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　　摘　要：　目的　研究丝裂霉素 Ｃ诱导的 ＤＮＡ损伤的浓度和时间对 ２９３Ｔ细胞中范可尼贫血互补群 Ｂ
（ＦＡＮＣＢ），ＤＮＡ损伤因子ｇａｍｍａＨ２ＡＸ，修复因子ＲＡＤ５１表达量的影响，探索ＦＡＮＣＢ在 ＤＮＡ损伤中的作用机理。
方法　利用人 ２９３Ｔ细胞系作为研究载体，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ｑＲＴＰＣＲ技术定量分析 ＦＡＮＣＢ，ｇａｍｍａＨ２ＡＸ，
ＲＡＤ５１在２５μＭ丝裂霉素Ｃ浓度作用下，在１、３、５ｈ不同作用时间点评估ＦＡＮＣＢ，ｇａｍｍａＨ２ＡＸ，ＲＡＤ５１蛋白和基
因表达水平差异；分析细胞在２５、３５、４５、６０μＭ丝裂霉素 Ｃ浓度下作用３ｈ后 ｇａｍｍａＨ２ＡＸ蛋白表达水平；ｓｉＲＮＡ
敲低ＦＡＮＣＢ表达后ＦＡＮＣＢ、ｇａｍｍａＨ２ＡＸ和ＲＡＤ５１蛋白和基因表达检测。结果　相比对照组，在蛋白水平，ｇａｍ
ｍａＨ２ＡＸ表达在１、３ｈ对比０ｈ差异具有统计学意义（Ｐ均 ＜０．０５），而５ｈ对比０ｈ差异无统计学意义（Ｐ＝
０．２２３）；ＦＡＮＣＢ表达在１、３、５ｈ对比０ｈ差异均具有统计学意义（Ｐ均＜０．０５）；ＲＡＤ５１表达在１、３、５ｈ对比０ｈ差
异均具有统计学意义（Ｐ均＜０．０５）。在基因水平，ＦＡＮＣＢ在１、３、５ｈ和ＲＡＤ５１在１、３、５ｈ相比对照组均具有统计
学意义（Ｐ均＜０．０５）；ｇａｍｍａＨ２ＡＸ蛋白表达水平与ＭＭＣ浓度无明显关系。相比对照组，ｓｉＲＮＡ敲低组ＦＡＮＣＢ蛋
白和基因表达下降，ｇａｍｍａＨ２ＡＸ蛋白表达上升，ＲＡＤ５１蛋白和基因表达下降。结论　在丝裂霉素 Ｃ造成的２９３Ｔ
ＤＮＡ损伤模型中，ＦＡＮＣＢ在同源重组ＤＮＡ修复途径中对ＤＮＡ损伤具有潜在的调控功能。
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　　范可尼贫血综合征（Ｆａｎｃｏｎｉａｎｅｍｉａ，ＦＡ）是一
种罕见的遗传和临床表型异质性的隐性遗传疾病，

特征为进展性的全血细胞减少症伴骨髓造血障碍、

多发性先天畸形以及易发展为血细胞和实体瘤［１］。

一般范可尼综合征患者的首发症状是各种发育异

常。最常见的为肢体末端畸形，约有２０％的患者患
有耳畸形，伴或不伴听力损失，畸形可累及外中内

耳，外中耳累及率更高，约为 ９０％［２］。从病因学上

来说，ＦＡ是一类基因异质性遗传病，目前超过９０％
的患者被发现具有 ＦＡＮＣＡ、ＦＡＮＣＣ、ＦＡＮＣＧ或
ＦＡＮＣＤ２基因的突变，加上其余分子突变有至少
２２种基因突变均参与 ＤＮＡ损伤修复机制过程，
ＤＮＡ修复失效，也被认为是范可尼贫血症的患者罹
患癌症风险的来源［３］。ＦＡ通路中已知８种因子会
参与构成范可尼核心复合体，这是调控和启动下游

ＤＮＡ修复过程的重要中间体［４６］。大多数参与构成

范可尼核心复合体的上游基因突变被认为和 ＦＡ相
关先天性畸形及典型的 ＦＡ症状有关，而下游基因
突变［７８］。

范可尼贫血互补群 Ｂ（Ｆａｎｃｏｎｉａｎｅｍｉａｃｏｍｐｌｅ
ｍｅｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐＢ，ＦＡＮＣＢ）定位于 Ｘｐ２２．２，是致病
性范可尼贫血基因中唯一一个 Ｘ连锁遗传的基因，
约占范可尼贫血患者的 １％［２］。ＦＡＮＣＢ是构成范
可尼核心复合体的关键元件之一，目前研究表明它

