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哺乳动物细胞 ��� 损伤修复的研

究一病毒探针的利用

苏兆众 罗祖玉 郭兰萍
�复旦大学�

摘婆 用病毒探针研究 ���修复具有显著的优越性
。

由于病毒 ��� 结构及复制方式 远比真核细

胞的简单
，

病毒探针法可使真核细胞 ��� 修复的研究大为简化
。

双链 ��� 病毒的宿主细胞回 复和多

重感染回复被用来研究细胞的结构性修复功能
。

单链 ��� 病毒如细小病毒被用来探测诱导性修复过程
。

真核细胞内可能存在一个类似于原核细胞中的 ���功能的诱导性易错修复功能
，

诱导信号是 ���损伤

本身
。

一些 ��� 损伤
，

如无碱基位损伤可充作此修复功能的底物
。

关键词 细小病毒 ， 病毒探针
， ���修复

，
宿主回复功能 �

多重感染回复功能
� ���后复制修复

功能
，
诱导性易错修复功能

。

月叮 言

从 �� 年代初期 ������发现用射线照射宿主细菌能使随后感染的受损噬菌体的存活与突变增

加 〔‘ ’到 ��年代中期 ������ 和 ������ 提出原核生物存在 ���修复的假设 〔 ” “ ’， 噬菌体被成功地

用作遗传和生化择针来研究原核生物的基因表达与调控
、
��� 损伤修复机制

。

同理
，
动物病毒可

用来探测真核细胞 ��� 损伤修复机制
。

核内复制病毒的 ��� 复制大多或几乎完全取决于细胞的

��� 代谢功能
，
如果用带有 ��� 损伤的病毒感染细胞

，
那么病毒的存活率就可以表征细胞对病

毒 ��� 损伤的修复功能 � 而如果用小剂量的 ��� 损伤处理细胞
，
它对病毒的存活与突变的作用

贝��反映细����内诱导的 ��� 损伤修复功能及其性质
。

病毒探针的特点及其实验技术简介

�
�

种类

常被用作探针的病毒有单纯疤疹病毒������� �兔����� �����
，
����

、

腺病毒������������
，

猿猴肿瘤病毒���
�。
�

、

细小病毒�����������
，
���等

，
它们都是核内复制的病毒

。

前两种病毒的

��� 分子量较大
，
且编码自身复制所需的酶

，
因而给检测和分析某些细胞修复功能带来困难

。

���。
是用于研究修复的较为理想的探针

。

但是
，
它的双链 ��� 结构限制了它的某些功能

。

例如

某些 ��� 毒剂所产生的具有突变 潜力的损伤在遇到 ��� 复制之前已被切除功能所修复
，
因而使

它在探测由后复制修复功能引 起的突变时的灵敏度较低
。

而含单链线状 ��� 的 �� 在这方面独

具优点
。

自主性 �� 如 ���
，
�一�

，
��� 等的 ��� 结构简单

，
整个复制过程几乎完全依靠宿主的酶

系
。

单链 ��� 上的损伤不能被切除修复或重组修复功能所克服
。

这样
，
带有 ��� 损伤的病毒
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的存活都是由于细胞的后复制功能对损伤的修复作用
，
而且病毒 ��� 的复制速率高于细胞 ���

的复制速率
，
细����的后复制修复功能在病毒模板

�

���得以放大
。

�
�

实验技术

���病毒空斑试验， ���病毒结构蛋白�抗原�的检测 ���� 对细胞核内形成的包涵体的观察 ，

���转化细胞频率 � ��� 分离宿主细胞内病毒 ��� ，
直接研究病毒基因带有的损伤在宿主细胞

内的结局 �‘ �。

�
�

病毒探针的优点

��� 由于病毒 ��� 结构远比真核 细胞的简单
，
其复制 方式已 基本搞清

，
而且

�

容易从宿主

��� 中分离
。

如果把真核细胞的修复功能反映到病毒 ��� 上
，
就可 以使细胞修复机制的研究大

为简化
。

��� 病毒的生活周期短
，
增殖速度大

，
突变体易被筛选到

，
有利于从遗传学角度研究宿主修

复功能的性质
。

��� 只有用病毒探针这一实验技术才能把细胞的结构性复制功能所产生的直接突变作用与由

诱导性易错修复功能引起的间接突变作用相分离
。

��� 通过对子病毒突变体的 ��� 核普酸序列分析
，
可 以区分有靶突变与无靶突变

。

目前
，
病毒探针主要被用来研究哺乳动物细胞的宿主复活功能

，
多重感染修复和诱发性后复

制修复功能
。

模板损伤对其 ��� 复制的抑制作用

用 ��作探针
， ’

