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耐辐射球菌DNA双链断裂修复机制研究新进展
赵　烨，华跃进*

(浙江大学原子核农业科学研究所，杭州 310029)

摘　要 ：耐辐射球菌对于电离辐射等 DNA 损伤剂具有极强的抗性，能够将同一个基因组中同时产生的高

达 100 个以上的 DNA 双链断裂在数十小时内高效而精准地进行修复，是研究 DNA 双链断裂修复机制的重

要模式生物。同源重组、非同源末端连接和单链退火途径作为 3 个主要的修复途径参与了耐辐射球菌基因

组 DNA 双链断裂的修复过程。此外，一系列新发现的重要蛋白质，如 PprI、DdrB 等对于耐辐射球菌基因

组的修复过程同样至关重要。根据本实验室和国内外在这一研究领域近年来的报道，以不同的修复途径为

线索，综述该菌 DNA 双链断裂修复机制的最新研究成果。
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Research progress on DNA double-strand break repair in 
Deinococcus radiodurans

ZHAO Ye, HUA Yue-Jin*
(Key Laboratory of Chinese Ministry of Agriculture for Nuclear-Agricultural Sciences, 

Institute of Nuclear-Agricultural Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China)

Abstract: Deinococcus radiodurans is a popular model organism to study DNA double-strand break (DSB) repair 
due to its high resistance to DNA damage agents such as radiation. D. radiodurans can efficiently repair more than 
100 DSBs per genome copy within dozens of hours. It has been shown that homologous recombination, non-
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并深入研究了与 DNA 修复密切相关的新基因 pprI，发现了新的 DNA 损伤

修复途径，并提出了“基因开关”的概念，发现了一批具有重要功能的新

基因及其作用方式，在 Nature、PNAS、Mol Cell Proteomics、Mol Microbiol
和 DNA Repair 等 SCI 期刊发表论文 80 余篇。实验室的主要研究方向包括：

(1) DNA 损伤和修复相关的基因组学、转录组学和蛋白质组学研究 ；(2) 耐
辐射球菌的极端环境适应机理研究 ；(3) 抗逆性相关功能基因的挖掘和开

发利用 ；(4) 肿瘤细胞耐受性和 DNA 损伤修复机制研究 ；(5) DNA 损伤修

复相关蛋白质的结构生物学研究。
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homologous end joining and single strand annealing are three major pathways involved in the DSB repair of D. 
radiodurans. Additionally, a series of novel proteins were also identified, which play important roles in DSB repair. 
In this article, we summarized the recent progresses on DSB repair in D. radiodurans by different DNA repair 
pathways.
Key words: Deinococcus radiodurans; double-strand break; DNA repair; homologous recombination; extended 
synthesis-dependent strand annealing

DNA 是遗传物质的主要载体，细胞内外的各

种因子，如自由基、电离辐射、有毒制剂等都能够

对其造成损伤。若无法进行及时有效的修复，将会

影响基因组的稳定性，造成 DNA 分子的突变、重排，

甚至可能进而诱发癌症，最终造成个体的死亡。

DNA 损伤的类型不尽相同，包括交联、加合和断

裂等。在这些种类之中，DNA 的双链断裂 (double- 
strand break, DSB) 是公认的最为严重的损伤形式，

任何一个 DSB 的修复失败将直接导致细胞的死亡。

目前研究发现主要存在有 3 种 DSB 的修复途径：

同源重组途径 (homologous recombination, HR)、
非同源末端连接途径 (non-homologous end joining, 
NHEJ) 和单链退火途径 (single strand annealing, SSA)。
这些途径互相竞争、协作，完成了细胞对于 DSB
的修复过程。

