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一氧化氮作为过氧化氢下游信号分子参与调节

白菜幼苗对镉胁迫的耐受性
马晓丽*  冀瑞萍

(晋中学院生物科学与技术学院, 晋中 030600)

摘要      信号分子过氧化氢(H2O2)和一氧化氮(NO)在缓解重金属镉(Cd)对植物的胁迫过程中

分别发挥着重要的作用。该实验通过生理生化技术研究了白菜幼苗Cd胁迫时H2O2和NO之间的

关系。结果表明, H2O2预处理可以增强白菜幼苗对Cd的耐受, 包括减少丙二醛(malondialdehyde, 
MDA)的浓度、降低电解质的渗漏、增强一氧化氮合酶(nitric oxide synthase, NOS)的活力, 进而提

高体内NO的水平; 用外源NO的供体硝普钠预处理白菜幼苗, 同样减少MDA的浓度以及电解质的

渗漏。此外, 白菜幼苗对Cd的耐受性在被H2O2增强的基础上, 还能进一步被NO增强, 且这种增强作

用也会受到NO的清除剂和合成抑制剂的抑制。在Cd的胁迫下, H2O2预处理可以减少白菜幼苗地上

部分对Cd的富集, 但根中Cd的含量不受H2O2的影响, 而且NO会加剧由H2O2引起的白菜幼苗地上部

分Cd的富集的减少。以上结果表明, Cd胁迫时H2O2可通过增强NOS的活性, 促进生成NO, 进而提

高白菜幼苗对Cd的耐受性。
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Nitric Oxide Acting as A Downstream Signaling Molecule of H2O2 
Regulates Cd Tolerance in Brassica var. pekinensis

Ma Xiaoli*, Ji Ruiping
(College of Life Science, Jinzhong University, Jinzhong 030600, China)

Abstract       Hydrogen peroxide (H2O2) and nitric oxide (NO) acting as a endogenous signal regulate and 
respond to a variety of biotic and abiotic stresses including cadmium (Cd) stress in plants. In this study, the 
interaction between H2O2 and NO in Chinese cabbage (Brassica var. pekinensis) under Cd stress was investigated 
with physiological and biochemical method. The results indicated that the seedlings pretreated with H2O2 exhibited 
enhanced tolerance to Cd stress, including the decreasing of malondialdehyde (MDA) concentration, the reduction 
of electrolyte leakage, the increasing of the nitric oxide synthase (NOS) activity and the raising of endogenous 
NO content. In parallel, the very similar results were shown when the seedlings were pretreated with sodium nitro 
prusside, a donor of exogenous NO. It was further verified with pharmacological experiments that the enhanced 
tolerence to Cd stress in seedlings pretreated by H2O2 was dramatically repressed by NO scavenger and inhibitor. 
Accordingly, it is concluded that the enhanced tolerance to Cd by H2O2 in seedlings highly depended on the 
endogenous NO signaling, which is fulfilled by enhancement of NOS activity with the application of H2O2. 
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植物时刻都在遭受着各种各样的胁迫, 如重金

