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电 离 辐 射 损 伤 和 修 复 的 研 究 进 展

A r r a n d J E
e t a觅

摘 譬
:

讨论了 D N A 修复与肿瘤的研究领域
,

经典的放射生物学和生物物理方面的间题
,

以及用分

子生物学和喃乳细胞遗传学方法研究 D N A 链断裂累积和电离辐射后的修复机刨
,

并强调了它们在肿瘤

放疗及测定个体暴露于电离辐射后的致疮危险度中的应用
.

一
、

电离辐射诱发的损伤类型及其修复过程

已经明确
,
D N A 双链断裂是电离辐射诱发

的主要损伤
,

仅仅有少部分损伤有延续效应
,

这

主要取决子损伤是如何发生的
。

D N A 双螺旋的

有序排列形成了严密的靶空 间
,

并且在 D N A

上有广谱的能量沉积
,

不断增加的 L E T 导致高

能沉积和复杂
、

严重的损伤
。

在 D N A 修复研究中
,

进一步认识由于损

伤严重程度的增加而对于细胞修复能力提出异

议
,

是很重要的
。

目前应用的分析 D N A 损伤

(如 D N A 双链断裂 )的方法尚无法区别不同类

型的损伤
,

尽管它们可以检出祖当于化学或辐

射诱发的 20 倍致死剂量所引起的损伤
.

在哺乳

细胞中
,

不同 L E T 形成的双链断裂变化很小
,

但在链重接方面则有质的区别
。

类似的结果在

酵母研究中也有发现
,

即在有氧条件下
,

诱发的

链断裂较低氧条件下慢
,

由此提示
,

氧可能在能

量沉积和增加损伤程度方面起作用
。

由于新的链断裂不断发生
,

使链重接动力

学更加复杂
。

关于电离辐射诱发损伤的酶学方

面知之甚少
,

利用气相层析及质谱分析大肠杆

菌甲麟胺嚓睫 D N A 糖基酶所产生的修复产物

后证实
,

这种酶具有修复 D N A 损伤中自由蒸

的作用
,

从而抵消了活性氧的有害作用
。

二
、

用于检袭鳍辐射诱发 D N A 损伤的新方法

准确检查生物学相关剂量水平的电离辐射

损伤是一个由来已久的问题
。

利用中性洗脱法

检测的剂量一反应关系
,

不是线性相关
,

且没有

采用分子量标准
,

因此在肿瘤放疗效果及肿瘤

发生可能性预测过 程中
,

很难清楚研究 D N A

的损伤和修复
.

交变场凝胶电泳 (P F G E )逐步应用于检测

D N A 双链断裂
,

尽管有一些未受样品的干扰
。

在该系统中
,

辐射增敏剂一澳脱氧尿昔整合到

D N A 中
,

引起 D N A 不规则迁移
。

最近利用反

相脉冲交变电泳对这一系统进行了改进
。

在 48

小 时 内
,

从 一个凝胶上可 以分 辨出 Z o o k b一

6M b 的 D N A 片断
,

从而对 1一 100 G y 的 X 射

线照射后双链断裂特性及 s o G y 照射后修复特

性进行研究
。

对于具有双微染色体的细胞
夕

脉冲

电泳及 S 。磷h er
n b l ot 杂交合并应用

,

也可以研

究 30G y 照射后的修复情况
,

其检测损伤的下

限为 2
.

SG y
,

且剂量一反应关系较好
。

同一照射

剂量下
,

对裸 D N A 的损伤是细胞 内 D N A 损伤

的 8 0 倍
,

由此也证实了细胞内环境对辐射诱发

D N A 双链断裂的影响
.

还研究了用于检查单一

细胞内单链或双链断裂的微 电泳
“

彗星
”

分析法

去分析细胞的辐射敏感性
。

该技术提示 D N A

包装 (如 S 期 ) 过程中的差别可以影响 D N A 的

迁移率
。

整个染色体的荧光原位杂交技术用于分析

电离辐射后染色体断裂重接作用的方法已被改

进并 自动化
,

可以很容易区别单个染色体内的

断裂和交换
。

与早熟染色体凝集相结合
,

可以快

速而准确地检查临床受照剂量范围 (0 一 SG y )

