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摘　 要: 为优选可抑制秦艽次生代谢产物含量变化的条件ꎬ该文采用 ３ 因素 ４ 水平正交试验设计方法ꎬ共设

计 １６ 组处理ꎬ研究洛伐他汀(ＭＶＡ 途径抑制剂)、膦胺霉素(ＭＥＰ 途径抑制剂)和取样天数对秦艽中马钱苷

酸、獐牙菜苷、獐牙菜苦苷、龙胆苦苷 ４ 种主要环烯醚萜类化合物含量的影响ꎮ 结果表明:(１)４ 种环烯醚萜

类化合物含量变化受取样天数影响最大ꎬ其次为膦胺霉素浓度ꎬ次之为洛伐他汀浓度ꎮ (２)以最佳抑制条件

处理后ꎬ马钱苷酸、獐芽菜苦苷、龙胆苦苷和獐芽菜苷含量分别下降了 ６９％、３６％、３３％和 ４％ꎮ 基于正交法

优选的抑制条件ꎬ对 ４ 种化合物均可抑制ꎮ 综上所述ꎬ可确定调控秦艽次生代谢产物含量变化的最佳抑制

条件为膦胺霉素 ４００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ洛伐他汀 ５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ取样天数 ６ ｄꎬ该条件为进一步研究 ＭＥＰ 和 ＭＶＡ 途

径在环烯醚萜类化合物代谢合成中的调控机制奠定基础ꎮ
关键词: 正交试验ꎬ ＭＶＡ 途径ꎬ ＭＥＰ 途径ꎬ 洛伐他汀ꎬ 膦胺霉素ꎬ 环烯醚萜
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　 　 秦 艽 是 龙 胆 科 ( Ｇｅｎｔｉａｎａｃｅａｅ ) 龙 胆 属

(Ｇｅｎｔｉａｎａ) 多年生草本植物 (彭美晨和艾晓辉ꎬ
２０２１)ꎬ是国家传统中药ꎬ味辛、苦ꎬ性平ꎬ归胃、肝、
胆经(杨飞霞ꎬ２０２０)ꎮ 秦艽以根入药ꎬ有祛风湿、清
湿热的作用ꎬ可以止痹痛、退虚热ꎬ用于风湿痹痛、
筋脉拘挛、湿热黄疸、小儿疳积发热等(中国药典

２０２０ 年版)ꎮ 秦艽主要含有环烯醚萜类成分ꎬ如龙

胆 苦 苷 ( ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ )、 獐 牙 菜 苦 苷

(ｓｗｅｒｔｉａｍａｒｉｎ)、 獐牙菜苷 ( ｓｗｅｒｏｓｉｄｅ )、 马钱苷酸

(ｌｏｇａｎｉｃ ａｃｉｄ)等(杨飞霞ꎬ２０２０)ꎮ 环烯醚萜类化合

物有广泛的生物活性ꎬ如抗肿瘤和抗炎等(Ｔｕｎｄｉｓ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００８)ꎬ龙胆苦苷和獐芽菜苦苷有良好的抗炎镇

痛和保肝作用(吴昕怡和刘小莉ꎬ２０１７ꎻ李跟旺和王

磊ꎬ２０１８ꎻＭｕｈａｍａｄ Ｆａｄｚｉｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２１)ꎮ
萜类化合物的生源合成途径主要由位于细

胞质 中 的 甲 羟 戊 酸 途 径 ( ｍｅｖａｌｏｎａｔｅ ｐａｔｈｗａｙꎬ
ＭＶＡ 途径)和质体中的 ２￣甲基赤藓糖醇￣４￣磷酸

途径 ( ｍｅｔｈｙｌｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐａｔｈｗａｙꎬＭＥＰ 途

径)组成(Ｈｕａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻＬｉａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６) ꎮ 结

合 长 春 花 单 萜 吲 哚 生 物 碱 合 成 途 径 的 研 究

(Ｍｉｅｔｔｉｎｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)以及秦艽转录组数据的挖

掘(Ｃａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６) ꎬ推测龙胆苦苷的生源合成

途径(康恒等ꎬ２０２１)主要通过 ＭＶＡ 和 ＭＥＰ 途径

分 别 合 成 焦 磷 酸 异 戊 烯 酯 ( ｉｓｏｐｅｎｔｅｎｙｌ
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＩＰＰ) ꎬＩＰＰ 可异构化形成其同分异构

体 焦 磷 酸 二 甲 基 丙 烯 酯 ( ｄｉｍｅｔｈｙｌａｌｌｙｌ
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＤＭＡＰＰ) ꎬ并一起缩合成焦磷酸香叶

