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DNA 损 伤 和 修 复 研 究 进 展

中国科学院生物物理研究所 薛良玫

随着分子生物学的深么发展及新技术的

应用
,

D N A 损伤与修复的研究近 年 来取得

很大进展
。

在 gt h I C R R会议上
,

关于这方

面的文章约有近百篇
,

目前的研究趋势较集

中于 D N A双链断裂 ( d , b ) 和染色体畸变及

细胞存活间的关系
。

通过比较具高辐射敏感

性的突变株和正常细胞的异同以及各种环境

因素对 d s
b的影响

,

来探索辐射损 伤的修复

机制
。

通过对调控 D N A 修复基因的研究
,

从

而揭示 D N A 修复的分子特性
。

本文就 以下几

个方面的研究作一介绍
。

一
、

O N A双链断裂与细胞致死

之间的关系

D N A双链断裂的研究
,

目前在辐射领域

中处于十分重要的地位
。

在第九届国际辐射

研究大会上
,

有一个专题辩论会
,

辩论主题

是
“
D N A双链断裂是唯一能导致 受 到电离

辐射照射的哺乳动物细胞致死的损伤
” 。

赞

成和反对双方各由两位专家组成
,

辩论十分

热烈
。

多数人认为 D N A双链断裂 可 能与细

胞致死有极密切的关系
,

但不能说它是导致

细胞致死的唯一因素
。

中国留美学者陈春章等人用细胞存活曲

线和 D N A双链断裂两种方法测定潜 在 致死

损伤修复 ( P L D R ) 时发现
,

这两种方法得

到的修复图形很相似
。

由此推测
,

D N A双链

断裂的修复能力可能是决定细胞致死的主要

因素
。

美国的lI ia k is G等人比较细胞受到相

同剂量 ( 10 G y ) 照射后
,

D N A双链断裂重

接和染色质断裂重接的关系时发现
,
D N A双

链断裂的重接呈双相动力学
,

其快相的 t l / 2

= 9士 Zm i n
,

慢相 的 t l /: = 6 0~ s o m i n
,

而

染色质断裂重接的 t , /: = 70 士 l o m in
。

因此
,

修复较慢的 D N A双链断裂可能导致 在 细胞

分裂中期观察到的染色质断裂
。

然而下列实

验证明快相的修复也和染色质断裂有关
。

当

受照射细胞保温在 高 渗 溶 液 ( 0
.

5m ol / L

N a
C )I 中来抑制具快修复能力 的D N A双链

断裂的重接时
,

这些快相 d s b 会产生 染色体

断裂
。

S e h w a r t z J等人从另一角度
,

即用不

同的D N A 合成和 D N A 双链断裂重接 的抑制

剂作研究
。

例如 用A r a b i n o r u r a n 。 s y l e d e -

n i n e ( a r a A ) 研究时发现
,

照射前 3 0分钟

把 ar a A加进对辐射不敏感的细胞
,

会大大

增加细胞的死亡率
。

由此证明
,

细胞致死与

D N A双链断裂之间的密切关系
。

除了用辐射诱发 D N A 双链断裂外
,

近来

很多学者还利用不同的限制性酶来产生 d s b
,

从而研究 d s b的产生与修复和染色体损 伤间

的直接关系
。

二
、

对辐射典高敏感性细胞的

O N A报伤修汉研究

对辐射敏感的突变株在辐射生物的机制

研究中是十分有用的
。

这些突变株大部分局

限在灵长类细胞中
。

近年来
,

英国的 S t e e l

G G等人从人的膀耽肿瘤细胞株M G H一U l 中

分离出对辐射敏感的突变株 S 4 o b
。

比 较 突

变型和野生型细胞对辐射诱发 的 D N A双链

断裂和它的修复时发现
,

两种细胞在照射后

即刻存在的损伤和重连接速 度 方 面 没有差

别
。

然而
,

限制性酶切质粒修复 ( R
o p a ir of

a r e s t r i e t i o n e n z y m e e u t p l a , m id ) 的

可靠性从 M G H一 U I细胞的 84 % 降 至突变细

胞的 59 %
。

因此
,

修复缺陷可能是导致 S 4 0 b

细胞对辐射敏感的主要原因
。
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E
v。 n :

