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综  述 

人类神经退行性疾病相关的三核苷酸重复 DNA 序列不
稳定性机制研究进展 

吕柯孬 1，潘学峰 1,2,3 
1. 北京理工大学生命学院，北京 100081  
2. 河北大学医学院，保定 071030 
3. 河北大学化学与环境科学学院，保定 071002 

摘要: 三核苷酸重复 DNA 序列扩增或缺失不稳定性与 50 多种人类神经退行性疾病有关。与疾病相关的三核

苷酸重复拷贝数的增加或减少，影响了特定基因的表达，或因之产生具有细胞毒性的 RNA 和蛋白质已成为相

关疾病的共有病理机制。现有的研究表明，疾病相关的三核苷酸重复拷贝数的改变有可能起因于相关三核苷酸

重复 DNA 序列的异常 DNA 复制、修复、重组以及基因转录。有关人类遗传学研究也提示，发生在疾病相关

的三核苷酸重复 DNA 部位的异常 DNA 复制、修复、重组或基因转录确有可能在三核苷酸重复 DNA 不稳定过

程中发挥着关键作用。本文根据本课题组的研究经验，综述了近年来有关疾病相关三核苷酸重复不稳定性机制

的研究进展，包括碱基突变不稳定、重复单元的扩增和缺失不稳定，以助更好地理解疾病相关三核苷酸重复

DNA 序列不稳定性的分子机制。 
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Abstract: The expansion and deletion instabilities shown by some trinucleotide repeated DNA sequences are 

associated with more than 50 neurodegenerative diseases in humans. The increase or decrease of the trinucleotide repeat 

units underlying the diseases are not yet clearly explained using any mechanism, but has been found to affect the 

expression of specific genes, or produces cytotoxic RNA and protein, which has now become a common pathological 
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mechanism of the diseases. The ongoing studies have shown that the changes in the copy numbers of the disease-related 

trinucleotide repeats may result from abnormal DNA replication, repair, recombination, and gene transcription. Human 

genetical studies also suggest that abnormal DNA replication, repair, recombination, or gene transcription that occurred 

in the disease-related trinucleotide repeat DNA sites may play a key role in the trinucleotide repeat DNA instabilities. 

Based on the research experiences of our research group, this paper reviews the recent research progress on the 

mechanisms of the disease-associated trinucleotide repeat DNA instabilities including their base mutation instabilities, 

the amplification and deletion instabilities of the repeat units, to better understand the molecular mechanism of the 

disease-associated trinucleotide repeats instabilities. 

Keywords: trinucleotide repeats; expansion instability; RNA: DNA hybrids; non-B DNA secondary structure; neurode-

generative disease 

自 1991 年 Verkerk 等[1]发现位于人类脆性 X 染

色体综合征(fragile X syndrome) FMR-1 基因非编码

区的简单串联重复 DNA 序列为 CGG 三核苷酸重复

DNA 序列(trinucleotide repeats, TNRs)，以及 La Spada
等[2]发现位于肯尼迪氏病(Kennedy’disease，又名 X
连锁脊髓和延髓肌萎缩，X-linked spinal and bulbar 
muscular atrophy)肾上腺受体基因(androgen receptor 
gene, AR)编码区内的简单串联重复 DNA 序列为

CAG 三核苷酸重复 DNA 序列，迄今已发现 50 种以

上的神经退行性疾病与三核苷酸重复 DNA 序列扩

增有关。与疾病有关的三核苷酸重复 DNA 序列的不

稳定性扩增可能位于基因的非编码区，如内含子或

编码序列侧翼的非翻译调控区[如脆性 X 染色体综

合征、弗洛里德共济失调(Friedreich ataxia, FRDA)、
强直性肌营养不良(myotonic dystrophy, MD)及脊髓

小脑共济失调 8 型(spinocerebellar ataxia type 8)等]。
在这种情况下，三核苷酸重复 DNA 序列可能因扩增

而变得很长，由成千上万个重复单位组成。这些新

增的三核苷酸重复 DNA 通过多种机制对受累基因

产生影响，如诱导基因沉默而造成功能丧失(loss of 
function)，或通过其他方式获得新功能 (gain of 
function)，如从有义链或反义链产生“毒性”RNA[3,4]。

