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对植物血红蛋白功能的新发现

一一-调节 NO 的生物活性
陈娟肖强裴真明郑海雷*

(厦门大学生命科学学院，厦门 361005)

摘要 血红蛋白在植物中广泛存在对其功能的研究也不断深入。最新研究发现植物血红

蛋白除具有运载氧、感应氧等生理功能外，还对植物诸多代谢活动发挥重要的调控作用，而这一作

用主要通过调节信号分子 NO 的生物活性来实现。综述了在正常生长及胁迫条件下，植物血红蛋白

对 NO 生物活性的调节作用，着重阐述缺氧条件下植物血红蛋白在解除 NO毒害，再生 NAD(P)+及

维持能量水平等方面的功能及其机制。植物血红蛋白功能的这一新发现对研究不同条件下 NO信号

转导途径的调节机制具重要意义。

关键词 植物血红蛋白;胁迫诱导血红蛋白;一氧化氨;缺氧胁迫

血红蛋白(haemoglobins， Hbs)广泛存在于真核生

物及许多细菌中， 17 世纪，人们在对哺乳动物血细胞

的研究中首次发现Hbs，之后证实其在动物体内具有

运输氧气、维持血液酸碱平衡、活化组织细胞、增

强自身免疫、抗菌等功能[汀，近年研究证实 Hbs 对信

号分子一氧化氨(NO)发挥调控作用 [2]。而植物 Hbs

发现较晚， 1939 年， Kubo[3]首次描述了豆科植物根瘤

中的 Hbs，经过多年研究植物 Hbs 协助氧扩散、感

受氧气、充当末端氧化酶等功能都逐步得到证实，

其中植物 Hbs 对氧气的高亲和力及作为豆科植物共

生固氮体系的重要参与者等特性尤其受到关注。

NO 作为一种信号分子，己证实它在植物生长、发

育、衰老、细胞程序性死亡、激素信号转导、抵

抗病害及胁迫响应等生理过程中发挥作用I4]，但在植

物中 NO 的调节机制尚不明确。新的研究表明植物

Hbs 在调控植物体内 NO 方面发挥着重要的作用[坷。

本文就植物Hbs 的这一最新进展进行综述总结，讨论

植物在正常生长及胁迫条件下，植物Hbs 对 NO 的调

控及对 NO 信号转导机制的影响。

1 植物Hbs及其基本特征

1.1 植物 Hbs 的发现

自从 Kubo[31首次描述了豆科植物根瘤中的 Hbs

后， Virtanen 等[6]也在植物中发现了类似蛋白，并把

它定名为豆血红蛋白(leghaemoglobin， Lb), Lb 在豆

科植物根瘤固氮中发挥吸收并转运 O2 的作用[η。之

后， Appleby 等[8]从一种与根瘤菌共生的非豆科的榆

科植物 Parasponia andersonii 中分离出植物 Hbs，并

证实 P. andersonii 拥有一个编码共生、非共生 Hbs

的双重功能基因。后来，利用 P. andersonii Hb 的

cDNA 克隆， Landsmann 等[9]在非豆科植物山麻黄中

发现了相关序列，并证实了植物 Hbs 在山麻黄中也

有表达。进一步研究证实，单子叶植物大麦及其他

禾本科植物如玉米、小麦、黑麦、水稻中也存在

植物 Hbs[10]。此外，在海藻衣滴虫中也发现植物

Hbs[ll]。最近研究发现拟南芥中存在一种 Hb，与在

细菌、原生动物和海藻中发现的整切 Hbs 相似[口]。

迄今为止，己在二十几种植物中发现了 30 多种植物

Hbs[13]。这些发现表明植物 Hbs 在植物中广泛存在，

而并非仅限于豆科植物，并可能具有共生固氮以外的

功能。

1.2 植物 Hbs 的种类

迄今研究表明，植物中至少存在三类 Hbs: 共生

Hbs(symbiotic haemoglobins, sHbs)、非共生Hbs(non­

symbiotic haemoglobins, nsHbs)和整切Hbs(truncated 

haemoglobins , trHbs) 。

sHbs是最广为人知的一类植物Hbs，它主要存在
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于共生固氮的豆科植物根瘤中，是一种由脱辅基蛋白

