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[摘 要] 【目的】
 

研究继代培养周期对牡丹试管苗不定根发生的影响及其生理机制,为牡丹试管苗工厂化生产

提供参考。【方法】
 

以‘正午’牡丹试管苗为材料,在增殖培养过程中定期(20,30,40,50,60
 

d)
 

选取单芽进行生根培

养,测定试管苗生根指标(生根率、平均根数、平均根长)和不同培养时期内源激素吲哚乙酸(IAA)、脱落酸(ABA)、细
胞分裂素(ZR)和赤霉素(GA3)含量,过氧化物酶(POD)、多酚氧化酶(PPO)、吲哚乙酸氧化酶(IAAO)活性,以及可溶

性糖、可溶性蛋白和总酚含量,分析生根状况与生理指标的相关性。【结果】
 

‘正午’牡丹继代培养40
 

d的试管苗生根

效果最佳,此时的生根率(30.86%)显著高于其他处理,平均根数1.17条,平均根长0.83
 

cm,愈伤组织小,生根质量

较高。继代培养过程中,内源激素IAA、ABA、ZR含量的动态变化一致,而GA3 含量与之相反;IAA、ABA含量与平

均根数呈显著正相关,而GA3 含量与平均根数呈显著负相关;IAA/ZR、IAA/GA3 与平均根数呈显著和极显著正相

关。POD、PPO、IAAO活性波动较大,其中PPO活性与生根率呈显著负相关,IAAO活性与平均根数呈显著正相关。

可溶性糖含量与生根率呈极显著正相关。【结论】
 

‘正午’牡丹试管苗的最佳继代培养周期为40
 

d,该时期试管苗的生

理状态更适宜生根,IAA、可溶性糖含量对试管苗生根的正向影响较大。
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Abstract:【Objective】
 

The
 

influence
 

of
 

subculture
 

cycle
 

on
 

in
 

vitro
 

adventitious
 

rooting
 

of
 

peony
 

and
 

its
 

physiological
 

mechanism
 

were
 

studied
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

factory
 

production
 

of
 

peony
 

seedlings.
【Method】

 

Single
 

buds
 

of
 

Paeonia×lemoinei
 

‘High
 

Noon’
 

in
 

vitro
 

were
 

selected
 

for
 

root
 

transfer
 

culture
 

periodically
 

(20,30,40,50
 

and
 

60
 

days)
 

during
 

the
 

proliferation
 

and
 

culture
 

process.Rooting
 

indicators
 

of
 

rooting
 

rate,average
 

number
 

of
 

roots
 

and
 

average
 

root
 

length,contents
 

of
 

endogenous
 

hormones
 

including
 

indoleacetic
 

acid
 

(IAA),abscisic
 

acid
 

(ABA),zeatin
 

riboside
 

(ZR)
 

and
 

gibberellins
 

(GA3),activities
 

of
 

en-
zymes

 

such
 

as
 

peroxidase
 

(POD),polyphenol
 

oxidase
 

(PPO)
 

and
 

indoleacetic
 

acid
 

oxidase
 

(IAAO),and
 

contents
 

of
 

soluble
 

sugar,soluble
 

protein
 

and
 

total
 

phenol
 

were
 

measured
 

and
 

their
 

correlations
 

were
 

ana-
lyzed.【Result】

 

The
 

rooting
 

rate
 

(30.86%)
 

of
 

Paeonia×lemoinei
 

‘High
 

Noon’
 

in
 

vitro
 

seedlings
 

subcul-



tured
 

for
 

40
 

days
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

other
 

treatments.The
 

treatment
 

also
 

had
 

average
 

number
 

of
 

roots
 

of
 

1.17,average
 

root
 

length
 

of
 

0.83
 

cm,smaller
 

callus
 

and
 

higher
 

rooting
 

quality.During
 

subculture,

changes
 

of
 

IAA,ABA
 

and
 

ZR
 

contents
 

were
 

identical,whereas
 

GA3 exhibited
 

an
 

inverse
 

trend.Contents
 

of
 

IAA
 

and
 

ABA
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

average
 

number
 

of
 

roots.The
 

content
 

of
 

GA3 was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

average
 

number
 

of
 

roots.IAA/ZR
 

and
 

IAA/GA3 had
 

significantly
 

positive
 

correlation
 

with
 

average
 

number
 

of
 

roots.Activities
 

of
 

POD,PPO
 

and
 

IAAO
 

fluctuated
 

greatly,among
 

which
 

PPO
 

activity
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

rooting
 

rate,while
 

IAAO
 

activity
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

average
 

number
 

of
 

roots.Soluble
 

sugar
 

content
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

rooting
 

rate,while
 

soluble
 

protein
 

content
 

was
 

not.There
 

was
 

no
 

significant
 

correlation
 

between
 

total
 

phenol
 

content
 

and
 

rooting
 

indexes.
【Conclusion】

 

