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用新技术——亚硝酸盐法和质谱分析技术测定增补UV-B辐射后
黄檗总黄酮和生物碱含量
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黑龙江七台河桃山湖国家湿地公园发展中心

[摘　要]本文对黄檗增补UV-B辐射强度为9.78μw·cm-2·nm-1（高剂量）和3.26μw·cm-2·nm-1（低剂量），分别进行10d（短

期）、25d（过渡期）以及40d（长期）的处理，采用新方法——亚硝酸盐法和质谱分析法，测定根、茎、叶总黄酮、生物碱含量。研

究发现：增补UV-B辐射可促进黄檗茎和叶片总黄酮积累，且剂量越高积累的总黄酮含量越高；处理时间延长，小檗碱和掌叶防己碱的

含量明显升高；低剂量的UV-B辐射可以提高小檗碱和掌叶防己碱的含量，一定程度上促进了黄檗幼苗生物碱的合成和积累。
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一、研究目的和意义
黄檗（Phellodendron amurense Rupr.）别名黄菠萝、檗

木，与水曲柳、胡桃楸同被誉为“东北三大硬阔”。长期以来我
国经济市场活跃，尤其是对中药材过度开发利用，导致对野生黄
檗资源大量减少，目前黄檗已被我国列入渐危物种[1]。黄檗中的
生物碱（小檗碱、药根碱、掌叶防己碱）有很高的药用价值[2]，
人工高效培育黄檗既能满足市场需求，又能使野生黄檗资源得到
保护[3]。近年来用亚硝酸盐法和质谱分析法研究增补UV-B辐射对
木本药用植物的生理及有效成分影响的报道很少见。本文通过对
药用植物黄檗进行不同时间、不同剂量UV-B辐射处理，用亚硝酸
盐法和质谱分析法测定总黄酮和生物碱含量，对今后黄檗的优
质、高效培育以及黄檗药用资源的开发具有重要意义[4]。

二、实验设计与方法
（一）实验设计
实验材料：8月龄黄檗苗，实验设置3组，每组各100盆。

CK组：在自然情况下生长；T1组：相同条件下增补UV-B，辐
射强度为9.78μw·cm-2·nm-1，T2组：增补UV-B，辐射强度为
3.26μw·cm-2·nm-1。均置于2m×1m的不透光的框架内，每组之
间用黑布隔开，以防干扰。植株上方悬挂40WUV-B（280-310nm）
的紫外灯管，灯管外部包被0.08mm的醋酸纤维膜，消除UV-C辐射
对实验的影响，每天照射12h（6：00-18：00）。

（二）实验方法
1.总黄酮测定方法。亚硝酸盐法：取黄檗叶片0.1g剪碎，

加80%的乙醇2ml，超声20min，8000r/min离心10min，取提取液
1ml，加80%乙醇2ml，再加入5%亚硝酸钠0.5ml，定容至10ml。放
置6min后加入10%硝酸铝0.5ml，静置数分钟后加入4%NaOH放置
15min后，测定OD510nm的吸光值，根据实验求出回归方程，计算
总黄酮含量，单位为mg·g-1FW。

2.生物碱测定方法。质谱分析法：黄檗苗烘干粉碎，过60目
筛，称取样品0.1g，加2mL甲醇（色谱纯）+1%冰醋酸（色谱纯）
浸泡5小时，超声4h，抽取上清液，离心15min，取上清再次离心
15min。采用质谱分析仪进行测定。色谱条件：A泵：0.05%甲酸
（色谱纯），B泵：甲醇。取10ul提取液进行小檗碱、药根碱、
掌叶防己碱的质谱检测，每个样品运行5min。

三、结论
（一）黄檗根部总黄酮含量
CK组、T1组和T2组，根部总黄酮含量呈显著性差异

（P<0.05)。实验处理期间黄檗幼苗根部总黄酮含量总体上呈下
降趋势，UV-B辐射处理第10d，T1组和T2组较CK组总黄酮含量分
别下降了19.45%、7.46%；第25d，T1组和T2组较CK组分别下降了
23.71%、12.40%；实验处理第40d，T1组较CK组下降了16.49%，
T2则与CK组相持平。

图3-1 不同UV-B处理黄檗幼苗根总黄酮含量比较

（二）黄檗幼苗茎部总黄酮含量
CK组、T1组和T2组，茎部总黄酮含量呈显著性差异

（P<0.05)。10d和25d，T1组、T2组茎部总黄酮含量均高于CK
组，且T1组高于T2组。处理10d，T1组和T2组茎部总黄酮含量较
CK组分别增多了34.07%、15.33%；第25d，T1组和T2组茎部总黄
酮含量较CK组分别增多了38.41%、18.48%；第40d，T2组和CK差
异不显著（P>0.05），T1组则显著低于CK组（P<0.05)，较CK组
下降了7.35%。可能是因为在UV-B辐射下，促进了黄檗幼苗总黄
酮的积累，以有效吸收过多的紫外辐射，对自身起到保护作用，
在一定时期内，辐射剂量越大，积累的总黄酮物质越多。

