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［摘要］　目的：了解可能促进蛇足石杉孢子萌发及植株生长的土壤酶种类及其活性情况。方法：分别采集重庆
黄水镇蛇足石杉分布区中５年、１０年、１５年生柳杉林地土壤，海南霸王岭东五样地和东二样地土壤。采用酶联免疫
法测定土壤中蛋白酶、过氧化氢酶、多酚氧化酶、脲酶、蔗糖酶、纤维素酶和磷酸酶７种酶活性。结果：重庆１５年
林地、海南东五等有蛇足石杉分布的样地中重庆１５年林地样地的蛋白酶、过氧化氢酶及多酚氧化酶活性较高，而
海南样地脲酶、蔗糖酶活性较高；重庆１５年林地土壤蛋白酶、过氧化氢酶及磷酸酶活性高于５年和１０年林地，而
多酚氧化酶、脲酶、蔗糖酶活性低于二者；５年林地土壤纤维素酶活性较高；海南东五样地土壤蛋白酶、蔗糖酶、
纤维素酶及磷酸酶活性低于东二样地，两样地在过氧化氢酶、多酚氧化酶及脲酶活性方面差异不显著。结论：蛋白

酶、过氧化氢酶和多酚氧化酶可能有利于蛇足石杉孢子萌发；较高的脲酶、蔗糖酶、纤维素酶和磷酸酶活性可能更

有利于蛇足石杉植株生长。
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蛇足石杉 Ｈｕｐｅｒｚｉａｓｅｒｒａｔａ（ＴｈｕｎｂｅｘＭｕｒｒａｙ）
Ｔｒｅｖｓ，又名千层塔，隶属石杉科石杉属，为一种拟
蕨类植物，多年生草本，高２０～３０ｃｍ，生长于潮
湿、富含腐殖质的林下。在我国主要分布在长江以

