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一种通过槟榔碱与脯氨酸含量检测槟榔幼苗干旱状态的方法 

 

技术领域 

本发明属于生理与生物化学技术领域，尤其涉及一种通过槟榔碱与脯氨酸

含量检测槟榔幼苗干旱状态的方法。 

 

背景技术 

目前：槟榔（Areca catechu L.）隶属于棕榈科（Palmae），槟榔属（Areca），

是多年生的常绿乔木。槟榔因其助消化、抗菌等重要的药用价值，被称为中国 4

大南药之首。原产于东南亚，在我国主要分布于台湾、海南、广西、广东、云

南、福建的南部地区，是海南省第二大经济作物，槟榔产业的发展前景是十分

广阔的。在海南，每年 11 月到第二年 4 月，常出现长期的连续干旱，导致了槟

榔生长发育迟缓，延长了槟榔的结果期，进而严重影响了其产量。 

脯氨酸作为植物体内的相容溶质和渗透保护剂，是一种小分子，具有低分

子量、高溶解性等特点，在植物的有机渗透调节中起着重要作用。一方面，作

为活性氧的清除剂，是改善渗透压损伤的能量来源；另一方面，稳定蛋白质和

膜，还可以降低膜的渗透势，防止细胞内脱水。它们聚集在细胞内，维持细胞

周围和胞浆之间渗透差异的平衡。因此，测定脯氨酸的含量常可以作为诊断干

旱状态的方法。但直至现在，还未见关于槟榔碱在渗透调节中所起的作用的报

道。 

目前，对于脯氨酸含量的测定，通常的检测方法包括分光光度法、高效液

相色谱法、电位滴定法、薄层扫描法、示波极谱法等。其中，高效液相色谱法、

薄层扫描法等方法灵敏度高、准确性好，但是测量成本高，所需仪器设备昂贵，

操作繁琐。 

通过上述分析，现有技术存在的问题及缺陷为： 

现有技术中，测量成本高，仪器设备昂贵，操作繁琐。 
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方法单一，大多仅通过测量脯氨酸含量、SOD 酶活性、电导率、丙二醛 

（MDA） 含量来判断槟榔的干旱状态。 

解决以上问题及缺陷的难度为：相关文献报道较少，在农业实际生产中应

用较少。 

解决以上问题及缺陷的意义为：丰富了检测槟榔幼苗干旱状态的方法；极

大地改善农业生产，解决农业生产上的技术难题，解决大规模槟榔幼苗干旱的

防治问题。 

 

发明内容 

针对现有技术存在的问题，本发明提供了一种通过槟榔碱与脯氨酸含量检

测槟榔幼苗干旱状态的方法。 

本发明是这样实现的，一种通过槟榔碱与脯氨酸含量检测槟榔幼苗干旱状

态的方法包括： 

步骤一，槟榔幼苗干旱处理：将槟榔幼苗栽种于塑料盆中，放置在光照培

养箱内，进行约一周的适应性培养，进行不浇水处理，持续干旱 10 天； 

步骤二，样品的采集：分别在处理后 0、2、4、6、8、10 天后收集槟榔叶

片和根系样品，液氮速冻后存于冰箱储存； 

步骤三，槟榔碱含量的测定：使用间接 ELISA 法对槟榔碱含量进行测定； 

步骤四，脯氨酸含量的测定：使用水浴浸提法对脯氨酸含量进行测定； 

步骤五，槟榔幼苗干旱状态的判断：通过测定槟榔碱含量与脯氨酸含量的

比值来判断槟榔幼苗的干旱状态。 

进一步，步骤一中，选取长势一致的 1-2 叶龄槟榔幼苗，所述槟榔幼苗每周

浇一次 1/2 Hoagland 营养液，所述 Hoagland 营养液的 pH=6.0。 

进一步，所述光照培养箱的温度为 26℃，光照时间为：光 16 h /暗 8 h。 

进一步，步骤三中，所述使用间接 ELISA 法对槟榔碱含量进行测定，包括： 

(1) 样品提取液的准备； 
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(2) 包被：将 96 孔酶标板中各孔加入 12 mL 包被缓冲液，置于 37 ℃孵育 3 