H H等人也发现
,

对辐射敏感的

细胞
,

诸如小鼠 L细胞株 S L 3一 147
,

小鼠L

5 1 7 8 Y一 S以及对 X 或 Y射线诱发的 突变有高

敏感性的人成淋巴细胞株 T K 6
,

它们对辐

射的敏感性是由于不能有效地连 接 D N A双

链断裂
。

对 T K 6和 L 5 17 8Y 一 S细胞
,

照射后

一小时测量到的 d
s b重接只有 15 ~ 33 %

,

而

人的皮肤成纤维细胞株G M 3 4 4 o
、

人的前髓

白血病细胞 H L 6。和对辐射不敏感 的 小鼠 L

5 17 8 Y一 R细胞
,

其 D N A双链断裂 重接率分

别为 5 8 %
、

6 6%和 6 9%
。

以上研究表明
,

D N A修复缺陷可能是

细胞具有高辐射敏感性的原因
,

日本 S a k a i

K等认为是别的因素导致这种敏感性
。

如当

用 D N A解链技术 ( U n w i n d i n g t e e五n i q u e )

测定对X射线特别敏感的人白血病细胞 M O -

L T一 4和小鼠 L 5 1 7 8Y细胞的损伤 修 复时发

现
,

两种细胞呈现相同的照射后即刻产生的

D N A断裂和快修复动力学特性
。

因此
,

最初

的D N A断裂或 D N A重接不能解释 M O L T一

4 细胞的高敏感性
。

然而
,

M O L T一 4 细胞

在照后 4 ~ 8 小时保温过程中
,

出现很多新

的 DN A断裂
,

而且这些二次产生的 D N A断

裂时间对应于由染料排斥试验 ( D y e e x c l u -

s
io

n t e s t ) 测 出的细胞致死
。

由此推测
,

可

能是二次断裂导致了M O L T 一 4 细胞 对辐射

的高敏感性
。

H ia ik s
G等比较中国仓鼠V 7。

细胞和它的三种对辐射敏感的突 变株 i r s 一 1
、

ir “ 一 2
、

ir s一 3时发现
,

虽然这些细胞对 辐射

的敏感性相差很大
,

但每G y 照射 后 产生的

单位
一

长度 D N A 上的 d s b在这儿种细胞间没有

旅别
,

而且修复动力学也很相似
。

然而
,

他

们交现 i r s 一 1细胞受照射后
,

G 名阴 延迟安比

V
; 。
细胞长

,

而当i r s一 1和 ir s一 3细胞受到较高

刘 从 ( 4 ~ 6 G y ) 照射时
,

G :
期延迟 反而

有所减少
。

因此
,

照射后细胞周期变化可能

是 i r s
细胞具有高辐射敏感性的原因

。

一

廿致细胞对辐射具不同敏感性的因索很

多
,

D N A狈伤和修复的不同可能是 很 重要

的因素
,

但D N A损伤修复与敏感 性之 间的

关系
,

似乎随细胞种类不同而有很大差别
。

是否存在一种共同的影响辐 射 敏 感 性的因

素
,

尚待进一步研究
。

三
、

影晌 ONA损伤和修盆的因素

1
.

氧效应

在有氧和缺氧条件下
,

照射产生的D N A

损伤是不同的
。

W ih at k e r S J等用人膀胧癌

细胞株R T 一 1 12 作研究时发现
,

有氧和缺氧

时照射产生的D N A双链断裂数分别为 4
.

4 x

2 0一和 1
.

2 x 2 0一 d s
b / bp

·

G了
,

其 O E R ( 氧

增比 ) 为 3
.

