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ｈＯＧＧ１基因高表达细胞株，并初步探讨转染细胞生物学特性的变化。方法　成功构建ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭｙｃＨｉｓＡ载体后，
大量抽提阳性重组子并在ＦｕＧＥＮＥ６的介导下联合ｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ荧光质粒转染 Ａ５４９细胞（转染组），同时设空白对照组

（Ａ５４９）和阴性对照组［ＰＧＬ３＋ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭｙｃＨｉｓＡ转染的 Ａ５４９细胞］。生物荧光检测转染细胞ｈＯＧＧ１ ｍＲＮＡ表达

的改变，蛋白质免疫印迹法检测转染细胞ｈＯＧＧ１蛋白表达水平。将３组细胞于不同高氧条件下培养，相差显微镜观察形态学

变化，彗星试验比较各组细胞对抗损伤和修复能力的情况，同时测定ＤＮＡ氧化损伤标志物８羟基脱氧鸟苷（８ＯＨｄＧ）的变

化。结果　转染细胞荧光素酶稳定表达，蛋白印迹检测转染组ｈＯＧＧ１蛋白明显高于两对照组细胞，提示ｈＯＧＧ１基因高表达
细胞株建立成功。相同高氧条件下，转染组形态学变化明显减轻，彗星细胞率和ｏｌｉｖｅｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ明显低于空白组和阴性对照

组，修复完成率高，修复时间缩短（Ｐ＜０．０５），测定氧化损伤标志物８ＯＨｄＧ明显下降，提示细胞对抗ＤＮＡ损伤和修复能力均

增高（Ｐ＜０．０５）。结论　ｈＯＧＧ１基因的高表达可减轻细胞对ＤＮＡ氧化损伤的敏感性，提升细胞ＤＮＡ的修复能力。
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　　在正常情况下，细胞每天可产生１０１１个活性氧分
子（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），诱发自由基攻击

ＤＮＡ。在各种ＤＮＡ氧化损伤中，鸟嘌呤８位碳原子
氧化后形成的８羟基脱氧鸟苷（８ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｓｏｘ
ｏｇｕａｎｏｓｉｎｅ，８ＯＨｄＧ）是形成频率最高、致突变能力最
强的产物，被公认为ＤＮＡ氧化损伤和细胞内氧化应
激的指示剂［１］。人类８羟基鸟嘌呤ＤＮＡ糖苷酶（ｈｕ
ｍａｎ８ｏｘｏｇｕａｎｉｎｅ ＤＮＡ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ，ｈＯＧＧ１）是

ｈＯＧＧ１基因编码的蛋白，同时具有糖苷酶和ＡＰ裂解
酶活性，最主要的功能是修复ＤＮＡ的氧化损伤，包括

８ＯＨｄＧ的切除，在维持基因组稳定和肿瘤预防上具
有举足轻重的作用［２］。本室成功构建了ｐｃＤＮＡ３．１
（＋）／ＭｙｃＨｉｓＡｈＯＧＧ１质粒，并通过共转染的方法
获得人肺腺癌Ａ５４９细胞ｈＯＧＧ１高表达细胞株，初步
研究ｈＯＧＧ１高表达对细胞生物学行为以及对氧化剂
诱导的ＤＮＡ氧化损伤与修复的影响。

１　材料和方法

１．１　主要材料及仪器　 ＰＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ（ＴａＫａＲａ）；

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭｙｃＨｉｓＡ真核表达载体（本室构建）；

Ａ５４９肺癌细胞株（本室保存），Ｐｏｌｙｆｅｃｔｉｏｎ转染试剂
（Ｑｉａｇｅｎ），ＤＭＥＭ细胞培养液（Ｇｉｂｃｏ）；ＲＮａｓｅ抑制剂
（ＴａＫａＲａ），Ｇ４１８和ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），ＢｉｏＳｐｅｃ
ｍｉｎｉＤＮＡ／ＲＮＡ／ＰＲＯＴＥＩＮＡｎａｌｙｚｅｒ（Ｓｈｉｍａｄｚｕ），ＮＣ
膜（Ｐｉｅｒｃｅ），单 细 胞 凝 胶 电 泳 彗 星 分 析 试 剂 盒
（Ｇｅｍｍｅｄ），其他试剂为国产分析纯。高氧细胞培养箱
（Ｓａｎｙｏ）；荧光显微镜（Ｌｅｉｃａ）；ＰＣＲ扩增仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ）；

