
　第５２卷　第５期
　Ｖｏｌ．５２　 Ｎｏ．５　　　　　

山　东　大　学　学　报　（医　学　版）
ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＳＨＡＮＤＯＮＧＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ（ＨＥＡＬＴＨＳＣＩＥＮＣＥＳ）

　　　 　２０１４年５月　
Ｍａｙ２０１４　

收稿日期：２０１３１１０８；网络出版时间：２０１４０４１１０９∶５５
网络出版地址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｏｉ／１０．６０４０／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１７５５４．０．２０１３．６７５．ｈｔｍｌ
基金项目：山东省自然科学基金 （Ｙ２００６Ｃ６３）
通讯作者：宋强。Ｅｍａｉｌ：ｑｉａｎｇｓ３０３＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　文章编号：１６７１－７５５４（２０１４）０５－０００５－０５　　　ＤＯＩ：１０．６０４０／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１７５５４．０．２０１３．６７５

地西他滨对同步化的 Ｇ０／Ｇ１期 ＭＤＳＬ细胞系
线粒体功能的影响

邱宗建，杨娟，宋强
（山东大学齐鲁医院血液科，山东 济南 ２５００１２）

摘要：目的　初步探讨地西他滨（ＤＡＣ）在不整合入基因组ＤＮＡ的情况下对线粒体生物学功能的影响。方法　采
用阿非迪霉素（ＡＰＣ）将ＭＤＳ－Ｌ细胞同步化在Ｇ０／Ｇ１期。ＤＣＦＨ－ＤＡ检测不同浓度ＤＡＣ（０、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ）
处理后的同步化Ｇ０／Ｇ１期细胞系活性氧（ＲＯＳ）的产生水平。采用ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测线粒体ＤＮＡ拷贝数和线粒
体编码基因ＮＡＤＨ脱氢酶１、６（ＮＤ１、ＮＤ６）ｍＲＮＡ改变。结果　与对照组相比，ＤＡＣ在低浓度５μｍｏｌ／Ｌ条件下
可以通过不依赖ＤＮＡ损伤的途径增加细胞ＲＯＳ的产生（Ｐ＜０．０５），同时细胞内线粒体ＤＮＡ（ＭｔＤＮＡ）的拷贝数
较对照组明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。但随着 ＤＡＣ浓度增加，ＤＡＣ在高浓度（１５μｍｏｌ／Ｌ）可降低
ＲＯＳ的产生（Ｐ＜０．０５）。此外，在高浓度 ＤＡＣ作用下，ＮＤ１和 ＮＤ６基因表达较对照组明显升高（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＤＡＣ通过影响细胞ＲＯＳ产生，改变线粒体ＤＮＡ的拷贝数以及调控线粒体基因的表达，产生对线粒体功能
的影响，并呈浓度依赖性。
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０．０５）ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｏｆｍｔＤＮＡ（Ｐ＜０．０５）；ｈｏｗｅｖｅｒ，ａｓｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｏ１５μｍｏｌ／Ｌ，
ＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓｔａｒｔｅｄｔｏｄｅｃｌｉｎｅｔｏｅｖｅｎｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜０．０５）．Ｂｅｓｉｄｅｓ，ＤＡＣｃｏｕｌｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｃｈａｎｇｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮＤ１ａｎｄＮＤ６ａｔｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅｃａｎａｆｆｅｃｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｂｉｏ
ｇｅｎｅｓｉｓｂｙａｌｔｅｒｉｎｇｔｈｅｍｔＤＮＡｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒａｎｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ；Ｇ０／Ｇ１ｓｔａｇｅ；Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ；Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ

　　骨髓增生异常综合征（ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｍ
ｄｒｏｍｅ，ＭＤＳ）是一种起源于造血干细胞异常克隆的
血液系统疾病［１２］］，主要表现为外周血一系或多系

血细胞减少，骨髓活检可见特征性的幼稚前体细胞

异常定位病理结构。ＤＮＡ甲基化转移酶抑制剂
（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＤＮＭＴＩ）的出现为



　 ６　　　　 山　东　大　学　学　报　（医　学　版） ５２卷５期　

ＭＤＳ患者提供了新的治疗策略。
ＤＮＡ甲基化转移酶１ａ（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

