
书书书

第二军医大学学报　２００８年４月第２９卷第４期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ａｐｒ．２００８，Ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．４

·３６１　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００８．００３６１ ·论　著·

肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞受Ｘ线照射后线粒体ＤＮＡ部分编码区断裂损伤
状况
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［摘要］　目的：研究肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞受不同剂量的 Ｘ线照射后线粒体 ＤＮＡ编码区的断裂损伤状况。方法：对

ＳＭＭＣ７７２１细胞照射不同剂量（０、２０、３０、５０Ｇｙ）的 Ｘ线，根据人线粒体ＤＮＡ编码区的序列设计引物，用接头介导的ＰＣＲ

（ＬＭＰＣＲ）以及基因扫描技术来检测其断裂位点及程度。结果：通过基因扫描的方法，发现经不同剂量Ｘ线照射后ＳＭＭＣ

７７２１细胞线粒体ＤＮＡ编码区存在对Ｘ线敏感的位点，断裂损伤的程度和辐照剂量呈正相关，并且这些位点的分布是非随机

的；在ＳＭＭＣ７７２１细胞线粒体ＤＮＡ编码区中，重链的损伤程度较轻链高。结论：ＳＭＭＣ７７２１细胞受不同剂量的Ｘ线照射

后线粒体ＤＮＡ编码区有明显的断裂损伤，线粒体ＤＮＡ的变化对肿瘤的临床治疗有一定的指导价值。
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　　到目前为止，肿瘤一直是导致人类死亡的主要
原因之一，放射治疗作为肿瘤的三大主要治疗手段
（放疗、化疗、外科手术）之一有着不可替代的重要地
位。射线之所以能够杀死肿瘤细胞主要在于它能够
损伤肿瘤细胞的ＤＮＡ分子，引起ＤＮＡ分子双链断

裂，最终使细胞凋亡。治疗用的放射线分为两大类：
第一类是低线性能量传递（ｌｉｎｅｒｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｍｉｓ
ｓｉｏｎ，ＬＥＴ）射线，第二类是高ＬＥＴ射线。高 ＬＥＴ
射线在国内外尚属于临床试用的阶段，目前在临床
上使用的主要还是低ＬＥＴ射线，国内应用γ和Ｘ线
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治疗较为广泛。有文献［１２］报道高ＬＥＴ射线引起的
核ＤＮＡ双链断裂是非随机分布的，而低ＬＥＴ射线
中Ｘ线引起的核 ＤＮＡ双链断裂位点是随机分布
的，迄今为止，对辐照后ＤＮＡ断裂损伤的研究主要
集中于核 ＤＮＡ（ｎＤＮＡ）方面，而对线粒体 ＤＮＡ
（ｍｔＤＮＡ）的研究相对较少［３４］。本实验主要研究人
肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞ｍｔＤＮＡ编码区经Ｘ线照射
后的断裂损伤状况。

１　材料和方法

１．１　细胞培养　人肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞株（本实
验室保存）用含１０％新生牛血清（杭州四季青生物
工程材料有限公司）的ＲＰＭＩ１６４０培养液（Ｇｉｂｃｏ）接
种细胞，３７℃恒温条件下，于体积分数为５％ＣＯ２培
养箱（美国ＦｏｒｍａＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）中培养，待细胞增
殖并长满培养瓶表面后，增殖密度约１．５×１０６／ｍｌ，

０．２５％ ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ（０．２５％Ｔｒｙｐｓｉｎ，ＥＤＴＡ
４Ｎａ，上海博光生物科技有限公司）３７℃消化２ｍｉｎ，
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。

１．２　辐照细胞　取对数生长期的ＳＭＭＣ７７２１细
胞，０．２５％ ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ消化后用１×ＰＢＳ（ｐＨ＝
７．３±０．１，上海博光生物科技有限公司）洗涤１次，
并用ＰＢＳ将细胞悬浮，细胞悬液密度１．６×１０６／ｍｌ，
于每支 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中加入１ｍｌ细胞悬液，再用

