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烷化剂对哺乳动物生长抑制及 DNA 损伤 (gadd) 和其它应激反
应基因的诱导

胡文蔚 　综述 　　余应年 　审校
浙江医科大学病理生理教研室 　杭州 310031

摘要 　烷化剂可通过对 DNA 的直接攻击及使细胞处于应激状态引起一系列反应 ,它可诱导许多基因表达

的改变 ,除修复相关基因 (已对其进行过专门综述)外 ,其诱导表达的参与细胞周期调控及转录调控等应激相

关基因可参与细胞应激反应 ,引起细胞对外界损伤剂的耐受 ,提供细胞对烷化剂的抗性 ,也参与癌变·突变的

发生。本文综述了这些烷化剂诱导基因的表达及作用。
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　　烷化剂是一大类 DNA 损伤剂。它可导

致碱基错配 ,DNA 链内 ,链间交链 ,链断裂及

复制终止 ,最终使细胞死亡或突变。烷化剂可

以诱导细胞许多基因表达 ,它所诱导的基因表

达可参与细胞应激状态下的多种功能 ,包括修

复、复制、细胞周期调控、细胞信号传导 ,也可

参与遗传不稳定的发生。这是烷化剂除直接

DNA 损伤外对细胞的作用。对它的研究有助

于我们了解烷化剂引起细胞恶性转化及细胞

应激等的机制。作者已就烷化剂诱导的修复

相关基因的表达改变和它们对细胞的作用进

行过综述 (1) ,本文将着重讨论烷化剂诱导的

细胞周期调控相关基因及其它应激反应基因。

1 　参与细胞生长调控的基因

烷化剂诱导一大群对细胞生长呈负性影

响的基因表达 ,主要是 gadd ( grow2tharrested

and DNA2damage) 基因。gadd 基因最初是在

CHO 细胞 cDNA 文库中分离得到 , 包括

gadd45、gadd135、gadd34、gadd33 及 gadd7

等 (2) 。这些基因在真核细胞中广泛存在 ,且

序列保守。人 gadd45 基因位于染色体 lp31. 1

- 31. 2 ,第三内含子中含 700bp 高度保守的

P53 结合元件 , gadd153 基因位于染色体

12q13. 1 - 13. 2 ,5’端启动子区富含 GC 及多

转录因子结合位点 ,含 TAA T 盒 ,6 个 SP - 1

结合部位及 4 个白介素 6 反应元件 (3) 。在大

多数的细胞中 ,高水平 DNA 碱基损伤剂 (烷

化剂、紫外、近紫外辐射及 H2O2 ) 处理后 ,其

mRNA 及蛋白水平均快速增加 ,在 CHO 细胞

中 ,MMS 处理 2 小时后 gadd153、gadd45 及

gadd34 表达增加 10 倍以上 ,而在细胞内丰度

较低的 gadd33 及 gadd7 表达量也增加 ,但小

于 5 倍。同时 gadd mRNA 稳定性增高 (2) 。

其他引起生长抑制的处理 (血清减少及前列腺

素 A2) 也可缓慢诱导 gadd 基因的表达 ,但无

mRNA 稳定性的增高。而一旦去除生长抑制

因素 ,其转录水平亦下降。

gadd 基因的诱导调节机制尚未彻底了

解。有实验表明各种 gadd 基因的诱导表达可

能是通过共调节完成。在 CHO 及 3 T3 细胞

中 ,几种 gadd 转录水平的诱导在不同 DNA 损

伤剂及生长抑制处理下都很相似 ,能被协同诱

导 (4) 。DNA 损伤是诱导 gadd 基因表达的重

要信号 ,某些激酶的作用也参与诱导。在 UV

- 修复缺陷突变体中紫外线照射后诱导明显

增加 ;而特定的激酶抑制剂 (如 2 - 氨基嘌呤)

可以阻断 gadd 基因的诱导 (5) ,但 gadd45 基因
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较特殊 ,低剂量离子辐射可诱导其表达 ,这一

