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摘要: 尾叶桉的 M LA 无性系 (简称 MLA)是难生根无性系,尾叶桉的 U 6无性系(简称 U 6 )、刚果

12 号桉W 5无性系(简称W5)为易生根无性系。MLA 各器官的多酚氧化酶( PPO)活性比 U 6、W 5的

低, 而 MLA 各器官的吲哚乙酸氧化酶( IAAO )活性比 U 6、W 5的高。各树种的 PPO 活性、IAAO 活

性及 PPO 同工酶均具有器官的特异性。讨论了 PPO 和 IAAO 与不定根的发生和发展的关系。
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　　多酚氧化酶( polyphenol ox idase, PPO)、吲哚乙酸氧化酶( indoacet ic acid ox idase, IAAO)

普遍存在于高等植物中, 在植物的生长、发育中起重要的作用。PPO是一种含铜的酶, 能催化

各种酚类氧化。IAAO 能降解吲哚乙酸( IAA) ,调节植物体内的 IAA 水平,从而影响植物的生

长发育。据研究, 植物体内的 PPO 活性与植物的不定根的形成有着非常密切的联系。

Kieliszew ska-Rokicha[ 1]的研究指出,黑松( P inus thunbergii Parl)在生根过程中, IAAO 的活

性升高。Bagatharia等 [ 2]的研究指出, 在菜豆( Phaseolus sp. )的胚根生长过程中,体内的 IAAO

活性的变化与根的生长有着密切的联系。Devi等
[ 3]
在用阿魏酸处理玉米( Zea may s L. )苗时发

现,随着根的伸长速度减小, 体内 IAAO 活性上升, 而 PPO 活性下降。Bhat tachary a 等、

Fr enkel 等、Al Barazi 等
[ 4～6]
人的研究指出, PPO 的存在对不定根的形成是十分重要的。

Haissig
[ 7]
和 Bouil lenne等

[ 8]
的研究结果都表明, PPO与植物根的形成有着非常密切的联系。

桉树( Eucalyp tus spp. )是我国南方的重要经济树种,有极大的开发价值。由于桉树是异花

授粉植物,其有性繁殖的后代变异太大,难以保持原种的优良性状, 因而在生产上往往采用无性

繁殖。但利用桉树枝条进行扦插繁殖时,其插条难以生根。对于桉树的扦插生根机理国内外研究

甚少,而对于 PPO 和 IAAO 与桉树不定根形成的关系的研究就更少。本试验通过测定难易生根

桉树的 PPO、IAA O 活性及 PPO 同工酶在不同器官中的分布情况, 以揭示难易生根树种的

PPO、IAAO与生根能力大小的内在联系, 以便为桉树的扦插生产实践提供部分理论依据。
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1　材料与方法

