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摘 要

附子是我国传统中药和四川地道性药材，为毛莨科乌头属乌头(Aconitum

carmichaeli Debx．)的子根，具有重要的药用价值。针对植物激素在农业上的

应用取得了重要成果，采用江油主栽品种为材料，2007—2008年在西南科技大

学校园内进行大田试验。研究了在苗期和子根膨大期喷施GA、IAA、6．BA、

KT、NAA和清水对附子农艺性状，生理指标和品质的影响，以期在改善附子

生长发育和农艺性状、提高丰产性和品质、附子GAP栽培等提供依据，为植

物激素在药用植物中的应用提供范例。取得的主要研究结果如下：

1、GA、NAA、IAA对附子的株高、叶片数、茎围、总生物量、子根生

物量和茎叶生物量在发育的过程中有明显的增加作用。激素对附子各组织中

的含水量、干物质率、子根个数的影响不大。激素对附子子根产量有较大影

响，有明显增产作用。GA、IAA、NAA对子根和1+2子根产量有明显的增产

效应。相关性分析和聚类分析表明，GA、IAA、NAA对附子的农艺性状影响

最大，6一BA和KT的作用不明显。

2、激素对叶绿素、CAT、POD和脯氨酸都有影响，但激素作用的规律性

不强。激素对GPT和GOT的影响有差异性，两种酶的活性在发育过程中呈现

上升趋势。

3、激素处理后附子子根中淀粉、游离氨基酸、可溶性蛋白质、总糖，可

溶性糖和多糖的含量有显著的影响。收获时不同组织中乌头类总生物碱含量

也不同：子根>茎叶>须根>母根。激素对附子不同组织中乌头类总生物碱的含

量有影响，但对整个植株中的总生物碱的含量影响不大。激素对附子不同组

织中新乌头碱、乌头碱和次乌头碱的含量也有明显的差异性。

附子不同部位的附子灵含量中子根中最高，须根次之，茎叶中的含量最

低，母根的含量略高于茎叶。激素对不同组织中的附子灵含量的影响也有显

著的差异性。

关键词：附子植物激素 生物碱 附子灵 高效液相色谱 质谱
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Abstract

Radix Aconiti Lateralis Preparata is a Chinese traditional medical herb，

whose original plant is Aconitum carmichaeli Debx．It’S the child tubers of

Aconitum carmichaeli Debx．Radix Aconiti．has the high medical value．The plant

hormones has obtained the important results on the agriculture．The experiment

which used the main species of Jiangyou was carried out on the campus of

Southwest University of Science and Technology in 2007—2008．The thesis studyed

the effects on agronomic characteristics，physiological parameters and quality of

RadixAconiti．after spraying GA，IAA，6-BA，KT，NAA and water at the seedling

growing period and tubers expanding period．The objectives was improve the

agronomic characteristics，increase yield and provide a basis for the cultivation of

GAP of Radix Aconiti．It also provide a example for the plant hormones application

on the othermedicinal plants．The main tests results as follow：

(1)GA，NAA and IAAhad significant effects on the plant height，1eaves numb·

er,stem girth，total biomass，biomass of child tuber and biomass of stems and

leaves of Radix Aconiti．in the growth and development．The effects of hormones

on the water content and dry matter percentage in diffenert tissues and child tubers

were not significant．The results showed that GA，IAA and NAA had significant

effects on the increment of yields of the 1+2 child tubers and tubers．It also

showed that GA．NAA and IAA had obvious effects on the agronomic characteristi—

CS，but 6-BA and KT had not by analysis of correlation and cluster．

(2)All the hormones had the effects on the chlorophyll，CAT，POD and

proline，but the regularity was not obvious．The effects of hormones on the GPT

and GOT was significant．The activities of GPT and GOT was increased in the

growth and development．

(3)Effects of plant hormones on the determination of starch，total amino acids，

soluble protein，total sugar,soluble sugar and polysaccharide of child tubers were

obvious．The total alkaloids content in different tissues at harvest was：child

tubers>stems and leaves>fibrous tubers>mother tubers．It has not effects on the

total alkaloids of the plant．The determination of aconitine，mesaconitine and

hypaconitine in different tissue after spraying different hormones had the obvious
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difference．

The content of fuziline in different tissues was"child tubers>fibrous tubers

mother tubers>stems and leaves．The effects of plant hormones on the determina—

tion of fuziline in different tissues of RadixAconiti．was significant．

Key words：Radix AconitiLateralis Preparata；Plant Hormones；Alkaloids；

Fuziline；HPLC；MS
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1 绪论
附子为毛莨科植物乌头(Aconitum carmichaeli Debx)的子根，味辛、热，

有毒，入心、脾、肾经，始载于《神农本草经》，被誉为“回阳救逆第一品药”，

主要分布于四川、陕西、安徽等地，多为栽培品种，野生种多分布于长江中、

下游地区。

附子作为传统中草药，具有回阳救逆、补火助阳、散寒之功效，用以“阳

衰欲脱、身凉肢冷脉微欲绝、阳痰、宫冷、心腹冷痛、虚含吐泻、阴含水肿、

阳虚外感、寒湿痹痛”等症状。现代药理研究表明，附子具有强心、抗炎、

抗肿瘤、抗衰老、镇静、镇痛、提高免疫力、抗癌等作用。附子的主要有效

成分为乌头类生物碱：乌头碱(aeonitine)、新乌头碱(mesaconitine)与次乌头碱

(hypaconitine)等。除此之外，附子的多糖成分具有降低胰岛素的作用，水溶部

分具有治疗内毒素休克的作用，浸出液具有抑菌作用[1’21。

1．1附子生物学特性
附子为多年生草本，高60---．150cm。块根通常2个，栽培时可达4～15

个，呈倒卵圆形至倒卵形，茎直立，圆柱形，叶互生，叶片卵圆状五角形，

坚纸质或略革质，掌状三裂几达基部。总状圆锥花序；花蓝紫色，花瓣盔形；

雄蕊多数；心皮3"---5离生，瞢荚果长圆形【31。花期9～10月，果期10～11月；

染色体基数为8，A．carmichaeli Debx．为八倍体(2n=64)，国内研究[4，5】发现有

六倍体和八倍体(2n=48，64)。杨亲二研究发现了我国的栽培品种有四倍体

(2n=32)[61。

1．1．1 附子发育特性

附子为乌头的子根，从发育来源上，附子实质上是一个具有膨大主根的

“更新芽”，川乌附子和北乌头附子的研究进一步证实了这一点【7—1。附子是兼

块根无性繁殖和种子有性繁殖两种方式的植物，但是在栽培上药农多用无性

繁殖。附子在四川12月中旬栽种后，须根首先生长；2月中旬植株出苗，茎、

叶开始生长，不定根开始发生并形成子根。3～4月植株茎、叶生长加快，子

根大量形成，是植株营养器官生长的关键时期。5"--7月，子根迅速膨大，根、

茎、叶生长最快，生物量增长最多，是植株获得高产的关键阶段一直持续2

个月，叶面积、子根数、须根量等达生长周期最大值，是子根的最佳收获期；

植株开始抽苔、孕育花蕾，根、茎、叶生长和块根膨大减慢，进入生殖生长

阶段；8月中旬，子根和植株生物总量达生长周期最大值；7～8月是花粉和
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子房发育的关键时期。9月中旬植株开花，形成果实；11月中旬后，果实成

熟，瞢荧果裂开、种子脱落。根、茎、叶、花、果实等主要器官的生长和发

育依次发生和交替建成，主要性状的生物量可建立有效的生长曲线，表现为

典型的S曲线【91。

1．1．2附子的种类和分布

乌头属植物全球约有350余种，在亚洲，欧洲和北美洲的亚热带和温带

地区都有分布。我国乌头属植物约160余种，分布于除海南以外的各省区，

主要分布于云南北部、川西和藏东部的高山地带区；东北各省及河北、山西、

内蒙古等亦有较大量分布；在四川有大量的栽培，有附子的中药材生产质量

管理规范(GAP)种植基地；在长白山地区近年有较大量栽培。我国乌头属植物

分为三个亚属：牛扁亚属、乌头亚属和露蕊乌头亚属【10】，其中乌头亚属植物

品种约147种，牛扁亚属约21种，露蕊乌头亚属只有1种。乌头属药用植物

(如附子、川乌)主要来源于乌头亚属。

1．2附子的主要活性成分
附子在我国传统医学中应用广泛、历史悠久。早在《神农本草经》中就

有附子的记载，《伤寒论》、《金匾要略》中的很多方剂也含附子，以后历代本

草书中大多有附子的记载。附子的化学成分的研究主要集中在二十世纪七、

八十年代，该项研究主要体现在对该植物化学成分的提取、分离及鉴定三个

方面。

1．2．1生物碱类

过去人们研究结果表明其主要活性成分为生物碱，其中大多是二萜型生

物碱，包括C18，C19和C20三大类。其中C19类型属去甲基二萜生物碱，大部

分含有1．2个酯化的醇羟基，酯基多由醋酸、苯甲酸及其衍生物或黎芦酸等构

成，双酯型生物碱毒性很大，为该类植物中主要毒性和活性成分，在炮制或

进入机体的过程中转化产物比较复杂。我国学者从六十年代开始研究，国内

外也都有报道，其公认的代表性乌头生物碱为乌头碱的结构(图1．1)，研究

成果如下：1965年，陈燕等报道从附子中分离得到次乌头碱(hypaconitine)、

乌头碱(aconitine)、新乌头碱(mesaeontine)、塔拉地萨敏(talatisaminel，以及两

种新生物碱．川乌碱甲和川乌碱乙(karakoline)UI]；1966年，日本学者岩佐准三

等从我国产乌头中又分离出卡乌头碱(carmichaeline)[121；1978年，日本今野
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等从北海道伊达产的附子中分离一种具弱强心作用的昆常碱【12】；1982年陈泗

英等又从附子中分得到尼奥灵(neoline)、宋果灵(songorine)、附子灵(fuziline

即为15一Q．OH neoline)D31；1976年，在附子的水溶性成分中，Kosuge等首先

从日本附子中分离出有强心作用的微量有效成分d1一去甲乌药碱

(demethylcoclanrinhihenamine)¨21。随后，在1 982年，陈迪华等从附子中分得

了去甲乌药碱的类似物，只是在C环上多一个．OH，以及去甲猪毛菜碱

(salsolinol简称SaDmJ。1982年，Konno C【15】等从中国附子中还得到了

图卜1 乌头碱结构式

Fig．1—1 StructuraI formuIa of aconiti Re

monoacety Italatisamine、senbusime A、B、C及四个脂类生物碱lipoaconitine，

lipohypaconitine，lipomesaconitine，lipodeoxyaconitineo。1 983年周远鹏报道

附子中含有苯甲酰乌头原碱(benzoylaconine)、苯甲酰中乌头原碱

(benzoylmesaconine)、苯甲酰次乌头原碱(benzoylhypaconine)[163。1984年，王

洁之，韩公羽从江油附子中分离得到海帕乌头碱，美沙乌头碱，卡拉可林，

北乌头碱，同是也分离得到了乌头碱，附子灵等7中二萜类生物碱【17】。Konno

等从日本附子中还得到另一种心血管活性物质，氯化甲基多巴胺(coryneine

chloride)具有明显的升压和强心作用[181。1984年，横田正宾从江油附子中分离

得到消旋去甲乌药碱(higenamine)02]。1992年张卫东等又分离得到新江油乌

头碱(neojiangyouconitme)、尿嘧啶、华北乌头碱、黄草乌头碱[1 91。杨华元等分

得附子亭(fuzitine)[201。1995年王宪楷等又得到一种新生物碱N．CHO C19-二萜

生物碱【211。

四川江油产的附子中脂溶性部分有乌头碱，美沙乌头碱中乌头碱按、新
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乌头碱、海帕乌头碱、尼奥灵、卡拉可林、北乌碱、附子灵；水溶性部分可

得到新江油乌头碱，宋果灵盐酸盐、附子亭，及具有强心活性的尿嘧啶、也

得到川乌碱乙，尼奥灵。其中新江油乌头碱和附子亭为新化合物，北乌碱、

宋果灵盐酸盐和尿嘧啶为首次发现【221。附子中除生物碱外，还含有附子脂酸、

附子磷脂酸钙、13．谷甾醇、脂肪酸酯、多糖等成分。

附子灵(fuziline)是附子中二萜生物碱的主要成分之一，云南大理栽培的川

乌所加工的附片毒性低而疗效较好，1982年陈泗英等首次从大理栽培的附子

中分离得到了尼奥宁(neoline)，准葛而乌头碱(songorine)和附子灵三种成

分，并做了结构鉴定(图1．2)，研究表明附子灵在附子的药理药效中有重要

的作用【13】。随后人们逐渐的从四JIl江油的附子中也分离得到了附子灵【1 71，但

Et

图卜2 附子灵结构式

Fig．1—2． Structural formuIa of fuzi I ino

是人们在对附子灵的研究中侧重于提取分离和结构鉴定的研究，对附子灵含

量测定的研究还未见报道。根据附子灵的结构可知，没有共轭结构，没有生

色和助色基团，我们预试验结果也表明附子灵的紫外吸收比较弱，这给附子

灵含量的测定带来了困难，这可能是人们未展开含量测定的原因之一。

1．2．2 多糖

多糖是一种由单糖组成的天然大分子化合物，是组成生物高分子家族中

的一个最丰富多彩的成员，己知的天然多糖化合物约有300多种，广泛存在

干动物，植物，微生物和海藻中，如真菌多糖、植物多糖、动物多糖、藻类

多糖、细菌多糖等【231。60年代前后，多糖作为广谱免疫促进剂引起人们极大

的兴趣，人们逐渐发现多糖具有复杂的多方面的生物活性和功能。近年来，
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各地学者从多个方面对多糖的功效进行了较为深入的研究主要体现在以下几

个方面：1、对免疫系统的作用，包括对细胞免疫的作用，对体液免疫的作用，

对细胞因子的影响，对机体第二信使水平的影响；抗肿瘤作用；抗氧化衰老

作用；抗病毒作用；抗骨髓抑制作用等【2401l。

国内外对于附子中有效成分的研究，主要集中在生物碱方面，有关附子

多糖的研究主要是在多糖的药理药效、分离纯化、含量测定三个方面。1986

年，Konno报道了从同本乌头的根中分离出了具有降血糖作用的多糖成分【3引，

结合中药附子的多种临床应用和一些不能完全被生物碱成分解释的药理作用

表明另一类生物活性成分一多糖很可能也在乌头属植物的药物治疗应用中也

发挥了重要的作用。近年来关于附予多糖的研究成为了一个新的热点，关于

药理作用，提取工艺和含量测定都取得了新的进展。附子多糖成分具有降低

胰岛素作用[331，药理实验研究【34】表明附子多糖对脂溶性生物碱有明显的拮抗

作用。附子多糖与阿霉素能诱导肿瘤细胞凋亡，激活并促进T细胞转化和NK

细胞的杀伤活性，增强机体的免疫功能，发挥抗肿瘤的协同作用。附子多糖

作用的小鼠，能增大小鼠脾脏重量，提高了荷瘤小鼠的淋巴细胞转化能力和

NK细胞活性，提高了抑癌基因p53和Fas的表达，并且提高了肿瘤细胞凋亡

率，附子多糖和酸性多糖有显著的抑瘤作用，其作用机制主要是增强机体的

细胞免疫功能，诱导肿瘤细胞凋亡和调节癌基因的表达【351。附子多糖对运动

性疲劳恢复【36】，降血脂作用[371，防治环磷酰胺骨髓抑制都有很好的作用。

附子多糖水提工艺中加水量对附子粗多糖的提取影响最为明显【331，其次

为提取次数。附子粗多糖定量研究多以葡萄糖为对照品，采用硫酸．苯酚法和

葸酮．硫酸法测定其中葡萄糖的含量。

1．3生物碱含量的测定方法
生物碱类成分是附子中的主要成分，关于生物碱研究较多的是含量的测

定方法，主要集中在乌头类总生物碱，乌头碱，酯型生物碱等成分的测定。

1．3．1乌头类总生物碱含量的测定方法

(1)中和法

中和法是测定生物碱含量的经典方法，为1990年版中国药典所采用。刘

成基等用直接滴定法和回滴定法分别测定用不同方法处理的川乌【38I，结果表

明，直接滴定法终点突破不明显，难于判断，易产生误差，而用回滴定法较
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准确。2000年版药典亦采用回滴定法测定川乌中总生物碱的含量。

(2)酸性染料比色法

酸性染料比色法是利用生物碱与酸性染料反应生成离子对，再进行比色

测定的方法。根据所用酸性染料的不同，又分为溴麝香草酚蓝法、嗅甲酚绿

法、甲橙提取比色法等。利用酸性染料比色法测定生物碱总量时，要注意符

合比尔定律的含量范围，水相pH的选择，呈色的稳定性。从稳定性考虑，甲

橙提取比色法优于溴甲酚绿法，溴甲酚绿法优于溴麝香草酚蓝法[39-．42l。

(3)导数分光光度法

可设定不同的求导阶数清除干扰组分的吸收，利用导数分光光度法，样

品经乙醇提取后，不经分离即可直接测定，测定结果与药典法比较，无显著

差异，但该法更灵敏、准确、简便，且提取溶剂乙醇比氯仿对人体更安全[43．44】。

(4)交流示波极谱滴定法

1992年，王玉华等采用交流示波极谱滴定法，测定了草乌及那如．3中总

乌头生物碱的含量，此方法测定终点直观、准确，但受pH值的影响较大Ⅲ1。

1．3．2酯型生物碱含量的测定方法

(1)改良盐酸羟胺．高氯酸铁比色法

1977年，国外曾报道利用酯型生物碱与羟胺反应生成羟肟酸，再与Fe3+

反应生成紫红色的络合物，进行比色的方法。钱忠直在此基础上进行了改良，

即在显色后，加人一定量PH值为O．5的高氯酸水溶液，使空白无色，消除了

干扰，提高了检出灵敏度【46】。

(2)复合缓冲纸色谱．紫外比色法

1965年，日本学者吉田初代报道，在滤纸的不同区域涂布不同PH值的

磷酸氢二钠．柠檬酸缓冲溶液，以苯．石油醚(5：1)上行展开，荧光下观察斑点位

置，剪取各部位，洗脱后比色，测定含量【47】。

(3)离子选择电极法

刘万忠等合成四苯硼乌头碱，制成对乌头碱敏感的全固态电化学检测器，

对制川乌、草乌和小活络丸中三中双酯型乌头生物碱总量进行了测定，并对
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乌头碱水解动力学进行了初步研究f48】。从实验方法看，用电极法测定乌头中

