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摘　要：综述了离子束辐照拟南芥种子生物学效应、生长发育变化、向重力性等研究的最新进展。

阐释了离子束辐照拟南芥染色体ＤＮＡ碱基变化、ＤＮＡ断裂或损伤、染色体重组、突变遗传性等分

子机理。探讨了离子束介导外源基因转化拟南芥的有效性和机理。同时展望了辐照拟南芥分子机理

研究中的辐射原初效应传递、信号转导等其他机理研究及重离子辐射生物学效应的应用前景。
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１　引言

１９世纪末，随着Ｘ射线和天然放射性物质的

发现，生物界便开始了辐射对生物有机体作用的研

究。在以后的数十年间较多地进行了辐射诱变改良

作物品种的方法技术以及辐射生物学效应等基础性

研究，为辐射诱变改良作物品种的理论和技术奠定

了良好的基础。辐射诱变育种研究经过一个世纪的

发展，取得了巨大的成就。利用诱发突变育成的品

种数量明显增多，而且利用价值提高，促进了农业

生产，取得了显著的经济效益［１，２］。

在我国经济持续稳定发展的背景下，国家通过

各种研究计划（如９７３计划、８６３项目、ＮＳＦＣ等）

和国家知识创新体系等形式大力支持具有国家战略

需求的基础研究，使植物科学研究飞速发展［３］。特

别是在当前人民生活水平提高、自然灾害频繁、可

耕作土地面积迅速下降等因素影响下，利用辐射诱

变手段培育出品质好、抗性强、产量高等优良特点

的新品种，显得十分必要。离子辐射育种具有突变

率高、突变范围广、操作简单等特点。而培育新品

种的前提条件，就是必须对离子诱变机理进行深入

研究，拟南芥作为一种极佳的模式植物，因而也就

顺理成章把其作为目标植物来研究离子束诱变机

理，为下一步育种工作奠定坚实的理论基础。

２　拟南芥的特点和辐射研究应用的辐

射源

２．１　拟南芥的特点

拟南芥（犃狉犪犫犻犱狅狆狊犻狊狋犺犪犾犻犪狀犪），属被子植物，

双子叶分纲，属十字花科。它在生物学研究上具有

以下优点［４，５］：

（１）生命周期短，仅为２８—３５ｄ，而且其长短还

可通过培养过程中的光照时间来调节。种子萌发后

３—５ｄ，长出８—１０片莲座叶。１６ｄ后从营养生长

迅速过渡到生殖生长。

（２）产种率高，每科植株能产生５００００左右粒

种子，可为子代性状分析提供足够的群体。

（３）典型的自花授粉植物。基因高度纯合，易于

建立稳定的遗传品系。

（４）核基因组小，结构简单。拟南芥仅有５对染

色体，其核基因组约为１２０Ｍｂ，是高等植物中基因

最小的物种之一，适用于分子生物学研究。

鉴于上述特征特性，拟南芥菜已被称为植物中

的“果蝇”，被公认为从事植物生物学研究的理想材

料。长期以来，它一直是植物细胞遗传学研究的经
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典模式材料，同时，也是植物胚胎学的重要研究对

