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Abstract 

Objective    We  identify  ionizing  radiation‐induced mitochondrial  DNA  (mtDNA)  deletions  in  human 
lymphocytes and their distribution in normal populations. 

Methods    Long‐range  polymerase  chain  reactions  (PCR)  using  two  pairs  of  primers  specific  for  the 
human mitochondrial genome were used to analyze the lymphoblastoid cell line following exposure to 
10 Gy 60Co γ‐rays. Limited‐condition PCR, cloning and sequencing techniques were applied to verify the 
mtDNA deletions detected with long‐range PCR. Human peripheral blood samples were irradiated with 
0, 2 and 6 Gy 60Co γ‐rays, and real‐time PCR analysis was performed to validate the mtDNA deletions. In 
order  to know  the distribution of mtDNA deletions  in normal population, 222 healthy Chinese adults 
were also investigated. 

Results    Two mtDNA  deletions,  a  7455‐bp  deletion  (nt475‐nt7929  in  heavy  strand)  and  a  9225‐bp 
deletion (nt7714 ‐nt369 in heavy strand), occurring between two 8‐bp direct repeats, were identified in 
lymphoblastoid  cells using  long‐range PCR,  limited‐condition PCR and  sequencing. These  results were 
also observed for 60Co γ‐rays irradiated human peripheral blood cells. 

Conclusion    Two novel mtDNA deletions, a 7455‐bp deletion and a 9225‐bp deletion, were induced by 
ionizing  radiation.  The  rate  of  the mtDNA  deletions within  a  normal  population was  related  to  the 
donors’ age, but was independent of gender. 

Key words: Mitochondrial DNA deletion; Ionizing radiation;Lymphocytes; Chinese adults 

Biomed Environ Sci, 2012; 25(5):533‐541        doi: 10.3967/0895‐3988.2012.05.006          ISSN:0895‐3988 

www.besjournal.com(full text)                        CN: 11‐2816/Q                    Copyright ©2012 by China CDC 

 
INTRODUCTION 

ithondria  are  cellular  “powerhouses” 
that play a critical role  in maintaining 
normal  cell  functions[1‐3].  Human 

mitochondrial  DNA  (mtDNA)  is  a  unique 
extra‐nuclear  genetic  material  in  that  it  is  not 
protected  by  histones  and  non‐histones,  or  DNA 
repair mechanisms, thereby rendering it sensitive to 
oxidative  damage  associated  with  physical  and M 



534  Biomed Environ Sci, 2012; 25(5): 533‐541 

chemical  factors[4‐7].  Mitochondrial  genome 
dysfunction is related to a broad spectrum of human 
diseases,  including  deafness,  diabetes  mellitus, 
Leber’s  hereditary  optic  neuropathy,  and 
degenerative  diseases[8‐18].  Research  into 
mitochondrial  genome  dysfunction  and  related 
diseases  is  becoming  a  top  priority  in  medical 
biology. 

Ionizing radiation is an important physical factor, 
affecting  both  genomic  DNA  and  mtDNA[19‐21]. 
Ionizing  radiation  can  cause  point  mutations, 
insertions  and  deletions  in  mtDNA,  resulting  in 
changes  to  mitochondrial  function[22‐27].  Recent 
studies  indicate  that  deletions  in mtDNA  could  be 
induced  by  ionizing  radiation  in  a  dose‐dependent 
fashion.  For  instance, mtDNA deletions of 4977‐bp, 
4934‐bp,  4881‐bp,  and  889‐bp  are  related  to  the 
level  of  exposure[28‐34].  A  small  number  of 
radiation‐induced  mtDNA  deletions  persist  for  24 
hours[31].  Studies  show  that  real‐time  PCR  used  to 
quantify mtDNA  deletions[35‐39],  is  an  ideal  tool  for 
rapid  biological  dose  estimation  during  radiation 
accidents  and  nuclear  terrorism,  where  large 
populations are exposed to ionizing radiation. 

Of the mtDNA deletions  identified, the 4977‐bp 
deletion  (termed  common  deletion,  CD)  is  often 
studied.  Kubota  et  al.  revealed  that CD might be  a 
reflection  of  the  cellular  sensitivity  to  ionizing 
radiation[28].  Recent  findings  indicate  that  CD 
accumulation  in  a  range  of  human  cell  lines  is 
associated with the degree of radiation exposure[31]. It 
is  postulated  that  a  CD  biomarker may  be  used  for 
retrospective  radiation dose estimation[30]. According 
to  Prasanna  et  al.  the  interphase  CD  level  of 
lymphocytes  analyzed  with  in  situ  PCR  accurately 
estimates acute exposure in the range of 0.25‐2 Gy[30]. 
Ionizing  radiation‐induced  CD  levels,  quantified  by 
real‐time PCR, were not changed significantly with an 
increase  in radiation dose between 0‐5 Gy (as shown 
by  our  unpublished  data).  Other  mtDNA  deletions 
have not yet to be delineated.   

It  is  therefore  debatable  whether  CD  is  a 
sensitive  biomarker  for  radiation  damage.  It  is 
essential  to  investigate  the  new  types  of  mtDNA 
deletions  specifically  induced  by  radiation,  and 
which  are  applicable  to dose  estimation  studies.  In 
the  present  study,  long‐range  PCR  was  used  to 
screen  for  novel  mtDNA  deletions  in  human  cells 
irradiated  with  60Co  γ‐rays.  Irradiated  human 
peripheral blood samples were also used to validate 
the  deletions  and  to  investigate  the  occurrence  of 
these mtDNA deletions in normal populations.   

MATERIALS AND METHODS 

Materials 

All materials used in cell cultures were provided 
by Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Reagents for DNA 
extraction  and PCR were obtained  from  Takara Bio 
Inc.  (Kyoto,  Japan).  Reagents  for  long‐range  PCR 
were  purchased  from  Roche  Applied  Science 
(Mannheim,  Germany)  and  all  primers  were 
synthesized  by  Sangong  Biological  Engineering  & 
Technology Services Co.  Ltd.  (Shanghai, China). The 
E.Z.N.A.TM  Gel  Extraction  Kit  was  obtained  from 
Omega Bio‐Tek Inc. (Norcross, GA, USA). 