这些毒性 RNA 干扰 mRNA 正常加工以及与特定蛋

白的结合。位于编码序列内的三核苷酸重复 DNA 序

列的扩增与非编码区域内发生的三核苷酸重复

DNA 序列扩增相比，其长度往往适中[5,6]，而且均为

CAG 重复序列，编码聚谷氨酰胺 (polyglutamine, 
polyQ)[7]。据此，人们通常把三核苷酸重复 DNA 序

列有关的神经退行疾病分为三类：第一类由 CAG 重

复序列引起，包含亨廷顿舞蹈病(Huntington’s disease, 
HD)和脊髓小脑共济失调(spinocerebellar ataxia)等
在内的 16 种疾病[8~10]；第二类是在表型上更加多样

化且异常扩增规模较小，由存在于外显子中的三核

苷酸重复 DNA 序列不稳定性扩增引起[11,12]；第三类

则与位于内含子等非编码区的三核苷酸重复 DNA
序列不稳定有关，包括脆性 X 染色体综合征、强直

性肌营养不良、脊髓小脑共济失调、青少年肌阵挛

性癫痫(juvenile myoclonic epilepsy, JME)和弗里德

里希共济失调[13]。除此以外，还可依据病理过程中

涉及由扩增的 CAG 三核苷酸重复 DNA 序列编码而

产生的 polyQ 的影响，分为 polyQ 疾病和非 polyQ
疾病(表 1)。其中属于 polyQ 疾病的病理共性涉及蛋

白质聚集、蛋白水解切割、转录失调、自噬损伤和

线粒体功能障碍等分子机制 [14]。但最近的研究对

polyQ 长度决定发病率这一观点提出质疑，转而认

为 polyQ 疾病的发病率取决于多个 DNA 维持基因多

态性变异[15]。 
尽管对引发多种神经系统疾病的三核苷酸重复

DNA 序列异常扩增机制和表现出染色体“脆性”

(fragility)现象的研究已历时数十年之久，但迄今依

然对疾病状态下三核苷酸重复 DNA 序列异常扩增

的分子机制缺乏透彻理解。在相当长的一段时间里，

很多人相信疾病相关三核苷酸重复 DNA 序列在特

定情况下通过形成非 B 型 DNA 结构(non-B DNA 
structure)影响 DNA 复制、基因转录、修复、重组等

过程，并由此影响自身在基因组内的稳定性，出现

碱基突变、重复单位的扩增或缺失[32,33]。但已报道

的研究表明，至少在细菌、酵母(Saccharomyces)、线 
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表 1  与三核苷酸重复扩增相关的疾病信息汇总 
Table 1  Summary of the trinucleotide repeat expansions associated disease information 

类型 疾病名称 基因 三核苷酸重 
复 DNA 序列 

基因 
结构 

染色体 
定位 

正常 
重复数 

异常 
重复数 

首次报 
道时间 

参考 
文献 

PolyQ 
三核苷

酸扩增

性疾病 

脊髓小脑共济失调 1 型 ATXN1 CAG ORF 6p22.3 6~9 41~83 1993 [16] 

脊髓小脑共济失调 2 型 ATXN2 CAG ORF 12q24.12 14~32 33~200 1996 [17,18] 

脊髓小脑共济失调 3 型 ATXN3 CAG ORF 14q32.12 12~40 55~86 1994 [19] 

脊髓小脑共济失调 6 型 CACNA1A CAG ORF 19p13.13 4~18 21~33 1997 [20] 

脊髓小脑共济失调 7 型 ATXN7 CAG ORF 3p14.1  7~17 38~120 1997 [21] 

脊髓小脑共济失调 12 型 PPP2R2B CAG 5′UTR 5q32 7~41 >51 1999 [22] 

脊髓小脑共济失调 17 型 TBP CAG ORF 6q27 25~44 47~63 2001 [23] 

亨廷顿舞蹈病 HTT  CAG ORF 4p16.3 6~35 36~250 1993 [24] 

脊髓延髓肌萎缩 AR CAG ORF Xq12 9~36 38~62 1991 [25] 

非 polyQ 
三核苷 
酸扩增 
性疾病 

易碎性 X 综合征 FMR1 CGG 5′UTR Xq27.3 6~53 >230 1991 [26,27] 

易碎性 X 智力低下(马丁–贝尔综合征) FMR2 CGG 5′UTR Xq28 6~53 >200 1993 [28] 

