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生长素和细胞分裂素对平邑甜茶组培苗 PAs和 NO
含量的影响
张　龙 , 杨洪强 3 , 李　强 , 孙晓莉 , 乔海涛
(山东农业大学园艺科学与工程学院 , 作物生物学国家重点实验室 , 山东泰安 271018)

摘　要 : 以平邑甜茶继代组培苗为试材 , 研究了 NAA、 IBA、ZT和 62BA作用下组培苗的生长、内源

多胺 ( PA s) 和一氧化氮 (NO) 含量的变化。结果表明 , 在 MS培养基中添加 0102～1100 mg·L - 1的 NAA

或 IBA后 , 外植体鲜样质量增加率和蛋白质含量以及多胺含量和一氧化氮含量均明显增加 , 其中浓度在

0110～0150 mg·L - 1时增加最高 ; 同样浓度下 , NAA处理的外植体鲜样质量增加率和腐胺含量高于 IBA。

在 0108～4100 mg·L - 1范围内 , 随着 ZT或 62BA浓度的升高 , 外植体鲜样质量增加率、可溶性蛋白含量、

多胺含量和一氧化氮含量均逐渐升高 ; 同样浓度下 , 62BA处理的外植体鲜样质量增率和腐胺含量高于 ZT。

生长素和细胞分裂素促进组培苗生长与促进内源 PA s和 NO的生成相伴随 , 组培苗生长动态与内源多胺和

一氧化氮含量的变化趋势一致。
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Effects of Aux in and Cytok in in on PA s Con ten t and NO Genera tion of M a lus
hupehensis Rehd1 in V itro
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Taiπan, Shandong 271018, China)

Abstract: The effects of NAA, IBA, ZT and 62BA on the growth and the changes on endogenous levels

of PA s and nitric oxide were investigated by using regeneration system ofM alus hupehensis Rehd. in vitro. A s

a result, the increase rate of fresh weight and the contents of p rotein, polyam ines ( PA s) and nitric oxide

(NO) increased significantly in MS medium supp lemented with 0102 - 1100 mg·L
- 1

NAA or IBA , and the

increases were the highest at concentrations of 0110 - 0150 mg·L - 1. One more thing, the effects of NAA on

the increase rate of fresh weight and putrescine contentwere higher than that of IBA at the same concentration.

W ith the increase concentration of ZT or 62BA at 0108 - 4100 mg·L - 1 , the increase rate of fresh weight,

p rotein, PA s and NO contents increased gradually. Moreover, the effects of 62BA on increase rate of fresh

weight and putrescine content were higher than those of ZT at the same concentration. Auxin and cytokinin

p romoted the growth accompanied with the elevated p roduction of PA s and NO, and the growth dynam ics

showed the sim ilar trend with the contents of PA s and NO in exp lants in vitro.

Key words: M a lus hupehensis Rehd. ; nitric oxide; polyam ine; auxin; cytokinin

据报道 , 生长素类物质 NAA可提高石竹内源多胺含量的升高 (桂仁意 等 , 2003) , 高水平的内

源 IAA则降低内源多胺的总体水平 ( Santa2Catarina et al. , 2006) ; 细胞分裂素诱导拟南芥一氧化氮的
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产生 ( Tun et al. , 2001, 2008)。多胺和一氧化氮均为精氨酸的转化产物 (杨洪强和高华君 , 2007) ,