Subjects 

AHH‐1 human lymphoblastoid cells were used to 
screen  for  mtDNA  deletions.  The  cell  line  was 
cultured  in Roswell Park Memorial  Institute  (RPMI)‐ 
1640 medium  (Invitrogen)  supplemented with  15% 
heat‐inactivated fetal bovine serum (Invitrogen), 100 
U/mL of penicillin and 100 μg/mL of streptomycin at 
37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO2. 

Three peripheral blood samples were collected to 
validate  the radiation‐induced mtDNA deletions. This 
work  was  conducted  at  the  National  Institute  for 
Radiological  Protection  (NIRP),  Chinese  Center  for 
Disease  Control  and  Prevention.  The  scope  of  the 
study  was  explained  to  each  subject  and  written 
informed  consents  were  obtained.  The  Ethics 
Committee of  the NIRP  approved  all  experiments  in 
the present study. All subjects were 20‐30 years old, 
healthy,  and  did  not  have  any  history  of  chronic 
disease, substance abuse or toxic chemical exposure. 
No  radiation  exposure  or  viral  infection  during  the 
months  preceding  the  study  was  documented. 
Six‐milliliter peripheral blood samples for each subject 
were collected and divided into three equal aliquots. 

Blood  donors  at  the  Chinese  PLA  General 
Hospital were  recruited  to  study  the distribution of 
mtDNA  deletions  in  a  normal  population.  The 
eligibility of  the 222 healthy  adults  (108 males  and 
114 females) aged 23‐66 years, was evaluated using 
questionnaires  and  regular  medical  procedures. 
Once  written  informed  consent  was  obtained, 
approximately 2 mL peripheral blood  samples were 
collected  from  each  subject  by  venipuncture  into 
vacutainers  containing  lithium  heparin  (Becton 
Dickinson, Oxford, UK). 

Irradiation 

Exponentially  growing  AHH‐1  cells  were 
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irradiated with  0 Gy  (sham‐irradiation) or  10 Gy  at 
room  temperature  using  a  Cobalt‐60  γ‐ray  source, 
provided  by  the  Second  Standard  Dosimetry 
Laboratory of  the NIRP, Chinese Center  for Disease 
Control and Prevention. The source radioactivity was 
1.3×1014 Bq  and  the  homogeneous  irradiation  field 
was 10 cm ×10 cm. The dose rate was 0.41 Gy/min. 
The  cells were  incubated at 37  °C  for 24 h prior  to 
collection  for mtDNA  extraction. Human  peripheral 
blood  samples were  subjected  to  similar  conditions 
of  irradiation,  although  the  absorbed  doses  varied 
between 0 Gy, 2 Gy, and 6 Gy. The  irradiation tests 
were conducted  in  triplicate  for  the  lymphoblastoid 
cells and blood samples. 

Extraction of mtDNA 

For  peripheral  blood  samples,  the  red  blood 
cells  were  discarded  firstly.  The  white  blood  cells 
subjected  to  the  following  procedure  similar  to 
AHH‐1 cells. The mtDNA was extracted as previously 
described[40]. Briefly, the cell pellet was resuspended 
on  ice  in  buffer  A  (50 mmol/L  glucose,  25 mmol/L 
Tris⋅HCl,  30  mmol/L  EDTA  Na2⋅2H2O,  pH  8.0),  and 
mixed  gently with  fresh  buffer  B  (0.2 mol/L NaOH 
and 1% SDS) and cold buffer C (3 mol/L KAC, 5 mol/L 
HAC, pH 5.4), then the cellular membrane and nuclear 
DNA were removed after centrifuge. The mtDNA was 
purified  after mixed with  RNase A  (100 μg/mL)  and 
proteinase  K  (20  mg/mL).  The  size  and  purity  of 
mtDNA  was  determined  by  1%  (w/v)  agarose  gel 
electrophoresis,  and  the  agarose  gel  analyzed  using 
the Multi‐image  Light  Cabinet  and  software  (Alpha 
Innotech  Corporation,  San  Leandro,  CA,  USA).  The 
remaining DNA sample was stored at ‐20 °C. 

Long‐range PCR 

Long‐range PCR was conducted using the Expand 
Long  Template PCR  System  (Roche Applied  Science, 
Indianapolis,  IN,  USA).  PCR  reaction  systems  were 
prepared using Expand Long Template buffer 2 (27.5 
mmol/L  MgCl2)  according  to  the  manufacturer’s 
instructions.  Two  pairs  of  primers  specific  for  the 
human  mitochondrial  genome  sequence 
(http://www.mitomap.org) were  designed  (Table  1) 
using Primer Premier 5.0 software (PREMIER Biosoft 
International,  Palo  Alto,  USA).  The  total  length  of 
their  amplicons  was  longer  than  the  human 
mitochondrial  genome  (Table 1).  The PCR  reactions 
were performed in thin‐walled 0.5 mL tubes (Axygen 
Scientific,  Union  City,  CA,  USA).  The  amplification 
profile  for  mtDNA  nt153‐nt7958  in  heavy  chain 
consisted of an initial period of DNA denaturation at 

93 °C for 2 min, followed by 10 cycles of 93 °C for 50 
s, 54.9 °C for 50 s, and 68 °C for 8 min. An additional 
20  cycles were  then  performed with  the  extension 
time for each cycle 20 s longer than for the previous 
cycles, with a final extension at 68 °C for 7 min. The 
amplification  profile  for  mtDNA  nt7617‐nt399  in 
heavy  chain  were  as  for  mtDNA  nt153‐nt7958  as 
stated above, with  the exception  that the annealing 
temperature was increased to 55.6 °C. The amplicons 
were electrophoresed  in a 1.0% (w/v) agarose gel at 
100  V  for  30 min,  stained  with  ethidium  bromide 
(final  concentration  0.5  µg/mL)  and  analyzed  with 
the Multi‐image  Light  Cabinet  and  software  (Alpha 
Innotech Corporation, San Leandro, CA, USA). 