１ａ，ＤＮＭＴ１ａ）是一种维持 ＤＮＡ甲基化状态的酶，
ＤＮＡ在复制时ＤＮＭＴ１ａ可以甲基化修饰新合成的
子链 ＤＮＡ，使 ＤＮＡ维持亲本的甲基化状态。地西
他滨（ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ，ＤＡＣ）作为一种 ＤＮＭＴＩ可通过降
解 ＤＮＭＴ１ａ，降低基因组 ＤＮＡ５′ｍＣ水平［３４］。

Ｓｈｏｃｋ等［５］报道了 ＤＮＭＴ１ａ可以通过 Ｎ端的一段
信号肽序列定位于线粒体中，与线粒体 ＤＮＡ结合。
线粒体 ＤＮＡ编码的蛋白参与线粒体氧化呼吸链的
电子传递过程，线粒体氧化呼吸复合体功能的异常

可以导致线粒体功能的改变［６］。目前国内外有关

ＤＡＣ是否可以通过影响线粒体基因组编码蛋白的
表达，从而改变细胞的功能与状态的研究较少。本

研究的目的在于探讨 ＤＡＣ是否存在除基因组整合
以外影响线粒体功能的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞系　人 ＭＤＳＬ细胞系受赠于上海交
通大学第六人民医院李晓教授。

１．１．２　主要试剂与仪器　细胞培养用１６４０培养
基、胎牛血清分别购于美国 Ｇｉｂｃｏ和 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。
ＰＩ、Ｂｒｄｕ、鼠源ａｎｔｉＢｒｄｕ抗体、兔抗鼠二抗ＦＩＴＣ、阿
非迪霉素 （ａｐｈｉｄｉｃｏｌｉｎ，ＡＰＣ）购于美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司。细胞总ＲＮＡ提取用 Ｔｒｉｚｏｌ购于美国
Ｌｉｆｅｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｅ公司，反转录试剂盒 ｇＥｒａｓｅｃＤＮＡ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ为日本 Ｔａｋａｒａ公司产。ｑＲＴＰＣＲ所用
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购于日本 ＴＯＹＯＢＯ公司，实时定量
ＰＣＲ仪 Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅ４８０为瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司产。ＲＯＳ
检测试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养及细胞周期同步化　ＭＤＳＬ细
胞系在３７℃、５％ＣＯ２条件下培养于含有１００Ｕ／ｍＬ
青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素、１０％胎牛血清１６４０培
养基中，间隔２～３ｄ添加１次白介素３（ＩＬ３）（Ｖ∶Ｖ＝
１∶１０００），每隔４～５ｄ传代１次。ＡＰＣ以浓度２ｍｇ／ｍＬ
溶解于ＤＭＳＯ中并保存于 －８０℃超低温冰箱。将
ＭＤＳＬ细胞以５×１０５个／ｍＬ接种在２４孔板中，实
验组ＭＤＳＬ细胞添加ＡＰＣ至浓度为２０μｇ／ｍＬ，对
照组ＭＤＳＬ细胞添加 ＤＭＳＯ，３７℃、５％ＣＯ２条件
下培养２４ｈ同步化ＭＤＳＬ细胞。
１．２．２　采用Ｂｒｄｕ渗入试验检测细胞周期同步化　
实验组（ＡＰＣ同步化）细胞与阴性对照组（ＤＭＳＯ）

