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摘要:为了探讨外源 NO对镉胁迫下牧草生理响应的调节作用,采用溶液培养方法,以多年生黑麦草为试验材料,研究了外源 NO供体硝普钠

( SNP)对镉胁迫下黑麦草幼苗生长、活性氧代谢、光合作用和叶黄素循环的影响.结果表明, 150 Lm ol# L- 1 SNP能明显缓解 100 m g# L- 1 Cd2+对

黑麦草幼苗生长的抑制作用,提高幼苗的生长速度.与单纯镉胁迫相比,外源 150 Lm ol# L- 1 SNP显著抑制镉胁迫下黑麦草幼苗根系和叶片超

氧化物歧化酶 ( SOD)、抗坏血酸过氧化物酶 ( APX )活性的下降和过氧化物酶 ( POD)活性的升高,促进过氧化氢酶 ( CAT )活性和谷胱甘肽

( GSH )含量的提高,降低抗坏血酸 ( ASA )、H2 O 2和丙二醛 (MDA )含量及超氧阴离子 ( O# -
2 )产生速率.同时,外源 SNP处理不仅降低了镉胁迫

下黑麦草叶片净光合速率 ( Pn )、气孔导度 ( Gs)、蒸腾速率 ( Tr)、叶绿素最大荧光 (Fm )、PS II原初光能转换效率 ( F v /Fm )、光合电子传递量子效

率 ( 5 PS II)、光化学荧光猝灭系数 ( qP )、光合电子传递速率 ( ETR)和光化学速率 ( PCR )的下降及初始荧光 (F 0 )的上升幅度, 还提高了非光化

学荧光猝灭系数 (NPQ)和叶绿素含量及叶黄素循环库 (V + A + Z )的大小,使叶黄素循环脱环氧化状态 (A + Z ) / ( V+ A + Z )升高. 由此表明,外

源 NO可通过提高活性氧清除能力和增强依赖于叶黄素循环的非辐射能量耗散,保护由镉胁迫引起的黑麦草幼苗叶片光合机构的破坏,从而

提高光合效率.
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A bs tract: T o unders tand the regu lat ing effect of exogenous n itric ox ide on the physiological response of h erbage under cadm ium stress, w e have exam in ed

the effects of exogenous n itric ox ide w ith the donor S od ium N itropruss ide ( SNP) on th e grow th, m etabol ism of react ive oxygen sp ecies, photosyn th es is,

and xanthophyll cycle in the perenn ial ryegrass (L olium p erenn e L. ) . H yd ropon ic experim ents show ed th at addit ion of 150 Lm ol# L- 1 exogenou s SNP

s ign if ican tly alleviates the inh ib itory effect of 100 m g# L- 1 C d2+ stress on th e grow th of ryegrass seed lings in the follow ing aspects: ( 1 ) inh ib its th e

decrease of the act ivities of Superoxide D ismu tase ( SOD) and A scorbate Peroxid ase ( APX ); ( 2 ) inh ib its the increase of perox idase ( POD ) act ivity in

roots and leaves of ryegrass seedl ings; ( 3) p rom otes the increase of catalase ( CAT) activ ity and glu tath ione ( GSH ) con tent; ( 4) decreases the con tents

ofA scorb ic Acid ( ASA ) , H 2 O2, and m alondiadehyde ( MDA ) and p roduction rate of O# -
2 . Exogenou s SNP also inh ib its th e decreases of net

photosyn thetic rate ( Pn) , stom atal conductance ( G s) , transpirat ion rate ( T r), m ax imum fluorescence ( Fm ), PS II intrin sic photochem ical ef ficiency

(F v /Fm ) , quan tum yield ofPS II ( 5 PS II), ph otochem ical qu ench ing ( qP ), electron tran sport rate ( ETR ) , and ph otochem ical rate ( PCR) and th e
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increase ofm in im al f luorescence (F 0 ) ; and also inh ib its the increase ofNon-Ph otochem icalQu ench ing ( NPQ ) , ch lorophyll con ten t, xan thophy ll cycle

poo l s ize and the de-epoxidat ion exten t of the xan thophyll cycle (A + Z ) / (V + A + Z ) . Th ese results suggest that exogenousNO p rotects against dam age

of th e leaf photosynthetic apparatu s of ryegrass seedl ings under C adm ium s tress by prom oting react ive oxygen scavenging and non-rad iat ive energy

d iss ipation through the xan thophyll cycle, thus elevating th e photosyn th et ic ef ficiency.

Keywords: n itric ox ide; cadm ium stress; chlorophyll flu orescen ce; xanthophyll cycle; ryegrass

1 引言 ( Introduct ion)

随着采矿、治炼和镉 ( Cd)处理工业的发展及农

业中化肥的大量使用,土壤 Cd污染日益严重. 据调

查,日本有 3. 1 @ 10
5
hm

2
的农田受到 Cd污染,我国

遭受 Cd污染的农田达 1. 2 @ 10
4

hm
2

(廖自基,

1992) .许多研究证实, 过量 Cd不仅诱导植物产生

过氧化损伤, 影响生长发育, 而且还使农作物产量

和品质 降低 ( Shah et al. , 2001; R anieri et a l. ,

2005) .此外, 农作物中蓄积的 Cd还通过食物链危

及人体健康.因此,研究植物 Cd毒害的保护措施对

农业的可持续发展具有重要意义.

