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·放射生物学·

DNA损伤修复及细胞周期检控点激活的研究进展

程晋邹仲敏

【摘要】新近的研究结果使人们对DNA损伤诱导的细胞和分子事件，特别是与DNA损伤反应

和损伤修复相关蛋白的激活以及在DNA损伤部位的募集，有了更深入的认识；对细胞周期检控点

的激活以及随后的细胞周期调控有了进一步的理解。
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The activation of DNA damage repair and cell cycle checking point
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Chongqing 40003&China)

【Abstract】There are mOre understandings On the DNA damage-induced cellular and molecular

events，especially on the activation and recruitment of proteins responsible for DNA damage response and

DNA damage repair to the site of damaged DNA．The activation of cell cycle checking point is more clearly

elucidated on its mechanism and the subsequent cell cycle regulation．
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细胞在生命活动中，经常因内源性(如代谢毒

物、DNA复制中发生错误)或外源性伤害(如紫外

线、电离辐射、致癌物等)使DNA受到损伤，导

致基因突变，如果损伤得不到及时修复，子代细

胞就可能死亡、携带突变或发生癌变。为保证遗

传信息的稳定和准确，细胞在长期进化中形成了

一系列相应的DNA损伤修复机制并高度保守。与

此同时，DNA损伤也会激活细胞周期检控点，在

细胞的G，．S期、S期、∞M期均有检控点和DNA
损伤相应答，使细胞周期阻滞，进而给修复以充

足的时间。DNA损伤修复过程就是一系列损伤修

复信号和检控点蛋白的激活过程。近年来，对

DNA损伤修复及细胞周期检控点激活有了进一步

的认识。

1 DNA损伤修复

电离辐射引起的DNA损伤是研究修复机制的

典型模型，诸多蛋白参与了修复复合物的形成和

细胞周期的调控。按照激酶磷酸化结构域，可以
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把DNA损伤反应核心的蛋白激酶分成两类：一类

是在DNA损伤信号顶端的磷脂酰肌醇．3激酶样激

酶(phosphatidylinositol-3-kinase-like kinases，P13 Kl()

家族，包括毛细血管扩张性共济失调症突变(ataxia

telangiectasia mutated，ATM)激酶、ATM及Rad3

相关激酶(ATM and Rad3 related，ATRl及DNA依赖

性蛋白激酶(DNA．dependent protein kinase，DNA．

PK)；另一类是在PI 3 KK下游的细胞周期检控点

激酶l(checkpointkinase 1，Chkl)、Chk2和Chk3[”。

参与DNA损伤修复的许多蛋白都需要通过磷酸化

来激活。

1．1 减数分裂重组1l蛋白．辐射敏感50蛋白．

Nijmegen染色体断裂综合征突变l蛋白(meiotic

recombination 1 1(MER 1 1)／radiation sensitive 50

(RadS0)／Nijmegen breakage syndrome 1(NBSl)。

MRN)复合物

MRN复合物被认为是最初感知DNA损伤并定

位的因子，其3种成分蛋白在DNA损伤尤其是双

链断裂修复和细胞周期检控点激活中发挥作用，该

复合物的突变会造成人体对电离辐射、基因异常、

免疫缺陷等相关疾病。MREll蛋白通常以同二聚

体形式存在，形成一个U型结构，断裂DNA的游

离端被识别后即可被嵌入u型内部。其N端能结
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合NBSl，C端则识，JllRad50和DNA。同时，它还