h 或置于 4 ℃冰箱孵育，弃液，用洗涤液冲洗酶标板 3 次； 

(3) 封闭：将酶标板中各孔加入 150μ L 封闭液，置于 37 ℃孵育 30 min； 

(4) 标品、样品及抗体的准备：分别配置 6000 ng/mL、2000 ng/mL、666.7 

ng/mL、222.2 ng/mL、74.1 ng/mL、24.7 ng/mL、8.23 ng/mL 的槟榔碱标品；将

样品提取液分别用样品稀释液稀释 1500 倍；将抗体用样品稀释液稀释； 

(5) 加样孵育：将标品及样品的稀释液分别以 50μ L/孔加到酶标板对应孔

中；置于 37 ℃孵育 30 min；弃液，用洗涤液冲洗酶标板 3 次； 

(6)加二抗：将辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠抗体稀释 1000 倍；以 100μL/

孔加到酶标板对应孔中；弃液，用洗涤液冲洗酶标板 4-6 次； 

(7)显色：准备底物显色液，将底物显色液以 100μ L/孔加到酶标板对应孔中，

常温显色 20 min； 

(8)终止反应：将终止液以 50 μ L/孔加到酶标板对应孔中； 

(9)观察结果：用酶联免疫检测仪在 490 nm 下测定吸光值。 

进一步，所述样品提取液的准备，包括： 

① 称取槟榔样品粉末 50 mg；  

② 加入 1 mL 浓度为 50%甲醇，所述甲醇为用去离子水稀释色谱级无水甲

醇； 

③ 超声处理 30 min-1 h； 

④ -20 ℃静置 3-5 h； 

⑤ 室温涡旋混匀； 

⑥ 10000 g 离心 10 min，取上清； 

⑦ 使用 1 mL 一次性使用无菌注射器吸取(4)中溶液，用 0.45μ m 有机相针

式滤器过滤。 

进一步，步骤（2）中，所述包被缓冲液加入 3μL 包被抗原。 

进一步，步骤四中，所述使用水浴浸提法对脯氨酸含量进行测定，包括： 
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(1)标准曲线的制作； 

(2) 样品脯氨酸的提取：分别称取槟榔幼苗叶片和根系各阶段的 0.1 g 样品，

至 2.0 mL 的离心管中，各加 1 mL 3%的磺基水杨酸溶液，90 ℃水浴振荡 10-15 

min；室温 12000 g 离心 10 min；取上清，过滤备用； 

(3) 样品中脯氨酸的测定：每种样品的滤液都设置三个重复。 

进一步，所述标准曲线的制作，包括： 

① 取 7 个 25 mL 玻璃试管，编成 1-7 号，按顺序向各离心管中加入试剂； 

② 混匀，95 ℃水浴 30min，冷却到室温； 

③ 各管中分别加 5.0 mL 甲苯，充分混匀以萃取脯氨酸； 

④ 黑暗下静置 2-3 h； 

⑤ 待溶液分层后，吸取甲苯层溶液于 96 孔板中，各孔 200 μ L，各管重复

3 次； 

⑥ 使用酶标仪，于 520 nm 波长下测定吸光值 A，Δ A=A-A 空白； 

⑦ Δ A 所对应的各管脯氨酸含量分别为：0.00μ g、0.08μ g、0.16μ g、0.32

μ g、0.48μ g、0.64μ g、0.8μ g； 

⑧ 以脯氨酸含量为横坐标，Δ A 为纵坐标，绘制标准曲线，所述标准曲线

方程为：y = 0.4209x - 0.0013。 

进一步，所述样品中脯氨酸的测定，包括： 

① 按顺序向各离心管中加入试剂，混匀，95 ℃水浴加热 30 min，冷却至

室温； 

② 各离心管中分别加入 800 μ L 甲苯； 

③ 充分混匀以萃取脯氨酸； 

④ 黑暗下静置 2-3 h； 

⑤ 待溶液分层后，吸取甲苯层溶液于 96 孔板中，各孔 200 μ L，各管重复

3 次； 

⑥ 使用酶标仪，于 520 nm 波长下测定吸光值 A，Δ A=A 样品-A 空白； 
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⑦ 样品中脯氨酸含量计算如下： 