可发现辐射所造成的 ��� 损伤与剂量成线性关系
。

受紫外线����照射的细小

病毒存活百分数的对数与 �� 剂量即 �� 所造成的 ��� 损伤成负线性关系 【” “ 〕 。 ��� 模板上形

成一个嗜咤二聚体即可使该病毒失活
。

定量分析细小病毒 ��� 上的无碱基位损伤与病毒失活的

关系也可证明此种损伤对单链 ��� 病毒是致死的
，
这可能是无碱基位损伤抑制了 ��� 复制 〔�’ 。

用 ��‘ 。
的温度敏感型突变体为探针

， ������� 等发现 ��� 复制受阻于所遇 到的第一个二聚

体
，
因为在受照后一小时内

，

新合成的子链的平均长度约等于模板上两个相邻二聚体之间的平均距

离 ‘��。

宿主回复功能����� ����������������
，
����

所谓宿主回复功能
，
即细胞对受损病毒有修复功能

。

在正常情况下
，
细胞能修复 ��一���

的双链 ��� 病毒土的 �� 损伤 〔“ �

����� 等首先用 ��� 作探针研究不同细胞的 ��� ‘ ’ 。 ’ ， 发现在各种细胞中受 损病毒的存活曲

线都由两条不同斜率的直线组成
。

在病毒所受剂量较小时
，
曲线斜率较大

，
这部分称为敏感部分 �

在病毒接受较大剂量时
，
曲线变得平缓

，
这部分称为迟钝部分

。

敏感部份的 ��� 有以下特点①与
非半保留 ��� 复制平行� ②是无错的回复过程 � ③不受细胞周期的影响

。
以上特征暗示切除修

复作出的主要贡献 〔 ‘ “ 一 “ ’ 〕 。 迟钝部份的 ��� 取决于细胞的 �期
，
并且可被咖啡因所抑制

，
说明此

阶段 ��� 与后复制修复有关
。 �

��只被成功地用来研究遗传病患者的细胞 ��� 修象缺损机制
。

已知 ��细胞有 �个互补亚
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群及
，

一些变种亚群
。
以 �� 处理过的 ���。

在各亚群的纯合子 ��细胞里的存活均不同程度地低于

在正常细胞里的存活
，
而杂合子 ��细胞的 ��� 功能几乎与正常细胞一样

。
������� 等�‘ “ �以腺

病毒为探针用检测病毒结构蛋白抗原的技术观察几种 遗传病患者的细胞 ��� 损伤修复情况
。

他

们发现 ��细胞对受 �� 照射过的病毒修复能力较差
，
而 ������ 贫血症����患者的细胞对受 �射

线照射过的病毒修复能力较差
。
������ �����������������

，
毛细血管扩张性共济失调�患者的细胞

对 ��� 受电离辐射处理后的病毒 ��� 链断裂不能有效地连接
，
所以 ���也较弱

。

多重感染回复功能

当细胞分别受多个或单个辐照过的病毒感染后
，
前者对损伤病毒的回复能力较大

。

病毒存活

率的提高可能是由于细胞 ��� 的重组功能
，
带有致死损伤的病毒 ��� 重组后 产生有感染力的

病毒
。

已经发现
