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大鼠线粒体DNA 4 834 bp缺失突变在内耳
和肾及骨骼肌组织中的差异

韩月臣1’2 孔维佳1 王海渡2 樊兆民2

[摘要]目的：探讨阿霉素诱导大鼠线粒体DNA 4 834 bp缺失突变动物模型中，内耳、肾脏和骨骼肌组织中

该缺失突变的不同发生情况及可能机铆。方法：Wistar大鼠28只，随机分为实验组(18只)和空白对照组(10

只)。实验组给予阿霉素1 mg／kg，腹腔注射，每周2次，共3个月；空白对照组给予生理盐水。采用巢式PCR技

术．检测内耳、肾脏和骨骼肌组织中线粒体DNA 4 834 bp缺失突变的发生情况。PCR产物直接浏序。结果：实

验组和对照组分别有2只动物死亡。实验组大鼠内耳、肾脏和骨骼肌组织的线粒体DNA 4 834 bp缺失突变发生

率分别为68．75％(11／16)，75．00％(12／16)和100．00％(16／16)，经统计学检验(Fisher精确概率检验)，内耳组

织和肾脏组织间突变发生率差异无统计学意义(P>o．05)；内耳组织和骨骼肌组织间差异有统计学意义(P<

0．05)。对照组大鼠的3种组织均未检测到该缺失突变。结论：阿霉素可以诱发大鼠线粒体DNA 4 834 bp缺失

突变，并且在大鼠内耳和骨骼肌组织中，线粒体DNA 4 834 bp缺失突变发生率显著不同，提示该突变存在组织特

异性。
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The difference of mitochondrial DNA 4 834 bp deletion mutation in tissues
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Abstract Objective：To explore the difference of mitochondrial DNA 4 834 bp deletion mutation in tissues of

inner ear，kidney and skeletal muscle and tO discuss the possible mechanism of this kind of mutation in doxrubincin

induced mtDNA 4 834 bp deletion mutation rat model．Method：Twenty-eight Wistar rats were randomly divided

into tWO groups，one was experimental group(18 rats)，the other wasthe blank control group(10 rats)．The rats

of experimental group were treated with intraperitoneal injection doxorubicin(1 mg／kg)twice a week for 3

months．The blank controls received an equivalent volume of saline instead．The tissues of inner ear，kidney and

skeletal muscle were harvested and the mitochondrial DNA4 834 bp deletion mutation was detected by nested-PCR

(nested polymers chain reaction)technique．The product of PCR was sequenced directly．Result：Two rats of the

experimental group and the blank group died during the experiment．The frequence of the mitochondrial DNA 4

834 bp deletion mutation of inner ear，kidney and skeletal muscle were 68．75％(11／16)，75．00％(12／16)and

100．00％(16／16)respectively．The difference of this kind of mutation between tissues of the inner ear and the

skeletal muscle was statistic significance(P<O．05)．There were no significant difference between the inner ear

tissue and the kidney tissue(P>O．05)．None of the rats of the blank control group carry this kind of mitoehondri—

al DNA mutation．Conclusion：The mitochondrial DNA 4 834 bp deletion mutation could be induce by doxorubicin

in rats，and a notable difference were found of the frequencies of this kind of mutation between tissues of the inner

ear and the skeletal muscle．So it suggested that this kind of mitochondrial DNA common deletion mutation was

tissue specific．
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线粒体DNA是位于细胞核外的遗传物质，为

约1 600 bp大小的环形DNA分子，位于细胞质的
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线粒体内，随母系遗传，具有半自主性，异质性，多

拷贝，缺乏完善的修复机制等特点。线粒体DNA

4 977 bp缺失突变(大鼠相应为4 834 bp缺失突

变)，被称为“commen deletion”，是老年化的分子生

物学指标之一。该缺失突变广泛存在于机体的老
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化过程n3，神经肌肉疾病旺’33，末期肾病“’，心脏疾

