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荔枝花芽分化过程内源细胞分裂素

变 化 动态 的研 究
`

梁立峰 季作才梁 李沛文

为了寻求内源细胞分裂素与荔枝花芽分化的关系
,

本文研究了荔枝花芽中的细胞分裂素的提取
、

分离和生物鉴定的方法
,

并测定了糯米撤荔枝不同时期花芽的内源细胞分裂素水平
。

通过薄板层析和生物鉴定证明
,

荔枝花芽提取液中存在细胞分裂素类物质
。

采用生物鉴定并通过

与不同浓度的标准激动素溶液的生理活性相比较
,

测出了不同时期荔枝花芽中的内源细胞 分 裂索水

平
,

从而知道糯米检荔枝花芽分化过程细胞分裂素的变化动态
。

从十一月到次年一月
,

荔枝花芽中的

细胞分裂素含量逐渐增加
,

一月下旬达到高峰
。

二月下旬以后
,

花芽中的细胞分裂素含量很低
。

由于

一月份是荔枝花芽分化的一个关键时刻
,

这时花芽中的细胞分裂素不断增加
,

初步认为内源细胞分裂

素会在荔枝成花的生理过程中起调节作用
。

细胞分裂素对荔枝的花芽分化会有促进作用
。

. 毛名 . , J` .

月叨 舌

荔枝有比较明显的大小年结果现象
,

尤以糯米撇
、

桂味等品种为显著 〔“ 〕 。

小年结

果主要 由不能开花或开花稀少引起
。

欲克服大小年结果现象
,

就要揭示荔枝 成 花 的 规

律
。

但是迄今关于荔枝花芽分化过程的形态学或者生理化方面的报道还很少
。

因此
,

深

人研究荔枝的花芽分化就很有必要
。

近代的研究表明
,

果树的花芽分化受着各种内源激素的综合影响 〔 “ 〕 。

L uC k w ill 在

1 9 7 0年提出了苹果的花芽分化与临界的赤霉素 / 细胞分裂素平衡有关的假说 〔 吕〕 。

他认

为嫩叶及发育中的种子产生的赤霉素会抑制苹果的花芽分化
,

而由根部产生的
,

因叶子

的蒸腾作用而随木质部汁液上行的细胞分裂素
,

特别是玉米素和它的核营酸是促进苹果

花芽分化的物质
。

不少研究者支持 L uc k w ill 的这种假说 〔 “ 〕
产 7 二厂日〕 〔 ` 。 〕 。

根据前人的这

些工作
,

本文以大小年结果现象比较明显的糯米撇荔枝大年树的花芽为材料
,

对目前认

为具有促花效应的细胞分裂素进行研究
,

探索糯米粗荔枝花芽分化过程的内源细胞分裂

素的变化动态
,

从 中了解细胞分裂素与荔枝花芽分化的关系
。
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材 料 和 方 法

(一 )实验材料的采集和处理

供试植株是广东省东莞县果树研究所的七 +至八十年生的糯 米 擞 荔 枝 树 L (“c h 玄

e 瓦艺柞e 儿 s乞5S on n 。

)
。

采样之前先根据植株的秋梢期
、

树势及健康状况选出八株采样植株
。

编号并登记这

些植株的基本情况
。

荔枝的花芽分化始于秋梢顶芽的花序原基形成和发育
。

本研究采集秋梢顶芽及后来

慢慢突出和伸长的花序为实验材料
,

这些实验材料 统 称 花 芽
。

从 1 9 8 0年 n 月到 1 98 1年

3 月每隔 30 天采集一次实验材料
,

每次每株采集 6 一 10 克
。

采集到的实验材料用锡纸包

卷
,

做好标记后立即放置干冰中快速冰冻
。

实验材料带回实验室后转移 至 一 20
O

C低温

冰箱中保存备用
。

(二 ) 细胞分裂素的提取和分离

本实验采用上海植物生理研究所丁静等介绍的方法
一 `
来提取和分 离荔 枝花芽中的

细胞分裂素
。

图一示荔枝花芽的细胞分裂素提取分离流程
。

( 三 ) 细胞分裂素的鉴定

1
.

