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四倍体刺槐扦插生根过程中氧化酶活性的变化
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[摘　要 ]　四倍体刺槐 ( Robinia pseudoacacia)属难生根树种 ,为了解其生根过程中氧化酶活性的变化规律 ,用

300 ,400和 500 mg/ L 的吲哚丁酸 ( IBA)处理四倍体刺槐嫩枝插条 ,以清水浸泡为对照 ,测定扦插生根过程中体内吲

哚乙酸氧化酶 ( IAAO)、多酚氧化酶 ( PPO)和过氧化物酶 ( POD)活性的变化。结果表明 ,各 IBA 处理和对照插穗

IAAO和 POD活性变化趋势相似 ,在四倍体刺槐生根过程中呈升2降2升2降的变化规律 ,而 PPO酶则基本呈降2升2降2
升的变化规律 ;不同处理间 3种酶活性的平均值和各阶段酶活性差异均显著。说明在四倍体刺槐扦插生根过程中 ,

不定根的发生和发展与 3种酶活性有密切联系 ,不同浓度 IBA处理对各酶活性影响显著 ,其中以 500 mg/ L IBA处理

对四倍体刺槐扦插生根的促进效果更明显。
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Abstract : The Robi ni a pseu doacaci a is a kind of t rees wit h difficult growing root s. The green branch of

Robi ni a pseu doacaci a rootings are t reated wit h the indoleacetic butyric acid ( IBA) ,t hen t he activities of in2
doleacetic acid oxidase ( IAAO) ,polyp henol oxidase ( PPO) and peroxidase ( POD) are tested regularly. Dur2
ing the different periods of taking root s ,t he three enzymes activities vary differently ; t he indoleacetic acid

oxidase ( IAAO) and t he peroxidase ( POD) vary alike ; t he polyp henol oxidase ( PPO) activities are cont rary

to t he indoleacetic acid oxidase ( IAAO) and peroxidase ( POD) . Besides ,in t he different periods of taking

root s ,t he t hree enzymes activities show significant difference ,and t he different p rocess of the enzymes ac2
tivities also have remarkable difference ,and the 500 mg/ L of indoleacetic butyric acid ( IBA) has the best

marked improvement on t he making root s of t he Robi ni a pseu doacaci a.
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　　四倍体刺槐是 1997年从韩国引进的人工诱变

刺槐新品种 ,分为饲料型和速生型 2 个类型。由于

刺槐具有较强的适应性、速生性 ,加之用途广泛而被

许多国家引种栽培 ,与杨树、桉树一起被称为世界上

引种最成功的三大树种之一。刺槐属于难生根树

种 ,一般认为扦插成活困难 ,成活率不稳定 ,因而多

采用嫁接、埋根的方法繁殖 ,但上述 2种方法产苗量

小、成本高。因此 ,为了提高刺槐的扦插生活率 ,人

们一直在研究刺槐的扦插技术 ,但对刺槐扦插过程

中插穗内部的生理生化反应、促进和抑制生根的机

制、内部各种激素水平和酶水平的变化及生根过程

中的解剖构造变化研究较少。吲哚乙酸氧化酶

( IAAO) 、多酚氧化酶 ( PPO)和过氧化物酶 ( POD)

