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石刁柏体细胞胚发生过程中多胺代谢酶和过氧化氢清除酶的活性变化
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提要: 石刁柏体细胞胚发生过程中精氨酸脱羧酶(ADC)活性变化趋势与内源腐胺的含量变化相同, 多胺氧化酶(PAO)活性
变化幅度较小。外源腐胺对ADC活性的影响与不作外源腐胺处理的差异不显著性, 但促进体细胞胚发生前期的PAO活性,
过氧化物酶和过氧化氢酶活性受外源腐胺的影响很小, 两者的活性变化与PAO活性变化趋势一致。
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Abstract: In order to get a better understanding on how the polyamines play roles in somatic embryogenesis,
the changes in enzymes activities involved in polyamines metabolism and hydrogen peroxide eliminating during
somatic embryogenesis in Asparagus officinalis were investigated. The arginine decarboxylase (ADC) had the
same change trend as endogenous putrescine during the initial progress. The polyamine oxidase (PAO) activity
varied in a gentle way. The ADC activity was not affected significantly by exogenous putrescine applied during
the later progress of somatic embryogenesis. While the PAO was up-regulated in the early stage of somatic
embryogenesis, the activities of catalase and peroxidase, which varied as same as the PAO activity, were little
affected by exogenous putrescine.
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多胺(polyamines, PAs)参与植物细胞的增殖、
分化、衰老、抗逆和植物形态发生等一系列生理

生化反应(Kakkar和 Sawhney 2002)。多胺氧化酶
(polyamine oxidase, PAO)和精氨酸脱羧酶(arginine
decarboxylase, ADC)作为植物多胺代谢的关键酶,
参与细胞多胺水平和生成物浓度的调节, 还与植物
的氮代谢、细胞内活性氧的调节有关(杨洪强和高
华君 2007; Cona等 2006)。H2O2与细胞分裂、分

化也有关, 对胚性细胞的分化有促进作用。关于多
胺与抗氧化酶活性之间的关系, 其在植物衰老、抵
抗逆境中的作用已有较多报道, 但体胚发生过程中
多胺与H2O2清除酶之间的关系报道较少。本文采

用石刁柏体细胞胚(简称体胚)发生体系(陈小飞等
2006, 2007; 鲁旭东等 2006), 检测了体细胞胚发生
过程中多胺代谢酶和活性氧代谢酶的活性变化, 为

进一步揭示多胺在体细胞胚发生中的作用机制建立

基础。

材料与方法

石刁柏(Asparagus officinalis L.)体细胞胚诱导
参照前文(陈小飞等 2007)中的方法。分别取胚性
愈伤组织(标为 0 d)和放在MS (对照)以及MS+Put
25 mg·L-1 (处理)培养基上诱导体细胞胚发生 7、
14、21、28、35 d后, 取培养物测定ADC、PAO、
过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶(CAT)活性。另取
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材料用FAA (福尔马林:70%酒精:冰醋酸=9:0.5:0.5)
固定液固定, 按常规石蜡切片法制片。切片分别进
行铁钒-苏木精和高碘酸锡夫试剂(PAS)染色(李正
理 1996)。切片于数码显微系统下观察、拍照。
POD活性测定采用愈创木酚法(张志良1990); CAT
活性测定采用过氧化氢分解法(张志良1990); PAO
活性测定参照汪天等(2004)文中的方法; ADC的提
取和活性测定参照赵福庚和刘友良(2000)、刘华
英等(2005)文中的方法。酶活性用 SPSS 16.0软件
进行One Way ANOVA分析。

结果与讨论

1  体细胞胚发生过程中的形态解剖观察
石蜡切片观察结果表明, 体细胞胚的发生和发

育经历 2-细胞、4-细胞、多细胞原胚、球形胚、
梨形胚、棒状胚和香蕉胚等发育阶段。第 7天出
现 2-细胞、4-细胞原胚以及各种形态的胚性细胞
团(图 1-a、b)。第 14天观察到明显的球型胚和梨
型胚(图 1-c、d)。21 d时观察到棒状胚的出现(图
1-e), 28~30 d时观察到香蕉胚(图 1-f)。

图 1  不同发育时期的体细胞胚胎
Fig.1  Somatic embryos at different development stages

a: 2-细胞、4-细胞原胚(×400); b: 胚性细胞团(×400); c: 球形胚(×200); d: 梨形胚(×100); e: 棒状胚(×100); f: 香蕉胚(×100)。

