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封面图说: 科尔沁沙地榆树———榆树疏林草原属温带典型草原地带,适应半干旱半湿润气候的隐域性沙地顶级植物群落,具有

极强的适应性、稳定性,生物产量较高。 在我国仅见于科尔沁沙地和浑善达克沙地。 是防风固沙、保护沙区生态环

境和周边土地资源的一种重要的植物群落类型,是耐旱沙生植物的重要物种基因库和荒漠野生动物的重要避难所

和栖息地。 这些年来,由于人类毁林开荒、过度放牧、甚至片面地建立人工林群落等的干扰 ,不同程度地破坏了榆

树疏林的生态环境,影响了其特有的生态作用。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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外源 NO 对镉胁迫下水稻幼苗抗氧化系统和

微量元素积累的影响

朱涵毅,陈益军,劳佳丽,沈摇 梁,李菲菲,米摇 兰,王慧中,薛大伟*

(杭州师范大学 生命与环境科学学院,杭州摇 310036)

摘要:重金属污染已成为世界范围的主要问题之一,其中镉(Cd)毒害的范围最广。 Cd 污染影响植物的生长和发育。 一氧化氮

(NO)作为植物体内的一种活性信号因子,参与了植物对各种胁迫的应答。 为了探讨外源 NO 对 Cd 胁迫下水稻苗期生理生化

响应的调节作用,以粳稻和籼稻为材料,采用营养液水培的方法,研究外源 NO 供体硝普钠(SNP)对 100 滋mol / L Cd 胁迫下 2 个

水稻基因型(ZF802 和 ZH11)幼苗生长、抗氧化酶系统和微量元素吸收的影响。 结果表明,1. 5 mmol / L SNP 能明显缓解 Cd 胁

迫对两种水稻幼苗生长的抑制作用,提高幼苗对 Cd 的耐性。 尽管存在一定的基因型差异,但外源 NO 能使两个基因型叶片中

的超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化物酶(POD)活性下降,降低了叶片中丙二醛(MDA)含量,从而缓解 Cd 对水稻幼苗的毒害。

另外,外源 NO 影响 Cd 胁迫下水稻幼苗地上部和根部 Cd 和微量元素的积累,这种影响的程度与水稻的品种有关,具有显著的

基因型差异,且机制较复杂。

关键词:水稻;镉;一氧化氮;抗氧化酶;微量元素

The effect of exogenous nitric oxide on activities of antioxidant enzymes and
microelements accumulation of two rice genotypes seedlings under cadmium stress
ZHU Hanyi, CHEN Yijun, LAO Jiali, SHEN Liang, LI Feifei, MI Lan, WANG Huizhong, XUE Dawei*

College of Life and Environmental Sciences, Hangzhou Normal University, Hangzhou 310036 China

Abstract: Heavy metal pollution has become one of the major problems the world, with cadmium (Cd) the most widespread
pollution. Cd is a heavy metal without biological functions and highly toxic to plants and animals. Its accumulation in soil is
becoming a severe threat to crop production as well as human health. The presence of excessive amount of Cd may cause
toxicity to plants, resulting in stunted growth, strong reduction in biomass production, damage of the photosynthetic
apparatus, reduction in chlorophyll content and disturbance of mineral nutrition and carbohydrate metabolism. Nitric oxide
(NO) is a bioactive gas and is an important signaling molecule with diverse physiological functions in plants. Recently, a
lot of researchers found that NO plays an important role in mediating some biotic and abiotic stress鄄induced oxidative
stresses in plant kingdom. To understand the regulative effect of exogenous nitric oxide on the physiological and biochemical
responses of rice seedlings under cadmium stress, in the present study, two rice cultivars, ZF802 ( indica) and ZH11
( japonica) grown in IRRI忆 s nutrient solution were used to investigate the effects of exogenous nitric oxide ( sodium
nitroprusside as NO donor ) on the growth of seedlings, activities of antioxidant enzymes ( SOD and POD ) and
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microelements accumulation in two rice genotypes under 100 滋mol / L cadmium stress. The results showed that addition of
1. 5 mmol / L exogenous SNP significantly alleviated the inhibitory effect of Cd2+ stress on the growth of rice seedlings.
Exogenous SNP also decreased the activities of superoxide dismutase (SOD) and peroxidase (POD), and the contents of
malondialdehyde (MDA) in the leaves of rice seedlings under Cd stress, despite of certain genotype difference, suggesting
that SNP could alleviate oxidative damage of rice seedlings caused by Cd. In addition, exogenous NO supply affected Cd
and microelements accumulation of the shoots and roots of rice seedlings under Cd stress. The effects had significant
genotypic difference and complex mechanism.