酯( ｇｅｒａｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＧＰＰ ) ꎬ ＧＰＰ 再经过多

步酶促反应依次合成马钱苷酸、马钱苷、裂环马

钱苷以及龙胆苦苷ꎬ并衍生出獐牙菜苦苷和獐牙

菜苷等萜类化合物ꎬ而中间的反应步骤尚不清楚

( Ｌｉａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２) ꎮ
目前ꎬ有关 ＭＶＡ 和 ＭＥＰ 途径在代谢产物合成

中作用机制备受关注ꎮ 膦胺霉素和洛伐他汀分别

为 ＭＥＰ 途径 １￣脱氧￣Ｄ￣木酮糖￣５￣磷酸还原异构酶

( １￣ｄｅｏｘｙ￣Ｄ￣ｘｙｌｕｌｏｓｅ￣５￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅꎬ
ＤＸＲ)和 ＭＶＡ 途径 ＨＭＧ￣ＣｏＡ 还原酶( ｈｙｄｒｏｘｙｍｅ￣
ｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌ￣ＣｏＡ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬＨＭＧＲ) 的专一抑制剂

(魏洁书ꎬ２０１３)ꎬ被广泛应用于次生代谢产物的生

源合成途径及调控机制的研究ꎮ 为了解穿心莲内

酯的生物合成途径ꎬＳｉｎｈａ 等(２０１８)在穿心莲的悬

浮细胞中添加洛伐他汀和膦胺霉素ꎬ结果发现

ＭＥＰ 和 ＭＶＡ 通 路 受 多 种 水 平 调 控ꎬ ＤＸＲ 和

ＨＭＧＲ 对穿心莲内酯的贡献率分别为 ７６. ６％和

７７.６％ꎬ这两种通路对穿心莲内酯的产生都有重要

贡献ꎮ 刘丽(２０１２)在人参发根中添加洛伐他汀和

膦胺霉素ꎬ通过检测其次生代谢产物含量推断人

参总皂苷生物合成的主要通路ꎬ结果发现洛伐他

汀和膦胺霉素均可抑制人参总皂苷生物合成ꎬ并
推测 ＭＶＡ 途径在人参皂苷的生物合成中占主要

作用ꎮ Ｒａｔｈｅｒ 等(２０１９)在青脆枝的发根组织中添

加膦胺霉素和洛伐他汀ꎬ通过评估次生代谢产物

含量以及生物合成通路的主要基因的变化ꎬ研究

ＭＶＡ 和 ＭＥＰ 途径的相互作用ꎬ发现膦胺霉素和洛

伐他汀可显著降低青脆枝的发根组织中 ＤＸＲ 和

ＨＭＧＲ 的转录水平ꎬ并推测 ＭＥＰ 途径是喜树碱合

８７７ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



成前者的主要供给者ꎮ Ｙａｎｇ 等(２０１２)和 Ｙａｎｇ 等

(２０１９)在丹参毛状根中添加洛伐他汀和膦胺霉

素ꎬ探讨 ＭＶＡ 和 ＭＥＰ 通路在丹参毛状根细胞生

长和次生代谢产物积累中的作用ꎬ发现 ＭＶＡ 途径

在丹参毛状根细胞生长中发挥着重要作用ꎬ而
ＭＥＰ 途径是丹参次生代谢产物含量的积累的主要

途径ꎮ 但是ꎬ有关 ＭＶＡ 和 ＭＥＰ 途径在秦艽次生

代谢产物生物合成途径中的作用机制尚缺乏相关

的研究ꎮ 基于此ꎬ本研究依据抑制剂膦胺霉素和

洛伐他汀的抑制原理ꎬ采用 ３ 因素 ４ 水平正交试验

的方法ꎬ通过设置不同浓度的膦胺霉素和洛伐他

汀处理一月生秦艽幼苗ꎬ选取不同的取样天数ꎬ通
过评估其次生代谢产物含量的变化ꎬ拟筛选可抑

制秦艽中马钱苷酸、獐牙菜苷、獐牙菜苦苷、龙胆

苦苷含量的最优条件ꎬ以期为进一步研究秦艽

ＭＥＰ 和 ＭＶＡ 代谢途径调控机制和解析环烯醚萜

类化合物的合成机理奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和主要仪器

秦艽种子购自甘肃庆阳正宁县ꎬ于温室撒播

种子给予 １６ ｈ 光照ꎬ８ ｈ 黑暗处理ꎬ覆膜出苗后培

养一个月(叶片 ２ 对生ꎬ高度 ２ ｃｍ 左右)用于试

验ꎮ ＬＣ￣２０ＸＲ 分析型高效液相色谱仪(日本岛津

公司)ꎬ色谱柱(Ｗｅｌｃｈꎬ４. ６ ｍｍ×２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ
精密电子天平(赛多利斯科学仪器有限公司)ꎬ超
声波清洗仪(小美仪器有限公司)ꎬＯＢＳ￣２１００ 油浴