象。现在拟南芥整个基因组测序已经完成，它所包

含的信息为理解开花植物的进化和农作物的遗传学

信息提供了巨大的资源。近年来，欧洲、美国、日

本的植物学家对拟南芥菜进行了广泛的人工诱变，

分离和鉴定出各种各样的突变体，在分子水平上研

究其基本生命现象、发育和分化、形态发生和遗传

传递等。

２．２　拟南芥辐射源及其引起效应的差异

拟南芥在辐射生物学研究中受到广泛重视，尤

其是离子束辐射生物学效应研究。对８１例拟南芥

辐照生物学研究所采用的辐射源进行了初步统计表

明，有质子、中子、空间辐射、紫外线、电磁辐射（γ

和Ｘ射线）和离子束（α离子和重离子）等，各辐射

源所占比率分析显示在拟南芥诱变分子机理研究中

离子束更多为研究者所采用，占６１．８％（见表１）。

这是由于离子束辐照具有很多优点，如：传能线密

度（ｌｉｎｅａｒｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｆｅｒ，简称ＬＥＴ）大、相对生物

效能（ｒｅｌａｔｉｖｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ，简称 ＲＢＥ）

高、损伤后修复效应小等［６，７］。另外，拟南芥种子

的厚度仅为μｍ级，对于研究ＬＥＴ的效应非常适

合。目前，离子束按能量大体可以划分为低能（１０—

１００ｋｅＶ／ｕ）、中能（１００—１０００ｋｅＶ／ｕ）和高能（大

于１ＭｅＶ／ｕ）３种
［８，９］。

不同离子辐射源所产生的差异效应表现在许多

方面。通过对Ｎ＋和Ｃ＋离子注入拟南芥种子的比较

发现，一定范围内同等剂量Ｃ＋离子注入的突变频

率高于Ｎ＋离子注入
［１０］的。在Ｎ＋离子和γ射线实

验中，发现注入合适剂量的Ｎ＋离子可以促进拟南

芥的发芽率，而一定剂量γ射线辐射对发芽率起抑

制作用［１０，１１］。通过对可溶性蛋白、酶的活性和同工

酶的分析表明，两种处理的剂量效应关系明显不

同，Ｎ＋离子注入的剂量效应关系呈特有的类“马

鞍型”，γ 射线辐射的剂量效应关系呈 “直线

型”［１１］。

低能和高能离子束产生的生物学效应也在一些

方面表现出差异。低能离子注入诱导生物体高的诱

变效率、后代可遗传的当代变异、“反常辐照损伤”

（即在低注量段，生物存活与注入离子量的关系呈

现先降后升再降的“马鞍型”曲线）等［１２］。而高能重

离子则诱变效率更高、高致死性，其“反常辐照损

伤”表现为低剂量段的生物存活与剂量关系是先升

后降的“抛物线”曲线等［１３］。

表１　８１例中不同辐射源所占比率

辐射源 样例数 比率（％）

紫外线 １４ １７．３

质子 １ １．２

中子 １ １．２

太空辐射 ３ ３．７

Ｘ和γ射线 １２ １４．８

离子束 ５０ ６１．８

３　离子束辐照拟南芥的生物学效应

目前国内外对拟南芥辐射生物学正在开展广泛

而且深入的研究，对其研究主要集中在生物学效

应、生长和发育的影响等方面。

３．１　离子束对拟南芥损伤效应的影响

３．１．１　离子束对拟南芥种子表皮的影响

应用扫描电镜观察了低能Ｎ＋离子注入拟南芥

干种子后表层细胞表皮的变化。结果表明，拟南芥

种子的Ｎ＋离子注入区域与未注入区域相比，离子

注入区在一定程度上发生种皮形态变化并伴随有表

层细胞的损伤。随着离子剂量的增大，离子对种子

细胞的损伤程度增大，且种子表面有裂痕生成。另

外，经注入的种子表面分布有许多散在的固体颗粒

状物质，其密集程度也随离子剂量的增加而增

大［１４］。

３．１．２　离子束对拟南芥存活的影响

离子束辐照拟南芥引起处理当代种子的萌发率

和存活率降低，并且降低的幅度随剂量的升高而增

大。各剂量辐射对种子的发芽率都产生了一定的影

响，合适的离子束剂量可以促进种子的发芽率；离

子束辐照对种子产生了一定的损伤，影响了种子发

芽速度，但合适剂量也可以保持一定大小的发芽

势。经离子注入后 Ｍ１ 植株的不同营养器官表现为

株高降低、叶片长度变短和叶片宽度变窄。对于不

同剂量间对植株生长形态的影响的比较可见，随剂

量的增加，各形态性状的数量指标并不随剂量的增

高而下降，而是有一定的波动。营养器官的损伤率

剂量关系为先降后升的趋势，并且剂量间各性状差
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异极显著［１０，１１，１５，１６］。另外，拟南芥种子含水量直接

