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植物个体远程辐射信号早期传递过程的研究体系创建*

王 婷,李方华,徐淑艳,卞 坡#,吴跃进,吴李君
(中国科学院离子束生物工程学重点实验室,中国科学院技术生物与农业工程研究所,安徽 合肥230031)

摘暋要:自2005年以来,活体中的远程辐射旁效应逐渐成为辐射生物学的研究热点,然而其早期

信号传递过程的相关研究却鲜见报道,主要原因是由于早期信号传递过程研究所需的旁区与辐射

区的自由分离与组合在动物模型上无法实现。本研究是基于植物个体可以切割和嫁接的特性,借鉴

离体细胞培养基转移方法研究旁效应早期过程的思想,在植物个体上实现旁区与辐照区的“分离暠
与“组合暠,构建了一种研究个体远程辐射信号早期传递过程的植物实验体系。具体是以模式植物拟

南芥菜转基因系(AtRAD54promoter暶暶GUS)为材料,同源重组修复相关基因AtRAD54表达水平

为生物学检测终点,人为地将辐照区的组织(或器官)与旁区部分“分离暠或“嫁接暠,通过测定旁区组

织(或器官)的AtRAD54基因表达水平变化,研究其辐射信号传递的早期过程。该研究体系的创建

为活体旁效应早期过程的研究提供了一种可行的研究方法。
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1暋引言

近年来,辐射诱导的旁效应受到愈来愈多的关

注,已成为辐射生物学领域新的研究热点之一。而

当前对辐射旁效应的认识主要是利用离体的单细胞

培养体系取得的[1],Nagasawa等最先用a粒子辐照

中国仓鼠卵巢细胞时发现不到1%的细胞被a粒子

击中,却有30%的细胞表现出了姊妹染色单体交换

(SisterChromatidExchange,简称SCE)[2]。旁观者

效应被发现后,研究人员为了不同的研究目的,发

展了多种单细胞研究体系,如共培养、混合培养和

培养基转移等[3—6]。利用离体细胞系研究旁效应尽

管具有很多优点,但是离体培养的细胞不具备组织

和个体的三维形态和广泛的胞间通讯,不能完全反

映组织和活体的生理特点,因此近年来多细胞三维

组织、器官和活体模型被广泛应用于辐射旁效应的

研究。Belyakov等首次利用体外重建的人体三维组

织研 究 了 辐 射 旁 效 应 信 号 在 组 织 水 平 上 的 转

导[7—10],随后 Koturbash等报道了旁效应在活体小

鼠中的存在[11-13]。杨根等用质子微束定点辐照拟

南芥菜种胚的茎尖分生组织(ShootApicalMeri灢
stem,简称SAM)细胞,结果显示其远端未受辐照

的根尖分生组织(RAM)的发育分化受到了显著的

抑制[14]。使用低能 Ar+ 辐照完整的拟南芥菜种子

非生长点细胞,同样导致了未受辐照的茎尖和根尖

分生组织的发育和分化抑制(种子萌发速度、主根

伸长、根毛密度和侧根发育)[15]。李方华和刘萍等

用低能a粒子局部辐照拟南芥菜小苗的根部,在远

端未受辐照的地上部分检测到同源重组频率的增加

和AtRAD54基因表达的上调,从而进一步在高等

植物体中演示了辐射诱导的远程诱变效应[16,17]。
辐射旁效应的早期过程是旁效应机理研究中的

一个重要部分,涉及到辐射旁效应损伤信号的产

生、维持、传递和响应等方面。在细胞培养体系中,
研究人员以快速实时的 DNA 双链断裂作为检测终

点分别在离体细胞体系和三维组织上初步演示了辐

射旁效应的早期过程。但是 DNA 链断裂只是一个

对辐射损伤的响应终点,并不能反映辐射损伤信号
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的产生、维持和传递等早期过程。要回答这些问题,
一个很好的方法是在特定的时间点把受辐照的细胞

