣ ＴＡＣ ＣＴＡ ＣＡＴ ＧＧＴ ＴＧＡ
ＴＣ；１８Ｓ２：ＧＧＣＣＴＣＧＡＡＡＧＡＧＴＣＣＴＧＴＡ）
进行了ＰＣＲ反应，未发现有ＤＮＡ污染。２５μｌＰＣＲ

反应体系如下：ｍｔＲＮＡ模板１μｌ，引物１０．５μｌ，引
物２０．５μｌ，１×ＰＣＲ缓冲液，ｄＮＴＰ１００μｍｏｌ／Ｌ，

ＴａｑＤＮＡ聚合酶（ＴａＫａＲａ公司提供）２．５Ｕ，反应
过程见表２。

表２　ＰＣＲ扩增条件

Ｔａｂ２　ＣｏｎｄｉｔｉｏｎｆｏｒＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｓｉｔｅ ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｄｌｏｏｐ ９４℃５ｍｉｎ；９４℃４０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃４０ｓ，１９ｃｙｃｌｅ；７２℃７ｍｉｎ
ＮＤ６ ９４℃５ｍｉｎ；９４℃４０ｓ，５３℃３０ｓ，７２℃４０ｓ，１９ｃｙｃｌｅ；７２℃７ｍｉｎ
１６ＳｒＲＮＡ
ＡＴＰａｓｅ８／６９４℃５ｍｉｎ；９４℃４０ｓ，５７℃３０ｓ，７２℃５１ｓ，１９ｃｙｃｌｅ；７２℃７ｍｉｎ
１８ＳｒＲＮＡ ９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃４０ｓ，１９ｃｙｃｌｅ；７２℃５ｍｉｎ

１．５　ＲＴＰＣＲ　由于ＲＴＰＣＲ是半定量的方法，我
们对ＰＣＲ的循环数进行了筛选，进行了１３、１９、２５
个循环数的ＰＣＲ，以控制在达到反应平台期之前，
最后将循环数定在１９个循环。

１．５．１　ｃＤＮＡ链的合成　将抽提出来的 ｍｔＲＮＡ
进行第一步，ｃＤＮＡ链的合成（ＴａＫａＲａＡＭＶＲＴ
ＰＣＲｋｉｔ），５μｌ的反应体系：模板 ＲＮＡ１μｇ，１×
ＡＭＶｂｕｆｆｅｒ，ｄＮＴＰｍｉｘ１μｌ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），特异引
物（以表１中４个目的基因的８条引物分别作为合
成引物）５ｐｍｏｌ／Ｌ，ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ０．５μｌ，ＡＭＶ
ＲＴａｓｅ０．５μｌ。逆转录反应条件为：４２℃水浴１ｈ，

９５℃水浴５ｍｉｎ，以灭活逆转录酶终止反应。以２倍
体积的２．５ｍｏｌ／ＬＮＨ４Ａｃ和３倍的无水乙醇将逆
转录产物沉淀纯化，以便去除过量的引物和ｄＮＴＰ，
重复２次［１］。
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１．５．２　ＰＣＲ　以纯化后的逆转录产物为模板进行
第二步ＰＣＲ，２５μｌ的反应体系：模板１μｌ，目的基因
的２条引物（表１）各０．５μｌ，１×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，ｄＮＴＰ
２μｌ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），ｄｄＨ２Ｏ１８．３μｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合
酶２．５Ｕ。具体反应条件如表２。将所扩增出来的

ＰＣＲ产物上样于含０．５ｇ／ＬＥＢ的２％碱性琼脂糖
凝胶电泳，８０Ｖ／ｃｍ，电泳３０ｍｉｎ，紫外灯下观察结
果并照相。然后用全自动凝胶图像分析系统（天能
凝胶图像处理系统 ＴａｎｏｎＧＩＳ１０００）进行条带分
析。