Table 1. Primer Sets Used for PCR 

Position in   

Heavy Chain  Sequence of Primers 

nt153‐nt7958  Forward

Reverse 

ATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATT 

GGGGAAGTATGTAGGAGTTGAAGATTAG

nt7617‐nt399 

 

Forward

Reverse 

ACGCTACTTCCCCTATCATAGAAGAGCT 

AATTTGAAATCTGGTTAGGCTGGTG 

nt3628‐nt4061 

(ND1 gene) 

Forward

Reverse 

CCTCTAGCCTAGCCGTTTAC 

GGGAGAGTGCGTCATA 

Limited‐condition PCR 

Limited‐condition PCR was carried out once the 
short  fragment  products were  found  in  long‐range 
PCR.  The  PCR  reaction  system  included  50  ng  of 
template mtDNA, 1 μL of each primer  (20 μmol/L), 
0.5 μL of each dNTP (2.5 mmol/L), 2.5 U of Taq DNA 
polymerase,  and  5  μL  of  10×reaction  buffer.  The 
amplification  profile  for  mtDNA  nt153‐nt7958 
primers  included  incubation  at  93  °C  for  2  min, 
followed by 40  cycles of 93  °C  for 30  s, 54.9  °C  for   
30 s and 72 °C for 30 s, with a final extension at 72 °C 
for  7  min.  The  reaction  for  mtDNA  nt7617‐nt399 
primers  was  as  per  nt153‐nt7958  primers  above, 
with  the  exception  that  the  annealing  temperature 
was increased to 55.6 °C. The amplification products 
were  analyzed  by  electrophoresis  in  1.3%  (w/v) 
agarose gels and stained with ethidium bromide. 

Cloning and Sequencing of PCR Products 

The fragments resulting from possible deletions 
were excised from the agarose gel and purified with 
E.Z.N.A.TM Gel Extraction Kits  (Omega), according  to 
the  manufacturer's  instructions.  The  purified  PCR 
products were ligated with pGEM‐T Vector (Promega, 
Madison,  WI,  USA)  and  the  ligation  mixture 
transformed  into  DH5α  competent  cells.  Positive 
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clones  (white  colonies)  were  isolated  using  blue/ 
white  color  screening  and  standard  ampicillin 
selection  techniques. The positive  clones were  sent 
to Beijing SinoGenoMax Co., Ltd. (Beijing, China) for 
sequencing after bacterial enrichment. The sequence 
homology analysis was conducted with NCBI human 
nuclear  and  mitochondrial  genome  complete 
sequence  on  GeneBank  using  the  Basic  Local 
Alignment Search Tool (BLAST). 

Real‐time PCR 

In the present study, the 2‐ΔΔCt method of relative 
quantification was adopted.  Individual real‐time PCR 
reactions  were  carried  out  in  20  μL  volumes  in  a 
96‐well plate (Applied Biosystems™, USA) containing 
0.4 μL of each  forward and reverse primer  (each 10 
μmol/L) (Table 1), 2 μL mtDNA, 7.2 μL distilled water 
and 10 μL 2×SYBR Green I Mix (Applied Biosystems™). 
Real‐time  PCR  was  performed  with  the  7500  Fast 
Real‐time  PCR  System  (Applied Biosystems™),  using 
the default  thermocycler program  for all genes. The 
reaction was incubated at 95 °C for 10 min, followed 
by 40 cycles of 95 °C for 15 s, and 60 °C for 1 min. At 
the  end  of  each  reaction,  cycle  threshold  (Ct) was 
manually  set up at  the  level  that  reflected  the best 
kinetic  PCR  parameters,  and  melting  curves  were 
acquired and analyzed. The cumulative  fluorescence 
of  the mtDNA deletion products was normalized  to 
that of the ND1 gene which was rarely deleted from 
the  same  sample  (Table  1).  A  minimum  of  three 
experiments was  carried out  for  each  sample.  Each 
experiment  included  individual  samples  in  triplicate 
and  the Ct of each well was  recorded at  the end of 
the reaction. The average and standard deviation (SD) 
of the three Cts was calculated. 

Statistical Analysis 

Statistical  analysis  was  performed  using  SPSS 
13.0 software (SPSS  Inc., Chicago,  IL, USA). One‐way 
ANOVA  was  used  to  analyze  the  deletion  level  of 
different dose groups. The chi‐square test was used 
to compare differences  in the proportion of mtDNA 
deletions  between  different  sex  and  age  groups  of 
normal adults. Statistical significance was defined as 
P<0.05. 

RESULTS 

Two Novel mtDNA  Deletions were  Detected  in  10 
Gy Cobalt‐60 Gamma‐ray Irradiated AHH‐1 Cells 

  Long‐range PCR products of two primer pairs in 

sham‐irradiated AHH‐1 cells were of  length 7806‐bp 
and  9352‐bp.  The  amplicon  of  primers  mtDNA 
nt153‐nt7958  was  approximately  8‐kb  (Figure  1A), 
while  primers  mtDNA  nt7617‐nt399  produced  an 
amplicon greater  than 8‐kb  in  length  (Figure 1B).  In 
addition to the 7806‐bp or 9352‐bp amplicon, there 
was a new  shorter band  for each pair of primers  in 
10 Gy  60Co  γ‐ray‐irradiated AHH‐1  cells  (Figure  1C). 
For  primers  nt153‐nt7958,  there was  an  additional 
band  between  230‐bp  and  396‐bp.  A  band  that 
shorter than 230‐bp was detected in the amplicon of 
mtDNA  nt7617‐nt399  primers.  The  two  shorter 
bands  indicated  the  presence  of  two  potential 
mtDNA deletions. 