病。3及多种实体肿瘤组织中∞J’。本文旨在探讨在

阿霉素诱导的大鼠线粒体DNA 4 834 bp缺失突变

动物模型中，内耳、肾脏和骨骼肌等3种不同的组

织该缺失突变的发生情况及其可能的病理意义。

1材料与方法

1．1动物模型的建立

健康Wistar大鼠28只(华中科技大学同济医

学院实验动物中心提供)，要求耳廓反射敏感，ABR

听阈正常，没有中耳炎情况，体重大约200 g，3个月

龄。随机分为2组。实验组18只，腹腔注射阿霉

素1 mg／kg，每周2次，共3个月；空白对照组10

只，仅给予生理盐水。ABR的检测参考孔维佳

等o’建立的方法。

1．2组织总DNA的提取

1．2．1 内耳组织总DNA的提取 将大鼠麻醉后

断头处死，迅速取出双侧听泡置入4℃预冷的PBS

缓冲液中，显微镜下解剖出螺旋韧带、基底膜、半规

管、椭圆囊、球囊等内耳组织，加入1 ml Trizol溶

液，匀浆，4℃12 000Xg离心15 min，分离上清，下

层有机相加入0．3 ml无水乙醇，室温下放置2～

3 rain，4℃2 000×g离心5 min，除去上层水相，加

人含有0．1 mol／L柠檬酸钠的10％乙醇1 ml反复

洗涤2次，4℃2 000×g离心5 min，移弃上层，加

入1 m1 75％乙醇常温洗涤，，4℃2 000×g离心

5 rain，移弃上层，空气干燥5～15 min，50 tA
8 mmol／L NaOH溶液溶解，一20℃保存备用。

1．2．2 肾脏和骨骼肌组织DNA的提取 采用改

进的酚、氯仿、异戊醇抽提法，提取全基因组DNA。

基本步骤如下：①大约50 mg肿瘤组织剪碎，悬浮

于细胞裂解液，37℃保温1 h，间歇振荡；②加入蛋

白酶K，终浓度10 mg／ml，55℃水浴3 h，间歇振

荡；③加入等体积tris饱和酚，温和振荡10 min，

5 000×g常温离心15 min；④留取水相，加入等体

积酚，氯仿，异戊醇(25：24：1)，抽提1～2次；⑤

留取水相，加入等体积tris饱和酚，抽提1次；⑥留

取水相，加入2倍体积预冷的无水乙醇和1／10体

积3 mol／L醋酸钠，一20℃保存1 h；⑦离心12 000

×g，4℃，10 mint⑧加入75％乙醇1 ml洗涤1次，

12 000×g离心5 min，弃上清，空气干燥；⑨所得

DNA溶于50“l TE溶液，一20℃保存备用。
1．3 PCR检测

1．3．1线粒体DNA保守片段的扩增 所有的标

本内耳组织总DNA进行扩增，使用引物Sense

primer(4395)5"-AGGACTTAACCAGACCCAAA

CACG-3’lAntisense primer(5164)5"-CCTCTTTT

CTGATAGGCGGG-3’，均可扩增出线粒体DNA

保守片段，长度770 bp。PCR反应体系为20弘l，终

浓度为：Taq酶0．5 U，MgCl2 2．5 mmol／L，dNTP

各250／xmol／L，引物各0．5}￡mol／L，模板DNA约
200 ng，反应条件：首次变性95"C 2 min，然后94"C

30 s，54℃30 S。72℃45 S，共40个循环，末次延伸

72℃7 rain。

I．3．2线粒体DNA 4 834 bp缺失突变后融合基

因片段的扩增检测4 834 bp缺失突变使用巢氏

PCR，首先使用引物Sense primer(7682)5。

GCGAAGCTTAGAGCGTTAAC一3 7；Antisense

primer(13129)5，-AGTGAGATAAGGAAGCC：T—

GC-3"，反应体系为20弘l，终浓度为：Taq酶0．5 U，

MgCl22．5 rnmol／L，dNTP各250#mol／L，引物各
0．5 tamol／L，模板DNA约200 ng。反应条件：首

次变性95℃2 min，然后94℃30 s，50℃30 s，72℃

45 s，共40个循环，末次延伸72℃7 rain，扩增预期

大小为614 bp的产物。然后以第1次PCR产物

2弘l为模板，使用引物Sense primer(7825)5。