ＰＢＳ将Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管加满，Ｘ线照射（剂量分别为

２０、３０、５０Ｇｙ），并设立对照组，每分钟Ｘ线照射的
剂量为５Ｇｙ，辐射剂量由辐照时间的不同来决定，Ｘ
线辐照条件由长海医院放疗科提供，本实验重复

３次。

１．３　细胞即时活力测定　用锥虫蓝染色法。每组
取０．１ｍｌ细胞悬液于Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，再加入等体
积的０．２％锥虫蓝染液，用吸管轻轻吹打混匀，染色

２～３ｍｉｎ，再用吸管稍稍吹打，以防细胞沉淀，然后
吸取悬液１滴于细胞计数板上计数：取少量细胞悬
液滴在计数室边缘的斜面上，使细胞悬液均匀充满
在计数室内，静置２～３ｍｉｎ，待细胞在计数室中下沉
后，在低倍镜下计数，按以下公式计算细胞活力：细
胞活力（％）＝（细胞总数－死亡细胞数）／细胞总
数×１００％。

１．４　计算细胞存活率　以上述所计算的活细胞数
为接种标准，将细胞悬液分别按一定比例接种于细
胞６孔培养板中，对照组与各实验组均为３份，置于

３７℃恒温条件下，体积分数为５％ＣＯ２培养箱中培养

５ｄ，然后将细胞取出，用甲醇!冰醋酸（３!１）固定

液固定１５ｍｉｎ，再以姬姆萨染液（以ＰＢＳ１!１０稀
释）染色１５～２０ｍｉｎ，于低倍镜下计数细胞数大于

５０的克隆，计算公式为：接种效率（ＰＥ，％）＝（对照
组克隆数／细胞接种数）×１００％；存活分数（ＳＦ）＝
（实验组克隆数／细胞接种数）／ＰＥ。

１．５　基因组样品制备　将对照组及实验各组经Ｘ
线照射后的细胞，在辐照完成后立即进行基因组

ＤＮＡ的抽提，用离心柱型血液／细胞／组织ＤＮＡ提
取试剂盒（北京天为时代生物科技有限公司）抽提基
因组ＤＮＡ，７５２紫外分光光度计测定所抽基因组

ＤＮＡ的Ｄ值，Ｄ２６０／Ｄ２８０＝１．７。

１．６　接头介导ＰＣＲ（ＬＭＰＣＲ）

１．６．１　单链延伸　用Ｘ线照射后的各实验组细胞
和对照组细胞的基因组ＤＮＡ为模板，以ｍｔＤＮＡ编
码区细胞色素ｂ基因的２个引物（Ｃ１：５′ＡＴＣＣＣＡ
ＴＡＣＡＴＴ ＧＧＧ ＡＣＡ ＧＡＣ３′；Ｃ２：５′ＧＣＣＴＣＣ
ＴＧＴＴＧＧＴＣＡＴＴＣＧＡ３′）为延伸引物。反应体
系为：模板 ＤＮＡ１μｌ，１０×ＰＣＲ 缓冲液２．５μｌ，

ｄＮＴＰ混合物（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μｌ，ＴａＫａＲａＴａｑ
酶（５Ｕ／μｌ）０．２μｌ，单链延伸引物（５０μｍｏｌ／Ｌ）各加

０．５μｌ，加ｄｄＨ２Ｏ至２０μｌ。反应条件均为：９５℃水
浴５ｍｉｎ，６０℃水浴３０ｍｉｎ。

１．６．２　接头制备　合成两条寡核苷酸，Ｌｉｎｋｅｒ１：

５′ＧＣＧＧＴＧＡＣＴＧＧＴＡＴＣＣＡＧＴＣＧ Ａ３′；

Ｌｉｎｋｅｒ２：５′ＴＣＧＡＣＴＧＧＡＴ３′，经退火，两条寡
核苷酸链可形成局部互补的双链接头。接头制备过
程为，取 Ｌｉｎｋｅｒ１（５０μｍｏｌ／Ｌ）和 Ｌｉｎｋｅｒ２（５０