细胞，加入终浓度为１５μｇ／ｍＬ的Ｂｒｄｕ（溴化脱氧尿嘧
啶核苷），细胞培养箱中孵育３ｈ，４℃条件下７０％乙醇
固定８ｈ，将固定后的细胞置于２ｍｏｌ／ＬＨＣＬ处理
３０ｍｉｎ。加抗Ｂｒｄｕ抗体室温孵育１ｈ。用ＦＩＴＣ标记的
兔抗鼠二抗室温孵育３０ｍｉｎ，重悬于含有 ＰＩ的 ＰＢＳ
中，流式细胞仪ＦＬ１、ＦＬ３通道检测Ｂｒｄｕ的渗入量。
１．２．３　ＤＣＦＨＤＡ检测ＲＯＳ的产生　将ＡＰＣ同步
化后的ＭＤＳＬ细胞分别与不同浓度的 ＤＡＣ作用
２４ｈ，实验组ＤＡＣ浓度为１．５、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ，对
照组为无ＤＡＣ的 ＰＢＳ溶液，ＲＰＭＩ１６４０洗涤细胞２
次，将细胞重悬于１０ｍｍｏｌ／ＬＤＣＦＨＤＡ无胎牛血
清１６４０中，细胞培养箱中孵育２０ｍｉｎ，用４℃预冷
的Ｈａｎｋｓ缓冲液清洗３次，最后用４００μＬＨａｎｋｓ
缓冲液重悬，采用流式细胞仪ＦＬ１检测。
１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ法检测线粒体 ＤＮＡ拷贝数及
ＮＤ１、ＮＤ６ｍＲＮＡ转录变化　将同步化的 ＭＤＳＬ
细胞与不同浓度 ＤＡＣ（０、１．５、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ）作
用２４ｈ，实验组ＤＡＣ浓度为１．５、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ，
对照组为无ＤＡＣ的ＰＢＳ溶液。采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取
细胞总 ＲＮＡ，使用 ｇＥｒａｓｅｃＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｔａｋａｒａ）
试剂盒将总 ｍＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ，以 βａｃｔｉｎ为
内参行相对定量 ＰＣＲ方法检测 ＮＤ１、ＮＤ６基因表
达。采用ＴｉａｎｇｅｎＤＮＡ提取试剂盒提取１×１０６细
胞全基因组ＤＮＡ，检测ｍｔＤＮＡ的相对拷贝数变化，
ＨＧＢ为内参基因。以下为ｑＲＴＰＣＲ所需的引物序
列：ＮＤ１：上游：ＴＧＣＧＡＧＣＡＧＴＡＧＣＣＣＡＡＡＣＡＡＴ
ＣＴ，下 游：ＴＴＡＴＧＧＣＣＡＡＧＧＧＴＣＡＴＧＡＴＧＧＣＡ；
ＮＤ６：上游：ＴＧＴＧＧＴＣＧＧＧＴＧＴＧＴＴＡＴＴＡＴＴＣ，下
游：ＧＡＣＡＡＣＣＡＴＣＡＴＴＣＣＣＣＣＴＡＡＡＴ；βＡｃｔｉｎ：上
游：ＧＡＴＧＧＣＣＡＣＧＧＣＴＧＣＴＴ，下游：ＡＧＧＡＣＴＣ
ＣＡＴＧＣＣＣＡＧＧＡＡ；ＭｔＤＮＡ：上游：ＣＡＣＣＣＡＡＧＡ
ＡＣＡＧＧＧＴＴＴＧＴ，下游：ＴＧＧＣＣＡＴＧＧＧＴＡＴＧＴＴ
ＧＴＴＡ；ＨＧＢ：上游：ＧＣＴＴＣＴＧＡＣＡＣＡＡＣＴＧＴＧＴ
ＴＣＡＣＴＡＧＣ，下游：ＣＡＣＣＡＡＣＴＴＣＡＴＣＣＡＣＧＴＴＣ
ＡＣＣ，总反应体系为２０μＬ，ＰＣＲ反应条件为：９５℃
３０ｓ，９５℃３０ｓ，不同引物退火温度设定如下：ＮＤ１、
ＮＤ６、βａｃｔｉｎ：５９℃，ＭｔＤＮＡ、ＨＧＢ：６０℃，７２℃延伸
３０ｓ，共 ３８个循环。上述引物扩增片段长度为：
ＮＤ１：１４８ｂｐ，ＮＤ６：９１ｂｐ，βａｃｔｉｎ：１３７ｂｐ，ＭｔＤＮＡ：
１０８ｂｐ，ＨＧＢ：１２０ｂｐ。根据各基因检测所得 Ｃｔ值，
采用２－△△Ｃｔ法计算相对基因表达量。
１．３　统计学处理　所得数据采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０
统计软件分析。多样本均数比较采用单因素方差分

析，实验组与对照组比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验，计量资
料以珋ｘ±ｓ表示。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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２　结　果

