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低能离子诱导拟南芥基因组不稳定性的研究


刘　萍，李方华，徐　敏，卞　坡＃，吴跃进，余增亮

（中国科学院等离子体物理研究所离子束生物工程学重点实验室，安徽 合肥２３００３１）

摘　要：体细胞同源重组产生的ＤＮＡ重排、缺失和复制等是基因组不稳定的重要指标，以拟南芥

菜ＧＵＳ基因重组报告系Ｒ２Ｌ１００和Ｒ３Ｌ６６为实验材料，以体细胞同源重组频率（每个植株上的

ＧＵＳ斑点数目）作为评估标准，研究低能Ａｒ＋离子和α粒子辐射对植物基因组稳定性的影响。结果

表明：３０ｋｅＶ的Ａｒ＋离子辐照拟南芥干种子，在５００×１０１３—３０００×１０１３ｉｏｎｓ／ｃｍ２ 剂量范围内，同

源重组频率与对照相比明显升高，最大值是对照的２．４倍；３．３ＭｅＶ的α粒子辐照萌发４ｄ后的幼

苗，同源重组频率随着剂量的增加呈先增后降的变化趋势，最大值是对照的１．９倍，对应的辐照剂

量是１０Ｇｙ。以上实验结果表明，低穿透能力的辐射能有效增加植物基因组的不稳定性。α粒子辐

照拟南芥菜幼苗的根，未受到辐照的地上部分的同源重组频率较对照增加２．５倍，表明低能离子诱

导的基因组不稳定信号在植物个体水平是可以长程输运的。以上结果从另一个侧面解释了低能离

子的诱变机制。
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１　引言

低能离子辐射作为一种新的诱变源已经被广泛

应用于植物、微生物和动物诱变育种实践，表现出

生理损伤小、突变率高和突变谱宽的特点［１］。但是

长期以来，低能离子辐射的诱变机制却存在着许多

争议［１，２］。根据理论计算，几十ｋｅＶ能量的重离子

在生物组织内的穿透深度小于１μｍ，不足以穿过

种皮和相应的组织到达植物种胚产生直接的诱变损

伤［３］。为了解释低能离子的诱变效应，相继提出了

一些理论，如离子通道、特征Ｘ射线、次级电子和

热穗效应等［１，４，５］。一些实验也证明低能离子辐射

中，少数离子也能够辐射到几十甚至上百个μｍ的

深度［１］。到目前为止，人们对低能离子诱变机理的

解释还更多的集中在原初的物理过程，在生物层面

上的解释还比较少。

　　 研究表明，电离辐射不但能直接损伤遗传物质

ＤＮＡ，导致各种类型的突变（直接靶效应），也能够

产生非靶效应，即在没有辐射暴露的细胞中仍然表

现出辐射后的特性［６］。旁观者效应和基因组不稳定

性都属于非靶效应。在植物组织中，电离辐射通过

旁观者效应导致远程器官和组织的生理和发育改

变［７］，但是基因组水平的改变并没有被证实，而辐

射诱导的远程基因组不稳定性已经在多个植物系统

上得到证明［８，９］。处于基因组不稳定性的细胞主要

表现为染色体异常、倍数变化、基因突变和扩增以

及随机重复序列的不稳定性等［１０—１２］。植物在发育

早期没有明确的性系细胞，它的顶端生长模式决定

了生殖细胞一定来自体细胞，这样体细胞中产生的

遗传突变就能传递到最后的生殖细胞，进而传递到

子代个体［１３］。另外，植物固定生长的特性，使它们

持续不断地接受各种环境压力，如紫外线和除草剂

等。在植物的诱变育种中，突变体筛选一般在 Ｍ１

和 Ｍ２ 代，植物体有足够的时间进行突变的积累。

更有趣的是基因组不稳定性是可以跨代遗传的，即

辐照后代也有加速的ＤＮＡ突变积累
［１４］。因此电离

辐射诱导的基因组不稳定性在辐照后代的突变积累
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中也应该有一定的贡献。然而，在传统的辐射育种