Key Words: rice; cadmium; NO; antioxidant enzyme; microelement

镉(Cd)是重要的工业和环境污染物,也是毒性最强的重金属之一,极易被植物吸收并积累,超过一定限

度时严重影响作物的产量和品质,进而严重威胁人类健康。 作物生长在有毒重金属污染的土壤上,其生长发

育将受到严重抑制。 Cd 对植物的毒害,在形态上主要表现为根、茎生长迟缓和叶片失绿、卷曲;生理生化方面

多表现为光合作用和蒸腾作用受到抑制,引起氧化胁迫和膜的损伤等[1]。 现已明确,Cd 对水稻的毒害主要

有:阻碍水稻根系生长、影响种子萌发及植株生长,最终导致生物量和产量的下降;在生理上造成氧化胁迫以

及叶绿素、糖类、蛋白质等大分子合成受阻,体内养分失调及其它一系列生理代谢紊乱[2]。 Cd 还可能通过影

响水稻细胞质膜的透性从而影响一些营养元素的吸收和积累,导致植株和籽粒中营养元素和成分的改变[3]。
Cd 被认为是南方土壤污染中常见的重金属元素,一般土壤中的 Cd 含量己超过土壤正常值。 因此,研究 Cd 对

农作物,尤其是对水稻的影响,成为研究重金属污染的热点。
一氧化氮(Nitric Oxide,NO)广泛存在于植物组织中,是植物体内一种重要的氧化还原信号分子,属于活

性氮范畴。 NO 参与植物种子萌发、生长发育、光形态建成、衰老等一系列生理过程[4鄄6]。 近年来的研究表明,
NO 作为植物体内的一种活性信号因子,还参与了植物对各种胁迫的应答[7鄄9]。 研究发现,0. 1 和 1 mmol / L
SNP(硝普钠,一氧化氮供体)处理能显著增强小麦幼苗 SOD 和 CAT 活性,降低由 NaCl 处理引起的小麦叶片

氧化损伤。 NO 能有效缓解 Cu 对水稻的毒害效应[10]。 NO 还能通过提高盐胁迫下芦苇愈伤组织中质膜 H+ 鄄
ATPase 的表达和活性,进而提高组织中 K+ / Na+而提高抗盐性[11]。 Wang 和 Yang 研究发现 NO 能显著缓解 Al
对决明子的毒害[12],NO 预处理能显著缓解 Al 对植株生长的抑制,减少 Al 胁迫引起的脂质过氧化和 ROS 的

积累。 刘建新等研究发现[13],外源 NO 通过提高 Cd 胁迫下植株体内的 SOD、APX、CAT 活性及 GSH 含量,来
增强活性氧的清除能力,保护由 Cd 胁迫引起的黑麦草幼苗叶片光合机构的破坏,缓解 Cd 胁迫对幼苗生长的

