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()%*)激光对小麦 +*, -.%/损伤修复的影响
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提要 研究并分析了 ()%*)激光对小麦 +*, -.%/损伤修复的影响和机理，以探明激光对 -.%/损伤修复的影响途
径及机制。结果表明，小麦对增强 -.%/辐射损伤具有一定的切除修复能力，切除修复的高峰期发生在 -.%/辐射
后 3 4 2 5内；()%*)激光主要通过促进小麦的切除修复途径影响小麦对 -.%/损伤的修复，在对损伤 +*,的切除及
+*,的修复合成两方面均有不同程度的促进作用，其切除高峰期发生在 -.%/辐射后 3 4 2 5；+*,的修复合成高峰
期在辐射后 2 4 & 5。
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0 引 言

大气臭氧层的不断损耗将带来 -.%/（"$! 4 1"!
:Q）对地面辐射的增强。由此，将威胁地球上的动、
植物乃至于人类的生存及生活［0］。因而，揭示 -.%/
对生物尤其是对农作物的损伤及修复机理就显得尤

为迫切和重要。

对 +*,损伤修复的研究大多集中在哺乳动物

和微生物细胞上，对其机理的研究也较为深入［"］。

但对高等植物 +*, -.%/损伤修复的研究显得较为
薄弱［1］。植物可通过光修复和暗修复等多种途径修

复 -.%/造成的损伤。在切除修复过程中由核酸内
切酶（-.%):J9:?P@)IF)）切去包括损伤碱基在内的一
段 +*,链，使 +*,中形成一定数量的单链区段，然
后再由 +*,连接酶和聚合酶修复切去的 +*,链，
完成修复过程［3，#］。有些植物经 -.辐射后 3 4 2 5



单链断裂达到最多，是其切除修复的高峰期，照射后

!"单链 #$%断裂重新接合，双链 #$%（&’#$%）恢复
到对照水平［(］。

激光在植物方面的应用较为广泛，适当剂量的

激光辐照可提高种子的萌发力［)］，酶活性提高，叶绿

素含量增加，抗逆性增强［!］。但激光对 *+,- 损伤
的修复作用至今在国内外尚未见有报道。本文采用

./,$/ 激光（01 234 225）来处理经 *+,- 辐射
（0161! 78·29 5·&9 0）损伤的小麦幼苗和种子，通过

荧光分析和同位素标记方法，测定了其双链 #$%及
非按期 #$%的合成，研究分析了 ./,$/激光对小麦
#$%切除修复的影响和机理。

5 材料和方法

! :" 材料
材料为冬小麦 ;<,=)<(（山西省农科院小麦研究

所提供）。

! :! 方法
5 :5 :0 种子萌发
共设对照（>?），*+,-处理（-），激光处理（@），

*+,-和激光复合处理（-@），红光处理组（A），*+,-
和红光复合处理（-A）(组。选取籽粒饱满，大小均
一的小麦种子，培养于盛有湿滤纸的培养皿内，<1
粒 4盘，每组三次重复，5BC培养，种子露白时待处
理。

5 :5 :5 *+,-辐射处理
紫外 -发生用紫外灯 9 -（5;) D2），辐照处理按

E/DF .GHGID 等方法进行［;］。剂量采用 0161! 78·
29 5·&9 0，相当于臭氧（J<）下降 51K即 *+,- 增强

=1K的强度（A%E L 561）［01］。光合有效辐射（M%A）
为 551!2NO·2

9 5·&9 0（>P<10MQ，>P#，*Q%）［;］。每天
处理 ! "，然后转入暗处培养，共处理 =天。
5 :5 :< ./,$/激光辐照

./,$/激光器波长为 (<5 :! D2，光斑直径 B 22。
通过可溶性蛋白含量的测定选用较大剌激效应剂量

01 234 225，051 ’，5BC［!］。激光辐照处理安排在夜
间进行，以排除杂光影响。为研究激光的作用机理，

其中一组（-A），经 *+,-辐射后，在暗中用同等波长
和功率的红光（(<1 D2，01 234 225）（>P,)11，>P#，
*Q%）照射 051 ’，5BC。激光及红光照射后立即转入
暗处 5BC培养。
5 :5 := #$%的提取
采用 >R%-法提取 #$%并进行改进：（0）分别

