
　　文章编号：１００７－４６２７（２００９）０１－００７６－０４

离子注入对黑松花粉粒细胞核的损伤效应
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摘　要：利用激光扫描共聚焦显微技术和碱性单细胞凝胶电泳技术对经过离子注入后的黑松花粉

粒内细胞核的直接损伤效应进行了观察鉴定。研究结果表明，离子注入后可以直接损伤细胞核结

构，导致细胞核裂解。细胞核的损伤程度与注入离子的剂量密切相关，即细胞核ＤＮＡ分子的损伤

程度随着注入离子剂量的增加而提高。
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１　引言

经过２０多年的研究和探索，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，其技术的实用性和对生物体遗传改良效果的普

遍性已经被大量的实验结果所证实［１］。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［２—６］。由于试验材料

的特异性和学科发展的阶段性，前人在研究低能离

子注入所导致的生物学效应的过程中主要以生物个

体（种子和植株）为研究材料，从个体水平上研究离

子束的生物效应，其研究结果的局限性相当明［７］。

在辐射生物学研究中，关于ＤＮＡ 的损伤与修复问

题是重要的研究课题。

黑松花粉粒的形态比较大，其内所携带的２个

细胞核也比较大，在离体条件下的存活时间比较

长，是研究离子束生物效应的良好材料。我们以黑

松花粉粒为试验材料，利用不同的注入剂量和单细

胞微凝胶电泳（ＳＣＧＥ）技术对其生物学效应进行了

比较研究，旨在对低能离子注入花粉粒之后细胞

内ＤＮＡ所受到的直接损伤效应进行有效的评估，进

而为从细胞水平和ＤＮＡ分子水平上解释离子束诱

发的突变机理提供参考资料。

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、安徽及河南等地

均有栽培。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。

离子注入试验是在郑州大学离子束生物工程

重点实验室进口的俄罗斯产ＴＩＴＡＮ离子注入机上

进行的。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。注入的离子为Ｎ离子，能量为３０ｋｅＶ，设

置８种离 子 剂 量，即１×１０１５，３×１０１５，５×１０１５，

７×１０１５，９×１０１５，１１×１０１５，１３×１０１５和１５×１０１５

ｉｏｎｓ／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２５

Ｈｚ）方式、束流为２００ｍＡ。以花粉粒同样撒布在涂

有少量胶水的培养皿表面而无离子注入处理的材料

作为真空对照处理（即０×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２）。

在试验中对黑松花粉粒细胞核的荧光染色与
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观察鉴定采用前人建立的常规研究方法，即试验材

