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12C6+高能重离子辐照大葱损伤及其分子生物学效应*
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摘暋要:利用30,90,180Gy3种剂量的 12C6+ 重离子束辐照大葱种子,研究其在细胞水平和农艺

性状的诱变效应并进行 RAPD分析。通过与 M1代的研究结果比较后表明:经过不同剂量12C6+ 重

离子照射后能有效地诱导大葱细胞形成微核和染色体畸变,这种诱变效应,在 M2代仍然有所表

现。M1代大葱结果期的株高、白长、花序直径和种子产量随辐照剂量增加产生明显差别,其中30
Gy辐照组增幅最大。大葱总水溶性蛋白质和维生素C的含量在30Gy组中积累最多,在90Gy组

有明显下降。与 M1代一致,M2代中大葱染色体微核率及 RAPD分析所得的 DNA 多态性比率仍

然与辐照剂量呈正相关,但比率整体下降;说明高能量重离子辐照造成的 DNA 变异在 M2代被修

复和淘汰。
关 键 词:大葱;12C6+ 重离子;染色体畸变;维生素C;总水溶性蛋白;RAPD分析

中图分类号:Q693暋暋暋文献标识码:A

1暋引言

自 Hirono等[1]在1970年报道了多种能量的重

离子4He,12C和40Ar等对拟南芥产生辐照生物学

效应以来,关于重离子辐射植物的生物效应的研究

便屡见报道。

暋暋与毭射线和中子相比,重离子在诱变生物学方

面有着独特的优势,比如:具有较高的突变率、辐

照有一定的区域性、注入重离子和生物体相互作用

除能量转移和电荷交换外还有质量沉积[2]。重离子

辐射引起的染色体畸变现象(如染色体桥、不均等

分裂、微核和染色体滞后等)都有可能导致通过分

裂产生的新细胞内遗传物质发生改变,虽然并非所

有染色体畸变都能产生有益表型,但用这种方法所

筛选出的优良品种是可稳定遗传的[3,4]。因此,重

离子辐照已经成为作物改良的一种重要手段,成为

遗传育种领域中一个十分活跃的研发前沿[5—9]。

暋暋大葱(Alliumfistulosum L.)为百合科、葱属两

年生草本植物,是我国重要的传统蔬菜。大葱含有

丰富的蛋白质、糖和氨基酸等营养成分,具有抗氧

化、消炎抑菌和调节细胞代谢等生物活性,因此具

有极高的食用价值和药用价值[10,11]。长期以来,
我国的葱蒜自育品种很少,生产和出口的大葱所采

用的品种均来自日本、韩国和美国等国家,生产和

出口成本较高,因此加强葱蒜类蔬菜的育种研究并

取得成果确为当务之急[12]。

暋暋本文对12C6+ 重离子束辐照大葱 M1代结果期

的多项生长指标、花粉活力、花粉母细胞核型等以

及 M2代发芽率、总水溶性蛋白含量、根染色体畸

变等进行了观察统计,并采用随 机 扩 增 多 态 性

DNA技术(RAPD)进行分析,与侯岁稳等[13]的研

究结果进行了比较,为进一步了解重离子辐照引发

生物诱变的原因及作用机理,提供分子生物学证

据,也为大葱新品种选育提供参考。

2暋材料与方法

2.1暋材料

暋暋在兰州重离子加速器国家实验室重离子研究装

置 HIRFL 的 TL2终端上,对大葱种子进行了辐
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照。引出的12C6+ 离子束的初始能量为60MeV/u,
经过镍窗、电离室和空气后照射到样品上,种籽辐