1. 1　供试材料

本试验的供试桉树树种为尾叶桉( Eucalyp tus urophy lla S. T . Blade) MLA 无性系(以下

简称 MLA)、尾叶桉 U 6无性系(以下简称 U 6)、刚果 12号桉( Eucalyp tus ABL. 12) W5无性系

(以下简称W5)。供试材料均由国家林业局雷州林业科学研究所提供。

1. 2　研究方法

1. 2. 1　不同桉树的扦插生根难易的比较试验　本试验用的扦插基质是用黄心土和泥炭土混

合,体积比为 2∶1, 用0. 1%的KMnO 4消毒。以各种供试树种在大田栽培 8～9个月的组培苗

的萌芽条嫩梢作插条。插条长8～12 cm,保留 2对健康叶片。将剪取后的插条立即浸入水中保

湿,分别用 0. 1%的吲哚丁酸( IBA)溶液浸其基部2 cm, 浸泡 1 min。然后将处理好的插条直接

插于已消毒的育苗基质上, 深度为 2～3 cm。插条随采随处理随扦插。遮荫棚内相对湿度保持

在 85%～95%。插后一周内频繁喷雾,保持插条叶面常有水珠,一周后逐渐减少喷雾次数, 延

长每次喷雾相隔时间。每隔 10 d喷 500倍的百菌清或敌克松杀菌剂一次,以预防病害的发生。

插后 20 d 开始调查,统计生根数和根长度。

1. 2. 2　聚丙烯酰胺凝胶电泳法分离 PPO同工酶　酶的提取使用 0. 1 mol·L
- 1的 T ris-Gly

缓冲液( pH 8. 3)。内含 0. 2 g·L - 1的二巯基苏糖醇,蔗糖200 g·L - 1。取样时分别以未经 IBA

处理过的插条的根(新根、老根混合)、茎上部( 0～3节)、茎中部( 3～6节)、茎下部( 6～10节)、

叶(叶肉组织)作为测定位点。将样品用自来水冲洗后再用蒸馏水冲洗, 然后用滤纸吸干,称质

量。称取根样品 0. 5 g 加酶提取液 3 mL; 茎(上段) 1 g 加酶提取液 3. 5 mL; 茎(中段) 1 g 加酶

提取液 4 mL;茎(下段) 1 g 加酶提取液 4. 5 mL; 叶 1 g 加酶提取液 3 mL;分别将样品置研钵

中于冰浴上研磨, 匀浆于 4～5 ℃离心 15 min( 10 000 r·min
- 1) ,取上清液作为电泳样品液。

PPO同工酶电泳　试验采用聚丙烯酰胺不连续凝胶缓冲系统垂直板电泳。分离胶浓度为

7. 5% ,浓缩胶浓度3%,电极缓冲液为0. 005 mol·L- 1的T ris-Gly ( pH 8. 3)溶液。每样品孔点

样 30 L。以 0. 05%溴酚蓝为前沿指示剂。电泳开始 30 min,溴酚蓝前沿在浓缩胶位置时,用

100 V 电压,当溴酚蓝前沿进入分离胶时,改用 150 V恒压。在4℃电泳 5 h。每个样品重复分

析 3次。

同工酶检测　PPO显色液为A 液:取 2 g 对苯二胺加入预热的 18 mL 醋酸中溶解。B 液:

取 1%的间苯二酚 1. 5 mL, 2%的 H2O2 0. 3 mL, 加双蒸H 2O 60 mL。临用前,取 1 mL A 液混

于 B液中, 摇匀。电泳结束后取下凝胶板,放入 PPO显色液中染色。在室温下显色 2 h。显色

完毕后,用蒸馏水冲洗,然后拍照, 并用日本产的 CS-930型凝胶薄层扫描仪在 580 nm 下扫描

同工酶峰。

1. 2. 3　多酚氧化酶活性测定　取样品 1 g ,加不溶性聚乙烯吡咯烷酮( PVP) 0. 1 g(事先用蒸

馏水浸洗,再过滤以除去杂质) , 磷酸缓冲液( 0. 1 mol·L
- 1 , pH 6. 5) 5 mL, 在冰浴下研磨成匀

浆,用 4层纱布过滤,得滤液。滤液中加入硫酸铵至 30%饱和度, 离心除去沉淀。上清液再加硫

酸铵至 60%饱和度, 离心收集沉淀。将所得沉淀溶于少量 0. 01 mol·L
- 1
的磷酸缓冲液

( pH 6. 5)中,用以测定PPO 活性。PPO 活性测定根据 Archer 等
[ 9]的方法进行修改。酶反应体

系包括 2 mL 磷酸缓冲液( 0. 1 mol·L - 1, pH 6. 0) , 1 mL 儿茶酚( 0. 1 mol·L - 1 ) , 0. 1 mL 酶
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液,以煮过失活酶液为对照。反应体系加入酶液后, 于 37 ℃保温 10 m in, 迅速放入冰浴中, 立

