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受PCNA翻译后修饰调控的DNA损伤耐受机制
秦周帅，张传林，萧　伟*

(首都师范大学生命科学学院，北京 100048)

摘　要：为了应对 DNA 损伤复制阻滞，增殖细胞核抗原 (proliferating cell nuclear antigen, PCNA)164 位点的

赖氨酸残基能够发生一系列的泛素化修饰并介导两种不用的损伤耐受机制，即 DNA 跨损伤合成 (TLS) 和
无错耐受通路。目前，单泛素化的 PCNA 介导 DNA 跨损伤合成通路，而多泛素化的 PCNA 介导无错耐受

通路这一观点已被普遍认可。另外，PCNA 的 164 位点还能被泛素类似物小蛋白 (SUMO) 修饰，从而抑制

DNA 双链断裂重组。总结 PCNA 的翻译后修饰及其在 DNA 损伤应答过程中的作用机制，有助于我们了解

PCNA 在 DNA 损伤耐受机制中的中心作用。重点总结 PCNA 的翻译后修饰如何调控真核生物 DNA 损伤应

答的不同途径。

关键词：增殖细胞核抗原；跨损伤合成；DNA 损伤耐受；泛素

中图分类号：Q75 ；Q813　　文献标志码：A

DNA damage tolerance controlled by PCNA post-translational modifications
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Abstract: In response to replication-blocking lesions, proliferating cell nuclear antigen (PCNA) can be sequentially 
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人计划，同时任加拿大 Saskatchewan 大学兼职教授，2011 年被聘为国家特

聘专家。

泛素（Ubiquitin, Ub）是一种高度保守的小蛋白（76 个氨基酸），普遍

存在于从单细胞酵母到人类的所有真核细胞内，并且表达水平很高。通过一

系列的酶促反应连接到目的蛋白，从而被单泛素化或多泛素化修饰，结合有

Lys48 链连接的多聚泛素目的蛋白被 26S 蛋白酶体降解。2004 年的诺贝尔生

理学或医学奖授予“泛素化的发现和它在蛋白降解中的作用”就说明了它的

重要性。随后又发现 Lys63 链连接的多泛素化修饰，在所有生物中发现的泛

素结合酶中，只有 Ubc13 能够专一通过 Lys63 连接泛素；重要的是，被

Lys63 链连接的多泛素化修饰的目的蛋白不是为了降解，而是为了改变其活

性，这一新颖的蛋白质活性调节机制，拓宽了人们对泛素化功能的认识。本

实验室的主要兴趣在于发现上述非常规泛素化过程和探索相关途径的分子

机制，如 DNA 损伤耐受、细胞周期检验点、天然免疫和应激反应，而且这

些过程在人类疾病中起关键作用，如癌症、抗病及衰老，所以，这项研究将

会对包括癌症在内的多种疾病诊断和治疗产生直接影响。
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ubiquitinated at the K164 residue, leading to two modes of DNA-damage tolerance (DDT), namely, translesion 
DNA synthesis (TLS) and error-free lesion bypass. It is generally believed that monoubiquitinated PCNA promotes 
TLS, whereas polyubiquitinated PCNA mediates an error-free mode of lesion bypass. In addition, PCNA can also 
be sumoylated at the same K164 residue to inhibit double-strand break recombination. Understanding PCNA post-
translational modifications and their implications reveals the central role of PCNA in regulating DDT. In this review, 
we describe how PCNA post‑translational modifications mediate different mechanisms of DDT in response to lethal 
DNA damage in eukaryotes, from yeast to human.
Key words: PCNA; translesion DNA synthesis; DNA-damage tolerance; ubiquitin

