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摘要:高LET重离子引起的集簇性DNA损伤会造成细胞突变、癌变和凋亡。促进肿瘤细胞凋亡一

直是治愈肿瘤的出发点,所以集簇性DNA损伤已经成为放射生物学领域研究的热点问题。由于其

提取和检测方法多样,但并没有一个详细和完整的方案对集簇性DNA损伤进行透彻分析。综述了

集簇性DNA损伤的特点和详细讨论了集簇性 DNA 损伤最新研究进展,简介了集簇性 DNA 损伤

的研究方法,以期为集簇性DNA损伤在放疗中的研究提供一些参考。
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1暋引言

DNA 一直被公认为是射线作用的靶分子。许

多研究表明,DNA 损伤灢DNA 修复异常灢基因突变灢
肿瘤发生是辐射致癌的主要发生链。对于肿瘤细胞

而言,这一条发生链却是辐射治疗肿瘤的关键所

在[2]。辐照导致 DNA 单位点损伤,如单链断裂

(singlestrandbreak,简称SSB)、双链断裂(double
strandbreak,简称 DSB)、DNA 交联、碱基损伤、
糖基破坏和 AP位点(apurinic/apyrimidinicsites)
等[3-4],同时也伴随集簇性 DNA 损伤(clustered
DNAdamage)的发生。如果单位点损伤可以通过

DNA修复系统进行修复来保证遗传信息的完整性

和正确性的话,那么由于集簇性 DNA 损伤的修复

系统比较复杂,就不易对损伤进行正确的修复。
细胞 DNA 分子周围存在的自由基以及金属离

子是影响集簇性DNA损伤的因素,但射线的品质、
剂量、生物本身的辐射敏感性更是集簇性损伤的决

定性因素[1]。近些年新兴的重离子束治癌正是应用

了高LET射线的性质,对肿瘤细胞的DNA造成不

可修复的集簇性损伤,进而杀死肿瘤细胞。尽管集

簇性DNA 损伤的机理等方面研究有了很大的进

展,但是对于高LET射线,比如重离子造成的肿瘤

细胞集簇性DNA 损伤,进而诱发肿瘤细胞凋亡方

面的相关研究还很少,且不深入,相关工作有待进

一步地开展。本文综述了集簇性DNA损伤的特点、
详细讨论集簇性 DNA 损伤最新研究进展,简介了

集簇性DNA损伤的检测方法,以期为集簇性 DNA
损伤在放疗中的研究提供一些参考。

2暋集簇性DNA损伤的特点

2.1暋集簇性损伤与一般性损伤的区别

1981年,Ward提出了局部多样性损伤部位

(locallymultiplydamagedsites,简称LMDS)的概

念,即现在所称的集簇性 DNA 损伤[5-6]。集簇性

DNA损伤是指当大剂量低 LET 射线或高 LET 射

线照射细胞后,在 DNA 分子中产生一定密度的和

不均匀的能量沉积,从而产生大量的自由基,其结

果是在局部范围内形成几种 DNA 损伤的复合,即

SSB、DSB、碱基损伤、糖基破坏和链断裂等的复
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合[1],如图 1 所示。集簇性 DNA 损伤是发生在

DNA的两条互补链的邻近部位,长度通常是 DNA
分子的1~2个螺旋内,由两个或两个以上的损伤

组成,它又分为两个主要的类别即 DSB集簇性损

伤和non灢DSB集簇性损伤[4,7-8]。

图1 电离辐射诱导的集簇性 DNA损伤[5]

