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核细胞分化的能力
,

CFU
一

S 是促进造血恢复的主要

成分
。

c Fu
一

s 和骨髓有核细胞的变化代表机体造血

组织恢复的能力 }3 1
。

从本实验中可以看出
,

银耳多

糖注射剂可 以保护受照小鼠的造血功能
。

以银耳多糖和抱子为主要成分的银耳抱糖胶囊

具有抗辐射
、

升高白细胞等作用
。

通过本实验可以

说明银耳抱糖胶囊中具有抗辐射作用的成分是银耳

多糖
,

且银耳多糖注射剂保护受照小鼠造血功能的

效果强于银耳抱糖胶囊
。

辐射损伤是肿瘤治疗和意外核事故的主要损伤

类型之一
,

如何有效的防治是急需解决的问题
,

中

药在这方面具有一定的优势
,

已发现许多植物多糖

对造血功能的辐射损伤有一定的治疗作用
,

如地黄

多糖
礴 、

梁金菇多糖区等
。

多糖类药物发挥药效作用有一个最合适的剂量

范围
,

从本实验观察到银耳多糖在 6一 12 m g / k g 剂

量时
,

药效作用较好
。

小鼠受照射后数日内造血功能损伤较大
,

在第

9 日时
,

造血功能开始恢复
,

因此本研究观察了第

9 日时的各项指标 l6]
。
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多聚(A D P
一

核糖 )聚合酶与电离辐射

杜翔 龚守良

·

放射生物学
·

【摘要 】多聚(A D P
一

核糖 )聚合酶 (PA R P) 是广泛存在于细胞内的一种具有蛋白修饰和核昔酸聚

合作用的聚合酶
,

参与细胞 D N A 损伤后的修复过程
。

已经证实
,

PA R P 具有多种生理
、

生化功能
,

并与细胞的死亡相关
,

电离辐射等各种细胞损伤因素都可以影响 PA RP活性
。

【关键词】 细胞凋亡 ; 电离损伤 ; 多聚(A D P
一

核糖 )聚合酶
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m e ra s e ,

PA R PI 是广泛存在于细胞内的一种具有蛋

作者单位
:

生物学重点实验

通讯作者
:

执M)2I 长春
,

吉林大学公共卫生学院卫生部放射

龚
’、

〕
‘

良(E
一m a il: 即n g s l@ 16 3

.

C o m )

白修饰和核昔酸聚合作用的聚合酶
。

环境因素
、

氧

化剂或者自由基等各种有害因子所造成的 D NA 断

裂损伤均可以影响 PA R P 的活性
,

引起包括自身在

内的相应蛋白核昔多聚基化
,

从而影响相关蛋白的

活性
,

进一步影响由于损伤修复而引起细胞内一系
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列的生化改变
。

PA R P 的结构特性

PA R P分子分为 3 个功能区域
: N 末端的 D N A

结合域
、

C 末端的催化域和中间的自我修饰域
。

N

端的 D NA 结合域具有核定位信号(
n u e le a r lo e aliz a -

tio n 5 1邵
a l

,

NLS )和 2 个锌指(
z in e fi n g e r

)结构
,

其

作用为非序列依赖型地识别 D N A 单链或者双链断

裂
。

C端的催化域则具有氧化型烟酞胺腺嘿吟二核

昔酸 (
。 x id iz e d n ie o tin a m id e 一a d e n in e d in u e le o tid e ,

N A D+ )结合位点
,

能够结合 N A D+
,

以其为底物
,

裂解成为 A D P
一

核糖和 烟酞胺腺 嚓吟二核 昔酸

(N A D )
,

并催化 A D P
一

核糖聚合到其他核蛋白(如组

蛋白)上
,

使其形成大分子同源聚合物
,

发生多聚

A D P
一

核糖基化
。

多聚 A D P
一

核糖基化的蛋白质活性

受到抑制
,

与染色体分离
,

并使染色体变得松散
,

从而促进 D NA 修复酶对受到损伤的染色体进行修

复
。

PA R P 在发生自身多聚基化后则与结合的损伤

D N A 链解离
,

并被其他酶水解
。

中间的自我修饰

域则含有自身核糖基化的区域
,

在发生断裂后能够

自身活化
,

大大地增强活性叽

2 PA RI, 的生物学功能

2
.

