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低能离子注入对脱氧胸昔的辐照损伤
*

邵春林 孙洪奎 余增亮

(中国科学院等离子体物理研究所 合肥 2 3003 1)

摘要 用紫外分光光度法测量了脱氧胸昔 (d RT )在 20 k e v N 十

离子束辐照下残余活性 S 和碱基 T

释放 量的 剂量效应
.

发现 S 与样品的质量有关
,

且受损 d T R分子中约有50 %可产生碱基T
.

而

强碱
、

强酸的后处理使这一比例显著下降
,

平均分别只有23 %和41 %
,

与 Y辐射时的情况相反
。

关键词 离子束
,

脱氧胸昔
,

辐照损伤

低 能离子辐照生物技术已被成功地应用于农作物改良
、

细胞刻蚀和转基因工程等方
面 卜 31

。

目前
,

对其机理的研究多集中在细胞和个体水平上卜 6]
,

对分子水平上的辐照损伤

如 D N A链 的断 裂
、

核昔酸和碱基损伤的研究也取得了一定的进展 f7, 8]
。

但关于核昔这一

D N A组分在离子束作用下损伤的研究还未见报道
.

一般电离辐射下
,

核昔的重要辐解反应
之 一是脱碱基

,

且当溶液的 p H > 12
.

5时
,

碱基的释放量显著增加9[,l 01
。

D N A中核昔的脱碱

基将产生 A P位点
,

它可进一步导致D N A链断裂和基因突变
。

我们用紫外分光光度法研究了

脱氧胸昔在离子束辐照下的残余活性及其碱基释放量的剂量效应
,

以及酸
、

碱处理对它们的

影响
。

1 材料 与 方 法

1
.

1 材料
。

脱 氧胸昔 (dT R )
、

胸腺嗜咤口 )均为中国科学院上海生物化学研究所生产的层析

纯产 品
,

其 0 D 280 /O D 2 60 分别为 .0 54 和 .0 71
,

使用前没有进一步纯化
。

其它试剂均为分析

纯
。

1
.

2 辐照 源
.

辐照所用 N
十
离子束由中国科学院等离子体研究所离子束生物工程装置产生

,

其 能量选为 2 0k e V
,

束流为20 m A
.

靶室真空度低于 1
.

33 m P a
,

采用脉冲式辐照
,

每次脉冲

剂量由 F a r a d盯筒测得为 10 , s
i o n s /e m

Z 。

1
.

3 方法
。

取 .0 6m l含 1
.

OOm g脱氧胸昔的水液铺于载玻片上
,

于 45 ℃烘干
,

制成薄膜样品
.

经 2 0 k e V N
+
离子束辐照前后的 d T R样品

,

以 4m l蒸馏水将其从载玻片上洗下
.

取 0
.

s m l洗

液
,

分别加于 5m l水或 p H .0 6的 H ZS O
4
或 l m ul /L的N a O H中

,

测各溶液的紫外吸收
,

并以未

辐照 样品为对照
,

测各样品的残余紫外活性
.

将上述样品水溶液在 95 ℃水浴中处理 Zh后
,

再作紫外测试
.

另 以同样方法测质量为 0
.

75 m g的dT R样品在离子束辐照下的残余活性
。

为

计算离子束辐照后 d T R样品中T的产生量
,

测胸腺啥吮 T在上述三种溶剂中的紫外吸收
,

然

后根据混合物紫外吸收的 B ee ir 。一 L副m b e rt i定理
,

求d T R的残余浓度和 T的产生量
。
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2 结果 与分 析

2 .1 碱基产生量的剂量效应
。

实验测得 d T R分子在水或 p H 0
.

5的 H
Z
SO

4
或 l m ol /L的 N a O H

中的特征 紫外吸收波长 几。 a1分别为 26 7 n m
、

267 mn 和 2 68 n m
.

不同剂量离子束辐照后 的
d T R样品 之各溶液的 又m ax没有明显变化

,

但它们的相对强度即残余活性 S 则随剂量的增大

而减小
,

且 S 与样品的质量有关
:

质量小的样品
,

其残余活性小 (如图 1 )
。

说明质量小的样品

受离子束的损伤大
.

这是由于具有短射程特性的离子束能更好地与小质量
、

薄厚度样品发生

相互作用的缘故
。

另外
,

由图 1可见
,

受离子束辐照后
,

质量为 l
.