增殖细胞核抗原 (proliferating cell nuclear antigen, 
PCNA) 是 1978 年在系统性红斑狼疮患者血清中首

次发现并命名，之后研究发现其与细胞 DNA 合成

密切相关，并在细胞增殖中起重要作用。PCNA 蛋

白大小为 36 kDa，主要存在于细胞核，G0-G1 期没

有明显表达，G1 晚期迅速增加，S 期达到高峰，

G2-M 期明显下降，所以最初被认定为周期蛋白。

对 PCNA 研究热潮的掀起，是由于其在细胞增殖中

起重要作用，与肿瘤细胞有一定的相关性，并且在

DNA 损伤修复中起非常重要的作用 [1-3]。

行使功能的 PCNA 是一个同源三聚体，3 个

PCNA 单体相接形成一个环状结构并有两个平面，

PCNA 单体 N 端和 C 端首尾连接处在一个平面，其

对应平面有 β 发夹结构。PCNA 的环状三聚体结构

在进化上高度保守，内环富含大量赖氨酸和精氨酸，

带正电荷的碱性氨基酸易于与带负电的双螺旋 DNA
结合 [4]。2007 年，Moldovan 等 [5] 研究表明，真核

细胞中 PCNA 不仅在 DNA 复制中起非常重要的作

用，而且在 DNA 损伤应答通路中也有不可或缺的

作用。研究证明，许多不同 DNA 损伤药剂和 UV
损伤处理都会造成 PCNA 翻译后修饰，并且这些翻

译后修饰通常发生在 PCNA 的 164 位点的赖氨酸残

基上。泛素化的 PCNA 调节跨损伤合成 (TLS)，其

中需要多个 TLS 聚合酶参与，如 Polη、Polι、Polκ、
Rev1、Polζ 等 [6-9]。PCNA 翻译后修饰募集 TLS 聚

合酶到 DNA 损伤位点，关于这个过程的具体机制

仍然还不清楚，尤其是对于 PCNA 的翻译后修饰参

加 DNA 损伤的无错耐受更是知之甚少。本文主要

就 PCNA 翻译后修饰所调节的一系列 DNA 损伤耐

受机制进行归纳与总结。

1　DNA损伤与PCNA修饰

活体生物组织或细胞维持正常生命状态，经常

受到各种各样来源的 DNA 损伤压力，其中包括物

理化学因素，如各种射线和生化试剂等，还有细胞

自身新陈代谢和氧化反应等。一些类型的 DNA 损

伤，如 UV- 射线或是化学药剂都会干扰 DNA 正常

复制，损伤的 DNA 无法通过传统聚合酶完成复制，

因此造成复制叉停滞。在正常情况下，大多数损伤

的 DNA 能够通过切除等方式被修复，一旦 DNA
损伤过度从而导致损伤的 DNA 无法在 S 期修复，

将会造成很严重的后果，比如基因组不稳定，甚至

细胞死亡。所以，细胞和机体组织进化出各种精密

的系统来应对各种DNA损伤。当DNA复制停滞时，

为了保证 DNA 复制顺利完成，系统可以启动 DNA
损伤耐受 (DNA-damage tolerance, DDT) 或称为复制

后修复 (DNA post-replication repair, PRR) 通路，大

致分为无错耐受和跨损伤合成 (TLS)，TLS 又可进

一步分为易错 TLS 和无错 TLS。不同的损伤耐受机

制都需要 PCNA 参与。PCNA 可以被泛素 (Ub) 修
饰也可以被泛素类似物小蛋白 SUMO 修饰，PCNA
的不同修饰调控 PCNA 参与 DNA 的不同损伤耐受

机制。图 1 系统地总结了 PCNA 不同的共价修饰类

型及其功能。

1.1　PCNA泛素化修饰

泛素是一种广泛存在于真核细胞中的小蛋白，

它的主要功能是标记不同蛋白质，改变蛋白质活性

或功能，参与底物蛋白水解过程或信号通路。泛素

由 76 个氨基酸组成，相对分子质量大约 8.5×103。

它在真核生物中高度保守，人类和酵母的泛素有

96% 的相似性。泛素化即蛋白质上的一个赖氨酸残

基与泛素 C 末端的保守的甘氨酸残基之间形成共价

连接的一个共价结合过程，这一过程是一个三级酶

联反应，即需要有 3 个酶的参与：泛素激活酶 E1、
泛素结合酶 E2 和泛素连接酶 E3[10]。大多数细胞机

体里有一个 E1、多个 E2 和多个 E3 [11]，底物蛋白

可以结合一个泛素分子被单泛素化，也可以结合多

个泛素分子形成的泛素链被多泛素化。一般认为在

多泛素过程中必须依赖于底物单泛素化，然而，在

泛素的延伸方式中，到底是泛素一个接一个有顺序
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地加入还是直接接入一个泛素链至今也没有明确

结论 [12-13] ；并且在泛素链形成过程中，泛素表面上

的 7 个赖氨酸 (K6、K11、K27、K29、K33、K48、K63)
都可以参与泛素链的形成，但是它们在细胞中参与

的生物学功能并不完全清楚 [14-15]。研究比较清楚的

泛素化修饰是 K48 连接的经典泛素化修饰，主要参

与蛋白酶体降解途径。另一种是 K63 连接的泛素化

修饰，不同于 K48 链，K63 链在大多数情况下并不

参与依赖蛋白酶体降解途径的降解作用，而是参与

各种不同的信号通路。

1.1.1　PCNA单泛素化修饰

目前许多研究表明，PCNA 泛素化修饰作为

DNA 损伤应答的重要信号，对于 DNA 损伤修复过

程具有极为重要的意义。PCNA 单泛素化修饰即

PCNA 的 164 位点的赖氨酸与一个泛素 C 端的甘氨

酸共价结合，这一过程需要 E2、E3 复合物的参与。

许多研究表明，Rad6 与 Rad18 形成一个复合物共

同参与 PCNA 泛素化修饰。Rad6 作为 E2 参与

DNA 损伤修复，这一过程依赖于 E3 泛素连接酶

Rad18 [16-18]。Rad18 N 端的 RING 指结构域并不参

与结合 Rad6 [19-20]，而是依赖于 Rad18 上的 Rad6 结

合结构域 (R6BD)，此结构域比较保守，在酵母

Rad18 中是 371~410 共 40 个氨基酸 [21]，在人类细

胞 Rad18 中是 340~395 共 56 个氨基酸 [7]。在体外

实验中，纯化的人类细胞中的 Rad18 和 Rad6 蛋白

能够使 PCNA 泛素化。在过表达 Rad18 时明显增加

图1  以酵母为例总结不同PCNA共价修饰与其功能
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PCNA 的单泛素化修饰，并且在下调 Rad6 或敲除