２　结　果

２．１　 细胞 ＲＮＡ 纯度鉴定 　 分光光度计检测

ｍｔＲＮＡ样品在２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处的光密度比值，

Ｄ２６０／Ｄ２８０为１．８，表明ＲＮＡ样品纯度较高。

２．２　ｍｔＲＮＡ纯度鉴定　为了检测ｍｔＲＮＡ中是否
混有核ＤＮＡ和 ｍｔＤＮＡ，我们分别以１８ＳｒＲＮＡ和
待测４对基因的引物，直接以所抽的 ｍｔＲＮＡ为模
板进行ＰＣＲ。将所得条带在２％碱性琼脂糖凝胶上
电泳鉴定，结果如图１中所示，在各自对应的位置均
未见扩增出的条带（均只有引物二聚体），说明所
抽得的ｍｔＲＮＡ并未受到核ＤＮＡ和ｍｔＤＮＡ的污
染。

图１　以ｍｔＲＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增的电泳结果

Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｍｔＲＮＡ
１：１８ＳｒＲＮＡ；２：ＮＤ６；３：１６ＳｒＲＮＡ；４：Ｄｌｏｏｐ；５：ＡＴＰａｓｅ８／６；Ｍ：

Ｍａｒｋｅｒ

２．３　ＰＣＲ循环数的确定　由于１３个循环数并没
有扩增出条带，所以图２、３分别是１９和２５个循环
数的ＰＣＲ扩增结果。从这两张图可以看出，随着

ＰＣＲ循环数的增加，产物的量也随之增加，但 ＮＤ６
（Ｌ）却始终没有扩增出产物。说明２５个循环数之前
扩增仍处在指数期，而未达到平台期。所以，我们将

ＰＣＲ循环数定在１９个循环数。

图２　１９个循环扩增出的ＲＴＰＣＲ结果

Ｆｉｇ２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＲＴＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｆｔｅｒ１９ｃｙｃｌｅｓ
１：Ｌ１；２：Ｒ１；３：１６Ｓ（Ｒ）；４：１６Ｓ（Ｌ）；５：ＮＤ６（Ｌ）；６：ＮＤ６（Ｒ）；７：ＡＴＰ
（Ｌ）；８：ＡＴＰ（Ｒ）；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

图３　２５个循环扩增出的ＲＴＰＣＲ结果

Ｆｉｇ３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＲＴＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｆｔｅｒ２５ｃｙｃｌｅｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｌ１；２：Ｒ１；３：ＮＤ６（Ｒ）；４：ＮＤ６（Ｌ）；５：１６Ｓ（Ｒ）；６：１６Ｓ
（Ｌ）；７：ＡＴＰ（Ｒ）；８：ＡＴＰ（Ｌ）

２．４　ＳＭＭＣ７７２１细胞及正常人肝细胞Ｌ０２待测基
因表达的检测　将抽提出的ｍｔＲＮＡ以ＲＴＰＣＲ的
方法检测其相应基因的表达，电泳结果如图４和图

５所示。

图４　ＳＭＭＣ７７２１细胞线粒体中

ｍＲＮＡＲＴＰＣＲ扩增产物电泳图

Ｆｉｇ４　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｍＲＮＡｏｆＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓ
１：Ｌ１；２：Ｒ１；３：１６Ｓ（Ｒ）；４：１６Ｓ（Ｌ）；５：ＮＤ６（Ｌ）；６：ＮＤ６（Ｒ）；７：ＡＴＰ
（Ｌ）；８：ＡＴＰ（Ｒ）；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ
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图５　Ｌ０２细胞线粒体中

ｍＲＮＡＲＴＰＣＲ扩增产物电泳图

Ｆｉｇ５　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｍＲＮＡｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＮＤ６（Ｒ）；２：ＮＤ６（Ｌ）；３：ＡＴＰ（Ｒ）；４：ＡＴＰ（Ｌ）；５：