射均在大气正常条件下进行。贯穿种籽的辐射剂量

分别选为30,90和180Gy,经过辐照的当代大葱

植株 M1,M1的自交子代 M2,以没有辐照的种子

作为对照。

2.2暋方法

(1)M1代结果期生长指标测量

暋暋选择不同辐照剂量的 M0代所产种子和对照种

子50颗进行田间萌发,两个月后从苗圃移栽入大

田,行距约40cm,株距10cm。9个月后,对处于

结果期的 M1代及对照大葱的株高、葱白长度、花

序直径和种子干重进行测量,各组统计20株。

暋暋(2)M1代花粉活力测定

暋暋采用氯化三苯基四氮唑(TTC)法检测大葱花

粉活力,方法同文献[2]。花粉活力=(被染色的花

粉粒个数/总花粉粒个数)暳100%,花粉细胞被染

色呈深红色为强活力,呈粉红色为弱活力。

暋暋(3)M1代花粉母细胞核型观察

暋暋 每组随机选取未成熟大葱花粉囊若干,用

Carnoy液(乙醇暶冰醋酸=3暶1)固定24h,苯酚品

红染液染色压片,在 Motic显微镜下观察微核和染

色体畸变情况,每组制作装片20个,每个装片随机

取10个视野,统计花粉母细胞具有微核的细胞数

和出现染色体滞后和染色体桥等染色体畸变现象的

细胞数,统计染色体畸变率和微核率,并用显微照

相系统进行拍照保存。

暋暋(4)M2代室内萌发率

暋暋将 M1代的种子和对照种子各50颗分别放入

盛有滤纸的培养皿中并加少量清水,置于光照培养

箱18曟条件下萌发,记录 M2代室内萌发率。

暋暋(5)M2代根尖细胞核型观察与统计

暋暋M1代种子室内萌发,随机选取对照组和辐照

组每组20株幼苗,每株幼苗选择1个根尖,切取根

尖2—3mm 进行染色计数。方法同文献[16]。

暋暋(6)M2代维生素C含量的测定

暋暋M2代幼苗于光照培养箱培育2个月后移入大

田,5个月后,对大葱进行取样,对照组和辐照组

每组随机选取15—20株,每株分别切取葱白长度

约10cm 并编号,进行维生素C含量和总水溶性蛋

白含量分析。

暋暋 维 生 素 C 含 量 测 定 采 用 2,6灢二 氯 靛 酚

(DCPIP)滴定法测定[14],计算公式:维生素C含量

(mg/100g)=(Va-Vb)暳C暳T暳100/(D暳W),
其中Va为滴定样品所耗用染料的平均毫升数,Vb

为滴定空白对照所耗用染料的平均毫升数,C 为样

品提取液的总毫升数,T 为1ml染料能氧化维生

素C毫克数,D 为滴定时所取的样品提取液毫升

数,W 为待测样品的重量(g)。

暋暋(7)M2代总水溶性蛋白含量

暋暋按常规方法提取水溶性蛋白,考马斯亮蓝 G灢
250溶液染色,测定595nm 吸光度,通过标准曲线

查得蛋白质含量[14]。

暋暋(8)M2代的RAPD分析

暋暋随机选取对照组和辐照组大葱15株,每株切

取新鲜嫩叶0.3g左右装入 EP管并编号,CTAB
法[12]进行基因组总 DNA 的提取,选取12种随机

引物进行RAPD分析(随机引物购自上海生物工程

技术服务有限公司S系列),方法同文献[13]。

暋暋(9)SPSS软件分析

暋暋统计处理应用SPSSl3.0统计软件处理。计量

资料、多组均数间满足正态性,方差齐时采用单因

素方差分析,均数间的两两比较采用最小显著差数

法(LSD),单样本t检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。

3暋结果与分析

3.1 M1代结果期生长指标

暋暋对株高、白长等的统计结果表明:经过辐照的

3组大葱长势都好于对照,其中30Gy辐照量处理

的大葱长势明显好于其他组,植株平均总长大于对