弗洛里德共济失调 FXN GAA 内含子 9q21.11 7~34 >70 1996 [29] 

强直性肌营养不良 DMPK CTG 3′UTR 19q13.32 5~37 >50 1992 [30] 

脊髓小脑共济失调 8 型 SCA8 CTG ORF 13q21.33 16~37 90~250 1999 [31] 

 
虫(Caenorhabditis elegans)或人类细胞系(human cell 
lines)等模式生物中疾病相关的三核苷酸重复 DNA
序列所能表现的不稳定性多为“变短”(缺失)[34]，

而不是患者基因中所表现的“变长”(扩增)。更为遗

憾的是，很多利用模式生物所得到的研究结果也通

常自相或者相互矛盾，因此很难对现有的任何一种

机制达成共识，很难真正明确疾病状态下三核苷酸

重复 DNA 序列体内扩增机制及与疾病发生和发展

相关的病理机制[35,36]。基于本课题组多年的研究经

验，并结合人类基因组内不同位点处三核苷酸重复

DNA 序列以纯合(pure repeats)和非纯合(interrupted 
repeats)形式分布所表现出的稳定性差异，本文尝试

把疾病相关的三核苷酸重复 DNA 序列的稳定性分

为碱基突变不稳定(base mutation instability)和重复

单位扩增和缺失不稳定(repeats expansion instability)，
并针对疾病状态下这些不稳定性发生的分子机制进

行了系统论述。 

1  三核苷酸重复DNA序列不稳定诱发的

细胞毒性与疾病病理关联 

三核苷酸重复 DNA 序列疾病的致病原因可分

为基因功能丧失和所编码产物功能的改变。与基因

功能丧失有关的症候多以常染色体隐性或者 X 连锁

隐性方式外显；而起因于基因编码产物功能改变的

症候则一般以常染色体显性或者 X 连锁显性遗传方

式外显[37]。三核苷酸重复不稳定性扩增会诱导细胞

产生代谢改变，从而损害特定组织的特定功能，其

机制主要包括蛋白质功能的丧失、RNA 或蛋白质水

平上的毒性增加[38]。位于可编码区的重复序列扩增

会导致转录缺陷，从而使功能基因失活丧失作用。

这种转录缺陷通常表现为改变基因启动子的甲基化

模式[39,40]、改变 mRNA 的剪接模式[41]，或者直接改

变蛋白表达水平[42]。较长的重复序列会阻碍相应基

因的转录，因为它需要更长的转录时间以及资源，

会使相应基因产物减少[43]。例如，重复序列可能会

形成 R-环(RNA-DNA 杂交体)，这种异常的二级结

构会直接影响基因转录。在 FRDA 中，由于 FXN 基

因中的 GAA 重复序列形成了 R 环结构，导致 RNA
聚合酶无法通过从而阻碍基因的正常转录[29,44,45]。

越来越多的证据表明，某些重复序列自身会表现出

或强或弱的细胞毒性。转录形成的 RNA 会参与多价

碱基配对，从而导致其凝胶化，最终聚集汇成核灶[46]。

这些 RNA 会螯合某些结合蛋白，通过破坏核孔复合

物，损害 mRNA 的转运[47]。Thomas 等[48]发现虽然

组蛋白甲基转移酶与富含 GC 的 RNA 体外结合能力
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较弱，但受到体内解旋酶和 RNA 结合蛋白等蛋白因

