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摘要：目的 探讨 !"%$1基因沉默对醋酸铅诱导的人淋巴母细胞 TK6细胞 DNA双链断裂损伤修复的影响。方法 采

用慢病毒载体介导的 shRNA技术构建 !"%$1稳定沉默的 TK6细胞模型，设置 Normal组（未处理对照组）、Control组

（空载体对照组）、shRNA-NC组（阴性对照慢病毒组）和 shRNA-BRCA1组（BRCA1沉默组）。所有染毒组均用 480

!mol/L醋酸铅处理 24h。通过 qPCR和蛋白质印迹法（Westernblot）验证沉默效率；采用免疫荧光法检测 DNA损伤标志

物 γ-H2AX焦点；运用流式细胞术分析细胞周期与凋亡；并通过 Westernblot检测同源重组、非同源末端连接

（non-homologousendjoining，NHEJ）修复通路关键蛋白及 DNA损伤应答信号分子表达。结果 !"%$1沉默模型构建成

功，shRNA-BRCA1组细胞 !"%$1mRNA及蛋白相对表达水平均显著低于 Control组与 shRNA-NC组（&＜0.05）。铅暴

露下，shRNA-BRCA1组 γ-H2AX阳性率（26.94±2.93）%、G1期细胞比例（65.31±1.13）%及凋亡率（52.84±1.21）%均

显著高于其他各组（&＜0.05），而 S期细胞比例（8.59±0.45）%进一步降低。蛋白检测显示，与 Control组和 shRNA-NC

组相比，shRNA-BRCA1组同源重组通路关键蛋白 Rad51表达下降（0.52±0.10），而 NHEJ通路蛋白 53BP1（9.73±

0.87）及损伤应答信号分子 ATM（6.10±0.48）、ATR（6.25±0.92）、CHK1(2.35±0.46)和 DNA-PKcs（3.85±0.93）表达均显

著升高（&＜0.05）。结论 '"%$1沉默抑制同源重组修复，增强铅诱导的 DNA双链断裂，阻滞 G1/S进程并加剧细胞凋

亡，其机制与激活 ATM/ATR-CHK1及代偿性上调 NHEJ通路有关。
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铅及其无机化合物是广泛存在的环境污染物和

