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辐射所致ONA损伤与修复的免疫学检测方法

北京放射医学研究所 吕 星 综述 夏寿登 孟祥顺
份

审

提 婆
:

免疫学方法经诸多研究者努力
,

现 已发展成为检测辐射所致 DN人损 伤与修复的主要

方法之一
,

并在实际应用中显示出特异性强
、

敏感性高
、

样品用量 低 等显著优点
。

本文结合基本

原理与应用实例介绍了这一方面的研究概况
。

一
、

引 盲

D N A 是生物细胞中易受辐射 损 伤的敏

感分子
,

或称靶分子
。

Y射线
、

X射线
、

紫外

线等辐射因予对 D N A结构造成的任何改变
,

都可能导致细胞的突变
,

癌变
,

以至死亡
。

因此
,

长期以来
,

D N A损伤与修复的检测一

直是放射生物学及肿瘤病因学研究的重要课

题
。

由于各种辐射因子所致 D N A分子损伤的

结构变化及其修复过程异常复杂
,

对于隐蔽

较深或含量极低的损伤
,

许多理化检测方法
,

如密度梯度离心
、

膜过滤
、

高压液相层析
、

琼脂糖电泳
、

内切酶解等
,

常受敏感性所限

而不能达到满意的检出效果
。

近年来
,

以特

异性强
、

敏感性高为显著优点的免疫学方法

日益受到广泛重视 与 采 用
,

渐 已成为检测

D N A损伤与修复的主要方法之一 〔 1 ~ 8 〕
。

本

文将结合应用实例就此方面的研究概况作一

扼要综述
。

二
、

墓本原理

1
.

免疫抗原的制备
:
为在实验动物体

内诱导出结合核酸与碱基的特异抗体
,

早期

研究总结了两条核酸抗原的制备原则〔 4 〕 。

一

是无论D N A片断或单核昔酸都 必 须与载体

蛋白连接后进行免疫
, “

抗原
”
中的核酸成

分实质上是半抗原 , 二是若采用天然来源的

D N A
,

则必须经变性处理为单链形式
。

天然

D N A的变性处理通常采用高碱 溶 解和加热

.

上海第二军 医大学

法
,

而载体蛋白及其连接方法则有多种
。

由

于带正 电荷的甲基化牛血清白蛋白 ( M B S A )

可降低 D N A分子 的 电负性而增强其免疫原

性
,

因而是应用最早也是最多的抗原载体
。

其他如鸡卜球蛋白
,

以及某些海洋软体动物

的血蓝蛋白等也都具有 良好 的 免疫效果
。

M ul le r
和 R aj

e w s
k y 曾详尽介绍了核昔酸或

核昔与载体蛋白连接的各种方法 〔 6 〕 。

因上述

原则亦都适用于制备辐射 所 致 D N A 损伤的

各种抗原
,

故本文在讨论中
,

仅对其中的核

酸结构变化加以说明
。

如何依据损伤 D N 人的结构改变 制 备出

相应的抗原
,

是获得特异性抗体的关键
。

对

于损伤类型单一
、

结构改变明确的碱基
,

通

常采用的方法是以作用专一的致伤因子对抗

原进行预处理
,

使其产生一定的损伤变化
。

例如
,

紫外线照射可特效地使 D N A 产生胸

腺嚓吮二聚体 ( t h y m i d i n e d i m e r ,

T D )
。

因

此
,

可用紫外线照射后的 D N A进行免疫
,

以

:

获得识别 T D的抗血清或单克隆抗体 〔“一 ` “ 〕 ;

胸腺嘴吮乙二醇 ( t h y m i d i n e g ly e o l
,

T G )

是D N A受电离辐射后的碱基氧化产物
,

四氧

化饿 ( O “ O
`

)可专一地氧化胸腺嗜陡形成 T G
,

故经其处理的D N A 可诱导 出 结 合 T G的特

异抗体山一 , “ 〕
。

预处理的抗原可以是天然来

源的 D N A
、

寡聚核昔酸片断或单核昔酸
。

此

外
,

也有某些特定结构的损伤碱基是采用化

学方法直接合成的
,

如 5一经甲基 脱 氧 尿 啥

吮 ( 5一 H M U d R ) 〔“ 〕
、

8一经基 腺 嗦吟 ( s -



.