TTTCTTCCCAAACCTTTCCT一3 7；Antisense

primer(13117)5，一AAGCCTGCTAGGATGCTTC-

37进行第2次PCR，反应体系为20弘l，终浓度为：

Taq酶0．5 U，MgCl2 2．5 mmol／L，dNTP各

250 umol／L，引物各0．5 tamol／L，模板为第1次

PCR产物2肛l，反应条件：首次变性95℃2 min，然

后94℃30 s，60℃30 S，72℃45 S，共40个循环，末

次延伸72℃7 min，含有突变线粒体DNA可以扩

增出预期大小为549 bp的目的条带。

1．4测序

使用ABIlOO型自动测序仪进行测序，所得序

列和GeneBank线粒体DNA序列(GeneBank序号

X14848)进行比对。

I．5统计学检验

内耳、肾脏和骨骼肌组织间线粒体DNA 4 834

bp缺失突变发生率的差异显著性采用Fisher精确

概率检验(n<40，有1个以上的理论数<5)。实验

组大鼠和空白对照组大鼠3种组织该缺失突变发

生率差异分析也采用相同的检验方法。

2结果

动物模型建立过程中，由于阿霉素本身毒性的

影响及操作损伤，实验组和空白对照组各死亡2只。

2．I PCR电泳结果

所有肾脏、骨骼肌及内耳组织提取的总DNA

标本均可以扩增出线粒体DNA保守片段，1％琼脂

糖电泳可以看到清晰的大小约770 bp的条带(图

1)。携带线粒体4 977 bp缺失突变的总DNA样本

可以扩增出大小为459 bp的片段(图2)。由于

Taq酶功能及PCR延长时间的限制，野生型线粒

体DNA不能扩增出长5 000 bp的片段。本实验采

用的巢式PCR与一般的PCR相比，具有更高的准

确性和灵敏度。
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图1提取的组织标本总DNA均可以扩增出770 bp

的线粒体DNA保守片段(1％琼脂糖电泳，M-Mark

DL-2000，1～6为泳道序号)

图2 携带线粒体4 977 bp缺失突变的总DNA

4 834 bp缺失突变阳性者通过巢式PCR可以扩增出

459 bp的DNA片段(1％琼脂糖电泳，M—Mark DL-

2000，1～6为泳道序号，1，3～7泳道为阳性，2为阴

性，C为空白对照)

2．2测序结果

459 bp产物测序结果证实所扩增出的片段为

大鼠线粒体DNA4 834 bp缺失突变后形成的融合

基因片段(图3)。基因库X14848号野生型大鼠线

粒体DNA序列如下：

8041 aeactgaeta atcaaactta teatcaaaca aataatgtta attcacacac cAaaaggacg

8101 aa—c—ct—ga—g—cc—c—ta—ata—attg tatccctaat tatatttatt⋯·⋯·⋯’⋯。·⋯·⋯···

＼ ／

nt8103～ntSll8 ntl2937～ntl2952

／ 、-

12901 tcatcatcga agccatcaac acgtgtaaca ccaacgc．．c．．t．g．．．．a．．g．．c．．c．c．．t，．a．a．．t．a．．．．a．．t．c．—a．CttCaa

12961 tCgCCaCSIC cataactgct gtgtacagc_tacggatcst ctacttcgtc accstgacaa

因此4 834 bp(nt 8103一ntl2936)碱基对缺失

后融合基因的序列预期序列应为CAAAAG--

GACGAACCTGAGCCCTAATAATCACTTTAA

TCGCCACATCCATAACTGCT，测序结果和预期

序列相符。画线的序列为线粒体DNA直接重复序

列5，-CCTGAGCCCTAATt一3’(分别位于ntS 1 03，--．
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nt81 18或ntl2937-～ntl2952)。