OOm g的d T R样品的相对残余活性曲线在

离子束剂量为 5一 45 肠时
,

有一隆起的肩型
,

而不是典型的指数型
,

说明该样品中产生 了新

的具有紫外吸 收能 力的物质— 最有可能的是由d T R的糖昔键断裂而产生的碱基 T
。

T在上

述水或酸溶液中的 几m ax 为 2 6 .4 6unt
,

在 l m of 肠 N a O H溶液中的 几m ax 为 2 8 0
nln

。

一般说来
,

d T R分子水
、

酸溶液的 O D Ze 4
.

610 D Ze 7
值及其 l m o l /L N a 0 H溶液中的 O D Zso /0 D 2 6 s值应为常

数
.

但实际测得经不同剂量离子束辐照后的d T R样品
,

其水
、

酸
、

碱溶液的上述紫外吸收之

比值却随剂量的增加而增加 (如图2 )
.

这进一步说明了离子束辐照后的 d T R固态样品中含有

其辐解产物碱基 T
,

其量可由混合物紫外吸收定理求得
。

·
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图 1 20k
e V N +

离子束辐照下不同质量 d T R样品

残余活性的剂量效应
. 水溶液

,

+ 酸溶液
, x 碱溶液

n g
.

1 D o s e e

ffe
e st o f r e s id u a l a e it v i t i e s o f

d T R s a m P les w iht d i ffe
r e n t w e i g h t a ft e r t h e

i rr
a d i a it o n o f 2 0k Ve N + i o n

be
a m

. W a t e r s o lu t i o n ,

+ A e i d s o l u t i o n , x A l k a l i

s o l u t i o n

刀瓜

图 2 离 子束 辐照后 d T R样品之不 同溶液在 T
、

d T R的特征波长处的紫外吸收之比
. 水溶液的O D 瀚45 20 D 267

,

+ 酸溶液的
O D洲 5 /O D邓 7 , x 碱溶液的O D哪10 D邸

n g
.

2 hT
e r a t i o s o f U V a b s o r p t i o n s a t

e h a r a e t e r i s t i e w a v e l e n g t h s o f d T R
a n d T i n d i f fe r e n t s o l u t i o n s

. O D洲石10 D Z臼 o f w a t e r s o l u t i o n ,

+ O D洲石 /O D喻 o f a e i d s o lu t i o n ,

x O D洲20 D咖 o f a l k a l i s o l u t i o n

分别 以 dT R分子和 T分子紫外吸收 的 几m ax 作为 几1 、

又2 。

水溶液中
,

又1 一 2 67 mn
,

完2 = 2 6 4
.

5 unr
,

则 E
i l = 96 50

,

2E 2 = 7 8 9 0
,

另 测得 ZE
I = 9 5 18

,

E 12 = 7 8 00
,

其 中 E ij 临j

= 1
,

2) 分 别 为 d T R ( j = 1 )和 T (j = 2) 在波长 几 1
( i = 1) 和 几2

i( = 2) 处的摩尔消光系数
。

根据

B ee ir o 一 L a m b e rt i定理
,

由不同剂量离子束辐照后 d T R样品的水溶液在 久 1 、

又2
处的紫外吸
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收值
,

可计算出其中d T R分子的残余浓度CI TR 和所产生的 或基T的浓度肠 (如图3 )
.

由图3可

以看出
,

离子束辐照后的dT R样品中d 1 R分子的残余浓度随剂量增大呈线性下降
,

而不是图

2所示的带有隆起的曲线
:

而碱基T的释放量则随剂量的增大而增加
,

并逐渐趋于饱和
.

夯
。

.

它日,
l。t

护 10 20 50 40 60 . 70

D I OD

图 3 离子束辐照后 d T R样品的水溶液中岛 , 和价
的剂盈效应及热处理对它们的影响

+ 热处理
n g名 T h e d o s e e

ffe
e at o f C玩, a

dn 肠 i n w a et r

s o l u t i o n o f ht e iarr d i a忱泣 d T R s a m P l e a
dn ht e

i n n u e n e e o f h e a t 仕 e a tm e毗 o n ht e r。

+ H e a t t er a t m e
nt

d T R的辐射损伤中
,

相 当部分是辐解产

生的碱基 T
.

由图 3中的数护计算可知
,

在剂

量为 3 0场前
,

dT R损伤中能产生碱基 T的分

子数 比例从 5 0%逐渐达 60 %左右
,

但当剂量

进一步增大至 45 肠时
,

该份额将下降至 4 2%

左右
,

这说明碱基的产生量有一个从小到大

再变小的过程
.

原因是离子束射程内的 d T R

是 有限 的
,

它所能产生 的碱基量也是有限

的
,

并且 T在产生的同时
,

亦受到进一步到来

的离子束的损伤
.

