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自然生境中五爪金龙总黄酮含量的比较
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摘要：五爪金龙（Ipomoea cairica（Linn.）Sweet）是粤东地区的主要入侵杂草，危害严重农林业生产和自然生态系统。采用超声波辅助乙醇浸提、硝酸铝-亚硝酸钠显色法测定并比较了自然生境中五爪金龙各器官的总黄酮质量分数，试图为五爪金龙生态适应性的探讨、化学成分开发利用的可行性提供有价值的参考。结果表明：总黄酮质量分数在五爪金龙不同器官中的分布规律相同，表现为叶>根>花>茎，叶片总黄酮质量分数与其他器官的差异均达显著水平（P<0.05），其中植物园生境中五爪金龙叶片总黄酮质量分数为最高，达到1.156 mg·g-1，卧石洞生境中五爪金龙茎总黄酮质量分数最低，仅为0.175 mg·g-1；不同的自然生境中，五爪金龙总黄酮质量分数也存在显著差异，光照强度及种间竞争程度这两个因子对五爪金龙的总黄酮质量分数有明显影响，彼此呈正相关关系；五爪金龙植物总黄酮质量分数最高为0.670 mg·g-1（植物园），虽然五爪金龙的总黄酮质量分数低于目前已经报道的一些植物，但是其资源丰富，成本低廉，亦具有一定的开发价值。
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五爪金龙（Ipomoea cairica（Linn.）Sweet）， 旋花科（Convolvulaceae）番薯属多年生草质藤本，原产美洲[1]，其生态适应性广泛，生长迅速，生产力高，常在路旁、林缘、河岸滩涂、撂荒地、垃圾场及果园等生境中形成群落优势种群，影响农林业生产，破坏生物多样性，其入侵力和危害性不亚于有“植物杀手”之称的薇甘菊（Mikania micrantha H. B. K.），目前广布于东南、华南、西南等区域，是粤东及整个华南地区危害最为严重的入侵杂草之一，其生物量以吨计[2]。
黄酮类化合物（Flavonoid）又称黄酮体、黄碱素，是在植物界中分布最广的一类化学成分，几乎每种植物都含有此类化合物[3]，他们常以游离态或与糖结合成苷的形式存在，是具有C6－C3－C6构成的化合物的总称，遍布植物体的各组织和器官。黄酮类化合物对植物的生长、发育、开花、结实以及抵御异物的侵入等生理活动起着重要的作用；黄酮类化合物具有较强的生理活性，具有明显的抗溃疡、抗肿瘤、抗菌、抗炎、解痉、降血脂及镇痛等作用[4]，在医药方面具有广泛的开发前景。

迄今为止，针对入侵杂草五爪金龙的研究包括生活史特性[5-6]、化感作用[7]、光合特性[8]及防除对策的探讨[3]，而专门针对五爪金龙的化学成分和对入侵生境的生理生态适应性研究颇少。
本实验选择了潮州市郊五个不同的具有五爪金龙种群分布的自然生境为采样地，以五爪金龙的根、茎、叶及花作为实验材料，采用超声波辅助乙醇浸提、硝酸铝-亚硝酸钠显色法从五爪金龙各器官中提取黄酮类物质，用分光光度法测其质量分数，研究总黄酮在五爪金龙植株各器官中的分布规律，比较自然生境中总黄酮物质质量分数的差异并分析黄酮类物质对入侵植物生长发育、抵御异体植物和适应环境的作用，从而为入侵植物五爪金龙的入侵机制的研究及化学成分的开发利用的可行性提供有价值的参考。
1  实验仪器、药品及材料
1.1  实验仪器
主要实验仪器：数控超声波清洗器（型号：KQ-500DV）；三用紫外分析仪（型号：ZF-C1G）；双光束紫外可见分光光度计（型号：UV-4802H）；循环式真空泵（型号：SHZ-DⅢ）；爱朗旋转蒸发仪（型号：EYELA-N1001）；精密电子天平（型号：BS-124-S）；叶绿素计（型号：SPAD-502）；便携式pH计（型号：Sartorius-PT10）等。
1.2  实验药品
主要实验药品：95%乙醇（CH2CH2OH ，46.07）；60%乙醇（CH2CH2OH，46.07)；亚硝酸钠（NaNO3，69.00）；硝酸铝（Al(NO3)3·9H2O，375.13）；氢氧化钠（NaOH，40.00）；盐酸（HCl，36.46）；浓氨水（NH3·H2O，35.05）；三氯化铝（AlCl3·6H2O，241.5）；冰醋酸（CH3COOH，66.05）；乙酸镁（(CH3COO)2Mg，89.04）；芸香叶苷（C27H3O16·3H2O，664.57）；正丁醇（CH3(CH2)2CH2OH，74.12）等，以上实验药品均为分析纯（AR）。

