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ＤＮＡＰＫｃｓ在ＤＮＡ双链断裂应答过程中对Ｈ２ＡＸ磷酸化起主导作用
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　　［摘要］　目的　研究在ＤＮＡ双链断裂（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ，ＤＳＢ）情况下，ＤＮＡＰＫｃｓ和ＡＴＭ在磷
酸化Ｈ２ＡＸ中所发挥的作用。方法　在 ＨｅＬａ细胞中，以高效的 ＤＮＡ双链断裂诱导剂新制癌菌素
（ｎｅｏｃａｒｚｉｎｏｓｔａｔｉｎ，Ｎｃｓ）诱导ＤＳＢ形成，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析Ｈ２ＡＸ磷酸化的时间，剂量依赖及其去磷酸化
的动态变化。ＤＮＡＰＫｃｓ抑制剂ＮＵ７０２６及ＡＴＭ抑制剂Ｋｕ５５９３３分别作用细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其对
Ｈ２ＡＸ磷酸化的影响。以αｓａｔｅｌｌｉｔｅ序列为对象，γＨ２ＡＸＣＨＩＰ检测ＤＮＡＰＫｃｓ或ＡＴＭ抑制前后Ｈ２ＡＸ
磷酸化情况，得出定量数据。结果　 γＨ２ＡＸ生成呈 Ｎｃｓ作用时间及剂量依赖过程。Ｎｃｓ短时间作用
后，γＨ２ＡＸ能够去磷酸化恢复。抑制ＤＮＡＰＫｃｓ明显影响γＨ２ＡＸ生成，而抑制ＡＴＭ使得γＨ２ＡＸ生
成高峰延迟。ＣＨＩＰ显示抑制ＤＮＡＰＫｃｓ后其ＤＮＡ富集倍数仅为抑制前的２７％，而抑制ＡＴＭ后其富集倍
数为抑制前的６３％。结论　 ＤＮＡＰＫｃｓ可能在ＤＮＡ双链断裂应答过程中对Ｈ２ＡＸ磷酸化起主导作用。
　　［关键词］　 ＤＮＡ双链断裂；Ｈ２ＡＸ磷酸化；ＤＮＡＰＫｃｓ
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　　ＤＮＡ双链断裂（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ，ＤＳＢ）是诸多
ＤＮＡ损伤类型中对基因组的完整、稳定性影响最大的
一种损伤形式，众多内源性及外源性因素，如：活性氧

自由基、Ｖ（Ｄ）Ｊ重组、离子射线及某些 ＤＮＡ损伤试剂
均能诱导其产生；其修复过程的关键早期应答是组蛋

白Ｈ２ＡＸ的磷酸化（γＨ２ＡＸ），该蛋白由 Ｈ２ＡＸ基因
编码，其Ｃ端Ｓｅｒ１３９位点是ＰＩＫＫｓ家族的磷酸化识别
位点，能够被所有的３个 ＰＩＫＫｓ家族成员（包括 ＤＮＡ
ＰＫ、ＡＴＭ和 ＡＴＲ）磷酸化［１］，并在 ＤＳＢ位点附近延伸
０５～２Ｍｂｐ范围。γＨ２ＡＸ在ＤＳＢ损伤信号传导过程
中扮演极其重要的角色，包括募集下游因子启动 ＤＮＡ
修复、细胞周期检查点以及诱导凋亡等后续反应［１－２］。

