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摘 要
:
电离辐射诱发 D N A损伤及其修复过程的研究对揭示 电离辐射生物效应的分子 机理 有

重要意义
。

本文根据近年来文献报道
,

论述了辐射诱发哺乳动物细胞 DN A 链断裂的依据
、

与致死

效应和染色体畸变的关系
、

修复模式及测定方法的新进展
。

l匕离辆射诱发 D N A 损伤主要有 单 链断

裂 ( s sb )
、

双链断裂 ( d sb )
、

交又连接及

碱基损伤牛
。

近年来
,

有关 电离 辐 射 诱发

D N A 链断裂及其修复机理的研究异常活跃
,

不仅因为 D N A链断裂是电离辐射 诱 发的重

要损伤之一
,

而且是揭示电离辐射生物效应

分子机理的重要途径
。

D N A 链断裂
,

尤其是 双 链 断 裂
,

使

D N A模板功能丧失
,

从而导 致 细胞死亡
、

突变及转化等严重生物学后 果
。

修 复 是在

D N A损伤后
,

细胞内发蛋的包括
一

切除
、

聚

合及连接等一系列生物学过程
。

准确的修复

可使受损D N A复原
,
错误修复过程的积累

,

!司样产生严重的生物学后果
。

因此
,

损伤和

修复是同一细胞内相互竞争的不同生物学过

程
,

共同决定细胞对 电离辐射的敏感性
。

不

同细胞
,

1习一细胞的不同细胞周期
,

对 电离

辐射敏感性不同
,

取决于 D N A损 伤 程度和

类型
、

D N A 损伤的分布
,

以及 修 复能力和

修复的准确性
。

无论损伤还是修复
,

又都与

辐射品质
、

刘量和刘量率
、

作用时间等有密

切关系
。

哺乳动物细胞修复缺欠突变体的建立
,

D N A断 链 的 测 定和分子生 物 学技术的进

步
,

为研究 D N A损伤及其修复机 理提供了

可靠的手段
,

取得 了新的进展
。

本文根据文

献资料
,

就有关D N A 链断裂物理化学过程
,

异致的生物学后果及修复动力学等问题进行

粗浅的讨论
。

一
、

O N A链断裂及其细胞周期依赖性

1
.

直按效应 和i间接效应

在活细胞中
,

电离辆射诱 发 的 D N A 链

断裂
,

包括 d s b和 s s b
,

通常被认为是 山直接

效应和间接效应引起的
。

间接效应是 电离辆

射径迹通过介质产生的 自 山基 与 D N A 分子

相互作用引起的 , 直接效应则是光子或荷 电

粒子的能量直接沉积于 D N A分子 上 所引起

自勺
。

在直接效应中
,

能量直接沉积在糖和磷

酸骨架上
,

通过共振失能 ( < 1 0。“ V ) 或碰

撞电子失能 ( > I OOe V ) 产生直接 解离
,

成

去质子作用
,

每一电离反应可产生一个
s s b

,

如果互补链上发生断裂与其相距很近 ( 在10

个碱基对以内 )
,

就会发生 d s b
。

因 此
,

电

离事件的后果可能是无 断 裂
、

一个 或多个
s s b

、

一个或多个 ds b
。

低 L E T 时
,

沉 积于

D N A 分子上的总能 址很小
,

电离以及继之产

生的断裂机率小
,

由直接效应产生的断裂占

总断裂的 比例
,

相当 于35 %的致死效应
。

而

商 L E T时
,

由直接效应引起的 致 死效应可

达 8 0% 〔 1 ,
2 〕。

高 L E T时
,

任何时问通过 D N A
,

都 有

足够的能量沉积
,

并产生断裂
。

ds b 是山两

个独立的
s s b所致

,

因此
,

两次断裂 的 机率

是一次断裂机率的平方
。

根 据 L E T及作 少H
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的有效截面等可以推算出 ds b和
s s b的 产额

。

H ol l e y〔 8〕根据直接作用模型计 算 ds b和
s s b

的产领为 Y=0
.