子的调节会形成高不溶性复合物。蛋白质毒性增加

也会导致细胞毒性。例如，CAG 重复序列会翻译成

多聚谷氨酰胺片段(polyQ 片段)，polyQ 片段错误折

叠形成 β-折叠结构会表现出异常的极性从而非特异

性结合各种调节蛋白，最终在神经元细胞中汇集成

毒性包涵体[49]。 

2  三核苷酸重复DNA序列不稳定性的分

子机制 

人类基因组中含有大量的串联重复DNA序列[50]，

主要分布在染色体的着丝粒、端粒和某些基因的调

节区域[51]。已知的大多数串联重复 DNA 序列并不

会出现急剧扩增，只有部分三核苷酸重复 DNA 序列

会易于大规模扩增导致疾病(表 1)。体外研究发现，

与疾病相关的三核苷酸重复 DNA 序列通常会形成

分子内结构影响基因转录、翻译和与某些特定蛋白

结合。比如，部分三核苷酸重复 DNA 序列易形成 R
环阻碍基因转录，导致编码蛋白表达的降低。而富

含 GC 的三核苷酸重复 DNA 序列则会发生超甲基化，

从而沉默基因(例如 FXS、FRAXE)或者采用高度稳

定的分子内折叠结合 RNA 结合蛋白(例如 DM1、
FXTAS、SCA6、SCA3)[52]。在亨廷顿氏病和肌强直

性营养不良中重复序列还会通过复制叉停滞引发三

核苷酸重复扩增疾病[53,54]。针对这些现象，研究者

们提出了不同的分子机制模型试图解释三核苷酸重

复 DNA 序列的扩增机制。 

2.1  非 B 型 DNA 二级结构介导的扩增机制 

除经典的 B 型构象(B conformation)之外，DNA
分子还能在特定条件下形成非 B 型二级结构(non-B 
DNA secondary structure)[55]，与三核苷酸重复不稳定

有关的非 B 型 DNA 二级结构见表 2。表 2 列出了三

核苷酸重复 DNA 序列所能形成的“slipped DNA”(滑
脱 DNA)、H-DNA、G4 偶联体和含错配对的发卡结

构等主要形式(表 2)。这些非 B 型 DNA 二级结构一

旦出现在 DNA 复制、修复、重组和转录过程中则有

可能介导三核苷酸重复 DNA 序列的碱基突变不稳

定和重复单位扩增和缺失不稳定的发生。 

2.1.1  DNA 滑脱复制机制 

DNA滑脱复制(slippage DNA replication)模型见

图 1。此模型的建立是基于疾病相关的三核苷酸重

复 DNA 序列在复制或修复过程中常伴随局部的缺

失或插入(deletion/insertion, D/I) (图 1)[56,57]。大量的

体外研究证据表明，体外复制三核苷酸重复 DNA 序

列时，DNA 复制酶会与重复 DNA 序列模板频繁发

生“脱离–识别”，使得新合成链的 3′端有机会沿模

板链“回缩”，然后再与重复序列中的另外一组重复

单位配对，重新进行 DNA 复制(图 1)。这种 DNA 复

制使得三核苷酸重复 DNA 的某些区段会被更多或

者更少的复制[57]。尽管 DNA 滑脱模型可以通过体

外实验得以验证，但该模型无法解释为什么只有部

分重复序列会出现急剧不稳定性扩增，而其他序列

不容易发生；也无法解释扩增的不稳定性是指数增

加而非线性增加。 

 
表 2  三核苷酸重复 DNA 形成的非 B 型 DNA 二级结构 
Table 2  Schematic diagram of non-B DNA secondary structures adopted by trinucleotide repeats DNA 

非 B 型 DNA 二级结构 Slipped DNA H-DNA G4 偶联体 含错配发卡结构 

示意图 

    

三核苷酸重复 DNA 序列 所有 10 种三核苷酸重复 GAA CGG CAG 

TTC AGG CTG 

 TGG CGG 

  CCG 
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图 1  三核苷酸重复 DNA 序列的滑脱复制 
Fig. 1  Slippage DNA replication of the trinucleotide 

repeats 
复制或修复过程中，新合成链 3′段回缩导致 DNA 局部错位；复

制或转录过程继续进行，导致重复序列异常增加或减少。 
 

2.1.2  DNA 解链元件 

因为 DNA 滑脱模型无法完美解释观察到的现

象，研究者转而试图探究在包括 DNA 复制、转录、

修复和重组等代谢过程中双链 DNA 被解链呈 DNA
单链后形成可替代 DNA 结构(H-DNA、G4 偶联体、

含错配的发卡等(结构见表 2)对三核苷酸重复 DNA
序列扩增和缺失不稳定性的可能贡献。 
2.1.2.1  H-DNA 与三核苷酸重复 DNA 序列不稳定 

1987 年首次报道了嘌呤-嘧啶镜面重复序列可

以形成分子内三螺旋 DNA 结构，被称为 H-DNA (表
2)。它们通过分子内的 Hoogsteen 或反向 Hoogsteen
碱基对堆叠以及𝜋𝜋-𝜋𝜋相互作用而稳定 [58]，一半的

