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外源亚精胺对盐胁迫下颠茄生理特性
和生物碱积累的影响①
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摘要:以颠茄为试验材料,在盐胁迫下对叶片喷施不同浓度的亚精胺(Spd)溶液,研究Spd对颠茄相关生理特性和叶

片干物质中莨菪碱和东莨菪碱质量分数的影响.试验结果表明:喷施较低浓度(0.1mmol/L,0.3mmol/L)的Spd溶

液,可使颠茄的抗盐能力增强,叶绿素质量分数上升,丙二醛(MDA)、可溶性糖、可溶性蛋白(SP)、脯氨酸(Pro)质量

分数降低,过氧化物酶(POD)、超氧化物歧化酶(SOD)活性均降低,莨菪碱质量分数上升,并且经0.1mmol/L的Spd

溶液处理的颠茄叶片东莨菪碱质量分数是对照组的3.44倍.因此,叶片喷施适宜浓度的Spd溶液能够有效缓解盐胁

迫对颠茄的伤害,使植株恢复正常生长,提高颠茄莨菪碱和东莨菪碱的质量分数,这表明亚精胺能够增强颠茄的抗盐

能力,提高其有效药用成分产量.
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颠茄AtropabelladonnaL.,俗名“野山茄”,属茄科颠茄属的一个种,多年生草本植物,全草入药[1].
颠茄味微苦、辛,气微,主要有效成分为莨菪碱和东莨菪碱等.其制剂广泛应用于临床,有解除平滑肌痉

挛,缓解各种内脏绞痛,抑制腺体分泌和对抗迷走神经兴奋所致的心律失常等功效[2].
由于颠茄具有很高的药用价值,自引入中国以来,在我国的种植面积不断扩大,大多集中在山东、浙

江、北京、上海等地,而这些地区多属于我国东部滨海盐土地区,颠茄的生长易受到盐土逆境胁迫的影响,

造成其生长代谢减缓,严重时可导致死亡.因此,如何提高颠茄在盐碱土地中的生存能力,并保证其药用成

分的产量为本研究的重点.多胺(polyamines,PAs)是一类低分子质量脂肪族含氮碱,在植物生长、形态建

成、防止衰老和抵抗环境胁迫等方面起重要作用.植物体内的PAs主要包括腐胺(Put)、亚精胺(Spd)和精

胺(Spm)等,已有研究表明Spd与逆境胁迫抗性关系更为密切,其在植物抗逆性中不仅作为胁迫保护物

质,而且在胁迫信号转导中可作为信号分子,有利于植物胁迫抗性机制的构建[3-5].本试验采用向叶片外源

喷施Spd溶液的方法,研究在盐胁迫下,外源Spd对颠茄所受伤害起到的缓解作用,为提高颠茄抗盐能力

和其主要生物碱质量分数提供一定的理论依据.
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1 材料与方法

1.1 材 料

颠茄种子购买于湖南永州,经西南大学生命科学学院吴能表教授鉴定为颠茄AtropabelladonnaL.的

成熟种子.挑选颗粒饱满的颠茄种子浸泡于50mmol/L的赤霉素溶液中,2d后取出,将其均匀平铺在湿

润的滤纸上待萌发,期间滤纸保持湿润.一周后将萌发的种子移栽到盛有充分混匀介质(泥炭土∶珍珠岩∶
蛭石=3∶1∶1)的营养袋(12cm×13cm)中,每盆5株,在温室(20±1℃)中培养,当颠茄幼苗长至6片

真叶时开始处理.
试验共有以下几种处理方式:空白对照(CK1),NaCl对照(CK2),NaCl+Spd处理(T1-T4).