　　ＤＮＡＰＫｃｓ（ＤＮＡ依赖的蛋白激酶催化亚单位）是
ＤＳＢ修复途径 ＮＨＥＪ（非同源末端连接）的关键因子，
与Ｋｕ７０／８０二聚体一起，构成 ＤＮＡ依赖的蛋白激酶，
募集其他修复相关蛋白到损伤位点。与同属ＰＩＫＫｓ家
族的ＡＴＭ和ＡＴＲ不同，它在ＤＮＡ损伤信号传导途径
中几乎不发挥作用，因此在ＤＮＡＰＫｃｓ缺陷细胞中，细
胞周期检查点阻滞表现正常［３］。ＡＴＭ由ＤＳＢ激活，是
ＤＳＢ应答反应信号传导的重要组成，其磷酸化底物广
泛，包括 Ｃｈｋ１／２、Ｒａｄ１７、ＢＲＣＡ１、ＢＬＭ、５３ＢＰ１、ＭＤＣ１
等。ＡＴＲ的功能及作用底物与 ＡＴＭ相似，在应对复
制刺激，单链断裂和ＵＶ损伤时，Ｈ２ＡＸ主要由ＡＴＲ进
行磷酸化［４］；Ｈ２ＡＸ的磷酸化作用机制存在争议，长
期以来，ＡＴＭ被认为在磷酸化 Ｈ２ＡＸ中占主导作用，
或认为 Ｈ２ＡＸ由 ＤＮＡＰＫ和 ＡＴＭ共同作用进行磷酸
化［３］。近年报道发现ＤＮＡＰＫｃｓ在磷酸化Ｈ２ＡＸ中发
挥越来越重要的作用［５］，本研究通过 Ｎｃｓ诱导 ＤＳＢ，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 γＨ２ＡＸ生成的时间和剂量依赖过
程，及其去磷酸化的恢复过程，检测 ＰＩＫＫ抑制剂对其
生成的影响，并首次通过染色质免疫共沉淀（ＣＨＩＰ）检
测，在ＰＩＫＫ抑制剂作用前后 Ｈ２ＡＸ在中心粒 ＤＮＡ重
复序列αｓａｔｅｌｌｉｔｅ的磷酸化情况的变化，得出量化数
据，为阐明Ｈ２ＡＸ磷酸化关键酶提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
　　 ＡｎｔｉＨ２ＡＸ、ａｎｔｉｐＳ２０５６兔抗人多克隆抗体
（Ａｂｃａｍ公司），ａｎｔｉαｔｕｂｕｌｉｎ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ａｎｔｉ
ｐＴ２６０９（ｂｉｏＬｅｇｅｎｄ公司），山羊抗小鼠和抗兔辣根过氧
化物酶标记二抗（ＪａｃｋｓｏｎＬａｂ公司），ＤＳＢ诱导剂
ｎｅｏｃａｚｉｎｏｓｔａｒｔｉｎ（Ｎｃｓ，Ｓｉｇｍａ公司）。ＡＴＭ 抑制剂
Ｋｕ５５９３３和ＤＮＡＰＫｃｓ抑制剂Ｎｕ７０２６（Ｓｅｌｌｅｃｋ公司）。
ＣＨＩＰ试剂盒、ＳｓｏＦａｓｔＥｖａｇｒｅｅｎｓｕｐｅｒｍｉｘ（ＢｉｏＲａｄ公
司），αｓａｔｅｌｌｉｔｅ引物由 Ｓｉｇｍａ合成：上游 ５′ＴＣＡＴＴＣ
ＣＣＡＣＡＡＡＣＴＧＣＧＴＴＧ３′，下游：５′ＴＣＣＡＡＣＧＡＡＧＧＣ
ＣＡＣＡＡＧＡ３′，片段大小：１３６ｂｐ。其他常用试剂及人