The
 

length
 

of
 

40
 

days
 

was
 

the
 

best
 

subculture
 

period
 

for
 

Paeonia×lemoinei
 

‘High
 

Noon’
 

in
 

vitro
 

with
 

physiological
 

state
 

more
 

suitable
 

for
 

rooting,and
 

contents
 

of
 

IAA
 

and
 

soluble
 

sugar
 

had
 

greater
 

positive
 

effects
 

on
 

seedling
 

rooting.
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  牡丹(Paeonia
 

sect.Moutan)是芍药科芍药属

的落叶亚灌木、中国传统十大名花之一,素有“花中

之王”的美誉,至今已有1
 

600余年的栽培历史[1]。
近年来,随着牡丹籽的油用价值逐渐被挖掘,牡丹成

为了一种集观赏、药用和食用保健于一体的重要经

济植物,具有巨大的市场需求。与传统繁殖方法(播
种、扦插)相比,微繁殖技术具有繁殖系数高、周期

短、不受时间限制等优势,被认为是商业化繁殖牡丹

的最佳途径。牡丹微繁殖技术研究始于1984年[2],
目前已初步构建了基本技术体系。长期以来,牡丹

试管苗生根技术研究主要集中于生根阶段的生长素

筛选、生根方式改良和培养条件优化等方面,并初步

构建了试管苗生根技术体系,但生根率仅为30%~
80%,甚至多数牡丹品种仍未获得生根苗,这显然无

法满足高效生产的需求[3]。因此,提高牡丹试管苗

生根率成为突破其微繁殖技术的首要问题。
目前关于牡丹试管苗不定根发生机理的研究主

要集中在细胞组织学观察、生理指标测定以及分子

调控方面。前人通过石蜡切片观察发现,牡丹不定

根发生属于诱生根原基生根型,其不定根根原基主

要源于维管束形成层细胞,也存在愈伤组织分化不

定根的现象[4-5]。不定根发生依赖于外源生长素诱

导,外源生长素诱导牡丹试管苗不定根发生过程中

会影响其内源激素水平和氧化酶活性,牡丹不定根

诱导需要高水平的内源生长素和氧化酶活性,但其

伸长生长不需要高水平的内源激素[4,6]。研究表明,
过氧化物酶(POD)、多酚氧化酶(PPO)和吲哚乙酸

氧化酶(IAAO)与植物不定根发生密切相关[4]。此

外,牡丹茎内富含多种酚类物质和单萜类物质,例如

芍药酮、香草酮和芍药苷等,其与不定根发生也存在

密切关联[7-8]。近年来随着分子生物学技术的迅速

发展,对牡丹不定根发生机理的研究逐渐发展到分

子水平,目前已鉴定了1个与不定根发生相关的基

因和蛋白[9-10]。但总体而言,有关牡丹试管苗生根

机理的研究仍较少。
目前有关牡丹最佳继代培养周期的研究集中于

生根指标上。Harris等[11]研究发现,
 

继代周期5周

获得的牡丹试管苗生根率显著高于3周和4周。随

后,Bouza等[12]研究发现,以5周为继代周期获得的

试管苗内源激素吲哚乙酸(IAA)大量积累,吲哚丁

酸(IBA)却大幅减少,因而促进了生根。‘紫斑’牡
丹(P.

 

suffruticosa
 

var.Papaveracea)[11]和‘凤丹’
牡丹(P.

