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摘 要
�

研究了大白菜 � � ��
���� � � �

��
��� �� , � � �

�

� � ��� � � ��� ��
�

� � ��� � � 〕下胚轴不定芽再生过程中内源激素和多

胺含量的动态变化
�

结果表明
,

芽原基出现以前 �接种后。� � �� 外植体内源玉米素核昔 �� �
� �和脱落酸�� �� �含量

上升
,

而叫噪乙酸�� � � �含量下降 �不定芽出现 �接种后 � �� 后变化趋势相反 , � �� �� � � 值和 � �
�
�� � � 值在培养初

期 �接种 。� � �� 增大
,

不定芽出现以后逐渐减小
。

不定芽分化过程中外植体内源腐胺 �� �� �
、

精胺 �� � � � 和亚

精胺 �� ��� 含量都表现为先上升后下降
,

均在培养第 � � 时达到峰值 � �� � � � �� 值和 � ��� � �� 值的变化趋势也与

此相似
。

说明大白菜下胚轴不定芽的再生与内源激素和多胺含量及平衡有密切关系
。
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离体形态发生是高等植物生长发育研究中一个

复杂的问题
,

受多种内外因素的影响
,

至今尚未彻

底掌握其规律
。

植物激素对形态发生起着重要的作

用
,

外植体离体培养形态建成
,

往往需要外源激素

的诱导
。

然而
,

外源植物激素必须通过对内源激素

平衡的调节才发生作用[lj
,

一般认为器官分化的倾

向取决于内源激素的平衡
,

外源激素必须通过对内

源激素平衡的调节才能对离体再生起调控作用
,

各

种内源激素的水平和比例通过诱导外植体的基因表

达
,

从而影响器官分化
。

多胺 (pol ya m ine
,

P A ) 是生物体内的一类活性

物质
,

在植物细胞中主要有腐胺 (p
utreseine

,

P
u t

)

、

精胺 (sperm ine ,

S p m ) 和亚精胺 (sperm idine
,

S p d )

。

有研究认为
,

内源激素对外植体形态发生的
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影响可能通过多胺来实现或协 同作用
,

多胺在调控

形态发生时主要起第二信使的作用
,

即外因或激素

变化引起细胞内多胺变化
,

再引起生理生化变化
,

最

终影响到形态发生图
。

一定种类和浓度的外源激素对大白菜器官分化

的影响已有一些研究〔, 一 6〕
,

外源多胺对大白菜不定

芽分化的作用也有报道川
,

但关于大白菜器官分化

过程中内源激素和多胺变化的研究鲜有报道
。

本试

验通过研究下胚轴不定芽分化过程中外植体内源激

素和多胺含量及平衡的动态变化
,

分析内源激素和

多胺变化与下胚轴不定芽分化之间的关系
,

为阐明

大白菜下胚轴不定芽再生的生理生化机制提供理论

依据
。

最的变化 图 1 是大白菜下胚轴不定芽再生过程中

外植体内源IA A
、

Z R
: 和 A B A 含量的变化

。

下胚轴

接种后外植体IA A 含量迅速下降
,

在芽原基开始出

现时 (接种后s d) 降至一低谷
,

此后其含量快速 回

升
,

并于第15 d 达到峰值
,

之后含量又呈下降趋势
;

外植体ZR
s
含量的变化趋势为先上升后下降

,

接种

后 。一3 d 内含量缓慢增加
,

3
~ s d 内迅速增加

,

第

s d 达到高峰
,

此后又迅速下降
; A B A 含量的变化

趋势与 ZR
s
类似

,

即在接种后含量迅速上升
,

到第

s d 达到高峰
,

以后随着培养时间的延长
,

含量不断

降低
。

; ; :
[ 一

‘B‘

一
‘R’

一
“‘

1 材料与方法

1.1 材料

大 白菜 [B
rassica ea

mP
estris ssp

·

P

e
k i

n e n s
i

s

( L

.

) O ls
so

n

」品种为贵龙 5 号
,

由青岛贵龙种苗有

限公司提供
。

1

.

2 方法

1
.
2
.
1 无菌苗的培养和外植体 的准备 将贵龙 5

号大白菜的种子在75 写乙醇中表面消毒30
5
后

,

再

用 0
.
1% 的H gC1

2
溶液消毒 10 m in

,

用无菌水漂洗 5

次
,

将消毒好的种子在无菌滤纸上吸干水后
,

接种

在 1/ 2 M S 培养基上
。

每培养皿 (直径 9
cm ) 20 粒

,

置于 (25士2 ) ℃
、

光周期 12 h
·

d
一 , 、

光照度 2 500

lx 的培养室中培养
。

大白菜种子发芽3一 s d 后
,

取长约 5~ 8 m m 的

下胚轴
,

将其以正插 (形态学下端插入培养基 ) 的

方式接种于 M S + T D Z 0
.
3 m g

·

L
一 ‘

+ N A A 0. 5

m g
·

L
一‘

+ A g N O
:
5 m g

·

L
一 ‘

+ 0
.

