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摘要 重离子束辐射能引发细胞DNA双链断裂，被认为是构成基因组不稳定因素之一。现有研究表明：同

源末端连接、同源重组、单链退火和选择性末端连接在修复DNA双链断裂方面发挥着重要的作用，但是影

响DNA双链断裂修复途径选择的因素目前仍不清楚。本文对近年重离子辐射细胞产生的DNA损伤特征和修

复途径方面的新发现进行了综述，并从类型和分布、染色质状态、DNA末端结构、DNA末端切除、细胞周

期方面解释了细胞DNA双链断裂修复途径的选择机制。这对细胞DNA损伤修复的研究具有重要意义，为重

离子辐射技术在生物学效应研究方面提供了参考。
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ABSTRACT Heavy-ion beam radiation can cause cell DNA double-strand breaks (DSBs), which are factors that 

lead to genomic instability. Existing studies have demonstrated that homologous end joining, homologous 

recombination, single-strand annealing, and selective end joining play critical roles in the repair of DNA DSBs. 

However, the factors that affect the selection of repair pathways for DNA DSBs remain unclear. In this study, recent 

findings on DNA damage characteristics and repair pathways generated by heavy-ion radiation cells are reviewed, 

and the selection mechanism of DSB repair pathways in cells is explained in terms of the types and distribution of 

DNA DSBs, chromatin status, DNA terminal structures, DNA terminal excision, and cell cycles. This review is of 

great significance for the study of DNA damage repair and provides a reference for investigating the biological 

effects of heavy-ion radiation technology.

KEYWORDS Heavy-ion beam radiation, DNA damage, Clustered DSBs, DNA damage repair
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重离子束是一种高能粒子束，具有较高的生