50
,

h y d r o x y a d e n i n e ) 〔` 5〕等
。

对于随机发生的损伤
,

例如链断裂
,

如

仅从结构改变的特点出发
,

则不可能制备出

相应的抗原与抗体
,

但可从其他角度寻找检

测途径
。

A h sn tr
o m 的早期研究表明

:
哺乳

动物细胞中的双链 D N A在碱性条 件 下解旋

为单链形产的变化量
,

除与作用时间相关外
,

可因辐射产生的链断裂损伤而明显增加 〔`“ 〕
。

根据这一原理
, v a n d e r S e h a n s

等人 〔` 7〕用

特异识别单链D N A 的单克隆抗体 (免疫抗原

是以苯并龙处理的小牛胸腺 D N A )
,

对多种

培养细胞及照射后小鼠体内白细胞和骨髓细

胞的D N A链断裂损伤与修复进行了检测
。

实

验表明
,

尽管抗体并不识别链断裂的部位
,

但挑体与单链D N A结合量的增减变化
,

可 以

反映出细胞 D N A受辐射损伤及 修 复时单链

结构的消长过程
,

从而间接地证实链断裂的

存在与消失
。

2
.

抗体特异性的影响因素
:
抗体的特

异性直接影响到样品检测的敏 感 性 与精确

性
。

而不同类型的免疫抗原
,

适当的处理条

件以及抗体的筛选方法 (主要指单克隆抗体 )

等
,

又是影响抗体特异性的重要因素
。

例如
,

天然来源的D N A经较大剂量 的 紫外线照射

后
,

与T D形成的同时也会产生空间构象的改

变
,

由此获得的抗血清则难以区别这两种并

存的结构改变 〔 “
,

7 〕 ,

即使是单克隆抗体也

只是对含有 T D的核昔酸片断有亲和性 〔 8 〕
。

显然
,

这种存在着双重特异性的抗体将会增

加 T D检测的非特异干扰
。

K l o e k e r
等 人 采

用化学合成的 T D单体进行免 疫 获得了特异

性均一的抗血清 〔的
。

以后
,

R oz
a
等人用脱

氧四核昔酸 d( G T T G )制备的单克隆抗体
,

也显示出识别 T D的高度特异性〔`“ 〕
。

T G 抗

体也有类似情况
,

由天然D N A 诱 发 的抗血

清
,

会因含有对其他氧化碱基产生非特异结

合的抗体成分而混淆T G检出的准确性 〔’ 幻 ,

而采用结构单一的 p ol y 一 d T制备 单 克 隆抗

体
,

则可避免这种不足
。

据 L e a d o n
报道

,

经

筛选而获得的 均 质 单 抗
,

不仅能结合游离

T G
,

并可在损伤D N A 链的正常碱基间隔中

识别出 T G 〔 , 3〕。

3
.

检测方法
:
放射免疫 ( R I A )

、

酶联

免疫吸附 ( E L巧 A )
、

免疫荧 光 ( I F )
、

免疫

衰1 不两绪皿的。 NA扭伤a 其免班举位洲方法

扭伤类塑 杭体类型 检侧方法 敏感性

健断裂

D N A
一

蛋白质交联

P y r ( 6
一 ` ) p了。

石一 H M U d R

补骨脂素加合物

特定基 因片段

多克隆

多克隆

多克隆

单克隆

乡克隆

多克隆

单克隆

单克隆

单克隆

多克隆

单克隆

多克隆

单克隆

单克隆

RIA

IS B

E L IS A

E L I S人
,

IF

R IA

E L IS A

E L IS A

E L IS A

IS B

R IA

A S P A : E L ISA

P N人
.

IF

IT A
.

3
. 0~ 2 。

6 J /口 2或 1 5p ` T D t… ]

0 .

S J /m Z 〔. ]

I J jm Z
或 o . 6 T D / 10 吕道尔顿D N A 〔1 ]

1。 5 1/血
2成 Z o

fm
o l T D〔 1. ]

` f m o l T G t l i」

1o f m o l T G r i s l

2 f m o l或2
.

S G y 仁t 3 ]

I G了t l l ]

Zk J /m Z〔3 0 ]

2 . S J /m
, L2. ]

Zo J /也
: : a l ]

峨一 1 0一 i ` m o l成 2 o G了〔二̀ ,

g f m o l /卜` DN人[: . ]

l o J/m Z [,
,

, 1 ]

.

