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摘  要  为了探讨放牧过程中冷蒿(Artemisia frigida)酚酸及其抗氧化酶活性对牲畜采食和践踏损伤的响应, 该研究对盆栽冷

蒿幼苗枝叶采用不同程度(轻度、中度和重度)机械损伤的方式模拟放牧强度, 利用高效液相色谱技术测定了机械损伤处理6 h
后冷蒿枝叶和根系9种酚酸含量的变化; 同时对多酚氧化酶(PPO)、苯丙氨酸氨裂合酶(PAL)和抗氧化酶活性进行了测定, 分
析了酚酸含量与PPO和PAL活性之间的相关性。结果表明: 轻度机械损伤可以诱导冷蒿枝叶和根系中PPO、PAL和抗氧化酶

迅速做出响应, 活性显著升高; 随着机械损伤强度增加, 冷蒿枝叶游离态咖啡酸、丁香酸、阿魏酸和肉桂酸含量显著增加, 与
对照相比中度损伤处理分别增加了150.4%、93.5%、154.4%和121.7%, 与PAL活性呈正相关关系; 游离态绿原酸和邻苯二酚

含量减少, 与对照相比重度损伤处理后降低了91.1%和69.3%, 与PPO活性呈负相关关系; 与对照相比重度损伤处理下没食子

酸和原儿茶酸分别增加了280.6%和215.7%。随损伤强度增加, 根系中9种游离态酚酸含量均显著增加, 其含量均小于叶片。

机械损伤导致冷蒿枝叶中游离态和结合态酚酸总量增加, 根系中结合态酚酸减少。上述结果表明机械损伤首先诱导冷蒿体内

应激防御系统中抗氧化酶和酚酸合成关键酶活性升高, 然后促进抗氧化物质酚酸的积累, 调节冷蒿植株内木质素合成以及醌

类和单宁形成, 增强冷蒿抗机械损伤能力和提高冷蒿的耐牧性。 
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Abstract 

Aims  The study aims at understanding the effects of feed intake and trample damage on the phenolic acid for-
mation and antioxidant enzyme activities in Artemisia frigida, and elucidating the adaptive mechanisms in A. fri-
gida to grazing in secondary metabolites and their related enzyme activities. 
Methods  We analyzed the phenolic acid content and the activities of polyphenol oxidase (PPO), phenylalanine 
ammonia-lyase (PAL) and protective enzymes in leaves and roots in A. frigida under three levels (light, moderate, 
and heavy) of manipulative grazing condition. The measurements of the 9 phenolic acid contents started after 6 h 
of the mechanical damage of the plants by using the high performance liquid chromatography (HPLC), and the 
enzyme activities in leaves and roots were measured by a spectrophotometry method. 
Important findings  The light damage treatment induced productions of PPO, PAL and significantly (p < 0.05) 
increased antioxidant enzyme activities in the leaves and roots of A. frigida. The contents of PPO, PAL and anti-
oxidant enzymes increased with increasing intensity of mechanical damage. Compared to the control, the content 
of free caffeic, syringic, ferulic and cinnamic acid in the leaves A. frigida were significantly elevated (p < 0.05) by 
150.4%, 93.5%, 154.4% and 121.7%, respectively. They were significantly (p < 0.05) positively correlated with 
PAL activity in the moderate damage treatment. The content of free chlorogenic acid and catechol decreased by 
91.1%, and 69.3%, respectively, compared with the control they had a negative correlation with PPO activity in 
the heavy damage treatment. The contents of gallic and protocatechuic acids increased (p < 0.05) by 280.6% and 
215.7%, respectively, in the heavy damage treatment. With increasing intensity of mechanical damage, the content 
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of 9 free phenolic acids significantly increased in roots but the increasing range was less than the one in leaves. 
Mechanical damage induced an increasing trend in the total amount of free and bounded phenolic acids in the 
leaves but a decreasing trend in the total amount of bounded phenolic acids in the roots of A. frigida. The results 
indicated that mechanical damage could firstly induce an increase of antioxidant enzymes and key enzymes in 
phenolic metabolism in A. frigida, leading to the accumulation of antioxidant substances of phenolic acids, further 
regulate the biosynthesis of lignins, quinones and tannins, and then enhance the resistance to mechanical damage 
and improved the tolerance of A. frigida to grazing. 
Key words  Artemisia frigida; mechanical damage; phenolic acid; antioxidant enzyme; phenylpropanoid path-
way 
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诱导防御机制在植物自我保护过程中发挥着重

要的作用, 机械损伤或动物取食都会诱导植物体内

产生大量的防御物质(Kessler & Baldwin, 2002; van 
Poecke & Dicke, 2004)。植物通过次生代谢途径产生

大量挥发性有机化合物(VOCs)、酚酸、单宁等重要

的化学防御物质, 增加植物的防御能力, 对外界刺

激做出响应(Agrawal, 2001)。酚酸是植物体内广泛

分布的一类次生代谢产物, 其结构复杂, 种类繁多, 
游离态酚酸参与很多生理过程, 如抗氧化、清除自

由基、形成木质素、刺激反应和毒素活性的反应等

(Brandolini et al., 2013), 结合态作为储藏形式。酚酸

是植物体内通过苯丙烷酸代谢途径产生的一类重要

物质, 直接参与植物的防御反应(Matkowski, 2006)。
多酚氧化酶(PPO)和苯丙氨酸氨裂合酶(PAL)是苯丙

烷酸代谢途径中两个重要的关键酶, 直接调控酚酸

形成量和增加细胞壁木质素抵抗机械压力。因而, 
PAL和PPO活性的提高是诱导防御物质产生和增加

防御能力的重要前提(Winkel-Shirley, 1999; Latha et 
al., 2009)。诸多研究表明, 植物受到损伤或动物采

食后, 能够激活植物的防御反应, 诱导体内PAL和
PPO活性显著升高(Chaman et al., 2003; Koussev-
itzky et al., 2004), 合成并积累酚类化合物(Gogoi et 
al., 2001; 胡增辉等, 2009; 严善春等, 2010)。超氧化