职业病危害因素，国际癌症研究机构依据致癌性证据

的强弱，将无机铅化合物评定为 2A类（很可能对人

类致癌），并将金属铅划分为 2B类（可能对人类致

癌）[1]。铅暴露可导致包括 DNA双链断裂在内的多种

遗传损伤，在各类 DNA损伤中，双链断裂对基因组完

整性的威胁最为严重[2-3]。同源重组修复（homologous

recombinationrepair，HR） 和非同源末端连接修复

（non-homologousendjoining,NHEJ）是真核细胞修复

DNA双链断裂的两条主要机制，其中前者属于高保

真修复，后者则属于易错修复[4]。其中，HR途径的启

动与执行高度依赖于 BRCA1-RAD51轴心蛋白的核

心调控[5]。我们前期研究发现，铅暴露可诱导人淋巴

母细胞 TK6中 RAD51表达上调并参与部分双链断

裂的修复；若抑制 RAD51，则会导致双链断裂累积并

伴 NHEJ修复途径的代偿性激活[6-7]。值得注意的是，

作为 HR通路上游的关键调控因子及 RAD51功能的

直接调控者，!"#$1在铅致双链断裂修复应答中的

具体作用尚不清楚。为此，本研究利用 shRNA慢病毒

建立 !"%$1沉默 TK6细胞模型，系统评估 !"%$1

缺失对铅诱导 DNA损伤水平、细胞周期分布、细胞凋

亡及 HR/NHEJ修复蛋白表达的影响，以阐明 !"%$1

在铅遗传毒性中的分子角色，为铅致癌机制提供新的

实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验试剂 乙酸铅粉剂（中国 Aladdin公司）；

RPMI1640培养基、2×TaqPCRMasterMix（Solarbio

公司）；胎牛血清（美国 Hyclone公司）；EdU成像检测

试剂盒 （中国凯基生物）；γ-H2AX抗体 （英国

Abcam）；DAPI（中国阿拉丁）；AnnexinV-FITC/PI细

胞凋亡检测试剂盒、细胞周期检测试剂盒、RAD51抗

体、BRCA1抗体、ATM抗体、CHK1抗体、全蛋白提取

试剂盒、内参抗体 !-actin（中国万类生物公司）；

DNA-PKcs抗体、53BP1抗体（中国 abclonal公司）；

ATR抗体（中国 affinity公司）；BeyoRTIIM-MLV反

转录酶（碧云天公司）；RNaseinhibitor（上海生工公

司）。

1.2 仪器 HF-90型 CO2培养箱（上海力申公司）；

IX53倒置相差显微镜 （日本 OLYMPUS公司）；

ELX-800酶标仪（美国 BIOTEK公司）；NovoCyte流式

细胞仪（美国 Aceabio公司）；WD-9413B型凝胶成像

系统、DYCZ-24DN双垂直蛋白电泳仪（北京六一公

司）；NANO2000紫外分光光度计（美国 Thermo公

司）；Exicycler96荧光定量 PCR仪（韩国 BIONEER

公司）。

1.3 方法

1.3.1 针对 !"%$1的 shRNA慢病毒载体构建与感

染 本研究采用的 pLVX-shRNA1慢病毒载体及干

扰序列由万类生物科技有限公司构建。其中阴性对

照 序 列 sh-NC为 cccTTCTCCGAACGTGTCACGTttc

aagagaACGTGACACGTTCGGAGAAttttt，针对 !"%$1

的特异性干扰序列 sh-BRCA1为 ccgGCAGTTTATT

ACTCACTAAAGttcaagagaCTTTAGTGAGTAATAAACT

GCttttt。慢病毒包装：将 sh-BRCA1、sh-NC质粒与辅

助包装质粒 psPAX2、pMD2.G共转染至 HEK-293T

细胞。转染前，将 HEK-293T细胞接种于 10cm培养

皿 中 ， 待 细 胞 密 度 达 50%～70%时 ， 按 照

Lipofectamine3000转染试剂盒说明书进行操作。转

染后 6h更换新鲜完全培养基（含 10%胎牛血清的

DMEM），分别于转染后 48h和 72h收集病毒上清，

经 0.45"m滤膜过滤后分装，置于 -80℃保存备用。

经检测，!"%$1沉默慢病毒的滴度为 2×108TU/ml，

阴性对照慢病毒的滴度为 3.4×108TU/ml。病毒感染：

感染前 1d，将 TK6细胞接种于 6孔板中，使感染当

日细胞汇合度达 50%～70%，每孔细胞数量约为 6×

105个。根据病毒滴度及感染复数（MOI=10）计算所需

病毒量，计算公式为：加病毒量（"l）=MOI×细胞数 /

病毒滴度（TU/ml）×1000。经计算，!"%$1沉默慢病

毒每孔加入 30"l，阴性对照慢病毒每孔加入 17.6

"l。感染时，吸去细胞培养基，加入含病毒液的新鲜培

养基，并添加 8"g/mlPolybrene以提高感染效率。混

匀后置于 37℃、5%CO2培养箱中培养。24h后吸去

含病毒的培养液，更换新鲜完全培养基继续培养。感

染 48h后收集细胞进行后续检测。

1.3.2 TK6细胞培养和分组处理 本研究所用的

TK6细胞来源于武汉普诺赛生命科技有限公司。细胞

常规培养条件为：采用添加了 10%胎牛血清的 RPMI

1640培养基，在 37℃、5%CO2的恒温培养箱对细胞

进行培养。实验前，将细胞以约 1×106个 /孔的密度

铺于 6孔板中过夜。 随后将细胞随机分为四组：（1）

Normal组（未处理对照组）：仅细胞培养，无病毒感染

及药物处理；（2）Control组（空载体对照组）：未感染

病毒，施加 480"mol/L醋酸铅（避光）染毒 24h；（3）

!"#$%&'(") !"%$; <*4$&-*&= *&>*?*)< >"@"4"="A< %$-"@?*&B)*"& %$CB*%8 $DB-$%?B)$< 4$B, E*&,A-$, FGH ,"A?4$ I<)%B&,
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HO+LHOQIRST; CB)>UBP B&, -"@C$&<B)"%P AC%$=A4B)*"& "N )>$ GSVW %$CB*% CB)>UBP5

*+,-"./'X !"%$; =$&$Y Z$B,Y F9H ,"A?4$I<)%B&, ?%$BJ<Y S"@"4"="A< %$-"@?*&B)*"& %$CB*%Y 9"&I>"@"4"="A< $&, ["*&*&=

!"#$

! !