人 SP人: 硫徽俊沉淀实脸 , N P人 : 噬蔺体中和实脸 , I T A :
执体清定实脸



印迹 ( IS B )等经典免疫学方法均可用于 D N A

损伤与修复的检测
。

近年发展的免疫电镜
,

以及与免疫荧光相结合的负像显影技术用于

D N A损伤的定位分析或单一细胞的检测
,

也

已见诸报道〔’ ”
, ’ “ 〕

。

照射剂量和被检物浓度是评价检测方法

敏感性的两项指标
。

可检测到引 起 D N A损

伤的照射剂量越小
、

被检物浓度越低
,

说明

检测方法越敏感
。

表 1列举了 不 同 类 型的

D N A损伤及其免疫学检测方法
。

修复过程的检测通常与损伤对照进行
。

以细胞或组织受照后立即检出的损伤值为基

数
,

抗体与损伤D N A结合量在一定 时 间内

的逐渐减少或消失可以反映修复过程
。

但可

检测到的修复过程所需要的照射剂量一般要

高于以同样方法检测到的最小损伤剂量
。

例

如
,

用 E L IS A法可检测到 I G y 丫射线在培养

细胞中引起的 D N A 链断裂损伤
,

而 检 测修

复过程所需要的照射剂量则为 S G厂
’ 7〕

。

与蛋白质抗原检测有所不同的是
,

在涉

及竞争原理的实验中
,

如 R I A和竞争性 E L -

I S A 等
,

对于采用单核昔酸或寡聚核昔酸片

段制备的杭体
,

一般不用免疫抗原作竞争抗

原
,

以避免因抗体对免疫抗原的亲和性高于

待测样品而使检测结果产生误差
。

三
、

应用举例

发现 D N A损伤与修复的不 均 一性是近

年研究取得的一项重要进展 t2 。〕 。

已有一些实

验表明
:
不同理化因子对D N A分 子 造成的

不同类型的损伤
,

或发生在细胞基因组不 同

部位的相同类型的损伤
,

都可能在修复速率

上表现出一定程度的差异
。

然而
,

如何验证

和 比较细胞D N 人不同基因间或特 定 序列内

的损伤及修复过程
,

却是检测方法所面临的

新课题
。

为此
,

L e a d o n
等用免 疫 学方法进

行了有益的探索 t21
,

“ 〕 。

他们将受紫外线照

射或苯并龙处理后的非洲绿猴 细胞 (含 p S V Z

一 g p t外源基因 )
,

在含有澳尿啼咤 ( b r o m 。 一

u : a e i l
,

B r U r a
)的培养基中进行 一 定时间

的培养
,

以使 B r U r a

掺入到 细 胞 D N A的修

补片块 ( r e P a i r p a t e h e s ) 中
,

再将细胞溶

解
,

尔后用抗 B
r U r a

的单克隆抗体进行沉淀
,

抗体沉淀下的D N A片断经电泳 分离及探针

杂交
,

即可分析出细胞 D N A 不同 基 因及特

定序列的损伤修复过程
。

他们的实验结果表

明
:

在外源基因整合部位形成的胸腺喀吮二

聚体或苯并龙加合物
,

其修复速率明显高于

细胞基因组的平均水平
,

而在重复序列的 a -

D N A 区段
,

修复速率则与平均水平相当
。

咯咤 ( 6一4 ) 毗陡酮 〔p y r i m i d i n e
( 6一 4 )

p y r i m i d o n e , p y r ( 6一4 ) p y o 〕是D N A受紫外

线照射后形成的另一种损伤产物
。

由于 p y r

( 6一4) yP
。
的形成量较低 ( 与嗜 吮 二 聚体之

比过去测定为 1 : 1 0 )
,

因而一直认为它对细

胞突变致癌的影响不如咯吮二 聚 体 显 得重

要
。

近年来
,

M it o
he n 等人应用免疫学方法

对 p yr ( 6一 4 ) p y 。
的紫外作用光谱 及 其 修 复

过程进行了系统研究 〔“幻 ,

纠正了一些以往因

检测方法灵敏度低而产生的不正确认识
。

例

如
,

在 2 69 ~ 3 o 3 n m紫外波长范 围
, p y r ( 6 -

4) p y 。
与嗜咤二聚体的形成量基本相当 ; 波

长超过 3 i 3 n m 以后
,

P y r ( 6一 4 ) p y o
的形成量

才明显降低
,

与啥吮二聚体之 比 大约在 1 :3

~ l : 5〔2 3〕
。

修复研究的结果表明
, p y r ( 6一 4 )

