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环境胁迫对大麦幼苗一氧化氮释放的影响!
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摘! 要! 采用化学发光法定量研究了高温、干旱、盐和重金属（镉和铜）等几种环境胁迫对
大麦幼苗内源一氧化氮（)*）释放量的影响。结果表明：短期高温处理可诱导大麦幼苗内
源 )*释放上升，长期处理则降至对照水平；短期高浓度聚乙二醇 %&&&（#’+，$&+）处理使
植株 )*释放量显著增加，但随干旱胁迫时间延长 )*释放量有所下降；短期盐胁迫使植株
)*释放量增加，长期处理则因盐度不同而有所差异，表现为中低盐度下（"(&& ,,-.·
/ 0"）植株 )*释放与对照水平相当，而高盐度下（#%&& ,,-.·/ 0"）植株 )*释放则始终维
持较高水平；短期重金属镉和铜处理植株后，植株 )* 释放与对照差异不大，长期镉处理
后，植株 )*释放显著升高，而长期铜处理只在低浓度下出现释放高峰。这些结果表明环
境胁迫可诱导植物体内 )*产生，其 )*释放量与胁迫强度和作用时间有一定相关性。
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! ! 一氧化氮（"#$%#& ’(#)*，+,）是一种快速扩散并
可透过细胞膜的具有自由基性质的气体，+, 及其
氧化形式是细胞内及胞间的重要信号分子（+*#-- !"
#$%，.//0）。近年来，对于 +, 在植物中分子功能的
探讨取得了较大进展，特别是其在信号转导中的作

用以及对基因表达调控等方面的研究不断深入。研

究表明，+,在植物的生长发育，包括种子的萌发与
休眠，叶与根生长，光形态建成，延迟开花，果实的成

熟和衰老，抵抗病害等生理过程中发挥着重要作用

（肖强和郑海雷，.//1；2* !" #$%，.//1；34-5#*%# !"
#$%，.//0）。此外，+, 还参与植物对生物胁迫和非
生物胁迫的应答反应，当植物受到盐害、干旱、高温、

寒冷、紫外光、缺氧等非生物胁迫时，施加硝普钠

（6’)#75 "#$%’8%766#)*，9+3）等外源 +, 供体可提高
体内 +,含量，进而 +, 发挥其信号分子的作用，参
与减轻胁迫对植物伤害的一系列生理生化反应（:#;
4’ !" #$%，.//<；张玲玲等，.//<），增强植物对胁迫的
抵抗能力。然而，植物内源 +, 的生物学作用以及
与植物胁迫的关系仍需进一步阐明。

虽然对内源 +,的测定有半定量的染料法和专
一性不高的 =%#*66 试剂法（张丽丽和周杰，.//<）
等，但由于 +, 的半衰期只有几秒钟（张满效等，
.//1）及这些方法本身的不足，很难快速灵敏的检
测植物体内的 +,。而化学发光法具有较高的灵敏
度，且可以无扰动的连续检测植物的释放动态，在检

测植物体内 +, 含量时常被采用（3-4"&>*$ ? @4#;
6*%，.//A）。实际上，许多植物在自然环境下能产生
可检出的 +,，如 B#-)$等（CDD<）用化学发光法证明
了向日葵（&!$’#(")*+ #((**+）等植物的叶片在自然
环境下具有 +, 的释放，3-4"&>*$ 等（.//E）以烟草
（,’-."’#(# "#/#-*0）离体叶片和悬浮细胞为材料也
检测到植物内源 +,的产生。本文用高灵敏度的化
学发光技术研究了高温、干旱、盐、重金属等几种环

境胁迫对大麦幼苗内源 +, 释放量的影响，以期为
+,在植物适应环境胁迫中的作用研究提供依据。

!" 材料与方法

!# !" 供试材料
供试大麦品种为昆仑 C. 号（&.12!*0 3*$4#1! FG

&HG @7"-7" C.），购于青海省农林科学院作物研究
所。

!# $" 材料培养
大麦种子用 .I /J 的次氯酸钠溶液浸泡 C/

5#"，然后用蒸馏水反复冲洗后浸种 C. >，再将种子
放入光照培养箱中，.E K催芽 C. >。选取露白一致
的种子，将种子均匀播撒在纱网上，2’4L-4")营养液
培养，光照培养箱内温度保持在 ./ K M .. K，每天
光照 C. >，光照强度 1// !5’-·5 N.· 6 N C。培养