乌头总碱的含量，方法简便，检测灵敏呢，快捷，重现性、稳定性好，成本

廉价，乌头碱水解产物对其测定无干扰，是一种很有前途的方法。

1．3．3 乌头碱含量的测定方法

利用酯型总生物碱含量作为指标控制乌头、附子的毒性，也不太合理。

因为酯型总生物碱包括单酯型生物碱和双酯型生物碱，而这两种生物碱的毒

性大小不同，单酯型生物碱的毒性仅为双酯型生物碱毒性的1／5．1／10，如果这

两种生物碱的配比不同，即使相同量的酯型总生物碱也回表现出不同的毒性，

在以往的研究中有单独测双酯型生物碱中乌头碱含量的方法。

(1)薄层荧光法

1991年庞志功等利用该法测定了雪上一支蒿中乌头碱的含量，结果与紫

外法的结果差异不大，精密度高(RSD=I．39％)，回收率为95．8％t491。该法灵

敏度高，分析速度快但需要特殊仪器．荧光分光光度计。

(2)纸上电泳分离．洗脱分光光度法

陆履雯等用氨水碱化样品，用氯仿提取总生物碱，再用纸上电泳方法分

离出乌头类生物碱，用紫外分光光度法，测定含量，该法乌头碱的回收率为

97．3％，变异系数为1．51％，重现性好，分离效果好，但所需时间长【501。

(3)薄层扫描法

蔡宝昌等利用氨水碱化样品，用氯仿提取总生物碱，用正己烷：醋酸乙

酯：95％乙醇(6．4：3．6：1)并伴有氨蒸汽为展开剂，用碘蒸汽熏法描计斑点位

置，待碘蒸汽挥发后，置230nm下测小耳钉乌头碱的紫外吸收度，以积分曲

线的高度计算乌头碱的含量。薄层扫描仪，具有专属性强，准确度高的特点【5l】。

(4)PVC膜电极法

该法操作简便，碱性水解产物对测定干扰少，电极的重现性好，如果采

用盐酸法制备样品，不需要采用有机溶剂提取的繁琐过程。该法的缺点是：

在方法学上还不够成熟，需要对浸泡时间及过滤等环节迸一步考证，且制备

乌头碱．PVC膜电极比较麻烦【52】。

1．3．4双酯型生物碱含量的测定方法
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仅以乌头碱的含量为指标，不能控制乌头，附子的毒性，因为双酯型生

物碱是乌头，附子的主要毒性成分，附子中所含的毒性生物碱有乌头碱、中

乌头碱、次乌头碱等多种生物碱，这些双酯型生物碱毒性相当，而乌头碱只

是这些双酯型生物碱的组分之一。因此单以乌头碱的含量为指标，无法真是

反应乌头、附子的毒性大小，而且不同产地的乌头，附子中所含的双酯型生

物碱的种类也不同。例如甘肃、广西乌头中只含中乌头碱，北京乌头中只含

中乌头碱和次乌头碱，四川乌头、附子中三种生物碱都有[531。因此检测酯型

生物碱的含量就显的比较重要。

(1)双波长薄层扫描法

双波长薄层扫描法可以灵活选用展开剂，使乌头碱、中乌头碱、次乌头

碱达到良好分离，该法具有设备简单、操作方便、灵敏度高、分辨率强的特

点，广泛用于中药及其制剂的分析鉴别【541。赵东霞利用薄层扫描测定了通痹

止痛胶囊中乌头碱的含量，结果表明，测定方法的平均加样回收率为100．38％，

精密度RSD为2．74％，方法简便、可行、重现性好，可利用本制剂的质量控

制等‘?51。瞿发林等建立痛得安胶囊中中乌头碱的含量测定方法，该法采用双

波长薄层扫描法，以正己烷．乙酸乙酯．无水乙醇一氨水(12：8：2．5：0．5)为展开剂，

碘化铋钾为显色剂，测定该制剂中中乌头碱的含量，结果显示，线性范围为

1—6 u g，平均回收率为94．8％，RSD为2．03％，方法操作简便，结果可靠，实

用，适合该制剂中中乌头碱的含量测定【561。

(2)高效液相色谱法

高效液相色谱法是在经典液相色谱法的基础上，于60年代后期引入了气

相色谱理论而迅速发展起来的。它与经典液相色谱法的区别是填料颗粒小而

均匀，小颗粒具有高柱效，但会引起高阻力，需用高压输送流动相，故又称

高压液相色谱法，又因分析速度快而称为高速液相色谱法。HPLC因其柱效高、

分离好、稳定方便，能同时测定几种乌头碱的含量，故应用最多。紫外检测

器(UV)是高效液相色谱法中最常用的检测器，因其灵敏度高，稳定性好，线

性范围宽等优点广泛应用。

1981年，Hiroshi Hikion等首次在ODS柱上，用磷酸盐缓冲溶液(PH=2．7)一

四氢呋喃(89：11)作流动相，分离了乌头类生物碱【5刀。高效液相色谱法中，其

它常用的流动相系统有甲醇．水．氯仿．三乙胺[58,59]、甲一水．氯．二乙胺【601、甲一水．

乙腈、甲醇．碳酸铵．二氯甲烷[611、碳酸铵．四氢呋喃、甲醇．水．乙腈．十二烷基
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磺酸钠【621、乙腈．四氢呋喃．醋酸铅等。乌头碱在二氯甲烷中比较稳定，而在甲

醇中则不稳定，一星期就发生分解，因此在用高效液相法测定双酯型生物碱

含量时，用二氯甲烷比较好。另外在样品提取过程中，应注意操作应迅速，

如果时间过长，则乌头碱水解，影响测定结果。国内最早使用HPLC测定乌

头生物碱的是王慕邹等【63l，他们在YWG．C18柱上以甲醇．水．氯仿．三乙胺

(70：30：2：0．1)为流动相，以甲基萘为内标测定了多种乌头、草乌及其炮制品

种双酯型生物碱含量。高效液相色谱法用样量少，准确度高，在微量分析中

占有优势。现在人们利用高效液相测定双酯型生物碱主要集中在新乌头碱，

乌头碱和次乌头碱三种成分的检测，其他成分的检测还未见报道。

(3)质谱和色谱联用法

液相．质谱联用，气相．质谱联用在中成药的检测中比较常见，在生物碱的

检测中也有报道。质谱和色谱联用是目前检测生物碱最灵敏的方法，被广泛

用于中药及生物样品中乌头碱的分析【64J。王兆基【65】等采用液相色谱．质谱联用

法测定乌头属药材及中成药中乌头类生物碱含量，探讨了用LC．MS联用法测

定乌头属药材及有关中成药中乌头碱、次乌头碱和中乌头碱含量的方法。应

用优化后的实验条件及采用多反应检测扫描方式，结果表明，被分析样品中

各乌头碱浓度在O．05．0．4mg／1范围内，色谱峰面积与浓度有良好的线性关系，

此方法亦应用于14个不同的乌头属药材及10个不同的中成药样品中乌头碱

含量的检测。Wada Kajit66】采用高效液相．大气压化学电离．质谱(HPLC／APCI

／MS)方法对二萜类生物碱和去甲二萜类生物碱进行定量分析，通过选择性离

子监测(SIM)扫描方式对考布素等生物碱进行定量分析，证实了无性繁殖乌

头中生物碱含量的等同性。

(4)电喷雾电离串联质谱

电喷雾电离串联质谱(ESI．MS)是近年来发展起来的软电离技术，具有高

灵敏度、特异性强、操作简便快速等优点，克服了液相的选择性差和只能定

性定量考察少数化合物的缺点，已经应用于附子成分的定性和鉴定【6”。乌头

碱类二萜生物碱在电喷雾质谱条件下形成质子化分子，每个准分子离子峰代

表一种生物碱，其归属可通过文献数据和串联质谱数据进一步确定，准分子

离子峰的相对丰度可以近似地反映出同类生物碱的相对含量，所得质谱图在

准分子离子峰的种类和丰度上具有很好的重复性【68】。该方法在川乌，附子中

成药中生物碱的检测上已经开始逐渐的应用[69,70]。
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(5)高效毛细管电泳法

该法与HPLC相比，具有分离时间更短、杂质干扰更少、使用有机溶剂

少操作简便等优点，满足乌头类药材分析的要求，且获得的结果令人满意。

该法已被香港工业署组织的中药质量控制实验室用做有毒中药材的质量管

理控制是一种很有应用前景的分析方法【7l】。

1．4附子毒性及药理作用

1．4．1 附子的药理作用

(1)强心作用

去甲乌药碱是附子的强心成分之一，小管卓夫等首先从日本附子中分离

得到，并经离体蛙心实验证明有增强收缩力的作用，认为是附子的强心成分，

但含量甚微。药理研究证明去甲乌药碱为弱的13．肾上腺素能兴奋剂[1 61，能兴

奋啄鼠离体心房，增加收缩频率，加快心率。另外从附子中分离得到的其它

一些成分也有强心活性如氯化甲基多巴胺为a．肾上腺素能受体激动剂，具有

明显强心作用，氯化甲基多巴胺的作用与兴奋神经节或节前纤维有关【721。去

甲猪毛菜碱也有一定强心作用，是弱的B受体兴奋剂。对心率和心律的影响

实验表明，附子能加强心肌收缩力，加快心率，增强心输出量，增强心肌耗

氧量，降低心脏做功效率的作用【731。附子中强心成分去甲乌药碱对心率失常

动物模型有一定的治疗和预防作用，表明去甲乌药碱可对抗缓慢型心律失常

【74】。近期有研究证实去甲乌药碱在适当剂量范围内具有明显的正力性和正时

性作用，并伴有舒张压轻度下降，对心率的促进作用比多巴酚丁胺更显著，

有可能成为一种有前途的临床心脏负荷试验药物。

(2)抗炎作用

附子的抗炎成分是二萜类乌头碱，在不同的动物模型上也证实了乌头碱

类生物碱的抗炎作用。赵保文【75】指出，附子的抗炎作用的机理主要是通过抑

制蛋清、角叉菜胶、甲醛等所致大鼠足肿胀，抑制醋酸所致毛细血管通透性

亢进，抑制肉芽肿形成及佐剂性关节炎。

(3)镇静、镇痛作用

具有镇静、镇痛作用实验研究表明，生附子镇痛作用较好，而炮制附子

镇痛作用减弱。口服生附子能抑制大鼠尾部加压引起的疼痛和腹腔注射酒石
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酸锑钾或乙酸引起的扭体反应【761，而炮制附子则无此作用，结果表明附子的

镇痛成分为乌头碱类生物碱。此外，附子对神经系统、对体温有一定影响，

还具有镇静作用。

(4)抗肿瘤作用

诱导肿瘤细胞凋亡，董兰凤【77】等研究结果表明附子多糖的抑瘤机制主要

是通过增强机体的细胞免疫功能，诱导肿瘤细胞凋亡和上调抑癌基因的表达

等多种因素发挥抗肿瘤作用。

(5)抗衰老作用

张涛【78J等研究结果表明，附子能提高老年大鼠血清总抗氧化能力及抗氧

化酶活性，降低自由基代谢产物的含量，提高组织中酶的活性，改善细胞膜

脂的流动性．，表明附子可提高机体抗自由基能力，减少脂质过氧化，从而保

护细胞膜的完整和功能，起到延缓衰老的作用。

(6)其他药理作用

附子多糖成分具有降低胰岛素的作用，它的水溶部分对内毒素休克具有

治疗作用，浸出液具有抑菌作用【79】。

1．4．2 乌头类生物碱的毒性反应

川乌、附子、草乌为乌头属常用中药，民间也用同属植物雪上一枝蒿、

铁棒锤、黄花乌头等治疗疾病【80】，以上植物中主要成分是生物碱，其中以乌

头碱、中乌头碱、次乌头碱等为主，其中乌头碱是乌头属植物中存在最普遍

的。现在药理学研究表明，乌头碱具有镇痛、麻醉、消炎、降压的作用181]，

但其毒性强、其致死量为2-5mg，从染毒至死亡只需8min．4hL821。乌头碱的小

鼠灌胃、皮下注射、腹腔注射和静脉注射的LD50分别为1．8mg／kg、

0．27—0．38mg／kg、O．3—0．38mg／kg和0．12—0．27mg／kg；中乌头碱的小鼠灌胃、皮

下注射、腹腔注射和静脉注射的LD50分别为1．9 mg／kg、O．20．26 mg／kg、O．21一

O．30 mg／kg和0．1-0．13 mg／kg；次乌头碱分别为5．8 mg／kg、1．19 mg／kg、1．10

mg／kg和O．47 mg／kg，可见次乌头碱的毒性最小。乌头碱、中乌头碱和次乌头

碱的毒性作用性质相似，中毒特征是呼吸抑制和心率失常【83】。给小鼠静脉注

射乌头碱、中乌头碱和次乌头碱引起心率失常的剂量分别为20 u∥kg、15 u g

／kg和72 u g／kg，维持时间分别为40、54和7mint洲。乌头类生物碱属于二
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萜类生物碱，以乌头碱型为主，其C18、C14的羟基常和乙酸或苯甲酸结合成

酯，这种双酯型生物碱是乌头属中药中毒性最强的成分。当其水解掉一个酯

键，变成单酯型生物碱时，毒性降低；当两个酯键均水解掉，变成胺醇型生

物碱时，毒性很小。这就是中药乌头(附子)炮制的原理[85-92】。由于乌头碱毒性

强，中毒量与治疗量接近，又因个体差异及炮制原因引起中毒死亡的事故常

有发生。乌头碱中毒的主要临床表现为口唇、舌及四肢麻木，流涎、恶心、

呕吐、头昏眼花、面色苍白、肢冷脉弱，进而出现呼吸困难，四肢抽搐及昏

迷，尿便失禁，血压下降或测不到，心率失常或可出现严重心率紊乱，乃至

猝死。乌头碱的神经毒性的表现为：(1)对中枢神经系统先兴奋后抑制，严重

的还能引起休克；(2)对周围神经先兴奋后麻痹；(3)抑制血管运动中枢，引起

血压下降。乌头碱对心脏的毒性最为明显，其机理一是兴奋迷走神经，引起

窦房节抑制，房室传导阻滞，从而导致心率减慢；二是直接对心脏的毒性作

用，引起心律失常。其心律失常的特点是多样易变，以频发室性早搏最常见，

且为多源性，并易形成二联律及阵发性室速、扭转型室速，甚至发展为室颤

193-971。

1．5附子栽培研究
附子作为一种常用中药，资源、加工炮制、化学成分、药理药效及安全

评价一直受到重视，但是栽培的研究相对较晚，研究的人也较少。肖小河等[98．99】

对南瓜叶乌头和花叶子乌头在产量和抗性方面的研究发现：在总生物碱含量

和微量元素含量等内在品质之间无显著差异；认为生产上应大力推广产量稳

定但抗逆性较好的花叶子乌头类型；乌头单株产量与土壤全磷、铜和锌的含

量密切相关，而乌头总生物碱含量则与土壤磷、铜、铁和锌的含量密切相关。

陈辛等【loo】对江油产栽培附子进行了研究，认为附子秆和须根的生物碱含量

高，应加以利用。侯大斌【9J研究了乌头母根重量，打顶留叶，修根等栽培措施

对块根产量的影响。

乌头的花为紫色或蓝色，欧洲将乌头的一个种．双兰菊(Aconitum napellus)

开发为切花，为了提高产量满足对切花和盆载的需求，对乌头的栽培进行了

大量的研究【10卜103】。花和块根的产量受环境条件和种子本身质量的影响【104。106】，

发现母株的花朵质量对后代第二年的花朵和子根生长势和质量是相一致的，

相应的种用块根(母根)的大小将对第二年的开花质量和子根产量产生重要影

响。同时母根大小与第二年的植株高度、主花序长度、茎杆直径和每株的花

朵数量密切相关。用于繁殖的块根大小是影响花生长的主要因素，在块根种
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子大小与出芽、生长、开花和子根产量之间存在显著正相关【107’1081。因此，建

议块根繁殖时使用小块根(小于lO蓟，但切花生产时则应使用大块根，增加种

子块根的大小也会增加乌头的繁殖系数。乌头的生长和开花还会受到日照长

度的显著影响，长日照条件下，茎和主花序长度将会加倍，而每花序的花朵

数量也会增加，但开花时间会推迟。研究还发现开花后4—6周时子根重量达到

最大，这时子根主芽开始伸长；块根种达到30．409时的花的质量最好，而低

于59时植株很少开花，小块根、少根系量和少光照均不利于植株开花，大的

块根种会增加子根数，小的块根种则有利于提高生长比例，气温高于27℃或

更高时，植株停止生长，在22℃或略低时，植株生长良好【1091。Aconitumn apellus

的块根栽种深度对出芽和植株生长、茎杆高度对子根形成均有响【110J¨l。附子

是兼块根无性繁殖和种子有性繁殖两种方式的植物，对附子的有性繁殖影响

因素的研究认为，环境因素和群体密度对附子植物的繁殖能力影响较大，增

加群体密度有利于其提高繁殖能力[112,1131。

1．6植物激素在农作物上的应用
植物从种子萌发、生根、长出枝叶到开花结实、衰老、脱落、体眠的整

个生长发育过程中，不仅需要无机物和有机物作为细胞生命活动的结构物质

和营养物质，还需要一些特殊的有机物质来调控体内的各种代谢过程即植物

激素。植物激素是指在植物体内合成，能从产生部位输送到其他部位，对生

长发育产生显著调节作用的一类微量有机物质。至今发现的天然植物激素有

五大类，即生长素类(IAA)、赤霉素类(GA)，细胞分裂素类(CTK)、脱落酸(ABA)

和乙烯(ETH)。植物激素的微量存在便可影响和有效调控植物的生长和发育，

包括从生根、发芽到开花、结实和成熟等一切生命过程【1141。在农业生产上，

它不仅影响作物的生育进程，增加产量和改进品质，而且可调节作物与环境

的相互关系，增强作物的抗逆性，诱导抗性基因表达⋯51。早在20世纪30年

代植物激素就开始在农业生产上应用，但主要限制于吲哚乙酸等生长素类，

到40．50年代随着生长调节剂的不断合成，使调节剂的应用与发展进入了一个

新的领域，80年代以来，国内外对植物生长调节剂的研究不断深入，并迅速

应用于农、林和园艺生产中，如促进植物发芽、生根、促粟、诱导开花、防

落花落果、提高产量和品质等方面都有广泛的应用[116-118]。

1．6．1 植物激素对农作物生长及产量的影响

在现代农业生产中，用植物生长物质调节已成为控制植物生长发育的手
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段，现已广泛应用于作物、果树、蔬菜、花卉和林业等方面，获得巨大的社

会效益和经济效益。b新华⋯9】等发现：作物喷施十二烷基类生长调节剂有利

于改善作物营养，延长功能叶片寿命，增强干物质积累，增加千粒重，提高

产量。张宏纪【120】等认为：小麦抽穗期叶面喷洒低浓度的2，4．D，小麦的千粒

重、产量都有提高，蛋白质、湿面筋含量有一定增加，其幅度分别为0．6％，

1．7％。不同激素可以以不同的方式调节小麦旗叶的衰老，影响小麦产量构成

因素水平，其中6．BA和PP33能够提高单位面积穗数，明显延缓叶片衰老，

增加了穗粒数和千粒重，使构成产量的三因素之间比例协调合理，产量较高；

TIBA可以明显提高叶绿素含量并明显提高千粒重；GA和NBT对延缓旗叶衰

老有一定作用，但增产效果不明显【12¨。

1．6．2植物激素对农作物酶活性的影响
几乎所有的代谢反应都是酶催化进行的，因此代谢调节实际上就是通过

酶进行调节。陈石根【122】等指出在生物体内酶的调节包括酶量(或酶合成水平)