耐辐射球菌 (Deinococcus radiodurans) 最早分

离自辐射灭菌处理后的肉类罐头中，是迄今为止地

球上发现的最抗辐射的生物之一，对于紫外射线、

过氧化氢、电离辐射等多种 DNA 损伤剂都具有极

强的耐受性
[1]。在指数生长期，耐辐射球菌的电离

辐射耐受性大约是大肠杆菌的 250 倍，人类细胞的

3 000 倍以上 [2]。进一步的研究表明，这种惊人的

能力来源于耐辐射球菌所具有的超强 DNA 损伤修

复能力，尤其是对于 DSB 的修复。对于一般生物

来说，一个或数个的 DSBs 就会造成细胞的死亡，

而耐辐射球菌能够神奇地将同一个基因组中同时产

生的高达 100 个以上的 DSBs 在数十小时内高效而

精准地进行修复 [3]。正因为如此，国内外围绕耐辐

射球菌 DSB 损伤修复机制进行了大量的研究，取

得了一些重要的进展，本文涉及到的相关蛋白质见

表 1。

1　同源重组(HR)修复途径

同源重组修复是细菌和酵母中 DNA 双链断裂

修复的主要途径，主要包括损伤的响应和识别、

DNA 末端的降解、链交换和 Holliday 分支迁移几

个过程。在细菌中，通常由 RecN 和 PNPase 蛋白

首先识别并富集双链断裂末端形成修复中心。进一

步地，RecBCD 蛋白复合体行使解旋酶和核酸酶活

性，降解 5' 单链末端，产生突出的 3' 单链末端，

并将 RecA 蛋白募集到 3' 单链末端上进行链交换反

应，使单链 DNA 侵入到同源的双链 DNA 序列上，

形成重要的 DNA 中间体 D-loop 结构。此时，至少

有两种选择完成后续的修复过程：(1) DNA 聚合酶

I 沿着 3' 单链末端继续合成新的 DNA，D-loop 迁移

形成 Holliday 分支结构，并最终通过 RuvABC 复合

体解开 Holliday 分支结构完成修复，这一过程被称

为双链断裂修复途径 (doublestrand break repair, DSBR) ；
(2) D-loop 在解旋酶的作用下解离，其 3' 单链与邻

近的 5' 互补序列退火形成缺口，由 DNA 聚合酶 I
填补缺口并最终通过 DNA 连接酶完成修复，这一

过程也被称为合成依赖的链退火途径 (synthesis-
dependent strand annealing, SDSA)。真核生物中的

同源重组修复途径与上述过程大同小异，以人源蛋

白为例：MRN-CtIP、DNA2、EXO1 等蛋白参与了

双链断裂末端的识别以及酶切；Rad51 和 Rad52 等

蛋白介导了链交换的反应；BLM、MRN 等蛋白复

合体最终解开 Holliday 分支结构完成了整个修复的

过程。

1.1　损伤的识别和DNA末端的降解

RecN 属于 SMC 家族蛋白，是耐辐射球菌中最

早响应双链断裂的重要蛋白之一。Funayama 等 [4]

在耐辐射球菌体内对其进行了敲除，结果显示该基

因的缺失大大加强了细胞对于 γ射线、UV 射线以

及丝裂霉素 C (mitomycin C, MMC) 的敏感性，表明

其参与了同源重组修复的过程。体外生化实验也验

证了耐辐射球菌 RecN 蛋白 (RecNDra) 具有与其同源

蛋白相似的 ATPase 活性。值得注意的是，RecNDra

的 ATPase 活性只能够被双链 DNA 所激活，而其同

源蛋白则往往被单链 DNA 激活。这种 ATPase 的激

活完全依赖于蛋白质的浓度，表明 RecNDra 蛋白之

间的互作对于其行使功能是必需的。另外一方面，

RecNDra 能够在 DNA 连接酶存在的情况下，帮助线
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性 DNA 的连接，表明其具有 SMC 家族蛋白保守的