0 6己 /T E L
,
乙为有效截面

,

其 六意是 N 个激发粒子径迹均匀分布 在面积

为 A 仁
,

能使分子量为M的D N A分子产生 N

个 d s b或
s s b ( 乙= N d s b或 s 、 b / M N

.

人 )
。

对 d s b

于11
s s b

,

其各值是不同的
。

溶液中D N A分子表面有水化层
,

因此
,

直接效应的化学过程 ( 去质子化作用 ) 与间

接效应的机理可能是一样的 〔 4 〕
。

基于 类 似

灼原理
,

对荷电粒子间接效应诱发断裂进行

J’ 较为详细的研究〔 6 〕
。

2
.

细胞周期依赖性

实验表明
,

电离辐射诱发的链断裂具有

门显的细胞周期依赖性
。

处于不同周期的细

iJJ’. 工对电离辐射的敏感性不同
,

因 此
,
d s b及

致死效应剂量反应曲线的形状及斜率因周期

而异
。

不 同的实验之间其结果可能有差异
,

但一般认为
,

增殖细胞较静止细胞 敏 感
, S

期细胞比G期细胞敏感
。

用不 同的 哺乳动物

细胞进行的研究都证明了这一规律
。

X 线照射处于不同周期的 C H O细胞
,

中

性洗脱技术测定 d s b
,

发现有丝分裂期 及G :

/ S期比 G ,
期敏感

,
S期最敏感 〔 6 〕

。

X 线 照

射M期
、

S期及非 frrJ 步细胞 ( V
? 。
) 后

,
d s b

明显增高
。

照射后
,

细胞 D N A损伤 在 G
;
/ S

处被固定
,

由于不可修复而提高其敏感性
。

应用 D N A 合成抑制剂及修复抑制剂处 理 照

射后的细胞
, 】司样可以提高细胞敏感性

。

X

线照射 C H O细胞 J占
,

tJJ A P C (
a p h i d i 。 o -

1 i n ) 处理
,

使其停滞在 G l
/ S期

,

d s b剂量反

应曲线斜率就被提高
。

细饱周期依赖性与不同细胞周期的染色

质结构有关
,
D N A 化学性质的 改变

,

对电

离辐射的反应不 1司
。

另外
,

不同周期的细胞

修复能力 411 修复准确性不卜j
,

也可能是主要

原因之一
。

M期产生致死效应所需 d s b 数 是

S期的两倍
,

认为是山
一

于该期修复 很少发生

错议
。

二
、

O N A链断裂的生物学后果

1
.

d s b与致死效应

许多证据表明
,

电离辐射诱发 d s b是 致

死的主要原因
,

依据是①辐射致死效应剂童

反应曲线与d s b剂量反应曲线 较 一 致 ; ②

潜在致死效应修复的时相变化与 d s b修 复相

似 , ③缺乏 d s b修复能力的突变体 1司样缺 乏

修复致死效应
。

直接测定 d s b与细胞致死 的

相 关研究 也都证明
一

J
`

这 一点
。

C u r t i s 〔 8 〕提出的 L P L ( 致死
’
J了寺乍在致

死 ) 模型认为
,

电离辆射引起的致死性损伤

经历物理的 ( 沿径迹的电离作用 )
、

化学的

( 自由基产生 ) 及生物的三个领域的连续过

程
。

前二个过程在 1 0
“ ’
秒内完 成

,

;卜引 起

D N A预损伤
,

如果两个损伤是非常靠近的
,

可产生致死性损伤
,

如果是分离的
,

产生的

是潜在致死性损伤 ( P L D )
,
P L D未 经 固

定则可修复
,

若经固定导致 死 亡
。

P L D修

复有两种时相过程
,

一是快过程 (日
一 P L D )

,

半修复期为 10 秒钟 ; 另一是慢过 程 (
a 一 P L -

D )
,

半修复期为 l 小时〔 9 〕
。

这种 现 象在

d s b修复过程中也可见到
。

X 线照射人和鼠的正常和转化的纤维毋

细胞
,

ds b产额在各细胞间有差 别
,

反映
一

J
’