1.3  实验材料
选择潮州市慧如公园、东丽湖边、植物园、卧石洞、红山森林公园五个不同自然生境中的五爪金龙植株各器官（包括叶、根、茎、花）作为实验材料。采样地潮州市位于粤东，广东省第二大江韩江中下游，介于东经116°22′~117°11′，北纬23°26′~24°14′之间，濒临南海，日照充足，雨量充沛，夏长冬短，气候温和，年平均气温21.4 ℃，极端最高气温39.6 ℃，极端最低气温-0.5 ℃，年均降雨量1685.8 mm，属海洋性季风气候，亚热带常绿阔叶林生态系统类型。
2  实验方法
2.1  各样地生态因子的测定

在野外调查的基础上，确定五个有五爪金龙种群分布的生境作为样地，分别对五个样地的部分生态因子进行测定，包括了五爪金龙自身生长情况、光照情况、土壤pH值、土壤含水量、叶绿素含量（表1）伴生植物种类（表2）等。土壤pH值采用便携式pH计测定；土壤含水量则通过质量法，即土壤样品（自然湿土）中的水分经105 ℃烘至恒定质量，计算土样损失的质量与烘干土质量的百分比，即土壤含水量=（土壤干质量－土壤鲜质量）/土壤干质量×100%；叶绿素含量（相对含量）采用SPAD-502叶绿素计测定；生境光照强度采取目测法；通过直接识别或采集标本，鉴定各生境中五爪金龙的主要伴生植物种类。
2.2  实验样品（包括叶、根、茎、花）的处理
表2  各生境中五爪金龙主要伴生种
Table 2  Primary companion species of Ipomoea cairica in different habitats
	自然生境
	五爪金龙主要伴生植物

	慧如公园
	苏门答腊金合欢(cacia glauca)、水茄(Solanum torvum)、阴香(Cinnamomum burmannii)、竹节草(Commelina nudiflora)、肖梵天花(Urena lobata)、南美蟛蜞菊(Trilobate Wedelia)等

	东丽湖
	假连翘(Duranta repens)、苏门答腊金合欢(Acacia glauca)、南美蟛蜞菊(Trilobate Wedelia)、水茄(Solanum torvum)、鬼针草(Bidens pilosa)等

	植物园
	苏门答腊金合欢(Acacia glauca)、水茄(Solanum torvum)、牵牛花(Pharbifis nil)、薇甘菊(Mikania micrantha)、野茼蒿(Gynura crepidioides)等

	卧石洞
	苏门答腊金合欢(Acacia glauca)、野茼蒿(Gynura crepidioides)、红花酢浆草(Oxalis rubra)、牵牛花(Pharbifis nil)、鬼针草(Bidens pilosa)、南美蟛蜞菊(Trilobate Wedelia)等

	森林公园
	苏门答腊金合欢(Acacia glauca)、马尾松(Pinus massoniana)、绣毛莓(Rubus reflexus)、台湾相思(Acacia richii)、桃金娘(Rhodomyrtus tomentosa)、南美蟛蜞菊(Trilobate Wedelia)等


表1  各采样地生境条件概况1)
Table 1  General situation of sample plots
	自然生境
	土壤含水量/%
	土壤pH值
	光照条件
	地形特征
	五爪金龙叶绿素相对含量(SPAD)
	五爪金龙长势情况

