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丫H ZA X 分析及其在监测电离辐射所致 D N A

双链断裂中的应用前景
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【摘要】 近几年的研究表明
,

组蛋白 H ZA x 在 DN A 损伤修复
、

细胞周期检查点调控
、

基因组

稳定的维持和肿瘤抑制中起着重要作用
,

而且在放射生物学中具有应用前景
。

磷酸化的组蛋白

H2 A x( ,
一

HZA X) 对 D N A 双链断裂快速敏感的反应使其成为 D N A 双链损伤的标志
。
丫

一

H ZA x 分析也

将在监测电离辐射尤其是低剂量电离辐射所致的 DN A 双链损伤中拥有广阔的应用前景
。
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一

H ZA x

辐射生物效应分子模型的提出者 Le en hou ts 和

Cha d w ic k 认为
,

电离辐射诱发 的许多细胞效应均

与 D N A 双链断裂有关
,

所以 D NA 双链断裂及其修

复一直是研究的热点
。

美国 国立癌症研究所的

B o n n e r
博士等{’1在 19 98 年首次鉴定出 H Z AX 基因

与细胞应答 D N A 损伤有关
,

在维持细胞遗传信息

的完整性上发挥重要作用
,

并因此阻断肿瘤的形

成
,

是一种重要的抑癌基因
。

生物体接受电离辐射

时
,

H ZA X 基因编码的组蛋自 H ZA X 在 D N A 双链

断裂处产生 的磷酸化形式
—

,
一

H ZA x 对 D NA 的

这种损伤能够做出快速敏感的反应
。

目前 争H ZA x

已成为 D N A 双链断裂的标志
,

,
一

H Z A x 分析技术

也成为监测 D NA 双链断裂及其修复的敏感方法
。
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1 丫
一

H ZA X 的形成机制

真核细胞中的 D N A 不是游离存在的
,

而是与组

蛋自和非组蛋白形成复合物
。

组蛋白 H ZA 是五种组

蛋自中的一种
,

具有高度的保守性
。

其中
,

H ZA x

是组蛋白 H ZA 家族中的 7 个成员之一
。

H ZA X 基因

位于 1 lq23 一23
.

3
。

在大多数哺乳动物组织和细胞

中
,

H ZA x 的含量占总 H ZA 的 2% 一 10%
,

在低等真

核生物中 H ZA X 的含量较高
,

在出芽酵母中几乎可

达到 1(X) %
。

H ZA x 多肤链有 14 2 个氨基酸残基
,

包

含一个 139 位为丝氨酸残基的丝氨酸
一

谷氨酸胺
一

谷

氨酸 (Se 卜Gl n 一

Gl u) 结构域川
,

该结构域中的 Se
r
残基

可以被磷脂酞肌醇 3
一

激酶 (ph
o s 一pha tidylin o s ito l 3

-

ki na se
,

PI 3K) 家族成员共济失调毛细血管扩张突变

(a ta x ia tela n g ie e ta s ia m u ta red
,

ATM )基因
、

A TM 和

R a d 3 相关蛋白(ATM a n d R a d 3
一re lat e d pro te in

,

A T R )
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及 D NA 依赖性蛋白激酶(D NA
一

