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摘 要:研究防褐化处理对蒙古栎嫩枝扦插生根的影响。以蒙古栎3年实生苗的嫩枝为材料,分别

采用乙醇、硝酸银、抗坏血酸对插穗进行防褐化处理,采用500
 

mg·L-1
 

IBA-K浸蘸处理后扦插,
并分别在扦插后0、10、20、30、40、50

 

d取样测定不同生根时期氧化蛋白酶活性和内源激素含量。
结果表明,防褐化处理可有效提高扦插生根率,以1%乙醇1

 

h+500
 

mg·L-1
 

IBA-K处理2
 

h最

佳,生根率、根系效果指数分别为21.1%和5.713。在生根过程中,外施500
 

mg·L-1
 

IBA-K能够

提升插穗内POD、PPO的活性,降低IAAO的活性,且IAA/ABA、IAA/ZR的比值升高,有利于蒙

古栎嫩枝扦插生根。由此说明1%乙醇1
 

h浸泡结合500
 

mg·L-1
 

IBA-K激素处理,通过提高

POD与PPO的活性,可降低IAAO的活性,增加IAA/ZR和IAA/ABA的比值,提升蒙古栎嫩枝

扦插成活率。
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Abstract:The
 

effects
 

of
 

the
 

anti-browning
 

treatment
 

on
 

the
 

cutting
 

rooting
 

of
 

Quercus
 

mongolica
 

were
 

studied.The
 

twigs
 

of
 

the
 

3-year-old
 

seedlings
 

of
 

Q.mongolica
 

were
 

used
 

as
 

materials.Ethanol,silver
 

ni-
trate,and

 

ascorbic
 

acid
 

were
 

used
 

to
 

conduct
 

the
 

anti-browning
 

treatment,and
 

the
 

cutting
 

were
 

carried
 

out
 

after
 

the
 

dip
 

treatment
 

with
 

500
 

mg/L
 

indole-3-butyric
 

acid
 

potassium
 

salt
 

(IBA-K).Meanwhile,samples
 

were
 

taken
 

at
 

0,10,20,30,40,and
 

50
 

days
 

after
 

cutting
 

to
 

determine
 

the
 

oxidative
 

protease
 

activity
 

and
 

en-
dogenous

 

hormone
 

content
 

at
 

different
 

rooting
 

stages.The
 

anti-browning
 

treatment
 

could
 

effectively
 

in-
crease

 

the
 

rooting
 

rate
 

of
 

the
 

cuttings.Among
 

them,the
 

treatment
 

with
 

1%
 

ethanol
 

for
 

1h
 

and
 

500
 

mg/L
 

IBA-K
 

for
 

2
 

h
 

was
 

the
 

best.The
 

rooting
 

rate
 

and
 

the
 

root
 

effect
 

index
 

were
 

21.1%
 

and
 

5.713,respectively.
During

 

