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蛋白质
一

D N A 相互作用与辐射诱导的基因转录

白求恩医科大学卫生 部放射生物实验室 (长春
,

1 3 。。 2 1) 陈沙力综述 刘树铮 审校

摘 要
:

综述 了电离辐射诱导基因及其表达产物的研 究现状
,

阐明了蛋白质
一

D N A 结合作用及

转录水平调控的研究进展
,

讨论了辐射诱导基因转录的信息传递通路 及其意义
。

关键词
:

电离辐射 基 因转录 蛋 白质
一

D N A 相互作用

基因转录调控的关键 因素是转录
、

翻译

和应答的成分及其特殊结构
。

真核生物的转

录 启 始 是 由 顺 式 作 用 元 件 c( 15一

ac t i n g

e l e m e n t ) 与反式作用蛋 白因子 ( t r a n s 一 a e t i n g

p r o t e i n f a e t o r s ) l司的复杂作用所调控
。

在顺式

调控 区域 中
,

启动子靠近转录起始位点且常

由邻近的元件 (如 T A T A b ox )和较远的元件

(如 C C A A T b o x) 所构成
。

启动子和增强子常

由几个分离而重复的元件组成
,

其排列
、

组合

方式不同
,

转录激活模式也不尽相同
.

其中每

个元件都可以 由一个或更多的反式 作用因子

特异地识别
。

只有当几个有关的 D N A 特异

序列都被调控因素占据后
,

R N A 转录才能进

行
。

因此
.

蛋白质
一

D N A 相互作用在基因转录

激活过程中起着重要调节作用
。

辐射诱导的基因表达及其产物

电离辐射诱导多种细胞一系列基因的表

达或使另一些基 因表达下调和关闭
’

·

2
`

截至

1 9 9 2 年 已报道 的电离辐射诱导激活的基 因

至少有 2 0 多种
〔 2〕 ,

主要包括
e 一 f o s 、 e 一 ju n 、

ju n -

B 及 E G R
】、

N F
一 `

B
、

T N F
一 a 、

IL
一

1
、

F G F
、

P K C
、

ga d d 4 5
、 “
干扰素

、

胶原酶等基因
。

这些研究

始于对原核细胞的观察
,

后来扩展到真核细

胞
.

主要是体外培养的中国仓鼠细胞
、

多种胚

胎细胞和某些种瘤细胞株
。

研究中多数使用

较 高剂量
,

诱导 的基 因产物 主要涉及 D N A

修复
、

细胞周期进程
、

细胞信息传递和细胞凋

亡等
。

进一步的研究又发现辐射诱导激活 f os
-

B
、

ju n 一

D
、

Ju n / f o s 、 e 一 m y e 、

E G R
Z 、

E G R
3 、

E G R
; 、

I L
一

2
、

P C N A
、

p 5 3
、

P f K子F
、

F G F
、

P t k
一

3
、

R N A 聚 合酶 俘
、

金属硫 蛋白
、

酪氨酸激酶和

D T 黄递酶等基因
〔3

一

5二 。

B oo ht m an 等
〔 6〕用差示

杂交 技术在 X 射线照射 的正常 人细胞和肿

瘤细 胞中分离 出一系列
c D N A 克隆

,

其 中有

t 一 P A (组织型血纤维蛋 白溶酶原活化因子 )
、

S T
一

l( 基质溶素
一

1 )
、

M M (P 基质金属蛋白酶 )
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和 T K (胸昔激酶 )等的
。 D N A

