
展分子遗传学诊断研究 ,对推动我国相关学

科的发展乃至提高整个民族的遗传质量都会

有积极作用。
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p53基因状态与辐射诱导的 G1期阻滞

白求恩医科大学卫生部放射生物实验室 (长春 , 130021)　傅海青综述　鞠桂芝审校

摘　要: G1期阻滞是细胞对 DNA损伤作出的一种保护性反应 ,它与 p53基因状态密切相关。

本文对 G1期阻滞的发生机制、生物学意义及 p53突变对辐射诱导 G1期阻滞的影响进行综述。

关键词: 电离辐射　 p53基因状态　 G1期阻滞

　　早在 1968年 Lit t le就曾报道 X射线能

引起细胞周期 G1期阻滞。但对其分子基础的

研究在此后的二十多年里进展不大。 直到

1991年 Kastan等
[1 ]发现 γ射线诱导的 G1

期阻滞伴有 p53蛋白的核内堆积 ,并且发现

了 p53基因状态 (野生型和突变型 )与辐射诱

导的 G1期阻滞密切相关 [ 2]。提示 p53蛋白在

辐射诱导的 G1期阻滞中起重要作用。从此 ,

辐射诱导的 G1期阻滞成为放射生物学和细

胞生物学研究的热点。 近年来随着分子生物

学技术的发展 ,各种新基因的不断发现 ,辐射

诱导的 G1期阻滞的分子机制研究有了一定

进展。

1　 p53基因及其表达产物的结构和功能

p53基因定位于 17号染色体短臂 1区 3

带上 ,全长约 20kb,由 11个外显子和 10个

内含子组成。p53基因转录的 mRNA长度为

2. 5kb,编码产物为 394个氨基酸残基组成

的核磷蛋白。 p53蛋白的一级结构可分成三

个区域 ,即 N端酸性区、中间疏水区、 C端碱

性区。 其中 N端酸性区的 20～ 42位氨基酸

与转录因子有相似之处 ,可抑制或激活某些

靶基因的转录。筛选了大量人基因组 DNA
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克隆 ,证实了 p53蛋白的基因组共有序列都

有 双拷 贝的 10bp的 对称 结 构 ,即 5′-

PuPuPuCCA /T) ( A /T ) GPyPy Py-3′,中间被

随机的 0～ 13bp隔开 ,不影响 p53蛋白的结

合力
[ 3 ]
。 p53蛋白结合位点的对称结构——

四个 5′-( A /T ) GPy PyPy-3′相对取向 ,提示

p53蛋白以四聚体形式结合于 p53蛋白的结

合位点 ,现已证实 , p53蛋白以四聚体的形式

结合靶 DNA, 323～ 355位氨基酸与四聚体

的形成有关。 p53蛋白作用的靶基因可能包

括有关调节基因组稳定性的、细胞对 DNA

损伤起反应的和细胞周期进展的基因 [1, 2, 4 ]。

2　 G1期阻滞的分子机制

尽管 DNA损伤所致的 G1期阻滞已被

发现多年 ,但对其调控的分子机制知之甚少。

Kastan等 [1 ] 1991年发现肿瘤抑制基因 p53

蛋白产物的短暂升高与 γ射线照射后人细胞

DNA复制合成的短暂下降密切相关。 并发

现 ,含野生型 p53基因 ( w t p53)的细胞在 γ

射线照射后出现短暂的 G1和 G2期阻滞 ,而

含突变型 p53基因 ( m t p53)的细胞只有 G2

期阻滞。因此认为 w t p53蛋白在 G1期阻滞

中起重要作用。 Kuerbi tz等
[ 5]的研究进一步

证实了这一观点。他们将 w t p53基因转染到

缺乏内源性 p53基因的变性细胞中 ,可使细

胞部分恢复γ辐射诱导的 G1期阻滞 ;而在有

内源性 p53的肿瘤细胞中 ,由于转染 mt p53

基因过度表达 ,可取消该细胞γ辐射后出现

的 G1期阻滞。 近几年有更多的实验证实 ,

p53蛋白是 DNA损伤诱导 G1期阻滞的重要

生物调节分子 [6, 7 ]。那么 p53蛋白是如何实现

其调控 G1期阻滞的功能呢?

