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　　摘要：以虎耳草的春叶和秋叶为材料，比较两者光合作用与有效成分含量差异，为虎耳草采收利用提供依据。结
果表明：春叶和秋叶的净光合速率及蒸腾速率日变量均呈双峰曲线，上午１０：００达最高，１３：００出现“午休”，光合速率
的降低受非气孔因子限制；春叶与秋叶光诱导的时间一致；高温对叶片净光合速率影响很大，秋叶在３０℃以上净光合
速率降低更明显；秋叶的Ｆｖ／Ｆｍ、Ｆｖ／Ｆｏ、ｑＰ、ΦＰＳⅡ和ＥＴＲ值都比春叶的显著或极显著升高，ｑＮ值显著降低。秋叶具有

更强的光合能力，但秋叶岩白菜素和没食子酸含量极显著低于春叶。
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　　虎耳草为虎耳草科多年生草本植物，生于林缘、岩坡石
隙，广泛分布于我国各地［１］，全草入药，可消炎、解毒，民间常

用于治疗中耳炎等病症。由于株叶优美，叶似虎耳，现多作为

绿化植物栽培。虎耳草中岩白菜素含量很高，该类成分已被

《中国药典》收录，具有止咳、抗炎的功效［２］，近几年研究发

现，虎耳草中所含的没食子酸有抑制前列腺癌的作用［３］，有

关虎耳草有效成分及药理药效的研究逐步增多［４－６］。

光合作用是植物的重要生理活动，它对环境的变化很敏

感，单一环境因子及多因子综合作用对光合作用的影响，以及

逆境条件下光合作用的变化已有大量的研究报道［７－８］，以往

的研究也发现同种植物不同叶龄的光合速率存在较大差

异［９］。虎耳草属典型的阴生植物［１０］，经过炎热强光的夏季，

植株发生了很大变化。作者所在课题组在之前的研究发现，

虎耳草在春季光合速率最高，有效成分含量则在冬季最

高［１１］，但相关性研究表明，虎耳草中岩白菜素和没食子酸含

量在室温和强光下积累较多，光合速率与有效成分含量呈显

著正相关［１２］。有研究表明，植物不同叶龄的有效成分含量存

在较大差异［１３］，基于以往研究，初步判断造成这种差异的原

因是虎耳草叶龄的差异。本研究通过对虎耳草春叶和秋叶的

光合特性及有效成分含量进行比较，旨在了解虎耳草光合作

用及有效成分积累的特点，为虎耳草的采收和利用提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料
岩白菜素对照品和没食子酸对照品（中国药品生物制品

鉴定所），经检查纯度为９８％以上。甲醇为色谱纯，水为纯净

水，其余试剂为分析纯。

供试材料虎耳草为怀化学院生物园内栽培种，２０１２年及
２０１３年３月选长势良好的植株进行盆栽，每盆种植３株，共
１５盆。栽培用的塑料盆上口径为２２ｃｍ，底部直径１５ｃｍ，高
２０ｃｍ。置于湖南怀化学院生物园阴棚内（前期试验证明覆盖
１层遮阳网是最适光照［１４］），喷头常规洒水。分别于 ２０１２
年、２０１３年４月和９月对新长出的叶片进行挂牌标记。
１．２　气体交换日变化测定

２０１２年、２０１３年 １０月下旬选择风和日丽的天气，从
０８：３０至１７：３０每隔 １．５ｈ１次，用 Ｌｉ－６４００光合仪（美国
ＬＩ－ＣＯＲ公司）进行测定，不同叶龄每个时间点测１０张叶，
取平均值。每个材料测定在１５ｍｉｎ内完成。记录净光合速
率（Ｐｎ）、蒸腾速率（Ｔｒ）、气孔导度（Ｇｓ）、胞间 ＣＯ２浓度（Ｃｉ）、
气温（Ｔａ）等。
１．３　光诱导时间测定

虎耳草叶片用锡箔纸包裹好，暗适应１晚，第 ２天上午
０９：００在室外测定，均采用室外生态因子。光诱导光量子密
度设为５００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），由仪器配备的红蓝光源（６４００－
０２ＢＬＥＤ光源）产生，每隔 ５ｍｉｎ计数 １次，３５ｍｉｎ后停止
计数。