RAD18 能使 PCNA 泛素化程度降低或消失 [6-7,22]。

无论是在酵母还是哺乳动物细胞中，Rad18 都能结

合单链 DNA，这一过程很可能是由与 DNA 单链结

合的解旋蛋白 A(RPA) 介导的 [16,23]。

PCNA 泛素化修饰的诱因有很多种，如化学试

剂甲磺酸甲酯 (MMS)、丝裂霉素 C(MMC)、羟基脲

(HU) 和苯比 (a) 芘 -7,8- 二氢二醇 -9,10- 环氧化物

(BPDE) 等，还有 UV 诱导的环丁烷嘧啶二聚体

(CPD) 和 6-4 光产物二聚体 (6-4PP) 等 [6,24]。细胞本

身的复制压力和自发的 DNA 损伤也能诱导 PCNA
泛素化，如在酵母中下调 Polδ 的一个非必需亚基

Pol32 能够增加 PCNA 泛素化水平 [25]。PCNA 泛素

化在未经损伤处理的细胞中也能检测出来 [26-27]，这

可能由于细胞内部存在的高频率自发的 DNA 损伤

或者是由于个别细胞的功能缺陷造成的。

单泛素化是一个可逆过程 [28]，有一类去泛素

化酶 (DUBs) 特意地去除被修饰的底物蛋白上的泛

素分子，Usp1 就是其中一个重要的去泛素化酶，专

门去除 PCNA 上的泛素化修饰 [29]。UV 损伤处理降

低了 Usp1 的水平，因此增加 PCNA 泛素化水平 [30]，

在细胞中无论是敲除还是下调 Usp1，PCNA 的泛素

化修饰都能增加 [27]，并不是所有 PCNA 泛素化程度

高的时候都会导致 Usp1 表达量的下调，在 MMS 或

MMC处理细胞时就不能检测到Usp1的水平下调 [24]，

可能不同的损伤有不同的机制，有的并不是通过下

调 Usp1 来增加 PCNA 的泛素化水平的，而是通过调

节 Usp1 的分子伴侣来调节去泛素化，如 UAF1 [30]。

1.1.2　PCNA多泛素化修饰

PCNA 多泛素化修饰也是发生在 PCNA 的 164
位点的赖氨酸残基上，在 DNA 损伤无错耐受中起

作用的主要是 Mms2-Ubc13-Rad5 复合物介导的

K63 形式的多聚泛素化修饰 [31]。Mms2 是 Ubc 变体

UEV 家族中很重要的一个蛋白质，与其他 Ubc 蛋

白有很高的相似性，因缺少与泛素结合的半胱氨酸

活性位点而不具有泛素结合酶活性，必须与完整的

E2 结合共同发挥介导 K63 链的多聚泛素化的形

成 [32-34]。Ubc13 是唯一一个已知的介导 PCNA 的

K63 链泛素化修饰的 E2，但它的酶活性需要 UEV
的参与 [35]。Rad5 属于 SWI/SNF 超家族，是含有

RING 结构域的 E3，参与 PCNA 多泛素化的形成 [31]。

在 PCNA 多泛素化修饰过程中，Rad6-Rad18 和

Mms2-Ubc13-Rad5 两个复合物都是必需的，这一观

点被普遍认可并在酵母中得到证明。在 DNA 损伤

情况下，改变 Rad6 的表达不仅影响 PCNA 单泛素

水平而且影响 PCNA 的多泛素化水平。在酵母

UBC13、MMS2 或 RAD5 缺失的突变体里，DNA 损

伤药物处理不能诱导 PCNA 多泛素化，而 PCNA
单泛素化程度不受影响 [31]。

1.2　PCNA的SUMO化修饰

SUMO 是与泛素类似的小蛋白分子，与泛素具

有 18% 的同源性，在高级结构中两者具有类似的

三维结构。SUMO 通过 SUMO 化修饰改变底物蛋

白的活性、结构等。SUMO 化过程首先被 SUMO
激活酶E1激活，然后转移到SUMO结合酶E2 (Ubc9)
上，最后在 SUMO 连接酶 E3 的参与下，SUMO 分

