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摘　要：以黑松花粉粒和花粉管为试验材料，研究了离子注入对细胞骨架系统的损伤效应。研究结

果表明，离子注入会不同程度地破坏花粉管内微管网络的完整性，花粉管形态的异常状态与其微管

骨架结构的异常状态密切相关。离子注入对黑松花粉管内的微管骨架系统的正常结构有明显的效

应，这种效应的明显程度与离子注入剂量有一定的相关性，即随着离子注入剂量的增加，微管骨架

系统受到破坏的程度更加明显。离子注入对黑松花粉管内微丝骨架系统的分布状态有明显的影响，

其程度也与离子注入剂量的大小存在一定的相关性。
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１　引言

细胞骨架（ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ）是指真核细胞中的蛋

白质纤维网架体系，其中包括微管、微丝和中间纤

维等。它们不仅在维持细胞形态、保持细胞内部结

构的有序性方面起着重要的作用，而且还与细胞运

动、物质运输、能量转换、信息传递、细胞分裂和

分化、基因表达等生命活动密切相关。电离辐射对

有机体的组织和细胞有比较明显的生物学效应。由

于细胞骨架的特异性，研究电离辐射对细胞骨架的

作用将有助于揭示辐射生物学效应的机制。

在离子束生物工程研究领域，重离子与生物体

的相互作用涉及到相当复杂的生物学效应。有关离

子注入后的生物学效应研究，主要侧重于对表现型

效应和遗传效应等方面的统计分析，有关离子束注

入与细胞骨架系统的相互作用方面的研究资料至今

仍然不多［１—４］。顾月华等［５］研究了离子注入绿豆种

子后，其根尖细胞有丝分裂中微管骨架的异常变

化。种子受辐照后，需要一定的时间才能萌发，其

根尖细胞结构的变化属于离子注入后所产生的间接

生物学效应。

为了观察离子注入对细胞骨架的直接损伤效

应，迫切需要一个合适的实验系统。本项研究以裸

子植物的花粉粒和花粉管内的骨架系统作为研究对

象，研究离子注入对骨架系统的直接损伤作用。通

过观察离子注入后对黑松花粉粒、花粉管内微管和

微丝骨架的效应，旨在研究离子注入对细胞骨架系

统的直接作用效应，探讨离子注入的细胞学效应与

细胞骨架系统的关系。

２　材料与方法

黑松（犘犻狀狌狊狋犺狌狀犫犲狉犵犻犻Ｐａｒｌ．），别名日本黑松

（ＪａｐａｎｅｓｅＢｌａｃｋＰｉｎｅ），为松科松属常绿乔木，原产

于日本和朝鲜，我国江苏、浙江、安徽和河南等地

均有栽培。植物学的研究结果已经证实，在黑松的

生殖发育过程中花粉粒是雄配子体，通过其萌发孔

可以产生出花粉管，后者的主要功能就是将雄配子

送入胚囊内，以便完成受精作用。在２００５年４月

上旬黑松花粉散发期间，在河南郑州市滨河公园内

人工栽培的成熟黑松树上采集刚开始散粉的雄球
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花，将其置于室内让其自然干燥２４ｈ，以便让花粉

粒可以从雄球花中散出。随后，将收集到的花粉粒

置于 －２０℃冰箱内保存备用。

离子注入试验是在本实验室进口的俄罗斯产

ＴＩＴＡＮ离子注入机上进行的。在离子注入前，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。注入的离子为 Ｎ＋离子，

