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抗体多样化及相关免疫系统疾病研究进展
刘婷婷  孟飞龙*

(中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所, 上海 200031)

摘要      在应对复杂生存环境内各种病原体入侵过程中, 人体获得性免疫系统能够产生多样

化的抗原识别分子, 特异地识别与有选择地清除外来病原体。在B细胞介导的体液免疫应答中, 抗
体基因需经历一系列的程序性DNA断裂、重排和突变等过程, 从而编码抗原特异性的抗体分子。

抗体类型转换是抗体多样化中的重要一环。其中, B细胞特异性胞苷去氨酶AID(activation-induced 
deaminase)起始了抗体类型转换过程, 而DNA损伤修复系统则最终完成了DNA重排, 使B细胞表达

其他类型的抗体。这一过程的缺陷将导致原发性免疫缺陷疾病, 而失调又可能导致B细胞淋巴瘤

的发生。该文将介绍抗体多样化过程, 着重讨论抗体类型转换的分子机制以及各个水平的精细调

控, 并针对相关免疫系统疾病展望可能的诊断和治疗手段。
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Antibody Diversification and Related Diseases

Liu Tingting, Meng Feilong*

(Institute of Biochemistry and Cell Biology, Shanghai Institutes for Biological Sciences, 
Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China)

Abstract     To fight diverse pathogens, one hallmark of adaptive immune system is the generation of diverse 
antigen receptors, including B cell receptor or also known as immunoglobulin (Ig)/antibody.  The generation of 
antibody repertoire in B lymphocytes requires several antibody gene diversification processes at genomic DNA 
level, which involve programmed DNA breakage, rearrangement and/or mutations. Among these processes, 中
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antibody class switch recombination (CSR) allows antibody to switch from IgM to other Ig isotypes, and is initiated 
by a B cell specific activation-induced deaminase (AID). The deamination products on genomic DNA are further 
processed into double-strand breaks (DSBs), which activate general DNA repair pathways. Deficiency of CSR 
factors is the major cause of primary immunodeficiency e.g. hyper-IgM syndrome, while the dysregulation of CSR 
could result in B cell lymphomas. We review the molecular mechanism of CSR with a focus on how CSR is tightly 
controlled, and also discuss implications to immunodeficiency/cancer diagnosis and treatment.

Keywords      B lymphocyte; antibody diversification; immunodeficiency; B cell lymphoma; DNA repair

的大分子结构, IgM主要存在于血管内。IgG是循环

系统中主要的抗体分子, 分布于全身免疫系统; IgA
则在黏膜免疫中发挥主要作用。重链恒定区基因包

括若干个外显子, 通过不同的mRNA剪切方式, 可以

表达分泌型的蛋白, 即抗体或膜结合型的蛋白, 即B
细胞表面受体(B cell receptor, BCR)[2]。

1.2   抗体基因多样化过程

在不同的生存环境中免疫系统面临着各种各

样病原体的入侵, 这就需要免疫系统可以表达识别

不同抗原的抗体分子。特定B细胞群体产生的抗体

总和, 也被称为抗体库(antibody repertoire)。在哺乳

动物中, 抗体库的形成即抗体多样化主要分为两个

阶段: (1)在B细胞发育早期祖B细胞(pro-B)、前体B
细胞(pre-B)中, V(D)J重排可以将不同的基因片段拼

接, 从而在成熟B细胞中形成主要由亲和力较低的

IgM型抗体分子构成的初始抗体库[3]; (2)在外周淋

巴系统中, 受到抗原激活的成熟B细胞, 可以经历体

细胞高频突变(somatic hypermutation, SHM)和抗体

类型转换(class switch recombination, CSR)进一步形

成由高亲和力不同抗体类型分子构成的抗体库[4](图
1A)。

编码抗体可变区的DNA区域包括V元件(variable 
elements)和J元件(joining elements)以及重链中的D
元件(diversity elements)[5]。轻链的V元件和J元件以

