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氮离子注入的拟南芥M 1 代 RAPD 分析
Ξ

王卫东, 刘磊安, 王　燕, 秦广雍, 霍裕平
(郑州大学 离子束生物工程省重点实验室, 河南 郑州 450052)

　　[摘　要 ]　对拟南芥种子进行能量为 30 keV 的不同剂量N + 离子束诱变, 以当代拟南芥幼苗叶片为材料建立

基因池, 并进行随机引物扩增多态性DNA (RA PD )技术分析。结果表明, 每个基因池可扩增出约 200 条有效条带,

不同剂量组变异率随剂量的增加而增大。对经离子注入后的拟南芥发芽率统计显示, 发芽率并不随剂量的增加而

单调下降。最后初步探讨了不同剂量条件下发芽率和变异率变化趋势不一致的机制。
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　　离子束作为一种新的诱变源在我国已经被成功

地应用于水稻、棉花等作物的诱变育种研究中。在过

去的 20 多年中, 利用离子注入在水稻、小麦、棉花、

甜菊、大豆等农作物中相继育出了新的品种和品

系[1, 2 ]。近 10 年来, 离子束的应用范围逐渐拓宽, 在

微生物诱变育种和辅助DNA 转化等方面, 也逐渐

显示出了广阔的应用前景。离子注入生物体内后, 由

于注入离子的电、能、质的联合作用, 生物体表现出

了不同于 6 射线和 Χ射线作用的生物效应[3 ]。目前

对低能离子的生物学效应也进行了众多研究, 并取

得了一定的结果[3～ 6 ]。随着分子生物学的发展, 从

DNA 水平检测植物变异的技术也愈来愈完善, 为进

行辐射诱变机理方面的研究提供了便利的手段和方

法。本研究以模式植物拟南芥为研究材料, 利用

RA PD 方法探讨了拟南芥在离子注入后引起的基

因组DNA 的变异, 以期为离子束诱变机理研究奠

定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　拟南芥菜 (A rabid op sis tha liana ) 为 Co lum b ia

生态型, 来自英国诺丁汉大学拟南芥储藏中心。为减

小热效应对拟南芥种子的损伤, 将拟南芥干种子用

双面胶带粘贴在导热性良好的厚金属片上, 面积为

3 cm 2, 种子均匀分布。

1. 2　方　法

1. 2. 1　离子注入　用本实验室进口的俄罗斯产

T ITAN 离子注入机进行注入。注入的离子为氮离

子, 能量 30 keV , 剂量分别为 0. 5×1017, 1×1017,

2×1017, 4×1017 N + öcm 2。注入机的工作条件: 真空

度 5×10- 2 Pa, 采用脉冲注入 (频率 25 H z) , 束流

200 mA。以未注入处理的干种子作对照。

1. 2. 2　栽培条件　将经离子注入后的拟南芥干种

子从双面胶带上用水洗脱, 4 ℃春化 3 d 后, 播种于

营养土中, 每处理重复 3 次, 单粒播种。室内温度 23

℃, 光照强度 4 000 lx, 光照时间每天 16 h。

1. 2. 3　观测和取材　出苗后 4 d 计算发芽势 (% ) ,

10 d 对幼苗的发芽率进行观测统计。DNA 所需样

品取自不同注入剂量的莲座叶, 剪下的新鲜叶片用

纱布擦拭干净后备用。对每处理剂量, 随机选取 8 个

单株基因组的DNA 为 1 个基因池。DNA 提取采用

基因组抽提试剂盒 (购自上海 Sangon 生物工程公

司)。

1. 2. 4　RA PD 分析　本试验共用 50 条引物 (购自

上海 Sangon 生物工程公司) , 分别为 S41～ S60,

S161～ S180, S27, S82, S108, S135, S140, S154,

S204, S223, S346 和 S515。 Ex T aq 酶, dN T P 和

PCR Buffer 均购自宝生物工程 (大连)有限公司。

RA PD 反应体系 (25 ΛL ) : T aq P lu s 10×Buffer

2. 5 ΛL ( 100 mmo löL T ris2HC l, pH 9. 0, 100

mmo löL KC l, 100 mmo löL (N H 4) 2SO 4, 20 mmo löL
M gSO 4, 1% T ritonX2100) ; T aq p lu s DNA Po ly2
m erase 1 U ; 模 板 DNA 25 ng; dA T P, dT T P,