1 PA R P与 D N A 损伤修复

大量资料表明
,

细胞 内的 D N A 损伤可 以使

PA R P 的活性增强
。

应用 PA R P 抑制剂或 PA R P 缺

陷细胞
,

则表现出细胞对各种损伤的敏感性增加
。

关于 PA R P的损伤修复机制
,

大致认为基于如

下过程
:
首先

,

PA R P 识别并连接 D N A 断裂的缺

口
,

这种结合不但可以阻止染色体的重组
,

同时也

可 自身激活
,

大大提高 PA R P 自身的活性
。

同时
,

进行催化功能
, ·

使 自身和相关核蛋白多聚 A D P
一

核

糖基化
。

接着
,

D N A 断裂的信息被传递
,

导致修

复过程被启动
。

修复完成后
,

PA R P 被水解
,

并从

D N A 链上脱落
。

2. 2 与其他损伤修复因子组成损伤修复网络

2
.

2
.

1 PA R P与 x 射线修复交叉互补
一

l(x
一r ay re p a ir

c r o s s c o m p le m e n tin g l
,

x R e e l)基因

X R Cc l基因也是动物细胞内与 D N A 损伤修复

相关的基因
,

其主要作用在于 D N A 的单链断裂修复
,

主要作用途径为碱基切除修复(b
a s e e x e is io n : e p a ir,

BE R )途径
。

很早就发现
,

X R CCI 通过与以R P
、

D N A 修复酶 111 和 D N A 多聚酶 p 相互作用来影响

D N A 的损伤修复
。

一般认为
,

PA R P可以通过锌指

结构和 中央 区连接到 X R CCI 的中央 区域 (301
-

4 0 2)
,

此区域包含 1 个乳腺癌易感基因 C 端(b re as t

e a n e e r s u s e e p tibility
.

g e n e C te rm in u s ,

B R CT ) 区 域

(BR CTI 的 c 端 )
。

显然
,

这种相互作用在细胞的损

伤修复过程中发挥重要作用
。

体内 C os
一

7 和 H el a

细胞中 X R CCI 的过度表达可明显降低 PAR P 的作

用
,

加强 PA R P对细胞的潜在保护作用
。

此外
,

也

有人认为 PA R P具有在 D N A 单链损伤修复后 吸引

结合 X R CCI 并形成支架的作用
,

也证明 D N A 氧

化损伤后 x R CC I 复合体的形成和作用必须依赖

PA R P 的存在 12 1
,

暗示细胞内 D NA 单链损伤修复是

X R CC I和 p A R P共同作用的结果
。

O k a n 。
等 l’]也提

到
,

应用 PA R P 的抑制 剂 3
一

氨基 苯 甲酞胺 (3
-

a m in o b e n z a m id e ,

3
一

A B )后
,

细胞对紫外线的抗性降

低
,

而在 x R CCI 表达缺陷的中国仓鼠卵巢细胞系

EM g 中
,

紫外线损伤内切酶 (u v d a m 鳍。 e n d o n u -

cle as e ,

u v D E )表达也很大程度上使细胞对紫外线

敏感性增加
,

即 PA R P 和 X R C C I缺陷均使细胞对

紫外线的敏感性升高 ; 然而
,

增加 3
一

A B 却不能继

续增加 E Mg 细胞对紫外线的敏感性
,

从而证明

PA R P 和 x R CC I 以相同的途径进行 D NA 单链断裂

的修复
。

值得一提的是
,

X R CCI 可与 DN A 修复酶

111 结合形成稳定的复合物
,

而 PA R P 又可通过其

锌指结构与 D NA 修复酶 N 端结合 ‘4 ’
,

从而使

PA R P
、

X R CC I和 D NA 修复酶 nI 形成一个复杂的

单链断裂修复网络
。

2
.

2
.

2 PA R P与 p 5 3

核磷酸化蛋白 p 53 已被认为是细胞生长过程

中的主要负调控因子
,

能相应地抑制细胞的恶性

生长和肿瘤的发生
,

具有
“

分子警察
”

功能
。

为研

究 PA R P 缺失细胞中野生型 p53 的表达和调节功

能
,

有人分别研究 了 PA R P 和野生型 p53 基因剔

除的小鼠细胞
,

发现前者 p53 蛋白表达均以另路剪

接 p 5 3 (
a lte rn a tiv e s plie e p 5 3

,

A s p 5 3 )的形式存在
,

而正常剪接 p 53 蛋白则无法存在于 PA R P剔除的细

胞内}5 ,。

有人在研究过氧化氢诱导人气管上皮细胞

Fa
S
表达上调的报道中指出

,

以R P抑制剂能够完全

抑制过氧化氢诱导的 Fa
,
易位和 p 53 蛋白活性

,

从

而证明 PA R P
一

p 53 通路在过氧化氢诱导 Fa
,
表达上

调中发生作用I“’
,

进一步揭示了 PA R P 和 p 53 在调
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节 细胞功 能上 的密 切联系
。