7
。

而且在这两种不同条件下
,

照

射产生的损伤有质的差别
,

即有氧时照射产

生的D N A双链断裂的片段比缺氧时小
。

F r a n
k

e n
b e r g一 S

e h w a g e r M 等 也研究

了在原核细胞中辐射诱发的D N A双 链 断裂

和重接的O E R
。

酵母细胞 在 有 氧 时 受 到

3 o 0M e V电子照射产生的 d s b是缺氧时的 2
.

9

倍
。

有氧时 D N A双链断裂 的 重 接 呈 双 和

动力学
,

而缺氧时
,

山于细胞在照射后的保

温过程中会产生第二次 d s b而变得很 复 杂
。

第二次产生 d s b被推测为是一种修饰那 些 与

D N A双链断裂不同的另一些损伤的过程
。

因

此
,

在损伤修复过程中
,

观察到细胞在缺氧

下照射
,

有较多的没有重接的D N A 双 链断

裂
,

这导致
一

r 在 d s b重接过程中O E R减少
,

而且这种减少以与剂量相关的方式进行
。

2
.

D N A染料 H o e e h s t 3 3 3 4 2

B i s b e n z i m id e f l u o r o e h r o rn e } l o e e h 一

s t 3 3 3 4 2 ( H O ) 广泛 J月于放射生 物 研究 中

的D N A 染色
。

美 国 K e n g P C等 报 道
,

H O

明显增加 C H O 细胞的抗辐才{ 少{
,

匕 的致死效

应
。

他们在研究 H O对辐射诱发的 D N A链断

裂和它的修复时发现
,

H O的辐射防 护性质

与辐射产生的初始单链和 双 链 断裂无关
。

H O处理也不影响D N A单链断裂 重 接 的速

率
,

却大大增加D N A双链断裂的巫 接率
。

d s
b修复的快相和慢相T ; / :

,

用 H O处 理的
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细胞为6 m in 和 6 9
.

6 m i n
,

而对照组分 别为 16

m in 和 9 8
.

6m i n 。

因此
,

H O和 D N A 之 间的

相互作用促进 了双链断裂的修复过程
,

从而

增加细胞的抗辐射损伤能力
。

3
.

染色质结构和其它

很多证据表明
,

D N A损伤和 修 复可能

受染色质结构的影响
。

D N A T 。 p 。 is 。 m e -

r as e ( 拓扑酶 ) I 是核中控制
、

修饰和保持

D N A结构的酶
。

K u e h l B L等用T o p o
l 有

缺陷的两种细胞和正常细胞来研究它们对辐

射的响应时发现
,

三种细胞在丫射线 照射后

产生的存活 曲线形状
、

相同剂量引起的链断

裂和损伤修复能力方面均无 差 别
。

因 此
,

T o p o
l 缺陷和相应的染色质结构均变化

,

似

乎并没有改变辐射诱发的损伤和修复
。

A r u n d e l一 S u t o C M等用多腺昔二磷酸

核糖聚合酶的抑制剂 P D 1 2 8 7 6 3研究 辐射引

起D N A 双链断裂时发现
,

P D 1 2 8 7 6 3明显抑

制中国仓鼠V
7。
细胞对 X射线诱发的 双 链断

裂的修复
,

特别影响重接的最初阶段
。

这一

研究对探索辐射敏感的机制很有意义
。

M
e N a l l y N J等人研究由H ZO : 和辐射产

生的单链断裂之间的相互作用
,

发现细胞在

1 0
“ 名m ol / L H

: 0 2
在 4 c 处理 20 分钟会产生与

SG y X射线相近的 D N A单链断裂
,

但 没有

d s b和细胞致死产生
。

当细胞用 H ZO Z
处理后

立即照射时
,

存活曲线的肩减少
,

但对斜率

影响不大
,

而且 D N A双链断裂数 也没 有比

仅由辐射本身引起的多
。

囚此
,

由 H ZO Z
产

生的单链断裂不能与由X 射线产生的损伤台

价:
·

起而增加 d s b的产 ;
! ;

