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犎犲犖犲激光和增强犝犞犅辐射对小麦幼苗根
细胞凋亡的影响
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摘要　采用５ｍＷ／ｍｍ２ ＨｅＮｅ激光辐照、１０．０８ｋＪ／（ｍ２·ｄ）ＵＶＢ辐射及二者组合对冬小麦“临优２０１８”幼苗进行

处理，研究各处理组在不同处理天数下细胞凋亡的变化。研究结果显示，增强 ＵＶＢ辐射能诱导小麦幼苗根尖出

现细胞核向中心聚集，并形成凋亡小体等细胞凋亡现象。用流式细胞仪对不同处理组细胞凋亡情况进行定量分

析，结果同样证明了增强ＵＶＢ处理能增加凋亡的细胞数目，并且在处理第５天时变化最为明显。而经 ＨｅＮｅ激

光和ＵＶＢ复合处理后，细胞凋亡数目比单独ＵＶＢ处理组明显减少，差异极显著。因此认为 ＨｅＮｅ激光在一定

程度上缓解了增强ＵＶＢ辐射对小麦幼苗根细胞凋亡的诱导作用。
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１　引　　言

近年来，臭氧层的损耗造成到达地表的太阳辐

射中的紫外线［ＵＶＢ（２８０～３１５ｎｍ）］辐射增加，这

种变化对生物的生存造成了直接的影响，导致许多

动植物在形态结构、生理代谢和遗传特性等方面发

生改变［１，２］。而激光作为一种技术在提高植物抗逆

性方面有一定的作用。邱宗波等［３］用ＣＯ２ 激光预

处理小麦能够诱导内源Ｈ２Ｏ２ 的产生并提高小麦的

抗旱能力；陈怡平等［４］用 ＨｅＮｅ激光和ＵＶＢ复合

处理对大青叶热解参数进行了分析，结果表明激光

辐照能够提高生化代谢和光合作用，部分修复了

ＵＶＢ造成的损伤；张美萍等
［５］研究发现，适当剂量

０７０４００１１



中　　　国　　　激　　　光

的 ＨｅＮｅ激光辐照可降低和部分修复由增强 ＵＶ

Ｂ辐射对小麦所造成的Ｃａ２＋ＡＴＰ酶、Ｍｇ
２＋ＡＴＰ

酶的活性，维持其代谢平衡。

细胞凋亡又叫细胞程序性死亡（ＰＣＤ），是细胞

受到内、外因子刺激后发生的由基因调控的生理性

死亡行为，对生物体的生长发育有着重要的作用［６］。

目前对于动物细胞凋亡研究比较充分，植物方面起

步较晚。但是已有研究发现，各种逆境胁迫因子，比

如各种病原体［７］、热激［８，９］、臭氧［１０，１１］、ＵＶ
［１２］、有毒

化学物质［１３］、高盐胁迫［１４］等都会造成植物细胞凋

亡。目前关于 ＨｅＮｅ激光和增强 ＵＶＢ辐射对小

麦幼苗根细胞凋亡的研究较少，因此本文采用这两

种处理方式，研究不同处理组细胞凋亡的情况，旨在

为ＵＶＢ辐射对植物的伤害机制和 ＨｅＮｅ激光对

其修复作用积累一定的实验基础。

２　材料与方法

２．１　供试材料

冬小麦临优２０１８品种，种子由山西省农业科学

院小麦研究所提供。选取籽粒饱满，大小均匀的小

麦种子，经质量分数为０．１％ ＨｇＣｌ２ 溶液表面消毒

后，培养于盛有湿滤纸的培养皿内，每盘３０粒，每组

重复３次，２５℃培养，种子露白时处理。

２．２　处理设置

共设对照（ＣＫ）、ＵＶＢ处理（Ｂ）、ＨｅＮｅ激光处

理（Ｌ）、复合处理（ＢＬ）４组。各组具体处理方法如

表１所示。

表１ 各处理组的设置及处理程序

Ｔａｂｌｅ１ Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｒｏｃｅｄｕｒｅｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｌｉｇｈｔ／

