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摘要:阐述了离子束生物技术在小麦育种领域应用情况 ,概括介绍了离子束诱变育种和离子束

介导转基因技术的原理及方法 ,对离子束小麦育种过程中涉及的主要技术参数作了详细描述 。

还介绍了最近发现的离子束诱变小麦遗传新规律和离子束辅助外源裸露大分子 DNA 转移在

小麦育种中的新进展 ,提出了离子束生物技术在育种领域急待解决的问题和应用前景。
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Abstract:The applications of ion beam technology on the w heat breedings were elucidated , the
principles and methods of breedings through ion-beam-induced mutat ion and ion-beam-mediated

transgene w ere summarized and the parameters involved in w heat breedings in detall w are de-
scribed.The new genetic law s observed recently in the ion-beam-induced wheat , and the advance

in w heat breedings through ion-beam-mediated t ransfer of null DNA molecule ,were also presented

thus pointing out the critically unsolved questions and perspectives of ion beam technology in the

field of w heat breeding s.
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　　低能重离子生物技术(简称离子束生物技术

或离子注入生物技术)创建于 20世纪 80年代中

期 ,是由我国科学家首先提出并逐步建立起的一

门新的交叉边缘学科 。在育种领域它具有独特的
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原理 、简单的操作程序和很强的适用性 。低能离

子束既是一种新的有效的诱变源 ,又是一种转基

因(或辅助外源大分子 DNA 转移)的新方

法[ 1 ～ 4] 。近几年来 ,离子束生物技术在美 、日 、

英 、泰 、澳大利亚等国受到重视 ,已成为新的研究

热点。1995年 ,离子束介导大分子 DNA 转移的

优势被美国《遗传工程新闻》第 1期列为当前国际

生物技术研究的热点之一 ,引起国内外关注 。在

国内已有多家高校 、科研院所和育种单位开展了

离子束作物育种研究 ,培育出了一批优良作物新

品种和有价值的育种新材料。在离子束小麦育种

方面 ,已成功育出 3个小麦新品种(皖麦 32 、皖麦

42 、皖麦 43)和一批具有特色的高产 、优质 、多抗

的新品系 、新类型 。这些新品种已得到大面积推

广和应用 , 创造了巨大的经济效益和社会效

益
[ 5]
。河南开展离子束诱变培育小麦新品种研

究工作有 5年时间 ,已选育出了一批高产 、优质 、

多抗的小麦突变株系。同时 ,还利用离子束辅助

基因群转移技术 ,将具有特异性状的远缘大分子

DNA导入小麦胚细胞中 ,获得一批稳定遗传 2代

或 3代的蛋白质含量高于 18%的优质高产新株

系 ,还得到大量具有特异性状的育种新材料 。并

通过对上述诱变材料的大量系统分析 ,发现了离

子束诱变小麦遗传新规律
[ 6 ～ 8]

,为离子束小麦育

种奠定了理论基础。

1　离子束诱变育种

1.1　离子束诱变育种特点

低能重离子束(简称离子束)是指能量在 104

～ 105eV水平 ,原子序数大于 He 的元素离子化加

速后的粒子线。离子束生物诱变的基本特点是加

速后的离子具有质量 、能量和电荷三种作用势 ,当

荷能离子注入生物体后 ,会产生质 、能 、电共同作

用于生物体的集体效应 ,在生物体的局部产生高

密度的电离和激发 ,引发生物学效应 。离子束除

了像一般辐射一样由于能量的作用引起生物体

DNA 的损伤 ,从而诱导和激发细胞对损伤 DNA

的修复 ,引起基因突变[ 1 ,3] 。还具有质量 、能量 、

电荷三因素协同作用 ,引起大量受体原子移位 、重

组 、基因修饰等多重损伤 ,形成新的分子结构 ,产

生丰富的基因突变[ 9] 。

1.2　离子束诱变育种方法

1.2.1　注入离子种类　目前的研究报道中 ,利用

离子注入技术进行诱变育种研究 ,所用的元素离

子多为 N+ 、C+、O+ 、Ar+ 、Ne+ 、Fe+等[ 5 , 7 , 10 ～ 12] ,

但应用最多的元素是 N
+
。这是因为 N

+
是一种

活性离子 ,注入生物样品后可掺入靶分子形成新

物质 ,容易诱导生物体产生变异
[ 13 , 14]

