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ＤＶＣ１在氮芥致人支气管上皮细胞ＤＮＡ蛋白交联损伤修复中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨蛋白水解酶ＤＶＣ１在氮芥诱导人支气管上皮细胞 ＤＮＡ蛋白交联损伤修复中
的作用。方法　利用ｓｉＲＮＡ干预ＤＶＣ１表达，５０μｍｏｌ／Ｌ氮芥染毒细胞后，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＤＮＡ
损伤修复蛋白的表达；荧光酶标仪测定１～２４ｈＤＮＡ蛋白交联总量；Ｓｌｏｔｂｌｏｔ检测 ＤＮＡ与 Ｏ６甲基鸟嘌
呤ＤＮＡ甲基转移酶（Ｏ６ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｉｎｅＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＭＧＭＴ）的共价交联；免疫沉淀检测ＭＧＭＴ
泛素化水平。构建 ＧＳＴＤＶＣ１融合蛋白，ＧＳＴ下拉实验检测 ＤＶＣ１与 ＭＧＭＴ、泛素的结合。结果　
ｓｉＤＶＣ１干预后，ＤＮＡ蛋白交联总量升高。氮芥降低交联蛋白 ＭＧＭＴ原型的水平，但增强其泛素化水
平；ＤＶＣ１可结合泛素，ｓｉＤＶＣ１可进一步增强ＭＧＭＴ的泛素化及 ＤＮＡＭＧＭＴ的交联量，与泛素结合酶
抑制剂ＮＳＣ６９７９２３和蛋白酶体抑制剂ＭＧ１３２引起的交联结果类似。ｓｉＤＶＣ１引起 ＤＮＡ损伤修复蛋白
Ｒａｄ５１表达降低、Ｋｕ７０表达升高。结论　ＤＮＡ蛋白交联的清除依赖于交联蛋白的泛素化；ＤＶＣ１通过与
泛素相互作用，促进氮芥诱导的ＤＮＡ蛋白交联的清除，并维持ＤＮＡ以同源重组方式修复损伤的能力。
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　　氮芥（ｎｉｔｒｏｇｅｎｍｕｓｔａｒｄ，ＮＭ）属于军用糜烂性毒
剂［１－２］，其渗透性强，靶器官众多，可迅速造成皮肤、呼

吸道、眼等的急性损伤［３］。有研究显示，与ＮＭ结构类
似的糜烂性毒剂硫芥造成呼吸系统损伤的远后效应在

所有损伤中排首位，提示应重视糜烂性毒剂对呼吸系

统的影响［４－５］。ＮＭ引起机体损伤的机制复杂，其中备
受关注的机制之一是：ＮＭ分子中含有 ２个活跃的亲
电氯乙基，可作为２个烷化位点，与细胞中含有亲核基
团的大分子（如 ＤＮＡ、蛋白质等）进行烷化反应［６］。

ＤＮＡ是ＮＭ最为敏感的靶分子；正是由于对 ＤＮＡ的
烷化损伤，使 ＮＭ及其衍生物也作为一类化疗药物在
临床上广泛应用［７］。然而，ＮＭ对正常细胞的 ＤＮＡ损
伤依然值得关注，这关系到研发特效抗毒药物以及减

轻临床应用的副作用。目前，关于ＮＭ引起的ＤＮＡ损
伤、修复作用及其机制尚未完全阐明。

　　研究表明，ＮＭ除了可以引起 ＤＮＡ的链内和链间
交联，还可引起ＤＮＡ蛋白交联（ＤＮＡｐｒｏｔｅｉｎｃｒｏｓｓｌｉｎｋ，
ＤＰＣ），即ＮＭ通过其 ２个氯乙基分别烷化 ＤＮＡ和蛋
白质，并在二者之间形成稳定的共价交联［８］。例如，

本实验室前期发现 Ｏ６甲基鸟嘌呤ＤＮＡ甲基转移酶
（Ｏ６ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｉｎｅＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＭＧＭＴ）可在
ＮＭ 的 作 用 下 与 ＤＮＡ 形 成 ＤＰＣ（ＭＧＭＴＤＰＣ，
ｍＤＰＣ）［９］，该蛋白可作为研究ＮＭ致ＤＰＣ损伤的靶蛋
白。因此，修复 ＤＰＣ是对抗 ＮＭ损伤的重要方式之
一。ＤＶＣ１是近来发现的蛋白水解酶，可能参与 ＤＰＣ
的蛋白水解修复［１０－１１］。本实验室前期研究发现ＤＶＣ１
参与了ＮＭ的损伤修复［９］，然而，其具体作用尚未深入