具有3’．5’核苷酸外切酶活性。Rad50是一种卷曲

螺旋蛋白，氨基酸链在中段处对折，两端结合后产

生ArI’P酶活性，同时与MREll相互作用。NBSl

没有酶活性，但在复合物中却发挥调节作用，它含

有两个重要的结构域——叉头相关结构域(fork

head associated，FHA)和乳腺癌易感基因(breast．

cancer susceptibility genes，BRCA)编码的1型蛋白

复合物c端结构域(BRCAI C—terminal，BRCT)，

FHA能够识别DNA损伤检控点介导因子1

(mediator of DNA damage checkpoint-l，MDC 1)，在

MDCl的作用下聚集于DNA损伤修复处，使损伤

信号不断放大；BRCT则结合ATM，将放大的信号

向下游转导。通过NBSl的定位，MREll、Rad50

随之结合于DDR处。MREl 1的磷酸化也是NBSI

依赖性的【2l。

在DNA损伤修复早期，通过NBSl定位，U形

的MREll二聚体和DNA的两个游离末端结合，

标记损伤区域，复合于MREl 1上的Rad50通过其

锌指结构两两作用，将断裂部位与Rad50的氨基

酸链暂时连接。与此同时，ATM被募集并激活，

介导信号传递f2】。但这一反应极为快速，因此在这

一陕速反应事件中，MRN复合物和ATM的聚集很难

区分先后顺序，它们都在损伤早期发挥着重要作用。

1．2 ATM和ATR

ATM和ATR是DNA损伤的感应因子，均可

独立激活DNA损伤通路，ATM倾向于激活电离辐

射引起的双链断裂，ATR则对电离辐射、紫外线

引起的损伤都能应答，更倾向于应答单链断裂和复

制叉的中止131，但两者的功能和底物在某种程度上

有重叠[41。正常细胞中，ATM以非活化的二聚体形

式存在。当电离辐射致使DNA双链断裂发生后，

ATM在MRN复合物的招募下迅速聚集，Serl981

位点发生自身磷酸化，二聚体解离。使H2A型组

蛋白变体(histone 2AX，H2AX)、NBSl磷酸化，

同时激活其下游检控点激酶Chk2调控细胞周期【习。

ATR的聚集、其下游检控点激酶Chkl的磷酸化则

相对缓慢，可能与双链断裂发生和单链DNA生成

之间存在的时间差有关。ATR的聚集依赖于复制

蛋白A和ATR相互作用蛋白的定位，类似于

NBSl的功能。Jackson[61研究发现，在电离辐射或

激光引起的双链断裂中，ATR的激活依赖于MRN

复合物和ATM激酶活性，提示在双链断裂中，

ATR可能通过ATM对损伤起补充应答。

1．3 H2AX和MDCI

组蛋白H2AX属于H2A家族，其C端是一段

高度保守序列，由以丝氨酸为关键的4个氨基酸组

成。在双链断裂中，该序列的Serl39位点可由

ATM或ATR诱导磷酸化，生成1．H2AX阁，许多与

DNA损伤修复有关的蛋白均可以通过FHA、BRCT

结构域与^y．H2AX的磷酸化丝氨酸或苏氨酸残基作

用并被其募集到双链断裂，因此，1．H2AX的生成

是DNA损伤修复的关键事件，被看作为双链断裂

的标志，而1．H2AX和MDC 1的结合无论对于损伤

信号的放大还是向下传递都是至关重要的。

MDCl含有FHA和BRCT两个结构域，通过

BRCT结合-y．H2AX，保护其免受蛋白磷酸酶的作

用和招募其他DNA损伤反应分子；通过FHA结合

ATM[71。Lou等lSl发现，MDCI善鼠显示明显的基因

组不稳，与H2AX乒小鼠相似，提示H2AX和

MDCl是亲近的分子伴侣关系。MDCl缺陷使

H2AX磷酸化降低；与H2AX乒细胞类似，观察到

在DNA损伤部位初始的募集是正常的，但是不能

募集DNA损伤检控点蛋白。这说明MDCl并不在

ATM初始激活H2AX中起作用，而是该信号的放

大器，即招募更多的ATM在更大范周内使H2AX

磷酸化。MDCl还可通过FHA结合NBSl，是招募

MRN复合物所必需的唧。MDCl的桥梁作用可形成

正反馈环路，介导ATM依赖的DNA损伤信号的放

大嘲。因此，H2AX是损伤信号转导的中枢，而

MDCl则是保证此中枢发挥效应的关键。

事实上，在介导DNA损伤修复信号转导过程

中，H2AX不仅仅被磷酸化，泛素化和乙酰化等修

饰，对H2AX正常发挥作用也是必须的。肿瘤抑

制基因Tip60编码的组蛋白乙酰化转移酶可使1．

H2AX乙酰化，促使乙酰化磷酸化H2AX与未被修

饰的H2AX在双链断裂处转换。van Attikum等[Sl

最近的研究显示，泛素链第48位赖氨酸(K48)的

泛素化修饰通常导致蛋白的降解，而第63位赖氨

酸(K63)的泛素化修饰则调节着信号的激活和蛋白

的细胞亚定位。E2泛素结合酶UBCl3、E3泛素连

接酶ring finger protein 8(RNF8)的相互作用可催化

K63连接的多泛素链的生成，通过RNF8识别

MDCl定位于损伤部位，UBCl3在损伤区域与
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TIP60蛋白结合，将乙酰化磷酸化H2AX标记上多

