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外源一氧化氮对氯化钠处理下秋茄幼苗抗氧化
系统的调节效应 3

张玲玲　肖　强　叶文景　杨　坚　朱　珠　茹巧美　郑海雷
3 3

(厦门大学生命科学学院 , 福建厦门 361005)

摘 　要 　研究了外源一氧化氮 (NO)供体硝普钠 ( SNP)对 NaCl处理下红树植物秋茄 ( Kan2
delia candel)幼苗叶片中抗氧化酶活性、抗氧化物质及脯氨酸含量的影响。结果表明 : NaCl

处理下 ,秋茄幼苗叶片中超氧化物歧化酶 ( SOD)、过氧化物酶 ( POD )、过氧化氢酶 (CAT)和
抗坏血酸过氧化物酶 (APX)等 4种活性氧清除酶的活性均受到明显抑制 ( P < 0105) , SNP
可以不同程度地恢复 SOD、POD、CAT的活性 ,但对 APX活性影响不大 ; SNP提高谷胱甘肽
( GSH)及类胡萝卜素 (Car)的含量 ,促进脯氨酸含量的上升 ,显著降低叶片中过氧化氢
(H2 O2 )和丙二醛 (MDA )的累积。表明外源 NO可以缓解 NaCl处理诱导的秋茄幼苗叶片
氧化损伤 ,降低膜脂过氧化水平 ,有利于秋茄适应盐生环境。
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Abstract: By using sodium nitrop russide ( SNP) as the donor of exogenous nitric oxide, this pa2
per studied its effects on the antioxidant enzyme activities, anti2oxidation substances, and p roline
content in the leaves of Kandelia candel seedlings treated with NaCl. The results showed that after

treated with NaCl, the activities of superoxide dismutase ( SOD ) , peroxidase ( POD ) , catalase
(CAT) and ascorbate peroxidase (APX) in K. candel seedling leaves were dep ressed signifi2
cantly ( P < 0105) , while SNP could recover the activities of SOD , POD and CAT to different
degrees but showed little effect on APX. SNP increased the contents of glutathione ( GSH ) and

carotenoid (Car) , p romoted the p roduction of p roline, and decreased the accumulation of H2 O2

and malondialdehyde (MDA ) significantly. It was indicated that SNP could relieve the oxidation

damages induced by NaCl via decreasing the level of membrane lip id peroxidation in K. candel

leaves, and facilitate K. candel to adap t to saline environment.
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1　引 　言

一氧化氮 (NO ) 作为广泛分布于生物体的一类

气体生物活性分子 ,属于活性氮 ( reactive nitrogen

species, RNS) 范畴。在植物中 , NO的潜在来源包

括一氧化氮合成酶、硝酸还原酶、黄嘌呤氧化还原酶

等酶促途径和类胡萝卜素等非酶促途径 (肖强和郑

海雷 , 2004)。植物中的 NO 是一种关键的信号分

子 ,一定浓度的 NO能促进植物生长 ,延缓叶片、花

和果实衰老 ,促进休眠和需光种子的萌发 ,并能调节

气孔运动 ,诱导程序性细胞死亡和防御相关基因的

表达 (程红焱和宋松泉 , 2005)。近期研究表明 , NO

与植物的抗逆性密切相关 ,可调节超氧化物的形成 ,
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抑制脂质过氧化 ,具有潜在的抗氧化作用。如 NO