和血红素辅基组成的复合蛋白，其性质与动物Hbs 类

似，具高度的氧亲和性和快速的氧周转率， ì亥蛋白质

在根瘤菌入侵根部形成根瘤时表达。 nsHbs 不涉及

共生固氮，可以在具共生能力的植物、单子叶及双子

叶植物的种子、根、茎中表达[1付。 nsHbs 又分为两

类， nsHbsI 和 nsHbsII 0 nsHbsI 在低氧胁迫或某些营

养抑制条件下诱导产生[则，也称胁迫诱导 Hbs (stress­

induced haemoglobins) 0 nsHbsI 在单子叶及双子叶植

物的愈伤组织、细胞悬浮液、种子、根、茎等部位

均可表达，一般含量很低(1-20μmol Ig.FW)[13]， 低

氧、呼吸链抑制剂(氨化物、二硝基苯、寡霉素等)

等多种情况均可影响 nsHbsI 的表达1川。 nsHbsII 不

存在于双子叶植物中，它主要在成熟的开花植物的

根、叶、花中表达[16]，可以被冷胁迫诱导产生[17] 。

trHbs 是最近才发现的一种 Hbs，在细菌、真菌及植

物界普温存在，研究表明， trHbs 的蛋白质结构比其

他 Hbs 少 20-40 个氨基酸残基，具有一正在水的通道系

统以利于一些配基分子(如 O2 、 NO 、 CO 和氟化物)

与血红素稳定结合，可能与 NO 代谢有关[18] 。

1.3 植物 Hbs 的基本功能

对 sHbs 而言，它的功能主要是能与 O2可逆结合

形成氧合血红蛋白，起到"捕获"或"释放 " O 2 

的作用 [7] 0 sHbs 作为氧的"缓冲泵"，既降低了游

离氧的分压，保持了固氮活性，又源源不断的供应氧

化磷酸化所需要的氧，保证了固氮中能量的需求。

nsHbs 的功能与 sHbs 的功能有类似之处，可能

作为氧的载体[山]。研究表明，在 P.andersonii 和山麻

黄的根尖分生组织迅速分裂的细胞中存在 nsHbs，发

挥协助氧扩散的作用[19]。进一步研究发现 nsHbs 在

P.andersonii 和 III麻黄等植物的根中平均浓度很低，

远低于其作为氧载体协助氧扩散的浓度，说明nsHbs

还可能作为氧的感受器参与生物体内低氧信号转

导[川。人们还在细菌中发现了两种球蛋臼， FixL 与

Hmp，它们都有一个血红素结合区， FixL 还包含一蛋

白激酶区，而 Hmp 包含一具有 NADH氧化活性的黄

素蛋白 [21]。有充分证据表明 FixL 具有氧感受器的功

能， O2 浓度下降引起 FixL 蛋白激酶区及另一蛋白质

FixJ 活化，最终引起固氨基因的表达[2川 nsHbs 还可

能作为末端氧化酶来参与细胞代谢:已有研究证实，大

麦 Hb 与配基结含后非常稳定，去除配基后，大麦 Hb

反应活性上升，当 O2 浓度接近 3n日101/L 时，大麦 Hb

快速氧化成高铁血红蛋白 (MetHb)，推测其利用这种

·综述.