与范可尼核心复合体相关蛋白１００（Ｆａｎｃｏｎｉａｎｅｍｉａ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１００，ＦＡＡＰ１００）共同使２个范可尼
贫血互补群Ｌ（ＦＡＮＣＬ）分子形成稳定的二聚体，从
而促进ＦＡＮＣＬ的泛素化连接酶活性，这对于范可尼
互补群Ｄ２（ＦＡＮＣＤ２）和 Ｉ（ＦＡＮＣＩ）的单泛素化，及
下游的ＤＮＡ同源重组修复机制的启动和定位是十
分重要的［６］。ＦＡＮＣＢ的突变被报道会导致各种严
重先天异常，但由于其十分罕见，国内外对其基因功

能的研究较为缺乏。

我们在本研究中拟应用 ＦＡＮＣＢ表达阳性的
２９３Ｔ工具细胞来研究在ＭＭＣ诱导下，不同浓度、时
间点和 ＦＡＮＣＢ基因敲低情况下 ＤＮＡ损伤因子
ｇａｍｍａＨ２ＡＸ，修复因子ＲＡＤ５１的分子表达变化，从
而探索 ＦＡＮＣＢ在２９３Ｔ细胞中参与 ＤＮＡ损伤修复

可能的机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
人２９３Ｔ细胞系购自中国科学院细胞库；ＤＭＥＭ

高糖培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；
青霉素、链霉素、脱脂奶粉购自中国索莱宝公司；无

血清细胞冻存液购自中国新赛美生物科技有限公

司；０．２５％胰蛋白酶、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、ＲＩＰＡ裂
解液购自上海普平生物有限公司；ＢＣＡ蛋白定量试
剂盒购自兰杰柯科技有限公司；ＰＶＤＦ蛋白转印膜、
ＥＣＬ增强化学发光液购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；兔抗
人ＦＡＮＣＢ抗体（ａｂ２４３９４１）、兔抗人ｇａｍｍａＨ２ＡＸ抗
体（ａｂ８１２９９）、兔抗人 ＲＡＤ５１抗体（ａｂ１３３５３４）、兔
抗人βａｃｔｉｎ抗体（ａｂ８２２６）购自美国 Ａｂｃａｍ公司；
辣根过氧化物酶标记驴抗兔二抗购自中国碧云天公

司；ＴＲＩｚｏｌ试剂、反转录试剂盒、ＴＢｇｒｅｅｎＰＣＲ试剂
盒购自日本Ｔａｋａｒａ公司；丝裂霉素Ｃ购自美国ＭＣＥ
公司。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及传代　细胞于３７℃恒温水浴锅
中迅速摇晃复苏，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃去上
清冻存液用３７℃预热ＰＢＳ清洗１遍，再次离心后弃
去上清，用含 １０％ＦＢＳ，１％青霉素、链霉素的高糖
ＤＭＥＭ培养基培养于５％ＣＯ２、３７℃培养箱中，２～
３ｄ观察换液。观察细胞处于生长对数期，汇合度约
为８０％的时候弃去培养基，用 ＰＢＳ清洗１遍，加入
０．２５％胰蛋白酶消化１∶２传代，细胞复苏后传至第
２代供后续实验使用。
１．２．２　细胞加药处理及 ｓｉＲＮＡ转染　传至第２代
的细胞用０．２５％胰蛋白酶消化下来，接种于６孔板
中，培养过夜至细胞贴壁，弃去培养基，设置空白组、