现代预防医学 2026年第 53卷第 11期 !"#$%& '%$($&)*($ +$,*-*&$. /012. 3"45 678 9:5 ;;

shRNA-NC组（阴性对照慢病毒组）：转染空载体慢病

毒后，同 Control组条件进行醋酸铅染毒；（4）

shRNA-<=>?1组（<@>?1沉默组）：转染特异性

shRNA慢病毒后，同 Control组条件进行醋酸铅染毒。

染毒结束后，收集各组细胞用于后续检测。

1.3.3 实时荧光定量聚合酶链反应分析 利用

NANO2000紫外分光光度计对样本总 RNA进行定

量检测。完成定量后，将 RNA逆转录为 cDNA，使用

韩国 BIONEER公司生产的 ExicyclerTM96仪器开展

实时荧光定量检测，相对表达量的计算依据 2-△△CT

法，引物信息列于表 1。扩增参数设置如下：95℃ 5

min的初始变性（1个循环），随后进行 40个循环的

95℃ 10s，60℃ 10s，72℃ 15s。

表1 !"#$1基因 qPCR的引物序列

!"#$% & Primersequencesfor!"%$1geneqPCR

名称 序列（5′-3′） 引物长度（bp） Tm 产物长度（bp)

!"%$1F TCTCGTTACTGGAAGTTAGCAC 22 54.4 184

!"%$1R CTTGTTTCCCGACTGTGGTT 20 57.3

!&'()*+ F CTTAGTTGCGTTACACCCTTTCTTG 25 62 156

!&'()*+ R CTGTCACCTTCACCGTTCCAGTTT 24 64.4

1.3.4 免疫荧光检测 !-H2AX表达 细胞经 1.3.2

处理后制备涂片，先利用 0.1%TritonX-100在室温

下透化 30min，磷酸盐缓冲液 （phosphatebuffered

saline,PBS）洗涤后，再于室温下使用山羊血清封闭 15

min。一抗孵育选用兔抗 γ-H2AX（1∶200），4℃过

夜；二抗选用 Cy3标记的山羊抗兔 IgG（1∶200），室

温避光反应 1h。最后经 DAPI复染细胞核及抗荧光

淬灭封片。在 600倍荧光显微镜下观察，将核内红色

荧光焦点数≥5个的细胞计为阳性，每组随机选取至

少 200个细胞进行计数，按公式“阳性细胞数 /总细

胞数×100.0%”计算阳性率。

1.3.5 细胞周期的流式检测 收集经 1.3.2处理后

的各组细胞，用 4℃PBS重悬并调整浓度至约 1×

106/ml。取细胞悬液 1ml，经离心后，用预冷 70%乙醇

4℃固定过夜。经 PBS洗涤（2次，5min/次）后，依次

进行 37℃ RNaseA水浴处理（100"l，30min）及碘化

丙啶染色（500"l）。4℃避光反应 30min。样品经 400

目细胞筛过滤后上机检测（激发波长 488nm），计算

细胞群体中处于 G1、S、G2期的细胞比例。

1.3.6 细胞凋亡的流式检测 收集经 1.3.2处理后

的各组细胞，以 4℃PBS重悬并调整细胞数至 5×105

个 /组。按照试剂盒说明操作：加入 500"l结合缓冲

液，再依次滴入 5"lAnnexinV-FITC及 10"l碘化丙

啶。充分混匀后，室温避光孵育 15min，并在 1h内上

流式细胞仪分析细胞凋亡情况。

1.3.7 Westernblot检测蛋白表达 各组细胞经

1.3.2步骤处理后，通过放射免疫沉淀裂解获取总蛋

白，用二喹啉甲酸法测定蛋白浓度。吸取 40"g蛋白

进行 SDS-PAGE电泳，并将分离后的蛋白转印至聚

偏二氟乙烯膜。经 5%脱脂奶粉室温封闭后，依次加

入一抗：BRCA1(1∶500)、Rad51(1∶500)、53BP1(1∶

1000)、γ-H2AX(1∶5000)、ATM(1∶500)、ATR(1∶

1000)、CHK1(1∶500)、DNA-PKcs(1∶1000)及内参

