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不同土壤水分对丹参叶片总酚酸类成分

积累及相关酶活性的影响
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要!以丹参"

72AZ-2E-AU-%??9-82T)+

4

1

$为材料!采用盆栽实验!研究丹参叶片在不同土壤水分"田间持水量

的
!CX

'

CCX

'

&CX

$条件下总酚酸类成分积累及相关酶活性的变化规律%结果表明干旱胁迫后期!丹参叶片总酚酸

类成分积累明显提高!表现为总酚酸含量以
CCX

处理最高!

!CX

处理次之!

&CX

处理最低!其中
CCX

处理总酚酸含量

达到
&CX

处理的
%?C"

倍!

!CX

处理达到
&CX

处理的
%?!%

倍%处理前期!

CCX

土壤含水量能够促进
[MO

酶活性提

高!而处理中后期
CCX

和
!CX

土壤含水量均能够促进
8M8

酶活性提高!但干旱胁迫对
a#_

酶活性影响不显著%丹

参叶片总酚酸类成分的积累与
[MO

和
a#_

酶相关!未发现与
8M8

有明显关系%这为丹参叶片资源的开发和丹参

规范化种植与灌溉提供了理论参考!也为丹参药材的质量控制提供了指导%

关键词!土壤水分#总酚酸#丹参#酶活性

中图分类号!
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引
!

言

丹参是我国传统大宗药材%主要包括丹酚酸和

丹参酮两类成分&酚酸类成分是一类含有芳香环和

羟基的化合物%它们在植物中分布广泛%种类繁多%

具有很强的抗氧化活性%是植物根系分泌物的重要

组分%也是人类药品的重要来源&近些年来%由于丹

酚酸类成分在治疗心脑血管疾病)肺纤维化以及恶

性肿瘤等疾病方面的突出表现而备受关注'

%7$

(

&已

有研究表明%丹参叶片中也含有大量的酚酸类化合

物%如丹酚酸
T

和迷迭香酸等%丹参叶片提取物也

具有很强的抗氧化活性'

!

(

%可以作为丹酚酸类药物

的重要原料%具有很高的经济价值和广阔的开发前

景&苯丙烷类代谢途径和色氨酸途径是丹酚酸类成

分生物合成的重要来源%苯丙氨酸解氨酶"

[MO

#是

位于初生代谢和次生代谢分支处的关键酶'

#

(

%催化

植物体内多种防御功能化合物的形成'

C7&

(

%也是合成

迷迭香酸分子结构上的咖啡酰基的关键酶%肉桂酸

#7

羟化酶"

a#_

#是苯丙烷类代谢途径的重要酶%而

酪氨酸氨基转移酶"

8M8

#则是色氨酸途径的关键

酶&

P,GG,

c

)1

等'

B

(认为迷迭香酸的累积与
[MO

酶

活性呈一定正相关%焦蒙丽等'

F

(研究认为
[MO

在迷

迭香酸合成过程中的限速作用比
8M8

大&我们在

研究中也发现%丹参酚酸类成分的积累与
[MO

酶活

性更为相关'

%"

(

&

干旱是影响植物生长的重要环境因子之一%干

旱胁迫不仅能够抑制植物生长%而且能够改变细胞

内代谢流%包括初生代谢和次生代谢&已有研究表

明%水分胁迫显著促进了药用植物中次生代谢产物

的积累'

%%7%$

(

&金丽萍等'

%!

(发现%蒙古扁桃叶内
[MO

和
a#_

活性随干旱胁迫程度的增加而逐渐增强%但

水分胁迫对丹参叶片中酚酸类成分积累以及相关酶

活性影响的研究尚未见报道&因此%本研究旨在通

过盆栽试验%研究不同土壤水分处理对丹参叶片总

酚酸类成分积累以及相关酶活性的影响%揭示丹参

叶部酚酸类成分积累的关键时期以及最佳土壤水分



条件%阐明干旱胁迫对丹参叶片酚酸类成分积累的

调控规律%为丹参规范化种植和合理灌溉提供理论

参考%为控制丹参药材质量提供指导&

!

!

材料和方法

%?%

!

实验材料

供试丹参幼苗来自陕西省天士力商洛植物药业

有限公司药源基地%苗期约
%B"H

&选择色泽鲜红)

粗细均匀健壮)无病幼苗%移栽前去除地上部分%留

一条主根减小失水%确保成活&

%?$

!

试验设计

实验采用盆栽法&于
$"%"

年
!