活性 [5]。通过结合使用 X 射线晶体学和小角衍射的

方法，RecNDra 的蛋白质结构已被完全解析，结果

显示该蛋白以延展的二聚体形式存在，其直径大约

为 300 Å。进一步的生化实验验证了 RecNDra 蛋白

的 DNA 结合以及 APTase 活性区域位于 N 末端 [6]。

除了 RecN 蛋白之外，近些年来在耐辐射球菌

中发现的一系列新型的转录调控因子 PprI、DdrO
和 DrRRA 也被证实参与了最初的 DNA 双链断裂响

应过程 [7-10]。PprI 是最早被鉴定出来的耐辐射球菌

所独有的新型转录因子，该基因的缺失极大地削弱

了细胞对于电离辐射等 DNA 损伤剂的耐受性，其

表型与缺失重组关键酶 RecA 相似 [8]。体外 DNA
结合实验表明，PprI 蛋白能够特异性地结合 RecA
及其自身基因的启动子区域 [11]。进一步的转录组学

与蛋白质组学的研究也发现，PprI 蛋白调控了包括

recA、ssb 和 pprA 等一系列重要基因的转录 [12]。有

意思的是，PprI 蛋白在细胞内为稳定表达，其表达

量在辐照前后并没有很大的变化，这与 RecA 蛋白

在细胞受到损伤后大量诱导表达完全不同。来自于

沙漠奇球菌 IrrE 蛋白 (PprI 的同源蛋白 ) 的结构生

物学研究表明，该家族蛋白由锌指结构、HTH 以及

GAF 等 3 个结构域组成，而该家族蛋白的蛋白酶活

性则极有可能是其行使生物学活性的关键 [13]。

DdrO 和 DrRRA 是耐辐射球菌受到辐照之后表达量

上调最大的两种蛋白质。DdrO 属于 Xre 转录调控

子家族，生物信息学预测其极可能作为唯一的蛋白，

参与了耐辐射球菌特有的辐射 / 干燥响应基序

(radiation/desiccation response motif, RDRM) 位点的

识别，调控包括 recA、ssb、recQ 等一系列重要基

因的转录 [9]。DrRRA 是耐辐射球菌双组份调控系统

中的感受蛋白，其缺失将造成细胞对于 γ射线辐照

的敏感，表明其参与了 DNA 损伤修复的过程。除

此之外，DrRRA 还参与了细胞抗氧化的过程，调

控了诸如过氧化氢酶、超氧化物歧化酶等一系列的

氧化损伤响应相关酶的表达 [10]。

在大肠杆菌中，DNA 末端降解主要由 RecBCD
蛋白复合体完成，RecFOR 蛋白复合体则为备用途

径。耐辐射球菌并不存在 recB 和 recC 基因，而仅

仅只有 recD。细胞缺失 recD 基因并没有明显的表

型，同时在体内过量表达大肠杆菌 RecBC 蛋白将

会产生毒性，表明了在耐辐射球菌细胞内并不存在

RecBCD介导的DNA末端降解途径 [14]。另外一方面，

耐辐射球菌拥有一条完整的 RecFOR 途径，包括

RecF、RecO、RecR 和 RecJ 蛋白。这些蛋白质对于

细胞的正常生长以及同源重组修复至关重要，任何

一个蛋白质的缺失将直接造成基因组修复的延缓和

失败，表明 RecFOR 途径是耐辐射球菌中主要的

DNA 末端降解途径 [15]。耐辐射球菌 RecO 蛋白能

够与 RecR 蛋白形成稳定的复合体，具有单链或双

链 DNA 结合和链退火活性 [16]。晶体学研究表明，

RecR 蛋白以同源四聚体的形式存在，形成一个中

间开孔的环状结构，能够容纳双链 DNA 的穿过。

RecF 能够结合双链 DNA 并与 RecR 相互作用，起

到稳定 RecOR 复合体的作用 [17]。UvrD 和 RecJ 是
耐辐射球菌同源重组修复途径中的关键解旋酶以及

表1　参与DNA双链断裂修复的蛋白质

耐辐射球菌 大肠杆菌

损伤的响应和识别 RecN、PNPase RecN、PNPase
PprI、DdrO、DrRRA -

末端降解 RecD、RecD2 RecBCD
RecQ、UvrD、RecJ RecQ-RecJ
SbcCD、SSB SbcCD、SSB

链交换 RecFOR RecBCD、RecFOR
RecA、RadA RecA
RecX RecX

Holliday分支迁移 RecG、RuvABC RecG、RuvABC
- MutS2

ESDSA PolA、PolIII PolI
NHEJ PprA、 -
SSA DdrA、DdrB， RecO、SSB
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核酸酶。UvrD 的缺失将造成 DNA 修复过程的严重

