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PCNA泛素化修饰对 DNA损伤应答途径的调控 *
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摘要：机体细胞在多种化学物质和内外环境不断攻击下会诱发 DNA损伤。为了维持基因组的稳定性,细胞内拥有一系列完善而
精确的细胞应答机制来保护基因组 DNA的完整性。细胞首先通过 DNA损伤检测点，然后通过一系列细胞信号转导通路，启动
细胞周期阻滞，进而介导细胞修复或凋亡。大量研究表明泛素化作为一种重要的蛋白质翻译后修饰方式，参与调控了多种细胞

生理过程。近期研究表明，DNA损伤导致复制应激可诱发 PCNA的翻译后泛素化修饰，泛素化修饰的 PCNA可能参与了多种
DNA损伤应激过程，影响细胞选择不同的 DNA损伤应答途径，导致细胞截然不同的转归。因此，更好地了解 PCNA泛素化的作
用及其影响 DNA损伤应答通路可为我们更深入地了解人类细胞如何调控异常的 DNA代谢过程和癌症的发生和发展机制提供
依据。
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Role of PCNA Ubiquitination in Regulation of DNA Damage
Response Pathways*

Eukaryotic cells possess a series of mechanisms to protect the integrity of genomic DNA. These include cellular
signals transduction , cell cycle arrest, DNA repair or apoptosis pathways . A large number of studies have shown that post-translational
modi?cations of PCNA involved in the regulation of a variety of physiological processes of protein. Recent studies have shown that DNA
damage leads to replication stress can induce PCNA ubiquitination and sumoylation may be involved in a variety of DNA damage
response pathways, identified to affect the cells selecting different DNA damage response pathways, leading to completely different
outcomes. Therefore, better understanding the role of modified PCNA by SUMO and ubiquitin and its implications for DNA damage
response can give us a deeper understanding of how human cells regulate aberrant DNA metabolism events and cancer initiation and
development.
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在生物体内，DNA极易受到外源性和内源性的损伤，如化

学物质和辐射以及复制过程中产生的错误、源于自发和诱发的

有毒代谢物质等造成的损伤。如果这些损伤不能够被及时的修

复，可能会引起基因组的突变，并最终导致遗传物质的变异、老

化或细胞的死亡等[1]。因此，DNA的损伤应答和修复机制对维
护机体细胞基因组的稳定性和防止遗传变异及疾病的发生等

有着非常重要的作用。DNA的损伤修复机制从酵母到人类都

是高度保守的，主要包括：光复活作用、错配修复、碱基切除修

复、核苷酸切除修复、双链断裂修复、跨损伤复制等途径[2]。最近

有研究发现 ,当细胞受到一定剂量的紫外线 (Ultraviolet ray，
UV)照射后，增殖细胞核抗原 PCNA 的赖氨酸 164(Lys164)位
点可被泛素结合酶和泛素连接酶 RAD6-RAD18复合体识别并

介导泛素蛋白对该位点进行泛素化修饰。PCNA的这种翻译后

修饰可调控 DNA复制酶 Pol啄向低保真性的跨损伤复制酶如
pol浊之间的转换，从而发挥 DNA 损伤修复功能，提高细胞对
DNA损伤的耐受能力[3]。虽然有研究表明 PCNA的泛素化修饰

可介导 DNA跨损伤复制的发生，但是此损伤修复途径中各个

环节及蛋白分子之间的调控及相互协作机制仍不是十分明确。

1 PCNA生物学特性

增殖细胞核抗原 (proliferating cell nuclear antigen，PCNA)

是一个高度保守的环状同型三聚体蛋白，表达水平可随着细胞

周期进行波动，其合成水平反映了细胞增殖率及 DNA合成率,

与多种细胞周期调节因子密切相关。PCNA可围绕 DNA链组
装成环状三聚体滑动夹，是 DNA聚合酶 pol啄和 pol着 的辅助

蛋白[2]。后来研究发现滑动夹 PCNA能够和多种蛋白质结合，
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参与调控 DNA的复制、细胞周期调控、DNA的损伤修复及细

