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重离子束注入与生物体的相互作用及遗传诱变的分子机制*
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摘暋要:低能重离子与生物体系相互作用及其生物诱变效应的应用研究在我国率先兴起,并在应用

中取得了很大的成就。介绍了重离子注入与生物有机体的相互作用及其主要的生物学效应,包括细

胞染色体水平、生理生化效应,以及对 DNA 损伤修复、基因表达、甲基化修饰的影响。总结了离

子注入诱变的分子遗传学机理的相关研究。同时分析、比较讨论了高能与低能离子、离子束与射线

的生物学效应的异同。提出了离子注入今后的研究方向,特别指出了离子注入对生物基因表达影响

研究的重要性。
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1暋引言

自20世纪50年代起,国内外低能重离子的研

究与应用主要在离子注入材料表面改性方面[1—3]。

1986年,我国科学工作者率先开展重离子束注入水

稻的诱变育种研究,并取得了可喜的成果,初步奠

定了离子束注入诱变育种的理论基础[4]。近年来,
重离子束生物学在基础研究和应用研究方面均取得

了较大的进展,重离子束诱变育种、细胞加工和转

基因等工作也已取得一定成就。
低能重离子(LEHI),是指能量在104—105eV

之间,原子序数大于氦的剥离原子核。传统辐射在

生物体的能量沉积以电子阻止为主,主要引起靶分

子和原子的电离和激发产生自由基,而低能离子作

用过程是以核阻止为主,主要是引起靶原子的移位

和重排,并伴有级联碰撞的发生[5]。低能重离子与

生物体系相互作用是一个复杂的过程,从离子注入

到产生终点生物学效应,作用时间跨越10-19—109

s[6],其效应被放大了不知多少倍。重离子同 X 射

线、毭 射 线 等 其 它 辐 射 相 比,具 有 传 能 线 密 度

(LET)高、在能量沉积过程中存在尖锐的能量损失

峰(Bragg峰)、与介质原子核的碰撞截面大、相对

生物效应 (RBE)大、氧增强比 (OER)较小和对

DNA损伤的可修复性较小等特点[7]。余增亮等人

率先提出了离子注入的质量沉积效应、能量沉积与

动量传递效应、电荷中和与交换效应。从生物学角

度看,这3种效应的必然结果就是造成了有机体物

质的输入和输出,改变生物体的某一微环境,最终

导致代谢途径的改变或遗传变异。越来越多的研究

表明,离子注入已成为不同于传统辐射的新型的生

物诱变技术,近年来在理论和应用方面都取得了很

大进展,本文仅就离子束注入与生物体的相互作用

及遗传诱变的分子机制进行总结,分析了今后的研

究方向。

2暋重离子注入的生物学效应

2.1暋细胞及染色体水平生物学效应

低能离子注入后对植物的生长和发育有很大影

响,在细胞水平上可观察到多种效应,包括减慢叶

绿体发育、破坏叶绿体膜[8],影响微丝骨架结构从

而影响花粉的萌发率,影响细胞有丝分裂过程中分

裂细胞的形态、细胞微管骨架、纺锤体的排布方式

等[9]。离子注入的细胞学效应研究最多的是在染色
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体水平上。如离子注入甜菊和水稻后引起根尖及花