氧化还原电势变化来调节细胞代谢过程[221 0

近年来对 nsHbsI 的功能研究较多，这类 Hbs 对

O2具有很强的亲和力，可能参与缺氧胁迫下的呼吸作

用。对 Hbs 氧合动力学的研究发现，大麦氧合血红

蛋白(Hb02)释放 O2 的速率相当低， Hb02 复合物平衡

解离常数为 2.86 n日lol/L，若不考虑 Hbs 的其他性质，

如此低的解离常数表明这类 Hbs 不可能作为一种 0竹

的载体或感受器[14]。在动物中已发现 Hbs 口J通过脱

氧或 s- 亚础基化反应来调节 NO 的活性[21 。在植物

中通过分析电子顺磁共振(EPR)光语得知，在缺氧胁

迫下玉米细胞和紫花茵宿根的培养系中，有在NOlHb

复合体，该复合物的信号在有氧体系中不明显。利

用 EPR 技术，通过对野生型和 nsHbsI 基因过量表

达型细胞的比较研究发现，在开始 24 h 的缺氧处理

中， nsHbsI 基因被抑制表达细胞中 NO 的产生量最

高[13] 0 这些研究表明，植物Hbs 与 NO 可能存在着某种

关系。

2 植物中的NO及其生物功能

NO 是一种快速扩散并可透过细胞膜的自由基

性质的气体， NO 及其氧化形式是细胞内及胞间的信

号分子，在植物生长发育、抵抗病害及胁迫响应等

生理过程中发挥着重要作用 [23 ，24] 。在根中， NO 在植

物生长素的信号转导过程中发挥作用，影响根的器官

建成，还可能影响植物根中通气组织的结构;在叶中，

NO调节ABA诱导的气孔关闭，并调节叶片的伸展速

率;NO 还可作为控制开花时间的重要信号[凹，并可

以为花粉管的伸长方向定位[5] 。当相物受到盐吉、

干旱、高温、寒冷、紫外光胁迫、缺氧等非生物

胁迫时，体内会产生大量的活性氧(reactive oxygen 

species, ROS)，低浓度的 NO 通过各种方式与 ROS 作

用，发挥抗氧化作用，减轻 ROS 对植物的毒害问。在

病理及非病理的植物-微生物相互作用的生物胁迫

下， NO 的产生与系统获得性抗性(systemic acquired 

resistance, SAR)或过敏反应(hypersensitive response, 

HR)有关。研究证实，在烟草与假单胞菌的作用中，

NO 供体可引起 HR，限制真菌的生长和扩展，保护植

物的其他部分免受伤害[4] 。最近发现，除互利的植

物，微生物(相互作用如豆科植物百脉根与其共生根

瘤菌 Mesorhizobium loti)外，在植物对食草类昆虫的

反应中也会有 NO 的产生[叫。

3 植物Hbs对NO 的调节
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3.1 正常代ì~1过程中植物 Hbs 对 NO 的调节

己有研究表明，在正常生长条件下，以硝酸盐为

!自己物由硝酸kE原酶(NR)催化生成NO是植物中 NO合

成的主要j主任[27 1 0 另一方面，研究发现在拟南芥中

硝酸盐口J以诱导 nsHbsI 合成[川。 Kaiser 等[28]发现，当

将光照 30 min 后的拟南芥植株转入黑暗环境后，在

nsHbsI 基因过量表达型拟南芥中， NR 调节的 NO 的

释放量明显低于野生型和 nsHbsI 基因抑制表达型植

株。这表明， nsHbsI 对持续控制 NO 的积累发挥作

用。

进一步研究证实， NO 可较强诱导百脉根的

nsHbsI 产生[叫， NO 、 N02 、 N03- 均可诱导水稻中

nsHbsI 产生[29] 。有趣的是，在 NR表达缺陷的水稻突

变体中， N02 、 N03- 都不能诱导 nsHbsI 的产生[29]，这

表明 nsHbsI 的产生与NR催化的NO产生过程密切相

关。 NR催化产生的高浓度 NO对植物具有很大的危

害性。 Dordas 等[13]研究发现当用 NO 供体处理植物

时， nsHbsI 在抵抗氮素富集胁迫中发挥一定的作用，

NO 处理过量表达 nsHbsI 的紫花茵宿培养系，引起

ATP 水平和 ATP/ADP 比值均降低，这表明 nsHbsI 可

以提高植物对高氯胁迫的耐受性。进一步研究证实

在大麦中也存在类似的现象[13]。同样，过量表达紫

花苗宿 nsHbsI基因的转基因烟草与野生型烟草相比，

其种子与叶片对 NO 的反应敏感度降低[30] 。这些研

究表明，植物 Hbs 与细胞中 NO 活性有关。

Shimoda 等[26]研究发现，在与百脉根共生的细

菌中有 NO "爆发气同时， Vieweg 等 [31]发现在被

固氮菌侵染的根瘤细胞中也有大量 NO 产生，并且

NADH 

NAD+ 

Hb(Fe2 +) 

。主~ HbO, 

在固氮菌侵染和释放 NO 的过程中根瘤细胞均具很

高的代谢活性，这表明在植物-微生物共生体系中

NO 和植物 Hbs 起着重要作用。此外，共生根瘤菌

的侵染可诱导百脉根的 nsHbsI 及紫花百蓓的 trHbs

产生，由此推断， Hbs 可能与特定根组织中 NO 的脱

毒有关[2631l，其机制在于 Hbs 可能使固氮酣失活[321 ，

使 NO 形成后即被降解而不会对根部细胞产生毒

害。

3.2 缺氧胁迫下植物 Hbs 对 NO 的调节

一般认为，植物中的 NO可能主要由 NOS 与 NR

途径生成[坷，两种途径在反应中均需 NAD(P)H 提供

还原力。研究表明，每合成 1 mol NO , NOS 途径消

耗 1 ，5 mol NADPH和 2 mol O2，而 NR途径形成 1 mol 

NO 消耗 2 molNADH，不需要消耗 02 0 在缺氧条件

下， NOS 途径被抑制， NR 途径可能是 NO 形成的主

要途径[33] 0 

缺氧条件下植物细胞巾 Hb 与 NO 的作用机制如

图 l 所示[13]。氧合血红蛋白(oxyhaemoglobin， Hb02) 