（ｈ／ｄ）

ＵＶＢ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ／

（ｈ／ｄ）

ＨｅＮｅｌａｓｅｒ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ／

（ｍｉｎ／ｄ）

Ｄａｒｋ

ｃｕｌｔｕｒｅ／

（ｈ／ｄ）

ＣＫ ８ － － １６

Ｂ ８ ８ － １６

Ｌ ８ － ２ １６

ＢＬ ８ ８ ２ １６

：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔｓｌｉｇｈｔａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄＵＶＢｒａｄｉａｔｉｏｎａｔｔｈｅ

ｓａｍｅｔｉｍｅ

２．２．１　ＵＶＢ辐射处理

ＵＶＢ辐射强度为１０．０８ｋＪ／（ｍ２·ｄ）。采用紫

外辐照计（ＵＶＢ型，北京师范大学光电仪器厂）对

ＵＶＢ辐射功率密度进行测定。ＵＶＢ发生用 ＵＶ

Ｂ灯（南京华强电子有限公司，３０Ｗ，２９７ｎｍ），直悬

于培养皿的上方，通过调整 ＵＶＢ灯与植物培养皿

之间的距离来控制ＵＶＢ辐射的强度。

２．２．２　ＨｅＮｅ激光辐射处理

使用波长为６３２．８ｎｍ，功率密度为５ｍＷ／

ｍｍ２ 的大功率 ＨｅＮｅ激光生物辐照仪（南京激光

仪器厂），辐照时间为２ｍｉｎ。激光处理在夜间进

行，以排除杂光影响。

２．３　方　　法

２．３．１　细胞凋亡形态观察

待根生长至１～２ｃｍ长时，取根尖经卡诺固定

１ｈ，用体积分数为７０％的乙醇冲洗后保存于其中。

根尖在６０℃，物质的量浓度为１ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ中

解离１４ｍｉｎ后，转入蒸馏水中冲洗１０ｍｉｎ。用质量

浓度为０．５μｇ／ｍＬ碘化丙啶（ＰＩ）避光染色１０ｍｉｎ，

压片，用荧光显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ，ＵＲＦＬＴ５０）镜检

观察，并拍照保存。

２．３．２　流式细胞仪分析

参照ＪａｒｏｓｌａｖＤｏｌｅｚｅｌ等
［１５，１６］的方法，略做修

改。取不同处理组小麦幼苗根０．５ｇ，加入５ｍＬ的

细胞核缓冲液（物质的量浓度分别为１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，５ｍｍｏｌ／Ｌ４羟乙

基哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ），０．３ｍｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇

（ＤＴＴ），和体积分数为０．２５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，ｐＨ

７．５，现配现用），在４℃条件下用锋利刀片将其切

碎，２８０目的尼龙网过滤至离心管中，４℃静置孵育

１０ｍｉｎ。１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，沉淀加细

胞核提取缓冲液冲洗一次，并经５００目（２５μｍ）的

尼龙布过滤，此即细胞核悬液。

将细胞核悬液加入碘化丙啶（ＰＩ，终质量浓度为

５０μｇ／ｍＬ）和ＲｎａｓｅＡ（终质量浓度为５０μｇ／ｍＬ），经

ＰＩ染色的样品通过流式细胞仪（ＢＤ，ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ），

４８８ｎｍ的激光管激发，取至少含２×１０４ 个经ＰＩ染色

的细胞核样品转移到流式上样管。ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件获

取数据，观察细胞的形态、活性以及细胞分群等，并区

分出单个细胞。实验条件调节好以后，上机低速收集

细胞核，并显示直方图。重复上述过程３次，做方差

分析（ＡＮＯＶＡ），进行差异显著性比较，其中犘＜０．０５

表示差异显著，犘＜０．０１表示差异极显著；犘＞０．０５表

示差异不显著。

３　结果与分析

３．１　增强犝犞犅辐射对小麦幼苗根细胞凋亡的诱导

增强ＵＶＢ辐射处理小麦幼苗根并经ＰＩ染色

后荧光显微镜观察图像如图１所示。在未经 ＵＶＢ

处理的ＣＫ组中，正常细胞的细胞核完整呈球形，荧

０７０４００１２
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光成像下其荧光强度较高且内部着色均一，核、质界