南各省，尤以江西、安徽、湖南、重庆等地较多。

该植物为我国一种传统中药材，以茎叶入药，常用

于治疗瘀血肿痛、挫伤等［１］。现代研究表明，蛇

足石杉植物体含石杉碱甲，对治疗早老性痴呆效果

较好，且毒副作用最小［２］。该物种也因此引起全

世界人们的关注，对其原料需求量剧增。但该植

物生长较为缓慢，年生长高度 ２～３ｃｍ［３］，大量
无序采集造成资源储量迅速减少，野生资源分布

范围迅速萎缩，加上环境不断变化，尤其是干旱

气候影响，导致部分地区的蛇足石杉储量锐减甚

至绝迹。

当前蛇足石杉资源储量远不能满足市场需求，

要解决原料短缺问题最为有效的措施是开展规模化

种植，而目前迅速扩繁技术尚未成熟，致使规模化

生产难以实施。蛇足石杉的主要繁殖方式为孢子繁

殖和芽胞繁殖［４］。尽管由芽胞萌发生长至成熟孢

子体的周期较短，但芽胞数量较少，不足以实施产

业化。孢子繁殖是实施产业化的潜在方式，成株可

每年产生几个至几十个孢子囊，每个孢子囊内含上

万个孢子。但在人工可控环境中如何促进大量孢子

快速萌发是当前亟待解决的难题。在野外，成熟的

孢子散落在富含腐殖质、潮湿的土壤中，于适宜条

件下萌发，经过配子体世代形成孢子体。而在人工

控制条件下孢子却难以萌发，调查发现孢子休眠时

间较长，几年甚至十几年，但休眠原因及打破休眠

的方法尚不清楚。野生环境中可能存在促进孢子萌

发的微生物和多种酶类。土壤中的酶类主要有：过

氧化氢酶、多酚氧化酶、腺酶、蛋白酶、磷酸酶、

脱氢酶和蔗糖酶等［５６］，这些酶是土壤生化过程中

重要参与者，在物质和能量交换过程中起重要

作用［７］。

蛇足石杉适宜生长在多年生林地土壤中，土壤

含有丰富的酶类，这些酶可能对蛇足石杉的孢子萌

发和植株生长起到直接或间接的促进作用。蛇足石

杉内生菌以及微生物促进孢子萌发已有研究［８９］，目

前尚未找到能够促进孢子萌发的关键微生物，也未

见关于土壤酶对蛇足石杉孢子萌发影响的报道。本

研究拟通过分析以孢子繁殖为代表的重庆市黄水镇

蛇足石杉天然居群及以芽胞繁殖为代表的海南昌江

霸王岭自然保护区蛇足石杉天然居群的土壤酶活性

差异，找出可能促进孢子萌发和植物生长的土

壤酶。

１　材料与方法

１１材料

１１１采样位置　土壤材料采集地点为重庆石柱县
黄水镇，海拔 １３００ｍ左右，地理坐标：Ｎ２７°２９′，
Ｅ１０８°３９′；海南省霸王岭自然保护区石峰，海拔
１３００ｍ左右，地理坐标：Ｎ１８°５０′，Ｅ１０９°０５′。
１１２样地类型及采样方法
１１２１重庆黄水镇样地（ＣＱ）　该样地蛇足石杉居
群主要分布在生长１０年以上的柳杉林下，居群大小
视柳杉林地面积而定。分别采集生长５年、１０年和
１５年的柳杉林内地表 ２０ｃｍ的土壤，其中 １０年和
１５年柳杉林地有蛇足石杉分布，１０年林地内仅有幼
苗和幼株，１５年林地既有成株又有幼苗和幼株。每
个居群采集６份土样，每份土样按 Ｘ取样法采集５
份土样混合而成。

１１２２海南霸王岭样地（ＨＮ）　该样地包括东五
样地和东二样地，其中东五样地海拔 １３００ｍ左
右，有蛇足石杉分布，居群面积约１２００，该居
群繁殖方式以芽胞繁殖为主，８０％的幼苗来自芽
胞，９５％以上的成株均产生芽胞；东二样地无
蛇足石杉部分，海拔 ８００ｍ左右。两样地均采
用 Ｓ取样法在该居群中采集距地表２０ｃｍ左右的
土壤。每个样地、每种林地类型分别采集土样

６份。

１２测定方法

采用酶联免疫法测定蛋白酶（活性单位为Ｕ·Ｌ－１）、
过氧化氢酶（活性单位为 ＩＵ·Ｌ－１）、多酚氧化酶（活
性单位ＩＵ·Ｌ－１）、脲酶（活性单位 ＩＵ·Ｌ－１）、蔗糖酶
（活性单位Ｕ·Ｌ－１）、磷酸酶（活性单位为 Ｕ·Ｌ－１）、
纤维素酶（活性单位Ｕ·Ｌ－１）。

经测定标准溶液，得出７种酶活性的标准曲线方
程：蛋白酶：Ｙ＝２５１１３４Ｘ＋０１７８３（ｒ＝０９９８４）；
过氧化氢酶：Ｙ＝６９７８７Ｘ＋３４５４９（ｒ＝０９９８３）；多
酚氧化酶：Ｙ＝２０７２３４７Ｘ＋８８５８２（ｒ＝０９９８３）；脲
酶：Ｙ＝５０３９２７９Ｘ＋８２３４５（ｒ＝０９９８３）；蔗糖
酶：Ｙ＝４２５５２８８Ｘ＋１５０６６０（ｒ＝０９９８７）；磷酸酶：
Ｙ＝４１３７７０９Ｘ＋１３７５８（ｒ＝０９９８５）；纤维素酶：
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Ｙ＝８２５２８５Ｘ＋２２４（ｒ＝０９９８７）。

１３数据处理

数据用ＳＰＳＳ１７０进行方差分析和多重比较。

２　结果与分析

２１两个蛇足石杉居群的土壤酶活性比较

土壤酶活性比较见表 １。蛋白酶活性、过氧化
氢酶活性和多酚氧化酶活性：重庆１５年林地＞海南
东五样地；脲酶活性和蔗糖酶活性：重庆 １５年林
地＜海南东五样地；纤维素酶活性、磷酸酶活性：
两样地无显著性差异。

表１　两个蛇足石杉居群土壤酶活性比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

酶类型

样地土壤酶活性

ＣＱ（１５年林地） ＨＮ（东五）

蛋白酶 ６１３１±３４９ａ ３４８７±５４９ｂ

过氧化氢酶 １４２２５±１７５５ａ １１９５１±１０９２ｂ

多酚氧化酶 ３６１３７±５７４４ａ １９５４１±３３６２ｂ

脲酶 ８０２９１±１４５２ｂ １２４９７２±１４１８９ａ　

蔗糖酶 　５８８０９±１１９０４ｂ 　７１１５±３４４６ａ

纤维素酶 ９６７６±２４７３　 ９８０６±１８１８　

磷酸酶 ６７６８７±４３３７　　 ６０５５±１０４７７　

　　注：不同字母表示差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；下同。

２２重庆不同株龄林地土壤酶活性比较

重庆黄水镇不同株龄的柳杉林中土壤酶活性比

较见表２。１５年株龄的柳杉林地蛋白酶活性、过氧
化氢酶活性及磷酸酶活性较高；５年和１０年株龄柳
杉林地多酚氧化酶、脲酶、蔗糖酶活性较高；５年
株龄林地活性较低的土壤酶有蛋白酶、过氧化氢酶、