物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶

(CAT)是植物体内主要的抗氧化酶和活性氧清除剂, 
参与植物防御反应(Sharma et al., 2012)。目前, 机械

损伤诱导植物酚酸积累和抗氧化酶活性研究多限于

地上部分, 但是, 植物生长过程中, 地上和地下是

一个协调、统一的生命整体, 丛生禾草的再生生长

研究表明, 根系会对刈割做出生理响应, 通过调节

生长和生理代谢, 增强植物的抵抗能力(章家恩等, 

2005; Puthoff & Smigocki, 2007)。 
冷蒿(Artemisia frigida)为菊科蒿属多年生小半

灌木, 广泛分布于内蒙古草原带和荒漠草原带, 是
草原群落的主要建群种。在连续多年过度放牧压力

下草原退化演替为以冷蒿为主的单一优势群落(王
炜等, 1996; 汪诗平等, 2001)。近年来, 对冷蒿的研

究主要集中在群落结构特征(李衍青等, 2011; 赵康

和宝音陶格涛, 2014)、营养胁迫(刘娜娜等, 2014)、
化感作用(张汝民等, 2010; 左照江等, 2010)以及冷

蒿挥发物对家畜采食的影响(Zhang et al., 2014)等方

面, 但是关于冷蒿耐损伤机理以及酚类化合物代谢

对放牧损伤的响应机制鲜见报道。本研究以冷蒿为

试验材料, 研究了不同强度机械损伤对冷蒿枝叶和

根系中9种游离态和结合态酚酸含量的影响, 以及

苯丙烷酸代谢调控酶(PPO、PAL)和抗氧化酶(SOD、

POD和CAT)活性的变化, 揭示冷蒿应激防御反应

系统中酚酸合成和抗氧化酶的生理响应调控机制, 
以及冷蒿抗机械损伤的适应对策; 同时为牧场的合

理利用、退化草地恢复、草地生物多样性保护以及

可持续发展利用提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  试验材料 
试验材料冷蒿采自内蒙古自治区锡林浩特毛

登牧场内蒙古大学草地生态学研究基地, 地理位置

44.17° N, 116.48° E, 海拔1 160 m。全年平均气温为

–0.4 ℃, 最冷月(1月)平均气温–22.3 ℃, 最热月(7
月)平均气温18.8 ℃, ≥ 0 ℃年积温为2 410 ℃, 
≥ 10 ℃积温为1 597.9 ℃, 无霜期91天, 草原植

物生长期为150天左右。年降水量为365.6 mm, 集中

于6–9月, 占全年降水量的80%左右。土壤为栗钙
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土。本研究区域主要草原植物为羊草 (Leymus 
chinensis)、糙隐子草(Cleistogenes squarrosa)、克氏

针茅 (Stipa sareptana var. krylovii)、大针茅 (Stipa 
grandis)、防风(Saposhnikovia divaricata)、冷蒿、瓣

蕊唐松草(Thalictrum petaloideum)、阿尔泰狗哇花

(Heterop- appus altaicus)等。 
1.2  材料处理 

2014年6月中旬在采样地挖取生长健壮的冷蒿

植株, 植株高20 cm, 栽植于盛有采样地原土的花盆 
(直径18 cm, 高20 cm)中, 每盆1丛, 每丛10–15小
枝。盆栽植株置于浙江农林大学温室中, 自然光照, 
相对湿度为(30 ± 2)%, 白天气温(25 ± 2) ℃, 夜晚