 

ostii
 

‘Feng
 

Dan’)[13]都以35
 

d为继代培

养周期获得的试管苗生根效果最佳。但是继代培养

中试管苗的生理状态对不定根发生的影响机理仍鲜

见报道。
‘正 午’牡 丹 (Paeonia ×lemoinei

 

‘High
 

Noon’)是美国著名育种家Sunders于1952年育出

的一个亚组间杂种(P.
 

delavayi×P.
 

suffrutico-
sa)[14],花黄色呈荷花型,一年可多次开花,适应性

强,生产与应用前景广阔。本研究在‘正午’牡丹品

种微繁殖技术体系[15]基础上,以其试管苗为材料,探
究继代培养周期对试管苗生根及相关生理指标的影

响,明确适用于生根的牡丹试管苗生理状态,以期为

牡丹试管苗工厂化生产提供技术支持和理论支撑。

1 材料与方法

1.1 植物材料及增殖培养

根据前人建立的牡丹‘正午’微繁殖技术体系,
以生长状况良好的‘正午’牡丹试管苗为材料进行组
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织培养,于第9次继代培养末期选取茎长约1.0
 

cm
的健壮单芽为试验材料,将其接种到增殖培养基

(WPM
 

(Ca2+ 加倍)+6-BA
 

0.5
 

mg/L+赤霉素

(GA3)0.2
 

mg/L+蔗糖30
 

g/L+琼脂6.5
 

g/L
 

(pH=5.8))上,于南京林业大学风景园林学院组培

室进行培养,培养温度(24±1)
 

℃,光照强度32.4
 

μmol/(m
2·s)

 

(荧光灯),光照周期14
 

h/d,后续生

根试验若无特殊说明,培养条件同此。

1.2 试验方法

1.2.1 生根培养 增殖培养过程中,定期(20,30,

40,50,60
 

d)选取茎长约1.0
 

cm的健壮单芽进行生

根培养,采用两步生根法,即先将试管苗接种于根诱

导培养基(1/2MS
 

(Ca2+ 加倍)+腐胺1.0
 

mL/L+
IBA

 

1.0
 

mg/L)上,暗培养30
 

d以诱导根原基;再将

试管苗转入根形成培养基(1/2MS
 

(Ca2+加倍)+活

性炭2.0
 

g/L)上,培养20
 

d以诱导根形成,促进根

的伸长生长。生根培养结束后,观察记录生根率、根
数、根长和愈伤组织等级(按愈伤组织直径分级)。

1.2.2 生理指标的测定 增殖培养过程中定期(0,

20,30,40,50,60
 

d)取材,随机取长势一致的试管苗

剪碎后充分混匀,液氮固定后置于-80
 

℃冰箱保存

备用。(1)
 

激素含量。称取0.3
 

g样品,采用酶联免

疫法分别测定内源激素吲哚乙酸(IAA)、脱落酸

(ABA)、细胞分裂素(ZR)和赤霉素(GA3)含量。
(2)

 

酶活性。称取1.0
 

g样品,分别测定过氧化

物酶(POD)、多酚氧化酶(PPO)、吲哚乙酸氧化酶

(IAAO)活性,其中POD活性参照愈创木酚法[16]测

定,PPO活性参照邻苯二酚法[16]测定,IAAO活性

参照李合生[16]的方法测定。
(3)

 

营养物质含量。称取0.2
 

g样品,用蒽酮比

色法[16]测定可溶性糖含量;称取0.15
 

g样品,用考

马斯亮蓝法[16]测定可溶性蛋白含量。
(4)

 

总酚含量。称取6.0
 

g样品,60
 

℃下烘干

后研磨取0.1
 

g,采用植物总酚试剂盒(购于苏州科

铭生物技术有限公司)测定总酚含量。

1.3 数据统计与分析
  

试验均设3次重复,生根试验每重复27株试管

苗。试 验 数 据 采 用 SPSS
 

18.0 软 件 One-Way
 

ANOVA
 

及LSD法检验差异显著性;利用皮尔逊法

分析生理指标与生根能力的相关性;利用Origin软

件制图。

2 结果与分析

2.1 继代培养周期对牡丹试管苗生根的影响

由表1可以看出,继代培养周期对‘正午’牡丹

试管苗生根存在较大影响。生根率随着继代培养周

期的延长呈先升高后降低的趋势,在继代培养40
 

d
时生根率达到最大值,且显著高于其他继代培养时

期,生根质量较高,平均根数1.17条,平均根长

0.83
 

cm,试管苗基部愈伤组织较少。

表1 继代培养周期对‘正午’牡丹试管苗生根的影响

Table
 

1 Effects
 

of
 

subculture
 

cycle
 

on
 

rooting
 

and
 

growth
 

of
 

Paeonia×lemoinei
 

‘High
 

Noon’

