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不同LETC离子束对粘红酵母菌的突变效应分析*
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摘暋要:以粘红酵母菌 RhodotorulaglutinisAY91015为材料,研究了不同传能线密度(LET)的C
离子对粘红酵母菌的失活截面和突变截面,评估了不同LET的C离子对微生物的失活效应和突变

效应。结果表明,C离子LET为120.0keV/毺m 时,单个粒子对粘红酵母菌的失活截面最大,为

4.37毺m2,接近酵母菌细胞核的平均核截面;LET为96.0keV/毺m 时,单个粒子对粘红酵母菌的

突变截面最大。通过对C离子束致突变能力的分析发现,C离子在LET为58.2keV/毺m 时突变能

力最强,这一结果显示在经 C离子辐照后存活下来的粘红酵母菌中,可以引起有效突变的最佳

LET为58.2keV/毺m 左右,此时所对应的碳离子能量约为35MeV/u。这些结果表明,C离子对粘

红酵母菌的最佳致死效应和最佳致突变效应存在于不同的能量区域。
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1暋引言

重离子束与传统诱变源相比,在与生物材料相

互作用方面具有明显优势:重离子束具有高的传能

线密度(LinearEnergyTransfer,简称LET),在与

细胞相互作用的时候,产生高的电离和激发事件,
容易对细胞造成损伤[1]。它可以影响细胞的生理生

化功能,引起细胞中遗传物质的改变,具有突变率

高和突变谱广等特点[2]。重离子不仅对哺乳动物细

胞具有很强的致死作用和致畸变作用[3-4],对微生

物也有很强的致突变效应[5-9]。目前,关于不同品

质的同一种重离子对真核生物的失活效应、突变效

应及这些效应与LET的关系的报道还比较少。
粘红酵母菌可以产生类胡萝卜素(carotenoid)

而使菌落外观呈粉红色[10]。在受到外界的不良刺激

或辐射作用下,参与类胡萝卜素代谢的酶可能发生

改变而产生变异菌株,使类胡萝卜素表达困难或表

达过量,从而使酵母菌落变为白色或深红色。因此,
通过菌落颜色的改变就很容易进行粘红酵母菌类胡

萝卜素突变菌的鉴别。

本文以粘红酵母菌 RhodotorulaglutinisAY
91015为材料,研究了不同LET的C离子(14.9—
120.0keV/毺m)与粘红酵母菌失活效应和突变效应

的关系,并探讨了经C离子辐照后存活下来的粘红

酵母菌可以引起有效突变的最佳LET值的区域。

2暋材料和方法

2.1暋菌种和培养基

粘红酵母菌RhodotorulaglutinisAY91015购

自中国典型培养物保藏中心(CCTCC)。挑取少量

斜面保存的酵母菌在改良的 YEPD 培养基中于

28 °C培养2—3d,培养基(g/l):葡萄糖20,蛋白

胨10,酵母粉10,MgSO4·7H2O1.5,KH2PO4

1.0,pH 为5.5。将培养好的酵母菌悬液用磷酸缓

冲液冲洗并调整浓度到2暳108yeasts/ml,以备 C
离子照射使用。

粘红酵母菌悬液在经过辐照和稀释至适当的浓

度后,接种到直径为90mm 铺有 YEPD培养基的

平皿中。培养基(g/l):葡萄糖20,蛋白胨10,酵母
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粉10,琼脂20。在28°C下培养5d,用以统计辐照

后粘红酵母菌的失活率和类胡萝卜素突变率。

2.2暋辐照

C离子束辐照在中国科学院近代物理研究兰州

所重离子研究装置 HIRFL上进行。为了得到不同

物理参数的C离子束(见表1),在某些情况下,需

要加上不同厚度的降能片(Lucite)来获取需要的 C
离子束。剂量由空气电离室测得并以单位面积上的

粒子数计[11]。

表1暋用于酵母菌辐照实验的不同LETC
离子束的物理参数*

初始能量

/(MeV/u)
Lucite厚度

/(mm)

平均能量

/(MeV/u)

平均LET
/(keV/毺m)

