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摇 摇 摘要:摇 为探究不定根再生过程中多胺对多胺氧化酶的调控机制,用外源多胺及多胺氧化酶抑制剂处理大豆

幼苗下胚轴,检测大豆下胚轴不定根再生情况以及二胺氧化酶基因(CuAO)表达和酶活性的变化。 结果显示,低浓

度的腐胺、亚精胺和精胺都显著促进大豆下胚轴不定根的生长,最适浓度分别为 1郾 00 mmol / L、0郾 25 mmol / L及 0郾 05
mmol / L,高浓度多胺则对不定根的生长表现出一定的抑制作用。 3 种外源多胺最适浓度处理后 CuAO 基因表达明

显上调,显著高于对照组,且一直维持较高的水平,CuAO 酶活性显著高于对照组。 在 3 种多胺处理中,腐胺处理的

效果最好。 CuAO 专性抑制剂氨基胍可显著抑制大豆下胚轴不定根的生长,这可能与 CuAO 活性受到氨基胍抑制有

关。 表明,CuAO 基因表达受外源多胺的诱导,多胺促进大豆下胚轴不定根的生长可能与其诱导 CuAO 基因表达以

及促进酶的活性有关。
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Changes of diamine oxidase gene expression and enzyme activity during
regeneration of soybean hypocotyl adventitious roots promoted by exoge鄄
nous polyamines
XU Gang鄄ming,摇 FU Xing,摇 FENG Hua,摇 SU Guo鄄xing
(School of Basic and Biological Science,Soochow University,Suzhou 215123, China)

摇 摇 Abstract:摇 Soybean [Glycine max(L. ) Merr. ] seedling hypocotyls were treated with exogenous polyamine and ami鄄
noguanidine to explore the regulating mechanism of polyamine on polyamine oxidase in adventitious root regeneration. The
number of adventitious roots, the changes of diamine oxidase gene expression and the enzyme activity were measured. Low
concentrations of putrescine (Put), spermidine (Spd) and spermine (Spm) significantly promoted the growth of soybean
hypocotyl adventitious roots, and the optimum concentrations were 1郾 00 mmol / L、0郾 25 mmol / L and 0郾 05 mmol / L, respec鄄
tively. On the contrary, polyamines at high concentrations showed inhibitory effects. The gene expression level of CuAO was
up鄄regulated by polyamines and maintained a high level afterwards. Correspondingly, the CuAO activity was gradually in鄄
creased by exogenous polyamines during the regeneration of adventitious roots. Put showed the best effect. In addition, the

role of aminoguanidine (AG, a specific inhibitor of CuAO) was
detected. It could significantly inhibit the growth of soybean ad鄄
ventitious root, which might be related to the inhibition of CuAO
activity by AG. These results imply that the expression of CuAO
gene can be induced by exogenous polyamines, the induction of
CuAO gene expression and the improvement of the enzyme activi鄄
ty might have contributed to the promotion of soybean hypocotyl
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adventitious root growth.
Key words:摇 soybean hypocotyl; adventitious root; putrescine; spermidine; spermine; diamine oxidase

摇 摇 植物不定根的生长是一个复杂的生理过程,不
仅受到光照、温度、氧分压和水分等环境因素的影

响[1鄄5],而且还受诸如生长素、脱落酸、乙烯、多胺、
NO 等因子的调控[6鄄8]。

多胺作为一类重要的植物生长调节物质,在植

物花的形成、胚胎发育等过程中起着重要作用[9鄄10]。
大量研究结果表明,多胺能调节植物根系的生长发

育。 莫淑媚等[11] 发现精胺对灵发素诱导罗汉果不

定根的形成有显著的改善作用,使罗汉果组培苗的

整个根系表现出“多、粗、短、壮冶的特点。 Jarvis[12]