锅(上海爱朗仪器有限公司)ꎮ
１.２ 试剂

马钱 苷 酸 ( 批 号: Ｋ１７Ｓ１１Ｂ１２４２０７ꎬ 纯 度 ≥
９８％)、獐牙菜苦苷 (批号: Ｙ２５Ｊ１Ｇ１４２９ꎬ纯度≥
９８％)、龙胆苦苷(批号:Ｙ２９Ａ１１Ｑ１１２２０２ꎬ纯度≥
９８％)、獐牙菜苷 (批号:Ｐ２５Ｏ１０Ｆ１０１３４４ꎬ纯度≥
９８％)、洛 伐 他 汀 ( 批 号: Ｙ２３Ｄ６Ｃ７３７５ꎬ 纯 度 ≥
９８％)均购自上海源叶生物科技有限公司ꎮ 膦胺

霉素 (批号: ｌＸ０４０５５２ꎬ ＣＨＥＭＥＧＥｎ 公司)ꎬ甲醇

(成都市科隆化学品有限公司)ꎬ乙腈(上海霍尼韦

尔贸易有限公司)ꎬ磷酸(天津市科密欧化学试剂

有限公司)ꎮ
１.３ 溶液配制

称取 ０.０１０ ４ ｇ 洛伐他汀于 ５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ
加入 ２ ｍＬ 无水乙醇ꎬ混匀后加入 ２０ μＬ ０.６ ｍｏｌ􀅰

Ｌ￣１的 ＮａＯＨꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ加入适量 １ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＨＣｌ
调节 ｐＨ 至 ７ꎬ加纯化水定容至 ５０ ｍＬꎬ得 ５００
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的洛伐他汀母液ꎬ４ ℃备用ꎮ

称取 ０.０１０ ０ ｇ 膦胺霉素于 ５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ
加纯化水定容至 ５０ ｍＬꎬ超声溶解ꎬ得到浓度为

５４６ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的膦胺霉素母液ꎬ４ ℃备用ꎮ
称取马钱苷酸 ０.９５ ｍｇ、獐牙菜苦苷 １.２６ ｍｇ、

龙胆苦苷 ２.５２ ｍｇ 和獐牙菜苷 １.２４ ｍｇ 的对照品ꎬ
加甲醇定容至 １ ｍＬ 容量瓶中ꎬ混匀ꎬ得到质量浓

度为马钱苷酸 ０. ９５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、獐牙菜苦苷 １. ２６
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、龙胆苦苷 ２. ５２ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ 和獐牙菜苷

１.２４ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的母液ꎬ４ ℃备用ꎮ
１.４ 正交试验及样品处理

参照(于淑池ꎬ２０１３ꎻ罗云云ꎬ２０１９)按表 １ 的

因素、水平进行试验设计喷施处理 １６ 组秦艽幼

苗ꎬ每组处理 ３０ 株ꎮ 处理后放置 ２６ ℃ 下光照 １６
ｈ􀅰ｄ￣１ꎮ 取不同处理条件下的幼苗ꎬ用纯水冲洗干

净幼苗上的土壤和杂质ꎬ滤纸吸干水分后置于旋

蒸瓶中ꎬ加入少量甲醇减压 １.５ ｈ 抽干水分ꎮ 将干

燥后的秦艽幼苗称重后加入 １.５ ｍＬ 离心管中ꎬ加
入 １ ｍＬ 甲醇超声提取 ３ 次ꎬ每次 １.５ ｈꎬ过滤得到

绿色的提取液ꎬ减压浓缩ꎬ得到灰绿色的固体物

质ꎬ黏附在瓶壁ꎬ称重ꎮ 加入 １ ｍＬ 甲醇溶解ꎬ过
０.２２ μｍ 滤膜ꎬ滤液为样品溶液ꎮ
１.５ ＨＰＬＣ 色谱条件及标准曲线绘制

流动相为 ０.１％磷酸水 ∶ 乙腈ꎬ洗脱梯度为 ０ ~
１０ ｍｉｎꎬ１２％乙腈ꎻ１０ ~ １３ ｍｉｎꎬ１０％乙腈ꎻ１３ ~ ３０
ｍｉｎꎬ１２％乙腈ꎬ流速为 ０. ８ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎬ检测波长