内 D N八
、

和染色体的损伤
,

同时可以预测 人类

肿瘤的辐射敏感性
。

利用敏感的免疫化学方法

检测单链断裂
,
可以预测合并应用化疗和全身

放疗后的治疗效果
。

与改良的碱洗脱方法结合

起来
,

可检出经过治疗后 白血病病人的单竺断

裂和碱基损伤
,

利用相似的免疫化学方法可提
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高血细胞中双链的断裂率
。

三
、

利用细胞提取物分析 D N A 修复

利用哺乳细胞的温和裂解物催化限制性内

切酶诱发的双链断裂
,

可以有效地 这别正常和

辗翁敏感细胞
。

但感前用于电离辐射诱发的链

断裂分析尚未成功
,

,

只在
`

一个仓 鼠突变体中检

测到一种缺陷
,

人细胞系中尚未成功
。

需要更多

的生理条件才能分析键重接过程中起作用 的蛋

白质
。

具有产生转录
、

复制功能和修复复合物的

提取物
,

经过改进后
,

可以在体外用于分析具有

转录活性基因的优先修复情况
。

该系统最终将用于修复蛋 白的提纯及基因

克隆
,

但这将是一个长期的工作
。

类似的方法如

利用合成的含误配碱基的寡核营酸分析修复酶

(如 D N P a s 。 和 D N A 。 。。 w )的相关作用
,

这些酶

存在于大肠杆菌和哺乳动物细胞的复合物中
,

D N P秘 e 主要是切除类似于辐射诱发的 G / U

错配
, D N A a s 。 VI 起输助作用

。

在修复过程及合

成底物中加入 D N A 多聚酶抑制剂
,

证实了

D N A 多聚酶 乒在人细胞及细菌中均具有填充

碱基切除空位的作用
。

出乳腺癌患者中 邪写的修复缺陷个体
,

其中仅

仅有 10 %的可能是 A T 杂合子携带者
。

这种方

法还可检出其它的那些在纯合状态下是致死性

的
、

在杂合状态下易使个体发展为乳腺癌的纂

因缺陷
。

尚无单一 的一种方法即可正确检出

A T 携带者或预测肿瘤的辐射敏感性
,

只有在

A T 基因及 X 射线修复基因被克隆后才能准确

地预测
。

四
、

检测培养细胞中 D N A 损伤

对于 电离辐射和限制性内切酶产生的双链

断裂及修复的结果等间题的讨论
,

与这样的假

设是一致的
,

即在有氧条件下的最初质的损伤

而非量的损伤依赖于 L E T
。

该模型中双链断裂

产生及修复的竞争及限制性内切酶系统
,

使问

题复杂化
。

那些残余的未修复的损伤将影响细

胞的存活
。

在高于临床剂量情况下
,

已应用所述修复

测定来预测 A T 杂合子突变或肿瘤 辐射敏感

性
。

应用延迟接种技术 已能从未知标本中检出

A T 杂合子
,

具有 A T 杂合子的妇女易患乳腺

癌
,

人群中约 2 %个体有 A T 基因缺陷
,

1。写的

乳腺癌病人可能是 A T 杂合子携带者
,

男此
,

对

这部分人群避免在胸透和治疗时接受过量的 X

射线是很重要的
。

利用延迟接种技术可以分辨

五
、

修复及督复的诱导
、

错误修复
、

辐射数癌

损伤诱发的 D N A 修复已从细菌和酵母研

究中积累了大量的资料
。

越来越多的证据表明
,

哺乳细胞中有诱导修复系统
。

本次会议上
,

提出

了用不同形状的存活曲线测验诱导修复理论
。

来源于存活曲线形状的诱导修复证据支持体内

肿瘤研究的结果
,

同时也提出了一个 电离辐射

诱导的特异的 D N A 修复途径
,

即 6一氧甲基鸟

喋
·

岭 D N A 甲基转 移酶对 烷基 取代损伤的修

复
。

将限制性的 D N A 分子暴露于细胞提取物

或人细胞暴露于 X 射线后
,

D N A 重复序列之

间产生的缺失及 h p rt 突变体的分离
,

在体内和

体外都证实了修复或错误修复的现象
。

覆盖很

长基 因组的非同源重组机制也存在子其它的人

基因中
,

如男性生殖细胞暴露于电离辐射后造

成的序列缺失
,

使精子发生过程中逐渐丧失了

修复能力
。

六
、

修复突变体
、

基因
、

综合征

随着对掇伤测定方法的改进
,

无疑有助 于

对 D N A 修复机理的理解
,

但 只有在克隆 了修

复蛋 白的基 因并对其特性进行研究后
,

才能彻

底解决这一间题
。

已克隆了几个紫外线损伤修

复的基因
。

在校正仓鼠突变体的基础上克搔了

一个人 X 线损伤修篡基因 (X R C C )
