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摘要 :选取长至 6～8片真叶的健康番茄 (L ycopersicon escu lentum M ill)幼苗 ,分别进行蔗糖、硝普钠 ( sodium nitrop resside, SNP, 作

为外源 NO供体 )及其体积比例组合 (1∶1)处理 ; 36h后施以 NaCl胁迫 ,并分别于 0h (胁迫前 )、24h、48h和 72h取样 ,进行相关生

理生化指标测定。具体 5个实验处理如下 : A. 蒸馏水 (CK) ; B. 100 mmol/L NaCl; C. 0. 1 mmol/L SNP + 100 mmol/L NaCl; D.

0. 1 mmol/L SNP + 1. 0mmol/L蔗糖 + 100 mmol/L NaCl; E. 1. 0 mmol/L蔗糖 + 100 mmol/L NaCl。结果表明 :与 SNP和蔗糖单

独处理相比 ,二者组合处理对缓解盐胁迫下番茄幼苗的氧化损伤存在正协同效应 ,主要表现在进一步增强了番茄幼苗超氧化物

歧化酶 ( SOD)、过氧化物酶 ( POD)、过氧化氢酶 (CAT)、抗坏血酸过氧化物酶 (APX)和谷胱甘肽还原酶 ( GR)的活性 ;提高了脯

氨酸 ( Pro)的含量 ,同时膜脂过氧化产物丙二醛 (MDA)含量显著降低 ( P < 0. 05)。采用聚丙烯酰胺浓度梯度凝胶电泳对盐胁迫

24 h和 48 h材料的 POD同功酶检测表明 ,当 NaCl单独处理时 ,番茄幼苗叶片 POD同功酶第 V条带缺失 ,其它谱带酶量减少 ,

抑制了 POD同功酶的表达 ; SNP和蔗糖单独处理能够保护盐胁迫 (24、48h)所导致的 POD同功酶条带的完整 ;而组合处理既保

证了 POD同功酶条带的完整 ,又加强了酶量的表达。随着盐胁迫时间的延长 ,其氧化损伤程度愈烈 , SNP和蔗糖组合处理能够

更有效地缓解盐胁迫对番茄幼苗植株造成的氧化损伤。
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Abstract: Tomato seedling with 628 leaves was used to investigate impact of nitric oxide (NO ) and sucrose on oxidative

damage to young tomato leaves under NaCl stress. Sodium nitrop resside ( SNP ) was used as NO donor. The tomato

seedlings were grouped and then sp rayed on surface of leaves with solutions of distilled water, NaCl, SNP, sucrose and SNP

+ sucrose ( 1∶1) . After sp raying 36h, the leaves were subjected to NaCl stress at 100 mmol/L for 24h, 48h and 72h

respectively. The detail treatments as follows: A. CK( distilled water) ; B. 100 mmol/L NaCl; C. 0. 1 mmol/L SNP + 100
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mmol/L NaCl; D. 0. 1 mmol/L SNP + 1. 0mmol/L sucrose + 100 mmol/L NaCl; E. 1. 0 mmol/L sucrose + 100 mmol/L

NaCl. The results indicated that there were p rotective function to tomato seedling leaves from NaCl oxidative damage when

app lications of SNP, sucrose and their m ix solutions. However, the treatment2D showed a much better p rotective impact

than the treatments of C and E as it could significantly increase activities of antioxidant enzymes ( including SOD, CAT,

POD, APX and GR) and content of p roline, while largely decrease MDA content in tomato seedling leaves under salt stress.

Moreover, the effect of salt stress on the peroxidase enzyme exp ression in tomato leaves was further analyzed by using

polyacrylam ide concentration gradient gel electrophoresis technique. The results showed that salt stress could inhibit the

exp ression of small molecule POD isoenzymes. The m ix solution of SNP and sucrose could largely p romote POD isoenzyme

activity and p rotective them from hydrolyzation than single app lication of either SNP or sucrose solutions. Irrespective of

solution, the POD isoenzymes exp ression was higher at 24h than 48h salt stress. The m ix solution of SNP and sucrose could

have a big potential for reduction of oxidative damage to tomato seedling leaves under salt stress.

