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外源 NO 对龙胆次生代谢调控及质量形成机制研究2 

宋  雪，刘思佳，何录文，孟祥才* 

黑龙江中医药大学，黑龙江 哈尔滨  150040 

摘  要：目的  探讨外源一氧化氮（nitric oxide，NO）对龙胆 Gentiana scabra 次生代谢产物环烯醚萜苷积累及其质量形成机制

的影响。方法  分别用水及 0.02、0.10、0.50、2.00 mmol/L 硝普纳（sodium nitroprusside，SNP）溶液处理龙胆鲜根，研究活性

氧、抗氧化酶活性、次生代谢产物相关酶活性及次生代谢产物积累之间的关系。结果  0.50、2.00 mmol/L SNP 处理组龙胆超氧

阴离子、过氧化氢（H2O2）、NO 含量在 0～2 d 显著增加，第 2 天之后逐渐降低。丙二醛（malondialdehyde，MDA）含量呈现

先升高后降低的趋势，表明 SNP 可模拟再现生态胁迫的生理状态。SNP 处理组超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）

活性在 0～6 d 均显著升高，0.50 mmol/L SNP 处理组过氧化氢酶（catalase，CAT）和过氧化物酶（peroxidases，POD）活性分

别在 0～2 d 和 2～4 d 显著升高。1,3-二磷酸甘油酸（1,3-disphosphoglycerate，1,3-DPG）含量及磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶

（phosphoenolpyruvate carboxylase，PEPC）活性在 0～4 d 显著增加，其中 0.50、2.00 mmol/L SNP 处理组效果显著（P＜0.01）。

0.50 mmol/L SNP 处理组羟甲基戊二酸单酰辅酶 A 还原酶（hydroxymethylglutaryl-CoA reductase，HMGR）和 1-脱氧-D-木酮糖

醇-5-磷酸还原异构酶（1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase，DXR）活性在 0～6 d 显著升高，第 6 天 0.50 mmol/L SNP

处理组龙胆中龙胆苦苷、獐芽菜苦苷、獐芽菜苷和马钱苷酸含量比第 0 天分别增加了 34.5%、35.3%、1.8%和 53.7%。结论  SNP

能够再现龙胆逆境条件下的生理状态，促进龙胆中环烯醚萜类化合物的生物合成，提高龙胆药材质量。 
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Abstract: Objective  To explore the effect of exogenous nitric oxide (NO) on the accumulation of iridoid glycosides, a secondary 

metabolite of Longdan (Gentiana scabra), and its quality formation mechanism. Methods  The fresh roots of G. scabra were treated 

with water, 0.02, 0.10, 0.50 and 2.00 mmol/L nipponate solution (SNP), respectively, the relationships between the activities of 

reactive oxygen species, antioxidant enzymes, enzyme activities related to secondary metabolites and the accumulation of secondary 

metabolites were investigated. Results  The contents of superoxide anion, hydrogen peroxide (H2O2) and NO in G. scabra treated 

with 0.50 and 2.00 mmol/L SNP increased significantly from 0—2 d , then decreased gradually. Malondialdehyde (MDA) contents 

were increased first and then decreased, indicating that SNP can simulate and reproduce the physiological state under ecological 

stress. The activity of superoxide dismutase (SOD) in SNP treatment group increased significantly from 0 to 6 d, the catalase (CAT) 

and peroxidase (POD) activities in 0.50 mmol/L SNP treatment group were increased significantly at 0—2 d and 2—4 d, 

respectively. The contents of 1,3-diphosphoglyceride (1,3-DPG) and the activities of phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) were 

increased significantly at 0—4 dthe effects of 0.50 and 2.00 mmol/L SNP treatment groups were the most significantand (P < 0.01). 

The activities of hydroxymethylglutaryl-CoA reductase (HMGR) and 1-deoxy-D-xyketol-5-phosphate reductisomerase (DXR) in the 

0.50 mmol/L SNP treatment group were significantly increased from 0—6 d, with this, the contents of gentiopicroside, swertiamarin, 

sweroside and loganic acid, the main active ingredients in G. scabra, were increased by 34.5%, 35.4%, 1.8% and 53.7% respectively 

compared with those on the 0 day. Conclusion  SNP can rebuilt physiological status of G. scabra under ecological stress, promote 
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the biosynthesis of iridoid compounds, and improve the herbal medicine quality. 