抑制作用。 Besson鄄Bard 等通过对 Cd 胁迫下拟南芥基因差异表达分析发现,NO 可能通过诱导根部 IRTI 基因

的上调表达,使 Cd 大量截留在根部,减少地上部 Cd 的积累从而缓解 Cd 毒害,说明 NO 参与了 Cd 胁迫下植

物对重金属离子的吸收与转移。 目前 NO 缓解 Cd 对水稻毒害的研究特别是对微量元素积累的影响研究较

少,因此本研究以两个基因型水稻幼苗为实验材料,通过对其生长状况、抗氧化酶系活性、Cd 和 3 种微量元素

的含量进行分析,研究外源 NO 对 Cd 胁迫下水稻幼苗的抗性和生理生化机制,以期为 Cd 污染治理和水稻的

重金属 Cd 抗性研究提供理论参考。
1摇 材料与方法

1. 1摇 供试材料

供试材料为籼稻品种 ZF802 和粳稻品种 ZH11,浸种后催芽 3 d,转入沙盒培养,采用 1 / 2 国际水稻所营养

液配方[14]浇灌。 长至 3 叶期转入水培箱中培养,并进行处理。
1. 2摇 试验设计

每个品种设置 3 个处理:对照组(采用国际水稻所营养液配方进行培养)、100 滋mol / L Cd2+和 100 滋mol / L
Cd2++1. 5 mmol / L SNP。 3 组分别用 CK、Cd、Cd+1. 5SNP 表示。 营养液每 3 d 更换 1 次,实验重复 3 次。 培养
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3 周后对水稻根和叶的各项指标进行测定。
1. 3摇 测定方法

处理 3 周后取植株样,根系在乙二胺四乙酸二钠溶液中(20 mmol / L)浸泡 3 h 去除表面粘附的离子,再用

蒸馏水洗净,分别测量株高和根长,并将地上部和根系分开,杀青后,80 益 恒温烘干,用原子吸收光谱仪

(AA6300, Shimadzu, Tokyo, Japan)分析 Cd 和微量元素[15]。
丙二醛(MDA)含量测定采用硫代巴比妥酸分光光度法[16];抗氧化酶活性测定参照张宪政介绍的方

法[17],并略加改动(主要增加 95%乙醇二次洗涤过程,提高纯度)。 超氧化物歧化酶(SOD)活性测定采用氯

化硝基四氮唑蓝(NBT)光化还原法[18];过氧化物酶(POD)活性测定采用愈创木酚氧化法。 用 SHIMADZU
UV鄄2410PC 分光光度计酶动力学软件测定吸光度的变化。
1. 4摇 数据分析

利用 Excel 软件进行数据的分类汇总,用 SPSS15. 0 软件进行数据分析及差异显著性检验。
2摇 结果与分析

2. 1摇 外源 NO 对镉胁迫下水稻幼苗根长和株高的影响

水稻幼苗根系在 100 滋mol / L Cd2+处理 7 d 后呈现棕黄色,14 d 后变褐色并逐渐坏死。 叶尖在处理 10 d
后逐步失绿,14 d 后叶尖呈现褐色的坏死斑,叶色变黄,植株生长矮小,两个基因型水稻在 Cd2+胁迫下根长和

株高均明显下降(图 1)。 添加 1. 5 mmol / LSNP 有效缓解了水稻幼苗 Cd 毒害的症状,两个基因型的株高和根

长均比 Cd 处理下显著提高,基本恢复到对照水平,其中籼稻 ZF802 的根长甚至超过了对照。

图 1摇 Cd 胁迫下外源 NO 对水稻幼苗根长株高的影响

Fig. 1摇 Effect of exogenous NO on the roots length and the plant height of the rice seedlings under Cd stress

2. 2摇 外源 NO 对不同基因型水稻 Cd 积累的影响

与野生型对比可以发现,Cd 处理下两种水稻幼苗地上部 Cd 含量均有显著提高,通过施加外源 1. 5
mmol / L SNP 后发现,NO 对两种水稻品种地上部和根部 Cd 积累量影响差异较大。 ZF802 地上部在施加 SNP
后,Cd 含量会明显降低;而 ZH11 则略有升高(图 2)。 而在根部情况相反,外源 SNP 显著降低了 ZH11 根部的

