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ＲＡＰＤ法探究百草枯对ＨｅｐＧ２细胞基因组稳定性的影响

唐超智，张玉玲，刘庆荟，张子喻，王雅茹

（河南师范大学 生命科学学院，河南 新乡４５３００７）

摘　要：目的：探讨百草枯（ＰＱ）处理对 ＨｅｐＧ２细胞基因组稳定性的影响．方法：采用随机扩增多态性ＤＮＡ

（ＲＡＰＤ）标记技术，选取２０种随机引物分析ＰＱ处理２４ｈ对 ＨｅｐＧ２细胞基因组稳定性的影响．结果：引物５’－

ＧＧＡＡＧＴＣＧＣＣ－３’、５’－ＡＣＧＣＧＣＡＴＧＴ－３’和５’－ＧＡＡＴＣＧＧＣＣＡ－３’的扩增产物在正常组与７．２１、１０．６７、

１５．７８、２２．３６和３４．５７ｍｇ／Ｌ的ＰＱ处理组间有较明显差异．其中，引物５’－ＧＧＡＡＧＴＣＧＣＣ－３’的２种扩增产物（约

２２００和２６００ｂｐ）在所有ＰＱ处理组均缺失；引物５’－ＡＣＧＣＧＣＡＴＧＴ－３’的２种扩增产物（约２５０和１２００ｂｐ）在

高于７．２１ｍｇ／Ｌ的ＰＱ处理组均发生缺失，１种扩增产物（约１５００ｂｐ）在３４．５７ｍｇ／Ｌ的ＰＱ处理组发生缺失，另有

２种扩增产物（约４００和５５０ｂｐ）在３４．５７ｍｇ／Ｌ的ＰＱ处理组含量较低；引物５’－ＧＡＡＴＣＧＧＣＣＡ－３’有２种扩增

产物（约９００和１９００ｂｐ）在全部ＰＱ处理组均缺失，另２种扩增产物（约５３０和５６０ｂｐ）新出现在各ＰＱ处理组．结论

ＰＱ处理会破坏 ＨｅｐＧ２细胞基因组的完整性和稳定性．
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百草枯（ｐａｒａｑｕａｔ，ＰＱ）又名克无踪，因其具有水溶性好、可速效触杀等特点，ＰＱ深受全球农民的喜爱，

自２０世纪７０年代以来一直是世界第二大除草剂．从２０世纪９０年代以后，随着农业生产力的需求，ＰＱ在中

国农村广泛使用，在生产中发挥了举足轻重的作用，大大推动了我国农业发展．但ＰＱ是剧毒类农药，对动物

和人体有明显毒性，其在农业领域的大量使用，已经严重危及到人们的健康．由于目前尚未有针对ＰＱ中毒

的有效治疗方法和特效解毒剂，通过皮肤接触、呼吸道吸入、误服百草枯而死亡的案例被频频报道［１－３］．

来自ＰＱ中毒病人、死者和实验处理动物的实验结果提示，摄入的ＰＱ一般情况下会随血液循环首先在

肺部沉积［４－６］．其次，肾作为水溶物质的排泄器官，在ＰＱ中毒后也会受到严重损伤
［７，８］．近年来的低剂量慢

性毒性实验发现，ＰＱ引起的部分病理特征与一些衰老疾病症状相似，特定时间和浓度的ＰＱ处理甚至会引

起老年性痴呆［９－１０］．但ＰＱ中毒对肝的影响尚未受到足够的关注．肝是机体降解外源毒物最重要的功能器

官，解析肝细胞在ＰＱ处理后发生的变化，不仅有助于进一步理解ＰＱ的毒性机制，也对寻求新的方法增强

肝对ＰＱ的解毒能力和治疗ＰＱ中毒具有重要意义．人肝癌ＨｅｐＧ２细胞具有肝细胞的多种代谢和转化酶系，

是良好的肝细胞研究模型［１１，１２］．因此，本研究以 ＨｅｐＧ２细胞为试验对象，采用随扩增多态性ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，ＲＡＰＤ）标记技术检测了ＰＱ对 ＨｅｐＧ２细胞基因组稳定性的影响．