子从 Ubc9 转移到底物分子上 [36]。与泛素类似，

SUMO 也是连接到底物分子的赖氨酸残基上 [37]，

但其并不参与蛋白质降解过程，而是参与细胞调节

和新陈代谢过程，如转录调节、核内运输、细胞凋

亡和蛋白质稳定性等 [38]。

在酵母中，PCNA 的 SUMO 化修饰发生在 127
和 164 位点的赖氨酸，如果把这两个位点全部突变

掉则 PCNA 无法被 SUMO 所修饰 [39]。PCNA 上能

被 SUMO 修饰的 127 位点的赖氨酸是一个疏水残

基，它只存在酵母中的 PCNA ；相比之下，PCNA
的 164 位点的赖氨酸是主要的修饰位点，不但能够

被泛素化修饰也能被 SUMO 修饰，而且普遍存在

于酵母和哺乳动物细胞中 [40]。PCNA 形成同源三聚

体的环状结构环绕 DNA，127 和 164 这两个位点都

位于环状结构的外侧 [41]，127 位点定位于 PCNA 上

连接两个单体的环上，这个环的结构与聚合酶的结

合有关 [42-43]。

不少研究都在探究泛素化修饰和 SUMO 化修

饰的关系 [44]，在 PCNA 修饰过程中，这两种修饰

都是连接到同一个位点的赖氨酸，所以现在有这样

一个假设：在 PCNA 的 164 位点的赖氨酸位置，

SUMO 化修饰是泛素化修饰的竞争抑制因素 [45]。

PCNA 的 SUMO 化修饰不仅影响 PCNA 的泛素化

修饰，而且影响底物蛋白的其他功能。在细胞中泛

素化和 SUMO 化都是一个可逆的过程 [37,46]，有很

精密的调节机制调节底物蛋白的泛素化和 SUMO
化，也许泛素化修饰和 SUMO 化修饰的转化机制

在细胞中是广泛存在的，有待我们进一步研究。

PCNA 的 SUMO 化修饰抑制同源重组。在酵

母中，SUMO 化的 PCNA 通过 Srs2 C 端的与 SUMO
结合的结构域招募 Srs2[47]，然后，Srs2 通过抑制

Rad51 的功能降低细胞中同源重组频率。如果在
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RAD18-/- 的细胞系中表达带有 164 位点突变的