滞后。体外生化实验表明 RecJ 具有 5'→3' 的核酸外

切酶活性，并能识别较其大肠杆菌同源蛋白更广的

底物结构 [15,18]。值得一提的是，耐辐射球菌中并不

存在 sbcB 基因，同时，细胞缺失 sbcC 和 sbcD 基

因后并没有明显的表型，表明该蛋白复合体对于细

胞的 DNA 损伤修复并不是必需的 [19]。

1.2　链交换和Holliday分支迁移

RecA 蛋白作为链交换过程的关键蛋白，在耐

辐射球菌的同源重组修复途径中占据着核心地位。

recA 基因的缺失对耐辐射球菌的辐射抗性、基因的

重组效率、细胞的生长和形态造成极大的影响 [7,20-21]。

体内外实验表明，耐辐射球菌 RecA 蛋白 (RecADra)
具有与其同源蛋白不同的地方，具体表现在：(1)
耐辐射球菌缺失 RecA 之后只能够被大肠杆菌

RecA(RecAEco) 部分补偿，而 RecADra 则能够完全替

代 RecAEco 在大肠杆菌中的作用 [22] ；(2)RecADra 对

于双链 DNA 的亲和力远远超过单链 DNA，这与

RecAEco 正好相反 [20] ；(3)RecADra 在双链 DNA 上的

成核效率远远大于 RecAEco，但其延伸的速率却较

慢 [23]。因而，RecADra 在耐辐射球菌体内很有可能

介导了一种反向的链交换反应，其首先结合的是

DNA 双链末端。这一现象也许可以从该蛋白的晶

体结构上找到答案：(1)RecADra 的 C 末端具有一个

较大的位移，更有利于双链 DNA 的结合；(2)
RecADra 的垂直中心区域带有更多的正电荷，增强

了其与双链 DNA 的结合能力；(3) 在其自由的发卡

结构处拥有更多的非保守氨基酸残基，可能参与了

双链 DNA 的识别 [24]。总的来说，RecADra 进化出

了一种更为有效的促进链退火的方式，能够更加快

速、精准地寻找到同源 DNA。

Holliday 分支迁移主要由 RuvABC 蛋白复合体

和 RecG 蛋白完成。RuvABC 蛋白复合体作为大肠杆

菌主要的 Holliday 分支迁移酶，能够推动 Holliday
分支以 5'→3' 方向前进并最终完成解离。耐辐射球

菌缺失 ruvB 基因对于 γ射线、UV 射线以及 MMC
表现出略微减弱的耐受性，说明除了 RuvABC 之外

还存有其他的 Holliday 分支解离酶系统参与了 DNA
损伤修复的过程 [25]。耐辐射球菌中的 RecG 具有解

旋酶的活性，细胞缺失该基因对于 γ射线和过氧化

氢非常敏感，表明 RecG 蛋白介导了 5'→3' 方向的

Holliday 分支迁移 [26]。

1.3　合成依赖的链退火途径

与传统的 SDSA 不同的是，耐辐射球菌使用

的一种被称作合成依赖的链退火途径 (extended 
synthesis-dependent strand annealing, ESDSA)。通过

使用 BrdU 和脉冲场电泳的方法监测耐辐射球菌

DNA 修复过程中的 DNA 合成速率，Zahradka 等 [27]