胞凋亡等事件的协同[2,3]。PCNA以 ATP依赖的方式通过复制
因子 C(RFC)安装在引物模板连接处，可在模板引物连接处形

成滑动的钳夹体，它通过与连接在单链 DNA上的复制蛋白 A

(RPA)相互作用，停留在 DNA上执行功能。PCNA 可与 DNA

聚合酶 Pol啄结合，使 Pol啄具有很高的持续合成能力在 DNA

的合成过程中扮演重要角色[4,5]。通过对与 PCNA相互作用的蛋

白质进行比较提示：多数与 PCNA相互作用的蛋白质都含有一

个共同的 PCNA结合基序 QXX(I,L,or M)XXF(F or Y)，也被认
为是与 PCNA 相互作用的蛋白盒 (PIP box，PCNA interaction

protein box)，发现存在于许多参与 DNA 代谢的蛋白中, 如：
DNA复制和修复，染色质的装配，DNA甲基化等。遗传学研究

表明许多 Y 家族 DNA 聚合酶通过这个保守的疏水残基与
PCNA相互作用从而参与易误性或无误性的 DNA损伤复制过
程[2,6]。

2 真核生物 DNA跨损伤复制机制

细胞在各种化学物质及内外环境不断攻击下通常会诱发

DNA损伤，DNA损伤是基因突变的主要原因。为了维持遗传

物质的完整性和稳定性,细胞调用了多种修复机制对损伤进行
校正和修复以便 DNA复制及细胞分裂继续进行，如直接修复、

核苷酸切除修、碱基切除修复、双链断裂修复等。然而,当损伤

超过细胞修复机制所能承受的能力或者某些特定的损伤本身

不能被其修复途径有效识别和修复时，即使该系统是全功能的

运转, 复制过程中的某些损伤仍能在基因组中被暂时保留下
来,从而阻碍了 DNA的复制甚至可能引起细胞的死亡[7]。近年

研究发现，细胞之所以能耐受某些损伤，是因为细胞内含有一

种跨损伤复制机制( translesion synthesis, TLS)的存在,它允许
DNA合成绕过损伤继续进行，因此跨损伤复制过程可显著降

低细胞对 DNA损伤剂的敏感性，提高细胞的生存率，但其代价
是增加了基因突变的机率[8]。但是在生物体内，尤其在遗传毒性

刺激条件下，这种基因突变也间接促进了生物界的进化、适应

和演变。

跨损伤复制是一类复制后修复过程,最先发现于原核细胞

中,是 DNA主要的损伤修复方式之一。当 DNA在复制过程中
遇到损伤而停滞时,细胞可能在不修复 DNA损伤的情况下，启

动跨损伤复制过程。该过程以损伤的 DNA链为模板，不严格遵

循模板和新合成 DNA链之间碱基配对的方式越过损伤位点进

行拷贝，继续进行 ＤＮＡ 复制。跨损伤复制过程有某种特殊的

跨损伤复制酶催化如 B 家族 DNA 聚合酶 pol灼 和 Y 家族
DNA聚合酶 pol浊、polκ 、pol咨、REV1等，使 DNA的合成得以
继续进行。其主要催化形式有易误性 (error-prone) 和无误性
(error-free)两种，虽然极易造成 DNA突变，但是可以避免因复

制叉停滞导致的细胞死亡[8-10]。因此，跨损伤复制过程具有双重

生物学意义即增强细胞对 DNA损伤杀伤效应的抵抗力和增加
DNA产生突变的机率。前者对个体生命是有益的,而在遗传毒

性应激条件下,基因突变也可使细胞能够进化和适应,这在医学
上也有着积极促进的作用。

3 PCNA泛素化与 DNA的跨损伤复制机制

跨损伤复制过程是对 DNA损伤后在复制时发生的重要反

应。在 DNA合成过程中，由于损伤可造成复制叉停滞，可激活
S期检测点启动两种途径 -细胞凋亡或者重组修复。但重组修

复有可能会增加基因重复或缺失的机率，导致染色体发生畸

变，而细胞凋亡更是一种不可逆转的杀细胞效应，因此为了防

止这种结果的出现，细胞会以特殊的跨损伤复制酶来代替高保

真的复制性聚合酶在损伤链上进行 DNA合成[11]。而在这种转

换机制中，PCNA的泛素化可能起到了关键的调控作用。研究

表明，PCNA可与 DNA复制聚合酶 Pol啄结合, 使 Pol啄具有很
高的持续合成能力。而 Pol浊及其它 Y家族成员可与 PCNA的
IDCL（interdomain connector loop，IDCL）作用，对损伤位点聚合

酶的转换起着重要的作用。当复制未损伤的 DNA时 Pol啄可与
PCNA多个位点稳定结合，但当遇到 DNA损伤时，Pol啄会停下
来，DNA 损伤可激活 RAD6-RAD18 依赖的 PCNA 泛素化修
饰，调控 Pol啄在模板引物连接处的移位，而 PCNA赖氨酸 164