CK2及T1-T4组浇灌浓度为100mmol/LNaCl溶液,至有液体从营养袋底部小孔流出为止,CK1
组则浇灌等量蒸馏水.同时T1-T4组每天喷施Spd溶液于叶片表面至液滴欲滴,Spd溶液浓度分别

为0.1mmol/L,0.3mmol/L,0.5mmol/L,0.7mmol/L,CK1和CK2叶片则喷施等量蒸馏水.每个

处理均设置3个重复,15d后测定颠茄叶片的叶绿素荧光参数,叶绿素、MDA、可溶性糖、SP和Pro
质量分数,POD和SOD活性,并提取颠茄干物质中的生物碱,测定莨菪碱和东莨菪碱质量分数.

1.2 方 法

叶绿素质量分数的测定参照张宪政[6]的方法,MDA质量分数的测定参照 Velikova等[7]的硫代巴比

妥酸(TBA)检测法,可溶性糖质量分数参照刘海英等[8]的方法测定,SP的测定参照Bradford[9]等的方

法,Pro质量分数的测定采用酸性茚三酮法[10],POD和SOD活性的测定分别采用愈创木酚法[11]和张以

顺等[12]的方法.
叶绿素荧光参数测定利用PAM-2100荧光仪(Walz,德国)预先编好的程序RUN3进行测定,天黑后将

颠茄幼苗暗处理40min,然后开始测定初始荧光(F0),最大荧光产量(Fm),最大光化学效率(Fv/Fm),实

际光合效率(Yield),光化学猝灭系数(qP)和非光化学猝灭系数(NPQ).
生物碱提取与HPLC检测参照 Wang等[13]发表的方法,颠茄叶片烘干后研磨成粉,提取托品烷生物

碱,用HPLC检测莨菪碱和东莨菪碱质量分数,标准品均购于Sigma公司.HPLC检测使用岛津LC-20AT
高效液相色谱仪,色谱条件:DiamonsilC18柱(4.6mm×250mm,5μm),流动相为甲醇-0.05mol/L,

pH=4.0乙酸铵缓冲液(流动相体系包含0.1%甲酸),流速1mL/min,柱温箱40℃,检测波长226nm,

进样量10μL.

1.3 数据分析

采用 MicrosoftExcel2007和SPSS22.0对数据进行统计整理和方差分析,Origin8绘图.数据均以

x±s表示.

2 结果与分析

2.1 Spd处理对盐胁迫下颠茄叶片叶绿素质量分数的影响

NaCl处理使颠茄叶片中的叶绿素质量分数降低,较CK1下降了23.0%.对叶片进行Spd处理后,T1,

T2,T3组颠茄叶片叶绿素质量分数均有显著升高,盐胁迫导致的叶绿素合成受阻现象得到缓解,其中T1
组升高得最多,但当处理浓度升高至0.7mmol/L时,叶绿素质量分数为各组中最低(图1).

2.2 Spd处理对盐胁迫下颠茄叶片叶绿素荧光参数的影响

相比CK2,喷施了Spd溶液的颠茄叶片F0 值均有下降,T1,T2组效果显著.NaCl处理使Fm 和Fv/Fm

值显著降低,Spd溶液处理后有所回升,T3组Fm 值上升最多,T1组Fv/Fm 值上升最多.CK2的Yield 和qP
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不同小写字母表示各处理间差异具有统计学意义

(p<0.05,图2-图5同).

图1 不同处理颠茄叶片的叶绿素质量分数

值都比CK1小,分别下降了27.1%和25.0%,喷施

Spd溶液后,各组数值均呈现出上升趋势.荧光参数

NPQ 在 NaCl处理后比对照组升高了46.6%,经过

不同浓度的Spd处理后,各组NPQ 值均下降,浓度

为0.5mmol/L时(表1).