气温(20 ± 2) ℃。植株生长20天后进行试验处理。

选取株高一致、生长良好、无病虫害冷蒿20盆, 随
机分为4组, 以剪刀损伤(剪掉小枝的1/3长度)和揉

捏方式(用手揉捏小枝上端1/3处, 将小针叶揉坏)人
工模拟牲畜对冷蒿枝叶的采食和践踏, 每盆苗处理

1/4枝条为轻度损伤, 处理1/3枝条为中度损伤, 处
理1/2枝条为重度损伤, 不做处理为对照。每个损伤

强度处理5盆, 每盆为1个独立重复。在处理6 h后分

别对冷蒿枝叶和根系进行取样, 液氮速冻后置于

–80 ℃低温冰箱内保存。 
1.3  酚酸提取和含量测定 

酚酸提取参考Brandolini等(2013)的方法并略作

修改。游离酚酸提取: 准确称取1 g样品, 研磨成粉

末, 加入10 mL提取液(甲醇、丙酮、水的体积比为

7:7:6), 不连续振荡提取20 min, 10 000 × g离心10 
min (8 ℃), 收集上清液; 沉淀用同样方法重复提取

2次, 合并上清液。上清液于35 ℃真空浓缩至大约

10 mL, 然后加入4 mol·L–1 NaOH 10 mL, 在室温和

氮气保护环境下碱解4 h, 再用6 mol·L–1 HCl调pH
值至1.5–2.0, 加入20 mL乙酸乙酯萃取3次。乙酸乙

酯相提取物中加无水硫酸钠脱水, 过滤。30 ℃真空

浓缩至干, 用色谱纯甲醇定容至2 mL, 得到游离酚

酸。测定时经有机微孔滤膜(0.45 μm)过滤。 
结合酚酸提取: 在游离酚酸提取沉淀物中加入

4 mol·L–1 NaOH 10 mL, 在室温和氮气保护环境下

碱解4 h, 再用6 mol·L–1 HCl调pH值至1.5–2.0, 加入

20 mL乙酸乙酯萃取3次。乙酸乙酯相提取物中加无

水硫酸钠脱水, 过滤。30 ℃真空浓缩至干, 用色谱

纯甲醇定容至2 mL, 得到结合酚酸。测定时经有机

微孔滤膜(0.45 μm)过滤。所有提取过程均需避光。 

酚酸含量的测定: 采用ACQUITYTM高效液相

色谱仪(Waters, Milford, USA)测定酚酸含量。色谱

柱为ACQUITY UPLC BEH C18柱(1.7 μm, 1.0 mm × 
100 mm), 柱温为室温, 光电二极管阵列(PDA)检测

器, 检测波长280 nm, 进样量1 μL。流动相: A为

0.5%乙酸, B为乙腈, 流速0.1 mL·min–1。洗脱液A的

洗脱梯度为: 0 min, 95%; 10 min, 90%; 12 min, 85%; 
15 min, 80%; 18 min, 77%; 22 min, 30%; 28 min, 
95%。 

酚酸标样配制及标准曲线制定: 9种酚酸标样

——没食子酸、原儿茶酸、绿原酸、邻苯二酚、咖

啡酸、丁香酸、对香豆酸、阿魏酸、肉桂酸均购自

Sigma公司。分别称取酚酸标准样品1 mg, 用色谱纯

甲醇定容至5 mL配成酚酸混合标样母液(严善春等, 
2010)。将其母液稀释10倍、20倍、50倍、100倍、

200倍, 配成一系列浓度的混合标样, 根据上述液相

色谱条件上样, 得到标准溶液色谱分离结果, 标样

分离效果良好。然后以各种酚酸峰面积为纵坐标, 
酚酸浓度为横坐标进行线性回归, 得到回归方程。

标准物没食子酸、原儿茶酸、绿原酸、邻苯二酚、

咖啡酸、丁香酸、对香豆酸、阿魏酸、肉桂酸的相

关系数分别为0.993 3、0.989 4、0.987 4、0.994 7、
0.993 4、0.992 1、0.987 2、0.992 6、0.986 2, 表明

标准物峰面积与浓度之间具有极显著线性相关关

系。根据酚酸标准品的保留时间及其在280 nm的紫

外吸收光谱对样品中的酚酸定性, 用Waters色谱工

作站测定纯度后, 依据外标曲线计算酚酸的含量

(μg·g–1鲜质量)。 
1.4  酶液提取 

PAL和PPO酶液提取: 称取0.2 g冷冻样品, 加5 
mL硼酸缓冲液(100 mmol·L–1, pH 8.0)冰浴条件下研

磨至匀浆, 在10 000 × g离心20 min (4 ℃), 上清液

用于PPO活性和PAL活性测定。 
SOD、POD和CAT酶液提取: 称取0.2 g冷冻样

品液氮研磨, 加5 mL磷酸缓冲溶液(50 mmol·L–1, 
pH 7.8)匀浆, 10 000 × g离心10 min (4 ℃)。上清液

用于SOD、POD和CAT活性测定和蛋白质含量测定。 
1.5  酶活性测定 

PPO活性测定参考Tan和Harris (1995)的方法并

略作修改。在2.9 mL反应液(0.05 mol·L–1磷酸缓冲液

pH 7.4, 含0.02 mol·L–1邻苯二酚)中加入100 μL酶提

取液, 混匀后于420 nm处测定2 min内吸光度值的
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变化。以每分钟吸光度值变化0.01表示1个酶活力单

位, PPO活性用U·g–1 Pro·min–1表示。 
PAL活性测定参考Jiang和Joyce (2003)的方法

并略作修改。在2.9 mL反应液(0.1 mol·L–1硼酸缓冲

液pH 8.0, 含3 mmol·L–1 L-苯丙氨酸)中加入100 μL
酶液, 混匀后于290 nm处测定吸光度值的变化, 同
样条件下, 将另外一个3 mL反应体系在30 ℃保温1 
h后于290 nm测定吸光度值。PAL活性用U·g–1 
Pro·min–1表示。 

SOD活性测定参照Giannopolitis和Ries (1977)
的方法 ; CAT和 POD活性测定参照 Fu和Huang 
(2001)的方法。 
1.6  蛋白质含量测定 

