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　　摘要:目的　研究氢醌 (hydroquinone, HQ)诱导下 L-02肝细胞 PCNA、 RAD6B及 RAD18基因 mRNA表达的时

间效应 , 探讨 PCNA、 RAD6B及 RAD18基因在 HQ所致肝细胞毒性过程中的分子作用机制。 方法　体外培养的 L-02

肝细胞经 40μmol/L的 HQ诱导不同时间 (6、 12、 24和 48h)后 , 用 Trizol试剂从 L-02肝细胞中分离总 RNA, 而后

反转录为 cDNA;利用 Primer3软件设计 PCNA、 RAD6B及 RAD18基因及内参照 β-ACTIN基因的引物 , 并进行标准曲

线分析和熔解曲线分析 , 建立和优化定量检测各目的基因在 mRNA水平上表达的反应体系和反应条件;最后采用实时

荧光定量 PCR法检测不同时间点 PCNA、 RAD6B及 RAD18基因 mRNA的表达状况。结果　在各时间处理组 (6、 12、

24和 48 h)中 , 染毒组 L-02肝细胞内 PCNA、 RAD6B及 RAD18基因在 mRNA水平上的表达均高于未染毒组。在 24 h

的时间范围内 , PCNA基因在 mRNA水平上的表达无论是染毒组 (40 μmol/L)还是未染毒组 (0 μmol/L), 均具有随

时间的延长而增加的趋势;到 24h时 , 相对表达量达到最大值。 RAD6B和RAD18基因在未染毒组中的表达在 48 h范

围内均有随时间的增加而升高的趋势 , 它们均在 48 h时间点上表达最高 , 其相对表达量分别为 2.66和 4.32;但在染

毒组中 , RAD6B基因和 RAD18基因在 48 h处的表达则有所下降 , 其相对表达量分别由 3.74和 4.83降至 2.78和

4.61。结论　HQ可以诱导 PCNA、 RAD6B及 RAD18基因 mRNA的表达上调 , 并且呈现一定的时序性。
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Abstract:Objective　Toexplorethetime-effectofPCNA, RAD6BandRAD18 mRNAexpressionsinducedbyhydroqui-

none(HQ)inL-02 hepaticcells, andthemolecularmechanismoftoxiceffectsofHQinL-02 hepaticcells.Methods　L-02

hepaticcellswereexposedto40μmol/LHQfor6, 12, 24and48hrespectively, thenthetotalcellularRNAwasisolatedfrom

L-02 hepaticcellsusingTrizolreagentandinverselytranscriptedtocDNA.ExpressionofPCNA, RAD6BandRAD18 mRNAin

L-02 hepaticcellsweremeasuredbyRT-qPCRindifferenttime-points.Results　LevelsofexpressionofPCNA, RAD6Band

RAD18 mRNAinL-02 hepaticcellstreatedwithHQwerehighersignificantlythanthatofthecontrol(0 μmol/L).Theexpres-

sionofPCNAmRNAinL-02 hepaticcellswereincreasedalongwithtimewithin0— 24 hinbothtreatedgroups(40 μmol/L)

andcontrolgroup, whichreachedthemaximumat24h.TheexpressionsofRAD6BandRAD18 mRNAincontrolgroupwereall

increasedtime-dependently, whichreached2.66 and4.32 at48 h, respectively;whiletheexpressionofRAD6BandRAD18

mRNAintreatedgroupweredecreasedat48h.ConclusionHQmightinducetheup-regulationofexpressionsofRAD6B,

RAD18 andPCNAmRNA, andwithsometime-dependentmanner.

Keywords:Hydroquinone;PCNA;RAD6B;RAD18;mRNA;L-02 hepaticcells;Time-effect

　　氢醌 (hydroquinone, HQ), 是一种广泛存在的环境

化学物 , 主要用于黑白显影剂 、偶氮染料、橡胶防老剂 、

抗氧化剂 、皮肤化妆品及治疗色素沉着症的外用制剂等 ,

同时还是许多致癌物在体内关键的中间代谢产物。人群流

行病学调查显示 , HQ可引起肝脏组织结构和功能的异常。

动物实验表明 , HQ对肝 、肾和造血系统等均可造成损害 ,

并具有一定的神经毒性
[ 1]
和免疫毒性

[ 2]
。体外研究发现 ,

HQ具有一定的诱变性
[ 3]
, 可导致动物及人体细胞内 DNA

的损伤等
[ 4, 5]
。而 DNA损伤如果未被修复则会阻碍细胞内
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正常的 DNA复制 , 最终导致细胞的明显死亡。最近的研