泛素链。RNF8依赖的H2AX泛素化对p53结合蛋

白l(p53 binding protein 1，p53BPl)、BRCAl在双

链断裂处的聚集则是必须的。RNFl68也是一种E3

泛素连接酶，补充RNF8的作用，其缺陷与RNF8

缺陷的表现类似。

1．4 BRCAl

BRCAl蛋白由BRCA编码，可与结构相关的

RING结构域蛋白l(BRCAl一associated ring domain

protein l，BARDl)发生特异性结合，再结合更多

种蛋白而形成更复杂的复合物。目前发现的

BRCAl复合物有3种，分别为BRCAl．A、BRCAl．

B、BRCAl．C复合物，其中BRCAl．A在哺乳动物

体内大量存在。该复合物的成分之一，泛素化结合

蛋白RAP80能识别泛素化H2AX，将复合物定位

在损伤部位。BRCAl还具有E3泛素连接酶功能。

此外，BRCAl能被ATM、ATR、Chk2磷酸化，磷

酸化BRCAl在Chkl、Chk2通路中发挥作用，参

与激活S期、GrM期检控点，调节p53下游许多

基因的转录。研究显示，BRCAl突变细胞更容易

受电离辐射、紫外线照射而损伤110l。

1．5 DNA损伤修复蛋白复合体的组装模型

电离辐射诱导的核斑点的形成是DNA损伤信

号传递和修复蛋白序贯组装的结果，早期事件主要

包括MRN复合物的定位一ATM乙酰化和随后在

Serl98l位点的自磷酸化一H2Ax Serl39位点的磷

酸化一MDCl的招募和磷酸化一RNF8等的加入。

后期事件有BRCAl和p53BPI的募集。核斑点的

形成受到含有BRCT和FHA结构域的蛋白的调控，

^y—H2AX和MDCl结合形成了其中的关键分子基础。

2 DNA损伤引起的检控点调控

细胞周期间转换依赖于细胞周期调节蛋白

(cyclin)和周期素依赖蛋白激酶(cyclin．dependent

kinase，CDK)的结合和活化，抑制两者结合或活

化的因子都可以使细胞周期发生停滞。DNA损伤

后，为了避免损伤的DNA复制及分配到子细胞，

许多损伤应答因子可以激活相关的细胞周期抑制

因子和检控点蛋白，从而使DNA获得更多的修

复时间。毛细血管扩张性共济失调症ATM会导

致因DNA损伤引起的细胞周期检控点反应难以进

行111l。Chkl和Chk2是检控点的关键因子，通过

激活下游效应因子介导检控点反应，MDC1、BRCA 1、

p53BPl可与Chkl、Chk2结合，易化其磷酸化及

Chk对其下游效应因子的磷酸化作用，在电离辐

射导致的DNA损伤与检控点激活之间发挥桥梁

作用[121。

2。】 Chk2通路的磷酸化激活一DNA损伤修复的时

间提供者

Chk2是双链断裂后依赖ATM通路的关键转导

者，双链断裂发生后存在ATM—Chk2通路，使细胞

周期停滞，给DNA修复提供足够的时间。体外条

件下，Chk2也能被ATR以及DNA．PK激活。Chk2

有一丝氨酸．谷氨酰胺，苏氨酸一谷氨酰胺簇(serine．

glutamine／threonine—glutamine cluster domain，SCD)，

ATM可磷酸化Chk2的Thr68位点及SCD中其他残

基，使Chk2多聚化并形成活化的激酶域，这一激

酶域又可促使Chk2在Thr383、Thr387位点自身磷

酸化，使Chk2最终激活并增强其活性⋯31。活化

的Chk2磷酸化p53，后者又可激活其下游基因

p21。p21是CDK的抑制剂，能抑制CDK与Cyclin

E、Cyclin A结合的活性，从而抑制DNA受损的细

胞进入S期。Chk2还可激活细胞分裂周期蛋白25

的A型异构体(cell division cycle 25 homolog A，

CDC25A)，诱发其泛素化而降解，从而使CDC25A

无法激活复制所需的CDK2．cyclin E二聚体。此

外，Chk2可磷酸化BRCAI，通过活化的BRCAl

发挥DNA损伤应答作用13'14】。

2．2 Chkl通路

Chkl同样属于丝苏氨酸激酶，其N端依次为

SCD和激酶结构域，c端则有功能区，可调节其活

性【141，与Chk2拥有类似的作用机制和底物。Chkl

主要通过ATR磷酸化其Ser317位、Ser345位残基

而激活，参与紫外线所致的DNA损伤、复制阻断

及DNA交联。双链断裂发生时，ATM也可通过

ATR影响Chkl的磷酸化和活性，说明ATM．Chk2、

ATR—Chkl通路间存在交叉。活化的Chkl抑制

CDC2．eye／in BI复合物的活性，导致细胞周期停

滞。Chkl是ATR依赖反应中的重要部分，它的

Ser317和Ser345被磷酸化后能激活抑癌基因p53，

激活G。一S检控点，Chkl被ATM激活后也可通过

CDC25A引发S期阻滞。

2．3细胞周期的调控

细胞在进入细胞周期的各个阶段时均有严格的
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检控，以保证DNA复制、姐妹染色单体分配和细