Key words: NO; Gentiana scabra Bge.; iridoid glycoside; antioxidant enzymes; gentiopicroside; swertiamarin; sweroside; loganic acid 

植物在环境胁迫下可产生大量的活性氧

（reactive oxygen species，ROS），环境胁迫对植物伤

害的本质就是 ROS[1]。植物对 ROS 的消除是个负反

馈过程，ROS 增多会激发植物自身的免疫系统，即

活性氧能够从细胞的基因表达、酶的合成和活性调

节及酶促反应等不同层次调控抗氧化酶活性及次生

代谢，次生代谢产物多为药用成分，在生态胁迫条

件下能够大量合成，因此生态胁迫可通过活性氧影

响药材质量[2-3]。药材质量的形成是通过增加次生代

谢形成的，通过人为调节植物的次生代谢，从而提

高栽培药材的质量是中药资源学的重点研究方向[4]。 

龙 胆 为 龙 胆 科 植 物 条 叶 龙 胆 Gentiana 

manshurica Kitag.、龙胆 G. scabra Bge.、三花龙胆 G. 

triflora Pall.或坚龙胆 G. rigescens Franch.的干燥根及

根茎[5]，其主要药用成分为环烯醚萜苷类，如龙胆苦

苷、獐芽菜苦苷、獐芽菜苷与马钱苷酸等，这类成

分具有较好的保肝、抗炎、解热、抗病毒等药理作

用，广泛应用于临床[6]，历史上龙胆主产区黑龙江省

龙胆开发盛期 1965 年产量为 514.5 t，由于人口增加

及中医药的发展导致中药材的需求量不断增加和野

生资源也遭到严重破坏，近年来主产区野生东北龙

胆蕴藏量已不到 100 t，野生资源基本停止开发，目

前栽培已成为商品基本来源，质量下降，直接影响

临床疗效[7-8]，如何提高栽培药材质量是当今中药资

源研究领域急需解决的重点和难点问题。一氧化氮

（NO）是一种重要的信号分子，可以以浓度相关的方

式与清除 ROS 酶类共同应对抗氧化胁迫，或者直接

作为抗氧化剂消除 ROS[9]。植物组织具有完整的代谢

系统，研究显示丹参、黄芩等某些药用成分是在干

燥过程中大量合成的[10-11]。本研究团队对黄芩研究

证明对处理鲜根提高次生代谢含量的效果优于处理

植株[12-14]，这可能是对药用部位处理可避免光合作用

的干扰，ROS 也更容易到达药用部位的缘故。因此本

研究采用 NO 载体硝普纳（sodium nitroprusside，SNP）

处理龙胆鲜根，以不同浓度的 SNP 模拟环境胁迫，使

栽培龙胆再现野生条件下的生理状态，探究 SNP 对龙

胆主要药效成分环烯醚萜苷类的影响。 

1  材料 

1.1  样品 

样品采自吉林省蛟河市，经黑龙江中医药大学

孟祥才教授鉴定为龙胆科植物龙胆 G. scabra Bunge

的根。 

1.2  仪器 

1200 型高效液相色谱仪（安捷伦有限公司）；

TGL-16LM 型台式高速冷冻离心机（湖南星科科学

仪器有限公司）；SD40 型制冰机（广州市广坤电器

制造有限公司）；752 型紫外可见分光光度计（上海

菁华科技仪器有限公司）；DHG-9015A 型鼓风干燥

箱（上海一恒科学仪器有限公司）；CP225D 型电子

天平（上海精密仪器仪表有限公司）；多功能酶标仪 

（美国 Perkin Elmer 公司）。 

1.3  试剂 

SNP、30%H2O2、NaH2PO4·2H2O、Na2HPO4·12H2O、

L-甲硫氨酸、乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2）、核黄

素、氮蓝四唑（nitro-blue tetrazolium，NBT）、愈创木

酚、三氯乙酸、硫代巴比妥酸、植物超氧阴离子 ELISA

试剂盒（批号 R30343）均购于上海源叶生物科技有

限公司；过氧化氢（H2O2）试剂盒（批号 A064-1-1）、

NO 测定试剂盒（批号 A012-1）、磷酸烯醇式丙酮酸

羧化酶（phosphoenolpyruvate carboxylase，PEPC）活

性测定试剂盒（批号 A130-1-1）均购于南京建成生物

工 程 研 究 所 ； 植 物 1,3 二 磷 酸 甘 油 酸

（1,3-disphosphoglycerate，1,3-DPG）ELISA 检测试剂

盒（批号 JM-110208P1）、植物羟甲基戊二酸单酰辅

酶 A 还原酶（hydroxymethylglutaryl-CoA reductase，

HMGR）ELISA 试剂盒（批号 JM-110182P1）、植物

1- 脱 氧 -D- 木 酮 糖 醇 -5- 磷 酸 还 原 异 构 酶

（1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase，

DXR）ELISA 检测试剂盒（批号 JM-110212P1）均购

于江苏晶美生物科技有限公司；龙胆苦苷（质量分数

大于 98%，批号 20201018）、马钱苷酸（质量分数大

于 98%，批号 20201115）、獐芽菜苦苷（质量分数大

于 98%，批号 20210122）、獐芽菜苷（质量分数大于

98%，批号 20210120）均购于成都植标化纯生物技术

有限公司。 

2  方法 

2.1  样品处理 

将龙胆鲜根洗净，均匀分为 5 组，各组植株大

小和质量相近。连续 8 d 分别早晚 2 次喷洒水及

0.02、0.10、0.50、2.00 mmol/L SNP 溶液至鲜根表
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面湿润不滴水，放于室温环境中。于第 0、2、4、6、