它们和激素对植物生长发育都有重要影响 (W eyers & Paterson, 2001; Kusano et al. , 2008) , 但在植物

生长调节剂作用下 , 内源多胺和一氧化氮的变化与组培苗生长的关系尚未见报道。

平邑甜茶是原产山东平邑县的优良苹果砧木资源 , NO外源供体可增加平邑甜茶新根数量 , 促进

实生苗新根生长 (高华君 等 , 2008b) , 还可促进平邑甜茶外植体增殖、诱导不定芽分化和组培苗生

根 (韩小娇 等 , 2008; Han et al. , 2009)。现以平邑甜茶继代组培苗带叶茎段为材料 , 研究生长素和

细胞分裂素作用下 , 组培苗的生长及生长过程中内源多胺和一氧化氮含量的变化 , 为进一步揭示生长

素和细胞分裂素促进植物生长的机理提供依据。

1　材料与方法

111　试材和处理

试验于 2008年冬季在山东农业大学园艺科学与工程学院组培室进行。以平邑甜茶继代组培苗的

带叶茎段 (012～013 g) 为外植体 , 在 MS基本培养基中加入不同浓度的生长素和细胞分裂素。生长

素选用 NAA和 IBA , 它们在培养基中的浓度分别设为 0 (对照 )、0102、0110、0150和 1100 mg·

L
- 1

; 细胞分裂素选用 ZT和 62BA, 浓度分别设为 0 (对照 )、0108、0140、2100和 4100 mg·L
- 1。每

瓶中接种 3～4株外植体 , 每个处理重复 3次 (3瓶 ) , 培养 7 d取样测定。

112　测定方法

　　多胺含量测定 : 采用 Zhao和 Yang (2008) 改进的荧光—薄层层析法 , 称取鲜样 , 在 5%高氯酸

中冰浴下匀浆 , 冰浴浸提 1 h (其间摇晃 2次 , 每 20 m in 1次 ) , 高速 (26 000 g) 冷冻离心 20 m in,

取上清液 , 用丹磺酰氯丹磺化后薄层层析 (展开剂为氯仿 ∶三乙胺 = 100 ∶20, 体积比 ) , 层析后硅胶

板在紫外分析仪下检出 (激发波长 350 nm) 丹磺酰化多胺 , 用乙酸乙酯溶解丹磺酰化多胺 , 在荧光

分光光度计 ( FL24500) 上定量 , Ex = 337nm, Em = 495 nm。

　　一氧化氮含量测定 : 采用高华君等 (2008a) 改进的鲁米诺—H2O2化学发光法。新鲜植物材料在

无氧水冰浴中研磨 , 4 ℃下 12 000 g离心 20 m in, 取上清液作为提取液立即用 BPCL超微弱发光测量

仪测定化学发光。向发光管中加入 160μL发光液 (50 mmol·L - 1碳酸盐缓冲液 , 含 10μmol·L - 1鲁

米诺、20 mmol·L - 1 H2 O2、2 mmol·L - 1 EDTA , 37 ℃时 pH 9172) , 快速注入 40μL提取液 , 记录波

长 635 nm时 6 s累计发光值。以每 g鲜样质量产生的化学发光量表示 NO相对含量 (1 ×106 counts·

g- 1 FW )。测量参数 : 调节高压为 800 V, 标准光源发光强度 7 000 counts·s- 1 , 本底强度 5 counts·

s- 1 , 采样间隔时间 1 s, 测定温度 30 ℃。

　　蛋白质含量采用 B radford (1976) 的方法测定。培养 7 d时测定并计算外植体鲜样质量增加率。

　　采用 Excel 2003和 SAS 810软件进行数据分析 , 采用新复极差法进行显著性检验。

2　结果与分析

211　生长素和细胞分裂素对组培苗生长量的影响

由图 1, A可见 , 培养 7 d时 , MS培养基中添加 0102～1100 mg·L - 1的 NAA或 IBA的处理 , 外

植体鲜样质量增加率均显著增加 ( P < 0105) , 其中添加 0150 mg·L - 1时增加率最高 , 与对照差异达

到极显著水平 ( P < 0101) ; 同样浓度下 , NAA处理的外植体增重率高于 IBA处理 , 其中添加 0110

mg·L
- 1时两处理差异达到极显著水平 ( P < 0101)。添加 ZT和 62BA也提高了外植体鲜样质量增加

率 , 在 0108～4100 mg·L
- 1范围内 , 外植体质量增加率随着浓度的提高而增加 , 在添加 4100 mg·

L
- 1时升高达到显著水平 ( P < 0105) ; 同样浓度下 , 62BA质量增加效果高于 ZT处理 (图 1, B )。

如图 2所示 , 在 MS培养基中添加 0102～1100 mg·L
- 1的 NAA或 IBA也增加了可溶性蛋白含量 ,
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其中添加 015 mg·L - 1时增加值最高 (图 2, A ) , 差异达到了极显著水平 ( P < 0101)。添加 0108～