究表明 , 增殖细胞核抗原 (PCNA)、泛素结合酶 RAD6B

及泛素连接酶 RAD18基因与 DNA的复制后修复有关 , 从

而可在一定程度上提高细胞对环境有害因素刺激的适应能

力。本研究以不同时间同一浓度 HQ作用条件下的 L-02

肝细胞为模型 , 采用实时荧光定量 PCR技术观察 PCNA、

RAD6B和 RAD18基因 mRNA表达的时间变化规律 , 并探

讨 PCNA、 RAD6B和 RAD18基因在 HQ所致肝细胞毒性

过程中分子作用机制。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

RPMI-1640培养基 (美国 Gibco公司), 胰蛋白

酶 (美国 Amresco公司), 胎牛血清 (杭州四季青公

司), 青霉素 、 链霉素 、 焦炭酸二乙酯 (DEPC)和

二羟乙基呱嗪乙烷磺酸钠 (Sigma公司), 细胞总

RNA提取试剂盒 (美国 MRC公司), 反转录试剂盒

(立陶宛 Fermentas公司), BrilliantSYBRGreenQPCR

MasterMix试剂盒 (美国 Stratagene公司)。超净工作

台和 CO2培养箱 (上海力申科学仪器公司), 倒置显

微镜 (重庆光学仪器厂), 纯水仪 (法国 MiLLIORE

公司 ), 高压灭菌器 (日本 HIRAYAMA公司 ),

541SR型台式高速冷冻离心机和 Biophotometer型生物

分光光度计 (德国 Eppendorf公司), GeneGenius型

凝胶成像系统 (英国 Syngene公司), SIM-F124型颗

粒制冰机 (日本三洋公司), E-Centrifuge型离心机

(美国 Wealtec公司), Mx4000荧光定量 PCR仪 (美

国 Stratagene公司)。

1.2　细胞培养及处理

L-02肝细胞购自中国科学院上海细胞生物学研究

所。培养基采用含 10%胎牛血清的 RPMI-1640。将 L-02

肝细胞用 37℃、 体积分数为 5%的 CO2细胞培养箱培

养 , 每 3d传代 1次。将处于对数生长期的 L-02肝细胞

用 40μmol/L的 HQ依次作用 6、 12、 24和 48 h, 每一

时间组各设一个未染毒的正常对照组 (染毒剂量为 0

μmol/L), 以检测 HQ染毒组和未染毒组细胞内 PCNA、

RAD6B及 RAD18基因 mRNA在时间上的表达趋势 , 细

胞处理之后收集细胞以备提取总 RNA之用。

1.3　荧光定量 PCR检测 PCNA、 RAD6B及 RAD18

基因 mRNA的表达

1.3.1　L-02肝细胞内总 RNA提取及纯度和完整性

鉴定　用 TRIREAGENT总 RNA提取试剂盒 , 在各

处理组培养瓶内加入 TrizolReagent1ml, 匀浆后将裂

解物移至 1.5 ml离心管中 , 室温下孵育 5 min;之后

加入 0.2ml氯仿 , 剧烈振摇 15 s, 室温下静置 10

min, 接着于 4℃条件下离心 (12 000 ×g)15 min;