及重链的V、D、J三个元件可以进行组合和连接从

而形成不同的抗体可变区基因。重链中的V元件(VH)
组成了重链区大部分可变区域基因, 包括前两个抗

原互补决定区(complementary determinant region, 
CDR)[6-7]; D元件(DH)是由10~15个核苷酸序列组

成的小片段, 在抗体多样性过程中具有重要作用, 
部分V和D、J元件构成了重链第三个互补决定区

3(CDR3)[8]。这一V(D)J重排过程由序列特异性DNA

在复杂的生存环境中, 生物体面临着各种外来

物的入侵。高等动物的体液免疫系统是对抗外来入

侵物的重要一环, 其中B淋巴细胞分泌的特异性抗

体是最关键的分子。为应对多种多样的病原体, 抗
体基因需要经历一系列程序性的DNA断裂、重排和

突变过程, 最终编码抗原特异性的高效力抗体分子。

在B细胞发育成熟过程中, 抗体多样化受到严格的

精细调控, 这一过程的失调会导致一系列的免疫系

统疾病, 如原发性免疫缺陷、B细胞淋巴瘤等。本文

将介绍抗体多样化过程, 着重讨论抗体类型转换的

研究进展, 并在总结相关疾病的发病机理的基础上

展望诊断和治疗的可能方案。

1   抗体结构及多样化过程
1.1   抗体结构及类型

抗体, 即免疫球蛋白(immunoglobulin, Ig), 一般

由两条相同的重链(IgH)和两条相同的轻链(IgL)组
成。在三维结构上, 抗体分子又可以分为一系列的

免疫球蛋白结构域。抗体N-端结构域由基因组上

的不同片段通过V(D)J重排而产生, 其氨基酸序列各

异, 又被称为可变区(variable region)。抗体可变区形

成了抗原结合位, 决定了抗体的特异性。而C-端免

疫球蛋白结构域由于其序列相对恒定, 则被称为恒

定区(constant region)(图1A)。小鼠B细胞有八种不

同的重链恒定区基因(Cµ、Cδ、Cγ3、Cγ1、Cγ2b、
Cγ2a、Cε和Cα)和两种不同的轻链基因(κ和λ)[1]。根

据其重链恒定区, 小鼠抗体可以分为IgM、IgD、

IgG3、IgG1、IgG2b、IgG2a/c、IgE和IgA等类型(class/
isotype)。不同类型的抗体可以和不同的下游免疫

反应分子相结合, 激活各种免疫反应。例如, IgM以

五聚体或六聚体的形式存在, 对于有重复序列的抗

原有高亲和力, 可以调节补体的激活途径。由于它
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内切酶RAG1/2复合体起始, 并由非同源重组DNA末

端连接途径最终连接完成[9]。

在外周淋巴组织中的静息态成熟B细胞, 受到抗

原的刺激后, 能够在T细胞等细胞的辅助下形成临时

性免疫结构——生发中心(germinal centers, GCs)[10]。

在生发中心B细胞中, 抗体基因进一步经历两种多

样化的过程: 抗体可变区的高频突变和抗体重链恒

定区的类型转换[11]。在高频突变过程中, B细胞能

够改变抗体可变区基因编码序列, 从而在细胞表面

表达不同的抗体分子, 即B细胞受体。生发中心B细
胞受体竞争性结合T细胞表面抗原复合物分子, 而
表达高亲和力B细胞受体的B细胞得到生存[11]。这

一过程最终产生了高亲和力的抗体, 也被称为抗体

亲和力成熟(affinity maturation)[12]。在抗体类型转换

过程中, 恒定区基因产生DNA双链断裂。不同恒定

区的DNA双链断裂最终相互连接, 从而将下游的恒

定区基因与可变区基因外显子连接起来。这一过程

最终将B细胞受体从IgM转换成了其他类型的Ig[13-15]。

A: 典型的抗体分子由重链和轻链组成, 形成的免疫球蛋白结构域又可以分为可变区和恒定区, 分别负责抗原的结合和下游免疫反应的激活。

在B细胞发育早期阶段, 编码可变区的V元件、J元件, 以及重链可变区特有的D元件, 可以通过核酸内切酶RAG起始的V(D)J重排进行组合和连

接从而形成可变区基因外显子, 所分泌的低亲和力IgM抗体构成了初始的抗体库。在外周淋巴组织结构生发中心中, AID能够起始可变区高频

突变和重链恒定区抗体类型转换,  从而形成了表达高亲和力不同抗体类型的抗体库。B: 抗体重链恒定区基因转录结构单元。主要包括启动子

(I promoter), 非编码外显子“I”, 包含S区的内含子, 以及若干编码抗体蛋白的外显子。

A: typical antibody is composed of immunoglobulin heavy and light chains, which together form several immunoglobulin domains. The variable region 
domains bind antigen, while the constant region domains can active downstream effectors. Variable region exon is assembled during B cell development 
via RAG initiated V(D)J recombination, during which Variable (V), Diversity (D) and Joining (J) gene segments are put together. V(D)J recombination 
results to the primary antibody repertoire in naïve B cells, which contains low affinity IgM antibodies. When naïve B cells migrate into peripheral 
lymphoid tissues, they can be activated to form germinal centers with help of  T cells.  In germinal centers, AID initiates somatic hyper-mutation and 
IgH class switch recombination, which further diverse the antibody sequences and form secondary antibody repertoire composing high affinity antibody 
with various antibody classes. B: A transcription unit of IgH constant gene contains I promoter, non-coding I exon, S region, and several coding exons.