235 0 233.3 14.9
100 0 96.7 27.1
80.5 0 75.0 32.8
80.5 10.6 36.5 58.2

80.5 13.6 20.0 96.0
100 22.0 15.0 120.0

* 每次实验有3个平行样品,实验结果是平行样品的平均值±

标准差(X暲SD),对照样品是同时准备的没有经过辐照的

样品;平均能量是指离子束到达样品时的平均能量。

2.3暋失活效应和突变效应的分析

以10倍稀释法将经过辐照的样品稀释至适宜

的浓度后接种到铺有 YEPD琼脂培养基的平皿中,
稀释的结果以每皿得到约2暳102个单菌落来检测

失活效应、2暳104个单菌落检测突变效应为宜。失

活的酵母细胞由于失去分裂增长的能力而不能形成

单菌落,所以受照酵母的存活分数 SF(Survival
Fraction)就是受照样品的菌落数(S)与对照样品菌

落数(S0)的比值,即

SF=S
S0

=exp(-氁i毜), (1)

这里,毜 是粒子注量(particles/cm2),氁i是失活截面

(毺m2)[8]。
正常的粘红酵母菌为粉红色,突变的粘红酵母

菌则为白色或深红色。突变频率 MF(Mutation
Frequency)是突变菌落数(Nm)与总菌落数(N)的
比值,如公式(2)所示:

MF=Nm

N =氁m毜 , (2)

这里氁m是突变截面(毺m2)[8]。

存活曲线和突变曲线及相应的常数氁i和氁m 通

过origin7.0软件由公式(1)和(2)拟合得到。

3暋 结果

粘红酵母菌经过不同 LETC离子辐照后得到

的存活效应曲线(见图1)。这里,纵坐标是存活分

数,横坐标是离子注量。可见,酵母菌存活分数随

剂量的增加呈指数下降的趋势,LET值越高,失活

效应越明显。

图1 粘红酵母菌经不同 LETC离子束辐照后存活分数与

粒子注量的关系

在重离子辐射研究中,细胞失活截面是研究较

多的一项指标,它是对粒子与生物体相互作用后引

起的失活效应的定量描述,一般随 LET 值的增加

而增加,并与细胞核的大小及分布有关[9]。将从存

活曲线得到的斜率氁i值做进一步分析,得到氁i值与

LET 的关系(见图2)。可看出,随着 C离子LET
的增加,失活截面逐渐增大并达到饱和,在120.0
keV/毺m时得到最大值,为4.37毺m2,接近于粘红

酵母菌细胞核的平均核截面(4.98±0.79)毺m2。

图2 粘红酵母菌失活截面氁i与C离子LET 的关系

粘红酵母菌经过不同碳离子辐照后得到的突变

效应曲线见图3。可以看出,突变频率随剂量的增
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加呈线性增加的趋势。同时,突变效应随着LET值

的增加逐渐明显,但在 LET 为120.0keV/毺m 时

反而略有减小,低于 LET 为96.0keV/毺m 的结

果。这一点在氁m灢LET 关系图中表现得更为明显

(见图4):突变截面先随LET的增加而增加,并在

96.0keV/毺m 达到最大值,然后在 LET 为120.0
keV/毺m 处又表现出下降的趋势。

图3 粘红酵母菌经不同 LETC离子束辐照后类胡萝卜素

突变株产生频率与粒子注量的关系

图4 粘红酵母菌突变截面氁m与C离子LET 的关系

从以上结果可以看出,突变截面的值要比失活

截面的值小,而且最大失活截面和最大突变截面分

布在不同的LET值区域。

表2暋不同 LET的C离子辐照粘红酵母菌后得到的失活

截面氁i、突变截面氁m及致突变能力(氁m/氁i)的比较

LET
/(keV/毺m)

氁i/毺m2
氁m

/毺m2(暳10-3)

氁m/氁i

(暳10-3)

