
暋暋文章编号:1007-4627(2006)03-0322-04

呼吸缺陷型酵母菌株的离子束辐射敏感性研究*
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摘暋要:选取一株由离子束辐照诱变获得的呼吸缺陷型酵母菌株,研究其在不同离子辐照剂量范

围的辐射敏感性。结果发现,呼吸缺陷型酵母菌株因其线粒体及线粒体 DNA 发生突变,在离子

束辐照时,在低剂量区域表现出较高辐射敏感性,在高剂量区则表现出对于辐射的抗性。
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1暋引言

暋暋电离辐射诱发细胞的凋亡或坏死是无可争议的

事实,但对其机制有不同的认识,而且不同种类的

细胞对电离辐射的敏感性也有明显的差别。研究结

果表明,低剂量电离辐射导致细胞死亡的主要机制

是细胞凋亡[1]。引起凋亡的途径可能有二:一是电

离辐射在细胞质中产生许多自由基,主要是活性氧

自由基(ROS)[2],它不仅可以引起核 DNA 的单链

和双链断裂,导致变异,而且还可以引起细胞的凋

亡;二是低剂量电离辐射改变了由线粒体介导的细

胞凋亡信号通路,促使细胞色素c或其它促凋亡因

子释放到细胞质,从而启动凋亡程序[3—5]。高剂量

辐射则主要以直接和间接的方式引起细胞坏死。
呼吸缺陷型酵母菌株是一类酵母线粒体 DNA

发生突变的菌株,其糖酵解酶系和醇脱氢酶系的活

性很高,利 用 它 可 提 高 发 酵 能 力,增 加 酒 精 产

量[6,7],因此在实际生产中倍受重视。但是,与正

常的酵母菌株相比,它对电离辐射的敏感性有什么

变化,在不同的剂量区(低剂量区和高剂量区)的表

现有何差异? 这些都是需要深入研究的问题。我们

选用通过重离子辐照获取的呼吸缺陷型酵母菌株,
再经不同剂量的重离子辐照后测其存活曲线。结果

表明,在低剂量区(<1Gy),呼吸缺陷型酵母菌株

的存活率明显低于野生菌株,而在高剂量区(>1
Gy),呼吸缺陷菌株的存活率则高于野生菌株。这

表明呼吸缺陷型酵母菌株对于重离子束的再次辐照

在低剂量区呈现出较高的敏感性,而在高剂量情况

下又呈现一定的抗性[8]。

2暋材料与方法

暋暋实验菌株为啤酒酵母(Saccharomycescerevisi灢
ae),由兰州黄河啤酒厂提供。利用能量为5.19
MeV/u的22Ne5+ 辐照啤酒酵母菌株,采用2灢,3灢,

5灢氯化三苯基四氮唑(TTC)筛选培养基快速筛选

呼吸缺陷型酵母菌株。通过一种新型而简便的线粒

体DNA限制性酶切分析手段(mtDNARFLP),对

候选的呼吸缺陷型酵母菌株进行遗传学快速鉴定。
菌株的培养与呼吸缺陷型酵母菌株的筛选及限制性

酶切分析实验操作见文献[9]。本次实验所选用的

呼吸缺陷型酵母菌株是在注量为6暳105ion/cm2

离子束辐照后筛选获得的。
将对数生长期的细胞(浓度分别为野生型2暳

104cell/毺L,缺陷型1暳104cell/毺L)置于200毺L离

心管中,利用兰州重离子研究装置提供的能量为

80.55MeV/u的12C6+ 进行辐照,设0,0.15,0.3,

0.45,0.6,0.75,0.9,1.05,1.2,2.4,4.8,6,8
和10共14个剂量点,剂量率0.2Gy/min,每个注

量点3个平行样,分次实施照射。
将辐照后的细胞按一定比例稀释,涂 YPD 平

板,28曟培养72小时,统计菌落数目并计算两种
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酵母细胞辐照后的存活率。