d e p e n d e n r pro te in kin
-

a s e ,

D N A
一

PK )等磷酸化冈
。

ATM 表现为对电离辐射敏感和易患癌症
。

ATM

含有 PI 3K 家族保守序列
,

参与细胞周期调控
、

有

丝分裂中染色体重组及 D N A 损伤细胞学反应闪
。

实

验证明
,

ATM 是双链断裂后使组蛋 白 H ZA x 磷酸化

的最主要的酶
。

当正常细胞的 D N A 发生断裂时
,

A TM 蛋白可激活 D N A 修复机制
,

在双链断裂处直

接启动组蛋白 H ZA x
,

使组蛋白 H ZA x 迅即发生磷

酸化
,

形成 争H ZA x
,

然后 争H ZA x 依次结合 Br
-

e a l
、

R a d 5 0 和 R a d 5 1 等修复因子
,

对 n N A 双链

断裂进行修复101
。

当前
,

在真核细胞中已知主要有两条途径参与

D N A 双链断裂的修复
,

即非同源末端连接修复

(
n o n 一

h o m o lo即u s e n d j
o in in g

,

N H E J)和 同源重组修

复(h
o m o lo即u s re e o o bin a tio n ,

H R )l刀
。

组蛋白 H ZA x

在 D N A 修复的过程中可能是通过参与 N H EJ 和 H R

来发挥它的作用
,

目前认为
,

,
一

H ZA x 可能是连接

参与 D N A 末端连接的蛋白 (M re ll 或 R ad 50 等 )来

募集 D N A 损伤修复因子的
,

连接方式或者是直接

连接到 争H ZA x 的梭基端
,

或者是通过改变染色体

的结构间接连接
。

另外
,

p53 结合蛋白和 争H ZA X

之间的物理位置也提示我们
,

组蛋自 H ZA x 完全

有能力为 D N A 的损伤修复因子的集合提供必需的

场所lsjo

在小鼠实验中
,

小鼠缺失组蛋 自 H ZA x 时
,

其

染色体将出现不稳定甚至异常
,

基因定位缺陷
,

而

且不能将修复因子如 Nb s l
,

B rc al 等集合到辐射所

致的双链断裂处
,

导致小鼠对辐射的敏感性增强
,

发育迟缓
,

免疫缺陷
,

并且失去生育能力等 }“田
。

综上所述
,

在辐射所致的 D NA 双链断裂处
,

AT M 直接使组蛋自 H ZA X 在受损处发生磷酸化而

形成争H ZA x
,

然后 争H ZA x 将上述修复因子集合

到双链断裂处
,

并引起染色质结构改变
,

对损伤进

行修 复
。

缺失组蛋 白 H ZA x 和与 其相关 的 ,
-

H ZA x
,

将会影响其对基因组失衡等损伤的监测和

对下游效应分子如 Nbs l
、

B rc a l等的调控
,

以致影

响 D NA 损伤的有效修复
。

组蛋白 H ZA X 与 D N A

损伤发生部位之间的空间关系使 争H ZAX 在监测双

链断裂时很敏感
,

使羊H ZA X 分析技术在监测电离

辐射导致的 D N A 双链损伤上有很大的应用潜力
。

2 丫
一

H ZA x 分析

争H ZA x 分析是将抗 体标
一

记细胞核 内的 ,
-

H ZA X
,

通过对 争H Z Ax 进行直观计数来监测 D N A

双链断裂的一种方法
。

实验研究中
,

可采用免疫荧

光技术或是 w es te m bl ott ing 实验路线
,

根据研究

者的需要
,

应用 丫H ZAx 多克隆抗体或单克隆抗体

作为一抗
,

结合相应的荧光标记的二抗
,

通过染色

可 以清楚地观察到 乍H Z Ax 以及染色质中包含

D N A 双链断裂的区域
。

实验证明
,

采用免疫荧光技术观察 D N A 双链

断裂处的 下H ZA X
,

其产生数量与双链断裂数量之

间成线性正相关的关系 {’0, ” l
。

另有研究表明
,

通过

由计数 丫H ZA x 的数量得出的辐射剂量与 D N A 双

链断裂数量的曲线可 以推算出
,

每单位辐射剂量

(仰 )的电离辐射大约可对每个细胞造成 35 个 D N A

双链断裂损伤ll.l
’]
。

但在实验中应明确
,

不同类型的

细胞受照后 羊H Z Ax 达到最大量时所需要的时间是

不同的
,

所以观察 争H ZA x 的数量时要因细胞类型