粉母细胞中染色体行为异常,氮离子、氩离子注入

导致染色体落后,甚至整个基因组的落后,氩离子

注入还能形成微核和少数的核出芽,氢离子注入导

致染色体桥等,其染色体畸变的频率和类型随着剂

量的增加而增加。
离子注入的动量传递会导致对细胞的蚀刻作

用[10],在云豆、小麦以及花生中都观察到了类似的

蚀刻现象[11,12]。由离子源产生的等离子体中含有

大量带电离子通过能量加速对细胞表面的轰击,可

能导致细胞表面的溅射和蚀刻,从而留下溅射和蚀

刻的痕迹。小剂量的离子注入未观察到明显的蚀刻

损伤,但它能导致细胞表面产生许多小的微孔或

洞,并深入到细胞内部。随着剂量增大,细胞表面

及深入到内部的蚀刻损伤逐渐增大,蚀刻面积由小

变大,蚀刻深度逐渐增加,进一步引起细胞膜的破

裂,形成裂缝,导致细胞被严重蚀刻损伤,形态残

缺不全。
由离子束对细胞表面产生的许多瞬间微通道和

可修复的蚀刻损伤为外源基因进入细胞提供了路

径。另外注入的荷电正离子与细胞产生电荷交换并

沉积在微通道上产生局部正电荷积累,有利于吸收

带负电性的DNA 分子进入细胞。再者离子束对细

胞遗传物质产生可修复损伤,增加外源 DNA 整合

到宿主基因组的几率。因此,在转基因育种方面,
离子束介导转基因是继农杆菌转导法、电击法、基

因枪法、显微注射法、激光穿孔法和超声波法之后

研究成功的又一种新的转基因物理方法。最早获得

的离子束介导转基因植株是转基因水稻[13]。

2.2暋生理生化效应

暋暋N+ 离子注入对拟南芥的发芽率、成苗率、可溶

性蛋白含量和淀粉酶(AMY)、酯酶(EST)、过氧化

物酶(POD)酶活性的影响都随注入剂量的升高呈现

“升灢降灢升暠的类“马鞍型暠曲线变化,并且影响淀粉

酶(AMY)、酯酶(EST)、过氧化物酶(POD)以及过

氧化氢酶(CAT)同功酶的酶谱带[14]。此外,在研究

中还发现100keV,剂量为1015ions/cm2 N+ 的离

子注入组从花原基的形成到开花平均只需2d时

间,远小于野生型花原基5d的发育周期,而且结

荚数明显偏低,仅为对照材料的60%左右,并存在

大量的分蘖现象[15]。霍裕平等[16]对低能氮离子注

入拟南芥干种子的研究结果也表明,种子发芽率与

注入剂量的关系曲线呈“马鞍型暠特性,并且离子注

入对拟南芥菜营养器官的损伤率与离子注入剂量的

关系也呈先降后升的趋势。李玉峰等[17]研究了低能

N+ 注入紫花苜蓿,实验结果也表明,发芽率、发芽

势和过氧化物酶同工酶活性随剂量变化呈现明显的

“马鞍型暠变化曲线,而且过氧化物酶同工酶酶谱发

生变异。

2.3暋遗传诱变效应

暋暋不论是电离辐射还是离子注入,其对生物体的

直接和间接作用均可导致膜损伤、膜脂过氧化甚至

遗传物质的突变。目前对于离子注入变异效应在分

子水平上的研究已经愈来愈多,如在同工酶、基因

组水平上对离子注入变异效应的分析等。本实验室

通过对离子注入遗传变异效应的研究,发现离子注

入对POD和CAT同工酶的诱变效应在 M1和 M2
代是 一 致 的,同 时 在 RAPD 分 析 中,在 M2 代

DNA分析中出现的差异条带是在 M1代中也曾出

现过的,并且,两种处理对抽苔和开花时间的影响

规律也在下一代中重复出现。说明两种处理所诱发

的DNA变异在其后代中是真实遗传的。这个结果

为离子注入对遗传物质 DNA 诱变作用的遗传稳定

性提供了初步的证据[14]。
而且利用 RAPD 也进一步分析了 M1代大量

单株,以及有变异的单株子代即 M2代单株,发现

M2代单株之间出现分离现象,即有的单株重复出

现了 M1代相应单株中的差异条带,而有的扩增结

果与正常对照相同。也就是说,M1代突变DNA在

M2代有分离现象[15]。同时在离子注入造成的开花

延迟突变的实验组第2代的植株之间,开花期也出

现了分离现象。结合植物表型与遗传物质分子的相

关性,更进一步表明注入离子可能参与生物体内包

括遗传物质在内的新陈代谢过程,从而影响生物体

的基因结构和基因表达等,引起生物性状的突变。

Du和 Qiu[18]用1014,1015和1016 N+/cm23个

剂量的低能(25keV)氮离子照射E.coli,研究其蛋

白质、RNA 及 mRNA 表达水平的变化。E.coli经

氮离子照射后,用Bradford法进行细胞总蛋白水平

的定量测定发现,3个照射组的细胞总蛋白水平均

有不同程度的提高,照射组与对照组的差异极显著

(p<0.01),其中1015 N+/cm2剂量的总蛋白表达
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水平最高,比对照组增加了83%,SDS灢PAGE电泳