料的花粉粒在经过４％戊二醛固定后，利用１０

μｇ／ｍｌＤＡＰＩ（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，Ｓｉｇ

ｍａ产品）试剂对其进行染色处理。随后，利用激光

扫描共聚焦显微镜在ＵＶ激发光状态下对试验材料

进行观察鉴定，以确定各份试验材料中细胞核的形

态结构特点。对花粉粒细胞核的观察鉴定试验采

用３次重复。

利用碱性单细胞凝胶电泳技术对试验材料的

特异性进行了比较分析。以无钙镁磷酸缓冲盐溶

液（ＰＢＳ）配制０．５％常温熔点琼脂糖（ＮＭＡ）溶液，

加热熔化后，冷却至４５℃，取１００μｌ滴于洁净的载

玻片上，立即盖上盖玻片，使琼脂糖均匀地敷在载

玻片上，将其置于４℃条件下１０ｍｉｎ，待琼脂糖冷

却变硬，将其作为第一层，取下盖玻片。以ＰＢＳ溶

液为基础将试验材料的花粉粒配制成细胞悬浮液，

取等量花粉粒悬浮液与０．５％的低熔点琼脂糖

（ＬＭＡ）溶液在３７℃条件下混合均匀，迅速将其滴

在第一层琼脂糖上面，加上盖玻片，在４ ℃条件

下１０ｍｉｎ，使其呈现出硬化状态，小心地取下盖玻

片，在其上滴加７５μｌ浓度为０．５％ＬＭＡ溶液，将其

作为第三层，同样加上盖玻片，让其冷却硬化。接

着，取下盖玻片，将玻片立即浸入预冷的裂解

液（２．５ｍｏｌ／ｌＮａＣｌ，１００ｍｍｏｌ／ｌＮａ２ＥＤＴＡ，１０

ｍｍｏｌ／ｌＴｒｉｓ，临用前加入１％肌氨酸钠，１％Ｔｒｉｔｏｎ

Ｘ１００和１０％ ＤＭＳＯ，ｐＨ为１０）中，在４℃条件下

放置１ｈ，目的是使细胞裂解并使ＤＮＡ 松散。取出

盖玻片，吸去液体，将其放置在水平电泳槽中，加

入 电 泳 液（１ ｍｍｏｌ／ｌ Ｎａ２ＥＤＴＡ，３００ ｍｍｏｌ／ｌ

ＮａＯＨ），液面高出玻片０．２５ｃｍ，静置２０ ｍｉｎ，

待ＤＮＡ解螺旋后，在２５Ｖ和３００ｍＡ条件下进行３０

ｍｉｎ电泳处理。过后取出盖玻片以ＰＢＳ溶液对其进

行冲洗，置于ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ 为７．５）中进行

染色处理。最后再用ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ２型激光扫描共聚

焦显微镜对制片材料的形态特征进行观察鉴定。

ＵＶ激光器激发，ＤＡＰＩ滤镜组合，每组至少随机地

测量１０００枚花粉粒。该项鉴定试验重复２次。

３　结果与分析

３．１　低能犖离子注入对花粉粒细胞核的损伤状态

前人的研究结果已经证实，在黑松成熟花粉粒

内包含４个细胞，即２个处于退化状态的原叶细胞、

１个生殖细胞和１个管细胞（营养细胞）。２个原叶细

胞退化后仅仅留下线状结构，因而在黑松花粉粒内

包含着２个完整细胞，它们分别具有１个细胞核。在

本试验中，花粉粒经过固定、ＤＡＰＩ染色后，在激光

扫描共聚焦显微镜下可以清晰地观察到花粉粒内的

生殖细胞核和管细胞核（营养细胞核）。在对照材料

的花粉粒内包含着２个细胞核，上面为管细胞核，近

于圆型；下面为生殖细胞核，呈椭圆型。对照花粉

粒内的细胞核形态一致，结构完整。然而，试验材

料经过低能Ｎ离子注入处理之后，其花粉粒内的细

胞核形态结构发生了明显的变化，其形态变异的程

度随离子注入剂量的增加而显得明显。并且，随着

离子注入剂量的增加则其正常细胞核的频率会依次

降低，而异常细胞核的发生频率会依次提高（见

表１）。在试验中，经过对观察数据进行ＳＰＳＳ单因素

方差分析确定，各份被离子注入处理的材料与对照

材料相比，在细胞核正常率上存在着极显著的差

异（狆＜０．０１）。由此可见，低能Ｎ离子注入处理会明

显地破坏花粉粒内细胞核的形态结构，其形态学上

的损伤效应相当明显。

表１　低能犖离子注入与黑松花粉细胞核的损伤

注入剂量（犖×１０１５）

／（ｉｏｎｓ／ｃｍ２）
正常细胞核（％）

０（ｃｋ） ９６．９±２．４

１ ７４．０±４．８

３ ４９．２±５．２

５ ３２．５±６．０

７ ２９．９±６．９

９ ２４．３±５．５

１１ １６．８±３．５

１３ ９．０±２．３

１５ ８．５±２．５

观察结果表明，在经过低能Ｎ离子注入处理

后，黑松花粉粒内异常细胞核形态结构的变异特征

因离子注入剂量的不同而表现出一定的特异性。当

离子注入剂量为１×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２时，在２个细胞核

中有１个受到损伤，受到损伤的细胞核在形态上表

现为细胞核出现裂隙；当离子注入剂量为３×１０１５

ｉｏｎｓ／ｃｍ２时，２个细胞核均受到损伤，细胞核出现缺

刻 现 象； 离 子 注 入 剂 量 在 ５×１０１５ 和９×１０１５
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ｉｏｎｓ／ｃｍ２的范围内，细胞核的损伤程度更加明显，

