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真核生物滑动夹装载复合体在DNA损伤应答

及修复中的功能研究进展
段佳琪1   孙汝浩2   林小迪2   赵洁2*   余路阳1*

(1浙江大学生命科学学院, 杭州 310058; 2武汉大学生命科学学院, 杂交水稻国家重点实验室, 武汉 430072)

摘要      DNA损伤应答(DNA damage response, DDR)对生物体维持基因组的准确性和完整性

至关重要。真核生物中复制因子C(replication factor C, RFC)及其类似物(RFC-like clamp loaders, 
RLCs)为滑动夹装载复合体, 在DNA损伤修复过程中发挥重要作用。该文对四种滑动夹装载复合

体的结构特征、生物学功能及在DNA损伤修复中的机制等研究进展进行综述, 为进一步探究DNA
损伤应答及修复机制提供综合信息和参考资料。
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Abstract       DDR (DNA damage response) is essential for organisms to maintain genomic accuracy and 
integrity. RFC (replication factor C) and its analogs RLCs (RFC-like clamp loaders) are sliding clamp loading 
complexes that play important roles in DNA damage repair in eukaryotes. In this paper, the research progress on 
the structural characteristics, biological functions and mechanisms of the four sliding clamp loading complexes in 
DNA damage repair were reviewed to provide comprehensive information and references for further exploring the 
mechanisms of DNA damage response and repair.
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1   RFC/RLC复合体
复制因子C(replication factor C, RFC)是一种滑动

夹装载复合体, 负责将DNA聚合酶的持续作用因子增

殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)
装载到引物–模板接头上, 从而完成DNA复制的延

长事件[1-2]。大肠杆菌的β-夹是第一个被发现的包围

DNA的蛋白质, 从中鉴定出一类被称为DNA聚合酶

滑动夹的新蛋白质, 该滑动夹需要一个五聚体的滑动

夹装载器, 保证DNA聚合酶在复制过程中沿着它滑

动以获得极高的持续性[3-4]。后来, 随着猿猴空泡病毒

40(Simian virus 40, SV40)体外复制系统的建立, 从真

核生物中获得的两种蛋白因子PCNA和RFC分别被认

定为该系统中发挥功能的滑动夹和滑动夹装载器, 它
们在SV40体外DNA复制中的作用至关重要[5-6]。
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真核生物用于DNA复制的典型滑动夹装载器

是RFC五聚体。RFC复合体由1个大亚基RFC1和4
个小亚基RFC2/3/4/5组成 , 它们都是AAA+(ATPases 
associated with a variety of cellular activities) ATP酶
家族的成员 [7]。不同物种中 4个小亚基的分子质量

均在36~41 kDa内, 然而大亚基RFC1的分子质量在不

同的物种间有很大的差异 , 例如95 kDa(酿酒酵母 )、
109 kDa(拟南芥)、110.8 kDa(水稻)及128 kDa(人类)。
RFC复合体中的 5个亚基存在于所有的真核生物中

且彼此之间具有很高的同源性 [8]。真核生物的滑动

夹装载复合体RFC、细菌中的 γ复合体、T4噬菌体

gp44/gp62蛋白以及古细菌中的RFCL/RFCS复合体

在结构和功能上均高度保守 [9]。与细菌和古细菌

不同 , 真核生物含有另外 3种RFC复合体的类似物

(RFC-like clamp loaders, RLCs)(表1和图1)[10]。

RFC复合体的5个亚基均包含一段长约220个氨

基酸的高度保守序列 , 该序列属于AAA+同源区域 , 
可以分为7个保守结构域, 即Box II~Box VIII, 主要存

在于N-端区域, 尽管各个亚基的序列存在冗余, 但每

个亚基都是形成一个稳定且具有功能的复合体所必

需的[11]。Box III包含最保守的基序, 即对RFC的结构

和功能至关重要的磷酸结合环 (P-环 ), Box V是第二

保守的结构域, 它与RNA解旋酶家族的DEAD-box蛋
白类似, Box II、IV和VI是RFC和原核生物滑动夹装

载复合体所特有的ATP/GTP结合区域 [12]。RFC亚基

的C末端序列是特异的, 主要由α-螺旋组成, 对人类、

拟南芥和水稻中RFC复合体的研究结果皆表明 , C末
端区域介导亚基间的互作 , 这是复合体形成所必需

的 [13-14]。除了这7个结构域之外 , RFC1还包含N-端
和C-端延伸, RFC1的N-端延伸包含一个额外的由90
个氨基酸组成的Box I, 它与原核DNA连接酶具有很