般只产生极少 DNA 碱基的损伤 ,不能激活

gadd45 基因启动子 ,而是通过 P53蛋白介导完

成对其的诱导 (6) 。在 gadd45 序列中第三内含

子含强 P53蛋白结合位点 ,X 线引起的链断裂

为激活此 P53依赖的诱导途径中的重要信号。

在毛细血管扩张性共济失调症病人中 ,由于

A TM 基因功能缺失 ,野生型 P (53) 不能发挥作

用 ,X线对 gadd 的诱导作用消失 ,但 MMS 仍

可诱导其表达 (7) 。尽管烷化剂等 DNA 损伤

剂对 gadd45 及 gadd153 的诱导被认为是独立

于由离子辐射触发、通过 P53蛋白介导的诱导

途径 ,但当人细胞内转染了 P53突变基因后烷

化剂对 gadd45 及 gadd153 的诱导作用减弱 ,

MMS 或紫外辐射引起的 G1 期阻滞也显著下

降。在 P53缺失的鼠胚成纤维细胞中 MMS 及

紫外辐射诱导 gadd45 及 gadd153 的能力下

降 ;对含 gadd45 及 gadd153 启动子的报告基

因 ,其激活能力也大大降低。由于这两者启动

子均不能被离子辐射所诱导 ,也不含 P53结合

位点 ,提示 P53在非离子辐射应激反应对 gadd

基因的诱导也具协同作用 (9) 。此外 , P KC 的

途径激活也可参与诱导 gadd45 的表达 : 在

P KC -α过度表达的 MCF - 7 乳房肿瘤细胞 ,

TAP 处理引起调亡发生前 gadd45 诱导表达 ,

且不依赖 P53的作用 (8) 。

gadd 基因编码产物具细胞生长抑制作

用 ,其在体内的过度表达 ,可使细胞内碱基摄

取速度减慢 ,细胞克隆形成能力下降。gadd34

基因 与 鼠 Myd116 基 因 同 源 , gadd45 与

Myd118 基因属于两类基因 ,但有高度相关

性 ,Myd 基因是一类参与髓性分化的初级反

应基因 ,编码产物是酸性蛋白 , Myd116 基因

的部分序列与单纯疱疹病毒蛋白序列同源 ,后

者在感染某些细胞后可参与使细胞蛋白合成

停止 ,继而发生凋亡 (10) 。这提示 gadd 基因表

达可能与凋亡存在一定关系 , 而 godd34

godd45 及 gadd153 也确实在鼠髓细胞终末分

化时可被诱导 (10) 。由于 gadd 可被烷化剂广

泛诱导 ,但烷化剂却并不都诱导凋亡 ,因此 ,

gadd 的诱导与凋亡间的关系尚需更直接的证

据。gadd153 表达产物是 CCAA T/ 增强子结

合蛋白 ( CCAA T/ enhancer binding protein C/

EBP)转录因子家族中 CHOP - 10 的同源物 ,

后者在成纤维细胞向脂肪细胞分化时被诱导 ,

CHOP - 10 含有 C/ EBP 家族所共有的亮氨酸

拉链及基本区 ,所不同的是在 DNA 结合区中

的两个残基被转换成脯氨酸 ,它与 C/ EBP 形

成杂二聚体不能与 C/ EBP 结合位点结合 ,因

此 ,在特定终末分化细胞中能负调节 C/ EBP

样蛋白活性 (11) 。

在 gadd45 的研究中发现它的表达能抑制

细胞进入 S 期 ,与 WAF1 过度表达引起的生

长阻滞水平相似 ,但较 P53过度表达引起的生

长阻滞作用要弱 (12) 。DNA 损伤后诱导的

gadd45 可能与 DNA 损伤修复有关。它可能

与 WAF1 竞争结合 PCNA , WAF1 具有阻断

Gadd45 与 PCNA 结合活性的作用。在 DNA

损伤后 ,PCNA 作为修复相关DNA 聚合酶δ、ε

的辅助因子 ,从 DNA 复制部位移至 DNA 损

伤部位上。Gadd45 与 PCNA 的结合提示它可

能参与 DNA 的修复 ,在体外切除修复中 ,

Gadd45 的去除使修复效率降低三倍 ,而在体

内反义阻断 gadd45 的诱导及基础表达 ,则紫

外辐射后细胞存活率显著下降 (13 ,14) 。对

gadd45 表达产物功能的进一步研究有助于了

解 P53与 gadd45 间的关系及功能。gadd7 基

因是在胞内低丰度表达的小片段基因 ,在仓鼠

中分离得到 ,与其它细胞杂交不能得到同源序

列 ,它缺乏大的开放阅读框 ,只有 3 个小的开

