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离子注入诱变莲花突变体分子机理的初步研究 
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摘要: 低能离子注入技术作为生物物理诱变的一种新型技术, 在园艺植物育种方面具有很大的应用潜力, 但其

诱变的分子机理目前知之甚少。文章对 Fe+ 离子注入诱变的白洋淀红莲(Nelumbium speciosum Willd)突变体及

其对照的基因组进行 RAPD 研究, 并将突变体和对照在辐射敏感位点的条带进行克隆测序及 DNA 序列分析。

在已优化好的 RAPD 体系下扩增, 从 110 条随机引物中筛选出了 10 条可以稳定扩增出显著特异条带的引物, 引

物多态性为 9.09%。将这 10 条引物扩增出的辐射敏感位点的条带进行克隆测序, 并进行序列比对。结果显示: 突

变体的总碱基突变频率为 0.87%, 6个突变体的碱基突变频率存在着差异; 碱基突变类型包括碱基的颠换、转换、

缺失、插入, 在检测到的 159 个碱基突变中, 单碱基置换的频率(61.01%)高于碱基插入或者缺失的频率(38.99%), 

在碱基置换中, 转换的频率(44.65%)是颠换频率(16.35%)的 2.7 倍, 其中 C/T 之间的转换所占比例最大, A→G 和

A→T 也具有较高的替换频率; 构成 DNA 的 4 种碱基均可以被离子束辐照诱变发生变异, 除了没有 C→G 的置

换外, 每一种碱基都可以被其他的几种碱基所置换, 但是胸腺嘧啶(T)具有较高的辐射敏感性。通过对碱基突变

位点周边序列的分析发现, 嘌呤突变位点的周围嘌呤碱居多, 嘧啶突变位点的周围嘧啶碱居多。研究结果为揭

示低能离子注入诱变作用分子机理提供了依据。 

关键词: 白洋淀红莲; 离子注入; RAPD; 特异片段; 序列分析 
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Abstract: Ion implantation, as a new biophysically mutagenic technique, has shown a great potential for horticultural 

plant breeding. Up to date, little is known about the mutation mechanism of ion implantation at the DNA level. To reveal the 

mutation effect of Fe+ ion implantation on Baiyangdian red lotus, the random amplified polymorphic DNA (RAPD) was 

used, and then the bands of mutants and the control in the radiation-sensitive sites were cloned to be sequenced for compar-

ing their DNA sequences. The results indicated that the total base mutation rate of mutants was 0.87%, and there was dif-
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ferent in the six mutants. The types of base changes included base transition, transversion, deletion, and insertion. Among 

the 159 base changes detected, the frequency of single base substitutions (61.01%) was higher than that of base deletions 

and insertions (38.99%), and the frequency of base transitions (44.65%) was 2.7 times of that of the base transversions 

(16.35%). The transitions between C and T accounted for largest proportion, A→G transitions and A→T transversions were 

also present at high frequency. Adenine, thymine, guanine or cytosine could be replaced by any of other three bases, except 

that there was no C → G substitution. However, thymine was more sensitive to the irradiation than other bases. In our study, 

we found many purine bases around the purine mutational sites, and many pyrimidine bases around the pyrimidine muta-

tional sites. These will further help us to understand the mechanism of mutagenesis by ion implantation. 

Keywords: Baiyangdian red lotus; ion implantation; RAPD; specific fragment; sequence analysis 

莲花(Nelumbo nucifera), 又名荷花 , 为睡莲目

睡莲科莲属宿根水生草本花卉, 是中国的传统名花

和重要的经济植物。莲属在中国是最具特色, 栽培

面积最大, 品种资源最丰富的水生经济作物[1]。研究

发现莲藕营养丰富, 全身是宝, 用途极广。在食用、

药用、美容健美、美化绿化、轻工和外贸加工出口

创汇等方面有巨大的潜力[2]。 

目前, 有不少学者致力于莲花分子细胞遗传学

方面的研究。利用RAPD、ISSR、AFLP、SRAP等遗

传标记技术对莲的研究已经相继报道, 在分子水平

上对不同莲属品种的遗传多样性进行了分析, 并用

聚类分析对它们的亲缘关系进行了初步认定 [3~7]; 