继代培养周期/d
Subculture

 

cycle
生根率/%
Rooting

 

rate
 

平均根数
Root

 

number
 

平均根长/cm
Root

 

length
愈伤组织等级

Callus
 

classification
20 12.35±5.66

 

c 1.18±0.17
 

b 0.46±0.04
 

b ++
30 22.22±0.00

 

b 1.56±0.20
 

ab 0.46±0.16
 

b ++
40 30.86±2.14

 

a 1.17±0.14
 

b 0.83±0.08
 

a +
50 22.22±0.00

 

b 1.44±0.25
 

a 0.60±0.29
 

ab +
60 22.22±3.70

 

b 1.73±0.07
 

ab 0.63±0.14
 

ab +

  注:表中数据为“均值±标准差”。同列数据后标不同小写字母表示在P<0.05水平差异显著。++.0.3
 

cm≤愈伤组织直径<1.0
 

cm;

+.愈伤组织直径<0.3
 

cm。

Note:
 

Data
 

represent
 

“means±standard
 

error”.Different
 

lowercase
 

letters
 

indicate
 

significant
 

differences
 

at
 

P<0.05.++.0.3
 

cm≤Callus
 

diameter
 

<1.0
 

cm;+.Callus
 

diameter
 

<0.3
 

cm.

2.2 继代培养周期对牡丹试管苗生理指标的影响

2.2.1 内源激素含量及比值 由图1可以看出,在
继代培养过程中,‘正午’牡丹试管苗的内源激素水

平波动较大。随继代培养周期的延长,内源激素

IAA、ABA、ZR含量均呈先下降后升高的趋势。其

中,IAA含量在继代培养0
 

d时较高,在40
 

d时达

到最低5.55
 

ng/g,然后逐渐上升,在60
 

d达到最高

11.95
 

ng/g;ABA含量在继代培养0
 

d时达到最高

129.46
 

ng/g,之 后 急 剧 下 降,20
 

d时 达 到 最 低

37.77
 

ng/g;ZR含量在继代培养0
 

d时达到最高

4.39
 

ng/g
 

,随后逐渐下降,在30
 

d达到最低1.79
 

ng/g。然而,随继代培养周期的延长,GA3 含量在

继代培养过程中呈先升高后下降的趋势,为单峰曲

线,在20
 

d时达到最高值15.17
 

ng/g。
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由图1还可以看出,内源激素比值在继代培养

过程中具有显著变化。IAA/ABA、IAA/ZR值在继

代培养过程中呈升高-下降-升高-下降的趋势。
其中,IAA/ABA在继代培养0

 

d时最低为0.09,50
 

d时达到最高0.29;IAA/ZR在继代培养30
 

d时达

到最高5.19,在40
 

d时达到最低2.10。IAA/GA3
呈先下降后上升的趋势,在继代培养40

 

d时最低为

0.42。

图柱上标不同小写字母表示在P<0.05水平差异显著。下同。

Different
 

lowercase
 

letters
 

indicate
 

significant
 

differences
 

at
 

P<0.05.The
 

same
 

below.

图1 ‘正午’牡丹继代培养过程中内源激素含量的变化

Fig.1 
 

Changes
 

of
 

endogenous
 

hormones
 

contents
 

in
 

Paeonia×lemoinei
 

‘High
 

Noon’
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2.2.2 酶活性 由图2可以看出,在继代培养过程

中,‘正午’牡丹试管苗的POD、PPO、IAAO活性均

波动较大。POD活性在继代培养0~20
 

d急剧上

升,20
 

d时达到最高7.06
 

U/(g·min),40
 

d时为

3.89
 

U/(g·min),60
 

d时最低为0.83
 

U/(g·

min);PPO活性在继代培养20
 

d时达到最高2.20
 

U/(g·min),40
 

d时最低为1.33
 

U/(g·min);