物学效应［1］，在癌症治疗［2］、植物育种［3］、微生

物育种［4］等方面得到了广泛的应用。研究发现，

重离子束照射细胞能产生多种类型的DNA损伤，

包括 DNA 双链断裂（Double stand break，DSB）、

单链断裂（Single stand break，SSB）、碱基损伤和

DNA蛋白质交联［5-6］，与人类多种疾病形成密切相

关。其中，DSBs 被认为是影响细胞命运的关键

DNA损伤，因为它们在未修复或错误修复时会导

致细胞死亡或突变［7］。

研究发现，重离子束辐射导致DSBs形成的关

键因素可能是LET值［8］。Aoki-Nakano等［9］将鸡B

淋巴细胞系DT40及其DSBs修复途径缺陷衍生物

的细胞暴露于重离子束中，研究了LET与细胞致

死率之间的关系，发现细胞周期阶段和DSBs修复

途径的活性受LET介导的生物学效应影响，随着

LET的增高，DSBs和 SSBs断裂会增多，DNA损

伤的复杂性增加［10］。进化上保守的DNA修复途径

在修复DSBs以确保基因组完整性和维持基因组稳

定性方面发挥着关键作用［11］。如果这些DNA损伤

未得到正确修复，残留或未修复的DSBs可能会导

致遗传物质的丢失和细胞死亡，尤其是修复DSBs

的断裂末端属于非同源性末端时，可能会导致错

误的末端连接和重排事件，从而导致基因突变、

染色体畸变、细胞转化、癌变等毒性事件［12］。鉴

于DNA修复途径在修复DSBs和降低辐射诱导产

生的危害方面的重要性，已有大量针对识别、转

导和修复DSBs关键蛋白质的相关研究，揭示了辐

射细胞中复杂的DSBs修复机制［13］。哺乳动物细胞

共有 4种可能的DNA修复途径，包括非同源末端

连接（Non-homologous end joining，NHEJ）、同源

重组（Homologous recombination，HR）、单链退

火（Single-strand annealing，SSA）和交替末端连

接（Alternative end joining，A-EJ）［14-16］。然而，越

来越多的研究表明，这 4种途径不是修复DNA损

伤的同等或替代方法［17］。事实上，DNA损伤修复

途径受一系列因素调节，如DNA损伤的类型和分

布、局部染色质环境、DNA末端切除和细胞周期

阶段等都被用来确保细胞选择合适的DNA修复途

径［18］。虽然在研究DSBs修复的主要机制方面已经

做了许多工作，但仍不清楚决定DNA损伤修复途

径选择的主要因素。在重离子束辐射诱导的DNA

修复途径中发现许多组装蛋白、转录因子和分子

伴侣参与其中，但是目前并没有完整的解释其在

修复过程中的作用机理。

本文主要讨论重离子束辐射细胞DNA的损伤

形式和影响DNA损伤修复途径选择的主要因素。

我们首先描述了细胞DNA的损伤形式特点和主要

的DNA修复途径原理，并对DSBs的关键DNA修

复蛋白和修复途径选择的调控机制进行探讨；然

后，从不同角度总结可能影响重离子束辐射诱导

的DSBs修复途径选择的主要因素。这对DNA修

复途径和相应选择机制的研究具有重要意义，为

重离子束辐射技术在生物学效应的分子机制研究

和生命科学领域的应用提供了参考。

1   重离子束辐射诱导DSBs形成的特点

重离子束辐射会引发更严重的细胞 DNA 损

伤［19］。高LET辐射会导致大量不同类型的DNA损

伤，具体分为复杂DNA损伤和孤立DNA损伤［20］。
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低LET和高LET辐射引发的DNA损伤有明显的区