１６Ｓ（Ｒ）；６：１６Ｓ（Ｌ）；７：Ｌ２；８：Ｌ１

　　利用凝胶成像系统分析ＳＭＭＣ７７２１细胞及正
常人肝细胞Ｌ０２待测基因 ＲＴＰＣＲ 电泳条带的灰
度值，可以更直观地了解这些基因表达的差别
（表３）。

表３　ＳＭＭＣ７７２１细胞和Ｌ０２细胞电泳结果比较

Ｔａｂ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆ

ＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌａｎｄＬ０２ｃｅｌｌｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｇｅｎｅ ＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌ Ｌ０２ｃｅｌｌ

Ｌ１ １６１ ８２
Ｒ１ １９６ １１６

１６Ｓ（Ｌ） ２５０ ２４２
１６Ｓ（Ｒ） ２４９ ２４０
ＮＤ６（Ｌ）  ６５
ＮＤ６（Ｒ） １３４ ７０
ＡＴＰａｓｅ（Ｌ） １０１ ６８
ＡＴＰａｓｅ（Ｒ） １１９ ８６

　　结合电泳图和灰度值的比较，我们发现，与正常
肝细胞（Ｌ０２）相比，在ＳＭＭＣ７７２１细胞中，Ｄｌｏｏｐ
区、ＮＤ６、ＡＴＰａｓｅ８ＡＴＰａｓｅ６基因表达总体是增高
的，１６ｓＲＮＡ基因表达基本不变，但ＮＤ６（Ｌ）的产物
是“缺失”的，也就是说，ＮＤ６基因中以轻链（Ｌ链）上
的引物逆转录后未扩增出产物。同时，在同一
基因两条链（重链和轻链）之间的表达也存在差
异。

３　讨　论

　　和正常组织相比，肿瘤细胞含有更少的线粒
体［２，３］，推测肿瘤细胞线粒体的减少有可能会引起线
粒体基因表达的减少，这有可能是细胞癌变的一种
反应［４，５］。但是，还存在着另一种与之矛盾的观
念———癌细胞中线粒体基因的表达是增强的［４，６，７］。
在实体瘤中，ｍｔＤＮＡ上编码电子呼吸链亚基的基因

表达是增高的，这可能会影响到线粒体对细胞中能
量需求受到干扰的适应［６］。增强的 ｍｔＲＮＡ水平也
很可能会影响肿瘤细胞的凋亡，并由此而导致肿瘤
细胞的过度生长［６］。如此看来，肿瘤细胞中ｍｔＤＮＡ
含量的增多还是减少，以及 ｍｔＤＮＡ基因转录水平
的特异性改变可能会成为一种肿瘤新的标志物。有
报道说，不同的肿瘤类型会出现不同的基因表达，这
可能与特定的肿瘤类型有关［８～１０］。

　　我们所研究的人肝癌株ＳＭＭＣ７７２１细胞中Ｄ
ｌｏｏｐ区及这几个基因的表达，目前并没有看到有相
关报道。从所得到的结果来看，与正常肝细胞Ｌ０２
比较，所测的Ｄｌｏｏｐ区和编码 ＮＤ６，ＡＴＰａｓｅ８／６基
因表达量均是增高的，这点与文献中报道的肝癌细
胞中复合体Ⅰ（ＮＤ２，ＮＤ５）、复合体Ⅳ（ｃｙｔｃ氧化酶

Ⅰ和Ⅱ）表达增高的趋势是一致的。而１６ＳｒＲＮＡ
基因的表达基本没有变化，认为可能与１６ＳｒＲＮＡ
基因的保守性有关。还发现 ＮＤ６基因的表达不同
于其他的基因，ＮＤ６的编码基因是惟一存在于Ｌ链
上的，在ＳＭＭＣ７７２１细胞中它并不表达，而相对应
的 Ｈ链上的基因却是表达的。

　　我们知道，ｍｔＤＮＡ 的转录和核 ＤＮＡ 不太一
样，它起始于Ｄｌｏｏｐ区，共有３个转录起始位点，Ｈ
链有两个，Ｌ链有一个。Ｌ链的转录从ＮＤ６基因一
直到 ｔＲＮＡＧｌｎ基 因，Ｈ链 则 包 括 两 种 情 况：从