月
%$

日选取大

小一致幼苗移栽于高
$&6N

)上口径
!C6N

)下口径

$$6N

的塑料桶中%每桶装风干土
%"Y

4

%每桶
!

株%

共
C"

桶%桶中装有试验地耕层土壤%土壤经自然风

干)过筛去杂后与细河沙以及蚯蚓粪按质量
H

土壤
U

H

细沙
UH

蚯蚓粪
h!U%U%

混匀%田间最大持水量为

$&X

%土壤容重为
%?%

4

*

6N

!

&盆栽桶放置于中国

科学院水利部水土保持中心%透光防雨棚内&

移栽后%首次浇透水%使其缓苗%期间每
$H

补水

至充足%缓苗生长
%

个月%待幼苗长势稳定后进行处

理%选取大小长势基本一致的幼苗
#$

桶%每桶
!

株%

于
$"%"

年
#

月
%C

日进行水分处理%不浇水至土壤

水分自然消耗到设定标准后%用感量为
"?""CY

4

的

电子秤称重控制土壤含水量在设定范围&试验共设

低)中)高
!

个土壤水分水平%分别为田间持水量的

!CX

%

CCX

%

&CX

&每个处理重复
%#

桶%并设置对照

桶"裸土#%以除去盆中土壤的表面蒸发水分&

%?!

!

丹参叶片总酚酸含量测定

丹参叶片总酚酸类成分测定参照田树革'

%#

(的

方法%采用
J(-3+7a3(6,-<1)

法&

福林试剂的配制!称取
$"

4

钨酸钠和
C

4

钼酸

钠于圆底烧瓶中%用
%#"NO

蒸馏水溶解%加入
BCX

的磷酸溶液
%"NO

和
$"NO

浓盐酸%回流
%"0

%然

后加入
!

4

硫酸锂及
%CNO

双氧水%加热沸腾

%CN3+

至亮黄色%不得带微蓝和绿色&冷却%移入

$C"NO

容量瓶中%定容%贮于棕色瓶中&

标准溶液的配制!以没食子酸为对照品%购自中

国药品生物制品检定所&精确称取
"?""$C

4

没食

子酸%蒸馏水定容至
$CNO

&该标准液浓度为

"?%N

4

*

NO

&

标准曲线的建立!准确量取上述标准液
"

)

"?%

)

"?$

)

"?!

)

"?#

)

"?CNO

于
%"NO

容量瓶中%各加

VNO

水%摇匀%再加
"?CNO

福林试剂%充分摇匀&

%N3+

之后加入
$"X

碳酸钠溶液
%?CNO

%混匀定

容&在
&CW

下反应
%"N3+

%于
&VC+N

波长下测定

吸光度%建立标准曲线&

样品溶液的制备!准确称取
"?C

4

冻干样品在

$CNO&CX

乙醇中超声提取
!"N3+

%静置
%"N3+

%

取
$NO

上清液%

&CX

乙醇定容至
%"NO

容量瓶%棕

瓶贮藏&

样品的测定!准确量取制备好的样品溶液
%NO

于
%"NO

容量瓶中%加入
VNO

蒸馏水%

"?CNO

福

林试剂%再加入
%?CNO$"X @,

$

aD

!

溶液%用水定

容至刻度%混匀%

&CW

水浴
%"N3+

%冷却后
&VC+N

处测定吸光值&

%?#

!

丹参叶片相关酶活性测定

主要测定
[MO

)

a#_

)

8M8

酶活性%方法参考

本课题组'

%C7%V

(建立的方法上加以改进%具体如下$

苯丙氨酸解氨酶"

[MO

#!取新鲜丹参叶片%迅速

用蒸馏水洗净表面杂质%吸水纸吸干水分&加入

CNO#W

下预冷的提取介质"

"?"CN(-

*

O

硼酸缓冲

液)

C?"NN(-

*

O

巯基乙醇)

%?"NN(-

*

OKb8M7@,

$

)

CX

甘油%

Z

_B?B

#%冰浴下加入
CX[>[

迅速研磨匀

浆后%过滤%滤液在
#W

下
C"""*

*

N3+

离心
%CN3+

%上

清液用于酶活性的检测&

测定系统含有酶液
"?"CNO

%硼酸缓冲液"

Z

_

B?B

#

$NO

)

O7

苯丙氨酸"