而异
。

3 低剂量辐射中组蛋白 H ZA X 的磷酸化作用

大量研究证明
,

中
、

高剂量的电离辐射可致

癌 ; 然而对总体人群来讲
,

更重要的是研究低剂量

辐射对人体的生物学效应
。

但是
,

低剂量电离辐射

的生物效应相当复杂
,

甚至是相互矛盾的
。

纵观由

低剂量电离辐射所诱发的适应性反应与辐射超敏感

性反应这两种现象的分子机制不难发现
,

DN A 双

链断裂的修复是关键问题
: ¹ 虽然辐射超敏感性

反应的分子机制还有待于进一步阐明
,

但 D NA 损

伤及修复被认为在其中发挥重要的作用
,

特别是

D N A 双链断裂的修复状态 ; º 适应性反应的分子

机制中
,

目前认为 D N A 双链断裂的修复是诱导适

应性反应的主要因素
。

所以
,

对于 D N A 双链断裂

的修复仍是研究的重点
。

人们在解释辐射超敏感性反应时提出了一些假

说
,

其中
“

诱导修复
”

模型认为
,

只有超过一定剂

量阂值的辐射才能诱发细胞中某种 (些 )可诱导的修

复反应
,

而低于该临界阂值的低剂量辐射不足以激

发细胞内的修复反应
,

结果导致细胞高致死性
,

即

辐射超敏感性反应1121
。

低剂量照射后的细胞启动其
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H ZA x 的能力降低
,

造成组蛋 白 H ZA x 磷酸化作用

受到抑制
,

从而不能很好地募集修复因子对 DNA 双

链断裂进行修复
,

导致细胞死亡数量增加或细胞恶

性转化
。

从这个角度讲
,

低剂量电离辐射中组蛋白

H ZA X 磷酸化的作用情况支持了辐射超敏感反应性

现象
。

但是由于低剂量 电离辐射生物效应的复杂

性
,

这种效应要得到更好的阐明还需要大量的研

究
。

由于 ,
一

H ZA x 对双链断裂能够作出快速敏感的

反应
,

在研究低剂量电离辐射生物效应时
,

尤其是

在研究双链断裂修复方面
,

,
一

H ZA X 分析有很大的

应用前景
。

治疗和辐射防护
。

随着 争H Z Ax 技术的进一步完

善
,

它将被广泛应用于电离辐射尤其是低剂量辐射

导致的 DN A 双链断裂中
,

从而使低剂量电离辐射

的辐射效应机制明朗化
。
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H ZA X 分析在研究电离辐射所致 D N A 双链

断裂中的应用前景

4
.

1 ,
一

H ZA X 分析与其他方法的比较

以前监测 D N A 双链断裂的许多方法大多局限在

它们对监测双链断裂的敏感性上
,

即只能对双链断

裂与否作出判断 ; 而用免疫荧光方法监测 下H ZA X

即 丫H ZA X 分析
,

不仅能够判断双链断裂与否
,

还

可以知道双链断裂的数量并且能够将双链断裂的修

复情况量化{,’l
。

这样
,

即使是低剂量 (lm G y)辐射
,

引起的双链断裂也能得以研究
。

虽然脉冲场电泳实

验替代了以前监测 D NA 双链断裂损伤修复的方法
,

一直被公认为是对双链断裂的最敏感的测量方法
,

但是
,

丫
一

H ZA x 在监测双链断裂方面
,

尤其是对低

剂量辐射所致双链断裂的监测上 比脉冲场电泳实验

更为敏感
,

这使 争H ZA x 分析具有直接作为人群接

受低剂量电离辐射生物指标的潜力11 ’Jo

4. 2 ,
一

H ZA x 分析的应用前景

通过以上对争H ZA x 分析的介绍及其与其他方

法的比较
,

该技术在监测电离辐射尤其是低剂量所

致的 D N A 双链断裂方面具有其独特的优势
。

另外
,

在不能直接测量电离辐射或其他致癌因素所致的

D NA 双链断裂数目的情况下
,

应用 争H ZA x 分析

可以对 D N A 的损伤进行监测
,

估算出导致双链断

裂的物理或化学因素的剂量
,

从而更好地指导人们

制定辐射干预措施
,

进行辐射防护
。

同时
,

该技术还可用于控制职业性或诊断性电

离辐射的照射剂量l”l
,

并将在癌症治疗的放疗过程

中发挥其独特的作用‘I3]
,

使人们得到更有效的诊断
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