IAAO活性在继代培养30
 

d时达到最高238.38
 

U/g,在40
 

d时达到最低值55.08
 

U/g。

图2 ‘正午’牡丹继代培养过程中相关酶活性的变化

Fig.2 Changes
 

in
 

activities
 

of
 

related
 

enzyme
 

in
 

Paeonia×lemoinei
 

‘High
 

Noon’

2.2.3 营养物质含量 由图3可以看出,在继代培

养过程中‘正午’牡丹试管苗的可溶性糖含量波动较

大,总体呈升高趋势,在继代培养20
 

d时达到最低

值339.57
 

mg/g,40
 

d时达到941.55
 

mg/g,60
 

d时

达到最高值996.96
 

mg/g;可溶性蛋白含量总体波

动较 小,在 继 代 培 养 60
 

d时 达 到 最 高 值 3.74
 

mg/g,显著高于0
 

d时,而20~50
 

d无明显变化,整
体平稳。

图3 ‘正午’牡丹继代培养过程中营养物质含量的变化

Fig.3 
 

Changes
 

in
 

contents
 

of
 

related
 

nutrients
 

in
 

Paeonia×lemoinei
 

‘High
 

Noon’
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2.2.4 总酚含量 由图4可以看出,在继代培养过

程中,‘正午’牡丹试管苗总酚含量呈先下降后升高

的趋势。在继代培养0
 

d时总酚含量较高,随后逐

渐下降,40
 

d时达到最小0.48
 

mg/g,之后逐渐上

升,50
 

d时达到最大值0.62
 

mg/g,之后维持在较高

水平。

2.3 牡丹试管苗生根状况与生理指标的相关性

将‘正午’牡丹试管苗的生根状况与生理指标进

行相关性分析,结果(表2)表明,生根率与可溶性糖

含量呈极显著正相关,而与PPO活性呈显著负相

关;平均根数与IAA和ABA含量、IAA/ZR、IAAO
活性呈显著正相关,与IAA/GA3 呈极显著正相关,
而与GA3 含量呈显著负相关;平均根长与IAA/ZR
呈显著负相关。

图4 ‘正午’牡丹继代培养过程中总酚含量的变化

Fig.4 Changes
 

incontents
 

of
 

total
 

phenols
 

in
 

Paeonia×lemoinei
 

‘High
 

Noon’

表2 牡丹试管苗生根指标与生理生化指标的相关性

Table
 

2 Correlation
 

between
 

rooting
 

ability
 

and
 

physiological
 

and
 

biochemical
 

indexes
 

of
 

peony
 

in
 

vitro
指标
Index

生根率
Rooting

 

rate
平均根数
Root

 

number
平均根长
Root

 

length
IAA含量

  

Content
 

of
 

IAA -0.394 0.559* -0.403
ABA含量

 

Content
 

of
 

ABA 0.025 0.633* 0.055
ZR含量

 

Content
 

of
 

ZR -0.140 0.122 0.188
GA3 含量

 

Content
 

of
 

GA3 -0.178 -0.553* -0.274
IAA/ABA -0.419 -0.197 -0.451
IAA/ZR -0.258 0.584* -0.532*

IAA/GA3 -0.071 0.652** 0.008
POD活性

 

POD
 

activity 0.342 -0.318 -0.455
PPO活性

 

PPO
 

activity -0.549* 0.083 -0.369
IAAO活性IAAO

 

activity -0.078 0.618* -0.490
可溶性糖含量

 

Content
 

of
 

soluble
 

sugar 0.671** 0.275 0.288
可溶性蛋白含量

 

Content
 

of
 

soluble
 

protein 0.168 0.112 -0.014
总酚含量

 

Content
 

of
 

total
 

phenols -0.372 0.248 -0.143

  注:**表示在0.01水平上显著相关;*表示在0.05水平上显著相关。

Note:**indicates
 

significant
 

correlation
 

at
 

α=0.01
 

level
 

and
 

*
 

indicates
 

significant
 

correlation
 

at
 

α=0.05
 

level.
 

