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现代工业快 速发展，造成的环境污染破坏了大气 臭氧

层，导致到达地表的紫外线-B（UV-B，280~320 nm）辐射增

强，进而对植物的生长、发育以及作物的产量产生一系列的

影响，如株高降低，生物产量下降，叶片组分改变等 [1~3]. 大量

研究发现，在平衡的光谱条件下，植物对UV-B辐射最一致的

响应是紫外吸收物（主要是黄酮类和酚醛类化合物）增加，

其次是植物形态变化. 
叶片表面黄酮类化合物积累是植物对UV-B辐射重要的

适应和保护措施，其作用途径有可能一是黄酮类化合物在

UV-B波段强烈的吸收作用可有效降低UV-B对核酸、蛋白质

等大分子的破坏作用，二是往往可作为自由基的猝灭剂和还

原剂起到抗氧化胁迫的作用[4~5]. 花瓣中也存在大量的紫外吸

收物，主要是低极性的花色素苷（Anthocynin），已经报道有

400多种花色素苷[6]，还有一定量极性辅色素（Co-pigment），

它们都是黄酮类化合物. 花中紫外吸收物含量增加和成分变

化是植物减少UV-B辐射对自身（尤其是生殖器官）伤害的一

种有效防护机制[7]. 
矮牵牛（Petunia hybrida Vilm）又名碧冬茄，是茄科矮牵

牛属多年生草本，花色丰富，易于栽培，花期长，花朵繁盛，

是以花为研究对象的理想植物. 研究已发现矮牵牛等3种植

物花色素合成的途径 [8~9]. Gonzalez等 [10]、Fukui等 [11]对矮牵牛

的紫色花瓣进行过植物化学研究. 孟祥春等报道了花瓣花色

素苷、还原糖及蛋白质含量在发育过程中的变化，将花期分

为I、II、III、IV、V期，发现自然状况下花色素苷在第IV和V期

中变化较为平缓，是测定花中花色素苷对环境因子反应的最

佳时期[12]. 张晋豫等报道了增强UV-B处理对矮牵牛花瓣中花

色素苷、辅色素和还原糖的含量以及苯丙氨酸解氨酶活性的

影响[13]. 至今尚未见到有关矮牵牛在增强UV-B辐射下发生变

异的研究报道，我们研究了增强UV-B处理下矮牵牛发生变

异的生理生化机制，以期为探讨黄酮类化合物的防护作用和

机理提供理论依据. 
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摘  要  采用增强UV-B辐射矮牵牛，研究增强UV-B辐射下矮牵牛发生变异的生理生化机制. 结果表明，变异矮牵牛

丙二醛（Malondialdehyde，MDA）含量显著低于对照矮牵牛（P<0.01），而黄酮类化合物含量显著高于对照矮牵牛

（P<0.01），高效液相色谱图的最高主峰保留时间分别为11.818 min（对照矮牵牛）和13.783 min（变异矮牵牛）. 同时应

用随机扩增多态性DNA（Random amplified polymorphic DNA，RAPD）技术对矮牵牛进行检测分析，发现引物在对照

矮牵牛及变异矮牵牛之间扩增出差异性多态条带，表明增强UV-B辐照引起矮牵牛基因组DNA发生变异. 图5 参28
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1  材料与方法
1.1  材� � �料