 

 

Figure  1.  The  long‐range  PCR  amplification 
products  of  lymphoblastoid  cell  mtDNA 
following  sham‐irradiation  and  10  Gy  60Co 
γ‐rays  irradiation. A and B: The PCR product 
for  sham‐irradiated  cells  with  two  pairs  of 
primers was as expected. Primers of mtDNA 
nt153‐nt7958  yielded  an  amplicon  less  than 
8‐kb  in  length  (A)  while  the  amplicon  for 
mtDNA nt7617‐nt399 primers exceeded 8‐kb 
(B); M: 1‐kb DNA  ladder. C:  Long‐range PCR 
products of  irradiated cells with two pairs of 
primers.  The  mtDNA  nt153‐nt7958  primers 
generated two bands, one at about 8‐kb and 
the other,  a  shorter band between 230 and 
396‐bp  (Lane  1).  The mtDNA  nt7617‐nt399 
primers  produced  two  bands,  with  the 
shorter  band  less  than  230‐bp  (Lane  3); 
Negative  control  in  Lane  2.  M:  1‐kb  DNA 
ladder. 

To  validate  the  possible  mtDNA  deletions 
detected  in  long‐range  PCR,  we  used 
limited‐condition PCR to analyze the mtDNA sample 
exposed to 10 Gy 60Co γ‐rays. The primers were same 
as  used  for  long‐range  PCR,  and  the  PCR  reaction 
system  included  common  PCR  buffer  and  Taq  DNA 
polymerase. The amplification profiles differed  from 
that  for  long‐range  PCR,  with  a  shorter  extension 
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time  ensuring  that  the  length  of  the  PCR  products 
were  no  greater  than  5‐kb.  The  result  (Figure  2A) 
demonstrated  that  the  size of  the  amplicon  for  the 
nt153‐nt7958 primer pair was between 300‐bp and 
400‐bp,  and  that  of  the  nt7617‐nt399  primer  pair 
was between 100‐bp and 200‐bp.   

 

Figure 2. Limited‐condition PCR amplification 
products  of  lymphoblastoid  cell  mtDNA 
following  irradiation with  10  Gy  60Co  γ‐rays 
and  partial  sequencing.  A.  PCR  products  of 
irradiated cells with two pairs of primers. PCR 
products  with  mtDNA153‐7958  primers 
included  two  bands.  The  upper  band  was 
between  300  and  400‐bp,  and  the  lower 
band,  below  100‐bp,  was  shown  to  be  a 
primer  dimer  (Lane  1).  PCR  product  of 
mtDNA 7617‐399 primers was between 100 
and 200‐bp (Lane 2). M: 100‐bp ladder. B and 
C.  Partial  sequences  of  PCR  products  with 
two  pairs  of  primers.  Partial  sequence  of 
product of mtDNA 153‐7958 primers showed 
the  flanking  8‐bp  repetitive  sequence  in 
heavy chain: ACTAATCT  (B). Partial sequence 
of  PCR  products  with  mtDNA  7617‐399 
primers  indicated  that  another  8‐bp 
repetitive sequence in light chain (GTGTTAGG) 
resulted in the 9225‐bp deletion (C).   

The  PCR  products  of  limited‐condition  PCR  and 
the  shorter  bands  of  long‐range  PCR were  purified, 
transferred  to  pGEM‐T  Vector,  and  then  cloned  and 
sequenced. The  sequencing data was  analyzed using 
BLAST  analysis  based  on  GenBank  (GenBank 
#J01415.0 gi: 337188). It was discovered that the PCR 
product for the nt153‐nt7958 primer pair was 351‐bp, 
which indicated the deletion of 7455‐bp. The 7455‐bp 
deletion  occurred  between  nt475  and  nt7929  in 
human  mtDNA  heavy  chain,  and  the  nt475‐482/ 
nt7930‐7937 was  an  8‐bp direct  repetitive  sequence 
ACTAATCT  (Figure  2B).  The  product  of  the 
nt7617‐nt399 primer pair was 127‐bp in length, which 
indicated  the occurrence of  a 9225‐bp deletion.  The 
9225‐bp deletion was between nt7714  and nt369  in 
human  mtDNA  heavy  chain,  resulting  from 
nt7714‐7721/nt370‐377,  which  was  an  8‐bp  direct 
repetitive  sequence  CCTAACAC  (Figure  2C).  It  was 
revealed that the 7455‐bp and 9225‐bp deletions were 
both  novel  mtDNA  deletions  after  a  MITOMAP 
(http://www.mitomap.org) and NCBI library search. 

Increased Deletion  Levels  in mtDNAs of Peripheral 
Blood Samples Following 60Co Gamma Irradiation 

We used  three peripheral blood  samples  (A, B, 
and  C)  to  validate  60Co  γ‐ray  induction  of  mtDNA 
deletions  in  AHH‐1  cells.  Both  the  7455‐bp  and 
9225‐bp deletions were detected in all 0, 2, and 6 Gy 
irradiated  peripheral  blood  samples.  The  mtDNA 
deletion levels were significantly enhanced after 60Co 
γ‐ray  irradiation  (P<0.05, Figure 3), with  the mtDNA 
deletion levels in 6 Gy irradiated samples higher than 
those  for  2  Gy  (P<0.05).  For  each  dose  level,  the 
relative 9225‐bp deletion levels induced by radiation 
were  higher  than  those  for  the  corresponding 
7455‐bp deletion (P<0.05).   

The different radiosensitivity as reflected  in  the 
induced  mtDNA  deletion  levels  among  the  three 
samples was also  indicated  for 2 and 6 Gy doses of 
60Co  γ‐ray  irradiation. But only  the 9225‐bp mtDNA 
deletion  levels  at  6  Gy  between  A  and  B  were 
significantly different (P<0.05). 

