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管叶槽舌兰新鲜及硅胶干燥根样内生菌多样性研究

张镇梁１ꎬ２ꎬ 王美娜２ꎬ 李　 健２ꎬ 李素珍２ꎬ 段晓娟２ꎬ 乔　 琦１∗

( １. 河南科技大学 农学院 / 牡丹学院ꎬ 河南 洛阳 ４７１０２３ꎻ ２. 深圳市兰科植物保护研究中心 / 全国兰科植物种质资源保护中心ꎬ
深圳市濒危兰科植物保护与利用重点实验室ꎬ 兰科植物保护与利用国家林业和草原局重点实验室ꎬ 广东 深圳 ５１８１１４ )

摘　 要: 管叶槽舌兰(Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ)是一种珍稀濒危兰科植物ꎬ其野生种群亟需保护ꎮ 内生菌

对兰科植物的生长发育至关重要ꎬ为评估管叶槽舌兰内生菌的多样性、分析采样方式对其内生菌的影响ꎬ该
文采用高通量测序技术对迁地保育状态下新鲜与硅胶干燥的管叶槽舌兰根内生菌进行研究ꎮ 结果表明:
(１)新鲜及干燥管叶槽舌兰根内生菌物种组成明显不同ꎬ管叶槽舌兰内生真菌注释到 ６ 门 ４６ 科 ５１ 属ꎬ内生

细菌注释到 １５ 门 １０５ 科 １７８ 属ꎻ干燥后管叶槽舌兰根内生真菌注释到 ６ 门 ８８ 科 １１６ 属ꎬ内生细菌注释到 ２１
门 １５４ 科 ３３６ 属ꎮ (２)迁地保育状态的管叶槽舌兰根样内生菌具有丰富的多样性ꎬ并且内生细菌群落丰富

度和多样性远比内生真菌群落高ꎻ经硅胶干燥后ꎬ内生真菌 α 多样性指数升高、β 多样性指数降低ꎬ而内生

细菌的 α 多样性指数降低、 β 多样性指数则升高ꎮ ( ３) 差异显著性真菌黄盖小脆柄菇 ( Ｐｓａｔｈｙｒｅｌｌａ
ｃａｎｄｏｌｌｅａｎａ)和刺盘孢属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)的 Ｃ. ｔｏｆｉｅｌｄｉａｅ 只存在于新鲜根样中ꎬ新鲜管叶槽舌兰差异显著性细

菌是马赛菌属(Ｍａｓｓｉｌｉａ)ꎬ干燥根样中差异显著性细菌类群包括拜叶林克氏菌科(Ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉａｃｅａｅ)、黄色杆

菌科(Ｘａｎｔｈｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ)及慢生根瘤菌属(Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)ꎮ (４)共发生网络分析显示ꎬ经干燥后管叶槽舌

兰根样内生菌群落中占互作主导地位的优势物种和互作模式都发生了改变ꎮ 综上认为ꎬ不同采样处理会影

响管叶槽舌兰根内生菌的群落结构ꎬ在研究兰科植物根样内生菌时宜使用新鲜的根样ꎮ 该研究结果为管叶

槽舌兰野生种群保护及人工栽培提供了内生菌数据基础ꎬ也为兰科植物内生微生物采样方法提供了参考ꎮ
关键词: 管叶槽舌兰ꎬ 内生真菌ꎬ 内生细菌ꎬ 新鲜ꎬ 硅胶干燥ꎬ 多样性
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ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈ. ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ ｉｎ ｅｘ￣ｓｉｔｕ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｆ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｗａｓ
ｍｕｃｈ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ. Ａｆｔｅｒ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄꎬ ｔｈｅ α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ β ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ β
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. (３) Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｕｎｇｉ Ｐｓａｔｈｙｒｅｌｌａ ｃａｎｄｏｌｌｅａｎａ ａｎｄ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｔｏｆｉｅｌｄｉａｅ ｏｎｌｙ
ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｆｒｅｓｈ ｒｏｏｔｓ. Ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｆｒｅｓｈ
Ｈｏｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ ｗａｓ Ｍａｒｓｅｉｌｌａꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ
Ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉａｃｅａｅꎬ Ｘａｎｔｈｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ ａｎｄ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ. ( ４) Ｃｏ￣ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｄｏｍｉｎａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈｏｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ ｗｅｒｅ
ｃｈａｎｇｅｄ ａｆｔｅｒ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ. Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｃａｎ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈ. ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍꎬ ａｎｄ ｉｔ ｉｓ ａｄｖｉｓａｂｌｅ ｔｏ ｕｓｅ ｆｒｅｓｈ ｒｏｏｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｈｅｎ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｏｆ
ｏｒｃｈｉｄｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｄａｔａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｗｉｌｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｈ. ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍꎬ ａｎｄ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｏｒｃｈｉｄｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ｆｒｅｓｈꎬ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄꎬ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

　 　 生态系统中ꎬ植物与大量微生物相互作用ꎬ这
些微生物在地下和地上植物器官的内部和外表面

都有定殖 ( Ｃｏｍｐａｎｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｅｓｃｕｄｅｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎬ这些与植物相关的微生物群落统称为植物

微生物群(Ｍａｒｃｈｅｓｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 细菌和真菌是植

物微生物群的主要组成部分ꎬ它们对植物微生态系

统的平衡起到重要作用ꎮ 植物中的内生菌是指其

生活史的一定阶段或全部阶段ꎬ生活于健康植物中

的各种组织和器官的细胞间隙或细胞内的菌类ꎮ
内生真菌对兰科植物非常重要ꎬ兰科菌根真菌属于

内生真菌ꎬ它们是兰科植物生长发育各个阶段不可

或缺的关键因素ꎬ能直接参与兰科植物根系甚至整

个植株的生理代谢活动ꎬ从而保障兰科植物的生

长、个体间竞争以及对病原体的防御(盖雪鸽等ꎬ
２０１４ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ )ꎮ 高越等 ( ２０１９ ) 从手参

(Ｇｙｍｎａｄｅｎｉａ ｃｏｎｏｐｓｅａ) 根系中分离出角担菌属

(Ｃｅｒａｔｏｂａｓｉｄｉｕｍ)ꎬ将该菌株与手参种子进行共培

养ꎬ发现它能明显促进手参种子原球茎的形成且最

终分化成幼苗ꎮ 杨文科(２０２０)通过迁地共生萌发

从白旗兜兰(Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ｓｐｉｃｅｒｉａｎｕｍ)原球茎中分

离出胶膜菌属(Ｔｕｌａｓｎｅｌｌａ)ꎬ它能有效促进其种子萌

发直到幼苗阶段ꎮ 这都表明内生真菌在兰科植物

的生长发育中具有极大的促进作用ꎮ 据不完全统

计ꎬ已报道的常见兰科植物菌根真菌有 ６９ 属ꎬ分别

隶属 于 担 子 菌 门 ( Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ )、 子 囊 菌 门

(Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ)及毛霉门(Ｍｕｃｏｒｏｍｙｃｏｔａ)的 ５０ 科(王
美娜等ꎬ２０２１)ꎮ

此外ꎬ兰科植物的内生菌中还存在大量有益的

内生细菌ꎬ这些有益的内生细菌对兰科植物的生长

发育 也 发 挥 着 积 极 的 促 进 作 用ꎬ Ｔｓａｖｋｅｌｏｖｅ 等

(２００７)研究表明内生细菌能促进兰科植物种子萌

发、光合形态建成、缓解非生物胁迫及生长发育等ꎮ

２９９ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



目前ꎬ关于兰科植物根部细菌结构和功能的认知还

非常有限(Ｋａｕｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ )ꎮ 从兰科植物中分离

出的细菌通常属于变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、放线

菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)和厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)ꎬ不同

的内生细菌类群对兰科植物具有不同程度的促进

作用ꎬ Ｆａｒｉａ 等 ( ２０１３) 研究发现ꎬ类芽孢杆菌属

(Ｐａｅｍｉｂａｃｉｌｌｕｓ)能促进 Ｃａｔｔｌｅｙａ ｌｏｄｄｉｇｅｓｉｉ 幼苗的生

长ꎮ 从兰属(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｓｐ.)根中分离出的根瘤菌

属( Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ) 能溶解磷酸钙ꎮ 此外ꎬ Ｔａｒｋｋａ 等

(２００８)研究表明ꎬ兰科植物菌根中存在菌根辅助细

菌(ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａ ｈｅｌｐｅｒ ｂａｃｔｅｒｉａ)ꎬ能与菌根真菌特异

性结合ꎬ刺激菌根真菌的孢子萌发和菌丝生长ꎬ促
进菌根真菌在宿主植物中定殖和生长ꎬ加强菌根

化ꎬ从而促进植物生长及增强抗逆性(陈耀丽等ꎬ
２０１９ꎻＷａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 因此ꎬ加强兰科植物内生

细菌的研究ꎬ在兰科植物的相关微生物研究中显得

非常重要ꎮ
管叶槽舌兰 (Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ) 隶属

于兰亚科( ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ｏｒｃｈｉｄｏｉｄｅａｅ) 万代兰族 ( ｔｒｉｂｅ
Ｖａｎｄｅａｅ)槽舌兰属(Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ)ꎬ分布在中国的云

南以及缅甸、泰国ꎬ常附生在山地林中的树干上ꎬ海
拔一般在 １ ０００ ｍ 以上ꎬ具有较高的观赏价值ꎬ濒危

等级为 ＥＮ(濒危)ꎬ其野生种群亟需保护ꎮ 目前ꎬ对
管叶槽舌兰的研究主要集中在系统发育、生物地理

学和细胞学等方面ꎬ对其根部内生菌的研究鲜有报

道ꎮ 另外ꎬＨａｒｒｉｓｏｎ 等(２０１６)针对植物内生微生物

的研究在采样时为方便野外作业经常采用硅胶干

燥的方法ꎬ这有可能会引起根内微生物群落的极大

变化ꎮ 因此ꎬ本研究采用 ＩＴＳ 和 １６Ｓ 高通量测序技

术的方法ꎬ对管叶槽舌兰新鲜及硅胶干燥根样中的

内生真菌和内生细菌群落进行研究ꎬ拟探讨:(１)管
叶槽舌兰根样内生菌类群的多样性ꎻ(２)管叶槽舌

兰新鲜根样与干燥根样中内生菌群落的差异ꎻ(３)
管叶槽舌兰根样内生细菌和真菌的比较ꎮ 本研究

为管叶槽舌兰的种植及种质资源保护提供了内生

真菌和细菌方面的数据ꎬ同时为研究兰科植物根内

微生物提供采样处理的依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 样品采集和预处理

在深圳市兰科植物保护研究中心ꎬ采集迁地

保护状态下的管叶槽舌兰生长健康的根ꎬ在不影

响管叶槽舌兰正常生长的情况下ꎬ每个样品取 ３ ~
５ 条长 ２ ~ ５ ｃｍ 的根段ꎬ尽量由 ３ 株以上的管叶槽

舌兰根样组成ꎬ采集的同一组根样分别做新鲜及

干燥根样的预处理ꎮ 新鲜根样预处理在根段取材

后即刻进行ꎬ步骤如下:用流水冲洗根表面后ꎬ用
５％次氯酸钠和 ７５％酒精依次消毒 ２ ｍｉｎꎬ加入无

菌水ꎬ洗净弃废液ꎬ将预处理后得到的最后一次无

菌水进行 ＤＮＡ 提取和风险建库测试ꎬ未得到任何

结果表明样品得到了很好的预处理ꎮ 将新鲜根样

置于－８０ ℃冰箱以备提取微生物组 ＤＮＡꎮ 将干燥

根样在预处理后放入硅胶中干燥 ７２ ｈꎬ备用ꎮ 每

个处理重复 ８ 次ꎮ
１.２ 根内微生物组 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增、文库构

建及 ＨｉＳｅｑ 测序

使用 ＱＩＡＧＥＮ ＰｏｗｅｒＬｙｚｅｒ 试剂盒对根内微生物

组 ＤＮＡ 进行提取ꎮ 内生真菌选择带 Ｂａｒｃｏｄｅ 的特

异引物(ＩＴＳ５￣１７３７Ｆ: ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡ
ＧＧ 和 ＩＴＳ２￣２０４３Ｒ: ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ)ꎬ
内生 细 菌 选 择 带 Ｂａｒｃｏｄｅ 的 特 异 引 物 ( ｆＭ１:
ＣＣＧＣＧＴＧＮＲＢＧＡＨＧＡＡＧＧＹＹＹＴ 和 ｒＣ５:ＴＡＡＴＣＣＴ
ＧＴＴＴＧＣＴＣＣＣＣＡＣ)进行 ＰＣＲ 扩增(Ｂｅｌｌｅｍａｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０ꎻＹｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 反应程序:９８ ℃ 预变性 １
ｍｉｎꎻ进入 ３０ 个扩增循环[９８ ℃ １０ ｓꎬ５０ ℃(真菌)、
５５ ℃(细菌)３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓ]ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ 反

应体 系 ( ３０ μＬ): ２ × Ｐｈｕｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ( Ｎｅｗ
Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ)１５ μＬꎬＰｒｉｍｅｒ(２ μｍｏｌＬ￣１)３ μＬꎬ
ｇＤＮＡ １０ ｎｇꎬ补充 Ｈ２Ｏ 至 ３０ μＬꎮ 使用 ２％浓度的琼

脂糖凝胶进行电泳检测ꎬＰＣＲ 产物胶回收纯化后使

用 ＴｒｕＳｅｑ® ＤＮＡ ＰＣＲ￣Ｆｒｅｅ Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 建
库试剂盒进行文库构建ꎬ利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２５００
ＰＥ ２５０ 平台进行测序(北京诺禾致源生物科技有限

公司)ꎮ
１.３ 数据分析

测序数据截去 Ｂａｒｃｏｄｅ 和引物序列后ꎬ使用

ＦＬＡＳＨ(Ｖｅｒｓｉｏｎ １.２.７)进行拼接ꎬ得到 Ｒａｗ Ｔａｇｓ 后

使用 ｆａｓｔｐ 软件对 Ｒａｗ Ｔａｇｓ 进行过滤得到高质量

的 Ｃｌｅａｎ Ｔａｇｓꎮ 参照 Ｑｉｉｍｅ(Ｖ１.９.１)的 Ｔａｇｓ 质量控

制流 程 和 去 除 嵌 合 体 处 理 后 得 到 有 效 数 据

Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ Ｔａｇｓꎮ 利用 Ｕｐａｒｓｅ 软件( Ｖ ７. ０. １００１)以

９７％的一致性对所有样品的全部 Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ Ｔａｇｓ 进

行聚类得到 ＯＴＵｓꎬ对出现频数最高的 ＯＴＵｓ 代表

序列 采 用 Ｑｉｉｍｅ 软 件 ( Ｖ １. ９. １ ) 中 的 Ｂｌａｓｔ 和

Ｍｏｔｈｕｒ 方法与真菌数据库 Ｕｎｉｔｅ 和细菌数据库
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Ｓｉｌｖａ 进行物种注释分析ꎬ统计各样本的群落组成ꎮ
以样本中数据量最少的为标准进行均一化处理

后ꎬ基于 Ｑｉｉｍｅ 软件计算 α 多样性指数及 β 多样

性指数ꎬ并进行 ｔ￣ｔｅｓｔ 差异显著性检验ꎮ 利用 Ｒ 软

件的 ＶｅｎｎＤｉａｇｒａｍ 包和 Ｖｅｇａｎ 包进行维恩图及无

度 量 多 维 标 定 法 ( ｎｏｎ￣ｍｅｔｒｉｃ ｍｕｌｔｉ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｓｃａｌｉｎｇꎬＮＭＤＳ)分析ꎮ 为进一步挖掘分组样本间的

差异显著性真菌和细菌类群ꎬ选用 Ｍｅｔａｓｔａｔ、ＬＥｆＳｅ
统计分析方法对分组样本的物种组成和群落结构

进行差异显著性检验ꎮ 对所有样品的相关性指数

(斯皮尔曼相关系数 ＳＣＣ)进行计算后ꎬ用 ｃｕｔｏｆｆ ＝
０.６ 对相关系数的绝对值进行过滤ꎬ结合物种丰度

构建共发生网络(Ｎｅｔｗｏｒｋ)图ꎮ

２　 结果与分析

基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序技术ꎬ从 １６ 个管叶槽

舌兰根部 ＩＴＳ 共获得 ２ ８３４ ０４６ 条有效 Ｔａｇｓꎬ有效

Ｔａｇｓ 范围为 １６４ ６６５ ~ １８７ ２３６ꎮ 从管叶槽舌兰根

部 １６Ｓ 共获得 ２ ３７５ ４０２ 条有效 Ｔａｇｓꎬ有效 Ｔａｇｓ 范

围为 １２２ ８８６ ~ １６１ ５１６ꎮ
２.１ 内生菌群落物种组成和采样处理对其影响

注释结果发现ꎬ新鲜管叶槽舌兰注释到的根内

生真菌有 ６ 门 ４６ 科 ５１ 属ꎬ其中子囊菌门相对丰度

为 ５２.２０％ꎬ担子菌门相对丰度为 ２０.２２％ꎬ球囊菌门

(Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ)、罗兹菌门(Ｒｏｚｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ)、被孢霉

门(Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ)、毛霉门相对丰度在 １％左右ꎻ
而经硅胶干燥后的管叶槽舌兰注释到的根内生真

菌有 ６ 门 ８８ 科 １１６ 属ꎬ其中子囊菌门相对丰度为

５７.８４％ꎬ担子菌门相对丰度为 ３.６８％ꎬ球囊菌门、被
孢霉门、毛霉门、罗兹菌门的相对丰度在 １％以下ꎮ
在 ２ 个分组中ꎬ子囊菌门都占绝对优势ꎮ 相比较而

言ꎬ干燥后管叶槽舌兰根样内生真菌类群数量变

多ꎻ新鲜管叶槽舌兰根样内生真菌群落中子囊菌

门、球囊菌门占比低于硅胶干燥根样中的内生真菌

群落ꎬ而兰科菌根真菌最多的担子菌门明显高于硅

胶干燥根样中的内生真菌群落(图 １:ａ)ꎮ 经硅胶干

燥后ꎬ管叶槽舌兰根内生真菌在科水平(图 １:ｂ)的
相对丰度发生了改变ꎬ曲霉科(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌａｃｅａｅ)在干

燥后丰度明显降低ꎬ而枝孢霉科(Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉａｃｅａｅ)
在干燥后丰度明显升高ꎬ小丛壳科(Ｇｌｏｍｅｒｅｌｌａｃｅａｅ)
和胶膜菌科(Ｔｕｌａｓｎｅｌｌａｃｅａｅ)的相对丰度在经硅胶干

燥后的根样品中的丰度几乎为零ꎮ 在属水平上(表

１ꎬ图 １:ｃ)ꎬ管叶槽舌兰根内生真菌的相对丰度发生

了改变ꎬ青霉属(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ)、Ａｐｏｒｏｓｐｏｒａ、瘤菌根菌

属( Ｅｐｕｌｏｒｈｉｚａ) 经干燥后的丰度降低ꎬ而枝孢属

(Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ)、镰刀菌属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)和Ｍｙｃｏａｃｉａ 在

干燥后丰度明显升高ꎬ小脆柄菇属(Ｐｓａｔｈｙｒｅｌｌａ)和

刺盘孢属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)的相对丰度经硅胶干燥后

的丰度为零ꎮ 从排名前 １５ 的硅胶干燥处理前后管

叶槽舌兰根部内生真菌属水平绝对丰度值变化可

以看出ꎬ青霉属、瘤菌根菌属、Ｋｅｉｓｓｌｅｒｉｅｌｌａ 及亚隔孢

壳属(Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ)在干燥后丰度值降低ꎬ其余属如

Ａｐｏｒｏｓｐｏｒａ、枝孢属、曲霉属(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ)、镰刀菌属、
假裸囊菌属(Ｐｓｅｕｄｏｇｙｍｎｏａｓｃｕｓ)、红菇属(Ｒｕｓｓｕｌａ)
和链格孢属(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ)等在干燥后丰度值增加ꎬ而
小脆柄菇属和刺盘孢属在经硅胶干燥后的根部样

品的丰度值为零ꎮ 这与管叶槽舌兰根内生真菌在

属水平的相对丰度变化趋势总体相似ꎮ
根据 ＯＴＵｓ 聚类结果(本文将未注释到的 ＯＴＵ

包含在内一起计算ꎬ下同)ꎬ绘制 ＯＴＵｓ 韦恩图(图
１:ｇ)ꎬ结果显示新鲜管叶槽舌兰根样中内生真菌

特有的 ＯＴＵｓ 有 ５６ 个ꎬ主要是子囊菌门 ( １６ 个

ＯＴＵｓ)和担子菌门(１２ 个 ＯＴＵｓ)ꎻ而经硅胶干燥后

根样中内生真菌有 １２３ 个特有 ＯＴＵｓꎬ主要隶属于

子囊 菌 门 ( ４７ 个 ＯＴＵｓ)ꎬ担 子 菌 门 仅 有 １０ 个

ＯＴＵｓꎻ２ 个分组共有的 ＯＴＵｓ 仅有 ６１ 个ꎬ其中有 ２１
个 ＯＴＵｓ 属于子囊菌门ꎬ８ 个 ＯＴＵｓ 属于担子菌门ꎮ
这表明干燥后的管叶槽舌兰根样中内生真菌群落

在丧失掉新鲜根样中的一些真菌类群的同时ꎬ也
产生了相当数量的新的真菌类群ꎬ这些新产生的

真菌主要隶属于子囊菌门ꎮ
在内生细菌方面ꎬ新鲜管叶槽舌兰根内生细菌

注释到 １５ 门 １０５ 科 １７８ 属ꎬ其中变形菌门相对丰度

为 １８. ２１％ꎬ 蓝藻门 ( Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ) 相对丰度为

１.７８％ꎬ厚壁菌门相对丰度为 １. ４１％ꎬ 放线菌门

(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) 相 对 丰 度 为 １. １４％ꎬ 拟 杆 菌 门

(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)、螺旋体门(Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ)、酸杆菌门

(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ)、绿弯菌门(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ)的相对丰度

低于 １％ꎻ而经硅胶干燥后的管叶槽舌兰注释到的

根内生细菌有 ２１ 门 １５４ 科 ３３６ 属ꎬ其中变形菌门相

对丰度为 ４８.７１％ꎬ厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)相对丰度

为 ８.３１％ꎬ放线菌门相对丰度为 ５.６７％ꎬ拟杆菌门

(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)相对丰度为 ３.４１％ꎬ蓝藻门相对丰度

为 ２. ５８％ꎬ螺旋体门、酸杆菌门、硝化螺旋菌门

(Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ)、绿弯菌门的相对丰度低于 １％(图 １:

４９９ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



ｄ)ꎮ 在 ２ 个分组中变形菌门丰度均占绝对优势ꎮ
相比较而言ꎬ干燥后管叶槽舌兰根样内生细菌类群

数量同样变多ꎬ经硅胶干燥后ꎬ占主要优势的变形

菌门、厚壁菌门、放线菌门细菌相对丰度均有明显

提高(图 １:ｄ)ꎮ 管叶槽舌兰根内生细菌经硅胶干燥

后在科水平(图 １:ｅ)的相对丰度发生了改变ꎬ鞘脂

单胞菌科 ( Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ)、拜叶林克氏菌科

(Ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉａｃｅａｅ)、肠杆菌科 ( Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ)、
红 杆 菌 科 ( Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ )、 黄 色 杆 菌 科

( Ｘａｎｔｈｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ )、 假 单 胞 菌 科

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ)、瘤胃菌科(Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ)、
根瘤菌科(Ｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ)等占比均明显升高ꎬ而伯克

氏菌科(Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅａｅ)在干燥后明显降低ꎮ 在

属水平上(表 １ꎬ图 １:ｆ)ꎬ管叶槽舌兰根内生细菌的

相对丰度发生了改变ꎬ鞘氨醇菌属(Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ)、
假 单 胞 菌 属 ( Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ )、 肠 杆 菌 属

(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ)、慢生根瘤菌属(Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)、副
球菌属(Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ)和泛菌属(Ｐａｎｔｏｅａ)在干燥后丰

度明显升高ꎬ而马赛菌属(Ｍａｓｓｉｌｉａ)在干燥后明显降

低ꎮ 从排名前 １５ 的硅胶干燥处理前后管叶槽舌兰

根内生细菌属水平绝对丰度值变化表中可以看出

马赛菌属和 Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ 在干燥后丰度值降低ꎬ其余

属如鞘氨醇菌属、假单胞菌属、肠杆菌属、泛菌属和

分支杆菌属(Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)等经干燥后丰度值都明

显增加ꎬ这与管叶槽舌兰根内生细菌在属水平的相

对丰度变化趋势相似ꎮ
根据 ＯＴＵｓ 聚类结果ꎬ绘制 ＯＴＵｓ 韦恩图(图

１:ｈ)ꎬ结果显示新鲜管叶槽舌兰根样中内生细菌

特有的 ＯＴＵｓ 有 ７５１ 个ꎬ主要是蓝藻门 ( ３３ 个

ＯＴＵｓ)ꎻ而经硅胶干燥后根样中内生细菌有 ５７９ 个

特有 ＯＴＵｓꎬ主要隶属于厚壁菌门(１００ 个 ＯＴＵｓ)ꎻ２
个分组共有的 ＯＴＵｓ 有 ５３２ 个ꎬ其中 有 １２７ 个

ＯＴＵｓ 属于变形菌门ꎬ５０ 个 ＯＴＵｓ 属于蓝藻门ꎬ３６
个 ＯＴＵｓ 属于厚壁菌门ꎬ１３ 个 ＯＴＵｓ 属于拟杆菌

门ꎬ１ 个 ＯＴＵｓ 属于酸杆菌门ꎬ１ 个 ＯＴＵｓ 属于螺旋

体门ꎮ 通过结果分析表明ꎬ相对于真菌来说ꎬ管叶

槽舌兰拥有更为丰富的内生细菌类群ꎬ同内生真

菌一样ꎬ经硅胶干燥后ꎬ其内生细菌群落在丧失掉

新鲜根样中的一些细菌类群的同时产生了相当数

量的新的细菌类群ꎬ丧失的细菌主要隶属于蓝藻

门ꎬ而新产生了大量的厚壁菌门ꎮ
２.２ 内生菌群落多样性差异分析

为对比新鲜与干燥管叶槽舌兰根样中的内生

菌群落的丰富度和多样性ꎬ对 ２ 组样品内生菌群

落的 α 多 样 性 进 行 比 较 分 析ꎬ 包 括 Ｃｈａｏ １、
Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 等指数ꎬＣｈａｏ １ 是计算群落中含

ＯＴＵ 数目的指数ꎬ常用来指示群落物种丰富度ꎬ
Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 是综合考虑样本中物种的丰富

度与均匀度指数ꎬ用来表示群落多样性ꎮ 经分析

发现ꎬ新鲜管叶槽舌兰根样中内生真菌群落的

Ｃｈａｏ １ 指数、 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数分别为

３９.７９７、３.０７０、０.７２３ꎻ硅胶干燥后管叶槽舌兰根样

中的内生真菌群落的 Ｃｈａｏ １ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、
Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数分别为６２.３４８、３.７１５、０.７８５ꎮ 新鲜管

叶槽舌兰根样中内生真菌群落的 Ｃｈａｏ １ 指数明显

低于硅胶干燥后管叶槽舌兰根样中的内生真菌群

落ꎬ新鲜管叶槽舌兰根样中内生真菌群落 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数略低于硅胶干燥后管叶槽舌兰

根样中的内生真菌群落ꎬ水平相当ꎮ ｔ￣ｔｅｓｔ 检验表

明ꎬ干燥前后 ３ 个 α 多样性指数均无显著性差异ꎮ
这表明硅胶干燥前后管叶槽舌兰根样中的内生真

菌群落多样性水平相当ꎬ但干燥后物种数量明显

变多ꎮ 新鲜管叶槽舌兰根样中内生细菌群落的

Ｃｈａｏ １ 指数、 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数分别为

５２４.４９２、７.１０３、０.９７６ꎻ硅胶干燥后管叶槽舌兰根

样中的内生细菌群落的 Ｃｈａｏ １ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指

数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数分别为 ３２１.１５４、６.５４３、０.９７３ꎮ 经

硅胶干燥后管叶槽舌兰根样中的内生细菌群落

Ｃｈａｏ １ 指数远低于新鲜管叶槽舌兰根样中内生细

菌群落ꎮ 新鲜管叶槽舌兰根样中内生细菌群落

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数高于硅胶干燥后管叶

槽舌兰根样中的内生细菌群落ꎮ ｔ￣ｔｅｓｔ 检验表明ꎬ
干燥前后 ３ 个 α 多样性指数除了 Ｃｈａｏ １ 指数

(Ｐ ｔ￣ｔｅｓｔ ＝ ０.００８)外其他均无显著性差异ꎮ 这表明硅

胶干燥后管叶槽舌兰根样中的内生细菌群落物种

数量和多样性明显减少ꎮ 这一结果与管叶槽舌兰

根样内生真菌群落的正好相反ꎮ
为研究新鲜与干燥管叶槽舌兰根样中的内生

菌群落的差异程度ꎬ对 ２ 组样品内生菌群落的 β
多样性进行比较分析ꎮ 基于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ 的 β
多样性分析发现ꎬ新鲜管叶槽舌兰根样中内生真

菌的 β 多样性高于硅胶干燥后管叶槽舌兰根样中

内生 真 菌 群 落 的ꎻ 而 内 生 细 菌 基 于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ
Ｕｎｉｆｒａｃ 的 β 多样性分析发现ꎬ硅胶干燥后管叶槽

舌兰根样中内生细菌群落的 β 多样性要高于新鲜

管叶槽舌兰根样中内生细菌的ꎬｔ￣ｔｅｓｔ 检验发现ꎬ干
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表 １　 管叶槽舌兰根样 Ｔｏｐ １５ 内生菌属绝对丰度值经硅胶干燥处理前后的变化
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｂｓｏｌｕｔｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｏｐ １５ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｇｅｎｅｒａ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｏｆ

Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｄｒｙｉｎｇ ｗｉｔｈ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ

内生真菌
Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｕｓ

新鲜根样组
ＭＲＨｏ.Ｆ

干燥根样组
ＭＲＨｏ.Ｄ

内生细菌
Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｕｍ

新鲜根样组
ＭＲＨｏ.Ｆ

干燥根样组
ＭＲＨｏ.Ｄ

青霉属 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ７２１.２５ ５８９.３８ 马赛菌属 Ｍａｓｓｉｌｉａ ３３９.２５ ２５６.７５

小脆柄菇属 Ｐｓａｔｈｙｒｅｌｌａ ３７.００ ０.００ 鞘氨醇菌属 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ １５９.８８ ２ ８６７.６３

刺盘孢属 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ３１.３８ ０.００ 假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ １１３.００ ５７１.６３

Ａｐｏｒｏｓｐｏｒａ ２４.００ ５６.３８ 肠杆菌属 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ６０.６３ ７９.８８

瘤菌根菌属 Ｅｐｕｌｏｒｈｉｚａ ２０.６３ ６.５０ 蓝藻门 Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ５８.１３ ３８.３８

Ｋｅｉｓｓｌｅｒｉｅｌｌａ １１.３８ ６.８８ 肠杆菌科 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ４６.１３ １９２.２５

枝孢属 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ３.３８ １７０.２５ 泛菌属 Ｐａｎｔｏｅａ ４５.６３ ４２２.６３

曲霉属 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ３.２５ ９.５０ 萨特氏菌属 Ｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ ４０.５０ ４２.７５

镰刀菌属 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ２.５０ ７７.１３ 甲基杆菌属 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ３１.５０ ６３５.８８

假裸囊菌属 Ｐｓｅｕｄｏｇｙｍｎｏａｓｃｕｓ ２.３８ ７.２５ 沙雷氏菌属 Ｓｅｒｒａｔｉａ ２７.６３ １７８.２５

红菇属 Ｒｕｓｓｕｌａ １.５０ ８.５０ 分支杆菌属 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ２５.６３ ３２１.８８

硬皮马勃属 Ｓｃｌｅｒｏｄｅｒｍａ １.３８ １.６３ Ｉｌｕｍａｔｏｂａｃｔｅｒ １８.５０ ７１.００

链格孢属 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ １.３８ ３.７５ 根瘤菌科 Ｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ １４.８８ ３５９.３８

Ｓｏｌｉｃｏｃｃｏｚｙｍａ １.２５ ３.２５ Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ １３.２５ ２.１３

亚隔孢壳属 Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ １.２５ ０.６３ 葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ １２.３８ １４０.７５

　 注: 蓝藻门、肠杆菌科和根瘤菌科未鉴定到属ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｎｏ ｇｅｎｅｒａ ａｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｏｒ Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ａｎｄ Ｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ.

燥前后 β 多样性指数无显著性差异ꎮ 为进一步衡

量硅胶干燥前后管叶槽舌兰根内生真菌与内生细

菌群落间的差异ꎬ进行 ＮＭＤＳ 分析ꎮ 基于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ
Ｕｎｉｆｒａｃ 的 ＮＭＤＳ 分析发现ꎬ新鲜及干燥管叶槽舌

兰根内生真菌与细菌群落具有明显分区ꎮ 分析表

明新鲜及干燥管叶槽舌兰根内生真菌与细菌群落

的 β 多样性指数无显著性差异ꎬ而在物种组成上

却具有明显不同ꎮ
２.３ 差异显著性内生菌类群分析

为研究硅胶干燥前后管叶槽舌兰根样中内生

真菌与细菌群落间是否具有显著性差异的物种ꎬ
利用 Ｍｅｔａｓｔａｔ 和 ＬＥｆＳｅ 分析筛选具有显著性差异

的物种ꎮ ＭｅｔａＳｔａｔ 分析表明ꎬ硅胶干燥前后ꎬ管叶

槽舌兰根样中内生真菌群落的差异显著性真菌有

担子菌门小脆柄菇属的黄盖小脆柄菇(Ｐｓａｔｈｙｒｅｌｌａ
ｃａｎｄｏｌｌｅａｎａ)及子囊菌门刺盘孢属的 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｔｏｆｉｅｌｄｉａｅꎬ这 ２ 个显著性差异物种只存在于新鲜管

叶槽舌兰根样的内生真菌群落中 (图 ４: ａ、ｂꎬ表
１)ꎻＬＥｆＳｅ 分析发现ꎬ新鲜及干燥管叶槽舌兰根样

均具有各自的差异显著性内生细菌类群ꎮ 新鲜管

叶槽舌兰根样的差异显著性内生细菌类群为马赛

菌属ꎬ而干燥管叶槽舌兰根样的差异显著性内生

细菌类群较多ꎬ在科和属水平上有拜叶林克氏菌

科、黄色杆菌科及慢生根瘤菌属(图 ４:ｃ、ｄ)ꎮ
２.４ 共发生网络(Ｃｏ￣ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ Ｎｅｔｗｏｒｋ)分析

对新鲜管叶槽舌兰根样中的内生真菌群落和

硅胶干燥后管叶槽舌兰根样中的内生真菌群落进

行共发生网络分析ꎬ结果显示新鲜管叶槽舌兰根

样中内生真菌群落共发生网络中的物种主要分布

在子囊菌门、担子菌门及 Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａꎮ 其中ꎬ
占互作主导地位的优势属主要有瘤菌根菌属、假
裸 囊 菌 属 ( Ｐｓｅｕｄｏｇｙｍｎｏａｓｃｕｓ )、 裂 褶 菌 属

( Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ)、假尾孢菌属 ( Ｐｓｅｕｄｏｃｅｒｃｏｓｐｏｒａ)、
Ｖｉｓｈｎｉａｃｏｚｙｍａ 及 Ａｐｏｒｏｓｐｏｒａ 等(图 ５:ａ)ꎮ 硅胶干燥

后管叶槽舌兰根样中内生真菌群落共发生网络中

的 物 种 分 布 在 子 囊 菌 门、 担 子 菌 门、
Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔ 和毛霉门ꎮ 其中ꎬ占互作主导地位

的优势属主要有 Ｖｉｓｈｎｉａｃｏｚｙｍａ、Ｓｔｅｐｈａｎｏｎｅｃｔｒｉａ、弯
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ａ、ｂ、ｃ. 新鲜和硅胶干燥管叶槽舌兰根样内生真菌门、科、属水平相对丰度柱形图ꎻ ｄ、ｅ、ｆ. 新鲜和硅胶干燥管叶槽舌兰根样内生

细菌门、科、属水平相对丰度柱形图ꎻ ｇ. 新鲜和硅胶干燥管叶槽舌兰根样内生真菌 ＯＴＵｓ 韦恩图ꎻ ｈ. 新鲜和硅胶干燥管叶槽舌兰

根样内生细菌 ＯＴＵｓ 韦恩图ꎮ
ａꎬ ｂꎬ ｃ. Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｐｈｙｌｕｍꎬ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ
ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ｄꎬ ｅꎬ ｆ. Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｙｌｕｍꎬ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ
ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈ. ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ｇ. Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ＯＴＵｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈ.
ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍꎻ ｈ. Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＯＴＵｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈ. ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ.

图 １　 管叶槽舌兰新鲜及硅胶干燥根样内生菌物种相对丰度柱形图和韦恩图
Ｆｉｇ. １　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ

ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ

颈 霉 属 ( Ｔｏｌｙｐｏｃｌａｄｉｕｍ )、 小 克 银 汉 霉 属

(Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｅｌｌａ)、Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｓ 及假霉样真菌

属(Ｐｓｅｕｄａｌｌｅｓｃｈｅｒｉａ)等(图 ５:ｂ)ꎮ 在内生细菌方

面ꎬ新鲜管叶槽舌兰根样中内生细菌群落共发生

网 络 中 的 物 种 主 要 分 布 在 梭 杆 菌 门

(Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ)、厚壁菌门、放线菌门、蓝藻门、拟杆

菌门、异常球菌－栖热菌门(Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ￣Ｔｈｅｒｍｕｓ)、
酸杆菌门和变形菌门ꎮ 其中ꎬ占互作主导地位的

优势 属 主 要 有: 芽 孢 杆 菌 属、 生 丝 微 菌 属

(Ｈｙｐｈｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ)、不动杆菌( Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ)、梭杆

菌 属 ( Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ )、 Ｐｓｙｃｈｒｏｇｌａｃｉｅｃｏｌａ、
Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ、异常球菌属(Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ)、双歧杆

菌属(Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)等(图 ５:ｃ)ꎮ 硅胶干燥后管

叶槽舌兰根样中内生细菌群落共发生网络中的物

种则 分 布 在 厚 壁 菌 门、 放 线 菌 门、 装 甲 菌 门

(Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ)、软壁菌门 ( Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ)、拟杆

菌 门、 蓝 藻 门、 螺 旋 体 门、 纤 维 杆 菌 门

(Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ)、变形菌门、绿弯菌门、浮霉菌门

(Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ)、酸杆菌门和栖热菌门ꎮ 其中ꎬ占
互作主导地位的优势属主要有热解糖梭菌属

(Ｔｈｅｒｍｏａｎａｅｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、Ｍｕｃｉｌａｇｉｎｉｂａｃｔｅｒ、微球菌

属 ( Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ )、 异 常 球 菌 属、 Ｆｉｍｂｒｉｉｇｌｏｂｕｓ、
Ｓｐｈａｅｒｏｃｈａｅｔａ(图 ５:ｄ)ꎮ

综上结果分析表明ꎬ同新鲜管叶槽舌兰根样

中的内生菌群落相比ꎬ硅胶干燥后管叶槽舌兰根

样的内生菌群落中占互作主导地位的优势物种、
密切作用的菌类群、丰度及互作模式都发生了改

变ꎮ 同时ꎬ与内生真菌群落相比ꎬ无论是干燥前还

是干燥后管叶槽舌兰根内生细菌共发生网络中密

切互作的类群及节点均远远多于内生真菌群落ꎬ
表明管叶槽舌兰根内生细菌群落具有比真菌更为

活跃的相互作用ꎮ
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ａ、ｄ. 管叶槽舌兰新鲜和硅胶干燥根样内生真菌(Ｐ ｔ －ｔｅｓｔ ＝ ０.１９８ １)、内生细菌(Ｐ ｔ －ｔｅｓｔ ＝ ０.００８)Ｃｈａｏ １ 指数ꎻ ｂ、ｅ. 管叶槽舌兰新鲜和

硅胶干燥根样内生真菌(Ｐ ｔ －ｔｅｓｔ ＝ ０.４０９ ５)、内生细菌(Ｐ ｔ －ｔｅｓｔ ＝ ０.０９０ ５８)Ｓｈａｎｎｏｎ 指数ꎻ ｃ、ｆ. 管叶槽舌兰新鲜和硅胶干燥根样内生

真菌(Ｐ ｔ －ｔｅｓｔ ＝ ０.５４６ ２)、内生细菌(Ｐ ｔ －ｔｅｓｔ ＝ ０.７８６ ６)Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数ꎮ
ａꎬ ｄ. Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ (Ｐｔ －ｔｅｓｔ ＝０.１９８ １)ꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ (Ｐｔ －ｔｅｓｔ ＝０.００８) Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ
ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍꎻ ｂꎬ ｅ. Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ (Ｐｔ－ ｔｅｓｔ ＝０.４０９ ５)ꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ (Ｐｔ－ ｔｅｓｔ ＝ ０.０９０ ５８) Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ
ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈ. ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍꎻ ｃꎬ ｆ. Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ (Ｐｔ－ ｔｅｓｔ ＝０.５４６ ２)ꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ (Ｐｔ －ｔｅｓｔ ＝ ０.７８６ ６) Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ
ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈ. ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ.

图 ２　 管叶槽舌兰新鲜及硅胶干燥根样内生菌群落 α多样性差异分析图
Ｆｉｇ. ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ

ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ

３　 讨论与结论

３.１ 管叶槽舌兰的菌根真菌与菌根细菌

管叶槽舌兰根内生真菌主要隶属于子囊菌

门、 担 子 菌 门、 球 囊 菌 门、 毛 霉 门 和

Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａꎮ 这一结果与前人研究的兰科植

物根内生真菌群落结构的分析结果相同(蒋玉玲

等ꎬ２０１８ꎻ艾叶等ꎬ２０１９)ꎮ 本研究发现ꎬ新鲜管叶

槽舌兰根样内占有较高丰度的曲霉科、小丛壳科

和胶膜菌科ꎬ这 ３ 个真菌科被报道是兰科植物的

菌根 真 菌 科 ( Ｚｅｌｍｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６ꎻ Ｙｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０)ꎬ其中胶膜菌科是最常见的兰科植物菌根真

菌科ꎬ与许多兰科植物形成广泛的菌根关系( Ｓｈａｏ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻＷａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 在属水平上ꎬ管
叶槽舌兰根样内生真菌的优势属有青霉属、小脆

柄菇属、刺盘孢属、Ａｐｏｒｏｓｐｏｒａ 和瘤菌根菌属ꎬ这些

真菌类群均被报道是兰科植物的菌根真菌(王美

娜等ꎬ２０２１)ꎮ 李明等(２００６)采用根组织切片法调

查碧玉兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｌｏｗｉａｎｕｍ)的菌根真菌ꎬ初步

鉴定包括青霉属、链霉属等ꎮ Ｙａｍａｔｏ 等(２００５)对

虎舌兰(Ｅｐｉｐｏｇｉｕｍ ｒｏｓｅｕｍ)根内菌根真菌进行研究
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ａ、ｂ. 管叶槽舌兰新鲜和硅胶干燥根样内生真菌(Ｐ ｔ －ｔｅｓｔ ＝ ０.０７４ ２４)、内生细菌(Ｐ ｔ －ｔｅｓｔ ＝ ０.７２７ ２６)基于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ β 多样性ꎻ
ｃ、ｄ. 管叶槽舌兰新鲜和硅胶干燥根样内生真菌、内生细菌基于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ 距离的 ＮＭＤＳ 分析ꎮ
ａꎬ ｂ. Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ (Ｐｔ －ｔｅｓｔ ＝ ０. ０７４ ２４)ꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ (Ｐｔ －ｔｅｓｔ ＝ ０. ７２７ ２６) ｉｎ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ
ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ β ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ ｃꎬ ｄ. ＮＭＤＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ
ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈ. ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ.

图 ３　 管叶槽舌兰新鲜及硅胶干燥根样内生菌群落 β多样性差异分析图
Ｆｉｇ. ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｂｅｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ

ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ

发现ꎬ优势属为小脆柄菇属和鬼伞属(Ｃｏｐｒｉｎｕｓ)ꎮ
Ｃｈｅｎ 等(２０１２)用分离培养和分子系统学方法对金

钗石 斛 ( Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ ) 和 束 花 石 斛 ( Ｄ.
ｃｈｒｙｓａｎｔｈｕｍ)根部内生真菌进行研究ꎬ发现刺盘孢

属是两种石斛属的优势属ꎮ 在金钗石斛、硬叶兜兰

(Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ ｗａｒｄｉｉ)和杏黄兜兰(Ｐ. ａｒｍｅｎｉａｃｕｍ)
的根中都分离到瘤菌根菌属ꎬ并将其回接到 ３ 种兰

科植物的组培苗中ꎬ发现瘤菌根菌属能够促进无菌

苗的生长ꎬ并且提高金钗石斛无菌苗的总生物碱和

多糖的含量 (陈晓梅等ꎬ ２００５ꎻ朱鑫敏等ꎬ ２０１２)ꎮ
Ｔａｎ 等(２０１２)从 ９ 种野生槽舌兰属植物的根内生真

菌中分离出 ４６ 株可培养的内生真菌ꎬ隶属于 １６ 属ꎬ
包括链格孢属、枝孢属、瘤菌根菌属、镰刀菌属、刺
盘孢属、亚隔孢壳属、Ｓｔｅｐｈａｎｏｎｅｃｔｒｉａ、Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ、拟
隐孢壳 Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｏｐｓｉｓ、 Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ、 Ｐｙｒｅｎｏｃｈａｅｔａ、
Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ、 Ｃｏｓｍｏｓｐｏｒａ、 柱 孢 属 Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎ、
Ｍｙｒｍｅｃｒｉｄｉｕｍ 和 Ｐａｒａｃｏｎｉｏｔｈｙｒｉｕｍꎬ其中 ９ 个属在本

研究的管叶槽舌兰根样内生真菌中被注释到ꎬ表明
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ａ、ｂ. 基于 Ｍｅｔａｓｔａｔ 分析的管叶槽舌兰根样干燥前后差异显著性内生真菌类群ꎻ ｃ、ｄ. 基于 ＬＥｆＳｅ 分析的管叶槽舌兰根样干燥前后

差异显著性内生细菌类群(ｃ. ＬＤＡ 值分布柱状图ꎻ ｄ. 进化分支图)ꎮ
ａꎬ ｂ. Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｔａｘａ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｄｒｙｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ
Ｍｅｔａｓｔａｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｃꎬ ｄ. Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔａｘａ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｄｒｙｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｈ. ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ (ｃ. ＬＤＡ ｖａｌｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｈｉｓｔｏｇｒａｍꎻ ｄ. Ｃｌａｄｏｇｒａｍ).

图 ４　 管叶槽舌兰新鲜及硅胶干燥根样内生菌物种显著性差异统计图
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ

本研究的管叶槽舌兰与同属植物中的内生真菌群

落具有一定的相似性ꎬ瘤菌根菌属和镰刀菌属是 ９
种野生槽舌兰属植物主要的内生真菌ꎮ 由此推测ꎬ
这些真菌类群是对管叶槽舌兰有益的菌根真菌ꎮ

管叶槽舌兰根内生细菌主要隶属于变形菌

门、蓝藻门、厚壁菌门、放线菌门、拟杆菌门、螺旋

体门、酸杆菌门和绿弯菌门ꎮ 其中ꎬ变形菌门、厚

壁菌门、蓝藻门和放线菌门等是最为常见的兰科

植物内生细菌门ꎬ变形菌门有利于生长素的合成

(Ｔｓａｖｋｅｌｏｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ａ)ꎮ Ｔｓａｖｋｅｌｏｖａ 等(２００３)
在 蝴 蝶 兰 ( Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ａｐｈｒｏｄｉｔｅ )、 杓 唇 石 斛

(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｍｏｓｃｈａｔｕｍ ) 和 短 序 脆 兰 ( Ａｃａｍｐｅ
ｐａｐｉｌｌｏｓａ)中都分离出的兼顾固氮性和光合作用的

蓝藻门ꎬ厚壁菌门中的芽孢杆菌属能防止叶斑病ꎬ
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ａ. 管叶槽舌兰新鲜根样内生真菌 Ｎｅｔｗｏｒｋ 图ꎻ ｂ. 管叶槽舌兰干燥根样内生真菌 Ｎｅｔｗｏｒｋ 图ꎻ ｃ. 管叶槽舌兰新鲜根样内生细菌

Ｎｅｔｗｏｒｋ 图ꎻ ｄ. 管叶槽舌兰干燥根样内生细菌 Ｎｅｔｗｏｒｋ 图ꎮ
ａ. Ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ ｆｒｅｓｈ ｒｏｏｔｓꎻ ｂ. Ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ
ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈ. ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍꎻ ｃ. Ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｈ. ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ ｆｒｅｓｈ ｒｏｏｔｓꎻ ｄ. Ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ
ｉｎ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈ. ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ.

图 ５　 管叶槽舌兰新鲜及硅胶干燥根样内生菌群落共发生网络图
Ｆｉｇ. ５　 Ｃｏ￣ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ

ａｎｄ ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ￣ｄｒｉｅｄ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｋｉｍｂａｌｌｉａｎｕｍ

促进种子的萌发和植株生长ꎬ减少幼苗坏死(程萍

等ꎬ２００８ꎻ Ｗｈｉｔｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 在蝴蝶兰(Ｇｉｒｉｊａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８)和铁皮石斛(Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)中均有报

道螺旋体门和绿弯菌门ꎬ但其丰度较低ꎮ 本研究

发现ꎬ新鲜管叶槽舌兰根样内丰度较高的伯克氏

菌科在干燥后的根样中丰度明显下降ꎮ Ｇａｌｄｉａｎｏ
等(２０１１)从 Ｃａｔｔｌｅｙａ ｗａｌｋｅｒｉａｎａ 中分离出的肠杆菌

科和伯克氏菌科等细菌发现ꎬ它们能促进生长并

提高植株的存活率ꎮ 在属水平上ꎬ管叶槽舌兰根

样内生细菌的优势属主要有马赛菌属、鞘氨醇菌

属、假单胞菌属、肠杆菌属和泛菌属ꎬ马赛菌属不

仅能合成各种次级代谢产物和酶ꎬ还有溶磷、降解

菲和耐受重金属等功能( Ｚｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ杨恩

东等ꎬ２０１９)ꎮ 鞘氨醇菌属、假单胞菌属和肠杆菌

属是许多兰科植物的优势菌ꎬＴｓａｖｋｅｌｏｖａ 等(２００７)
将杓唇石斛根部分离的鞘氨醇菌属接种于杓唇石

斛种子发现ꎬ鞘氨醇菌属极大提高了种子萌发率ꎻ
鞘氨醇菌属还能固定氮ꎬ并增加幼苗的生长和生

物量(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 假单胞菌属被报道是

Ｐｔｅｒｏｓｔｙｌｉｓ ｖｉｔｔａｔａ 根系的优势属ꎬ可以产生激素来促

进植物吸收营养物质(Ｗｉｌｋｉｎｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８９ꎻ黄腾

飞ꎬ２０１２)ꎬ并有助于真菌在植株根部的定殖ꎬ促进

１００１６ 期 张镇梁等: 管叶槽舌兰新鲜及硅胶干燥根样内生菌多样性研究



兰花菌根的形成(张萍和宋希强ꎬ２０１２)ꎮ 童文君

等(２０１４)对美花石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｌｏｄｄｉｇｅｓｉｉ)内生

细菌进行分离鉴定发现ꎬ肠杆菌属为优势属ꎮ
综上所述ꎬ结合前人研究及本文结果推测ꎬ青

霉属、小脆柄菇属、刺盘孢属和瘤菌根菌属等内生

真菌是管叶槽舌兰的菌根真菌ꎻ而马赛菌属、鞘氨

醇菌属、假单胞菌属、肠杆菌属等可能是管叶槽舌

兰的“菌根细菌”ꎮ 这些优势菌群可能在管叶槽舌

兰的种子萌发、生长发育过程中起着重要的作用ꎬ
在今后的研究中ꎬ可重点关注这些内生菌类群分

离培养ꎬ及其与管叶槽舌兰的互利共生机理研究ꎮ
３.２ 管叶槽舌兰根内生菌类群与多样性水平

管叶槽舌兰的根样内生真菌中共得到 １１７ 个

ＯＴＵｓꎬＪａｃｑｕｅｍｙｎ 等(２０１６) 采用 ４５４ 测序平台对

火烧兰属(Ｅｐｉｐａｃｔｉｓ) ３ 个物种根内真菌进行研究

共得到 １０５ 个 ＯＴＵｓꎬ３ 个物种 ＯＴＵｓ 范围为 ４２ ~
５８ꎬＯＴＵｓ 数量低于本研究管叶槽舌兰根内真菌

ＯＴＵｓ 的数量ꎮ Ｐａｒｋ 等(２０１８)基于 ４５４ 测序平台

对虾脊兰属(Ｃａｌａｎｔｈｅ) ６ 个物种的根内真菌进行

研究ꎬ在每个样本中得到的 ＯＴＵｓ 数量范围为 ２２ ~
５７ꎬ远低于本研究 ＯＴＵｓ 数量的水平ꎮ 本研究中ꎬ
管叶槽舌兰根内真菌群落的 α 多样性指数 Ｃｈａｏ １
为 ３９.７９７ꎬＳｈａｎｎｏｎ 指数为 ３.０７０ꎬＳｉｍｐｓｏｎ 指数为

０.７２３ꎮ Ｚｅｎｇ 等(２０２１)用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台对白

芨(Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ)、黄花白芨(Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａ)和小白

芨(Ｂ. ｆｏｒｍｏｓａｎａ)３ 种白芨属植物的根内真菌研究

发现ꎬ内生真菌群落的 α 多样性指数 Ｃｈａｏ １ 分别

为 ９４、 ７３、 ３９ꎻ Ｓｈａｎｎｏｎ 指数为 ２. ３５、 １. ７６、 １. ８９ꎻ
Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数为 ０.２６、０.３２、０.３０ꎮ 本研究中ꎬ管叶

槽舌兰根内真菌群落的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数均高于 ３ 种白芨属兰科植物根内真菌群落的

多样性水平ꎬ但它们的 Ｃｈａｏ ｌ 指数要比本研究中

管叶槽舌兰根内真菌群落的高ꎮ Ｔａｎ 等(２０１２)基

于分离培养和 ＡＢＩ ３７３０ 测序平台对 ９ 种野生槽舌

兰属植物的根内生真菌研究发现ꎬ９ 种野生槽舌兰

属植物的内生真菌 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数最高的是

在 短 距 槽 舌 兰 ( Ｈｏｌｃｏｇｌｏｓｓｕｍ ｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ ) 中 ( 为

１.９１３)ꎬ野生管叶槽舌兰 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数是

０.９９３ ８ꎬ最低的是舌唇槽舌兰(Ｈ. ｌｉｎｇｕｌａｔｕｍ) (为
０.９５０ ３)ꎬ本研究中的管叶槽舌兰根内真菌群落的

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均高于 ９ 种野生槽舌兰属植物根内

真菌群落的多样性水平ꎮ 通过分析表明ꎬ迁地保

育状态的管叶槽舌兰有着与野生管叶槽舌兰和其

他野生兰科植物相当的内生真菌数量或多样性

水平ꎮ
管叶槽舌兰的根样中内生细菌共得到 １ ２８３

个 ＯＴＵｓ、Ｃｈａｏ １ 指数为 ５２４.４９２、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数为

７.１０３、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数为 ０.９７６ꎬ吴庆珊等(２０１８)从 ３
个样地金钗石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ)的根茎叶中

共分离出 １ ０８２ 株内生细菌ꎬ可分为 ４１ 个 ＯＴＵｓꎬ
共有 ＯＴＵｓ 有 １４ 个ꎻ陈泽斌等(２０１６)基于 １６Ｓ 高

通量测序从白芨中获得 ４８ 个 ＯＴＵꎬ数量远低于本

研究管叶槽舌兰根内细菌 ＯＴＵｓ 的数量ꎮ Ｏｕ 等

(２０１７)采用基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｎｉｆＨ 基因的元基因

组焦磷酸测序技术ꎬ对中国 ５ 个地区的铁皮石斛

相关菌群和重氮化菌群进行了研究ꎬ结果发现其

ＯＴＵｓ 范围在 ５９７ ~ ３ ０２３ 之间ꎬＳｈａｎｎｏｎ 指数范围

为 ４.３５ ~ ６.４９ꎮ 相比较而言ꎬ本研究所得到的管叶

槽舌兰根内细菌 ＯＴＵｓ 的数量处于中间水平ꎬ
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数高于铁皮石斛的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数ꎮ 谢泰

祥等(２０２０)采用高通量测序技术分析福州鼓山野

生建兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｅｎｓｉｆｏｌｉｕｍ)根样内生细菌发现ꎬ
建兰根内细菌群落的 α 多样性 Ｃｈａｏ １ 指数为

７００.９９、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数为 ６.１０、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数为０.９５ꎬ
本研究中的管叶槽舌兰根内细菌群落的 Ｃｈａｏ ｌ 指
数与野生建兰 Ｃｈａｏ ｌ 指数相当ꎬＳｈａｎｎｏｎ 指数及

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数则是高于建兰的根内细菌群落ꎮ 这

表明迁地保育状态的管叶槽舌兰有着与其他野生

兰科植物相媲美的内生细菌的丰富度和多样性

水平ꎮ
３.３ 新鲜样品与干燥样品对研究内生菌群落的

影响

在处理微生物组样品时ꎬ如何减少从样品采

集到预处理再到储存的过程中原始微生物群落的

变化至关重要(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 本研究对比了

管叶槽舌兰新鲜与干燥根样中内生菌群落的变

化ꎮ 从新鲜管叶槽舌兰注释到根内生真菌有 ６ 门

４６ 科 ５１ 属共 １１７ 个 ＯＴＵｓꎬ注释到根内生细菌 １５
门 １０５ 科 １７８ 属共 １ ２８３ 个 ＯＴＵｓꎻ而经硅胶干燥

后的管叶槽舌兰注释到的根内生真菌有 ６ 门 ８８ 科

１１６ 属 １８４ 个 ＯＴＵｓꎬ注释到根内生细菌 ２１ 门 １５４
科 ３３６ 属共 １ １１１ 个 ＯＴＵｓꎬ新鲜样品与干燥样品

根部内生菌群落物种构成相差非常大ꎮ 对管叶槽

舌兰新鲜根样与干燥根样中内生菌群落进行 α 多

样性与 β 多样性、共发生网络等分析发现ꎬ与新鲜

根样相比干燥后的管叶槽舌兰根内生菌群落的

２００１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



ＯＴＵｓ 数量、物种类群及丰度、α 多样性、β 多样性

及互作模式均发生了改变ꎮ
本研究还发现ꎬ在新鲜根样中的菌根真菌类

群如小丛壳科和胶膜菌科ꎬ它们在干燥根样中的

相对丰度几乎为零ꎮ 在属水平上ꎬ青霉属、瘤菌根

菌属、Ｋｅｉｓｓｌｅｒｉｅｌｌａ 及亚隔孢壳属在干燥后丰度值降

低ꎬ而枝孢属、曲霉属、镰刀菌属、假裸囊菌属、红
菇属和链格孢属等在干燥后丰度值增加ꎮ 差异显

著性物种分析也发现在两种采样处理中具有显著

差异的担子菌门小脆柄菇属的黄盖小脆柄菇和子

囊菌门刺盘孢属的 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｔｏｆｉｅｌｄｉａｅ 仅存在

于新鲜管叶槽舌兰根样中的内生真菌群落ꎮ 由此

推测ꎬ瘤菌根菌属、镰刀菌属、小脆柄菇属和刺盘

孢属是管叶槽舌兰的益生真菌ꎮ 管叶槽舌兰菌根

真菌在干燥的根样中丰度下降或消失的原因可能

是管叶槽舌兰的菌根真菌对宿主有一定的依赖

性ꎬ健康生长的管叶槽舌兰可为其菌根真菌提供

养分以供其生长ꎬ而当宿主死亡后ꎬ这些菌根真菌

失去营养来源而逐渐死亡ꎮ
在内生细菌方面ꎬ马赛菌属和 Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ 在

干燥后丰度值降低ꎬ而鞘氨醇菌属、假单胞菌属、
肠杆菌属、泛菌属和分支杆菌属等经干燥后丰度

值都明显增加ꎮ 这些细菌可能在干燥环境中获得

适宜的培养条件从而丰度升高ꎮ 干燥管叶槽舌兰

根样的差异显著性内生细菌类群较为丰富ꎬ有拜

叶林克氏菌科、黄色杆菌科及慢生根瘤菌属ꎮ 新

鲜管叶槽舌兰细菌群落中差异显著性细菌类群是

马赛菌属ꎮ 由此推测ꎬ马赛菌属、鞘氨醇菌属、假
单胞菌属、肠杆菌属、分支杆菌属及慢生根瘤菌属

是管叶槽舌兰的益生细菌ꎮ 干燥可能会引起细菌

脱水ꎬ 进 而 使 细 菌 活 力 下 降 ( Ｂｅｒｎｉｎｇｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８ꎻＭａｊｉｄｚａｄｅｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ Ｍｏｒｅｉｒａ 等(２０２１)
对乳酸菌( ＬＡＢ)培养物经过干燥处理ꎬ发现干燥

会增加乳酸菌细胞的损伤ꎬ导致培养活力的丧失

和细胞保护能力的改变ꎮ
综上结果表明ꎬ硅胶干燥的采样处理会显著

改变内生菌群落 ＯＴＵｓ 数量、物种类群及丰度、α
多样性、β 多样性和互作模式ꎬ且会导致根内某些

关键真菌及细菌类群尤其是菌根真菌和菌根细菌

的丢失和变化ꎬ影响数据的完整性和准确性ꎮ 因

此ꎬ针对兰科植物根样内生菌的研究应使用新鲜

的根样ꎮ

３.４ 管叶槽舌兰根内生细菌和真菌的比较

本研究的管叶槽舌兰根样中内生真菌群落的

ＯＴＵｓ 有 １１７ 个ꎬ Ｃｈａｏ １ 指 数、 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指 数 和

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数分别为 ３９.７９７、０.７２３ 和 ３.０７０ꎮ 而内

生细菌群落有 １ ２８３ 个 ＯＴＵｓꎬＣｈａｏ ｌ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指 数 分 别 为 ５２４. ４９２、 ０. ９７６、
７.１０３ꎮ 管叶槽舌兰根样内生细菌群落的丰富度和

多样性要远比内生真菌群落的高ꎬ内生细菌可能

有着远比已有认知对管叶槽舌兰更为重要的作

用ꎮ 兰科植物内生细菌与真菌的协作对宿主植物

的生长具有重要意义(张芳芳等ꎬ２０１６)ꎬ王小明等

(２０１６)把铁皮石斛中分离得到的真菌和细菌进行

组合ꎬ对铁皮石斛幼苗进行真菌＋细菌联合接种ꎬ
与未接种和单独接种处理相比ꎬ真菌＋细菌组合对

铁皮石斛幼苗生长的影响存在显著差异ꎮ 张萍

(２０１２)采用平板对峙法对铁皮石斛 ６ 株促生内生

细菌与 ８ 株促生内生真菌进行促生组合的研究结

果显示ꎬ某些细菌与真菌组合后处理苗的各个指

标均有所提高ꎬ与单一接菌的处理苗均形成显著

性差异ꎬ特定的真菌或细菌组合表现出协同效应

或累加效应ꎮ 推测管叶槽舌兰根部真菌和细菌的

相互作用可能共同影响管叶槽舌兰的生长发育ꎬ
其相互作用的机制有待进一步研究和验证ꎮ

管叶槽舌兰作为一种珍稀濒危的兰科植物ꎬ
根系内生菌在管叶槽舌兰种子萌发、幼苗形成、生
长发育过程中起着重要的作用ꎮ 本研究结果可为

进一步采用菌根技术实现管叶槽舌兰种质保育提

供理论基础ꎬ对管叶槽舌兰的保护与生产栽培具

有重要意义ꎬ同时ꎬ也为兰科植物内生微生物的采

样方法提供参考ꎮ
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ｎｉｐｏｎｄｈｉｉ Ｓｅｉｄｅｎｆ.ꎬ Ｃｈａｍａｅｇａｓｔｒｏｄｉａ ｎａｎｌｉｎｇｅｎｓｉｓ Ｈ. Ｚ. Ｔｉａｎ ＆ Ｆ. Ｗ. Ｘｉｎｇꎬ Ｇｏｏｄｙｅｒａ ｐｅｎｄｕｌａ Ｍａｘｉｍ.ꎬ Ｈｅｔａｅｒｉａ
ａｎｏｍａｌａ Ｌｉｎｄｌ.ꎬ Ｌｉｐａｒｉｓ ｂｒｕｎｎｅａ Ｏｒｍｅｒｏｄꎬ Ｌｕｉｓｉａ ａｐｐｒｅｓｓｉｆｏｌｉａ Ａｖｅｒ.ꎬ Ｔｒｏｐｉｄｉａ ｅｍｅｉｓｈａｎｉｃａ Ｋ. Ｙ. Ｌａｎｇꎬ ａｎｄ Ｚｅｕｘｉｎｅ
ｎｅｒｖｏｓａ (Ｌｉｎｄｌ.) Ｔｒｉｍｅｎ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ Ｋｕｈｌｈａｓｓｅｌｔｉａ Ｊ. Ｊ. Ｓｍｉｔｈꎬ Ｒｉｓｌｅｙａ Ｋｉｎｇ ＆ Ｐｌａｎｔｌ.ꎬ Ｓｔｉｇｍａｔｏｄａｃｔｙｌｕｓ Ｍａｘｉｍ. ｅｘ
Ｍａｋｉｎｏꎬ ａｎｄ Ｖｒｙｄａｇｚｙｎｅａ Ｂｌ. ａｒｅ ｎｅｗｌｙ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｇｅｎｒａ ｉｎ Ｇｕａｎｇｘｉ. Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ １２８ ｇｅｎｅｒａ ａｎｄ ４７２ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ４ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ
ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ. Ｃｉｔａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓꎬ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｉｒｔｅｅｎ ｎｅｗｌｙ ｒｅｃｏｒｄｅｄ
ｓｐｅｃｉｅｓ ａｒｅ ｐｒｏｖｉｄｅｄ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｎｅｗ ｒｅｃｏｒｄｓꎬ Ｇｕａｎｇｘｉꎬ Ｏｒｃｈｉｄｅｃｅａｅꎬ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｐｌｏｔ

　 　 广西兰科植物丰富ꎬ２０１６ 年出版的«广西植物

志»(第五卷)中ꎬ兰科共收载 １２２ 属 ４３８ 种 ４ 变种

(李树刚等ꎬ ２０１６)ꎬ此后相继报道了 ５ 新种、１６ 新

记录种、２ 新记录属ꎬ其中ꎬ２０１６—２０１８ 年间ꎬ报道

的新种有那坡齿唇兰(Ｏｄｏｎｔｏｃｈｉｌｕｓ ｎａｐｏｅｎｓｉｓ Ｈ. Ｔａｎｇ
＆ Ｙ. Ｆ. Ｈｕａｎｇ) ( Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)、雅长山兰

( Ｏｒｅｏｒｃｈｉｓ ｙａｃｈａｎｇｅｎｓｉｓ Ｚ. Ｂ. Ｚｈａｎｇ ＆ Ｂ. Ｇ.
Ｈｕａｎｇ)(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎬ中国新记录种有角唇

隔距兰 ( Ｃｌｅｉｓｏｓｔｏｍａ ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ Ａｖｅｒ.) (覃营等ꎬ
２０１８ａ)ꎬ广西新记录属有鹿角兰属 ( Ｐｏｍａｔｏｃａｌｐａ
Ｂｒｅｄａ)和独花兰属(Ｃｈａｎｇｎｉｅｎｉａ Ｓ. Ｓ. Ｃｈｉｅｎ) (覃

营等ꎬ ２０１８ｂ)ꎬ 广 西 新 记 录 种 有 日 本 对 叶 兰

[Ｎｅｏｔｔｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ ( Ｂｌ.) Ｓｚｌａｃｈｅｔｋｏ]、吉氏羊耳蒜

(Ｌｉｐａｒｉｓ ｔｓｉｉ Ｈ. Ｚ. Ｔｉａｎ ＆ Ａ. Ｑ. Ｈｕ)、小羊耳蒜

( Ｌ. ｆａｒｇｅｓｉｉ Ｆｉｎｅｔ )、 条 裂 鸢 尾 兰 ( Ｏｂｅｒｏｎｉａ
ｊｅｎｋｉｎｓｉａｎａ Ｌｉｎｄｌ.)、果香兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｓｕａｖｉｓｓｉｍｕｍ
Ｃ. Ｃｕｒｔｉｓ)、大花斑叶兰 [Ｇｏｏｄｙｅｒａ ｂｉｆｌｏｒａ ( Ｌｉｎｄｌ.)
Ｊ. Ｄ. Ｈｏｏｋｅｒ] (邹春玉等ꎬ ２０１８)以及台湾鹿角兰

[ Ｐｏｍａｔｏｃａｌｐａ ｕｎｄｕｌａｔｕｍ ( Ｌｉｎｄｌ.) Ｊ. Ｊ. Ｓｍｉｔｈ
ｓｕｂｓｐ. ａｃｕｍｉｎａｔｕｍ ( Ｒｏｌｆｅ ) Ｓ. Ｗａｔｔｈａｎａ ＆ Ｓ.
Ｗ. Ｃｈｕｎｇ] 和 独 花 兰 ( Ｃｈａｎｇｎｉｅｎｉａ ａｍｏｅｎａ Ｓ. Ｓ.
Ｃｈｉｅｎ)(覃营等ꎬ ２０１８ｂ)ꎮ

自 ２０１９ 年以来ꎬ根据国家林业和草原局的

部署ꎬ广西组织开展了兰科植物资源调查工作ꎬ
先后建立了１０ ３０９个兰花调查监测样地ꎬ其中ꎬ５
ｍ × ５ ｍ 样方 １０ １９７ 个(含固定样方 ２ ６０２ 个、临
时样方 ７ ５９７ 个) ꎬ样木 １１２ 个(含固定样木 ４８
个、临时样木 ６４ 个) ꎮ 在调查过程中发现一批兰

科新种、新记录种和存疑物种ꎬ并陆续发表或报

道ꎬ如新种那坡羊耳蒜 ( Ｌｉｐａｒｉｓ ｎａｐｏｅｎｓｉｓ Ｌ. Ｌｉꎬ
Ｈ. Ｆ. Ｙａｎ ＆ Ｓ. Ｊ. Ｌｉ) ( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９) 、九万山舌

唇兰( Ｐｌａｔａｎｔｈｅｒａ ｊｉｕｗａｎｓｈａｎｅｎｓｉｓ Ｙｉｎｇ Ｑｉｎ ＆ Ｙａｎ
Ｌｉｕ) (Ｑｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０) 、雅长无叶兰( Ａｐｈｙｌｌｏｒｃｈｉｓ
ｙａｃｈａｎｇｅｎｓｉｓ Ｙｉｎｇ Ｑｉｎ ＆ Ｙａｎ Ｌｉｕ ) ( Ｑｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１) ꎬ 中 国 新 记 录 种 宽 叶 玉 凤 花 ( Ｈａｂｅｎａｒｉａ
ｌｉｎｄｌｅｙａｎａ Ｓｔｅｕｄ) (曾维波等ꎬ２０１７) 、中越带唇兰

(Ｔａｉｎｉａ ａｃｕｍｉｎａｔａ Ａｖｅｒ.) (袁泉等ꎬ ２０２０) 、岩生

羊耳蒜( Ｌｉｐａｒｉｓ ｐｅｔｒａｅａ Ａｖｅｒ. ＆ Ａｖｅｒｙａｎｏｖａ) (农素

芸 等ꎬ ２０２１ ) ꎬ 中 国 大 陆 新 记 录 种 乌 来 天 麻

(Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｕｒａｉｅｎｓｉｓ Ｔ. Ｃ. Ｈｓｕ ＆ Ｃ. Ｍ. Ｋｕｏ) (覃

营等ꎬ ２０２０ａ) 、折柱天麻( Ｇ. ｆｌｅｘｉｓｔｙｌａ Ｔ. Ｃ. Ｈｓｕ
＆ Ｃ. Ｍ. Ｋｕｏ ) 和 叉 脊 天 麻 ( Ｇ. ｓｈｉｍｉｚｕａｎａ
Ｔｕｙａｍａ) (覃营等ꎬ ２０２０ｂ) 、春天麻( Ｇ. ｆｏｎｔｉｎａｌｉｓ
Ｔ. Ｐ . Ｌｉｎ ) ( 李 健 玲ꎬ ２０２１ ) 、 纹 瓣 鹿 角 兰

[Ｐｏｍａｔｏｃａｌｐａ ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｅ ( Ｇａｇｎｅｐ.) ｓｅｉｄｅｎｆ.] (刘

志荣等ꎬ２０２１) ꎬ反映出广西兰科植物具丰富的物

种多样性ꎮ 经进一步整理和追踪观察ꎬ广西兰科

植物又有 ４ 属和 １３ 种被确认为新记录ꎮ 鉴于兰

科植物重要的科学价值和经济价值以及保护生

物学意义ꎬ特予以报道ꎮ 凭证标本存放于广西植

物研究所标本馆( ＩＢＫ) ꎮ

１　 旗唇兰属(Ｋｕｈｌｈａｓｓｅｌｔｉａ Ｊ. Ｊ. Ｓｍｉｔｈ)

地生草本ꎮ 根状茎节上生根ꎮ 茎具 ３ ~ ６ 枚

叶ꎮ 叶小ꎬ卵圆形、卵形至宽披针形ꎻ叶柄基部具

抱茎的鞘ꎮ 花序顶生ꎬ中部以下有时具鞘状苞片ꎻ
花苞片常被疏柔毛或边缘具睫毛ꎻ花小ꎬ唇瓣位于

７００１６ 期 黄雪奎等: 广西植物名录补遗Ⅵ———兰科 ４ 新记录属和 １３ 新记录种



下方ꎻ萼片在中部以下合生ꎬ钟状ꎻ花瓣与中萼片

等长且与中萼片紧贴呈兜状ꎻ唇瓣较萼片长ꎬ呈 Ｔ
或 Ｙ 字形ꎬ基部具囊状距ꎬ中部爪细长ꎬ全缘或在

其前部具小齿前部扩大ꎻ距末端 ２ 浅裂ꎬ分隔 ２
室ꎬ每室具 １ 枚胼胝体ꎻ蕊柱直立ꎬ花药生于蕊柱

背侧ꎻ花粉团 ２ꎬ倒卵状披针形ꎻ蕊喙位于蕊柱的顶

端ꎬ叉状 ２ 裂ꎻ柱头 ２ 个ꎬ位于蕊喙之下ꎮ
旗唇兰属由 Ｊ. Ｊ. Ｓｍｉｔｈ 于 １９１０ 年建立ꎬ全属

有 １０ 种ꎬ我国产 １ 种ꎬ即旗唇兰(Ｋ. ｙａｋｕｓｈｉｍｅｎｓｉｓ)
(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ａ)ꎮ

分布:中国陕西、安徽、浙江、台湾、湖南、四
川ꎻ印度尼西亚、马来西亚、新几内亚、菲律宾、日
本、韩国ꎮ 中国广西首次记录ꎮ

　 　 旗唇兰

Ｋｕｈｌｈａｓｓｅｌｔｉａ ｙａｋｕｓｈｉｍｅｎｓｉｓ ( Ｙａｍａｍ.) Ｏｒｍｅｒｏｄ
ｉｎ Ｌｉｎｄｌｅｙａｎａ １７(４): ２０９. ２００２ꎻ Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ２５:
６３. ２００９.———Ｖｅｘｉｌｌａｂｉｕｍ ｙａｋｕｓｈｉｍｅｎｓｅ ( Ｙａｍａｍ.)
Ｆ. Ｍａｅｋａｗａ ｉｎ Ｊ. Ｊａｐ. Ｂｏｔ. １１: ４５９. １９３５ꎻ 中国植

物志 １７: １７４. １９９９ꎮ
植株高 ８ ~ １３ ｃｍꎮ 茎无毛ꎬ具 ４ ~ ５ 枚叶ꎮ 叶

卵形ꎬ密生茎基部或疏生茎上ꎬ具 ３ 条脉ꎻ叶柄基

部扩大成抱茎的鞘ꎮ 花茎常带紫红色ꎬ中部以下

具粉红色鞘状苞片ꎻ苞片粉红色ꎬ边缘具睫毛ꎻ花
小ꎻ萼片粉红色ꎻ花瓣白色ꎬ具紫红色斑块ꎬ近顶部

收狭具钝的凸尖头ꎬ基部与中萼片紧贴呈兜状ꎻ唇
瓣白色ꎮ 蕊喙 ２ 裂ꎻ柱头星月形ꎬ突出ꎮ

凭证标本:广西九万山国家级自然保护区杨

梅坳ꎬ生于山坡密林下ꎬ海拔为 １ ４７９ ｍꎬ２０１８ 年 ９
月 １６ 日ꎬ覃营 ＱＹ２０１８０９１６００１( ＩＢＫ)ꎮ

分布:中国陕西、安徽、浙江、台湾、湖南、四
川ꎻ日本、菲律宾ꎮ 模式标本采自日本ꎮ 中国广西

首次记录ꎮ

２　 紫茎兰属(Ｒｉｓｌｅｙａ Ｋｉｎｇ ＆ Ｐａｎｔｌ.)

腐生草本ꎬ不具块茎或假鳞茎ꎮ 茎无叶ꎬ暗紫

色ꎬ基部具鞘ꎬ顶端为总状花序ꎻ总状花序具多数

密生小花ꎻ花苞片宿存ꎻ花小ꎬ肉质ꎻ萼片相似ꎬ离
生ꎻ花瓣常较萼片短而狭ꎻ唇瓣位于上方ꎬ不裂ꎬ凹
陷ꎬ较宽阔ꎻ蕊柱短ꎬ圆柱形ꎻ花药生于背侧ꎬ２ 室ꎻ

花粉团 ４ 个ꎬ成 ２ 对ꎬ蜡质ꎬ无花粉团柄ꎬ附着于肥

厚的、矩圆形的粘盘上ꎻ蕊喙粗大ꎬ伸出ꎬ高于

花药ꎮ
紫茎兰属由 Ｋｉｎｇ 和 Ｐａｎｔｌｉｎｇ 于 １８９８ 年建立ꎬ

全属仅 １ 种ꎬ即紫茎兰(Ｒ. ａｔｒｏｐｕｒｐｕｒｅａ) ( Ｃｈｅｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００９ａ)ꎮ

分布:中国四川、西藏、云南ꎻ不丹、印度、缅
甸ꎮ 中国广西首次记录ꎮ

　 　 紫茎兰

Ｒｉｓｌｅｙａ ａｔｒｏｐｕｒｐｕｒｅａ Ｋｉｎｇ ＆ Ｐａｎｔｌ. ｉｎ Ａｎｎ. Ｒｏｙ.
Ｂｏｔ. Ｇａｒｄ. (Ｃａｌｃｕｔｔａ) ８: ２４７. １８９８ꎻ 中国植物志 １８:
１５２. １９９９ꎻ Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ２５: ２４５. ２００９ꎮ

腐生草本ꎬ具肥厚根状茎ꎮ 茎无叶ꎬ暗紫色ꎬ
基部具 ２ 枚鞘ꎻ鞘抱茎ꎬ膜质ꎮ 花肉质ꎬ黑紫色ꎬ稍
密集ꎻ萼片近长圆形ꎻ花瓣近长圆状披针形ꎬ展开ꎻ
唇瓣宽卵形ꎬ贴生于蕊柱基部ꎬ凹陷ꎬ靠近基部的

边缘具细齿ꎬ先端具朝上翻的小尖头ꎮ 蒴果椭

圆形ꎮ
凭证标本:广西雅长兰科植物国家级自然保

护区盘古王山脚大沟ꎬ生于山坡疏林下ꎬ海拔为

１ ７７３ ｍꎬ ２０２０ 年 ６ 月 ２８ 日ꎬ 覃 营 等 ＱＹＹＣ００９
( ＩＢＫ)ꎮ

分布:中国四川、西藏、云南ꎻ不丹、印度、缅
甸ꎮ 模式标本采自印度ꎮ 中国广西首次记录ꎮ

３　 指柱兰属(Ｓｔｉｇｍａｔｏｄａｃｔｙｌｕｓ Ｍａｘｉｍ.
ｅｘ Ｍａｋｉｎｏ)

地生小草本ꎬ地下具根状茎与小块茎ꎮ 茎纤

细ꎬ无毛ꎬ中部具 １ 枚叶ꎮ 叶很小ꎬ基部无柄ꎮ 总

状花序顶生ꎬ具 １ ~ ３ 花ꎻ花苞片叶状ꎻ花近直立ꎻ萼
片离生ꎬ狭窄ꎬ侧萼片略斜歪且较短ꎻ花瓣与侧萼

片相似ꎻ唇瓣宽阔ꎬ基部具有 １ 个肉质的、２ 深裂的

附属物ꎻ蕊柱直立ꎬ上部向前弯ꎬ两侧边缘有狭翅ꎬ
无蕊柱足ꎻ柱头凹陷ꎬ下方有指状附属物ꎻ花粉团 ４
个ꎬ成 ２ 对ꎬ无花粉团柄和粘盘ꎮ

指柱兰属由 Ｍａｋｉｎｏ 于 １８９１ 年建立ꎬ全属有

１０ 种ꎬ我国产 １ 种ꎬ即指柱兰(Ｓ. ｓｉｋｏｋｉａｎｕｓ) (陈恒

彬和张永田ꎬ１９９４ꎻＣｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ａ)ꎮ

８００１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



分布:中国福建、湖南、云南、台湾ꎻ日本、印
度、印度尼西亚、新几内亚、所罗门群岛、喜马拉雅

山ꎮ 中国广西首次记录ꎮ

　 　 指柱兰

Ｓｔｉｇｍａｔｏｄａｃｔｙｌｕｓ ｓｉｋｏｋｉａｎｕｓ Ｍａｘｉｍ. ｅｘ Ｍａｋｉｎｏ ｉｎ
Ｉｌｌ. Ｆｌ. Ｊａｐａｎ １(７): ｔ. ４３. １８９１ꎻ 中国植物志 １７:
２３６. １９９９ꎻ Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ２５: ８８. ２００９ꎮ

根状茎圆柱形ꎬ被绵毛状根毛ꎮ 茎纤细ꎮ 叶

三角状卵形ꎬ具 ３ 脉ꎮ 花苞片略小于叶ꎬ淡绿色ꎻ
花淡绿色ꎬ仅唇瓣淡红紫色ꎻ中萼片线形ꎬ基部边

缘有长缘毛ꎻ侧萼片狭线形ꎻ唇瓣宽卵状圆形ꎬ边
缘具细齿ꎬ基部有附属物ꎻ附属物肉质ꎬ在中部分

裂为上裂片与下裂片ꎬ先端均为 ２ 浅裂ꎻ蕊柱前方

中部有小突起ꎮ
凭证标本:广西岑王老山国家级自然保护区ꎬ

生于阔叶林下ꎬ海拔为 １ ８６８ ｍꎬ２０１８ 年 １１ 月 ３
日ꎬ覃营 ＧＸＱＹ２０１８１１０３００１( ＩＢＫ)ꎮ

分布:中国福建、湖南、云南、台湾ꎻ日本ꎮ 模

式标本采自日本ꎮ 中国广西首次记录ꎮ

４　 二尾兰属(Ｖｒｙｄａｇｚｙｎｅａ Ｂｌ.)

地生草本ꎮ 根状茎节上生根ꎮ 茎直立ꎬ具叶ꎮ
叶稍肉质ꎬ互生ꎬ具柄ꎮ 总状花序顶生ꎬ具密生花ꎻ
花倒置ꎬ花被片不甚张开ꎻ中萼片与花瓣黏合呈兜

状ꎻ侧萼片伸展ꎻ唇瓣短ꎬ与蕊柱并行ꎬ基部具距ꎻ
距从两侧萼片之间伸出ꎬ距内壁近基部有 ２ 枚胼

胝体ꎻ蕊柱很短ꎻ花药直立ꎬ位于蕊柱后侧ꎬ２ 室ꎻ花
粉团 ２ 个ꎬ具粒粉质ꎬ长倒卵形ꎬ共同具 １ 个大的

粘盘ꎻ蕊喙短ꎬ２ 齿裂ꎻ柱头 ２ꎬ位于蕊喙前面基部

的两侧ꎮ
二尾兰属由 Ｂｌｕｍｅ 于 １８５８ 年建立ꎬ全属约 ３５

种ꎬ我国产 １ 种ꎬ即二尾兰(Ｖ. ｎｕｄａ) (Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００９ａ)ꎮ

分布:中国台湾、海南、香港ꎻ印度至太平洋岛

屿ꎮ 中国广西首次记录ꎮ

　 　 二尾兰

Ｖｒｙｄａｇｚｙｎｅａ ｎｕｄａ Ｂｌ. ｉｎ Ｃｏｌｌ. Ｏｒｃｈｉｄ. ７１ꎬ
ｔｔ. １７ꎬ ７４. １８５８ꎻ 中国植物志 １７: ２０３. １９９９ꎻ Ｆｌｏｒａ

ｏｆ Ｃｈｉｎａ ２５: ７６. ２００９ꎮ
植株高 ５ ~ １２ ｃｍꎮ 茎具 ５ ~ ７ 枚叶ꎬ常散生茎

上ꎮ 叶卵形或卵状椭圆形ꎬ暗绿色ꎻ叶柄基部扩大

成抱茎的鞘ꎮ 花白色或绿白色ꎬ不甚张开ꎻ萼片白

色或淡绿色ꎬ中萼片凹陷呈舟状ꎬ与花瓣黏合呈兜

状ꎻ侧萼片偏斜ꎬ前侧基部呈耳状ꎬ背面近先端具

龙骨状突起ꎻ唇瓣较萼片短ꎬ中部具肉质的脊ꎬ基
部具距ꎬ末端 ２ 浅裂ꎬ其内面具 ２ 枚肉质、椭圆形、
有柄的胼胝体ꎻ合蕊柱粗短ꎮ

凭证标本:广西防城港市防城区那梭镇长歧ꎬ
生于山坡疏林下ꎬ海拔为 ６４９ ｍꎬ２０２０ 年 ４ 月 １１
日ꎬ覃营等 ＱＹＦＣ２０２００４１１００９( ＩＢＫ)ꎻ广西七冲国

家级自然保护区义牛冲ꎬ海拔为 ２１２ ｍꎬ２０２１ 年 ７
月 ６ 日ꎬ黄雪奎、陈宇娇、戴石昌、李喜涛 ＱＣ２２３６
( ＩＢＫ)ꎮ

分布:中国台湾、海南、香港ꎻ印度尼西亚、印
度、马来群岛ꎮ 模式标本采自印度尼西亚ꎮ 中国

广西首次记录ꎮ

５　 新记录种

５.１ 深圳拟兰

Ａｐｏｓｔａｓｉａ ｓｈｅｎｚｈｅｎｉｃａ Ｚ. Ｊ. Ｌｉｕ ＆ Ｌ. Ｊ. Ｃｈｅｎ ｉｎ
Ｐｌ. Ｓｃｉ. Ｊ. ２９(１): ３９. ２０１１.

陆生草本ꎮ 根状茎具管状根ꎻ管状茎近球形ꎬ
茎细长ꎬ向基部单生分枝ꎬ中部以下有圆柱形鞘ꎮ
叶卵形或卵状披针形ꎬ先端具丝状芒ꎻ叶柄基部抱

茎ꎬ膨大ꎮ 圆锥花序下弯ꎻ花淡绿黄色ꎻ花瓣相似ꎬ
近长圆形ꎬ背面具龙骨状突起ꎻ合蕊柱圆柱状ꎻ花
药线状披针形ꎬ基部具两个相等小室ꎻ花柱顶端微

３ 裂ꎻ退化雄蕊长于花柱ꎮ 蒴果圆筒状ꎬ绿色ꎮ
根据陈利君和刘仲健(２０１１)发表深圳拟兰时

的描述ꎬ本种与多枝拟兰(Ａ. ｒａｍｉｆｅｒａ Ｓ. Ｃ. Ｃｈｅｎ ｅｔ
Ｋ. Ｙ. Ｌａｎｇ)相似ꎬ区别在于本种具块茎状的根和

明显长于花柱的退化雄蕊(上部约 １ / ３ 与花柱分

离)ꎬ圆锥花序和花不完全开放ꎮ 但是ꎬ也有学者

认为该种的这些性状是不稳定的ꎬ是不足以区分

这两个物种的ꎮ 两者是否为同一物种ꎬ仍需要进

一步的研究ꎮ
凭证标本:广西大明山国家级自然保护区水源村

至龙头山路上ꎬ生于阔叶林下ꎬ海拔为 ９３４ ｍꎬ２０２０ 年

５ 月 ２７ 日ꎬ杨平、黄雪奎、王合 ４５０１２５２００５２７０２８ＬＹ

９００１６ 期 黄雪奎等: 广西植物名录补遗Ⅵ———兰科 ４ 新记录属和 １３ 新记录种



(ＩＢＫ)ꎮ
分布:中国广东ꎮ 模式标本采自广东深圳ꎮ

广西首次记录ꎮ
５.２ 拟泰国卷瓣兰

Ｂｕｌｂｏｐｈｙｌｌｕｍ ｎｉｐｏｎｄｈｉｉ Ｓｅｉｄｅｎｆ. ｉｎ Ｎｏｒｄｉｃ Ｊ.
Ｂｏｔ. ５(２): １６２. １９８５.

小型附生植物ꎮ 假鳞茎球形至锥形ꎮ 叶单

生ꎬ长圆形至椭圆状长圆形ꎬ先端具缺口ꎮ 花序由

假鳞茎基部产生ꎮ 背侧萼片线状长圆形ꎬ白色或

黄白色ꎬ有紫色条纹ꎻ侧生萼片狭线形ꎬ紫色或红

紫色ꎮ 花瓣斜卵形或椭圆状卵形ꎬ具 ３ 脉ꎬ白色或

淡黄色ꎬ具紫色条纹ꎮ 唇瓣舌状ꎬ紫色ꎬ在中部向

外弯曲ꎬ肉质的边缘之间具纵向皱纹ꎮ 雌蕊锐尖

三角形ꎮ
凭证标本:广西百色市德保县燕峒乡多龙村ꎬ

附生于阔叶林的树上ꎬ海拔为 ８７９ ｍꎬ２０１６ 年 ９ 月

３ 日ꎬ德保普查队 ４５１０２４１６０９０３０４６ＬＹ( ＩＢＫ)ꎻ广
西百色市德保县燕峒乡多龙村ꎬ附生于阳坡阔叶

林的树上ꎬ海拔为 ９３８ ｍꎬ２０２０ 年 ７ 月 ２３ 日ꎬ覃营

等 ＱＹＤＢ００４( ＩＢＫ)ꎮ
分布:中国云南ꎻ泰国ꎮ 模式标本采自泰国ꎮ

中国广西首次记录ꎮ
５.３ 南岭叠鞘兰

Ｃｈａｍａｅｇａｓｔｒｏｄｉａ ｎａｎｌｉｎｇｅｎｓｉｓ Ｈ. Ｚ. Ｔｉａｎ ＆
Ｆ. Ｗ. Ｘｉｎｇ ｉｎ Ｎｏｖｏｎ １８(２): ２６１－２６３. ｆ. １. ２００８.

多年生腐生草本ꎮ 茎直立ꎬ浅棕色ꎮ 花序顶

生ꎮ 花苞片卵状披针形ꎮ 萼片离生ꎮ 中萼片卵圆

形ꎮ 侧萼片镰状卵圆形ꎮ 花瓣镰形ꎬ浅黄褐色至

黄褐色ꎬ与中萼片粘合成兜状ꎮ 唇瓣黄色ꎬ呈“Ｙ”
形ꎮ 中唇具不等长流苏ꎮ 后唇浅囊状ꎬ基部靠下

位置具 ２ 肉质胼胝体ꎮ 蕊柱红褐色ꎬ前两侧具 ２ 较

大的片状蕊柱翅ꎮ 蕊喙先端叉状深 ２ 裂ꎮ 离生柱

头 ２ꎬ卵圆形ꎮ
叠鞘兰属在 Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ 中记载有 ３ 种ꎬ分

别 是 戟 唇 叠 鞘 兰 [ Ｃ. ｖａｇｉｎａｔａ ( Ｈｏｏｋ. ｆ.)
Ｓｅｉｄｅｎｆ.]、 叠 鞘 兰 ( Ｃ. ｓｈｉｋｏｋｉａｎａ Ｍａｋｉｎｏ ＆ Ｆ.
Ｍａｅｋａｗａ) 和 川 滇 叠 鞘 兰 [ Ｃ. ｉｎｖｅｒｔａ ( Ｗ. Ｗ.
Ｓｍｉｔｈ) Ｓｅｉｄｅｎｆ.]ꎬ我国均产(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ａ)ꎮ
南岭叠鞘兰 ( Ｃ. ｎａｎｌｉｎｇｅｎｓｉｓ Ｈ. Ｚ. Ｔｉａｎ ＆ Ｆ. Ｗ.
Ｘｉｎｇ)由田怀珍等人发表( Ｔｉａｎ ＆ Ｘｉｎｇꎬ ２００８)ꎬ虽
然次年陈心启等人在 Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ 中将该种置于

齿唇兰属(Ｏｄｏｎｔｏｃｈｉｌｕｓ Ｂｌ.) (Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ａ)ꎬ
但刘巧霞等人后来结合分子生物学证据研究后认

为该种及齿爪叠鞘兰 [ Ｃｈａｍａｅｇａｓｔｒｏｄｉａ ｐｏｉｌａｎｅｉ
(Ｇａｇｎｅｐ.) Ｓｅｉｄｅｎｆ. ＆ Ａ. Ｎ. Ｒａｏ] 仍属于叠鞘兰

属ꎬ该属现有 ５ 种(刘巧霞ꎬ２０１５ꎻ刘严文ꎬ２０１８)ꎮ
本文采纳刘巧霞等人的观点ꎮ

凭证标本:广西姑婆山自治区级自然保护区

分岔亭右侧山道ꎬ生于阔叶林下ꎬ海拔为１ １００ ｍꎬ
２０２１ 年 ８ 月 ５ 日ꎬ牟光福、黄雪奎、张强 ＧＰＳ５８４
( ＩＢＫ)ꎮ

分布:中国广东、湖南、江西ꎮ 模式标本采自

广东ꎮ 广西首次记录ꎮ
５.４ 垂叶斑叶兰

Ｇｏｏｄｙｅｒａ ｐｅｎｄｕｌａ Ｍａｘｉｍ. ｉｎ Ｂｕｌｌ. Ａｃａｄ.
Ｉｍｐ. Ｓｃｉ. Ｓａｉｎｔ－Ｐéｔｅｒｓｂｏｕｒｇ. ３２: ６２３. １８８８ꎻ 中国植

物志 １７: １５５. １９９９ꎻ Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ２５: ４９. ２００９.
植株附生或石生ꎮ 茎下垂ꎬ基部常匍匐ꎮ 叶

中部略大ꎬ向顶端逐渐缩小ꎬ披针形至卵形ꎬ３ ~ ５
条脉ꎻ叶面绿色带淡黄色斑点ꎬ叶背灰绿色ꎮ 花序

下垂而后上升ꎬ呈“Ｌ”型ꎬ花生长于同侧ꎻ花白色ꎬ
萼片外被毛ꎬ中萼片狭卵形ꎬ１ 脉ꎻ侧萼片卵状披针

形ꎻ花瓣狭倒卵形至菱状披针形ꎬ１ 脉ꎻ唇瓣白色ꎬ
基部具囊ꎻ囊白色ꎬ中部至底部橘红色ꎻ合蕊柱

白色ꎮ
凭证标本:广西猫儿山国家级自然保护区ꎬ附

生于阔叶林下的石壁上ꎬ海拔为 １ ９５３ ｍꎬ２０１７ 年

８ 月 ８ 日ꎬ 资 源 县 普 查 队 ５０３２９１７０８０８００９ＬＹ
(ＩＢＫ)ꎮ

分布:中国台湾、云南、广东、西藏ꎻ日本ꎮ 模

式标本采自日本ꎮ 中国广西首次记录ꎮ
５.５ 四腺翻唇兰

Ｈｅｔａｅｒｉａ ａｎｏｍａｌａ Ｌｉｎｄｌ. ｉｎ Ｊ. Ｐｒｏｃ. Ｌｉｎｎ. Ｓｏｃ.ꎬ
Ｂｏｔ. １: １８５. １８５７ꎻ 中国植物志 １７: １８２. １９９９ꎻ
Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ２５: ６６. ２００９.

植株高 ２８~３４ ｃｍꎮ 茎直立ꎬ具 ３~ ７ 枚疏生叶ꎮ
叶卵状披针形ꎬ上面绿色ꎬ具 ３ 脉ꎮ 花茎直立ꎬ被长

柔毛ꎬ下部具鞘状苞片ꎻ花苞片披针形ꎬ边缘具缘

毛ꎬ背面被长柔毛ꎻ花白色ꎻ萼片背面疏被糙硬毛ꎬ
具 １ 脉ꎬ中萼片椭圆形ꎬ与花瓣粘合呈兜状ꎻ侧萼片

近斜卵形ꎻ花瓣线形ꎬ具 １ 脉ꎻ唇瓣基部凹陷呈浅囊

状ꎬ中部收狭成细爪ꎬ前部 ２ 裂ꎬ左右伸展ꎮ

０１０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



Ａ－Ｂ. 拟泰国卷瓣兰ꎻ Ｃ. 指柱兰ꎻ Ｄ－Ｅ. 紫茎兰ꎻ Ｆ－Ｇ. 深圳拟兰ꎻ Ｈ. 褐花羊耳蒜ꎻ Ｉ. 芳线柱兰ꎻ Ｊ－Ｋ. 旗唇兰ꎮ
Ａ－Ｂ. Ｂｕｌｂｏｐｈｙｌｌｕｍ ｎｉｐｏｎｄｈｉｉ Ｓｅｉｄｅｎｆ.ꎻ Ｃ. Ｓｔｉｇｍａｔｏｄａｃｔｙｌｕｓ ｓｉｋｏｋｉａｎｕｓ Ｍａｘｉｍ. ｅｘ Ｍａｋｉｎｏꎻ Ｄ－Ｅ. Ｒｉｓｌｅｙａ ａｔｒｏｐｕｒｐｕｒｅａ Ｋｉｎｇ ＆ Ｐａｎｔｌ.ꎻ Ｆ－
Ｇ. Ａｐｏｓｔａｓｉａ ｓｈｅｎｚｈｅｎｉｃａ Ｚ. Ｊ. Ｌｉｕ ＆ Ｌ. Ｊ. Ｃｈｅｎꎻ Ｈ. Ｌｉｐａｒｉｓ ｂｒｕｎｎｅａ Ｏｒｍｅｒｏｄꎻ Ｉ. Ｚｅｕｘｉｎｅ ｎｅｒｖｏｓａ (Ｌｉｎｄｌ.) Ｔｒｉｍｅｎꎻ Ｊ－Ｋ. Ｋｕｈｌｈａｓｓｅｌｔｉａ
ｙａｋｕｓｈｉｍｅｎｓｉｓ (Ｙａｍａｍｏｔｏ) Ｏｒｍｅｒｏｄ.

图版 １　 广西兰科植物 ７ 个新记录种
Ｐｌａｔｅ １　 Ｓｅｖｅｎ ｎｅｗ ｒｅｃｏｒｄｓ ｏｆ Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ Ｇｕａｎｇｘｉ
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Ａ－Ｃ. 峨眉竹茎兰ꎻ Ｄ－Ｆ. 聚叶钗子股ꎻ Ｇ－Ｈ. 二尾兰ꎻ Ｉ. 四腺翻唇兰ꎻ Ｊ－Ｋ. 垂叶斑叶兰ꎻ Ｌ. 南岭叠鞘兰ꎮ
Ａ－Ｃ. Ｔｒｏｐｉｄｉａ ｅｍｅｉｓｈａｎｉｃａ Ｋ. Ｙ. Ｌａｎｇꎻ Ｄ－Ｆ. Ｌｕｉｓｉａ ａｐｐｒｅｓｓｉｆｏｌｉａ Ａｖｅｒ.ꎻ Ｇ－Ｈ. Ｖｒｙｄａｇｚｙｎｅａ ｎｕｄａ Ｂｌ.ꎻ Ｉ. Ｈｅｔａｅｒｉａ ａｎｏｍａｌａ Ｌｉｎｄｌ.ꎻ Ｊ－Ｋ.
Ｇｏｏｄｙｅｒａ ｐｅｎｄｕｌａ Ｍａｘｉｍ.ꎻ Ｌ. Ｃｈａｍａｅｇａｓｔｒｏｄｉａ ｎａｎｌｉｎｇｅｎｓｉｓ Ｈ. Ｚ. Ｔｉａｎ ＆ Ｆ. Ｗ. Ｘｉｎｇ.

图版 ２　 广西兰科植物 ６ 个新记录种
Ｐｌａｔｅ ２　 Ｓｉｘ ｎｅｗ ｒｅｃｏｒｄｓ ｏｆ Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ Ｇｕａｎｇｘｉ

２１０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



　 　 本 种 与 滇 南 翻 唇 兰 [ Ｈ. ａｆｆｉｎｉｓ ( Ｇｒｉｆｆ.)
Ｓｅｉｄｅｎｆ. ＆ Ｏｒｍｅｒｏｄ]相似ꎬ但本种的唇瓣基部极扩

大ꎬ花茎被绒毛(张艺祎等ꎬ２０１８)ꎮ
凭证标本:广西防城港市防城区扶隆镇国防

路木材检查站ꎬ生于阔叶林下ꎬ海拔为 ４７７ ｍꎬ２０２１
年 ２ 月 ２２ 日ꎬ 覃 营、 黄 金 全、 苏 春 兰、 梁 津 慧

ＧＸＱＹ２０２１０２２２０４６( ＩＢＫ)ꎮ
分布:中国台湾、海南、西藏ꎻ印度、老挝、泰

国、缅甸、菲律宾、越南、马来西亚、印度尼西亚ꎮ
模式标本采自印度尼西亚ꎮ 中国广西首次记录ꎮ
５.６ 褐花羊耳蒜

Ｌｉｐａｒｉｓ ｂｒｕｎｎｅａ Ｏｒｍｅｒｏｄ ｉｎ Ｔａｉｗａｎｉａ ５２ ( ４ ):
３０９. ２００７ꎻ Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ２５: ２１８. ２００９.

陆生草本ꎮ 假鳞茎丛生ꎬ椭圆形至近方形ꎬ两
侧扁平ꎮ 叶 １ ~ ２ 枚ꎬ卵状椭圆形至近圆形ꎬ基部收

缩成鞘状ꎮ 花苞卵状披针形ꎮ 花褐色ꎮ 背侧萼片

反折ꎬ线形ꎻ侧生萼片线形ꎬ１ 脉ꎮ 花瓣反折ꎬ丝状

线形ꎻ唇瓣近方形ꎬ基部收缩ꎬ具深裂的双裂片ꎬ先
端微缺ꎮ 合蕊柱弯曲ꎬ纤细ꎬ基部膨大ꎬ先端具

狭翅ꎮ
该 种 与 华 西 羊 耳 蒜 ( Ｌ. ｐｙｇｍａｅａ Ｋｉｎｇ ＆

Ｐａｎｔｌ.)接近ꎬ但该种的背萼片线形和整个唇瓣边

缘近方形(Ｏｒｍｅｒｏｄꎬ ２００７ꎻ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ｃꎻ 马

良等ꎬ２０２０)ꎮ
凭证标本:广西大瑶山国家级自然保护区圣

堂山ꎬ生于山坡密林下的石壁上ꎬ海拔为 １ ０９４ ｍꎬ
２０１８ 年 ５ 月 ８ 日ꎬ刘静、覃 营、牟 光 福 ＤＹＳ６２６
( ＩＢＫ)ꎮ

分布:中国广东、福建ꎮ 模式标本采自广东ꎮ
广西首次记录ꎮ
５.７ 聚叶钗子股

Ｌｕｉｓｉａ ａｐｐｒｅｓｓｉｆｏｌｉａ Ａｖｅｒ. ｉｎ Ｌｉｎｄｌｅｙａｎａ １５(２):
７９. ２０００.

附生草本ꎬ常分枝ꎮ 叶圆柱状ꎬ抱钩状ꎮ 花具

绿黄色斑点ꎻ花苞片正面绿黄色ꎬ背面红色ꎮ 花背

面带淡黄绿色萼片ꎬ其具紫色条纹ꎻ花瓣金黄色ꎬ
椭圆形ꎬ背面的中间带紫色条纹ꎻ唇瓣金黄色ꎬ厚
肉质ꎬ正面具密的棕色斑点ꎮ 合蕊柱约 ３ ｍｍꎬ蕊
喙 ２ 裂ꎮ 花药冠近球形ꎬ先端缩小为喙ꎮ

凭证标本:广西木论国家级自然保护区ꎬ附生

于石灰岩石山山坡的树上ꎬ海拔为 ８５０ ｍꎬ２０１２ 年 ７

月 ２５ 日ꎬ彭日成等 ＭＬ１９８５(ＩＢＫ)ꎻ广西木论国家级

自然保护区ꎬ附生于石灰岩石山山坡的树上ꎬ海拔

为 ８７０ ｍꎬ２０１２ 年 ７ 月 ２５ 日ꎬ彭日成等 ＭＬ１９９４
(ＩＢＫ)ꎻ广西那坡县百省乡百坎村附近ꎬ附生于石灰

岩石山山顶的树上ꎬ海拔为 １ ２３０ ｍꎬ２０１４ 年 ５ 月 ２９
日ꎬ那坡县调查队 ４５１０２６１４０５２９０２２ＬＹ( ＩＢＫ)ꎻ广西

木论国家级自然保护区ꎬ附生于石灰岩石山山坡的

石壁上ꎬ海拔为 ８００ ｍꎬ２０１７ 年 ５ 月 ２４ 日ꎬ陆昭岑、
蒋裕良等 ＬＺＣ１０２(ＩＢＫ)ꎮ

分布:中国云南ꎻ越南ꎮ 模式标本采自越南ꎮ
中国广西首次记录ꎮ
５.８ 峨眉竹茎兰

Ｔｒｏｐｉｄｉａ ｅｍｅｉｓｈａｎｉｃａ Ｋ. Ｙ. Ｌａｎｇ ｉｎ Ａｃｔａ
Ｐｈｙｔｏｔａｘｏ. Ｓｉｎ. ２０(２): １８４. １９８２ꎻ 中国植物志 １７:
１２５. １９９９ꎻ Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ２５: １９６: ２００９.

植株高 ２２ ｃｍꎬ具稍粗的根状茎ꎻ根上有小块

状物ꎮ 茎不分枝ꎬ下部具圆筒状鞘ꎮ 叶 ２ 枚ꎬ卵形

或椭圆形ꎬ先端渐尖ꎬ基部近圆形ꎮ 花小ꎬ绿色ꎻ中
萼片长圆形ꎬ３ 脉ꎻ侧萼片几乎完全合生为合萼片ꎻ
合萼片近倒卵状披针形ꎻ花瓣椭圆形ꎬ凹陷ꎻ唇瓣

倒卵形ꎬ内具肥厚的纵脊ꎬ基部无距ꎻ蕊喙先端

２ 裂ꎮ
本种近似于阔叶竹茎兰 [Ｔ. ａｎｇｕｌｏｓａ (Ｌｉｎｄｌ.)

