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基 因 水 平 的 D N A 修 复 研 究 近 况

中国科 学院生物物理研 究所 曾恩华黯述

摘 要
:

D N A 修复机制的研究有了很大的进展
,

这方面的研究主要是通过辐射敏感性细胞株的分

离及修复荃因的克隆进行的
。

D N A 修复基因的研究进一步揭示了 D N A 修复的分子特性
,

即基因修复具

有选择性
,

并与转录活性有关
。

D N A 修复在电离辐射研究领域中处 于十

分重要的地位
。

近几年来
,

由于分子生物学
,

特

别是分子遗传学的发展
,

以及 D N A 序列分析
,

基因克隆及重组等技术的应用
,

加之大量哺乳

类细胞修复缺陷突变株不断被分离 出来
,

D N A

修复研究尤其在基因水平上的工作
,

已经在 国

际上迅速开展
。

修复基因研究进展带动了整个 D N A 修复

研究
,

对放射生物学产生了重要影响
。

本文主要

就 D N 八
`

修复基因分离与克隆
,

D N A 修复选择

机制及修复测定的新方法等某些进展作一简要

介绍
。

一
、

D N A 修复基因分离与克隆

修复基因的研究是深刻认识 D N A 修复机

理及其生物学效应必不可少的途径
。

它包括基

因分离与克隆
,

基 因产物纯化及不同突变株的

效应测定等
。

图 1 概括了达到上述目标的途径
。
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图 1 中
,

1八
,

I B
;

分离 D N 八 修复缺陷突变株
,

并 导入正常 孙N 八 修正原 突变株 中的缺陷基

因 ; 2 ,

使用分子生物学技术导入染色体 巾已知

篆 玛 。 ;了八
,

3 B
;

蒸瑙播入 勤农达 豹运教捧中
,

得

列蛋自产物
; 谊八

,

店熟
;

波用单克践挤体和穿被舒

酸从蒸勇库中分窝撰滩
; 5 :

完擞真核瑟因
,

分离

卿探基困
; 6 A

,

GB ;测定靶突变所 产生的新突变

株的遗传效应
; 7人

,

7熟
;

体外通过纯化基因产物

刊旗组技术鞠建 黔N A 峰夏系统
。

I D N 入 修复缺热突变株豹分离

修复鳌因研究豹第一步是分离和鉴定新的

辐射敏感的 D N A 修复缺陷型绷胞
。

辐射敏感

性细胞 的获得
,

一方面从培养 D N 八 修复缺 陷

症患者的人体细胞得到
,

另一方面从传代培养

的野生型细胞诱变而来
。

经长期研究
,

全 世界先后报道一些 D N A

修复缺陷症及其所含互补组列于表 1
。

由此而

得列 的 D N A 修复缺陷细胞是研究 公N A 修复

机理的最好材料
。

从传代培养的野生型细胞
,

经诱变亦可得

到一些辐射敏感性细胞株
。

诱变细胞使用最多

的是 C H O 和 v 7 9细胞 〔” ,

这类细胞生长好
,

接

种率高
,

突变频率也高
,

作为基因转移受体细胞

时比人细胞更易接收外源基因
。

也有用小鼠细

胞 作 为 诱变 细 胞 来 源 的
。

已 分 离 得 到 的

C H O 1 2 R O
,

以 I O 3 3 R O
,

X R 一 V : 。 B
,

i r s 一 1
,

M
, 。 ,

S X 一 9 等都是对 X 线真有高度敏感性的

细胞
。

最近一些作者
`幻又报道一些新的辐射敏

感性细胞株
,

如 C荃10 1 1 3 和 、 : s 一 1
。

他们对 X

线敏感性 比野生型细胞分别提高 2 倍和 3 ~ 该

倍
,

其中 C H O 1 13 细胞对低剂量率辐射有显著

的敏感性
。

还有人用微孔板技术结合新的免疫

化学测定方法
,

得到一种缺乏渗入澳尿吻吮能

力的 w M x R s 一 1 细胞株
; 或用分次 x 线照射

获得一株辐射敏感的人成神经细胞瘤细胞
。

2
.

D N A 修复基因的克隆

哺乳类修复基因分离的策略是将从野生型

细胞纯化基因组 D N A 导人有修复缺焰的突变

株细胞
,

使之在细胞内表达
,

选择修复能力得列

表 1 对物理
、

化学因家高皮敏感的 D N A 修复缺陷

症
盯幻

疾 病 因子 互补组

看色性干皮病 ( X尹 ) U V 7

C、 k衫二。
综合征 ( C S ) U V 3

X P 一 儡 复会型 U V 3

T 式
c h。 班:

;。 d y到 : 。夕h y U V I

狐蒯淤 黑色家瘤
、

u v ?