照11.3%,花序直径大于对照24.6%,种子产量高

于对照15.3%。180Gy辐照量处理组各组性状有

表1暋M1代大葱结果期生长情况统计*

分组 株高/cm 白长/cm 花序直径/cm 种子产量/g

对照

30Gy

90Gy

180Gy

49.5暲2.5

53.8暲5.8*

53.1暲4.7*

50.5暲1.0

16.3暲0.6

19.4暲0.8*

17.6暲0.9

17.5暲1.5

5.3暲0.4

暋6.5暲0.5**

暋6.3暲1.2**

4.8暲0.8

7.3暲1.5

8.8暲1.8

6.8暲2.7

暋4.5暲1.5*

暋暋*暋* P<0.05,** P<0.01。

所下降,其中花序直径和种子产量分别较之对照组
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降低了8%和38.5%,降低幅度较大(表1)。

3.2暋M1代花粉活力测定及花粉母细胞核型观察

暋暋重离子辐照对大葱花粉活力的影响呈抛物线趋

势。与对照组相比30Gy组花粉活力显著提高,90
Gy组花粉活力也有所增大,幅度较30Gy小,而

180Gy组花粉活力明显下降。结果说明,低剂量的

辐照可以提高大葱花粉活力,高剂量辐照造成的染

色体变异抑制了大葱花粉活力(表2)。

暋暋经过辐照的3组大葱,其花粉母细胞染色体产

生不同程度的变化,出现了单微核、双微核、染色

体桥及染色体之后等染色体畸变现象。微核率随着

辐照剂量的增加而增大;在90Gy辐照量处理的大

葱花粉母细胞中观察到多种染色体畸变情况,90和

180Gy两组总的染色体畸变率显著升高。同时发

现不同辐照量处理大葱的花粉细胞核有不同的变异

特征:30Gy出现了较多染色深的圆形光滑小核;

90Gy出现较多游离染色体现象;180Gy出现细胞

质混浊现象(图1)。

表2暋M1代大葱花粉母细胞核畸变率及花粉活力的比较*

分组
单微核

(%)

双微核

(%)

染色体桥

(%)

染色体滞后

(%)

染色体畸变

(%)

花粉活力(%)

强活力 弱活力 总活力

对照

30Gy

90Gy

180Gy

0

0.4

1.6

3.3

0

0

0.4

1.7

0

0

0.4

0

0

0

0.3

0

0

0.4

暋2.7*

暋暋5.0**

14.5

22.2

17.9

8.7

36.0

44.9

39.3

11.8

50.5

暋67.1**

57.1

暋20.5**

暋暋* * P<0.05,**P<0.01。

图1 M1代花粉母细胞微核现象

(a)对照组正常细胞,(b)30Gy单微核,(c)90Gy单微核,(d)180Gy多微核,(e)和(f)180Gy染色体滞后。

3.3暋M2代大葱种子室内萌发率

暋暋与 M1代种子发芽率随辐照量的增加而降低的

情况有所不同[15],在 M2代中除180Gy以外其余

3组也遵循上述规律,而180Gy组萌发率最高达到

了78%,与 M1代相比,恢复了38.5%,90Gy组

萌发率最低(图2)。

3.4暋M2代大葱根尖细胞染色体畸变率

暋暋M2代大葱微核率呈线性上升,这一趋势与

M1代相同[13],但比率均显著下降。3组大葱M2
图2 M1和 M2代大葱发芽率比较(室内萌发)
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染色体 畸 变 率 较 之 M1 代 分 别 下 降 了 88.6%,