dCT P, dGT P 各 6. 25 nmo l; p rim er 0. 4 Λmo l。

RA PD 反应程序[7, 8 ]: 94 ℃预变性 5 m in; 94 ℃

1 m in, 35 ℃ 30 s, 40 ℃ 30 s, 45 ℃ 30 s, 72 ℃ 2
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m in, 共 5 个循环; 94 ℃ 30 s, 35 ℃ 45 s, 40 ℃ 45 s,

45 ℃ 45 s, 72 ℃ 2 m in, 共 40 个循环; 最后 72 ℃保

持 5 m in, 降温至 4 ℃时保存。

每次反应设不含模板的DNA 空白为阴性对

照, 设对照基因组DNA 为阳性对照。RA PD 产物用

1. 4% 琼脂糖凝胶电泳分离, 点样 5 ΛL , 电压 8

V öcm , 溴化乙锭染色后于紫外灯下观测并照相。每

条引物重复扩增 3 次, 分析并统计数据。变异率按下

式计算:

变异率ö% =
试验组与对照组差异条带数

总条带数 ×100%

2　结果与分析

2. 1　离子注入对发芽势和发芽率的影响

　　从表 1 可以看出, 离子注入后各剂量只有发芽

势在 2×1017 N + öcm 2 剂量点能达到对照水平, 其余

剂量下的发芽势及所有处理的发芽率均低于对照。

剂量 4×1017 N + öcm 2 可达到半致死剂量。 t 检验表

明, 剂量 4×1017 N + öcm 2 与对照相比, 差异达显著

水平。这说明经离子处理后的种子的萌发力受到了

一定程度的损伤, 造成萌发力降低。

表 1　低能离子 (30 keV )注入对拟南芥发芽势与发芽率的影响 (平均值)

T ab le 1　Effect of low energy ions (30 keV )on A rabid op sis tha liana germ inating

po ten tia l and germ inating rate (average)

低能离子剂量ö
(×1017 N + ·cm - 2)

L ow energy ion
fluence

发芽势ö%
Germ inating

po ten tial

发芽率ö%
Germ inating

rate

低能离子剂量ö
(×1017 N + ·cm - 2)

L ow energy ion
fluence

发芽势ö%
Germ inating

po ten tial

发芽率ö%
Germ inating

rate

0 (CK) 61 83 2 61 73
0. 5 52 67 4 343 413

1 56 62

　　注: 3 表示在 0. 05 水平上差异显著。

N o te: 3 Statist ically sign ifican t at 0. 05 levels, respectively.