脯氨酸含量（μ g/g）=[(Δ A+ 0.0013)÷0.4209]÷[(V1÷V)×(V3÷V2)]÷M 

             =316.78×(ΔA+ 0.0013) 

V1---加入到反应体系中的样品提取液体积，0.3 mL；V---样品提取液总体积，

1 mL；V2---甲苯萃取总体积，0.8 mL；V3---酶标仪上样的体积，0.2 mL；M---

样品质量，0.1g。 

进一步，步骤五中，所述通过测定槟榔碱含量与脯氨酸含量的比值来判断

槟榔幼苗的干旱状态，包括： 

对于地上部，槟榔碱含量与脯氨酸含量的比值大于 300，对于地下部，槟榔

碱含量与脯氨酸含量的比值大于 500，则判定槟榔碱幼苗处于早期干旱； 

对于地上部，槟榔碱含量与脯氨酸含量的比值小于 300，对于地下部，槟榔

碱含量与脯氨酸含量的比值小于 500，则判定槟榔碱幼苗处于晚期干旱。 

结合上述的所有技术方案，本发明所具备的优点及积极效果为：  

本发明通过测定槟榔碱含量与脯氨酸含量，并且计算二者比值，即可判断

槟榔幼苗的干旱状态，只需取槟榔幼苗的微量组织，即可进行测定，测量结果

相对准确，易于判断。 

本发明使用免疫化学分析法测量槟榔碱的含量，利用特异性识别槟榔碱的

单克隆抗体，通过间接竞争 ELISA 方法，对槟榔碱的含量进行测定，操作简便、

灵敏度高。 

本方法提供了测定槟榔碱及脯氨酸含量的方法（分别使用间接 ELISA 法测

定槟榔碱含量、使用水浴浸提法测定脯氨酸含量），通过计算槟榔碱与脯氨酸

含量的比值，能直接判断槟榔幼苗的干旱状态，直接用于生产实践中，简化农

业生产中对槟榔幼苗的干旱状态（早期干旱/晚期干旱）的判断过程。 

 

附图说明 

为了更清楚地说明本申请实施例的技术方案，下面将对本申请实施例中所
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需要使用的附图做简单的介绍，显而易见地，下面所描述的附图仅仅是本申请

的一些实施例，对于本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前提下

还可以根据这些附图获得其他的附图。 

图 1 是本发明实施例提供的通过槟榔碱与脯氨酸含量检测槟榔幼苗干旱状

态的方法流程图。 

图 2 是本发明实施例提供的槟榔碱含量测定的标准曲线图。 

图 3 是本发明实施例提供的测得的叶片样品与根系样品的槟榔碱含量随干

旱时间变化曲线图。 

图 4 是本发明实施例提供的脯氨酸含量测定的标准曲线图。 

图 5 是本发明实施例提供的测得叶片样品与根系样品中的脯氨酸含量随干

旱时间变化曲线图。 

图 6 是本发明实施例提供的地上部与地下部的槟榔碱含量与脯氨酸含量的

比值随干旱时间变化曲线图。 

 

具体实施方式 

为了使本发明的目的、技术方案及优点更加清楚明白，以下结合实施例，

对本发明进行进一步详细说明。应当理解，此处所描述的具体实施例仅仅用以

解释本发明，并不用于限定本发明。 

针对现有技术存在的问题，本发明提供了一种通过槟榔碱与脯氨酸含量检

测槟榔幼苗干旱状态的方法，下面结合附图对本发明作详细的描述。 

如图 1 所示，本发明实施例提供的通过槟榔碱与脯氨酸含量检测槟榔幼苗

干旱状态的方法包括： 

S101，槟榔幼苗干旱处理：将槟榔幼苗栽种于塑料盆中，放置在光照培养

箱内，进行约一周的适应性培养，进行不浇水处理，持续干旱 10 天； 

S102，样品的采集：分别在处理后 0、2、4、6、8、10 天后收集槟榔叶片

和根系样品，液氮速冻后存于冰箱储存； 
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S103，槟榔碱含量的测定：使用间接 ELISA 法对槟榔碱含量进行测定； 

