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低能氮离子束注入固态 5
`

一 d T M P 的

辐照损伤研究
*

邵春林 余增亮

(中国科学院等离子体物理研究所 合肥 2 30 0 3 1)

摘 要 对 30 k e V 氮离子束辐照 5’ 书T M P 核昔酸引起的无机磷和 碱基的释放进行了多方面 的研

究
,

得到无机磷产率和碱基产生量的剂量效应曲线
,

以及 0
.

l m ol /L N a 0 H碱处理对它们的影

响
.

碱处理不仅增加了无机磷的释放量
,

而且还使辐照产生的游离碱基受到损伤而裂解
。

碱处

理后立刻测量得知
,

受辐照样品的碱溶液中无机磷的含量为其水溶液中的 1
.

7倍
,

而样品碱溶

液 中的碱基浓度却只有其水溶液中的.0 5倍左右
,

碱处理 40 m in 后
,

受辐照样品之碱溶液中无机

磷含量则增至其水溶液中的 .2 8倍左右
。

另外
,

离子束辐照作用主要是直接作用
,

具有较高的

G (P i )值
,

达 0
.

44分子 /100
e V 以上

。

关键词 离子束辐照
,

5’ 一 TM P
,

无机磷释放
,

碱基释放
,

碱处理

作为一种新的诱变手段
,

低能离子束诱变存在着比 Y 射线等电离辐射诱变更为深刻的机

制
,

它 不仅拥 有 电离辐射的能量作用过程
,

而且已被证实还具有离子注人这一质量沉积效

应 11一
,

这使其具有广泛的发展前景
。

在探索低能离子束诱变机理方面
,

人们对生物体的染

色体畸变
、

D N A 的损伤 14, 5]等已进行了一定的研究
。

染色体畸变和 D N A损伤都基于它们 的

基本组成单位一一核昔酸中碱基的损伤和磷酸戊糖键的断裂
。

碱基的损伤能导致 D N A遗传密

码 的改变
,

而磷酸戊糖键的断裂则直接引起D N A链的断裂 6[]
,

两者都对基因突变起着重要

作用
。

在辐射后处理上
,

强碱处理已成为一种重要方法
。

由于核昔酸受到辐射后能产生不稳定

性磷酸醋
,

该醋在强碱的处理下分解产生无机磷
,

因此受辐射的核昔酸在碱处理后可较大地

增 加无机磷的释放量 7[] ; 而用强碱处理受到电离辐射的 D N A
,

则可增加链的断裂数 8[]
。

本文

将着 重 报道 离子束辐照后的固态5’ 甩 T M P
,

其分子损伤后无机磷和碱基产生量的剂量效应

以及碱处理对它们的影响
。

材料和 方法

1
.

1 材料

5
,

峨TM P为 S ig m a公司产品
,

其O D Zs o /O D Z eo = 0
.

73
,

使用前没有进一步纯化处理
。

其

余试剂均为分析纯
。

1 .2 辐照源

氮离子束由本所离子束育种机产生
。

离子束能量为 3 0 k e V
,

采用脉冲式辐照
,

每次脉冲
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10
5 ,

束流 30 m A
。

每次脉冲辐照到样 品上的离子剂量为 1 01
5
io ns c/ m Z 。

1
.

3 方法

将一定质量的样品溶于水后铺于载玻片上
,

样品面积约3
.

cs m “ 。

将样品 45 ℃干燥后
,

进

行离 子束辐照
。

将辐照前后的样品以 5m l H ZO或 5m l N a O H洗涤
,

收集洗液
,

分别即刻和在

碱处理40 m in 后用磷钥酸法在 6 6 O n m处测样品中无机磷含量
。

已 知 5
,一d T M P水 溶 液 的 入 rn a x = 2 6 9mn ( E = 9 9 0 0 )

,

而 在 0
.

l m o l /L N a O H中
,

其

入 m a x 二 2 6 7 n m (
。 = 7 3 5 0 )

;
5

,
一 dT M P辐解产物 T在水溶液中的 乳m a x = 2 6 4

.

5 n m (
。 一 7 8 9 0 )

,

在

0
.

l m o l /L N a O H溶液 中的 入m a x = 2 9 1 n m (
。 = 54 4 0 )

。

因此要 了解碱基产生量的情况
,

可用

7 5 3W B紫外 可见光分光光度计分别对离子束辐照后的5’ 一d T M P水溶液在2 64
.

5
、

2 69 nm 处测

其紫外吸收值
,

而对其碱溶液则在 267
、

291 n m处测紫外吸收值
。

2 结 果与 分 析

2
.

