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黄波罗不同年龄材料微繁苗内源激素的比较分析 

李超峰 ，王力华 ，赵望峰 ，何晓刚。，邱 建。 
(1．中国科学院 沈阳应用生态研究所，辽宁沈阳 110016；2．中国科学院研究生院，北京 100039；3．新 

宾县陡岭林场，辽宁 新宾 113200) 

摘 要：不同年龄植物材料的植株再生能力不同 ，繁殖质量也不同，要提高繁殖效率和再生苗木的 

质量。就要深入了解初始材料的生理生化状态，以便为具有优良遗传特性的适龄材料选择提供依 

据。文章检测了不同年龄黄波罗组培苗的脱落酸、生长素、赤霉素、玉米素型细胞分裂素型和异戊 

烯基型细胞分裂素含量并做了统计学差异分析，结果表明：随试材年龄增长，黄波罗微繁苗的iP一 

帅e CKs／总Cks降低，而z—type CKs／iP—type CKs和GAs含量增加且有显著的统计学差异，可作为 

选择适龄微繁材料的生理指标之一。 
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Analysis of Phase——change Related Endogenous Hormone Changes in Juvenile 

and Mature of eUodendron amul'et1．~e 

LI Chao—fengI ，WANG Li—huaI，ZHAO Wang—feng'一，HE Xiao—ga．g3，QiU Jian 

(1．Institute of Applied Ecology，Chinese Academy ofSciences，Shenyang 110016，Chlna；2．Graduate School ofChinese Academy 

of Sciences。~ijing 100039，China；3．Xinbin County Oo．1lng Forestry Farm，XinNn 113200，China) 

Abstract：The ability to propagation of woo# plants with different age is differera-wIl0se quanddve indicies,could be used as a 

definte theoretical foundation ofthe selected material with age叩 Ⅲn and to choose optimal conditions in ordertoimprove forest pro- 

grams and make them more profitable．In order to detemalne these hormonal indlees I contents of ABA，IAA，GAs，iP—type 

CKs and Z—type CKs were identified in cultured seedling ofphe／／odendron口打nl，愀 with different ages and an the statistical 

difference．The results showedthat the rado ofiP—type CKs／total Cks decreased and Z—type CKs／ 一type Cks and GAs increased 

throughout the whole developmental processes and had signlflea．tly statistical difference． Ille fact allowed Lift to consider the redo of 

iP—type CKs／total Cks decreased and Z—type CKs／iP-type Cks and GAs as the indices ofthe selected material with age optiurn． 

Keywords：phellodendron a"H盯 rlse；石s吼圯 culture 

乔木树种的生长周期较长，如依靠有性繁殖进 

行林木改良，改良进程会过于漫长。与之相对应的 

无性繁殖不仅可以获得加性遗传增益，而且繁殖周 

期短、速度快，特别是利用组织培养手段进行的无性 

繁殖，繁殖系数能够成倍提高，并且繁殖不受季节限 

制，因而具有很大的发展潜力。 

然而，无性繁殖后代是母株取样部位发育状态 

的继续。当优良植株的目的性状比较充分地表现出 

来时，进行无性繁殖常会遇到成熟效应的影响，导致 

植株再生困难。这几乎是组织培养中的普遍现象；另 

一 方面，植物的内源物质(如内源激素)动态是调控 

植株器官发生的重要因素，了解不同发育阶段繁殖 

材料的内源激素含量对选择适生繁殖材料具有十分 

重要的意义，为此结合黄波罗(Phellodendmr~咖 一 

册 e)的组培繁殖进行了相关探讨。 

1 材料和方法 

1．1 植物材料 

不同年龄黄波罗材料由中国科学院沈阳应用生 
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态研究所树木园提供。早春取回带有饱满腋芽 1年 