即加入 2 mL 20%的三氯乙酸, 10 000 r·min- 1离心 15 m in, 收集上清液,并适当地稀释。于

525 nm 波长下测定其吸光度,并计算酶活性。以每毫克蛋白质每分钟改变一个OD 525单位为一

个酶活力单位。

1. 2. 4　吲哚乙酸氧化酶活性的测定　称取 1 g 样品, 加 20 mmol·L
- 1的磷酸缓冲液

( pH 6. 0) 5 mL,加少量石英砂,置冰浴中研磨成匀浆, 再按 100 mg 鲜质量材料加 1 mL 提取

液的比例,用磷酸缓冲液稀释之, 离心( 10 000 r·min
- 1

) 15 min,取上清液测定 IAAO 活性。

IAAO 活性测定根据张志良
[ 10]的方法进行修改。以每毫克蛋白质在1 h内分解破坏 IAA 的微

克数表示酶活力大小。

1. 2. 5　可溶性蛋白质含量的测定　采用 Br adfo rd
[ 11]
的方法测定。

2　结果与分析

2. 1　3种桉树扦插生根能力比较

　　本试验于 1998年 11月进行,试验结果

(表 1)表明, 尾叶桉MLA无性系的扦插发根

能力最低,而尾叶桉 U 6无性系和刚果 12号

桉W 5无性系的扦插发根能力较高, 分别为

89. 33%和 90. 00% , 比 MLA 高出 219. 0%

和 221. 4%。由此结果得出, M LA 是较难生

根的树种, U 6和W5是较易生根树种。

表 1　3种桉树无性系扦插生根能力比较

树　种 平均发根率/ % 平均根长/ ( cm·株- 1)

MLA 28. 00 b 11. 20 a

U 6 89. 33 a 3. 84 b

W5 90. 00 a 3. 78 b

　　注: 表中数据为 3次重复的平均值,每重复用插条 50

枝。纵行数据的末尾的字母是邓肯氏新复极差检验结果,具

有相同字母表示差异不显著, 具有不同字母表示差异显著

( P = 0. 05)。

2. 2　3种桉树无性系不同器官的 PPO活性比较

表 2结果表明,各植物不同器官的 PPO 活性各异。同一树种中,插条茎的上、中、下各段的

PPO活性依次增高, 即随着组织成熟度的增强, PPO活性也升高。这在 3种桉树中均相同。难

生根的 MLA 各器官中以根的 PPO活性为最强,茎上部的 PPO活性为最弱。而在容易生根的

U 6 和W 5中,则以叶片的 PPO 活性为最强。在 3种桉树中, 难生根的 MLA 各器官的 PPO 活

性都比易生根的 U 6和W5的低。其中叶的差异较大, U 6和W 5叶的 PPO 活性分别比难生根的

MLA 叶的PPO 活性高151. 1%和127. 1%。对茎的上中下混合样品的数据进行邓肯氏新复极

差检验结果, 难生根的 MLA茎内 PPO活性显著地低于容易生根的 U 6和W5的 PPO 活性。
表 2　3种桉树不同器官多酚氧化酶活性 u·min - 1·mg- 1　　

树　种 根 叶 茎(上) 茎(中) 茎(下) 茎(上中下混合)

M LA 5. 87±0. 05 4. 08±0. 04 3. 87±0. 03 4. 11±0. 05 4. 80±0. 02 3. 86±0. 04 b

U 6 7. 02±0. 02 10. 25±0. 03 5. 02±0. 02 5. 32±0. 07 6. 77±0. 04 6. 31±0. 03 a

W 5 7. 86±0. 04 9. 27±0. 02 5. 88±0. 09 6. 04±0. 04 6. 68±0. 03 6. 56±0. 03 a

　　注:测定时间为 5月,数字是 3次重复的平均值。表中字母为邓肯氏新复极差检验结果,字母相同表示差异不显著,字母

不同表示差异显著( P= 0. 05)。

2. 3　3种桉树无性系不同器官 IAAO 活性比较

表 3显示了各种桉树无性系不同器官的 IAA O活性。结果表明,不同器官的 IA AO活性

不同。在同一树种茎的上、中、下各段的 IAAO 活性依次增高。IAAO 活性与 PPO 活性分布相

似,随着组织成熟度升高而增强。各树种的 IAA O活性以根部最高, 而以茎尖的为最低。难生
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根的MLA 各器官的 IA AO活性均比容易生根的 U 6和W5的高。叶是酶活性相差较明显的器

官, MLA 叶的 IAAO 活性分别比易生根植物 U 6 和W5叶的 IAAO 活性高 57. 7%和33. 4%。

对茎的上中下混合样品的数据进行邓肯氏新复极差检验结果, M LA 茎内的 IAAO活性显著

地高于 U 6和W5的 IAAO活性。

　　由此可见, PPO、IAAO 两种酶活性在桉树根、茎、叶不同器官是不同的,且都随着器官的

成熟度升高而增加, 难生根树种 MLA 的 IAAO 活性较易生根树种 U 6和W5的高,而MLA 的

PPO活性则较易生根树种 U 6和W5的低。
表 3　3种桉树无性系不同器官 IAAO 活性比较 g·m g- 1·h- 1　　

树　种 根 叶 茎(上) 茎(中) 茎(下) 茎(上中下混合)

