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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
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一
、

辐射敏感突变细胞的获得

辐射敏感细胞的获得
,

一方面是从一些

人类遗传性疾病病人体细胞培养建株而来
,

如电离辐射敏感的 A T (共济失调性毛细血管

扩张症 )细胞
、

U V敏感的 X P (着色性干皮病 )

细胞等
;
另一方而是从传代培养的野生型细

胞诱变而来
。

诱变获得辐射敏感细胞的基本程序
,

一

首

先是用射线或烷化剂对细胞进 行诱变
,

然后

从中筛选出敏感突变细胞克隆
,

再作生物学

鉴定
。

目前被用作诱变细胞最多的是 C H O 和

V
7 9
细胞

,

此类细胞生长好
,

接种率高
,

获得

突变细胞的频率也高
,

大部分报道是千夕之
一

。

也有报道用V
? 。
细胞分离突变株的频率高

达 1 / 20 以 ” ,

而且以后作为基因转移的受体

细胞时
,

与其它细胞相比更能有效的接收和

嵌入外源基因〔幻
。

此外
,

还 有 用小鼠细胞

( 如 L Y 5 1 7 8 ) 作为诱变细胞的来源
。

分离突变细胞的具体方法有
:

( 1 )放射性自杀或 5一澳脱氧尿嚓陡 ( B r -

d U r d )光解反应的富集程序 〔 “
、

4 〕 ,

主要用于

分离 U V敏感突变株
。

其墓本原理是
,

有修复

能力的细胞及 S期细胞在修复损伤 或 复制过

程中
,

使之掺入同位素标记的 D N A 前体物或

前体类似物 B r d U r d
,

这些细胞将因射线 照

射或光解反应而死亡
。

而修复缺陷的细胞
,

由于无上述 D N A前体物的掺入
,

而继续存活

下来
。

由于电离辐射诱发细胞 D N A 切 除修

复的剂量高达 10 G y ,

而且切除修 复量也 很

低
,

很显然此方法不宜用来直接克降电离辐

射敏感突变株
。

( 2 )根据对射线高度敏感性的直接筛选

法亡5 〕。

诱变后的细胞
,

长成一定 大 小的克

隆
,

用射线处理
,

继续培养数天后
,

根据死

亡细胞多少
、

细胞大小和生长异型性这只个

指标来初步筛选敏感突变株
,

( 3 ) 复制接种程序
。

诱变细胞长成克隆

后
,

用尼龙布
、

过滤纸
、

灭苗牙鉴将侮个克

隆的一半细胞分别转移到另一个 培 养 体 系

中
,

制成一个
“
复制品

” ,

然后用射线照射
“
复制品

”
细胞

、

培养数天后根据细胞生长

表 a1 从 c H。细胞诱变获褥的辐射敏感突变株

突变株 筛选依据 交 叉敏感 性 修复缺陷 参考文献

U V 2 0

I JV S

U V 2 4

U V 4 1

U V 1 3 5

U V 6 1

U V I

C H 0 1 2 R O

C H 0 33 R0

A P r 一 2

X R
一 1

E M
一 9

B L M
一 2

x t公 1一 7

i r s 1S F

U V

U V

U V

U V

U V

U V

U V

U V

U V

U V

丫线

E M S

博来霉素

X线

X 线

4 N Q O
.

M M C U D S

4 N QO
.

M M C U D S

4 N Q O
,

M M C U D S

4 N QO
,

M M C U D S

4 N QO
,

M M C U D S

4 N q o
,

M M C ( 4
一

6 ) 啥吮光产物

M M C
,

M M S 复制后修复

X线
,

M M C U D S

X线
,

M M C U D S

B
r
d U r

d DN A聚合醉 a

博来霉素 d s
b重接修 复

丫线
,

U V
,

弓M S
,

M M S : s
b

, d s
b重接

X线
,

U V s s b
.

d ` b重 接

U V
,

E M S
,

M M S
,

M N N G
.

d
s b重接

L’ V
,

E M S U D S

7 , 1 0

1 0 , 1 1

1 0 , 1 1

10 , 1 1

7一 10 , 1 1

2 2

1 2

1 3

0
,

14

1 5 一 1 6

1 7 一 1 8

! 9 , 2 0
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,

M N N G ( 1一甲基
一 , 一硝摹
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表 1`
.