中，如γ射线辐照育种，人们关注更多的是其直接

的靶效应，或者把非靶效应产生的遗传改变误认为

是直接作用的结果。但是，对于低穿透能力的低能

离子辐照，能接触到种子分生细胞的离子毕竟是少

数，大多数离子都沉积在表层部位或者是消耗在

“离子通道”的制造上。因此低能离子辐照植物能否

诱导基因组不稳定性，以及不稳定性信号是否能传

递到远程组织并诱导细胞的基因组不稳定性等问题

的解决，对解释低能离子诱变机理是较有意义的。

　　 我们选用同源重组 ＧＵＳ 转基因报告系

Ｒ２Ｌ１００和Ｒ３Ｌ６６作为实验材料，以体细胞同源重

组频率（ＨｏｍｏｌｏｇｏｕｓＲｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎＦｒｅｑｕｅｎｃｙ，简

称ＨＲＦ）作为基因组不稳定性的检测终点，用低能

Ａｒ＋离子和α粒子为主要的电离辐射源，研究低能

Ａｒ＋离子和α粒子对拟南芥种子和幼苗的基因组不

稳定性诱导及相关信号在个体水平的传递。

２　实验材料和方法

２．１　实验材料和生长条件

　　实验材料　ＧＵＳ同源重组报告系 Ｒ２Ｌ１００和

Ｒ３Ｌ６６。ＧＵＳ基因含３个内含子，编码葡萄糖苷酸

酶，经过葡萄糖苷酸染色后可以观察到蓝色斑点，

运用基因工程技术将断裂并且重叠的ＧＵＳ基因转

入植物细胞，通过斑点显示判断ＧＵＳ基因是否进

行了重组，以此反映基因组的稳定性。ＧＵＳ基因的

重组原理和ＧＵＳ斑点见图１。

图１ （ａ）同源重组ＧＵＳ报告基因的重组原理，（ｂ）重组发生后产生的蓝色斑点

　　生长条件　（１）光照培养间，温度２０—２２℃；

光照周期，白１６ｈ／黑８ｈ；光强１００（μｍｏｌｐｈｏ

ｔｏｎｓ／ｍ２·ｓ）；培养基质，花卉营养土。（２）光照培

养箱，温度２２℃；光照周期，光１６ｈ／暗８ｈ；光强

１００（μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／ｍ
２·ｓ）。

２．２　组织化学染色

　　 植株生长到２２—２４ｄ时，开始取样、检测，具

体操作过程参考ＬｉｎｇｌｉｎｇＬｉ等
［１５］的方法流程。

２．３　低能犃狉
＋离子辐照实验

　　 低能Ａｒ
＋离子辐照实验在中国科学院等离子

体物理研究所低能离子注入机上进行，注入Ａｒ＋离

子。注入时，靶室真空度２．０×１０－２Ｐａ，能量３０

ｋｅＶ。辐照剂量为５００×１０１３，１０００×１０１３，２０００×

１０１３，３０００×１０１３和４０００×１０１３ｉｏｎｓ／ｃｍ２。同时设

空白对照（０剂量）和真空对照［０（ｖ）］。每个剂量设

３个重复，每个重复辐照种子６０粒。辐照后种子４

℃春化２ｄ，然后种植于光照培养箱。

２．４　α粒子辐照实验

　　整体辐照　使用中国科学院等离子体物理研究

所的α粒子辐照源（
２４１Ａｍ，活度７．４ＭＢｑ，剂量率

１．０７ｃＧｙ／ｓ，１Ｇｙ＝１００ｃＧｙ），辐射窗口出射的α

粒子经过两层 Ｍｙｌａｒ膜（厚度３．５μｍ）和一小段空

气到达样品的平均能量为３．３ＭｅＶ，辐照剂量分别

为１，５，１０，５０和１００Ｇｙ。在 ＭＳ培养基上萌发４

ｄ后的幼苗被转移到 Ｍｙｌａｒ膜上，放在辐射窗口

上，幼苗上方覆盖一层湿润的滤纸（防止辐照过程

中水分挥发损伤小苗）。辐照完成后，在辐照样品上

加入少量的水，以便于样品从膜上取下。样品取出

后重新置于 ＭＳ培养基表面，在培养箱中缓苗１２

ｈ，后移栽至营养土中。

局部根辐照　萌发７ｄ后的幼苗被转移到部分

覆有锡箔纸（厚度为０．５ｍｍ）的 Ｍｙｌａｒ膜上，保证

根部位于辐照窗口上，小苗上部置于锡箔纸上避免

α粒子辐照。辐照装置和处理过程与整体辐照相同，
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辐照剂量为１０和１００Ｇｙ。