２．１　ＡＰＣ同步化ＭＤＳＬ细胞检测　ＡＰＣ将细胞
同步化在Ｇ０／Ｇ１期，细胞无法进入Ｓ期。由图１可
见，实验组经ＡＰＣ处理后细胞周期Ｓ期几乎无细胞
存在，而未加 ＡＰＣ处理的对照组 ＭＤＳＬ细胞按照
正常的细胞周期进程，Ｓ期可见有大量细胞存在。

图１　ＡＰＣ将ＭＤＳＬ细胞同步化在Ｇ０／Ｇ１期
Ａ：ＡＰＣ处理实验组；Ｂ：无ＡＰＣ处理对照组。

Ｆｉｇ．１　ＭＤＳＬｃｅｌｌｌｉｎｅｗａｓｓｙｎｃｈｒｏｎｉｚｅｄａｔＧ０／Ｇ１ｓｔａｇｅｂｙ
ＡＰＣ
Ａ：ＴｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＡＰＣ；Ｂ：ＴｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｏｕｔＡＰＣ．

２．２　不同浓度 ＤＡＣ对同步化 Ｇ０／Ｇ１期细胞 ＲＯＳ
产生的影响　见图２。由图２可见，实验组 ＭＤＳＬ
细胞在５μｍｏｌ／ＬＤＡＣ作用２４ｈ后可以促进同步化
的ＭＤＳＬ细胞产生 ＲＯＳ，与对照组相比差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。当 ＤＡＣ浓度为 １５μｍｏｌ／Ｌ
时，细胞内ＲＯＳ产生较对照组明显较少（Ｐ＜０．０５）。
２．３　不同浓度 ＤＡＣ对同步化 ＭＤＳＬ细胞线粒体
ＤＮＡ拷贝数及线粒体编码基因 ＮＤ１、ＮＤ６转录的
影响　与对照组相比，同步化 ＭＤＳＬ在低浓度
ＤＡＣ（１．５、５μｍｏｌ／Ｌ）条件下可促进线粒体 ＤＮＡ

（ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｉａｌＤＮＡ，ＭｔＤＮＡ）拷贝数增加（Ｐ＜
０．０５），但随着ＤＡＣ浓度增加，ＤＡＣ对ｍｔＤＮＡ拷贝
数影响不大，见图３Ａ。在高浓度ＤＡＣ（１５μｍｏｌ／Ｌ）作
用下，同步化ＭＤＳＬ细胞ＮＤ１、ＮＤ６基因转录明显
增加，而低浓度 ＤＡＣ对 ＮＤ１、ＮＤ６的转录影响不
大，见图３Ｂ、Ｃ。

图２　不同浓度ＤＡＣ作用同步化的 Ｇ０／Ｇ１期细胞２４ｈ对
ＲＯＳ产生的影响
Ｐ＜０．０５ｖｓ对照组。

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆＲＯＳａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＤＡＣａｔｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｆｏｒ２４ｈｉｎｓｙｎｃｈｒｏｎｉｚｅｄＧ１／Ｇ０ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图３　不同浓度的ＤＡＣ对Ｇ０／Ｇ１期细胞线粒体 ＤＮＡ拷贝
数（Ａ）以及线粒体基因ＮＤ１、ＮＤ６表达的影响（Ｂ、Ｃ）
Ｐ＜０．０５ｖｓ对照组。

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＤＡＣｏｎｔｈｅｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉ
ａｌＤＮＡ（Ａ）ａｎｄｏｎｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｏｆ
ＮＤ１ａｎｄＮＤ６ｉｎＧ０／Ｇ１ｃｅｌｌｓ（Ｂ，Ｃ）
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
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３　讨　论

有研究表明，遗传异常在肿瘤发生发展中参与

重要的作用［７］。ＤＮＡ去甲基化药物的出现给 ＭＤＳ
治疗提供了新的策略。地西他滨（ＤＡＣ）作为美国
ＦＤＡ批准的两种用于临床的ＤＮＡ去甲基化药物之
一表现出较好的应用前景，部分 ＭＤＳ患者从中受
益［８］。目前有研究认为，ＤＡＣ发挥抗肿瘤作用具有
浓度依赖性，在低浓度下 ＤＡＣ主要发挥 ＤＮＡ去甲
基化作用，使发生甲基化沉默的抑癌基因重新表达，