的调节和酶活性的调节。李秀菊【1231等研究表明，在干旱条件下用缩节安、化

控二号和多效唑浸种处理的小麦幼苗SOD酶活性高于对照，浇水后，用生长

调节剂处理的叶片SOD酶活性仍高于对照，这有助于减轻膜脂过氧化，维持

细胞正常生理功能。王敏【124】等采用盆栽试验，研究了在模拟干旱胁迫下几种

植物生长调节剂对玉米幼苗生长的影响，结果表明喷施植物生长调节剂可促

进玉米幼苗的生长，苗高、根长、根数、叶面积、根冠比较对照均有明显增

加，同时还提高了幼苗的叶绿素含量、脯氨酸含量和过氧化物酶活性，使植

株的抗旱能力增强。赵东升【125】试验表明：GA、G．ABA、S．ABA三种生长调

节物质均可以使亚麻体内ATP和PAL活性得到提高，从而影响亚麻的生长发

育。王月英【126】探讨植物激素对花卉的影响得出合理浓度的生根粉处理可显著

提高植株活力根数及减少烂根。

有关研究结果表明，IAA可以促进小麦光合作用，促进韧皮部的运输以

及促进叶片同化物的输出[127]；GA能促进作用和籽粒对同化物的吸收【128】；CTK

决定着胚乳细胞的数目和大小，它能促进籽粒的发育和提高粒重【129’130】；ABA

在高浓度条件下(>10．6mol／L)抑制旗叶中同化物的装载，而低浓度的ABA能

促进同化物的装载，在籽粒中能加快脱水，促进成熟【131】；关于乙烯的研究报

道较少，沈岳清【132】研究表明它能促进贮存物质的动员，能促进籽粒的早熟和

增加粒重【1331。近20年来，植物激素已逐渐成为栽培措施中的常规技术，它与

传统栽培技术的主要区别是传统技术以改善作物生育环境(如肥水管理、株行
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配置等)为主，而化学控制技术则直接调控作物本身，因而能有效地达到“控

制”生长发育的目的【13 41。

1．7植物激素对生物碱含量的影响
植物药是药用植物的全体或部分器官，植物药材含有的生物碱，胺类，

萜类，黄酮类，醌类，皂苷，强心苷等活性物质大多数是次生代谢产物。探

讨次生代谢产物在药用植物体内合成积累的机制和影响因素，对于栽培生产

过程中采取有效措施对其加以调控，以达到提高活性物质的含量，提高药材

的品质，增加药效有非常重要的意义。影响药用植物次生代谢的因素主要有：

遗传因素(植物进化水平，亲缘关系和种属差异，个体差异和个体发育阶段)

和环境因素(光照，温度，水分，海拔高度，土壤和生物因素)[135]。环境因

素对植物的代谢影响用多种，激素也是重要的一种，激素农业上对作物的生

长发育和品质的影响有重要的作用，激素对药用植物的次生代谢产物会有一

定的影响，而激素对生物碱的影响的研究报道主要集中在离体培养和细胞培

养中。

植物激素极大地影响组织细胞的生长和分化，因而对培养细胞的次生代

谢影响也很大。生长素类如2，4．D， NAA，IAA等均可抑制吲哚生物碱的积

累，尤其是2，4一D，而细胞分裂素类如BAP和KT则可刺激一些冠瘤组织细胞

和悬浮培养细胞的生物碱合成，尤其在去掉生长素的培养基中加有KT可显

著刺激，但这似乎也随细胞系和处理方法的不同而不同。添加2，4一D可促进长

春花培养细胞的分裂生长，却显著阻制生物碱生产，NAA和GA3抑制生物碱，

IAA可促进生物碱和生物量的积累，BAP则使细胞生物碱积累达到最大，而

IAA则使生物碱量和生物量产量达到最大[136,137】。在长春花中研究生长调节剂

和生物碱关系的较多，Zenk等【138】人先在添加2，4．D和KT的LS基本培养基(生

长培养基)中使长春花组织细胞的生物量达到最大，然后转入添加IAA和

6-BAP及8％的蔗糖和一定的L．色氨酸的MS基本培养基(生产培养基)中进行

生物碱的生产，使两个高产细胞系S和A的生物碱产量分别达到20∥L，组织

干重、62mg／L的蛇根碱和26∥L组织干重、77mg／L的蛇根碱、264mg／L的阿

吗碱。Smith等【139】在添加NAA和KT及5％蔗糖的MS基本培养基中生产长春

花生物碱，它可使生物量和生物碱含量同时达到理想的水平，ABA的添加可

刺激长春花培养细胞的长春质碱和阿吗碱的合成和积累，但不影响其生长。

Lindsey等【140】研究了2种茄科植物细胞培养过程中细胞生长、分化和生物

碱积累的关系。当愈伤组织从含高浓度生长素培养基转入低生长素培养基时，
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生物碱和叶绿素的含量下降，而细胞生长率增加。Mavituna F发现在培养基中

附加2，4．D时，对长春花培养细胞中生物碱的合成有抑制作用，而包含有NAA

和KT的生产培养基，能够提高细胞生长率和增加生物碱的产量，仅加入6-BA

时，细胞产量下降但能诱导生物碱的合成【1411。

1．8植物激素在附子上的应用
植物激素在附子大田栽培上的应用还未见报道，主要集中在离体培养上

的应用。胡延玉和伍光庆【142】等用6一BA 0．05 mg／L、NAA 0．01．0．1 mg／L、GA

O．05．O．1 mg／L、培养基加入维生素B1、维生素B6、烟酸、肌醇、生物素、肌

氨酸、酪蛋白水解物等多种有机物，得到了茎尖培养的幼株，带腋芽茎段的

愈伤组织和芽丛，芽丛转移后可以生根，腋芽分化伸长成小苗。关文灵【143】以

乌头的块根诱导出试管苗叶片为外植体，在添加BA，KT，NAA等不同激素

配比的MS培养基上培养直接诱导不定芽的产生，并成功的在不加任何激素的

1／2MS培养基上得到生根植株。但是关于离体培养的研究主要侧重于外植体

的选择，培养条件的优化和驯化栽培上【142。1461，还未见对生物碱等次生代谢产

物的研究报道。

综上所述，化学调控作为低投入高产出的一种农业实用技术，在很多作

物上已经被推广利用，而在药用植物上尚未形成系统的技术体系，前人研究

最多的是在药用植物的快速繁殖和再生体系的建立中使用了植物激素，对药

用植物的品质和活性成分有较明显的影响。但是在药用植物的田间栽培种植

上利用的很少，对生长发育、品质和次生代谢产物的影响前人几乎没有报道。

课题主要是研究外源植物激素对附子的生长调节以改善生长性状、提高抗逆

性，从而提高丰产性和品质，为附子的种植、规范化管理，提高此生代谢产

物含量，减少毒性产物量等方面提供依据。

附子是一种著名传统中药和川产道地中药材，具有良好的药效，国内外

享有很高的盛誉，市场一直需求很大。化控技术应用到附子栽培上，有利于

改善附子的生长发育，农艺性状提高丰产性和品质，为附子田间管理和提高

活性成分的含量提供依据，对附子GAP的产业化生产和植物激素在其他药用

植物应用的研究都有重要的意义。
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2材料与方法

2．1试验材料、设计与设备

2．1．1 试验材料

试验材料：来自四川江油附子GAP基地的主要栽培种，由侯大斌教授鉴

定为乌头属乌头Aconitum carmichaeli Debx。

2．1．2试验设计

试验材料种植在西南科技大学校内试验田。试验田土壤特性：全氮含量

为0．14％，速效氮含量为111．50mg／kg，速效磷含量为32．785mg／kg，速效钾含

量为89．29mg／kg，有机质5．19mg／kg。

选取附子质量在10．15克均匀的附子，株距20伽，行距30 crfl种植，随机

区组，三次重复，每个小区9 m2种植。底肥：2000kg／亩农家肥、200kg／亩油

枯、50kg／亩高效磷肥，按附子生产要求进行F只间管理，每月除一次草。激素

选用：赤霉素(GA)：60 mg／L、6．苄氨基腺嘌呤(6．BA)：40 mg／L、萘乙酸(NAA)：30

mg／L、3．吲哚乙酸(IAA)：20 mg／L、6．糠氨基嘌呤(KT)：25 mg／L、对照(清

水)分别在2008年3月25和2008年4月24同喷施，6月27日收获。

2．1．4主要仪器与设备
Vafian 1200LC／MS液相色谱．质谱联用仪(带紫外检测器，美国"Caftan公

司)；旋转蒸发仪(Buchi公司)；电子分析天平(Sartorius公司)；优普超纯

水制造系统(上海优普实业有限公司)：超声波清洗器(昆山市超声仪器有限

公司)；T6普析通用新世纪紫外分光光度计(北京普析)；TU．1900双光束紫

外可见分光光度计(北京普析)；中草药粉碎机(天津泰斯特仪器有限公司)；

电热恒温鼓风干燥箱(上海福玛实验设备有限公司)：高速冷冻离心机

(eppendorf公司)；低速离心机80．2(常州国华电器)；电热恒温水浴锅HHS216

(常熟医疗器械)。

2．1．5主要药品和试剂

甲醇、冰醋酸、高氯酸、氨水、无水乙醇、氢氧化钠、盐酸、磷酸、氯

仿、甲苯、乙酸乙醋、正丁醇、丙酮、硫酸、考马司亮蓝G．250、愈创木酚、

氯化钠、高锰酸钾、抗坏血酸、L．脯氨酸、茚三酮、葸酮、蔗糖、牛血清蛋

白BSA、淀粉、溴甲酚绿、无水葡萄糖等试剂均为国产分析纯。
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乌头碱(NO．110797．200404)，新乌头碱(NO．110799．200404)，次乌头碱

(NO．110798-200404)对照品购买于中国药品生物制品检定所。附子灵对照品由

本课题组从附子中分离纯化得到，其结构经TLC，IR，1H—NMR，13C．NMR

以及MS确证，纯度分析达99％以上。

2．2测定指标和方法

2．2．1 农艺性状

试验材料于2008年3月24，4月10，4月25，5月lO，5月25，6月10

和6月27采样，共采样7次，每次随机采样15株，先测定植株的外部形态

指标，然后用自来水清洗干净阴干，测定植株各部分的生物量鲜重，再装入

牛皮袋放入烘箱，现在105℃烘30min，再在60℃一70℃下烘至恒重，测定各

生物量干重，各组织粉碎装入密封袋备用。

测定分析的主要农艺性状有：株高、茎围(直径)、叶片数、子根数、生

物量、茎叶生物量、子根生物量、干物质、含水量，小区产量、1+2产量等

2．2．2生理指标的测定

(1)叶绿素含量的测定：浸泡法【147’14引。

(2)过氧化物酶活性测定：愈创木酚[1491。

(3)过氧化氢酶活性测定：紫外分光光度法【1501。

(4)脯氨酸含量测定：茚三酮显色法【1491。

(5)谷草转氨酶和谷丙转氨酶活性测定：取O．19叶片用lmL0．05mol／L

pH7．2的嘶s．HCL缓冲液，13000r／min离心20min，保存在4℃的冰箱中，用
南京建成生物工程研究所生成的检测试剂盒测定单位组织的酶活力，以卡门

氏单位作为酶活力单位。

2．2．3品质测定

(1)游离总氨基酸含量测定：茚三酮比色法【1491。

(2)可溶性蛋白质含量测定：考马斯亮蓝法【1491。

(3)可溶性糖含量测定：蒽酮比色法【15们。

(4)总糖含量测定：葸酮比色法【1511。

(5)淀粉含量测定：蒽酮比色法【150】。

(6)多糖含量测定：硫酸一葸酮比色法【15卜”引。
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①附子多糖的提取、纯化

称取干燥的附子粉2009，加入适量80％乙醇，回流提取3h，抽虑，药渣

挥尽乙醇后，沸水提取2次，每次1h，合并提取液，浓缩至200mL，加95％乙

醇使醇含量达到80％，于4℃冰箱中醇沉过夜，离心(5000 r／min，10 min)，

沉淀依次用无水乙醇、丙酮洗涤，得到粗多糖。用热水将粗多糖溶于水，用

Sevage法(氯仿：正丁醇=5：1)除蛋白，重复3次(用考马斯亮蓝法测得无蛋

白为止)。流水透析后， 蒸发浓缩至200mL，加95％乙醇使醇含量达到80％，

于4℃冰箱中醇沉过夜，离心，沉淀依次用无水乙醇、丙酮洗涤，真空干燥，

称重，计算得率。

②标准溶液的配制：精密称取105℃干燥至恒重的葡萄糖标准品0．19，

蒸馏水溶解后，定容至1L。精确移取此溶液0．0、0．2、0．4、0．6、0．8、1．0mL，

分别置于具塞试管中，用蒸馏水补置2mL摇匀，配成系列标准溶液。

③O．2％蒽酮试剂的配置：取分析纯葸酮0．19，溶于50 mL的浓硫酸中，

当日配置使用。

④标准曲线的绘制：分别向标准溶液的各支试管中加入5 mL的葸酮试

剂，逐管放入沸水浴中准确加热7分钟，放入冰浴中冷却至室温，用1 cm的

比色皿在620nm下测定吸光值。

⑤换算因子的测定：精密称取附子多糖100mg，溶于1L容量瓶中，稀

释至刻度，摇匀。精密吸取lmL于具塞试管中，按照葸酮—硫酸法方法测定
吸光度，根据回归方程计算多糖浓度中葡萄糖的浓度C，按下式计算出换算因

子f。f=C·D／W。式中为W多糖质量(mg)，C为葡萄糖浓度(pg／mL)，D为稀

释倍数。测得换算因子f=4．83(n=5，RSD=2．67％)。

⑥样品溶液的制备：精密称取附子样品1．09，加入150mL 80％乙醇回流

提取3h，抽滤，残渣挥尽乙醇后，用100mL水提取1h，2次，离心(5000r／min，

10rain)，上清液定容到250mL的容量瓶中，为样品液。

⑦重现性试验：精密称取附子粉5份，每份19，按照⑥下的方法同时制

取5份样品溶液。精密移取各样品溶液各lmL分别置于具塞试管中，按照④

下的方法测定吸光度，计算附子多糖含量。

⑨稳定性试验：按⑥下样品溶液制备方法制备，吸取lmL于具塞试管中，

按照④下的方法测定吸光度，每隔1h测定1次，连续6h，考察其稳定性。
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(7)生物碱含量的测定

①乌头类总生物生物碱含量测定：酸性染料比色法[155,156】。

②新乌头碱、乌头碱和次乌头碱含量测定

测定方法：RP．HPLC法

a样品制备的优化

处理1：药典法。

处理2：将附子药材粉碎，过60目筛，取药材粉末O．59，加浓氨试液2mL

润湿，加乙醚20mL，超声处理50min，过滤，并用乙醚洗涤3次，每次10 mL，

收集、合并所有滤液，水浴挥干溶剂。加入甲醇溶解残渣，过滤，定容到10ml

的容量瓶，作为供试品溶液。

处理3：精密称取样品O．59，滴加浓氨水2mL浸润，再加入20mL二氯

甲烷，超声处理50min，过滤，浓缩，用二氯甲烷定容到10mL的容量瓶中。

处理4：精密称取样品0，59，加95％的乙醇50mL，加热回流2h，回收溶

剂，残渣用20mL，pH2．3的盐酸溶液溶解，用10mL的氯仿萃取3次，除去

氯仿层，用NaOH溶液调节水溶液的pH值到9．10，再用氯仿萃取3次，蒸干

氯仿，用甲醇定容到10mL的容量瓶中，作为供试溶液。

处理5：精密称取样品O．59，滴加浓氨水2mL浸润，加入95％的乙醇20mL，

超声处理50min，以下步骤与处理4相同。

b对照品溶液的制备

分别精密称取新乌头碱、乌头碱、次乌头碱对照品适量，分别置10 ml

的容量瓶中，用乙腈溶解并定容，摇匀，得各单一成分对照溶液，作为储备

液，其他不同浓度的对照品溶液由储备液稀释得到。

C色谱条件

美国Zorbax extend．C18(150mm×4．6mm，5．09m)色谱柱；流动相为乙腈

．0．1％乙二胺：梯度洗脱，时间程序为O一15—30一35—60min，乙腈体积分数

相应为35％一50％一75％一35％一35％；流速为1 ml／min；柱温为30℃；检测

波长240nm。

③附子灵含量的测定

测定方法：RP．HPLC．MS法

a供试溶液的制备：取附子粉O．29，加入到10ml的容量瓶中，再加入10ml



西南科技大学硕士研究生学位论文 第21页

的甲醇，35。C超声50rain，放置过夜，取适量的溶液取适量用0．45I_tm微孔滤

膜滤过，作为供试品溶液(避光，储存在冰箱中)。

b对照品溶液的制备：分别精密称取附子灵对照品适量，分别置25ml的

容量瓶中，用甲醇溶解并定容，摇匀，作为储备液，其他不同浓度的对照品

溶液由储备液稀释得到。

c分离条件

色谱条件：色谱柱：polarisCl8，5}．tm，50x2．Omm，柱温25℃；流动相：

甲醇／水=90／10，流速：0．2ml／min；进样量：51xl。质谱条件：离子化方式为正

离子电喷雾离子化(ESI)；Needle voltage positive 6000 V；Spray shield voltage

positive 600V；Capillary 96V；Drying gas temperature 280"C：m／z=454．3。
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3结果与分析

3．1 激素对附子农艺性状的影响

3．1．1 激素对附子株高的动态影响

株高是营养体生长的主要表现之一，株高的长势的快慢，是附子生长发育

过程中内在协调性强弱的外在表现。

／_、

昌

0

缒
蜷

采样次数(次)