μｍｏｌ／Ｌ）各５０μｌ混匀，９５℃水浴５ｍｉｎ，转移至

７０℃水浴３ｍｉｎ后缓慢冷却至４℃，然后置于－２０℃
保存。

１．６．３　接头连接　取上述单链延伸产物各５μｌ，置
于ＰＣＲ反应管中，再加配制好的接头４μｌ，加 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶（４Ｕ／μｌ）０．５μｌ和１０×连接缓冲液２

μｌ，ｄｄＨ２Ｏ加至２０μｌ，１６℃连接１４～１６ｈ。

１．６．４　ＰＣＲ　合成ＦＡＭ 荧光（５１８ｎｍ）标记的单
链延伸引物，分别与 Ｌｉｎｋｅｒ１组成一对引物进行

ＰＣＲ扩增。５０μｌＰＣＲ反应体系为：接头连接产物５

μｌ，Ｌｉｎｋｅｒ１和荧光标记的引物均为１μｌ（１μｍｏｌ／

Ｌ），１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ（各２．５
ｍｍｏｌ／Ｌ）４μｌ，ＴａＫａＲａＴａｑ酶（５Ｕ／μｌ）０．５μｌ，加

ｄｄＨ２Ｏ至５０μｌ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性３
ｍｉｎ，然后９４℃变性４０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸

４０ｓ，共３０个循环，之后７２℃延伸５ｍｉｎ。

１．７　基因扫描　用胶回收试剂盒（上海华舜生物工
程有限公司）对上述ＬＭＰＣＲ产物进行胶回收，无
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水乙醇和醋酸钠（３ｍｏｌ／Ｌ）沉淀，７０％乙醇洗涤后干
燥，送往基康公司进行基因扫描。

２　结　果

２．１　辐照后细胞即时活力　不同剂量（２０、３０、５０
Ｇｙ）Ｘ线照射后，细胞即时活力仍然较高，分别为
（９５．４±２．４３）％、（９２．９±０．９７）％、（８８．２±
１．０１）％，对照组为（９８．５±１．７１）％。

２．２　辐照后细胞存活率　不同剂量（２０、３０、５０Ｇｙ）

Ｘ线照射后，细胞存活率随剂量的增加呈明显下降
趋势，分别为（７．１０±０．１２）％、（５．０６±０．７０）％、
（１．８２±０．４１）％，对照组为（９９．８３±０．１５）％。

２．３　断裂位点的检测　经ＬＭＰＣＲ结合碱性凝胶
电泳实验观察大致损伤程度，再通过基因扫描得出
具体损伤位点和频率。基因扫描检测发现，实验组
与对照组相比较出现了明显的峰值，基因扫描图中
峰所在的位置即受损碱基的位点，而峰值的高低则
反映的是碱基的受损程度。扫描结果显示，ｍｔＤＮＡ
编码区 （细胞色素 ｂ 基因）轻链在 ｎｔ１５２６２ 和

ｎｔ１５２８３出现断裂敏感位点，而ｍｔＤＮＡ编码区重链
则在ｎｔ１５７０８、ｎｔ１５７２２、ｎｔ１５６７４、ｎｔ１５６２４出现断裂
敏感位点，比较二者的断裂位点的数量以及断裂程
度可以看出 ｍｔＤＮＡ编码区重链较轻链损伤严重，
见图１。

图１　ｍｔＤＮＡ编码区经Ｘ线照射后轻链（Ａ）和重链（Ｂ）的断裂损伤情况的基因扫描图

Ｆｉｇ１　ＧｅｎｅｓｃａｎｎｉｎｇｍａｐｏｆＬｓｔｒａｎｄ（Ａ）ａｎｄＨｓｔｒａｎｄ（Ｂ）

ｗｉｔｈｉｎｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｏｆｍｔＤＮＡｉｒｒａｄｉａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆＸｒａｙ
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３　讨　论