Key W ords: NO ; sucrose; tomato (Lycopersicon esculentum M ill) seedling; NaCl stress; oxidative damage

番茄 (L ycopersicon escu len tum M ill)是茄科 ( Solanaceae)番茄属 ,以成熟多汁浆果为产品的草本植物 ,也是

一种重要的蔬菜和水果 ,其果实营养丰富 ,风味特殊 ,富含碳水化合物、微量元素、胡萝卜素、矿物质及有机酸

等。随着我国生产水平的不断提高 ,设施栽培已成为当代蔬菜生产的重要组成部分。然而土壤盐碱化日益突

出 ,严重影响了蔬菜生产的经济效益 [ 1 ]。

一氧化氮 (NO )作为重要的信号分子 ,广泛参与植物各种生理过程的调节 ,尤其在植物生长发育及其对逆

境的响应等方面起着重要的调节作用 ,且能够使非生物胁迫条件下的植物生长发育免受活性氧 ( reactive

oxygen species, ROS)的伤害 ,减少非生物胁迫下植物体内 ROS的积累 ,缓解各种胁迫造成的氧化损伤 ,从而

增强植物的适应能力 [ 2 ] ,这种效应与植物细胞的生理条件及 NO处理浓度有关 [ 3, 4 ]。吴雪霞等 [ 5 ]用不同浓度

的 SNP处理番茄幼苗 ,结果发现 0. 1 mmol/L SNP可显著提高盐胁迫下幼苗抗氧化能力 ,且效果最好。蔗糖

( sucrose)是细胞代谢的调节因子 ,也是最常见的糖信号分子 ,可以诱导或阻遏某些基因的表达 ,其在植物中

存在不同的信号转导途径。Finkelstein[ 6 ]等研究发现 ,低浓度外源葡萄糖、蔗糖和果糖可以解除 ABA引起的

对拟南介种子萌发和幼苗生长的抑制效应 ;外源蔗糖还能够降低盐胁迫下荞麦幼苗根系中 MDA含量 [ 7 ]。但

目前有关植物抗盐性的研究都主要集中在单一信号分子及其调控机制方面 ,对植物抗盐性的复合效应和多因

子协同的综合调控响应研究甚少。

作为信号分子的 NO和蔗糖都能缓解 NaCl胁迫对植物造成的伤害 ,那么 ,两种信号分子协同作用能否进

一步缓解 NaCl胁迫对植物造成的损伤 ? 而且有关信号分子对盐胁迫下番茄幼苗 POD同功酶表达的影响未

见报道。因此 ,本试验旨在探究外施 NO、蔗糖及其组合对 NaCl胁迫下番茄叶片主要保护酶活性、MDA和脯

氨酸含量的影响 ,并对 POD同功酶表达进行研究 ,以期探讨 NO、蔗糖在调控盐胁迫下番茄的生理生化机理 ,

为改善土壤次生盐渍化提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材料与处理

供试材料为番茄 (毛粉 802)。挑选大小一致、饱满的番茄籽粒用 0. 1%的氯化汞消毒 3m in,再用蒸馏水

冲洗 2～3次 ,将种子均匀播撒于预先灭菌处理的土壤花盆中 ,置于昼夜温度 (25 ±5) ℃ / (12 ±5) ℃条件下

培育生长 ,自然光照。待幼苗长至 6～8片真叶时 ,选取整齐一致 ,健康的植株进行蔗糖和 SNP处理 ,即分别

量取 40 m l溶液喷施于叶面 ,每隔 12 h喷施 1次 ,连续喷施 3次。36 h后施以 NaCl进行盐胁迫处理 ,每个处

理 3次重复。具体 5个实验设计如下 :

A. 蒸馏水 (CK) ; B. 100 mmol/L NaCl; C. 0. 1 mmol/L SNP + 100 mmol/L NaCl; D. 0. 1 mmol/L SNP +

110mmol/L蔗糖 + 100 mmol/L NaCl; E. 1. 0 mmol/L蔗糖 + 100 mmol/L NaCl。
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1. 2　测定方法