可溶性蛋白质含量测定参照Bradford (1976)的
方法。 
1.7  数据处理 

所有数据均为5次重复的平均值±标准误差。利

用Origin 8进行统计分析和作图, 统计方法采用单

因素方差分析进行检验, 并进行Fisher LSD多重比

较(p < 0.05)。 

2  结果和分析 

2.1  机械损伤对冷蒿体内酚酸含量的影响 
轻度机械损伤处理冷蒿枝叶后, 游离没食子酸

和原儿茶酸含量显著增加, 绿原酸和邻苯二酚含量

显著下降(p < 0.05), 但是总游离酚酸含量与对照相

比差异不显著(p > 0.05)(表1), 说明该机械损伤程度

对枝叶游离酚酸含量未达到诱导阈限。苯甲酸型中

的没食子酸和原儿茶酸可以形成单宁, 是抗虫活性

的物质, 随着损伤强度的加强, 没食子酸和原儿茶

酸显著增加, 不断积累, 重度损伤处理比对照分别

增加了280.6%和215.7% (p < 0.05), 达到峰值; 苯丙

烯酸型酚酸是合成木质素的中间产物, 能增加植物

细胞壁的强度, 咖啡酸、丁香酸、阿魏酸和肉桂酸

含量随着损伤的加强而增加, 中度损伤处理比对照

分别增加了150.4%、93.5%、154.4%和121.7% (p < 
0.05), 随后含量下降; 绿原酸和邻苯二酚可以被

PPO氧化成醌类, 重度损伤处理比对照分别下降了

91.1%和69.3% (p < 0.05), 其含量随着损伤的加强

而下降, 随后达到最低值。从总游离酚酸含量看, 随
着枝叶被损伤, 其含量不断增加, 中度和重度损伤

比对照分别增加了61.4%和66.5%, 呈显著增加, 说

明中度和重度损伤处理已经达到了诱导阈值。 
从结合酚酸来看, 轻度机械损伤处理冷蒿枝叶

后, 没食子酸、原儿茶酸、绿原酸、咖啡酸、丁香

酸、对香豆酸、阿魏酸和总结合态酚酸含量均下降, 
且与对照相比差异均不显著(p > 0.05), 说明该损伤

程度对枝叶中结合酚酸含量未达到诱导阈值。随着

机械损伤强度增加, 苯甲酸型中的原儿茶酸和绿原

酸含量显著增加, 重度损伤处理比对照分别增加了

57.2%和11.5%; 苯丙烯酸型中的对香豆酸和阿魏酸

含量增加显著, 重度损伤处理后比对照分别增加了

32.0%和34.2%。从总结合酚酸看, 中度和重度损伤

结合酚酸比对照分别增加了26.8%和18.6% (p < 
0.05), 说明中度和重度损伤处理已经达到了诱导阈

值。结果表明, 冷蒿枝叶中游离酚酸较结合酚酸对

机械损伤的响应更为明显, 其含量变化与损伤强度

密切相关, 中度和重度损伤处理比对照显著增加。 
冷蒿枝叶经不同强度机械损伤处理后, 根系中

9种游离酚酸含量发生显著变化(表2)。轻度机械损

伤处理, 根系中游离酚酸含量显著增加的有原儿茶

酸、咖啡酸、对香豆酸、肉桂酸和总酚酸; 随着损

伤的加强, 根系中9种游离酚酸含量都显著增加, 特
别是重度损伤, 酚酸含量较对照均增加80%以上, 
尤其是原儿茶酸含量增加了6.2倍; 而总酚酸含量, 
中度和重度损伤比对照分别增加了 161.3%和

195.3%。说明轻度机械损伤处理已经达到了诱导阈

值, 根系中游离酚酸积累比枝叶迅速, 相同诱导强

度下根系中总酚酸含量显著高于枝叶。 
在根系中, 对照组结合态丁香酸、对香豆酸、

阿魏酸和总酚酸高于枝叶, 其他6种酚酸含量均低

于枝叶中, 表明根系中存在大量结合态酚酸。根系

中结合态酚酸含量随着机械损伤明显减少, 轻度、

中度和重度损伤后没食子酸、绿原酸、邻苯二酚、

对香豆酸、阿魏酸、肉桂酸和总酚酸含量减少

35.6%–76.1%, 显著低于对照, 说明轻度损伤处理

已经能够达到诱导阈值。根系中结合态酚酸含量减

少, 枝叶中结合态酚酸含量增加。 
2.2  机械损伤对冷蒿PPO和PAL活性的影响 

PAL是苯丙烷酸代谢途径上的调控酶, 参与酚

酸和木质素的生物合成, 增加植物的抗逆性。不同

机械损伤冷蒿体内PAL活性变化见图1。轻度、中度

和重度处理, 枝叶PAL活性比对照分别升高了2.88
倍、3.88倍和4.92倍( p < 0.05), 表明轻度损伤处理枝  
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图1  机械损伤对冷蒿苯丙氨酸氨裂合酶活性的影响(平均

值±标准误差, n = 5)。不同大写字母表示冷蒿枝叶的差异显

著, 不同小写字母表示根系的差异显著(p < 0.05, 根据LSD
测验)。*, p < 0.05; **, p < 0.01。ns, 不显著。CK, 对照; LD
为轻度损伤; MD为中度损伤; HD为重度损伤。 
Fig. 1  Effect of mechanical damage on the activity of 
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) in Artemisia frigid (mean 
± SE, n = 5). Different uppercase letters indicate significant 
differences of leaves and different lowercase letters denote 
statistically significant differences of roots from Artemisia fri-
gida (p < 0.05, according to LSD test). *, p < 0.05; **, p < 0.01; 
ns, non-significant. CK, control; LD, light damaging; MD, 
moderate damaging; HD, heavy damaging. 
 