１．４　净光合速率对不同温度的响应测定
选择晴朗的天气，上午０９：００进行温度响应曲线测定，光

量子密度设置为５００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），由仪器配备的红蓝光源
（６４００－０２ＢＬＥＤ光源）产生，叶面温度设置为１０、１５、２０、２５、
３０、３５℃，由仪器自动控制。
１．５　叶绿素荧光参数的测定

用锡箔纸包裹好叶片，使叶片经３０ｍｉｎ暗适应，测定原
初荧光（Ｆｏ）及暗中最大荧光（Ｆｍ）。叶片经自然光照［光量
子密度约５００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］诱导活化３０ｍｉｎ后，测得稳态
荧光产量（Ｆｓ）及光下最大荧光（Ｆｍ），在关闭活化光的瞬间，
加上数秒远红外光，测定光下的最小荧光（Ｆｏ）。
１．６　岩白菜素和没食子酸含量测定
１．６．１　样品准备　２０１２年、２０１３年１０月下旬采集虎耳草春
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叶及秋叶样品干燥至恒质量，粉碎并通过１２０目筛过滤。精
确称取１．０ｇ虎耳草粉末，甲醇提取，料液比为１ｇ∶２５ｍＬ，
装入５０ｍＬ锥形瓶中，超声波提取３５ｍｉｎ，重复提取１次。所
得滤液用旋转蒸发仪浓缩至约５ｍＬ，用甲醇定容至２５ｍＬ的
容量瓶中。最后经 ０．２２μｍ针孔滤膜过滤，取 １ｍＬ于 ＥＰ
管中。

１．６．２　色谱条件　使用ＬＣ－２０ＡＴ高效液相色谱仪（日本岛
津）进行测定，色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８（１５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）。流动相：甲醇 －０．１％ 磷酸溶液（７３∶２９）；
流速：１．０２ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长 ２７２ｎｍ；柱温 ２５℃；进样量
２０μＬ。　
１．６．３　标准曲线制备及回收率试验　准确称取岩白菜素标
准品２０ｍｇ和没食子酸标准品２０ｍｇ，以甲醇溶解制成浓度为
１．００ｍｇ／ｍＬ的溶液，再使用移液枪将其浓度分别稀释为
０．１０００、０．０８００、０．０６００、０．０４００、０．０２００ｍｇ／ｍＬ，经
０．２２μｍ针孔滤膜过滤，置于超声波洗净的离心管中。按色
谱条件进样测定，峰面积为纵坐标绘制标准曲线。回收率试

验中精密称定已知含量的虎耳草约０．５０ｇ，分别加入适量的
岩白菜素和没食子酸对照品，按供试品的制备的步骤提取。

１．６．４　虎耳草叶中岩白菜素及没食子酸含量的测定　取虎
耳草叶片干样 １．０ｇ，按“１．６．３”节的方法准备，进样量
２０μＬ。按外标法以峰面积积分值计算岩白菜素和没食子酸
的含量。

１．７　数据分析
所测定结果取平均值和标准误，利用 ＳＰＳＳ及 Ｅｘｃｅｌ统计

软件进行分析与绘图。春叶和秋叶的生理生态差异采用ｔ测
验进行比较分析。

２　结果与分析

２．１　虎耳草春叶与秋叶的气体交换日变量
自然条件下，供试材料的净光合速率和蒸腾速率呈双峰

曲线（图 １），上午 １０：００达最高，１３：００出现“午休”，下午
１４：３０稍有回升，但仍低于上午。一天当中，春叶的净光合速
率和蒸腾速率均略低于秋叶，春叶和秋叶日平均值差异显著

（表１），其中净光合速率值差异极显著。
气孔导度和胞间二氧化碳浓度则在上午０８：３０最高，随

着时间的推移越来越低，在中午１３：００—１４：３０降至最低点，
午后又有所回升。春叶的气孔导度除了１４：３０外，都要低于
秋叶。而一天中春叶的胞间二氧化碳浓度值除１４：３０外都略
高于秋叶。秋叶的水分利用率、气孔导度日平均值都极显著

高于春叶，春叶和秋叶胞间二氧化碳浓度差异不显著。

判断叶片光合速率降低的主要原因是气孔限制还是非气

孔限制，一般只根据胞间二氧化碳浓度的变化方向便可作出

正确判断，胞间二氧化碳浓度降低表明气孔导度降低是主要

因素。１０：００—１３：００，虎耳草叶片气孔关闭，引起胞间二氧化
碳浓度降低，从而导致净光合速率降低。但早上０８：３０，气孔
导度和胞间二氧化碳浓度都最高，净光合速率和蒸腾速率并

