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摘　要：研究了Ｎ
＋离子束、紫外线和γ射线辐照对黑松花粉粒的影响，对３种辐射源在诱发花粉粒

细胞出现损伤效应上的差异性进行了比较分析。研究结果表明，３种辐照源对黑松花粉粒萌发和花

粉管生长所表现出的效应存在明显的差异。γ射线的剂量效应曲线表现为近Ｓ型；紫外线辐照的剂

量效应曲线呈现出近Ｌ型；离子束的生物学效应主要在两个方面表现出特异性，即离子束所导致的

剂量效应曲线呈“马鞍型”趋势和Ｎ＋离子束注入后会诱发花粉管顶端产生出明显的肿胀现象。
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１　引言

离子束生物工程作为一门新兴的交叉学科已经

显现出其应有的技术特色，其技术的实用性已经被

大量的实验结果所证实，离子注入对生物体所导致

的遗传改良效果的普遍性已经引起了研究者的高度

重视。关于离子束生物工程在未来的发展趋势，前

人的探索性研究结果已经引起了有关学者的关

注［１］。长从广义上讲，辐射引起活的生命有机体的

任何特征及特性变异都是辐射的生物学效应。在辐

射生物学的研究中，人们比较集中于研究辐照损伤

引发的最终结果，比如致死效应和农艺性状变异

等。在辐射生物学效应的研究领域内，对有关物理

阶段、物理化学阶段和化学阶段所出现的生物学

效应的研究还比较少。由于实验技术和测量方法的

原因，很难对生物有机体在这几个阶段所产生的过

程进行直接的观察和测量，而圆满回答这个问题是

辐射生物学研究的重要内容之一［２—５］。很多研究采

用生物大分子系统进行模拟性实验，通过模拟实验

所获得的试验结果只能对整体的生物学效应进行推

测性解释，其研究的局限性显而易见［６，７］。我们认

为，花粉粒是种子植物的雄配子体，属单倍体，对

辐射处理比较敏感，易于进行直接的观察和测量，

是研究辐射生物学效应机理的比较好的实验系统。

基于这一认识，我们以黑松花粉粒为试验材料，初

步研究了 Ｎ＋ 离子束、紫外线和γ射线辐照对黑松

花粉粒萌发和花粉管生长的影响，旨在比较３种辐

射源在诱发花粉粒细胞出现损伤效应的差异性，进

而为研究离子束生物学效应的机理积累研究资料。

２　材料与方法

试验中所采用的黑松雄球花采自于河南省郑州

市滨河公园内人工栽培的成熟黑松树。２００５年４月

中旬，当黑松处在花粉粒散发期，采集刚开始散粉

的雄球花，将其置于室内自然干燥，让花粉粒散出。

随后，将收集的花粉粒置于－２０℃冰箱内保存备

用。

Ｎ＋离子注入按照常规方法进行［１］。离子注入

机为俄罗斯产Ｔｉｔａｎ脉冲式注入机，离子源为Ｎ＋离

子，能量为３０ｋｅＶ，离子注入剂量依次为１×１０１５，

３×１０１５，５×１０１５，７×１０１５，９×１０１５ 和１１×１０１５

ｉｏｎｓ／ｃｍ２。在进行离子注入前，将待处理的花粉粒

均匀地撒布在涂有少量胶水的培养皿表面，将其放

入真空小靶室内，试验材料的表面与离子束发射方

向垂直。离子注入机的工作条件采用正常的参数，
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即真空度为５×１０－２Ｐａ、采用脉冲注入（频率２５