Ｂｌ.]ꎬ但本种的苞片卵状披针形ꎻ中萼片矩圆形ꎻ侧
萼片完全合生成 １ 枚先端截平的合萼片ꎻ花瓣椭

圆形ꎬ较萼片短ꎻ唇瓣倒卵形ꎬ凹陷ꎬ内面具 １ 条纵

的脊状突起ꎬ基部无距(郎楷永ꎬ１９８２)ꎮ
凭证标本:广西德保县东凌乡新屯村ꎬ生于阔

叶林下ꎬ海拔为 １ ３７１ ｍꎬ２０１７ 年 ５ 月 １０ 日ꎬ德保

普查队 ４５１０２４１７０５１０００６ＬＹ(ＩＢＫ)ꎮ
分布:中国四川ꎮ 模式标本采自四川峨眉山ꎮ

中国广西首次记录ꎮ
５.９ 芳线柱兰

Ｚｅｕｘｉｎｅ ｎｅｒｖｏｓａ Ｔｒｉｍｅｎ ｉｎ Ｓｙｓｔ. Ｃａｔ. Ｆｌ. Ｐｌ.
Ｃｅｙｌｏｎ ９０. １８８５ꎻ 中国植物志 １７: １９７. １９９９.

植株高 ２０ ~ ４０ ｃｍꎮ 根状茎具节ꎮ 茎具 ３ ~ ６
叶ꎮ 叶卵形或卵状椭圆形ꎬ上面绿色或沿中脉具

白色条纹ꎬ先端尖ꎮ 花序细长ꎬ疏生数花ꎻ花苞片

卵状披针形ꎬ红褐色ꎻ花小ꎻ中萼片红褐色或黄绿

色ꎻ侧萼片长圆状卵形ꎬ与中萼片同色ꎻ花瓣卵形

偏斜ꎬ与中萼片黏合呈兜状ꎻ唇瓣 Ｙ 字形ꎬ白色ꎬ２
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裂ꎬ裂片基部具绿点ꎬ中部收狭成爪ꎻ基部深囊状ꎬ
囊内两侧各具 １ 枚胼胝体ꎮ

凭证标本:广西弄岗国家级自然保护区陇瑞

站 ３ 号界碑陇咘方向ꎬ生于石灰岩石山山坡疏林

下ꎬ海拔为 １９０ ｍꎬ２０２０ 年 １ 月 １５ 日ꎬ覃营、邓斌

ＧＸＱＹ２０２００１１５００１( ＩＢＫ)ꎮ
分布:中国台湾、云南、海南、贵州ꎻ印度、柬埔

寨、老挝、泰国、越南、菲律宾、日本、不丹、尼泊尔、
斯里兰卡、孟加拉国、新几内亚ꎮ 模式标本采自印

度ꎮ 中国广西首次记录ꎮ
在植物界中ꎬ兰科是最大的家族之一ꎮ 大多

数的兰科植物极具科学价值、经济价值ꎬ在世界范

围内都受到过度利用和栖息地破坏的威胁ꎮ 所有

野生兰科植物均被列入«濒危野生动植物种国际

贸易公约»附录 Ｉ 或附录Ⅱꎬ其国际贸易受到禁止

或严格控制ꎻ兰科植物也是我国野生动植物和自

然保护区保护工程中 １５ 种重点保护物种之一ꎻ所
有野生兰科植物已被列入«广西壮族自治区第一

批重点保护野生植物名录»ꎻ石斛属(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ
Ｓｗ.)、金 线 兰 属 ( Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ Ｂｌ.)、 独 蒜 兰 属

(Ｐｌｅｉｏｎｅ Ｄ. Ｄｏｎ)、兰属(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ Ｓｗ.)、杓兰属

(Ｃｙｐｒｉｐｅｄｉｕｍ Ｌ.)、火焰兰属(Ｒｅｎａｎｔｈｅｒａ Ｌｏｕｒ.)、兜
兰 属 ( Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ Ｐｆｉｔｚｅｒ )、 丹 霞 兰 属

(Ｄａｎｘｉａｏｒｃｈｉｓ Ｊ. Ｗ. Ｚｈａｉꎬ Ｆ. Ｗ. Ｘｉｎｇ ＆ Ｚ. Ｊ. Ｌｉｕ)８
类及其他 ２９ 种兰科植物被列入 ２０２１ 年调整后的

«国家重点保护野生植物名录»ꎬ受保护、监管力度

空前ꎬ是生物多样性保护中的“旗舰”类群ꎮ
唐健民等(２０２２)统计出广西兰科植物已达

１２９ 属 ５１０ 种ꎮ 经认真阅读该文献后发现统计数

据存在明显的错漏ꎬ为此我们仍基于 ２０１６ 年出版

的«广西植物志» (第五卷)兰科数据以及该卷出

版后报道的广西兰科新种和新记录种进行统计ꎬ
广西兰科共记载到 １２８ 属 ４７２ 种 ４ 变种ꎮ ２０１９ 年

启动开展的广西兰科植物资源调查工作ꎬ不仅建

立了监测样地１０ ３０９个ꎬ也新增一批兰科新记录

种ꎬ调查还发现ꎬ广西兰科物种多样性本底仍然不

清ꎬ部分兰科植物面临分布区收缩并破碎化ꎬ失去

适生环境威胁ꎬ部分种类因具较高的观赏价值、药
用价值而遭到过度采挖ꎬ资源濒临枯竭威胁ꎮ 广

西兰科调查工作表明ꎬ开展专项调查具十分重要

现实意义ꎬ今后仍需大力加强ꎬ以进一步摸清资源

本底ꎬ揭示种群濒危机制ꎬ同时实施监测规划ꎬ落
实有效的保育行动ꎮ

致谢　 广西壮族自治区中国科学院广西植物

研究所陆昭岑、邹春玉、杨平、蒋裕良、牟光福、陈

宇娇、苏春兰、张强、王合、戴石昌、李喜涛等参加

了野外工作ꎬ广西九万山国家级自然保护区、广西

岑王老山国家级自然保护区、广西七冲国家级自

然保护区、广西雅长兰科植物国家级自然保护区、
广西弄岗国家级自然保护区、广西大瑶山国家级

自然保护区、广西大明山国家级自然保护区、广西

猫儿山国家级自然保护区、广西木论国家级自然

保护区、广西姑婆山自治区级自然保护区等保护

区人员在调查过程中给予了热情支持和帮助ꎬ谨

致谢意ꎮ
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Ｏｒｍｅｒｏｄ [Ｍ] / / ＷＵ ＺＹꎬ ＲＡＶＥＮ ＰＨ. Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ.
Ｂｅｉｊｉｎｇ: Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｐｒｅｓｓ ＆ Ｓｔ. Ｌｏｕｉｓ: Ｍｉｓｓｏｕｒｉ Ｂｏｔａｎｉｃａｌ
Ｇａｒｄｅｎ Ｐｒｅｓｓꎬ ２５: ２１８.

ＣＨＥＮ ＨＢꎬ ＺＨＡＮＧ ＹＴꎬ １９９４. Ａ ｎｅｗ ｒｅｃｏｒｄ ｇｅｎｕｓ ｏｆ
Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ ｉｎ Ｃｈｉｎａ — Ｓｔｉｇｍａｔｏｄａｃｔｙｌｕｓ [Ｊ]. Ｊ Ｗｕｈａｎ Ｂｏｔ
Ｒｅｓꎬ １２(４): ３２４－３２６. [陈恒彬ꎬ 张永田ꎬ １９９４. 中国兰科

一新记录属———指柱兰属 [ Ｊ]. 武汉植物学研究ꎬ
１２(４): ３２４－３２６.]

ＬＡＮＧ ＫＹꎬ １９８２. Ｓｅｖｅｎ ｎｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ ｆｒｏｍ Ｅｍｅｉ
Ｓｈａｎꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ [Ｊ]. Ａｃｔａ Ｐｈｙｔｏｔａｘ Ｓｉｎꎬ ２０(２): １８２. [郎楷

永ꎬ １９８２. 四川峨眉山兰科新植物 [Ｊ]. 植物分类学报ꎬ
２０(２): １８２.]

ＬＩ ＳＧꎬ ＷＥＩ ＦＮꎬ ＬＩＵ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６. Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ
(Ｖｏｌ. ５) [Ｍ]. Ｎａｎｎｉｎｇ: Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｐｒｅｓｓ: ３８６. [李树刚ꎬ 韦发南ꎬ 刘演ꎬ 等ꎬ ２０１６. 广西植物

志(第 ５ 卷) [Ｍ]. 南宁: 广西科学技术出版社: ３８６.]

４１０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



ＬＩ ＪＬꎬ ＷＵ Ｌꎬ ＱＩＮ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１. Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｆｏｎｔｉｎａｌｉｓꎬ ａ
ｎｅｗｌｙ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｔｏ Ｍａｉｎｌａｎｄ Ｃｈｉｎａ
[Ｊ]. Ｊ Ｔｒｏｐ Ｓｕｂｔｒｏｐ Ｂｏｔꎬ ２９(４): ４１７－４２０. [李健玲ꎬ 吴

磊ꎬ 覃营ꎬ 等ꎬ ２０２１. 春天麻ꎬ 中国大陆天麻属一新记录

种 [Ｊ]. 热带亚热带植物学报ꎬ ２９(４): ４１７－４２０.]
ＬＩＵ ＺＲꎬ ＱＩＮ Ｙꎬ ＬＩＵ ＳＹꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１. Ｎｅｗ ｒｅｃｏｒｄｓ ｏｆ

Ｐｏｍａｔｏｃａｌｐａ ( Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ) ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎａ [ Ｊ]. Ａｃｔａ Ｂｏｔ
Ｂｏｒｅａｌ￣Ｏｃｃｉｄｅｎｔ Ｓｉｎꎬ ４１(１): １９７１－１９７４. [刘志荣ꎬ 覃营ꎬ
刘晟源ꎬ 等ꎬ ２０２１. 中国鹿角兰属(兰科)植物新资料

[Ｊ]. 西北植物学报ꎬ ４１(１): １９７１－１９７４.]
ＬＩＵ ＱＸꎬ ２０１５. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｓｔｕｄｙ ｏｎ Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ

ｓ. ｌ. (Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ) ｉｎ Ｃｈｉｎａ [Ｄ]. Ｓｈａｎｇｈａｉ: Ｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ
Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ: １－１２２. [刘巧霞ꎬ ２０１５. 中国广义金线

兰属(Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｓ. １.) (兰科)植物的系统分类研究

[Ｄ]. 上海: 华东师范大学: １－１２２.]
ＬＩＵ ＹＷꎬ ２０１８. Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｓｔｕｄｙ ｏｎ Ｏｄｏｎｔｏｃｈｉｌｕｓ

ａｎｄ ａｌｌｉｅｓ ( Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ) ｉｎ Ｃｈｉｎａ [ Ｄ]. Ｓｈａｎｇｈａｉ: Ｅａｓｔ
Ｃｈｉｎａ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ: １－１３９. [刘严文ꎬ ２０１８. 中国齿

唇兰属(Ｏｄｏｎｔｏｃｈｉｌｕｓ)及其近缘属植物的系统分类研究

[Ｄ]. 上海: 华东师范大学: １－１３９.]
ＬＩ Ｌꎬ ＣＨＵＡＮＧ Ｓ Ｗꎬ ＬＩ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９. Ｌｉｐａｒｉｓ ｎａｐｏｅｎｓｉｓ

( Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ )ꎬ ａ ｎｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｒｏｍ Ｇｕａｎｇｘｉꎬ Ｃｈｉｎａ
[Ｊ]. ＰｈｙｔｏＫｅｙｓꎬ １１９:３１－３７.

ＭＡ Ｌꎬ ＣＨＥＮ ＸＹꎬ ＳＵ ＸＸꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０. Ｔｈｒｅｅ ｎｅｗ ｒｅｃｏｒｄｓ ｏｆ
Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｒｏｍ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ [ Ｊ]. Ｊ Ｆｕｊｉａｎ
Ａｇｒｉｃ Ｆｏｒ Ｕｎｉｖ (Ｎａｔ Ｓｃｉ Ｅｄ) ꎬ ４９(２): １８２－１８４. [马良ꎬ
陈新艳ꎬ 苏享修ꎬ 等ꎬ ２０２０. 福建省 ３ 种兰科植物新记录

[Ｊ]. 福 建 农 林 大 学 学 报 (自 然 科 学 版)ꎬ ４９ ( ２):
１８２－１８４.]

ＮＯＮＧ ＳＹꎬ ＸＩＥ Ｇꎬ ＴＡＮ ＷＮꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１. Ｌｉｐａｒｉｓ ｐｅｔｒａｅａꎬ ａ
ｎｅｗｌｙ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｌｉｐａｒｉｓ Ｒｉｃｈ (Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ) ｆｒｏｍ
Ｃｈｉｎａ ａｎｄ ｉｔｓ ｕｎｉｑｕｅ ｂｕｌｂｉｌ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ｍｏｄｅ [Ｊ]. Ａｃｔａ Ｂｏｔ
Ｂｏｒｅａｌ￣Ｏｒｃｈｉｄ Ｓｉｎꎬ ４１(７): １２４８－１２５３. [农素芸ꎬ 谢高ꎬ
谭卫宁ꎬ 等ꎬ ２０２１. 中国兰科羊耳蒜属新记录种———岩生

羊耳蒜及其独特的珠芽繁殖方式 [Ｊ]. 西北植物学报ꎬ
４１(７): １２４８－１２５３.]

ＯＲＭＥＲＯＤ Ｐꎬ ２００７. Ｏｒｃｈｉｄａｃｅｏｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ ｔｏ ｔｈｅ ｆｌｏｒａ ｏｆ
Ｃｈｉｎａ ａｎｄ Ｖｉｅｔｎａｍ (Ⅱ) [Ｊ]. Ｔａｉｗａｎｉａꎬ ５２(４): ３０７－３１４.

ＱＩＮ Ｙꎬ ＣＨＥＮ ＨＬꎬ ＤＥＮＧ ＺＨꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１. Ａｐｈｙｌｌｏｒｃｈｉｓ
ｙａｃｈａｎｇｅｎｓｉｓ (Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ)ꎬ ａ ｎｅｗ ｈｏｌｏｍｙｃｏｔｒｏｐｈｉｃ ｏｒｃｈｉｄ
ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎａ [Ｊ]. ＰｈｙｔｏＫｅｙｓꎬ １７９(４): ９１－９７.

ＱＩＮ Ｙꎬ ＨＵＡＮＧ ＹＳꎬ ＭＥＮＧ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０. Ｐｌａｔａｎｔｈｅｒａ
ｊｉｕｗａｎｓｈａｎｅｎｓｉｓ ( Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ )ꎬ ａ ｎｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｒｏｍ
Ｇｕａｎｇｘｉꎬ Ｃｈｉｎａ [Ｊ]. Ｐｈｙｔｏｔａｘａꎬ ４３６(１): ７２－７８.

ＱＩＮ Ｙꎬ ＹＵＡＮ Ｑꎬ ＭＥＮＧ Ｔꎬ ２０１８ａ. Ｃｌｅｉｓｏｓｔｏｍａ ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ
Ａｖｅｒｙａｎｏｖꎬ ａ ｎｅｗｌｙ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｃｌｅｉｓｏｓｔｏｍａ
(Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ) ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎａ [Ｊ]. Ｊ Ｔｒｏｐ Ｓｕｂｔｒｏｐ Ｂｏｔꎬ ２６(３):
２９３－２９５. [覃营ꎬ 袁泉ꎬ 蒙涛ꎬ ２０１８ａ. 角唇隔距兰ꎬ 中国

隔距兰属(兰科)一新记录种 [Ｊ]. 热带亚热带植物学报ꎬ

２６(３): ２９３－２９５.]
ＱＩＮ Ｙꎬ ＬＩ ＦＷꎬ ＱＩＵ ＳＪꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ａ. Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｕｒａｉｅｎｓｉｓꎬ ａ

ｎｅｗｌｙ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｆｒｏｍ ｍａｉｎｌａｎｄꎬ Ｃｈｉｎａ
[Ｊ]. Ｇｕｉｈａｉａꎬ ４０(８): １１２３－１１２６. [覃营ꎬ 李福文ꎬ 邱少

军ꎬ 等ꎬ ２０２０ａ. 中国大陆天麻属(兰科)一新记录种———
乌来天麻 [Ｊ]. 广西植物ꎬ ４０(８): １１２３－１１２６.]

ＱＩＮ Ｙꎬ ＣＨＥＮ ＨＬꎬ ＨＵＡＮＧ ＹＳꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ｂ. Ｎｅｗ ｒｅｃｏｒｄｓ ｏｆ
Ｇａｓｔｒｏｄｉａ (Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ) ｆｒｏｍ ｍａｉｎｌａｎｄꎬ Ｃｈｉｎａ [ Ｊ]. Ａｃｔａ
Ｂｏｔ Ｂｏｒｅａｌ￣Ｏｃｃｉｄｅｎｔ Ｓｉｎꎬ ４０(７): １２５５－１２５８. [覃营ꎬ 陈海

玲ꎬ 黄俞淞ꎬ 等ꎬ ２０２０ｂ. 中国大陆天麻属(兰科)新资料

[Ｊ]. 西北植物学报ꎬ ４０(７): １２５５－１２５８.]
ＱＩＮ Ｙꎬ ＺＯＵ ＣＹꎬ ＭＥＮＧ Ｔꎬ ２０１８ｂ. Ｔｗｏ ｎｅｗｌｙ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｇｅｎｅｒａ

ｏｆ Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ ｆｒｏｍ Ｇｕａｎｇｘｉꎬ Ｃｈｉｎａ [Ｊ]. Ｇｕｉｈａｉａꎬ ３８(１１):
１４７５－１４７９. [覃营ꎬ 邹春玉ꎬ 蒙涛ꎬ ２０１８ｂ. 广西兰科植物

二新记录属 [Ｊ]. 广西植物ꎬ ３８(１１): １４７５－１４７９.]
ＴＩＡＮ ＨＺꎬ ＸＩＮＧ ＦＷꎬ ２００８. Ｃｈａｍａｅｇａｓｔｒｏｄｉａ ｎａｎｌｉｎｇｅｎｓｉｓ

( Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ )ꎬ ａ ｎｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｒｏｍ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ
[Ｊ]. Ｎｏｖｏｎ: Ｊ Ｂｏｔ Ｎｏｍｅｎꎬ １９(１): ２６１－２６３.

ＴＡＮＧ ＪＭꎬ ＷＥＩ Ｘꎬ ＺＯＵ Ｒꎬ ２０２２. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ａｎｄ ｆｌｏｒｉｓｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｏｒｃｈｉｄｓ ｉｎ Ｇｕａｎｇｘｉ [ Ｊ]. Ｊ
Ｇｕａｎｇｘｉ Ａｃａｄ Ｓｃｉꎬ ３８(２):１２５－１３７. [唐健民ꎬ 韦霄ꎬ 邹

蓉ꎬ 等ꎬ ２０２２. 广西兰科植物的物种多样性及区系特征研

究 [Ｊ]. 广西科学院学报ꎬ ３８(２): １２５－１３７.]
ＴＡＮＧ Ｈꎬ ＦＥＮＧ ＨＺꎬ ＨＵＡＮＧ ＹＦꎬ ２０１６. Ｏｄｏｎｔｏｃｈｉｌｕｓ ｎａｐｏｅｎｓｉｓ

ｓｐ. ｎｏｖ. ( Ｏｒｃｈｉｄｏｉｄｅａｅ: Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ ) ｆｒｏｍ ｓｏｕｔｈｗｅｓｔｅｒｎ
Ｇｕａｎｇｘｉꎬ Ｃｈｉｎａ [Ｊ]. Ｎｏｒｄ Ｊ Ｂｏｔꎬ ３４(４): ４０５－４０８.

ＹＵＡＮ Ｑꎬ ＴＡＮ Ｆꎬ ＱＩＮ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０. Ｔａｉｎｉａ ａｃｕｍｉｎａｔａꎬ ａ
ｎｅｗｌｙ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎａ [ Ｊ]. Ｊ
Ｔｒｏｐ Ｓｕｂｔｒｏｐ Ｂｏｔꎬ ２８(３): ２４５－２４７. [袁泉ꎬ 谭飞ꎬ 覃营ꎬ
等ꎬ ２０２０. 中越带唇兰ꎬ 中国带唇兰属(兰科)一新记录种

[Ｊ]. 热带亚热带植物学报ꎬ ２８(３): ２４５－２４７.]
ＺＯＵ ＣＹꎬ ＱＩＮ Ｙꎬ ＬＩ ＳＷꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８. Ｎｅｗ ｒｅｃｏｒｄｓ ｏｆ ｓｉｘ

Ｏｒｃｈｉｄｅｃｅａｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｒｏｍ Ｇｕａｎｇｘｉ [ Ｊ]. Ｇｕｉｈａｉａꎬ ３８(８):
１１０６－１１１０. [邹春玉ꎬ 覃营ꎬ 李述万ꎬ 等ꎬ ２０１８. 广西兰科

植物新记录 [Ｊ]. 广西植物ꎬ ３８(８): １１０６－１１１０.]
ＺＨＡＮＧ ＹＹꎬ ＬＩ ＹＸꎬ ＺＨＡＩ ＪＷꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８. Ｈｅｔａｅｒｉａ ａｎｏｍａｌａ

Ｌｉｎｄｌꎬ ａ ｎｅｗｌｙ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ ｆｒｏｍ Ｔｉｂｅｔꎬ
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蝴蝶兰新型杂交品种挥发性成分分析
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王文君１ꎬ 赵　 凯２ꎬ 彭东辉１ꎬ 周育真１∗

( １. 福建农林大学 园林学院ꎬ 兰科植物保护与利用国家林业和草原局重点实验室ꎬ
福州 ３５０００２ꎻ ２. 福建师范大学 生命科学学院ꎬ 福州 ３５０１１７ )

摘　 要: 为研究不同蝴蝶兰(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ) 品种的关键致香成分ꎬ该研究采用顶空固相微萃取(ＨＳ￣ＳＰＭＥ)
与气相色谱－质谱联用(ＧＣ￣ＭＳ)的芳香植物香气收集分析方法ꎬ结合对 ８ 个香花蝴蝶兰新型杂交品种盛花

期花朵进行花香成分检测ꎬ并以此为基础进行主成分、聚类及香气品质分析ꎮ 结果表明:(１)从 ８ 个蝴蝶兰

新型杂交品种中共鉴定出 ９６ 种物质ꎬ分为萜烯类、醛类、酯类、醇类、酮类、醚类、酚类和芳香族化合物ꎬ其中

萜烯类物质为主要挥发性物质ꎮ (２)主成分分析显示ꎬ各新型杂交品种被划分在 ３ 个象限中ꎬＦ２ 中挥发性

成分种类和数量均最多ꎬ萜烯类物质主要是桉叶油醇、α￣香柑油烯ꎻＦ１、Ｆ４、Ｆ５ 与 Ｆ８ 为一组ꎬ挥发性成分种

类最少ꎬ萜烯类物质主要是芳樟醇ꎻＦ３、Ｆ６ 与 Ｆ７ 为一组ꎬ挥发性成分种类较多ꎬ萜烯类物质主要是 α￣香柑油

烯ꎮ (３)聚类分析结果与主成分分析一致ꎬ８ 个蝴蝶兰新型杂交品种聚为 ３ 类ꎬＦ１、Ｆ４、Ｆ５ 与 Ｆ８ 关系较近ꎬ
为花香气味类型ꎻＦ３、Ｆ６ 与 Ｆ７ 的关系更近ꎬ为木质型花香品质ꎻ而 Ｆ２ 与其他 ７ 个新型杂交品种却显示有较

远的遗传距离ꎬ挥发性物质贡献率相对平均ꎬ花香成分复杂ꎬ兼具木香型、薄荷香型和果香型等ꎮ 综上表明ꎬ
花香物质可以作为潜在特征标记物来区分香味特征各异的品种群体ꎮ 该研究结果为蝴蝶兰种质资源梳理、
特定芳香品种选育及产品加工生产等进一步开发利用研究提供了理论依据ꎮ
关键词: 蝴蝶兰ꎬ 挥发性成分ꎬ ＧＣ￣ＭＳꎬ 聚类分析ꎬ 遗传距离
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ａｎｄ ｂｏｔｈ ｗｏｏｄｙꎬ ｍｉｎｔｙ ａｎｄ ｆｒｕｉｔｙ ｔｙｐｅｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｆｌｏｒａｌ ｆｒａｇｒａｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｒａｉｔ
ｍａｒｋｅｒｓ ｔｏ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒａｇｒａｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ
ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｒｏｓｓ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｔｏ ａｃｈｉｅｖｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｌｏｒａｌ ｆｒａｇｒａｎｃｅ Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ
ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓꎬ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬ ＧＣ￣ＭＳꎬ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ

　 　 花香化合物是植物花朵释放的次生代谢物ꎬ
在植物中表现出明显的多样性ꎬ一种植物中存在

十几种甚至上百种挥发物质ꎮ 普遍认为花香物质

有引诱传粉者、提供食物源信号、抵御昆虫和病原

体侵 害 等 功 能 ( Ｄｏｂｓｏｎꎬ １９９４ꎻ Ｓｈｕｌａｅｖ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９７ꎻ孔莹等ꎬ２０１２)ꎮ 花香作为“花卉的灵魂”ꎬ现
已有２ ０００多种花香物质从 ９０ 个属 ９９１ 种植物类

群中被鉴定出来(Ｊｅｔｔｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ 国内外已开

展大量芳香植物育种工作ꎬ如育成四季开花、芳香

浓郁香花月季群(李晋华等ꎬ２０１８)ꎻ培育具有香味

的常绿杜鹃品种(Ａｓｈｗｏｒｔｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)ꎻ培育出

３０ 余个适宜北方陆露地栽培的梅花香花品种(陈
俊愉等ꎬ１９９５ꎻ赵靓ꎬ２０１９)ꎻ此外ꎬ山茶也相继培育

出芳香品种(范正琪等ꎬ２０１４)ꎮ 随着蝴蝶兰鲜切

花和盆栽蝴蝶兰市场的发展ꎬ以及人们对芳香植

物的喜爱ꎬ香型蝴蝶兰市场的需求扩大ꎬ培育不同

香型的蝴蝶兰品种将成为未来重要的育种方向ꎮ
肖文芳等(２０２０ꎬ２０２１)鉴定得到大叶蝴蝶兰

(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｖｉｏｌａｃｅａ)中的单萜类和倍半萜类物

质居多发现ꎬ并特征香气物质榄香素ꎻ之后ꎬ以 ４
个蝴蝶兰品种花朵挥发性成分进一步验证单萜类

化合物是蝴蝶兰花朵的主要致香成分ꎮ 在对兰花

花香成分差异比对时发现ꎬ蝴蝶兰中醇类物质在

数量和相对含量上占优势(彭红明ꎬ２００９ꎻ杨慧君ꎬ
２０１１)ꎮ 浓香型原生种荧光蝴蝶兰(Ｐ. ｂｅｌｌｉｎａ)和

大叶蝴蝶兰花香由芳樟醇和香叶醇及其衍生物等

单萜类化合物决定(Ｈｓｉａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６ꎬ ２００８)ꎮ 杨

淑珍和范燕萍(２００８)在检测 ２ 个品种挥发性成分

时推测ꎬＬ￣沉香醇为香气物质的主要成分ꎮ 原生种

西蕾丽蝴蝶兰(Ｐ. ｓｃｈｉｌｌｅｒｉａｎａ)中挥发性成分主要

为萜烯类和酯类物质ꎬ包含乙酸橙花酯、橙花醇、
香茅醇及乙酸香茅酯(Ａｗａｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９７)ꎮ

现代蝴蝶兰种质资源丰富ꎬ从常绿到落叶、大
花型到小花型均有ꎬ传统杂交育种受到遗传背景、
基因组倍性、杂交亲和性等制约ꎬ香花育种进程缓

慢ꎬ市场中鲜有香花品种流通ꎮ 不同物种间或同

一物种不同品种间花香组分仍有差异ꎬ并且目前

对不同蝴蝶兰品种挥发性成分的研究相对较少ꎬ
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主要针对少数的原生种及商业品种ꎬ检测出的特

征香气相对单一ꎬ未能通过挥发性物质对品种类

群进行分类ꎮ 因此ꎬ本研究采用顶空固相微萃取

与气相色谱－质谱联用(ＧＣ￣ＭＳ)的芳香植物香气

收集分析方法ꎬ系统地对栽培的 ８ 个香花蝴蝶兰

新型杂交品种在盛花期时的香气成分进行全面分

析ꎬ旨在深入了解不同蝴蝶兰品种花朵的香味组

分及其含量ꎬ并以花香成分为基础进行聚类分析ꎬ
区分香味特征各异的品种群体ꎬ为芳香蝴蝶兰种

质资源梳理、特定香味品种选育及产品加工生产

等进一步研究与开发利用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和仪器

供试材料:Ｆ１(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ‘Ｎｏｂｂｙ’ ｓ Ｄｏｃｔｏｒ’ ×
Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ‘Ｙａｐｈｏｕ Ｙｅｌｌｏｗ Ｓｔｏｒｙ’)、Ｆ２(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ
‘Ｓａｍｅｌａ Ｂｌｕｅ’×Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｓｐｅｃｉｏｓａ)、Ｆ３(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ
ｓｐｅｃｉｏｓａ ‘Ｊｉａｈｏ Ｓｐｏｔ ＳＭ/ ＴＯＧＡ ８２Ｐ’)、Ｆ４(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ
‘Ｓｕｐｅｒ Ｚｅｂｒａ’)、Ｆ５(ＧＳ ０３２)、Ｆ６(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｓｐｅｃｉｏｓａ
‘Ｐｕｒｐｌｅ Ｐｉｘｉｅ’)、 Ｆ７ (Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｓｐｅｃｉｏｓａ × ｓｉｂ)、 Ｆ８
(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ‘Ｙａｐｈｏｎ Ｃｈｒｉｓｔｍａｓ Ｒｅｄ Ｓｐｏｔｓ’)８ 个香花

蝴蝶兰新型杂交品种ꎬ均取自福建农林大学森林

兰苑温室大棚ꎬ期间正常水肥管理ꎮ 各挑选 ３ 株

盛花期且长势一致的盆栽苗ꎬ于测试前 １ ｄ 搬至样

品前处理室ꎬ以适应环境条件ꎮ 于 １２ 月 ２２—３０ 日

１０:００—１４:００ 期间摘取盛开 ７ ｄ 的鲜花进行测

定ꎬ每个样品取 ３ 个生物学重复样本ꎮ
仪器:手动 ＳＰＭＥ 进样器和 ５０ / ３０ μｍ ＤＶＢ /

ＣＡＲ / ＰＤＭＳ 萃取头 (美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ 公司)ꎻＡｇｉｌｅｎｔ
７８９０Ｂ ＧＣ￣５９７７Ｂ ＭＳ 和 Ａｇｉｌｅｎｔ 的 ＨＰ￣ＩＮＮＯＷＡＸ
(６０ ｍ × ０.２５ ｍｍ × ０.２５ μｍ)色谱柱ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ ＨＳ￣ＳＰＭＥ 萃取 　 取样前将固相微萃取头在

气相色谱进样口老化 ３０ ｍｉｎꎬ老化温度 ２５０ ℃ꎮ
摘取盛花时期蝴蝶兰花朵样品ꎬ整朵撕开ꎬ置于垫

片密封的 ２５ ｍＬ 萃取瓶中ꎬ加入 １ μＬ 含 ０.１％癸酸

乙酯的甲醇(色谱级)溶液为内标ꎬ将老化好的萃

取头插入样品瓶顶空部分ꎬ萃取纤维位于样品上

方 １ ｃｍ 处ꎬ固定手柄ꎬ顶空瓶置于 ３５ ℃水浴条件

下吸附 ３０ ｍｉｎꎮ
１.２.２ ＧＣ￣ＭＳ 分析 　 吸附完成后将固相微萃取头

抽回ꎬ插入气相色谱－质谱联用仪进样口ꎬ２５０ ℃

下解析 ５ ｍｉｎꎬ启动仪器采集数据ꎮ 色谱条件:采
用 ＨＰ￣ＩＮＮＯＷＡＸ 色谱柱ꎬ长 ６０ ｍ、内径 ０.２５ ｍｍ、
液膜厚 ０.２５ μｍꎻ载气为高纯度氦气(９９.９９％)ꎬ不
分流模式进样ꎬ隔垫吹扫流速为 ３ ｍＬｍｉｎ￣１ꎬ柱流

速为 １ ｍＬｍｉｎ￣１ꎮ 程序升温:进样口温度 ２５０ ℃ꎬ
柱温起始温度 ４５ ℃ 下保持 １ ｍｉｎꎬ先以 ５ ℃ 
ｍｉｎ￣１升至 ２００ ℃ꎬ再以 １５ ℃ ｍｉｎ￣１升至 ２５０ ℃ꎮ
质谱条件:传输线接口温度维持在 ２５０ ℃ꎬ离子源

温度 ２３０ ℃ꎬ四级杆温度 １５０ ℃ꎬ电离方式为 ＥＩꎬ
电子能量参数 ７０ ｅＶꎬ发射电流为 ２００ μＡꎮ 以扫描

方式获得质谱数据ꎬ检测质量扫描范围(ｍ / ｚ)为

２０ ~ ５００ ａｍｕꎬ溶剂延迟时间为 ３ ｍｉｎꎮ
１.２.３ 数据分析 　 香味组分经气相色谱分离形成

各自的总离子流色谱图ꎬ解析各个峰所对应的质

谱图ꎮ 将所得到的质谱数据与计算机谱库 ＮＩＳＴ１７
标准库检索及资料进行比对ꎬ按相似度最高原则

结合网站对应物质所列举的相关文献确定样品中

的挥发性化学成分ꎮ 根据离子流峰面积归一化

法ꎬ计算各组分在总挥发物中的相对含量且进行

定量分析ꎮ 每个样品分别进行 ３ 次平行重复试

验ꎮ 利用软件 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 整理汇总数据且制作图

表ꎬ主成分分析、聚类分析及偏最小二乘分析运用

软件 Ｏｒｉｇｉｎ Ｐｒｏ ２０１９ｂ、Ｍｅｔａｂｏ Ａｎａｌｙｓｔ ５. ０ 进行分

析处理ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 不同蝴蝶兰品种花香成分及其相对含量

８ 个蝴蝶兰品种中共检测出 ９６ 种挥发性成分

(表 １)ꎬ虽然不可避免地在不同品种中测出相同

的香气物质ꎬ但每个品种都因挥发性成分不同比

例的相互组合而表现出独特的花香特征ꎮ 成分乙

酸甲酯在各品种中均被检测出来ꎬ相对含量差异

很大ꎮ 乙酸甲酯物质在 Ｆ１、Ｆ５ 和 Ｆ７ 中含量较高ꎬ
分别为 ２４.６９％、１４.０７％和 １７.０５％ꎬ推测物质乙酸

甲酯为 ３ 个品种的主要香气成分之一ꎮ
萜烯类组分的相对含量在蝴蝶兰中具有重要

地位ꎬ不同品种的蝴蝶兰所检测出的萜烯类物质

具有较大差异ꎮ ６ 个蝴蝶兰品种 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３、Ｆ４、Ｆ６
和 Ｆ７ 中均检测出倍半萜物质 α￣香柑油烯ꎬ物质释

放均为高表达ꎬ推测它是 ６ 个品种的主要香气之

一ꎮ β￣红没药烯在 Ｆ３ 和 Ｆ７ 中较高表达ꎬ含量可达

１２.９９％和 １１.４％ꎬ 推测 β￣红没药烯是 Ｆ３ 和 Ｆ７ 的

８１０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 １　 ８ 个香花蝴蝶兰新型杂交品种盛花期主要挥发性成分及其相对含量
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｉｎ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｆｕｌｌ ｂｌｏｏｍｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ

化合物名称
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｎａｍｅ

匹配度
Ｍａｔｃｈｉｎｇ

相对含量 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ４ Ｆ５ Ｆ６ Ｆ７ Ｆ８

单萜类 Ｍｏｎｏｔｅｒｐｅｎｅｓ

１ 甲 基￣５￣( １￣甲 基 乙 基 )￣双
[３.１.０]￣２￣己烯
５￣ｉｓｏｐｒｏｐｙ１￣２￣ｍｅｔｈｙｌｂｉｃｙｃｌｏ
[３.１.０]ｈｅｘ￣２￣ｅｎｅ

９４ １.６８±０.２４ — — — — — — —

２ (＋)￣α￣蒎烯 (＋)￣α￣ｐｉｎｅｎｅ ９７ — ０.８９±０.１８ — — — — — —

３ (￣)￣α￣蒎烯 (￣)￣α￣ｐｉｎｅｎｅ ９６ — — — — — — — ４.０１±０.８０

４ (￣)￣β￣蒎烯 (￣)￣β￣ｐｉｎｅｎｅ ９４ — — — — — — — １.３５±０.０９

５ β￣蒎烯 β￣ｐｉｎｅｎｅ ９４ ０.７５±０.０７ ０.２±０.０４ — — — — — —

６ 桧烯 Ｓａｂｉｎｅｎｅ ９６ ６.７８±１.２２ — — — — — — １３.２４±０.０６

７ 月桂烯 Ｍｙｒｃｅｎｅ ９６ ０.２±０.０３ ０.２±０.０７ — — ０.２３±０.０１ — — １.１９±０.０９

８ 松油烯 Ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ８４ ０.３９±０ — — — — — — １.０９±０.１

９ (＋)￣柠檬烯 (＋)￣ｄｉｐｅｎｔｅｎｅ ９９ — ０.２７±０.０８ — — — — — １.７２±０.１１

１０ 桉叶油醇 １ꎬ８￣ｃｉｎｅｏｌｅ ９７ ２.０１±０.４９ ６.６８±２.１７ — — — — — ２３.６５±０.７

１１ γ￣松油烯 γ￣ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ９７ ０.８０±０.１６ — — — — — — １.４８±０.０９

１２ 罗勒烯 Ｏｃｉｍｅｎｅ ９７ — ０.２５±０.１２ — — ４.０６±０.９８ — — —

１３ 罗勒烯异构体混合物
Ｏｃｉｍｅｎｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ｉｓｏｍｅｒｓ

９７ — — — — ０.５６±０.０７ — — —

１４ 萜品油烯 Ｔｅｒｐｉｎｏｌｅｎｅ ９６ — — — — — — — ０.７２±０.１１

１５ 别罗勒烯 ｎｅｏ￣ａｌｌｏｏｃｉｍｅｎｅꎬ ｓｔａｂ ９７ — — — — １.５２±０.４１ — — —

１６ 芳樟醇 Ｌｉｎａｌｏｏｌ ９７ ８.５２±２.９８ ３.６３±２.５５ — ８.９４±０.３９ １６.８１±３.９８ — — ４.９６±２.０２

１７ 萜烯醇 Ｔｅｒｐｉｎｅｎ￣４￣ｏｌ ９６ — — — — — — — ０.１９±０.０３

１８ (６Ｅ)￣２ꎬ６￣二甲基辛￣２ꎬ６￣二烯
(６Ｅ)￣２ꎬ６￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｏｃｔａ￣２ꎬ６￣ｄｉｅｎｅ

９７ １.６７±０.５３ — — — １.１８±０.２１ — — —

１９ α￣松油醇 α￣ｔｅｒｐｉｎｅｏｌ ９０ — — — — — — — １.０３±０.０９

２０ 香茅醇 Ｃｉｔｒｏｎｅｌｌｏｌ ９８ ２.０３±０.７７ — — １.１５±０.１４ ０.５７±０.２ — — —

２１ (３Ｅ)￣４ꎬ８￣二甲基壬￣１ꎬ３ꎬ７￣三烯
(３Ｅ)￣４ꎬ８￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｎｏｎａ￣１ꎬ３ꎬ７￣ｔｒｉｅｎｅ

９１ — — ０.１±０.０１ — ６.４±１.０６ — — １.３４±０.２２

２２ (３Ｅꎬ５Ｅ)￣２ꎬ６￣二甲基￣１ꎬ３ꎬ５ꎬ
７￣辛四烯
(３Ｅꎬ５Ｅ)￣２ꎬ６￣ｄｉｍｅｔｈｙｌ￣１ꎬ３ꎬ
５ꎬ７￣ｏｃｔａｔｅｔｒａｃｅｎｅ

９６ — — — — ０.３９±０.０８ — — —

倍半萜 Ｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｅｓ
２３ (￣)￣α￣荜澄茄油 (￣)￣α￣ｃｕｂｅｂｅｎｅ ９８ — ０.２４±０.０１ — — — — — ０.１６±０.０５
２４ 榄香烯 Ｅｌｅｍｅｎ ９８ — １.０７±０.０８ — — — — — ０.２０±０.０６

２５

[１Ｓꎬ２Ｒꎬ６Ｒꎬ７Ｒꎬ８Ｓꎬ(＋)]￣１ꎬ３￣
二甲基￣８￣(１￣甲基乙基)三环
[４.４.０.０(２ꎬ７)]癸￣３￣烯
[１Ｓꎬ２Ｒꎬ６Ｒꎬ７Ｒꎬ８Ｓꎬ(＋)]￣１ꎬ３￣
ｄｉｍｅｔｈｙｌ￣８￣( １￣Ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ )
Ｔｒｉｃｙｃｌｏ [４.４.０.０(２ꎬ７)]ｄｅｃａ￣
３￣ｅｎｅ

９９ — ０.９３±０.０７ — — — — — ０.７９±０.２２

２６ α￣古巴烯 α￣ｃｏｐａｅｎｅ ９９ — ０.１４±０.０３ — — — — — ２.３４±０.６３

２７ (＋)￣７￣表￣倍半萜烯
(＋)￣７￣ｅｐｉ￣ｓｅｓｑｕｉｔｈｕｊｅｎｅ ９３ — — ０.３６±０.０８ — — ０.２３±０.０２ ０.５４±０.０５ —

２８ β￣古巴烯 β￣ｃｏｐａｅｎｅ ９５ — ０.３７±０ — — — — — —
２９ α￣香柑油烯 α￣ｂｅｒｇａｍｏｔｅｎｅ ９９ １８.７１±４.８９ ２８.８２±４.７９ ５８.７３±１.２４ ２８.１２±０.１９ — ６７.１８±１.１７ ４８.９４±４.２８ —
３０ α￣檀香烯 Ｓａｎｔａｌｅｎｅ ９９ — — ０.１３±０.０３ — — ０.０９±０.０１ — —
３１ β￣榄香烯 β￣ｅｌｅｍｅｎｅ ９１ — １.８７±０.１１ — — — — — —
３２ γ￣榄香烯 γ￣ｅｌｅｍｅｎｅ ９９ — ４.５６±０.３７ — — — — — １.１６±０.３８

３３ β￣倍半水芹烯
β￣ｓｅｓｑｕｉｐｈｅｌｌａｎｄｒｅｎｅ ９５ — — ０.４９±０.０７ — — — ０.２３±０.０６ —

３４
１￣(１ꎬ５￣二甲基￣４￣己烯)￣４￣亚
甲基双环
[３.１.０]己烷 Ｓｅｓｑｕｉｓａｂｉｎｅｎｅ

９６ — — — — — ０.５±０.０５ — —

９１０１６ 期 童妍等: 蝴蝶兰新型杂交品种挥发性成分分析



续表 １

化合物名称
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｎａｍｅ

匹配度
Ｍａｔｃｈｉｎｇ

相对含量 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ４ Ｆ５ Ｆ６ Ｆ７ Ｆ８

３５ (１Ｓ￣外)￣２￣甲基￣３￣亚甲基￣２￣
(４￣甲 基￣３￣戊 烯 基 ) 双 环
[２.２.１]庚烷
３￣ｍｅｔｈｙｌ￣２￣ｍｅｔｈｙｌｉｄｅｎｅ￣３￣( ４￣
ｍｅｔｈｙｌｐｅｎｔ￣３￣ｅｎｙｌ)
ｂｉｃｙｃｌｏ [２.２.１]ｈｅｐｔａｎｅ

９７ — — — — — ０.０８±０.０１ — —

３６ 反式￣β￣金合欢烯
ｔｒａｎｓ￣β￣ｆａｒｎｅｓｅｎｅ

９５ — — — — — — ２.０３±０.０４ —

３７ １￣(１.５￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ)￣４￣
ｍｅｔｈｙｌ￣ｂｅｎｚｅｎｅ

９０ — — ０.１２±０.０７ — — ０.１６±０.０１ — —

３８ α￣律草烯 α￣ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅ ９２ — — — — — — — ０.３４±０.０９

３９ １ꎬ２ꎬ３ꎬ５ꎬ６ꎬ７ꎬ８ꎬ８ａ￣ｏｃｔａｈｙｄｒｏ￣１￣
ｍｅｔｈｙｌ￣６￣ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ￣４￣(１￣
ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ)ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ

９８ — ０.８７±０.３１ — — — — — —

４０ (Ｅ)￣β￣金合欢烯 (Ｅ)￣β￣ｆａｒｎｅｓｅｎｅ ９６ — — — ０.６９±０.１０ — — — —

４１ β￣香柑油烯 β￣ｂｅｒｇａｍｏｔｅｎｅ ９７ — ２.３８±０.２６ ５.６２±０.８２ — — ５.４４±１.７９ ２.４５±０.２６ —

４２ 大根香叶烯 Ｄ Ｇｅｒｍａｃｒｅｎｅ Ｄ ９５ — — — — — — — １.３４±０.３３

４３ (＋)￣白菖油萜 (＋)￣ｃａｌａｒｅｎｅ ９７ — ６.５８±１.１０ — — — — — —

４４ α￣姜烯 α￣ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｅ ９４ — — ０.３５±０.１２ — — ０.３１±０.０２ — —

４５ β￣红没药烯 β￣ｂｉｓａｂｏｌｅｎｅ ９８ — — １２.９９±１.０６ — — ２.０６±０.１１ １１.４±１.４ —

４６ α￣法呢烯 α￣ｆａｒｎｅｓｅｎｅ ９８ ０.４４±０.０７ — ０.６７±０.０５ ０.７４±０.０８ — ０.６８±０.０５ ０.６７±０.０９ ０.４８±０.０２

４７ (＋)￣瓦伦亚烯 (＋)￣ｖａｌｅｎｃｅｎｅ ９３ — ０.４３±０.１０ — — — — — —

４８ (Ｅ)￣γ￣没药烯
(Ｅ)￣γ￣ｂｉｓａｂｏｌｅｎｅ

９８ — — ０.１±０.０３ — — ０.０８±０.０４ — —

４９ １￣甲基￣４￣ [(２Ｅ)￣６￣甲基￣２ꎬ
５￣庚二烯￣２￣基]环己烯
１￣ｍｅｔｈｙｌ￣４￣ [(２Ｅ)￣６￣Ｍｅｔｈｙｌ￣２ꎬ
５￣ｈｅｐｔａｄｉｅｎ￣２￣ｙｌ]ｃｙｃｌｏｈｅｘｅｎｅ

９５ — — — — — １.８８±０.８３ — —

５０ δ￣杜松烯 (＋)￣δ￣ｃａｄｉｎｅｎｅ ９６ — ２.３４±０.９９ — — — — — １.２０±０.５３

５１ γ￣杜松烯 (＋)￣γ￣ｃａｄｉｎｅｎｅ ９８ — １.０５±０.９４ — — — — — —

５２ α￣雪松烯 α￣ｈｉｍａｃｈａｌｅｎｅ ９４ — １.０５±０.０７ — — — — — —

５３ α￣姜黄烯 α￣ｃｕｒｃｕｍｉｎｓ ９９ ０.６１±０.１２ — ０.５８±０.０２ — — ０.７６±０.０４ １.９７±０.７７ —

５４ α￣芹子烯 α￣ｓｅｌｉｎｅｎｅ ９８ — １.５３±０.１２ — — — — — —

５５ α￣衣兰油烯 α￣ｍｕｕｒｏｌｅｎｅ ９８ — ０.８８±０.０２ — — — — — ０.３１±０.０７

５６ 黑蚁素 Ｄｅｎｄｒｏｌａｓｉｎ ６４ — — — — — — ０.３３±０.２０ —

５７ １￣乙 烯 基￣１￣甲 基￣４￣丙￣２￣亚
基￣２￣丙￣１￣烯￣２￣基环己烷
１￣ｅｔｈｅｎｙｌ￣１￣ｍｅｔｈｙｌ￣４￣ｐｒｏｐａｎ￣
２￣ｙｌｉｄｅｎｅ￣２￣ｐｒｏｐ￣１￣ｅｎ￣
２￣ｙｌｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅ

９７ — ０.３５±０.０４ — — — — — —

５８ (＋ / ￣)￣ｔｒａｎｓ￣ｃａｌａｍａｎｅｎｅ ９５ — — — — — — — ０.７３±０.２４

５９ (１Ｅꎬ５Ｅ)￣１ꎬ５￣二甲基￣８￣(丙￣
２￣亚基)环癸￣１ꎬ５￣二烯
( １Ｅꎬ ５Ｅ )￣１ꎬ ５￣ｄｉｍｅｔｈｙｌ￣８￣
(ｐｒｏｐａｎ￣２￣ｙｌｉｄｅｎｅ) ｃｙｃｌｏｄｅｃａ￣
１ꎬ５￣ｄｉｅｎｅ

９９ — ２.８２±０.２９ — — — — — —

６０ α￣二去氢菖蒲烯 α￣ｃａｌａｃｏｒｅｎｅ ９１ — ０.３２±０.０４ — — — — — —

６１ ３ꎬ７ꎬ１１￣三甲基￣１ꎬ６ꎬ１０￣十二
烷三烯￣３￣醇
３ꎬ ７ꎬ １１￣ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ￣１ꎬ ６ꎬ １０￣
ｄｏｄｅｃａｔｒｉｅｎ￣３￣ｏｌ

９６ — — ０.１４±０.０６ — — — — —

６２ 反式￣橙花叔醇 ｔｒａｎｓ￣ｎｅｒｏｌｉｄｏｌ ９１ — — — — — ０.３４±０.１５ — —

６３ (３Ｅꎬ７Ｅ)￣４ꎬ８ꎬ１２￣三甲基十
三￣１ꎬ３ꎬ７ꎬ１１￣四烯
(３Ｅꎬ７Ｅ)￣４ꎬ８ꎬ１２￣ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｔｒｉｄｅｃａ￣
１ꎬ３ꎬ７ꎬ１１￣ｔｅｔｒａｅｎｅ

６８ ０.４７±０.１４ — ０.１４±０.０３ — — ０.１７±０.０２ — —

双萜类 Ｄｉｔｅｒｐｅｎｅｓ
６４ 贝壳杉￣１６￣烯 Ｋａｕｒ￣１６￣ｅｎｅ ９８ — — ０.１７±０.０８ — — — — —
醛类 Ａｌｄｅｈｙｄｅｓ
６５ 正己醛 Ｈｅｘａｎａｌ ９０ — — — — ０.３２±０.０７ — — —

０２０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



续表 １

化合物名称
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｎａｍｅ

匹配度
Ｍａｔｃｈｉｎｇ

相对含量 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ４ Ｆ５ Ｆ６ Ｆ７ Ｆ８

酯类 Ｅｓｔｅｒｓ
６６ 乙酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ８３ ２４.６９±４.１５ ７.０２±０.６６ ８.８９±１.６４ ４.２６±０.４９ １４.０７±１.４８ ８.０２±０.８７ １７.０５±１.６２ ５.０２±０.０１

６７ 乙酸乙酯 Ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ９２ １.９４±０.０５ — — — — — — —

６８ 丁酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｂｕｔｙｒａｔｅ ９１ ０.９±０.１８ — — — — — — —

６９ 乙酸丁酯 Ｂｕｔｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ８３ — — — — ０.９３±０.１０ — — —

７０ 己酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｈｅｘｏａｔｅ ９６ １.５６±０.４７ — — — — — — —

７１ 丁酸丁酯 Ｂｕｔｙｌ ｂｕｔｙｒａｔｅ ８０ — — — — — — — ０.２８±０.０１

７２ 乙酸己酯 Ｈｅｘｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ９０ — — — — ２.３３±０.４４ — — —

７３ 己￣４￣烯￣１￣醇乙酸酯
４￣ｈｅｘｅｎ￣１￣ｏｌꎬ ａｃｅｔａｔｅ

９０ — — — — ０.５６±０.２３ — — —

７４ 癸酸乙酯 Ｅｔｈｙｌ ｃａｐｒａｔｅ ９９ ５.５６±１.０１ ４.２５±０.５３ ２.０８±０.３２ ２６.１４±０.７６ １０.５１±０.４２ ３.５３±０.４３ １.８８±０.１４ ７.３６±０.８２

７５ 水杨酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｓａｌｉｃｙｌａｔｅ ９７ — — — — ０.７２±０.１０ — — —

７６ 月桂酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｌａｕｒａｔｅ ９７ — — — — — ０.１３±０.０９ — —

７７ 苯甲酸苄酯 Ｂｅｎｚｙｌ ｂｅｎｚｏａｔｅ ９７ — — — — — — １.０９±０.４０ —

７８ 惕各酸苄酯 Ｂｅｎｚｙｌ ｔｉｇｌａｔｅ ９３ — — ０.２８±０.０８ — — ０.１５±０.０３ — —

７９ 顺式￣３￣己烯醇苯甲酸酯
ｃｉｓ￣３￣ｈｅｘｅｎｙｌ ｂｅｎｚｏａｔｅ

８３ — — ０.３３±０.０５ — — — — —

醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ
８０ 甲醇 Ｍｅｔｈａｎｏｌ ９ １０.８５±１.２６ ３.２９±０.７０ ３.８５±１.７７ １９.７±１.８５ ５.０７±１.６４ ２.３８±１.５３ ５.２１±０.５８ ８.０７±０.９４
８１ １￣己醇 １￣ｈｅｘａｎｏｌ ８０ ０.３２±０.１４ ０.２１±０.０５ ０.０９±０.０６ ０.７７±０.０１ ０.９１±０.１３ — — ０.２４±０.０４
８２ 反￣３￣己烯￣１￣醇

ｔｒａｎｓ￣３￣ｈｅｘｅｎ￣１￣ｏｌ ９５ ０.５７±０.２６ — ０.０６±０.０１ ０.４３±０.２７ ０.３１±０.０８ — ０.２３±０.０６５ ０.２９±０.１２

８３ ３￣己烯￣１￣醇 ３￣Ｈｅｘｅｎ￣１￣ｏｌ ９７ — １.６４±０.０１ — — — ０.１３±０.０２ — —
８４ 苯甲醇 Ｂｅｎｚｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ ９１ — — — — — — ０.１４±０.０３ —
８５ 苯乙醇 Ｐｈｅｎｅｔｈｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ ８７ — — ０.０８ — — ０.１４±０.０２ ０.５±０.２２ —
８６ (２Ｒꎬ３Ｒ)￣ｒｅｌ￣１ꎬ４￣二溴￣２ꎬ３￣

丁二醇
(２Ｒꎬ３Ｒ)￣ｒｅｌ￣１ꎬ４￣ｄｉｂｒｏｍｏ￣２ꎬ
３￣ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ

９５ — — — — ０.０３±０.１０ — — —

酮类 Ｋｅｔｏｎｅｓ

８７ 甲基庚烯酮
Ｍｅｔｈｙｌ ｈｅｐｔｅｎｏｎｅ ９６ — — ０.０４±０.０２ — — ０.０３±０.０１ ０.１１±０.０２ —

８８ ７ꎬ８￣二氢紫罗兰酮
７ꎬ８￣ｄｉｈｙｄｒｏ￣ａｌｐｈａ￣ｉｏｎｏｎｅ ９９ — — — — — ０.２６±０.０７ — —

８９ 二氢￣β￣紫罗兰酮
Ｄｉｈｙｄｒｏ￣β￣ｉｏｎｏｎｅ ９９ — — — — — ０.２±０.０５ — —

９０ 香叶基丙酮 Ｇｅｒａｎｙｌ ａｃｅｔｏｎｅ ９３ — ０.０９±０.０３ ０.１４±０.０５ — — ０.７２±０.１０ ０.３６±０.１３ —
醚类 Ｅｔｈｅｒｓ
９１ 苄甲醚 Ｂｅｎｚｙｌ ｍｅｔｈｙｌ ｅｔｈｅｒ ９６ — — — — — ０.６９±０.１９ — —

９２ ４￣甲基苯甲醚 ４￣ｍｅｔｈｙｌａｎｉｓｏｌｅ ９７ — ０.６８±０.１０ １.６１±０.３９ — — １.３５±０.４６ １.３６±０.０６ —

９３ ４￣烯丙基苯甲醚 ４￣ａｌｌｙｌａｎｉｓｏｌｅ ９４ — — — — — ０.１８±０.０６ ０.２７±０.０４ —
酚类 Ｐｈｅｎｏｌｓ
９４ 丁香酚 Ｅｎｇｅｎｏｌ ９４ — ０.２３±０.１１ — — — ０.１１±０.０４ ０.２７±０.０８ —
芳香族化合物 Ａｒｏｍａｔｉｃｓ
９５ 邻位伞花烃 ｏ￣ｃｙｍｅｎｅ ９７ — — — — — — — ０.３７±０.０２

９６ ３ꎬ４￣二甲氧基甲苯
３ꎬ４￣ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｔｏｌｕｅｎｅ ９３ — ０.５２±０.１２ — — — ０.５７±０.１０ — —

特征香气成分之一ꎮ 在 Ｆ２、Ｆ３、Ｆ６ 和 Ｆ７ 中均检测

到 β￣香柑油烯ꎬ在 Ｆ３ 和 Ｆ６ 中其相对含量均高于

５％ꎬ推测此物质是 ４ 个品种中的花香主要香气之

一ꎮ 单萜类物质芳樟醇是 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ４、Ｆ５ 和 Ｆ８ 的

共有成分ꎬ在 Ｆ５ 中相对含量最高ꎬ为１６.８１％ꎬ在

Ｆ４ 和 Ｆ１ 中 相 对 含 量 较 高ꎬ 分 别 为 ８. ９４％ 和

８.５２％ꎬ推测它是这 ３ 个品种的主要香气之一ꎮ 桉

叶油醇是 Ｆ１、Ｆ２ 和 Ｆ８ 的共有成分ꎬ在 Ｆ８ 中的相

对含量检测最高为 ２３.６５％ꎬ在 Ｆ２ 中检测次之为

６.６８％ꎬ在 Ｆ１ 中仅检测出 ２.０１％的相对含量ꎬ其余
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５ 个品种中未检测到ꎬ推测桉叶油醇是 Ｆ２ 和 Ｆ８ 的

主要香气之一ꎮ 桧烯在 Ｆ８ 和 Ｆ１ 中较高表达ꎬ相
对含量分别为 １３.２４％和 ６.７８％ꎬ推测桧烯是构成

Ｆ１ 和 Ｆ８ 花香的主成分之一ꎮ 在 Ｆ５ 中检测到

(３Ｅ) ￣４ꎬ ８￣二 甲 基 壬￣１ꎬ ３ꎬ ７￣三 烯ꎬ相 对 含 量 为

６.４％ꎬ判定其为 Ｆ５ 的香气主成分之一ꎮ 此外ꎬ在
Ｆ２ 中还检测到特有成分倍半萜物质( ＋) ￣白菖油

萜ꎬ在 Ｆ８ 中检测到特有成分单萜类物质( ￣) ￣α￣蒎
烯和( ￣) ￣β￣蒎烯ꎬ在 Ｆ５ 中检测有单萜物质罗勒烯

及别罗勒烯ꎬ在 Ｆ７ 中检测有反式￣β￣金合欢烯ꎬＦ２
中较多杜松烯及其相关产物ꎮ

６ 个蝴蝶兰品种中ꎬＦ１、Ｆ２、Ｆ３、Ｆ４、Ｆ５ 和 Ｆ８ 中

均检测出微量 １￣己醇ꎬＦ１、Ｆ３、Ｆ４、Ｆ５、Ｆ７ 和 Ｆ８ 中

检测出微量反￣３￣己烯￣１￣醇ꎬ３￣己烯￣１￣醇在 Ｆ２ 和

Ｆ４ 中相对含量为 １.６４％和 ０.１３％ꎬ推测 ３￣己烯￣１￣
醇是 Ｆ２ 中醇类组分之一ꎮ
２.２ 不同蝴蝶兰品种挥发性成分的组分比较

从 ８ 个香花蝴蝶兰新型杂交品种盛花时期花

朵 ＧＣ￣ＭＳ 总离子流色谱图中ꎬ分析得到萜烯类、醛
类、酯类、醇类、酮类、醚类、酚类和芳香族化合物 ８
类物质ꎮ 在不同蝴蝶兰品种中ꎬ主要挥发性物质

在数量和相对含量上具有较大差异ꎮ ８ 个蝴蝶兰

种质资源中检测鉴定出的物质数量依次为 ２２、３５、
２６、１０、 ２０、 ３１、 ２１ 和 ３１ꎬ其总相对含量依次为

９１. ４５％、 ８８. ６５％、 ９８.１４％、 ９０. ９４％、 ６７. ４８％、
９８.５５％、９７.０３％、８６.６５％ꎬ萜烯类数量相对其他组

分较高ꎬ分别为 １４、２６、１５、５、９、１５、９、２４(表 ２)ꎮ
不同蝴蝶兰的花香组成存有差异ꎬ每种植物的挥

发性成分与含量都不相同ꎬ本研究中各品种的萜

烯类物质种类数量占有最多且相对含量最高ꎬ是
蝴蝶兰花朵中的主要挥发性成分ꎮ

扣除标品物质后ꎬ８ 个蝴蝶兰品种中均检测出

萜烯类物质、酯类物质和醇类物质ꎬ各组分间相对

含量差异较大ꎮ 萜烯类物质作为蝴蝶兰花香的主

要类别ꎬＦ３ 和 Ｆ６ 中相对含量较高ꎬ分别为 ８０.６９％
和 ７９. ９６％ꎻ Ｆ２、 Ｆ７、 Ｆ８ 中ꎬ 相 对 含 量 分 别 为

７０.７２％、６８.５６％、６５.０２％ꎻＦ１、Ｆ４、Ｆ５ 中ꎬ相对含量

较低ꎬ分别为 ４５. ０６％、３９. ６４％、３１. ７２％ꎮ 醇类物

质在各品种中检测相对含量均较低ꎬＦ２、Ｆ５ 和 Ｆ４
中相对含量分别为 １.８５％、１.２５％和 １.２％ꎬＦ３ 中仅

占 ０.２３％ꎮ Ｆ１ 中的酯类物质检测相对含量最高ꎬ
为 ２９. ０９％ꎻ Ｆ５ 和 Ｆ７ 次 之ꎬ 分 别 为 １８. ６１％ 和

１８.１４％ꎻＦ４ 中的相对含量最少ꎬ为 ４. ２６％ꎮ Ｆ２、

Ｆ３、Ｆ６ 和 Ｆ７ 中均检测出酮类物质和醚类物质ꎬ
Ｆ２、Ｆ６ 和 Ｆ７ 中检测有酚类物质ꎬＦ２、Ｆ６ 和 Ｆ８ 中检

测有芳香族化合物ꎬＦ２ 和 Ｆ６ 中除醛类物质的其他

组分外均检测出有效物质ꎬＦ５ 中除共有组分外仅

检测有醛类物质(图 １)ꎮ
２.３ 不同蝴蝶兰品种花香主成分聚类分析

不同品种的 ９６ 种物质的主成分分析表明ꎬ品
种与挥发性成分具有关联ꎬ并能在一定程度上确

定挥发物中的致香成分ꎮ 桉叶油醇、月桂烯等物

质对 ＰＣ１ 为正影响ꎬα￣香柑油烯、β￣香柑油烯、香
叶基丙酮、４￣甲基苯甲醚等对 ＰＣ１ 为负影响ꎻβ￣古
巴烯、榄香烯、 ( ＋) ￣白菖油萜、苯乙醇等物质对

ＰＣ２ 为正影响ꎬ芳樟醇、香茅醇等对 ＰＣ２ 为负

影响ꎮ
据此ꎬ根据主成分的不同 ８ 个蝴蝶兰品种被划

分在 ３ 个象限中ꎬＦ２ 中挥发性成分种类和数量均

最多ꎬ萜烯类物质主要是桉叶油醇、α￣香柑油烯、
芳樟醇、( ＋) ￣白菖油萜ꎻＦ１、Ｆ４、Ｆ５ 和 Ｆ８ 分为一

组ꎬ不含酮类、醚类、酚类物质ꎬ挥发性成分种类最

少ꎬ萜烯类物质主要是芳樟醇ꎻＦ３、Ｆ６ 和 Ｆ７ 分为

一组ꎬα￣香柑油烯含量最高ꎬ还包含香叶基丙酮、４￣
甲基苯甲醚等其他挥发性成分种类(图 ２:Ａ)ꎮ 以

８ 个蝴蝶兰品种的 ９６ 种挥发性成分为基础ꎬ用数

字 ０ 和 １ 表示某一挥发性物质成分的有无ꎬ含有此

种挥发性成分的数据赋值为 １ꎬ没有或未检测即赋

值为 ０ ( 林 榕 燕 等ꎬ ２０１６ )ꎬ 利 用 软 件 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ
２０１９ｂ 聚类功能将 ８ 个蝴蝶兰品种分为 ３ 类ꎬ即
Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类(图 ２:Ｂ)ꎮ 遗传距离在 ６.３９ 附近第一

次分支ꎬⅠ类中仅包含 Ｆ２ １ 个品种ꎻ在 ５.８７ 附近

时第二次分支ꎬⅡ类由 Ｆ１、Ｆ４、Ｆ５ 和 Ｆ８ 组成ꎻⅢ类

由 Ｆ３、Ｆ６ 和 Ｆ７ 组成ꎮ 遗传距离越小ꎬ品种间的遗

传关系越近ꎮ 聚类分析与主成分分析一致将 ８ 个

品种划分为同样的 ３ 大类ꎬ挥发性物质成分可能

作为潜在特征标记物质区分不同品种群体ꎬ鉴别

蝴蝶兰品种的亲缘关系ꎬ梳理蝴蝶兰芳香种质

资源ꎮ
２.４ 不同蝴蝶兰品种主要差异物质及其品质分析

对鉴定出的 ９６ 种物质进行偏最小二乘( ＰＬＳ￣
ＤＡ)分析ꎬ对 ８ 个蝴蝶兰品种可以依据绝对回归系

数的加权值筛选出的主要差异物质分离开来ꎮ 将

筛选出的加权系数较大的前 １５ 个花香物质列为

主要差异物质ꎬ对其气味类型及其品质进行确定ꎮ
加权系数大于 ２０ 的物质有 ５ 个ꎬ加权系数大于 １０
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表 ２　 ８ 个香花蝴蝶兰新型杂交品种挥发性成分的主要类别
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ

组分
Ｃａｔｅｇｏｒｙ Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ４ Ｆ５ Ｆ６ Ｆ７ Ｆ８

萜烯类 Ｔｅｒｐｅｎｅｓ １４ ２６ １５ ５ ９ １５ ９ ２４

醛类 Ａｌｄｅｈｙｄｅｓ — — — — １ — — —

酯类 Ｅｓｔｅｒｓ ５ ２ ４ ２ ６ ４ ３ ３

醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ ３ ３ ４ ３ ４ ３ ４ ３

酮类 Ｋｅｔｏｎｅｓ — １ ２ — — ４ ２ —

醚类 Ｅｔｈｅｒｓ — １ １ — — ３ ２ —

酚类 Ｐｈｅｎｏｌｓ — １ — — — １ １ —

芳香族化合物 Ａｒｏｍａｔｉｃｓ — １ — — — １ — １

总相对含量
Ｔｏｔａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

９１.４５ ８８.６５ ９８.１４ ９０.９４ ６７.４８ ９８.５５ ９７.０３ ８６.６５

　 注: — 代表未检测出该类物质ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: — ｍｅａｎｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｉｓ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 ８ 个香花蝴蝶兰新型杂交品种各物质组分的相对含量
Ｆｉｇ. １　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ

的物质有 １０ 个ꎮ 其中ꎬα￣香柑油烯的加权和值最

高ꎬ为 ６８.７２５ꎮ α￣香柑油烯作为最主要差异物质ꎬ
贡献率最高ꎬ在 Ｆ３、Ｆ６ 和 Ｆ７ 中的表达量较高ꎻβ￣
红没药烯、４￣甲基苯甲醚、α￣姜黄烯等其他 ４ 个差

异物质表达量在 ３ 个品种中表达均较高ꎬ整体呈

现木质型气味类型ꎮ Ｆ１、Ｆ４、Ｆ５、Ｆ８ 和 Ｆ２ 中的花

香物质成分气味较为繁杂ꎬ有薄荷型、木香型、清
香型和果香型之分ꎬ按差异物质芳樟醇贡献率能

够将 ５ 个品种分为两类ꎬ即 Ｆ１、Ｆ４、Ｆ５ 和 Ｆ８ 中具

有玫瑰花香的物质释放较多ꎬＦ２ 中玫瑰花香的芳

樟醇成分表达较少(图 ３)ꎮ 主要差异物质按香气

类型可分为木香型、花香型、发酵香型、薄荷香型、
清香香型、果香型和草药香型 ７ 种ꎬ其中有 ６ 种物

质呈现木香型类型ꎬ气味品质更具层次变化(表

３)ꎮ 香气物质可以依据香气品质类型ꎬ按贡献率

判断关系ꎬ区分香味特征各异的各个品系ꎮ

３　 讨论与结论

花香是植物的天然产物ꎬ即使检测出相同的

香气成分ꎬ每一个品种也可表现出独特的花香特

征ꎮ 与前人研究结果一致ꎬ８ 个蝴蝶兰品种盛花期
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Ａ. 主成分分析ꎻ Ｂ. 聚类分析ꎮ
Ａ. Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｂ. Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ.

图 ２　 主成分分析和聚类分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ

图 ３　 主要挥发性成分的 ＰＬＳ￣ＤＡ 系数
Ｆｉｇ. ３　 ＰＬＳ￣ＤＡ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｍａｉｎ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

４２０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 ３　 不同蝴蝶兰品种盛花期的主要差异

物质及其香气品质

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍａｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ａｎｄ ａｒｏｍａ ｑｕａｌｉｔｙ
ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｉｎ ｂｌｏｏｍｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ

化合物名称
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｎａｍｅ

加权系数
Ｗｅｉｇｈｔｉｎｇ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

气味品质
Ａｒｏｍａ ｑｕａｌｉｔｙ

香气类型
Ｏｄｏｒ ｔｙｐｅ

α￣香柑油烯
α￣ｂｅｒｇａｍｏｔｅｎｅ

６８.７２５ 木质暖茶味
Ｗｏｏｄｙ ｗａｒｍ ｔｅａ

木香型
Ｗｏｏｄｙ

芳樟醇
Ｌｉｎａｌｏｏｌ

２９.９２４ 玫瑰花香
Ｒｏｓｅ￣ｌｉｋｅ

花香型
Ｆｌｏｒａｌ

β￣红没药烯
β￣ｂｉｓａｂｏｌｅｎｅ

２３.１３１ 香脂木香
Ｂａｌｓａｍｉｃ ｗｏｏｄｙ

木香型
Ｗｏｏｄｙ

癸酸乙酯
Ｅｔｈｙｌ ｃａｐｒａｔｅ

２３.０５１ 酒味、果味
Ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ａｎｄ ｆｒｕｉｔｙ

发酵香型
Ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ

桉叶油醇
１ꎬ８￣ｃｉｎｅｏｌｅ

２１.９０２ 薄荷味
Ｍｉｎｔｙ￣ｌｉｋｅ

薄荷香型
Ｍｉｎｔｙ

β￣香柑油烯
β￣ｂｅｒｇａｍｏｔｅｎｅ

１９.１１５

桧烯
Ｓａｂｉｎｅｎｅ

１８.７６８ 松树香气
Ｐｉｎｅ￣ｌｉｋｅ

木香型
Ｗｏｏｄｙ

甲醇
Ｍｅｔｈａｎｏｌ

１８.３５９ 酒精味
Ｅｔｈｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ￣ｌｉｋｅ

(３Ｅ) ￣４ꎬ８￣二甲基壬￣１ꎬ
３ꎬ７￣三烯
(３Ｅ) ￣４ꎬ８￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｎｏｎａ￣
１ꎬ３ꎬ７￣ｔｒｉｅｎｅ

１４.０１５

４￣甲基苯甲醚
４￣ｍｅｔｈｙｌａｎｉｓｏｌｅ

１０.９４０ 坚果味
Ｎｕｔｔｙ￣ｌｉｋｅ

木香型
Ｗｏｏｄｙ

罗勒烯
Ｏｃｉｍｅｎｅ

９.４３９ 清香
Ｇｒｅｅｎ

清香型
Ｇｒｅｅｎ

( ￣) ￣α￣蒎烯
( ￣) ￣α￣ｐｉｎｅｎｅ

８.８３５ 松树香气
Ｐｉｎｅ￣ｌｉｋｅ

木香型
Ｗｏｏｄｙ

乙酸己酯
Ｈｅｘｙｌ ａｃｅｔａｔｅ

６.８４４ 果香
Ｆｒｕｉｔｙ

果香型
Ｆｒｕｉｔｙ

α￣古巴烯
α￣ｃｏｐａｅｎｅ

６.８３３ 辛辣蜂蜜
Ｓｐｉｃｙ ｈｏｎｅｙ￣ｌｉｋｅ

木香型
Ｗｏｏｄｙ

α￣姜黄烯
α￣ｃｕｒｃｕｍｅｎｅ

６.７３７ 草药味
Ｈｅｒｂａｌ

草药香型
Ｈｅｒｂａｌ

花朵 ９６ 种挥发性物质中ꎬ萜烯类物质的数量及相

对含量较多ꎬ是蝴蝶兰挥发性物质的主要组分

(Ｈｓｉａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ 花香香味的形成依靠各种

挥发物的相互作用ꎬ其香型主要由拥有较高气味

值的挥发物决定ꎮ 肖文芳等(２０２１)发现ꎬ蝴蝶兰

８ 个品种的挥发性成分、相对含量和气味品质差异

较大ꎬ已有报道的芳樟醇、沉香醇、香叶醇等挥发

性成分除外ꎬ本研究中新检测出桉叶油醇和 α￣香
柑油烯ꎮ 芳樟醇存在于多种植物的挥发油中ꎬ在
各种香型的香精配方中占有重要地位ꎮ 本研究发

现ꎬ在所测定的 ８ 个蝴蝶兰品种中ꎬ有 ４ 个蝴蝶兰

品种的花香香味是由带有玫瑰花香的芳樟醇决定

的ꎬ包括 Ｆ１、Ｆ４、Ｆ５ 和 Ｆ８ꎻＦ３、Ｆ６ 和 Ｆ７ 中木质型芳

香由 α￣香柑油烯决定ꎻＦ２ 为复合型花香ꎬ由桉叶

油醇、α￣香柑油烯、芳樟醇等物质共同提供ꎮ 深度

挖掘不同香型的香花品种ꎬ将花香成分进行合理

的归类ꎬ形成物种特异性ꎬ为进一步有效开发利用

花香物质、培育具有不同香味的蝴蝶兰新品种甚

至是兰科蝴蝶兰属的新品种提供新的思路ꎮ
花香代谢产物作为生物体表型的重要性状之

一ꎬ其形成具有多样性ꎬ对芳香植物的相关研究近

年来已成为热门领域(孔滢等ꎬ２０１２)ꎮ 花香成分

繁杂多变ꎬ遗传机理复杂ꎬ植株个体受到亲本遗传

的影响ꎬ选育的后代出现性状分离ꎬ可能是引起后

代花香形成具有差异的主要原因之一ꎮ 此外ꎬ香
气变化还受到多种因素的影响ꎬ如细胞结构、内源

物质的量、物质挥发效率以及物质释放方式等ꎮ
细胞结构及细胞内含物影响花香物质累积与释

放ꎬ在释放到细胞外前ꎬ花香物质以各种形式存在

于细胞内ꎬ内源物质是其挥发的基础(ＥＬ￣Ｓｈａｒｋａｗｙ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 不同类型的物质释放到细胞外的

方式有所不同ꎬ花香物质释放到细胞外的转运蛋

白及相关酶发挥的作用机理还需要进一步探究ꎮ
原生蝴蝶兰种质丰富ꎬ接近一半的原生种均具有

香气特征ꎬ传统杂交技术制约香花育种进程ꎮ 随

着花香分子生物学的研究进展ꎬ分子育种已成为

改良植物花香的重要途径( Ｊａｄａｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ
通过对植物花香化合物的代谢产物、主要代谢途

径及合成关键酶和基因的研究ꎬ可更直观有效地

了解生物学过程及其形成机理ꎬ通过导入外源基

因或阻断其相关代谢途径来进行花香遗传改良ꎬ
从而打破芳香植物育种的种种限制ꎬ为解释蝴蝶

兰不同品种花香的多样性ꎬ理解蝴蝶兰花香物质

合成及定向育种目标的高效实现奠定基础ꎮ
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基于 ＭａｘＥｎｔ 模型预测中国兰属植物的
分布格局及主导气候因子

郑　 芳ꎬ 黄智聪ꎬ 陈利君ꎬ 王　 蒙ꎬ 严岳鸿ꎬ 陈建兵∗

( 深圳市兰科植物保护研究中心ꎬ 兰科植物保护与利用国家林业和草原局重点实验室ꎬ 广东 深圳 ５１８１１４ )

摘　 要: 兰属(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ)中ꎬ除了兔耳兰 Ｃ. ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ 以外的所有种均被列为国家重点保护野生植物ꎮ 为

探究其在未来气候条件下的潜在分布格局ꎬ该研究基于兰属植物已知的分布点和 １９ 个气候因子ꎬ利用最大

熵(ＭａｘＥｎｔ)模型和地理信息系统(ＡｒｃＧＩＳ)模拟兰属以及其中 ２０ 种兰属植物在 ９ 种不同气候情景(当代以

及未来 ２０３０ｓ、２０５０ｓ、２０７０ｓ 和 ２０９０ｓ ４ 个时间段各两种温室气体排放情景)下的潜在分布格局ꎮ 结果表明:
(１)最干旱季降水量(Ｂｉｏ１７)、年降水量(Ｂｉｏ１２)和温度季节性变化(Ｂｉｏ４)是影响兰属植物地理分布格局的

主导气候因子ꎮ (２)不同兰属植物在未来情景下的适生区表现出不同的变化趋势ꎬ并且影响其分布的主导

气候因子也有所不同ꎮ 其中ꎬ冬凤兰(Ｃ. ｄａｙａｎｕｍ)等 ８ 个物种的适生区面积整体呈扩张趋势ꎬ而西藏虎头

兰(Ｃ. ｔｒａｃｙａｎｕｍ)等 １２ 个物种的适生区面积整体则呈缩减趋势ꎮ 该研究结果为兰属植物就地保护与迁地

保护提供了重要参考ꎬ对兰属等濒危野生植物的保护具有积极意义ꎮ
关键词: 最大熵模型ꎬ 物种分布模型ꎬ 主导气候因子ꎬ 保护策略ꎬ 气候变化
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Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ. (２) Ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｒｅａｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｈａｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈａｎｇｅ ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ ｓｃｅｎａｒｉｏｓꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅｍ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ. Ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｈａｂｉｔａｔ ａｒｅａ ｏｆ ｅｉｇｈｔ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ
ｓｕｃｈ ａｓ Ｃ. ｄａｙａｎｕｍ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｈａｂｉｔａｔ ａｒｅａ ｏｆ １２ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ Ｃ. ｔｒａｃｙａｎｕｍ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｓ ａ ｗｈｏｌｅ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｉｎ￣ｓｉｔｕ ａｎｄ ｅｘ￣ｓｉｔｕ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ ｏｆ
Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍꎬ ａｎｄ ｈａｖｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ ｗｉｌｄ ｐｌａｎｔｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ＭａｘＥｎｔ ｍｏｄｅｌꎬ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓꎬ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙꎬ
ｃｌｉｍａｔｉｃ ｃｈａｎｇｅ

　 　 气候是影响物种自然地理分布最重要的因素

之一ꎬ气候变化会对生态系统结构和功能、群落组

成、物种的分布格局和生物多样性等均产生影响

(Ｂｅｌｌａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ沈永平和王国亚ꎬ２０１３)ꎮ 在

过去的 １００ 年里ꎬ人类活动导致全球平均地表温

度上升了大约 ０.８５ ℃ ꎬ预计至 ２１ 世纪末ꎬ与基准

期相比ꎬ全球平均地表温度将升高 ０.３ ~ ４.８ ℃ ꎬ降
水格局也会发生明显变化 ( ＩＰＣＣꎬ ２０１４ꎻ秦大河

等ꎬ２００７)ꎮ 全球气候变化可能会导致大多数物种

的分布区消长、变迁ꎬ栖息地丧失和破碎化也会引

起自然分布范围狭小的濒危物种灭绝( Ｔｈｏｍａｓ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ周海涛等ꎬ２０１６)ꎮ 因此ꎬ全球气候变化

会影响植物的地理分布格局(Ｂｅｒｔｉｎꎬ ２００８)ꎮ
物 种 分 布 模 型 ( ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌꎬ

ＳＤＭ)(Ｅｌｉｔｈ ＆ Ｌｅａｔｈｗｉｃｋꎬ ２００９)对不同气候情景

下物种潜在分布区变化有很好的预测能力ꎬ已被

广泛应 用 在 植 物 ( Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ张 佳 琦 等ꎬ
２０１９)和动物(杨春平等ꎬ２０２０)中ꎮ 其中ꎬ由美国

学者 Ｐｈｉｌｌｉｐｓ 等(２００６)开发的最大熵法(ＭａｘＥｎｔ)
生态位模型预测结果准确ꎬ性能良好(许仲林等ꎬ
２０１５)ꎬ应用最为广泛ꎬ已在狸尾豆属(Ｕｒａｒｉａ)植

物(朱梦婕等ꎬ２０２０)、春兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ)
和蕙兰(Ｃ. ｆａｂｅｒｉ)(梁红艳等ꎬ２０１８)、梓叶槭(Ａｃｅｒ
ｃａｔａｌｐｉｆｏｌｉｕｍ)(黄睿智等ꎬ２０２１)、长苞铁杉( Ｔｓｕｇａ
ｌｏｎｇｉｂｒａｃｔｅａｔａ) ( 谭 雪 等ꎬ ２０１８ ) 等 类 群 中 得 到

应用ꎮ
兰属(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ) 是兰科 ( Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ) 中最

具观赏价值的类群之一ꎬ长期受学者和民众的喜

爱和关注ꎬ具有重要的科研、经济、文化和社会价

值ꎮ 该属在全世界有 ８０ 余种(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ

刘仲健等ꎬ２００６)ꎬ主要分布于亚洲热带与亚热带

地区ꎬ以及澳洲北部ꎬ通常被发现于气候凉爽的高

海拔地区(Ｃｈｅｎꎬ １９９９)ꎬ常生长在林下腐殖质土

中ꎬ偶有生长在石上或附生于树干ꎮ 中国是该属

的分布中心ꎬ约有 ６０ 种ꎬ其中 ２０ 多种为中国特有

(刘仲健和张景宁ꎬ１９９８ꎻ刘仲健和陈心启ꎬ２００２ꎬ
２００４ꎻ刘仲健等ꎬ２００５)ꎮ 然而ꎬ近年来由于气候变

化及人类活动干扰日益严重ꎬ适合兰科植物的生

境急剧恶化ꎬ野生资源日益减少ꎬ其生存现状受到

严重威胁ꎬ多数兰科植物在«中国物种红色名录»
中濒危等级为受威胁等级ꎮ

本研究以兰科兰属植物为研究对象ꎬ选取 １９
个气候因子作为环境变量ꎬ依托种质资源调查和

查阅文献获取的位置信息ꎬ以及从中国数字标本

馆(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｃｖｈ.ａｃ. ｃｎ / ) 收集的分布信息ꎬ采
用 ＭａｘＥｎｔ 模型和 ＡｒｃＧＩＳ 地理信息系统空间分析

技术ꎬ模拟预测该属植物在不同情景下的潜在分

布区ꎬ拟探讨以下问题:(１)预测分析兰属植物在

未来不同气候情景下的潜在分布格局变化ꎻ(２)确
定影响兰属植物分布格局的主导气候因子ꎻ(３)为
兰属植物的野外调查、系统分类学、生物地理学和

保护生物学研究提供理论依据和实践参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 数据收集和处理

１.１.１ 种质资源调查 　 依据«中国植物志» (陈心

启ꎬ１９９９)、文献以及标本记录记载的分布和性状

描述ꎬ查阅兰属植物的历史分布点ꎬ并对其在中国

境内的实际分布区进行野外实地调查ꎬ记录每个

８２０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



种群的分布地点、经纬度、海拔、受威胁因素、生境

类型等信息ꎮ
１.１.２ 物种分布信息　 物种分布信息来源于三个途

径:一是根据课题组种质资源调查ꎬ分布点经纬度

信息由 ＧＰＳ 实地定位获得ꎻ二是通过查阅国内外相

关已发表文献ꎬ找出其已报道的分布地点ꎬ用百度

拾取坐标查找相应的经纬度坐标ꎻ三是通过中国数

字植物标本馆(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｖｈ. ａｃ. ｃｎ / )和全球生

物多样性信息网络( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｇｂｉｆ. ｏｒｇ / )获取标

本采集地经纬度信息ꎮ 通过以上三个途径ꎬ获得中

国兰属 ３５ 个物种共３ １７０条分布记录ꎮ 剔除栽培、
购买等采集点ꎬ以及重叠和记录模糊的采集点ꎬ最
终得到 ２４ 个物种共 ９１５ 条有效分布记录ꎮ
１.１.３ 气候因子数据 　 本研究选取的现代(１９７０—
２０００ 年 ) 和 未 来 ２０３０ｓ ( ２０２１—２０４１ 年 )、 ２０５０ｓ
(２０４１—２０６０ 年)ꎬ２０７０ｓ(２０６１—２０８０ 年)和 ２０９０ｓ
(２０８１—２１００ 年)的 １９ 个气候因子数据ꎬ均来源于

世界气候数据库 ＷｏｒｌｄＣｌｉｍ(ｈｔｔｐ: / / ｗｏｒｌｄｃｌｉｍ.ｏｒｇ)ꎬ
空间分辨率为 ２. ５ ｍｉｎꎮ 现代气候数据是根据

１９７０—２０００ 年全球不同气象站点记录的气候数据

经插值法生成ꎮ 未来气候数据选择 ＣＭＩＰ６ 计划中

精度为 ２.５ ｍｉｎ 的 ＢＣＣ－ＣＳＭ２－ＭＲ 模式下的 ＳＳＰ１－
２.６ 和 ＳＳＰ５－８.５ 两组数据ꎮ 数据经 ＡｒｃＧＩＳ １０.６ 软

件剪裁为中国范围并转换为 ＡＳＣⅡ格式ꎮ
１.１.４ 叶绿体基因组数据 　 从 ＮＣＢＩ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )数据库共获取 １７ 个已公布兰属

植物 的 叶 绿 体 基 因 组ꎬ 同 时 下 载 贵 州 地 宝 兰

(Ｇｅｏｄｏｒｕｍ ｅｕｌｏｐｈｉｏｉｄｅｓ)的叶绿体基因组作为外类

群ꎮ 叶绿体基因组信息和 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号详见

表 １ꎮ
另 外ꎬ 取 样 测 序 得 到 莎 叶 兰 ( Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ

ｃｙｐｅｒｉｆｏｌｉｕｍ)、 莎 草 兰 ( Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ)、 黄 蝉 兰 ( Ｃ.
ｉｒｉｄｉｏｉｄｅｓ)的叶绿体基因组ꎮ
１.２ 研究方法

１.２.１ 建立模型 　 采用 ＭａｘＥｎｔ ｖｅｒｓｉｏｎ ３.４.１(ｈｔｔｐ: / /
ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ａｍｎｈ.ｏｒｇ / ｏｐｅｎ＿ｓｏｕｒｃｅ / ｍａｘｅｎｔ)
模拟兰属植物在不同气候情境下的潜在分布格

局ꎬ设置训练集为 ７５％ꎬ测试集为 ２５％进行模拟分

析ꎮ 将物种分布数据与气候因子数据一起导入

ＭａｘＥｎｔ 中ꎬ选择刀切法( Ｊａｃｋｋｎｉｆｅ)ꎬ绘制响应曲线

并制作预测图ꎮ
１.２.２ 模型精度检验 　 采用受试者工作特征曲线

(ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｏｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓꎬ ＲＯＣ ｃｕｒｖｅｓ)

对模型的精度进行评价ꎮ ＲＯＣ 曲线与横坐标所围

成区域面积(ＡＵＣ)的大小具有不受临界值影响的

特性ꎬ可用于评价预测模型的准确性 (邓飞等ꎬ
２０１４ꎻ郭杰等ꎬ２０１７ꎻ周扬等ꎬ２０１９)ꎮ ＡＵＣ 的取值

范围为 ０ ~ １ꎬ其取值越大表示与随机分布越远ꎬ预
测的效果越好ꎮ 当 ＡＵＣ 值为 ０.５ ~ ０.６ 时ꎬ表示模

型预测失败ꎻ当 ＡＵＣ 值为 ０.６ ~ ０.７ 时ꎬ表示预测结

果较差ꎻ当 ＡＵＣ 值为 ０.７ ~ ０.８ 时ꎬ表明预测效果一

般ꎻ当 ＡＵＣ 值为 ０.８ ~ ０.９ 时ꎬ表示预测效果好ꎻ当
ＡＵＣ 值为 ０.９ ~ １ 时ꎬ表示预测效果非常好ꎮ
１.２.３ 适生区等级的划分 　 ＭａｘＥｎｔ 结果输出文件

为 ＡＳＣⅡ格式ꎬ将其加载到 ＡｒｃＧＩＳ １０.６ 中ꎬ使用

“ＡｒｃＴｏｏｌｂｏｘ”中的“格式转换工具”转换为栅格数

据ꎬ利用“重分类工具( ｒｅｃｌａｓｓｉｆｙ)”将兰属植物的

生境适宜性按照 “自然间断点分级 法 ( ｎａｔｕｒａｌ
ｂｒｅａｋ)”划分成 ４ 类ꎬ即非适生区、低适生区、中适

生区和高适生区ꎬ并计算各适生区的面积ꎮ
１.２.４ 系统发育树构建 　 以贵州地宝兰作为外类

群ꎬ将 ２０ 种兰属植物的叶绿体全基因组序列ꎬ利
用 ＨｏｍＢｌｏｃｋｓ(Ｂｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)软件进行基因组序

列的比对ꎻ比对结果利用 ＩＱ￣ＴＲＥＥ ｖｅｒｓｉｏｎ ２. １. ２
(Ｔｒｉｆｉｎｏｐｏｕｌｏｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎬ构建兰属植物的 ＭＬ
(ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ) 系统进化树ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 值设

置为 １ ０００ꎬ 建 树 最 优 模 块 由 ＩＱ￣ＴＲＥＥ 内 置 的

ＭｏｄｅｌＦｉｎｄｅｒ ( Ｋａｌｙａａｎａｍｏｏｒｔｈｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ ) 进 行

选择ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＭａｘＥｎｔ 模型预测潜在分布格局

２.１.１ 模型准确性检验　 运用 ＭａｘＥｎｔ 模型基于 １９
个气候因子构建的兰属植物全属及其中 ２０ 个物

种(另外 ４ 种兰属植物位置信息太少ꎬ结果可信度

不高ꎬ仅用于预测全属的分布格局)在当代、未来 ４
个时间段两种不同气候情景下的地理分布模型的

ＡＵＣ 值为 ０.８４９ ~ ０.９９２(表 ２)ꎬ平均值为 ０.９５３ꎮ
基于 ＲＯＣ 曲线分析法对 ＭａｘＥｎｔ 预测的当前

气候条件整个兰属植物潜在地理分布结果进行检

验ꎬ分析得出:训练集( ｔｒａｉｎｉｎｇ ｄａｔａ)和测试集( ｔｅｓｔ
ｄａｔａ)的 ＡＵＣ 值分别可达 ０.９１６ 和 ０.９１１ꎬ远大于

随机预测( ｒａｎｄｏｍ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ)的 ＡＵＣ 值 ０.５００(图
１)ꎬ表明该模型预测结果准确性较高ꎬ可以用于兰

属植物在中国的潜在分布区模拟研究ꎮ
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表 １　 研究所用的样本信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

基因组大小
Ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅ (ｂｐ)

ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

习性
Ｈａｂｉｔ

纹瓣兰 Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ａｌｏｉｆｏｌｉｕｍ １５６ ９０４ ３６.９ ＫＣ８７６１２２.１ 附生 Ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ

冬凤兰 Ｃ. ｄａｙａｎｕｍ １５５ ４０８ ３６.８ ＭＷ１６０４３１.１ 附生 Ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ

独占春 Ｃ. ｅｂｕｒｎｅｕｍ １５６ ５２０ ３６.７ ＭＫ８２０３７４.１ 附生 Ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ

建兰 Ｃ. ｅｎｓｉｆｏｌｉｕｍ １４９ ２４５ ３７.１ ＫＵ１７９４３４.１ 地生 Ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ

长叶兰 Ｃ. ｅｒｙｔｈｒａｅｕｍ １５６ ３２７ ３６.８ ＭＫ８２０３７３.１ 附生 Ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ

蕙兰 Ｃ. ｆａｂｅｒｉ １５７ ２６２ ３７.０ ＫＲ９１９６０６.１ 地生 Ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ

多花兰 Ｃ. ｆｌｏｒｉｂｌｕｄｕｍ １５３ ９９８ ３６.８ ＭＫ８４８０４３.１ 附生或极罕见地生 Ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｏｒ ｒａｒｅｌｙ ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ

春兰 Ｃ. ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ １５７ １９２ ３６.９ ＫＴ７２２９８２.１ 地生 Ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ

虎头兰 Ｃ. ｈｏｏｋｅｒｉａｎｕｍ １５５ ４４７ ３６.８ ＭＴ８００９２７.１ 附生 Ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ

寒兰 Ｃ. ｋａｎｒａｎ １５０ ２１７ ３７.１ ＮＣ０２９７１１.１ 地生 Ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ

兔耳兰 Ｃ. ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ １４９ ９４５ ３７.１ ＮＣ０２９７１２.１ 地生或附生 Ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ ｏｒ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ

碧玉兰 Ｃ. ｌｏｗｉａｎｕｍ １５５ ４４７ ３６.８ ＭＴ５７６６２８.１ 附生 Ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ

大根兰 Ｃ. ｍａｃｒｏｒｈｉｚｏｎ １４９ ８５０ ３７.０ ＫＵ１７９４３７.１ 腐生 Ｈｏｌｏｍｙｃｏｔｒｏｐｈｉｃ

硬叶兰 Ｃ. ｍａｎｎｉｉ １５４ ７６９ ３７.０ ＫＣ８７６１２６.１ 附生 Ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ

豆瓣兰 Ｃ. ｓｅｒｒａｔｕｍ １４９ ９９８ ３７.１ ＭＴ２７３０８９.１ 地生 Ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ

墨兰 Ｃ. ｓｉｎｅｎｓｅ １５５ ５４８ ３７.０ ＫＣ８７６１２３.１ 地生 Ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ

西藏虎头兰 Ｃ. ｔｒａｃｙａｎｕｍ １５６ ２８６ ３６.８ ＮＣ０２１４３２.１ 附生 Ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ

莎叶兰 Ｃ. ｃｙｐｅｒｉｆｏｌｉｕｍ １５２ ７１２ ３７.０ — 地生或附生 Ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ ｏｒ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ

莎草兰 Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ １５５ ４１１ ３６.８ — 附生 Ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ

黄蝉兰 Ｃ. ｉｒｉｄｉｏｉｄｅｓ １５６ ５９６ ３６.８ — 附生 Ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ

贵州地宝兰 Ｇｅｏｄｏｒｕｍ ｅｕｌｏｐｈｉｏｉｄｅｓ １４９ ４６６ ３７.０ ＭＫ８４８０６５ 地生 Ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ

２.１.２ 影响兰属植物分布的主导气候因子　 由表 ３
可知ꎬ当前气候情景下对兰属植物全属地理分布

影响较大的气候因子为最干旱季降水量(Ｂｉｏ１７)、
年降水量(Ｂｉｏ１２)和温度季节性变化(Ｂｉｏ４)ꎬ贡献

率分别为 ４６.３％、２８.４％和 ７.２％ꎬ贡献率总和达到

８１.９％ꎮ 为避免气候因子间的自相关ꎬ利用 ＡｒｃＧＩＳ
１０.６ 软件提取 ９１５ 个兰属植物分布点的气候因子

信息ꎬ利用 ＳＰＳＳ ２３.０ 软件的 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数法

分析气候因子的相关性ꎬ保留相关系数 ｜ ｒ ｜ <０.８ 的

气候因子ꎬ对于 ｜ ｒ ｜ >０.８ 的气候因子ꎬ保留贡献率

较大的一个ꎬ最后筛选出 ７ 个气候因子: Ｂｉｏ２、
Ｂｉｏ４、Ｂｉｏ６、Ｂｉｏ１０、Ｂｉｏ１２、Ｂｉｏ１７、Ｂｉｏ１８ꎮ 用筛选出

的气候因子进行分析预测ꎬ结果显示当前气候情

景下对兰属植物全属地理分布影响较大的气候因

子仍为 Ｂｉｏ１７、Ｂｉｏ１２ 和 Ｂｉｏ４ꎬ贡献率分别为５０.０％、
２７.３％和 １５.９％ꎬ贡献率总和达到 ９３.２％ꎮ 由图 ２
可知 ꎬ变量单独使用时ꎬＢｉｏ１２ 在受试变量中测试

增益最突出ꎻ省略变量时ꎬ减少增益最多的气候因

子是 Ｂｉｏ４ꎮ

兰属植物分布对 Ｂｉｏ１７、Ｂｉｏ１２ 和 Ｂｉｏ４ 的响应

曲线见图 ３ꎮ 兰属植物在最干旱季降水量 ５０ ~ ２００
ｍｍ 的区域内分布概率较大ꎬ在 ０ ~ ５７ ｍｍ 范围内ꎬ
分布概率与降水量呈正相关ꎻ当降水量超过 ５７
ｍｍ 后ꎬ分布概率与降水量呈负相关ꎻ当降水量超

过 ６３０ ｍｍ 后ꎬ降水量变化不再影响兰属植物的分

布概率ꎮ 年降水量为 ２ ０００ ｍｍ 时ꎬ该属存在概率

最大ꎬ伴随年降水量的增加ꎬ存在概率与降水量呈

负相关ꎻ当年降水量达到 ４ ０００ ｍｍ 以后ꎬ存在概

率保持不变ꎮ 温度季节性变化在约 ３ ℃ 时ꎬ兰属

植物存在概率最高ꎬ随着温度季节性变化的升高ꎬ
兰属植物存在概率急剧下降ꎮ

主导 冬 凤 兰 ( Ｃ. ｄａｙａｎｕｍ ) 和 独 占 春 ( Ｃ.
ｅｂｕｒｎｅｕｍ)地理分布的气候因子为 Ｂｉｏ４ 和最冷季

的平均温度(Ｂｉｏ１１)ꎻ主导豆瓣兰(Ｃ. ｓｅｒｒａｔｕｍ)的

地理分布的主要气候因子为年温度变化范围

(Ｂｉｏ７)和 Ｂｉｏ４ꎻ主导墨兰 ( Ｃ. ｓｉｎｅｎｓｅ) 和纹瓣兰

(Ｃ. ａｌｏｉｆｏｌｉｕｍ)地理分布的气候因子为最湿润季降

水量(Ｂｉｏ１６)和 Ｂｉｏ１７ꎻ 主导碧玉兰 (Ｃ. ｌｏｗｉａｎｕｍ)

０３０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 ２　 九种气候情景下 ２０ 种兰属植物 ＡＵＣ 值
Ｔａｂｌｅ ２　 ＡＵＣ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ２０ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｓｃｅｎａｒｉｏｓ

物种 Ｓｐｅｃｉｅｓ 现代
Ｃｕｒｒｅｎｔ

ＳＳＰ１－２.６

２０３０ｓ ２０５０ｓ ２０７０ｓ ２０９０ｓ

ＳＳＰ５－８.５

２０３０ｓ ２０５０ｓ ２０７０ｓ ２０９０ｓ

兰属 Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ０.９０９ ０.９０５ ０.９１ ０.９０８ ０.９０７ ０.９０７ ０.９０６ ０.９０８ ０.９０９

纹瓣兰 Ｃ. ａｌｏｉｆｏｌｉｕｍ ０.９８０ ０.９８０ ０.９７９ ０.９８１ ０.９７９ ０.９８４ ０.９８１ ０.９８０ ０.９８１

莎叶兰 Ｃ. ｃｙｐｅｒｉｆｏｌｉｕｍ ０.９６２ ０.９５５ ０.９６１ ０.９５９ ０.９５７ ０.９６０ ０.９５８ ０.９５３ ０.９６５

冬凤兰 Ｃ. ｄａｙａｎｕｍ ０.９６２ ０.９６３ ０.９６０ ０.９６１ ０.９５９ ０.９６１ ０.９６２ ０.９６５ ０.９５５

独占春 Ｃ. ｅｂｕｒｎｅｕｍ ０.９７６ ０.９７７ ０.９７８ ０.９７４ ０.９７６ ０.９７８ ０.９７３ ０.９７４ ０.９７６

莎草兰 Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ０.９６９ ０.９７４ ０.９７５ ０.９７４ ０.９７１ ０.９７４ ０.９６８ ０.９７０ ０.９７１

建兰 Ｃ. ｅｎｓｉｆｏｌｉｕｍ ０.９３８ ０.９３５ ０.９３７ ０.９３４ ０.９３７ ０.９３６ ０.９４０ ０.９３１ ０.９３８

长叶兰 Ｃ. ｅｒｙｔｈｒａｅｕｍ ０.９５６ ０.９６９ ０.９６５ ０.９６３ ０.９６９ ０.９７２ ０.９６４ ０.９６１ ０.９６５

蕙兰 Ｃ. ｆａｂｅｒｉ ０.８９９ ０.９１０ ０.９１１ ０.９０３ ０.９０８ ０.９０６ ０.９０２ ０.９００ ０.９０８

多花兰 Ｃ. ｆｌｏｒｉｂｌｕｄｕｍ ０.９４６ ０.９４７ ０.９４９ ０.９５０ ０.９４６ ０.９５１ ０.９４６ ０.９４６ ０.９５０

春兰 Ｃ. ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ ０.９０９ ０.９１７ ０.９２１ ０.９１５ ０.９１８ ０.９２１ ０.９１３ ０.９１４ ０.９１８

虎头兰 Ｃ. ｈｏｏｋｅｒｉａｎｕｍ ０.９６８ ０.９７３ ０.９７４ ０.９６４ ０.９７１ ０.９７１ ０.９６４ ０.９７０ ０.９６８

黄蝉兰 Ｃ. ｉｒｉｄｉｏｉｄｅｓ ０.９７８ ０.９７７ ０.９８０ ０.９７４ ０.９７７ ０.９７９ ０.９７３ ０.９７６ ０.９７５

寒兰 Ｃ. ｋａｎｒａｎ ０.９４８ ０.９５０ ０.９５０ ０.９４７ ０.９５１ ０.９５２ ０.９４６ ０.９４６ ０.９４３

兔耳兰 Ｃ. ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ ０.９５９ ０.９６７ ０.９６６ ０.９６３ ０.９６５ ０.９６５ ０.９６４ ０.９６０ ０.９５９

碧玉兰 Ｃ. ｌｏｗｉａｎｕｍ ０.９９０ ０.９９２ ０.９８９ ０.９９０ ０.９９０ ０.９８７ ０.９８８ ０.９８９ ０.９８８

大根兰 Ｃ. ｍａｃｒｏｒｈｉｚｏｎ ０.９０４ ０.９０７ ０.９１５ ０.９２９ ０.８４９ ０.８７６ ０.８５５ ０.８５３ ０.８９５

硬叶兰 Ｃ. ｍａｎｎｉｉ ０.９８２ ０.９８１ ０.９８１ ０.９８５ ０.９８１ ０.９８３ ０.９８３ ０.９８１ ０.９８１

豆瓣兰 Ｃ. ｓｅｒｒａｔｕｍ ０.９１７ ０.９１８ ０.９１９ ０.９２０ ０.９１５ ０.９３３ ０.９２５ ０.９２６ ０.９０６

墨兰 Ｃ. ｓｉｎｅｎｓｅ ０.９７１ ０.９６７ ０.９６８ ０.９６９ ０.９７１ ０.９７４ ０.９６８ ０.９６９ ０.９７０

西藏虎头兰 Ｃ. ｔｒａｃｙａｎｕｍ ０.９８２ ０.９８３ ０.９８８ ０.９７８ ０.９８４ ０.９８５ ０.９７７ ０.９８２ ０.９８３

和黄蝉兰(Ｃ. ｉｒｉｄｉｏｉｄｅｓ)地理分布的气候因子为等温

性(Ｂｉｏ３)和 Ｂｉｏ４ꎻ主导长叶兰(Ｃ. ｅｒｙｔｈｒａｅｕｍ)和莎

草兰(Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ)地理分布的气候因子为 Ｂｉｏ３、Ｂｉｏ４
和最 冷 月 份 最 低 温 度 ( Ｂｉｏ６ )ꎻ 主 导 寒 兰 ( Ｃ.
ｋａｎｒａｎ)、 建 兰 ( Ｃ. ｅｎｓｉｆｏｌｉｕｍ ) 和 多 花 兰 ( Ｃ.
ｆｌｏｒｉｂｌｕｄｕｍ)地理分布的气候因子为 Ｂｉｏ１２ 和 Ｂｉｏ１７ꎻ
主导大根兰地理分布的气候因子为 Ｂｉｏ６ 和 Ｂｉｏ７ꎻ主
导兔耳兰(Ｃ. ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ)地理分布的气候因子为

Ｂｉｏ１７ 和最暖季降水量(Ｂｉｏ１８)ꎻ主导西藏虎头兰

(Ｃ. ｔｒａｃｙａｎｕｍ)地理分布的气候因子为 Ｂｉｏ３、Ｂｉｏ４、
Ｂｉｏ１７ 和 Ｂｉｏ１８ꎻ主导莎叶兰(Ｃ. ｃｙｐｅｒｉｆｏｌｉｕｍ)地理分

布的气候因子为 Ｂｉｏ７ 和 Ｂｉｏ１７ꎻ主导虎头兰 (Ｃ.
ｈｏｏｋｅｒｉａｎｕｍ)地理分布的气候因子为 Ｂｉｏ４ 和 Ｂｉｏ１８ꎻ
主导硬叶兰 (Ｃ. ｍａｎｎｉｉ) 地理分布的气候因子为

Ｂｉｏ１１ꎻ主导春兰地理分布的气候因子为 Ｂｉｏ１２ 和最

干燥月份降水量(Ｂｉｏ１４)ꎻ主导蕙兰地理分布的气

候因子为 Ｂｉｏ６、Ｂｉｏ１２ 和 Ｂｉｏ１７ꎮ

２.１.３ 现代及未来气候情景下兰属植物的潜在地

理分布格局 　 选取现代气候情景和未来 ２０３０ｓ、
２０５０ｓ、２０７０ｓ 和 ２０９０ｓ 两条典型浓度路径( ＳＳＰ１－
２.６ 和 ＳＳＰ５－８.５)ꎬ利用 ＭａｘＥｎｔ 模型对兰属植物

的潜在地理分布格局进行模拟ꎬ得到不同气候情

景下的适生区面积(附表 １ꎬ图 ４、图 ６－９)ꎮ
现代气候条件下ꎬ兰属植物适生总面积为

２４８.１８×１０４ ｋｍ２ꎬ其中高适生区面积为 １００.３７×１０４

ｋｍ２ꎬ中适生区和低适生区面积分别为 ８０.４３×１０４

ｋｍ２和 ６７.３９×１０４ ｋｍ２(附表 １ꎬ图 ４)ꎮ 未来不同温

室气体排放情景下ꎬ兰属植物适生区面积变化曲

线(图 ５)表明总适生区程缩小趋势ꎬ其中高适生

区缩小幅度最大为 ３３.０８％ꎬ中适生区面积缩小幅

度最大为 １５.５７％ꎬ低适生区面积呈增加趋势ꎮ
从物种水平来看ꎬ冬凤兰、大根兰、墨兰、豆瓣

兰ꎬ碧玉兰、兔耳兰、纹瓣兰和独占春在未来 ８ 种

情景下适生区面积跟现代气候下相比ꎬ 整体呈扩
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表 ３　 模拟兰属植物潜在适宜分布的主要气候因子及其贡献率
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍａｉｎ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｒｅａｓ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ

气候因子
Ｃｌｉｍａｔｉｃ ｆａｃｔｏｒ

昼夜
温差

月均值
Ｂｉｏ２

等温性
Ｂｉｏ３

温度
季节性
变化
Ｂｉｏ４

最冷月份
最低温度

Ｂｉｏ６

年温度
变化
范围
Ｂｉｏ７

最冷季的
平均温度
Ｂｉｏ１１

年降
水量
Ｂｉｏ１２

最干燥
月份

降水量
Ｂｉｏ１４

最湿润季
降水量
Ｂｉｏ１６

最干旱季
降水量
Ｂｉｏ１７

最暖季
降水量
Ｂｉｏ１８

兰属 Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ — — ７.２ — — — ２８.４ — — ４６.３ —
冬凤兰 Ｃ. ｄａｙａｎｕｍ — — ３２.９ — — ４２.４ — — — — —
独占春 Ｃ. ｅｂｕｒｎｅｕｍ — — ４７.６ — — ２８.３ — — — — —
大根兰 Ｃ. ｍａｃｒｏｒｈｉｚｏｎ ２０.１ — ４２.３ ２８.８ — — — — — —
豆瓣兰 Ｃ. ｓｅｒｒａｔｕｍ — — ２２.５ — ５７.９ — — — — — —
墨兰 Ｃ. ｓｉｎｅｎｓｅ — — — — — — — — １９.８ ３４.３ —
纹瓣兰 Ｃ. ａｌｏｉｆｏｌｉｕｍ — — — — — １０.７ — ２２.４ ２９.８ —
兔耳兰 Ｃ. ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ — — — — — — — — — ４５.１ ２１.６
碧玉兰 Ｃ. ｌｏｗｉａｎｕｍ — ５６.４ １９.２ — — — — — — — —
黄蝉兰 Ｃ. ｉｒｉｄｉｏｉｄｅｓ — ３１.６ ４３.２ — — — — — — — —
西藏虎头兰 Ｃ. ｔｒａｃｙａｎｕｍ — １６.３ ２６.９ — — — — — — ２２.４ ２１.４
长叶兰 Ｃ. ｅｒｙｔｈｒａｅｕｍ — ２９.８ ３１.９ ３０.４ — — — — — — —
莎草兰 Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ — ２０.５ ３１.２ ３５.４ — — — — — — —
莎叶兰 Ｃ. ｃｙｐｅｒｉｆｏｌｉｕｍ — — １２.１ — ２１.０ — — — — ３３.６ —
虎头兰 Ｃ. ｈｏｏｋｅｒｉａｎｕｍ — — ３７.０ — — — — — — — １６.８
硬叶兰 Ｃ. ｍａｎｎｉｉ — — — — — ４３.７ — — — — —
春兰 Ｃ. ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ — — — １４.４ — — ３２ ３６.１ — — —
蕙兰 Ｃ. ｆａｂｅｒｉ — — — １６.８ — — ４３.２ — — １６.１ —
寒兰 Ｃ. ｋａｎｒａｎ — — — — — — ２０.８ — １４.４ ４６.１ —
建兰 Ｃ. ｅｎｓｉｆｏｌｉｕｍ — — — — — — ３０.７ — — ３５.５ —
多花兰 Ｃ. ｆｌｏｒｉｂｌｕｄｕｍ — — — — — — １５.２ — — ６１.１ —

　 注: 数字表示各气候因子对该物种的模拟分布贡献率大小(％)ꎻ — 表示该气候因子对该物种的模拟分布贡献率较小ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ｔｏ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ (％)ꎻ — ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｌｏｗ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ
ｏｆ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ｔｏ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ.