在干旱处理的小麦 ( Triticum aestivum )叶片氧化胁

迫中起到保护作用 (Mata & Lamattina, 2001) ; NO可

缓解渗透胁迫诱导的小麦叶片氧化损伤 (王宪叶

等 , 2005 ) ; 另外 , NO 也可以提高植物的抗盐性

( Zhao et a l. , 2004)。

红树植物秋茄 ( Kandelia candel)是生长于热带、

亚热带海岸潮间带的盐生木本植物 ,在长期的适应

和进化过程中 ,红树林已特化出一套独特的抗盐机

制 (林鹏 , 1997)。红树林生境是还原性生境 ,十分

有利于 NO气体的生成。那么红树林在盐渍环境下

的适应性是否与 NO有关 ? NO如何调节红树林的

抗盐性 ? 这些问题的解答对于揭示红树植物及其它

耐盐湿地植物的抗 (耐 )盐机制具有十分重要的意

义。本试验以秋茄幼苗为试材 ,采用人工控制盐度

同时向营养液中施用 NO供体硝普钠 ( sodium nitro2
p russide, SNP)的方法 ,研究了 SNP对 NaCl处理下

秋茄幼苗叶片内活性氧水平和抗氧化系统的影响 ,

探讨外源 NO对秋茄幼苗盐伤害的保护效应及其可

能机制 ,以期为红树抗逆机制提供新的证据。

2　材料与方法

211　实验设计

秋茄胚轴采自福建九龙江口龙海浮宫红树林自

然保护区 ,洗净后栽培于砂基的塑料盆中。自然光

照下培养 ,培养期间空气相对湿度 75%左右 ,白天

平均温度 32 ℃,夜间平均温度 25 ℃,每天补充耗去

的水量 ,待第一对真叶展开后每 10天更换 1次 Ho2
agland营养液。待植株长至 2个月大 ,挑选生长较

一致的幼苗进行 SNP和 NaCl处理。100μmol·L
- 1

SNP是经预实验筛选出对植物生长起促进作用的最

佳浓度。具体处理方式如下 : 1 )对照 , Hoagland溶

液 ; 2)含 100μmol·L - 1 SNP的 Hoagland溶液 ; 3 )

含 250 mmol·L
- 1

NaCl的 Hoagland溶液 ; 4 )含 250

mmol·L
- 1

NaCl及 100μmol·L
- 1

SNP的 Hoagland

溶液 ; 5 )含 500 mmol·L
- 1

NaCl的 Hoagland溶液 ;

6)含 500 mmol·L - 1 NaCl及 100μmol·L - 1 SNP的

Hoagland溶液。每个处理 8株 , 3个重复 , 1周后取

其叶片进行测试分析。

212　测定方法

014 g叶片加入 5 m l预冷的酶提取液 (50 mmol

·L - 1磷酸缓冲液 , pH 718,含 10%的 PVP和 5 mmol

·L
- 1

EDTA) ,冰浴研磨匀浆 , 4 ℃下 20 000 ×g离

心 20 m in,上清液用于酶活性的测定。超氧化物歧

化酶 ( SOD )活性测定按照 Beauchamp 和 Fridovich

(1971)所建立的方法 ,以抑制氮蓝四唑 (NBT)在光

照下被还原 50%为 1个酶活性单位 (U )。过氧化物

酶 ( POD)活性测定采用愈创木酚法 (陈建勋和王晓

峰 , 2002) ,以 460 nm吸光值每 1 m in上升 0101为

1个酶活性单位。过氧化氢酶 (CAT)活性测定参照

陈建勋和王晓峰 ( 2002)的方法 ,以 240 nm吸光值

每分钟减小 0101为 1个酶活性单位。抗坏血酸过

氧化物酶 (APX )活性测定参照 Nakano 和 A sada

(1981)的方法 ,以 280 nm吸光值每分钟减小 0101

为 1个酶活性单位。

H2 O2 含量的测定参照王爱国等 ( 1990)方法。

MDA含量的测定参照赵世杰等 (1994)的方法。脯

氨酸含量的测定采用酸性茚三酮法 (张殿忠等 ,

1990)。抗坏血酸 (A sA )和谷胱甘肽 ( GSH )含量的

测定分别参照 A rakawa等 ( 1981)和 Ellman ( 1959)

的方法。类胡萝卜素 (Car)含量测定按照陈建勋和

王晓峰 (2002)的方法。

213　数据处理

数据通过 SPSS软件进行统计分析。

3　结果与分析

311　NaCl处理下外源 NO对秋茄幼苗叶片中脯氨

酸含量的影响

脯氨酸含量变化如图 1所示 , NaCl处理下出现

脯氨酸累积 ,随着 NaCl处理浓度增高 ,秋茄幼苗叶

片内脯氨酸累积逐渐增加。500 mmol·L
- 1

NaCl处

理下秋茄幼苗叶片内脯氨酸含量 (以鲜质量计算 )