而高浓度ＤＡＣ则通过基因组 ＤＮＡ整合发挥细胞
毒作用［９］。

线粒体是一种存在于胞浆内的细胞器，参与多

种生物学过程如能量代谢、自由基产生、钙离子平

衡、蛋白质转录后修饰、细胞凋亡等［１０］。线粒体

ＤＮＡ拷贝数增减或缺失以及线粒体编码基因的突
变可见于多种肿瘤组织中，并与肿瘤的发生进展及

预后有关［１０１１］。ＭＤＳ是一种多发于老年患者的血
液系统疾病，通过对ＭＤＳ患者的线粒体 ＤＮＡ测序
研究表明，高龄ＭＤＳ患者线粒体 ＤＮＡ突变频率增
加，且突变多发生于非编码区域［１２１３］。此外线粒体

ＤＮＡ编码蛋白的表达量以及线粒体ＤＮＡ的拷贝数
增加异常也可见于ＭＤＳ患者。

本实验通过体外干预，使 ＭＤＳＬ细胞同步化
在Ｇ０／Ｇ１期，抑制ＤＡＣ的 ＤＮＡ整合作用，以此探
讨ＤＡＣ是否有对细胞发挥非基因组整合依赖的作
用。ＡＰＣ是一种 ＤＮＡ聚合酶抑制剂，可以特异性
结合ＤＮＡ聚合酶，抑制ＤＮＡ复制合成从而将细胞
周期同步化在 Ｇ０／Ｇ１期。本实验结果显示，ＡＰＣ
可以很有效地将细胞同步化在 Ｇ０／Ｇ１期。当同步
化的ＭＤＳＬ细胞给予不同浓度 ＤＡＣ作用后发现，
在低浓度（１．５、５μｍｏｌ／Ｌ）下ＤＡＣ可促进同步化细
胞ＲＯＳ产生，但随着浓度的增加，同步化细胞产生
的ＲＯＳ却低于对照组。线粒体内氧化呼吸电子传
递是细胞内 ＲＯＳ主要来源［１４］。推测可能与 ＤＡＣ
改变线粒体功能有关。通过检测不同浓度 ＤＡＣ对
同步化Ｇ０／Ｇ１细胞线粒体ＤＮＡ拷贝数以及线粒体
基因ＮＤ１、ＮＤ６（ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ１、６）表达的
影响。本实验结果显示，低浓度ＤＡＣ（１．５、５μｍｏｌ／Ｌ）
可以促进线粒体 ＤＮＡ拷贝数增加，而高浓度 ＤＡＣ
却无此作用。线粒体 ＤＮＡ复制具有半自主性［１５］，

且受ＤＮＡ聚合酶 γ催化亚基（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅγｃａｔａｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔＡ，ｐｏｌｇＡ）调控，ｐｏｌｇＡ
基因的甲基化程度与线粒体 ＤＮＡ拷贝数呈负相

关［１６］。此外，有研究发现，纤维原细胞在受到内源

性或外源性氧化物质刺激后，均可刺激线粒体ＤＮＡ
拷贝数增加［１７］。本实验结果显示，当 ＤＡＣ浓度为
５μｍｏｌ／Ｌ时，能最大程度促进细胞内 ＲＯＳ产生，而
此浓度对线粒体 ＤＮＡ拷贝数影响并非最明显。由
此可见，低浓度ＤＡＣ引起的线粒体 ＤＮＡ拷贝数增
加可能与 ＤＡＣ去甲基化作用有关。随着浓度增
加，ＤＡＣ引起线粒体 ＤＮＡ损伤，使线粒体 ＤＮＡ拷
贝数减少，抵消了 ＤＡＣ去甲基化作用所致的线粒
体ＤＮＡ拷贝数增加的作用。因此，在高浓度 ＤＡＣ
作用，同步化ＭＤＳＬ细胞线粒体 ＤＮＡ拷贝数未见
明显改变。虽有研究报道，ＡＰＣ对线粒体功能有影
响［１８］，但本实验结果显示，ＡＰＣ处理组与ＤＭＳＯ对
照组相比，线粒体 ＤＮＡ拷贝数无明显的变化。
ＮＤ１、ＮＤ６是已报道的两个线粒体 ＤＮＡ甲基化转
移酶参与调控的线粒体基因。低浓度 ＤＡＣ对线粒
体的ＮＤ１、ＮＤ６表达无明显影响，相比之下，高浓度
ＤＡＣ可以促进两者的表达。因氧化呼吸复合体在
线粒体内装配异常可影响氧化呼吸链电子传递［１９］，