the
 

rooting
 

process,the
 

external
 

application
 

of
 

500
 

mg/L
 

IBA-K
 

could
 

increase
 

the
 

activity
 

of
 

POD
 

and
 

PPO
 

in
 

the
 

cuttings,reduce
 

the
 

activity
 

of
 

IAAO,and
 

increase
 

the
 

ratio
 

of
 

IAA/ABA
 

and
 

IAA/ZR,

which
 

were
 

beneficial
 

to
 

cuttings.By
 

means
 

of
 

increasing
 

the
 

activity
 

of
 

POD
 

and
 

PPO,dipping
 

with
 

1%
 

ethanol
 

for
 

1
 

h
 

in
 

combination
 

with
 

500
 

mg/L
 

IBA-K
 

hormone
 

treatment
 

can
 

reduce
 

the
 

activity
 

of
 

IAAO,

increase
 

the
 

ratio
 

of
 

IAA/ZR
 

and
 

IAA/ABA,and
 

improve
 

the
 

cutting
 

survival
 

rate.
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  蒙古栎(Quercus
 

mongolica)是壳斗科(Fa-
gaceae)栎属(Quercus)落叶乔木,别名柞树、蒙栎,
国家二级珍贵树种,是我国东北林区中主要次生林

树种,其材质优良,也是我国30个主要工业用材林

树种之一[1-2]。蒙古栎具有重要的生态建设价值,尤
其材质优良的蒙古栎的橡实和柞叶更具有经济利用

和很高的开发价值。
我国目前主要的蒙古栎林分绝大部分是采伐后

萌蘖更新的次生林,其遗传改良程度差,通过优树选

择和杂交选育应用无性繁殖的方法,是增加生产量、
提高改良程度,加速良种化的重要手段[3]。栎树属

于极难生根树种,其体内含有大量酚类等阻碍生根

物质[4],其中主要抑制生根物质为单宁,单宁中含有

很多的酚羟基,对光敏感,易被氧化成黑色的氧化

物,插条基部褐化,从而导致插穗死亡。
蒙古栎属愈伤组织和皮部混合生根型且极难生

根型树种。对难生根树种常采用激素处理、黄化处

理、防褐化处理等方式提高扦插成活率。黄秦军

等[3]将2种生长调节剂IBA和6-BA混合施用浸蘸

插穗,使蒙古栎的生根率达到16.67%。祝亚云

等[5]在研究弗吉尼亚栎(Q.virginiana)嫩枝扦插中

发现,400
 

mg·L-1
 

NAA+400
 

mg·L-1
 

IBA
 

混合

液处理效果最佳,生根率达82.6%。吕秀立等[6]对

苏玛栎(Q.shumardii)扦插繁殖研究表明:采用

0.5
 

mg·L-1 的IBA浸泡1
 

h处理插穗效果最佳,
生根率为24.2%。夏兴宏等[7]在麻栎(Q.acutissi-
ma)无性扦插繁殖的研究中表明,统一采用300

 

mg
·L-1

 

IBA+3
 

mg·L-1
 

6-BA处理插穗,以珍珠岩

为基质的生根效果最佳,生根率为81.00%;正交试

验结果显示,用300
 

mg·L-1
 

IBA+ABT1处理0.5
 

h,扦插生根率达到88.67%。在实生苗上搭建遮阴

网获得黄化的蒙古栎插穗,采用IBA速蘸插穗,生
根率最高达到84.6%[4]。但是采用黄化处理需要

建设大量遮阴棚为实生苗遮阴,成本高,处理时间

长,有一定的推广局限性。李先民[8]采用丙酮、抗坏

血酸对青钱柳(Cyclocarya
 

paliurus)插穗进行了防

褐化处理,使生根率最高达到17.8%,显著高于对

照处理,取得了良好的成果。朴楚炳等[9]采用酒精

和高锰酸钾对红松(Pinus
 

koraiensis)插穗进行防

褐化处理,使得生根率达到66.7%,显著高于对照。
李明红等[10]采用250

 

mg·L-1 丙酮+200
 

mg·

L-1
 

ABT处理杨梅(Myrica
 

rubra)插穗,生根率可

达88.3%。
树种不同,提高扦插成活率的方法各异。本研

究针对蒙古栎插穗褐化严重的现象,对其嫩枝插穗

采用乙醇、AgNO3、抗坏血酸3种方法防褐化处理,

并结合激素处理探究其对蒙古栎嫩枝扦插生根及其

生根过程中相关酶活性及内源激素的影响,以掌握

嫩枝扦插繁殖技术和影响扦插成活的内在因子,为
扦插育苗提供技术支撑和科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验材料采自位于辽宁省沈阳市高坎镇的沈阳

农业大学试验基地,采穗母株为3年生实生苗。

2020年7月上旬选取生长良好的当年生半木质化

枝条的中上部,上、下口平剪成10~15
 

cm的插穗,
保留上部2片1/3叶。基质按V 草炭∶V 蛭石∶V
珍珠岩=1∶2∶2混合后均匀铺在沙床上。塑料拱

棚上搭建遮阴网,透光度35%~40%,拱棚内温度

控制在28~30
 

℃、湿度85%~95%,定期喷施杀菌

剂与营养液。

1.2 试验方法

1.2.1 防褐化处理对插穗生根的影响 防褐化处

理的试剂选用1%乙醇、2%
 

AgNO3 和不同浓度的

抗坏血酸。将插穗在上述防褐化药剂中浸泡1
 

h
后,再将插穗基部2~3

 