和未辐照的细胞进行物理“隔离暠和重新“组合暠。离

体细胞培养基转移技术为这种研究提供了可能。

ZhangYing等利用条件培养基转移技术证实受辐

照的细胞在条件培养基中处理至少1h以上才能产

生足够的旁效应信号来诱导旁细胞的腺苷酸激酶位

点的突变,且这种旁效应信号能够稳定地留存于条

件培养基中,大约需12—24h信号才会消失[18]。
目前,辐射远程效应已经在多个活体动物模型上得

到演示,但尚未见到活体远程辐射旁效应早期信号

传递的相关研究报道,其关键是无法在动物模型中

实现辐照部分和旁观者部分之间的“隔离暠和“组
合暠。相对于动物模型,植物细胞具有全能性,割离

一些器官和组织对其他部位的生理和发育影响很

小,如切除叶子、部分根,甚至重要的分生组织都

不会导致剩余部分的死亡和过多的生长发育改变,
而且离体的组织器官也很容易培养存活。另外,植

物的另一个明显特点是可“嫁接暠性,其它个体的组

织器官能通过“嫁接暠在另一个体上正常地生长发

育,也就是说,在植物活体中很容易实现不同组织

器官的“分离暠和“组合暠。因此基于活体水平辐射远

程效应在植物上的演示,植物应该是一个研究个体

辐射远程旁效应早期过程的理想模型。
本文采用模式植物拟南芥菜作为研究对象,以

AtRAD54基因的表达水平作为辐射远程效应的生

物学检测终点,研究植物体“剪切暠和“嫁接暠处理对

辐射损伤信号远距离传递的影响,阐明以此操作研

究个体辐射损伤信号传递早期过程的可行性,并建

立相应的研究体系。

2暋实验材料和方法

2.1暋实验材料和生长条件

(1)实验材料暋拟南芥菜AtRAD54P暶暶GUS
转基因系15灢6#,由Dr.SeiichiToki(NationalIn灢
stituteofAgrobiologicalSciences,Japan)[19]惠赠。

(2)生长条件暋 消毒的无菌拟南芥菜15灢6#
种子点播在 GM 培养基上(1% 蔗糖,0.8% 琼脂,
MS盐),置于4曟冰箱春化48h,随后放置于光照

培养箱竖直培养,培养条件为温度(22暲1)曟;持续

光照,光强约5556lux100毺Mm2/s1。

2.2暋毩粒子辐照实验

a粒子旋转辐照装置(241Am,活度:7.4MBq)
为中国科学院离子束生物工程学重点实验室仪器。
萌发8d的幼苗从 GM 培养基上被转移到特制的圆

环中,圆环的直径大约为45mm,底部固定有一层

3.5毺m 的 Mylar膜,a粒子到达样品的平均能量为

3.3MeV,剂量率1.09cGy/s。一层100毺m 厚的

铝箔固定在 Mylar膜下方屏蔽 a粒子对样品的辐

射,仅在中央部位留有7mm 未被遮挡狭缝,与辐

照窗口的直径相当。将拟南芥菜幼苗轻轻地移到

Mylar膜上并保证根尖位于辐照窗口上方,而子叶

端被铝箔完全屏蔽(如图1(a)所示)。另外,在幼苗

地上部分的上方和下方各放置一层湿润的滤纸以阻

止辐照过程中小苗水分的流失,滤纸边缘和铝箔边

图1 a粒子根辐照、根剪切和嫁接处理示意图

(a)a粒子对拟南芥菜小苗进行辐照处理,(b)根尖剪切示意图,(c)根嫁接示意图。
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缘齐平。使用5Gya粒子对根尖部分进行辐照处理

后,加入1ml的无菌水到样品环内,以便于小苗从

Mylar膜上取下。然后将受辐照的拟南芥菜幼苗重

新移到 GM 培养基上培养。

2.3暋根剪切实验

将拟南芥菜小苗整齐地排列在 GM 培养上,剪

根时,剪切位点位于下胚轴以下大约6cm,留下少

许根部以保证检测前小苗的正常生长,如图1(b)

