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摘　要：犺狆狉狋基因（次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖转移酶基因）由于其本身所具有的独特生物学特性，

逐渐成为基因突变机制和修复机制理想的研究靶点，犺狆狉狋基因突变分析法也逐渐成为很有价值并

被广泛应用的生物剂量计。系统地综述了犺狆狉狋基因的生物学特性、突变的检测方法学及其在辐射

事故分析、放射治疗和宇航事业研究中的应用和进展。
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１　引言

人体细胞在一些有害因素的作用下，很可能出

现一些高出正常水平的细胞遗传物质的变化，即基

因突变。这些基因突变往往就是导致人类许多疾病

甚至肿瘤发生的原因。辐射作为一种广泛存在且十

分重要的致突和致癌因素越来越受到人们的重视，

因此评价各类辐射对人体健康产生的影响并予以防

护就成为研究的热点和重点。随着研究的深入和实

验手段的进步，辐射损伤研究已经不能仅仅停留在

细胞水平上，而更多的是要挖掘其分子机理。次黄

嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖转移酶（Ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅｇｕａ

ｎｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，简称ＨＰＲＴ）基因

（犺狆狉狋）突变分析法就是一种广泛应用的定性和定量

检测辐射致突的分子检测方法。作为一种很有价值

的生物剂量计，犺狆狉狋突变分析法具有剂量效应关系

好、灵敏度高、取样方便、结果便于比较等优点，

得到了不断发展［１］。国内外对犺狆狉狋基因作为突变

机制和修复机制的研究靶点的报道不少，已开始将

犺狆狉狋基因突变作为一种生物标记来对致突因素进

行检测、评价和估计［２］。本文结合犺狆狉狋基因的生物

学特性、突变检测方法学、分子突变谱等方面综述

其在辐射致突研究中的应用。

２　犺狆狉狋基因的生物学特性

ＨＰＲＴ是一种细胞膜酶，是磷酸核糖化自由鸟

嘌呤或次黄嘌呤的一种非必需酶，由２—４个蛋白

亚单位组成，分子量为２４４７０。该酶的缺失或活性

降低都会引起核酸代谢异常，导致出现一些遗传性

疾病，如 ＬｅｓｃｈＮｙｈａｎ 综合症、布鲁姆综合症

等［３］。犺狆狉狋基因定位于Ｘ性染色体长臂末端ｑ
２６，２７

区域。该基因在雄性动物体内为结构上的半合子；

而在雌性动物中则表现为细胞中一条Ｘ 染色体失

活，为功能上的半合子。因此该基因如果发生突变

就能在细胞表型上表现出来［４］。犺狆狉狋包括大约

４２０００个碱基对，其ｍＲＮＡ有９００个碱基，包括一

个含６５７个碱基的蛋白质编码序列（从密码子ＡＵＧ

开始到密码子ＵＡＡ结束），基因有９个外显子和８

个内含子，已知外显子的核苷酸序列［５］。

哺乳动物犺狆狉狋基因（原核生物为犵狆狋基因）编

码产生ＨＰＲＴ，该酶的酶促反应是细胞体内嘌呤核

苷酸生物合成的一条补救途径。嘌呤类似物（如６

ＴＧ等）能够掺入ＤＮＡ 中，使细胞无法存活。但如

果体内外致突变因子使犺狆狉狋基因发生突变，细胞

在体外培养时就能抵抗６ＴＧ的细胞毒性，从而在

含有６ＴＧ的选择性培养液中能够存活。通过计算

得到突变频率，便可反映受试物的致突变性。犺狆狉狋
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实验法就是根据这种原理建立起来的［６］。细胞在体