张趋势ꎬ其中独占春和兔耳兰的低适生区面积在

未来呈缩减趋势ꎬ而高适生区和中适生区面积均

大幅增加ꎮ 冬凤兰和豆瓣兰在 ＳＳＰ１－２.６ 情景下ꎬ
４ 个时间段的总适生区、高、中、低适生区面积均大

幅增加ꎻ在 ＳＳＰ５－８.５ 情景下ꎬ高适生区面积也大

幅增加(图 ４)ꎮ 碧玉兰在 ＳＳＰ５－８.５ 情景下ꎬ未来

４ 个时间段的总适生区、高、中、低适生区面积均大

幅增加ꎻ在 ＳＳＰ１－２.６ 情景下ꎬ除高适生区以外ꎬ总
适生区、中、低适生区面积也都呈扩张趋势ꎮ 在

２０９０ｓ 阶段ꎬ两种情景下ꎬ纹瓣兰的总适生区、高、
中、低适生区面积均增加ꎮ 墨兰和大根兰的总适

生区、高、低适生区面积在 ＳＳＰ１－２.６ 和ＳＳＰ５－８.５
情景下均呈大幅增加ꎬ中适生区面积整体也呈增

加趋势ꎬ其中墨兰在 ＳＳＰ５－８.５ 情景下ꎬ２０９０ｓ 高适

生区面积增幅达 ６８.４２％ꎮ
西藏虎头兰、虎头兰、长叶兰、莎草兰、硬叶

兰、莎叶兰、多花兰、寒兰、蕙兰、春兰、黄蝉兰和建

兰在未来情景下适生区面积整体呈缩减趋势ꎮ 其

中ꎬ长叶兰和莎草兰的总适生区、高、中、低适生区

面积在 ４ 个时间段ꎬ两种情景下均呈缩减趋势ꎬ幅
度为 ３. ０５％ ~ ５８. ８８％ꎮ 莎草兰、硬叶兰在 ＳＳＰ５ －
８.５(２０６１—２１００ 年)情景下ꎬ高适生区面积增加ꎬ
在其他情景下总适生区、中、低适生区面积均减

少ꎮ 多花兰的总适生区和高适生区面积在 ８ 种未

来情景下呈缩减趋势ꎬ中、低适生区面积变化不明

显ꎮ 莎 叶 兰 在 ＳＳＰ１ － ２. ６ ( ２０４１—２０８０ 年 ) 和

ＳＳＰ５－８. ５ ( ２０８１—２１００ 年) 情景下ꎬ总适生区面

积、高、中、低适生区面积均缩减ꎮ 在 ＳＳＰ５ － ８. ５
(２０６１—２１００ 年)情景下ꎬ西藏虎头兰和虎头兰的

总适生区和高适生区面积均明显缩减ꎻ寒兰的高

适生区面积呈缩减趋势ꎻ蕙兰的总适生区和中适

生区面积呈缩减趋势ꎻ春兰的总适生区面积在未

来两种情景下ꎬ各阶段均呈缩减趋势ꎬ其中高、中
适生区尤为明显ꎻ 黄蝉兰和建兰的总适生区面积
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图 １　 当前气候情景下ＭａｘＥｎｔ 模型预测结果 ＲＯＣ 曲线
Ｆｉｇ. １　 ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＭａｘＥｎｔ ｍｏｄｅｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｓｃｅｎａｒｉｏ

图 ２　 刀切法检验的各气候因子对兰属
植物分布影响的重要性

Ｆｉｇ. ２　 Ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｌｉｍａｔｉｃ
ｆａｃｔｏｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｊａｃｋｋｎｉｆｅ ｔｅｓｔ

呈略微缩减趋势ꎬ其中高、中适生区面积在未来时

间段波动较大ꎬ在 ＳＳＰ１－２.６(２０８１—２１００ 年)情景

下高适生区面积减少ꎬ中适生区面积增加ꎬ而在

ＳＳＰ５－８.５(２０８１—２１００ 年)情景下高适生区面积

增加ꎬ中适生区面积减少ꎮ
２.２ ２０ 种兰属植物的系统发育关系

基于叶绿体全基因组序列ꎬ以贵州地宝兰作

为外类群ꎬ构建了 ２０ 种兰属植物的系统进化树

(图 １０)ꎮ 该进化树分支的自展值多为 １００％ꎬ表
明叶绿体基因组序列构建的兰属植物关系可信度

较高ꎮ 在系统进化树中ꎬ兰属植物聚成 ３ 大类ꎬ
Ｃ１、Ｃ２ 和 Ｃ３ꎮ 其中ꎬＣ１ 支内的兰属植物有 ３ 种生

活方式ꎬ即地生、地生或附生、腐生ꎬＣ２、Ｃ３ 支内的

兰属植物均为附生植物ꎮ 热图表示在 ＳＳＰ１ － ２. ６
和 ＳＳＰ５－８.５ 两种情景下ꎬ每种兰属植物的高、中
适生区面积之和到 ２１００ 年的变化情况ꎬ结果显示

图 ３　 单变量响应曲线
Ｆｉｇ. ３　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｖａｒｉａｂｌｅｓ

在每一大支和小支内均有分布区扩张和收缩的兰

属植物ꎮ

３　 讨论与结论

物种的分布区是物种重要的空间特征ꎬ与物

种灭绝、生态入侵、生态位幅度密切相关ꎬ对研究

物种的起源、扩散和演化具有重要意义ꎮ 在全球

变化的背景下ꎬ进行物种潜在分布区的模拟和主

导因子分析ꎬ可以为植物资源的有效保护和可持

续利用提供科学依据ꎮ 对于众多现存的珍稀濒危
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Ａ－Ｉ 依次为现代 １９７０—２０００ 年、未来 ２０３０ｓ、２０５０ｓ、２０７０ｓ 和 ２０９０ｓ 在 ＳＳＰ１－２.６ 和 ＳＳＰ５－８.５ 情景下的兰属植物的分布格局ꎮ 下同ꎮ
Ａ－Ｉ ａｒｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｃｅｎａｒｉｏｓ ｏｆ ｃｕｒｒｅｎｔ １９７０—２０２０ꎬ ＳＳＰ１－２.６ ａｎｄ ＳＳＰ５－８.５ ｉｎ ｆｕｔｕｒｅ ２０３０ｓꎬ
２０５０ｓꎬ ２０７０ｓ ａｎｄ ２０９０ｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ４　 不同气候变化情景下兰属的潜在分布格局
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｓｃｅｎａｒｉｏｓ

图 ５　 不同时期兰属植物的适生区变化
Ｆｉｇ. ５　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｒｅａｓ ｏｆ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ
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图 ６　 不同气候变化情景下冬凤兰的潜在分布格局
Ｆｉｇ. ６　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｄａｙａｎｕｍ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｓｃｅｎａｒｉｏｓ

图 ７　 不同气候变化情景下长叶兰的潜在分布格局
Ｆｉｇ. ７　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｅｒｙｔｈｒａｅｕｍ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｓｃｅｎａｒｉｏｓ
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图 ８　 不同气候变化情景下莎草兰的潜在分布格局
Ｆｉｇ. ８　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｅｌｅｇａｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｓｃｅｎａｒｉｏｓ

图 ９　 不同气候变化情景下春兰的潜在分布格局
Ｆｉｇ. ９　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｓｃｅｎａｒｉｏｓ
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图 １０　 基于叶绿体基因组序列构建的兰属植物系统进化树
Ｆｉｇ. １０　 Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｗｈｏｌｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

物种而言ꎬ物种分布区的潜在收缩或扩张趋势对

这些珍稀濒危物种的保护具有重要意义ꎮ
本研究利用 ＭａｘＥｎｔ 模型来模拟兰属植物在现

代和未来气候情景( ＳＳＰ１－２.６、ＳＳＰ５－８.５)下的潜

在分布格局ꎮ 结果表明ꎬ在未来气候变化下ꎬ兰属

植物整个属的潜在分布区面积呈缩减趋势且高适

生区面积大幅缩减ꎬ ８ 种情景下缩减 ９. ２６％ ~
３３.０８％ꎮ中适生区面积在两种情景下到 ２１００ 年分

别缩减 ７.５７％和 ７.７７％ꎻ而低适生区面积呈扩张趋

势ꎬ不 同 情 景 和 时 间 段 下ꎬ面 积 增 加 １. ６８％ ~
２０.１５％ꎮ对兰属地理分布影响较大的气候因子为

最干旱季降水量( Ｂｉｏ１７)、年降水量( Ｂｉｏ１２)和温

度季节性变化(Ｂｉｏ４)ꎮ
随着全球气温升高ꎬ中国区域极端降水发生

频率增强ꎬ而 ＳＳＰ５－８.５ 情景相比于其他低温室气

体排放浓度情景ꎬ降水强度的增幅较大ꎬ且我国西

南地 区 降 水 强 度 增 加 较 为 显 著 ( 陈 晓 晨 等ꎬ
２０１５)ꎬ这说明兰属整体在未来气候情境下对极端

降水不适应ꎮ 本研究采用 ２０ 种兰属植物ꎬ其生活

习性差别较大ꎬ因此各种兰属植物的空间格局变

化各不相同ꎮ
冬凤兰现代中国潜在适生区除了与实际现存

野生种群分布区较一致的广东、广西、海南、台湾

和云南南部以外ꎬ还分布于西藏南部ꎬ而广泛分布

的福建南部却仅有少量低适生区ꎮ 未来气候变化

情境下ꎬ高适生区呈扩张趋势ꎬ逐渐集中连续分

布ꎬ主要向高纬度地区扩张ꎬ西藏南部地区和台湾

地区的高适生区扩张明显ꎮ 推测是气候变化导致

高适生区面积增加ꎬ在未来全球气候变暖的情境

下ꎬ中国年平均气温上升 １.６ ~ ５.０ ℃ ꎬ年降水量增

７３０１６ 期 郑芳等: 基于 ＭａｘＥｎｔ 模型预测中国兰属植物的分布格局及主导气候因子



加 １.５％ ~ ２.０％(李垚等ꎬ２０１６)ꎬ影响冬凤兰适生

区分布的主要气候因子是温度季节性变化(Ｂｉｏ４)
和最冷季的平均温度(Ｂｉｏ１１)ꎬ因此在未来气温变

暖情况下ꎬ冬凤兰的高适生区分布逐渐向北方

扩张ꎮ
长叶兰和莎草兰现代潜在适生区除了与现存

记录相符的西藏东南部、云南、四川西南部和贵州

中部至西南部之外ꎬ还广泛分布于广东、广西的沿

海地区ꎬ以及台湾地区ꎮ 根据气候因子贡献率的

结果ꎬ等温性(Ｂｉｏ３)、温度季节性变化(Ｂｉｏ４)和最

冷月份最低温度(Ｂｉｏ６)是影响长叶兰和莎草兰的

主要气候因子ꎬ三者对它们的贡献率之和分别为

９２.１％和 ８７.１％ꎮ 在未来气候条件下ꎬ它们的适生

区面积呈缩减趋势ꎬ整体向云南和西藏东南部这

些高海拔地区迁移ꎬ这可能与云南省气候带的变

化有关ꎮ 程建刚等(２００９)研究表明ꎬ近年来云南

的气候带面积中热带面积增加ꎬ而北亚热带和温

带面积减少ꎬ气候带呈北移趋势ꎬ并且向高海拔地

区扩展的趋势更加明显ꎮ
春兰的总适生区面积在 ８ 种未来情景下均呈

减少趋势ꎮ 其中ꎬ高适生区面积在两种不同排放

情景下ꎬ不同未来阶段都呈现先上升后下降的趋

势ꎬ这可能与不同排放情景下所造成的温度与降

雨变化有关ꎮ 在 ＳＳＰ１ － ２. ６ 情景下ꎬ２０６１—２０８０
年ꎬ高、中适生区扩张ꎬ而低适生区缩减ꎻ在 ２０８１—
２１００ 年ꎬ高适生区缩减 １０.４％ꎬ变为中、低适生区ꎮ
在 ＳＳＰ５－８.５ 情景下ꎬ２０６１—２０８０ 年ꎬ高适生区扩

张 ５.９４％ꎬ而中低适生区缩减ꎻ在 ２０８１—２１００ 年ꎬ
高、中适生区分别缩减 １１.２７％和 １８.０３％ꎬ低适生

区扩张 ４.５４％ꎮ 这说明随着 ＣＯ２排放ꎬ环境越来越

不适宜春兰的生长繁殖ꎮ
结合系统发育树ꎬ发现分布区面积变化趋势

与系统发育关系的联系并不明显ꎮ 亲缘关系较近

的物种在未来情景下ꎬ分布区有扩张和收缩之分ꎮ
这符合生态位法则ꎬ即亲缘关系接近的、具有同样

生活习性的物种ꎬ不会在同一地方竞争同一生存

空间ꎮ 总体而言ꎬ系统发育树上 Ｃ１ 支的兰科植物

多为地生植物ꎬ叶绿体基因的 ＧＣ 含量较高ꎬ适生

区面积多为扩张趋势ꎻＣ２ 支的兰科植物为附生植

物ꎬ叶绿体基因的 ＧＣ 含量较低ꎬ适生区面积多为

收缩趋势ꎮ
全球气候变暖情况下ꎬ各地干旱和极端降雨

频发ꎬ将深刻影响森林分布(时明芝ꎬ２０１１)ꎬ进而

影响附生的兰属植物的分布ꎮ
与现代气候相比ꎬ在未来气候情景下从属的

水平来看ꎬ兰属植物呈现缩减趋势ꎻ从物种水平来

看ꎬ不同植物的分布区变化规律并不一致ꎬ其分布

格局响应气候变化的趋势有所不同ꎮ 由于植物的

实际分布格局受到多方面的影响ꎬ因此进一步的

研究可考虑地形、土壤条件、海拔、人为活动等

因素ꎮ
目前ꎬ大多数学者认为在全球变暖情景下ꎬ物

种的适生区面积将不断减少且逐渐向高纬度和高

海拔地区迁移(Ｐａｒｍｅｓａｎꎬ ２００６)ꎮ 例如ꎬ邱浩杰等

(２０２０)对鹅掌楸( Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｃｈｉｎｅｎｓｅ)在中国的

分布预测发现其适宜分布区面积不断减少且有向

高纬度轻微移动的趋势ꎻ张涛等(２０２２)发现从末

次盛 冰 期 至 未 来 气 候 情 境 下ꎬ 苦 参 ( Ｓｏｐｈｏｒａ
ｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ)在我国的适宜生境面积逐渐减少且整体

有向高纬度地区移动的趋势ꎮ 但是ꎬ也有学者得

出不同的结论ꎮ 例如ꎬ陈俊俊等(２０１６)发现ꎬ在未

来气候情景模式下ꎬ短花针茅( Ｓｔｉｐａ ｂｒｅｖｉｆｌｏｒａ)的

适生区面积较现在有所增加且向高纬度地区移

动ꎻ朱梦婕等(２０２０)发现在未来气候条件下狸尾

豆属植物潜在分布区面积增加且高适生区向北

推移ꎮ
兰属所有野生种均被列入«濒危野生动植物

种国际贸易公约» (ＣＩＴＥＳ)附录Ⅱ中ꎬ兰属中除兔

耳兰外的其他种都被列入«国家重点保护野生植

物(第二批)»名录中ꎮ 造成兰属植物濒危的主要

原因除大量采挖活动外ꎬ主要是人们对生境的过

度破坏使其生长空间被完全剥夺或生长环境遭受

颠覆性改变ꎮ
根据潜在分布区预测发现兔耳兰、碧玉兰、冬

凤兰、大根兰、墨兰、豆瓣兰、独占春、纹瓣兰等在

未来情境下呈扩张趋势ꎬ保护这类植物要从保护

其原有生境入手ꎮ 对于兰属植物分布密集地区ꎬ
应当扩大当地国家级自然保护区的面积ꎬ减少保

护空缺区域ꎬ或将省级、县级自然保护区升级为国

家级保护区ꎬ消除人为经济活动对其生存构成的

威胁ꎬ以维持生境的稳定和连续ꎬ并满足附生所需

灌木林等的生长条件ꎬ实行综合性的保护ꎬ为传粉

昆虫生长提供环境保证ꎮ 对于未来情景下缩减明

显的莎草兰、长叶兰、硬叶兰、多花兰等这类兰属

植物ꎬ根据预测结果推断未来适生区稳定存在的

地区可能成为其将来应对气候变化的避难所ꎬ因

８３０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



此我们应特别重视对这些区域的自然生境保护ꎬ
此外ꎬ可以考虑人工繁育后回归原有生境或者进

行迁地保护ꎮ 综上所述ꎬ潜在分布区预测的研究

能为珍稀濒危兰属植物提出合理、有效的保护

对策ꎮ
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摘　 要: ＳＰＬ 转录因子广泛参与植物生长发育、胁迫响应等过程ꎮ 目前ꎬ没有关于铁皮石斛 ＳＰＬ 膜结合

(ＳＰＬ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｍｏｔｉｆ)转录因子即 ＳＴＭ 转录因子的研究ꎮ 为了探究 ＳＴＭ 转录因子在铁皮石斛生长

发育及胁迫响应等方面的作用ꎬ该文在铁皮石斛全基因组水平鉴定出 ４ 个 ＳＴＭ 转录因子ꎬ并对 ＤｏＳＴＭ 基因

家族成员进行生物信息学分析ꎬ又利用逆转录 ＰＣＲ 研究了 ＤｏＳＴＭ 在不同组织部位及不同逆境处理下的表

达情况ꎮ 结果表明:(１)ＤｏＳＴＭ１－４ 为亲水蛋白ꎬ均具有 ＳＢＰ 保守结构域和一些激素响应位点ꎮ (２) ４ 个

ＤｏＳＴＭ 在根茎叶中均有表达ꎬＤｏＳＴＭ２ 在叶中的相对表达量最低ꎻＤｏＳＴＭ１ / ３ / ４ 的相对表达水平均无明显差

异ꎮ (３)ＤｏＳＴＭ１－４ 在低温、高温、干旱胁迫下的相对表达水平都有显著变化ꎬＤｏＳＴＭ１ / ３ / ４ 的表达量降低最

为明显ꎬ故推测 ＤｏＳＴＭ 与植物体内激素响应、温度变化响应及抗旱性有关ꎮ 这些结论为后续进一步开展铁

皮石斛 ＳＴＭ 转录因子的研究提供了参考ꎮ
关键词: 铁皮石斛ꎬ ＳＴＭ 转录因子ꎬ 基因鉴定ꎬ 功能分析ꎬ 基因表达

中图分类号: Ｑ９４３　 　 文献标识码: Ａ　 　 文章编号: １０００￣３１４２(２０２３)０６￣１０４１￣１０

Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ＳＰＬ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｍｏｔｉｆ (ＳＴＭ) ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ ｉｎ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ
ＹＡＮＧ Ｌｅꎬ ＮＩＥ Ｃｏｎｇꎬ ＬＯＮＧ Ｘｉａｏｑｉｎꎬ ＨＥ Ｊｉｚｅꎬ ＹＡＮ Ｃｈａｏｙｕｅꎬ

ＺＨＵ Ｑｉａｎｋｕｎꎬ ＷＡＮＧ Ｗａｎｊｕｎ∗

( Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｊｉａｏｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００３１ꎬ Ｃｈｉｎａ )

Ａｂｓｔｒａｃｔ: ＳＰＬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｒｅ ｗｉｄｅｌｙ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｓｏ ｏｎ. Ａｔ
ｐｒｅｓｅｎｔꎬ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ＳＴＭ (ＳＰＬ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｍｏｔｉｆ) ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ. Ｉｎ

收稿日期: ２０２２－０１－０２
基金项目: 国 家 自 然 科 学 基 金 ( ３１９００１６４)ꎻ 中 央 高 校 基 本 科 研 业 务 费 ( ２６８２０２１ＣＸ１２１)ꎻ 西 南 交 大 个 性 化 实 验 项 目
(ＧＸ２０２１１６００２７)ꎮ
第一作者: 杨乐(１９９７－)ꎬ硕士ꎬ主要从事植物生长发育与次生代谢研究ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)２２９５４０２１９５＠ｑｑ.ｃｏｍꎮ

∗通信作者: 王万军ꎬ博士ꎬ教授ꎬ主要从事植物生长发育与次生代谢研究ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ) ｗａｎｊｕｎｗａｎｇ＠ｈｏｍｅ.ｓｗｊｔｕ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ



ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＳＴＭ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈꎬ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ Ｄ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅꎬ ｆｏｕｒ ＳＴＭ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｄ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅꎬ ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤｏＳＴＭ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ
ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤｏＳＴＭ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｐａｒｔｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１)ＤｏＳＴＭ１－４ ｗｅｒｅ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ＳＢＰ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ
ａｎｄ ｓｏｍｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｉｔｅｓ. (２)Ｆｏｕｒ ＤｏＳＴＭ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｒｏｏｔꎬ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＤｏＳＴＭ２ ｗａｓ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｉｎ ｌｅａｆꎻ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＤｏＳＴＭ１ / ３ / ４. (３)
Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＤｏＳＴＭ１－４ ｃｈａｎｇｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ
ｓｔｒｅｓｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤｏＳＴＭ１ / ３ / ４ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｉｔ ｉｓ ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｔｈａｔ ＤｏＳＴＭ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｈａｎｇｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ. Ｔｈｅｓｅ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ＳＴＭ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ Ｄ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅꎬ ＳＴＭ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ｇｅｎｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 石斛主要分布在东南亚和大洋洲的热带及亚

热带地区ꎬ喜生长在温暖潮湿的环境中ꎬ附着在树

干 或 岩 石 上 ( 罗 凯 等ꎬ ２０２１ )ꎮ 铁 皮 石 斛

(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ)为兰科石斛属多年生草本

植物ꎬ具有极高药用价值ꎬ是一种药食两用中药

材ꎬ其成分主要包括多糖类、生物碱类、黄酮类以

及酚酸类等ꎬ在抗肿瘤和增强免疫力等方面具有

功效 (唐文文等ꎬ２０２１)ꎮ 近年来由于过度挖采导

致野生资源大量减少ꎬ故从分子水平研究铁皮石

斛的生长发育对其保育有重要意义 (曾丹琦等ꎬ
２０２１)ꎮ

ＳＰＬ( ｓｑｕａｍｏｕｓａ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｋｅ)
基因家族作为植物特有的一类转录因子ꎬ主要通

过结合下游基因启动子区的顺式作用元件来调控

下游基因表达ꎮ ＳＰＬ 转录因子在植物的生长发育、
信号传导、胁迫响应等方面有着重要的作用 (吴艳

等ꎬ２０１９)ꎮ 这类转录因子最早在金鱼草中被发现

(Ｈｕｉｊｓｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９２)ꎮ 之后有更多研究发现 ＳＰＬ
转录因子在植物生长发育以及在胁迫响应中起着

重要作用 (Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 在

甘蓝型油菜的愈伤组织、根、茎、叶、芽、花和角果

中有大量 ＢｏＳＰＬ 表达ꎬ并且这些基因可能在甘蓝

耐寒性中起重要作用 ( Ｓｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 据最

近报道ꎬ拟南芥 ＳＰＬｓ 可能参与其从幼年到成年的

营养转化、生殖期的形态变化、花青素生物合成和

防御胁迫 ( Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 其中ꎬＳＰＬ３ 在花

序和花器官的发育中发挥重要作用 (Ｇａｎｄｉｋｏｔａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００７)ꎬ在各种低磷胁迫反应以及低磷条件下

磷饥饿诱导基因表达中都有 ＳＰＬ１ 的参与介导

(雷凯健等ꎬ２０１６)ꎮ

转录因子的研究是植物分子生物学的重要内

容ꎬ在植物抗逆等方面起着重要作用ꎮ 转录因子

和基因顺式作用元件的相互作用激活了相关抗逆

基因的表达ꎬ提高了植物的抗逆性ꎮ 有一类特殊

的转录因子存在ꎬ因其含有一段跨膜区被称为膜

结合转录因子ꎬ可直接整合在细胞内的膜结构上

(如细胞质膜、内质网膜、核膜等)ꎬ一般处于休眠

状态ꎬ当受到外界环境变化刺激后ꎬ膜结合转录因

子便从膜上释放ꎬ转变为激活状态ꎬ并转运到细胞

核内行使功能 (王楠等ꎬ２０１６)ꎮ ＳＰＬ 转录因子中

也有这类膜结合转录因子ꎬ且目前并没有专门研

究 ＳＰＬ 膜结合转录因子的报道ꎬ因此ꎬ本研究通过

ＢＬＡＳＴＰ 在铁皮石斛全基因组中鉴定出 ４ 个 ＳＰＬ
膜结 合 转 录 因 子ꎬ 命 名 为 ＤｏＳＴＭ ( ＳＰＬ ｗｉｔｈ
ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｍｏｔｉｆ)转录因子ꎬ并进行后续生物信

息学及表达分析ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

将铁皮石斛幼苗分别置于 １ / ２ＭＳ 培养基、含
１００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 的 １ / ２ＭＳ 液体培养基、含 ５
μｍｏｌＬ￣１脱落酸的 １ / ２ＭＳ 液体培养基、质量分数

为 １０％ ＰＥＧ 的 １ / ２ＭＳ 液体培养基、４０ ℃ １ / ２ＭＳ
液体培养基、４ ℃ １ / ２ＭＳ 液体培养基中处理 ６ ｈꎬ
吸干水分后将幼苗按 ２００ ~ ３００ ｍｇ 装入 １.５ ｍＬ 离

心管中ꎬ并做好标记ꎬ迅速置于液氮中 １ ｍｉｎꎬ取出

放入－８０ ℃冰箱保存待用ꎮ 以盆栽铁皮石斛幼嫩

的根茎叶组织作为原材料ꎬ进行根茎叶差异表达

分析ꎮ

２４０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



１.２ 试剂

ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 多糖多酚植物总 ＲＮＡ 提取试剂

盒(北京擎科)、琼脂糖 (北京擎科)、２ ×ＴＳＩＮＧＫＥ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(北京擎科)、ＲＮＡ 无酶水(北京擎科)、
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂

盒(宝生物)、５０×ＴＡＥ(上海生工)ꎮ
１.３ 方法

１.３.１ 铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白的理化性质及亚细胞定位

分析　 从 ＮＣＢＩ 数据库中下载拟南芥 ＳＴＭ 蛋白序

列ꎬ将物种限定在铁皮石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ)
并进行 ＢＬＡＳＴ 搜索ꎬ下载搜索到的铁皮石斛的 ＳＴＭ
蛋白序列ꎬ去除冗余序列ꎬ利用 ＴＭＨＭＭ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ￣２.０ / )预测跨膜结

构域ꎬ最终选取 ＸＰ＿０２０６８５８４８、ＸＰ＿０２０６８１９２３、ＸＰ＿
０２０６７２７９５、ＸＰ＿０２０６８８５４２ 这 ４ 个蛋白进行研究ꎬ并
分别命名为 ＤｏＳＴＭ１、 ＤｏＳＴＭ２、 ＤｏＳＴＭ３、 ＤｏＳＴＭ４ꎮ
利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )
分析铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白家族的理化性质ꎮ 用 Ｐｌａｎｔ￣
ｍＰＬｏｃ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / ｐｌａｎｔ / )
(Ｃｈｏｕ ＆ Ｓｈｅｎꎬ ２００７)对 ＤｏＳＴＭ 蛋白家族进行亚细

胞定位分析ꎮ
１.３.２ 铁皮石斛 ＳＴＭ 家族的系统进化树分析 　 从

ＮＣＢＩ 数据库中下载野蕉 (Ｍｕｓａ ｂａｌｂｉｓｉａｎａ)、铁皮

石斛 (Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ)、拟南芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ)、蝴蝶兰 (Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｅｑｕｅｓｔｒｉｓ)、毛白杨

( Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ )、 扇 形 文 心 兰 ( Ｅｒｙｃｉｎａ
ｐｕｓｉｌｌａ)、玉米 (Ｚｅａ ｍａｙｓ)、水稻 (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)、生
姜 (Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ) 的 ＳＴＭ 蛋白序列 Ｆａｓｔａ 格

式ꎮ 用 ＭＥＧＡ￣Ｘ 邻近法构建进化树ꎬ序列比对采

用 ＣｌｕｓｔａｌＷꎬ 选 择 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｍｅｔｈｏｄꎬ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ 选择 ５００ꎬＭｏｄｅｌ 选择 ｐ￣ｄｉｓｔａｎｃｅꎬＧａｐｓ /
Ｍｉｓｓｉｎｇ Ｄａｔａ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 选 择 Ｐａｒｔｉａｌ ｄｅｌｅｔｉｏｎꎬ Ｓｉｔｅ
Ｃｏｖｅｒａｇｅ Ｃｕｔｏｆｆ 设定为 ５０ꎬ进行建树ꎮ 建树结果在

ＩＴＯＬ(ｈｔｔｐｓ: / / ｉｔｏｌ.ｅｍｂｌ.ｄｅ / )中进行美化ꎮ
１.３.３ 铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白质二级结构预测 　 利用

ＳＯＰＭＡ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿
ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)在线网站对铁

皮石斛 ＳＴＭ 蛋白质的二级结构进行分析ꎬ参数为

默认值ꎮ
１.３.４ 铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白质序列比对及保守基序

分析　 将 ４ 个 ＤｏＳＴＭ 蛋白导入 ＭＥＭＥ (Ｂａｉｌｅｙ ＆
Ｅｌｋａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９４ ) 在 线 网 站 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣
ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)进行分析ꎬ将 ｍｏｔｉｆｓ 的

数量设定在 １０ꎬ其他参数默认ꎬ进行分析ꎮ 将铁皮

石斛 ＳＴＭ 蛋白序列 Ｆａｓｔａ 格式导入 ＭＥＧＡ￣Ｘ 中进

行构树ꎬ序列比对采用 ＣｌｕｓｔａｌＷꎬ选择 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｍｅｔｈｏｄꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ 选择 ５００ꎬＭｏｄｅｌ 选择

ｐ￣ｄｉｓｔａｎｃｅꎬＧａｐｓ / Ｍｉｓｓｉｎｇ Ｄａｔａ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 选择 Ｐａｒｔｉａｌ
ｄｅｌｅｔｉｏｎꎬＳｉｔｅ Ｃｏｖｅｒａｇｅ Ｃｕｔｏｆｆ 设定为 ５０ꎬ进行构树ꎮ
从 ＮＣＢＩ 数 据 库 中 下 载 铁 皮 石 斛 ＳＴＭ 蛋 白 的

ＣＤＤꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ ( Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０) 对 ＤｏＳＴＭ
保守基序、保守结构域、进化树进行绘图ꎮ 将铁皮

石斛 ＳＴＭ 蛋白的 ＣｌｕｓｔａｌＷ 比对结果导入 ＥＳＰｒｉｐｔ
３.０ 在线网站( ｈｔｔｐｓ: / / ｅｓｐｒｉｐｔ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ＥＳＰｒｉｐｔ / ｃｇｉ￣
ｂｉｎ / ＥＳＰｒｉｐｔ.ｃｇｉ)进行分析ꎮ
１.３.５ 铁皮石斛 ＳＴＭ 基因结构及顺式作用元件分

析　 从 ＮＣＢＩ 数据库中下载铁皮石斛的基因组信

息ꎬ用 ＴＢｔｏｏｌｓ 进行基因结构绘制ꎬ同时获得启动子

上游 ２ ０００ ｂｐ 的序列信息ꎬ获得的序列信息用

ＰｌａｎｔＣＡＲＥ ( Ｌｅｓｃｏｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２ ) 网 站 ( ｈｔｔｐ: / /
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )
进行顺式作用元件预测ꎬ并用 ＴＢｔｏｏｌｓ 进行绘图ꎮ
１.３.６ 引物设计　 利用 ４ 个 ＤｏＳＴＭ 的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ
将所得的 ｃＤＮＡ 序列用 Ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 进行引物设

计ꎬ引物大小设定为 １８ ~ ２２ ｂｐꎬＰＣＲ 产物大小设

定为 ４００ ~ ８００ ｂｐꎬ其他参数均为默认参数ꎬ在输出

的引物中选择靠近 ３′端的作为试验所用引物ꎬ选
用 ＥＦ１￣α 做内参ꎬ相应的引物序列如表 １ 所示ꎮ

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＤｏＳＴＭ１ Ｆ:ＧＴＣＴＡＴＣＡＧＣＧＴＣＴＣＣＴＧＣＣ
Ｒ:ＣＧＣＧＣＡＴＡＧＴＣＴＴＣＡＧＧＡＧＴ

ＤｏＳＴＭ２ Ｆ:ＣＴＴＴＣＴＧＡＴＧＣＡＡＴＣＧＧＧＣＧ
Ｒ:ＡＴＡＡＧＧＣＡＴＧＴＴＧＡＣＧＧＣＣＡ

ＤｏＳＴＭ３ Ｆ:ＴＧＡＧＣＣＧＡＧＣＡＧＴＧＡＡＧＡＡＧ
Ｒ:ＧＧＡＧＣＡＣＣＴＣＧＧＡＡＧＡＡＣＡＡ

ＤｏＳＴＭ４ Ｆ:ＡＧＣＡＧＴＧＡＴＴＧＴＧＧＧＣＡＴＧＡ
Ｒ:ＡＴＧＣＡＡＧＴＧＣＡＧＧＡＡＧＣＴＣＡ

ＥＦ１￣α Ｆ:ＣＣＡＣＣＡＣＣＣＣＣＡＡＡＴＡＣＴＣＣ
Ｒ:ＴＣＣＣＴＡＡＣＡＧＣＧＡＡＡＣＧＴＣＣ

１.３.７ 铁皮石斛 ＳＴＭ 基因表达分析 　 将铁皮石斛

幼苗分别置于 １ / ２ＭＳ 液体培养基、含 １００ ｍｍｏｌ
Ｌ￣１ ＮａＣｌ 的 １ / ２ＭＳ 液体培养基、含 ５ μｍｏｌＬ￣１脱落

酸的 １ / ２ＭＳ 液体培养基、含 １０％ＰＥＧ 的 １ / ２ＭＳ 液

３４０１６ 期 杨乐等: 铁皮石斛 ＳＰＬ 膜结合(ＳＴＭ)转录因子的全基因组鉴定及表达分析



体培养基、４０ ℃ １ / ２ＭＳ 液体培养基、４ ℃ １ / ２ＭＳ
液体培养基中处理 ６ ｈꎬ迅速置于液氮中 １ ｍｉｎꎬ取
出放入－ ８０ ℃ 冰箱保存待用ꎮ 首先ꎬ用 ＲＮＡｐｒｅｐ
Ｐｕｒｅ 多糖多酚植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取 ６ 种

处理的铁皮石斛幼苗的 ＲＮＡ 和铁皮石斛幼苗根

茎叶 的 ＲＮＡꎬ 并 用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 进行 ｃＤＮＡ 第一链的合成ꎮ 然

后ꎬ以 ｃＤＮＡ 第一链为模板ꎬ ２ × ＴＳＩＮＧＫＥ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 及引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 反应程序:９８ ℃
预变性 ２ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 １５ ｓꎬ５５ ℃退火 １５ｓꎬ７２ ℃
延伸 １ ｍｉｎꎬ变性－退火－延伸 ３０ 个循环ꎻ７２ ℃继续

延伸 １０ ｍｉｎꎮ 最后ꎬ进行 １％凝胶电泳ꎬ拍照记录

电泳条带ꎮ
１.３.８ 数据处理及分析　 用 ＩｍａｇｅＪ 测定电泳条带的

灰度值ꎬＥｘｃｅｌ 对所得灰度值进行处理ꎬ将处理后的

数据导入 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 中进行分析及作图ꎬ分
析方法选用 Ｓｔｕｄｅｎｔｓ ｔ￣ｔｅｓｔꎬ显著水平均设为 ０.０５ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白家族理化性质及亚细胞定

位分析

ＤｏＳＴＭ 蛋白家族的理化性质分析结果表明ꎬ
ＤｏＳＴＭ１－ ４ 的 氨 基 酸 数 目 分 别 为 １ ０２５、 ９７７、
１ １０４、８３０ꎬ相对分子质量分别为 １１３.５３、１０９.０９、
１２１.６７、９３.１７７ꎻ等电点 ｐＩ 在 ６.０７ ~ ８.０６ 之间ꎻ不
稳定系数在 ４４.３７ ~ ５８.４１ 之间ꎬ较为不稳定ꎻ脂肪

系数在 ７８.１５ ~ ８３.０４ 之间ꎻ总平均亲水系数均为

负数ꎬ在－０.４０５ ~ －０.３３５ 之间ꎬ表明 ＤｏＳＴＭ 蛋白均

为亲水蛋白质(表 ２)ꎮ 亚细胞定位预测结果显示

ＤｏＳＴＭ１－ ３ 定位在细胞核ꎬＤｏＳＴＭ４ 定位在叶绿

体ꎮ 将筛选到的铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白 ＤｏＳＴＭ１－４ 进

行跨膜结构域预测 (图 １)ꎬ结果显示跨膜结构域

位于 Ｃ 末端 ２２ 个氨基酸残基处ꎮ

表 ２　 ＤｏＳＴＭ 蛋白家族理化性质
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＤｏＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ

基因符号
Ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

蛋白 ＩＤ
Ｐｒｏｔｅｉｎ ＩＤ

氨基酸大小
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｉｚｅ

( ａａ)

分子量
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ
(ｋＤａ)

等电点
ｐＩ

不稳定系数
Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

脂肪系数
Ｆａｔ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

总平均
亲水系数
ＧＲＡＶＹ

ＬＯＣ１１０１０２０２４ ＤｏＳＴＭ１ ＸＰ＿０２０６８５８４８ １ ０２５ １１３.５３ ６.７９ ５５.３４ ８０.４０ －０.３４７

ＬＯＣ１１００９９１８３ ＤｏＳＴＭ２ ＸＰ＿０２０６８１９２３ ９７７ １０９.０９ ８.０６ ５０.０８ ８２.７２ －０.３３５

ＬＯＣ１１００９２５４５ ＤｏＳＴＭ３ ＸＰ＿０２０６７２７９５ １ １０４ １２１.６７ ６.６４ ５８.４１ ７８.１５ －０.４０５

ＬＯＣ１１０１０３９７５ ＤｏＳＴＭ４ ＸＰ＿０２０６８８５４２ ８３０ ９３.１７７ ６.０７ ４４.３７ ８３.０４ －０.２８０

２.２ 铁皮石斛 ＳＴＭ 基因家族的系统进化分析

系统进化分析显示 ９ 个物种的 ３４ 个 ＳＴＭ 蛋

白聚为 ４ 组 (Ａ－Ｄ)(图 ２)ꎬＡ 组的 ＳＴＭ 蛋白共有

３ 个ꎬＢ 组的 ＳＴＭ 蛋白共有 ６ 个ꎬＣ 组的 ＳＴＭ 蛋白

共有 ９ 个ꎬＤ 组的 ＳＴＭ 蛋白共有 １６ 个ꎮ 其中ꎬ
ＤｏＳＴＭ１－２ 蛋白共同聚类在 Ｂ 组ꎬ有可能是较近发

生的基因复制事件所造成ꎻＤｏＳＴＭ４ 聚类在 Ｃ 组ꎻ
ＤｏＳＴＭ３ 蛋白聚类在 Ｄ 组ꎮ
２.３ 铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白的二级结构

对 ＤｏＳＴＭ 蛋白质的二级结构进行分析ꎬ二级

结构占比如表 ３ 所示ꎬ二级结构图如图 ３ 所示ꎮ 结

果表明ꎬ铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白的二级结构包括 α 螺

旋、伸展链、β 转角和无规卷曲ꎬ其中ꎬ铁皮石斛

ＳＴＭ 蛋白的 α 螺旋占比为 ２８.６２％ ~ ３３.７６％ꎬ伸展

链占比为 １１.６８％ ~１４.７０％ꎬβ 转角占比为４.０９％ ~

４.７８％ꎬ无规卷曲占比为 ４９.５６％ ~５５.３４％ꎮ
２.４ 铁皮石斛 ＳＴＭ 家族蛋白结构分析

对 ４ 个 ＤｏＳＴＭ 蛋白进行多序列比对 (图 ４)ꎬ
结果 显 示 ＤｏＳＴＭ１ － ２ 蛋 白 序 列 同 源 性 较 高ꎮ
ＤｏＳＴＭ 蛋白的保守基序分析结果表明 ４ 个 ＤｏＳＴＭ
蛋白均有 ＳＢＰ 保守结构域ꎬ而 ＤｏＳＴＭ１ / ３ 还同时

包含 Ａｎｋ＿２ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙꎬＤｏＳＴＭ２ 则还包含 ＡＮＫＹＲ
(图 ５)ꎮ 同源的 ＤｏＳＴＭ１ 与 ＤｏＳＴＭ２ 含有 ｍｏｔｉｆ １－
１０ꎬ而 ＤｏＳＴＭ３ 与其相比缺少 ｍｏｔｉｆ ７ / １０ꎬＤｏＳＴＭ４
不仅缺少 ｍｏｔｉｆ ７ / １０ꎬ还缺少 ｍｏｔｉｆ ３ / ４ (图 ５)ꎮ 表

明 ４ 个 ＤｏＳＴＭ 的蛋白结构并不高度保守ꎮ
２.５ 铁皮石斛 ＳＴＭ 基因结构及顺式作用元件分析

ＤｏＳＴＭ 基因结构分析如图 ６ 所示ꎬ发现 ４ 个

ＤｏＳＴＭ 均有 １０ 个编码区(由于 ｇｆｆ３ 未注释 ＵＴＲꎬ
故未标识非编码区)ꎮ 顺式作用元件分析发现 ４ 个
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图 １　 ＤｏＳＴＭ 蛋白跨膜结构预测
Ｆｉｇ. １　 ＤｏＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

Ｍｂ. 野蕉ꎻ Ｄｏ. 铁皮石斛ꎻ Ａｔ. 拟南芥ꎻ Ｐｅ. 蝴蝶兰ꎻ Ｐｔ. 毛
白杨ꎻ Ｅｇ. 油棕ꎻ Ｅｐ. 扇形文心兰ꎻ Ｚｍ. 玉米ꎻ Ｏｓ. 水稻ꎻ
Ｚｏ. 生姜ꎮ
Ｍｂ. Ｍｕｓａ ｂａｌｂｉｓｉａｎａꎻ Ｄｏ. Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅꎻ Ａｔ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ｐｅ. Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｅｑｕｅｓｔｒｉｓꎻ Ｐｔ. Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａꎻ
Ｅｇ. Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓꎻ Ｅｐ. Ｅｒｙｓｉｎａ ｐｕｓｉｌｌａꎻ Ｚｍ. Ｚｅａ ｍａｙｓꎻ
Ｏｓ. Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎻ Ｚｏ. Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ.

图 ２　 ９ 种植物 ＳＴＭ 蛋白进化关系
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ

ＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｎｉｎｅ ｐｌａｎｔｓ

ＤｏＳＴＭ 中 均 有 光 响 应 区 和 光 响 应 元 件ꎬ 其 中

ＤｏＳＴＭ１－３ 共同包含茉莉酸甲酯响应区ꎬ而防御应

表 ３　 铁皮石斛 ＳＴＭ 蛋白的二级结构占比
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ

Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ ＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

α 螺旋
α￣ｈｅｌｉｘ
(％)

伸展链
Ｅｘｔｅｎｄｅｄ

ｓｔｒａｎｄ (％)

β 转角
β￣ａｎｇｌｅ
(％)

无规卷曲
Ｒａｎｄｏｍ
ｃｏｉｌ (％)

ＤｏＳＴＭ１ ３３.７６ １１.９０ ４.７８ ４９.５６

ＤｏＳＴＭ２ ３３.０６ １２.０８ ４.０９ ５０.７７

ＤｏＳＴＭ３ ２８.６２ １１.６８ ４.５３ ５５.３４

ＤｏＳＴＭ４ ２９.５２ １４.７０ ４.５８ ５１.２０

急响应只在 ＤｏＳＴＭ２ / ４ 中具备ꎬ除此之外 ＤｏＳＴＭ４
还含有生长素响应元件(图 ７)ꎮ 而 ＤｏＳＴＭ１ 则可

以对脱落酸作出响应ꎬＤｏＳＴＭ３ 作为包含顺式作用

元件最多的 ＳＴＭ 蛋白ꎬ它还可以对赤霉素、水杨

酸、生长素及低温作出响应ꎮ
２.６ 铁皮石斛 ＳＴＭ 的表达分析

２.６.１ 铁皮石斛 ＳＴＭ 在根茎叶中的表达情况 　 我

们对 ＤｏＳＴＭ 在根茎叶 ３ 个不同器官的相对表达水

平进行了分析 (图 ８)ꎮ 本研究发现ꎬＤｏＳＴＭ 在根

茎叶中均有表达ꎬＤｏＳＴＭ２ 在叶中的相对表达量显

著降低ꎬ而在茎中的表达水平则无明显差异ꎬ
ＤｏＳＴＭ１ / ３ / ４ 的 相 对 表 达 水 平 均 无 明 显 差 异ꎬ
ＤｏＳＴＭ１ 在茎和叶中的表达量相差无几ꎬ但略高于

５４０１６ 期 杨乐等: 铁皮石斛 ＳＰＬ 膜结合(ＳＴＭ)转录因子的全基因组鉴定及表达分析



蓝色代表 α 螺旋ꎬ红色代表伸展链ꎬ绿色代表 β 转角ꎬ紫色代表无规卷曲ꎮ
Ｂｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ α￣ｈｅｌｉｘꎬ ｒｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄꎬ ｇｒｅｅｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ β￣ａｎｇｌｅꎬ ａｎｄ ｐｕｒｐｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ.

图 ３　 ＳＯＰＭＡ 预测的 ＤｏＳＴＭ 蛋白二级结构
Ｆｉｇ. ３　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＤｏＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＳＯＰＭＡ

根ꎬ而 ＤｏＳＴＭ３－４ 则在叶中的相对表达水平高于

茎ꎬ且都低于根ꎮ
２.６.２ 铁皮石斛 ＳＴＭ 在胁迫处理下的表达情况 　
铁皮石斛多生长在悬崖峭壁ꎬ会受到多种非生物

胁迫ꎬＳＴＭ 转录因子也有被报道参与多种抗逆反

应 ( 王 楠 等ꎬ ２０１６ )ꎬ 故 本 研 究 进 一 步 分 析 了

ＤｏＳＴＭ 在不同胁迫条件下的表达情况 (图 ９)ꎮ 结

果表明ꎬＤｏＳＴＭ１ 在 ４ ℃ 低温、４０ ℃ 高温和 １０％
ＰＥＧ 胁迫处理下的相对表达水平低于对照组ꎬ而
在 ＡＢＡ 胁迫处理下的相对表达水平无显著差异ꎬ
但 ＮａＣｌ 胁迫处理下ꎬ表达量略有降低ꎻＤｏＳＴＭ２ 在

４ ℃低温和 ４０ ℃高温胁迫处理下的相对表达水平

与对照组相比显著降低ꎬ在脱落酸、ＮａＣｌ、１０％ＰＥＧ
胁迫处理下无明显差异ꎻＤｏＳＴＭ３ 在 ＮａＣｌ、４ ℃ 低

温和 ４０ ℃高温胁迫处理下的相对表达水平与对

照组相比显著降低ꎬ在脱落酸和 １０％ＰＥＧ 胁迫处

理下与对照组相比稍有差异ꎻ与 ＤｏＳＴＭ３ 相似的

是ꎬＤｏＳＴＭ４ 在 ４ ℃ 低温和 ４０ ℃ 高温胁迫处理下

有显著变化ꎬ在脱落酸胁迫处理下也发生显著变

化ꎬ但在 ＮａＣｌ 胁迫处理下并无明显差异ꎮ

３　 讨论与结论

本研究从铁皮石斛基因组上鉴定出 ４ 个 ＳＴＭ
蛋白序列ꎬ对 ４ 个 ＳＴＭ 编码的蛋白进行生物信息

学分析ꎮ 结果表明ꎬ４ 个 ＤｏＳＴＭ 蛋白均为亲水蛋

白质ꎻＤｏＳＴＭ１ / ３ / ４ 的等电点均小于 ７ꎬＤｏＳＴＭ２ 则

大于 ７ꎬ这一点与大部分 ＳＴＭ 蛋白家族成员的理

论等电点大于 ７ 有出入 (张晓红等ꎬ２０１６ꎻ刘闯等ꎬ
２０１７ꎻ祁香宁等ꎬ２０１８)ꎮ ＳＰＬ 基因家族蛋白含有 １
个高度保守的 ＳＢＰ￣ＢＯＸ 结构域ꎬ它是 ＳＰＬ 蛋白和

ＤＮＡ 分子特异性结合所必需的ꎮ 这与我们在保守

结构域预测时的发现一致ꎮ
李豆等 (２０２１)将白桦 ＢｐＳＰＬ６ 基因启动子驱

动 ＧＵＳ 基因在转基因拟南芥营养生长期的根尖及

根的其他部位表达ꎬ发现在营养生长时期其在根
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图 ４　 ＤｏＳＴＭ 蛋白的多重序列比对
Ｆｉｇ. ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＤｏＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ

部的表达也随植物的生长逐渐增加ꎬ与前人研究

一致ꎬ故他推测 ＢｐＳＰＬ６ 基因可能在植物的根发育

过程中起作用ꎮ 这与我们测得 ＤｏＳＴＭ２－４ 在根中

的相对表达水平略高一致ꎬ推测 ＤｏＳＴＭ 可能参与

根的发育ꎮ
激素参与了植物生长发育的各个方面ꎬ已有

多项研究表明 ＳＰＬ 基因参与植物的激素响应过

程ꎮ 对白桦 ＢｐＳＰＬ６ 基因启动子的顺式作用元件

分析表明 (李豆等ꎬ２０２１)ꎬ其启动子区含有 １０ 种

激素响应元件 (生长素、赤霉素、水杨酸、脱落酸

等)ꎮ 这与我们得到的 ＤｏＳＴＭ 顺式作用元件分析

结果类似ꎬ并且与在脱落酸胁迫条件下 ＤｏＳＴＭ３－４
的相对表达水平发生显著变化一致ꎮ 利用 ＲＮＡ￣
ｓｅｑ 研究发现拟南芥 ＳＰＬ１０ 对茉莉酸、水杨酸和生

长素等激素响应过程有广泛影响ꎮ ＡｔＳＰＬ１０ 通过

调节生长素的生物合成抑制根的再生 (Ｙｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０)ꎮ 赤霉素通过调节茎分生组织中的 ＡｔＳＰＬ３－
５ 基因促进开花 (Ｇａｌｖãｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 在 ＤｏＳＴＭ
启动子上也发现了多种激素响应元件ꎬ故推测

ＤｏＳＴＭ 可能参与多种激素响应ꎮ
大量研究表明 ＳＰＬ 基因能够响应低温、高温

等非生物胁迫的信号ꎮ 如 Ｓｔｉｅｆ 等 (２０１４)发现在
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图 ５　 ＤｏＳＴＭ 蛋白保守基序预测
Ｆｉｇ. ５　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤｏＳＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＣＤＳ 表示编码区ꎬ黑线表示内含子ꎮ
ＣＤＳ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｉｎｔｒｏｎ.

图 ６　 ＤｏＳＴＭ 基因结构
Ｆｉｇ. ６　 ＤｏＳＴＭ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

图 ７　 ＤｏＳＴＭ 顺式作用元件分析
Ｆｉｇ. ７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＤｏＳＴＭ

高 温 条 件 下ꎬ ＳＰＬ２ / ９ / １１ 基 因 被 ｍｉＲ１５６￣ｆ 和

ｍｉＲ１５６￣ｈ 调控使其表达降低ꎬ进而延长植物对高

温胁迫的耐受性ꎮ 除高温条件外ꎬ葡萄对低温条

件也 较 敏 感ꎬ 在 低 温 条 件 下 ( ５ ℃)ꎬ 体 内 的

ＶｖＳＢＰ３ 和 ＶｖＳＢＰ５ 表达均被上调ꎬ而 ＶｖＳＢＰ４ 和

ＶｖＳＢＰ７ 表达明显被下调ꎬ表明 ＶｖＳＢＰ３ 和 ＶｖＳＢＰ５
参与葡萄的低温胁迫反应 (吴艳等ꎬ２０１９)ꎮ 这与

ＤｏＳＴＭ１－４ 在低温、高温胁迫条件下的相对表达量

８４０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



ＥＦ１￣α 为内参ꎮ ∗∗表示 Ｐ<０.０１ꎬｎ＝ ３ꎮ
ＥＦ１￣α ｉｓ ａｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ. ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ Ｐ<０.０１ꎬ ｎ＝３.

图 ８　 ＤｏＳＴＭ 在根茎叶中的相对表达水平
Ｆｉｇ. ８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＤｏＳＴＭ

ｉｎ ｒｏｏｔꎬ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆ

发生显著变化一致ꎮ
对白桦 ＢｐＳＰＬ６ 转基因拟南芥进行了 ＮａＣｌ 和

ＰＥＧ 胁迫实验ꎬ发现受到胁迫后ꎬ其表达量有下降

(李豆等ꎬ２０２１)ꎬ与我们观测到的在 ＰＥＧ 胁迫条

件下ꎬＤｏＳＴＭ 的相对表达水平显著下调一致ꎬ推测

ＤｏＳＴＭ 很可能参与植物的干旱胁迫响应ꎮ 崔扬等

(２０１９)发现玉米遭受干旱胁迫时ꎬＺｍＳＰＬ１６ 在根

中的表达量显著上调ꎬ这与 ＤｏＳＴＭ４ 结果一致ꎬ但
与 ＤｏＳＴＭ１ / ３ 不一致ꎬ具体原因有待进一步研究ꎮ

本研究在铁皮石斛全基因组水平鉴定出 ４ 个

ＳＴＭꎬ生物信息学分析显示他们均为亲水蛋白ꎬ大
部分定位在细胞核ꎬ都具有高度保守的 ＳＢＰ 结构

域以及与激素响应有关的顺式作用元件ꎮ 表达分

析显示他们在根中的表达量略高于茎和叶ꎬ胁迫

分析显示其在低温、高温及干旱胁迫下相对表达

水平显著变化ꎬ且部分 ＤｏＳＴＭ 可以对脱落酸作出

响应ꎮ 以上研究结果为进一步研究 ＤｏＳＴＭ 转录因

子的生物学功能奠定了基础ꎮ

参考文献:

ＢＡＩＬＥＹ ＴＬꎬ ＥＬＫＡＮ Ｃꎬ １９９４. Ｆｉｔｔｉｎｇ ａ ｍｉｘｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｂｙ

ＣＫ. 对照ꎻ ＮａＣｌ. 含 １００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 的 １ / ２ＭＳ 液体培

养基中培养 ６ ｈꎻ ＡＢＡ. 含 ５ μｍｏｌＬ￣１的脱落酸的 １ / ２ＭＳ
液体培养基中培养 ６ ｈꎻ ＰＥＧ. 含 １０％ ＰＥＧ 的 １ / ２ＭＳ 液体
培养基中培养 ６ ｈꎻ ＨＴ. ４０ ℃ １ / ２ＭＳ 液体培养基中培养 ６
ｈꎻ ＬＴ. ４ ℃ １ / ２ＭＳ 液体培养基中培养 ６ ｈꎻ ＥＦ１￣α 为内参ꎮ
∗表示 Ｐ<０.０５ꎬ∗∗表示 Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗表示 Ｐ<０.００１ꎬｎ＝ ３ꎮ
ＣＫ. Ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ＮａＣｌ. Ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ １ / ２ＭＳ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
１００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ ｆｏｒ ６ ｈꎻ ＡＢＡ. Ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ １ / ２ＭＳ ｌｉｑｕｉｄ
ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ５ μｍｏｌＬ￣１ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｆｏｒ ６ ｈꎻ ＰＥＧ.
１ / ２ＭＳ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １０％ ＰＥＧ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｍｅｄｉｕｍ
ｆｏｒ ６ ｈꎻ ＨＴ. Ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ４０ ℃ １/ ２ＭＳ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ６ ｈꎻ
ＬＴ. Ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ４ ℃ １/ ２ＭＳ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ６ ｈꎻ ＥＦ１￣α ｉｓ
ａｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ. ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ Ｐ< ０.０５ꎬ ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ Ｐ<
０.０１ꎬ ∗∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ Ｐ<０.００１ꎬ ｎ＝３.

图 ９　 ＤｏＳＴＭ 在胁迫处理 ６ ｈ 下的相对表达水平
Ｆｉｇ. ９　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＤｏＳＴＭ

ｕｎｄｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ６ ｈ

ｅｘｐｅｃｔａｔｉｏｎ ｍａｘｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｔｏ ｄｉｓｃｏｖｅｒ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ
[Ｊ]. Ｐｒｏｃ Ｉｎｔ Ｃｏｎｆ Ｉｎｔｅｌｌ Ｓｙｓｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ: ２８－３６.

ＣＨＯＵ ＫＣꎬ ＳＨＥＮ ＨＢꎬ ２００７. Ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ ｐｌａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ [ Ｊ ]. Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ
１００(３): ６６５－７８.

ＣＨＥＮ ＣＧꎬ ＣＨＥＮ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０. ＴＢｔｏｏｌｓ: Ａｎ
ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ｔｏｏｌｋｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｂｉｇ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｔａ [Ｊ]. Ｍｏｌ Ｐｌａｎｔꎬ １３(８): １１９４－１２０２.

ＣＵＩ Ｙꎬ ＦＥＮＧ ＹＨꎬ ＣＨＥＮ ＺＦꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ＺｍＳＰＬ１６ [Ｊ]. Ｍｏｌ Ｐｌａｎｔ Ｂｒｅｅｄꎬ １７(２０): ６５８３－６５８９. [崔
扬ꎬ 冯彦辉ꎬ 陈众峰ꎬ 等ꎬ ２０１９. 玉米转录因子 ＺｍＳＴＭ１６
的克隆与功能鉴定 [ Ｊ]. 分子植物育种ꎬ １７ ( ２０):
６５８３－６５８９.]

ＧＡＬＶÃＯ ＶＣꎬ ＨＯＲＲＥＲ Ｄꎬ ＫÜＴＴＮＥＲ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２.
Ｓｐａｔｉａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｂｙ ＤＥＬＬＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

９４０１６ 期 杨乐等: 铁皮石斛 ＳＰＬ 膜结合(ＳＴＭ)转录因子的全基因组鉴定及表达分析



ｔｈａｌｉａｎａ [Ｊ]. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ １３９(２１): ４０７２－４０８２.
ＧＡＮＤＩＫＯＴＡ Ｍꎬ ＢＩＲＫＥＮＢＩＨＬ ＲＰꎬ ＨＯＨＭＡＮＮ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２００７. Ｔｈｅ ｍｉＲＮＡ１５６ / １５７ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ３′ＵＴＲ
ｏｆ ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＳＢＰ ｂｏｘ ｇｅｎｅ ＳＰＬ３ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｅａｒｌｙ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｂｙ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ [Ｊ]. Ｐｌａｎｔ
Ｊꎬ ４９(４): ６８３－６９３.

ＨＵＩＪＳＥＲ Ｐꎬ ＫＬＥＩＮ Ｊꎬ ＬÖＮＮＩＧ ＷＥꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９２.
Ｂｒａｃｔｅｏｍａｎｉａꎬ ａｎ ｉｎｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｏｍａｌｙꎬ ｉｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ｌｏｓｓ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＭＡＤＳ － ｂｏｘ ｇｅｎｅ ｓｑｕａｍｏｓａ ｉｎ
Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ ｍａｊｕｓ [Ｊ]. ＥＭＢＯ Ｊꎬ １１(４): １２３９－１２４９.

ＪＩＡＮＧ ＸＷꎬ ＣＨＥＮ Ｐꎬ ＺＨＡＮＧ ＸＷꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳＰＬ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｆｉｖｅ Ｒｏｓａｃｅａｅ ｓｐｅｃｉｅｓ:
Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａꎬ Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａꎬ Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａꎬ
Ｒｕｂｕｓｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓꎬ ａｎｄ Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ [ Ｊ]. Ｏｐｅｎ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉꎬ
１６(１): １６０－１７１.

ＬＵＯ Ｋꎬ ＬＩ ＺＳꎬ ＢＡＩ ＹＢꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１. Ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ [ Ｊ ].
Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｇｒｉｃ Ｓｃｉꎬ (８): ８５－８９. [罗凯ꎬ 李泽生ꎬ 白燕
冰ꎬ 等ꎬ ２０２１. 石斛兰多样性利用及保护现状 [Ｊ]. 黑龙
江农业科学ꎬ (８): ８５－８９.]

ＬＥＩ ＫＪꎬ ＲＥＮ Ｊꎬ ＺＨＵ ＹＹꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＳＰＬ１ ｇｅｎｅ
ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ [ Ｊ]. Ａｃｔａ Ｂｏｔ Ｓｉｎꎬ ５１ (２): １８４ －
１９３. [雷凯健ꎬ 任晶ꎬ 朱园园ꎬ 等ꎬ ２０１６. 拟南芥 ＳＰＬ１ 基
因参与调节低磷条件下的根际酸化反应 [Ｊ]. 植物学报ꎬ
５１(２): １８４－１９３.]

ＬＥＳＣＯＴ Ｍꎬ ＤＥＨＡＩＳ Ｐꎬ ＴＨＩＪＳ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２. Ｐｌａｎｔ ＣＡＲＥꎬ
ａ ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ａ ｐｏｒｔａｌ
ｔｏ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ [Ｊ]. Ｎｕｃｌ
Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ ３０(１): ３２５－７.

ＬＩ Ｄꎬ ＳＵ ＧＢꎬ ＨＵ ＸＱꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｐＳＰＬ６ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ Ｂｅｔｕｌａ ｐｌａｔｙｐｈｙｌｌａ
[Ｊ]. Ｊ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｆｏｒ Ｕｎｉｖ. ｈｔｔｐｓ: / / ｋｎｓ.ｃｎｋｉ.ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ /
１１.１９３２.Ｓ.２０２１０６１０. ０９４８.００１.ｈｔｍｌ. [李豆ꎬ 苏功博ꎬ 胡晓
晴ꎬ 等ꎬ ２０２１. 白桦 ＢｐＳＰＬ６ 基因启动子的克隆及表达分
析 [Ｊ]. 北京林业大学学报. ｈｔｔｐｓ: / / ｋｎｓ.ｃｎｋｉ.ｎｅｔ / ｋｃｍｓ /
ｄｅｔａｉｌ / １１.１９３２.Ｓ.２０２１０６１０.０９４８.００１. ｈｔｍｌ.]

ＬＩＵ Ｃꎬ ２０１７. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １８ Ｂｅｔｕｌａ ｐｌａｔｙｐｈｙｌｌａ ＳＴＭｓ ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｐＳＰＬ８ ｇｅｎｅ [ Ｄ ]. Ｈａｒｂｉｎ:
Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ. [刘 闯ꎬ ２０１７. １８ 个 白 桦
ＳＴＭｓ 基因的鉴定及 ＢｐＳＰＬ８ 基因的功能分析 [Ｄ]. 哈尔
滨: 东北林业大学.]

ＱＩ ＸＮꎬ ２０１８. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ＳＢＰ￣ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ
[Ｄ]. Ｙａｎｇｌｉｎｇ: Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ａ ＆ Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ. [祁香宁ꎬ
２０１８. 猕猴桃 ＳＢＰ￣ｂｏｘ 转录因子基因的鉴定、进化及其表
达分析 [Ｄ]. 杨凌: 西北农林科技大学.]

ＳＨＡＮ Ｘꎬ ＺＨＡＮＧ Ｗꎬ ＨＵＡＮＧ ＪＸꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＰＬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｒｅｖｅａｌｓ
ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈｉｌｌｉｎｇ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ｃａｂｂａｇｅ
(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ. ｃａｐｉｔａｔａ Ｌ.) [Ｊ]. Ａｇｒｏｎｏｍｙꎬ １１(７):

１４４５－１４４５.
ＳＴＩＥＦ Ａꎬ ＡＬＴＭＡＮＮ Ｓꎬ ＨＯＦＦＭＡＮＮ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４.

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｍｉＲ１５６ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｒｅｃｕｒｒｉｎｇ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＳＰＬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ
[Ｊ]. Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２６(４): １７９２－１８０７.

ＴＡＮＧ ＷＷꎬ ＸＩＡ ＪＬꎬ ＣＨＥＮ Ｙꎬ ２０２１. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓꎬ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒ ｏｆ
Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ [Ｊ]. Ｆｏｏｄ Ｍａｃｈꎬ ３７(７): ４５－５０. [唐
文文ꎬ 夏俊丽ꎬ 陈垣ꎬ ２０２１. 铁皮石斛茎、叶、花功能性成
分、抗氧化活性及其相关性 [Ｊ]. 食品与机械ꎬ ３７(７):
４５－５０.]

ＷＡＮＧ Ｎꎬ ＸＩＡＮＧ ＦＮꎬ ＬＩ Ｓꎬ ２０１６. Ａｄｖａｎｃｅ ｉｎ ｐｌａｎｔ
ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｂｏｕｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
[Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｂｕｌｌ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉꎬ ２８(７): ７９９－８０６. [王楠ꎬ 向凤宁ꎬ
李朔ꎬ ２０１６. 植物膜结合转录因子与胁迫响应 [Ｊ]. 生命
科学ꎬ ２８(７): ７９９－８０６.]

ＷＵ Ｙꎬ ＨＯＵ ＺＨꎬ ＣＨＥＮＧ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ
ｏｆ ＳＰＬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ [Ｊ]. Ｓｏｙｂｅａｎ Ｓｃｉꎬ ３８(２): ３０４－
３１０. [吴艳ꎬ 侯智红ꎬ 程群ꎬ 等ꎬ ２０１９. ＳＰＬ 转录因子的研
究进展 [Ｊ]. 大豆科学ꎬ ３８(２): ３０４－３１０.]

ＸＵ ＭＬꎬ ＨＵ ＴＱꎬ ＺＨＡＯ ＪＦꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉＲ１５６￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＳＱＵＡＭＯＳＡ ＰＲＯＭＯＴＥＲ
ＢＩＮＤＩＮＧ ＰＲＯＴＥＩＮ￣ＬＩＫＥ ( ＳＰＬ ) ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ [Ｊ]. ＰＬｏＳ Ｇｅｎｅｔꎬ １２(８): ｅ１００６２６３.

ＹＥ ＢＢꎬ ＳＨＡＮＧ ＧＤꎬ ＰＡＮ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０. ＡＰ２ / ＥＲＦ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｔｅｇｒａｔｅ ａｇｅ ａｎｄ ｗｏｕｎｄ ｓｉｇｎａｌｓ ｆｏｒ ｒｏｏｔ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ [Ｊ]. Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ３２(１): ２２６－２４１.

ＹＵ ＺＸꎬ ＷＡＮＧ ＬＪꎬ ＺＨＡＯ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５. Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ａｎｄ
ｐａｔｃｈｏｕｌｉ (Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎ ｃａｂｌｉｎ) ｂｙ ｔｈｅ ｍｉＲ１５６￣ｔａｒｇｅｔｅｄ ＳＰＬ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ [Ｊ]. Ｍｏｌ Ｐｌａｎｔꎬ ８(１): ９８－１１０.

ＹＡＮＧ ＺＴꎬ ＸＩＯＮＧ ＭＬꎬ ＪＩＡＮ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８. Ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｂｏｕｎｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ [Ｊ]. Ｍｏｌ
Ｐｌａｎｔ Ｂｒｅｅｄꎬ １６(２４): ８０２８－８０３３. [杨正婷ꎬ 熊孟连ꎬ 简
燕ꎬ 等ꎬ ２０１８. 内质网应激中膜结合转录因子的活化机制
研究进展 [Ｊ]. 分子植物育种ꎬ １６(２４): ８０２８－８０３３.]

ＺＥＮＧ ＤＱꎬ ＺＨＡＮＧ ＭＺꎬ ＨＥ ＣＭꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＯＸ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ
ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ [Ｊ]. Ｊ Ｔｒｏｐ Ｓｕｂｔｒｏｐ Ｐｌａｎｔｓꎬ ２９(３): ３０１－３１０. [曾
丹琦ꎬ 张明泽ꎬ 何春梅ꎬ 等ꎬ ２０２１. 铁皮石斛ＷＯＸ 转录因
子的鉴定和分析 [ Ｊ]. 热带亚热带植物学报ꎬ ２９(３):
３０１－３１０.]

ＺＨＡＮＧ ＸＨꎬ ２０１６. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｔｕｄｙ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｕｐｌａｎｄ ｃｏｔｔｏｎ [ Ｄ]. Ｙａｎｇｌｉｎｇ:
Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ａ ＆ Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ. [张晓红ꎬ ２０１６. 陆地棉开花
相关基因的功能研究及调控分析 [Ｄ]. 杨凌: 西北农林
科技大学.]

(责任编辑　 周翠鸣)

０５０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ｊｕｎ. ２０２３ꎬ ４３(６): １０５１－１０５８ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０２２０５０１４

魏春梅ꎬ 孟丹晨ꎬ 李凡ꎬ 等ꎬ ２０２３. 滇水金凤花距发育相关基因 ＡＢＰ 的克隆及表达分析 [Ｊ]. 广西植物ꎬ ４３(６): １０５１－１０５８.
ＷＥＩ ＣＭꎬ ＭＥＮＧ ＤＣꎬ ＬＩ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＢＰ ｇｅｎｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓｐｕｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ
ｕｌｉｇｉｎｏｓａ [Ｊ]. Ｇｕｉｈａｉａꎬ ４３(６): １０５１－１０５８.

滇水金凤花距发育相关基因 ＡＢＰ 的克隆及表达分析
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( 西南林业大学 园林园艺学院ꎬ 国家林业和草原局西南风景园林工程技术工程研究中心ꎬ 云南省功能性

花卉资源及产业化技术工程研究中心ꎬ 西南林业大学园林园艺花卉研发中心ꎬ 昆明 ６５０２２４ )

摘　 要: 为探究滇水金凤( Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｕｌｉｇｉｎｏｓａ)ＡＢＰ 基因的结构和表达特征ꎬ该研究以滇水金凤为材料ꎬ采用

ＲＴ￣ＰＣＲ 技术对滇水金凤 ＡＢＰ 基因进行克隆ꎬ运用 ＤＮＡＭＡＮ 和 ＭＥＧＡ 对其所编码的蛋白序列进行同源性

分析和系统进化分析ꎬ并利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析 ＡＢＰ 基因的时空表达模式ꎮ 结果表明:(１)滇水金凤 ＡＢＰ 基因

的 ｃＤＮＡ 全长为 ６２７ ｂｐꎬ编码 ２０８ ａａꎬ命名为 ＩｕＡＢＰ 基因ꎬ其蛋白具有 Ｃｕｐｉｎ 超家族蛋白的典型结构ꎮ (２)同
源性分析表明滇水金凤 ＡＢＰ 基因的氨基酸序列与喜马拉雅凤仙花( Ｉ. ｇｌａｎｄｕｌｉｆｅｒａ)、月季(Ｒｏｓｅ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)、木
薯(Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ)等物种的同源性均达 ７１％ꎻ系统进化分析表明 ＩｕＡＢＰ 与喜马拉雅凤仙花( Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ
ｇｌａｎｄｕｌｉｆｅｒａ)聚为一支ꎬ亲缘关系最近ꎮ (３)ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析表明 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花距发育的 ３ 个时期

及 ２ 个部位均有表达ꎮ 随着花距的发育ꎬＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花距檐部的表达量呈先下降后上升的趋

势ꎬ在盛花期时达最高ꎬ而在花距距部的表达量逐渐下降ꎮ 以上结果为进一步研究滇水金凤 ＡＢＰ 基因在花

距发育中的功能及其表达调控机制提供了一定的理论参考ꎮ
关键词: 滇水金凤ꎬ 花距发育ꎬ ＡＢＰ 基因ꎬ 基因克隆ꎬ 表达分析
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　 　 花距是植物进化的结果ꎬ它不仅能提高植物

的传粉效率和繁殖成功率(童祯开等ꎬ２０２２) ꎬ还
造成某些植物发育谱系的迅速多样化(Ｈｏｄｇｅｓ ＆
Ａｒｎｏｌｄꎬ １９９５) ꎬ成为调节生物入侵的重要性状

(Ｖｅｒｖｏｏｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１) ꎮ 开展植物花距的研究ꎬ
不仅能够判断物种形成和进化的机制ꎬ还能更加

了解植物与传粉者个体之间的相互作用( Ｈｏｄｇｅｓ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３ꎻ Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ￣Ｍａｚｕｅｃｏｓ ＆ Ｇｌｏｖｅｒꎬ
２０１７) ꎮ Ｐｕｚｅｙ 等(２０１１)对耧斗菜花距组织和细

胞水平进行观测ꎬ结果表明耧斗菜花距的伸长生

长主要依赖于细胞的各向异性扩张ꎮ Ｍａｃｋ 和

Ｄａｖｉｓ(２０１５)对红排草( Ｃｅｎｔｒａｎｔｈｕｓ ｒｕｂｅｒ)的研究

也发现其花距的伸长主要是通过表皮细胞的各

向异性生长ꎮ 然而ꎬＴｓａｉ 等(２０１８)对两种天竺葵属

植物(Ｐｅｌａｒｇｏｎｉｕｍ ｉｏｎｉｄｉｆｌｏｒｕｍ 和 Ｐ. ｏｄｏｒａｔｉｓｓｉｍｕｍ)
的花距研究发现ꎬ花托生长速度的加快和发育时

间的 延 长 是 花 距 形 成 的 主 要 原 因ꎻ Ｃｕｌｌｅｎ 等

(２０１８)认为细胞分裂是柳穿鱼属( Ｌｉｎａｒｉａ)花距长

度变化的主要原因ꎬ这与植物花距的伸长主要是

通过细胞各向异性实现的观点形成鲜明对比ꎮ 此

外ꎬ研究还发现某些调控细胞分裂和伸长的基因

也参与了花距发育的调控ꎬ如在耧斗菜花距杯中

表达量较高的 ＴＣＰ、 ＡＲＦ６ / ８ 和 ＢＥＨ 基因ꎬ通过

ＶＩＧＳ 病毒对其进行沉默后ꎬ花距杯内的细胞分裂

与细胞扩张的平衡被扰乱ꎬ最终导致花距变短并

且向内弯曲生长( Ｙａｎｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻＺｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０ꎻＳｔｅｐｈａｎｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 综上表明ꎬ植物花

距的伸长生长不仅依赖于细胞分裂与细胞各向异

性的扩张ꎬ而且花距发育相关基因 ＡＢＰ、ＴＣＰ、ＡＲＦ

及 ＢＥＨ 对花距的细胞分裂与伸长也起重要作用ꎮ
ＡＢＰ(ａｕｘｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ) 是一种生长素受

体ꎬ包括 ＡＢＰⅠ、ＡＢＰⅡ、ＡＢＰⅢꎬ以及生长素运输

抑制剂 ＮＰＡ 的结合蛋白 ４ 类ꎬ在植物体内广泛分

布ꎮ ＡＢＰ 基因参与质膜上生长素的响应过程ꎬ还
参与调控细胞扩增、细胞扩张以及细胞周期等快

速反应(乔麟轶等ꎬ２０１２)ꎮ 研究发现ꎬＡＢＰ１ 基因

在苎麻的幼茎和芽中大量表达ꎻＡＢＰ１ 基因在玉米

幼苗中表达较高ꎬ而在根内的表达较低ꎻ在烟草植

物细胞生长比较活跃的时期ꎬＡＢＰ１ 基因的表达量

极高ꎬ而在细胞快结束分化时的表达较低ꎬ并且

ＡＢＰ 基因在细胞中不同位置的分布存在较大的差

异(高启祥等ꎬ２００１ꎻ黄妤等ꎬ２００８)ꎮ ＡＢＰ 基因不

仅具有在植物生长较快的组织器官中表达量较高

的特点ꎬ还能介导生长素诱导的细胞扩张ꎬ进而调

控植株大小ꎮ 在烟草中ꎬ诱导拟南芥 ＡＢＰ１ 基因过

表达能够促进叶表皮细胞的扩张ꎬ组成型 ＡＢＰ１ 基

因在玉米或烟草的悬浮细胞中ꎬ过表达 ＡＢＰ１ 基因

能够正向调节细胞尺寸( Ｊｏｎｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８)ꎮ 此

外ꎬ对拟南芥组织叶片中的 ＡＢＰ１ 进行下调ꎬ能导

致细胞的体积缩小(Ｂｒａｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎻ而当拟南

芥胚中的 ＡＢＰ１ 基因缺失后ꎬ胚内细胞不能正常扩

张且细胞直径均等(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎮ 由此发现

ＡＢＰ１ 基因在植物细胞分裂、细胞体积增大及分生

组织伸长方面具有重要意义ꎮ
滇水金凤 ( Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｕｌｉｇｉｎｏｓａ) 是凤仙花科

(Ｂａｌｓａｍｉｎａｃｅａｅ)凤仙花属( Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ)的一年或多

年生植物ꎬ具有分布广、生长快、生物量大、周年开

花、抗逆性强等特点ꎬ全草可入药ꎬ也可用于染指

２５０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



甲ꎬ是具有观赏、生态、药用以及经济价值的重要

花卉材料(Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 滇水金凤作为观赏

植物不仅具有花色多样、花形奇特的特点ꎬ其花距

的长短、数量及颜色各异还具有很好的研究价值ꎮ
迄今为止ꎬ国内外尚未见有关滇水金凤 ＡＢＰ 基因

的相关报道ꎮ 因此ꎬ在滇水金凤中克隆 ＡＢＰ 基因

并分析其分子机制及表达特征ꎬ对深入研究其在

花距发育中的调控机制具有重要意义ꎮ 本研究在

课题组前期滇水金凤转录组测序的基础上ꎬ对滇

水金凤花距发育相关基因 ＡＢＰ 进行克隆ꎬ借助在

线软件与 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎬ利用生物信息学方法ꎬ通
过对 ＡＢＰ 基因的进化关系、结构特征、组织表达等

进行分析ꎬ拟探讨以下问题:(１)滇水金凤 ＡＢＰ 蛋

白亲缘进化关系ꎻ(２)该蛋白的基本理化性质和结

构特征ꎻ(３)滇水金凤 ＡＢＰ 基因在花距发育的不

同时期和不同部位中的表达模式ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

材料为西南林业大学后山试验大棚的滇水金

凤ꎬ采取其花苞期 ( Ｓ１)、始花期 ( Ｓ２) 和盛花期

(Ｓ３)的花距距部和花距檐部进行目的基因的

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 实验(图 １)ꎮ
１.２ 总 ＲＮＡ 的提取与 ＡＢＰ 基因的克隆

利用 ＲＮＡ 提取试剂盒 ( ＯＭＥＧＡ) 提取滇水

金凤花器官总 ＲＮＡꎻ根据逆转录试剂盒 (全式

金)将 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡꎬ保存在－ ２０ ℃ 条件

下备用ꎮ
以滇水金凤转录组中的 ＩｕＡＢＰ 基因为依据ꎬ

对引 物 进 行 设 计ꎬ 并 送 往 生 工 合 成ꎮ 引 物 为

ＩｕＡＢＰＦ(５′￣ＡＴＧＴＴＧＣＧＣＣＴＣＧＴＴＴＴＣ￣３′)、 ＩｕＡＢＰＲ
( ５′￣ＴＴＡＡＴＴＧＧＴＴＣＣＴＣＣＡＡＧＡＡＣＡＣＣ￣３′)ꎮ 以 滇

水金凤花距的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＡＢＰ 基因的

ｃＤＮＡ 扩增ꎬ扩增体系为 ２０ μＬꎬ反应条件:９５ ℃ ５
ｍｉｎꎻ９５ ℃ ５ ｓꎬ５６ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ４８ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ
７２ ℃ １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ ＰＣＲ 产物经回收纯化后ꎬ
与载体 ｐＭＤ１９￣Ｔ 连接ꎬ转化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ最
后挑选阳性菌液送生工测序ꎮ
１.３ 滇水金凤 ＡＢＰ 基因序列分析

运用 ＥｘＰａｓｙ 在线软件 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )对滇水金凤 ＩｕＡＢＰ 基因的基本理

化特性进行分析ꎻ借助 ＳＭＡＲＴ 在线工具( ｈｔｔｐ: / /

ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )来预测 ＩｕＡＢＰ 基因结构

域ꎻ 运 用 Ｔａｒｇｅｔ Ｐ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.
ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ.ｐｈｐ? ＴａｒｇｅｔＰ￣２.０)预测 ＩｕＡＢＰ 蛋白

的 亚 细 胞 定 位ꎻ 借 助 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ)预测 ＩｕＡＢＰ 蛋白

的三维空间结构ꎻ利用 ＤＮＡＭＡＮ ｖ９.０ 对 ＩｕＡＢＰ 蛋

白进行比对分析ꎻ运用 ＭＥＧＡ￣Ｘ 软件的邻接法

(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝ １ ０００)进行系统进化分析ꎮ
１.４ 滇水金凤 ＡＢＰ 时空表达模式分析

分别提取滇水金凤 ３ 个时期 (花苞期、始花

期、盛花期)和 ２ 个部位(檐部和距部)花距器官的

ＲＮＡꎬ逆转录合成的 ｃＤＮＡ 备用ꎮ ＩｕＡＢＰ 基因 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 引物为 ｑＡＢＰＦ(５′￣ＣＧＧＧＣＴＴＴＧＴＧＧＣＴＣＡＡＴ
ＡＣ３′)、ｑＡＢＰＲ(５′￣ＴＴＣＧＣＡＡＡＣＡＧＣＧＣＧＡＡＡＴＣ′)ꎬ
内参基因为 ＩｕＡｃｔｉｎ[ＡｃｔｉｎＦ(５′￣ＴＧＡＡＴＧＴＣＣＣＴＧＣＴ
ＧＴＴＴＧ￣３′)、ＡｃｔｉｎＲ (５′￣ＡＣＣＴＴＣＣＧＣＡＴＡＡＣＴＴＴＡＣ
Ｃ￣３′)]ꎮ 以 ３ 个时期的 ２ 个部位的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
借助 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ Ⅱ(Ｒｏｃｈｅ)实时定量 ＰＣＲ 仪

进行基因表达相对定量分析ꎮ 反应体系为 ２０ μＬꎬ
反应程序为预变性 ９５ ℃ꎬ５ ｍｉｎꎻ变性 ９５ ℃ꎬ１０ ｓꎬ退
火 ６０ ℃ꎬ２０ ｓꎻ延伸 ７２ ℃ꎬ２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 每个样

品进行 ３ 个重复ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ法计算ꎮ 将盛花期花

距距部定义为单位 １ 作为对照ꎬ对 ＩｕＡＢＰ 基因在不

同时期和不同部位的时空表达模式进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 滇水金凤 ＡＢＰ 基因的克隆及序列分析

根据滇水金凤花距转录组设计的特异性扩增

引物ꎬ以花距器官的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ
克隆获得 ＡＢＰ 的基因片段(图 ２:Ａ)ꎮ

运用 ＥｘＰａｓｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ 对滇水金凤 ＡＢＰ 基因

编码的蛋白进行分析ꎬ ＩｕＡＢＰ 全长 ６２７ ｂｐꎬ编码

２０８ ａａꎬ相对分子量为 ２２ １０８.６ Ｄａꎬ理论等电点为

６.９５ꎬ总 共 包 括 ３ １６２ 个 原 子ꎬ 不 稳 定 指 数 为

２７.４６ꎬ属于稳定蛋白ꎮ 总平均亲疏水性指数为

０.４０５ꎬ表明该蛋白为疏水性蛋白ꎮ 利用 ＳＭＡＲＴ 分

析发现 ＩｕＡＢＰ 含有一个典型的 Ｃｕｐｉｎ￣１ 结构域

(１４７ 个氨基酸)ꎬＥ￣ｖａｌｕｅ 为 ７.８５ｅ￣３６ꎬ 并含有一个

２０ ａａ 的信号肽ꎬ 说明该基因属于 Ｃｕｐｉｎ 超家族成

员(图 ２:Ｂ)ꎮ 滇水金凤 ＡＢＰ 基因不存在跨膜结构

域ꎬ亚 细 胞 定 位 于 细 胞 壁ꎮ 此 外ꎬ借 助 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ 对滇水金凤 ＡＢＰ 基因进行三维空间结构
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的预测ꎬ发现 ＩｕＡＢＰ 蛋白具有 Ｃｕｐｉｎ 超家族蛋白

典型的小桶装折叠结构(图 ２:Ｃ)ꎮ
２.２ 滇水金凤 ＡＢＰ 基因的系统进化分析

运用 ＮＣＢＩ 数据库中的 ＢｌａｓｔＰ 功能ꎬ将 ＩｕＡＢＰ
基因编码的氨基酸序列与其他物种的 ＡＢＰ 氨基酸

序列进行在线比对ꎬ结果表明 ＩｕＡＢＰ 与喜马拉雅

凤仙花( Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｇｌａｎｄｕｌｉｆｅｒａ ＸＰ ＿０４７３４２６６３. １)、
辣椒 ( Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ ＸＰ ＿ ０１６５６７４６６. １ )、 桃

(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ ＸＰ ＿ ００７２０２５７３. １)、拟绒毛烟草

(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔｏｍｅｎｔｏｓｉｆｏｒｍｉｓ ＸＰ＿００９６０００２８.１)、野草

莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ ＸＰ＿００４２８７６２８.１)、斑点猴面花

(Ｅｒｙｔｈｒａｎｔｈｅ ｇｕｔｔａｔａ ＸＰ ＿０１２８３０８９２. １)、美国山核

桃 ( Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ ＸＰ ＿ ０４２９７２３９６. １ )、 月 季

(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ＸＰ ＿０２４１８２９８８. １)、胡桃 ( Ｊｕｇｌａｎｓ
ｒｅｇｉａ ＸＰ ＿ ０１８８４４２９４. １ )、 杨 梅 ( Ｍｏｒｅｌｌａ ｒｕｂｒａ
ＫＡＢ１２０９４８９. １ )、 开 心 果 ( Ｐｉｓｔａｃｉａ ｖｅｒａ ＸＰ ＿
０３１２６７９４９. １ )、 马 铃 薯 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ ＸＰ ＿
００６３４２９１５. １ )、 木 薯 ( Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ＸＰ ＿
０２１５９６５８９. １ )、 橡 胶 树 ( Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ ＸＰ ＿
０２１６４７４３９.１)的 ＡＢＰ 蛋白同源ꎬ并且与它们具有

较高的相似性ꎮ 利用 ＤＮＡＭＡＮ ｖ９.０ 将 ＩｕＡＢＰ 和

这些物种的氨基酸序列进行多序列比对ꎬ结果显

示ꎬＩｕＡＢＰ 与其他物种的 ＡＢＰ 蛋白具有较高的相

似性ꎬ均达 ７１％(图 ３)ꎮ 进一步利用 ＭＥＧＡ￣Ｘ 软

件ꎬ采用邻接法(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝ １ ０００)构建系统进化

树ꎬ发现滇水金凤 ＡＢＰ 基因与喜马拉雅凤仙花聚

为一支ꎬ亲缘关系最近(图 ４)ꎮ
２.３ 滇水金凤 ＡＢＰ 基因的时空表达分析

研究发现 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花距发育的

３ 个时期(花苞期、始花期和盛花期)及 ２ 个部位

(檐部和距部)均有表达(图 ５)ꎮ 在滇水金凤花距

檐部中ꎬＩｕＡＢＰ 基因的表达量呈先下降后上升的趋

势ꎬ在盛花期时达最高ꎻ而在花距距部中ꎬ在花苞

期时表达最高ꎬ随后逐渐下降ꎮ 此外ꎬＩｕＡＢＰ 基因

在滇水金凤盛花期檐部中表达量最高ꎬ其次是在

花苞期檐部中ꎬ可能与 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花

距檐部的细胞生长与扩张中起重要作用有关ꎮ 因

此ꎬ可以推测 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花距的细胞

发育过程中发挥了重要作用ꎮ

３　 讨论与结论

ＡＢＰ 对植物细胞的分裂与伸长具有较为显著

的促进作用ꎬ因此逐渐被当作为一种生长素的潜

在受体蛋白(张聪等ꎬ２０１８)ꎮ 近年来ꎬ越来越多的

ＡＢＰ 基因从不同植物中被分离克隆出来ꎬ并对其

功能作用进行了研究ꎮ 本研究从滇水金凤中成功

克隆了花距发育相关基因 ＩｕＡＢＰꎬ其 ｃＤＮＡ 全长为

６２７ ｂｐꎬ编码 ２０８ ａａꎬ属于疏水性稳定蛋白ꎮ Ｃｕｐｉｎ
结构域的 β 折叠桶状结构ꎬ具有热稳定性ꎬ能够用

来储存氨基酸(符霖等ꎬ２０２１)ꎮ 本研究中 ＩｕＡＢＰ
基因具有典型的 Ｃｕｐｉｎ￣１ 结构域ꎬ三维空间结构也

具有典型的小桶状折叠结构ꎬ与任浩然等(２０１９)
对月季 ＲｃＡＢＰ１９ 基因结构的研究结果一致ꎬ推测

ＩｕＡＢＰ 属于 Ｃｕｐｉｎ 超家族ꎬ可能参与了花距发育所

需的氨基酸的储存过程ꎮ 同源性分析发现ꎬ滇水

金凤 ＡＢＰ 基因与桃、喜马拉雅凤仙花、月季等物种

ＡＢＰ 基 因 的 同 源 性 较 高ꎬ 均 达 ７１％ꎮ 张 巍 等

(２０１３)对桃 ＡＢＰ１ 进行了研究ꎬ发现在桃的果实

发育过程中ꎬ存在 ＡＢＰ１ 介导的信号转导途径ꎮ 大

量研究表明 ＡＢＰ 蛋白能够接收和转运生长素信

号ꎬ并诱导细胞快速膨大和伸长等ꎮ 因此ꎬ滇水金

凤 ＡＢＰ 蛋白是否与桃 ＡＢＰ１ 蛋白具有相似的功能

仍需进一步探究ꎮ 系统进化分析表明滇水金凤

ＡＢＰ 基因与喜马拉雅凤仙花聚为一支ꎬ两者亲缘

关系最近ꎮ
ＡＢＰ１ 作为生长素信号途径中的新受体ꎬ不仅

能够调控非转录细胞质反应ꎬ还能诱导许多生长

素早期应答基因的转录ꎬ如 ＰＬＴ、 Ａｕｘ / ＩＡＡ 以及

ＡＲＦ 基因等ꎬ从而参与细胞扩张和细胞增殖、生长

素反 馈 调 控 等 过 程 ( Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１ꎻ Ｋｉｍ ＆
Ｔｒｉｐｌｅｔｔꎬ ２００４)ꎮ Ｓｔｅｆｆｅｎｓ 等(２００１)的研究发现ꎬ促
使原生质体变得膨大的生长素信号是因为受到原

生质体外面的 ＡＢＰ１ 基因诱导ꎬ玉米中的 ＡＢＰ１ 基

因在烟草叶片中过量表达ꎬ能够提高细胞对生长

素的敏感能力ꎮ 本研究通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析发现ꎬ
在滇水金凤檐部ꎬＩｕＡＢＰ 基因的表达量随着花距的

发育逐渐上升ꎬ在盛花期达到最高ꎻ而在距部中ꎬ
ＩｕＡＢＰ 基因的表达量在花苞期最高ꎬ随着花距的发

育逐渐降低ꎬ这与 ＡＢＰ１ 基因在烟草细胞生长活跃

的时期表达量较高ꎬ而在细胞快结束分化时表达

较低的情况一致(高启祥等ꎬ２００１)ꎮ ＡＢＰ 基因在

植物体不同部位的表达可能存在较大的差异ꎬ本
研究中 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花距的檐部和距部

的表达情况相反ꎬ这说明 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤

花距中的表达存在发育时期和组织特异性ꎬ 推测

４５０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



Ｓ１. 花苞期ꎻ Ｓ２. 始花期ꎻ Ｓ３. 盛花期ꎮ
Ｓ１. Ｂｕｄ ｓｔａｇｅꎻ Ｓ２. Ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ Ｓ３. Ｂｌｏｏｍｉｎｇ ｓｔａｇｅ.

