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光合毒理学分析揭示花椒叶浸提液对莱茵衣藻的化感效应机制
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摘要：花椒作为我国传统药食同源植物，其果实因富含挥发油、生物碱及黄酮类成分而广泛应用于食品与医药领域，但花椒叶作为采收副产物长期面临资源浪费与环境污染问题。
关键词：花椒叶浸提液；非靶向代谢组；叶绿素荧光；抑藻剂；莱茵衣藻

Photosynthetic toxicology analysis reveals the allelopathic effect of Zanthoxylum bungeanum leaf extreats on Chlamydomonas reinhardtii
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Abstract: Zanthoxylum bungeanum, a plant traditionally utilized for both medicinal and culinary purposes in China, is renowned for its fruits, which are rich in volatile oils, alkaloids, and flavonoids. However, the leaves of this plant, often considered by-products of the harvesting process, have historically contributed to resource wastage and environmental pollution. 
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花椒（Zanthoxylum bungeanum）属芸香科植物，在我国广泛种植，尤其盛产于山东、河北、四川、山西和甘肃等省份。由于其清新的香气和味道，被用作烹饪的香料[1]。作为一种药食同源植物，其果实中的挥发油、生物碱、黄酮及酰胺类成分赋予其多重生物活性。例如，花椒中的挥发油具有显著的广谱抗菌活性，能够有效抑制沙门氏菌、大肠杆菌和金黄色葡萄球菌等食源性病原菌的生长，在食品保鲜领域潜力显著[2]。酰胺类物质通过调节NF-κB/MAPK通路和肠道菌群-免疫平衡实现抗炎效应[3]。此外，花椒中的生物碱具有显著的抗氧化活性，能够有效清除自由基，保护细胞免受氧化应激的损伤，进一步拓展了其在医药开发中的应用价值[4]。
1  一级标题
1.1  二级标题
莱茵衣藻（Chlamydomonas reinhardtii uvm4）为聊城大学现代生物技术与环境保护课题组保存。藻株培养基为TAP培养基，置于光照摇床中培养[9]。其中培养温度为25℃±1℃，光照强度为6000 lux，光暗周期为14 h : 10 h，转速为120 rpm。
1.2  二级标题
花椒叶购自中国重庆富良粮油有限公司。将花椒叶进行晾干，在60℃烘箱中烘至恒重。将干燥的花椒叶进行粉碎后过80目筛（孔径0.178 mm）获得花椒叶粉末。在超声波功率为600 W、乙醇体积80%、料液比20:1、浸提时间20 min、浸提温度为80℃的条件下提取花椒叶中的总黄酮组分，即得到花椒叶浸提液。将获得的花椒叶浸提液通过旋转蒸发仪进行浓缩，按照先前报道的方法定量其中的总黄酮含量[10]。花椒叶浸提液的浓度以其含有总黄酮当量计算。
表1 色谱柱流动相梯度条件
Table 1 Gradient conditions of mobile phase
	时间（min）
	A：超纯水（0.1%的甲酸）
	B：乙腈（0.1%的甲酸）