吸取上层水相约 600 μl至新的 1.5 ml离心管中 , 加

入 0.5ml异丙醇 , 混匀并将该混合液于室温下放置

10 min;接着于 4℃条件下离心 (12 000×g)8min。

弃上清 , 加入 1 ml70%乙醇 , 水平摇动离心管以清

洗 RNA沉淀;随后于 4℃条件下离心 (7 500×g)5

min;弃去乙醇洗涤液 , 空气干燥 3 ～ 5 min;加入

20 μlDEPC处理水 , 用吸头轻轻吹打数次使 RNA完

全溶解 , 于 55 ～ 60℃下孵育 10 min。分光光度计和

琼脂糖凝胶电泳检测纯度和完整性。

1.3.2　cDNA合成　取 5μg总 RNA, 加入 1μl随机引

物 (0.2μg/μl), 再加入 DEPC处理过的水至 12μl, 离

心 3 ～ 5s, 轻轻混匀;70℃加热 5min, 立即置于冰上并

通过短暂离心收集液滴;接着依次加入 4μl的 5×reac-

tionbuffer、 1 μl的 RiboLock
TM
Riboncleaseinhibitor(20

U/μl)和 2 μl的 10mmol/LdNTPmix, 通过短暂离心

来混匀并收集液滴;25℃条件下孵化 5min;加入Revert

Aid
TM
M-MuLVReverseTranscriptase(200 U/μl)1 μl,

总体积达到 20μl;25℃孵化 10min, 接着 42℃加热 60

min, 然后 70℃加热 10min终止反应 , 并且迅速置于冰

上。最后将合成的 cDNA保存于 -20℃冰箱内。

1.3.3　PCNA、 RAD6B、 RAD18及内对照 β-ACTIN基

因的引物设计及合成　按照 PCNA、 RAD6B、 RAD18和

β -ACTIN基因的 GeneBank登录号 , 检索 GeneBank得到

各基因的全长 cDNA序列 , 利用Primer3软件根据标准荧

光定量 PCR引物设计原则 [目的基因的扩增片段大小

为 200 ～ 400bp;退火温度在 55 ～ 60℃范围之内;3′末端

避免有 G/C重复序列;(G+C)%<60%等 ] 设计 PC-

NA、 RAD6B、 RAD18和 β -ACTIN基因的引物;引物序

列跨越 2个内含子 , 以避免基因组 DNA污染定量 PCR

产物。接着将设计出的引物输入 BLAST数据库进行同源

性比较 , 最终得到具有特异性的引物序列。最后将所设

计的引物送至上海生工生物工程技术服务有限公司合

成 , 各引物的稀释浓度为 10μmol/L。各基因引物的具

体序列见表 1。
表 1　PCNA、 RAD6B、 RAD18和 β-ACTIN基因的引物序列

基因

名称
引物类别 引物序列

产物大小

(bp)

PCNA Forwardprimer 5′-AGTAAAGATGCCTTCTGGTG-3′ 234

Reverseprimer 5′-AAGTTCAGGTACCTCAGTGC-3′

RAD6B Forwardprimer 5′-GATGTTCCATCCAAATGTCT-3′ 225

Reverseprimer 5′-CGCCAGCTTTGTTCTACTAT-3′

RAD18 Forwardprimer 5′-TAGAGTCACCAGCCAAATCT-3′ 253

Reverseprimer 5′-TCTGGAGCGATCTCTTCTAC-3′

β-ACTIN Forwardprimer 5′-TGACCCAGATCATGTTTGAG-3′ 324

Reverseprimer 5′-ATCTCTTGCTCGAAGTCCAG-3′
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1.3.4　实时荧光定量 PCR　在对各目的基因进行相

对定量之前 , 先梯度稀释 cDNA模板进行标准曲线和

熔解曲线分析 , 以确定荧光定量 PCR的最佳反应条

件及反应体系。然后采用比较阈值法 (thresholdcy-

cls, Ct), 以看家基因 β -ACTIN为内参照 , 相对定量

处理组样品内各目的基因的表达水平。反应体系为:

