
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2024, 46(8): 1488–1496 DOI: 10.11844/cjcb.2024.08.0002

收稿日期: 2024-05-30              接受日期: 2024-07-08
国家自然科学基金(批准号: 32370575)资助的课题

*通信作者。Tel: 021-54921381, E-mail: wuw@sibcb.ac.cn
Received: May 30, 2024              Accepted: July 8, 2024
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (Grant No.32370575)
*Corresponding author. Tel: +86-21-54921381, E-mail: wuw@sibcb.ac.cn

吴薇博士, 2022年8月起, 任中国科学院分子细胞科学卓越创新中心研究员、博士
生导师、研究组长。该实验室主要通过开发新型DNA断裂和修复的高通量测序

技术, 设计针对性的生物信息学分析方法, 研究不同体系下的DNA损伤的发生和

修复机制。希望通过研究组织器官发育和复杂疾病产生过程中的损伤修复机制, 
解析基因组变异来源, 为疾病诊断、治疗和药物开发提供新思路。
http://wulab.sibcb.ac.cn/

实验室介绍

DNA双链断裂高通量测序技术的研究进展
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摘要      DNA双链断裂(DNA double-strand break, DSB)是最严重的DNA损伤类型, 研究其产生

及修复机制对理解疾病发生、发展具有非常积极的意义。测序技术的发展推动了多种DSB高通量

测序技术的诞生, 使得在全基因组范围内检测DSB“热点”及其修复加工过程成为可能。目前, 这些

技术已经广泛应用到DSB研究领域, 促进了多个关键修复因子功能的解析及多种体系下断裂热点

的鉴定, 加深了在染色体环境对DSB调控机制方面的理解, 让DSB的研究进入了一个新维度。结合

实验室的相关研究内容, 该文将对DSB的产生、修复机制及目前已发表的DSB高通量检测技术进

行简要概述和总结。

关键词      DNA损伤修复; DNA双链断裂; 高通量测序 

High Throughput Sequencing Technologies for DNA Double-Strand Break
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Abstract       The DSB (DNA double-strand break) is the most severe type of DNA damage. Studying the 
underlying mechanisms of DSB generation and repair will help to understand disease initiation and progression. 
In the past decade, the advent of next-generation sequencing has greatly promoted the development of sequencing-
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based methods for DSB detection, making it possible to identify the “hotspots” of DSB and measure the repair and 
processing events. These assays have been widely applied to investigate the roles of many key repair factors, DSB 
hotspots in different biological contexts, impact of chromatin context on DSB repair, opening a fascinating portal 
into DSB research. Combined with the laboratory’s research focus, this article will briefly summarize the sources of 
DSB, their repair pathways, and published genome-wide detection assays for DSB.

Keywords       DNA damage and repair; DNA double-strand break; high throughput sequencing 

基因组DNA是遗传信息的重要载体, 同时也是

细胞进行DNA复制和RNA转录的模板, 这使得DNA
结构和信息的完整性至关重要。在内源代谢过程

中或受到外界环境刺激时, DNA的结构极易发生损

伤, DNA双链在相同或邻近位置发生磷酸二酯键

断裂或脱氧核糖破坏时会形成DNA双链断裂(DNA 
double-strand break, DSB)。DSB是DNA损伤类型中

最为严重的一种。未被修复的DSB会威胁基因组稳

定性, 进一步引起细胞死亡, 而DSB的错误修复会引

起基因信息改变和染色体畸变, 从而增加如癌症、

神经退行性疾病、不育等疾病的发生风险。为防止

DNA损伤引起的一系列严重后果, 细胞在进化过程

中形成了一套精密的DNA损伤响应和修复通路。研

究DSB的产生及其修复过程对于深入理解疾病发生

进展、肿瘤耐药机制和挖掘新型药物靶点具有非常

积极的意义。

传统的DSB检测和定量的手段主要为脉冲场凝

胶电泳(pulsed-field gel electrophoresis, PFGE)、彗星

实验(comet assay)、末端脱氧核苷酸转移酶(terminal 
deoxynucleotidyl transferase, TdT)催化的dUTP末端

标记反应(terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP 
nick end labelling, TUNEL)、免疫荧光等低通量实