高的同源性 , 但缺乏连接酶活性 , 尽管Box I缺乏已

知的DNA结合基序 , 但已证明它能与DNA结合 [15]。

RFC1的N-端延伸并不是细胞活性所必需的, 也不是

滑动夹装载活性所必需的(图2)[16]。

经典的RFC复合体的5个亚基空间结构呈一个

螺旋状的C形 , 在中央形成一个可用于DNA结合的

“中心室”, 这5个亚基依次被命名为A到E, A亚基位

于螺旋的底部 , A和E亚基之间存在横向缝隙来保证

DNA可以进入, 滑动夹会结合到“中心室”的下方 [17]。

如图3所示, 经典的滑动夹装载过程伴随着ATP的参

与。首先 , 复合体与ATP结合 , 从而识别、结合并

打开滑动夹 , 然后将滑动夹装载到引物 –模板接头

上 ; 随后 , 滑动夹关闭 , PCNA与RFC2到RFC5之间

的联系被切断; 伴随着ATP的水解, RFC装载复合体

从滑动夹上脱落进行下一轮DNA合成 , 至此滑动夹

装载反应完成 [18]。尽管其他的RLCs复合体的每个

组件中只有A亚基不同 , 但它们都具有与传统RFC
复合体相似的作用机制。与经典的RFC复合体相

比, Ctf18-RFC和Elg1-RFC复合体装载PCNA的效率

极低, 因此不可能在常规复制条件下进行装载反应, 
而Rad24-RFC复合体与经典RFC复合体的装载机制

表1   真核生物中4种不同的滑动夹装载器

Table 1   The four distinct clamp loaders in eukaryotes
滑动夹装载器

Clamp loader
A亚基

A subunit
共同亚基

Common subunits
滑动夹

PCNA
功能

Function

RFC Rfc1 Rfc2-5 PCNA Replication, Pol δ

Ctf18-RFC Ctf18-Ctf8-Dcc1 Rfc2-5 PCNA Replication, Pol ε

Elg1/ATAD5-RFC Elg1/ATAD5 Rfc2-5 PCNA Unloading PCNA from DNA

Rad24/Rad17-RFC Rad24/Rad17 Rfc2-5 9-1-1 DNA damage checkpoint activator

图1   真核生物滑动夹装载器结构示意图(根据参考文献[98]修改)
Fig.1   Schematic diagram of the structure of clamp loaders in eukaryotes (modified from the reference [98])
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高度相似[19-21]。

在接下来的几十年间 , 越来越多的不同物种中

的RFC/RLC被发现, 除了参与DNA的复制, RFC/RLC
还参与DNA损伤修复、细胞分裂增殖、DNA聚合

酶转换以及检验点控制等相关生物学过程[22]。

2   真核生物DNA损伤应答与修复
生物体的一生始终伴随着内源性或外源性因

素导致的DNA损伤 , 内源损伤是在生物体代谢过程

中自发产生的 , 最常见的细胞内源性基因毒性压力

包括活性氧导致的DNA氧化或断裂、DNA复制叉

崩溃、减数分裂过程中的染色体互换以及脊椎动物

淋巴细胞免疫球蛋白基因的染色体重排 ; 而外部环

境的刺激 , 包括来自太阳光的紫外线、电离辐射等

物理损伤和甲磺酸甲酯、顺铂等化学试剂造成的

损伤 [23]。如果受损的DNA没有被及时修复 , 它将难

以被正确地复制或转录 , 从而影响细胞功能 , 甚至

干扰整个生物体的正常发育 [24-25]。为了应对这些威

胁 , 细胞用一种被称为DNA损伤应答 (DNA damage 
response, DDR)的机制来感知并修复损伤, 以维持基

因组的准确性和完整性[26]。

细胞中DNA损伤类型大致分为单链断裂和双

链断裂 (single-strand and double-strand DNA breaks, 
SSBs和DSBs), 为了抵御细胞的DNA损伤, 保证生物

体的正常发育, 细胞进化出复杂的调控机制, 能够修

复不同类型的DNA损伤。目前已有数百个与DNA损

伤修复相关的基因被确定, 它们主要参与了5个功能

上相互关联的不同途径: 碱基切除修复(base excision 
repair, BER)、核苷酸切除修复 (nucleotide excision 
repair, NER)、错配修复(mismatch repair, MMR)、非