2 ×SYBRGreenQPCRmastermix12.5 μl, Forward

primer(10 μmol/L) 0.5μl, Reverseprimer(10

μmol/L)0.5 μl, cDNA1μl, ddH2O10.5μl, 总体

积为 25 μl。反应条件:95℃预变性 10 min, 1个循

环;接着 95℃变性 30 s, 55℃退火 1 min, 72℃延伸

40 s, 共 40个循环。每个样品的 PCNA、 RAD6B、

RAD18和 β -ACTIN基因分管并于相同条件下扩增 ,

每次反应均设无模板对照 (notemplatecontrol,

NTC), 以排除 DNA污染的可能 。反应结束后 , 荧光

定量 PCR仪所附带的 Mx4000PSoftware自动计算并

分析结果。

1.4　数据统计分析

所有实验数据均以x±s表示 , 采用 SPSS14.0 for

Windows软件对 PCNA、 RAD6B和 RAD18基因mRNA

表达的相对定量值进行单因素方差分析 , 组间比较选

择 Dunnettt法 。

2　结果

2.1　RNA纯度及完整性分析

总 RNA经紫外分光光度计测定其 OD260/OD280的

比值在 1.80 ～ 2.00之间 , 说明所制备的 RNA较纯 , 无

蛋白质污染。琼脂糖凝胶电泳显示 , 28S和 18S条带清

晰可见 , 并且 28S条带亮度约为 18S的 2倍 , 说明所提

取的总 RNA无明显降解 , 完整性较好。

2.2　标准曲线及熔解曲线分析

通过 标准 曲 线 分析 可 知 , PCNA、 RAD6B、

RAD18及 β -ACTIN基因的扩增效率分别为 93.4%、

103.5%、 110.4%和 108.6%, 接近 100%, 说明这

些基因的扩增效率接近 , 可以进行相对定量。根据熔

解曲线分析结果 (图 1 ～ 图 4)可知 , PCNA、

RAD6B、 RAD18及 β-ACTIN基因扩增产物的熔解曲

线峰均为单一峰形 , 未见其他峰值 , 并且峰的形状也

较锐利 , 提示各基因的熔解温度均一 , 扩增产物特异

性好 , 以此为基础进行定量是可靠的 。因而可以确定

前面所述的 QPCR反应条件和反应体系是合理的。

2.3　HQ作用下 PCNA、 RAD6B和 RAD18基因在

mRNA水平上表达的时间效应

实时荧光定量 PCR结果显示 (表 2), 在 24 h的

时间范围内 , PCNA基因在 mRNA水平上的表达无论

是染毒组 (40μmol/L)还是未染毒组 (0 μmol/L),

均具有随时间的延长而增加的趋势;到 24 h时 , 其

在染毒组和未染毒组中的相对表达量达到最大值 , 分

别为 2.63和 4.53, 明显高于 6 h组 (P<0.01);当

培养时间达到 48 h时 , 该基因的表达则有所下降 ,

但仍高于 6h对照组 。 RAD6B和 RAD18基因在未染

毒组中的表达在 48 h范围内均有随时间的增加而升

高的趋势 , 它们均在 48 h时间点上表达最高 , 其相

对表达量分别为 2.66和 4.32, 其中 24 h及 48 h组

与 6 h组相比较差异有统计学意义 (P<0.01);但

在染毒组中 , RAD6B和 RAD18基因在 48h处的表达

则有所下降 , 其相对表达量分别由 24 h的 3.74和

4.83降至 2.78和 4.61, 但仍明显高于 6 h组 (P<

0.01)。此外 , 实时荧光定量 PCR结果还显示 , 在各

时间处理组 (6、 12、 24和 48 h)中 , 染毒组 L-02

肝细胞内 PCNA、 RAD6B及 RAD18基因在 mRNA水

平上的表达均高于未染毒组。
表 2　不同时间点 PCNA、 RAD6B和 RAD18基因 mRNA

表达的相对定量值 (x±s, n=3)

HQ浓度

(μmol/L)

作用时间

(h)

相对定量值

PCNA　　 RAD6B　 RAD18　

0 (未染毒组) 6 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00

12 1.33±0.16 1.28±0.05 1.15±0.09

24 2.63±0.21＊＊ 2.21±0.21＊＊ 3.12±0.23＊＊

48 1.82±0.17＊＊ 2.66±0.13＊＊ 4.32±0.11＊＊

40(染毒组) 6 2.08±0.26■■ 1.55±0.08■■ 1.35±0.09■■

12 2.67±0.21#■■ 1.76±0.19■■ 2.05±0.14##■■

24 4.53±0.18##■■ 3.74±0.14##■■ 4.83±0.37##■■

48 2.72±0.11#■■ 2.78±0.19## 4.61±0.46##

　　与 6h未染毒组比较 , ＊＊P<0.01;与 6 h染毒组比较 , #P<

0.05, ##P<0.01;相同作用时间条件下与未染毒组比较 , ■■P<0.01

3　讨论

DNA修复过程中 , 损伤旁路 (复制后修复的一

种类型)对于基因组内未修复的损伤而言是一种重

要的细胞反应。而增殖细胞核抗原 PCNA、 泛素结合

酶 RAD6B和泛素连接酶 RAD18是人体细胞内 DNA

损伤旁路机制所必需的成分。 PCNA基因定位于人 20

号染色体上 , 是一个含有 6个外显子和 5个内含子的

基因 , 其编码蛋白是 DNA合成和细胞周期进展所必

需的成分。 PCNA表达的强弱可以反映出细胞增殖的

程度。近年来的研究发现 , PCNA在 DNA复制后修

复过程中的聚合酶转换
[ 6]
环节上发挥着重要的作用。

人类 RAD6B基因和 RAD18基因分别定位于染色体

5q23-q31和 3p24-25之上 。在人体细胞内 , RAD6B

与 RAD18之间存在着相互作用
[ 7]
。RAD6B与 RAD18

组成的蛋白复合体首先是通过与长单链 DNA结构之间
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的作用而被招募到受阻复制叉上
[ 8]
, 接着通过

