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不同LET碳离子束辐照拟南芥干种子的当代损伤效应
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摘要: 本研究以拟南芥 (Columbia野生型)干种子为材料，利用兰州重离子研究装置 (HIRFL)产生的碳离子

束对材料进行辐射处理，统计其存活率、根长、下胚轴长及每果荚种子数，以探讨不同传能线密度 (Linear

Energy Transfer，LET)的碳离子束辐照对拟南芥当代损伤效应的影响。结果表明，在相同LET辐射条件

下，随着辐射剂量的增大，拟南芥的存活率、根长、下胚轴长度、每果荚种子数都呈现下降趋势。在相同剂

量不同LET辐射处理情况下，随着LET的增大，存活率、根长、下胚轴长、每果荚种子数都显著下降，可

见高LET辐射严重抑制了拟南芥的生长和发育。研究表明，当LET为 50 keV/µm时，碳离子束辐射拟南芥

干种子对应的最佳诱变剂量为 200 Gy，为后续开展碳离子束辐射的诱变效率研究奠定了前期基础。
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1 引言

拟南芥 (Arabidopsis thaliana L.)属于双子叶植物

纲，十字花科，鼠耳芥属。拟南芥作为植物科学研究中

的重要模式植物之一被广泛应用于植物遗传学、发育

生物学和分子生物学等多种领域，被誉为“植物中的果

蝇”。其主要原因是[1−3]：(1) 植株个体小，成熟植株

高度一般为 30 cm左右，可在温室中大量培养；(2) 生

育周期短，仅为 7 ∼ 8周左右，大大缩短了培养时间；

(3) 自花授粉，单株可收获数千粒种子；(4) 基因组小，

结构简单，仅有5对染色体，整个基因组大小约为 125

Mb，其全基因组的测序结果和分析报告也于 2000年底

公布。

电离辐射对生物体的损伤作用，一方面体现在能

量直接作用于生物分子，引起生物分子的电离和激发，

使DNA、RNA或蛋白质发生断裂，亦可使酶类失活，

从而破坏了有机体具有生命功能的物质；另一方面电离

辐射可以引起水分子产生大量自由基，这些自由基间

接作用于生物分子，最终造成机体细胞及遗传物质结

构的破坏。近年来，重离子束因其独特的物理学和生物

学特性而备受关注。它具有较高的传能线密度 (Linear

energy transfer，LET)，即在单位贯穿路径上沉积的

能量大，属致密电离辐射；而低LET射线 (如X射线、

γ射线)的能量沉积是均匀分布在靶体上，属稀疏电

离辐射[4]。因此，相同剂量辐射下，重离子束比常规

电离辐射具有更高的相对生物学效应 (Relative biolog-

ical effectiveness，RBE)[5−6]，而RBE的异同受各种

参数影响，如细胞的敏感性、辐射的剂量、离子种类

等，LET在这些参数中尤为重要[7−9]。重离子的种类

及参数十分丰富，不同离子种类、不同LET的重离子

束辐射对植物体及动物细胞的辐射损伤研究已有报道。

如Suzuki等[10]利用不同LET的氖离子辐射处理人正常

细胞后发现，细胞死亡和染色质断裂的发生具有明显

的LET效应。Aoki-Nakano[11]利用重离子辐射B淋巴

细胞后发现，DNA双链断裂修复路径会受到影响，从

而发生错误修复。在植物育种领域，不同LET的重离

子束可诱发不同类型的DNA突变类型，较低的LET

主要引发点突变和小片段的插入缺失，随着LET的

增加，染色体重排时间发生几率也随之增多[12−13]。

因此，为积累基础数据，探索合适的重离子辐射诱变

育种参数，本试验依托国内唯一能提供中高能重离
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子束的兰州重离子研究装置 (HIRFL)，采用能量分别

为 43.3, 13.0和 10.3 MeV/u (平均LET分别为 50, 150

和 200 keV/µm)的碳离子束辐射拟南芥的干种子，通

过对辐照当代存活率、幼苗长势、植株高度、结实率等

损伤指标的调查，研究不同LET的碳离子束辐照对拟

南芥当代各个生长发育时期 (幼苗期、生长期、生殖期

和成熟期)的损伤效应，以期为获得丰富的拟南芥突变

体提供最佳重离子辐射条件，同时也为重离子辐射诱变

拟南芥的机理研究提供基础数据。

2 材料与方法

2.1 试验材料及培养条件

供试植物材料拟南芥野生型 (Columbia)种子由中

国科学院上海生命科学研究院植物生理生态研究所崔晓

峰提供。培养条件：(22±2)°，16 h光照/8 h黑暗，光

照强度为 5 000 lux，相对湿度为 60%。

2.2 方法

2.2.1 辐射处理

拟南芥干种子用封口膜包裹，利用HIRFL提供的

碳离子束进行样品辐射处理，具体辐射参数见表 1。

表 1 碳离子束辐射参数

Energy
/(MeV/u)