作为转录因子的 p53蛋白 ,在接受到

DNA损伤信号后被激活 ,通过与其下游效应

基因的靶序列结合从而激活这些基因的转

录
[8, 9 ]
。 p53蛋白激活的这些效应基因的蛋白

产物似乎在细胞 DNA损伤应答反应的 G1

期阻滞中起重要作用。 目前研究较多的 p53

下游 基因包 括 MDM2、 GADD45、 CIP1 /

W AF1。 MDM2最初是作为结合 p53蛋白的

癌基因产物被发现的 [10 ]。 p53蛋白通过结合

于 MDM2第一内含子区的 p53蛋白共有序

列而调节 MDM2的转录。Mdm2反过来通过

蛋白与蛋白之间的相互作用结合 p53蛋白的

氨基末端来阻止 p53蛋白的转录激活功能 ,

形成一个“负反馈环”。因此认为 Mdm2的正

常功能是限制 G1期阻滞的时间 ,使 DNA损

伤修复后的细胞进入细胞周期 [11 ]。 GADD45

首先是在 CHO细胞中作为紫外线诱导的一

些转录物之一被发现的。现已证实 , DN A损

伤剂和其它刺激均可在多种细胞中诱导其表

达 ,γ射线就是其一 ,并且 γ射线诱导的

GADD45表达严格依赖 w t p53蛋白
[ 2, 12]
。现

已发现 GADD45的第三内含子区有 p53蛋

白的共有序列。Gadd45可与增殖细胞核抗原

( PCN A) ,一种 DNA复制和核苷酸切除修复

必需的蛋白结合 ,从而抑制 DNA的合成 ,阻

止细胞进入 S期
[13 ]。最新报道认为 , Gadd45

可与 p21相互作用来调控细胞周期 [14 ]。两个

不同小组通过不同途径同时发现了一段相同

的基因 ,分别命名为 WAF1
[15 ]和 CIP1

[16 ] ,现

在习惯上称之为 CIP1 /WAF1基因。 CIP1 /

W AF1位于染色体 6P21. 2,其启动子区含有

p53蛋白的共有序列。 CIP1 /WAF1的蛋白

产物为 p21。 在正常细胞中 p21与 PCN A、

cylin和 CDK(周期素依赖激酶 )以四聚体形

式存在 ,该四聚体中 CDK具有激酶活性和

无激酶活性两种形式 ,这主要取决于复合体

中 p21的含量。p21含量增加与 CDK结合而

抑制其活性 ,从而阻止 DNA合成和细胞分

裂导致 G1期阻滞
[ 17 ]
。

现已有许多实验结果表明 ,电离辐射作

用后存在 G1期阻滞的细胞同时伴有 p53蛋

白的 累积和 MDM2、 GADD45及 CIP1 /

W AF1· mRNA含量的增加
[ 7, 18, 19]。 Bae

等 [19 ]报道 ,辐射诱导 WMN细胞系的 CIP1 /

W AF1、 GADD45和 MDM2 mRNA表达高
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峰出现在照后 4h ,照后 8h恢复本底水平 ,推