别：低辐射引发 SSB和DSB，高LET辐射导致聚

集性的DSBs形成和大量动态染色体畸变，包括染

色体重排、染色体断裂、双中心、易位和缺失突

变［19］。复杂DNA损伤也被称为簇状DNA损伤［21］，

由于重离子束会在高度结构化的轨道上沉积能量，

从而导致复杂DNA损伤的形成，定义为两个或多

个近距离诱发的DNA损伤。其约占DNA总损伤的

50%~80%［22］，包括DNA DSBs和非DSB氧化簇状

DNA损伤［23］。孤立的DNA损伤包括氧化碱基和

DNA SSB［24］。有研究认为，簇状DNA损伤可能会

延缓损伤DNA整体修复的速度，因为簇状DNA损

伤可能会破坏每种类型DNA损伤的DNA修复蛋白

的招募。因此，簇状DNA损伤是高能重离子束辐

射诱导DNA损伤最具代表性的标志［25］。染色体重

排的机制，尤其是双着丝粒、易位或大片段缺失

的形成机制一直存在广泛的争议。“接触优先”模

型的提出很好地阐明了这一点，如图1所示，两条

断裂染色体的连接发生在断裂位于近端位置时，

如果聚集的DSBs发生在染色体边界，则可能导致

染色体间交换，而当两个DSBs在同一条染色体上

彼此靠近形成时，染色体内交换会导致缺失［25］。

人类成纤维细胞在高能硅（54 keV/μm）和铁

（176 keV/μm）离子辐射后，组蛋白H2AX通过双

链断裂而激活，表明高LET重离子束辐射细胞会

导 致 沿 着 粒 子 轨 迹 产 生 大 型 磷 酸 化 H2AX

（γH2AX）病灶，是DSBs的一个标记［26-27］。此外，

γH2AX病灶包含多个较小且定位紧密的病灶，将

其命名为聚集 γH2AX 病灶，是 DSB 簇形成的特

征［28］。而且，在临床接受碳离子束放射治疗的人

类肿瘤细胞样本中，发现了这种聚集的电离辐射

诱导病灶，在接受X射线放射治疗的肿瘤中却没

有观察到这些聚集病灶，是高LET电离辐射的重

要标志［29］。高LET重离子束辐射可导致簇状DSBs

的形成，这是重离子束诱导 DSBs 的一个新特

征［23］。电离辐射通过与DNA的直接相互作用和在

DNA附近产生ROS间接损伤DNA［2］。越来越多的

证据表明，与X射线或 γ射线辐射细胞相比，重离

子束照射细胞可引起大量动态染色体畸变，包括

染色体重排、染色体断裂、双着丝粒断裂、易位

和缺失突变［19］。当使用相同物理剂量时，高LET

重离子束照射后G2/M检查点阻滞的持续时间比X

射线照射后的持续时间更长，且高LET重离子束

照射诱导的DSB增加了G1细胞中接受末端切除的

DSB 数量。此外，以转基因小鼠作为实验材料，

比较了碳离子、X射线和 γ射线引发的突变，发现

碳离子束辐射显著增加了肝脏、脾脏和肾脏细胞

的DNA缺失突变频率，表明重离子束辐射可诱导

器官特异性突变。更为重要的是，通过DNA序列

分析表明，碳离子引起的缺失主要是1 000个碱基

对以上的DNA片段，而 γ射线引起的缺失少于100

个碱基对和碱基替换［5］。

2   重离子束辐射后DSBs的修复途径

重离子束辐射会带来严重的DNA损伤，其中

DSBs被认为对细胞活性最具有威胁性的DNA损伤

形式，能引发细胞癌变。单细胞有机体中的单个

DSB可能导致细胞死亡［31］。电离辐射引发的损伤

可能的修复途径有 4 种：NHEJ、HR、SSA 和 A-

EJ［14-16］。如图2所示，在这些途径中，NHEJ和HR

是修复DSBs的两条主要途径，而 SSA和A-EJ可

以修复NHEJ和HR无法修复的残留DSBs［25，30］。

酵母细胞作为一种最简单的单细胞真核模式

生物，在重离子束辐射细胞损伤修复机制的解析

方面得到了广泛应用。在酵母中，HR 通路在

DSBs修复中占主导地位［32］。Matuo等［32］利用不同

LET值的碳离子束辐射野生型和修复基因非活性

菌株（Rad52、Rad50），发现Rad50和Rad52菌株

的突变率很高，Rad50突变细胞对碳离子束辐射的

图1　重离子束辐射后DSBs损伤的标志[25,30]：高LET重离子
束辐射后，两条不同染色体之间通过错误重新连接形成染色
体重排，并且高LET重离子束辐射导致在有限区域内形成多
个DSBs，此外，高LET重离子束辐射可在染色体边界引起多

个DSBs
Fig.1　Signs of DSBs damage after heavy particle 

radiation[25,30]: the diagram shows that after high LET 
heavy-ion irradiation, two different chromosomes are wrongly 

reconnected to form chromosome rearrangements, and high 
LET heavy-ion radiation leads to the formation of multiple 

DSBs in a limited area. In addition, high LET heavy-ion 
radiation can cause multiple DSBs at the chromosome 

boundary
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敏感性低于Rad52突变细胞。因此，在酵母中HR

途径是DSBs修复的主要途径。在人类细胞中，主

要通过HR［30］和NHEJ［33］来修复DSBs。如图 3所

示，HR在DNA复制后的S\G2期活跃，而NHEJ在

整个细胞周期中发挥作用［30，34］。X射线或 γ辐射诱

导的约 70% 的 DSBs 在人类细胞中被 NHEJ 修

复［35］。与X射线或γ射线辐射相比，重离子束辐射

诱导的DSBs优先由HR修复［35-36］。此外，染色体

畸变现象表明，在G2期过度切除后，HR途径做

不到完全修复，一些DSBs可能通过容易出错的修

复途径修复，如 SSA 或 A-EJ 途径。然而，由于

DNA PKcs抑制剂在高LET重离子束辐射后强烈阻

断受照射G1细胞中的DSBs修复，并且聚ADP核

糖基聚合酶（PARP）抑制剂引发适度的 DSBs 修

补缺陷，NHEJ途径似乎是高LET重离子照射后修

复DSBs的主要途径。因此，为了准确理解高LET

重离子束辐射后DSBs修复途径的分子机制，需要

进一步分析。

图2　重离子束辐射后DSBs修复途径的模型[25,30, 34]:高LET重离子束辐射诱导的DSBs中约90%通过切除介导的途径修复，即
主要是HR和其他途径，如SSA或A-EJ，约10%的DSBs由NHEJ途径修复。重离子束辐射后会形成复杂的DSBs断裂末端，影