细胞分裂素的薄板层析
:

提取液中含有细胞分裂素
,

但提取液的成 分 非 常 复

杂
,

故使 用薄板层析法将提取液中的细胞分裂素作进一步 的分离和纯化
。

薄板层析使 用

的支持剂为带萤 光 的 氧 化铝 〔A l u m i n i u m o x i d e G F Z吐5 n e u t r a l ( T y p E )
,

西德

M o cr k公司出品 〕
。

支持板是 16 厘米 x g 厘米的软质玻璃
。

展开剂为正丁醇
:

氨水
,

水

(1 5 : 0
.

1 : 1 )
。

薄板点样后先放层析缸中饱和一小时
,

然后展开 10 厘米
,

取 出风干
。

薄板风干后用紫外分析仪 ( 2 5 4 m叻 观察展开后的细胞分裂素的暗斑位置
。

2
.

细胞分裂素的生物鉴定
:

取适量的提取液和标准玉 米 素 (美国歹 g m a公 司 产

品 ) 分别点于氧化铝薄板
_

[并如上展开
。

将展开后的薄板从原点到终点分成十等分
。

分

别刮下各区段的支持剂并用酒精提出其中的活 性 成 分
。

然 后 用 尾 穗 览 ( A m rQ叭亡h批

ca 耐at 讹 L
. , _

上海植物生理研究所提供的种子的后代 ) 黄化苗子叶览红合成法 〔 ` 〕鉴

定细胞分裂素
。

( 四 ) 荔枝花芽分化过程不同时期花芽的细胞分裂素水平测定

分别将各个时期采集的实验材料混合剪碎
,

以四分法取出两份样本
,

每份相当于 25

克鲜重
。

在 同一时间内进行细胞分裂素的提取分离工作
。

于是每一时期就有两份提取液

作为重复
。

用觅红合成法考察不同时期细饱分裂素水平的变化时
,

将这些提取液分成两

组
,

使每组均有不同采样时期的提取液
。

每一样本提取液点板四块
,

每块点样量为。
.

5毫升
。

展开后刮取定性鉴定时确定的

具活性物质区段用觉红合成法进行生物鉴定
。

不 同的样本提取液含有不同量的细胞分裂

素
,

因此它们会使尾穗觅黄化子叶合成不同浓度的觅红色素
。

测定它们的觅红溶液光密

度
。

在此同时
,

取不同浓度的标准激动素 (美国夕 g m a 公司产品 ) 溶液用览红合成法进
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样品

捣碎机捣碎

8 0 %甲醇浸提三次

甲醇提取液

{减压浓缩
残渣

(弃去 )

石油醚萃取

甲醇液相

…减压蒸去甲醇
水相

!
调p ” 至 ,

·
8

} 乙酸乙醋萃取

石油醚

(弃去 )

黯
…蒸去

乙酸乙酉旨

{调
p H至 “

·

8

阳离子交换树脂柱

…重蒸馏水洗柱

乙酸乙酉旨相

(弃去或供 G A
、

I A A
、

A B A分析 )

…
“ N N H o 0 H洗脱

洗脱液

蒸去 N H 3

调 p H至 8
.

0

水饱和正丁醇萃取

正丁醇相

{减压蒸干
水液

(弃去 )

滩鬃溶于
2

·
5 ml ” 5 %乙醇

提取液

(含 C T K )

图 1 荔枝花芽的细胞分裂素提取分离流程

行生物鉴定
。

不同浓 度的激动素溶液会使尾穗览黄化子叶合成不同浓度的觅红色素
。

在

激动素溶液浓度为 0
.

01 一 o
.

s p p m时
,

览 红溶液光密度与激动素溶液浓度的对数成比例

关系 〔 ` 〕 。

实验结束后用最小二乘法求出经验公式
。

根据测定的样本提取液的览红溶液

光密度 (均值 )
,

可 用经验公式算出相当的激动素浓度
。

经 过换算便得到每 1 00 克材料

鲜重所含的细胞分裂素相当的激动素的量
。

从而知道糯米粗荔枝花芽分化过程的 内源细

胞分裂素的变化动态
。

本实验未根据回收率对细胞分裂素水平作 出校 正
。

试 验 结 果

(一 ) 细胞分裂素的鉴定结果

1
.

细胞分裂素的薄板层析
: 0

.