图1   典型的抗体分子和抗体多样化过程

Fig.1   Antibody and antibody diversification
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最终, 生发中心B细胞进一步分化成为记忆B细胞

(memory B cells)或者浆细胞(plasma cells)。

2    抗体类型转换的分子机制
抗体类型转换是抗体多样化过程中的重要一

步, 其产生的不同类型抗体能够激活不同的下游免

疫反应。B细胞特异性DNA去氨酶AID(activation-
induced cytidine deaminase)起始了这一过程, 产生的

DNA断裂则由细胞内DNA损伤修复系统进一步连

接完成整个过程。遗传学证据清晰地表明, 抗体类

型转换由两步组成[16]: 第一步, AID介导的双链DNA
断裂的产生; 第二步, 双链DNA断裂激活DNA损伤

应答机制将两个双链DNA断裂连接起来。

2.1   AID靶向基因组DNA底物引起双链DNA断裂

的机制

B淋巴细胞特异性的胞苷去氨酶(activation-
induced cytidine deaminase, AID)起始了抗体可变区的

高频突变和重链恒定区的类型转换这两种截然不同

的过程。AID属于APOBEC(apolipoprotein B mRNA-
editing, catalyticpolypeptide)胞苷去氨酶家族, 能够将

单链DNA上的胞苷(C)残基脱氨产生尿苷(U)[17](图
2A)。AID基因突变影响了正常的抗体类型转换而表

现高IgM免疫缺陷征, 同时由于抗体可变区高频突

变过程缺陷而使抗体亲和力受到影响[18]。在DNA一

级序列上, AID更倾向作用于WRCH(W=A/T, H=T/C/
A, R=A/G)序列中的胞苷(C)[19]。在不同的WRCH序

列中, 由于AGCT回文序列中正向和反向单链DNA
序列都可以被AID脱氨, 它也成为AID最倾向的底

物[20-21]。但WRCH序列模式遍布于整个基因组中。

AID如何特异性地作用于抗体基因区域是长期困扰

本领域的问题, 也是研究的热点之一。

2.1.1   基因转录为AID提供了单链DNA底物       AID      
去氨基作用于胞嘧啶的N4位点, 由于胞嘧啶的N4
参与了双链DNA氢键结合, AID只能对单链DNA发

挥去氨基作用[18,22], 因此, 双链DNA必须转换为单

链DNA才能使AID发挥其功能。在AID发现不久, 
研究人员就发现, AID能够和RNA转录复合体RNA
聚合酶II(RNA polymase II, Pol II)相互作用[23]。在

抗体类型转换中, 重链恒定区基因若干外显子和内

含子构成了一个转录单元, 其中主要包括启动子(I 

promoter), 非编码外显子“I”, 包含S区的内含子以及

若干编码抗体蛋白的外显子(图1B)。在正常生理

状态下, 在其他细胞如T细胞分泌的细胞因子或细

胞表面分子的刺激下, B细胞能够激发I启动子转录

而转换成表达相应抗体类型的激活态B细胞。如, 
CD40L/IL4可使B细胞从表达IgM向表达IgG1、IgE
转换[24], IFN-γ(interferon-γ)使表达IgM的B细胞转

换成表达IgG2a/c的B细胞[25], TGF-β(transforming 
growth factor-β)可以刺激使表达IgM的B细胞转换

成表达IgA的B细胞[26]。该转录单元从I外显子起

始, 结束于可以编码抗体蛋白的外显子。其转录生

成的RNA并不编码任何蛋白, 被称为GLT(germ line 
transcript)[27-28], 也是最早发现的非编码RNA之一。

GLT是抗体类型转换发生所必需的。I启动子的缺

失导致对应抗体类型转换缺陷[29-31], 而用遗传学方

法将不同的I启动子替换基因组上其他的I启动子可

以激活非生理状态的抗体类型转换[32]。同样, 调控I
启动子的转录因子缺失也可以影响相应抗体类型的

转换[33-35]。在转录过程中, DNA模板链的8~9个碱

基松散开来形成一个转录泡, 从而使非模板链成为

单链[36]。另外, Pol II转录复合体转录后产生的负超

螺旋结构(negative supercoiling)也可以促进DNA的

解链[37], 然而, 这些DNA双链的解链现象是瞬时的, 
AID理论上只能在ssDNA产生的一瞬间结合到其靶

位点并发挥作用[38-39](图2B和图2C)。
2.1.2   S区DNA高级结构为AID提供了稳定的单链

DNA底物      在体外培养条件下, 细胞因子激活的B
细胞中, AID可以特异性靶向抗体重链恒定区的S区, 
并在S区引起抗体类型转换需要的DNA断裂[40]。哺