同源末端连接 (non-homologous end joining, NHEJ)
和同源重组 (homologous recombination, HR)[27-32]。

在哺乳动物中 , DNA断裂的信号传导主要依赖两种

磷脂酰肌醇3-激酶 (phosphatidylinositide 3-kinases, 
PIKKs)样蛋白激酶ATM(ATaxia-tELANGIECTASIA 
MUTATED)和ATR(ATM AND RAD3-related)。一般

而言 , DSB的感知通过Mre11、Rad50、Nbs1(MRN)
复合物激活ATM激酶完成 , 而大多数情况下ATR由
复制蛋白A(replication protein A, RPA)包被的单链

DNA(single-stranded DNA, ssDNA)激活 [33-34]。双链

断裂时 , ATM磷酸化蛋白激酶CHK2(checkpoint ki-
nase 2), 进一步磷酸化CDC25A, 最终作用于Cyclin 

图2   水稻RFC复合体蛋白结构示意图

Fig.2   Schematic diagram of the protein structure of the RFC complex in rice
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A/E与CDK2的复合物导致G1/S期阻滞 [35-36]。而单链

断裂发生后 , ATR通过ATRIP蛋白被招募到RPA包裹

的ssDNA处, 磷酸化蛋白激酶CHK1(checkpoint Kinase 
1, CHK1), 进而磷酸化CDC25B/C或作用于Wee1, 最
终作用于CyclinB与CDK1的复合物导致G2/M期阻

滞。此外 , ATR也可直接通过P38/MK2途径磷酸化

CDC25A以促进S期阻滞 (图4)[42]。端粒重复结合因

子2(telomeric repeat binding factor 2, TRF2)主要起

到保护端粒免受ATM激活的作用 , 而端粒保护酶

1(protection of telomeres 1, POT1)主要参与ATR通路

的抑制[37]。在酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)中, 
ATM和ATR的同源物分别是Tel1和Mec1, 在DNA损

伤信号的传导中发挥主要作用 [38]。ATM和ATR在植

物中的作用似乎是保守的 , 对辐射诱导的DSB反应

中 , H2AX的磷酸化依赖于ATM和ATR, ATM在其中

起着优势作用 [39]。此外 , 这两种激酶对辐射诱导的

DSB的响应依赖于MRN复合体[40]。

对DNA损伤修复的研究有助于了解细胞维护

基因组稳定性的具体机制 , 对植物DDR机制的研究

可以为人们改良现有的或发展更优的育种技术提供

理论基础[41]。此外, DDR也总是与疾病, 特别是肿瘤

的发生和发展密切相关 , 对于DDR的研究也可以为

肿瘤的治疗提供新的思路 [42]。本文分别对真核生物

中RFC以及各种RLCs在DNA损伤修复过程中的作

用进行了系统的总结 , 并展望了未来可能的研究方

向, 以期为今后的深入研究提供参考。

3   真核生物RFC/RLCs复合体在DNA损

伤修复中的作用
3.1   经典的RFC复合体

RFC最早是从人类的宫颈癌HeLa细胞提取物

中纯化得到的 [44]。越来越多的证据表明 , 在哺乳动

物中RFC复合物在癌症进展和治疗抵抗中起着重要

作用 , GONG等 [99]发现 , RFC3的过表达导致肺腺癌

细胞的侵袭和迁移数目增加。在人体细胞中 , RFC4
被认为是保护结直肠癌细胞免受辐射诱导的DSB最
突出的辐射抵抗因子 , 在体外和裸鼠结直肠癌异种

移植中保护结直肠癌细胞免受辐射诱导的DSB和凋

亡。此外 , 在接受neoCRT治疗的局部进展期直肠癌

LARC(locally advanced rectal cancer)患者中, 较高水

平的RFC4表达与较弱的肿瘤消退和较差的预后相

关 , 其可用作肿瘤治疗标志物 [45]。PENG等 [100]的研

图4   ATR和ATM通路示意图(根据参考文献[43]修改)
Fig.4   Schematic diagram of ATR and ATM pathways (modified from the reference [43])
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究表明, FOXM1(Forkhead box M1)作用于RFC5的启