矮牵牛（Petunia hybrida Vilm，梦幻系列）购于陕西省西

安市园林研究所. 选取大小均一、粉红色花瓣品种的矮牵牛

幼苗，分别于2006年3月5日和2007年3月5日种植于西北大学生

命科学学院果园中. 
1.2  试验处理

实验分别在2006年和2007年的5月5日~6月20日进行，

选择矮牵牛盛花期（4朵以上），使用30 W紫外灯管（秦牌，

波长峰 值313 nm，宝 鸡光源 研 究 所）进 行 增强UV-B辐射

处理 . 采用升降式灯 架，灯管悬于植株上方60 cm处，每天
9:00~17:00时进行照射，处理期间根据光背景通过调节灯管

与植株顶层的高度，保持紫外辐射强度. 用742型UV-B辐照计

（北京师范大学光电仪器厂）测定297 nm处的紫外辐射强度

（以植株顶端计），并根据Caldwell的公式 [14]转变为生物有效

辐射（UV-BBE），增加的UV-BBE为1.18~2.54 kJ m-2. 对照组上

方同样悬挂灯管，但不通电，以保证两组有相同的光照条件. 
增强UV-B辐射45 d后，于6月25日取对照和变异矮牵牛的花瓣

进行各项指标测定. 两年的实验结果趋势较一致，因此仅选

用2007年的实验数据. 
1.3  MDA含量测定

参照Predieri等的方法 [15]，称取0.2 g新鲜花瓣，加入少量

石英砂和4 mL 50 mmol L-1磷酸缓冲液（pH 7.8）于冰浴中充

分研磨，其匀浆液用8 000 g冷冻离心20 min. 取1 mL上清液加
2.5 mL 0.5% TBA（硫代巴比妥酸）混合后沸水浴20 min，冰

浴终止反应（约5 min），再次35 000 g离心10 min，取上清液

分别在532 nm和600 nm下测光吸收值，3次重复. 
1.4  黄酮类化合物吸收光谱测定

参照Caldwell的方法 [16]，称取新鲜花瓣0.1 g，加10 mL
酸性甲醇溶液（甲醇、水、盐酸体积比为79 : 20 : 1），室温

下研磨，于55 ℃水浴中提取30 min. 抽滤，定容至25 mL，用
Lambda35紫外–可见光分光光度计（PerkinElmer，USA）在

波长200~400 nm处测定黄酮类化合物的光吸收值，3次重复. 
1.5  色谱样品制备及色谱条件

黄酮类化合物的制备和水解按Markham的方法[17]. 制备

过程中已经将低极性（叶绿素、脂肪等）杂质去除，保留除花

色素类极性黄酮类化合物的大部分，消除干扰. 水解采用酸处

理法，然后用酸或碱中和至pH 7.0. 吸取水解液20 μL进样. 标
准品黄酮（Flavone，上海试剂总厂）经北京大学医学院纯化. 

测定采用惠普HP-Agilent高效液相色谱 仪 . 色谱柱为
Hypersil ODS2（C18）、4.6×250 mm、5 μm；流动相：A为色

谱甲醇；B为pH 3.0的磷酸 水溶液，梯度洗脱；流速1.5 mL 
min-1，检测波长345 nm. 
1.6  基因组DNA提取及RAPD分析

DNA提取用改进的CTAB法 [18]. 所得DNA样品的紫外吸

收扫描曲线极为平滑，260 nm吸收峰呈对称分布，D260 nm/D280 nm

值在1.7~1.9之间，表明提取的DNA样品具有较高的纯度. 
随机引物均选用10 bp的寡聚核苷酸，共用引物20条，

经筛选采用20 µL的PCR反应体系，其中包括10×Buffer，1.5 
mmol L-1 MgCl2，100 µmol L-1 dNTP，0.2 µmol L-1引物，DNA模

板30 ng，1 U Taq酶. 扩增反应在DNA扩增仪中进行，反应程

序为：94 ℃���预变性6 min，94 ℃��变性30 s，39 ℃��退火45 s，72 ℃
延伸60 s，45个循环后，72 ℃��延伸10 min. 扩增产物经1.2%的

琼脂糖凝胶电泳分离，凝胶成像系统照相分析. 引物和Taq酶

购自上海生工公司，dNTP、MgCl2和琼脂糖为Sigma（USA）

公司产品. 

2  结果与分析
2.1  增强UV-B辐射对矮牵牛表型的影响

增强UV-B辐射45 d后，于6月25日随机选取20朵矮牵牛

的花瓣进行观察. 表型观察结果表明，与对照矮牵牛相比，

增强UV-B辐射的变异矮牵牛整个花冠筒变为紫色，雄蕊（花

药和花丝）也变为紫色，花瓣水溶液的pH增加（对照和变异

矮牵牛花瓣水溶液pH分别为5.87和6.15）. 植株叶子表面积减

小，被毛增加. 变异矮牵牛生长期增加，10月份还能开花，对

照矮牵牛则于7月初全部枯萎死亡. 

2.2  矮牵牛花瓣MDA含量
MDA是膜脂过氧化作用的主要产物之一，其含量可表

示膜脂过氧化作用的程度. 增强UV-B辐射引起对照矮牵牛

花瓣MDA含量显著增加，在6月25日MDA含量为300.16 µmol 
g-1（FW），说明细胞膜已受到严重损伤. 而变异矮牵牛花瓣

MDA含量为101.28 µmol g-1（FW），显著低于对照矮牵牛的

MDA含量，从而延缓衰老速度. 

图1  对照与变异矮牵牛表型比较
Fig. 1   Phenotype comparison of control and variant P. hybrida 

图2  对照和变异矮牵牛花瓣MDA的含量
Fig. 2  MDA content in control and variant P. hybrida petals

A, B表示处理之间在P<0.01水平差异显著  
A, B show significant difference at P<0.01
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2.3  矮牵牛花瓣黄酮类化合物的吸收光谱
从图3可看出，变异矮牵牛在紫外波段（280~320 nm）的

吸收值显著高于对照矮牵牛，且在300 nm处有最大吸收峰 . 
280~320 nm区域是黄酮类化合物的主要吸收区域. 