１２ＳｒＲＮＡ基因一直到ｔＲＮＡＴｈｒ基因的全长转录；或
者终止于１６ＳｒＲＮＡ基因的３′末端。这就解释了为
什么１６ＳｒＲＮＡ基因的表达要明显高于其他基因的
表达量。肝癌细胞的过度生长，需要大量的ＡＴＰ能
量，但是肝癌细胞中线粒体拷贝数目和内容物都是
减少的［１１］，这使 ｍｔＤＮＡ上编码氧化呼吸链上酶复
合物亚基相应基因的表达发生代偿性增高，以适应
细胞这种能量需求的变化。

　　但为什么在其他基因表达增高的同时，ＮＤ６基
因的表达却发生了“缺失”？ＮＤ６基因是编码氧化
呼吸链上酶复合物ⅠＮＡＤＨ 其中一个亚基的，它
的表达的“缺失”也导致了ＮＤ６蛋白表达的“缺失”，
从而很可能引起酶复合物Ⅰ结构和功能的改变。在
肿瘤细胞ｍｔＤＮＡ中复合物Ⅰ ＮＤ亚基的变化一直
是一个“热点”［１２］。

　　我们推测由于 ＮＤ６基因表达的“缺失”使酶复
合物ⅠＮＡＤＨ结构和功能受到影响，从而影响到
细胞氧化磷酸化功能，为了能够在低氧环境中生存，
细胞启动了一些代偿机制，如其他基因表达量的增
高，还有一点很重要，就是糖酵解产生ＡＴＰ途径的
代偿性增高，我们知道癌细胞不像正常细胞，在正常
细胞中主要是依靠氧化磷酸化来提供ＡＴＰ能量，而
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在癌细胞中则主要通过糖酵解途径来提供能量，并
与线粒体氧化磷酸化功能障碍有关，但对其中的机
制尚不太清楚。我们认为，在ＳＭＭＣ７７２１细胞中，

ＮＤ６基因不表达很有可能对细胞的氧化磷酸功能
不利，使细胞无法从有氧呼吸中得到足够能量，结合
癌细胞的厌氧环境，而只能通过糖酵解途径获得能
量，并逐渐成为肝癌细胞中获得 ＡＴＰ的主要途
径［１３］。同时，ｍｔＲＮＡ的增多也使细胞具有抗凋亡
的能力［６］，导致细胞的过度增殖。

　　我们还发现，所有基因都是两条链均参与表达，
而不是只有编码该基因相应的那条链才表达。利用
凝胶成像系统进行ＰＣＲ条带的灰度分析，编码该基
因的ＤＮＡ片段表达量要比所对应的另一条链的表
达量高，可是为什么另一条链也会发生转录，并且在
正常肝细胞中也存在这种现象？虽然其中的缘由尚

不清楚，但相信很有可能与细胞呼吸功能有关。并
且非编码区转录出的ＲＮＡ也未降解，Ｈ链表达高
于Ｌ链，分析由于 Ｈ链编码的基因较多，且大部分
基因的表达都是增高的，转录很可能较Ｌ链活跃，
造成Ｄｌｏｏｐ区内 Ｈ链表达较Ｌ链高，但为何两条
链最终没有被完全降解还不清楚，由于线粒体的“经
济性”的特点，不会将没有用的物质保留下来，推测
有可能是某些未知的ＲＮＡ的组成部分，或还具有
我们所未知的功能。因为从我们的实验看，并不是
只有编码基因的ＤＮＡ才表达，ＳＭＭＣ７７２１细胞线
粒体中很可能存在一些新的ＲＮＡ片段。所表达出
的ｍＲＮＡ究竟有多少，片段有多长，其功能是什么，
这些都有待于我们进一步的研究。
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ａｌｏｗｃｏｎｔｅｎｔｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ．［Ｊ］．ＥｕｒＪＢｉｏｃｈｅｍ，１９９２，２０５：