比对照组提高了 35125% ,且较 250 mmol·L - 1 NaCl

处理组增加了 21132%。外加 SNP处理进一步提高

了各浓度 NaCl处理条件下叶片脯氨酸含量 ,差异显

著 ( P < 0105)。由此可见外源 NO可以促进 NaCl处

理下秋茄幼苗叶片脯氨酸含量的增加。

312　NaCl处理下外源 NO对秋茄幼苗叶片 MDA和

H2 O2 含量的影响

图 2A反应了不同处理条件下 ,秋茄幼苗叶片

中 H2 O2 含量的变化 ,从中可看出 , 100μmol·L - 1

SNP处理对未经 NaCl处理的秋茄幼苗叶片中 H2 O2

含量 (以鲜质量计算 )无明显影响。但不同浓度

NaCl处理条件下 ,叶片中 H2 O2 含量随 NaCl浓度的

增加而升高。SNP可明显降低 NaCl处理下 H2 O2 的

积累 ,与单独 NaCl处理相比 , SNP使 NaCl处理下秋
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图 1　SNP对 NaC l处理下秋茄幼苗叶片脯氨酸含量的影响
F ig. 1　Effect of SNP on proline con ten t in K. candel seed2
ling leaves under NaC l trea tm en ts

图 2　NO 供体 SNP对 NaC l处理下秋茄幼苗叶片 H2O2

( A)和 MDA( B)含量的影响
F ig. 2　Effects of SNP on H2O2 ( A ) and MDA ( B) con2
ten ts in K. candel seedling leaves under NaC l trea tm en ts

茄幼苗叶片 H2 O2 含量分别下降了 10113% 和

23164% ,差异显著 ( P < 0105)。

　　由图 2B可见 ,与对照相比 , NaCl处理下 ,秋茄

幼苗叶片中 MDA含量显著升高 , 250和 500 mmol·

L
- 1

NaCl处理使 MDA含量 (以鲜质量计算 )分别提

高了 23102%和 25132% ,差异显著 ( P < 0105 )。

SNP单独处理对 MDA含量影响不大 ,但在 NaCl处

理条件下同时加 SNP,则秋茄幼苗叶片 MDA含量比

单独 NaCl处理的分别下降了 21101%和 17194%。

SNP有效抑制秋茄幼苗叶片中 MDA的产生 ,表明外

源 NO可以缓解由于 NaCl处理导致的叶片膜脂过

氧化作用。

313　NaCl处理下外源 NO对秋茄幼苗叶片中抗氧

化酶活性的影响

由图 3A 可以看出 ,在 NaCl处理下 ,秋茄幼苗

叶片内 SOD活性迅速下降 ,且明显低于对照 , 250和

500 mmol·L
- 1

NaCl处理 ,其 SOD活性分别比对照

降低了 18193%和 14126%。100μmol·L - 1 SNP单

独处理对秋茄幼苗叶片 SOD 活性无明显影响 ,但

SNP处理显著增强 NaCl处理下叶片中 SOD活性。

250和 500 mmol·L
- 1

NaCl处理下 ,外加 SNP处理

图 3　SNP对 NaC l处理下秋茄幼苗叶片 SOD ( A ) , POD
( B) , CAT ( C)和 APX ( D )活性的影响
F ig. 3 　Effects of SNP on activ ities of SOD ( A ) , POD
( B) , CAT ( C) , and APX ( D ) in K. candel seedling leav2
es under NaC l trea tm en ts
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的秋茄幼苗叶片中 SOD比单加 NaCl处理的分别提