称取各处理组暗修复 16B，56B，B，(6B 和 ! "的新鲜
组织各 16B F，放入预冷的研钵中，同时加入液氮研
成细粉。（5）加入 (BC，=K!,巯基乙醇 4 >R%- 抽
提液 = 2O，(BC温浴 <1 2SD。（<）加等体积氯仿 4异
戊醇（5= T0）混合液，轻轻摇匀后静置 01 2SD，!111 U
F离心 B 2SD，回收上层水箱，重复一次。（=）加等体
积异丙醇，静置 01 2SD，!111 U F离心 B 2SD。（B）取
沉淀用 !1K乙醇洗涤 5次，干燥后溶于 RV。（(）加
A$I’/（0!F 4!O）使 A$I’/终浓度为 <1!F 4 2O ，<)C温
浴 51 2SD，冷却后冰箱 =C贮存备用。
5 :5 :B #$%浓度测定
用紫外分光光度计（)B5>）分别测定各样品

%5(1 4 %5!1，若比值不在 06!附近，用 $.=%W对样品进
行纯化，并计算各样品 #$%的含量（!F 4 2O）。
5 :5 :( 荧光光谱法测定 &’#$%含量
将各样品 #$%用双蒸水稀释使其浓度均为 16B

!F 42O。荧光测定前 0 " 加入溴化乙啶溶液（B!F 4
2O），使样品中溴化乙啶的终浓度为 16B!F 4 2O，同时
配制标准溶液。采用日立 E,=B11 荧光分光光度仪
进行测定。对 VX 和 VY 进行扫描确定激发波长
（VX）为 =!<61 D2，发射波长（VY）为 (1161 D2，狭缝
（VX 4 VY）为 0161 D2 4 0161 D2，扫描速度为 0511 D2 4
2SD。通过测定标准样，由仪器自动给出各样品荧光
值，并由标准曲线给出双链 #$%浓度。每种样品重
复三次测量以求其平均值。

5 :5 :) 非按期 #$%合成的测定
小麦干种子经氯化汞表面消毒后进行 *+,-辐

射和 ./,$/激光辐照处理，方法，剂量同上。辐照处
理后的种子立即于含蔗糖 5K，氯霉素 01!F 4 2O，及
所需浓度的羟基脲培养液中进行萌发。分别在萌发

后 16B，56B，B，(6B及 ! "取小麦胚，每次 !粒，称重，
重复三次。 <.,R&A（<65 U 01B -Z 4 2O）（%2/[’"I2
M"I[2IWSI -SN\/W" *? @S2S\/&，VDFOID&）标记 = "
（5BC），烘干，用高氯酸 T双氧水 L 0 T 0的消化液消化
B ] ( "（!1 ] ;1C）后加入以二甲苯，MMJ，MJMJM配
成的闪炼剂 ( 2O，011K乙醇 = 2O，在 E8,5011双道液
闪计数器上计数，以<.,R&A 的渗入量表示其 #$%
修复合成（*#Q）能力。

< 结果及分析

# :" 对 $%&损伤切除的影响
由图 0可看出在暗培养 <1 2SD时，各组中除 -

组 &’#$%浓度较低外，其余各组差别均不是很大，
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结果说明此时细胞中 !"#的切除还未真正开始。
在暗修复 $ % & ’时，(，()及 (*组 +,!"#含量

开始降低，其中 (* 组降幅最大，+,!"# 为 -./!0 1
23。()与 ( 的含量接近。其他各组（45，)，*）与
-.& ’时差别不大。

图 6 789(和 :;9";激光辐照后经不同时间暗培养后
各组 +,!"#的含量（!0 1 23）

<=0%6 #>?;@ AB3?B@;+ =C +=>>;@;C? ?=2; BC+;@ +D@E AFC+=?=FC，
?’; AFC?;C? F> +FBG3; ,?@DC+;+ !"#（!0 1 23）D2FC0
;DA’ 0@FBH F> A;33B3D@ !"# GI 789( @D+=D?=FC DC+

