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摘要  利用不同剂量的 C 离子辐照酿酒酵母，研究了 C 离子辐照对真核生物 DNA 损伤的影响。使用 100 MeV/u 
12C6+辐照酵母细胞，计算细胞的存活率，使用脉冲场凝胶电泳技术分析 DNA 损伤的剂量效应。酵母细胞接受

50 Gy 辐照后，经培育筛选获得菌株 CZF 303，将该菌株和原始出发菌株的乙醇脱氢酶Ⅴ的基因扩增、测序并

进行比对分析。发现 C 离子辐照严重损伤酿酒酵母基因 DNA，并产生基因突变。大剂量辐照除导致 DNA 双

链断裂外，还导致细胞大量死亡。可以使用 C 离子辐照酵母菌株所致基因的点突变，作为一种优良和高效地

培育高产菌种的好方法。 
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重离子束特别是中能 C、N 离子束对生物体有

很强的致突变作用，在微生物及植物育种、细胞辐

射损伤等研究中发挥重要作用。近来对于生物体重

离子辐射损伤机理的研究越来越受到重视，并取得

了巨大的经济与社会效益[1-4]。虞龙等[5]利用低能H、

Ar 等离子束注入技术使维生素 C 的发酵水平得到

很大提高；Yuan 等[6]利用 N 离子束诱变技术获得花

生四烯酸高产菌株 L49-N18，其花生四烯酸占总脂的

含量处于国际同类菌株的 好水平[7,8]，花生四烯酸

得率达到 4.66g/L，比出发菌株产率提高 126.2%；

魏甲乾等[9]使用碳离子束与紫外诱变相结合，对兽

疫链球菌 CVCC1917 进行诱变处理，获得了产透明

质酸比出发菌高 3 倍的突变菌株。 

作为重离子的一种C离子辐照与其它电离辐射

一样对生物体 DNA 会造成损伤并产生链断裂，链

断裂包括 DNA 单链断裂（Single-strand break，SSB）

和双链断裂（Double-strand break，DSB），脉冲场

凝胶电泳技术（Pulsed-field gel electrophoresis，

PFGE）能清晰地反应 DNA 的完整程度和片段大小，

已经被广泛应用于检测辐照后 DNA 的双链断裂

（DSBs）[10-12]。王潇等[13]利用能量为 7.2 MeV/u 氖

离子束辐照质粒 DNA: pUC18，采用恒场凝胶电泳

结合多功能荧光成像系统，研究了 pUC18 双链断裂

片段分布的非随机性，还发现 DNA 断裂片段的交

联现象，且交联片段的分布也是非随机的；周光明

等[11]对重离子辐照所引起的 DSB 进行定量分析和

统计，推导出了计算 DSB 平均分子量的公式，为研

究重离子辐照对 DNA 损伤提供了参考；Wang 等[14]

通过统计重离子束辐照后人外周血淋巴细胞超前凝

聚染色体数据，发现 30 Gy 剂量照射下，超前凝聚

染色体片段数量按 1.07 Gy-1 随剂量成比率增加，这

些研究为重离子辐照对染色体的影响研究提供了重

要参考。但是，目前针对重离子辐照引起的 DNA

损伤，尤其为点突变的系统研究相对较少。点突变

是单碱基替换（Single base substitution）造成的单个

碱基发生的突变。本研究选取酵母 ahd4 基因，编码

的蛋白是乙醇脱氢酶（Alcohol dehydrogenase，

ADH）同工酶，adh4 基因全长为 1148 个碱基（Base 

pair，bp），适合于统计 DNA 突变，且有利于基因

扩增，是研究点突变的理想基因。 

本研究使用 PFGR 和基因扩增测序方法，系统

地研究了 C 离子辐照对酵母染色体 DNA 的损伤、

对细胞的致死效应以及引起的点突变，为研究重离

子辐照机理提供参考。 

1 实验材料和方法 

1.1 菌种和培养 

酿 酒 酵 母 (Saccharomyces cerevisiae)CICC 

1308，购自中国工业微生物保藏中心，使用 YPD（葡
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萄糖 20 g/L，酵母提取物 10 g/L，蛋白胨 20 g/L，