1 离子束辐照后 5’ 一 d TM P的无机磷产率

在 低剂量 时
,

5’ 祖T M P经禽子束辐照后产生的无机磷分子数占样品中总磷分子数的摩

尔百 分 比只R )
,

随辐照剂量呈非线性增长关系
;
但当离子剂量大于 10 x 10

` 5 i o n s/
c
m

Z
时

,

s( iP )与离 子剂 量呈线性关系 (如图1 )
。

另外
,

又R )还与样品的质量有关
:

质量大的样品
,

无

机磷产率较高
,

即注人离子能更好地与靶分子作用
,

这意味着离子束的射程大于实验中所用

样品的厚度
。

在本实验的离子剂量范围内
,

由又R )得到的 G (iP )值 (每吸收 1 0 0 e V 能量
,

5’ 书 T M P所能

释放 的无 机 磷分 子数 )随剂量增加而减小至一稳定值 .(0 4 4 )
,

即离子束辐照 5
夕

书 TM P时
,

其

G (iP ) > 0
.

4 4
。

这不 同于 Y射线辐射处于液体体系中的 5 ,--d TM P时 G (iP )值随剂量增大而增大
的结果 [9 ]

。
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图1 氮离子束辐照不同质量 5’ 一 TM P所释

侧P i) 的剂量效应
F i g

.

1 T h e fl u e n e e e
ffe

e t s o f ht
e P e r e e n t a g e

剐 P i )
o f i n o r g a n i e p h o s p h a t e i n t o t a l

P h o s P h a t e r e l e a s e d fr o m d i ffe
r e n t a m o u n t o f

5
`

祖 TM P i r r a d i a t e d b y N + i o n b e a m

图 2 离子束辐照后样品在水和 2
~ ol /L组

氨酸溶剂中的释磷曲线
F i g

.

2 T h e

Ph o s Ph a t e

b e a m i n

e a P a e i t y In o r g a n 1 C

fr o m

W a t e r

i t y o f r e l e a s i n g i n o r吕

5
,一 d T M P i r r a d i a t e d b y

a n d i n Zm m o l /L h i s t i d i n e

s o l u t i o n

将离子束辐 照后的5 ,-- d TM P样品溶于 Zm m ol /L组氨酸 (H is )溶液中
,

测得的无机磷释放

量 与辐照后样品在水溶液中的无机磷释放量相一致 (如图 2 )
,

说明组氨酸对辐照后 5’ 一 T M P

样 品 的释 磷没有影响
。

由于组氨酸能有效地清除 o H 自由基 l9]
,

该 自由基是液体系统中导致
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辐射释磷的主要因素
,

因此图 2所示表明
,

离子束辐 照后的固态 5’ 一d T M P溶于含水溶剂中

时
,

溶液中不会含有 O H 自由基
,

因而无机磷 的产生完全是离子束直接作用的结果
。

2
.

2 0
.

1曲1压 N a 0 H处理后的无机磷释放量

离子束辐 照后的 5仁 dT M P样品经 o
.

l m ol / L N a O H处理后
,

无机磷的释放量大大增加
。

图 3表明碱处理后立刻测量
,

样品碱溶液中无机磷含量仅为其水溶液中的0
.

7倍左右
;而碱处

理 40 m in 后碱液中无机磷含量约增至样 品水溶液中无机磷含量 的2
.

8倍
。

也就是说
,

同样是

碱处理
,

无机磷的释放量随碱处理时间的增加而增加
,

这与W ar d等研究 3’ 5’ 一T M P得到的

结果 相一致 10[ 】
,

虽然增加的幅度不同 (见后 )
。

当然
,

碱处理后无机磷的增加也不是无限制

的
,

它受到一定剂量下离子束辐照所能产生的碱不稳定性磷酸醋量及总磷量的限制
,

碱处理

一定的时间后
,

无机磷的释放量将达到一极大值
。
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图 3 不同剂量离子束辐照后的样品溶于水及经 0
.

l m ul /L N a O H碱处理不同时间的

无机磷浓度 c( iP )及其占总磷量的摩尔百分数又jP )
A

.

m = 0
.

64m g
,

C = 0
.

4
nun

o l lL
,

溶解后立即测 ; B
.

m = 0
.

32 m g
,

C = 0
.

2m m o l /L
;
溶解后 4 0 m in 测

iF g
.

3 T h e e o n e e n t r a t i o n C (P i ) o f i n o r g a n i e p h o s p h a t e a n d ht
e p e r e e n t a g e 拭P i

)
o f i n o r g a in c

p h o s p h a t e i n t o t a l p h o s p h a t e
.

T h e s a m p l e s i rr a d i a t e d b y i o n b e a m w i t h d i ffe
r e n t fl u e n e e w e r e

d i s s o l v e d i n ot w a t e r a n d 0
.

lm o l /L N a 0 H s o lu t i o n r e s P e e t ive l y

A
.

m = 0
.

64 m g
,

C = 0
.

4m m o l lL
,

m e a s ur e m e n t t a k e n i m m e d i a t e ly a ft e r t h e d i s s o lu t i o n : B
.

m = 0
.

32m g
,

C = 0
.

2
~

0
1/L M e a s u r e m e n t t a k

e n 4 0m i n a ft e r t h e d i
s s o lu t i

o n

2
.