SSB主要是由两种作用机制产生:首先是射线

产生自由基的间接作用,射线通过细胞膜射入细胞

核 后会产生羟自由基(·OH),其氧化能力较强会

导致核酶活化、剪切 DNA 骨架形成SSB;其次是

射线的直接作用,入射粒子的能 量 沉 积 作 用 于

DNA链造成SSB,这一部分所占比例较小[9]。DSB
的产 生 主 要 有 两 种 解 释:第 一,Ward 提 出 的

LMDS机制认为由于·OH数量较多,同时和两条

链结合,使两个SSB形成一个 DSB;第二,Siddiqi
提出的单自由基传递机制认为引起SSB的·OH会

在该断裂口末端对互补链脱氧核糖分子上抽氢形成

H2O,导致互补链上脱氧核糖分子出现一个含不成

对电子的原子团,该原子团即所谓的自由基,会引

起互补链的断裂[10]。集簇性DNA损伤是以SSB和

DSB的复合为主,其它损伤为辅。正是由于其损伤

的复杂性,导致其修复系统的复杂性,其结果会出

现一些错误修复或一些不可修复的位点,导致严重

的生物学后果(见表1)。

表1暋 一般性损伤和集簇性DNA损伤的区别

损伤种类 暋暋暋暋暋暋损伤部位 暋暋暋暋暋暋后果

SSB 一条链断裂 可修复

DSB 两条互补链同一对应处或紧密相邻处同时断裂 可修复,但修复不一定完全正确,会导致基因突变

碱基损伤 氧化修饰或碱基脱落 可转化成 AP位点,也可被修复

糖基破坏 糖基抽氢 可转化成链断裂,也可被修复

集簇性 DNA损伤 上述损伤的复合 很难修复,导致基因突变或者肿瘤的凋亡

2.2暋集簇性DNA损伤的研究意义

每个机体细胞都有自己的一套“治疗暠机制去修

复受损伤DNA,如果该机制能有效无误地修复受

损伤DNA,那么这个细胞可以继续正常地生长繁

殖;如果检测或修复 DNA 损伤的机制存在缺陷,
则将导致DNA损伤持续存在并伴有细胞基因突变

和致死等可能[1]。对于肿瘤细胞来说,辐射造成

DNA损伤是导致其死亡的主要因素。绝大多数细

胞都可以通过单一修复机制对单位点的损伤进行修

复,如回复修复、切除修复、重组修复和错配修复

等,但是对集簇性 DNA 损伤这种复合性的损伤进

行修复就存在一定的难度。目前认为主要有以下3
个方面的原因:第一,集簇性 DNA 损伤的类型至

少在两种或两种以上,需要的修复机制也是多种复

合在一起,这样的修复系统往往不能兼顾且容易出

现修复差错;第二,高LET射线对 DNA 造成的损

伤以 DSB集簇性损伤为主,由于 DSB的两条链完

全分开且数量很多,重接的正确率就会很低,如果

将这种错误的重接遗传下去,那么出现突变的概率

就无形中增加了很多;第三,DNA损伤的修复酶也

因高 LET 射线辐照导致大部分失活,不能完全激

活损伤的修复系统。基于以上3点,不仅需要对肿

瘤细胞集簇性 DNA 损伤进行深入了解,而且更需

要对其修复机理进行深入研究。促使肿瘤细胞发生

大量集簇性 DNA 损伤的同时并阻断其完整修复,

降低肿瘤细胞的存活率,促使肿瘤细胞大量死亡,

这将是以后辐射肿瘤生物学的研究重点和热点。

3暋集簇性DNA损伤研究进展

3.1暋辐射治疗肿瘤的历史

射线用于肿瘤的研究和治疗到现在为止有近

100年的历史。近十几年,重离子辐射治疗癌症备

受关注,已成为21世纪最理想的放疗射线。2005
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年,中国科学院近代物理研究所基于兰州重离子研