胞增殖的准确。G。．S期的检控可以保证即将被复制

的基因信息是准确无误的，主要由p53调控。ATM

通过激活Chk2而磷酸化p53的Ser20。ATM或

ATR还可直接磷酸化p53的Serl5，在转录后水平

增强p53的稳定性。AT突变细胞表现出G。、G：停

滞和复制减少㈣。Chkl．CDC25A也能通过调控

CDK2调节G。一S期，但p53．p21能使该停滞持续更

长时间。

CDC25家族是调节细胞周期的另一类重要蛋

白。Cyclin和CDK的结合和活化是磷酸化抑制性

的，依赖于CDC25的调控。CDC25能使该复合物

去磷酸化，从而保证细胞周期的顺利转进If6-1刀。哺

乳动物细胞中，由可变性剪切产生了3种CDC25

异构体弋DC25A、CDC25B和CDC25C。早期研
究认为，它们分别在细胞周期不同阶段发挥主要调

节作用，针对不同刺激，CDC25A和CDC25B反应

也会有所侧重，而细胞有丝分裂对CDC25C的需要

不是必须的061。但最近研究表明，三者在细胞周期

各个阶段中始终相互协同，共同作用【闭。CDC25A

使CDK去磷酸化而激活cyclin E(A)／CDK2、cyclin

B1／CDKI复合体。CDC25C Ser216位点的磷酸化则

可通过检控点通路抑制有丝分裂进程llSl。

除经典的ATM．Chk l(Chk2)．CDC25外，CDC25

还可被Polo样激酶(Polo—like kinases，PLK)家族调

控。研究发现，DNA损伤剂顺铂处理的转移性和

非转移性肝癌细胞中，前者的PLK未能降低，因

而维持了CDC25A的高表达，引起细胞在未完成

DNA修复时就进入S期和G：．M期，导致恶性增

殖【聊。PLKl还能促进CDC25B在核内的定位，增

强其促使细胞进入M期的能力[201。Jin等1211的研

究则提示，在ATR或ATM通路中，CDC25A的泛

素化降解主要依赖于Chkl而非Chk2。最近的研究

发现，p53也负调控CDC25A的表达，其作用机制

是p53能激活转录抑制因子ATF3与CDC25A启动

子的结合阎。另外，CDC25B的降解可能还与丝裂

原活化蛋白激酶家族有关阎。

3结语

目前研究已基本阐明了由ATM和(或)ATR引

发的DNA损伤修复过程以及必要的检控点激活和

细胞周期停滞，其关键在于H2AX的修饰及其与

MDCl的结合、Chkl或Chk2的激活，整个过程涉

及大量调控因子的相互作用，并且随着研究的深

入，发现许多通路间存在交叉和关联，这使得细胞

在应对复杂的内外不利刺激时更加及时、有效、全

面。DNA损伤修复与细胞死亡、癌变有密切关系，

许多参与损伤修复的都是肿瘤抑制因子，其缺陷或

过表达都可能导致DNA损伤无法修复或细胞的恶

性增殖。因此，对DNA损伤机制的研究有利于进

一步了解细胞死亡或癌变的过程和关键点，从而有

利于对抗细胞衰老和防治肿瘤。
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电离辐射诱导旁效应的研究现状

陈凤涂或

【摘要】辐射旁效应是一种电离辐射引起的间接效应。国内外许多研究者应用先进的检测技术

和方法证实了旁效应的存在，并对其机制有了更深入的了解，旁效应研究也逐渐从单细胞扩展到多

细胞，从离体扩展到整体，从体外扩展到体内，为解释旁效应的发生及调控机制提供了有力的证

据，尤其为以后的放射肿瘤临床应用提供科学的依据。

【关键词】电离辐射；辐射旁效应；效应

Bystander effect induced by ionizing radiation and its application

CHENFeng,TU Yu

(Department of Medical Radioprotection，School of Radiation Medicine and Public Health，Suzhou 215123,

China)

【Abstract】An indirect effect induced by ionizing radiation called bystander effect is being highly

concentrated．Many domestic and foreign 1-esea!'chers have verified the existence of bystander effect and have

got more understanding of the mechanism with advanced detection techniques and methods．So far．tIle

research about it has expanded from a single cell to multiple cells，from the in vitro to the whole，and has

extended to in vivo from in vitro，which provides powerful evidence to explain how bystander effects happen

and the regulation mechanism and especially gives scientific evidence to clinical radiation oncology

application in the future．
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辐射旁效应是指通过细胞接触或细胞间通讯
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将直接受辐射细胞的应答传递给周围未受辐射的细

胞，后者也表现出与辐射细胞类似的生物学效应，

包括周围正常细胞的致死损伤、细胞凋亡或终末分

化、姐妹染色单体互换、染色体畸变、微核、基因