一氧化氮 ( N itric Ox ide, NO )是植物体内最新

发现的一种生物活性分子,可通过酶促和非酶促反

应途径产生;其中酶促反应途径主要通过类似动物

体内的一氧化氮合酶或硝酸还原酶催化合成

(W endehenne et al. , 2001; Yam asaki et al. , 1999) ,

而非酶促途径包括酸性环境下的硝酸盐还原和光

参与的类胡萝卜素转化等 (W o jtaszek, 2000) . NO对

植物具有保护和毒害双重效应, 而且这种效应与细

胞的生理环境以及 NO有效生理浓度有关.低浓度

的 NO可作为抗氧化剂, 对 O
#-
2 等活性氧 ( Reactive

Oxygen Species, ROS)具有清除作用,并能诱导抗氧

化酶基因的表达, 对植物具有保护效应 ( F rank

et al. , 2000) ;高浓度 NO则与 O
# -
2 相互作用生成过

氧亚硝酸阴离子 (
-

OONO ),后者经质子化形成具有

强氧化性的过氧亚硝酸 (HOONO ), 会破坏生物大

分子的结构与功能,具有生物毒性 ( Yam asak i et a l. ,

1999) .大量研究证明, NO广泛参与植物对各种逆

境胁迫的应答过程 ( Durner et al. , 1998; Garcia-

M ata et al. , 2001; 阮海华等, 2004 ) . 张艳艳等

( 2004)报道, NO可以缓解盐胁迫下玉米幼苗的生

长抑制; Zhao等 ( 2004)发现, NO可通过提高盐胁迫

下芦苇愈伤组织中质膜 H
+

-ATPase的表达、提高

K
+

/Na
+
比, 从而增强芦苇的抗盐性; NO还能缓解

盐胁迫对小麦幼苗的氧化损伤 (阮海华等, 2001) ;

延缓水稻在盐胁迫下叶绿素的降解和保持 PSII的

高活性 ( U chida et al. , 2002);增强番茄幼苗光能的

捕获和转换 (吴雪霞等, 2006),提高 N aC l胁迫下黄

瓜幼苗的光合作用 (樊怀福等, 2007) . 近期的研究

表明, NO还可减轻重金属胁迫对植物造成的伤害

(H su & K ao 2004; Kopyra& Gwozdz, 2003; Laspina

et al. , 2005). 黑麦草是栽培面积最大的优质牧草

之一,环境 Cd污染严重制约其生长发育和农牧业

的可持续发展. NO对牧草 Cd胁迫伤害是否具有缓

解效应,目前未见报道. 本研究以多年生黑麦草为

材料,研究外源 NO供体 SNP对 Cd胁迫下幼苗生长

及活性氧代谢、光合作用和叶黄素循环的影响, 以

期为 Cd污染环境的农业安全生产对策提供参考.

2 材料与方法 (M aterials and m ethods)

2. 1 材料培养与处理
将供试多年生黑麦草 ( Lolium perenne L. )品种

C add ieshack的种子 (购自草种公司 )在 28e 下恒温
催芽,然后选露白一致的种子播种在装有珍珠岩的

瓷盘中,置于智能型光照培养箱内 28e 下培养, 光

周期为 14 h(光照 ) / 10 h(黑暗 ), 光照强度为 150

Lm o l#m
- 2# s

- 1
.待第 4片叶全展时选长势一致的幼

苗移入栽培槽 ( 3 m @ 0. 4 m @ 0. 1 m )在玻璃温室内

进行水培,营养液为 H oag land溶液, 每槽 100 L, 定

植 2行. 营养液每 2d更换 1次, 用 H 2 SO 4调 pH 至

5. 5~ 6. 5, 并用充氧机充气. 温室内保持昼温 24~

29e 、夜温 15~ 21e ,采用自然光照, 预培养 7 d后

开始进行各种处理. NO供体 [ Na2 Fe ( CN ) 5# NO,

SNP,德国 M erck公司产品 ]先用蒸馏水配成 100

mm o l#L
- 1
的母液, 4e 下保存, 用时按所需浓度稀

释; Cd
2+
供体为硫酸镉 ( 3CdSO4# 8H 2 O, 国产分析

纯 ).

实验首先设系列 Cd
2+

( 0、25、50、100、150、200

mg# L
- 1

)浓度梯度, 进行 H oag land营养液水培处理

多年生黑麦草幼苗,培养 10 d后根据幼苗相对生长

速率,筛选出 100 m g# L
- 1
为 Cd

2+
胁迫浓度; 然后在

选出的 100 mg# L
- 1

Cd
2+
胁迫浓度中加入系列 SNP

( 0、10、25、50、100、150、200、250、300 Lm o l# L
- 1

)浓

度梯度进行 H oag land营养液水培,培养 10 d后同样

根据幼苗相对生长速率选出浓度为 150 Lm o l# L
- 1

的 SNP用于进一步试验. 因 SNP分解产物除 NO

外,还会生成 NO
-
2 , 100 Lm o l# L

- 1
SNP最多降解生

成 1 Lm o l#L
- 1
的 NO

-
2 ( De lledonne et al. , 1998), 所

以设 1. 5 Lm o l# L
- 1
的 NO

-
2 处理作为对照. 根据筛

627
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选的 Cd
2+
和 SNP浓度,外源 SNP对 Cd毒害缓解效

应实验设置 4个处理: ¹对照 ( CK ), H oag land溶液;

º 含 100 m g#L
- 1

Cd
2+
的 H oagland溶液, 以 Cd表示;

» 含 100 m g# L
- 1

Cd
2+
和 150 Lmo l# L

- 1
SNP 的

H oag land溶液,以 Cd+ SNP表示; ¼含 100 m g#L
- 1

Cd
2 +
和 1. 5 Lm o l#L

- 1
NaNO2的 H oag land溶液,以 Cd

+ NaNO2表示.每处理 4次重复, 处理 7 d后取根系

和倒数第 2片全展叶进行各项指标测定.