究装置(HIRFL)建成了浅层肿瘤重离子治疗终端,

2008年 底 基 于 兰 州 重 离 子 加 速 器 冷 却 存 储 环

(HIRFL灢CSR)建成深层肿瘤重离子治疗终端[11],
这标志着我国成为继美国、日本、德国后世界上第

4个实现重离子临床治癌的国家。

3.2暋不同LET射线用于集簇性DNA损伤的研究

进展

近年来,一些科研人员将正常细胞或者肿瘤细

胞暴露在低LET射线中,从检测集簇性DNA损伤

及该损伤的修复机制等方面进行了探索,认为该损

伤可以作为癌症的一个预后和治疗应用的生物标志

物[12]。例如,通过电离辐射乳腺癌细胞发现,siR灢
NA介导Prkdc基因沉默后 DNA灢PKcs表达水平

降低。DNA灢PKcs参与断裂的 DNA 链非同源末端

连接,对损伤进行修复,它的低表达导致了集簇性

DNA损伤的积累,所以它在细胞中的表达量与集

簇性DNA损伤密切相关,预示着肿瘤的发生[13]。
急性淋巴细胞白血病 MSH2缺陷 NALM灢6细胞株

也是专家学者关注的对象。通过与野生型697细胞

比较发现,两种细胞在相同的条件下辐照会出现相

同的集簇性DNA损伤,但 NALM灢6细胞中 MSH2
在转录和翻译水平上完全不表达,而野生型697细

胞中会大量表达 MSH2,且辐照1~3h后会高效

地修复每一个受损的碱基和 DSB。所以该实验表

明,MSH2参与集簇性DNA损伤中DSB和碱基损

伤的修复过程,与细胞凋亡过程紧密相关[14]。通过

其它的试验研究发现(表2):常规射线能诱导出集

簇性 DNA 损伤,通常以 non灢DSB 集簇性损伤为

主,且可检测到损伤的数量;该损伤数量会随着照

射剂量的升高而增多。但是常规射线有自身的局限

性,不能单纯地通过提高剂量增大集簇性 DNA 损

伤来促使肿瘤细胞死亡,否则会导致周围正常细胞

癌变。

表2暋 集簇性DNA损伤的研究进展和方法

暋暋试验材料 辐射线种类 暋暋研究方法 暋暋暋暋暋暋试验结论 参考文献

体外 噬 菌 体、质 粒

DNA、哺 乳 动 物 细

胞、活体动物

Fe和Si束 免疫原位杂交技术 大部分集簇性 DNA损伤不能被修复,且细胞从 G2/M

期被释放到有丝分裂期,这一过程导致染色体畸变地

发生,Fe离子束比Si束产生的损伤更严重。

[4]

PBR327质粒 DNA 毭射线、质子和

7Li束

Fpg、EndoIII酶切法、琼

脂糖凝胶电泳

重离子辐射能够诱发严重的集簇性 DNA损伤。 [18]

酵母细胞 质 子、 氧、Ti

和Fe束

大肠杆菌 Fpg和 Nfo蛋

白、琼 脂 糖 凝 胶 电 泳、

PFGE

随着LET值的升高,集簇性 DNA 损伤效率逐渐升高,

参与集簇性 DNA损伤形成的机制多于一种。

[19]

MCF灢7、M059J/K 毭射线 毭灢H2AX 实 验 和 PFGE、

WesternBlot

DNA灢PKcs在集簇性 DNA损伤中扮演重要角色,参与

集簇性 DNA损伤的修复过程,与乳腺癌发生有潜在关

系。

[13]

MCF灢7、HCC1937、

鼠组织、M059J/K

电离辐照 彗星实验、PFGE DNA灢PKcs在集簇性 DNA损伤过程中有重要作用,集

簇性 DNA损伤成为癌症的一个预后和治疗应用的生物

标志物。

[12]

HF19、V79灢4、质粒

DNA

毭射线 Fpg、Nth探针和质粒刻

痕实验、脉冲凝胶电泳、

荧光原位杂交技术

集簇性 DNA损伤比 DSB要显著的多,毭射线直接诱导

的 AP位点比较少,non灢DSB集簇性损伤可以被检测

到。

[20]