验技术 , 而下一代测序技术的出现使得高通量检测

DSB成为可能, 极大地推动了DSB相关机制的研究

进展[1]。本文将聚焦DSB这一损伤类型, 总结迄今为

止基于高通量测序技术检测DSB产生及加工的各类

方法和应用场景。

1   DNA双链断裂的产生和修复机制
1.1   DSB的产生

在受到化疗药物处理、电离辐射、UV照射等

外界刺激时, 细胞中的DNA会受损引起DSB[2], 同时, 
DSB也可以在细胞正常代谢过程中内源性地发生[3]。

如在细胞进行增殖的过程中, 复制机器遇到未修复

的DNA损伤发生停滞或者掺入错误的碱基引起错

配都可能会导致DSB[4]。此外, 在转录、复制、重组

等过程中, 拓扑异构酶II会通过切割DNA链短暂地产

生DSB来缓解DNA构象变化引起的拓扑压力[5]。在

一些特殊情况下, DSB会在体内程序性地发生, 在
一些重要生命过程中不可或缺。以减数分裂为例, 
来自父本和母本的同源染色体通过复制、配对和

同源重组(homologous recombination, HR)交换部分

遗传物质, 以保证后代染色体数目的稳定和遗传信

息的多样性, 而哺乳动物减数分裂同源重组的起始

就需要组蛋白甲基转移酶PRDM9识别特定DNA基

序, 招募拓扑异构酶样蛋白SPO11在此区域切割产

生DSB[6]。这些热点位置上产生的DSB会进行断裂

末端切割加工产生长单链DNA(single strand DNA, 
ssDNA)、DMC1介导的单链侵入等步骤完成同源重

组修复, 最终同源染色体之间形成交叉(crossover)和
非交叉(non-crossover), 实现部分遗传信息的互换[7]。

在哺乳动物淋巴细胞抗原多样性生成过程中也会主

动产生DSB, 主要通过RAG1/2蛋白、AID蛋白等引

入DNA损伤和断裂, 从而介导V(D)J重排、高频突

变、类别转换等步骤, 是将有限的抗体基因片段转

化为天文数字的抗体基因库所必需的, 对适应性免

疫的建立非常关键[8]。

1.2   DSB修复通路

非同源末端连接(non-homologous end joining, 
NHEJ)和HR是DSB修复的主要途径(图1)。

NHEJ是一种在任何细胞时期都可以发生的修

复方式 , 旨在将断裂末端进行直接连接以避免DSB
暴露时间过长而发生更严重的后果 , 容易在DNA断

裂处引入片段的插入/缺失。DSB末端暴露后会很快

被KU70-KU80异质二聚体识别 , 并结合DNA-PKcs
形成DNA-PK复合物 , 从而拉近两个断裂的DNA末

端。DNA的结合会激活DNA-PKcs激酶活性 , 招募

和磷酸化其他NHEJ和DNA修复蛋白 , 如DNA连接

酶 IV(DNA ligase 4, LIG4)、XRCC4、XLF等 , 使断

裂DNA末端距离更接近从而形成短距离复合物 , 最



1490 · 实验室介绍 ·

终由LIG4直接完成末端连接[9]。尽管LIG4可以容忍

一定程度的碱基错配, 但断裂的DNA末端结构在很

多时候往往无法完美匹配进行直接连接, 因此细胞

内还包含大量DNA末端加工蛋白以保障末端连接

的顺利进行。

与NHEJ不同 , HR主要发生在S和G2期 , 是一种

以姐妹染色单体上的同源序列为模板的修复方式 , 
因此具有较高的保真性。HR的发生起始于MRE11
和CtIP介导的断裂末端切割。在哺乳动物细胞中 , 
MRE11会和RAD50、NBS1形成MRN复合物 , 与
CtIP互作 , 在断裂位点附近的5ʹ端DNA链切割产生