2.3 Spd处理对盐胁迫下颠茄叶片 MDA质量分数的

影响

在本试验中,CK1叶片中 MDA的质量分数较

少,仅为0.071mg/g,而经过 NaCl处理后的CK2
叶片 MDA质量分数较CK1升高了24.7%.试验组

向受盐胁迫的颠茄喷施较低浓度的Spd溶液时,颠

茄叶片中的 MDA质量分数降低,与CK2相比分别

下降了28.5%,16.9%,11.9%.而浓度为0.7mmol/L的Spd溶液处理组 MDA质量分数超过CK2达到

0.091mg/g.这说明适宜浓度的Spd溶液对减缓盐胁迫导致的 MDA质量分数升高有作用(图2a).
表1 不同处理颠茄叶片的叶绿素荧光参数

处理 F0 Fm Fv/Fm Yield qP NPQ

CK1 0.168±0.003a 1.073±0.030b 0.840±0.044d 0.479±0.025ab 0.639±0.038c 0.248±0.028a

CK2 0.189±0.002c 0.099±0.061a 0.820±0.009ab0.349±0.009a 0.479±0.021a 0.364±0.059b

T1 0.169±0.003a 1.032±0.001ab0.834±0.001cd0.479±0.017ab 0.544±0.043ab0.238±0.035a

T2 0.173±0.003ab1.049±0.053ab0.831±0.012abc0.524±0.009c 0.482±0.059a 0.292±0.106ab

T3 0.182±0.012bc1.075±0.032b 0.813±0.005a 0.463±0.032b 0.587±0.046bc0.208±0.055a

T4 0.184±0.006c 1.055±0.015ab0.825±0.007abc0.480±0.044ab 0.625±0.064bc0.287±0.003ab

  注:同列数据中字母不同者表示差异具有统计学意义(p<0.05).

图2 不同处理颠茄叶片的 MDA和Pro质量分数

2.4 Spd处理对盐胁迫下颠茄幼苗叶片脯氨酸质量分数的影响

脯氨酸是植物体内一种重要的渗透调节物质,植物在受到水分胁迫时,体内的脯氨酸合成会增多,细

胞液浓度升高,以防止原生质体水分的散失.试验显示,当对颠茄进行NaCl溶液处理时,叶片脯氨酸质量

分数显著升高,而Spd处理可使各组脯氨酸质量分数下降,特别是T2组较CK2组下降了29.6%,下降幅

度最大,但仍高于CK1(图2b).
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图3 不同处理颠茄叶片的可溶性和可溶性蛋白的质量分数

2.5 Spd处理对盐胁迫下颠茄叶片可溶性糖、可

溶性蛋白质量分数的影响

试验显示(图3),CK1叶片中的可溶性糖质

量分数为0.120mg/g,NaCl处理使可溶性糖质

量分数升高了45.3%.向颠茄叶片喷施外源Spd
溶液,随着浓度增加,可溶性糖的质量分数呈上

升趋势,浓度为0.1mmol/L时,其质量分数较

CK2下降了16.6%,其他浓度效果则不显著.同
时盐胁迫使颠茄叶片可溶性蛋白质量分数大幅度

上升,向颠茄施以浓度小于等于0.5mmol/LSpd
时,可溶性蛋白质量分数显著下降,T3组较CK2
下降了45.2%,下降最多.但当Spd质量分数达

到0.7mmol/L时,其质量分数上升至CK1的2.33倍.
2.6 Spd处理对盐胁迫下颠茄叶片POD和SOD活性的影响

在本试验中,NaCl处理会造成颠茄叶片中的POD活性上升,随着Spd处理浓度升高,POD活性呈现

出先下降后升高的趋势,分别为CK2的65.9%,56.5%,44.0%,60.3%(图4a).盐胁迫同样也使颠茄叶片

中的SOD活性升高,CK2是CK1的2.04倍,对颠茄叶片喷施Spd溶液可使SOD活性降低,而当处理浓

度为0.5mmol/L和0.7mmol/L时,SOD活性比CK1更低,说明Spd浓度过大时会抑制颠茄叶片中

SOD的活性(图4b).