。

他们认为
,

诱

导的某些基 因产物可能参与细胞的酶促反

应
。

已知低剂量辐射可诱导 S H E 细胞的 c -

fo s
等原癌基 因和 P K C ( 蛋白激酶 C )基因的

表达
,

并使
a 一

微管蛋 白
、

民和 羊肌动蛋白及鸟

氨酸脱梭酶等的转录水平增高
〔 , 8〕 。

7 5m G y x

射线全身照射小 鼠胸腺和脾脏细胞 中
C一 fos

和 c 一 uJ n 的 m R N A 转录水 平增 高
〔9 〕 ,

推测

A P
一

1 的水平可能上调
。

75 m G y X 射线全身

照射 4 小时
,

经二维电泳发现脾细胞表达一

些 新蛋 白质
,

其 中有的 蛋 白质 具有 生物 活

性
〔, “ 〕 。

低剂量辐射诱导的这些早期基因产物

的功能尚不清楚
,

可能在后期转录 中参与诱

导细胞因子
、

转录因子
、

转录调节因子或转录

调节抑制因子
。

2 蛋白质
一

D N A 相互作用及转录调节

真核基因转录的启动始于转录前起始复

合物的形成
,

即转录因子间和转录 因子与调

节蛋 白因子 间复合物 (反式作用蛋白因子 )的

形成与解聚
,

反式作用蛋白因子与顺式作用

元件相互作用
,

即蛋 白质
一

D N A 相互作用启

动转录
。

S h e r m a n
等

〔` ’ 〕用 N o r t h e r n b l o t
方 法 证

实
,

5 一 5 0 G y X 射 线 照射 H L
一

60 细胞后 c -

ju n 、 c 一 f o s 和 J u n 一

B R N A 表达 增强
.

S OG y X

射线照射后 3 小时 H L
一

60 细胞的 c 一 uJ n m R
-

N A 表达增强 9
.

6 倍
。

为了确定这种表达可

能的调控机制
,

作者用正常 H l一 60 细胞所具

有的肌动蛋白基因转录作 为阳性对照
,

用不

能检 出的 各球蛋 白基因转录作为阴性对照
。

结果显示
,

照射细胞
C 一 iu n 基因转录增强 7

.

2

倍
,

而无肌动蛋 白基因转录效应
,

说明辐射诱

导 c 一 iun 基 因表达 至 少部分是通过 转 录机

制
。

为了研究
c 一 ju n m R N A 表达是否存在转

录后机制
,

用蛋 白合成抑制剂 C H M (放线 菌

酮 )作对 比参照
,

结果表 明
,

C H M 本 身可轻

微诱导表达
,

而辐射与 C H M 同时作用可 明

显增强表达
,

比单纯辐射作用增强 3
.

6倍
。

提

示 C H M 通过转录后或翻译后机制增强辐射

细胞的
c 一 uj n m R N A 表达

。

H L
一

60 细胞接受

照射后 3 小时
,

用 R N A 合成抑制剂 (放线菌

素 D ) 抑制进 一 步 的转录
.

结果表 明
.

c 一 Ju n

m R N A 的半衰期为 58 分钟
.

在转录抑制的

情况下
,

C H M 使半衰期延长到 94 分钟
,

进一

步说明辐射诱导
c 一 ju n m R N A 增强表达至少

部分是通过转录后或翻译后机制
,

包括抑制
c 一 ju n m R N A 转录的蛋 白质合成

。

m R N A 合

成的启动是基因表达调控关键的控制点
,

依

赖于某些转录 因子识别特异性 D N A 控制序

列
,

而转录因子多以二聚体形式结合 D N A
,

如 uJ n 和 F o S 蛋 白形成异源性二聚体复合物

识别基因 A P
一

1控制序列
,

引起转录
。

S a hi id a k 等
〔 ’ 2

一

用已知的能与特异转录因

子结合的控制序列探针检测经 4
.

S G y y 射线

照 射 的 U l
一

M el 细 胞
,

发现 蛋 白提 取 物 中

C R E B
、

N F
一 ` B 和 S P I 的 D N A 结合活性的增

高
,

而 A P
一

1
、

A P
一

2
、

A P
一

3
、

G R E 和 o c t 一 1 则无

改变
,

说 明高剂量 y 射线选 择性地激活了某

些转录 因子
,

通过与启动子控制序列位点结

合
,

诱导特异性基因转录
。

电离辐射作用后
,

一些转录 因子 的结合活性发生特异性变化
,

由于某些转录 因子
,

如 s P 一
、

e R E B 和 N F
一 ` B

的激活不受 C H M 或放线菌素 D 的抑制
,

因

此这些变化不依赖于新蛋白的合成或 m R N A

的转录
。

照射后并不是所有转录因子的靶基

因都要被激活
,

而是某些基因被激活
.

如许多

S P I 靶基因 (胸昔激酶
、

t
一

P A 和 D T 黄递酶 )

能 被激 活
,

而 N F
一 ` B 反 应基 因 产物 在 U l

-

M e l 细胞中很少检出
。

因此
.

许多有关调节

蛋 白质 (转录因子和蛋白调节因子 )可能以某

种特异的方式相互 作用
,

并在特定条件下诱

导转录
。

rP
a as d 等

〔 4 :

用 0
.