一个小缺口[10], MRN的3ʹ到5ʹ的核酸外切酶活性会从

缺口位置向断裂末端切割, 同时核酸酶EXO1/DNA2
从缺口处进行5ʹ到3ʹ方向切割 , 产生3ʹ端ssDNA。为

防止该单链DNA被降解 , 单链DNA结合蛋白RPA会

结合到末端加工后产生的单链DNA上进行保护 , 随
后RAD51被招募并置换掉RPA形成 ssDNA-RAD51
螺旋核蛋白丝 , 侵入姐妹染色单体形成重组中间产

物D环 (D-loop), 利用同源片段进行DNA重新合成 , 
完成HR修复[11]。

除HR和NHEJ以外, 还存在微同源末端连接

(microhomology-mediated end joining, MMEJ)和单链

DNA模板修复(single-strand annealing, SSA)这两种

备选修复方式[12]。MMEJ是一种与NHEJ相似的末

端连接修复通路, 在MRN/CtIP起始DSB末端切割后, 
当断裂的两侧切割后暴露出2~20 bp长度的微同源

序列时, 这两段序列可以发生退火形成一个稳定的

双链结构, 而后招募DNA聚合酶和DNA连接酶分别

填充双链上的间隙和完成DNA链的连接, 通常会产

生比NHEJ更长的DNA片段缺失[13]。SSA通常依赖

于RAD52, 需要更长片段的同源序列, 主要发生在一

些串联重复元件的断裂修复过程, 也是一种错误倾

向性的修复方式[14]。

2   DNA双链断裂的高通量测序检测技术
越来越多的研究发现 DNA断裂在多种情境

下会反复发生在特定的位置 , 一些较为经典的例

子包括 : (1) 肿瘤细胞中易发生染色体重排和基因

拷贝数变异的普通脆性位点 (common fragile site, 
CFS)集中在DNA复制较晚、富含AT序列的超大

基因区域 [15]; (2) DNA复制时 , 复制压力易使复制

叉在A或T单核苷酸重复序列 (Poly-dA:dT)发生停

滞 , 产生DSB[16]; (3) 微卫星不稳定 (microsatellite 
instability, MSI)肿瘤细胞系在DNA解旋酶RecQ家

族蛋白Werner缺陷时 , 会在发生大片段扩增的AT二
核苷酸重复序列位置产生DSB[17]; (4) Cas9在单链

向导RNA(single guide, sgRNA)靶向位点切割产生

DSB[18]; (5) TOP2易在基因启动子区和CTCF/黏连蛋

图1    DSB的主要修复途径

Fig.1   Main DSB repair pathways
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白 (cohesin)结合的染色体环锚处产生DSB[19]; (6) 抗
体基因进行V(D)J重组时 , RAG1/2会在V、D、J基
因片段两侧的重组信号序列(recombination signal se-
quence, RSS)切割产生DSB[20]; (7) 减数分裂周期中 , 
SPO11会在PRDM9特定结合序列切割产生DSB起始