动子, 促进其表达导致胶质瘤细胞中替莫唑胺耐药。

RFC2的异常表达与多种肿瘤的进展和转移密切相

关 , 大肠癌CRC(colorectal cancer)组织中的RFC2表
达升高 , 与严重的CRC临床病理症状有关 , 其表达

量降低会显著抑制CRC细胞的增殖 [46]。RFC2的异

常过表达促进了肝细胞性肝癌 (hepatocellular carci-
noma, HCC)的侵袭和迁移[29]。ZHAO等[101]对于癌症

免疫治疗的研究表明 , RFC2可以作为一个可靠的生

物标志物来预测弥漫性低级别胶质瘤的预后和免疫

特征。一系列研究表明 , RFC复合体的5个亚基均在

多种肿瘤的进展和转移过程中起重要作用 , 推测其

通过促进肿瘤细胞中的DNA损伤修复抵抗癌症治

疗带来的压力 , 并在肿瘤细胞的异常复制中发挥作

用 , 因此RFC可广泛作为多种癌症诊断及治疗进程

的标志物。

在植物中 , 拟南芥突变体 atrfc1-2的种子严重

败育 , 雌、雄配子体发育异常 , 进一步研究表明 , 
AtRFC1在减数分裂重组和交叉形成以及减数分裂

过程中的DNA双链断裂修复中发挥重要作用 , 与此

同时 , AtRFC1也在脱落酸介导的同源重组过程中起

到关键作用 [47-48]。突变体atrfc3-1对水杨酸敏感且对

真菌的抗性增强 , 表明AtRFC3是系统获得抗性的负

调控因子 , 且在细胞增殖和DNA复制中具有重要作

用 [49]。拟南芥单氨基酸替换的RFC4突变体表现为

植株矮小、早花以及部分不育表型 , AtRFC4基因的

缺失导致细胞不能正常进行DNA复制、胚胎细胞多

数停滞于S期、不能进行正常的细胞分裂、对DSB
诱导的遗传毒素敏感性增强以及细胞周期延迟并导

致核内复制, 可见AtRFC4通过调节拟南芥中的DNA
损伤修复 , 在抵抗遗传毒性和细胞增殖中发挥重要

作用 [50-51]。总之 , 在植物细胞中 , RFC的各个亚基也

在细胞的复制与DNA损伤修复中起作用 , 帮助植物

抵抗外界环境压力, 维持正常的生长发育过程。

在酵母中 , Scrfc1(D513N)突变体在酿酒酵母

中表现出细胞周期延迟、端粒延长等表型 , Scrfc1
和Scrfc4突变体均表现出对甲磺酸甲酯 (methylmet-
banesulfonate, MMS)、羟基脲 (hydroxyurea, HU)等
DNA损伤剂和细胞周期抑制剂的敏感性增强 [52-53]。

GAUBITZ等[102]发现, RFC与p/t-DNA结合, RFC复合

体中的一个“分离针”可以融化引物的3′端, 表明其可

能参与结合不同的DNA架构。在DNA切除修复和

双链断裂修复中 , RFC1与PCNA的相互作用被证明

是合成修复模板的必要条件 [54]。RFC1还通过DNA
结合区C-端保守的caspase-3切割位点参与细胞凋亡, 
该位点可被caspase-3蛋白酶切开 , 从而抑制DNA合