所示。剪根后的拟南芥菜小苗地上部分被转移到新

的GM 培养基上,间距为1cm。剪根24h后,小苗

的根部和下胚轴部分被全部剪除,剩下的部分用作

GUS酶活性检测,每组设12个平行。

2.4暋嫁接实验

用锋利的双面刀片沿下胚轴以下大约6mm 的

根部划开,使其根部和地上部分分开,将断开的根

部轻轻用镊子夹起,排列到 GM 培养基上,作为待

嫁接的根部,间距为1cm;将另一株拟南芥菜小苗

沿同样的部位切下,用镊子轻轻夹起其地上部分,

摆放到放有断开的待嫁接的根部的 GM 培养基上,

并让其末端接在排列好的根部的上端,在10倍解

剖镜下操作,轻轻用镊子使两个末端紧密连接在一

起,如图1(c)所示。嫁接24h后,在10倍解剖镜

下观察,选择连接部位完整的样品的地上植株作为

GUS蛋白活性检测的对象。

2.5暋GUS活性定量检测与数据统计

将拟南芥菜幼苗的下胚轴和根部移去,剩余部

分(真叶、子叶和部分茎)放入到1.5ml的eppen灢
dorf管中,加入100毺l的4灢MUG反应液(1mM4灢

MUG,50mMsodiumphosphatebuffer,pH7.0,

10mM EDTA,0.1%SDS,0.1% TritonX灢100,

Sigma),37曟水浴16h后,加入50毺l的 Na2CO3

溶液(1M)终止反应,每个样品取100毺l反应液加

入96孔板的酶标板中,酶标仪检测荧光强度(激发

光波长365nm,发射光波长455nm)[20] 。
在本研究中,所有数据均以平均值暲标准差形

式给出。群体间差异显著程度利用Student暞sttest
计算,P<0.01为极显著,在图2和图3中以“*
*暠表示。

图2 根的剪切处理能有效阻止辐射损伤信号的根灢茎传递

NCT为对照植株,Cut为根尖剪切处理的植株,PCT 为根部

受到a粒子辐照处理的植株。

图3 辐照后根嫁接能够恢复损伤信号根灢茎传递

NCT为对照植株,Graft为根嫁接处理的植株,PCT为根部受

到a粒子辐照处理植株。

3暋实验结果

3.1暋根剪切以及嫁接对GUS基因表达无影响

在本研究中,对拟南芥菜小苗的根进行剪切和

嫁接是一项基本的操作,为此首先检测了拟南芥菜

根的剪切和嫁接本身是否影响地上植株AtRAD54
基因的表达。结果显示,在检测前对根的剪切(Cut)
和嫁接(Graft)处理并不影响地上植株AtRAD54基

因的表达水平,和未作任何处理的对照(NCT)无显

著差异(P 值均大于0.05),如图4所示。以上结果

表明,操作过程中根的剪切和嫁接处理未对检测终

点产生干扰。

3.2暋辐照后根的剪切处理可以有效阻止辐射损伤

信号的根灢茎传递

在确定机械损伤不影响 AtRAD54基因表达

后,另一个关键问题是根受辐照部分的剪切处理是

否能有效阻止辐射损伤信号的根灢茎传递。以5Gy
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的a粒子对拟南芥菜的根尖部分进行辐照后,受辐