PCNA，也就是在排除 PCNA 泛素化的情况下，

PCNA 不能被 SUMO 化修饰，会增加细胞中的双链

断裂 [48]。表达 PCNA-SUMO 融合蛋白同样也能够

抑制由于 DNA 损伤复制停滞引起的 DNA 双链断

裂，从而抑制同源重组 [49-51]。所以，PCNA 被

SUMO 化修饰主要是通过抑制不必要的同源重组来

保持基因组的稳定性。

2　PCNA单泛素化在DNA跨损伤合成(TLS)机
制中的作用

细胞在维持基因组的稳定性过程中进化出一系

列精密的 DNA 损伤耐受机制，这种机制并不是修

复模板 DNA 上的损伤位点，而是跨过损伤位点完

成整个 DNA 复制。在这种机制中起主要作用的是

一种特殊的聚合酶，即 DNA 跨损伤合成 (TLS) 聚
合酶，它可以以损伤的 DNA 为模板合成 DNA 使

DNA 复制继续进行 [52]。TLS 聚合酶普遍存在于原

核以及真核生物中，并且具有一定的保守性 [53]。

虽然 A、B、X 家族的聚合酶在某些特殊的情

况下也能介导 DNA 跨损伤合成 [54-55]，但是大部分

的 TLS 聚合酶属于 Y 家族聚合酶。这些聚合酶对

DNA 模板的要求相对宽松，可以以损伤的 DNA 为

模板，在损伤位点对面加上核苷酸使 DNA 复制继

续进行，然而，这种酶缺少 3′→5′ 外切酶活性，因此，

DNA 复制的保真性很低，大大增大了 DNA 复制时

引入突变的频率 [56]。DNA 跨损伤合成大致需要两

步来完成，第一是插入过程，第二步是延伸过程。

在插入过程中，TLS 聚合酶保真性较低，从而在损

伤位点对应位置插入碱基具有一定的易错性，接下

来在损伤位点之后继续延伸 [52]。

在 DNA 损伤情况下，正常的 DNA 聚合酶不

能完成 DNA 损伤处的复制，于是复制叉停滞在损

伤位点，PCNA 的 164 位点赖氨酸在 Rad6-Rad18
复合物的作用下被单泛素化。PCNA 通过单泛素化

修饰调节 TLS 聚合酶与复制性聚合酶的转换，利用

TLS 聚合酶缺少 3′→5′ 外切酶活性的特性，插入核

苷酸使 DNA 合成继续进行 [7]。这一过程中 TLS 聚

合酶上与泛素结合的结构域至关重要，泛素化的

PCNA 与 TLS 聚合酶有更高的亲和性，把它们募集

到损伤位点，目前有几个酵母和哺乳动物细胞的

TLS 聚合酶被发现并被具体研究，包括 Polη、 Rev1、
Polζ、Polκ、Polι [57]。这些低保真性的聚合酶可以

以错误的 DNA 为模板进行 DNA 合成，在 DNA 合

成过程中并没有移除原本的损伤。不同的损伤由不

同的 TLS 聚合酶参与修复，不同的 TLS 聚合酶其

合成保真度有很大区别，如 Polη 在跨越 UV 损伤产

生的胸腺嘧啶二聚体时保真度较高，相比之下 Polζ
对于同样 DNA 损伤会引入更多的突变 [58-59]。在哺

乳动物细胞中，Rev1、Polη、Polκ、Polι 都能与泛

素化的 PCNA 共定位 [60]。

哺乳动物细胞中已发现四个 Y 家族聚合酶，

包括 Polη、Polκ、Polι 和 Rev1。酵母中有两个 Y
家族聚合酶，即 Rad30 (Polη) 和 Rev1 [61-62]。在这些

聚合酶中都有一个或两个与泛素结合的结构域

UBM 或 UBZ，以便与泛素化的 PCNA 结合 [63]。

Polη、Polκ、Polι 这 3 个聚合酶中都有与 PCNA 结

合的PIP结构域和与Rev1结合的RIR结构域 [60,64-66]。

Rev1 则通过 C 端与其他聚合酶结合 [67-69]。图 2 系

统地显示 TLS 聚合酶的结构域，图 3 总结在不同情

况下 TLS 聚合酶的作用与分工。下面分别介绍每一

种 TLS 聚合酶。

2.1　Polη
Polη 在酵母中称为 Rad30，在人细胞中被称为

XPV。如果以没有损伤的 DNA 为模板，它在 DNA
复制过程产生高达 10-2~10-3 的突变率 [52]，但它能够

准确地跨越由 UV 损伤造成的环丁烷嘧啶二聚体

(CPD)[59,70]，这主要因为它的特殊高级结构有更大的

空间能够结合嘧啶二聚体，然后在其对应位置插入

腺嘌呤 (A)。在哺乳动物细胞和酵母中，Polη 还能

准确高效地跨越 8-oxo-G 损伤类型，并使 DNA 复

制继续延伸 [71-72] ；也有体外实验研究表明，Polη 抑

制这种损伤类型的易错修复途径 [73]，Polη 还能跨

越 m6G [74] 和奥沙利铂、顺铂造成的 GpG 损伤类

型 [75-76]，而且在哺乳动物细胞中 Polη 可以无错地

跨越 GpG 损伤类型。然而，对于 BPDE -dG 损伤类

型，在体外实验中 Polη 更容易加入错误的 G 或 A
来替代正确的 C [77]，这在体内实验也得到一致的结

果，如果在人细胞中敲除 Polη，则会大大降低细胞

中由于TLS修复BPDE-dG损伤产生的高突变率 [75]。

在 Polη 上有很多结构域有助于它参与 TLS 途

径，在 Polη 的 Ν 端有一个聚合酶结构域 [78-79]，在

靠近 C 端有一个与泛素结合的 UBZ 结构域，它在

Polη 与泛素化的 PCNA 相互作用时起非常重要的作

用 [63]。在 Polη 上发现了两个与 Rev1 结合的结构域，

分别是 509~557 位和 369~491 位氨基酸 [69,80]。在

Polη 的 C 端也存在与 PCNA 相互作用的 PIP 结构

域 [9]，后来在 UBZ 结构域的上游又发现一个类似



生命科学 第26卷1148

PIP 的结构域，并且在哺乳动物细胞中，这个结构

域在 Polη 参与 TLS 途径起了非常重要的作用 [65]。在

一些 DNA 损伤情况下 Polη 被募集到损伤位点，是

由于它与泛素化的 PCNA 有更高的亲和性 [81-83]。也

有研究表明，PCNA泛素化在Polη形成聚集点 (nuclear 
foci) 过程中非常重要，但不是必需因素 [84]。含有

UBZ (H650A、C635A) 突变的 Polη 依然能够形成聚

集点，但是含有 UBZ (D652A、H654A、F655A) 突变

的 Polη 功能就消失了，很有可能后面这些位点影

响的不仅是 Polη 的 UBZ 结构域的功能，还影响

Polη 的其他功能 [65]。

2.2　Rev1
从酵母到哺乳动物细胞中，Rev1 在跨损伤修

复通路易错修复中占据中心位置。在体外试验中，

Rev1 也有聚合酶活性，可以在 G 或损伤位点对面

加入 C，因此，它又称为 dCMP 转移酶 [85]。Rev1
无论模板是 A、T，还是 C 时都能在对面加入

dCMP [86]，形成错配修复，这种错配修复依靠的是

Rev1 自身结构上的精氨酸，被插入的碱基并不是

跟 DNA 双螺旋的碱基互补配对，而是和 Rev1 自身

图2  TLS聚合酶结构示意图

图3  跨损伤合成示意图
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的精氨酸结合 [87]。Rev1 还能够在碱基缺失损伤类