M LA 5. 87±0. 08 5. 02±0. 06 3. 80±0. 02 4. 02±0. 04 4. 87±0. 09 4. 95±0. 04 a

U 6 4. 92±0. 07 3. 18±0. 05 2. 88±0. 04 3. 21±0. 05 4. 32±0. 07 2. 07±0. 05 c

W 5 4. 69±0. 04 3. 76±0. 03 2. 56±0. 03 2. 88±0. 04 3. 32±0. 05 2. 79±0. 05 b

　　注:取样部位同上,测定时间为 5月,数字是 3次重复的平均值。表中字母为邓肯氏新复极差检验结果,字母相同表示差

异不显著,字母不同表示差异显著( P = 0. 05)。

2. 4　MLA各器官的 PPO同工酶图谱的分析

从图1可知, M LA 各器官的 PPO 同工酶的酶峰数不同。根的酶峰数与叶的明显不同。茎

上、茎中、茎下部的酶峰数也有差异。由此可见, M LA 各器官的 PPO 同工酶存在器官的特异

性。

a.根　b.叶　c.茎下　d.茎中　e.茎上

图 1　MLA 各器官的 PPO同工酶图谱

　

2. 5　U 6各器官的 PPO同工酶图谱分析

由同工酶扫描图 2中可看出, U 6各器官的PPO 同工酶扫描峰数不同。根、叶、茎上、茎中、

茎下部的PPO同工酶扫描峰数差异较大。可见,在U 6中, 各器官的 PPO 同工酶也表现出明显

的器官特异性。

2. 6　W5各器官的 PPO同工酶图谱分析

从图 3中可看出, W5各器官的PPO 同工酶扫描峰数也不同。根、叶、茎上、茎中、茎下部的

PPO同工酶扫描峰数也有明显的差异。也表现出明显的器官特异性。
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a.根　b.叶　c.茎下　d.茎中　e.茎上

图 2　U 6 各器官的 PPO 同工酶扫描峰图

a.根　b.叶　c.茎下　d.茎中　e.茎上

图 3　W5 各器官的 PPO同工酶扫描峰图

3　讨　论

　　PPO、IA AO是普遍存在于植物体内的两种酶。在许多植物体内的分布和活性高低随器官

组织的不同而不同。本试验结果证实了这个观点。通过测定 MLA、U 6和W5根、茎、叶的PPO、

IAAO的活性,发现在不同器官内这两种酶的活性均不同。这可能与不同器官的生理功能和代

谢方式不同有关。这两种酶在植物体内参与多种生理反应,故在不同的植物器官中表现不同的

活性。本试验结果还表明, 在植物茎的不同部位这两种酶也呈现不同的活性,都随着茎的成熟

度的提高而上升。Gonzaleze 等[ 12]研究表明在榛子子叶的组织培养中,木质部的形成与 PPO

活性增加相联系, 这两种酶被用作木质素合成的标志。Sr iv astara 等
[ 13]发现, IAAO、PPO两种

酶之间具有密切的关系。本试验的研究结果表明,难生根的MLA 各器官的 IAAO 活性均比易
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生根的高,在叶中表现得更为明显。嫩枝扦插带有叶子,而叶是制造营养的器官,同时又能合成

生长素等激素。已知 IAA 的一个非常重要的生理功能就是促进不定根的形成。体内的 IAAO

可以氧化 IAA
[ 14～18]

。难生根植物叶的 IAAO活性高,降解 IAA 的作用强, IAA 被破坏较多,向

下输送的 IAA 含量就很少, 对诱导生根不利。反之,易生根植物叶中 IAAO 活性低, 其降解

IAA 能力较低,而输送到茎基部的 IAA 就较多,对诱导根原基的形成有利。从本试验结果可得

出,根据植物叶的 IAAO活性高低也许可作为判定植物生根难易的指标之一。当然,不能只简

单根据植物叶的 IAAO 活性高低作为判定植物生根的难易,因为生根还受植物体内生长素之

间的相对比例 [ 19]、生长抑制剂的存在与否[ 20]等因素的综合影响。IAA 的存在对不定根的起源

和生长是无可否定的。因此,任何影响 IAA 含量变化的因素的存在势必影响不定根的发生与

发展。因而 IAAO活性高低直接影响不定根的形成是顺理成章的。

据认为, PPO 的存在对不定根的形成又是十分重要的。在体内,酚类物质对不定根的起源

和发育起着极其重要的作用 [ 21, 22]。用外源的酚类化合物处理菜豆的插条后大幅度提高了插条

的发根量[ 23]。PPO 的一个重要作用是催化酚类物质与 IAA 缩合而形成一种“IAA-酚酸复合

物”
[ 7, 8]

