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摘要 本研究从两个方面初探哺乳类细胞中易错修复诱导信号的本质
� �

�

诱导信 号 是 否 产 生 于
��� 损伤因子直接

“
击中

”
细胞中某些靶物质� �

�

��� 复制的抑制是否诱导信号的必要组成部分�用转

染方法
，
把带有紫外线损伤的外源性 ���导入人和大鼠细胞

，
能像紫外线直接照射细胞一样诱发 易错

修复功能
，
而且两种诱导处理有着相似的剂量相应关系和动力学过程

。

再者
，
无论导人的 ��� 在 细胞

中能否起始复制
，

都具诱导功能
。

所以
，
可以认为

，
诱导信号来自��� 损伤木身而不是细胞中特定 靶

物质的损伤 ， ��� 复制的抑制不是诱发易错修复的必要条件
。

关键词 易错 ���修复
，

病毒探针
，

诱导信号

引 言

在原核细胞中
，
诱发性易错修复功能已从遗传学和分子生物学方面较为深入地阐明

，

被称为

���修复功能 〔 ’ ，��。 简言之
，
��� 复制的抑制激活 ����

一���� 丛因调节系统
，
通过加强受损模板

上的 ��� 复制和降低复制真实性
，
使受损细菌以及作为探针的噬菌体的存活和突变相随 增加

。

原核细胞的这种修复功能无疑有益于自身的生存和进化
。
���修复的诱导信号也开始从分子生物

学角度得以阐明山
。

哺乳类细胞中是否存在类似的诱导性易错修复功能已弓�起日益广泛的关注 〔��， 主要是因为体

细胞突变与癌变有不解之缘
。 ·

初步研究表明
，

哺乳类细胞中也能诱发类似大肠杆菌中作为 ���反

应主要表现的 �
����� 复活和 �

����� 致突的增强复活��������� ������������ � ���和增 强 致 突

��������� ������������ ����
‘ 一 ” ，

即用小剂量 ��� 损伤剂处理细胞会增强随后感染的探针病

毒的存活与突变
，
而这种增强的机制也是增加对受损模板的复制

〔 “ ’ 。

关于哺乳类细胞 中 易 错 修

复诱导信号
，
目前研究甚少

。

本文从两个方面研究诱导信号的本质
� �

�

�诱导信 号 是 否 产 生 于

��� 损伤剂直接
“
击中

”
细胞中某特定的靶物质� �� ��� 复制的抑制是否诱发易错 修 复 功 能

的必要条件� 为此
，
用转染的方法

，
把在体外受紫外线辐照的 ��� 导入细胞�间接诱导�

，
以此

代替紫外线直接辐照细胞�直接诱导�诱发 �� 与 ��
，

因为单链线状 ��� 病毒细小病毒 ������
�

������对研究诱发性后复制修复功能独具优点 〔 ’ �， 故被选作病毒探针
。

实验结果表明
，
间接诱导

处理能象直接诱导处理同样有效地诱导 �� 与 ��
，
且诱导效率与导入细胞的紫外线损伤的 量呈

剂量响应关系乡 间接诱导与直接诱导有相同的动力学过程� 而且无论导入的受损 ��� 能 否在细

胞内起动 ��� 复制
，
只要带有等量的损伤量

，
就具有相似的诱导效率

。

由此
，
易错修复的 诱 导

信号在于 ��� 损伤本身� ��� 复制的抑制不是诱导的必要条件
。

材 料 和 方 法
�

细胞培养

人胎儿肾细胞 ��一��
” ’和大鼠肝细胞 ����〔 ’ 。 ’单层贴壁培养于塑料培养皿��

����内
，
培养液
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是台 �。�胎牛血清�������的 ����� ��� 完全培养基
。