，
病毒 ��� 中遗传标记的重组 频率与多重感 染复活率相一致 〔 ‘名�。 在受 �� 照

射的 ����细胞系统中
，
当病毒与细胞之比为 �时

，
其病毒存活率比病毒与细胞之比为 �

�

�时的

高 �倍左右 �川
。

由多重感染回复功能所引起的受损病毒存活率增加
，
即受损病毒 ��� 的重组频率增加

，
与

未被修复的 ��� 损伤数量成正比
。

受相同剂量 �� 照射过的病毒 在 切 除修 复 缺陷型 ��细胞

� 亚群中的重组频率高于在正常细胞中的重组频率
，
而在切除修复功能正常的 ��细 胞变种亚群

与 �� 细胞中的重组频率接近于正常细胞中的重组频率 〔‘ “ �。

哺乳动物细胞对病毒的多重感染回复功能比细菌对噬菌体的多重感染回复功能更显著
，
因为

在正常情况下病毒群体中一些没有空斑形 成能力的病毒颗粒在受辐射损伤后也参予 ��� 重组
，

而通常说的病毒数与细胞数之比只是指有形成空斑能力的病毒颗粒数与细胞数之比
。

病毒群体中

不能形成空斑的颗粒远比能形成空斑的颗粒多
。

后复制修复功能

利用病毒探针可研究哺乳动物细胞中的链断裂连接等后复制修复功能
，
如在模板损伤处对侧

子链上所留有的缺口的填补 〔’ �】 、

重组在后复制修复中的作用等 〔” �。 近来
，
��������等 〔 ‘��用 ��‘ 。

作为探针来研究哺乳动物细胞的后复制修复过程
，
病毒受 ��照射后一个小时内

， ���
。
复制中间

体的子链长度略等于亲链上两个相邻二聚体之间的距离 �三小时后子链长度超过此值
。

在子链中
，

二聚体以一定几率出现
。

这说明哺乳动物细胞的后复制修复过程包括对二聚体的复制与链交换
。

�
�

哺乳动物细胞中可能存在诱导性后复制修复功能

����������� 和 ����� 发现如用小剂量的 �� 或 �射线照 射培养细胞
，
那么随后感染的受 ��

照射的 ��� 的存活率可提高 �一 �倍 �‘日，“ ，�。 此现象称为增强复活��������� ������������
，
���

。

许多实验证明
，
在各种病毒�哺乳动物细胞系统中

，
各种 ��� 损伤剂处 理后均可 观察到这一现

象�“ ‘ �。

一些作者认为这可能是由于小剂量 的射线或化学物质引起的 ��� 损伤在细胞中诱发了一种

后复制修复功能
，
它使病毒 ��� 复制克服二聚体等阻遏性损伤

，
从而 导 致 病 毒 存 活 率 的提

高�’ �，台’ �。 例如 ����������等用细小病毒 ��� 作探针对 �� 现象进行�体外 生 化 分 析
。

发现

在被诱导的细胞里
，
受 ��照射的��� 的 ��� 由单链变为双链的复制形式 的机寄比在未受诱
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导的细胞里高
，
说明这种诱导作用使细胞内的 ��� 复制易克服 �� 所造成的阻退性损伤 〔‘ ’ 。