测可能是由于 Mdm2结合到 p53蛋白氨基

末端的转录激活区 ,从而抑制了 p53介导的

转录所致。 在 p53介导的 G1期阻滞中 ,

GADD45、 MDM2和 CIP1 /WAF1· mRNA

表达增高固然重要 ,但其蛋白产物的稳定性

也不容忽视。 O′conno r等
[ 20]
在研究一组

Burki tt′s淋巴瘤和淋巴母细胞时发现 ,有些

淋巴瘤细胞 (如 EW36)尽管存在 w t p53,但

无γ射线诱导的 G1期阻滞 ,同时伴有 p53蛋

白累积减少 ,提示 EW36细胞系可能在 DNA

损伤后稳定 p53蛋白机制存在缺陷。 Bae

等 [19 ]报道在照射后存在明显 G1期阻滞的

WMN细胞系中 , p21蛋白在整个 G1期阻滞

中保持高水平 ,在照射后无 G1期阻滞的

EW36细胞系中 , p21水平随着 CIP1 /W AF1

· mRNA水平的下降而很快消失。因此作者

认为 p21蛋白的稳定性是 γ射线诱导 G1期

阻滞的决定因素。

并非所有由 p53蛋白介导的 G1期阻滞

同时存在 GADD45和 CIP1 /WAF1两条通

路。 Namba等
[21 ]
证明具有 w t p53人甲状腺

细胞系在受到足以使其它有 w t p53细胞系

诱导 GADD45表达的 10Gy照射后 ,未发现

GADD45的诱导 ,只存在 p53-CIP1 /W AF1

通路诱导的 G1期阻滞。 Bae
[22 ]亦报道 , 20Gy

高剂量照射后 ,大多数 w t p53黑色素瘤系仅

表达 CIP1 /W AF1而不表达 GADD45。尽管

缺乏 GADD45的表达 ,但却存在明显的 p53

蛋白水平的增高和 G1期阻滞。提示辐射诱导

的 G1期阻滞在黑色素瘤系中可能只通过

p53-CIP1 /WAF1通路 ,而无需 GADD45的

诱导。 时程研究表明 ,照射后无 GADD45诱

导的 w t p53黑色素瘤系 , CIP1 /W AF1基因

转录明显延长 ,提示在缺乏 GADD45诱导的

细胞系中存在某种补偿机制。

总之 ,辐射诱导 G1期阻滞的初步研究表

明 ,哺乳动物细胞中的 w t p53及其蛋白产物

在 G1→ S过渡中起关键作用。电离辐射作为

DNA损伤分子可诱导 p53基因激活 ,其蛋白

产物作为转录因子调控下游基因 ( GADD45、

CIP1 /WAF1、MDM2)转录 ,并表达蛋白产物

( Gadd45、 p21、Mdm2)。因此 p53蛋白可通过

GADD45和 CIP1 /W AF1通路阻止细胞从

G1进入 S期 ,导致 G1阻滞。 MDM2则通过

负反馈限制 G1阻滞。另外少数细胞系 p53蛋

白不通过 GADD45而仅有 CIP1 /WAF1通

路诱导的 G1期阻滞。 机制则有待进一步研

究。

3　 G1期阻滞的生物学意义

目前关于 G1期阻滞的生物学意义尚有

争议。多数学者认为 G1期阻滞是机体对外界

刺激的一种保护性反应。因为在绝大多数生

物体的整个生命过程中 , DN A损伤是一个永

远存在的刺激 ,无论是真核生物还是原核生

物都能对基因毒性刺激做出保护性反应 ,从

而保证了基因组的遗传稳定性。 G1期阻滞可

能是这种保护反应中的一个环节 ,可提供充

足的时间来促使受损伤的 DNA进入 DNA

合成和复制的 S期前得以修复 ,损伤严重者

可通过凋亡等方式除掉 DNA异常的细胞 ,

从而降低了基因组的不稳定性 ,减少了肿瘤

的发生 [1, 2, 25 ]。 Weinert等 [23 ]在酵母中发现 ,

在开始一个重要的生命过程 (如 DNA复制

和有丝分裂 )前的细胞周期延迟 ,可能提供时

间使 DNA损伤修复。无足够时间进行修复 ,

DN A复制将产生染色体断裂和 /或重排 ,最

终导致基因扩增、延迟的突变、基因组的不稳

定性甚至细胞死亡。但至今 ,在哺乳动物细胞

中尚无实验证据证明 ,电离辐射作用后的 G1

期阻滞提供时间使 DNA损伤修复。 Gupta

等
[24 ]
采用源于人胶质瘤的 U 87-lux . 8( w t

p53,有辐射诱导的 G1期阻滞 )和 U87-175. 4

(显性失活突变 ,无辐射诱导的 G1期阻滞 )细

胞系观察了 G1期阻滞对 X射线照射后首次

有丝分裂细胞染色体重排类型和频率的影

响。结果发现 ,用常规的细胞遗传学方法分
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析 ,两种细胞系在 1～ 6Gy范围内无论是畸

变率还是畸变类型均无显著差异。用荧光染

色原位杂交法发现 , 1～ 4Gy两个细胞系间染

色体重排无明显区别 , 6Gy时 U87-175. 4细

胞系相互易位增加。因此 ,作者不支持辐射所

致的 G1期阻滞可提供时间使受损伤的 DNA

得以修复。作者也不否认可能存在着未被检

出的损伤修复差别。 值得注意的是 U87-

175. 4细胞系在 6Gy时染色体互相易位增

加 ,而带有易位的细胞较带有双着丝粒细胞

更易存活 ,导致后代基因组的不稳定性增加。

另外在 1～ 4Gy范围内 ,两种细胞系的染色

体畸变类型和畸变率相似 ,但无 G1期阻滞的

U87-175. 4细胞系存活率明显增加 ,这与多

数学者的报道是一致的 ,即无 G1期阻滞的细

胞辐射敏感性下降 ,凋亡减少 ,存活率增

加 [20, 25, 26 ]。 有趣的是无 G1期阻滞的细胞系 ,

DN A突变不减少甚至增加 ,而细胞存活率却

明显增加 ,由此可以设想无 G1期阻滞的细胞

系带有更多的损伤 DNA,从而导致该细胞系

基因组的不稳定性 ,增加了癌变的危险度。从

另一角度证实了 DNA损伤诱导的 G1期阻

滞是一种保护性反应。这种设想是否成立 ,其

机制如何有待于进一步的实验研究。

4　 p53突变对辐射诱导的 G1期阻滞的影响

从辐射诱导的 G1期阻滞的机制可以看

到 , p53是辐射诱导 G1期阻滞的关键环节 ,

那么 p53突变对 G1期阻滞产生什么影响呢?