RAD18的单链 DNA结合活性而结合于受损的 DNA

位点之上。在受 DNA损伤剂处理过的细胞内 ,

RAD6B和 RAD18在体外能够引起 PCNA的单泛素

化 , 而这一过程对于 DNA损伤旁路中的聚合酶转换

来说是至关重要的
[ 9]
。并且 , RAD18通过蛋白-蛋白

交互作用及 PCNA的单泛素化而对跨 DNA损伤合成

酶 Polη在受损位点上的招募起着关键性的作用
[ 10]
。

此外 , 有研究发现 RAD18参与了一些化学因子如甲

基磺酸甲酯 (MMS)等所引起的损伤旁路过程
[ 11]
。

虽然 PCNA、 RAD6B和 RAD18对于复制后修复很重

要 , 但是这些因子被招募于受阻复制叉的分子机制仍

不太清楚。我们在以往的研究中发现 , HQ可以导致

L-02肝细胞 DNA的明显损伤
[ 12]
, 因此研究 PCNA、

RAD6B和 RAD18基因在 HQ所致肝细胞遗传毒性中

的作用及其可能机制 , 将有助于筛选出 HQ中毒的特

异性生物学效应指标 , 以便尽早发现和防治 HQ中

毒 , 从而降低 HQ对人群健康的危害 。

本研究利用实时荧光定量 PCR技术对 HQ作用

下 L-02肝细胞内 PCNA、 RAD6B和 RAD18基因

mRNA的时间表达规律及其相互关系进行了动态观

察 。在 PCNA基因 mRNA水平表达的时间-反应关系

研究中发现 , 在一定的时间范围 (24 h)内 , PCNA

基因的表达具有随着时间的延长而升高的趋势 , 呈现

一定的时间依赖性;到 24 h时其相对表达量在染毒

组和未染毒组内均达到最高值 , 说明该时间点是检测

PCNA基因表达的最佳时机 。同时该结果也揭示 , 当

DNA受损时 , PCNA与其他 DNA修复酶可能是在

DNA的受损位点上同步起作用的。对于 RAD6B和

RAD18基因而言 , 它们在 mRNA水平上的表达变化

规律相似;在 24 h范围内均具有随着时间的延长而

增加的趋势;但是当染毒时间为 48 h时 , 染毒组

RAD6B和 RAD18基因的表达与未染毒组相比较却有

明显的不同 , 如在未染毒组细胞内表达继续升高 , 而

在染毒组细胞内的表达则有所下调 , 这就提示

RAD6B和 RAD18基因在正常 L-02肝细胞内的最佳

表达时间与 PCNA基因相比可能要迟一些 , 同时也提

示 HQ可诱导该基因最佳表达时间的前移 , 以满足

DNA损伤修复的需要 。总之 , 上述结果说明了 PCNA

基因的表达与 RAD6B和 RAD18基因的表达存在着时

相上的差异 。可以推测 , 在 DNA损伤所引起的 DNA

复制后修复过程中 , 可能先是 PCNA在受损的 DNA

位点上积聚 , 接着才是 RAD18和 RAD6B基因所编码

的蛋白在受阻的复制器周围相互作用 , 继而引起

PCNA蛋白的泛素化 , 然后才是有效的 DNA复制 , 从

而使得 L-02肝细胞耐受 HQ所致的细胞毒性和遗传

毒性作用。至于其确切机制 , 还有待于进一步的研究

来加以阐明 。 (下转第 90页)
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癌物的代谢能力及对 DNA损伤修复能力有所不同 ,

可能会影响活性代谢产物及 DNA加合物的含量。本

研究未发现性别对 εdA水平产生明显影响 , 可能说

明导致机体产生 1-氮 -6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤的氯乙

烯接触作用更加明显 。

综上所述 , 1-氮 -6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤与氯乙

烯累积接触剂量存在相关关系 , 并随着累积接触剂量

的升高 , 接触工人 DNA加合物含量和异常率均增加。

本次研究初步探讨 1-氮 -6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤与氯

乙烯暴露之间的关系 , 并初步表明 1-氮 -6-乙烯 (脱

氧)腺嘌呤可作为氯乙烯的接触生物标志物 , 但未

对其他 3种加合物与氯乙烯暴露之间的关系做进一步

研究。因此 , 应首先完善其余 DNA加合物的检测方

法 , 同时进一步开展大规模的氯乙烯接触人群分子流

行病学研究 , 筛选和确认可靠的接触生物标志物 , 更

好地保护氯乙烯接触工人的健康。
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