毛细血管扩张失
一

凋症 X 线 4

N 。 。 e

郎
。
肪怕k a g 。 综合征 X 线 艺

基底细胞痣综合征 X 线 ?

F
。 。 。。 耐 贫血 ( F人 ) 丝裂霉素 2

别。 。 二 综合征 ( B助 U V ? 1

恢复的转化因子
。

其研究途径包括把人或鼠细

胞 D N A 导 入人修复缺陷细胞
,

分离人的修复

基因或与人修复基因有同源性鼠切除修复基

因 ;或者将人细胞 D N A 导入鼠细胞突变株
,

分

离与鼠突变基因互补的人切除修复基因
“̀ ·

气

X P 基因克隆
;

X P 基因分离取得了很大进

展
,

但用人或鼠 D N A 转染 的 X P 细胞
,

修复缺

陷得到恢复的
,

至今只有 T a n
ak

a 等 `幻将小 鼠

1 C R 胚胎细胞导入 X P 20 S 一 S v 细胞 中成功

克隆 X P 一 A 修复基因
。

人或鼠 X P八 C 基因分

别位于染色体 9 q 3咬, 1 和 4 C 2 位置
,

x P 基因编

码一个 2 73 个氨基酸多肤
,

多肚内具有一个锌

脂蛋白结构汉
。

另一个进展是将 E R C C一 3 c D
-

N 八 微注射到不同的 X P 互补组细胞中
,

在 X P

B 组中发现 U D S 缺陷基因得到修正
` 7

· ” ) 。

W
。 -

b二 等 〔̀ ,
证 实 戳之C C 一 Z c D N A 基 因 能 修正

X P A C 细胞缺陷
。

邑狄 C C 纂因克隆
:

将人基因组导入鼠细胞
,

分离入切除修变基因共有 8 种
,

其中 5 种基因

被克隆
〔” 。

E R C c 一 l 是这类基因中第一个被克

隆的人修复基因
〔卫。 , 。

在 X P 互补组 2
,

3 ,

5 中的

E R C C一 2
、

E R C C 一 3 和 E R C C 一 5 基因
,

分别

由 W 。阮 r ,

w o d 。 和 M
o d g e tt 等克隆

`仆
一 ` 3〕 。

位

于染色体 1 3q 最大的 D N A 修复基因 E R C C 一

6
,

也由
’

r r o e l。 t r 。 分离并克隆
〔, ` , 。

最近
,

一种抗电离辐射基因
:
刹 9一 又蛇 已

被克隆
,

与
r a d扩 基因相 比较

,

两者编码的蛋 白
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质具有相同大小
,

但
:

ad g 一 1 92 基 因单碱基被 线修复缺陷的转基 因 鼠
,

得到 了 鼠的同 源基

取代
,

可引起蛋白质三级结构改变
。

第一个被克 因 `川
。

到 目前为止
,

己克隆的人修复基因总结

隆的电离辐射修复基 因 x R c c 一 l 哪 J, 利用 x 于表 2
.

表 2 已克隆的人 D N A 修复荃因 〔, ,

基因
染色体 基因大小 蛋白质中

( k b ) 氦纂酸数目
S C

e r e v
i

s
i脱

同像

5
.

尸o m铸
同裸

1 5 ~ 1 7 2 9 7

7 6 0

7 8 2

R A D I O

R户
L

D 3

E R C〔二一 3配

r a d 1 5

E R C C 一 3即

D N A 螺旋酶
“

D N A 螺旋酶
“

0
ù勺约山白弓泣

`,口

> 1 5 0 0 D N A 螺旋酶
“

R A D 1 4

C L C g C I X二1 7

R A D 6 r
h p 6 +

D N A 连接酶

U b iq u i t i n 一

C
o n j

u g a t i n g 酶

39232[抒竹:5L]:1504

E R C C一 1

E R C C 一 2 ( X P 一 2 )

E RC C 一 3 ( X P 一 B )