阐明。本研究通过体外实验，利用人支气管上皮细胞

１６ＨＢＥ建立ＮＭ染毒模型，结合ＤＶＣ１ｓｉＲＮＡ干扰，以
ＭＧＭＴ为 ＤＰＣ的代表性靶蛋白，初步探讨 ＤＶＣ１在
ＮＭ致ＤＰＣ损伤修复中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验试剂
　　人支气管上皮细胞 １６ＨＢＥ为本室保存。胎牛血
清（无支原体）和 ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司；ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体转染试剂盒购自美国
Ｓｉｇｍａ公司；ＤＶＣ１过表达质粒购自中国义翘神州公
司、ｓｉＤＶＣ１购自中国吉玛公司。小鼠抗人 ＭＧＭＴ、Ｕｂ

抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；兔抗人 ＤＶＣ１抗体购
自美国 Ａｂｃａｍ公司；兔抗人 ｐＨ２ＡＸ、ＥＲＣＣ１、Ｒａｄ５１、
Ｋｕ７０、βａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ、Ｈ３抗体购自美国 ＣＳＴ公司。
细胞总蛋白、细胞核浆蛋白提取试剂盒购自中国碧云

天公司。ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自美国 Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。ＤＮＡｉｓｏ购自日本 ＴａＫａＲａ公司。
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料购自中国瑞楚生物。ＮＭ盐酸
盐、ＦＩＴＣ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。ＮＳＣ６９７９２３购自美国
Ｓｅｌｌｅｃｋ公司。
１．２　细胞处理
　　１６ＨＢＥ细胞用含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养
基传代培养。细胞长至融合度为７０％～８０％时进行实
验。ＮＭ盐酸盐用ＰＢＳ溶解后即进行细胞染毒１ｈ，维
持染毒终浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ。根据不同实验进行分组
及处理，（１）总ＤＰＣ（ｔｏｔａｌＤＰＣ，ｔＤＰＣ）随时间变化趋势
检测：对照组为正常培养的细胞；１ｈ组：５０μｍｏｌ／Ｌ
ＮＭ染毒１ｈ后结束培养；６ｈ组：染毒后更换正常培养
基并持续至６ｈ；２４ｈ组：染毒后更换正常培养基并持
续至２４ｈ；ｓｉＤＶＣ１组：用 ｓｉＤＶＣ１进行细胞转染 ２ｄ
（ｓｉＤＶＣ１序列为：５′ＧＣＡＣＵＧＵＵＵＧＵＵＣＡＧＵＵＵＡＡＣ
３′）；ｓｉＤＶＣ１＋ＮＭ组：ｓｉＤＶＣ１进行细胞转染２ｄ后进
行 ＮＭ 染毒，根据实验需要培养至相应时间；
ＮＳＣ６９７９２３＋ＮＭ组：１μｍｏｌ／ＬＮＳＣ６９７９２３预处理 １ｈ
后进行 ＮＭ染毒，根据实验需要培养至相应时间。
（２）ＭＧＭＴ、ｍＤＰＣ变化及影响因素、ＤＮＡ损伤修复通
路检测：对照组、ＮＭ组、ｓｉＤＶＣ１组、ｓｉＤＶＣ１＋ＮＭ组
同前述；ｓｉＮＣ组：转染随机对照 ｓｉＲＮＡ２ｄ（ｓｉＮＣ寡
核苷 酸 序 列 为：５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ
３′）；ｓｉＮＣ＋ＮＭ组：转染随机对照 ｓｉＲＮＡ２ｄ后进行
ＮＭ染毒；ｐｃＤＮＡ组：转染随机对照ｐｃＤＮＡ２ｄ；ｐｃＤＮＡ＋
ＮＭ组：转染随机对照 ｐｃＤＮＡ２ｄ后进行 ＮＭ染毒；
ＤＶＣ１组：转染ＤＶＣ１过表达质粒 ２ｄ；ＤＶＣ１＋ＮＭ组：
转染ＤＶＣ１过表达质粒 ２ｄ后进行 ＮＭ染毒；ＭＧ１３２
组：１０μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２处理细胞 ２ｈ；ＭＧ１３２＋ＮＭ组：
１０μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２处理细胞２ｈ后进行ＮＭ染毒。
１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达
　　细胞培养结束后，加入细胞裂解液收集细胞总蛋
白，或利用细胞质／核蛋白提取试剂盒分别收集胞质／
胞核蛋白。测定蛋白浓度后，取４０μｇ蛋白样品加入
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上样缓冲液后煮沸变性上样。用质量分数为 １０％的
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，将蛋白应用湿性转膜法转印至
ＰＶＤＦ膜上，用含 １％ ＢＳＡ封闭液封闭 ２ｈ后，用
ＭＧＭＴ、ＤＶＣ１、ｐＨ２ＡＸ、ＥＲＣＣ１、Ｒａｄ５１、Ｋｕ７０、βａｃｔｉｎ、
ＧＡＰＤＨ、Ｈ３抗体４℃过夜孵育。洗膜后加入二抗稀
释液室温孵育１ｈ。再次洗膜后加入 ＥＣＬ发光液，用
ＶＩＬＢＥＲＦＵＳＩＯＮＦＸ７成像系统曝光。
１．４　总ＤＰＣ（ｔＤＰＣ）含量测定
　　细胞裂解及ＤＰＣ提取参照 ＫＩＩＡＮＩＴＳＡ等［１２］报道

