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"硝酸镧
J.

#对松多酚合成的诱导作

用$以组织培养诱导生成的红松不定芽为试验材料%

EFG
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H5)I

"

J.

处理
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过程中对不定芽生

长"松多酚积累量"多酚合成关键酶!苯丙氨酸转移酶
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"肉桂酸
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羟化酶
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物歧化酶
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"过氧化物酶
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#影响$结果表明%
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H5)I

"

J.

均能促进松

多酚的合成%其诱导效果存在差异%以
J.

诱导效果最显著$在试验条件浓度下%

J.

不仅可以促进

红松不定芽的生长%且能显著提高总酚和原花青素的积累量$经
J.

处理的红松不定芽中的
GMN
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KMN
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EIF
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KIJ
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E&L

能够迅速响应%并且活性均呈现先升高后降低的趋势%各酶活峰值分别是对

照组的
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种外源物质能激活红松防御反应%

促进次生代谢产物松多酚的合成$
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松多酚是松科植物树皮中提取的一种的次生代

谢产物!具有清除自由基(与其他抗氧化剂协同作

用(保护生物大分子"蛋白质(核酸#免受氧化损伤(

增强细胞防御系统及抵抗氧化应激等多种生理功

能)

#'%

*

'松多酚因具有强大的抗氧化活性!作为膳食

补充剂已得到广泛的应用!其主要成分是原花青素(



儿茶素(花旗松素(苯甲酸(肉桂酸和阿魏酸)

&
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'此

外临床研究证实!松多酚对于治疗或辅助治疗心血

管疾病(神经退行性疾病(肿瘤等疾病都有一定的疗

效!且无毒副作用!被认定为
WXIG

"公认安全#

)
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'

松多酚主要来源于
!A.

树龄以上松科植物的树皮!

天然生产周期长!产量较低!不能满足社会需求!松

多酚资源短缺问题亟待解决!因此寻找能够有效提

高松多酚产量的措施具有重要的研究价值'

植物次生代谢产物的合成是植物抵抗病原体和

食草动物的关键防御反应!具有广泛的生态功能)

(

*

'

在植物防御机制中!多酚类物质通过清除活性氧!从

而防止植物受到微生物(昆虫和食草动物的分子伤

害&而且多酚对于病原体是有毒的!通过在感染部位

的积累限制病原体的生长!同时通过增加宿主细胞

壁的机械强度来抑制病原体的感染)
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'利用外源

物质触发植物防御反应是诱导植物次生代谢产物合

成的有效调控方式'研究表明!

GMN

(

KMN

(

EIF

(

KIJ

和
E&L

等防御酶在植物防御反应中起着非常

重要的作用!其活性的升高通常被认为是诱导植物

发生防御反应的标志之一)
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'以红松不定芽为试

验材料!比较
%

种外源物质"

EFG

(

H5)I

(

J.

#对不

定芽生长(松多酚物质"总酚(原花青素#积累量(多

酚合成关键酶"

KIJ

(

E&L

#(防御酶"

GMN

(

KMN

(

EIF

#活性的影响!探讨外源物质对松多酚合成和

红松防御系统的诱导作用!为研究外源物质促进红

松多酚合成机理奠定基础'
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材料与方法
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试验材料

红松"
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#种子采集于伊春红松林'
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试验方法
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红松不定芽的培养
!

无菌条件下在消毒后

的红松种子中取出成熟胚!接种在
NEX

固体培养基

上进行诱导培养"黑暗!

!AY

#!培养
(<

后形成稳定

的红松不定芽作为试验原材料'

#=!=!
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红松不定芽的处理
!

NEX

培养基中分别加

入浓度为
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C*/
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JH5)I
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#""C
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JEFG

和
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C*/

%

JJ.

!进行诱导培养"黑暗!

!AY

!
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#!设置空

白对照组'所有的处理设
%

次重复!每个培养瓶中

接种
>

株红松不定芽'

关于
H5)I

(

EFG

(

J.%

者浓度的选择依据$在

进行该试验之前!对
H5)I

(

EFG

(

J.

的使用浓度进

行了筛选试验!

H5)I

(

EFG
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J.

筛选浓度范围分别

为
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'结果显示!在促进松多酚合成的效果方面!
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的最适添加浓度分别为
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红松不定芽鲜重增长率的测定
!

鲜重增长率%

Z[

)"收获重量
\

初始重量#%初

始重量*

]#""
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松多酚提取和含量测定
!