从v 7 9

细胞诱变获得的辐射敏感突变细胞

突变株 筛 选依据 交 又敏感性 修复缺陷

V U 7UV

V U 4o UVMN N G
.

X线

V
一

11 1 UV通NQ O

V
一

B7UM M C V

V
一

C 4V U魂NQ O
、

X线

V
一

Cs V U疾NQ O
.

M M C
,

X 线

X R
一

V 1 S B X线 4 N QO
,

E M S
.

M M S

i r s 一 I X线 U V
.

M M C
,

E M S

1r s 一 2 , 3 , 4 X线 E M S

U D S

d
s
b重接

d
、
b错误修复

情况
,

从原来的培养体系中挑选出相应的敏

感细胞克隆
,

再作细胞活存分析
。

oJ
n e s
采用

一种微孔板自动转移系统来转移细胞
,

大大

提高了复制细胞克隆效率〔 ” 〕 ,

比较起来
,

复

制接种程序最适合于分离电离辐射敏感突变

细胞
,

其一个很大的优点是
,

得到的敏感细

胞株没有受到照射处理
,

从而避免了因此所

造成细胞的其它损伤
。

丧 1 列出了从 C H O
、

V
7。
细胞诱变获得

的部分辐射敏感突变细胞
。

此外还有从小鼠

细胞 ( 如 L Y 5 1 7 8
、

F M 3 A ) 诱变获得 的 X

射线敏感细胞 M l o〔 , 5〕
、

S X一 9〔 8 〕
、

L X 8 3 o
、

L X 8 2 1
、

L X 2 2 7〔“ 6〕等
。

二
、

辐射敏感突变株的交叉敏感性

及 O N A修复缺陷

从表 11 1
`
可 以看出

,

大部分的突变株除

对一种射线 ( U V或 电离辐射 )敏感外
,

还对

另一射线或其它化学物质 ( D N A交联剂
、

烷

化剂等 ) 有不同程度的交叉敏感性
。

这种现

象将有助于我们了解不 同 损 伤 因 子 所 致

D N A损伤和修复途径相互之间的联系
,

以其

分析突变细胞的生化缺陷
。

几乎所有 的U V

敏感突变株都对 4 N Q O ( 硝基唆琳
一 1一 氧 化

物 ) 和 M M C ( 丝裂霉素 C ) 交叉敏感
,

表明

这些细胞对 D N A 交联或 D N A分子上加合物

形式的损伤的切除修复缺陷
。

一些电离辐射

敏感细胞同时对搏莱称素交叉敏感
,

说明有

可能存在 D N A 双链断裂的修复缺陷
。

突变细

胞的交叉敏感性
,

还进一步说明了一种D N 入

损伤因
一

子能产生多种类型的 D N A损伤
,

及务

种损伤修复之间的交叉性 ( 某一缺陷正好发

生在修复不 同类型损伤所共有的 关 键 步 骤

上 )
。

当用突变细胞作基因转移受体时
,

如

果突变细胞全部敏感表型被同时纠正
,

那么

就表示只有
.