宫颈腺癌ＨｅＬａ细胞株由本实验室提供。
１．２　方法
１．２．１　ＤＳＢ诱导时间剂量依赖及细胞恢复测试　　
培养ＨｅＬａ细胞于 ＤＭＥＭ培养液，添加１０％胎牛血清
及１２５Ｕ青霉素和 １２５μｇ／ｍＬ链霉素，３７℃、５％
ＣＯ２条件下培养。以 ０、０．０５、０．１、０．５、１μｍｏｌ／Ｌ
ｎｅｏｃａｒｚｉｎｏｓｔａｔｉｎ（Ｎｃｓ）作用１ｈ或以０．５μｍｏｌ／ＬＮｃｓ作
用细胞 ０、５、１５、３０ｍｉｎ或 １ｈ。细胞恢复测试：取
０．５μｍｏｌ／ＬＮｃｓ，处理细胞３０ｍｉｎ或１ｈ后，立即更换
培养液，再继续培养０、１、２、４ｈ，并设置未处理对照。
冰上收集细胞，行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１．２．２　ＤＮＡＰＫｃｓ及 ＡＴＭ抑制实验　　０、２０、４０、
８０μｍｏｌ／ＬＤＮＡＰＫｃｓ抑制剂 ＮＵ７０２６或 ＡＴＭ抑制剂
Ｋｕ５５９３３预处理细胞２ｈ，后以０．５μｍｏｌ／ＬＮｃｓ作用细
胞３０ｍｉｎ，换液，细胞恢复０、１、２ｈ，并设置未处理对
照。冰上收集细胞，行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１．２．３　染色质免疫共沉淀（ＣＨＩＰ）　　使用 ＢｉｏＲａｄ
ＣＨＩＰ试剂盒。细胞处理后，以１％甲醛作用１０ｍｉｎ交
联。０．１２５ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸作用５ｍｉｎ以中和。冷 ＰＢＳ
洗２次，将细胞刮下，离心收集，置于冰上。顺序提取
细胞质及细胞核，将细胞核提取液在冰上进行以超声

处理，使染色质切断至１００～６００ｂｐ，１１０００×ｇ离心
５ｍｉｎ，收集上清液。将该染色质溶液以 ＣＨＩＰ稀释液
稀释１０倍，后以琼脂糖珠作预清除（ＢｉｏＲａｄ，ＣＨＩＰ
ｇｒａｄｅａｇａｒｏｓｅｂｅａｄｓ），２ｍＬ染色质稀释溶液 ＋４０μＬ
琼脂糖珠，４℃条件下，旋转孵育２ｈ。３０００×ｇ离心
５ｍｉｎ，收集上清液。取５０μｇ染色质／ＣＨＩＰ，加入 γ
Ｈ２ＡＸ单抗，兔ＩｇＧ用作阴性对照。ＣＨＩＰ反应在４℃
下摇摆孵育过夜。琼脂糖珠偶联反应，清洗，洗脱，

逆转交联及纯化ＤＮＡ参照试剂盒推荐步骤。
１．２．４　ＣＨＩＰＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及数据分析　　测定免疫
沉淀的ＤＮＡ，选用ＳｓｏＦａｓｔＥｖａＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ（ＢｉｏＲａｄ
公司），其 中 包 含 Ｓｓｏ７ｄｆｕｓｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ｄＮＴＰ，
ＥｖａＧｒｅｅｎ染料等。免疫沉淀的待测 ＤＮＡ上样量为
２μＬ，每样本２次重复。靶序列引物αｓａｔｅｌｌｉｔｅ见１．１。
反应条件：预变性９８℃ ３ｍｉｎ，变性９８℃ １０ｓ，退火延
伸５８℃３０ｓ，３６个循环。所得样本数据以本组ｉｎｐｕｔ为
参照进行标准化得出富集量，所有富集量均以本组ＩｇＧ
阴性对照相比得出相对富集倍数。实验均重复３次。
１．３　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件，数据用 珋ｘ±ｓ表示，进
行成组ｔ检验。

２　结果

２．１　Ｈ２ＡＸ磷酸化对 ＤＳＢ诱导剂的剂量时间依赖和
恢复过程

　　随着 Ｎｃｓ作用浓度的增加，γＨ２ＡＸ的生成逐渐
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增多（图１）。随后，对 Ｎｃｓ作用不同时间后的细胞总
蛋白提取物的检测发现，随着Ｎｃｓ作用时间的增加，γ
Ｈ２ＡＸ的生成逐渐增多（图２）。以０．５μｍｏｌ／ＬＮｃｓ作
用 ３０ｍｉｎ或 １ｈ后进行恢复过程的检测，发现
０．５μｍｏｌ／ＬＮｃｓ作用 ３０ｍｉｎ的细胞恢复 １ｈ后，γ
Ｈ２ＡＸ的生成达到最高水平，随后逐渐下降。然而在
作用１ｈ的情况下，γＨ２ＡＸ在达峰后不能去磷酸化恢
复（图３）。

! " # $ %

!"&"'(!!$!!)