A )后，选取生长一致的大麦幼苗进行实验。
!# %" 材料处理
大麦幼苗进行以下胁迫处理：温度胁迫实验中

将大麦幼苗根部置于培养液中，连同培养钵一起置

于可控温度的光照培养箱中，处理温度分别为对照

（./ K）和高温（1/ K），处理 C.、.1、10 > 后分别测
定整株材料 +, 释放量变化；模拟干旱胁迫实验中
设置聚乙二醇 A///（8’-O*$>O-*"*L-O&’-，3P=）浓度为
/、CEJ、.EJ、Q/J，分别处理 C、Q、A ) 后，测定整株
材料 +,释放量变化；盐胁迫实验中设置盐（+4R-）
浓度梯度为 /、C//、.//、1//、A//、0// 55’-·F NC，分

别于 Q 和 A )测定整株材料 +,释放量变化；重金属
胁迫实验中设置镉离子（R)R-.）浓度梯度为 /、
/I /E、/I C、/I .、/I 1、/I 0 55’-·F NC，铜离子（R7R-.）
浓度梯度为 /、/I .、/I 1、/I 0、CI A、.I / 55’-·F NC，分

别于 Q 和 A )测定整株材料 +,释放量变化。干旱、
盐和重金属处理均在光照培养箱（温度为 ./ K M
.. K，光照条件为 C. > S C. >，1// !5’-·5 N.·

6 N C）中进行。以上各处理液均用 2’4L-4") 营养液
配制。

!# &" 测定方法
+,释放量测定参照 3-4"&>*$ 等（.//E）、F# 和

B4"L（.//0）的方法进行。为避免培养液中微生物
对 +,测定的影响，先用蒸馏水小心冲洗胁迫处理
后大麦幼苗的根部数次，将其放入装有新鲜处理液

的培养钵中，再将培养钵连同幼苗一起放入适当大

小的透明玻璃罩中。玻璃罩顶部装有一个带有两个

端口的橡胶软塞，其中一个端口为进气口，另一个为

出气口。测定时，玻璃罩中的气体用特氟龙管经出

气口导入研究型 .//PT 化学发光检测仪（U)H4"&*)
3’--7$#’" V"6$%75*"$4$#’" V"&G，T9U）进行 +, 浓度测
定，同时外界空气经进气口进入玻璃罩以平衡内外

气压。设置不放大麦幼苗的空玻璃罩做空白对照，

测定其中气体的 +, 浓度。通过样品罩和空白罩
+,浓度的对比以消除外界空气的影响。每一处理
重复 1 次。测定结束后对植株称量。
!# ’" 数据处理

+,释放量计算公式如下：
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%#·&·’
式中，!为 $%释放量（&#’(·) *+·, *+），#! 为样品

罩中的气体浓度（--./ 0 +" *1 2·2 *+），#’ 为空白

罩中的气体浓度（--./ 0 +" *1 2·2 *+），% 为进入检
测仪的气体流量（2），%# 为标准气体摩尔体积，&
为大麦幼苗植株质量（)），’为测定时间（,）。
实验原始数据的处理采用 345!( 软件完成，并

采用 6766 ++8 9 软件进行方差分析（ ’&!:;<= >$%:
?>），@A5<&新复极差法进行差异显著性检验绘图
采用 %BC)C& D8 9 软件完成。

!" 结果与分析

!# $" 高温胁迫对大麦幼苗 $%释放量的影响
从图 + 可以看出，在室温下（对照），大麦幼苗

$%释放量在 +E、EF、FG , 几乎保持在 "8 E &#’(·
) *+·, *+左右的水平上，没有明显变化。但与对照

相比，F" H高温处理 +E , 后大麦幼苗 $%释放量增
加至 "8 IDE &#’(·) *+·, *+，约为对照的 E 倍，差异
显著（( J "8 "9）；处理 EF , 后大麦幼苗 $% 释放量
可达较高水平（"8 K"K &#’(·) *+·, *+），约是对照