"?"$N(-

*

O

#

%NO

)蒸馏水

%NO

$对照不加
O7

苯丙氨酸%加入
%NO

蒸馏水代

替&反应液于
!&W

水浴中保温
V"N3+

后加入
"?$

NOVN(-

*

O_a-

终止反应%在
$C&+N

下测定吸光

度%以每分钟
Db

值变化
"?"%

为一个酶活单位
9

&

肉桂酸
#7

羟化酶"

a#_

#!取新鲜丹参叶片%迅

速用蒸馏水洗净表面杂质%吸水纸吸干水分&加入

CNO#W

下预冷的提取介质"

"?%N(-

*

O

磷酸缓冲

液)

"?$CN(-

*

O

蔗糖)

"?CNN(-

*

OKb8M

)

$NN(-

*

O

巯基乙醇%

Z

_&?V

#%冰浴下迅速研磨匀浆后%过

滤%滤液在
#W

下
&$""*

*

N3+

离心
!"N3+

%上清液用

于酶活性的检测&

测定系统含有酶液
"?"$NO

%

C"NN(-

*

O

肉桂

酸
"?$NO

%

"?#N

4

*

NO@M[b_"?$NO

%

"?%N(-

*

O

磷酸缓冲液"

Z

_&?V

#

!NO

%对照不加肉桂酸%加

入
"?%N(-

*

O

磷酸缓冲液"

Z

_&?V

#

"?$NO

代替&

反应液于
!"W

保温
!"N3+

%加入浓盐酸调
Z

_$?"

终止反应%取上清液用
@,D_

调
Z

_%%

%在
!%"+N

下测定吸光度%以每分钟
Db

值变化
"?"%

为一个酶

活单位
9

&

酪氨酸氨基转移酶"

8M8

#!取新鲜材料%迅速

#&C

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!
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!
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!
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!

学
!

学
!

报
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用蒸馏水洗净表面杂质%吸水纸吸干水分&加入

CNO#W

下预冷的提取介质"

"?%N(-

*

O

磷酸钾缓

冲液%

"?%NN(-

*

OKb8M

%

B"NN(-

*

O

)

7

酮戊二酸%

"?$NN(-

*

O>T

V

%

%NN(-

*

Ob88

%

Z

_&?!

#%冰浴

下迅速研磨匀浆后%过滤%滤液在
#W

下
&$""*

*

N3+

离心
!"N3+

%上清液用于酶活性的检测&

测定系统含有
"?$NO

酶液%

"?$N(-

*

O

磷酸钾

缓冲液"

Z

_&?C

#

!NO

%

%"NN(-

*

O

)

7

酮戊二酸
"?$

NO

%

BBNN(-

*

O

酪氨酸
"?$NO

%

"?$NN(-

*

O>T

V

"?%NO

&对照不加酪氨酸%加入
"?$N(-

*

O

磷酸钾

缓冲液"

Z

_&?C

#

"?$NO

代替&反应液于
!&W

水浴

中保温
!"N3+

后加入
%NO%"N(-

*

O@,D_

终止

反应&然后于
!&W

水浴中继续保温
!"N3+

&在

!!%+N

下测定吸光度%以每分钟
Db

值变化
"?"%

为

一个酶活单位
9

&

%?C

!

数据统计及分析方法

采用
L36*(;(.<Kd61-$""!

)

b[5&?CC

数据分析

软件对原始数据进行统计分析%差异显著性采用

O5b

法进行多重比较检验&

'

!

结果与分析

$?%

!

不同土壤水分对丹参叶片总酚酸含量的影响

由图
%

可知%干旱胁迫初期"

C

月
$B

日
AV

月

$B

日#%

!

种水分处理对于丹参叶片总酚酸含量影响

差异不明显%

&

月份进入丹参生长旺盛期%表现为

CCX

田间持水量处理下总酚酸成分含量最高%

&CX

处理下含量次之%而
!CX

处理下含量最低&随后
!

种水分处理下酚酸含量都迅速降低%不同处理间差

异不明显&

B

月以后总酚酸类含量又逐渐升高%呈

直线稳步上升趋势%

CCX

和
!CX

处理下总酚酸含量

上升较快%上升幅度明显高于
&CX

处理下的总酚酸

含量%说明
B

月份以后是丹参叶片总酚酸类成分积

累上升的重要时期&至
%"

月份采收期为止%

!

种水

图
%

!

不同土壤水分对丹参叶片总酚酸含量的影响

分处理下%总酚酸含量差异明显%达到极显著差异水

平"

F

&

"?"%

#%表现为总酚酸含量以
CCX

处理最高%

!CX

处理次之%

&CX

处理最低%其中
CCX

处理总酚

酸含量达到
&CX

处理的
%?C"

倍%

!CX

处理下达到

&CX

处理下的
%?!%

倍&说明适当的干旱胁迫有利

于丹参叶片总酚酸含量的积累%

%"

月份总酚酸积累

较高%适宜采收&

$?$

!