2  体细胞胚发生过程中的ADC和PAO活性变化
精氨酸脱羧酶和鸟氨酸脱羧酶( o r n i t h i n e

decarboxylase, ODC)是高等植物中催化精氨酸向腐
胺(Put)转化的关键酶。从图 2-a可以看出, 体细胞
胚发生诱导各时期ADC酶活性低于胚性愈伤组织
(P<0.05), 棒状胚出现时(14 d) ADC活性降至最低,
且ADC活性变化与内源Put水平变化趋势(陈小飞
等 2007)相同, 说明内源 Put水平与ADC活性之间
有一定的相关性。外源 Put处理的除 21 d的以外
(F=4.304, P=0.0165<0.05), 其余各时期差异不显著,
说明外源Put对体胚发生过程ADC酶活性作用不显
著。ODC是部分植物多胺合成的关键酶, 但我们
并未检测到ODC活性。PAO活性在体细胞胚胎诱

导过程中呈下降趋势, 诱导 7 d内下降幅度较大, 7
d后各时期变化不明显(P>0.05), Santanen和Simola
(1994)在印度冷杉中也得到类似的结果。Put处理
的发生系统 PAO活性变化差异显著(F=5.314, P=
0.033<0.05), 曲线变化趋势有所改变, 经历了升
高、下降、再上升的过程。7 d到 14 d (尤其是
7 d)都高于不加 Put的。PAO活性较高, 可迅速降
解 Spd和Spm, 这可能是内源多胺水平较低的一个
原因。在 21~28 d间活性较低, 分解的多胺减少,
多胺水平相对较高, 可能有利于棒状胚和香蕉胚的
发育。

3  体细胞胚发生过程中的POD和CAT活性变化
PAO催化多胺氧化, 一方面降解多胺导致多胺
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水平下降, 另一方面可形成活性氧产物H2O2。植

物多胺降解产生的H2O2参与细胞壁成熟、分化等

生理过程(Angelini 等 2008; Cona等 2006), 为此我
们检测了与H2O2清除相关的酶POD及CAT活性。
从图 3可见, 胚性愈伤组织转移到体胚诱导培养基
后, POD活性迅速降低, 之后逐渐回升, 21 d时再
降低。POD活性水平低, 分解的H2O2少, 细胞内
可以保持相对较高的H2O2水平, 这是对细胞的分裂
和增殖有利的。7 d和 21 d分别是多细胞胚性细
胞团和棒状胚出现期, 伴随着细胞的增殖和分裂形
成不同形状的胚胎, POD活性变化的意义可能就在

图 2  体细胞胚发生过程中ADC和 PAO活性的变化
Fig.2  Changes of ADC and PAO activities during somatic embryogenesis in A. officinalis

此。Put处理与不做 Put处理之间差异不显著(F=
0.571, P=0.457>0.05), POD酶活性也有同样的变化
趋势, 所不同之处在于诱导后 14~28 d内其活性变
化相对平稳(图 3-a)。CAT活性在胚性愈伤组织转
移到体胚诱导培养基后到 21 d, 均一直上升。21
后呈现降低趋势, 在28 d下降至最低水平, 此时(胚
胎发生中后期)正是细胞分裂和分化的旺盛期, 棒状
胚和香蕉胚形成。之后 CAT活性继续升高。Put
处理与否 CAT酶活性差异很小(图 3-b), 说明体胚
发生过程中 CAT活性受外源 Put影响很小。

将2种H2O2清除酶联系起来考虑可以看出, 外

源 Put对H2O2清除酶活性影响很小, 不管 Put处理
与否, 诱导后的 7 d和 28 d分别呈现出 2个低峰,
14 d和 35 d是活性高峰期(图 3-c), 而且这种变化
趋势与PAO活性变化趋势一致。至于ADC、PAO
等多胺氧化酶与 CAT及 POD等抗氧化酶的关系,

目前未见有系统报道。ADC和PAO等多胺氧化酶
可调节多胺的合成降解, 直接调节多胺水平, CAT
及 POD等抗氧化酶可清除多胺降解产生的H2O2,
它们之间是否还有其他什么关系, 尚待进一步研
究。

图 3  体细胞胚发生过程中 POD和CAT活性的变化
Fig.3  Changes of POD and CAT activities during somatic embryogenesis in A. officinalis
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