未达最高，下午１４：３０以后净光合速率和蒸腾速率越来越低，
气孔导度和胞间二氧化碳浓度却有所升高，说明影响虎耳草

叶片光合速率的不尽是气孔因子。

表１　虎耳草春叶和秋叶的净光合速率、蒸腾速率、气孔导度、胞间二氧化碳浓度日平均比较（ｎ＝１０）

叶龄
净光合速率

［μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］
蒸腾速率

［ｍｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］
水分利用率

（μｍｏｌ／ｍｍｏｌ）
气孔导度

［ｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］
胞间二氧化碳浓度

（μｍｏｌ／ｍｏｌ）

春叶 ４．０６±１．４７ １．２０±０．４３４ ３．３８±０．８４７ ０．１０３±０．０６８ ２８９±３７．２
秋叶 ５．３９±１．４３ １．２９±０．４３１ ４．１８±０．８０６ ０．１２０±０．０７３ ２７６±３６．０

变化率（％） ２４．７ ６．９６ ２０．３ １４．２ ４．５０

　　注：“”表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；“”表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。表２、表４同。
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２．２　春叶与秋叶光诱导时间的比较
植物光合作用对光的响应不是立即发生的，需要经过一

个光诱导过程，不同的植物、同种植物不同的光处理，光合作

用诱导期的长短差别很大［１５］。从图２可知，虎耳草春叶和秋
叶净光合速率在５ｍｉｎ时差别不大，随着时间推移两者净光
合速率逐步上升，至２５ｍｉｎ后基本持平，两者光诱导所需的
时间一致，秋叶净光合速率高于春叶。

２．３　春叶与秋叶光合速率对不同温度的响应
在控制光量子密度的条件下［５００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］，虎耳

草叶片对温度的响应呈单峰曲线，短时的低温对净光合速率

影响不大，秋叶整体高于春叶。当温度在２５℃左右时净光合
速率最高（图３），秋叶为６．７９μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），随着温度进一
步升高，净光合速率有下降趋势，高温对秋叶的影响更明显。

２．４　春叶和秋叶叶绿素荧光参数比较
叶绿素荧光参数结果显示，春叶的Ｆｖ／Ｆｍ及 Ｆｖ／Ｆｏ值都

显著低于秋叶（表２），其中Ｆｖ／Ｆｏ差异达极显著，Ｆｖ／Ｆｏ的差
异程度大于Ｆｖ／Ｆｍ，说明春叶的ＰＳⅡ传能效率的抑制比对其
光能转化效率的抑制更显著。春叶的ｑＰ值极显著低于秋叶，
说明春叶ＰＳⅡ反应中心的开放比例降低，ｑＮ值与 ｑＰ值的变
化相反，春叶激发能用于非光化学反应的耗散比例增大，这可

以保护叶片ＰＳⅡ反应中心因吸收过多光能而引起的光氧化
伤害。秋叶的 ΦＰＳⅡ和 ＥＴＲ比春叶极显著升高，秋叶有更高
的ＰＳⅡ光化学反应效率和更快的电子传递速率，更有利于光
合作用。

表２　虎耳草春叶和秋叶叶绿素荧光参数比较

叶龄 Ｆｖ／Ｆｍ Ｆｖ／Ｆｏ ｑＰ ｑＮ ΦＰＳⅡ ＥＴＲ［μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］
春叶 ０．７７３±０．０１２ ３．４８±０．２７５ ０．２９２±０．０５１ ０．８０９±０．０１１ ０．２９０±０．０５２ ３６．１±６．４２
秋叶 ０．８０９±０．００４ ４．６５±０．０４２ ０．３７１±０．０３２ ０．７７８±０．０２３ ０．４５９±０．０５３ ５８．７±６．３７

变化率（％） ４．４５ ２５．２ ２１．３ －３．８３ ３６．８ ３８．５

２．５　春叶和秋叶重要有效成分含量比较
虎耳草中没食子酸和岩白菜素的保留时间分别为

５．１５ｍｉｎ和７．９９ｍｉｎ（图４），理论板数均不低于３０００。
　　岩白菜素和没食子酸的标准曲线结果见表３，两者的相
关系数均达０．９９９以上，回收率也可达９８％以上。
　　虎耳草中重要有效成分含量测定发现，虎耳草叶中岩白
菜素含量高于没食子酸（表４），春叶的没食子酸和岩白菜素
含量分别为１．５２、４．８２ｍｇ／ｇ，均极显著高于秋叶。