属、极端温度、高盐、干旱以及机械损伤等。过

多的化学肥料的使用, 尤其是磷酸盐肥料的使用, 
导致了土壤中重金属镉(Cd)含量的增加[1]。Cd很容

易被植物吸收, 并且通过木质部迅速转移到植物的

籽实当中, 通过食物链危害人类的健康。当植物中

的Cd含量积累到一定程度, 可以抑制光合作用和蒸

腾作用, 引起氧化胁迫, 改变酶的活力, 并引起基因

表达的改变。在形态学水平, Cd可以引起植物生长

迟缓、缺绿还有可能导致死亡。Cd促进了活性氧

(reactive oxygen species, ROS)的产生, ROS可以损

伤许多重要的细胞成分, 如脂类、蛋白质和核酸[2]。

植物自身有复杂的抗氧化系统来保护细胞免受氧

化损伤[3]。

一氧化氮(NO)被公认为气体信号分子, 长期以

来受到越来越多的关注。NO作为一种具有水溶性

和脂溶性小分子, 具有很短的半衰期和自由基活性, 
所以它的作用范围主要是临近的细胞[4]。研究表明, 
在动物体内, 它有着舒张血管、调节血压和血流速

度、参与免疫系统、调节细胞凋亡等重要的生理学

功能[5-6]。在植物体内, NO方面的研究也进行了几十

年[7]。结果发现, 植物中合成NO的酶主要有一氧化

氮合酶(nitric oxide synthase, NOS)和硝酸还原酶[7]。

NO在种子萌发[8-9]、去黄化、根的生长、叶的伸展、

花的形成以及果实成熟及衰老[10-12]中起重要作用。

NO在植物体中的抗逆作用包括生物胁迫和非生物

胁迫, 非生物胁迫中NO可以参与渗透胁迫、干旱胁

迫、紫外胁迫以及氧化胁迫。

信号分子过氧化氢(H2O2)在种子发芽、植物生

长发育以及抗逆生理中发挥重要作用。作为一种易

扩散的小分子物质, 高浓度的H2O2可导致细胞壁结

构蛋白交联, 损伤细胞甚至诱导程序死亡; 但在低

浓度下却是胁迫信号分子, 诱导多种防御基因和信

号蛋白的表达, 涉及防御和敏感响应、抗氧化物质、

防卫蛋白和激酶、磷酸酶和转录因子等[13]。植物细

胞产生的H2O2是ROS的主要产物。一定浓度的H2O2

预处理幼苗能提高作物抗逆性, 并已在低温[14]、盐

胁迫[15]、高温胁迫[16]、重金属胁迫等多种胁迫实验

中得到验证。但H2O2和NO互作对植物Cd耐受性的

研究还未见报道。因此, 本课题以白菜为材料进行

了系列研究, 探讨在响应重金属Cd胁迫过程中H2O2

和NO相互作用关系, 为植物应答Cd胁迫提出一个新

的机制。

1   材料与方法
1.1   材料

实验材料为白菜(Brassica var. pekinensis)津育

75号。选择均匀饱满、大小一致的种子, 经次氯酸

钠消毒10 min, 无菌水清洗3遍, 均匀摆放在有三层

纱布的培养皿中, 每皿放种子25粒。加入适量1/2MS
培养基, 于正常生长条件下培养: 温度23±1 °C, 光照

度160 μE·m−2·s−1, 光照周期16/8 h(昼/夜), 两周后开

始对白菜幼苗进行处理。

实 验 分 为 对 照 组、H2O2处 理 组、NO处 理

组、NO清除剂处理组、H2O2和PITO同时处理组

等5组。对照组使用1/2MS培养液培养; H2O2处

理组用含有0.01 mmol/L H2O2的1/2MS培养液培

养6 h; NO处理组用0.05 mmol/L NO供体硝普钠

(sodium nitroprusside, SNP)处理6 h; NO清除剂处理

组用含有1 mmol/L PITO(2-4-carboxyphenyl-4,4,5,5-
tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide)的1/2MS培 养

液培养6 h; H2O2和PITO同时处理组用含0.01 mmol/L 
H2O2和1 mmol/L PITO的1/2MS培养液培养12 h, 之
后分出一半材料在含有0.1 mmol/L Cd的1/2MS培养

液中培养72 h。
1.2   药品和试剂

本实验所用药品和试剂有: 20 mmol/L HEPES、
50 μmol/L PITO、10 mmol/L精氨酸、0.2 mmol/L 
N-硝基-L-精氨酸甲酯、0.2 mmol/L SNP(NO供体)、
1 mmol/L PITO(NO清除剂)、0.5 mmol/L L-NAME(NO
抑制剂)。药品均为生工生物工程(上海)股份有限公