#

"!

#"*+,+-./!%%!!)

#

"!

１～５：Ｎｃｓ处理剂量分别为０、０．０５、０．１、０．５、１μｍｏｌ／Ｌ
图１　γＨ２ＡＸ对Ｎｃｓ的剂量依赖过程
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１～５：Ｎｃｓ处理时间分别为０、５、１５、３０、６０ｍｉｎ
图２　γＨ２ＡＸ对Ｎｃｓ的时间依赖过程
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Ａ：０．５μｍｏｌ／ＬＮｃｓ处理３０ｍｉｎ后恢复；Ｂ：０．５μｍｏｌ／ＬＮｃｓ
处理１ｈ后恢复　１：未处理对照；２～５：０、１、２、４ｈ

图３　γＨ２ＡＸ脱磷酸化恢复过程

２．２　ＤＮＡＰｋｃｓ及ＡＴＭ抑制剂对Ｈ２ＡＸ磷酸化的影响
　　随着ＮＵ７０２６或 Ｋｕ５５９３３浓度的上升（０、２０、４０、
８０μｍｏｌ／Ｌ），ＤＮＡＰＫｃｓ磷酸化位点Ｓ２０５６和Ｔ２６０９的
可检测信号逐渐降低。但ＮＵ７０２６并不影响 Ｔ２６０９的
磷酸化，Ｋｕ５５９３３也不影响 Ｓ２０５６的磷酸化（图 ４）。
在ＮＵ７０２６或Ｋｕ５５９３３处理后，γＨ２ＡＸ的生成均明显
下降，在 ＮＵ７０２６作用组呈持续下降趋势，而在
Ｋｕ５５９３３处理组，γＨ２ＡＸ的生成高峰延迟到细胞恢
复２ｈ后（图５）。
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Ａ：不同浓度 ＮＵ７０２６预处理２ｈ；Ｂ：不同浓度 Ｋｕ５５９３３预
处理２ｈ　１～４分别为０、２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ
图４ＮＵ７０２６及Ｋｕ５５９３３对ＤＮＡＰｋｃｓ磷酸化的抑制
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Ａ：０．５μｍｏｌ／ＬＮｃｓ＋８０μｍｏｌ／ＬＮＵ７０２６；Ｂ：０．５μｍｏｌ／Ｌ
Ｎｃｓ＋８０μｍｏｌ／ＬＫｕ５５９３３　１：未处理对照；２：Ｎｃｓ处理后
１ｈ；３：抑制剂＋Ｎｃｓ处理后１ｈ；４：Ｎｃｓ处理后２ｈ；５：抑制
剂＋Ｎｃｓ处理后２ｈ
图５　ＮＵ７０２６及Ｋｕ５５９３３对Ｈ２ＡＸ磷酸化的影响

２．３　γＨ２ＡＸ染色质免疫共沉淀
　　在无损伤情况下，γＨ２ＡＸ相对富集量为１．１２倍。
而在 Ｎｃｓ作用后，γＨ２ＡＸ相对富集量为 ４．７６倍，
ＮＵ７０２６处理组为１．３１倍，仅为ＮＵ７０２６未处理组富集量
的２７％（Ｐ＜０．０５）。在另一组独立实验中，Ｎｃｓ作用后，
γＨ２ＡＸ相对富集量是 ４．５倍，ＫＵ５５９３３处理组为
２８２倍，为ＫＵ５５９３３未处理组富集量的６３％（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　ＤＳＢ是对基因组完整性影响最大的一种 ＤＮＡ损
伤形式，或导致细胞死亡，或导致基因变异，癌症发生。