乳动物S区主要由富含GC的重复序列组成, 并可以

长达10 Kb以上[21,41-42], 其中非模板链富含鸟苷(G)。
由于其序列特殊性, 体外转录的S区DNA序列可以

形成稳定的R-loop结构, 即转录的模板链和转录产

物RNA相互紧密结合形成DNA-RNA双链结构, 而
非模板链则以单链DNA或G4 DNA的形式存在[43]

(图2D)。同样, 在细胞内也可以检测到稳定的S区
R-loop结构。特定S区的敲除会影响对应的抗体类

型转换[21,41-42], 而且其他非重复序列也完全无法替代 
S区DNA的作用[44]。将小鼠S区序列反转后, 由于反

转S区不能转录形成R-loop结构, 导致抗体类型转换
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的缺陷[41]。这一结果提示, R-loop的形成是AID靶向

底物所必需的。但在同样的实验中, 抗体类型转换

并没有完全缺失[41]。另外, 两栖类动物S区DNA含有

大量重复序列但并不富含GC碱基, 并不能形成稳定

的R-loop结构。在转基因小鼠中, 两栖动物S区可以

实现部分抗体类型转换功能[44], 这一结果提示, S区
还存在着除R-loop外其他特征或其他因子帮助招募

AID。哺乳动物和两栖动物的S区的另一个特点是

它们都包含有大量的WRCH序列。这些大量WRCH
序列招募AID的机制并不清楚。其中, 染色质免疫

沉淀研究发现, 小鼠S区存在着大量的Pol II和转录

延伸因子5(transcription elongation factor 5, Spt5)的
积累和停滞[45], 提示转录停滞可能招募了AID或为

AID提供了单链DNA底物。

2.1.3   辅助蛋白因子调控了AID在基因组DNA底

物上活性       体外重组AID活性的生物化学研究

显示, 单链结合蛋白RPA(replication protein A)可
以促进AID对非模板链的脱氨基作用[46]。在细胞

内或体外重组体系中, RPA复合物中的RPA32亚
基和AID相互作用, RPA复合物可以稳定DNA转

录过程中形成的非模板链单链DNA, 为AID提供

单链底物[46-47]。AID和RPA相互作用依赖于蛋白

激酶A(protein kinase A, PKA)介导的AID蛋白第38
位丝氨酸磷酸化[46,48]。小鼠遗传学模型表明, S38A
的突变可以阻断内源AID和RPA的结合, 从而影

响CSR(class switch recombination)和SHM(somatic 
hypermutation)的发生, 但这个过程并不影响AID
在体外系统中对于单链DNA的去氨基酶活性[48-50]。

R-loop和RPA都可以为AID提供非模板链DNA单链

底物, 但在体外重组生化体系中并不能帮助AID修

饰模板链DNA[18,48]。这种非对称的去氨基作用与体

内CSR和SHM过程中AID作用的模式不同, 在细胞

内AID可作用于转录的DNA的两条链[51]。进一步的

生物化学实验发现, RNA外切酶复合体可以为AID
提供模板和非模板DNA底物[52]。RNA外切酶复合

体(RNA exosome)是一种多亚基复合体, 它可以从3'
端水解各种RNA分子, 特别是非编码RNA[53]。AID
与RNA外切酶复合体相互作用, 在不需要R-loop和
RPA的情况下, 可以与转录复合物中的DNA进行去

氨基反应[52](图2E)。虽然RNA外切酶复合体的核酸

酶亚基在体外并不发挥作用, 但它在体内仍有可能

通过降解转录产物而发挥作用。这一结果揭示了非

编码RNA在抗体类型转换中的可能功能。

2.1.4   对向转录招募AID到基因组上      基因转录

时产生的单链DNA是AID去氨基必需的, 但是并不

是所有转录的基因都会被AID修饰。在抗体基因之

外, AID同样可以修饰转录组中很少一部分基因, 而
这些基因往往都是细胞增殖和命运决定重要的原

癌基因(proto-oncogene)。在一些B细胞淋巴瘤发生

中, AID造成原癌基因突变或者引起染色体转位, 导
致癌基因(oncogene)的过量表达, 从而表现为淋巴

瘤的恶化。AID脱靶序列并没有显著的DNA一级序

列特征, 因此近年的研究集中于寻找与AID脱靶热

点对应的相关表观遗传和转录组学标记[54]。多种

不同的组学手段被利用来鉴定AID脱靶热点, 其中

基因组高通量染色体转位测序方法(high throughput 
genomic translocation sequencing, HTGTS)可以定义

AID脱靶热点并定量地衡量AID脱靶活性[55]。GRO-
seq(global run-on sequencing)和组蛋白修饰ChIP-
Seq方法发现, 绝大多数的AID靶向热点区域都集