Distribution  of  Two  mtDNA  Deletions  in  the 
Peripheral Blood of a Normal Population 

To  determine  the  proportion  of  7455‐bp  and 
9225‐bp  mtDNA  deletions  in  normal  adults  and   
the  underlying  factors  thereof,  we  analyzed  222 
normal adults, aged between 23 and 66  years. The 
proportion of the two mtDNA deletions  in a normal 
population were compared by sex and age (refer to 
Table 2 and Table 3). The 7455‐bp mtDNA deletions 
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Figure 3. The mtDNA dele�on levels for mtDNA 9225 and 7455-bp in three 60Co γ-ray-irradiated peripheral 
blood samples. SYBR Green real-�me PCR quan�fica�on of mtDNA 9225-bp dele�on (A) and 7455-bp 
dele�on (B) for these samples: both dele�ons exhibited a dose-dependent enhancement in response to 
60Co γ-rays. The dele�on levels were normalized to that of the reference ND1, and shown rela�ve to the 
dele�on level in the sham-irradiated sample (designated as 1). The values represent the mean±SD of three 
independent experiments. *:P<0.01, compared with the corresponding 0 Gy. #:P<0.05, compared with the 
corresponding 2 Gy. 

Table 2. Analysis of 7455-bp mtDNA Dele�ons in a Normal Popula�on 

Male Female 
Age Group 

(years) 
No. with 

dele�ons 

No. of 

analysis 

Percent of 

dele�on (%) 

No. with 

dele�ons 

No. of 

analysis 

Percent of 

dele�on (%) 

Percent of 

Dele�ons in 

Both Genders

21- 2 21 9.5 2 20 10 9.8 

31- 3 30 10 3 27 11.1 10.5 

41- 4 25 16 5 30 16.6 16.4 

51- 5 19 26.3 5 21 23.8 25 

61-70 5 13 38.4 6 16 37.5 37.9 

Total 19 108 17.6 21 114 18.3 18 

Table 3. Analysis of the 9225-bp mtDNA Dele�ons in a Normal Popula�on 

Male Female 
Age Group 

(year) 
No. with 

dele�on 

No. of 

analysis 

Percent of 

dele�on (%) 

No. with 

dele�on 

No. of 

analysis 

Percent of 

dele�on (%) 

Percent of 

Dele�on in 

Both Gender

21- 1 21 4.8 1 20 5 4.9 

31- 2 30 6.7 2 27 7.4 7 

41- 4 25 16 4 30 15.4 14.5 

51- 4 19 21.1 4 21 19 20 

61-70 3 13 23.1 4 16 23.5 24.1 

Total 14 108 13 15 114 13 8.6 

 
occurring in 17.6% of males and 18.3% of females, 
did not differ significantly ( 2 =0.02, ν=1, P>0.05). 
The propor�on of subjects with a 7455-bp dele�on 
for each age group was combined for the two 
genders, and the difference between age groups was 
found to be significant ( 2 =13.26, ν=4, P<0.05). The 

rela�onship between the propor�on of dele�ons 
and age fi�ed a linear quadra�c model 
(y=0.019x2-1.04x+23.43, R2 =0.9994, in which y is the 
propor�on of dele�on, and x is the age). 

The propor�on of males and females with the 
9225-bp mtDNA dele�on was 13.0% each, and was 

χ

χ
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not considered significantly different (χ2 =0.002, ν=1, 
P>0.05).  The  combined  proportion  of  individuals 
with  a  9225‐bp  deletion  for  each  age  group  was 
statistically  significantly  different  (χ2=37.93,  ν=4, 
P<0.005).  The  relationship  between  the  proportion 
of  deletion  and  age  was  delineated  with  a  linear 
quadratic model (y=0.0014x2+0.39x‐6.42, R2=0.9795, 
in which y is the proportion of deletion, and x is the 
age). 

DISCUSSION 

In the current study two novel mtDNA deletions 
of  7455‐bp  and  9225‐bp  were  detected  using 
long‐range PCR and limited‐condition PCR. There are 
several  methods  which  could  be  used  to  detect 
mtDNA  deletions,  including  regular  PCR[41], 
nested‐PCR[42],  long‐range  PCR[43],  primer  shift 
PCR[44‐45],  serial  dilution  PCR[46],  kinetic  PCR[47], 
competitive PCR[48],  in situ PCR[30], and  fluorescence 
in  situ  hybridization[49]. Generally,  these  PCR‐based 
techniques  are  limited  as  the  PCR  primers  are 
designed  for a specific deletion and cannot be used 
to  screen  for  unknown  deletions.  Long‐range  PCR, 
which  generally  requires  several  primer  pairs  to 
produce  amplicons  spanning  the  entire  mtDNA 
genome,  facilitates  the  detection  of  new  mtDNA 
deletions[17,43].  The  occurrence  of  deletions  is 
determined by the size of the amplicons.   

Two pairs of primers with the ability to perform 
amplifications greater  than  the  length of  the entire 
human mitochondrial genome (16569‐bp) were used 
in this study. The results demonstrated the presence 
of  two  smaller  sized products  in  irradiated  cells,  in 
addition  to  the expected 7.8‐kb or 9.4‐kb products. 
These  results  suggested  the  induction  of  large 
mtDNA  deletions  in  irradiated  cells. 
Limited‐condition  PCR  was  used  to  confirm  the 
mtDNA  deletions  detected  by  long‐range  PCR.  A 
reduction  in extension  times meant  that  the 7.8‐kb 
or 9.4‐kb products could not be amplified, and only 
amplicons  less than 5‐kb  (indicative of  large mtDNA 
deletions) could be detected. The PCR products were 
cloned and  sequenced  following purification. BLAST 
analysis was used to search the sequences, with the 
results  confirming  mtDNA  deletions  of  7455‐bp 
(nt475‐nt7929)  and  9225‐bp  (nt7714‐nt369).  The 
present study  identified two novel mtDNA deletions 
of  length 7455‐bp and 9225‐bp.  In addition, normal 
human  peripheral  blood  samples[50]  were  used  to 
validate the  induction of these deletions by  ionizing 
radiation. The combined methods of long‐range PCR 

and limited‐condition PCR as used in this study, may 
be  efficient  methods  for  the  screening  of  novel 
mtDNA deletions in future studies. 