的方法并加以改进。ＤＮＡｉｓｏ裂解细胞后，用无水乙醇
将ＤＮＡ沉淀并清洗ＤＮＡ。ＴＥ缓冲液溶解ＤＮＡ后，利
用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ标记ＤＮＡ并通过测定荧光值对ＤＮＡ进
行定量。取含１０μｇＤＮＡ的样品，加入１μＬＦＩＴＣ母液
避光孵育１ｈ以结合交联蛋白，利用无水乙醇将 ＤＮＡ
沉淀并清洗。ＴＥ缓冲液重新溶解ＤＮＡ后，利用酶标仪
在４９５ｎｍ激发光波长处测量各样本ＦＩＴＣ的荧光值。
１．５　Ｓｌｏｔｂｌｏｔ检测
　　取 ３０μｇ前述利用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ定量的 ＤＮＡ样
品，用 ＴＢＳ补充体积至 ２００～５００μＬ并过滤。向 Ｓｌｏｔ
ｂｌｏｔ装置各上样孔中加入样品，利用真空泵将样品吸
附至装置中的 ＮＣ膜上。用 １％ ＢＳＡ封闭液封闭 ＮＣ
膜１ｈ，ＭＧＭＴ一抗４℃孵育过夜。洗膜后加入二抗稀
释液室温孵育１ｈ。再次洗膜后加入 ＥＣＬ发光液，用
ＶＩＬＢＥＲＦＵＳＩＯＮＦＸ７成像系统曝光。
１．６　免疫沉淀实验
　　在吸附柱中加入树脂并用 ＰＢＳ清洗 １次。加入
１ｍｇ蛋白样品，４℃混匀孵育１ｈ。离心收集蛋白滤过
液。向蛋白滤过液中加入１０μｇＵｂ一抗，用 ＩＰ裂解／
清洗缓冲液补充混合液体积至 ３００μＬ，４℃下孵育过
夜。将样品加入新的含蛋白 Ａ／Ｇ琼脂糖的吸附柱，
４℃下缓慢旋转混匀孵育 １ｈ，离心去除缓冲液。用

ＩＰ裂解／清洗缓冲液清洗复合物后，向吸附柱中加入
２×ＳＤＳ上样缓冲液煮沸变性，离心收集滤过蛋白。采
用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测方法，经ＭＧＭＴ一抗孵育、洗膜、二
抗孵育，ＥＣＬ化学发光检测泛素化的ＭＧＭＴ蛋白表达。
１．７　ＧＳＴ下拉实验
　　将 ＤＶＣ１ｃＤＮＡ序列构建到 ｐｅｔＧＳＴ载体上并测
序验证。将质粒转入大肠杆菌系统，经细菌培养小量