3暋结果与分析

3.1暋呼吸缺陷型与野生型酵母菌株其线粒体DNA
限制性酶切分析比较

暋暋首先对离子束辐照后所筛选出来的呼吸缺陷型

酵母菌株和野生型菌株的线粒体 DNA 选用两种酶

进行了限制性酶切实验,酶切后的电泳图谱示于图

1。从图中可以看出,呼吸缺陷型酵母菌株其线粒

体DNA与野生型菌株的相比发生很大变化,主要

表现为其限制性酶片段发生大量缺失。这说明离子

束辐照后酵母 mtDNA 受到非常严重的辐射损伤,
可能导致 mtDNA编码蛋白功能变化,从而造成与

线粒体相关生物学效应的变化,例如酵母细胞的辐

射敏感性。

图1暋呼吸缺陷型及野生型啤酒酵母线粒体 DNA限制性酶

切分析图谱

HinfI和 HaeIII是两个不同限制性内切酶,氀- 为筛选出来

的呼吸缺陷型酵母菌株,wt为野生型酵母菌株,M 为分子

量标准。

3.2暋野生型与呼吸缺陷型酵母菌株经12C6+ 辐照后

的存活曲线

暋暋辐照后野生型和呼吸缺陷型酵母菌株的存活曲

线如图2所示。从图中可以看出,呼吸缺陷型酵母

菌株的存活曲线与野生型的有明显不同,呼吸缺陷

型酵母菌株在低剂量离子束辐照下表现出典型的超

敏感性,而野生型酵母菌株的低剂量超敏感性效应

不明显。野生型酵母菌株随着剂量的增加,存活率

逐渐降低;而呼吸缺陷型酵母菌株在0—0.6Gy范

围内随着剂量增加存活率降低,在0.6—1.05Gy
之内存活率反而逐渐增加,1.05Gy之后,其存活

率又逐渐降低。更重要的是,与野生型菌株相比,
在不同的剂量范围呼吸缺陷型酵母菌株对于辐射的

敏感性是不同的。在低剂量范围,呼吸缺陷型酵母

菌株的存活率比野生型菌株的低,即对射线比较敏

感;在中高剂量范围,其存活率又比野生型菌株

高,表现出对离子束辐照的耐受性。本实验数据具

有统计学意义:0.6Gy,P=0.028;0.75Gy,P=

0.023;1.05Gy,P=0.009;1.2Gy,P=0.019。

图2暋呼吸缺陷型和野生型啤酒酵母经12C6+ 辐照后的存活

曲线
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4暋讨论

暋暋重离子束辐射可以引起细胞各种生物学效应并

导致细胞死亡[10—12],而凋亡被认为是辐射致死的

主要形式之一。线粒体 DNA 的突变可能影响辐射

诱导的细胞凋亡,这与线粒体介导的细胞凋亡信号

转导途径密切相关。线粒体通过释放细胞色素c,
在 ATP或dATP的协同作用下与凋亡蛋白酶活化

因子I(apoptosisproteaseactivatingfactorI,简称

ApafI)结合,激活细胞质中的细胞凋亡执行分子

(caspases)在细胞凋亡中发挥中心调控作用[4]。

Bcl灢2家族主要包括抑制凋亡成员及促凋亡成员,

这些蛋白三维结构的变化对细胞色素c的释放起重

要的调控作用[13,14]。另有研究表明,电离辐射产生

的过量ROS可激活线粒体膜上的非特异性转运孔

道,使线粒体的通透性增大,释放出细胞色素c,诱

发凋亡[15]。
对于呼吸缺陷型和野生型酵母菌株来讲,同一

剂量的离子束辐照细胞时产生的自由基(主要是

ROS,来源于对水的辐照)应该基本相同,这些自

由基对caspases和线粒体DNA的作用机制不会因

菌株的不同而变化。但由于呼吸缺陷型酵母菌株结

构与功能的变化导致它对于自由基的损伤效应反应

不同。呼吸缺陷型酵母菌株其线粒体 DNA 发生变

化,可能导致线粒体膜功能变化以及Bcl灢2家族表

达异常,从而影响辐射诱导的凋亡。另外,离子束

辐照不仅引起酵母细胞线粒体 DNA 的突变,同时

也改变了细胞修复损伤的能力[16],使呼吸缺陷型

酵母菌株在不同剂量区表现出不同的辐射敏感性。
低剂量离子束辐照下,离子束直接作用于线粒

体膜上,或通过与酵母细胞相互作用过程中产生高

密度的电离激发事件使线粒体膜电位发生改变,或

激活线粒体膜上的非特异性转运孔道使线粒体通透

性增大,释放出细胞色素c,细胞进入凋亡进程。呼

吸缺陷型酵母菌株由于线粒体发生变化,其损伤修

复系统对于低剂量离子束辐照引起的早期凋亡进程

几乎没有响应,而野生型菌株对于离子束的辐照能

够很快启动修复表达调节系统,阻止凋亡的进行。
因此呼吸缺陷型酵母菌株比野生型菌株对于离子辐

射较敏感。
低剂量辐照下细胞凋亡是造成细胞死亡的主要

原因,但有实验证明细胞的凋亡随剂量增大将达到

饱和。因此,大剂量重离子束辐射造成细胞死亡,
在很大程度上归结于 DNA 双链断裂引起细胞坏

死。但受到离子束辐照后的呼吸缺陷型酵母菌株,
对于中高剂量辐射表现抗性,其原因可能主要与细

胞的修复能力有关。呼吸缺陷型酵母菌株是经过电

离辐射后完成修复过程的菌株,它的修复能力可能

得到了提高。研究表明[17],线粒体 DNA 很容易受

到自由基损伤,但受到损伤后的线粒体 DNA 也会

对自由基的损伤产生抗性。关于呼吸缺陷型酵母菌

株在大剂量辐照作用下的修复机制和修复能力还有

待于进一步的研究。
总之,选用离子束辐照后筛选出来的呼吸缺陷

型酵母菌株在不同剂量下进行再次辐照,与野生型

酵母菌株相比,呼吸缺陷型酵母菌株对于低剂量重

离子束辐照比较敏感,而在高剂量情况下又呈现一

定的抗性。这主要与线粒体 DNA 的突变而造成线

粒体功能的异常及细胞修复能力的变化有关。
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Abstract:Theradiosensitivityofrespiratorydeficiencyyeastmutantshasbeenstudiedinthiswork.The
mutantswhichwerescreenedfromtheyeastsafterionizingirradiationwereirradiatedwith12C6+atdiffer灢
entdoses.BecauseofthegreatchangeinitsmitochondriaandmitochondrialDNA,therespiratorydefi灢
ciencyyeastmutantsshowradiosensitivityatdoselessthan1Gyandradioresistanceatdoseshigherthan1
Gy.
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