LET
/(keV/µm)

Dose/Gy
Number of

samples/dose

43.3 50 0, 100, 200, 300, 500 7 000

13.0 150 0, 20, 40, 60, 100, 200 7 000

10.3 200 0, 20, 40, 60, 100, 200 7 000

2.2.2 萌发率统计

每个剂量随机选取 100粒种子，经 20% NaClO溶

液表面消毒 15 min，无菌水冲洗 5次，播种于培养皿内

的湿滤纸上，置于培养间。第 2天开始统计萌发率，连

续统计 5 d。

2.2.3 存活率统计

每个剂量随机选取 100粒种子，于 4 ℃下避光春
化 3 d后点播于土壤中，置于培养间并覆盖塑料薄膜进

行保温，1周揭掉薄膜。培养 30 d后以长出莲座叶为存

活标准统计存活率 (%)，计算公式如下：

存活率=
30 d后长出莲座叶的株数

供试种子总数
×100%。

2.2.4 根长及下胚轴长度测定

根长测定：辐射后的种子 (45粒/剂量)经 20% Na-

ClO 溶液表面消毒 15 min，无菌水冲洗5次，点播

于MS(Murashige and Skoog)培养基上，置于 4 ℃避
光条件下春化，3 d后垂直置于培养间中，待其生长 7 d

后，数码相机 (G9，Canon)取像，用微标尺结合 Image

J 软件测量根长 (根尖到下胚轴的长度)。

下胚轴长度测定：辐射后的种子 (45粒/剂量)消

毒、点播、春化步骤与根长测定实验相同。春化结束后

转移至 22 ℃培养间并用锡纸包裹培养皿进行避光处理，
待其生长 7 d后，拍照取像，用与上述相同的方法测量

下胚轴长度。

2.2.5 结实情况

以果荚种子数指标代表辐照当代的种子结实情况，

待拟南芥生长 60 d，果荚成熟时，每个剂量随机抽取 10

株，每株剪取 3个成熟未开裂的果荚，统计每个果荚的

种子数。

2.3 数据统计分析

以上各实验均重复 3次，数据采用 SPSS 17.0软件

中Post-Hoc(Duncan)进行统计学分析，以P < 0.05为

显著性差异水平，显示数据均为“平均数±SE”，字母

不同表示差异有统计学意义。使用Origin 8.0软件进行

图表绘制。

3 结果与分析

3.1 不同LET的碳离子束辐射对拟南芥萌发率的影

响

图 1显示的是不同LET的碳离子束辐照拟南芥种

子萌发率的剂量—效应曲线。结果表明：对照萌发率

为 98.3%，不同LET的碳离子束随着剂量的增加，萌

发率与对照相比均有所降低，但并不显著。即使在不

同LET的碳离子束的最高辐照剂量下，种子仍可正常

萌发，其萌发率分别为 96.3%，97.0%，97.0%。这表明

不同LET的碳离子束辐照对拟南芥种子萌发的影响较

小。

3.2 不同LET的碳离子束辐射对拟南芥存活率的影

响

由图 2可以看出，辐射剂量为 50 Gy时，在LET

50, 150, 200 keV/µm辐射条件下拟南芥的存活率均无

显著性差异。辐射剂量高于 150 Gy时，存活率呈现出

显著下降趋势，但在不同辐射条件下的变化幅度有所不

同：LET 150和LET 200 keV/µm在 200 Gy辐射剂量

点时，存活率分别由 82.0%和 88.0%急剧下降到 17.0%

和 11.0%；而LET 50 keV/µm辐射条件下的存活率仅

由 94.0%下降到 61.3%。LET 50 keV/µm在 500 Gy照

射剂量点时，存活率由 94.0%下降到 10.3%左右。由此
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可见，碳离子束辐射对拟南芥存活率有一定的抑制作