成并促进细胞凋亡 [55]。RPA在DNA复制和损伤检查

点的激活中发挥重要作用 , RFC4则通过与RPA相互

作用参与这些过程 [53]。与此不同的是 , 人体细胞中

的RFC4可能不影响DNA损伤应答的早期激活 , 但可

能促进随后的DNA修复[45]。RFC参与的不同DNA架

构暗示其功能的多样性 , 及其在不同物种间的特异

性。

经典的RFC复合体的5个亚基在DNA损伤修复

通路中的作用均有报道。在拟南芥中 , RFC1在脱落

酸 (abscisic acid, ABA)介导的HR中起关键作用 [48]。

RPA通过抑制人类细胞中的RFC2泛素化在DNA损

伤应答中起调节作用 [56]。RFC3被认为是DNA损伤

检查点传感器的组成部分之一 [60]。在NHEJ修复途

径中 , 核心复合物由Ku80(XRCC5)、Ku70(XRCC6)
和DNA依赖性蛋白激酶组成, Ku70-Ku80异源二聚体

的形成以及随后与DNA的DSB末端的结合是NHEJ
的启动事件。RFC4通过与Ku70/Ku80复合物相互作

用促进NHEJ介导的DNA修复 , 但不影响同源重组

介导的DNA修复 [45]。RFC5被报道与检查点效应器

RAD53激酶 (哺乳动物中的Chk2)、RAD24相互作用

参与酿酒酵母DNA损伤检查点的调控 [58-59]。RFC复
合体的5个亚基在不同的DNA损伤修复途径中均有

参与 , 在整个DDR过程的不同阶段中发挥不同的作

用。

RFC复合体在损伤修复通路中作用的报道则更

为详尽。Mus81-Mms4复合物是一种高度保守的结

构特异性核酸内切酶, 它是XPF蛋白家族的一员, 在
维持基因组完整性方面发挥着至关重要的作用, 该
复合物与重组中间体的分解、链间DNA交联修复

以及停滞或阻断的复制叉的恢复有关。在酵母实验

中, RFC复合体强烈刺激Mus81复合物的核酸内切酶

活性, RFC复合物的ATP酶活性以及DNA底物上的

PCNA负载进一步增强了这种刺激。Elg1-RLC亦有

类似功能, 表明RFC/RLC和Mus81复合物在修复损

伤方面的协作功能。RFC将Mus81复合体靶向含缺

口的DNA底物, 共同帮助复制应激恢复期间复制叉

的重启[60]。OVERMEER等[103]的研究表明, 在NER
过程中损伤被切除后, XPG和RPA招募PCNA和RFC, 
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RFC装载PCNA后分离, 然后结合在核酸缺口的5′端, 
通过其BRAT结构域抑制RAD17依赖的信号通路以

及促进修复完成后PCNA的卸载。

带有缺口或小单链间隙的DNA是DNA损伤识

别与修复通路中的重要结构, 是DNA损伤识别与

修复的重要靶点, 在酵母RFC复合体外侧发现的新

DNA结合位点有助于其与带缺口或含有小单链间

隙的DNA结合, 该位点在RFC的开放构象中发挥功

能, 可以部分展开DNA并在RFC的中心腔形成一个

单链间隙, 用于ssDNA的结合和随后的ATP酶的激

活[61]。RFC复合体上这个新发现的结合位点与DNA
的5′端结合, 该位点处于BRCT结构域的N-端和Rfc1
大亚基的AAA+模块之间, 促进了RFC在DNA损伤