发现精胺处理能显著提高绿豆幼茎插条的生根数,
并且多胺与 IBA 在诱导生根方面有相加效应。 辛

蓓等[13]对苹果砧木试管苗不定根发生效应的研究

发现,1伊10-3 ~ 1伊10-5 mol / L外源多胺处理对不定

根再生有不同程度的促进效应。 Altamura 等[14] 指

出,精氨酸脱羧酶不可逆抑制剂(二氟甲基精氨酸)
和鸟氨酸脱羧酶不可逆抑制剂(二氟甲基鸟氨酸)
共同处理可以完全抑制烟草茎的不定根再生和多胺

积累,亚精胺合酶抑制剂[甲基鄄(乙二醛)鄄双鄄鸟嘌

呤腙]也可强烈抑制外植体生根。 但是多胺调节植

物根系生长和发育的作用机理仍不清楚。
多胺对植物根系生长发育的调控可能还与多胺

氧化酶催化多胺的氧化降解有关[15]。 然而,在不定

根再生过程中多胺氧化酶基因表达以及基因表达与

酶活性关系方面的研究鲜有报道。 本研究拟以大豆

中黄 25 下胚轴为试验材料,采用外源多胺、多胺氧化

酶抑制剂进行处理,研究多胺对大豆下胚轴不定根再

生的影响,以及二胺氧化酶基因表达和酶活性的变

化,以期探究多胺调节植物不定根发育的作用机理。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材 料

大豆[Glycine max(L. ) Merr. ]种子中黄 25 由

中国农业科学院作物科学研究所提供。 多胺及氨基

胍购自 Sigma 公司。 Trizol 法所需试剂均购自 Sun鄄
ShineBio 公司。 反转录和荧光定量 PCR 反应试剂

均购自 Promega 公司。 荧光定量 PCR 检测系统为

博日公司的 line鄄gene K FQD鄄48A。 紫外可见分光光

度计为日本岛津公司的 UV鄄2600 / 2700。 台式高速

离心机为 Eppendorf 公司的 Centrifuge 5417。
1. 2摇 方摇 法

1. 2. 1摇 大豆下胚轴的培养摇 选取大小均一、种皮无

破损的大豆种子,用自来水清洗干净,然后在 25 益
下用蒸馏水浸种 24 h,将吸胀后的种子均匀撒在盛

有干净湿润砂基质的中转箱中,置于恒温培养箱内

培养,温度(25依2) 益,光照度2 700 ~ 3 000 lx,光照

时间 12 h / d,5 d 后选取萌发状态一致的大豆幼苗,
切去原有根系,保留子叶节以下 5 cm 的下胚轴作为

试验材料。
1. 2. 2摇 外源多胺处理摇 将上述下胚轴分别插入盛

有 15 ml 处理溶液的西林瓶中处理 24 h,处理溶液

为: (1 ) 腐胺 ( Put) (0 mmol / L、 0郾 5 mmol / L、 1郾 0
mmol / L、2郾 0 mmol / L、 4郾 0 mmol / L ); ( 2 ) 亚精胺

(Spd)(0 mmol / L、0郾 05 mmol / L、0郾 25 mmol / L、1郾 00
mmol / L、2郾 00 mmol / L);(3)精胺(Spm)(0 mmol / L、
0郾 01 mmol / L、 0郾 05 mmol / L、 0郾 10 mmol / L、 0郾 50
mmol / L); ( 4 ) 氨 基 胍 ( AG ) ( 0 mmol / L、 0郾 50
mmol / L、1郾 00 mmol / L、2郾 00 mmol / L)。 处理时下胚

轴下端浸入液面下约 2 cm,每个处理用 10 个下胚

轴,设 3 个重复。 置于光照培养箱中培养,温度

(25依2) 益,光照度2 700 ~ 3 000 lx,光照时间 12
h / d。 处理结束后,将下胚轴移入蒸馏水中,每天定

时统计不定根数,以突出下胚轴切口表面 1 mm 以

上的作为不定根进行统计。
1. 2. 3摇 二胺氧化酶活性的测定 摇 用 1郾 00 mmol / L
的腐胺、0郾 25 mmol / L的亚精胺、0郾 05 mmol / L的精胺

及 1郾 0 mmol / L的氨基胍处理大豆下胚轴 24 h,处理

结束后,将下胚轴移入蒸馏水中,每天定时检测二胺

氧化酶活性。 检测方法参照刘俊和刘友良的方

法[16]。 称取外植体鲜质量 0郾 5 g,加入 0郾 1 mol / L 的

磷酸缓冲液(pH 6郾 5)1郾 6 ml,冰浴研磨。 匀浆液经

10 000 r / min离心 20 min (4 益),上清液即为二胺

氧化酶的粗提取液。 吸取 0郾 2 ml 粗提取液,加入

0郾 1 ml 过氧化物酶液(150 U / ml)、0郾 2 ml 的 N,N鄄二
甲基苯胺 / 4鄄氨基氨替吡啉显色液和 2郾 5 ml 的 0郾 1
mol / L的磷酸缓冲液(pH 6郾 5)中,然后加入 0郾 1 ml
的 20 mmol / L的腐胺,启动反应,以不加腐胺的反应

为对照,25 益下反应 30 min。 测定波长 555 nm 处
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的吸光值,以吸光值变化 0郾 01 为一个酶活力单位

