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摘要:探究了外源性植物激素生长素3 吲哚乙酸(IAA)、细胞分裂素6 苄氨基嘌呤(6-BA)和赤霉素(GA3)对盐

肤木(Rhuschinensis)叶片酚酸质量分数的影响.以5年生以上盐肤木为实验材料,采用不同浓度的IAA,6-BA和

GA3 及其相同浓度的混合液对盐肤木叶片进行处理,每隔5d采集并测定1次盐肤木叶片的酚酸质量分数,以乙醇

溶液为对照.结果表明:IAA,6-BA,GA3 单种激素对盐肤木叶片酚酸质量分数有明显的提高,3种激素单独喷施

后,多酚最高增长率分别出现在第15,10,15d,与对照相比,分别增加了46.54%,48.48%,70.58%;混合激素

IAA+GA3,IAA+6-BA,6-BA+GA3,IAA+6-BA+GA3 喷施后,多酚最高增长率分别出现在第10,10,10和15d,

与对照相比,分别增加了42.27%,52.73%,33.07%和74.37%.这表明,在本实验条件下,IAA,6-BA,GA3 单种激

素提高盐肤木叶片多酚质量分数的最适宜浓度分别为50,30,30mg/L,与单独喷施相比,这3种激素混合喷施对提

高盐肤木叶片多酚质量分数的效果更好;抗氧化分析也表明3种激素混合喷施组抗氧化性高于对照组;超高效液

相色谱表明外源性植物激素主要通过增加根皮苷与没食子酸质量分数提高盐肤木叶片的抗氧化性.
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wasinvestigated.Ethanolsolutionwasusedastheblankcontrol.Theleaveswerecollectedbyevery5days
andtheircontentsoftotalphenolsweremeasured.TheresultsshowthatIAA,6-BAandGA3increased
significantlythetotalphenolcontentinleavesofR.chinensisatconcentrationsof50,30and30mg/L,
respectively.ThehighestaccumulationoftotalphenolsofR.chinensisleavesseparatelysprayedIAA,

6-BA,andGA3appearedon15th,10thand15thday,respectively,whichincreasedby46.54%,48.48%,

and70.58%,respectively,comparedwiththecontrolgroup.Moreover,whenleavesweresprayedby
IAA+GA3,IAA+6-BA,6-BA+GA3,andIAA+6-BA+GA3,theirhighestgrowthrateoftotalphenol
contentoccurredon10th,10th,10thand15thdayandincreasedby42.27%,52.73%,33.07% and
74.37%,respectively,comparedwiththecontrolgroup.Theseresultssuggestthattheoptimalconcentrationsof
IAA,6-BAandGA3forincreasingthetotalphenolcontentofR.chinensisleaveswere50,30and30mg/L
respectively.Compared withbeingsprayedbysinglehormone,R.chinensisleavessprayedbythe
hormones’mixtureshadhighertotalphenolcontent.Theresultofantioxidantanalysisalsoshowthatthe
antioxidantactivityoftheleavessprayedbythehormones’mixturesishigherthanthatofthecontrol
group.Alltheseresultsindicatethatexogenousplanthormonescaneffectivelyincreasethecontentoftotal
phenolsintheleavesofR.chinensis,Ultrahighperformanceliquidchromatography(HPLC)showedthat
exogenousphytohormonescouldimproveleavesofR.chinensisantioxidantpropertiesmainlybyincreasing
thecontentofrhizosperidinandgallicacid.
Keywords:planthormone;Rhuschinensis;phenoliccompounds