能量为３０ｋｅＶ，设置４种离子剂量，即０×１０１５（对

照组），５×１０１５，７×１０１５和９×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２。离子

注入机的工作条件采用正常的参数，即真空度为５

×１０－２Ｐａ、采用脉冲注入（频率２５Ｈｚ）方式、束流

为２００ｍＡ。

试验 中 对 微 管 的 免 疫 荧 光 标 记，参 考 了

Ｌａｚｚａｒｏ等
［６］在观察Ｐｉｃｅａａｂｉｅｓ花粉粒和花粉管微

管骨架时所采用的方法。通过过滤方法收集花粉

管，利用４％多聚甲醛［ＰＥＭ 缓冲液配制，ｐＨ 为

７．０（ＰＥＭ∶５０ｍｍｏｌ／ｌＰＩＰＥＳ，１ｍｍｏｌ／ｌＥＧＴＡ，

１ｍｍｏｌ／ｌＭｇＳＯ４）］将其固定ｌｈ，经ＰＥＭ 缓冲液

（ｐＨ为５．０）清洗３次后，再用１％纤维素酶（Ｓｉｇｍａ

Ｃ１１８４）和１％果胶酶（ＳｉｇｍａＰ２４０１）（ＰＥＭ 缓冲液

配制，ｐＨ 为５．０）在３５°Ｃ条件下对花粉管材料酶

解１ｈ。经过相应缓冲液清洗后，用封闭缓冲液

（ＰＢＳ缓冲液，含１％牛血清白蛋白和１％ＴｒｉｔｏｎＸ，

ｐＨ为７．５）处理３次，然后在２０°Ｃ条件下利用单

克隆α微管蛋白（αｔｕｂｕｌｉｎ）抗体（北京中杉产品，

封闭缓冲液稀释ｌ∶１００）处理１６ｈ，再在３７°Ｃ条

件下利用ＦＩＴＣ标记的抗小鼠抗体ＩｇＧ（北京中杉，

封闭缓冲液稀释ｌ∶１００）处理１ｈ。经过ＰＢＳ缓冲

液清洗，用自配抗荧光衰退剂封片。制片过程设置

２个对照。最后，在ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ２型激光扫描共

聚焦显微镜（激发波长为４８８ｎｍ，ＦＩＴＣ滤镜组合）

下对制片材料进行观察鉴定。

在试验中对花粉管微丝进行荧光标记并对其形

态上的特异性进行观察鉴定。花粉管经过固定处理

的荧光标记方法。通过过滤方法收集花粉管，利用

新配制的４％多聚甲醛（微丝稳定缓冲液 ＡＳＢ配

制，ＡＳＢ的配方为１００ｍＭＰｉｐｅｓ，１ｍＭ ＭｇＣｌ２，１

ｍＭＣａＣｌ２和７５ｍＭＫＣｌ，ｐＨ为６．８）固定３０ｍｉｎ，

以相应的缓冲液ＡＳＢ冲洗材料３次，每次１０ｍｉｎ，

接着利用 ０．３３μＭ 罗丹明鬼笔碱 （Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｐｒｏｂｅｓ，美国）（ＡＳＢ配制，含０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００）

在黑暗条件下染色１ｈ。接着利用自配抗荧光衰退

剂封片。在ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ２型激光扫描共聚焦显微

镜（激发波长为５４３ｎｍ，ＴＲＩＴＣ滤镜组合）下对制

片材料进行观察鉴定。

３　结果与分析

３．１　离子注入对黑松花粉管内微管骨架的效应

利用免疫荧光标记法和激光扫描共聚焦显微技

术对试验材料的观察鉴定结果表现出一定的特异

性。在未经离子注入处理的对照花粉管内，存在着

一个完整而密集的微管网络，在花粉粒中微管呈斜

向分布或横向分布，在生殖细胞内也具有明显的微

管系统，且与花粉管内的微管网络相联系。在花粉

粒内的微管通过萌发孔进入伸长的花粉管内，在伸

长的花粉管内微管主要呈现出轴向排列状态，微管

束有分枝。在分枝之间相连并构成微管网络，此微

管网络一直延伸至花粉管顶端，且在花粉管顶端区

域的微管网络荧光特别明亮。经过对花粉管顶端区

域的微管进行系列扫描，认为在顶端区域荧光特别

明亮的部分系为分枝更细和更密集的微管网络。

对离子注入处理组的花粉管进行观察鉴定的结

果表明，经过离子注入后会不同程度地破坏花粉管

内微管网络的完整性，花粉管形态异常状态与其微

管骨架结构的异常状态密切相关。当离子注入剂量

为５×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２时，其花粉管的形态表现出一

定的特异性，其相应的微管结构图像也很特殊（图

１）。可以看出，异常花粉管内的微管网络与正常的

图１ 黑松的花粉粒经过离子注入后，其花粉管的形态表现

出一定的特异性

微管网络有比较大的差异，特别是花粉管顶端部分

不具有正常的更亮和更浓密的微管网络。当离子注

入剂量为７×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２时，花粉管内的微管呈
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现出聚集状态，没有呈现出长轴向分布的状态，这