内外都能耐受犺狆狉狋基因突变，且犺狆狉狋基因对电离

辐射敏感，故可作为研究电离辐射所致ＤＮＡ损伤

和对人体远后效应的靶基因［７］。犺狆狉狋突变谱分析可

以在分子水平上更加细微地反映基因结构变化，能

够阐明辐射致突、致癌的分子机制和反映ＤＮＡ损

伤与修复情况。这些重要特性决定了犺狆狉狋基因能

够成为辐射损伤的指示基因，反映正常组织细胞的

分子生物学变化。

３　犺狆狉狋基因突变的检测方法学

３．１　犺狆狉狋基因突变频率的检测方法
［８－１１］

突变频率（ｍｕｔａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，简称 ＭＦ）是检

测和评价辐射致突的重要指标。测定突变频率在细

胞水平上即可进行，主要方法有以下４种，原理基

本相同，只是采用不同实验手段和细胞表型变化来

实现检测目的。

３．１．１　放射自显影法

１９７９年，Ｓｔｒａｕｓｓ和 Ａｌｂｅｒｔｉｎｉ首次提出，在突

变的淋巴细胞ＤＮＡ中掺入３Ｈ 标记的脱氧胸腺嘧

啶核苷（３ＨＴｄＲ），以丝裂源ＰＨＡ刺激细胞分裂，

短期培养后利用放射自显影法检测出突变细胞。此

法虽然简单经济，但由于假表现型的出现导致突变

频率偏高，未得到广泛应用。

３．１．２　５溴脱氧尿嘧啶法

这种方法以５Ｂｒｄｕｒｄ代替 ３ＨＴｄＲ掺入细胞

ＤＮＡ中，用荧光加吉姆萨染色法（ＦＰＧ法）检测出

突变的细胞。此法目前已较少用。

３．１．３　多核细胞检测法

细胞松弛素Ｂ能使体外培养的突变细胞出现

双核或多核的现象。此法简单、快速、灵敏，检出

率比５Ｂｒｄｕｒｄ法可高出１１－１７倍
［１２］，但所分析的

细胞不能用于进一步的分子水平分析。

３．１．４　细胞克隆检测法

克隆法是将细胞培养在含嘌呤类似物的培养基

中，从而对抗性细胞进行阳性筛选。此法最大的优

点就是可以进一步对筛选出的阳性克隆进行基因型

分析，进而得到犺狆狉狋基因的突变谱。其缺点是周期

长（１４—２１ｄ）、操作要求和技术要求高，且影响克

隆形成的因素多等。克隆检测法目前已广泛应用于

化学、物理、生物等因素诱导的外周血淋巴细胞、

ＷＩＬ２＿ＮＳ细胞系、ＴＫ６细胞系和中国仓鼠 Ｖ７９

细胞等的犺狆狉狋基因突变研究。

通常对非融合细胞的６ＴＧ筛选结果为１０５ 个

细胞中可筛出几个到几十个犺狆狉狋突变株，而Ｔａｕ

ｃｈｉ等
［１３］在克隆筛选基础上发展了一种超敏感突变

检测系统，可从照射后种入玻璃皿中的同样细胞量

中筛选出成百上千的犺狆狉狋突变株，大大提高了检

出效率。其原理是：将含有犺狆狉狋筛选活性的人类Ｘ

染色体融合入仓鼠细胞，与含有无犺狆狉狋筛选活性

的仓鼠Ｘ染色体进行配对后组成新细胞系，辐照后

进行６ＴＧ筛选。一些辐照后人类Ｘ染色体犺狆狉狋基

因大片段缺失原本会致死细胞，由于仓鼠Ｘ染色体

的互补作用变为能够存活并生成克隆。这样，不仅

能检测出传统方法能检测到的犺狆狉狋基因突变株，

而且对犺狆狉狋基因大片段损伤的细胞也能检出，从

而提高了筛选效率。这种超敏感检测系统仍处于研

究阶段，目前还未得到广泛应用。

本实验室利用细胞克隆检测法研究了１２Ｃ６＋离

子（犔犈犜 为３０ｋｅＶ／μｍ）和 Ｘ 射线（犔犈犜 为０．２

ｋｅＶ／μｍ）辐照人类肝细胞系Ｌ０２细胞诱发犺狆狉狋基

因突变与剂量的效应关系［１４］。结果显示，相对于Ｘ

射线，Ｌ０２细胞对高犔犈犜的重离子辐射更敏感。无

论是 １２Ｃ６＋离子束还是Ｘ射线辐照，随着剂量增大，

每１０６个存活细胞中的突变克隆数犛ｍ是逐渐增加

的。剂量相同时，１２Ｃ６＋离子束辐照后明显大于Ｘ射

线的突变克隆数犛ｍ和突变频率 犕犉值。这些为正

确评价重离子对人体正常组织细胞的辐射风险及危

害提供了基础数据和依据。

３．２　犺狆狉狋基因突变谱分析方法

３．２．１　早期方法

早期的犺狆狉狋基因突变谱分析方法主要有

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹杂交、单链构象多态性分析（ＳＳＣＰ）、

变性梯度凝胶电泳（Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃ

ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称 ＤＧＧＥ）、恒定变性凝胶电泳

（Ｃｏｎｓｔａｎｔｄｅｎａｔｕｒａｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简 称

ＣＤＧＥ）和荧光原位杂交（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙ

ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，简称ＦＩＳＨ）等。由于这些方法操作麻

烦、对突变检测的位置不确定和检测效率低等原因

而限制了其在犺狆狉狋基因突变分析领域的应用。

３．２．２　犘犆犚分析法

ＰＣＲ技术出现后，逐渐发展成为犺狆狉狋基因突

变分析最简便、快速、有效的方法，得到广泛应用。
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３．２．２．１　多重犘犆犚