ＰＯＷＥＲ／ＰＡＣ３０００型电泳仪、ＵＶＩ凝胶成像系统、Ｍｉｎｉ
ＴｒａｎｓＢｌｏｔＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓＴｒａｎｓｆｅｒＣｅｌｌ（ＢｉｏＲａｄ）。

１．２　ｈＯＧＧ１基因高表达细胞株的建立和鉴定　ｐｃＤ
ＮＡ３．１（＋）／ＭｙｃＨｉｓＡｈＯＧＧ１由本室前期实验构建
完成。构建产物经酶切后ＢｉｏＳｐｅｃｍｉｎｉＤＮＡＩＲＮＡ／

ＰＲＯＴＥＩＮＡｎａｌｙｚｅｒ测序鉴定目的基因，保证插入基
因的正确性。设立空白对照组（Ａ５４９）、阴性对照组
［ＰＧＬ３＋ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭｙｃＨｉｓＡ，Ａ５４９Ｐ］、转染组
［ＰＧＬ３＋ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭｙｃＨｉｓＡｈＯＧＧ１，Ａ５４９
Ｔ］。转染组按９１比例配制质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／

ＭｙｃＨｉｓＡｈＯＧＧ１和ｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ，阴性对照组将

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭｙｃＨｉｓＡ 换成ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／

ＭｙｃＨｉｓＡ，配制比例一致。荧光显微镜下挑选转染
成功细胞克隆，Ｇ４１８筛选出稳定转染的阳性细胞克
隆。取稳定转染后３组细胞，每组４孔，每孔５×
１０５～５×１０６个细胞，蛋白印迹法检测３组细胞ｈＯＧＧ１
蛋白水平，每孔重复测定３次。

１．３　转染对细胞生物学特性的影响　（１）形态学观
察３组细胞外观形态变化；（２）ＭＴＴ比色法观察细
胞生长速度：用平均Ｄ 值与各时间点为横纵坐标绘
制细胞生长曲线，连续７ｄ后绘制细胞生长曲线。细
胞倍增时间按（ＴＤ＝ｔ×ｌｇ２／（ｌｇＮｔ－ｌｇＮ０）计算，其
中ＴＤ为细胞倍增时间，ｔ为培养时间，Ｎｔ为培养时间
后终末细胞数，Ｎ０为初种细胞数。（３）流式细胞仪测
定各组细胞细胞周期、凋亡率和增殖指数［ＰＩ＝（Ｓ＋
Ｇ２／Ｍ）／（Ｇ０／Ｇ１＋Ｓ＋Ｇ２／Ｍ）×１００％］的变化。

１．４　三组细胞对高氧培养处理下的ＤＮＡ损伤和修
复效应比较　３组细胞常规培养流程处理并置于高
氧培养箱内，培养液暴露于９５％高氧环境中，并分别
于０、１２、２４、４８ｈ收集标本检测分析。检测指标：（１）
部分细胞４％多聚甲醛ＰＢＳ固定１０ｍｉｎ，相差显微
镜进行形态学观察。（２）部分细胞常规消化离心后，
改良彗星实验［３］观察ＤＮＡ损伤效应，彗星图像用专
用软件ＫｉｎｅｔｉｃＣｏｍｅｔ４．０分析，根据彗星尾长（ｔａｉｌ
ｌｅｎｇｔｈ，ＴＬ）及拖尾细胞数（ｔａｉｌｃｅｌｌ，ＴＣ）计算出彗星
尾矩（ｏｌｉｖｅｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ，ＴＭ）。（３）取部分９５％高氧
浓度下２４ｈ和４８ｈ的细胞，高氧处理完毕后置含小
牛血清完全培养液３７℃继续培养，分别于０、６０、１２０
和１８０ｍｉｎ取出细胞，离心收集后，改良彗星试验法
检测ＤＮＡ修复情况。（４）ＤＮＡ氧化损伤标志物８
ＯＨｄＧ的测定：按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作，以
标准物的浓度为横坐标（对数坐标），Ｄ 值为纵坐标
（普通坐标），在半对数坐标纸上绘出标准曲线，根据
样品的Ｄ值由标准曲线查出相应的浓度；再乘以稀
释倍数，即为样品的实际浓度。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行
统计学分析，数据均以珚ｘ±ｓ表示，多样本均数比较
采用单因素方差分析，两两比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓｔ检
验。检验水平（α）为０．０５。
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２　结　果

