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摘要：通过对与生根密切相关的酶(POD，IAAO，PPO)活性的测定，发现E物质的添加与否对红叶石楠生根苗中 

的POD，IAAO，PPO活性存在很大差异。在添加有 E物质的培养基上，酶活性均表现为易生根的变化规律；而在 

未添加E物质的培养基上，酶活性均表现为生根难的变化趋势。从而进一步从生理生化的角度论证了E物质添 

加与否，直接影响到红叶石楠的生根率、}fI根时间、整齐度以及出瓶时间。 
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Effects of Substance E on Rooting and Activities of 

Correlative Enzymes of Photinia fraseri“Red Robin”in Vitro 
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Abstract：In this study，the results showed that，whether E substance was added in the basal medium 

or not，it had strong influence on rooting of Photinia fraseri in vitro and activities of some enzymes re— 

lated to rooting(POD，IAAO and PPO)；the activities of all tested enzymes of Photinia fraseri cul— 

tured in the medium added with substance E took on the change law of rooting easily，while all the 

tested enzymes’activities of Photinia fraseri in the medium without substance E displayed the change 

tendency of being unfavorable to rooting，even to difficult rooting．As a result，from the point of physi- 

ological and biochemical study，it was further proved that whether substance E existed in the medium 

or not had direct influence 0n the rooting rate，rooting time and uniformity，and transplanting time of 

plantlets of Photinia fraseri in vitro． 

Key words：Photinia fraseri“Red Robin”；in vitro；rooting；substance E；enzymes’activities 

近年来，木本植物离体快速繁殖虽然有了很 

大的进展，但生根难问题仍然是许多重要经济植 

物和观赏花木工厂化育苗的主要瓶颈。根作为 

植物的重要器官，对其分化、发育的研究近年来 

倍受人们的关注和重视。目前国内外研究表明， 

过氧化物酶(POD)、多酚氧化酶(PPO)及吲哚乙 
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酸氧化酶(IAAO)与植物生根密切相关。。 J。迄 

今为止，国内外有关木本植物离体培养根分化指 

标方面的研究非常有限。作者在进行红叶石楠 

离体培养研究时发现，在影响红叶石楠生根的主 

要因子中，E物质(为一种人工合成混合物，粉 

状，在市场上可直接买到现成品，其主要成分为 

蛋白质、脂肪、碳水化合物、维生素等，主为食用) 

的添加与否对生根的影响最为突出，为了更深人 

地了解 E物质对其生根的影响及其内在机理 ，在 

以前实验的基础上，通过测定与生根密切相关的 

酶的活性的研究，揭示其生根的再生机理，为红 

叶石楠工厂化育苗和更深一步的研究开发提供 

了科学的理论依据。目前国内外有关 POD，PPO， 

IAAO活性变化与红叶石楠组培苗不定根发生之 

间关系的研究尚未见报道。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

荷兰引进的彩叶树种红叶石楠“红罗宾” 