图 １　 滇水金凤花发育 ３ 个关键时期及其唇瓣 ２ 个不同部位
Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｒｅｅ ｋｅｙ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｆｌａｂ ｉｎ Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｕｌｉｇｉｎｏｓａ

Ａ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ２０００ꎻ １. ＡＢＰꎮ Ｂ. ＡＢＰ 蛋白的保守结构域ꎮ Ｃ. ＡＢＰ 蛋白的空间结构预测ꎮ
Ａ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ２０００ꎻ １. ＡＢＰ. Ｂ. Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＡＢＰ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｃ. Ｓｐａｔｉａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡＢＰ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ２　 滇水金凤 ＡＢＰ 基因 ＰＣＲ 扩增及序列分析
Ｆｉｇ. ２　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＡＢＰ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｒｏｍ Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｕｌｉｇｉｎｏｓａ
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图 ３　 ＡＢＰ 基因的同源氨基酸序列比对
Ｆｉｇ. ３　 Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＡＢＰ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ ｕｌｉｇｉｎｏｓａ

ＩｕＡＢＰ 基因在檐部和距部的作用机制可能不同

(乔麟轶等ꎬ２０１２ꎻ张巍等ꎬ２０１３)ꎮ ＩｕＡＢＰ 基因在

距部的表达模式可能是在始花期促进了细胞分裂

与伸长ꎬ而盛花期时其促进作用急剧减缓ꎮ 综上

所述ꎬ推测 ＩｕＡＢＰ 基因在滇水金凤花距生长发育

过程具有重要作用ꎬ可能通过调控生长素来促进

细胞的分裂与伸长进而参与调控花距的发育ꎬ但
具体的调控机制有待进一步探究ꎮ

本研究发现的 ＩｕＡＢＰ 基因属于滇水金凤 ＡＢＰ
亚族新成员ꎬ具有 Ｃｕｐｉｎ 超家族典型的结构域ꎮ
ＩｕＡＢＰ 基因荧光定量的结果表明 ＩｕＡＢＰ 基因对滇
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缓释肥对杉木容器苗生长、光合生理和养分积累的影响

李玲燕１ꎬ２ꎬ３ꎬ 唐　 银１ꎬ２ꎬ３ꎬ 钟明慧１ꎬ２ꎬ３ꎬ 郑雪燕４ꎬ 许珊珊１ꎬ２ꎬ３ꎬ 曹光球１ꎬ２ꎬ３ꎬ 叶义全１ꎬ２ꎬ３∗

( １. 福建农林大学 林学院ꎬ 福州 ３５０００２ꎻ ２. 国家林业和草原局杉木工程技术研究中心ꎬ 福州 ３５０００２ꎻ ３. 林木逆境

生理生态及分子生物学福建省高校重点实验室ꎬ 福州 ３５０００２ꎻ ４. 福建省洋口国有林场ꎬ 福建 南平 ３５３２００ )

摘　 要: 为探索杉木容器苗生长、光合特性及养分积累对不同缓释肥用量的响应特征ꎬ该文通过设置 ６ 种不

同缓释肥处理(０、２００、４００、８００、１ ０００、１ ２００ ｇｍ￣３)ꎬ研究不同缓释肥用量对杉木幼苗生长、光合色素含量、叶
绿素荧光特性和养分含量的影响ꎬ并结合隶属函数法对各生长和生理指标进行综合评价ꎬ以期筛选出适合杉

木容器苗生长的施肥水平ꎬ为杉木优质苗木的高效培育提供参考ꎮ 结果表明:(１)与对照相比ꎬ缓释肥处理可

不同程度促进杉木幼苗苗高、地径生长及植株总生物量的积累ꎮ (２)与对照相比ꎬ缓释肥处理可显著增加杉木

叶片叶绿素和类胡萝卜素含量ꎬ提高叶片最大荧光(Ｆｍ)、可变荧光(Ｆｖ)、ＰＳ Ⅱ最大光化学效率(Ｆｖ / Ｆｍ)、ＰＳ
Ⅱ潜在光化学效率(Ｆｖ / Ｆｏ)和实际量子产量(ＱＹ)值ꎮ (３)缓释肥处理可不同程度促进杉木幼苗养分的积累ꎬ
其中锰、铁和锌积累量变化最显著ꎮ (４)隶属函数法分析结果表明ꎬ当缓释肥用量为 １ ０００ ｇｍ￣３时其隶属值

最大ꎬ表明该处理下苗木综合生长状况最好ꎮ 综上所述ꎬ１ ０００ ｇｍ￣３缓释肥用量是适宜杉木壮苗培育的施肥

量ꎬ在该处理下通过促进植株体内与光合作用密切相关元素的积累ꎬ增加叶片光合色素含量ꎬ提高叶片ＰＳ Ⅱ
光化学效率和电子传递速率ꎬ进而增强叶片对光能捕获和利用效率ꎬ最终改善苗木生长ꎮ
关键词: 苗木培育ꎬ 缓释肥ꎬ 杉木ꎬ 叶绿素荧光参数ꎬ 容器苗ꎬ 苗木质量
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ｈｅｉｇｈｔꎬ ｇｒｏｕｎｄ ｄｉａｍｅｔｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ Ｃ. ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｔｏ ｖａｒｙｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅｓ. (２) Ｔｈｅ
ｓｌｏｗ￣ｒｅｌｅａｓｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａｎｄ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ
Ｃ. ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｓｌｏｗ￣ｒｅｌｅａｓｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｌｓｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｍａｘｉｍｕｍ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ( Ｆｍ )ꎬ ｖａｒｉａｂｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ( Ｆｖ )ꎬ ｍａｘｉｍｕｍ ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＰＳ Ⅱ( Ｆｖ / Ｆｍ )ꎬ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＰＳⅡ(Ｆｖ / Ｆｏ) ａｎｄ ａｃｔｕａｌ ｑｕａｎｔｕｍ ｙｉｅｌｄ(ＱＹ) ｔｏ ｖａｒｙｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ. (３)
Ｔｈｅ ｓｌｏｗ￣ｒｅｌｅａｓｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ Ｃ. ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ｔｏ ｖａｒｙｉｎｇ
ｄｅｇｒｅｅｓꎬ ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ｍｎꎬ Ｆｅ ａｎｄ Ｚｎ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｂｅ ｃｈａｎｇｅｄ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. (４) Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｓｕｂｏｒｄｉｎａｔｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｍｅｔｈｏｄ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｓｌｏｗ￣ｒｅｌｅａｓｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ １ ０００ ｇｍ￣３ꎬ
ｉｔｓ ｍｅｍｂｅｒｓｈｉｐ ｖａｌｕｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｉｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｗａｓ ｔｈｅ ｂｅｓｔ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ １ ０００ ｇｍ￣３ ｓｌｏｗ￣ｒｅｌｅａｓｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ ｑｕａｌｉｔｙ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ Ｃ. ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙꎬ ｕｎｄｅｒ ｔｈｉｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ
Ｃ. ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｃａｎ ｂｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｔｈｕｓ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｉｇｍｅｎｔ ｉｎ ｌｅａｖｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｎ ｔｕｒｎ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ＰＳ Ⅱ
ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｒａｔｅꎬ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｅｎｅｒｇｙ ｃａｐｔｕｒｅ ａｎｄ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ｌｅａｖｅｓꎬ ａｎｄ ｕｌｔｉｍａｔｅｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎꎬ ｓｌｏｗ￣ｒｅｌｅａｓｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒꎬ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａꎬ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓꎬ ｃｏｎｔａｉｎｅｒ ｓｅｅｄｌｉｎｇꎬ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｑｕａｌｉｔｙ

　 　 杉木(Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ)是我国南方重

要的速生用材树种(叶义全等ꎬ２０１８ꎻ饶丽莎等ꎬ
２０２１)ꎮ 据第九次全国森林资源清查结果表明ꎬ我
国杉木人工林面积和蓄积均居主要人工乔木林树

种首位ꎬ在保障我国生态安全和木材安全等方面

具有重要作用(Ｋａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 近年来随着杉

木人工林造林面积逐年扩大ꎬ市场对杉木优质苗

木的需求也在不断增加(李茂等ꎬ２０２０ａꎻ周岚等ꎬ
２０２２)ꎮ 传统的杉木育苗主要以大田裸根苗为主ꎬ
但是裸根苗存在苗木出圃率低、起苗易伤根、造林

季节短和圃地需轮作等问题ꎬ极大增加了育苗成

本ꎬ降低了造林成活率(伊昊ꎬ２０１９)ꎬ相对于裸根

苗而言ꎬ容器苗则能有效克服上述问题(潘平平

等ꎬ２０１９)ꎮ 因此ꎬ容器育苗已成为目前杉木苗木

繁育的另一种重要途径ꎮ 然而由于容器苗的生长

空间有限ꎬ且所用基质中可供苗木吸收的养分相

对较少ꎬ无法满足苗木在快速生长过程中对养分

的需求ꎬ因而施肥是保证杉木容器苗优质生长的

关键措施(张培等ꎬ２０２１)ꎮ 随水施肥是目前容器

苗培育普遍采用的一种施肥方式ꎬ但这种传统的

施肥方式容易导致肥料和水的浪费ꎬ降低苗木对

养分的利用效率ꎬ增加生产成本ꎬ甚至还可能引起

环境污染(李小茹等ꎬ２０１７)ꎮ 因此ꎬ开展杉木容器

苗施肥技术研究对于提高苗木质量ꎬ进而增强苗

木抗逆性ꎬ改善造林效果具有重要意义ꎮ
作为一种新型肥料ꎬ缓释肥具有养分利用效

率高、挥发、淋溶少以及肥效长等特点ꎬ近年来在

苗木培育中的应用日趋广泛(魏红旭等ꎬ２０１１ꎻ王
艺等ꎬ２０１３ꎻ吴小林等ꎬ２０１４ꎻ历月桥等ꎬ２０２１)ꎮ 潘

平平等(２０１９)在薄壳山核桃容器苗生长对不同缓

释肥用量响应研究中发现ꎬ施用 ３ ｋｇｍ ￣３的缓释

肥能有效促进薄壳山核桃生长和根系发育ꎬ这与

缓释肥改善植株 Ｎ、Ｐ、Ｋ 养分状况密切相关ꎮ 姚

光刚等(２０１９)研究表明ꎬ从养分利用率和成本来

０６０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



看ꎬ０.９５ ｇＬ￣１的缓释肥能有效促进槲栎容器苗苗

高和地径的生长ꎬ增加生物量和养分含量的积累ꎮ
庞圣江等(２０１８)在白木香容器苗研究中也发现当

缓释肥用量为 ２. ５ ｋｇｍ ￣３时容器苗生长效果最

优ꎬ其苗高、地径和生物量等指标均显著高于其他

处理ꎮ 类似地ꎬ宋协海等(２０１８)通过研究不同缓

释肥用量对黄连木生长和养分积累影响中发现ꎬ
低水平的缓释肥用量有利于根系生长ꎬ随着施肥

量的增加植株茎叶的生长得到显著改善ꎬ并在缓

释肥用量为 １.６ ｋｇｍ ￣３时ꎬ其苗高、地径和生物量

达到最大值ꎮ 可见ꎬ不同树种之间由于生物学特

性的差异ꎬ最适宜其容器苗生长的缓释肥用量也

存在较大差别ꎮ 因此ꎬ开展杉木容器苗生长对不

同用量缓释肥响应规律的研究ꎬ对于实现苗木优

质、精准和高效培育具有重要的理论和现实意义ꎮ
尽管以往关于杉木苗木施肥的研究较多ꎬ但

主要集中在常规施肥、配方施肥和指数施肥等方

面(刘欢等ꎬ２０１６ꎻ任衍敏等ꎬ２０２１ꎻ李茂等ꎬ２０２１)ꎮ
一方面ꎬ有关缓释肥对杉木容器苗生长的研究相

对较少(尚斌ꎬ２０１７ꎻ周新华等ꎬ２０１７)ꎬ其生长对缓

释肥用量的响应机制尚不完全清楚ꎮ 另一方面ꎬ
近年来随着一些杉木高世代良种材料ꎬ如优良无

性系‘洋￣０６１’在全国推广ꎬ显著提升了我国杉木

人工林的良种化水平和经济效益ꎬ然而与高世代

优良材料相配套的苗木培育技术体系尚未建立

(朱晗等ꎬ２０１８ꎻ李茂等ꎬ２０２０ｂ)ꎮ 如前所述ꎬ不同

的杉木优良材料因其自身生物学特性的差异ꎬ它
们对养分的需求也不尽相同(魏宁等ꎬ２０２１)ꎬ而且

优良材料对育苗技术的要求相对较高ꎬ传统的育

苗技术已无法适应这些良种对生长的需求(朱晗

等ꎬ２０１８)ꎮ 因此ꎬ开展与杉木优良材料相匹配的

缓释肥施用技术研究ꎬ对实现杉木优质材料的高

效培育具有重要意义ꎮ 鉴于此ꎬ本研究以杉木优

良无性系‘洋￣０６１’为研究对象ꎬ研究不同缓释肥

施用量对杉木轻型基质容器幼苗生长、生物量积

累、光合色素合成、叶绿素荧光参数以及植株养分

含量的影响ꎬ同时利用隶属函数法对各生理指标

进行综合分析ꎬ拟探讨以下问题:(１)杉木幼苗生

长、光合和养分积累对不同缓释肥施用量的响应

规律如何ꎻ(２)最适宜‘洋￣０６１’生长的缓释肥施用

量是多少以及适宜的缓释肥用量通过何种途径改

善苗木生长ꎮ 以期为杉木优质苗木的高效培育提

供理论依据和技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验地概况

试验地位于福建农林大学金山校区田间试验

大棚(１１９°１３′ Ｅ、２６°０５′ Ｎ)ꎮ 该地区海拔 １０ ｍꎬ
年平均温度 ２５ ℃ꎬ亚热带季风气候ꎬ年平均日照

１ ７００ ~１ ９８０ ｈꎬ年平均降水量 ９００ ~ ２ １００ ｍｍꎬ无
霜期 ３２６ ｄꎮ
１.２ 试验材料来源

扦插用的穗条由福建省洋口国有林场提供的

长势一致的‘洋￣０６１’当年生穗条ꎬ长度为(１０±０.４)
ｃｍꎮ 轻型基质泥炭土、珍珠岩和杉木皮采购于南平

市森科种苗有限公司ꎬ购买回来后将轻型基质按泥

炭土、珍珠岩和杉木皮按 １ ∶ ２ ∶ ２(Ｖ ∶ Ｖ ∶ Ｖ)比例

进行充分混合ꎬ混合后的轻型基质化学性质见表 １ꎮ
缓释肥为美国爱贝施缓释肥ꎬ全氮含量 １８０ ｇｋｇ￣１、
全磷含量 ６０ ｇｋｇ￣１、全钾含量 １２０ ｇｋｇ￣１ꎮ
１.３ 试验设计

２０１９ 年 ４ 月中旬在按泥炭土、珍珠岩、杉木皮

１ ∶ ２ ∶ ２(Ｖ ∶ Ｖ ∶ Ｖ)比例充分混合的轻型基质中添

加不同量的缓释肥ꎮ 试验共设置 ６ 个处理ꎬ分别

为 ＣＫ(０ ｇｍ ￣３)、Ｔ１(２００ ｇｍ ￣３)、Ｔ２(４００ ｇ
ｍ ￣３)、 Ｔ３ ( ８００ ｇ  ｍ ￣３ )、 Ｔ４ ( １ ０００ ｇ  ｍ ￣３ )、
Ｔ５(１ ２００ ｇｍ ￣３)ꎮ 轻型基质与缓释肥充分混合

后装入无纺布袋(直径 ６ ｃｍ×高 １０ ｃｍ)中备用ꎮ
随后将无纺布袋置于塑料托盘上ꎬ把采回的穗条

扦插至不同的轻型基质中ꎬ每袋扦插 １ 株苗ꎬ每个

处理扦插 ３００ 株ꎮ ２０１９ 年 ５ 月中旬从每个处理扦

插的 ３００ 株苗中挑选出扦插成活、长势良好且一

致的幼苗共 ９０ 株ꎬ每个重复 ３０ 株ꎬ每个处理 ３ 次

重复ꎬ６ 个处理共 ５４０ 株苗ꎬ进行不同缓释肥施肥

培养试验ꎮ 苗木培养期间进行正常的水分和除草

管理ꎮ ２０２０ 年 １１ 月中旬试验结束ꎬ进行取样

测定ꎮ
１.４ 样品取样与测定

１.４.１ 生长量、生物量及苗木质量指数测定 　 ２０２０
年 １１ 月中旬用游标卡尺和直尺分别测量苗木地

径和苗高ꎬ计算各重复的平均地径及平均树高ꎬ依
据平均值每个重复选出 ３ 株标准株ꎮ 将标准株按

根、茎、叶分别剪下ꎬ于 １０５ ℃杀青 ２ ｈꎬ随后在 ７５
℃下烘干至恒重ꎬ根据朱晗等(２０１８)的方法计算

苗木质量指数ꎮ
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表 １　 轻型基质基本化学性质
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｍａｔｒｉｘ

全氮
Ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ
(ｇｋｇ ￣１)

水解氮
Ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ

(ｇｋｇ ￣１)

有效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
( ｇｋｇ ￣１)

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍ
(ｇｋｇ ￣１)

镁 Ｍｇ
(ｇｋｇ ￣１)

钙 Ｃａ
(ｇｋｇ ￣１)

锰 Ｍｎ
(ｇｋｇ ￣１)

铁 Ｆｅ
(ｇｋｇ ￣１)

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ
( ｇｋｇ ￣１)

９.９３±０.０９ ０.２６±０.０２ ０.６４±０.０２ １１.３３±０.１３ ５.３２±０.８４ ５.９７±１.５５ ０.２７±０.０２ １３.９７±２.７１ ２９５.１５±８.０４

　 　 苗木质量指数 ＝苗木总干质量 / (苗高 /地径＋
地上干质量 /地下干质量) (１)
１.４.２ 光合色素含量测定 　 选取标准株上部第一

轮生枝条中部当年生的健康成熟叶片测定光合色

素ꎮ 光合色素的提取采用乙醇丙酮法( Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)ꎮ 提取结束后ꎬ吸取 ２００ μＬ 提取液置于酶

标板 中ꎬ分 别 于 ４７０、 ６４５、 ６６３ ｎｍ 处 测 吸 光 度

(Ａ４７０、Ａ６４５、Ａ６６３)ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ
叶绿素 ａ 含量(Ｃａ)＝ (１２.７×Ａ６６３－２.６９×Ａ６４５) ×

提取液体积×稀释倍数 /样品质量 (２)
叶绿素 ｂ 含量(Ｃｂ)＝ (２２.８８×Ａ６４５－４.７６×Ａ６６３)×提

取液体积×稀释倍数 /样品质量 (３)
叶绿素总量 ＝ (２０.２９×Ａ６４５ ＋８.０４×Ａ６６３) ×提取

液体积×稀释倍数 /样品质量 (４)
类胡萝卜素含量 ＝ (１０００×Ａ４７０－３.２７×Ｃａ－１０４×

Ｃｂ) / ２２９ (５)
１.４.３ 叶绿素荧光参数测定　 利用 ＰＡＭ￣２５００ 便携

式叶绿素荧光仪(ＷａｌｚꎬＧｅｒｍａｎｙ)对选出的标准株

上部第一轮生枝条中部当年生的健康成熟叶片ꎬ
根据陶文文等(２０１１)的方法开展叶绿素荧光参数

测定ꎬ相关荧光参数指标按照 Ｂａｋｅｒ(２００８)的方法

进行计算ꎮ
１.４.４ 养分含量测定 　 将经杀青和烘干后的根、
茎、叶等样品研磨至粉状ꎬ过 ０.１４９ ｍｍ 的细筛ꎬ利
用微波高压消解法对样品进行消解ꎬ采用电感耦

合等离子体质谱法( ＩＣＰ￣ＭＳ)对样品元素(Ｍｇ、Ｐ、
Ｋ、Ｃａ、Ｍｎ、Ｆｅ、Ｚｎ)的含量进行检测ꎮ
１.５ 数据处理

本研究采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 进行数据统计ꎬ利用隶

属函数法综合评价不同处理杉木幼苗的生长性ꎬ
其中若某一指标与生长呈正相关ꎬ则其隶属函数

值 ＝ (Ｘ ｉ－Ｘｍｉｎ) / (Ｘｍａｘ－Ｘｍｉｎ)ꎬ若为负相关则其隶属

函数值 ＝ １－(Ｘ ｉ－Ｘｍｉｎ) / (Ｘｍａｘ－Ｘｍｉｎ)ꎮ 式中:Ｘ ｉ为某

一指标测定值ꎻＸｍａｘ为该指标实际测定的最大值ꎻ
Ｘｍｉｎ为该指标实际测定的最小值(戴昀等ꎬ２０２１)ꎮ

用 ＳＰＳＳ ２６.０ 对数据进行单因素分析ꎬ不同处理平

均值间采用 ＬＳＤ 比较进行检验ꎬ作图采用 Ｏｒｉｇｉｎ
８.５ 软件ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 不同缓释肥施用量对杉木幼苗生长的影响

２.１.１ 不同缓释肥施用量对杉木幼苗地径和苗高

生长的影响　 不同用量缓释肥处理均能促进杉木

幼苗苗高和地径生长(图 １)ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ不同缓

释肥处理下杉木幼苗苗高增幅介于 ２６. ９４％ ~
７３.８３％之间 (图 １:Ａ)ꎬ地径增幅介于 ８. ７９％ ~
１７.７９％之间(图 １:Ｂ)ꎬ且均在 Ｔ４ 处理时达到最

大值ꎮ
２.１.２ 不同缓释肥施用量对杉木幼苗生物量积累

的影响　 如表 ２ 所示ꎬ随着施肥量增加ꎬ杉木幼苗

的根、茎、叶和植株总生物量整体上呈增长趋势ꎬ
其中茎和植株总生物量则呈先增长后降低趋势ꎮ
就根生物量而言ꎬ仅 Ｔ４ 和 Ｔ５ 处理根系生物量高

于 ＣＫꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ除 Ｔ１ 处理叶生物量低于 ＣＫ
外ꎬ其余处理的茎、叶和植株总生物量增幅分别介

于 １２. ２３％ ~ １２２. ２８％、 ５. ０７％ ~ １０８. ５７％ 以 及

１.２７％ ~８５.００％之间ꎬ且均在 Ｔ４ 处理时为最大值ꎮ
２.１.３ 不同缓释肥施用量对杉木幼苗苗木质量指

数的影响 　 由图 ２ 可知ꎬ不同缓释肥施用量对杉

木幼苗苗木质量指数存在显著影响(Ｐ<０.０５)ꎮ 与

ＣＫ 相比ꎬ随着施用量的增加ꎬ杉木幼苗苗木质量

指数呈先降后升的趋势ꎬ苗木质量指数大小顺序

为 Ｔ５>Ｔ４>Ｔ３>ＣＫ>Ｔ２>Ｔ１ꎬ其中 Ｔ３、Ｔ４ 和 Ｔ５ 处理

分别较 ＣＫ 增加了 ９.２５％、４４.３４％和 ６０.０８％ꎮ
２.２ 不同缓释肥施用量对杉木幼苗叶片光合色素

含量的影响

由表 ３ 可知ꎬ施用缓释肥可有效促进幼苗光合

色素含量的积累ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ不同处理显著增加

杉木幼苗叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ、类胡萝卜素和总叶绿
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柱状图上不同字母表示不同处理之间的显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 不同缓释肥施用量对杉木幼苗苗高与地径生长的影响
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｓｌｏｗ￣ｒｅｌｅａｓｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇ

ｈｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｇｒｏｕｎｄ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

表 ２　 不同缓释肥施用量对杉木幼苗生物量积累的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｓｌｏｗ￣ｒｅｌｅａｓｅ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｎ ｂｉｏｍａｓｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

根生物量
Ｒｏｏｔ

ｂｉｏｍａｓｓ
( ｇ)

茎生物量
Ｓｔｅｍ

ｂｉｏｍａｓｓ
( ｇ)

叶生物量
Ｌｅａｆ

ｂｉｏｍａｓｓ
( ｇ)

植株
总生物量
Ｔｏｔａｌ ｐｌａｎｔ
ｂｉｏｍａｓｓ
( ｇ)

ＣＫ １.２７±
０.５１ａｂ

１.３８±
０.３０ｃ

２.２４±
０.８３ｂ

４.４６±
０.８８ｂ

Ｔ１ ０.９０±
０.１７ｂ

１.６２±
０.２２ｂｃ

１.９９±
０.１７ｂ

４.５１±
０.３５ｂ

Ｔ２ １.２０±
４７ｂ

１.５５±
０.２３ｂｃ

２.３５±
０.６７ｂ

５.０９±
１.３８ｂ

Ｔ３ １.２４±
０.４８ｂ

２.４４±
０.３５ａｂ

３.６０±
０.９３ａｂ

６.４７±
０.９８ａｂ

Ｔ４ １.７３±
０.３４ａ

３.０６±
０.３８ａ

４.６７±
１.４０ａ

８.２４±
１.４３ａ

Ｔ５ ２.０１±
０.３０ａ

２.２１±
０.３８ｂ

３.４９±
０.４１ａｂ

７.７２±
０.８７ａ

　 注: 不同字母表示不同处理之间的显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

素含量(Ｐ<０.０５)ꎬＴ５ 处理时叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ 和

总叶绿素含量达最大值ꎬ而类胡萝卜素含量在 Ｔ４
处理时达最大值ꎮ 叶绿素 ａ /叶绿素 ｂ 随着施用量

的增加呈先升后降的趋势ꎬ但不同处理之间差异

不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ

图 ２　 不同缓释肥施用量对
杉木幼苗苗木质量指数的影响

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｓｌｏｗ￣ｒｅｌｅａｓｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ

ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

２.３ 不同缓释肥施用量对杉木容器幼苗叶绿素荧

光参数的影响

由表 ４ 可知ꎬ随着缓释肥施用量的增加ꎬ杉木

叶片初始荧光(Ｆｏ) 值、非光化学淬灭系数( ｎｏｎ￣
ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｑｕｅｎｃｈｉｎｇꎬＮＰＱ)值总体呈逐渐下降

的趋势ꎻ与 ＣＫ 相比ꎬ不同处理 Ｆｏ 值降幅介于

１７.３８％ ~２３.７３％之间ꎬＮＰＱ 值降幅介于 １３.２８％ ~
５３.６３％之间ꎮ 不同缓释肥施用量处理可不同程度
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表 ３　 不同缓释肥施用量对杉木幼苗叶片光合色素含量的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｓｌｏｗ￣ｒｅｌｅａｓｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｎ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｉｇｍｅｎｔ

ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

叶绿素 ａ
Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ
(ｍｇｇ ￣１)

叶绿素 ｂ
Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｂ
(ｍｇｇ ￣１)

总叶绿素
Ｔｏｔａｌ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ

(ｍｇｇ ￣１)

叶绿素 ａ / 叶绿素 ｂ
Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ /
Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｂ

类胡萝卜素
Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ
(ｍｇｇ ￣１)

ＣＫ ０.６５±０.１２ｃ ０.３８±０.０２ｃ １.０４±０.２５ｃ １.７２±０.１０ａ ０.０６±０.００５ｃ

Ｔ１ １.０４±０.１２ｂ ０.５８±０.０５ｂ １.６３±０.１６ｂ １.７９±０.１４ａ ０.１１±０.００２ｂ

Ｔ２ ０.９４±０.１５ｂ ０.５２±０.０４ｂ １.４６±０.２９ｂｃ １.８２±０.２３ａ ０.１１±０.００８ｂ

Ｔ３ ０.９５±０.１２ｂ ０.５１±０.０６ｂ １.４７±０.１８ｂ １.８５±０.０３ａ ０.１１±０.００６ｂ

Ｔ４ １.１３±０.０７ａｂ ０.５９±０.０８ｂ １.７２±０.１５ｂ １.９２±０.１６ａ ０.１４±０.００９ａ

Ｔ５ １.２９±０.０８ａ ０.７５±０.０４ａ ２.０４±０.１１ａ １.６８±０.１０ａ ０.１２±０.００９ａｂ

表 ４　 不同缓释肥施用量对杉木幼苗叶绿素荧光参数的影响
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｓｌｏｗ￣ｒｅｌｅａｓｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

初始荧光
Ｆｏ

最大荧光
Ｆｍ

可变荧光
Ｆｖ

ＰＳⅡ最大
光化学效率

Ｆｖ / Ｆｍ

ＰＳⅡ潜在
光化学效率

Ｆｖ / Ｆｏ

实际量子
产量
ＱＹ

光化学
淬灭系数

ＰＱ

非光化学
淬灭系数

ＮＰＱ

ＣＫ ９４.８９±
２.９９ａ

３９３.２１±
４９.０６ｂ

２９８.３３±
４８.８１ｃ

０.７６±
０.０２５ａ

３.１４±
０.６９ｃ

０.８１±
０.０２ａ

０.６０±
０.０２７ａ

１.３６±
０.１３ａｂ

Ｔ１ ７８.４０±
８.４９ｂ

４１６.１６±
４２.８７ｂ

３３７.７６±
３４.３８ｂｃ

０.８１±
０.００１ａ

４.３１±
０.０５ｂ

０.８２±
０.００２ａ

０.５７±
０.０２８ａ

１.１８±
０.３１ａｂ

Ｔ２ ７４.７９±
７.６７ｂ

４１９.９４±
４５.４９ｂ

３４５.１５±
３８.１２ｂｃ

０.８２±
０.００５ａ

４.６２±
０.１６ｂ

０.８２±
０.００６ａ

０.６０±
０.０３４ａ

０.９６±
０.１８ｂｃ

Ｔ３ ７６.８８±
６.９８ｂ

４６１.４７±
２０.５０ｂ

３８４.６０±
１３.８４ｂ

０.８３±
０.００８ａ

５.００±
０.２７ｂ

０.８３±
０.００８ａ

０.５７±
０.００５ａ

０.９８±
０.１０ｂ

Ｔ４ ７２.３７±
９.０２ｂ

５３２.８２±
３５.７９ａ

４６０.４４±
３５.５５ａ

０.８６±
０.０２６ａ

６.３６±
０.７５ａ

０.８１±
０.０２ａ

０.５６±
０.０３ａ

０.６３±
０.１６ｃ

Ｔ５ ７５.５７±
４.８５ｂ

４２８.５０±
２７.１３ｂ

３５２.９４±
２２.３２ｂｃ

０.８２±
０.００１ａ

４.６７±
０.０４ｂ

０.８２±
０.００２ａ

０.５９±
０.００９ａ

１.６２±
０.３０ａ

提高杉木叶片最大荧光(Ｆｍ)、可变荧光(Ｆ ｖ)、ＰＳ
Ⅱ潜在光化学效率(Ｆ ｖ / Ｆｏ)和 ＰＳ Ⅱ最大光化学效

率(Ｆ ｖ / Ｆｍ)ꎬ且均在 Ｔ４ 处理时达最大值ꎮ 方差分

析结果表明ꎬＴ４ 处理的 Ｆｏ、ＮＰＱ、Ｆｍ、Ｆ ｖ、Ｆ ｖ / Ｆｏ与

ＣＫ 之间差异显著ꎬ而不同处理对杉木幼苗叶片

Ｆ ｖ / Ｆｍ、实际量子产量( ｑｕａｎｔｕｍ ｙｉｅｌｄꎬＱＹ)和光化

学淬灭系数( ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｑｕｅｎｃｈｉｎｇꎬＰＱ)的影响

差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ
２.４ 不同缓释肥施用量对杉木幼苗养分含量的

影响

除施肥量较低的 Ｔ１ 处理中 Ｃａ 元素外ꎬ其余

施肥处理均不同程度地促进‘洋￣０６１’幼苗各元素

含量的积累(图 ３)ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ不同施肥处理下

杉木幼苗 Ｐ、Ｋ、Ｍｇ 含量增幅分别介于 ２９. ５０％ ~

１０３.６５％、２２.９２％ ~ ８０.０６％及 １４.５２％ ~ ７４.０７％之

间ꎬ且均在 Ｔ４ 处理达最大值ꎮ 随着施肥量的增

加ꎬＣａ 积累量呈先降后升的变化趋势ꎬ并在 Ｔ５ 处

理达最大值ꎮ 就微量元素而言ꎬＭｎ、Ｆｅ 和 Ｚｎ 含量

均在 Ｔ４ 处理达到最大值ꎬ与 ＣＫ 相比分别增加了

１５７.１４％、２１６.３９％和 ２３８.０８％ꎮ
２.５ 基于隶属函数法的杉木幼苗生长和生理相关

指标综合分析

苗木生长状况是一个综合性的性状ꎬ单纯用

某一生长指标来衡量其生长情况的好坏不够全

面ꎬ而采用多个指标对苗木生长情况进行综合评

价ꎬ能准确反映苗木的生长状况ꎮ 因此ꎬ本研究采

用隶属函数法对不同处理下杉木幼苗生长指标、
光合色素含量和叶绿素荧光参数进行综合评价ꎮ

４６０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



图 ３　 不同缓释肥施用量对杉木幼苗元素积累量的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｓｌｏｗ￣ｒｅｌｅａｓｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔｓ

ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

由表 ５ 可知ꎬ杉木幼苗生长综合评价指数顺序为

Ｔ４>Ｔ５>Ｔ３>Ｔ２>Ｔ１>ＣＫꎮ

３　 讨论

施肥是苗木培育的关键环节ꎬ科学合理施肥

不仅能有效减少养分的损失ꎬ提高肥料的利用效

率ꎬ而且还能提高苗木质量ꎬ降低生产成本ꎮ 缓释

肥因其具有肥效长且释放稳定等特点ꎬ能够通过

调节养分释放速度来实现与植物养分吸收的同

步ꎬ从而大幅提高植物对养分的利用效率(潘平平

等ꎬ２０１９ꎻ张富鑫等ꎬ２０２１)ꎮ 目前通过在轻型基质

中添加缓释肥开展容器苗培育的研究报道较多ꎮ
研究表明在薄壳山核桃(潘平平等ꎬ２０１９)、槲栎

(姚光刚等ꎬ２０１９)、白木香(庞圣江等ꎬ２０１８)、黄
连木(宋协海等ꎬ２０１８)、木荷(马雪红等ꎬ２０１０)、
赤皮青冈(吴小林等ꎬ２０１４)等容器苗培育基质中

施加 ０.９５ ~ ３.５０ ｋｇｍ ￣３的缓释肥能有效促进容器

苗的生长ꎬ可见不同的植物种类最适宜其生长缓

释肥用量存在较大差异ꎬ这可能也与所施用的缓

释肥种类以及基质类型等因素有关ꎮ 因此ꎬ开展

容器苗施肥技术研究对于促进苗木生长ꎬ提高苗

木质量具有重要意义ꎮ 本研究比较了 ２００ ~ １ ２００
ｇｍ ￣３缓释肥对杉木优良无性系‘洋￣０６１’生长的

影响ꎬ发现施用缓释肥可明显促进‘洋￣０６１’苗高

和地径的生长以及生物量的积累ꎬ但当缓释肥用

量达到１ ２００ ｇｍ ￣３时ꎬ苗木生长相关指标出现不

同程度下降ꎮ 该结果与楼君(２０１５)和孟庆银等

(２０２０)关于施肥对容器苗生长的研究结果相类

似ꎬ表明在一定范围内随着肥料用量的增加可以

促进苗木的生长ꎬ而过量施肥则可能会对幼苗的

生长产生一定的抑制作用ꎮ 苗木质量指数是衡量

苗木质量的重要指标(柏小娟等ꎬ２０１８)ꎮ 本研究

中ꎬ施用缓释肥可不同程度提高杉木幼苗苗木质

量ꎬ但仅 Ｔ５ 和 ＣＫ 之间存在显著差异ꎬ这与李茂等

(２０２０ａ)的研究结果类似ꎮ 导致这种现象的可能

原因有以下 ２ 个ꎮ (１)由于研究所使用的无纺布

当根系长满布袋后继续生长会发生“空气修根”现
象ꎬ因此无法进一步促进基质苗根系生长ꎬ增加根

系生物量ꎮ 由于容器袋空间较小ꎬ在苗木培育后

期ꎬ不同处理苗木根系基本都能长满整个袋ꎬ导致

不同处理根系生物量差异较小ꎬ从而对苗木质量

指数这一指标产生一定的干扰ꎮ (２)本研究中采

用较小容积的无纺布袋也可能造成根系穿透布袋

与空气进行养分和水分交换ꎬ且随着雨水的淋容

作用可能出现部分养分流失的情况ꎬ进而对试验

结果造成一定的影响ꎬ具体的原因仍有待进一步

研究ꎮ
光合作用是植物碳同化产物的主要能量来

源ꎬ也是植物生长的物质基础ꎬ因此植物的生长快

慢与其光合能力密切相关(唐洁等ꎬ２０１４)ꎮ 众所

周知ꎬ叶绿素是保证植物光合作用正常进行的主

要物质ꎬ它在光能捕获、传递和转换中扮演关键角

色ꎬ因此植物的光合能力与光合色素含量密切相

关(谢辉等ꎬ２０２１)ꎮ 施肥提高植物光合能力很大

程度上与其增加叶片光合色素含量有关ꎮ 本研究
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表 ５　 苗木生长综合评价
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

苗高
Ｓｅｅｄｌｉｎｇ
ｈｅｉｇｈｔ

地径
Ｇｒｏｕｎｄ
ｄｉａｍｅｔｅｒ

植株
生物量
Ｐｌａｎｔ

ｂｉｏｍａｓｓ

苗木
质量
指数

Ｓｅｅｄｌｉｎｇ
ｑｕａｌｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ

叶绿素 ａ
含量
Ｃｈｌｏｒｏ￣
ｐｈｙｌｌ ａ
ｃｏｎｔｅｎｔ

叶绿素 ｂ
含量
Ｃｈｌｏｒｏ￣
ｐｈｙｌｌ ｂ
ｃｏｎｔｅｎｔ

总叶绿素
含量
Ｔｏｔａｌ

ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ
ｃｏｎｔｅｎｔ

类胡
萝卜素
含量

Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ
ｃｏｎｔｅｎｔ

初始
荧光
Ｆ ｏ

最大
荧光
Ｆｍ

可变
荧光
Ｆ ｖ

ＰＳ Ⅱ
最大

光化学
效率
Ｆ ｖ / Ｆｍ

ＰＳ Ⅱ
潜在

光化学
效率
Ｆ ｖ / Ｆ ｏ

非光
化学
淬灭
系数
ＮＰＱ

隶属值
Ｍｅｍｂｅｒｓｈｉｐ

ｖａｌｕｅ

排序
Ｓｏｒｔ

ＣＫ ０.２１ ０.０１ ０.１９ ０.１７ ０.０９ ０.０７ ０.０９ ０.１９ ０.１７ ０.２４ ０.２８ ０.５５ ０.４２ ０.２９ ０.２１ ６

Ｔ１ ０.４３ ０.３４ ０.２１ ０.０７ ０.５５ ０.５４ ０.５６ ０.５３ ０.２３ ０.３４ ０.３７ ０.７０ ０.５３ ０.３０ ０.４１ ５

Ｔ２ ０.５２ ０.３４ ０.２１ ０.２５ ０.２９ ０.２５ ０.２８ ０.５４ ０.３３ ０.３５ ０.４０ ０.７０ ０.６４ ０.５８ ０.４２ ４

Ｔ３ ０.５６ ０.８０ ０.５２ ０.２７ ０.４４ ０.３８ ０.４３ ０.５２ ０.２９ ０.５３ ０.５８ ０.７３ ０.６７ ０.４５ ０.５１ ３

Ｔ４ ０.６７ ０.９１ ０.８５ ０.６２ ０.６４ ０.５６ ０.６３ ０.７２ ０.７９ ０.８４ ０.８５ ０.８６ ０.８３ ０.７７ ０.７７ １

Ｔ５ ０.６０ ０.４０ ０.６０ ０.７７ ０.８３ ０.９３ ０.８８ ０.６２ ０.２５ ０.３９ ０.４３ ０.５５ ０.６４ ０.０５ ０.５７ ２

发现ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬ随着缓释肥施用量的增加杉木

叶片叶绿素含量和类胡萝卜素含量均呈显著增加

的趋势ꎬ这与李茂等(２０２０ｂ)的研究结果类似ꎬ说
明施肥可通过提高叶片光合色素含量ꎬ增强植株

光合能力ꎮ 除叶绿素含量外ꎬ叶绿素 ａ /叶绿素 ｂ
值也常与光合色素含量一起用于表征植物对光能

利用率的高低(王亚楠等ꎬ２０２０)ꎮ 当叶绿素含量

和叶绿素 ａ /叶绿素 ｂ 值同时增加时ꎬ植物叶片的

光能利用效率是增强的(闫萌萌等ꎬ２０１４)ꎮ 本研

究发现施肥处理均能不同程度提高叶绿素 ａ /叶绿

素 ｂ 值ꎬ因此上述结果共同表明ꎬ施用缓释肥可通

过提高叶片光合色素含量和叶绿素 ａ /叶绿素 ｂ 值

来增强叶片对光能的吸收能力ꎬ进而将更多光能

用于光合作用ꎬ最终达到促进植物生长的目的ꎬ这
也与上述生长和生物量结果相一致ꎮ

叶绿素荧光参数主要用于表征叶片光系统对

光能的吸收、传递、耗散和分配的内在特征ꎬ常用

于研究胁迫条件下植物光能利用能力的变化(岑

海燕等ꎬ２０１８)ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ施用缓释肥显著降低

杉木叶片的初始荧光(Ｆｏ)值ꎮ Ｆｏ值下降说明杉木

叶片类囊体膜受到的损害较小ꎬ能较好地维持

ＰＳ Ⅱ反应中心的活性(黄秋娴等ꎬ２０１５)ꎮ 这可能

与施肥改善植株叶片养分ꎬ避免叶片因养分缺乏

胁迫引起活性氧积累ꎬ进而减轻活性氧对光合结

构的破坏有关(李茂等ꎬ２０２０ｂ)ꎮ 最大荧光(Ｆｍ)、
可变荧光(Ｆ ｖ)、ＰＳ Ⅱ最大光化学效率(Ｆ ｖ / Ｆｍ)和

ＰＳ Ⅱ潜在光化学效率 ( Ｆ ｖ / Ｆｏ ) 值主要用于表征

ＰＳ Ⅱ反应中心活性、电子传递能力和效率(李晓

等ꎬ２００６)ꎮ 随着施肥量的增加ꎬ杉木叶片上述荧

光值呈先升后降趋势ꎬ在 Ｔ４ 处理下达到最大值ꎮ
上述荧光值的增加有利于提高叶片将吸收的光能

转化为化学能的速度和效率ꎬ为叶片碳同化过程

提供更多的能量ꎬ从而增强叶片对光能利用效率ꎮ
类似研究结果在银叶树(张卫强等ꎬ２０２１)和柳枝

稷(何海锋等ꎬ２０２０)中也有发现ꎬ说明提高叶片对

光能的利用率ꎬ促进碳同化产物的合成是施缓释

肥促进苗木生长的光合生理基础ꎮ 此外ꎬ研究表

明植物叶片 Ｆ ｖ / Ｆｍ值通常维持在 ０.８０ ~ ０.８５ 之间ꎬ
胁迫会导致该值出现不同程度的下降(李茂等ꎬ
２０２０ｂ)ꎮ 与施肥处理相比ꎬ不施肥对照该值明显

低于 ０.８０ꎬ表明在不施肥条件下ꎬ植株可能受到了

养分胁迫ꎬ从而发生光抑制现象ꎮ 非光化学淬灭

(ＮＰＱ)是植物叶片光合机构的一种自我保护机

制ꎬ通过将植物吸收的多余光能以热能形式耗散ꎬ
防止过剩光能对光合机构造成破坏 (李晓等ꎬ
２００６)ꎮ 除 Ｔ５ 外ꎬ其他施肥处理的 ＮＰＱ 值均显著

低于 ＣＫꎬ暗示适量施肥处理可以有效减少以热能

形式耗散的光能ꎬ而将吸收的更多光能用于光合

碳同化过程ꎬ进而提高叶片对光能的利用率ꎬ促进

碳同化产物的积累ꎬ而养分胁迫和过量施肥处理

叶片吸收的光能更多是以热能形式耗散掉ꎬ保护

光合机构免受伤害ꎬ从而减少了进入光合碳同化

产物过程的光能ꎮ 因此ꎬ在 Ｔ５ 处理下杉木幼苗苗

高和总生物量出现下降ꎬ部分可能是由于过量施

肥引起叶片光能利用效率出现一定程度下降引

起的ꎮ
施肥处理除了对生长和光合生理有影响外ꎬ

它还能促进植株养分元素的积累ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ施
用缓释肥均能不同程度促进杉木幼苗植株养分元

素的积累ꎬ尤其是微量元素含量的变化趋势更为

显著ꎬ但当缓释肥过量时ꎬ苗木养分的含量则出现

一定程度的下降ꎬ但仍高于 ＣＫ 处理ꎮ 这与魏红旭

等(２０１１)关于长白山落叶松容器苗养分库构建的

研究以及肖遥等(２０１５)对关于缓释肥加载对红豆

６６０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



杉、浙江楠和浙江樟容器苗生长和 Ｎ、Ｐ 库构建的

研究结果类似ꎬ可能原因在于过量施肥引起基质

中养分元素浓度超过某一阈值时ꎬ对杉木苗木生

长产生一定的离子毒害ꎬ从而抑制其对养分的吸

收造成的(潘平平等ꎬ２０１９)ꎬ但具体原因仍有待进

一步研究ꎮ 值得注意的是ꎬ在适量施肥条件下ꎬ植
株养分元素含量ꎬ特别是与光合密切相关的养分

元素含量ꎬ如镁(Ｍｇ)、钾(Ｋ)、磷( Ｐ)、铁( Ｆｅ)、锌
(Ｚｎ)等均显著高于不施肥对照处理ꎮ 可能是这些

元素作为光合色素的重要组成成分或参与光合作

用的重要过程ꎬ通过提高这些养分元素的含量ꎬ能
增强叶片对光能的捕获和转化能力ꎬ从而达到提

高植物光合作用能力ꎬ促进生长的目的ꎮ 这与上

述叶绿素荧光的结果相一致ꎬ说明适宜施肥提高

杉木叶片光能利用率可能与其改善植株养分元素

状况ꎬ特别是改善植株体内与光合作用密切相关

的养分元素有关ꎮ

４　 结论

利用隶属函数法综合生长、光合生理相关指

标最终确定缓释肥施用量为 １ ０００ ｇｍ ￣３是适合

杉木优良无性系‘洋￣０６１’幼苗生长的适宜用量ꎮ
该处理下杉木幼苗通过增加叶片光合色素含量ꎬ
提高叶片对光能的捕获和吸收能力ꎬ同时通过促

进植株中与光合作用密切相关元素的积累ꎬ提高

叶绿素荧光 Ｆｍ、Ｆ ｖ、Ｆ ｖ / Ｆｍ和 Ｆ ｖ / Ｆｏ值ꎬ增强叶片光

能利用效率ꎬ进而促进光合碳同化产物的积累ꎬ最
终促进苗木的生长ꎮ
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苏桂军ꎬ 李霞ꎬ 陈芋西ꎬ 等ꎬ ２０２３. 花生铝响应类受体蛋白激酶 ＡｈＰＲＫ４ 的原核表达分析 [ Ｊ] . 广西植物ꎬ ４３(６):
１０７０－１０７９.
ＳＵ ＧＪꎬ ＬＩ Ｘꎬ ＣＨＥＮ ＹＸꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３. Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
ＡｈＰＲＫ４ ｉｎ ｐｅａｎｕｔ (Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ) [Ｊ] . Ｇｕｉｈａｉａꎬ ４３(６): １０７０－１０７９.

花生铝响应类受体蛋白激酶 ＡｈＰＲＫ４ 的原核表达分析

苏桂军１ꎬ 李　 霞１ꎬ 陈芋西１ꎬ 詹　 洁１ꎬ２ꎬ３ꎬ 王爱勤１ꎬ２ꎬ３ꎬ 何龙飞１ꎬ２ꎬ３ꎬ 肖　 冬１ꎬ２ꎬ３∗

( １. 广西大学 农学院 / 植物科学国家级实验教学示范中心ꎬ 南宁 ５３０００４ꎻ ２. 广西农业环境与农产品安全重点实验室ꎬ
南宁 ５３０００４ꎻ ３. 广西高校作物栽培学与耕作学重点实验室ꎬ 南宁 ５３０００４ )

摘　 要: 花粉类受体蛋白激酶(ｐｏｌｌｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＰＲＫ)是一类富含 ＬＲＲ 结构域的类受体蛋

白激酶ꎬ不仅在花粉发育和植物受精中发挥作用ꎬ也在胁迫响应中发挥作用ꎮ 基于对前期花生根尖铝胁迫

转录组数据的分析ꎬ我们发现了在转录水平响应铝胁迫的花粉类受体蛋白激酶基因 ＡｈＰＲＫ４ꎬ为探究

ＡｈＰＲＫ４ 在花生铝胁迫中的功能ꎬ该文进一步分析了铝胁迫处理下 ＡｈＰＲＫ４ 在花生耐铝品种‘９９￣１５０７’和铝

敏感品种‘中花 ２ 号’(‘ＺＨ２’)根尖中的转录变化ꎬ通过序列分析、进化树构建等分析了 ＡｈＰＲＫ４ 蛋白的结

构特点和亲缘关系ꎬ克隆了 ＡｈＰＲＫ４ 的胞内域序列(ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ)ꎬ并通过原核表达和体外磷酸化体系分析

了 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 的自磷酸化活性ꎮ 结果表明:(１)不同铝处理时间及不同铝浓度处理后ꎬＡｈＰＲＫ４ 的转录水

平上调ꎬ显著响应铝处理ꎬ是铝诱导基因ꎻ(２)ＡｈＰＲＫ４ 含有 ６７３ 个氨基酸ꎬ属于 ＬＲＲ￣ＩＩＩ 蛋白激酶家族成员ꎬ
具跨膜域和信号肽ꎬ且预测具有磷酸化活性位点ꎻ( ３) 体外诱导表达出约 ７１ ｋＤ 的可溶性蛋白( ＧＳＴ￣
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(１. Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ / Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｎｉｎｇ ５３０００４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｇｕａｎｇｘｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ａｇｒｏ￣Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ Ａｇｒｏ￣Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｓａｆｅｔｙꎬ Ｎａｎｎｉｎｇ ５３０００４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３. Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ

Ｃｒｏｐ Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｔｉｌｌａｇｅꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｃｏｌｌｅｇｅｓ ａｎｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓꎬ Ｎａｎｎｉｎｇ ５３０００４ꎬ Ｃｈｉｎａ )

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｔｈｅ ｐｏｌｌｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ (ＰＲＫ) ｆａｍｉｌｙꎬ ａｎ ＬＲＲ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｐｌａｙｓ
ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｏｌｌｅｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ ｂｕｔ ａｌｓｏ ｐｌａｙｓ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ｔｈａｔ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｉｎ ｏｕｒ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｗｅ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ＡｈＰＲＫ４ ｗａｓ ａｎ ａｌｕｍｉｎｕｍ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｇｅｎｅ. Ｔｏ
ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｗｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｉｎ
‘ＺＨ２’ (Ａｌ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ) ａｎｄ ‘ ９９￣１５０７’ (Ａｌ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ)ꎬ ｃｌａｒｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ
ＡｈＰＲＫ４ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎꎬ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４ ｂｙ
ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４ ｗａｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｆｔｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＡｈＰＲＫ４ ｗａｓ ａｎ ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｇｅｎｅ. ( ２) Ｔｈｅ ＡｈＰＲＫ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｄ ６７３ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎꎬ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓꎬ ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＬＲＲ￣ＩＩＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ. (３) Ｔｈｅ ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ. Ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｏｎ ｂｏｔｈ
ｓｅｒｉｎｅ / ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ａｎｄ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎬ ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｕｔｏ￣ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ＡｈＰＲＫ４ ｉｓ
ａｎ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｇｅｎｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｏｒｔ￣ｔｅｒｍ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｉｓ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｉｎ ｖｉｔｒｏ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｐｅａｎｕｔ (Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ)ꎬ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｐｏｌｌｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ
ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 花生(Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ)是我国重要的油料和

经济作物ꎬ是主要的食用植物油来源ꎮ 在我国ꎬ花
生产区可分为南方产区和北方产区ꎮ 但是南方地

区的土壤多为酸性土壤ꎬｐＨ 值在 ４.５ ~ ６.０ 之间ꎬ
Ａｌ２Ｏ３ 含 量 高ꎬ交 换 性 Ａｌ３＋ 占 阳 离 子 交 换 量 的

２０％ ~８０％(李庆逵ꎬ１９８３)ꎮ 当 ｐＨ 低于 ５.０ 时ꎬ铝
以有毒的形态存在来引起作物毒害ꎬ故酸雨和铝

毒被认为是南方地区农作物生长重要的限制因子

之一(李学垣等ꎬ１９９５)ꎮ 在我国ꎬ南方产区花生产

量低于全国平均水平ꎬ与北方产区相比仍然存在

较大的差距(鲁清等ꎬ２０１７)ꎬ故通过阐明花生受铝

毒害的机制ꎬ进而选育耐铝性品种来提高南方花

生生产力愈发重要ꎮ 研究表明花生受铝毒害的部

位主要是根尖ꎬ表现为根系生长受抑制、线粒体功

能受损、ＲＯＳ 迸发以及发生细胞程序性死亡等(詹
洁等ꎬ２００８ꎻ徐芬芬等ꎬ２０１４ꎻＨｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ
花生响应铝毒害的机制主要包括外部排斥和内部

耐受两种ꎬ这两种机制中需要众多成员参与来传

递信号ꎬ发挥功能ꎬ最终使得花生响应铝毒害ꎮ
类受体蛋白激酶( ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓꎬ

ＲＬＫｓ)是一种由胞外域接收信号ꎬ后通过激酶域传

递和激活下游信号通路完成胞内外信号转导的酶

活性受体(马媛媛等ꎬ２００５)ꎬ在植物中广泛存在ꎬ
并可分为多个家族( Ｓｈｉｕ ＆ Ｂｌｅｅｃｋｅｒꎬ ２００１ａꎬ ｂ)ꎬ
参与众多生长代谢过程的调控ꎬ如参与植物的生

长发育进程(Ｎｉｂａｕ ＆ Ｃｈｅｕｎｇꎬ ２０１１)、植物对病虫

害防御应答(Ｙａｎｇ ＆ Ｒａｍｏｎｅｌｌꎬ ２０１２)和植物抵抗

非生物胁迫(Ｏｓａｋａｂｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)等ꎮ ＰＲＫｓ 蛋白

是一类富含亮氨酸重复序列( ＬＲＲ)的 ＲＬＫ 蛋白

(Ｄｕｃｋｎｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ首个 ＰＲＫ 激酶是在矮牵

牛中被发现ꎬ命名为 ＰＲＫ１ꎬ特异性分布在花粉中ꎬ
并在减数分裂中发挥作用(Ｍｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９４)ꎮ 拟

南芥中的 ６ 个 ＰＲＫ 成员也在花粉中高表达ꎬ并命

名为 ＡｔＰＲＫ１－６(Ｃｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 研究发现ꎬ
ＰＲＫｓ 在花粉管发育(Ｃｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻＤｕｃｋｎｅｙ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)、信号转导(Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)和细

胞死亡(Ｗｒｚａｃｚｅｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)等方面发挥了重要

的调控作用ꎬ但关于 ＰＲＫｓ 在胁迫中的功能研究很

少ꎬ仅在拟南芥的低水势胁迫下研究发现ꎬ相较于

野生型ꎬ突变体 ｐｒｋ１ 会积累更多的脯氨酸来响应

胁迫(Ｖｅｒｓｌｕｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎬ而 ＰＲＫｓ 在铝胁迫下

是否有响应还未见报道ꎮ

１７０１６ 期 苏桂军等: 花生铝响应类受体蛋白激酶 ＡｈＰＲＫ４ 的原核表达分析



ＲＬＫｓ 通过磷酸化作用传递信号进而响应胁迫ꎮ
在冷胁迫下ꎬ激酶 ＯＳＴ１(ＯＰＥＮ ＳＴＯＭＡＴＡ １)活性被

激活ꎬ通过磷酸化 ＩＣＥ１( Ｉｎｄｕｃｅｒ ｏｆ ＣＢＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１)来增加该转录因子的蛋白稳定性和转录活性ꎬ进
而增强拟南芥对低温的抵抗能力 ( Ｄｉｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ ＣＩＰＫ２６(ＣＢＬ￣ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ２６)
与 ＲＢＯＨＦ(ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｂｕｒｓｔ ｏｘｉｄａｓｅ ｈｏｍｏｌｏｇ Ｆ)的 Ｎ
端存在相互作用ꎬ并且可磷酸化 ＲＢＯＨＦ 来刺激

ＲＯＳ 产生ꎬ进而影响 ＲＢＯＨＦ 在植物胁迫应答中的

调控(Ｄｒｅｒｕｐ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ ＳＯＢＩＲ１(ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｎ ｏｆ
ＢＩＲ１￣１)激酶依赖于其蛋白浓度发生自磷酸化ꎬ其
第 ５２９ 位的苏氨酸以及 β３￣αＣ 环结构对磷酸化至

关重要ꎬ并影响 ＳＯＢＩＲ１ 对烟草细胞死亡的调控

(Ｗｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２ )ꎮ 拟 南 芥 ＣＰＫ２８ ( ｃａｌｃｉｕｍ￣
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ２８)可响应拟南芥 Ｃａ２＋信号

路径参与免疫反应和生长发育调控ꎬ研究发现

ＣＰＫ２８ 具自磷酸化活性ꎬ并随着 Ｃａ２＋浓度增加而活

性增强ꎬ其中第 ３１８ 位丝氨酸是关键活性位点ꎬ尽管

该位点突变不会影响 ＣＰＫ２８ 调控营养生长和生殖

生长时期的转换ꎬ却会对 ＡｔＰｅｐ１ 引发的氧化应激表

现高敏性状ꎬ同时对丁香假单胞菌具有更强的抵抗

力(Ｂｒｅｄｏｗ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 这表明 ＲＬＫｓ 的磷酸化活

性与这些蛋白在植物胁迫应答中的作用密切相关ꎮ
通过对实验室已有转录组数据的挖掘(Ｘｉａｏ ｅｔ

ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ我们发现花粉类受体蛋白激酶基因

ＡｈＰＲＫ４ 转录受铝胁迫处理的诱导ꎬ并且在不同花

生铝耐性品种中有着不同的响应模式ꎬ暗示其参

与花生铝胁迫响应过程ꎮ 本研究以 ＡｈＰＲＫ４ 的铝

胁迫响应模式和蛋白活性为研究内容ꎬ采用 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 检 测 了 不 同 铝 浓 度 和 处 理 时 间 条 件 下ꎬ
ＡｈＰＲＫ４ 在花生耐铝品种‘９９￣１５０７’和铝敏感品种

‘中花 ２ 号’ (‘ ＺＨ２’)的转录变化ꎬ对 ＡｈＰＲＫ４ 胞

内域进行克隆ꎬ并开展了原核表达分析ꎬ通过磷酸

化抗体对其自磷酸化活性进行检测ꎬ拟探讨以下

问题:(１)ＡｈＰＲＫ４ 的铝响应模式ꎻ(２) ＡｈＰＲＫ４ 胞

内域的磷酸化状态ꎮ 为后续在蛋白质水平上探究

ＡｈＰＲＫ４ 蛋白的生化功能以及在铝胁迫下的作用

机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

供试花生品种由中国农业科学院油料作物研

究所提供ꎬ并经实验室早期筛选鉴定出的铝敏感品

种‘中花 ２ 号’ (‘ＺＨ２’)和耐铝品种‘９９￣１５０７’ (詹
洁等ꎬ２００８)ꎮ 将花生种子经湿润珍珠岩催芽 ３ ｄ
后ꎬ去除花生种皮并掐除约 １ ｃｍ 的主根根尖ꎬ在 ２６
℃条件下将材料置于改良的 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液中培

养至第三片真叶长出ꎬ转移花生幼苗至 １００ μｍｏｌ
Ｌ￣１ ＣａＣｌ２溶液(ｐＨ ４.２)中培养 ２４ ｈꎬ之后做以下两

种处理:一是用 １００ μｍｏｌＬ￣１ ＡｌＣｌ３ 溶液(含 １００
μｍｏｌＬ￣１ ＣａＣｌ２ꎬｐＨ ４.２)分别处理花生幼苗 ４、８、
１２、２４ ｈꎻ二是用不同浓度的 ＡｌＣｌ３ 溶液 ( ５０、１００、
２００、４００ μｍｏｌＬ￣１)分别处理花生幼苗 ４ ｈ 和 ８ ｈꎮ
以上两种处理均以改良的 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液处理作

为对照ꎬ取约 １ ｃｍ 的根尖作为实验材料ꎮ
１.２ ＲＮＡ 提取

先参照植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒(Ｐｒｏｍｅｇａ)方

法提取 ＲＮＡꎬ之后参照反转录试剂盒( Ｔａｋａｒａ)方

法进行 ＲＮＡ 反转录ꎬ获得 ｃＤＮＡꎮ
１.３ ＡｈＰＲＫ４ 在铝胁迫下表达量检测

根据 ＡｈＰＲＫ４ 基因 ＣＤＳ(ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)序列

设计荧光定量 ＰＣＲ 检测引物 (表 １)ꎬ参照 ＴＢ
Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｐ ＩＩ 酶(Ｔａｋａｒａ)说明ꎬ设置 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 反应体系和程序ꎬ以 ＵＢＱ１０Ｒ 为内参ꎬ采用

２－△△Ｃｔ法进行基因相对表达量的分析ꎮ

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ
ｎａｍｅ

引物序列(５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)

用途
Ｐｕｒｐｏｓｅ

ＡｈＰＲＫ４￣Ｆ１
ＡｈＰＲＫ４￣Ｒ１
ＵＢＱ１０Ｒ￣Ｆ

ＧＡＴＧＣＡＴＴＣＧＴＣＧＧＣＡＴＧＡＧ
ＧＣＴＡＧＧＡＡＴＡＴＧＧＣＣＧＣＴＧＡ
ＣＧＣＡＣＡＣＴＣＧＣＴＧＡＣＴＡＣＡＡＣ

荧光定量
ｑＲＴ￣ＰＣＲ

ＵＢＱ１０Ｒ￣Ｒ
ＡｈＰＲＫ４￣Ｆ２

ＡｈＰＲＫ４￣Ｒ２

ＣＡＣＧＧＡＧＡＣＧＧＡＧＧＡＣＡＡＧＧ
ＧＡＡＴＴＣＧＴＴＴＣＡＡＧＴＧＡＴＧＡＧＧ
ＣＣＡＡＧＡＴ
ＣＴＣＧＡＧＡＡＧＡＧＴＴＴ
ＣＣＧＡＡＴＡＡＡＡＧＧＡＣＡＡＧ

原核表达(下划线
表示酶切位点)
Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
(ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ
ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｓｉｔｅ)

１.４ 生物信息学分析

利用在线网站 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ 预测 ＡｈＰＲＫ４ 的分

子量、等电点等理化性质( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )ꎻ通过 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 来预测其亚细胞定

位(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ.ｊｐ / )ꎻ通过 ＮＣＢＩ 比对获得其

他物种对应的基因序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ ７.０ 构建进化

树ꎬ并在软件 ＤＮＡＭＡＮ 进行多序列比对ꎬ同时通过

２７０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



ＮＣＢＩ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ 预测 ＡｈＰＲＫ４ 蛋白的保守结

构域 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ /
ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)ꎮ 对于目的蛋白的跨膜域以及信号肽分析

分别通过在线网站 ＴＭＨＭＭ ２. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ.
ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ/ ) 和 ＳｉｇｎａｌＰ ４. １ ｓｅｒｖｅｒ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ￣４.１ / )完成ꎬ
同时对 ＡｈＰＲＫ４ 的磷酸化位点以及互作蛋白进行

了预测ꎬ磷酸化预测软件为 ｉＧＰＳ １.０ꎬ互作蛋白预

测网站为 ＳＴＲＩＮＧ(ｈｔｔｐｓ:/ / ｓｔｒｉｎｇｄｂ.ｏｒｇ / ｃｇｉ / ｉｎｐｕｔ.ｐｌ?
ｓｅｓｓｉｏｎＩｄ ＝ Ｋ７ｇＤｃＰｓＫｏ９Ｅ０＆ｉｎｐｕｔ ＿ ｐａｇｅ ＿ ａｃｔｉｖｅ ＿ ｆｏｒｍ ＝
ｓｉｎｇｌｅ ＿ ｓｅｑｕｅｎｃｅ )ꎮ ＡｈＰＲＫ４ 启 动 子 元 件 预 测 于

ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在 线 网 站 进 行 ( ｈｔｔｐ:/ / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )ꎮ
１.５ ＡｈＰＲＫ４ 激酶域克隆和原核表达载体构建

从 ＮＣＢＩ 上搜索得到 ＡｈＰＲＫ４ 的基因序列ꎬ运
用软件 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ ５ 设计激酶域克隆引物(表

１)ꎮ 以 ‘ ＺＨ２ ’ 根 尖 ｃＤＮＡ 为 模 板ꎬ 克 隆 获 得

ＡｈＰＲＫ４ 的 胞 内 激 酶 域ꎬ 参 照 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓｌｌ Ｏｎｅ
Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒方法连接 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 至 ｐＧＥＸ￣
６ｐ￣１ 载体(双酶切位点为 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏｌ)ꎬ热激转

化至 ＤＨ５αꎬ将经过测序验证正确的阳性克隆菌株

提取质粒(ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ￣ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１)ꎮ
１.６ ＡｈＰＲＫ４ 蛋白的原核表达和纯化

将 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ￣ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１ 重组质粒转化至

Ｒｏｓｅｔｔａ 感受态细胞ꎬ３７ ℃培养至 ＯＤ６００ ＝ ０.６ ~ ０.８ꎬ
加入终浓度为 ０.５ ｍｍｏｌＬ￣１的异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半

乳糖苷( ＩＰＴＧ)ꎬ在 １６ ℃ 下诱导 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ
蛋白表达ꎬ经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测蛋白的表达情

况ꎮ 参考 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４Ｂ 填料(ＧＥ 公司)
说明纯化 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白ꎬ并进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 验证ꎮ
１.７ ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 自磷酸化检测

加 ０.５ μｇ 的 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 蛋白到 １００ μＬ
ＰＢＳ 磷酸缓冲液(含 ２５ ｍｍｏｌＬ￣１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬｐＨ ７.５ꎬ
１０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＭｇＣｌ２ꎬ１０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＭｎＣｌ２ꎬ１ ｍｍｏｌ
Ｌ￣１ ＤＴＴꎬ１×蛋白酶抑制剂和 １ ｍｇｍＬ￣１ ＡＴＰ)中ꎬ以
不加 ＡＴＰ 为对照组ꎬ混合液于 ２８ ℃下孵育 １０ ｍｉｎꎬ
并于 １００ ℃下孵育 １０ ｍｉｎ 变性ꎬ后取 ３０ μＬ 样品经

１２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离ꎬ并转膜依次用兔抗的酪氨酸

磷酸化抗体(Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司)、苏氨酸磷酸化抗

体(Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司)以及鼠抗的 ＧＳＴ 抗体(康为

世纪公司)孵育并化学显色ꎬ根据对照组和处理组

条带差异判断磷酸化及激酶活性ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＡｈＰＲＫ４ 在不同铝处理时间、浓度下的表达

由图 １:Ａ 可知ꎬ‘ＺＨ２’和‘９９￣１５０７’经铝处理

不同时间后ꎬ与对照相比ꎬＡｈＰＲＫ４ 的表达量均上

升ꎬ但两个花生品种中 ＡｈＰＲＫ４ 的表达趋势有所差

异ꎬ‘ＺＨ２’中ꎬＡｈＰＲＫ４ 在 ４ ｈ 的表达量最高ꎬ８ ｈ 的

表达量最低ꎬ随后表达量则一直增加ꎮ ‘９９￣１５０７’
中ꎬＡｈＰＲＫ４ 表达量则先增加后降低ꎬ在 １２ ｈ 达到

最高ꎮ 由图 １:ＢꎬＣ 可知ꎬ在经不同铝浓度处理 ４ ｈ
和 ８ ｈ 后ꎬ发现在两个花生品种中 ＡｈＰＲＫ４ 的表达

量随着处理浓度的增加同样呈先增加后降低的趋

势ꎻ且在不同铝浓度处理 ８ ｈ 时ꎬＡｈＰＲＫ４ 在耐铝性

品种‘９９￣１５０７’中的响应比敏感性品种‘ ＺＨ２’更

剧烈ꎮ 综上所述ꎬ这些结果表明 ＡｈＰＲＫ４ 是铝胁迫

响应基因ꎮ
２.２ ＡｈＰＲＫ４ 的生物信息学分析

２.２.１ ＡｈＰＲＫ４ 蛋白理化性质、结构特征及亲缘关

系的分析　 分析 ＡｈＰＲＫ４(ＬＯＣ１１２７１８３３３)的序列

信息可知ꎬ该基因 ＣＤＳ( ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ) 全长为

２ ０２２ ｂｐꎬ编码 ６７３ 个氨基酸ꎮ 经预测该蛋白质分

子量为 ７４.９２ ｋＤꎬ理论等电点为 ６.０６ꎻ ＡｈＰＲＫ４ 蛋

白 Ｎ 端具多个亮氨酸重复结构域ꎬＣ 端具丝氨酸 /
苏氨酸特异性蛋白激酶结构域ꎬ激酶域含有 ＡＴＰ
结合位点ꎬ并与其他物种 ＰＲＫ 成员的激酶域具较

高的同源性(图 ２)ꎻＡｈＰＲＫ４ 蛋白含有两个跨膜

域ꎬ属于膜功能蛋白ꎮ 因此ꎬＡｈＰＲＫ４ 蛋白属于具

有跨膜域和信号肽的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶ꎮ
进化树构建结果显示 ＡｈＰＲＫ４ 独立成一个分

支ꎬ与比对的 ９ 个物种之间有较大的差异ꎻ 拟南芥

中ꎬＡｈＰＲＫ４ 与 ＡｔＰＲＫ１ 和 ＡｔＰＲＫ４ 有较高的同源

性(图 ３)ꎮ 进一步查询花生 ＬＲＲ￣ＲＬＫ 家族分类ꎬ
ＡｈＰＲＫ４ 属于 ＬＲＲ￣ＩＩＩ 蛋白激酶家族(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)ꎮ 经预测 ＡｈＰＲＫ４ 具可磷酸化的氨基酸位

点ꎬ包括丝氨酸( Ｓ)和苏氨酸(Ｔ)ꎮ 因此ꎬＡｈＰＲＫ４
可能与 ＡｔＰＲＫ１ 和 ＡｔＰＲＫ４ 具相近的功能ꎬ可能发

生磷酸化ꎮ
２.２.２ ＡｈＰＲＫ４ 启动子分析和互作蛋白预测 　 经花

生基因组序列提取ꎬ得到 ＡｈＰＲＫ４ 基因 ＡＴＧ 前长

２ ０００ ｂｐ 的启动子序列ꎮ 分析启动子元件ꎬ结果表

明:ＡｈＰＲＫ４ 的启动子元件包括生长素响应元件、
ＡＢＡ 响应元件、 ＭｅＪＡ 响应元件等激素响应元件ꎬ

３７０１６ 期 苏桂军等: 花生铝响应类受体蛋白激酶 ＡｈＰＲＫ４ 的原核表达分析



Ａ. １００ μｍｏｌＬ￣１不同铝处理时间ꎻ Ｂ. 不同浓度铝处理 ４ ｈꎻ Ｃ. 不同浓度铝处理 ８ ｈꎮ 不同小写字母代表 ０.０５ 水平上存在差异ꎮ
Ａ. １００ μｍｏｌＬ￣１ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎻ Ｂ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ４ ｈꎻ Ｃ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ８ ｈ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ｔｈｅ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.

图 １　 ＡｈＰＲＫ４ 在铝处理下的表达分析
Ｆｉｇ. １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４ ｕｎｄｅｒ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

光调控元件ꎬ干旱胁迫响应元件和 ６０ Ｋ 蛋白结合

位点(图 ４:Ａ)ꎮ 以拟南芥数据库为筛选基础ꎬ筛
选 ＡｈＰＲＫ４ 的相互作用蛋白ꎬ发现 ＡｈＰＲＫ４ 可与

多个蛋白存在互作ꎬ包括 ＬＭＫ１( ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ ｗｉｔｈ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｌｅｃｔｉｎ￣ｌｉｋｅ
ｄｏｍａｉｎ １)、 ＡＢＣＢ１６ ( ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ Ｂ１６)、
ＰＭＥ３０ (ｐｅｃｔｉｎ ｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ ３０)、激酶 ＡＴ１Ｇ３４４２０
( ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ )、 ＨＡＫ１ ( ＨＤＳ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＲＬＫ１ )、
ＰＥＰＲ２(ＰＥＰ１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２)、ＡＴ１Ｇ１２４６０( ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ
ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ )、 ＡＴ１Ｇ２４６５０
( ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ)、
ＦＥＩ１、ＡＴ１Ｇ４９１００ ( ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ)(图 ４:Ｂ)ꎬ推测 ＡｈＰＲＫ４ 可能参与激

素调控、细胞死亡、非生物胁迫应答、生物防御、细
胞壁膨大等调控过程ꎮ
２.３ ＡｈＰＲＫ４ 激酶域克隆和原核表达载体构建

以‘ ＺＨ２’根尖 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ克隆到 ＡｈＰＲＫ４
胞内域片段 ( ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ) (图 ５:Ａ) ꎬ序列长度

为１ １２２ ｂｐꎬ与目的片段 ( ＬＯＣ１０７４７０８８４) 序列

１００％同源ꎮ 连接 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 片段和 ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１
载体ꎬ获 得 重 组 质 粒 ( ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ￣ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１)
(图 ５:Ｂ) ꎮ
２.４ 重组蛋白诱导表达和纯化

将含有 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ￣ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１ 重组质粒的

Ｒｏｓｅｔｔａ 菌株在 １６ ℃ 、０.５ ｍｍｏｌＬ ￣１ ＩＰＴＧ 环境中

培养ꎬ在约 ７１ ｋＤ 处发现诱导后的上清液中有加

深的特异性条带ꎬ表明其以可溶性的形式存在于

上清液中(图 ６) ꎮ ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白用

Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４Ｂ 填料纯化ꎬ在结合后用

ＰＢＳ 洗脱无明显条带 (图 ７:Ａ) ꎬ表明层析柱与

ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重 组 蛋 白 结 合 较 好ꎬ 后 经

Ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 洗脱后获得了条带单一且位置正确

的目的条带ꎬ表明 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白已

成功纯化ꎮ 将获得的 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 纯化蛋白

根据携带的标签蛋白经特异性 ＧＳＴ 一抗孵育ꎬ进
行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 验证ꎬ可以发现在约 ７１ ｋＤ 处出

现清晰的特异性目的条带 (图 ７:Ｂ) ꎬ表明 ＧＳＴ￣
ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白纯化效果较好ꎮ
２.５ 重组蛋白体外磷酸化检测

将纯化的 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 蛋白进行体外磷

酸化实验ꎬ用磷酸化抗体检测磷酸化水平ꎬ用 ＧＳＴ
抗体标定上样水平ꎮ 由图 ８ 可知ꎬ两个磷酸化抗

体孵育后ꎬ均能在目标蛋白位置处检测到条带ꎬ磷
酸化苏氨酸抗体( ａｎｔｉ￣ｐＴ)有着更强的磷酸化信

号ꎬ磷酸化酪氨酸抗体( ａｎｔｉ￣ｐＹ)信号较弱ꎬ表明该

蛋白在原核诱导的过程中已经发生了磷酸化修

饰ꎮ 但与对照组相比ꎬＡＴＰ 处理并未使得条带有

加深的现象(图 ８)ꎬ暗示 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 蛋白不存在

体外自磷酸化活性ꎮ
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红线表示跨膜域ꎻ 紫框表示 ＬＲＲ 结构域ꎻ 红三角表示 ＡＴＰ 结合位点 / 活性位点ꎻ 五角星表示活性位点ꎻ 黑线表示激酶域ꎮ
Ａｈ. 花生ꎻ Ａｔ. 拟南芥ꎻ Ａｐ. 非洲相思子ꎻ Ｍｔ. 蒺藜苜蓿ꎻ Ｖｕ. 豇豆ꎻ Ｇｍ. 大豆ꎻ Ｃａ. 小果咖啡ꎻ Ｃｓ. 茶ꎮ 蛋白序列号依次为 ＸＰ＿
０２９１４５２４９.１、ＡＴ３Ｇ２０１９０.１、ＡＴ５Ｇ３５３９０.１、ＡＴ５Ｇ２０６９０.１、ＸＰ＿０２７３５６８８４.１、ＸＰ＿０３９６８７７４０.１、ＸＰ＿０２７９０５２４６.１、ＸＰ＿００３５２３７２３.２、
ＸＰ＿０２７１２４１００.１、ＸＰ＿０２８０９０５４８.１ꎮ 下同ꎮ
Ｒｅｄ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎꎻ ｐｕｒｐｌｅ ｆｒａｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ＬＲＲ ｄｏｍａｉｎꎻ ｒｅｄ ｔｒｉａｎｇｌｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｒ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅꎻ
ｐｅｎｔａｇｒａｍ ｉｎｄｉｃａｔｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅꎻ ｂｌａｃｋ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ. Ａｈ. Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅꎻ Ａｔ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ａｐ. Ａｂｒｕｓ ｐｒｅｃａｔｏｒｉｕｓꎻ
Ｍｔ. Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａꎻ Ｖｕ. Ｖｉｇｎａ ｕｎｇｕｉｃｕｌａｔａꎻ Ｇｍ. Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎻ Ｃａ. Ｃｏｆｆｅａ ａｒａｂｉｃａꎻ Ｃｓ. Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ. Ｔｈｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: ＸＰ＿０２９１４５２４９.１ꎬ ＡＴ３Ｇ２０１９０.１ꎬ ＡＴ５Ｇ３５３９０.１ꎬ ＡＴ５Ｇ２０６９０.１ꎬ ＸＰ＿０２７３５６８８４.１ꎬ ＸＰ＿０３９６８７７４０.１ꎬ ＸＰ＿
０２７９０５２４６.１ꎬ ＸＰ＿００３５２３７２３.２ꎬ ＸＰ＿０２７１２４１００.１ꎬ ａｎｄ ＸＰ＿０２８０９０５４８.１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 花生与其他物种 ＰＲＫ 氨基酸序列比对
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＲＫ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｅａｎｕｔ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

５７０１６ 期 苏桂军等: 花生铝响应类受体蛋白激酶 ＡｈＰＲＫ４ 的原核表达分析



图 ３　 ＡｈＰＲＫ４ 进化树分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４

３　 讨论与结论

目前对 ＰＲＫ 家族在胁迫应答机理的研究还未

见系统的报道ꎬ仅在拟南芥突变体 ｐｒｋ１ 缺水处理

下发现ꎬ相较野生型来说ꎬ该突变体会积累 ３.２ 倍

的脯 氨 酸 来 响 应 低 水 量 胁 迫 ( Ｖｅｒｓｌｕｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４)ꎮ 前人研究也表明随着铝处理浓度的增加

和铝处理时间的延长ꎬ花生根系游离脯氨酸的含

量整体呈递增的趋势(徐芬芬等ꎬ２０１４)ꎮ 本研究

在对铝处理下花生根尖 ＡｈＰＲＫ４ 转录水平的检测

图 ４　 ＡｈＰＲＫ４ 启动子元件分析及互作蛋白分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｌｅｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４

Ａ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １. 扩增产物ꎮ Ｂ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １ꎬ２ꎬ３. 质粒样品编号ꎮ
Ａ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｂ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １ꎬ２ꎬ３. Ｐｌａｓｍｉｄ ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ.

图 ５　 ＰＣＲ 扩增 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 片段及重组质粒电泳检测
Ｆｉｇ. ５　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
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Ｍ. 蛋白 ｍａｒｋｅｒꎻ １. 未诱导的总蛋白ꎻ ２. ＩＰＴＧ 诱导后的总
蛋白ꎻ ３. ＩＰＴＧ 诱导后裂解液上清ꎻ ４. ＩＰＴＧ 诱导后裂解液
沉淀ꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｔｏｔａｌ ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ２. ＩＰＴＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ３. ＩＰＴＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔꎻ ４. ＩＰＴＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｅｒｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ.

图 ６　 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 原核表达蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ电泳分析
Ｆｉｇ. ６　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ

ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ

中也发现 ＡｈＰＲＫ４ 是一个铝胁迫响应基因ꎬ进一步

分析 ＡｈＰＲＫ４ 的表达水平发现其在两个铝耐性不

同的花生品种中的表达模式不同ꎬ在不同铝浓度

处理下ꎬＡｈＰＲＫ４ 表达水平均显著提高ꎬ在铝处理 ８
ｈ 后ꎬ在耐铝品种‘９９￣１５０７’中的表达上调更强烈ꎬ
暗示 ＡｈＰＲＫ４ 是花生耐铝相关基因ꎬ在铝胁迫下ꎬ
ＡｈＰＲＫ４ 是否与 ＡｔＰＲＫ１ 功能类似而与应激脯氨

酸之间有关联? 有待进一步研究ꎮ
ＡｈＰＲＫ４ 蛋白与其他物种的 ＰＲＫ 成员的激酶

域具有较高的同源性ꎬ表明此结构域在不同物种

ＰＲＫ 以及同一物种不同 ＰＲＫ 成员的保守性ꎮ 系

统进化树中ꎬＡｈＰＲＫ４ 与 ＡｔＰＲＫ４ 以及 ＡｔＰＲＫ１ 在

同一 大 分 支 上ꎬ 具 有 较 近 的 亲 缘 关 系ꎬ 其 中

ＡｔＰＲＫ４ 与 ＡｔＮＥＴ２Ａ 互作共同参与微管运动来调

控花粉管发育(Ｄｕｃｋｎｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ ＡｔＰＲＫ１ 可

Ｍ. 蛋白 ｍａｒｋｅｒꎮ Ａ: １. 经 ＩＰＴＧ 诱导后的总蛋白ꎻ ２. ＩＰＴＧ 诱导后裂解液上清ꎻ ３. 流穿液ꎻ ４ꎬ ５. ＰＢＳ 洗脱液ꎻ ６ꎬ ７. 纯化蛋白样
品ꎮ Ｂ: １ꎬ ２. ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 纯化蛋白ꎻ ３ꎬ ４. ＧＳＴ 标签蛋白ꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ. Ａ: １. ＩＰＴＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ２. ＩＰＴＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔꎻ ３. Ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈ ｂｕｆｆｅｒꎻ ４ꎬ ５. ＰＢＳ ｗａｓｈ ｂｕｆｆｅｒꎻ ６ꎬ ７.
Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｂ: １ꎬ ２. ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ３ꎬ ４. ＧＳＴ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ７　 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白的纯化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测
Ｆｉｇ. ７　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

在水势胁迫下通过脯氨酸响应胁迫( Ｖｅｒｓｌｕｅｓ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１４) ꎬ故 ＡｈＰＲＫ４ 也可能参与花粉管发育

和响应胁迫中ꎮ 以 ＡｈＰＲＫ４ 的拟南芥同源蛋白

ＡｔＰＲＫ４ 的 序 列 在 拟 南 芥 数 据 库 中 筛 选 预 测

ＡｈＰＲＫ４ 的互作蛋白ꎬ发现互作蛋白中以各类型

激酶最多ꎬ同时预测 ＡｈＰＲＫ４ 具有磷酸化位点ꎬ
故 ＡｈＰＲＫ４ 可能以磷酸化与各类型激酶之间形

成调控网络ꎮ 在预测的互作蛋白中ꎬ部分蛋白功

能已有报道ꎬ其中 ＬＭＫ１ 调控叶片死亡( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０) ꎬＨＡＫ１ 可 与 ＰＢＬ２７ 蛋 白 互 作 参 与 ＨＤＳ
( ｈｅｒｂｉｖｏｒｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｄａｎｇｅｒ) 防 御 反 应 ( Ｕｅｍｕｒａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０) ꎬＰＥＰＲ２ 参与 ＢＳＣＴＶ( ｂｅｅｔ ｓｅｖｅｒｅ ｃｕｒｌｙ
ｔｏｐ ｖｉｒｕｓ) 病 害 防 御 ( Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ ) ꎬ 推 测

ＡｈＰＲＫ４ 在胁迫防御中起作用ꎬ进一步验证其互

作蛋白对探究 ＡｈＰＲＫ４ 在铝胁迫中的响应机制

具有重要意义ꎮ 除此之外ꎬ本研究对 ＡｈＰＲＫ４ 基

因的启动子元件进行预测ꎬ发现该基因启动子区

域含有生长素和 ＡＢＡ 响应元件ꎮ 生长素在植物

铝胁迫响应信号传递途径中发挥作用ꎬ铝胁迫下

植物的生长素在根尖的细胞分布和在细胞的运

输可能会受到影响ꎬ进而导致根长受到抑制(吴

道铭等ꎬ ２０１４) ꎻ除生长素外ꎬ在大豆铝胁迫与

ＡＢＡ 实验中也发现ꎬ大豆根尖内源 ＡＢＡ 与铝处

理时间和铝处理浓度呈正相关关系ꎬ并且 ＡＢＡ
处理 可 减 少 铝 胁 迫 下 的 氧 化 伤 害 ( 侯 宁 宁ꎬ
２００９) ꎮ 故 ＡＢＡ 和生长素是否也调控花生铝胁

迫? 有待进一步研究ꎮ
ＡｈＰＲＫ４ 属于 ＬＲＲ￣ＩＩＩ 类受体蛋白激酶家族

７７０１６ 期 苏桂军等: 花生铝响应类受体蛋白激酶 ＡｈＰＲＫ４ 的原核表达分析



Ｍ. 蛋白 ｍａｒｋｅｒꎻ － / ＋. 是否添加 ＡＴＰꎻ ａｎｔｉ￣ｐＹ. 酪氨酸磷酸
化抗体ꎻ ａｎｔｉ￣ｐＴ. 苏氨酸磷酸化抗体ꎻ ａｎｔｉ￣ＧＳＴ. ＧＳＴ 标签
抗体ꎮ 蛋白 ｍａｒｋｅｒ 处蓝色条带表示 ７０ ｋＤ 蛋白位置ꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ － / ＋. Ｗｈｅｔｈｅｒ ＡＴＰ ｉｓ ａｄｄｅｄꎻ ａｎｔｉ￣ｐＹ.
Ｐｈｏｓｐｈｏ￣ｔｙｒｏｓｉｎｅ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻ ａｎｔｉ￣ｐＴ. Ｐｈｏｓｐｈｏ￣ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻ
ａｎｔｉ￣ＧＳＴ. ＧＳＴ￣Ｔａｇ ｍｏｕｓｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ. Ｔｈｅ ｂｌｕｅ ｂａｎｄ ｏｆ
ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ７０ ｋＤ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ８　 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白自磷酸化检测
Ｆｉｇ. ８　 Ａｕｔｏ￣ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＳＴ￣

ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

的成员之一ꎬ具丝氨酸 /苏氨酸激酶域ꎬ并经预测

具有磷酸化位点ꎬ为了验证 ＡｈＰＲＫ４ 是否可发生

磷酸化及探究 ＡｈＰＲＫ４ 的活性ꎬ本研究采用原核

表达和亲和柱层析的方法获得 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组

蛋白来探究其生物功能ꎬ在蛋白诱导过程中ꎬ１６
℃条件下可获得较好的诱导效果ꎮ 本研究已成

功诱导并纯化得到 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白ꎬ
体外磷酸化抗体孵育检测 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白

可以发生磷酸化修饰ꎬ但在酪氨酸位点的磷酸化

修饰水平极低ꎬ由于我们使用的磷酸化苏氨酸抗

体( Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ９３８１) 对磷酸化丝

氨酸残基也有一定的识别能力ꎬ所以我们认为

ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 的磷酸化修饰主要发生在丝 /苏氨

酸残基上ꎮ 在本研究中ꎬ我们未检测到 ＡｈＰＲＫ４￣
ＣＤ 的自磷酸化活性ꎬ一方面ꎬ可能是 ＡｈＰＲＫ４ 蛋

白的自磷酸化活性较低ꎬ需要采用更灵敏的检测

手段ꎬ如同位素标记等方法来进行检测ꎻ另一方

面ꎬＡｈＰＲＫ４ 也可能是一种需要被其他因子磷酸

化来共同发挥作用的辅助蛋白ꎬ仍需要进一步实

验探究ꎮ
综上所述ꎬＡｈＰＲＫ４ 为铝胁迫应答基因ꎬ该基

因启动子区域含有胁迫激素应答元件ꎬ预测的互

作蛋白也可在胁迫下起作用ꎮ 在此基础上ꎬ采用

原核表达的技术成功诱导得到 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 纯化

蛋白ꎬ并验证其可以发生磷酸化修饰ꎬ为探究该

蛋白在花生铝胁迫中的调控功能奠定了基础ꎮ
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土壤因子与华重楼生物量和药效成分含量相关性分析

夏　 科１ꎬ 赵志国１ꎬ 吴巧芬１ꎬ 李秀娟１ꎬ 郑文俊２ꎬ 仇　 硕１ꎬ２∗

( １. 广 西壮族自治区
中 国 科 学 院

广西植物研究所ꎬ 广西植物功能物质与资源持续利用重点实验室ꎬ

广西 桂林 ５４１００６ꎻ ２. 桂林理工大学 旅游与风景园林学院ꎬ 广西 桂林 ５４１００６ )

摘　 要: 为研究土壤因子对华重楼生长和药效成分积累的影响ꎬ该研究利用高效液相色谱技术(ＨＰＬＣ)以
及相关性和多元线性回归分析方法ꎬ测定了华重楼不同产地土壤成分、样品的生物量和重楼皂苷的含量ꎬ分
析了土壤因子与华重楼生物量和药效成分的相关性ꎮ 结果表明:(１)不同产地土壤成分和华重楼产量及其

重楼皂苷含量均有差异ꎮ (２)相关性分析显示ꎬ干重与有机质、全氮、碱解氮显著正相关ꎬ重楼皂苷Ⅰ与有机

质和速效磷显著正相关ꎬ重楼皂苷Ⅱ与速效磷和速效钾显著正相关ꎬ而重楼皂苷Ⅶ与土壤各因子的相关性

不显著ꎮ (３)多元线性回归分析显示ꎬ影响干重的主导因子为碱解氮ꎬ影响重楼皂苷Ⅰ的主导因子为有机

质ꎬ影响重楼皂苷Ⅱ的主导因子为速效磷ꎬ而重楼皂苷Ⅱ与碱解氮呈线性负相关ꎮ 综合分析认为ꎬ影响华重

楼干重的土壤因子主要是碱解氮ꎬ而影响华重楼皂苷含量的土壤因子主要为有机质和速效磷ꎬ该研究结果

为华重楼的人工栽培提供了理论依据ꎮ
关键词: 华重楼ꎬ 土壤因子ꎬ 产量ꎬ 重楼皂苷ꎬ 相关性分析
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　 　 华重楼(Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)为百合

科(Ｌｉｌｉａｃｅａｅ)重楼属(Ｐａｒｉｓ Ｌ.)多年生草本植物ꎬ
主要分布于我国云南、贵州、广西、四川等地ꎬ为七

叶一枝花变种之一(中国植物志ꎬ１９７８)ꎬ华重楼与

云南重楼为«中国药典»收入的 ２ 个重楼属基源植

物ꎮ 华重楼以根茎入药ꎬ具有清热解毒、消肿止

痛、凉肝定惊之功效ꎬ是云南白药等多种中成药的

主要原料(中华人民共和国药典ꎬ２０２０)ꎮ 现代化

学和药理研究表明ꎬ华重楼中主要活性成分为重

楼皂苷ꎬ临床上常被用于抗肿瘤、抗菌、止血、镇痛

等(刘帅等ꎬ２０２０)ꎮ
药用植物的药效成分及其含量是衡量中药质

量的重要指标ꎮ 药效成分大多为次级代谢产物ꎬ
既受自身遗传因素的影响ꎬ也受生长环境因素的

影响 (吴 庆 生 等ꎬ ２００２ꎻ卜 静 等ꎬ ２０１２ꎻ 任 平 等ꎬ
２０１９)ꎮ 重楼属植物主要药效成分为重楼皂苷ꎬ其
含量的积累受土壤水分(梁娟等ꎬ２０１４)、环境温度

(梁娟等ꎬ２０１６)、光质(李铂等ꎬ２０１９)以及土壤肥

力(郑梅霞等ꎬ２０２０)等因素的影响较大ꎬ而受经纬

度和海拔高低的影响较小ꎮ 刘哲等(２０１９)报道了

氮、磷、钾配施有利于提高华重楼块茎生物量及总

皂苷含量ꎻ刘哲等(２０２０)研究发现ꎬ速效磷和速效

钾是影响皂苷含量的主要土壤因子ꎮ 近年来ꎬ华
重楼的人工种植越来越多ꎬ各种林下套种、遮阴种

植、露天种植均有进行ꎬ但产量和质量差别较大ꎬ
如皂苷总含量有的高达 ５.０８％ꎬ有的则达不到«中
国药典»规定标准 ０.６％ꎬ有的成分含量很低或检

测不到(刘哲等ꎬ２０２０)ꎮ 造成这种现象的原因至

今未见有报道ꎮ 鉴于此ꎬ有关土壤因子等对重楼

属植物特别是华重楼和滇重楼的生长及药效成分

积累的影响仍需要更多研究和进一步分析ꎮ
本研究收集我国广西、湖南等地不同种植环

境的华重楼及生长地土壤ꎬ并调查样品的生长势ꎬ
测定其鲜重和干重ꎻ提取重楼皂苷成分ꎬ并利用高

效液相色谱技术(ＨＰＬＣ)检测重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅶ
的含量ꎻ同时ꎬ检测土壤的 ｐＨ 值、有机质、全氮、全
磷、全钾、碱解氮、速效磷及速效钾的含量ꎻ采用相

关性和多元线性回归法分析土壤因子与干重和重

楼皂苷含量之间的相关性ꎬ进而分析土壤因子对

华重楼干重和重楼皂苷含量的影响ꎬ以期为华重

楼的人工栽培提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

华重楼的种植地为广西资源的两水乡、瓜里

乡、梅溪镇和广西那坡龙谷乡、广西融水杆洞乡以

及湖南新宁崀山镇ꎬ种植方式分为 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４、
Ｓ５、Ｓ６、Ｓ７ꎮ

Ｓ１:广西资源两水乡、落叶阔叶林ꎻＳ２:广西资

源瓜里乡、杉木林ꎻＳ３:广西资源瓜里乡、毛竹林ꎻ
Ｓ４:广西资源梅溪镇、７５％的遮阳网ꎻＳ５:湖南新宁

崀山镇、落叶阔叶林ꎻＳ６:广西那坡龙合乡、落叶阔

叶林ꎻＳ７:广西融水杆洞乡、露地栽培ꎮ 种植地均

为海拔 ６００ ~ １ ３００ ｍ 的山区ꎬ除了 Ｓ４ 和 Ｓ７ 以外ꎬ
其余种植地林下郁闭度均在 ０.７ 以上ꎮ 种苗均为

根茎分株繁殖苗ꎬ种植时间 ４ ａꎬ每个种植地的管

理基本保持一致ꎮ
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１.２ 样品采收和指标测定

每年观察植株长势情况ꎬ于种植后第 ４ 年的

１０ 月ꎬ采用等距取样法采挖根茎ꎬ每个种植地选择

３ 个采样点ꎬ每个采样点面积为 １ ｍ × ２ ｍꎬ每个采

样点随机采挖 ９ 株ꎬ洗净ꎬ去根ꎬ称取鲜重ꎬ置于烘

箱烘干至恒重ꎬ称干重ꎬ并分别检测重楼皂苷Ⅰ、
重楼皂苷Ⅱ、重楼皂苷Ⅶ的含量ꎬ计算出这 ３ 种皂

苷的总和ꎬ同时分别采挖种植地土壤ꎬ进行土壤营

养成分分析ꎮ
１.３ 重楼皂苷的提取

重楼皂苷提取参照 ２０２０ 年版«中国药典»的

提取方法(中华人民共和国药典ꎬ２０２０)ꎮ 取干粉

末过 ３ 号筛ꎬ精密称定 ０.５ ｇꎬ置于具塞锥形瓶中ꎬ
加入乙醇 ２５ ｍＬꎬ称定重量ꎬ加热回流 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ
放冷ꎬ再称定重量ꎬ用乙醇补足减失的重量ꎬ摇匀ꎬ
滤过ꎬ取续滤液进行 ＨＰＬＣ 检测重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ、
Ⅶ的成分ꎮ
１.４ 重楼皂苷的高效液相检测

对照品溶液配制:对照品均由成都恩斯特生物

技术有限公司提供ꎬ精密称取重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅶ各

对照品适量ꎬ分别加入甲醇溶解ꎬ配制成含重楼皂

苷Ⅰ ０.５６３ ｍｇｍＬ￣１、重楼皂苷Ⅱ ０.５０６ ｍｇｍＬ￣１、
重楼皂苷Ⅶ ０.５０７ ｍｇｍＬ￣１的混合对照品溶液ꎮ

色谱条件(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２):流动相乙腈(Ａ)－
水(Ｂ)ꎬ梯度洗脱(０ ~ ４０ ｍｉｎꎬ３０％ ~ ６０％ Ａꎻ４０ ~ ４５
ｍｉｎꎬ６０％~９０％ Ａꎻ４５ ~ ５５ ｍｉｎꎬ９０％ Ａꎻ５５ ~ ５６ ｍｉｎꎬ
９０％~３０％Ａꎻ５６ ~ ６４ ｍｉｎꎬ ３０％ Ａ)ꎻ检测波长 ２０３
ｎｍꎻ体积流量 １. ０ ｍＬｍｉｎ￣１ꎻ柱温 ３５ ℃ꎻ进样量

１０ μＬꎮ
１.５ 土壤成分检测

土壤的 ｐＨ 值、有机质、全氮、全磷、全钾、碱解

氮、速效磷、速效钾含量分别按照林业标准( ＬＹ / Ｔ
１２３９—１９９９、 ＬＹ / Ｔ １２３７—１９９９、 ＬＹ / Ｔ １２２８—
２０１５、ＬＹ / Ｔ １２３２—２０１５、ＬＹ / Ｔ １２３４—２０１５、ＬＹ / Ｔ
１２２８—２０１５、 ＬＹ / Ｔ ２４４５—２０１５、 ＬＹ / Ｔ ２４４５—
２０１５)进行测定ꎬ根据全自动间断化学分析仪

(Ｄｅｃｈｅｍ￣Ｔｅｃｈ ＣｌｅｖｅｒＣｈｅｍ ３８０) 分析结果进行统

计ꎬ每个样品进行 ３ 次重复ꎮ
１.６ 数据分析

重楼 皂 苷 含 量 按 外 标 一 点 法 计 算ꎮ 计 算

公式:
皂苷含量 (％) ＝ ( Ａ１ ×Ｃ × Ｖ × １００) / ( Ａ２ ×Ｗ ×

１ ０００)ꎮ

式中: Ａ１为样品峰面积ꎻＡ２为对照品峰面积ꎻＣ
为对照品浓度ꎻＶ 为稀释倍数ꎻＷ 为样品称样量ꎻ统
计数据使用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＳＰＳＳ １９.０ 软件处理ꎻ品种的

聚类分析使用 ＳＰＳＳ １９.０ 软件进行分析ꎻ皂苷成分

与土壤等相关性分析和多元线性回归法分析使用

ＳＰＳＳ １９.０ 软件进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 不同种植地土壤条件及华重楼生长情况比较

不同种植地土壤特性及华重楼生长情况见表

１ 和表 ２ꎮ 由表 １ 可知ꎬ７ 个样本的 ｐＨ 值在 ４.７３ ~
６.４８ 之间ꎬ均为酸性土壤ꎬ瓜里乡、崀山镇、龙合乡

生长地的有机质含量较丰富ꎬ瓜里乡杉木林、梅溪

镇、崀山镇、龙合乡土壤全氮含量较丰富ꎬ梅溪镇

和崀山镇全磷含量较丰富ꎬ除了两水乡和杆洞乡

外ꎬ其余种植地碱解氮含量较丰富ꎬ梅溪镇速效磷

含量较丰富ꎬ崀山镇速效钾含量较丰富ꎮ 由表 ２
可知ꎬＳ２ 和 Ｓ６ 鲜重分别为 １６７.４５ ｇ 和 １７８.４５ ｇꎬ
差异不大ꎬ而两者的干重分别为 ５２.３３ ｇ 和 ６３.７３
ｇꎬ差异较大(Ｐ< ０. ０５)ꎬ表明 Ｓ２ 鲜货的含水量比

Ｓ６ 高ꎬ而 Ｓ６ 干重显著高出其他种植地样品 １.２ ~
８.６ 倍ꎻ露地种植的 Ｓ７ 产量最低ꎬ干重仅为 ７.４０ ｇꎬ
远低于其余样品(Ｐ<０.０５)ꎻ同一地区不同生长环

境的 ２ 个样品ꎬ干重存在差异ꎬＳ２ 是 Ｓ３ 的 １. ９１
倍ꎮ 由表 ２ 还可知ꎬ林下栽培或遮阳种植的样品

生长较好ꎬ植株比较健壮ꎬ而露地种植的样品产量

比较低ꎬ长势较差、植株比较弱小ꎬ表明光照强度

会影响其生长ꎮ
２.２ 不同种植地对重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅶ含量的影响

样品及混合对照品的离子色谱图见图 １ꎬ根据

各组分的峰面积计算出样品中 ３ 种重楼皂苷含

量ꎬ皂苷含量统计见表 ３ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ不同的生

长地根茎重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅶ以及 ３ 种皂苷的总含

量均有有差异ꎮ 从 ３ 种皂苷总量来看ꎬＳ２ 含量最

高ꎬ为 １.７７３％ꎬ与其他样品差异显著(Ｐ< ０. ０５)ꎻ
Ｓ１、Ｓ３、Ｓ６、Ｓ５ 含量较高ꎬ其中 Ｓ５ 和 Ｓ６ 含量超过

１.００％ꎬ Ｓ１ 和 Ｓ３ 含量分别为 ０.８８６％和 ０.９２７％ꎬ
均超过«中国药典»规定 ０.６００％的限量标准ꎻＳ４ 和

Ｓ７ 含量较低ꎬ分别为 ０. ５３６％和 ０. ５２０％ꎬ均未达

标ꎮ Ｓ６ 和 Ｓ５ 的重楼皂苷 Ｉ 含量较高ꎬ分别为

０.６５０％和 ０.５４７％ꎬ高于其他 ５ 个样品的重楼皂苷 Ｉꎬ
而 Ｓ７ 未检测到该成分ꎻ Ｓ５ 重楼皂苷Ⅱ含量最高ꎬ
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表 １　 不同种植地土壤特性的分析
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎ

编号
Ｎｏ.

土壤源
Ｓｏｉｌ ｓｏｕｒｃｅｓ

ｐＨ 值
ｐＨ ｖａｌｕｅ

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ
ｍａｔｔｅｒ

( ｇｋｇ ￣１)

全氮
Ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ
(ｇｋｇ ￣１)

全磷
Ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
( ｇｋｇ ￣１)

全钾
Ｔｏｔａｌ

ｐｏｔａｓｓｉｕｍ
(ｇｋｇ ￣１)

碱解氮
Ａｌｋａｌｉｎｅ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ

(ｍｇｋｇ ￣１)

速效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
(ｍｇｋｇ ￣１)

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

(ｍｇｋｇ ￣１)

Ｓ１ 两水阔叶林
Ｂｒｏａｄ￣ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ

ｉｎ Ｌｉａｎｇｓｈｕｉ

５.３８ ３４.９ １.１７ ０.６９ ４.８２ １１３ １１. ８ ７３.０

Ｓ２ 瓜里杉木林
Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ

ｆｏｒｅｓｔ ｉｎ Ｇｕａｌｉ

６.２７ ４９.９ ２.０６ ０.８１ ５１.６０ ２０８ ２８.５ ９９.６

Ｓ３ 瓜里竹林
Ｂａｍｂｏｏ ｆｏｒｅｓｔ ｉｎ Ｇｕａｌｉ

４.７６ ４０.６ １.４２ ０.４８ ４２.６０ １７３ ２５.８ ８３.２

Ｓ４ 梅溪荫棚
Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｈｅｄ ｉｎ Ｍｅｉｘｉ

５.９２ ２７.２ ３.５６ １.７２ ３０.６０ １７８ ４４.３ ６９.７

Ｓ５ 崀山阔叶林
Ｂｒｏａｄ￣ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ

ｉｎ Ｌａｎｇｓｈａｎ

６.４８ ５８.３ ３.０５ １.８４ ３４.００ １９８ ４２.７ １９２.３

Ｓ６ 龙合阔叶林
Ｂｒｏａｄ￣ｌｅａｖｅｄ ｆｏｒｅｓｔ

ｉｎ Ｌｏｎｇｈｅ

４.７３ ４８.４ ５.０４ １.０２ １９.８０ ２２９ ２９.９ １０２.７

Ｓ７ 杆洞露天
Ｆｉｅｌｄ ｉｎ Ｇａｎｄｏｎｇ

６.４０ １３.２１ １.６３ １.３２ ４３.４０ １３２ １０.４ ５３.６

表 ２　 不同种植地样品的生物量及长势
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｉｏｍａｓｓ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ

编号
Ｎｏ.

种植地
Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎ

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ
(ｍ)

鲜重
Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ

( ｇ)

干重
Ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ

( ｇ)

种植环境
Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

长势情况
Ｇｒｏｗｉｎｇ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ

Ｓ１ 广西资源两水
Ｌｉａｎｇｓｈｕｉꎬ Ｚｉｙｕａｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

８９４ １６５.４４±９.８７ｄ ４１.１１±０.４３ｃ 林下栽培
Ｕｎｄｅｒｓｔｏｒｙ

健壮
Ｓｔｒｏｎｇ

Ｓ２ 广西资源瓜里
Ｇｕａｌｉꎬ Ｚｉｙｕａｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

６１５ １６７.４５±１９.２３ａｂ ５２.３３±６.０１ｂ 林下栽培
Ｕｎｄｅｒｓｔｏｒｙ

健壮
Ｓｔｒｏｎｇ

Ｓ３ 广西资源瓜里
Ｇｕａｌｉꎬ Ｚｉｙｕａｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

６１５ １４３.７５±１８.５８ｂｃ ２７.４４±２.９５ｂｃ 林下栽培
Ｕｎｄｅｒｓｔｏｒｙ

健壮
Ｓｔｒｏｎｇ

Ｓ４ 广西资源梅溪
Ｍｅｉｘｉꎬ Ｚｉｙｕａｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

９６１ １３７.１７±１８.５７ｃ ４１.５７±２.６９ｃ 遮阳栽培
Ｓｕｎ ｓｈａｄｅ

健壮
Ｓｔｒｏｎｇ

Ｓ５ 湖南新宁崀山
Ｌａｎｇｓｈａｎꎬ Ｘｉｎｎｉｎｇꎬ Ｈｕｎａｎ

６０１ １３７.３５±２８.６９ｃ ４５.７８±４.５２ｂｃ 林下栽培
Ｕｎｄｅｒｓｔｏｒｙ

健壮
Ｓｔｒｏｎｇ

Ｓ６ 广西那坡龙合
Ｌｏｎｇｈｅꎬ Ｎａｐｏꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１２６０ １７８.４５±１０.６７ａ ６３.７３±２.３２ａ 林下栽培
Ｕｎｄｅｒｓｔｏｒｙ

健壮
Ｓｔｒｏｎｇ

Ｓ７ 广西融水杆洞
Ｇａｎｄｏｎｇꎬ Ｒｏｎｇｓｈｕｉꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

６６４ ２４.４３±４.５２ｅ ７.４０±１.３７ｅ 露地栽培
Ｅｘｐｏｓｅｄ

弱小
Ｗｅａｋ

　 注: 不同小写字母表示差异显著 (Ｐ<０.０５)ꎻ ｎ＝ ３ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５)ꎻ ｎ＝ ３. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

为 ０.３８６％ꎬ其次是 Ｓ６ 的样品ꎬ含量为 ０.２４５％ꎬ而
其他 ５ 个样品的重楼皂苷Ⅱ含量不足 ０.２％ꎻＳ２ 重

楼皂苷Ⅶ含量最高ꎬ为 １.３８７％ꎬ与其他 ６ 个样品差

异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ而其他 ６ 个样品的重楼皂苷Ⅶ
含量不足 ０.５％ꎮ

２.３ 土壤因子与华重楼干重和重楼皂苷含量之间

的相关性分析

将华重楼干重、重楼皂苷 Ｉ、重楼皂苷Ⅱ、重楼

皂苷Ⅶ、土壤 ｐＨ 值、有机质、全氮、全磷、全钾、碱
解氮、 速效磷、 速效钾的含量进行相关性分析ꎬ 结
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Ａ. 空白对照ꎻ Ｂ. 混合对照品ꎻ Ｃ. 样品ꎻ １. 重楼皂苷Ⅶꎻ ２. 重楼皂苷Ⅱꎻ ３. 重楼皂苷Ⅰꎮ
Ａ. Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ. Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓꎻ Ｃ. Ｓａｍｐｌｅꎻ １. Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ Ⅶꎻ ２. ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅡꎻ ３. Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ Ｉ.

图 １　 样品的 ＨＰＬＣ 色谱图
Ｆｉｇ. １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ
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表 ３　 华重楼的重楼皂苷含量
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

编号
Ｎｏ.

重楼皂苷含量 Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

重楼皂苷 Ｉ
Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ Ｉ

重楼皂苷Ⅱ
ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅡ

重楼皂苷Ⅶ
ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅦ

皂苷总量
Ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ

Ｓ１ ０.４１２±０.０４１ｂｃ ０.１８１±０.０５１ｂ ０.２９３±０.０９６ｂ ０.８８６±０.１６２ｂ

Ｓ２ ０.２８１±０.０７１ｃ ０.１０５±０.０２０ｂ １.３８７±０.１６２ａ １.７７３±０.２３０ａ

Ｓ３ ０.３８１±０.０７１ｃ ０.１１６±０.０７４ｂ ０.４６４±０.０９７ｂ ０.９２７±０.０８５ｂ

Ｓ４ ０.１４６±０.０５１ｃ ０.０９７±０.０３７ｂ ０.１３８±０.０２４ｂ ０.５３６±０.１０９ｃ

Ｓ５ ０.５４７±０.０７７ａｂ ０.３８６±０.０３４ａ ０.１１３±０.０２５ｂ １.０４７±０.０５５ｂ

Ｓ６ ０.６５０±０.１７７ａ ０.２４５±０.０５１ａｂ ０.２１１±０.０３７ｂ １.１０７±０.１６０ｂ

Ｓ７ — ０.１５１±０.０３８ｃ ０.３３６±０.０５８ｂ ０.５２０±０.０８５ｃ

　 注: — 代表未检测出成分ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: — ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ.

果见表 ４ꎮ 由表 ４ 可知ꎬ干重与碱解氮、全氮及有

机质显著正相关ꎬ而与土壤 ｐＨ 值和全钾呈负相

关ꎻ此外ꎬ干重与重楼皂苷 Ｉ 显著性正相关ꎬ而与重

楼皂苷Ⅶ呈负相关ꎮ 重楼皂苷 Ｉ 与有机质和速效

磷呈显著性正相关ꎬ与速效钾其次ꎬ而与 ｐＨ 值、全
磷和全钾呈负相关ꎮ 重楼皂苷Ⅱ与速效磷和速效

钾呈显著性正相关ꎬ而与全钾和碱解氮呈负相关ꎮ
重楼皂苷Ⅶ与全钾相关性最高ꎬ与碱解氮、有机质

和土壤 ｐＨ 值其次ꎬ而与全氮、全磷、速效磷、速效

钾呈负相关ꎮ
以干重( Ｙ１)、重楼皂苷Ⅰ( Ｙ２)、重楼皂苷Ⅱ

(Ｙ３)及重楼皂苷Ⅶ(Ｙ４)等反应根茎质量的指标为

因变量ꎬ以 ｐＨ (Ｘ１)、有机质(Ｘ２)、全氮(Ｘ３)、全磷

(Ｘ４)、全钾(Ｘ５)、碱解氮(Ｘ６)、速效磷(Ｘ７)和速

效钾(Ｘ８)等反应土壤的因子为自变量ꎬ进行多元

线性逐步回归法分析ꎬ分析 ４ 个因变量与 ８ 个自变

量之间的线性关系 (表 ５)ꎮ 由表 ５ 可知ꎬ干重

(Ｙ１)回归方程的决定系数为 ０. ９８６ꎬ与碱解氮

(Ｘ６)呈线性正相关ꎬ说明碱解氮是影响华重楼干

重的主导因子ꎮ 重楼皂苷Ⅰ(Ｙ２)回归方程的决定

系数为 ０.８３０ꎬ与有机质(Ｘ２)呈线性正相关ꎬ说明

有机质是影响重楼皂苷Ⅰ的主导因子ꎮ 重楼皂苷

Ⅱ(Ｙ３)回归方程的决定系数为 ０. ９８２ꎬ与速效磷

(Ｘ７)呈线性正相关ꎬ而与碱解氮(Ｘ６)呈线性负相

关ꎬ说明速效磷是影响重楼皂苷Ⅱ的主导因子ꎮ
重楼皂苷Ⅶ(Ｙ３) 未拟合出回归方程ꎮ

综合相关性分析及多元线性逐步回归分析ꎬ
影响华重楼干重的主要因子是碱解氮ꎬ影响重楼

皂苷Ⅰ的主要因子是有机质ꎬ影响重楼皂苷Ⅱ的

主要因子速效磷ꎮ 因此ꎬ影响华重楼生物量和药

效品质的主要土壤因子有碱解氮、有机质和速

效磷ꎮ

３　 讨论与结论

土壤因子是生态系统的关键因子ꎬ会直接影

响中药材生长发育及有效成分的积累(陈文霞和

谈献和ꎬ２００６)ꎮ 合理的氮磷钾配施不仅可以提高

中药材产量和品质ꎬ还可以提高肥料利用率ꎮ 然

而ꎬ关于氮磷钾影响华重楼产量和品质的报道不

多ꎬ刘哲等(２０１９)报道了一定比例的氮、磷及钾肥

有利于提高华重楼根茎产量及总皂苷含量ꎮ 本研

究调查土壤因子对华重楼产量和药效成分的影

响ꎬ发现根茎产量主要受碱解氮影响ꎬ其次是有机

质和全氮ꎬ而与土壤 ｐＨ 值和钾含量呈负相关ꎬ这
与苏泽春等(２０１５)报道影响云南重楼根茎产量的

主要影响因子为碱解氮、有机质和全氮的结果一

致ꎮ 本研究还发现ꎬ华重楼不同皂苷成分含量差

别较大ꎬ与土壤因子之间的相关性不同ꎬ其中重楼

皂苷Ⅰ和重楼皂苷Ⅱ主要受速效磷、速效钾和有

机质的影响ꎻ重楼皂苷Ⅶ与全钾、碱解氮和有机质

呈正相关ꎬ而与速效磷和速效钾呈负相关ꎮ 这与

前人研究土壤因子与华重楼以及云南重楼中重楼

皂苷(Ⅰ、Ⅱ、Ⅶ)的相关性不完全一致(杨永红等ꎬ
２０１２ꎻ刘哲等ꎬ２０２０)ꎮ 土壤中的有机质在提供氮

源的同时也能有效促进土壤中全磷的降解ꎬ 从而
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表 ４　 重楼皂苷含量与土壤因子的相关性分析
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｆａｃｔｏｒｓ

指标
Ｉｎｄｅｘ

干重
Ｄｒｙ

ｗｅｉｇｈｔ

重楼
皂苷 Ｉ

Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ
Ｉ

重楼
皂苷Ⅱ

Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ
Ⅱ

重楼
皂苷Ⅶ

Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ
Ⅶ

ｐＨ 值
ｐＨ ｖａｌｕｅ

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ
ｍａｔｔｅｒ

全氮
Ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ

全磷
Ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

全钾
Ｔｏｔａｌ

ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

碱解氮
Ａｌｋａｌｉｎｅ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ

速效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

干重
Ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ

１.０００ ０.７３８� ０.３１２ －０.２６４ －０.１８２ ０.７５５� ０.７８５� ０.１４３ －０.１３２ ０.９２２�� ０.４６５ ０.５０７

重楼皂苷 Ｉ
Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ Ｉ

１.０００ ０.６５２ －０.１８３ －０.５０８ ０.８３０� ０.４６４ －０.１５１ －０.４０９ ０.５２１ ０.７２５� ０.６３６

重楼皂苷 Ⅱ
ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅡ

１.０００ －０.４６０ ０.１６２ ０.５７０ ０.３６３ ０.４６４ －０.２７２ －０.２６７ ０.８８７�� ０.８５５�

重楼皂苷 Ⅶ
ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅦ

１.０００ ０.１９７ ０.２１５ －０.３３１ －０.４７８ ０.３７７ ０.２２０ －０.３２３ －０.１１７

ｐＨ 值
ｐＨ ｖａｌｕｅ

１.０００ －０.１２６ －０.１９４ ０.６３６ ０.２４２ －０.１２５ ０.１１０ ０.２６５

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ

１.０００ ０.３３８ －０.０４０ －０.０６５ ０.６９６ ０.７９７� ０.８２１�

全氮
Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

１.０００ ０.４５９ －０.２３３ ０.７５１ ０.５６８ ０.３１８

全磷
Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

１.０００ ０.０００ ０.１７１ ０.４５７ ０.４３１

全钾
Ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

１.０００ ０.２２５ －０.０４８ ０.０１７

碱解氮
Ａｌｋａｌｉｎｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

１.０００ ０.６６０ ０.５２０

速效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

１.０００ ０.９４９��

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

１.０００

　 注: �表示差异显著 (Ｐ<０.０５)ꎻ ��表示差异极显著 (Ｐ<０.０１)ꎻ ｎ＝ ３ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: � ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５)ꎻ �� ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０１)ꎻ ｎ＝ ３.

表 ５　 多元线性逐步回归分析
Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

成分
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

多元线性回归方程
Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｉｎｅａｒ

ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ

决定系数
Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

(Ｒ２)

干重
Ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ

Ｙ１ ＝ －３９.２６８＋０.４３４ Ｘ６ ０.９８６

重楼皂苷 Ｉ
Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ Ｉ

Ｙ２ ＝ ０.０４１＋０.０１２ Ｘ２ ０.８３０

重楼皂苷Ⅱ
Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ Ⅱ

Ｙ３ ＝ －０.００４－０.００１ Ｘ６＋０.０１１ Ｘ７ ０.９８２

重楼皂苷Ⅶ
Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ Ⅶ

—

　 注: — 代表未拟合出回归方程ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: — ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｉｓ ｎｏｔ ｆｉｔｔｅｄ.