2. 2 测定方法

相对生长速率 ( RGR )的测定参照 M atsush ita和

M atoh( 1991)的方法.在处理第 5 d和第 10 d分别

取 30株幼苗, 105 e 下杀青 15 m in后 70 e 下烘至

恒重, 分别称重; W1表示第 5 d幼苗干重 (m g) , W 2表

示第 10 d幼苗干重 (m g) , 相对生长速率 (m g# d
- 1

)

按下式计算:

RGR = (W2 -W 1 ) / (T 2 - T 1 ) ( 1)

式中, T 2和 T 1分别表示 2次测定的时间 ( d).

采用 M ukherjee& Choudhuri( 1983)的方法测定

H2O2含量;用丙酮乙醇混合液提取, 比色法测定叶

绿素含量; 超氧化物歧化酶 ( SOD )、过氧化氢酶

( CAT)、过氧化物酶 ( POD )和抗坏血酸过氧化物酶

(APX )活性及丙二醛 ( MDA )、抗坏血酸 ( ASA )、谷

胱甘肽 ( GSH )含量和超氧阴离子 ( O
# -
2 )产生速率均

按陈建勋等 ( 2002)的方法测定. 以抑制氮蓝四唑光

还原 50%的酶量为一个 SOD酶活性单位 (U ); CAT

活性以 1 m in减少 0. 01个 OD240nm值所需的酶量为

一个活性单位 (U ) ; POD活性以 1 m in增加 0. 01个

OD 470nm值所需的酶量为一个活性单位 ( U ) ; APX活

性以 1 m in内 OD290nm减少 0. 01所需的酶量为一个

活性单位 ( U ) . 用英国 PP System s公司生产的

C iras-2型便携式光合测定系统在 10: 00~ 12: 00测

定叶片的净光合速率 (Pn )、气孔导度 (G s )、胞间

CO2浓度 ( C i)和蒸腾速率 ( T r). 测定时光强约 600

Lm o l# m
- 2# s

- 1
, CO2浓度为 390 LL# L

- 1
, 温度为

25e . 用 FM S2便携调制式荧光仪 (英国 H ansatech

公司产 )在叶片暗适应 30 m in后测定初始荧光

(F 0 )、最大荧光 ( Fm ). 然后, 测定光强为 600

Lm o l#m
- 2# s

- 1
下的恒态荧光 ( F s )、最大荧光 ( Fm c)

和最小荧光 (Fc0 ) ,参照 Van Koo ten& Snel( 1990)的

方法计算 PSII潜在光化学活性 F v /F0 = (Fm - F 0 ) /

F 0、原初光能转换效率 F v /Fm = (Fm - F0 ) /Fm、光合

电子传递量子效率 5 PS II= (Fcm - F s ) /Fcm、光合电

子传递速率 ETR = 5 PS II @ PFD @ 0. 5 @ 0. 84、光化

学速率 PCR = ( Fcm - Fc0 ) /Fcm @ qP @ PFD (式中

PFD为光量子通量密度 )、光化学荧光猝灭系数 qP

= (F cm - F s ) / (Fcm - Fc0 )和非光化学荧光猝灭系

数 NPQ = Fm /F cm - 1. 用高效液相色谱仪按赵世杰

等 ( 1995 )的方法测定叶黄素循环各组分紫黄质

( V )、单环氧玉米黄质 ( A )、玉米黄质 ( Z ), 以 (A +

Z ) / (A + Z + V )表示脱环氧化状态.各项指标中除

V、A、Z以单位干重材料计算含量外,其余以单位鲜

重表示.每项指标测定时至少重复 3次,取平均值.

2. 3 数据分析

所有数据采用 SPSS11. 5软件进行方差分析, 并

对平均数用 SSR法多重比较.

3 结果 ( Results)

3. 1 不同浓度 Cd
2+
和 SNP对黑麦草幼苗生长的

影响

从图 1a可见, 25 m g# L
- 1

Cd
2 +
处理 10 d黑麦草

图 1 不同浓度 Cd2+ ( a)和 100 mg# L- 1 Cd2+胁迫下不同浓度 SNP ( b)对黑麦草幼苗相对生长速率的影响 (不同小写字母代表不同处理间在

0. 05水平差异显著.下同 )

F ig. 1 E ffect of Cd2+ ( a) and SNP under 100 m g# L- 1 Cd2+ s tress ( b ) at variou s concen trat ions on the relative grow th rate of ryegrass seed lings

( D ifferen t sm all letters sh ow a sign ifican t d ifferen ce at th e 0. 05 level am ong the treatm en ts. The sam e b elow )

628
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幼苗的生长已显著受抑制, 100 m g# L
- 1

Cd
2 +
处理的

抑制率达 51. 5% ,且表现出明显的 Cd毒害症状.随

着 Cd
2+
处理浓度增加,生长抑制率增大, Cd毒害症

状更加明显.一般认为, 生长抑制率为 50%左右的

重金属浓度已对植物造成伤害, 但此时植物又能表

现出重金属抗性.因此,选用 100 m g# L
- 1

Cd
2+
为 Cd

胁迫处理浓度.