中在位于基因内部的超级增强子(intragenic super-
enhancer)区域[54]。这些区域的一个重要特征是含有

增强子和基因的对向转录(convergent transcription), 
而RNA外切酶复合体在降解增强子RNA(enhancer 
RNA, eRNA)中起到了主要作用。进一步的研究发

现, 这一机制同时适用于其他细胞系, 并同样适用于

人B细胞淋巴瘤发生过程[54]。因为超级增强子控制

了B淋巴细胞特异性原癌基因的表达, 这一结果也

解释了为什么AID靶点往往能够调控致癌基因的过

表达或失调。在对向转录过程中, Pol II复合体对向

而行, 但不能跨过对方, 因此可以产生转录复合体积

累并招募AID, 理论上可以为AID提供单链DNA底

物[54](图2F)。
2.1.5   AID去氨产物通过碱基切除修复或错配修复

转化为双链DNA断裂(double strand breaks, DSBs)      
在抗体类型转换中, AID特异性地作用于S区, 去氨

产生的尿苷经历碱基切除修复(base excision repair, 
BER)或错配修复(mismatch repair, MMR)产生碱基

突变、片段缺失或双链DNA断裂[56-57]。其中, 在
AGCT回文序列上, 碱基切除修复形成的两个单链
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DNA切割由于距离较短, 理论上很容易被转换双

链DNA断裂损伤[58]。相距较短的两个去氨产物位

点, 在理论上也很容易通过错配修复产生双链DNA
断裂[58]。S区DNA中富含的AGCT回文序列使AID
在S区去氨反应产物更容易转化成双链DNA断裂。

碱基切除修复通路中, 尿嘧啶-N-糖基化酶(uracil 
DNA glycosylase, UNG)可以切除去氨基产物尿嘧

啶, 产生脱碱基位点, 然后脱嘌呤脱嘧啶核酸内切酶

(apurinic/apyrimidinic endonuclease, APE)就可以清

除结合在脱碱基位点5′端的磷酸二酯键[59], 从而造

成单链DNA断裂。在碱基错配修复途径中, U:G的

错配可以被错配修复蛋白识别, 并清除错配碱基附

近的核苷酸残基, 形成单链DNA的断裂。相近的单

链DNA断裂, 最终转化为双链DNA断裂。

2.2   双链DNA损伤修复与S区断裂末端连接

抗体类型转换中产生的S区的双链DNA断裂

的修复, 并不依赖于AID去氨酶活性。AID起始形

成S区的双链DNA断裂可以激活细胞内通用的双链

DNA损伤应答系统, 最终非同源DNA末端连接系统

将两个S区断裂连接起来。同时, 由于S区序列以及

A: AID去氨基酶活性示意图。AID作用于N4位点, 能够将单链DNA上的胞苷(C)残基脱氨产生尿苷(U); B、C、D: 基因组转录过程中产生的转

录泡、负超螺旋结构以及R-环可以提供单链DNA招募AID; 深色线条和浅色线条分别代表DNA双链的模板链和非模板链, 红线代表RNA转录

产物。E: AID相互作用因子RPA复合物和RNA外切体复合物能够为AID提供单链DNA底物。F: 对向转录招募AID到非免疫球蛋白基因靶点: 
蓝线代表转录, 红线代表反转录。

A: schematic illustration of AID deaminase activity. AID can remove the amino group at N4 position of cytosine, which convert “C” to “U” on ssDNA. 
B,C,D: transcription bubble (B), negative supercoil (C), and R-loop (D) might offer ssDNA for AID activity. The template and non-template DNA 
strands are labeled with different colors, and nascent RNA is indicated with red lines. E: AID co-factors RPA and RNA exosome complexes were also 
proposed to generate ssDNA substrate for AID. F: convergent transcription can recruit AID to its off-target sites. Sense and antisense transcription is 
labeled with blue and red lines, respectively.