２５４ ｎｍꎬ进样量 １０ μＬꎬ柱温为 ３０ ℃ꎮ
将配制好的标准品溶液分别用甲醇按照倍数

稀释ꎬ制备不同浓度梯度的标准品溶液ꎮ 马钱苷酸

浓 度 梯 度 为 ０.９５０ ０、 ０.４７５ ０、 ０.２３７ ５、 ０.１１８ ８、
０.０５９ ４、０.０２９ ７、 ０.０１４ ９、 ０.００７ ５、 ０.００３ ８、 ０.００１ ９
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ獐牙菜苦苷浓度梯度为１.２６０ ０、０.６３０ ０、
０.３１５ ０、 ０.１５７ ５、 ０.０７８ ８、 ０.０３９ ４、 ０.０１９ ７ ｍｇ 􀅰
ｍＬ￣１ꎻ 龙 胆 苦 苷 浓 度 梯 度 为 ２.５２０ ０、 １.２６０ ０、
０.６３０ ０、０.３１５ ０、 ０.１５７ ５、 ０.０７８ ８、 ０.０３９ ４、 ０.０１９ ７
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ獐牙菜苷浓度梯度为１.２４０ ０、０.６２０ ０、
０.３１０ ０、０.１５５ ０、０.０７７ ５、０.１９３ ８、０.００９ ７、０.００４ ８、
０.００２ ４ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的对照品溶液ꎬ依据上述色谱条件

依次进样测定ꎮ 以进样浓度(Ｘꎬｇ􀅰ｍＬ￣１)和峰面积

(Ｙ)绘制标准曲线ꎮ 马钱苷酸的线性回归方程为

Ｙ＝ ４ ５７１ ２４１.６０Ｘ－１１ ２０５.２９ꎬ线性范围为 ０.００２ ０ ~

９７７４ 期 付欢欢等: 正交法优选调控秦艽次生代谢产物含量变化的条件



０.４７５ ０ ｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ獐芽菜苦苷的线性回归方程为 Ｙ＝
６ ４９９ ２２３.３８Ｘ － ２４ ５８９.４３ꎬ线性范围为 ０. ００３ ０ ~
０.６３０ ０ ｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ龙胆苦苷线性回归方程为 Ｙ ＝
１４ ３４４ ３５０.８３Ｘ－４４２ ３２８.２１ꎬ线性范围为 ０.００５ ０ ~
２.５２０ ０ ｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ獐芽菜苷线性回归方程为 Ｙ ＝
６ ０４７ ６６６.４０Ｘ － ４０ ６００.１０ꎬ线性范围为 ０. ００２ ０ ~
１.２４０ ０ ｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ
１.６ 数据统计

使 用 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 对 数 据 进 行 处 理ꎬ 使 用

Ｍｉｎｉｔａｂ １８(Ｍｉｎｉｔａｂ 公司)对正交试验结果做极差

分析ꎬＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２６( ＩＢＭ 公司)对数据进行方

差分 析 和 相 关 性 分 析ꎬ 运 用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５
(ＧｒａｐｈＰａｄ 公司)软件作图ꎮ 验证结果数据采用

ｘ ± ｓ 表示ꎮ 抑制剂对代谢产物的抑制率计算公

式:抑制率 ＝ (处理组－空白组) /空白组×１００％ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 次生代谢产物含量测定结果分析