也证实了上述结果。通过比较不同泳道的电泳条带

后,发现3个注入剂量组和对照组之间都有多个多

肽片段的变化。使用两组引物组合,应用差异显示

RT灢PCR(DDRT灢PCR)技术并与点杂交(blothy灢
bridization)方法相结合,成功地从 E.coli(DH5毩)
细胞中分离了共计23条差异表达片段,其中12条

差异表达片段开启(损伤诱导表达),4条表达关闭,

6条上调表达,1条下调表达。低能离子束诱导的

E.coli细胞基因表达变化的4种类型均具备。说明

低能离子束诱发 E.coli的基因表达变化是明显和

多样的。将 DDRT灢PCR得到的差异条带回收后作

为探针与对照组的总 RNA 进行点杂交,点杂交的

实验结果与 DDRT灢PCR电泳所显示的差异条带是

一致的。说明不仅 MeV 水平的常规电离辐射能诱

导细胞基因表达的变化,低能离子束也能有效地诱

导大量基因表达的变化。
离子束辐射还会使 DNA 的修饰方式变化。

DNA 修饰包括甲基化、二硫化、糖基化等,甲基化

是DNA 修饰中最常见的一种。DNA 甲基化水平的

改变会引起基因的激活或失活,从而引起生物体的

一些异常的突变。

Maekawa等[19]在离子束辐射后的水稻中筛选

出了黄叶突变体,产生黄叶突变体的原因是离子束

激活了原来沉默的转座元件(transposableelement,
简称 TE),TE转移位置,插入黄叶基因使之失活。
离子束辐射究竟是如何使一个沉默的 TE转变为活