　　射线引起细胞ＤＮＡ断裂［５］的途径有２种：直接

损伤和间接损伤。直接损伤是射线直接作用于

ＤＮＡ分子引起ＤＮＡ断裂；间接损伤主要是由射线

照射导致细胞内的水分子发生电离，产生氧自由基

（主要是·ＯＨ），这些自由基再和生物大分子发生作

用，导致不可逆损伤，２种效应有同等的重要性。对

肿瘤细胞进行放射治疗正是利用了ＤＮＡ的这一特

性，依靠电离辐射的作用使ＤＮＡ发生断裂，从而诱

导肿瘤细胞的死亡，达到治疗的目的。ｍｔＤＮＡ是裸

露在线粒体基质中的，与ｎＤＮＡ相比较，ｍｔＤＮＡ缺

乏组蛋白的保护，其损伤修复系统功能也不完善。

所以ｍｔＤＮＡ比ｎＤＮＡ更易受到损伤。ｍｔＤＮＡ编

码的所有基因对线粒体行使功能都是必需的，所以

任何改变这些基因表达的损伤都有可能会影响到整

个细 胞 的 正 常 生 理 功 能，导 致 多 种 疾 病 的 发

生［６７］。　　　　

　　ＬＭＰＣＲ是研究较短区域内核苷酸损伤的有效

方法［８］，通过检测产物的长度确定断裂位点的位置，

检测产物的量确定断裂损伤的程度。通过研究实验

结果我们发现一些规律：（１）检测到 ｍｔＤＮＡ编码区

两条链上的断裂位点都不是随机分布的。长期以

来，人们一直认为ＤＮＡ的损伤和修复是随机进行

的［９］。然而，对ＤＮＡ断裂是否随机分布至今尚未

定论。有文献［１０］报道，低ＬＥＴ射线中，γ射线诱导

的ＤＮＡ断裂也是随机分布的，Ｘ线引起的ＤＮＡ双

链断裂位点是随机分布的［１２］，以上的报道均是以

ｎＤＮＡ为研究基础得到的这些结论。本实验中用到

的Ｘ线属于低ＬＥＴ射线，也是目前临床上用于肿瘤

治疗的主要射线之一，应用Ｘ线放疗的最大剂量为

６０Ｇｙ，本实验结果显示肿瘤细胞在接受２０Ｇｙ或

３０Ｇｙ的辐照剂量时已达很低的存活率，暗示２０Ｇｙ
或３０Ｇｙ可作为放疗的参考剂量；实验结果还显示，

Ｘ线诱导的 ｍｔＤＮＡ断裂是非随机分布的，我们推

测可能与ＤＮＡ序列和射线的电离特性有关。（２）

发现断裂位点的损伤程度随着剂量的增加呈递增趋

势。由于ＤＮＡ链断裂的量受到ＤＮＡ链超螺旋度

的影响［１１］，即片段化后的ＤＮＡ更容易产生断裂，很

可能在原有的基础上再次发生断裂，造成大剂量下

小片段的增多。（３）从受损核苷酸位点的碱基组成

来看，在胸腺嘧啶（Ｔ）和鸟嘌呤（Ｇ）部位发生的断裂

占到了８２％，这也从侧面证明了造成 ｍｔＤＮＡ断裂

主要是通过间接途径实现的，因为Ｔ和Ｇ是羟自由

基（·ＯＨ）的主要攻击对象，从而造成 ｍｔＤＮＡ的断

裂多发生在这２个部位。（４）ｍｔＤＮＡ编码区重链的

损伤程度较轻链高，推测其原因可能是重链在转录

时暴露较多，更易受辐射损伤之故。

　　综上所述，ｍｔＤＮＡ与辐射生物学效应存在着密

切关系，ｍｔＤＮＡ的变化能够作为肿瘤细胞辐照前后

损伤的一个重要指标，我们可将其作为细胞辐射敏

感性研究的新的参考指数，同时对肿瘤的临床治疗

提供一定的参考价值。
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