14.9 0.12暲0.01 0.03暲0.01 0.25暲0.10

27.1 0.39暲0.05 0.21暲0.03 0.54暲0.15

58.2 1.01暲0.14 0.73暲0.10 0.72暲0.20

96.0 3.45暲0.50 1.26暲0.20 0.37暲0.11

120.0 4.37暲0.59 1.02暲0.14 0.23暲0.06

突变截面和失活截面的比值(氁m/氁i)可以反映

粒子的致突变能力。不同 LETC离子辐照粘红酵

母菌后得到的失活截面、突变截面及氁m/氁i(见表

2)。由氁m/氁i值可以看出,C离子的致突变能力在

LET为58.2keV/毺m 最大,这比引起最大失活截

面和最大突变截面的LET值都要小。

4暋讨论

从失活截面的结果可以看出,失活效应随LET
值的增加而增加并逐步达到饱和,这可以用粒子能

量的空间分布特点来解释。高能粒子的LET小,单

位长度上发生电离事件的机率小且分布均匀。随着

带电粒子入射深度的增加,粒子能量逐渐降低,

LET增大,电离事件发生的机率逐渐增加并最终达

到饱和[12]。有报道表明,对大肠杆菌Escherichia
coli来说,失活截面在LET高于100keV/毺m 后达

到饱 和,并 接 近 于 大 肠 杆 菌 的 几 何 截 面 (»0.3

毺m2)[13]。对哺乳动物细胞来说,最大失活截面则

接近细胞的平均核截面[14]。在我们的实验里,粘红

酵母 菌 的 氁i灢LET 效 应 曲 线 在 LET 为120.0
keV/毺m时达到最大值,并与酵母单细胞的平均细

胞核截面接近,与类似的文献报道基本一致。
从突变截面与 LET 值的关系可以看出,突变

截面在LET为96.0keV/毺m 时达到最大值,之后

随LET 值的升高表现出下降的趋势。这提示着诱

导DNA分子发生突变损伤效应的碳离子束存在一

个最佳的能量区域值,这一能量区域所对应的LET
值足以引起DNA 发生突变损伤,但不会造成过多

的细胞死亡。虽然高LET能使细胞失活效应增大,
但由于突变效应只能表现在存活下来的细胞中,过

多的细胞死亡反而会降低突变比率,因此C离子只

有具有适宜的 LET值才能在酵母细胞中引起最高

的突变率。有报道称,80MeV/u的 C离子造成的

番茄种子染色体畸变率随 LET的变化表现出4倍

以上的差异[15]。对于比较轻的氦离子来说,大肠杆

菌乳糖操纵子在LET20keV/毺m 时表现出较高的

突变率[8]。很难比较这些用不同的材料和粒子所得

到的结果。就我们的实验结果来看,C离子在LET
58.2keV/毺m 时的诱变能力最强,此时所对应的C
离子能量约为35MeV/u。

总之,粘红酵母菌在受到不同 LETC离子照

射以后,细胞失活效应和突变效应表现出很强的

LET 依 赖 性:最 大 失 活 截 面 在 LET 为 120.0
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keV/毺m 时饱和并达到最大,突变截面则在 LET
为96.0keV/毺m 时达到最大;通过对致突变能力

(氁m/氁i)的分析发现,经辐照后存活下来的粘红酵

母菌C离子的最大致突变能力体现在LET为58.2
keV/毺m 时。这些结果表明,C离子对粘红酵母菌

的最佳致死效应和最佳致突变效应存在于不同的能

量区域。这对辐射生物基础研究领域、重离子辐照

微生物诱变育种及空间高能离子的致突变能力评估

都有重要的参考价值。
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AnalysisofMutagenicEffectsInducedbyCarbonBeams
atDifferentLETinaRedYeastStrain*
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Abstract:ToevaluateinactiveandmutageniceffectsofcarbonbeamatdifferentLET,theinactivation
crosssectionandmutationcrosssectioninducedbycarbonbeamsofdifferentLETvalueswereinvestigated
inaredyeaststrainRhodotorulaglutinisAY91015.Itwasfoundthatthemaximuminactivationcrosssec灢
tionof4.37毺m2,which wasveryclosetotheaveragenucleuscrosssection,wasatLET of120.0
keV/毺m.Themaximum mutationcrosssectionwasatLETof96.0keV/毺m.Meanwhile,thehighest
mutagenicityofcarbonionwasfoundaround58.2keV/毺m.ItimpliedthatthemostefficientLETtoin灢
ducemutationinsurvivalyeastswas58.2keV/毺m,whichcorrespondedtoenergyof35MeV/ucarbon
beam.Themosteffectivecarbonbeamtoinduceinactivationandmutationlocatedatdifferentenergyre灢
gion.
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