表达 ＧＳＴＤＶＣ１蛋白，超声法提取细菌总蛋白。经
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定 ＧＳＴＤＶＣ１融合蛋白的表达后，
将总蛋白加入５０～７０μＬＧＳＴＢｅａｄｓ，４℃摇床上反应
３０～６０ｍｉｎ，离心弃上清，重复上述步骤以使凝胶珠上
结合更多ＧＳＴＤＶＣ１融合蛋白。用 ２００μＬＰＢＳ洗涤
ＧＳＴＢｅａｄｓ，离心弃上清。用 ５００μＬＮＥＴＮ缓冲液悬
浮ＧＳＴＢｅａｄｓ，加入 ２０μＬ１６ＨＢＥ细胞裂解提取的总
蛋白，４℃摇床上反应 ４～８ｈ，经离心、洗涤，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＭＧＭＴ和Ｕｂ表达。
１．８　统计学分析
　　各组样本均独立重复 ３次。计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件对数据进行单因素方差
分析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＤＶＣ１对ｔＤＰＣ含量的影响
　　用 ｓｉＤＶＣ１构建 ＤＶＣ１表达缺陷细胞模型，结果
显示ＤＶＣ１蛋白的表达被显著抑制（图１Ａ）。为观察
ＤＶＣ１在清除ＤＰＣ过程中是否发挥泛素酶作用，以 Ｅ２
泛素结合酶抑制剂ＮＳＣ６９７９２３作为对照，发现ｓｉＤＶＣ１＋
ＮＭ组１、６、２４ｈ的 ｔＤＰＣ变化趋势与 ＮＳＣ６９７９２３＋ＮＭ
组类似，２４ｈ与１、６ｈ相比有更多ｔＤＰＣ累积（图１Ｂ），
提示ＤＶＣ１在泛素被激活之后发挥作用，可能与Ｅ２泛
素结合酶类似或晚于Ｅ２酶作用。
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Ａ：ｓｉＤＶＣ１的干扰效果；Ｂ：细胞在染毒后 １、６、２４ｈｔＤＰＣ含量相对染毒前增长的百分比　ＮＭ：仅 ＮＭ染毒；
ｓｉＤＶＣ１＋ＮＭ：ＮＭ合并ｓｉＤＶＣ１处理；ＮＳＣ６９７９２３＋ＮＭ：ＮＭ合并 ＮＳＣ６９７９２３处理；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＮＭ处理 １ｈ比
较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＮＳＣ６９７９２３＋ＮＭ处理１、６ｈ比较

图１　ｓｉＤＶＣ１及泛素结合酶抑制剂处理下ｔＤＰＣ的时间变化趋势
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２．２　ＤＶＣ１对ＤＮＡＭＧＭＴ交联（ｍＤＰＣ）含量的影响
　　为进一步研究ＤＶＣ１对 ＤＰＣ的影响，选取 ＭＧＭＴ
作为形成ＤＰＣ的代表性交联蛋白进行后续实验。ＮＭ
染毒后１ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２６ｋＤ原型 ＭＧＭＴ蛋白
（２６ｋＤＭＧＭＴ）表达水平降低，且ＭＧＭＴ主要表达于细
胞核（图２Ａ）。然而，ＭＧＭＴ在染毒后与ＤＮＡ形成交联
（ｍＤＰＣ）（图２Ｂ）。ＤＶＣ１过表达可降低 ２６ｋＤＭＧＭＴ
水平，相反，ｓｉＤＶＣ１干预后，可提高２６ｋＤＭＧＭＴ水平；
在ＮＭ暴露后仍然可以看到各自的类似表现（图２Ｃ）。
ｓｉＤＶＣ１干预可导致ｍＤＰＣ含量升高（图２Ｄ），且（５５～
７２）×１０３处多泛素化ＭＧＭＴ水平升高（图２Ｅ）。上述结
果提示，ＮＭ染毒造成泛素化ＭＧＭＴ水平升高及非泛素
化ＭＧＭＴ水平降低，同时引起 ＭＧＭＴ与 ＤＮＡ的交联。
ＤＶＣ１缺失加重交联和泛素化，提示抑制ＤＶＣ１妨碍泛
素化ＭＧＭＴ从交联复合体上清除。
２．３　ＤＶＣ１通过泛素途径影响ＤＰＣ含量
　　采用 ＧＳＴ下拉实验明确 ＤＶＣ１是否对 ＭＧＭＴ有
特异性识别作用。结果证实，ＤＶＣ１和 ＭＧＭＴ没有直
接结合的相互作用，然而ＤＶＣ１可以结合泛素分子（图
３Ａ），提示ＤＶＣ１对 ｍＤＰＣ的影响与结合 ＭＧＭＴ上的