2 5 一 Z G y y 射 线照射

E B 病毒转染的 24 4 B 细胞能诱导激活 N F
-

沼 的表达
,

其中以 0
.

S G y 照射组最为明显
。

N F
一 K

B 激活靶基因转录有两种方式
:

①在细
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胞浆 P K C 使正常 NF
一 K

B / l
` B 抑制复合物中

的抑 制因子 I ` B 磷 酸化
,

降低了 I ` B 与 N F
-

` B 的亲合力
,

N F
一 ` B 从抑制复合物 中游离出

来
,

然 后转 入 细 胞 核
,

诱导 特 定 的基 因 转

录
〔` 3〕 ;②电离辐射作用所产生的活性氧破坏

N F
一 K

B l/
` B 复合物

,

使 N F
一 ` B 游离并进入细

胞核激活转录
〔“ 〕 。

Y a m a m o t o
等

〔, 5 〕

认为
,

C R E B 单体和 二

聚体组成两种形式的 D N A 蛋 白复合物
,

其

转录 活性 的变化 随两种复合物 的比值而改

变
,

二聚体复合物的形成和激活是通过 P E 仁

介导 的磷酸化过程
〔` 6〕 。

在电离辐射作用后两

种复合物均增加
,

但二聚体复合物结合活性

明显增高
〔 , 5〕 ,

C R E B 靶基因的转录随之增强
。

在电离辐射后
,

包含 S P I 在 内的多聚蛋

白复合物增加
〔 , 2〕 。

虽然其与 D N A 结合的确

切机制 尚不清楚
.

但推测结合的增加可能是

由于和 R b (视 网膜细 胞瘤 )基因产物相关的

一种蛋白有关
〔` 7〕 。

S P I 和 R b 基 因产物形成

紧密的蛋 白质
一

蛋白质结合
,

然后与 R C E (或

S P I ) D N A 控制序列结合
,

激活转录
。

因辐射

后 S P I 单 聚体复合物几乎没有变化
,

推测同

N F
一 K

B 基因的激活一样
,

以预存的无活性的

蛋 白形式存在的 S P I 本身不能被激活
,

而包

含 s P I 的多聚蛋 白复合物结合活性增高
。

该

复 合物 可能调 节 S P I
、

R C E 位 点的基 因表

达
。

B oo
t h m a n

等报研究了 X 射 线诱导的转

录因子与细胞核提取物 中
t 一 P A 基因启动子

的结合
,

发现 4
.

SG y X 射 线照射 U l
一

M el 细

胞后
,

4 小时内此种转录因子的 D N A 结合活

性增高
。

并初步确定了转录因子结合的控制

序列部位
,

命名为 X R E 区 (即 X 射线反应元

件区 )
,

不同于任何 已知的转录 因子控制 序

列
。

电离辐射是 否可激活
“

特异的
” D N A 结

合蛋 白尚无定论
。

T ea le 等
二’ 8二

比较了正常人

和 A T (毛细血管扩张性共济失调症 )病人经

E B 病毒转染 的淋巴母细胞系体 外照射后诱

导 D N A 结合蛋白
,

其结合序列为 3
` 一

C A G T
-

C A A T C C C A C C T A G
一

5
` ,

用 K le n o w 聚 合酶

对寡核昔酸标记
3 ,

P
一

d C T P
。

剂量效应研究表

明
,

正常细胞 ( C 3 A B R )在 2
.

SG y 以上 了射线

照射后核提取物的结合呈剂量依赖性增加
,

在 0
.

5 和 I G y 照射 未见 结合
; 而 A T 细 胞

( A T I A B R )则在未照射对照 中即有结合
.

照

射后无明显变化
。

同时用 U V 照射与 y 射线

进行对 比
,

发现 2 4 ) 的 U V 射线在 C 3 A B R 细

胞只能引起微弱的反应
。

故认 为上述 D N A

结合蛋 白是电离辐射诱导的特异因子
。

在未

照 射 的 正 常 C 3 A B R 中仅 胞 浆 内 存 在 此

D N A 结合蛋 白
; 照射后迅速向核内转移

.