从表 １ 和图 １ 可以看出ꎬ除 Ｔ１(空白组)外ꎬＴ２
至 Ｔ１６ 处理组马钱苷酸、獐牙菜苦苷、龙胆苦苷和

獐牙菜苷的含量变化趋势类似ꎮ 与 Ｔ１ 相比ꎬ不同

处理条件下马钱苷酸的含量均呈降低的趋势ꎬ其
中 Ｔ９、Ｔ１０、Ｔ１４ 处理组的马钱酸苷含量降低最为

显著ꎬ分别降低了 ８３％、８１％、７９％ꎬ与 Ｔ１ 组相比

有极显著差异ꎮ 经比较发现ꎬ无论是单一抑制剂

还是两个抑制剂共同作用ꎬ均可抑制马钱苷酸的

合成且在抑制剂浓度相同的条件下膦胺霉素对马

钱苷酸的抑制率高于洛伐他汀的作用ꎮ 与 Ｔ１ 组

相比ꎬ不同的是大部分处理条件下獐牙菜苦苷、龙
胆苦苷和獐牙菜苷含量均有所降低ꎬ其中 Ｔ４ 组降

低最为显著ꎬ３ 种代谢产物分别降低了 ５２％、５０％、
５４％ꎬ而 Ｔ２、Ｔ５、Ｔ１２ 处理组的獐牙菜苦苷、龙胆苦

苷和獐牙菜苷的含量不降反升ꎮ 推测引起此结果

的原因可能与代谢途径酶的活性、酶基因的表达

等响应抑制剂的强度存在差异有关ꎮ
２.２ 基于正交试验结果进行多因素方差分析

对正交试验结果进行多因素方差分析ꎬ发现

膦胺霉素和洛伐他汀对秦艽马钱苷酸、龙胆苦苷、
獐牙菜苦苷和獐牙菜苷中含量的积累均无显著性

影响ꎬ仅取样天数对马钱苷酸的含量积累有显著

影响ꎬ而对龙胆苦苷、獐牙菜苦苷和獐牙菜苷的含

量积累均无显著性影响(表 ２)ꎮ

表 １　 Ｌ１６(４
３)正交试验安排表

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｌ１６(４
３) ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

处理组
Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

ｇｒｏｕｐ

因素 Ｆａｃｔｏｒ

Ａ
膦胺霉素

浓度
Ｆｏｓｆｏｍｙｃｉｎ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
(μｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１)

Ｂ
洛伐他汀

浓度
Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
(μｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１)

Ｃ
取样天数
Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｔｉｍｅ
(ｄ)

Ｔ１ ０ ０ ０
Ｔ２ ０ ５０ ２
Ｔ３ ０ ２００ ４
Ｔ４ ０ ４００ ６
Ｔ５ ５０ ０ ２
Ｔ６ ５０ ５０ ０
Ｔ７ ５０ ２００ ６
Ｔ８ ５０ ４００ ４
Ｔ９ ２００ ０ ４
Ｔ１０ ２００ ５０ ６
Ｔ１１ ２００ ２００ ０
Ｔ１２ ２００ ４００ ２
Ｔ１３ ４００ ０ ６
Ｔ１４ ４００ ５０ ４
Ｔ１５ ４００ ２００ ２
Ｔ１６ ４００ ４００ ０

２.３ 相关性分析

由表 ３ 可知ꎬ取样天数与獐牙菜苦苷含量呈显

著负相关ꎬ与马钱苷酸、龙胆苦苷和獐牙菜苷的含

量呈极显著负相关ꎻ马钱苷酸与獐牙菜苦苷、龙胆

苦苷和獐牙菜苷的含量呈显著正相关ꎻ獐牙菜苦

苷与龙胆苦苷、獐牙菜苷的含量呈极显著正相关ꎻ
龙胆苦苷与獐牙菜苷含量呈极显著正相关ꎮ 当以

ＭＥＰ 和 ＭＶＡ 途径的抑制剂膦胺霉素和洛伐他汀

处理秦艽幼苗时ꎬ可显著影响马钱苷酸、獐牙菜苦

苷、龙胆苦苷和獐牙菜苷的含量ꎬ表明洛伐他汀与

膦胺霉素可作为研究环烯醚萜类化合物生源合成

途径代谢调控机制的有效抑制剂ꎮ 取样天数与代

谢产物含量呈负相关ꎬ表明随着取样天数的延长ꎬ
代谢产物含量的生成呈降低趋势ꎮ 此外ꎬ４ 种环烯

醚萜化合物之间含量变化呈正相关ꎬ推测是抑制

剂作用后ꎬ代谢流具备连续响应的机制ꎮ
２.４ 极差分析

由表 ４ 可知ꎬ影响 ４ 种环烯醚萜类化合物含量

的因素由强到弱的顺序是取样天数>膦胺霉素浓

度>洛伐他汀浓度ꎻ取样天数对次生代谢产物含量

的影响因素最大ꎬ其次是膦胺霉素浓度ꎬ洛伐他汀

浓度影响最小ꎮ
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∗表示与 Ｔ１ 处理组显著差异 (Ｐ<０.０５)ꎻ ∗∗表示与 Ｔ１ 处
理组显著差异 (Ｐ<０.０１)ꎮ
∗ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔ１ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌꎻ ∗∗ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ Ｔ１ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ａｔ ０.０１ ｌｅｖｅｌ.