限分明［图１（ａ）］。在 ＵＶＢ处理１天后开始形成

初期凋亡的细胞 ［图 １（ｂ）、（ｃ）］，细胞核变小

［图１（ｂ）］，并逐步向细胞核中心聚集［图１（ｃ）］。在

ＵＶＢ处理３天时，细胞核进一步变小，呈现出不规

则形状，有些细胞形成少量的凋亡小体［图１（ｄ）］。

随着ＵＶＢ处理时间的延长，在第５天时，凝聚的染

色质与细胞质成分包裹在一起，形成较多近球状的

凋亡小体，并且荧光强度减弱［图１（ｅ）］。在 ＵＶＢ

处理７天时，细胞核完全降解成颗粒状的凋亡小体，

弥散分布，荧光强度进一步减弱［图１（ｆ）］，部分细

胞的细胞核还可能消失呈空泡状。结果表明，增强

ＵＶＢ辐射处理能诱导小麦幼苗根细胞凋亡。

图１ 增强ＵＶＢ辐射对小麦幼苗根细胞凋亡的诱导

Ｆｉｇ．１ ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｗｈｅａｔｓｅｅｄｌｉｎｇｒｏｏｔｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｅｎｈａｎｃｅｄＵＶＢｒａｄｉａｔｉｏｎ

３．２　犎犲犖犲激光和增强犝犞犅辐射对小麦幼苗根

细胞凋亡的流式细胞仪分析

图２显示的是用流式细胞仪分析不同处理组

２×１０４ 个小麦幼苗根细胞凋亡情况，图２（ａ）表示的

是流式细胞仪细胞凋亡分析图，图２（ｂ）表示的是细

胞凋亡数目［图２（ａ），ｓｕｂＧ１］变化图。流式细胞仪

是细胞凋亡分析的一个重要手段。它可以使细胞或

微粒在液流中流动，逐个通过一入射光束，并用高灵

敏度检测器记录下散射光及各种荧光信号，从而得

以对粒子进行多参数分析［１７］。由于细胞凋亡晚期，

ＤＮＡ发生断裂，所以形成小分子的ＤＮＡ片段，用

ＤＮＡ特异荧光标记染料ＰＩ标记，凋亡的细胞ＰＩ着

染的量就会相应减少，会在正常细胞前出现凋亡峰

［图２（ａ），ｓｕｂＧ１］。

由图２可以看出，随着处理天数的增加，各处理

组小麦幼苗根凋亡细胞数目均呈现上升趋势。ＣＫ组

和Ｌ组仅有少量凋亡细胞，在１、３、５、７天时分别为０、

８１、１１２、１７７和０、６１、９５、１５０，占分析细胞数目的比例

为０％、０．４％、０．５６％、０．８９％和０％、０．３％、０．４７％、

０．７５％；Ｂ组和ＢＬ组则有大量的凋亡细胞产生，分别

为１６１、２８０、６３７、７９７和１０２、２０６、３５１、５７５，占分析

细胞数目比例为０．５８％、１．４％、３．１９％、３．９８％和

０．５１％、１．０３％、１．７５％、２．６７％。不同处理组在处

理第５天小麦幼苗根细胞凋亡数目存在明显差异。

与对照（ＣＫ）相比，单独 ＵＶＢ处理（Ｂ）使细胞凋亡

数目明显增加，高于对照３３９％，差异极显著（犘＜

０．０１）；而单独激光处理（Ｌ）使细胞凋亡数目低于对

照１６．６％，差异不显著（犘＞０．０５）；经 ＨｅＮｅ激光

和ＵＶＢ复合处理（ＢＬ）后，比单独ＵＶＢ处理细胞

凋亡数目少了４４．９％，但仍高于ＣＫ组，差异极显

著（犘＜０．０１）。结果表明 ＨｅＮｅ激光能在一定程

度上降低了小麦幼苗根由于ＵＶＢ辐射所造成的细

胞凋亡数目的增加。

４　讨　　论

植物细胞凋亡存在于植物体生长发育过程中，

是植物响应各种内外环境信号，由特定基因控制的

细胞主动死亡现象。已有研究表明，逆境胁迫下会

诱导植物产生细胞凋亡现象。徐明照等［１８］研究发

现，利用 ＮａＣｌ溶液作为诱导剂处理生长中的大豆

根尖细胞，能够引起细胞凋亡，并使根尖细胞的形态

和结构发生变化；在用不同剂量 ＵＶＢ处理ＢＹ２
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图２ ＨｅＮｅ激光和增强ＵＶＢ辐射对小麦幼苗根细胞凋亡流式细胞仪分析