(Photiniafraseri“Red Robin”)的组培苗。 

1．2 方法 

1．2．1 E物质对红叶石楠组培苗生根的影响 

笔者在以前实验的基础上，选取2种最具代表 

性的生根培养基(W3：M来+NAA 0．3 mg／L(激素 

单位下同)为未添加E物质的最佳生根培养基，设 

为对照；M2：M +NAA 0．3+E物质 6 g／L为添加 

E物质的最佳生根培养基)，将增殖培养基中的组 

培苗切取长约 1．2 cm的带顶芽茎段接人生根培养 

基中，并对其生根率、根系粗壮度、根量及出根时间 

进行观察和记载，以探寻E物质对红叶石楠组培 

苗的生根效果及其机理。 

1．2．2 红叶石楠离体生根石蜡切片制作 

将增殖苗切取长约 1．2 cm的带顶芽茎段放人 

生根培养基W3，M2中，从第2 d开始取材，取材部 

位为茎基部0．5 cm左右，此后每天均在同一时间 

段取材。材料取好后立即放人 FAA固定液中，按 

常规方式_6 进行固定、脱水、透明、透蜡、包埋、修 

蜡片、削片、悬浮式上片和染色封片，Olympus高级 

生物万能显微镜观察并照相。 

1．2．3 与生根相关酶活性的测定 

将接人上述2种不同培养基的生根苗分别于 

第 0 d，2 d，4 d，5 d，6 d，8 d及 10 d取材，取材部位 

为茎基部 1 cm左右，此后每次均于同一时间段进 

行取材，测定其 POD，PPO和 IAAO活性 的动态 

变化。 

1．2．4 POD活性的测定 

参照孙文全方法 J，并作适当修改。其具体 

操作：将红叶石楠生根苗用自来水冲洗后再用蒸馏 

水冲洗，取其茎段(离基部约 1 cm)，用滤纸吸干， 

称取样品0．4 g，加人5 mL 0．1 mol／L Tris—cl( 

pH=8．5)，于冰浴上研磨，再加入5 mL 0．1 mol／L 

Tris—CI(pH=8．5)，于4 000 r／rain离心 15 min，取 

上清液备用。将提取的粗酶液稀释50倍后吸取 1 

mL加入2 mL 0，005 mol／L联苯胺醋酸．醋酸钠缓冲 

液，于30℃恒温水浴反应5 min，测定时加人 1 mL 

0．1 mol／L H：O：，摇匀后于580 nm波长下测定光密 

度变化值(△D 。)。即从加人 H O：后开始记时， 

每15 s读数1次，经测定，在反应的60 S内，光密度 

呈直线上升，取第 15～45 8之间的光密度变化值 

(△D啪)计算酶活性，其公式为：E：{AO．D．(15 

～ 45)X 2 X总稀释倍数}／(1 000 X 0．4)(E表示 

酶活性，单位为AO．D／mg F W／min)。 

1．2．5 PPO活性测定 

参照Archer等方法 J，并进行适当修改。取 

样品0．5 g，加人0．05 g聚乙烯吡咯烷酮(PVP)和 

4 mL0．1 mol／L磷酸缓冲液(pH：6．5)，于冰浴上 

研磨，过滤后于滤液中加人硫酸铵至30％饱和度， 

离心除去沉淀，于上清液中再加硫酸铵至60％饱 

和度，离心收集沉淀，最后用4 mL 0．01 mol／L磷酸 

缓冲液(pH：6．5)溶解沉淀。酶反应体系包括 2 

mL 0．1 mol／L磷酸缓冲液(pH：6．0)，1 mL 0．2 

moL／LJL茶酚、1 mL酶液，同时以煮过失活的酶液为 

对照。反应体系在加入酶液后于 37 cc保温 10 

rain，迅速放入冰浴，加入2 mL 20％的三氯乙酸，于 

4 000 r／rain离心 15 rain，收集上清液，并适当稀释， 

于525 nm波长下测定其吸光度，计算其酶活性。 

以每毫克蛋白质每分钟改变一个OD 硝单位为一个 

酶活力单位。 

1．2．6 吲哚乙酸氧化酶(IAAO)活性的测定 

参照张志良方法 J。 

2 结果与分析 

2．1 E物质对红叶石楠组培苗生根的影响 
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W3(M^十NAA 0．3) 

M2(M̂ +NAA 0．3+E物质6 g／L) 

65．5 

98．5 

细弱 

粗壮 

1～3 

6 1O 

20 

8 

注：M^为木本植物基本培养基 ”̈ 。 

由表 1可知，E物质对红叶石楠生根具有巨 

大的促进作用，在未添加 E物质的生根培养基上， 

其生根率仅为65．5％，表现为根系细小且少，出根 

不整齐，出根时间长(约2O多d)；而在添加 E物质 

的同一生根培养基上，红叶石楠的生根率急剧上 

升，高达98．5％，而且m根快且整齐，根量多且粗 

壮，出根时间集中在第6～8 d，第 12 d即可出苗进 

行瓶苗移栽，大大缩短了出苗时间和周期。 

丑 

寇 
8 

薹墓 
隧 基 

一  

o 2 3 4 5 6 7 8 

转入生根培养基后的天数 ／d 
Days after being transplanted into rooting medium 

图1 E物质对红叶石楠组培苗不定根生长的影响 

Fig．1 Effect of substance E Oll growth of adventitious 

root of Photiniafraseri in vitro 

经镜检观察发现，红叶石楠茎段在转入 M2生 

根培养基的第3d，已可以观察到茎基部维管束内 

形成层的薄壁细胞在进行有序的切向和横向分裂， 

根原基正逐渐形成，至第 6 d根原基已基本形成。 

至第 8 d其长度已达到1 593．8 Ixm，为第 3 d的 

73．1倍。而在W3培养基上，根原基直到第5 d才 

在开始形成，第 8 d时根长度只有 644．3 m，仅为 

M2培养基上的40．4％。可见 E物质可明显的促 

进红叶石楠不定根的形成和生长。 

2．2 E物质对红叶石楠生根苗过氧化物酶(POD) 