图 １　 １６ 组正交试验处理条件下秦艽中 ４ 种
环烯醚萜苷类含量的测定及分析

Ｆｉｇ. １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｉｒｉｄｏｉｄ
ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｉｎ Ｇｅｎｔｉａｎａ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ ｕｎｄｅｒ １６ ｇｒｏｕｐｓ

ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　 　 本研究考查抑制剂对秦艽 ４ 种环烯醚萜类化合

物含量的影响ꎬ关注引起化合物含量降低的因素ꎬ
因此根据极差分析结果(表 ４)ꎬＡ(４)Ｂ(２)Ｃ(４)即
膦胺霉素 ４００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ洛伐他汀 ５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ处
理 ６ ｄ 为马钱苷酸的最佳抑制条件ꎻＡ(１) Ｂ(２) Ｃ
(４)即膦胺霉素 ０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ洛伐他汀 ５０ μｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１ꎬ处理 ６ ｄ 为獐芽菜苦苷的最佳抑制条件ꎻＡ(４)Ｂ
(２)Ｃ(４)即膦胺霉素 ４００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ洛伐他汀 ５０
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ处理 ６ ｄ 为龙胆苦苷的最佳抑制条件ꎻＡ
(１)Ｂ(２)Ｃ(４)即膦胺霉素 ０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ洛伐他汀

５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ处理 ６ ｄ 为獐芽菜苷的最佳抑制条

件ꎮ 综合考虑ꎬ４ 种代谢产物最佳的抑制条件为 Ａ
(４)Ｂ(２)Ｃ(４)即膦胺霉素 ４００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ洛伐他汀

５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ处理天数为 ６ ｄ(图 ２)ꎮ
２.５ 验证试验

以正交试验设计筛选所得最优抑制条件处理

秦艽一月生幼苗ꎬ重复 ３ 次ꎬ检测其次生代谢产物

含量ꎬ以验证最优抑制条件的可靠性ꎮ 验证试验

结果表明ꎬ与空白组相比ꎬ处理组中 ４ 种环烯醚萜

的含量均有不同程度的降低ꎬ马钱苷酸、獐芽菜苦

苷、龙胆苦苷以及獐芽菜苷含量分别下降了 ６９％、
３６％、３３％和 ４％(表 ５)ꎮ 这表明最优抑制条件为

洛伐他汀 ５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１、膦胺霉素 ４００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１和

取样天数 ６ ｄꎮ

３　 讨论与结论

秦艽作为中国传统药材ꎬ环烯醚萜类化合物

是其主要的药用有效成分ꎮ 该类次生代谢产物的

生源合成途径先经 ＭＶＡ 和 ＭＥＰ 途径合成焦磷酸

香叶酯ꎬ再经过裂环等多步酶促反应合成龙胆苦

苷等萜类化合物(康恒等ꎬ２０２１)ꎮ 本研究以膦胺

霉素浓度、洛伐他汀浓度以及取样天数为 ３ 个主

要因素进行了 ３ 因素 ４ 水平的正交试验ꎬ筛选了可

显著抑制马钱苷酸、獐牙菜苦苷、龙胆苦苷和獐牙

菜苷的最佳条件ꎮ 本研究极差分析结果表明ꎬ膦
胺霉素对代谢产物含量的抑制效果高于洛伐他

汀ꎬ推测 ＭＥＰ 途径在秦艽环烯醚萜类次生代谢产

物的合成途径中起主导作用ꎬ与王彩云等(２０１４)
基于对滇龙胆转录组数据推测龙胆苦苷生物合成

主要来源于 ＭＥＰ 途径ꎬ部分来源于 ＭＶＡ 途径的

结论相似ꎮ 此外ꎬ抑制剂对马钱苷酸的含量降低

程度显著强于獐牙菜苦苷、龙胆苦苷和獐牙菜苷ꎬ
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表 ２　 多因素方差分析表
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