盐肤木(RhuschinensisMills)为漆树科盐肤木属落叶小乔木,是我国重要的林业经济植物[1],其茎和

根常用于制作中药[2-3],我国重要的中药材五倍子也是由瘿绵蚜科某些昆虫寄生于其中几种植物复叶上而

形成的瘿瘤[4].五倍子所含酚酸类物质是一种具有诸多用途的天然产物,常被用作医疗与水产渔业[5-7],具

有抗氧化、抗辐射、抗肿瘤等生物活性[8-10],其中主要成分没食子酸具有改善脑缺血再灌注损伤,改善心衰

引起的心功能障碍和纤维化的功效[11-12].然而,目前五倍子酚酸获取途径比较单一,即主要是用五倍子提

取.近年来,由于自然环境遭到破坏而导致自然生长的虫瘿越来越少,从而使五倍子的产量越发降低,进而

无法满足市场的需求[13].较五倍子而言,盐肤木叶片则相对资源丰富且易于获得,因其中也含有一定量的

五倍子酚类化合物[14-16]而具有较大的潜在价值.随着对植物虫瘿的研究,发现虫瘿的形成与植物激素有

关[17],前期研究发现五倍子与盐肤木中内源植物激素存在显著差异,并有研究发现喷施赤霉酸(GA3)能够

使五倍子体积增大[18],那么能否通过喷施外源性植物激素直接提高盐肤木叶片的多酚质量分数呢? 通常

酚类化合物的质量分数在五倍子(含倍花)中是盐肤木叶片的5~13倍[19],倘若喷施外源性植物激素能提高

盐肤木叶片的没食子酸等质量分数,即可从叶片中提取其有用化合物,从而使多酚的获取摆脱对倍蚜和五

倍子的依赖,进而促进我国酚酸化合物相关产业的发展.此外,还将为植物酚类代谢的相关研究提供参考.
为此,笔者初步研究了外源性植物激素对盐肤木叶片次生代谢产物积累的影响,以期寻求一条替代从五倍

子中获取酚酸的途径,并探究其抗氧化活性改变的情况,以及外源性植物激素主要调控何种盐肤木次生代

谢产物而影响其抗氧化性,以期发现其更多的应用价值.

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂

紫外可见分光光度仪(Lambda265),铂金埃尔默仪器有限公司;电热鼓风干燥箱(GZX-9070MBE),上

海博讯实业有限公司医疗设备厂;超高效液相色谱仪(UltiMate3000Bio—RS型),赛默飞世尔科技有限公

司;万分之一电子天平(ME104/2),梅特勒 托利多;纯水及超纯水系统(Chorus),英国埃尔格.
无水乙醇(95%),成都市科隆化学品有限公司;福林酚,飞净生物科技有限公司;生长素3 吲哚乙酸

(IAA,CAS:87-51-4,纯度≥98%),细胞分裂素N 6 苄基腺嘌呤(BA,CAS:12-14-39-7,纯度≥98%),
赤霉酸(GA3,CAS:77-06-5,纯度≥90%),北京绿泽森生物技术有限公司;甲醇、乙腈、柠檬酸(色谱纯)、
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没食子酸标准品、无水碳酸钠、DPPH自由基、ABTS二铵盐、过硫酸钾,阿拉丁生化科技股份有限公司.
1.2 实验方法

1.2.1 植物材料及其处理

采用完全随机实验设计,使用IAA,6-BA,GA33种激素处理盐肤木叶片,每种激素处理设置3个浓度

梯度10,30,50mg/L,再以混合激素处理设置同一浓度,即采用植物激素IAA,6-BA,GA3,其浓度为IAA
50mg/L+6-BA10mg/L,IAA50mg/L+GA310mg/L,6-BA10mg/L+GA310mg/L,IAA50mg/L+
6-BA10mg/L+GA310mg/L;以乙醇溶液处理为对照(CK)共计14个处理.先将植物激素溶解于95%的

无水乙醇中,再用蒸馏水分别稀释至所需浓度,其中酒精浓度为5%.
2020年6月23日9:00(天气晴),使用各处理溶液各100mL喷施叶片,共喷施5d,单次组合共计喷