8 天（即 2 次取样时间间隔 48 h）按下述方法取样：

（1）每组取适量鲜根组织，来源于 4 株以上，切成

碎块，精密称取每份 0.30 g 共 35 份，置−80 ℃冰

箱供各种酶活性测定；（2）每组取 30 g 以上样品，

来源于 5 株以上，于 55 ℃下干燥，粉碎过四号筛，

用于测定龙胆苦苷、獐芽菜苦苷、獐芽菜苷和马钱

苷酸含量。以传统加工方法（即 0 d）作对照，比较

处理后各种指标的差异。样品重复 3 次。 

2.2  植物超氧阴离子、H2O2、NO 含量测定 

2.2.1  超氧阴离子含量测定方法  取“2.1”项制备

的 0.30 g 的样品，加入 5 mL 预冷的生理盐水，冰

浴研磨，4 ℃、10 000 r/min 离心 15 min，取上清液

4 ℃保存备用。采用植物超氧阴离子酶联免疫分析

试剂盒测定。用紫外分光光度计在 530 nm 波长处，

1 cm 光径，双蒸水调零，测定吸光度（A）。以系列

NO2 标准含量为横坐标，以对应的 A 值为纵坐标，

制作标准曲线，根据测定管的 A 值进而计算 NO2

含量。平行测定 3 次。将所测得数据代入公式计算。 

超氧负离子含量＝2×n×VT/(W×VS) 