图3-1 激素对附子株高的影响

F i g．3—1 Effects of hormones on P I ant he i ght of Radix Aconiti．

不同的激素处理对附子株高的影响存在较大差异(图3．1)，第一次喷施

后，各种激素的株高都高于对照，GA和NAA的株高分别为29．97 cm和

20．62cm(CK为16．24)；IAA(18．63cm)较对照增加了2．39 cm；两种细胞分

裂素6．BA(17．95 cm)和KT(18．74 cm)处理的株高和对照的差异不显著。

附子进入四月中旬以后，株高的增加呈现较快的趋势，CK的增速为1．32 cm／d，

在这个时期IAA和NAA的处理的株高的增加速度最快为：1．35 cm／d和1．49

cm／d，其它激素处理的低于对照。随后株高的增加速度逐渐的减慢(CK为0．70

cm／d)，但是GA和NAA两激素处理的株高在后期的增加速度仍较高(分别

为0．87 crn／d和0．86 cm／d)，说明这两种激素对附子的株高有明显的增加作用；

两种细胞分裂素的速度为：0．66 cm／d和0．60 cm／d，低于对照。在整个生长期

内GA和NAA两处理始终高于对照和其他激素处理，两细胞分裂素除初期略

高于对照外，其余生长期都低于对照，IAA处理与对照的差异不显著。

∞∞踟加∞的如∞加m

o
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3．1．2激素对附子茎围的动态影响

茎围能直接反映附子茎杆的健壮程度，与附子营养密切相关。不同的激

素处理对附子的茎围的影响有明显的差异性。如图3．2所示，在第一次喷施后

NAA，IAA的处理茎围增速最高为0．1mm／d(CK为0．07 mm／d)，6一BA和KT

的增速为O．06 mm／d和0．05 mm／d，略低于对照，GA处理的茎围增速最慢(0．04

mm／d)。在四月上旬到五月下旬是茎围增粗的高峰期，在此期间各激素处理的

增速的差异不显著基本稳定维持在O．06．0．09 mm／d之间，GA的增速最低为

0．06mm／d，KT最高(O．09mm／d)，其他激素和对照的差异不显著。进入六月

份后茎围的增速逐渐的减低为0．02mm／d，激素间的差异在这期间的增速也稳

定。激素对茎围的影响主要是喷施后短期内的差异比较显著，后来的增速激

素间的差异不显著。

1 2 3 4 5 6 7

采样次数

图3-2 激素对附子茎围的影响

F i g．3-2 Effects of hormones on stem gi rth of Radix Aconit i．

3．1．3激素对附子叶片数的动态影响

叶片是附子光合作用的重要器官，它的发生既与自身生长发育规律有关，

又受外界环境条件的影响。如图3．3所示，在生长初期叶片数主要在增加，激

素间的差异不大。但是4月25号以后，激素间对附子叶片数的影响呈现了差

异性。GA和NAA两处理的叶片数达到了10．11片左右，明显的多于其它处

理和对照差异显著；其他激素处理和对照的叶片数维持在8-9片之间，与对照

2
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差异不显著。

赶

籁
止
古

l 2 3 4 5 6 7

采样次数

—◆一GA

—●卜一IAA

——●广-6-BA

--)(---KT

—■卜一NAA

—．_CK

图3—3 激素对附子叶片数的影响

F i g．3-3 Effects of hormones on I eaves number of Radix Aconiti．

3．1．4激素对子根个数的动态影响

激素对附子子根数的影响(图3-4)，各激素间的差异不显著。子根个数

前，中期增加，后期减少是因为发育形成较晚的幼小子根的生长活性小于发

育较早的子根，其得到营养供应较少，其中部分子根因营养供应不足而脱落。

3．1．5激素对附子总生物量的动态影响

如图3．5所示，激素对附子生物量的影响在前期的影响不大，只有NAA

处理的总生物量和对照的差异显著，到四月下旬时为48．83∥株(CK为42．80∥

株)，比对照增加了6．03 g／株；GA处理的最低为39．27∥株，减少了3．53∥

株：其他激素处理的和对照的差异不显著。进入五月份后各激素处理的附子

生物量的增速呈现了明显的差异性。GA在四中旬到五月份下旬生物量处在高

峰期，达到1．649／d株；到六月份后和NAA处理的影响比较接近分别为1．339／d

株和1．279／d株；IAA处理对生物量的影响和GA相似，在五月中旬到六月上

旬时增加的高峰期为1．499／d株，但是在六月份中旬以后增加量处在一个缓慢

期(0．99 g／d株)。6．BA，KT和对照(CK)的差异不明显，在中后期生物量

增速分别为0．83 g／d株、O．61 g／d株和0．85 g／d株，两者的生物量都低于对照。
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图3-4 激素对附子子根个数的影响

F i g．3—3 Effects of hormones on ch i I d tubers number of Radix Aconiti．

F i g．3—5

2 3 4 5 6 7

采样次数

图3-5 激素对附子生物量的影响

Effects of hormones on b iomass of Radix Acon，t，．

3．1．6激素对附子子根生物量的动态影响

子根是从靠近母根的茎基部腋芽长出乳白色突点状不定根逐渐膨大形

成，有吸收土壤中的水分和矿物质的功能，同时也是最后收获的重要部位，

们

∞

∞

踟

∞

如

加

0

^3)咖S州
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因此研究激素对子根鲜重动态影响有重要的意义。激素对子根的影响和整个

植株的趋势相似，在前期影响不大，五月份中旬后到收获时是子根鲜重增加

的重要时期，因此在这段时期内激素对子根的影响表现的也尤为明显。GA处

理在五月份的中下旬和收获前有一个高峰期，日增加量分别为在0．6569／d和

O．779／d，随后子根的重量一直是最高；IAA处理在四五月份都保持平稳的增

加态势，在收获前有一个增加的高峰期，日增长量为0．779／d；NAA处理的子

根增加量比较稳定(0．39 g／d)，随然在收获前有明显的增加趋势(0．49 g／d)，

但是低于GA和IAA两处理；6．BA和KT两处理(0．35 g／d和0．30 g／d)和对

照(0．29 g／d)的增加趋势相似，对子根的产量的影响也不明显。

，一、

bo

、一，

司删

霹
矧
警
№

45

40

35

lO

5

0

1 2 3 4 5 6 7

采样次数

A

图3-6 激素对附子子根生物量的影响

F i g．3-6 Effects of hormones on b i omass of ch i I d tubers of Radix Aconiti．

3．1．7激素对附子茎叶生物量的动态影响

茎叶是附子进行光合作用的主要器官，其发育状况直接决定和影响整个

植株的生长发育。不同激素对附子茎叶生物量的影响来看(图3．7)，前期激

素间的差异不显著。NAA处理的茎叶生物量在各处理中最高，在第三次采样

时为23．79∥株(CK为19．66∥株)，增加了4．13∥株，随后茎叶生物量的增

速为0．63 g／d株，这与NAA对附子株高和茎围有明显的增加作用有关；GA

处理在四月份下旬到五月份下旬，有一生长的高峰期(O．87 g／d株)，随后增加

缓慢(0．30 g／d株)：IAA处理在五月份后的在增速较稳定(0．54 g／d株)，GA、

NAA和IAA三种激素对茎叶生物量的影响在中后期和对照的差异达到显著水
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平。6-BA(0．27∥d株)和KT(O．31∥d株)对附子茎叶的影响和对照(O．359／d

株)的差异不大，生物量明显低于对照，这可能是两种细胞分裂素对株高，

叶片数和茎围有一定的抑制作用引起的。

／^、

∞
、一

啦||

S
酬
古
堋

70

60

10

0

2 3 4 5 6 7

采样次数

GA

IAA

6-BA

KT

NAA

CK

图3—7 激素对附子茎叶生物量的影响

F i g．3-7 Effects of hormones on b i omass of stems and I eaves of Radix Aconit，．

3．1．8激素对子根含水量的动态影响

不同激素对子根含水量的影响见图3．8，各激素对子根的含水量的影响和

对照的差异不大，子根刚形成时含水量最高接近90％，随后逐渐的下降，到

收获时含水量逐渐的趋于稳定，含水量稳定在60％．70％之间。

3．1．9激素对茎叶含水量的动态影响

激素对附子茎叶中含水量的变化影响不大(见图3．9)，整体趋势是逐渐

的下降。前期含水量在80％．90％之间，前期中GA处理的含水量最低，均低

于其他对照和处理。六月份以后各个处理和对照的汗水量逐渐趋于稳定，维

持在70％．80％之间。

3．1．10激素对附子收获时农艺性状的影响

植物激素对附子农艺性状的影响见表3-1，不同的激素对附子的生长特性

有明显的作用，激素处理问的效益存在显著差异。赤霉素和两种生长素(NAA、

IAA)对附子的株高、茎围、叶片数、生物量、茎叶生物量的作用都达到显著
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水平，NAA对叶片数影响也达到显著水平。这与前人研究的生长素促进细胞的

形成伸长，GA加速细胞的伸长生长，从而使植株高度明显增加的结果一致。

细胞分裂素(6-BA、KT)对附子农艺性状基本上作用不大，跟对照的差异不

显著，而且对茎叶生物量有一定的抑制作用。

，一、

誉
、-，

删
*
缸

l 2 3 4 5 6 7

采样次数

图3-8 激素对附子子根含水量的影响

F i g．3-8 Effects of hormones on water content of ch i I d tubers of Radix Aconiti，

^
永
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l 2 3 4 5 6 7

采样次数

图3-9 激素对附子茎叶含水量的影响

F i g．3—9 Effects of hormones on water content of stems and I eaves of

Radix Aconiti．
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处理 株高(a『1) 毕蜀(m) 叶片数(个) ’￡物嚣(g) 苹『}{牛物昔(g

沣；}母表《*8目d．5％水甲T的差异日著水平．目H自勺字母衰Ⅲ自n理问没有差异，十lq的，母表

示处Ⅱ问差异Ⅱ蔷。

3 1 1【激素对附于收获时不同组织中含水量的影响

激素对附子各组织中的含水量的影响不人(见图3．10)。附子各组纵中含

水量最高的是须根在76％一83％之问。其次是茎叶(含水最为70％JJ：右)，含水

量最低的是子根(61％．65％)，母根的含水量为65％．69％之M。附子各组纵中

含水量的的大小为须根>茎叶>母根>子根。

90

HO
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；60
“50

g 40

＆30
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0

图3-10 激素对附子收获时不同组织中含水量的影响

Fl g 3-10 Effects of hormones on water CoRtent⋯d fferent tf ssues of

Radix AaoaIt{at harvest
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3 1．12激素对附子收获时不同组织中干物质的影响

激素对附子币同组织F物质的影响(见图3-11)，备激素在附了的各组织

中差异都不显著。附子不同组织中干物质率蛙高的足子根在35％．38％之『日J，

其次是母根(3I％一35％)，干物质率最低的是子根(17％．24％)，茎叶的二r物

质毕在29％．31％之叫。各组织问干物质率的顺序为子根>母根)茎叶>须根。

一

*
蜒

嚣
L 帆㈣训

日苇⋯

■千根

口f4根

：颁根

GA IAA 6 B^ KT NM CK

激索处理

图3-1 1 激素对附子收获时不同组织的千物质率的影响

Effects of hormones on dry matto r percentage n dIfferent ti$sues

of砌d／x Acon，ti at ha rvest

3 l l 3激素对附子产量的影响

激素对附子予根产量有较大影响，有明显增产作用(表3—2)。GA的增产

教果壤为明显，小区平均产量为6 7kg，增产量达到81 1％。IAA、NAA两种

生k素的作川也比较明显，但效果略低于GA，小区的平均产量分别_=IJ 6 Okg

和5 2kg，增产62 2％和40 5％。激素KT和6-BA的作用不是很明显，小区

的平均产量分别是41 kg和3 8 kg。附子子根产量方差分析结果(表3-3)，区

组间F-0 306<Fo 05，区组问予根产量没有差抖：处理间F-30 504>Fo ol，小同

处理问存在极显著差异，说明不同的激素处理对附子子根的产量有明显的影

响。经最小显著差数法(LSD)分析(见表3-2)，GA、IAA、NAA三种激素

处理与对照IⅥ存在极显著差异，而6-BA、KT处理与对照问差异不显著；GA、

IAA和NAA处理间显著差异。

3 1 14激素对附子1+2于根产量的影响

激素对附子第l+2子根产量也有明显影响(表3-4)。GA、IAA和NAA对
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1+2子根产量的增产效果明显，小区的平均产量分别为4．1kg、3．7kg和3．5kg，

增产幅度分别为70．8％、54．1％和45．8％，GA和NAA处理间差异极显著，IAA

与GA、NAA差异不显著。6．BA和KT对1+2子根的产量无显著影响。6一BA、

KT和对照问的差异在两水平下都不显著。通过LSD法分析：激素对1+2子

根在子根总重中占的比例差异不显著，说明激素对1+2子根产量在总产量中

的比例没有增加，激素对附子产量的增加，是通过所有子根的产量的增加来

体现的。

表3-2 附子产量分析表(n=3)

Tab．3-2 AnaIysi S of chi Id tubers YieIds of Radix Aconiti．(n=3)

表3-3 附子1+2子根产量方差分析表

Tab．3-3 Vatiance anaIysi S of 1+2 chi Id tuberS YieIds of Radix Aconiti．
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表3-4 附子1+2子根产量分析表

Tab．3-4 AnaIySi S of 1+2 chi Id tubers YieIds of Radix Aconiti．

3．1．15激素对附子收获时子根个数的影响

激素对附子子根个数的影响和多重比较(表3．5)，在5％水平下NAA处

理对子根个数有增加作用，另外四种激素对子根的影响，它们之间和与对照

都没有差异。在1％的水平下五种激素对子根个数的差异都不显著。

表3-5 附子子根个数分析表

Tab．3-5 AnalysiS of chi Id tubers number of Radix Aconiti．

3．1．16收获时农艺性状的相关性分析

收获时附子的农艺性状(表3．7)和对照的农艺性状间的相关性分析(表

3．6)来看，茎围和其他农艺性状的相关性都没有达到显著；株高与叶片数、

子根个数、总生物量、子根生物量均成正相关，都达到显著水平，其中与总
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生物量的相关性达到极显著水平；叶片数与子根个数、茎叶生物量、总生物

量的相关性都达到显著水平；子根数与茎叶生物量、总生物量的相关性都达

到极显著水平，与产量也成正相关性，并达到显著；茎叶生物量与总生物量、

子根含水量达到极显著水平，同时与子根干物质成负相关；总生物量与子根

生物量、子根含水量成正相关性，达到显著水平，与子根干物质成负相关；

子根生物量只与产量的相关性达到显著；茎叶、子根的含水量和干物质都呈

现负相关；1+2子根的产量和产量的相关性最高，相关系数达到0．99，说明附

子的产量主要是1+2子根的产量，这也是附子在栽培中采用修根等措施，增

加1+2子根产量的原因。其他的农艺性状之间的相关性都没有达到显著水平。

3．1．17 聚类分析

不同的激素处理对附子农艺性状的效应有明显的差异，采用聚类分析对

不同的激素进行分类。由图3．12可知激素IAA和NAA效应接近；激素KT

对农艺性状的作用可对照的差异不明显；6-BA的效应大于KT和对照，但是

小于IAA和NAA；作用最明显的是GA。GA，NAA，IAA对附子的农艺性状

的作用相似，6一BA和KT两激素的作用不明显。

GA

IAA

NAA

6．BA

KT

CK

0．00 0．99 1．98 2．96 3．95 4．94

图3-12 激素对附子农艺性状影响的聚类分析图

Fig．3—12 CIuster anaIysi S of effects of hormones on agronomiC

character i st i cs of Radix Acon?亡，．
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3．2激素对附子生理性状的影响

3．2．1 激素对附子叶绿素含量的影响

叶绿素是叶绿体的重要组成部分，是植物叶片进行光合作用的主要物质

基础，在一定范围内叶绿素含量的高低直接影响叶片的光合作用能力，同时

叶绿素含量的高低也是叶片功能持续期长短的重要标志。

2．5

2．0
铀

曹1．5
硇1

1．0
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Fig．3—13
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图3-13 激素对附子叶片中叶绿素a，b，a+b，a／b的影响

l eaves of Radix Aconit i．

由图3．13可知，不同激素对附子生育期内叶绿素的变化，叶绿素a的变

化比较平稳，在生长初期有明显的升高外，在后期都比较平稳，各激素处理

的叶绿素a的含量都维持在1．4mg／g左右。在前期叶绿素a的含量差异不大，

第一次喷施后6-BA对叶绿素a的含量有一个短时间内的迅速升高；GA在后

期对叶绿素a的含量有抑制作用；IAA对叶绿素a含量的影响和GA有相似之

处；NAA对叶绿素a含量在后期始终有增加的作用。由方差分析可知：收获
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时NAA，KT对叶绿素a的含量有显著的增加作用(分别增加了4．97％和4．35

％)；6-BA和对照间的差异不显著；IAA和GA对叶绿素a的含量有显著的抑

制作用(分别比对照减少了6．21％和17．39％)。在生长过程中叶绿素a的含量

有一次明显的降低，可能是因为连续的降雨，促使叶绿素a的合成受阻，同

时分解的速度增加，因此含量有短时间的降低。不同的激素处理间比较可知：

两种细胞分裂素、NAA对叶绿素a的含量有增加的作用，GA、IAA对叶绿素

a的含量有抑制作用。

表3—8 收获时附子叶片中叶绿素和类胡萝I、素方差分析表

Tab．3-8 Var i ance ana I ys j S of ch I orophy I|and carotenoi ds the I eaves of

Radix Aconi芒i。at harvest

叶绿素b的含量在附子生长过程中总的趋势是增加。激素间对叶绿素b

的含量也有明显的差异，NAA对叶绿素b的含量有增加作用，KT和对照相

比也有增加作用；6-BA在收获前对叶绿素b的含量有显著的增加作用；IAA

和GA对叶绿素b的含量也有抑制作用。收获时激素间的比较可知：NAA和

KT对叶绿素b有显著的增加，分别比对照增加了7．94％和3．18％；6-BA、IAA、

GA对叶绿素b都有抑制作用，较对照分别减少了7．94％、12．70％和23．81％。

叶绿素a+b的含量的趋势和叶绿素b的含量的趋势相似，由于叶绿素a

含量变化平稳，叶绿素b的含量呈增加的趋势，不同激素对叶绿素a+b的含

量的影响与激素对叶绿素a、b含量的影响相似，NAA、KT对叶绿素a+b的

含量有增加的作用，6-BA对其影响不大；IAA和GA有抑制作用。这与前人

研究的细胞分裂素和NAA对叶绿素有增加作用，而赤霉素，生长素对植物叶
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片的叶绿素的增加不是普遍的比较相似。

叶绿素a／b总的趋势呈现下降趋势，但在降雨的过程中NAA对叶绿素a

的降解有阻止作用，对叶绿素b含量和其他激素差异不大，因此a／b的值较大；

不同激素间处理对a／b的影响不是很明显，下降的趋势也很平稳；但是6-BA

对附子后期叶绿素b的含量有明显的增加作用，因此a／b的下降的趋势较其他

激素剧烈。

3．2．2激素对附子类胡萝l、素含量的影响

总类胡萝卜素的含量随着附子生育期的推进呈上升的趋势(图3．14)，不

同的激素处理间对类胡萝卜素的含量影响不显著，不同激素在附子的不同时

期对其含量的影响也不同。6-BA和KT在整个发育期内，对类胡萝卜素都有

增加的作用，但在收获前6-BA对其含量有减少的作用；NAA对其含量的影

响，都低于对照；GA和IAA处理的附子中类胡萝卜素的含量与对照的含量差

异不显著。收获时不同处理间的差异不显著。在第4次样时激素处理的含量

都明显的低于对照(降雨)，说明激素对叶类胡萝卜素含量在此条件下有降低

作用。

O．6

0．5

＼b0 0．4
b0

3 0．3

掣呲
O．1

0

1 2 3 4 5 6 7

采样次数
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—，卜6一BA
—*一KT

—_|I÷-一NAA

——●一CK

图3-14 激素对附子叶片中类胡萝l、素含量的影响

Fig．3—14 Effects of hormones on the ditermination of carotenoids

类胡萝卜素在整个生育期内呈上升的趋势，这与它在光合作用的功能相

关，附子收获时，营养生长达到最大，此时子根的生物产量达到最大，是附

子的最佳收获时期。但是附子的生殖生长还没有进行，附子叶片还进行同化

作用，所以类胡萝卜素的含量呈现上升的趋势。
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3．2．3 激素对过氧化氢酶(CAT)的影响
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采样次数