图2    AID靶向机制(根据参考文献[1,4,54]修改)
Fig.2   Mechanisms of AID targeting (modified from references [1,4,54])
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抗体基因区域染色质三维结构的特殊性, 抗体类型

转换S区断裂末端修复也存在着与基因组其他位置

DNA损伤修复的显著不同。

2.2.1   S区双链DNA损伤激活ATM依赖的双链DNA
损伤应答机制       ATM(ataxia telangiectasia mutated)
是一种丝氨酸/酪氨酸激酶, 属于PI3K相关激酶超

家族, 该家族激酶包括ATR(ataxia telangiectasia and 
Rad3 related protein)、DNA-PKcs(DNA-dependent 
protein kinase catalytic subunit)等[60]。双链DNA损伤

可以招募并激活ATM激酶活性, 磷酸化多种下游蛋

白包括H2AX(histone family 2A variant)、53BP1(p53 
binding protein 1)等[60]。 在 这 种 双 链DNA损伤应

答反应 (DSB response, DSBR)中 , MRE11-RAD50-
NBS1(MRN)复合体可以识别DSB末端并招募ATM, 
ATM磷酸化组蛋白H2AX的C-末端第139位的丝氨

酸, 从而形成γ-H2AX。γ-H2AX可以进一步招募其

他双链DNA损伤应答因子, 包括MDC1(mediator of 
DNA damage checkpoint protein 1)[61]。泛素连接酶

RNF8(ring finger protein 8)能够与磷酸化的MDC1
相互作用, 并泛素化修饰组蛋白H1[62]。泛素连接酶

RNF168(ring finger protein 168)可以识别组蛋白H1
泛素化修饰, 并进一步泛素化修饰组蛋白H2A[62]。

53BP1识别组蛋白H2A泛素化修饰而进一步招募至

DNA损伤位点[62]。ATM磷酸化的53BP1能够招募

Rif1(Rapl-interacting factor 1)进一步抑制由CtIP介导

的双链DNA末端的单链切除(end resection), 从而使

DNA断裂末端更容易被非同源DNA末端连接途径

(non-homologous end joining, NHEJ)修复并同时抑

制同源重组(homologous recombination)的发生[63-64]

(图3A)。随着研究的深入, 更多53BP1相关因子, 如
PTIP(Pax transactivation domain interacting protein)、
MAD2L2(MAD2 mitotic arrest deficient-like 2, 也被

称为Rev7)等被发现[33,65-66], 目前已成为研究的热点。

在ATM缺失的B细胞中, 抗体类型转换水平相对于

正常细胞内抗体类型转换水平显著减少[67]。与之

类似的是, H2AX、MDC1、RNF8或RNF168的缺失

都可以降低抗体类型转换水平到正常B细胞抗体类

型转换水平的30%~50%。这证明了ATM依赖的双

链DNA损伤修复途径在抗体类型转换中的重要作

用。在这些DSBR因子中, 53BP1对于抗体类型转换

水平的作用最为显著: 53BP1缺失的B细胞中抗体

类型转换水平仅为正常B细胞抗体类型转换水平的

5%~10%[68-69]。同样, 53BP1结合蛋白Rif1缺失的B细
胞也表现出显著的抗体类型转换缺陷[70], 提示了在

这些突变体中DNA末端的单链切除的发生可能抑

制了S区DNA末端的连接。

2.2.2   非同源DNA末端连接 (non-homologoue end 
joining, NHEJ)途径连接两个S区DNA断裂      S区双

链DNA损伤应答途径倾向性招募非同源重组末端连

接途径连接两个S区DNA断裂。根据NHEJ中关键因

子组分, NHEJ又可以分为经典NHEJ(classic NHEJ, 
c-NHEJ)通路和替代NHEJ(alternative end joining, 
A-EJ)通路。c-NHEJ途径在RAG-起始的V(D)J重排

过程的研究中得到了详细的阐述[71]。 c-NHEJ途径中

的关键因子包含: Ku70(ATP-dependent DNA helicase 
2 subunit KU70)和Ku80的异质二聚体、XRCC4(X-
ray repair cross-complementing protein 4)和Lig4(DNA  
ligase 4)[72]。在c-NHEJ过程中, Ku异质二聚体结合