加药１ｈ、加药３ｈ、加药５ｈ组，每组设２个复孔，空
白组中添加完全培养基２ｍＬ，加药组中丝裂霉素 Ｃ
浓度参考既往研究［７９］，按实验条件各添加含不同

浓度丝裂霉素Ｃ的完全培养基２ｍＬ，放置于３７℃
培养箱培养，分别在０、１、３、５ｈ收获细胞或３ｈＤＮＡ

·１５·
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损伤造模后收获细胞用于后续实验。

细胞转染：细胞预先接种于 ６孔板中，使用
ＦＡＮＣＢｓｉＲＮＡ１（序列：ＧＴＴＧＣＡＣＴＧＴＡＣＴＧＣＴＡ
ＣＡ）、ｓｉＲＮＡ２（序列：ＧＴＧＣＣＡＧＣＴＴＣＣＡＴＴＴＧＧＡ）
和 Ｌｉｐｏ３０００转染试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），按照 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司说明书步骤转染细胞４８ｈ后收获细胞
用于后续实验。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　收获的细胞加入５００μＬ预冷
ＲＩＰＡ裂解液在 ４℃充分裂解细胞 ３０ｍｉｎ，４℃
１００００ｒｐｍ，１５ｍｉｎ离心，取上清液使用ＢＣＡ蛋白定
量试剂盒测量蛋白浓度并用 ＰＢＳ配平各组总蛋白
浓度，加入与蛋白等体积的２×ｌｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ后在
１００℃ 水浴锅中加热蛋白样品２０ｍｉｎ。置于冰上准
备上样或是保存于 －２０℃。上样于１０％十二烷基
硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶１００Ｖ恒压分离出目的蛋白
条带，并于 １００Ｖ，２ｈ条件下转印至 ＰＶＤＦ膜上。
５％脱脂牛奶封闭ＰＶＤＦ膜１ｈ，一抗４℃孵育过夜，
ＰＢＳＴ洗膜 ４次，每次 １５ｍｉｎ，二抗室温孵育 １ｈ，
ＰＢＳＴ洗膜４次，每次１５ｍｉｎ。最后使用 ＥＣＬ发光
液孵育５ｍｉｎ后曝光显影，ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰
度值。

１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ　利用 ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｔａｋａｒａ）提取
空白组和加药各时间组细胞总 ＲＮＡ。细胞弃去培
养基，用预冷的 ＰＢＳ洗 ２遍后加入 １ｍＬＴＲＩｚｏｌ，冰
上反复吹打以充分裂解细胞，将混合液吸至 １．５ｍＬ
ＥＰ管中；加入２００μＬ氯仿，振荡混匀成乳白色混合
液；１２０００ｒｐｍ，４℃离心 １５ｍｉｎ；离心后液体分为
３层，取含 ＲＮＡ的上清层置入新 ＥＰ管，切勿触及中
间白色蛋白层；向上清液中加等体积的预冷异丙醇，

上下颠倒 ＥＰ管使之混匀，室温静置 １０ｍｉｎ；
１２０００ｒｐｍ，４℃离心 １０ｍｉｎ；离心后一般可见管底
白色的 ＲＮＡ沉淀，小心弃去上清，加入 ７５％乙醇
（无 ＲＮＡ酶水配制）１ｍＬ，轻轻晃动清洗管壁；
１２０００ｒｐｍ，４℃离心 １５ｍｉｎ；弃上清，打开管盖，自
然室温下风干。之后采用反转录试剂盒按照说明书

步骤反转录得到ｃＤＮＡ。实时荧光定量ＰＣＲ采用预
变性 ９５℃ ３０ｓ，９５℃变性 ５ｓ、６０℃ ３４ｓ，循环
４０次。溶解曲线为９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，９５℃
１５ｓ。以ＡＣＴＩＮＢ为内参，用 ２－△ △ Ｃｔ法计算检测各
组细胞基因相对表达量。基因引物由上海桑尼生物

科技有限公司合成，引物序列见表１。
１．３　统计学方法

本研究实验使用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分
析。数据以 珋ｘ±ｓ的形式呈现，实验不同组别差异用

表１　目的基因及内参ＡＣＴＩＮＢ所用引物序列

引物名称 位置 序列

ＦＡＮＣＢ 上游 ５’ＡＴＧＡＡＧＧＡＴＧＧＣＣＴＡＡＧＧＧＴＣ３’
ＦＡＮＣＢ 下游 ５’ＡＣＡＣＡＣＴＡＡＣＡＡＣＴＴＴＧＣＣＡＧＴ３’
ＲＡＤ５１ 上游 ５’ＣＡＡＣＣＣＡＴＴＴＣＡＣＧＧＴＴＡＧＡＧＣ３’
ＲＡＤ５１ 下游 ５’ＴＴＣＴＴＴＧＧＣＧＣＡＴＡＧＧＣＡＡＣＡ３’
ＡＣＴＩＮＢ 上游 ５’ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣ３’
ＡＣＴＩＮＢ 下游 ５’ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ３’