1. 2. 1　基于上述处理 ,分别于 0h (盐胁迫前 )、24、48h和 72h采幼苗叶片进行相关生理生化指标分析。POD

活性的测定采用愈创木酚法 [ 8 ]。CAT活性的测定参照 Dhindsa等方法 [ 9 ]。SOD活性测定采用 NBT显色法。

APX活性测定参照 Clark等 [ 10 ]的方法。MDA含量的测定采用硫代巴比妥酸法 [ 8 ]。脯氨酸含量测定采用水合

印三酮法 [ 11 ]。GR活性测定参照 Knorzer[ 12 ]的方法。

1. 2. 2　POD同功酶酶液提取

取 0. 2 g叶片置于预冷的研钵中 ,加入 5m l提取介质 (pH8. 2, 0. 05mmol/L Tris2HCL缓冲液 ) ,冰浴研磨

成匀浆 ,于 15000 r/m in、4℃离心 10m in,上清液为酶提取液 , 4℃保存备用。

1. 2. 3　POD同功酶电泳分离和染色

酶液上样量为 15μl,采用聚丙烯酰胺浓度梯度凝胶电泳技术进行 POD同功酶电泳分离。聚丙烯酰胺浓

缩胶浓度为 4% ,分离胶浓度为 7% , 4℃条件下 ,开始稳压 80V电泳 , 0. 5h后加到 160V电泳 ,电泳时间为 6h。

将电泳后的凝胶置于染色液 (40 m l联苯胺储存液 : 4% NH4 Cl∶5% EDTA～Na2 ∶0. 3% H2 O2 ∶蒸馏水 = 1∶1∶1∶1

∶8)中室温下显色 1～15m in,酶活性区逐渐出现蓝色 ,显色后漂洗凝胶 ,最后对凝胶进行扫描。

1. 3　数据处理

数据通过 M icrosoft Excel和 SPSS(13. 0)软件进行统计分析。

图 1　外源 NO与蔗糖对 NaCl胁迫下番茄幼苗 SOD、POD、CAT和 APX活性的影响

Fig. 1　Effect of NO and sucrose on p rotective enzymes activity in tomato seedling leaves under salt stress

2　结果

2. 1　外源 NO与蔗糖对 NaCl胁迫下番茄幼苗保护酶活性的影响

SOD活性总体呈先上升后下降的趋势 (图 1A )。NO、蔗糖及其组合处理与对照相比 ,盐胁迫 24 h其 SOD
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活性分别提高了 21. 55%、10. 15%和 30. 23% ; 48 h各处理 SOD活性均开始下降 ,组合处理下降最缓慢 ,其活

性高于 SNP和蔗糖单独处理。

组合处理 CAT活性变化趋势与 NO单独处理一样 ,呈下降趋势 (图 1C) ,盐胁迫初期 ,组合处理 CAT活性

显著高于蔗糖处理 ( P < 0 01) ,随着盐胁迫时间的延长 ,各处理 CAT活性下降缓慢 ; 48h后 ,组合处理 CAT活

图 2　外源 NO与蔗糖对 NaCl胁迫下番茄幼苗 GR活性的影响

　Fig. 2　Effect of NO and sucrose on GR activity in tomato seedling leaves

under salt stress

性显著高于 NO和蔗糖单独处理 ( P < 0. 05) ; 72h各

处理 CAT活性均低于对照 ,组合处理与单盐处理之

间差异显著。

如图 1D所示 ,盐胁迫初期 ,各处理 APX活性呈

上升趋势 , 24 h均达到最大值 , NO、蔗糖及组合处理

与对照相比 , APX活性分别提高了 47. 52%、16. 81%

和 70179% ,其中组合处理效果显著高于 NO与蔗糖

单独处理 ( P < 0 01) ; 24h后 APX活性开始下降 , 72 h

各处理 APX活性均低于对照 ,差异显著。

2. 2　外源 NO与蔗糖对盐胁迫下番茄幼苗谷胱甘肽

还原酶活性的影响

GR是植物细胞内将氧化型谷胱甘肽 ( GSSG)还

原为还原型谷胱甘肽 ( GSH)的关键酶 ,也是清除植物

细胞内部 H2 O2的酶催化系统的组分之一。盐胁迫

0h,组合处理的番茄幼苗 GR活性高于对照和其它处

理 (图 2)。盐胁迫期间 ,随胁迫时间的延长 , GR活性

提高 ;胁迫 48 h,各处理 GR活性均达到峰值 , SNP、蔗

糖及其组合与对照相比 , GR 活性分别提高了 51.