细胞敏感性不同
,

但 ds b和致死效应 间直线

相关在各类细胞间无明显差 别〔’ ” 〕
。

小 鼠 L

细胞系经 X线照射后
,

ds b产额与 致死 效应

间也呈直线相关〔” 〕
。

X线照射后
,

比较 A T

( 共济失调性毛细血管扩张症 ) 细胞与人正

常纤维母细胞 ( IM R一 90 ) 间的反应
,

发现

两种细胞的致死效应均与 d s b呈直 线相关
,

但敏感性不同
,
A T细胞的 d s b 为 IM R一 90 的

2 倍
,

因 A T细胞缺乏修复能力〔 `” 〕
。

2
.

d s b与染色体畸变

众所周知
, 电离辐射是一种很强的染色

体畸变 ( C A ) 诱变剂
。

电离辐射 诱发的 C A

与 d s b有密
一

切关系
。

C A 不仅取决于 d s b 及其

修复
,
而且与染色质结构的变化有关

。

染色
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质高度凝集时照射
,

畸变率增高
,

而染色质

松散时照射
,

畸变率减少
。

口前认为
,

染色体畸变是残留的未修复

的 d s b
,

或 d s b错误修复所 致
。

因 此
,

照 射

d s b修复缺欠突变体细胞
,

如
x r s
及 L y / S后

,

染色体畸变率明显高于其脚生型 〔’ 3
,

’ 4 〕。
一

`lJ’

见修复在 C A 形成过程中起重要作 用
。

用 限

制性内切酶或拓朴异构 酶 I ( t
o p io

s o n l 。卜

a s e l ) 的抑制剂处理
x r s 一 5 细 胞 “寸

,

畸变

率明显 增高
,

是山于抑制了 ds b 屯接 过程所

致
。

当电离ha 射诱发钝性末 端 d s b 时
,

由于

缺乏氢键的稳定作用
,

使重接能力丧失
,

染

色体畸变率增高 ; 粘性末端 ds b易于 重接
,

畸变率减少
。

由于 C A 与 5 C E ( 姐妹染色单 体互换 )

的形成 机理不同
, 丫射线很少 诱 发S C E

。

然

而
,

月卜 sr 一 6突变株的研究 表明
, 丫射 线 照

射
x sr 一 6 后

,
S C E增高

,

尚不 清楚 是由于

d s b直接引起的
,

还是 其 它修 复 过 程引起

〔 ’ “ 〕
。

微核的增加是由于残留的未修复的 d s b

所致
。

三
、

ds b修复动力学

1
.

两种 d s b重接机理的证据

尽管 目前还不清楚 D N A 损伤 和修 复与

细胞死亡间的确切关系
,

但已有充分证据证

明
,

l哺乳动物细胞内有 重 接 ds b和 s s b的能

力
,

且重接的速度和范围与 P L D 的 恢 复速

度和范围密切相关〔 , “ 、 , 7 〕
。

不 1月细胞周期
,

其重接能力不同
,
G l
及早 s 期 缺 乏 重 接 能

力
,
S期重接能力正常

。

丫射线照射X R一 l 突变细 胞株
,

晚 S 期

对电离辐射抗性增强
,

并伴有ds b重接 能力

增高
,

认为 C H O细胞具有两种重接 ds b的机

制
,

一是依赖于 X R一 1 ,

在整个细胞周期起

作用
,

另一是不依赖X R一 1 ,

在晚 S期 发挥

作用 〔’ “ 〕。

R e s n i e 〔 ’ ” 〕用蔗糖梯 度 离心 技术

测定 ds b
,

也发现有两个时相的重 接过程
。

J
e g g o 〔“ “ 〕用

x r s
!
「〕步细胞研究表功!

,

和 X R一 1

相似
,

晚 S / G
Z
期抗性增强

,
C H O一 K 也有此

表型
。

依据这些实验结果
,

人们认为
,

哺乳

动物细胞内有两种完全不同的重接机制
,

一

是依赖于 X R一 l 和 x r s基因产物
,

在 整个细

胞周期内起作用
,

无广泛的同源性要 求
, .叮

能是一种相对无错误的修义 ; 第二种机制不

依赖于 X R一 1 和 x r s 隽因产物
,

只在晚 S / G
:

期起作川
,

也 ,叮能是一种币 llt
.