同源重组 [21]。此外 , DNA断裂所在位置的染色体环

境也可能会影响DNA断裂修复通路的选择 , 引起不

同的遗传变异后果 [22]。虽然 , 传统的彗星实验等低

通量实验方法能衡量细胞中整体的DNA断裂和损

伤响应水平 , 但无法定位基因组断裂发生的精确位

置及描绘每个位点末端切割加工的情况 , 而基于高

通量测序的DSB检测技术将使这一切成为可能。

2010年 , IACOVONI等 [23]通过把染色质免疫沉

淀芯片 (chromatin immunoprecipitation chip, ChIP-
chip)和 γ-H2AX抗体相结合首次实现了全基因组的

定点DSB响应过程的高通量检测。2011年 , CHIAR-
LE等 [24]开发了高灵敏度的易位检测技术HTGTS和

PAN等 [25]通过捕获减数分裂断裂加工释放的SPO11-
oligo间接地捕获DSB信息 , 最早成功地将高通量测

序应用于DNA损伤修复研究。两年后 , CROSETTO
等 [26]开发了可直接检测DSB末端的BLESS技术。随

后 , 各类直接或间接检测DSB断裂和损伤应答的测

序技术如雨后春笋般陆续涌现 , 并广泛应用于机制

研究中, 极大地推动了新机制的发现和领域的发展。

这些技术根据检测的对象可分为以下三个大类 : (1) 
断裂末端的检测(图2A); (2) 修复蛋白或中间产物的

检测(图2B); (3) 修复后产物的检测(图2C)。
2.1   断裂末端的直接检测

DSB断裂末端的直接检测技术根据捕获末端的

方式, 主要有以下三种捕获方式(图2A)。
2.1.1   通过TdT在断裂的单链DNA末端添加核苷

酸      TdT是一种特殊的DNA聚合酶 , 可以不依赖

模板在DNA的3ʹ羟基末端连接核苷酸 , 因此在DNA
断裂的检测技术如TUNEL中广泛使用。基于相同

图2   主要的几种DSB测序检测技术原理示意

Fig.2   Methodological overview of main DSB detection sequencing technologies

(A) Direct detect broken ends

T7 promoter

(B) Detect repair proteins or intermediates 
SPO11

(C) Detect repair products

Translocation

Bio-primer

“prey” DSB “bait” DSB

EdU

TdT

Click reaction

biotin

TrAEL-seq, DBrIC, DEtail-seq, etc END-seq, BLESS, S1-seq, etc BLISS/sBLISS

SSDS SPO11-oligoChIP-seq

HTGTS, PEM-seq, TC-seq, etc SAR-seq



1492 · 实验室介绍 ·

的原理 , 多个研究团队利用TdT该特性对断裂DNA
末端进行标记 , 较常见的有通过TdT在断裂DNA末

端添加带有生物素标记的单链或发夹结构的核苷

酸序列 , 如TrAEL-seq[27]、BrlTL[28]、DSB-seq[29]和

DBrIC[30], 将基因组片段化后通过链霉亲和素磁珠

富集被标记的DNA片段 (见2.1.2中详细描述 ), 进行

扩增建库后测序得到发生了DSB的DNA序列信息

(图2A左)。此外, 与上述技术略有不同, DEtail-seq[31]