有研究指 出
,

缺乏

PA R P 使野生型 p53 蛋自丧失稳定性
,

其原因为核

输出 (
n u (。le a r e x p ()rt )的过度 活化 ; 而在正常细胞

,

由于连接了包含 PA R P 的核输出信号 (n u( 通ea
r e

xP
-

o rt 5 19 ; lal
,

N E S )p 5 3 蛋 自的 c 端
,

从而屏蔽了 NE s
,

并在一定程度
一

L阻止了核输出
,

维持了 p 53 蛋自的

稳定性 川
,

从而证实了 PA R P对 p53 的作用
。

已知

p 53 调控细胞生 长与细胞的凋亡相关
,

有人认为

PA R P 和 P5 3 各 自独立作用于细胞的 D N A 双链修

复过程
!: ]

。

2 3 PA R P维持染色体的完整性

D e Bla s io 等
’” 1发现

,

应用 PA R P 抑制剂 3
一

A B

可使人骨肉瘤细胞 MG
一

63 限制生长并进人分化
。

其机制为
,

在此种细胞中
,

异常的基因可通过磷酸

化导致成视网膜细胞 (
: e ti, 1 0 1

》
la s *( ,m a ,

R B )蛋自的灭

活
,

从而使细胞无限制地增长 ; 然而
,

通过使用

3
一

A B 抑制 PA R P 的活性可有效抑制多聚 A D P
一

核糖

基化
,

导致 R B 蛋 自的活性形式和 p R B
一

E ZF 复合

体(R B 蛋自和转录因子 E ZF 复合体 )的增加
,

抑制

细胞过度增长
、

对来源于 PA R P干小鼠成纤维细胞和脾细胞
,

均显示较高的姐妹染色单体交换
,

从遗传毒性效应

来看也表现 出较高的微核率
。

这些结果提示
,

PA R P具有抗同源重组的功能
,’()I

。

此外
,

也有人发

现 PA R P 和端粒的长度相关
。

端粒是位于染色体一

端的双链结构
,

其功能为保持染色体的稳定性
,

防

止染色体融合的发生
。

有人应用荧光原位杂交和流

式细胞术研究发现
,

PAR P 缺陷的细胞端粒变短
,

染色体稳定性降低
,

包括染色体融合
、

断裂等‘川
。

3 PA R P 与细胞死亡

3
.