5毫升提取液在氧化铝薄板上经展开剂 ( 正丁醇
:

氨水
,

水 二 15
, 0

。

1 , 1 ) 展开后
,

在 2 54 m协紫外分析仪下可以看到四个斑点 ( 图 2 )
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位于 RF O
。

g一 1
.

0 区段的暗斑为浓蓝黑斑
。

位于 R;0
.

7一 。
.

8区段的暗 斑 为 浓褐黑斑

斑
。

其余两个暗斑为很淡的褐黑斑
,

特别是位于 R F O
.

3处的暗斑
。

对于薄板层析来说
,

阶.f0008.06畴瞬

某成分的 R :
值和它在与大量的 杂 质一同

存在时的 R :
值不 同

,

即杂质的存在会影响

它的 R F
值 〔么〕 。

因而在鉴定样品的某 一成

分时
,

总是用已知成分作对照
。

1 0。微克标准玉米素在氧化铝 薄 板上

展开后
,

在紫外光 ( 2 5 4 m 协 ) 下 于 R : 0
.

8

附近见到一浓褐黑斑 (图 3 )
。

由于提取液的 R F O
.

7一 0
.

8区 段 的褐

黑斑与位于标准玉米素板的 R
F O

.

8附 近的

褐黑斑颜色相同
,

R F
值相近

,

初步认为

样本提取液板的 R F O
.

7一 0
.

8区段 的 褐黑

斑为细胞分裂素
。

这个判断由生物鉴定作

进一步的证明
。

国
图 2 提取液在氧化铝

薄板上展开后的色谱图

...

` 二二二二二二

}}}}}

}}}}}

图 8 玉米素在氧化铝

薄板上展开后的色谱图

2
.

细胞分裂素的生物鉴定
:

提取液在氧化铝薄板上展开后
,

各区段用觅红合成法

进行生物鉴定
。

结果表明
,

具明显生理活性的 区段是 R F o
.

7一 0
.

8及 R F o
.

8一。
.

9两个区

段 ( 图 4 )
。

R F o
.

7一 0
.

8区段就是有深褐黑斑的区段
,

但另一区段并未见斑点存在
。

标准玉米素 ( 0
.

8件g ) 在氧化铝薄板上展开后
,

各区段同样用觅红合成法进行生物

16阵佗琦a0.0.0.0.Da
鉴定

,

结果表明
。

具明显生理活性的区段亦

是 R F O
.

7一 0
.

8及 R F o
.

8一 0
.

9两个区段 ( 图

5 )
。

但是
,

这两 个区段均未见斑点存在
。

0604此.0a.D

ù见红溶液光度密

草 。

竹 曰
暮

。 `

, ,

}
。

』 }
举

。

咐 厂气一飞一一_ 厂一习 以

誓
“ ’ “

!兵认{夸于几忌干奈{

图 4 提取液在氧化铝薄板上展开后各
区段的活性 ..(

·

…为对照值 )

图 5 玉米素在氧化铝薄板上展开

后各区段的活性 ..(
·

…为对照值 )

觅红合成法是专一性很强的一种细胞分裂素的生物鉴定方法
。

既然提取液及标准玉

米素在氧化铝薄板上展开后具有相同的活性区段
,

可 以认为
,

提取液 展 开 后 的 R F O
.

7

一 0
.

8及 R刃
.

8一 。
.

9两区段含有的活性物质是细胞分裂素类物质
。

在测定不 同时期花芽

的细胞分裂素水平时就刮取 R : 0
.

7一 0
.

8及 R F O
.

8一 0
.

9两区 段
,

也就是 R F O
.

7一 。
.

9区段

的氧化铝粉来进行生物鉴定
。

(二 ) 荔枝花芽分化过程内源细胞分裂素的变化动态

两组样本提取液在两个不同时间用觅红合成法测定它们的细胞分裂素水平
。

表 1 和
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表 1第一组样本提取液的细胞分裂素水平测定 测定年份
:9 1 81

采 样 日 期 1 1月 7 2日 2 1月 27日 1月 6 2日 2月 2 5日

0
。

05 5

0
。

0 37

0
。

5 02

0
。

7 05

0
。

2 19

0
.