DNA 链通过折回与对应镜像链结合形成三重螺旋。

H-DNA 的形成在负超螺旋 DNA 中是有利的，因为

它在拓扑学上等同于 DNA 的展开。H-DNA 结构在

真核生物中普遍存在，这暗示它们在基因组功能上

有进化保守作用。它的存在可能涉及 DNA 复制及转

录的停止，促进双链断裂，引发相应的修复[59]，因

此 H-DNA 的形成可能是部分三核苷酸重复 DNA 序

列不稳定性扩增的关键。 
2.1.2.2  G4 偶联体与三核苷酸重复 DNA 序列不稳定 

G4 偶联体首次发现是在免疫球蛋白转换区，它

是四链 DNA 结构，由多个 π-π 键相互作用构成。在

单价阳离子钠和钾的存在下，G4 偶联体可以稳定存

在(表 2)。G4 偶联体具有多种异构体形式，以很高

的丰度存在于诸多生物的基因组中，在人等真核生

物染色体端粒及一些区域最为常见。能够形成 G4
偶联体的三核苷酸重复 DNA 序列是 CGG、AGG 和

TGG，其中 CGG 与包括脆性 X 染色体综合征在内

的人类多种退行性疾病相关联[60]，而 TGG 则与人群

中复发性 14q32.2 染色体微缺失(recurrent 14q32.2 
microdeletion)有关[61,62]。G4 偶联体可以干扰转录、

影响基因组的完整性，甚至会促进 DNA 的双链断裂，

这预示着 G4 偶联体在三核苷酸重复 DNA 序列不稳

定性扩增中起着重要作用。 
2.1.2.3  含错配的发卡结构与三核苷酸重复 DNA序

列不稳定 
最早由美国 McMurray 实验室证明的含错配发

卡结构(也称作 DNA 十字形或 S-DNA)[63]，由其上游

序列通过正常的 Watson-Crick 碱基配对与互补的下

游区域退火结合形成(表 2)。实验证明三核苷酸重复

DNA 序列 CAG、CTG、CGG 和 CCG 等会形成含错

配的发卡结构。DNA 十字形和 S-DNA 在形成动力

学上存在差异[64]。DNA 十字形初期的形成非常缓慢，

它需要形成中心气泡，然后 DNA 链再退火形成十字

形；而 S-DNA 则需要先解链一段较长的 DNA，然

后通过单链 DNA 进行退火配对，因其构象在热力学

上是不利的，因而 S-DNA 无法轻易转化为双链 DNA。

涉及 DNA 双链展开的含错配的发卡结构在拓扑异

构学上等同于完全解链的 DNA，因而在 DNA 复制、

转录以及修复中起重要作用[65]。 
2.1.2.4  基于非 B 型 DNA 二级结构的其他机制 

三核苷酸重复 DNA 序列形成的非 B 型 DNA 二

级结构可以帮助疾病相关的三核苷酸重复 DNA 序

列逃避细胞内忠实的 DNA 复制模式，从而造成包括

重复序列扩增不稳定在内的多种影响，这些影响有

可能转而加剧三核苷酸序列的扩增不稳定。与此有

关的研究包括 CAG 重复扩增产生的 siRNA 可以通

过 RNAi 在体外有效的杀死癌症细胞，这至少表明

癌细胞对三核苷酸不稳定性扩增衍生的 siRNA 特别 
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敏感 [66]；而利用锌指蛋白转录因子(ZFP-TFs)或者

CRISPR/Cas9 靶向 CAG致病重复序列选择性降低突

变蛋白表达的治疗策略在小鼠脑中表现较好的耐受

性，并使小鼠脑在分子生物学、组织病理学、电生

理学等多方面得到改进[67~70]。除此之外，重复相关

的非 AUG 翻译中发现 RNA 二级结构和启动子保真

度是调节 FMR1 RNA 翻译的关键因素[27]。此类实验

结果暗示有必要进一步探究基于非 B 型 DNA 二级

结构影响的更为复杂的三核苷酸重复 DNA 序列扩

增机制。 

2.2  三核苷酸重复 DNA 不稳定性扩增的其他

机制 

2.2.1 “ori-shift/switch”模型 

已有的研究数据表明，疾病相关的三核苷酸重

复 DNA 序列不稳定性可以表现出对 DNA 复制方向

的依赖性。有人据此提出了“ori-shift/switch”模型(图
2)。该模型假定重复序列复制时三核苷酸重复 DNA
序列与复制起始位点 ori 之间发生了 DNA 序列插入