１　材料和方法

１．１　细胞、试剂和仪器

试验使用的 ＨｅｐＧ２细胞株、细胞培养用常规试剂和耗材、细胞培养和传代方法均与文献［１２］相同．基因

组ＤＮＡ提取试剂盒、ＤＭ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ和２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（含ｄＮＴＰ、Ｔａｑ酶、反应ｂｕｆｆｅｒ）均购自
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北京康为世纪生物科技有限公司（ＣＷ２２９８、ＣＷ０６３２和ＣＷ０６８２）．ＤＹＣＰ－３２Ｃ水平电泳槽为北京六一仪器

厂生产．ＰｏｗｅｒＰａｃＵｎｉｖｅｒｓａｌ电泳仪电源、ＧｅｌＤｏｃＸＲ凝胶成像系统和Ｃ１０００ｔｏｕｃｈＰＣＲ仪均为美国Ｂｉｏ－

Ｒａｄ公司生产．Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００超微量分光光度计为美国Ｔｈｅｒｍｏ公司生产．ＲＡＰＤ随机引物２０种委托北京

金唯智生物科技有限公司合成，信息见表１．

１．２　犚犃犘犇试验

（１）常规培养 ＨｅｐＧ２细胞，以０、７．２１、１０．６７、１５．７８、２３．３６和３４．５７ｍｇ／Ｌ的ＰＱ处理２４ｈ，按照试剂盒

操作指南提取各实验组的基因组ＤＮＡ．

（２）超微量分光光度计测定基因组 ＤＮＡ样品的浓度后，以去离子水（ｄｅｉｏｎｉｚｅｄｗａｔｅｒ，ＤＷ）稀释至

５０ｎｇ／μＬ．

表１　随机引物信息

引物名称 引物序列 引物名称 引物序列

ｐｒｉｍｅｒ１ ５’－ＧＧＴＣＧＧＡＧＡＡ－３’

ｐｒｉｍｅｒ２ ５’－ＴＣＧＧＡＣＧＴＧＡ－３’

ｐｒｉｍｅｒ３ ５’－ＡＧＡＣＧＴＣＣＡＣ－３’

ｐｒｉｍｅｒ４ ５’－ＧＧＡＡＧＴＣＧＣＣ－３’

ｐｒｉｍｅｒ５ ５’－ＡＧＴＣＧＴＣＣＣＣ－３’

ｐｒｉｍｅｒ６ ５’－ＡＣＧＣＡＴＣＧＣＡ－３’

ｐｒｉｍｅｒ７ ５’－ＣＴＧＣＡＴＣＧＴＧ－３’

ｐｒｉｍｅｒ８ ５’－ＧＡＡＡＣＡＣＣＣＣ－３’

ｐｒｉｍｅｒ９ ５’－ＴＧＴＡＧＣＴＧＧＧ－３’

ｐｒｉｍｅｒ１０ ５’－ＣＣＴＡＣＧＴＣＡＧ－３’

ｐｒｉｍｅｒ１１ ５’－ＣＴＴＣＣＧＣＡＧＴ－３’

ｐｒｉｍｅｒ１２ ５’－ＡＣＧＣＧＣＡＴＧＴ－３’

ｐｒｉｍｅｒ１３ ５’－ＧＡＣＧＣＣＡＣＡＣ－３’

ｐｒｉｍｅｒ１４ ５’－ＡＣＣＡＧＧＴＴＧＧ－３’

ｐｒｉｍｅｒ１５ ５’－ＡＡＴＧＧＣＧＣＡＧ－３’

ｐｒｉｍｅｒ１６ ５’－ＴＣＴＣＡＧＣＴＧＧ－３’