pH 5.0）培养基，于 30℃，200 r/min 条件下培养 18 h

后立即进行辐照实验。 

1.2 重离子辐照实验及存活曲线 

用于实验的重离子为 C 离子（12C6+），由中国

科学院近代物理研究所兰州重离子加速器（HIRFL）

提供，辐照参数为：100 MeV/u，10 Gy/min 12C6+；

辐照剂量设定为 6.25 Gy、12.5 Gy、25 Gy、50 Gy、

100 Gy、150 Gy。辐照后样品立即稀释至适当浓度

并涂布平板，根据菌落数目计算辐照后存活率。 

1.3 脉冲场凝胶电泳 

脉冲场凝胶电泳凝胶样品制备根据 Thomas

等[15]方法并进行改进。脉冲场凝胶电泳使用 CHEF 

MAPPER® XA（Bio-Rad）系统，电泳缓冲液使用

0.5×TBE，电泳选用条件：电压（6 V/cm），脉冲周

期（60－120 s），脉冲角度（60°），温度（14℃），

电泳时间（24 h）。电泳结束后将胶块样品在溴乙锭

（EB）溶液中染色 30 min，然后用水清洗除去残余

溴乙锭染色液，于凝胶成像仪紫外灯下观察并拍照。 

1.4 adh4 基因扩增 

酵母基因组 DNA 提取使用北京天根生化科技

有限公司（Tiangen Biotech CO., LTD.）生产的

TIANamp yeast DNA kit 酵母基因提取试剂盒，使

用试剂盒提供的试剂，操作步骤按照试剂盒说明书

进行。 

扩增引物使用文献[15]提供的引物设计程序进

行设计，由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成。引物基因序列如下：5’- CTAATAGTCAAAT- 

AAGAAA-3’, 5’-ATAATTGACGTTTATGAGTT-3’。

使用的扩增酶为北京天根生化科技有限公司生产

的 Pfu 高保真扩增酶，所有实验均重复 3 次。获得

基因由上海生工生物工程技术服务有限公司完成

测序。 

2 结果和分析 

2.1 C 离子辐照酵母存活率测定 

C 离子辐照后立即测定辐照样品的存活率，随

着辐照剂量的增加，酵母细胞存活率逐渐下降。从

图 1 结果可以看出，0－25 Gy 辐照剂量范围内，酵

母细胞存活率仍可达到 80%以上；50 Gy 时，存活

率下降到 50%；100 Gy 时，存活率只有 10%左右；

当剂量>150 Gy 时，存活率降到了 1%以下。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1  Survival curve of yeast after irradiation with 12C6+, 
100 MeV/u 

2.2 脉冲场凝胶电泳 

C 离子辐照以后，立即对辐照样品进行脉冲场

凝胶电泳。电泳结果如图 2 所示，随着剂量的增加，

DNA 条带由清晰变得模糊，100 Gy 以下的样品条

带较为清晰；当辐照剂量超过 100 Gy 并达到 150 Gy

时，DNA 条带变得模糊，表明超过 100 Gy 剂量辐

照会严重损伤酵母 DNA。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2  The traces of S. cerevisiae chromosomal DNA obtained 
by PFGE after irradiation with neon ion beams of 100 M eV/u 
12C6+, lanes 1-7: 0, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 150 Gy, Respec-
tively    

2.3 adh4 基因测序分析 

50 Gy剂量辐照后选育获得一株突变株CZF303，

经传代培养，将测序获得的突变株 CZF303 DNA 序

列和原始酵母菌株 adh4 基因序列，在 NCBI 上使用

BLASTn 进行比对分析，所得结果如表 1 所示。 
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Table 1  DNA sequence contexts of mutations in adh4 of CZF303 

Position Changes Sequence context Position Changes Sequence context 

2 T del. ATG TCT TCC 24 C→A TTT TAC ATT 

  A△G TTT TTG   CTT TTA ATT 

5 C→T ATG TCT TCC 153 A→T GGT AGA GTC 

  A△G TTT TTG   GGT AGT GTC 

8 C→T ATG TCT TCC 179 A→G CGT GAC TTA 

  A△G TTT TTG   CGT GGC TTA 

9 C→G ATG TCT TCC 1144 T→A GAA TAT TAA 

  A△G TTT TTG   GAA AAA AAA 

19 T→C TTT TAC ATT 1146 T→A GAA TAT TAA 

  CTT TTA ATT   GAA AAA AAA 

23 A→T TTT TAC ATT 1147 T→A GAA TAT TAA 

  CTT TTA ATT   GAA AAA AAA 

 

