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电离辐射诱导G：期阻滞的机制

苑晓燕

摘要：电离辐射损伤后，细胞通过若干关卡来调控细胞周期的进程，使细胞有时间进行DNA修复，确保染色

体组的完整性和遗传稳定性，减少突变的发生。不同的电离辐射使不同细胞产生G，、G：和S期等不同时相的变

化，但电离辐射后G2期阻滞的现象十分普遍。近年来，对c：期阻滞机制的研究多集中在Chkl、Chk2卡11p5332。
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Mechanisms of ionizing radiation-induced G2 arrest
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Abstract：Cells regulate cell cycle progression by arresting several checkpoints in response tO ionizing radiation，which

provides time for them tO repolr DNA damage，e11SUIt．S genomic inte鲥ty and genetic stability and in turn decreases

genetic mutations．D珊emnt cells arrest different checkpoints such a8 G1一，岛一and S-phase checkpoint in response to

different ionizing radiations，whereas岛一phase arrest i8Ⅱto”pIevdent．More atterttiou h“been focuseA on Chkl。Chk2

andp53inthe study ofmechanisms ofionizing—radiation·induced G2ar／estthese years
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中、高剂量电离辐射对真核细胞的一个普遍效

应是导致分裂延迟，包括G。、G：期阻滞、S期延迟

等。有资料表明，辐射所致的G：期阻滞比G，期阻滞

更为普遍，只有表达野生型p53、且有p21参与时，

细胞受到辐射后才产生Gt期阻滞。同时，G／M检查

点(checkpoint)防止了染色体的错误分离，G：期阻

滞对辐射所致的DNA双链断裂能以重组方式进行

修复，确保了细胞染色体组的完整性和稳定性，减

少了突变的发生。因此，探讨Gz期阻滞的调控机制

有重大意义。

1 G／M期进程的调控

研究表明，调控细胞周期进程分子机制的核心

为CDK(周期蛋白依赖性激酶)的活性表达与调控。

目前认为，CDK的活性调节主要通过以下几种方
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式：(1)周期蛋白与CDK的结合；(2)CDK亚基上特

定位点的磷酸化与去磷酸化；(3)CDK抑制剂(CDI)

与CDK的结合；(4)泛素依赖的蛋白溶解系统。

现发现周期蛋白(cyclin)有8个成员，分别命名
为A～H。它们作为调节亚基，需与相应的催化亚基

CDK结合，形成具有激酶活性的复合物，在细胞周

期的相应时期发挥调节作用。cyclin分别在细胞周

期的不同时期周期性地合成和释放，通过含量的改

变影响细胞周期的进程。

CDK有8个成员，分别命名为CDKl—8，它们在

细胞周期中的表达相对稳定，主要通过自身的磷酸

化与去磷酸化改变其活性，参与周期调控。Cyclin

A、cyclin B1均可与cdc2(cell division cycle)激酶(即

CDKl)结合，调控G2／M期进程，但cyclin B1只特异

作用于G：期，在G2／M期进程调控中起关键作用。一

般认为有丝分裂前，edc2的抑制性位点第14位苏氨

酸、第15位酪氨酸的磷酸化使cyclin B1-cdc2复合物

处于失活状态；cde25C磷酸酶可使cdc2的第14位苏

氨酸、第15位酪氨酸去磷酸化，激活eyclin B1．

cde2，而使细胞进入有丝分裂期。Fletcher L等”1发现
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cdc2的两抑制性位点分别具有不同功能，第15位酪