More than 150 types of human mtDNA deletions 
have  been  identified  (http://www.mitomap.org, 
2004)[51]. Deletions  can be  formed  by  errors  in  the 
repair  of  double‐strand  breaks,  replication  slippage 
or  other  replication  errors[52].  These  mtDNA 
deletions  vary  in  size  and  position  in  the  heavy 
chains,  with most  deletions  ranging  between  1‐kb 
and 8‐kb, and only a  few with several base pairs or 
exceeding  10‐kb[53]. Most  human mtDNA  deletions 
are  flanked  by  two  homologous  direct  repeat 
sequences, one of which is eliminated in the deletion 
process.  A  few  deletions  are  flanked  by  imperfect 
repeats while others are not associated with direct 
repeats[54‐55].  The  7455‐bp  and  9225‐bp  deletions 
identified  in  this  study  resulted  from  8‐bp  direct 
repetitive  sequences,  ACTAATCT  and  CCTAACAC, 
respectively.   

To  further  validate  the  induction  of  mtDNA 
7455‐bp  and  9225‐bp  deletions  in  human  somatic 
cells by  ionizing radiation, we measured the mtDNA 
deletion  levels  in  60Co  γ‐ray‐irradiated  human 
peripheral  blood  cells  using  real‐time  PCR.  The 
results  showed  that  the  7455‐bp  and  9225‐bp 
deletion levels in human peripheral blood cells were 
significantly  elevated  after  irradiation with  2  and  6 
Gy of  60Co γ‐rays. The  findings confirm  that  ionizing 
radiation  induces 7455‐bp and 9225‐bp deletions  in 
human  somatic  cells.  Furthermore,  differences  in 
mtDNA deletion  levels among  the  three  samples at 
each  radiation  dose  level,  suggest  variations  in 
radiation‐induced mtDNA  deletion  levels  in  human 
blood  cells.  We  also  found  that  the 
radiation‐induced  levels of 9225‐bp mtDNA deletion 
at  2  and  6  Gy  were  higher  than  those  for  the 
7455‐bp mtDNA deletion.   

To  investigate the distribution of the two mtDNA 
deletions in normal adults, the positive rate of 7455 bp 
or 9225 bp deletions was analyzed in the current study. 
The  results  demonstrated  that  the mtDNA  deletions 
correlated  with  age  and  not  gender[56‐57],  with  the 
proportion  of  7455‐bp  deletions  at  each  age  group 
higher  than  for  the  corresponding  9225 bp deletion. 
The  9225‐bp  mtDNA  deletion  has  the  ideal 
characteristics  for  potential  use  as  a  radiation 
biodosimeter  and  as  such,  will  require  further 
investigation in the near future. 

In  summary,  the  use  of  long‐range  PCR  in 
combination  with  limited‐condition  PCR  and 
sequencing  techniques  enabled  two  novel  mtDNA 
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deletions of 7455‐bp and 9225‐bp flanked by an 8‐bp 
direct  repeat  to  be  identified  in  irradiated  human 
lymphoblastoid  cells  and  peripheral  blood 
lymphocytes.   

ACKNOWLEDGEMENTS 

The authors would  like to thank Dr. WANG Bing 
from  the National  Institute  of  Radiological  Science, 
Japan,  for his valuable advice  in preparation of  the 
manuscript.  The  authors  declare  they  have  no 
competing interests.     

 

REFERENCES 

1.   Chance B. Energy‐linked cytochrome oxidation in mitochondria. 
Nature, 1961; 189, 719‐25. 

2.   Chance B, Hollunger G. The interaction of energy and electron 
transfer  reactions  in mitochondria.  I. General  properties  and 
nature  of  the  products  of  succinate‐linked  reduction  of 
pyridine nucleotide. J Biol Chem, 1961; 236, 1534‐43. 

3.   Green DE. Structure and function of subcellular particles. Comp 
Biochem Physiol, 1962; 4, 81‐122. 

4.    Jacobs L, Gerards M, Chinnery P, et al. mtDNA point mutations 
are  present  at  various  levels  of  heteroplasmy  in  human 
oocytes. Mol Hum Reprod, 2007; 13, 149‐54. 

5.   Habano W, Sugai T, Nakamura S, et al. Microsatellite instability 
and  mutation  of  mitochondrial  and  nuclear  DNA  in  gastric 
carcinoma. Gastroenterology, 2000; 118, 835‐41. 

6.    Pinz  KG,  Shibatani  S,  Bogenhageen  DF,  et  al.  Action  of 
mitochondrial  DNA  polymerase  γ  at  sites  of  base  loss  of 
oxidative damage. J Biol Chem, 1995; 270, 9202‐6. 

7.  Partridge  MA,  Huang  SX,  Hemandez‐Rosa  E,  et  al.  Arsenic 
induced mitochondrial DNA damage and altered mitochondrial 
oxidative  function:  implications  for  genomic  mechanisms  in 
mammalian cells. Cancer Res, 2007; 67, 5239‐47. 

8.  Kokotas  H,  Grigoriadou  M,  Korres  GS,  et  al.  Detection  of 
deafness‐causing mutation in the Greek mitochondrial genome. 
Dis Markers, 2011; 30, 283‐9. 

9. Olmos PR, Borzone GR, Olmos JP, et al. Mitochondrial diabetes 
and  deafness:  possible  dysfunction  of  strial marginal  cells  of 
inner ear. J Otolaryngol Head Neck Surg, 2011; 40, 93‐103. 

10.Lu J, Qian Y, Li Z, et al. Mitochondrial haplotypes may modulate 
the phenotypic manifestation of  the deafness‐associated 12S 
rRNA 1555A>G mutation. Mitochondrion, 2010; 10, 69‐81. 

11.Liu  XL,  Zhou  X,  Zhou  J,  et  al.  Leber’s  hereditary  optic 
neuropathy  is  associated  with  T12338C  mutation  in 
mitochondrial  ND5  gene  in  six  Han  Chinese  families. 
Ophthalmology, 2011; 118, 978‐85. 