在提高根茎增产和药效积累中起到协同促进作

用ꎮ 由于植物药效成分受自身遗传因素以及小气

候环境等各方面的影响ꎬ造成这种不一致的原因

还值得深入研究ꎮ 重楼皂苷Ⅶ与根茎产量、重楼

皂苷Ⅰ及重楼皂苷Ⅱ均呈负相关ꎬ而与全钾含量

相关性最高ꎻ根茎产量、重楼皂苷Ⅰ及重楼皂苷Ⅱ
与全钾均呈负相关ꎮ 样品采样地瓜里杉木林皂苷

总含量(１.７７３％)远高于其他样品的原因主要是

重楼皂苷Ⅶ含量(１.３８７％)较高ꎬ这可能与该土壤

地全钾含量(５１.６０ ｇｋｇ￣１)相对较多有关ꎬ这说明

土壤因子钾可能在华重楼产量及药效成分积累中

具有重要作用ꎮ
本研究中ꎬ土壤 ｐＨ 值对华重楼 ３ 种药效成分

的影响不显著ꎬ也无规律ꎬ而云南重楼根茎皂甙含

量随土壤 ｐＨ 值增加呈现升高的趋势(毛玉东等ꎬ
２０１１)ꎬ说明华重楼与云南重楼对土壤酸碱度的土

壤环境需求可能不同ꎮ 此外ꎬ生长地光照、温度、
水分等环境条件对华重楼生长及有效成分积累的

有影响ꎮ 从总体上分析ꎬ７ 个不同地区的华重楼药

效成分表现为林下 >遮阳 > 露地ꎬ而李海涛等

(２０１４)认为ꎬ当云南重楼林下栽培环境越接近野

６８０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



生环境时ꎬ重楼皂苷含量就越高ꎬ原因可能是因林

下富含较多的腐殖叶而导致土壤有机质较高ꎬ而
毛竹林则因毛竹丰富的根系吸收了很多土壤养分

而造成产量和品质降低ꎮ 因此ꎬ根据种植环境及

土壤因子的相关性综合分析ꎬ人工种植华重楼时ꎬ
同时选择腐殖质较高的林地种植ꎬ同时配合施用

腐熟有机肥与磷肥作为基肥来改善土壤环境ꎮ
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王宇萧ꎬ 刘明庆ꎬ 李妍ꎬ 等ꎬ ２０２３. 肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄幼苗生长特性的影响 [Ｊ]. 广西植物ꎬ ４３(６): １０８８－１０９６.
ＷＡＮＧ ＹＸꎬ ＬＩＵ ＭＱꎬ ＬＩ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ
ｓｔｒｅｓｓ [Ｊ]. Ｇｕｉｈａｉａꎬ ４３(６): １０８８－１０９６.

肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄幼苗生长特性的影响

王宇萧１ꎬ３ꎬ 刘明庆２ꎬ 李　 妍２ꎬ 黄思杰２∗ꎬ 杨立飞１ꎬ３

( １. 南京农业大学 园艺学院ꎬ 南京 ２１００９５ꎻ ２. 生态环境部南京环境科学研究所ꎬ 南京 ２１００４２ꎻ
３. 南京农业大学和县新农村发展研究院ꎬ 安徽 和县 ２３８２００ )

摘　 要: 为探明肉桂醛对番茄幼苗耐盐性的影响ꎬ该研究以番茄‘合作 ９０３’ 为试验材料ꎬ探究肉桂醛 (１００
μｇＬ￣１) 对处于 １００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 胁迫下番茄种子萌发与幼苗生长特性的影响ꎮ 在试验中设置 ４ 组处理:
对照(ＣＫꎬ蒸馏水)、ＮａＣｌ (１００ ｍｍｏｌＬ￣１)、ＮａＣｌ＋ＣＡ(１００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ ＋ １００ μｇＬ￣１ ＣＡ)、ＣＡ(１００ μｇ
Ｌ￣１)ꎮ 结果表明:(１)在 １００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 胁迫下ꎬ添加 １００ μｇＬ￣１的肉桂醛ꎬ番茄种子的发芽势和发芽率均

有所提升ꎬ番茄幼苗的根长和鲜重均显著提高ꎬ说明添加肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄种子的萌发与幼苗生长均

有一定缓解作用ꎮ (２)肉桂醛能够有效降低 ＮａＣｌ 胁迫导致的番茄幼苗根尖总活性氧 (ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ
ＲＯＳ) 的过量累积ꎬ缓解膜脂过氧化程度从而降低细胞死亡率ꎮ 综上表明ꎬ肉桂醛处理能够通过缓解幼苗的氧

化损伤程度ꎬ提高番茄萌发与幼苗时期的耐盐性ꎬ肉桂醛作为一种新型制剂具有在田间生产应用的潜力ꎮ
关键词: 番茄ꎬ 肉桂醛ꎬ ＮａＣｌ 胁迫ꎬ 生长特性ꎬ 耐盐性
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ｕｐ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ: Ｃｏｎｔｒｏｌ (ＣＫꎬ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ)ꎬ ＮａＣｌ (１００ ｍｍｏｌＬ￣１)ꎬ ＮａＣｌ＋ＣＡ (１００
ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ ＋ １００ μｇＬ￣１ ＣＡ)ꎬ ａｎｄ ＣＡ (１００ μｇＬ￣１). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
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ＣＡꎬ ｔｈｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｓ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｉｍｐｒｏｖｅｄ. Ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｆｒｅｓｈ
ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ (１００ ｍｍｏｌＬ￣１ ) ｓｔｒｅｓｓ. ( ２) ＣＡ ｃｏｕｌｄ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＯＳ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ. Ｔｏ ｓｕｍ ｕｐꎬ ＣＡ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｄｕｒｉｎｇ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｇｅ
ｂｙ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓꎬ ａｎｄ ＣＡ ｈａｓ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｆｉｅｌｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｓ ａ ｎｅｗ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｔｏｍａｔｏ(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)ꎬ ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｇｒｏｗｔｈ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎬ ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ

　 　 设施栽培自我国农业生产结构调整以来得到

大范围的推广ꎬ“十三五”期间ꎬ我国设施蔬菜面积

基本稳定ꎬ年均增长率为 １％左右(周杰等ꎬ２０２１)ꎮ
随着连续种植年限的延长与种植面积的扩大ꎬ设
施土壤次生盐渍化现象加重(李燕等ꎬ２０２２)ꎮ 土

壤次生盐渍化主要现象为土壤表层结白霜ꎬ土壤

板结ꎮ 这影响了作物苗期生长ꎬ致使农产品质量、
产量下降(王梅等ꎬ２０２１)ꎮ 目前ꎬ我国的番茄生产

主要以设施栽培为主ꎬ番茄已成为我国设施栽培

面积最大的蔬菜种类之一 (田永强和高丽红ꎬ
２０２１)ꎮ 番茄 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)ꎬ对盐中度敏

感(Ｄａｌｉａｋｏｐｏｕｌｏｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ土壤盐渍化现象严

重影响设施番茄栽培效益ꎮ
近年研究发现ꎬ缓解盐害的最有效方式之一是

利用外源物质调控植物自身的生理过程ꎬ提高其抗

盐性ꎮ 外源水杨酸和硫化氢(Ｈ２Ｓ)单一或复配处理

皆可提高加工番茄幼苗的耐盐性 (张雪蒙等ꎬ
２０２２)ꎻ外源褪黑素可促进侧根及主根的发育ꎬ提高

棉花 (Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｓｐｐ.)的耐盐性(段文静等ꎬ２０２２)ꎻ
外源茉莉酸甲酯可通过调控玉米 (Ｚｅａ ｍａｙｓ) 幼苗

ＡｓＡ￣ＧＳＨ 循环提高其抗盐性(陈芳等ꎬ２０２１)ꎮ
肉桂醛( ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ＣＡ)ꎬ一种醛类有机

化合物ꎬ具有桂皮油和肉桂油的辛香气和烧焦芳

香味ꎬ香气强烈持久ꎬ在肉桂等植物中含量较多

(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 肉桂醛具有广谱抑菌作用ꎬ
能够预防和治疗细菌或真菌引起的病害(张文平

等ꎬ２００３)ꎮ 在蔬菜作物的应用上ꎬ肉桂醛对辣椒

(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ) 疫霉菌表现出较强的体外抑

菌作用ꎬ并能抑制辣椒疫霉菌的侵染和致病性(李
丽娜等ꎬ２０１６)ꎮ 肉桂醛也可以用于缓解盐胁迫与

重金属离子胁迫对植物造成的毒害作用ꎮ 外源添

加肉桂醛可以提高烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)幼苗

抵御盐胁迫的能力(刘晓涵等ꎬ２０２１)ꎻ肉桂醛也能

缓解烟草幼苗中重金属镉胁迫所引起的生长抑

制、氧化损伤和细胞死亡ꎬ并能减少烟草根尖中因

镉胁迫而产生的多余 Ｈ２Ｓꎬ缓解重金属对幼苗的毒

害(凌天孝ꎬ２０１７)ꎮ 鉴于植物免疫抵抗生物胁迫

和非生物胁迫的通用性ꎬ我们推测肉桂醛在提高

番茄耐盐性方面可能同样具备潜力ꎮ 现有的研究

主要通过发芽率和抗氧化酶活性等指标探讨植物

刺激素通过提高抗氧化能力来改善非生物胁迫下

种子萌发及幼苗生长情况ꎬ鲜有研究通过根系化

学染色和荧光染色更直观和综合地分析幼苗细胞

膜氧化损伤程度、根系活性氧积累程度及细胞死

亡情况ꎮ 因此ꎬ本研究以番茄‘合作 ９０３’为试验

材料ꎬ从番茄种子的萌发状况及幼苗化学染色和

荧光染色所反映的根系氧化损伤程度两方面探讨

外源肉桂醛处理是否能通过调控番茄生理生化过

程提高其抗盐性ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

试验材料番茄‘合作 ９０３’购自上海虹桥天龙

种业有限公司ꎮ
１.２ 试验方法

本试验于 ２０２１ 年 １ 月在江苏省农业科学院农

产品质量安全与营养研究所进行ꎮ 挑选外形大小

一致、饱满的番茄种子ꎬ用 １％次氯酸钠消毒 １５
ｍｉｎꎬ蒸馏水反复冲洗干净后将种子放入 ５５ ℃ 蒸

馏水中吸涨 ４０ ｍｉｎ 后放在铺有双层滤纸的培养皿

内ꎮ 前 期 预 试 验 设 置 了 ０、 ５０、 １００、 １５０、 ２００
ｍｍｏｌＬ￣１ ５ 个 ＮａＣｌ 处理浓度ꎬ进行萌发试验ꎬ根
据发芽率、发芽势、根长、鲜重 ４ 个指标确定 ＮａＣｌ
胁迫对番茄的半抑制浓度为 １００ ｍｍｏｌＬ￣１ꎬ在
１００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 胁迫下加入不同浓度的肉桂

醛(０、５０、１００、１５０、２００ μｇＬ￣１)ꎬ根据发芽率和发

芽势确定肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫的最佳缓解浓度为

９８０１６ 期 王宇萧等: 肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄幼苗生长特性的影响



１００ μｇＬ￣１ꎬ后续试验采用以下 ４ 组处理:对照

(ＣＫꎬ蒸馏水)、ＮａＣｌ ( １００ ｍｍｏｌＬ￣１)、ＮａＣｌ ＋ＣＡ
(１００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ ＋ １００ μｇＬ￣１ ＣＡ)、ＣＡ (１００
μｇＬ￣１)ꎮ 每个处理重复 ３ 次ꎬ处理液均直接加入

发芽试验的培养皿内(每皿 １０ ｍＬ 处理液ꎬ５０ 颗种

子)ꎮ 发芽后 ７ ｄ 测定各项指标ꎮ
１.３ 测定指标及方法

１.３.１ 发芽指数

(１)发芽势(％)＝ (３ ｄ 内正常发芽种子数 /供
试种子数) ×１００ꎻ

(２)发芽率(％)＝ (７ ｄ 内发芽种子数 /供试种

子数) × １００ꎮ
１.３.２ 胚根长度　 直尺测量番茄幼苗胚根长度ꎮ
１.３.３ 幼苗鲜重　 各处理分别收集幼苗 ３０ 株ꎬ用滤

纸吸干幼苗表面水分ꎬ用天平称量幼苗鲜重(以 １０
株为单位)ꎮ
１.３.４ 根毛密度及侧根数量 　 在电子显微镜下对

比 ４ 组处理的根毛密度及长度进行拍照并计数 ４
组处理的侧根数量ꎮ
１.３.５ 番茄幼苗根尖总 ＲＯＳ 的测定 　 幼苗根尖的

总活性氧 (ＲＯＳ) 使用特定的荧光探针 ＤＣＦＨ￣ＤＡ
进行检测( Ｆｏｒｅｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)ꎮ 将番茄幼苗根

用双 蒸 水 冲 洗 ３ 次 后 孵 育 在 １０ μｍｏｌ  Ｌ￣１ 的

ＤＣＦＨ￣ＤＡ 溶液中 ２５ ℃避光处理 ２０ ｍｉｎꎬ双蒸水冲

洗 ３ 次后在荧光显微镜(激发光波长为 ４８８ ｎｍꎬ发
射光波长为 ５２５ ｎｍ)下拍照ꎮ 照片使用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ
Ｐｌｕｓ ６.０ 进行荧光密度值统计ꎮ
１.３.６ 番茄幼苗根尖脂质过氧化物的组织化学分

析　 植物根尖的脂质过氧化物通过 Ｓｃｈｉｆｆ ｂａｓｅ 试

剂进行检测(Ｗａｎｇꎬ １９８７)ꎮ 将番茄幼苗根用双蒸

水冲洗 ３ 次后ꎬ浸泡在 Ｓｃｈｉｆｆ ｂａｓｅ 试剂中 ２０ ｍｉｎꎬ
然后用 ０.５％ (Ｗ / Ｖ) Ｋ２Ｓ２Ｏ５溶液(含 ０.０５ ｍｍｏｌ
Ｌ￣１ ＨＣｌ)进行冲洗固定直至根的颜色变鲜亮后使

用相机拍照ꎮ
１.３.７　 番茄幼苗根尖细胞膜完整性的组织化学分

析　 植物根尖的细胞膜完整性通过 Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ 试剂

进行检测(Ｙａｍａｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ 方法同 １.３.６ꎬ
浸泡液改为 ０.０２５％ (Ｗ / Ｖ) 的 Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ 溶液ꎬ时
间为 １５ ｍｉｎꎬ反复冲洗至无蓝色析出后进行拍照ꎮ
１.３.８ 番茄幼苗根尖细胞死亡的组织化学分析 　
幼苗根尖的细胞死亡使用特定的荧光探针碘化丙

啶( ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬＰＩ) 进行检测( Ｋｅｌｌｅｒｍｅｉｅｒ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ 方法同 １.３.５ꎬ孵化液改为 １０ μｍｏｌ

Ｌ￣１ＰＩ 溶液ꎬ荧光显微镜激发光波长为 ５３５ ｎｍꎬ发
射光波长为 ６１５ ｎｍꎮ
１.４ 数据统计与分析

试验数据采用 ＩＢＭ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ＳＰＳＳ ２３.０ 统计软

件单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)和 Ｄｕｎｃａｎ 多重比较

进行差异显著性检验ꎬ使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 进

行作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 不同浓度 ＮａＣｌ 对番茄种子萌发及幼苗生长的影响

由图 １: Ａ、Ｂ 可知ꎬＮａＣｌ 胁迫在番茄种子的萌

发过程中具有抑制作用ꎮ 番茄种子发芽率总体随

着盐胁迫浓度不断增加呈下降趋势ꎬ但当盐浓度

为 ５０ ｍｍｏｌ Ｌ￣１ 时ꎬ相较于 ＣＫ 发芽率提升了

１４.９５％ꎬ说明低浓度的盐溶液对番茄种子萌发具

有一定的促进作用ꎮ 当盐浓度为 １００ ｍｍｏｌＬ￣１

时ꎬ发芽率下降了 ５２.３４％ꎬ显著抑制了番茄种子

的萌发ꎮ 当盐浓度为 １５０、２００ ｍｍｏｌＬ￣１时ꎬ发芽

势与发芽率较 ＣＫ 均下降了 ６０％以上ꎬ说明高浓度

的盐胁迫对番茄种子萌发过程有显著抑制作用ꎬ
并给种子造成了一定程度的致死伤害ꎮ

ＮａＣｌ 胁迫对番茄幼苗的根长和鲜重也具有抑

制作用ꎮ 由图 １:Ｃ 可知ꎬ当盐浓度为 １００ ｍｍｏｌ
Ｌ￣１时ꎬ番茄幼苗根长相较于 ＣＫ 降低了 ５７.９６％ꎬ鲜
重相较于 ＣＫ 下降了 ５７. ９５％ꎬ均达到显著水平

(Ｐ<０.０５)ꎬ该浓度的 ＮａＣｌ 处理显著抑制番茄幼苗

的生长ꎮ 由图 １:Ｄ 可知ꎬ在 ５０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 胁
迫下ꎬ番茄幼苗的根长与鲜重较 ＣＫ 差异均不显

著ꎬ表明番茄幼苗对低浓度的盐胁迫具有一定的

适应性ꎻ当 ＮａＣｌ 浓度达到 １５０ ｍｍｏｌＬ￣１时ꎬ番茄

幼苗的根长、鲜重较 ＣＫ 分别下降了 ８０. ５９％、
７１.５１％ꎻ当 ＮａＣｌ 浓度达到 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１时ꎬ幼苗

的根长、鲜重较 ＣＫ 分别下降了 ８２.２１％、７３.７６％ꎬ
差异均十分显著ꎮ

由图 １:Ｃ、Ｄ 可知ꎬ在 １００ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＮａＣｌ 浓
度下番茄幼苗的根长与鲜重较 ＣＫ 均下降了 ５０％
左右ꎬ因此该浓度即为 ＮａＣｌ 对番茄幼苗生长的半

抑制浓度ꎬ后续试验选择该浓度作为盐处理浓度ꎮ
２.２ 不同浓度肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄种子萌发

及幼苗生长的影响

由图 ２ 可知ꎬＮａＣｌ 胁迫抑制了番茄种子的萌

发ꎬ 而不同浓度的肉桂醛溶液对此有不同程度的
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不同小写字母表示不同处理间差异显著 (Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 不同浓度 ＮａＣｌ 对番茄种子萌发及幼苗根长和鲜重的影响
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮａＣｌ ｏｎ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎꎬ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

ＣＡ０、ＣＡ５０、ＣＡ１００、ＣＡ１５０、ＣＡ２００ 表示在 １００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 盐胁迫下分别添加 ０、５０、１００、１５０、２００ μｇＬ￣１的肉桂醛处理ꎮ
ＣＡ０ꎬ ＣＡ５０ꎬ ＣＡ１００ꎬ ＣＡ１５０ꎬ ＣＡ２００ ｉｎｄｉｃａｔｅ ０ꎬ ５０ꎬ １００ꎬ １５０ꎬ ２００ μｇＬ￣１ ＣＡ ａｒｅ ａｄｄｅｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｕｎｄｅｒ １００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ.

图 ２　 不同浓度肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄种子萌发的影响
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｏｎ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ
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图 ３　 肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄种子萌发及幼苗根长和鲜重的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｏｎ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎꎬ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ

ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

缓解作用ꎮ 随着肉桂醛浓度的提升ꎬ番茄种子的发

芽势和发芽率均显著提高ꎬ在肉桂醛浓度为 １００
μｇＬ￣１时达到最大值ꎬ而在 １５０、２００ μｇＬ￣１时其发

芽势和发芽率均降低ꎬ但仍然显著高于单独盐处

理ꎮ 由于 １００ μｇＬ￣１的肉桂醛能够表现出最佳的

缓解盐胁迫抑制番茄种子萌发效应ꎬ因此后续试验

采用 １００ μｇＬ￣１的肉桂醛所为最佳缓解浓度ꎮ
２.３ 肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄种子萌发及幼苗生

长的影响

由图 ３:Ａ、Ｂ 可知ꎬ单 ＮａＣｌ 胁迫较对照显著抑

制番茄种子萌发(Ｐ<０.５)ꎮ 与单 ＮａＣｌ 胁迫相比ꎬ
肉桂醛处理提升了 ８４.６１％的发芽势和４３.１８％的

发芽率ꎬ表明添加肉桂醛可以促进 ＮａＣｌ 胁迫下番

茄种子的萌发ꎮ ＮａＣｌ 胁迫降低了番茄幼苗的根长

和鲜重ꎬ 肉桂醛处理对幼苗发育具有促进作用(图

３:Ｃ、Ｄ)ꎮ 在正常条件下ꎬ添加肉桂醛对番茄萌发

的促进效果不显著ꎬ而在 ＮａＣｌ 胁迫下ꎬ添加肉桂

醛显著缓解了 ＮａＣｌ 胁迫对番茄幼苗生长的抑制

(Ｐ<０.０５)ꎬＣＡ ＋ ＮａＣｌ 组合处理幼苗的根长和鲜

重分别为 ３.２８ ｃｍ 和 １８.３３ ｍｇꎬ与单 ＮａＣｌ 处理相

比分别增加了 １１８.４７％和 １７.２３％ꎬ表明肉桂醛处

理能显著缓解 ＮａＣｌ 胁迫对番茄幼苗生长的抑制

(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.４ 肉桂醛对 ＮａＣｌ 下番茄幼苗根尖根毛密度和侧

根数量的影响

由图 ４:Ａ 可知ꎬＣＫ 的处理下ꎬ番茄幼苗根尖

处是有部分根毛分化ꎬ而单 ＮａＣｌ 处理下ꎬ几乎未

见根毛分化ꎬＣＡ ＋ ＮａＣｌ 组合处理可以观察到根毛

密度与长度均明显增加ꎬ说明肉桂醛可以从根系

形态分化上缓解 ＮａＣｌ 胁迫对番茄幼苗的伤害ꎮ
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图 ４　 肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄幼苗根毛密度和侧根数量的影响
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｏｎ ｒｏｏｔ ｈａｉｒ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

图 ５　 肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄幼苗根尖总活性氧(ＲＯＳ)含量的影响
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｏｎ ｔｏｔａｌ ＲＯＳ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｒｏｏｔｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

由图 ４:Ｂ 可知ꎬ在正常条件下ꎬ添加肉桂醛可

以促进番茄幼苗侧根的发生ꎮ ＣＡ ＋ ＮａＣｌ 组合处

理的侧根数量相比单 ＮａＣｌ 胁迫增多ꎬ表明肉桂醛

可能通过促进幼苗侧根的分支缓解 ＮａＣｌ 胁迫对

植株造成的生理性干旱ꎮ
２.５ 肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄幼苗根尖总活性氧

的影响

采用活性氧探针 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 可以对根尖总活

性氧 (ＲＯＳ) 进行原位检测ꎬ研究肉桂醛对 ＮａＣｌ
胁迫下番茄幼苗根尖总 ＲＯＳ 含量的影响ꎮ 由图

５:Ａ 可知ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＮａＣｌ 胁迫处理下的根尖荧

光亮度较强ꎬ添加肉桂醛后其亮度减弱ꎮ 由图 ５:Ｂ
可知ꎬＮａＣｌ 胁迫导致了番茄幼苗根尖总 ＲＯＳ 的大

量积累ꎬ其总 ＲＯＳ 的含量相比 ＣＫ 增加了 １.９７ 倍ꎬ
加入肉桂醛后总 ＲＯＳ 的含量降低了 ７２.７８％ꎬ差异

显著 (Ｐ<０.５)ꎮ 单独经肉桂醛处理的番茄幼苗根

尖总 ＲＯＳ 含量虽略微低于 ＣＫꎬ但差异不显著ꎮ
２.６ 肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄幼苗根尖质膜透性

和脂质过氧化的影响

使用 Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ 染色对根尖质膜透性进行检
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图 ６　 肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄幼苗根尖氧化损伤的影响
Ｆｉｇ. ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｌｏｓｓ ｏｆ ｒｏｏｔ ｔｉｐｓ ｆｒｏｍ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

图 ７　 肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄幼苗细胞死亡的影响
Ｆｉｇ. ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｏｎ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

测ꎬ蓝色越深代表细胞膜完整性越差、质膜透性越

强、活性氧对细胞膜引起的损伤越严重ꎮ 由图 ６:Ａ
可知ꎬ盐胁迫下番茄幼苗根尖蓝色比 ＣＫ 深ꎬ添加

肉桂醛后ꎬ染色程度明显变浅ꎬ单独肉桂醛处理下

的番茄幼苗根尖被染成的蓝色较 ＣＫ 稍浅一些ꎮ
这表明肉桂醛可以缓解 ＮａＣｌ 胁迫下大量活性氧

对幼苗根尖细胞膜完整性的损伤ꎮ
使用 Ｓｃｈｉｆｆ ｂａｓｅ 对番茄幼苗根尖进行染色ꎬ检

测根尖脂质过氧化程度ꎬ粉色越深代表脂质过氧

化越严重ꎮ 由图 ６:Ｂ 可知ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＮａＣｌ 胁迫

下番茄幼苗根尖粉色较深ꎬ加入肉桂醛后ꎬ粉色明

显变浅ꎬ单独的肉桂醛处理组比 ＣＫ 稍深一些ꎮ 这

表明肉桂醛可以缓解 ＮａＣｌ 胁迫下大量活性氧所

造成的根尖脂质过氧化的损伤ꎮ
２.７ 肉桂醛对 ＮａＣｌ 胁迫下番茄幼苗细胞死亡的影响

使用特定的荧光探针 ＰＩ 检测植物根尖细胞死
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亡程度ꎬ已死亡的细胞会发出红色荧光ꎬ因此可以

通过红色荧光密度反映细胞相对死亡的情况ꎮ 由

图 ７:Ａ 可知ꎬＮａＣｌ 处理组荧光亮度明显高于 ＣＫꎬ
添加肉桂醛后其荧光亮度明显降低ꎮ 由图 ７:Ｂ 可

知ꎬ单独 ＮａＣｌ 胁迫下细胞死亡率较 ＣＫ 提高了

６４. ７７％ꎬ 添 加 肉 桂 醛 后ꎬ 细 胞 死 亡 率 降 低 了

４３.７９％ꎬ差异显著 (Ｐ<０.５)ꎮ

３　 讨论与结论

天然植物源化合物肉桂醛在抑菌抗炎方面具

有重要的作用ꎬ其药用价值一直被广泛地讨论

(Ｈｅｒｍａｗａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ但是

肉桂醛对植物生理的调控与植物抗性方面的研究

近几年才有报道ꎮ 本研究以番茄‘合作 ９０３’ 为试

验材料ꎬ探讨外源肉桂醛处理是否能调控番茄生

理生化过程来提高其抗盐性ꎮ
种子萌发是植物生长周期中最基本与最重要

的环节ꎬ也是植物生长最敏感的阶段(刘文瑜等ꎬ
２０１５)ꎮ 盐胁迫主要通过渗透胁迫离子特异效应和

氧化胁迫影响种子萌发ꎬ并且影响植物外部形态变

化、内部结构建成及各种代谢过程(方晶ꎬ２０１４)ꎮ
本研究发现添加肉桂醛后ꎬ盐胁迫下番茄种子的发

芽势与发芽率均有所提升ꎬ番茄幼苗的根长与鲜重

显著提升ꎮ 结合番茄幼苗质膜透性染色情况的结

果来看ꎬ这可能是因为肉桂醛可以通过维持细胞膜

的完整性和减少电解质的渗漏来缓解盐胁迫对番

茄幼苗造成的伤害(耿书德等ꎬ２０２２)ꎮ
种子萌发后ꎬ植物根系是首先感受逆境的器

官ꎬ根系生长状况发生的变化可以反映植物对逆

境的表现ꎮ 本试验中发现ꎬ添加肉桂醛可以促进

盐胁迫下番茄幼苗侧根的发生ꎬ有助于增加植物

根系与土壤的接触面积ꎬ从而促进根系吸收水分ꎮ
本研究发现ꎬ肉桂醛可以通过调控内源硫化氢促

进辣椒幼苗侧根发生ꎬ这与 Ｘｕｅ 等(２０１６)的研究

结果一致ꎮ 同时ꎬ本研究结果表明ꎬ添加肉桂醛

后ꎬＮａＣｌ 胁迫下的番茄幼苗的根长、根毛密度与长

度、侧根数量均显著提高ꎬ整个根系与环境接触面

积增大ꎬ促进根系吸水ꎬ说明外源添加肉桂醛能够

通过改变幼苗根系形态使番茄幼苗适应盐胁迫

环境ꎮ
活性氧(ＲＯＳ) 是一类具有很强氧化能力、化

学性质活泼的含氧物质及其衍生物质的总称ꎮ 当

植物遭遇逆境胁迫的时候ꎬＲＯＳ 的形成和清除之

间的动态平衡遭到破坏ꎬＲＯＳ 大量积累ꎬ引起氧化

损伤ꎮ 本研究发现在 ＮａＣｌ 胁迫下ꎬ番茄幼苗根尖

的总 ＲＯＳ 含量相比对照显著提高ꎬ而添加了肉桂

醛后ꎬ根尖总 ＲＯＳ 含量显著下降ꎬ根尖膜脂过氧化

程度与细胞死亡程度均显著下降ꎬ表明肉桂醛可

以通过减少 ＮａＣｌ 胁迫下植物体内 ＲＯＳ 的大量积

累ꎬ减少氧化损伤与细胞死亡程度ꎬ从而缓解 ＮａＣｌ
胁迫给番茄幼苗造成的伤害ꎮ 本课题组前期研究

发现在低硒胁迫下ꎬ肉桂醛可以显著降不结球白

菜根内 ＰＡＯ 活性和 Ｈ２Ｏ２水平(杨会敏等ꎬ２０２２)ꎮ
ＰＡＯ 代谢多胺产生 Ｈ２Ｏ２是植物体内 ＲＯＳ 产生的

一个重要途径ꎬ鉴于植物抵抗非生物胁迫的通用

性ꎬ我们推测肉桂醛提升番茄苗期耐盐性也是通

过该途径减少逆境造成 ＲＯＳ 的积累ꎮ
综上所述ꎬ本研究发现肉桂醛可以提高番茄

种子在盐胁迫下的发芽率与发芽势ꎬ对番茄种子

在盐胁迫环境中的萌发过程具有缓解作用ꎮ 同

时ꎬ肉桂醛可以通过改变番茄幼苗根系形态ꎬ促进

根系的分化与生长ꎬ提升幼苗根系的吸水能力ꎬ从
而提升番茄幼苗的耐盐能力ꎮ 肉桂醛也可以抑制

番茄幼苗根尖总 ＲＯＳ 的大量积累并减少细胞死亡

率ꎬ减轻番茄幼苗的氧化损伤ꎬ从而提升番茄幼苗

的耐盐性ꎮ 本研究初步证明了肉桂醛具有提高番

茄幼苗耐盐性的能力ꎬ 为肉桂醛田间的推广应用

提供一定参考ꎬ也为后续相关生理与生化机理的

探究提供一定理论基础ꎮ
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彭凤ꎬ 路承凯ꎬ 梁岗ꎬ ２０２３. ＯｓＩＭＡ１ 增强水稻对镉逆境的适应性 [Ｊ]. 广西植物ꎬ ４３(６): １０９７－１１０４.
ＰＥＮＧ Ｆ ꎬ ＬＵ ＣＫꎬ ＬＩＡＮＧ Ｇꎬ ２０２３. ＯｓＩＭＡ１ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｃａｄｍｉｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｒｉｃｅ [Ｊ]. Ｇｕｉｈａｉａꎬ ４３(６): １０９７－１１０４.

ＯｓＩＭＡ１ 增强水稻对镉逆境的适应性

彭　 凤１ꎬ２ꎬ 路承凯１ꎬ２ꎬ 梁　 岗１ꎬ２∗

( １. 中国科学院西双版纳热带植物园热带植物资源可持续利用重点实验室ꎬ 昆明 ６５０２２３ꎻ
２. 中国科学院大学 生命科学学院ꎬ 北京 １０００４９ )

摘　 要: 铁(Ｆｅ)是植物生长发育所必需的营养元素而镉(Ｃｄ)是对植物有害的元素且对植物 Ｆｅ 和 Ｃｄ 的吸

收存在拮抗作用ꎮ ＯｓＩＭＡ 是一类正调控水稻 Ｆｅ 吸收的一类小肽ꎬ其过表达可以促进 Ｆｅ 的积累ꎮ 为探究

ＯｓＩＭＡ 是否参与水稻对 Ｃｄ 胁迫的适应性ꎬ该研究以水稻为研究材料ꎬ利用荧光定量 ＰＣＲ 分析了 ＯｓＩＭＡ 基

因的表达水平ꎬ通过遗传转化和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术构建了 ＯｓＩＭＡ１ 过表达植物和 ｉｍａ１ 突变体植

物ꎬ评估了 ＯｓＩＭＡ１ 过表达和突变体植物在 Ｃｄ 逆境条件下的株高ꎬ并利用电联耦合等离子体质谱法测量了

根和地上部的 Ｆｅ 和 Ｃｄ 含量ꎮ 结果表明:(１)Ｃｄ 处理后ꎬＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 的转录水平上调ꎮ (２)ＯｓＩＭＡ１
过表达植物比野生型植物对 Ｃｄ 胁迫更耐受ꎮ (３) ｉｍａ１ 功能缺失突变体比野生型植物对 Ｃｄ 胁迫更敏感ꎮ
(４)ＯｓＩＭＡ１ 过表达植株根系的 Ｃｄ 含量较高ꎬ而 ｉｍａ１ 突变体植株地上部的 Ｃｄ 含量较高ꎮ 综上所述ꎬＯｓＩＭＡ１
通过限制 Ｃｄ 从根向地上部的转运以增强水稻对 Ｃｄ 逆境的适应能力ꎬ该研究结果为定向培育耐 Ｃｄ 作物提

供了理论参考ꎮ
关键词: 水稻ꎬ ＯｓＩＭＡꎬ Ｃｄꎬ Ｆｅꎬ 拮抗作用

中图分类号: Ｑ９４５　 　 文献标识码: Ａ　 　 文章编号: １０００￣３１４２(２０２３)０６￣１０９７￣０８

ＯｓＩＭＡ１ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｃａｄｍｉｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｒｉｃｅ
ＰＥＮＧ Ｆｅｎｇ１ꎬ２ꎬ ＬＵ Ｃｈｅｎｇｋａｉ１ꎬ２ꎬ ＬＩＡＮＧ Ｇａｎｇ１ꎬ２∗

( １. Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ Ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅ Ｕｓｅꎬ Ｘｉｓｈｕａｎｇｂａｎｎａ Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｂｏｔａｎｉｃａｌ Ｇａｒｄｅｎꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ
Ｋｕｎｍｉｎｇꎬ ６５０２２３ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００４９ꎬ Ｃｈｉｎａ )

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｉｒｏｎ (Ｆｅ) ｉｓ ｃｒｕｃｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ｃａｄｍｉｕｍ (Ｃｄ) ｉｓ ｔｏｘｉｃ ｔｏ ｐｌａｎｔｓ. Ｔｈｅｒｅ ｉｓ
ａｎ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｆｅ ａｎｄ Ｃｄ ｕｐｔａｋｅ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ. ＯｓＩＭＡｓ ａｒｅ ａ ｃｌａｓｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ Ｆｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｉｃｅ. Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＯｓＩＭＡ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｗｅ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ＯｓＩＭＡ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ＯｓＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
ｅｄｉｔｅｄ ｉｍａ１ ｍｕｔａｎｔｓ ｂｙ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔｓ ｏｆ ＯｓＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ｉｍａ１
ｍｕｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓꎬ ａｎｄ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｈｅ Ｆｅ ａｎｄ Ｃｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｓｈｏｏｔ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ:
(１) Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｂｏｔｈ ＯｓＩＭＡ１ ａｎｄ ＯｓＩＭＡ２ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. (２) Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯｓＩＭＡ１
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ｇｅｎｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ ｔｏ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ. (３) Ｔｈｅ ｌｏｓｓ￣ｏｆ￣ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＯｓＩＭＡ１ ｌｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｐｌａｎｔｓ ｔｏ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ. ( ４) ＯｓＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐｌａｎｔｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ ｍｏｒｅ Ｃｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｍａ１ ｍｕｔａｎｔｓ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ ｍｏｒｅ Ｃｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈｏｏｔ. Ｔｏ ｓｕｍ ｕｐꎬ ＯｓＩＭＡ１ ｉｍｐｒｏｖｅｓ Ｃｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｎｇ Ｃｄ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｒｏｏｔ ｔｏ
ｓｈｏｏｔꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｔｈｅ Ｃｄ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｒｉｃｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｒｉｃｅꎬ ＯｓＩＭＡꎬ ｃａｄｍｉｕｍꎬ ｉｒｏｎꎬ ａｎｔａｇｏｎｉｓｍ

　 　 Ｃｄ 是对所有生物都有害的重金属元素ꎬ极易

在根系从土壤吸收的过程中与其他二价金属离子

(如 Ｆｅ 和 Ｚｎ)竞争ꎮ Ｃｄ 还可以通过食物链在人体

内富集ꎬ长期积累可导致骨质疏松症、癌症和肾功

能障碍等多种疾病ꎮ 随着工业化的快速发展以及

化肥和农药的过度使用ꎬ土壤中不断增加的 Ｃｄ 污

染已经严重威胁到粮食安全ꎬ增加了对人类健康

的潜在风险ꎬ并造成了巨大的经济损失(Ｋｉｒｋｈａｍꎬ
２００６ꎻ Ｗｅｉ ＆ Ｙａｎｇꎬ ２０１０)ꎮ 因此ꎬ研究植物吸收

Ｃｄ 的分子机理并筛选和培育耐 Ｃｄ 胁迫或低 Ｃｄ
累积的农作物ꎬ对人类健康和生态保护具有重要

意义ꎮ
由于 Ｃｄ 和 Ｆｅ 具有相似的水合离子半径ꎬＣｄ

极易通过与 Ｆｅ 竞争并借助 Ｆｅ 离子通道或转运蛋

白进入植物体内 ( Ｎｉｇｈｔｉｎｇａｌｅꎬ １９５９ꎻ Ｅｉｄｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９６ꎻ Ｓｃｈｕｔｚｅｎｄｕｂｅｌ ＆ Ｐｏｌｌｅꎬ ２００２ꎻ Ｃｌｅｍｅｎｓꎬ
２００６)ꎮ Ｃｄ 在植物体内的积累导致幼叶明显褪

绿、坏死、生长受阻甚至死亡ꎬ这与典型的缺 Ｆｅ 症

状相 似 ( Ｄａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９７ꎻ Ｃｏｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８ꎻ
Ｙｏｓｈｉｈａｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ 相关研究表明ꎬＣｄ 胁迫

改变了细胞壁成分ꎬ增强了细胞壁对 Ｆｅ 的结合能

力ꎬ导致 Ｆｅ 滞留在根的质外体中ꎬ并抑制 Ｆｅ 从根

部到地上部的转运(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎬ这些症状可

以通过给植物补给 Ｆｅ 元素得到改善( Ｂａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０ꎻ Ｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ Ｆｅ 转

运体( ｉｒｏｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ １ꎬＩＲＴ１)参与 Ｃｄ 的

吸收过程( Ｃｏｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８ꎻ Ｋｏｒｓｈｕｎｏｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９９ꎻ Ｖｅｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２ꎻ Ｆａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｍａｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｇｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ
在拟南芥里ꎬ ＩＲＴ１ 的表达直接受转录因子 ＦＩＴ
(ＦＥＲ￣ｌｉｋｅ Ｉｒｏｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ)
和 ｂＨＬＨ Ｉｂ 亚 族 成 员 ( ｂＨＬＨ３８、 ｂＨＬＨ３９、
ｂＨＬＨ１００ 和 ｂＨＬＨ１０１ ) 的 调 控 ( Ｙｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)ꎮ ＦＩＴ 和 ｂＨＬＨ３８ 或 ｂＨＬＨ３９ 的共表达通过

增加根部对 Ｃｄ 的螯合而减少地上部的 Ｃｄ 积累来

提高植物对 Ｃｄ 胁迫的耐受性(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ

转录因子 ｂＨＬＨ１０４ 正调控拟南芥 Ｆｅ 稳态ꎬ过表达

ｂＨＬＨ１０４ 则可提高植物对 Ｃｄ 的耐受性(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｙａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ )ꎮ ＢＴＳ
(ＢＲＵＴＵＳ)负调控 Ｆｅ 稳态ꎬ敲除 ＢＴＳ 显著增强了拟

南芥对 Ｃｄ 胁迫的耐受性ꎬ同时增加了 Ｆｅ 和 Ｃｄ 的积

累(Ｋｏｂａｙａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｈｉｎｄｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｚｈｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 在水稻中ꎬ２ 个 Ｆｅ 转运蛋白 ＯｓＮＲＡＭＰ１
(Ｎａｔｕｒａｌ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ￣Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ １)
和 ＯｓＩＲＴ１ 可以介导根系从土壤中吸收 Ｃｄꎬ并且过表

达 ＯｓＮＲＡＭＰ１ 和 ＯｓＩＲＴ１ 可以增加水稻的 Ｃｄ 含量

(Ｌｅｅ ＆ Ａｎꎬ ２００９ꎻ Ｔａｋａｈａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 由于 Ｆｅ
和 Ｃｄ 之间存在拮抗作用ꎬ因此水稻缺 Ｆｅ 会显著增加

根系对 Ｃｄ 的吸收ꎬ外源施加 Ｆｅ 则会降低水稻的 Ｃｄ
含量并减缓 Ｃｄ 毒害(Ｓｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 综上表明ꎬ
改善 Ｆｅ 的积累和分配可以显著减轻 Ｃｄ 对植物的毒

害ꎮ 因此ꎬ全面了解 Ｆｅ 和 Ｃｄ 的拮抗作用有利于指导

农业生产和降低 Ｃｄ 对植物的毒性ꎮ
小肽泛指小于 １００ 个氨基酸的蛋白质ꎬ具有

短的氨基酸共有基序ꎬ参与植物生长发育和非生

物等 逆 境 的 胁 迫 响 应 ( Ｃｚｙｚｅｗｉｃｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ
Ｍａｔｓｕｂａｙａｓｈｉꎬ ２０１４)ꎮ ＩＭＡ(ＩＲＯＮ ＭＡＮ)多肽家族

成员的碳末端包含一个 １７ 氨基酸的共有基序ꎬ在
被子植物中高度保守ꎬ并且这 １７ 个氨基酸就足以

代替其全长蛋白发挥作用(Ｇｒｉｌｌｅｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｌｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 近年来ꎬ小肽作为激素类信号分子

受到广泛的关注ꎬ参与器官内通讯、植物发育和胁

迫应答( Ｔａｖｏｒｍｉｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｔａｋａｈａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ ＩＭＡ 可能介导了 Ｆｅ 从地上部到根部的长

距离信号ꎬ参与 Ｆｅ 的吸收、转运和细胞内稳态

(Ｇｒｉｌｌｅｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ Ｍｅｎｇ 等

(２０２２)研究表明ꎬ过表达 ＩＭＡ 可以提高在拟南芥

中对 Ｃｄ 胁迫的适应性ꎮ 但是ꎬ目前关于 ＩＭＡ 是否

可以提高农作物对 Ｃｄ 胁迫的适应性尚不清楚ꎮ
本研究探究了水稻 ＯｓＩＭＡ１ 调控 Ｃｄ 胁迫方面的作

用ꎬ以期为未来利用分子育种提高水稻对 Ｃｄ 胁迫

的耐受性提供理论依据ꎮ

８９０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



１　 材料与方法

１.１ 试验材料

试验材料为粳稻品种“日本晴”ꎬ种植地点为云

南省西双版纳傣族自治州勐腊县勐仑镇中国科学

院西双版纳热带植物园的作物保护与育种基地

(１０１°１９′ Ｅ、 ２１° ５２′ Ｎ)ꎮ 将水稻种子用双蒸水

(ｄｄＨ２Ｏ)浸泡 ２４ ｈ 后均匀地散布在吸水滤纸中ꎬ在
２８ ℃人工温室黑暗放置 ３ ｄ 后ꎬ转移到 １ / ２ＭＳ 培养

液中萌发生长 ７ ｄꎬ转移至不含 Ｃｄ 或含 ２５ μｍｏｌＬ￣１

氯化镉(ＣｄＣｌ２)的 １ / ２ＭＳ 水培液中培养 ７ ｄꎮ 每 ２ ｄ
换 １ 次水培液ꎮ 生长光周期为光 １６ ｈ、暗 ８ ｈ 的循环ꎮ
１.２ 转基因植株的构建

利用 ＣＲＩＳＰＲ￣ＧＥ( ｈｔｔｐ: / / ｓｋｌ. ｓｃａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / )在

线设 计 ＯｓＩＭＡ１ 的 编 辑 靶 点ꎮ 通 过 Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ
ＰＣＲ 构建包含该靶点的 ｓｇＲＮＡꎬ并融合至 ＯｓＵ６ａ
启动子的下游ꎬ然后将 ＯｓＵ６ａ￣ｓｇＲＮＡ 克隆至携带

Ｃａｓ９ 的 ｐＭＨ￣ＳＡ 载体( Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 将表

达载体转化至农杆菌 ＥＨＡ１０５ 菌株中用于水稻转

化ꎬ并对转基因阳性苗进行 ＰＣＲ 测序ꎮ 对纯合植

株进行扩繁ꎬ并进一步对 Ｔ３ 代植物在进行 ＰＣＲ 测

序ꎬ获得纯合突变植株ꎮ
用玉米 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 启动子驱动 ＯｓＩＭＡ１ 全 长

ＣＤＳꎬ获得 ＯｓＩＭＡ１ 过表达载体ꎮ 将构建的质粒转

化至农杆菌 ＥＨＡ１０５ 菌株中用于水稻转化ꎮ 选用

含潮霉素抗性的转基因植株进行基因表达水平检

测ꎬＴ３ 转基因植株用来试验分析ꎮ
１.３ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

利用水饱和酚法提取水稻根( ｒｏｏｔ)或地上部

(ｓｈｏｏｔ)的总 ＲＮＡꎮ 采用 ＲＴ Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ (ｏｌｉｇｏ ｄＴ)
和 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ (宝生物ꎬ
日本)试剂盒将 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ随后使用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试剂( Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ) Ｋｉｔ (宝

生物ꎬ日本) 在 Ｌｉｇｈｔ￣Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ 实时 ＰＣＲ 仪 (罗

氏ꎬ瑞士)上进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎮ 每个基因的定

量至 少 含 ３ 次 生 物 学 重 复ꎮ 以 ＯｓＡＣＴＩＮ１ 和

ＯｓＯＢＰ 作为内参对照ꎬ对样品进行归一化处理ꎮ
１.４ Ｆｅ 和 Ｃｄ 含量测定

不同基因型的水稻材料于 １ / ２ＭＳ 营养液体萌

发生长 ７ ｄ 后转移至不含 Ｃｄ 或含 ２５ μｍｏｌＬ￣１

ＣｄＣｌ２的 １ / ２ＭＳ 水培液培养 ７ ｄꎮ 分别收取根和

叶ꎬ并置于 ６５ ℃ 烘箱干燥 ７ ｄꎮ 用高通量组织研

磨仪打磨样品成粉末ꎮ 每个样品称取 ５００ ｍｇꎬ加
入 ５ ｍＬ 硝酸于 １８５ ℃中消解 ３ ｈꎬ加入 ２ ｍＬ 高氯

酸 于 ２２０ ℃ 氧 化 ３０ ｍｉｎꎮ 利 用 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ 公司的电联耦合等离子体质谱仪

( ＩＣＰ￣ＭＳ ｉＣＡＰ６３００)测定样品元素含量ꎮ
１.５ 统计分析

所有试验数据均使用平均值±标准差( ｘ±ｓ)表
示ꎮ 每个试验至少有 ３ 次生物学重复ꎮ 利用 ＳＰＳＳ
１７.０ 软件进行单因素方差分析( ｏｎｅ￣ｗａｙ ｖａｒｉａｎｃｅꎬ
ＡＮＯＶＡ) (Ｐ<０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ Ｃｄ 胁迫引起水稻 ＯｓＩＭＡ 基因表达上调

水稻基因组包含两个 ＯｓＩＭＡ 基因(ＯｓＩＭＡ１ 和

ＯｓＩＭＡ２)ꎮ 近来的研究表明 ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 受到

缺 Ｆｅ 诱导(Ｋｏｂａｙａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ Ｃｄ 胁迫会严

重限制植物的生长发育ꎬ从而导致植物表现出缺 Ｆｅ
症状ꎮ 为研究 Ｃｄ 胁迫是否能 影 响 ＯｓＩＭＡ１ 和

ＯｓＩＭＡ２ 的表达ꎬ对野生型(ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬＷＴ)水稻进行

Ｃｄ 处理后ꎬ检测了 ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 的表达情况ꎮ
将在正常培养液上生长 ７ ｄ 的幼苗转移至不含 Ｃｄ
(Ｃｄ０)或含 ２５ μｍｏｌＬ￣１ ＣｄＣｌ２(Ｃｄ２５)的培养液中

生长 ７ ｄꎮ 提取根和地上部的 ＲＮＡ 并利用荧光定量

ＰＣＲ 检测 ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 的表达水平ꎮ 结果表

明ꎬ在 Ｃｄ 胁迫条件下ꎬ 无论在根还是地上部ꎬ
ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 的表达均显著上调(图 １)ꎮ
２.２ ＯｓＩＭＡ１ 过表达植株对 Ｃｄ 耐受性更高

ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 属于同源蛋白且二者在 Ｆｅ
稳态方面的功能相近ꎮ 考虑到二者的转录水平均

受到 Ｃｄ 处理诱导ꎬ本研究接下来以 ＯｓＩＭＡ１ 作为

代表进行研究ꎮ 本研究利用玉米的 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 启动

子驱动 ＯｓＩＭＡ１ 基因ꎬ并且转化了野生型水稻品种

“日本晴” (图 ２:Ａ)ꎮ 通过定量 ＰＣＲ 筛选获得了

ＯｓＩＭＡ１ 的过表达转基因水稻植株ꎬ评估 ＯｓＩＭＡ１
过表达植株对 Ｃｄ 胁迫的适应能力ꎮ 在正常水培

溶液生长一周的幼苗分别转移到不含 Ｃｄ (Ｃｄ０)
或含 ２５ μｍｏｌＬ￣１ ＣｄＣｌ２ ( Ｃｄ２５)的溶液再生长一

周ꎬ观察和分析其表型ꎮ 结果表明ꎬ在 Ｃｄ０ 生长条

件下ꎬＯｓＩＭＡ１ 的过表达植株与野生型植株无明显

区别ꎬ而在 Ｃｄ２５ 处理条件下ꎬ过表达植株的株高

显著高于野生型植株 (图 ２:ＢꎬＣ)ꎮ 综上表明ꎬ
ＯｓＩＭＡ１ 过表达增强了植物对 Ｃｄ 胁迫的适应性ꎮ

９９０１６ 期 彭凤等: ＯｓＩＭＡ１ 增强水稻对镉逆境的适应性



２.３ ＯｓＩＭＡ１ 的功能缺失突变体对 Ｃｄ 胁迫更敏感

为了进一步研究 ＯｓＩＭＡ１ 在适应 Ｃｄ 胁迫方面

的作用ꎬ本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 基因编辑技术

对 ＯｓＩＭＡ１ 基因进行了编辑ꎬ并获得了两个 ｉｍａ１
突变体ꎮ 本研究在 ＯｓＩＭＡ１ 基因的编码区设计了

一个特异性的靶点ꎬ用 ＯｓＵｂａ 启动子驱动整合了

该靶点的 ｓｇＲＮＡꎬ并构建了相应的表达载体ꎮ 通

过转化野生型水稻愈伤组织ꎬ获得了转基因植株ꎮ
通过 ＰＣＲ 鉴定及后代分离纯化ꎬ得到 ２ 个纯合的

突变体株系 ｉｍａ１￣１ 和 ｉｍａ１￣２ꎮ ２ 个株系均因基因

编码区插入一个碱基导致移码突变(图 ３:Ａ)ꎮ 此

外ꎬ本研究对野生型和 ２ 个功能缺失突变体的植

株进行了 Ｃｄ 处理试验ꎮ 在正常水培液生长条件

下ꎬ２ 个突变体株系与野生型植株无明显差别(图
３:ＢꎬＣ)ꎮ 在 Ｃｄ 处理条件下ꎬ突变体植株表现出

幼叶缺绿甚至萎蔫等症状(图 ３:Ｂ)ꎮ 综上表明ꎬ
ＯｓＩＭＡ１ 功能缺失增加了植物对 Ｃｄ 的敏感性ꎮ
２.４ ＯｓＩＭＡ１ 负调控 Ｃｄ 从根向叶的转运

本研究结果表明 ＯｓＩＭＡ１ 过表达植株比野生

型更耐 Ｃｄ 胁迫ꎬ而 ｉｍａ１ 突变体则相反ꎮ 为了进

一步分析 ＯｓＩＭＡ１ 正调控 Ｃｄ 耐受的分子机制ꎬ本
研究测定了野生型、ＯｓＩＭＡ１ 过表达株系和 ｉｍａ１ 突

变体的根和叶片中的 Ｃｄ 和 Ｆｅ 含量ꎮ 先将在正常

培养液中生长 ７ ｄ 的幼苗分别转移到不含 Ｃｄ 或含

有 ２５ μｍｏｌＬ￣１ ＣｄＣｌ２的培养液中培养 ７ ｄꎬ然后分

别取根和叶用来检测 Ｆｅ 和 Ｃｄ 的含量ꎮ 与野生型

相比ꎬＯｓＩＭＡ１ 过表达植株的根和地上部都积累了

更多的 Ｆｅꎬ而 ｉｍａ１ 突变体则积累了较少的 Ｆｅꎻ
ＯｓＩＭＡ１ 过表达植物在根中积累了较多的 Ｃｄꎬ而
ｉｍａ１ 突变体在地上部积累了较多的 Ｃｄ(图 ４)ꎮ
综上表明ꎬＯｓＩＭＡ１ 负调控 Ｃｄ 从根向地上部的

运输ꎮ

３　 讨论与结论

Ｃｄ 对动植物的生长发育有害ꎬ近年来水稻受

到 Ｃｄ 污染的事件频频发生ꎮ 因此ꎬ减少植物的 Ｃｄ
吸收或提高植物对 Ｃｄ 胁迫的适应性ꎬ有利于保障

粮食安全ꎮ Ｆｅ 是植物生长发育所必需的营养元

素ꎬ而缺 Ｆｅ 是导致人类贫血症的一个主要原因ꎮ
水稻作为主粮作物ꎬ是人类 Ｆｅ 元素的一个主要来

源ꎮ 因此ꎬ培育富 Ｆｅ 稻米有益于改善人类健康ꎮ
由于 Ｆｅ 和 Ｃｄ 之间的拮抗作用ꎬ额外施加 Ｆｅ 可以

减少植物对 Ｃｄ 的吸收(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｓｅｂａｓｔｉａｎ ＆
Ｐｒａｓａｄꎬ ２０１６)ꎮ 因此ꎬ利用 Ｆｅ 和 Ｃｄ 的拮抗机制

可以提高植物对 Ｃｄ 胁迫的适应性ꎮ 水稻中存在

两个 ＯｓＩＭＡ 基因:ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ꎬ它们的过表

达能激活缺 Ｆｅ 诱导基因的表达ꎬ从而增加 Ｆｅ 的累

积(Ｋｏｂａｙａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 本研究发现ꎬＣｄ 胁迫

时 ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 的表达显著上调ꎮ Ｃｄ 处理

试验发现 ＯｓＩＭＡ１ 的功能缺失突变体提高了水稻

对 Ｃｄ 的敏感性ꎬ主要表现在植株叶片白化萎蔫ꎮ
ＯｓＩＭＡ１ 过表达一方面增加了 Ｆｅ 的积累ꎬ另一方面

却抑制了 Ｃｄ 从根向地上部的转运ꎬ这可能是

ＯｓＩＭＡ１ 过表达植株对 Ｃｄ 耐受性提高的原因ꎮ 因

此ꎬ增加 ＯｓＩＭＡ１ 的表达水平是缓解植物 Ｃｄ 毒害

的一个有效策略ꎮ
Ｍｅｎｇ 等( ２０２２) 研究表明ꎬ ＩＭＡ 过表达可以

提高拟南芥对 Ｃｄ 胁迫的适应能力ꎮ 本研究发现

ＯｓＩＭＡ１ 过表达提高了水稻对 Ｃｄ 胁迫的耐受性ꎮ
水稻根摄入的 Ｆｅ 和 Ｃｄ 经地上部转运至稻米中ꎮ
ＯｓＩＭＡ１ 过表达既促进了 Ｆｅ 在根部的累积ꎬ又促

进了 Ｃｄ 在根部的积累ꎮ 但是ꎬＯｓＩＭＡ１ 过表达促

进了 Ｆｅ 在地上部积累的同时ꎬ也抑制了 Ｃｄ 从根

向地上部的转运ꎮ 这表明 ＯｓＩＭＡ１ 可以通过特异

性地抑制 Ｃｄ 从根向地上部的转运ꎬ提高植物对

镉胁迫的适应性ꎮ Ｆｅ 和 Ｃｄ 同属于二价离子ꎬ在
体内可能被类似的转运蛋白识别ꎮ ＯｓＩＭＡ１ 过表

达植株根部累积的 Ｆｅ 可能竞争抑制了 Ｃｄ 与这

些转运蛋白的结合ꎮ ＯｓＩＭＡ１ 这种限制植物从根

向地上部转运 Ｃｄ 的能力可能有助于减少稻米中

的 Ｃｄ 累积ꎮ 未来可以测试 ＯｓＩＭＡ 过表达是否可

减少稻米中的 Ｃｄ 含量ꎮ 无论在拟南芥还是在水

稻中ꎬＩＭＡ 均具有增加 Ｆｅ 吸收、增强 Ｃｄ 耐受的

生物学功能ꎬ揭示了 ＩＭＡ 在不同物种中的功能保

守ꎮ ＩＭＡ 的高度保守性可能有助于打破基因功

能物种特异性的限制( Ｇｒｉｌｌｅｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８) ꎮ 因

此ꎬ未来研究可以测试 ＩＭＡ 是否可以提高其他作

物的耐 Ｃｄ 能力ꎮ
ＩＭＡ 小肽碳末端的 １７ 个氨基酸就足以发挥其

分子功能( Ｇｒｉｌｌｅｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ
目前ꎬ人工合成小分子多肽的技术已经非常流行ꎮ
因此ꎬ未来有望将 ＩＭＡ 开发为一种商用多肽ꎬ通过

施肥的方式提高植物对 Ｃｄ 耐胁迫的适应性ꎮ 综

上所述ꎬＩＭＡ 可作为减轻植物 Ｃｄ 毒害的一个潜在

可利用的小分子ꎮ 进一步研究 ＩＭＡ 调控 Ｃｄ 胁迫
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Ａ. 根ꎻ Ｂ. 地上部ꎮ 不同小写字母表示 ＯｓＩＭＡ 在不同 Ｃｄ 浓度处理下的显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ａ. Ｒｏｏｔꎻ Ｂ. Ｓｈｏｏｔ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ ＯｓＩＭＡ (Ｐ<０.０５).

图 １　 水稻 ＯｓＩＭＡ１ 和 ＯｓＩＭＡ２ 对 Ｃｄ 胁迫的响应
Ｆｉｇ. １　 ＯｓＩＭＡ１ａｎｄ ＯｓＩＭＡ２ ｏｆ ｒｉｃｅ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ

Ａ. ＯｓＩＭＡ１ 过表达载体示意图ꎻ Ｂ. 野生型和 ＩＭＡ１ 过表达株系的表型ꎻ Ｃ. 野生型和 ＩＭＡ１ 过表达株系突变体的地上部高度ꎮ 不
同小写字母表示不同植株同一镉浓度处理之间的显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ａ. Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＯｓＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒꎻ Ｂ. Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ (ＷＴ) ａｎｄ ＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｌａｎｔｓꎻ Ｃ. Ｓｈｏｏｔ ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ ｗｉｌｄ￣
ｔｙｐｅ (ＷＴ) ａｎｄ ＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｌａｎｔｓ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ Ｃｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 ＯｓＩＭＡ１ 过表达水稻植株对 Ｃｄ 胁迫处理耐受性
Ｆｉｇ. ２　 Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ＯｓＩＭＡ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｒｉｃｅ ｐｌａｎｔｓ ｔｏ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ
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Ａ. ｉｍａ１ 突变体的基因型ꎮ ＯｓＵ６ａ 启动子用来驱动 ｓｇＲＮＡ 的表达ꎮ 下划线的 ３ 个碱基代表 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统识别的 ＰＡＭ 位点ꎮ
ｉｍａ１￣１ 包含一个碱基“ｃ”插入ꎻ ｉｍａ１￣２ 包含一个碱基“ ｔ”插入ꎮ Ｂ. 野生型和 ｉｍａ１ 突变体的表型ꎮ Ｃ. 野生型和 ｉｍａ１ 突变体的地
上部高度ꎮ
Ａ. Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｉｍａ１ ｍｕｔａｎｔｓ. Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ＯｓＵ６ａ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｒｉｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｇＲＮＡ. Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｔｈｒｅｅ ｂａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ＰＡＭ ｒｅｇｉｏｎ
ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｂｙ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ. ｉｍａ１￣１ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａｎ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ ‘ｃ’ ａｎｄ ｉｍａ１￣２ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａｎ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ ‘ｔ’. Ｂ. Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ
(ＷＴ) ａｎｄ ｉｍａ１ ｍｕｔａｎｔｓ. Ｃ. Ｓｈｏｏｔ ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ｉｍａ１ ｍｕｔａｎｔｓ.

图 ３　 ｉｍａ１ 功能缺失突变体的表型
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ＯＳＩＭＡ１ ｌｏｓｓ￣ｏｆ￣ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ

图 ４　 水稻植株的 Ｆｅ 和 Ｃｄ 浓度
Ｆｉｇ. ４　 Ｆｅ ａｎｄ Ｃｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｐｌａｎｔｓ
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的机制ꎬ将为基因工程技术改造植物或培育耐 Ｃｄ
胁迫的农作物提供理论依据ꎮ
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锰胁迫和性别竞争交互处理下
沙棘雌雄幼苗生理响应特征

方　 玲１ꎬ 林玉虎１ꎬ 何云晓１ꎬ２ꎬ 陈　 浩１ꎬ 徐元洪１ꎬ 孙旭东１ꎬ２ꎬ 陈　 娟１ꎬ２∗

( １. 绵阳师范学院 城乡建设与规划学院ꎬ 四川 绵阳 ６２１０００ꎻ ２. 川西北乡村人居环境

建设四川省高校工程研究中心ꎬ 四川 绵阳 ６２１０００ )

摘　 要: 沙棘(Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ)是重要的雌雄异株人工林防护树种ꎬ但对其环境胁迫的性别响应差异

研究不足ꎬ性别竞争与胁迫因子的交互效应响应特征尚不清楚ꎮ 为了探讨锰胁迫和性别竞争交互处理下沙

棘雌雄植株的生理响应特征和耐受能力ꎬ旨在为沙棘修复土壤重金属污染提供实践指导ꎬ该文研究了锰胁

迫 (４ ０００ ｍｇｋｇ￣１)和 ３ 种不同性别组合模式(雌雄、雌雌、雄雄)处理下沙棘的生理响应ꎬ分别测定雌雄沙

棘叶片中叶绿素、过氧化物酶 ( ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＰＯＤ)、超氧化物歧化酶 ( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)、丙二醛

(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)、总酚( ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｓꎬ ＴＰ)、游离脯氨酸( ｆｒｅｅ ｐｒｏｌｉｎｅꎬＰｒｏ)、可溶性糖( ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒꎬ
ＳＳ)、甜菜碱(ｇｌｙｃｉｎｅ ｂｅｔａｉｎｅꎬ ＧＢ)以及锰含量ꎮ 结果表明:(１)锰胁迫下ꎬ在所有竞争组合中ꎬ性间竞争的雄

株(Ｍ / ＦＭ)ＳＯＤ 活性最高ꎬ而 ＭＤＡ 含量与对照相比未有明显升高ꎬ表明雄株的抗氧化能力更好ꎬ膜氧化损

伤程度更小ꎮ (２)锰胁迫时 Ｍ / ＦＭ 积累了更多的游离脯氨酸ꎬ表现出更好的渗透调节能力和耐受能力ꎮ
(３)交互效应分析显示性别互作和锰胁迫交互处理显著影响了沙棘雌雄叶片的光合色素、抗氧化酶活性和

渗透调节能力ꎻ主成分分析显示 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＭＤＡ、叶绿素 ｂ( ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｂꎬ Ｃｈｌｂ)、ＳＳ、Ｐｒｏ 可作为重要的生理

响应指示参数ꎮ 该研究结果对于利用沙棘修复土壤重金属污染可提供一定的参考ꎮ
关键词: 土壤修复ꎬ 锰胁迫ꎬ 沙棘ꎬ 性别竞争ꎬ 生理响应
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ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｌｅａｖｅｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ｕｎｄｅｒ Ｍｎ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｅ ＳＯＤ ｏｆ ｍａｌｅ ｐｌａｎｔｓ (Ｍ / ＦＭ) ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ
ｉｎ ａｌｌ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍａｌｅ ｐｌａｎｔｓ ｈａｄ ｂｅｔｔｅｒ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｎｄ ｌｅｓｓ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ. ( ２) Ｍ / ＦＭ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ ｍｏｒｅ ｆｒｅｅ ｐｒｏｌｉｎｅ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｂｅｔｔｅｒ ｏｓｍｏｔｉｃ ａｄｊｕｓｔｍｅｎｔ ａｂｉｌｉｔｙ ｕｎｄｅｒ Ｍｎ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｍａｌｅ ｐｌａｎｔｓ
ｕｎｄｅｒ ｓｅｘｕａｌ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｂｅｔｔｅｒ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ Ｍｎ ｓｔｒｅｓｓ. (３) Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｍａｌｅ￣ｆｅｍａｌｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ
Ｍｎ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｌｅａｖｅｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ
ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔꎬ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｏｓｍｏｔｉｃ ａｄｊｕｓｔｍｅｎｔ. Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＳＯＤꎬ ＰＯＤꎬ ＭＤＡꎬ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｂ (Ｃｈｌｂ)ꎬ ＳＳ ａｎｄ Ｐｒｏ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ｂｙ ｓｅａ
ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｐｌａｎｔｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｓｏｉｌ ｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎꎬ Ｍｎ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ( Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ )ꎬ ｓｅｘｕａｌ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎꎬ
ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

　 　 由于不合理的矿山开采、冶金以及锰肥等各

种富锰物质的过度使用ꎬ导致高浓度的锰严重污

染土壤ꎮ 因此ꎬ对锰污染土壤进行生态修复已成

为重要课题ꎮ 植物修复是利用具有重金属富集作

用的植物将重金属从土壤转移到植物的根系或者

地上部分的植物体中ꎬ利用植物的根系吸收、钝化

有毒金属ꎬ降低重金属生物有效性ꎬ从而达到固定

或者从土壤中去除重金属的目的 (张玉秀等ꎬ
１９９９ꎻ罗玉虎ꎬ２０１９)ꎮ 在植物修复技术应用中ꎬ植
物对重金属污染的生理生态响应和富集特性的研

究是筛选植物修复物种的基础和关键环节ꎮ 虽然

锰是植物生长发育必需的微量元素ꎬ对植物的叶

绿素形成以及酶活性调节等方面具有重要作用

(李欣航等ꎬ２０２０)ꎮ 但是过量的锰会导致植物的

质膜结构改变ꎬ线粒体损伤ꎬ甚至细胞死亡ꎮ 目前

关于锰胁迫下植物的生理生化响应已有一些研

究ꎮ 有研究发现马尾松(Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａ)可通过

改变气体交换参数、光合色素含量和叶绿素荧光

来维持光合作用ꎬ并通过提高过氧化氢酶、超氧化

物歧化酶( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)等抗氧化酶

活性和可溶性糖、可溶性蛋白等非酶代谢物含量

来抵御锰胁迫( Ｂａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎻ黄花草(Ｃｌｅｏｍｅ
ｖｉｓｃｏｓａ)能通过提高脯氨酸、可溶性蛋白和可溶性

糖含量缓解较高浓度锰胁迫带来的毒害(肖泽华

等ꎬ２０１９)ꎻ廖阳等 ( ２０１５) 研究了油茶 ( Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｏｌｅｉｆｅｒａ)幼苗对锰的生理响应和耐受性ꎬ发现油茶

会产生大量的 ＳＯＤ 和过氧化物酶 ( ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ
ＰＯＤ)等抗氧化酶以抵御植株体内的锰毒ꎮ 这说

明锰胁迫下植物产生的抗氧化酶以及分泌的渗透

调节物质将影响其对锰的耐受性ꎮ
最新统计表明ꎬ全世界的雌雄异株植物大约

有１５ ６００ 种ꎬ 隶 属 于 约 １７５ 科 ９８７ 属 ( Ｒｅｎｎｅｒꎬ
２０１４)ꎬ其中有许多物种是重要的造林和生态防护

树种ꎮ 前人的研究已发现ꎬ环境胁迫条件下雌雄

异株植物表现出明显的性别差异ꎮ 干旱胁迫下黄

柳(Ｓａｌｉｘ ｇｏｒｄｅｊｅｖｉｉ)雌株的抗氧化能力较强ꎬ受到

的氧化损伤和膜质过氧化水平较低(马少薇等ꎬ
２０１９)ꎮ Ｊｉａｎｇ 等(２０１３)研究发现在锌(Ｚｎ)胁迫下

滇杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ)雄株比雌株具有更有效

的自我保护机制ꎮ 也有研究显示重金属胁迫下雌

株相比雄株具有更强的耐受性和富集能力ꎬ如白玉

草(Ｓｉｌｅｎｅ ｌａｔｉｆｏｌｉａ)雌株组织中累积了更多的铜ꎬ雌
株对镉的耐受性也较高(Ｖｉｌａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 沙棘

(Ｈｉｐｐｏｈｇａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ)是胡颓子科沙棘属落叶性灌

木ꎬ具有耐旱、抗逆能力强、适应性广、抗风沙和水

土保持能力强等特点(裴斌等ꎬ２０１３)ꎮ 研究显示在

ＮａＣｌ 胁迫下沙棘幼苗的生物量以及单株总叶面积

显著下降(秦景等ꎬ２００９)ꎬ但未有研究其雌雄植株

６０１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



响应的性别差异ꎮ 高丽等(２０１０)研究发现干旱胁

迫下中国沙棘(Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ)
雌株叶片的游离脯氨酸和可溶性糖含量上升幅度

大于雄株ꎬ对干旱胁迫的适应性和生理调节能力更

强ꎮ Ｌｉ 等(２００４)研究发现 ５０％田间持水量时雌雄

沙棘的植株株高、干物质积累量和根冠比等生长特

征表现出了明显的性别差异ꎮ 近年来ꎬ虽然有少量

研究探讨了雌雄沙棘对环境适应的性别差异ꎬ但未

有涉及性别竞争效应ꎮ 在重金属胁迫下ꎬ雌雄性别

互作模式是否影响沙棘对重金属胁迫的生理响应

特征尚未有报道ꎮ 因此ꎬ本研究以沙棘为试验材料

开展盆栽试验ꎬ分析锰胁迫和性别竞争交互处理下

沙棘雌雄植株叶片的生理特征变化ꎬ拟探讨以下问

题:(１)锰胁迫和性别竞争交互处理是否影响了雌

雄沙棘光合和抗氧化能力ꎻ(２)锰胁迫和性别交互

处理下ꎬ雌雄沙棘是否表现出渗透调节能力差异ꎻ
(３)哪种性别组合模式的雌株或雄株表现出对锰胁

迫更好的生理响应特征和耐受能力ꎮ 研究结果将

为矿区重金属污染土壤修复中沙棘的应用提供科

学依据和数据支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料和试验设置

试验材料为沙棘雌雄幼苗ꎮ 试验地点位于绵

阳 市 太 乙 仙 山 植 物 园 ( １０４° ５０′ １３. ４２３″ Ｅ、
３１° ２７′３７.９５１″ Ｎ)内的实验基地ꎬ年均温 １６.４ °Ｃꎬ
年均降水量约 ９６９.６ ｍｍꎮ 挑选高度、生长形态较

一致的雌雄沙棘幼苗种植于盆口直径 ２７ ｃｍ、盆底

直径 １９ ｃｍ、盆高 ２３ ｃｍ 的塑料花盆中ꎬ每盆栽种 ２
株ꎬ其中每盆土壤平均重 ７.５ ｋｇꎬ含水量约 １１％ꎬ干
重约 ６.６７５ ｋｇꎮ

采用三因素(性别、竞争、锰胁迫)完全随机设

计ꎬ设置雌雌(ＦＦ)、雄雄(ＭＭ)、雌雄(ＦＭ)３ 种不

同性别竞争组合ꎬ设置施锰与对照 ２ 种处理ꎬ锰胁

迫浓度参照了锰矿开采区污染土壤的污染值ꎬ设
定为 ４ ０００ ｍｇｋｇ ￣１ꎬ以不施锰处理为对照ꎮ 每个

处理设置 １０ 个重复ꎮ 自 ２０２１ 年 ４ 月开始每天向

锰处理组施加 １００ ｍＬ 浓度为 ４８６ ｍｍｏｌＬ￣ １的四

水合氯化锰溶液ꎬ共施加 １０ 次ꎬ使土壤最终锰浓

度为 ４ ０００ ｍｇｋｇ ￣１ꎮ 重金属胁迫处理 ２ 个月后ꎬ
收获雌雄沙棘叶片用于生理参数测定ꎮ
１.２ 测定方法

２０２１ 年 ６ 月底ꎬ每个处理随机选取 ３ 株幼苗ꎬ

采集每株植物上的叶片测定其生理指标和锰含量ꎮ
叶绿素 ａ(ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａꎬＣｈｌａ)、叶绿素 ｂ(ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ
ｂꎬＣｈｌｂ)含量测定参照«植物生理学实验指导»的丙

酮提取法(高俊凤ꎬ２００６)ꎻ参照«植物生理学模块实

验指导» (李玲ꎬ２００９)ꎬ游离脯氨酸 ( ｆｒｅｅ ｐｒｏｌｉｎｅꎬ
Ｐｒｏ)采用磺基水杨酸法ꎬＳＯＤ 采用氮蓝四唑法ꎬＰＯＤ
采用愈创木酚法ꎬ丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)采
用硫代巴比妥酸法ꎬ可溶性糖( ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒꎬＳＳ)含
量采用蒽酮法ꎻ采用 Ｆｏｌｉｎ￣酚比色法测定植物总酚

含量(ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｓꎬ ＴＰ) (颜小捷等ꎬ２０１３)ꎻ采用比

色法测定甜菜碱( ｇｌｙｃｉｎｅ ｂｅｔａｉｎｅꎬ ＧＢ)含量(周芹

等ꎬ２００８ꎻ郭培国等ꎬ２０１１)ꎻ沙棘叶片经消煮后提取

过滤后的消煮液采用火焰原子吸收分光光度计测

定叶片锰(Ｍｎ)含量ꎮ
１.３ 数据处理与分析

使用 ＳＰＳＳ １９.０ 软件对数据进行统计分析ꎬ不
同处理间的差异采用单因素方差分析 ( ｏｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ)ꎬ不同处理间差异显著性采用多重比较检

验(Ｔｕｋｅｙ’ ｓ ｔｅｓｔ)ꎮ 性别、竞争、施锰处理及其交互

效应采用多因素方差分析ꎬ检验自变量中受单个

因素影响的主效应以及自变量各个因素交叉组合

下的交互效应ꎮ 采用主成分分析方法判定主要的

生理响应参数ꎬ分析雌雄叶片的 ９ 个生理响应特

征参数中主成分的特征值、贡献率和累计贡献率ꎮ
采用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１ 软件绘制柱形图ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 锰胁迫和性别竞争交互处理下雌雄沙棘叶片

叶绿素含量变化

叶绿素是植物进行光合作用的主要色素ꎬ能
反映植物光合作用的强弱ꎮ 由图 １ 可知ꎬ对照处

理时性别内竞争雌雄沙棘的 Ｃｈｌａ 和 Ｃｈｌｂ 含量总

体高于性别间竞争ꎮ 与对照相比ꎬ施锰处理后性

别间竞争显著提高了雌雄叶片的 Ｃｈｌａ 和 Ｃｈｌｂ 含

量(Ｐ<０.０５)ꎮ 性别间竞争处理的雌株( Ｆ / ＦＭ)叶

片的 Ｃｈｌａ 和 Ｃｈｌｂ 含量显著高于雄株(Ｍ / ＦＭ)ꎬ但
与对照相比ꎬ雄株(Ｍ / ＦＭ)的 Ｃｈｌｂ 增加更多ꎬ这说

明雄株对锰处理具有更明显的响应特征ꎮ 施锰处

理显著降低了性别内竞争中的雌株(Ｆ / ＦＦ)的 Ｃｈｌａ
含量ꎬ 施 锰 处 理 时 性 别 内 竞 争 处 理 的 雄 株

(Ｍ / ＭＭ)叶片的 Ｃｈｌａ 和 Ｃｈｌｂ 含量显著高于雌株

(Ｆ / ＦＦ)(Ｐ<０.０５)ꎬ这说明性别内竞争下雄株比雌

株拥有更好的光合能力ꎮ
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不同的小写字母表示各处理之间差异显著(采用 Ｔｕｋｅｙ’ｓ ｔｅｓｔꎬＰ<０.０５)ꎮ Ｆ / ＦＦ 表示性别内组合下的雌株ꎻ Ｍ / ＭＭ 表示性别内组

合下的雄株ꎻ Ｆ / ＦＭ 性别间组合内的雌株ꎻ Ｍ / ＦＭ 性别间组合下的雄株ꎮ 下同ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｂｙ Ｔｕｋｅｙｓ ｔｅｓｔꎬ Ｐ<０.０５ ). Ｆ / ＦＦ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｆｅｍａｌｅ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ
ｉｎｔｒａ￣ｓｅｘ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓꎻ Ｍ/ ＭＭ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｍａｌｅ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｉｎｔｒａ￣ｓｅｘ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓꎻ Ｆ / ＦＭ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｆｅｍａｌｅ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ ｉｎｔｅｒ￣ｓｅｘ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓꎻ Ｍ/
ＦＭ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｍａｌｅ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ ｉｎｔｅｒ￣ｓｅｘ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 锰胁迫和性别竞争交互处理对雌雄沙棘叶片叶绿素 ａ(Ａ)和叶绿素 ｂ(Ｂ)含量的影响
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｎ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｃｈｌａ(Ａ) ａｎｄ ｃｈｌｂ(Ｂ) ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ

ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｘｕａｌ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

２.２ 锰胁迫和性别竞争交互下雌雄沙棘叶片抗氧

化酶活性和 ＭＤＡ 含量变化

植物受重金属胁迫时会产生大量的活性氧自

由基ꎬ损伤主要的生物大分子及引起膜脂过氧化ꎮ
植物中的多种抗氧化防卫系统包括 ＳＯＤ、ＰＯＤ 等

抗氧化酶能清除自由基ꎬ保护细胞免受氧化胁迫

的危害(曾小飚等ꎬ２０１９)ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ在锰胁迫

下沙棘叶片 ＳＯＤ、ＰＯＤ 含量总体低于对照组ꎮ 对

照处理时性别内和性别间竞争的雌雄叶片 ＳＯＤ、
ＰＯＤ 含量差异均不显著ꎬ施锰处理时性别间竞争

的雄株(Ｍ / ＦＭ) 叶片的 ＳＯＤ 含量显著高于雌株

(Ｆ / ＦＭ) (Ｐ<０.０５)ꎬＰＯＤ 含量无显著差异ꎮ 与对

照相 比ꎬ 施 锰 处 理 显 著 抑 制 了 雌 株 ( Ｆ / ＦＦ 和

Ｆ / ＦＭ)叶片的 ＳＯＤ 含量ꎬ增加了性别间竞争组合

的差异ꎮ 与对照相比ꎬ施锰处理显著抑制了 Ｆ / ＦＦ
和 Ｍ / ＦＭ 的 ＰＯＤ 值ꎮ

丙二醛(ＭＤＡ)是细胞膜脂过氧化反应的产

物ꎬ作为植物受胁迫生理响应的指标ꎬ其含量的变

化可反映逆境条件下膜系统受损程度(文珂等ꎬ
２０１８ꎻ张宝成等ꎬ２０２１)ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ施锰组的叶

片 ＭＤＡ 含量总体上高于对照组ꎮ 与对照相比ꎬ施
锰处理显著增加了性别间竞争组合的差异ꎬ雌株

(Ｆ / ＦＭ) ＭＤＡ 含量显著高于雄株 ( Ｍ / ＦＭ) ( Ｐ <
０.００１)ꎬ而 Ｍ / ＭＭ 和 Ｍ / ＦＭ 的 ＭＤＡ 含量与对照相

比差异不显著ꎬ这说明雄株表现出更好的细胞膜

稳定性和抗膜脂过氧化能力ꎮ
２.３ 锰胁迫和性别竞争交互下沙棘叶片可溶性糖

和脯氨酸含量变化

可溶性糖(ＳＳ)是植物生长发育的主要营养成

分ꎬ也是植物体内的重要信号分子ꎬ能够参与植物

在逆境胁迫下的信号转导和渗透调节ꎻ游离脯氨

酸(Ｐｒｏ)也在植物渗透调节中发挥着重要的作用

(张虎等ꎬ２０１５)ꎮ 由图 ３ 可知ꎬ对照处理下所有的

竞争组合中ꎬ性别内竞争模式下雌株(Ｆ / ＦＦ) ＳＳ 含

量最高(Ｐ<０.０５)ꎬ而施锰处理后显著降低了雌株

(Ｆ / ＦＦ)ＳＳ 含量ꎬ使各竞争组合中雌雄叶片无明显

差异ꎮ 对照处理下ꎬ性别间竞争中的雄株(Ｍ / ＦＭ)
的 Ｐｒｏ 含量显著高于雌株ꎮ 施锰处理后 Ｍ / ＦＭ 叶

片 Ｐｒｏ 含量总体高于对照处理显著上升ꎬ在所有竞

争组 合 中ꎬ Ｍ / ＦＭ 的 叶 片 Ｐｒｏ 积 累 量 最 高ꎬ 为

１ ９１４.７５ μｇｇ ￣１ꎮ 施锰处理增加了性别内竞争的

雌雄(Ｆ / ＦＦ 和 Ｍ / ＭＭ)叶片 Ｐｒｏ 含量的差异ꎬ表现

为 Ｍ / ＭＭ 显著高于 Ｆ / ＦＦꎮ 总体上看ꎬ对照下性别

内竞争组合中和锰处理下的性别内和性别间竞争

组合中的雄株叶片 Ｐｒｏ 含量均显著高于雌株(Ｐ<
０.００１)ꎬ这说明沙棘雄株表现出比雌株更好的渗

透调节能力ꎮ
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图 ２　 锰胁迫和性别竞争交互处理对雌雄沙棘叶片
ＳＯＤ(Ａ)、ＰＯＤ 活性(Ｂ)和 ＭＤＡ 含量(Ｃ)的影响
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｎ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ＳＯＤ (Ａ)ꎬ ＰＯＤ (Ｂ)
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔｓ(Ｃ)ｏｆ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｌｅａｖｅｓ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｘｕａｌ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

２.４ 锰胁迫和性别竞争交互下雌雄沙棘叶片总酚

和甜菜碱含量变化

植物酚类具有抗氧化的作用ꎬ能以单电子转

移的方式清除或减少活性氧自由基 (文珂等ꎬ
２０１８ꎻ朱珍珍等ꎬ２０１９)ꎮ 甜菜碱(ＧＢ)是高等植物

重要的渗透调节物质ꎬ能够提高细胞的渗透调节

能力ꎬ降低因渗透失水造成对细胞膜、酶及蛋白质

结构与功能的伤害ꎮ 由图 ４ 可知ꎬ对照处理时总

酚(ＴＰ)含量的取值范围在 ４７.５２ ~ ７３.１５ ｍｇｇ￣１

之间ꎬ施锰处理时取值在 ５４.１７ ~ ８３.７０ ｍｇｇ￣１之

间ꎬ其中性别内竞争模式下的雌株(Ｆ / ＦＦ)ＴＰ 含量

显著高于性别间竞争模式下的雄株(Ｍ / ＦＭ)ꎮ 但

锰处理下各竞争组合的雌雄叶片 ＴＰ 含量较对照

组无显著变化(Ｐ>０.０５)ꎮ 对照处理下性别间竞争

模式中雌株 ( Ｆ / ＦＭ) ＧＢ 含量显著高于雄株 (Ｍ /
ＦＭ)和性别内竞争中的雌株( Ｆ / ＦＦ) (Ｐ<０.００１)ꎬ
施锰处理显著降低了性别间竞争中雌株( Ｆ / ＦＭ)
和性别内竞争中雄株(Ｍ / ＭＭ)的叶片 ＴＰ 含量ꎬ但
施锰处理下性别内和性别间竞争模式的叶片 ＧＢ
含量均无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎬ这说明锰处理降低

了各竞争组合中雌雄叶片 ＧＢ 含量的性别差异ꎮ
２.５ 锰胁迫和性别竞争交互下雌雄沙棘叶片锰含

量变化

由图 ５ 可知ꎬ与对照处理相比ꎬ施锰显著增加了

所有竞争组合中雌雄沙棘叶片的锰含量 ( Ｐ <
０.００１)ꎮ 对照处理时两种混栽模式的叶片锰含量无

明显差异ꎬ施锰处理后性别内和性别间栽种模式中

的雌株叶片锰含量均高于雄株ꎬ但未达到显著水平ꎮ
２.６ 交互效应和主成分分析

主体间效应检验如表 １ 所示ꎬ性别和竞争的交

互处理显著影响了 Ｃｈｌａ、Ｃｈｌｂ、ＳＯＤ、ＭＤＡ、Ｐｒｏ 和

ＧＢꎬ性别和重金属胁迫交互显著影响了 Ｃｈｌｂ、
ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＳＳ 和 Ｐｒｏꎬ竞争与重金属交互显著影响

了 Ｃｈｌａ、Ｃｈｌｂ、ＭＤＡ、ＳＳ 和 Ｐｒｏꎬ而性别、竞争和重金

属胁迫的交互显著影响了 Ｃｈｌａ、Ｐｒｏ 和 ＧＢꎮ
由表 ２ 和图 ６ 可知ꎬ三个主成分共同解释了

７３.５０７％的信息ꎮ 主成分 ＰＣ１ 解释了 ３７.６７８％ꎬ主
要受 ＳＯＤ、ＰＯＤ、Ｃｈｌｂ、ＭＤＡ 的影响ꎬＰＣ１ 与 Ｃｈｌｂ、
ＭＤＡ 均为正相关ꎬ与 ＳＯＤ、ＰＯＤ 为负相关ꎬ其中

ＳＯＤ 与 ＰＣ１ 相关性最高ꎬ相关系数达 － ０. ８８７ꎮ
ＰＣ２ 解释了 ２１.２２８％ꎬＰＣ３ 解释了 １４.６００％ꎬ均主

要受 ＳＳ、Ｐｒｏ 的影响ꎮ 说明 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＭＤＡ、Ｃｈｌｂ、
ＳＳ、Ｐｒｏ 含量可作为性别竞争交互处理下沙棘雌雄

叶片受重金属胁迫的主要指示指标ꎮ

３　 讨论

３.１ 锰胁迫和性别竞争交互对雌雄沙棘叶片光合

色素和抗氧化酶活性的影响

研究显示在植物受到胁迫时ꎬ 叶绿素会呈现
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图 ３　 锰胁迫和性别竞争交互处理对雌雄沙棘叶片可溶性糖(Ａ)和游离脯氨酸(Ｂ)含量的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｎ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ＳＳ (Ａ) ａｎｄ Ｐｒｏ (Ｂ) ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｘｕａｌ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

图 ４　 锰胁迫和性别竞争交互处理对雌雄沙棘叶片总酚(Ａ)和甜菜碱(Ｂ)含量的影响
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｎ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ＴＰ (Ａ) ａｎｄ ＧＢ (Ｂ) ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｌｅａｖｅｓ

ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｘｕａｌ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

上升的趋势ꎬ当胁迫达到一定程度之后叶绿素含

量开始下降ꎮ 如低铁、锰胁迫下人参叶片的 Ｃｈｌａ
和 Ｃｈｌｂ 含量表现出上升的趋势(高明等ꎬ２０１２)ꎻ
铅处理会显著增加桑树雌雄幼苗叶片 Ｃｈｌａ 和 Ｃｈｌｂ
的含量ꎬ且雄株的叶绿素增加幅度高于雌株(秦芳

等ꎬ２０１４)ꎮ 本研究显示在高浓度锰的胁迫下ꎬ沙
棘叶片的 Ｃｈｌａ 和 Ｃｈｌｂ 含量较对照处理高ꎮ 其原

因可能是沙棘受到高浓度锰的胁迫时ꎬ生长受到

强烈抑制ꎬ生物量降低ꎬ相比对照处理产生了“浓

缩效应” 导致叶绿素含量的相对增长 (高明等ꎬ
２０１２)ꎮ

研究显示ꎬ锰胁迫在一定程度上会改变植物

的抗氧化酶活性ꎮ 高浓度的锰离子抑制紫花苜蓿

的抗氧化酶活性ꎬ叶片 ＭＤＡ 含量呈现上升趋势

(曹婧等ꎬ２０１９)ꎮ 野大豆幼苗在锰浓度增加到一

定程度时 ＰＯＤ 含量开始降低且比对照组减少

８０.３０％(文珂等ꎬ２０１８)ꎮ 这与本研究结果一致ꎬ
抗氧化酶可以清除植物受胁迫时产生的大量膜脂

过氧化产物ꎬ但当毒害物质含量超过植物自身清

除能力时ꎬ高浓度的锰离子抑制抗氧化酶的活性ꎬ
损害细胞的正常代谢ꎬ植物的抗氧化能力和应激

反应能力降低ꎮ 研究显示ꎬ雌雄异株植物对环境

胁迫表现出性别响应差异ꎮ 有研究发现铅胁迫对

雌株美洲黑杨负面影响更大 (朱珍珍等ꎬ２０１９) ꎮ
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图 ５　 锰胁迫和性别竞争交互处理下
雌雄沙棘叶片锰含量变化

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｎ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ Ｍｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ
ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｘｕａｌ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

淹水胁迫下青杨雄株表现出比雌株更强的抗逆性

(杨鹏和胥晓ꎬ２０１２)ꎮ 本研究结果显示ꎬ不同性别

组合的雌雄沙棘叶片 ＳＯＤ、ＰＯＤ 活性和 ＭＤＡ 含量

在锰胁迫下表现出显著差异ꎬ这表明性别竞争调

节了雌雄植株对锰胁迫的抗氧化酶响应特征ꎮ 施

锰后 Ｍ / ＦＭ 的 ＳＯＤ 活性较雌株更高ꎬＭＤＡ 含量较

雌株低ꎬ且 ＭＤＡ 含量与对照相比无显著差异ꎬ这
说明性别间竞争中的雄株表现出更好的抗氧化酶

活性和膜稳定性ꎮ
３.２ 锰胁迫和性别竞争交互对雌雄沙棘叶片代谢

物质和锰积累的影响

研究显示ꎬ沙棘体内渗透调节物质对锰胁迫

的响应存在性别差异ꎮ 施锰处理后沙棘叶片中的

可溶性糖并无显著提高ꎬ但游离脯氨酸含量较对

照升高ꎮ 锰胁迫下性别内和性别间竞争下的雄株

表 １　 性别、竞争、施锰处理及其交互作用对雌雄沙棘叶片生理指标的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｘꎬ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ｍｎ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｌｅａｖｅｓ

生理指标
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘ

性别
Ｓｅｘ

竞争
Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ

施锰
Ｍｎ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

性别 × 竞争
Ｓｅｘ ×

Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ

性别 × 施锰
Ｓｅｘ ×

Ｍｎ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

竞争 × 施锰
Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ×

Ｍｎ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

性别 ×竞争 ×
施锰
Ｓｅｘ ×

Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ×
Ｍｎ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

叶绿素 ａ (Ｃｈｌａ) ０.２０２ｎｓ ０.００１�� ０.００７� ０.０００�� ０.４４２ｎｓ ０.０００�� ０.００３�

叶绿素 ｂ (Ｃｈｌｂ) ０.００２� ０.０００�� ０.０００�� ０.０００�� ０.００４� ０.０００�� ０.１４４ｎｓ

超氧化物歧化酶(ＳＯＤ) ０.１３５ｎｓ ０.１９６ｎｓ ０.０００�� ０.００２� ０.００１�� ０.６５７ｎｓ ０.５９５ｎｓ

过氧化物酶(ＰＯＤ) ０.３７３ｎｓ ０.１３１ｎｓ ０.０００�� ０.０７３ｎｓ ０.７１９ｎｓ ０.８２４ｎｓ ０.１４６ｎｓ

丙二醛(ＭＤＡ) ０.１３１ｎｓ ０.００１�� ０.０００�� ０.４７６ｎｓ ０.０１２� ０.０２１� ０.０７９ｎｓ

游离脯氨酸(Ｐｒｏ) ０.０００�� ０.００１�� ０.０００�� ０.０００�� ０.０００�� ０.０００�� ０.００３�

可溶性糖(ＳＳ) ０.５８７ｎｓ ０.０２８� ０.０９７ｎｓ ０.４５１ｎｓ ０.００５� ０.０４３� ０.６１４ｎｓ

甜菜碱(ＧＢ) ０.０６０ｎｓ ０.３２７ｎｓ ０.０００�� ０.００１�� ０.１２６ｎｓ ０.７５３ｎｓ ０.０００��

总酚(ＴＰ) ０.００３� ０.０００�� ０.０８５ｎｓ ０.８８８ｎｓ ０.３５７ｎｓ ０.７４１ｎｓ ０.４０５ｎｓ

锰(Ｍｎ) ０.２３９ｎｓ ０.９１１ｎｓ ０.０００�� ０.８６５ｎｓ ０.２６２ｎｓ ０.８９０ｎｓ ０.８８５ｎｓ

　 注: �表示显著(０.００１<Ｐ<０.０５)ꎻ ��表示极显著(Ｐ≤０.００１)ꎻ ｎｓ 表示不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: � ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (０.００１<Ｐ<０.０５)ꎻ �� ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ≤０.００１)ꎻ ｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ>０.０５) .