(U)。
1. 2. 4 摇 CuAO 基因表达的检测 摇 按 Trizol 法[17] 提

取大豆下胚轴总的 RNA。 RNA 样品经微量核酸蛋

白检测仪检测,确定 RNA 浓度及纯度后,参照 Pro鄄
mega 公司逆转录说明书合成 cDNA 第一链。 据

GenBank 基因组数据库基因序列设计 CuAO 基因及

内参基因的特异性引物,引物序列如下:CuAO(5忆鄄
AACCAAGGACAGAAGGACAGTGAG鄄3忆 / 3忆鄄AATGC鄄
CACCGTCGTGATACTGA鄄5忆); Actin ( 5忆鄄TGAACT鄄
TCGTGTTGCTCCCG鄄3忆 / 3忆鄄CATACATGGCAGGCA鄄
CATTGA鄄5忆)。 采用 SYBR Green 荧光染料法,参照

GoTaq誖 qPCR Master Mix(A6002,Promega)说明书

对目的基因及内参基因进行扩增,用荧光定量 PCR
系统 line鄄gene K FQD鄄48A 检测荧光信号,扩增条件

为:95 益预变性 3 min,进入循环后 95 益变性 10 s,
60 益退火并延伸 45 s,共 40 个循环,荧光信号的检

测在第 3 步进行。 反应结束后,根据系统反馈的 C t

值,采用 2-驻驻 Ct法计算各组目的基因的表达水平相

对于第 0 d 的变化倍数,其中 驻驻C t = (C t目的基因 -

C t内参基因)试验组-(C t目的基因 -C t内参基因)对照,对照为刚切

下未经任何处理的下胚轴。
1. 3摇 数据分析

Duncan蒺s 检验不同处理下测得的平均值,比较

不同处理间的差异。

2摇 结果及分析

2. 1摇 外源多胺对大豆下胚轴不定根再生的影响

2. 1. 1 大豆下胚轴不定根生长的变化摇 3 种外源多

胺对不定根再生的影响均呈现出低浓度促进,高浓

度抑制的现象(图 1)。 腐胺、亚精胺和精胺促进不

定根再生的最适浓度分别为 1郾 00 mmol / L、0郾 25
mmol / L和 0郾 05 mmol / L。 在腐胺、亚精胺和精胺的

最适浓度处理下,大豆下胚轴不定根再生数量较对

照分别增加了 85郾 5% 、65郾 5%和 30郾 7% (P<0郾 05)。
与对照相比,随着氨基胍浓度的升高,大豆下胚轴不

定根的数量依次减少了 18郾 6% 、65郾 1% 和 96郾 5%
(P<0郾 05),但是当氨基胍浓度达到 2郾 00 mmol / L
时,对大豆下胚轴产生明显的毒害作用,因此后期试

验采用 1郾 00 mmol / L的氨基胍进行处理。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 不同小写字母表示不同处理间达 0郾 05 水平显著差异。
图 1摇 外源多胺及氨基胍对大豆下胚轴不定根数量的影响

Fig. 1摇 Effect of exogenous polyamine and aminoguanidine on adventitious root number of soybean hypocotyl
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2. 1. 2摇 外源多胺最适浓度下大豆下胚轴不定根数

量的变化摇 用 3 种多胺在各自最适浓度下处理大豆

下胚轴 24 h,统计不同时间下胚轴不定根的数量。
结果(图 2)显示,与对照组一样,3 种多胺处理的大

豆下胚轴在第 3 d 开始生根。 腐胺与亚精胺处理组

不定根数目在第 4 d 较对照组明显增多,而精胺处

理组在第 5 d 才明显高于对照。 但是 1 mmol / L氨基

胍处理延迟了不定根的再生,并且不定根的数目明

显低于对照组。

图 2摇 外源多胺及氨基胍最适浓度处理后大豆下胚轴不定根的数量变化

Fig. 2摇 Changes in adventitious root number of soybean hypocotyl after exogenous polyamine and aminoguanidine applied at the appropri鄄
ate concentrations