此外
,

H ZO :
损伤

可能使负责 X 射线存活曲线肩的修复系统部

分饱不11
。

清蛋白研究这两种损伤间的关系时发现
,

与

D N A紧密结合的蛋白质的百分数决 定 文联

和链断裂两者中哪种损伤占优势
,

而且蛋自

质与D N A 的比例决定辐射引起哪种损伤
。

当

与D N A结合的蛋 白质浓度最高时
,

D P C达

到最大值而链断裂可忽略
,
当蛋自质浓度很

低时
,

只有链断裂而没有交联产生 , 但当蛋

白质一 D N A重量比太高 ( )
·

1。 : 1 ) 时
,

山于

蛋白质降解反而使交联减少
。

D N A 和蛋白质交联研究 的另 一个方面

是利用那些在修复过程中有缺陷的细胞 以及

代谢抑制剂和照射后的不同处理来研究它的

消失或修复
。

虽然 D P C的消失 并 不 依赖于

新的蛋白质合成
,

但 C h iu S M 实验 证明它

被以下因素所抑制
:

( 工 )多脉背二磷酸核糖

聚合酶的抑制剂 3一氮从苯甲酸胺 ( 3
一A B ) ;

( 2 )由L 一 b u t h i o n i n e s : : l f e x i m i n e
引 起 的

谷胧甘肤的减少 , ( 3 )过热处理 ( 在46 C保

温 s m i n ) ; ( 4 )高渗介质 , ( 5 )细胞在分裂

中期照射
。

D P C的修复 在对 辐 射敏 感 的

C H O突变株
x r s一 6和X R一 1中是正常 的

,

而

这些细胞对 D N A双链断裂修复有缺 陷
。

对

U V 敏感的突变株U V 一 5
、

U V一 2 0和 U V 一 H

细胞在核昔酸切除修复的缺刻阶段 ( i cn is i -

。 n s et p )有缺陷
,

但 D P C的修复与正 常 细

胞无差别
。

因此
,

D P C修复不需要 双 链 断

裂和切除修复所需的途径
,

它以完全不同的

独特方式进行
。

四
、

0
. 、 飞

一

三白灰交联

哺乳功物 一J饱
!

i
,的 D N A 是紧 密 地

“ J蛋

白质结合在一起的
,

辐射除引起 D N A 链断

裂外
,

还引起 D N A一蛋白质 交联 ( D P C )
。

德国 S
e h u e s s l e r H等用小牛胸腺 D N A和 xm

五
、

O N A损伤修复研究中新技术的应用

目前用于 D N A 双链断裂测 觉 的主要方

法是交变场凝胶电泳 ( P F G E )
、 ,

l
,
性洗脱

技术和中性蔗搪梯度离心法
。

lI ia ik : G等人

{
`
lJ时使 ) ij泛 _ 什力么 ;; 比权 J

一

,入 泣双 链 断裂

的重接时发现
,

止种方法得到的结呆很相似
。

P F G E是分子生物学领域
`
卜近年米发展起来

的新技术
,

其方法简便
,

能在较短的时间内得

到结果
。

因此
,

现在比较多的人用 P F G E进

行 D N A 双链断裂的研允
。

当用 P F G E 方 法
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时
,

发现若减少暂存在样品准备过程中所用

的 E D T A的浓度低于 1 0
“ ` m ol / L 以下

,

可使

纯 D N A ( n a k o
d D N A ) 双链断裂的探测下

限达到 O
.