8 写琼脂 + 3% 蔗

糖的培养基上
,

p H 为5. 8
,

诱导不定芽的再生[sj
。

接

种后分别取培养 。
、

s

、

6

、

s

、

1 0

、

1 2

、

1 5 和 18 d 的

下胚轴外植体进行生理指标的测定
。

1

.

2

.

2 内源漱素和多胺的测定 内源激素含量由

南京农业大学生命科学学院植物激素研究室采用酶

联免疫吸附法 (E LI sA )测定[s]
。

多胺含量的测定按

刘俊等D叼的方法进行
,

用 日本产 Shi m ad zu LC -

loA T 型高效液相色谱仪测定
,

层析柱为反向Cl
。
柱

(150 m m x 4
.
6 m m )

,

6 4 写甲醇为流动相
,

流速0
.
5

m l
·

m i
n 一 , ,

柱温 25 ,C
,

S h i m
a

d
z u

S P D
一
l o A 检测

器
,

波长 254
nm ,

进样量为 20 产l
。

2 结果与分析

2.1 大白菜下胚轴不定芽再生过程中内源激素含
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2 下胚轴不定芽再生过程中内源激素平衡的变

化 大白菜下胚轴不定芽再生过程中内源激素平衡

的动态变化如图2 所示
。

芽原基开始形成 (接种后 8

d) 前
,

下胚轴外植体中ZR
s/I A A 值和 A B A /I A A 值

持续升高
,

而芽原基形成后则迅速下降
,

接种 15 d

后又开始略有回升
。

5 0 r-

} 一
.-~ ABAIIAA

一
zRs/IAA40卜

n幼.”�舟甲‘凡‘布吟解铡

8 10 12 15 18

培养天数 (d)

图 2 大白菜 (贵龙5 号) 下胚轴不定芽再生过程中内源

激素平衡的变化
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C h inese ea bb age (ev
.
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2
.
3 下胚轴不定芽再生过程中内源多胺含量的变

化 在大白菜下胚轴再生不定芽的过程 中
,

外植体

内源精胺 (Spm )
、

亚精胺 (Spd) 和腐胺 (P ut) 含

量的变化显著 (图 3)
。

不定芽再生过程中外植体内

源精胺 (Spm )
、

亚精胺 (Spd ) 和腐胺 (Put) 含量

的变化趋势基本一致
,

均表现为先上升后下降
,

即

培养早期 3 种多胺含量都明显增加
,

在芽原基出现

时 (接种后第8一 10 d) 达到峰值
,

此后含量持续下

降
。

需要高含量的IA A
。

一刊.
-

S p d / P
u t es es ‘I- es
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S p m / P

u t

车斗窿姚
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图 4 大白菜 (贵龙5 号) 下胚轴不定芽再生过程中内源

多胺平衡的变化
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图 3 大白菜 (贵龙5号) 下胚轴不定芽再生过程中内源
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2
.
4 下胚轴不定芽再生过程中内源多胺平衡的变