细胞核形态异常，表现为１个细胞核被裂解为２个，

在１枚花粉粒细胞内存在着３—４个小核。离子注入

剂量在１１×１０１５—１５×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２的范围内，细

胞核受到的损伤更严重，细胞核的异常频率更高，

异常细胞核表现为细胞核原有的形态结构丧失，细

胞核裂解成碎片，核质呈弥散状态（见图１）。

图１ 经过离子注入后核质呈弥散状态

３．２　碱性单细胞凝胶电泳图像的特异性

在本试验中，利用碱性单细胞凝胶电泳技术对

试验材料的特异性进行了比较分析。试验材料的花

粉粒经过特殊去壁处理后，可以获得去壁花粉

粒（原生质体）和游离细胞核。由于脱去了细胞壁，

适合作为碱性单细胞凝胶电泳的材料。试验结果表

明，离子注入处理会引起细胞核ＤＮＡ单链断裂。在

对照材料中花粉粒内的营养细胞核具有正常的形态

结构，花粉粒内的生殖细胞核，经过电泳后它们并

没有表现出“彗星状”尾部。

在经过低能Ｎ离子注入处理之后，黑松花粉粒

内异常细胞核ＤＮＡ发生单链断裂的现象很明显。前

人的研究结果已经证实，当细胞核ＤＮＡ解旋和发

生ＤＮＡ单链断裂后，在电泳电场作用下，断裂

ＤＮＡ会离开细胞核趋向阳极迁移，形成拖尾（即“彗

星状”尾部）。观察鉴定结果表明，在被处理的试验

材料中，形成“彗星状”尾部的细胞比率随着离子注

入剂量的增加而提高，每个细胞核 ＤＮＡ（即“彗星

状”尾部）迁移长度也随着离子注入剂量的增加而增

长。在中低剂量范围内（１×１０１５—７×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２

），营养细胞核的电泳图像有其特色。在高剂量范围

内（９×１０１５—１５×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２），营养细胞核和生

殖细胞核的电泳图像更能显示出其ＤＮＡ“彗星

状”尾部的形态特征（见图２）。

图２ 经过离子注入后管细胞核呈“彗星状”尾部的形态特征

４　讨论

关于低能离子注入的细胞学效应研究，前人在

以植物为试验材料的研究中主要涉及到离子注入后

根尖细胞有丝分裂或花粉母细胞减数分裂期间的染

色体畸变特征。由于黑松的花粉粒具有特殊的形态

结构和在离体条件下存活时间比较长，它是低能离

子束生物效应研究中比较好的试验材料。我们曾以

黑松花粉粒和花粉管为试验材料，经过离子注入后

对细胞骨架系统的损伤效应进行过研究，其研究结

果进一步证实了离子束所导致的生物学效应［８，９］。

在本试验中，利用机械方法去掉花粉粒的细胞

壁，获得去壁花粉粒和花粉粒细胞核，它们适合于

利用碱性ＳＣＧＥ技术评估离子注入对花粉粒细

胞ＤＮＡ的损伤程度。从本项研究中的碱性单细胞凝

胶电泳图像来看，离子注入导致花粉粒细胞核呈现

出“彗星状”外观形态，这表明细胞核ＤＮＡ分子发生

了单链断裂（ＳＳＢ），由此揭示了离子注入可以诱发

细胞核产生ＤＮＡ损伤。并且，细胞核“彗星状”尾部

的长度与离子注入剂量相关，这表明细胞核ＤＮＡ分

子的损伤程度随着注入离子剂量的增加而提高。

本试验利用细胞核荧光染色技术分析离子注

入黑松花粉粒后所导致的细胞核损伤效应，并且应

用单细胞凝胶电泳技术检测了离子注入导致的细胞

核ＤＮＡ损伤，从细胞水平和分子水平证实，离子注

入对细胞核的直接损伤效应。由此所获得的试验结

果一方面说明低能离子束对植物体诱变效应的真实

性和可遗传性，另一方面也在细胞水平揭示了经过
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离子注入后诱发生物体发生遗传性突变的机制，这

为离子束生物工程学的理论研究和应用研究提供了

一些基础性试验依据。
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［６］ ＬａｚｚａｒｏＭ Ｄ，ＤｏｎｏｈｕｅＪＭ，ＳｏｏｄａｖａｒＦ Ｍ．Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｍａ，

２００３，２２０：２０１．
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