技术通过TdT在断裂末端添加CT为主的多核苷酸序

列 , 再用 splinter连接加上单链DNA建库接头 , 实现

对断裂末端的捕获测序。

2.1.2   通过生物素化的核苷酸标记断裂末端      
生物素是一种维生素B家族蛋白 , 可以和链霉亲和

素蛋白紧密结合形成强大的非共价相互作用 , 这一

牢固的相互作用特征使得生物素和链霉亲和素的配

对在生物实验中得到了广泛的应用。多种DNA断

裂末端的检测技术也同样利用了这一方法对断裂末

端进行生物素标记 , 再用表面附着了链霉亲和素的

磁珠对标记的DNA片段进行富集 , 而后进行建库测

序。例如END-seq[32]、BLESS及BLESS的衍生技术

(DSBCapture[33]、qDSB[34]和 i-BLESS[35])构建了带有

生物素化核苷酸的发夹结构接头 , 与钝化后的断裂

末端进行连接实现标记 (图2A中 ); S1-seq[36]使用了

5ʹ端标记了生物素和经过封闭的寡核苷酸接头标记

钝化处理后的双链DNA末端 ; Break-seq[37]则是在对

DSB断裂处进行末端修复过程中掺入了生物素 -14-
dATP完成标记。

2.1.3   通过含T7启动子的寡核苷酸接头标记断

裂末端      开发了BLESS的团队在2017年进一步开

发了BLISS及优化版本 sBLISS[38], BLISS相关技术

与BLESS的主要区别 , 在于应用了包含T7启动子序

列的双链寡核苷酸接头 , 在连接到DSB断裂末端后 , 
通过启动T7 RNA聚合酶介导的体外转录大量扩增

DSB位置邻近序列(图2A右)。BLISS/sBLISS方法可

以在玻片上对细胞 /组织内的DSB进行原位标记 , 可
适用于细胞量较少时的情况。

上述提到的方法虽然都可以用来直接检测DSB
信号 , 但因为在细胞处理和建库步骤等过程中的差

异导致不同的方法在检测断裂的敏感度、信噪比以

及位点精确性上各有不同。首先 , 大多数方法会采

取甲醛交联或琼脂糖胶块方式固定细胞来防止细胞

处理过程引入机械损伤 , 然而甲醛可能会产生非特

异性的交联作用引入噪音 , 琼脂糖胶块的方法可以

避免这一影响 , 但是在琼脂糖胶块中对细胞和DNA
进行处理需要耗费更多时间和处理条件的摸索。其

次 , 不同的技术连接接头的方式使得所检测到的断

裂位点有区别, TdT的连接具有单链DNA偏好[39], 可
能会影响未发生末端切割的DSB的连接效率。再次, 
对DSB末端进行钝化处理的技术可以捕获到末端切

割加工的终止位置 , 但未进行钝化处理的方法无法

获得这一信息。用于钝化的酶的选择也会一定程度

上影响断裂位点检测的准确性、信噪比和捕获能力, 
例如S1-seq使用特异切割单链DNA的核酸酶S1切
除悬挂单链DNA, 但同时会在可以形成三链DNA二

级结构的多嘧啶 /多嘌呤镜像重复序列产生大量富

集信号 [40-41]; END-seq使用核酸外切酶ExoVII/ExoT
进行钝化 , 可以显著提高信号的信噪比 ; BLESS、
BLISS等多种技术钝化均通过T4 DNA聚合酶 , T4 
DNA聚合酶既带有3ʹ端向5ʹ端的外切酶活性同时又

带有5ʹ端向3ʹ的聚合酶活性, 因此检测到的位点不一

定是准确的断裂或末端切割终止位点。一些DSB产
生后末端有时不会是3ʹ-羟基和5ʹ-磷酸的理想连接状

态 , 被称为“脏末端”, 例如拓扑异构酶 II在切割后会

在断裂末端与酪氨酸残基形成共价键 , 从而干扰接

头的连接, 这种情况下钝化酶的选择就尤为重要, 通
过组合设计处理末端能力不同的核酸酶可以研究这

一类型断裂的修复加工过程[42-43]。

2.2   修复蛋白或中间产物的检测

DSB的修复过程有非常多的蛋白参与 , 间接检

测这些蛋白结合信号也常用于DSB损伤的鉴定和

修复机制的研究。比起在实验室中搭建一套DNA
断裂末端的直接检测方法 , 通过对这些蛋白进行

ChIP-seq检测来间接获取断裂的位点和信号是常

用的手段之一。ChIP-seq是一项检测目标蛋白所

结合的DNA片段的测序技术(图2B左), 从2007年 [44]

被开发到现在已发展得十分成熟 , 是表观遗传和

基因组学领域最常用的技术之一 , 也是最早全基

因组检测DSB信号 (γ-H2AX)的方法 , 后续也被用

于XRCC4[45]、LIG4[46]、NBS1[45,47]、MRE11[48-49]、

53BP1[46,49]等其他重要DSB信号的检测。有一些蛋

白 , 如RAD51/RPA/DMC1会结合在末端切割产生

的 ssDNA上 , 因此也在ChIP-seq的基础上发展出了

富集这些蛋白所结合的单链DNA的检测方法 , 主要

有SSDS(single strand DNA sequencing)[50]和链特异
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性的ChIP-seq[51]: SSDS于2012年被开发 , 利用单链

DNA与双链DNA形成发夹结构能力的不同以实现富

集 (图2B中 ), 用于减数分裂过程中DMC1/RAD51的
检测[52-58], 后也用于研究HR修复过程中的RAD51/RPA
结合 [16-17,32,48,59-60]; 链特异性的ChIP-seq利用基于TdT
开发的Adaptase技术在单链DNA上进行加尾和接头