响DSBs修复的速度，显示出DSBs修复速度慢于X射线或γ射线
Fig.2　Model of DSBs repair pathway after heavy-ion irradiation[25,30, 34]. About 90% of DSBs induced by high LET heavy-ion 

radiation are repaired by excision mediated pathway, that is, HR and other pathways, such as SSA or A-EJ, and about 10% of DSBs 
are repaired by NHEJ pathway. After heavy-ion radiation, complex broken ends of DSBs will be formed, which will affect the repair 

speed of DSBs. It shows that the repair speed of DSBs is slower than that of X-rays or γ-rays

图3　修复途径在细胞间期参与修复[30,34]：辐射诱导的DNA双链断裂的主要修复途径（（a）非同源末端连接（NHEJ）、（b）同源重
组（HR）、（c）单链退火（SSA）和（d）交替末端连接（A-EJ））在细胞间其发挥着重要作用，并且具有明显的细胞周期依赖性
Fig.3　Pathways were involved in repair during interphase[30,34]. The major repair pathways for radiation-induced DNA double-

strand breaking ((a) non-homologous end joining (NHEJ), (b) homologous recombination (HR), (c) single-strand annealing (SSA),
and (d) alternate end joining (A-EJ) ), which play important roles between cells and have significant cell cycle dependence
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3   DSBs中DNA修复途径选择的决定因素