游离脯氨酸值均大于雌株ꎬ表现出显著的性别响

应差异ꎮ 有研究表明盐分、干旱胁迫以及两者的

交互胁迫下ꎬ滇杨雌雄植株中积蓄大量的脯氨酸ꎬ
渗透调节能力表现为雄株高于雌株(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０)ꎮ 这与本研究结果一致ꎬ说明沙棘雄株在锰

胁迫下表现出更好的渗透调节能力ꎮ 有研究表明

甜瓜的西州密 １７ 号和黄皮 ９８１８ 在不断加重的盐

胁迫下甜菜碱含量表现出先升高后降低的趋势ꎬ
且下降趋势明显(熊韬等ꎬ２０２１)ꎮ 我们的试验结

果显示ꎬ施锰处理后显著降低了 Ｍ / ＭＭ 和 Ｆ / ＦＭ
的甜菜碱含量ꎮ 对照处理下性别间竞争模式中雌

雄株差异显著(Ｐ<０.００１)ꎬ而施锰处理下性别内和

性别间竞争模式的叶片甜菜碱含量均无显著差异

(Ｐ>０.０５)ꎬ说明锰胁迫改变了雌雄植株体内的甜

菜碱含量水平ꎬ降低了其性别差异ꎮ 总体上ꎬ在观

测的 ３ 种渗透调节物质中ꎬ游离脯氨酸表现出更

显著的渗透调节响应特性和性别差异ꎮ 另外ꎬ本
研究表明ꎬ与对照相比ꎬ 施锰对雌雄沙棘植株叶片
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表 ２　 主成分特征值及累计贡献率
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅ ａｎｄ

ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒａｔｅ

成分
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

初始特征值
Ｉｎｉｔｉａｌｅｉｇｅｎ

ｖａｌｕｅ

贡献率
Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

ｒａｔｅ
(％)

累计贡献率
Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒａｔｅ
(％)

１ ３.３９１ ３７.６７８ ３７.６７８

２ １.９１１ ２１.２２８ ５８.９０７

３ １.３１４ １４.６００ ７３.５０７

图 ６　 锰胁迫和性别竞争交互处理下雌雄
沙棘生理响应参数的主成分分析

Ｆｉｇ. ６　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｕｎｄｅｒ Ｍｎ ｓｔｒｅｓｓ

ａｎｄ ｓｅｘｕａｌ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

总酚含量无显著影响ꎬ这说明沙棘叶片代谢物质

对锰胁迫的响应敏感性存在差异ꎮ
在重金属积累方面ꎬ有研究显示ꎬ铅、镉胁迫

下美洲黑杨雌株叶片重金属的含量显著大于雄株

(陈良华等ꎬ２０１７)ꎬ表现出性别响应差异ꎮ 本研究

中锰胁迫显著增加了雌雄沙棘叶片锰含量ꎬ但两

者并未表现出显著的性别差异ꎬ其他器官锰积累

上的性别差异仍值得进一步研究ꎮ

４　 结论

(１)雌雄互作和锰胁迫交互影响了沙棘雌雄

叶片的 Ｃｈｌａ 和 Ｃｈｌｂ 含量、 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＭＤＡ 以及

Ｐｒｏ、ＳＳ 和 ＧＢ 等生理响应特征ꎬ且雌雄植株间表现

出显著的性别差异ꎮ

(２)锰胁迫显著抑制了性别内处理时雌株(Ｆ /
ＦＦ)的 Ｃｈｌａ、ＳＯＤ、ＰＯＤ 和 ＳＳ 含量ꎬ且显著增加了

ＭＤＡ 含量ꎬ表明其受到更大的锰毒害ꎬ抗逆性和耐

受性更低ꎻ性别间处理时雄株(Ｍ / ＦＭ)比雌株积累

更多的渗透调节物质ꎬ更低的 ＭＤＡ 含量ꎬ表明其

抗氧化能力较强ꎬ对锰的耐受能力更强ꎮ
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杏叶防风的化学成分及抗炎活性研究

李　 丽１ꎬ３ꎬ 雷　 艳１ꎬ３ꎬ 汪　 洋１ꎬ 马　 雪１ꎬ 陆　 苑２ꎬ 刘春花２ꎬ 王永林１ꎬ２∗

( １. 贵州医科大学 民族药与中药开发应用教育部工程研究中心 / 省部共建药用植物功效与利用国家重点实验室ꎬ 贵阳 ５５０００４ꎻ
２. 贵州医科大学 贵州省药物制剂重点实验室ꎬ 贵阳 ５５０００４ꎻ ３. 贵州医科大学 药学院ꎬ 贵阳 ５５０００４ )

摘　 要: 杏叶防风(Ｐｉｍｐｉｎｅｌｌａ ｃａｎｄｏｌｌｅａｎａ)为贵州苗族习用草药ꎬ用于黄疸型肝炎、急性胆囊炎等病症的治

疗ꎮ 为探究杏叶防风的化学成分及其抗炎活性ꎬ该研究采用硅胶、凝胶、ＯＤＳ 等色谱技术对杏叶防风全草

７０％乙醇提取物进行分离纯化ꎬ通过 ＮＭＲ、ＭＳ 等波谱数据鉴定化合物结构ꎬ采用脂多糖( ＬＰＳ)诱导的

ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞作为炎症模型ꎬ评价单体化合物的抗炎活性ꎮ 结果表明:(１)从杏叶防风中分离并鉴定

了 ２０ 个化合物ꎬ分别为香草醛 (１)、芝麻素 (２)、２￣甲基￣２￣羟基￣５￣甲氧基苯并 [ｄ] 氢化呋喃￣３￣酮 (３)、原
儿茶醛 (４)、１ꎬ５￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ￣２ꎬ３￣ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｘａｎｔｈｏｎｅ (５)、异鼠李素 (６)、山奈酚 (７)、８￣羟基￣２￣甲基色原酮

(８)、木犀草素 (９)、槲皮素 (１０)、１￣Ｏ￣β￣Ｄ￣葡萄糖￣(２Ｓꎬ３Ｓꎬ４Ｒꎬ８Ｅ)￣２￣ [(２′Ｒ)￣２′￣羟基棕榈酰胺]￣８￣十八烯￣
１ꎬ３ꎬ４￣三醇 (１１)、异鼠李素￣３￣Ｏ￣β￣Ｄ￣半乳糖苷 (１２)、异槲皮苷 (１３)、去甲当药醇苷 (１４)、木犀草素￣６￣Ｃ￣α￣
Ｌ￣阿拉伯糖苷 (１５)、山奈酚￣３￣Ｏ￣β￣Ｄ￣半乳糖苷 (１６)、山奈酚￣７￣Ｏ￣β￣Ｄ￣葡萄糖苷 (１７)、木犀草素￣７￣Ｏ￣β￣Ｄ￣葡
萄糖苷 (１８)、异牡荆苷 (１９)、芦丁 (２０)ꎮ 其中ꎬ化合物 １、３、４、６、７、１０、１３、１６、１８、２０ 均为首次从该植物中

分离得到ꎮ (２)抗炎结果显示ꎬ化合物 ２－１０、１２、１８、１９ 均可显著抑制 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ＮＯ 释放量

(Ｐ<０.０５ꎬＰ< ０.０１)ꎬ其中化合物 ４、７、１０、１８ 在浓度为 ２５ μｍｏｌＬ￣１ 时ꎬ抑制率分别为 ５７. ３７％、８３. ６０％、
６８.１６％、８１.１４％ꎮ 该研究丰富了杏叶防风的化学成分ꎬ明确了黄酮类化合物是其发挥抗炎功效的活性成

分ꎬ为杏叶防风的进一步研究与开发利用提供了一定的依据ꎮ
关键词: 杏叶防风ꎬ化学成分ꎬ分离鉴定ꎬＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎬ抗炎活性
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ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ. (２) Ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ２－１０ꎬ １２ꎬ １８ ａｎｄ １９ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ
ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＮＯ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０.０５ꎬ Ｐ<０.０１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ４ꎬ ７ꎬ １０ꎬ ａｎｄ
１８ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ２５ μｍｏｌＬ￣１ ｗｅｒｅ ５７.３７％ꎬ ８３.６０％ꎬ ６８.１６％ꎬ ８１.１４％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｏｖｅｒａｌｌꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｅｎｒｉｃｈｅｓ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｏｆ Ｐ. ｃａｎｄｏｌｌｅａｎａꎬ ａｎｄ ｃｌａｒｉｆｉｅｓ ｔｈａｔ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｒｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｕｒｓｅ
ｏｆ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ. ｃａｎｄｏｌｌｅａｎａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐｉｍｐｉｎｅｌｌａ ｃａｎｄｏｌｌｅａｎａꎬ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓꎬ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｔｉ￣
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 杏叶防风(Ｐｉｍｐｉｎｅｌｌａ ｃａｎｄｏｌｌｅａｎａ) 为伞形科

(Ｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒａｅ)茴芹属(Ｐｉｍｐｉｎｅｌｌａ Ｌ.)多年生草本

植物ꎬ又名杏叶茴芹、山当归、骚羊古、蜘蛛香等ꎬ
为贵州民间常用草药之一ꎬ收载于«贵州省中药

材、民族药材质量标准» (２００３ 版)中ꎬ广泛分布在

我国广西及西南一带ꎮ 其味辛、微苦、性温ꎬ归肝、
肺、脾、胃经ꎬ以全草入药用于治疗上腹部疼痛、消
化不良、痢疾和蛇咬伤等(危英等ꎬ２００５ꎻ赵超等ꎬ
２００７)ꎬ在许多地方药志中均有记载ꎬ如«贵阳民间

药草»述其“温中散寒止痛ꎬ治中寒、发痧、胃痛、腹
痛”ꎬ«四川中药志»记载其“消食健脾ꎬ截疟ꎻ用于

中寒腹痛、寒疝偏坠、风湿痹痛、脾虚食滞和疟疾ꎻ
近有用于治淋巴结结核”ꎮ 近年来该药已被研制

用于治疗慢性乙型肝炎、脂肪乳致静脉炎等复方

制剂(曾德祥ꎬ２００７ꎻ孙霞ꎬ２０１６)ꎮ 目前ꎬ杏叶防风

已分离鉴定的化学成分主要有黄酮类、甾醇类及

挥发油类等(梁光义等ꎬ２００３ꎻ常星ꎬ２０１１ꎻ邢煜君

等ꎬ２０１１)ꎬ有关杏叶防风化学成分文献报道较少ꎬ
对其化学成分的活性研究更少ꎬ除已报道的 α￣葡
萄糖苷酶抑制活性、抗氧化活性及抗菌活性外

(Ｃｈａｎｇ ＆ Ｋａｎｇꎬ ２０１２)ꎬ未见该植物其他药理作用

的有关报道ꎬ其抗炎物质基础不明确ꎮ 因此ꎬ为深

入了解杏叶防风化学成分ꎬ探究其抗炎活性物质ꎬ
本研究对杏叶防风全草 ７０％乙醇提取物进行分离

纯化ꎬ分离并鉴定了 ２０ 个化合物ꎬ并对其中的 １８
个化合物进行了抗炎活性测定ꎬ以期为杏叶防风

的深入研究和开发利用提供科学依据ꎮ

１　 仪器与材料

１.１ 材料

药材:杏叶防风药材采收于贵州花溪高坡ꎬ经
贵州中医药大学药学院孙庆文教授鉴定为伞形科

茴芹属植物杏叶防风(Ｐｉｍｐｉｎｅｌｌａ ｃａｎｄｏｌｌｅａｎａ)的干

燥全草ꎮ 其凭证样品(２０１９０９０１)保存于贵州省药

物制剂重点实验室ꎮ
细胞株:小鼠单核巨噬细胞 ＲＡＷ２６４. ７ 购自

ＡＴＣＣ 中心ꎮ
１.２ 仪器

ＪＥＯＬ￣ＥＣＳ ４００ ＭＨｚ 核磁共振波谱仪(日本电

子株式会社)ꎻＢｒｕｋｅｒ ＡＶ￣６００ 型超导核磁共振仪

(德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司)ꎻＡＣＱＵＩＴＹ￣ＵＰＬＣ￣ＴＱＤ 超高液

相色谱－三重四极杆串联质谱仪(美国 Ｗａｔｅｒｓ 公

司)ꎻ ＣＯ２ 细 胞 培 养 箱 ( Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司)ꎻ
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Ｖａｒｉｏｓｋａｎ ＬＵＸ 多功能酶标仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ
ＴＳ１００ 倒置显微镜(日本 Ｎｉｋｏｎ 公司)ꎮ
１.３ 试剂

Ｄ￣１０１ 型大孔树脂(天津市海光化工有限公

司)ꎻ柱层析硅胶、薄层层析硅胶(青岛海洋化工有

限公 司 )ꎻ 葡 聚 糖 凝 胶 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０ ( 瑞 士

Ｐｈａｒｍａｃｉａ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司)ꎻＴｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｃ 凝胶、
Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｆ 凝胶(日本东曹株式会社)ꎻＯＤＳ
(日本 ＹＭＣ 公司)ꎻ试剂均为分析纯ꎮ

胎牛 血 清 ＦＢＳ、 ＤＭＥＭ 高 糖 培 养 基 ( 美 国

Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ脂多糖( ＬＰＳ)、青链霉素混合液、二
甲基亚砜、ＰＢＳ 缓冲液(北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 科技有限公

司)ꎻＣＣＫ￣８ 试剂盒(美国 Ｇｌｐｂｉｏ 公司)ꎻＮＯ 试剂盒

(南京建成生物工程研究所)ꎻ地塞米松(ＤＥＸꎬ上
海甄准生物科技有限公司)ꎮ

２　 实验方法

２.１ 提取与分离

取干燥的杏叶防风全草(１２ ｋｇ)切成粗段ꎬ用
７０％乙醇加热回流提取 ３ 次ꎬ合并提取液ꎬ减压回

收溶剂得浸膏(１.３ ｋｇ)ꎬ过 Ｄ￣１０１ 大孔吸附树脂ꎬ
用水(２ 倍柱体积)、８０％乙醇(５ 倍柱体积)依次洗

脱ꎬ得水段浸膏(９７２ ｇ)、８０％乙醇段浸膏(５３０ ｇ)ꎮ
８０％乙醇段经正相硅胶柱层析ꎬ以二氯甲烷－甲醇

(７ ∶ ３→６ ∶ ４)进行等度洗脱ꎬ回收溶剂ꎬ浓缩后得

干浸膏 ２９０ ｇꎬ经正相硅胶柱层析ꎬ以石油醚－乙酸

乙酯(１０ ∶ ０→０ ∶ １０)、乙酸乙酯－甲醇(１０ ∶ ０→７
∶ ３)进行梯度洗脱ꎬ分段收集ꎬ各段进行 ＴＬＣ 检测

合并后浓缩ꎬ得到 １０ 个组分(Ｆｒ.１－１０)ꎮ
Ｆｒ.４ 过正相硅胶柱ꎬ以石油醚 － 二氯甲烷

(３ ∶ １→０ ∶ １)、二氯甲烷－甲醇(７０ ∶ １→２０ ∶ １)
梯度洗脱ꎬＴＬＣ 检测合并后浓缩ꎬ得到 ７ 个组分

(Ｆｒ.４.１－４.７)ꎮ 其中ꎬＦｒ.４.３ 反复过 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣
２０(二氯甲烷－甲醇 １ ∶ １)、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｆ(甲
醇)ꎬ得化合物 １( １０. ５ ｍｇ)、化合物 ２( ７. ０ ｍｇ)ꎮ
Ｆｒ.４.５ 反复过正相硅胶、Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０(二氯甲

烷－甲醇 １ ∶ １)、Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０(甲醇)、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ
ＨＷ￣４０Ｆ(甲醇)ꎬ得化合物 ３(３０.０ ｍｇ)ꎮ

Ｆｒ. ５ 过 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０ ( 二 氯 甲 烷 － 甲 醇

１ ∶ １)ꎬ ＴＬＣ 检 测 合 并 后 浓 缩ꎬ 得 到 ５ 个 组 分

(Ｆｒ.５.１－５.５)ꎮ 其中ꎬＦｒ.５.２ 反复过 Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣
４０Ｆ(甲醇)、Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０(甲醇)ꎬ得化合物 ４
(１０. ０ ｍｇ)、 化 合 物 ５ ( ２４. ４ ｍｇ )ꎮ Ｆｒ. ５. ４ 过

Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｆ ( 甲 醇 )、 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０ ( 甲

醇)ꎬ得化合物 ６ ( １０. ０ ｍｇ)ꎮ Ｆｒ. ５. ５ 过 Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ
ＨＷ￣４０Ｆ(甲醇)ꎬ得化合物 ７(１７.０ ｍｇ)ꎮ

Ｆｒ.６ 过 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０(甲醇)ꎬＴＬＣ 检测合并

后浓缩ꎬ得到 ５ 个组分(Ｆｒ.６.１－６.５)ꎮ 其中ꎬＦｒ.６.２
过 Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｃ (甲 醇)、 Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｆ
(甲醇)、Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０(５０％丙酮水)、ＯＤＳ 柱色

谱(２０％ ~ ５０％甲醇水)ꎬ得化合物 ８ ( １１. ０ ｍｇ)ꎮ
Ｆｒ.６.４ 过 Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｃ(甲醇)、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣
４０Ｆ(甲醇)、Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０(甲醇)ꎬ得化合物 ９
(８０.０ ｍｇ)ꎮ Ｆｒ.６.５ 过 Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｆ(甲醇)ꎬ
得化合物 １０(８７.０ ｍｇ)ꎮ

Ｆｒ.８ 过正相硅胶ꎬ以二氯甲烷－甲醇(２０ ∶ １→
３ ∶ １)进行梯度洗脱ꎬ得到 ６ 个组分(Ｆｒ.８.１－８.６)ꎮ
Ｆｒ.８.４ 过 Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｃ(甲醇)、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣
４０Ｆ(甲醇)、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｆ(二氯甲烷 －甲醇

１ ∶ １)、ＯＤＳ 柱色谱(２０％ ~ ４０％甲醇水)、Ｓｅｐｈａｄｅｘ
ＬＨ￣２０(甲醇)、Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０(５０％丙酮水)ꎬ得
化合物 １１(１５０.０ ｍｇ)、化合物 １２(４４.０ ｍｇ)、化合

物 １３(３６.４ ｍｇ)ꎮ Ｆｒ.８.５ 过 Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｃ(甲
醇)、 Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｆ ( 甲 醇 )、 ＯＤＳ 柱 色 谱

(２０％ ~ ６０％ 甲 醇 水)、 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０ ( 甲 醇)、
Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０(５０％丙酮水)ꎬ得化合物 １４ ( ５. ２
ｍｇ)、化合物 １５(３.７ ｍｇ)、化合物 １６(７.０ ｍｇ)、化
合物 １７(２.７ ｍｇ)ꎮ

Ｆｒ.９ 过 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０(甲醇)ꎬ得到 ２ 个组分

(Ｆｒ.９.１－９.２)ꎮ 其中ꎬＦｒ.９.２ 过 Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｃ
(甲醇)、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ ＨＷ￣４０Ｆ(甲醇)、Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣
２０( ５０％丙酮水)、正相硅胶柱、二氯甲烷 －甲醇

(８.５ ∶ １.５)ꎬ得化合物 １８(２６.０ｍｇ)、１９(２５.０ ｍｇ)、
化合物 ２０(８７.０ ｍｇ)ꎮ
２.２ 抗炎活性评价

取对数生长期的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞ꎬ调整细胞

浓度为每毫升 ３×１０５个ꎬ每孔 １００ μＬ 接种于 ９６ 孔

板中ꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养 ２４ ｈꎮ
实验设置空白组、模型组、阳性对照组和给药组ꎬ
每组设置 ３ 个复孔ꎬ阳性对照为地塞米松(ＤＥＸ)ꎮ
空白组和模型组加入完全培养基ꎬ阳性对照组加

入终浓度为 ２５ μｍｏｌＬ￣１ ＤＥＸꎬ给药组加入安全浓

度范围内的化合物ꎮ 培养 ３ ｈ 后ꎬ除空白组外ꎬ其
他组均加入终浓度为 ０.２５ μｇｍＬ￣１的 ＬＰＳꎬ培养

２４ ｈ 后收集上清液ꎬ按 ＮＯ 检测试剂盒说明书测定

上清液 ＮＯ 水平ꎬ重复 ３ 次实验ꎮ 按公式(１)计算

ＮＯ 含量ꎬ按公式(２)计算 ＮＯ 抑制率ꎮ

６１１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



ＮＯ 含 量 ( μｍｏｌ  Ｌ￣１ ) ＝ ( ＯＤ测定 － ＯＤ空白 ) /
(ＯＤ标准－ＯＤ空白) ×标准品浓度(２０ μｍｏｌＬ￣１) ×稀
释倍数(４ 倍) (１)

ＮＯ 抑制率(％)＝ (ＮＯ 含量ＬＰＳ－ ＮＯ 含量样品) /
(ＮＯ 含量ＬＰＳ－ ＮＯ空白) ×１００％ (２)
２.３ 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 软件进

行数据的分析处理ꎬ组间差异比较采用单因素方

差分析( ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)进行比较ꎬ两组间比较

采用 ＬＳＤ 法ꎬ检验水准 Ｐ<０.０５ 为有统计学意义ꎮ

３　 结构鉴定

化合物 １:白色针状结晶ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: １５３
[Ｍ＋Ｈ] ＋ꎬ 分子式 Ｃ８ Ｈ８ Ｏ３ꎮ１ Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００ ＭＨｚꎬ
ＣＤＣｌ３) δ: ９. ８０ ( １Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣７ )ꎬ ７. ４０ ( １Ｈꎬ
ｏｖｅｒｌａｐꎬ Ｈ￣６)ꎬ ７. ４０ ( １Ｈꎬ ｏｖｅｒｌａｐꎬ Ｈ￣２)ꎬ ７. ０２
(１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ８.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣５)ꎬ ６.２４ (１Ｈꎬ ｂｒｓꎬ ￣ＯＨ)ꎬ
３. ９４ ( ３Ｈꎬ ｓꎬ ￣ＯＣＨ３ )ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ ( １５０ ＭＨｚꎬ
ＣＤＣｌ３) δ: １９１.１ (Ｃ￣７)ꎬ １５１.９ (Ｃ￣３)ꎬ １４７.４ (Ｃ￣
４)ꎬ １３０. １ ( Ｃ￣１)ꎬ １２７. ８ ( Ｃ￣６)ꎬ １１４. ６ ( Ｃ￣５)ꎬ
１０９.０ ( Ｃ￣２)ꎬ ５６. ３ ( ￣ＯＣＨ３ )ꎮ 以上数据与文献

(陈美安和甄丹丹ꎬ２０２０)基本一致ꎬ故鉴定该化合

物为香草醛ꎮ
化合物 ２:白色针状结晶ꎮ 分子式 Ｃ２０Ｈ１８Ｏ６ꎮ

１Ｈ￣ＮＭＲ (４００ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: ６. ９２ ( ２Ｈꎬ ｄꎬ
Ｊ＝ １.６ Ｈｚꎬ Ｈ￣２ꎬ ２′)ꎬ ６.８６ (２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ８.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣
５ꎬ ５′)ꎬ ６.８３ (２Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ＝ ８.０ꎬ １.６ Ｈｚꎬ Ｈ￣６ꎬ ６′)ꎬ
５.９９ (４Ｈꎬ ｓꎬ ２×ＯＣＨ２Ｏ)ꎬ ４. ６４ (２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ４. ４
Ｈｚꎬ Ｈ￣７ꎬ ７′)ꎬ ４. １１ ( ２Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣９ａꎬ ９′ ａ)ꎬ ３. ７５
(２Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ＝ ９.２ꎬ ４.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣９ｂꎬ ９′ｂ)ꎬ ２.９９ (２Ｈꎬ
ｍꎬ Ｈ￣８ꎬ ８′)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ (１００ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ:
１４７.４ (Ｃ￣４ꎬ ４′)ꎬ １４６.５ (Ｃ￣３ꎬ ３′)ꎬ １３５.５ (Ｃ￣１ꎬ
１′)ꎬ １１９. ４ ( Ｃ￣５ꎬ ５′)ꎬ １０８. ０ ( Ｃ￣６ꎬ ６′)ꎬ １０６. ６
(Ｃ￣２ꎬ ２′)ꎬ １００.９ (２×ＯＣＨ２Ｏ)ꎬ ８４.９ (Ｃ￣７ꎬ ７′)ꎬ
７１.０ (Ｃ￣９ꎬ ９′) ꎬ ５３.８ (Ｃ￣８ꎬ ８′)ꎮ 以上数据与文

献(吴美婷等ꎬ２０２１)基本一致ꎬ故鉴定该化合物为

芝麻素ꎮ
化合物 ３:白色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: １９３ [Ｍ –

Ｈ] －ꎬ 分 子 式 Ｃ１０ Ｈ１０ Ｏ４ꎮ１ Ｈ￣ＮＭＲ ( ４００ ＭＨｚꎬ
ＣＤ３ＯＤ) δ: ７.３１ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ＝ ９.２ꎬ ２.８ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ
７.０７ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ２.８ Ｈｚꎬ Ｈ￣４)ꎬ ７.００ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝
９.２ Ｈｚꎬ Ｈ￣７)ꎬ ３. ７９ ( ３Ｈꎬ ｓꎬ ５￣ＯＣＨ３ )ꎬ １. ５２
(３Ｈꎬ ｓꎬ ＣＨ３)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ (１００ ＭＨｚꎬ ＣＤ３ＯＤ) δ:

２０２.１ (Ｃ￣３)ꎬ １６７.１ ( Ｃ￣９)ꎬ １５６.６ ( Ｃ￣５)ꎬ １２９.９
(Ｃ￣６)ꎬ １１９.８ (Ｃ￣８)ꎬ １１５.５ (Ｃ￣７)ꎬ １０６.１ (Ｃ￣４)ꎬ
１０５.９ (Ｃ￣２)ꎬ ５６.５ (５￣ＯＣＨ３)ꎬ ２２.２ ( ￣ＣＨ３)ꎮ 以

上数据与文献(石慧丽等ꎬ１９９８)基本一致ꎬ故鉴定

该化合物为 ２￣甲基￣２￣羟基￣５￣甲氧基苯并 [ ｄ] 氢

化呋喃￣３￣酮ꎮ
化合物 ４:白色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: １３９ [Ｍ＋

Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ７ Ｈ６ Ｏ３ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００ ＭＨｚꎬ
ＣＤ３ＯＤ) δ: ９. ６７ ( １Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣７)ꎬ ７. ３０ ( １Ｈꎬ ｄｄꎬ
Ｊ＝ ７.８ꎬ １.８ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ ７.２９ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １.８ Ｈｚꎬ
Ｈ￣２)ꎬ ６.８９ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７.８ Ｈｚꎬ Ｈ￣５)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ
(１５０ ＭＨｚꎬ ＣＤ３ＯＤ) δ: １９３.２ (Ｃ￣７)ꎬ １５４.７ (Ｃ￣
３)ꎬ １４７. ５ ( Ｃ￣４)ꎬ １３０. ６ ( Ｃ￣１)ꎬ １２６. ８ ( Ｃ￣６)ꎬ
１１６.５ (Ｃ￣５)ꎬ １１５.３ (Ｃ￣２)ꎮ 以上数据与文献(杨
超等ꎬ２０２１) 基本一致ꎬ故鉴定该化合物为原儿

茶醛ꎮ
化合物 ５:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ２８９ [Ｍ＋

Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ１５ Ｈ１２ Ｏ６ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １２.７５ (１Ｈꎬ ｓꎬ １￣ＯＨ)ꎬ １０.５１ (１Ｈꎬ
ｂｒｓꎬ ５￣ＯＨ)ꎬ ７.５４ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ７. ８ꎬ １. ２ Ｈｚꎬ Ｈ￣
８)ꎬ ７.３１ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ７. ８ꎬ １. ２ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ ７. ２５
(１Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ７. ８ Ｈｚꎬ Ｈ￣７)ꎬ ６. ７５ ( １Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣４)ꎬ
３.９５ (３Ｈꎬ ｓꎬ ３￣ＯＣＨ３)ꎬ ３.７４ (３Ｈꎬ ｓꎬ ２￣ＯＣＨ３)ꎻ
１３Ｃ￣ＮＭＲ (１５０ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １８０.８ (Ｃ￣９)ꎬ
１６０.０ (Ｃ￣３)ꎬ １５３.２ (Ｃ￣１)ꎬ １５２.７ (Ｃ￣４ａ)ꎬ １４６.３
(Ｃ￣５)ꎬ １４５.０ ( Ｃ￣４ｂ)ꎬ １３１. １ ( Ｃ￣２)ꎬ １２４. ２ ( Ｃ￣
７)ꎬ １２０.６ ( Ｃ￣８ａ)ꎬ １２０. ５ ( Ｃ￣６)ꎬ １１４. ４ ( Ｃ￣８)ꎬ
１０３.２ (Ｃ￣８ｂ)ꎬ ９１.４ (Ｃ￣４)ꎬ ６０.１ (２￣ＯＣＨ３)ꎬ ５６.５
(３￣ＯＣＨ３)ꎮ 以上数据与文献(Ｙｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)
基本一致ꎬ故鉴定该化合物为 １ꎬ５￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ￣２ꎬ３￣
ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｘａｎｔｈｏｎｅꎮ

化合物 ６:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ３１７ [Ｍ＋
Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ１６ Ｈ１２ Ｏ７ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １２.４６ ( １Ｈꎬ ｓꎬ ５￣ＯＨ)ꎬ ７. ７５ ( １Ｈꎬ
ｄꎬ Ｊ＝ １.８ Ｈｚꎬ Ｈ￣２′)ꎬ ７.６８ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.４ꎬ １.８
Ｈｚꎬ Ｈ￣６′)ꎬ ６.９４ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ８.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣５′)ꎬ ６.４６
(１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ １.８ Ｈｚꎬ Ｈ￣８)ꎬ ６.１８ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １.８
Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ ３. ８４ ( ３Ｈꎬ ｓꎬ ３′￣ＯＣＨ３ )ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ
(１５０ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １７５.９ (Ｃ￣４)ꎬ １６４.３ (Ｃ￣
７)ꎬ １６０.７ ( Ｃ￣５)ꎬ １５６. ２ ( Ｃ￣９)ꎬ １４８. ８ ( Ｃ￣４′)ꎬ
１４７.４ (Ｃ￣３′)ꎬ １４６.５ (Ｃ￣２)ꎬ １３５.９ (Ｃ￣３)ꎬ １２２.０
(Ｃ￣１′)ꎬ １２１.７ (Ｃ￣６′)ꎬ １１５.５ (Ｃ￣５′)ꎬ １１１.７ (Ｃ￣
２′)ꎬ １０２. ９ ( Ｃ￣１０)ꎬ ９８. ３ ( Ｃ￣６)ꎬ ９３. ６ ( Ｃ￣８)ꎬ
５５.８ ( ３′￣ＯＣＨ３ )ꎮ 以上数据与文献 (董丽华等ꎬ
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２０１９)基本一致ꎬ故鉴定该化合物为异鼠李素ꎮ
化合物 ７:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ２８７ [Ｍ＋

Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ１５ Ｈ１ ０ Ｏ６ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １２.４７ ( １Ｈꎬ ｓꎬ ５￣ＯＨ)ꎬ ８. ０４ ( ２Ｈꎬ
ｄꎬ Ｊ ＝ ９. ０ Ｈｚꎬ Ｈ￣２′ꎬ ６′)ꎬ ６. ９３ ( ２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ９. ０
Ｈｚꎬ Ｈ￣３′ꎬ ５′)ꎬ ６.４４ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣８)ꎬ
６.１９ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２. ４ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ (１５０
ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １７５. ９ ( Ｃ￣４)ꎬ １６３. ９ ( Ｃ￣７)ꎬ
１６０.７ (Ｃ￣５)ꎬ １５９.２ (Ｃ￣４′)ꎬ １５６.２ (Ｃ￣９)ꎬ １４６.８
(Ｃ￣２)ꎬ １３５. ７ ( Ｃ￣３)ꎬ １２９. ５ ( Ｃ￣２′ꎬ ６′)ꎬ １２１. ７
(Ｃ￣１′)ꎬ １１５.４ ( Ｃ￣３′ꎬ ５′)ꎬ １０３. ０ ( Ｃ￣１０)ꎬ ９８. ２
(Ｃ￣６)ꎬ ９３. ５ ( Ｃ￣８)ꎮ 以上数据与文献 ( Ｊｕｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００３)基本一致ꎬ故鉴定该化合物为山奈酚ꎮ

化合物 ８:白色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: １７７ [Ｍ＋
Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ１０ Ｈ８ Ｏ３ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ４００ ＭＨｚꎬ
Ｃ５Ｄ５Ｎ) δ: ７.９８ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ＝ ８.０ꎬ １.６ Ｈｚꎬ Ｈ￣５)ꎬ
７.４４ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ＝ ８.０ꎬ １.６ Ｈｚꎬ Ｈ￣７)ꎬ ７.２９ (１Ｈꎬ
ｔꎬ Ｊ ＝ ８. ０ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ ６. ２８ ( １Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣３)ꎬ ２. ０５
(３Ｈꎬ ｓꎬ ２￣ＣＨ３)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ (１００ ＭＨｚꎬ Ｃ５Ｄ５Ｎ) δ:
１７８.４ (Ｃ￣４)ꎬ １６６.３ (Ｃ￣２)ꎬ １４８.６ (Ｃ￣１０)ꎬ １４７.５
(Ｃ￣８)ꎬ １２６.０ (Ｃ￣９)ꎬ １２５.８ (Ｃ￣７)ꎬ １２０.２ (Ｃ￣６)ꎬ
１１５.５ (Ｃ￣５)ꎬ １１１.１ (Ｃ￣３)ꎬ ２０.４ (２￣ＣＨ３)ꎮ 以上

数据与文献(王洪玲等ꎬ２０１１)基本一致ꎬ故鉴定该

化合物为 ８￣羟基￣２￣甲基色原酮ꎮ
化合物 ９:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ２８７ [Ｍ＋

Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ１５ Ｈ１０ Ｏ６ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ４００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: ７. ３３ ( ２Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣２′ꎬ ６′)ꎬ ６. ８４
(１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ８.８ Ｈｚꎬ Ｈ￣５′)ꎬ ６.５１ (１Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣３)ꎬ
６.３５ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ２.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣８)ꎬ ６.１０ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝
２.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ (１００ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ:
１８１.０ (Ｃ￣４)ꎬ １６６.８ ( Ｃ￣２)ꎬ １６３.７ ( Ｃ￣７)ꎬ １６１.３
(Ｃ￣５)ꎬ １５７. ４ ( Ｃ￣９)ꎬ １５１. ３ ( Ｃ￣４′)ꎬ １４６. ３ ( Ｃ￣
３′)ꎬ １２０.４ (Ｃ￣１′)ꎬ １１８.７ (Ｃ￣６′)ꎬ １１５.９ (Ｃ￣５′)ꎬ
１１２.６ (Ｃ￣２′)ꎬ １０２.６ (Ｃ￣１０)ꎬ １０２.０ (Ｃ￣３)ꎬ ９９.４
(Ｃ￣６)ꎬ ９４.１ ( Ｃ￣８)ꎮ 以上数据与文献(陈林等ꎬ
２０１８)基本一致ꎬ故鉴定该化合物为木犀草素ꎮ

化合物 １０:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ３０３ [Ｍ＋
Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ１５ Ｈ１０ Ｏ７ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ４００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １２.５０ ( １Ｈꎬ ｓꎬ ５￣ＯＨ)ꎬ ７. ６８ ( １Ｈꎬ
ｄꎬ Ｊ＝ ２.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣２′)ꎬ ７.５４ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.４ꎬ ２.４
Ｈｚꎬ Ｈ￣６′)ꎬ ６.８９ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ８.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣５′)ꎬ ６.４１
(１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ２.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣８)ꎬ ６.１９ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２.０
Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ ( １００ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６ ) δ:
１７５.９ (Ｃ￣４)ꎬ １６３.９ ( Ｃ￣７)ꎬ １６０.８ ( Ｃ￣９)ꎬ １５６.２

(Ｃ￣５)ꎬ １４７. ７ ( Ｃ￣４′)ꎬ １４６. ８ ( Ｃ￣２)ꎬ １４５. １ ( Ｃ￣
３′)ꎬ １３５.８ (Ｃ￣３)ꎬ １２２.０ (Ｃ￣１′)ꎬ １２０.０ (Ｃ￣６′)ꎬ
１１５.６ (Ｃ￣２′)ꎬ １１５.１ (Ｃ￣５′)ꎬ １０３.０ (Ｃ￣１０)ꎬ ９８.２
(Ｃ￣６)ꎬ ９３.４ (Ｃ￣８)ꎮ 以上数据与文献(王晓阳等ꎬ
２０２０)基本一致ꎬ故鉴定该化合物为槲皮素ꎮ

化合物 １１:白色无定型粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ:
７３２ [Ｍ＋Ｈ] ＋ꎬ 分子式 Ｃ４０Ｈ７７ＮＯ１０ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ (４００
ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: ７.５４ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ９.２ Ｈｚꎬ Ｎ￣
Ｈ)ꎬ ５.３４ (２Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣８ꎬ ９)ꎬ ４.１３ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ７.６
Ｈｚꎬ Ｈ￣１″)ꎬ ４.０８ (１Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣２)ꎬ ３. ８３ (１Ｈꎬ ｍꎬ
Ｈ￣１ｂ)ꎬ ３.８２ (１Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣２′)ꎬ ３.６６ (１Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣６″
ｂ)ꎬ ３.６４ (１Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣１ａ)ꎬ ３.４２ (１Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣６″ａ)ꎬ
３.３９ (２Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣３ꎬ ４)ꎬ １.２２ [ ｓꎬ (ＣＨ２)ｎ]ꎬ ０.８４
(６Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ６. ８ Ｈｚꎬ ２ × ＣＨ３ )ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ ( １００
ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １７３.８ (Ｃ￣１′)ꎬ １３０.３ (Ｃ￣８)ꎬ
１２９.６ ( Ｃ￣９)ꎬ １０３. ５ ( Ｃ￣１″)ꎬ ７６. ９ ( Ｃ￣５″)ꎬ ７６. ５
(Ｃ￣３″)ꎬ ７４.０ (Ｃ￣３)ꎬ ７３.５ (Ｃ￣２″)ꎬ ７１.０ (Ｃ￣２′)ꎬ
７０.５ (Ｃ￣４)ꎬ ７０.０ (Ｃ￣４″)ꎬ ６９.１ (Ｃ￣１)ꎬ ６１.１ (Ｃ￣
６″)ꎬ ４９.９ (Ｃ￣２)ꎬ ３４.４ꎬ ３２.４ꎬ ３２.１ꎬ ３１.６ꎬ ３１.４ꎬ
２９.２ꎬ ２９.１ꎬ ２９.０ꎬ ２８.８ꎬ ２８.７ꎬ ２５.６ꎬ ２４.５ꎬ ２２. ２
(均为 ＣＨ２)ꎬ １３.９(Ｍｅ)ꎮ 以上数据与文献(黄朝

辉等ꎬ２００５)基本一致ꎬ故鉴定该化合物为 １￣Ｏ￣β￣
Ｄ￣葡萄糖￣(２Ｓꎬ３Ｓꎬ４Ｒꎬ８Ｅ) ￣２￣ [( ２′Ｒ) ￣２′￣羟基棕

榈酰胺] ￣８￣十八烯￣１ꎬ３ꎬ４￣三醇ꎮ
化合物 １２:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ４７９ [Ｍ＋

Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ２２ Ｈ２２ Ｏ１２ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １２.６１ (１Ｈꎬ ｂｒｓꎬ ５￣ＯＨ)ꎬ ８.０３ (１Ｈꎬ
ｄꎬ Ｊ＝ ２.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣２′)ꎬ ７.５０ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.４ꎬ ２.４
Ｈｚꎬ Ｈ￣６′)ꎬ ６.９１ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ８.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣５′)ꎬ ６.４３
(１Ｈꎬ ｂｒｓꎬ Ｈ￣８)ꎬ ６. ２０ ( １Ｈꎬ ｂｒｓꎬ Ｈ￣６)ꎬ ５. ５２
(１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７. ８ Ｈｚꎬ Ｈ￣１″)ꎬ ３. ８５ ( ３Ｈꎬ ｓꎬ ３′￣
ＯＣＨ３)ꎬ ３.３６ ~ ３.６９ (６Ｈꎬ 糖上的质子)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ
(１５０ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １７７.４ (Ｃ￣４)ꎬ １６４.７ (Ｃ￣
７)ꎬ １６１. ３ ( Ｃ￣５)ꎬ １５６. ５ ( Ｃ￣９)ꎬ １５６. ２ ( Ｃ￣２)ꎬ
１４９.５ (Ｃ￣３′)ꎬ １４７.１ (Ｃ￣４′)ꎬ １３３.２ (Ｃ￣３)ꎬ １２１.９
(Ｃ￣６′)ꎬ １２１.１ (Ｃ￣１′)ꎬ １１５.２ (Ｃ￣２′)ꎬ １１３.６ (Ｃ￣
５′)ꎬ １０３.９ (Ｃ￣１０)ꎬ １０１.７ ( Ｃ￣１″)ꎬ ９８.９ ( Ｃ￣６)ꎬ
９３.８ (Ｃ￣８)ꎬ ７６.０ (Ｃ￣５″)ꎬ ７３.２ (Ｃ￣３″)ꎬ ７１.３ (Ｃ￣
２″)ꎬ ６８. ０ ( Ｃ￣４″)ꎬ ６０. ４ ( Ｃ￣６″)ꎬ ５６. ０ ( ３′￣
ＯＣＨ３)ꎮ 以上数据与文献(张涛等ꎬ２０２１)基本一

致ꎬ故鉴定该化合物为异鼠李素￣３￣Ｏ￣β￣Ｄ￣半乳

糖苷ꎮ
化合物 １３:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ４６５ [Ｍ＋

Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ２１ Ｈ２０ Ｏ１２ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００ ＭＨｚꎬ

８１１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １２.６３ ( １Ｈꎬ ｓꎬ ５￣ＯＨ)ꎬ ７. ５８ ( １Ｈꎬ
ｄｄꎬ Ｊ＝ ９.０ꎬ ２.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣６′)ꎬ ７.５８ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２.４
Ｈｚꎬ Ｈ￣２′)ꎬ ６.８４ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ９.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣５′)ꎬ ６.３８
(１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ １.８ Ｈｚꎬ Ｈ￣８)ꎬ ６.１８ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １.８
Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ ５. ４６ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７. ２ Ｈｚꎬ Ｈ￣１″)ꎬ
３.０７ ~ ３. ５９ ( ６Ｈꎬ 糖上的质子)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ ( １５０
ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １７７. ４ ( Ｃ￣４)ꎬ １６４. ８ ( Ｃ￣７)ꎬ
１６１.３ (Ｃ￣５)ꎬ １５６.４ ( Ｃ￣２)ꎬ １５６.１ ( Ｃ￣９)ꎬ １４８.６
(Ｃ￣４′)ꎬ １４４.９ ( Ｃ￣３′)ꎬ １３３. ３ ( Ｃ￣３)ꎬ １２１. ６ ( Ｃ￣
６′)ꎬ １２１.２ (Ｃ￣１′)ꎬ １１６.２ (Ｃ￣５′)ꎬ １１５.３ (Ｃ￣２′)ꎬ
１０３.８ (Ｃ￣１０)ꎬ １０１.０ (Ｃ￣１″)ꎬ ９８.９ (Ｃ￣６)ꎬ ９３. ６
(Ｃ￣８)ꎬ ７７.６ (Ｃ￣５″)ꎬ ７６.６ (Ｃ￣３″)ꎬ ７４.２ (Ｃ￣２″)ꎬ
７０.０ (Ｃ￣４″)ꎬ ６１.０ (Ｃ￣６″)ꎮ 以上数据与文献(余

邦伟等ꎬ２０２１)基本一致ꎬ故鉴定该化合物为异槲

皮苷ꎮ
化合物 １４:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ４２１ [Ｍ－

Ｈ] －ꎬ 分 子 式 Ｃ１ ９ Ｈ１８ Ｏ１１ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ４００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: ７. ２２ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ９. ２ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ
７.１２ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ９.２ Ｈｚꎬ Ｈ￣７)ꎬ ６.３２ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝
２.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣４)ꎬ ６. １２ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２. ０ Ｈｚꎬ Ｈ￣２)ꎬ
４.７５ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７.６ Ｈｚꎬ Ｈ￣１′)ꎬ ３.１７ ~ ３.７６ (糖
上的质子)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ ( １００ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６ ) δ:
１８０.２ (Ｃ￣９)ꎬ １６７.０ ( Ｃ￣３)ꎬ １６２.９ ( Ｃ￣１)ꎬ １５６.５
(Ｃ￣４ａ)ꎬ １４９.３ (Ｃ￣８)ꎬ １４４.８ (Ｃ￣４ｂ)ꎬ １４１.０ (Ｃ￣
５)ꎬ １２０.６ ( Ｃ￣６)ꎬ １１２. ７ ( Ｃ￣７)ꎬ １１１. ９ ( Ｃ￣８ａ)ꎬ
１０３.６ (Ｃ￣１′)ꎬ １０２.１ (Ｃ￣８ｂ)ꎬ ９８.５ (Ｃ￣２)ꎬ ９３. ８
(Ｃ￣４)ꎬ ７７.４ (Ｃ￣５′)ꎬ ７５.９ (Ｃ￣３′)ꎬ ７３.５ (Ｃ￣２′)ꎬ
６９. ８ ( Ｃ￣４′)ꎬ ６０. ９ ( Ｃ￣６′)ꎮ 以 上 数 据 与 文 献

(Ｓａｋａｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８２)基本一致ꎬ故鉴定该化合

物为去甲当药醇苷ꎮ
化合物 １５:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ４１９ [Ｍ＋

Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ２ ０ Ｈ１８ Ｏ１ ０ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ４００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: ７.４０ (２Ｈꎬ ｏｖｅｒｌａｐꎬ Ｈ￣２′ꎬ ６′)ꎬ ６.８９
(１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ８.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣５′)ꎬ ６.６４ (１Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣８)ꎬ
６.４９ (１Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣３)ꎬ ４.５５ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ９.６ Ｈｚꎬ Ｈ￣
１″)ꎬ ３. ３９ ~ ４. １７ ( ５Ｈꎬ 糖上的质子)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ
(１００ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １８１.７ (Ｃ￣４)ꎬ １６３.７ (Ｃ￣
２)ꎬ １６３. １ ( Ｃ￣７)ꎬ １５９. ９ ( Ｃ￣５)ꎬ １５６. ２ ( Ｃ￣９)ꎬ
１４９. ８ ( Ｃ￣４′)ꎬ １４５. ７ ( Ｃ￣３′)ꎬ １２１. ３ ( Ｃ￣１′)ꎬ
１１８. ９ ( Ｃ￣６′)ꎬ １１５. ９ ( Ｃ￣５′)ꎬ １１３. ２ ( Ｃ￣２′)ꎬ
１０８.９ (Ｃ￣６)ꎬ １０３.３ ( Ｃ￣１０)ꎬ １０２.７ ( Ｃ￣３)ꎬ ９３.９
(Ｃ￣８)ꎬ ７４.５ (Ｃ￣３″)ꎬ ７４.０ (Ｃ￣１″)ꎬ ７０.２ (Ｃ￣５″)ꎬ
６８. ９ ( Ｃ￣４″)ꎬ ６８. ５ ( Ｃ￣２″)ꎮ 以 上 数 据 与 文 献

(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻＬｉａｗ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)基本一致ꎬ

故鉴定该化合物为木犀草素￣６￣Ｃ￣α￣Ｌ￣阿拉伯糖苷ꎮ
化合物 １６:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ４４９ [Ｍ＋

Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ２１ Ｈ２０ Ｏ１１ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ４００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: ８. ０６ ( ２Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣２′ꎬ ６′)ꎬ ６. ８６
(２Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣３′ꎬ ５′)ꎬ ６.４１ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ２.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣
８)ꎬ ６.１９ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２. ０ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ ５. ３７ (１Ｈꎬ
ｄꎬ Ｊ＝ ７.６ Ｈｚꎬ Ｈ￣１″)ꎬ ３.２９ ~ ３.６８ (糖上的质子)ꎻ
１３Ｃ￣ＮＭＲ (１００ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １７７.４ (Ｃ￣４)ꎬ
１６４.６ (Ｃ￣７)ꎬ １６１.１ (Ｃ￣５)ꎬ １５９.９ (Ｃ￣４′)ꎬ １５６.４
(Ｃ￣２)ꎬ １５６.２ (Ｃ￣９)ꎬ １３３.２ (Ｃ￣３)ꎬ １３０.８ (Ｃ￣２′ꎬ
６′)ꎬ １２０.８ (Ｃ￣１′)ꎬ １１５.０ (Ｃ￣３′ꎬ ５′)ꎬ １０３.７ (Ｃ￣
１０)ꎬ １０１. ８ ( Ｃ￣１″)ꎬ ９８. ７ ( Ｃ￣６)ꎬ ９３. ６ ( Ｃ￣８)ꎬ
７５.７ (Ｃ￣５″)ꎬ ７３.１ (Ｃ￣３″)ꎬ ７１.２ (Ｃ￣２″)ꎬ ６７.８ (Ｃ￣
４″)ꎬ ６０.１ (Ｃ￣６″)ꎮ 以上数据与文献(石舒雅等ꎬ
２０１９)基本一致ꎬ故鉴定该化合物为山奈酚￣３￣Ｏ￣β￣
Ｄ￣半乳糖苷ꎮ

化合物 １７:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ４４９ [Ｍ＋
Ｈ] ＋ꎬ 分子式 Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１１ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ (６００ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣
ｄ６) δ: １２. ５０ (１Ｈꎬ ｓꎬ ５￣ＯＨ)ꎬ １０. １６ (１Ｈꎬ ｓꎬ ３￣
ＯＨ)ꎬ ９.５６ (１Ｈꎬ ｓꎬ ４′￣ＯＨ)ꎬ ８.０８ (２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ９.０
Ｈｚꎬ Ｈ￣２′ꎬ ６′)ꎬ ６. ９４ (２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ９. ０ Ｈｚꎬ Ｈ￣３′ꎬ
５′)ꎬ ６.８０ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ２.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣８)ꎬ ６.４２ (１Ｈꎬ ｄꎬ
Ｊ＝ ２.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ ５.０７ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７.２ Ｈｚꎬ Ｈ￣１″)ꎬ
３.１６ ~ ３. ７２ ( ６Ｈꎬ 糖上的质子)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ ( １５０
ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６ ) δ: １７６. １ ( Ｃ￣４)ꎬ １６２. ７ ( Ｃ￣７)ꎬ
１６０.４ (Ｃ￣５)ꎬ １５９. ４ (Ｃ￣４′)ꎬ １５５. ８ (Ｃ￣９)ꎬ １４７. ５
(Ｃ￣２)ꎬ １３６.０ (Ｃ￣３)ꎬ １２９.７ (Ｃ￣２′ꎬ ６′)ꎬ １２１.５ (Ｃ￣
１′)ꎬ １１５. ５ ( Ｃ￣３′ꎬ ５′)ꎬ １０４. ７ ( Ｃ￣１０)ꎬ ９９. ９ ( Ｃ￣
１″)ꎬ ９８.８ (Ｃ￣６)ꎬ ９４.４ (Ｃ￣８)ꎬ ７７.２ (Ｃ￣３″)ꎬ ７６.４
(Ｃ￣５″)ꎬ ７３.１ (Ｃ￣２″)ꎬ ６９.５ (Ｃ￣４″)ꎬ ６０.６ (Ｃ￣６″)ꎮ
以上数据与文献(李彦等ꎬ２０１８)基本一致ꎬ故鉴定

该化合物为山奈酚￣７￣Ｏ￣β￣Ｄ￣葡萄糖苷ꎮ
化合物 １８:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ４４９ [Ｍ＋

Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ２１ Ｈ２０ Ｏ１１ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ４００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: ７.４５ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.０ꎬ ２.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣
６′)ꎬ ７.４２ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ２.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣２′)ꎬ ６.９０ (１Ｈꎬ
ｄꎬ Ｊ＝ ８.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣５′)ꎬ ６.７９ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ２.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣
８)ꎬ ６.７６ (１Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣３)ꎬ ６.４４ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ２.４ Ｈｚꎬ
Ｈ￣６)ꎬ ５. ０９ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７. ６ Ｈｚꎬ Ｈ￣１″)ꎬ ３. １５ ~
３. ７２ ( ６Ｈꎬ 糖上的质子)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ (１００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １８２.０ ( Ｃ￣４)ꎬ １６４.５ ( Ｃ￣２)ꎬ １６３.０
(Ｃ￣７)ꎬ １６１. ２ ( Ｃ￣５)ꎬ １５７. ０ ( Ｃ￣９)ꎬ １５０. ０ ( Ｃ￣
４′)ꎬ １４５.８ (Ｃ￣３′)ꎬ １２１.４ (Ｃ￣１′)ꎬ １１９.２ (Ｃ￣６′)ꎬ
１１６.０ (Ｃ￣５′)ꎬ １１３.６ (Ｃ￣２′)ꎬ １０５.４ (Ｃ￣３)ꎬ １０３.２
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(Ｃ￣１０)ꎬ ９９.９ (Ｃ￣１″)ꎬ ９９.６ (Ｃ￣６)ꎬ ９４.７ (Ｃ￣８)ꎬ
７７.２ (Ｃ￣４″)ꎬ ７６.４ (Ｃ￣３″)ꎬ ７３.１ (Ｃ￣２″)ꎬ ６９.５ (Ｃ￣
５″)ꎬ ６０.６ (Ｃ￣６″)ꎮ 以上数据与文献(肖春荣等ꎬ
２０１９)基本一致ꎬ故鉴定该化合物为木犀草素￣７￣Ｏ￣
β￣Ｄ￣葡萄糖苷ꎮ

化合物 １９:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ４３３ [Ｍ＋
Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ２１ Ｈ２０ Ｏ１０ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ４００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: ７.９３ (２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ８.８ Ｈｚꎬ Ｈ￣２′ꎬ ６′)ꎬ
６.９２ (２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８.８ Ｈｚꎬ Ｈ￣３′ꎬ ５′)ꎬ ６.７９ (１Ｈꎬ
ｓꎬ Ｈ￣３)ꎬ ６.５１ (１Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣８)ꎬ ４.５９ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝
１０.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣１″)ꎬ ３.０９ ~ ４.０８ (６Ｈꎬ 糖上的质子)ꎻ
１３Ｃ￣ＮＭＲ (１００ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: １８２.０ (Ｃ￣４)ꎬ
１６３.６ (Ｃ￣２)ꎬ １６３.５ ( Ｃ￣７)ꎬ １６１.３ ( Ｃ￣９)ꎬ １６０.８
(Ｃ￣４′)ꎬ １５６.３ ( Ｃ￣５)ꎬ １２８. ６ ( Ｃ￣２′ꎬ ６′)ꎬ １２１. ２
(Ｃ￣１′)ꎬ １１６.１ ( Ｃ￣３′ꎬ ５′)ꎬ １０９. ０ ( Ｃ￣６)ꎬ １０３. ４
(Ｃ￣１０)ꎬ １０２.８ (Ｃ￣３)ꎬ ９３.７ (Ｃ￣８)ꎬ ８１.７ (Ｃ￣５″)ꎬ
７９.０ (Ｃ￣１″)ꎬ ７３.１ (Ｃ￣２″)ꎬ ７０.７ (Ｃ￣３″)ꎬ ７０.２ (Ｃ￣
４″)ꎬ ６１.６ (Ｃ￣６″)ꎮ 以上数据与文献(任英杰等ꎬ
２０２１)基本一致ꎬ故鉴定该化合物为异牡荆苷ꎮ

化合物 ２０:黄色粉末ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ６１１ [Ｍ＋
Ｈ] ＋ꎬ 分 子 式 Ｃ２７ Ｈ３０ Ｏ１６ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ ( ４００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ: ７.５４ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.０ꎬ ２.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣
６′)ꎬ ７.５３ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ２.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣２′)ꎬ ６.８５ (１Ｈꎬ
ｄꎬ Ｊ＝ ８.８ Ｈｚꎬ Ｈ￣５′)ꎬ ６.３９ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ２.０ Ｈｚꎬ Ｈ￣
８)ꎬ ６.１９ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２. ０ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ ５. ３３ (１Ｈꎬ
ｄꎬ Ｊ＝ ７.６ Ｈｚꎬ Ｈ￣１″)ꎬ ４.３８ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ １.６ Ｈｚꎬ Ｈ￣
１‴)ꎬ ０.９８ (３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ６.４ Ｈｚꎬ Ｈ￣６‴)ꎬ ３.０５ ~ ３.７１
(糖上的质子)ꎻ １３Ｃ￣ＮＭＲ (１００ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６ )
δ: １７７. ２ ( Ｃ￣４)ꎬ １６４. ５ ( Ｃ￣７)ꎬ １６１. １ ( Ｃ￣５)ꎬ
１５６.４ ( Ｃ￣２ꎬ ９)ꎬ １４８. ４ ( Ｃ￣４′)ꎬ １４４. ７ ( Ｃ￣３′)ꎬ
１３３.３ (Ｃ￣３)ꎬ １２１.５ (Ｃ￣６′)ꎬ １２１.０ (Ｃ￣１′)ꎬ １１６.２
(Ｃ￣５′)ꎬ １１５.２ (Ｃ￣２′)ꎬ １０３.７ (Ｃ￣１０)ꎬ １０１.２ (Ｃ￣
１″)ꎬ １００. ６ ( Ｃ￣１‴)ꎬ ９８. ７ ( Ｃ￣６)ꎬ ９３. ５ ( Ｃ￣８)ꎬ
７６.５ (Ｃ￣３″)ꎬ ７５.８ (Ｃ￣５″)ꎬ ７４.０ (Ｃ￣２″)ꎬ ７１.９ (Ｃ￣
４‴)ꎬ ７０. ６ ( Ｃ￣３‴)ꎬ ７０. ２ ( Ｃ￣４″)ꎬ ７０. ０ ( Ｃ￣２‴)ꎬ
６８.１ (Ｃ￣５‴)ꎬ ６６.９ (Ｃ￣６″)ꎬ １７.５ (Ｃ￣６‴)ꎮ 以上数

据与文献(Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)基本一致ꎬ故鉴定该化

合物为芦丁ꎮ

４　 抗炎活性筛选结果

利用 ＣＣＫ￣８ 法测定 ＲＡＷ２６４.７ 细胞在不同化

合物浓度环境下的存活率来评价对应化合物的细

胞毒性作用ꎮ 根据细胞毒性测试结果对本实验化

合物的给药浓度进行设计ꎬ结果显示ꎬ化合物 ２、３、
１４、１６、２０ 在浓度为 １００ μｍｏｌＬ￣１时ꎬ化合物 １、５、
６、８、９、１１－１３、１９ 在浓度为 ５０ μｍｏｌＬ￣１ꎬ化合物

４、７、１０、１８ 在浓度为 ２５ μｍｏｌＬ￣１时细胞存活率

均在 ９０％以上ꎬ表明在此给药浓度范围内无细胞

毒性ꎮ
采用 ＬＰＳ 造模 ２４ ｈ 后ꎬ与空白组相比ꎬ模型组

细胞的 ＮＯ 分泌量显著增加(Ｐ<０.０１)ꎬ表明造模成

功ꎮ 由表 １ 可知ꎬ与模型组相比ꎬ除 ６ 个化合物(化
合物 １、１１、１３、１４、１６、２０)对细胞的 ＮＯ 分泌量无显

著影响外ꎬ化合物 ４、７、１０、１８ 在浓度为 ２５ μｍｏｌ
Ｌ￣１时ꎬ化合物 ５、６、８、９、１２、１９ 在浓度为 ５０ μｍｏｌ
Ｌ￣１时ꎬ化合物 ２、３ 在浓度为 １００ μｍｏｌＬ￣１时均可显

著降低细胞的 ＮＯ 分泌量(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎮ

５　 讨论与结论

本研究从杏叶防风全草 ７０％乙醇提取物中分

离鉴定了 ２０ 个化合物ꎬ包括 １５ 个黄酮类化合物

(５－１０、１２－２０)ꎬ２ 个酚类化合物(１、４)ꎬ１ 个木脂

素类化合物(２)ꎬ１ 个苯丙烷类化合物(３)和 １ 个

酰胺类化合物(１１)ꎮ 其中ꎬ化合物 ２、５、８、１１、１２、
１４、１５、１７ 均为首次从茴芹属植物中分离得到ꎬ化
合物 １、３、４、６、７、１０、１３、１６、１８、２０ 均为首次从杏

叶防风中分离得到ꎮ
炎症是机体稳态受到干扰时常见的病理状

态ꎬ许多疾病的发生会伴随着炎症的产生ꎬ即“十

病九炎”ꎮ 炎症的发生是由多种炎症介质、细胞因

子及信号通路共同参与调节来完成的ꎬＮＯ 作为一

种同时拥有促炎和抗炎双重作用的生物活性物质

(曹谨玲等ꎬ２０２１ꎻ李潭等ꎬ２０２１)ꎬ在炎症级联反应

中ꎬ特别是在炎症反应的发生和信号传导方面起

到关键的调节作用(羊波等ꎬ２０１６)ꎮ 因此ꎬ本研究

利用 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细胞产生 ＮＯ 为评价模

型ꎬ从实验结果来看ꎬ 木脂素类化合物(２)、苯丙

烷类化合物(３)、黄酮类化合物(５－１０、１２、１８、１９)
及酚类化合物(４)在安全浓度范围内对 ＬＰＳ 诱导

ＲＡＷ２６４.７ 细胞产生的 ＮＯ 具有显著抑制作用ꎬ其
抑制率分别为 ７８.３６％、７６.５１％、８０.８２％、６４.８８％、
８３.６０％、６１.２１％、７９.８０％、６８.１６％、６２.１４％、８１.１４％、
７１.２６％、５７.３７％ꎮ 其中ꎬ化合物 ５ 在 ５０ μｍｏｌＬ￣１浓

度下ꎬ化合物 ７、１８ 在 ２５ μｍｏｌＬ￣１浓度下的 ＮＯ 抑

制率与阳性对照药地塞米松在 ２５ μｍｏｌＬ￣１浓度下

的 ＮＯ 抑制率相当ꎮ

０２１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



图 １　 化合物 １－２０ 的结构式
Ｆｉｇ. １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ １－２０

　 　 目前ꎬ茴芹属民间药用植物的药理活性研究
多为粗提物ꎬ单体化合物的药理活性尤其是抗炎
活性方面的研究较少ꎬ仅见短果茴芹甲醇提取物
中分离得到的奎宁酸衍生物对 ＬＰＳ 诱导 ＢＶ￣２ 细

胞的抗炎活性(Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 本研究对杏叶
防风进行了化学成分和抗炎活性研究ꎬ在一定程
度上丰富了杏叶防风的化学成分ꎬ初步探明了黄
酮类化合物是其发挥抗炎作用的活性成分ꎬ 为进
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表 １　 杏叶防风化合物对 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ ２６４.７
细胞产生 ＮＯ 的抑制率(ｎ＝ ３)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ＮＯ ｉｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ３)

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎ￣
ｔｒａｔｉｏｎ

(μｍｏｌ
Ｌ ￣１)

ＮＯ 抑制率
ＮＯ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｒａｔｉｏ
(％)

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎ￣
ｔｒａｔｉｏｎ

(μｍｏｌ
Ｌ ￣１)

ＮＯ 抑制率
ＮＯ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｒａｔｉｏ
(％)

ＤＥＸ ２５ ９１.０８ ９ ５０ ７９.８０

２ １００ ７８.３６ １１ ５０ １５.７６

３ １００ ７６.５１ １２ ５０ ６２.１４

１４ １００ ４５.０６ １３ ５０ ３８.２０

１６ １００ ３０.２９ １９ ５０ ７１.２６

２０ １００ ３４.２４ ４ ２５ ５７.３７

１ ５０ ３２.１１ ７ ２５ ８３.６０

５ ５０ ８０.８２ １０ ２５ ６８.１６

６ ５０ ６４.８８ １８ ２５ ８１.１４

８ ５０ ６１.２１

一步研究和开发其药理活性奠定了基础ꎬ同时也

为进一步扩大茴芹属药用植物的化学成分及活性

研究提供了重要的参考依据ꎮ
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摘　 要: 为研究牡荆叶指纹图谱与抗氧化活性的谱－效关系ꎬ该研究首先建立了 １８ 批牡荆叶的高效液相色

谱－电化学检测法(ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ)指纹图谱ꎬ对不同来源牡荆叶药材进行聚类分析ꎬ鉴定主要酚类化合物且测定

其含量ꎬ分析牡荆叶的总酚和总黄酮含量ꎬ并采用 ＤＰＰＨ 自由基清除法、ＡＢＴＳ 自由基清除法、氧自由基吸收能

力法及铁离子还原能力法考察其体外抗氧化活性ꎬ通过皮尔逊相关分析、灰度关联分析及偏最小二乘回归分

析法研究牡荆叶的谱－效关系ꎮ 结果表明:(１)牡荆叶的指纹图谱标定 ２１ 个共有峰ꎬ共指认出 １０ 个峰ꎬ其含量

顺序为绿原酸>异荭草苷>木犀草苷>异牡荆素>异绿原酸 Ａ>异绿原酸 Ｃ>原儿茶酸>荭草苷>异绿原酸 Ｂ>新
绿原酸ꎻ不同产地样品间相似性较高ꎬ相似度结果为 ０.８１６~０.９８３ꎮ (２)系统聚类分析显示ꎬ样品含量对分类有

一定影响ꎬ不同来源样品被分为 ３ 类ꎬ其中南北方样品存在一定差异ꎮ (３)牡荆叶中总酚和总黄酮的含量分别

为 １５.８２~６１.８３ ｍｇｇ￣１和 ２７.８５~１５７.６５ ｍｇｇ￣１ꎬ样品均具不同程度的抗氧化活性ꎮ (４)谱－效关系表明ꎬ牡荆

叶的抗氧化活性是多种化合物协同作用的结果ꎬ峰 ９(异荭草苷)、峰 ４ 和峰 ５(绿原酸)等化合物对牡荆叶药材

抗氧化活性的贡献最大ꎮ 综上表明ꎬ牡荆叶具有较好的抗氧化活性ꎬ其中主要的活性指标是异荭草苷和绿原

酸ꎮ 该研究结果可为牡荆叶抗氧化活性成分的筛选及其质量控制提供参考依据ꎮ
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ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ (ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｕｒｃｅｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ. Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐｈｅｎｏｌｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｆｒｏｍ Ｖ. ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ.
ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｉｎ Ｖ. ｎｅｇｕｎｄｏ
ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ＤＰＰＨ
ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙꎬ ＡＢＴＳ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙꎬ ｏｘｙｇｅｎ ｒａｄｉｃａｌ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｎｄ ｆｅｒｒｉｃ ｉｏｎ
ｒｅｄｕｃｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｐｏｗｅｒ. Ｔｈｅ ｓｐｅｃｔｒｕｍ￣ｅｆｆｅｃｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ Ｖ. ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｐｅａｒｓｏｎ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｇｒａｙ ｒｅｌａｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１)
Ｔｈｅ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ Ｖ. ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ２１ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ ａｎｄ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １０ ｐｅａｋｓ
ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ > ｉｓｏｏｒｉｅｎｔｉｎ > ｌｕｔｅｏｌｏｓｉｄｅ > ｉｓｏｖｉｔｅｘｉｎ > ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ａ >
ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｃ > ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ ａｃｉｄ > ｏｒｉｅｎｔｉｎ > ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｂ > ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ. Ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｒｅａｓ ｗａｓ ｈｉｇｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ０.８１６ ｔｏ ０.９８３. (２) Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｈａｄ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｕｒｃｅｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓꎬ ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｏｕｔｈ ａｎｄ ｔｈｅ
ｎｏｒｔｈ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ. (３) Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｉｎ Ｖ. ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ
１５.８２ ｔｏ ６１.８３ ｍｇｇ￣１ ａｎｄ ２７.８５ ｔｏ １５７.６５ ｍｇｇ￣１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ
Ｖ. ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ ｅｘｉｓｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ. ( ４) Ｔｈｅ ｓｐｅｃｔｒｕｍ￣ｅｆｆｅｃｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｖ. ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ ｗａｓ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍａｎｙ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓꎬ ａｎｄ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｐｅａｋ ９ (ｉｓｏｏｒｉｅｎｔｉｎ)ꎬ ｐｅａｋ ４ ａｎｄ ｐｅａｋ ５ (ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ) ｍａｄｅ ｔｈｅ ｇｒｅａｔｅｓｔ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｖ. ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ. Ｖ. ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｈａｓ ｇｏｏｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｒｅ ｉｓｏｏｒｉｅｎｔｉｎ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ Ｖ. ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓꎬ ＨＰＬＣꎬ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎꎬ ｓｐｅｃｔｒｕｍ￣ｅｆｆｅｃｔ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐꎬ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓꎬ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

　 　 牡荆( Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ) 是马鞭

草科牡荆属植物ꎬ分布于中国华东各省及广西、广
东、河北、贵州、四川等地ꎬ其叶具有解表化湿、祛
痰平喘等功效(«全国中草药汇编»编写组ꎬ１９９６ꎻ
国家药典委员会ꎬ２０２０)ꎮ 牡荆主要成分为酚酸、
黄酮、木脂素和萜类等化合物ꎮ 现代药理研究表

明ꎬ牡荆具有抗氧化、抗炎镇痛、抑菌、抗肿瘤等生

物活性(舒柄垚等ꎬ２０２０)ꎮ 抗氧化是牡荆的主要

生物活性之一ꎬ向蓉等(２０２１)研究表明牡荆水提

取物和醇提取物均具有一定的抗氧化活性ꎬ其中

酚酸和黄酮类物质是其主要活性成分ꎮ Ｈｕ 等

(２０１５)研究上证实大部分酚酸类物质具有较强的

２ꎬ ２′￣联 氮￣二 ( ３￣乙 基 苯 并 噻 唑 啉￣６￣磺 酸 )
(ＡＢＴＳ)自由基清除活性ꎮ 然而ꎬ其抗氧化活性药

效物质基础尚不明确ꎬ并且未将指纹图谱结合生

物活性进行质量控制评价研究ꎮ
谱－效关系研究是将药用植物的指纹图谱与其

药效结果相结合起来ꎬ通过建立“谱－效”数学模型

来反映中药的内在品质ꎬ其广泛应用于药用植物内

在质量控制评价研究(王勤等ꎬ２０１７ꎻ晏朝操和张建

峰ꎬ２０２０)ꎮ ＨＰＬＣ 具有灵敏度高、分离度和重现性

好、高效快速、应用范围广等特点ꎬ目前已成为色谱

指纹 图 谱 研 究 的 首 选 方 法ꎬ 而 电 化 学 检 测 法

(ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ＥＣＤ)通过测量物质的电

信号变化ꎬ可选择性地检测具有氧化还原性质的化

合物ꎬ如带有硝基、巯基、酚羟基等基团的有机化合

物ꎮ 因此ꎬ可用 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 筛查药用植物的抗氧化

活性成分(罗敏等ꎬ２０２０ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 目

前ꎬ谱－效关系研究的分析方法众多ꎬ其中灰度关联

分析法(ｇｒａｙ ｒｅｌａｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＧＲＡ)能够分析共有

峰峰面积的变化与药效指标的变化趋势ꎬ偏最小二

乘 回 归 分 析 法 ( ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＰＬＳＲ)对于系统的信息和噪声更易于辨

别ꎬ可以弥补灰度关联分析法中关联度均为正值所

带来的分析误差 (刘晓燕等ꎬ２０２０)ꎮ 因此ꎬ常将

ＧＲＡ 和 ＰＬＳＲ 相结合应用于谱－效关系分析研究ꎮ

５２１１６ 期 吴其妹等: 基于 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 研究牡荆叶抗氧化的谱－效关系



本研究收集 １８ 批不同来源的牡荆叶样品ꎬ采
用 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 和体外抗氧化活性评价方法ꎬ通过

建立 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 指纹图谱且结合样品含量测定、
系统聚类分析( ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＨＣＡ)
和谱－效关系分析ꎬ拟探讨以下问题:(１)牡荆叶的

化学成分及其含量ꎻ(２)牡荆叶不同化学成分对抗

氧化活性的贡献ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 药材与试剂 　 新鲜牡荆叶样品采自广西、广
东和河北ꎬ按照 ２０２０ 年«中国药典»中牡荆叶的鉴

定要求ꎬ经遵义医科大学孟令杰博士鉴定为马鞭

草科牡荆属牡荆( Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ)
的叶ꎬ其详细信息见表 １ꎮ 新鲜牡荆叶于 ４０ ℃ 下

烘干后ꎬ分别粉碎并过 ５０ 目筛ꎬ放置在 ４ ℃ 条件

下保存备用ꎮ
原儿茶酸、绿原酸、木犀草苷、没食子酸、奎诺

二甲基丙烯酸酯(Ｔｒｏｌｏｘ)(阿拉丁生化科技股份有

限 公 司ꎬ 批 号 分 别 为 Ｋ１７１７０９１、 Ｊ１５２３０５０、
１０１２２４０１、Ｌ１８１０２４８、Ａ２０１００５９ꎬ纯度≥９７％)ꎻ荭
草苷、异荭草苷、新绿原酸、异绿原酸 Ａ、异绿原酸

Ｂ、异绿原酸 Ｃ(成都普菲德生物技术有限公司ꎬ批
号 分 别 为 ２００３１２０２、 ２００５２２０１、 １９０４２３０５、
２００３２６０１、２００３２６０２、２００８０８０２ꎬ纯度≥９８％)ꎻ异
牡荆素 (上海诗丹德标准技术服务有限公司ꎬ批号

为 ＳＴ０９６５０１２０ꎬ纯度≥ ９８％)ꎻ芦丁(国药集团化

学试剂有限公司ꎬ批号为 ２０１６０９２ꎬ纯度≥９５％)ꎻ甲
醇、乙腈均为色谱级ꎬ均购自北京伊诺凯科技有限

公司ꎻ其余试剂均为分析纯ꎮ
１.１.２ 仪器　 Ｔｈｅｒｍｏ ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００ ｂｉｏ￣ＲＳ 型 ＨＰＬＣ
仪ꎬ检测器为 ＥＣＤ￣３０００ ＲＳꎻＳｏｒｖａｌｌ ＳＴ ８Ｒ 型高速

离 心 机 ( 美 国 赛 默 飞 世 尔 科 技 有 限 公 司 )ꎻ
ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉ３ｘ 型多功能酶标仪 [美谷分子仪器

(上海)有限公司]ꎻＭＥ１０４Ｅ 型电子天平[梅特勒－
托利多仪器(上海)有限公司]ꎻＰｕｒｅｌａｂ Ｃｈｏｒｕｓ ２ 型

纯 水 超 纯 水 系 统 ( 英 国 埃 尔 格 公 司 )ꎻ ＧＺＸ￣
９０７０ＭＢＥ 型电热鼓风干燥箱(上海博讯实业有限

公司医疗设备厂)ꎮ

表 １　 牡荆来源信息
Ｔａｂｌｅ１　 Ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

产地
Ｐｌａｃｅ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎ

采集时间
Ｈａｒｖｅｓｔ ｔｉｍｅ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

产地
Ｐｌａｃｅ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎ

采集时间
Ｈａｒｖｅｓｔ ｔｉｍｅ

Ｓ１ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－０６ Ｓ１０ 广东潮州
Ｃｈａｏｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ

２０２１－１０－０８

Ｓ２ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－０６ Ｓ１１ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－１０－１３

Ｓ３ 广东清远
Ｑｉｎｇｙｕａｎꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ

２０２１－１０－０７ Ｓ１２ 广西来宾
Ｌａｉｂｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－０２

Ｓ４ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－０６ Ｓ１３ 广西来宾
Ｌａｉｂｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－０２

Ｓ５ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－１８ Ｓ１４ 广东湛江
Ｚｈａｎｊｉａｎｇꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ

２０２１－１０－１０

Ｓ６ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－１８ Ｓ１５ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－１０－１３

Ｓ７ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－２０ Ｓ１６ 河北保定
Ｂａｏｄｉｎｇꎬ Ｈｅｂｅｉ

２０２１－１０－１５

Ｓ８ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－２０ Ｓ１７ 河北保定
Ｂａｏｄｉｎｇꎬ Ｈｅｂｅｉ

２０２１－１０－１５

Ｓ９ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－０９－２０ Ｓ１８ 广西钦州
Ｑｉｎｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２０２１－１０－２０

１.２ 方法

１.２.１ 标准品溶液的制备 　 精密称取原儿茶酸、新
绿原酸、绿原酸、荭草苷、异荭草苷、异牡荆素、木

犀草苷、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ａ、异绿原酸 Ｃ 适

量ꎬ用甲醇溶解制成 ２ ｍｇｍＬ￣１的标准品储备液ꎬ
于－２０ ℃下冷冻保存以备用ꎮ

６２１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



１.２.２ 供试品溶液的制备 　 分别精密称取不同批

号的牡荆叶样品ꎬ以 ８０％甲醇为溶剂ꎬ按 １ ∶ ３０
(ｇｍＬ￣１)的料液比在 ２５ ℃ 下超声提取 ３０ ｍｉｎꎬ
于 ９ ０００ ｒｍｉｎ￣１条件下离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液加

８０％甲醇按 １ ∶ １ 等体积稀释混匀ꎬ过 ０.２２ μｍ 有

机滤膜即制得供试品溶液ꎮ
１.２.３ 色谱条件　 ＸＢｒｉｄｇｅ ＢＥＨ Ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ１８ 色谱柱

(３.０ ｍｍ × １５０ ｍｍꎬ ２.５ μｍ)ꎻ流动相乙腈(Ａ) －
甲酸铵柠檬酸混合溶液(Ｂ) (２５ ｍｍｏｌＬ￣１甲酸铵

溶液和 ２５ ｍｍｏｌＬ￣１柠檬酸溶液以 １ ∶ １ 等体积混

匀ꎬ用甲酸调 ｐＨ 至 ２.６)梯度洗脱(０ ~ ９.５ ｍｉｎꎬ
５％ → ７.５％ Ａꎻ ９.５ ~ １２.５ ｍｉｎꎬ ７.５％ → １２％ Ａꎻ
１２.５ ~ ３０ ｍｉｎꎬ保持 １２％ Ａꎻ ３０ ~ ４０ ｍｉｎꎬ １２％ →
１９％ Ａꎻ ４０ ~ ４８ ｍｉｎꎬ保持 １９％ Ａꎻ ４８ ~ ５３ ｍｉｎꎬ
１９％→ ４５％ Ａꎻ ５３~ ５５ ｍｉｎꎬ ４５％→８０％ Ａ)ꎻＥＣＤ
检测电压 ７００ ｍＶꎻ流速 ０. ６ ｍＬｍｉｎ￣１ꎻ柱温 ４５
℃ꎬ样温 １２ ℃ꎻ进样量 １ μＬꎮ
１.２.４ 总酚、总黄酮含量测定及体外抗氧化实验

１.２.４. １ 总酚含量测定 　 参照 Ｄｚ̇ｕｇａｎ 等( ２０１８)
的方法并稍作修改ꎬ先吸取 ２５０ μＬ 供试品稀释

液 ( 加 ８０％ 甲 醇 稀 释 ４０ 倍 ) 和 ２５０ μＬ ０. ２５
ｍｏｌＬ ￣１ Ｆｏｌｉｎ 酚试剂混合静置 ３ ｍｉｎ 后ꎬ加入

５００ μＬ １５％ Ｎａ２ＣＯ３溶液混匀后暗反应 ３０ ｍｉｎꎬ
离心取上清液于酶标仪 ７６０ ｎｍ 处测定吸光度ꎮ
以没食子酸溶液为标准ꎬ所有样品测量结果均以

没食子酸当量(ｍｇｇ ￣１)表示ꎮ 没食子酸标准品

与吸光度值的回归方程为 ｙ ＝ ０.０１４ ２ｘ＋０.０６２ ５ꎬ
Ｒ２ ＝ ０.９９８ ８ꎮ
１.２.４.２ 总黄酮含量测定　 参照 Ｈｅ 等(２０１５)的方

法并稍作修改ꎬ先吸取 ５００ μＬ 供试品稀释液(加

８０％甲醇稀释 ５ 倍)、１ ０００ μＬ ８０％甲醇、２５０ μＬ
５％ ＮａＮＯ２溶液ꎬ混匀放置 ６ ｍｉｎ 后ꎬ再加入 ２５０ μＬ
１０％ Ａｌ(ＮＯ３) ３ 溶液ꎬ混匀放置 ６ ｍｉｎ 后ꎬ又加入

２ ０００ μＬ ４％ ＮａＯＨ 溶液ꎬ混匀放置 １５ ｍｉｎ 后ꎬ于
酶标仪 ５１０ ｎｍ 处测定吸光度ꎮ 以芦丁溶液为标

准ꎬ所有样品测量结果均以芦丁当量(ｍｇｇ￣１)表

示ꎮ 芦丁标准品与吸光度值的回归方程为 ｙ ＝
０.０００ ９ｘ ＋ ０.０４６ ０ꎬ Ｒ２ ＝ ０.９９９ ２ꎮ
１.２.４.３ 铁 离 子 还 原 能 力 ( ｆｅｒｒｉｃ ｉｏｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐｏｗｅｒꎬ ＦＲＡＰ ) 测定 　 参照王金梅等

(２０１７)的方法并稍作修改ꎬ分别吸取供试品稀释

液(加入 ８０％的甲醇稀释 ６０ 倍)ꎬ加入 ８０％的甲醇

至 １００ μＬ 后ꎬ加入 ３００ μＬ ＴＰＴＺ 工作液混匀反应ꎬ

５ ｍｉｎ 后于酶标仪 ５９３ ｎｍ 处测定吸光度ꎮ 以

Ｔｒｏｌｏｘ 溶液为标准ꎬ所有样品测量结果均以 Ｔｒｏｌｏｘ
当量(ｍｇｇ￣１)表示ꎮ Ｔｒｏｌｏｘ 标准品与吸光度值的

回归方程为 ｙ＝ ０.０１９ ２ｘ ＋ ０.０２２ ２ꎬ Ｒ２ ＝ ０.９９６ ９ꎮ
１.２.４. ４ ＤＰＰＨ 自由基清除实验 　 参照 Ｚｈａｎｇ 等

(２０１５)的方法并稍作修改ꎬ分别吸取 ８０ μＬ 的供

试品稀释液(加入 ８０％的甲醇稀释 ２０ 倍)ꎬ加入

８０％的甲醇至 ２００ μＬ 后ꎬ再加入 ＤＰＰＨ 自由基母

液[ＤＰＰＨ ∶ ８０％甲醇 ＝ １ ∶ １０ (ｍｇｍＬ￣１)] ４００
μＬꎬ摇匀ꎬ暗反应 １０ ｍｉｎ 后ꎬ于酶标仪 ５１７ ｎｍ 处测

定吸光度ꎮ 以 ８０％甲醇为空白组ꎬ不同浓度的

Ｔｒｏｌｏｘ 溶液为对照组ꎮ 所有样品测量结果均以清

除率表示ꎬ清除率计算公式:
ＤＰＰＨ 清除率 ＝ (Ａ空白组－Ａ样品组) / Ａ空白组×１００％

(１)
１.２.４.５ ＡＢＴＳ 自 由 基 清 除 实 验 　 参 照 Ａａｔｉ 等

(２０１８)的方法并稍作修改ꎬ分别吸取 １００ μＬ 的供

试品稀释液(加入 ８０％的甲醇稀释 ３０ 倍)ꎬ加入

２００ μＬ 的 ＡＢＴＳ 工作液ꎬ混匀暗反应 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ于
酶标仪 ７３４ ｎｍ 处测定吸光度ꎮ 以 ８０％甲醇为空

白组ꎬ不同浓度的 Ｔｒｏｌｏｘ 溶液为对照组ꎮ 所有样品

测量结果均以清除率表示ꎬ清除率计算公式:
ＡＢＴＳ 清除率 ＝ (Ａ空白组－Ａ样品组) / Ａ空白组×１００％

(２)
１.２.４.６ 氧 自 由 基 吸 收 能 力 ( ｏｘｙｇｅｎ ｒａｄｉｃａｌ
ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｃａｐａｃｉｔｙꎬ ＯＲＡＣ)测定 　 在供试品溶液

中加入磷酸盐缓冲溶液稀释 ５００ 倍得到供试品稀

释液ꎬ实验步骤参照徐维盛等(２０１４)的方法ꎬ每隔

５ ｍｉｎ 测定一次荧光强度ꎬ总时间为 ３ ｈꎮ 以磷酸

盐缓冲溶液为空白组ꎬ不同浓度的 Ｔｒｏｌｏｘ 溶液为对

照组ꎮ 所有样品测量结果均以 Ｔｒｏｌｏｘ(ｍｇｇ￣１)表
示ꎬ具体计算公式表示为式(３)和式(４):

ＡＵＣ ＝ ０.５ × [ ２ × ( ｆ０＋ ｆ１＋  ＋ ｆｎ－１＋ ｆｎ) － ｆ０－
ｆｎ] × △ｔ (３)

式中:ＡＵＣ 为荧光衰退曲线下面积ꎻ ｆｎ 为第 ｎ
个测定点的相对荧光强度ꎻ△ｔ 为测定荧光强度的

时间间隔ꎮ
ＯＲＡＣ 值 ＝ [(ＡＵＣ样品组－ＡＵＣ空白组) / (ＡＵＣＴｒｏｌｏｘ－

ＡＵＣ空白组)] × ＣＴｒｏｌｏｘ / Ｃ样品组) (４)
Ｔｒｏｌｏｘ 标 准 品 与 净 荧 光 衰 退 曲 线 下 面 积

(ＡＵＣＴｒｏｌｏｘ－ＡＵＣ空白组)的回归方程为 ｙ ＝ １.３６８ ０ｘ ＋
８.３０１ ９ꎬ Ｒ２ ＝ ０.９９４ ６ꎮ

７２１１６ 期 吴其妹等: 基于 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 研究牡荆叶抗氧化的谱－效关系



１.２.５ 数据处理与分析　 采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 软件进行

数据处理和灰度关联分析ꎻ采用 ＳＰＳＳ ２６ 软件进行

皮尔逊相关分析和系统聚类分析ꎻ采用 ＳＩＭＣＡ
１４.１ 软件进行 ＰＬＳＲ 分析ꎮ 色谱图和 ＰＬＳＲ 结果

通过 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１ 软件进行绘制ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 指纹图谱方法学考察

２.１. １ 精密度试验 　 取牡荆叶 (批号为 Ｓ２)ꎬ按
“１.２.２”项下方法制备成供试品溶液ꎬ于“１.２.３”项
的色谱条件连续进样 ６ 次ꎬ２１ 个共有峰保留时间

的 ＲＳＤ≤０.４５％ꎬ峰面积的 ＲＳＤ≤１.３１％ꎬ这说明

试验方法符合分析检测要求ꎮ
２.１. ２ 重复性试验 　 取牡荆叶 (批号为 Ｓ２)ꎬ按
“１.２. ２” 项下方法制备成 ６ 份供试品溶液ꎬ于

“１.２.３”项的色谱条件下进样分析ꎬ２１ 个共有峰保

留时间的 ＲＳＤ≤１.７２％ꎬ峰面积的 ＲＳＤ≤４.８１％ꎬ
结果表明试验建立的方法重复性较好ꎮ
２.１. ３ 稳 定 性 试 验 　 取牡荆叶 (批号为 Ｓ２) 按

“１.２.２”项下方法制备成供试品溶液ꎬ在“１.２.３”项
的色谱条件下分别于 ０、４、８、１２、１６、１８、２４ ｈ 进样

分析ꎬ２１ 个共有峰保留时间的 ＲＳＤ≤０.５８％ꎬ峰面

积的 ＲＳＤ≤３.９４％ꎬ结果表明 ２４ ｈ 内稳定性较好ꎮ
２.２ ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 指纹图谱的建立及共有峰指认

分别取 １８ 批牡荆叶ꎬ按照“１.２.２”项下方法制

备供试品溶液ꎬ同“１.２.３”条件测定并记录色谱图

和总峰面积ꎬ将色谱图导入«中药色谱指纹图谱相

似度评价系统(２０１２ 版)»ꎬ以 Ｓ８ 为参照图谱ꎬ生
成牡荆叶 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 指纹图谱(图 １)、混合标准

品图(Ａ)和对照指纹图谱( Ｂ) (图 ２)ꎮ 通过多点

校正和 Ｍａｒｋ 峰匹配得到 ２１ 个共有峰ꎬ其中峰 １、
２、５、８、９、１１、１２、１４、１５、１７ 分别为原儿茶酸、新绿

原酸、绿原酸、荭草苷、异荭草苷、异牡荆素、木犀

草苷、异绿原酸 Ｂ、异绿原酸 Ａ、异绿原酸 Ｃꎮ 计算

其与 对 照 指 纹 图 谱 的 相 似 度ꎬ 相 似 度 结 果 为

０.８１６ ~ ０. ９８３ꎬ 样 品 Ｓ１ － Ｓ１８ 的 相 似 度 分 别 为

０.８４３、０.９８３、 ０. ９６７、 ０. ９５９、 ０. ９５３、 ０. ９１６、 ０. ９６９、
０. ９６６、０. ９６８、０. ９８０、０. ９７８、０. ９５３、０. ９７４、０. ９４７、
０.９６４、０.８４７、０.８１６、０.９５０ꎮ
２.３ 标准曲线和检测限

分别取“１.２.１”项下的对照品溶液制备成系列

质量混合标准品溶液ꎬ在“１.２.３”条件下ꎬ以对照品

质量浓度为横坐标ꎬ峰面积为纵坐标ꎬ绘制标准曲

线ꎬ以信噪比为 ３ ∶ １ 计算分析方法的检测限

(ＬＯＤ)ꎮ 结果显示各化合物在一定的质量浓度范

围下ꎬ峰面积有良好的线性相关性(表 ２)ꎬ相关系

数大于 ０.９９９ꎬＬＯＤ 为 ２.２ ~ ３０.４ ｎｇｍＬ￣１ꎮ
２.４ 加标回收实验

称取已知含量的牡荆叶样品ꎬ平行精密称定 ６
份ꎬ加入一定量的对照品混合储备溶液ꎬ于“１.２.３”
项下的色谱条件进样分析ꎮ 表 ２ 结果显示ꎬ１０ 种

化合 物 的 回 收 率 为 ９０. １３％ ~ ９９. ５６％ꎬ ＲＳＤ ≤
６.４１％ꎬ该方法的准确度良好ꎮ
２.５ 含量测定

按“ １. ２. ２ ” 项下方法制备供试品溶液ꎬ 于

“１.２.３”项的色谱条件下ꎬ测定不同产地牡荆叶的 １０
个化合物含量ꎬ结果见表 ３ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ牡荆叶含

有丰富的酚酸和黄酮类化合物ꎬ不同批次和产地的

各成分含量存在较大差异ꎮ 以各批次含量的平均

值计算ꎬ含量最高的化合物为绿原酸ꎬ其次分别为

异荭草苷、木犀草苷、异牡荆素、异绿原酸 Ａ、异绿原

酸 Ｃ、原儿茶酸、荭草苷、异绿原酸 Ｂ、新绿原酸ꎮ
２.６ 聚类分析

为了研究产地与含量之间的关系ꎬ以 ２１ 个共

有峰的相对峰面积为变量ꎬ采用 ＨＣＡ 分析方法ꎬ
通过 ＳＰＳＳ ２６ 软件采用平方欧式距离为测量度对

１８ 批牡荆叶样品进行聚类分析(图 ３)ꎮ 图 ３ 结果

表明ꎬ当欧式距离为 ４ 左右时ꎬ药材可分为 ３ 类ꎬ
即测定的 １０ 个化合物总含量分别为 １３. ０６ ~
３１.６９、３８.０１ ~ ４１.０３、７８.９９ ｍｇｇ￣１ꎮ 河北产地药

材为 １３.０６ ~ ３１.６９ ｍｇｇ￣１ꎬ而广东和广西的在分

类中存在交叉情况ꎮ
２.７ 总峰面积、总酚含量、总黄酮含量及体外抗氧

化实验结果

１８ 批牡荆叶 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 总峰面积、总酚、总黄

酮含量及体外抗氧化实验结果见表 ４ꎮ 由表 ４ 可

知ꎬ不同批次牡荆叶的总酚、总黄酮类化合物存在

较大差异ꎬ其含量分别为 １５.８２ ~ ６１.８３ ｍｇｇ￣１和

２７.８５ ~ １５７.６５ ｍｇｇ￣１ꎮ 牡荆叶具有一定的 ＤＰＰＨ
自由基清除能力、ＡＢＴＳ 自由基清除能力、氧自由

基吸收能力及铁离子还原能力ꎬ说明牡荆叶 ８０％
甲醇提取物具有一定抗氧化活性ꎮ
２.８ 谱－效关系分析

２.８.１ 皮尔逊相关分析 　 对牡荆叶 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 样

品的总峰面积、总酚含量、 总黄酮含量分别与体外
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图 １　 １８ 批牡荆叶指纹图谱
Ｆｉｇ. １　 Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ １８ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ

图 ２　 混合标准品图(Ａ)和对照指纹图谱(Ｂ)
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ (Ａ) ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ (Ｂ)

抗氧化活性进行皮尔逊相关分析比较ꎬ结果见

表 ５ꎮ
由表 ５ 可知ꎬ牡荆叶中总酚、总黄酮含量分别与

ＤＰＰＨ 自由基清除能力、ＡＢＴＳ 自由基清除能力、
ＯＲＡＣ 氧自由基吸收能力及铁离子还原能力均呈显

著正相关ꎬ相关系数大于 ０.７７ꎮ ＥＣＤ 检测器可选择

性地检测具有氧化还原性质的化合物ꎬ同时ꎬ分析

结果表明 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 样品中总峰面积与总酚、总黄

酮的含量和体外抗氧化活性均呈显著正相关ꎮ
２.８.２ 灰度关联分析 　 采用均值化法对原始数据

进行无量化处理ꎮ 以不同批次牡荆叶的抗氧化结

果作为母序列ꎬ以共有峰峰面积作为子序列ꎬ分辨

系数 ρ 取 ０. ５ꎬ按照文献(帖晓燕等ꎬ２０２１ꎻ Ｄｕ ｅｔ

ａｌ.ꎬ ２０２１)的方法计算共有峰与药效之间灰度关

联度系数( ｒ)的大小ꎬ结果见表 ６ꎮ
由表 ６ 可知ꎬ牡荆叶中的共有峰与各抗氧化活

性的关联度很高ꎬ关联度均大于 ０.７９ꎬ表明牡荆叶

的抗氧化活性是多种化合物的协同作用结果ꎮ 以

４ 种抗氧化活性关联度的平均值计算ꎬ关联度最高

的 １０ 个峰依次为峰 ９(异荭草苷) >峰 ４>峰 ２(新
绿原酸) >峰 ５(绿原酸) >峰 ６>峰 １１(异牡荆素) >
峰 ２０>峰 １２(木犀草苷) >峰 １５(异绿原酸 Ａ) >峰
１４(异绿原酸 Ｂ)ꎮ
２.８.３ ＰＬＳＲ 分析　 ＰＬＳＲ 分析是以典型相关分析、
主成分分析和多元线性回归分析方法为基础的多

元统计方法ꎬ 能反映共有峰对药效指标的综合贡

９２１１６ 期 吴其妹等: 基于 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 研究牡荆叶抗氧化的谱－效关系



表 ２　 １０ 种化合物的线性回归方程、检测限和加标回收率
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓꎬ ＬＯＤｓ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １０ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

化合物 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ 回归方程
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

(Ｒ２)

线性范围
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ
(μｇｍＬ ￣１)

检测限
ＬＯＤ

(ｎｇｍＬ ￣１)

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

ｒａｔｅ
(％)

ＲＳＤ
(％)

原儿茶酸 Ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ ａｃｉｄ ｙ＝ ２３.３４５ｘ ＋ ０.７８８ ０.９９９ ０ ０.４ ~ ２０ ２.２ ９１.６８ ３.６７

新绿原酸 Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｙ＝ ７.０３８ｘ ＋ ０.７０２ ０.９９９ ６ ０.２ ~ １０ ６.７ ９０.１３ ５.１４

绿原酸 Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｙ＝ ６.５７０ｘ ＋ ４.５３２ ０.９９９ １ １２~ ６００ ５.１ ９９.５６ １.４７

荭草苷 Ｏｒｉｅｎｔｉｎ ｙ＝ ５.０４０ｘ － ０.５３０ ０.９９９ ６ ０.１５~ １８ １１.６ ９２.７３ ６.１５

异荭草苷 Ｉｓｏｏｒｉｅｎｔｉｎ ｙ＝ ４.７８０ｘ ＋ ２.０４２ ０.９９９ ２ ８~ ４００ ８.２ ９９.４１ ２.５８

异牡荆素 Ｉｓｏｖｉｔｅｘｉｎ ｙ＝ ７.５５１ｘ － １.１７５ ０.９９９ ５ ２~ ２００ ３０.４ ９１.０５ ６.４１

木犀草苷 Ｌｕｔｅｏｌｏｓｉｄｅ ｙ＝ ４.９６５ｘ ＋ ２.０１１ ０.９９９ ７ ６~ ３００ １０.５ ９４.５９ ３.７６

异绿原酸 Ｂ Ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｂ ｙ＝ ８.７６０ｘ ＋ ２.２２３ ０.９９９ ７ ０.３ ~ １５ １５.４ ９２.２４ ４.３６

异绿原酸 Ａ Ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ａ ｙ＝ ７.２１０ｘ ＋ ２.１０４ ０.９９９ ７ ４~ ２００ １６.７ ９９.０６ ３.９８

异绿原酸 Ｃ Ｉｓｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ Ｃ ｙ＝ １０.０００ｘ ＋ ２.０９８ １.０００ ０ ０.６ ~ ３０ １６.５ ９３.２６ ５.０３

表 ３　 牡荆叶 １０ 种化合物的含量测定
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １０ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ

样品
编号
Ｓａｍｐｌｅ
ｎｕｍｂｅｒ

含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ (ｍｇｇ ￣１)

原儿茶酸
Ｐｒｏｔｏｃａ￣
ｔｅｃｈｕｉｃ
ａｃｉｄ

新绿原酸
Ｎｅｏｃｈｌｏ￣
ｒｏｇｅｎｉｃ
ａｃｉｄ

绿原酸
Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ
荭草苷
Ｏｒｉｅｎｔｉｎ

异荭草苷
Ｉｓｏｏｒｉｅｎｔｉｎ

异牡荆素
Ｉｓｏｖｉｔｅｘｉｎ

木犀草苷
Ｌｕｔｅｏｌｏｓｉｄｅ

异绿原酸 Ｂ
Ｉｓｏｃｈｌｏ￣
ｒｏｇｅｎｉｃ
ａｃｉｄ Ｂ

异绿原酸 Ａ
Ｉｓｏｃｈｌｏ￣
ｒｏｇｅｎｉｃ
ａｃｉｄ Ａ

异绿原酸 Ｃ
Ｉｓｏｃｈｌｏ￣
ｒｏｇｅｎｉｃ
ａｃｉｄ Ｃ

Ｓ１ ０.１５９ ０.０３６ ５.８８４ ０.０７９ ５.０２２ ６.５２８ ３.４７８ ０.０３７ ０.５９３ ０.０６７
Ｓ２ ０.２０５ ０.０７７ １５.７７３ ０.１７４ ７.２００ ３.４０４ ９.０２５ ０.１１６ ２.４９５ ０.７３８
Ｓ３ ０.１４１ ０.０７４ １４.４７４ ０.１３４ ７.１６５ ２.３２７ １０.７３４ ０.１１７ ２.５０７ ０.８７２
Ｓ４ ０.１４１ ０.０９４ １０.７５３ ０.０２２ ４.９７３ ３.７８９ ５.７５３ ０.２４６ ５.６４２ ０.２８１
Ｓ５ ０.１２１ ０.０５１ ５.８５０ ０.２１６ ７.０６８ ３.６０９ ２.８８２ ０.０８７ １.２４０ ０.２８１
Ｓ６ ０.６３４ ０.０６７ ５.７２６ ０.００９ ５.３９６ ０.１９０ １.８６５ ０.３０３ ２.３３７ ０.１４７
Ｓ７ ０.１７１ ０.０６０ ７.３２２ ０.３３４ ６.００８ ３.２９５ ５.９８０ ０.１２１ ２.２４６ １.２５９
Ｓ８ ０.３３２ ０.０３８ ６.９６２ ０.２８３ ８.４９３ ２.０３８ ２.９９７ ０.０８５ １.４３８ ０.１５８
Ｓ９ ０.２４６ ０.０９９ ３３.４０２ ０.９３６ １９.３５２ ４.３３１ ９.３２３ ０.４０４ ９.６２２ １.２７２
Ｓ１０ ０.１０４ ０.０４８ ６.０１０ ０.０４１ ２.４４９ １.３８９ ２.６２９ ０.０８９ １.４３２ ０.２５８
Ｓ１１ ０.２２８ ０.０８３ １５.０７３ ０.３９６ １１.０８９ ６.４３２ ４.２７９ ０.１２２ １.８７７ ０.５４３
Ｓ１２ ０.０９０ ０.０２７ ８.９１２ ０.１５４ ６.６２１ ３.６８５ ８.６０３ ０.０４２ ０.５４１ ０.０５５
Ｓ１３ ０.１１４ ０.０５４ １５.０５８ ０.１５９ ９.０９３ ６.６７１ ８.３６９ ０.０６１ １.３７５ ０.０７４
Ｓ１４ ０.４５３ ０.０５３ ５.１３９ ０.０１８ ４.３６５ ０.５９１ １.１７５ ０.１０９ １.０３３ ０.１１９
Ｓ１５ ０.０９４ ０.０６７ １８.５７２ ０.０４９ ６.９９４ ４.７６８ ４.０６１ ０.０８１ ３.１６１ ０.１６７
Ｓ１６ ０.５４２ ０.０５９ ４.１６２ ０.１２８ ９.５０３ ０.４８０ ５.００２ ０.１１９ １.６２６ ０.１８４
Ｓ１７ ０.３６８ ０.０５２ ２.６８６ ０.１２１ ７.６９７ ０.５４１ ３.２１０ ０.１０６ １.０８６ ０.１７１
Ｓ１８ ０.１５５ ０.０５６ ７.２６９ ０.０５７ ６.４９１ ３.７５８ ６.１６３ ０.２０１ ４.７１４ ０.２８５

献程度ꎬ相关系数大于 ０ꎬ表明二者之间呈正相关ꎬ
反之为负相关ꎻ在重要投影(ＶＩＰ)模型中ꎬＶＩＰ 值>
１ꎬ表明该成分对模型有显著影响 (刘晓燕等ꎬ
２０２０)ꎮ 本研究以不同批次的牡荆叶 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ

指纹图谱中各共有峰的峰面积为自变量(Ｘ)ꎬ以不

同批次牡荆叶的抗氧化结果为因变量( Ｙ)ꎬ采用

ＳＩＭＣＡ １４.１ 软件进行 ＰＬＳＲ 分析ꎬ计算 Ｘ 对应 Ｙ
的回归系数和 ＶＩＰ 值ꎬ结果见图 ４ꎮ
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表 ４　 总峰面积、总酚、总黄酮和体外抗氧化活性的结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｅａｋ ａｒｅａｓꎬ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓꎬ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ
ｎｕｍｂｅｒ

总峰面积
Ｔｏｔａｌ ｐｅａｋ

ａｒｅａ
(ｎＡｍｉｎ)

总酚含量
Ｔｏｔａｌ

ｐｈｅｎｏｌｉｃｓ
ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇｇ ￣１)

总黄酮含量
Ｔｏｔａｌ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇｇ ￣１)

ＦＲＡＰ 值
ＦＲＡＰ
ｖａｌｕｅ

(ｍｇｇ ￣１)

ＯＲＡＣ 值
ＯＲＡＣ
ｖａｌｕｅ

(ｍｇｇ ￣１)

ＤＰＰＨ 清除率
ＤＰＰＨ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｒａｔｅ
(％)

ＡＢＴＳ 清除率
ＡＢＴＳ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｒａｔｅ
(％)

Ｓ１ ８ ９２１.６７ ３５.２１ ７７.２６ ９２.９１ ２２０.８６ ４０.３４ ３８.１５

Ｓ２ １１ ０４７.０３ ３５.２８ ７８.１４ ９９.０８ ２２１.２７ ３６.５０ ３８.２４

Ｓ３ １１ ０２４.１６ ３３.２９ ７４.７８ ８９.７０ ２０３.３０ ３３.７７ ３３.７５

Ｓ４ ９ ７０３.３１ ３４.２３ ７５.８４ ７４.７５ ２１７.５８ ３１.５８ ３３.２３

Ｓ５ ６ ９０８.７３ ３２.０７ ６７.４９ ８９.１６ １８８.０９ ３５.８１ ３４.０１

Ｓ６ ５ ７６４.２６ ２０.０３ ３７.１４ ５６.１８ ２３２.１６ １９.９１ １９.９９

Ｓ７ ８ ２６３.８７ ３１.１８ ６９.９１ ７９.５４ １８２.１９ ３４.６８ ２８.２９

Ｓ８ ６ ３７９.８６ ２９.３０ ６１.４８ ７６.７８ ２００.７５ ３１.４６ ２９.０５

Ｓ９ ２２ ０１９.７６ ６１.８３ １５７.６５ １８５.３３ ３５２.２１ ９０.２８ ５５.８４

Ｓ１０ ４ ４４３.３８ ２２.４５ ４９.９８ ５７.４４ １５１.３７ １８.９７ １８.８８

Ｓ１１ １１ ７４８.６０ ５０.４１ １１４.０９ １５１.６３ ２３４.４０ ４３.４４ ５０.３８

Ｓ１２ ７ ６５３.３１ ２８.２０ ５８.６１ ８０.７９ １８５.０６ ２１.５０ ３２.０７

Ｓ１３ １２ ２３６.６２ ３８.９０ ８３.０７ １０２.０４ ２５０.５５ ２６.４６ ３１.３１

Ｓ１４ ４ ４２７.９０ ２０.０７ ４０.３４ ５１.７１ １７５.６７ １１.３１ １９.４３

Ｓ１５ １１ １３１.３１ ４２.７３ ９８.１６ ９２.８３ ２８２.５０ ４４.６７ ３９.２９

Ｓ１６ ５ ３５３.８５ １７.７０ ３２.４４ ４９.５８ １２８.４６ ８.２６ １３.４０

Ｓ１７ ４ ２２９.２３ １５.８２ ２７.８５ ３７.４６ １８４.０５ １４.２２ １３.４８

Ｓ１８ ８ ４８４.９７ ２７.６８ ５９.３９ ７１.４４ １９４.９５ ３０.００ ２７.２０

表 ５　 总峰面积、总酚、总黄酮和体外抗氧化活性的相关系数
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ａｍｏｎｇ ｔｏｔａｌ ｐｅａｋ ａｒｅａｓꎬ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓꎬ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

总峰面积
Ｔｏｔａｌ ｐｅａｋ

ａｒｅａ

总酚含量
Ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓ

ｃｏｎｔｅｎｔ

总黄酮含量
Ｔｏｔａｌ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
ｃｏｎｔｅｎｔ

ＦＲＡＰ 值
ＦＲＡＰ ｖａｌｕｅ

ＯＲＡＣ 值
ＯＲＡＣ ｖａｌｕｅ

ＤＰＰＨ 清除率
ＤＰＰＨ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｒａｔｅ

ＡＢＴＳ 清除率
ＡＢＴＳ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｒａｔｅ

总峰面积
Ｔｏｔａｌ ｐｅａｋ ａｒｅａ

１

总酚含量
Ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓ ｃｏｎｔｅｎｔ

０.９２９�� １

总黄酮含量
Ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｃｏｎｔｅｎｔ

０.９４３�� ０.９９５�� １

ＦＲＡＰ 值
ＦＲＡＰ ｖａｌｕｅ

０.９１５�� ０.９６９�� ０.９６６�� １

ＯＲＡＣ 值
ＯＲＡＣ ｖａｌｕｅ

０.８７０�� ０.８４０�� ０.８４４�� ０.７８６�� １

ＤＰＰＨ 清除率
ＤＰＰＨ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅ

０.９１０�� ０.９１６�� ０.９４０�� ０.９００�� ０.８５２�� １

ＡＢＴＳ 清除率
ＡＢＴＳ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅ

０.８６３�� ０.９６４�� ０.９５１�� ０.９４５�� ０.７７８�� ０.８８８�� １

　 注: ��表示相关性显著(Ｐ < ０.０１)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: �� ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ (Ｐ < ０.０１).
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图 ３　 牡荆叶系统聚类分析
Ｆｉｇ. ３　 ＨＣＡ ｏｆ Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ

由图 ４ 可知ꎬ峰 １(原儿茶酸)和峰 １６ 与抗氧化效

果呈负相关ꎬ其余共有峰在 ＰＬＳＲ 模型中与各抗氧

化活性的回归系数均呈正相关ꎮ 共有峰与抗氧活

性呈正相关且 ＶＩＰ 值大于 １ 的峰有 ３、４、５(绿原

酸)、６、８(荭草苷)、９(异荭草苷)、１９、２０ꎮ

３　 讨论与结论

本研究建立了 １８ 批牡荆叶药材的 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ
指纹图谱ꎬ提取出 ２１ 个共有峰ꎬ相似度在 ０.８１６ 以

上ꎬ说明不同来源的牡荆叶样品质量较为相近ꎮ
通过参考文献 (罗娅君等ꎬ ２０１１ꎻ Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)等资料ꎬ借助超高效液相色谱串联质谱仪定

性和标准品进行比较ꎬ共指认出 １０ 个峰ꎬ并对其

进行定量分析ꎬ结果表明牡荆叶主要成分为绿原

酸、异荭草苷、木犀草苷和异牡荆素等ꎮ 通过 ＨＣＡ

表 ６　 关联度结果
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

峰号
Ｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

ＦＲＡＰ 关联度系数
ｒ ｏｆ ＦＲＡＰ

峰号
Ｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

ＯＲＡＣ 关联度系数
ｒ ｏｆ ＯＲＡＣ

峰号
Ｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

ＤＰＰＨ 关联度系数
ｒ ｏｆ ＤＰＰＨ

峰号
Ｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ

ＡＢＴＳ 关联度
系数

ｒ ｏｆ ＡＢＴＳ

９ ０.９３３ ２ ０.９４２ ５ ０.９０８ ４ ０.９２２

４ ０.９３１ ９ ０.９２９ ９ ０.９０３ ２ ０.９１９

６ ０.９１５ ４ ０.９０８ ４ ０.９００ ９ ０.９１９

２ ０.９１０ ６ ０.９０３ ２０ ０.８８９ ６ ０.９１６

５ ０.９０９ ５ ０.９００ ２ ０.８８８ ５ ０.９１４

１１ ０.８８９ １４ ０.８９０ １１ ０.８７９ １１ ０.９０６

１２ ０.８７８ １２ ０.８８７ ６ ０.８７９ １２ ０.８８８

２０ ０.８７５ １１ ０.８８４ １５ ０.８６８ ２０ ０.８８４

１５ ０.８６７ １５ ０.８８０ ３ ０.８６５ ３ ０.８７３

７ ０.８６６ ２０ ０.８７２ ２１ ０.８６０ １５ ０.８７１

３ ０.８６２ １０ ０.８６２ １４ ０.８５４ １３ ０.８６７

１４ ０.８６１ ７ ０.８６１ １２ ０.８５２ １０ ０.８６５

２１ ０.８６０ １３ ０.８５９ １６ ０.８５０ ２１ ０.８６４

１０ ０.８５５ １６ ０.８５８ １７ ０.８４９ ７ ０.８６４

１３ ０.８５４ １ ０.８５３ ７ ０.８４５ １４ ０.８６０

８ ０.８５０ ３ ０.８５２ １３ ０.８４４ １６ ０.８５５

１７ ０.８４９ １８ ０.８４５ １９ ０.８４１ １７ ０.８４８

１９ ０.８４９ ２１ ０.８４３ １０ ０.８３６ １８ ０.８４７

１６ ０.８４５ １９ ０.８４３ ８ ０.８３５ １９ ０.８４６

１８ ０.８４０ ８ ０.８３９ １８ ０.８０７ ８ ０.８４５

１ ０.８１６ １７ ０.８３３ １ ０.７９２ １ ０.８２１

２３１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



ＦＲＡＰ 表示铁离子还原能力ꎻ ＤＰＰＨ 表示 １ꎬ１￣二苯基￣２￣三硝基苯肼自由基清除能力ꎻ ＡＢＴＳ 表示 ２ꎬ ２′￣联氮￣二(３￣乙基苯并噻唑

啉￣６￣磺酸)自由基清除能力ꎻ ＯＲＡＣ 表示氧自由基吸收能力ꎮ
ＦＲＡＰ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｆｅｒｒｉｃ ｉｏｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐｏｗｅｒꎻ ＤＰＰＨ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ １ꎬ １￣ｄｉｐｈｅｎｙｌ￣２￣
ｔｒｉｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｉｎｅꎻ ＡＢＴＳ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ２ꎬ２′￣ａｚｉｎｏ￣ｂｉｓ (３￣ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｔｈｉａｚｏｌｉｎｅ￣６￣ｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ)ꎻ ＯＲＡＣ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｏｘｙｇｅｎ ｒａｄｉｃａｌ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｃａｐａｃｉｔｙ.

图 ４　 牡荆叶各共有峰与抗氧化活性的 ＰＬＳＲ 模型回归系数(Ａ)和 ＶＩＰ 值(Ｂ)
Ｆｉｇ. ４　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ (Ａ) ａｎｄ ＶＩＰ ｖａｌｕｅｓ (Ｂ) ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ

ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｖａｒ. ｃａｎｎａｂｉｆｏｌｉａ ｌｅａｖｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＰＬＳＲ ｍｏｄｅｌ

分析可知ꎬ牡荆叶药材可能受到采收季节、气候和

新老叶等的影响ꎬ样品分类存在产地交叉情况ꎬ而
我们所测定化合物的含量差异可能对样品分类起

着相对重要的作用ꎮ
对牡荆叶进行体外抗氧化实验并进行皮尔逊

相关分析比较ꎬ结果表明牡荆叶具有较强的抗氧

化活性ꎬ样品中的总峰面积、总酚、总黄酮和体外

抗氧化活性相互之间均呈显著相关性ꎬ这与前人

的研究结果(Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)
相符ꎬ说明总酚、总黄酮可能是牡荆叶抗氧化活性

的主要化合物ꎬＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 能够检测牡荆叶中的

抗氧化活性物质ꎮ 借助 ＧＲＡ 和 ＰＬＳＲ 分析方法对

牡荆叶的共有峰与抗氧化活性进行谱－效关系研

究ꎮ ＧＲＡ 分析结果表明牡荆叶的抗氧化活性是多

种成分协同作用产生的ꎬ同时ꎬ结合 ＰＬＳＲ 分析ꎬ对
牡荆叶抗氧化活性贡献最大的为峰 ９ (异荭草

苷)ꎬ其次为峰 ４ 和峰 ５(绿原酸)ꎮ 绿原酸已被报

道可能是区分牡荆不同药用部位的潜在化学标志

物ꎬ能作为牡荆质量控制的定量指标之一(Ｈｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎬ其具有多种功能的生物活性ꎬ如抗氧

化、抗炎、抗菌等(王文龙等ꎬ２０１７)ꎮ 同时ꎬＤｅｅｐｈａ
等( ２０１４)研究表明异荭草苷因含有 ３′￣ＯＨ 的 Ｂ
环、分子内氢键、Ｏ￣Ｈ 等结构ꎬ在药物植物中表现

出很强的抗氧化活性(Ｄｅｅｐｈａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 因

此ꎬ现有研究可反向说明该谱－效关系结果的准

确性ꎮ
综上所述ꎬ本研究首次基于 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 建立

牡荆叶药材的指纹图谱ꎬ本方法筛选得到的抗氧

化活性化合物主要为绿原酸类化合物和黄酮类化

合物ꎬ化合物含量差异对样品分类有一定的影响ꎬ
其中异荭草苷和绿原酸对牡荆叶药材抗氧化作用

有重要贡献ꎮ 本方法可为牡荆叶药材关键成分的

质量控制及质量标志物筛选提供参考ꎬ对牡荆叶

药材的质量评价体系的完善具有重要意义ꎮ
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全缘叶紫珠化学成分研究

马文杰１ꎬ２ꎬ 苏志维２∗ꎬ 马仲辉１

( １. 广西大学 农学院 / 广西甘蔗生物重点实验室 / 亚热带农业生物资源保护与利用国家重点实验室 / 广西大学中草药

资源与中药农业研究所ꎬ 南宁 ５３０００４ꎻ ２. 广西中医药大学 海洋药物研究院ꎬ 南宁 ５３０２００ )

摘　 要: 全缘叶紫珠(Ｃａｌｌｉｃａｒｐａ ｉｎｔｅｇｅｒｒｉｍａ)具有祛风散结和治风湿瘰疬的功效ꎬ但目前对其化学成分的报

道较少ꎮ 为探究全缘叶紫珠根、茎的化学成分ꎬ该研究利用硅胶柱层析色谱、Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０ 葡聚糖凝胶柱

层析色谱、ＯＤＳ 反相硅胶柱层析色谱以及高效液相色谱等现代分离方法对全缘叶紫珠根和茎的 ９５％乙醇提

取物进行系统的分离纯化ꎬ并运用 ＮＭＲ 和 ＥＳＩ￣ＭＳ 等现代波谱技术对化合物进行结构鉴定ꎮ 结果表明:从
全缘叶紫珠根和茎的 ９５％乙醇提取物中共鉴定了 １５ 个化合物分别为豆甾烷￣４￣烯￣３￣酮 (１)、(２４Ｒ)￣５α￣豆
甾烷￣３ꎬ６￣二酮 (２)、２′￣羟基￣４′￣甲氧基二氢查尔酮 (３)、α￣香树脂醇 (４)、 β￣谷甾醇 (５)、熊果酸 (６)、对羟

基间甲氧基苯甲酸 (７)、４￣羟基吡啶 (８)、对羟基苯甲酸 (９)、连翘酯苷 Ｂ (１０)、ｎｅｐｅｔｉｆｏｓｉｄｅｓ Ｄ (１１)、异毛

蕊花苷 (１２)、毛蕊花苷 (１３)、ｐｅｄｉｃｕｌａｒｉｏｓｉｄｅ Ｍ (１４)、 β￣甲氧基连翘酯苷 Ｂ (１５)ꎮ 除化合物 ４－６、１２ 和 １３
外ꎬ其他化合物均为首次从全缘叶紫珠植物中分离得到ꎬ其中化合物 １、２、３、８、１１ 和 １４ 为首次从紫珠属植

物中分离得到ꎮ 该研究结果丰富了全缘叶紫珠植物的化合物库ꎬ为该药用植物的进一步开发利用奠定了科

学基础ꎮ
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　 　 紫珠属植物具有悠久的药用历史ꎬ首载于«本
草拾遗»ꎬ民间常用于止血和解毒ꎬ该属植物的化

学成分主要有萜类、苯乙醇苷类、黄酮类ꎬ具有止

血、抗菌、抗炎、改善记忆力等药理作用(占丽丽

等ꎬ２０２０)ꎮ 目前ꎬ«中国药典» (２０２０)收录了 ４ 种

紫珠属植物ꎬ即广东紫珠、裸花紫珠、大叶紫珠、杜
虹花ꎮ 以这 ４ 种紫珠属植物为主要药效成分研发

的临床药物已得到了广泛应用ꎬ如以广东紫珠为

主要成分的抗宫炎胶囊和抗宫炎片ꎬ以裸花紫珠

为主要成分的裸花紫珠片、裸花紫珠抑菌凝胶、裸
花紫珠颗粒、裸花紫珠胶囊等ꎬ以大叶紫珠为主要

成分的紫地宁血散和三七血伤凝胶囊ꎬ以杜虹花

为主要成分的 １１ 号止血粉、痔炎消颗粒和妇炎灵

胶囊等(莫霞和李瑶ꎬ２０１９ꎻ邬秋萍等ꎬ２０１９)ꎮ 由

此可见ꎬ紫珠属植物资源的开发利用具有广阔的

发展空间ꎮ
全缘叶紫珠(Ｃａｌｌｉｃａｒｐａ ｉｎｔｅｇｅｒｒｉｍａ)为唇形科

紫珠属罕见的藤本型植物ꎬ系我国特有种(王雪芬

等ꎬ１９８６)ꎬ常生长于海拔 ２００ ~ ７００ ｍ 的山坡或谷

地林中ꎬ主要分布于广西、广东、江西、福建等省

(区)(«中国植物志»编辑委员会ꎬ１９８２)ꎮ 全缘叶

紫珠的根和叶入药ꎬ具有祛风散结、治风湿瘰疬的

作用(柴玲等ꎬ２０１０)ꎮ 目前已从全缘叶紫珠中发

现二萜类、三萜类、黄酮类、挥发油等化学成分(王
雪芬等ꎬ１９８６ꎻ柴玲等ꎬ２０１０ꎻ祝晨蔯等ꎬ２０１２ꎻＤｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 数十年来ꎬ国内外的研究重点集中在

该属小乔木型、灌木型植物ꎬ如裸花紫珠、广东紫

珠和杜虹花等个别种类的化学及药理活性研究ꎬ
而对该属罕见的藤本型植物全缘叶紫珠的化学成

分研究却很少报道ꎬ且其药效物质基础仍不明确ꎮ

全缘叶紫珠作为我国南方民间常用药ꎬ明确其化

学成分是其用药安全和资源开发的根本前提ꎮ 因

此ꎬ为了更好地了解和应用全缘叶紫珠这一药用

植物ꎬ阐明其化学成分组成和药理药效基础ꎬ进而

深入开发利用这一特色资源ꎬ该研究从全缘叶紫

珠的根、茎提取物中共鉴定了 １５ 个化合物(图 １)ꎬ
分别鉴定为豆甾烷￣４￣烯￣３￣酮 (１)、(２４Ｒ) ￣５α￣豆
甾烷￣３ꎬ６￣二酮 (２)、２′￣羟基￣４′￣甲氧基二氢查尔酮

(３)、 α￣香树脂醇 ( ４)、 β￣谷甾 醇 ( ５ )、熊 果 酸

(６)、对羟基间甲氧基苯甲酸 ( ７)、４￣羟基吡啶

(８)、对 羟 基 苯 甲 酸 ( ９ )、 连 翘 酯 苷 Ｂ ( １０ )、
ｎｅｐｅｔｉｆｏｓｉｄｅｓ Ｄ (１１)、异毛蕊花苷 (１２)、毛蕊花苷

(１３)、 ｐｅｄｉｃｕｌａｒｉｏｓｉｄｅ Ｍ (１４)、 β￣甲氧基连翘酯苷

Ｂ (１５)ꎮ 除化合物 ４－６、１２、１３ 外ꎬ其他化合物均

为首次从全缘叶紫珠植物中分离得到ꎬ其中化合

物 １、２、３、８、１１、１４ 为首次从紫珠属植物中分离得

到ꎮ 这些化合物的发现ꎬ丰富了紫珠属植物的化

合物库ꎬ为进一步系统地探究全缘叶紫珠的药理

活性以及作用机制奠定了基础ꎬ也为更加合理地

开发和利用紫珠属药用植物资源提供了科学

依据ꎮ

１　 仪器与材料

ＤＨＧ￣９２４０ 电热恒温鼓风干燥箱(上海精宏实

验设备有限公司)ꎻＳＨＢ￣ⅢＡ 循环水式真空泵(巩
义市予华仪器有限责任公司)ꎻＡＲ２２４ＣＮ(上海电

子分析天平奥豪斯仪器有限公司)ꎻＣＸ￣１０００Ａ 粉

碎机 (上海市晟喜制药机械有限公司)ꎻ３５１０Ｅ￣
ＤＴＨ 超声波清洗机(美国必能信公司)ꎻＫＱ￣８００ＤＥ
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数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)ꎻ
ＡＶＩＩＩ ＨＤ ６００ 和 ＡＶＩＩＩ ５００ 型核磁共振波谱仪(瑞
士 Ｂｒｕｋｅｒ 公司)ꎻ岛津 ＬＣ￣２０３０Ｃ ３Ｄ Ｐｌｕｓ 高效液相

色谱仪(日本岛津公司)ꎻ数显恒温水浴锅 ＨＨ￣Ｓ４
(常州金坛良友仪器有限公司)ꎻ郑州长城 ＤＬＳＢ￣
１０ / ２０ 低温冷却循环泵(郑州长城科工贸有限公

司)ꎻ上海 ＥＹＥＬＡ ＯＳＢ￣２２００ 小型旋转蒸发仪(上

海爱朗仪器有限公司)ꎻＷＦＨ￣２０３Ｂ 暗箱式紫外分

析仪(杭州齐威仪器有限公司)ꎻＭＣＩ ＧＥＬ ＣＨＰ２０Ｐ
树脂填料(日本三菱化学公司)ꎻＯＤＳ 反相色谱填

料 Ｃ１８ ＭＢ１００￣４０ / ７５ (富士化学有限公司)ꎻ分析

型 ＨＰＬＣ 色谱柱为 ＹＭＣ￣Ｐａｃｋ ＯＤＳ￣Ａ 色谱柱(２５０
ｍｍ×４.６ ｍｍꎬ ５ μｍ)ꎻ半制备型 ＨＰＬＣ 色谱柱为

ＹＭＣ￣Ｐａｃｋ ＯＤＳ￣Ａ 色 谱 柱 ( ２５０ ｍｍ × １０ ｍｍꎬ ５
μｍ)ꎻ优普 ＵＰＨ￣ＩＩ￣２０Ｔ 纯水机(南京优普仪器设备

有限公司)ꎻ柱色谱硅胶( １００ ~ ２００ 目、２００ ~ ３００
目ꎬ烟台江友硅胶开发有限公司)ꎻＧＦ２５４ 薄层层

析硅胶板(青岛谱科分离材料有限公司)ꎻ显色剂

为 １０％硫酸乙醇溶液ꎬ浸湿后加热显色ꎻ聚酰胺

(浙江省台州市路桥四甲生化塑料厂)ꎻＳｅｐｈａｄｅｘ
ＬＨ￣２０ 葡聚糖凝胶(４０ ~ ７０ μｍꎬ ＧＥ ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ)ꎮ

石油醚、正丁醇购于天津富宇精细化工有限

公司ꎬ乙酸乙酯购于天津大茂化学试剂厂ꎬ甲醇、
二氯甲烷、氯仿购于上海泰坦化学有限公司ꎬ上述

所用 试 剂 均 为 分 析 纯 级 别ꎻ 氘 代 试 剂 购 于

Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ Ｉｓｏｔｏｐｅ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬ Ｉｎｃ.ꎻ色谱纯乙腈、
甲醇均购于上海星可高纯溶剂有限公司ꎮ

本实验所用全缘叶紫珠植物样品于 ２０１９ 年 ４
月采自广东省广州市从化区温泉镇温泉派出所附

近ꎬ经广西大学农学院马仲辉副教授鉴定为唇形

科 紫 珠 属 植 物 全 缘 叶 紫 珠 ( Ｃａｌｌｉｃａｒｐａ
ｉｎｔｅｇｅｒｒｉｍａ)ꎮ 凭证标本(采集号:２０１９０４２６)保存

于广西大学农学院植物标本室 (ＧＡＵＡ)ꎮ

２　 提取分离

将阴干的全缘叶紫珠根 ０. ５５ ｋｇ、茎 ９. ７８ ｋｇ
分别粉碎后ꎬ用 ９５％乙醇室温浸泡 １ 周后各提取

３ 次ꎬ提取液经减压浓缩得根部醇提物 ( ４１. ６６
ｇ) 、茎 部 醇 提 物 ( ４４８. ５０ ｇ) ꎮ 将 茎 部 醇 提 物

(４４８.５０ ｇ)加热水混悬后ꎬ依次用石油醚、乙酸

乙酯和正丁醇进行萃取ꎬ减压浓缩后得到石油醚

部位(４６.２６ ｇ) 、乙酸乙酯部位( ７２. ９０ ｇ)和正丁

醇部位(１０６.５６ ｇ) ꎮ
取根部乙醇提取物( ４１. ６６ ｇ)经聚酰胺柱层

析ꎬ用甲醇 －水 ( ０ ∶ １００ ~ ３０ ∶ ７０ ~ ５０ ∶ ５０ ~
７０ ∶ ３０ ~ １００ ∶ ０ ) 梯度洗脱ꎬ得到 １１ 个流分

(Ｆｒ.１ ~ Ｆｒ. １１)ꎮ 流分 Ｆｒ. ９ ( １. ００ ｇ)经 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
ＬＨ￣２０ 柱层析(氯仿 ∶ 甲醇 ＝ １ ∶ １)纯化ꎬ在氯仿

甲醇混合液中重结晶ꎬ得到化合物 １(７.１０ ｍｇ)和

化合物 ２(１１.７０ ｍｇ)ꎬ经薄层层析硅胶板进行制

备ꎬ得到化合物 ３(２.６０ ｍｇ)ꎮ
取茎部石油醚萃取物( ４６. ２６ ｇ)经硅胶柱层

析ꎬ用石油醚－二氯甲烷(９８ ∶ ２ ~ ５ ∶ ５)梯度洗

脱ꎬ得到 １５ 个流分 ( Ｆｒ. １ ~ Ｆｒ. １５)ꎮ 流分 Ｆｒ. １０
(５.６９ ｇ)经 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０ 柱层析(氯仿 ∶ 甲醇 ＝
１ ∶ １)、硅胶柱层析(石油醚 ∶ 二氯甲烷 ＝ １９ ∶
１)ꎬＯＤＳ 反相硅胶柱 (９０％甲醇水)反复纯化ꎬ得
到化合物 ４(２１.２０ ｍｇ)ꎬ在氯仿甲醇混合液中重结

晶ꎬ得到化合物 ５(１０. １１ ｍｇ)ꎮ Ｆｒ. １４(６. ８０ ｇ)经

ＭＣＩ 柱层析 ( ８５％甲醇水) 和硅胶柱层析 (石油

醚 ∶ 二氯甲烷 ∶ 甲醇 ＝ ５０ ∶ ９９ ∶ １)纯化ꎬ得到化

合物 ６(１１.４０ ｍｇ)ꎮ
取茎部乙酸乙酯萃取物(７２.９０ ｇ)经硅胶柱层

析ꎬ二氯甲烷－甲醇(９８ ∶ ２ ~ ５ ∶ ５)梯度洗脱ꎬ得
到 １３ 个流分 ( Ｆｒ. １ ~ Ｆｒ. １３)ꎮ Ｆｒ. ５ ( ３. ６４ ｇ) 经

Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０ 柱层析(氯仿 ∶ 甲醇 ＝ １ ∶ １)纯化ꎬ
再经半制备 ＨＰＬＣꎬ１８％乙腈水等度制备ꎬ流速 ２
ｍＬｍｉｎ￣ １ꎬ得到化合物 ７(１０.００ ｍｇꎬ ｔＲ ＝ １９ ｍｉｎ)
和化合物 ８(４.５０ ｍｇꎬ ｔＲ ＝ ２７ ｍｉｎ)ꎮ Ｆｒ.６(２.５６ ｇ)
经 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ￣２０ 柱层析(氯仿 ∶ 甲醇 ＝ １ ∶ １)纯
化ꎬ再经半制备 ＨＰＬＣꎬ２０％乙腈水 (含 ０. １％ 甲

酸)等度制备ꎬ流速 ２ ｍＬｍｉｎ￣ １ꎬ得到化合物 ９
(５.２２ ｍｇꎬ ｔＲ ＝ １５ ｍｉｎ)ꎮ Ｆｒ.１２(５６.１１ ｇ)经硅胶柱

层析(二氯甲烷－甲醇 ＝ ９５ ∶ ５ ~ ５ ∶ ５)ꎬ中压 ＯＤＳ
反相柱层析(乙腈－水 ＝ １５％ ~ １００％)ꎬＳｅｐｈａｄｅｘ
ＬＨ￣２０ 柱层析(氯仿 ∶ 甲醇 ＝ １ ∶ １)ꎬ反复纯化ꎬ得
到化合物 １０ ( ６９. ９０ ｍｇ )ꎮ 再经半制备 ＨＰＬＣꎬ
２１％乙腈水(含 ０.１％甲酸)等度制备ꎬ流速 ２ ｍＬ
ｍｉｎ￣ １ꎬ得到化合物 １１(７.０４ ｍｇꎬ ｔＲ ＝ ５２ ｍｉｎ)ꎻ３４％
甲醇水等度制备ꎬ流速 ２ ｍＬｍｉｎ￣ １ꎬ得到化合物

１２(４０.００ ｍｇꎬ ｔＲ ＝ ３１ ｍｉｎ)ꎻ３５％甲醇水等度制备ꎬ
流速 ２ ｍＬｍｉｎ￣ １ꎬ得到化合物 １３(９４.００ ｍｇꎬ ｔＲ ＝
２０ ｍｉｎ)和化合物 １４(１３.００ ｍｇꎬ ｔＲ ＝ ２７ ｍｉｎ)ꎻ１５％
乙腈水 (含 ０. １％甲酸) 等度制备ꎬ流速 ２ ｍＬ
ｍｉｎ￣ １ꎬ得到化合物 １５(１０.６２ ｍｇꎬ ｔＲ ＝ ３６ ｍｉｎ)ꎮ
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图 １　 化合物 １－１５ 的化学结构
Ｆｉｇ. １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ １－１５

３　 结构鉴定

化合物 １　 白色针晶状结晶ꎬ分子式为 Ｃ２９Ｈ４８Ｏꎮ
ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ４１３. ３７ [ Ｍ ＋ Ｈ ] ＋ꎮ１ Ｈ￣ＮＭＲ (６００
ＭＨｚꎬ ＣＤＣｌ３) δＨ: ５.７４ (１Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣４)ꎬ ０.９２ (３Ｈꎬ
ｓꎬ Ｈ￣１９)ꎬ ０.９０ (３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７.１ Ｈｚꎬ Ｈ￣２１)ꎬ ０.８６
(３Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ８.１ Ｈｚꎬ Ｈ￣２９)ꎬ ０.８５ (３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝

７.１ Ｈｚꎬ Ｈ￣２６)ꎬ ０. ８２ ( ３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ６. ６ Ｈｚꎬ Ｈ￣
２７)ꎬ ０. ７０ ( ３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣１８)ꎮ１３ Ｃ￣ＮＭＲ (１５０ ＭＨｚꎬ
ＣＤＣｌ３) δＣ: １９８.８ (Ｃ￣３)ꎬ １７１.６ (Ｃ￣５)ꎬ １２３.９ (Ｃ￣
４)ꎬ ５６. １ ( Ｃ￣１７)ꎬ ５５. ９ ( Ｃ￣１４)ꎬ ５３. ８ ( Ｃ￣９)ꎬ
４５.９ (Ｃ￣２４)ꎬ ４２.３ (Ｃ￣１３)ꎬ ３９.８ (Ｃ￣１０ꎬ Ｃ￣１２)ꎬ
３８.７ (Ｃ￣８)ꎬ ３６.１ (Ｃ￣２０)ꎬ ３５.６ (Ｃ￣１)ꎬ ３３.９ (Ｃ￣
２)ꎬ ３３.８ (Ｃ￣２２)ꎬ ３２.９ (Ｃ￣６)ꎬ ３２.０ (Ｃ￣７)ꎬ ２９.１
(Ｃ￣２５)ꎬ ２８. ２ ( Ｃ￣１６)ꎬ ２６. ０ ( Ｃ￣２３)ꎬ ２４. ２ ( Ｃ￣
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１５)ꎬ ２３.０ ( Ｃ￣２８)ꎬ ２１.０ ( Ｃ￣１１)ꎬ １９. ９ ( Ｃ￣２７)ꎬ
１９.１ ( Ｃ￣２６)ꎬ １８. ８ ( Ｃ￣２１)ꎬ １７. ６ ( Ｃ￣１９)ꎬ １２. １
(Ｃ￣１８ / ２９ )ꎮ 以 上 数 据 与 文 献 ( Ａｂｄｅｌｈａｍｅｅｄ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０)报道的豆甾烷￣４￣烯￣３￣酮 ( ｓｔｉｇｍａｓｔ￣４￣ｅｎ￣
３￣ｏｎｅ) 的数据基本一致ꎬ故鉴定化合物 １ 为豆甾

烷￣４￣烯￣３￣酮 (ｓｔｉｇｍａｓｔ￣４￣ｅｎ￣３￣ｏｎｅ)ꎮ
化合 物 ２ 　 白 色 针 晶 状 结 晶ꎬ 分 子 式 为

Ｃ２９Ｈ４８Ｏ２ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ４２９. ３７ [ Ｍ ＋ Ｈ ] ＋ꎮ１ Ｈ￣
ＮＭＲ ( ６００ ＭＨｚꎬ ＣＤＣｌ３ ) δＨ: ０. ９５ ( ３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣
１８)ꎬ ０. ９２ ( ３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７. １ Ｈｚꎬ Ｈ￣２１)ꎬ ０. ８６
(３Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ８.１ Ｈｚꎬ Ｈ￣２９)ꎬ ０.８３ (３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝
６.９ Ｈｚꎬ Ｈ￣２６)ꎬ ０. ８１ ( ３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ６. ４ Ｈｚꎬ Ｈ￣
２７)ꎬ ０. ７０ ( ３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣１９)ꎮ１３ Ｃ￣ＮＭＲ (１５０ ＭＨｚꎬ
ＣＤＣｌ３) δＣ: ２１１.４ (Ｃ￣６)ꎬ ２０９.１ (Ｃ￣３)ꎬ ５７.５ (Ｃ￣
５)ꎬ ５６. ６ ( Ｃ￣１７)ꎬ ５６. ０ ( Ｃ￣１４)ꎬ ５３. ５ ( Ｃ￣９)ꎬ
４６.６ (Ｃ￣７)ꎬ ４５.８ (Ｃ￣２４)ꎬ ４３.０ (Ｃ￣１３)ꎬ ４１.２ (Ｃ￣
１０)ꎬ ３９.４ (Ｃ￣２)ꎬ ３８.１ (Ｃ￣１)ꎬ ３８.０ (Ｃ￣８)ꎬ ３７.４
(Ｃ￣１２)ꎬ ３７.０ (Ｃ￣４)ꎬ ３６.０ (Ｃ￣２０)ꎬ ３３.９ (Ｃ￣２２)ꎬ
２９.１ ( Ｃ￣２５)ꎬ ２８. ０ ( Ｃ￣１６)ꎬ ２６. ０ ( Ｃ￣２３)ꎬ ２４. ０
(Ｃ￣１５)ꎬ ２３. ０ ( Ｃ￣２８)ꎬ ２１. ７ ( Ｃ￣１１)ꎬ １９. ９ ( Ｃ￣
２６)ꎬ １９.１ ( Ｃ￣２７)ꎬ １８.６ ( Ｃ￣２１)ꎬ １２. ７ ( Ｃ￣１８)ꎬ
１２.１ ( Ｃ￣１９ / ２９)ꎮ 以上数据与文献 (李小军等ꎬ
２０１４)报道的(２４Ｒ) ￣５α￣豆甾烷￣３ꎬ６￣二酮[(２４Ｒ) ￣
５α￣ｓｔｉｇｍａｓｔａｎｅ￣３ꎬ６￣ｄｉｏｎｅ]的数据基本一致ꎬ故鉴定

化合物 ２ 为 (２４Ｒ) ￣５α￣豆甾烷￣３ꎬ６￣二酮[(２４Ｒ) ￣
５α￣ｓｔｉｇｍａｓｔａｎｅ￣３ꎬ６￣ｄｉｏｎｅ]ꎮ

化合物 ３　 白色无定形粉末ꎬ分子式为Ｃ１６Ｈ１６Ｏ３ꎮ
ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ２５７. １１ [ Ｍ ＋ Ｈ ] ＋ꎮ１ Ｈ￣ＮＭＲ (６００
ＭＨｚꎬ ＣＤ３ＯＤ) δＨ: ７.５３ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８. ５ Ｈｚꎬ Ｈ￣
６′)ꎬ ７.２２ (５Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣２ / ３ / ４ / ５ / ６)ꎬ ６.３６ (１Ｈꎬ ｄꎬ
Ｊ ＝ １.９ Ｈｚꎬ Ｈ￣３′)ꎬ ６.４０ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.５ꎬ ２.１
Ｈｚꎬ Ｈ￣５′)ꎬ ３. ８３ ( ３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣４′)ꎬ ３. ２２ ( ２Ｈꎬ ｔꎬ
Ｊ ＝ ７.６ Ｈｚꎬ Ｈ￣α)ꎬ ２.９０ (２Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ７.６ Ｈｚꎬ Ｈ￣
β)ꎮ １３Ｃ￣ＮＭＲ (１５０ ＭＨｚꎬ ＣＤ３ＯＤ) δＣ: ２０１.８ (Ｃ ＝
Ｏ)ꎬ １６４.８ (Ｃ￣４′)ꎬ １６３.０ (Ｃ￣２′)ꎬ １４３.１ (Ｃ￣１)ꎬ
１３３.６ (Ｃ￣６′)ꎬ １２９.５ (Ｃ￣２ / ３ / ５ / ６)ꎬ １２７.０ (Ｃ￣４)ꎬ
１１３.３ (Ｃ￣１′)ꎬ １０８.９ (Ｃ￣３′)ꎬ ９９.９ ( Ｃ￣５′)ꎬ ５６.０
(４′￣ＯＣＨ３)ꎬ ４６.２ (Ｃ￣α)ꎬ ３２.２ (Ｃ￣β)ꎮ 以上数据

与文献( Ｅｄｙｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)报道的 ２′￣羟基￣４′￣甲
氧 基 二 氢 查 尔 酮 ( ２′￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣４′￣
ｍｅｔｈｏｘｙｄｉｈｙｄｒｏｃｈａｌｃｏｎｅ)的数据基本一致ꎬ故鉴定

化合物 ３ 为 ２′￣羟基￣４′￣甲氧基二氢查尔酮 ( ２′￣
ｈｙｄｒｏｘｙ￣４′￣ｍｅｔｈｏｘｙｄｉｈｙｄｒｏｃｈａｌｃｏｎｅ)ꎮ

化合物 ４　 白色针状结晶ꎬ分子式为 Ｃ３０Ｈ５０Ｏꎮ
ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ４２７. ３９ [ Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ １Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００
ＭＨｚꎬ ＣＤＣｌ３) δＨ: ５. １３ (１Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ３. ７ Ｈｚꎬ Ｈ￣
１２)ꎬ ３. ２２ ( １Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ １１. ３ꎬ ４. ８ Ｈｚꎬ Ｈ￣３)ꎬ
１.０７ (３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣２７)ꎬ １.０１ (３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣２６)ꎬ １.００
(３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣２３)ꎬ ０. ９５ ( ３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ０. ８ Ｈｚꎬ Ｈ￣
２５)ꎬ ０.９１ (３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣３０)ꎬ ０.８７ (３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣２８)ꎬ
０.８０ (３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣２４)ꎬ ０.７４ (３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １１.８ Ｈｚꎬ
Ｈ￣２９)ꎮ １３Ｃ￣ＮＭＲ ( １５０ ＭＨｚꎬ ＣＤＣｌ３ ) δＣ: １３９. ６
(Ｃ￣１３)ꎬ １２４. ４ ( Ｃ￣１２)ꎬ ７９. １ ( Ｃ￣３)ꎬ ５９. １ ( Ｃ￣
１８)ꎬ ５５. ２ ( Ｃ￣５)ꎬ ４７. ７ ( Ｃ￣９)ꎬ ４２. １ ( Ｃ￣１４)ꎬ
４１.５ (Ｃ￣２２)ꎬ ４０.０ (Ｃ￣８)ꎬ ３９.７ (Ｃ￣１９)ꎬ ３９.６ (Ｃ￣
２０)ꎬ ３８. ８ ( Ｃ￣１)ꎬ ３８. ８ ( Ｃ￣４)ꎬ ３６. ９ ( Ｃ￣１０)ꎬ
３３.８ (Ｃ￣１７)ꎬ ３３.０ (Ｃ￣７)ꎬ ３１.３ (Ｃ￣２１)ꎬ ２８.８ (Ｃ￣
１５)ꎬ ２８. １ ( Ｃ￣２３)ꎬ ２８. １ ( Ｃ￣２８)ꎬ ２７. ３ ( Ｃ￣２)ꎬ
２６.６ ( Ｃ￣１６)ꎬ ２３. ４ ( Ｃ￣１１)ꎬ ２３. ３ ( Ｃ￣２７)ꎬ ２１. ４
(Ｃ￣２９)ꎬ １８.４ (Ｃ￣６)ꎬ １７.５ (Ｃ￣３０)ꎬ １６.９ (Ｃ￣２６)ꎬ
１５.７ (Ｃ￣２５)ꎬ １５.６ (Ｃ￣２４)ꎮ 以上数据与文献(莫
青胡等ꎬ２０２０)报道的 α￣香树脂醇(α￣ａｍｙｒｉｎ)的数

据基本一致ꎬ故鉴定化合物 ４ 为 α￣香树脂醇( α￣
ａｍｙｒｉｎ)ꎮ

化合物 ５ 　 白色粉末ꎬ分子式为 Ｃ２９ Ｈ５ ０ Ｏꎮ
ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ４１５. ３９ [ Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ１ Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００
ＭＨｚꎬ ＣＤＣｌ３ ) δＨ: ５. ３５ ( １Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣６)ꎬ ３. ５２
(１Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣３)ꎬ １.０１ (３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣１９)ꎬ ０.９２ (３Ｈꎬ
ｄꎬ Ｊ ＝ ６.５ Ｈｚꎬ Ｈ￣２１)ꎬ ０.８４ (３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２.９ Ｈｚꎬ
Ｈ￣２６)ꎬ ０.８３ (３Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣２９)ꎬ ０.８１ (３Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣
２７)ꎬ ０.６９ (３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣１８)ꎮ １３Ｃ￣ＮＭＲ (１５０ ＭＨｚꎬ
ＣＤＣｌ３) δＣ: １４０.８ (Ｃ￣５)ꎬ １２１.７ (Ｃ￣６)ꎬ ７１.８ (Ｃ￣
３)ꎬ ５６. ８ ( Ｃ￣１４)ꎬ ５６. １ ( Ｃ￣１７)ꎬ ５０. １ ( Ｃ￣９)ꎬ
４５.９ (Ｃ￣２４)ꎬ ４２.３ (Ｃ￣４)ꎬ ４２.３ (Ｃ￣１３)ꎬ ３９.８ (Ｃ￣
１２)ꎬ ３７. ３ ( Ｃ￣１)ꎬ ３６. ５ ( Ｃ￣１０)ꎬ ３６. ２ ( Ｃ￣２０)ꎬ
３４.０ (Ｃ￣２２)ꎬ ３１.９ (Ｃ￣７)ꎬ ３１.９ (Ｃ￣８)ꎬ ３１.９ (Ｃ￣
２)ꎬ ２９. ２ ( Ｃ￣２５)ꎬ ２８. ３ ( Ｃ￣１６)ꎬ ２６. ０ ( Ｃ￣２３)ꎬ
２４.３ ( Ｃ￣１５)ꎬ ２３. ０ ( Ｃ￣２８)ꎬ ２１. １ ( Ｃ￣１１)ꎬ １９. ８
(Ｃ￣２６)ꎬ １９. ４ ( Ｃ￣１９)ꎬ １９. ０ ( Ｃ￣２７)ꎬ １８. ８ ( Ｃ￣
２１)ꎬ １２.０ (Ｃ￣２９)ꎬ １１.９ (Ｃ￣１８)ꎮ 以上数据与文

献( 查 显 进 等ꎬ ２０２１ ) 中 报 道 的 β￣谷 甾 醇 ( β￣
ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ)的数据基本一致ꎬ故鉴定化合物 ５ 为 β￣
谷甾醇(β￣ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ)ꎮ

化合物 ６ 　 白色粉末ꎬ分子式为 Ｃ３０ Ｈ４８ Ｏ３ꎮ
ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ４５７. ３６ [ Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ１ Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００
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ＭＨｚꎬ ＣＤ３ＯＤ) δＨ: ５.２６ (１Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ３.７ Ｈｚꎬ Ｈ￣
１２)ꎬ ３.２９ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ３.３ꎬ １.６ Ｈｚꎬ Ｈ￣３)ꎬ １.３２
( ３Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣２７ )ꎬ １. ３０ ( ３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣２９ )ꎬ １. ２７
(３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣２４)ꎬ １.１６ (３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣２３)ꎬ ０.９０ (３Ｈꎬ
ｍꎬ Ｈ￣３０)ꎬ ０.８３ (３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣２５)ꎬ ０.７５ (３Ｈꎬ ｓꎬ Ｈ￣
２６)ꎮ１３Ｃ￣ＮＭＲ (１５０ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ) δＣ: １７９. ３ ( Ｃ￣
２８)ꎬ １３８.９ (Ｃ￣１３)ꎬ １２７.１ (Ｃ￣１２)ꎬ ７８.２ (Ｃ￣３)ꎬ
５５.９ (Ｃ￣５)ꎬ ５３.６ (Ｃ￣１８)ꎬ ４８.１ (Ｃ￣１７)ꎬ ４８.１ (Ｃ￣
９)ꎬ ４２.６ (Ｃ￣１４)ꎬ ４０.１ (Ｃ￣８)ꎬ ３９.６ (Ｃ￣１)ꎬ ３９.５
(Ｃ￣４)ꎬ ３９.４ (Ｃ￣１９)ꎬ ３９.２ (Ｃ￣２０)ꎬ ３７.５ (Ｃ￣２２)ꎬ
３７.４ (Ｃ￣１０)ꎬ ３３.７ (Ｃ￣７)ꎬ ３１.１ (Ｃ￣２１)ꎬ ２８.８ (Ｃ￣
２３)ꎬ ２８.８ ( Ｃ￣２)ꎬ ２８.２ ( Ｃ￣１５)ꎬ ２５ ( Ｃ￣１６)ꎬ ２４
(Ｃ￣１１)ꎬ ２３.７ (Ｃ￣２７)ꎬ ２１.４ (Ｃ￣３０)ꎬ １８.８ (Ｃ￣６)ꎬ
１７.５ ( Ｃ￣２６)ꎬ １７. ５ ( Ｃ￣２９)ꎬ １６. ５ ( Ｃ￣２４)ꎬ １５. ７
(Ｃ￣２５)ꎮ 以上数据与文献(陈雪林等ꎬ２０２０)报道

的熊果酸(ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ)的数据基本一致ꎬ故鉴定化

合物 ６ 为熊果酸(ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ)ꎮ
化合物 ７　 白色粉末ꎬ分子式为 Ｃ８Ｈ８Ｏ４ꎮ ＥＳＩ￣

ＭＳ ｍ / ｚ: １６９.０４ [Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ １Ｈ￣ＮＭＲ (６００ ＭＨｚꎬ
ＣＤ３ＯＤ) δＨ: ７. ５６ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １. ８ Ｈｚꎬ Ｈ￣２)ꎬ
７.５５ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２. ０ Ｈｚꎬ Ｈ￣６)ꎬ ６. ８６ ~ ６. ８１
(１Ｈꎬ ｍꎬ Ｈ￣５)ꎬ ３.８９ (３Ｈꎬ ｓꎬ ８￣ＯＣＨ３)ꎮ １３Ｃ￣ＮＭＲ
(１５０ ＭＨｚꎬ ＣＤ３ＯＤ) δＣ: １６７.６ (Ｃ￣７)ꎬ １５２.７ (Ｃ￣
４)ꎬ １４８. ８ ( Ｃ￣３)ꎬ １２５. ３ ( Ｃ￣６)ꎬ １２３. ５ ( Ｃ￣１)ꎬ
１１５.９ (Ｃ￣２)ꎬ １１４.１ ( Ｃ￣５)ꎬ ５６.６ (８￣ＯＣＨ３)ꎮ 以

上数据与文献(李药兰等ꎬ２００６)报道的对羟基间

甲氧基苯甲酸 ( ４￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣３￣ｍｅｔｈｏｘｙ￣ｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ)
的数据基本一致ꎬ故鉴定化合物 ７ 为对羟基间甲

氧基苯甲酸(４￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣３￣ｍｅｔｈｏｘｙ￣ｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ)ꎮ
化合物 ８ 　 白色粉末ꎬ分子式为 Ｃ５ Ｈ５ ＮＯꎮ

ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ９６. ０４ [ Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ １Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００
ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δＨ: ９.７６ (１Ｈꎬ ｓꎬ ４￣ＯＨ)ꎬ ７.７４
(２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８.６ Ｈｚꎬ Ｈ￣２ / ６)ꎬ ６.９１ (２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝
８.２ Ｈｚꎬ Ｈ￣３ / ５)ꎮ １３Ｃ￣ＮＭＲ (１５０ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６)
δＣ: １６０.７ ( Ｃ￣４)ꎬ １４９. ８ ( Ｃ￣２ / ６)ꎬ １１５. ９ ( Ｃ￣３ /
５)ꎮ 以上数据与文献 (王伟忠ꎬ２００８)报道的 ４￣羟
基吡啶(４￣ｐｙｒｉｄｉｎｏｌ)的数据基本一致ꎬ故鉴定化合

物 ８ 为 ４￣羟基吡啶(４￣ｐｙｒｉｄｉｎｏｌ)ꎮ
化合物 ９　 白色粉末ꎬ分子式为 Ｃ７Ｈ６Ｏ３ꎮ ＥＳＩ￣

ＭＳ ｍ / ｚ: １３９.０３ [Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ １Ｈ￣ＮＭＲ (６００ ＭＨｚꎬ
ＣＤ３ＯＤ) δＨ: ７.８７ (２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８.７ Ｈｚꎬ Ｈ￣２ / ６)ꎬ
６.８０ (２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８.７ Ｈｚꎬ Ｈ￣３ / ５)ꎮ １３Ｃ￣ＮＭＲ (１５０

ＭＨｚꎬ ＣＤ３ ＯＤ) δＣ: １７１. ６ ( Ｃ￣７)ꎬ １６３. １ ( Ｃ￣４)ꎬ
１３３.０ (Ｃ￣２ / ６)ꎬ １２４.１ (Ｃ￣１)ꎬ １１６.０ (Ｃ￣３ / ５)ꎮ 以

上数据与文献(李艳茸等ꎬ２０１４)报道的对羟基苯

甲酸(ｐ￣ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ)的数据基本一致ꎬ故鉴

定化 合 物 ９ 为 对 羟 基 苯 甲 酸 ( ｐ￣ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ
ａｃｉｄ)ꎮ

化合物 １０　 红棕色固体ꎬ分子式为 Ｃ３４Ｈ４４Ｏ１９ꎮ
ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ７７９. ２５ [ Ｍ ＋ Ｎａ] ＋ꎮ １Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００
ＭＨｚꎬ ＣＤ３ＯＤ) δＨ: ７. ６２ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １５. ８ Ｈｚꎬ
Ｃａｆ Ｈ￣７″)ꎬ ７.１０ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２.０ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣２″)ꎬ
６.９９ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.２ꎬ ２.１ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣６″)ꎬ ６.８２
(１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８.２ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣５″)ꎬ ６.７５ ~ ６.７１ (２Ｈꎬ
ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣２ / ５)ꎬ ６.６０ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.１ꎬ ２.１ Ｈｚꎬ
Ａｇｌ Ｈ￣６)ꎬ ６.３１ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １５.９ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣８″)ꎬ
５.２１ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １.８ Ｈｚꎬ Ｒｈａ Ｈ￣１‴)ꎬ ４.９８ (１Ｈꎬ
ｍꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣４′)ꎬ ４.９４ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２.３ Ｈｚꎬ Ａｐｉ Ｈ￣
１‴′)ꎬ ４.４０ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７.９ Ｈｚꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣１′)ꎬ ４.０２
(１Ｈꎬ ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣８)ꎬ ３.９６ ~ ３.９０ (２Ｈꎬ ｍꎬ Ｒｈａ Ｈ￣
２‴ꎬ Ａｐｉ Ｈ￣４ ‴′ ａ)ꎬ ３. ８３ ( １Ｈꎬ ｍꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣３′)ꎬ
３.８０ ~ ３.６９ (４Ｈꎬ ｍꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣５′ / ６′ꎬ Ａｐｉ Ｈ￣２ ‴′ / ４ ‴′
ｂ)ꎬ ３.６４ ~ ３.６０ (１Ｈꎬ ｍꎬ Ｒｈａ Ｈ￣３‴)ꎬ ３.５８ (２Ｈꎬ
ｓꎬ Ａｐｉ Ｈ￣５‴′)ꎬ ３.５１ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ １１.２ꎬ ５.７ Ｈｚꎬ
Ｇｌｕ Ｈ￣２′)ꎬ ３.３５ ~ ３.３０ ( ２Ｈꎬ ｍꎬ Ｒｈａ Ｈ￣４‴/ ５‴)ꎬ
２.８２ (２Ｈꎬ ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣７)ꎬ １. １１ (３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ６. ２
Ｈｚꎬ Ｒｈａ Ｈ￣６‴)ꎮ １３Ｃ￣ＮＭＲ ( １５０ ＭＨｚꎬ ＣＤ３ ＯＤ)
δＣ: １６８. ３ ( Ｃａｆ Ｃ￣９″)ꎬ １４９. ８ ( Ｃａｆ Ｃ￣４″)ꎬ １４８. ２
(Ｃａｆ Ｃ￣７″)ꎬ １４６.８ (Ｃａｆ Ｃ￣３″)ꎬ １４６.１ (Ａｇｌ Ｃ￣３)ꎬ
１４４.７ (Ａｇｌ Ｃ￣４)ꎬ １３１.６ (Ａｇｌ Ｃ￣１)ꎬ １２７.７ (Ｃａｆ Ｃ￣
１″)ꎬ １２３.４ ( Ｃａｆ Ｃ￣６″)ꎬ １２１. ５ (Ａｇｌ Ｃ￣６)ꎬ １１７. ３
(Ａｇｌ Ｃ￣２)ꎬ １１６.７ ( Ｃａｆ Ｃ￣５″)ꎬ １１６.５ (Ａｇｌ Ｃ￣５)ꎬ
１１５.４ (Ｃａｆ Ｃ￣２″)ꎬ １１４.８ (Ｃａｆ Ｃ￣８″)ꎬ １１１.１ (Ａｐｉ
Ｃ￣１‴′)ꎬ １０４. ２ ( Ｇｌｕ Ｃ￣１′)ꎬ １０３. １ ( Ｒｈａ Ｃ￣１‴)ꎬ
８１.８ (Ｇｌｕ Ｃ￣３′)ꎬ ８０.７ (Ａｐｉ Ｃ￣３‴′)ꎬ ７８.３ (Ａｐｉ Ｃ￣
２‴′)ꎬ ７６.２ (Ｇｌｕ Ｃ￣２′)ꎬ ７５.２ (Ａｐｉ Ｃ￣４ ‴′)ꎬ ７４.６
(Ｇｌｕ Ｃ￣５′)ꎬ ７３.８ (Ｒｈａ Ｃ￣４‴)ꎬ ７２.４ (Ｒｈａ Ｃ￣２‴)ꎬ
７２.４ (Ａｇｌ Ｃ￣８)ꎬ ７２.１ (Ｒｈａ Ｃ￣３‴)ꎬ ７０.９ (Ｇｌｕ Ｃ￣
４′)ꎬ ７０. ５ ( Ｒｈａ Ｃ￣５‴)ꎬ ６８. ５ ( Ｇｌｕ Ｃ￣６′)ꎬ ６５. ７
(Ａｐｉ Ｃ￣５‴′)ꎬ ３６.７ (Ａｇｌ Ｃ￣７)ꎬ １８.５ (Ｒｈａ Ｃ￣６‴)ꎮ
以上数据与文献(Ｙａｍａｓａｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)报道的连

翘酯苷 Ｂ ( ｆｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅ Ｂ) 的数据基本一致ꎬ故鉴

定化合物 １０ 为连翘酯苷 Ｂ ( ｆｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅ Ｂ)ꎮ
化合物 １１　 黄绿色固体ꎬ分子式为 Ｃ３６Ｈ４８Ｏ２０ꎮ

ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ８２３. ２７ [ Ｍ ＋ Ｎａ] ＋ꎮ １Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００

０４１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δＨ: ７.５４ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １５.８ Ｈｚꎬ
Ａｃｙｌ Ｈ￣７″)ꎬ ７. ２９ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２. ０ Ｈｚꎬ Ａｃｙｌ Ｈ￣
２″)ꎬ ７.０９ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.２ꎬ ２.０ Ｈｚꎬ Ａｃｙｌ Ｈ￣６″)ꎬ
６.７９ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８.１ Ｈｚꎬ Ａｃｙｌ Ｈ￣５″)ꎬ ６.７０ (２Ｈꎬ
ｄꎬ Ｊ ＝ ８.１ Ｈｚꎬ Ａｇｌ Ｈ￣２ / ５)ꎬ ６.５８ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝
８.１ꎬ ２.１ Ｈｚꎬ Ａｇｌ Ｈ￣６)ꎬ ６.４２ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １５. ９
Ｈｚꎬ Ａｃｙｌ Ｈ￣８″)ꎬ ５.０３ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １.７ Ｈｚꎬ Ｒｈａ
Ｈ￣１‴)ꎬ ４.７６ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２. ９ Ｈｚꎬ Ａｐｉ Ｈ￣１ ‴′)ꎬ
４.６８ (１Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ９.７ Ｈｚꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣４′)ꎬ ４.４２ (１Ｈꎬ
ｄꎬ Ｊ ＝ ７. ９ Ｈｚꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣１′)ꎬ ４. ２５ ( １Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝
７.９ꎬ ３.８ Ｈｚꎬ Ａｇｌ Ｈ￣７)ꎬ ３.８０ (３Ｈꎬ ｓꎬ ３″￣ＯＣＨ３)ꎬ
３.７８ (１Ｈꎬ ｓꎬ Ａｇｌ Ｈ￣８ａ)ꎬ ３.６９ (３Ｈꎬ ｍꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣５′ꎬ
Ｒｈａ Ｈ￣２‴ꎬ Ａｐｉ Ｈ￣２‴′)ꎬ ３.６２ (３Ｈꎬ ｍꎬ Ａｐｉ Ｈ￣３‴′ /
４‴′)ꎬ ３.５７ ~ ３.４８ (３Ｈꎬ ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣８ｂꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣２′ /
３′)ꎬ ３.４０ ~ ３.３０ (２Ｈꎬ ｍꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣６′ꎬ Ｒｈａ Ｈ￣５‴)ꎬ
３.２６ (３Ｈꎬ ｍꎬ Ｒｈａ Ｈ￣３‴ꎬ Ａｐｉ Ｈ￣５‴′)ꎬ ３.１３ (３Ｈꎬ
ｓꎬ７￣ＯＣＨ３)ꎬ ３. ０９ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ９. ４ Ｈｚꎬ Ｒｈａ Ｈ￣
４‴)ꎬ ０.９８ (３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ６.２ Ｈｚꎬ Ｒｈａ Ｈ￣６‴)ꎮ １３Ｃ￣
ＮＭＲ (１５０ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６ ) δＣ: １６５. ８ ( Ａｃｙｌ Ｃ￣
９″)ꎬ １４９. ５ ( Ａｃｙｌ Ｃ￣３″)ꎬ １４７. ９ ( Ａｃｙｌ Ｃ￣４″)ꎬ
１４５.８ (Ａｇｌ Ｃ￣４)ꎬ １４５.２ (Ａｃｙｌ Ｃ￣７″)ꎬ １４５.０ (Ａｇｌ
Ｃ￣３)ꎬ １２９.７ (Ａｇｌ Ｃ￣１)ꎬ １２５.５ (Ａｃｙｌ Ｃ￣１″)ꎬ １２３.３
(Ａｃｙｌ Ｃ￣６″)ꎬ １１８.１ (Ａｇｌ Ｃ￣６)ꎬ １１５.５ (Ａｇｌ Ｃ￣５ꎬ
Ａｃｙｌ Ｃ￣５″)ꎬ １１４.１ (Ａｇｌ Ｃ￣２)ꎬ １１３.９ (Ａｃｙｌ Ｃ￣８″)ꎬ
１１１.１ ( Ａｃｙｌ Ｃ￣２″)ꎬ １０９. １ ( Ａｐｉ Ｃ￣１ ‴′)ꎬ １０２. ８
(Ｇｌｕ Ｃ￣１′)ꎬ １０１.３ (Ｒｈａ Ｃ￣１‴)ꎬ ８２.３ (Ａｇｌ Ｃ￣７)ꎬ
７８.９ (Ａｐｉ Ｃ￣３‴′)ꎬ ７８.８ (Ｇｌｕ Ｃ￣３′)ꎬ ７５.９ (Ａｐｉ Ｃ￣
２‴′)ꎬ ７４. ３ ( Ｇｌｕ Ｃ￣２′)ꎬ ７３. ７ ( Ａｇｌ Ｃ￣８)ꎬ ７３. ４
(Ａｐｉ Ｃ￣４‴′)ꎬ ７２.８ (Ｇｌｕ Ｃ￣５′)ꎬ ７１.７ (Ｒｈａ Ｃ￣４‴)ꎬ
７０.５ (Ｒｈａ Ｃ￣２‴)ꎬ ７０.４ (Ｒｈａ Ｃ￣３‴)ꎬ ６９.３ (Ｇｌｕ Ｃ￣
４′)ꎬ ６８. ８ ( Ｒｈａ Ｃ￣５‴)ꎬ ６７. １ ( Ｇｌｕ Ｃ￣６′)ꎬ ６３. ２
(Ａｐｉ Ｃ￣５‴′)ꎬ ５６.０ (７￣ＯＣＨ３)ꎬ ５５.６ (３″￣ＯＣＨ３)ꎬ
１８.１ ( Ｒｈａ Ｃ￣６‴)ꎮ 以上数据与文献 ( Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)报道的 ｎｅｐｅｔｉｆｏｓｉｄｅｓ Ｄ 的数据基本一致ꎬ故
鉴定化合物 １１ 为 ｎｅｐｅｔｉｆｏｓｉｄｅｓ Ｄꎮ

化合物 １２　 橙红色膏体ꎬ分子式为 Ｃ２９Ｈ３６Ｏ１５ꎮ
ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ６４７. ２１ [ Ｍ ＋ Ｎａ] ＋ꎮ １Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００
ＭＨｚꎬ ＣＤ３ＯＤ) δＨ: ７. ５７ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １５. ８ Ｈｚꎬ
Ｃａｆ Ｈ￣７″)ꎬ ７.０５ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２.１ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣２″)ꎬ
６.８９ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.２ꎬ ２.１ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣６″)ꎬ ６.７８
(１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８. ２ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣５″)ꎬ ６. ６９ ( １Ｈꎬ ｄꎬ
Ｊ ＝ ２.０ Ｈｚꎬ Ａｇｌ Ｈ￣２)ꎬ ６.６５ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８.０ Ｈｚꎬ
Ａｇｌ Ｈ￣５)ꎬ ６.５４ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.０ꎬ ２.０ Ｈｚꎬ Ａｇｌ Ｈ￣

６)ꎬ ６.３０ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １５.９ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣８″)ꎬ ５.２０
(１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １.７ Ｈｚꎬ Ｒｈａ Ｈ￣１‴)ꎬ ４.５１ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ
Ｊ ＝ １１.９ꎬ ２.２ Ｈｚꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣６ａ′)ꎬ ４.３９ ~ ４.３６ (１Ｈꎬ
ｍꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣６ｂ′)ꎬ ４.３４ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７.９ Ｈｚꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣
１′)ꎬ ４. ０４ ~ ３. ９３ ( ３Ｈꎬ ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣８ｂꎬ Ｒｈａ Ｈ￣２‴/
４‴)ꎬ ３.７５ ~ ３.６９ (２Ｈꎬ ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣８ａꎬ Ｒｈａ Ｈ￣３‴)ꎬ
３. ５８ ~ ３. ５５ ( １Ｈꎬ ｍꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣５′)ꎬ ３. ５４ ( １Ｈꎬ ｄꎬ
Ｊ ＝ ８.９ Ｈｚꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣３′)ꎬ ３.４２ (１Ｈꎬ ｍꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣４′)ꎬ
３.３５ ~ ３.３０ (１Ｈꎬ ｍꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣２′)ꎬ ２.８３ ~ ２.７３ (２Ｈꎬ
ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣７)ꎬ １.２６ (３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ６.２ Ｈｚꎬ Ｒｈａ Ｈ￣
６‴)ꎮ１３ Ｃ￣ＮＭＲ ( １５０ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６ ) δＣ: １６９. ２
(Ｃａｆ Ｃ￣９″)ꎬ １４９.５ (Ｃａｆ Ｃ￣４″)ꎬ １４７.２ (Ｃａｆ Ｃ￣７″)ꎬ
１４６.７ (Ｃａｆ Ｃ￣３″)ꎬ １４６. ０ ( Ａｇｌ Ｃ￣３)ꎬ １４４. ６ ( Ａｇｌ
Ｃ￣４)ꎬ １３１.４ (Ａｇｌ Ｃ￣１)ꎬ １２７.６ (Ｃａｆ Ｃ￣１″)ꎬ １２３.２
(Ｃａｆ Ｃ￣６″)ꎬ １２１.３ (Ａｇｌ Ｃ￣６)ꎬ １１７.１ (Ａｇｌ Ｃ￣２)ꎬ
１１６.５ (Ａｇｌ Ｃ￣５)ꎬ １１６. ４ ( Ｃａｆ Ｃ￣５″)ꎬ １１５. １ ( Ｃａｆ
Ｃ￣２″)ꎬ １１４. ８ ( Ｃａｆ Ｃ￣８″)ꎬ １０４. ３ ( Ｇｌｕ Ｃ￣１′)ꎬ
１０２.６ (Ｒｈａ Ｃ￣１‴)ꎬ ８３. ９ (Ｇｌｕ Ｃ￣３′)ꎬ ７５. ６ ( Ｇｌｕ
Ｃ￣２′)ꎬ ７５.３ (Ｇｌｕ Ｃ￣５′)ꎬ ７３.９ (Ｒｈａ Ｃ￣４‴)ꎬ ７２.４
(Ａｇｌ Ｃ￣８)ꎬ ７２.３ (Ｒｈａ Ｃ￣３‴)ꎬ ７２.２ (Ｒｈａ Ｃ￣２‴)ꎬ
７０.３ (Ｇｌｕ Ｃ￣４′)ꎬ ７０.０ (Ｒｈａ Ｃ￣５‴)ꎬ ６４.６ (Ｇｌｕ Ｃ￣
６′)ꎬ ３６.６ (Ａｇｌ Ｃ￣７)ꎬ １７.９ (Ｒｈａ Ｃ￣６‴)ꎮ 以上数

据与文献(Ｓａｉｍａｒｕ ＆ Ｏｒｉｈａｒａꎬ ２０１０)报道的异毛蕊

花苷 ( ｉｓｏａｃｔｅｏｓｉｄｅ)的数据基本一致ꎬ故鉴定化合

物 １２ 为异毛蕊花苷( ｉｓｏａｃｔｅｏｓｉｄｅ)ꎮ
化合物 １３　 橙红色膏体ꎬ分子式为 Ｃ２９Ｈ３６Ｏ１５ꎮ

ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ６４７. ２１ [ Ｍ ＋ Ｎａ] ＋ꎮ １Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００
ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δＨ: ７.４６ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １５.８ Ｈｚꎬ
Ｃａｆ Ｈ￣７″)ꎬ ７.０３ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２.０ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣２″)ꎬ
６.９７ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.２ꎬ ２.１ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣６″)ꎬ ６.７６
(１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８.１ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣５″)ꎬ ６.６５ ~ ６.６１ (２Ｈꎬ
ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣２ / ５)ꎬ ６.４９ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.１ꎬ ２.１ Ｈｚꎬ
Ａｇｌ Ｈ￣６)ꎬ ６.２０ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １５.９ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣８″)ꎬ
４.７２ (１Ｈꎬ ｍꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣４′)ꎬ ４.３５ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７.９
Ｈｚꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣１′)ꎬ ３.８８ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ９.２ꎬ ６.４ Ｈｚꎬ
Ｒｈａ Ｈ￣２‴)ꎬ ３.７２ ~ ３.０７ (１０Ｈꎬ ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣８ꎬ Ｒｈａ /
Ｇｌｕ￣Ｈ)ꎬ ２. ７６ ~ ２. ６３ ( ２Ｈꎬ ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣７)ꎬ ０. ９６
(３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ６.１ Ｈｚꎬ Ｒｈａ Ｈ￣６‴)ꎮ １３Ｃ￣ＮＭＲ (１５０
ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６ ) δＣ: １６６. ０ ( Ｃａｆ Ｃ￣９″)ꎬ １４８. ８
(Ｃａｆ Ｃ￣３″)ꎬ １４５. ８ ( Ｃａｆ Ｃ￣７″)ꎬ １４５. ２ ( Ａｇｌ Ｃ￣３ꎬ
Ｃａｆ Ｃ￣４″)ꎬ １４３. ８ ( Ａｇｌ Ｃ￣４)ꎬ １２９. ４ ( Ａｇｌ Ｃ￣１)ꎬ
１２５.７ (Ｃａｆ Ｃ￣１″)ꎬ １２１.７ (Ｃａｆ Ｃ￣６″)ꎬ １１９.８ (Ａｇｌ
Ｃ￣６)ꎬ １１６.５ (Ｃａｆ Ｃ￣５″)ꎬ １１６.０ (Ａｇｌ Ｃ￣２)ꎬ １１５.７
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(Ａｇｌ Ｃ￣５)ꎬ １１４.９ (Ｃａｆ Ｃ￣８″)ꎬ １１３.８ (Ｃａｆ Ｃ￣２″)ꎬ
１０２.５ (Ｇｌｕ Ｃ￣１′)ꎬ １０１.５ (Ｒｈａ Ｃ￣１‴)ꎬ ７９.３ (Ｇｌｕ
Ｃ￣３′)ꎬ ７４. ７ (Ｇｌｕ Ｃ￣５′)ꎬ ７４. ７ (Ｇｌｕ Ｃ￣２′)ꎬ ７１. ９
(Ｒｈａ Ｃ￣４‴)ꎬ ７０. ８ ( Ｒｈａ Ｃ￣２‴)ꎬ ７０. ６ ( Ｒｈａ Ｃ￣
３‴)ꎬ ７０. ５ ( Ａｇｌ Ｃ￣８)ꎬ ６９. ４ ( Ｒｈａ Ｃ￣５‴)ꎬ ６９. ０
(Ｇｌｕ Ｃ￣４′)ꎬ ６１. ０ ( Ｇｌｕ Ｃ￣６′)ꎬ ３５. ２ ( Ａｇｌ Ｃ￣７)ꎬ
１８.４ ( Ｒｈａ Ｃ￣６‴)ꎮ 以上数据与文献 ( Ｌａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)报道的毛蕊花苷( ａｃｔｅｏｓｉｄｅ)的数据基本一

致ꎬ 故鉴定化合物 １３ 为毛蕊花苷(ａｃｔｅｏｓｉｄｅ)ꎮ
化合物 １４ 　 黄色固体ꎬ分子式为 Ｃ３５Ｈ４６Ｏ１９ꎮ

ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ７９３. ２６ [ Ｍ ＋ Ｎａ] ＋ꎮ １Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００
ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δＨ: ７.５４ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １５.８ Ｈｚꎬ
Ａｃｙｌ Ｈ￣７″)ꎬ ７. ２９ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２. ０ Ｈｚꎬ Ａｃｙｌ Ｈ￣
２″)ꎬ ７.０９ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.３ꎬ ２.０ Ｈｚꎬ Ａｃｙｌ Ｈ￣６″)ꎬ
６.７９ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８.１ Ｈｚꎬ Ａｃｙｌ Ｈ￣５″)ꎬ ６.５９ (２Ｈꎬ
ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣２ / ５)ꎬ ６.５０ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.１ꎬ ２.１ Ｈｚꎬ
Ａｇｌ Ｈ￣６)ꎬ ６. ４１ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １５. ９ Ｈｚꎬ Ａｃｙｌ Ｈ￣
８″)ꎬ ５.０３ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １.７ Ｈｚꎬ Ｒｈａ Ｈ￣１‴)ꎬ ４.７８
(１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２.９ Ｈｚꎬ Ａｐｉ Ｈ￣１ ‴′)ꎬ ４.６４ (１Ｈꎬ ｔꎬ
Ｊ ＝ ９. ７ Ｈｚꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣４′)ꎬ ４. ３８ ( １Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７. ９
Ｈｚꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣１′)ꎬ ３.８０ (３Ｈꎬ ｓꎬ ３″￣ＯＣＨ３)ꎬ ３. ７６ ~
３.６３ (７Ｈꎬ ｍꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣３′ / ５′ꎬ Ａｐｉ Ｈ￣２ ‴′ / ３ ‴′ / ４ ‴′ꎬ
Ｒｈａ Ｈ￣２‴)ꎬ ３. ５７ ~ ３. ４８ ( ２Ｈꎬ ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣８ )ꎬ
３.３２ ~ ３.１８ (６Ｈꎬ ｍꎬ Ａｐｉ Ｈ￣５‴′ꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣２′ / ６′ꎬ Ｒｈａ
Ｈ￣３″ / ５‴) ꎬ ３.１０ (１Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ９.４ Ｈｚꎬ Ｒｈａ Ｈ￣４‴)ꎬ
２.８０ ~ ２.６５ (２Ｈꎬ ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣７)ꎬ ０.９８ (３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝
６.２ Ｈｚꎬ Ｒｈａ Ｈ￣６‴)ꎮ １３Ｃ￣ＮＭＲ (１５０ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣
ｄ６) δＣ: １６６. ３ ( Ａｃｙｌ Ｃ￣９″)ꎬ １５０. ０ ( Ａｃｙｌ Ｃ￣３″)ꎬ
１４８.４ ( Ａｃｙｌ Ｃ￣４″)ꎬ １４６. ２ ( Ａｃｙｌ Ｃ￣７″)ꎬ １４５. ５
(Ａｇｌ Ｃ￣３)ꎬ １４４. ０ ( Ａｇｌ Ｃ￣４)ꎬ １２９. ６ ( Ａｇｌ Ｃ￣１)ꎬ
１２６.０ ( Ａｃｙｌ Ｃ￣１″)ꎬ １２３. ７ ( Ａｃｙｌ Ｃ￣６″)ꎬ １２０. ０
(Ａｇｌ Ｃ￣６)ꎬ １１６. ８ ( Ａｇｌ Ｃ￣２)ꎬ １１６. ０ ( Ａｇｌ Ｃ￣５)ꎬ
１１５.７ ( Ａｃｙｌ Ｃ￣８″)ꎬ １１４. ３ ( Ａｃｙｌ Ｃ￣５″)ꎬ １１１. ５
(Ａｃｙｌ Ｃ￣２″)ꎬ １０９.６ (Ａｐｉ Ｃ￣１ ‴′)ꎬ １０２.７ (Ｇｌｕ Ｃ￣
１′)ꎬ １０１.７ (Ｒｈａ Ｃ￣１‴)ꎬ ７９. ３ (Ｇｌｕ Ｃ￣３′ꎬ Ａｐｉ Ｃ￣
３‴′)ꎬ ７６.４ (Ａｐｉ Ｃ￣２ ‴′)ꎬ ７４. ８ (Ｇｌｕ Ｃ￣２′)ꎬ ７３. ９
(Ａｐｉ Ｃ￣４‴′)ꎬ ７３.３ (Ｇｌｕ Ｃ￣５′)ꎬ ７２.１ (Ｒｈａ Ｃ￣４‴)ꎬ
７１.０ (Ｒｈａ Ｃ￣２‴)ꎬ ７０.８ (Ｒｈａ Ｃ￣３‴)ꎬ ７０.８ (Ａｇｌ Ｃ￣
８)ꎬ ６９. ９ ( Ｇｌｕ Ｃ￣４′)ꎬ ６９. ２ ( Ｒｈａ Ｃ￣５‴)ꎬ ６７. ６
(Ｇｌｕ Ｃ￣６′)ꎬ ６３.６ (Ａｐｉ Ｃ￣５‴′)ꎬ ５６.１ (３″￣ＯＣＨ３)ꎬ
３５.５ (Ａｇｌ Ｃ￣７)ꎬ １８.６ (Ｒｈａ Ｃ￣６‴)ꎮ 以上数据与文

献(Ｊｉａ ＆ Ｇａｏꎬ １９９３)报道的 ｐｅｄｉｃｕｌａｒｉｏｓｉｄｅ Ｍ 的数

据 基 本 一 致ꎬ 故 鉴 定 化 合 物 １４ 为

ｐｅｄｉｃｕｌａｒｉｏｓｉｄｅ Ｍꎮ
化合物 １５　 黄绿色固体ꎬ分子式为 Ｃ３５Ｈ４６Ｏ２０ꎮ

ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ８０９. ２６ [ Ｍ ＋ Ｎａ] ＋ꎮ １Ｈ￣ＮＭＲ ( ５００
ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δＨ: ７.４７ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １５.８ Ｈｚꎬ
Ｃａｆ Ｈ￣７″)ꎬ ７.０３ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ２.１ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣２″)ꎬ
６.９８ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.３ꎬ ２.１ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣６″)ꎬ ６.７６
(１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ８.１ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣５″)ꎬ ６.７１ ~ ６.６８ (２Ｈꎬ
ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣２ / ５)ꎬ ６.５８ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ８.０ꎬ ２.０ Ｈｚꎬ
Ａｇｌ Ｈ￣６)ꎬ ６.２０ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １５.９ Ｈｚꎬ Ｃａｆ Ｈ￣８″)ꎬ
５.０２ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ １.５ Ｈｚꎬ Ｒｈａ Ｈ￣１‴)ꎬ ４.７６ (１Ｈꎬ
ｄꎬ Ｊ ＝ ２.８ Ｈｚꎬ Ａｐｉ Ｈ￣１‴′)ꎬ ４.６８ (１Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ９.７
Ｈｚꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣４′)ꎬ ４.４２ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７.８ Ｈｚꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣
１′)ꎬ ４.２５ (１Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ７.８ꎬ ３.９ Ｈｚꎬ Ａｇｌ Ｈ￣７)ꎬ
３.７９ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ９.３ Ｈｚꎬ Ａｇｌ Ｈ￣８ａ)ꎬ ３.７２ ~ ３.５７
(７Ｈꎬ ｍꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣３′ / ５′ꎬ Ａｐｉ Ｈ￣２ ‴′ / ３ ‴′ / ４ ‴′ꎬ Ｒｈａ
Ｈ￣２‴)ꎬ ３.５７ ~ ３.４６ (２Ｈꎬ ｍꎬ Ａｇｌ Ｈ￣８ｂꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣６′
ａ)ꎬ ３.３６ ~ ３.１７ (６Ｈꎬ ｍꎬ Ａｐｉ Ｈ￣５‴′ꎬ Ｇｌｕ Ｈ￣２′ / ６′ꎬ
Ｒｈａ Ｈ￣３‴/ ５‴)ꎬ ３. １３ ( ３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ６. １ Ｈｚꎬ ７￣
ＯＣＨ３)ꎬ ３.０９ (１Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ９. ４ Ｈｚꎬ Ｒｈａ Ｈ￣４‴)ꎬ
０.９６ (３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ６.２ Ｈｚꎬ Ｒｈａ Ｈ￣６‴)ꎮ １３Ｃ￣ＮＭＲ
(１２５ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６ ) δＣ: １６５. ７ ( Ｃａｆ Ｃ￣９″)ꎬ
１４８.５ (Ｃａｆ Ｃ￣４″)ꎬ １４５.８ ( Ｃａｆ Ｃ￣７″)ꎬ １４５.６ ( Ｃａｆ
Ｃ￣３″)ꎬ １４５.２ (Ａｇｌ Ｃ￣４)ꎬ １４５.０ (Ａｇｌ Ｃ￣３)ꎬ １２９.７
(Ａｇｌ Ｃ￣１)ꎬ １２５.５ (Ｃａｆ Ｃ￣１″)ꎬ １２１.４ (Ｃａｆ Ｃ￣６″)ꎬ
１１８.１ (Ａｇｌ Ｃ￣６)ꎬ １１５. ８ ( Ｃａｆ Ｃ￣５″)ꎬ １１５. ４ ( Ａｇｌ
Ｃ￣５)ꎬ １１４.８ (Ｃａｆ Ｃ￣２″)ꎬ １１４.０ (Ａｇｌ Ｃ￣２)ꎬ １１３.４
(Ｃａｆ Ｃ￣８″)ꎬ １０９. １ ( Ａｐｉ Ｃ￣１ ‴′)ꎬ １０２. ８ ( Ｇｌｃ Ｃ￣
１′)ꎬ １０１. ２ ( Ｒｈａ Ｃ￣１‴)ꎬ ８２. ２ ( Ａｇｌ Ｃ￣７)ꎬ ７８. ９
(Ｇｌｃ Ｃ￣３′)ꎬ ７８. ８ ( Ａｐｉ Ｃ￣３ ‴′)ꎬ ７５. ９ ( Ａｐｉ Ｃ￣
２‴′)ꎬ ７４. ３ ( Ｇｌｃ Ｃ￣２′)ꎬ ７３. ７ ( Ａｇｌ Ｃ￣８)ꎬ ７３. ４
(Ａｐｉ Ｃ￣４‴′)ꎬ ７２.７ (Ｇｌｃ Ｃ￣５′)ꎬ ７１.６ (Ｒｈａ Ｃ￣４‴)ꎬ
７０.５ (Ｒｈａ Ｃ￣５‴)ꎬ ７０.４ (Ｒｈａ Ｃ￣３‴)ꎬ ６９.３ (Ｇｌｃ Ｃ￣
４′)ꎬ ６８. ７ ( Ｒｈａ Ｃ￣５‴)ꎬ ６７. ０ ( Ｇｌｃ Ｃ￣６′)ꎬ ６３. ２
(Ａｐｉ Ｃ￣５‴′)ꎬ ５６.０ (７￣ＯＣＨ３)ꎬ １８.１ (Ｒｈａ Ｃ￣６‴)ꎮ
分析质谱和 ＮＭＲ 数据ꎬ发现化合物 １５ 与连翘酯

苷 Ｂ 的结构相近(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５) ꎬ主要区别

在于化合物 １５ 多了 １ 个甲氧基结构片段信号

[ δＨ ３.１３ (３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ６.１ Ｈｚꎬ７￣ＯＣＨ３) ꎬδＣ ５６.０
(７￣ＯＣＨ３) ] ꎬ以及由甲氧基引起的 Ｃ￣７ 位次甲基

ＣＨ 的化学位移向低场位移的信号 δＣ ７３. ４ ( Ａｇｌ
Ｃ￣８) ꎬ８２.２ ( Ａｇｌ Ｃ￣７) ꎬ１２９. ７ ( Ａｇｌ Ｃ￣１) ꎬ ＨＭＢＣ
谱上可观测 δＨ ３. １３ ( ３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ６. １ Ｈｚꎬ ７￣
ＯＣＨ３)与 δＣ ８２.２( Ａｇｌ Ｃ￣７ )远程相关的信号ꎬ进

２４１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



一步确定甲氧基连在苯乙醇结构片段 Ａｇｌ Ｃ￣７
位ꎬ故鉴定化合物 １５ 为 β￣甲氧基连翘酯苷 Ｂ ( β￣
ｍｅｔｈｏｘｙ ｆｏｒｓｙｔｈｏｓｉｄｅ Ｂ) ꎮ

４　 讨论与结论

本研究采用多种现代色谱分离技术和波谱鉴

定手段从我国特有植物全缘叶紫珠的根、茎提取

物中分离鉴定了 １５ 个化合物ꎬ包括 ３ 个甾体类

(１、２、５)ꎬ２ 个三萜类(４、６)ꎬ６ 个苯乙醇苷类(１０－
１５)ꎬ１ 个黄酮类(３)ꎬ２ 个苯甲酸类(７、９)和 １ 个

生物碱(８)ꎮ 本研究结果表明ꎬ苯乙醇苷类化合物

是全缘叶紫珠的特征性物质成分ꎬ该类化合物是

由苯乙醇苷元、咖啡酰基、葡萄糖 /鼠李糖 /芹菜糖

等糖基取代衍生而成的天然水溶性糖苷( Ｔｉａｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 现代药理研究表明ꎬ苯乙醇苷类物质

具有抗氧化、改善记忆、保肝、神经保护、抗肿瘤等

多种药理作用ꎬ在治疗阿尔茨海默病、改善记忆力

等方面的发展潜力尤为突出( Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ
紫珠属植物作为常见的民间药ꎬ其最早便是被用

于止血ꎮ 余婧等(２０１５)研究表明广东紫珠发挥止

血作用的主要成分为苯乙醇苷类ꎬ本研究发现的

苯乙醇苷类化合物大多为首次从全缘叶紫珠中得

到ꎬ其中化合物 １１ 和化合物 １４ 为首次从紫珠属中

报道ꎮ 因此ꎬ本研究不仅丰富了全缘叶紫珠植物

的次生代谢化合物库ꎬ也为进一步挖掘全缘叶紫

珠中结构新颖的止血活性成分及其药理机制研究

奠定了物质基础ꎮ
本研究结果发现ꎬ全缘叶紫珠的石油醚萃取

部位的化学成分主要为甾体、萜类等小极性物质ꎬ
结合文献研究发现:α￣香树脂醇(化合物 ４)对白背

飞虱雌虫具有较好的杀灭效果ꎻβ￣谷甾醇(化合物

５)不仅对 Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ 和 Ｃｕｌｅｘ ｑｕｉｎｑｕｅｆａｓｃｉａｔｕｓ ２
种蚊 虫 具 有 较 好 的 杀 灭 效 果 ( Ｃｈｅｎｎｉａｐｐａｎ ＆
Ｋａｄａｒｋａｒｉꎬ ２０１２ꎻ Ａｎｇａｊａｌａ ＆ Ｓｕｂａｓｈｉｎｉꎬ ２０１８)ꎬ还
对烟曲霉菌、黑曲霉菌、根霉菌的生长有一定的抑

制作用(Ｐｒｉｎｃｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎻ熊果酸(化合物 ６)可
通过减少浮游细菌在表面的附着力和破坏其生物

膜的形成达到抑菌作用( Ｓｙｃｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎻ对羟

基苯甲酸(化合物 ９)通过促进氧自由基的产生ꎬ
抑制铜绿微囊藻的生长(张庭廷等ꎬ２００８)ꎮ 因此ꎬ
我们推测全缘叶紫珠脂溶性物质在植物病害防控

方面具有一定的应用前景ꎬ为进一步开发和利用

该植物提供了一定的科学依据ꎮ
２０２０ 版«中国药典»收录的紫珠属物种包括

广东紫珠、裸花紫珠、大叶紫珠、杜虹花ꎬ它们均为

常见的乔木型或灌木型类群ꎬ这些类群往往喜欢

生长在路旁、林缘等易受外界干扰的向阳环境ꎬ而
全缘叶紫珠作为紫珠属仅有的几个藤本型类群之

一ꎬ往往生活在林下环境ꎬ通常靠攀缘其他植物得

以获得阳光和生长空间ꎮ 这些特定的林下环境胁

迫是否影响全缘叶紫珠次生代谢活动? 本研究表

明全缘叶紫珠中的 １５ 个化合物中就有 ６ 个化合物

为紫珠属首次报道ꎬ这些意外的发现将激励着我

们进一步加深对全缘叶紫珠天然产物成分的挖掘

和药理活性研究ꎮ
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不同品种毛茶水浸出物成分及抗氧化、降血糖活性研究

霍华珍１ꎬ 蔡爱华１∗ꎬ 郭春雨２ꎬ 谢运昌１ꎬ 李典鹏１

( １. 广西壮族自治区
中 国 科 学 院

广西植物研究所ꎬ 广西植物功能物质与资源持续利用重点实验室ꎬ 广西 桂林 ５４１００６ꎻ

２. 广西壮族自治区茶叶科学研究所ꎬ 广西 桂林 ５４１００４ )

摘　 要: 为比较 ７ 个不同品种毛茶水浸出物活性成分及体外抗氧化与降血糖活性的差异ꎬ确定各成分与活

性之间的相关性ꎬ该文选取制作六堡茶常用的 ７ 个茶树品种制备的毛茶作为研究对象ꎬ测定毛茶水浸出物

及其浸膏中总多酚、总黄酮、茶多糖的含量ꎬ以 ＤＰＰＨ清除能力、ＯＲＡＣ 值和 α ￣葡萄糖苷酶、α ￣淀粉酶抑制

作用为指标评价毛茶水浸出物的抗氧化和降血糖活性ꎬ并采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 进行相关性分析ꎮ 结果表明:(１)７
个茶树品种毛茶水浸出物、总多酚、总黄酮、茶多糖含量均存在显著差异ꎬ含量最高的分别为黄金茶

(５３.４２％± ０.１４％)、桂红 ４ 号(４０.８７％±１.０９％)、云南大叶种(２７.１７％±０.２６％)、福云 ６ 号(２.７０％±０.０２％)ꎮ
(２)对 ＤＰＰＨ清除能力、ＯＲＡＣ 值存在显著差异ꎬ在两种评价方法中均显示较好抗氧化效果的品种为六堡

群体种、桂红 ４ 号、宛田种ꎮ (３)对 α ￣葡萄糖苷酶、α ￣淀粉酶的抑制作用均显著强于阳性对照阿卡波糖ꎬ在
两种评价方法中均显示较好降血糖效果的品种为六堡群体种、桂红 ４ 号、桂青种ꎮ (４)抗氧化、降血糖活性

均与总多酚、总黄酮含量有较强正相关ꎮ 综上认为ꎬ六堡群体种、桂红 ４ 号、宛田种、桂青种的毛茶品质均较

好ꎬ其中六堡群体种、桂红 ４ 号同时具有开发成抗氧化、降血糖功能食品的前景ꎬ宛田种、桂青种分别具有开

发成抗氧化、降血糖功能食品的潜力ꎻ总多酚、总黄酮对毛茶体外抗氧化、降血糖活性的贡献较大ꎬ在毛茶进

一步的加工利用过程中应着重注意对这类成分的保护ꎮ 该研究结果为开发抗氧化、降血糖活性更好的六堡

茶产品在毛茶原料筛选和加工方式选择方面提供了科学依据ꎮ
关键词: 不同品种ꎬ 毛茶ꎬ 水浸出物成分ꎬ 抗氧化活性ꎬ 降血糖活性
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ｏｆ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ ｒａｗ ｔｅａ
ＨＵＯ Ｈｕａｚｈｅｎ１ꎬ ＣＡＩ Ａｉｈｕａ１∗ꎬ ＧＵＯ Ｃｈｕｎｙｕ２ꎬ ＸＩＥ Ｙｕｎｃｈａｎｇ１ꎬ ＬＩ Ｄｉａｎｐｅｎｇ１

收稿日期: ２０２２－１２－１８
基金项目: 广西科技重大专项(桂科 ＡＡ２０３０２０１８￣１０)ꎻ 广西植物功能物质与资源持续利用重点实验室主任基金( ＺＲＪＪ２０２２￣７ꎬ
ＺＲＪＪ２０２０￣３ꎬＺＲＪＪ２０１８￣２)ꎻ 广西植物研究所基本科研业务费项目(桂植业 ２１００４ꎬ桂植业 ２２００１)ꎻ 广西科学院基本科研业务费项
目(ＣＱＺ￣Ｃ￣１９０１)ꎻ 桂林市创新平台和人才计划项目(２０２１０１０２￣３ꎬ２０２２０１２４￣１３)ꎮ
第一作者: 霍华珍(１９９３－)ꎬ硕士ꎬ助理研究员ꎬ研究方向为植物资源开发与利用ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｈｈｚ５９５１＠ ｆｏｘｍａｉｌ.ｃｏｍꎮ

∗通信作者: 蔡爱华ꎬ副研究员ꎬ研究方向为植物资源开发与利用ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)３５６５４２９３０＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ



( １. Ｇｕａｎｇｘｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ａｎｄ Ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ
Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｇｕｉｌｉｎ ５４１００６ꎬ Ｇｕａｎｇｘｉꎬ Ｃｈｉｎａꎻ

２. Ｇｕａｎｇｘｉ Ｔｅａ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｇｕｉｌｉｎ ５４１００４ꎬ Ｇｕａｎｇｘｉꎬ Ｃｈｉｎａ )

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓꎬ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅｖｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ ｒａｗ ｔｅａ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｓꎬ ａｎｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅａｃｈ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ ａｎｄ
ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓꎬ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｔｅａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ ｒａｗ ｔｅａ ａｎｄ ｉｔｓ
ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｒａｗ ｔｅａ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ
ＤＰＰＨ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙꎬ ＯＲＡＣ ｖａｌｕｅ ａｎｄ α ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ａｎｄ α ￣ａｍｙｌａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｓ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓꎬ ａｎｄ Ｐｅａｒｓｏｎ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ
ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔꎬ ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓꎬ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｔｅａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ｖａｒｉｅｔｉｅｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ
ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ Ｇｏｌｄｅｎ ｔｅａ (５３.４２％±０.１４％)ꎬ Ｇｕｉｈｏｎｇ Ｎｏ.４ (４０.８７％±１.０９％)ꎬ Ｙｕｎｎａｎ ｂｉｇ ｌｅａｆ ｓｐｅｃｉｅｓ
(２７.１７％±０.２６％) ａｎｄ Ｆｕｙｕｎ Ｎｏ.６ (２.７０％±０.０２％)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. (２) Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ
ＤＰＰＨ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ａｎｄ ＯＲＡＣ ｖａｌｕｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ｖａｒｉｅｔｉｅｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｂｅｔｔｅｒ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｂｏｔｈ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ Ｌｉｕｐａｏ ｇｒｏｕｐ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ Ｇｕｉｈｏｎｇ Ｎｏ. ４ ａｎｄ Ｗａｎｔｉａｎ ｓｐｅｃｉｅｓ. ( ３) Ｔｈｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｓ ｏｆ α ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ａｎｄ α ￣ａｍｙｌａｓｅ ｂｙ ｔｈｅ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ
ｏｆ ａｃａｒｂｏｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｔｈｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｂｅｔｔｅｒ ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｂｏｔｈ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ Ｌｉｕｐａｏ
ｇｒｏｕｐ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ Ｇｕｉｈｏｎｇ Ｎｏ.４ ａｎｄ Ｇｕｉｑｉｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ. (４)Ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ａｎｄ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ａｎｄ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ. Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙꎬ ｒａｗ ｔｅａ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ Ｌｉｕｐａｏ ｇｒｏｕｐ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬ Ｇｕｉｈｏｎｇ Ｎｏ. ４ꎬ Ｗａｎｔｉａｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ Ｇｕｉｑｉｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｒｅ ｂｅｔｔｅｒꎬ ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ Ｌｉｕｐａｏ ｇｒｏｕｐ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ
Ｇｕｉｈｏｎｇ Ｎｏ. ４ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｆｏｏｄꎻ Ｗａｎｔｉａｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ
Ｇｕｉｑｉｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｆｏｏｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｏｔａｌ
ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｈａｖｅ ａ ｇｒｅａｔ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｒａｗ
ｔｅａꎬ ｓｏ ｔｈａｔ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｐａｉｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｃｈ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒａｗ ｔｅａ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｌｉｕｐａｏ ｔｅａ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｉｔｈ ｂｅｔｔｅｒ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｗ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｒａｗ ｔｅａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓꎬ ｒａｗ ｔｅａꎬ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓꎬ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 六堡茶为广西特有的传统名茶ꎬ属于黑茶类ꎬ
不仅具有丰富的功能成分和良好的保健功效ꎬ还给

人“红、浓、陈、醇”的感官体验ꎬ越来越受到消费者

青睐(黄敏周等ꎬ２０２０ꎻ马婉君等ꎬ２０２０)ꎬ已成为广

西壮族自治区重点支持发展“千亿元茶产业”中的

重要组团(李欣鞠ꎬ２０１９ꎻ孔妮ꎬ２０２０)ꎮ 由于六堡茶

是以鲜茶叶为原料ꎬ经初制工艺制成毛茶ꎬ在此基

础上进一步精制陈化(渥堆发酵)而成ꎬ因此六堡茶

生产过程中间原料毛茶的品质优劣对六堡茶品质

的形成至关重要(马婉君等ꎬ２０２０)ꎮ 然而ꎬ通过前

期市场调研发现ꎬ制作六堡茶所采用的毛茶来源于

较多的茶树品种且原料质量不一ꎬ从而导致生产的

六堡茶成品茶质量参差不齐ꎬ严重阻碍了六堡茶产

业的发展ꎬ迫切需要评价这些茶树品种之间的毛茶

品质差异ꎬ有利于六堡茶生产企业准确地选择毛茶

中间原料以进一步稳定成品六堡茶的品质ꎮ

随着人们生活水平的提高和饮食方式的改

变ꎬ糖尿病的患病率日益增长且有年轻化趋势(杨
玉洁等ꎬ２０２１)ꎮ 抗氧化剂是能捕获并中和自由

基ꎬ从而保护人体免受自由基损害的一类物质(张
泽生等ꎬ２０１７)ꎬ能增强机体的抗氧化能力ꎬ是预防

和治疗糖尿病及其并发症的常用物质ꎮ 随着生活

中诱发自由基产生的辐射增多以及人类对健康越

来越重视ꎬ抗氧化剂已成为食品以及医学领域研

究的热点ꎮ 然而ꎬ目前常用的抗氧化剂多为西药ꎬ
有较多毒副作用ꎬ并且不能有效地控制并发症(龚
艳振等ꎬ２０１２)ꎮ 人们更青睐可长期食用、毒副作

用小的天然抗氧化剂ꎬ选择茶产品时ꎬ除了注重口

感外ꎬ人们也会更多关注它在抗氧化、降血糖方面

的保健功效ꎮ 因此ꎬ开发抗氧化、降血糖活性更好

的六堡茶产品具有广阔的市场前景ꎮ
茶多酚(黄烷醇类、黄酮类、花青素、酚酸)、茶

６４１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



多糖是茶叶中重要的活性成分ꎬ不仅具有抗氧化、
降血糖、护肝等保健功效ꎬ还可以调节茶汤的口

感ꎬ是决定茶叶品质的关键性物质基础(刘小玲

等ꎬ２０１２ꎻ宋林珍等ꎬ２０１８ꎻ马婉君等ꎬ２０２０ꎻ刘淑文

等ꎬ２０２２)ꎮ 茶叶中的活性成分通常是通过煮茶或

泡茶的方式被人体所吸收利用ꎬ其茶汤中浸出物

含量的多少反映出茶汤的厚薄、滋味的强弱程度ꎬ
在一定程度上还可以反映其品质的优劣(刘小玲

等ꎬ２０１２)ꎮ 因此ꎬ测定毛茶水浸出物含量及水浸

出物中活性成分的含量对毛茶的品质研究具有重

要意义ꎮ
尽管已有较多有关六堡茶方面的研究报道ꎬ但

主要集中于六堡茶成品茶活性成分 (陈小强等ꎬ
２００８ꎻ林小珊等ꎬ２０１９ꎻ张均伟等ꎬ２０１９)、香气成分

(温立香等ꎬ２０２１)、加工工艺(黎敏等ꎬ２０２１)和生物

活性(叶颖等ꎬ２０１９ꎻ龚受基等ꎬ２０２０)等方面ꎬ而对

六堡茶中间原料毛茶的相关研究较少报道ꎮ 周伟

勤等(２０１３)对不同季节的六堡茶原料茶树品种(六
堡群体种、桂青种、云南大叶种)鲜叶中的茶多酚、
水浸出物、儿茶素含量进行了测定ꎬ并对其毛茶进

行感官(外形、汤色、香气、滋味、叶底)评价ꎬ结果表

明六堡群体种更适制六堡茶ꎬ而该文献却未涉及毛

茶中活性成分的比较分析ꎬ并且采用的茶树品种较

少ꎮ 林国轩等(２０１２)报道了 ９ 个品种不同季节茶

鲜叶的活性及营养成分含量ꎬ结果表明茶多酚含量

高的茶树品种适制六堡茶ꎬ虽然该文献采用的茶树

品种较多ꎬ但未涉及毛茶中活性成分的比较分析ꎮ
刘小玲等(２０１２)对 ７ 种六堡茶及单一产地(柳州)
六堡毛茶制备的水浸出物、总多酚、总黄酮、总游离

氨基酸等含量进行了测定ꎬ结果表明毛茶水浸出物

含量、总多酚、总黄酮含量均比六堡茶成品茶高ꎬ但
该文献所用毛茶的茶树品种不详且未涉及不同茶

树品种之间活性成分的比较分析ꎮ 黄敏周等

(２０２０)对不同干燥工艺的毛茶品质进行感官评价ꎬ
结果表明最佳的工艺为萎凋棚下晾晒 ４ ｈ 辅助鼓风

工艺ꎮ 由此可见ꎬ已有的关于毛茶的研究仅侧重于

感官品质和生化成分的含量水平方面ꎮ 然而ꎬ从其

保健价值角度来看ꎬ由于缺少对不同品种毛茶的活

性成分及其抗氧化、降血糖活性比较的研究ꎬ因此

无法科学判断不同品种毛茶的保健价值及成分和

活性之间的相关性ꎮ “七分靠原料ꎬ三分靠工艺”ꎬ
这说明毛茶原料抗氧化、降血糖活性与六堡茶产品

的保健价值具有密切关系ꎮ

本研究以制作六堡茶常用的主要茶树品种(六
堡群体种、桂青种、宛田种、云南大叶种)以及桂红 ４
号、黄金茶、福云 ６ 号茶树品种制备的毛茶为对象ꎬ
测定毛茶水浸出物及其浸膏中活性成分的含量和

体外抗氧化、降血糖活性ꎬ并利用 Ｐｅａｒｓｏｎ 进行相关

性分析ꎬ确定各成分与活性之间的相关性ꎬ从活性

成分含量、体外抗氧化以及降血糖活性 ３ 个方面综

合考虑ꎬ优选出品质较好的毛茶原料品种ꎬ以期为

开发抗氧化、降血糖活性更好的六堡茶产品在毛茶

原料筛选和加工方式选择方面提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和试剂

鲜茶叶来自树龄为 ６ ａ 的 ７ 个茶树品种ꎬ于
２０２１ 年 ４ 月采自广西壮族自治区茶叶科学研究所

茶园ꎬ并统一按一芽三叶标准进行采摘ꎮ ７ 个茶树

品种分别为黄金茶( Ｌ１)、六堡群体种( Ｌ２)、桂红

４ 号(Ｌ３)、福云 ６ 号(Ｌ４)、宛田种(Ｌ５)、云南大叶

种(Ｌ６)、桂青种(Ｌ７)ꎮ
芦丁(纯度≥９８％ꎬ合肥博美生物科技有限责

任公司)ꎬ没食子酸、水溶性维生素 Ｅ( Ｔｒｏｌｏｘ)、维
生素 Ｃ(ＶＣ)(纯度≥９８％ꎬ上海士锋生物科技有限

公司)ꎬα ￣葡萄糖苷酶、α ￣淀粉酶 (美国 ｓｉｇｍａ 公

司)ꎬ福林酚(ＦＣ)试剂、亚硝酸钠、九水合硝酸铝、
氢氧化钠、９５％乙醇、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、
１ꎬ１￣二苯基￣２￣三硝基苯肼( ＤＰＰＨ)、２ꎬ２′￣偶氮二

异丁基脒二盐酸(ＡＢＡＰ)、荧光素钠、对硝基苯基￣
α ￣Ｄ￣吡喃半乳糖苷(ＰＮＰＧ)均为分析纯ꎬ试验用水

为实验室自制超纯水ꎮ
１.２ 仪器和设备

电子天平(沈阳龙腾电子有限公司)ꎬＴ６ 紫

外－可见分光光度计(北京普析通用仪器有限公

司)ꎬＸＳ２０５ 分析天平(梅特勒－托利多仪器有限公

司)ꎬＲＩＯＳ ８ 超纯水系统 (美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎬ
移液器(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎬＴＤ５Ａ￣ＷＳ 低速

离心机(湖南湘仪实验室仪器开发有限公司)ꎬ
ＨＨ￣Ｓ４恒温水浴锅 (上海况胜实业发展有限公

司)ꎬＮ１１００ 旋转蒸发仪 (上海艾朗仪器有限公

司)ꎬＴｅｃａｎ Ｓｐａｒｋ 多功能酶标仪(上海帝肯贸易有

限公司)ꎬＢＣＤ￣２１３Ｄ１１Ｄ 双门冰箱(广东容声电器

股份有限公司)ꎬＭＪ－系列霉菌培养箱(上海一恒

科技有限公司)ꎮ
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１.３ 方法

１.３.１ 六堡茶毛茶及其水浸出物的制备 　 参考黄

敏周等(２０２０)的六堡茶毛茶制作工艺ꎬ将鲜叶先

在萎凋棚下晾晒 ４ ｈꎬ再经滚筒杀青、揉捻后以提

香机 ７０ ℃烘至茶样足够干ꎬ即得六堡茶毛茶ꎮ 将

毛茶进一步粉碎后密封置于－２０ ℃保存ꎬ备用ꎮ
按 ＧＢ / Ｔ ８３０５—２０１３(中华人民共和国国家标

准化管理委员会ꎬ２０１３)的方法对毛茶水浸出物进

行提取ꎬ所得提取液分装后置于 － ２０ ℃ 保存ꎬ
待用ꎮ
１.３.２ 六堡茶毛茶水浸出物含量的测定　 按 ＧＢ / Ｔ
８３０５—２０１３(中华人民共和国国家标准化管理委

员会ꎬ２０１３)的方法对六堡茶毛茶水浸出物含量进

行测定ꎬ茶叶中水浸出物含量以干态质量分数

(％)表示ꎮ
１.３.３ 六堡茶毛茶水浸出物浸膏中总多酚含量的

测定　 参考 ＧＢ / Ｔ ８３１３—２０１８(中华人民共和国国

家标准化管理委员会ꎬ２０１８)中的福林－酚法ꎬ并稍

作改进ꎮ 取毛茶水浸出物提取液 ０.２ ｍＬ 进行测

定ꎬ加水补足至 ６ ｍＬꎬ随后分别加入 ＦＣ 试剂 ０.５
ｍＬꎬ混匀ꎬ１０ ｍｉｎ 后加入 １. ５ ｍＬ ２０％ Ｎａ２ ＣＯ３ 溶

液ꎬ充分混合后加水定容至 ２５ ｍＬꎬ３０ ℃避光反应

３０ ｍｉｎꎮ 以水为空白对照ꎬ在 ７６０ ｎｍ 波长下测定

吸光度 Ａꎮ 以没食子酸为标准品绘制标准曲线ꎬ水
浸出物浸膏中总多酚含量以干态质量分数(％)表
示ꎬ按式(１)计算ꎮ

总多酚含量(％)＝ 水浸出物提取液中总多酚

(ｇ) /水浸出物浸膏质量(ｇ) ×１００ (１)
１.３.４ 六堡茶毛茶水浸出物浸膏中总黄酮含量的

测定　 参考罗磊等(２０１６)的硝酸铝比色法ꎬ并稍

作改进ꎮ 取毛茶水浸出物提取液 １.０ ｍＬ 进行测

定ꎬ用 ５０％乙醇补足至 １０.０ ｍＬꎮ 加入 ５％的亚硝

酸钠溶液 １.０ ｍＬꎬ混匀ꎬ１０ ｍｉｎ 后再加入 １７.６％的

九水硝酸铝溶液 １.０ ｍＬꎬ摇匀ꎬ放置 １０ ｍｉｎꎬ加入

４％的氢氧化钠溶液 １０.０ ｍＬꎬ用 ５０％乙醇定容至

刻度ꎬ摇匀ꎬ放置 ３０ ｍｉｎꎬ同时做试剂空白ꎬ于 ５１０
ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａꎮ 以芦丁为标准品绘制标

准曲线ꎬ水浸出物浸膏中总黄酮含量以干态质量

分数(％)表示ꎬ按式(２)计算ꎮ
总黄酮含量(％)＝ 水浸出物提取液中总黄酮

质量(ｇ) /水浸出物浸膏质量(ｇ) ×１００ (２)
１.３.５ 六堡茶毛茶水浸出物浸膏中茶多糖含量的

测定　 参照 ＧＢ / Ｔ ４０６３２—２０２１(中华人民共和国

国家标准化管理委员会ꎬ２０２１)中的苯酚－浓硫酸

比色法进行茶多糖含量测定ꎮ
１.３.６ 体外抗氧化、降血糖活性的测定

１.３.６.１ ＤＰＰＨ 自由基清除能力 　 参考李明杨等

(２０２２)的方法ꎬ并稍作改进ꎮ 将毛茶水浸出物稀

释成合适的系列浓度的待测样品ꎮ 分别精密量取

１.０ ｍＬ 待测样品与 ２.０ ｍＬ ９５％乙醇、１.０ ｍＬ ０.１２
ｍｇｍＬ￣１ ＤＰＰＨ 溶液混合摇匀ꎬ于室温下避光静

置反应 ２０ ｍｉｎꎬ作为样品组ꎮ 以 ４.０ ｍＬ ９５％乙醇

为调零组ꎬ以相同体积的 ９５％乙醇代替 ＤＰＰＨ 溶

液为样品本底组ꎬ空白组为 ３.０ ｍＬ ９５％乙醇和 １.０
ｍＬ ＤＰＰＨ 溶液ꎬ在 ５１７ ｎｍ 波长下测定吸光度ꎮ 以

ＶＣ 为阳性对照物(浓度梯度为 ５、１０、１５、２０、２５
μｇｍＬ￣１)ꎬ清除率按式(３)计算ꎮ

清除率(％)＝ [１－(Ｔ－Ｔ０) / Ｃ] ×１００ (３)
式中:Ｔ 表示样品组的吸光度ꎻ Ｔ０表示样品本

底组的吸光度ꎻ Ｃ 表示空白组的吸光度ꎮ
毛茶水浸出物对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力以

半数清除浓度 ＩＣ５０表示ꎬＩＣ５０值越小说明清除自由

基的能力越强(吕平和潘思轶ꎬ２０２０)ꎮ
１. ３. ６. ２ 氧 自 由 基 吸 收 能 力 ( ｏｘｙｇｅｎ ｒａｄｉｃａｌ
ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｃａｐａｃｉｔｙꎬＯＲＡＣ) 　 参照 Ｗｅｎ 等(２０１６)
的方法测定水浸出物样品的 ＯＲＡＣ 值ꎬ并表示为

每克水浸出物浸膏 (干重) 的 Ｔｒｏｌｏｘ 当量 ( μｍｏｌ
ＴＥｇ￣１)ꎮ ＯＲＡＣ 值越大说明毛茶水浸出物的氧

自由基吸收能力越强ꎬ其抗氧化活性越高ꎮ
１.３. ６. ３ α ￣葡 萄 糖 苷 酶 抑 制 活 性 　 按 Ｐａｎ 等

(２０２０)的方法ꎬ测定毛茶水浸出物对 α ￣葡萄糖苷

酶抑制活性ꎮ 抑制 ５０％的酶活所需要的样品质量

浓度用 ＩＣ５０值表示(μｇｍＬ￣１)ꎬＩＣ５０值越小说明对

α ￣葡萄糖苷酶的抑制能力越强ꎮ
１.３.６.４ α ￣淀粉酶抑制活性 　 参考柳梅等(２０１７)
的 ＤＮＳ 法ꎬ并稍作改进ꎮ 将不同浓度的样品溶液

(１.０ ｍＬ)和 １ ＵｍＬ￣１ α ￣淀粉酶(１.０ ｍＬ)混合ꎬ在
３７ ℃下孵育 １０ ｍｉｎꎬ随后加入 １.０ ｍＬ １％可溶性

淀粉溶液(已煮沸糊化)ꎬ在 ３７ ℃ 下反应 １５ ｍｉｎꎬ
取出ꎬ经高温灭酶后分别加入 １.５ ｍＬ ＤＮＳꎬ继续煮

沸 ８ ｍｉｎꎮ 将混合体系定容至 ２５ ｍＬꎬ以水代替 α ￣
淀粉酶溶液、１％可溶性淀粉溶液为校零管ꎬ于 ５４０
ｎｍ 波长处测定其吸光度 Ａ１ꎬ以无样品的反应体系

为空白对照ꎬ测定其吸光度 Ａ０ꎬ阿卡波糖为阳性对

照ꎻ试剂背景以水校零ꎬ以等体积水取代 ＤＮＳꎬ测
定其吸光度 Ａ２ꎮ 按式(４)计算抑制率ꎮ

８４１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



α ￣淀粉酶抑制率 (％) ＝ [ １ － ( Ａ１ － Ａ２ ) / ( Ａ０ －
Ａ２)] ×１００ (４)

抑制 ５０％的酶活所需要的样品质量浓度用

ＩＣ５０值表示(μｇｍＬ￣１)ꎬＩＣ５０值越小说明对 α ￣淀粉

酶的抑制能力越强ꎮ
１.３.７ 数据处理和分析 　 每个试验设置 ３ 个平行ꎬ
采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 软件进行数据处理ꎬ结果用平均

值 ± 标准差( ｘ ± ｓ)表示ꎮ 样品间各指标的差异

采用 ＳＰＳＳ １９.０ 软件ꎬ利用单因素方差分析( ｏｎｅ￣
ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)和 Ｄｕｎｃａｎ 多重范围检验ꎬＰ<０.０５ 表

示差异显著ꎬＰ>０.０５ 表示无显著差异ꎮ 体外活性

试验中的 ＩＣ５０值采用 ＳＰＳＳ １９.０ 软件中的 Ｐｒｏｂｉｔ 进
行计算ꎮ 采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 对各项指标间的相关性进

行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 不同茶树品种制备的六堡茶毛茶水浸出物及

活性成分含量分析

由图 １ 可知ꎬ７ 个不同品种毛茶水浸出物含量

变化 范 围 为 ( ４５. １８％ ± ０. １１％) ~ ( ５３. ４２％ ±
０.１４％)ꎬ其 中 黄 金 茶 的 含 量 最 高 ( ５３. ４２％ ±
０.１４％)ꎬ其次是桂红 ４ 号ꎬ福云 ６ 号的最低ꎮ 水浸

出物含量不仅都高于国家标准(全国茶叶标准化

技术委员会ꎬ２０１６)对中小叶种绿茶水浸出物的规

定(≥３６.０％)ꎬ而且大于 ４５％ꎬ说明这些茶树品种

内容 物 丰 富ꎬ具 有 较 高 的 耐 泡 性 (纪 鹏 彬 等ꎬ
２０２１)ꎬ满足六堡茶耐冲泡特性所需的物质基础ꎮ
７ 个不同品种毛茶水浸出物的总多酚含量在

(３４.５０％±０.２２％) ~ (４０.８７％±１.０９％)之间ꎬ其中

桂红 ４ 号的总多酚含量最高(４０.８７％±１.０９％)ꎬ比
桂青种高出 ６.３７％ꎬ两者总多酚含量存在显著性

差异(Ｐ<０.０５)ꎬ福云 ６ 号、桂青种的总多酚含量均

显著低于其他品种(Ｐ<０.０５)ꎬ表明不同茶树品种

制备的毛茶水浸出物中总多酚含量存在差异ꎬ这
与苏秋芹等(２０１８)的研究结果基本一致ꎮ ７ 个不

同品种毛茶水浸出物的总黄酮含量变化范围为

(１６.６３％±０.３２％) ~ (２７.１７％± ０.２６％)ꎬ含量最高

的品种为云南大叶种(２７.１７％ ± ０.２６％)ꎬ其次为

六堡群体种、桂红 ４ 号ꎬ含量最低的品种为桂青种

(Ｐ<０.０５)ꎮ ７ 个不同品种毛茶水浸出物的茶多糖

含量分布范围为 ( １. ７６％ ± ０. ０４％) ~ ( ２. ７０％ ±
０.０２％)ꎬ平均茶多糖含量为(２.２３％ ±０.０３％)ꎬ其

中福云 ６ 号的茶多糖含量最高ꎬ是云南大叶种的

１.５ 倍ꎬ其余品种毛茶水浸出物的茶多糖含量差异

也较大(Ｐ<０.０５)ꎮ 以上结果表明不同茶树品种制

备的毛茶水浸出物含量及浸膏中活性成分的含量

存在显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 产生显著性差异的原因

可能与茶树品种之间遗传基因的差异有关(刘淑

文等ꎬ２０２２)有关ꎮ
２.２ 不同茶树品种制备的六堡茶毛茶水浸出物抗

氧化活性比较

由图 ２ 可 知ꎬ 不 同 品 种 毛 茶 水 浸 出 物 对

ＤＰＰＨ 自由基的清除能力( ＩＣ５０)存在显著性差异

(Ｐ<０. ０５) ꎬ其中对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力最

强的品种为六堡群体种 [ ( １６. ７３ ± ０. ０２) μｇ
ｍＬ ￣１] ꎬ其次为桂红 ４ 号 [ ( １７. ２０ ± ０. ２５ ) μｇ
ｍＬ ￣１] 、宛田种 [ (１９.５１±０.１９) μｇｍＬ ￣１] ꎮ 由图

３ 可知ꎬ不同品种的 ＯＲＡＣ 值存在显著差异(Ｐ<
０.０５) ꎮ ７ 个品种毛茶水浸出物的 ＯＲＡＣ 值在

(５ ３８７.４１± ３９. ７１ ) ~ ( ６ ７６２. ６３ ± ５０. ８１ ) μｍｏｌ
ＴＥｇ ￣１之间ꎬ其中桂红 ４ 号、宛田种、六堡群体种

的 ＯＲＡＣ 值相对较高ꎮ
采用 ＯＲＡＣ 法与 ＤＰＰＨ 自由基清除法测定的

７ 个品种毛茶水浸出物的抗氧化活性强弱顺序不

完全一致ꎬ这与周金伟等(２０１４)的研究结果相似ꎬ
产生这一结果的原因可能与这两种评价方法的自

由基和作用机理不同有关ꎮ 由于 ＤＰＰＨ 在溶液中

以自由基形态和正离子态(ＤＰＰＨ＋)存在ꎬ因此存

在单电子转移和氢转移两种作用机制(李铉军等ꎬ
２０１１)ꎮ ＯＲＡＣ 法是一种经典的氢原子转移反应

过程终止自由基链式反应ꎬ具有较高的特异性(续
洁琨等ꎬ２００６)ꎮ 不同品种毛茶水浸出物中含有的

大分子抗氧化剂含量可能不同ꎬ而大分子抗氧化

剂由于空间位阻不能与 ＤＰＰＨ 自由基反应(续洁

琨等ꎬ２００６)ꎬ因此导致抗氧化效果有偏差ꎮ 虽然

所测样品采用 ＯＲＡＣ 法与 ＤＰＰＨ 自由基清除法测

定的结果存在差异ꎬ但桂红 ４ 号、宛田种、六堡群

体种水浸出物的 ＯＲＡＣ 值和 ＤＰＰＨ 自由基清除能

力均较高ꎬ说明这 ３ 个品种的抗氧化活性优于其

余品种ꎮ
２.３ 不同茶树品种制备的六堡茶毛茶水浸出物体

外降血糖活性比较

由图 ４ 可知ꎬ７ 个品种毛茶水浸出物对 α ￣葡萄

糖苷酶的抑制作用均显著强于阳性对照阿卡波糖

ＩＣ５０ ＝ (６０６.２１±４.３０)μｇｍＬ ￣１ꎬ 说明这些品种均
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不同字母表示不同茶树品种制备的毛茶水浸出物及其浸膏中活性成分的含量存在显著差异 (Ｐ<０.０５)ꎻ 相同字母表示无显著差

异 (Ｐ>０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ｒａｗ ｔｅａ
ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅａ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ (Ｐ<０.０５)ꎻ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ>０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 不同茶树品种制备的毛茶水浸出物浸膏中活性成分的含量
Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｒａｗ ｔｅａ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅａ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

图 ２　 不同茶树品种制备的毛茶水浸出物
对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力

Ｆｉｇ. ２　 ＤＰＰＨ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒａｗ ｔｅａ
ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅａ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

可作为 α ￣葡萄糖苷酶的天然抑制剂ꎬ其中六堡群

体种、桂青种、桂红 ４ 号水浸出物对 α ￣葡萄糖苷酶

的抑制效果更佳ꎬ ＩＣ５０ 值分别为 ( ９. ６６ ± ０. １１)、
(１０.８７±０.０７)、(１１.０６±０.１１) μｇｍＬ￣１ꎮ 福云 ６

图 ３　 不同茶树品种制备的毛茶水浸出物
的氧自由基吸收能力值

Ｆｉｇ. ３　 ＯＲＡＣ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｒａｗ ｔｅａ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｓ
ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅａ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

号、宛田种对 α ￣葡萄糖苷酶的抑制作用均显著低

于六堡群体种(Ｐ<０.０５)ꎬ其余品种对 α ￣葡萄糖苷

酶的抑制作用差异不大ꎮ 由图 ５ 可知ꎬ部分品种

对 α ￣淀粉酶的抑制作用有显著差异(Ｐ< ０. ０５)ꎮ

０５１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



７ 个品种毛茶水浸出物对 α ￣淀粉酶的半数抑制浓

度( ＩＣ５０)在(８９.１３±１.０７) ~ (１６０.１５±１.８８) μｇ
ｍＬ￣１之间ꎬ均具有显著的 α ￣淀粉酶抑制效果ꎬ其中

六堡群体种、桂红 ４ 号、桂青种比其他品种有更好

的抑制 α ￣淀粉酶活效果ꎮ 两种体外降血糖评价方

法的结果均显示六堡群体种、桂红 ４ 号、桂青种的

体外降血糖活性更好ꎮ

图 ４　 不同茶树品种制备的毛茶水浸出物
对 α￣葡萄糖苷酶的抑制作用

Ｆｉｇ. ４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ α ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ｂｙ ｒａｗ ｔｅａ ｗａｔｅｒ
ｅｘｔｒａｃｔｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅａ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

图 ５　 不同茶树品种制备的毛茶水浸出物
对 α￣淀粉酶的抑制作用

Ｆｉｇ. ５　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ α ￣ａｍｙｌａｓｅ ｂｙ ｒａｗ ｔｅａ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｓ
ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅａ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

２.４ 不同茶树品种制备的六堡茶毛茶水浸出物活

性成分与体外抗氧化、降血糖活性的相关性分析

由于样品活性越强ꎬ其 ＩＣ５０值则越小ꎬ因此进

行活性成分与抗氧化、降血糖活性的相关性分析

时用 １ / ＩＣ５０表示样品活性的强弱ꎮ 由表 １ 可知ꎬ总
多酚含量分别与 ＤＰＰＨ 自由基清除作用和 ＯＲＡＣ
值呈显著的正相关ꎬ相关系数分别为 ０. ７５１ 和

０.８１７ꎬ表明总多酚含量与体外抗氧化活性有显著

的相关性ꎮ 总多酚含量与总黄酮含量呈显著正相

关(Ｐ<０.０５)ꎬ这是因为黄酮是多酚的组成成分之

一ꎮ 总多酚含量与 α ￣葡萄糖苷酶、α ￣淀粉酶抑制

作用有较好的正相关关系ꎬ总黄酮含量分别与 α ￣
葡萄糖苷酶、α ￣淀粉酶抑制作用有中等强度、显著

正相关ꎬ表明体外降血糖活性与总多酚、总黄酮相

关ꎮ ＤＰＰＨ 自由基清除作用与 ＯＲＡＣ 值具有显著

正相关ꎬ表明这两种抗氧化活性的评价方法可以

相互佐证ꎮ 同理ꎬα ￣葡萄糖苷酶抑制作用与 α ￣淀
粉酶抑制作用相关系数为 ０.９２９(Ｐ<０.０１)ꎬ表明这

两种体外降血糖的评价方法可以互为辅助参考ꎮ
而茶多糖含量与体外抗氧化、降血糖活性均没有

正相 关 性ꎬ这 与 余 启 明 等 ( ２０２１ ) 和 宋 林 珍 等

(２０１８)的研究结果不同ꎬ可能是不同品种之间的

茶多糖的分子量、化学成分、结构和立体构象不同

从而导致体外降血糖活性不同(宋林珍等ꎬ２０１８)ꎬ
具体影响因素有待进一步研究ꎮ

３　 讨论与结论

７ 个品种毛茶水浸出物及其浸膏中总多酚、总
黄酮、茶多糖的含量之间存在显著差异(Ｐ<０.０５)ꎬ
体外抗氧化、降血糖活性也存在差异ꎮ

两种抗氧化评价方法结果均表明六堡群体

种、桂红 ４ 号、宛田种毛茶水浸出物的抗氧化活性

较好ꎬ同时总多酚、总黄酮含量也较高ꎮ 相关性分

析表明总多酚含量与抗氧化活性有显著的正相

关ꎬ总黄酮含量与抗氧化活性也有较好的正相关ꎬ
因此总多酚、总黄酮对毛茶抗氧化活性的贡献较

大ꎮ 总多酚含量与 α ￣葡萄糖苷酶、α ￣淀粉酶抑制

作用有较好的正相关ꎬ总黄酮含量分别与 α ￣葡萄

糖苷酶、α ￣淀粉酶抑制作用有中等强度、显著正相

关ꎬ表明总多酚和总黄酮均具有降血糖活性ꎬ同时

两者可能还具有协同作用ꎮ 两种降血糖评价方法

结果均表明六堡群体种、桂红 ４ 号、桂青种的毛茶

水浸出物比其余品种的降血糖活性更好ꎬ其中六

堡群体种、桂红 ４ 号毛茶水浸出物的总多酚、总黄

酮含量均较高ꎬ而桂青种的却低于其余品种ꎮ 可

能与以下两个因素有关: 潘福璐等 (２０２０)研究表
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表 １　 不同品种毛茶水浸出物的 １ / ＩＣ５０值、ＯＲＡＣ 值与各项指标的相关性分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １ / ＩＣ５０ ｖａｌｕｅꎬ ＯＲＡＣ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ｖａｒｉｏｕｓ ｉｎｄｅｘｅｓ
ｏｆ ｒａｗ ｔｅａ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

指标
Ｉｎｄｅｘ

总多酚
Ｔｏｔａｌ

ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ

总黄酮
Ｔｏｔａｌ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

茶多糖
Ｔｅａ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ＤＰＰＨ
清除能力
ＤＰＰＨ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

ａｂｉｌｉｔｙ

ＯＲＡＣ 值
ＯＲＡＣ
ｖａｌｕｅ

α ￣葡萄糖苷酶
抑制作用

α ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

α ￣淀粉酶
抑制作用
α ￣ａｍｙｌａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

总多酚
Ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ １ ０.８５０� －０.４９５ ０.７５１� ０.８１７� ０.５０１ ０.５２１

总黄酮
Ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ １ －０.５３７ ０.６６０ ０.６１４ ０.４４９ ０.７５７�

茶多糖
Ｔｅａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ １ －０.４１９ －０.３９４ －０.５８６ －０.８３９

ＤＰＰＨ清除能力
ＤＰＰＨｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ １ ０.８５５� ０.６２２ ０.５６４

ＯＲＡＣ 值
ＯＲＡＣ ｖａｌｕｅ １ ０.２８５ ０.３１２

α ￣葡萄糖苷酶抑制作用
α ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ １ ０.９２９��

α ￣淀粉酶抑制作用
α ￣ａｍｙｌａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ １

　 注: � 表示在 ０.０５ 级别 (双尾)ꎬ 相关性显著ꎻ �� 表示在 ０.０１ 级别 (双尾)ꎬ 相关性显著ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: � ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｔ ０.０５ ( ｔｗｏ￣ｔａｉｌｅｄ)ꎻ �� ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｔ ０.０１ ( ｔｗｏ￣ｔａｉｌｅｄ ) .