也有一些学者通过对莲藕染色体上荧光原位杂交方

法的研究, 得到了一种适合于莲的高效荧光原位杂

交方法, 为莲的分子细胞遗传学研究提供了技术上

的帮助[8]。  

离子注入技术用于生物诱变育种, 是近年来兴

起的一项生物育种新技术。有关资料表明, 离子注

入诱变育种, 具有变异率高、变异谱宽、易稳定等

优点。离子注入诱变育种已经在农作物、观赏植物、

药用植物以及微生物上得到了广泛应用 [9], 并且已

经有学者利用RAPD和AFLP等分子标记技术对这些

变异品种及正常品种进行了比较分析 , 结果显示 : 

离子注入确实诱发基因组DNA发生了变异[10~16]。已

经有学者将离子注入技术应用到了莲花品种中, 但

目前在分子水平上对离子注入莲花突变体的研究几

乎是空白。 

RAPD是在 20 世纪 90 年代初Williams等[17]及

Welsh等[18]创立, 在对基因组进行分析时, 操作简单, 

所需DNA量少, 其引物没有特异性, 不受环境条件

和表达产物显隐性的影响; 当基因组发生突变、插

入、缺失等引起RAPD引物结合位点的变化时 , 

RAPD可以快速直接地显示出DNA水平上的差异。

因此 , RAPD技术是检测基因组DNA发生诱变的一

种简便、有效的方法。 

本实验利用 RAPD 技术对同一剂量处理的离子

注入莲花突变体和对照基因组进行扩增, 回收克隆

辐照敏感位点的条带, 用 DNAMAN 软件对其测序

结果进行分析, 为离子注入莲花突变体的检测提供

分子水平上的依据, 并为进一步探讨离子注入诱变

机理奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

白洋淀红莲于 2005 年 12 月进行离子注入, 以

未经处理的同一品种为对照。处理和对照各 100 粒

种子, 离子种类 Fe+, 能量 2MeV, 注入剂量 1×1012 

ions/cm2。2006年 5月 8号浸种, 6月 1号分粒植于

缸内。2006 年开展单株选育试验, 将筛选出的优良

变异单株进行自交 , 并对表型性状进行观察记载 , 

以未经离子注入处理的单株为对照。经离子注入后, 

单缸种植植株性状变异非常明显 , 主要表现在花

期、花型和花色, 总变异株数达到 28 株, 变异频率

为 28%。2008年对获取的 10株 M2代个体进行再次

自交, 观察性状的稳定性。2009 年选取离子注入诱

变并且性状可以稳定遗传的白洋淀红莲突变体(M3

代): 莲花 1号, 莲花 2号, 莲花 3号, 莲花 4号, 莲

花 5 号, 莲花 6 号及对照(由北京师范大学苏颖研究

员提供)作为本次实验材料。 

1.2  方法 

1.2.1  总 DNA 的提取 

选择莲花的 6 个突变体及其对照的幼嫩叶片, 用
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改良的 2×CTAB法 [3]分别提取各个单株的总DNA, 

0.8%琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检测其纯度。 

1.2.2  RAPD 扩增 

PCR 扩增引物购自上海生工生物工程技术服务

有限公司, dNTP Mixture、Mg2+ 、Taq酶均购自宝生

物工程(大连)有限公司。 

PCR 扩增体系为: 在 25 μL 反应体系中含双蒸

水 17.1 μL, 10×buffer (Mg2+Free) 2.5 μL, dNTP Mix- 

ture 1 μL (各 2.5 mmol/L), Mg2+ 2 μL (25 mmol/L), 

Taq酶 0.4 μL (5 U⁄μL)), 引物 1 μL (10 μmol/L), 1 μL

的基因组 DNA(约 40～80 ng)。反应程序: 94℃预变

性 5 min; 94  30 s℃ , 36  60 s℃ , 72  2 min℃  , 40个循环; 