#-actin(1∶1000)，4℃孵育过夜。洗膜后，加入对应

辣根过氧化物酶标记的二抗（1∶5000）并在室温下

孵育 45min。经电化学发光液显影及凝胶成像系统采

集图像后，使用 ImageJ软件分析条带灰度，并以目的

蛋白与 #-actin的灰度比值量化蛋白相对表达水平。

1.4 统计学处理 所有数据均在 SPSS27.0软件中

运算。计量资料经检验确认符合正态分布后，以（均

值±标准差）表达。针对多组均数的差异，选用单因

素方差分析；组间两两比较则在满足方差齐性条件

时，采用 LSD-) 检验。双侧检验，检验水准 $=0.05。

2 结 果

2.1 ,"%$1沉默模型的验证 荧光定量 PCR扩增

体系稳定,熔解曲线峰值高,无引物二聚体及非特异

性产物产生,扩增产物特异，结果显示，三组细胞间

,"%$1mRNA的相对表达水平差异具有统计学意义

（-=57.521,.＜0.01），shRNA-BRCA1组 的 ,"#$1

mRNA表达水平为（0.20±0.03），显著低于 Control组

的（1.00±0.11）与 shRNA-NC组的（1.11±0.16）（.＜

0.05），Control组与 shRNA-NC组间的 ,"#$1mRNA

相对表达水平差异无统计学意义（.＞0.05）；Western

blot实现发现，BRCA1蛋白在三组细胞中的表达差

异显著 （-=178.036,.＜0.01），shRNA-BRCA1组的

BRCA1蛋白相对表达水平为（0.29±0.05），显著低于

Control组的（1.00±0.04）与 shRNA-NC组的（1.14±

0.08）（. ＜0.05）。 BRCA1蛋 白 在 Control组 与

shRNA-NC组中的相对表达水平差异无统计学意义

（.＞0.05）。表明 ,"#$1沉默模型构建成功。见图 1、

表 2。

2.2 ,"#$1基因沉默对铅诱导 TK6细胞 !-H2AX

表达的影响 免疫荧光检测结果显示，四组细胞间的

!"#!
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注：A为 Normal组；B为 Control组；C为 shRNA-NC组；D为 shRNA-BRCA1组。

!-H2AX阳性率比较，差异具有统计学意义（!=

117.063,"＜0.01）；进一步比较显示，醋酸铅染毒的

Control组与 shRNA-NC组的 !-H2AX阳性率分别为

（11.01±1.21）%、（10.08±1.12）%，均高于 Normal组

的 （1.02±0.77）%（"＜0.05）。shRNA-BRCA1组的

!-H2AX阳性率为（26.94±2.93）%，显著高于 Control

组、shRNA-NC组及 Normal组（"＜0.05）。见图 2、

表 3。

图1 WesternBlot检测 BRCA1蛋白表达

!"#$%& ' DetectionofBRCA1proteinexpressionbywestern

blot

表2 TK6细胞 #$%&1基因的表达［'=3，（(±)）］

()*+, - Expressionofthe#$%&1geneinTK6cells［'=3,（(±)）］

组别 mRNA相对表达水平
BRCA1蛋白相对表达

水平

Control组 1.00± 0.11 1.00± 0.04

shRNA-NC组 1.11± 0.16 1.14± 0.08

shRNA-BRCA1组 0.20± 0.03ab 0.29± 0.05ab

! 值 57.521 178.036

" 值 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：与 Control组比较：a
"＜0.05；与 shRNA-NC组比较，b