磷酸酶。

２３海南霸王岭两样地土壤酶活性比较

海南霸王岭样东五样地和东二样地土壤酶活性

结果见表３。东二样地蛋白酶活性、蔗糖酶活性、
纤维素酶活性及磷酸酶活性均高于东五样地，而过

氧化氢酶、多酚氧化酶、脲酶等酶活性无显著

差异。

３　讨论

土壤酶包括胞内酶和胞外酶，主要来源于土壤

微生物、植物根系分泌物和动植物残体，是生态系

统的物质循环和能量流动等生态过程中最为活跃的

生物活性物质［７，１０１１］。土壤酶种类和活性反映了土壤

肥力状况，影响根系对养分、水分的吸收，从而影

响植物生长发育［１２］。目前尚未实现蛇足石杉规模化

种植，仅有小面积栽培，且种苗全部来自于野生，

因此原生境对孢子萌发极其重要，原生境中的土壤

酶可能对孢子萌发有促进作用，也会影响蛇足石杉

生长发育。

表２　重庆黄水镇不同株龄柳杉林地土壤酶活性（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

酶类型

柳杉林地年限土壤酶活性

５年 １０年 １５年

蛋白酶 　３１５５±４４６ｃ 　４２４３±６４７ｂ ６１３１±３４９ａ　

过氧化氢酶 　　　８２±１６００ｂ １３０９７±１３３２ａ １４２２５±１７５５ａ　

多酚氧化酶 　３３８５８±３３１１ｂ ４３７０１±６０４７ａ ３６１３７±５７４４ｂ　

脲酶 １０７７９７±１２５５３ａ　 １２４１７４±１６５５１ａ　 ８０２９１±１４５２０ｂ

蔗糖酶 ８１１１４±９７５９ａ ７１３９８±２５６９ａ ５８８０９±１１９０４ｂ

纤维素酶 １５７０７±１９７８ａ 　　１１５±１４９４ｂ ９６７６±２４７３ｂ

磷酸酶 ５６１７１±６９３５ｂ 　５９６１９±１０１５４ａｂ ６７６８７±４３３７ａ　

　　注：不同字母表示差异有统计学意义 （Ｐ＜００５）。
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表３　海南霸王岭东五样地和东二样地
土壤酶活性（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

酶类型
样地土壤酶活性

东五 东二

蛋白酶 　３４８７±５５ｂ 　　６０３８±４１８ａ

过氧化氢酶 　１１９５１±１０９２ 　１０５０９±１４１６

多酚氧化酶 　１９５４１±３３６２ 　４２４７５±４１１１

脲酶 １２４９７２±１４１８９ １２１２７７±１４２１５

蔗糖酶 　　７１１５±３４４６ｂ 　１０６８９４±１２１２９ａ

纤维素酶 　　９８０６±１８１８ｂ 　１９３１８±６１７ａ

磷酸酶 　　６０５５±１０４７７ｂ 　８９９９７±７２６７ａ

重庆黄水镇１５年柳杉林样地和海南霸王岭样地
均有蛇足石杉成株和大量幼苗，前者以孢子幼苗为

主，后者以芽胞幼苗［４］（芽胞为蛇足石杉无性繁殖

体，从母株脱落后直接萌发成幼苗）为主。这表明重

庆１５年林地环境更适宜孢子繁育与植株生长。从两
个样地的土壤酶活性来看（表１），蛋白酶活性、过
氧化氢酶活性和多酚氧化酶活性：重庆１５年林地样
地＞海南东五样地，这表明这３种酶可能更有利于
孢子萌发和植株生长。其中蛋白酶可促进孢子壁的