cm 处采用500
 

mg·L-1
 

IBA-K(吲哚丁酸钾)浸泡2
 

h后扦插(表1)。分别

以500
 

mg·L-1
 

IBA-K和清水浸泡2
 

h处理为对

照。每种处理3次重复,每次重复30个插穗。采用

完全随机区组设计。扦插后90
 

d调查生根率、愈伤

率、愈伤组织平均重量、生根数、平均根长、最长根长

及根系效果指数等指标。
表1 防褐化处理试验设计

Table
 

1 Anti-browning
 

treatment
 

experiment
 

design

处理 防褐化处理 激素处理

1 1%乙醇,1
 

h 500
 

mg/L
 

IBA-K,2
 

h

2 2%
 

AgNO3,1
 

h 500
 

mg/L
 

IBA-K,2
 

h

3 100
 

mg/L抗坏血酸,1
 

h 500
 

mg/L
 

IBA-K,2
 

h

4 300
 

mg/L抗坏血酸,1
 

h 500
 

mg/L
 

IBA-K,2
 

h

5 500
 

mg/L抗坏血酸,1
 

h 500
 

mg/L
 

IBA-K,2
 

h

6(CK1) - 500
 

mg/L
 

IBA-K,2
 

h

7(CK2) - 清水,2
 

h

1.2.2 乙醇和IBA-K处理对插穗生根过程中氧化

蛋白酶系统变化的影响 以清水浸泡处理插穗2
 

h
后扦插为空白对照组,处理组采用1%乙醇1

 

h+
500

 

mg·L-1
 

IBA-K
 

2
 

h后扦插。定期随机取样,
在扦插当天取样1次,扦插后每10

 

d取样1次,共
计6次。

取样时将插穗基部韧皮部与木质部分离,剥离

取2~3
 

cm韧皮部,放置于-80
 

℃超低温冰箱保存

备用。
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测定处理组和对照组不同时期插穗韧皮部的氧

化蛋白酶:过氧化物酶(POD)、多酚氧化酶(PPO)、
吲哚乙酸氧化酶(IAAO)活性,过氧化物酶(POD)
活性测定参照李合生[11]的方法;多酚氧化酶(PPO)
活性测定参照郝再彬等[12]的方法;吲哚乙酸氧化酶

(IAAO)活性测定参照高俊凤[13]的方法,3次重复。

1.2.3 乙醇和IBA-K处理对插穗生根过程内源激

素变化的影响 测定处理组和对照组不同时期插穗

韧皮 部 的 内 源 激 素:吲 哚 乙 酸 (IAA)、脱 落 酸

(ABA)和玉米素核苷(ZR)含量,采用酶联免疫法

(ELISA)测定,3次重复。
采用 Excel

 