"＜0.05。

注：A为 Normal组；B为 Control组；C为 shRNA-NC组；D为 shRNA-BRCA1组。

图2 免疫荧光检测 γ-H2AX的表达（×600）

."/$%, - Detectionofγ-H2AXexpressionbyimmunofluorescence(×600)

2.3 #$%&1基因沉默对铅诱导 TK6细胞周期的影

响 细胞周期分布显示，四组细胞在 G1期、S期和

G2期的比例差异均具有统计学意义（!=46.511、

307.732、19.266；" 值均＜0.01）。与 Normal组相比，醋

酸铅染毒导致 Control组与 shRNA-NC组细胞 G1期

比例升高，S期比例降低（"＜0.05）。shRNA-BRCA1

组与 Control组及 shRNA-NC组相比，其 G1期比例

进一步升高，S期比例进一步降低（"＜0.05）。在 G2

期，Control组比例显著高于 Normal组 （"＜0.05），

shRNA-BRCA1组 G2期 比 例 高 于 Normal组 与

shRNA-NC组（"＜0.05）。见图 3、表 3。

2.4 #$%&1基因沉默对铅诱导 TK6细胞 !-H2AX

凋亡的影响 四组细胞间的凋亡率比较，差异具有统

计学意义 （!=361.429,"＜0.01）。醋酸铅染毒的

Control组（37.99±1.25）%与 shRNA-NC组（38.52±

1.30）%的凋亡率均高于 Normal组 （8.09±1.09）%

（"＜0.05）。shRNA-BRCA1组的凋亡率 （52.84±

1.21）%显著高于 Control组、shRNA-NC组及 Normal

组（"＜0.05）。见图 4、表 3。

图3 各组细胞周期变化情况

."/$%, 0 Changesincellcycleineachgroup

2.5 铅暴露下 #$%&1基因沉默对 TK6细胞 DNA

损伤修复及信号通路相关蛋白表达的影响

2.5.1 同源重组与非同源末端连接修复相关蛋白的

表达 四组细胞间 BRCA1、Rad51及 53BP1蛋白的

!"#$

! !



现代预防医学 2026年第 53卷第 11期 !"#$%& '%$($&)*($ +$,*-*&$. /012. 3"45 678 9:5 ;;