根据犺狆狉狋基因组９个外显子的结构及顺序，

设计合成８对犺狆狉狋基因外显子寡核苷酸引物（基因

组外显子７和８间隔较近，可合用一对引物）进行

ＰＣＲ扩增，可以从细胞中同时扩增到犺狆狉狋基因的

全部９个外显子ＤＮＡ 片段，并可利用琼脂糖凝胶

电泳将其分开。根据 ＰＣＲ 从突变细胞中扩增的

犺狆狉狋基因外显子结果，可将基因突变分为完全缺

失、部分缺失和点突变。该方法对缺失突变的分析

效率较高，但难以检测到点突变的类型。若要得到

点突变的详细情况，则还需对ＰＣＲ 产物再进行测

序。国内外都有不少使用该方法进行突变谱研究的

事例。赵艳华等［１５］利用该方法研究了６０Ｃｏγ射线所

致ＨｅＬａＭＲ细胞犺狆狉狋基因的突变情况，结果显示

该法能够较好地反映外显子缺失突变的情况

（７７．８％）。ＭａｓａｏＳｕｚｕｋｉ等
［１６］利用该法研究了Ｎｅ

离子照射对人体胚胎纤维原样细胞（ＨＥ２０细胞）中

犺狆狉狋基因的影响，发现不同ＬＥＴＮｅ离子辐照后的

突变株中，１０％—５５％ 发 生 了 部 分 缺 失 突 变，

３０％—７５％发生了完全缺失突变。

本实验室利用细胞克隆法对 １２Ｃ６＋离子辐照的

人类肝细胞系Ｌ０２细胞进行突变频率检测后，随机

选取了一些突变克隆进一步培养，提取突变克隆株

的ＤＮＡ后，用多重ＰＣＲ法对各个外显子的突变情

况进行了研究。结果表明，不同剂量照射后扩增出

的犺狆狉狋基因的９个外显子发生的全缺失、部分缺

失和点突变在琼脂糖电泳后能够明显地区分开来，

且重复性较好。不同剂量 １２Ｃ６＋离子照射后的犺狆狉狋

基因突变株中，部分缺失突变最多，占６７％以上。

随着剂量增加，完全缺失突变发生率呈增大趋势。

目前，多重ＰＣＲ法仍是广泛应用的一种方法。

３．２．２．２　逆转录犘犆犚（狉犲狏犲狉狊犲狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犘犆犚，

简称犚犜犘犆犚）

犺狆狉狋基因编码区长度仅９００ｂｐ左右，故对于

逆转录产物ｃＤＮＡ ，用一对引物即可扩增出犺狆狉狋

的全部编码区，再进行测序，就可了解编码区各种

类型的突变。然而有时会发生这样的情况，即外显

子两侧剪接部位发生了突变，这样ｈｎＲＮＡ（不均一

核ＲＮＡ）则会进行错误剪接，使ｍＲＮＡ异常。所引

起的阅读框架改变可出现错义密码或无义密码，尤

其当出现无义密码子时，情况更加复杂。这种情况

