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猕猴桃离体生根期间抗氧化系统的变化
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　　[摘　要 ]　以美味猕猴桃品种海沃德组培苗为试材,研究了生根过程中抗氧化系统的变化规律及其相互关

系。结果表明,在美味猕猴桃海沃德组培苗生根过程中,超氧化物歧化酶 (SOD )活性和抗坏血酸 (A SA )含量先增加

后下降;过氧化物酶 (POD )活性先降低后升高;过氧化氢酶 (CA T )活性和谷胱甘肽 (GSH )含量先下降后升高,接着

又降低。与对照相比,NAA 不同程度地提高了抗氧化酶活性和抗氧化剂含量,说明猕猴桃体内较高水平的抗氧化

能力对生根具有促进作用。
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　　不定根发生是一个复杂的分化现象。据报道[1 ] ,

许多重要的植物生理生化过程是在活性氧参与下完

成的,活性氧的产生对植物细胞既有消极伤害的一

面,也有积极有益的一面。植物体内具有完善的抗氧

化防御系统,由抗氧化酶和抗氧化剂组成。在正常生

理条件下,植物细胞的抗氧化系统以酶促与非酶促

途径维持体内活性氧代谢系统的动态平衡,保证植

物生命活动的正常进行[2 ]。研究表明,不定根发生与

过氧化物酶 (POD )活性变化有密切的关系[3～ 5 ], 但

关于抗氧化系统在猕猴桃组培苗不定根形成过程中

的作用,还未见报道。本试验研究了NAA 诱导猕猴

桃组培苗生根期间超氧化物歧化酶 (SOD )、POD、

过氧化氢酶 (CA T )活性和抗坏血酸 (A SA )、谷胱甘

肽 (GSH )含量的变化,以探讨植物体内抗氧化系统

对不定根发生的作用机理。

1　材料与方法
1. 1　材料与处理

　　选用继代培养3～ 4周、生长健壮的美味猕猴桃

(A ctin id ia d eliciosa )海沃德 (H ayw ard)组培苗, 切

取长度约1. 5 cm 的带芽茎段进行离体培养。预备生

根试验证明, NAA 在 0. 8 m göL 时,对根的诱导效

果最好,且生根时间短,根长势好。试验共设2组:一

组为对照,以M S为培养基 (无植物生长调节剂) ; 另

一组为处理,以附加 0. 8 m göL NAA 的M S 为培养

基。M S 培养基含蔗糖 30 göL , 琼脂 6 göL , pH 为

5. 8。接种后的材料置于人工智能光照培养箱中培

养, 温度为 (24±2) ℃,每天光照 14 h,光照强度为

3 000 lx。转接后每隔2 d 取样1次,用嫩茎叶进行各

项指标的测定,每项测定重复3次。

1. 2　测定方法

1. 2. 1　SOD , POD 和CA T 活性测定　参照高俊

凤[6 ]的方法。

1. 2. 2　A SA 含量测定　用钼蓝比色法[6 ]测定A SA

含量。取嫩茎叶1～ 2 g,加入草酸2ED TA 溶液 (称取

6. 30 g 草酸和 0. 75 g ED TA 2N a2 溶于蒸馏水并定

容至 1 000 mL ) 10 mL ,研磨成匀浆,于 4 ℃, 3 000

röm in 离心 10 m in 后, 取上清液用于A SA 含量测

定。

取1 mL 上清液转入25 mL 容量瓶中,依次加入

草酸2ED TA 溶液4 mL ,偏磷酸2乙酸 (取3 g 偏磷酸

加体积分数 20%冰醋酸 48 mL ,溶解后加蒸馏水稀

释至 100 mL ) 0. 5 mL ,体积分数 5%硫酸 1 mL , 50

göL 钼酸铵2 mL ,用蒸馏水定容至25 mL。混匀后,

置于 30 ℃水浴中保温 15 m in,用蒸馏水调零,测定

760 nm 波长下的光吸收值。根据A SA 标准溶液绘

制标准曲线,计算样品中的A SA 含量。

1. 2. 3　还原型GSH 含量测定　参照E llm an [7 ]的方

法测定GSH 含量。取嫩茎叶1 g,剪碎后加入体积分

数 5%三氯乙酸 5 mL ,冰浴研磨呈匀浆后,于 4 ℃、
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4 000 röm in离心 10 m in,取上清液定容至 5 mL ,用