单个基因缺陷
,

这种交叉敏感性

的解释是修复基因对D N A损伤反应的 多 效

性
,

即单一华因制约多种表型
。

如果只有一

种或部分敏感表型被纠正
,
说明突变细胞存

在多个基因的缺陷
。

D N A作为辐射靶分子的理 论 早 已被接

受
,

因此
,

人们很自然地将细胞辐射敏感性

与D N A 损伤修复紧密联系在一起
。

通 过 检

测一系列的辐射敏感突变细 胞 的 D N A 损伤

修复
,

已发现以下几种D N A修复缺陷
:

( 1 )切除修复缺陷
。

表 1大部分U V 敏

感突变细胞属于这一类
。

这些突变株具有相

类似的表型特征
,

其 D N A程序 外 合 成 ( U -

D S )能力低下
,

如从 C H O细胞诱变来的 U V

敏 感 互 补 组 1 ~ 5 细胞 ( U V Zo / 4 3一 3 B
,

U V S
,

U V 2 4
,

U V 4 1
,

U V 1 3 5 )
。

另一株

U V 敏感细胞 U V 61 ( 定为互补 组 6 )
,

其

U D S能力与正常细胞相同
,

进一步研 究 表

明此细胞切除 ( 5一 6 ) 环丁烷嗜脸 二 聚 体的

能力正常
,

而存在嘀咤 ( 6一 4 ) 啼 l定光 产物

的切除缺陷〔 2 , 〕。

i r s 1 S F是一株电离 辆射敏

感突变细胞
,

对 U V和烷化剂 E M S ( 乙纂 甲

烷磺酸醋 ) 交叉敏感
,

其 X线诱发 U D S只有

正常细胞的 1 / 2〔 2 ’ 〕

( 2 )复制后修复缺陷
。

突变细胞 U V I除

对 U V敏感外
,

同时对交联剂 M M C和烷化剂

交叉敏感
,

此细胞存在复制后修复缺陷山 〕
。

( 3 ) D N A 链断裂修复缺陷
。

很多 电离辐

射敏感细胞表明D N A 链断裂重接修复缺陷
,

这类细胞同时对博莱霉素 (产生 D N A 双链断

裂 ) 及烷化剂敏 感
。

部 分细胞 ( 如 E M 队
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B L M一 2 ) 的 D N A单
、

双链 断 裂 ( d s b ) 修

复能力都缺陷
,

也有的细胞 ( 如 L Y 一 S
、

X R

一
1

、

Xr
s一 1 ) 等只存在双链断裂修复缺陷

,

单

链断裂 (
s s b ) 修复能力正常

,

其中X R一 1细

胞的链断裂修复缺陷和辐射敏感性一样
,

与

细胞周期有关
,

只发生在G ,
期细胞

。

根据遗

传互补分析
,

D N A链断裂修复缺陷 细 胞至

少有四个互补组 〔 1幻
。

( 4 )错误修复
。

D e l: e n h a n
建立一种检测

D N A 双链断裂错误 修复的实验模型〔“ 4〕 ,

将

带有标记墓因 ( 如
n e 。
基因

、
g tP 基因 ) 的质

粒D N 人
,

用限制性内切酶切割后
,

经 基 因

转移技术
一

导入突变细胞中
,

通过检测标记基

因在细胞中的表达情况
,

来了解细胞对酶切

所致质粒 D N A 双链断裂修复的忠实性
。

D e -

h e n h a n
的实验结果表明

,

电 离辐射敏感细胞

i r s一 1的D N A 双链断裂修复的忠实度低
,

说明

此细胞为错误修复突变株
。

( 5 )缺陷某种特定的修复酶 或 蛋 白 因

子
。

A p r r
一 2 是 C H O 细胞的 U V敏感突变株

,

已发现其 D N A多聚酶
a
缺陷 〔` ” 〕

。

此外
,

还有部分辐射敏感突变株尚未鉴

定出缺陷所在
。

一方面是受检测条件的限制
,

另一方而还可能存在尚未明了的生化机制
。

色体定位
。

丧 2 列出已定位好的人 D N A修复

基因
,

其中有三个推因都位于第 19 号染色体
。

衰 2
.

人的部分。 N A修复基因染色体定位

受体细胞 基因 染色体定位 参考文献

以3一 3 B E R C C
一 2 l o q 13

.

2一 1 3
.

3 0 7
.

竺8

U V
一 5 E R C C

一 2 1 9 0 0
.