过程
,

同时复

制同源染色体
。

川小鼠乳腺癌增州L细胞了洋干11朴
_

11月11胞群

研究发现
, s s b的修复也有双 !.lJ 相 反 应

。

两

种增殖细胞群 6 6 P 和 6 7 P
,

快修复过 程 的半

修复期分别为 3
.

6和 4
.

3分钟
,

慢修发过程的

半修复期分别为 5 2和 17 分钟
。

两种睁止细胞

群
,

66 Q和 6 7Q快修复的半修复期分别为 1 0
.

8

和 9
.

7分钟
,

慢修复的半修复期分别为 1 2 3和

1 5 0分钟
。

Q细胞半修义期长
,

是由于 Q细胞

对 D N A 修复复合物敏感性低
,

Q细 胞染色质

比 P细胞更紧密 〔 , ` 〕
。

当用 X线和 中 子 照射

V
7 , 一 ;
及 X线敏感细胞 株 i r s 一 1时

,
X 线 使

i r s一 1 d s b随剂量增加而轻度增加
。

照 射剂

量为 4 o G y时
,
i r s 一 1 的 d s b 比 V

7 。一 `
高1

.

5

倍
。

中子照射时情况相似
,

两种细胞 系 的

d s b重接模型相似
,

但中子诱 发 的 d s b
,

在

i r s 一 1 细胞具有更有效的重接
。

这些材料衷

明
, i r s一 1 可能是修复错误突变株〔“ “ 〕。

`

2
.

修复动力学模型

如前述
,

照射诱发的细胞死亡 和 C A
一

与

D N A 的 d s b有密切关系
,

分析 d s b随剂 量和

时间的变化
,

对评价辐射效应有重要作用
。

学者们根据众多的实验材料
,

提出不尽相 !
.

d

的修复动力学模型
,

包括直线平 方 理 论
,

L P L
、

修复与错误修复 ( R M R ) 及修复饱

和理 沦等
。

R M R模 型认为〔“ “ 〕 ,
D N A 损伤 的 修复

含有直线 自身修复和平方错误修夏过程
,

修

复和错误修复共同决定细胞是正常存活
,

还

是活着的突变体
。

与 L P L模型相似
,

都考虑

了电离辐射和细胞的双重作 用
。

J) N A 损伤
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的修复在很大程度上取决于修复酶的活力和

数量
,

辐射可灭活也可激活修复酶
,

与照射

剂量有关
,
d s b的修复率随剂量下 降

,

未修

复的 d s b与剂量平方相关 〔“ 4〕
。

在低剂量情 况

下
,

修复率较高
,

因修复酶浓度高于基质
,

随着能量耗尽
,

或修复酶灭活
,

修复可能达

到
“
饱和

”
状态

,

剂量再高
,

则修复率随剂

量而降低 〔 2 5〕
。

T s e n g〔 2 6 〕基 于同样 的 假 设
,

即 电离

辐射诱发的 D N A 双螺旋上 d s b要么是可修复

的
,

要么是不可修复的
,

可修复的 d s b 可恢

复到正常状态
。

并指出
,

除了剂量的影响
,

d s b的数量变化为时间的函数
,

假设由非 损

伤部位变迁到不可修复的损伤部位是瞬间的

而不是逐渐的
,

提出 d s b修复动 力 学 模 式

为
:

N
d

( t ) = N
。 一 N

:

( t )
二

( K
一D + K ZD )

+ 〔N
。 一 K I D 一 K ZD勺 x

{ 1 一 e x p〔一 ( K
o D + K `

)
’
〕}

N d
( t )为 t时间 d s b数

,
N

。

为 照射后当时

的 d s b数
,

N, (t )为 t时间修复数
,

D为剂量
,

K 卜 K
Z… 为常数

,

根据具体 实 验材 料 而

定
。

四
、

ON A断链的侧定

准确地测定 D N A的 ds b和 s s b
,

为 研究

辐射诱发 D N A断裂及其修复动 力学 提供可

靠保证
。

为 此
,

已建立多种 测 定D N A断链

的方法
,

这些方法包括蔗糖梯度离心沉淀技

术
、

中性和碱性滤膜洗脱技术及交变电场反

向凝胶电泳 ( A F I G E )技术等
。

虽 然 其方法

的原理各不相同
,

但均能有效 地检 出 D N A

断链
,

在一定范围内
,

与剂量相关
。

第一个 d s b重接缺欠突变体 是 用蔗糖梯

度离心法由 S
.