下用 ＲＴＰＣＲ进行检测时会出现 ｍＲＮＡ 含量降

低，琼脂糖凝胶电泳中出现多个长度不等的产物。

有关其机制的假说不少，但目前还不能圆满解释这

一现象［１７］。因此一般研究时都先用多重ＰＣＲ，再用

ＲＴＰＣＲ分析。如果多重ＰＣＲ结果中出现无扩增

产物或产物长度变化的情况，则说明外显子两侧剪

接部位发生突变，需要再对出现问题的特定外显子

基因组ＤＮＡ进行测序，以了解有问题的外显子两

侧剪接区域的突变情况［１８］。另外，还可以采用相反

的方法顺序：将突变株的犺狆狉狋ｍＲＮＡ 反转录为

ｃＤＮＡ并扩增，ＲＴＰＣＲ后再进行嵌套ＰＣＲ（ＲＴ

ＰＣＲＰＣＲ），将此扩增的ｃＤＮＡ进行测序
［１９］。

３．２．３　与犘犆犚联用的技术

根据不同情况，可与ＰＣＲ技术联用的技术很

多，主要有ＤＮＡ直接测序法、单链构象多态分析

法、限制性片段长度多态分析法等［２０，２１］。另外，

Ｗｉｌｌｉａｍｓ等
［２２］为获得更多潜在的缺失和移位突变

机制信息，发展了一种利用反向 ＰＣＲ（ｉｎｖｅｒｓｅ

ＰＣＲ，简称ＩＰＣＲ）对犺狆狉狋突变的ＤＮＡ断裂点扩增

和测序的方法。ＩＰＣＲ的过程包括限制性内切酶作

用下的 ＤＮＡ 降解，酶切片段的环化和反向沿环

ＰＣＲ扩增。这种方法可用于对重组和大片段缺失的

犺狆狉狋突变基因的测序。

４　犺狆狉狋基因突变分析在辐射生物学

领域中的应用

正常细胞犺狆狉狋基因的自然突变频率是非常低

的，只有百万分之几，肿瘤细胞的犺狆狉狋基因突变频

率相对高一些，而经过Ｘ射线、γ射线和其它射线

辐照过后的肿瘤细胞和正常细胞犺狆狉狋基因突变频

率可达到在１０６个细胞中有几十个到上百个突变

株［２３—２６］。这使得犺狆狉狋基因成为良好的辐射效应的

生物标记。

４．１　在辐射事故分析中的应用
［２７］

对事故性受照者进行患癌风险与远后效应评价

具有十分重要的意义。犺狆狉狋基因作为研究电离辐射

效应理想的靶基因，其突变频率（犕犉）能粗略反映

人体的辐射暴露量，进一步的分子生物学检测能更

精细地反映辐射对ＤＮＡ的作用情况。而且突变能

在体内长期存留，故可为判断事故病人的辐射损伤

程度和评价远后效应提供有价值的信息。邢瑞云

等［２８］对上海“６．２５”辐射事故后３．５—５ａ５例放射
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病人进行了外周血淋巴细胞犺狆狉狋基因 ＭＦ的测定。