:;9"; 3D,;@ =@@D+=D?=FC

到达暗修复 & ’时各组 +,!"#含量差别达到最
大。其中 (*组降至最低，+,!"# 仅为 -.JK!0 1 23；
其次为 (组（-./$J!0 1 23）和 ()组（-./$&!0 1 23）；
)，*组与对照差别不大，其 +,!"# 含量变化也很
小。(*组 +,!"#含量的降低说明 :;9";激光的辐
照明显地促进了 789(辐射后细胞中对 !"#损伤链
的切除，造成细胞中大量单链 !"#（,,!"#）的形成
而使得细胞中 +,!"#的含量急剧减少。与对照相
比，(组虽高于 (*组但低于 45，说明 789(辐射后
细胞中自身修复系统的启动，造成了一定数量的 +,9
!"#，但它对损伤链的切除率低于 (*组。在暗培养
L.& ’后，(*，(及 ()组的 +,!"#含量均有一定程
度的恢复并与 $.& ’的含量接近。45，*及 )等组
仍变化不大。在暗修复 M ’时，(*组 +,!"#含量大
幅增加到 -./NL!0 1 23，并高于 (组（-./&N!0 1 23），
接近 45水平（-./NK!0 1 23）。(组的值虽有增加但
仍低于对照与 ()值接近。+,!"#含量的增加说明
细胞中单链 !"#的减少，一些被切除的损伤链已被
合成的 !"#所取代。(*组 +,!"#的含量变化与 (
组相比，说明在这一过程中 :;9";激光的辐照处理
能极大地促进细胞对 !"#损伤链的切除并合成新
链。比较暗修复 & ’和 M ’时，(组与 (*组 +,!"#
的差值，& ’ 时差值为 -.-JJ!0 1 23，M ’ 时差值为

-.-6K!0 1 23，可见 :;9";激光在对小麦切除修复过
程中促进切除与修复合成的作用是不同的。

!"# 对 $%&修复合成的影响
为进一步揭示激光的作用机理，又采用同位素

标记的办法研究了对 !"#修复合成的影响。研究
中采用羟基脲抑制细胞 O期 !"#复制，它能将种胚
细胞几乎全部阻滞在 P6 期，但对非按期 !"#的修
复合成没有抑制作用［66］。

J %$ %6 不同浓度羟基脲对小麦种胚 !"#合成活性
的影响

把未经处理的小麦种子浸在不同浓度的羟基脲

溶液中，经 $&Q萌发 6- ’后，同位素标记（J:9R+)）/
’，检测其种胚 !"#合成活性，并绘制 !"#羟基脲
剂量效应曲线，如图 $ 所示。结果显示：在 - S 6&
22F3 1 *的羟基脲浓度范围内，!"#合成活性随羟基
脲浓度的增加呈下降趋势；浓度高于 6& 22F3 1 *以
后，其对 !"#合成活性的抑制作用不再增强。羟基
脲对小麦种胚 !"#合成的抑制作用在 6& 22F3 1 *时
达到最高。

图 $ 小麦种胚 !"#合成的羟基脲剂量效应曲线
<=0%$ !F,D0;9@;,HFC,; AB@T; F> ?’; !"# @;H3=AD?=FC

DA?=T=?I =C U’;D? ;2G@IF,

J %$ %$ 对 7!O的影响
采用 6& 22F3 1 * 的羟基脲抑制 O 期 !"# 的合

成，J:9R+)标记不同萌发时间后的种胚，测得各组
!"#合成的动态结果如图 J所示。
结果表明，(，()及 (*组 7!O在萌发后 & ’达

到最低，远低于 45组。& ’以后 7!O开始增加，L.&
’时 7!O 达到峰值，其后又开始下降。此时 (* 组
7!O水平接近对照。与 (* 相比，( 组 7!O 的峰值
虽也在 L.& ’，但其 7!O水平远低于 (*组，()组与
(组接近，其余各组（45，*，)）变化不大。从图中还

6LMK期 韩 榕 等：:;9";激光对小麦 !"# 789(损伤修复的影响



图 ! 不同处理对小麦种胚非按期 "#$合成的影响
%&’(! )**+,-. /* 0&**+1+2- -1+3-4+2- /2 52.,6+057+0 "#$

.82-6+.&. &2 96+3- +4:18/.