(图 2A)，或位于三核苷酸重复 DNA 序列一侧的复

制起始位点失活，重复序列转而利用其相反一侧的

DNA 复制起点进行复制(图 2 B)。这种复制方向的改

变会使得特定三核苷酸重复 DNA 序列的稳定性发

生变化，从而表现出模型实验或临床实践中常见的

三核苷酸重复 DNA 序列的扩增和缺失[71]。这个模

型强调了三核苷酸重复 DNA 序列的稳定性可能很

大程度上取决于它与最近复制起始位点的距离(图
2A)或复制起始位点的使用(图 2B)。具有扩增潜力的

三核苷酸重复 DNA 序列本身有可能会影响邻近

DNA 复制起始位点的使用，因此促发 DNA 复制起

始位点的转换。这种模型可以帮助理解疾病相关的

三核苷酸重复 DNA 序列不稳定性的改变可表现出

“阈值”的现象，即当重复序列拷贝数达到一定数

目之后，相应的三核苷酸重复 DNA 序列会愈发不

稳定。 

2.2.2  R-环介导的扩增机制  

以上所有机制模型都无法完美的解释三核苷酸

重复 DNA 序列的不稳定性扩增，基于多年的研究积

累本课题组在 2006 年首次提出了 R-环介导的扩增

机制[72,73]。已有的实验数据证明，重复序列越长给

细胞生长造成的压力越大，而当重复数增加达到相

应阈值后会造成细胞无法继续生长。有学者认为这

可能是达到特定阈值的三核苷酸重复 DNA 序列会

首先影响细胞内的 DNA 复制，而本课题组一步的研

究表明，造成这一现象的真正原因是在转录过程中

出现了障碍。通过抑制转录过程，可以使原本无法

正常生长的细胞恢复生长，这表明复制障碍在其中

的作用不大 (待发表 )。通过对这些三核苷酸重复 
 

 
 

图 2  ori-shift/switch 机制 
Fig. 2  ori-shift/switch mechanism 
A：插入因改变三核苷酸重复 DNA 与 ori 的距离从而引发三核苷酸重复 DNA 序列扩增或缺失；B：重复序列一侧的复制起点失活，

激活位于相反一侧的隐性复制起始位点，从而使重复序列发生扩增或缺失。 
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DNA 序列片段的进一步分析发现，带有特定碱基突