生枝条水培，待腋芽萌发即接种于MS+BA 2rng·L 

+NAA 0．3mg·L～、pH值6．0的培养基上，在光照度 

1 500～2 0001x、光周期 14／10h、温周期 2o，18℃条件 

下培养。其中，Nol是从种子胚组培成功的再生苗； 

No2、No3和No4分别为源自5～6年生、10～2o年和 

大于 3O年生植株的腋芽组培形成的 1代再生苗。 

继代前收集植物材料并立即贮藏在一2o℃冰箱中， 

用于植物激素的提取及测定。 

1．2 植物激素的提取 

新鲜叶片 1．0g于冰浴中研磨，研磨过程中加人 

少量的PVP(聚乙烯毗咯烷酮)，以去除酚类等非激 

素物质。匀浆后立即转人4ml 80％的冷甲醇提取液 

中，4℃下提取 4h，10 000 r／min离心 10rain，取上清 

液。余物中再加人 lrrd冷甲醇提取液，充分混匀，同 

上处理，然后合并上清液。 

z型细胞分裂素(Z—type C )、异戊烯基型细 

胞分裂素(iP—type C )、生长素(La．n)、赤霉素类 

(GAS)和脱落酸(ABA)的测定采用间接酶联免疫吸 

附法(EusA)(何钟佩，1993)，ELISA试剂盒由中国 

农业大学作物化控室提供，程序按其说明书进行。 

样品重复3次，多重比较用SPSSl1．0计算。 

2 结果与分析 

2．1 不同年龄试材外植体的诱导培养 

Nol经过5个月的培养，愈伤组织已经大量形 

成，并有比较多的诱导芽产生，繁殖系数可达 5．0～ 

6．0，经生根诱导能发育成再生植株；培养约20d后， 

No2外植体的伤口处愈伤组织较少；No3的诱导效果 

不是很明显，仅有细微分化；No4基本上没有变化， 

但在后续继代培养过程中各种材料一般经过 5～8 

次继代，可以部分解除由于年龄差异造成的诱导和 

分化差异，其生长势也逐渐与幼龄材料接近相同，并 

最终形成再生植株。 

2．2 不同年龄试材的5种内源激素含量变化 

Nol blo2 No3 No4 

试材年龄阶段 

图1 不同年龄黄波罗微繁体内源Z—EKs与iP—EKs的含量 

通过对不同年龄材料微繁产生的1代组培苗体 

内5种激素含量的变化分析，可以发现Z—type CKs 

和iP—type CKs表现出相似的变化趋势(图1)。Nol 

的这两种激素含量最高，No4最低；随试材起源年龄 

增长，这两种激素含量呈下降趋势。 

不同发育阶段材料的微繁材料中GAs和 姒  

含量测定结果分别如图2和图3。 
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图2 不同年龄黄波罗微繁体内源GAs含量 

Nol №2 No3 

试材年龄阶段 

图3 不同年龄黄波罗微繁体内源 含量 

Nol中G 含量最高，N03最低，即在4个发育 

阶段微繁材料中，GAS 含量星正“V”形，与外植体年 

龄相关；而 姒 ，则是在 No3中含量最高，在 Nol中 

最低，星倒“V”形，与外植体发育阶段相关。相对于 

GAS含量，姒 含量相对较低，且二者在不同发育阶 

段微繁材料中成相对的变化趋势。结合不同发育阶 

段外植体诱导过程中的形态学变化，二者相异的变 

化趋势说明姒 与 G 均能增进细胞分裂和细胞 

分化，但是具有不同的作用途径或方式。在不定芽 

诱导过程中，随起始外植体年龄的增加，微繁物细胞 

的分裂(或分化)速率和能力都逐渐降低，在组织培 

养中表现为愈伤组织或不定芽的诱导能力逐渐降 

低，说明不同发育阶段的微繁体在培养期间外观形 

态的变化不能作为其是否具有较高繁殖能力的指 

标，而试材的内源代谢状况才是适龄材料选择的可 

靠途径。另外，GAS含量的变化趋势也可能说明不 

同发育阶段微繁材料中所含的 G 种类不同，而不 
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同类型的 GAs刺激细胞分化的能力不同【6】，从而导 