放阅读框 ,分别编码 38 ,37 及 43 个氨基酸 ,与

已知蛋白无同源性 ,体外翻译实验证实它不能

翻译产生蛋白产物 (15) 。它在诱导后如何发挥

生长抑制功能尚不得而知。

2 　其它应激反应基因

在各种遗传毒物对细胞的处理引起的应

激反应中具有即刻早期反应 ,包括对原癌基因

c2fos 及 c2jun 等转录因子的诱导 ,烷化剂也有

此作用。它可诱导 c2jun、c2fos、junB、junD 及

—913—



c2myc 的 mRNA 水平升高 (16) 。c2jun 与 c2fos

的编码产物结合成转录因子 AP - 1 ,由 P KC

途径激活 ,可增强许多启动子的转录 ,包括鼠

胶原、人金属硫因、人免疫缺陷病毒等基因启

动子。较大剂量烷化剂处理可快速诱导 c2fos

与 c2jun 表达增高 ,并可能与随后的细胞凋亡

相关。而小剂量亚细胞毒浓度烷化剂处理人

髓细胞后 ,c2jun 及 c2fos 的 mRNA 水平在 1 -

6 小时达到高峰后 ,48 小时后出现 AP - 1 所

调节基因表达水平的轻微增高。其中包括胶

原酶 mRNA ,波形蛋白及核层蛋白 A 及核层

蛋白 C 的 mRNA ,这些基因的编码产物参与

细胞分化 ,同时细胞表现出诱导分化 (17) 。烷

化剂对 c2fos 表达的诱导与致癌剂可增强病毒

转化作用有关 ,反义 c2fos 能阻断致癌剂增强

的病毒转化 ,而含 c2fos 表达质粒的鼠胚成纤

维细胞可促进此作用 (18) 。烷化剂对 c2fos 与

c2jun 的诱导表达不受蛋白合成抑制剂的抑

制 ,对 CHO 细胞使用 Cyclohexammide (CHM)

预处理可以使 MMS 对 c2fos 的诱导表达作用

增加。烷化剂造成的 DNA 损伤 ,如链断裂不

参与对转录因子的诱导。修复 DNA 烷化损

伤的 O6 - 甲基鸟嘌呤甲基转移酶缺失及正常

表达的细胞系中均有这些基因表达水平的增

加。MNN G诱导 fos、jun mRNA 表达所需的

剂量为诱导基因突变、姐妹染色体重组所需剂

量的 50 倍 (16) ,它们的诱导可能是通过信号传

导途径进行调节的。在“UV”反应中 , P KC 对

c2jun 及 c2fos 的转录激活起到重要作用。在

烷化剂诱导鼠胚 c2fos ,c2jun mRNA 升高的同

时 ,发现烷化剂处理后 3 - 6 小时有 P KC 膜相

关活性的短暂增加 ,至处理后 48 小时 ,则胞浆

及膜 P KC 活性均显著增加 (17) 。c2jun 主要调

节因子是 A TF - 2 和 J UN ,它们以预结合的

杂二聚体形式可作用在 c2jun 基因调节区的两

个 AP - 1 样位点上 ,可被 DNA 损伤及各种细

胞应激激活 ,两者对细胞外反应不同 ,A TF - 2

的反式激活作用强于 J UN ,在烷化剂诱导 c2
jun 的表达增加中 ,主要通过提高 c2J un2N2末
端激酶 (J N K) ,即应激激活蛋白激酶 ( SAP K)

的活性 ,使 A TF - 2 的 N - 末端反式激活功能

域中 69 及 71 位苏氨酸磷酸化并激活来完成。

阻断 J N K21 的蛋白活性 ,伴随有烷化剂诱导

c2jun 的抑制 (19 ,20) 。此外 ,非受体酪氨酸激酶

c2abl 基因产物也可能参与作用 ,烷化剂可激

活 c2Abl ,而 c2Abl 的缺失就阻断烷化剂激活

J N K ,恢复 c2Abl 则可激活 J N K 及重现一系列

后续反应 (21) 。在对 c2jun 诱导机制的研究中

还发现 GSH 也参与烷化剂对 c2jun 的诱导 ,细

胞内 GSH 的去除 ,则阻断烷化剂 MMS 对 c2
jun 的诱导 ;恢复细胞内正常的 GSH 水平 ,则

诱导重又出现 (22) 。

这些转录因子如何在诱导表达后选择调

节不同基因表达及在烷化剂作用后应激反应

中的意义仍值得进一步搞清楚。

烷化剂还可引起其它一些基因的表达增

加。它可诱导编码泛醌 (Ubiquitin) 基因表达 ,

MMS 处理 CHO 细胞及未转化人成纤维细胞

系可引起编码泛醌的基因家族中长度为 1.

