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离子束辐照结合 组织培养在植物诱变 中的研究进展 

周利斌 李文建 曲 颖 李 萍 
(中国科学院近代物理研究所 兰州 730000) 

摘要 简述了植物组织培养方法与离子束辐射相结合这一新诱变技术的研究进展，从原理、操作步骤、分子 

机理等诸方面对该方法进行了阐释。该诱变技术具备传统辐射诱变技术所不具备的优势，从而能够为利用无 

性繁殖技术进行后代繁衍的植物提供新的育种思路。与此同时，使用该方法还能够开展植物组织细胞的传能 

线密度 (Linear energy transfer，LET)生物学效应的研究，从理论上及实践上进一步优化该技术。 
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近些年来，我国采用离子束辐照结合常规诱变 

育种技术已经获取了不少植物新品种，但是采用离 

子束辐射结合组织培养来创制植物新种质的探索 

2004年才开始起步。该新思路具备常规辐射育种手 

段所不具备的一些优势，下面将其原理及其进展情 

况予以介绍。 

1 常规辐射结合组织培养方法进行植物诱 
7f 
又  

植物组织培养技术 (Plant tissue culture tech— 

nique)是利用植物细胞全能性 (Totipotency)得以 

发展的，植物细胞全能性即单个植物细胞包含生长 

发育所需全部遗传物质，在一定条件下具有分化成 

各种特定成熟细胞组织最终发育成整个完整植株的 

特性。植物组织培养进一步可以细分为：不定芽再 

生途径法，离体胚途径法以及顶芽或腋芽分化途径 

法 1。 

辐射处理可以诱发植物遗传物质改变，组织培 

养过程中也能够产生一些变异，将两者结合起来进 

行双重变异，可以在有限的时空内进行大群体筛选， 

从而提高辐射诱变育种的效率，该技术已经成为植 

物诱变育种的一种新方法。使用传统的低传能线密 

度 (Linear energy transfer，LET)电离辐射，如x 

射线和 射线辐射等，结合植物组织培养技术已经 

在园艺植物及水果诱变育种上大显身手，培育出了 

许多植物新品种，比如培养出了花型、花色发生变 

化的菊花、荷花及玫瑰 引。国内也利用该方法进行 

花卉诱变育种探索，得到了形态发生变化的菊花、 

杜鹃以及非洲紫罗兰【5 J。 

植物经辐照处理后通常可发生两种效应，即原 

初损伤和遗传变异。前者是诱发的非遗传效应，包 

括形态畸变、生理及解剖方面的效应，他们不能通 

过组织培养传递到下一营养世代。后者是辐射引起 

的遗传变异，这类突变在植物有性繁殖中常因减数 

分裂时染色体不能配对而被消除掉，组织培养无需 

经过减数分裂，可以将突变性状直接保存下来，遗 

传到下一个营养世代。组织培养技术中的不定芽再 

生或离体胚再生方法中，再生植株往往是由单个或 

者几个细胞起源的，这样得到的突变再生植株往往 

是纯合的整体突变(同质突变)，经过简单的几次连 

续世代组织培养即可得到稳定的纯合突变体 J。而 

在组织培养技术中的腋芽或顶芽分化法，其起始材 

料包含已分化的多细胞结构的组织，经辐照处理后， 

往往只是某一组织层中单个细胞发生突变，这样单 

个突变细胞和数量较多的正常细胞各自分裂、生长 

及分化，共同参与再生植株的形成，由此发育而来 

的再生植株就包含着由突变细胞组织和正常细胞组 

织构成的遗传上异质性的嵌合体 (Chimera)。该嵌 

合体包含多种类型 ，如周缘嵌合体 (Periclinal 

chimera)，扇型嵌合体 (Sectorial chimera)等。这 

种嵌合体的突变部分存在着发展成同质突变体或突 

变从嵌合体中消失的两种可能性，因此需要使用多 

次剪切，多次转接的方法来使突变得以稳定。因此， 

本文认为辐照处理易结合使用不定芽再生或者离体 

胚再生途径进行植物诱变育种操作，该操作能够在 
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相对较短的时间内获得遗传稳定的纯合突变体。 