致其外植体无性繁殖能力的不同。1996年，李宗霆 

曾报道适量L 促进燕麦(hyena fatua)幼茎伸长生 

长，但有效期较短，必须持续供应才能保持生长速 

率；而适量的 GAs促进伸长生长的有效期长。此 

外，GAs对整株植物有明显的促进生长效果，而 姒  

的作用却很难表现在整株植物。依据上述结论可以 

推断出，4个年龄梯度的微繁材料中内源 GAs和 

LAA含量正是通过这种相互协调和拮抗的方式来调 

节微繁材料的生长和发育。同时，GAs含量差异显 

著，而 无显著差异，表明GAs是造成不同发育 

阶段微繁体无性繁殖能力差异的主要因素，相应地 

也促使了发育阶段间的转化，并可能使部分优良遗 

传特性产生差异表达。 
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图4 不同年龄黄波罗微繁体内源 ABA含量 

不同发育阶段黄波罗微繁材料中 ABA含量的 

变化见图4，其中No2含量最高，No3、No4含量依次 

降低。分析这种现象产生的原因，主要是在培养初 

期这样一种特定环境中，细胞正处于活跃的代谢阶 

段，末端代谢产物还没有形成积累的原因是ABA的 

主要生理功能是促进成熟和抑制生长，那么在这个 

阶段 ABA含量没有统计学上的差异也就可以理解 

了。当然，ABA在后续继代过程中的变化规律是否 

如此，还有待于进一步研究。 

2 3 不同年龄试材的5种内源激素含量比值分析 

为了解与黄波罗发育阶段转化相关的生化物质 

代谢差异，并依此确定外植体选择的适龄期，对有关 

试材的内源激素含量比例做了分析，结果见表 l。 

其中，GAs／Z—type CKs、GAs／iP—typeCKs、Z— 

type CKs／iP—type CKs、ABA／总 CKs、Z—type CKs／总 

CKs、GAs／总CKs和ABMiP—type CKs随试材年龄的 

增长基本成升高的趋势(No3处略有降低，但高于 

No1)，其中GAs／Z—type CKs、GAs／iP—type CKs和z 

二type CKs／iP—type CKs比值都大于 l，这与黄亚辉 

(2002)在茶树(Came／／／a s 哪 )春梢萌动期发现的 

结果是一致的。结合诱导过程中外植体的形态学分 
一 1 o ． 一  

表1 不同年龄试材的5种内源激素含量比傅分析 

比值类型 Nol N02 No4 

( 8，Z—CKs 2．45 4．22 3．96 5．72 

ABA，Z—Cl<s O．34 1．02 O．70 O．54 

Z—CK8，．P—Cl<s 1．O1 1．42 1．26 2．54 

( s，iP—CKs 2．49 5．98 4．97 14．54 

ABMiP—Cl<s O．34 1．45 O．88 1．36 

CA8，总 Cl<s O．24 2．47 2．20 4．10 

ABM总 Cl<s O．17 O．6o O．39 O．38 

Z—CKs，总 Cl<s O．5o O．58 O．57 O．71 

iP—CKs／总 Cl<s 0．50 0．41 0．44 0．28 

IAM Z—CKs 4．88×10 6 2．09×10 5 4．∞ ×10 5 1．84×10 5 

IhM CAs 1．99×10 6 4
．

97×10 6 1
．

02×10 5 3
．

23×10 6 

L A，总 Cl<s 2．45×10 ‘ 1．23×10 5 2．24×10 5 1．32×10—5 

LW ABA 1．46×10 5‘2
．
05×10 5 5．72×10 5 3．44×10 5 

IAM iP—CKs 4．94×10 6 2．97×10—5 5．06×1O一5 4
．
69×10 5 

ABM CAs O．14 O．24 0．18 0．09 

析，可以推测出 GAs和两种 CKs在促进细胞分裂分 

化过程中具相互拮抗作用，即试材的初始发育年龄 

增长，其比值升高，二者共同作用的结果逐渐减弱了 

外植体诱导细胞分裂(或分化)的促进能力。比较 