影响了存活率，实验结果显示干种子和含水种子存

活曲线均成肩形下降趋势，而且含水种子下降注量

点明显低于干种子［１７］。

３．１．３　离子束对拟南芥茎、胚根向重力性的影响

植物根向重力性的研究是一个新的领域，但是

离子辐照对其影响报道不多，尤其是对其具体机理

研究还未见报道。国外研究利用重离子辐照拟南芥

初生根顶端组织后发现拟南芥根冠失活并抑制根的

生长，引起根的向重力性发生变化；根尖区域对离

子束敏感，其中根尖特定区域（α）最为敏感。推测由

于生长素后者细胞间信号的传导造成这种现象［１８］。

国内则采用了α离子研究了拟南芥胚根向重力性，

在０—１００Ｇｙ辐照剂量范围内，引起的根弯曲与剂

量存在正相关（狉＝０．９８），并且通过实验验证了活

性氧在胚根向重力性变化方面扮演了重要角色［１７］。

影响植物茎、胚根向重力性的机理各不相同，植物

茎、根的组织结构、成分和ｐＨ等都对向重力性存

在影响［１９—２２］。

３．１．４　离子束对拟南芥生长、发育的影响

Ｓｈｉｋａｚｏｎｏ等
［２３—２５］采用Ｃ＋离子束处理拟南芥

种子，筛选得到一些特殊的拟南芥突变体：狋狋（叶和

茎缺失色素的突变体）、犵犾（没有毛状体的叶突变

体）。回交突变体的分离比率是０．２５，表明大多数

情况下配子体活力降低的大ＤＮＡ缺失片段不能够

遗传。碳离子诱导的 Ｍ２ 代分离出２种新类型的类

黄酮突变体（狋狋１８，狋狋１９）。分析显示３个狋狋１８突变体

等位基因中有２个是ＬＤＯＸ基因丢失了小片段，另

一个是染色体重组。

国内使用剂量为１．５×１０１７ｉｏｎｓ／ｃｍ２３０ｋｅＶ

Ａｒ＋离子束辐照拟南芥，获得两株表型相似的雄性

不育株系（狋犮２４３１和狋犮２４３２），狋犮２４３在叶片、株

高、顶端优势、花序、花的发育和花粉活力都存在

验证缺陷。证明了雄蕊的缺陷直接导致了不育，及

狋犮２４３是犪狓狉１等位基因的突变体。实验结果显示

犃犡犚１调节的茉莉酮酸酯信号通路调控花的发育和

生长，而且犃犡犚１的失活降低了茉莉酮酸酯信号通

路的效率［２６］。

３．２　拟南芥生物学效应研究

３．２．１　离子束对拟南芥犔犈犜效应和犚犅犈的研究

日本学者的深入研究表明，ＬＥＴ和剂量对拟南

芥存活率存在着抑制影响，且随着剂量增加抑制作

用增强。另外在同一存活率条件下，ＬＥＴ越大所需

要的辐照剂量越小。Ｃ离子（２２１ｋｅＶ／μｍ）、Ｎ离子

（３５４ｋｅＶ／μｍ）、Ａｒ离子（３９６ｋｅＶ／μｍ）存在最小的

“肩”和最大的 ＲＢＥ，表明较大的离子质量数和

ＬＥＴ，其ＲＢＥ越大。Ｎ离子（３５４ｋｅＶ／μｍ）要比Ｃ

离子（２２１ｋｅＶ／μｍ）产生更大的不育性和ＲＢＥ
［２７］。

Ｈｉｒｏｎｏ等
［２８］研究了 ４Ｈｅ，７Ｌｉ，１２Ｃ，ｌ６Ｏ，２０Ｓｅ和

４０Ａｒ辐照拟南芥干种子后其瘤状物诱导、生长抑制

作用和体细胞突变诱导，经调整使布喇格（Ｂｒａｇｇ）

峰刚好落在种子内最敏感的茎分生组织区内，同时

采用了两种低ＬＥＴ的辐射 ４Ｈｅ和 Ｘ射线作为参

考。结果探测到拟南芥分生组织中ＬＥＴ分布范围

在７２—１８９０ｋｅＶ／μｍ （
４Ｈｅ—４０Ａｒ）之间。在几 ?