是高等植物体内普遍存在的 3种酶 ,这些酶与植物

不定根的发生和发展具有密切关系。植物不定根发

生虽受多种内外因素影响 ,但内源和外源激素可能

在根原基形成中起关键作用 ,特别是与内源 IAA 的

含量及变化关系密切 ,而内源 IAA 含量的变化又受

POD、IAAO 和 PPO 等的调节[1 ]。IAAO 能降解

IAA ,调节植物体内 IAA 含量 ,从而影响植物的生

长发育[2 ]。本试验用吲哚丁酸浸泡四倍体刺槐嫩枝

插穗后进行扦插 ,研究和探讨生根过程中插穗体内

酶水平的变化与生根的关系 ,以期为提高四倍体刺

槐扦插成活率奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材料及处理

试验地设在甘肃省泾川县农业示范园区 ,试验

采用全光照喷雾扦插育苗技术 ,自然光照充足 , 排

水性能良好 ,苗床为直径 6 m的圆形大池 ,四周用砖

墙砌高 50 cm ,床内底层铺厚 20 cm的卵石 ,上层铺

25 cm厚的干净河砂 ,用 3 g/ L 的高锰酸钾溶液喷

淋基质灭菌。

2005208剪取四倍体刺槐无性系嫁接苗的当年

生嫩枝 ,插穗长度 12～15 cm ,上端距上芽 1 cm处

剪成平口 ,下端距下芽 0. 5 cm处剪成马蹄形 ,留 2

个复叶 ,每个复叶留两片单叶。插穗基部 1～2 cm

用 IBA浸泡处理 , IBA 质量浓度分别为 300 ,400和

500 mg/ L ,浸泡时间 2 h ,以清水浸泡为空白对照 ,

每个处理 100株。插穗处理后插于沙床上 ,扦插深

度 3～5 cm。扦插后全光照喷雾扦插苗床自动工

作 ,从 8 :00～18 :00夏季每隔 5 min喷雾 1次 ,每次

30 s ,雨天停喷 ;秋季间歇 10～15 min喷雾 1次 ,使

苗木叶片始终保持一层水膜 , 阴天减少喷水次数 ,

夜间停喷。生根后逐渐减少喷水次数 , 炼苗期为 2

周 ,保持扦插苗床基质湿润。

1. 2　酶活性测定方法

扦插后每隔 5 d进行一次形态观察并采样 ,每

处理 3个重复 ,每重复 3 株。采样时将每个插穗迅

速用清水冲洗干净 ,擦去水珠 ,然后剥下韧皮部作为

酶活性测定样品 ,并将采得的样品立即用液氮冷冻

保存 ,带回实验室测定酶活性。IAAO 活性测定用

比色法[3 ] ,于 530 nm波长下测定其吸光度 ,并计算

酶活性 , IAAO活性以每 mg蛋白质在 1 h内分解破

坏 IAA的质量 (μg)表示 ,单位为“μg/ ( mg ·h)”。

POD活性测定也采用比色法[3 ] ,以每分钟每 mg蛋

白质改变一个 OD470值为 1 个酶活性单位 ( U ) 。

PPO活性测定参照文献[ 4 ]的方法 ,以每分钟每 mg

蛋白质改变一个 OD525值为一个酶活力单位 (U) 。

2　结果与分析

2. 1　四倍体刺槐扦插生根过程中愈伤组织的变化

本试验观察结果表明 ,四倍体刺槐扦插后 15 d

时 ,在插穗基部环绕韧皮部与木质部夹层有乳白色

幼嫩组织形成 ,即为愈伤组织 ,此时愈伤组织面积占

插穗基部面积的 1/ 4 左右 ;至扦插 20 d 时 ,大约

50 %以上的插穗形成愈伤组织 ,愈伤组织形成面积

占插穗基部面积的 1/ 3～2/ 3 ; 25 d时 ,有愈伤组织

形成的插穗数量继续增加 ,愈伤组织形成面积占插

穗基部的 2/ 3 左右 ;在扦插 33 d时有不定根形成 ,

其中 500 mg/ L IBA 处理的插穗不定根形成率为

7 % ,其他各处理几乎为 0。此时愈伤组织已不再生

长 ,相反有部分插穗愈伤组织出现褐化现象。李云

等[5 ]在四倍体刺槐组培苗不定根发育过程中 ,进行

解剖观察发现 ,四倍体刺槐不定根发育可分为 3 个

阶段 :初生髓射线细胞的分裂与分化期 ,即愈伤组织

诱导期 ;不定根原基形成期 ,即不定根形成期 ;不定

根形成期 ,即不定根伸长期。因此 ,根据上述观察结

果 ,认为扦插后 0～15 d为四倍体刺槐愈伤组织诱

导期 ,15～30 d 为不定根形成期 ,30 d 以后为不定

根伸长期。

2. 2　四倍体刺槐扦插生根过程中 IAAO 活性的变

化

图 1表明 ,用不同浓度 IBA 处理的四倍体刺槐

插穗 ,其 IAAO 活性随扦插时间而发生规律性变

化 :在整个扦插生根过程中 IAAO 活性呈波动上升

趋势 ,但在生根后期有所下降。其中各质量浓度

IBA 处理和对照插穗活性在扦插后前 15 d呈上升
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趋势 ,即在愈伤组织诱导期 IAAO 活性呈上升趋