的 I 倍，差异极显著（( J "8 "+）。但处理 FG , 后大
麦幼苗 $% 释放量则下降至对照水平（"8 EIK &#’(
·) *+·, *+）。

!# !" 模拟干旱胁迫对大麦幼苗 $%释放量的影响
73L浓度和处理时间也影响到大麦幼苗 $%释

放量（图 E）。在正常情况下（"M 73L），大麦幼苗
$%释放量随处理时间无明显变化。与对照相比，
虽然 +9M 73L 处理 + N 时，$% 释放量几乎没有变
化，但 E9M 73L和 I"M 73L处理 + N后 $%释放量
显著提高（约为 "8 1 &#’(·) *+·, *+），呈极显著差

异（( J "8 "+）。+9M 73L处理I N后，$%释放量增

图 $" 高温对大麦幼苗 %&释放量的影响
’()* $ " +,,-./0 1, 2()2 /-34-56/75- 18 %& -3(00(18 ,513
!"#$%&’ (&)*+#% 0--9:(8)0

图 !" ;+<浓度对大麦幼苗 %&释放量的影响
’()* !" +,,-./0 1, ;+< .18.-8/56/(18 18 %& -3(00(18 ,513
!"#$%&’ (&)*+#% 0--9:(8)0

加到 "8 K+G &#’(·) *+·, *+，与 E9M 73L 处理 I N
后的 $%释放量水平接近，都明显高于对照组 $%
释放水平（"8 E9 &#’(·) *+·, *+），差异显著（( J
"8 "9）。但大麦幼苗经 I"M 73L处理 I N后受伤严
重，植株几乎死亡，$% 释放量为 "。当处理时间延
长到 K N 时，+9M 73L 处理下幼苗 $% 释放量下降
到对照水平（"8 I"1 &#’(·) *+·, *+），E9M和 I"M
73L处理下由于植株受伤严重，没有 $% 释放。以
上结果表明，轻度干旱和短时间处理可明显刺激大

麦幼苗 $%的释放。
!# =" 盐胁迫对大麦幼苗 $%释放量的影响
从盐度和处理时间对大麦幼苗 $%释放的影响

可以看出（图 I），大麦幼苗经 +"" ##’(·2 *+ $<O(
处理 I 和 K N，其 $% 释放量与对照没有差异；而
$<O(处理 I N后，与对照相比，E"" ##’(·2 *+ $<O(
处理下大麦幼苗 $% 释放量显著增加，达到 "8 E"1
&#’(·) *+·, *+（( J "8 "9），F"" 和 K"" ##’(·2 *+

$<O( 处理时，幼苗 $% 释放量与 E"" ##’(· 2 *+

$<O(处理没有明显差异，G"" ##’(·2 *+ $<O( 处理
下 $%释放量达到最高（"8 E9G &#’(·) *+·, *+）（(
J "8 "9）；当大麦幼苗经$<O(处理K N后，与对照

图 =" %6>:浓度对大麦幼苗 %&释放量的影响
’()* =" +,,-./0 1, %6>: .18.-8/56/(18 18 %& -3(00(18 ,513
!"#$%&’ (&)*+#% 0--9:(8)0
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相比，!"" 和 #"" $$%&·’ () *+,& 处理下的大麦幼
苗 *-释放量没有显著差异，但明显低于处理 . /时
相应浓度的 *- 释放量（! 0 "1 "2）；而高浓度 *+,&
（3"" 和 4"" $$%&·’ ()）处理下 *- 释放量较 . /
的处理明显升高，达 "1 .!" 5$%&·6 ()·7 ()（! 0
"1 "2）。
!" #$ 重金属胁迫对大麦幼苗 *-释放量的影响
!" #" %$ 镉胁迫对大麦幼苗 *- 释放量的影响 8 由
图 # 可见，,/,&! 处理 . /后，与对照相比，"1 ! $$%&
·’ () ,/,&! 处理下植株 *- 释放量达到较高水平，
为 "1 !24 5$%&·6 ()·7 ()，差异显著（! 0 "1 "2），而
其他浓度与对照相比无显著差异。与处理 . / 时相
比，处理 3 /后，"1 ! $$%&·’ () ,/,&! 作用下大麦幼
苗 *- 释放量高达 "1 .49 5$%&· 6 ()· 7 ()（ ! 0
"1 "2），是对照的 )1 2 倍；与处理 . / 不同的是，长时
间较低浓度（"1 "2 $$%&· ’ ()，"1 ) $$%&· ’ ()）