n 为从标准曲线上查得的 NO2含量，VT 为超氧阴离子提取

液总体积，W 为样品鲜质量，VS 为测定时加入提取液体积 

2.2.2  H2O2含量测定方法  取“2.1”项制备的 0.30 

g 每份的样品，按照质量⁚体积＝1∶9 加入 9 倍预冷

的缓冲液（pH 7.8），冰浴研磨，4 ℃、10 000 r/min

离心 20 min，取上清液 4 ℃保存备用。采用过氧化

氢测试盒测定的方法，将上清液加反应试剂混匀，

于 405 nm 处测定 A 值，双蒸水调零。平行实验 3

次。将测得数据代入公式计算。 

H2O2 含量＝(A 测定－A 空白)/(A 标准－A 空白)×C 标准/Cpr 

C 标准为标准品浓度，Cpr 组织匀浆蛋白浓度  

2.2.3  NO 含量测定方法  取“2.1”项制备的 0.30 g

每份的样品，放入冰浴的研钵中，加入预冷的缓冲

溶液（PBS）研磨成匀浆，定容至 5 mL，4 ℃ 10 000 

r/min 离心 20 min，取上清液 4 ℃保存备用，此液

即为粗酶提取液。采用 NO 测定试剂盒，把酶液与

反应试剂混匀，于波长 550 nm 测定 A 值，双蒸水

调零，平行实验 3 次。将测定值代入公式计算。 

NO 含量＝(A 测定－A 空白)/(A 标准－A 空白)×C 标准/Cpr 

C 标准为标准品浓度，Cpr 为组织匀浆蛋白浓度 

2.3  抗氧化酶活性测定 

采用参考文献方法 [15]测定超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD）活性、过氧化氢酶

（catalase，CAT）活性、过氧化物酶（peroxidases，

POD）活性。 

2.4  丙二醛（malondialdehyde，MDA）含量测定 

采用硫代巴比妥酸-分光光度法测定 MDA 含

量[15]。 

2.5  初生代谢途径关键酶活性测定 

2.5.1  1,3-DPG 含量测定方法  取“2.1”项制备的

0.30 g 每份的样品，放入冰浴的研钵中，加入预冷

的 PBS（pH 7.8）研磨成匀浆，定容至 5 mL，4 ℃ 

10 000 r/min 离心 20 min，取上清液 4 ℃保存备用，

用于测定 1,3-DPG 的含量。采用植物 1,3-DPG 

ELISA 检测试剂盒进行测定，严格按照说明书中标

明的时间、加液量及顺序进行温育操作。用酶标仪

在 450 nm 波长下测定各孔 A 值。 

2.5.2  PEPC 活性测定方法  取“2.1”项制备的 0.30 

g 每份的样品，放入预冷的研钵中，加入适量预冷

的提取液研磨成匀浆，定容于 10 mL，4 ℃ 10 000 

r/min 离心 20 min，取上清液 4 ℃保存备用。采用

植物 PEPC ELISA 检测试剂盒，上清液与试剂按顺

序加入 1 mL 比色皿中，立即混匀，蒸馏水调零，

加样本的同时开始计时，记录在 340 nm 波长下的

初始吸光度（A1）值和 5 min 后的吸光度（A2）值，

按公式计算 PEPC 活性。 

PEPC＝1624×(A1－A2)/样品鲜质量 

2.6  次生代谢途径关键酶活性测定 

2.6.1  HMGR 活性测定  取“2.1”项制备的 0.30 g

每份的样品，放入预冷的研钵中，加入适量预冷的

PBS（pH 7.8），研磨成匀浆，定容于 5 mL，10 000 

r/min、4 ℃离心 20 min，取上清液 4 ℃保存备用。

采用植物经 HMGR 试剂盒，用酶标仪在 450 nm 波

长下测定 A 值。 

2.6.2  DXR 活性测定  取“2.1”项制备的 0.30 

g 每份的样品，放入预冷的研钵中，加入适量预

冷的 PBS（pH 7.8），研磨成匀浆，定容于 5 mL，

10 000 r/min、4 ℃离心 20 min，取上清液 4 ℃保

存备用。采用植物 DXR 试剂盒，用酶标仪在 450 

nm 波长下测定 A 值。 

2.7  活性成分含量测定 

2.7.1  混合对照品溶液的制备  精密称取对照品龙

胆苦苷、獐牙菜苦苷、獐牙菜苷、马钱苷酸各适量，

用甲醇溶液制成质量浓度分别为 2.799 2、1.009 2、

0.103 5、1.017 6 mg/mL 的混合对照品溶液。 

2.7.2  供试品溶液的制备  精密称取 1.00 g 龙胆药
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材粉末，置于 50 mL 的锥形瓶中，加入甲醇溶液 30 

mL，摇匀，超声提取 60 min，放冷后称定质量，用

甲醇溶液补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液

经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，即得供试品溶液。 

2.7.3  色谱条件  Diamonsil C18色谱柱（250 mm×4.6 

mm，5 μm）；柱温为 35 ℃；流动相为甲醇（A）-0.3%

磷酸水溶液（B），洗脱梯度：0～15 min，20%～30% 

A；15～25 min，30%～37% A；25～30 min，37%～

20% A；30～50 min，20% A；体积流量 1 mL/min；

检测波长为 240 nm，进样量 10 μL。 

2.7.4  标准曲线的制备  取“2.7.1”项下对照品溶

液 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、1.0 mL，分别用甲醇溶

液定容至 1 mL，制成系列质量浓度龙胆苦苷对照品

溶液，依法进样测定龙胆苦苷的峰面积。取“2.7.1”

项下对照品溶液 0.1、0.3、0.6、0.9、1.2、1.5 mL，

分别用甲醇溶液定容至 5 mL，制成系列质量浓度獐

牙菜苦苷、马钱苷酸对照品溶液，依法进样测定獐

牙菜苦苷、马钱苷酸的峰面积。取“2.7.1”项下对

照品溶液 0.05、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mL，分别

用甲醇溶液定容至 1 mL，制成系列质量浓度獐牙菜

苷对照品溶液，依法进样测定獐牙菜苷的峰面积。

分别以质量浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y）

进行回归，得成分回归方程、相关系数（R2）和线

性范围，见表 1。

表 1  龙胆中 4 种成分的线性关系 

Table 1  Linear relationship of four components in G. scabra 

成分 回归方程 R2 线性范围/(mg·mL-1) 
龙胆苦苷 Y＝10 393 X＋282.22 0.999 8 0.279 9～2.799 2 
獐牙菜苦苷 Y＝16 174 X－145.99 0.999 9 0.020 2～0.302 8 
獐牙菜苷 Y＝15 076 X－8.683 8 0.999 9 0.005 2～0.051 8 
马钱苷酸 Y＝11 807 X－65.656 0.999 9 0.020 4～0.305 3 

2.7.5  精密度试验  取同一供试品（0.50 mmol/L 

SNP 处理后第 4 天样品），按“2.7.2”项下方法制

备供试品溶液，按“2.7.3”项下方法连续测定 6 次，

计算日内精密度；连续 3 d 进样分析，计算日间精

密度。龙胆苦苷、獐牙菜苦苷、獐牙菜苷、马钱苷

酸的日内和日间精密度的 RSD 分别为 0.57%、

0.88%，0.71%、1.08%，0.46%、0.98%，0.92%、0.82%，

表明仪器精密度良好。 

2.7.6  稳定性试验  取同一供试品（0.50 mmol/L 

SNP 处理后第 4 天样品），按“2.7.2”项下方法制

备供试品溶液，于制备后 0、4、8、16、24 h 按“2.7.3”