照的根尖在辐照后立即进行剪切处理,24h后检测

拟南芥菜小苗地上部分AtRAD54基因表达水平,
结果如图 2 所示。剪切后地上植株(Cut)的 At灢
RAD54基因的表达与未作任何处理的阴性对照

(NCT)相比没有明显的差异,而只对小苗进行辐照

处理 的 小 苗 (PCT)其 AtRAD54 基 因 的 表 达 与

NCT相比则有明显的提高。以上结果表明,切根处

理可以在可操作的时间尺度内阻止辐射损伤信号的

根灢茎传递。

图4 剪根和嫁接处理不影响地上植株AtRAD54基因的表

达水平

NCT为对照,Cut为根尖剪切处理的植株,Graft为嫁接处理

的植株。

3.3暋根嫁接实验恢复辐射损伤信号的根灢茎传递

利用嫁接作为研究植物个体辐射损伤信号早期

过程的一个方法,关键在于嫁接能否恢复辐射损伤

信号的根灢茎传递。在本实验中,对拟南芥菜小苗的

根尖部分进行5Gy的a粒子辐射,辐照结束后立刻

剪切其受辐照的根部,并立即嫁接上一个新植株的

地上部分,24h后检测地上部分GUS 基因活性。
结果如图3所示,根辐照嫁接的小苗地上植株的

AtRAD54基因表达(Graft)与未辐照处理的小苗

(NCT)相比有明显的增加,且呈极显著差异(P<
0.01)而和仅作辐照处理的阳性对照(PCT)相比无

显著差异(P>0.05)。结果表明,根嫁接处理能够

有效恢复辐射损伤信号的根灢茎传递。

4暋讨 论

辐射诱导的旁效应在活体中的研究,特别是其

早期过程的研究对于阐明其内在机制和评估辐射治

疗风险有更加积极的意义[21]。本文主要是基于植

物个体可以剪切和嫁接的特性以及在已经证明的辐

射远程效应在植物中存在的基础上,创建了一种能

够在活体中研究辐射损伤信号早期传递过程的研究

体系,阐明了其中可能存在的问题,证明了其在相

关研究中的可行性。
该研究体系主要是利用植物可“剪切暠和“嫁接暠

的特性,因此在操作过程中对根的机械损伤是不可

避免的。而机械损伤对实验选取的生物学检测终点

(AtRAD54基因的表达)并没有显著的影响。另外,
根尖也是各种激素产生的中心组织器官,切除根

时,这些 激 素 的 缺 失 也 并 未 对 地 上 植 株 的 At灢
RAD54基因的表达产生影响,一种可能是因为切

根和基因表达检测相隔时间较短(24h),地上植物

保持了一定的激素水平,二是AtRAD54作为 DNA
链断裂的修复组分之一,对机械损伤信号或者短期

的激素水平改变不敏感。
在本研究中,辐射后切根处理可以有效阻断辐

射损伤信号的根–茎传递。在a粒子辐照装置上,5
Gy的a粒子辐照需要大约10min的时间,说明在

这10min的处理时间内,没有或者没有足以引起

地上植株AtRAD54基因表达上调的损伤信号传递

到切割点以上的部分,这使我们可以在可操作的时

间尺度内阻止辐射损伤信号的根灢茎传递。另外,在

本实验中的根嫁接实验在本质上也不是一种真正意

义上的嫁接,因为在实验时段内,在结合的部位并

没有形成愈伤组织把根部和地上部分在生理上连接

起来。该体系中的嫁接实验是在1%的琼脂糖 GM
培养基平板上进行的,因此也不能排除在嫁接的界

面上辐射损伤信号通过培养基进行传递。
总之,在 证 明 了 机 械 损 伤 不 对 远 程 的 At灢

RAD54基因表达产生影响,辐照后剪根处理可以

有效阻止辐射损伤信号根灢茎传递,以及嫁接处理可

以恢复辐射损伤信号根灢茎传递的基础上,本实验建

立的以拟南芥转基因系 AtRAD54P暶暶GUS 作为

实验材料,AtRAD54基因的表达水平作为检测终

点,以短射程a粒子为局部辐照源的研究活体辐射

损伤信号早期传递过程的研究体系是可行的。
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EstablishmentofaNovelPlantExperimentalSystemfor
StudyingearlySignalinginBystanderEffectinvivo*

WANGTing,LIFang灢hua,XUShu灢yan,BIANPo# ,WUYue灢jin,WULi灢jun
(KeylaboratoryofIonBeamBioengineering,InstituteofTechnicalBiologyandAgricultural,

ChineseAcademyofSciences,Hefei230031,China)

Abstract:Increasingdatahavebeenaccumulatedfortheexistenceandmanifestationofradiation灢induced
bystandereffects(RIBE)inthewhole灢organismcontext.However,theearlysignalinginRIBEinvivo
hasbeenunclearduetothelackofrelevantmethodology.Inthepresentstudy,anovelplantexperimental
systemforstudyingtheearlysignalinginRIBEinvivowasestablished,inwhichtheexpressionlevelof
HR灢relatedAtRAD54genewasmeasuredasabiologicalendpoint,andtherootcuttingandgraftingwere
usedtostopandrestorethesignalingcommunicationfromirradiatedrootstobystanderaerialplants.
Keywords:radiation灢inducedbystandereffectsinvivo;signaltransmission;a灢irradiation;Arabidopsis
Thaliana;AtRAD54gene
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