05 5

3月 7 2日

八 6
J
任,上吐
ù

0909卿07090
。

0 8 0

0
。

0 7 1

0
。

0 8 6

0
。

0 4 4

0
。

2 8 1

0
。

0 7 0

0
。

3 5 7

0
。

0 8 9

0
。

0 4 1

0
。

0 3 7

0
。

0 3 1

0
。

0 3 6

0
。

1 4 5

0
。

0 3 6

心自d。̀0.日,月比ù丹O”匕口比户O内D弓自口」八Unn甘n甘八八乙U

:…
n.nC甘n.nU八11é

Xl从XsX4琳一
xù见红溶液光密度iX

激动素浓度当量 ( PP m )

协g激动素当量 / 1 0 0克鲜重

0
。

0 1 8 9 0
。

0 2 9 8 0
。

0 5 5 0 0
。

0 1 8 3 0
。

0 0 9 9

0
。

3 7 9 0
。

5 9 6 1
。

1 0 1 0
。

3 6 7 0
。

1 9 9

表 2

测 号

第二组样本提取液的细胞分裂素水平测定 测定年份
: 1 9 8 1

采 样 日 期

… x ,

… 圣
,

…
X 3

{ 圣
`

} 瞥
} x

1 1月 2 7日 1 2月 2 7日 1月 2 6日 2 月 2 5日 3 月 2 7 日

n甘,口J任11no工b
月
任J往二,自口口,口,口Oōn甘nóOU,1八V

:…
J

q,1内0lb甲̀一U八U00nù
目.一.月山八U

.

…
ó日nUóUnU,é J任,口比口O八 以O八DOU反do口ē日ùnónUóUgú

..

…
n甘nUnùOnù

( X i )

0
。

0 4 2

0
。

0 6 1

0
。

0 7 4

0
。

0 7 1

0
。

2 4 8

0
.

0 6 2 0
。

0 7 5

0
。

3 6 6

0
。

0 9 2

0
。

0 6 5

0
。

0 6 6

0
。

0 3 0

0
。

0 4 9

0
。

2 1 0

0
。

0 5 3

一见红液光溶密度

激动素浓度当量 ( PP m )

协g激动素当量 / 1 0 0克鲜重

0
。

0 2 7 0 0
。

0 4 1 4 0
。

0 7 2 5 } 0
。

0 2 0 1 0
。

0 1 1 1

0
。

5 4 3 0
。

8 2 9 1
。

4 4 9 : 0
。

0 4 0 2 } 0
。

2 2 2

表 2 分别表示第一组样本提取液及第二组样本提取液的测定结果
。

在测定每组样本提取液的生理活性的 同时用觅红合成法测定一组不同浓度的标准激

动素溶液的生理活性 ( 四次重复 )
。

由于激动素溶液浓度为。
.

01 一 O
.

SP p m时
,

激动 素浓

度增高
,

觅红溶液光密 度亦随之增加
。

觅红溶液 光密度 ( Y ) 与激动素溶液浓度 ( X )

的对数成比例关系
。

用最小二乘法算 出这两组不同浓度的激动素溶液与觅红溶液光密度

相关的经 验公式分别为
:

第一组的经验公式
:

Y = 。
.

07 1 24 L g X 十 0
.

1 7 8 7 1 (与第一组样本提取液 同时测定 )

第二组的经验公式
:

Y = 0
.

0 7 00 1 L g X 十 0
.

1 7 1 8 0 (与第二组样本提取液 同时测定 )

根据测得的各组样本提取液的觅红溶液光密度 (均值 )
,

用相应的经验公式算出的

激动素浓 度当量如表 1 和表 2 所示
。

经 过换算得到的每 1 00 克材料鲜重所含细胞分裂素

的激动素 当量也列于表 1 和表 2
。

从表 1 和表 2 ,

可以得到如图 6 所示的两条趋势基本

相同的糯米粗荔枝花芽分化过程内源细胞分裂素的变化动态曲线
。

两条 曲线共同表明
:

不 同时期的荔枝花芽的细胞分裂素水平是不同的
。

从十一月到
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次年一月
,

荔枝花芽中的细胞分裂素的含

量逐渐增加
,

一月下旬达到高峰
。

到了二

月下旬以后
,

花芽中的内源细胞分裂素含

量很低
。

讨 论

L u o k w il l〔 “ 〕曾描述过木质部汁液 中

的细胞分裂素在苹果花芽分化的临界期的

作用
,

认为苹果长梢的顶芽和侧芽能否形

成花原基取决于长梢停止生长时木质部汁

液 中的细胞分裂素的含量
。

A g r a w a l和 R a m在 1 9 5 0曾测 定 芒 果

花芽分化过程的内源细胞分裂素的变化
。

了l口 7 12 2 2 1
.