由表 1 结果所示，共有 12 个基因位点发生了改

变，主要以碱基替换为主，也有碱基的缺失，结果

表明，C 离子辐照可以改变酵母 DNA 碱基，发生

可以遗传的点突变。 

3 讨论 

重离子辐照对 DNA 的损伤有直接效应和间接

效应，前者来自高能离子束对 DNA 的直接能量沉

积，可能引起辐照样品理化改变；后者来自离子束

的二次激发电子或离子束辐射的旁效应，从而引起

DNA 分子损伤。各类 DNA 损伤中 DSB 是致死损

伤的关键原因[16-18]，重离子辐照能够高频率地诱发

DNA 的 DSB 并导致错误修复，随着 DNA 损伤的

加大，酵母的存活率降低。在剂量为 50 Gy 时，DNA

电泳条带开始变得模糊，并出现拖尾现象，这个剂

量正好是 C 离子辐照酵母细胞的半致死剂量（D50）。

随着剂量的继续增大，酵母细胞 DNA 损伤加剧，

导致存活率显著降低。在 150 Gy 时，C 离子辐照对

酵母细胞 DNA 造成的损伤，使酵母细胞存活率下

降至 1%以下。这表明，C 离子辐照酵母细胞的存活

率与酵母 DNA 损伤有重要的关系。 

C 离子辐照作为一种高（Linear energy transfer，

LET）辐射源，具有很高的遗传突变效应[19,20]。日

本学者 Matuo 等[19]比较了 100 Gy 碳离子和 66 Gy

的 γ射线对酿酒酵母细胞 ura3 基因突变效应，发现

C 离子辐照能产生高于 γ射线 10 倍的点突变。本研

究在半致死效应 50 Gy 处筛选得到菌株 CZF303，通

过酵母 adh4 基因测序，发现 C 离子辐照引发了酵

母基因可遗传的点突变。推测相应机理为由于 DNA

损伤后，细胞内会发生切除、聚合链接、修复等一

系列生物学修复过程，错误修复会产生严重的生物

学凋亡或死亡，也可能导致某些功能基因的突变，

从而改变生物的性状产生突变体。 

本研究结果证明，C 离子辐照能引发严重的

DNA 损伤，同时产生可遗传的点突变，是一种高效

的诱变育种方法。 
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Study on DNA damage of Saccharomyces cerevisiae irradiated with C ion beams 

ZHANG Fei1  LU Dong2  WANG Yonggang1  WANG Rong1  XIE Yanfang1 
1(School of Life Science and Engineering, Lanzhou University of Technology, Lanzhou China, 730050) 

2(Institute of Modern Physics, Chinese Academy of Sciences, Lanzhou China, 730000) 

ABSTRACT  The different absorbed doses of 100 MeV / u 12C6 ion beams was used to investigate the DNA dam-

ages and relative mechanism of Saccharomyces cerevisiae. After irradiation, the survival rates were estimated, and the 

DNA double strand breaks (DSBs) were tested by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). At the absorbed dose of 

50 Gy, the yeast cells semi-lethal dose, a strains named CZF 303 was cultured after comparing the alcohol dehydro-

genase Ⅴ(adh4) gene sequence of CZF303 with the original strain. It was found that heavy ion beam could cause se-

rious damage of yeast chromosomal DNA meanwhile large doses could cause yeast cell death. And amount of point 

mutations were found in adh4, which might be heritable mutations if the absorbed doses were suitable. As conclusion 

heavy ion irradiation can induce heritable mutations on S. cerevisiae gene. And it is an excellent and efficient method 

for breeding mutants.   

KEYWORDS  Heavy ion beams, Saccharomyces cerevisiae, DNA damage, Alcohol dehydrogenase (adh)   
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