2 离子束辐照结合组织培养方法进行植物 

诱变 

相对于x射线、Y射线，离子束具有高的LET 

及相对生物学效应 (relative biological effectiveness， 

RBE)，它能够在靶区沉积更多的能量，从而诱发更 

多的染色体畸变[8,91等生物学效应，因而具有高的诱 

变效率。据国外研究估算，碳离子束每单位剂量突 

变 效 率 (1．9xlO gene Gy ) 是 电 子 束 

(0．097~10 gene Gy )每单位剂量突变效率的 20 

倍l】UJ。其次，植物组织培养用的外植体材料含水量 

较干种子要高得多，辐射敏感性相应也要高得多。 

以紫花苜蓿为例，Y射线辐照干种子的半致死剂量 

高达500—1 350Gy【l ，X射线辐照组织培养用茎外植 

体的半致死剂量为80．5Gy，而离子束辐照组织培养 

用茎外植体的半致死剂量仅为 1 8．7Gy J。 

因此，欧美国家从 70年代起就已开始离子束辐 

射诱变植物研究，主要研究离子束对植物个体及细 

胞生命活动的影响【l̈。近年来，日本用离子束辐照 

联合组织培养方法培育出花色发生变化的玫瑰 ， 

以及花型花色发生变化的康乃馨新品种u引。这方面 

工作国内比较滞后 ，2004年才开始开展【l制。 

中国科学院近代物理研究所在国内率先使用离 

子束辐照结合组织培养方法开展花卉诱变操作。其 

原理如下：取材花卉离体叶片等外植体，特定能量 

剂量的中能离子束辐照该样品，样品辐照后进人组 

织培养流程；首先进行愈伤组织诱导，此时一部分 

外植体死亡，存活的一部分外植体上的细胞发生突 

变，再进行愈伤组织芽诱导，然后生根培养；最终 

将组培苗移人泥土中并且观测其生长发育情况，从 

而得到花或叶形态颜色等发生突变的植株 (图 1)。 

经大田或者温室筛选后，获取性状满足要求的突变 

体。取材该突变体的离体叶片等外植体，再次进人 

组织培养无性繁殖体系，经过几个世代的组织培养 

流程，最终可以获得性状优良的植物新品种。 

3 离子束辐射结合组织培养方法进行植物 

诱变的分子机理 

与低LET辐射相比，离子束在其单位粒子径迹 

长度上释放更多的能量，进而诱发不同类型的染色 

体 DNA断裂或损伤。具体包括：碱基和脱氧戊糖 

发生的一系列基团改变或丢失等；DNA单链断裂 

(Single—strand break， SSB )和 双 链 断 裂 

(Double—strand break ，DSB)；DNA 链间交联 

(DNA—DNAcrosslink，DDC)和 DNA一蛋白质的交 

联 (DNA protein crosslink，DPC)等 (图2)o 
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Fig．1 Schematic representation of horticultural plant mutation 

breeding using techniques combining plant tissue cul— 

ture and heavy ion beams irradiation 

Ionizing radiation 
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Fig．2 Radiation induced DNA damage．For clarity,the DNA 