, 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
[ 24]
。有证据表明, 高

浓度的酚类物质可以在枝条内积累, 从而形成促进生根的物质,促进愈伤组织的分化[ 22]。有人

认为,难生根的枝条与容易生根的枝条之间有一个重要的差别就是其体内酚类物质的含量不

同,难生根的枝条含有较少的酚类物质,容易生根的枝条则含有较多的酚类物质[ 25]。在不定根

形成时,体内的酚类物质含量就会下降,据认为这是由于酚类物质在 PPO 的作用下转变的结

果。酚类物质被 PPO 作用后的产物就能促进不定根的形成
[ 2 3]。Foong 等

[ 26]发现,在易生根的

Rhododend ron p ont icum 体内的 PPO 活性就较高,而在难生根的 R. Jan Dekens中 PPO 活性

就要低得多。本试验的结果表明,难生根的MLA 插条内PPO 活性较低,因而可能催化形成的

“IAA-酚酸复合物”较少,导致对生根不利。而 U 6和W5体内的 PPO活性较高,可能其合成的

这种复合物较多,因而就能较大幅度地提高扦插生根率。可见本试验结果与上述观点是相符

的。这也说明 PPO 在生根中确有可能主要起着催化这种复合物形成的作用。试验结果证明,

PPO的活性的高低确实与不定根的发生有关。Bhat tacharya
[ 27]
就曾经证明PPO催化生长素代

谢,促进不定根的起源与发育。Molnar 等
[ 28]曾经发现,在Hydr angen macr op hy lla的茎组织产

生不定根时,体内的 PPO 活性剧烈地上升。Habaguchi[ 29]用胡萝卜的愈伤组织进行培养时,伴

随着根点的出现, PPO 活性也急剧上升。Upadhyaya 等
[ 30]
用多效唑处理菜豆的插条时,发现在

其生根量大大升高的同时, 体内的PPO活性也大幅度上升。在本试验中,利用桉树插条作为研

究材料,不仅成功地进一步证实前人用其它植物研究所得的理论, 而且为揭示桉树的扦插生根

机理提供了新的论据。

本试验的结果还表明了同一植物不同器官的 PPO 同工酶谱不同, 同一器官不同树种的

PPO同工酶谱也不同。说明 PPO 同工酶不但在同一树种中存在器官的特异性,而且在不同植

物的同一器官中也存在特异性。同工酶在更精细程度上调节代谢类型,由此控制分化与形态构

成。
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Comparison on the Activities and Isoenzymes of Polyphenol

Oxidase and Indoleacetic Acid Oxidase of Diff icult- and

Easy-to-root Eucalyptus Species

LI Ming
1 , H UA N G Zhuo-li e

1, TA N Shao-man
1 , MO X iao-yong

2,

L IN H ai-qiu
2 , LON G T eng

2

( 1. South Chin a Agricu ltural Univer sity, Guang zhou　510642, Guan gdong, China;

2. Leizhou For est ry Inst itute of S tate Fores t ry Adm inist rat ion , Zhanjiang　524348, Guan gdong, Chin a)

Abstract: Eucalyp tus urophy lla MLA clone ( M LA) w as diff icult-to-root species. Eucalyp tus

ur op hy l la U 6 clone ( U 6 ) and Eucalyp tus ABL. 12 W5 clone ( W5 ) w ere relat ively easy-to-root

species. T he activ it ies of po lyphenol ox idase ( PPO) in MLA is low er than that of U 6 and W 5,

but the act ivity of indoleacet ic acid oxidase ( IAAO) in M LA was higher than that of U 6 and

W5 . T he act ivit ies o f PPO and IAAO and the isoenzymes of PPO in ever y species had their

specificity in every org an. T he relat ionship betw een the fo rmat ion and development o f

advent it ious roots and PPO and IAAO was discussed.

Key words : Eucalyp tus clone; po lyphenol oxidase; indo leacet ic acid oxidase; ro ot ing o f

cut t ings

500 林 业 科 学 研 究　　　　　　　　　　　　　　第 13卷