E RC C 一 5

E R C C一 6

X P一 A

D N A 连接酶 l

定位

1 9 q 1 3

1 9 q 1 3

2q 2 1

1 3 q

1 ha( 1 1

9 q 3 4

1 9q 1 3

1 0 0

2 5

H H F 6 A x q 2 4

H H 6 B

P ol y A D P 一核糖多聚酶

5 q 2 3

l q 4 2

1 5

4 3

以发双叫朴沉
八̀六Jg曰qU汽t),妇M G M T

B A P I
脚

A N P G

U N G 1 5

O `
甲基鸟嚷岭

D N A 甲基转移酶

A P 内切核酸酶

烷基一 N 一嗦吟
D N A 糖普酶

尿嗦吟 D N A

糖曹酶

X R C C 一 1

K I N 1 7

1 9 q 1 3 3 3

1 0 P

a ) 牛基因

b ) 从氨基酸序列推断

哺乳动物修复基因的克隆是一个困难的任

务
,

更困难的是基因产物和功能的测定
。

为此
,

已建立 了模拟修复活性作 用的体外测定系

统
仁.11 153

。

为跟踪分子缺陷和临床表现之间的关

系
,

D N A 修复缺陷的动物模型系统也将会应运

而生
。

二
、

D N A 修复基因选择性作用

用 U V 分别照射正常人细胞
、

C H O 细胞和

X P 细胞
,

测定其修复能力时
,

发现正常细胞修

复约 55 %的损伤
,

其存活率达 85 %
,

而 C H。
、

X P 细胞只能修复 5纬损伤
,

但 C H O 细胞存活

率却与正 常细胞一样
,

X P 细胞存 活率仅有

1 %
.

H an
a w a lt 等

` ,幻认为细胞对 D N A 修复是

不均一的
,

以后证实在 C H O 细胞中
,

对细胞存

活有重要影响的 D H F R (二氢叶酸还原酶 )基因

区被优先高效修复
。

活性基因仅构成全基因组

的一小部分
,

显而易见
,

这种高效修复采用反映

全基因组平均修复水平的方法是难以检测的
。

用核酸内切酶敏感位点的检测方法发现
,

位子

D H F R 基 因内片段有 75 %被修复
,

而 了上游

3 o k b 处 片段只有 10 %被修复
,

同时全基因组

修 复 只有 1 5 % 由于 C H O 细 胞存活 只 与

D H F R 基因修复有关
,

与总修复水平无关
,

而

X P 细胞不具备对活性基 因豹选择性修复能

力
,

所以存活率很低
。

有兴趣的是 H a
an * 。抚还发现在 X P 一 C 细

胞染色体上 P D 总切除减少
,

而活性基因仍然

被有 效修复
; 另外 他进 一 步 发现 C S 细胞 在
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D N A 修复方面
,

总修复水平没有缺陷
,

但在转

录活性基因选择性修复方面存在缺陷
。

汲此 ,
他

认为深入研究 X P一 C 和 C S 细胞 D讨 A 修复缺

溶
、

能更进 一 步
·

了解 扔N A 磐复 豹分 子 机

理
“ 邻

·

, ,」。

T
;

核酸内切酶 V 是 噬菌体 T
`

感染宿主

E
.

杨纵后表达的一羚修复臻
,

它豁特异地识别

环丁烷喻吮二聚体 ( P D 》
。

咫此酶为探针
,

在基

艰水平和染色质水平分别比较 八D八 基因和 X

染色体 了5 4 基因修复 P D 的 能力
。

结果
:

活性
泛气D A 基因比受抑制的 X 染色体 7 54 基粼能更

快更有效地修复 P D
,

在 辐照开始后有一个快

修复过程
。

另一方面
,

转录活性链的基因切除修

复能力远远高于转录不活跃链上的基因
。

类似

的现象在 X 射线诱导
s o D N A 实验 中也观察

到
〔娜

,

一般来说这方面工作较少
.

选择性修复的调控机理还很不清楚
,

这可

能与染色质结构
、

D N A 序列以及细胞调节体系

等有关由
·

幼
。

肿瘤的产生与发展
,

D狡 A 修复缺

陷症以及衰老过程与基因选择性损伤及修复是

否有关
,

引起了人们的极大兴趣
。

三
、

基汲水平的 D N A 修复检测新技术

D城 A 修复测定的定量研究
,

首先必须精确

测定电离辐射诱导 D N A 损伤程度
。

一般方法

如中性洗脱法等给出的剂量响应曲线是非线性

的
,

不能显示特定基 因损伤与修复水平
`拍

。

因

此
,

基姗水平的 D N A
一

修复检测方法
,

随分子生

物学发展面逐步建立起来
。

目前真核细胞基因

转染技术如磷酸钙共沉淀法
、

细胞融合等已用

于 D N A 修复基因分离
。

定点诱变
、

P C R 基因扩

增瘫)纵 A 序列分析以及生物大分子的印迹技术

己广泛用于 D N人 修复基渊的测定与分析
。

核酸内切酶敏感位点分析法哪
〕
是近几年

来发展的一种新方法
。

该法使用放射性前体标

志细胞 D N A
,

U V 照射后与 E o d o V 作用
,

将

D N 人切割为将定片段
,

分离亲代与子代 D N A
,

再与 P D 位点的 T `
核酸内切酶作用

。

利用碱性

密度梯度离心或碱性洗脱方法
,

可测定单链断

裂程度
.