。如果注入

细胞的是活性离子 ,慢化后它将与周围的移位原

子 、本底原子发生化学反应 ,产生新的分子或基

团 ,这就是离子注入所产生的“质量沉积效应”。

王相勤等研究发现 , N
+
和 Ar

+
注入尿嘧啶后 ,脲

嘧啶中氨基的数量随注入剂量的加大而增加 。在

相同的能量和剂量下 Ar
+
注入尿嘧啶所产生的氨

基多于 N+。这是由于 Ar+的质量大于 N+ ,通过

反复和级联碰撞能产生更多的分子重排和重

组[ 14] 。

1.2.2　注入离子的能量和剂量　适宜的注入离

子能量和剂量是获得最佳诱变效果的关键。离子

注入小麦的目的是创造有利的可遗传的变异材

料。秦广雍等通过对不同能量 N+注入的研究 ,

发现 30 keV 的 N+进行小麦干种子诱变效果较

好 ,这与同样能量的 N
+
注入棉花种子的诱变效

果一致[ 15] 。他们还研究了能量为 50 keV 的 N+

注入小麦种子的效果 ,发现成苗率虽然降低 ,但诱

变率却升高 ,并且在成熟期方面表现为晚熟的不

利变异较多。他们认为这可能是 50 keV 的热效

应等因素的负效应大 ,不利于田间选择 ,在多次试

验中都证明了这一点 。

传统的辐射育种一般多采用半致死剂量

(LD50)作为辐射处理的诱变剂量。杨赞林等对 3

个小麦品种作了剂量试验 ,研究结果是:注入剂量

为 60×1015N+/cm2 时 ,发芽率急剧下降 ,不同基

因型间存在差异;离子注入半致死剂量大约为 60

×1015N+/cm2 ～ 80×1015N+/cm2[ 5] 。河南省离

子束诱变育种重点实验室选用 5 个小麦品种 ,进

行注入剂量研究 ,结果发现 ,不同品种对剂量的敏

感程度有显著差异;低剂量对种子成苗率几乎无

影响;当剂量达到 10×1017N+/cm2 时 ,成苗率接

近但仍未达到半致死剂量 。通过对注入剂量的综
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合分析 ,认为在能量为 30 keV 时 ,注入剂量在 4

×1017N+/cm2 ～ 6×1017N+/cm2 是小麦干种子

反应相对敏感区域。这一结果与杨赞林等的报道

不尽相同。分析认为 ,可能是由于注入机型号不

同 ,剂量率不同或其他因素的影响 。

实践证明 ,在突变率相同情况下 ,离子束照射

要比传统辐射诱变育种损伤轻得多 ,因此 ,传统辐

射育种所采用的半致死剂量对离子注入诱变育种

并不适应。同时还应注意 ,不同品种对离子束辐

照敏感性差别较大 ,在确定最佳诱变剂量时要考

虑品种的特性 ,以及品种与剂量间的相互效应。

研究确定各材料最佳的诱变剂量 ,对离子束诱变

育种具有重要的理论和实践意义。

1.3　离子束诱变育种新规律

离子束是一种安全 、无污 、高效(也可以说是

目前最有效的)的诱变源 ,并显著区别于其他诱变

源;离子束诱变育种具有损伤轻 、突变率高 、突变

谱广等优点[ 1 , 3 , 6] 。通过对大批诱变材料系统分

析 ,发现离子束辐照诱变小麦遗传的新规律:其

一 ,在合适的剂量下 ,离子束辐照在当代就能产生

高达百分之几的明显各类突变(不是辐射损伤),

且有很宽的突变谱;其二 ,绝大多数一代突变株的

二代株系内很少分离 ,突变性状也基本保持 ,即第

一代突变已具有遗传性;其三 ,三代以后基本不分

离 ,明显的突变性状也基本保持[ 6] 。从上述规律

可以看出 ,离子束诱变育种能够明显缩短小麦

新品种选育周期 ,而且突变体的选择将更为有效 ,

离子束诱变将会是创造新遗传材料的有效手段。

即使在小麦范围内 , 新规律的进一步确认和

完善 ,必将给遗传的一般看法提出许多新的

问题
[ 6]
。 　　　　

2　离子束介导转基因(或辅助外源 DNA转移)