氨酸的磷酸化在G期阻滞中发挥关键作用。

cDI如p21、p27、p57、p16、p15、p18、p19等，

通过与相应CDK—cyclin结合，使其配体失活而阻碍

细胞周期的进行。例如p2l可与多种CDK．cyelin复合

物结合形成三联体，直接抑制CDK的活性，在细胞

周期的各个关卡发挥重要作用。

最近研究表明，泛素介导的一些关键蛋白定时

定点的分解，在周期调控中也起关键作用。泛素可

识别蛋白质的特异序列，多个相连的泛素分子通过

泛素一蛋白连接酶与底物蛋白共价结合，随后在泛

素依赖性蛋白水解酶复合体的作用下，底物蛋白被

降解。细胞周期调控分子中，eyclin B、cyclin C、eyelin

D的降解，p27的抑活等均通过此途径。

2 G：期阻滞的调控

DNA损伤后，细胞通过若干关卡来调控细胞周

期的进程，使细胞有时间进行DNA修复，保持染色

体的完整性和遗传稳定性。电离辐射诱导的G2／M期

阻滞是一个复杂的信号转导网络，涉及多种分子的

相互作用。普遍认为，ATM(ataxia telangieetasia mu-

tation)／ATR(ATM—Rad3-related protein)激酶一Chkl

(checkpoint kinase 1)／Chk2一cdc25C—cdc2途径在此

过程中起着关键作用。此外，p53／p21、Gadd45(生

长阻滞与DNA损伤诱导蛋白)、MMR(错配修复蛋

白)等也参与了电离辐射诱导的G2期阻滞的调控，

但最终均通过作用于ede2而发挥作用。电离辐射

后，细胞周期调控的下游信号分子研究较多，目前，

Chkl／Chk2依赖的信号转导途径和p53依赖的信号

转导途径成为周期调控机制的研究热点。需要指出

的是，眭lChkl／Chk2与p53间存在一定的相互作用，

两条通路间并非完全独立。
2．1 Chkl／Chk2依赖的信号转导途径

Chkl是DNA损伤后被激活的一个检查点激酶，

在ATM／ATR激酶下游发挥作用，参与细胞周期的

调控。研究发现，通过反义RNA阻碍Chkl的表达，

会阻断DNA损伤引起的G：期阻滞，同时细胞凋亡增

加o；加入Chkl抑制剂如ucN一01，细胞在1射线照射

后不出现周期阻滞，而是继续进行有丝分裂D1，表

明Chkl在正常的细胞增殖和DNA损伤反应中是一

个重要的关卡调控蛋白，并为G期阻滞所必需。
体外实验表明，辐射损伤后Chkl、Chk2激酶活

化，并磷酸化edc25C的丝216位点，该位点的磷酸

化提供与小分子酸性蛋白14—3—30"结合的位点。14-

3-30"与cdc25C结合后会引起cdc25C亚细胞定位的改

变，使cdc25C被排斥于细胞核外，阻止cdc2的活化，

使细胞停滞在G2期，直到DNA修复或复制完成。

Ding Z等141发现，Gr／M期阻滞与cdc2的高度磷酸化

和激酶活性减弱有关。Hu BC等⋯发现，Al一5细胞表

现出的辐射抗性与较强的G2期阻滞相关，这种表型

伴有Chkl的高表达和ede2的高度磷酸化，进一步证

实了上述理论。Oe T等“发现，在未成熟的非洲蟾蜍

卵母细胞的自发性G菇弱阻滞中，Chkl也起一定作用

(至少是部分作用)。通过体外卵母细胞培养发现，

Chkl可在发生G：期阻滞的卵母细胞的胞质中发挥

抑制cde25的功能，且细胞成熟过程中ede25只能在

胞质中被活化；在细胞成熟过程中，Chkl的活性无

明显变化，而是维持在基础水平；同时发现在Chkl

的C末端断裂的突变体具有更高的激酶活性，有很

强的抑制细胞成熟和改变其亚细胞定位的能力。以

上表明Chkl／cdc25途径还参与了某些细胞胞质中

适度的、不依赖于G：检查点的自发性G：期阻滞，

Chkl的C末端区域负性调节其活性并决定其亚细胞

定位问。因此认为Chkl作为edc25普遍的抑制剂，通

过结构变化改变其生物活性，参与C溯阻滞的调控。
Chk2是哺乳动物中Rad53、cdsl的同源基因，

作为另一种被DNA损伤激活的检查点激酶，也参与
了细胞周期的调控。Atsushi H等同用基因打靶技术

得到Chk2。的鼠胚胎干细胞，发现1射线照射后并

不诱导细胞产生G期阻滞；同时，Chk2+细胞在p53
的稳定性和p53诱导的p21的转录方面存在缺陷，引

入Chk2基因后，依赖p53的转录功能恢复。干扰

Chk2基因的表达，会影响电离辐射引起的S期延迟

和G：期阻滞。因此认为，作为ATM／ATR下游的一个

重要的效应分子，Chk2发挥着多种功能：(1)Chk2

参与了DNA损伤诱导的G搠阻滞的维持，但不参与
其启动；(2)Chk2调控周期阻滞的机制与Chkl相似；

(3)Chk2位于p53上游参与DNA损伤后p53活性的调

节；(4)p53第15位丝氨酸、第20位丝氨酸的磷酸化

被认为与p53的稳定性和DNA损伤反应有关，ATM

磷酸化其第15位丝氨酸位点，Chk2磷酸化其#920位

丝氨酸位点。研究证实，Chk2在体内的磷酸化和活

化必须有ATM的参与，Chk2的第68位苏氯酸为ATM

磷酸化位点。

  