4100 mg·L - 1的 ZT或 62BA, 蛋白含量随着 ZT和 62BA浓度的提高而增加 (图 2, B )。

212　生长素和细胞分裂素对组培苗内源多胺含量的影响

由图 3和图 4可知 , 在 MS培养基中添加 0102～1100 mg·L
- 1的 NAA或 IBA后 , 组培苗内源腐

胺和亚精胺含量均明显增加 , 其中 0150 mg·L
- 1时含量最高 ( P < 0101) ; 在 0102～0150 mg·L

- 1范

围内 , 同样浓度 NAA的作用效果高于 IBA处理 ( P < 0101)。

图 3　 NAA、 IBA、ZT和 62BA对组培苗内源腐胺含量的影响

F ig. 3　Effects of NAA, IBA, ZT and 62BA on con ten t of free putresc ine in vitro
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图 4　NAA、 IBA、ZT和 62BA对组培苗内源亚精胺含量的影响

F ig. 4　Effects of NAA, IBA, ZT and 62BA on con ten t of free sperm id ine in vitro

添加 ZT和 62BA也增加了组培苗内源腐胺和亚精胺含量 (图 3和图 4) , 在 0108～4100 mg·L
- 1

范围内 , 内源腐胺和亚精胺含量随着浓度的升高而增加 , 在添加 410 mg·L
- 1时处理和对照差异都达

到极显著水平 ( P < 0101)。同样浓度下 , 62BA增加内源腐胺效果显著高于 ZT ( P < 0105) ; 但除添

加 0140 mg·L
- 1时外 , ZT和 62BA对内源亚精胺含量的影响差异不显著。

添加 0102～1100 mg·L
- 1的 NAA或 IBA同样增加了组培苗内源精胺的含量 (图 5, A ) , 其中添

加 0150 mg·L
- 1

NAA处理后组培苗内源精胺含量最高 , 处理和对照差异达到极显著水平 ( P <

0101) ; 但同样浓度下 , NAA和 IBA两者对内源精胺含量的影响差异不显著。添加 ZT和 62BA同样增

加了组培苗内源精胺含量 (图 5, B ) ; 在 0108～4100 mg·L
- 1范围内 , 随着 ZT和 62BA浓度的提高 ,

组培苗内源精胺含量逐渐增加 ; 同样浓度下 , ZT和 62BA两者的作用效果没有明显差别。

图 5　NAA、 IBA、ZT和 62BA对组培苗内源精胺含量的影响

F ig. 5　Effects of NAA, IBA, ZT and 62BA on con ten t of free sperm ine in vitro

213　生长素和细胞分裂素对组培苗一氧化氮含量的影响

如图 6, A所示 , 在 MS培养基中添加 0102～110 mg·L - 1的 NAA或 IBA后 , 组培苗一氧化氮含量

均明显增加 ; NAA 0102～ 0150 mg·L - 1和 IBA 0110～1100 mg·L - 1时 , 组培苗一氧化氮含量增加都达到

显著水平 (P < 0105) , 但 NAA浓度超过 0110 mg·L
- 1、 IBA超过 0150 mg·L

- 1时 , 组培苗一氧化氮含

量的增加程度下降 ; 低浓度时 (0102和 0110 mg·L
- 1 ) , NAA处理效果显著高于 IBA ( P < 0105)。

ZT和 62BA也增加了组培苗一氧化氮含量 , 在 0108～4100 mg·L
- 1范围内 , 组培苗一氧化氮含量

随着浓度的提高而增加 , 且处理和对照差异达到显著水平 ( P < 0105) ; 低浓度时 ( 0108～ 2100 mg

·L - 1 ) , ZT的处理效果高于 62BA, 但在浓度为 4100 mg·L - 1时 , ZT处理后组培苗一氧化氮含量低

于 62BA处理 (图 6, B ) , 两者差异达到显著水平 ( P < 0105)。
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图 6　NAA、 IBA、ZT和 62BA对组培苗一氧化氮含量的影响