图3-2 不同UV-B处理黄檗幼苗茎总黄酮含量比较
（三）黄檗叶片总黄酮含量
CK组、T1组和T2组总黄酮含量呈显著性差异（P<0.05）。T1

组、T2叶片总黄酮含量均显著高于CK组，且随着UV-B处理的延长
T1组和T2组黄檗叶片总黄酮的含量显著升高（P<0.05），整个过
程中T1组均高于T2组。处理第10d，T1组和T2组分别比CK组叶片
总黄酮含量增多22.28%、10.80%；第25d，T1组和T2组比CK组叶
片中总黄酮含量分别增多29.35%、18.45%，实验处理第40d，T1
组和T2组比CK组叶片中总黄酮含量分别增多35.99%、23.26%。

图3-3不同UV-B处理黄檗幼苗叶片总黄酮含量比较
（四）黄檗整株总黄酮含量
CK组、T1组和T2组，黄檗整株总黄酮含量呈显著性差异

（P<0.05）。三组整株幼苗总黄酮含量显著升高，T1组和T2组显
著高于CK组，实验处理10d、25d、40d，三组幼苗总黄酮含量由
高到低依次为T1组、T2组、CK组。
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图3-4 不同UV-B处理黄檗幼苗整株总黄酮含量比较
（五）药根碱含量
CK组、T1组和T2组差异显著（P<0.05），T1组和T2组的整株

药根碱含量总体上呈上升趋势，并且T1组和T2组始终低于CK组，
实验处理第10d，T1组与T2组分别低于CK组的37.60%、144.83%；
实验处理第25d，T1组与T2组分别低于CK组的141.72%、
283.78%；实验处理第40d，T1组与T2组分别低于CK组的21.95%、
14.15%。

图3-5 不同UV-B处理黄檗整株药根碱含量比较
（六）掌叶防己碱含量
通过对黄檗整株掌叶防己含量的测定，结果发现黄檗整株

幼苗的掌叶防己碱的含量在辐射处理前期和中期含量变化不明
显，随着UV-B辐射处理时间的延长，整株幼苗的掌叶防己含量显
著升高，T1组与T2组分别较CK组增加了13.01%、17.86%。

图3-6不同UV-B处理黄檗整株掌叶防己碱含量比较
（七）小檗碱含量
CK组、T1组和T2组差异显著（P<0.05），小檗碱含量总体

呈缓慢升高趋势，处理前25d，T1组和T2组的整株小檗碱含量低
于CK组，实验处理第10d，T1组和T2组分别低于CK组的76.26%、
11.16%；实验处理第25d，T1组和T2组分别低于CK组的128.64%、
98.65%；实验处理第40d，T1组低于CK组6.76%，T2组则明显高出
CK组6.18%。

图3-7 不同UV-B处理黄檗整株小檗碱含量比较

四、讨论
大量研究表明增补UV-B辐射可显著影响植物次生代谢产物

含量，植物受到UV-B辐射等逆境伤害时，会产生一系列保
护机制，以此来减少不利环境对其造成的伤害[5]。很多研究
认为植物在受到UV-B辐射时，叶片内每一特定的总黄酮对
紫外线的不同波段都存在特定的吸收波长，这就导致UV-B
辐条件下，不同总黄酮物质积累在含量和速度上所呈现出来
的差异性[5]。植物通常通过改变黄酮类化合物的合成种类、
合成途径，来应对过多的UV-B辐射[5]。过多的UV-B辐射可使
植物叶片内总黄酮含量增加，Warren等对三个树种（Pinus 
ponderosa,Quercus rubra、 Pseudotsuga menziesii.）的
研究认为，经过UV-B 辐射处理后三个树种总黄酮的含量明显
增加，且总黄酮的组成成分也发生了明显变化[6]。本实验对
黄檗总黄酮含量的研究结果与其一致。

生物碱是药用植物重要的次生代谢产物，其合成受植物
种类、植物所处的生长发育阶段以及植物所生存的环境等多
方面的影响[5]。质谱分析技术分析植物受UV-B胁迫后生物碱
含量的测定，具有灵敏度高、快速、便于混合物含量分析等
优点，是其他分析技术无法比拟的[7]。本实验认为低剂量的
UV-B辐射刺激了黄檗对紫外吸收物质的合成，激活了保护酶
的活性[8]，从而使掌叶防己碱和小檗碱的含量增加；而高剂
量的UV-B辐射对黄檗次生代谢产物的合成前体造成了损坏，
从而降低了生物碱的含量[9]。此外，UV-B辐射对黄檗的影响
还体现在处理时间上，增补UV-B辐射初期，由于黄檗不能及
时调整内部的生物碱合成机制[10][11]，导致前期生物碱积累量
的减少，而长期的UV-B辐射处理使黄檗逐渐增加了对紫外辐
射的适应性[12]，从而增加了次生代谢产物的积累。
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