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摘要 哺乳动物细胞 ��� 损伤修复的研究近年来已深入到基因水平并取得以下进展
�
��� 长期 以

来人们将 ��� 看成是一个损伤和修复的均一单位
，
这种观念现已被基因组内损伤的非随机分布和修 复

的不均一性所代替
。

这对于深入细致研究细胞突变
、

癌变
、

老化和死亡等过程具有重要理论意义
，
对于阐

明放射病发病机理和化学药物毒理也有指导作用
� ��� 随着分子生物学技术发展

，
哺乳动物和人的���

修复基因的分离和克隆已成为可能
。

现已克隆出十几个修复基因
，
推进了理论和实际应用研究

，
但由于

��� 修复系统十分复杂
，
还有大量工作要做

� ��� 基因转移技术已被有效地用于哺乳动物细胞 ��� 修

复的深入研究
，
在细胞工程上作出了重要贡献

，
改变了受体细胞的遗传特性

，
提高了细胞对物理化学损

伤的修复能力
。

对 ��� 修复缺陷症的基因治疗已经提到议事日程
。

关键词 ��� 损伤修复
，
基因分离和克隆

，
基因转移

，
基因治疗

哺乳动物细胞 ��� 的损伤与修复的研究作为国际上重大课题之一 近几 年 来 巳取得快速进

展
。

这是由于这方面的研究不但关系到生命科学的基本理论
，
而且在肿瘤

、

衰老
、

遗传性疾病
、

放射病和某些药物中毒等的防诊治上都有重要的实际意义
。

本文介绍这个领域的三个重要进展
�

�
�

��� 损伤和修复的不均一性 � �
�

人 ��� 修复基因的克隆� �
�

基因转移 技 术在 ��� 修复

研究中的应用
。

��� 损伤和修复的不均一性

长期以来人们将 ��� 看成是一个均一的单位
，
在此基础上发生随机的损伤和修复

。

近年来

随着限制性内切酶
、

特异性糖普酶和糖基化酶的发现
，
密度梯度离心

、

高分辨凝胶电泳
、

基因探

针和核普酸序列分析等技术的运用
，

认识到 ��� 的损伤和修复都是不均一的和非随机的
，
并且

是按照一定的规律在细胞基因组内发生的
。

�
�

��� 损伤的非随机性

��� 链断裂的非随机分布 由不同碱基构成的核普酸对物理的或化学的致伤因子的敏感性不

同
，
邻位核普酸对敏感性也有影响

。
��� 链上在一定条件下产生的一些不稳定位点如酶 敏感位

点�����
、

碱不稳定位点�����和无嘿吟�无喀咙位点 �����等对链断裂也有影响
，
��� 单 链断

裂�����和双链断裂����� 的比值随着 ��� 分子中辐射能量的沉积量大小而发 生变 化
。

这些在

一定条件下随着致伤因素的变化决定了链断裂在 ��� 链上的非随机分布
。

用 ����限制性内切酶切割 功� ��� ��� 并用高分辨凝胶电泳进行分析
，
可以 证 明 夕线引

起的 ��� 的分布是非随机的
。

除了 ���能引起链断裂外
，
碱基本身的种类对 ���的位 置 也有较

大影响， 在较低剂量 ���� ���夕线照射下断裂频率为 �������
，

而在较高剂量���一�� ���
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下
，
断裂频率变为 �����妻��

‘ �。

同样
，

在 夕线照射后 ��� 的分布也不是随机 的 〔�〕 。
�������

根据
‘ �叹 参入 ��� 的实验

，
计算了 ��� 分子中能量沉积与 ���

、
���比值的关系

。

在 ��一���

�� 时
， �������� ���，

随着能量 沉 积 增 加
，
��� 比 例 上 升

。

在 ���一���
�� 时 ��� ���� �

���
�

��，
当能量������ 时

，
���为 ��� 的 ��倍 �“ �。

‘

��� ��� 蛋 白质 交联体�����的组分选择性 细胞受 夕线照射后
，
用

’ ���一������
十
����为

探针
，
可测得染色质 ���所含转录活性 ��� 比总体 ��� 的平均含量高数十倍

，
而 �� 所致的

��� 中所含活性 ��� 要相对地少得多
。

在五种组蛋 白中形成 ��� 的反应性也各不相 同
，
其 大

小顺序是 ��
��

‘
��

�� 》 ���，
而 �，

不与 ��� 交联
。

用 ��� �� 夕线照射 ���
� 细胞染色质

，
通

过免疫化学方法可以证明 ��� 中活性高的非组蛋白多于活性低的非组蛋白
。

因此
，
在 同 一细胞

的染色质中
，
基因组不同部位的 ���组分不尽相同

，
表明 ��� 和组蛋白

，
非组蛋白之间都有一

定的相互选择���
。

��� 啥咤二聚体在 ���’ 链上 分布不均一 将人基因组 ��� 中的 � 序列用 �����酶切
，
获

得 ���� 长的片段
，
在 ������

� �� 照射后用藤黄微球菌��
�

���“���内切酶探测胸腺嗜陡二聚体

����位点
，
同时作 ��� 序列分析

，
证明 ��发生频率依下列顺序 递 减

� �一�一�一�一�一���一��

�一�一���一�一�一� ，
�

说明 �� 即使在重复顺序中分布也是不均一的 〔�’ 。

��� 染色体的脆性部位 一般认为基因组 ��� 是电离辐射的靶分子
，
进一步的问题是射线

均匀地损伤整个基因组�还是有选择地损伤某些要害部位� 已知 ��� ��琴与染色体畸变有关
，

那末染色体畸变位点的分布可为靶分子的要害部位提供信息
。
�������等 〔 “ ’用人周围血 淋巴细胞

作为模型
，
将 �射线诱发的 ����个常染色体断裂点按照巴黎会议制定的 人 类细胞遗传学标准分

带
，
观察到这些断裂点在染色体内的分布是非随机的

，
在浅 �带中断裂点最多

。

人染色体中有四类不稳定部位或不稳定的 ��� 序列
�

普通脆性部位 ��
一����

、

可遗传 的脆性

部位��
一����

、

原癌基因��
一 。 ���和肿瘤特异断裂点�����

。
�线照射后

，
染色体浅带中

�一���部位和�

或 �一 。�� 的断裂点比深带和可变带中的相应不稳定序列多得多
。
�一��� 似与断裂无关

， ��� 只 在 某

些特定细胞中与染色体断裂频率有关
。

在这方面令人感兴趣的是与淋巴瘤发病有关的原癌基因
，

如 �一����。 ����， ���一����� ���
，
�一���������

，
特另��是 ����一�������等 都 对 辐 射 高度敏

感 �“ �。

�
�

��� 修复的不均一 性

八十年代以来
，

���������
了， ” 〕等用他们设计的在基因组中测定 �� 分布的方法发现了 ��� 修

复的不均一性
，
揭示了一些过去未被认识的新现象

。

�

��� 活性基因中��� 的选择性修复 在基因组中活性基因的损伤往往得到优先修复
，

例如

��� 细胞受 ����钾
��� 照射后 �� 小时

，
二氢叶酸还原酶 ������活性基因中 �� 清 除 率 可 达

声洲内、 �、

���
，
而此基因的上游 �� ��顺序中的 �� 清除率只有 ���

，
整个基因组的 ��清除率为��� 〔 。 ’ 。

��� 链特异性的 ��� 修复 活性基因中 口�� 修复有链特异性
，

转录链的 ���修复远远高

于非转录链
，
例 如 上 述 ���� 活性基因转录链 �� 小时 的 �� 清除率可高达 ���

，
而非转录链

的同期清除率要低得多 〔�〕 。

��� 原癌基因中的 ��� 修复 在 �� 照射的 小 鼠 ���成纤维细胞中有转录活性 的 �一���基

因和无转录活性的
�一��� 基因起初含有相似的 ��数

，

但在 �� 小时后
，
前者清除了 ���的 ��，

而后者只清除了 ���一��� 〔 ‘ “ ， “ 〕 。

吸�� 化学损伤后 的 ��� 修复 许多化学致癌剂常与染色质 ��� 交联形成加合物
，
不 同致
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癌剂所致损伤的修复频率不同
。