图4 不同处理颠茄叶片的POD和SOD活性

图5 不同处理颠茄叶片莨菪碱和东莨菪碱质量分数

2.7 Spd处理对盐胁迫下颠茄叶片中生物碱质量分

数的影响

试验表明,100mmol/L的NaCl溶液处理未使颠

茄叶片中的东莨菪碱质量分数发生显著变化,但是导

致了莨菪碱质量分数降低,仅为对照组的44.1%.对盐

胁迫下的颠茄进行Spd处理,T1,T2组的莨菪碱质

量分数较CK2分别升高了170.8%,149.7%,T3,T4
组变化并不显著,而东莨菪碱质量分数在Spd浓度为

0.1mmol/L时有显著升高,为CK2的3.44倍,且较

高浓度的Spd处理(0.5mmol/L和0.7mmol/L)会
造成东莨菪碱合成受影响,质量分数减少(图5).
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3 讨 论

3.1 外源Spd处理对NaCl胁迫下颠茄叶片光合特性的影响

叶绿素质量分数是植物生理的重要指标之一,反映了植物光合作用能力及植物生长发育和营养

状况[14-15].有研究表明[16-19],盐胁迫可导致植物的叶绿体结构被破坏,叶绿素质量分数降低.研究

结果表明,盐胁迫使颠茄叶片中的叶绿素质量分数减少,而外源喷施Spd溶液可以缓解此种伤害,该

结果与甜瓜、菠菜等植物的研究结论基本一致.这可能是由于Spd常以多聚阳离子状态存在,可以直

接结合细胞膜上带负电荷的磷酸及光合蛋白,进而稳定细胞膜结构,减轻叶绿体结构的破坏,使叶绿

素质量分数恢复正常.
在正常情况下,叶绿素吸收的光能主要通过光合电子传递、叶绿素荧光发射和热耗散3种途径来消耗.

这3种途径之间存在着此消彼长的关系,光合作用和热耗散的变化会引起荧光发射的相应变化.因此,可

以通过对荧光的观测来探究光合作用和热耗散的情况[20].在本试验中,当颠茄受到盐胁迫时,反映PSⅡ电

子传递情况的Fm 值和PSⅡ光能转化效率的Fv/Fm 值都显著降低,说明PSⅡ受到破坏,在光合作用过程

中的电子传递和转化都受到影响.经过Spd处理后,Fm 和Fv/Fm 都有所增大,说明PSⅡ受到的伤害减

轻,电子传递速率和PSⅡ原初光能转换效率升高.同时,Spd处理使初始荧光F0 降低,光化学猝灭系数

qP 上升,非光化学猝灭系数NPQ 下降,与苏贝贝等[21]对半夏的研究结果吻合.这反映了试验处理使PS

Ⅱ开放程度更大,说明Spd可解除盐胁迫导致的光抑制现象,吸收的光能不再大量以热能形式耗散,而是

更多地用于光化学电子传递,以完成光合作用.

3.2 外源Spd处理对NaCl胁迫下颠茄叶片逆境生理特性的影响

MDA是膜脂过氧化产物,会造成细胞中酶和细胞膜的损伤,破坏膜结构的完整性和功能的稳定性,其

质量分数是反应膜脂过氧化程度和膜受损伤程度的重要指标[22].逆境胁迫可使植物细胞膜受损,MDA质

量分数上升.此外,盐胁迫还会导致细胞液浓度升高,造成细胞失水.试验显示Spd可以缓解颠茄叶肉细

胞膜受到损伤而导致的 MDA质量分数升高现象,有效保护细胞膜,减轻膜脂过氧化程度,0.3mmol/L
为最佳喷施浓度;可溶性糖、可溶性蛋白和脯氨酸是植物重要的3种渗透调节物质,当颠茄遭受盐胁迫

时,会产生更多的调渗物质来调节细胞液浓度,减少植物失水.而适宜浓度的Spd处理使这3种物质质

量分数下降,说明Spd可以降低植物体对Na+,Cl-离子的吸收,Na+,Cl-离子比值下降,使叶肉细胞水

势恢复,维持细胞渗透平衡.逆境胁迫还可使植物活性氧代谢失衡,导致活性氧过度积累,从而对植物

造成氧化伤害[23].