所以高浓度 ＤＡＣ通过改变线粒体基因 ＮＤ１、ＮＤ６
蛋白表达、氧化呼吸复合物装配异常，从而影响线粒

体氧化呼吸电子传递，与对照相比，降低 ＲＯＳ的
产生。

综上所述，本研究初步探讨了 ＤＡＣ存在细胞
毒以外的其他作用，不同浓度 ＤＡＣ可以影响线粒
体ＲＯＳ的产生，改变线粒体 ＤＮＡ拷贝数及调节线
粒体基因表达等作用，为深入研究 ＤＡＣ的作用机
理提供理论依据。

参考文献：

［１］ＮｉｍｅｒＳＤ．ＭＤＳ：ａｓｔｅｍｃｅｌｌｄｉｓｏｒｄｅｒｂｕｔｗｈａｔｅｘａｃｔｌｙｉｓ
ｗｒｏｎｇｗｉｔｈｔｈｅｐｒｉｍｉｔｉｖｅｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｔｈｉｓｄｉｓ
ｅａｓｅ［Ｊ］．ＨｅｍａｔｏｌｏｇｙＡｍＳｏｃＨｅｍａｔｏｌＥｄｕｃＰｒｏｇｒａｍ，
２００８：４３５１．ｄｏｉ：１０．１１８２／ａｓｈｅｄｕｃａｔｉｏｎ２００８．１．４３．

［２］ＯｇａｔａＫ，ＳａｔｏｈＣ，ＴａｃｈｉｂａｎａＭ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ
ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＣＤ４５ｃｌｏｎａｌｃｅｌｌｓｗｉｔｈｖｅｒｙｉｍ
ｍａｔｕｒｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅ（ＣＤ４５ＣＤ３４ＣＤ３８Ｌｉｎ）ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅｓ［Ｊ］．Ｓｔｅｍｃｅｌｌ，２００５，２３
（５）：６１９６３０．

［３］ＰａｔｅｌＫ，ＤｉｃｋｓｏｎＪ，ＤｉｎＳ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆ５ａｚａ２′
ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓｂｙｃｈｒｏｍａｔｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄＤＮＭＴ１
ｉｎｄｕｃｅｓｐｒｏｔｅａｓｏｍａｌｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｒｅｅｅｎｚｙｍｅ［Ｊ］．
ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２０１０，３８（１３）：４３１３４３２４．

［４］ＹａｍａｇａｔａＹ，ＳｚａｂóＰ，ＳｚüｔｓＤ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｔｕｒｎｏｖｅｒｏｆ
ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０１２，
７（２）：１４１１４５．

［５］ＳｈｏｃｋＬＳ，ＴｈａｋｋａｒＰＶ，ＰｅｔｅｒｓｏｎＥＪ，ｅｔａｌ．ＤＮＡ



邱宗建，等．地西他滨对同步化的Ｇ０／Ｇ１期ＭＤＳＬ细胞系线粒体功能的影响 ９　　　　 　

ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１，ｃｙｔｏｓｉｎｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ，ａｎｄｃｙｔｏｓｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｍａｍｍａｌｉａｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ［Ｊ］．
ＰＮＡＳ，２０１１，１０８（９）：３６３０３６３５．

［６］ＡｄａｍＶｉｚｉＶ，ＴｒｅｔｔｅｒＬ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｅｈｙ
ｄｒｏｇｅｎａｓｅｓｉｎｔｈｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．Ｎｅｕ
ｒｏｃｈｅｍＩｎｔ，２０１３，６２（５）：７５７７６３．

［７］ＬｉｃｈｔｅｎｓｔｅｉｎＡＶ．Ｃａｎｃｅｒ：ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ，ｇｅｎｅｔｉｃａｎｄｅｐｉ
ｇｅｎｅｔｉｃａｓｐｅｃｔｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＥｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０１０，１（３４）：８５
１００．