88.3%和91%,说明大葱在 M2代修复了大量染色

体损伤,但辐照造成的影响并未完全消失(图3)。

图3 M1和 M2代根尖染色体畸变率比较

3.5 M2代维生素C和总水溶性蛋白质含量比较

暋暋对经过辐照的3组 M2代大葱和对照进行营养

物质的测定。结果表明,随着辐照剂量的增加,营

养物质的积累量呈波浪趋势,其中30Gy组的营养

物质含量较之对照组均出现较大增幅,维生素C和

总水溶性蛋白质平均含量分别增加了42.5%和

51.7%;90 Gy 组 维 生 素 C 含 量 较 之 对 照 下 降

23%。这表明经过不同剂量辐照后,大葱发生可遗

传变异导致营养物质积累量发生变化,而30Gy在

本次研究中显示为最佳剂量(表3),其中30Gy组

编号为30Gy灢2测得最高维生素 C 含量为19.5
mg/100g,编号为30Gy灢14测得最高总水溶性蛋

白质含量0.4mg/g,这种有利变化具有进行进一

步遗传分析的价值。

表3暋M2代大葱平均维生素C和总水溶性蛋白质含量比较

辐照剂量

/Gy

维生素C含量

/(mg/100g)

总水溶性蛋白含量

/(mg/g)

0 8.0 0.3

30 11.4 0.4

90 6.2 0.3

180 8.0 0.4

3.6暋M2代RAPD分析

暋暋12C6+ 重离子辐射后,两代大葱 DNA 序列发生

了不同的变化。挑选了12个引物进行扩增,共得

到131条带,扩增带谱分子量均在100—2000bp
之间,其中对照组、30,90和180Gy组分别扩增

总条带数为31,34,35和31条,90Gy组所扩增出

的条带的数目、亮度与位置均与其他3组出现显著

差异(图4,表5)。90Gy产生14条特异性条带,

180Gy为12条,30Gy为7条,3组变异率分别为

10.77%,21.21% 和 19.36% (表 4,表 5)。从

DNA扩增图谱可以看出,RAPD 扩增的结果中既

有新增和缺失条带,还有迁移率的差异,且某些相

同条带的DNA含量也有所差异(图5)。

图4 引物S97,S99,S112,S113,S450,S424和S118扩增

结果

M 为 Marker(bp),1为对照,2为30Gy,3为90Gy,4为180

Gy。

图5 M1与 M2代 DNA变异率比较

表4暋12个引物扩增出的DNA片段数分析(M2代)

分组 总条带数 缺失条带数 增加条带数 相似率(%) 变异率(%)

对照 31 ——— ——— ——— ———

30Gy 34 2 5 89.23 10.77

90Gy 35 5 9 78.79 21.21

180Gy 31 6 6 80.64 19.36

表5暋12个引物扩增出的DNA片段数(M2代)

引物 序列
产生条带数

0Gy 30Gy 90Gy 180Gy

S97 ACGACCGACA 8 7 6 9

S98 GGCTCATGTG 0 0 0 0
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S99 GTCAGGGCAA 3 3 1 2