明茶叶中多酚组分 ＥＣＧ 分别与 ＥＧＣＧ、ＧＣＧ 两两

组合对抑制 α ￣葡萄糖苷酶活性存在协同作用ꎬ且
这两种组合及组合内不同含量配比对 α ￣葡萄糖苷

酶活性抑制作用存在差异ꎬ因此不同品种毛茶水

浸出物中 ＥＣＧ、ＥＧＣＧ、ＧＣＧ 的含量组成差异对降

血糖活性产生影响ꎻ茶多糖的单糖组成、分子量、
支链结构、立体构象是影响其降血糖活性的重要

因素(杨玉洁等ꎬ２０２１)ꎬ如糖醛酸能明显影响多糖

的活性ꎬ而茶树品种间的中性糖、糖醛酸含量存在

极显著差异(刘思思ꎬ２００９)ꎬ因此不同品种毛茶水

浸出物的茶多糖的单糖组成、分子量、支链结构和

有效结构含量等方面可能不同ꎬ从而影响其降血

糖活性ꎮ 桂青种的体外降血糖活性的物质基础及

其作用机制有待进一步研究ꎮ
综上所述ꎬ六堡群体种、桂红 ４ 号、宛田种、桂

青种的毛茶品质均较好ꎬ其中六堡群体种、桂红 ４
号同时具有开发抗氧化、降血糖功能食品的前景ꎬ
宛田种、桂青种分别具有开发抗氧化、降血糖功能

食品的潜力ꎻ总多酚、总黄酮对毛茶体外抗氧化、
降血糖活性均有较大贡献ꎻ总多酚具有一定的热

稳定性ꎬ但在高湿高温及强光条件下含量迅速下

降(沈生荣ꎬ１９９３)ꎮ 为得到抗氧化、降血糖活性更

好的六堡茶产品ꎬ在毛茶进一步的加工利用过程

应着重注意对这类成分的保护ꎬ不宜长时间使用

高温、强光直射的加工方式ꎮ 储存时应密封避光

置于干燥阴凉通风处或冷藏ꎮ 总黄酮是总多酚的

组成成分之一ꎬ因此其保护方法与总多酚的一致ꎮ
另外ꎬ为保证同一品种茶树品质的稳定性ꎬ在对茶

树进行异地引种栽培时ꎬ宜选择地域、土壤、气候、
海拔高度等条件与原产地相近的地理环境(刘淑

文等ꎬ２０２２)ꎬ同时还需采用统一的茶叶采摘标准ꎮ
本研究为开发抗氧化、降血糖活性更好的六堡茶

产品在毛茶原料筛选和加工方式选择方面提供科

学依据ꎮ
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( ｂｏｉｓ ) ｃｈｅｖａｌｉｅｒ ｏｎ ２ꎬ ２′￣ａｚｏｂｉｓ ( ２￣ａｍｉｄｉｎｏｐｒｏｐａｎｅ )
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Ｉｎｄꎬ ４２(２): ２３０－ ２３６. [温立香ꎬ 张芬ꎬ 何梅珍ꎬ 等ꎬ
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２１１－２１９.]
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任文静１ꎬ２ꎬ 马　 艳１ꎬ 蔡梅超１ꎬ 王凤山３ꎬ 李　 莉４ꎬ 刘玉红１ꎬ２ꎬ４∗

( １. 山东中医药大学 药学院ꎬ 济南 ２５０３５５ꎻ ２. 澳门科技大学中药质量研究国家重点实验室ꎬ 澳门 ９９９０７８ꎻ ３. 国家药品

监督管理局糖药物质量研究与评价重点实验室ꎬ 国家糖工程技术研究中心ꎬ 山东大学 药学院ꎬ

济南 ２５００１２ꎻ ４. 泗水泗河源文化旅游开发有限责任公司ꎬ 山东 济宁 ２７２０００ )

摘　 要: 北豆根ꎬ防己科蝙蝠葛( Ｍｅｎｉｓｐｅｒｍｕｍ ｄａｕｒｉｃｕｍ )的干燥根茎ꎬ是重要的中药材ꎮ 为阐明北豆根的药

效物质基础ꎬ该研究利用硅胶柱层析、大孔吸附树脂及高压制备 ＨＰＬＣ 等色谱技术对北豆根化学成分进行

系统分离ꎬ采用 ＮＭＲ 等波谱技术对化合物进行结构鉴定ꎬ并通过测定化合物对脂多糖(ＬＰＳ)诱导的巨噬细

胞 ＲＡＷ２６４.７ 释放 ＮＯ 和 ＩＬ￣６ 炎症因子的含量评价其抗炎活性ꎮ 结果表明:(１)从北豆根甲醇提取物中分

离鉴定了 １５ 个化合物ꎬ分别鉴定为对羟基苯甲醛(１)、香草酸(２)、丁香醛(３)、２￣羟基￣１￣(４￣羟基￣３ꎬ５￣二甲

氧基苯基)￣１￣丙酮(４)、对羟基苯乙酸甲酯(５)、２￣(４￣羟苯基)￣硝基乙烷(６)、对羟基苯乙腈(７)、邻苯二甲酸

二丁酯( ８)、 ｆｒａｇｒａｎｓｉｎ Ｂ２ ( ９)、７￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣３ꎬ６￣ｄｉｍｅｔｈｏｘｙ￣１ꎬ４￣ｐｈｅｎａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ ( １０)、棕榈酸 ( １１)、花生酸

(１２)、 β￣谷甾醇(１３)、 β￣豆甾醇(１４)、胡萝卜苷(１５)ꎮ 其中ꎬ化合物 ４－７、９、１２ 为首次从防己科植物中分离

得到ꎬ化合物 １、３－１１、１４ 为首次从蝙蝠葛属植物中分离得到ꎮ 上述化合物包括苯酚类、木脂素类、菲醌类、
脂肪酸类及甾醇类ꎮ (２)化合物 １２ 在 ２５、５０ μｇｍＬ￣１浓度下可以显著抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ＮＯ
和 ＩＬ￣６ 的释放ꎬ具有潜在的抗炎作用ꎮ 该研究结果丰富了北豆根的化学多样性ꎬ明确了其抗炎活性的活性

成分ꎬ为药用植物资源的合理利用提供了有效参考ꎮ
关键词: 防己科ꎬ 北豆根ꎬ 化学成分ꎬ 结构鉴定ꎬ 抗炎活性
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( １. Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉｎａｎ ２５０３５５ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｂｅｉ￣ｄｏｕ￣ｇｅｎꎬ ｔｈｅ ｄｒｉｅｄ ｒｈｉｚｏｍｅ ｏｆ Ｍｅｎｉｓｐｅｒｍｕｍ ｄａｕｒｉｃｕｍ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｍｅｎｉｓｐｅｒｍａｃｅａｅ ｆａｍｉｌｙꎬ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
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１３Ｃ￣ＮＭＲ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｉｃ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅｓ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ａｎｔｉ￣
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ａｇａｉｎｓｔ ＮＯ ａｎｄ ＩＬ￣６ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ｆｉｆｔｅｅｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｍｅ ｏｆ Ｍ.
ｄａｕｒｉｃｕｍꎬ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ｐ￣ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ (１)ꎬ ｖａｎｉｌｌｉｃ ａｃｉｄ (２)ꎬ ｓｙｒｉｎｇａｌｄｅｈｙｄｅ (３)ꎬ ２￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣１￣(４￣
ｈｙｄｒｏｘｙ￣３ꎬ ５￣ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ )￣１￣ｐｒｏｐａｎｏｎｅ ( ４ )ꎬ ｍｅｔｈｙｌ ４￣ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌａｃｅｔａｔｅ ( ５ )ꎬ ２￣( ４￣ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ )￣１￣
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１ꎬ４￣ｐｈｅｎａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ (１０)ꎬ ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ (１１)ꎬ ａｒａｃｈｉｄｉｃ ａｃｉｄ (１２)ꎬ β￣ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ (１３)ꎬ β￣ｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ (１４) ａｎｄ
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ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｐｈｅｎｏｌｓꎬ ｌｉｇｎａｎｓꎬ ｐｈｅｎａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅｓꎬ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｓｔｅｒｏｌｓ. (２) Ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｓｓａｙ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ １２ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｒｅｌｅａｓｅｓ ｏｆ ＮＯ ａｎｄ ＩＬ￣６ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ ｆｒｏｍ ＲＡＷ２６４.７
ｃｅｌｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ２５ ａｎｄ ５０ μｇｍＬ￣１ꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ
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ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 北 豆 根 系 防 己 科 蝙 蝠 葛 属 植 物 蝙 蝠 葛

(Ｍｅｎｉｓｐｅｒｍｕｍ ｄａｕｒｉｃｕｍ) 的干燥根茎ꎬ原名为蝙蝠

葛根(喻瑛瑛等ꎬ２０１９ａ)ꎮ 主产于东北、华北、河
北、山东、四川及陕西等地ꎮ 北豆根气微、味苦、
寒、有小毒ꎬ具有清热解毒、祛风止痛的功效ꎬ在民

间广泛用于治疗肠炎、痢疾、风湿病和支气管炎等

炎性疾病ꎮ 目前已开发上市的北豆根总碱片、北
豆根胶囊、复方北豆根氨酚那敏片及北豆根注射

液等在临床上被广泛应用于扁桃体炎、牙龈肿痛、
咽喉肿痛等疾病的治疗ꎮ 此外ꎬ气雾剂、滴丸及复

方制剂也普遍应用于临床(苏慧等ꎬ２０１５)ꎮ
北豆根在我国资源丰富ꎬ分布广泛ꎬ为药材资

源的开发和临床应用提供了坚实基础ꎮ 目前的研

究多集中于北豆根提取物或酚性碱ꎬ它们具有抗

炎、抗菌、抗肿瘤、抗脑缺血、免疫调节等药理作用

(喻瑛瑛等ꎬ２０１９ｂꎻ邵佳等ꎬ２０１９)ꎮ 然而ꎬ蝙蝠葛

碱、青藤碱等生物碱成分具有肾毒性和肝毒性ꎬ但
其体内毒性过程、作用特点、作用机制尚不完全明

确(孙蓉和王晨ꎬ２００９)ꎮ 因此ꎬ寻找具有良好活性

的非生物碱类成分是必要的ꎮ 为了丰富北豆根化

学成分信息ꎬ更全面地阐明北豆根药效物质基础ꎬ
也为了临床的安全用药及合理开发植物资源ꎬ本研

究以北豆根为对象ꎬ依托药学研究平台ꎬ采用现代

色谱分离手段、现代波谱学技术和现代药理学方

法ꎬ拟探讨以下问题:(１)北豆根甲醇提取物的化学

成分ꎻ(２)分离得到的部分化合物的体外抗炎活性ꎮ
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１　 材料与仪器

１.１ 药材

实验用北豆根药材于 ２０１８ 年 １０ 月购自百味

堂中 药 饮 片 科 技 有 限 公 司 (产 地 山 东ꎬ批 号:
１８０５０６)ꎬ经山东中医药大学李佳教授鉴定为防己

科蝙蝠葛属植物蝙蝠葛的干燥根茎ꎬ药材标本保

存于山东中医药大学天然药物实验室ꎮ
１.２ 仪器和试剂

Ｂｒｕｋｅｒ ＡＶ￣４００ ( ６００ ＭＨｚ) 核磁共振波谱仪

(德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司)ꎻ６５４０ ＵＨＤ Ｑ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 液相色

谱质谱联用仪(美国安捷伦公司)ꎻＡｇｉｌｅｎｔ １２９０ 型

高效液相色谱仪(美国安捷伦公司)ꎻ艾杰尔 ＦＬ￣
Ｈ０５０Ｇ 高压液相制备色谱仪ꎬＩｎｎｏｖａｌ ＯＤＳ￣２ 制备

柱(１０ ｍｍ × ２５０ ｍｍꎬ５ μｍ) (天津博纳艾杰尔科

技有限公司)ꎻＡＢ￣８ 型大孔吸附树脂(上海源叶生

物科技有限公司)ꎻＳａｒｔｏ￣ｒｉｕｓ ＢＰ２１１Ｄ 型电子天平

(德国赛托利斯集团)ꎻ柱层析硅胶、薄层层析硅胶

(青岛海洋化工厂)ꎻ氘代试剂(萨恩化学技术有限

公司)ꎻＮＯ、ＩＬ￣６ 试剂盒(上海酶联生物科技有限

公司)ꎻ小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４. ７(北纳创联生物

科技有限公司ꎬＢＮＣＣ １０１０２０)ꎮ

２　 实验方法

２.１ 提取和分离

将 ９.２ ｋｇ 的北豆根药材粉碎成粗粉后ꎬ１０ 倍

量甲醇冷浸 ２ 次ꎬ每次 １５ ｄꎮ 将浸提液减压浓缩ꎬ
得浸膏约 ７００.０ ｇꎬ加适量蒸馏水悬浮ꎬ依次用正己

烷(４.５ Ｌ)、 乙酸乙酯(４.０ Ｌ)、正丁醇(３.５ Ｌ)进

行萃取ꎬ将各级萃取液减压浓缩分别得到正己烷

部位 ４９. ８ ｇ、乙酸乙酯部位 ２３. ７ ｇ、正丁醇部位

１２４.７ ｇ 和水部位 ４１７.８ ｇꎮ
取正己烷部位浸膏 ４０.０ ｇꎬ经正相硅胶柱色谱ꎬ

采用正己烷－乙酸乙酯流动相(１ ∶ ０、５０ ∶ １、２０ ∶ １、
１０ ∶ １、５ ∶ １、１ ∶ １、１ ∶ ４、０ ∶ １ꎬＶ / Ｖ)进行梯度洗脱ꎮ
收集的流分经 ＴＬＣ 检识ꎬ合并得 １２ 个组分 Ｆｒ. Ａ－
Ｋꎮ 化合物 １２(９. ８３ ｍｇ)经过甲醇反复重结晶从

Ｆｒ. Ｃ(３.０ ｇ)中获得ꎮ Ｆｒ. Ｅ(３.０ ｇ)经过硅胶柱色

谱ꎬ以二氯甲烷－甲醇系统(２００ ∶ １、１５０ ∶ １、１００ ∶

１、 ５０ ∶ １、２０ ∶ １、２０ ∶ １、０ ∶ １ꎬＶ / Ｖ)梯度洗脱得到

Ｆｒ. Ｅ１－Ｅ１７ꎮ Ｆｒ. Ｅ６ 经甲醇重结晶得到化合物 １３
(４０.１８ ｍｇ)和化合物 １４(４０.１８ ｍｇ)ꎮ Ｆｒ. Ｈ(３.５ ｇ)
经硅胶柱层析ꎬ以石油醚 －乙酸乙酯系统(１ ∶ ０、
５０ ∶ １、２０ ∶ １、１０ ∶ １、５ ∶ １、１ ∶ １、０ ∶ １ꎬＶ / Ｖ)梯度洗

脱得到 Ｆｒ. Ｈ１－Ｈ２０ꎮ Ｆｒ. Ｈ９ 经高压反相色谱法ꎬ
４５％甲醇－水系统等度洗脱得化合物 １１(１９.６５ ｍｇꎬ
ｔＲ ＝ １６.０ ｍｉｎ)ꎮ Ｆｒ. Ｉ(０.７ ｇ)通过正相硅胶柱色谱ꎬ
采用二氯甲烷－甲醇系统(２００ ∶ １、１５０ ∶ １、１００ ∶ １、
５０ ∶ １、２０ ∶ １、１０ ∶ １、０ ∶ １ꎬＶ / Ｖ) 梯度洗脱得到

Ｆｒ. Ｉ１－Ｉ１７ꎮ Ｆｒ. Ｉ１０ 中析出白色片状固体经甲醇反

复重结晶得到化合物 １５(１５.１２ ｍｇ)ꎮ
取乙酸乙酯部位浸膏 ２０.０ ｇ 进行硅胶柱色谱

纯化ꎬ用二氯甲烷－甲醇系统(１ ∶ ０、５０ ∶ １、３０ ∶ １、
１５ ∶ １、１０ ∶ １、０ ∶ １ꎬＶ / Ｖ)梯度洗脱ꎬ经 ＴＬＣ 检识ꎬ
合并流分得 Ｆｒ. Ｌ－Ｑꎮ Ｆｒ. Ｎ(２.４ ｇ)通过高压制备

液相色谱(甲醇 ∶ 水 ＝ ３３ ∶ ６７)分离纯化得化合物

５(２.０３ ｍｇꎬｔＲ ＝ ３７.０ ｍｉｎ)和化合物 ６(１２.７４ ｍｇꎬ
ｔＲ ＝ ２２.０ ｍｉｎ)ꎮ Ｆｒ. Ｏ(１２.４ ｇ)经硅胶柱以二氯甲

烷－甲醇系统(１ ∶ ０、１００ ∶ １、８０ ∶ １、５０ ∶ １、４０ ∶ １、
３０ ∶ １、０ ∶ １ꎬＶ / Ｖ)梯度洗脱得 Ｆｒ. Ｏ１－Ｏ９ꎮ Ｆｒ. Ｏ２
(０.３ ｇ)经过高压制备液相色谱ꎬ以 ３５％甲醇－水
系统等度洗脱获得化合物 １(２. ０５ ｍｇꎬ ｔＲ ＝ ２６. ０
ｍｉｎ)、化合物 ３(１.９１ ｍｇꎬｔＲ ＝ ３０.０ ｍｉｎ)、化合物 ７
(１.８７ ｍｇꎬｔＲ ＝ １０.０ ｍｉｎ)ꎬ以 ６０％甲醇－水等度洗

脱获得化合物 １０(１.６３ ｍｇꎬｔＲ ＝ ３５.０ ｍｉｎ)ꎮ 经高

压反相色谱法(甲醇 ∶ 水 ＝ ２３ ∶ ７７)从 Ｆｒ. Ｏ３(０.４
ｇ)中分离出化合物 ２(１６.７２ ｍｇꎬｔＲ ＝ ２７.５ ｍｉｎ)和

化合物 ４(１.０１ ｍｇꎬｔＲ ＝ ３５.９ ｍｉｎ)ꎮ Ｆｒ. Ｏ４(０.６ ｇ)
经高压制备液相色谱(甲醇 ∶ 水 ＝ ７０ ∶ ３０)纯化获

得化合物 ９(２.７６ ｍｇꎬｔＲ ＝ １２.０ ｍｉｎ)ꎮ
取正丁醇部位浸膏 ９０.０ ｇꎬ经 ＡＢ￣８ 型大孔吸附

树脂(１０％、３０％、５０％、７０％、９０％乙醇依次洗脱至接

近无色)并收集流分ꎬ经减压浓缩得 Ｆｒ. Ｒ－Ｖꎮ Ｆｒ. Ｖ
(０.６ ｇ)经高压制备液相色谱(甲醇 ∶ 水 ＝ ７７ ∶ ２３)
纯化获得化合物 ８(３.３５ ｍｇꎬｔＲ ＝ ３４.０ ｍｉｎ)ꎮ

化合物 １－１５ 的化学结构如图 １ 所示ꎮ
２.２ 体外抗炎活性测试

将 ＲＡＷ２６４.７ 细胞以 １×１０５个ｍＬ￣１密度接

种于 ９６ 孔板中ꎬ每孔 １００ μＬꎬ培养 ２４ ｈꎬ加入含药

培养基ꎮ 实验组别设置为正常组(不做处理) 、模
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图 １　 化合物 １－１５ 的化学结构
Ｆｉｇ. １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ １－１５

型组、阳性对照组(２５、５０ μｇｍＬ￣１槲皮素)和样

品组(２５、５０ μｇｍＬ￣１不同化合物)ꎬ每组 ５ 个复

孔ꎮ 正常组和模型组加入不含药培养基ꎬ药物组

加入含药培养基ꎬ孵育细胞 １ ｈ 后ꎬ除正常组外ꎬ其
他各组均加入 ＬＰＳ 使其终浓度为 ０.１ μｇｍＬ￣ １ꎬ
继续孵育细胞 ２４ ｈꎬ收集细胞上清液ꎬ离心取上清

液ꎬ按照试剂盒说明书检测(陈千ꎬ２０２０)ＮＯ 和 ＩＬ￣
６ꎮ 同一批次的细胞采用 ＭＴＴ 法对细胞活力进行

测定ꎮ 计算公式:
抑 制 率 (％) ＝ ( ＯＤ正常对照组 － ＯＤ样品组 ) /

(ＯＤ正常对照组－ＯＤ空白组) ×１００ꎮ

３　 结果与分析

３.１ 结构鉴定

化合物 １　 无色结晶(丙酮)ꎮ ｍ.ｐ. １１３ ~ １１４

℃ꎮ Ｃ７Ｈ６ Ｏ２ꎬＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: １２１. ０ [ Ｍ － Ｈ] －ꎮ１Ｈ￣
ＮＭＲ(６００ ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ) δ: ９.７６(１ＨꎬｓꎬＨ￣７)ꎬ７.７８
(２ＨꎬｄꎬＪ ＝ ８.５ ＨｚꎬＨ￣２ꎬ６)ꎬ６.９１(２ＨꎬｄꎬＪ ＝ ９.０
ＨｚꎬＨ￣３ꎬ５)ꎮ１３Ｃ￣ＮＭＲ(１５０ ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ) δ:１３０.５
(Ｃ￣１)ꎬ１３３. ６ ( Ｃ￣２ꎬ６)ꎬ１１７. ０ ( Ｃ￣３ꎬ５)ꎬ１６５. ４ ( Ｃ￣
４)ꎬ１９３. ０ ( Ｃ￣７)ꎮ 以上数据与文献 (张春花等ꎬ
２０２０)对照基本一致ꎬ故鉴定该化合物为对羟基苯

甲醛ꎮ
化合 物 ２ 　 浅 粉 色 无 定 形 粉 末 ( 甲 醇 )ꎮ

ｍ.ｐ. １９８ ~ ２００ ℃ꎮ Ｃ８ Ｈ８ Ｏ４ꎬＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ:１６９. １

[Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ１ Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００ ＭＨｚꎬ ＣＤ３ ＯＤ) δ: ７. ５５
(１Ｈꎬｂｒ ｓꎬＨ￣６)ꎬ７. ５４ ( １ＨꎬｄꎬＪ ＝ １. ９ ＨｚꎬＨ￣２)ꎬ
６.８３(１ＨꎬｄꎬＪ ＝ ８.４ ＨｚꎬＨ￣５)ꎬ３.８２(３ＨꎬｓꎬＯＣＨ３￣

１)ꎮ１３Ｃ￣ＮＭＲ(１５０ ＭＨｚꎬＣＤ３ ＯＤ) δ:１２２. ５ ( Ｃ￣１)ꎬ
１１３.９(Ｃ￣２)ꎬ１５２. ７ ( Ｃ￣３)ꎬ１４８. ８ ( Ｃ￣４)ꎬ１６. ０ ( Ｃ￣

８５１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



５)ꎬ１２５.４( Ｃ￣６)ꎬ１７０. ５ ( ＣＯＯＨ)ꎬ５６. ５ ( ＯＣＨ３￣１)ꎮ
以上数据与文献(何康等ꎬ２０２１)对照基本一致ꎬ故
鉴定该化合物为香草酸ꎮ

化合物 ３　 无色晶体(氯仿)ꎮ ｍ.ｐ. １１０ ~ １１２
℃ꎮ Ｃ９Ｈ１０Ｏ４ꎬＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ:１８３. １ [Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ１Ｈ￣
ＮＭＲ(６００ ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ) δ:９.７４(１ＨꎬｓꎬＨ￣７)ꎬ７.２３
(２ＨꎬｓꎬＨ￣２ꎬ６)ꎬ３.９２(６ＨꎬｓꎬＯＣＨ３￣３ꎬ５)ꎮ１３Ｃ￣ＮＭＲ
(１５０ ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ) δ:１２９.０(Ｃ￣１)ꎬ１０８.３(Ｃ￣２ꎬ６)ꎬ
１４９.７( Ｃ￣３ꎬ５)ꎬ １４０. ９ ( Ｃ￣４)ꎬ １９３. ０ ( Ｃ￣７)ꎬ ５６. ９
(ＯＣＨ３￣３ꎬ５)ꎮ 以上数据与文献(张春花等ꎬ２０２０)
对照基本一致ꎬ故鉴定该化合物为丁香醛ꎮ

化合物 ４ 　 白色无定形粉末 (甲醇)ꎮ ｍ. ｐ.
１２６ ~ １２７ ℃ꎮ Ｃ７ Ｈ６ Ｏ２ꎬ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: １２１. ０ [ Ｍ －
Ｈ] －ꎮ １Ｈ￣ＮＭＲ(６００ ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ) δ:７.３２(２Ｈꎬｓꎬ
Ｈ￣２ꎬ６)ꎬ５.１９(１ＨꎬｑꎬＪ ＝ ６.９ ＨｚꎬＨ￣８)ꎬ３.９０(６Ｈꎬ
ｓꎬＯＣＨ３￣３ꎬ５)ꎬ１. ４９ ( ３ＨꎬｄꎬＪ ＝ ６. ９ ＨｚꎬＣＨ３￣８)ꎮ
１３Ｃ￣ＮＭＲ(１５０ ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ) δ:１２６.３( Ｃ￣１)ꎬ１０７.８
(Ｃ￣２ꎬ６)ꎬ１４９. ３ ( Ｃ￣３ꎬ５)ꎬ１４３. ２ ( Ｃ￣４)ꎬ２０２. １ ( Ｃ￣
７)ꎬ７０.２( Ｃ￣８)ꎬ５７. １ ( ＯＣＨ３￣３ꎬ５)ꎬ２２. ２ ( ＣＨ３￣８)ꎮ
以上数据与文献(遆慧慧等ꎬ２０１５)对照基本一致ꎬ
故鉴定该化合物为２￣羟基￣１￣( ４￣羟基￣３ꎬ５￣二甲氧

基苯基) ￣１￣丙酮ꎮ
化合物 ５ 　 淡黄色粉末(氯仿)ꎮ ｍ. ｐ. １１９ ~

１２０ ℃ꎮ Ｃ９Ｈ１０Ｏ３ꎬＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ:１６７.０ [Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ
１Ｈ￣ＮＭＲ(６００ ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ) δ:７.１６(２ＨꎬｄꎬＪ ＝ ８.４
ＨｚꎬＨ￣２ꎬ６)ꎬ６.７２(２ＨꎬｄꎬＪ ＝ ８.４ ＨｚꎬＨ￣３ꎬ５)ꎬ３.６６
(３ＨꎬｓꎬＯＣＨ３￣８)ꎬ３.５２(２ＨꎬｓꎬＨ￣７)ꎮ１３Ｃ￣ＮＭＲ(１５０
ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ) δ:１２６.４(Ｃ￣１)ꎬ１３１.４(Ｃ￣２ꎬ６)ꎬ１１６.４
(Ｃ￣３ꎬ５)ꎬ１５７. ４ ( Ｃ￣４)ꎬ４０. ９ ( Ｃ￣７)ꎬ１７４. ６ ( Ｃ￣８)ꎬ
５２.５ ( ＯＣＨ３￣８)ꎮ 以上数据与文献 (莫胡青等ꎬ
２０２０)对照基本一致ꎬ故鉴定该化合物为对羟基苯

乙酸甲酯ꎮ
化合物 ６ 　 黄色油状物(氯仿)ꎮ ｍ. ｐ. １０７ ~

１０８ ℃ꎮ Ｃ８Ｈ９Ｏ３ＮꎬＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ:１６６. １ [Ｍ－Ｈ] －ꎮ
１Ｈ￣ＮＭＲ(６００ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３) δ:７.０５(２ＨꎬｄꎬＪ ＝ ８.４
Ｈｚꎬ Ｈ￣２ꎬ６)ꎬ６.７７(２ＨꎬｄꎬＪ ＝ ８.４ ＨｚꎬＨ￣３ꎬ５)ꎬ４.５５
(２ＨꎬｔꎬＪ ＝ ７.４ ＨｚꎬＨ￣８)ꎬ３.２１(２ＨꎬｔꎬＪ ＝ ７.４ Ｈｚꎬ
Ｈ￣７)ꎮ１３Ｃ￣ＮＭＲ(１５０ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３) δ:１２８.０( Ｃ￣１)ꎬ
１３０.１(Ｃ￣２ꎬ６)ꎬ１１６. ０ ( Ｃ￣３ꎬ５)ꎬ１５５. １ ( Ｃ￣４)ꎬ３２. ９
(Ｃ￣７)ꎬ７６.８(Ｃ￣８)ꎮ 以上数据与文献(孙彦君等ꎬ
２０１２)对照基本一致ꎬ故鉴定该化合物为 ２￣(４￣羟

苯基) ￣硝基乙烷ꎮ
化合物 ７ 　 白色粉末 (甲醇)ꎮ ｍ. ｐ. ６６ ~ ６７

℃ꎮ Ｃ８Ｈ７ ＯＮꎬＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ:１３４. １ [Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ１ Ｈ￣
ＮＭＲ(６００ ＭＨｚꎬＣＤ３ ＯＤ) δ:７. １５ ( ２Ｈꎬｄꎬ Ｊ ＝ ８. ４
ＨｚꎬＨ￣３ꎬ５)ꎬ６.７８(２ＨꎬｄꎬＪ ＝ ９.０ ＨｚꎬＨ￣２ꎬ６)ꎬ３.７５
(２ＨꎬｓꎬＨ￣７)ꎮ１３Ｃ￣ＮＭＲ(１５０ ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ) δ:１５８.５
(Ｃ￣１)ꎬ１１６. ９ ( Ｃ￣２ꎬ６)ꎬ１３０. ４ ( Ｃ￣３ꎬ５)ꎬ１２０. ３ ( Ｃ￣
４)ꎬ２２.８(Ｃ￣７)ꎬ１２２.９(Ｃ￣８)ꎮ 以上数据与文献(张
普照等ꎬ２０１６)对照基本一致ꎬ故鉴定该化合物为

对羟基苯乙腈ꎮ
化合物 ８ 　 无色油状物(甲醇)ꎮ ｍ. ｐ. １４９ ~

１５０ ℃ꎮ Ｃ１６Ｈ２２Ｏ４ꎬＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ:２７９.１ [Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ
１Ｈ￣ＮＭＲ(６００ ＭＨｚꎬＣＤ３ ＯＤ) δ:７. ７２ ( ２Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝
５.７ꎬ３. ３ ＨｚꎬＨ￣３ꎬ６)ꎬ７. ６１ ( ２Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝ ５. ７ꎬ３. ３
ＨｚꎬＨ￣４ꎬ５)ꎬ４.２９(４ＨꎬｔꎬＪ ＝ ６.６ ＨｚꎬＨ￣８ꎬ８′)ꎬ１.７１
(４ＨꎬｍꎬＨ￣９ꎬ９′)ꎬ１. ４５ ( ４ＨꎬｍꎬＨ￣１０ꎬ １０′)ꎬ ０. ９８
(６Ｈꎬ ｔꎬ Ｊ ＝ ７. ４ Ｈｚꎬ Ｈ￣１１ꎬ １１′)ꎮ１３ Ｃ￣ＮＭＲ ( １５０
ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ) δ:１３３. ７ ( Ｃ￣１ꎬ２)ꎬ１３０. ０ ( Ｃ￣３ꎬ６)ꎬ
１３２.５ ( Ｃ￣４ꎬ５)ꎬ １６９. ５ ( Ｃ￣７ꎬ ７′)ꎬ ６６. ８ ( Ｃ￣８ꎬ ８′)ꎬ
３１.９(Ｃ￣９ꎬ９′)ꎬ２０.４(Ｃ￣１０ꎬ１０′)ꎬ１４.２(Ｃ￣１１ꎬ１１′)ꎮ
以上数据与文献(莫胡青等ꎬ２０２０)对照基本一致ꎬ
故鉴定该化合物为邻苯二甲酸二丁酯ꎮ

化合物 ９ 　 白色无定形 粉 末 ( 氯 仿 ) ꎮ ｍ.
ｐ. １５３ ~ １５５ ℃ ꎮ Ｃ１１ Ｈ１４ Ｏ５ꎬ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ２２７. ２
[Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ１ Ｈ￣ＮＭＲ( ６００ ＭＨｚꎬＣＤ３ ＯＤ) δ:６. ６９
(４Ｈꎬｂｒ ｓꎬＨ￣２ꎬ２′ꎬ６ꎬ６′) ꎬ４.６４(２ＨꎬｍꎬＨ￣７ꎬ７′) ꎬ
３.８６(１２ＨꎬｓꎬＯＣＨ３ ￣３ꎬ３′ꎬ５ꎬ５′) ꎬ１.８２( ２ＨꎬｍꎬＨ￣
８ꎬ ８′) ꎬ１. ０４ ( ６Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ６. ０ ＨｚꎬＣ￣９ꎬ９′) ꎮ１ ３ Ｃ￣
ＮＭＲ ( １５０ ＭＨｚꎬ ＣＤ３ ＯＤ) δ: １３４. ０ ( Ｃ￣１ꎬ １′) ꎬ
１０４. ９ ( Ｃ￣２ꎬ ２′ꎬ ６ꎬ ６′) ꎬ １４９. ３ ( Ｃ￣３ꎬ ３′ꎬ ５ꎬ ５′) ꎬ
１３６.３ ( Ｃ￣４ꎬ４′) ꎬ９０. ４ ( Ｃ￣７ꎬ７′) ꎬ５２. １ ( Ｃ￣８ꎬ８′) ꎬ
５６.８(ＯＣＨ３ ￣３ꎬ３′ꎬ５ꎬ５′) ꎬ１４.０( Ｃ￣９ꎬ９′) ꎮ 以上数

据与文献(李小珍等ꎬ ２０１７)对照基本一致ꎬ故鉴

定该化合物为 ｆｒａｇｒａｎｓｉｎ Ｂ２ꎮ
化合物 １０ 　 红棕色针形晶体 (甲醇)ꎮ ｍ.ｐ.

２４３~ ２４４ ℃ꎮ Ｃ１６ Ｈ１２ Ｏ５ꎬＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ:２８５. ０ [Ｍ ＋
Ｈ] ＋ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ(６００ ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ) δ:９.０４(１ＨꎬｓꎬＨ￣
５)ꎬ８.００(１ＨꎬｄꎬＪ ＝ ８.４ ＨｚꎬＨ￣９)ꎬ７.９３(１ＨꎬｄꎬＪ ＝
８.４ ＨｚꎬＨ￣１０)ꎬ７. ２３(１ＨꎬｓꎬＨ￣８)ꎬ６. ０５( １ＨꎬｓꎬＨ￣
２)ꎬ４. ０５( ３ＨꎬｓꎬＯＣＨ３￣６)ꎬ３. ８７( ３ＨꎬｓꎬＯＣＨ３￣３)ꎮ
１３Ｃ￣ＮＭＲ(１５０ ＭＨｚꎬＣＤ３ＯＤ) δ:１８５.８( Ｃ￣１)ꎬ１０７.６
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(Ｃ￣２)ꎬ１６０. ９ ( Ｃ￣３)ꎬ１８３. ４ ( Ｃ￣４)ꎬ１３４. ２ ( Ｃ￣４ａ)ꎬ
１２６.４(Ｃ￣４ｂ)ꎬ１０５.８(Ｃ￣５)ꎬ１５１.３(Ｃ￣６)ꎬ１４７.８(Ｃ￣
７)ꎬ１１０.３(Ｃ￣８)ꎬ１２４.８(Ｃ￣８ａ)ꎬ１３４.１(Ｃ￣９)ꎬ１２１.１
(Ｃ￣１０)ꎬ １３１. ３ ( Ｃ￣１０ａ )ꎬ ５６. ８ ( ＯＣＨ３￣３ )ꎬ ５６. ４
(ＯＣＨ３￣６)ꎮ 以上数据与文献(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)
对照基本一致ꎬ故鉴定该化合物为 ７￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣３ꎬ６￣
ｄｉｍｅｔｈｏｘｙ￣１ꎬ４￣ｐｈｅｎａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅꎮ

化合物 １１ 　 白色颗粒状结晶(氯仿－甲醇)ꎮ
ｍ. ｐ. ６０ ~ ６２ ℃ꎮ Ｃ１６ Ｈ３２ Ｏ２ꎬ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ２５５. ２
[Ｍ－Ｈ] －ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ(６００ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３) δ:２.３２ (２Ｈꎬ
ｔꎬＪ ＝ ７.５ ＨｚꎬＨ￣２)ꎬ１.６１(２ＨꎬｍꎬＨ￣３)ꎬ１.２８(２４Ｈꎬ
ｍꎬＨ￣４~ １５)ꎬ０.８６ (３ＨꎬｔꎬＪ ＝ ７.０ ＨｚꎬＨ￣１６)ꎮ１３Ｃ￣
ＮＭＲ(１５０ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３) δ:３４.２(Ｃ￣１)ꎬ２４.９(Ｃ￣２)ꎬ
２９.３ ~ ２９. ９ ( Ｃ￣３￣１２)ꎬ３２. ２ ( Ｃ￣１３)ꎬ２２. ０ ( Ｃ￣１４)ꎬ
１４.３(Ｃ￣１５)ꎬ１７９.９(Ｃ ＝ Ｏ)ꎮ 以上数据与文献(张
纪越等ꎬ２０２０)对照基本一致ꎬ故鉴定该化合物为

棕榈酸ꎮ
化合物 １２ 　 白色粉末(石油醚－乙酸乙酯)ꎮ

ｍ. ｐ. ７５ ~ ７６ ℃ꎮ Ｃ２０Ｈ４０Ｏ２ꎬ ＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ: ３１１. ２
[Ｍ－Ｈ] －ꎮ１Ｈ￣ＮＭＲ(６００ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３) δ:０. ８６(３Ｈꎬ
ｔꎬＪ ＝ ７.０ ＨｚꎬＣＨ３￣２０)ꎬ１.２１ ~ １.３４(３２ＨꎬｍꎬＣＨ２￣
３~ １９)ꎬ１.６１(２ＨꎬｍꎬＣＨ２￣３)ꎬ２.３５(２ＨꎬｔꎬＪ ＝ ７.６
ＨｚꎬＣＨ２￣２)ꎮ１３ Ｃ￣ＮＭＲ ( １５０ ＭＨｚꎬ ＣＤＣｌ３ ) δ: １７９. ４
(Ｃ￣１)ꎬ３４.１ (Ｃ￣２)ꎬ２４.９(Ｃ￣３)ꎬ３２.２(Ｃ￣４)ꎬ２９.３ ~
２９.９(Ｃ￣５￣１８)ꎬ２２.９(Ｃ￣１９)ꎬ１４.３(Ｃ￣２０)ꎮ 以上数

据与文献(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)对照基本一致ꎬ故鉴定

该化合物为花生酸ꎮ
化合物 １３ 　 白色针晶(石油醚－乙酸乙酯)ꎮ

１０％硫酸 －乙醇显紫红色ꎮ ｍ. ｐ. １４０ ~ １４２ ℃ꎮ
Ｃ２９Ｈ５０ＯꎬＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ:４１５. ０ [ Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ１ Ｈ￣ＮＭＲ
(６００ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３) δ:５.２８(１ＨꎬｍꎬＨ￣６)ꎬ３.４５(１Ｈꎬ
ｍꎬＨ￣３)ꎬ０. ９５(３ＨꎬｄꎬＪ ＝ ６. ７ ＨｚꎬＣＨ３￣２１)ꎬ０. ９４
(３ＨꎬｓꎬＣＨ３￣１９)ꎬ０. ８５ ( ３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ６. ７ ＨｚꎬＣＨ３￣
２６)ꎬ０.７６(３ＨꎬｄꎬＪ ＝ ７.２ ＨｚꎬＣＨ３￣２９)ꎬ０.７４(３Ｈꎬ
ｄꎬＪ ＝ ６.８ ＨｚꎬＣＨ３￣２７)ꎬ０.６１(３ＨꎬｓꎬＣＨ３￣１８)ꎮ１３Ｃ￣
ＮＭＲ(１５０ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３) δ:３７.５(Ｃ￣１)ꎬ３１.９(Ｃ￣２)ꎬ
７２.０(Ｃ￣３)ꎬ４２.５(Ｃ￣４)ꎬ１４１.０(Ｃ￣５)ꎬ１２２.０ (Ｃ￣６)ꎬ
３２.１(Ｃ￣７)ꎬ３２. １( Ｃ￣８)ꎬ５０. ３( Ｃ￣９)ꎬ３６. ７( Ｃ￣１０)ꎬ
２１.３(Ｃ￣１１)ꎬ４０. ０ ( Ｃ￣１２)ꎬ４２. ５ ( Ｃ￣１３)ꎬ５７. ０ ( Ｃ￣
１４)ꎬ２４.５( Ｃ￣１５)ꎬ２８.５( Ｃ￣１６)ꎬ５６. ２( Ｃ￣１７)ꎬ１２. １
(Ｃ￣１８)ꎬ１９. ６ ( Ｃ￣１９)ꎬ３６. ４ ( Ｃ￣２０)ꎬ１９. ０ ( Ｃ￣２１)ꎬ

３４.２(Ｃ￣２２)ꎬ２６. ３ ( Ｃ￣２３)ꎬ４６. １ ( Ｃ￣２４)ꎬ２９. ４ ( Ｃ￣
２５)ꎬ２０.０( Ｃ￣２６)ꎬ１９.３( Ｃ￣２７)ꎬ２３. ３( Ｃ￣２８)ꎬ１２. ５
(Ｃ￣２９)ꎮ 以上数据与文献(惠昱昱等ꎬ２０２１)对照

基本一致ꎬ故鉴定该化合物为 β￣谷甾醇ꎮ
化合物 １４　 白色块状结晶(氯仿)ꎮ １０％硫酸－

乙醇显紫红色ꎮ ｍ.ｐ. １４０ ~ １４２ ℃ꎮ Ｃ２９Ｈ４８ＯꎬＥＳＩ￣
ＭＳ ｍ / ｚ: ４１３. ０ [ Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ１ Ｈ￣ＮＭＲ ( ６００ ＭＨｚꎬ
ＣＤＣｌ３) δ: ５. ２８ ( １ＨꎬｍꎬＨ￣６)ꎬ ５. ０８ ( １Ｈꎬ ｄｄꎬ Ｊ ＝
１５.２ꎬ８.７ ＨｚꎬＨ￣２２)ꎬ４. ９５ ( １ＨꎬｄｄꎬＪ ＝ １５. ２ꎬ８. ８
ＨｚꎬＨ￣２３)ꎬ３.４５(１ＨꎬｍꎬＨ￣３)ꎬ０.９５(３ＨꎬｄꎬＪ ＝ ６.７
ＨｚꎬＣＨ３￣２１)ꎬ０. ９４ ( ３Ｈꎬ ｓꎬＣＨ３￣１９)ꎬ０. ８５ ( ３Ｈꎬｄꎬ
Ｊ ＝ ６. ７ ＨｚꎬＣＨ３￣２６)ꎬ０. ７６ ( ３Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ７. ２ Ｈｚꎬ
ＣＨ３￣２９)ꎬ０.７４(３ＨꎬｄꎬＪ ＝ ６. ８ ＨｚꎬＣＨ３￣２７)ꎬ０. ６１
(３Ｈꎬｓꎬ ＣＨ３￣１８)ꎮ１３ Ｃ￣ＮＭＲ ( １５０ ＭＨｚꎬ ＣＤＣｌ３ ) δ:
３７.５(Ｃ￣１)ꎬ３１. ９ ( Ｃ￣２)ꎬ７２. ０ ( Ｃ￣３)ꎬ４２. ５ ( Ｃ￣４)ꎬ
１４１.０(Ｃ￣５)ꎬ１２２.０ (Ｃ￣６)ꎬ３２.１(Ｃ￣７)ꎬ３２.１(Ｃ￣８)ꎬ
５０.３( Ｃ￣９)ꎬ ３６. ７ ( Ｃ￣１０)ꎬ ２１. ３ ( Ｃ￣１１)ꎬ ４０. ０ ( Ｃ￣
１２)ꎬ４２.５( Ｃ￣１３)ꎬ５７.１( Ｃ￣１４)ꎬ２４. ６( Ｃ￣１５)ꎬ２９. １
(Ｃ￣１６)ꎬ５６. ３ ( Ｃ￣１７)ꎬ１２. ２ ( Ｃ￣１８)ꎬ１９. ６ ( Ｃ￣１９)ꎬ
４０.７(Ｃ￣２０)ꎬ１２.３(Ｃ￣２１)ꎬ１３８.６(Ｃ￣２２)ꎬ１２９.５(Ｃ￣
２３)ꎬ５１.５( Ｃ￣２４)ꎬ３２.１( Ｃ￣２５)ꎬ２１. ４( Ｃ￣２６)ꎬ１９. ３
(Ｃ￣２７)ꎬ２５.６(Ｃ￣２８)ꎬ１２.５(Ｃ￣２９)ꎮ 以上数据与文

献(卢澄生等ꎬ２０２０)对照基本一致ꎬ故鉴定该化合

物为 β￣豆甾醇ꎮ
化合物 １５ 　 白色无定形粉末(丙酮)ꎮ １０％硫

酸－乙醇显紫色ꎬＭｏｌｉｓｈ 反应阳性ꎮ ｍ. ｐ. ３００ ~ ３０１
℃ꎮ Ｃ３５ Ｈ６０ Ｏ６ꎬＥＳＩ￣ＭＳ ｍ / ｚ:５７７. ４ [Ｍ ＋ Ｈ] ＋ꎮ１ Ｈ￣
ＮＭＲ(６００ ＭＨｚꎬＤＭＳＯ) δ:５. ３３ ( １Ｈꎬ ｓꎬＨ￣６)ꎬ４. ４４
(１ＨꎬｔꎬＪ ＝ ５.８ ＨｚꎬＨ￣１′)ꎬ０.８２(９ＨꎬｍꎬＨ￣２６ ~ ２７ꎬ
２９)ꎬ０.６６(３ＨꎬｓꎬＨ￣１８)ꎮ１３Ｃ￣ＮＭＲ(１５０ ＭＨｚꎬＤＭＳＯ)
δ:３６.９(Ｃ￣１)ꎬ２９.３(Ｃ￣２)ꎬ７１. ５(Ｃ￣３)ꎬ３８. ３(Ｃ￣４)ꎬ
１４０.５(Ｃ￣５)ꎬ１２１.３(Ｃ￣６)ꎬ３１. ４(Ｃ￣７)ꎬ３１. ５(Ｃ￣８)ꎬ
４９.６(Ｃ￣９)ꎬ３６.３(Ｃ￣１０)ꎬ２０.６(Ｃ￣１１)ꎬ３９.２(Ｃ￣１２)ꎬ
４１.９(Ｃ￣１３)ꎬ５６.２(Ｃ￣１４)ꎬ２３.９(Ｃ￣１５)ꎬ２７.８(Ｃ￣１６)ꎬ
５６.４(Ｃ￣１７)ꎬ１１.７(Ｃ￣１８)ꎬ１９.１(Ｃ￣１９)ꎬ３５.６(Ｃ￣２０)ꎬ
１８.７(Ｃ￣２１)ꎬ３３.４(Ｃ￣２２)ꎬ２５.４(Ｃ￣２３)ꎬ４５.２(Ｃ￣２４)ꎬ
２８.７(Ｃ￣２５)ꎬ１９.０(Ｃ￣２６)ꎬ１９.７(Ｃ￣２７)ꎬ２２.６(Ｃ￣２８)ꎬ
１１.８(Ｃ￣２９)ꎬＧｌｃ: １００.８(Ｃ￣１′)ꎬ７６.９(Ｃ￣２′)ꎬ７６.８(Ｃ￣
３′)ꎬ７３.５(Ｃ￣４′)ꎬ７０.１(Ｃ￣５′)ꎬ６１.１(Ｃ￣６′)ꎮ 以上数

据与文献(惠昱昱等ꎬ２０２１)对照基本一致ꎬ故鉴定

该化合物为胡萝卜苷ꎮ

０６１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 １　 化合物 ４、８、９－１２ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞

生成 ＮＯ 和 ＩＬ￣６ 的抑制率
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ４ꎬ ８ꎬ ９－１２
ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＯ ａｎｄ ＩＬ￣６ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎ￣
ｔｒａｔｉｏｎ

(μｇｍＬ ￣１)

抑制率
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

ｒａｔｅ
(％)

组别
Ｇｒｏｕｐ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎ￣
ｔｒａｔｉｏｎ

(μｇｍＬ ￣１)

抑制率
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

ｒａｔｅ
(％)

槲皮素ａ

ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ

４

８

９

ＮＯ (２５) ８３.２８

ＩＬ￣６ (２５) ７２.１４

ＮＯ (５０) ６９.４６

ＩＬ￣６ (５０) ３７.３０

ＮＯ (２５) ３５.１０

ＩＬ￣６ (２５) ３３.７９

ＮＯ (５０) ３５.１９

ＩＬ￣６ (５０) １８.２４

ＮＯ (２５) ３７.６２

ＩＬ￣６ (２５) ３４.４７

ＮＯ (５０) ３１.３３

ＩＬ￣６ (５０) １６.１５

ＮＯ (２５) ５５.３７

ＩＬ￣６ (２５) ４０.１８

１０

１１

１２

ＮＯ (５０) ４７.８９

ＩＬ￣６ (５０) ２３.１５

ＮＯ (２５) ５８.９３

ＩＬ￣６ (２５) ４６.０２

ＮＯ (５０) ５０.３１

ＩＬ￣６ (５０) ２５.７７

ＮＯ (２５) ６０.４３

ＩＬ￣６ (２５) ４９.２０

ＮＯ (５０) ４６.７４

ＩＬ￣６ (５０) ２１.０９

ＮＯ (２５) ８４.６６

ＩＬ￣６ (２５) ７９.６０

ＮＯ (５０) ７２.７９

ＩＬ￣６ (５０) ３４.８３

　 注: ａ 表示阳性对照ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ａ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ.

３.２ 体外抗炎活性

与正常组比较ꎬＬＰＳ 模型组的 ＮＯ 和 ＩＬ￣６ 含

量显著升高(Ｐ < ０. ０１)ꎻ与模型组比较ꎬ２５ μｇ
ｍＬ￣１和 ５０ μｇｍＬ￣１的化合物 １２ 能显著抑制 ＮＯ
的产 生ꎬ并 降 低 细 胞 上 清 液 中 ＩＬ￣６ 含 量 ( Ｐ <
０.０１)ꎮ 化合物 １２ 和槲皮素对 ＮＯ 和 ＩＬ￣６ 含量的

抑制率见表 １ꎮ 由表 １ 可知ꎬ化合物 ２ 与阳性药的

体外抗炎活性相当ꎬ可为后续抗炎机制研究奠定

基础ꎮ

４　 讨论与结论

北豆根以清热解毒功效著称ꎬ其总碱制成的

片剂和注射液已广泛应用于各种炎症疾病的治

疗ꎮ 随着医学和科技的进步ꎬ北豆根中的化学成

分及有效成分更加明确ꎬ药理研究逐步从有效部

位深入到化学成分ꎮ 本文对北豆根化学成分进行

了系统研究ꎬ共分离鉴定出 １５ 个化合物ꎬ其中化

合物 ４－７、９、１２ 为首次从防己科植物中分离得到ꎬ
化合物 １、３￣１１、１４ 为首次从蝙蝠葛属植物中分离

得到ꎮ 上述化合物包括苯酚类、木脂素类、菲醌

类、脂肪酸类及甾醇类ꎬ丰富了北豆根的化学多样

性ꎮ 为了保证抗炎活性的真实性和可靠性ꎬ化合

物必须在无毒的情况下进行细胞实验ꎮ 因此我们

选取了 ５０ μｇｍＬ￣１以内对细胞活力没有影响的化

合物(１－３、５－７、１３－１５)进行体外抗炎活性研究ꎮ
研究 结 果 表 明 化 合 物 １２ 具 有 较 强 的 抑 制

ＲＡＷ２６４.７ 细胞释放 ＮＯ 和 ＩＬ￣６ 的作用ꎬ提示其有

良好的体外抗炎活性ꎮ 但是ꎬ本研究发现 ２５ μｇ
ｍＬ￣１浓度下化合物 １２ 对炎症因子抑制率更高一

些ꎬ作用效果并没有成剂量依赖关系ꎮ 猜测可能

是由于对给药浓度的设定存在一定的缺陷ꎬ后期

实验可以在 ２５ μｇｍＬ￣１浓度以下设置浓度梯度ꎻ
也可能由于化合物结构中存在多种官能团ꎬ炎症

相关通路及机制尤为复杂ꎬ因此可能产生不同构

效关系ꎮ 本文主要对北豆根的化学成分及其抗炎

活性进行了系统研究ꎬ值得指出的是ꎬ北豆根中的

化学成分及药理活性研究集中于酚性总碱ꎬ对非

生物碱类及单一化合物的药理活性研究需更加深

入的探索ꎮ 因此ꎬ本研究结果为后续寻找新的药

效物质基础提供科学依据ꎬ为全面深入研究抗炎

作用机制奠定基础ꎬ同时对进一步合理开发和利

用该植物资源及拓展其临床应用范围具有一定的
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苦橙不同部位挥发油成分及抗氧化与抗菌活性分析

刘亚男１ꎬ 文雅丽２ꎬ 陈霞蔚１ꎬ 林家逊１ꎬ 许有瑞１∗

( １. 桂林医学院 药学院ꎬ 广西 桂林 ５４１１９９ꎻ ２. 桂林医学院科学实验中心ꎬ 广西 桂林 ５４１１９９ )

摘　 要: 为较全面地研究苦橙(Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ ｖａｒ. ａｍａｒａ)全植株挥发油成分及抗氧化与抗菌活性ꎬ该研究

以其叶、花、幼果为材料ꎬ采用水蒸气蒸馏法(ＳＤ)结合气相色谱－质谱(ＧＣ￣ＭＳ)联用技术分析其成分ꎬ并利

用体外测试方法比较了三者的抗氧化与抗菌活性ꎮ 结果表明:(１)从苦橙叶、花、幼果 ３ 个部位挥发油中共

分离鉴定出 ９４ 种成分ꎬ３ 个部位的挥发油成分种类及含量存在一定差异ꎬ其中 １３ 种为共有成分ꎮ 从叶中鉴

定出 ３４ 种成分ꎬ含量较高的有芳樟醇(３０.５１％)、α￣松油醇(１４.７８％)ꎻ从花中鉴定出 ３２ 种成分ꎬ主要成分有

芳樟醇(５７.５９％)和 ｄ￣柠檬烯(１６.１５％)ꎻ从幼果中鉴定出 ６９ 种挥发性成分ꎬ主要含有 ｄ￣柠檬烯(２５.５５％)和
γ￣萜品烯(１０.４８％)ꎮ (２)苦橙 ３ 个部位挥发油表现出不同程度的抗氧化活性ꎬ其中苦橙幼果、叶及花的挥

发油对 ＡＢＴＳ 自由基的 ＩＣ５０值分别为 ２.６、５.１、８.２ ｍｇｍＬ￣１ꎬ对 ＤＰＰＨ 自由基的 ＩＣ５０值分别为 ２.７、４.３、５.０
ｍｇｍＬ￣１ꎬ幼果挥发油的抗氧化活性最好ꎮ (３)苦橙幼果挥发油对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞

菌表现出的抗菌活性强于叶和花ꎮ 该研究结果为苦橙叶、花及其幼果中挥发油的提取与利用提供了理论
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(１０.４８％). (２) Ｔｈｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ. Ｔｈｅ ＩＣ５０ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ
ｏｉｌｓ ｆｒｏｍ ｙｏｕｎｇ ｆｒｕｉｔｓꎬ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒｓ ｔｏ ＡＢＴＳ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌｓ ｗｅｒｅ ２.６ꎬ ５.１ ａｎｄ ８.２ ｍｇｍＬ￣１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ＩＣ５０ ｖａｌｕｅｓ ｔｏ ＤＰＰＨ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌｓ ｗｅｒｅ ２.７ꎬ ４.３ ａｎｄ ５.０ ｍｇｍＬ￣１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｙｏｕｎｇ ｆｒｕｉｔｓ
ｗａｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒｓ. (３) Ｔｈｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｆｒｏｍ ｙｏｕｎｇ ｆｒｕｉｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｃｅｒｔａｉｎ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ａｇａｉｎｓｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ａｎｄ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ
ｆｌｏｗｅｒｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ ｖａｒ. ａｍａｒａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ ｖａｒ. ａｍａｒａꎬ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌꎬ ＧＣ￣ＭＳꎬ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 苦橙(Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ ｖａｒ. ａｍａｒａ) 为芸香科

(Ｒｕｔａｃｅａｅ)柑橘属常绿带刺小乔木ꎬ为酸橙(Ｃｉｔｒｕｓ
ａｕｒａｎｔｉｕｍ)的一个栽培变种ꎬ广泛种植于中国长江

以南地区(黄善松等ꎬ２０１６)ꎮ 作为中药枳实与枳

壳的一个重要来源ꎬ苦橙具有理气宽中、行滞消

胀、破气消积、化痰散痞之功效ꎮ 现代研究表明ꎬ
苦橙可用于焦虑症、肺癌和前列腺癌等多种疾病

的治疗(Ｓｕｎｔａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ叶一丹等ꎬ２０１９)ꎮ 芸

香科植物普遍含有挥发油ꎬ主要成分为萜烯类、芳
香族、脂肪族和含硫含氮类化合物(靖会和佐建

锋ꎬ２００５ꎻ陈丽艳和崔志恒ꎬ２００６)ꎬ而苦橙挥发油

中含有的芳樟醇、柠檬烯、甲酸芳樟酯、α￣松油醇、
橙花醇、３￣蒈烯等成分(Ａｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎬ具有浓郁

的铃兰香味、清新的柠檬香味和柑橘味ꎬ广泛应用

于香料、日化和食品等方面( Ｓｔｏｈｓꎬ ２０１７)ꎬ已进入

美国食品香料和萃取物制造者协会( ＦＥＭＡ)的食

用香料名录ꎬ同时被«中国食品添加剂使用卫生标

准»纳入允许食品香料ꎮ 更为重要的是ꎬ从苦橙中

提取到的具有独特芬芳气味的橙花 油 ( 又 名

Ｎｅｒｏｌｉ)ꎬ被 ＦＤＡ 认定为 ＧＲＡＳ ( ｇｅｎｅｒａｌｌｙ ｒｅｇａｒｄｅｄ
ａｓ ｓａｆｅ) ꎬ在伊朗、突尼斯、阿尔及利亚、摩洛哥、埃
及、法国等地被用来缓解多种疼痛、抑郁、痉挛等

症(Ｈａｊ Ａｍｍａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻＣｈｏｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ
植物资源是指来源于植物的器官(如根、茎、

叶、花、果实、种子)或植物的全株ꎮ 近年来ꎬ不少

研究者开始关注药用植物的非药用部位或全株ꎬ
检测其成分和效用差异ꎬ以实现资源的全面利用ꎮ
柑橘属植物果实在外果皮的表层生长有大量油

囊ꎬ合成并储存具有独特芳香气味的挥发油ꎬ广泛

应用于芳香治疗、食品加工、化妆品制备等领域

(樊荣ꎬ２０１１)ꎮ 然而ꎬ苦橙药用部位主要是其未成

熟的果实ꎬ已有研究对苦橙叶和花中挥发油成分

进行了分析ꎬ并进行了抗炎和抗菌活性比较ꎬ但其

幼果的挥发油成分种类、相对含量和抗氧化活性

尚不明确ꎬ而将其幼果作为挥发油提取原料也未

见报道ꎬ为了全面开发苦橙全植株ꎬ避免造成资源

浪费ꎬ从而达到综合开发其地上部分的目的ꎮ 本

研究采用水蒸气蒸馏法分别对苦橙叶、花及其幼

果的挥发油进行提取ꎬ并应用 ＧＣ￣ＭＳ 分析其化学

成分ꎻ通过 ＤＰＰＨ 法和 ＡＢＴＳ 法对苦橙不同部位挥

发油的抗氧化活性进行研究ꎬ并对其抗菌活性进

行评价ꎬ以期为苦橙叶、花及其幼果中挥发油的提

取与利用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和试剂

材料:苦橙叶、花和幼果来源于浙江省金华市

浙八味中药材市场ꎬ以上材料由桂林医学院黄德

青副教授鉴定为苦橙(Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ ｖａｒ. ａｍａｒａ)
的叶、花、幼果ꎮ

试剂: ＡＢＴＳ (纯 度 ≥９８％)、 ＤＰＰＨ (纯 度 为

９９％)、ＢＨＴ(纯度为 ９９％)均购自 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司ꎻ琼脂粉购自成都科龙化学试剂有限公司ꎻ无水

乙醇购自南宁西陇化工有限责任公司ꎮ

４６１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



１.２ 仪器

Ａｇｌｉｅｎｔ７８９０Ｂ￣５９７７Ｂ 型气相色谱－质谱联用仪

(美国安捷伦公司)ꎻＵＶ￣ＰＣ１８００ 型紫外－可见分

光光度计(上海美谱达科学仪器有限公司)ꎻＤＬＳＢ￣
５Ｌ / ３０ 低温冷却循环泵(巩义市予华仪器有限责

任公司)ꎻＢＴ２２４Ｓ 型电子分析天平(北京 Ｓａｔｏｒｉｕｓ
天平有限公司)ꎻＫＱ￣５００ＤＥ 型数控超声波清洗器

(昆山市超声仪器有限公司)ꎮ
１.３ 方法

１.３.１ 苦橙不同部位挥发油的提取

１.３.１.１ 苦橙叶挥发油的提取　 依照 ２０２０ 年版«中
国药典»四部通则中 ２２０４ 挥发油测定法提取苦橙

叶挥发油(Ｌ.Ｏ)ꎮ 取干燥苦橙叶 ８０ ｇ 于 １ ０００ ｍＬ
圆底烧瓶中ꎬ按料液比 １ ∶ １０( ｇｍＬ￣１)加入 ８００
ｍＬ 蒸馏水ꎬ置于电炉上加热使微沸ꎬ连续提取 ５
ｈꎬ得微黄绿色油状物ꎬ冷却后收集得 ０.７８０ ２ ｇ 挥

发油ꎮ 连续提取 ５ 次后得到苦橙叶挥发油供试品

３.８０４ ｇꎬ密封ꎬ于 ４ ℃ 冰箱中避光保存ꎬ挥发油单

次提取率为 ０.９５％ꎮ
１.３.１.２ 苦橙花挥发油的提取 　 取盐浸苦橙花 ２８０
ｇ 于 １ ０００ ｍＬ 圆底烧瓶中ꎬ按料液比 １ ∶ ３ ( ｇ
ｍＬ￣１)加入 ８４０ ｍＬ 蒸馏水ꎬ按“１.３.１.１”中方法提

取苦橙花挥发油(Ｆ.Ｏ)ꎬ连续提取 ４ 次ꎬ待冷却后

收集苦橙花挥发油供试品 ３.０５６ ｇꎬ密封ꎬ置于 ４ ℃
冰箱中避光保存ꎬ苦橙花挥发油单次提取率为

０.２７％ꎮ
１.３.１.３ 苦橙幼果挥发油的提取　 取干燥苦橙幼果

粉末 ２００ ｇ 于 １ ０００ ｍＬ 圆底烧瓶中ꎬ按料液比 １ ∶
４(ｇｍＬ￣１)加入 ８００ ｍＬ 蒸馏水ꎬ按“１.３.１.１”中方

法提取苦橙幼果挥发油(ＹＦ.Ｏ)ꎬ连续提取 ４ 次得

黄绿色油状物ꎬ冷却后收集得 ２.７０８ ｇ 苦橙幼果挥

发油供试品ꎬ密封ꎬ于 ４ ℃ 冰箱中避光保存ꎬ苦橙

幼果挥发油单次提取率为 ０.３４％ꎮ
１.３.２ ＧＣ￣ＭＳ 分析条件

１.３.２.１ ＧＣ 条件 　 气相色谱条件:ＨＰ￣５ＭＳ 石英毛

细柱(３０ ｍ × ０.２５ ｍｍ × ０.２５ μｍ)ꎻ柱温 ４５ ~ ２００
℃ꎬ４５ ℃维持 ３ ｍｉｎꎬ２０ ℃ ｍｉｎ￣１升温至 ２００ ℃ꎬ
维持 １０ ｍｉｎꎻ柱流量为 １.２ ｍＬｍｉｎ￣１ꎻ进样口温度

为 ２５０ ℃ꎻ柱前压 ９.４６６ ７ ｐｓｉꎬ进样量 １ μＬꎻ不分

流ꎻ载气为高纯氦气ꎮ
１.３.２.２ ＭＳ 条件　 质谱条件:电离方式 ＥＩꎻ电子能

量 ７０ ｅＶꎻ传输线温度 ２５０ ℃ꎻ离子源温度 ２３０ ℃ꎻ
四级杆温度 １５０ ℃ꎻ质量范围 ５０ ~ ５５０ ａｍｕꎮ

１.３.３ 体外抗氧化活性研究

１.３.３.１ ＡＢＴＳ 自由基清除率的测定 　 根据孔钰

婷等(２０２１)的方法ꎬ精密称取 ６.６２ ｍｇ Ｋ２Ｓ２Ｏ８于

１０ ｍＬ 棕色容量瓶中ꎬ用蒸馏水溶解并定容至刻

度ꎬ摇匀后得 ２.４５ ｍｍｏｌＬ ￣１ Ｋ２ Ｓ２Ｏ８溶液ꎮ 另精

密称取 ３８.４１ ｍｇ ＡＢＴＳ 于 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中ꎬ
用蒸馏水溶解并定容至刻度ꎬ摇匀后得 ７ ｍｍｏｌ
Ｌ ￣１ ＡＢＴＳ 溶液ꎮ 将以上两种溶液按 １ ∶ １ 体积混

合定容至 ２５ ｍＬ 棕色容量瓶中ꎬ室温下暗处反应

１３ ｈ 后ꎬ用无水乙醇稀释至其在 ７３４ ｎｍ 处吸光

度为 ０.７０±０.０２ꎮ 在具塞试管中加入 １ ｍＬ 不同

浓度挥发油乙醇溶液和 ５ ｍＬ ＡＢＴＳ 工作液ꎬ涡旋

混匀ꎬ置于室温下避光反应 ６ ｍｉｎ 后于 ７３４ ｎｍ 处

测量样品吸光度(Ａ ｉ) ꎻ用无水乙醇代替样品溶液

按上述方法测定对照品溶液吸光度( Ａ ｃ) ꎻ用无水

乙醇代替 ＡＢＴＳ 工作液按上述方法测定空白吸光

度(Ａｏ) ꎻ以 ＢＨＴ 为阳性对照ꎬ平行试验 ３ 次取平

均值ꎬ按式(１)计算ꎮ

ＡＢＴＳ 自由基清除率(％)＝ (１－
Ａ ｉ－Ａｏ

Ａｃ
) ×１００

(１)
１.３.３.２ ＤＰＰＨ 自由基清除率的测定 　 根据王定美

等(２０２１)的方法ꎬ精密称取 ＤＰＰＨ 标准品 ４ ｍｇ 于

５０ ｍＬ 棕色容量瓶中ꎬ用无水乙醇溶解并定容至刻

度ꎬ摇匀后得到 ０.２ ｍｍｏｌＬ￣１ ＤＰＰＨ 母液ꎬ置于冰

箱中冷藏保存ꎮ 准确量取 ＤＰＰＨ 母液 １０ ｍＬ 于

１００ ｍＬ 棕色容量瓶中ꎬ用无水乙醇稀释并定容ꎬ摇
匀后得到 ０.０２ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＤＰＰＨ 工作液ꎮ 在具

塞试管中依次加入不同浓度的挥发油乙醇溶液

２.０ ｍＬ 和 ＤＰＰＨ 工作液 ４.０ ｍＬꎬ涡旋混匀ꎬ于暗处

反应 ３０ ｍｉｎ 后在 ５１７ ｎｍ 处测定样品吸光度(Ａ ｉ)ꎻ
用无水乙醇代替样品溶液按上述方法测定对照品

溶液吸光度(Ａｃ)ꎻ用无水乙醇代替 ＡＢＴＳ 工作液按

上述方法测定空白吸光度(Ａｏ)ꎻ以 ＢＨＴ 为阳性对

照ꎬ平行试验 ３ 次ꎬ按式(２)计算ꎮ

ＤＰＰＨ 自由基清除率(％)＝ (１－
Ａ ｉ－Ａｏ

Ａｃ
) ×１００

(２)
１.３.４ 抑菌实验

１.３.４.１ 抗菌活性评估 　 选用桂林医学院基础医

学院微生物实验室提供的 ３ 种致病菌ꎬ即大肠杆

菌 ( ＡＴＣＣ ２５９２２ ) 、 金 黄 色 葡 萄 球 菌 ( ＡＴＣＣ
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２５９２３)和铜绿假单胞菌(ＡＴＣＣ ２７８５３) ꎮ 抽取供

试菌液(１×１０ ８ ＣＦＵｍＬ ￣１) ２００ μＬ 置于 ＬＢ 培养

基中ꎬ通过经典的圆盘扩散试验评估 ３ 种精油的

抗菌敏感性( Ｒｏｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８) ꎮ 用等量 ＤＭＳＯ
制备阴性对照ꎬ用庆大霉素作阳性对照ꎮ ３７ ℃下

孵育 ２４ ｈ 后ꎬ通过测量抑菌圈的大小来评估抑菌

活性ꎮ
１.３.４.２ 最低抑菌浓度(ＭＩＣ)的测定　 采用肉汤微

量稀释法测定精油对供试菌的 ＭＩＣ(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)ꎮ 试验菌悬液用无菌生理盐水调至 １× １０７

ＣＦＵｍＬ￣１ꎮ 不同部位精油在 ＤＭＳＯ 中采用 ２ 倍

稀释法配制ꎬ加入 ＬＢ 肉汤培养基中ꎬ得到 ( １ ~
３２)μｇｍＬ￣１的最终浓度ꎮ 将 ２０ μＬ 菌悬液转移

到 ９６ 孔培养板上ꎮ 阳性对照品和阴性对照品分

别用相同体积的庆大霉素溶液和空白溶液制备ꎬ
不加供试品ꎮ ３７ ℃下孵育 ２４ ｈꎮ ＭＩＣ 定义为无肉

眼可见菌生长的测试样品的最低浓度ꎮ
１.４ 数据处理

利用峰面积归一化法对其挥发性成分进行定

量分析(魏婧等ꎬ２０２２)ꎮ 所有数据均以 ３ 次重复

测量的平均值±标准差表示ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 化学成分分析

苦橙不同部位挥发油经 ＧＣ￣ＭＳ 分析后ꎬ得到

图 １ 的总离子流图ꎮ 对分离出的各挥发性成分

采用 ＮＩＳＴ１７.Ｌ 标准谱库计算机检索进行定性分

析ꎬ经质谱解析ꎬ苦橙 ３ 个部位中共鉴定出 ９４ 种

挥发性成分ꎬ其中叶 ３４ 种、花 ３２ 种、幼果 ６９ 种ꎮ
苦橙不同部位挥发油的化学成分有一定差异ꎬ

叶和花中含量最高的均是芳樟醇ꎬ分别为 ３０.５１％、
５７.５９％ꎻ幼果中含量较高的有 ｄ￣柠檬烯(２５.５５％)
和 γ￣萜品烯(１０.４８％)ꎮ 苦橙叶挥发油中醇类化合

物含量最多ꎬ占总化学成分的 ５５. ３７％ꎬ 酯类占

２２.７１％ꎬ烯类占 ２０. ２５％ꎻ主要化学成分有芳樟醇

( ３０.５１％ )、 α￣松 油 醇 ( １４.７８％ )、 甲 酸 芳 樟 酯

(１１.６０％)、橙花醇(８.５６％)、３￣蒈烯(７.３９％)、 β￣蒎
烯(４.４５％)等ꎮ 苦橙花挥发油中醇类化合物成分最

多ꎬ占总化学成分的 ６５.７０％ꎬ其次是烯类占３０.８１％ꎬ
酯类占 ２.０２％ꎻ主要化学成分有芳樟醇(５７.５９％)、
ｄ￣柠檬烯(１６.１５％)、３￣蒈烯(５.３５％)、桧烯(４.３６％)、
α￣松油醇(３.３２％)、β￣蒎烯(３.２６％)等ꎮ 苦橙幼果挥

图 １　 苦橙叶挥发油(Ａ)、花挥发油(Ｂ)、幼果
挥发油(Ｃ)的 ＧＣ￣ＭＳ 总离子流图

Ｆｉｇ. １　 ＧＣ￣ＭＳ ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓ (Ａ)ꎬ ｆｌｏｗｅｒｓ (Ｂ) ａｎｄ
ｙｏｕｎｇ ｆｒｕｉｔｓ ｉｎ Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ ｖａｒ. ａｍａｖａ (Ｃ)

发油中烯类成分最多ꎬ占 ７５.４３％ꎬ醇类占 １７.３１％ꎬ
酯类占 １.３１％ꎻ主要化学成分有 ｄ￣柠檬烯(２５.５５％)、
γ￣萜品烯(１０.４８％)、γ￣多烯(４.０５％)、桧烯(３.６６％)、
３￣蒈烯(３.２５％)等ꎮ 表 １ 结果表明烯类成分是苦橙

幼果区别于叶、花的特异性成分ꎮ

６６１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 １　 苦橙不同部位中的挥发性成分及相对含量
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ ｖａｒ. ａｍａｒａ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

保留时间
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ
(ｍｉｎ)

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

类别
Ｃａｔｅｇｏｒｙ

分子式
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｏｒｍｕｌａ

相对含量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

Ｌ.Ｏ Ｆ.Ｏ ＹＦ.Ｏ

１ ６.１８ ３￣蒈烯 ３￣ｃａｒｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１０Ｈ１６ ７.３９ ５.３５ ３.２５

２ ６.３５ ２￣甲基双环 [４.３.０]非￣１(６) ￣烯
２￣ｍｅｔｈｙｌｂｉｃｙｃｌｏ [４.３.０]ｎｏｎ￣１(６) ￣ｅｎｅ

烷烃类 Ａｌｋａｎｅｓ Ｃ１０Ｈ１６ — — ０.０７

３ ６.５３ 假枯烯 Ｐｓｅｕｄｏｃｕｍｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ９Ｈ１２ ０.０５ ０.０８ —

４ ６.６０ 桧烯 Ｓａｂｉｎｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１０Ｈ１６ ２.６１ ４.３６ ３.６６

５ ６.７６ β￣蒎烯 β￣ｐｉｎｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１０Ｈ１６ ４.４５ ３.２６ １.０１

６ ６.７７ (２Ｒꎬ５Ｓ) ￣２￣甲基￣５￣(丙￣１￣烯￣２￣基) ￣２￣乙烯基四氢呋喃
(２Ｒꎬ５Ｓ) ￣２￣ｍｅｔｈｙｌ￣５￣(ｐｒｏｐ￣１￣ｅｎ￣２￣ｙｌ) ￣２￣ｖｉｎｙｌｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｕｒａｎ

呋喃类 Ｆｕｒａｎ Ｃ１０Ｈ１６Ｏ — ０.０６ —

７ ６.９０ α￣水芹烯 α￣ｐｈｅｌｌａｎｄｒｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１０Ｈ１６ — — ０.１５

８ ６.９０ 伪柠檬烯 Ｐｓｅｕｄｏｌｉｍｏｎｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１０Ｈ１６ ０.０６ — —

９ ６.９０ 紫苏醇 Ｐｅｒｉｌｌａ ａｌｃｏｈｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１６Ｏ — ０.１６ —

１０ ７.０８ ４￣乙基邻二甲苯 ４￣ｅｔｈｙｌ￣１ꎬ２￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅ 芳香烃类
Ａｒｏｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓ

Ｃ１０Ｈ１４ ０.０６ — —

１１ ７.１３ ｄ￣柠檬烯 ｄ￣ｌｉｍｏｎｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１０Ｈ１６ ２.０６ １６.１５ ２５.５５

１２ ７.４０ γ￣萜品烯 γ￣ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１０Ｈ１６ ０.１７ ０.２５ １０.４８

１３ ７.５２ ４￣侧柏醇 ４￣ｔｈｕｊａｎｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ — — ０.０６

１４ ７.５３ ２￣(５￣甲基￣５￣乙烯基四氢咲喃￣２￣基)丙 ２ ￣基碳酸乙酯
２￣( ５￣ｍｅｔｈｙｌ￣５￣ｖｉｎｙｌｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｕｒａｎ￣２￣ｙｌ ) ｐｒｏｐａｎ￣２￣ｙｌ
ｃａｒｂｏｎａｔｅ ｅｔｈｙｌ

酯类 Ｅｓｔｅｒｓ Ｃ１３Ｈ２２Ｏ ０.３０ １.２８ １.００

１５ ７.６７ α￣萜品烯 α￣ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１０Ｈ１６ １.５７ ０.８５ ２.８１

１６ ７.７７ 异蒲勒醇 Ｉｓｏｐｕｌｅｇｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ — — ０.０９

１７ ７.８０ 芳樟醇 Ｌｉｎａｌｏｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ ３０.５１ ５７.５９ ０.４７

１８ ７.８８ 香芹醇 Ｃａｒｖｅｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１６Ｏ — ０.０７ ０.０４

１９ ７.９５ 反式￣薄荷基￣２ꎬ８￣二烯￣１￣醇
ｔｒａｎｓ￣ｍｅｎｔｈａ￣２ꎬ８￣ｄｉｅｎ￣１￣ｏｌ

醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１６Ｏ — — ０.０５

２０ ７.９６ 反式￣１￣甲基￣４￣(１￣甲基乙基) ￣２￣环己烯￣１￣醇
ｔｒａｎｓ￣１￣ｍｅｔｈｙｌ￣４￣(１￣ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ) ￣ ２￣ｃｙｃｌｏｈｅｘｅｎ￣１￣ｏｌ

醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ — — ０.０７

２１ ８.０１ ２ꎬ４ꎬ６￣辛三烯￣２ꎬ６￣二甲基
２ꎬ４ꎬ６￣ｏｃｔａｔｒｉｅｎｅ￣２ꎬ６￣ｄｉｍｅｔｈｙｌ

烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１０Ｈ１６ ０.４１ ０.１９ —

２２ ８.０６ (１Ｓꎬ４Ｓ) ￣１￣甲基￣４￣(１￣甲基乙烯基) ￣环己基￣２￣烯￣１￣醇
(１Ｓꎬ ４Ｓ) ￣１￣ｍｅｔｈｙｌ￣４￣(１￣ｍｅｔｈｙｌｖｉｎｙｌ) ￣ ｃｙｃｌｏｈｅｘ￣２￣ｅｎ￣１￣ｏｌ

醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１６Ｏ — — ０.１５

２３ ８.１４ 反式马鞭草醇 ｔｒａｎｓ￣ｖｅｒｂｅｎｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１６Ｏ — — ０.３４

２４ ８.２０ 异蒲勒醇 Ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ ０.０６ — ０.０９

２５ ８.２０ (３ꎬ３￣二甲基环己基) ￣乙醛
(３ꎬ３￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｈｅｘｙｌ) ￣ａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅ

醛类 Ａｌｄｅｈｙｄｅ Ｃ１０Ｈ１６Ｏ — — ０.０７

２６ ８.３５ ( ＋) ￣莰醇 ( ＋) ￣ｂｏｒｎｅｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ — — ０.１６

２７ ８.４６ ４￣萜烯醇 ４￣ｔｅｒｐｉｎｅｎｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ ０.２８ ０.４１ １.３０

２８ ８.４８ 百里香酚 Ｔｈｙｍｏｌ 酚类 Ｐｈｅｎｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１４Ｏ — — ０.６１

２９ ８.５３ α￣松油醇 α￣ｔｅｒｐｉｎｅｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １４.７８ ３.３２ ０.８９

３０ ８.６１ 顺式异紫堇醇 ｃｉｓ￣ｉｓｏｃａｒｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１６Ｏ — — ０.０８

３１ ８.６５ 薄荷醇 Ｐｉｐｅｒｉｔｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ — — ０.０４

３２ ８.７５ １￣ｐ￣薄荷脑 １￣ｐ￣ｍｅｎｔｈｏｌ 醛类 Ａｌｄｅｈｙｄｅ Ｃ１０Ｈ１６Ｏ — ０.０７ —

３３ ８.７９ 橙花醇 Ｎｅｒｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ ８.５６ ２.５６ —

３４ ８.９４ 右旋香芹酮 Ｄ￣ｃａｒｖｏｎｅ 酮类 Ｋｅｔｏｎｅｓ Ｃ１０Ｈ１４Ｏ — — ０.１３

３５ ９.００ 甲酸芳樟酯 Ｌｉｎａｌｙｌ ｆｏｒｍａｔｅ 酯类 Ｅｓｔｅｒｓ Ｃ１１Ｈ１８Ｏ １１.６０ — —

７６１１６ 期 刘亚男等: 苦橙不同部位挥发油成分及抗氧化与抗菌活性分析



续表 １

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

保留时间
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ
(ｍｉｎ)

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

类别
Ｃａｔｅｇｏｒｙ

分子式
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｏｒｍｕｌａ

相对含量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

Ｌ.Ｏ Ｆ.Ｏ ＹＦ.Ｏ

３６ ９.１２ 柠檬醛 Ｃｉｔｒａｌ 醛类 Ａｌｄｅｈｙｄｅ Ｃ１０Ｈ１６Ｏ ０.１０ ０.０８ —

３７ ９.２３ 香芹酚 Ｃａｒｖａｃｒｏｌ 酚类 Ｐｈｅｎｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１４Ｏ — — ０.３９

３８ ９.２７ ３￣甲基￣４￣异丙基酚 ３￣ｍｅｔｈｙｌ￣４￣ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｅｎｏｌ 酚类 Ｐｈｅｎｏｌｓ Ｃ１０Ｈ１４Ｏ — — １.０２

３９ ９.３１ 吲哚 Ｉｎｄｏｌｅ 吲哚类 Ｉｎｄｏｌｅｓ Ｃ８Ｈ７Ｎ — ０.３８ —

４０ ９.４４ ２￣甲氧基￣４￣乙烯基苯酚 ２￣ｍｅｔｈｏｘｙ￣４￣ｖｉｎｙｌｐｈｅｎｏｌ 酚类 Ｐｈｅｎｏｌｓ Ｃ９Ｈ１０Ｏ２ ０.１３ ０.１６ ０.１９

４１ ９.４６ ４￣乙基￣１ꎬ２￣二甲氧基苯 ４￣ｅｔｈｙｌ￣１ꎬ２￣ｄｉｍｅｔｈｏｘｙ ｂｅｎｚｅｎｅ 烃类 Ａｌｋａｎｅｓ Ｃ１０Ｈ１４Ｏ — — ０.１１

４２ ９.５６ ７￣亚甲基￣２ꎬ４ꎬ４￣三甲基￣２￣乙烯基￣双环 [４.３.０]壬烷
７￣ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ￣２ꎬ４ꎬ４￣ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ￣２￣ｖｉｎｙｌ￣ｂｉｃｙｃｌｏ [４.３.０]ｎｏｎａｎｅ

烃类 Ａｌｋａｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — ０.０６

４３ ９.６４ δ￣榄香烯 δ￣ｅｌｅｍｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — １.１３

４４ ９.６４ ４￣异亚丙基￣１￣乙烯基￣Ｏ￣甲基￣８￣烯
４￣ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｉｄｅｎｅ￣１￣ｖｉｎｙｌ￣Ｏ￣ｍｅｎｔｈｙｌ￣８￣ｅｎｅ

烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ ０.１９ — —

４５ ９.６６ 氨茴酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ａｎｔｈｒａｎｉｌａｔｅ 酯类 Ｅｓｔｅｒｓ Ｃ８Ｈ９ＮＯ２ — ０.２５ —

４６ ９.６８ α￣乙酸萜品酯 α￣ｔｅｒｐｉｎｙｌ ａｃｅｔａｔｅ 酯类 Ｅｓｔｅｒｓ Ｃ１２Ｈ２０Ｏ ０.１９ — —

４７ ９.７２ 可巴烯 Ｃｏｐａｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — ０.４５

４８ ９.７５ 丙酸叶醇酯 Ｇｅｒａｎｙｌ ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ 酯类 Ｅｓｔｅｒｓ Ｃ１３Ｈ２２Ｏ １１.６２ ０.３６ —

４９ ９.９０ 依兰烯 Ｙｌａｎｇｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — ０.１１

５０ ９.９７ 双环 [５.３.０]癸烷ꎬ２￣亚甲基￣５￣(１￣甲基乙烯基) ￣８￣甲基
Ｂｉｃｙｃｌｏ [５. ３. ０] ｄｅｃａｎｅꎬ２￣ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ￣５￣( １￣ｍｅｔｈｙｌｖｉｎｙｌ) ￣
８￣ｍｅｔｈｙｌ

烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — １.７０

５１ １０.０３ 茉莉酮 Ｊａｓｍｏｎｅ 酮类 Ｋｅｔｏｎｅｓ Ｃ１１Ｈ１６Ｏ — ０.０９ —

５２ １０.０５ ( ￣) ￣α￣雪松烯 ( ￣) ￣α￣ｃｅｄｒｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — ０.０９

５３ １０.２３ γ￣多烯 γ￣ｍｕｕｒｏｌｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — ４.０５

５４ １０.２５ 石竹烯 Ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ ０.７４ ０.０９ ２.３８

５５ １０.３５ 赛斯奎沙宾 Ｓｅｓｑｕｉｓａｂｉｎｅｎ 烷烃类 Ａｌｋａｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — ０.０７ —

５６ １０.４７ １ꎬ５ꎬ９ꎬ９￣四甲基￣１ꎬ４ꎬ７￣环己烯
１ꎬ５ꎬ９ꎬ９￣ ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ￣１ꎬ４ꎬ７￣ｃｙｃｌｏｕｎｄｅｃａｔｒｉｅｎｅ

烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ ０.１５ — —

５７ １０.６０ (ＥＺ) ￣β￣紫罗兰酮 (ＥＺ) ￣β￣ｉｏｎｏｎｅ 酮类 Ｋｅｔｏｎｅｓ Ｃ１３Ｈ２２Ｏ ０.０５ — —

５８ １０.６６ α￣蒎烯 α￣ｃｏｐａｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — ６.７０

５９ １０.７３ (１Ｓꎬ２Ｅꎬ６Ｅꎬ１０Ｒ) ￣３ꎬ７ꎬ１１ꎬ１１￣四甲基双环 [ ８.１.０]十
一碳二烯
(１Ｓꎬ２Ｅꎬ６Ｅꎬ１０Ｒ) ￣３ꎬ７ꎬ１１ꎬ１１￣ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｉｃｙｃｌｏ [８.１.０]
ｕｎｄｅｃａ￣２ꎬ６￣ｄｉｅｎｅ

烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ ０.３８ ０.０８ ３.７４

６０ １０.８６ δ￣卡宾烯 δ￣ｃａｄｉｎｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ ０.０８ — ２.４９

６１ １０.９４ ( ＋) ￣α￣长叶蒎烯 ( ＋) ￣α￣ｌｏｎｇｉｐｉｎｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — ０.２５

６２ １０.９７ 环苜蓿烯 Ｃｙｃｌｏｓａｔｉｖｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — １.５４

６３ １０.９９ Ｓｅｌｉｎａ￣３ꎬ７(１１) ￣二烯 Ｓｅｌｉｎａ￣３ꎬ７(１１) ￣ｄｉｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — ０.１６

６４ １１.０４ 喇叭烯 Ｖａｒｉｄｉｆｌｏｒｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — ０.９２

６５ １１.０４ 反式橙花叔醇 ｔｒａｎｓ￣ｎｅｒｏｌｉｄｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ０.２１ ０.６９ —

６６ １１.１６ 大根香叶烯 Ｂ Ｇｅｒｍａｃｒｅｎｅ Ｂ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — １.２６

６７ １１.２３ β￣桉叶醇 β￣ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２４Ｏ ０.２５ — １.６７

６８ １１.２８ 桉油烯醇 Ｓｐａｔｈｕｌｒｎｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２４Ｏ ０.１９ — １.９９

６９ １１.３５ 蓝桉醇 Ｇｌｏｂｕｌｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ — — ０.７４

７０ １１.３８ 愈创木醇 Ｇｕａｉｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ — — ０.２５

７１ １１.４０ 白千层醇 Ｖｉｒｉｄｉｆｌｏｒｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ０.０５ — —

７２ １１.５１ ４ꎬ５ꎬ１０￣大根香叶三烯￣１￣醇 ４ꎬ５ꎬ１０￣ｇｅｒｍａｃｒａｔｒｉｅｎ￣１￣ｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２４Ｏ — — １.０２

８６１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



续表 １

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

保留时间
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ
(ｍｉｎ)

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

类别
Ｃａｔｅｇｏｒｙ

分子式
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｏｒｍｕｌａ

相对含量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

Ｌ.Ｏ Ｆ.Ｏ ＹＦ.Ｏ

７３ １１.５４ ６￣芹子烯￣４α￣醇 ６￣ｓｅｌｉｎａ￣ｅｎ￣４α￣ｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ — — １.０９

７４ １１.６３ 月桂烯醇 Ｊｕｎｅｎｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ — — ２.８１

７５ １１.６７ １０Ｓꎬ１１Ｓ￣雪松￣３(１２)ꎬ ４ ￣二烯
１０Ｓꎬ１１Ｓ￣ｈｉｍａｃｈａｌａ￣３(１２)ꎬ４￣ｄｉｅｎｅ

烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — ０.３１

７６ １１.７０ τ￣杜松醇 τ￣ｃａｄｉｎｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ０.１９ — １.３９

７７ １１.８０ 白菖醇 Ｓｈｙｏｂｕｎｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ — ０.０９ —

７８ １１.８４ τ￣木糖醇 τ￣ｍｕｕｒｏｌｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ０.１２ — ２.２１

７９ １１.８９ 十氢二甲基甲乙烯基萘酚
Ｄｅｃａｈｙｄｒｏｄｉｍｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈｙｌ ｖｉｎｙｌ ｎａｐｈｔｈｏｌ

酚类 Ｐｈｅｎｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ — — １.８９

８０ １１.９５ γ￣雪松烯 γ￣ｈｉｍａｃｈａｌｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４ — — ０.４２

８１ １２.２２ 法尼醇 Ｆａｒｎｅｓｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ — ０.８１ —

８２ １２.２２ 杜松樟脑 Ｊｕｎｉｐｅｒ ｃａｍｐｈｏｒ 萜类 Ｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ — — ０.４５

８３ １２.３７ ６￣异丙烯基￣４ꎬ８α￣二甲基￣１ꎬ２ꎬ３ꎬ５ꎬ６ꎬ７ꎬ８ꎬ８α￣八氢萘￣
２￣醇
６￣ｉｓｏｐｒｏｐｅｎｙｌ￣４ꎬ ８α￣ｄｉｍｅｔｈｙｌ￣１ꎬ ２ꎬ ３ꎬ ５ꎬ ６ꎬ ７ꎬ ８ꎬ ８α￣
ｏｃｔａｈｙｄｒｏ￣ｎａｐｈｔｈａｌｅｎ￣２￣ｏｌ

醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２４Ｏ — — ０.０９

８４ １２.５５ (１ａＲꎬ ４ａＳꎬ ８ａＳ) ￣４ａꎬ８ꎬ８￣三甲基￣１ꎬ１ａꎬ４ꎬ４ａꎬ５ꎬ６ꎬ７ꎬ８￣
八氢环丙烷 [ｄ]萘￣２￣碳醛
(１ａＲꎬ４ａＳꎬ８ａＳ) ￣４ａꎬ８ꎬ８￣ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ￣１ꎬ１ａꎬ４ꎬ４ａꎬ５ꎬ６ꎬ７ꎬ８￣
ｏｃｔａｈｙｄｒｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａ [ｄ]ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ￣２￣ｃａｒｂａｌｄｅｈｙｄｅ

醛类 Ａｌｄｅｈｙｄｅ Ｃ１５Ｈ２２Ｏ — — ０.０４

８５ １２.６９ 依兰醇 Ｙｌａｎｇｅｎｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ１５Ｈ２４Ｏ — — ０.０５

８６ １２.８４ ７Ｒꎬ８Ｒ￣８￣羟基￣４￣亚异丙基￣７￣甲基双环 [ ５. ３. １] 十一
烯￣１￣烯
７Ｒꎬ８Ｒ￣８￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣４￣ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｉｄｅｎｅ￣７￣ｍｅｔｈｙｌｂｉｃｙｃｌｏ [５.３.１]
ｕｎｄｅｃ￣１￣ｅｎｅ

烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４Ｏ — — ０.２０

８７ １３.１３ １４￣羟基￣δ￣卡丁烯 １４￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣δ￣ｃａｄｉｎｅｎｅ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ１５Ｈ２４Ｏ — — ０.１０

８８ １４.４７ 十六酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｐａｌｍｉｔａｔｅ 酯类 Ｅｓｔｅｒｓ Ｃ１７Ｈ３４Ｏ — ０.０７ ０.１０

８９ １５.２１ 邻苯二甲酸二丁酯 Ｄｉｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ 酯类 Ｅｓｔｅｒｓ Ｃ１６Ｈ２２Ｏ — — ０.０４

９０ １５.８７ 西柏烯 Ｔｈｕｎｂｅｒｇｅｎ 烯类 Ａｌｋｅｎｅｓ Ｃ２０Ｈ３２ — ０.０８ —

９１ １７.９７ 亚油酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｌｉｎｏｌｅａｔｅ 酯类 Ｅｓｔｅｒｓ Ｃ１９Ｈ３４Ｏ — — ０.０９

９２ １８.１５ 亚麻酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｌｉｎｏｌｅｎａｔｅ 酯类 Ｅｓｔｅｒｓ Ｃ１９Ｈ３２Ｏ — — ０.０８

９３ １８.４５ 叶绿醇 Ｐｈｙｔｏｌ 醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ Ｃ２０Ｈ４０Ｏ ０.１７ — ０.０７

９４ １９.９６ 亚油酸乙酯 Ｅｔｈｙｌ ｌｉｎｏｌｅａｔｅ 酯类 Ｅｓｔｅｒｓ Ｃ２０Ｈ３６Ｏ — ０.０６ —

　 注: Ｌ.ＯꎬＦ.Ｏ 和 ＹＦ.Ｏ 分别为苦橙的叶、花和幼果的挥发油ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｌ.Ｏꎬ Ｆ.Ｏ ａｎｄ ＹＦ.Ｏ ａｒｅ ｔｈｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓꎬ ｆｌｏｗｅｒｓ ａｎｄ ｙｏｕｎｇ ｆｒｕｉｔｓ ｏｆ Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ ｖａｒ. ａｍａｒａ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.２ 体外抗氧化活性

２.２.１ ＡＢＴＳ 自由基清除率　 ＡＢＴＳ 在 ７３４ ｎｍ 波长

处有最强吸收峰ꎬ当其与抗氧化剂结合后ꎬ 两者反

应能使 ＡＢＴＳ 溶液本身的蓝绿色褪去ꎬ其褪色程度

与抗氧化剂成定量关系ꎮ 由图 ２ 可知ꎬＢＨＴ 和苦

橙不同部位挥发油对 ＡＢＴＳ 自由基的清除能力均

随着浓度的增大而逐步增强ꎮ 当苦橙叶挥发油浓

度为 ３０ ｍｇ  ｍＬ￣１ 时ꎬ 对 ＡＢＴＳ 的 清 除 率 可 超

９９.００％ꎬ表现出较强的抗氧化能力ꎮ 当苦橙花挥

发油浓度为 ２０ ｍｇｍＬ￣１时ꎬ对 ＡＢＴＳ 的清除率可

达 ９９.５２％ꎮ 当苦橙幼果挥发油浓度为 １５ ｍｇ
ｍＬ￣１时ꎬ对 ＡＢＴＳ 的清除率可达１００.０％ꎮ 而幼果、
花、叶的 ＩＣ５０值分别为 ２.６、５.１、８.２ ｍｇｍＬ￣１ꎬＢＨＴ
为 ０.１ ｍｇｍＬ￣１ꎮ 可见ꎬ幼果的挥发油清除 ＡＢＴＳ
自由基能力优于花和叶的ꎮ
２.２.２ ＤＰＰＨ 自由基清除率 　 ＤＰＰＨ 自由基本身存

在单电子ꎬ在 ５１７ ｎｍ 波长处有最大吸收ꎬ当其醇

溶液与抗氧化剂反应时ꎬ抗氧化剂可以和孤对电

９６１１６ 期 刘亚男等: 苦橙不同部位挥发油成分及抗氧化与抗菌活性分析



Ｌ.ＯꎬＦ.Ｏ 和 ＹＦ.Ｏ 分别为苦橙的叶、花和幼果的挥发油ꎮ
下同ꎮ
Ｌ.Ｏꎬ Ｆ.Ｏ ａｎｄ ＹＦ.Ｏ ａｒｅ ｔｈｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓꎬ ｆｌｏｗｅｒｓ ａｎｄ
ｙｏｕｎｇ ｆｒｕｉｔｓ ｏｆ Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ ｖａｒ. ａｍａｒａ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 不同部位挥发油对 ＡＢＴＳ 自由基的清除率
Ｆｉｇ. ２　 Ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ

ｏｉｌｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｎ ＡＢＴＳ

图 ３　 不同部位挥发油对 ＤＰＰＨ 自由基的清除率
Ｆｉｇ. ３　 Ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ

ｏｉｌｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｎ ＤＰＰＨ

子配对使得吸收逐渐下降ꎬ甚至褪色消失ꎬ其吸光

度下降程度与其接受的电子数量成定量关系ꎮ 由

图 ３ 可知ꎬ随着 ＢＨＴ 及苦橙挥发油浓度的增大ꎬ其
对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力不断增强ꎮ 当苦橙叶

挥发油浓度为 ３０ ｍｇｍＬ￣１时ꎬ其对 ＤＰＰＨ 自由基

的清除率可达 ９２.８％ꎬ与阳性组 ＢＨＴ 的清除率基

本达到相同水平ꎬ并且继续增大浓度ꎬ清除率基本

保持不变ꎮ 当苦橙花挥发油浓度小于 ２０ ｍｇ
ｍＬ￣１时ꎬ其对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力均小于阳性

组 ＢＨＴꎬ而当浓度大于 ２０ ｍｇｍＬ￣１时ꎬ苦橙花挥

发油对 ＤＰＰＨ 自由基的清除率大于 ＢＨＴ 对 ＤＰＰＨ
自由基的清除率ꎬ最高清除率达 ９５.２４％ꎮ 苦橙幼

果挥发油对 ＤＰＰＨ 自由基的清除率始终低于

ＢＨＴꎬ当浓度为 １０ ｍｇｍＬ￣１时ꎬ苦橙幼果挥发油对

ＤＰＰＨ 的清除率达 ８６.９２％ꎬ继续增大浓度ꎬ清除率

基本保持不变ꎮ 而幼果、花、叶的 ＩＣ５０ 值分别为

２.７、４.３、５.０ ｍｇｍＬ￣１ꎬＢＨＴ 为 ０.１ ｍｇｍＬ￣１ꎮ 可

见ꎬ幼果的挥发油清除 ＤＰＰＨ 自由基能力优于花

和叶的ꎮ
２.３ 抗菌活性

由表 ２ 可知ꎬ３ 种挥发油对所有被测细菌均表

现出一定的抗菌活性ꎬ特别是对抑菌圈直径为

(１５.２ ~ ２２.７)ｍｍ 的大肠杆菌具有一定的抗菌活

性ꎮ 此外ꎬ 苦橙的花和幼果对被试菌有较强的抗

菌活性ꎬ这可归因于 ｄ￣柠檬烯的存在ꎬ其相对含量

分别为 １６.１５％和 ２５.５５％ꎮ ３ 种挥发油对被试菌

的 ＭＩＣ 值不同ꎬ大肠杆菌对挥发油更敏感ꎮ 苦橙

花的 ＭＩＣ 值为 １ ~ ３２ μｇｍＬ￣１ꎬ苦橙幼果的 ＭＩＣ
值为 ８ ~ １６ μｇｍＬ￣１ꎮ 苦橙花挥发油的抗菌活性

与之前关于橙花油的报告一致ꎮ

３　 讨论与结论

常见的挥发油提取方法有水蒸气蒸馏法、超
临界流体萃取法、超声波辅助萃取法等ꎮ 超临界

流体萃取法虽然能够提升挥发油的提取率ꎬ但从

经济效益、设备要求等多方面综合考虑ꎬ水蒸气蒸

馏法更适用于工业生产(孙吴倩等ꎬ２０２２)ꎮ 本研

究采用水蒸气蒸馏法提取苦橙叶、花及其幼果的

挥发油ꎬ应用气相色谱－质谱(ＧＣ￣ＭＳ)联用技术对

其化学成分进行定性定量分析ꎮ 本研究结果表明

苦橙叶、花和幼果的挥发油单次提取率分别为

０.９５％、０.２７％和 ０.３４％ꎮ 从得率来看ꎬ苦橙叶挥发

油含量较高ꎬ易于获取ꎬ为可持续利用资源ꎮ 而苦

橙 ３ 个部位挥发油的化学成分种类与含量均存在

一定差异ꎬ也正是这些香气成分及含量的不同ꎬ从
而形成了各自的特性:苦橙叶挥发油呈微黄绿色

油状ꎬ清香轻飘ꎬ主要成分有芳樟醇(３０.５１％)、α￣
松油醇(１４.７８％)、甲酸芳樟酯(１１.６０％)、橙花醇

(８.５６％)、３￣蒈烯(７.３９％)等ꎻ苦橙花挥发油呈无

色透 明 油 状ꎬ 花 香 扑 鼻ꎬ 主 要 成 分 有 芳 樟 醇

(５７.５９％)、ｄ￣柠檬烯(１６.１５％)、３￣蒈烯(５.３５％)、

０７１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 ２　 ３ 种挥发油的抗菌活性
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ

微生物菌株
Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｔｒａｉｎ

抑制区直径
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ (ｍｍ)

Ｌ.Ｏ Ｆ.Ｏ ＹＦ.Ｏ 庆大霉素
Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ

最小抑制浓度
Ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(μｇ ｍＬ ￣１)

Ｌ.Ｏ Ｆ.Ｏ ＹＦ.Ｏ 庆大霉素
Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ

大肠杆菌
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

１５.２±０.４ ２２.７±０.３ １９.５±０.６ ２２.６±０.８ １６ １ ８ ０.２５

金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

８.５±０.２ １０.１±０.４ １３.２±０.４ ４０.５±０.９ >３２ >３２ １６ ０.５

铜绿假单胞菌
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

１２.０±０.５ １５.６±０.７ １６.４±０.３ ３１.３±０.２ >３２ １６ １６ ０.５

α￣松油醇(３. ３２％)、β￣蒎烯(３. ２６％)等ꎻ苦橙幼果

挥发油呈黄绿色油状物ꎬ香味浓郁ꎬ主要成分有

ｄ￣柠檬烯(２５.５５％)、γ￣萜品烯( １０.４８％)、γ￣多烯

(４.０５％)、桧烯(３.６６％)、３￣蒈烯(３.２５％)等ꎮ
董雪等(２０２２)对苦橙花挥发油化学成分分析

发现其主要的化合物为醇类和萜烯类ꎬ叶一丹等

(２０１９)对苦橙叶挥发油化学成分研究发现其含酯

类和醇类物质为主ꎬ它们与本研究结果一致ꎮ 另

外本研究发现苦橙幼果中萜烯类成分最多ꎬ这是

有异于叶和花的地方ꎬ可能是植株在生长发育过

程中的代谢产物转化导致ꎮ
药用植物不同部位的生物学活性具有显著

性差异的现象已有前人的研究结果得到佐证:李
慧敏等(２０２２)研究发现北柴胡不同部位总黄酮

含量与抗氧化活性从高到低分别为花、叶 >茎 >
根ꎻ查雨锋等(２０２２)研究表明三七根提取物对改

善氧化损伤的作用优于茎、叶、花提取物ꎻ此外也

有研究对冷饭团、丁香、木蝴蝶的不同部位进行

成分与活性比较 (杨艳和高渐飞ꎬ２０１８ꎻ左遨勋

等ꎬ２０２２ꎻ李慧敏等ꎬ２０２２) ꎮ 了解其成分与活性

差异有助于明确物质在植株中转运和积累机制ꎮ
本研究结果表明苦橙不同部位挥发油对 ＡＢＴＳ 自

由基和 ＤＰＰＨ 自由基均有较强的清除能力ꎬ幼果

挥发油成分主要为萜烯类化合物ꎬ其抗氧化活性

优于叶和花ꎮ 大部分芸香科挥发油对葡萄球菌、
大肠杆菌、伤寒杆菌和枯草芽孢杆菌的生长均表

现出不同程度的抑制活性(刘巧等ꎬ２０１９) ꎮ 本研

究中幼果挥发油表现出的抗菌活性优于叶ꎬ可将

幼果作为苦橙挥发油提取原料用于功效产品研

发ꎬ其功效等级高于叶、花ꎬ但无显著性差异ꎬ也
可用叶、花作为苦橙挥发油提取原料以实现苦橙

资源的综合开发利用ꎮ
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ ＤＣ. ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
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能力与总黄酮含量及其关系研究 [Ｊ]. 食品研究与开发ꎬ
４２(２): ３７－４３.]
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ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ
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橙叶精油化学成分及抗炎作用研究 [Ｊ]. 天然产物研究
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(责任编辑　 邓斯丽　 蒋巧媛)

２７１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷






	封一
	封二
	2306002
	230601
	230602
	230603
	230604
	230606
	230607
	230608
	230609
	230610
	230611
	230612
	230613
	230614
	230615
	230616
	230617
	230618
	230619
	封三
	封四