国外医学-放射医学核医学分册 2002年第26卷第6期

ATM、ATR蛋白激酶具有与P13K(磷脂酰肌醇

3一激酶)和DNA．PK(DNA依赖的蛋白激酶)催化亚单

位类似的催化区域，属H3K家族，是细胞辐射损伤

监视网络上游的中心组件，它们感受到DNA损伤信

号后，将信号下传最终作用于细胞周期的引擎一

CDK—cyclin复合体而调控细胞周期的进程。DNA损

伤后，ATM活化Chk2，ATR活化Chkl。ATM／chk2与

ATR／Chkl，究竟哪条通路在G：期阻滞发挥主要作

用，目前还存在争议”。有实验表明，Chk2的激活可

能有ATM依赖性和ATM／ATRgE依赖性途径，Robert

sw等闻发现Husl作为Rad家族的一员，在Chkl上游

发挥作用，可促进ATM对Chkl的磷酸化，也提示可

能存在ATM／ATR非依赖性的Chkl／Chk2的激活。

2．2 p53依赖的信号转导途径

研究表明，p53及其下游基因产物除参与G，期

阻滞外，还参与了G2期阻滞。多数人认为，p53参与

了G：期阻滞的维持，并不参与G：期阻滞的启动，所

以非G期阻滞所必须。然而，有人发现阻断NHF(正

常人纤维母细胞)p53的表达，辐射诱导的q娜臣滞
反应却明显增强。Matsui F等”用大剂量射线照射鼠

胚胎纤维母细胞，发现野生型p53细胞中p53的表达

明显高于p53突变的细胞，但两者的G毋胡阻滞效应

却无明显不同，似乎表明p53可能并不参与G2期阻

滞。因此，学者认为，实验结果的不同可能与辐射

条件、损伤程度和细胞种类的不同有关。

p53参与G2期阻滞的机制包括：(1)抑制cdc2激

酶的活性。p53作为转录因子激活下游靶基因的转

录，由这些效应分子女Up21、Gadd45、14—3—30r等发

挥抑制cdc2活性的作用，调控G：期进程；(2)抑制

cyclin B1、cdc2基因的表达；(3)通过MCGl0、cyclin
G，等基因的转录，加强G。期阻滞作用，但具体机制

不详。

p21作为p53的一个效应分子参与G：期阻滞的机

制可能有： (I)p21通过与CDK-cyclin复合物结合，

直接抑制CDK活性； (2)p2r的高表达阻碍了cAK

(CDK activation kinase)对CDK2第161位苏氨酸位点

的磷酸化，使得CDK2不能被激活；(3)p21与PCNA

(增殖细胞核抗原)结合，抑制其活性，而PCNA为

DNA合成所必需；(4)通过抑制CDK-cyclin的活性，

使p130(pRb家族成员)与转录因子E2F结合，遮盖

其功能区而抑制其活化cde2转录的功能“oI。

Gadd45作为另一个pS3T游的效应分子也参与

了G2／M期转换。Gadd45在体内与cdc2、PCNA、p21

相互作用，主要通过抑制cdc2激酶活性参与G：期阻

滞。Jin S等””发现Gadd45蛋白的中心区-氨基酸65．

84是cdc2结合区，该区为其抑制cdc2活性所必需。

Gadd45与cdc2结合后，使cyclin B1-cdc2解离，细胞

阻滞于G2{封。

14-3—3口参与周期阻滞的机制如前所述。除此

之外，多种新发现的蛋白及其他p53下游效应分子

参与了p53依赖的G搠阻滞，它们之间相互协调、相
互制约，共同完成信号转导。

需要指出的是，辐射损伤后，引起G：期阻滞的

信号转导通路间并非完全独立，ATM、ATR、Chkl、

Chk2与p53问存在一定的相互作用。ATM／ATR、

Chkl／Chk2分别磷酸化p53第15位丝氨酸、第20位丝

氨酸位点，与p53的稳定性及DNA损伤反应有关。

Lee SL等”21发现DNA损伤后，Chkl第345位丝氨酸的

磷酸化有助于Chkl与p53、p21、14．3—3Ⅱ的结合，提

示Chk l与p53下游的效应分子间存在相互作用，两

条途径在周期阻滞中发挥协同作用。辐射损伤后，

高表达的p53可通过抑制Chkl的转录而导致Chkl蛋

白水平降低【1 31，也说明p53和Chkl在G：期阻滞的调

控和细胞周期的重新启动中相互依赖、相互补充，

两条途径间形成了一个复杂的调控网络。

3结语

虽然已在电离辐射后G：期阻滞的发生和调控等

研究方面取得了显著进展，但仍有许多重要问题有

待解决：(1)DNA损伤引起p53表达增高，其上游的

分子机制是什么?(2)除上述两条途径外，是否还

存在其他途径介导辐射后的G：期阻滞，作用如何?

(3)不同细胞问产生辐射损伤反应差异的分子机制

是什么?(4)如何将这些理论应用于实际，以减少

高剂量辐射后基因突变的发生，并解决放疗中某些

肿瘤的辐射不敏感问题。

参考文献：

[1]Fletcher L，Cheng Y，Muschel RJ．Abolishment of the Typ

15 inhibitory,phos-phorylation site on edc2 reduces the mdi-

ation—induced G(2)delay，revealing a potential checkpoint

in early[J]．Cancer Res，2002，620)：241—250

[2]Luo Y，Chen Z，Hun EK，et a1．Blocking Chkl expression

induces apoptosis and abmgatcs the G2 checkpoint mecha一

(下转第284页)

  



284 国外医学·放射医学核医学分册 2002年第26卷第6期

微柬的准直系统，使其束径的减小可对单个细胞中

的特定结构如线粒体进行照射。相信微束装置的不

断改进，将有助于回答辐射诱导的旁敛应研究，尤

其是其发生机制中存有争论的问题，弄清旁效应发

生的详细过程，并由此使低剂量辐射效应基本问题

上的研究取得重大突破。
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