变或序列缺失的长三核苷酸重复 DNA 序列可逃逸

基因转录压力，从而避免对细胞生长繁殖的影响，

而未能获得碱基突变或序列缺失的长三核苷酸重复

DNA 序列依然能够在基因转录过程中出现问题，从

而影响细胞的正常繁殖。这一现象暗示了，在转录

过程中，达到阈值的重复序列会产生特定的二级结

构，这一构象会阻碍转录的正常进行，进而引发一

系列的修复反应，但精确修复过后的细胞仍然面临

相同的问题，无法越过转录障碍陷入修复循环，导

致细胞无法生长繁殖最终死亡。更直接的证据是在

我们选用了不忠实的 DNA 复制酶后，原本无法正常

生长繁殖的带有长重复序列的细胞可以恢复生长。

通过分析 DNA 提取物，我发现长重复序列形成了特

殊的二级结构，结合之前的研究结果，我们进一步

完善了 R-环介导的扩增机制[71~76]。 
基因转录需要在 RNA 聚合酶的催化下，以双链 

DNA 中的一条链为模板合成 RNA。正常情形下，基

因转录产生的 RNA 分子必须在转录泡后方与 DNA
模板分开，以容许两条被打开呈单链状态的 DNA 分

子重新恢复成双链 DNA。但包括本课题组在内的一

些实验室的研究表明，发生在 GAA•TTC、CGG•CCG
和 CAG•CTG 等疾病相关的三核苷酸重复 DNA 序列

部位的基因转录所合成的 RNA 分子通常难以与其

模板 DNA 分开，或很容易重新与模板 DNA 复性形

成 RNA:DNA 杂交体。这种 RNA:DNA 杂交体与非

模板链一起被称为 R-环结构[45]。R-环结构的形成不

仅会阻碍转录复合体的正常通过，使转录暂停并能

引发修复反应。当 R-环在模板链上形成时，它会留

下互补的部分单链，从而诱发非 B DNA 结构的形成。

因此，一方面，R-环在调节基因表达和转录终止过

程中起重要作用。另一方面，它们还可以阻止复制

和转录，造成复制-转录冲突，并通过引发修复造成

DNA 链断裂(DSB)，造成基因组不稳定。这一机制

过程可以完美的解释目前实验中观察到的现象。在

实验过程中本课题还发现，当 CTG 重复序列位于前

导链时的抑制程度要比含相同重复单位的 CAG 重

复序列位于前导链更加严重。通过对转录产物进行

热力学稳定性分析发现 CTG 形成的二级结构要比

CAG 形成的二级结构更加稳定(待发表)。这种情况

解释了转录复合体以 CAG 重复序列为模板进行转

录比以 CTG 重复序列为模板进行转录更具优势的

原因。 

2.2.3  不忠实同源重组促发三核苷酸重复 DNA
序列不稳定 

人类基因组中以纯合和非纯合形式分布着 10
种类型的三核苷酸重复 DNA 序列(图 3)[77]，其中，

尚未明确与任何人类疾病有关的 TAA、CAA 三核苷

酸重复 DNA 序列多以含有 8 个重复单位及以上的纯

合形式存在，ATG、GGA 和 TGG 则表现为单位重

复数多于或等于 100 的非纯合形式明显多于纯合形

式(图 3)。而与疾病密切相关的三核苷酸重复 DNA
序列中的 CAG•CTG、CGG•CCG 则多以重复单位数

小于或等于 8 的纯合形式存在，鲜见重复单位数大

于 100 非纯合形式，而 GAA•TTC 则表现为重复单

位数多于或等于 100 的非纯合形式多于含重复单位

数为 8 及以上的纯合形式(图 3)。 
本课题组在研究中发现，利用克隆手段构建与

疾病相关的长三核苷酸重复 DNA 序列过程中存在

着一个 DNA 突变阈值，即当所构建的重复序列的重

复单位数达到一定值后，所得到的重复序列多为非

纯合重复序列，很少或几乎得不到不含碱基突变和

缺失的纯合形式的三核苷酸重复 DNA 序列。显然这

种 DNA 突变阈值有别于三核苷酸重复 DNA 序列体

内所能表现出的扩增阈值。当前这种情况已被多个

实验室确证[78,79]。据此，我们推测 DNA 碱基突变阈

值的出现可能与三核苷酸重复以如图 4 所示的同源 
 

 
 

图 3  人类基因组中三核苷酸重复 DNA 序列的分布 
Fig. 3  Distribution of trinucleotide repeats in human 

genome 
参照文献[77]等呈现的数据信息绘制。 
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复制机制有关(图 4)。当三核苷酸序列重复数目达到

一定值后，序列本身会对复制或转录造成阻碍。可

预见的情形包括 DNA 聚合酶转换(DNA polymerase 
switching)，即由原本使用具有校对活性的 DNA 聚

合酶转而使用不具校对活性的 DNA 聚合酶复制处

于 DNA 突变阈值的三核苷酸重复 DNA 序列。在这

个过程中，包括碱基错配对修复蛋白 MutS (原核)和
MSH2-MSH6(真核)等会参与其中，这种情况反而带

来了更大困难和更高的出错率。为了验证这种可能

性，本课题组曾把 DNA 聚合酶的校对活性灭活或者

高表达缺乏校对活性的不忠实 DNA 聚合酶 DinB 
(又称 DNA 聚合酶 IV，与人类细胞内的 DNA 聚合

酶 Pol κ相当，是三界生物共有的一种不具 3′→5′校
对活性的非忠实性 DNA 复制酶)反而会大大降低重

复序列出错的几率。之所以会出现这种 DNA 复制忠

实性的悖论，我们认为这是由于已处于 DNA 突变阈

值的三核苷酸重复 DNA 序列本身不容易被复制和

转录，特别当碱基错配修复蛋白试图修复 DNA 复制

或转录过程中的问题模板时反而会进一步增加相关

三核苷酸重复 DNA 序列区的 DNA 复制和基因转录

的难度，此时，有可能进一步转化出包括 DNA 链断

裂(如 Mre11 等结构特异性核酸酶的内切)在内的

DNA 损伤，迫使细胞调用包括同源重组依赖的 DNA
复制机制参与三核苷酸重复 DNA 序列的复制。此时

一旦发生不忠实性同源重组(如图 5 所示)就有可能

使处于 DNA 突变阈值的三核苷酸重复 DNA 序列进

入重复单位数扩增阈值。这种策略是生物体为了降

低复制和转录时的出错率进化出来的；当只有不忠 
 

 
 