图3-1 5 激素对CAT活性的影响

Fig．3—15 Effects of hormones on the actiVity of CAT

附子生长过程中过氧化氢酶活性的影响(图3．15)。过氧化氢酶活性的变化

趋势是前期升高，中期变化变化平稳，后期略有升高。前期升高可能是因为

植物处在生长的高峰期，细胞代谢比较旺盛，因此酶的活性逐渐升高；中期

植株体内的各种代谢处在一个平衡时期，在没有逆境的条件下，变化不明显；

后期稍微升高，可能是进入夏季温度逐渐升高和部分叶片的衰老引起了过氧

化氢酶活性有升高的趋势。

不同激素对附子发育过程中CAT酶活性的影响可知，NAA对苗期的活性

有显著的提高作用，高于其他激素，在中后期却开始抑制了其活性，收获时

明显低于对照；IAA和GA在前期和对照相比差异不明显，在进入五月中旬后

对CAT的活性也开始有抑制作用，收获时也明显的低于对照；6．BA和KT在

前期对酶的活性有抑制作用，但在四月份以后对其有逐渐增加其活性的作用，

在收获时对过氧化氢没的活性增加的最大；两种细胞分裂素相比6．BA对CAT

活性的增加作用要高于KT。

3．2．4激素对过氧化物酶(POD)的影响
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图3-1 6 激素对POD活性的影响

Effects of hormones on the activity of POD

过氧化物酶活性在附子生长发育的变化趋势是前期逐渐降低，中后期有

升高的趋势。苗期POD活性较高，可能是因为气温比较低，植株较小，长势

较弱的缘故。同时，POD酶在植物体内有两重性的作用，一方面是对植物的

保护作用；另一方面是它参与叶绿素的降解、活性氧的产生，并能引发膜脂

过氧化，为一种伤害性反应[157,158l，因此在苗期的活性有逐渐降低的趋势；中

后期活性逐渐的升高，可能是因为温度升高和中后期叶片有部分的衰老引起

的。植物不同发育阶段的POD同工酶可能受基因调控或其它水平的调控，不

同作物或品种所含POD机制可能不同，有些可能只包含有一种机制，有些则

可能2种机制都有。

不同激素对附子生长发育过程中POD活性的影响(图3—16)，在植株的

整个发育时期各激素处理的POD活性均高于对照。苗期6一BA、KT对POD

活性的提高作用较明显，高于其他激素处理；IAA、NAA和GA也有提高作

用，但是效果低于两中细胞分裂素，三种激素比较NAA>IAA>GA。苗期POD

酶活性降低时NAA和GA有一个突然的增加的作用在中后期，6-BA、KT对

POD酶活性的增加作用逐渐的增强；其他激素和对照在后期的差异逐渐的缩

小，收获时IAA、NAA、GA处理的POD活性均低于对照。

3．2．5激素对脯氨酸含量的影响

当用磺基水扬酸提取植株中的脯氨酸时，脯氨酸游离于其中，然后用酸

们∞∞∞∞∞加O
1

6●l一3■g●IF
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性茚三酮加热处理后，溶液即成为红色，用甲苯萃取溶液中的色素，色素的

深浅即表示脯氨酸含量的高低。脯氨酸标准曲线的浓度和吸光度见下表：

表3-9标准脯氨酸的浓度与吸光度

Tab．3-9 Concentrat i on and absorbance of pro I i Re

以脯氨酸的浓度(u g／m1)为横坐标，以吸光度为纵坐标，绘制标准曲线，

求得回归方程：y=0．0579x．0．0061，r=0．9945，脯氨酸的浓度在0．5-6 la g／ml范

围内，其吸收度与浓度呈良好的线性关系。

O．4

0．35

O．3

O．1

0．05

0

浓度(1i g／m1)

图3-17 脯氨酸标准曲线

Fig．3—17 Standard curve of proI ine

不同激素对附子生长过程中脯氨酸含量变化的影响(图3．18)，在整个过

程中各激素处理的脯氨酸含量都在3．6．5 u∥g之间，变化不是很大，比较平稳，

说明附子在生长过程中没有受到环境的胁迫。不同激素处理间也有不同，6-BA

处理的植株在整个发育过程中对脯氨酸的含量有抑制作用，含量都低于其他
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激素处理和对照；KT和NAA两处理对脯氨酸含量影响的差异不明显，含量

变化相似，在收获时脯氨酸的含量明显的高于其他处理和对照；GA和IAA

两处理的影响具有不稳定性，在不同时期含量变化的幅度比较大，GA处理的

脯氨酸含量在发育过程的大部分时间都小于对照。

l 2 3 4 5 6 7

采样次数

GA

IAA

6-BA

KT

NAA

CK

图3—18 激素对脯氨酸含量的影响

Fig．3—18 Effects ot：hormones on the ditermination of praI ine

3．2．6 激素对谷草转氨酶(GOT)活性的影响

谷草转氨酶在附子整个生育期内呈现上升的趋势，但是上升的比较平缓，

在前期和中期基本上保持平稳(图3．19)。不同的激素间对GOT的活性作用

也不同，GA处理在第一次喷施激素后GOT的活性有个明显的增加，在中期

却明显的低于其他激素和对照，后期又呈现了明显上升的趋势，收获时高于

其他处理和对照。IAA、6．BA、KT和NAA在生长过程中对GOT的影响呈现

了中等水平，和对照的差异不显著，在中后期IAA比较稳定基本上维持在一

个水平，在最后有稍微的升高。第四次采样时活性的降低可能是有连续的阴

雨天气引起。

3．2．7激素对谷丙转氨酶(GPT)活性的影响
谷丙转氨酶是植物体内另外一种参与氮转化的酶。谷丙转氨酶在附子的

发育过程中比较平稳，第三次采样时有明显的增加，第四次采样时有减低外
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(可能是有连续的阴雨天气引起)。GA对OPT的影响比较明显，在几种激素

处理间处于中上水平，在生长过程中起伏不大；IAA处理对GPT的影响最平

稳，在生长中基本上都保持在一个水平上；KT处理对GPT活性有较大的起伏

性，在前期有增加的作用，后期有抑制的作用，说明该激素可以增加附子苗

期GPT的活性；6-BA和NAA两处理的影响比较接近，对GPT的影响基本上

是抑制作用，都低于其他激素处理和对照，但NAA处理在后期有增加其活性

的作用。

毯
：母卜
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￡
业
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采样次数

图3-19 激素对附子GOT活性的影响

Fig．3—19 Effects of hormones on the activjty of GOT
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图3—20 激素对附子GPT活性的影响

Fig．3—20 Effects of hormones on the actiVity of GPT
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3．3激素对附子品质的影响

3．3．1 激素对淀粉含量的影响

淀粉是由葡萄糖残基组成的多糖，酸性条件下加热使其水解成葡萄糖，

在浓硫酸的作用下单糖脱水生成糠醛类化合物，利用葸酮试剂与水解的化合

无发生显色反应，可利用比色法测定淀粉的含量，标准曲线的淀粉含量和吸

光度见下表：

表3-10 标准淀粉含量及吸光度

Tab．3-1 0 Content and absorbance of contro I starch

以淀粉的含量(肛g)为纵坐标，以吸光度x为横坐标，绘制标准曲线，

求得回归方程：y=196．5x一0．0837，r=O．9996，淀粉含量在2-50 u g／ml范围内，

其吸收度与淀粉含量呈良好的线性关系。

250

200

凹

三150

皿唧

缸100
集

裂50

0

O 0．2 0．4 O．6 0．8 l 1．2

吸光度

图3-21 可溶性淀粉标准曲线

Fig．3-21 Standard curve of SOIubIe starch

淀粉是附子中含量最高的成分，也是主要物质，淀粉含量的高低与附子
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产量有明显的关系，因此研究淀粉含量，对研究激素对附子产量，1+2子根产

量都有重要的意义。

表3—11 淀粉含量方差分析表

Tab．3—11 Variance anaIysi S of the determination of starch

表3-12 淀粉含量分析表

Tab．3—12 AnaIysi S of the determination of starch

不同激素处理的附子中淀粉含量见表3．12，由方差分析表(表3．11)可

知，激素处理的区组间差异不显著，处理间差异达到极显著水平。五种激素

处理中只有NAA处理的淀粉含量最高(66．47％)且比对照增加13．26％，其

他四种激素处理的附子中淀粉含量都明显的低于对照并且达到的显著水平，

说明激素对附子的淀粉含量有明显的作用。GA处理的附子淀粉含量是

56．86％，比对照减少了3．12％，与对照的差异达到显著水平。两种细胞分裂素

处理的淀粉含量分别为51．14％和47．02％，比对照减少了12．86％和19．88％，
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两处理间差异达到极显著水平，说明不同的细胞分裂素对淀粉含量的影响也

有不同的作用。IAA的抑制作用在五种激素中最为明显，淀粉含量为46．59％，

与对照减少了22．32％。

3．3．2激素对总糖含量的影响

葸酮比色法是测定植物样品中总糖的一个灵敏、快速、简便的方法。葸

酮不仅能和单糖也可以与双糖、糊精、淀粉等作用。糖类在较高的温度下被

硫酸作用脱水生成糠醛或糠醛衍生物后与蒽酮缩合成蓝色化合物，葸酮反应

生成的颜色与糖量成正比。在多糖测定中以葡萄糖为标准品，葡萄糖含量和

吸光度如下表：

表3-13 标准葡萄糖含量及吸光度

Tab．3—1 3 Concentrat i on and absorbance of contro I g I ucose

以葡萄糖的含量(u g)为纵坐标，以吸光度X为横坐标，绘制标准曲线，

求得回归方程：y=536。38x+0．6471，r=0．9992，葡萄糖含量在在10．160 la g／ml

范围内，其吸收度与葡萄糖的浓度呈良好的线性关系。

总糖是指附子中的还原糖以及在硫酸葸酮法测定条件下能水解成还原性

的蔗糖，麦芽糖等的成分。糖类是附子中的第二大主要成分，激素对附子总

糖的影响非常明显，各种激素处理的附子总糖含量(见表3．14)。通过方差分

析可知区组间差异不显著，处理间差异显著，同时各处理间和处理与对照间

差异都达到了极显著水平。各种激素处理中IAA对多糖含量的增加作用最为

明显(含量为31．35％)，比对照增加了74．5％；KT、GA、6-BA三种激素处理

的附子总糖含量分别25．97％、24．40％、22．36％，分别较对照增加了44．5％、

35．8％、24．4％，三种处理间的差异都达到极显著水平。五种激素中NAA对总

糖含量的增加最小，含量为19．37％，比对照增加了7．79％。激素对附子中总

糖的含量影响非常的显著，各种激素对总糖的含量都有增加作用。
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图3-22 总糖标准曲线

F i g．3—22 Standard curve of tota I sugar

表3-14 总糖含量分析表

Tab．3—14 AnaIysi S of the determi nation of totaI sugar

3．3．3 激素对附子可溶性糖含量的影响

可溶性糖是附子主要同化物和运输物质，它主要包括蔗糖、葡萄糖和果

糖，它在源中合成，再转移到库中，经过代谢合成淀粉和氨基酸。可溶性糖

还有提高细胞渗透浓度来启动ABA的合成，进而诱导有关抗逆蛋白的合成，

从而增加抗性的功能。可溶性糖含量用蒽酮比色法测定，用蔗糖作为对照品，

蔗糖含量和吸光度见表3．15。
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以蔗糖的含量(pg)为纵坐标，以吸光度X为横坐标，绘制标准曲线，

求得回归方程：y=164．81x+1．9861，r=0．9987，蔗糖含量在在10-10099／ml范

围内，其吸收度与蔗糖的浓度呈良好的线性关系。

表3-15 蔗糖含量及吸光度

Tab．3—1 5 Concentrat i on and absorbance of SUCrose

／一、
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吸光度

图3-23 可溶性糖的标准曲线

Fig．3—23 Standard curve of SOI ubIe sugar

不同激素处理的可溶性糖的含量(图3．24)。通过方差分析可知区组间差

异不显著，处理间差异显著。五种激素对可溶性糖的含量的影响达到极显著

水平，各激素处理可溶性糖含量都低于对照。五种激素中，6-BA、KT两种细

胞分裂素处理的附子可溶性糖含量在五种激素中处于较高水平，含量分别为

12．57％和12．49％，分别比对照低0．868％和1．498％，两者的差异不显著，但

是KT处理和对照间的差异达到极显著水平，6-BA处理和对照的差异不显著。

IAA和GA两种处理在五种激素中处于中等水平，可溶性糖的含量分别为

11．79％和11．73％，与对照相比含量分别下降了7．02％和7．49％，两处理间差

异不显著。NAA处理对可溶性的含量(11．28％)影响最为明显，比对照下降

加
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图3-24 激素对附子中可溶性糖含量的影响

Fig．3—24 Effects of hormones on the ditermination of SOIubIe sugar

3．3．4激素对可溶性蛋白质含量的影响

考马斯亮蓝G．250测定蛋白质含量属于染料结合法，考马斯亮蓝在稀酸

溶液中，与蛋白质的疏水微区结合后变为青色，最大吸光度在595nm，在一

定浓度范围内蛋白质的含量和吸光度成正比，如下表：

表3-16 标准蛋白质含量及吸光度

Tab．3—1 6 Concentrat i on and absorbance of contro I prote i n

以蛋白质的浓度(u∥m1)为纵坐标，以吸光度X为横坐标，绘制标准

曲线，求得回归方程：y=191．44x一1．7522，r=O．9977，每管的氮含量在10．160

p∥ml范围内，其吸收度与氨基酸浓度呈良好的线性关系。

植物体内的可溶性蛋白质含量是一个重要的生理生化指标，同时蛋白质

也是附子的重要的品质指标之一，因此研究附子子根中可溶性蛋白质含量对

附子的品质，以及储藏加工，质量控制都有重要的意义。
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附子中可溶性蛋白质含量(图3—26)，由方差分析可知，区组间的差异不

显著，处理间差异显著。不同激素处理的附子中蛋白质含量有明显的差异性

都低于对照的含量。附子对照中蛋白质含量为4．403mg／g，激素处理中NAA

的可溶性蛋白质含量最高含量为4．379 mg／g，与对照差异不显著，说明NAA

处理对蛋白质含量影响不大；两种细胞分裂素6-BA、KT在五种激素处理中

蛋白质含量处于中等水平，含量分别为4．270 mg／g和4．208 mg／g，与对照差异

达到极显著水平，比对照含量分别减少3．02％和4．29％，但两种激素间的差异

不显著，说明这两种激素对蛋白质含量的作用相同；IAA和GA两处理对蛋白

120

100

吕
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0 0．1 0．2 0．3 0．4 0．5 0．6
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图3-25 蛋白质标准曲线

质的含量有明显的抑制作用，含量分别为4．167 mg／g和4．001 mg／g，明显的低

于对照和其他激素处理，与对照相比蛋白质含量下降了5．36％和9．13％，两者

的差异也达到了极显著水平，GA处理的抑制作用最明显，显著的高与其他激

素，说明附子中可溶性蛋白质含量对不同激素处理的敏感程度不同。
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图3-26 激素对附子中可溶性蛋白质含量的影响

Fig．3—26 Effects of hormones on the ditermi nation of SOIubIe protei n

3．3．5激素对游离氨基酸总量的影响

氨基酸与茚三酮共热时，可以生成蓝紫色的二酮茚胺，在一定的范围内

吸光度与氨基酸浓度成正比(表3—16)。

表3-1 6 标准氨基酸含量及吸光度

Tab．3-1 6 Concentrat i on and absorbance of contro I am i no ac i d

以氨基酸的浓度(1a∥m1)为纵坐标，以吸光度X为横坐标，绘制标准

曲线，求得回归方程：y=19．823x+0．042，r=0．9991，每管的氮含量在2．50 u∥ml

范围内，其吸收度与氨基酸浓度呈良好的线性关系。

氨基酸是组成蛋白质的基本单位，也是蛋白质的分解产物。植物根系吸

收，同化的氮素主要以氨基酸和酰胺的形式运输。所以测定植物组织中游离

氨基酸的含量对于研究根系生理、氮素代谢有一定得意义。

不同激素对附子子根中游离总氨基酸含量的影响由方差分析表可知，区

组间F=0．260<F0．05，处理问差异不显著。不同激素处理见的差异显著，各个

处理间都达到极显著水平。GA，KT两处理的附子子根的游离氨基酸总量含

量最高分别达到0．9832和O．9267mg／g，比对照的氨基酸含量分别增加23．6％
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和16．5％；细胞分离素6一BA和生长素IAA处理处在中等水平，氨基酸含量分

别为0．8860和0．8455 mg／g，比对照的氨基酸含量分别增加11．4％和6．31％；

NAP,处理的氨基酸含量在五种激素处理中最低，只有0．7728 mg／g，比对照减

少2．83％，仅在5％水平下与对照的差异显著。五种激素处理对附子游离氨基

酸含量除NAA外都明显高于对照对照，同时差异都达到极显著水平，说明激

素对氨基酸有明显的影响。

0 0．1 O．2 0．3

吸光度

图3-27 氨基酸准曲线

Fig．3—27 Standard curve of ami no acid

表3-1 7 游离氨基酸含量分析表

Tab．3—17 AnaIysi s of the determination of free amil30 aGid
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3．3．6 激素对多糖含量影响

采用葸酮一硫酸法。以糖浓度(C，u g／L)为横坐标，吸光度(A)为纵坐标，

绘制标准曲线(图3．28)，得回归方程A=0．0052x．0．0027，r=0．9992，葡萄糖

在5-10099／L与吸光度呈良好的线性关系。

0 20 40 60 80 100 120

图3-28 多糖标准曲线

F i g．3—28 Standard curve of po I ysacchar i de

(1)重现性试验

结果表明该检测方法的重现性较好，RSD=I．83％。

表3-1 8 附子多糖含量测定重现性结果

TabIe3—18 Reproduction test of poIysaccharide

(2)稳定性试验

吸光度在6h内无明显变化，比较稳定，RSD=I．70％。

表3-19 附子多糖含量测定稳定性结果

TabIe 3—19 Stabi I ity test of poIysaccharide
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(3)加样回收试验

精密称取5份附子样品各1．Og，分别加入约30mg多糖，按照“2．2．3中多

糖含量测定中④”操作，测得吸光度，计算回收率(R)。回收率=90．4％，

RSD=I．58％(n=5)。

表3-20 附子多糖测定回收试验结果

TabIe 3—20 AnaIysiS of content of recovery of pcIysacchar ide

(4)激素对附子多糖含量的影响

精密吸取样品液1 mL于具塞试管中，按照葸酮．硫酸法测定吸光度，按

回归方程计算样品液中葡萄糖的浓度，按照下面公式计算附子粉中多糖的含

量。样品中含量(％)=(co／W Rf)X 100％。式中：C为样品液中葡萄糖的浓

度，D为稀释倍数，f为换算因子，w为样品质量，R为回收率。各处理样品

中多糖含量和方差分析表见表3—21。

激素对附子多糖的含量的影响(表3．21，22)，区组间的方差分析可知：

F=0．091<Fo．05，说明多糖含量在区组间没有差异；处理间F=106．248>F0．05，说

明不同的激素间差异具有明显的差异性，多糖对不同激素的敏感性存在差异。

GA，NAA对多糖含量的提高最为显著，平均含量分别是37．00 mg／g和36．40

m∥g，比对照增加了10．68％和8．88％，与其它激素和对照的差异达到极显著；

两种细胞分裂素对多糖含量的影响也有显著的增加，但作用低于GA、NAA，

含量分别为35．02 mg／g和34．90 mg／g，增加量分别是4．76％和4．40％，与对照

的差异也达到极显著。IAA对多糖含量有明显的抑制作用，多糖含量仅为32．13

mg／g。几种激素的作用效果GA、NAA>KT、6一BA>CK>IAA。
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表3—22 激素对附子多糖含量影响分析表