１１８７１１９３．
［５］　韩琤波，赵雨杰，李　凡，等．线粒体ＤＮＡ定量和缺失检测及其

与肿瘤发生的关系［Ｊ］．中华肿瘤杂志，２００４，２６：１０１３．
［６］　ＷａｎｇＪ，ＳｉｌｖａＪＰ，ＧｕｓｔａｆｓｓｏｎＣＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｖｉｖｏａｐｏｐ

ｔｏｓｉｓｉｎｃｅｌｌｓｌａｃｋｉｎｇｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．

ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００１，９８：４０３８４０４３．
［７］　ＳａｖｒｅＴｒａｉｎＩ，ＰｉａｔｙｓｚｅｋＭＡ，ＳｈａｙＪＷ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｄｅｌｅｔｅｄ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｉｎｈｕｍａｎｃｏｌｏｎａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

ＨｕｍＭｏｌＧｅｎｅｔ，１９９２，１：２０３２０４．
［８］　ＬｕＰ，ＮａｋｏｒｃｈｅｖｓｋｉｙＡ，ＭａｒｃｏｔｔｅＥＭ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｅｃｏｎｖｏｌｕ

ｔｉｏｎ：ａｒｅｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎｏｆＤＮＡｍｉｃｒｏａｒｒａｙｄａｔａｒｅｖｅａｌｓｄｙｎａｍｉｃ

ｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｅｌｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ ，２００３，

１００：１０３７０１０３７５．
［９］　ＫｉｌｌｉｏｎＰＪ，ＳｈｅｒｌｏｃｋＧ，ＩｙｅｒＶＲ．ＴｈｅＬｏｎｇｈｏｒｎＡｒｒａｙＤａｔａｂａｓｅ

（ＬＡＤ）：ａｎｏｐｅｎｓｏｕｒｃｅ，ＭＩＡＭＥｃｏｍｐｌｉａｎｔｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅＳｔａｎｆｏｒｄＭｉｃｒｏａｓｓａｙＤａｔａｂａｓｅ（ＳＭＤ）［Ｊ／ＯＬ］．ＢＭＣＢｉｏｉｎ

ｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２００３，４：３２．［２００５０６０１］．ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｅｎｔｒｅｚ／ｑｕｅｒｙ．
［１０］ＡｌｏｎｓｏＡ，ＭａｈｍｏｏｄＲ，ＬｉＳ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｉｃｍｉｃｒｏａｒｒａｙａｎａｌｙｓｉｓ

ｒｅｖｅａｌｓｄｉｓｔｉｎｃｔｌｏｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅＣＥＮＰＡｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎｓｉｎ

ｔｈｒｅｅｈｕｍａｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１３ｑ３２ｎｅｏｃｅｎｔｒｏｍｅｒｅｓ［Ｊ］．Ｈｕｍ Ｍｏｌ

Ｇｅｎｅｔ，２００３，１２：２７１１２７２１．
［１１］ＹｉｎＰＨ，ＬｅｅＨＣ，ＣｈａｕＧＹ，ｅｔａｌ．Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｐｙｎｕｍ

ｂｅｒａｎｄｄｅｌｅｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｉｎｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＢｒＪＣａｎｃｅｒ，２００４，９０：２３９０２３９６．
［１２］ＤｅＨａａｎＣ，ＨａｂｉｂｉＮａｚｈａｄＢ，ＹａｎＥ，ｅｔａｌ．Ｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｍｉｔｏ

ｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｏｍｐｌｅｘＩＮＤ６ｓｕｂｕｎｉｔｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｄｅｆｅｃｔｉｖｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｈｙｐｏｘｉａｉｎｈｕｍａｎｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ／ＯＬ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ，

２００４，３：１９．［２００５０６０１］．ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

ｅｎｔｒｅｚ／ｑｕｅｒｙ．
［收稿日期］　２００５０６０１　　 ［修回日期］　２００５１０１７
［本文编辑］　尹　茶