如将与 T
.

核酸内切酶作用后的样品经

碱性琼脂糖凝胶电泳
, S o u t h二。 转移

,

与特定

基因杂交
,

可测定 P D 频率和修复效率
,

从而可

知特定基翔的藩复状态
,

也可了解染色体结构

对修复的影响
。

目前已分离鉴定出多种特异识

别不同 D N A 损伤的糖曹辞
,

因此上述方法可

用于各种细胞类型和 多种特定基因的不同

D N A 摄伤与修复的研究
.

定量测定 D N A 基因掇伤方法很多
,

交变

电场凝胶电泳伊F G E )测定 D N A 双链断裂哪
〕

方法简便
,

并能在较短时问内得到结果
。

在同一

凝胶上
,

可满意地分离 Z o ok b 到 6M b 片段的样

品
,

一般可测定 l ~ 1 00 G y 剂量 x 射线所诱发

的双链断裂
。

若与 S o ut h e r n
印迹技术联用

,

可

测定 3 o G y 所致的一种双微染色体损伤修复研

究
,

最低可测剂量达 2
。

S G y ,

并有较好的剂量响

应关系
。

若减少样品制备过程 中 E D T A 用量
,

探测下限为 。
·

o 5 G y
·

综合运用凝胶微电泳与荧光染色 和图像

分析技术卿
〕 ,

可测定辐照后单细胞 内单
、

双链

断裂
。

其原理是将细胞埋入琼脂中
,

用 S D S (十

二烷基磺酸钠 》处理
,

电泳
、

荧光染色后
,

在显微

镜下观察
。

在辐射敏感性的研究中
,

它能区分肿

瘤细胞亚细胞结构的损伤及不同的修复速率
,

并可显示 D N A 包装对修复的影响
.

体外修复系统包括细胞体系和无细胞体

系
。

A h n
等人

〔脚发展了一种新的细胞体系
,

用

对氨甲蝶岭有高度敏感性的 E M T 一 6 鼠细胞

研究 D N A 双链断裂
,

这种细胞所特异的双微

染 色体 上包含 多拷贝的 D H F R 基 因
。

A r -

ar 耐
`坳用 P F G E 和 E B 染色方法测定了细胞经

X 射线照射后所产生的 D尺 A 扳伤
。

无细胞体

系可用于体外选择性修复研究
、

纯化修复蛋 白
、

克隆编码这些蛋白的基因等
〔” 〕 。

其中一种特异

方法是使用含有特异修饰碱基的寡核督酸为底

物来估计有类似作用的修复酶如 D R P a二 和

D N 。 , 的相对活力
。

在修复反应中
,

运用多聚

酶抑制剂和合成底物
,

证 明了 D N A 多聚酶 户

的重要作用
。

如果将细胞提取物与质粒 D N A



国外级学
·

放射医举核医学分册 19” 年第 17卷第 今期
·

1 4 9
·

混合保温
,

经电泳
、

放射自显影等技术分析
,

观

察到 所有 X P 互 补组提取物在 U V 照射 的
、

一

D N A 修复复制中都无效
,

但加入正常的细胞提

取物
,

这个缺陷得到修正
,

使用这个系统纯化活

性 X P 一 A 修复蛋白
,

至少提高 5 0 00 倍
,

经 S D S

一 P F G E 分析结合的蛋白约 4 0盆D a `抵翔
.
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四
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结束语

基因水平的 D N A 修复研究工作刚开始
,

初步的结果是十分令人鼓舞的
,

但也是不完善

的
。

细胞 D N A 修复研究与细胞突变
、

癌变
、

衰

老
、

遗传病诊断以及基因治疗有着密切关系
。

这

些都是分子生物学家十分关切的课题
,

它的意

义早就超出放射生物学的范畴
,

因此基因水平

的 D N A 修复研究既有理论意义 又有应用前

景
。
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