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验进行分析，Ｐ＜０．０５为差异具有统
计学意义。

２　结果

２．１　丝裂霉素 Ｃ对 ２９３Ｔ细胞 ｇａｍｍａＨ２ＡＸ、
ＦＡＮＣＢ、ＲＡＤ５１蛋白和基因水平的影响

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法研究了丝裂霉素 Ｃ对
２９３Ｔ细胞 ｇａｍｍａＨ２ＡＸ、ＦＡＮＣＢ、ＲＡＤ５１蛋白水平
的影响，结果显示（图 １），相对于空白对照组，在
２５μＭ丝裂霉素 Ｃ处理 １ｈ后，２９３Ｔ细胞组 ｇａｍ
ｍａＨ２ＡＸ表达量显著增加，表明 ＤＮＡ损伤的发生，
在２５μＭ丝裂霉素Ｃ处理３ｈ后ｇａｍｍａＨ２ＡＸ表达
量增加至峰值，随后在２５μＭ丝裂霉素 Ｃ处理５ｈ
后下降，这可能是细胞启动了自身ＤＮＡ损伤修复机
制，为此采用２５μＭ丝裂霉素Ｃ处理细胞３ｈ构建
２９３Ｔ细胞ＤＮＡ损伤模型。见图１Ａ、Ｂ，表２。

在丝裂霉素Ｃ处理细胞之前，ＲＡＤ５１就在细胞
内保持一定的表达水平。在丝裂霉素 Ｃ处理细胞
后，ＲＡＤ５１蛋白表达水平开始增加，丝裂霉素 Ｃ处
理细胞１ｈ后即表现出统计学差异，随后在处理３ｈ
后和处理５ｈ后，ＲＡＤ５１表达量逐渐升高，结果表明
ＲＡＤ５１逐步参与 ＤＮＡ修复的过程。ＦＡＮＣＢ在
２５μＭ丝裂霉素 Ｃ处理１ｈ后蛋白水平显著增加，
随着ＤＮＡ损伤时间延长，处理３ｈ及５ｈ后，相对于
空白对照组呈现显著高表达水平（Ｐ均＜０．０５）。

在基因水平，我们采用 ｑＰＣＲ方法研究了丝裂
霉素Ｃ对２９３Ｔ细胞 ＦＡＮＣＢ和 ＲＡＤ５１ｍＲＮＡ水平
的影响，结果显示（图１Ｃ）在丝裂霉素Ｃ处理１ｈ后
ＦＡＮＣＢ基因表达水平开始增加，处理３ｈ后达到峰
值），处理５ｈ后比处理３ｈ稍有下降。ＤＮＡ修复相
关蛋白ＲＡＤ５１ｍＲＮＡ水平的变化与蛋白水平变化
趋势相同，ＲＡＤ５１ｍＲＮＡ表达在１、３、５ｈ逐步上升
（Ｐ均＜０．０５）。

结果表明，ＦＡＮＣＢ表达量同 ＤＮＡ损伤相关蛋
白表达量呈正相关，ＦＡＮＣＢ可能在２９３Ｔ细胞 ＤＮＡ

·２５·
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损伤修复过程中具有重要作用。

２．２　丝裂霉素 Ｃ诱导的 ＤＮＡ损伤与丝裂霉素 Ｃ
浓度的关系

在此前实验中我们发现丝裂霉素 Ｃ诱导的
ＤＮＡ损伤在３ｈ最大，为了验证ＤＮＡ损伤程度是否
与丝裂霉素Ｃ的浓度相关，我们选择２５、３５、４５μＭ
和 ６０μＭ药物浓度在 ３ｈ作用时间点对 ｇａｍ
ｍａＨ２ＡＸ蛋白表达量进行检测，结果显示（图 ２、
表３）４个浓度下的ｇａｍｍａＨ２ＡＸ表达水平并没有明
显差异，由此我们推测在我们选择的药物浓度范围

内丝裂霉素Ｃ诱导的 ＤＮＡ损伤是时间依赖性而非
浓度依赖。为此我们确定以丝裂霉素Ｃ２５μＭ，３ｈ
的作用下对 ＦＡＮＣＢ进行 ＤＮＡ损伤修复功能的

研究。

２．３　ＦＡＮＣＢ基因敲低后可对 ＤＮＡ损伤修复造成
影响

在３５μＭｓｉＲＮＡ浓度作用４８ｈ后，ＦＡＮＣＢ蛋
白 和基因水平出现了显著下降（图３、表４）。同时
在２５μＭ丝裂霉素 Ｃ作用３ｈ后，相比于对照组，
ｓｉＲＮＡ基因敲低组ｇａｍｍａＨ２ＡＸ蛋白水平明显提升，
显示出更严重的 ＤＮＡ损伤程度，而 ＲＡＤ５１蛋白和
基因水平在ＦＡＮＣＢ表达下降后显示出明显的表达
下降，表明细胞 ＤＮＡ修复功能下降。这些结果表
明，ＦＡＮＣＢ具有一定调控ＲＡＤ５１的功能，在ＦＡＮＣＢ
表达不足时，ＲＡＤ５１表达同样会下调，细胞将会受
到更严重的ＤＮＡ损伤。
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图１　空白对照组（ＮＣ）、添加２５μＭ丝裂霉素Ｃ１、３、５ｈ组ｇａｍｍａＨ２ＡＸ、ＦＡＮＣＢ、ＲＡＤ５１及内参βａｃｔｉｎ蛋白和基因表达情况