司产品。

1.3   MDA和电解质渗漏含量测定

MDA测定参照Heath等[17]的方法, 取2 mL上清

液, 加入2 mmol/L 0.5%(w/v) TBA[溶于20%(w/v)的
三氯乙酸TCA]于试管, 摇匀后保鲜膜封口, 95 °C水
浴30 min, 冰浴终止, 532 nm和600 nm处读数。MDA
含量用nmol/g FW表示, 利用532 nm与600 nm下的

吸光度的差值计算MDA的含量。MDA计算公式为: 
MDA(nmol/g)=6.45×(D532−D600)−0.560。
1.4   Cd含量测定

将白菜幼苗的新鲜组织用自来水及去离子水冲

洗干净后, 105 °C杀青15 min, 80 °C烘干至恒重, 取
干燥后的材料1.5 g置于250 mL烧杯中, 加25 mL浓硝
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酸过夜浸泡, 并盖一层塑料膜。第2 d于电热恒温台

加热40 min, 再加入高氯酸加热至冒浓白烟为止, 待
其冷却后加入10 mL 4 mol/L盐酸, 使烧杯内的残渣

溶解, 用干净的滤纸滤掉不溶物, 残渣和滤纸用稀盐

酸洗涤。将所有液体转入100 mL容量瓶中定容, 静
置, 待测。同样, 按照样品的处理步骤制备空白对照。

用火焰原子吸收仪上样测量, 以上步骤在通风橱中

进行。

1.5   白菜叶片NOS活性的测定

取适量莲座叶加入0.2 mL 20 mmol/L Hepes(pH 
7.2)缓冲液冰上研磨, 0.5 mL缓冲液冲洗, 离心取上清

液用于试剂盒检测, 把蛋白浓度定为100 mg/L。NOS
活性是通过测定释放NO的速率来计算的。将1 mL
的上清液依次加入0.8 mL L-Arg缓冲液、0.01 mL促
进剂、2 mL终止液, 混匀后在530 nm下测定吸光度