势。在 15～30 d即不定根形成期 ,各处理 IAAO活

性变化不同 ,其中 300 和 500 mg/ L IBA 处理的插

穗 , IAAO 活性在扦插后 15～20 d 时下降 ,在扦插

后 20～30 d时先上升后又缓慢下降 ;而对照和 400

mg/ L IBA 处理的 IAAO 活性 ,在 15～25 d 时下

降 ,25～30 d时缓慢上升。在扦插 30 d以后 ,300和

400 mg/ L IBA 处理的插穗 IAAO 活性下降 ,而对

照和 500 mg/ L IBA处理的插穗 IAAO活性稍有上

升。可见 , IAAO 活性随着扦插生根时期的不同而

发生有规律的变化。方差分析结果显示 ,不同生根

阶段的 IAAO活性差异显著 ,说明 IAAO 活性变化

与四倍体刺槐生根具有密切关系 ;不同处理之间的

IAAO活性也存在极显著差异 ,说明不同浓度的

IBA生长素对 IAAO 活性影响效果明显。另外 ,对

各处理插穗之间平均 IAAO 活性进行比较 ,以 500

mg/ L IAAO活性为最高 ,达 242. 24μg/ ( mg ·h) ,

其次是对照、400和 300 mg/ L IBA 处理。其中 500

mg/ L IBA 处理的插穗 IAAO 活性比对照高 1. 01

倍 ,虽然二者相差不明显 ,但由于外源激素处理对植

物生根具有明显效果 ,因此认为 500 mg/ L IBA 处

理对四倍体刺槐生根更有效。

2. 3　四倍体刺槐扦插生根过程中 PPO活性的变化

图 2表明 ,在愈伤组织诱导期 ,各处理插穗中

PPO活性变化很小 ;在不定根形成期 ,除对照插穗

PPO活性有所下降外 ,其他各处理 PPO 活性均有

明显升高 ;在不定根伸长阶段 ,各处理 PPO 活性均

有所下降 ,以对照插穗 PPO活性下降最为明显。可

见 ,PPO活性随着扦插生根时期的不同发生有规律

的变化。对各处理间平均 PPO活性进行比较 ,结果

以 300 mg/ L IBA 处理为最高 ,达 5 790 U ,其次是

400 ,500 mg/ L IBA 处理和对照。对比图 1 和图 2

可以发现 ,PPO 活性变化趋势与 IAAO 正好相反 ,

这说明 IAAO 活性提高的同时 PPO 活性下降。方

差分析结果显示 ,不同生根阶段的 PPO酶活性差异

显著 ,说明 PPO酶活性变化与四倍体刺槐生根具有

密切关系 ;不同处理之间平均 PPO活性也存在极显

著差异 ,说明不同浓度的 IBA 生长素对 PPO 活性

影响效果明显 ,其中 500 mg/ L IBA 处理的 PPO 活

性增幅最明显 ,其次是 300 mg/ L 的处理。

图 1　不同浓度 IBA处理的四倍体刺槐扦穗

中 IAAO活性的变化

Fig. 1　Changes of IAAO activity in Robinia pseudoacacia

cuttings t reated with different concentration of IBA

图 2　不同浓度 IBA处理的四倍体刺槐扦穗

中 PPO活性的变化

Fig. 2　Changes of PPO activity in Robinia pseudoacacia

cuttings t reated with different concentration of IBA

2. 4　四倍体刺槐扦插生根过程中 POD活性的变化

由图 3可知 ,各处理的四倍体刺槐插穗中 POD

活性变化趋势基本一致 ,在扦插后的前 15 d即愈伤

组织诱导阶段 ,POD活性均迅速上升 ; 在 15～30 d

即不定根形成阶段 , POD 活性先降低至最低点 ,然

后升高再降低 ;在扦插后 30 d , 300 和 400 mg/ L

IBA处理的 POD 活性变化规律相同 , POD 活性均

下降 ,而对照和 500 mg/ L IBA 处理活性呈上升趋

势。可见 ,POD活性的变化随扦插生根时期的不同

发生着有规律的变化。观察图 1和图 3可以发现 ,

POD活性的变化规律与 IAAO 活性相似。对各处

理之间平均 POD 活性的比较结果表明 ,以 500

mg/ L IBA处理的最高 ,达 574. 61 U ,其次是对照和

400 ,300 mg/ L IBA处理。POD与 IAAO有相同的

作用 ,均可调节植物体内 IAA 含量 ,从而影响植物

的生长发育。500 mg/ L IBA处理以高活性的 POD

降低了体内的 IAA含量 ,使 IAA 保持较低水平 ,从

而促进了根的诱导和形成。另外 ,300 和 400 mg/ L
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IBA处理的插穗 , POD 活性总体变化呈下降趋势 ,