1 PA R P与细胞凋亡

尽管在以往的研究中发现细胞凋亡的发生和调

节有多种途径
,

但
c as p as es 是与其凋亡最为密

一

切的

一组蛋自
,

其中以
c as pas e 一

3 最为重要
,

多条凋亡途

径最终汇聚并通过
C as Pas e 一

3 来实现凋亡 的发生
。

PA R P具有促进细胞 D N A 损伤修复的作用
,

凋亡中

的细胞需要克服 PA R P 的修复作用及其造成的 NA D+

和 A D P 耗竭
,

即抑制 PA R P 的活性
,

才能使细胞

凋亡
。

实际 上
,

促凋亡因子
。as pas e 一

3 恰好具备这

种抑制 PA R P 的作用
。

一般认为
, 。as Pa se

一

3 能够

切割 PA R P
,

使之裂解成相对分子质量为 89 xl 03 和

24 x 10
3

的片段【,2 ]
。

这种作用能够抑制 PA R P对 D N A

的修复作用
,

达到促进细胞凋亡的 目的 ; 而且
,

由

于 PA R P裂解的 24 xl 03 片段能够结合在 D NA 断裂

点
,

从而达到阻止修复酶修复的作用 ; 同时
, (二s -

Pa se
一

3 的切割作用还减少 了 PA R P 过度活化而引起

A D P 和 NA D
+

的耗竭
,

从而保证了细胞凋亡的顺利

进行
。

实验证实
,

通过使用 PA R P锌指的特异性抗

体虽然不能抑制 PA R P 的催化活性
,

却能够有效抑

制
c as Pa se 对 PA R P 的裂解作用

,

从而达到抑制细胞

凋亡
、

延长其存活期的作用 l’“’
,

这也进一步证明了

e a s p a s。
对 PA R P 的抑制作用

。

不 过
,

有人认为
,

PA R P 的裂解是由
c a s p a s e 一

7 而不是
C a s p a s e 一

3 作用

的{14 ’。 因此
,

对于
c as pas e 和 PA R P 的关系还有待

进一步研究
。

3. 2 PA R P 与细胞坏死

已证实
,

N AD+ 和 A D P 的大量消耗是 R A R P 过

度活化所致
,

是细胞坏死的主要机制
。

细胞凋亡是

一个耗能的过程
,

需要细胞内有一定的 A D P
。

研

究表明
,

细胞损伤后 PA R P 过度激活
,

N A D+ 的大

量损失和重新生成 N A D+
,

可能导致 A D P 的大量耗

竭
,

引起细胞坏死
,

A D P 决定了细胞死亡方式
,

即相对高量的 A DP 允许细胞沿凋亡方式发展
,

而低

量 A D P或耗竭则使细胞向坏死方式发展
。

Lo
S
等

,” ,
通

过研究 L929 细胞的不同死亡方式进一 步证 明
,

L 9 2 9 纤维肉瘤细胞在肿瘤坏死因子作用下能诱导

其坏死
,

而 C D 95 则诱导其凋亡
,

但其不 同方式发

生 的生化作用机制则仍然未知
,

CD 95 作用 L9 29

细胞后 1h 发现
。as Pa

s e 一

3 的活性亚基和 PA R P 的裂

解物
,

从而证明 c D 95 能够激活
C as p as e 一

3 的活性
,

导致 PA R P 的大量裂解
,

最终避免了 A D P 的大量

消耗而使细胞向凋亡发展 ; 相反
,

肿瘤坏死因子作

用于 L9 2 9 细胞
,

大大延迟
。a s p a s e 的激活 ; 同时

,

PA R P裂解物 89 xl 0
3

片段在诱导细胞死亡后 s h 才

被观察到
。

这些结果证明
,

PA R P 和 Cas Pa
s e
在细

胞死亡方式上起决定的作用
。

另外
,

最新的报道证

实
,

线粒体通透性转变 (m ito e ho ; ld r ia l p e r m e a hility

t ra n s itio n ,

M件 ) 也与 N A D
·

耗竭一样
,

成为连接

PA R P 激活和损伤
、

诱导细胞死亡这一过程中的必

经阶段ll5j
。

4 PA R P 与辐射敏感性

PA R P 和蛋白激酶等 D N A 损伤修复酶与 D N A
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Marc h 20 0 6
,

v o一3 0
,

N ; ,
.

2
1 19

损伤后修复相关
,

所以与细胞辐射抗性也存在一定

的关系
。

分别应用 N U 7 0 2 6( 一种 PA R P 抑制剂 )和

A G 143 6 l( 一种蛋白激酶抑制剂 )后
,

细胞均表现为
:

¹ 辐射敏感性增加
:
电离辐射所致的细胞毒性作

用
,

应用抑制剂比不应用的增强
,

以 90 %细胞杀伤增

强因子 (p o te n tia tio 。 fa e to r 。t 9 0 % 。e llk illi n g ,

Pr , 》)作

为衡量指标
,

N U 7 0 26 用 于蛋自激酶正常细胞和

A G1 43 61 用于 PA R P’+ /
健田胞造成辐射细胞毒性作用

,

而联合应用则造成更大的辐射毒性作用
,

说明两者

分别作用于不 同的途径 ; º 潜在致死性损伤修复
( p o te n tia l le th a l d a m a g。 re p a ir ,

PL D n )的减少 :
对于

V 3Y A C 细胞
,

分别应用 N U 7 O26 和 A G 143 16 能够

有效抑制 PL D R
,

其效果小于联合应用
,

N U 7 0 26

甚 至能够完全抑制 PL D R ; » 此外
,

N U 70 26 和

A G1 43 I6 还能够减少细胞对 D N A 双链断裂的修

复
,

照射后 60 m in
,

两者均具有抑制双链断裂修复

的作用
,

在联合应用后甚至可减少 90 % 双链断裂

的修复l, 6 一
。

在PA R P 和 蛋 自激酶 的对 比研究 中发现
,

N U 7 0 26 和 A G 14 316 均能产生抑制 D NA 损伤修复

和增加辐射敏感性的效应
,

且联合应用效应大于单

独一种
,

这一结果均证明 2 种抑制剂通过作用于不

同途径而影响其损伤修复
。

另外
,

关于 PA R P 与低剂量辐射的相互关系
,

Cha lm e rs 等117 ’报道
,

应用 PA R P化学抑制剂可以显

著提高 v79 和 c H O 等细胞对于低剂量辐射的敏感

性 ; 有的细胞则无此作用
, PA R P

一

1剔除的细胞就

无效应
。

因此
,

关于 PA R P和细胞辐射敏感性方面

尚需深人探讨
。
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