最后 72℃再延伸 10 min。 

1.2.3  扩增产物的回收 

将样品用 2.0%的琼脂糖凝胶电泳后, 于紫外灯

下观察, 切下尽可能小的含有目的 DNA 的凝胶块, 

放入 1.5 mL离心管中进行回收, 回收步骤参考所用

UNIQ-10 DNA 凝胶回收试剂盒(购自上海生工生物

工程技术服务有限公司)的说明书。取少量回收后的

产物电泳估计浓度。 

1.2.4  回收片段的克隆、测序及序列比对 

将纯化好的目的 DNA 连接到 pMD19-T 载体

(TaKaRa公司), 转入感受态大肠杆菌 E.coli DH5α中, 

随机挑取 10个克隆用于 PCR检测, 若有条带, 且大 

小与预期相符, 则说明克隆成功。每个条带挑取 3 

个重复克隆, 由上海生工生物工程技术服务有限公

司测序。用软件 DNAMAN对测序的结果进行比对。 

2  结果与分析 

2.1  RAPD扩增 

用 2×CTAB法提取到了较好的莲花总 DNA, 可

以用于 PCR 扩增。以 6 个突变体和对照的总 DNA

为模板, 用 110 条随机引物进行扩增, 筛选出 10 条

具有特异条带的引物, 即 S1339、S2083、S2068、

S1500、S1368、S1163、S1155、S503、S411、S2112(引

物序列见表 1), 引物多态性为 9.09%, 扩增条带大小

在 200~2 000 bp之间。这 10条引物扩增出的结果显

示: 突变体材料扩增出的条带与对照相比, 出现了

一些辐照敏感位点, 主要表现为扩增片段的减少和

增加, 扩增片段长度的变化, 以及扩增谱带颜色深

浅的变化, 这些结果在一定程度上表明 Fe+离子注

入白洋淀红莲种子可导致基因组 DNA发生突变。部

分引物的扩增结果见图 1。 
 

表 1  扩增出特异条带的 RAPD 随机引物 

引物编号 引物序列(5→3) 

S411 GTCCACTGTG 

S503 ACACAGAGGG 

S1155 GAAGGCTCCC 

S1163 GTAAGGCGCA 

S1339 CCCTGTCGCA 

S1368 TCGCTCGTAG 

S1500 CTCCGCACAG 

S2068 CATACGGGCT 

S2083 TGGACTCGGT 

S2112 CTTCGCTGTC 
 

 

 
 

图 1  白洋淀红莲及其 6 个突变体的 RAPD 图谱比较 
A: 引物 S2068的扩增结果; B: 引物 S1339的扩增结果; C: 引物 S503的扩增结果。1: 莲花 1号; 2: 莲花 2号; 3: 莲花 3号; 4: 莲花 4号; 5: 莲

花 5号; 6: 莲花 6号; 7: 对照。箭头所示为克隆的目的条带。 
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2.2  序列分析 

为了研究低能 Fe+离子注入白洋淀红莲诱导的

突变体基因组 DNA 序列变化及碱基突变的类型及

特点, 我们用 DNAMAN 软件将对照及突变体测序

的结果进行序列比对, 并对序列变化位点、类型进

行了统计, 如表 2~9所示。 

由表 2~9 可知: 克隆的突变体 RAPD 条带与克

隆的对照 RAPD 条带相比, 总的 18 377 个碱基中, 

共有 159 个位点发生了碱基突变 , 碱基变异率为

0.87%; 莲花 1号克隆出的 2 257个碱基中, 18个位

点发生了碱基突变, 碱基变异率为 0.80%; 莲花 2号

克隆出的 3 530个碱基中, 20个位点发生了碱基突变, 

碱基变异率为 0.57%; 莲花 3号克隆出的 5 354个碱

基中 , 86 个位点发生了碱基突变 , 碱基变异率为

1.61%; 莲花 4 号克隆出的 2 199 个碱基中, 碱基突

变位点为 12 个, 碱基变异率为 0.55%; 莲花 5 号克 
 

 

表 2  S1339 序列比对结果 

突变位点 

突变体 
32位 140和 141位 164位 319位 364位 399位 

对照(693 bp) T TT T C A C 

1339-2(693 bp) A 缺失 C C A T 
1339-3(693 bp) T TT C C G T 
1339-4(693 bp) T TT C A A T 
1339-5(693 bp) T TT T C A T 

 
表 3  S2068 序列比对结果 

突变位点 

突变体 
43位 60位 75位 113位 128位 297位 357位 

对照(546 bp) T A T T T T T 
2068-3(546 bp) A A T T T T C 
2068-4(546 bp) T T C C C C T 
2068-5(546 bp) T A T T T T T 

 
 

表 4  S2083 序列比对结果 

突变位点 

突变体 
63位 102位 104,105位 111位 254位 304位 348位 351位 

对照(384 bp) A A TT C T A A T 

2083-1(382 bp) G A 缺失 T C A A C 
2083-2(384 bp) A A TT T T A A T 
2083-3(382 bp) G T 缺失 T C G A C 