ｐｒｉｍｅｒ１７ ５’－ＣＡＣＴＣＴＣＣＴＣ－３’

ｐｒｉｍｅｒ１８ ５’－ＧＡＡＴＣＧＧＣＣＡ－３’

ｐｒｉｍｅｒ１９ ５’－ＣＴＧＡＣＣＡＧＣＣ－３’

ｐｒｉｍｅｒ２０ ５’－ＧＧＧＡＧＡＣＡＴＣ－３’

　　（３）超微量分光光度计测定基因组ＤＮＡ样品的浓度后，以去离子水（ｄｅｉｏｎｉｚｅｄｗａｔｅｒ，ＤＷ）稀释至

５０ｎｇ／μＬ．

（４）按表２配成每个实验组ＤＮＡ样品的ＰＣＲ反应体系．

表２　犘犆犚反应体系

反应物名称 犞／μＬ

２× ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ １２．５

基因组ＤＮＡ样品 ２．０

随机引物（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５

加ＤＷ至 ２５．０

　　（５）按表３程序对ＰＣＲ反应体系进行扩增反应．

表３　犘犆犚反应程序

反应步骤 反应条件

第１步 ９４℃，３００ｓ

第２步 （５个循环） ９４℃，６０ｓ；３６℃，６０ｓ；７２℃，１２０ｓ

第３步（３５个循环） ９４℃，６０ｓ；４０℃，６０ｓ；７２℃，１２０ｓ

第４步 ７２℃，６００ｓ

　　（６）对ＰＣＲ产物进行水平电泳．电泳条件：质量分数１．５％琼脂糖凝胶，上样量１０μＬ，９０Ｖ恒压，水平电

泳槽放置于冰盒内降温避免化胶，每轮电泳的时间为３ｈ．

（７）凝胶成像系统下观察、摄像，分析各实验组的基因组ＤＮＡ扩增产物的差异性．

２　结　果

利用ＲＡＰＤ法，结果筛选出了３种引物可以产生清晰的扩增产物差异带型且表现出良好的重复性和多
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态 性，该 ３ 种 引 物 为 Ｐｒｉｍｅｒ４、