Tab．3-22 AnaIysis of the effects of hormones on the ditermination of

poIysacchar ide

3．3．7 激素对附子中生物碱含量的影响

3．3．7．1 激素对附子中乌头类总生物碱含量动态的影响

酸性染料比色法是利用生物碱和酸性染料反应生成离子对进行比色的方

法。利用乌头碱标品作为对照做标准曲线，吸光度和浓度见下表3—23。

标准曲线建立：以乌头碱的浓度(gg／m1)为纵坐标，以吸光度x为横坐

标，绘制标准曲线，求得回归方程：y=22．733x一0．142，r=O．9997，乌头碱含量

在2-20pg／ml范围内，其吸收度与乌头碱浓度呈良好的线性关系。
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图3-29 乌头碱准曲线

乌头类总生物碱回收率测定：取子根附子粉O．19左右共5份，每份准确

加入标准储备液使乌头碱的加入量量为：0．4mg，按照样品溶液制备方法制备

供试溶液后测定。结果表明：乌头碱的平均加样回收率99．86％，RSD=I．62％

(n=5)。 ，

表3-24 乌头类总生物碱测定回收试验结果

TabIe 3—24 AnaIysi s of content of recovery of totaI aI kaIOids
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(1)激素对子根中乌头类总生物碱含量的动态影响

^
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图3-30 激素对附子子根中乌头类总生物碱含量的动态影响

Fig．3-30 The dynamic effects of hormones on the ditermi nation of tota

aIkaIOids in ch．Id tuberS

附子中乌头类生物总碱含量的变化趋势碱是逐渐升高，不同激素处理间

对附子总生物碱的动态变化也有差异性(图3．30)。GA处理在前期比较低，

中后期含量逐渐的升高，在后期和对照的含量差异不大；IAA处理的附子乌

头类生物总碱含量比较稳定，在中后期的时候含量几乎不变；两种细胞分裂

的差异比较大，6．BA和KT在前期含量比较相似，但在后期6-BA处理的含

量逐渐的降低，而KT的含量比较稳定，同时有上升的趋势但比较缓慢；NAA

处理对生物碱的变化起伏比较大，前期抑制，后期有增加的作用；在收获的

时侯NAA处理的含量最高，GA和对照相似；其他激素处理的含量低于对照。

(2)激素对茎叶中乌头类总生物碱含量的动态影响

附子茎叶中乌头类总生物碱的含量呈现了前期逐渐的升高，后期稳定略

有升高的趋势(图3．31)；不同激素处理间的变化趋势也有不同。GA处理的

附子茎叶中乌头类生物碱在前期含量较低在后期逐渐的稳定的趋势；IAA和

6-BA两激素处理的茎叶中总生物碱在前期含量增加，但在后期含量逐渐的降

低，收获时含量明显的低于其他激素和对照；KT和NAA两处理的茎叶中的



西南科技大学硕士研究生学位论文 第56页

生物碱含量变化趋势和其他激素与对照的相似，两激素处理的总生物碱含量

差异不显著。但各激素处理的茎叶中的总生物碱的含量都低于对照。
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图3-31 激素对附子茎叶中乌头类总生物碱含量的影晌

Fig．3—31 The dynamic effects of hormones on the ditermination of totaI

alkaloids in stems and Ieaves

(3)激素对母根中乌头类总生物碱含量的动态影响

母根中乌头类总生物碱的含量呈现下降的趋势，对照中总生物碱的含量

在整个发育过程中生物碱的含量都低于各处理的含量(图3．32)。激素处理间

含量的变化和对照的变化趋势相同，各处理的变化起伏不大，只有GA处理的

在后期含量下降的比较明显。各激素处理的含量的趋势是：KT>NAA>IAA>

6一BA>CK>GA。
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图3-32 激素对母根中乌头类总生物碱含量的影响

Fig．3—32 The dynamiC effects of hormones on the ditermination of tota

al kalOidsin mother tuberS

3．3．7．2激素对附子收获时不同组织中乌头类总生物碱含量的影响

(1)激素对附子子根中乌头类总生物碱含量的影响

激素对收获时子根中乌头类总生物碱含量的影响(表3．25，表3．26)，由

方差分析表可知区组间的差异不显著，各处理间的差异达到极显著水平。NAA

处理的附子总生物碱含量最高(8．391mg／g)，比对照增加了3．57％，但差异不

显著。其他各激素处理的含量都低于对照， GA、KT两处理的总生物碱含量

分别是8．079 mg／g和7．630 mg／g，其差异也未达到极显著水平，说明NAA、

GA、KT三激素对附子中乌头类总生物碱的含量影响不大。6-BA和IAA两处

理的生物总碱含量分别为6．615 mg／g和6．43l mg／g，分别比对照减少了18．35％

和20．62％，与对照和其他激素处理的差异也达到极显著水平，但两处理间的

差异不显著。

(2)激素对收获时附子茎叶中乌头类总生物碱含量的影响

植物激素对附子茎叶中乌头类总生物碱含量的影响(见表3．27)，由方差

分析可知区组间差异不显著，处理间差异显著。各激素处理对附子中总生物

碱含量的影响都低于对照，NAA在各激素处理中总生物碱含量最高

(6．848mg／g)，较对照减少了5．84％，差异不显著；其次为KT和GA两处理
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的附子茎叶中总生物碱含量分别为6．697 mg／g和6．163 mg／g，较对照分别减少

了7．91％和15．26％，KT与对照间差异不显著，GA与对照间差异达显著水平，

表3-25 子根中乌头类总生物碱方差分析表

Tab．3-25 Vatiante anaIysi S of the determination of of totaI aIkaIOids in

chi Id tuberS

表3-26 激素对子根中乌头类总生物碱含量影响分析表

Tab．3—26 AnaIysi S of the effects of hormones on the ditermi nation of totaI

aIkaIOids in chi Id tuberS

三种激素处理间的差异不显著，说明这三种激素处理对附子茎叶中总生

物碱的含量差异不大。IAA和6-BA两处理对茎叶中总生物碱的含量有显著的

抑制作用，含量分别为4．984 mg／g和4．033 mg／g，分别比对照下降了31．47％

和44．55％，两处理与其他处理和对照的差异达到显著水平，但两处理I’日J的差

异不显著。
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表3-27 激素对茎叶中乌头类总生物碱含量影响分析表

Tab．3—27 AnaIysi S of the effects of hormones ort the ditermi natiOl3 of totaI

alkalOids in stems and Ieaves

(3)激素对收获时附子母根中乌头类总生物碱含量的影响

表3—28 激素对母根中乌头类总生物碱含量影响分析表

Tab．3—28 AnaIysi S of the effects of hormones on the ditermination of tota

aIka IOids in mother tubers

不同激素对附子母根中乌头类总生物碱含量的影响(见表3．28)，由方差

分析可知区组间的差异不显著，处理间的差异达到显著水平。除GA外，其他

激素处理的附子母根中总生物碱的含量都高于对照。KT和NAA两处理的母
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根中总生物碱含量最高，含量为4．556mg／g和4．476mg／g，分别比对照增加了

38．65％和26．59％，与对照和其他激素处理的差异达到极显著水平：其次为

6-BA和IAA两处理的含量分别为4．018mg／g和3．984mg／g，分别比对照增加

了22．28％和21．24％，与对照的差异也达到极显著水平；GA处理对母根的生

物碱有明显的抑制作用，含量为2．559 mg／g，比对照减少了22．12％。

(4)激素对收获时附子须根中乌头类总生物碱含量的影响

不同激素对附子须根中乌头类总生物碱含量的影响(见表3．29)，通过方

差分析可知区组间差异不显著，处理间差异显著。须根中总生物碱的含量除

KT外，其他激素处理的含量都低于对照，KT处理的附子中须根总生物碱含

量为5．435mg／g，比对照增加了14．57％，同对照的差异性达到显著水平；6．BA

和GA两处理的须根中总生物碱含量在各激素处理中处于中等水平含量分别

为4．554mg／g和4．336mg／g，比对照分别减少了4．64％和8．60％，6．BA处理和

对照的差异性不显著，GA处理和对照的差异显著，6．BA和GA两处理的差

异性不显著；IAA和NAA两处理的含量最低，含量分别为3．784mg／g和

3．744mg／g，比对照减少了20．24％和21．08％，和对照的差异性显著，两处理

间的差异不显著。

表3-29 激素对须根中乌头类总生物碱含量影响分析表

Tab．3—29 AnaIysi S of the effects of hormones OR the diterminatiOn of totaI

aI kaIOids in fibrous tuberS
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(5)激素对收获时附子不同组织中乌头类总生物碱含量的比较

激素对附子不同组织中乌头类总生物碱含量的影响有明显的不同(表

3．30，图3．33)，呈现了激素对不同组织影响的差异性，在各组织中总生物碱

含量的趋势是子根>茎叶>须根>母根。激素对附子整个植株总生物碱的含量的

影响也有明显的差异，各组织的总生物碱的总和中各激素的差异不大，KT激

素含量最高(24．317 rag／g)，比对照增加了3．89％；其次为NAA和GA两处

理，含量为23．460 m∥g和21．137 meJg，较对照含量增加了0．23％和．9．69％；

6-BA和[AA两处理的含量在各处理中最低：19．221 meJg和19．182 mWg，较

对照减少了17．88％和18．05％。通过比较激素对附子各组织中的生物总碱的含

量，可以知道激素对生物碱在附子各组织中的分配有影响，但是对整个植株

中生物碱的含量影响不大。

表3-30 激素对附子不同组织中生物总碱含量影响分析表

Tab．3—30 AnaIysi S of the e ffects of hormones on the ditermi nation of tota

aI kalOids in different ti SSUeS
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图3—33 激素对附于不同组织中乌头娄总生物碱含量影响的比较

Fig 3-33 Compa rf so rl of the totaI al kaloi ds in di{ferent ti ssues of Radi x

Aconiti by hormones treatment

3．3．7．3激素对附子不同部位中新乌头碱、乌头碱和次乌头碱含量的影响

(1)高效液相测定法的条件优化

①检测波长的选择

在已有的文献报道中，三种生物碱的混合溶液的最大吸收波长有230 rLrN、

235 nm、240 nlTl三种Ⅲ“。将三种生物碱的j种溶液适量混合后检测，最人的

吸收波长为240hm。l刊时在此波长下峰面积最大，达到基线分离，基线也更

稳定，确定检测波长为240ilm。

@流动相的选择

新乌头碱、乌头碱、次乌头碱的极性由强到弱，在反相高效液相中，由

于醇一水系统热力学和可压缩性因素，在梯度洗脱时，易导致基线漂移，同时

甲醇的沈脱能力不强，因此，在实验中选择了沈脱能力较强的乙腈作为流动

相。流动相中加入乙．胺可以防止分离过程出现拖尾现象，达到改善色谱峰

形和提高分离度的目的。比较小州配比乙腈一0 1％乙_二胜溶液对新乌头碱、乌

头碱、次乌头碱保留时间、分离度及峰形的影响，当乙腈的比例过大时，出

峰虽然早，但足j个峰的分离散果不好。蛀后确定流动相为L述的色培蘩件

时，---N'生物碱的分离效果最优，分离效果图见圈3．34。

^芒∞占轲拓
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a

a．新乌头碱；b．乌头碱；c．次乌头碱

图3-34 对照品的RP—HPLC图

F i g．3-34 RP—HPLC chromatograms of reference substance

③线性关系的考察

准确吸取新乌头碱、乌头碱、次乌头碱储备液适量分别置于10ml容量瓶

中，用乙腈稀释到刻度，振荡均匀，作为对照品稀释液。在同一色谱条件下

分别进对照品稀释液20．Opl，确定标准物质的保留时间。然后各取一定体积储

备液配成不同浓度的混合标准溶液，分别平行测定3次(均进样20．OHl)，以

平均峰面积Y为纵坐标，质量浓度X(1-Lg／m1)为横坐标进行线性回归，各物

质的回归方程，相关系数和线性范围见表3．31。

④不同样品制备方法的生物碱含量

在上述色谱条件下，取不同处理的样品制备溶液适量，用O．45 u m微孔

滤膜滤过，取20 u l为进样量，分别平行进样三次，以平均峰面积，按回归方

程激素浓度。不同处理方法测得的三种生物碱的含量见表3．32。不同的样品

处理方法中处理2的提取率最高，三种生物碱的含量在各处理方法中均是最
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向。

表3—31 三种生物碱的回归方程，相关系数和线性范围

TabIe3—31 Regression equations．correIation coeffiCients and I inear ranges

of three kinds of aI kaIOids

表3-32 不同处理方法的生物碱含量(n=3)

TabIe3—32 The determination of aIkaIOids in different sampIe

preparat i ons(n=3)

⑤精密度试验

精密吸取处理2的供试溶液201上I，重复进样5次，进行测定。结果表明

新乌头碱、乌头碱、次乌头碱峰面积的RSD分别为1．04％、1．47％、1．01％。

⑥稳定性试验

对处理2供试溶液在8h之内每隔1h进行考察，结果表明新乌头碱、乌

头碱、次乌头碱峰面积的RSD分别为1．60％、1．72％、1．23％(n=9)。
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⑦重现性试验

精密称量干燥附子粉末O．59共5份，按照处理2样品制备后，进行测定。

结果表明新乌头碱、乌头碱、次乌头碱峰面积的RSD分别为1．35％、2．07％、

1．29％。

⑨加标回收试验

精密称量干燥附子粉末0．59共5份，每份分别准确加入各标准储备液，

使新乌头碱、乌头碱、次乌头碱的加入量分别为4501上g、2001xg、4001xg。按④

进行测定。结果表明新乌头碱、乌头碱、次乌头碱的平均加样回收率(n=5)

分别为99．1％、99．4％、99．2％；RSD分别为1．64％、1．97％、1．75％。

不同组织中三种生物碱含量的测定取干燥的附子粉O．59(n=3)，按照处

理2的方法制备样品，在上述色谱条件下测定附子中三种生物碱的含量。

(2)激素对子根中三种生物碱含量的影响

■■■-

图3-35 附子子根中中三种生物碱RP-HPLC图

Fig．3—35 RP—HPLC chromatograms of three aIkaIOids in chi Id tubers
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不同激素处理对附子子根中三种生物碱含量的影响(见表3．33，图3—36)，

三种生物碱中新乌头碱含量最高，乌头碱的含量最低，次乌头碱的含量处于

中等水平，但是对照中次乌头碱的含量最高，新乌头碱含量次之，乌头碱含

量最低。激素处理后三种生物碱的含量总和都小于对照，三种生物碱的单一

含量出NAA处理的新乌头碱和乌头碱含量高于对照外，其他激素处理的都低

于对照，说明激素对子根中新乌头碱、乌头碱和次乌头碱含量有抑制作用。

激素处理间生物碱含量也有明显的不同，NAA处理的含量最高(1603．8499／g)，

比对照减少了13．051xg／g；IAA处理的含量(1318．831xg／g)比对照减少了

298．061xg／g；6-BA和KT处理的含量差异不大(分别为1294．0099／g和

1295．331上g／g)，分别较对照减少了322．8999／g和321．561xg／g；GA处理的三种

生物碱含量最低(973．3399／g)，比对照减少了643．561上g／g，接近39．8％。两种

生长素处理的三种生物碱含量最高，两种细胞分裂素处于中等，GA处理的含

量最低，总的趋势是CK>NAA>IAA>KT>6．BA>GA。

表3-33 不同激素处理的附子子根中三种生物碱含量(n=3)

TabIe3_。33 The determination of three aIkaIOids in in chi Id tubers by hormones

treament(n23)
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囤3—36 激素处理豹子根中三种生物碱含量的比较

Fi g 3-36 Comparison of the three aI kaI olds n oh¨d tubers by hormones

treatment

(3)激素对附子茎叶中三种生物碱含量的影响

列l妻．．—聪戴0熹ko羹蒯黼曩鞴#瓿
r一——T————、-_———]F————i————1-————盲—：=j

图3—37 附子茎叶中三种生物碱的RP—HPLC图

Fig 3-37 RP—HPLC chromatograms of three aI kaI oi ds i n stems and Ieaves of

Radix AconItI

由|璺|3—37可知。附子茎叶中三种生物碱的含量太少，住峰面积的积分中
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无法积出，因此可以认为附子茎叶中没有含有三种双酯型生物碱，其他类型

的生物碱还有待进一步的研究。

(4)激素对附子母根中三种生物碱含量的影响

图3—38 附子母根中三种生物碱RP-HPLC图

Fig．3—38 RP—HPLC chromatograms of three aIkaloids i11 mother tuberS of

Radix Acon，亡i．

表3-34激素处理的附子母根中两种生物碱含量(n=3)

Tab．3—34 The determinatiOn of two aIkaloids i n in chi Id tubers by

hormones treament(n=3)
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图3—39激素处理的母根根中两种生物碱含量的比较

Fi g 3-39 Compari son ofthetwo al kaIo ds n mothertubers by hormonestreatment

激素处理对附子母根中三种生物碱含量的影响(表3—34，图3-38)，存母

根中没有椅测到乌头碱，只有新乌头碱和次乌头碱。激素对母根中新乌头碱

和次乌头碱的含量都高于对照的含量，在各激素处理中，KT处理的次乌头碱

含量略高于新鸟头碱含量外，其他处理和对照中新鸟头碱的含量都高于次乌

头碱。备激素处理中IAA中两种含量的总和最高(437 429∥g)，比对照增加

了272 31“∥g(164 92％)，改处理的新乌头碱和次乌头碱的含量在各处理中的

含量也最高(267 32Bgig和170 101xg／g)；其次为NAA处理的两种生物碱含量

为349 4Ip∥g，比对照增加了184 65119，g，比对照的含量高出了一倍；KT和

GA处理的曲种生物碱含量分别为337 0099／g和317 49“g／g，比对照增加了

171．8999／g和152 3899／g，两者的含量是几乎是对照的两倍．KT处理中新乌

头碱和次乌头碱的含量几乎相闸：6-BA处理中的新乌头碱和敬乌头碱的含量

最低(196．19“∥g)．仅比对照增加了3l 0899／g。激素对母根中生物碱含量的

影响可以表明激素可以增加母根中新乌头碱、鸟头碱和次乌头碱的台量。

5)激素对附子须根中三种生物碱含量的影响
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图3-40 附子须根中中三种生物碱RP—HPLC图

Fig．3-40 RP—HPLC chromatograms of three aIkaloids in fibrous tubers of

Radix Aconiti，

表3-35 激素处理的附子须根中三种生物碱含量(n=3)