发现在损伤发生后的大约 1.5 h 之内，细胞内 DNA
的合成速率维持在一个正常的较低水平，而在这之

后则有一个大幅度的提升，将一直延续到 DNA 修

复的完成。进一步的研究表明，RecA 蛋白对于

ESDSA 过程中的 DNA 末端降解不可或缺，但由于

RecA 蛋白并不具有核酸酶活性，因而其是如何参

与 DNA 末端降解依旧是一个需要回答的问题 [28]。

一个可能的解释是 RecA 能够以辅酶的形式帮助

LexA 蛋白启动 SOS 蛋白的表达，进而促进 DNA
末端的降解。之后，RecA 蛋白在 RadA 蛋白的帮

助下，参与了 ESDSA 途径早期的链交换过程。

RadA 蛋白只存在于细菌中并高度保守，radA 基因

的缺失将大大增强耐辐射球菌对于 MMC 处理的敏

感性 [28]。与 SDSA 不同的是，链交换之后形成的

D-loop 结构 DNA 并没有就此解开，而是由 DNA
聚合酶 III(Pol III) 结合并起始复制，后由 DNA 聚

合酶 I 单独或与 DNA 聚合酶 III 合作，共同完成整

个快速复制的过程。值得一提的是，这一合成的过

程可以长达数千个碱基，类似“单轮 PCR 反应”[28]。

最终，新合成的单链 DNA 与附近同源的片段退火

并在核酸酶、连接酶和 RecA 蛋白的共同作用下完

成整个修复的过程 [15,28]。

2　非同源末端连接(NHEJ)途径

在高等生物中，NHEJ 是 DNA 双链断裂损伤

修复的另外一条重要的途径，其并不依赖于

Rad51(RecA) 蛋白。NHEJ 的过程相对 HR 来说要

简单的多，首先由 Ku 蛋白识别双链末端并招募

DNA-PKcs 激酶至损伤位点。进一步地，DNA-
PKcs 将会招募包括 Artemis、DNA 连接酶、XRCC4
等蛋白并对其进行一定的磷酸化，最终由这些蛋白

直接将邻近的双链末端直接连接，完成修复的过程。

在其他微生物，如枯草芽孢杆菌和结核分支杆菌中，

该种修复方式已被证实存在 [29-30]。Narumi 等 [31] 在

耐辐射球菌中鉴定并发现了一个耐辐射球菌所特有

的与辐射抗性相关的基因 pprA，电离辐射、干燥等

胁迫条件都会诱导其表达量的上调。耐辐射球菌缺

失 pprA 之后将造成生长的缓慢，同时对于 γ 辐射、

UV 射线和 MMC 极度敏感 [7]。原子力显微镜观测

到 PprA 蛋白能够优先结合到 DNA 的双链断裂末
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端，促进依赖于 ATP 的 DNA 连接酶 (DRB0100) 催
化的 DNA 末端连接反应，并同时保护其免受核酸