泛素有关。蛋白酶体抑制剂 ＭＧ１３２处理细胞可降低
核内２６ｋＤＭＧＭＴ的水平（图３Ｂ），与ｓｉＤＶＣ１作用类
似的是，ＭＧ１３２也可引起 ｍＤＰＣ的显著升高（图 ３Ｃ、
Ｄ），提示通过抑制蛋白酶体阻止泛素化ＭＧＭＴ水解将
导致交联于ＤＮＡ的ＭＧＭＴ无法移除。
２．４　ＤＶＣ１对ＤＮＡ损伤修复的影响
　　考虑到ＮＭ本身和 ＤＰＣ修复过程可能引起多种
形式的 ＤＮＡ损伤，本研究选择 ＥＲＣＣ１、Ｋｕ７０、Ｒａｄ５１
作为核苷酸切除修复、非同源末端连接和同源重组修

复方式的代表蛋白，检测了ＤＶＣ１对其他ＤＮＡ损伤修
复的影响。结果显示，ＮＭ染毒可造成 ＥＲＣＣ１蛋白表
达轻微升高，ｓｉＤＶＣ１提高了 ＥＲＣＣ１蛋白在非染毒状
态下的本底表达。合并 ＮＭ染毒后，ＥＲＣＣ１表达较染
毒前轻微升高，与ｓｉＮＣ组升高趋势类似。ＮＭ染毒造
成Ｒａｄ５１表达升高，ｓｉＤＶＣ１也造成 Ｒａｄ５１本底表达
升高（Ｐ＜０．０５），但与ｓｉＮＣ相比，ｓｉＤＶＣ１处理降低了
Ｒａｄ５１的相对表达水平（Ｐ＜０．０５）。与此同时，
ｓｉＤＶＣ１处理较ｓｉＮＣ组升高了Ｋｕ７０的相对表达水平
（Ｐ＜０．０５，图４），提示 ＤＶＣ１缺失对细胞 ＤＮＡ损伤修
复的方式有影响。
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图２　ＭＧＭＴ在染毒后的变化及ＤＶＣ１对其的影响
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Ａ：ＧＳＴ下拉实验检测ＤＶＣ１与ＭＧＭＴ蛋白（左）和泛素（Ｕｂ，右）的直接结合能力；Ｂ：蛋白酶体抑制剂 ＭＧ１３２处
理后２６ｋＤ原型ＭＧＭＴ在细胞核中的表达变化；Ｃ：ＭＧ１３２处理后ｍＤＰＣ的含量变化；Ｄ：Ｃ图的灰度定量分析结果
ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图３　ＤＶＣ１参与ＭＧＭＴ泛素化过程
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Ａ：ｓｉＤＶＣ１处理后ＥＲＣＣ１、Ｒａｄ５１及 Ｋｕ７０在 ＮＭ染毒后的表达水平；Ｂ：蛋白相对染毒前的变化倍数　ａ：Ｐ＜
０．０５，与ｓｉＮＣ组比较

图４　ＤＶＣ１对ＤＮＡ损伤修复通路的影响

３　讨论

　　作为一种军用糜烂性毒剂和肿瘤化疗药物，ＮＭ
可对细胞 ＤＮＡ造成严重损伤。这在抗肿瘤方面是有
益作用，可干扰肿瘤细胞的增殖［１３－１４］，但在正常细胞

中，就成为触发正常细胞损伤的因素。因此，其致糜烂

作用强，也能在化疗时引起严重的副作用。目前有多

种学说尝试阐明ＮＭ的损伤机制，其中，ＮＭ对ＤＮＡ的
损伤是重要的学说之一［１５］。ＤＮＡ受损增加了细胞增
殖、蛋白质合成的风险，这也是增殖旺盛的细胞对 ＮＭ
更为敏感的原因。

　　烷化剂对靶分子造成的烷化反应与烷化剂分子内
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的烷化基团个数有关。仅有１个烷化基团的烷化剂，
即单功能烷化剂，仅能与 ＤＮＡ上 １个碱基位点反
应［１６］。ＮＭ分子中含有２个亲电的氯乙基基团，属于
双功能烷化剂［１７］，因而对 ＤＮＡ造成的损伤形式更为
多样且严重，包括仅利用一个氯乙基造成ＤＮＡ上单碱
基／核苷酸位点的烷化，而另一个氯乙基仍游离，以及
利用 ２个氯乙基同时对 ２个靶位点交联。ＤＰＣ即
ＤＮＡ和蛋白质之间发生的交联，是 ＮＭ作为双功能烷
化剂引起的交联种类之一，只是２个烷化靶点并非全
部位于 ＤＮＡ，而是分别位于 ＤＮＡ和蛋白质［１５］。因为