F ig. 6　Effects of NAA, IBA, ZT and 62BA on con ten t of n itr ic ox ide in vitro

3　讨论

适宜浓度的生长素对平邑甜茶继代组培苗的生长呈现促进效应。但在生长素诱导的组培苗生长过

程中 , 组培苗内源多胺含量随着生长素浓度升高而逐渐升高 , 生长素浓度超过 0150 mg·L - 1时 , 多

胺积累量下降 , 与组培苗生长量的变化趋势几乎完全一样。这一方面表明生长素在促进组培苗生长的

同时也促进了多胺积累 , 另一方面也表明较高浓度的生长素不利于多胺积累。 Santa2Catarin等

(2006) 在 O cotea ca tharinensis也发现高水平的内源 IAA抑制内源多胺总水平的提高。事实上 , 高浓

度生长素会诱导乙烯的生成 , 而多胺和乙烯的合成需要共同的合成前体 S -腺苷蛋氨酸 , 两者产生量

呈显著负相关 (L i & W ang, 2004) , 这应是较高浓度生长素不利于多胺积累的重要原因。

本试验结果显示 , 细胞分裂素同生长素一样 , 也明显促进组培苗的生长和内源多胺的积累。多胺

能够调节 DNA的复制以及转录和翻译等 ( Kusano et al. , 2008) , DNA的复制是细胞开始分裂的前提 ,

生长素和细胞分裂素主要作用是促进细胞分裂 , 而组培苗的生长需要细胞分裂作基础 , 因此 , 生长素

和细胞分裂素对组培苗生长的调节 , 很可能通过多胺对 DNA的复制和基因表达的调节而实现。

一氧化氮作为一种信使分子 , 参与激素对植物生长发育的调节过程 (Beligni & Lamattina, 1999;

Correa2A ragunde et al. , 2006)。本研究结果显示 , NAA、 IBA、ZT和 62BA都明显促进了一氧化氮的

生成 , 这与它们促进组培苗快速生长紧密关联 , 因为在快速生长的器官中 NO含量都很高 (高华君

等 , 2008a)。一氧化氮与多胺不同 , 它是一种活性氮 , 和活性氧类似 , 寿命比较短 , 不能像多胺那样

直接调节 DNA, 而主要作为信使分子传递外界刺激 (Lamattina et al. , 2003) , 因此 , 在本试验中一氧

化氮应当作为 NAA、 IBA、ZT和 62BA的信使分子而调节组培苗的生长。

多胺和一氧化氮都可以利用精氨酸为生物合成前体 , 在两者都以精氨酸为惟一合成前体且精氨酸

供应有限的情况下 , 激素诱导的多胺和一氧化氮合成会相互抑制。但是植物内源一氧化氮除了以精氨

酸为底物 , 通过一氧化氮合成酶途径产生外 ( Guo et al. , 2003) , 还可以硝酸盐为底物 , 通过硝酸还

原酶途径 ( Yamasaki et al. , 1999) 合成。MS培养基中含有硝酸盐 , 除可提供底物外 , 还能够诱导硝

酸还原酶 , 这有利于避免一氧化氮与多胺竞争底物精氨酸。而且生长素和细胞分裂素对胡椒硝酸还原

酶有激活作用 (Ruiz et al. , 2003) ; 最近 Kolbert等 (2008) 在拟南芥根系中发现 , 生长素能够诱导

一氧化氮通过硝酸还原而产生。由此可推测 , 生长素和细胞分裂素也可能通过诱导硝酸还原而促进组

培苗内源 NO生成。此外 , Tun等 (2006) 发现多胺能够诱导拟南芥一氧化氮的生物合成 , 这样生长

素和细胞分裂素诱导组培苗生成的内源多胺 (图 3; 图 4; 图 5) 也可能会促进一氧化氮的生物合成 ,

从而使平邑甜茶组培苗内源多胺和一氧化氮在生长素和细胞分裂素处理下表现出相似的变化趋势。
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