２．１　插入目的基因的鉴定　ＥｃｏＲⅠ／ＫｐｎⅠ双酶切
连接构建的ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＭｙｃＨｉｓＡｈＯＧＧ１，凝胶
电泳确认二者长度与估计大小基本一致（ｈＯＧＧ１为１
２００ｂｐ，ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＡ为５３４６ｂｐ，图１）。测
序结果显示质粒里插入片段的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ公
布的ｈＯＧＧ１基因编码序列相同。

图１　重组质粒ＥｃｏＲⅠ／ＫｐｎⅠ双酶切片段鉴定

Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｂｙＥｃｏＲⅠ／ＫｐｎⅠ

２．２　ｈＯＧＧ１基因高表达细胞株的鉴定　连续５ｄ
检测细胞荧光酶活性，转染组细胞荧光酶稳定，提示
在携带目的基因的共转染组中ｈＯＧＧ１ｍＲＮＡ出现
了与荧光素酶同步的高表达。经蛋白印迹检测，转
染组ｈＯＧＧ１蛋白表达水平较阴性对照组和空白对
照组明显升高（图２）。

２．３　转染对细胞生物学特性的影响

２．３．１　一般形态学　３种细胞软琼脂克隆形成数之
间无明显差异，各组细胞均显示典型的Ａ５４９细胞的
多角形或梭形形态，高倍镜下可见细胞间连接，细胞
形态饱满，核质明显。

２．３．２　细胞生长速度和倍增时间　３组细胞的生长
速度相似，初期平稳增加，于第３天进入快速增殖
期，第４天开始进入平台期，以后开始逐步下降。

Ａ５４９、Ａ５４９Ｐ和Ａ５４９Ｔ组细胞的群体细胞倍增时
间分别为２．１７、２．０９和２．１５ｄ，３组细胞各时间点数
据比较差异均无统计学意义。

图２　蛋白印迹法检测３组Ａ５４９细胞转染后ｈＯＧＧ１蛋白水平的比较

Ｆｉｇ２　ＶａｒｉａｔｉｏｎｏｆｈＯＧＧ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

２．３．３　细胞周期和凋亡率的变化　流式细胞术检
测结果见表１，Ａ５４９组、Ａ５４９Ｐ组和 Ａ５４９Ｔ组细
胞相比，细胞周期的分布没有明显改变。各组细胞

凋亡率和细胞增殖指数之间亦无统计学差异。表明
转染质粒和ｈＯＧＧ１ 基因均未对细胞周期的分布产
生明显影响。

表１　采用流式细胞术检测３组细胞细胞周期结果

Ｔａｂ１　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ
（％）

Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｉｎｄｅｘ（％）

Ａ５４９ ５．８８±０．７５ ５５．３５±０．２０ ３８．２７±０．４３ ６．３０±０．３９ ４１．２０±０．２６
Ａ５４９Ｐ ４．８７±０．８１ ５８．６６±０．８０ ３３．１１±１．８７ ８．２３±２．３０ ４０．２７±０．８０
Ａ５４９Ｔ ５．６２±１．３３ ５８．４４±１．３９ ３５．４３±３．４１ ６．１３±１．９７ ４０．６０±１．３９

２．４　各组细胞对高氧诱导的损伤效应

２．４．１　形态学变化　相差显微镜下直接观察细胞
形态（图３），可见暴露开始（０ｈ）时，各组细胞均呈上
皮样细胞贴壁生长，多呈梭形、纺锤形，排列紧密，核
仁清楚，组间无明显差异。高氧暴露后，细胞分布逐

渐稀疏，细胞体积变小，皱缩呈圆形，部分细胞内出
现空泡、细胞核浓染，提示细胞可能发生了凋亡样改
变，随着时间的增加，以上损伤呈现逐步加重趋势。
高氧暴露２４ｈ后，Ａ５４９与Ａ５４９Ｐ细胞失去基本形
态，暴露４８ｈ后，视野内细胞普遍固缩浓染，失去活
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性迹象。Ａ５４９Ｔ较其他两组形态变化明显轻微，随
着时间的推移，差异更加明显，即使高氧暴露４８ｈ