非洲绿猴肾脏细 胞 ��一�� 的 培 养 液 是

����
。

士音养���放入含 ����
�
和饱不��水蒸汽的培养箱

。

�
�

病毒制备

取自一个病毒空班的 白主性细小病毒 �一�的温度敏感突变体 �一��� �〔 “ ’增殖于在转 瓶 中 悬

浮生长的 ���� 细胞内
。

病毒提纯与制备基本根据 ����� 〔 “ ’等的 ���� 密度梯度分离法
，
提纯的

病毒到粒悬浮于 ������� �� ��
，
���� ���

，
�� �

�

��缓冲
�

浓中保存于 �℃备用
。

狱猴肿瘤病

毒 ��‘ 。 士曾殖于 ��一��细胞中
。

�
�

病毒 ��� 提纯

�一� �� �的双链 �� ����” �和 ���。 ��� 的提纯基本根据 ����的方法�‘ ��

�
�

紫外线辐照

紫外辐照源是波长为 ����� 的紫外灯
，
其剂量率用 �������� 剂量仪�居里实验宝�标定

。

单

层细胞受照时先吸除培养掖
，
照后即重新加夕、

。

病毒悬浮液和 ��� 溶液受照时其液体厚 度不超

过 ���
。

�
�

��� 转染培葬细胞

基本根据 ������ 和 ��� ��� ��的磷酸钙沉淀法 ‘ ’ “ ，。

简言之
，
需转染的 ��� 与作为 载 体

的高分子小牛胸肪 ��� 混合
，
浓度为 �� 协�加�

，
使之与磷欧钙共同沉淀

，
再把悬浮液加到 单层

细胞��
�

������ �。
”
细胞帅 ��� 皿�

，
在室温保持 �� 分后加入 �

�

���完全培养液
， ·

在 ��℃ 培养

�� 时
，
然后换成正常的完全培养液

。

�
�

探针病套感染和病毒空斑分析

将 ��一� 或 ���� 细胞接入 中��� 培养皿���
一�� �� �护�皿 � �� ��� �护�皿 �� 次日用磷

酸缓冲生理盐水����
， �� �

�

��将细脸淋洗一遍
，
接入 �一

��
。
�在 ��� 中的稀释液��

�

乙���皿 �
，

在 ��℃培养一小时
，
其间每隔约 �� 分钟摇动培养皿

，
使细胞有均等的接触病毒 的 机 会

。

感 染

后
，
吸除接种液

，
加复盖培养基�含 ���胎牛血清

、

���
、

非必需氨基酸和 �
�

���琼脂的 ���

完全培养墓
， ����皿�

，
培养 �一 �天后

，
经中性红染色

，
即可计数细胞单层上未着色的病毒空

斑
，
每一空斑表示一个有感染力的病毒颗粒

，
以空斑形成单位�����表示病毒滴度

。

了
�

病毒存活与病赛突变分析

受损病毒与等量的未受损病毒形成的病毒空斑之比表示病毒的存活率
。
�一��

。
�在非 限 制 性

温度���℃�能如野生型病毒一样进行复制并形成病毒空斑 ，

而在限制性 温 度 ���
�

�℃ �下 由 于

��� 复制后期功能缺损不能产生子病毒
，

但 �一��
。
�的拟野生型回复突变体能在 ��

�

�℃ 形 成 病

毒空斑
。

等量的 �一��
�

�在 ��
�

�℃和 ��℃形成的病毒空斑之比称为病毒突变频率 ，

病毒在受诱导

和未受诱 导的细胞里的存活率和突变频率之比分别称为病毒的增强复活����和期强致突����，

�� 与 �� 用以描写诱发性易错修复功能
。

实 验 结 果

�
�

带紫外线损伤的外源性 ��� 能诱导 �� 与 ��

提纯的 ���。
和 �甲��

�

��� ��� 分别受 ������
一 “
和 �����

一 “
的 ����� 紫外线辐照

，
照后

即导入 ��一� 或 �� �� 细胞
，
它们如紫外线直接辐照细胞同样有效地诱导 �� 与 �� � 相反

，
未

照射的等最病毒 ��� 则不具问按诱
一

呀功能 �表 ��
。

要注意的是导入 �一 〕
�

�。 ���� 会 在 ��一� 或

�� ��
·

细胞中产生有感染力的病毒从而形成病毒空斑� 但受如此高剂量������
一 “
�的紫外线辐照
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表 � �� 与 �� 的诱导���

��������� ���� ��� �� �� ������� ������ ��
·

��� ��� ��� � �����

���

�皿��� �

�目买。 ‘ ‘ �曰�侧����曰��圈‘ ����口��，��‘ 曰���口�
�

����‘ ‘ ��曰谧 �司臼�口�巴 月�曰口��门�‘ ‘ 由�
�

细 胞

�����

诱导处理��� 病毒存活牢 �� ��
一 ‘��

��

�������� ���������

����������奋������

�� ��������� ��
一 ��

病毒突变频牢 �� ��
一 ��

�� �������� �����一���� � ��

�� ��������� ��
一 �� �

对照 �模似转染处理
，
但无 ����

������� ������ �� ������������ �
。

�土�
。 。

�士�
。

�

������ ���，
������� ����

一受繁夕�破班射盯�� ‘ 。
‘

��兀
��一一

一
�

�

， ，二 �

叹
‘
呈峡冬夸��乡少草甲��

、 ， ‘

�� � 一���������� � � �� ” 八八
�

。

�土�
。
� �

。

� �
。
�士�

�

�

���醉����
”������

��一�
�

�

�士�
。
� �

。
�士�

。
�

一
内﹄一�

�

��一曰�︸︸�︸��

受紫外线照射的 �一��
，
������

�〕�醉��」�
“
细胞�

������ �一��
�
��� ���

�
。
�士�

。
� �

。
� �

。
�士�

。

�

��卜����
�������

�

���
一�
紫外线

���
一 ���

�
。
�士�

。
� �

。
� �

。
�土�

。
�

卿卿瞬韶遥赓瑟爵不��匕���������
。

�����以� 」�刊八 � �

�
。
�土�

� ‘

三 �
。
心士�

。
�

受紫外线照射的 �� ‘ 。 ���

���协���。
‘乡田胞�

��一��全������� ��
�

。

�士�
、
�

心��

、 � ���
�

。

� �
。
�士�

。
�

�乞����
� �‘，�】�� �

�
�

����
�
�，�����������

�� ��
月之受照射的 ��

�� ���

���，����
“
细胞�

������������ ���� ���

�〕�协���。
”���玉��

�
。
�士�

。

� �
�

� �
。
齐先�

�

� �
。
�

受紫夕�线照射的�一甘
， ��� ���

�一������
“
细胞�

�，������� �一」����� ���

���林����
“������

�
。

�士�
。
� �

。

� �
。
�士�

。
� 艺

。

�

��
一 �
紫外线

��
一 ���

�
。
�士�

。
� �

，
� �

。
�士�

。

盛 �
。
�

���表 ‘扫所示数值至少为花个独立实验的平均值�附标准懊�
，
��� ��� 转染或紫外线直接照射加胞均 龙 探

针病毒 �一��
��感染前 ��小月�

·

进行����一��
。
�受 ����

一 �
紧外线的辐照

‘ “ ’

��� ��� ���� ��������� ��� ��� ��己����� ���� ����� � ����������� �����������
，
����� ���� ��������

����������
�

������ ������������ �� ��一����������� 、��� ������� ���

������ ��一���� ����� �� �一� �
，
� ��� ����

一之�

�� ��� ����� �� ����� ���������

后
，
即泛完

，

整的病毒颗粒的存活率也极低�� ��
一 ’
�

，

所以不会因导入同源的 �一��
。
���� 而干扰

�一��
。
�的空斑分析结果

。

�
�

间接诱影的动力学过程和蛋白合成抑制剂的影响

如图 �所示
，
与直接诱

一

导作用一样
，
问接 房导作用也先随诱导处理和探针病毒感染间的时间

增加而增加
，
到 ��小时左右到最 戈健

，
以后又逐步

一二降
，
到 ��小时后消失

。

若在整个诱导过程中在培养液中加入蛋 自合成抑制剂放线菌酮
，
则诱导效应被抑制�表 ��

�
�

间接诱导的剂里效应
�

如图 �所示
，
随着转染受一定剂量紫外线照射的 ��� 量的增加

，
或随着照射一定量的 ���
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表 � 放线菌酮 〔���对间接诱导效应的抑制