外切酶的降解 [31]。转录组学和蛋白质组学的分析也

表明，PprA 蛋白在辐照后表现出类似于 RecA 的表

达量上调 [32]。因而，Narumi 等 [31] 推测在耐辐射球

菌中 PprA 介导了类似于 NHEJ 的修复途径。但是

这一理论在近年来也受到了挑战：耐辐射球菌无法

在细胞内环化线性的 DNA 片段，同时 pprA recA 双

突变菌株的表型与 recA 单突变菌株的表型一致，

表明耐辐射球菌可能并不存在经典的 NHEJ 途径
[33]。Devigne 等 [34] 通过在细胞内荧光标记观测到了

PprA 蛋白在 DNA 修复的后期聚集在细胞分隔，推

测其可能参与了细胞分裂的过程。

3　单链退火(SSA)途径

单链退火修复途径是耐辐射球菌中另外一条不

依赖于 RecA 蛋白的双链断裂损伤修复途径。SSA
途径的起始与HR类似，需要DNA末端降解的过程。

与 HR 不同的是，酶切产生的相邻突出 3' 单链末端

在 RPA(SSB 同源蛋白 ) 的保护以及 Rad52 蛋白的

帮助下直接进行退火，并由后续的核酸酶 (rad1-
rad10) 等蛋白直接作用完成整个修复过程。近年来

的研究发现，DdrA 以及 DdrB 蛋白可能在耐辐射球

菌 SSA 途径中扮演了与 RPA 以及 Rad52 类似的角

色：(1) 在 recA 缺失的条件下，敲除 ddrA 或 ddrB
基因使得细胞对于 DNA 损伤剂更加地敏感 [33] ；(2)
在 RecA 蛋白表达受到抑制的条件下，细胞缺失

ddrA 基因的表型更加明显 [35] ；(3)recA ddrB 双敲除

的细胞无法进行完整的基因组修复 [36] ；(4)ddrA 和

ddrB 在基因组受到损伤后被大量诱导表达 [32]。

DdrA 与 Rad52 蛋白具有一定的同源性，体外生化

实验表明，DdrA 能够保护 DNA 的 3' 单链末端不

被核酸酶降解 [37]。ddrA 基因的缺失对于细胞的辐

射抗性影响不是很大，但是会加剧辐照后细胞内

DNA 的降解。DdrB 蛋白除了具有与 RPA 类似的单

链 DNA 结合活性，同时还能够促进单链 DNA 之

间的退火 [36,38]。DdrB 蛋白以及 DdrB- 单链 DNA 复

合体的晶体结构已于近期分别被成功解析。晶体结

构显示 DdrB 蛋白具有新型的 SSB 家族蛋白折叠，

形成稳定的五聚体环状结构 [39]。DdrB- 单链 DNA
复合体的晶体结构则进一步的表明该蛋白拥有与传

统 SSB 蛋白完全不同的单链结合模式，其能够将单

链 DNA 完全结合在自己的一侧，为其单链退火活

性提供了结构生物学的证据 [40]。

4　展望

由于具有超强的 DNA 损伤修复能力，耐辐射

球菌已逐步替代大肠杆菌成为研究 DNA 损伤修复

机制的模式生物。近年来大量的研究不断地加深了

我们对于这种神奇微生物的了解。前文所述的三条

DNA 双链断裂损伤修复途径虽然在其他物种中也

有发现，但耐辐射球菌却进化产生出了一系列更为

高效、快速的特有机制。然而，目前依旧有许多问

题亟待解决：(1) 耐辐射球菌参与 DNA 双链断裂早

期响应的重要蛋白，如 RecN、RecA 等都更倾向于

使用双链 DNA 作为底物，这是否代表着其具有与

经典同源重组修复不同的修复机制；(2)PprI 和
DdrO 等耐辐射球菌独有蛋白的具体功能到底是什

么，PprI 在细胞辐照前后稳定表达，其激活的机制

又是什么，DdrO 和 RDRM 基序又在耐辐射球菌的

损伤修复过程中扮演了什么角色；(3) 作为同源重

组修复途径的核心蛋白，RecA 表现出与其同源蛋

白不同的生化活性，那么它是如何参与耐辐射球菌

的 DNA 损伤修复过程的，RecA 不具有核酸酶活性，

它又如何介导 DNA 的末端降解；(4) 在耐辐射球菌

中是否存在着类似于 NHEJ 的修复途径， 在这其中

PprA 又扮演了什么角色；(5)DdrB、DdrA 等是辐照

后高诱导表达的蛋白，它们的功能是什么。值得一

提的是， 耐辐射球菌细胞内具有不同寻常的 Mn/Fe
比，相对较高的 Mn 离子能够有效地保护蛋白质不

受损伤
[41-43]。与此同时，PprI、RecJ 和 MutS2 等重

要蛋白的酶活性都依赖于 Mn 离子作为金属辅酶，

因而探索 Mn 离子参与 DNA 损伤修复途径的调控

也将具有非常重要的意义 [18,44-45]。
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