松多酚提取$采用

超声波提取法!每个培养瓶中
>

株红松不定芽为一

个样本!收集新鲜样本进行液氮研磨!加入
!"CJ

>"Z

乙醇!在超声功率
#A")

%

6

(温度
%"Y

(提取
!3

后!

A""",

%

C:-

离心
#"C:-

!移取上清液到
!ACJ

容量瓶中!用
>"Z

乙醇定容!得到多酚提取液'

总酚含量测定$取蒸馏水和样品各
#="CJ

!于

#"CJ

棕色容量瓶中!加入
A="CJ#"Z

福林酚试

剂!混匀'反 应
%

#

@ C:-

内!加 入
& CJ(=AZ

1.

!

EM

%

!加蒸馏水定容至
#"CJ

!摇匀'室温下放

置
>"C:-

!

(>A-C

测定吸光度'以没食子酸作为标

准品'

标准曲线$
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$没食子酸质量浓度"
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%

CJ

#'

总酚积累量"

C

P

#

[

总酚浓度"

"

P

%

CJ

#

]

稀释

倍数
]

提取液体积"

CJ

#

原花青素含量测定$将
>CJ

正丁醇盐酸溶液

"体积比为
$A^A

#置于具塞试管中!加入
"=!CJ

!Z1L

&

75

"

GM

&

#

!

和
#CJ

样品!混匀!置于沸水浴

回流!加热
&"C:-

!冷却
#AC:-

!

A&>-C

测定吸光

度'以葡萄原花青素为标准品'

标准曲线$

5
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原花青素浓度"
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CJ
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原花青素积累量"

C

P
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原花青素浓度"
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P

%

CJ
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]

稀释倍数
]

提取液体积"
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#
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酶液提取和活性测定
!
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(

KMN

(

EIF

提

取液$含
!CC*/

%

J

巯基乙醇(

!Z;

%

4

聚乙烯吡咯

烷酮(

!CC*/

%

JBNFI

+

1.

!

的
"="AC*/
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J

R

L
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磷酸缓冲溶液'

KIJ

(

E&L

提取液$含
!CC*/

%

J

巯基乙醇(

!Z ;

%

4

聚乙烯吡咯烷酮的
"=!C*/

%

J

R

L@=@

硼

酸缓冲溶液'

GMN

(

KMN

(

EIF

(

KIJ

(

E&L

酶液提取$取
A="

P

红松不定芽!加入
&CJ

酶提取液!冰浴研磨至匀

浆!

#!""",

%

C:-

冷冻离心
!"C:-

!收集上清液作为

粗酶液进行酶活检测'

GMN

(

KMN

(

EIF

活性均采用南京建成生物工

程研究所的试剂盒进行测定'

KIJ

活性的测定$取粗酶液
"=!CJ

!加入
%=>

CJ

R

L@=@

硼酸缓冲溶液和
"=!CJ"=!C*/

%

J

苯

丙氨酸溶液!于
%"Y

反应
%"C:-

后!加入
"=!CJ>

C*/

%

JLEJ

终止反应!立即测定
!$"-C

处的吸光

%&

第
!

期 刘
!

冉 等$外源物质对红松多酚合成和防御酶活性的影响



度!空白对照组用硼酸缓冲溶液代替苯丙氨酸'此

试验条件下以每小时吸光度变化
"="#

为
#

个酶活

力单位'

E&L

活性的测定$取粗酶液
"=!CJ

!加入
%=>

CJ

反应液"

!CC*/

%

J

反式肉桂酸!

A"CC*/

%

J

R

L

@=$F,:6'LEJ

(

!CC*/

%

J1INK1.

!

#!于
!AY

反应

%"C:-

后!加入
"=!CJ>C*/

%

JLEJ

终止反应!

立即测定
%&"-C

处的吸光度!空白对照组用
F,:6'

LEJ

缓冲溶液代替反应液'此试验条件下以每小

时吸光度变化
"="#

为
#

个酶活力单位'

#=!=>

!

数据处理
!

试验数据采用
GKGG#(="

进行

统计分析'

!

!

结果与分析

#"!
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外源物质对红松不定芽生长的影响

外源物质处理
@<

过程中红松不定芽生长变化

如图
#

所示'红松不定芽的生长曲线分
!

个时期$

快速生长期"

"

#

&<

#和稳定期"

A

#

@<

#'幼苗在处

理初期由于营养物质和生长空间都比较充足!不定

芽生长比较迅速'随着时间的延长!物质营养不断

被消耗!个体所占空间不断缩小!不定芽生长缓慢'

与对照组相比!

%

种外源物质对红松不定芽生长的

影响具有显著的差异性$

J.