［８］ＦａｈｙＪ，ＪｅｌｔｓｃｈＡ，ＡｒｉｍｏｎｄｏＰＢ．ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｎｃａｎｃｅｒ：ａｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐａ
ｔｅｎｔｏｖｅｒｖｉｅｗ ａｎｄｓｅｌｅｃｔｅｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．Ｅｘｐｅｒｔ
ＯｐｉｎＴｈｅｒＰａｔ，２０１２，２２（１２）：１４２７１４４２．

［９］ＳｔｒｅｓｅｍａｎｎＣ，ＢｒｕｅｃｋｎｅｒＢ，ＭｕｓｃｈＴ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｎｈｕｍａｎ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００６，６６（５）：２７９４
２８００．

［１０］ＹｕＭ．Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｖａｌｕｅｏｆｍｉ
ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎｈｕｍａｎｃａｎｃ
ｅｒｓ［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，２０１１，８９（３４）：６５７１．

［１１］ＪａｎｇＭ，ＫｉｍＳＳ，ＬｅｅＪ．Ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：ｉｍ
ｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｓ［Ｊ］．ＥｘｐＭｏｌＭｅｄ，
２０１３，４５：４５．

［１２］ＷｕｌｆｅｒｔＭ，ＫüｐｐｅｒＡＣ，ＴａｐｐｒｉｃｈＣ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｉｎ１０４ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃ
ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ［Ｊ］．ＥｘｐＨｅｍａｔｏｌ，２００８，３６（５）：５７７５８６．

［１３］靳红，丛雅琴，胡晓静，等．骨髓增生异常综合征患者
线粒体ＤＮＡＤ＿ｌｏｏｐ区突变研究［Ｊ］．山东大学学报：

医学版，２００８，４６（５）：４５３４６１．
［１４］ＩｕｓｏＡ，ＳｃａｃｃｏＳ，ＰｉｃｃｏｌｉＣ，ｅｔａｌ．Ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｃｅｌ

ｌｕｌａｒｏｘｉｄａｔｉｖｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎ
ｔｈｅＮＤＵＦＳ１ａｎｄＮＤＵＦＳ４ｇｅｎｅｓｏｆｃｏｍｐｌｅｘＩ［Ｊ］．ＪＢｉ
ｏｌＣｈｅｍ，２００６，２８１（１５）：１０３７４１０３８０．

［１５］ＬｉｕＰ，ＤｅｍｐｌｅＢ．ＤＮＡｒｅｐａｉｒｉｎｍａｍｍａｌｉａｎｍｉｔｏｃｈｏｎ
ｄｒｉａ：Ｍｕｃｈｍｏｒｅｔｈａｎｗｅｔｈｏｕｇｈｔ？［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎＭｏｌ
Ｍｕｔａｇｅｎ，２０１０，５１（５）：４１７４２６．

［１６］ＫｅｌｌｙＲＤ，ＭａｈｍｕｄＡ，ＭｃＫｅｎｚｉｅＭ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎ
ｄｒｉａｌＤＮＡｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｉｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎａｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｍａｎｎｅｒｂｙＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｅｎｃｏｄｅｄ
ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｇａｍｍａＡ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，
２０１２，４０（２０）：１０１２４１０１３８．

［１７］ＬｅｅＨＣ，ＹｉｎＰＨ，ＬｕＣＹ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｍｉｔｏ
ｃｈｏｎｄｒｉａａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓｉｎｈｕｍａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＪ，２０００，３４８（２）：
４２５４３２．

［１８］ＣａｍｉｌｌｅｒｉＢｒｏ̈ｅｔＳ，ＶａｎｄｅｒｗｅｒｆｆＨ，ＣａｌｄｗｅｌｌＥ，ｅｔａｌ．
Ｄｉｓｔｉｎｃｔａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍａｓｓａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｄｅｌｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＥｘｐＣｅｌｌ
Ｒｅｓ，１９９８，２３９（２）：２７７２９２．