Fan等
[25 ]报道 ,存在 w t p53的细胞系 ,

在照射后出现明显的 G1期阻滞 ,并且在整个

G1期阻滞期间伴有 p53蛋白和 p21蛋白的

持续增高 ,且有诱导凋亡的倾向 ,使受伤严重

的细胞死亡 ,细胞存活下降。在 mt p53细胞

系中无上述反应。 为进一步证实仅 p53功能

丢失 ,而无其它遗传学异常可否使 γ射线照

射后的 G1期阻滞消失? Living stone等
[ 27]
通

过同源重组方式破坏鼠胚纤维母细胞上的

0、 1或 2条内源性 p53等位基因 ,然后观察γ

射线照后该细胞 G1期阻滞变化。结果正如所

料 ,具有两个 w t p53等位基因的细胞在接受

2Gy或 4Gyγ射线照射后 ,从 G1期继续进入

S期的细胞数显著下降 ;只有一条 w t p53等

位基因的细胞亦出现 S期细胞百分数下降 ,

但不如有两个 w t p53等位基因细胞明显 ;两

条 w t p53等位基因都被破坏者 ,失去了辐射

后的 G1期阻滞。这一结果证实 ,仅 w t p53功

能的丧失就足以取消辐射诱导的 G1期阻滞。

Bae等
[19 ]亦发现在淋巴瘤细胞系中 ,具有两

个 w t p53等位基因 ( p53
+ /+ )的细胞系在照

后 4h,由 p53蛋白转录调控的 GADD45和

CIP1 /WAF1· mRNA水平明显升高 ,分别

升高 3. 9和 21倍 ,同时伴有显著 G1期阻滞 ;

而那些纯合 p53突变 ( p53- /- )细胞系中 ,未

见到照射后 GADD45和 CIP1 /W AF1的升

高和 G1期阻滞。杂合型 p53突变 ( p53
+ /-

)细

胞系的表现介于二者之间。提示 , p53突变将

导致辐射诱导的 G1期阻滞的丧失 ,不利于

DNA损伤的修复和基因组的稳定性。

5　结语

p53蛋白在辐射诱导的 G1期阻滞中起

重要作用 , p53蛋白通过调节其下游效应基

因的转录而实现其调节辐射所致的 G1期阻

滞功能。 p53基因的突变将导致辐射诱导的

G1期阻滞功能的丧失 ,不利于 DNA损伤的

修复和损伤修复细胞的去除 ,导致基因组的

不稳定 ,成为辐射致癌的原因之一。
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HPRT基因突变分析技术及其在

放射生物学中的应用

苏州医学院放射医学系 (苏州 , 215007)　徐永忠综述　赵经涌　郑斯英　夏寿萱
 
审校

摘　要: 较系统地综述了 HPRT基因突变分析的基本原理、方法、影响因素及其在放射生物学

中的应用及存在的问题。研究表明 , HPRT基因突变分析可望成为一种生物剂量计。通过检测个体

HPRT基因突变频率 ,对急性照射及慢性低剂量长期照射的生物剂量估算 ,评价癌患风险等方面

均有实用价值。

关键词: HPRT基因　生物剂量计　癌患风险

　　随着核能、核科学技术的广泛应用 ,人们

越来越关注来自电离辐射的可能危害。而这

些危害所引起的临床症状常要在多年后才能

出现。因此 ,需要建立和发展基因损伤的生物

标记来监测人们接受电离辐射情况并分析疾

病。在分析和定量体细胞基因突变增高的方

法中 ,应用最广泛的是 TG
r
( 6-thiogunine re-

sistance)分析 ,用于检测次黄嘌呤鸟嘌呤磷

酸核糖转移酶 ( HPRT)基因位点的突变。 这

个位点作为生物标记有几个优点:①细胞对

HPRT活性不是必需 ,因此可发生的突变类

型是无限制的 ,并且 HPRT基因突变的细胞

表型容易识别 ;②基因位于 X染色体上 ,在

纯合子正常个体比常染色体隐性基因具有更

高的突变频率 ( M F) ;③人类细胞的 HPRT

基因结构与基因序列已清楚 ,可用探针进行

分析 [ 1]。本文就 HPRT基因位点突变在放射

生物学中的应用作一综述。

1　 HPRT基因的一般生物学特征

人和啮齿类细胞的 HPRT基因位于 X

染色体上。 在雄性 , HPRT基因呈半合子状

态 ,而在雌性 ,由于在一条 X染色体上失活

而呈效应性半合子状态。 X染色体上的失活

发生在雌性发育的早期 ,随后 ,雌雄两性细胞

中只有一个活性的 HPRT基因 ,它的失活使
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