Ｈｚ）方式、束流为２００ｍＡ。

对试验材料进行γ射线的辐照是由河南省农业

科学院辐照中心按照正规的试验程序完成的。照射

剂量分别为１０，３０，５０，１００，２００和５００Ｇｙ，剂量率

为９００ｒａｄ／ｍｉｎ。

对试验材料进行紫外线辐照是在郑州大学河南

省离子束生物工程重点实验室按照正规的试验程序

完成的。辐照源是功率３０Ｗ的紫外灯，照射距离

为３０ｃｍ，照射时间分别为２，４，６，８，１０，１５和２０

ｍｉｎ。

试验中，以不进行任何辐照的试验材料作为对

照组，其中包括在进行离子束处理试验中的真空对

照组。各个处理重复３次。采用ＳＰＳＳ软件对试验数

据进行差异显著性分析，以便对试验结果作出更客

观的评价。对花粉粒的培养与观察按照所建立的研

究方法进行［８］。首先将花粉粒置于含０．０１％硼酸

＋０．０１％氯化钙＋０．２５％蔗糖的液体培养基中，

在２８℃条件下振荡培养。经过７２ｈ培养后检查花粉

粒的萌发率，测量花粉管的长度和宽度。对已经萌

发的花粉粒，经过４％多聚甲醛固定，利用１０μｇ／ｍｌ

ＤＡＰＩ（４’，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ， 美国Ｓｉｇ

ｍａ公司产品）对其进行染色处理。最后，利用Ｌｅｉｃａ

ＴＣＳＳＰ２型激光扫描共聚焦显微镜（ｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇ

ｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，简称 ＬＳＣＭ）观察花粉粒与花

粉管在形态结构上的特异性，其中包括花粉粒外观

形态、花粉管的伸长状态及其膨大率。在测量花粉

管的长度和宽度时所采用的每份样本的数量为

１０００粒，在显微镜物镜为４０倍的条件下观察。

３　试验结果及其分析

辐射生物学的研究结果已经肯定，生物体对辐

射处理均会表现出一定的效应，其效应的明显程度

与生物体所接受的辐射剂量呈正相关关系。本试验

的研究结果表明，３种辐照源处理对黑松花粉粒萌

发和花粉管生长均表现出一定的损伤效应，其损伤

效应的大小因不同辐照源而异。对于同一种辐照源

而言，黑松花粉粒受到损伤效应的大小因不同剂量

而异。然而，３种辐照源对黑松花粉粒萌发和花粉管

生长所表现出的效应存在着一定的差异。

表１　 紫外线和γ射线对黑松花粉萌发和花粉管生长的影响

处理
花粉管大小／μｍ

长度 宽度
花粉粒萌发率（％）

　　对照 １５４．００±２９．６５ １９．０４±３．４８ ７７．７０±８．５９

　γ射线／Ｇｙ １０ １３２．０±１０．３５ ２０．８±２．７０ ５７．０±２．２３ａ

３０ １２８．５±６．９６ ２１．５±２．６２ ５３．９±３．１７ａ

５０ １２５．８±９．３４ ２２．３±２．８７ａ ４９．９±１．３９ａ

１００ １１３．２±７．９２ａ ２２．８±１．８９ａ ４５．９±５．３９ａ

２００ ６９．３±３．９８ａ ２３．７±２．４９ａ ３１．３±１．５３ａ

５００ ５０．９±３．９４ａ ２８．７±４．８５ａ ５．５±０．７６ａ

　紫外线／ｍｉｎ ２ ７６．６±４．２８ａ ２１．３±２．３１　 ３０．３±３．０４ａ

４ ６８．３±５．５６ａ ２１．５±２．０８　 １１．８±１．５９ａ

６ ５５．９±４．３４ａ ２１．１±１．６９　 ９．８±１．５７ａ

８ ５４．９±３．５７ａ ２２．３±２．３６ａ ９．５±１．４６ａ

１０ ５３．７±４．２２ａ ２４．６±３．０４ａ ９．３±１．４５ａ

１５ ５０．９±３．１２ａ ４１．１±４．５１ａ ８．８±１．０９ａ

２０ ５０．０±３．５５ａ ４４．７±５．４７ａ ４．７±１．０２ａ

　　　　　　　　　　　ａ表示与对照组比较有显著差异（犘＜０．０５）。

　　以γ射线和紫外线为辐照源的试验结果有其特

点。在以γ射线为辐照源的处理中，随着处理剂量

的增加黑松花粉粒的萌发率不断地降低，花粉管的

长度随着处理剂量的增加而依次缩短，花粉管的宽
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度随着处理剂量的增加而依次变宽。当γ射线的剂