相对表达水平差异均具有统计学意义（!=148.256、

46.842、123.651；" 值 均 ＜ 0.01）。 与 Normal组 的

BRCA1蛋白相对表达水平（1.00±0.06）相比，醋酸铅

染毒的 Control组与 shRNA-NC组的 BRCA1蛋白相

对表达水平降低（"＜0.05），分别为（0.32±0.04）、

（0.31±0.07）；shRNA-BRCA1组的相对表达水平

（0.09±0.05）进一步低于 Control组及 shRNA-NC组

（"＜0.05）。对于 Rad51蛋白，Control组与 shRNA-NC

组的相对表达水平分别为 （1.97±0.21）、（2.08±

0.23），高于 Normal组的（1.00±0.20）（"＜0.05）；而

shRNA-BRCA1组的相对表达水平（0.52±0.10）低于

Control组及 shRNA-NC组（"＜0.05）。对于 53BP1蛋

白，Control组、shRNA-NC组及 shRNA-BRCA1组的

相对表达水平分别为 （6.59±0.45）、（6.76±0.43）、

（9.73±0.87），均高于 Normal组的（1.00±0.38）（"＜

0.05），且 shRNA-BRCA1组的相对表达水平高于

Control组及 shRNA-NC组（"＜0.05）。见图 5、表 4。

2.5.2 DNA损伤应答信号通路相关蛋白的表达 四

组细胞间 CHK1、DNA-PKcs、ATM及 ATR蛋白的相

对表达水平差异均具有统计学意义（!=7.358、8.253、

121.174、30.994；" 值 均 ＜0.05）。 CHK1蛋 白 在

shRNA-BRCA1组的相对表达水平为（2.35±0.46），

高于 Normal组的（1.00±0.32）（"＜0.05）。DNA-PKcs

蛋白在 shRNA-BRCA1组的相对表达水平为（3.85±

0.93），高于 Normal组的（1.00±0.51）（"＜0.05）。ATM

蛋白在 Control组、shRNA-NC组及 shRNA-BRCA1

组的相对表达水平，分别为（4.13±0.27）、（4.50±

0.30）、（6.10±0.48），均高于 Normal组的 （1.00±

0.24）（"＜0.05），且 shRNA-BRCA1组的相对表达水

平高于 Control组及 shRNA-NC组（"＜0.05）。ATR蛋

白在 Control组、shRNA-NC组及 shRNA-BRCA1组

的相对表达水平分别为（3.27±0.66）、（2.78±0.68）、

（6.25±0.92），均高于 Normal组的（1.00±0.31）（"＜

0.05），且 shRNA-BRCA1组的相对表达水平，高于

Control组及 shRNA-NC组（"＜0.05）。见图 5、表 4。

图4 各组细胞凋亡情况

!"#$%& ' Cellapoptosisineachgroup

表3 各组 TK6细胞 γ-H2AX阳性率、EDU阳性细胞比例、细胞周期分布和细胞凋亡率的结果［#=3，（$±%）］

()*+, - Resultsofγ-H2AXpositiverate,EdUpositivecellratio,cellcycledistribution,andapoptosisrateinTK6cellsofeachgroup

［#=3，（$±%）］

shRNA-NC组 10.08±1.12a 59.95±0.90a 16.38±0.65a 23.67±0.68 38.52±1.30a

shRNA-BRCA1组 26.94±2.93abc 65.31±1.13abc 8.59±0.45abc 26.10±0.41ac 52.84±1.21abc

! 值 117.063 46.511 307.732 19.266 361.429

" 值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

组别 γ-H2AX阳性率（%）
细胞周期分布（%）

G1期 S期 G2期
凋亡率（%）

Normal组

Control组

1.02±0.77

11.01±1.21a

56.00±0.89

59.42±0.97a

21.69±0.41

15.85±0.58a

22.31±0.62

24.73±0.77a

8.09±1.09

37.99±1.25a

注：与 Normal组比较，a
"＜0.05；与 Control组比较，b

"＜0.05；与 shRNA-NC组比较，c
"＜0.05。

图5 WesternBlot检测 BRCA1、Rad51、53BP1、DNA-PKcs、

ATM、ATR和 CHK1蛋白表达

."/$%, 0 DetectionofBRCA1,Rad51,53BP1,DNA-PKcs,ATM,

ATR,andCHK1proteinexpressionbywesternblot

注：A为 Normal组；B为 Control组；C为 shRNA-NC组；D为

shRNA-BRCA1组。

注：A为 Normal组；B为 Control组；C为 shRNA-NC组；D为 shRNA-BRCA1组。

!"#$
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Control组 0.32±0.04a 1.97±0.21a 6.59±0.45a