到几十?敏感位点范围内，其生长抑制作用、瘤状

物和体细胞突变诱导效应表现了数量增倍、结构复

杂（具有不同有效剖面区域和厚度的２个或多个靶

区）的特点。与 Ｘ射线的 ＲＢＥ相比，每种效应随

ＬＥＴ的变化趋势相同，即在１８ｋｅＶ／μｍ 最低，在

７２—１７４ｋｅＶ／μｍ 最高，而且在４０９—１８９０ｋｅＶ／

μｍ的ＬＥＴ范围内逐渐下降。最大ＲＢＥ大约是３０。

３．２．２　离子束对拟南芥生理生化及遗传性的影响

通过对Ｎ＋离子注入处理后的拟南芥可溶性蛋

白含量、Ｍ１ 和 Ｍ２ 代拟南芥淀粉酶（ＡＭＹ）、酯酶

（ＥＳＴ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）的活性、过氧化物同工

酶（ＣＡＴ）电泳图谱分析，拟南芥叶片组织中可溶性

蛋白含量的变化呈类“马鞍型”趋势；ＡＭＹ活性变

化也呈现类“马鞍型”特点；在低剂量的ＥＳＴ活性

与对照材料的无明显差别，但随着剂量的增加，

ＥＳＴ活性急剧上升；过氧化物酶（ＰＯＤ）酶活性在一

定剂量范围内增强。总体来看，低剂量辐射使酶活

性增加，高剂量辐射酶活性降低。酶谱的变异体现

在谱带强弱的变化而不是谱带增减上。同时发现，

离子 束 与 电 离 辐 射 的 诱 变 效 应 具 有 可 遗 传

性［１０，１１，２９，３０］。

４　离子束诱变拟南芥的分子机理

拟南芥诱变的分子机理研究刚刚起步，许多机

理仍然不是非常清楚，而且更多集中于离子束对染

色体ＤＮＡ的研究。至于离子束原初损伤效应的分

子机理、植物机体内相应细胞信号传递机理等研究

甚少。目前国内外对离子束诱发的染色体ＤＮＡ碱
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基变化、ＤＮＡ断裂或损伤、染色体重组、遗传性等