项下色谱条件进样分析，得到龙胆苦苷、獐牙菜苦

苷、獐牙菜苷、马钱苷酸峰面积的 RSD 值分别为

0.77%、0.42%、1.10%、0.40%，表明供试品溶液在

24 h 内稳定性良好。 

2.7.7  重复性试验  取同一供试品（0.10 mmol/L 

SNP 处理后第 2 天样品），按“2.7.2”项下方法制

备 6 份供试品溶液，按“2.7.3”项下色谱条件进样

分析，得到龙胆苦苷、獐牙菜苦苷、獐牙菜苷、马

钱苷酸质量浓度的 RSD 值分别为 1.21%、1.23%、

1.42%、1.12%，表明该分析方法重复性良好。 

2.7.8  加样回收率试验   取已测定的龙胆粉末

（0.1mmol/L SNP 处理后第 4 天样品）0.10 g，共 6

份，精密称定，分别加入适量质量浓度的对照品，

按“2.7.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.7.3”

项下色谱条件进样分析，计算加样回收率得龙胆苦

苷、獐牙菜苦苷、獐牙菜苷、马钱苷酸加样回收率

分别为 99.01 %、98.91%、98.98%、98.45%，RSD

分别为 1.11 %、1.05%、1.56%、1.44%。 

3  结果与分析 

3.1  不同浓度 SNP 溶液对超氧阴离子、H2O2、NO

含量的影响 

SNP 处理组超氧阴离子含量呈先升高后降低

的趋势，而水组变化趋势不明显（图 1-A）。0.50 

mmol/L SNP 处理组在第 2 天超氧阴离子含量最

高，相比第 0 天增加了 29.0%，极显著高于水组

（P＜0.01）。0.5、2.0 mmol/L SNP 处理组 H2O2 含量

呈先升高后降低再恢复到初始水平，而水组和低浓

度组（0.02、0.10 mmol/L）H2O2含量变化趋势不明

显（图 1-B）。0.50 mmol/L SNP 处理组第 2 天时 H2O2

含量达到 最高，比第 0 天增加了 58.3%，极显著高

于水组（P＜0.01）；在第 6 天呈降低的趋势，比第

0 天增加 18.4%。0.10、0.50、2.0 mmol/L SNP 处理

组 NO 含量呈先升高后降低的趋势，而水组和 0.02 

mmol/L SNP 处理组无明显变化趋势（图 1-C）。0.50 

mmol/L SNP 处理组在第 2 天 NO 含量达到最高

值，比对照组增加了 364.3%，并且极显著高于水

组（P＜0.01）；在第 6 天比对照组增加了 26.3%。

研究结果表明，龙胆鲜根在 0.5 mmol/L 外源 NO 施

加下 ROS 显著且快速响应。
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第 0 天比较：*P＜0.01，**P＜0.05；与水组比较：#P＜0.01，##P＜0.05，下图同 

compared with day 0, *P < 0.01, **P < 0.05; compared with the water group, #P < 0.01, ##P < 0.05, same as below figures 

图 1  不同浓度 SNP 溶液对龙胆中超氧阴离子 (A)、H2O2 (B)、NO (C)质量分数的影响 ( 3=± n , sx ) 

Fig. 1  Effects of different concentrations of SNP solution on mass fractions of superoxide anion (A), H2O2 (B),NO (C) in G. 

scabra ( 3=± n , sx )

3.2  不同浓度 SNP 溶液对 MDA 含量的影响 

0.10、0.50、2.00 mmol/L SNP 处理组 MDA 含量

呈先上升后下降再上升的趋势，0.02 mmol/L SNP 处

理组 MDA 含量呈先上升后下降的趋势，水组 MDA

含量呈缓慢增长趋势（图 2）。0.50 mmol/L SNP 处理

组在第 2 天 MDA 含量最高，比第 0 天增加了 98.4%，

在第 6 天比第 0 天增加了 57.6%，并且都极显著高于

水组（P＜0.01）。研究结果表明，龙胆鲜根在 0.50 

mmol/L 外源 NO 施加下对 MDA 含量有显著影响。 

 

图 2  不 同 浓 度 SNP 溶 液 对 MDA 含 量 的 影 响

( 3=± n , sx ) 

Fig. 2  Effects of different concentrations of SNP solution 

on MDA content ( 3=± n , sx ) 