结果显示，人体受γ射线照射后犺狆狉狋基因的犕犉

比正常对照明显升高，且升高程度与受照剂量有一

定关系。Ｈａｋｏｄａ等
［２９］报道在日本原子弹爆炸４０ａ

后，３０名幸存者（受照剂量大于０．０１Ｇｙ）的犺狆狉狋

基因犕犉 仍明显高于对照。ｄａＣｒｕｚ等
［３０］用克隆、

ＲＴＰＣＲ和ＤＮＡ测序法研究了１９８７年Ｇｏｉａｎｉａ事

故中受 １３７Ｃｓ辐射的１０名受照者，在照后３．４ａ的

外周血淋巴细胞样品中错义突变最多。

４．２　在放射治疗研究中的应用

犺狆狉狋基因突变分析在放疗研究中的应用主要

是肿瘤治疗的效果评价、风险评估等。王利利等［３１］

采用多核细胞法研究肿瘤患者及其接受放疗后外周

血淋巴细胞犺狆狉狋基因位点的突变频率，并与正常

人群进行了对比。结果表明，肿瘤患者的外周血淋

巴细胞犺狆狉狋基因突变频率均较正常对照组的高，

接受放疗的肿瘤患者外周血淋巴细胞犺狆狉狋基因突

变频率较放疗前显著升高。朱少平等［３２］研究了普通

放疗对患者外周血淋巴细胞犺狆狉狋基因突变的剂量

效应关系，并与染色体畸变的剂量效应进行了比

较。结果表明，犺狆狉狋基因突变率在照射后显著增

加，并随剂量累积而增加；染色体畸变率在照射１０

Ｇｙ后也显著增高。染色体畸变类型以断片为主，并

出现了双着丝粒体、环状染色体和微小体等畸变类

型。这表明局部放射治疗对患者造成了明显的遗传

损害，且与放射剂量有明显相关性。国外 Ｍｅｓｓｉｎｇ

等［３３］用克隆法对１２名接受放疗的乳腺癌病人进行

了检测。结果发现，治疗后犺狆狉狋基因平均突变频率

显著上升。虽然犺狆狉狋基因的突变频率受很多个体

因素影响，如年龄、性别、吸烟史等［３４］，但这些因

素都是可以通过统计数据进行排除，并且针对个体

的研究不受这些因素影响，所以可为放疗效果评价

和风险评估提供有意义的数据。

近年来，重离子束治癌作为一门新兴的放疗技

术，因其独特的倒转剂量分布，对健康组织损伤最

小，对肿瘤疗效最佳，可以准确进行适形照射，精

确控制和严格监测照射剂量，成为迄今为止最理想

的放射疗法［３５，３６］。除了可进行重离子治疗效果评

价和风险评估外，犺狆狉狋基因突变分析法也有助于研

究重离子束与细胞ＤＮＡ的相互作用及分子机理的

研究。这项研究不仅能对基础研究提供依据，而且

可以对重离子治癌的应用研究提供参考。Ｔｓｕｂｏｉ

等［３７］分析了不同ＬＥＴ的 ５６Ｆｅ重离子辐射诱导的人

皮肤纤维原细胞犺狆狉狋基因突变情况。研究发现，高

ＬＥＴ的重离子束导致细胞致死和基因突变的几率

大大高于低ＬＥＴ的重离子束，并且高ＬＥＴ时犺狆狉狋

基因突变多为大片段或多位点缺失突变。这说明基

因突变的程度与ＬＥＴ值的大小有直接关系。Ｓｔｏｌｌ

等［２６］对加速 Ｏ 离子和 Ｎｅ离子辐照后中国仓鼠

Ｖ７９细胞的致死和犺狆狉狋基因突变情况进行的研究

发现，突变频率和致死效应随着照射剂量的增加而

增加，并且无论ＬＥＴ值高或低，诱导突变的ＲＢＥ

值都比诱导致死的ＲＢＥ值要高。Ｗｕ等
［３８］建立了

一个能显示辐射诱导的犺狆狉狋缺失突变大小的生物

物理学模型。该模型提示，在犺狆狉狋位点到着丝粒方

向上，距离犺狆狉狋位点２—３Ｍｂ处可能存在一个能

够决定不同性质辐射产生特异完全缺失图谱的重要

基因。他们还得到结论，辐射诱导的犺狆狉狋基因完全

缺失突变和内交换染色体异常的机制基本相同。目

前重离子治疗中应用的离子主要是Ｃ离子，但对治

疗用Ｃ离子束与细胞ＤＮＡ的相互作用及分子机理

的研究报道所见较少。本实验室所进行的犺狆狉狋突

变频率分析［１４］和突变谱研究揭示，相对 Ｘ射线，