3 讨 论

3.1 继代培养周期与试管苗生根的关系

Harris等[11]发现牡丹试管苗以5周为继代周

期获得的生根率显著高于3周和4周,‘紫斑’牡
丹[11]和‘凤丹’牡丹[13]均以继代培养周期35

 

d时获

得的试管苗生根效果最佳。本研究发现,继代培养

周期对牡丹试管苗生根影响较大,继代培养40
 

d为

‘正午’牡丹的最佳继代培养周期,此时试管苗生根

率(30.86%)显 著 高 于 其 他 处 理 (12.35% ~
22.22%),且生根质量较高。

3.2 内源激素水平与试管苗生根的关系

内源激素特征的动态变化是诱导不定根发生的

主导因子[17]。本研究发现,继代培养过程中‘正午’
牡丹试管苗的内源激素IAA、ABA、ZR含量均呈先

下降后升高的趋势,而GA3 与之相反。IAA是促进

不定根发生的主要激素,发挥关键调控作用[18],

IAA含量出现高峰的时间与根原基出现高峰的时

间一致[18-19]。尚文倩[20]在‘凤丹白’牡丹中发现,生
根培养前IAA主要分布于茎基部的维管束内,在脱

分化期IAA含量较低,有利于薄壁细胞的脱分化。
对燕山红栗(Castanea

 

mollissima
 

cv.
 

‘Yanshan-
hong’)[21]的研究发现,在增殖阶段较高浓度的内源

激素IAA可促进其侧根生长。本研究中IAA含量

与平均根数呈显著正相关,这与前人研究结论[22-23]

一致,推测是由于高含量的IAA可以增加根系分生

组织细胞分裂次数。多数研究认为,ABA是一种生

根抑制激素[24-25],然而在‘紫玉’紫薇(Lagerstro-
emia

 

indica)[23]生根培养过程中发现,高浓度的内

源激素ABA能够促进根原基分化。本研究同样发
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现,ABA对牡丹试管苗不定根发生具有促进作用,
继代培养过程中内源激素ABA含量与平均根数呈

显著正相关,这可能是由于不定根发生前期需要高

浓度的ABA来提高自身抗逆性,以适应新环境,有
利于根原基的分化形成。GA3 被普遍认为对不定

根发生存在抑制作用,具体表现为抑制根原基分化、
根数减少、推迟生根等[21,26]。本研究也发现,牡丹

试管苗内源激素GA3 和ABA大致呈此消彼长的关

系,且GA3 含量与平均根数呈显著负相关,可能是

由于本研究添加外源激素导致GA3 含量较高,而高

浓度的GA3 不利于牡丹茎基部成年组织向分生组

织的转化,进而抑制不定根形成[27]。目前关于ZR
对不定根发生的作用存在不同观点,有研究认为ZR
在不定根发生过程中起促进作用[4,28],有研究则认

为ZR与生根率无显著相关性[24,29],本研究支持后

者的观点。综上可知,IAA、ABA是影响牡丹继代

培养周期不定根发生的重要激素,且表现为促进作

用。
不定根发生过程中不仅单一内源激素起重要作

用,内源激素间的动态平衡也有重要作用。IAA/

ABA作为衡量生根率的重要指标,在‘太平红’牡丹

(P.
 

suffruticosa)[4]、白 桦 (Betula
 

platyphyl-
la)[18]、麻楝(Chukrasia

 