跃状态的? Chomet等[20]和 Kunze等[21]已经证实

了 Ac的失活与 Ac的高甲基化有关。而且,拟南芥

ddm灢1突变体的低甲基化状态可以引起隐藏性的内

源 TE的激活。因此,水稻经过碳离子束辐射后产

生斑点可能是由于隐藏性的独立 TE的激活,这种

激活是由于 TE的低甲基化产生的。毭射线辐射引

起的染色体断裂和随后的 DNA 修复也会使甲基化

水平出现瞬间的降低。独立的 TE的激活正需要这

种DNA修饰的去除。离子束辐射可以引起染色体

的结构变化,因此,离子束辐射引起的染色体断裂

会导致瞬间的低甲基化,这种低甲基化状态可以激

活沉默的独立 TE[22]。说明离子束辐射可以引起遗

传因子的表观遗传学改变。因此,离子束辐射对于

诱导基因的表观遗传学变化和获得新突变体是一个

强有力的工具。

2.4暋自由基的产生及DNA的损伤修复

高剂量的离子注入是在能量恒定下离子持续不

断的连续作用,于是先注入的离子可能会为后续注

入的离子在细胞膜上造成“瞬间“的通道。后续注入

的离子就能够穿透细胞壁、细胞膜和细胞质,到达

细胞内部“击中暠细胞的遗传物质,引起 DNA 大分

子的单链断裂、双链断裂、交联和碱基损伤,这些

损伤可以部分或全部地被生物体内的修复系统所修

复。而且注入的离子带有电荷,不仅会改变生物大

分子的带电性,而且影响DNA碱基间的质子涨落、
电子转移,对 DNA 起保护和损伤的双重作用[23]。
在DNA 损伤修复过程中,除正常的 DNA 合成峰

之外,还存在另一个 DNA 合成峰,这个峰可以在

细胞周期的任何时间出现,称为 DNA 期外合成。
甲基化酶可以形成错配修复复合体,进行甲基化介

导的错配修复。谢传晓等人发现,低能 N+ 注入大

肠杆菌,诱发了大量碱基替代与DNA的错配修复,
使dam(DNA腺嘌呤甲基化酶)、dcm(DNA胞嘧啶

甲基化酶)双缺陷与错配修复复合体无法形成,失

去了全部的甲基化介导的错配修复功能。
在用弧光放电产生的低能 N+ 对水溶液中胞嘧

啶损伤作用的研究中发现[24],在有水的介质中,胞

嘧啶受到严重损伤,溶液pH 值在 N+ 注入后逐渐

下降,形成多种损伤产物(C链分解生成的烯烃、羰

基化合物、胺或羧酸及其衍生物),损伤碎片之间可

以重新化合,并且 N+ 与介质中元素形成新的化学

基团(灢NO2,灢NH2),也可以进一步与其它碎片结

合形成新的产物。如N+ +nH曻NH曻NH2曻NH3;

N+ +OH曻NO2+NO3。腺嘌呤(A)和鸟嘌呤(G)
受羟基自由基(OH)进攻主要发生在 C灢4,C灢5位,
形成的自由基产物 A4OH·比 A5OH·易于使 N灢
10位 H 脱水,脱水后的自由基产物又进行异构化,
在氧化剂的作用下,带走未成对电子而使嘌呤体系

得到修复;鸟嘌呤也易形成 G4OH·和G5OH·,
但 G5OH·比 G4OH·更易脱水[25]。羟基自由基

(OH)进 攻 A 和 G 的 C灢8 位 时,A8OH · 与

G8OH·会发生开环反应,一旦开环,DNA便不易

修复。
自由基是多数生物辐射过程中的初级产物,又

是次级反应过程中最活跃的因素。尤其在含水量较

高的生物材料中,不仅有有机分子直接产生的自由

基,更有起间接作用的水自由基 (主要为 H·,
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OH· 和e灢aq),它们通过加成和脱氢反应,造成