3.3  不同浓度 SNP 溶液对 SOD、CAT 和 POD 活

性的影响 

SNP 处理组 SOD 活性呈先升高后降低的趋势，

SNP 处理组比水组变化趋势明显（图 3-A）。0.10、0.50 

mmol/L SNP 处理组在第 6 天 SOD 活性达到最高，分

别比第 0 天增加了 284.8%和 235.5%，并且都极显著

高于水组（P＜0.01）。0.10、0.50、2.00 mmol/L SNP

处理组 CAT 活性在第 2 天达到峰值，水组和 0.02 

mmol/L SNP 处理组 CAT 活性无明显变化（图 3-B）。

0.50 mmol/L SNP 处理组在第 2 天时 CAT 活性最高，

比第 0 天增加了 66.0%，并且极显著高于水组（P＜

0.01）。水组、0.50、2.00 mmol/L SNP 处理组 POD 活

性呈先降低后升高再降低最后基本恢复到初始水平

的趋势，低浓度组（0.02、0.10 mmol/L）POD 活性无

明显变化（图 3-C）。0.50 mmol/L SNP 处理组在第 4

天时 POD 活性达到最高，较第 0 天升高了 72.9%，并

且极显著高于水组（P＜0.01）；在第 6 天活性最低，

比第 0 天降低了 29.1%。研究结果表明，龙胆鲜根在

0.50 mmol/L 外源 NO 施加下 SOD、CAT 和 POD 显著

且快速响应。 

3.4  不同浓度 SNP 溶液对 1,3-DPG 含量及 PEPC

活性的影响 

SNP 处理组 1,3-DPG 含量总体呈先上升后下降

的趋势，SNP 处理组比水组变化趋势明显（图 4-A）。

0.50、2.00 mmol/L SNP 处理组在第 4 天活性达到最

高，较第 0 天分别提高了 176.1%、214.1%，第 6

天分别较第 0 天提高了 136.9%和 187.0%，都极显

著高于水组（P＜0.01）。SNP 处理组 PEPC 活性总

体呈先上升后下降的趋势，SNP 处理组比水组变

化趋势明显（图 4-B）。0.50 mmol/L SNP 处理组

在第 4 天和第 6 天 PEPC 活性达到最高，较第 0

天提高了 104.3%和 90.7%，并且极显著高于水组

（P＜0.01）。研究结果表明，龙胆鲜根在 0.50 mmol/L

外源 NO 施加下对 1,3-DPG 含量及 PEPC 活性有显

著影响。 

3.5  不同浓度 SNP 溶液对 HMGR、DXR 活性的

影响 

SNP 处理组 HMGR 活性呈先上升后下降的趋 
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图 3  不同浓度 SNP 溶液对 SOD (A)、CAT (B)、POD (C) 活性的影响 ( 3= n , sx ) 

Fig. 3  Effects of different concentrations of SNP solution on activities of SOD (A), CAT (B) and POD (C) ( 3= n , sx ) 

 

图 4  不同浓度 SNP 溶液对 1,3-DPG 含量 (A) 及 PEPC 活性 (B) 的影响 ( 3=± n , sx ) 

Fig. 4  Effects of different concentrations of SNP solution on content of 1,3-DPG (A) and PEPC activity (B) ( 3=± n , sx ) 

势，水组变化趋势不明显（图 5-A）。0.50 mmol/L SNP

处理组在第 2 天 HMGR 活性达到最高，比第 0 天

提高了 680.0%，第 6 天比第 0 天增加了 205.0%，

并且都极显著高于水组（P＜0.01）。SNP 处理组

DXR 活性呈先升高后降低的趋势，水组 DXR 活性

变化趋势不明显（图 5-B）。0.50 mmol/L SNP 处理

组在第 2 天 DXR 活性达到最高，比第 0 天提高了

94.5%，第 6 天比第 0 天增加了 62.5%，都极显著高

于水组（P＜0.01）。研究结果表明，龙胆鲜根在 0.50 

mmol/L 外源 NO 施加下对 HMGR、DXR 活性有显

著影响。 

3.6  不同浓度 SNP 溶液对环烯醚萜苷含量的影响 

SNP 处理组龙胆苦苷与獐芽菜苦苷含量变化

趋势基本相同，呈现先升高后降低的趋势，水组

变化趋势不明显（图 6-A、B）。0.50 mmol/LSNP

处理组在第 6 天龙胆苦苷与獐芽菜苦苷含量最

高，分别比第 0 天增加了 34.5%和 35.3%，并且极

显著高于水组（P＜0.01）。低浓度组（0.02、0.10 

mmol/L）在第 2 天含量达到最高，但不如在第 6

天 0.50 mmol/L SNP 处理组含量升高显著。SNP 

处理组獐芽菜苷含量先升高后降低的趋势（图

6-C）。0.50 mmol/L SNP 处理组在第 6 天獐芽菜苷 

 

图 5  不同浓度 SNP 溶液对 HMGR (A)、DXR (B) 活性的影响 ( 3=± n , sx ) 

Fig. 5  Effects of different concentrations of SNP solution on activities of HMGR (A) and DXR (B) ( 3=± n , sx ) 
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图 6  不同浓度 SNP 溶液对龙胆中龙胆苦苷 (A)、獐牙菜苦苷 (B)、獐牙菜苷(C)、马钱苷酸 (D) 含量的影响( 3=± n , sx ) 