与 NO 快速反应形成高铁血红蛋白 (methaemoglobin，

MetHb)和 N03- ， MetHb(Fe叮通过依赖于 NADH 的还

原酶(MetHb-R)被还原为 Hb(Fe2+)[21 J 。在长期缺氧条

件下，可供植物利用的 N03 显著减少，而通过 NO 与

Hb02 反应形成的 N03 可被重复利用，有利于提高植
物细胞对缺氧胁迫的耐受性 [34] 0 Hb 和 NO 形成

HbNO，而 HbNO 的合成速率与 Hb02 的合成速率几

乎相同lm，因此，当 NO 产生较多，而 O2 分压较低时，

HbNO 的合成在植物体内占优势。

Hunt 等[36]研究表明，过量表达 nsHbsI 的拟南芥

NADH 
NO ,-

NAD+ 

NO, 

NADH 

图 1 缺氧条件下 NO 与植物 Hbs 的作用机制(根据文献[13]改绘)
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l呼吸 F 降

糖酵解 J'、，物增加

图 2 缺氧条件下，植物 Hbs 在清除 NO 、 NADH 再生及 ATP形成中的作用(根据文献[38]改绘)

和表达大麦 nsHbs 的紫花自宿培养系缺氧胁迫下均

具有较高的细胞活性和较强的生长能力，而 nsHbs 表

达受抑制的植株表现出器官生长缓慢。进一步研究

证实 nsHbs对缺氧胁迫的耐受性的调节取决于 nsHbs

对O2 的高亲和力及对NO的清除能力I371，而不在于其

对 O2 的运载功能[ 36 1 0

高浓度NO对细胞有毒害作用， Hb和 NO 的反应

可能是植物减轻 NO 毒害的途径之一、利用化学发

光和EPR检测得知，缺氧胁迫激活由NR催化合成NO

的反应，植物组织 NO释放量增加[37l，同时， nsHbs 参

与调节 NO 的代谢，减少因 NO 富集而给植物带来的

伤害。研究证实，在表达大麦 Hb 的紫花百宿根提取

物中 NO 可以被清除[到l 过量表达 nsHbsI 的拟南芥、

过量表达大麦 nsHbsI 的紫花百宿根培养系和玉米细

胞系可快速消除缺氧引起的 NO 富集，而 nsHbsI 过量

表达受抑制的转基因系中 NO 水平上升[371 。

植物 Hbs 在维持缺氧条件下植物的还原力方面

有重要作用。 Dordas 等[13]研究表明，在缺氧条件下，

由NR催化产生的NO被nsHbs氧化成N03-，同时NAD

(P)+ 被还原为 NAD (P)H，维持了缺氧条件下植物的

还原力，这在→定程度上替代了缺氧条件下乙醇脱氢

酶(alcohol dehydrogenase, ADH)的作用。 Sowa 等[39]

研究证实，缺氧条件下，与野生型及 nsHbs 表达抑制

型相比，过量表达大麦 nsHbs 的玉米及紫花胃宿培养

系具较低 ADH 活性。进一步研究表明，过量表达大

麦 nsHbs 的紫花首宿根培养系中 NAD(P)HINAD(P)+

比率较低[381，缺氧及线粒体电子传递受抑制时，该比

例不受太大影响，而 nsHbs 表达抑制系在缺氧胁迫下

该比例明显增大，表明 nsHbs 在参与抵抗缺氧胁迫晌

应中可以取代 ADH 为植物提供较高的淫原力，维持

植物正常生长发育。

缺氧条件下植物不可能通过需氧的氧化磷酸化来

提供细胞所需的 ATP，这暗示了可能存在其他途径来

维持缺氧条件下细胞内的能量平衡。植物在适应缺

氧胁迫中与Hbs诱导相关的一系列事件如图 2所示[到].