胞

浆内不复存在
; 照射后 7 小时从核内消失

,

其

在核 内的短暂出现
,

提示对辐射的早期反应

可能起重要作用
。

T P A (佛波酷 )可使 C 3 A B R

细胞的核内出现很高的结合活性
,

推测 P K C

参与此反应
。

此反应不需新蛋白合成
,

而是将

预存于细胞浆 内的结合因子经翻译后修饰转

移到核内
,

发挥转录因子的作用
。

3 电离辐射诱导基因转录的信息传递通路

P K C 是丝裂原和 D N A 损伤等多种刺激

因素诱导激活基因表达的细胞信息传递通路

中的重要媒介之一
。

W ol os
c
ha k 等

之’ 9二

证实低

剂量 X 射线和 y 射线照射细 胞 1 小时 内诱

导 P K C m R N A 表达增强
.

提示 电离辐射可

能通过 P K C 传导通路 调节基因表达
。

为了进

一步确 定 P K C 是 否参与辐射激活的即刻早

期基因表达过程
,

H all ha
a n
等

〔2 。二观察了 X 射

线照射 细胞后 Ju n 、

E G R ,

和 fo s 不 同类型的

即刻早期 基因的 m R N A 表达
,

同时用 P K A

(蛋白激酶 A )选择性抑制剂 ( H A 1 00 4 )
、

P K C

抑制剂 ( H
:

)和长时间 T P A 预处理作对 比参

照
,

结果发现
,

辐射后 E G R
,

和 uJ n m R N A 迅

速
、

短暂增强表达 ( 。
.

5一 3 小时 )
,

H
7

或长时

间 T P A 预处理使表达下调
,

而 H A l o o 4 不影

响表达
。

高 剂量辐射诱导的 N F
一 ` B 经 P K C

通路激活转录 已得到证实
。

酪氨酸磷酸化也
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是辐射激 活 P C K的重要步骤
。

以上结果证

实
,

电离辐射通过 P K C 依赖性信息传递通路

调节 E G R
,

和 ju n
的表达

,

而不依赖 P K A 传

导通路
。

已有实验证明
〔 9 , ,

低剂量全身照射可引

起胸腺和脾淋巴细胞信息传递的变化
,

表现

在 三 个环 节
:

一 是接受 第一信使 的受体

T C R / C D 3 表达上调
;
二是第二信使活动 升

高
,

致使 P K C 激活 和 〔C a Z+ 〕 i (细胞 内钙离

子 )动员增强
;
三是第三信使

。 一 jim 和 c 一 fos 转

录水平增高
。

这些变化表明
,

低剂量辐射可促

进淋 巴细胞内信息传递过程
,

使淋巴细胞分

泌 I L
一

2( 白细胞介素
一

2) 和 羊 IF N ( y
一

干扰素 )