,/,&! 处理下植株 *- 释放量与对照相比有较大提
高（! 0 "1 "2），高浓度（"1 # $$%&·’ ()，"1 4 $$%&·
’ ()）,/,&! 处理下，植株 *- 释放量水平与 "1 !
$$%&·’ () ,/,&! 处理下的释放量相当，并且明显高
于相应浓度下处理 . /时的效果。说明镉胁迫对诱
导大麦幼苗 *-释放有时间和浓度剂量效应。
!" #" !$ 铜胁迫对大麦幼苗 *- 释放量的影响 8 从
铜离子（,:,&!）浓度和处理时间对大麦幼苗 *- 释
放量的影响可以看出（图 2），与对照相比，,:,&! 处
理 . /后，大麦幼苗 *-释放水平在各浓度间无显著
差异；在处理 3 /后，"1 ! $$%&·’ () ,:,&! 处理下的
植株 *-释放量明显增加，达到 "1 ;"2 5$%&·6 ()·

7 ()，约为对照的 )" 倍，差异极显著（! 0 "1 ")）。
"1 # $$%&·’ () ,:,&! 处理对 *-释放也有一定的促
进作用，但较高浓度的,:,&!（#"1 4 $$%&·’ ()）对

图 #$ &’&(! 浓度对大麦幼苗 )*释放量的影响
+,-. #$ /001234 50 &’&(! 2562163783,56 56 )* 19,44,56 0759
!"#$%&’ (&)*+#% 411’(,6-4

图 :$ &;&(! 浓度对大麦幼苗 )*释放量的影响
+,-. :$ /001234 50 &;&(! 2562163783,56 56 )* 19,44,56 0759
!"#$%&’ (&)*+#% 411’(,6-4

大麦幼苗 *-释放量无显著促进作用。表明低浓度
和长时间 ,:,&! 处理影响大麦幼苗 *-释放量。

<$ 讨$ 论

植物内源 *-主要由硝酸还原酶（5<=>+=? >?/:@A
=+B?，*C）、非酶促途径及可能的 *- 合成酶（ 5<=><@
%D</? BE5=7+B?，*-F）等合成途径产生，并由血红蛋
白（7+?$%6&%G<5B，HGB）和亚硝基谷胱甘肽还原酶（"A
5<=>%B%6&:=+=7<%5? >?/:@=+B?，IF*-C）等清除机制消
除（陈娟等，!""9），二者之间的动态平衡决定了植
物内源 *- 的含量。利用荧光染料法已有研究发
现，在高温（ ’?? #$ %&’，!""4）、干旱（ J7+% #$ %&’，
!"")）、盐（J7+% #$ %&’，!""9）等胁迫下，拟南芥（()%*
+,-./0,0 $1%&,%2%）、玉米（3#% 4%50）等植物内源 *-
含量上升。K?BB%5AK+>/ 等（!""4）利用 *- 特异性
电极研究表明，在胁迫下烟草悬浮细胞内产生的

*-会扩散到胞外。本文运用化学发光技术测定的
结果显示，大麦幼苗在正常生长条件下，其 *-释放
量为 "1 ) L "1 . 5$%&· 6 () · 7 ()，与 M&+5@7?= 等
（!""2）在烟草叶片中测定的结果一致。而且在不
同胁迫处理下，大麦幼苗 *- 释放量相比对照上升
了 ! L )" 倍，说明当植物遭受环境刺激产生大量内
源 *- 时，胞内的 *- 会穿过细胞膜等的阻隔进行
扩散，*-可能会影响相邻细胞、组织甚至是植株的
生理响应。在进一步研究植物逆境下分子响应机理

时，可通过测定植物 *-释放量（不干扰植物的正常
生理活动）来直接反映其内源 *-含量变化。

*- 在植物应对环境胁迫响应中发挥重要作
用，内源 *-含量的变化规律反映了植物对环境胁
迫的响应特征。本研究发现，大麦幼苗在遭受高温、

模拟干旱和低盐胁迫后内源 *- 含量急剧上升，随
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后内源 !" 恢复到正常的静息水平。与对照相比，
短期高温处理可诱导大麦幼苗 !"释放量提高 # $ %
倍（图 &），#’(和 %)( *+, 处理 & - 后 !" 释放量
显著增加至 ). / 0123·4 5&·6 5&左右（图 #），低盐
（#))、7)) 1123·8 5&）处理大麦幼苗 % - 后，!" 释
放量比对照也上升了约 ’)(（图 %）。短期胁迫诱
导产生的植物内源 !"可通过调节胞内自由 9:# ;浓