12.Qian Y, Zhou X, Liang M, et al. The altered activity of complex 
III may contribute to the high penetrance of Leber’s hereditary 
optic  neuropathy  in  a  Chinese  family  carrying  the  ND4 
G11778A mutation. Mitochondrion, 2011; 11, 871‐7. 

13.Lu  B.  Mitochondrial  dynamics  and  neurodegeneration.  Curr 
Neurol Neurosci Rep, 2009; 9, 212‐9. 

14.Brinton  RD.  Estrogen  regulation  of  glucose  metabolism  and 
mitochondrial  function:  therapeutic  implications  for 
prevention of Alzheimer’s disease. Adv Drug Deliv Rev, 2008; 
60, 1504‐11. 

15.Jakupciak JP, Dakubo GD, Maragh S, et al. Analysis of potential 
cancer biomarkers  in mitochondrial DNA. Curr Opin Mol Ther, 
2006; 8, 500‐6. 

16.Wallace  DC.  A  mitochondrial  paradigm  of  metabolic  and 
degenerative  diseases,  aging,  and  cancer:  a  dawn  for 
evolutionary medicine. Annu Rev Genet, 2005; 39, 359‐407. 

17.Kollberg G, Jansson M, Perez‐Bercoff A, et al. Low frequency of 
mtDNA point mutations  in patients with PEO associated with 
POLG1 mutations. Eur J Hum Genet, 2005; 13, 463‐9. 

18.Bua E,  Johnson  J, Herbst A, et al. Mitochondrial DNA‐deletion 
mutations  accumulate  intracellular  to  detrimental  levels  in 
aged human skeletal muscle fibers. Am J Hum Genet, 2006; 79, 
469‐80. 

19.Zhou  X,  Li  N,  Wang  Y,  et  al.  Effects  of  X‐irradiation  on 
mitochondrial  DNA  damage  and  its  supercoiling  formation 
change. Mitochondrion, 2011; 11, 886‐92. 

20.Nugent  S,  Mothersill  CE,  Seymour  C,  et  al.  Altered 
mitochondrial  function and genome  frequency post exposure 
to γ–radiation and bystander factors. Int J Radiat Biol, 2010; 86, 
829‐41. 

21.Zhang H, Maguire DJ,  Zhang M, et al. Elevated mitochondrial 
DNA  copy  number  and  POL‐γ  expression  but  decreased 
expression of TFAM  in murine  intestine  following  therapeutic 
dose irradiation. Adv Exp Med Biol, 2011; 701, 201‐6. 

22.Yang  G,  Wu  L,  Chen  S,  et  al.  Mitochondrial  dysfunction 
resulting  from  loss of cytochrome c  impairs  radiation‐induced 
bystander effect. Br J Cancer, 2009; 100, 1912‐6. 

23.Gaziev  AL,  Shaikhaev GO.  Ionizing  radiation  can  activate  the 
insertion  of  mitochondrial  DNA  fragments  in  the  nuclear 
genome. Radiats Biol Radioecol, 2007; 47, 673‐83. 

24.Dayal D, Martin SM, Owens KM, et al. Mitochondrial complex II 
dysfunction  can  contribute  significantly  to genomic  instability 
after  exposure  to  ionizing  radiation.  Radiat  Res,  2009;  172, 
737‐45. 

25.Aykin‐Burns  N,  Slane  BG,  Liu  AT,  et  al.  Sensitivity  to 
low‐dose/low‐LET  ionizing  radiation  in  mammalian  cells 
harboring mutations  in  succinate dehydrogenase  subunit C  is 
governed  by  mitochondria‐derived  reactive  oxygen  species. 
Radiat Res, 2011; 175, 150‐8. 

26.Patrushev  M,  Kasymov  V,  Patrusheva  V,  et  al.  Release  of 
mitochondrial  DNA  fragments  from  brain  mitochondria  of 
irradiated mice. Mitochondrion, 2006; 6, 43‐7. 

27.Rogounovitch  TI,  Saenko  VA,  Shimizu‐Yoshida  Y,  et  al.  Large 
deletions in mitochondrial DNA in radiation‐associated human 
thyroid tumors. Cancer Res, 2002, 62; 7031‐41. 

28.Kubota N, Hayaashi  JI,  Inada T, et al.  Induction of a particular 
deletion  in  mitochondrial  DNA  by  X‐rays  depends  on  the 
inherent  radiosensitivity  of  the  cells.  Radiat  Res,  1997;  148, 
395‐8. 

29.Schilling‐Toth B, Sandor N, Kis E, et al. Analysis of the common 
deletions  in  the mitochondrial  DNA  is  a  sensitive  biomarker 
detecting direct and non‐targeted cellular effects of  low dose 
ionizing radiation. Mutat Res, 2011; 716, 33‐9. 

30.Prasanna GS, Hamel CJ, Escalada ND et al. Biological dosimetry 



Biomed Environ Sci, 2012; 25(5): 533‐541  541 

using  human  interphase  peripheral  blood  lymphocytes.  Mil 
Med, 2002; 167, 10‐2. 

31.Prithivirajsingh S, Story MD, Bergh SA, et al. Accumulation of 
the  common mitochondrial DNA deletion  induced by  ionizing 
radiation. FEBS letters, 2004; 571, 227‐32. 

32.Wang ZC, Wang XM, Jiao BH, et al. Detection of mitochondrial 
DNA  deletion  by  a  modified  PCR  method  in  a  60Co 
radiation‐exposed patient. IUNMB Life, 2003; 55, 133‐7. 

33.Wang L, Kuwahara Y, Li L, et al. Analysis of common deletion 
(CD)  and  a  novel  deletion  of mitochondrial  DNA  induced  by 
ionizing radiation. Int J Radiat Biol, 2007; 83, 433‐42. 

34.Murphy  JEJ, Nugent  S,  Seymour  C,  et  al. Mitochondrial DNA 
point mutations  and  a  novel  deletion  induced  by  direct‐LET 
radiation  and  by  medium  from  irradiated  cells.  Mutat  Res, 
2005; 585, 127‐36. 