显著促进了不定芽的生

长!鲜重增长较快&

EFG

对红松不定芽的生长无显

著影响&

H5)I

处理组鲜重增长率显著低于对照组!

说明
H5)I

对红松细胞产生了毒害作用!抑制了红

松不定芽的生长'

图
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外源物质对红松不定芽生长的影响
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外源物质对松多酚积累量和多酚合成途径关

键酶活性的影响

!=!=#

!

外源物质对松多酚含量和积累量的影响
!

原花青素是松多酚中含量最多的成分!主要是由

"

_

#

\

儿茶素和"

\

#

\

表儿茶素
!

种黄烷醇单体聚

合而成!是松多酚强大抗氧化能力的主要贡献者'

试验采用总酚和原花青素
!

个指标作为衡量松多酚

合成的指标"图
!

(图
%

#'

注$同一时间不同处理间不同字母代表差异显著"

!

"

"="A

#'下同'

图
>
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外源物质对总酚积累量的影响
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外源物质对原花青素积累量的影响
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5-*+66+Q62.-D56*-235

R
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松多酚合成曲线与不定芽生长曲线进行对比!

发现外源物质诱导松多酚合成模式属于生长偶联

型!在快速生长期"

#

#

&<

#松多酚积累量不断增加!

松多酚迅速合成&在稳定期"

A

#

@<

#不定芽生长缓

慢!与此同时松多酚积累速度也变缓慢'其中
J.

对总酚和原花青素积累量的影响最显著!在处理第

@<

总酚和原花青素的积累量是对照组的
#=$>

倍和

!="#

倍&

EFG

次之!是对照组的
#=>A

倍和
#=!A

倍&

H5)I

效果最差!是对照组的
#=!A

倍和
#=#"

倍'

!=!=!

!

外源物质对
KIJ

和
E&L

活性的影响
!

植

物多酚的生物合成是通过苯丙烷代谢途径!

KIJ

和

E&L

是该途径的关键酶!催化前两步反应'

J'

苯丙

氨酸在
KIJ

的催化下发生脱氨反应生成反式肉桂

酸!反式肉桂酸在
E&L

催化下与氧和
1INKL

作

用生成对
'

香豆酸)

##'#!

*

'本试验以
KIJ

(

E&L

作为

衡量苯丙烷代谢途径的生理指标'

由图
&

(图
A

可以看出!外源物质对
KIJ

和

E&L

的诱导作用随时间变化分成了
!

个时期$即诱

导前期"

#

#

%<

#和诱导后期"

&

#

@<

#'诱导前期

KIJ

和
E&L

活性迅速提高!在
!<

或
%<

时达到峰

值!与对照组相比活性显著提高"

!

"

"="#

#&诱导后

期
KIJ

和
E&L

活性迅速下降!并趋于稳定!在第
@

天时与对照组相比无显著差异"

!

#

"="A

#'红松不

&&

西北林学院学报
%&

卷
!



定芽对
%

种外源物质的响应程度和响应速度均具有

显著差异性'其中
H5)I

诱导下
KIJ

和
E&L

响应

最快!在第
#

天达到峰值&

J.

和
EFG

诱导
KIJ

和

E&L

响应相对
H5)I

较慢!在第
!

天达到峰值&对

比可知!

J.

对
KIJ

和
E&L

活性的诱导效果最为显

著"

!

"

"="#

#!在处理第
!

天时活性分别是对照组

的
%=$@

倍和
%=>#

倍'

EFG

(

H5)I

和
J.

诱导下

KIJ

和
E&L

活性迅速提高!说明红松不定芽的苯

丙烷代谢途径被加强'

图
@

!

外源物质对红松不定芽中
KIJ

活性的影响

7:

P

=&

!

B005D26*023,555O*

P

5-*+66+Q62.-D56*-235KIJ.D2:;:2

8

*0.<;5-2:2:*+6Q+<*0!8&'()"*#%"%

图
A

!

外源物质对红松不定芽中
E@L

活性的影响

7:

P

=A

!

B005D26*023,555O*

P

5-*+66+Q62.-D56*-235E&L.D2:;:2

8

*0.<;5-2:2:*+6Q+<*0!8&'()"*#%"%

#"$

!

外源物质对红松防御酶活性的影响

抗氧化酶如
GMN

(

KMN

(

EIF

在抑制氧化应激

中起着非常重要的作用'当活性氧增加时!