类别
Ｃａｔｅｇｏｒｙ

Ⅲ类平方和
Ｃｌａｓｓ Ⅲ ｓｕｍ
ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ

自由度
Ｆｒｅｅ ｄｅｇｒｅｅ

均方
Ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

显著性
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

修正模型
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｏｄｅｌ

马钱苷酸含量
Ｌｏｇａｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ

１０.１５５ ９ １.１２８ ３.２１１ ０.０８５

龙胆苦苷含量
Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

２６１.１６８ ９ ２９.０１９ ０.６２９ ０.７４５

獐芽菜苷含量
Ｓｗｅｒｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

２２.７３１ ９ ２.５２６ １.１３９ ０.４５３

獐芽菜苦苷含量
Ｓｗｅｒｔｉａｍａｒｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

３.５４７ ９ ０.３９４ ０.６５６ ０.７２７

膦胺霉素浓度
Ｆｏｓｆｏｍｙｃｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

马钱苷酸含量
Ｌｏｇａｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ

２.２８３ ３ ０.７６１ ２.１６６ ０.１９３

龙胆苦苷含量
Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

５４.６５３ ３ １８.２１８ ０.３９５ ０.７６２

獐芽菜苷含量
Ｓｗｅｒｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

３.５７７ ３ １.１９２ ０.５３８ ０.６７４

獐芽菜苦苷含量
Ｓｗｅｒｔｉａｍａｒｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

０.８４７ ３ ０.２８２ ０.４７０ ０.７１４

洛伐他汀浓度
Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

马钱苷酸含量
Ｌｏｇａｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ

０.５４４ ３ ０.１８１ ０.５１６ ０.６８６

龙胆苦苷含量
Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

３９.８２９ ３ １３.２７６ ０.２８８ ０.８３３

獐芽菜苷含量
Ｓｗｅｒｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

１.９６５ ３ ０.６５５ ０.２９５ ０.８２８

獐芽菜苦苷含量
Ｓｗｅｒｔｉａｍａｒｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

０.２８１ ３ ０.０９４ ０.１５６ ０.９２２

取样天数
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ

马钱苷酸含量
Ｌｏｇａｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ

７.３２７ ３ ２.４４２ ６.９５１ ０.０２２�

龙胆苦苷含量
Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

１６６.６８７ ３ ５５.５６２ １.２０４ ０.３８６

獐芽菜苷含量
Ｓｗｅｒｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

１７.１８９ ３ ５.７３０ ２.５８４ ０.１４９

獐芽菜苦苷含量
Ｓｗｅｒｔｉａｍａｒｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

２.４１９ ３ ０.８０６ １.３４２ ０.３４６

误差
Ｅｒｒｏｒ

马钱苷酸含量
Ｌｏｇａｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ

２.１０８ ６ ０.３５１

龙胆苦苷含量
Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

２７６.８７１ ６ ４６.１４５

獐芽菜苷含量
Ｓｗｅｒｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

１３.３０３ ６ ２.２１７

獐芽菜苦苷含量
Ｓｗｅｒｔｉａｍａｒｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

３.６０５ ６ ０.６０１

　 注: � 表示显著差异 (Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: � ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) .

推测马钱苷酸可能相较其余 ３ 种代谢产物位于代谢

通路的上游ꎬ因此抑制剂对马钱苷酸含量的影响最

大ꎮ 相关性分析发现ꎬ４ 种代谢产物含量的变化呈

显著正相关ꎬ推测抑制剂对其代谢流可能具有“级
联趋同”的调控作用ꎮ 但是ꎬ取样天数和代谢产物

含量呈显著负相关ꎬ即抑制剂处理时间越长ꎬ４ 种环

烯醚萜含量的呈显著降低趋势ꎬ而关于抑制剂对代

谢产物影响的最长时效还需进一步研究ꎮ
基于本研究正交法优化的最佳抑制条件为膦

胺霉素 ４００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１、洛伐他汀 ５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１、取
样天数 ６ ｄꎮ 在该条件下马钱苷酸、獐牙菜苦苷、
龙胆苦苷和獐牙菜苷的含量均有所下降ꎬ分别下

降了 ６９％、３６％、３３％和 ４％ꎮ 这表明基于正交法

筛选的抑制条件可作为进一步研究秦艽中主要次

生代谢产物 ＭＶＡ 和 ＭＥＰ 合成途径调控机制的最

优抑制条件ꎮ 本研究所得最佳抑制条件ꎬ为后期

研究秦艽环烯醚萜类化合物生物合成过程 ＭＶＡ
和 ＭＥＰ 代谢通路的调控机制奠定了一定的基础ꎮ
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表 ３　 相关性分析结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ

指标
Ｉｎｄｅｘ

膦胺霉素浓度
Ｆｏｓｆｏｍｙｃｉｎ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

洛伐他汀
浓度

Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

取样天数
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ

马钱苷酸
含量

Ｌｏｇａｎｉｃ ａｃｉｄ
ｃｏｎｔｅｎｔ

獐牙菜苦苷
含量

Ｓｗｅｒｔｉａｍａｒｉｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ

龙胆苦苷
含量

Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ
ｃｏｎｔｅｎ

獐牙菜苷
含量

Ｓｗｅｒｏｓｉｄｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ

膦胺霉素浓度
Ｆｏｓｆｏｍｙｃｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

１

洛伐他汀浓度
Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

０ １

取样天数
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ

０ ０ １

马钱苷酸含量
Ｌｏｇａｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ

－０.３１９ －０.０３９ －０.７２８�� １

獐牙菜苦苷含量
Ｓｗｅｒｔｉａｍａｒｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

０.０９９ －０.０１３ －０.５２６� ０.５３９� １

龙胆苦苷含量
Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

－０.０７８ ０.０６５ －０.６５１�� ０.６０６� ０.９３１�� １

獐牙菜苷含量
Ｓｗｅｒｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

０.０２０ －０.０２１ －０.６６８�� ０.６１６� ０.９３３�� ０.９３２�� １

　 注: �表示显著差异 (Ｐ<０.０５)ꎻ ��表示显著差异 (Ｐ<０.０１)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: � ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５)ꎻ �� ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０１) .