	0.0
	95
	5

	5.0
	35
	65

	6.0
	1
	99

	7.5
	1
	99

	7.6
	95
	5

	10.0
	95
	5


注：注释的格式为，中文为宋体小五，18磅；英文为新罗马字体小五，18磅，不加粗。
2  一级标题
2.1  二级标题
花椒叶粉末经超声处理后所得浸提物通过非靶向代谢组学技术分析，获得了花椒叶浸提液中化学组分总离子流色谱图（图1）。
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图 1 花椒叶浸提液总离子流色谱分析
Fig. 1 Chromatographic analysis of total ion current of Z. bungeanum leaf extracts
随后，与数据库中质谱图比对，鉴定出4类主要次级代谢产物组分，包括酚酸类（Phenolic acids）、黄酮类（Flavonols）、萜类（Terpenoids）以及生物碱类（Alkaloids）。由图2可知，花椒叶浸提液中黄酮类化合物的种类最多，总共鉴定出90种。其中，含量最高的3种黄酮类化合物分别为槐角苷（Sophoricoside）、芦丁（Rutin）与柚皮素-7-O-D-葡萄糖醛酸（Naringenin-7-O--D-Glucuronide）。与此同时，从花椒叶浸提液中鉴定出65种酚酸类化合物，异绿原酸A（Isochlorogenic acid A）的含量显著高于其他酚酸类化合物（图2）。此外，从花椒叶浸提液中鉴定出46种萜类化合物与88种生物碱类化合物，上述两类化合物中含量最高的化合物分别为甲戊二烯酸和N-甲基烟酰胺。
2.2  花椒叶浸提液对莱茵衣藻的光合毒理研究
2.2.1 OJIP曲线分析
本研究通过实验探讨了不同浓度梯度花椒叶浸提液对藻细胞叶绿素荧光诱导动力学曲线的调控效应（图3）。实验结果显示，花椒叶浸提液暴露显著改变了藻细胞的荧光瞬态响应特征。随着浸提液处理浓度递增，叶绿素荧光诱导曲线呈现剂量依赖性下降趋势，典型OJIP曲线形态发生明显畸变，其上升相特征位点逐步模糊化，最终趋近于基线水平。
2.2.2 花椒叶浸提液对藻细胞放氧复合体结构的影响
Wk值的动态变化揭示了放氧复合体（OEC）的结构性损伤特征，Wk值的增加说明PSII反应中心供体侧的放氧复合体受损，进而影响了PSII反应中心供应电子的能力以及向下游传递电子的效率。如图4所示，随着花椒叶浸提液处理浓度的增加，Wk值出现显著增加的趋势。具体而言，当花椒叶浸提液处理浓度为1.0 mg/L时，Wk值为0.456，较对照组提高了50%，表明花椒叶浸提液处理破坏了藻细胞的放氧复合体结构，导致光合作用电子传递的紊乱。
3  讨论
本研究通过非靶向代谢组学技术系统解析了花椒叶浸提液的化学组成，首次明确其核心次级代谢产物为黄酮类（90种）、酚酸类（65种）、生物碱类（88种）及萜类（46种）。其中，黄酮类化合物在种类与含量上均占据主导地位。值得注意的是，含量最高的黄酮类成分为槐角苷、芦丁及柚皮素-7-O-D-葡萄糖醛酸。研究表明，槐角苷作为一种异黄酮类化合物，广泛存在于豆科植物中，其抗氧化活性主要通过清除自由基和抑制脂质过氧化来实现。在一项研究中，槐角苷被证明能够有效抑制氧化应激引起的细胞损伤，并增强细胞的抗氧化防御系统[11]。芦丁是一种常见的黄酮类化合物，广泛存在于多种植物中。芦丁具有强大的抗氧化能力，能够通过多种机制清除自由基，包括铁离子结合、氢供体和电子转移等途径[12]。此外，芦丁在体外和体内均表现出显著的抗炎和抗血小板聚集活性，这使其在心血管疾病的预防中具有潜在的应用价值[13]。柚皮素-7-O-D-葡萄糖醛酸在体外实验中显示出对氧化应激的显著保护作用，并可能通过抑制特定的酶活性来发挥其生物效应[14]。此外，这些化合物的膜结合特性也引起了研究者的关注。研究表明，芦丁能够与血清白蛋白结合，这种结合可能影响其在体内的分布和代谢，从而影响其生物活性[15]。因此，上述三种物质不仅具有显著的抗氧化特性，还通过与生物膜和蛋白质的相互作用影响其生物活性。这些特性使它们在疾病预防和治疗中具有潜在的应用价值[16,17]。
4  结论
（1）通过非靶向代谢组学技术，获得了花椒叶浸提液中化学组分，证实花椒叶浸提液中的主要化合物为酚酸类化合物与黄酮类化合物；
（2）通过急性毒性实验，考察不同剂量的花椒叶浸提液对莱茵衣藻光合效率的影响，证实藻细胞对花椒叶浸提液处理具有浓度依赖毒性效应；
（3）花椒叶浸提液处理破坏了藻株放氧复合体的结构，影响了能量的捕获和分配，抑制了光合电子的传递效率。
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