活性的影响 

从图3可知，E物质对红叶石楠生根苗 POD 

活性的影响总体上均呈现为升 一降 一升的趋势。 

在添加E物质的 M2培养基上，红叶石楠生根苗 

(a)在w3培养基上红叶石楠组培苗生根情况 

(b)在M2培养基上红叶石楠组培苗生根情况 

图2 E物质添加与否对红叶石楠组培苗生根效果的比较 

Fig．2 Comparison of rooting effects of Photiniafraseri 

cultured in the media with substance E or not 

O  O  O  0  O  O  O  O  O  O  鲫 ∞ 柏 加 ∞ 鲫 ∞ ∞ 加 
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POD的变化规律更为突出，在第 2 d其 POD活性 

急剧上升，为第0 d的1．74倍；此后其POD活性迅 

速下降，第6 d时仅为第 2 d的0．64倍；随后其活 

性再次迅速上升，第 l0 d时POD活性为第0 d的 

2．2倍。而在未添加E物质的培养基上，POD活性 

的变化基本呈升一降一升一降一升的规律，第5 d 

时其 POD活性达到第 1次高峰，约为第0 d的2 

倍；随后开始急剧下降，第6 d时其 POD活性已降 

至低于刚转接时的水平；此后，其活性又开始急剧 

上升，第8 d时出现第2次高峰，但在第8 d以后其 

活性又有所下降，但下降幅度并不是太大。 

2．3 E物质对红叶石楠生根苗吲哚乙酸氧化酶 

(IAAO)活性的影响 

如图4所示，红叶石楠在两种不同配方的生根 

培养基上培养过程中，IAAO活性均呈现升一降一 

升的变化规律。在M2培养基上，IAAO活性于第4 

d达到最高峰，为第0 d的1．5倍；随后迅速下降， 

第8 d时降至最低点，仅为第4 d的 12．5％；到第 

l0 d时其活性又有所上升，但升幅不大。在W3培 

养基上，IAAO活性在第2 d急剧上升，约为第0 d 

的3倍；而在第4 d有 1个峰肩出现，其下降幅度 

不大；同样到第8 d时IAAO活性下降至最低值，仅 

为第4 d的8．2％；此后又呈现上升的趋势，第 10 d 

时其活性比第0 d提高了9．2％。 

转入生根培养基后的天数，d 
Days after being transplanted into rooting medium 

豳4 红叶石楠无根苗诱导生根期间IAAO活性的变化 

Fig．4 The changes ofIAAO activity during rooting 

induction ofmotless shoots ofPhotiniafraseri 

2．4 E物 质对 红叶石楠生根苗多酚氧化酶 

(PPO)活性的影响 

从图5可知，红叶石楠生根苗的 PPO活性在 

两种不同生根培养基培养过程中，随着培养时间的 

延长，其活性逐渐升高，表现为开始升幅较大，随后 

上升较为平缓。其中在 M2培养基上PPO活性上 

升幅度较大，第5 d时PPO活性为第0 d的4．6倍； 

其后上升幅度有所减缓，至第 10 d时 PPO活性约 

为第0 d的6倍。而在W3培养基上，第 lO d时 

PPO活性约为第0 d的3．6倍，仅为在M2培养基 

上同时间的63．2％。 

鲁 
bD 

’a 

呈 
转入生根培养基后的天数，d 

Days after being tran splanted into rooting medium 

图5红叶石楠无根苗诱导生根期间PPO活性的变化 

Fig．5 The changes ofPPO activity during rooting 

induction of rootless shoots ofPhotiniafraseri 

3 讨 论 

笔者在以前实验的基础上，选取2种最具代表 

性的生根培养基W3和M2，以探寻E物质对红叶 

石楠组培苗的生根效果及其机理的研究。结果发 

现，E物质添加与否，直接影响到红叶石楠组培苗 

的生根率、出根时间、整齐度以及出瓶时间，大大缩 

短了出苗时间和周期，即E物质对红叶石楠生根 

具有巨大的促进作用。 

目前普遍存在于高等植物中被认为与生根密 

切相关的酶(POD，PPO及 IAAO)，在植物的生长 

发育中起着重要的作用。其中POD是一类含铁卟 

啉辅基的酶，参与植物体内多种生理生化过程，其 

同工酶在植物体内存在发育阶段特异性和组织特 

异性，被认为是与生根有关的重要酶类，GARSPAR 

等[】1]将其视为生根标志之一。PACJECO等 。̈ 在 

蓝桉(EucalypUS globules Labil1)离体培养生根过程 

中，发现POD酶活性出现两个高峰，且认为第一个 

高峰与根的诱导有关。李明等  ̈在桉树(Eucalyp— 

tus spp．)插条生根过程中，也发现 POD活性在根 

的愈伤组织诱导期急剧上升，而在根的形成期下 

降，随后在根的伸长过程中又呈上升趋势。另外， 
MONCOUSIN[14]