型或尿嘧啶对面高效专一地加入 dCMP，但是它不

能修复 CPD 和 6-4 光产物二聚体 [86,88-89]。

Rev1 参与 TLS 通路和 Rev1 本身的结构密切

相关，在 Rev1 的 N 端有一个 BRCT 结构域，这个

结构域在 Rev1 提高细胞抗性和增加突变率方面起

很重要的作用 [90-92]。在哺乳动物细胞中，Rev1 与

PCNA 相互作用也是通过这个结构域完成的 [93]。然

而，在酵母中有两种不同的观点，一种认为是与哺

乳动物细胞中一样通过 BRCT 结构域介导的 [92-93] ；

另一种认为是通过 Rev1 的 PAD 结构域介导的 [94]。

在 Rev1 上有两个 UBM 结构域，其中 UBM2 主要

参与 Rev1 和泛素化的 PCNA 相互作用 [95]。与 Polη
类似，Rev1 与泛素化的 PCNA 亲和性比野生型

PCNA 高 10 倍左右 [83]。由于它的 C 端的 100 个氨基

酸能够结合其他 TLS 聚合酶，如 Polη、Polι、Polκ
以及 Polζ 聚合酶中的调节亚基 Rev7 [67,69,80,96]，因此，

Rev1 在聚合酶转换过程中起到框架作用 [97]。Rev1
与泛素化的 PCNA 的相互作用在 Rev1 形成聚集点

(foci) 过程中至关重要，因为在 UV 损伤的情况下

Rev1 形成聚集点依赖于 UBM 结构域 [95]。

在细胞中 Rev1 主要通过 TLS 通路来维持基因

组的稳定性，但是它与 Polζ 共同作用会引入更多的

自发突变和诱发突变。通过反义 RNA 技术降低

Rev1 的表达会减少 UV 和 BPDE 诱导的抗 6-TG 的

突变体 [98-100]。并且，对应不同的损伤类型，如顺铂、

MMS、UV 和 4- 硝基喹啉 -1- 氧化物 (4-NQO)，Rev1
的表达量不同，细胞也表现出不同的抗性 [98-101]。对

于 UV 损伤类型，Polη 具有无错修复功能，但在

XPV 细胞中，细胞具有 Rev1 依赖的易错 TLS 修复

功能 [91]。

2.3　Polι
Polι 并不存在于原核和酵母细胞中，在体外复

制过程中有很高的易错性，但它和 Polη 类似，能

够准确快速地跨越 CPD 损伤类型 [59,102-104]。Polι 的
N 端具有与其他 Y 家族聚合酶相似的聚合酶结构域

和聚合酶活性 [78]，还有一个 PIP 结构域能够与

PCNA 相互作用 [105]。在 C 端还有两个 UBM 结构

域能够提高与泛素化的 PCNA 的相互作用 [63]。Polι
在哺乳动物细胞中被定义为易错修复的 TLS 聚合

酶。如果以 T 为模板，Polι 在复制过程中加入

dGMP 比加入 dAMP 的概率高 3~10 倍，而且不同

于复制性聚合酶和其他 Y 家族聚合酶，它以嘌呤为

模板比以嘧啶为模板有更高的准确性 [106-108]。并且，

Polι 能够以扭曲的 DNA 为模板或是碱基缺失的

DNA 为模板插入核苷酸，如 6-4 光产物二聚体和碱

基缺失等损伤类型 [108-109]。Polι 在插入碱基后并没

有延伸功能，所以 Polι 在行使功能时需要 Polζ 的

延伸作用 [108,110]。

在 UV 损伤情况下，Polι 能够与 DNA 复制复

合体共定位参与 DNA 损伤应答 [111]。在此过程中很

多因素影响 Polι 的招募和调控，如 Polι 可以与

Rev1 的 C 端相互作用，在 UV 损伤位点 Polι 与
Rev1 共定位 [67]。Polι 也可以通过保守的 PIP 结构

域与 PCNA 相互作用 [105]。与野生型 PCNA 相比，

Polι 与泛素化的 PCNA 有更高的亲和性，这源于其

自身的 UBM 结构域。在 UV 损伤情况下，UBM 突

变的 Polι 不能跟 PCNA 共定位。在 XPV 细胞中，

如果敲除 Polι，细胞会有更高的 UV 诱变率，也就

是说 Polι 参与其中易错的 TLS 通路。Polι 是能够跨

越氧化产物 8-oxo-dG 的多种聚合酶其中的一个，

能够增加氧化胁迫下的突变率。除了TLS功能之外，

Polι 还参与碱基切除修复功能。

2.4　Polκ
Polκ 是 Y 家族聚合酶 DinB/Polκ 的一个分支，

在结构上从原核生物到脊椎动物比较保守 [118]。在

体外实验中，Polκ 可以在不同损伤的 DNA 模板对

面插入核苷酸，包括碱基缺失、被修饰的鸟嘌呤或

BPDE、8-oxoG、乙二醇胸腺嘧啶 [119-124]。与 Polη
和 Polι 不同，Polκ 对 DNA 上体积庞大的 N2-dG 小

沟有很高的适应性，能够快速跨越这种损伤类型，

由于它自身的结构和性能可以无错地在 N2-dG 对应

位置插入 dCTP[125]。在哺乳动物细胞中，Polκ 与

Polζ 共同作用可以无错地跨越 BPDE-dG 损伤类型。

相反，这两种聚合酶共同作用在跨越顺铂产生的链

内交联顺铂 -GG 损伤的时候会引入更高突变率 [75]，

并且 Polκ 不能跨越 UV 产生的 CPD 二聚体和 6-4
光产物二聚体，在体外也不能跨越由顺铂造成的

DNA 链内交联和 O6-MeG 损伤类型 [52]。

在结构上，Polκ 与其他聚合酶类似，其 N 端

序列对于 Polκ 的活性是必不可少的 [126]。它有两个

PIP 结构域用来结合 PCNA[64,127]，也有经典的 Rev1
结合结构域 (560~615)与Rev1的C端相互作用 [67,69]，

其中 567 和 568 位两个苯丙氨酸在 Polκ 与 Rev1 相

互作用中是必不可少的。在 Polκ−/− 小鼠成纤维细胞

中表达 Polκ 苯丙氨酸突变体，细胞就不能跨越

BPDE 和 UV 损伤，突变的 Polκ 也不能和 Rev1 共

定位 [128]。在 Polκ 的 C 端也有经典的 UBZ 结构域 [63]，
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这个与 Ub 结合的结构域在 Polκ 与泛素化的 PCNA 结