Tab．3-35 The determinatlON of three aIkaloids ln fibrous tubers by

hormones treament(n53)
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V

憾
赴

须根中二种酯型生物碱音量

‰一
目新乌叉碱

■鸟头碱

口扶岛头诚

G^ I^^ 6 BA KT NAA CK

激素

图3—41 激素处理的母根根中两种生物碱含量的比较

Fig 3-41 CoMpari son of the three al kaloi ds n fi brous tubers by

hormoR6s treatment

须根中二种牛物碱的台量差异比较明显，次乌头碱的台量比另外西种高

许多。激素处理的附子须根的三种生物碱含量差异也比较明显，含量虽高的

是GA处理，三种生物碱含量的总和为1654 391xe／g，几乎是对照的2 5倍，

其中次乌头碱的含量达到了1 342 3899／g，是对照中次乌头碱含量的3倍；I AA

处理的三种‘I：物碱含量足752 6811eyg，比对照增加了15 92％：6-BA、KT两

种细胞分裂素处理中生物碱的含量有一定的差异(分别为416 88¨叠，g和

346 5499／g)，分别比对照减少r 232 41^tg／g(35 79％)和302 75p∥g(46 63％)；

NAA处理中生物碱含量为376 9399／g，较对照下降了41 95％，上述结果表明

须根是次乌头碱的{要存在部位，GA处理可以提高附子须撒中次乌头碱的含

量。

(6)激素对附子植株中新乌头碱、乌头碱和次乌头碱的影响

小同的激素处理对附子不同音B位的新乌头碱、乌头碱和次乌头碱的含量

影响小同。i种牛物碱主要存在于附子的地下部分，主要存在与子橄中，其

次是须根中，母根中的含量晟低。激素肘整个植物的三种生物碱含量f表3-36)，

GA和IAA两处理的三种q一物碱的含量(2945 20 u∥g和2508 93ug，g)『白于

对照，分别LF"X,J照增加了2l t4％和3 19％，GA处理增加古量主要是增加了颁

根中次乌头碱的古阜，而IAA处理的含量和对照几于没什么差异：NAA处理

的附了=种生物碱的含量为2330 189∥g，较对照F降了4 16％与对照的含量

，lfllU㈣枷抛㈣姗伽铷珊。
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差异不大；6-BA和KT两处理的含量明显的低于对照(1907．071ag／g和

1978．871．tg／g)，分别比对照下降了21．56％和18．61％，但是量处理间的含量差

异不大，说明两种激素对三种生物碱的作用类似，结果表明GA处理增加了三

种生物碱的含量，IAA和NA．A两处理与对照含量差异不大，6-BA和KT抑制

了附子中三种生物碱含量。

表3-36 激素处理的附子整个植株中三种生物碱的含量(n=3)

Tab．3—36 The determination of three aIkaloids in the PIant by

Hormones treament(n=3)

3．3．7．4激素对附子不同组织中附子灵含量的影响

(1)附子灵测定方法的确定

用甲醇溶解附子灵，以甲醇作对照，扫描紫外吸收光谱图(图3．37)。附

子灵在整个子紫外区的吸收强度都比较弱，只有在240nm左右有吸收峰，但

吸收强度较弱。以240nm为附子灵的检测波长用RP．HPLC法测定附子中附子

灵的含量。附子灵的标准品在合适的分离条件下的高效液相图(图3．38)，附

子灵在该条件下只有溶剂峰，未能检测到附子灵，说明用RP—HPLC法测定附

子中附子灵含量不科学。因此改用RP．HPLC．MS法测定附子灵的含量。
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图3-42 附子灵紫外吸收光谱

Fig．3-42 UItravi0Iet absorption spetrum of fuzi I ine

●

／ L
图3—43 附子灵RP-HPLC图

F i g．3—43 RP—HPLC chromatograms of fuz i I i ne

(2)RP—HPLC—MS法分离条件的优化
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①线性关系和检出限的考察

准确吸取附子灵的以附子灵的储备液适量分别置于25ml容量瓶中，用甲

醇稀释到刻度，振荡均匀，作为对照品稀释液。在同一分离和质谱条件下分

别进对照品稀释液5．01xl，三次。以浓度(“∥m1)为横坐标，以三次峰面积的

平均值为纵坐标，绘制标准曲线，求得回归方程：y=1．3352x+0．0399，r=0．9999，

附子灵含量在O．7774．10 la g／ml范围内，其吸收度与乌头碱浓度呈良好的线性

关系。检出限(S／N=3)为0．078 la g／ml。

②分离效果

将对照品5．0la l，根据对照品的主要特征离子质量和质量色谱峰的保留时

间进行定性分析，再根据附子对照品的曲线进行定量分型，计算后得到样品

中附子灵的含量。在上述色谱及质谱条件下标准样品的分离图(图3．39)，该

条件下分离效果较好，适合附子灵的药物分析研究。

③精密度试验

精密吸取附子的供试溶液51．tl，重复进样5次，进行测定。结果表明新附

子灵碱峰面积的RSD为：1．21％。

④稳定性试验

对附子供试溶液在24h之内每隔4h进行考察，结果表明附子灵峰面积的

RSD为：1．67％。(n=7)。

a
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b

a总离子流色谱图；b离子峰

图3-44 附子灵对照品质谱图

a TotaI ioniC chromatographic：b Ion peak

Fig．3—44 MS of the controI fuzi l ine

⑤重现性试验

精密称附子干燥粉末0．29共5份，按照附子灵样品制备供试溶液后，进

行测定。结果表明附子灵峰面积的RSD为：1．78％。

⑥加标回收试验

精密称量附子干燥粉术O．29共5份，每份分别准确加入各标准储备液，

使新附子灵加入量为501，Lg。按2．1制备供试溶液后进行测定。结果表明附子

灵平均加样回收率(n=5)为87．98％；RSD为1．69％。

⑦样品含量测定

称取不同组织附子干燥粉0．29三份，按照附子灵样品制备供试溶液后，

在上述分离条件和质谱条件下测定。

(3)激素对附子子根中附子灵含量的影响
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a

b

a总离子流色谱图；b离子峰

图3-45 子根中附子灵质谱图

a TotaI ionic chromatographic：b Ion peak

Fig．3—45 MS of the fuzi I ine in the chi Id tuberS

激素对子根中附子灵含量的影响(图3．41)，激素处理的子根中附子灵含

量都略高于对照。NAA处理的子根中附子灵含量最高(360．451上g／g)，比对

照(276．2499／g)增加了30．48％；其次为KT处理的子根含量为329．241上g／g，

比对照增加了19．19％；GA、IAA、6-BA处理的子根中含量分别为317．31“g／g、

3 15．311xg／g、320．321xg／g，三种处理的附子灵含量差异不大，比对照增加了
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14．87％，14．14％、15．96％，表明几种激素除NAA外其他激素处理间的差异不

显著，激素处理可以增加附子中附子灵的含量。

／．、

∞
＼
b0

-t

、一，

删
钿

GA IAA 6-BA KT NAA CK

激素处理

图3-46 激素处理的子根中附子灵含量比较

Fig．3—46 Compari son of the fuz．I i ne in chi Id tubers by hormones treatment

(4)激素对附子茎叶中附子灵含量的影响
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4W
2．伯 抽+6 一

b

a总离子流色谱图；b离子峰

图3-47 茎叶中附子灵质谱图

a TotaI ionic chromatographic：b Ion peak

Fig．3-47 MS of the fuzi I i ne in the stems and Ieaves
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激素处理

图3-48 激素处理的茎叶中附子灵含量比较

Fig．3—48 Compari sorl of the fuzi I ine in stems and Ieaves by hormones treatment
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附子茎叶中附子灵的含量在不同的激素间差异比较明显，KT和6．BA两

种激素对茎叶中附子灵含量有增加作用，含量分别为79．97p,g／g和68．37p,g／g，

比对照增加了78．82％和52．88％，增加的幅度比较大；其次为GA处理，附子

灵含量为54．19“∥g，较对照增加了21．18％；NAA处理的附子灵含量和对照

的相差不大，每克比对照增加了1．19p,g；IAA处理的附子灵含量在个激素中

的含量最低(37．29p,g／g)，同时还低于对照16．6％，表明激素对附子茎叶中附

子灵含量的影响有明显的差异。

(5)激素对附子母根中附子灵含量的影响
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4弭
30；i啊H —

b

a总离子流色谱图；b离子峰

图3-49 母根中附子灵质谱图

a TotaI ionic chromatographiC：b Ion peak

Fig．3—49 MS of the fuzi I ine in the mother tubers
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图3—50 激素处理的母根中附子灵含量比较

F i g．3—50 Compar i son of the fuz i I i ne i n mother tuberS by hormones treatment

激素处理的附子母根中附子灵的含量都低于对照(124．34肛∥g)，在各激
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素中两种细胞分裂素(6-BA，KT)处理的附子灵含量最高分别为116．8999／g

和110．031上g／g，含量分别比对照下降了6．01％和11．51％；GA、IAA、NAA三

处理的含量比较接近含量分别比对照减少了20．93％、22．20％、25．44％。

(6)激素对附子须根中附子灵含量的影响

不同激素对须根中附子灵含量的影响(图3．47)差异比较显著，GA处理

的含量为272．0899／g，比对照(260．3699／g)增加了4．50％；其次为KT处理

的须根中的含量比对照减少了1．53％，GA和KT与对照的含量都比较接近，

表明这两种激素对附子须根中附予灵含量的影响不大；IAA、6-BA、NAA处

理的附子灵的含量都明显的低于对照，分别减少了17．10％、16．93％、39．81％，

表明了NAA处理抑制了须根中附子灵的含量。
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＼
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GA IAA 6一BA KT NAA CK

激素处理

图3—52 激素处理的须根中附子灵含量比较

Fig．3—52 Compar i son of the fuzi I ine in fibrous tubers by hormones treatment
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a
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b

a总离子流色谱图；b离子峰

图3-51 须根中附子灵质谱图

a TotaI ioniC chromatographiC：b Ion peak

Fig．3—51 MS of the fuzi I ine in the fibrous tubers

(7)激素对附子植株中附子灵含量的影响
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表3—37 激素对附子植株中附子灵含量的影响(单位：u g／g)

Tab 3-37 Effect of hormones on the determi nati off of fuzi ne n the Pl Bnt

．{m根

口j4根

●苇nI

口于根

图3—53 附于植株中附于灵含量的比较

Fi g 3-53 Con}parI soR of the fuzi ne i n the DIant by hormones treatment

附子小l刊部位的附子灵含量中子根中的含量最高，须根次之，茎IIf中的

含量展低，母根的含量略高于茎叶，表明了附于灵的含量在不同的部位有显

著的差异性。激素刘附子整个精株中附子灵含量的影响不是很明显，KT、GA、

6-BA处理的含量分别比对照增加了9 91％、5 13％、2 29％，表叫该几科，激素

对附子整个植株中附子灵含量的影响不大；[AA和NAA两处理的含量分别比

对照下降了：5 73％和7 07％。上述结果表明激素对附予整个植株中附子灵的

1．．—-I¨U矿1．=■¨¨丛M
0．．口—¨U善1．．n—U去1．．．匕U圈■鲫一。∞∞∞∞∞∞∞∞0
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含量影响不大。但是，激素处理间的差异比较明显，KT比NAA处理的植株

中附子灵含量增加了18．27％，比IAA处理的附子灵含量增加了16．60％，其他

激素间的差异不显著。

3．3．8品质指标的相关性分析

激素对附子子根品质的影响(表3—38)，品质间的相关性分析(表3-39)。

由相关性分析可知，在对照中游离的氨基酸含量与可溶性蛋白的含量呈正相

关，总糖与可溶性蛋白成正相关，与多糖含量成负相关并且两者的相关性都

达到极显著水平；可溶性蛋白的含量与多糖的含量呈负相关，其它品质指标

与乌头类生物碱的相关性不大，说明附子中次生代谢产物的生成与附子中的

主要成分的关系不大，可能与环境的关系比较大。

激素处理后品质之间的相关性发生了变化(表3-40)，说明激素对附子的不

同品质指标有显著的影响。GA处理的附子中游离氨基酸与总糖的含量成正相

关，与可溶性糖负相关；IAA处理后游离氨基酸含量与可溶性糖的含量成正

相关；6-BA处理后总糖与可溶性糖、淀粉，可溶性糖与总糖的含量呈正相关，

可溶性蛋白的含量与生物碱成负相关；KT处理后游离氨基酸与蛋白质的含量

负相关，淀粉与生物碱成负相关，总糖与淀粉成正相关；NAA处理后只有可

溶性蛋白与氨基酸成负相关。激素处理的游离氨基酸的含量与蛋白质的含量

成负相关，表明激素可以抑制游离氨基酸向可溶性蛋白的转化。

表3-38 植物激素对附子品质的影响

Tab．3—38 Effect of hormones on the qua I i ty of Radix Aconit 7．
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3．3．9品质指标的聚类分析

不同激素对附子品质的影响由聚类分析可知，6-BA和KT两激素对附子

品质的效应接近；NAA与CK的影响相似；IAA作用效应大于两细胞分类素，

小于对照；对附子品质影响最为显著的是GA。激素对附子的品质的影响差异

较大，对不同的指标呈现了不同的作用。

GA

IAA

6．BA

KT

NAA

CK

0．00 0．64 1．28 1．92 2．56 3．20

图3-54 激素对附子品质影响的聚类分析图

表3-39 对照附子品质问的相关性分析

Tab．3—39 Cor F6IatjOR anaIysi S of quaI ity of controI Radix Aconit，．
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表3—40 植物激素对品质指标间相关性的影响

Tab．3-40 Effect of hormones on the CorreIation anaIysi s of quaI ity of

Radix Aconiti．

氨皋酸

总糖

可溶性糖

淀粉

蛋白质

多糖

生物碱

l

0．98宰木(GA) l

-0．80*(GA)0．78*(6一BA) l

0．86*(I从)

0．82*(6-BA)0．82*(6-BA) 1

0．94木木(KT)

-0．8l木(KT) l

注：表中未显示的表示两指标问的无相关性，显示的表示两品质问的相关性达到显著或极显著；括号

内的激素表示该显著性足有此激素处理后引起。

l

、J)A

A

B

A

—

N

6，L，L

水

术

术

术

5

7

9

8

O

O一

、，n，L木670
—
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4 讨论
植物的生长发育，无不受到体内(或体外)激素的调控。因此，在栽培植物

时，不能不重视激素的生理效应。在上世纪30年代发现生长素以来，关于植

物激素的研究进展很快，激素用于调节植物的生长发育，保进农业生产，尤

其在果树、蔬菜、花卉等园艺作物上应用较多。例如控制萌发、生长、促进

插枝生根、控制脱落、疏花疏果、促进座果、催熟果实等，在改善产品品质、

提高产量、节省劳力、提高功效等各方面己取得一定的效果。

随着科学技术的发展和农业生产的需要，为农生产提供新技术，用植物

激素控制作物的生长发育，将逐渐成为农业生产的重要措施之一。但植物激

素处理的效果，因作物的种类、品种、长势及生育期的不同而异，又与使用

方法、使用时期、部位浓度及环境条件的不同有关。

植物激素的使用是一个非常复杂的问题，通过喷施外源激素必然会使植

株体中内源某些激素间的平衡失调，从而影响植物的生长发育和品质。在研

究外源植物激素对植株生长发育和品质的影响中，所给外源激素的剂量为理

论使用量，由于激素是微量效应，对外界环境比较敏感，在实际操作中，自

然、人为等原因所造成的剂量损失无法估计。因此植株对外源激素的真正合

适的接受量是以后研究的重点。附子喷施外源激素必然会使植株体内某些激

素间的平衡失调，而这种关系的改变必然会引起农艺性状、生理、品质甚至

生态效应的改变。不同激素对附子的生长发育呈现了明显的差异性，说明附

子对不同的外源激素的敏感程度有差异。下面就对喷施外源激素对附子生长

过程中农艺性状，生理指标和品质的影响做一探讨。

4．1关于激素对附子农艺性状的影响

4．1．1关于激素对附子外观特征的影响

与根系生长发育紧密相关的地上部分的农艺性状是附子生长的外观表征，

其指标的变化是植株生长发育过程中内在协调性强弱的外在表现，附子生长

快慢，从某种程度上反映了其内在生理代谢的强弱，研究附子外观性状的变

化规律，有助于从表观方面研究附子内部代谢规律。

株高、茎围、叶片数、生物量等农艺性状是营养体生长的主要表现，在附

子整个生长期间，各外观特性生长速度是不一致的，大体符合作物大周期规

律即初期慢、中期快、后期慢的特性，呈现S型生长曲线。激素的处理对附

子的农艺性状影响比较明显，也说明了农艺性状对激素的敏感程度。不同的
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激素的处理也呈现了明显的差异性。GA和NAA两种激素对附子的株高、叶

片数、生物量、茎叶生物量都有明显的增加作用，这与前人研究的作用相似

[118．1191，但是两激素对茎围的作用却明显不同；GA处理的茎秆直径最小，可

能是因为GA对株高的作用过于显著，而有相关性分析可知株高和茎围呈现负

相关；NAA的对株高虽然有增加作用，但是作用低于GA，同时NAA为生长

素对茎围也有一定的促进作用，这与前人研究的作用比较接近[1”1。两种细胞

分裂素的作用对附子的外部特征的影响不太明显，各指标和对照的差异都不

显著，这与前人的研究有冲突的地方[114,116,160】，主要的原因可能是激素的作用

有品种的差异性；人们过去的研究侧重于在逆境条件下两激素对作物的抗性

的增加而表现出的特性，在正常环境下的作用还有待进一步的研究。IAA的

作用最明显的是对叶面积的影响比较显著，增加了叶片数和叶面积，因此增

加了生物量，这与杜明华【1611研究的IAA的作用比较相似。各种激素对附子的

不同组织的含水量和干物质率的作用比较相似，作用都不显著。

4．1．2关于激素对附子产量的影晌

已有研究表明¨62J67J，生长素和赤霉素对植物的生长都有明显作用；GA能

够促进RNA和蛋白质的合成，促进光合作用，增加干物质的积累量，同时促

使光合同化物质向储藏部位运转，有“增源、畅流、扩库"的作用；而且赤霉

素对马铃薯块茎的重量有增加作用，而且认为赤霉素的这种提高块茎重量的作

用可能是通过调节植株体内6-BA的平衡来实现的；脱落酸和细胞分裂素类物

质是马铃薯块茎形成的主要刺激物；生长素在块茎(根)形成中的作用和报道

很少，观点也不一致。

本试验结果表明：GA、NAA、IAA对附子的农艺性状、附子产量、1+2

子根产量都有显著作用；6．BA、KT对附子的影响不大，甚至对一些生长性状

还有抑制作用；几种激素对附子不同部位含水量影响不大。赤霉素和生长素

对附子地上部分的影响，增加了附子的光合作用和同化能力，对附子的产量

有重要的作用。6-BA和KT对离体植物的生长发育，延缓衰老等方面作用比

较明显，但对连体植物的作用说法不一，对附子作用不明显。细胞分裂素对

农作物的块根的形成有刺激作用，但是在试验中发现6-BA和KT对子根数和

产量都没有增加作用，可能是两种激素在连体植物内的主要合成部位在植物

的根部，而在附子生长的过程中根部合成了足够的细胞分裂素，外源的施加

增加了激素的浓度，对子根的生长起到了抑制作用。激素对附子子根数没有

影响，是由误差引起的差异不显著还是由激素的浓度引起的还有待进一步研
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究。试验可以说明，在附子农艺性状和产量的作用上，不同的激素的效益存