，CALDERON等  ̈，宋金耀等 刮̈ 

和马锋旺等  ̈分别在葡萄(Vitis ra L．)、蓝桉、 

山海关杨(PopulUS eanadensis CV．shanhaiguanensis) 

6  4  2  0  8  6  4  2  0  

4  4  3  3  2  2  1  1  0  0  
lI．曲Ⅲ)．(亭 rI)望一，由l̂ 譬girv1 

蜒髓 辑程 
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和苹果(Malus pumila Mil1．)扦插生根试验中也均 

得出了类似的结论。宋金耀等还认为t1．1海关杨易 

生根及生根早的可能原因是 POD酶活性高峰来得 

早。本实验结果表明红叶石楠在添加有 E物质的 

M2培养基上，其POD活性的第1个高峰出现转接 

后的第2 d；而在未添加E物质的W3培养基上， 

POD活性的第 1个高峰出现在第 5 d，这与 PA． 

CHECO，宋金耀等前人所得的结论一致。 

IAAO为分解吲哚乙酸(IAA)的专一性酶，其 

利用 O：而非 H 0 对 IAA进行氧化作用。李明 

等f1 在对不同桉树扦插生根实验中发现，较难生 

根的桉树品种的IAAO活性比易生根桉树要高得 

多。其认为难生根桉树体内 IAAO活性高，降解 

IAA的作用强，IAA被破坏较多，致使茎基部的 

IAA含量少，对诱导生根不利，相反，易生根桉树体 

内 IAAO活性低，茎基部的IAA较多，对诱导根原 

基的形成有利。BASAK等  ̈在分析红树林几个 

种诱导生根时发现，IAAO氧化酶活性低有利于 

Bruguiera parviflora和 Thespesia populnea树种的生 

根。红叶石楠无根苗在W3培养基上的IAAO活 

性开始显著高于 M2培养基上的 IAAO活性，这一 

点与李明，BASAK等前人的结果一致。另外有研 

究还发现，IAAO具有POD特性，能降解IAA，调节 

植物体内的IAA水平，从而影响植物的生根。 

PPO是一种含铜的能催化各种酚类氧化的酶， 

与IAAO被用作木质素合成的标志。PPO的一个 

重要作用是催化酚类物质与 IAA缩合形成一种 

“IAA．酚酸复合物”，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 191。FOONG 

等 发现，在易生根的Rhododendron ponticum体 

内的 PPO活性较高，而存难生根的“尺．Jan Dek． 

e ”中PPO活性就要低得多。李明等  ̈在桉树扦 

插生根试验中，发现在易生根的Eucalyptus ABL．12 

体内的PPO活性比较高，而难生根的Eucalyptus 

urophyUa S．T．Blade体内PPO活性就低得多。另 

外，MOLNAR ，BHATFACHARYA ，BASAK 

等l 也证明了在 Hydrangen macrophylla，Bruguiera 

parviflora和Thespesia populnea植物体内PPO活性 

的急剧上升有利于促进植物不定根的起源和发育。 

本试验的结果也表明，红叶石楠在添加有 E物质 

的M2培养基上其PPO活性较高；而在未添加E物 

质的 W3培养基上酶活性要低得多。可见本试验 

结果同样支持了前人的观点。同时也表明，PPO的 

存在及其活性的大小对不定根的形成具有。。卜分重 

要的意义。 

红叶石楠无根苗在有无E物质的生根培养基 

上培养过程中发现，茎段的 POD，IAAO及 PPO活 

性存在很大的差异。在添加 E物质的生根培养基 

上，酶活性均表现为易生根的变化规律，而在未添 

加E物质上的培养基上，酶活性均表现为难生根 

的变化趋势。本试验以红叶石楠组培苗为研究材 

料，其结果与前人大体相符，同时为揭示红叶石楠 

组培苗的生根机理提供了一定的科学依据。 

E物质与生长素协同作用促进红叶石楠组培 

苗生根，其作用机理仍是一个值得深入研究和探讨 

的问题。特别是 E物质是否对其它植物的生根具 

有同样的促进作用，即是否具有普遍促根效应，也 

有待于进一步的深入研究和探讨。 
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