３　讨论

植物因素如叶片气孔导度、气孔阻力等是植物长期适应

多变的环境和土壤而形成的一类自身调节因素，主要通过环

境因子和土壤水分状况而间接影响植物的光合生理变

化［１６－１９］。从本研究来看，虎耳草叶片的净光合速率和蒸腾速

率呈双峰曲线，上午１０：００达最高，１３：００出现“午休”，１０：００
至１３：００气孔导度也逐步降低，因此这段时间净光合速率主
要受气孔因素影响；午后气孔导度有所回升，净光合速率却进

一步下降，导致胞间二氧化碳浓度的缓慢升高，此时净光合速

率受非气孔因子限制。通过光诱导曲线和温度响应曲线可发

现，不同虎耳草叶龄光诱导所需的时间一致，说明不同叶龄对

光的敏感程度是一致的；短时的低温对光合速率影响不大，此

时光合速率有关的酶活性并没有受太多影响，这是虎耳草适

应低温环境了一种表现；高温对光合速率有负面影响，其中新

长出的秋叶受影响更明显。

ＰＳⅡ是光合机构中对外界环境因子变化最敏感的部位，
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表３　岩白菜素和没食子酸的标准曲线及加样回收率

标准品 标准曲线 相关系数
线性范围

（ｍｇ／Ｌ）
回收率

（％）

岩白菜素 ｙ＝５０００００００ｘ－６０３６６ ０．９９９１ １０．００～１００．００ ９８．８９
没食子酸 ｙ＝１００００００００ｘ＋９６３０３ ０．９９９２ １０．００～１００．００ ９８．９１

　　注：“ｘ”表示含量（ｍｇ／Ｌ），“ｙ”表示峰面积。

表４　虎耳草春叶和秋叶有效成分含量比较（ｎ＝３）

叶龄
没食子酸 岩白菜素

含量（ｍｇ／ｇ） ＲＳＤ（％） 含量（ｍｇ／ｇ） ＲＳＤ（％）
春叶 １．５２ ２．０１ ４．８２ ３．４８
秋叶 １．１９ １．５６ ４．０１ ３．０３

变化率（％） ２１．７ １６．８

以往研究发现，植物经逆境处理后，Ｆｖ／Ｆｍ、Ｆｖ／Ｆｏ、ｑＰ、ΦＰＳⅡ都
显著降低，ｑＮ 呈上升趋势

［２０］。本试验中，虎耳草秋叶的

Ｆｖ／Ｆｍ、Ｆｖ／Ｆｏ、ｑＰ、ΦＰＳⅡ和 ＥＴＲ值都比春叶显著或极显著升
高，ｑＮ值显著降低，说明秋叶 ＰＳⅡ反应中心内禀光能转换效
率和叶绿素ａ／叶绿素ｂ蛋白复合体 ＬＨＣＰ到 ＰＳⅡ的光能传
递能力较高；叶绿体吸收的光能用于有效的光化学转换的比

例增加，光合电子传递能力升高，叶绿体吸收的光能用于非光

化学反应的耗散比例减少。这些叶片荧光参数的变化，表明

了秋叶光合能力较高。

药用植物有效成分含量在不同的季节存在较大差异。苏

春花等研究发现，阔叶箬竹冬季总黄酮含量最高，可溶性糖以

春季最多［２１］，这与次生代谢产物合成的途径不同有关。虎耳

草光合速率与有效成分含量呈显著正相关［１２］，但本研究发现

光合速率高的秋叶，岩白菜素等有效成分含量显著低于光合

速率低的春叶，这应该与岩白菜素、没食子酸代谢途径有关，

叶龄长有利于此类次生代谢产物的积累。虎耳草春叶有较厚

的表皮细胞和叶肉细胞，秋叶栅海比则高［２２］，岩白菜素与没

食子酸合成积累在叶片中的组织化学定位值得进一步研究。

虎耳草在春季和秋季均有旺盛生长期，夏季的高温和强

光、冬季的低温可导致虎耳草半休眠。综合上述，种植虎耳草

应抓紧春、秋两季的生长期，给予充足的肥水条件，采收则应

在夏冬２季进行。
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