shRNA-NC组 0.31±0.07a 2.08±0.23a 6.76±0.43a

shRNA-BRCA1组 0.09±0.05abc 0.52±0.10abc 9.73±0.87abc

! 值 148.256 46.842 123.651

" 值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

组别

Normal组

BRCA1蛋白相对

表达水平

1.00±0.06

Rad51蛋白相对

表达水平

1.00±0.20

53BP1蛋白相对

表达水平

1.00±0.38

1.88±0.29 2.49±0.66 4.13±0.27a 3.27±0.66a

1.83±0.34 2.48±0.64 4.50±0.30a 2.78±0.68a

2.35±0.46a 3.85±0.93a 6.10±0.48abc 6.25±0.92abc

7.358 8.253 121.174 30.994

0.011 0.008 ＜0.001 ＜0.001

CHK1蛋白相对

表达水平

DNA-PKcs蛋白

相对表达水平

1.00±0.32 1.00±0.51

ATM蛋白相对

表达水平

ATR蛋白相对

表达水平

1.00±0.24 1.00±0.31

3 讨 论

铅作为明确的环境与职业毒物，其遗传毒性机

制，特别是对 DNA双链断裂修复系统的影响，是阐释

其健康危害的关键。双链断裂的准确修复对于维持

基因组稳定性至关重要，主要依赖于高保真的 HR和

易错的 NHEJ两条通路[8-9]。BRCA1蛋白是 HR修复

途径的核心调控因子，近年来其在肿瘤发生发展中的

功能日益受到关注[10]，不仅参与早期损伤识别与信号

传导，更在启动 DNA末端切除、促进 RAD51核丝形

成等关键步骤中发挥不可替代的作用[11-12]。本研究

首次在铅暴露的背景下，利用人源性 TK6细胞模型

（该细胞具有正常 p53状态及完整二倍体基因组，能

较好模拟人体细胞应答），系统探讨了 #$%&1功能

缺失对铅致双链断裂修复结局的影响。结果揭示，

#$%&1沉默通过破坏 HR/NHEJ修复平衡，显著加剧

了铅的遗传毒性。

本研究首先证实了 #$%&1特异性 shRNA能有

效下调 TK6细胞中 BRCA1的 mRNA和蛋白表达，成

功构建了功能缺失模型。在铅暴露条件下，#$%&1沉

默导致 DNA损伤标志物 !-H2AX的阳性率较单纯

铅染毒组进一步显著升高，表明 #$%&1缺失加剧了

DNA损伤的累积。这一现象与细胞命运的改变相一

致：#$%&1沉默细胞表现出更严重的 G1/S期阻滞和

更高的凋亡率。这提示，当高保真的 HR修复因

#$%&1缺失而受阻时，细胞可能因无法有效修复铅

诱导的双链断裂，从而激活更强的细胞周期检查点并

走向凋亡。

本研究提供了 #$%&1调控修复通路选择的直

接证据。#$%&1沉默后，其下游 HR执行蛋白 Rad51

的表达显著下调，证实 HR通路功能被实质性削弱。

与 此 同 时 ，NHEJ通 路 的 关 键 蛋 白 53BP1和

DNA-PKcs的表达则协同上调。这一“HR抑制

-NHEJ增强”的分子表型与前期 $'(51沉默研究结

果相呼应[7]，但因其作用于 HR通路的更上游，对修复

通路选择的调控作用更为根本。HR与 NHEJ通路存

在竞争关系[13]。#$%&1的缺失削弱了 HR的竞争力，

可能导致更多的双链断裂被导向易错的 NHEJ途径

进行修复。NHEJ介导的修复易产生微小插入或缺

失，是基因组不稳定的重要来源，这为理解铅暴露如

何增加突变负荷提供了新的机制线索。

此外，本研究观察到 #$%&1沉默后，DNA损伤

应答网络的核心激酶 ATM、ATR及其下游效应蛋白

CHK1的表达均进一步升高。这可能是对持续存在且

无法被 HR有效修复的双链断裂的强化反应。强烈的

损伤应答信号一方面可能试图协调修复资源，另一方

面也最终触发了上述的细胞周期阻滞与凋亡程序。

因此，#$%&1在铅毒性中的作用，不仅在于直接参与

修复，还在于其作为修复“传感器”和“调度员”，影响

着全局的损伤应答与细胞命运决策。

综上所述，本研究证实 #$%&1是细胞防御铅诱

导 DNA损伤的关键分子。在铅暴露环境下，#$%&1

功能完整对于维持 HR修复能力、抑制易错修复倾

向、从而保障基因组稳定性至关重要。其功能缺失可

能构成个体对铅遗传毒性敏感性增高的内在风险因

素，为从 DNA修复能力角度评估职业与环境铅暴露

的健康风险提供了新的理论依据。

本研究存在一定局限性。一是，尚未通过 #$%&1

基因回补实验直接证明表型的可逆性；二是，未使用

特异性的 HR或 NHEJ通路抑制剂进一步验证通路

转换的因果关系。未来研究可结合 %$)*"$+%',9基

因编辑、染色质免疫共沉淀及高通量测序技术，深入

解析 #$%&1在铅暴露条件下调控下游修复网络的

具体转录程序与蛋白互作动态，以更全面地阐明其分

子机制。
利益冲突声明 本研究不存在任何利益冲突
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