溶解和相关蛋白质的转化，以打破孢子休眠，促进

孢子萌发；过氧化氢酶可有效保护孢子内原生质体

中的多种物质，避免被氧化而失去活性；多酚氧化

酶活性可有效避免在孢子萌发过程中受到病菌或其

他有害物质的侵害，因此较高的多酚氧化酶活性更

有利于孢子萌发。而海南东五样地由于土壤蛋白酶、

过氧化氢酶和多酚氧化酶活性偏低，可能缺少孢子

萌发的必要条件，因此孢子幼苗极少，而芽胞幼苗较

多。脲酶、蔗糖酶、磷酸酶均分解土壤中的营养物

质，其活力大小均反应了土壤肥力水平，这些酶活力

高低直接影响植物长势。这３种酶活性：海南东五显
著高于重庆１５年林地样地，这也进一步验证了海南
蛇足石杉生长速率高于重庆样地的现象［３］。两样地的

纤维素酶活性差异不显著，这可能与两样地均为多年

生次生林，地表均积累了丰富的枯枝、落叶有关。

由表２知重庆样地不同生长年限的柳杉林土壤酶
活性差异明显。蛋白酶活性：１５年＞１０年＞５年，这
说明随着乔木生长年限增加，蛋白酶活性不断增强，

而５年林地没有蛇足石杉分布，１０年林地偶尔有分
布，１５年林地有大量分布，由此推测蛋白酶可能影
响蛇足石杉孢子萌发。过氧化氢酶活性：１５年 ＝

１０年＞５年，即１０年之后林地土壤过氧化氢酶活性
变化不大，该酶也可能对孢子萌发起促进作用。多

酚氧化酶在不同年限林地间无规律的变化趋势，而

脲酶、蔗糖酶的纤维素酶的活性５年株龄林地最高，
１５年株龄林地较低，这说明林地早期阶段为待分解
的营养较多，也是物质快速转化阶段。磷酸酶活性

随着林地年限的增加呈增强趋势，这表明土壤中可

被直接吸收的磷元素减少，磷酸酶活性增加可将土

壤中难溶性磷转化为可溶性磷，为植物提供可直接

吸收的磷元素。

海南蛇足石杉居群的主要繁殖方式为芽胞繁殖，

该繁殖方式与孢子繁殖不同，不需要经过孢子萌发

形成配子体即没有配子体世代。该样地有蛇足石杉

分布的居群土壤蛋白酶、蔗糖酶、纤维素酶和磷酸

酶均低于无蛇足石杉分布的居群，过氧化氢酶、多

酚氧化酶及脲酶差异无统计学意义（表３）。这种差
异可能源自环境温度不同，有蛇足石杉的样地海拔

１３００ｍ左右，而无蛇足石杉的样地海拔８００ｍ左右。
由此可以看出温度对蛇足石杉的芽胞萌发和植株生

长影响较大，虽然养分条件较好，但较高的温度也

不适宜蛇足石杉生长，这与蛇足石杉喜温凉、耐严

寒、怕高温的生物学特性有关。

由此推测，蛇足石杉孢子萌发及植株生长可能

与多种土壤酶活性息息相关。蛋白酶、过氧化氢酶、

多酚氧化酶可能对孢子萌发有重要影响，脲酶、蔗

糖酶、纤维素酶和磷酸酶可能和植株生长有关。因

此在孢子培养过程中可适当加入相应的酶以促进孢

子萌发和幼苗生长。
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３　讨论

３１流动相选择

在选择流动相过程中，因为桑椹中化合物的极

性范围分布较广，且化合物种类繁多，在色谱分离

时不易得到理想的峰形，参考相关文献［６］，考察了

０１％甲酸水乙腈、０１％甲酸水０１％甲酸乙腈、
０１％磷酸水乙腈、０１％磷酸水甲醇、０１％磷酸
水甲醇乙腈（１∶１∶１）和０２％甲酸水乙腈等流动相组
成，发现水相为磷酸水的效果要优于甲酸水，峰形

较好，且分离度良好，同时整体的色谱分离检测时

间稍短。有机相乙腈的效果好于甲醇乙腈（１∶１）、
甲醇，其中加了甲酸的乙腈的色谱图基线较不加甲

酸的更加平稳，但无明显影响，因此选择了０２％甲
酸水乙腈为流动相。

３２提取条件的选择

采用饮片粉碎后用超声波提取，该方法具有简

便、安全、有效等特点。在单因素提取条件下，以提

取效果为指标，提取时间结果为：４０ｍｉｎ＞２０ｍｉｎ＞
３０ｍｉｎ＞１０ｍｉｎ；溶剂浓度：６０％ ＞８０％ ＞１００％ ＞
４０％；料液比：１∶２０＞１∶１５＞１∶１０＞１∶５。运用正交
优化试验法，选取甲醇浓度、提取时间、料液比 ３
个因素，每个因素为 ３水平，以桑椹中新绿原酸、
隐绿原酸、绿原酸、芦丁、异槲皮苷、紫云英苷和槲

皮素７种成分的总含量为指标，选用 Ｌ９（３
４）正交设

计，对桑椹中 ７种成分最佳超声提取条件的优化，
发现甲醇浓度是最关键的影响因素，其次为料液比

和提取时间；确定最佳提取条件为０５０ｇ桑椹粉末
采用１０ｍＬ８０％甲醇溶液超声提取４０ｍｉｎ。

４　结论

本研究建立了一种稳定、可靠的桑椹中７种黄
酮类成分（新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、异

槲皮苷、紫云英苷和槲皮素）含量同时测定的高效液

相色谱（ＨＰＬＣ）方法，经方法学验证，符合分析要
求，并对不同地区、不同批次的桑椹饮片中７种成
分的含量进行测定，结果表明，芦丁为平均含量最

高成分，而异槲皮苷、紫云英苷、槲皮素平均含量

较低，国内不同地区所用桑椹饮片质量存在较大差

异，需要对其生产产地、加工方法、质量评价指标

进行深入研究，确保其临床有效性。
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