位点的泛素化，可能暴露 PCNA的 IDCL结构域，使 Pol浊及其
它 Y家族聚合酶可以靠近 PCNA[12，13]。然而，Y家族 DNA聚合

酶只有一个位点结合在锚定在 PCNA上，缺乏持续的合成能

力，它们在旁路损伤修复中发挥作用后即从 DNA上分离，而
Pol啄又可以回到模板引物的连接处。

跨损伤复制过程是哺乳动物细胞跨越损伤修复的主要方

式，如在 DNA受到 UV损伤后，PCNA的泛素化可诱导 DNA

的复制机制转入跨损伤合成途径。许多实验证明：Y 家族的
DNA聚合酶在紫外线损伤 DNA后，它们可聚集在受阻的复制

叉附近，与 PCNA 相互作用，保证受阻的 DNA 复制叉顺利通
过损伤处。该机制主要包括：DNA发生损伤后，PCNA赖氨酸
164 位点首先经由泛素结合酶 (E2)RAD6 和泛素连接酶(E3)

RAD18复合体途径单泛素化(mono-ubiquitin)修饰，这种泛素化

修饰可以使跨损伤复制聚合酶替换高保真的 DNA聚合酶进入

到复制体系中，进行跨损伤合成过程。不同的跨损伤复制酶具

有不同的损伤特异性，如 UV造成的 DNA损伤主要有 pol浊参
与催化[11,14]。

3.1 RAD6途径介导的 DNA跨损伤复制

当 DNA发生损伤时，RAD6介导的 PCNA赖氨酸 164 位

点的单泛素化可干扰复制的进行。RAD6编码一种泛素结合酶
(E2)，在遇到 DNA损伤时，环指蛋白 RAD18(E3)的单链结合能

力可使 RAD6-RAD18复合体识别在 DNA损伤处因复制阻滞

而形成的 DNA 单链，从而激活 PCNA 的泛素化修饰，进而调

控 DNA的跨损伤复制过程。同时研究表明该赖氨酸 164位点

还可被 RAD5 和 Mms2-ubc13 复合体组成的多聚泛素链
(multiubiquitin chains) 以一种模板转换的无误的方式进行多聚

泛素化修饰[15,16]。实验证明，蛋白的单泛素化修饰和经由 K63位
点连接形成的多聚泛素化修饰，与经由 K48位点连接形成的
多聚泛素化相比，不会引起蛋白酶体的降解，而是介导蛋白 -

蛋白之间的相互作用或改变底物蛋白的功能 [1]。在酵母中，

RAD6-RAD18复合物介导的 PCNA的泛素化途径主要通过两
种方式来调控 DNA的跨损伤复制过程：pol浊介导的跨损伤复
制过程和 RAD5-Mms2-ubc13 多泛素化介导的复制后重组修
复过程[13]。

3.2 RAD5-Mms2-ubc13介导的无误性(error-free)重组修复
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DNA 的重组修复主要对 DNA 单链空缺和 DNA 双链断
裂加以修复，通过对 DNA的复制和同源链的重组，来完成对损

伤部位的修复，又称复制后修复。当 DNA发生损伤时 RAD6

和 RAD18 蛋白能催化 PCNA 赖氨酸 164 位点的单泛素化修

饰，从而促进易误性跨损伤复制过程；而 Ubc13/Mms2 和
RAD5 蛋白能延长第 63 位赖氨酸残基上的泛素蛋白链对
PCNA进行多聚泛素化修饰，介导具有校对功能的重组修饰机

制。多聚泛素链的形成是有 Mms2-ubc13泛素结合样复合物与

泛素连接酶 RAD5共同组成[17]。Mms2基因编码产物是泛素结

合样蛋白，其氨基酸序列及二级结构类似与泛素结合酶，是无

误性跨损伤 DNA合成旁路中的一个调节因子，能和泛素相连

接并与UBC13及 RAD5共同完成 PCNA的多聚泛素化修饰[18]。

这种机制对于受损 DNA的无误性重组修复是非常重要的，但

其具体作用机理目前还不清楚。

4 PCNA的 SUMO修饰

小泛素相关修饰物 (small ubiquitin—like modifier，SUMO)