进行了深入的研究，ＤＮＡ 碱基变化、单链断裂

（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋｓ，简 称 ＳＳＢ）或 双 链 断 裂

（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋｓ，简称ＤＳＢ）、ＤＳＢ错配等是

离子束引起植物发生突变的重要原因［３１，３２］。

低能离子束辐照拟南芥后，在 Ｍ１ 代中获得一

株典型的矮化变异体。以它的一个稳定的 Ｍ６ 代矮

化突变体Ｔ８０ＩＩ为材科，对其中１个与ＧＲＦ基因

有部分同源性的７１２ｂｐ片段序列进行分析，平均

每１６．８个碱基出现１个碱基变异位点，表现出较

高频率的碱基突变。碱基突变类型包括碱基的颠

换、转换、缺失、插入等。在检测到的２７５个碱基突

变中，主要是单碱基置换（９７．０９％），碱基缺失或者

插入的比例较小（２．９１％）。在碱基置换中，转换的

频率（６６．５５％）高于颠换的频率（３０．５５％）。此外，

构成ＤＮＡ的４种碱基均可以被离子束辐照诱发变

异，而且每一种碱基都可以被其他３种碱基所替

换，但是胸腺嘧啶（Ｔ）的辐射敏感性要高于其他３

种碱基［３３］。在Ｃ离子诱变拟南芥研究中，通过对

犵犾１３、犵犾１４及狋狋４三株突变体ＰＣＲ和Ｓｏｕｔｈｅｒｎ

杂交分析，揭示了离子束辐照后染色体的变化特

点。在犵犾１３突变体中，外显子３处发生断裂，推

测引物１上游（或引物７下游）产生断裂结果引起染

色体ＤＮＡ片段反转，也可能是裂点之间的区域发

生转座或裂点上游（或下游）区域作为染色体片段进

行转座。然而，在犵犾１４突变体中，离子束诱发整

个基因缺失。在狋狋４突变体中，裂点发生在内含子２

的引物７和８之间，也就是在内含子２的ＥｃｏＲＩ位

点上游，同样发生了反转或者转座，而且结果显示

狋狋４是一个类点突变
［３４］。

离子束诱发ＤＳＢ重组是近年研究比较集中的

方面。Ｓｈｉｋａｚｏｎｏ等研究了Ｃ离子和电子辐照对拟

南芥基因组的影响，结果发现Ｃ离子辐照后类点突

变频率和染色体重组频率相差不大，然而电子辐照

更多是类点突变。序列分析表明Ｃ离子诱导的类点

突变大多数是短缺失类型；在染色体重组中，发现

了染色体片段的缺失、反转、插入和转座现象。Ｃ

离子缺失频率与快中子的相当。染色体裂点分析显

示Ｃ离子在裂点周围造成一小段区域缺失，而电子

辐照却经常是复制这些区域。Ｃ离子和电子辐照后

的同源断裂末端经常重新连接在一起。裂点和断裂

末端分析说明非同源末端连接（Ｎｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ

ｅｎｄｊｏｉｎｉｎｇ，简称ＮＨＥＪ）造成ＤＳＢ重新连接（见图

１
［２５，３５］）。ＮＨＥＪ是离子束诱导染色体重组的主要方

式，此外，微同源调节的末端连接（Ｍｉｃｒｏｈｏｍｏｌｏ

ｇｙｍｅｄｉａｔｅｄｅｎｄｊｏｉｎｉｎｇ，简称 ＭＭＥＪ）也可能参与

了这一过程。目前在拟南芥中发现多个蛋白质参与

染色体重组（见表２）
［３６］。

图１ ＤＳＢ非同源重组模型（依据文献［２５，３５，３６］总结绘

制）

表２　拟南芥中参与非同源重组的蛋白质
［３６］

类别　　 功能

ＡｔＫｕ７０ ＤＳＢ末端并列

ＡｔＫｕ８０ ＤＳＢ末端并列

Ａｔ１ｇ５００３０ ＤＳＢ末端并列

ＡｔＲａｄ５０ ＤＳＢ末端并列，ＤＳＢ末端处理

ＡｔＭｒｅ１１ ＤＳＢ末端并列，ＤＳＢ末端处理

Ａｔ３ｇ０２６８０？ ＤＳＢ末端并列，ＤＳＢ末端处理

ＡｔＳｎｍ３？

ＡｔＬｉｇ４ ＤＳＢ末端连接

ＡｔＸｒｃｃ４ ＤＳＢ末端连接

ＬＥＴ对染色体诱导效应及染色体重组具有重

要的影响。低ＬＥＴ单位离子轨迹传递能较低，有效

辐射距离较大；高ＬＥＴ单位离子轨迹传递能较高，

有效辐射距离较短。这种差别造成了对染色体

ＤＮＡ的损伤的不同。高ＬＥＴ辐射对染色体结构发

生了复杂的重组，而低ＬＥＴ仅仅在较高剂量的时

候才产生复杂的改变［３２］。

早期遗传研究表明，大多数离子辐照后诱导的

突变是不能遗传的。但是最近的研究显示离子辐照

诱导的突变具有可遗传性。采用Ｃ离子对拟南芥花

粉辐照突变的遗传性进行研究的结果表明，虽然Ｃ
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离子（４０—１５０Ｇｙ）可以造成多达６ＭｂｐＤＮＡ片段