用，且LET值越高，抑制程度也越严重。

图 1 不同LET的碳离子束辐射对拟南芥萌发率的影响

图 2 不同LET的碳离子束辐射对拟南芥存活率的影响

3.3 不同LET的碳离子束辐射对拟南芥根长及下胚

轴的影响

根是植物长期适应陆地生活而在进化过程中逐渐形

成的重要器官之一，它的主要功能是起吸收作用。通过

根植物可以吸收土壤中的水分、无机盐等物质，并将其

运输到茎。图 3(a)和图 4(a)分别显示了拟南芥干种子

辐射后生长 7 d的幼苗主根表型的变化情况和根长的统

计结果。结果表明，不同LET的碳离子束辐射对根长有

抑制作用，且在同一辐射条件下，剂量越大，抑制程度

越强。LET越大，达到相似的抑制程度所需的辐射剂

量越小。

下胚轴是连接植物根和茎的重要器官。图 3(b)和

图 4(b)分别显示了辐射后生长 7 d的拟南芥幼苗下胚轴

表型的变化情况和其长度统计结果。结果表明，在LET

50, 150, 200 keV/µm的最高辐照剂量组，下胚轴长

与对照相比分别下降了 52.9%, 46.8%, 41.8%；在LET

50、150 keV/µm情况下碳离子束辐射对拟南芥的下胚

轴的抑制作用均具有明显的剂量效应和LET效应。

图 3 (在线彩图)不同LET的碳离子束辐射对拟南芥根

长(a)及下胚轴(b)表型变化的影响

a∼e分别为LET 50 keV/µm的对照, 100, 200, 300和500

Gy； f∼k分别为LET 150 keV/µm的对照, 20, 40, 60,

100和200 Gy； l∼q分别为LET 200 keV/µm的对照, 20,

40, 60, 100和200 Gy。

图 4 不同LET的碳离子束辐射对拟南芥根长(a)及下胚

轴(b)表型变化的影响
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同时，研究结果还表明根比下胚轴对碳离子束更为

敏感。以每个LET的最低辐射剂量为例：与对照相比，

根长分别下降了 45.6%, 41.1%, 39.9%；而下胚轴仅分

别下降了 9.1%, 8.2%, 0.6%。

3.4 不同LET的碳离子束辐射对拟南芥结实率(每

果荚种子数)影响

育性是作物得到稳定遗传后代的重要前提。为了探

明不同LET碳离子束辐射对拟南芥育性的影响，选取

辐射后生长 60 d的植株进行每果荚种子数的调查。由

表 2可知，在LET 50 keV/µm辐射条件下，随着照射

剂量的增加，各剂量组之间每果荚种子数差异不显著；

但LET为 150和 200 keV/µm时，每果荚种子数随剂量

增大而显著的减少。150 keV/µm辐射条件下最高剂量

每果荚种子数较对照降低了 57.7%，200 keV/µm辐射

条件下最高剂量较对照降低 42.1%。

表 2 不同LET的碳离子束辐射对拟南芥每果荚种
子数的影响

LET/(keV/µm) Dose/Gy Seed number/silique

0 41.57±1.17 a

100 34.93±2.45 b

200 39.33±2.32 b

50 300 36.23±2.97 b

500 32.80±2.73 b

0 41.57±1.17 a

20 42.70±0.79 a

40 34.06±0.64 c

150 60 38.36±0.31 b

100 22.20±1.41 d

200 17.57±0.51 e

0 41.57±1.17 a

20 39.33±1.24 b

40 32.63±1.56 c

200 60 35.03±2.01 c

100 23.67±2.00 d

200 24.05±2.11 d

* 表中同列不同字母表示各处理之间差异显著 (P < 0.05)；
相同字母表示各处理之间差异不显著 (P > 0.05)。

4 讨论

辐照损伤效应包含原初损伤和遗传变异，原初损

伤主要是生理及形态学方面的变化，不能遗传到下一

代；而遗传变异是由于引起DNA的改变进而影响性状

的改变，它能够进行稳定的遗传。生理损伤和遗传变异

的综合效应构成了辐照引发的当代效应[2,14]。重离子束

属于高LET辐射，它能引起细胞内一系列生理及遗传学

变化，因而逐渐被应用于多种高等植物的诱变育种研

究及实践中。获得丰富的突变体材料是深入研究重离

子辐射诱变育种机理的重要前提。目前化学诱变 (Ethyl

methane sulfonate，EMS等)、物理诱变 (X, γ射线等)