１２Ｃ６＋离子束诱发了辐照后存活Ｌ０２细胞中更多的

细胞突变。受照Ｌ０２细胞犺狆狉狋基因突变频率在低

剂量（０—１Ｇｙ）与剂量成正相关，在高剂量（＞１

Ｇｙ）则随剂量增大而减小；
１２Ｃ６＋离子辐照所导致的

犺狆狉狋基因突变更多的为缺失突变。本实验室所用Ｃ

离子束的ＬＥＴ（３０ｋｅＶ／μｍ）恰处于重离子束治癌

当中离子束贯穿健康组织通道到达肿瘤靶区前的所

具有的ＬＥＴ范围之内。这一结果提示人们应在充

分考虑重离子束对正常组织辐射风险的前提条件下

合理地制订治疗计划，使得重离子束治癌成为一种

最有效且安全的放射治疗模式。

４．３　在宇航事业中的应用

随着人们对宇宙空间探测水平的提高，载人进

入太空进行考察、观测也会越来越多。宇宙空间中

存在大量射线，其中８５％是质子辐射，１４％是α离

子辐射，１％是重离子辐射。空间宇宙辐射是仅次于

微重力的环境危险因素［３９］。正确评价各种辐射对宇

航员的伤害程度和宇航事业的发展有重要意义。

犺狆狉狋基因突变是一个很好的辐射损伤评价指
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标。总地来说，空间高能质子照射所致的危险不会

显著超过电子、γ射线的效应。而重离子的比例虽

然比质子低得多，剂量也很小，但由于其原子序数

大、能量高，电离能力强，尤其在高ＬＥＴ时沿粒子

径迹会产生很大的能量沉积，从而造成生物细胞的

破坏较严重。甚至一个重离子就能对细胞产生明显

损伤［３９］。本实验室对于Ｌ０２细胞受Ｃ离子辐照后

的结果也显示重离子对正常组织细胞能够产生较大

的损伤。所以研究重离子对人体组织和细胞的损伤

作用及其机理就显得更为重要。但目前由于具有重

离子实验条件的实验室不多，因此这方面研究还处

在摸索阶段。Ｋｉｅｆｅｒ等
［４０］通过测定重离子辐照后中

国仓鼠Ｖ７９细胞犺狆狉狋基因突变频率，对美国ＩＣＲＰ

提出的太空重离子辐射损伤估计情况进行的评估认

为，ＩＣＲＰ对太空中ＬＥＴ高于２００ｋｅＶ／μｍ的每一

个重离子所带来的风险估计偏高，而对ＬＥＴ低于

１０ｋｅＶ／μｍ的每个重离子所带来的风险估计偏低。

Ｙａｔａｇａｉ等
［４１］试图通过３种不同ＬＥＴ的Ｃ，Ｎｅ和

Ｆｅ离子辐照淋巴母细胞来研究太空环境中不同

ＬＥＴ的重离子束辐照后ｐ５３，ｐ２１等蛋白变异与

犺狆狉狋基因突变的关系。结果并未得到犺狆狉狋基因突

变与ｐ５３蛋白变异有明显的效应关系，但提出了一

个新课题，就是犺狆狉狋基因突变对蛋白能产生怎样

的影响，从而把分析基因水平提高到蛋白水平。

５　总结

目前，犺狆狉狋突变分析法的突变频率检测方法已

趋于成熟，但在分子水平上还有很大的发展空间。

各种新技术、新工艺的出现和应用都会为犺狆狉狋突

变分析法带来新的生机。犺狆狉狋位点作为体外研究的

生物标记，由于细胞对犺狆狉狋活性不必需，细胞表型

容易识别，具有较高的突变频率等优点，已经越来

越广泛的应用于辐射生物学和其他研究领域。随着

人类细胞犺狆狉狋基因结构与基因序列的测定完成，

利用探针分析的方法也越来越成熟。然而还存在一

些仍未解决的问题。例如：目前的克隆筛选实验还

不能实现规范化；目前只研究了犺狆狉狋基因外显子

的突变，对内含子是否发生突变及其与外显子有何

关系仍有待探讨；犺狆狉狋基因突变与ＤＮＡ修复有何

关系及如何研究这些关系仍不清楚；不同种类辐射

对犺狆狉狋基因的作用机制是否具有特异性尚待摸索。

这些问题的解决都有待于进一步的实验和研究。
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