蛋白质共价、稳定地结合于ＤＮＡ，不易移除［８］，从而使

交联蛋白对ＤＮＡ正常的解旋、复制和转录产生阻碍作
用，也可能引起继发的链断裂［１８］。

　　在酵母中发现的一种ＤＰＣ加工蛋白酶Ｗｓｓ１，可降
解酶（ＴＯＰ１交联）及非酶（甲醛诱导）交联 ＤＰＣ［１９－２０］。
这使得ＤＰＣ的蛋白水解修复途径被关注。通过生物
信息学比对，发现 Ｗｓｓ１在高等真核生物中的同源蛋
白为ＤＶＣ１［２１］。因为交联蛋白能阻止 ＤＮＡ复制酶的
移动，其水解也势必需要通过ＤＮＡ复制受阻引发复制
压力而触发［２２］。巧合的是，有研究发现 ＤＶＣ１的表达
及功能与 ＤＮＡ复制及细胞周期密切相关［２３］，这些都

提示ＤＶＣ１可能参与修复 ＤＰＣ的作用。本研究结果
显示，正常细胞在 ＮＭ损伤之后，随时间进展有清除
ＤＰＣ的趋势；但 ＤＶＣ１缺失后，ＤＰＣ含量却随时间上
升，说明在修复阶段，ＤＶＣ１的缺失影响了清除ＤＰＣ的
过程。ＮＳＣ６９７９２３抑制 Ｅ２泛素结合酶后有类似的
ＤＰＣ持续上升的结果。Ｅ２泛素结合酶在泛素链的延
长和识别特异的Ｅ３泛素连接酶并将泛素链转移到靶
蛋白上有重要作用［２４］，Ｅ２泛素结合酶的抑制可能在
一定程度上影响了交联蛋白泛素化的最后步骤，从而

使交联蛋白无法被 Ｅ３酶识别并被转移。研究发现
ＤＶＣ１可通过泛素化信号被招募［２０］。ｓｉＤＶＣ１的作用
与ＮＳＣ６９７９２３类似，提示 ＤＶＣ１参与修复 ＮＭ诱导的
ＤＰＣ的作用，可能发生在泛素链形成之后。
　　为进一步阐明ＤＶＣ１的作用及其与泛素化过程的
关系，本研究以 ＭＧＭＴ作为交联蛋白的代表，观察
ＤＶＣ１对ＭＧＭＴ蛋白本身及ｍＤＰＣ的影响。ＭＧＭＴ是
此前已被证实的能被ＮＭ交联到ＤＮＡ链上的蛋白，本
课题组此前证实 ＭＧＭＴ被移除是依赖于泛素化
的［２５］，但尚不清楚 ＤＶＣ１对 ＭＧＭＴ的具体影响。
ＭＧＭＴ主要存在于细胞核，与形成 ＤＰＣ的位置一致，
且ｍＤＰＣ在 ＮＭ染毒后升高。但如仅通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＭＧＭＴ蛋白在２６×１０３的位置，却发现在 ＮＭ
损伤之后有显著降低。考虑到这可能由于 ＭＧＭＴ在

被交联后，需被泛素化，而泛素化将导致 ＭＧＭＴ分子
量变化，从而使其在ＳＤＳＰＡＧＥ上的位置升高，本研究
检测ｓｉＤＶＣ１干预后ＭＧＭＴ的泛素化表达，结果证实
ＤＶＣ１的抑制使ＭＧＭＴ泛素化增强，说明 ＭＧＭＴ的泛
素化并不受 ＤＶＣ１缺失的影响，但 ｍＤＰＣ清除过程却
发生阻滞。这可能是因为ＤＶＣ１的抑制干扰了ＭＧＭＴ
泛素化后的水解，从而使泛素化ＭＧＭＴ累积。
　　本实验证实 ＤＶＣ１无法与 ＭＧＭＴ结合，却能够结
合泛素分子，说明ＤＶＣ１对ＤＰＣ的清除并非依赖交联
蛋白本身的特异性，而是广泛的作用，其机制可能与结