3 碱基的产生与裂解

电离辐射将会使 5’ 一 TM P释放出碱基 T
,

利用碱基 T所具有的特征紫外吸收可计算碱基

的产生量及碱处理对它的影响
。

将辐 照前后的样品分别以 s m l H 2 0 和 5m l N a O H洗脱
,

取 2m l洗液稀释至 6m l作紫外吸

收测量
,

对 H ZO和 N
a O H分别在不同波长处测

一

O D值
,

根据 B ee ir 。
一

a m b er it 定律
,

可 以计

算出离子 束辐 照后
,

在不同洗液中 5’ 刁T M P的相对残余活性只dT M )P 及辐照所产生的碱基

量 C ()T 的剂量效应 (如图4 )
。

由图 4可见
,

离子束辐照引起的碱基释放量随离子剂量的增大

而逐渐趋于某极大值
,

并且当剂量进一步增大时
,

碱基量有减少之趋势
。

这是因为
,

一定质

量 的 5
,一d T M P样 品所能释放 出的碱基量是有限的

。

低剂量时
,

注人离子与 5’ 祖 TM P充分作

用
,

并 使之释放出碱基
,

此时碱基的产生量随剂量增大而增加
;
但随着剂量的进一步增大

,

可 损 伤 的 5
,一d T M P分子数逐渐减少

,

它所能释放的碱基量也逐渐减少
; 然而在离子束辐照

下
,

从 5’ 书 TM P中释放 出来的碱基的损伤量则是随剂量的增大而增多
,

结果
,

在一定剂量

辐照后
,

5’ 一d T M P样品中未损伤的碱基分子将随剂量的增大而减少
。
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图4 离子束辐照后样品溶于不同溶剂中时5’ 祖T M P( m 二 0. 64 m g
,

C = .0 4m m ol / )L

的又d T M P )及 (C )T 的剂量效应
F i g

.

4 T h e r e l a t i v e r e s i d u a l a e t i v i ty 又d T M P ) a n d ht
e b a s e c o n e e n tr a t i o n C (T ) i n s a m p l e s

i rr a d i a t e d b y i o n b e a m
.

T h e i r r a d i a t e d s a m P l e w e r e d i s s o l v e d i n t o w a t e r a n d 0
.

l m m o l /L N a O H

s o l u t i o n r e s P e e t i v e ly

另外
,

对 比图 3
、

图4可见
,

C (P i) H
Zo < C ( T ) H Z o

,

即离子束辐照后 5
`

戒 TM P样品水溶液

中 的碱基浓 度大 于无机磷的浓度
,

这说明在离子束对 5
户

刁 T M P 的辐照损伤中
,

与 Y辐射一

样
,

碱 基 被 优 先 释 放
,

然 后 才 释 放 无 机 磷
,

而 受辐 照 的 样 品 经 碱 处 理 后
,

有

C (p
i)N

a o H > C ( p
i )H Z o

,

C ( T )N
a o H < C (T )

H Zo
,

这 意 味着碱处理不仅能损伤那些碱不稳定的磷

酸醋
,

使之释放无机磷
,

而且还能损伤游离碱基
。

这里
,

经碱处理后样品中碱基浓度减小到

原 来 的一半左右
,

最后使得辐照后 5’ 峨 T M P 的 N a O H 中的碱基浓度小于无机磷浓 度
,

即

C (T ) N
a o H < C ( P i )N

a o H
。

3 讨 论

由于 离子 束辐照作用为直接作用
,

辐照后样品溶子水中时不会产生 O H 自由基
,

从而不

会 由此引起无机磷释放量的增加
,

而辐照产生的不稳定磷酸醋在常温下分解很慢
,

因此可认

为在样品水溶液中即时测得的无机磷即为样品受辐照时所产生的无机磷
。

离子 束辐 照后 样 品经 0
.

l m ol ZL N a O H处理后
,

即刻测得的无机磷量就增至样品水溶液

中无 机磷量 的 1
.

7倍
,

40 m in 后
,

则达 2
.

8倍
。

而W ar d用 0
.

l m ol /L N a O H处理受 Y 射线辐射

的 s
,

5
`

祖 TM P样 品 1 0一 4 o m i n 后
,

无机磷 的释 放量只增至水溶 液 中的 1
.

5倍 [`o ] ; B o o p在用

lm ol/ L N H 4 o H处理 受照后 D N A 30 m in 后
,

得知链断裂数亦增至水溶液中的 1
.

5倍左右 l8]
。

碱处理产生无机磷主要是由于不稳定磷酸酉旨决速分解的缘故
,

由此可见
,

离子束辐照能产生

更多的不稳定磷酸醋
。

考虑到离子束辐照还具有高的 G (iP )值
,

可认为离子束辐照具有比 Y

射线辐射更强的损伤力
。

电离辐射核昔酸所产生的碱不稳定性磷酸醋主要具有 S一 P结构 (S 为戊糖
,

P为磷酸根基

团 ) 110 】
。

实验结果显示
,

碱处理能使碱基裂解
,

因而碱不稳定性磷酸醋还可具有 B * 一s 一 P结

构 ( B *
为具有受损位点的碱基 )

。

碱处理使 B
*

受到攻击而裂解
,

产生 S * 一 P磷酸醋
,

它再

进一步释放出无机磷
。
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