人类男性成纤维细

胞

238Pu和毩束 克隆实验和 RAGE灢PCR 可以检测到基因大片段缺失的断裂点,集簇性 DNA损

伤反映了基因突变的复杂性。

[21]
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人正常皮肤纤维母

细胞

Fe,Si和 O束 间接 免 疫 组 织 化 学 法、

活细胞直接成像法

non灢DSB集簇性损伤导致染色体畸变,不能被修复,且

会阻碍附近DSB集簇性损伤地修复;集簇性DNA损伤

修复和应答蛋白可视化;高LET射线诱导集簇性DNA

损伤很难通过非同源末端连接的方式进行修复,同源

重组的修复方式也不清楚。

[17]

MSH2缺陷型 NALM灢6

和野生型697细胞

暋毭射线 RT灢PCR、WesternBlot、

单细胞凝胶电泳

MSH2与集簇性 DNA损伤有关,参与集簇性 DNA 损

伤的修复过程,也掌控电离导致的细胞凋亡。

[14]

暋暋新兴的重离子治癌现在得到了很多人的青睐,
与常规射线相比,不仅具有物理学优势 Bragg峰;
生物学优势也更显著,相对生物学效应 RBE值大,
对处于不同细胞周期的细胞敏感性差异小,放射损

伤的修复少,减少了肿瘤复发的可能[15]。重离子射

入生物体细胞后,在细胞的介质中沿其径迹产生稠

密电离,电离密度越大,DNA双链断裂越多,集簇

性损伤的数量就越多,损伤也就越严重,且断裂后

双链很难完全修复[16]。基于重离子以上优点,一些

科研人员开始探索重离子造成的集簇性 DNA 损

伤、损伤的修复机制,以及不同LET射线对细胞辐

照产生的差异,希望更深入的研究可以为肿瘤治疗

带来福音。对人类正常皮肤纤维母细胞进行重离子

研究是一个热点,经重离子辐照后,该细胞出现大

量集簇性DNA损伤,且该损伤会导致染色体畸变,
不能 通 过 同 源 重 组 的 方 式 进 行 修 复,通 过 对

53BP1,XRCC1和hOGG13种修复蛋白进行免疫

荧光染色,然后通过细胞学成像法使集簇性 DNA
损伤可视化,观察到该损伤的空间分布情况[17]。中

国科学院近代物理研究所也开展了集簇性 DNA 损

伤的相关工作:测定具有不同质子数(Z)的重离子

辐照细胞后诱导的集簇性 DNA 损伤以及辐照后细

胞生物学反应。实验结果表明,在相同剂量下,随

着重离子质子数的增加,诱导越来越多的细胞集簇

性DNA损伤及后来长时间细胞周期阻滞与染色体

畸变的出现。7Li束、Fe束、O束等一些高LET射

线也常用来辐照质粒 DNA、酵母细胞和一些肿瘤

细胞(表2)。通过与低LET射线对比可以看出,重

离子比电离辐射诱导的集簇性 DNA 损伤严重得

多,且以DSB集簇性损伤为主,该损伤导致基因断

裂点较多,修复困难程度大,提高了基因突变的复

杂性,进而导致染色体畸变发生,促进肿瘤细胞凋

亡,达到辐射治疗肿瘤的目的。

4暋集簇性损伤的研究方法

集簇性DNA 损伤近些年来备受人们的关注,
一些专家学者也开始利用不同的方法着手研究集簇

性DNA 损伤。日本佐贺大学 HiroakiTerato设计

了一个分析辐射引起集簇性 DNA 损伤的模型,这

个模型是使用寡脱氧核糖核苷为目标底物,经过 C
束辐照后5号端被标记再用 ARP进行修饰,然后

用变性的 PAGE进行分离,对分离的条带进行分

析。这个实验结果证明,该系统模型对于分析集簇

性DNA损伤中碱基病变数目是合适的,与此同时

也证明了重离子辐照对 DNA 造成的损伤是严重

的[22]。

我国军事医学科学院放射与辐射医学研究所的

研究人员使用酶切和电泳的方法对集簇性 DNA 损

伤进行了分析[2]。首先利用 DNA 糖苷酶 Fpg和

AP核酸内切酶 EndoIII识别并切割辐射所导致的

DNA碱基损伤,将其转换为 DNA断裂损伤,然后

通过电泳分析DNA分子构象变化,研究比较毭射

线、质子束和7Li束诱发集簇性DNA损伤之间的区