高了 13153%和 19101% ( P < 0105)。

　　POD表现出与 SOD相似的变化趋势 ,如图 3B

所示 ,在不同浓度 NaCl处理下 , POD 活力迅速下

降 ,经 SNP处理后均明显提高了不同盐度条件下

POD活力。SNP处理分别使 250和 500 mmol·L - 1

NaCl处理下秋茄幼苗叶片的 POD 活力提高了

12142% 和 14140% ,差异显著 ( P < 0105)。

图 3C显示 , H2 O2 清除酶 CAT活性随 NaCl浓

度的增加而下降 , 250 mmol·L
- 1

NaCl处理时秋茄

幼苗叶片 CAT活性与对照无差异 ,但 500 mmol·

L - 1 NaCl处理下 CAT活性仅为对照组的 60%。

SNP可以显著提高 CAT酶活性 , NaCl处理下同时加

入 SNP后 ,叶片中 CAT活力比单独 NaCl处理分别

提高了 7172%和 20121% ,差异显著 ( P < 0105)。

APX显示了与 SOD、POD和 CAT不同的变化规

律。如图 3D所示 ,不同浓度 NaCl处理明显降低秋

茄叶片 APX活力 ,与对照相比 , 250和 500 mmol·

L
- 1

NaCl处理下 , APX活力分别下降了 12198%和

14107% ,差异显著 ( P < 0105) ,然而对照及 NaCl处

理同时加入 SNP对其活性影响不显著。

314　NaCl处理下外源 NO对秋茄幼苗叶片中抗氧

化物质含量的影响

GSH在植物体内起着清除 ROS,调节 A sA含量

及 APX活性的作用 (阮海华等 , 2005)。表 1表明 ,

与对照相比 , SNP单独处理不影响秋茄幼苗叶片

GSH含量。250和 500 mmol·L - 1 NaCl处理则不同

程度地降低 GSH含量 ,使其含量分别下降了 9147%

和 7130% ,差异显著 ( P < 0105)。NaCl处理同时加

入 SNP后 ,秋茄幼苗叶片 GSH含量比单加 NaCl处

理的明显上升 ,分别提高了 9152%和 27127% ,差异

显著 ( P < 0105)。

　　A sA是一种小分子的抗氧化剂 ,在抵抗植物体

内活性氧的损伤过程中发挥重要作用 (何文亮等 ,

2004)。如表 1所示 ,在 250 mmol·L
- 1

NaCl处理

下 ,秋茄幼苗叶片中 A sA的含量无明显变化 ,但当

NaCl处理浓度增加至 500 mmol·L - 1 , A sA含量明

显升高。500 mmol·L
- 1

NaCl处理同时加入 SNP

后 , SNP反而抑制 A sA含量的上升 ,其 A sA含量比

单独加 NaCl处理下降了 15156% ,使之维持在一个

较稳定的水平 ( P < 0105)。与 GSH的含量变化类

似 ,与对照相比 , SNP单独处理对秋茄幼苗叶片 A sA

含量影响不显著。

表 1　SNP对 NaC l处理下秋茄幼苗叶片 GSH、A sA和 Car
含量的影响
Tab. 1　Effects of SNP on con ten ts of GSH, A sA and Car
in K. candel seedling leaves under NaC l trea tm en ts

处理 GSH含量
(mg·g - 1 FM )

A sA含量
(mg·g - 1 FM )

Car含量
(μg·g - 1 FM )

CK 01679 ±01002b 51264 ±01186b 01178 ±01001c

SNP 01676 ±01006b 51312 ±01244b 01188 ±01001b

250 mmol·L - 1

NaCl
01622 ±01009c 41824 ±01243b 01188 ±01001b

250 mmol·L - 1

NaCl + SNP
01687 ±01001b 41748 ±01138b 01190 ±01001b

500 mmol·L - 1

NaCl
01630 ±01016c 61170 ±01148a 01187 ±01001a

500 mmol·L - 1

NaCl + SNP
01801 ±01005a 51211 ±01077b 01191 ±01001a

　　表 1显示 ,不同浓度 NaCl处理下 ,秋茄幼苗叶

片中 Car含量明显升高。NaCl处理同时加入 SNP

后 , Car含量进一步增加。与对照相比 , 250和 500

mmol·L
- 1

NaCl处理下 , SNP使其含量分别提高了

6186%和 7131% ,差异显著 ( P < 0105)。 SNP单独

处理也提高了叶片中 Car含量。

4　讨 　论

盐胁迫下植物体内大量积累的脯氨酸除作为渗

透调节物质外 ,在清除 ROS、提高抗氧化能力及稳

定大分子结构等方面起重要作用 (阮海华等 ,

2001)。M ishra和 Das(2004)曾报道小花木榄 (B ru2
gu iera parvif lora)短期盐处理下体内会大量积累脯

氨酸。本研究表明 , NaCl处理下 ,秋茄幼苗叶片脯

氨酸含量累积作用增强 ,脯氨酸累积一方面可以增

加细胞的渗透调节能力 ,另一方面又可通过与蛋白

质亲水部分结合避免了蛋白质失水变性 (赵可夫和

李法曾 , 1999)。SNP进一步促进其含量的增加。这

暗示着外源 NO可能诱导秋茄幼苗合成更多脯氨酸

物质或抑制其降解 ,对增强秋茄抗盐性起到促进作

用。

逆境条件下 , 植物细胞产生的 OH - 、O
-·

2 和

H2 O2 等自由基增多 ,自由基启动膜脂过氧化作用 ,

导致膜的损伤和破坏 ,造成植物体内重要的活性氧

清除酶活性降低 (马向丽等 , 2005)。因此 ,提高逆

境下植物体内的 SOD、CAT和 POD等酶活性能减缓

膜脂过氧化过程。本研究表明 , NaCl处理下秋茄幼

苗叶片中 SOD、CAT和 POD等抗氧化酶活性降低 ,

叶片细胞中清除 ROS的系统受到影响 ,秋茄幼苗发

生氧化胁迫。NaCl处理同时加入 SNP,幼苗叶片中

SOD、CAT和 POD这 3种酶的活性均有不同程度的
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增强 ,并能维持在较高的水平上 (图 3)。表明外源