2083-4(382 bp) G A 缺失 T C A G C 
2083-5(384 bp) G A TT T C A A C 

 
表 5 S1368序列比对结果 

突变位点 

突变体 
93位 138位 232位 234位 257位 420~437位 501位 669位 721位

对照(795 bp) 缺失 A T 缺失 G TGGTGGTGAGCTACCTAG G G A 

1368-3(779 bp) A G C A T 缺失 C T C 
 

表 6  S1500 序列比对结果 

突变位点 

突变体 

133
位 

149
位 

173
位 

180
位 

201
位 

297
位

359 
位 

366
位 

484
位

629
位 

642
位

783
位 

918 
位 

936
位 

942 
位 

对照(960 bp) T C A A T T A A T C G T A C 缺失

1500-1(959 bp) T T T A C T 缺失 A T T A T A C T 

1500-2(960 bp) T T T A T C A A C T A 缺失 A C T 

1500-3(960 bp) C T T T T T A A T T A T A T T 

1500-5(960 bp) T T T A T T A G T T A T A C T 

1500-6(960 bp) T T T A T C A A T T A T 缺失 C T 
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表 7  S1155 序列比对结果 

突变位点 

突变体 
24位 86位 97位 125位 220位 256位 490位 555位 725位 789位 870位

对照(917 bp) C 缺失 A T G C C A A A A 

1155-1(916 bp) T 缺失 G T G T C 缺失 G A T 

1155-2(916 bp) T 缺失 A T G T T 缺失 A G T 

1155-3(917 bp) T C A G A T T 缺失 A A T 

1155-6(916 bp) T 缺失 A T G T C 缺失 A A T 

 

表 8  S503 序列比对结果 

突变位点 

突变体 
12位 14位 18~38位 42位 132位 242位 489位 491位 494~498位

对照(520 bp) G A AGGAGATAGTGAAATATGATC A T G T A TTGG 

503-3(499 bp) A G 缺失 G C A A T GGTT 

 
表 9  S411 序列比对结果 

突变位点 

突变体 
559位 

对照(578 bp) T 
411-2(578 bp) T 
411-3(578 bp) C 
411-4(578 bp) T 
411-5(578 bp) T 

 

隆出的 3 161 个碱基中, 碱基突变位点位 12 个, 碱

基变异率为 0.38%; 莲花 6号克隆出的 1 876个碱基

中, 碱基突变位点为 11 个, 碱基变异率为 0.59%。

由于突变体与对照的所有实验条件都一样, 排除一

些 PCR 反应条件和测序误差的影响, 我们可以初步

认为离子注入白洋淀红莲突变体与对照相比, 确实

在 DNA序列上发生了变异。 

2.3  突变体DNA碱基变异情况分析 

克隆的莲花突变体序列与克隆的对照序列相比, 

共有 159 个位点发生了碱基突变, 碱基突变类型见

表 10。由表 10可知: 碱基突变类型包括碱基的颠换、

转换、缺失、插入, 其中单碱基置换的频率(61.01%)

高于碱基插入和缺失的频率(38.99%)。在碱基置换

中, 转换的频率(44.65%)是颠换频率(16.35%)的 2.7 

倍。构成 DNA的 4种碱基均可以被离子注入诱变发

生变异, 除了没有 C→G的置换外, 每一种碱基都可

以被其他的几种碱基所置换, 其中 C/T 之间的转换

所占比例最大, A→G和 A→T也具有较高的替换频

率。腺嘌呤(A)发生变异 47 次(包括 18 次缺失和 2

次插入突变), 鸟嘌呤(G)发生变异 26 次(包括 13 次

缺失突变), 胞嘧啶(C)发生变异 36次(包括 4次缺失

和 1次插入突变), 胸腺嘧啶(T)发生变异 50次(包括

19次缺失和 5次插入突变), 相对而言, 胸腺嘧啶(T)

具有更高的辐射敏感性。 

分析 159 个碱基突变位点的周边序列发现, 嘌

呤突变位点的周围嘌呤碱居多, 嘧啶突变位点的周

围嘧啶碱居多。 
 

表 10  莲花突变体 DNA 碱基突变的类型 

碱基突变的类型 发生次数 突变频率(%) 

碱基置换 97 61.01 

转 换 71 44.65 

T → C 20 12.58 

C → T 30 18.87 

G → A 8 5.03 

A → G 13 8.18 

颠 换 26 16.35 

T → A 3 1.89 

A → T 13 8.18 

T → G 3 1.89 

G → T 4 2.52 

G → C 1 0.63 

C → A 1 0.63 

A → C 1 0.63 

缺 失 54 33.96 

A 18 11.32 
G 13 8.18 
C 4 2.52 
T 19 11.95 

插 入 8 5.03 

+ A 2 1.26 
+ C 1 0.63 
+ T 5 3.14 
总 计 159 100 

3  讨  论 

近年来, 对离子注入诱变的材料进行分子方面
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的研究相当活跃 , 已经利用RAPD技术对紫色苜蓿