Fig. 6  Effects of different concentrations of SNP solution on content of gentiopicroside (A), swertiamarin (B), sweroside(C) 

and loganic acid (D) in G. scabra ( 3=± n , sx ) 

含量比第 0 天增加了 1.8%。0.50 mmol/L SNP 处

理组马钱苷酸含量呈先降低后升高再降低的趋

势，其它处理组马钱苷酸含量呈现降低的趋势（图

6-D）。0.50 mmol/L SNP 处理组在第 6 天马钱苷酸

含量最高，比第 0 天增加了 53.7%，并且极显著

高于水组（P＜0.01）。研究结果表明，龙胆鲜根

在 0.50 mmol/L外源NO施加下主要药用成分环烯

醚萜苷有显著影响，在第 6 天含量达到最高值，

龙胆苦苷、獐芽菜苦苷、獐芽菜苷和马钱苷酸含

量分别较第 0 天提高了 34.5%、35.3%、1.8%和

53.7%。 

4  讨论 

生态胁迫对植物伤害的生物学本质是 ROS。在

植物受到环境胁迫时，会导致体内 ROS 含量升高，

超氧负离子是最先产生的 ROS，而且很强的毒害作

用[16]。H2O2虽然具有较低的破坏作用，但如果不及

时消除，它也会通过芬顿反应（Fenton）转化为性

质活泼、破坏力极强的·OH。ROS 可使抗氧化酶的

活性升高或者次生代谢产物含量升高，或者二者均

升高，来减少过量 ROS 积累对生物体的毒害作用，

保证活性氧水平的相对稳定[4,14]。 

4.1  外源NO 对NO、超氧阴离子、H2O2含量的影响 

NO 是一种重要的信号分子，ROS 可以介导

NO 生成，NO 也可以通过调节 ROS 代谢，促进

ROS 生成[17]。本实验中超氧负离子、H2O2 含量在

前 2 天显著增加，说明在 SNP 的作用下，导致

ROS 在前 2 天显著增加，但在第 2 天后含量降低，

其原因可能是由于植物代谢系统发生改变，加强

了对过量 ROS 的消除[18]。在 SNP 作用下 MDA

含量总体呈上升的趋势，但在第 2～6 天有下降的

趋势（图 2），与 ROS 含量变化结果相一致。MDA

的含量常被用来表征植物遭受逆境胁迫的危害程

度[19]，ROS 的累积导致膜脂过氧化形成 MDA。

SNP 可增加 ROS 和 MDA 含量，表明外源 NO 再

现逆境下的生理状态。 

NO 在较高浓度条件下对细胞具有毒害作用，而

在较低浓度条件下具有细胞保护和刺激作用[20-21]，

而NO对ROS的调节作用是通过抗氧化系统的蛋白

质巯基亚硝基化[22-23]，因此 NO 对 ROS 的调节作用

是通过酶来完成的，在较高浓度条件下，NO 也会

破坏酶，这可能是 2.00 mmol/L 组 ROS 含量较低的

原因。而 0.02 mmol/L 和 0.10 mmol/L 组具有明显的

剂量依赖关系，表明该剂量的 NO 尚未完全启动相

关酶。0.50 mmol/L 组表现较好的效果。 

4.2  外源 NO 对抗氧化酶活性的影响 

当植物遭受逆境胁迫时，其体内 ROS 会过量积
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累，导致发生氧化性胁迫，抗氧化酶系统是对抗这