叶, 已经能够达到诱导阈值, 激活枝叶PAL活性, 
使其迅速增加; 而根系PAL活性在中度损伤后, 才
显著增加, 表明中度损伤才能够达到根系PAL活性

诱导阈值。对照组枝叶PAL活性低于根系, 损伤处

理后, 枝叶中PAL活性增加比根系中迅速, 表明枝

叶中PAL活性对刺激响应迅速, 而根系中响应迟

缓。机械损伤能够促进枝叶中酚酸的合成。 
PPO可以把酚酸氧化成醌类的物质, 防止病原

菌感染。图2显示了不同损伤程度对冷蒿体内PPO活

性的影响。轻度、中度和重度处理下, 枝叶中PPO活

性比对照分别升高了41.7%、103.7%和197.8% (p < 
0.05), 而根系PPO活性分别升高了7.0%、99.3%和

163.9%, 表明轻度损伤处理冷蒿枝叶, 已经能够达

到诱导阈值, 激活枝叶和根系中PPO, 使其活性迅速

增加。各处理中枝叶PPO活性均高于根系, 且差异极

显著, 表明枝叶PPO氧化酚酸的能力强于根系, 形成

的醌类物质含量高于根系, 增强了枝叶的保护能力。 
2.3  机械损伤对冷蒿抗氧化酶活性的影响 

随着机械损伤强度的增加, SOD、CAT和POD
活性逐渐增强(图3), 轻度、中度和重度损伤处理, 
枝叶中SOD活性比对照分别增加了1.96倍、2.36倍和

4.98倍(p < 0.05); 中度和重度损伤, 根系中SOD活

性比对照分别增加了68.3%和147.2% (p < 0.05)  

 
 
图2  机械损伤对冷蒿多酚氧化酶活性的影响(平均值±标准

误差, n = 5)。不同大写字母表示冷蒿枝叶的差异显著, 不同

小写字母表示根系的差异显著(p < 0.05, 根据LSD测验)。*, p 
< 0.05; **, p < 0.01。ns, 不显著。CK, 对照; LD为轻度损伤; 
MD为中度损伤; HD为重度损伤。 
Fig. 2  Effect of mechanical damage on the activity of poly-
phenol oxidase (PPO) in Artemisia frigid (mean ± SE, n = 5).  
Different uppercase letters indicate significant differences of 
leaves and different lowercase letters denote statistically sig-
nificant differences of roots from Artemisia frigida (p < 0.05, 
according to LSD test). *, p < 0.05; 　 **, p < 0.01; ns, 　
non-significant. CK, control; LD, light damaging; MD, moder-
ate damaging; HD, heavy damaging. 
 
(图3A)。表明轻度损伤能够诱导枝叶SOD活性迅速

增加, 达到诱导阈值; 中度损伤根系达到诱导阈

值。各处理中枝叶SOD活性显著高于根系, 表明枝

叶SOD活性对机械损伤的响应明显高于根系, 消除

O2
–·的能力很强。 
中度和重度损伤后, 枝叶和根系CAT活性与对

照相比显著增强(图3B), 枝叶中比对照分别增加了

35.4%和147..6% (p < 0.05), 根系中比对照分别增加

了63.7%和173.3% (p < 0.05), 表明中度损伤处理能

够达到诱导阈值; 枝叶CAT活性高于根系, 枝叶消

除H2O2能力强于根系。 
轻度、中度和重度处理后, 枝叶中POD活性分

别比对照增加了1.62倍、2.51倍和3.18倍(p < 0.05); 
根系分别比对照增加1.22倍、2.15倍和2.40倍(p < 
0.05) (图3C), 表明轻度损伤处理已经能够达到诱导

阈值, 枝叶中POD活性高于根系。说明枝叶POD活

性对机械损伤的响应高于根系, 枝叶能够快速有效

地消除损伤细胞内多余的H2O2。 
总之, 机械损伤能够诱导冷蒿体内SOD、CAT

和POD活性显著升高, 3种防御酶协同作用, 共同达

到清除活性氧的目的; PAL活性显著升高, 诱导大

量酚酸形成, PPO活性升高, 诱导大量醌类物质形

成, 增加抵抗能力; 而PAL和PPO活性响应机械损 
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图3  机械损伤对冷蒿抗氧化酶活性的影响(平均值±标准误

差, n = 5)。不同大写字母表示冷蒿枝叶的差异显著, 不同小

写字母表示根系的差异显著(p < 0.05, 根据LSD测验)。*, p < 
0.05; **, p < 0.01。ns, 不显著。CK, 对照; LD为轻度损伤; MD
为中度损伤; HD为重度损伤。 
Fig. 3  Effect of mechanical damage on activity of antioxidant 
enzyme in Artemisia frigid (mean ± SE, n = 5). Different up-
percase letters indicate significant differences of leaves and 
different lowercase letters denote statistically significant dif-
ferences of roots from Artemisia frigida (p < 0.05, according to 
LSD test). *, p < 0.05; **, p < 0.01; ns, non-significant. CK, 
control; LD, light damaging; MD, moderate damaging; HD, 
heavy damaging. 
 