2．3 3种不同组织线粒体DNA 4 834 bp缺失突

变发生率的差异

实验组大鼠内耳组织和骨骼肌组织线粒体
DNA 4 834 bp缺失突变发生率的差异采用Fisher

精确概率检验，差异有统计学意义(P<o．05)；内耳

组织和。肾脏组织间差异无统计学意义(P>0．05)。

和空白对照组相比，内耳、肾脏和骨骼肌3种组织

问的突变发生率均差异有统计学意义(均

P<0．05)。

3讨论

线粒体是重要细胞器之一，细胞能量的供应

95％来自线粒体内的氧化磷酸化过程。线粒体的

异常改变存在于众多疾病的病理过程中，早期的研

究表明在多种神经肌肉衰退病变存在线粒体形态

学改变，包括肿胀，嵴减少或消失，空泡样变性

等‘盯。

随着分子生物学技术的发展，线粒体DNA在

线粒体疾病中的作用日益受到重视。线粒体DNA

是惟一一种核外遗传物质，编码构成呼吸链的13

种蛋白质和翻译必需的22种tRNA，因此，线粒体

DNA的突变可以影响线粒体的正常功能，诱发病

变。由于线粒体存在于所有细胞中，所以线粒体疾

病一般表现为多系统、多器官受累的综合征性疾

病。Guillausseau等n∞报道在MIDD患者(母系遗

传性糖尿病和耳聋)46％的患者发病时为非胰岛素

依赖型糖尿病，在几乎所有患者患有神经性聋，

86％有黄斑营养不良，43％的有肌病，15％有心肌

病，18％有精神症状，肾病的发病率是28％，并且证

实该疾病和线粒体DNA 3243A—G突变有关。进

一步的研究表明该突变具有组织特异性。1~133。

线粒体DNA 4 977 bp缺失突变是一种常见缺

失突变类型，其发生机制尚不清楚，目前认为可能

是线粒体DNA复制过程中，直接重复序列滑动错

配所引起的，和氧化自由基的损伤密切相关。们。线

粒体DNA 4 977 bp缺失突变影响影响构成线粒体

呼吸链的7个多肽的基因编码，和线粒体蛋白质合

成必需的22个tRNA中的5个，造成呼吸链中断，

形成电子漏，影响氧化磷酸化过程，从而导致大量

氧化自由基的产生。当氧自由基的蓄积超出细胞

自身的清除能力，氧自由基将进一步加重核酸的损

伤，形成恶性循环，并且可以改变正常细胞周期，导

致细胞周期折返，诱发受累细胞凋亡n豹。

据文献报道该缺失突变存在于多种组织，并且

突变发生率和突变的异质性水平存在差异。Liu

等n盯研究在人体老化过程中，肌肉、心脏和肾脏组

织中线粒体DNA 4 977 bp缺失突变的发生规律，

发现该突变的发生率和突变水平(突变线粒体

DNA占总线粒体DNA的百分比)在肌肉组织明显
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圈3 PCR产物直接测序结果 显示线粒体DNA缺失融合片断，下划线部分碱基为直接重复序列5"-CCTGAGC—

CCTAATt一3，(分别位于nt8103～nt8118或ntl2937～ntl2952)，箭头位置为可能的断裂融合位点

高于心脏和肾脏组织，并且认为该突变的发生情况

反应了不同组织的代谢水平和敏感程度。韩维举

等n力的研究表明在大鼠不同组织中线粒体DNA

4 834 bp缺失突变随年龄增加而增加，而且存在组

织差异，其中突变水平在肝脏组织最高，脑组织次

之，外周血最低。而且该突变在外周血不存在随着

年龄的增加而增加的趋势n钔。因此该突变的病理

意义并不十分清楚。

因为阿霉素是一种蒽环类肿瘤药，具有很强的

全身多器官不良作用，心脏和肾脏是其主要的靶器

官。阿霉素可以嵌入到DNA的碱基对中，引起

DNA变形，改变DNA的构象，从而影响DNA的

复制过程，促进基因突变的发生。此外，它还可以

通过氧化还原作用，产生反应性很强的氧自由基，

引起膜脂质和DNA的损伤。孔维佳等n”首次报

道阿霉素可以诱发大鼠内耳组织线粒体DNA 4

834 bp缺失突变，并且该突变可以增加突变携带个

体对氨基糖甙类抗生素耳毒性的敏感性。Adachi

等。∞研究也证实在阿霉素心脏损伤小鼠模型的心

肌组织检测到线粒体DNA约4 000 bp的却是突

变，并且该突变与用药的时间和剂量有关。Leb-

recht等。”研究阿霉素诱发的大鼠肾病组织发现线

粒体DNA 4 834缺失突变降低呼吸链功能，促进超

氧化物产物产生在致病过程中起重要作用。因此

应用阿霉素可以诱发大鼠不同组织器官线粒体

DNA发生4 834 bp缺失突变。

本研究结果表明在大鼠内耳、肾脏和骨骼肌组

织线粒体DNA 4 834 bp缺失突变的发生情况存在

差异。骨骼肌组织最高，肾脏次之，内耳组织相比

最低，经统计学检验，骨骼肌组织和内耳组织间的

突变发生率差异有统计学意义，和Liu等n∞报道

的结果相似。这种差异可能是由于不同组织存在

不同代谢水平和能量需求引起的。结合文献报

道n“¨3推测线粒体DNA 4 977 bp缺失突变在不同

组织的发生情况，由高到低可能依次为骨骼肌>心

脏>肾脏>内耳>外周血，且突变发生率在不同组

织之间并不存在明显的相关性。

线粒体DNA 4 977 bp突变(大鼠相应为线粒

体DNA 4 834 bp缺失突变)的病理意义尚不清楚。
VOrl Wurmh等。23在大于20岁的健康人群外周血

检测到该缺失突变，认为该突变是一个生理过程。

孔维佳等旺33则认为该突变在内耳组织是一种基础

性病理改变，可以增加机体对外界各种不良刺激的

敏感程度。本研究发现在病理状态下的内耳、肾脏

和肌肉组织均存在线粒体DNA 4 834 bp缺失突

变，进一步提示该突变是多种疾病过程中的一种共

同的分子水平病理改变，在一些病理和生理过程

中，这也许是线粒体受累的一个敏感和早期的标

志。该突变存在组织差异，即在不同组织突变的发

生率不同，不同组织对该突变的耐受阈值也不同，

这一特性也许可以用来解释在该突变携带者不同

组织存在显著不同表现的现象。
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用机制还不清楚，需要以M受体激动剂和拮抗剂

作用于绒球来进一步研究前庭小脑机制。
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