	慧如公园
	20.5±0.55
	5.78±0.03
	背阴
	山坡
	37.62±1.23
	一般

	东丽湖
	22.5±0.61
	5.91±0.04
	一般
	平地
	40.84±1.52
	较好

	植物园
	21.8±0.42
	6.23±0.02
	很强
	平地
	44.23±1.09
	较好

	卧石洞
	17.8±0.38
	5.92±0.02
	较强
	山坡
	43.77±1.34
	一般

	森林公园
	16.1±0.31
	5.85±0.01
	背阴
	山坡
	34.98±0.98
	较弱


注：1)表中数据为平均值±标准方差。下同
将从不同生境中采集的实验样品分开烘干（恒温烘箱，设置温度60 ℃，烘至恒质量）、粉碎并装于密封袋中，注明来源地、器官名称并封口，放置在干燥箱中备用。
2.3  总黄酮成分提取
准确称取五爪金龙各器官各样品干粉末6 g，加95%乙醇80 mL，超声波提取2.5 h，抽滤；滤渣再加95%乙醇80 mL，超声波提取2.5 h，抽滤，合并两次滤液，减压回收乙醇（通过旋转蒸发仪分馏回收溶液中的乙醇）至滤液仅剩5~7 mL为止，放置100 mL容量瓶中，用60%乙醇稀释至刻度，得到样品溶液[9]。

2.4  总黄酮质量分数的测定

波长的选择：取样品液适量，在0.35%亚硝酸钠溶液存在的碱性条件下，经硝酸铝-亚硝酸钠显色后，以试剂为空白参比液在420~700 nm波长范围测定螯合物的吸光度，螯合物于510 nm波长处有最大吸收值，故测定时选用波长值为510 nm。
标准曲线的绘制：分别精确吸取芦丁标准液（0.2 mg·mL-1）0 mL、0.5 mL、1.0 mL、2.0 mL、3.0 mL、4.0 mL于10 mL容量瓶中，加0.5 mL NaNO2（1∶20）溶液，摇匀放置6 min，加入0.5 mL Al(NO3)3（1∶10）6 min后，再加4 mL NaOH溶液(1 mol·L-1），定容，摇匀放置10~20 min。在510 nm波长处，测量不同质量浓度（c）下溶液的吸光度值（A），以吸光度值为纵坐标，质量浓度为横坐标进行回归拟合[9]。
总黄酮质量分数（w）的测定：精确吸取样品液0.5 mL，置于10.00 mL容量瓶，按标准曲线的制备方法测定各样品溶液的吸光度，并利用回归方程算出五爪金龙总黄酮质量浓度，然后根据下式计算样品总黄酮质量分数：样品总黄酮质量分数（%）=（总黄酮质量浓度×提取液体积）/样品粉末质量×100%（其中各提取液体积为160 mL，样品粉末质量为6 g）；所有的实验采用5次平行重复，应用SPSS软件对实验数据进行Duncan氏多重比较。
3  实验结果与分析

3.1  标准曲线的建立

根据表3芦丁质量浓度（ρ）与吸光度（A）拟合标准曲线及相关性值（
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表3  标准芦丁质量浓度 (ρ) 与吸光度 (A)
Table 3  Consistency (ρ) and absorbance (A) of standard rutin
	项目
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	芦丁质量浓度c/(mg·mL-1)
	0
	0.01
	0.02
	0.04
	0.06
	0.08

	吸光度A
	0
	0.056
	0.181
	0.446
	0.706
	0.972


3.2  相同生境中五爪金龙不同器官总黄酮质量分数的比较

表5  不同生境中五爪金龙各器官总黄酮质量分数的差异性检验
Table 5  Significant comparison of total flavone w of Ipom oea cairica’ organs in different habitats
	生境
	总黄酮质量分数(平均值±标准误差)/(mg·g-1) 

	
	叶
	根
	花
	茎
	平均

	慧如公园
	0.656 ± 0.121b
	0.538 ± 0.096b
	0.331 ± 0.092c
	0.214 ± 0.034bc
	0.406 ± 0.067c