。

在遗传性

疾病及肿瘤组织中没有发 现这些基因的缺陷
。

第二个参入 电离辐射扳伤修复的人基周
,

无膘

岭核酸内切酶基因已被克隆
。

人体中辐射损伤

的修复基础研究骼要更多的突变体和互补 基
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因
。

几个互补性的啮齿类动物 X 射线敏感突

变体已经获得
,

但它们的基本缺陷尚不清楚
,

也

没有克隆到互补基因
。

染色体转移技术的应用
,

已将与仓 鼠 二
。 突变体互补的人基因定位于 2

号染色体长臂
,

且正在进行基因克隆的工作
。

通

过 研究交叉 敏感性 及细 胞 提取 物 对 确 定的

D N A 损伤的校正
,

明确了 i r ,
组突变体的特性

,

最近分离了更多的 V 79 X 射线敏感突变体
.

目

前正在克隆人类的 突变校正基因及小 鼠 X 射

线敏感的
s ic d 突变的研究工作

。

当前
,

大量的工作仍是集中在 A T 缺陷的

研究方面
。

该基因的分离克隆
,

对于认识辐射损

伤移除和修复的机制及其在体 内的调节作用
,

通过遗传控制而减少 A T 基因池
,

以及迅速
、

准

确地从那些乳腺癌及其肿瘤易患个体中筛选杂

合子携带者等
,

都具有重要意义
。

位置克隆技术

已将 A T 基因定位于 l l q 2 2 一 23 的 4 分摩范围

内
。

目前正移用多种方法如考斯质粒
,

酵母人工

染色体
、

辐射杂交图谱
、

体细胞遗传及微小卫星

序列标记技术等
,

对该范围内的基因进行研究
。

所有的克隆基因将通过转染入 A T 细胞内
,

检

查其校正 A T 辐射敏感缺陷的能力
。

转染技术

曾用来筛选原始的校正基因
,

但最近证实这种

方法是不成功的
,

在我们的实验中只是部分成

功
。

另有实验通过 A T 细胞与大量受照后的仓

鼠细胞系融合而校正 了 A T 缺陷
,

但 由于缺少

仓鼠 lA u 重复序列
,

因此
,

限制了仓鼠校正序列

的克隆
,

但该间题 目前已经得到解决
。

对于正 常个体内成纤维 细胞及 T 淋 巴细

胞广泛的筛选
,

促进了对无明显遗传基础的辐

射敏感缺陷的认识
,

这将有助 于我们理解辐射

敏感性的基础及 由此造成的人体内肿瘤发生情

况
。

七
、

放疗过程中与肿瘤及正常组织的

辐射效应相关的修复

对 D N A 链重接与 D N A 修复的准确性及

细胞存活之间关系的研究使我们认识到
,

电离

辐射诱发的损伤修复并非是决定人肿瘤中辐射

杭性的中心环节
。

在质粒重接分析中
,

应用人肿

瘤细胞提取物并不能区分肿瘤的辐射敏感性和

辐射扰性
,

如神经纤维瘤
、

卵巢瘤
、

胶质瘤等
。

可诱导的 D N A 修复可能是肿瘤及正常组

织对放疗的一种反应
。

临床观察到
,

当每次照射

剂量较低时
,

辐射效应也逐渐降低
。

然而在很低

剂量 时
,

在体内的正常组织及体外的仓鼠细胞

中又观察到辐射敏感性的增加
。

这可能是由于

D N A 修复的诱导而并非细胞周期或辐射杭性

的亚细胞群 体的效应
,

而且这种效应可能对临

床放疗及暴露于环境中低剂量危险度评价方面

产生影响
。

考虑到肿瘤组织中掺杂有正常组织而影响

修复效应
,

因此
,

分次间隔照射 已用于临床研究

且在设计放疗方案时予以考虑
。

如果能在体外

预测到肿瘤及正 常组织的辐射敏感性
,

将会有

更大的临床意义
。

目前己有实验室成功地培养

了电离辐射暴露后的肿瘤及正常组织用子生长

特性分析
。

但这些方法周期较长
,

且由于细胞过

度生长而影响细胞亚群的辐射效应
。

因此
,

正在

努力寻找一种更快速的方法
,

以便能在放疗开

始前或开始后的几天内鉴别出个体的辐射敏感

性
。

八
、

结 论

由于方法学的进展
,

使我们对辐射损伤有

了一个定性和定量的了解
,

并进一步认识了损

伤的移除或
“

固定
分
使细胞存活不致受报或导致

细胞死亡
、

突变
、

转化等一系列过程
。

克隆 D N A

修复基因和揭示控制它的表达的复杂机制促进

了肿瘤治疗的进展及鉴别出那些具有发展为辐

射相关的肿瘤的危险个体
。
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