2. 2　RA PD 分析

采用 RA PD 分子标记法分析了对照和低能离

子注入后的 4 个处理。在所采用的 50 条引物中, 有

12 条没有扩增出条带, 其余的均能扩增出清晰、重

复性好的条带。有些引物扩增出的带数可多达 7 条,

有的引物只扩增出 1 条。扩增产物的分子量在

250～ 2 000 bp , 主要集中在 350～ 1 500 bp。不同引

物不仅扩增出的谱带数差异较大, 而且谱带差异率

相差也较大, 其中 S44, S55, S165, S170, S171 和

S180 等引物扩增出的带谱差异率较大, 有些引物呈

近 50% 的多态性 (图 1A ) , 而有些引物不表现多态

性 (多态带数为零) , 这说明不同序列在DNA 链上

的保守性不同, 对辐射的敏感性也不同。

所扩增的条带呈现出下列特点: (1)对照和处理

多具有相同的主扩增带, 大约 40 个引物都表现为这

种特征, 这些DNA 的片段应该说都是离子辐射的

非敏感区序列。 (2) 在所试各剂量组间存在差异片

段, 其差异表现为扩增片段不同、主扩增带的不同或

扩增强度不同。这些特点与其他作物或者微生物的

核基因组扩增的结果相似, 说明辐射引起的差异与

种间的基因差异相似, 存在较丰富的遗传多样性 (图

1B )。 (3)随着离子注入剂量的增加, 差异条带数和

变异率增加 (表 2)。

图 1　不同剂量和不同引物拟南芥的基因组多态性
M. DNA 标准分子量; CK. 对照样品; 0. 5, 1, 2, 4 分别表示剂量为 0. 5×1017, 1×1017, 2×1017, 4×1017 N + öcm 2

F ig. 1　Som e p rim ers amp lificat ion im age of the A rabid op sis tha liana genom ics by differen t low energy N + ion imp lan tat ion
M. DNA m arker; CK. Contro l Samp le; 0. 5, 1, 2, 4: F luence 0. 5×1017, 1×1017, 2×1017, 4×1017 N + öcm 2
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表 2　不同剂量条件下RA PD 产物变异率

T able 2　T he m utagenetic percen tages caused by differen t low energy N + ion imp lan tat ion

低能离子剂量ö(×1017 N + ·cm - 2)
L ow energy ion fluence

差异条带数
N um bers of

differen t bands

总条带数
To tal num bers

of bands

变异率ö%
M utation

percen tages

0. 5 12 212 5. 7

1 17 203 8. 4

2 23 202 11. 4

4 29 202 14. 4

　　辐射可能引起几种基因突变形式, 这些基因突

变主要包括: 与引物互补位点发生碱基突变, 互补位

点之间的DNA 发生插入或缺失, 断裂或插入片段

过大而导致不能扩增等, 从而使RA PD 扩增条带改

变。对于低能离子注入所引起的基因突变, 高剂量的

低能离子引起的基因突变在数量上和程度上是低剂

量的叠加, 表现出与剂量呈线性关系的特性。另外,

多拷贝引物结合位点上某些位置的碱基发生突变,

使引物结合量减少, 造成扩增出的DNA 量减少, 或

是出现的新片段与原有某条片段具有相近的DNA

序列或分子量, 从而在电泳后出现谱带加深, 即反映

出谱带深浅的变化。

3　讨　论

目前发现影响RA PD 结果的因素很多[9 ] , 在做

RA PD 试验之前, 有必要优化出对拟南芥总基因组

进行 PCR 的各个因素的较佳条件。保证RA PD 分

析稳定性的关键在于严格控制试验条件和规范操作

手法, 同时要以多次试验中能重复出现的条带作为

阳性扩增条带来分析基因组变异情况, 从而保障其

可靠性和准确度。

离子注入后种子的发芽率- 剂量曲线呈先降后

升再降的“马鞍型”特性, 与DNA 的突变率- 剂量

的关系特征有一定差别, 这种现象可能是由于离子

注入对种子造成的损伤在较低剂量下会启动某种修

复体系[10 ] , 如酶的修复、DNA 的修复等。小剂量的

离子注入引起的损伤较小, 此时修复系统尚未完全

启动, 其结果是形成从外观看来较小的突变, 同时对

种子萌发力的损伤产生一定的抑制作用; 若注入剂

量继续增大, 修复系统完全启动, 其效应不再是出芽

率的持续降低, 而是出现一个出芽率提高的过程; 继

续提高注入剂量, 则会使修复体系在短时间内不能

完成修复, 或是由于DNA 损伤修复系统本身遭到

破坏而难以或不能起作用, 最终结果是出芽率骤降。

在低能离子造成的各种损伤的机理方面, 出现

了各种各样的推测和假说, 随着生物技术的不断发

展和进步, 致力于离子束生物效应研究的学者对此

问题的解答也越来越完善, 但是还没有比较令人信

服的结果。作为离子束诱变的理论基础, 这种机理的

研究值得人们进一步深入探讨。
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T he varia t ion s of M 1 to the seeds of A rabid op sis tha liana