［１９］ＤｉａｚＦ，ＥｎｒíｑｕｅｚＪＡ，ＭｏｒａｅｓＣＴ．ＣｅｌｌｓｌａｃｋｉｎｇＲｉｅｓｋｅ
ｉｒｏｎｓｕｌｆｕｒｐｒｏｔｅｉｎｈａｖｅａｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｃｏｍｐｌｅｘｅｓＩａｎｄＩＶ［Ｊ］．Ｍｏｌ
ＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１２，３２（２）：４１５４２９．

（编辑：徐苗蓁）

（上接第４页）
［３３］ＢｏｅｃｋｅｒＨ，ＯｔｈｍａｎＡ，ＭｕｅｃｋｔｅｒＳ，ｅｔａｌ．Ａｄｖｏｃａｔｉｎｇ

ｎｅｕｒｏｉｍａｇｉｎｇｓｔｕｄｉｅｓｏｆｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒｒｅｌｅａｓｅｉｎｈｕｍａｎ
ｐｈｙｓｉｃａｌｅｘｅｒｃｉｓｅｃｈａｌｌｅｎｇｅｓｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．ＯｐｅｎＡｃｃｅｓｓＪ
ＳｐｏｒｔｓＭｅｄ，２０１０，６（１）：１６７１７５．

［３４］ＧｏｍｅｓＩ，ＤａｌｅＣＳ，ＣａｓｔｅｎＫ，ｅｔａｌ．Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｄｅ
ｒｉｖｅｄｐｅｐｔｉｄｅｓａｓｎｏｖｅｌｔｙｐｅｏｆｂｉｏａｃｔｉｖｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｍｏｌｅ
ｃｕｌｅｓ［Ｊ］．ＡＡＰＳＪ，２０１０，１２（４）：６５８６６９．

［３５］ＣｏｌｌｉｎｄｅｒＥ，ＮｙｂｅｒｇＦ，ＳａｎｄｅｒｓｏｎＮｙｄａｈｌＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ
ＯｐｉｏｉｄＨａｅｍｏｒｐｈｉｎ７ｉｎＨｏｒｓｅｓＤｕｒｉｎｇＬｏｗｓｐｅｅｄａｎｄ
ＨｉｇｈｓｐｅｅｄＴｒｅａｄｍｉｌｌＥｘｅｒｃｉｓｅｔｏＦａｔｉｇｕｅ［Ｊ］．ＪＶｅｔ
ＭｅｄＡＰｈｙｓｉｏｌＰａｔｈｏｌＣｌｉｎＭｅｄ，２００５，５２（４）：１６２
１６５．

［３６］ＮｉｓｃｏｌａＰ，ＳｏｒｒｅｎｔｉｎｏＦ，ＳｃａｒａｍｕｃｃｉＬ，ｅｔａｌ．Ｐａｉｎｓｙｎ

ｄｒｏｍｅｓｉｎｓｉｃｋｌｅｃｅｌｌｄｉｓｅａｓｅ：ａｎｕｐｄａｔｅ［Ｊ］．ＰａｉｎＭｅｄ，
２００９，１０（３）：４７０４８０．

［３７］ＳｏｎｇＣ，ＷａｎｇＱ，ＬｉＣＣＨ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｇ
ｇｒｅｇａｔｉｏｎｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐ９７／ｖａｌｏｓｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００７，４６（５１）：１４８８９
１４８９８．

［３８］ＡｎｄｅｒｓｓｏｎＶ，ＨａｎｚéｎＳ，ＬｉｕＢ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｉｎｇｐｒｏ
ｔｅｉｎｄｉｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｒｅｓｔｏｒｅｓｐｒｏｔｅａｓｏｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎａｇｅｄ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ａｇｉｎｇ（ＡｌｂａｎｙＮＹ），２０１３，５（１１）：８０２．

［３９］ＭｃＣｌｉｓｈＤＫ，ＳｍｉｔｈＷ Ｒ，ＤａｈｍａｎＢＡ，ｅｔａｌ．Ｐａｉｎ
ｓｉｔｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｎｄｌｏｃａｔｉｏｎｉｎｓｉｃｋｌｅｃｅｌｌｄｉｓｅａｓｅ：ｔｈｅＰｉＳ
ＣＥＳｐｒｏｊｅｃｔ［Ｊ］．Ｐａｉｎ，２００９，１４５（１）：２４６２５１．

（编辑：刘霞）