GMN

直

接将超氧自由基转化为过氧化氢!之后
EIF

和

KMN

将过氧化氢转化成水和氧气!防止过量的活性

氧对细胞造成氧化损伤)

#%'#A

*

'因此以
GMN

(

KMN

(

EIF

作为衡量植物防御反应的生理指标'前面研

究表明外源物质可以通过加强苯丙烷代谢途径!从

而促进了松多酚的合成与积累'为进一步揭示外源

物质促进松多酚合成的作用机制!试验进一步研究

外源 物 质 对 红 松 不 定 芽 中 防 御 酶 "

GMN

(

KMN

(

EIF

#的影响"图
>

(图
(

(图
@

#'

由图
>

#

图
@

可以看出!

GMN

(

KMN

(

EIF

的活

性随诱导时间的变化具有相同的趋势!诱导前期

图
B

!

外源物质对红松不定芽中
GMN

活性的影响

7:

P

=>

!

B005D26*023,555O*

P

5-*+66+Q62.-D56*-235GMN.D2:;:2

8

*0.<;5-2:2:*+6Q+<*0!8&'()"*#%"%

图
C

!

外源物质对红松不定芽中
KMN

活性的影响

7:

P

=(

!

B005D26*023,555O*

P

5-*+66+Q62.-D56*-235KMN.D2:;:2

8

*0.<;5-2:2:*+6Q+<*0!8&'()"*#%"%

图
D

!

外源物质对红松不定芽中
EIF

活性的影响

7:

P

=@

!

B005D26*023,555O*

P

5-*+66+Q62.-D56*-235EIF.D2:;:2

8

*0.<;5-2:2:*+6Q+<*0!8&'()"*#%"%

"

#

#

%<

#抗氧化酶活性显著提高!达到峰值&诱导后

期"

&

#

@<

#活性降低并趋于稳定'

%

种外源物质可

以显著诱导红松不定芽防御酶活性的提高!诱导强

度和诱导速度有一定差异'外源物质对
GMN

活性

的影响结果显示$

J.

对
GMN

的诱导作用最为显著!

GMN

活性迅速提高!在第
%

天达到峰值"

!($=&&9

+

P

\#

7`

#!是对照组的
#=($

倍&

EFG

和
H5)I

的

诱导效果相对较差'外源物质对
KMN

活性的影响

结果显示$红松不定芽经过
H5)I

处理后!

KMN

活

性迅速提高!并在第
!

天达到峰值"

#&#=&@9

+

P

\#

7`

#!是对照组的
#=%>

倍!随后活性开始下降!并

在第
>

天达到稳定&

KMN

在
J.

的诱导下活性也呈

A&

第
!

期 刘
!

冉 等$外源物质对红松多酚合成和防御酶活性的影响



上升 趋 势!在 第
%

天 达 到 峰 值 "

#&%="" 9

+

P

\#

7`

#!是对照组的
#=A#

倍!随后活性下降&

EFG

处

理不及
H5)I

(

J.

对
KMN

诱导效果显著'外源物

质对
EIF

活性的影响结果显示$

J.

对
EIF

诱导

效果最为显著!其活性在第
%

天达到峰值"

!A&=>%

9

+

P

\#

7`

#!是对照组的
#=(%

倍!随后活性降低!

但仍显著高于对照组"

!

"

"="#

#&

H5)I

处理红松不

定芽后!

EIF

活性在
!<

后达到峰值!在第
!

#

>

天

内活性一直处于较高状态!在第
@

天时开始下降&

EIF

在
EFG

诱导下!在第
#

天就达到峰值"

#@@=>"

9

+

P

\#

7`

#!是对照组的
#=%%

倍!随后活性开始下

降!但在第
@

天活性略有回升'在外源物质"

H5)I

(

EFG

(

J.

#的 诱 导 下 抗 氧 化 防 御 酶 "

GMN

(

KMN

(

EIF

#活性都显著提高!说明外源物质激活了红松

防御反应'

%

!

结论与讨论

植物防御反应是植物在长期的进化过程中形成

的免疫保护机制!包括活性氧迸发(抗氧化防御酶活

性升高(细胞过敏性坏死(植保素的合成(寄主细胞

壁的加强和修饰等!用于抵御各种病原微生物的侵

袭和 不 良 生 存 环 境!从 而 增 强 系 统 获 得 性 抗 性

"

GIX

#

)

$

*

'松多酚是一类具有抗氧化能力的次生代

谢产物!通过苯丙烷代谢途径进行合成!是与植物防

御反应密切相关的植保素类物质'当植物体收到病

虫害的侵害(机械性损伤(逆境和化学物质的胁迫

时!会触发植物防御反应!最终促进了能够帮助植物

克服应激状态的次生代谢产物的合成与积累)

#>'#(

*

'

本试验结果表明!