于测定GSH 含量。

取样品上清液 0. 5 mL , 加入 150 mmo löL
N aH 2PO 4 (pH 7. 7) 2. 6 mL , 摇匀后加入 0. 18 mL

二巯基双硝基苯甲酸 (D TNB ) 试剂 (称 75. 3 m g

D TNB 溶于 30 mL 100 mmo löL 磷酸缓冲液,

pH 6. 8) ,以磷酸缓冲液 (pH 6. 8)代替D TNB 试剂

作空白。摇匀,于30 ℃水浴中保温反应5 m in,测定

412 nm 波长下的光吸收值。根据GSH 标准溶液绘

制标准曲线,计算样品中的GSH 含量。

2　结果与分析

2. 1　猕猴桃生根期间SOD 活性变化

　　图1表明,处理SOD 活性先升高,随后下降并逐

渐低于对照,于第4天达最高峰,比对照提前2 d,两

者的峰值差异不明显。对照SOD 活性前2 d 急剧下

降,以后逐渐升高,第6天达最高峰, 6 d 后下降且高

于处理。第2天和第4天时,处理SOD 活性比对照分

别高17. 0%和7. 62% ,说明NAA 在生根前期提高了

SOD 活性,并使之维持在较高水平上。

2. 2　猕猴桃生根期间POD 活性变化

图 2表明,处理和对照的POD 活性变化曲线基

本一致,均表现为先下降后升高的趋势。第 4天时,

处理POD 活性最低,与对照最低值 (第 2天)差异不

明显;第10天处理POD 活性达到最高峰,比对照高

31. 08% ,差异显著 (P < 0. 05)。对照POD 活性在前

2 天下降, 以后逐渐升高到原来水平。由此可见,

POD 活性在不定根发生后期逐渐升高。

图 1　猕猴桃离体生根期间SOD 活性变化

F ig. 1　Changes of SOD activity in

k iw ifru it during roo ting in v itro

图 2　猕猴桃离体生根期间POD 活性变化

F ig. 2　Changes of POD activity in

k iw ifru it during roo ting in v itro

2. 3　猕猴桃生根期间CA T 活性变化

由图3可知,处理和对照CA T 活性变化趋势十

分相似。前2天,处理和对照CA T 活性迅速下降,处

理略低于对照;第2～ 4天,处理和对照的CA T 活性

均急剧升高; 第 6 天处理的CA T 活性达到最高峰,

对照却一直下降并低于原来水平。第4, 6, 8天,处理

CA T 活性比对照分别高 17. 40% , 34. 71% 和 32.

53%。第6天处理的CA T 活性最高,比对照峰值 (第

4天)高20. 44% ,且差异显著 (P < 0. 05)。这表明猕

猴桃离体生根期间,处理的CA T 活性明显增加,提

高了植株的抗氧化能力。

图 3　猕猴桃离体生根期间CA T 活性变化

F ig. 3　Changes of CA T activity in

k iw ifru it during roo ting in v itro

图 4　猕猴桃离体生根期间A SA 含量变化

F ig. 4　Changes of A SA conten t in

k iw ifru it during roo ting in v itro
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2. 4　猕猴桃体内A SA 含量变化

在猕猴桃离体生根过程中,处理A SA 含量于第

2天急剧增加,第 4天时达到最大值,以后持续下降

到原来的水平,并明显高于对照。对照A SA 含量在

前6天略有增加,以后呈下降趋势 (图4)。第2天和第

4天时,处理和对照的A SA 含量差异极显著 (P < 0.

01) ;第6, 8, 10天时,二者差异不显著。

2. 5　猕猴桃生根期间GSH 含量变化

如图5所示,处理与对照的GSH 含量变化趋势

十分相似。离体培养前4天,处理和对照的GSH 含量

均下降,处理比对照略低,两者最低值差异不显著; 4

d 后,处理与对照的GSH 含量均迅速增加,第 6和 8

天时变化平缓, 处理比对照分别高 23. 79%和 24.

71% ;第10天时,处理的GSH 含量下降,与对照相差

不大。

图 5　猕猴桃离体生根期间GSH 含量变化

F ig. 5　Changes of GSH conten t in k iw ifru it

during roo ting in v itro

3　讨　论

形态学观察统计结果表明,在生根培养基上培

养 5 天后,猕猴桃组培苗茎段基部形成一个像“帽”

的结构, 10 d 后生根率达 93. 8% , 此时对照生根率

仅6. 5%。

试验研究表明,猕猴桃组培苗经NAA 处理后,

抗氧化酶活性均有不同程度地提高, SOD 和CA T

活性升高较早, POD 活性升高较迟。SOD 是氧自由

基代谢的第一酶类,催化O
-
·
2 转化为H 2O 2, H 2O 2 必

须再经CA T 和 POD 等协同作用清除掉,才能使植

物生理代谢正常进行。SOD 是典型的诱导酶,活性

氧含量上升时诱导SOD 活性升高[2 ]。本试验发现,

生根前4天,处理SOD 活性维持在较高水平,可能与

生理代谢旺盛, 产生大量活性氧有关; 4 d 后处理

SOD 活性下降,比对照低,可能是由于处理CA T 和

POD 活性增加,使植物具有了较强的自由基清除能

力。这与Camp [8 ]的研究结论一致。

POD 是普遍存在于植物体内的含铁卟啉辅基

的酶,在细胞分化中有重要作用。本试验发现, 10 d

内处理POD 活性变化趋势与对照十分相似,第10天

处理POD 比对照高31. 08%。Gasper等[9 ]研究发现,

POD 同工酶具有调节植物内源激素 IAA 合成的功

能,控制着植物细胞的生长发育。生根前期POD 活

性降低, IAA 含量增加,有利于诱导不定根发生; 生

根后期POD 活性缓慢升高,可能与H 2O 2 参与细胞

壁形成、木质素单体的聚合[1 ]以及根原基的形成[10 ]