	东丽湖
	1.049 ± 0.141a
	0.463 ± 0.003bc
	0.491 ± 0.019ab
	0.353 ± 0.014a
	0.555 ± 0.043b

	植物园
	1.156 ± 0.184a
	0.826 ± 0.061a
	0.568 ± 0.072a
	0.345 ± 0.033a
	0.670 ± 0.048a

	卧石洞
	0.715 ± 0.032b
	0.462 ± 0.037bc
	0.284 ± 0.035c
	0.175 ± 0.021c
	0.382 ± 0.006cd

	森林公园
	0.422 ± 0.019c
	0.376 ± 0.034c
	0.402 ± 0.036b
	0.230 ± 0.012b
	0.314 ± 0.007d


分别比较相同生境中五爪金龙各个器官中总黄酮的质量分数。植物园、卧石洞这两个生境中，五爪金龙各器官的总黄酮质量分数的大小关系如下：叶>根>花>茎，并且四者之间的差异性均达到显著水平（P<0.05）；慧如公园的五爪金龙的叶部与根部的总黄酮含量在统计学意义上接近，而在数值上叶部质量分数仍然最高，并且与花、茎部的质量分数差异达到显著水平；东丽湖与森林公园两个生境中的五爪金龙的叶部的总黄酮质量分数最大，平均含量是其他器官含量的2~3倍，茎部的含量最低，根部与花部的质量分数相近。归纳五个生境中五爪金龙各个器官的总黄酮质量分数情况，在同一自然生境中，五爪金龙各器官的总黄酮质量分数的总的趋势为：叶>根>花>茎，叶部的质量分数最高，茎部的质量分数最低。
3.2  不同生境中五爪金龙各器官总黄酮质量分数的比较

分别比较不同生境中五爪金龙相同器官中总黄酮的质量分数。植物园采样地的叶、根、花、茎及各器官平均总黄酮质量分数表现最高，与其他四个采样地的五爪金龙各器官总黄酮质量分数相比，其差异性均达到显著水平；其次是东丽湖采样地的总黄酮质量分数也较高，明显高于其他三个生境；对于叶、根、花、茎四个器官来说，总黄酮质量分数的表现最低的生境分别是森林公园、森林公园、卧石洞、卧石洞、森林公园（表4）。综合来看，东丽湖与植物园的五爪金龙总黄酮物质质量分数相对较高，慧如公园次之，卧石洞与森林公园表现较低。
3.3　五爪金龙总黄酮质量分数的分析

从表4可以看出，五爪金龙叶片总黄酮物质质量分数最高达到1.156 mg·g-1（植物园），根部最高达到0.826 mg·g-1（植物园），花部最高达到0.568 mg·g-1（植物园），茎部最高达到0.353 mg·g-1（东丽湖）；将测量得到的不同生境中各个器官的总黄酮质量分数进行算术平均，五爪金龙全株的总黄酮质量分数最高达到0.670 mg·g-1（植物园）。
表4  相同生境中五爪金龙各器官总黄酮质量分数的差异性检验2)
Table 4  Significant comparison of total flavone w of Ipomoea cairica’ organs in same habitats
	器官
	总黄酮质量分数(平均值±标准误差)/(mg·g-1)

	
	慧如公园
	东丽湖
	植物园
	卧石洞
	森林公园

	叶
	0.656 ± 0.121a
	1.049 ± 0.141a
	1.156 ± 0.184a
	0.715 ± 0.032a
	0.422 ± 0.019a

	根
	0.538 ± 0.096a
	0.463 ± 0.003b
	0.826 ± 0.061b
	0.462 ± 0.037b
	0.376 ± 0.034b

	花
	0.331 ± 0.092b
	0.491 ± 0.019b
	0.568 ± 0.072c
	0.284 ± 0.035c
	0.402 ± 0.036b

	茎
	0.214 ± 0.034b
	0.353 ± 0.014b
	0.345 ± 0.033d
	0.175 ± 0.021d
	0.230 ± 0.012c