不同土壤水分对丹参叶片酚酸类代谢相关酶

活性的影响

!!

如图
$

"

M

#和图
$

"

T

#所示%丹参叶片苯丙氨酸

解氨酶"

[MO

#和肉桂酸
#7

羟化酶"

a#_

#在整个生

育期内变化趋势基本相同%呈降低
7

升高
7

降低
7

升高

的折线型变化%

&

月份活性最高%

B

月份活性达到最

低后又逐渐升高&

!

种水分处理下%

[MO

活性在
B

月份之前均呈现
CCX

土壤水分下酶活性最高%

&CX

处理次之%

!CX

处理活性最小$而
B

月份之后%

!

种

水分条件下活性变化差异不明显&在整个测定期内%

!

种水分处理对
a#_

活性影响不明显&说明
[MO

作

为苯丙氨酸支路的第一个限速酶%在水分调控下起主

导作用%而
a#_

可能只起到辅助调节的作用&不同

时期%

a#_

酶活性变化趋势与
[MO

相似%也在
V

月份

降低%

&

月份达到最高%

B

月份降至最低%以后又呈逐

步上升趋势&整体而言%适度干旱可提高
[MO

活性&

酪氨酸氨基转移酶"

8M8

#活性如图
$

"

a

#所示%

不同时期
8M8

活性变化趋势与
[MO

和
a#_

有所不

同%呈现
V

月急剧降低%

B

月升至最高%以后又逐步降

低的趋势&这与
[MO

和
a#_

在
B

月达到活性最低

点这一现象完全相反&

&CX

水分下活性除
C

月外%其

余均保持在较低水平$

V

月底至
&

月中下旬%

!CX

水分

下酶活性保持在较高水平$进入
B

月丹参旺盛生长

期%则以
CCX

处理下
8M8

酶活性最高%极显著高于

另外两个处理"

F

&

"?"%

#$

B

月份以后%则仍以
!CX

水

分处理下
8M8

酶活性较高&由此可知%

8M8

与
[MO

相似%适度的土壤干旱可提高
8M8

酶活性&

$?!

!

酶活性变化与总酚酸含量变化的相关性分析

由表
%

中的数据可知%从整体水平来看%丹参叶

片总酚酸积累与
[MO

)

a#_

和
8M8

酶活性的相关

程度为!

[MO

2

a#_

2

8M8

&

[MO

酶活性与总酚酸

含量在
"?"%

水平上达到极显著正相关关系&

[MO

活性在
!

种土壤水分下均与总酚酸含量

呈正相关关系&在
!CX

和
&CX

水分处理下%

[MO

酶活性与总酚酸的相关系数均达到
"?&

以上%呈强

相关$

CCX

处理下%相关系数达到
"?#

以上%呈中度相

关&

!

种土壤水分下%

!CX

处理下
[MO

活性与总酚酸

C&C
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含量相关性最强%

!CX

和
&CX

处理下达到极显著水

平%

CCX

处理下达到显著水平&

a#_

酶活性在
!

种土

壤水分下与总酚酸含量的相关系数均在
"?$

以上%呈

弱相关%且与
[MO

酶相同%也是
!CX

下的相关系数最

大%但均未达到显著水平&而
8M8

活性与总酚酸含

量呈负相关&纵观
!

种土壤水分处理可以看出%

[MO

和
a#_

活性与总酚酸含量的相关程度为!

!CX

处理

二者相关性最高%

&CX

处理次之%

CCX

处理最低&

图
$

!

不同土壤水分对丹参叶片
[MO

)

a#_

和
8M8

酶

活性的影响

由此可知%当壤水分环境恶劣%土壤含水量降低

到一定程度时%激活丹参体内水溶性代谢途径上的

关键酶系统%调节酶活性发生改变%从而促进总酚酸

含量的增加%调控酚酸类物质的积累&

[MO

作为苯

丙氨酸支路的第一限速酶%在水分调控下起主导作

用%参与酚类主要物质的诱导合成%而
a#_

仅起到

辅助调节的作用$

8M8

作为酪氨酸支路上的限速酶

对总酚酸起负调控作用&

[MO

和
a#_

活性在
!CX

下与总酚酸含量相关性最大%

&CX

次之%

CCX

最小%

说明这两个酶对于总酚酸积累的调控可能与土壤水

分胁迫程度%

!CX

水分处理调控作用最强%

&CX

其

次%

CCX

最小&

表
!