2016进 行 数 据 统 计,采 用 SPSS
 

22.0进行方差分析,origin
 

8.5绘制图表。

2 结果与分析

2.1 防褐化处理对蒙古栎插穗生根的影响

蒙古栎嫩枝防褐化处理后再经IBA-K生根诱

导处理可显著提高插穗的生根率,防褐化处理插穗

的扦插生根效果明显优于CK2(表2)。蒙古栎插穗

经1%乙醇和2%
 

AgNO3 处理后,生根率、最长根

长和根系效果指数显著高于CK1和CK2,表明防褐

化处理促进了不定根的发育伸长。其中,1%乙醇处

理后的生根率、平均根长和根系效果指数最佳,分别

为21.1%、8.5
 

cm和5.713。蒙古栎插穗经100
 

mg
·L-1 抗坏血酸处理后,生根数量最多,可见适宜浓

度的抗坏血酸更有利于提高不定根生根的数量。而

IBA-K处理的愈伤率达43.1%,显著高于其他处

理,说明单独的IBA-K处理有利于愈伤组织的形

成。可见,防褐化处理明显提高了蒙古栎嫩枝扦插

的生根率和根系效果指数。

2.3 蒙古栎插穗生根进程中氧化蛋白酶活性的变化

乙醇和外源激素的施加,促进了POD、PPO酶

活性的增加,而使IAAO活性受到抑制。在插穗生

根过程中POD活性呈上升趋势,且活性一直高于

对照(图1)。生根初期0~10
 

d迅速增加,是因为外

源激素的施加促进了POD活性上升,这有利于诱

导基部皮部膨大形成内部愈伤组织;10~30
 

d保持

相对平稳状态;30~40
 

d急剧增加,此时,插穗不定

根大量形成并伸长,而POD活性明显增加有利于

根部木质化所需的木质素的合成,有效促进根系大

量形成和伸长。插穗生根进程中处理组的PPO活

性始终大于对照(图2),说明外源激素处理促进了

插穗PPO的活性。在0~10
 

d,PPO活性保持相对

平稳状态;在20
 

d达到峰值,有利于插穗基部皮部

膨大从而大量形成愈伤组织;在30~50
 

d,PPO活

性又迅速上升,此时,不定根生成伸长,可见高活性

PPO不仅促进愈伤组织的形成,还促进不定根大量

生成和伸长生长。在插穗生根关键期中,PPO 与

POD维持高活性且呈现协同作用,从而促进不定根

的发育伸长。
表2 防褐化处理对蒙古栎插穗生根性状的影响

Table
 

2 Effects
 

of
 

preventing
 

browning
 

on
 

rooting
 

characters
 

of
 

Q.mongolica
 

cuttings

处理
生根率
/%

愈伤率
/%

愈伤组织
平均重量/g

生根数量

/(条·株-1)
平均根长
/cm

最长根
/cm

根系
效果指数

1 21.1±3.2a 30.0±4.5cd 0.267±0.045ab 3.2±0.3ab 8.5±0.4a 19.2±3.3a 5.713±0.002a

2 18.3±1.9a 31.7±3.4bc 0.257±0.032ab 3.9±0.2a 7.8±0.4b 22.0±1.1a 5.485±0.166a

3 5.2±1.6c 13.0±3.1e 0.158±0.020c 4.0±0.6a 6.8±0.5c 11.9±1.2b 1.410±0.121c

4 1.3±1.3d 26.9±1.4cd 0.314±0.042ab 2.0±0.2cd 3.9±0.3e 5.6±1.5c 0.099±0.003e

5 6.0±1.8c 37.3±2.8ab 0.331±0.051a 1.6±0.3b 5.5±0.3d 12.7±1.1b 0.529±0.027d

CK1(IBA-K
 

500) 9.7±1.8b 43.1±5.0a 0.171±0.025c 2.6±0.7bc 6.8±0.3c 12.9±0.6b 1.695±0.156b

CK2(清水) 0 23.3±4.2d 0.249±0.065b 0 0 0 0
  注:数据为均值±标准差;不同小写字母表示各处理之间在P<0.05水平上有显著性差异。

  蒙古栎插穗IAAO的活性在生根进程各时期

总体呈下降趋势,且始终小于对照(图3),说明外源

激素处理有效降低了插穗IAAO的活性。在0~10
 

d活性迅速上升达到峰值,此时愈伤组织发育,这说

明IAAO氧化插穗体内IAA,外源激素处理的插穗

可以有效降低IAAO的活性,减少IAA的分解,有
利于愈伤组织的发育;30

 

d后,处理组插穗IAAO
活性维持在一个较低水平,促进了插穗不定根发育

和伸长生长;而对照组一直处于较高水平,抑制了

IAA的含量影响了不定根的发育生长。
在不 定 根 生 根 关 键 期 间,POD、PPO、IAAO

 

3种酶协同作用促进了不定根的生长,较高活性

POD、PPO与维持在低活性的IAAO更有利于不定

根在生根关键期的发育。
2.4 蒙古栎插穗生根进程中内源激素变化

内源激素比值变化能反映对蒙古栎插穗生根的

调控机制。蒙古栎插穗在扦插初期IAA/ABA比值

在处理组和对照组均开始下降(图4),因为插穗离

开母体,受到切伤刺激,导致ABA的含量增加。在

10~20
 

d愈伤组织大量形成期内,处理组比值上升

接近峰值,对照组也大幅上升,较高的比值有利于蒙

古栎愈伤组织发育和不定根原基的诱导。20
 

d后,
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处理组比值出现下降,此时不定根开始表达发育,消
耗IAA,随后又迅速上升,此时是不定根大量生成