细胞原形态依然维持较好，提示 Ａ５４９Ｔ对抗氧化
损伤能力强于其他两组，并可能存在主动修复行为。

图３　不同时间高氧处理对细胞形态学的影响

Ｆｉｇ３　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｏｆｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｈｙｐｅｒｏｘｉａ

２．４．２　ＤＮＡ损伤效应　彗星试验中，正常状态细
胞在荧光下仅显像圆形彗星头部，无拖尾变形（图

４Ａ）。高氧暴露后，各种细胞均表现出不同程度

ＤＮＡ损伤，无论是拖尾率还是彗星尾矩，均随高氧
暴露时间的增加而增加。从表２可以看出，当高氧
暴露１２ｈ时，拖尾细胞开始出现，表明细胞损伤开
始出现，但３组细胞指标无明显统计学差异，这与形
态学变化基本一致。当时间延长到２４ｈ时，空白组

和阴性对照组拖尾率明显高于转染组，断裂样拖尾
增多，尾矩与Ａ５４９Ｔ细胞组相比增大（Ｐ＜０．０５）。
高氧暴露４８ｈ后，以上数据变化更加明显，彗星细
胞头部由圆形强荧光到点状弱荧光，而尾部渐增大，
荧光由弱到强（图４Ｂ～４Ｆ），彗星细胞核缩小尾宽大
似凋亡样（图４Ｆ）。相较之下，转染组细胞（Ａ５４９
Ｔ）变化明显轻微，提示 Ａ５４９Ｔ细胞对高氧引起的

ＤＮＡ损伤有对抗作用。

图４　彗星实验显示９５％高氧诱导４８ｈ后Ａ５４９细胞的ＤＮＡ损伤

Ｆｉｇ４　ＣｏｍｅｔｉｍａｇｅｓｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏ９５％ｏｘｙｇｅｎｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｅｌｌ；ＢＦ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｃｏｍｅｔｃｅｌｌｈｅａｄｓｗｅａｋｅｎｅｄｇｒａｄｕａｌｌｙ，ａｎｄｔｈｅｔａｉｌｓｂｅｃａｍｅｌｏｎｇｅｒｗｉｔｈｓｔｒｏｎｇｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

Ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｔａｉｌｓｏｆｃｏｍｅｔｃｅｌｌｓｆｒａｃｔｕｒｅｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．４．３　ＤＮＡ修复效应　本实验中，有统计学意义
的修复开始时间，在Ａ５４９Ｔ细胞是６０ｍｉｎ，而在空

白组和阴性对照组却延迟到了１２０ｍｉｎ。表３数据
显示，Ａ５４９Ｔ细胞可以完全修复不同时间高氧暴露
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诱导的ＤＮＡ损伤。而空白组和阴性对照组除了修
复开始时间延迟外，还有７％和１１％的损伤细胞最
终不能完成修复过程（Ｐ＜０．０５）。当暴露时间延长
到４８ｈ，在１８０ｍｉｎ未能完成修复的细胞比例高达

４０％，且与１２０ｍｉｎ时相比，修复速度明显减慢。以

上结果提示，Ａ５４９Ｔ细胞对高氧诱导的ＤＮＡ损伤
有着比 Ａ５４９细胞和 Ａ５４９Ｐ细胞更强、更快、更完
全的修复能力。而 Ａ５４９细胞和 Ａ５４９Ｐ细胞修复
能力无明显差异，提示修复能力的提高来自于

ｈＯＧＧ１的作用而与转染的质粒本身无关（表３）。

表２　高氧诱导下ＤＮＡ损伤对各组细胞的影响

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｈｙｐｅｒｏｘｉａｏｎｃｅｌｌＤＮＡｄａｍａｇｅｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝３）

Ｅｘｐｏｓｕｒｅ
ｔｉｍｅｔ／ｈ

Ａ５４９

Ｃｏｍｅｔ
ｃｅｌｌ（％）

Ｏｌｉｖｅｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ
（珚ｘ±ｓ）

Ａ５４９Ｐ

Ｃｏｍｅｔ
ｃｅｌｌ（％）

Ｏｌｉｖｅｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ
（珚ｘ±ｓ）

Ａ５４９Ｔ

Ｃｏｍｅｔ
ｃｅｌｌ（％）

Ｏｌｉｖｅｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ
（珚ｘ±ｓ）

０ 　０ ０ 　０ ０ ０ ０
１２ １０ ４．６１±１．６２ １１ ５．９４±０．２１ １１ ４．０６±０．４３

２４ ９６ １８．３０±３．９５ １００ １８．３７±２．４０ ２７▲ ８．７２±１．８８▲

４８ １００ ４７．２２±１．６２ １００ ４７．６２±４．３７ ７３▲ １８．２１±０．５３▲

　Ｐ＜０．０５ｖｓ０ｈ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＡ５４９ａｎｄＡ５４９Ｐ

表３　高氧诱导ＤＮＡ损伤后各组细胞修复效应

Ｔａｂ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｈｙｐｅｒｏｘｉａｏｎｃｅｌｌＤＮＡｒｅｐａｉｒｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝３）