至DSB末端, 招募DNA-PKcs到DNA损伤处[73], 最终

XRCC4/Lig4复合物连接两个末端[74]。通过对c-NHEJ
缺陷的小鼠模型进行研究发现,  c-NHEJ关键因子

Ku70、Ku80、XRCC4或Lig4缺失成熟B细胞中抗

体类型转换水平只减少至相对于野生型细胞抗体类

型转换水平的30%~50%[74], 而相同的缺失突变前体

B细胞却表现出完全的V(D)J重排缺失[4]。这一结果

提示, A-EJ途径在生理条件下的抗体类型转换中发

挥重要作用。不需要c-NHEJ途径中关键因子的DNA
末端连接被统称为A-EJ[75]。通过A-EJ连接的节点处

(Junction)的DNA同源序列(microhomology, MH)长度

通常比c-NHEJ连接节点除MH片段长, 因此DNA连

接节点的同源序列长度常常被用来区分c-NHEJ和
A-EJ[74]。在野生型抗体类型转换B细胞中, S区连接

节点也包含大量的MH序列, 同样提示在c-NHEJ存在

的情况下A-EJ也是可以发生的[76]。但MH序列并不

是区分c-NHEJ和A-EJ的唯一标准, 因为c-NHEJ的发

生通常也可以具有1~2碱基的同源序列, 而有些A-EJ
连接的节点不需要任何同源序列[77]。在Ku非依赖的

A-EJ途径中, PARP1[poly (ADP-ribose) polymerase 1]
可能对DSB的识别发挥重要作用[78-79], Mrel 1和CtIP
可能在DNA末端处理中发挥作用[80-81]。在Lig4非依
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赖的A-EJ途径中, Lig1和Lig3可能完成DNA末端连

接[82-84](图3B)。目前, 对于A-EJ机制的研究尚不清楚, 
其通路上的关键因子功能尚未得到详细的鉴定。有

实验表明, A-EJ是一种易错连接途径, 它可以导致染

色体异位[85]。例如, 在c-NHEJ 缺失的B细胞中, A-EJ
可以产生染色体易位(translocation), 从而导致B-细
胞淋巴瘤的发生[86]。

2.2.3   染色质三维结构对末端连接的影响      完整

A: ATM依赖的双链DNA损伤应答机制。MRN复合体可以识别DSB末端招募ATM并激活ATM激酶活性, 使多种下游蛋白包括H2AX、 53BP1等
发生磷酸化。磷酸化的H2AX即γ-H2AX可以进一步招募其他双链DNA损伤应答因子MDC1, RNF8能够与磷酸化的MDC1相互作用, 并泛素化

修饰组蛋白H1。RNF168可以识别组蛋白H1泛素化修饰, 并进一步泛素化修饰组蛋白H2A。53BP1识别组蛋白H2A泛素化修饰而进一步招募

至DNA损伤位点。ATM磷酸化的53BP1能够招募Rif1进一步抑制由CtIP介导的双链DNA末端的单链切除, 从而使DNA断裂末端更容易被非同

源DNA末端连接途径修复并同时抑制同源重组的发生。B: 在c-NHEJ过程中, Ku结合至DSB末端, DNA-PKcs被进一步招募至DNA的DSB上, 
XRCC4/Lig4复合物最终连接两个末端。A-EJ途径中, PARP1可能参与了对DSB的识别, Mrel 1和CtIP可能介导末端连接, 最终由Lig1或Lig3进
行末端连接。

A: ATM-dependent DSB response pathway. MRN complex recognizes the DSB ends, which further recruits and activates ATM kinase. ATM 
phosphorylates many downstream factors including H2AX, 53BP1. Phosphorylated H2AX, i.e. γ-H2AX, can further recruit other DSB response 
factors, e.g. MDC1. The E3 ubiquitin ligase RNF8 is recruited to DSB site via interaction with MDC1, and ubiquitinize H1. Another E3 ubiquitin ligase 
RNF168 recognizes ubiquitinized H1 and further ubiquitinize H2A. The dual H4K20me and H2A15Ub modifications recruit 53BP1 to the DSB sites.  
ATM-phosphorylated 53BP1 further recruits Rif1 and inhibits CtIP to initiate DSB end resection, thus channels DSB into NHEJ pathway instead of HR 
pathway. B: during c-NHEJ, Ku heterodimer binds to the DSB ends. DNA-PKcs further processed the ends and XRCC4/Lig4 complex finally ligate the 
two ends. During A-EJ, PARP1may recognized the DSB, while Mrel 1 and CtIP may process the ends and finally Lig1 or Lig3 ligates the two ends. 