C e r e v e v i s i a e 酵母 菌 分离出

来的〔 2 7〕 ,

该法相对的不敏感
。

目前 普 遍应

用的是中性滤膜洗脱法 ( 测 d s b ) 〔 2“ 〕和碱性

滤膜洗脱法 ( 测 s s b ) 〔 2 ” 〕。

由于电离辐射诱

发的
s s b比 d s b高 20 倍

,

所以洗脱技术在生理

剂量情况下就可以检出
s s b

,

而中性 洗脱法

测定 d s b的最低剂量为 3G y
。

而 且
, p H g

.

6

时
,

很可能过高估算ds b
,

因为此 时 另一些

碱性易溶损伤能转变 为 d s b
。

最 近
,

w lo -

de k 〔”“ 〕对中性洗脱技术测定 d s b的 物理学墓

础进行了详细的研究
。

o z i v e 〔 3 ,
、 3 2 〕建立 -J’ 一种新的快 速断链

沉淀分析技术
,

放射性标记的细胞经变性剂

溶解后
,

低速 ( 3 5 o o r p m ) 离心
,

使 断片留

在上清液
`
J
, ,

结合解旋技术测定 d s b和 s s b
。

该方法快速简便
,

与中性洗脱法 比较
,

有异

曲同工之效
。

A F I G E技术〔 3 3〕只是对 d s b特异的 敏感

方法
,

灵敏度比中性洗脱法高
,
从 2

.

SG y ~

40 G y显示直线剂量反应关系
。

因为 在 电泳

时采用了分子量标志
,

可直接分析 d s b分子

量大小的分布情况
。

本文所述及的 D N A损伤和 修复 动力学

模型
,

是依据直接测得的D N A链断 裂 数和

相应的生物表型时相性变化而建立的
,

未沙

及其分子机理
。

近几年来
,

由于分子生物学

技术的进步
,

己可以在基因水平上观察到墓

因组内 D N A序列优先修复的证 据
。

随 着研

究的不断深入
,

辐射损伤和修复的分子机理

的研究将会有新的突破
,

对进一步阐明辐射

诱变和诱癌作用有重要意义
。
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辐射敏感突变细胞与哺乳类ON A损伤修复研究

北京放射医学研 究所 周平冲综述 魏 康 曹恩华
.
审

摘 要
:

利用突变细胞研究 D N A损伤修复机制
,

是 D N A损伤修复研究领域的一大进展
。

本文

综述了近年来从部分哺乳动物细胞中诱变获得的辐射敏感突变株
,

及其在 D N A损伤修复研究
、

人

类 D N人修复基因的分子克隆和染色体定位等方面的应用
。

在生命科学研究领域中
,

许多复杂生化

过程的奥秘都是通过对单基因突变分析得以

揭示
。
D N A修复是生物 体 对辐射等损伤反

应的生物学过程
,

过去
,

人们利用大量的原

核 D N A 修复突变株进行遗传学分析
、

克隆相

关修复基因及纯化修复蛋白
,

从 而 对 原 核

D N A 修复系统有了较详细的了解
。

近年来
,

研究者们通过诱变或从某些人类遗传病病人

体细胞培养建株
,

获得了大量哺乳类辐射敏

感突变株
,

并且试图利用这些突变株
,

研究

哺乳动物细胞辐射敏感性的分子基础
、

探索

D N A 修复系统的遗传控制和克隆D N A修复

基因
,

以在基因水平上了解哺 乳 类 D N A的

辐射损伤修复机制
。

.

中国科学院生物物理研究所