3.1　  DSBs的类型和分布　

DSBs 修复途径的选择可能主要取决于 DSBs

的类型和分布［37］，因为不同的辐射会导致DNA的

损伤呈现不同的复杂性，例如，简单的DSB损伤

和复杂的簇状DSBs损伤，这两种损伤可能会触发

不同的修复途径。一般来说，低LET辐射诱导的

DSBs主要通过NHEJ和HR途径修复，而高LET辐

射产生的DSBs则难以修复［38］。最近的一项研究表

明，在高或低LET辐射暴露后的Hela细胞 IRIF中，

DSBs关键修复因子具有不同的空间结构，这表明

不同辐射质量形成的DSBs可能引发不同的修复途

径［39］。不同辐射质量会导致 DNA 损伤复杂性不

同，例如简单的 DSBs 损伤和聚集的 DSBs 损伤，

可能触发不同的修复途径。研究发现，Artemis作

为NHEJ中的一个关键组装蛋白，参与修复高LET

辐射诱导的聚集DSBs，这支持了NHEJ在修复高

LET辐射产生的DSBs中具有重要作用［40］。然而，

在另一项研究中发现，高LET辐射产生的含有短

的 DNA 片段的复合 DSBs 可以抑制 NHEJ，导致

NHEJ主导的DSBs修复效率较低［41］。因此，不同

辐射会使得DSBs的类型和空间分布呈现多样性，

进而影响DSBs修复途径的选择。

3.2　  染色质状态　

染色质状态在DSBs修复途径选择中能产生重

要影响。研究发现，染色质状态可以改变重离子

束辐射产生的DSBs的形式，从而影响修复处理的

结果，表明染色质状态可能在影响修复途径选择

方面发挥重要作用［42］。在常染色质中，基因组对

DNA复制和转录具有活性。因此，重离子束辐射

在该区域产生的DSBs可能通过广泛的DNA末端

切除来处理［43］。一些研究还表明，常染色质中重

离子束辐射的 DSBs 主要由 NHEJ 和 HR 修复［44］。

与常染色质不同，异染色质区域重离子束辐射的

DSBs不利于HR途径，而更喜欢A-EJ途径［45］。此

外，异染色质中辐射诱导的DSBs修复动力学明显

慢于常染色质［43］。一些研究发现，在修复异染色

质中 DSBs 时，需要增加聚 ADP 核糖聚合酶

（PARP）和共济失调毛细血管扩张突变蛋白

（ATM）的水平以及其他组装因子来分解染色质，

表明二者可能促进染色质解聚和重塑，是DSBs早

期反应信号的一部分，在确定修复途径选择方面

具有重要作用［34，46］。综上所述，我们推断在不同

染色质状态下重离子束辐射可能导致选择不同

DSBs修复途径。

3.3　  DNA末端结构　

DNA末端结构在重离子束辐射诱导的DSBs修

复途径选择中发挥着重要作用。DNA末端结构是

决定初始 DSBs 修复途径选择的一个重要因

素［18，43］。如果DNA双链断裂的末端为钝端，异二

聚体Ku70/80将容易结合到DNA末端以保护DNA

末端结构并促进NHEJ途径参与修复。然而，如果

DNA双链断裂末端含有长的单链DNA尾部或单链

间隙，由于Ku70/80与这种DNA末端结构的结合

能力弱，不能充分结合，从而引发PARP激活，进

而导致其他修复途径参与DSBs修复。而且，重离

子束辐射诱导形成的DNA末端或靠近DNA末端的

簇状DSBs可阻碍Ku70\80与DNA末端的结合，从

而限制NHEJ途径。从而解释了高LET辐射诱导的

复杂 DSBs 可以抑制 NHEJ 并促进 HR［41］。此外，

在Povirk等［47］的研究中发现，Artemis核酸酶可用

于处理辐射诱导的这种DNA末端结构，从而促进

NHEJ。因此，辐射诱导的DNA 双链断裂的末端空

间结构在决定 DSBs 修复途径选择方面具有重要

作用。

3.4　  DNA末端切除　

DNA末端切除影响DSBs修复途径的选择。细

胞可以通过 DNA 末端切除对 DSBs 进行处理［30］。

DNA 末端切除可以去除 DSBs 末端的异二聚体

Ku70\80，并激活参与 DSBs 修复的替代途径：

HR、SSA和A-EJ［30］。表明DNA末端切除在决定

DSBs修复途径选择中起着关键作用。而且，根据

Scully等［18］研究发现，染色质环境、DNA末端切

除长度、细胞周期多种因素可以影响DNA末端切

除过程。

染色质环境通过调节DNA末端切除影响DSBs

修复途径的选择。染色质环境中阻碍DNA末端切

除的关键组装因子可以使Ku70/80保留在DNA末

端，从而促进NHEJ［30］。相反，染色质环境中有助

于DNA末端切除的因素可以使Ku70\80发生位移，
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从而激活其他DSBs修复途径。例如，53BP1在确