种胁迫的主要途径之一[24]。抗氧化酶有 SOD、POD、

CAT、APX、DHAR、GR 等[25]，其中 SOD、CAT、

SOD 是其中最主要的酶。本实验中超氧负离子、

H2O2 含量在前 2 天显著增加，抗氧化酶系统也做出

反应，各抗氧化酶活性显著增强。SOD 是抵御 ROS

的第一道防线，能催化活性较高的超氧负离子生成

活性很低的 H2O2
[26]，SOD 活性在第 0～6 天 0.50 

mmol/L SNP 处理组显著增加，加强了对超氧负离子

的消除，使超氧负离子含量在第 2～6 天呈显著下

降。CAT 和 POD 是植物消除 H2O2 的 2 种主要酶类，

它们分别在第 0～2 天、第 2～4 天 0.50 mmol/L SNP

处理组活性显著升高，降低了 H2O2 含量。NO 可通

过直接与超氧负离子作用生成对植物毒害小的

ONOO-，还可以与 SOD、CAT、POD 等抗氧化酶

类中血红素铁结合来调节它们的活性，以此来调节

超氧负离子和 H2O2 的含量[17]。以上说明外源 NO

可以显著提高抗氧化酶活性，增强活性氧清除能力，

使 ROS 水平处于动态平衡状态，导致在第 2 天后含

量降低（图 1）。较高浓度的 NO 也会破坏抗氧化酶，

2.00 mmol/L 组抗氧化酶活性并未达到最高水平，

0.02 mmol/L和 0.10 mmol/L SNP 组剂量较低，SOD、

CAT、POD 等相关酶的活性也较低。 

4.3  外源 NO 对 1,3-DPG 含量及 PEPC 活性的影响 

本实验中 1,3DPG 含量和 PEPC 活性升高。1,3-

二磷酸甘油酸是葡萄糖糖酵解的的产物，说明在

SNP 作用下可加快葡萄糖分解速度，为后续的次生

代谢途径提供能量和物质。 

在非光合组织中，PEPC 的主要作用是三羧酸

循环中补充中间体，同时也是初生代谢与次生代

谢的分支点，PEPC 活性升高说明 SNP 调节了植

物代谢途径，为次生代谢产物生物合成提供更多

原料[27]，能够增强植物的次生代谢。有研究表明，

低浓度 NO 提高 PEPC 酶活性及基因表达，可以使

PEPC 活性呈先增加后降低的趋势[28-29]。在不同浓

度处理中，0.50 mmol/L 组 PEPC 活性较高，可使更

多的物质合成次生代谢产物。 

4.4  外源 NO 对次生代谢产物环烯醚萜苷含量的

影响 

龙胆的主要活性成分为环烯醚萜苷类成分，苷

类成分可以保护细胞减少 ROS 的伤害[30]。苷具有

双亲性，既含有亲水性的头部（糖类成分），又含有

疏水性的尾部（萜类成分）。苷类成分的生物学效应

主要是被动保护生物大分子或细胞器。通过膜技术与

原子力显微镜研究证实植物的萜类物质能够容易整

合到磷脂双分子层中[31]，调节维持细胞膜的流动性和

整体性[32]。甲羟戊酸（mevalonic acid，MVA）和 2-

甲基-赤藓醇-4-磷酸（2-methyl erythritol 4- phosphate，

MEP）2 条途径是合成萜烯类化合物的主要途径，

HMGR 和 DXR 分别是 2 个途径的关键限速酶，直接

调控萜烯类化合物的生物合成[33]。有研究表明，波叶

金桂在干旱胁迫下 HMGR、DXR 活性表现出先上升

后下降[34]，本实验中 HMGR 和 DXR 活性趋势也同样

表现出先上升后下降（图 5），在 0.50 mmol/L SNP 处

理组第 2 天活性最高，在第 2～6 天都高于第 0 天，

说明外源 NO 可以显著提高次生代谢酶活性，能够促

进萜烯类化合物合成，从而抵御胁迫。HMGR 是萜类

合成的最主要酶，不同浓度 NO 对几种萜类成分的调

控效果与 HMGR 活性呈明显的正相关，其中 0.50 

mmol/L SNP 处理组效果最佳。在 0.50 mmol/L SNP

处理组中，龙胆苦苷、獐芽菜苦苷和马钱苷酸含量在

第 6 天都显著高于第 0 天（图 6），含量分别提高了

34.5%、35.3%和 53.7%，提高幅度之大鲜有报道。獐

芽菜苷在第 4 天含量最高，第 6 天与第 0 天无显著差

异，可能有 2 方面原因：一方面是因为獐芽菜苷含量

较低，受环境影响较大，含量有微小的变化可能就有

明显的变化趋势；另一方面因为萜类合成途径中最先

产生的是獐牙菜苷，经过一系列酶促反应，最后脱羟

基形成龙胆苦苷[35]，作为中间产物含量较低。 

ROS 能够增强植物的次生代谢从而改变药材

的质量。龙胆药材为正常采收期，采收后处理 8 d，

虽然存在呼吸作用会消耗一定量的营养物质，但最

总体产量不会产生较大影响，而逆境条件下对产量

影响更大。通过不同浓度 SNP 对龙胆鲜根的处理，

0.50 mmol/L SNP 处理组能够显著增加超氧负离子、

H2O2、NO 和 MDA 的含量，再现植物逆境条件下

的生理状态，提高了抗氧化酶活性，同时也增加了

初生代谢和次生代谢过程中关键酶活性和关键物质

的含量。0.50 mmol/L SNP 处理组在第 6 天使龙胆

药材中有效成分龙胆苦苷、獐芽菜苦苷、獐芽菜苷

和马钱苷酸 4 种萜类化合物含量分别增加 34.5%、

35.3%、1.8%和 53.7%，药材的质量得到显著提升。

通过人为调控 ROS 再现龙胆逆境条件下的生理状

态，方法简单易行，劳动力成本很低，还可显著提

高龙胆药材质量，可为优质药材生产提供新的途径。 
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