合时候起很重要的作用，与没有被泛素化修饰的

PCNA 相比，Polκ 与泛素化的 PCNA 相互作用强很

多 [6,129]。

2.5　Polζ
Polζ 是 TLS 聚合酶中唯一一个已知的 B 家族

TLS 聚合酶，由催化亚基 Rev3 和调节亚基 Rev7 组

成 [130]。作为 TLS 聚合酶，Polζ 能够参与多种跨损

伤合成，如 UV 损伤产生的 T<>T 二聚体、BPDE
等 [131-133]。但是，Polζ 更重要的功能是起延伸作用，

它需要 Y 家族聚合酶在特定的损伤位点插入适应的

碱基，然后经过聚合酶的转换，Polζ 继续使 DNA
复制延伸 [108]。Polζ 类似 Y 家族聚合酶，它不具有

3'→5' 的外切酶活性，所以在延伸时候会有更高的

突变率，于是 Polζ 被认为主要参与易错的 TLS。
UV 损伤会产生更高的诱发突变率，这主要依赖于

Polζ，在酵母细胞和人类细胞中，敲除或下调 Rev3
都能大大降低 UV 损伤产生的诱发突变 [85,130]。所以，

Polζ 参与的易错 TLS 主要有两步，第一步是特定聚

合酶加入 1~2 个核苷酸；第二步是 Polζ 的易错延伸

功能。在这一过程中，两种 TLS 聚合酶之间的转

换起很重要的作用 [108,110]。

Polζ 聚合酶由两个亚基组成，其中催化亚基

Rev3 是一个相对较大的蛋白质，在酵母中 Rev3 有

1 504 个氨基酸残基，而人类细胞中的 Rev3 有

3 103 个氨基酸残基 [134]。由于 Rev3 蛋白如此之大，

在细胞中表达全长不是很容易，并且 Rev3 在酵母

中可以敲除但是人类细胞并不能敲除，可能与 Rev3
参与其他必要的功能有关，如参与与细胞不稳定性

有关的普通脆性位点 (CFS)[135]。由于各种局限性，

目前对于 Rev3 结构了解比较少。Rev3 上有一个

Rev7 结合结构域和一个聚合酶结构域 [132,136-138]。

Rev3 可以通过 Rev7 二聚体介导与 Rev1 的相互作

用，并且 Rev3 的 TLS 功能完全依赖于 Rev1[139]。

这种完全依赖性说明 Rev3 与 Rev1 在 TLS 功能上

处于同一通路，Rev3 的延伸作用依赖 Rev1 的框架

功能，也许 Rev1 介导 TLS 聚合酶之间的转化。由

于 Rev1 的功能受到泛素化的 PCNA 调节，所以，

Rev3 的功能也同样受到泛素化的 PCNA 调节，并

且 UV 损伤情况下 Rev3 与 PCNA 共定位 [139]。

3　PCNA多泛素化修饰在无错耐受通路中的

作用

无错耐受通路被认为是以无损伤的姐妹染色单

体为模板进行 DNA 合成，这种 DNA 合成方式不

像 TLS 通路那样引入很高的突变，因此，称为无错

耐受通路 [140]。虽然这种耐受方式从分子机制探究

的还不是很清楚，但是在酵母中从遗传学角度证明

了 PCNA 多泛素化修饰在这条通路中起很重要的作

用，需要 MMS2、UBC13 和 RAD5[33,141-142]。在酵母中，

这条通路能参与较低剂量的 UV 损伤的耐受 [143]。

Rad5 是一个多功能蛋白，它的 ATP 酶活性和 RING
结构域参与 UV 损伤修复，ATP 酶活性和 RING 结

构域突变体都能增强细胞对 UV 的敏感性 [144-145]。

Rad5 不仅可以与 Rad18 和 Ubc13 相互作用，还能跟

PCNA 相互作用，这些相互作用有助于招募 Ubc13-
Mms2 复合物，然后进一步在损伤位点处与 Rad6-
Rad18 复合物相互作用 [31,142]。在酵母中敲除 MMS、
UBC13或 RAD5都会使 PCNA多泛素化条带消失 [31]，

细胞也没有无错的复制后修复功能 [33,35,141,146]，但是

这并不影响 PCNA 的单泛素化水平，可能原因是

Ubc13-Mms2 替代 Rad6-Rad18 复合物来介导单泛

素化的 PCNA 继续被 K63 链连接的多泛素化修饰，

所以 PCNA 被 K63 链连接的多泛素化修饰参与无

错耐受通路。

在哺乳动物细胞中经过 UV 处理也能检测到

PCNA 的多泛素修饰，与在酵母中类似，哺乳动物

中的多泛素化修饰也是 K63 连接的多泛素链，这种

修饰能够保护细胞免于产生更多的突变。在哺乳动

物细胞中有两个 Rad5 的同源蛋白被发现，SHPRT
和 HLTF[147-150]，可能参与哺乳动物细胞中 PCNA 的

K63 链连接的多泛素化修饰，但是在各种损伤的情

况下，比如 UV、HU、MMS 等处理细胞，在细胞

内源水平上都很难观察到 PCNA的多泛素化。因此，

在哺乳动物细胞中，PCNA 多泛素修饰是不是普遍

存在以及如何参与 DNA 损伤耐受机制还有待进一

步研究。

4　展望与讨论

在 DNA 损伤情况下，PCNA 能够在 Rad6-Rad18
复合物作用下被单泛素化修饰，这种修饰在 DNA
跨损伤合成过程中起非常重要的作用，通过增强与

Y 家族聚合酶的亲和性，促进 TLS 聚合酶与复制性

聚合酶之间的转化，利用这些 TLS 聚合酶跨越损伤

位点，使 DNA 复制继续进行，这也是被普遍认可

的观点。但是，PCNA 单泛素化修饰参与跨损伤合

成机制中仍然有很多地方不是很清楚。第一，在

DNA 损伤情况下 PCNA 会被单泛素化修饰，通过
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增加物理亲和性来招募各种 TLS 聚合酶到损伤位点