为了应对ＤＳＢ，细胞内数以百计的ＤＮＡ损伤反应蛋白
被有组织、有顺序的募集到损伤部位，参与信号传导，

启动修复途径，或启动细胞周期阻滞乃至诱导细胞凋

亡。在所有损伤应答的早期事件中，组蛋白 Ｈ２ＡＸ的
Ｓｅｒ１３９位点迅速磷酸化（γＨ２ＡＸ）是信号传导的关键
环节，Ｈ２ＡＸ缺陷小鼠细胞表现出强烈的基因组不稳
定并且ＤＮＡ修复蛋白募集障碍［６］。尽管对于 Ｈ２ＡＸ
的磷酸化机制已经有了大量研究，但近年来，Ｈ２ＡＸ的
磷酸化是由ＡＴＭ单独完成或由 ＡＴＭ和 ＤＮＡＰＫｃｓ共
同完成却成为一个有争议的观点。有报道称 ＤＮＡ
ＰＫｃｓ在Ｈ２ＡＸ磷酸化过程中占主导地位［５］；在脾细胞

中，γＨ２ＡＸ的生成主要受 ＤＮＡＰＫ的调控［７］。我们

的研究采用γＨ２ＡＸ染色质免疫共沉淀的方法，为这
一有争议的观点补充定量数据。

　　ｎｅｏｃａｒｚｉｎｏｓｔａｔｉｎ是由载体蛋白及发色基团构成的
高效的蛋白质抗生素家族 ＤＳＢ诱导剂，在 ｎｍｏｌ级别
便发挥活性，１００ｎｇ／ｍＬ（约１０ｎｍｏｌ／Ｌ）浓度作用下
便可观察到ＤＮＡ修复蛋白染色质聚集的荧光信号［８］。

并且在孵育数分钟内便可诱导 ＤＳＢ生成［９］。这与本

文中Ｎｃｓ处理后５ｍｉｎ内诱导 γＨ２ＡＸ生成相符。为
进一步观察Ｎｃｓ的作用是否具有浓度及时间依赖性，
我们进行了浓度梯度（０、０．０５、０．１、０．５、１μｍｏｌ／Ｌ）及
时间过程实验（０、５、１５、３０ｍｉｎ及１ｈ），结果显示 Ｎｃｓ
作用细胞，诱导Ｈ２ＡＸ磷酸化呈现出浓度及时间依赖，
提示要得到更多的 γＨ２ＡＸ，需要采用较长的作用时
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间和较大的作用浓度。Ｎｃｓ作用后１ｈ内 γＨ２ＡＸ达
到峰值，这可能因其在损伤染色质周围延伸所致［１０］；

随后缓慢去磷酸化，４ｈ后明显降低，但这取决于损
伤的程度，即与 Ｎｃｓ的作用时间及作用浓度有关。
在本研究中，大于１ｈ的作用时间后，γＨ２ＡＸ不能
去磷酸化，这可能是因为过度的损伤超出细胞的修