诱导作用加强了在受损模板上的 ��� 复制
，
这与分剂景辐射效应是一致的

。

�
�

诱导性后复制修复的性质

诱导性后复制修复是无错的还是易错的������� 等 〔“ “ ’首先发现在 ����猿猴细胞系统中
，

在

受损伤病毒表现出 增强复活的同时
，
存活病毒的突变频 率也增加

，
即出现增强突变���������

�����������， ���
。

在 ��‘ 。�人细胞系统 �“ ��和 ���人 �或大鼠�细胞系统 ��‘ �中
， �� 与 �� 是平行

表现的
。
这十分类似于原核细胞中的 �����。 增强复活与增强突变 〔 ‘ ，“ ’ 。 一些作者 〔��，“ “ 〕认为在哺

乳动物细胞中也可能存在着类似于 ���修复功能的诱导性易错修复功能
。

由于加入重新合成蛋白

质的抑制剂可以阻断诱导过程
，
所以可以推断诱导过程产生了新的蛋白质

，
这些新的蛋白质可能

是 ��� 合成酶复合体的组成部分
。

它�们 �降低复制对模板的要求
，
使之能直接地错误地通过一

些阻遏性损伤
。

�
�

诱导性后复制修复功能与间接突变

一般认为有直接突变与间接突变两条途径 �“ ，’ 。

直接突变指在 ��� 复制过程中所产生并固定

下来的遗传信息的改变
。

在未被诱导的人细胞中
，
随着辐射剂量的增加

，
受 �� 照射的 �� 的突变频率呈线性增加

，

这是直接突变作用���
。

用 ���作探针也能观察到直接突变作用 �“ ��。

在原核细胞中已证实 ��� 复制受阻 后能诱发 ���功能
，
它能增强细菌自身 与噬菌 体的突

变
。

这种由诱导性易错修复功能引起的突变称为间接突变卿
。

哺乳动物细胞中也存在肴这种间接

突变作用
。

用病毒探针可以把直接突变与间接突变明确地区分开来
。

完整的 �� 在被诱导的细胞中突变

频率增加�“ ‘ 〕 。 这种间接突变作用是通过细胞中诱导性易错修复功能作用于完整的病毒 ��� 模板

来实现的
。

用 ��‘ 。
和 ���

飞

也能探测到同样的突变功能 【 ‘弓，“ “ �。

�
�

诱导信号的本质

对原核细胞 ���修复功能的诱导信号本质已有一定的研究
。
��� 双链中的单链缺口结合于

���� 基因的产物并使之殊得蛋白酶功能
，
后者分解 ���� 基因产物

，
从而使一系列 ��� 恭因不再

受阻遏而得以表达或加强表达�“ 。 �。

对哺乳动物细胞中易错修复功能的诱导信号的研究较少
。

有的作者 〔�。 ，�‘ ’认为
�

由于 ��� 复

制受抑制
，
细胞发出自救信号

，
通过一系列基因功能的表达调节了生理功能

，
使 ��� 复制能克

服阻遏性损伤
。 ‘

在细小病毒 �一��人细胞系统中
，
在用病毒感染前十余小时先用 �� 或化学致癌剂处理细胞

，

那么病毒的存活率与突变频率均增加
。

如果用带有损伤的外源性 ��� 代替 ��或化学致癌剂处

理细胞
，
则 �

一 ，
的存活率与突变频率也能增加

，
而且诱导的动力学过程也与前类处理相同

。

只要所

引入的 ��� 损伤数与 �� 直接照射在细胞 ��� 上造成的损伤数处于相同的数量级
，
则无论损伤

的载体是什么
，
都能诱导出同样水平的 �� 与 ��

。

如果用胸腺 ���
、
��‘ 。

早期温度突变体 ���

�在 ��℃以下不能复制�处理细胞
，
只要带有足够数量的损伤

， �� 与 �� 就能被诱导出来
。

以上

说明了原始诱导信号是 ��� 损伤本身
、

也就是诱 导并不需要细胞中特定的靶受击中
，
复制受损

��� 也不是诱导的必须条件
。
��� 损伤究竟通过怎样的途径诱导易错修复功能的尚待探讨 【���。

�
�

诱导性易错修复功能的底物

怎样的 ��� 损伤是诱导性易错修复功能的底物�现用 �一�为探针来说明
。

将受各种剂量的
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�� 照射的 �一�分别感染正常细胞和受 �� 处理的细胞
，
在两类细胞中病毒的突变频率均随照射

病毒剂量的增加而线性地增加
，

所得到的两条突变一剂量曲线几乎平行
。

在病毒受照射的任何一个

剂最
�

点
，
在受诱导的细胞中的病毒突变频率均比正常细胞中的高

一
常量���

。

这说明诱导性易错修复

功能在完整病毒模板上所产生的突变频率与在受 �� 损伤的病毒模板上基本一样
，
可以认为 ��

诱导的 ��� 损伤并非此修复功能的底物
。

如用烷化剂或低 �� 的缓冲液在病毒 ��� 链上诱生无 碱基位损伤
，
则病毒的存活率随无碱

基位损伤的增加而线性地下降
。

在 �一���� 上的一个无碱基位损伤就可以构成一个致死击 ， 而

在受 �� 处理过的细胞中
，
在病毒存活率提高的同时突变频率也增加

，
且两者在数量上相符合

。

这说明无碱基位损伤是诱导性易错修复功能的底物之一 ��，�” ’ 。

结 束 语

在真核细胞中
，
病毒探针技术的应用历史虽然还不长

，
但却已显示出自己特有的优越性

。

宿主

回复功能
、

多重感染回复功能以及诱导性易错后复制修复功能的发现都是用病毒作探针来研究真

核细胞 ��� 损伤修复功能所取得的成果
。
但是人们必须考虑到病毒 ��� 的结构比真核细胞的

��� 结构简单得多
，
而且对于细胞来说它必竟是一种外源性 ���

，
在病毒 ��� 上所表现的损伤

修复功能可能只是反映了宿主细胞 ��� 损伤修复功能的一个部分
。

虽然如此
，
病毒探针技术将

在研究真核细胞的 ��� 代谢特别是 ��� 损伤修复中得到更加广泛的应用
。
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