Ｅｘｐｏｓｕｒｅ
ｔｉｍｅｔ／ｈ

Ｒｅｐａｉｒ
ｔｉｍｅｔ／ｍｉｎ

Ａ５４９

Ｃｏｍｅｔ
ｃｅｌｌ（％）

Ｏｌｉｖｅｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ
（珚ｘ±ｓ）

Ａ５４９Ｐ

Ｃｏｍｅｔ
ｃｅｌｌ（％）

Ｏｌｉｖｅｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ
（珚ｘ±ｓ）

Ａ５４９Ｔ

Ｃｏｍｅｔ
ｃｅｌｌ（％）

Ｏｌｉｖｅｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ
（珚ｘ±ｓ）

２４ ０ ９５ １９．３０±３．９５ １００ １７．６７±２．４０ ２７ ８．９０±１．８８▲

６０ ９４ １８．７０±２．５１ ９４ １９．２１±０．５３ １８ ６．７７±２．４０▲

１２０ ４６ ９．４６±２．４７ ３８ ９．０１±１．６２ ０ ０
１８０ ７ ２．７９±１．６２ １１ ３．８６±０．５３ ０ ０▲

４８ ０ １００ ４９．２２±１．６２ １００ ４７．６２±４．３７ ７３ １９．２１±０．５３▲

６０ １００ ４８．３０±１．８２ １００ ４６．０７±２．１５ ３６ ９．４１±３．２２▲

１２０ ５３ ２７．５４±６．６１ ５５ ２６．８７±２．１２ １３ ４．９７±１．４２▲

１８０ ４１ １７．１２±０．５３ ４０ １９．２１±０．３３ ０ ０▲

　Ｐ＜０．０５ｖｓ０ｈ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＡ５４９ａｎｄＡ５４９Ｐ

２．４．４　ＤＮＡ氧化损伤标志物８ＯＨｄＧ的测定　实
验数据（图５）显示，随着高氧暴露时间的增加，三组

Ａ５４９细胞的８ＯＨｄＧ均呈现逐步上升的趋势，说明
高氧刺激可确切引起ＤＮＡ氧化损伤并产生大量损伤
相关物质，损伤程度随高氧暴露时间而增加。组间比
较，Ａ５４９Ｔ细胞内８ＯＨｄＧ的增加水平明显低于相
同时间点下空白对照组和阴性对照组，在实验第４天
开始差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。两对照组间未观
察到显著差异，提示对８ＯＨｄＧ的清除作用来自

ｈＯＧＧ１基因本身，与载体质粒无关。

３　讨　论

　　 反应性氧化产物 （ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，

ＲＯＳ）造成的ＤＮＡ损伤可以导致多种高氧损伤的
发生。Ｍａｙ等［４］发现机械通气后早产儿肺组织上皮

细胞凋亡显著增加，且通气时间越长，氧浓度越高，

细胞凋亡越多。

图５　三组Ａ５４９细胞ＤＮＡ氧化

损伤标志物８ＯＨｄＧ时间变化趋势图

Ｆｉｇ５　Ｔｉｍｅｖａｒｙｉｎｇｔｒｅｎｄｓｏｆ

８ＯＨｄＧｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓＡ５４９ａｎｄＡ５４９Ｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　目前认为，ｈＯＧＧ１是人体细胞中ＤＮＡ氧化损
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伤修复的第一环节［５］，基因位于人染色体３ｐ２５２６区
域内，由７个外显子和６个内含子组成，ｈＯＧＧ１基因
编码的ｈＯＧＧ１蛋白是一个带有ＡＰ裂解酶活性的双
功能ＤＮＡ糖苷酶，其主要功能是识别和切除ＤＮＡ双
链中的８羟基鸟嘌呤（８ＯＨｄＧ）［６］，此外，其ＡＰ裂解
酶活性可修复自发碱基丢失或因ＤＮＡ糖苷酶作用后
产生的突变［７］，在维护基因组稳定和预防肿瘤发生上
具有重要的作用。