时期,ABA 降至初始水平,故比值上升;40
 

d后

IAA/ABA值下降,此时不定根伸长生长。在蒙古

栎插穗的生根关键期,处理组插穗的IAA/ABA值

始终高于对照组,可见外源激素在一定程度上提高

了插穗IAA/ABA的比值。IAA/ZR比值整体上呈

现出“下降-上升-下降-上升”的趋势(图5)。扦插前

期的0~20
 

d,处理组IAA/ZR比值先急剧降低而

后上升,对照组相比于处理组变化较小,都在20
 

d
达到峰值,有利于愈伤组织的大量生成及不定根原

基的诱导。20~30
 

d不定根开始发生,IAA含量相

对稳定,而ZR含量开始上升,高含量的ZR有利于

不定根的发育,故IAA/ZR值下降。30
 

d后不定根

开始大量生成,IAA含量和ZR含量的上升有利于

不定根的伸长发育,处理组与对照组的IAA/ZR比

值上升而后缓慢下降,恢复正常水平,但对照组变化

幅度始终较处理组小。可见,较高的IAA/ABA值

和较低的IAA/ZR值有利于蒙古栎嫩枝插穗生根。

图1 蒙古栎插穗生根过程中POD活性变化

Fig.1 Changes
 

of
 

POD
 

activity
 

in
 

Q.mongolica
 

cuttings
 

during
 

rooting

图2 蒙古栎插穗生根过程中PPO活性变化

Fig.2 Changes
 

of
 

PPO
 

activity
 

in
 

Q.mongolica
 

cuttings
 

during
 

rooting

图3 蒙古栎插穗生根过程中氧化蛋白酶活性变化

Fig.3 Changes
 

of
 

oxidase
 

activity
 

in
 

Q.mongolica
 

cuttings
 

during
 

rooting

图4 蒙古栎插穗生根过程中IAA/ABA值变化

Fig.4 Changes
 

of
 

IAA/ABA
 

value
 

in
 

Q.mongolica
 

cuttings
 

during
 

rooting
 

图5 蒙古栎插穗生根过程中IAA/ZR值变化

Fig.5 Changes
 

of
 

IAA/ZR
 

value
 

in
 

Q.mongolica
 

cuttings
 

during
 

rooting

3 结论与讨论

在生根过程中,防褐化处理有效提高了蒙古栎

插穗的扦插生根率。1%
 

乙醇1
 

h浸泡结合500
 

mg
·L-1

 

IBA-K激素处理,通过提高POD与PPO的

活性,降低IAAO 的活性,增加IAA/ZR和IAA/

ABA的比值,提升蒙古栎嫩枝扦插成活率。林木扦
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插生根诱导过程受到生理、形态、生化等多方面因素

的影响,而植物生长调节剂和插穗处理方式是关键

的制约因素[6]。对于难生根的栎类树种影响插穗生

根的因素有很多[14-17],其中植物生长调节剂处理是

促进难生根树种插穗生根的重要技术方法,不仅有

利于根原始体的诱导,而且能够促进不定根的发育

和生长[18]。同时可以增加组织再生能力,提高酶活

性诱导根源基的发生,从而有利于植物扦插繁殖形

成不定根[19],但不同种类对植物插穗生根效果的影

响不同。栎树体内含有酚类等阻碍生根的物质,属
扦插极难生根树种,其中主要抑制扦插生根的物质

为单宁[8],而蒙古栎枝条富含单宁,单宁中含有很多

的酚羟基,对光很敏感,且极易被氧化成黑色的氧化

物,容易导致插条基部褐化,从而导致插穗死亡,阻
碍插穗生根,所以对插穗的预处理方式尤为重要。
本研究发现,采用1%乙醇和2%

 