在显著差异。

4．2关于激素对附子生理指标的影响
叶绿素含量的变化也反应的附子生长发育的一个趋势，附子出苗后随着

气温的不断升高，酶活性升高，叶绿素含量呈现增加的趋势。当附子营养器

官逐渐的成熟，子根逐渐膨大的时期，叶绿素含量变化比较平稳。叶绿素a

与叶绿素含量之比在前期变化不大，多维持在3．2左右，后期随者b含量的增

加呈现下降的趋势，这与前人研究的植物体力叶绿素的变化较为相似。前期

叶绿素a与叶绿素之比相对较高，有利于吸收低温下的长波光；而后期叶绿

素b含量增加，有利于吸收夏季的短波光【1681。因此在附子的育种上可以筛选

前期a／b比值高、后期叶绿素aYo比值低的品种，这样既能增加光合产量，又

能延长叶片的功能期，从而积累更多的有机物，获得较高的产量。已有研究

[12116．BA和KT可以延缓植物叶片的衰老，提高植物叶片中叶绿素含量，但是

在本实验结果中没有明显的作用，而激素问的作用差异也不显著，可能是在

六月下旬附子收获时，附子还处在生长的高峰起，产量达到了最高，是收获

的最佳时期，但是附子还未进行生殖生长等发育阶段，因此叶片并未表现出

衰老的趋势，激素对叶片的衰老作用也没有表现出来。

类胡萝卜素(Carotenoids)是一类重要的植物色素，在自然界中广泛存在

于各种植物中，通常是指C40的碳氢化合物(胡萝卜素)和它们的氧化衍生物

(叶黄素)两大类色素的总称【169’1701。类胡萝卜素具有提高光合效率、抑制和

清除自由基的作用[171】。类胡萝卜素在光合作用过程中起光吸收和光保护两种

作用，一方面，类胡萝卜素是光合作用中光传导途径和光反应中心的重要结

构成分，担当叶绿体光合天线的辅助色素，类胡萝卜素分子能吸收可见光，

形成激发念的类胡萝卜素分子，再将能量传递给叶绿素。这样类胡萝卜素分

子吸收了光合作用中所需的能量；另一方面，类胡萝卜素分子在高温、强光

下能通过叶黄素循环，可将具有高度活性的单线态氧102中的能量以热的形式

释放出来，使之转变为基态氧，从而对光合生物起到必不可少的保护作用

[172,173]。类胡萝卜素也是合成植物激素ABA的前体【1741。附子叶片中总的类胡

萝卜素含量呈现上升的趋势，这与类胡萝卜素的功能相关。外源激素对类胡

萝卜素含量的影响的差异不大。

植物在生长发育的过程中细胞通过多种途径产生各种自由基和活性氧，

生物体内重要的活性氧，自由基有单线态氧(02)、过氧化氢(H202)、超氧阴
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离了(02‘)、羟自由基(OH)和脂质过氧化物(ROOH或ROOH’)等【1751，使细胞

的正常代谢不能顺利进行。同时，植物在长期的进化中细胞本身具有防止自

由基、活性氧早期形成的非酶机制和清除自由基、活性氧的酶促防御系统。

在正常情况下，细胞内自由基、活性氧的产生与清除处于动态平衡状态，自

由基、活性氧浓度很低，不会引起伤害。但在植物衰老劣变过程中，特别是

处于干旱、高盐分等逆境条件下，这种平衡遭到破坏，结果自由基和活性氧

的浓度超过了伤害“阀值”，导致蛋白质、核酸、酶结构的氧化破坏，特别是

膜脂中的不饱和双链酸最易受自由基的攻击发生过氧化作用。过氧化过程产

生新的自由基，从而进一步促进膜脂质过氧化，膜的完整性受到破坏，表现

在膜透性增大和离子泄漏，最后导致植物伤害或死亡[176,177】。植物在长期的系

统进化过程中，细胞内形成了防御活性氧、自由基毒害的保护机制。其中起

主要作用的是活性氧清除酶系，过氧化氢酶(CAT)和过氧化物酶(POD)等是活

性氧清除酶系统的重要保护酶。它们能有效地阻止高浓度氧的积累，防止膜

脂的过氧化作用，延缓植物的衰老，使植物维持正常的生长和发育。因此，

植株体内活性氧含量和清除酶的活性均可作为植物生长和生理的重要指标。

POD作为植物体内不但作为活性氧的清除酶和保护酶，植物体中H202的清除

需要依赖CAT和POD两种保护酶的共同作用。POD在植株内作用具有非专

一性，它既与叶绿素降解和膜脂过氧化有关，又是细胞防御活性氧毒害酶系

统的成员之一，同时还参与术质素的形成；POD不但能清除过氧化物，还能

使脂质过氧化产物MDA转变为正常的脂肪酸【1751。POD对植物延缓衰老，维

持正常的生长和发育有重要的意义。

激素间对两种保护酶的影响的差异性不大，总体是在前期NAA、IAA、

GA处理的活性比较高，而三种激素处理的附子植株的农艺性状明显由于其他

激素和处理，这可能与激素提高了附子中这两种酶的活性，对植株的发育保

护作用。但在后期6．BA和KT两种激素处理的叶片中两种酶的活性开始呈现

上升趋势，这可能与两种激素对作物衰老有延缓的作用有关。特别是6-BA的

上升比较迅速，可能是随着气温的升高，叶片的衰老体内的自由基等的含量

升高，而6一BA的作用显现出来。

植物体内脯氨酸含量与植物逆境生理关系密切，在低温、盐渍、干旱、

大气污染、微生物感染等环境胁迫条件下，游离脯氨酸含量骤然增加，特别

是由干旱引起的胁迫时植物通过积累一定量的脯氨酸，降低植物体内的水势

来维持体内的水分平衡。植物体内脯氨酸含量在一定程度上反映了植物的抗

渗透胁迫能力的强弱，抗渗透胁迫性强的品种往往积累较多的脯氨酸。在植
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物细胞生理干旱时，脯氨酸的增加有助于细胞或组织持水，从而减少水分的

散失。当植物细胞受到渗透胁迫时，脯氨酸通过保护生物大分子的功能结构，

为生理生化反应提供足够的自由水和活性物质，从而提高植物对逆境的适应

能力[178,179】。在植物衰老时体内的脯氨酸含量也会积累。最近的研究也指出脯

氨酸代谢是沟通C／N代谢和渗透胁迫的桥梁【180】。

在试验中发现激素对附子中脯氨酸的含量没有规律性，激素间的差异性

不大，整个发育过程中脯氨酸的含量都维持在3-6．5pg／g之间，脯氨酸的含量

较低，说明附子在发育的过程中没有受到环境的胁迫。

谷草转氨酶(GOT)和谷丙转氨酶(GPT)是植物体内重要的两种酶，它们

可以催化相应的有机酸合成氨基酸，也可以催化氨基酸通过转氨、脱氢的步

骤而降解，是植物体内氮代谢和氨代谢的关键酶【l81】。研究发现，GOT和GPT

活性高低与植物体内游离氨基酸含量、蛋白质代谢等氮代谢的活跃程度成正

相关【182】，即GOT和GPT活性越高植株生长越旺盛。本实验中发现在整个发

育的过程中两种酶的活性一直呈现上升的趋势，说明植株一直处于生长状念，

但是前期的活性要高点，说明前期植株发育要更旺盛，这也与采样的部位有

关。由于采样的部位是叶片，在前期中叶片的发育比较旺盛，因此两种酶的

活性也比较高。当叶片发育到一定程度，植株的地上部分处在平衡时，地下

的部分的生长开始旺盛，此时可能根中的两种酶的活性会高于叶片。激素对

两种酶的活性的影响与激素对附子农艺性状的影响也呈现了相关性。

4．3关于激素对附子品质的影响

4．3．1 关于激素对附子糖类、蛋白质、氨基酸的影响

激素对农作物品质的影响过去研究报道的比较多。激素处理后附子不同

品质指标间的相关性发生了变化，说明激素对附子品质指标的含量有影响。

激素对淀粉的含量影响中除NAA处理明显的高于对照外，其它激素处理的都

低于对照，总糖和多糖的含量都高于对照，结果与郭芳军【183j研究的激素对烤

烟中糖类物质有增加作用比较接近，说明激素在一定程度上改变了糖在附子

内的存在形式。激素对可溶性蛋白质的含量都有抑制作用，这与秦武发【184】，张

劲松【1851研究的激素对小麦中可溶性蛋白含量有增加作用相悖，与董建华【186l

研究的激素花生的可溶性蛋白的含量有减少的作用相似，说明了激素对不同

作物作用的差异性，同时激素增加了附子内游离氨基酸的总量，蛋白质和氨

基酸的含量却明显的呈现负相关，说明激素激素改变了氮的存在形态或者在
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氨基酸向蛋白质的转化的过程中起到了一定的作用。

糖类物质在生物代谢的过程中可以为氨基酸的合成提供羧基，植物体内

含量的高低以及代谢程度都会影响氨基酸的含量。GA、IAA处理后附予中游

离氨基酸与总糖，可溶性糖的相关性发生了变化，说明两激素可能对附子中

糖的代谢与氨基酸的合成有影响。两种细胞分裂素和NAA处理后游离氨基酸

的含量与蛋白质，生物碱的含量都成负相关。植物体的蛋白质，生物碱的合

成与氨基酸的代谢，转化都密不可分，说明这三种激素对附子体内氮的代谢

有明显的影响。

4．3．2关于激素对附子中生物碱含量的影响

激素对附子体内不同组织中乌头类总生物碱和新乌头碱、乌头碱、次乌

头碱三种生物碱的含量有明显的影响。乌头类总生物碱的含量中子根的含量

最高，而母根的含量最低，茎叶和须根的含量居中，但生产上附子主要的收

获部位是子根和母根，茎叶和须根都被遗弃，试验表明两部位有较高的利用

价值。激素对整个植株中总生物碱的含量影响不大，只有6-BA和KT两种激

素抑制了总生物碱的含量，原因可能与两种激素对附子产量的影响相似。GA、

IAA、NAA三种激素对植株中总生物碱的含量影响不大，说明三种激素影响

了生物碱在附子不同部位的分布，但对整个植株中总生物碱的含量影响不大。

从新乌头碱、乌头碱、次乌头碱的含量来看，除须根外的部位中，新乌

头碱是主要成分，这与陈媾[11】研究的新乌头碱是附子生物碱中的主要成分相

同。三种双酯型生物碱在不同组织中的分布差异比较明显，只在子根和须根

中可以检测到三种生物碱，但须根中的次乌头碱含量最高，茎叶中没有三种

生物碱，母根中没能检测到乌头碱。茎叶中没有检测到三种生物碱可能是因

为茎秆和叶片中中纤维组织含量比其它组织的纤维含量高，双酯型生物碱含

量明显低于其它组织。茎叶中的乌头类总生物碱含量较高说明非双酯型生物

碱的含量可能比较高，应该值得关注，也是以后研究的重点。乌头碱是附子

中毒性最大的成分，而母根在附子的生长过程中起到的只是一个源的作用，

可能对附子的发育还有保护作用，乌头碱在发育的过程中可能发生了代谢或

是转移，因此没有检测到。须根中次乌头碱含量和三种生物碱的总含量都比

较高，可能因为须根的主要作用是吸收土壤中的水分和营养、淀粉、糖类等

物质比较少，因此生物碱的含量相对比较高；根据前人研究的其他药用植物

中次生代谢产物的分布可知主要在木质部、韧皮部和周皮等组织[187,188】，而附

子须根的主要作用是起吸收和输导作用，这些组织是须根的主要构成，由于



西南科技大学硕士研究生学位论文 第93页

附子的组织化学与次生代谢产物的具体的合成途径还不清楚，因此生物碱在

不同组织中的差异性还有待人们进一步的研究，该结果也为附子组织化学的

研究提供了基础。GA处理的须根中次乌头碱含量明显的高于其他处理，几乎

为对照的3倍，可能是GA对附子须根的组织结构有所改变的结果，但是具体

原因还有待进一步的研究。

附子灵是附子中的非双酯型生物碱，激素对附子整个植株中的含量影响

不大，也改变了它在不同组织中的含量。附子的组织化学的研究工作还尚未

进行，不同激素处理的不同组织中次生代谢产物的含量呈现的差异性是有激

素引起的还是有其在不同组织中的部分引起的还有待进一步研究。

4．4关于生物碱含量的测定方法
高效液相测定附子中生物碱的含量中样品的制备方法主要是超声和加热

回流两种。加热回流往往时间长，步骤较多，过程中流失的生物碱较多，测

得含量较低。因此在高效液相测定生物碱含量的样品制备中应该尽量减少操

作的步骤。三种生物碱是碱性成分，药材粉末的碱化程度会影响到提取率，

因此，本试验用氨水湿润，再加入不同的提取试剂，超声使药材分散，易于

溶剂渗透，使得提取效率提高。超声时间影响到脂溶性生物碱的提取效率，

本实验比较了在同一频率及温度条件下的超声时问，发现在50min时的提取

率最高，时间加长后提取率差异不大，因此本实验选择50min为超声时间。

标准品的溶解，前人用的主要是在非惰性有机溶剂甲醇、乙醇中，但是

在试验中发现标准品的混合液12h后，在主峰的附近会出现杂峰说明生物碱

在这些溶剂中可能发生醇解反应，因此本试验的结果建议若在短时间内检测

三种生物碱含量可选用甲醇为溶解剂，但综合各种比较以后用乙腈溶解样品。

液质联用技术能够将色谱的强分离性能与质谱的强鉴定有时结合，克服

了色谱检测中对紫外吸收比较弱和无的缺点。附子灵的极性比较大，因此在

试验中溶剂和流动相的选择中使用甲醇。供试溶液的制备过程中，探讨了不

同超声时间对附子灵提取率的影响，在10、20、30、40、50min不同超声时

间的测定中发现，附子灵的提取率呈增长趋势，但是50min后的提取率变化

不大。

本试验样品处理用甲醇超声法提取方法简单、容易操作，液相和质谱联

用的方法测附子灵方法回收率较高、操作简单、稳定性好、重现性好、精密

度高，是附子中附子灵含量测定的优良方法。该方法为附子中附子灵含量测

定和成分研究提供了科学的依据。



西南科技大学硕士研究生学位论文 第94页

结 论

l 农艺性状
(1)植物激素对附子农艺性状有显著影响。GA、NAA两激素对附子的

株高和叶片数在发育的过程中有明显的增加作用；NAA、KT、IAA对茎围有

显著的增粗作用，GA处理对茎围有显著的抑制作用；GA、NAA、IAA对总

生物量，子根生物量和茎叶生物量有明显的增加作用，6-BA、KT对总生物量

和茎叶生物量有抑制作用；激素对附子各组织中的含水量，干物质率，子根

个数的影响都不明显。

(2)GA、IAA和NAA对附子产量性状有显著影响。GA对附子子根产

量增产效果最大，IAA和NAA的增产作用次之。激素KT和6-BA的作用不

明显。GA、IAA和NAA对1+2子根产量的增产效果明显，6-BA和KT对1+2

子根的产量无显著影响。

(3)相关性分析和聚类分析表明，GA、IAA、NAA三种激素的作用相

似，对附子的农艺性状影响最大，6-BA和KT的作用不明显。

2 生理指标
(1)不同的植物激素对附子叶绿素存在不同程度的影响。附子发育过程

中叶绿素a，b，a+b呈现上升的趋势，a／b是下降的趋势。激素对叶绿素影响

在前期不明显，在后期表现出差异性。收获时NAA、KT、6=BA对叶绿素a，

b，a+b的含量都有显著的增加作用，IAA、GA有抑制作用。IAA，GA、6-BA

对a／b的值有增加的作用。类胡萝卜素含量在发育过程中呈现上升的趋势，激

素对类胡萝卜素的含量的影响作用不大。

(2)植物激素对附子生理生化指标影响上存在明显的差异性。CAT活性

在发育过程的趋势是前期和后期上升，中期平稳；POD是前期呈现下降，中

后期升的趋势；脯氨酸含量在整个过程中都是平稳的趋势，维持在一定的范

围内。激素对这三种生理指标的影响规律性不强。

GOT活性附子整个生育期内呈现上升的趋势，在前期和中期基本上保持

平稳。GA处理在后期增加了GOT活性，IAA，6-BA，KT和NAA在生长过

程中对GOT的影响作用不大。GPT在附子的发育过程中比较平稳，GA对GPT

的活性有明显的增加；IAA增加了它的稳定性；KT处理对GPT活性有较大

的起伏；6-BA和NAA两对GPT的活性有抑制作用。
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3 品质指标
(1)植物激素对附子糖类、蛋白和淀粉含量有显著影响。除NAA外，

其他激素处理对附子子根中游离氨基酸含量都有增加作用。GA，NAA，6-BA，

KT对多糖含量都有显著的增加作用。NAA处理对淀粉含量增加作用，其他

四种处理显著的抑制了淀粉的含量。激素对总糖含量的都有增加作用，但各

激素处理都降低了可溶性糖的含量。6．BA，KT，IAA和GA降低了附子中可

溶性蛋白质的含量。

(2)植物激素对附子中生物碱含量有明显的影响。

乌头类总生物碱含量在附子不同组织中变化动态也不同，子根呈现上升

趋势；茎叶中是前期上升，中后期下降；母根呈现下降趋势。收获时不同组

织乌头类总生物碱含量也不同：子根>茎叶>须根>母根。6-BA，KT和IAA处

理对子根中乌头类总生物碱含量有抑制作用。各激素对茎叶中总生物碱的含

量都有抑制作用。6-BA，KT，IAA和NAA对母根中总生物碱的含量有增加

作用。6一BA，GA，IAA和NAA对须根中乌头类总生物碱含量有抑制作用。

激素对整个植株中总生物碱的含量影响不大。

附子不同组织中新乌头碱、乌头碱和次乌头碱的含量不同，母根中未检

测到乌头碱，茎叶中三种生物碱都没有检测到，子根中新乌头碱是主要成分，

须根中是次乌头碱是主要成分。激素对子根中三种生物碱的含量影响不大。

激素对母根中新乌头碱和次乌头碱的含量有增加作用。GA和IAA两处理增加

了须根中三种生物碱的含量；6-BA，KT和NAA减少了须根中三种生物碱的

含量。

子根中附子灵含量最高，须根次之，茎叶中的含量最低，母根的含量略

高于茎叶。激素对子根中附子灵含量有增加作用。KT、6一BA、GA处理增加

了附子茎叶中附子灵的含量， IAA降低了茎叶中附子灵的含量。激素处理降

低母根中附子灵的含量。除GA外，其他处理降低了的须根中附子灵的含量。

激素对附子整株中附子灵的含量有一定的影响。
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