tabularis)[28]等植物的生根

过程中,IAA/ABA 值高均有利于不定根的分化。
本研究中IAA/ABA值在继代培养过程中波动较

大,但IAA/ABA与生根指标皆无显著相关性,说明

生根前的内源激素IAA/ABA对生根无显著影响,
可能是由于IAA/ABA对不定根发生的作用主要依

赖于生根处理的调节作用。本研究中内源激素

IAA/ZR与平均根数呈显著正相关,这有利于不定

根发生,与前人的研究结果一致[29-30]。而ZR含量

与不定根发生无显著相关性,因此推断IAA/ZR促

进作用可能主要由内源激素IAA含量主导。本研

究中IAA/GA3 值呈先下降后升高的趋势,且IAA/

GA3 与平均根数呈极显著正相关,这与前人研究结

果[19,22]一致。综上可知,多种激素间的动态平衡共

同调控着牡丹试管苗不定根的发生,其中较高的

IAA/ZR和IAA/GA3 对‘正午’牡丹不定根发生具

有促进作用。

3.3 酶活性与试管苗生根的关系

POD、PPO和IAAO被证实与植物不定根发生

密切相关。本研究中POD、PPO和IAAO活性均

波动较大。POD是不定根发生过程中所必需的辅

助因子[31]。在‘凤丹白’牡丹(Paeonia
 

suffrutico-

sa)的生根过程中发现,POD 活性升高有利于生

根[32]。而本研究中POD活性与生根指标均无显著

相关性,可能是因为POD活性在诱导期变化,通过

氧化IAA来调控不定根发生,并且POD是参与木

质素合成的关键酶,在维管组织的形成和根的木质

化中不可或缺[33],因此继代培养过程中POD活性

变化对生根影响不大。PPO对不定根发生具有双

重作用,一方面,PPO可与IAA结合形成一种生根

辅助因子“IAA-酚酸复合物”,继而促进根原基诱

导[34];另一方面,PPO也可促进酚类物质氧化形成

醌类物质,进而导致试管苗褐化,从而抑制不定根的

发生[32]。本研究发现,PPO活性与生根率呈显著负

相关,这可能是由于大量PPO用于酶促反应,氧化

形成过多醌类物质而引起褐化。IAAO通过降解

IAA来调节内源激素IAA水平,从而影响生根能

力。本研究发现,IAAO活性与平均根数呈显著正

相关,这与前人观点[4]一致,这是由于离体生根过程

中低浓度的IAA有利于根诱导初期薄壁细胞的脱

分化,而高活性的IAAO通过降低IAA含量促进不

定根发生[20,35]。综上可知,在‘正午’牡丹试管苗继

代培养过程中高活性IAAO和低活性PPO能够提

高试管苗质量,有利于后续生根。

3.4 营养物质与试管苗生根的关系

植物不定根发生过程中需消耗大量营养物质,
可溶性糖和可溶性蛋白等营养物质水平对生根存在

重要影响[36-37]。本研究发现,在继代培养过程中‘正
午’牡丹试管苗的可溶性糖含量与生根率呈极显著

正相关,在继代培养0~20
 

d时可溶性糖含量由于

自身养分消耗骤降,之后随着光合作用的增强,在继

代培养60
 

d时达到峰值。可溶性蛋白含量在继代

培养过程中整体平稳,无显著变化,且与试管苗生根

状况也无显著相关性。因此,可溶性糖含量是继代

培养周期中影响牡丹试管苗生根的关键因子,其含

量升高有益于生根。

3.5 总酚与试管苗生根的关系

酚类物质是植物体内重要的次生代谢物质,其
通过参与IAA代谢调控植物不定根发生[20]。内源

总酚含量与不定根发生的相关性在物种间存在较大

差异,例如日本落叶松(Larix
 

kaempferi)[38]、欧洲

云杉(Picea
 

abies)[19]等植物的生根状况与总酚含

量呈负相关;茶树(Camellia
 

sinensis)扦插生根过程

中酚类物质则是其生根增强剂[39]。本研究中内源

总酚含量在继代培养过程中表现为先下降后升高的

趋势,但总酚含量与‘正午’牡丹试管苗的生根率、平
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均根数、平均根长相关性均不显著,与上述研究结果

不一致。这可能是由于不同植物的单体酚种类和含

量皆存在较大差异,而不同单体酚在IAA代谢中的

作用不同,导致其对不定根发生的影响也不同,例如

苯甲酸、4-羟基苯甲酸对牡丹试管苗生根具有促进

作用,而没食子酸甲酯和莽草酸有抑制作用[8]。因

此,在‘正午’牡丹试管苗生根过程中,总酚含量与生

根状况不相关,后续还需深入探究各单体酚对牡丹

不定根发生的影响及其作用机理。

4 结 论

本研究发现,40
 

d为‘正午’牡丹的最佳继代培

养周期,其试管苗生根率(30.86%)显著高于其他处

理(12.35%~22.22%),且生根质量较高;继代培养

过程中,内源激素中IAA发挥主要调控作用,其含

量与平均根数呈显著正相关;可溶性糖是继代培养

周期中影响牡丹试管苗生根的关键因子,其含量与

生根率呈极显著正相关,有助于不定根的发生;此外

ABA含量、IAAO活性、IAA/ZR、IAA/GA3 与生根

指标呈显著或极显著正相关,而 GA3 含量、IAA/

ZR、PPO活性与生根指标呈显著负相关。
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