Cd 含量,却提高 ZF802 的根部 Cd 含量(图 2),存在基因型差异。
2. 3摇 外源 NO 对不同基因型水稻微量元素积累的影响

Cd 处理显著影响了植株对微量元素的吸收和分配,且存在一定的基因型差异。 Cd 处理下,ZF802 和

ZH11 地上部 Mn 和 Zn 含量较对照下降,特别是 ZF802 地上部的 Mn 含量比对照下降了 64. 5% ;但在 Cd 处理

下,ZF802 地上部 Cu 含量较对照增加,而 ZH11 的 Cu 含量却比对照下降了 34. 9% (图 3)。
而在根部中,两个基因型 Zn、Mn、Cu 含量在 Cd 处理下变化更具差异,ZF802 根部 Mn、Cu 含量比对照均

下降,而 Zn 含量显著升高;但 ZH11 恰恰相反,根部 Mn、Cu 含量比对照均增加,而 Zn 含量则下降(图 4)。 外

源 NO 的添加使 ZF802 地上部 Zn、Cu 的含量降低,Mn 含量升高;而 ZH11 地上部 Zn、Cu 含量在添加外源 NO
后比Cd处理有所升高,Mn含量下降(图3) 。在根部中,除Cu外,施加外源NO后,两个基因型的Mn、Zn含
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图 2摇 外源 NO 对水稻幼苗地上部分和根部 Cd 含量的影响

Fig. 2摇 Effect of exogenous NO on Cd content in the shoot and the root of rice seedlings under Cd stress

图 3摇 外源 NO 对水稻幼苗地上部微量元素含量的影响

摇 Fig. 3摇 Effect of exogenous NO on microelements content in the

shoot of rice seedlings under Cd stress

图 4摇 外源 NO 对水稻幼苗根部微量元素含量的影响

摇 Fig. 4摇 Effect of exogenous NO on microelements content in the

root of rice seedlings under Cd stress

量均较 Cd 处理显著下降,ZF802 和 ZH11 的 Zn 含量分别较 Cd 处理下降了 43. 7% 和 37. 7% ;添加 SNP 后,
ZF802 根部的 Cu 含量显著上升,但 ZH11 的 Cu 含量却显著下降,具有明显的基因型差异。
2. 4摇 镉胁迫下外源 NO 对抗氧化酶系统的影响

SOD 是植物体内清除氧自由基的一种重要的保护酶。 两个基因型在处理之间 SOD 活性的变化存在显著

的差异,Cd 处理 3 周后,ZF802 的 SOD 活性比对照略低,而加入外源 SNP 与 Cd 处理相比 SOD 活性也基本没

有变化,但是 ZH11 在 Cd 处理下,SOD 活性显著上升,加入外源 SNP 后,SOD 活性与 Cd 处理相比下降(图
5)。 总体上 ZH11 的 SOD 活性高于 ZF802,能有效地清除自由基,说明 SNP 能缓解 Cd 毒害引起的氧化胁迫。
从图 6 中可以看出,两个基因型叶片 POD 活性在 Cd 胁迫下均显著上升。 添加外源 SNP 后,两个基因型叶片

POD 活性较 Cd 处理有所下降,基本能恢复到对照水平,这也说明了 SNP 可以缓解 Cd 胁迫下水稻体内的氧化

胁迫。
2. 5摇 镉胁迫下外源 NO 对丙二醛含量的影响

植物器官在逆境条件下会发生脂膜过氧化作用,丙二醛是脂膜过氧化作用的最终产物之一,也是膜系统

受害的重要指标之一,可用于表示细胞脂膜过氧化程度和植物对逆境条件反应的强弱。 图 7 反映了 Cd 胁迫

下两个基因型的 MDA 含量,结果表明,Cd 胁迫 3 周后,二者的叶片 MDA 含量均上升,其中 ZF802 上升较

ZH11 显著,说明细胞膜伤害较严重。 而添加外源 NO 后,两个基因型叶片的 MDA 含量均回落,ZF802 叶片的

MDA 含量比 Cd 处理下降了 36. 5% ,但仍高于对照;而 ZH11 的MDA 含量比 Cd 处理下降了 22. 5% ,甚至略低

于对照水平。 这也说明 NO 在缓解 Cd 胁迫下植物细胞脂膜过氧化过程中具有重要作用,同时不同基因型间
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具有明显的差异。