2.4  矮牵牛花瓣黄酮类化合物的HPLC分析
从 图4可以看出，对照和变 异矮 牵牛花 瓣黄 酮 类 化合

物的高效液相色谱图最高主峰保留时间分别为11.818 min和

13.783 min，说明变异矮牵牛花瓣中有新的黄酮类化合物出

现，可能是矮牵牛花瓣颜色发生变化的主要原因. 
2.5  矮牵牛RAPD图谱分析

图5为引物S20和S21对增强UV-B辐射下矮牵牛的RAPD
扩增谱带. ���S20和S21引物扩增出现的多态性主要表现为扩增

条带的减少和扩增谱带颜色深浅有所变化. 

3  讨 论
MDA是膜脂过氧化作用的主要产物之一，其含量的高低

图3  对照和变异矮牵牛花瓣黄酮类化合物在200~600 nm处的吸收光谱
Fig. 3  Absorption spectra (absorbance at 200~600 nm) of flavonoids 

in control and variant P. hybrida petals

图4  对照（A）和变异（B）矮牵牛花瓣黄酮类化合物的高效液相图谱
Fig. 4   HPLC chromatograms of flavonoids in petal of control (A) and variant (B) P. hybrida 
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可表示膜脂过氧化作用的程度. 增强UV-B辐射引起对照矮

牵牛花瓣MDA含量显著增加[300.16 µmol g-1（FW）]，这与齐

智等 [19~20]和范雪涛等 [21]的研究结果相一致，说明细胞膜已受

到严重损伤，影响植物的正常代谢，从而加速衰老的速度，

于7月初全部枯萎死亡. 而变异矮牵牛花瓣MDA含量为101.28 
µmol g-1（FW），显著低于对照矮牵牛的丙二醛含量，从而延

缓了衰老速度. 
花色是观赏植物最重要的质量指标之一，主要由类黄

酮、类胡萝卜素、生物碱三类物质决定 [22~23]. 从200~600 nm处

的吸收光谱及高效液相色谱分析可以看出，变异矮牵牛在紫

外波段（280~320 nm）的吸收值显著高于对照矮牵牛，说明黄

酮类化合物的总量有增加且有新的黄酮类化合物的出现. 花
中紫外辐射吸收物质含量增加和成分变化是植物减少UV-B
辐射对自身伤害的一种有效防护机制 [9]. 这些紫外辐射吸收

物质主要是类黄酮、黄酮醇、花色素苷和烯萜类化合物如类

胡萝卜素、树脂等，其中类黄酮是最主要的[24]. 紫外线吸收物

可能还有化学保护作用，特别是附加羟基的类黄酮、黄酮醇

及黄酮是很有效的自由基猝灭剂和还原剂 [4]，不少植物这类

物质在受到UV-B辐照后相对含量都有增加，如大麦 [25]、水

稻[26]等. 矮牵牛花中的紫外吸收物质含量（主要是类黄酮）增

加和成分变化可能是矮牵牛花色发生变异的原因之一. 
生理或遗传物质的改变可以引起植物的表型发生变异. 

为进一步验证矮牵牛表型所产生的变异是否由DNA水平上

变异所引起，我们用20条RAPD随机引物对对照和变异矮牵

牛DNA进行了初步分析. 结果表明增强UV-B辐射处理确实引

起了植物基因组的变化，表现为扩增条带减少和扩增谱带颜

色深浅发生变化，这些变化可能是由于增强UV-B辐射引起

基因组DNA的插入、缺失或点突变 [27]. 辐射处理不仅使植株

表型发生一定的突变性状，更重要的是从分子内部使植物基

因组结构发生变化，这可能是矮牵牛表型发生变异的主要原

因. 
RAPD的多态性是基于DNA序列变化的分子表型，从某

种意义上反映了基因组序列的多态性 [28]. 增强UV-B辐射引起

矮牵牛表型的变异，RAPD技术为此提供了分子上的证据，但

是被检测的多态性片段是否与表型变化有关，或者到底是

哪个片段与表型变异有关，目前还不清楚 . 因此可以从变异

矮牵牛扩增的特异性条带中分离、纯化某些条带，进行克隆

测序，这对于进一步寻找与矮牵牛变异相关的基因，探讨矮

牵牛变异的分子机理具有重要的意义. 
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