2.1　离子束介导转基因特点

低能离子束介导外源基因(或大分子 DNA)

转移技术的突出优点是:第一 ,刻蚀和溅射作用。

荷能离子对生物材料具有极强的刻蚀和溅射作

用 ,使细胞形成利于外源基因进入的可修复的微

通道。第二 ,射程的可控性和集束性 。利于精确

控制被处理组织细胞的刻蚀程度 、损伤范围 。第

三 ,静电作用。带正电离子注入细胞后 ,电荷交换

使微通道积累正电荷 ,便于吸收带负电的外源

DNA主动进入细胞。第四 ,离子注入造成靶细胞

DNA链的损伤 ,受体细胞对损伤的 DNA的修复 ,

利于外源 DNA 与受体 DNA 的重组与整合。第

五 ,利用成熟种子的胚和愈伤组织做为外植体 ,便

于取材和批量操作 ,同时也省去了原生质体制备

和再生植株的麻烦 ,既方便又有效[ 2 , 4] 。

2.2　离子束介导转基因方法

2.2.1　注入离子类型　离子束介导转基因小麦

(或辅助外源大分子 DNA 转移)研究晚于诱变 ,

目前所用的元素离子种类没有诱变领域的多 ,主

要有 2种:N
+
和 Ar

+[ 16～ 23]
。安徽开展离子束介

导转 基 因 较 早 , 多 用 Ar+ 作 为 注 入 离

子[ 16 , 17 ,22 , 23] 。他们认为Ar+是一种惰性元素 ,不

会与生物靶组织发生化学反应而沉积下来 ,最终

以氩气的形式逸出靶面[ 13 ,14] 。卞坡等进一步研

究表明 ,在相同的能量和剂量下 ,Ar+的刻蚀效果

优于 N+[ 24] 。但是 ,吴丽芳等研究认为 ,用相同剂

量 ,相同能量的 N+和 Ar+处理小麦成熟胚 ,结果

2种离子对小麦成熟胚出愈率的影响差异不显

著[ 16] 。河南省在进行外源大分子 DNA 转移时 ,

多用 N+注入 ,其变异效果和三代的稳定情况并

不比用 Ar+的差[ 7 ,8 ,18～ 21] 。看来 ,拓宽离子束介

导转基因所用的注入元素离子的种类 ,仍是今后

研究的重点。

2.2.2　注入离子的能量和剂量　注入离子的能

量 、剂量和脉冲剂量直接关系到离子介导转化的

效果。吴丽芳等研究认为 ,用离体小麦成熟胚为

受体 ,以 GUS 基因(GFP 基因)为供体 ,选用的

离子注入能量在 20 ～ 25 keV 时 ,介导转基因效果

较好。在能量为 25 keV ,脉冲剂量为 2.6×1015

ions/cm
2
条件下 ,对小麦成熟胚进行处理 ,发现低

剂量处理未导致出愈率降低 ,反而略有升高 。然

而 ,当剂量大于 5×10
16

ions/cm
2
时 ,会导致出愈

率急剧下降 。他们认为 , 选用 4.68 ×1016 ions/

cm2作为离子束介导转基因的注入剂量较为合

适[ 16] 。吴丽芳等在以外源大分子裸露 DNA 为供

体 ,成熟种子胚为受体(不是离体胚)时 ,所用的照

射能量为 30 keV ,剂量为 7 ×1016Ar+/cm 2[ 17] 。
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秦广雍等用俄罗斯制造的 T ITAN 全元素注入

机 ,进行离子束辅助外源 DNA 转移时 ,所用的照

射能量为 30 keV ,束流 200 mA ,脉宽 400 ms ,频

率25Hz ,剂量为 2×1017N+/cm2[ 8] 。看来 ,不同

单位由于所用的离子注入机的差别 ,可能是离子

注入的适宜参数存在一定差异的重要原因。所以

在进行转基因操作时 ,要摸索合适的参数条件 。

2.2.3　受体前处理　首先要挑选种子 ,然后进行

消毒 ,先用 70%乙醇表面消毒 1 min ,无菌双蒸水

冲洗干净 ,接着用 0.1%升汞浸泡 15 min(或 20%

次氯酸钠处理 30 min),然后用无菌双蒸水冲洗

净 ,超净台中吹干备用 。若以离体的成熟胚为受

体 ,消毒后的种子要在超净工作台中进行无菌取

胚 ,然后进行离子辐照
[ 16 ～ 23]