p y 。
的修复是细胞内发生较早

、

进行 较快的

一种修复
,

并会对啼陡二聚体或其他损伤类

型的修复过程产生影响 〔 2` 〕。

着色性干 皮病

( X P )患者的皮肤细胞 由于缺乏嗜 陡 二聚体

修复酶
,

受日光紫外线照 射 后 容 易癌变
。

M i t c h e l l的实验证实
,

X P 细胞也不能对 p y r

( 6一 4 ) p y 。
进行有效的修复 〔“ “ 〕

。

这 些结果都

说明p y r ( 6一4 ) p y 。同样是一种易致癌变的重

要损伤
。

补骨脂素是一种核酸代谢抑制剂
。

临床

上可用补骨脂素辅以长波紫 外线 ( U V A )照

射来治疗表皮增生性疾病
,

如牛皮癣
、

T 淋

巴细胞型 白血病的皮肤浸润期等 〔2 6〕 ,

但经过



治疗的患者皮肤癌的发病率却有显著提高
。

因此
,

补骨脂素的致癌机理日益受到重视与
研究

。

体外实验装明
,

在 u v A 的作用下
,

补

骨脂素可与喀陡碱基形成各种类型的光化产

物
,

并使 D N A 产生链间交联〔 2 7〕
。

杨晓燕等

用抗甲氧基补骨脂素的单克隆抗体
,

结合免

疫荧光法
,

在经补骨脂素和 U V A 处理的人

细胞中
,

以及接受补骨脂素治疗的患者皮肤

中
,

均证实有补骨脂素的光化产物
,

从而为

补骨脂素导致 D N A损伤及细胞癌 变 找到了

直接证据〔 2 5〕。

在抗损伤 D N A抗体的应用研 究 方面
,

特别值得一提的是
, 1 9 8 8年

,
S o h ul tz 等人

用化学合成的顺式胸腺嗜吮二聚体制备单克

隆抗体
,

其中有儿株抗体在结合 T D的同时
,

尚显示出催化 T D水解的酶活性 〔 2“ 〕
。

这项实

验的成功引起了广泛关注
,

其意义已远不止

于 T D的检测
。

可以想象
,

对于研 究生物体

内T D修复酶的催化机制
,

以及 旨在 消 除

D N A损伤的各种治疗 方 法
,

本身具有酶活

性的杭体既是一个难得的模型
,

也是一个极

好的
“
药物

” 。

四
、

小结与展望

免疫学方法为D N A损伤与修 复 的检测

开辟了新途径
,

尤其对隐蔽深
、

含量低的损

伤类型
,

免疫学方法更显示出独到的优点
。

但应该指出
,

目前免疫学方法用 于 D N A损

伤与修复的检测仍有一定的局限性
。

这首先

在于必须明确损伤 D N A 的结 构 改变
,

才能

制备出相应的抗原与抗体
。

由于一种抗体只

针对一种损伤
,

对于结构尚未明确或当几种

损伤类型并存时
,

免疫学方法还不能进行有

效的检测
。

其次是
,

在体外物理或化学条件

下制备的抗原与细胞内的D N A损 伤 是否完

全一致
,

将直接影响抗体的特异性和检测结

果的准确性
,

而这却是很难掌握和不易进行

比较的
。

因此
,

为慎重起见
,

除在检测方法

的设计上需采取不同于蛋白质抗原检测的相

应措施 ( 如
“
检测方法” 中所述 ) 外

,

对实

验结果中可能存在的偏差
,

亦应充分沽计
。

此外
,

在 D N A损伤的修复 过 程中
,

除切除

等修复形式外
,

还包括了损伤结构的化学修

饰
,

如果这种修饰导致了损伤结构的抗原性

改变
,

那么抗体事实上是检测不到的
。

随着

D N A 损 伤结构的不断阐明及其修复机制研

究的日益深入
,

可以乐观地相信
,

免疫学检

测方法将会有进一步的发展与应用
。
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