施500mL,在第6d采集叶片,之后每隔5d采集1次叶片,共采集4次,采集时间为早上9:00,采集完毕

立即带回实验室105℃杀青备用,然后于60℃烘干.
1.2.2 多酚提取

精确称取0.1g盐肤木叶片粉末,采用80%甲醇溶液超声提取多酚.提取条件:料液比为1∶100(g/mL),
在16℃水中超声提取50min,冷却,取1mL于EP管中在12000r/min离心10min,取上清,然后0.22μm
滤膜过滤.
1.2.3 多酚测定

提取方法参照1.2.2,然后稀释10倍,采用福林法[20],取样品液0.5mL,加入0.25mol/L福林酚试

剂0.5mL,混合静置3min,加入15% Na2CO31mL混合静置30min,12000r/min,离心10min,取上

清,以未加样品的对照组为空白,测定760nm处的吸光度,建立没食子酸标准曲线,将吸光度带入公式计

算没食子酸标准品浓度:

Y=17.611X+0.002
式中,Y 为吸光度,X 为没食子酸标准品浓度.
1.2.4 抗氧化性对比

酚类物质是盐肤木叶片中主要的抗氧化成分,而多酚浓度与抗氧化性存在正相关,故将总酚相对质量

分数最多组设为A组,空白组设为B组,使用3种抗氧化性实验比较其抗氧化活性是否存在显著差异,并

以此探究其多酚质量分数是否真正发生改变.
1.2.4.1 对DPPH自由基的清除

参考文献[21],取DPPH1mg,与有机溶剂定容至25mL,混合震荡可得浓度为0.04mg/mL的母

液.取2mL母液,设置浓度梯度加入样品液并补加有机溶剂定容至1mL,室温反应30min,于517nm处

测定吸光度(A),空白以1mL有机溶剂代替样品液,计算清除率(I):
I/%=(1-A试样/A空白)×100%

式中,A试样 为样品液的吸光度值,A空白 为空白组的吸光度值.
1.2.4.2 对ABTS自由基的清除

参考文献[22],取ABTS二铵盐3mg溶于0.8mL双蒸水与1mg过硫酸钾溶于1.5mL蒸馏水中,
暗反应氧化12h,稀释30倍可得母液,取母液2mL,与设置好浓度梯度的样品液1mL暗反应30min,于

734nm处测定吸光度,空白以1mL有机溶剂代替样品,计算清除率(I).
1.2.4.3 铁还原能力

参考文献[23],以多酚浓度为x 轴,吸光度为y 轴,在593nm处测定吸光度,比较不同处理盐肤木叶

片的多酚铁还原能力.
1.2.5 对A组和B组进行多酚及类黄酮测定

采用色谱柱:ACQUITYUPLCHSST3柱(2.1mm×100mm,1.8μm);流动相条件:50mmol/L
柠檬酸盐溶液(pH值为2.9)与甲醇,按以下梯度洗脱:0~14.5min,10%~35%柠檬酸盐溶液;之后采用

40% 柠檬酸盐冲洗2min后回到初始梯度并平衡4min,柱温30℃,进样体积1μL,DAD检测波长为275nm.
1.2.6 数据处理与分析

采用Excel2003,SPSS17.0软件进行数据统计与分析,prism8软件作图,每次测量均重复3次.
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2 结果与分析

图1 没食子酸标准曲线

2.1 标准曲线绘制

根据不同没食子酸标准品浓度下,对应吸光度的

测定结果绘制标准曲线如图1,线性回归方程为Y=
17.611X+0.002,R2=0.9997,其中Y 为吸光度,X
为没食子酸标准品浓度.
2.2 喷施不同植物激素对盐肤木叶片多酚的影响