参与跨损伤合成，这种观点是否正确；PCNA 泛素

化是否足以启动 TLS 通路，还是它只是其中一个因

素。第二，TLS 通路中，各种聚合酶都有自己的特

点和特性，对于不同的损伤类型不同的聚合酶有不

同的合成效率和准确率，如 Polη 高效准确地跨越

UV 损伤产生的胸腺嘧啶二聚体，对于同一种损伤

类型有多种不同种类的 TLS 聚合酶参与，如 UV 损

伤，Polη、Polι、Polκ、Rev1、Rev3 都能与 PCNA
共定位，这些聚合酶如何参与不同损伤的具体机制，

各种聚合酶之间的相互协作方式也不是很清楚；还

有各种聚合酶的各种结构域与功能也有待我们进一

步具体探知，尤其是 Rev3，如此之大的一个蛋白

质已知的结构域却很少。第三，TLS 聚合酶参与

DNA 跨损伤合成都是由泛素化的 PCNA 调节的，

然而泛素化的 PCNA 是如何选择区分不同的 TLS
聚合酶的，在损伤修复时是如何调控不同聚合酶之

间转换的等等，很多问题都不是很清楚；而且，研

究 PCNA 单泛素化受到很多局限性，PCNA 单泛素

化的水平与内源 PCNA 相比要低很多，并且泛素化

的 PCNA 并不是很稳定，容易被去泛素化酶 Usp1
水解，无法得到大量稳定的单泛素化的 PCNA，因

此，在 PCNA 泛素化修饰参与跨损伤修复合成几乎

遇到了瓶颈。为了克服各种限制，人们一直致力于

PCNA 泛素化在跨损伤修复合成中的研究，在酵母

中利用 PCNA 和泛素的融合蛋白来模拟泛素化的

PCNA，从结构和功能上分析了这种融合模拟泛素

化的 PCNA 的可行性并取得了一定成果
[81,151-152] 。

这一方法被进一步扩展应用到哺乳动物细胞中，研

究发现 PCNA 和泛素的融合蛋白可以替代内源泛素

化的 PCNA，在 DNA 损伤情况下通过 Y 家族聚合

酶中的 Rev1 为细胞提供抗性，并且这种融合蛋白

能够像内源泛素化的 PCNA 一样增强对 TLS 聚合

酶的亲和性 [83]。目前，PCNA 泛素化都伴随着复杂

的 DNA 损伤处理，即便这样也很难得到大量稳定

的泛素化的 PCNA，因此，在以后 PCNA 泛素化参

与跨损伤修复合成研究中，用 PCNA 融合蛋白来模

拟泛素化的 PCNA 将成为一种有力手段，有望突破

目前面临的瓶颈。

PCNA 单泛素化调节 TLS 通路，多泛素化参

与无错耐受，SUMO 化修饰通过 Srs2 抑制同源重组。

PCNA 这些不同修饰介导的不同通路总结在图 1 中。

PCNA 泛素化修饰不仅参与 DNA 损伤修复，还参

与细胞周期等，因此，在 DNA 损伤情况下，可能

会出现一个广谱效应，一方面抑制细胞周期，保留

足够的时间使 DNA 进行修复；另一方面启动各种

机制对损伤的 DNA 进行修复 [153]。PCNA 多泛素化

参与 DNA 损伤耐受通路中的无错修复，利用未损

伤的姐妹染色体上的 DNA 为模板完成 DNA 复制

过程。这一机制在酵母中研究得相对较多，然而，

在哺乳动物细胞中已知得却很少。体外试验中已知

Ubc13-Mms2 参与 K63 链的形成，并且两个 Rad5
的同源蛋白都参与 K63 链的形成，但是在体内即便

是在 DNA 损伤情况下依然很难看到，所以，在哺

乳动物细胞中 PCNA 多泛素化参与的无错修复一直

是个迷。近期有实验室利用化学合成的方法人工构

建出连有 K63 链的 PCNA，用于模拟 PCNA 多泛素

修饰，一些体外实验发现连有 K63 链的 PCNA 通

过抑制 TLS 通路介导无错修复 [154]。本课题组通

过模拟的方式，发现在哺乳动物细胞中 PCNA 多泛

素化修饰可以启动同源重组机制。因此，在细胞中

通过 PCNA 多泛素化修饰抑制 PCNA 单泛素化的

功能，启动同源重组来进行无错修复也是一种可能

机制，不过具体机理有待进一步的探究。
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