图 4  三核苷酸重复 DNA 序列同源复制机制 
Fig. 4  The homologous replication mechanism of TNRs 
A：同源染色体在重复序列发生交换，一条染色体获得收缩的重复序列，而另一条染色体获得扩增的重复序列；B：重复序列发生双

链断裂，单链重复末端退火连接，多余末端切除导致重复序列收缩；C：重复序列处双链断裂，引发修复机制，导致重复序列的异常

扩增。 
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图 5  同源重组不忠实性机制 
Fig. 5  Mechanism of unfaithful homologous recombination 
重复序列阻碍复制正常进行，导致双链断裂，诱发修复机制，在忠实修复失败后，以出错率更高的不忠实酶进行修复越过重复序列

障碍。 
 

实酶时会更容易跨越障碍，降低出错率。这一策略

对本身有复制转录障碍的重复序列而言是可行的，

但是对生物体复制转录其他正常序列时则是一个灾

难。目前本课题组已经利用大肠杆菌的 DNA 聚合酶

IV (DinB)不忠实复制系统初步证实了这一猜测。简

言之，重复序列本身存在的复制和转录困难，会造

成双链断裂，同源重组时为了精准修复带来了更高

的出错率，这可能是三核苷酸重复 DNA 序列碱基突

变不稳定和重复单位数扩增或缺失不稳定性发生的

一种综合机制。 

3  结语与展望 

三核苷酸重复不稳定相关疾病的发病年龄和疾

病进展由两种不同机制共同控制，以等位基因存在

的三核苷酸重复的拷贝数的多少并不直接表现出明

确的细胞毒性。但是，这些重复序列会在某些组织

的体细胞中扩增，当重复序列的重复单位数目超过

疾病所需阈值时，则会通过快速出现的细胞毒性引

发疾病。随后，症候进程主要决定于扩增所能产生

的细胞毒性大小。这解释了杂合性和纯合性患者的

发病年龄对遗传重复序列数目的依赖性。大量的研

究表明，三核苷酸重复 DNA 序列通常在复制、转录

或者修复时形成非 B 型 DNA 二级结构，然后诱发

多种类型的修复。将 DNA 二级结构切除或转而衍生

出包括 DNA 双链断裂在内的 DNA 损伤，对于这种

损伤的重组修复可能导致了三核苷酸重复 DNA 的

扩增或缺失。显然，上述过程受制于三核苷酸重复

DNA 序列的种类、在染色体中的位置，以及所处细

胞的类型等因素。尽管目前已在包括人类细胞系在
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内的多种模式生物中试图重现疾病状态下的三核苷

酸重复不稳定性扩增过程，但由于技术限制，有关

三核苷酸重复是否在体内形成非 B 型 DNA 构象，

以及形成何种类型的非 B 型 DNA 构象很难直接呈

现。临床状态下，三核苷酸重复 DNA 序列可能形成

的非 B型 DNA二级结构如何通过影响 DNA的复制、

转录发生扩增需深入研究。简言之，尽管研究使用

的模式生物拥有完整的复制、转录、修复机制，但

它们在疾病发生发展过程中的实际作用依然难以确

认。特别是疾病相关的三核苷酸重复 DNA 序列所在

细胞内的蛋白组差异(功能不同的细胞，其蛋白组不

同)、所在染色体上的位置差异是否会直接影响非 B
型 DNA 二级结构的形成以及非 B 型 DNA 二级结构

形成后细胞对它们的修复也需进一步研究。到目前

为止，虽然三核苷酸重复相关的绝大多数人类疾病

尚缺乏有效的治疗手段，但随着对疾病相关的三核

苷酸重复 DNA 序列扩增机制的深入了解，相信终

将会获得有效治疗的方法。比如，利用类似于

CRISPR/Cas9 的基因编辑技术删除扩增后的三核苷

酸重复 DNA 序列，避免这些三核苷酸重复 DNA 序

列处在拷贝数扩增阈值之上，通过降低非 B 型二级

DNA 结构形成的能力，可能会是一种很有前途的治

疗的策略。 
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