如图 1b所示,在 100 m g# L
- 1

Cd
2+
胁迫下, 10~

200 Lm o l# L
- 1

SNP不同程度上缓解了 Cd
2+
对黑麦

草幼苗的生长抑制,其中 SNP浓度为 150 Lm o l#L
- 1

时相对生长速率最大, 而 250和 300 Lm o l# L
- 1
时则

低于对照.因此, 选用 150 Lm ol# L
- 1

SNP探讨 NO对

黑麦草 Cd毒害的缓解效应.

3. 2 外源 SNP对 Cd胁迫下黑麦草幼苗 H2 O2和

MDA含量及 O
# -

2 产生速率的影响

图 2显示, 与对照相比, Cd胁迫下黑麦草幼苗

根和叶片中 H 2O2和 MDA含量及 O
# -
2 产生速率显著

提高 ( p< 0. 05) , 说明 Cd胁迫诱导活性氧产生积

累,使细胞结构受到损伤; 添加 SNP处理显著降低

了 Cd胁迫下根和叶片中 H2 O 2和 O
#-
2 的积累, 使

MDA含量下降, 而 NaNO2处理则无此效应, 表明外

源 NO能够缓解 Cd胁迫对膜脂的过氧化损伤.

图 2 外源 NO供体 SNP对 Cd胁迫下黑麦草幼苗根和叶片中 H2 O2 和 MDA含量及 O# -
2 产生速率的影响

Fig. 2 E ffects of exogenousNO donor SNP on the conten ts ofH2 O2 and MDA, p roduction rate ofO#-
2 in roots and leaves of ryegrass seed lings under

Cd stress

3. 3 外源 SNP对 Cd胁迫下黑麦草幼苗活性氧清

除系统的影响

SOD、CAT、POD和 APX等抗氧化酶和 GSH、

ASA等抗氧化物质构成了植物体主要的活性氧清

除系统.从表 1和图 3可见,与对照相比, Cd处理明

显降低黑麦草幼苗根和叶片中 SOD和 APX的活性

及 ASA含量.并且, 根和叶片中的变化趋势相同,除

根中 CAT活性与对照无明显变化外, POD活性和

GSH含量及叶片 CAT 活性显著高于对照 ( p <

0105) ;施加 SNP缓解了 Cd胁迫对 SOD和 APX活

性的抑制 ( p< 0. 05), 使 CAT活性和 GSH含量进一

步提高, POD活性和 ASA含量降低; NaNO2处理的

SOD、CAT、POD和 APX活性及 GSH和 ASA含量均

与 Cd处理无显著差异.

表 1 外源 NO供体 SNP对 Cd胁迫下黑麦草幼苗 SOD、CAT、POD、APX活性的影响

T ab le 1 E f fects of exogenou sNO donor SNP on act ivit ies of SOD, CAT, POD and APX in ryegrass seed lings under Cd stress (U# g- 1 )

处理

Treatm en t

SOD活性

SOD act ivity

根 Root 叶片 Leaf

CAT活性

CAT activ ity

根 Root 叶片 L eaf

POD活性

POD act ivity

根 Root 叶片 Leaf

APX活性

APX activity

根 Root 叶片 L eaf

CK 38. 86b 28. 06b 12. 81b 26. 18c 1. 71c 1. 27c 3. 51a 10. 75a

Cd 24. 57c 16. 18c 14. 23b 33. 28b 4. 83a 3. 38a 2. 52c 4. 72c

Cd + SNP 40. 16a 35. 43a 23. 74a 40. 03a 2. 76b 2. 21b 3. 06b 5. 96b

Cd+ NaNO2 27. 08c 15. 96c 17. 18b 31. 26c 4. 27a 2. 98a 2. 48c 4. 08c

  注:同列不同字母表示差异显著, p < 0. 05;下同  D ifferen t letters w ith in the sam e colum n ind icate s ign ifican t d ifference at p = 5% . The sam e

below.
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图 3 外源 NO供体 SNP对 Cd胁迫下黑麦草幼苗 GSH、A SA含量的影响

F ig. 3 E ffects of exogenou sNO donor SNP on conten ts of GSH and ASA in ryegrass seedl ings under Cd stress

3. 4 外源 SNP对 Cd胁迫下黑麦草幼苗叶片叶绿

素含量和气体交换参数的影响

由表 2可知, Cd处理使黑麦草幼苗叶片的叶绿

素含量及 Pn、Gs和 Tr分别下降了 25. 3%、32. 5%、

43. 0%和 42. 4% , C i升高了 27. 1%, 差异达显著水

平 ( p< 0. 05).添加 SNP处理明显降低了 Cd胁迫导

致的叶绿素含量及 Pn、Gs和 T r的下降幅度, 分别比

Cd处理提高了 23. 3%、19. 1%、39. 3%和 28. 9% ,

C i则下降了 12. 3%. 而 NaNO2处理的叶绿素含量和

上述各气体交换参数与 Cd胁迫无明显变化. 表明

外源 NO可减轻 Cd胁迫对黑麦草叶片光合作用的

抑制.