2 5 忍 2歹 3
.

2 7

采样日期

图六 糯米核荔枝花芽分化过程内源细胞分

裂素的变化动态

第一组样本提取液的变化曲线 (下曲线 )

第二组样本提取液的变化曲线 (上曲线 )

他们发现
,

大年芒果树梢尖中总的细胞分裂素从十一月中旬开始增加
,

到十二月中达到一

个高峰
。

但是
,

小年芒果树梢尖中总的细胞分裂素没有这个变化
,

而且含量也比大年的

少得多 〔 6 〕 。

已经有人报道
,

在北印度的条件下
,

十 二月份最后一周是芒果花芽分化的

一个临界时期
。

刚好在这个临界时期
,

芒果梢尖中总的细胞分裂素含量达到一个高峰
。

于是 A g r a w al 和 R a m认为
,

细胞分裂素对芒果的花芽分化可能会产生作用 〔 “ 〕 。

本文的研究结果表明
,

在糯米粗荔枝的花芽分化过程中
,

花芽中内源细胞分裂素在

不断地变动着
。

从十一月到次年一月
,

花芽中的细胞分裂素含量逐渐增加
,

在一月下旬

达到高峰
,

到二月下旬以后
,

花芽中细胞分裂素含量很低
。

在广东的气候条件下
,

糯米粗荔枝在上述各月属于花芽分化的哪一个阶段尚未见报

道
。

本试验的一项辅助性花芽形态解剖工作显示出
,

从 1 2月 13 日起
,

秋梢顶芽生长锥已

经变园
。

也就是说
,

顶芽已进人了花芽分化的初期了
。

参照梁天干等 『略〕关 于 龙 眼 和

S h u k la 等〔 “ 〕关于荔枝花芽分化的报道
。

我们认为这个变园了的顶 芽 已经形成了花序

原基
。

到 1月 6 日
,

花 序原基已经变成了花序的雏形
,

在花序顶端生长锥两 侧 形 成 突

起
,

这是侧生花序原基
。

随后
,

花序迅速发育
,

花序顶端的生长锥进一步伸长
,

分化出

新的侧生花序原基
,

原来的侧生花序原基又形成了侧生花序的雏形
。

到 1 月 26 日
,

园锥

花 序的雏形已基本建成 并转上如 S h u kl a 厂 “ 〕所示的花器官建成阶段
。

二月初
,

中旬
,

花芽作进一步的分化
。

到了 2 月 23 日
,

可以看到雌雄蕊已经形成了
。

可知
,

在荔枝花芽形态建成过程中
,

内源细胞分裂素的含量在花芽进人分化初期及

花序迅速发育期后逐渐增加
。

一月下旬以后
,

也就是到了花序要建成花器官 的 阶 段 以

后
,

花芽中细胞分裂素的含量达到高峰
,

说明荔枝的花芽分化在这个分化复杂而激烈的

阶段需要一定量的细胞分裂素
。

到了二月下旬
,

也就是形成了雌雄蕊以后
,

花芽中的细

胞分裂素含量降了下来
,

说明在荔枝花芽分化快要结束的时候已经不需要多量的细胞分

裂素了
。

`

由于一月下旬以后
,

糯米糕荔枝的花芽分化处于一个决定花器官的建成的阶段
,

因
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可而以认为这个阶段是荔枝花芽分化的一个关键时刻
。

在这样的 时候
,

荔枝花芽中的细

胞分裂素达到最高水平
,

说明内源细胞分裂素与荔枝的花芽分化之间存在着 密 切 的 关

系
。

初步认为
,

内源细胞分裂素在荔枝成花的生理过程中起了调节作用
。

或者说
,

花芽

中细胞分裂素的存在促进了荔枝的花芽分化
。

这与前面论述过的细胞分裂素在苹果和芒

果的花芽分化关键时刻起着重要的作用的看法是一致的
。

在荔枝花芽分化上的这个初步

发现
,

进一步说明细胞分裂素会在果树成花过程中起重要作用
。
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