IAA／Z—type CKs、IAM GAs、IAM iP— type CKs、L 

ABA和n 总CKs的变化，Nol为最低，至No3阶段 

逐渐升高，但均小于l，即不同发育阶段各微繁材料 

中 含量相对于其它激素(iP—type CKs、Z—type 

CKs、ABA和总 CKs)均较低，这可能正好说明适量 

促进生长发育的有效期较短，或者对较成熟的 

生长发育阶段试材的生理效应较小 ；另一方面，通过 

单因素方差分析，可以看到 Z—type CKs／iP—type 

CKs和iP—type CKs／总 CKs都存在显著差异(z— 

type CKs／iP—type CKs，F=37．677一 ；iP—type CKs／ 

总CKs，F=37．68。。)，但前者的各阶段比值均大于 

l，后者则小于 l，说明iP—type CKs和Z—type CKs 

对外植体的增殖能力有着不同的调控作用；从表 l 

中还可看出，幼龄材料的细胞分裂(或分化)需要一 

个相对较高水平的iP—type CKs和相对较低水平z 
— type CKs的环境，即iP—type CKs正向生理效应高 

于Z—type CKs，但随着外植体生长发育状态的不断 

成熟，iP—type CKs主导的调控过程逐渐向Z—type 

CKs主导的调控过程转化，两者此消彼长的变化趋 

势可以作为生长发育阶段转化的指证，当然在不同 

发育阶段，两者是通过叠加或协调方式来共同调控 

外植体的器官发生的。 

3 讨论和结论 

外植体经诱导产生的微繁体是母体材料的继承 

和发展，植物组织培养的目的之一就是获得大规模 
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的优良苗木，而供体材料遗传特征是在生长发育阶 

段逐渐表现的，这样供体材料的发育阶段往往就接 

近或已经成熟，与幼嫩供体材料相比就相对难于繁 

殖，但为了获得优良苗木，适龄材料的选择就显得尤 

为重要。本实验正是通过对不同发育阶段外植体在 

无性繁殖过程中的内源代谢状态与外观形态学观察 

相结合来对适龄材料做出选择，结果发现不同发育 

阶段的供体材料经多次继代后，无性繁殖能力和生 

长势的增加，与具有相似繁殖能力和生长势的幼嫩 

材料相比，充分表现遗传特征的成熟材料正是无性 

繁殖试材选择所必须的。同时，发育阶段间具显著 

差异的 iP—type CKs／total Cks、Z—type CKs／iP—type 

Cks和GAs可作为选择适龄微繁供体的指标。这与 

Arm Elisa Vald6s和胡虹等(2002，2004和 1993)分别 

在不同年龄的辐射松、伞状石松和云南山楂发现的 

结果相一致。 
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表3 不同处理时间山杏花模拟方程及LT蚰值 

3 结果与讨论 

3．1 不同温度山杏花相对电导率差异显著，在0一 
一 8℃，随温度的降低，山杏花相对电导率有渐增的 

趋势，呈S形曲线变化。从一4℃一 一6℃为电解质 

渗出率急剧增加期。山杏花期冻害的主导因子是温 

度，低温持续的时间只有在临界温度时才起作用。 

3．2 利用 Logistic方程编程求解2h、4h、6h、8h山杏 

花 LT钔值 分 别 为 一5．9804oC、一5．8772oC、 

一 5．886o℃和一5．7978oC，与形态指标褐变率相吻 

合，表明利用此程序求解山杏花期冻害的LT蚰值是 

准确可行的。 

3．3 对致死低温临界值求解的方法很多，但都过于 

复杂，不方便，因此利用logistic方程编程求解，只要 

输人相应的温度及相对电导率，则可求出模拟方程和 

致死低温临界值，从本实验的结果看，效果极佳。对 

于方程的模拟，K值的赋予是求得该植物组织致死低 

温临界值的核心，通过计算机的数次模拟试验，取得 
一 个最合适的K值，是方程模拟极显著的前提。 
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