(Medicago sative L.)[11]、香瓜(Cucumis melo L.)[12]、

拟南芥(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh)[13]、野牛草

(Buchlo dactyloides (Nutt.) Engelm.)[15]等离子注入突

变体进行了相关分子生物学研究。他们的研究表明: 

利用RAPD技术可以为离子诱变育种提供分子上的

证据, 通过对相关片段的克隆测序, 也为离子注入

诱发突变的机理提供了实验依据。 

RAPD技术可以简便、有效地检测突变体。但是, 

RAPD 分析技术容易出现假阳性条带, 并且在试验

条件不稳定的情况下, 其结果重复性较差。在本实

验过程中, 对试验条件和操作手法进行了严格的控

制和规范, 并且对条带清晰的引物进行了多次重复, 

因此, 本次 RAPD分析结果具有一定的可靠性。 

白洋淀红莲具有较高的经济价值和观赏价值 , 

本实验以白洋淀红莲为材料, 研究了经F +离子注入

诱变的六种突变体和对照基因组之间的差异。RAPD

扩增中出现了扩增片段的减少和增加、扩增片段长

度的变化、以及扩增谱带颜色深浅的变化几种情况, 

这些变化的出现可能是由于离子注入引起了引物结

合位点的碱基突变 , 导致结合位点的减少或增加 , 

从而使扩增片段减少或增加; 结合位点间 DNA 的

插入或缺失使扩增片段长度发生了相应的变化; 多

拷贝引物结合位点上某些碱基发生突变, 使其与引

物结合量减少, 造成扩增出的DNA量减少, 或者是

出现新的扩增片段与原有某条片段具有相似的分子

量, 从而电泳后出现谱带加深现象

e

[11,12]。总之, 离子

注入诱变的分子机理在于使DNA结构中的碱基发生

替换、缺失及插入等形式的突变, 进而引起诱变的

材料发生变异。 

通过对此实验中出现的辐照敏感位点处片段的

回收克隆测序, 及碱基突变类型的分析, 发现碱基

替换的频率高于缺失和插入突变的频率, 在碱基替

换中转换所占的比例较高, 在缺失突变中, 不仅出

现了单个碱基的缺失, 还出现了小片段的缺失, 同

时, 也发现胸腺嘧啶(T)具有更高的辐射敏感性。这

与常凤启 [13]对于低能N+辐照拟南芥诱导基因组

DNA碱基变异分析中的结果相似。 

在本实验中 , C/T 间的替换所占比例最大 , 

A→G和A→T也具有较高的替换频率。对于发生

G/C-A/T转换最简单的解释就是腺嘌呤与胞嘧啶的

辐射脱氨基产物错配造成的, 而约有一半胞嘧啶的

辐射产物是脱氨基作用引起的, 这些脱氨基产物可

以作为胸腺嘧啶与腺嘌呤配对而发生错配

之

[19], 离子

注入和传统的辐射处理方法: X射线、γ射线以及UV

等都可以导致A/T-G/C和C/G-A/T的发生。这两种情

况的发生与基团脱落(五嘌呤位点或脱氨基)密切相

关 [13,20], 曾有报道低能离子照射 5'-dTMP时会发生

脱磷和脱碱基现象 [21], 因此, 基团脱落可能是低能

离子注入诱发碱基突变的重要原因之一; 对于A→T

之间的颠换, 能引起此类颠换的诱变剂很少, 只有

部分烷化剂才有, 而在Fe+离子注入诱变中却出现了

较高的频率, 并且发现其两侧的碱基以嘧啶碱居多, 

在发生A→T颠换的 13 个位点中, 两侧碱基都为嘧

啶碱的比例占 76.92%, 其原因还有待于进一步探

索。 

通过对碱基突变位点的周边序列分析, 发现嘌呤

突变位点的周围嘌呤碱居多, 嘧啶突变位点的周围嘧

啶碱居多, 这一结果与张根发[14]的研究结果相似。这

说明Fe+离子注入诱发的突变可能存在着突变热点, 为

进一步探讨离子注入的诱变机制奠定了基础。 
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