�
�

生物学意义

基因组 ��� 内的选择性损伤对诱发突变
、

癌变
、

加速老化和引起细胞死亡等过程具有重要

意义
。

上述染色体脆性部位的选择性损伤正是点突变
、

染色体突变和基因组突变的分子基础
，
也

是引起癌基因激活和异常表达的重要原因
。

在老化过程中 ��� 结构与 功能也发生一系列变化
，

这些选择性变化导致细胞的基因调控失常
，
老化过程加速

，
直至启动导致死亡的基因程序

。

放射

病的发病机理和化学中毒毒理也与此有关
。

从这里可 以清楚地看到针对这些损伤进行选择性修复的重要性
。

它使我们能够
� ��� 更细致

地研究转录
、

复制和修复三者之间的关系� ��� 更好她理解某些细胞或某些区域 ��� 损伤的选

择性修复在防止衰老中的重要性� ���更准确地理解 ��� 修复缺陷症的分子基础 � ��� 更有利

于研究原癌基因的钝化
、

修复与激活
，
探讨肿瘤的发生屯 发展和抑制的机制 � ��� 更有助于从修

复基因与化学药物的选择性结合上去筛选抗癌药物
。

人 ��� 修复基 因的克隆

��� 修复系统非常复杂
，
参与这个过程的酶

、

蛋白复合物和遗传控制位点很多
，
进行修复

基因的克隆是探讨 ��� 修复机理和进行生物工程研究的重要步骤
。

虽然在原核生物中已有一些

与 ��� 修复有关的基因被克隆
，
但在哺乳动物细胞中由于基因组庞大

，
结构复杂

，
对调控 机制

了解得很少
，
��� 修复基因的分离和克隆十分困难

，
进展不大

，
人 的 ��� 修 复基因的研究更

是如此
。

近几年来随着基因转移技术的发展和许多哺乳动物细胞修复缺陷株的建立
，
使人们得以进行

人 ��� 修复基因的克隆和特性研究
。

����年加拿大 ����� 等 〔 ‘�’用 ���
� 细胞 ��� 转染 �� 敏

感的 ��� 细胞突变株
，

得到抗 �� 的转化细胞
，
从中分离并克隆出第一个 人 的 ��� 切除修复基

因
。

紧接着
，

荷兰����������等 〔 ’ “ ’也用 ��� 介导的基因转移分离出另一个切除修复基因����
�

�
。 一

现已克隆出 ����一�至 ����一�多个切除修复基因
。

此外
，
另外一些实验室还克隆出 能减少

�射线所致 ��� 的基因 ����一�
，
与复制修复有关的基因 ���，

与控制姊妹染色单体交换�����

有关的基因等 〔 ‘ 咭， ’ �’ 。

在修复 ��� 烷化损伤方面
，
����年日本已克隆出有适应性修复功能的基因

�相当于大肠杆菌的 ��� 基因�
。
������等�’ “ �将小鼠胚胎 ���转入 �� �������细胞

，

分离出含

与人修复基因同源顺序能纠正人��
一� 缺陷的基因、 但对 ��一�

，
�

， �，
� 等 均无效

。
�介���

有等 〔 ” �从仓鼠中分离出一般��
�

���的 ��一�基因
，

能与 ��一� 互补
，
但不能与 ��一�互补

。

在仓

鼠和小鼠的 �� 敏威细胞株中有 �个互补组
，

其中没有一个与人的 ��细胞互补组重叠
，
仓 鼠的

�， � �和 �互补组能与人基因 ���� �
，
�，
�

，
�交叉互补

，
迄今尚未见到代个 ����

这些严格的互补性和对不同种类射线有不同的反应
，
限制着这些已分离的切��互辛卜

。

因的应用
。

因的分离
、

基因能与

除修复基

单单切除修复基因一类即如此复杂
，
其它类型的修复还有多种

，
所以在 ��� 修复基

鉴定
、

克隆等方面
，

还有天量工作要做
。

用基因转移技术研究 ��� 修复

基因转移法是用物理的
、

化学的
、

或生物的手段将外源基因导入受体细胞并使之表达的一种

技术
。

这个技术已被有效地用于 ��� 修复的研究
，
在上述人类 ��� 修复基因的确认和 克隆中