而 500 mg/ L IBA 处理和对照总体表现为上升趋

势。方差分析结果显示 ,不同生根阶段的 POD活性

差异显著 ,说明 POD活性变化与四倍体刺槐生根具

有密切关系 ;不同 IBA 处理之间的 POD 活性也存

在极显著差异 ,说明不同浓度的 IBA生长素对 POD

活性影响效果明显。

图 3　不同浓度 IBA处理的四倍体刺槐

插穗中 POD活性的变化

Fig. 3　Changes of POD activity in Robinia pseudoacacia

cuttings t reated with different concentration of IBA

3　讨　论

IAAO能降解 IAA ,调节植物体内 IAA 含量 ,

从而影响植物的生长发育。Kieliszewska [6 ]发现 ,在

黑松生根过程中 , IAAO 活性升高。宋丽红等[7 ]在

光叶楮扦插生根研究中发现 ,愈伤组织形成期

IAAO、POD和 PPO 3 种酶活性均呈上升趋势 ,在

根诱导期 IAAO 和 POD 的活性达到高峰 ,而根伸

长期 IAAO 和 POD 活性下降 , PPO 活性上升。黄

卓烈等[8 ]在桉树扦插试验中发现 ,不同桉树无性系

IAAO 活性变化趋势较为一致 ,即呈现愈伤组织诱

导期 IAAO 活性上升 ,不定根形成期活性稍有下

降 , 进入根伸长期活性又复上升。本试验中 ,用

IBA处理四倍体刺槐插穗 ,其 IAAO 活性在整个扦

插生根过程中表现为上升趋势 ,但总体活性值上升

不明显。在愈伤组织诱导期 IAAO 活性上升 ,说明

高活性 IAAO 降低了体内 IAA 含量 ,符合低水平

IAA有利于诱导生根的特点[ 9 ] ,从而促进了愈伤组

织的大量形成。但在不定根形成阶段 , IAAO 活性

是先降低 ,然后升高再降低 ,分析认为 IAAO 活性

下降影响了不定根的形成。在不定根伸长期 ,不同

处理 IAAO活性有升高也有下降 ,同样分析认为这

是影响四倍体刺槐生根率的主要原因 ,因为随着

IAAO活性的降低 ,其调节 IAA 水平的能力下降 ,

使得在不定根伸长期 IAA含量处于较高水平 ,从而

影响了不定根的形成和生长。

本研究还发现 ,四倍体刺槐插穗在生根过程中

POD活性变化规律与 IAAO 很相似。Bagat haria

等[10 ]用 NAA 处理菜豆的胚根 ,发现胚根生长与

POD活性有一定的联系 ,且 POD 与 IAAO 活性变

化呈相似规律。因此认为 , IAAO和 POD也共同调

节着四倍体刺槐插穗体内的 IAA 水平 ,从而影响着

四倍体刺槐的生根。

在插条生根过程中 ,酚类物质对不定根的发生

和发育起着极其重要的作用[ 11 ] ,而 PPO 的一个重

要生理功能就是催化酚类物质和 IAA 形成“IAA2
酚酸复合物”[ 12 ] ,这种复合物是一种生根的辅助因

子 ,具有促进不定根形成的活性[13 ]。本试验发现 ,

PPO活性与 IAAO 和 POD 活性变化趋势恰好相

反。在愈伤组织诱导期 PPO活性较低 ,说明此阶段

PPO催化形成的“IAA2酚酸复合物”较少 ,这与愈伤

组织诱导期不需要大量的生根辅助因子 ,从而有利

于愈伤组织的形成相符合 ;在不定根形成期 , PPO

活性开始升高很快 ,之后又迅速下降 ,说明 PPO 活

性在此阶段很不稳定 ;在不定根伸长期 , PPO 活性

有所下降 ,这说明在不定根形成期和不定根伸长期 ,

没有生成大量有利于生根的“IAA2酚酸复合物”,从
而影响到四倍体刺槐的生根。四倍体刺槐在整个生

根期间 PPO活性呈上升趋势 ,但上升趋势不明显并

且在生根后期下降。黄卓烈等[14 ]在桉树插条试验

中发现 ,不定根发生和发展过程中 , PPO 活性大幅

度提高 ,其扦插成活率也很高。据此推测 , PPO 活

性较低在很大程度上影响了四倍体刺槐的生根。

总之 , IAAO、PPO 和 POD 与植物不定根的发

生发展具有密切联系。这些酶在植物生根时并非独

立存在和起作用的 ,它们之间相互作用 ,共同调节着

植物不定根的生长。刺槐无性系扦插繁殖成功与否

及效果好坏 ,受多因素制约 ,有内因也有外因 ,因此 ,

采用适当的综合措施是提高扦插成活率和苗木质量

的关键 ,所以在插穗年龄、插穗粗度、插穗长度和药

物处理、消毒、覆盖、药物处理时间等措施上 ,都应严

格注意。
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