S109 TGTAGCTGGG 1 1 1 1

S112 ACGCGCATGT 3 4 4 2

S113 GACGCCACAC 5 4 4 2

S118 GAATCGGCCA 3 4 4 4

S199 GAGTCAGCAG 4 4 4 3

S424 GACCGACCCA 2 2 3 3

S428 ACCTCAGCTC 0 2 2 0

S430 ACAACTGGGG 0 0 4 3

S450 TCAGAGCGCC 2 3 2 2

4暋讨论

不同剂量的12C6+ 高能重离子辐照大葱种子后,

M1及 M2代植株的生长和形态都发生了较大差

异。本实验中30Gy辐照剂量下的有益突变率是最

高的,M1代植株整体表现出多项生理及形态学指

标优于包括对照在内的其他株系,如株高、葱白长

度和花粉活力等,M2代植株维生素C和总水溶性

蛋白质的含量在这一组也是最高的,这与国内其他

有 关 重 离 子 在 改 良 作 物 性 状 方 面 的 结 论 相 一

致[15—17],与低能重离子的辐射效应有一定区别[18]。

暋暋在一定范围内,随着辐射剂量的增加,大葱根

尖及花粉母细胞的微核及染色体突变率也都随之上

升,二者具有正相关性。这与其他有关研究的结论

一致[19,20]。M2代所有品系的微核及染色体畸变率

较之 M1代都有所下降,但仍然保持了 M1代随辐

射剂量增加的增长趋势,这说明植株在生长繁殖过

程中可能修复了部分由于物理诱变造成的染色体突

变。但由于受损伤的比例不同,修复的情况也有所

区别[21],同时也证明了辐射所造成的部分影响可

以遗传到子代。180Gy出现细胞质混浊现象,推

测为染色体变异合成的错误成分。

暋暋种子萌发率在 M1代随辐照剂量增加而降低,
但 M2代180Gy组明显增加,这可能是由于 M1代

中180Gy的强活力花粉比例最高,种子质量得到

大幅改善,而且随着代数的增加种子活力会得到恢

复[15],从而使 M2代发芽率相对其他组显著提高。

暋暋将辐照 M1和 M2大葱的RAPD分析结果进行

比较,染色体变异率与辐照剂量不成正比关系,两

代的变异率趋势一致,90Gy组变异率均为最高。
两代都出现了缺失条带,迁移率的差异以及某些相

同条带的DNA含量有所差异的现象。但 M2代较

M1代变异率整体降低,30和90Gy组染色体变异

率下降最为明显,分别为64%和48.3%。相比之

下,180Gy 组的染色体变异率下降较少,仅为

12.55%(图5)。高能重离子辐射诱导的变异主要

是DNA分子较大的改变,而不会是点突变[20]。随

着辐照剂量增大,细胞染色体损伤逐步加大也更难

修复,因此30和90Gy辐照剂量下导致的染色体

损伤在传代时被大量修复,而180Gy辐照剂量导

致染色体损伤严重难以修复,体现出低回复率。

暋暋这些结果说明,经过重离子辐照后,大葱DNA
序列发生了明显的变化,这些变化能够部分遗传,
但是否能进一步稳定遗传还有待更深入的研究。
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CytologicalDamageandMolecularBiologyEffectof
12C6+ HeavyIonsonAlliumfistulosum L.*

LIShu灢wen1,WANGXiao灢jun1,DUANYi灢yuan1,QIANPing灢ping1,HOUSui灢wen1,2,#

(1CollegeofLifeScience,LanzhouUniversity,Lanzhou730000,China;

2InstituteofModernPhysics,ChineseAcademyofSciences,Lanzhou730000,China)

Abstract:TheAlliumfistulosum L.seedswereirradiatedby12C6+ heavyionstothedosagesof30,90,

180Gy,themutageniceffectintheaspectofthecelllevelandtheagronomywasstudiedandtheRAPD
analysiswascarriedout.ComparisionwiththeconclusionofM1gengerationindicatesthattheCytological
damage,micronucleusandchromosomalaberrationcausedbyradiationformedinthecellsofAlliumfistu灢
losum L.,andthiskindofeffectstillexistedintheM2generation.Thereisanegativecorrelationbetween
someofthegrowthindexessuchasplantheight,diameterofonionwhiteandirradiationdosagetoacer灢
tainextent,thegrowthindexesinthe30Gydosageexposuregrouparebetterthanthoseincontrolgroup.
TheAlliumfistulosum L.nutrients,includingthetotalwater灢solubleproteinandtheVitaminCcontent
arethehighestforthe30Gygroupandthelowestin90Gygroup.ConsistentwiththeM1generation,the
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chromosomalaberrations,micronucleusandtheDNApolymorphismratebyRAPDanalysisarestillposi灢
tivecorrelationswiththeradiationdoseinM2generationrespectively.However,theoverallratesdecline.
TheresultindicatedthattheDNAvariationinducedbythehighenergyheavyionexposureisrepairedand
eliminatedtoacertainextentintheM2generation.

Keywords:Alliumfistulosum L.;12C6+ heavyion;chromosomeaberration;VitaminC;totalwater灢sol灢
ubleprotein;RAPDanalysis
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