伤的诱导作用比防御每(SOD、CAT和POD)敏感, 在
机械损伤诱导下PAL和PPO活性提高的幅度较大。

枝叶的防御能力明显迅速和强于根系。 
2.4  冷蒿体内酚酸含量与酶活性的相关性分析 

为进一步研究冷蒿体内酚酸种类和含量与抗机

械损伤强度的关系 , 对9种酚酸和总酚酸含量与

PPO、PAL活性间进行相关性分析。由表3可见, 枝
叶中游离态没食子酸、原儿茶酸、酚酸总量和阿魏

酸、咖啡酸、肉桂酸含量与PAL酶活性有极显著正

相关和显著正相关关系, 表明PAL酶活性增加, 促
进这几种酚酸的合成, 导致含量积累, PAL酶有明

显的贡献; 绿原酸和邻苯二酚含量与PPO酶活性呈

极显著负相关关系, 表明PPO酶活性的增加促进绿

原酸和邻苯二酚转化成醌类物质, PPO有显著贡献。

枝叶中结合态原儿茶酸、肉桂酸和绿原酸、邻苯二

酚、阿魏酸、对香豆酸、丁香酸、酚酸总量与PAL
酶活性有显著正相关和正相关关系, 表明PAL酶活

性的增加, 促进这几种结合酚酸的合成, 导致含量

积累, PAL酶有贡献; 绿原酸、邻苯二酚和对香豆酸

与PPO酶活性呈显著正相关关系, 没食子酸与PPO
和PAL酶活性呈负相关关系。从表4可以看出, 冷蒿

根系游离态原儿茶酸和没食子酸、阿魏酸和酚酸总

量与PAL酶活性呈极显著正相关和显著正相关关

系, 咖啡酸、丁香酸、对香豆酸、肉桂酸与PAL酶
活性有正相关关系, 表明PAL酶活性的增加促进这

几种酚酸的合成, 导致其含量积累, PAL酶有明显

贡献; 没食子酸、原儿茶酸、绿原酸、邻苯二酚、

对香豆酸、阿魏酸、肉桂酸和酚酸总量与PPO酶活

性呈极显著正相关关系, 丁香酸与PPO酶活性呈显

著正相关关系, 表明这几种酚酸含量增加, 在细胞

内积累。结合态的7种酚酸与PAL和PPO活性呈极显

著负相关和显著负相关关系, 表明这几种酚酸进行

了分解, 含量下降。 

3  讨论 

植物在长期自然选择进化与环境相互作用过程

中形成了整套的防御机制, 以主动适应生存环境的

变化, 如产生形态、器官和组织结构的防御(即物理

防御)以及通过增加酚类物质含量和防御酶活性的

生物化学防御(即化学防御)。酚酸是植物化学防御

的重要次生代谢物质, 机械损伤、昆虫取食和病原

侵染均可以诱导植物体内酚酸的合成, 增加植物的

抗性 (Dixon & Paiva, 1995; Dicke et al., 2003; 
Kestring et al., 2009)。植物体内具有防御作用的酚

酸种类繁多、含量各异、作用方式也不同。落叶松

(Larix gmelinii)针叶在机械损伤后, 可以诱导苯甲

酸、咖啡酸、苯乙酸、香草酸、丁香酸和没食子酸

含量迅速增加(Campos-Vargas & Saltveit, 2002; 胡
增辉等, 2009; 严善春等, 2010)。在本研究结果中, 
冷蒿枝叶机械损伤后, 诱导体内游离态没食子酸、

原儿茶酸、咖啡酸、丁香酸、阿魏酸和结合态原儿

茶酸、对香豆酸、阿魏酸含量迅速增加, 说明这几

种酚酸可能是冷蒿枝叶的重要防御物质。 



226  植物生态学报 Chinese Journal of Plant Ecology  2017, 41 (2): 219–230 
 

www.plant-ecology.com 

表3  冷蒿枝叶酚酸含量与酶活性之间相关性分析 
Table 3  Correlation analysis between the content of phenolic acids and related enzyme activities in the leaves of Artemisia frigid 
 酶 

Enzyme 
没食子酸 
Gallic 

原儿茶酸 
Protocatechuic 

绿原酸 
Chlorogenic

邻苯二酚 
Pyrocatechol

咖啡酸
Caffeic

丁香酸 
Syringic

对香豆酸 
P-coumaric 

阿魏酸 
Ferulic 

肉桂酸
Cinnamic

合计
Sum

PPO 0.968** 0.861** –0.835** –0.871** 0.548 0.556 –0.194 0.723* 0.559 0.831**
游离酚酸 
Free phenolic acid PAL 0.859** 0.763** –0.785** –0.793** 0.641* 0.531 –0.069 0.690* 0.688* 0.752**

PPO –0.635* 0.564 0.670* 0.742* –0.493 –0.050 0.579* 0.487 0.480 0.559结合酚酸 
Bounded phenolic acid PAL –0.646* 0.576* 0.413 0.542 –0.489 0.126 0.572 0.551 0.617* 0.558

PAL, 苯丙氨酸氨裂合酶; PPO, 多酚氧化酶。 
PAL, phenylalanine ammonia-lyase; PPO, polyphenol oxidase. *, p < 0.05; **, p < 0.01。 
 
 
表4  冷蒿根系酚酸含量与酶活性之间相关性分析   
Table 4  Correlation analysis between the content of phenolic acids and related enzyme activities in the roots of Artemisia frigid 
 酶 