S104，脯氨酸含量的测定：使用水浴浸提法对脯氨酸含量进行测定； 

S105，槟榔幼苗干旱状态的判断：通过测定槟榔碱含量与脯氨酸含量的比

值来判断槟榔幼苗的干旱状态。 

下面结合具体实施例对本发明进一步进行说明。 

1. 槟榔幼苗干旱处理 

选取长势一致的 1-2 叶龄槟榔幼苗（每周浇一次 1/2 Hoagland 营养液

（pH=6.0）），栽种于 12 cm×12 cm 的塑料盆中，幼苗放置在光照培养箱内（温

度 26℃左右，光 16 h /暗 8 h），进行约一周的适应性培养。 

将槟榔幼苗进行不浇水处理，持续干旱 10 天。 

2. 样品的采集： 

分别在处理后 0、2、4、6、8、10 天后收集槟榔叶片和根系样品，液氮速

冻后存于-80 ℃ 冰箱储存（每次至少取 3 株以上样品）。 

3. 槟榔碱含量的测定： 

本步骤使用间接 ELISA 法对槟榔碱含量进行测定。 

(1) 样品提取液的准备： 

① 称取槟榔样品粉末 50 mg；  

② 加入 1 mL 浓度为 50%甲醇（用去离子水稀释色谱级无水甲醇）； 

③ 超声处理 30 min-1 h； 

④ -20 ℃静置 3-5 h； 

⑤ 室温涡旋混匀； 

⑥ 10000 g 离心 10 min，取上清； 

⑦ 使用 1 mL 一次性使用无菌注射器（武汉市王冠医疗器械有限责任公司，

货号 WG0000）吸取(4)中溶液，用 0.45 μm 有机相针式滤器（尼龙）（上海安谱

实验科技股份有限公司，货号 SCAA-103）过滤； 

(2) 包被： 
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① 12 mL 包被缓冲液中加入 3 μL 包被抗原； 

② 96 孔酶标板中各孔加入 100 μL ①中溶液； 

③ 置于 37 ℃孵育 3 h（注意保湿），或置于 4 ℃冰箱孵育； 

③ 弃液，用洗涤液冲洗酶标板 3 次； 

(3) 封闭： 

① 酶标板中各孔加入 150 μL 封闭液 

② 置于 37 ℃孵育 30 min（注意保湿）； 

(4) 标品、样品及抗体的准备： 

① 分别配置 6000 ng/mL、2000 ng/mL、666.7 ng/mL、222.2 ng/mL、74.1 

ng/mL、24.7 ng/mL、8.23 ng/mL 的槟榔碱标品； 

② 将样品提取液分别用样品稀释液稀释 1500 倍； 

③ 将抗体用样品稀释液稀释 

(5) 加样孵育： 

① 将标品及样品的稀释液分别以 50 μL/孔加到酶标板对应孔中； 

② 置于 37 ℃孵育 30 min； 

③ 弃液，用洗涤液冲洗酶标板 3 次； 

(6)加二抗： 

① 将辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠抗体（GAM-HRP）稀释 1000 倍； 

② 以 100 μL/孔加到酶标板对应孔中； 

③ 弃液，用洗涤液冲洗酶标板 4-6 次； 

(7)显色： 

① 准备底物显色液：如 12 mL 底物缓冲液中加 24 mg 邻苯二胺，混匀后加

入 4.8 μLH2O2； 

② 将底物显色液以 100 μL/孔加到酶标板对应孔中； 

③ 常温显色 20 min； 

(8)终止反应：将终止液以 50 μL/孔加到酶标板对应孔中； 
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(9)观察结果：用酶联免疫检测仪(酶标仪)，在 490 nm 下测定吸光值。 