不同种类及浓度激素处理后盐肤木多酚质量分数

结果见图2.由图2d中可知,与对照组相比,3种激素

混合组显著提高了叶中多酚的质量分数(p<0.05),见

效较快.计算得出在处理15d时出现了最大增长率,持

续时间长,在喷施后10~15d都有不错的效果,其余促

进效果依次为IAA+6-BA,IAA+GA3,GA3+6-BA,其

中GA3+6-BA组合在5d内为抑制,5d后为促进.
图2a中,高浓度IAA(50mg/L)显著提高了叶中多酚的质量分数(p<0.05),见效较快;随着IAA浓

度增高,多酚质量分数随着增高,在15d时增长最显著(p<0.05),在第20d,10mg/L和30mg/L与对

照相比差异无统计学意义(p>0.05).
图2b中,中等浓度6-BA(30mg/L)显著提高了叶中多酚的质量分数(p<0.05),见效快;在处理第10d

时增长达到极值,10mg/L组和50mg/L组在5d时与对照差异无统计学意义(p>0.05).在10d时多酚

质量分数提高,其中10mg/L组持续时间较长,在10~15d均有不错的效果.在第20d,3种浓度梯度与

对照差异无统计学意义(p>0.05).
图2c中,中等浓度GA3(30mg/L)显著提高了叶中多酚的质量分数(p<0.05),见效较快;在15d时增长

达到峰值,仅在第10d效果不如50mg/L组,3种浓度均有较好的促进盐肤木叶中多酚质量分数的效果.

*表示p<0.05,差异有统计学意义.

图2 不同情况下植物激素喷施后酚酸质量分数
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图3 不同质量浓度对DPPH的清除作用

2.3 抗氧化分析比较

由2.2结论选择第15d全喷组为A,第15d
对照组为B进行抗氧化分析和比较.
2.3.1 DPPH自由基清除能力

由图3可以看出,盐肤木叶质量浓度在20~
120mg/L时与 DPPH 自由基清除率成 正 相 关,

IC50表示半清除率,即A组IC50为49.70mg/L,B
组IC50为79.90mg/L,A组DPPH清除率明显高

于B组,即可推测A组多酚质量分数高于B组.
2.3.2 ABTS自由基清除能力

由图4可以看出,盐肤木粉末质量浓度在2~
12mg/L时与 ABTS自由基清除率成正相关,A
组IC50为2.15mg/L,B组IC50为4.77mg/L,可以推测A组多酚质量分数高于B组.
2.3.3 铁离子还原能力

FRAP法的原理是抗氧化剂将Fe3+ 还原成Fe2+,其与FRAP试剂结合,在593nm处具有最大吸收

峰,吸光度越大,铁离子还原性越好.由图5可以看出,多酚质量浓度在20~100mg/L之间与铁离子还原

能力成正相关,可以推测A组多酚质量分数高于B组.
3次抗氧化实验均显示A,B两组具有显著的抗氧化性,A组抗氧化能力显著高于B组,可推测A组多

酚质量分数高于B组,与2.2结果相符.

图4 不同质量浓度对ABTS的清除作用 图5 不同质量浓度对Fe3+的还原能力

2.4 A,B组的主要次生代谢产物质量分数测定及分析

为探究植物激素促进了何种酚类化合物的合成,并使盐肤木叶抗氧化性增强,笔者采用超高效液相色

谱对提取物进行检测,结果见表1,分离出的盐肤木主要成分见图6.
结果显示盐肤木叶中共检测出6种主要成分,除没食子酸甲酯、没食子酸乙酯外,其余成分均有显著

增高,其中根皮苷、没食子酸质量分数增高较为显著,也即是指混合植物激素主要是通过提高根皮苷与没

食子酸质量分数增加其抗氧化性,而喷施混合植物激素对没食子酸甲酯和没食子酸乙酯的影响不大.
表1 实验组与对照组盐肤木样品中化合物质量分数测定结果

成 分 对照组/(mg·g-1) 实验组/(mg·g-1) 上调或下调

没食子酸 3.61±0.35 4.34±0.39 ↑

没食子酸甲酯 1.05±0.05 1.16±0.17 -

表没食子儿茶素没食子酸酯 0.65±0.03 0.97±0.26 ↑

没食子酸乙酯 0.08±0.01 0.08±0.03 -

表儿茶素没食子酸酯 0.23±0.04 0.36±0.05 ↑

根皮苷 3.83±0.47 6.57±0.53 ↑
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1为没食子酸;2为没食子酸甲酯;3为表没食子儿茶素没食子酸酯;4为没食子酸乙酯;5为表儿茶素没食子酸酯;6为根皮苷