合泛素分子有关。这也佐证了干预ＤＶＣ１的效果与干
预Ｅ２泛素结合酶类似，当泛素分子无法通过 Ｅ２泛素
结合酶形成泛素链并聚集于 ＤＰＣ时，也无法募集
ＤＶＣ１到ＤＰＣ处，从而限制了ＤＰＣ的清除。
　　被泛素链标记的蛋白最后将被转移到蛋白酶体，
蛋白酶体是蛋白质泛素化降解的最后环节［２６－２７］。利

用蛋白酶体抑制剂 ＭＧ１３２处理细胞显著降低了
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到的ＭＧＭＴ原型的水平，但ｍＤＰＣ含
量却升高，提示 ＭＧＭＴ原型降低的同时，可能存在更
多的ＭＧＭＴ交联于 ＤＮＡ并且被泛素化，但却因蛋白
酶体被抑制，即使被泛素化也无法完成降解。ＭＧ１３２
对ｍＤＰＣ的影响与 ｓｉＤＶＣ１引起 ＭＧＭＴ泛素化水平
升高相吻合，提示 ＤＶＣ１发挥作用的时段主要在交联
蛋白已被泛素化标记到被转移至蛋白酶体之间。

　　ＤＰＣ的长时间存在势必作为 ＤＮＡ复制和翻译的
阻遏物，解旋和复制的压力可能会继发更严重的 ＤＮＡ
损伤，如单链甚至双链断裂［２０］。ＤＮＡ损伤有多种修
复方式［２８］，通过检测ＤＶＣ１缺失条件下各修复蛋白的
改变情况，发现未染毒条件下，ＤＶＣ１缺失可造成细胞
生理状态下的 ＤＮＡ损伤，并导致 ＥＲＣＣ１和 Ｒａｄ５１升
高，提示此时主要通过核苷酸切除、同源重组进行修

复。但ＤＶＣ１缺失对染毒引起的 ＥＲＣＣ１变化影响并
不显著，而是促使染毒条件下 Ｋｕ７０相对上调，以及
Ｒａｄ５１相对下调。ＥＲＣＣ１、Ｋｕ７０、Ｒａｄ５１分别是核苷酸
切除修复、非同源末端连接和同源重组的关键蛋

白［２９－３２］，三者的表达变化提示 ＤＶＣ１的缺失可能促进
ＤＮＡ修复方式的改变，同源重组弱化，非同源末端连
接增强。二者都是修复双链断裂的重要方式［３３］，不同

之处在于，同源重组以姐妹染色单体的另一条未受损

ＤＮＡ链为模板，其修复过程保守，属无错修复；而非同
源末端连接通过修复蛋白直接将断裂的 ＤＮＡ双链连
接，属易错修复［３４］。ＤＶＣ１缺失造成二者在修复 ＤＮＡ
上的平衡发生改变，提示细胞此时以一种更易错的方

式进行 ＤＮＡ修复，虽然不利于保持基因组的稳定，但

９１２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）



可以维持细胞的基本生物活动。有研究报道ＤＶＣ１与
ＰＣＮＡ共定位，其缺失将造成细胞周期阻滞［２３］，我们

推测此时细胞无法正常进入 Ｓ期，因而不满足同源重
组的条件，故只能以非同源末端连接进行修复。

　　综上所述，本研究发现ＤＶＣ１可与泛素分子结合，
并参与ＮＭ诱导的ＤＰＣ损伤的修复。ＤＶＣ１缺失将导
致交联蛋白泛素化和 ＤＰＣ含量升高，与抑制 Ｅ２泛素
结合酶和蛋白酶体的作用类似。该结果进一步揭示了

ＤＶＣ１在ＮＭ致 ＤＰＣ损伤修复中的作用，为研究 ＮＭ
防治措施提供了潜在靶点。
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ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄ
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ａｇｅｎｔｍｅｄｉａｔｅｄＭＧＭＴＤＮＡｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇａｎｄｉｔｓｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ
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ｍｕｓｔａｒｄｅｘｐｏｓｕｒｅｐｅｒｔｕｒｂｓｏｏｃｙｔｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ
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ａｌｋｙｌａｔｉｎｇａｇｅｎｔｓｔｏｎｅｗｍｉｎｏｒｇｒｏｏｖｅｂｉｎｄｅｒｓ［Ｊ］．ＣｒｉｔＲｅｖ
Ｏｎｃｏｌ，２０１４，８９（１）：４３－６１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｒｉｔｒｅｖｏｎｃ．
２０１３．０７．００６．
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ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｏｍｕｓｔａｒｄｖｅｓｉｃａｎｔｓ［Ｊ］．
ＴｏｘｉｃｏｌＬｅｔｔ，２０２０，３２６：７８－８２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｔｏｘｌｅｔ．
２０２０．０３．００８．