连接反应 , 之前多用于研究复制过程核小体或组蛋

白的传递和恢复 [61-62], 现在也可用于检测DSB修复

蛋白Ddc1、Dpb11、RPA、RAD51等结合的链特异

性检测[51]。

在DSB修复加工的过程中 , 也会产生一些特殊

结构的中间产物。例如在减数分裂的断裂产生过程

中, SPO11会在指定位点进行切割, MRN在断裂末端

附近进行切割后SPO11结合的这段小的DNA片段会

被释放出来, 捕获这些释放的SPO11结合的寡核苷酸

序列也可以定位DSB位点和获取强度信息。基于这

个原理, MSKCC的Scott KEENEY团队开发了SPO11-
oligo技术(图2B右), 持续地应用在了酵母和小鼠体系

中减数分裂断裂的一系列机制研究中[21,25,63-69]。

上述这几种方法都有各自的缺陷 , 基于ChIP-
seq的方法和SPO11-oligo都依赖于靶向的修复蛋白

是否有较好的抗体 ; SSDS依赖于单链DNA形成发

夹结构的能力 , 存在一定序列偏好 ; 而链特异性的

ChIP-seq依赖于TdT在DNA末端连接接头的能力。

2.3   修复后产物的检测

除了HR以外的其他DSB修复通路, 通常在修复

后会产生染色体易位、DNA片段缺失 /插入等类型

的遗传信息变异, HTGTS及其类似(TC-seq[70]、GEF-
TLC-seq[71]和 IDLV[72])或衍生方法 (PEM-seq[73-74]、

CSR-HTGTS[75]、LAM-HTGTS[76]和HTGTS-V(D)J-
seq[77])就是利用这个现象, 通过在细胞中诱导产生一

个“诱饵”断裂 , 然后捕获和该 “诱饵”断裂位点发生

了易位的基因组其他位置来检测DSB的发生和修复

情况 (图2C左 )。这类方法的缺陷主要是需要预先在

细胞中引入一个较强的DSB, 或细胞内有较强的自

发性DSB, 且NHEJ较为活跃能产生一定量的易位 , 
不能直接反映DSB的产生和处理中间过程。

除NHEJ以外 , 在大部分的修复过程中会发生

DNA片段的重新合成 , 因此也可以在静息细胞或有

丝分裂后细胞体系中 , 通过检测新合成的DNA片段

区域, 即修复区域, 来捕获断裂信息。SAR-seq/Repair-
seq是基于此原理开发的方法 , 通过将细胞与胸腺嘧

啶类似物EdU进行共培养, 随后利用点击化学反应在

EdU上连接生物素, 再用链霉亲和素磁珠对含有生物

素标记的EdU的DNA片段进行富集(图2C右), 最初用

于神经元内的DNA单链断裂的修复检测 [78-79], 而后

链特异性的SAR-seq技术也被用于研究G1期的DSB
修复机制 [48,60]。这类方法的缺点在于DNA复制也会

进行DNA合成掺入大量EdU, 无法与DNA断裂修复

合成掺入的EdU进行区分, 所以适用场景有限, 仅限

于静息细胞和有丝分裂后细胞体系。

3   总结和展望
基于测序的DSB检测方法发展极快地推动了

DSB领域的研究进展, 此外, 这些技术也被应用到了

多个其他领域 , 包括CRISPR/Cas9技术效率和安全

性 [32,38,80]、端粒末端序列结构识别 [26]、DNA二级结

构鉴定 [40]等方面的研究。当然 , 目前这些技术也还

存在一些局限。首先 , 测序方法要检测到DSB信号

的前提是DSB重复发生在同一位置或区域 , 如果是

基因组上随机产生的损伤 , 则测序的方法就不太适

用了。其次 , 大部分这些方法都需要进行PCR扩增 , 
尽管有的方法在建库过程中添加了唯一分子标记

(unique molecular identifier, UMI)来去除扩增引起的

定量错误 , 但是依然无法完全保证绝对的定量准确 , 
近期有团队开发了不需要进行PCR扩增的INDUCE-
seq[81], 其也许是可以较好地进行DSB的定量的方

法。最后, 这些技术都是以一群细胞(最低也要103个

的细胞 )为研究对象 , 而越来越多的研究发现细胞间

存在异质性 , 进一步优化和发展单细胞的DSB检测

技术将是非常吸引人的方向。综上所述 , 虽然DSB
的测序检测技术还有提高的空间 , 但已显著增加了

研究人员对DSB发生、修复、加工等过程的认知 , 
将来也一定会为这个领域的研究发展创造更多的途

径和可能。
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