2. 2摇 外源多胺处理后大豆下胚轴二胺氧化酶基因

表达和酶活性的变化

2. 2. 1摇 二胺氧化酶基因表达的变化摇 在腐胺、亚精

胺及精胺的最适浓度处理下,大豆下胚轴的 CuAO
基因表达明显上调,在处理后第 1 d 分别为对照的

2郾 7 倍、2郾 1 倍和 1郾 8 倍,差异达到显著水平 (P <
0郾 05)。 之后多胺处理组的 CuAO 基因表达水平一

直维持在较高水平(图 3)。 在不定根再生过程中,
对照组的 CuAO 基因表达水平也逐渐升高,但总体

水平比处理组要低(图 3)。 氨基胍处理显著提高了

CuAO 基因的表达水平,在氨基胍处理的第 2 d,
CuAO 基因表达水平为对照组的 1郾 4 倍,差异达显著

水平(P<0郾 05),在氨基胍处理后的第 5 d 时,CuAO
基因的表达水平仍高于对照(图 3)。

2 . 2 . 2 摇 二胺氧化酶活性的变化 摇 检测 3 种外

源多胺处理后大豆下胚轴不定根再生过程中二

胺氧化酶活性的变化,结果(图 4 )显示,在不定

根再生过程中,对照组和处理组的二胺氧化酶

活性均呈上升趋势,呈现与二胺氧化酶基因表

达相似的变化,且 3 种外源多胺处理后的二胺

氧化酶活性都显著高于对照组。 在第 5 d 时腐

胺、亚精胺和精胺处理组的二胺氧化酶活性分

别比对照组高出 51郾 4% 、26郾 3% 和 15郾 4% ,以
腐胺处理对酶活性的促进作用最为明显。 而用

1 mmol / L的氨基胍处理 1 d 后,发现氨基胍处理

对二胺氧化酶活性的抑制效果非常明显,在整

个不定根的再生过程中均未检测到二胺氧化酶

活性(图 4) 。
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图 3摇 外源多胺及氨基胍处理对大豆下胚轴 CuAO 基因表达的影响

Fig. 3摇 Effect of exogenous polyamine and aminoguanidine on CuAO gene expression of soybean hypocotyl

图 4摇 外源多胺及氨基胍处理后大豆下胚轴 CuAO 酶活性的变化

Fig. 4摇 Changes in CuAO activity of soybean hypocotyl after exogenous polyamine and aminoguanidine treatment
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3摇 讨 论

多胺为低分子多聚阳离子,广泛存在于植物、动
物、真菌和细菌等生物有机体中[18]。 一般认为,它
们通过与 DNA、RNA、酸性磷脂及蛋白等一些多聚

阴离子类生物大分子相互作用从而参与调节很多生

长发育过程[19鄄20]。 徐东花等[21] 发现亚精胺能够通

过影响内源激素及相关酶的活性来调控菊花不定根

的形成。 Li 等[22]发现多胺能通过调节多胺合成基

因的表达,参与黄瓜幼苗对盐胁迫的响应。 近期的

研究结果也表明,在多胺促进植物生长发育的过程

中,多胺氧化酶起到了很重要的作用[23]。
本研究结果表明,外源多胺处理大豆下胚轴,能

诱导不定根的再生,其效果与多胺处理浓度有关

(图 2),低浓度促进不定根再生,高浓度抑制,最适

浓度分别是腐胺 1郾 00 mmol / L、亚精胺 0郾 25 mmol / L
和精胺 0郾 05 mmol / L。 高浓度多胺抑制不定根的再

生可能与其毒性有关[24]。 本研究还发现,在诱导大

豆下胚轴不定根再生过程中,不同种类多胺的诱导

效果呈现一定的差异,腐胺的处理效果最佳,其次是

亚精胺。 李海航等[25] 在多胺促进绿豆下胚轴切条

形成不定根的研究中也有类似的报道。
多胺促进不定根再生可能与多胺对二胺氧化酶

基因的表达和酶活性的调节作用有关。 CuAO 基因表

达的检测结果表明,3 种多胺均能显著上调下胚轴

CuAO 基因的表达,同时可促进 CuAO 活性。 腐胺、亚
精胺和精胺对 CuAO 基因表达和酶活性的诱导作用

与它们促进不定根再生的作用变化相一致,其中腐胺

的作用效果最好。 大量报道指出,CuAO 是豆科作物

中最为丰富的胞壁氧化酶,腐胺是 CuAO 的最适作用

底物之一[26鄄27]。 3 种外源多胺在大豆下胚轴不定根再

生过程中,均能显著上调 CuAO 基因的相对表达量,暗
示 CuAO 基因表达受多胺的调节,其可能是一种调节基

因。 因此,多胺一方面可能通过上调 CuAO 基因表达,
以增加 CuAO 酶蛋白量,另一方面可能通过促进酶的活

性,参与大豆下胚轴不定根再生的诱导。
氨基胍是一种已知的 CuAO 专性抑制剂。 用氨

基胍处理后,大豆下胚轴的 CuAO 活性受到强烈抑

制,不定根的再生也受到明显抑制,这从药理学的角

度进一步表明了二胺氧化酶在不定根生长发育中的

作用。 这与高凤鸣等[28]在多胺诱导大豆子叶节愈伤

组织形成中的研究结果相一致。 氨基胍处理可上调

CuAO 基因的表达(图 3)。 可能是由于氨基胍强烈抑

制 CuAO 活性,导致内源性多胺的积累,从而促进

CuAO 基因的表达。 氨基胍处理引起内源多胺的积累

在胡文婷等[29]关于多胺氧化降解参与大豆子叶节分

化形成不定根的研究中有过报道。
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