表 2 外源 NO供体对 Cd胁迫下黑麦草幼苗叶片叶绿素含量和气体交换参数的影响

Tab le 2 E f fects of exogenou sNO donor on ch lorophy ll conten t and Pn, Gs, C i and Tr in leaves of ryegrass seedl ings under Cd stress

处理

Treatm en t

叶绿素含量

C h lorophyll con ten t

/ (m g# g- 1 )

净光合速率 ( Pn)

Net photosyn th et ic rate

/ ( Lm ol# m- 2# s- 1 )

气孔导度 (G s)

Stom atal condu ctance

/ ( Lm ol#m - 2# s- 1 )

胞间 CO2 浓度 ( C i)

Intercellular CO 2

con cent ration

/ ( LL# L- 1 )

蒸腾速率 ( Tr)

Transp iration rate

/ (mmo l# m- 2# s- 1 )

CK 1. 696a 42. 53a 38. 19a 276. 33c 7. 26a

Cd 1. 267c 28. 69c 21. 76c 351. 28a 4. 18c

Cd + SNP 1. 562b 34. 18b 30. 32b 308. 19b 5. 39b

Cd+ NaNO2 1. 341c 29. 33c 23. 27c 346. 07a 4. 24c

3. 5 外源 SNP对 Cd胁迫下黑麦草幼苗叶片叶绿

素荧光参数的影响

叶绿素荧光是光合作用变化的探针, 通过对各

种荧光参数的分析可以获知有关光能利用途径的

信息, 其中, F 0和 Fm分别表示 PSII反应中心完全开

放和完全关闭时的荧光产量, F v /F0代表 PSII潜在

光化学活性, Fv /Fm代表原初光能转化效率, 5 PSII

表示 PSII光合电子传递的量子效率. 从表 3可见,

Cd胁迫下 F 0升高, Fm、F v /F0、Fv /Fm和 5 PS II降低;

添加 SNP处理显著抑制 Cd胁迫下 F 0的升高及 Fm、

F v /F0、Fv /Fm和 5 PSII的下降 ( p < 0. 05). 另外, 与

对照相比, Cd处理的 ETR、PCR和 qP明显降低,

NPQ升高;添加 SNP后使 ETR、PCR、qP和 NPQ显著

提高 ( p< 0. 05) ;而 N aNO2处理的上述各荧光参数

与单纯 Cd处理相比则无明显变化. 这说明, 外源

NO对 Cd胁迫导致的光合机构损伤具有保护效应,

可以促进 Cd胁迫下光合电子的传递.

表 3 外源 NO供体对 Cd胁迫下黑麦草幼苗叶片叶绿素荧光参数的影响

T able 3 E ffects of exogenous NO donor SNP on ch lorophy ll f luorescence p arameters in leaves of ryegrass seed lings under Cd stress

处理 Treatm ent
叶绿素荧光参数 Param eters of ch lorophy ll f luorescence

F 0 Fm F v /F0 F v /Fm 5 PS II ETR PCR qP NPQ

CK 140. 26c 1197. 58a 7. 538a 0. 883a 0. 155a 39. 060a 93. 33a 0. 594a 0. 345c

Cd 181. 82a 1107. 69c 5. 092c 0. 836c 0. 126c 31. 752c 70. 53c 0. 462b 0. 371b

Cd + SNP 163. 94b 1156. 02b 6. 051b 0. 858b 0. 138b 34. 776b 83. 13b 0. 547a 0. 403a

Cd+ NaNO2 190. 52a 1112. 56c 4. 840c 0. 829c 0. 124c 31. 248c 74. 60c 0. 492b 0. 369b
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3. 6 外源 SNP对 Cd胁迫下黑麦草幼苗叶片叶黄

素循环的影响

叶黄素循环的色素组成 (A + Z ) / ( V + A + Z )及

叶黄素循环库 ( V+ A + Z )的大小与热耗散能力直接

相关. 由图 4可知,与对照相比, Cd胁迫导致叶黄素

循环库 ( V+ A + Z )降低和脱环氧化状态 (A + Z ) / ( V

+ A + Z )升高;添加 SNP后使 Cd胁迫下的 V+ A + Z

增加, 达到与对照相当的水平, (A + Z ) / ( V + A + Z )

进一步提高;而 N aNO 2处理的 V + A + Z和 (A + Z ) /

( V+ A + Z ) 与单纯 Cd处理相比无显著差异.

图 4 外源 NO供体 SNP对 Cd胁迫下黑麦草叶片叶黄素循环

的影响

F ig. 4  E f fects of exogenou s SNP on th e xan thophy ll cycle in

ryegrass leaves under Cd stress

4 讨论 (D iscussion)

SNP是常用的 NO供体, Delledonne等 ( 1998)

报道, 0. 5 mm ol# L
- 1

SNP约产生 2. 0 Lm ol# L
- 1

NO.

Cd胁迫下黑麦草幼苗的生长速率明显降低, 低浓度

SNP ( 10~ 200 Lm o l# L
- 1

) )能够缓解 100 mg# L
- 1

Cd
2 +
胁迫对黑麦草幼苗生长的抑制, 相反高浓度

(大于 200 Lm ol# L
- 1

) SNP会加重 Cd胁迫的毒害作

用 (图 1) ,说明适宜浓度的外源 SNP可以缓解 Cd

胁迫对黑麦草生长的抑制效应.