诱导间隙中对PCNA的装载, 以招募填补间隙的聚

合酶, 同时也促进了PCNA在RPA包裹的30个碱基

的DNA间隙上的装载, 这表明RFC复合体在滞后链

DNA合成中的潜在作用[62]。RFC复合体通过与损伤

通路中的多种蛋白互作, 在损伤识别、检验点激活、

复制叉重启和DNA合成中均起到重要作用。

另外, RFC复合体在哺乳动物细胞端粒的维持

中也起着重要作用, 受损端粒上RFC复合体快速装

载的PCNA是端粒损伤的初始传感器, 将DSB识别与

能够执行断裂诱导的端粒合成的特殊复制体的组装

联系起来[63]。

3.2   CTF18-RLC复合体

Ctf18-RLC是一种替代的PCNA装载器, 与其

他滑动夹装载器相比, Ctf18-RLC包含两个额外的

子单元Ctf8和Dcc1。它们与Ctf18的C-端结合, 形成

Ctf18-1-8模块, 该模块结合前导链Polε的最大亚基

Pol2的N-端催化结构域, 这种相互作用同时增强了

Ctf18-RFC的活性[64]。

Ctf18首次被鉴定为芽接酵母中染色体错配的

抑制因子[65]; 酵母的Ctf18突变细胞对HU处理引起

的复制应激高度敏感[66]; 在敲除CTF18的酵母细胞

中, 针对HU处理导致的复制叉阻滞的检查点激活被

延迟[67]。Ctf18敲除小鼠是可存活的, 但在减数分裂

重组中表现出染色体错配, 最终导致染色体数目异

常[68]。ctf18Δ突变体表现出染色体丢失、重组频率

升高、对MMS的敏感性增强和端粒定位错误等问

题。之后, CTF18在姐妹染色单体凝聚、检查点激

活和PCNA调节中的作用在酵母和哺乳动物中也得

到了揭示[69]。而在植物中, AtCTF18的缺失加剧了

姐妹染色单体的内聚力的丧失[70]。

复制应激反应是一种针对染色体复制缺陷的

保护机制, 用于维持真核细胞的基因组完整性。S期
检查点信号和跨病变DNA合成是两种复制应激反

应, CTF18-RFC是它们的正调节因子, 有助于促进姐

妹染色单体的内聚[71-73]。

酵母和人的 CTF18-RLC可以将 PCNA加载

到DNA上 , 但效率远低于经典的RFC复合体 [74-75]。

KANEKO等 [104]的研究表明 , CTF18-RLC复合体对

于PCNA的装载和卸载不是必需的 , 但其仍可能在

这一过程中发挥调节作用 , Dcc1亚基的C末端包含

三翼螺旋 (three-winged helix, WH)结构域 , 可以与

ssDNA和dsDNA结合 , 这些结构域可能有利于体内

染色质的招募并对于检查点激活起作用。

研究发现, 人类细胞的NER期间, 大约50%的修

复合成依赖于泛素化的PCNA和XRCC1, 以及经典

的RFC-PCNA复合体招募的Polκ和Polδ, PCNA和

XRCC1以及RFC-PCNA招募的聚合酶主要负责后

随链上的损伤修复 , 另一半则由CTF18-RLC-PCNA
复合体招募的Polε完成 , 修复前导链上的损伤 [76]。

在体外纯化的人类蛋白构建的复制系统中 , 也证实

Polε是DNA前导链合成的关键 , 其介导的复合体是

由CTF18-RLC-PCNA负责完成的 , 而后随链的复制

则由Polα、Polδ与由RFC加载的PCNA结合完成[77]。

据报道 , CTF18作为损伤检查点中重要的信号

传递者, 在Mrc1和ssDNA之间传递信号, 暂停复制叉

并激活Rad53的活性进行后续的损伤修复 [67]。当形

成复合体时 , 通过额外的Dcc1亚基与Polε相互作用 , 
Ctf18-RFC和Polε形成稳定的前导链聚合酶 /滑动夹

装载器复合物 [71-72]。无论复制叉复制或停止 , 通过

与前导链聚合酶Polε结合 , Ctf18-RFC可以快速发出

复制叉暂停信号以激活S期检查点 , 此外 , 独立于检

查点信号或染色体内聚, Ctf18-RFC与Chl1和Mrc1共
同作用 , 保护复制叉和细胞活力 [73]。总之 , CTF18-
RLC主要在损伤检查点的激活、损伤信号传递以及

DNA前导链的合成中起重要作用 , 从而保护基因组

的稳定性, 维持细胞活力。

近年来 , CTF18-RLC复合体也被发现与哺乳动

物中的RPA互相结合 , 这种相互作用在复制应激发

生时被触发[66]。当HU处理或S期紫外线暴露引起复

制应激时 , CTF18与RPA形成复合物 , CTF18和RPA
之间的相互作用动力学与Chk1的磷酸化状态呈正
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相关 , 这是DDR中ATM和Rad3相关通路激活的指

标。这表明RPA可能是CTF18-RFC的一个支架 , 用
于招募停滞的复制分叉并响应复制压力[70]。

3.3   RAD17/RAD24-RLC复合体

RAD17是另一种取代RFC1形成RLC复合体的亚

基 , 存在于哺乳动物、植物和裂殖酵母中 , 而酿酒酵

母中的RAD24是它的同源物 [35]。HEITZEBERG等 [105]

发现 , AtRAD17的突变导致了植株对DNA损伤剂处

理的超敏反应, 但突变体植物是完全可育的, 这表明

RAD17可能在拟南芥减数分裂中不起重要作用。相

反 , OsRAD17对水稻减数分裂过程中的DSB修复至

关重要 , 敲除会导致植株非同源染色体之间的异常

关联以及大量染色体的缠结和断裂 [78]。在玉米中 , 
ZmRAD17是雄性减数分裂中精确的DSB修复所必需

的 , ZmRAD17突变体营养生长正常 , 部分花粉败育 , 
在粗线期开始不断观察到减数分裂异常 , 显示非同

源染色体之间的异常染色体关联 , 推测ZmRAD17在
玉米雄性减数分裂中通过促进突触复合体组装参与

DSB修复过程 [79-80]。结果表明 , 尽管RAD17在DSB修
复中的作用在植物中基本保守, 但RAD17的确切作用

机制可能在不同的植物物种中有所不同 [79]。然而, 在
人类中 , WANG等 [106]发现 , RAD17激活了MRN/ATM
信号 , 促进MRN复合物和ATM向DSB的募集 , 对于