度、<,=* 的合成和激素合成等复杂的信号转导系
统使植物适应各种环境胁迫。如 >6:2 等（#))&）研
究表明，小麦（!"#$#%&’ ()*$#+&’）幼苗在干旱胁迫
下，!"?活性升高，产生的内源 !"诱导脱落酸（:@A
B<CBC< :<C-，DED）合成，进而减轻干旱对植物的伤
害。另一方面，内源 !" 含量恢复到正常静息水平
同样具有重要意义，如 8FF 等（#))G）对拟南芥的研
究表明，热激造成 ,?!"H 缺失突变体的损伤大于
野生型对照，该突变体经 !" 清除剂 <*IJ" 处理后
受伤程度减轻，说明 ,?!"H 可以清除热激后拟南
芥体内过量的 !"，维持植物内环境的稳定。本研
究也表明，在高温处理 # -后大麦幼苗内源 !"释放
量下降至 ). #%K 0123·4 5&·6 5&，模拟干旱和低盐

处理 K -后，植株内源 !"释放量也均恢复到正常水
平（). & $ ). % 0123·4 5&·6 5&），此时植物体内 !"
的合成与清除机制恢复了动态平衡，这些结果与

!FC33 等（#))G）的论述一致。但高盐（K)) 和 G))
1123·8 5&）胁迫下，大麦幼苗内源 !" 释放一直维
持较高水平，这可能与高盐胁迫下植物体内正常的

生理代谢受到严重破坏有关。

与高盐胁迫类似，重金属 9- 处理 K - 时，大麦
幼苗 !" 释放量在各浓度下均显著高于对照（图
7）。这可能是由于 9-胁迫下，叶片内 ,?!"H 的表
达与活性均显著降低，内源 !" 含量上升，9- 的积
累破坏了其清除机制（E:LL2B2 )$ (,-，#))K）。而且
最新研究（EFBB20AE:L- )$ (,-，#))/）发现，随着 9-
胁迫下拟南芥根和叶片中内源 !" 含量的增加，!"
会进一步通过促进植物吸收铁相关基因（ ./!&、
0/1# 和 0.!&）的表达及减少根部 9:# ;含量等途径

促进 9-在根部的积累，抑制植物生长。虽然 !2LCFA
4:等（#))M）的研究表明外源 !" 可减轻 9- 对植物
的伤害，但 9-所诱导的内源 !"积累会进一步加剧
9-的毒害，可见 !"在植物应对 9-胁迫中作为“双
刃剑”发挥作用。与 9- 胁迫不同，重金属 9N 处理
% -时植株无 !"释放，而处理 K -时 ). # 1123·8 5&

9N93# 作用下 !"释放达到最高峰（图 ’），此时大麦

幼苗叶片 !H活性最高（数据未显示），可以诱导 !"
的大量产生，与 O2@:P:B6C和 ?62N0（&//’）的研究结
果一致。而高浓度 9N 处理下植物因受伤害严重，
!H活性显著下降（数据未显示），!" 合成减少，且
此时植物体内过量的 9N 可将 !" 还原为 !" 5，这

可能是高浓度 9N 处理植株并无 !" 显著释放的原
因（E:LQ6: )$ (,-，#))’）。
综上所述，在一定条件下，短期高温、干旱和低

盐胁迫诱导产生的植物内源 !" 在启动下游信号系
统后即可被体内清除机制消除，以维持植物体内

!"的动态平衡；而在高盐及重金属等特殊的环境
胁迫下，植株 !" 释放量在长期处理下仍维持较高
水平，推测此时 !" 清除机制的破坏是可能的原因
之一。由此可见，不同环境胁迫下植物内源 !" 水
平受胁迫强度和作用时间影响，且不同胁迫类型对

维持植物体内 !"的动态平衡具有不同的效果。本
研究对于进一步深入探讨植物应对环境胁迫响应机

制中 !"的作用，以及通过生化手段或遗传操作来
调节农作物内源 !" 变化，提高在各种胁迫条件下
农作物的抗逆性提供了一定的研究基础。
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