%

种外源物质"

H5)I

(

EFG

(

J.

#作

为诱导子处理红松不定芽可以显著提高植物防御系

统相关酶"

GMN

(

KMN

(

EIF

(

KIJ

(

E&L

#活性和松

多酚的积累量!表明
H5)I

(

EFG

(

J.

很有可能是通

过激活红松体内的防御反应和次生代谢生物合成途

径!从而促进了松多酚的合成与积累'很多学者在

对利用诱导子激活植物防御反应和植物次生代谢途

径以提高机体抵抗力的研究中都得到相似的结果'

周桂等研究发现
A"

#

(AC

P

%

JEFG

处理甘蔗叶
&<

内促进多酚的积累及提高相关防御酶"

KMN

(

KKM

(

KIJ

#活性!有利于提高甘蔗的整体抗性)

#@

*

'

N=

G+-

)

(

*等用
#=ACH H5)I

处理香蕉植株结果显示!

GMN

(

KMN

(

KKM

(

EIF

和
KIJ

的活性明显升高!过

氧化氢(超氧自由基和丙二醛的含量降低!总酚含量

增加!

H5)I

能够激活次生代谢生物合成途径的关

键酶!提高植物抗病性'姜照伟)

#$

*等研究稀土元素

对南非马唐"

<"

,

"/)(")%=$/%""

#生理特性的影响!

结果表明
J.

显著提高了叶片中
GMN

(

EIF

(

KMN

等酶的活性和降低丙二醛含量!从而减轻了活性氧

对细胞膜(叶绿体膜的过氧化伤害'

KIJ

和
E&L

是苯丙烷代谢途径前
!

步反应的

酶!其活性和转录丰度直接影响植物中多酚类化合

物的生物合成量)

#!

*

'外源物质对苯丙烷代谢途径

上
KIJ

和
E&L

活性的影响结果发现!

H5)I

对

KIJ

和
E&L

诱导效果最好!但在促进总酚和原花

青素积累量方面的效果是最差的'出现该结果的原

因可能是!

KIJ

和
E&L

是苯丙烷代谢途径上游的

前两步反应的酶!两者活性同时提高!仅能代表苯丙

烷代谢途径被强化'苯丙烷代谢途径的下游是各种

酚类物质的分支途径!包括类黄酮(原花青素(花青

素(木质素等分支代谢途径!受其他酶的调节'因此

KIJ

和
E&L

活性的改变不能反映苯丙烷分支代谢

途径变化情况'利用外源物质激活植物防御反应!

诱导植物目标次生代谢产物合成是提高植物次生代

谢产物产量的有效方式'一些研究显示!不同的外

源物质会产生不同的诱导效果!诱导合成的次生代

谢产物在组成和含量上均有差异)

#!

!

!"

*

'该试验结

果显示!

H5)I

(

EFG

(

J.

处理也产生了不同的诱导

效果!

KIJ

(

E&L

活性与总酚(原花青素的积累量之

间的变化不同步!说明不同外源物质对苯丙烷分支

代谢途径具有不同的影响!结果会导致松多酚在组

成成分和含量上的差异'以多酚和原花青素积累量

为松多酚合成指标只是在整体上对松多酚总合成量

进行衡量!关于松多酚主要组成单体成分"儿茶素(

表儿茶素(花旗松素和原花青定
T!

#的变化情况仍

需进一步研究'

在利用植物生产有价值的次生代谢产物领域普

遍存在一个问题!即某些诱导子"如茉莉酸甲酯%茉

莉酸(水杨酸(壳聚糖等#虽能够提高次生代谢产物

含量!但会在一定程度上抑制植物生长!从而影响了

目标物质的总产量)

!#'!&

*

'在本试验研究结果中!

%

种外源物质均能促进次生代谢产物松多酚合成!但

对红松不定芽生长具有不同的影响效果!

#"

"

C*/

%

JH5)I

显著抑制生长&

#""C

P

%

JEFG

对生长无显

著影响&而
#""

"

C*/

%

JJ.

则表现出显著促进红松

不定芽生长的作用'该试验与董诚明的研究具有相

似的结论!董诚明)

!A

*等对冬凌草研究发现!适宜浓

度的
J.

能促进植株的生长及次生代谢产物"冬凌

草甲素(冬凌草乙素(迷迭香酸#的合成'表明稀土

元素
J.

在适宜浓度范围内既可以促进植物生长又能

促进次生代谢产物的合成!与其他诱导子相比!其在

促进植物次生代谢产物合成领域具有显著的优势'

>&
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