　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：相对蛋白表达分析；Ｃ：相对基因表达分析　注：Ｐ＜０．０５。

表２　不同ＤＮＡ损伤时间对２９３Ｔ细胞损伤修复因子的影响　（珋ｘ±ｓ）

组别
蛋白相对表达量

ＦＡＮＣＢ ｇａｍｍａＨ２ＡＸ ＲＡＤ５１
ｍＲＮＡ相对表达量

ＦＡＮＣＢ ＲＡＤ５１
ＮＣ ０．４５±０．１０ ０．４１±０．０９ ０．３２±０．０７ ０．９７±０．０５ ０．９３±０．０３
１ｈ ０．８７±０．０８ １．１７±０．１３ ０．５５±０．０２ ２．７１±０．０９ １．６８±０．０６

３ｈ １．６４±０．０６ １．５４±０．１６ ０．６９±０．０７ ３．１２±０．１４ ２．２４±０．０４

５ｈ １．７２±０．０８ ０．１５±０．２８ ０．８９±０．０６ ３．０２±０．０８ ２．１２±０．０３

　　注：与空白对照组（ＮＣ）比较，Ｐ＜０．０５。下表同。
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图２　丝裂霉素Ｃ不同浓度梯度作用下 ＤＮＡ损伤标记 ｇａｍ
ｍａＨ２ＡＸ的蛋白表达水平　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：相对蛋白表达
分析

表３　不同浓度丝裂霉素Ｃ对２９３Ｔ细胞ＤＮＡ
损伤的影响　（珋ｘ±ｓ）

组别 ｇａｍｍａＨ２ＡＸ
０μＭ ０．０１±０．０４
２５μＭ ０．８９±０．０４
３５μＭ ０．９１±０．０７
４５μＭ ０．８５±０．１８
６０μＭ ０．９２±０．０１

·３５·
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图３　在２５μＭ丝裂霉素Ｃ浓度，３ｈ作用条件下 ＦＡＮＣＢ，ｇａｍｍａＨ２ＡＸ和 ＲＡＤ５１的蛋白和基因表达水平变化　Ａ：ＮＣ组与
ｓｉＲＮＡ组各蛋白表达水平；Ｂ：ＮＣ组与ｓｉＲＮＡ组各蛋白相对表达分析；Ｃ：ＮＣ组和ｓｉＲＮＡ组ＦＡＮＣＢ与ＲＡＤ５１相对基因表达水

平变化　注：Ｐ＜０．０５。

表４　ｓｉＲＮＡＦＡＮＣＢ对２９３Ｔ细胞ＤＮＡ损伤修复因子的影响　（珋ｘ±ｓ）

组别
蛋白相对表达量

ＦＡＮＣＢ ｇａｍｍａＨ２ＡＸ ＲＡＤ５１
ｍＲＮＡ相对表达量

ＦＡＮＣＢ ＲＡＤ５１
ＮＣ １．０８±０．０５ ０．４９±０．１２ １．３２±０．０６ ０．９５±０．０５ ０．９８±０．０４
ｓｉＲＮＡ１ ０．３８±０．０６ １．１０±０．１０ ０．７５±０．０４ ０．３１±０．０６ ０．６９±０．０７