增多以及 I L
一

Z R (白细胞介素
一

2 受体 )表达上

调
,

最终引起淋巴细胞功能激活和克隆扩增
,

成为免疫增强效应的基础
。

M o h a n
等

〔2 `〕用低剂 量 y 射线 照射 人体

淋 巴母 细胞 2 4 4 B 细 胞 系
,

发 现 N F
一 ` B 的

D N A 结合活性明显增高
,

可被抗氧化剂乙酞

半肤氨酸所抑制
,

证实这种反应是被活性氧

中间物 ( R O IS )所激活
。

D a t t a
等

〔 2, 〕

证实
,

辐射

启动的基因转录信息传递通路可被各种 自由

基清除剂所抑制
。

H a ll a h a n 〔2。〕
提 出 T N F (肿

瘤坏死因子 )的早期基 因表达是 由细胞器的

氧化所启动
,

经代谢过程形成第二信使
,

进一

步激活 P K C 或其它激酶
,

导致一系列磷酸化

过程
,

转 录 因子磷 酸化 导致早 期基 因如
C -

uj n 、 C 一 fo “ 和 E gr
一

1 的转录
。

一些不需 经蛋 白

合成和编码转录 因子的基 因
,

通过预存蛋白

质的翻译后修饰诱导后期基因表达
。

辐射诱导基 因转录是十分复杂的过程
,

可能有许多信息传递通路参与
。

不同剂量范

围的辐射可能诱导不同的基因系列表达
,

通

过不同的信息传递通 路和转录因子
,

产生不

同的效应
。

细胞类型的反应特点对上述效应

产生明显的影响
,

这就更增加 了这一领域研

究工作的复杂性
。

表达
,

表达产物可能参与细胞变异
、

癌变
、

损

伤修复
、

细胞周期进程和细胞死亡等
。

低剂量

电离辐射有所不同
,

所诱导激活的基 因及产

物可能参与适应性反应
、

免疫增强
、

肿瘤抑制

和神经 内分泌调节等过程
。

虽然确切的发生

机制还不清楚
,

但进一步的深入研究无疑有

助于 了解辐射激活基因
,

诱导新蛋 白质的本

质和功能
。

特别是低剂量辐射如何影响基因

表达的研究尚少
,

对某些基因是否具有特异

诱导 或特异诱导抑制是一个值得研究的问

题
。

电离辐射可能选择性地激活某些转录因

子
,

特异地结合到 启动子控制序列位点上引

起基因转录
。

不同类型细胞的辐射激活转录

因子 及其在基 因表达调 控 中的作 用特点
,

值得进一步研究
。
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D N A 聚合酶 p在分子放射生物学中的作用

第二军医大学放射医学研究室 (上海
,

2 0 04 3 3) 蔡建明 罗成基
`

综述 郑秀龙审校

摘 要
:

介绍 了 D N A 聚合酶 p三个方面的研究进展
:

① D N A 聚合酶 p参与 D N A 修复合成的

功能区域以及重要活性氨基酸 ; ② D N A 聚合酶月活性调控机制 ; ③D N A 聚合酶 p在放射生物学中

的作用和意义
。

关键词
:

D N A 聚合酶 p 放射生物学

一般认为
,

D N A 聚合酶 队D N A op l 日
,

本

文简称 p ol 阳在体内的主要功能是参与 D N A

损伤修复
〔`

一
2〕 ,

已有的实验结果提示
,

该酶在

哺乳动物细胞 D N A 辐射损伤修复中起着重

要作用
,

是参与 D N A 修复合成过程 的主要

D N A 聚合酶
。

其生物学功能的发挥
,

与酶本

身的生物学性质
,

尤其是与酶活性及其调控

水平有关
,

若外界因素改变了酶的活性等会

影响其 D N A 修复功能
〔3〕 。

阐明 D N A p o l 日分

子结构中各组分在 D N A 聚合反应中的作用

以及对酶活性的贡献
,

弄清细胞内该酶 活性

调控机制
,

对深入认识该酶 D N A 损伤修复

等生物学功能无疑是十分重要的
。

国外近年

来在这方面做了不少研究
。

此外
,

该酶与肿瘤

的发生以及放疗耐受性等的联系也开始引起

人们的关注
〔4

一
6〕 。

本文对上述问题作一概述
。

修复合成功能区域以及重要活性氨

经过多年研 究
,

人们发现各种真核细胞

p o l p分子量大小稍有差异
,

约为 3 0 ~ 4 Ok D
,

与其它真核细胞 D N A 聚合酶相 比
,

人们对

,

第三军 医大学防原 医学教研室

哺乳动物细胞 po l 尽有更多的了解
。

W il so n 〔 , 〕

等利用克隆出的人和大鼠 op l 尽的
c D N A

,

已

经推断 出人和大 鼠 p ol p的分子量为 39 k D
,

整个酶分子 由 3 35 个氨基酸组成
,

并 已测 出

了全部氨基酸序列 ( 图略 )
。

各种脊椎动物 op l 俘的一级结构是高度

保守的
〔7〕 ,

表现在两个方面
:

一是不同种类动

物之间
,

p ol 日的胰酶肤段二维 图谱有很大的

相似性
,

抗一种动物 op l p的抗体对多种脊椎

动物细胞 op l 月有交叉反应
; 二是 oP l p与其

它 D N A 合成酶 之间有一定保守性
。

例如
,

E ar l〔
8〕
等报道

,

哺乳动物 op l 月序列 中的某些

区域 内可 见 四 个 氨 基 酸残 基顺序与其 它

D N A 合成酶的保 守序列是相 同的
,

op l 日与

脱氧核糖核昔转移酶 的末端结构也有相似

性
〔9〕 ,

若将整条 op l 月肤链与后者的 C 末端部

分相比较
,

发现有 24 %的氨基酸残基是相同

的
。

K u m a r 〔` 。
·

’ ` ’
等报道

,

从 p o l 俘的催化活性

来分析
,

可以将整个酶分子分成两个功能 区

域
,

一个位于肤链的 N 端
,

分子量为 sk D (约

7 0 ~ 8 0 个氨基酸 )
、

它赋予酶蛋白与 D N A 模

板结合的功能
; 另一个 位于肤链 的 C 端

,

分

子量为 3 k1 D
,

行使催化功能
,

在适宜条件下
,