　　目前，ｈＯＧＧ１基因与肿瘤发生关系的研究日趋
完善，对基因结构及多态性的研究也较为集中［５，８］，
虽然实验已经确认ｈＯＧＧ１对抗氧化损伤改善的对
抗作用［９］，但就如何调控ｈＯＧＧ１基因的活性增强对
损伤ＤＮＡ的主动修复能力，国内外研究尚少。本
研究成功构建ｐｃＤＮＡ３．１／ＭｙｃＨｉｓＡｈＯＧＧ１真核
表达载体，且生物学实验同时证实，共转染未对细胞
本身的特性造成影响。这为生物靶向治疗，如逆转

ＤＮＡ氧化损伤的基因工程细胞等的研究打下了良
好的基础，也为深入研究ＤＮＡ氧化损伤和修复提
供了一个十分有效的生物学工具。

　　本实验在成功构建ｈＯＧＧ１基因高表达Ａ５４９细
胞后，将其作为受试细胞进一步探索了ｈＯＧＧ１基因
高表达对高氧损伤的对抗作用。实验采用的是改良
“彗星实验”（ＣｏｍｅｔＡｓｓａｙ），又称单细胞凝胶电泳
（ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＣＧＥ），是一种在
单细胞水平上检测ＤＮＡ链损伤的方法，经碱性测
试方法改良的彗星实验灵敏性提高到每１×１０９（相
对分子质量）中即可检测出０．１个 ＤＮＡ 断裂。

ＤＮＡ的断裂、合成以及再连接修复与“彗星”细胞的
出现与消失一致，因此该实验可作为从损伤切除、修
复到合成、连接的单步骤各时点的观察。本实验中，
各组Ａ５４９细胞彗星细胞率和 Ｏｌｉｖｅ尾矩与高氧暴
露时间呈现出良好的效应关系，与形态学上的变化
呈现一致性，说明高氧确实可引起ＤＮＡ的损伤诱
发细胞凋亡。通过比较彗星细胞率和Ｏｌｉｖｅ尾矩发
现，相同暴露时间下，ｈＯＧＧ１基因高表达的 Ａ５４９Ｔ
细胞对高氧诱导的ＤＮＡ氧化损伤有更强的对抗能
力，表现为细胞形态更完整、类似凋亡细胞的比例更
低。在修复能力的检测中，ｈＯＧＧ１基因高表达的

Ａ５４９Ｔ细胞对损伤ＤＮＡ的修复速度明显提前，修
复完全程度也明显提高，与相差显微镜下观察到的
细胞形态学变化基本一致。

　　如前述，ｈＯＧＧ１蛋白主要功能是识别和切除

ＤＮＡ双链中的８ＯＨｄＧ，并掺入正常的鸟嘌呤碱基
以修复受损细胞。在本实验对８ＯＨｄＧ的测定中，
再次验证了ｈＯＧＧ１基因高表达对氧化损伤的抵抗
和主动修复能力的增强作用。实验中可见，ｈＯＧＧ１

基因高表达Ａ５４９细胞的８ＯＨｄＧ明显低于两对照
组，且随着时间的推移和损伤程度的加剧，组间差异
更加明显，提示 Ａ５４９Ｔ细胞高表达的ｈＯＧＧ１蛋白
逐步发挥了碱基切除修复功能，这一结果与彗星实
验显示的结果基本一致。以上结果提示ｈＯＧＧ１真
核载体导入的ｈＯＧＧ１基因得到了高表达，降低了细
胞对ＤＮＡ损伤剂的敏感性，增加了细胞的ＤＮＡ修
复能力，说明ｈＯＧＧ１基因在ＤＮＡ氧化损伤与修复
方面确有重要作用。

　　但必须看到，因为定向分化、突变、增殖调控等
瓶颈问题始终无法解决，Ａ５４９ｈＯＧＧ１基因高表达
细胞的建立虽然提供了一个良好的体外实验平台，
但对提高细胞修复能力作用仍然有限，因此，从增强
启动、促进表达、减少降解等方面促进在体细胞

ｈＯＧＧ１基因的作用，是我们进一步研究的方向。
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