05 G y
。

因此
,

随着 测 量 技术的不

断改进
,

P F G E方法将更灵敏可靠
,

从而得

到广泛的推广和使用
。

O l i v e r P L等人将凝胶微电泳 与D N A

荧光染色和图像分析相结合
,

用来侧定受电

离辐射照射后哺乳动物个体 细 胞 中产生的

D N A单链或双链断裂
。

在测 ds b时
,

先将细

胞埋入涂在显微镜载玻片上的琼脂中
,

然后

在 50 ℃的 0
.

5% S D S ( 十二烷基 磺酸钠 )
、

30

m m ol / L E D T A溶液中溶 解 4 小 时 再 电

泳
。

个体细胞或
“
彗星

” ( C o m e t s ) 用灸

光染色
,

然后在显微镜下观察
。

分析结果时
,

先使彗星图像数字化
,

再从荧光强度和荧光

分布两个方面分析
。

用此法测定的呈不同辐

射敏感性细胞的剂量响应曲线很相似
,

但修

复速率不同
。

N e v a l d i n e
B等发展了一种新的体系

,

即用一种特殊的小鼠 E M T 一 6 细胞 来 研 究

D N A双链断裂的修复
。

这种细胞 对氨甲蝶

吟有高度抗性
,

而且在它特异的双微染色体

( d o u b e 一 m i n u t e ) 上包含多拷贝 的 D H F R

基因
。

用此体系的优点是
,

没有断裂的双微

染色体在P F G E 电泳时
,

不能进入琼脂
,

而

含有d s
b的双微体将迁移成条带

。

用 此方法

能准确测定迁移条带的 D N A 与 停留在电泳

原点的 D N A量的比
,

而此比值与D N A双链

断裂的数目成比例
。

综上所述
,

目前辐射研究者从各种不同

的角度研究 D N A损伤与修复
。

然而 值得令

人注意的倾向是
,

人们的出发点虽不同
,

但

研究焦点比较集中于 D N A双链断裂
。

在 g ht

IC R R会议上发表的有关D N A损伤修复的文

章中
,

有一半以上是关于 D N A双链断裂的
,

这一事实充分反映了这种趋势
。

可以预言
,

关于 D N A双链断裂的研究
,

在 未 来儿年中

仍将占有相当重要的位置
,

并有可能取得较

大的突破
。

关 于 辐 射 流 行 病 学 调 查 资 料

卫生部工业卫生实验所 陶祖范

第九届国际辐射研究大会上关于辐射流

行病学调查资料较少
,

但仅有的少数资料也

JL乎涉及到了各种类型的受照人群
。

除日本

原爆受照幸存者外
,

还有核设施周围人群
、

医学诊断或治疗受照病人和放射线医学工作

人员
、

铀矿工人及其它受氛及其子体照射人

衍
、

受不同水平天然辐射照射人群
、

事故父

照人群等
。

这些资料多以大字报形式报告
,

现将有关情况摘要介绍如下
。

一
、

日本原娜幸存者中非痛死亡率
.

及其后代死亡率

y
.

s l l i , 1 , 12 : 等报告了 日本原爆幸存者
`
!
’

1 9 5 0~ 1 9 8 5年非癌死亡资料的分析结果
,

指

出受照剂量大
一

j
“ 2 一 3 G y 群组

,

似 乎 有超

额非癌死亡
,

但相对危险度比癌死亡小得多 ,

非癌死亡有统计学意义增 加 是 在 1 9 6 5年以

后
,

原爆时年龄小于 40 岁者更为敏感 , 实际

观察资料比较符合纯平方或线性闷 〔阂值为

1
·

4 ( 0
.

6~ 2
.

8 ) G y 〕 枚坚
, l汀杯是简单的

线性或线性平方模型
。

根据对不 l
:

11原因死亡

分析结果
,

观察到在高剂量 ( > Z G y ) 时
,

循环系统
、

呼吸系统及消化系统疾病的超额

死亡有统计学意义
。

但报告者指出
,

需要进

一步追踪观察
,

才能得出确定的结论
。

还指

出
,

原爆幸存者中非癌疾病的发生率正在洒