表 ４　 极差分析结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒａｎｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ

指标
Ｉｎｄｅｘ

水平
Ｌｅｖｅｌ

膦胺霉素
浓度

Ｆｏｓｆｏｍｙｃｉｎ
ｃｏｎｃｅｎ￣
ｔｒａｔｉｏｎ

洛伐他汀
浓度

Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ
ｃｏｎｃｅｎ￣
ｔｒａｔｉｏｎ

取样天数
Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｔｉｍｅ

马钱苷酸含量
Ｌｏｇａｎｉｃ ａｃｉｄ

ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｋ１ ２.３０２ １.９２５ ２.７５７
Ｋ２ １.５ １.４１２ １.７１７
Ｋ３ １.５７８ １.７２３ １.１７
Ｋ４ １.３０５ １.６２５ １.０４

极差 Ｒａｎｇｅ ０.９９７ ０.５１２ １.７１７

獐芽菜苦苷含量
Ｓｗｅｒｔｉａｍａｒｉｎ

ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｋ１ １.７８８ ２.２０２ ２.３２５
Ｋ２ １.９３３ １.８３５ ２.４４７
Ｋ３ ２.３９８ １.９７ １.７７８
Ｋ４ １.９３３ ２.０４３ １.５

极差 Ｒａｎｇｅ ０.６１ ０.３６７ ０.９４７

龙胆苦苷含量
Ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｋ１ １６.５９ １８.０５ ２０.７５
Ｋ２ １７.３６ １６.３６ ２２.１３
Ｋ３ ２１.３９ １７.７２ １５.４９
Ｋ４ １５.０５ １８.２６ １２.０１

极差 Ｒａｎｇｅ ６.３４ １.９ １０.１２

獐芽菜苷含量
Ｓｗｅｒｏｓｉｄｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｋ１ ３.５３５ ４.４５７ ５.１７２
Ｋ２ ４.０９ ３.４９ ４.８７８
Ｋ３ ４.７５５ ４.１４８ ３.３０５
Ｋ４ ３.６８３ ３.９６８ ２.７０８

极差 Ｒａｎｇｅ １.２２ ０.９６７ ２.４６５
排秩 Ｐａｔｃｈ ２ ３ １

　 注: Ｋ１、Ｋ２、Ｋ３、Ｋ４ 分别表示因素的 １、２、３、４ 水平ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｋ１ꎬ Ｋ２ꎬ Ｋ３ ａｎｄ Ｋ４ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ １ꎬ ２ꎬ ３ ａｎｄ ４ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｆａｃｔｏｒｓ.

图 ２　 正交试验中各因素与秦艽环烯醚萜含量的关系
Ｆｉｇ. ２　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ａｎｄ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｉｒｉｄｏｉｄ ｉｎ Ｇｅｎｔｉａｎａ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ

表 ５　 验证试验结果
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

试验分组
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｇｒｏｕｐ

马钱苷酸
含量

Ｌｏｇａｎｉｃ
ａｃｉｄ

ｃｏｎｔｅｎｔ
(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

獐芽菜苦苷
含量

Ｓｗｅｒｔｉａ￣
ｍａｒｉｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

龙胆苦苷
含量

Ｇｅｎｔｉｏｐｉ￣
ｃｒｏｓｉｄｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

獐芽菜苷
含量

Ｓｗｅｒｏｓｉｄｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ

５.９２６ ３±
０.０３８ ６

１.９０５ １±
０.０１３ ０

２８.８７８ ３±
１.５０５ ８

４.６０５ ８±
０.０６６ ８

处理组
Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｇｒｏｕｐ

１.８４７ ７±
０.０４５ ８

１.２１５ ３±
０.０３５ ６

１９.３３３ ８±
０.７１６ ９

４.４２６ ９±
０.２６０ ７

３８７４ 期 付欢欢等: 正交法优选调控秦艽次生代谢产物含量变化的条件
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