O2缺乏引起线粒体呼吸下降并使糖酵解产物增加，结

果 NADH 水平上升而 ATP 水平 F降， ATP 水平下降

活化NR并诱导Hbs基因表达i叫，在NR催化下NO大

量产生，即而进入 Hb/NO 循环， NADH 的再生及 Hb/

NO 反应可维持细胞的还原)J及能量水平。与 O2 水
平相比，细胞中的 ATP 水一平可以更直接的诱导 Hbs

基因表达[1坷。研究发现，缺氧条件下，与野生型和

Hbs 表达抑制型相比，过量表达 Hbs 的玉米细胞培养

系可以维持细胞中的能量水平，进而维持细胞存活{39] ，

Jormakka 等[41]研究发现，细菌中 N03 代谢途径能产

生质子驱动力，植物中经线粒体由 N03 产生NO的过

程可能与电子传递链复合体 I 的膜电势产生有关，进

而合成 ATP[38] 0 Fan 等[心]发现缺氧条件下，相比

NH/，植物利用 N03 - 做氮源时碳京流失较少，这说明

植物这一合成 ATP 的途径比糖酵解更有效。

3.3 病原侵害时植物 Hbs 对 NO 的调节

当植物受到病原物入侵时， ROS过度产生引起过

敏性细胞死亡，但低浓度 NO 可以清除 ROS[23] 。研

究发现，当用细菌病原物假单自菌侵染nsHbsI过量表

达的拟南芥时，发现植物体内 NO 正常积累，细胞过

敏性死亡并不受影响，表明 HR 响应需要 NO 作为信

号物质时， nsHbs 不会影响因急性反应而引起的 NO

富集[3叫与此形成对比的是，当用有害的细菌或烟草

花叶病毒(TMV)侵染烟草时发现， Lj对照相比，过量

表达紫花酋宿 nsHbs 的烟草受损害程度较轻，并且体

内会产生较高水平的 ROS、水杨酸(salicylic acid , 

SA)及病程相关蛋白 1 (pathogenesis-related protein 1, 

PRl)f圳，这就说明 nsHbs 在抵抗病害上发挥一定的功

能。
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4 展望

植物 Hbs 的生物化学特征的探讨将成为今后的

研究厅向之一。对烟草 Hbs 的结构[43]，水稻 nsHbsI

的动力学特性的研究为进一步探讨 Hbs 的酶学特性

提供了信息[44] 。己有报道水稻和人的六配位血红蛋

白(hexacoordinate haemoglobin, hxHb)可提高铁的还

原速率I咽，可以通过调控 NAD(P)H 过程及其还原酶

来深入研究 nsHbs 的还属机制[灯，46] 。

对缺氧胁迫及病原侵害时植物Hbs对NO生物活

性的调节已有了一些研究，而对其他胁迫条件如盐

害、干早、紫外光、高温、冷害、机械损伤等

作用下两者关系研究尚少。因此，进一步探讨各种

胁迫条件下植物 Hbs 与 NO 的作用机制，是当前及今

后一段时间主要研究方向。

在病原侵弃的植物中，紫花盲宿的 nsHbsI 可影

响 SA 积累[川，大麦 nsHbsI 可影响 NO 胁迫及缺氧条

件 F玉米细胞中乙烯的积累 [47] 这表明nsHbsI在控制

依赖 NO 的激素信号转导中有一定作用，对此还需要

做更加深入的研究。

NO 信号转导的 cGMP途径是植物中 NO发挥作

用的重要途径， NO 可通过半眈氨酸 s- 亚硝基化作用

来激活乌昔酸环化酶(guanylyl cyclase, GC)增加cGMP

的合成。有趣的是，对拟南芥的 nsHbsI 及其他植物蛋

白的 s- 亚硝基化作用的研究证明拟南芥的 nsHbsI 可

以调节自身及其他蛋白的半脱氨酸硝基化[48]0 NO 与

nsHbsI 都可通过半脱氨酸 s- 亚硝基化作用发挥功效，

两者之间是否存在某种关系呢?对这一问题仍需进

二步研究。
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The N ew Discovery of Plant Haemoglobins' Function 
一一一 Modulation of Nitric Oxide Bioactivity 

Juan Chen, Qiang Xiao, Zhen-Ming Pei, Hai-Lei Zheng* 

(School 01 Life Sciences, Xiamen Universiη， Xiamen 361005, China) 

·综述.

Abstract Haemoglobins exist widely in the plant kingdom, whose functions have been studied thoroughly. 

Recently, evidences have accumulated to indicate that besides the physiological functions in carrying O2 and sensoring 

O2, a new role of plant haenoglobins can carry out by modulating the bioactivity of nitric oxide. This review 

discusses the function of plant haemoglobins in relation to regulate the nitric oxide level under plant growth and 

stress, emphasizes the functions and mechanisms of plant haemoglobins involve in NO detoxification, regeneration 

of NAD(P)+, maintenance of energy status. This discovery of plant haemoglobins' new role provides important 

meaning to research the regulation mechanism of NO signal transduction. 

Key words plant haemoglobins; stress-induced haemoglobins; nitric oxide; hypoxia stress 
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