Cd胁迫能诱导 NADPH氧化酶活性提高 ( Shah

et al. , 2001) ,使抗氧化系统功能失调,导致 O
#-
2 和

H 2O2积累 ( Sch�tzend�be l& Po lle, 2002; Shah et al. ,

2001) ,从而破坏膜的结构和功能. 有研究表明, 10

Lm o l#L
- 1

SNP预处理提高了 Cd、Pb胁迫下羽扇豆

根尖 CAT、SOD的活性, 降低了 O
#-
2 含量 (K opyra &

Gwozdz, 2003) . Lasp ina等 ( 2005)发现, Cd胁迫可使

向日葵叶片 CAT活性下降而 SOD活性上升, H 2O 2

产生积累; NO处理后降低了 SOD活性, 使 CAT、

APX和 GR活性提高, H 2O2积累降低. 本试验结果

表明, 100 m g# L
- 1

Cd
2+
处理 7 d会使黑麦草幼苗根

和叶片中的 H 2O2、O
#-
2 和 MDA含量明显提高, SOD

和 APX活性受到抑制, ASA含量下降, 而 CAT 和

POD活性及 GSH 含量上升; 外源 SNP显著缓解了

Cd胁迫下 H 2O2、O
# -
2 和 MDA的积累, 减缓 SOD和

APX活性的下降, 使 CAT活性和 GSH含量提高,

POD活性和 ASA含量降低. 关于 NO缓解重金属胁

迫伤害的机理目前还不十分清楚,但从已有的研究

推测, NO参与调节活性氧代谢是可能的重要原因

之一.一方面, NO作为信号分子通过级联反应提高

了 CAT、APX等抗氧化酶活性, 有效清除活性氧, 从

而减轻了对细胞的伤害 ( Lasp ina et al. , 2005;

Poliandri et al. , 2004); 另一方面, NO作为抗氧化剂

可直接与 O
# -
2 反应清除活性氧 ( B eligni& Lam attina,

1999) .从本研究结果看, Cd胁迫下 SOD和 APX活

性及 ASA含量的下降, 可能使 O
# -
2 和 H 2O2产生积

累,此时虽然 CAT活性和 GSH含量升高,但可能因

CAT与 H2O2的亲和力较低,不足以有效清除增加的

H 2O2; GSH 含量的增加也不足以直接清除产生的

O
# -
2 ( F reem an et al. , 2004), 从而引发膜脂过氧化,

使 MDA显著增加.外源 SNP通过提高 SOD、CAT和

APX活性及 GSH含量来抑制 Cd胁迫下活性氧的积

累, 从而保护了膜结构; 而 ASA含量的下降可能是

APX活性提高所致. 关于 POD的生物学功能, 目前

认为其具有清除和产生 H2O2的双重效应. Kopyra等

( 2003)的研究发现, NO抑制 Cd胁迫下羽扇豆根系

POD的活性及同工酶表达. H su等 ( 2004 )也证实,

SNP可降低由 Cd胁迫引起的 POD活性的升高.

W ang等 ( 2005)指出, A l处理条件下 SNP可降低决

明子根的 POD活性, 减轻 A l对根生长的抑制; 并认

为 POD活性升高是 A l抑制根生长的原因, 因为

POD可参与木质素等次生代谢的合成而使细胞伸

展性下降. 本研究中外源 SNP显著降低 Cd胁迫下

POD活性的升高, 可能也是 NO减轻 Cd胁迫抑制黑

麦草生长的重要原因.
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Cd胁迫引起植物叶片 Pn降低的原因有气孔和

非气孔因素,当 C i和 G s同时下降时,气孔因素是主

要的; 若 C i升高而 Gs下降则非气孔因素是主要的

( Farquhar& Sharkey, 1982) .本试验结果表明, Cd胁

迫会抑制黑麦草叶片的光合作用, 由于 C i升高, 而

Gs下降,因而光合作用的下降主要是非气孔因素,

即叶肉细胞的光合活性降低所致. 外源 SNP处理提

高了 Cd胁迫下叶片的 Pn、Gs和 T r, 而 C i显著降

低.说明 NO对 Cd诱导的光合活性下降具有缓解作

用,能够提高 Cd胁迫下叶肉细胞的光合能力. 这与

樊怀福等 ( 2007)的外源 NO对 NaC l胁迫下黄瓜幼

苗光合特性影响的试验结果一致.

叶绿素荧光动力学变化常用于检测植物光合

机构对环境胁迫的响应 (罗俊等, 2004) . Cd胁迫使

黑麦草的 F v /F0、F v /Fm下降, 而 F0增加, 这揭示叶

绿素 的 PS II 反应 中心 受到 损伤, 活性 下降

( Schnettger et al. , 1994). 5 PSII、qP、ETR和 PCR的

降低亦证实了光合电子传递受阻及光能转变为化

学能的效率降低; 而 NPQ升高表明,非辐射能量耗

散增加以保护光合机构免受过剩光能的伤害,这与

叶黄素循环中脱环氧化状态 (A + Z ) / ( V+ A + Z )的

增加相对应,进一步证明 NPQ的提高与 Z的增加密

切相关 (M a& Cheng, 2003). Cd胁迫还引起了叶片

叶绿素含量和叶黄素循环库的下降, 其原因可能与

活性氧积累发生氧化破坏有关. 外源 SNP处理后降

低了 Cd胁迫下 F0的增加, 使 Fv /F 0、Fv /Fm、5 PS II、

qP、ETR和 PCR显著提高, 说明 NO可以提高 Cd胁

迫下叶肉细胞的光合活性, 对 Cd胁迫导致的光合

机构损伤具有保护效应. 同时, 外源 SNP处理抑制

了 Cd胁迫下叶绿素含量和叶黄素循环库的下降,

使 NPQ和叶黄素循环中脱环氧化状态 (A + Z ) / ( V

+ A + Z )增加,表明 NO提高了 Cd胁迫下叶片对光

能捕获和热耗散的能力,这可能是 NO缓解 Cd胁迫

下过剩光能氧化破坏和保持较高光化学效率的重

要原因之一. NO究竟是如何作为信号分子参与 Cd

胁迫下光合机构的保护作用,其分子调控机制有待

进一步研究.