NO可通过提高逆境胁迫下秋茄幼苗体内抗氧化酶

的活性来增强对 ROS的清除能力 ,提高幼苗抗逆

性 ,从而缓解叶片受到的氧化损伤 ,维持细胞膜结构

和功能的稳定。但同上述 3种酶变化不同的是 ,外

源 NO对 NaCl处理诱导的 APX活力降低却没有明

显效应 ,这可能由于该浓度的 SNP未能有效调节

APX活性 ,也可能与 SNP对 A sA的抑制作用有关。

因为 APX与 H2 O2 结合会形成中间复合物 ,中间复

合物继续氧化 A sA形成产物 ,但当 A sA未被复合物

利用时 , APX则失活 (李惠华和赖钟雄 , 2006)。本

实验结果显示 , SNP抑制高盐处理下 A sA含量的升

高 ,仅有较少量的 A sA被 APX形成的中间复合物所

利用 ,致使 APX因底物缺乏未能提高活性。

A sA、GSH和 Car在植物清除 ROS过程中也发

挥重要作用。它们能直接与 ROS反应使其还原或

作为酶的底物在 ROS的清除过程中扮演重要角色。

叶文景等 ( 2006)报道 , 100μmol·L
- 1

SNP处理显

著提高同为红树植物的白骨壤叶片中 GSH和 Car

的含量。本文进一步证实 , SNP处理能显著诱导

500 mmol·L - 1 NaCl处理下秋茄幼苗叶片 GSH和

Car水平的上升 ( P < 0105)。这些变化可能是 SNP

诱导秋茄幼苗对 NaCl处理下产生过量积累 ROS的

应激反应 ,从而最终增强幼苗的抗氧化能力 ,缓解其

氧化损伤。SNP处理对叶片 GSH水平起显著诱导

作用的原因 ,可能与其对 GSH合成代谢途径限速酶

编码基因的上调有关 ,有待进一步研究。

有研究表明 ,外源 NO有 2种缓解逆境胁迫的

可能机制。首先 , NO可能作为一种信号分子 ,改变

基因的表达 (Lamattina et a l. , 2003) ;其次 , NO也可

能类似一种抗氧化剂 ,直接与 ROS反应产生过氧亚

硝酸盐 (ONOO
- ) , ONOO

- 被质子化并分解为 NO
-

3

和 H
+

,再进一步反应生成 NO
-

2 和氧 ,减轻细胞损

伤 (W ink et a l. , 1993; Beligni & Lam ttina, 2002)。本

实验结果显示 , SNP处理下秋茄幼苗叶片中 H2 O2

含量累积作用减弱 , MDA含量降低 , NO和 ROS之

间的联合作用表现出减轻了由 NaCl处理诱导生成

ROS的损害。由此可见 ,外源 NO在木本植物秋茄

中也形成这种保护机制。

植物抗氧化能力的提高是多种 ROS合成途径

以及酶和非酶类物质共同参与及协同作用的结果

(Lasp ina et a l. , 2005)。本实验结果显示 ,外源 NO

在增强植物的抗氧化性方面发挥着重要作用。在秋

茄幼苗中 ,外源 NO能显著减轻盐诱导的氧化损伤 ,

表现在 : 1 )增强 SOD、POD、CAT等抗氧化酶的活

性 ; 2)改变 A sA、GSH和 Car等物质在体内的比例 ;

3)促进脯氨酸的积累 ; 4)降低 MDA和 H2 O2 水平。

虽然目前已经确认 NO是植物的内源代谢物 ,但 NO

的生物合成还不完全清楚。今后若能结合内源 NO

的合成及 NO更详细的信号机制 ,进行进一步研究 ,

将有助于更好理解 NO在植物抗胁迫中扮演的重要

生物学作用。
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