检测 DSBs和启动 DNA损伤信号至关重要。可见

RAD17在不同物种中发挥的作用有一定的特异性 , 
但总体上主要在DNA损伤识别与DSB修复通路中发

挥作用。

不同于其他3种滑动夹装载复合体, RAD17/RAD24-
RLC复合体的滑动夹是PCNA的类似物 , 由哺乳动物

和人类中的Rad9-Hus1-Rad1或酵母中的Ddc1-Mec3-
Rad17组成, 被称为9-1-1复合体。当酵母DNA发生损

伤时, 9-1-和RAD17复合体可招募Y家族的DinB至损

伤部位 [81]。不同于将PCNA加载到DNA的引物/模板

链3′端的经典RFC复合体, ZHENG等[107]的研究表明, 
RAD17/RAD24-RLC复合体将 9-1-1复合体加载到

DNA的5′凹陷末端 , 与ATM和ATR共同参与DNA损

伤的识别。

在所有真核细胞中 , 两种主要的核酸酶Exo1和
Dna2-Sgs1对DSB末端进行切除并产生 ssDNA, 由于

ssDNA的过度积累对细胞有害 , 所以需要调节Exo1
和Dna2-Sgs1, 这既满足DNA损伤修复的需求 , 又不

威胁细胞的存活 [82]。之前的研究认为RAD17具有核

酸酶的活性已被推翻 , 最近 , NGO等 [108]的研究表明

9-1-1复合体通过加强Dna2-Sgs1和 exo1核酸酶活性

来促进对DSB末端的切除 , 但这种刺激需要在9-1-1
复合体装载到DNA上时才能生效 , 这种装载依赖

RAD17-RFC装载复合体。对出芽酵母中的生化实验

表明, 9-1-1复合体独立于scMec1(ATR)被招募到由同

源切换(homothallic switching, HO)核酸内切酶切开的

双链断裂处 [35]。而BAO等 [109]则证明ATR对hRad17
的磷酸化是DNA损伤检查点信号转导的关键早期

事件。总而言之, RAD24-RFC主要通过加载9-1-1复
合体在识别损伤并调控断裂末端的修复过程中起着

关键作用。

3.4   Elg1/ATAD5-RLC复合体

Elg1(enhanced levels of genomic instability 1)
首次被鉴定为芽接酵母染色体重排的抑制因子 [83], 
AROYA等 [84-87]发现 , 该基因的突变赋予了显著的基

因组不稳定性表型 , 包括总染色体重排水平升高、

重组频率增加、染色体丢失率高、姐妹染色单体结

合缺陷、端粒延长以及对DNA损伤剂敏感等。可见

Elg1在维持基因组稳定性中的重要作用。

哺乳动物中 Elg1的同源基因为 ATAD5, 敲除

ATAD5的小鼠胚胎致死, 杂合小鼠癌症易感, ATAD5 
siRNA缺失的细胞积累了自发的DNA损伤 , 并在S
期表现出延迟 [88]。全基因组分析表明 , ATAD5基因

是乳腺癌和卵巢癌的易感基因座 , 作为一种肿瘤抑

制因子 , 对维持基因组的稳定性至关重要 [31-32]。在

人类乳腺癌、卵巢癌、子宫内膜癌、黑色素瘤等

肿瘤组织中也频繁鉴定到ATAD5的突变 [89-91], 表明

ATAD5在生长发育中的重要作用及其与癌症发生发

展的密切关联。

在酵母中, SHKEDY等[110]发现, Elg1-RLC复合

体S112位点的磷酸化依赖于ATR在酵母中的同源物

Mec1, 可能是该激酶的直接靶点, Elg1的磷酸化对

其在端粒中的作用较为重要, 无法进行磷酸化的突

变体抑制了rad5突变体的DNA损伤敏感性, 缺乏正

确复制后的旁路途径, 表明Elg1复合体的磷酸化在

DNA修复调节中的重要作用。

DNA检查点是DNA损伤应答通路上的重要组

成部分之一, 顶端激酶Mec1/ATR磷酸化Elg1以及衔

接蛋白Rad9/53BP1和Dpb11/TopBP1被招募到DNA
损伤位点以放大检查点信号 ; 在不存在Elg1的情况

下 , Rad9和Dpb11被募集 , 但未能被磷酸化 , 因此信
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号不会被放大 , 这表明Elg1似乎在DNA损伤检查点

的诱导和DNA修复中发挥作用[92-93]。

在DNA复制开始时 , RFC1装载PCNA, 在错配

修复、核苷酸切除修复或长斑块碱基切除修复的

间隙填充步骤以及重组过程中也需要PCNA; DNA
合成完成后 , PCNA再由RFC复合体卸载。然而 , 酿
酒酵母中获得的实验证据表明 , 体内PCNA特别是