5 结论 ( Conclusions)

外源 NO供体 SNP能够缓解 Cd胁迫对黑麦草

幼苗生长的抑制作用, 其可能的机理是: ¹ 通过提

高镉胁迫下植株体内的 SOD、APX和 CAT活性及

GSH含量,增强活性氧的清除能力; º 促进 Cd胁迫

下叶片光合电子的吸收、传递和光化学效率, 提高

光合速率; » 增强依赖于叶黄素循环的非辐射能量

耗散,保护 Cd胁迫对叶片光合机构的破坏.

责任作者简介: 刘建新 ( 1964) ), 男, 副教授, 主要从事植物

逆境生理生态学方面的研究工作.

参考文献 ( R eferences):

B el ign iM V, Lam att ina L. 1999. Is nitric oxide tox ic or p rotect ive? [ J] .

T rends P lan t S c,i 4 ( 8) : 299) 300

陈建勋, 王晓峰. 2002. 植物生理学实验指导 [M ] . 广州: 华南理工

大学出版社, 119) 127

Chen J X, W ang X F. 2002. E xperim en tal Instru ct ion in Plant

Phys iology [M ] . Guangzhou: S outh C h ina Un ivers ity ofT echnology

Press, 119) 127 ( in Ch inese)

DelledonneM, X ia Y J, D ixon R A, et a l. 1998. N itric oxide function

as a s ign al in p lant d isease res is tan ce [ J ] . Natu re, 394 ( 6693 ) :

585) 588

Durner J, W end ehenne D, K less ig D F. 1998. D efense gen e induction

in tob acco by n itric oxid e, cycl ic GM P, and cyclic ADP-ribose [ J] .

Proc NatlA cad SciUSA, 95: 10328) 10333

樊怀福, 郭世荣, 焦彦生, 等. 2007. 外源一氧化氮对 NaC l胁迫下

黄瓜幼苗生长、活性氧代谢和光合特性的影响 [ J] . 生态学报,

27( 2 ): 546) 553

Fan H F, Guo S R, Jiao Y S, e t al. 2007. The effects of exogenous

n itric oxid e on grow th, act ive oxygen m etabol ism and photosynthetic

ch aracteristics in cu cum ber seed lings under NaC l stress [ J ]. Acta

E co log ica S in ica, 27( 2 ): 546) 553( in Ch inese)

Farquhar G D, Sharkey T D. 1982. Stom ata l conductan ce and

photosyn thesis [ J] . Ann R ev P lant Phys io,l 33: 317) 345

Frank S, K m pfer H, Podda M, et al. 2000. Iden tificat ion of copper/

z inc superoxide d ism u tase as a n itric ox ide-regu lated gene in hum an

( H aCaT ) k erat inocytes: imp lications for kenat inocyte prol iferation

[ J] . B iochem ical Journa,l 346: 719) 728

Freem an J L, Persan s M V, N iem an K, et a l. 2004. Increased

glutath ion e b iosynthes is p lays a role in n ickel toleran ce in Th lasp i

n ick el hyperaccumu lators [ J]. P lant Cel,l 16: 2176) 2191

Garcia-Mata C G, Lam at tina L. 2001. N itric ox ide induces stom atal

closure and enhances the adapt ive p lan t responses again st drought

s tress [ J] . Plant Phys iology, 126: 1196) 1204

H su Y T, Kao K H. 2004. C adm ium tox icity is reduced by n itric oxid e

in rice leaves [ J]. P lant Grow th R egu lat ion, 42: 227) 238

K opyraM, Gw ozdz E A. 2003. N itric oxid e st imu lates seed germ ination

and counteracts the inh ib itory effect of heavy m eta ls and salin ity on

root grow th of Lupunus lu teu s [ J] . P lant Physiol B iochem, 41:

1011) 1017

廖自基. 1992. 微量元素的环境化学及生物效应 [M ]. 北京: 中国

环境科学出版社, 299) 302

L iao Z J. 1992. The env ironm en tal chem istry of trace elem en ts and its

b iological effect [M ] . Beijing: Ch in a En vironm ental S cience Press,

632



3期 刘建新等: 外源一氧化氮供体对镉胁迫下黑麦草幼苗活性氧代谢、光合作用和叶黄素循环的影响

299) 302( in Ch inese)

L aspina N V, G roppa M D, T om aro M L, et a l. 2005. N itric ox ide

protects sunf low er leaves aga inst Cd-induced oxid at ive stress [ J ] .

P lan t S cience, 169( 2) : 323) 330

罗俊, 张木清, 林彦铨, 等. 2004. 甘蔗苗期叶绿素荧光参数与抗旱

性关系研究 [ J]. 中国农业科学, 37( 11) : 1718) 1721

Luo J, ZhangM Q, L in Y Q, e t a l. 2004. Stud ies on the relat ion sh ip of

ch lorophyl l f luorescence characters and drought to lerance in seed ling

of sugarcane underw ater stress [ J] . S ciAgr S in, 37( 11) : 1718)

1721 ( in Ch inese)

M a F W, Cheng L L. 2003. Th e sun-exposed peel of app le fru it has

h igher xan thophy ll cycle-dependen t therma l d iss ipation and

an tioxidan ts of th e ascorb ate-gluthath ion e pathw ay than th e shaded

peel [ J] . P lan t Science, 165: 819) 827

M atsu sh ita N, M atoh T. 1991. Ch aracterizat ion of Na+ exclus ion

m echan ism of salt-toleran t reed plan ts in com parison w ith salt-sen sitive

rice p lan ts [ J] . Phys iol Plant, 83: 170) 176

M ukherjee S P, C houdhuri M A. 1983. Imp lications of water stress-

indu ced changes in the levels of endogenous ascorb ic acid and

hydrogen perox ide in V igna seedl ings [ J] . Phys iolP lan t, 58: 166)

174

Po liand riA H, Velardez M O, C ab illa J P, e t al. 2004. N itric ox ide

protects an terior p itu itary cells from cadm ium-indu ced apoptosis [ J] .