3 0

U V
一 : 4 E R C C

一 3 2 3 1

U V
一 4 1 E R C C

一 4 1 0 3 0

U V
一 1 Z j E R C C

一 5 1 3 0 1

E M
一 。 X R C C

一 1 1 9 3 ? . 3 3

X R
一 1 5q 3 4

三
、

用辐射敏感突变细胞进行人 O N A修

复甚因的染色休定位和分子克隆

借助于细胞杂交融合及基因转移技术
,

用辐射敏感突变细胞进行人类 D N A 修复基

因的染色体定位和分子克隆
,

是近年来D N A

损伤修复研究中的重大进展
。

将辐射敏感突变细胞与 D N A 修复功能

正常的人细胞 ( 通常用外周血淋巴细胞 ) 进

行杂交融合
,

筛选出有辐射抗性的杂交细胞
。

这些杂交细胞的一个重要特点是
,

在传代培

养过程中
,

人染色体不断被丢失
,

随着人染

色体的丢失
,

有的杂交细胞辐射抗性消失
,

而有的依然保留着抗性
,

通过对这些杂交细

胞的核型分析
,

就能作出人的修复基因的染

细胞杂交融合证明啮齿类细胞 D N A 修

复缺陷能被人类基因纠正
,

从而为用此类细

胞来克隆人 D N A修复纂因提供了琐论依据
。

基本程序是将人的基氏组 D N A 或 m R N A
、

。 D N A 导入突变细 胞
,

使 之 在 细 胞
`

一

卜表

达
,

从中筛选辐射抗性转化克隆
,

并构建抗

性转化细胞的墓因文库
,

从中寻找特定的人

D N A修复基因
。

表 2 例出了近年来所克隆 或

正在克隆的人 D N A修复墓因
,

其中第一例被

克隆的修复墓因是 E R C C 一1 ,

是通过将人纂

因组 D N A 导入 C H O 细胞的 U V敏感突 变 株

4 3一 3 B中被克降的
。

此基林Iz 5 K b大小
,

有 10

个外显子
,

转录后的前体R N A 通过外显子顶

的交替拼接
,

被加工成两个 m R N A ( 1
.

OK b

和 1
.

I K b )
,

分别编码 2 73 和 2 93 个氨基酸的

蛋白
,

而只有 1
.

I K b m R N A 的
e D N A

,

才能

纠正 C H O细胞 U V 互补组 1的切除修复缺陷

〔“ 7〕。

最近在克隆人 D N A 修复基因研究中的

一个重要进展是
,

用微细胞融合介导染色体

转移
,

克隆出互补X P细胞D N A修复缺陷的

基因
,

并定位在第 9 号染色体长臂 ( 9 q 34
.

l)

〔 3“ , , “ 〕 ,

这一成果无疑将人 D N A 修复基因研

究向前推进了一大步
。

四
、

用辐射敏感突变细胞

研究 O N A修复因子

应用微注射技术将人细胞初提物或已知
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原核及酵母 细胞的D NA 修复因子注入 辐 射

敏感突变细胞中
,

观察其对突变 细 胞 D N A

修复过程的影响
,

将是研究 D N人修复 过 程

的另一条有效途径
。

V e r m e ul e n
等将修复功

能正常人细胞的初提物
,

注入 X P细胞中
,

结

果使所有互补组 X P 细 胞 的 D N A 切除修复

缺陷都得到纠正 〔 3 7〕 ,

从而为 纯 化 D N A 修

复因子奠定了基础
。

结 语

辐射敏感突变细胞的分离
,

推动了细胞

辐射敏感性分子婆础以及 D N A 损伤修 复 研

究的发展
,

尤其在人 D N A 修复基 因 的定位

和分子克隆上更具重要意义
。

虽然 目前已克

隆到的人 D N A修复基因数目不多
,

但 随着

基因导入技术的不断发展
,

利用敏感突变细

胞克隆人 D N A修复基因的手段仍显 示 出很

大潜力
。
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