AgNO3 进行浸泡

处理后再用IBA-K浸蘸的生根效果要显著好于单

独使用IBA-K处理的效果,通过1%
 

乙醇处理1
 

h
和500

 

mg·L-1
 

IBA-K处理2
 

h的防褐化处理可

以使生根率达到21.1%。
在蒙古栎嫩枝插穗生根进程中,外源激素IBA-

K的处理能够一定程度上提升插穗内POD、PPO
的活性,降低IAAO的活性,均有利于蒙古栎嫩枝

扦插生根。植物扦插不定根的发育及伸长与过氧化

物酶(POD)、多酚氧化酶(PPO)和吲哚乙酸氧化酶

(IAAO)相关氧化酶活性存在密切关系[20-22]。POD
普遍存在于植物体内,既参与生物体的多种生理生

化过程,又与光合作用、呼吸作用都有密切关联,有
利于根原基的诱导[23]。PPO不仅促进细胞分裂、分
化以及根原基形成和发育[22],而且参与愈伤组织的

形成,对不定根发育起到重要的作用[24-25]。POD与

PPO相辅相成,协同作用促进不定根根系的形成,
而IAAO是分解IAA的专一性酶,过高的IAAO
含量会抑制不定根根系的形成。本试验结果表明,
在10

 

d内的愈伤组织诱导初期,POD活性呈上升

趋势;在不定根伸长期,POD活性再次大幅度上升。

POD活性在扦插生根关键期都出现了高峰[26-27],其
作用的产物是促进不定根形成的辅助因子,参与根

的诱导和表达,POD活性变化与马振华等[28]的研

究结果相符。在植物生根过程中,酚类物质对不定

根的形成和发育起着很重要的作用。在愈伤组织形

成期PPO活性较高,说明此阶段PPO催化形成了

大量“IAA-酚酸复合物”,从而促进愈伤组织的形

成[27]。在愈伤组织膨大形成与不定根伸长的时期,
处理组较对照组PPO活性大幅度增加,有利于根原

基诱导和促进不定根伸长生长。处理组插穗IAAO

活性明显比对照组低,主要是外源IBA进入植物组

织后,迅速转化为IAA,抑制了IAAO活性升高,从
而有利于不定根生成,40

 

d后不定根大量生成,IAA
合成减弱,导致IAAO活性缓慢上升,但活性仍处

于较低水平。
插穗生根过程中内源激素的含量变化表现出的

规律性,与插穗形态变化相对应;外源激素IBA-K
在一定程度上提高了IAA/ABA、IAA/ZR 的值。
扦插生根期间内源激素之间存在相互协同作用,较
高的IAA/ABA值和较低的IAA/ZR值有利于蒙

古栎嫩枝插穗不定根发育和伸长。多项研究表明,

IAA对不定根的发生有着明显促进作用,不仅可以

调节增强插穗基部细胞内相关酶的活性,加快呼吸

速率,促进细胞分裂和分化,还可以促进 mRNA的

合成,影响差异蛋白质的表达,提高插穗能量代谢、
胁迫抗性和信号传递等各方面的能力[29-31]。ABA
对插穗生根具有明显的抑制作用,高浓度的 ABA
含量会抑制插穗生根[32]。有关于细胞分裂素ZR对

扦插生根的作用研究各异,有些研究认为高浓度的

ZR可以促进不定根的发生[33];也有一些研究认为,
较低浓度细胞分裂素促进插穗生根[17]。在植物扦

插生根的过程中,多种内源激素共同作用、相互制

约[34]。有研究发现,IAA/ABA值越高越有利于不

定根发育[18]。而高水平的IAA/ABA 和IAA/ZR
值有利于插穗根原基的诱导[35]。IAA/ABA 值与

生根呈正相关,通过外源处理保持较高的IAA/

ABA值 是 不 定 根 发 育 和 生 长 的 主 要 条 件[32-33]。

IAA/ZR值有着重要的调节功能,促进了愈伤组织

的形成、不定根的产生和伸长生长[34,36]。本研究发

现,IAA/ABA值在处理组始终高于对照组,且在生根

关键期均出现峰值,而IAA/ZR值较高时有利于不定

根原基的诱导,同时生根进程中IAA/ZR值较低时有

利于不定根的发育和生长,具体IAA/ZR值如何调整

更有利于插穗生根,还有待于进一步的研究。
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