别。实验结果表明,高能质子和高LET7Li束所导

致的DNA 断裂损伤明显要比毭射线严重得多。除

此之外,还利用脉冲电泳(plused灢fieldgelelectro灢
phoresis,简称PFGE)和Southern杂交技术来分析

特定长度基因组 DNA 片段上的辐射损伤情况,结

果显示DNA 损伤随着 毭射线剂量增大而越发严

重,这些方法和数据为下一步分析集簇性 DNA 损

伤奠定了基础。此外,还有一些其它常用手段来检

测集簇性DNA损伤,如表2所列。
表2中的试验方法有常用的克隆实验、PCR实

验、各种电泳实验和蛋白印迹实验等,这些方法操

作简单、重复性好、时间短和花费少,但所测结果

虽然稳定可信,但只能反映不同射线和不同剂量下

细胞内集簇性 DNA 损伤存在与否,以及损伤程度

·991·暋第2期 杨立娜等:集簇性 DNA损伤在辐射研究中的进展



的一个趋势,不能反映细胞内的详细情况。一些免

疫荧光法、免疫组织化学法、探针实验和siRNA干

扰等能较清晰地定量集簇性 DNA 损伤的真实情

况,如通过检测毭灢H2AX 水平来评价 DSB集簇性

损伤的情况[23],这种分析技术借助免疫荧光实验和

WesternBlot实验路线直观地对 DSB的损伤和修

复情况进行计数[24],现在较为广泛地使用。

5暋展望

重离子导致的 DNA 损伤以集簇性 DNA 损伤

为主,在肿瘤细胞中,产生一些不可修复的细胞效

应,最终促进肿瘤细胞凋亡,所以深入研究集簇性

DNA损伤的机理,检测方法和修复机制等问题将

是以后辐射肿瘤生物学的研究热点,也是重离子治

癌基础研究的重点[25]。中国科学院近代物理研究所

重离子束辐射生物医学重点实验室利用分子生物

学、组织学和病理学等手段开展了重离子束以及常

规射线对不同肿瘤细胞在基因、染色体和蛋白质等

方面的研究。由于目前人们对集簇性 DNA 损伤与

肿瘤细胞凋亡之间的关系了解甚少,又因为其在肿

瘤治疗中的重要性,所以本实验室利用现有的实验

技术和经验正在开展 C离子导致肿瘤细胞集簇性

损伤的基础医学研究,集簇性损伤的系统检测与修

复机制。随着实验的深入将对集簇性 DNA 损伤在

重离子不同剂量下产生的适应性反应和化疗药物对

该损伤产生的影响等方面开展试验研究,以期为重

离子治疗肿瘤的临床研究提供有益借鉴。
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Abstract:ClusteredDNAdamagewhichcausedbyhighLETheavyionradiationcanleadtomutation,tu灢
morigenesisandapoptosis.Promotingapoptosisofcancercellsisalwaysthebasisofcancertreatment.
ClusteredDNAdamagehasbeenthehottopicinradiobiology.Thedetectmethodisdiversity,butthereis
notadetailandcompleteprotocoltoanalyzeclusteredDNAdamage.Inordertoprovidereferenceforclus灢
teredDNAdamageintheradiotherapystudy,theclusteredDNAdamagecharacteristics,thelatestpro灢
gressesonclusteredDNAdamageandthedetectingmethodsarereviewedanddiscussedindeteilinthis
paper.
Keywords:clusteredDNAdamage;radiation;highLET;heavyion
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