im p lan ted by keV N + ion beam

W ANGW e i-dong,L IU L e i-an ,W ANG Yan , QIN Guang-yong, HUO Y u-p ing
(H enan P rov incia l K ey L abora tory of Ion B eam B ioeng ineering , Z heng z hou U niversity , Z heng z hou, H enan 450052, Ch ina)

Abstract: A fter the A rabid op sis tha liana seeds w ere imp lan ted by the differen t do ses of the N + ion

beam s w ith the energy of 30 keV ,DNA poo ls w ere set up and their changes of the M 1 DNA w ere invest i2
gated u sing the m ethod of RA PD. T he resu lts ind ica ted that there are abou t 200 bands of RA PD genera ted.

W ith the in ten sif ica t ion of the imp lan ta t ion do se, compared w ith the con tro l genom ic DNA , the ra tes of the

frequencies of RA PD varia t ion increased. M o reover, the germ inat ion percen tages of the imp lan ta t ion seeds

w ere coun ted. It suggested that the germ inat ion percen tages w ere no t a lw ays decreased w ith the do se in2
crease. A nd at last, the reason that the trends of the germ inat ion percen tage and the m u tat ion percen tage

w ith the differen t do se w ere no t con sisten t w as discu ssed.

Key words: ion imp lan ta t ion; A rabid op sis tha liana; ion beam m u tat ion; RA PD; varia t ion ra te

·简　讯·

“板栗保鲜贮藏技术”获陕西省科学技术二等奖

由西北农林科技大学林学院鲁周民副研究员主持的“板栗保鲜贮藏技术”为国家林业局重点科研项目

(编号 97211)。该成果于 2002 年 3 月通过国家林业局组织的技术成果鉴定, 2003 年获陕西省林业厅科技进

步一等奖和全国商业科技进步一等奖, 2004 年 4 月获陕西省科学技术二等奖。

该项目研究了板栗采后呼吸强度变化规律及不同成熟度板栗的冰点, 首次提出板栗为非呼吸跃变型果

实, 充分成熟的板栗具有较低的结冰点温度 (- 4～ - 5 ℃) , 该结果为板栗在低温冷藏下的最佳贮藏温度参

数的确定提供了理论依据; 研究了板栗采后失水变化和在贮藏过程中影响板栗腐烂的因素, 确定了板栗最佳

采收期和在贮藏过程中减少失水和腐烂的前处理方法; 基本搞清了板栗采后的生理生化变化, 为板栗保鲜贮

藏工艺及工艺参数的确定提供了理论依据; 进行了不同药剂、低温以及 Χ射线辐射处理抑制板栗萌发的试

验, 提出了方便实用的抑制板栗萌发的技术, 并确定了采用 Χ射线抑制板栗萌发时的最佳辐射剂量; 提出了

简单实用的板栗低温冷藏新工艺及工艺控制参数和板栗贮藏前处理技术, 为板栗的低温冷藏提供了可靠的

技术依据; 首次确定了板栗气调贮藏时的O 2 和CO 2 浓度以及温、湿度等调控参数。

采用该技术可有效抑制霉菌的生长和板栗萌发, 使板栗保鲜贮藏期达 180 d, 好果率达 95% 以上。该研

究成果已经在陕西省板栗产区应用于生产, 取得了很好的效果。本技术与生产实际结合紧密, 容易掌握, 适于

栗农及中小企业应用, 投资小, 见效快。另外, 对于无冷藏库的地方, 采用本技术对板栗进行预处理后, 利用山

洞或土窑洞贮藏, 也具有较好的贮藏效果。

(窦春蕊　供稿)
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