double helix is drawn as a fiat，ladder-like structure 

各类 DNA损伤中DSB是致死损伤 u 已被广 

泛接受，因而我们可直观地认为辐射电离密度的增 

加将导致DSB产额的增加，但实验结果却并非如此 
u 

， 这也就是说 DSB诱导跟致死不存在简单的相 

互关系。目前基于凝胶电泳技术的DSB测量方法给 

出的是平均产额，单个细胞内DSB的空间分布还无 

法给出。例如，对于一个给定的DSB产额，其遗传 

物质突变的生物学效应很可能依赖于它们是在细胞 

核内一个很小的体积内成簇发生，还是在整个核内 

均匀分布发生。据文献[17]，成簇的DSB将导致更 

为复杂的而且很难被修复的损伤，该研究表明，对 

于不同的电离辐射，DSB的初始产量相同，但是高 

LET辐射导致的剩余损伤通常比较高，这是因为对 

复杂损伤的修复能力降低了，这与原初损伤相比， 

剩余损伤描述致死或突变等事件更加合适。 

关 于 DSB 和染 色体 断裂 的 蒙 特卡 罗 

¨ 
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(Monte．Carlo)计算机模拟及现有的实验数据均表 

明，发生在损伤末端的近距离链断裂和碱基损伤的 

数量随辐射LET值的增加而增加【l引。而且现有的结 

果显示，对不同 LET辐射而言，DNA断裂处的末 

端连接过程本身可能有很大的不同，DNA链的错误 

修 复 (mis．repair)或 者 非 同 源 末 端 重 组 

(non．homologous end-joining，NHEJ)将诱发植物 

变异【l 。遗传研究发现，碳离子辐照诱发的拟南芥 

突变体主要为点状突变 (point．1ike mutant)和重组 

(rearrangement)，而电子束等低 LET辐射则主要 

诱导点状突变 】。离子辐射诱导的高频率片段缺失 

将对植物反向遗传学非常有用。迄今为止，日本科 

研工作者使用离子束已经获得了一些特殊拟南芥突 

变体 (ast,frt,uvil,suvl,tt18andtt／9) ”，这些突变 

体的分子诱变机理正在进一步分析之中。 

另外，荧光原位杂交技术 (fluorescence／n situ 

hybridization，HSH)显示高LET辐射将产生复杂的 

染色体结构重组，而低LET辐射仅在高剂量条件下 

产生类似的改变 J。该研究表明，由于丢失的DNA 

片段可能含有与配子发育或者成活相关的基因，因 

而该类突变体无法通过有性繁殖将突变性状遗传给 

下一代。使用植物组织培养方法则可避免这类突变 

体的性状遗传丢失现象，从而能够将离子束辐射诱 

变的效率进一步提高。 

4 离子束辐射结合组织培养方法进行 LET 

效应研究 

20世纪 80年代甚至更早，哺乳动物细胞的离 

子束辐射LET效应基础研究就已开始。哺乳动物体 

内细胞实验证明RBE与 LET呈一定的相关性 ， 

实验材料常选取小鼠小肠的隐窝克隆源型细胞；后 

来的离体细胞实验也发现RBE与LET具有函数相 

关性 】。这些研究探查了不同种类、不同能量和不 

同剂量的离子束辐照肿瘤及正常组织细胞的 LET 

生物学效应，发现在特定LET区间范围内的以细胞 

存活为生物学终止点的RBE最高，但是还无法延伸 

至细胞生长分化范畴，因为离体哺乳动物细胞发育 

成整个动物个体的技术还不够成熟。正是因为如此， 

利用植物细胞全能性的组织培养技术提供了进行不 

同 LET的电离辐射对植物细胞生长分化研究的条 

件。 

到了90年代，日本开始探索不同能量的离子束 

辐射对植物体的LET效应 ．2 ，他们取材模型植物 

拟南芥及烟草的干种子，获得了以种子发芽率及染 

色体畸变为生物学终止点的RBE与LET的相关关 

系，如认为碳离子束辐射在 LET为 250keV／~tm时 

RBE最高，高于或者低于该 LET值的 RBE均显著 

降低，RBE最高意味着该 LET辐射导致的植物半 

致死剂量最低或者突变率最高。这些研究最终得到 

若干突变体，如抗紫外线的拟南芥以及花瓣和萼片 

锯齿化的拟南芥突变体 2引。近年来，日本加快了 

研究速度，从细胞存活及染色体交换重组层面开始 

探索单个烟草细胞的 LET效应 J，但是这些 LET 

效应研究并未涉及植物细胞基因信号转导及细胞全 

能性层面的研究。 

选取拟南芥干种子为材料进行 LET研究的优 

点：其一，因为它们的厚度仅为数百微米甚至更低， 

高LET射线的射程非常有限，因此辐射材料的厚度 

对于LET效应研究非常关键；其二，拟南芥是一种 

模式植物，基因组简单而且 DNA测序工作已经完 

成，因而具有良好的遗传研究背景，是目前许多关 

于植物生长发育机理研究的对象。正因为如此，拟 