!

不同水分处理下
9AP

(

>)G

(

WAW

酶活性与

总酚酸含量的相关性分析

相关性

系数

!CX

田间持水量

CCX

田间持水量

&CX

田间持水量
整体水平

[MO "?&CF

--

"?#"B

-

"?&!!

--

"?CBB

--

a#_ "?!B! "?$&% "?$B% "?!"!

8M8 A"?#!! A"?#C$ A"?!C& A"?#""

!!

注!

--表示与对照相比在
"?"%

水平上极显著相关%

-表示与对

照相比在
"?"C

水平上显著相关&

$

!

讨
!

论

干旱胁迫不仅能够抑制植物生长%也能改变初

生代谢和次生代谢产物的积累&尽管次生代谢产物

可能不是植物生长发育所必须的%但它在植物与环

境间的相互作用中起着重要作用'

%V

(

%已有研究表明

次生代谢产物积累可能与植物耐水分胁迫反应有

关'

%V7%B

(

&我们的前期研究结果表明%水分胁迫能够

显著促进玄参中环烯醚萜甙'

%$

(以及丹参中丹参酮

类成分的积累'

%F7$%

(

&

_1*+,+H1GQ

等'

$$

(也认为干旱

胁迫能够促进
a3;<);6-);33

叶片中总酚酸类成分的

积累%这与本研究结果一致%干旱胁迫处理能够促进

丹参叶片中总酚酸类成分的积累%但这主要表现在

处理后期%而在处理前期差异则不显著&

[MO

)

a#_

和
8M8

是苯丙烷代谢途径
!

个重

要酶%已有大量研究表明%植物苯丙烷代谢途径相关

酶活性变化与酚酸类成分的积累密切相关%随着

[MO

)

a#_

活性的提高%植物体内会大量积累酚酸

和黄酮类等物质'

V

%

$!

(

&本研究发现药用植物丹参中

[MO

和
a#_

活性与植物的抗旱性呈正相关关系%

土壤适度干旱可提高丹参叶片
[MO

和
8M8

活性%

但对
a#_

酶活性影响不显著&

!

种水分处理下%随

干旱时间的延长总酚酸含量变化与
[MO

和
a#_

酶

V&C

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报
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卷



活性变化趋势相似%呈降低再升高又降低之后稳步

升高的趋势&

!

种土壤水分下%

[MO

和
a#_

活性与

总酚酸含量从
B

月份开始均呈直线稳步上升趋势%

说明从
B

月开始丹参叶片进入有效成分大量积累

期&至
%"

月采收期为止%总酚酸含量表现为!

CCX

处理含量最高%

!CX

处理次之%

&CX

处理最低%说明

CCX

水分处理较适宜丹参叶片总酚酸类成分的积

累%

%"

月后酚酸积累量较高%适宜采收&

P,GG,

c

)1

等'

B

(对
[MO

酶活性与迷迭香酸累积

的相关性进行了研究%认为迷迭香酸的累积与
[MO

酶活性呈正相关%焦蒙丽等'

F

(则认为
[MO

对迷迭香

酸合成的限速作用比
8M8

明显&在水杨酸诱导丹

参细胞悬浮培养物中酚酸类成分积累的研究中也发

现%与
8M8

酶相比%

[MO

酶活性与丹参酚酸类成分

的积累更为相关'

#

(

&本研究对
!

种土壤水分下丹参

叶片
[MO

)

a#_

和
8M8

活性变化与总酚酸含量变

化进行了线性相关性分析%结果
[MO

活性与总酚酸

含量的相关程度最高%在
"?"%

水平上呈极显著正相

关$

a#_

次之%呈弱相关%而
8M8

与总酚酸呈负相

关%这进一步表明丹参叶片总酚酸成分积累与
[MO

和
a#_

酶有关&不同水分下
[MO

)

a#_

活性与总

酚酸含量的相关程度均为!

!CX

处理二者相关性最

高%

&CX

处理次之%

CCX

处理最低%表明这两个酶对

总酚酸积累的调控与丹参植株所处的土壤水分环境

也有关联&

总之%本研究表明适度的干旱胁迫能够促进丹

参叶片中总酚酸类成分的积累及
[MO

和
8M8

酶

活性的提高%但对
a#_

酶活性影响不显著&丹参叶

片总酚酸类成分的积累与
[MO

和
a#_

酶相关%但

可能与
8M8

关系不大&这为丹参叶片资源的开发

和丹参规范化种植与灌溉提供了理论参考%也为丹

参药材的质量控制提供了指导&
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