此技术 已经起了重要作用
，
在用生物工程方法纠正细胞 ��� 的修复缺陷时

，
其重要 性更不能低
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估
。

目前采用的途径有三条
�

�
�

将原核细胞的 ���修复基因转入人细胞并使之表达
，
这方面直接成功的例子不多

。

但如

将原核基因加以改造
，
前面接上一段真核基因的启动子

，
必要时融合一段使蛋白质进入细胞核的

信号序列
，
则外源基因较易被受体细胞接受而表达

。

美国和 日本的科学家成功地将改造后的大肠

杆菌��
� 基因导入 ���

������
�一�细胞 护使 。 �一甲基鸟嚓吟

一���一
甲基转移酶 �理

一���基因 得到

表达
，
提高了对烷化剂 ���� 的抗性�‘ �， ’ ” 〕 。

在此基础上日本最近又成功地将改造后 的
��� 基 因

导入整体小鼠
，
使实验

�

从细胞水平进入到转基因小鼠���������记 �����的整体水平 〔�。 ’ 。

�
�

将克隆出的人修复基因转入人细胞
，

这条途径较为理想
，
目前在纠正某些单 基 因缺失的

细胞损伤时多采用此技术途径
，
这也是下面讨论的基因治疗的基础

。

�� 通过 ��� 介导的基因转移���� �������� ���� ���������将含有修复基因的大分子 ���

导入受体细胞以恢复其 ��� 修复功能
。

在这方面成功和失败的例子都有 〔“ ‘ 一 ��’ 。

我们成功地将人

���� �� ��� 导入 ��� 修复缺陷的人着色性干皮病细胞 ��一�� ���� ���
，
在较大程度上纠正

了受体细胞的基因缺陷
，
稳定地提高了对 �� 的抗性

。

通过限制性酶切
，
证明切除 修 复 基因在

����或 ��� �的酶切片段之间
。

同时也将人 ���
�

’

����� 导入 。 “一�� 修复酶缺失的大鼠腹水肝

癌 ���一�细胞很大程度地纠正了受体细胞的基因缺陷
，
提高了 对 烷 化 剂 ���� 和 ���� 的抗

性
， ��� 探针的分子杂交证实人基因确已植入 〔�‘ 一 “ ” �。 目前在许多修复基因没有被分离 克隆及其

调控顺序没有弄清之前
，
这是一条可行的途径

。

基因治疗在国外已被提到议事日程
，
在 目前准备治疗的候选病种中�����

一����� 综 合 症�编

码次黄嘿吟鸟嗓吟磷酸核糖转移酶 ����� 的基因缺失�
、

重度免疫缺陷症�� 细胞编码嘿吟核普

磷酸化酶 ��� 的基因缺失�和重度联合免疫缺陷症��
、
�细胞编码腺普脱氨酶 ��� 的基因缺失�

都属于单基因缺失的 ��� 修复缺陷症 〔’ �，��’ 。

在这几种候选病种中目前以对重度联合免疫缺陷症

的呼声最高
，
研究的进展

一

也最快石治疗的技术途径是基因转移
。

�������等 〔“ ” �将人 ��八 基因构建于脱毒的重组逆转录病毒载体 ��� 中
，
导入狐猴骨髓细胞

后输入经 ��价
���。 夕线全身照射过的称猴体内

，

在 �只猴中有 �只可用 �������� 印迹法和 ���

活性测定证�矜��� 基因已经植入
，
但酶活性表达不高

，
起不了治疗作用

。

最近美
、

意
、

荷等国

的科学家报告 〔 “�， “ ，’��� 基因转入骨髓细胞后的长时间体外培养和稳定高效 表 达 已 取 得很大进

展
，
下一步即将开始临床上的正式基因治疗 〔��， “ ��。 相信在这些重点项 目的带动下

，
在 ��� 修复

基因的克隆
，
基因载体的构建

，
基因转移效率的提高

，
基因定向整合

，
基因稳定表达

，
以及随后

的遗传学后果和安全性等方面的研究必将有更快的发展
。
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