4. 脯氨酸含量的测定 

本步骤使用水浴浸提法对脯氨酸含量进行测定。 

(1)标准曲线的制作： 

① 取 7 个 25 mL 玻璃试管（带塞子），编成 1-7 号，按下表顺序向各离心

管中加入试剂。 

       管号 

试剂/mL 
1 2 3 4 5 6 7 

10 μg/mL Pro 标准

液 
0.0 0.2 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0 

蒸馏水 2.0 1.8 1.6 1.2 0.8 0.4 0.0 

冰醋酸 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 

茚三酮 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 

② 混匀，95 ℃水浴 30min（插紧塞子，防止水分散失），冷却到室温； 

③ 各管中分别加 5.0 mL 甲苯，充分混匀以萃取脯氨酸； 

④ 黑暗下静置 2-3 h； 

⑤ 待溶液分层后，吸取甲苯层溶液于 96 孔板（康宁 Corning3599，96 孔细

胞培养板）中，各孔 200 μL，各管重复 3 次； 

⑥ 使用酶标仪，于 520 nm 波长下测定吸光值 A，ΔA=A-A 空白（1 号管为

空白对照）； 

⑦ ΔA 所对应的各管脯氨酸含量分别为：0.00 μg，0.08 μg，0.16 μg，0.32 μg，

0.48 μg，0.64 μg，0.8 μg。 

⑧ 以脯氨酸含量为横坐标，ΔA 为纵坐标，绘制标准曲线。 

如图 4 所示，标准曲线方程：y = 0.4209x - 0.0013。 

(2) 样品脯氨酸的提取：分别称取槟榔幼苗叶片和根系各阶段的 0.1 g 样品，

至 2.0 mL 的离心管中，各加 1 mL 3%的磺基水杨酸溶液，90 ℃水浴振荡 10-15 
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min；室温 12000 g 离心 10 min；取上清，过滤备用。 

(3) 样品中脯氨酸的测定：每种样品的滤液都设置三个重复。 

① 按下表顺序向各离心管中加入试剂。（空白组只需要一管） 

试剂名称/μL 样品组 空白组 

样品提取液 300 \ 

蒸馏水 \ 300 

冰醋酸 300 300 

茚三酮 600 600 

混匀，95 ℃水浴加热 30 min（盖紧盖子，防止水分散失），冷却至室温； 

② 各离心管中分别加入 800 μL 甲苯； 

③ 充分混匀以萃取脯氨酸； 

④ 黑暗下静置 2-3 h； 

⑤ 待溶液分层后，吸取甲苯层溶液于 96 孔板（康宁 Corning3599，96 孔细

胞培养板）中，各孔 200 μL，各管重复 3 次； 

⑥ 使用酶标仪，于 520 nm 波长下测定吸光值 A，ΔA=A 样品-A 空白； 

⑦ 样品中脯氨酸含量（μg/g 鲜重）计算如下： 

脯氨酸含量（μg/g）=[(ΔA+ 0.0013)÷0.4209]÷[(V1÷V)×(V3÷V2)]÷M 

             =316.78×(ΔA+ 0.0013) 

V1---加入到反应体系中的样品提取液体积，0.3 mL；V---样品提取液总体积，

1 mL；V2---甲苯萃取总体积，0.8 mL；V3---酶标仪上样的体积，0.2 mL；M---

样品质量，0.1g。 

5. 槟榔幼苗干旱状态的判断 

干旱时间

（d） 

槟榔碱含量与脯氨酸含量的比值 

地上部 地下部 

0 770.2519836 2989.485985 

2 654.8012626 1007.244674 
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4 588.7140239 1589.006508 

6 549.38562 1082.05167 

8 158.2544037 281.2686364 

10 78.38182671 256.8833933 

 

所以，可通过测定槟榔碱含量与脯氨酸含量的比值来判断槟榔幼苗的干旱

状态。对于地上部，槟榔碱含量与脯氨酸含量的比值大于 300，对于地下部，槟

榔碱含量与脯氨酸含量的比值大于 500，则说明槟榔碱幼苗处于早期干旱。对于

地上部，槟榔碱含量与脯氨酸含量的比值小于 300，对于地下部，槟榔碱含量与

脯氨酸含量的比值小于 500，则说明槟榔碱幼苗处于晚期干旱。 

以上所述，仅为本发明的具体实施方式，但本发明的保护范围并不局限于

此，任何熟悉本技术领域的技术人员在本发明揭露的技术范围内，凡在本发明

的精神和原则之内所作的任何修改、等同替换和改进等，都应涵盖在本发明的

保护范围之内。 

 