当 T的损伤率小于其产生率

时
,

T的产生量随剂量而增加
,

但当 T的损伤

率等于
、

大于其产生率时
,

T的量将在达到平

衡后进一步减少
.

图 3还给出了离子束辐照后dT R样品的水

溶液经 95 ℃水浴热处理 Zh后 的dT R和 T的浓

度变化
:

dT R残余浓度略有下降
,

而 T的浓度则有所升高
.

说明热处理可使 d T R
,

尤其是具

有辐射损伤位点的
、

不稳定的 dT R
*
分子裂解而释放碱基 T

。

.12
.

.10.08助..0402

1 .

4
·

工oat
.ó州X、Q

.2 2 碱
、

酸处理对 T释放量的影响
.

对离子

束辐照后 d T R样品的 l m ol lL 的 N a O H溶液和

p H .0 6的 H ZS O 4溶液
,

同样可根据 B e

irr
。一

L am b e
irt 定理求得其中dT R分子的残余浓度

和碱基T的产生量
.

对 d T R样品的碱溶液
, ,

取

几 1 = 2 68 zun
,

幻 = 28 0mn
.

溅得 d T R分子的

E i : = 7 3 8 0
,

肠
1 = 4 8 5 0

,

T分 子 的 E i Z =

4 9 4 0
,

肠 2 = 5 7 1 0
.

d T R样 品酸溶液的 几 i
、

iE j (i, j = 1
,

幻与其水溶液的相同
.

根据辐照后

d T R样品的碱
、

酸溶液在各自 又
1 、

几2波长处

的紫外吸收值
,

可计算出各溶液中dT R分子

的残余浓度岛 T R和碱基T的浓度肠 (如图4 )
.

值得注意的是
,

l m ol /L N a O H碱处理后

的样品溶液中T的浓度不是增大
,

反而小于它

在 水 溶 液 中的肠值
.

由图 4 中数据计 算

圈 4

R g .4
a n d

。 10 加 30 40
’ .

~
.

面 面
’

元

lD玩

离子束辐照后 d T R样品的碱
、

酸溶液中 dC ,

和肠的剂量效应
0 碱溶液

,

+ 酸溶液
D o s e e f飞 e et o f C肺贾 a n d 肠 i n a l k a l i n e

a e id s o l u t i o n o f ht e i rr a d i a t ed d T R
s a m P l e s

0 A l k a li so lu t io n ,

+ A e id s o l u t i o n

可知
,

在碱溶液中
,

平均约有23 % 的 d T R损伤分子可转化为碱基 T
,

小于水溶液中的平均值

(5 0% )
.

同样从计算可知
,

在离子束辐照后dT R样品的酸溶液中
,

平均约有 41 % 的受损 d T R

分子可 转化为碱基T
,

介于水溶液和碱溶液中的转化率之间
.

这种强碱
、

强酸处理使离子束

辐照后 d T R样品 中碱基的释放量减少的现象
,

与 Y 射线辐射下的核昔经碱处理后碱基的释放
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量显著增加这一结果相反
.

这可能是由于碱
、

酸处理导致核昔中受损碱基裂解的缘故
.

3 讨 论

由实验结果可见
,

离子束辐照后的 d TR分子所释放碱基的量不 因碱
、

酸的后处理而增

加
,

这显然不同于 Y 射线辐射时的情况
,

说明它们有不同的机制
。

Y射线辐照时
,

核昔的释

碱基主要是 O H 自由基间接作用的缘故
。

在强碱处理下
,

因 O H加合机制或 0
一

机制
,

碱基释

放量将显著增加
; 而在强酸作用下

,

则因氧化机制而使碱基的释放量增加 19,1 01
.

但离子束辐

照下
,

核昔的释碱基主要是由注人离子的直接作用使其糖昔键断裂而引起的
.

同时
,

辐照的

直接作用 还可产生 B * 一 S结构 ( B *
为含损伤位点的碱基

,

S为戊糖 )
,

其结构不稳定
。

在强

酸
、

强碱作用下
,

B * 一 S可因电子重排
、

共扼结构的变化而引起其中碱基结构的开环
、

裂

解
,

导致碱基释放量的减少
.

另 外
,

离 子 束辐照后 的 核昔释碱基的量在经碱处理后约 减少 至原 来 的 46 %
,

与

5’ 一

dT M P在离子束辐照下碱基释放量因0
.

l m ol /L N a 0 H的后处理而减小为原来的一半左右

这一结果很相似 181
,

说明核昔酸中磷酸根基团对碱基的释放影响不大
。
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