图3   DNA末端修复连接途径(根据参考文献[1]修改)
Fig.3   DNA double strands break response and end repair pathways (modified from reference [1])
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的抗体类型转换过程需要将上游的Sμ断裂末端与

下游S区DNA断裂末端连接。Sμ距离下游S区有

60~160 Kb的距离, 而单独的S区大小为2~12 Kb。在

抗体类型转换过程中, 在同一个S区, AID可以起始

若干DNA双链断裂的发生。同一个DSB的两个末

端可以连接在一起, 而同一个S区的两个DSB也可能

被连接, 从而形成S区的内部删除(internal S region 
deletion, ISD)[4,87]。在约100 Kb的染色质区域, 两个

不同的S区DNA断裂长距离高效的连接是抗体类型

转换的必要一环。染色质三维结构实验(chromosome 
conformation capture)发现, 抗体基因恒定区染色质

处于同一个高级拓扑结构内[88], 不同的I启动子可

以通过与IgH3’RR超级增强子的结合而处于三维结

构相邻位置[89]。这样, 理论上Sμ与下游S区在三维

空间中可能非常靠近, 而这种空间上的近距离可能

为CSR的顺利完成提供了便利。另外, ATM依赖的

DSBR因子可以在DNA断裂末端形成长达几个MB
的积累[90], 因此相隔约100 Kb的两个DNA断裂末端

可能存在于同一个DNA损伤修复复合体中。本组未

发表数据以及其他研究表明, 利用基因组编辑工具

I-SceI和CRISPR-Cas9可以介导高效率的抗体类型

转换[16,91], 这些结果说明长距离DNA末端高效连接

并不依赖于AID, 而更可能是双链DNA损伤修复系

统固有特征。在抗体类型转换中, S区断裂末端的连

接表现出方向性, 即Sμ断裂的着丝粒末端倾向于同

下游S区断裂的端粒末端连接[92]。这种方向倾向性

连接目前只发现于抗体类型转换过程中, 其分子机

制尚不清晰。

3   相关免疫系统疾病与研究展望
抗体多样化是哺乳动物体液免疫的重要一环, 

抗体产生和多样化过程的缺陷在临床上表现为各种

免疫缺陷疾病, 而抗体多样化的失控则可能造成B
细胞淋巴瘤的产生。

生发中心B细胞中抗体类型转换和体细胞高

频突变的缺陷, 表现为高IgM免疫缺陷症(hyper IgM 
syndrome, HIGM)[93]。其中, 编码AID蛋白的基因

突变会导致二型高IgM缺陷症(hyper IgM syndrome 
type 2, HIGM2)[94]。高IgM免疫缺陷症患者血清中

IgG缺失或水平较正常少, 而IgM的水平则较高。同

时由于体细胞高频突变缺陷, 部分高IgM免疫缺陷

症患者产生的抗体亲和力较弱。目前, 原发性免疫

缺陷的主要治疗手段是采用静脉注射免疫球蛋白和

骨髓移植等方法。但静脉注射免疫球蛋白治疗手段

需要经常性注射且价格昂贵, 而骨髓移植方法则面

临着供体缺乏等困境[95]。由于HIGM大多由单基因

的突变引起, 因此针对这种疾病基因治疗的方法是

潜在的治疗途径之一。

抗体多样化中, 抗体基因在基因组水平面临

DNA修饰和损伤的发生。这种DNA水平的损伤虽

然受到精细地调控, 但往往也造成了基因组的不稳

定性导致癌症的发生。生发中心B细胞来源的B细
胞淋巴瘤中, AID起始的DNA损伤产生的染色体易

位、基因突变等是癌变的主要机制之一[96]。而在

慢性淋巴细胞白血病(chronic lymphocytic leukemia, 
CLL)中, 细胞癌变过程中经历类似生发中心反应过

程, AID起始的基因组不稳定性与该疾病的恶化存

在着直接的联系[97]。研究AID靶向机制和抗体多样

化中DNA损伤修复机制, 可以为生发中心来源的B
细胞淋巴瘤, 如滤泡型淋巴瘤(follicular lymphoma, 
FL)、弥漫大B细胞淋巴瘤等, 以及CLL的治疗和诊

断提供新的思路和技术手段。

过去的几十年内, 我们对抗体多样化, 特别是

抗体类型转换的相关机制已经有了深入的了解, 但
我们的认识仍然存在着大量的空白。例如, 生发中

心B细胞中抗体多样化的分子机制尚不明确, 我们

尚不能在体外模拟生发中心B细胞的生长, 因此目

前的抗体生产还主要依赖于模式生物; 在感染性疾

病中, 少数病人产生稀缺广谱抗病毒抗体的机制尚

不明确, HIV疫苗尚未设计成功; 针对免疫缺陷疾病

的基因治疗如何安全有效实施以及B细胞淋巴瘤的

治疗等。这些急迫需要解决的问题都将是本领域研

究的重心和热点。
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