图 5摇 Cd 胁迫下外源 NO 对水稻幼苗 SOD 活性的影响

摇 Fig. 5 摇 Effect of exogenous NO on activity of SOD in rice

seedlings under Cd stress

图 6摇 Cd 胁迫下外源 NO 对水稻幼苗 POD 活性的影响

摇 Fig. 6 摇 Effect of exogenous NO on activity of POD in rice

seedlings under Cd stress

图 7摇 Cd 胁迫下外源 NO 对水稻幼苗丙二醛含量的影响

摇 Fig. 7摇 Effect of exogenous NO on MDA content in rice seedlings

under Cd stress

3摇 讨论

Cd 是目前对农作物毒害最普遍的重金属之一,Cd
胁迫对植物的伤害是多方面的。 它能诱导活性氧的产

生,导致膜质过氧化和生物大分子的损伤,从而使光合

作用等生理过程发生紊乱,抑制植株的生长。 本实验结

果表明,不同基因型水稻在 Cd 胁迫下根长和株高均受

到抑制,水稻生长发育受影响,与前人结果相同。 NO
是植物体内的一种重要的活性信号因子,可参与植物对

各种胁迫的应答。 SNP 是一种最常用的外源 NO 供体,
研究表明,0. 5 mmol / L SNP 大约可释放 2. 0 滋mol / L 的

NO。 Laspina 等发现 SNP 处理可以显著缓解 Cd 胁迫对

向日葵幼苗生长的抑制,提高了向日葵抗 Cd 胁迫的能

力[19]。 本研究发现通过施加外源 NO 供体 SNP 可以缓

解 Cd 胁迫对水稻幼苗生长的抑制。
逆境胁迫对植物的伤害是多方面的,其中膜系统是植物受伤害的敏感部位和原初位点。 逆境首先引起植

物离子失衡和高渗胁迫,并导致包括氧化伤害的次生胁迫,例如各种活性氧(ROS)的积累,导致膜结构完整性

的破坏,叶绿素降解、蛋白质变性、核酸断裂,甚至细胞死亡。 植物体内 SOD、POD 等抗氧化酶活性对维持膜

结构完整性和防御活性氧自由基对膜的攻击有重要作用[20],SOD 和 POD 共同作用可将 H2O2 转化为 H2O,使
自由基维持在一个较低水平,从而避免膜伤害。 酶活性测定结果表明,Cd 胁迫下诱导两个基因型叶片 POD
显著上升(图 6),说明 Cd 胁迫诱导抗氧化酶活性增强,从而清除自由基,阻止植物体内 ROS 的积累。 但 Cd
处理后两个基因型 SOD 活性表现差异显著,其中 ZH11 叶片 SOD 活性显著增强,而 ZF802 叶片 SOD 活性在处

理 3 周后下降,这可能是由于 Cd 胁迫时间过长,导致 ZF802 的叶片保护酶系统的崩溃,而 ZH11 对 Cd 耐性较

强,叶片保护酶系统破坏较小。 已有大量报道表明外源 NO 能够起到缓解重金属胁迫的作用[21],但其解毒机

制一直未明确。 现在主要认为是由于外源 NO 通过减少氧化胁迫来缓解重金属毒害。 Tewari 等研究表明外

源 NO 能够缓解 Cu 毒害引起的人参不定根中产生的氧化胁迫[22],Wang 等的研究也表明外源 NO 是通过缓解

氧化胁迫来降低 Al 对肉桂根系的毒害作用。 而对于外源 NO 缓解氧化胁迫的机理目前主要存在两种观点。
Kopyra 和 Gw佼z忆dz忆 认为外源 NO 的这种抗氧化胁迫是通过直接清除 ROS 来实现的[23],刘建新等人认为 NO 的