DNA链的损伤和断裂。宋道军等[26,27]检测到注入

过程中生物体内主要自由基清除酶SOD,POD和

CAT的变化,发现一定剂量的 N+ 能诱导耐辐射微

球菌 Mn灢SOD的高效表达。
除自由基清除酶之外,注入离子的质量沉积产

物对DNA亦具有一定的保护作用,主要体现在质

量沉积产物与 DNA 生物大分子争夺 OH 等自由

基,减少了自由基引起的DNA的 G和 T碱基变成

G+ 和 T- 而导致DNA 键断裂;同时注入离子的正

电荷可吸收G+ 和T- 间所传递的电子,或将自己的

正电荷转移给它们,使之成为中性,即可降低DNA
链的断裂。注入离子的正电荷还可吸收辐射产生的

毮电子,毮电子可吸收因辐射细胞所产生的水分子

分解出 OH 和 H,以及辐射所引起水分子的再度激

发所产生更多的 OH 和 H,从而减轻 OH 和 H 对

DNA的辐射损伤。

2.5暋突变热点

杨 剑 波 等[28] 用 N+ 辐 照 M13mp18 DNA
(RF1), 发 现 其 上 的 lacZ 基 因 发 生 了 高 达

3.6暳10-4—16.8暳10-4的突变率,在被检测的250
bp范围内,一些突变体可发生多达5—6个位点碱

基变异, 变异类型主要有转换(50%)、颠换(45%)
和缺失(5%),转换主要以C曻T和 A曻G为主,颠

换则主要以C曻A和C曻G 为主。左右边界分别为

TG和CT的碱基位点似乎比较容易发生碱基变异,
是突变较为集中的位点。在组成 DNA 的4种碱基

中,以胞嘧啶最易发生变异(占整个突变碱基的

60%)。根据这些结果,他们推测,这种 DNA 水平

直接突变所表现的高密度、多位点碱基变异的特点

可能在一定程度上反映了离子束具有高诱变效率的

内在原因,这种原因的产生可能与离子束自身的物

理属性和作用方式有关。常凤启等[29]研究发现,在

检测到的275个碱基突变中,转换频率(66.55%)
高于颠换频率(30.55%),4种碱基都可以发生变

异,但是胸腺嘧啶(T)的辐射敏感性要高于其它3
种碱基。本实验室最近的研究也表明,离子注入导

致的突变中,以转换为主,插入和缺失所占比例较

小;而且还发现发生 G灢A 转换的位点周围富含 G
和A碱基;而发生T灢C间转换的位点前后碱基以T
和C较多。

暋暋因此可以说,离子注入可以导致4种碱基均发

生突变,突变类型以转换为主,插入和缺失突变比

例较小,但是离子注入是否在一定条件下具有位点

特异性和突变热点还需要进一步的研究证实。

2.6暋旁效应

辐射诱导旁效应(bystandereffects)是指未直

接受照射的细胞表现出与受照射细胞类似的生物学

反应,包括细胞凋亡或延迟死亡、基因不稳定性、
突变、基因表达改变、炎症反应、微核形成以及细

胞生长异常等。1992年,Nagasawa等[30]首先报道

了旁效应的现象。经过几十年的研究表明,受照射

细胞通过两条通路将损伤信号传递到旁效应细胞:
一条是受照细胞分泌各种细胞因子,通过 NADPH
(还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸)/NF灢kB(核因

子灢kB)使得发生旁效应细胞间活性氧水平上升;另

一条是受肿瘤抑制基因p53产物调控的依赖间隙连

接细胞间通讯的通路。这方面的研究需要大量的基

础研究背景,其工作的深入还有待于离子注入生物

体诱变机理的突破。

3暋低能离子与高能离子、射线的生物

学效应比较

3.1暋低能与高能离子的生物学效应

暋暋最初人们认识到离子注入的生物学效应时大多

关注在高能离子上,没有意识到低能离子,甚至超

低能离子也存在生物学效应。近年来,对离子注入

的生物学研究多数集中到低能离子上来了。雍志华

等[31]用适当条件的超低能(500eV)荷能混合团簇

离子辐照小麦,可以促进小麦生长,提高小麦产量;
其增产原因主要是处理后的小麦出苗率较高、生长

更茁壮、分蘖数明显增加,从而促进了穗粒数、千

粒重及单株种子重量增加。此外,超低能混合荷能

团簇离子照射小麦种子后,使过氧化物酶同工酶及

酯酶同工酶酶带数目增加,酶带相对活性也有所提

高。唐掌雄等[32]利用3.2—75MeV/u4个能量和2
暳108—12暳108cm–24个剂量的 16O 和12C 重离子

处理3个冬小麦品种研究其诱变效应,结果表明:

M1代的生物损伤随剂量的增加而加大;8MeV/u
能量的损伤要比高能75MeV/u时大;8MeV/u较

易出现在高能75MeV/u离子和毭射线辐射中未见
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的条状叶绿素缺失损伤,这与低能离子注入是不同