87% , 41. 93%和 66. 49% ,组合处理效果显著高于其它处理 ( P < 0105) ; 72h各处理 GR活性均开始下降。

图 3　外源 NO与蔗糖对 NaCl胁迫下番茄幼苗脯氨酸和丙二醛含量的影响

Fig. 3　Effect of NO and sucrose on contents of Pro and MDA in tomato seedling leaves under salt stress

2. 3　外源 NO与蔗糖对 NaCl胁迫下番茄幼苗脯氨酸含量的影响

脯氨酸是植物重要的渗透调节物质和抗氧化物质 , NaCl胁迫能使脯氨酸含量积累。盐胁迫 0h, NO、蔗糖

及其组合处理脯氨酸含量均高于对照 (图 3A) ; 48h后 ,叶片内脯氨酸含量明显增加 ,以后随着胁迫时间的延

长 ,番茄幼苗叶片内脯氨酸持续上升 ; 72h后 , NO、蔗糖及组合处理与单盐处理苗相比 ,脯氨酸含量分别提高
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了 35. 10% , 22. 15%和 64. 12% ,组合处理与单盐处理之间差异显著 ( P < 0. 05)。

2. 4　外源 NO与蔗糖对 NaCl胁迫下番茄幼苗 MDA含量的影响

MDA是直接反映膜脂过氧化的指标之一。盐胁迫 0h, SNP、蔗糖及其组合处理 MDA含量均高于对照 (图

3B)。盐胁迫期间 ,各处理 MDA含量随胁迫时间的延长而增加 ,单盐处理苗 MDA含量上升最显著 ,说明细胞

已经受到伤害 , SNP、蔗糖及其组合处理 MDA含量上升较缓慢 ,其中组合处理缓解膜脂损伤的效果最明显 ,表

明 SNP、蔗糖及其组合处理均能不同程度地缓解 NaCl胁迫造成的番茄幼苗叶片膜脂过氧化作用。

2. 5　外源 NO与蔗糖对 NaCl胁迫下番茄幼苗 POD同功酶的影响

POD是一种对环境条件十分敏感的氧化酶类 ,其主要作用是清除氧代谢中产生的 H2 O2以及能对各种逆

境胁迫作出应答 [ 13～15 ]。POD谱带的变化在一定程度上能反映植物抗盐性的强弱 ,而且植物受到盐胁迫时 ,

植物组织中的蛋白质也会发生变化 [ 16 ]。

图 4　NO与蔗糖对盐胁迫 24h番茄叶片 POD同功酶的影响

　Fig. 4　Effect of NO and sucrose on POD isozymes in tomato leaves at

m ilking stage under 24h salt stress

1: CK; 2: 100 mmol/L NaCl; 3: 0. 1 mmol/L SNP + 100 mmol/L

NaCl; 4: 0. 1 mmol/L SNP + 1. 0mmol/蔗糖 sucrose + 100 mmol/L

NaCl ; 5: 1. 0mmol/蔗糖 sucrose + 100 mmol/L NaCl; 下同 the

same below

如图 4和图 5所示 ,番茄幼苗叶片中的 POD同功

酶谱带主要为 2组 ,其中一组为扩散带。正常情况下

(即对照 )番茄幼苗叶片中主要表达 5条带 ,盐胁迫

24h, NaCl单独处理使番茄幼苗叶片 POD同功酶第 V

条带缺失 ,第 III和第 Ⅳ条带酶量减弱 ,抑制了 POD同

功酶的表达 ,酶活性也明显受到抑制 ; SNP和蔗糖单独

处理能够保护盐胁迫 (24 h、48h)所导致的 POD同功酶

条带的完整 ;而组合处理既能保证 POD同功酶条带的

完整 ,又加强了酶量的表达 ,其中对后 3条带的诱导效

果显著。盐胁迫 48 h与 24 h相比 ,各处理酶带的量均

有所减弱 ,其中第 Ⅳ带和第 Ⅴ条带的表达明显受到抑

制。表明 NO、蔗糖及其组合处理与单盐胁迫相比 ,在

一定程度上能够缓解盐胁迫对 POD同功酶的抑制作

用 ,主要可能通过第 Ⅳ和第 Ⅴ条带 ,尤其是分子量较小

的第 Ⅴ条带的表达 ,来影响 POD同功酶。

3　讨论

盐胁迫能使番茄幼苗的生长受到明显抑制 ,硝普

钠 ( SNP)是一种重要的 NO供体 , 0. 5 mmol/L SNP能