7kb(UbB)及 2. 6kb ( UbC) 两个转录子的水平

增高 ,且可为转录抑制剂所阻断 ,它的诱导表

达情况与其它应激反应 (热休克) 的诱导情况

相似 (23) 。泛醌参与介导非溶酶体性蛋白降

解 ,可去除短寿及异常损伤的蛋白 ,作用底物

广泛 ,包括 p53 ,Fos/ J un ,NF KB/ IKB ,Mos 等。

它还作用于烷化的 O6 甲基鸟嘌呤甲基转移

酶 (M GM T) ,在烷化剂处理后 ,伴随 M GM T

活性下降 ,泛醌结合的 M GM T 明显增加 ,当

泛醌与 M GM T 结合量恢复至正常时 ,细胞内

M GM T 蛋白水平降至最低。当在泛醌激活酶

(Ubiquitin2activating enzyme) E1 突变的细胞

系中用烷化剂处理 ,则 M GM T 大部分不能被

降解 (24 ,25) 。泛醌在烷化剂处理后的增多可能

也是一种适应性反应 ,参与应激状态下的蛋白

代谢 ,调节参与信号传导及其它细胞重要功能

蛋白的半寿期。

烷化剂处理还可引起一些细胞因子 mR2
NA 水平的增加 ,包括 IL21α,1β及 IL26 ,主要

是由于 mRNA 半寿期的延长而非转录速度增

加引起。体内实验发现携 MOPC2315 肿瘤的
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小鼠经低剂量烷化剂米尔法兰处理后 ,可诱导

TNFα, IFNγ , IL212 表达增加 ,并参与发挥抗

肿瘤作用 (26 ,28) 。它们在细胞内可发挥广泛的

生物活性及功能。

对热休克蛋白基因的转录激活也是一种

常见的应激反应 ,烷化剂可激活热休克转录因

子21 (heat shock transcription factor21 HSF1) ,

诱导 hsp70 家族基因的表达 ,可能与烷化剂引

起的细胞硫醇2二硫化物 ( thiol2disulfide) 氧化

还原状态的改变有关 (27) 。

综上所述 ,烷化剂除直接造成 DNA 碱基

损伤 ,还可引起哺乳动物中一系列基因表达水

平的变化 ,这些基因的表达产物参与细胞的各

种功能 ,包括损伤修复 ,细胞生长控制 ,信号传

导 ,代谢及细胞自稳态等各方面 ,还有一些基

因可为烷化剂诱导表达 ,但尚不知道其确切功

能。这些基因的表达可能是细胞对于应激的

适应性反应 ,有利与细胞修复损伤并存活 ,也

可能部分参与细胞在烷化剂作用后产生点突

变增加、遗传不稳定的发生和癌变的形成。因

此 ,分离并研究被烷化剂诱导的基因 ,包括其

被诱导表达的机制及其表达的增加在细胞中

的作用 ,有助于我们了解细胞应激状态下基因

表达改变 ,为揭示烷化剂等致癌剂导致肿瘤的

发生提供线索。
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AL 细胞在基因突变研究中的应用
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　　突变是指生物体遗传物质发生了改变。

体细胞突变可能与肿瘤等许多基因性疾病相

关 ,性细胞突变则可影响后代 ,造成显性死亡

或可遗传性改变。许多因素如物理、化学、生

物等均可引起基因突变 ,基因本身也可发生自

发性突变。基因突变包括点突变、大片段的缺

失或插入突变及移码突变。哺乳动物细胞的

诱变研究在近几十年中有飞速的发展。目前 ,

大多数是进行特定位点突变研究 ,即用一定的

选择性培养基选择具有特定位点突变 ,并表现

出一特定表型的细胞株作为研究系统。AL

细胞是一种人地鼠杂交细胞 ,在突变研究中具

有一定的优势。本文拟对 AL 细胞在基因突

变中的应用作一介绍。

1 　AL 细胞的起源及培养

AL 细胞是由 Puck 及其同事于 1971 年首

先建立的。他们用仙台病毒将中国地鼠卵巢

突变株 (gl - 1A)细胞和人的皮肤活检成纤维细

胞融合 ,建立了 AL 细胞系 ( human2hamster

hybrid cell line) ,该细胞含有一套完整的地鼠

染色体及人的一条 11 号染色体。在人的 11

号染色体上有多个基因位点 ,如 Ras 基因

(11p15. 5) 、Wilm’s 肿瘤基因 (11p13) 、甲状旁
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