Enzyme 
没食子酸 
Gallic 

原儿茶酸 
Protocatechuic

绿原酸 
Chlorogenic

邻苯二酚 
Pyrocatechol

咖啡酸 
Caffeic 

丁香酸
Syringic

对香豆酸 
P-coumaric 

阿魏酸 
Ferulic 

肉桂酸 
Cinnamic

合计 
Sum 

PPO 0.974** 0.953** 0.782** 0.861** 0.113 0.696* 0.797** 0.933** 0.711** 0.933**
游离酚酸 
Free phenolic acids PAL 0.678* 0.774** 0.478 0.511 0.254 0.346 0.483 0.618* 0.473 0.622*

PPO –0.757** –0.581* –0.977** –0.912** 0.419 0.772** –0.938** –0.611* –0.529 –0.709**
结合酚酸 
Bounded phenolic acids PAL –0.540 –0.465 –0.725** –0.561 0.106 0.425 –0.789** –0.635* –0.544 –0.689*

PAL, 苯丙氨酸氨裂合酶; PPO, 多酚氧化酶。 
PAL, phenylalanine ammonia-lyase; PPO, polyphenol oxidase. *, p < 0.05; **, p < 0.01。 
 

 
酚酸分为游离形式和结合形式两类, 游离酚酸

在细胞中的含量低于结合态, 其结构较简单, 贮存

在植物细胞的液泡中, 直接参加细胞内代谢, 有较

强的抗氧化能力, 也可以合成木质素等物质。结合

酚酸是以酯键、糖苷键、醚键等形式与细胞内其他

物质相结合为储藏形式(Robbins, 2003; 徐贵华等, 
2008), 比较稳定 , 能积累达到很高含量 , 水稻

(Oryza sativa)、玉米 (Zea mays)和大麦 (Hordeum 
vulgare)中结合酚酸含量高于游离酚酸 (Adom & 
Liu, 2002)。植物体内游离酚酸和结合酚酸可以相互

转化, 两者处于动态平衡(林开敏等, 2010)。本研究

结果表明, 机械损伤后冷蒿枝叶中游离酚酸总量和

结合酚酸总量都显著增加, 最终游离酚酸总量显著

高于结合酚酸总量。其中, 可形成单宁的没食子酸、

原儿茶酸含量显著增高(表1), 增加了冷蒿枝叶的苦

涩感, 可形成木质素的丁香酸、对香豆酸、阿魏酸、

肉桂酸含量增高, 增加了枝叶的硬度。表明机械损

伤诱导游离酚酸和结合酚酸迅速合成, 为木质素和

单宁的合成提供原料, 增加植物的抵抗能力。根系

试验表明, 随着机械损伤的加强, 原有的酚酸平衡

体系被打乱, 建立了新的平衡体系, 游离酚酸含量

显著升高, 结合酚酸显著下降(表2)。我们推测, 当
植物受到损伤后, 根系中参加苯丙烷酸代谢的底

物、能量和酶是有限的, 在短时间内只能形成一部

分游离酚酸, 而通过部分结合酚酸转化成游离酚酸, 

提高游离酚酸的含量, 降低结合酚酸含量。表明酚

酸的存在形式在应激状态下会发生转变, 结合态向

着游离态转化, 以增加根系内的应激物质。 
植物体地上和地下是统一的整体, 有着极密切

的生长关系, 地上和地下相互制约与协调。植物地

上部分进行光合作用制造碳水化合物, 供给根部, 
而根部吸收水分和矿质供给地上部分。研究表明植

物被刈割后, 叶面积大幅度降低, 其净光合速率也

下降, 由于地上部分的营养体减少, 地下资源过盛, 
促使植物地上积累更多的碳水化合物, 补充形成应

激反应所需要的原料和能量(王静等, 2003; Zhao & 
Baoyin, 2014)。因此通过增加地上部分可溶性碳水

化合物进行调节。在苯丙烷酸代谢途径中可溶性碳

水化合物是原料, 可以促进地上部分产生大量的酚

酸。因此, 机械损伤后, 冷蒿枝叶中游离酚酸和结合

酚酸作为应激物质, 含量均显著增加。由于地上部

分向地下部分输送可溶性碳水化合物减少, 根系缺

乏合成酚酸的原料, 只有通过降解结合酚酸的方式, 
才能大量增加游离酚酸。表明枝叶中游离酚酸和结

合酚酸作为应激物质在不断地进行合成, 而根系中

由于资源有限, 只能降解结合酚酸来增加游离酚酸, 
以增加冷蒿的抗性, 对地上部分的损伤做出响应。 

诸多研究表明, 游离态酚酸都具有很强的抗氧

化性能, 能有效地清除自由基, 抑制膜脂过氧化和

清除重金属, 植物抗氧化活性与体内酚酸含量有显
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著的相关关系(Matkowski, 2006; Brandolini et al., 
2013; 刘冉等, 2014)。植物产生防御反应的特征之

一, 是酚酸含量显著升高, 植物受到机械损伤、昆虫

取食等均能诱导体内酚酸含量迅速增加, 以增加植

物的抵抗能力(Nicholson & Hammerschmidt, 1992; 
Campos & Saltveit, 2002; Kováčik et al., 2010)。进一