Ｆｉｇ．２ ＡｎａｌｙｓｅｓｏｆＨｅＮｅｌａｓｅｒｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｗｈｅａｔｓｅｅｄｌｉｎｇｒｏｏｔｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏｅｎｈａｎｃｅｄ

ＵＶＢｒａｄｉａｔｉｏｎｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
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烟草细胞时也发现了胞质中空、细胞萎缩变小、染色

质在细胞核周围凝集浓缩和凋亡小体等细胞凋亡的

现象，而且随着ＵＶＢ剂量的增大和处理时间的延

长，细胞凋亡的数目也随之增多，在２８３ｋＪ／ｍ２ 处理

６ｈ时达到最大，有１８．６％的细胞开始凋亡
［１９］，而

ＵＶＣ（２５４ｎｍ）也同样能够诱导拟南芥叶片原生质

体细胞核降解等形态变化［１２］。在本研究中，随着

ＵＶＢ辐射处理时间的延长，小麦幼苗细胞核的荧

光开始减弱，形成近球状或颗粒状的凋亡小体，直至

细胞核降解或者完全消失，形成空泡状细胞等明显

细胞凋亡现象，这与 Ｍａｒｕｂａｓｈｉ等
［２０］所描述的细胞

凋亡形态变化一致。因此，增强的 ＵＶＢ辐射可能

是作为一种诱发因子来诱导小麦幼苗根细胞凋

亡的。

研究中还发现，用ＨｅＮｅ激光和增强 ＵＶＢ辐

射复合处理小麦幼苗根后，与单独 ＵＶＢ处理组相

比，凋亡的细胞数目有所减少，并且在第５天存在明

显差异，细胞凋亡数目少了４４．９％。说明ＨｅＮｅ激

光能够减缓ＵＶＢ辐射对小麦幼苗根细胞所造成的

损伤。邱宗波等［２１］研究 ＨｅＮｅ激光处理水分胁迫

下小麦幼苗生理特性的影响时发现，ＨｅＮｅ激光可

通过提高根系活力、抗氧化酶活性和脯氨酸含量来

显著增强小麦幼苗的抗旱性。郝金花等［２２，２３］的研

究结果也说明 ＨｅＮｅ激光能够提高植物自身的生

理代谢能力来抵御逆境胁迫。激光对生物体的影响

主要是热、机械（压力）、光、电磁场和刺激等几方面

的效应［２４］。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，因此主要表现为光效应

和电磁效应［２５］。一定剂量的 ＨｅＮｅ激光可能通过

磁场效应使酶或蛋白质发生顺磁性的改变激活其活

性［２６］，从而提高抗逆能力。

目前，关于植物细胞凋亡的机理还不是十分清

楚。有学者认为，活性氧（如 Ｈ２Ｏ２、Ｏ
－
２ 、ＯＨ

－ 和

ＮＯ）的代谢与植物细胞凋亡密切相关
［２７，２８］。活性

氧作为一种信号分子，它能够诱导线粒体释放出细

胞色素Ｃ，触发和动物细胞类似的半胱氨酸酶类信

号级联放大途径，从而激活核酸内切酶来促进凋亡

小体的形成［２９］。但是，也有学者研究发现植物激素

ＧＡ以及乙烯等也能够诱导细胞凋亡
［３０］。因此，关

于 ＨｅＮｅ激光和增强 ＵＶＢ辐射对小麦幼苗根细

胞凋亡产生的原因还有待进一步的研究。

５　结　　论

本文发现增强ＵＶＢ辐射能够诱导小麦尖产生

凋亡小体等细胞凋亡的现象，并且凋亡小体的数目

在处理第５天时，变化最为明显，而 ＨｅＮｅ激光则

对增强ＵＶＢ辐射所造成的凋亡小体数目增加的现

象有一定的缓解作用，能够提高植物的逆抗性。
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８７～９０

　 向　洋．激光诱变及生物学作用机制研究［Ｊ］．光电子·激光，
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