抗氧化胁迫能力并非直接参与 ROS 的清除,而是提高了抗氧化酶系的活性,这与 Jiang 等[24]和胡向阳等[25]的
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观点一致。 本研究表明,加入外源 SNP 后,两个基因型叶片中的 SOD 和 POD 活性均下降,NO 可以作为抗氧

化剂直接清除体内积累的 ROS,使 Cd 胁迫下活性增强的酶活性下降。
植物在逆境胁迫下,活性氧的过量积累会引起膜脂过氧化,破坏细胞膜系统稳定和完整,进而导致植物细

胞结构的损伤[26]。 本研究也发现,Cd 处理使水稻幼苗叶片 MDA 含量升高,特别是 ZF802 细胞膜伤害更加严

重。 MDA 含量增加到一定程度的时候可能对抗氧化酶活性有一定的影响,从实验结果中可以发现,在 Cd 处

理 3 周后,MDA 的积累很高的 ZF802,SOD 的活性受到抑制而有所下降(图 5,图 7),而 POD 的活性增强(图
6),也就是说高度积累的 MDA 对于 SOD 的活性起抑制作用,而对于 POD 活性并没有大的抑制作用。 施加外

源 SNP 后,两个基因型叶片的 MDA 含量比 Cd 处理下明显下降,说明 NO 在缓解 Cd 胁迫下植物细胞脂膜过

氧化过程中具有重要作用,与前人在小麦中的研究一致[27]。
通过化学调控手段缓解 Cd 毒害,是降低作物对 Cd 吸收与积累是作物安全生产的重要手段。 前人的研

究表明,NO 参与了 Cd 胁迫下植物对重金属离子的吸收与转移,通过诱导基因表达,使 Cd 积累在根部,从而

缓解地上部的 Cd 毒害。 本研究发现籼稻品种 ZF802 与前人的研究相符,Cd 胁迫下地上部和地下部 Cd 含量

均增加,施加外源 NO 后,地上部 Cd 含量下降,根部含量增加。 但是粳稻品种 ZH11 却相反,施加外源 SNP
后,地上部 Cd 含量略有升高,而在根部 Cd 含量却降低(图 2),说明 NO 的施加促使 ZH11 中的 Cd 含量从根

部更多的转移到了地上部。 这也说明 Cd 在水稻的体内转移和分配机制比较复杂,有待于进一步研究。 Cd 作

为一种重金属离子,在植物体内可能与必需营养元素竞争根部的吸收位点,也可能通过影响植物对养分的吸

收,从而影响植物的正常生长[28]。 本研究中,Cd 胁迫下 3 种微量元素在根部和地上部的分布存在基因型差

异。 Cd 的存在抑制了 ZH11 根部对 Zn 的吸收,增加了对 Mn 和 Cu 的积累,但 ZF802 却情况相反,根部 Zn 含

量上升。 地上部 Cu 的含量也存在基因型差异。 目前对于 Cd 胁迫影响植物对微量元素的吸收有一些研究,
但是得出的结论很不一致[29鄄30],有些研究认为 Cd 对微量元素的影响是通过协同作用[31],而有的认为是通过

拮抗作用[32]。 本研究表明,Cd 对 Zn、Mn、Cu 等微量元素吸收的影响存在基因型差异,与张国平等在小麦上

的结果一致[33]。 外源 SNP 能减少 Cd 胁迫下两个基因型根部对 Zn、Mn 的积累,但是对根部 Cu 的积累和地上

部 3 中微量元素含量的影响却存在基因型差异。 这也说明水稻中 NO 对 Cd 处理下微量元素吸收的影响存在

基因型差异,且机制比较复杂,需进一步探讨。
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