含有与泛素相似的 3D结构，其 C端与泛素有 18％ 同源性，两

者都具有典型的“泛蛋白折叠”结构域。与泛素不同的是，

SUMO的 N端有一段无序区，大概含有 15～ 20个氨基酸残基

且长度可变，可参与介导蛋白质之间相互作用 [19]。目前已知

PCNA的赖氨酸 164位点可以进行三种不同的修饰：单泛素化

修饰和多聚泛素化修饰以及 SUMO修饰，不同类型的修饰方

式可导致 DNA不同的转归。PCNA的单泛素化修饰多采用一
种易误的修复方式，然而，当这种有 RAD6 和 RAD18 介导的

单泛素化修饰延伸为有 lys63连接的多泛素化修饰时，可进入

一种无误的重组修复方式。

PCNA的翻译后修饰可协调 DNA的复制、损伤应答和修

复及诱变。DNA损伤后的泛素化修饰可促进复制停滞后的跨

损伤合成过程。而在 DNA复制的 S期，SUMO对 PCNA的修

饰则与 DNA损伤无关。因为这两种修饰都作用于 PCNA的同
一位点赖氨酸 164 位点，所以，在 DNA 未损伤的情况下，

SUMO相对泛素对 PCNA的修饰应是一种拮抗作用。在细胞

周期的 S期，经 SUMO修饰后的 PCNA蛋白能特异性的招募

解旋酶 Srs2蛋白。srs2编码一种 3`-5`解旋酶，其 C端尾部有

一个特殊的与 SUMO修饰后的 PCNA 的结合位点，srs2 通过
干扰 RAD51核蛋白丝(nucleoprotein filaments)可抑制新合成的

姐妹染色单体间发生不必要的重组过程，促进复制过程顺利进

行。有文献报道提示：在致死剂量的甲基甲磺酸盐(MMS)损伤

诱导下，泛素连接酶 UBC9介导的 SUMO-PCNA复合物显著

增高，可显著抑制泛素对 PCNA的修饰过程，从而抑制了泛素

介导的依赖于 RAD6和 RAD18途径的 DNA错误倾向的修复

过程[20,21]。所以，SUMO不仅在 S期与可以与 PCNA发生结合，

而且在 DNA损伤严重时也可与 PCNA结合。因此，当 DNA发

生损伤时，机体启动跨损伤复制还是重组修复过程，是通过

PCNA的泛素化修饰和 SUMO修饰共同协调和调控的[1]。

5 讨论

近年来，大量研究表明 PCNA可通过与多种蛋白质相互作

用参与调控细胞周期、细胞凋亡、基因表达等过程。但是，PCNA

是如何协调和调控与不同蛋白质之间的结合又是如何改变或

者促进其生物活性的目前还不清楚。虽然近年研究发现 PCNA

赖氨酸 164位点的泛素化修饰参与了多种 DNA损伤应答反应

过程，如在 UV损伤条件下，PCNA泛素化修饰参与介导了跨
损伤复制酶 polη 和 DNA聚合酶之间的转换，但是 DNA应激

反应中各条通路之间的内在联系和相互转换规律仍不明确[2,21]。

目前，PCNA 泛素化修饰对 DNA损伤修复调控机制的报

道主要集中在以下三个方面：pol浊和 pol灼介导的跨损伤复制
过程和 RAD5及 Mms2-ubc13 复合体介导的复制后重组修复
途径。但目前已知在真核细胞中，参与跨损伤复制的酶类有许

多，如 Y 家族 DNA 聚合酶 pol浊、pol咨、REV1、pol资 和 B 家族
DNA聚合酶 pol灼等[23,24]。有实验证实，所有的 Y-家族 DNA聚

合酶中都包含着能与泛素蛋白相结合的 UBZ 和 UBM 结构

域，这些结构域可使跨损伤复制酶与泛素相结合，并调控它们

聚集到 DNA复制位点，与泛素化修饰的 PCNA相结合，参与

调控多种 DNA损伤应答过程[7,25]。但是关于 PCNA泛素化修饰

功能及作用机理的研究还处在起步阶段，还有很多问题尚待解

决：如除了 UV损伤外，PCNA的泛素化修饰还参与调控了哪

些 DNA损伤剂所诱导的 DNA损伤修复过程，其作用机理是
什么？除了 pol灼和 pol浊的活性受 PCNA 泛素化途径调控以

外，其它几种跨损伤复制酶的活性是否也受到此途径的调控？

其调控机理是什么，具有怎样的损伤特异性？除了跨损伤复制

酶以外还有那些蛋白分子参与了 PCNA泛素化所介导的 DNA

损伤修复过程，其作用机理又是什么？PCNA泛素化修饰作用

功能的阐明可能为我们深入了解生物体内复杂的 DNA损伤修
复调控机制，了解基因突变机制、衰老和癌变的原因，对揭示生

物体一些疾病的发生、发展机制产生深远的意义。
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