产生约 2. 0μmol/L NO
[ 17 ]。研究表明 ,外源 NO能提高

低温胁迫下黑麦草保护酶活性 ,尤其是 POD活性来增

强其抗冷性 [ 18 ]
,并可提高 NaCl胁迫下黄瓜幼苗叶片保

护酶活性 [ 19 ]。低浓度的 NO供体 SNP (0. 1 mmol/L)可以增强 NaCl胁迫下番茄幼苗损伤的缓解效应 ,其效果

显著高于蔗糖单独处理。进一步采用 0. 1 mmol/L SNP与 1. 0 mmol/L蔗糖组合发现 ,MDA含量的累积显著

降低 ,而脯氨酸含量升高 ,并与其对 SOD、POD、CAT、APX和 GR活性的诱导有关 (图 1、2) ,脯氨酸的积累可以

通过保护细胞膜的表面来协调细胞与外界渗透压的平衡 ,从而缓解盐离子的毒害作用 ,抗氧化酶类则能通过

增加其酶量的表达和提高自身酶活性 ,从而避免导致膜脂过氧化 H2 O2等的大量生成 ,提高叶片细胞的渗透调

节能力和耐盐力。这说明 NO和蔗糖组合可通过提高番茄幼苗叶片的抗氧化能力明显缓解盐胁迫所造成的

膜脂过氧化 , NO和蔗糖作为信号分子在调控盐胁迫下番茄幼苗叶片保护酶活性方面具有共同的信号通路。

凌疼芳 [ 20 ]等研究表明 NO对盐胁迫下幼苗生长的促进效应可以被葡萄糖和果糖所加强。蔗糖作为一种

重要的信号分子 ,具有多种信号转导途径 ,研究表明蔗糖在植物中至少有 3种信号转导途径 [ 21 ]
,具体的信号

转导途径至今尚不完全清楚。而 NO只具有一个不配对的电子 ,不需要跨膜转导机制 ,极易透过细胞膜 ,很容
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图 5　NO与蔗糖对盐胁迫 48h番茄叶片 POD同功酶的影响

　Fig. 5　Effect of NO and sucrose on POD isozymes in tomato leaves

at m ilking stage under 48h salt stress

易在胞间和胞内扩散 ,对含铁的相关酶类有很高的亲和

性 ,可通过影响 APX、CAT和细胞色素 C氧化酶 ( COX)

等含血红素铁的酶活性来参与植物体内的生理代谢 [ 22 ]。

另外 ,在 NO和蔗糖的信号转导途径中都有 Ca
2 +信使的

参与 , Ca
2 +处于 NO信号传递途径的主通道上 ,而逆境胁

迫主要通过影响植物激素及信号分子来调节氧化酶的表

达 ,糖感应和糖介导的细胞信号转导途径与植物已发现

的激素信号转导途径之间存在密切的联系与互相作用 ;

同样 , NO与植物激素及其它信号分子也有密切的联系和

相互作用。NO对盐胁迫下幼苗生长的调节作用可能需

要糖信号的参与 ,具体的信号转导途径还有待进一步

探索。

基因决定酶 ,酶催化调节细胞代谢。细胞受到盐胁

迫会发生一系列特殊的代谢变化 ,甚至造成代谢紊乱。

在遗传上集中表现为基因表达的改变 [ 23, 24 ]。通过细胞

内代谢产物的诱导或阻遏作用以及信号传导等机制调节

基因的表达 ,迅速提高或降低原有酶的活性 ,或诱导产生

新的同功酶 ,以适应盐胁迫下细胞内的特殊代谢反应 ,使其得以生存。本实验表明 ,单盐处理主要抑制了分子

量较小的 POD同功酶表达 ,而对高分子量的 POD同功酶的抑制程度相对较低 ; NO、蔗糖及协作处理均诱导

了 POD同功酶的表达 ,通过增加 POD同功酶酶量的表达 ,从而缓解 NaCl对幼苗造成的损伤。盐胁迫 48h与

24h相比 ,各处理 POD同功酶的表达受到严重抑制 ,甚至造成条带缺失 ,说明 ,随着盐胁迫时间的延长 , NO和

蔗糖的保护作用减弱 ,已经不能使 POD同功酶谱带保持完整。NaCl胁迫使番茄 POD同功酶谱带不完整 ,主

要造成了小分子量的第 Ⅴ条带的缺失 ,而分子量较小的可能为组成 POD的亚基 ,这表明盐胁迫主要抑制 POD

亚基的合成 ,而对作物体内已经存在的 POD活性的抑制程度较小 ,说明盐胁迫主要抑制分子量较低 POD同

功酶的表达 ,作物抗氧化酶的影响可能与酶蛋白合成紧密相关。
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