注：2)采用Duncan法进行多重比较，表中同列中有相同字母表示差异不显著，无相同字母表示差异显著（P<0.05）。下同
4  结论
五爪金龙各器官总黄酮质量分数分布规律性较强，其从高到低的顺序是：叶>根>花>茎。地上部组织中的总黄酮质量分数均以叶最多，茎最少；地下根系的总黄酮的质量分数也较多，由此可以推测五爪金龙体内的总黄酮物质的产生、转化与储藏均与叶密切相关，总黄酮物质主要通过叶片合成，部分通过茎的运输到了地下，而地下根系中代谢活性较强的部位也产生黄酮类物质，从地上、地下两个方向将黄酮类物质运输到主根[10]，但是大部分黄酮类化合物仍然储存在叶片中。总黄酮化合物在五爪金龙植株体内各器官的分布规律与夏腊梅（Sinocalycanthus chinensis）相似[11]，与马齿苋（Portulaca oleracea）相反[12]。
植物的次生代谢是植物在长期进化中与环境相互作用的结果，次生代谢物质在植物提供自身保护和生存竞争能力、协调与环境关系上充当着重要的角色，植物的次生代谢产物可分为苯丙素类、醌类、黄酮类、单宁类、类萜、甾体及其甙、生物碱七大类。其中黄酮类化合物是植物体内非常重要的一类次生代谢产物，参与生长发育过程的调节，是植物活性调节因素之一，在抗虫、抗病、异株相克、吸引昆虫授粉、保护植物免受紫外线灼伤、防止病原微生物侵袭等方面起着重要作用[3]。植物对环境的适应不仅表现在形态结构的可塑性上，而且也表现在生理生化的过程中，而次生代谢产物则成为植物在生理生化方面适应环境的物质基础[13-14]。从不同生境的生态因子及五爪金龙自身叶绿素相对含量、生长状况可以看出：黄酮类化合物的质量分数与生境条件关系密切，尤其与光照条件、植株的叶绿素相对含量呈正相关关系。植物园与东丽湖这两个生境，光照充足，土壤水分及营养良好，但是五爪金龙伴生植物多，按照Crime的CSR生境和植物生活史分类法，这两个生境属于低严峻度、低干扰生境，因此群落中各种植物生长竞争激烈，五爪金龙是具有强大竞争能力的入侵杂草，次生代谢旺盛，高的总黄酮质量分数一方面用以保护植物组织，使其免受紫外线辐射，另外可以抵御或抑制其伴生植物的生长，从而为自身的发展创造更有利的外部环境；有研究表明许多入侵植物如紫茎泽兰（Eupatorium adenophorum）、薇甘菊、三裂蟛蜞菊（Wedelia trilobata）、胜红蓟（Ageratum conyzoides）、水葫芦等都具有较强的化感作用，其中黄酮类化合物是化感物质的重要组成部分[10]，他们通过分泌释放化学物质，抑制其他物种的生长，减少入侵地中原物种的种类和数量，甚至导致物种濒危或灭绝，而五爪金龙同样具有较强的化感作用[7]，在自然生境中，五爪金龙通过攀爬、缠绕和覆盖伴生植物，争夺阳光、水分和养分，大肆侵占空间，是其入侵的主要特征，而其对伴生植物的化感作用，也是其入侵机制之一，有研究表明白猪殃殃草（Galium aparine）、红三叶草（Trifolium pratense）、荭草（Polygnlum orientale）等植物会通过根系分泌一些黄酮化合物[15]，抑制其他植物根的生长，由此可以推测黄酮类化合物是五爪金龙的化感物质之一。卧石洞、森林公园、慧如公园等三个生境地，主要为
生长良好的次生林，人为扰动较少，五爪金龙的伴生植物多为高大乔木，光照条件较差，五爪金龙在对于光照、水分、养分等因子的种间竞争中处于劣势，长势较弱，因此生命活动受到一定的抑制，次生代谢相对较弱，总黄酮质量分数相对较低，由此也说明人为干扰少、保存完好的森林能够有效的抑制杂草的入侵，红山森林公园是省级森林公园，森林保护完好，乔木高大，郁闭度高，物种丰富，野外调查表明，五爪金龙在森林公园内的分布范围小，数量少，生长状况较差；而受到人为干扰或影响的光照条件良好的生境往往容易被杂草成功入侵，尤其是五爪金龙常常在路边、废弃的工地、垃圾堆、民居附近、农田或果园等人为干扰严重的生境中形成群落优势种群，此外，三裂蟛蜞菊、薇甘菊等华南地区主要入侵杂草均具有相似的入侵特征。总之，植物次生代谢是一个极具潜力的研究领域，尤其是环境应力与入侵植物次生代谢产物之间的关系研究，对于外来植物入侵机制的探讨具有重要的意义
由于入侵杂草直接威胁到农林业生产和自然生态系统，所以过去人们针对入侵植物研究主要集中在入侵机制、防控措施方面，而入侵植物生态适应性强、分布范围广、繁殖迅速、生产力高，资源丰富，对入侵植物的开发利用也越来越受到人们的重视，有学者提出利用外来植物的次生代谢产物开发研制医药和植物源除草剂等，其中关于薇甘菊、飞机草（Eupatorium odoratum）等入侵杂草的总黄酮化合物的研究已见报道[10]，因此开发利用入侵杂草的前提基础是探明入侵植物的化学成分及质量分数。华南地区气候温暖湿润，大部分入侵杂草如薇甘菊、五爪金龙、三裂蟛蜞菊等能全年生长，生物量高，资源丰富而廉价，如能对他们的化学成分加以开发利用，则能化害为利，减少其对生态系统的危害，从而实现经济、社会、生态三大效益的协同发展。虽然五爪金龙的总黄酮质量分数比已经报道的杜仲（Eucommia ulmoides）[16]、野葛（Pueraria lobata）[17]根等低，但是五爪金龙资源丰富，成本低廉，仍然具有一定的开发应用价值。本实验仅仅测定了不同自然生境中五爪金龙的总黄酮化合物的质量分数及其差异，而五爪金龙总黄酮的具体成分和结构则需进一步分析和鉴定。
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Comparison of total flavone content of Ipomoea cairica in natural habitats