可以看出在萌发后 ; 6以内，<，<=，<>组 ?"@均呈
下降趋势，; 6以后才开始增加，说明在 ; 6以内是
细胞对损伤链进行切除修复阶段，因而 "#$合成减
少。在此以后细胞对被损伤链进行修复合成，所以

"#$合成增加，A 6 以后修复合成结束。这一结果
与我们早期用重离子对小麦注入的研究结果基本一

致［BC］。从对 ?"@的影响结果可看出，D+E#+激光同
样促进了细胞对 "#$损伤链的修复合成，其修复合
成高峰值在种子萌发后 F G H 6。
综上所述，D+E#+激光对 ?IE<损伤修复的促进

作用在切除阶段和修复合成阶段同时存在，但切除

高峰值发生在辐射后 J G F 6，修复合成高峰较切除
晚 B 6，在 F G H 6；<>与 <相比差别不大，说明同等
波长、功率的红光对 "#$的切除修复影响很小。可
见，D+E#+激光的促进修复作用并非是由激光的光
效应引起的。

J 讨 论

! (" 切除修复
植物主要通过光复活作用、核苷酸切除修复、碱

基切除修复、重组修复（或复制后修复）等方式修复

由 ?IE<造成的损伤［!］。紫外线对细胞 "#$的损伤
主要是使同一条链上相邻的两个嘧啶碱基形成环丁

烷嘧啶二聚体（,8,7/:5-32+ K81&4&0&2+ 0&4+1.，LM".）
和 FEJ光产物（K61&4&0&2+ FEJ K81&4&0&2+ K6/-/K1/05,-.，
FEJ MM@）［!，J］。这些损伤的形成直接影响细胞的复
制、转录和翻译。光复活作用是利用蓝紫光（!BN G
;NN 24）作为能源在光复活酶的作用下将二聚体单

体化。其间不发生或极少发生单链的形成。重组修

复并没有切除二聚体而只是通过重组复制使二聚体

相对被“稀释”而己，也没有发生单链的切除与形成。

而无论是核苷酸切除修复还是碱基切除修复都要切

除一段受损的 "#$，在母链上形成一段单链区。由
此可见，能否在 "#$上形成单链区就成为切除修复
区别于其他修复的一个重要标志。激光对 ?IE<损
伤的修复如果是通过光修复途径进行，那么在细胞

"#$中就不会形成单链区段，0."#$的含量也就不
会有变化。而本研究结果证明在暗修复 ; 6后，<=
组 0."#$含量变化很大，其值远低于 ?IE<组，说明
D+E#+激光显著地促进了 "#$上单链区段的形成。
加之红光处理组（<>）0."#$含量未变化，这都说明
激光的修复作用不是通过光修复途径或重组修复，

而是通过促进切除修复的方式来进行的。

! (# 激光作用的机制
激光对生物体的作用主要表现为光效应、电磁

效应、热效应和压力效应［B!］。已有研究表明，低功

率的激光特别是可见光范围的激光，其产生的热和

压力很少。我们曾对 D+E#+激光（BN 4OP 44C）辐照

点的叶温进行了测定；发现辐照 !N 4&2时，辐照点
的叶温升高不会超过 CQ。因此，激光对生物体的
影响就主要表现为光效应和电磁效应。然而，产生

光效应的光源必须是线性偏振光，用非相干的热光

源（! R F!N 24）辐照时无效［B!］。本文采用同波长、
同功率密度的红光研究结果证明了这一点。那么，

起作用的就只有激光的电磁效应。可能是由激光的

磁场效应通过激活细胞中的 "#$糖苷酶，$M核酸
内切酶和 "#$连接酶活性而促进了 "#$的切除修
复。

! ($ 荧光光谱测定法
荧光显色剂溴化乙啶在单链 "#$存在时能选

择性地同双链 "#$结合［BJ］，可以检测纳克级水平
的 0."#$。"#$切除修复时，要切去受损伤的一段
单链 "#$，这样就会在 "#$上形成很多单链区段，
"#$中的双链 "#$含量就会随之减少，那么溴化乙
啶插入的量也就会减少。与检测 "#$损伤修复的
其他方法比较，荧光检测法具有灵敏度高、准确性

好、操作简单等特点，已在许多动、植物细胞 "#$损
伤修复的研究中得到了应用［BJ，B;］。

! %! 非按期 &’(合成（)&*）———修复合成
"#$的复制合成绝大部分集中在 @期，所以称

之为按期 "#$合成。当细胞受到环境因子的胁迫
产生 "#$损伤并修复时，就会在 @期之前进行 "#$
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的修复合成，故称为非按期 !"#合成。我们早期研
究结果显示小麦种胚 !"#的 $期是在萌发后 %& ’
以内，受辐射损伤后形成的 (!$是在萌发后 ) ’左
右。本研究结果显示 (*+,造成 (!$与重离子注入
造成的 (!$的时期基本相同［%-］。
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