和生物手段诱变等方法已广泛地应用于植物学研究中，

产生了大量的突变体[15]。不同的诱变方法都有其特点，

如EMS诱发点突变为主[16]，且主要为G-C→A-T的转

换；X、γ射线对基因组DNA的损伤则是相对随机性

的，包括碱基替换、删除和染色体交换等[5]；生物手段

诱变主要是将一段特定的且已知的DNA序列插入到植

物基因组中的某基因中，从而诱发基因突变，且主要用

于反向遗传学[17−18]。相比之下，重离子辐射植物种子

产生的生物学效应比低LET辐射更显著[13]。因此，重

离子辐射就成为了一种更为有效的诱变技术。

本研究以拟南芥干种子为材料，研究了不同LET

的碳离子束辐射对M1代样品生物学指标 (萌发率、存

活率、根长、下胚轴长和育性)的影响，为下一步突变体

的筛选提供了照射剂量等参数选择的依据。经不同LET

的碳离子束辐射后，照射剂量在 0∼ 100 Gy时，存活率

无显著变化；照射剂量超过 100 Gy时，存活率随剂量的

增大而下降，而且在LET 50 keV/µm与LET 150, 200

keV/µm辐射条件下相比，LET 150, 200 keV/µm的存

活率呈急剧下降趋势，这一结果与Shikazono等[19]的报

道相似，这可能是因为重离子辐射对植物生命活动的影

响具有双重效应，低剂量常表现为刺激效应，而高剂量

则表现为抑制效应，且高LET辐射造成的效果更为明

显。主根长度和下胚轴长度的剂量曲线趋势基本一致，

随剂量的增加，根和胚轴的生长受到了明显的抑制，且

根的生长对碳离子束辐射更为敏感，抑制程度较下胚轴

更为严重。胚由受精卵发育而来，是种子中最重要的组

成部分。胚中影响植物生长和生殖发育的主要区域为

顶端分生组织 (apicalmeristem)，由多个原初细胞组成，

这些细胞被认为是离子束辐射生物学效应的靶细胞[20]。

这些细胞的损伤导致植物的生长和发育受到影响，特别

是对根长和胚轴的生长尤为明显。这是因为辐射不仅引

起细胞DNA损伤，影响DNA修复，而且可能影响有

关基因的表达，从而导致细胞中各种物质含量和组成以

及与生长相关的酶的信号通路的变化[21−22]，根和下胚

轴的生长和发育受这些变化的影响最大，所以辐射损伤

效应明显。每果荚种子数随剂量变化趋势中，相同照射

剂量下，LET 50 keV/µm与LET 150, 200 keV/µm辐

射条件下相比，相同辐射剂量的每果荚种子数下差异显

著，可见LET是影响育性的重要因素之一，相同剂量

下高LET离子束辐射会严重影响物的生殖。
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通过以上的初步研究，发现高LET辐射拟南芥干

种子造成的损伤可以严重抑制其后续的生长和生殖，50

keV/µm辐照条件下 200 Gy和 300 Gy都很接近半致死

剂量，但 300 Gy处理组所表现的生理损伤要大于 200

Gy。因此下一步计划通过此次试验结果选取LET 50

keV/µm的最佳诱变剂量 200 Gy，批量种植M1代，并

获取M2突变体库，量化分析各自的突变效率及突变

谱，并获得稳定遗传的突变体，对表型稳定的突变体进

行全基因组测序，以期更为深入地探索离子束诱变机

理。
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Research on Contemporary Damage Effects of Carbon
Ion Beams with Different LET Irradiation

on Dry Seeds of Arabidopsis thaliana

CHEN Yuze1,2，DU Yan2，YU Lixia2，LUO Shanwei2,3，FENG Hui2,3，

MU Jinhu2,3，SI Huaijun1，LI Wenjian2，ZHOU Libin1,2

( 1. College of Life Science and Technology, Gansu Agricultural University, Lanzhou 703370, China;

2. Institute of Modern Physics, Chinese Academy of Sciences, Lanzhou 730000, China;

3. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China )

Abstract: Aimed to study the biological effects of carbon ion beams with different linear energy transfer

(LET) values provided by Heavy Ion Research Facility in Lanzhou (HIRFL), dry seeds of Arabidopsis thaliana

(Columbia-WT) were irradiated and a series of biological effects of postembryonic development, such as survival

rate, primary root length, hypocotyls length and number of seeds per silique, were investigated. The results

showed that, under the radiation condition of the same LET value, the survival rate, root length, hypocotyls

length and number of seeds per silique were decreased with the increasing dose. In addition, under the radiation

conditions with different LET values, but same dose, the extent of the decline of the survival rate, root length,

hypocotyls length and number of seeds per silique were reinforced with the increasing LET. It was also found that

high LET radiations inhibited the subsequent growth and development of Arabidopsis thaliana severely. In brief,

it was suggested that the optimum dose of carbon ion beam with 50 keV/µm value on Arabidopsis thaliana dry

seeds was 200 Gy. This research complemented the preliminary theoretical foundation for the comparative study

of the highest mutation efficiency of carbon ion beam irradiations at IMP, CAS(Institute of Modern Physics,

Chinese Academy of Sciences).
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