ｓｉＲＮＡ２ ０．２９±０．０２ １．０７±０．１１ ０．６８±０．０９ ０．２８±０．０２ ０．６１±０．０４

３　讨论

丝裂霉素Ｃ是一种链内交联剂，可造成ＤＮＡ双
链断裂，也是国外 ＦＡ实验室常用的诊断试剂［１０］。

ＤＮＡ双链断裂后主要的修复方式主要为同源重组
和非同源末端连接，其中同源重组是ＤＮＡ修复最重
要的途径［１１１２］，参与其途径的各因子突变缺失将损

害到正常的修复过程，造成染色体畸变和后续各类

生长发育异常或肿瘤发生，而范可尼贫血通路则是

同源重组途径上游段重要的信号路径。本研究以丝

裂霉素Ｃ为 ＤＮＡ损伤诱导剂，在２９３Ｔ细胞中模拟
ＤＮＡ损伤后信号分子的表达过程，其中检测指标
ｇａｍｍａＨ２ＡＸ是目前检测ＤＮＡ损伤最敏感的标志物
之一［１３］，已应用在各类 ＤＮＡ损伤研究中。我们在
研究中发现，在 ２９３Ｔ细胞中 １ｈ内即可有 ｇａｍ
ｍａＨ２ＡＸ蛋白表达的增加，说明丝裂霉素 Ｃ可在短
时间内对 ２９３Ｔ细胞造成 ＤＮＡ损伤，且在 ３ｈ时
ｇａｍｍａＨ２ＡＸ表达量达到最大，说明３ｈ是一个ＤＮＡ
损伤峰值，这与国内外报道的相似［１４］，表明不同细

胞应对不同损伤物时类似的 ＤＮＡ损伤信号途径。
５ｈ时ｇａｍｍａＨ２ＡＸ蛋白表达量下降至与对照组无
明显差异，可能与 ＤＮＡ修复功能大于损伤作用有
关，可以佐证的是同源重组蛋白ＲＡＤ５１蛋白和基因
水平随着损伤时间表达增加，并且在５ｈ达到最大
值，ＲＡＤ５１是同源重组家族重要的成员，说明了

ＲＡＤ５１表达量的增加很有可能的ｇａｍｍａＨ２ＡＸ表达
下降的原因之一。与 ＲＡＤ５１相似，ＦＡＮＣＢ蛋白水
平亦随着 ＤＮＡ损伤表达增加，在５ｈ达到最大，与
此稍有不同的是ＦＡＮＣＢ基因水平在５ｈ稍有下降，
可能由于基因转录和蛋白表达水平时间点不一致导

致，在５ｈ修复功能大于损伤作用，ｇａｍｍａＨ２ＡＸ表
达下降，损伤信号降低，ＦＡＮＣＢ基因转录水平就会
发生下降，而蛋白水平表达稍落后于基因水平，所以

表现为相对不一致。同时，ＦＡＮＣＢ在 ＤＮＡ损伤时
的高表达，表示了其作为ＤＮＡ同源重组修复途径中
间体的重要作用，而在敲低 ＦＡＮＣＢ表达水平后，细
胞出现了更严重的 ＤＮＡ损伤及更弱的修复能力。
在目前的研究中，ＦＡＮＣＢ突变会导致 ＦＡ和严重的
先天性多发畸形，也表明了ＤＮＡ同源重组修复途径
是维持正常胚胎和生长发育的重要方式［１４１７］。生

物体内每时每刻都会发生ＤＮＡ损伤，而这些修复通
路因子的功能作用就尤其重要，若是这些关键因子

发生变异，功能得不到补偿，就会在生长发育中对外

界刺激更加易感，在胚胎发育期就表现为各类畸形，

而在出生后则表现为肿瘤的高发，在耳鼻咽喉头颈

外科ＦＡＮＣＢ的突变就有可能导致小耳畸形和各种
头颈肿瘤［８］，同样在肿瘤的治疗过程中，了解肿瘤

细胞ＤＮＡ损伤修复机制有利于更有效的杀灭肿瘤
细胞［１８］。

由于本研究只应用了２９３Ｔ细胞，研究靶点只局
限于ＦＡＮＣＢ，其他类型的细胞和 ＤＮＡ损伤修复靶

·４５·
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点暂未涉及，以及时间点只局限于５ｈ内，不能更清
楚的阐述更具体的分子机制和更长时间的表达变

化，后续还需进一步深入和扩大实验靶标。

综上所述，本研究着重于探讨 ＦＡＮＣＢ和 ＤＮＡ
损伤修复因子 ｇａｍｍａＨ２ＡＸ和 ＲＡＤ５１在短时间内
应对ＭＭＣ诱导的ＤＮＡ损伤后的表达变化情况，探
讨其间可能存在的分子机制。在 ２９３Ｔ细胞中，
ＭＭＣ诱导的短时间 ＤＮＡ损伤可能上调 ＦＡＮＣＢ表
达从而增加ＲＡＤ５１表达，导致了 ＤＮＡ修复功能增
加，这可能为后续ＤＮＡ损伤修复功能研究提供一定
思路。
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