35.Edwards  JG.  Quantification  of  mitochondrial  DNA  (mtDNA) 
damage and error rates by real‐time PCR. Mitochondrion, 2009; 
9, 31‐5. 

36.Liu CY, Lee CF, Wei YH. Quantitative effect of 4977 bp deletion 
of mitochondrial DNA on  the  susceptibility of human  cells  to 
UV‐induced apoptosis. Mitochondrion, 2007; 7, 89‐95. 

37.Poe  BG,  Navratil M,  Arriaga  EA.  Absolute  quantitation  of  a 
heteroplasmic mitochondrial  DNA  deletion  using  a multiplex 
three‐primer  real‐time  PCR  assay.  Anal  Biochem,  2007;  362, 
193‐200. 

38.von  Wurmb‐Schwark  N,  Higuchi  R,  Fenech  AP,  et  al. 
Quantification of human mitochondrial DNA in a real time PCR. 
Forensic Sci Int, 2002; 126, 34‐9 

39.Schinogl  P,  Muller  M,  Steinborn  R.  Quantification  of  the 
4977‐bp deletion in human mitochondrial DNA using real‐time 
PCR. Forensic Sci Int, 2001; 122, 197‐9. 

40.Lu X, Feng J, Chen D, et al. Establishment of a rapid method for 
extraction  and  purification  of  the  mitochondrial  DNA  from 
human peripheral blood. Chin  J Birth Health Hered, 2005; 13, 
15‐6. (In Chinese) 

41.Willams  SL, Moraes CT. Microdissection  and  analytic  PCR  for 
the  investigation of mtDNA  lesions. Methods Cell Biol,  2007, 
80(4), 481‐501. 

42.Krishnan KJ,  Lindsey  J,  Lusher M, et al. Current pitfalls  in  the 
measurement  of  the  5977  bp  mitochondrial  DNA  common 
deletion in human skin. J Invest Dermatol, 2003; 120, 981‐2. 

43.Jessie  BC,  Sun  CQ,  Irons  HR,  et  al.  Accumulation  of 
mitochondrial  DNA  deletions  in  the  malignant  prostate  of 
patients of different ages. Exp Gerontol, 2001; 37, 169‐74. 

44.Poe  BG,  Navratil  M,  Arriaga  EA.  Absolute  quantitation  a 
heteroplasmic mitochondrial  DNA  deletion  using  a multiplex 
three‐primer PCR assay. Anal Biochem, 2007; 362, 193‐200. 

45.Sciacco M, Bonilla E, Schon EA, et al. Distribution of wild‐type 

and  common  deletion  forms  of  mtDNA  in  normal  and 
respiration‐deficient  muscle  fibers  from  patients  with 
mitochondrial myopathy. Hum Mol Genet, 1994; 3, 13‐9. 

46.Corral‐Debrinski M, Stepien G, Shoffner JM, et al. Hypoxemia is 
associated  with  mitochondrial  DNA  damage  and  gene 
induction:  implications  for  cardiac disease,  JAMA, 1991; 266, 
1812‐6. 

47.Ozawa T, Tannaka M, Ikebe S, et al. Quantitative determination 
of  deleted  mitochondrial  DNA  relative  to  normal  DNA  in 
parkinsonian  striatum  by  a  kinetic  PCR  analysis.  Biochem 
Biophys Res Commun, 1990; 172, 483‐9. 

48.Mehmet D, Ahmed F, Cummins JM, et al. Quantification of the 
common  deletion  in  human  testicular mitochondrial DNA  by 
competitive PCR assay using a chimaeric competitor. Mol Hum 
Reprod, 2001; 7, 301‐6. 

49.Van de Corput MPC, Van de Ouweland  JMW, Dirks RW, et al. 
Detection  of  mitochondrial  DNA  deletions  in  human  skin 
fibroblasts of patients with Pearson’s  syndrome by  two‐color 
fluorescence in situ hybridization. J Histochem Cytochem, 1997; 
45, 55‐61. 

50.Chen Y, Jin CZ, Zhang XQ, et al. Seventeen‐year follow‐up study 
on  chromosomal  aberrations  in  five  victims  accidentally 
exposed  to  several Gy of  60Co  γ‐rays. Radiat Environ Biophys, 
2009; 48, 57‐65. 

51.Brandon MC, Lott MT, Nguyen KC, et al. MITOMAP: a human 
mitochondrial genome database—2004 update. Nucleic Acids 
Res, 2005; 33, D611‐3. 

52.Degoul  F,  Nelson  I,  Amselem  S,  et  al.  Different  mechanism 
inferred  from  sequences  of  human  mitochondrial  DNA 
deletions  in  ocular myopathies.  Nucleic  Acids  Res,  1991;  19, 
493‐6. 

53.Meissner  C,  Bruse  P,  Oehmichen  M,  et  al.  Tissue‐specific 
deletion patterns of the mitochondrial genome with advancing 
age. Exp Gerontol, 2006; 518‐24. 

54.Mita S, Rizzuto R, Moraes CT, et al. Recombination via flanking 
direct  repeats  is  a  major  cause  of  large‐scale  deletions  of 
human mitochondrial DNA. Nucleic Acids Res, 1990; 18, 561‐7. 

55.Baumer  A,  Zhang  C,  Linnane  AW,  et  al.  Age‐related  human 
mtDNA deletions: a heterogeneous set of deletions arising at a 
single pair of directly  repeated  sequences. Am  J Hum Genet, 
1994; 54, 618‐30. 

56.Yu‐Wai‐Man  P,  Lai‐Cheong  J,  Borthwick  GM,  et  al.  Somatic 
mitochondrial DNA deletions accumulate to high levels in aging 
human extraocular muscles.  Invest Ophthalmol Vis  Sci, 2010; 
51, 3347‐53. 

57.Fahn HJ, Wang LS, Hsieh RH, et al. Age‐related 4977bp deletion 
in human lung mitochondrial DNA. Am J Respir Crit Care Med, 
1996; 154, 1141‐5. 

 