３　实验结果

３．１　低能离子辐照拟南芥种子引起同源重组频率

的升高

　　 因为低能Ａｒ
＋离子辐照需要在真空条件下进

行，我们选取同源重组报告系Ｒ３Ｌ６６的种子进行

辐照实验。实验结果如图２所示。辐照过程中真空

条件对同源重组频率的影响与对照相比没有明显的

差别（狆＝０．５９），在５００×１０
１３，１０００×１０１３，２０００

×１０１３和３０００×１０１３ｉｏｎｓ／ｃｍ２ 辐射剂量下，同源重

组频率与对照相比均有明显的提高，同源重组频率

增加的倍数分别为２．２９倍（狆＜０．０１），２．０６倍（狆

＜０．０１），２．１８倍（狆＜０．０１）和２．４２倍（狆＜０．０１）。

在４０００×１０１３ｉｏｎｓ／ｃｍ２ 剂量点，同源重组频率又

下降到对照的水平（狆＝０．３８）。５００×１０
１３—４０００

×１０１３ｉｏｎｓ／ｃｍ２ 是低能离子辐照育种中经常使用的

辐照剂量，在５００×１０１３—３０００×１０１３ｉｏｎｓ／ｃｍ２ 剂

量范围内，同源重组频率并不依赖于辐照剂量的增

图２ 低能Ａｒ＋离子注入对拟南芥菜同源重组频率的影响

加，而且又明显高于对照，可能的原因是在这一剂

量范围内，大部分离子的能量和质量都沉积在一个

相对集中的区域，影响到的是同一部分的组织细

胞，如胚的表层细胞。当辐照剂量增加到４０００×

１０１３ｉｏｎｓ／ｃｍ２，同源重组频率有所下降，但是这个

下降并不代表基因组不稳定程度的减弱，而是同源

重组作为一种ＤＮＡ链断裂修复精度的降低，或者

是启动了另外链断裂修复机制的结果［１６］。

３．２　α粒子整体辐照拟南芥幼苗引起同源重组频

率的变化

　　因为α粒子辐照实验能在常压条件下进行，因

此选取代谢活跃的拟南芥小苗（Ｒ２Ｌ１００）作为整体

辐照对象，实验结果如图３所示。同源重组频率在

１—１０Ｇｙ范围内是剂量依赖性增加，在１０—１００

Ｇｙ范围内，同源重组频率和辐照剂量的增加是负

相关的。同源重组频率的最大值出现在１０Ｇｙ，与

对照比较，同源重组频率增加了１．９倍（狆＜０．０５）。

同样剂量大于１０Ｇｙ时，同源重组频率的降低也不

是基因组不稳定程度降低的原因，而是随着损伤的

加剧，链断裂修复机制发生了变化［１６］。另外，在低

能离子和α粒子辐照中，几乎所有的ＧＵＳ斑点都

位于辐照后新增长的真叶上，斑点规模也很小，如

图１（ｂ）所示。该结果表明我们统计的同源重组事件

不是辐射的直接结果，而是延迟的，经多代细胞分

裂后表现出的辐射效应。

图３ α粒子整体辐照对拟南芥同源重组频率的影响

３．３　α粒子辐照拟南芥幼苗根部导致地上部分同

源重组频率的变化

　　因为植物是顶端生长的发育模式，胚的生长点

细胞是植物地上部分的最初组织来源。在低能离子

和α粒子整体辐射中，因为“离子通道”和一些次级

效应的存在，我们不能确定胚生长点细胞产生的基

因组不稳定性是否是辐射直接诱导的结果。为此设

计了α粒子辐照拟南芥根的部分辐照实验，避免了

辐射对小苗地上部分的直接作用。实验品系为

Ｒ２Ｌ１００萌发７ｄ后的小苗。实验结果如图４所示，