Ｐｒｉｍｅｒ１２和Ｐｒｉｍｅｒ１８，该３种引物的

扩增产物条带分别如图１、２和３所示．

由图１可见，Ｐｒｉｍｅｒ４的扩增产物中明

显有２种（分别约为２２００和２６００

ｂｐ）在所有ＰＱ 处理组均缺失．由图２

可见，Ｐｒｉｍｅｒ１２的扩增产物中明显有

２种（分别约为２５０和１２００ｂｐ）在高

于７．２１ｍｇ／Ｌ的ＰＱ处理组发生缺失，

另有１种（约为１５００ｂｐ）在３４．５７

ｍｇ／Ｌ的 ＰＱ 处理组发生缺失，还有

２种 （约 为 ４００ 和 ５５０ ｂｐ）在

３４．５７ｍｇ／Ｌ的ＰＱ处理组含量较低．由

图３可见，Ｐｒｉｍｅｒ１８的扩增产物中明

显有２种（约为９００和１９００ｂｐ）在所

有ＰＱ处理组均明显缺失，另２种（分

别约为５３０和５６０ｂｐ）新出现在各ＰＱ处理组．该结果提示，ＰＱ处理明显破坏了 ＨｅｐＧ２细胞基因组的完整

性和稳定性．

３　讨　论

ＲＡＰＤ技术是遗传多态性分析、系谱分析、遗传图谱构建，突变体检测等遗传学领域研究的重要方法，应

用ＲＡＰＤ技术进行基因组信息变化分析则可以指示ＤＮＡ发生突变或损伤的状况．随着ＲＡＰＤ技术应用的

日趋成熟，近年来从事毒理学研究的部分学者开始尝试应用该技术调查毒物对基因组ＤＮＡ多态性和稳定

性的影响［１３－１５］，以检测毒物的基因毒性．如Ｅｒｔｕｒｋ通过ＲＡＰＤ实验检测了钴和镍对玉米籽的基因组ＤＮＡ

多态性变化，发现随着钴和镍处理浓度的增大，新增 ＲＡＰＤ产物和缺失的正常 ＲＡＰＤ产物的数量均增

多［１３］．Ｓｉｎｇｈ等应用ＲＡＰＤ实验检测到慢性Ｃｄ处理可导致小鼠睾丸间质细胞的基因组稳定性明显下降
［１５］．

Ｐｕｇｌｉｓｉ等研究拟南芥幼苗发现，ＲＡＰＤ技术能检测出生物细胞中ＤＮＡ的临时变化，比传统的微核试验、彗

星分析等遗传毒性检测方法更为灵敏有效［１６］．
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关于ＰＱ处理对基因组稳定性变化的影响至今尚未见报道，本研究首次进行该领域研究是一项开拓性

工作．本文采用灵敏度较高、信息量较具体的ＲＡＰＤ技术分析ＰＱ处理后 ＨｅｐＧ２细胞基因组信息的变化，在

ＰＱ的基因毒性研究领域也属首例，这对于食品和健康领域内检测痕量ＰＱ残留导致生物遗传性状变化的工

作具有重要参考价值．

本研究结果显示，一定浓度的ＰＱ处理，导致ＨｅｐＧ２细胞的基因组信息发生了明显的改变．与对照组相

比，ＰＱ处理组ＨｅｐＧ２细胞的基因组扩增产物在引物５’－ＧＧＡＡＧＴＣＧＣＣ－３’、５’－ＡＣＧＣＧＣＡＴＧＴ－３’

和５’－ＧＡＡＴＣＧＧＣＣＡ－３’中出现明显差异，主要表现为扩增产物种类减少，也有少量新的扩增产物产生．

扩增产物减少表明ＰＱ处理后，模板基因组ＤＮＡ信息有所减少，尤其在高浓度处理组，原谱带的缺失和减弱

表现明显，反映出高浓度的ＰＱ处理对细胞ＤＮＡ的破坏导致基因组ＤＮＡ的稳定性严重降低，基因组的信

息量减少程度较大．而出现新的扩增产物表明一些基因组ＤＮＡ在ＰＱ处理时先发生了单链或双链断裂，再

发生了ＤＮＡ重组，从而有了新的ＲＡＰＤ图谱
［１７］．根据ＲＡＰＤ技术的原理

［１８］，无论扩增产物条带发生怎样的

变化，都表明ＰＱ处理引起了基因组ＤＮＡ的改变，基因组受到了一定的破坏．ＰＱ处理改变了ＨｅｐＧ２细胞基

因组信息的完整性和稳定性之后，则势必将进一步导致细胞的结构和功能出现故障，这一定程度上也解释了

ＰＱ处理会导致细胞其它多种毒理学指标发生变化的原因
［１２，１９－２０］．

肝是人体重要的解毒器官，本研究检测到ＰＱ对人肝 ＨｅｐＧ２细胞基因组稳定性有负面影响，暗示ＰＱ

对肝细胞的基因毒性可能是多年以来人们无法攻克ＰＱ中毒的最根本原因，应用ＤＮＡ修复药物可能是治疗

ＰＱ中毒的有效手段．
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ｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎａｌｌＰＱｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＰＱｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｕｌｄｂｒｅａｋｇｅｎｏｍｅｉｎｔｅｇｒｉｔｙａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＲＡＰＤ；ＰＱ；ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ；ｇｅｎｏｍｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ；ｐｒｉｍｅｒ；ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ

［责任编校　王凤产］

２１１ 河南师范大学学报（自然科学版）　　　　　　　　　　　　　　　　２０１８年