泛素化或 SUMO化修饰后的 PCNA的卸载主要由

ATAD5-RLC复合体催化 , 由于这些修饰通常伴随着

复制叉的停滞 , 暗示Elg-RLC在DNA损伤修复通路

中的重要作用[88]。

ATAD5-RLC和RFC之间的结构差异影响了它们

在PCNA结合后的DNA结合亲和力。与ATAD5-RLC
不同 , 由RFC介导的PCNA卸载需要ATP水解 , RFC介
导的PCNA卸载受DNA结构的影响 , 而ATAD5-RLC
可以卸载PCNA, 与DNA结构无关 [74]。ATAD5-RLC
从 DNA上卸载 PCNA的能力可能依赖于 ATAD5
的最小 PCNA卸载结构域 (PCNA-unloading do-
main, ULD), ULD的C-端是ATAD5结合RFC2-5
形成有活性的复合体所必需的 ,  N -端参与了

PCNA复合体环的打开 ,  表明 ATAD5的 ULD结

构域的不同基序参与了PCNA卸载过程的每一步[94]。

相比于经典的RFC复合体 , ATAD5-RLC复合体拥有

更强的PCNA卸载能力 , 且能够卸载多种被修饰的

PCNA。

ATAD5耗竭的细胞对DNA修复酶(poly ADP-ribose 
polymerase, PARP)抑制剂高度敏感 , 这与PARP介导的

修复对HR缺陷细胞存活的要求一致 [50]。DSB诱导的

HR通过在出芽酵母和人类细胞中耗尽ATAD5(Elg1)而
降低, 在人类ATAD5耗竭的细胞中, 自发HR增加, 但双

链DNA断裂(DSB)诱导的HR减少 [95-96]。ATAD5-RFC
及时卸载PCNA对于内源性ROS诱导的直接SSB也
非常重要 , 当PCNA没有被适时卸载时 , DNA的合

成距离更长 , 这可能会增加发生在氧化DNA损伤处

的DNA聚合酶停滞的可能性 , 导致更频繁的DNA
缺口暴露 , 而ATAD5缺失细胞中PCNA单泛素化的

增强导致DNA聚合酶停滞事件增加 [97]。总的来说 , 
ATAD5(Elg1)在HR中的积极作用是明显的 , 但其分

子机制仍有待被阐明。

KIM等 [68]发现 , 当细胞中ATAD5(Elg1)耗尽时 , 
中心体过度重复 , PCNA积累并停留在复制叉后面

的时间更长 , 修饰和未修饰的PCNA在S期后仍保留

在染色质上是DNA复制 /修复缺陷和导致基因组不

稳定的主要原因。此外, SHEMESH等 [111]证明, Elg1
复合物通过从DNA中卸载SUMO化的PCNA来抑制

DNA合成; KUBOTA等[112]的研究则发现, ELG1的突

变通过允许跨病变合成来抑制rad5突变体对DNA损

伤的敏感性。

大量研究表明 , Elg1-RLC复合物通过招募损伤

修复通路中的重要因子以及适时从染色质上卸载

PCNA, 在维持基因组稳定性方面发挥重要作用。

4   总结与展望
真核生物滑动夹装载复合体起初是作为DNA

复制机器的重要组成部分被研究 , 近年来它们在

DNA损伤修复通路中的重要作用被进一步发掘。

RFC的结构和功能在真核生物中较为保守 , 但RFC1
亚基的不同导致了复合体在修复通路中作用机制的

差异, 发挥的生物学功能也不尽相同, 这些功能及调

控网络仍有待进一步的挖掘和探究。

对DNA损伤修复通路的研究不仅有助于人们

了解生物体用于维持基因组稳定和正常生长发育

的调控网络 , 也有许多应用价值。RFC及RLCs作为

损伤通路中的重要组成部分 , 对动物的生长发育起

着重要的作用。在人类的多种疾病 , 特别是癌症的

研究中 , RFC及其类似物已被作为疾病进程及治疗

效果的指示因子 , 也为发展更有效的诊疗手段提供

了新的思路 , 未来更有可能在更多疾病的诊疗中发

挥重要作用。在植物中 , RFC和RLCs复合体在植物

DNA损伤应答通路及其生殖发育中的功能研究仍

处于起步阶段。植物相较动物承受更多生长环境导

致的DNA损伤 , 研究植物的损伤应答机制或许能为

基因编辑育种提供新的思路 , 此外 , 提高植物 , 特别

是作物的抗逆性对于作物品质和产量的提高也有重

要意义。
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