图6 标准品与样品色谱图

3 结论与讨论

本研究通过直接测量与间接比较表明,IAA,6-BA,GA3 具有促进盐肤木酚类化合物积累的效果,并且

受到激素种类、激素浓度和处理时间等因素的影响.在本实验条件下,IAA,6-BA,GA3 的最适宜质量浓度

分别为50,30,30mg/L;相比对照组,多酚最高增长率分别出现在第15,10,15d,3种激素混合能达到更

好的效果,其抗氧化性得到显著提高,具有一定的应用意义.
不同植物激素之间的相互调节,在植物生长发育中起着关键作用.IAA的主要作用是促进细胞伸长、

诱导和促进细胞分化[24].本研究结果表明,不同浓度的IAA均能够提高盐肤木叶的多酚质量分数,其中高

浓度的IAA(50mg/L)是较适宜的浓度,此浓度在喷施5~20d均有不错的效果.在使用Qtrap6500质谱

仪发现五倍子中的IAA是叶片中的7.48倍,说明植物保持高水平的IAA有助于酚酸物质的积累.6-BA属

于人工合成细胞分裂素,在次生代谢产物的合成和积累以及应激反应过程中发挥着重要的作用[25].本实验

结果表明中等质量浓度的6-BA(30mg/L)是提高盐肤木叶多酚质量分数的适宜浓度,在5~15d的盐肤木

多酚质量分数显著增高,其中原因可能是中等浓度的6-BA溶液提高了叶片中细胞分裂素的水平,抑制并

清除了自由基,增强了光合作用[26].有研究表明6-BA有助于提高沙枣愈伤组织中缩合鞣质的积累[27].
GA3 是能够加速细胞分裂与生长、促进植物生长、抑制植物器官衰老的植物生长调节剂[28].本实验结果表

明,不同浓度的GA3 各采样时间的盐肤木叶多酚质量分数均有不同程度的提升,以30mg/L效果最佳.
GA3 已被证实是生长素运输所必须的激素[29],另有研究表明GA3 能促进丹参毛状根中多酚的积累[30],并

且GA3 在其悬浮培养细胞中也能促进酚类化合物的形成[31],与本研究结果相符.
本研究通过直接测量多种植物激素刺激下盐肤木叶多酚质量分数并且通过3种抗氧化实验加以验证,

即喷施激素组酚酸质量分数高于对照组,表明适当的外源性植物激素有助于提高盐肤木叶片的次生代谢物

质量分数,其中没食子酸为五倍子中的主要成分,这可能使“喷施外源性植物激素提高盐肤木叶片的酚酸

质量分数,并直接从叶片中提取酚类化合物,从而使酚类的获取摆脱对倍蚜和虫瘿的依赖”的设想得以实

现,进而有利于促进我国酚类化合物相关产业的发展;同时,还将为植物次生代谢及提高抗氧化性的相关

研究提供新的思路.进一步研究发现以根皮苷、没食子酸及其衍生物为首的类黄酮及多酚类化合物受植物

激素影响变化较大.在既往的研究中[32-34],根皮苷与没食子酸具有良好的抗氧化性及药用价值,希望此研

究能为类似研究提供参考.本研究初步确定了对盐肤木叶片喷施外源性植物激素能提高酚酸质量分数,但

后续还需在理论方面弄清植物激素与盐肤木叶片酚酸积累之间的关系及其机制.
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