说明微管的网络结构受到了破坏，其顶端表现出肿

胀现象（图２）。当离子注入剂量为７×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２

时，有１９．２９％的试验材料发生花粉管顶端肿胀现

象，花粉管顶端肿胀现象与其顶端部位的微管网络

破坏呈一定的正相关性，其异常微管结构特别明

显。当离子注入剂量为９×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２时，花粉

管的伸长受到显著抑制，花粉管比较短，其内部的

微管蛋白总量比较少，微管骨架系统受到的破坏更

加严重。由此可见，离子注入对黑松花粉管内的微

管骨架系统的正常结构有明显的效应，这种效应的

明显程度与离子注入剂量有一定的相关性，即随着

离子注入剂量的增加，微管骨架系统受到破坏的程

度更加明显。

图２ 黑松的花粉粒经过离子注入后，其花粉管顶端表现出

肿胀现象

３．２　离子注入对黑松花粉管内微丝骨架的效应

观察结果表明，在未经过离子注入的对照花粉

管内具有完整的微丝网络，微丝束自花粉粒内一直

延伸致花粉管顶端；微丝束在花粉管内主要沿长轴

方向分布并呈现出分枝状态；在花粉管顶端显现出

比较强的微丝荧光。通过对花粉管顶端进行系列扫

描后所获得的鉴定结果表明，在花粉管顶端部分微

丝束不断分枝并构成浓密的微丝网，在花粉粒内的

细胞核和花粉管内的生殖细胞表面均有微丝分布。

经过离子注入后，试验材料的微丝网络受到不

同程度的破坏（见图３），并且，离子注入对花粉管

内微丝系统的破坏与离子注入对花粉管生长的抑制

作用密切相关。观察鉴定结果表明，对照材料的花

粉管长度为（１２９．１６±４．５３）μｍ，经过３种离子注

入剂量（５×１０１５，７×１０１５和９×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２）处理

的材料，其花粉管长度分别为（７４．６±４．８７），

（６７．８６±４．１７）和（４６．６２±３．３０）μｍ。对试验数据

进行ｔ检验的结果表明，各个处理组的花粉管长度

显著地短于对照组的花粉管长度（犘 ＜０．０５）。在

各个处理组的花粉管内，微丝网络表现出一定的特

异性，其异常类型主要有３种。其一是在花粉管顶

端部位丧失强的荧光，即花粉管顶端不具有浓密的

微丝网络。其二是在花粉管内微丝束聚集成团，堆

结于花粉管的中部，而在其余部分仅有一些短束。

其三是在花粉管内微丝蛋白的总量显著减少，在花

粉管内存在着一些短的微丝束。由此可见，离子注

入对黑松花粉管微丝骨架系统的分布状态有明显的

影响，这种影响的程度与离子注入剂量的大小存在

着一定的相关性。

图３ 黑松的花粉粒经过离子注入后，其花粉管顶端的微丝

网络丧失

４　讨论

前人的研究结果表明，荷能离子注入生物体后

所表现的生物学效应具有局部性、双重性和不易修

复性。在具体的试验操作过程中，荷能离子束的注

入射程具有可控性、集束性和方向性，在损伤程度

比较轻的情况下可以获得比较高的突变率和比较宽

的突变谱［７—９］。然而，前人的研究主要以植物体作

为研究材料展开探索性研究，而利用植物单细胞作

为试验材料研究离子注入所导致的生物学效应的公

开文献并不多见。

我们以黑松花粉粒和花粉管内的细胞骨架系统

作为研究材料，研究了离子注入对骨架系统的直接

损伤效应。研究结果表明，在黑松正常的花粉粒和

花粉管内具有完整的微管和微丝骨架网络，微管和

微丝的分布样式基本相同，它们自花粉粒内一直延

伸至花粉管顶端，而且，花粉管顶端的微管和微丝
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特别浓密。黑松的生殖细胞具有独立的细胞骨架系

统，管细胞核表面也具有微管骨架和微丝骨架。黑

松花粉粒和花粉管内的细胞骨架系统的结构明显地

有别于被子植物的细胞骨架系统的结构。离子注入

花粉粒后，在花粉管内细胞骨架系统的结构会受到

不同程度的破坏。在花粉管内微管骨架的破坏与离

子注入所引起的花粉管形态异常（特别是花粉管顶

端肿胀现象）有一定的相关性。由此认为，离子注

入引起花粉管（特别是其顶端）微管骨架遭到破坏，

从而诱发花粉管形态发生异常，特别是花粉管顶端

出现肿胀现象，此现象与秋水仙素所诱发的花粉管

形态显著异常现象很相似。花粉管内微丝骨架的破

坏与离子注入后抑制花粉管生长密切相关，离子注

入引起花粉管内微丝骨架结构的破坏，从而导致花

粉管生长迟缓。

我们认为，离子注入对花粉管内骨架系统的破

坏效应的两个可能原因值得注意。其一是离子注入

引起花粉粒内自由基的积累，自由基可以攻击花粉

管微管蛋白和微丝蛋白，从而破坏花粉管内的细胞

骨架系统。我们过去的研究结果表明，在花粉粒内

自由基含量随离子注入剂量的提高而增加，这与花

粉管内细胞骨架系统结构的损伤程度随注入离子剂

量的增加而提高的试验结果相吻合［１０］。其二是离

子注入可能会引起花粉管内细胞核的相关基因发生

特异性表达。在花粉管伸长过程中，离子注入可能

会导致有关的基因发生异常表达，从而会破坏花粉

管内的细胞骨架系统。在花粉管生长过程中，微管

蛋白或微丝蛋白的合成作用与解聚作用通常会处于

一种动态变化状态，花粉管内细胞骨架的维持还与

许多相关的微管蛋白或微丝蛋白有密切关系。如果

离子注入导致任何相关的微管蛋白或微丝蛋白基

因，或相关的微管蛋白或微丝蛋白基因发生突变，

都会引起花粉管内（特别是花粉管顶端）骨架网络失

去其原有的完整性，从而导致花粉管形态发生异常

变化或阻滞花粉管伸长。

本试验的研究结果表明，离子注入会导致花粉

管内微管和微丝骨架系统的结构遭到破坏。微管骨

架的损伤与离子注入诱发的花粉管形态异常有关，

微丝骨架的损伤与离子注入抑制花粉管生长有关。

鉴于细胞骨架系统在植物生长发育中的重要作用，

我们认为，细胞骨架系统是注入离子攻击的关键

“靶”，细胞骨架系统损伤与许多后续的生物学效应

有关；离子注入对细胞骨架系统的破坏是离子注入

诱发细胞损伤效应的重要机制之一。
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