南芥干种子离子束诱变机理的探索也已经展开[3川。 

国外研究 发现，不定芽最终起源于一个或几 

个细胞，通常是表皮细胞。植物幼嫩叶片或茎等材 

料，其厚度通常也是几百微米，因此使用植物材料 

进行离子束诱变的LET效应研究是可行的，具有原 

创意义 (图3)o初步研究表明，以组织鲜重及存活 

率为生物学终止点的非洲紫罗兰叶片外植体 RBE 

值与离子束LET成相关性，在特定区间内基于半抑 

制剂量 (50％inhibition dose，ID5o)和半致死剂量 

(50％lethal dose，LD5o)的RBE达到最大值，并 

且获得了叶绿素完全缺失的非洲紫罗兰突变体[3 。 
A B 
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Fig．3 Comparison between the leaves of Saintpaulia ionahta 

and the dry seeds of Arabidopsis thaliana in thickness． 

A：leaves of Saintpaulkz ionahta；B：dry seeds of 

Arabidopsis thaliana 

5 结论与展望 

一 方面，与常规辐照射线不同，离子束具有高 

LET值，诱变效率更高、诱变谱更广等特点；另一 

方面，与传统选取种子、成熟胚等为研究对象的育 

种操作不同，采取含有众多具备细胞全能性的离体 
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细胞组织为辐照对象，结合植物无性繁殖技术来获 

取植物新材料的操作方法，具有时间短、遗传易稳 

定等特点。离子束辐照结合组织培养为辐照育种操 

作提供了一种新思路，该思路能够在相对较短的时 

间内获得植物新突变材料。随着植物分子生物学及 

蛋白组生物学技术的迅猛发展，能够采用 cDNA芯 

片 (complement DNA microarray)技术及双向电泳 

(two—dimensional electrophoresis，2-DE)等技术来 

分析离子束辐照处理后植物组织细胞的基因转录、 

蛋白表达以及细胞全能性的变化，进而尝试从机理 

上阐释离子束辐照结合组织培养这种新诱变思路的 

原理。另外，基因组靶向定位诱导损伤技术(targeting 

induced local lesions in genomes，TILLING)作为反向 

遗传学的先进研究方法，在大规模群体中检测点突 

变具有通量高、成本低、操作简单等优点，使用该 

方法将对辐照结合组织培养诱发植物新突变材料的 

遗传物质突变机理研究提供有益的补充。 
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plant mutation by combining ion beam 
lrratliations and tissue culture 

ZHOU Linbin LIWenjian QU Ying LI Ping 

(Institute ofModern Physics．Chinese Academy ofSciences,Lanzhou 73oooo、 

ABSTRACT About a new mutation breeding method which combines plant tissue culture technique with heavv ion 

beam irradiations were discussed in this paper with the principles
， operation steps，molecular mechanisms．etc．The 

mutation methoddeveloped a few advantages coming from plant tissue culture
， which Can produce offspring by asex． 

ual ways．Mean while，using this method，the study of biological effects of high energy particles wi th different linear 

energylran sfervalues onplanttissues or cells Can be explored and optimizedintheoryorpractice
． 

KEYW ORDS Ion beams，Plan t tissue culture，Irradiation
，Mutation，Linear energy lran sfer 
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