复能力，乃至细胞凋亡所致。因此，本研究最终选择

０．５μｍｏｌ／Ｌ的Ｎｃｓ作用３０ｍｉｎ，细胞恢复１ｈ的状态
来完成研究。

　　在ＨｅＬａ细胞中，干扰ＤＮＡＰＫｃｓ表达会同时引起
ＡＴＭ的下调［１１］。因此我们仅仅采用 ＤＮＡＰＫｃｓ抑制
剂而非其表达干扰的方式来进行研究。当 ＤＳＢ发生
后，ＤＮＡＰＫｃｓ在其 Ｓ２０５６位点发生自磷酸化，而其
Ｔ２６０９位点被ＡＴＭ磷酸化。采用ＤＮＡＰＫｃｓ特异性抑
制剂ＮＵ７０２６，通过 ０～８０μｍｏｌ／Ｌ的浓度梯度作用，
ＤＮＡＰＫｃｓ自磷酸化位点 Ｓ２０５６的磷酸化形式逐渐下
降，然而 Ｔ２６０９位点的磷酸化却不受影响。相应地，
ＡＴＭ的特异性抑制剂 Ｋｕ５５９３３处理后，Ｔ２６０９位点的
磷酸化形式逐渐下降，而 Ｓ２０５６的磷酸化不受影响。
因此，选用８０μｍｏｌ／Ｌ的作用浓度，可以有效的、特异
的抑制ＤＮＡＰＫｃｓ或 ＡＴＭ。我们通过免疫印迹发现，
ＮＵ７０２６明显抑制 Ｎｃｓ诱导的 γＨ２ＡＸ生成。虽然
ＫＵ５５９３３也抑制 γＨ２ＡＸ生成，但 １ｈ以后 γＨ２ＡＸ
生成恢复，呈高峰延后的状况。这与有报道在ＡＴＭ缺
陷ＭＥＦ细胞，２ＧａｙＸ射线诱导的 γＨ２ＡＸ高峰出现
延迟相似［３］，可能因为 ＡＴＭ在 ＤＳＢ早期应答作用更
为重要有关。至此，我们仍难以得出 ＤＮＡＰＫｃｓ或
ＡＴＭ对磷酸化Ｈ２ＡＸ中谁起主导作用。因此，我们选
用γＨ２ＡＸ染色质免疫共沉淀（ＣＨＩＰ）对 Ｈ２ＡＸ在
ＤＳＢ的磷酸化状况进行分析。不同于限制性内切酶的
作用，Ｎｃｓ等化学诱导剂及射线所产生的 ＤＳＢ是随机
的，因此在进行定位性研究时，我们必须选用 ＤＮＡ重
复序列以增加探测到 ＤＳＢ的概率。αｓａｔｅｌｌｉｔｅ是
１７１ｂｐ的中心粒序列，每个染色体包含多种αｓａｔｅｌｌｉｔｅ
序列，不断重复并可延伸至５Ｍｂｐ长度，因此我们以
此为靶目标来进行 γＨ２ＡＸＣＨＩＰ研究。在未处理对
照组，γＨ２ＡＸ富集量很低，与非特异性阴性对照 ＩｇＧ
相当，即相对富集量接近于１。Ｎｃｓ作用后，γＨ２ＡＸ
相对富集量为 ４．７６倍，同时施加 ＮＵ７０２６处理后，
γＨ２ＡＸ相对富集量仅为１．３１倍，为 ＮＵ７０２６未处理
组富集量的 ２７％（Ｐ＜０．０５），因此抑制 ＤＮＡＰＫｃｓ
后，γＨ２ＡＸ生成受抑７３％，说明ＤＮＡＰＫｃｓ在磷酸化
Ｈ２ＡＸ过程中发挥主导作用。为进一步证明我们的结
论，我们进行了ＡＴＭ抑制实验，Ｎｃｓ作用后，γＨ２ＡＸ相
对富集量为４．５倍，接近于之前的４．７６倍。ＫＵ５５９３３
处理组为２．８２倍，为ＫＵ５５９３３未处理组的６３％（Ｐ＜

０．０５），因此抑制 ＡＴＭ后，γＨ２ＡＸ生成受抑仅３７％，
远远低于抑制ＤＮＡＰＫｃｓ所带来的影响。
　　综上所述，本研究结果提示在 ＤＳＢ应答过程中，
ＤＮＡＰＫｃｓ对Ｈ２ＡＸ磷酸化起主导作用。进一步显示
出ＤＮＡＰＫｃｓ在ＤＳＢ修复过程中的核心地位，为更详
尽揭示ＤＳＢ修复机制提供依据。
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