［１６］ＳＯＳＩＣＡ，ＺＵＲＡＶＫＡＩ，ＳＣＨＭＩＴＴＮＫ，ｅｔａｌ．Ｄｉｒｅｃｔａｎｄ
ｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ Ⅱ ｍｅｄｉａｔｅｄ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｂｙ ｂｉｓ３
ｃｈｌｏｒｏｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅｓ：ｔｈｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｏｆｂｅｉｎｇａｎｅａｒｎｅｓｔＧ［Ｊ］．
ＣｈｅｍＭｅｄＣｈｅｍ，２０１７，１２（１７）：１４７１－１４７９．ＤＯＩ：１０．
１００２／ｃｍｄｃ．２０１７００３６８．

［１７］ＧＯＳＷＡＭＩＤＧ，ＫＡＮＴＲ，ＡＭＭＡＲＤＡ，ｅｔａｌ．Ａｃｕｔｅ
ｃｏｒｎｅａｌｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｂｂｉｔｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇｎｉｔｒｏｇｅｎｍｕｓｔａｒｄｏｃｕｌａｒ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ［Ｊ］．ＥｘｐＭｏｌＰａｔｈｏｌ，２０１９，１１０：１０４２７５．ＤＯＩ：
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０２２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ｗｓｓ１ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅ ｐａｒｔｎｅｒｓ ｗｉｔｈ Ｃｄｃ４８／Ｄｏａ１ ｉｎ
ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｇｅｎｏｔｏｘｉｃＳＵＭＯｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ［Ｊ］．ｅＬｉｆｅ，２０１５，４：
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ｏｆＤＮＡｐｒｏｔｅｉｎｃｒｏｓｓｌｉｎｋｒｅｐａｉｒ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，
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［２２］ＳＴＩＮＧＥＬＥＪ，ＨＡＢＥＲＭＡＮＮＢ，ＪＥＮＴＳＣＨＳ．ＤＮＡｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｒｅｐａｉｒ：ｐｒｏｔｅａｓｅｓａｓＤＮＡｒｅｐａｉｒｅｎｚｙｍｅｓ［Ｊ］．
ＴｒｅｎｄｓＢｉｏｃｈｅｍＳｃｉ，２０１５，４０（２）：６７－７１．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｔｉｂｓ．２０１４．１０．０１２．
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ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｈｕｍａｎＳｐａｒｔａｎｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ
ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＤＮＡｐｒｏｔｅｉｎｃｒｏｓｓｌｉｎｋｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＤＮＡ［Ｊ］．
ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２０１７，４５（６）：３１７２－３１８８．ＤＯＩ：１０．
１０９３／ｎａｒ／ｇｋｗ１３１５．

［２４］ＣＡＲＬＡＢ，ＭＡＲＣＯＴ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｐａｉｒｉｎｇｏｆＥ２ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓ
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ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｉｎ１６ＨＢＥｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，２０１７，３８９：
６７－７３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｔｏｘ．２０１７．０７．００７．

［２６］ＢＡＲＤＪＡＭ，ＧＯＯＤＡＬＬＥＡ，ＧＲＥＥＮＥＥＲ，ｅｔａｌ．
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ２６Ｓｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖ
Ｂｉｏｃｈｅｍ，２０１８，８７：６９７－７２４．ＤＯＩ：１０．１１４６／ａｎｎｕｒｅｖ
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［２７］ＹＡＳＵＤＡＳ，ＴＳＵＣＨＩＹＡＨ，ＫＡＩＨＯＡ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｅｓｓａｎｄ
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［２８］ＬＥＥＮＳ，ＫＩＭ Ｓ，ＪＵＮＧＹＷ，ｅｔａｌ．ＥｕｋａｒｙｏｔｉｃＤＮＡ
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ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｕｔａｔＲｅｓＭｏｌＭｅｃｈＭｕｔａｇｅｎ，
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ａｎｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｏｆＥＲＣＣ１ＸＰＦｉｎＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｓｐｏｎｓｅ
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