Zhu Hui1, Ma Ruijun1, Wu Shuangtao2, Lin Chengjun, Chen Silong1

1. Department of Biology, Hanshan Normal University, Chaozhou 521041, China;
2. Research Institute of Enviornmental Chemistry and Technology, Hanshan Normal University, Chaozhou 521041, China

Abstract: Ipomoea cairica (Linn.) Sweet belong to Convolvulaceae and is the main invasive weed in Southern China Region, and does great harm to natural ecosystem, agriculture and forestry industry. The total flavone content (w) was extracted and measured from Ipomoea cairica by using ultrasonic wave assisted ethanol extraction and Al(NO3)3-NaNO2 chromogenesis method, this experiment attempts to provide some value references for studying on ecological suitability, development and utilization of Ipomoea cairica. The main results were as follows: distribution of total flavone content had the same pattern in all parts of Ipomoea cairica in each habitat, which showed: leaf>root>flower>stem, maximum value of total flavone content reached 1.156 mg·g-1 from leaf in botanic garden, minimum value of total flavone content was only 0.175 mg·g-1 from stem in Woshi Hole, the significant difference of total flavone content existed between leaf and other organs at 0.05 level; total flavone contents of Ipomoea cairica existed statistically significant difference among different natural habitats, light intensity and interspecific competition degree are two important factors for affecting total flavone content, and a steady equilibrium relationship exists between two factors and total flavone content; the average total flavone content of Ipomoea cairica reached 0.670 mg.g-1 (botanic garden), which is the highest level for all habitats and lower than some plants reported such as Eucommia ulmoides, Pueraria lobata and Ginkgo biloba, but Ipomoea cairica has still a certain exploitative and applied value because of abound resources and low cost.
Key words: natural habitat; Ipomoea cairica (L.) Sweet; ultrasonic wave; extraction; flavonoid 
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