����� �
�

���里�生���� ������ �� ����������������� ��

竺
��� ��

细 胞 �

第 �卷

�����

诱导处理 ���

�������� ���������

�� ��

一 ��

受紫外线照射的 ���。 ��� ���协�八�
�
细胞�

��一���������� ��‘ 。 ��� ���卜����
� ������

�
。
�

��一�

�
���‘·，

�
一 ��

…
�一
�

�一

� �����

�
。
�

�一���
‘ �

���
一，
紫外线

�
�

���
一 � ��一�����������

�
。
� �

。
� �

。
�

���� �
受紫外线照射的 �� ‘ 。 ��� ���卜����

�

细胞�

��一�������������一。 ��� ���林�八。 “ ������
�

。
� �

。
� �

。
�

���诱异处理在病毒感染前 ��小时进行
，
照射 ��

‘ 。 ��� 的紫外线齐��月更是 ������
一�

��� 衣
‘
�盗个诱导的 ��小时内在涪养剂中存在放线苗酮

，
浓度为 �雌������

一��或 �
�

�拼������� ���
，

该

浓度不影响细胞本 吁的存活
。

������� ����� ���� ������� �� ��� ����� �� ����� ���������
�

��� ��一���� ����� �� �� �� ��� ���

������
一

气

������ �������������� ���� �� ����� ������ ��������� ���� �环������� ��
一� ��� �

�

� 卜�加����

�� ��
， ������������

，
����� ��� ��� ������ ��� ������������

。

�沙头

昌

��� ��
一

��望， 巴���� �� ��尸��认
。 ��� 砚��

’ ���‘ 一�
照射 �如� �认

，��� 的萦外线剂盆��一�
一 � 、

��� ���� ���� ����

‘目八“

�
月‘力‘

朴气

����盆公
�︸，山

�心心�玉
�

�

�
，

�

困

生
�

乌

︸﹄�八�，��

国芝

�

少
�
�

�

� �� ��
‘

��

咚导处理和病毒感蜘，���的时间声小时，

���������， �������� �����一��������

��互�� ���‘�� ��������� ���

圈 � ��和 �� 的动力学过程
， 。 直接照射 ����

细胞的紫外线剂是是 �
�

���
一�， �被转染的

��� 是受 ������
一 �
照射的 ��一。 ���

，
剂

枯为 ��林旦���
�
细胞

。

��� �
。

�������� ���� ��� ��
�

��� ��一����

����� �� �� �� ����� ��� ���� ���

���� �
，
� ��

一 ，�� ���� ���� ��
一 �，

��印��������
。
��� ������ ������

��� ���� ��� �������
� ������� �

。
�一一亨一一节尸一下犷一一窗一

。

受 �。 。���
一 � 紫外线照射的 ��� 悦，��

��� ������弓 ����尸
�� ���

�������������������
�、 一 资 �� 如���合 。 �

图 � 受鱿外线照射的 ��一。 ��� 在 ����细 胞里

诱导的 �� �矗△�与 �� �。 ， � �的剂最效应

曲线
。

‘

��� 转染与探针病毒感染间的时间为 ��小时
。

��� �
。

��� ���� �������� ������ �� ���△ ，▲�
��� ����

， ��������� �� ��一���������

���� ��� �� ���� �����
。

��� ��� ����������� �� ��� ����� �� �����

���������
。

的紫外线剂量的增加
， �� 和 �� 的值都上升

，
直到一饱和值

。

这
�

与直接诱导的剂量效应相似
，

不同之处在于用 ��� 毒剂直接处理细胞
，
剂量太大时诱导效率反而下降

，
因为此时的细胞毒性

过大“ ‘ ’， 而在间接诱导的情况
，
这种影吻较小

。

�
�

受紫外线照射的 ���。
��� ��� 的诱导作用

野生型 ��，。��� 和 �一��
�

� ���在人和大鼠细胞里都能起始 ��� 复 制 〔 ‘ “ ’ ，

而 ��、���� 温