。

2.3　研究现状

离子束生物技术的另一个突出功能是介导外

源基因转化 ,这一技术是我国科学家余增亮先生

首次提出 ,并率先用离子束介导的方法将报告基

因(GUS 和 CAT)导入水稻成熟胚和悬浮细胞 ,

并获得成功[ 4] 。2000年 ,吴丽芳等首次报道了以

携带 β —葡萄苷酸酶的质粒为供体 ,小麦成熟胚

为受体 ,用离子束介导转基因技术进行了报告基

因转化研究 ,分子生物学依据表明 , GUS 基因已

整合到小麦基因组中 ,并得到表达;她还将改良的

绿色荧光蛋白基因(mGFP4)导入到小麦成熟胚

细胞 ,获得转化植株[ 16] 。吴丽芳等用同样的方

法 ,同年在《科学通报》上报道了将水稻几丁质酶

基因导入小麦获得成功。这标志着离子束介导转

化的供体已由报告基因转向了目的基因 ,证明离

子束介导转基因小麦的技术体系已初步形成 。以

质粒为载体的植物遗传转化为作物改良虽带来了

希望 ,但同时也带来了安全性问题 ,况且成功的例

子并不多。随后 ,人们把目光转向利用低能离子

束辅助外源(远缘)大分子裸露 DNA 转移技术 ,

培育小麦新品种和创造小麦新种质工作中。首先

是将大豆基因组 DNA 转入小麦 ,获得高蛋白后

代(籽粒蛋白含量达到 20%以上)[ 7 ,8 ,19 , 21 ,23] ,这

些高蛋白后代的部分株系已基本稳定遗传 2代或

3代
[ 7 ,8 ,25]

。同时还获得了一批具有育种价值的

遗传新材料[ 7 , 8 , 25 ,26] 。实践证明 ,离子束辅助外

源(远缘)大分子裸露 DNA 转移是实现远缘分子

杂交的一种有效手段 。由于作物的许多重要经济

性状往往是多基因控制的数量性状 ,这些基因分

布于同一染色体的不同位置或不同染色体上 ,涉

及DNA区段较大 ,克隆困难 ,用质粒为载体转化

这类基因很困难。离子束辅助基因群转移技术使

上述困难得以顺利解决 ,实现了大片段 DNA 转

移。

3　存在问题

离子束生物技术虽然在农业育种上取得了举

世瞩目的成绩 ,但它还是非常年轻的一门学科 ,仅

在育种领域就有许多问题急待解决 。比如 ,拓宽

注入离子的种类;多离子同时注入生物效应问题;

对细胞“加工”定位精确度不够 ,若将离子束聚焦

到微米以下或单离子束 ,控制好离子的射程和作

用部位 ,就可以对细胞进行定点遗传操作以及对

叶绿体 、线粒体等细胞器实施“手术” ;由于注入过

程目前仍在真空条件下进行 ,使得注入材料多是

休眠状态下的成熟种子或微生物孢子 ,制约了对

水分含量较高的活体组织的研究;离子束对作物

生长发育的刺激作用;离子束生物效应的机理;离

子束辐照后表现出的细胞旁近效应的机理;离子

束育种出现的新的遗传规律 ,等等 。

4　应用前景

离子束生物技术的诞生和发展 ,始终和作物

育种相伴。十多年来 ,每次离子束作物育种的成

功 ,都标志着离子束生物技术的进一步成熟和完

善。离子束诱变小麦遗传新规律的发现和有关离

子束辅助基因群转移的研究 ,进一步丰富了离子

束生物技术的遗传学内涵及离子束小麦育种理

论。研究结果表明 ,用离子束技术培育小麦 ,突变

体的选择可以从当代开始 ,由于当代群体不大 ,筛

选较容易。更重要的是提早了选择世代 ,缩短了

育种进程[ 6] 。离子束生物技术的独特作用引起

世界关注 ,作物育种仍将是今后离子束生物技术

研究和应用的热点之一。相信 ,随着离子束生物

技术研究的深入 ,离子束生物技术必将给农业乃

至整个生物界带来一场革命。
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