的。毛淑红等[33]用能量为5.19 MeV/u 的 22Ne5+

辐照啤酒酵母菌株,发现辐照后的呼吸缺陷型酵母

菌株线粒体DNA 发生明显变化,主要表现在与对

照相比线粒体 DNA 出现大片段缺失,同时还出现

了少量新的条带。

3.2暋离子与射线的生物学效应

暋暋众所周知,1927年 Dr.Muller首先用 X射线

诱导果蝇突变获得成功,由此开辟了辐射诱变育种

的新领域。但随着核科学技术及其应用技术的发

展,以毭射线和X射线为主要辐射源的传统辐射诱

变育种存在 M1代存活率低、M2代突变谱窄、无

方向性和育种效率低等缺点。而以离子束作为新的

诱变方法恰好弥补了辐射诱变的一些不足,它与 X
射线、毭射线等辐射源相比,具有很多新特点,同

时,两 者 的 生 物 学 效 应 也 存 在 一 定 差 异。任 袆

等[34]用氮离子和毭射线处理谷子干种子,结果显示

诱变效应存在差异,氮离子诱发矮秆、早熟等有益

性状突变率较大,而毭射线辐照诱发的高秆突变率

较大。本实验室通过对氮离子注入与毭射线处理后

的拟南芥发芽率进行统计发现,注入合适剂量的氮

离子可以促进拟南芥的发芽率,而毭射线辐射对发

芽率起抑制作用。另外,用 AFLP方法分析不同处

理后拟南芥基因组 DNA 的变异情况发现,离子注

入与毭射线辐射两种处理的剂量灢效应关系有明显

的不同,氮离子注入的剂量灢效应关系呈特有的类

“马鞍型暠,而毭射线辐射的剂量灢效应关系呈“直线

型暠相关。即在一定范围内,离子注入诱导的生物变

异随着剂量的增加呈现“升灢降灢升暠的变化趋势,而

毭射线则呈现直线上升趋势[35]。总体来看,在目前

的研究范围内,低能离子处理的生物诱变率高于辐

射的变异率。氮离子注入和毭射线相比,两者发生

的特异性置换碱基不同,GC曻CG,AT曻CG 和

TA曻TA3种置换在毭射线中并没有发现。毭射线

能引起 AT曻GC,而低能氮离子中并未发现[36]。
低能离子束生物实验中出现的“马鞍型暠曲线,

不是偶然现象,对此类曲线的产生机理,有多种不

同的解释,如邵春林等[37]认为低能离子束质量沉积

效应是形成马鞍型曲线的主要原因,并综合考虑离

子束的质、能、电荷的共同作用提出了EMC模型;
黄卫东等[38]基于低能离子的作用特性:核碰撞作用

引起靶原子的反冲、位移并产生空穴等过程和特

点,提出了“自修复模型暠(即靶分子的反冲原子本

身“修复暠了部分受损伤的靶);韩建伟等[39]提出“碎
片重组修复模型暠,认为辐照过程中,高密度的损伤

分子碎片发生重组、化合是产生“马鞍暠效应的主

因。这些假说和解释还是初步的,要对“马鞍型暠曲
线作出有说服力的理论解释,还需要更多的实验依

据。

4暋展望

综上所述,低能离子生物学是我国科研人员创

立的新兴交叉学科。虽然这一领域在基础理论和应

用研究等方面取得了一些突破,对国民经济和科技

进步做出了很大的贡献。但是,由于其生物学效应

机理和应用研究才刚刚开始,很多问题在其深度和

广度上仍有待于进一步的研究。
众所周知,生物的遗传信息贮存在 DNA 序列

中,但是要表达为生物性状必须通过如下过程:

DNA(遗传信息)曻 mRNA(信使核糖核酸)曻 蛋白

质(酶)曻 生物性状;也就是说,DNA 要经过转录

合成 mRNA然后再翻译为蛋白质;mRNA 表达与

否以及表达的量的多少是生物性状得以表现的重要

环节之一。毫无疑问,生物经离子注入后的诱变率、
存活率,不仅与基因组DNA遗传信息的变异相关,
也与遗传信息的表达以及生物性状的实现过程紧密

相关。因此,在基因表达、蛋白质翻译和翻译后的

调控水平上研究低能离子注入的生物学效应,对于

揭示离子注入生物体的遗传诱变机理是十分必要

的。然而目前尚未见到相关的报道,在今后的离子

束生物学研究中,应在加强离子注入生物体原初物

理过程、注入离子与生物体分子相互作用的生物物

理学机理研究的同时,有必要进行低能离子注入对

生物体的基因表达、翻译和翻译后水平影响的研

究。以便早日认清离子注入诱变的生物学机理,从

而加速离子束注入技术在生物学和生物技术领域的

广泛应用。
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