量为５００Ｇｙ时，辐照对黑松花粉粒萌发和花粉管生

长的效应特明显。以紫外线为辐照源的处理中，黑

松花粉粒表现出的效应也很明显。随着紫外线处理

时间的延长，黑松花粉粒的萌发率依次降低。当处

理时间为２０ｍｉｎ时，黑松花粉粒的萌发率仅为

４．７％。随着紫外线处理时间的延长，黑松花粉管的

长度依次缩短，花粉管的宽度依次变宽（表１）。

表２　 离子注入对黑松花粉萌发和花粉管生长的影响

处理
花粉管大小／μｍ

长度 宽度
花粉粒萌发率（％） 花粉管膨大率（％）

　　　真空对照 １５４．００±２９．６５ １９．０４±３．４８ ７７．７０±８．５９ ０．５８±０．１６

剂量／（ｉｏｎｓ／ｃｍ２）１×１０１５ １３４．１６±２９．１４ １８．５７±２．６１ ７１．６７±７．３５ ２．４８±０．４８ａ

３×１０１５ ６２．７５±１１．７０ａ ２４．３６±３．４９ａ ３９．５８±４．１３ａ ４．１７±０．９０ａ

５×１０１５ ７１．００±１０．４９ａ ２２．７０±２．４３ａ ４４．６４±９．３２ａ １０．３６±１．５７ａ

７×１０１５ ８８．３４±１３．６ａ ２７．１８±２．９９ａ ６２．１０±６．１３ａ １９．２９±５．３６ａ

９×１０１５ ５５．２１±６．４６ａ ２６．０６±３．１２ａ １０．８５±４．２２ａ ０．７８±０．４７

１１×１０１５ ０

　　　　　　ａ显著差异 （犘＜０．０５），ｂ无显著差异（犘＜０．０１）。

　　以Ｎ
＋离子束为辐照源的试验结果值得进一步

分析。在试验中真空对照材料的花粉粒的萌发率和

花粉管的膨大率分别为７７．７０％和０．５８％，这说明

处理对黑松花粉粒的萌发率和花粉管的伸长有一定

的效应，但这种效应不是特别明显。经过离子注入

之后，黑松花粉粒的生物学效应通过其萌发率和花

粉管的膨大率得到表现，但其效应的明显程度并没

有随着离子注入剂量的增加而依次降低或增大。从

花粉管的长度和宽度来看，离子注入的效果很明

显，但随着离子注入剂量的增加花粉管的长度并没

有依次缩短，花粉管的宽度也没有依次增宽（见

表２）。这些观察鉴定结果表明，离子注入对黑松花

粉粒的生物学效应有其特殊性。

图１γ射线对黑松花粉粒萌发的影响

　　通过将３种辐照源对黑松花粉粒萌发所表现出

的效应分别绘成曲线图，可以更好地比较其生物学

效应的特殊性。γ射线的剂量效应曲线表现为

近Ｓ型，即在剂量比较小时，曲线直线下降；随着剂

量的继续增大，曲线又趋于平缓；当剂量增大到一

定程度时，曲线又直线下降（见图１）。紫外线辐照的

剂量效应曲线呈现出近Ｌ型，即在照射时间比较短

时，曲线就急剧下降，几乎成一条直线；随着照射

时间的延长，曲线又趋于平缓（见图２）。离子注入所

表现的剂量效应曲线与前两种辐照源所表现的剂量

效应曲线完全不同，离子注入所表现的剂量效应曲

图２ 紫外线辐照对黑松花粉粒萌发的影响

图３ 离子注入后对黑松花粉粒萌发的影响
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线近似于“马鞍型”，即呈现出先下降、后回升、再

下降的趋势（见图３）。除此之外，在经过离子束注入

的试验材料中花粉管顶端发生异常膨大的畸形现

象（见图４）比较常见。然而，花粉管顶端的这种异常

膨大的现象在经过γ射线或紫外线辐照的试验材料

中并没有观察到。

图４ 离子注入后黑松的花粉管顶端膨大的现象

４　讨论

离子束作为一种新的物理诱变源已经引起了一

些植物遗传改良者的关注，其实用性已经被大量的

研究结果所证实。然而，关于不同种类的物理诱变

源导致生物学效应上的差异性值得深入研究。前人

利用不同的生物个体对多种诱变源所诱发的生物学

效应进行过比较研究。吴健等比较了离子束、紫外

线和γ射线对绛红小单孢菌的剂量存活效应及其诱

变效果，结果发现，离子注入的存活曲线与紫外线、

γ射线辐照所导致的存活曲线完全不同，即紫外线

和γ射线照射对绛红小单孢菌的剂量存活曲线均为

指数曲线，而离子注入导致的存活曲线呈先下降、

后上升、再下降的趋势。而且，３种辐射源在诱变效

应上也存在着很大的差异［９］。杜海彪等利用ａｇａｒｏｓｅ

电泳技术和图像处理技术比较了γ射线、紫外线

和Ｎ＋离子注入对ｐＵＣ１９ＤＮＡ 超螺旋结构的损伤

效应。研究结果表明，离子注入比γ射线和紫外线

对ＤＮＡ超螺旋的损伤更加明显
［１０］。

本试验的研究结果表明，３种辐照处理对黑松

花粉粒的损伤效应均很明显，但 Ｎ＋离子注入对黑

松花粉粒萌发和花粉管生长的影响与其它两种辐射

源的效应存在着一定的差异。经过不同辐射源的辐

照处理后会产生出不同的剂量效应曲线，这说明不

同辐照源对花粉粒有不同的损伤机制，即花粉粒对

不同的辐照处理的敏感性存在着一定的差异。我们

认为，在花粉粒内可能存在不同的辐射敏感区

域“靶”，不同的“靶”被击中后会产生出不同的物理

效应、化学效应和生物学效应。另外，经过不同辐

射源的辐照处理后产生出不同的剂量效应曲线也说

明Ｎ＋离子束、紫外线和γ射线的物理特性不同，它

们与生物体的相互作用机制也完全不同。γ射线的

剂量效应曲线表现为近Ｓ型，紫外线辐照的剂量效

应曲线呈现出近Ｌ型。然而，离子束的生物学效应

主要在两个方面表现出特异性，即离子束所导致的

剂量－效应曲线呈“马鞍型”趋势和Ｎ＋离子束注入

后会诱发花粉管顶端产生出明显的肿胀，这样的研

究结果与我们以前报道的研究结果相吻合［７］。

值得特别注意的是，在经过离子束注入的试验

材料中花粉管顶端发生异常膨大的畸形现象比较常

见，而在经过γ射线或紫外线辐照的试验材料中并

没有观察到花粉管顶端的这种异常膨大的现象。对

于这样的试验结果，其机理还有待于进一步研究。
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