定DSBs修复途径方面起着重要作用［48］。53BP1可

以被招募到DSBs末端，并在DSBs周围形成 IRIF，

使得染色质变得紧密，从而阻止DNA核酸酶进入

DSBs末端［49］，并限制DSBs末端切除的长度［50］。

最近的研究表明，Shieldin复合物具有与 53BP1相

似的修复功能，可以抑制DNA末端切除，将单链

DNA尾部转化为钝端，并促进 c-NHEJ［51］。相反，

BRCA2和RAD51作为 53BP1和 Shieldin复合物的

拮抗剂，其副作用可以克服DNA末端切除，促进

RAD51 的负荷，并进一步导致 HR 途径激活。因

此，染色质环境在DSBs修复途径选择方面具有重

要作用。

DNA末端切除的长度很可能是影响DSBs修复

途径选择的主要原因［52］。切除范围小于20 bp被称

为“短程切除”，A-EJ途径将有机会被激活进而参

与DSBs的修复［30］。切除范围相对较长，大约几千

bp被称为“长距离切除”，主要通过HR途径招募

DNA链转移酶RAD51来修复DSBs。此外，切除

范围为几十万 bp 时，也可以选择 SSA 途径通过

RAD52 核丝的侵袭修复残留的 DSBs。如果 DNA

末端是长距离切除，并且具有微同源重复区，则

可能选择A-EJ途径通过PARP1的竞争结合进行修

复 。 MRN、 CtIP、 BRCA1、 DNA2、 EXO1 和

BLM作为关键的DNA修复蛋白或复合物，参与调

节DNA末端切除长度，对于控制DSBs修复途径

的选择非常重要［17］。抑制上述任何因子都可以抑

制 HR 和 SSA 修复 DSBs，但 NHEJ 途径仍正常

工作［18］。

3.5　  细胞周期　

细胞周期可以通过调节 DNA 末端切除影响

DSBs修复途径的选择。研究发现，重离子束辐射

诱导增加了G1期细胞中DSBs末端切除的数量［53］。

在X射线或γ射线照射后，约15%的DSBs被切除；

然而，由于G1期细胞的切除长度比G2期细胞的切

除长度短得多，因此这些事件未被发现［36］。相比

之下，重离子束辐射会导致更积极的切除，从而

发现G1期细胞也具有末端切除现象［36］。DSBs可

以有效地激活 DNA 末端进行切除。因此，大约

85%的复杂DSBs在DNA修复过程中被切除。在

G2 期细胞中观察到染色体畸变的 LET 依赖性增

加，重离子束辐射后 HR 使用的频率存在一些差

异［36］。然而，HR是一种无错误的修复途径，如果

由HR精确修复DSBs，则不应观察到染色体畸变。

因此，染色体畸变数据表明，在G2过度切除后，

一些DSBs可能通过易出错的修复途径进行修复，

如SSA或A-EJ［54-55］。

细胞周期各个阶段在DSBs修复途径的选择中

具有重要作用［56］。M期除外，NHEJ途径可以在细

胞周期的所有阶段修复DSBs；A-EJ途径在整个细

胞周期中具有活性，并且在G2期具有最大活性，

参与 DSBs 修复。同时，HR 和 SSA 途径主要在 S

和G2期间参与DSBs修复。这些依赖性的主要原

因是，当细胞进入S期和G2期时，CDK活性会显

著增加。CDK活性可以通过磷酸化激活DNA修复

蛋白，从而进行 DNA 末端切除［57］。实验证据表

明，重离子束辐射导致细胞周期停滞在 G1\S 或

G2\M［58-60］，产生细胞周期阻滞现象。细胞周期阻

滞不仅为DNA修复提供了充足的时间，而且还改

变了CDK活性，CDK活性可以调节DNA末端切

除的过程。因此，细胞周期可以通过影响CDK活

性，进而调控DNA末端切除，从而决定DSBs修

复途径的选择［30］。

4   结论与展望

重离子束作为辐射生物学效应研究的重要辐

射源，能够提供更多的辐射参数和表型研究素材。

研究表明：生命体对辐射损伤的应激和修复是非

随机的，且由于特定的化学结构，DNA和蛋白质

等生物大分子对高LET重离子束的辐射表现出特

殊的损伤敏感性。以此为基础开展重离子束辐射

生物学效应的定点和定向研究，将极大地推动重

离子束辐射诱导生物学效应的分子机制研究以及

重离子束辐射技术在生命科学中的应用。本文基

于对高LET重离子束辐射处理后的细胞DNA损伤

形式、修复损伤DNA的途径以及影响修复途径选

择的决定因素的最新研究进展，总结和讨论了高

LET电离辐射产生的DNA损伤特点和损伤修复途

径的种类以及修复途径选择的影响因素。研究表

明，重离子束辐射能够形成簇状DSBs损伤，是重

离子束辐射诱导DSBs的一个重要特征，并且发现

双链断裂的类型和分布、染色质状态、DNA末端

结构、DNA末端切除和细胞周期对于DNA损伤途
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径的选择起到决定作用。

重离子束辐射技术未来研究还存在一系列挑

战：（1）现有研究结果仍然没有清楚解释DNA损

伤的形成机制；（2）NHEJ和HR对修复高LET辐

射产生的簇状DNA损伤的贡献仍然不太清楚；（3）

SSA和A-EJ这两条途径对高LET和低LET辐射的

损伤修复详细过程目前没有得到科学的解释；（4）

对重离子束辐射诱导的DSBs修复途径选择的决定

因素的理解仍然有限，并且仍然不清楚影响DNA

修复途径选择的主要因素。今后可以通过设计多

重位点损伤的方法，探讨DNA损伤修复机制，来

进一步深入重离子束辐射领域的研究。
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