用１０Ｇｙα粒子辐照拟南芥根部导致地上部分同源

重组频率有２．５倍（狆＜０．０１）的升高，说明在辐照

部位（根部）能够产生一种不稳定信号传输到顶端分

生组织，从而诱导了地上部分的基因组不稳定性。

更有趣的是，在１００Ｇｙ的部分辐照实验中，植物地

上部分的同源重组频率与对照相比是没有显著性差

异的（狆＝０．９７），这一点和整体辐照的结果是一致

的，说明高剂量的辐照下，受照部位（在本实验中是

根）产生并传输了更强的不稳定信号。
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图４ α粒子部分辐照对拟南芥同源重组频率的影响

４　讨论

　　低能离子辐射的诱变机制一直是人们比较关心

的课题，主要是低能离子在生物组织内较短的射程

不足以使能量沉积到关键的分生细胞（植物种

子）［１］。对于传统的辐射源，如γ射线、Ｘ射线等，

也存在相似的问题。以植物为例，植物的顶端生长

模式决定了分生组织（或细胞）是植物地上部分的最

初的组织来源［１３］，然而，无论是种子或者小苗，其

分生细胞的数量是非常少的［１７］。在辐照过程中，绝

大部分能量还是沉积在非分生细胞的组织和器官

内，对这类能量沉积引起的生物效应，人们考虑更

多的是生理损伤，它们对分生细胞基因组水平的影

响并没有给予过多的关注。

　　在组织穿透辐射中，因为电离辐射能直接作用

到分生组织细胞，对非靶效应的忽视似乎是“可以

接受的”。然而对于低穿透性辐射，如低能离子束和

α粒子等，它们的非靶效应对可遗传突变的产生就

有着更加重要的意义。低能离子辐照休眠的种子和

α粒子辐照代谢活跃的小苗都引起了同源重组频率

的显著提高，说明低能离子辐照能够有效诱导植物

细胞基因组不稳定性。尽管低能离子和α粒子在生

物组织中的穿透深度很小，但是并不能排除它们借

助“离子通道”或“次级效应”直接或间接的作用到分

生细胞，因此在低能离子和α粒子整体辐照中，分

生细胞基因组不稳定性产生的原因是不确定的。在

α粒子辐照小苗根部的实验中，植物地上部分的同

源重组频率有明显的提高，并且增加的倍数与整体

辐射的结果相比并没有明显的差别，表明低能离子

辐照诱导的分生组织基因组不稳定性主要来源于其

它受照射组织中的信号传输。以上的分析不但从另

一个侧面解释了低能离子的诱变机制，而且对低能

离子的诱变育种实践也有一定的指导意义，即辐照

处理的过程中，除了使胚生长点细胞尽可能受到直

接作用外，其它部位也应该有尽可能多的辐射暴

露。

　　低能离子能够诱导植物细胞基因组不稳定性虽

然得到验证，但是有以下两个问题还需要阐明：一

是低能离子诱导可遗传突变的积累上，是直接的靶

效应还是诱导的基因组不稳定性起主导作用？二是

不同组织和器官响应辐射产生的基因组不稳定信号

的敏感性是否相同，如果不同，哪些更敏感？相信

对这两个问题的解决，能够更好地推进低能离子在

植物育种实践上的应用。
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