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类细胞中易错修复诱导信号的初探

度敏感早期突变体在限制性温度����℃ �由于不

能合成复制起始所必需的 � 抗原
，
所以不能起 �

�

。

始 ��� 复制�‘ ” ’ ， 如图 �所示
，
受紫外线照射

·

的 ������� ��� 也能有效 地诱导��
，

而未照 留

射 ���
。 ��� ��� 却无诱导功能

。 闰 �
�

�

讨 论

实验结果表明
，
用转染方法向人或大鼠细 。

胞导入带紫外线损伤的同源 ��一
��

�

�� 或异源

���
�。
����

，
能象用紫外线直接 照 射 细 胞一

样
，
诱导作为探 针 的 �一��

。
�的 �� 与 ��

。

由于 � 一�是 一种单链线 状 ��� 病 春
，
病毒

��� 上的阻遏性损伤 �如咬嚏二聚体�在病毒

��� 复制前不 能 被细胞 固有的 ��� 修复功

能�如切除修复等�除去
，

所 以受损病毒的存活

和突变的增加能明确地指示细胞中诱发的易错

性后复制修复功能
。

初步实验结果虽然未能揭

示诱导信 号的长资子本质
，
但至少可得出下列结

论
� ��� 导入带紫外线 损伤的 ��� 能如直接

照射细胞一样诱 导 �� 与 ��
。

两 种 诱 导处

图 �

� �� �� �� ��

导入细胞的受 �����田
一 ， 紫夕�

·

线照射的

吕��
。 ��� ��� 且�砰��

���� ���、����， ����
�� ��� ���

‘

����‘������ ��七� ���。而
一 � �� 。 、 �

受紫外线照射的 �����
。� ��� 诱号�’���

�� 的剂景效应关系
，
照射的�� �与

未照射�’�� �� ���一。��� ��� 在探针

病海感染前 ��小时导入 �� ��细胞
，

在整个诱导过程中细胞在 ��℃下培养
。

��� �
�

��� ���� ��，����� �����佗 �� �� �������

�� �� �� �，� ��� ������������ ��� ���

�� ����� ��
�

��� �������� ��， ����������� �� ��� ����� ��

����
，�� ���������

�

��� ����� ���� ����龟王���� ��

��℃ ������ ����������
�

理具有相似的动力学过程 ， 被蛋白 合 成 抑 制剂所抑制
，
而且

，
若将两种处理同时施加 于同 细

胞
， �� 与 �� 的位并不比单独处理时大�结果未示�

，
说明两种处理诱 电的 是 同一 种可 物和过

程
。

那么
，
诱导信

一

号并不�
、 �
生于 ��� 损伤剂直接

“
击中

”
细 胞 中 特 定的靶

。
��� 由 剂跳效应曲

线�见图 �
、
��可见

，
�� 与 �� 值随若弓�入细胞的 ��� 损伤 量 的 增 加而增加

，
且不论这 种

增加是由于带一定显损伤的 ��� 量或是一定量 ��� 上的损伤显的增加
，
直到

一

池和位
。

再脚
，

�
�

���
一 �

的紫外线可让每细���基因组中造成约 �
�

�义 土��个含胸腺唁咙的二聚休� 表 � 卜厂，�
‘

采 川

的受紫外线辐照的 ��
‘ 。
泪

一

�� 一��
。
� ��� 也能通过转染向每细胞弓�入杭同数呈级的二酥耳�少

’ ， ’ ��。

显见
，
细胞内存在的 ��� 损伤的量

，

不管它们是 以何种方式造成的
，
对于诱导起 始 有 亚 要 愈

义
。
��� 原核细胞中强调 ��� 复制的抑制在诱导起始中的重要作用�‘ 。 〕 ， 真核细胞中洁况若何�

图 �表示
，
在限制性温度下不能起始复制的受紫外线辐照的 ��

�。�。� ���
，
只要有足够 的 盘

，

同样能诱导 ���说明 ��� 复制的抑制并非诱 导信号的必要组成部份
，
虽然此结 果 并 不 排 除

��� 复制的抑制的诱导作用
。 ·

这与 ����������等的实验结果是一致的
�

当受紫外线照射的细胞

被同步于 �
。
期

，
仍能诱导易错修复功能��〕 。

所以
，
哺乳类细胞中的易错修复功能与细菌中的 ���功能虽然不乏相似的表型 〔�’ ‘ ’， 但亦不

完全一致
。

导入细胞内的 ��� 损伤如何进一步激活易错修复功能� 虽然根据原核细胞中 的 ���

模式可作出种种假设
，
例如 ���损伤修复过程中产生的中 间 形 式 以及降解产物可能参 与诱导

信号的形成等
，
但要阐明诱导信号的本质及其传递过程

，
尚需从细胞分子生 物学 角 度进一步探

索
。
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