丢失，而且大部分不能够传递到下一代。但是１—４

ｂｐ的丢失片段通常可以传递到下一代。据不可遗

传性推测，丢失的大片段是由于配子发育或活力基

因的特定区域丢失所造成的［３７］。

５　离子束介导外源犇犖犃转化拟南芥

离子束介导外源ＤＮＡ转入是我国学者开创的

一个新领域，并且取得了一定的成绩。３０ｋｅＶ的

Ａｒ＋离子束在１．５×１０１７ｉｏｎｓ／ｃｍ２的辐射剂量下介

导外源甘蓝全ＤＮＡ导入模式植物拟南芥，在９４株

转导的当代植株中，有６株表型产生变异。以其中

的一株（Ｔ５）作为研究对象，用随机引物对该株及

其子代变异株基因组作随机扩增的多态性ＤＮＡ分

析，引物Ｓ１７６在Ｔ５和其变异子代Ｔ５２中扩增

出了相同分子量的变异新条带 ＴＳＳ１７６６２０。Ｔ

ＳＳ１７６６２０的碱基序列和拟南芥菜基因组序列进行

同源比对，结果表明该片段不属于拟南芥基因组，

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交实验证明该片段来自供体甘蓝基因

组［３８］。利用４．０ＭｅＶＣ离子束同样可以有效介导

质粒ｐＣＡＭＢＩＡ１３０转移，在拟南芥种子和幼芽中

均成功实现ＧＵＳ基因瞬时表达
［３９］。此外，研究了

不同离子剂量介导外源全ＤＮＡ 转入的合适剂量。

在“鞍桥”上选择０．５×１０１７，１．５×１０１７和２．５×１０１７

ｉｏｎｓ／ｃｍ２３个有代表性的剂量介导薄荷全ＤＮＡ 转

入拟南芥，依据３个转导的当代群体的出芽、成苗

长势以及表型变异情况筛选了１．５×１０１７ｉｏｎｓ／ｃｍ２

为离子束介导外源全 ＤＮＡ 转入拟南芥的合适剂

量［４０］。

６　问题与展望

以拟南芥为辐照对象，人们利用离子束对其剂

量效应、ＬＥＴ效应已经进行了系统研究，但是对分

子诱变机理的研究仍处于一个探索阶段。随着生物

学各类新型技术的出现和发展，可以采用生物芯片

技术、蛋白组学、基因组学等各种手段对离子束辐

照拟南芥后的基因转录、基因调控、蛋白质表达、

信号通路等进行深入研究，进而阐明拟南芥诱变分

子机理。不同组织之间、细胞之间和细胞内部存在

着辐射损伤信号的传导过程，继而引发非辐照细胞

变异的旁观者效应也需要借助拟南芥进行详细研

究。此外，不同特征的离子束造成不育性表现出很

大差异的原因，可能是引发的ＤＮＡ修复机制不同，

又或可能对 ＤＮＡ 周围的化学物质产生了不同效

应，这种现象需要深入研究。在基因组靶向定位诱

导损伤技术（ｔａｒｇｅｔｉｎｇｉｎｄｕｃｅｄｌｏｃａｌｌｅｓｉｏｎｓｉｎｇｅ

ｎｏｍｅｓ，简称ＴＩＬＬＺＮＧ）基础上发展的自然群体中

等位基因变异的技术（Ｅｃｏｔｉｌｌｉｎｇ）是一种更加先进

的研究反向遗传学的方法，除了具有通量高、成本

低、定位准确等优点外，还允许待测片段较长，对

于一段长度在１ｋｂ左右的基因序列，只需一次便

可以覆盖全长。因此可以更好地在大规模群体中检

测突变，加速拟南芥诱变分子机理的研究进程。近

年来，人类不断进行的太空探索和开发、核能源的

大规模利用等活动都需要对离子辐射效应进行深入

研究。有关机理的研究对于人类在太空栽种作物以

及避免人类自身受到各种辐射伤害具有十分实际而

且重要的意义。
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