步研究发现, 黄肉马铃薯(Solanum tuberosum)抗氧

化能力的主要贡献者是绿原酸、没食子酸、咖啡酸

和儿茶素, 而紫肉马铃薯的主要贡献者是花青素

(Lachman et al., 2009; Meng et al., 2012)。苯丙烯酸

类酚酸的抗氧化活性高于羟基苯甲酸类, 可能是由

于苯丙烯酸类中存在CH═CH—COOH, 而羟基苯

甲酸类存在COOH, 前者表现出较强的供氢能力和

清除自由基的能力。因此, 咖啡酸、阿魏酸和对香

豆酸的抗氧化活性高于原儿茶酸、香草酸和对羟基

苯甲酸(Meng et al., 2012)。本研究显示, 机械损伤后

冷蒿枝叶和根系中羟基苯甲酸类和苯丙烯酸类酚酸

都显著增加, 表明冷蒿体内抗氧化活性很强。 
植物通过调控次生代谢产物进行化学防御是一

种有效的策略, 植物次生代谢途径关键酶的活性是

其防御体系形成的重要前提(Puthoff & Smigocki, 
2007)。在高等植物中PAL和PPO是普遍存在的两种

重要酶, PAL是苯丙烷类代谢的关键酶和限速酶, 
调控苯丙氨酸形成阿魏酸、肉桂酸、咖啡酸等的合

成, 是细胞内与木质素生成有关的防御酶(Baque et 
al., 2010); 很多植物受到机械损伤和昆虫咬食后, 
PAL活力升高(王琪等, 2012), PAL可以被许多环境

胁迫如伤害、UV、乙烯、激发子等激活(Winkel- 
Shirley, 1999; Jiang & Joyce, 2003 )。本研究结果显

示, 冷蒿机械损伤后, 枝叶中PAL活力显著增加(图
1), 同时, 可以形成木质素(阿魏酸、肉桂酸、咖啡

酸), 形成单宁(没食子酸、原儿茶酸)的酚酸含量也

显著增加, 两者具有显著正相关和极显著正相关关

系(表3)。表明PAL活性增加, 能够诱导冷蒿体内形

成大量的游离态和结合态酚酸, 参与木质素的合成, 
增加植物抗机械损伤能力(根系中的变化与枝叶相

同)。PPO是酚类物质氧化的关键酶, 当植物受到损

伤后, PPO催化酚酸氧化形成醌, 积累在损伤部位, 
防止植物感染, 增强植物的抵抗能力(Haruta et al., 
2001; Paul & Gooding, 2001; Koussevitzky et al., 
2004)。本研究发现, 冷蒿枝叶损伤后, 能够诱导枝

叶PPO活性上升, 同时游离绿原酸和邻苯二酚含量

显著降低(表1), 两者有负相关关系(表3)。表明枝叶

中游离绿原酸和邻苯二酚要形成大量的醌类物质, 
防止微生物感染; 由于根系未受到损伤, 不需要形

成大量醌类保护物质, PPO活性显著低于枝叶。该结

论与前人的研究结果一致。 
机械损伤作为一种非生物胁迫, 对冷蒿产生伤

害, 同时使植株产生大量的活性氧(ROS), 高浓度

ROS可以加强膜脂过氧化作用, 使细胞膜、叶绿体、

蛋白质、核酸、脂类等被氧化损伤, 对细胞造成伤

害(刘冉等, 2014)。植物具有高效清除ROS的机制, 
降低ROS对细胞的伤害(Nordberg & Arner, 2001; 
Sharma et al., 2012)。SOD在对抗活性氧时起第一道

防线的作用, 可催化O2
–·生成H2O2和O2; CAT则具有

分解H2O2的作用; POD活性的增加, 可减少细胞内

过氧化物的积累(Gill & Tuteja, 2010)。本研究表明, 
随着机械损伤强度的增加, 冷蒿体内SOD、POD、

CAT酶活性逐渐增强, 3种酶协同作用, 增强了清除

ROS的能力, 减少了自由基对细胞的伤害, 对冷蒿

起到一定的保护作用, 进而表现出对机械损伤危害

具有抗性。该结论与前人的研究结果一致。 
在自然生长状态下, 冷蒿抗刈割和损伤的能力

很强, 特别是牛羊啃食和践踏后, 促进其萌蘖、生根

和盘状根系不断扩大, 许多研究表明, 适度刈割有

利于冷蒿体内碳水化合物、生物量积累和促进再生

生长能力(王静等, 2003)。因此, 在放牧过程中, 只
有适度利用草地资源, 才能使草场可持续利用和发

展, 使退化草原进行恢复和演替。总之, 冷蒿在受到

机械损伤后, 体内的应激防御反应系统被激活, 迅
速诱导酚类代谢相关酶PPO、PAL和抗氧化酶活性

升高, 调节酚酸的表达与积累, 使其抗性增强。冷蒿

对不同强度机械损伤的适应策略不同, 轻度损伤下, 
通过增加抗氧化酶活性抵御损伤; 而在中度和重度

损伤处理后, 枝叶通过增加体内抗氧化物质酚酸

(游离态和结合态)含量、醌类物质和抗氧化酶系统

活性共同作用, 抵御机械损伤的危害; 而根系中通

过结合态酚酸转化成游离态, 与抗氧化酶系统共同

抵御损伤。因此, 酚酸和抗氧化酶活性作为冷蒿应

对放牧防御系统中重要的组成部分, 两者协同作用, 
提高冷蒿的抗机械损伤能力 , 增强其耐牧生存   
能力。 
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