SOD与POD是植物体内活性氧清除系统中的重要保护酶,当SOD与POD处于较高活性时,能有效

清除活性氧物质,减轻膜脂过氧化对细胞膜的伤害.盐胁迫导致叶片内活性氧过多,Spd处理后颠茄叶片中

SOD和POD活性降低,说明Spd使叶片中的活性氧自由基减少,减轻叶片的损伤程度,但Spd浓度不能

过高.亚精胺是H+载体,可能通过歧化反应直接清除活性自由基,但是酶活性的升高表明亚精胺也对酶有

直接的影响.王燕等[24]认为,Spd可以结合到抗氧化酶分子上,改变酶的构象,使单位酶活性升高.后期需

要对2种抗氧化酶分子结构作进一步的测定和比较分析.

3.3 外源Spd处理对NaCl胁迫下颠茄叶片生物碱积累的影响

托品烷类生物碱(主要是莨菪碱和东莨菪碱)由于其显著的临床药用价值和巨大的市场需求,一直以来

都是植物次生代谢领域研究的热点之一[25].颠茄是提取莨菪碱和东莨菪碱的主要商业药源,其生物碱的积

累也是颠茄研究的重要方向.在本试验中,盐胁迫对东莨菪碱的质量分数没有显著影响,但0.1mmol/L的
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Spd能够促进东莨菪碱的合成和积累,使东莨菪碱质量分数升高至对照组的3.44倍.另一方面,盐胁迫导

致莨菪碱的质量分数显著降低,0.1mmol/L和0.3mmol/L浓度的Spd都能促进盐胁迫下颠茄莨菪碱的

合成,但是Spd溶液浓度过高反而不利于植物的次生代谢和生物碱的积累,这说明叶片喷施少量的亚精胺

溶液即可大幅提高颠茄的生物碱质量分数,是一种简便高效的方法.目前鲜有关于亚精胺对药用植物次生

代谢影响的研究,故本研究拟将以同样的试验背景,分析测定颠茄次生代谢途径中关键酶的活性及其基因

表达量,进一步验证亚精胺是否通过调节次生代谢途径中的关键酶活性来影响生物碱的合成,并探讨是某

种酶的作用或某几种酶共同作用产生的效应.
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EffectsofExogenousSpermidineon
PhysiologicalCharacteristicsandTropane

AlkaloidsAccumulationofAtropabelladonnaUnderSaltStress

GUO Shuang, LUKe-huan, ZHANGCui-ping,

WEI Yue, WUNeng-biao
SchoolofLifeScience,SouthwestUniversity/KeyLaboratoryofEco-Environmentsin

ThreeGorgesReservoirRegion,MinistryofEducation,Chongqing400715,China

Abstract:Inordertofindamethodforimprovingthesalt-resistantabilityandthecontentoftropanealka-

loidsofAtropabelladonnaundersaltstress,differentconcentrationofSpermidine(Spd)weresprayedon

theirleavestostudytheeffectsonphysiologicalcharacteristicsandtropanealkaloidsaccumulation.Com-

paredwiththecontrolgroup,lowerconcentrationSpdincreasedthecontentofchlorophyll,whilede-

creasedthecontentofmalondialdehyde(MDA),solublesugar,solubleprotein(SP),proline(Pro).Moreo-

ver,theantioxidantenzyme(POD,SOD)activitywaslowerthanthegroupundersaltstress.Inrespectof

tropanealkaloidsaccumulation,Spdledtomoreproductionofhyoscyamine,andscopolaminehasin-

creasedto3.44foldthanthecontrolgroupattheconcentrateof0.1mmol/L.However,highconcentra-

tionSpdcannothavethiseffect.Thus,properconcentrationofSpdisconductivetothegrowthandpro-

ductionofchemicalingredientsofAtropabelladonnawhensufferedsaltstress.

Keywords:Atropabelladonna;Spermidine;saltstress;physiologicalCharacteristics;tropanealkaloids
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