化 在大白菜下胚轴不定芽分化过程中
,

内源多胺

平衡的变化也很明显 (图4)
。

S p d / P
u t 值和sp m /P

ut

值在培养初期 (接种后O~ 6 d) 处于相对较低的状

态
,

随着不定芽的分化缓慢增大
,

均于芽原基出现

时 (接种第8~ 10 d) 达到其最大值
,

不定芽分化以

后逐渐变小
,

接种后 15 d 又开始略有回升
。

3 讨 论

3
.
1 大白菜下胚轴不定芽再生与内源激素的关系

植物离体培养的器官发生受到植物体内环境和

外部培养条件的影响
,

其中内源激素的调控非常重

要
,

外源激素必须通过对内源激素的调节来达到控

制器官发生的目的
,

各种生长调节物质的水平都通

过影响培养物的基因表达从而影响器官分化[ll 〕
。

本

试验发现
,

大白菜下胚轴不定芽再生过程中
,

不同

激素含量随培养时间发生规律性的变化
。

外植体接

入培养基后
,

随着不定芽的诱导
,

Z R
s

和A BA 含量

呈上升趋势
,

芽原基开始出现时
,

含量达到峰值
,

表

明不定芽的分化诱导可能需要高水平的 ZR
s 和

A B A ; 而 IA A 含量随着不定芽的诱导而逐渐降低
,

不定芽分化时开始上升
,

表明不定芽的分化可能不

不同种类植物激素的生理效应有着相互促进或

相互拮抗的效果
,

一种激素的变化往往伴随着多种

激素的相应变化
,

不定芽再生中引起形态变化的某

一个反应往往是多种激素间综合作用的结果
,

而不

是某一种激素单独作用的结果[l2 〕
。

因此
,

必须从激

素平衡的关系来探讨大白菜下胚轴不定芽诱导分化

与激素的相关
。

多种植物的研究表明
,

植物离体培

养都遵循器官分化主要决定于外植体内源细胞分裂

素和生长素的平衡山
一旧

。

近年来在柑橘和苹果等植

物上的研究发现
,

不定芽再生过程中外植体内源

A B A /I A A 值有着规律性的变化[ls
一周

。

本研究结果

表明
,

大 白菜下胚轴不定芽分化过程中
,

无论是

ZR s/I A A 值
,

还是A B A /IA A 值都呈现出一种动态

的变化
,

培养前期ZR
s/I A A 值和A BA /I A A 值随着

培养时间的延长不断增大
,

培养 8~ 10 d 后达到最

大值
,

此后快速下降
。

z R
s

/I A A 值和A B A /I A A 值

的这种规律性变化体现了不定芽的分化过程
:
下胚

轴外植体接种到不定芽再生培养基上
,

先逐渐产生

透明状愈伤组织
,

3
~

4 d 后
,

愈伤组织迅速膨大
,

培

养 8~ 10 d 出现绿色可见芽点
,

接种后 15 d 呈较大

的丛生芽状态
。

外植体接种15 d
,

后Z R s/I A A 值和

A B A /I A A 值又开始略有回升
,

可能是因为此时不

定芽已经分化完毕
,

与外植体开始分化不定根有关
。

3

.

2 大白菜下胚轴不定芽再生与内源多胺的关系

多胺是一类广泛存在于植物细胞中的生理活性

物质
,

近年来关于多胺代谢与高等植物离体形态建

成之间的关系已有较多研究
,

多胺能影响愈伤组织

的形成和生长
、

不定芽和不定根的形成
、

体细胞胚

的发生和发育
、

小鳞茎的形成等多种形态发生过

程[l0 〕
。

田长恩等[z0 〕报道了甜瓜子叶外植体3种内源

多胺含量高峰均发生在不定芽出现之前
。

本研究也
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发现
,

大白菜下胚轴外植体接入培养基后
,

随着不

定芽的诱导
,

内源腐胺 (P ut )
、

精胺 (Spm )
、

亚精

胺 (Spd) 含量都呈上升趋势
,

芽原基出现时 (接种

后第s d)
,

含量均达到峰值
,

不定芽分化后含量持续

下降
; Spm /P ut 值和 Sp d/P ut 值的变化趋势也与此

相一致
。

说明了外植体内源多胺含量及其平衡对大

白菜下胚轴不定芽再生有重要的调节作用
。

关于多胺的作用机制
,

有研究认为多胺在调控

形态发生时主要起第二信使的作用 [s0 〕
,

即外因或激

素变化引起细胞 内多胺变化
,

再引起生理变化
,

最

终影响到形态发生
。

多胺通过对D N A
、

R N A 及蛋白

质等生物大分子的代谢调节
,

在植物细胞的生长
、

发

育
、

增殖过程中起重要作用
。

迅速生长的组织中一

般都伴有多胺含量的增加
,

并且多胺的浓度及其生

物合成速度的提高总是先于或与D N A 和蛋白质的

增加同时发生
。

在拘祀
、

柑橘
、

水稻
、

荔枝中都观

察到这种现象[le
·

21
一胡

。

田长恩等图在研究甜瓜子叶

形态发生时也取得了与此结论相吻合的结果
。

本试

验通过研究大白菜下胚轴不定芽再生过程中内源激

素和多胺含量的变化
,

可以看出
,

外植体接种后内

源多胺含量迅速增加
,

在芽原基出现时 (接种第8

d) 达到最大值
,

此时正是芽原基发生的初期阶段
,

说明适于不定芽发生的外源激素配 比首先引起了下

胚轴外植体内源多胺水平发生显著变化
。

多胺如何

调控基因表达并导致不定芽形态发生的机理
,

尚待

进一步研究
。
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