Free Radical B io lM ed, 37 ( 9) : 1463) 1471

Ran ieri A, C astagn a A, Scebba F, e t al. 2005. Oxidat ive stress and

phytochelat in characterisat ion in b read wh eat exposed to cadm ium

excess [ J]. P lan t Phys iol B iochem, 43: 45) 54

阮海华, 沈文飚, 徐朗莱. 2004. 一氧化氮调节盐胁迫下小麦幼苗

根部质膜 H + -ATPase和焦磷酸酶活性提高耐盐性 [ J] . 植物学

报, 46( 4 ) : 415) 422

Ruan H H, Sh en W B, Xu L L. 2004. N itric oxid e m odu lates the

act ivities of p lasm a m em bran e ATPase and PPase in w heat seed ling

roots and p rom otes the salt to lerance against salt stress [ J]. A cta Bot

S in, 46( 4) : 415) 422 ( in Ch inese)

阮海华, 沈文飚, 叶茂炳, 等. 2001. 一氧化氮对盐胁迫下小麦叶片

氧化损伤的保护效应 [ J] . 科学通报, 46( 23) : 1993) 1997

Ruan H H, Shen W B, Ye M B, e t al. 2001. Protect ion of n itric ox ide

on salt indu ced m emb ran e ox idation in w heat leaves [ J] . C hin Sci

Bu l,l 46( 23 ) : 1993) 1997( in Ch in ese)

Schnettger B, C ritch ley C, San tore U J, et a l. 1994. Relationsh ip

betw een photoinh ib ition of photosynthesis, D1 protein tu rnover and

cholrop last structure: effects of protein synthesis inh ib itors [ J ] .

P lan t Cell Env ironm en t, 17( 1 ) : 55) 64

Sch tzend b elA, Polle A. 2002. P lan t respon ses to a b iot ic stresses:

heavy m eta-l induced ox idative stress and p rotection by m ycorrh ization

[ J] . JE xp B ot, 53( 372) : 1351) 1365

Shah K, Kum arR G, V erm a S, et a l. 2001. E f fect of Cadm ium on l ip id

perox idation, superox ide an ion generat ion and activities of an tioxid ant

en zymes in grow ing rice seedl ings [ J ] . P lan t Sc,i 161 ( 6 ) :

1135) 1144

U ch ida A, JagendorfA T, H ib ino T, e t al. 2002. E ffects of hyd rogen

perox ide and n itric ox ide on both salt and heat stress toleran ce in rice

[ J] . Plan t Sc,i 163: 515) 523

V an Kooten O, Snel J F H. 1990. The use of chlorophyll fluorescence

nom en clatu re in p lan t stress physio logy [ J ]. Photosyn th es is

R esearch, 25: 147) 150

W ang Y S, Yang ZM. 2005. N itric ox ide redu ces alum in ium tox icity by

prevent ing ox idative st ress in the roots ofCa ssia tora L. [ J] . Plant

C ell Phys io,l 46( 12 ) : 1) 9

W endehenne D, Pugin A, K lessig D F. 2001. N itric oxid e: comp arat ive

syn th es is and signaling in anim al and p lant cells [ J] . T rends Plant

Sc,i 6( 4) : 177) 183

W o jtaszek O. 2000. N itric oxide in plan ts to NO or not to NO [ J] .

Phytoch em istry, 54( 1 ) : 1) 4

吴雪霞, 朱月林, 朱为民, 等. 2006. 外源一氧化氮对 NaC l胁迫下

番茄幼苗生长和光合作用的影响 [ J] .西北植物学报, 26 ( 6) :

1206) 1211

W u X X, Zhu Y L, Zhu W M, et a l. 2006. E f fects of exogenous n itric

ox ide on seed ling grow th of tom ato under NaC l stress [ J] . A cta Bot

Borea-l Occident S in, 26( 6) : 1206) 1211( in Ch in ese)

Y am asak iH, Sh an ioh i S, Takahash iS. 1999. An alternative pathw ay for

n itric ox ide production in p lants: n ew featu re of an old en zym e [ J] .

T rends P lan t S c,i 4 ( 4) : 128) 129

张艳艳, 刘俊, 刘友良. 2004. 一氧化氮缓解盐胁迫对玉米生长的

抑制作用 [ J] . 植物生理与分子生物学学报, 30( 4 ) : 455) 459

Zhang Y Y, L iu J, L iu Y L. 2004. N itric oxide alleviates grow th

inh ib ition ofm aize seedl ings under N aC l stress [ J] . J P lan t Physiol

M ol B io,l 30 ( 4) : 455) 459 ( in C hinese)

Zhao L Q, Zhang F, Guo JK, et al. 2004. N itric ox ide fun ct ions as a

s ign al in salt resistance in the calluses from tw o ecotyp es of reed [ J] .

Plant Physio logy, 134 ( 2) : 849) 857

赵世杰, 孟庆伟, 许长城, 等. 1995. 植物组织中叶黄素循环组分的

高效液相色谱分析法 [ J] . 植物生理学通讯, 31( 6 ) : 438) 442

Zhao S J, M eng QW, Xu C C, e t al. 1995. Analys is of th e xanthophyll

cycle com ponen ts in p lan t t issue by h igh performance liqu id

ch rom atography [ J] . Plant Phys iolC omm un, 31( 6 ) : 438) 442 ( in

C h inese)

633