有关。

内源生长素可触发根尖细胞周期蛋白基因

cy c1A t表达,进而促进细胞分裂和根的生长[11 ]。猕

猴桃组培苗经NAA 诱导后,生根 4 d 起处理POD、

CA T 活性均比对照高, 但 10 d 内处理的CA T 和

POD 活性变化趋势与对照一致。这说明 POD 和

CA T 在不定根形成过程中起调节作用。与处理不同

的是,对照SOD 活性在前2天显著降低。SOD 活性

下降造成O
-
·
2 积累,这使O

-
·
2 与过量的H 2O 2 反应产

生损伤力更大的羟自由基 (·OH ) 和单线态氧

(1O 2 ) ,因而很易引发细胞膜氧化性的破坏作用[1 ]。

由此推测,对照生根率低下的生理原因可能与植物

体内较低水平的抗氧化能力有关。

A SA 和GSH 是2种主要的抗氧化剂,对清除活

性氧有重要的作用。A SA 和GSH 可被O
-
·
2 直接氧

化, 但叶绿体中的O
-
·
2 主要由 SOD 歧化为H 2O 2 和

O 2
[12 ]。由于叶绿体内缺少CA T ,叶绿体内的H 2O 2 主

要通过A SA 2GSH 循环系统被清除[13 ]。本试验发现,

10 d 内处理的A SA 和GSH 含量变化趋势与对照基

本一致,且明显高于对照。在处理组中, 4天前A SA

含量急剧增加, GSH 含量降低; 4 天后A SA 含量逐

渐下降, GSH 含量开始增加。有研究[1 ]指出,在正常

条件下, A SA 含量丰富时, 可使 Fe3+ 循环还原为

Fe2+ 状态,有利于植物体内Fen ton 反应和A SA 的再

生。由于只有还原型抗坏血酸 (A SA )才具有生理功

能, 在维持高含量A SA 时 GSH 被消耗[14 ]。A ono

等[15 ]研究发现,叶绿体体内GSH 含量增加,能促进

A SA 2GSH 循环,使抗坏血酸过氧化物酶 (A PX )、谷

胱甘肽还原酶 (GR )的活性相应增加,这些酶协调作

用可清除体内活性氧,维持叶绿体体内较低的膜脂

过氧化水平。这说明抗氧化剂在不定根形成过程中

具有重要作用。

本试验研究了处理和对照在离体生根期间抗氧

化系统的动态变化,说明较高水平的抗氧化能力与
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猕猴桃不定根发生有密切关系, 同时也证明NAA

促进了这些物质的代谢过程,促进了猕猴桃组培苗

生根。

由于试验材料有限,只测定了刚刚开始生根的

时期,后期工作有待进一步完善。关于离体生根条件

下植物体内抗氧化系统的促进机理,有待进一步试

验研究。
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Changes of the an t iox ida t ion system in k iw ifru it

du ring roo t ing cu ltu re in v itro

W ANG Shun -ca i1, 2,M A Feng-wang2,L IANG D ong2, XU L ing-fe i2,Y E X ing-yuan 2

(1 S chool of L if e S cience and Chem istry , T ianshu i N orm al U niversity , T ianshu i, Gansu 741001, Ch ina;

2 Colleg e of H orticu ltu re, N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he changes of an t iox idat ion system and their rela t ion s in k iw ifru it du ring roo t ing cu ltu re in

v itro w ere studied w ith the t issue cu ltu red“H ayw ard”shoo ts. T he resu lts show ed that the SOD act ivity,

the A SA con ten t f irst increased and then declined con stan t ly. T he act ivity of POD declin ied du ring the first

4 days, and then increased in the fo llow ing days. Bo th GSH con ten t and CA T act ivity increased after an

obviou s decline, and finally declined. Compared w ith the con tro l, act ivity and con ten t of the an t iox idat ion

system w ere obviou sly ra ised by NAA , indica t ing that the h igher act ivity of an t iox idat ion system had an

impo rtan t p romo ting effect on roo t ing cu ltu re in v itro in k iw ifru it.

Key words: K iw ifru it; roo t cu ltu re in v itro; an t iox idat ion system
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