(D)值, 每个处理组做3次重复。

1.6   白菜叶片NO含量的测定

按照NO测定试剂盒S0021(上海碧云天生物科

技有限公司)说明书进行测定, 按所给公式计算NO
浓度。密度计算公式为: NO含量(mol/L)=(测定管吸

光度−空白管吸光度)/(标准管吸光度−空白管吸光

度)×样品测试前稀释倍数。

1.7   数据统计

用SPSS 18.0系统进行统计分析。所有数据为3次
独立实验的平均值。数据以x

_
±s形式表示。对照和处

理之间的差异显著性用Tukey检测进行方差分析。

2   结果
2.1   外源H2O2对Cd胁迫白菜幼苗MDA含量和电

解质渗漏的影响

生长14 d的白菜幼苗在经过H2O2预处理后, 加入

含有100 μmol/L CdCl2、1/2MS液体培养基生长72 h。
由图1可知, H2O2预处理可以降低MDA的积累, 减少

电解质的渗漏。与对照相比, 5个浓度的H2O2处理后, 
10 μmol/L H2O2处理有显著差异。因此, 后续试验我

们采用10 μmol/L H2O2作为试验浓度。

随着H2O2浓度的提高, MDA含量增多。高浓度

的H2O2可能对白菜生长具有毒副作用。以上结果表

明, 适当低浓度的H2O2预处理可以增加白菜幼苗对

Cd的耐受性。

2.2   H2O2预处理和Cd胁迫对白菜幼苗一氧化氮

合酶的活力以及内源一氧化氮含量的影响

在植物中, NOS对内源NO的产生是至关重要

的。Cd预处理后, 白菜幼苗的叶片和根中NOS的活

力以及NO的含量均显著提高。随着处理时间的延

长, NOS的活力以及NO的含量显著提高。同Cd处理

有相似的结果, H2O2预处理后, 白菜幼苗的叶片和根

中NOS的活力以及NO的含量均显著提高(图2)。
2.3   SNP预处理白菜幼苗对Cd耐受的影响

用0、5、10、50、100、200 μmol/L SNP预处

理生长14 d的白菜幼苗。图3所示, 在Cd胁迫下幼苗

的MDA的含量和电解质的渗漏得到有效缓解。与

对照相比, 50 μmol/L SNP处理后差异显著。因此, 

A: H2O2(0、1、10、100、500 μmol/L)预处理后, 再用100 μmol/L镉胁迫72 h, 白菜幼苗体内MDA含量的变化; B: H2O2(0、1、10、100、500 μmol/L)
预处理, 再用100 μmol/L镉胁迫72 h, 白菜幼苗体内电解质渗漏的变化。*P<0.05, 与0 μmol/L H2O2组比较。

A: MDA content of cabbage seedlings with 100 μmol/L Cd stress for 72 h after different concentrations (0, 1, 10, 100, 500 μmol/L) of H2O2 
pretreatment; B: electrolyte leakage of cabbage seedlings with 100 μmol/L Cd stress for 72 h after different concentrations (0, 1, 10, 100, 500 μmol/L) 
of H2O2 pretreatment. *P<0.05 vs 0 μmol/L H2O2 group.

图1   H2O2预处理对Cd胁迫后白菜幼苗MDA含量和电解质渗漏的影响

Fig.1   Effects of H2O2 pretreatment on MDA contents and electrolyte leakage of seedlings under Cd stress 
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在随后的实验中, 确定50 μmol/L SNP来处理白菜幼

苗。Cd胁迫下, 较高浓度的SNP(>100 μmol/L)对白

菜幼苗是有毒性的。即经较高浓度的SNP处理后, 
与对照相比, 叶绿素浓度没有变化, 而电解质的渗漏

有大幅度的增加。因此, 50 μmol/L SNP预处理可以

增加白菜对镉的耐受性。

对实验中植物的叶片进行固定、石蜡包埋、切

片并进行显微结构观察、测量、统计。主要统计了

Cd和NO的协同影响下白菜叶片中脉的厚度、叶片

的厚度、叶肉细胞的厚度、叶肉细胞的平均厚度和
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A: Cd处理(0、1、2、3、4、5、6 h)对白菜幼苗NOS活力的影响; B: Cd处理(0、1、2、3、4、5、6 h)对白菜幼苗NO含量的影响; C: H2O2(0、1、
2、3、4、5、6 h)预处理对白菜幼苗体内NOS活力的影响; D: H2O2(0、1、2、3、4、5、6 h)预处理对白菜幼苗体内NO含量的影响。

A: NOS activity of cabbage seedlings with different time (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 h) of Cd stress; B: NO content of cabbage seedlings with different time (0, 1, 2, 
3, 4, 5, 6 h) of Cd stress; C: NOS activity of cabbage seedlings with different time (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 h) of H2O2 pretreatment; D: NO content of cabbage 
seedlings with different time (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 h) of H2O2 pretreatment. 

图2   H2O2预处理和Cd胁迫对白菜幼苗NOS活力和内源NO含量的影响

Fig.2   Effects of H2O2 and Cd pretreatment on NOS activity and endogenous NO contents 
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内电解质渗漏的影响。*P<0.05, **P<0.01, 与0 μmol/L SNP组比较。

A: MDA content of cabbage seedlings with different concentrations (0, 1, 10, 100, 500 μmol/L) of SNP; B: electrolyte leakage of cabbage seedlings 
with different concentrations (0, 1, 10, 100, 500 μmol/L) of SNP. *P<0.05, **P<0.01 vs 0 μmol/L SNP group.

图3   外源NO(SNP)对Cd胁迫下白菜幼苗耐受性的影响

Fig.3   Effects of NO (SNP) pretreatment on the tolerance of cabbage seedlings with Cd stress
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导管的平均直径共5个参数。由图4可知, 这五种显

微结构在Cd胁迫下均有明显的减小。与正常生长的

白菜植株相比, Cd胁迫后叶片中脉的厚度、叶片的

厚度、叶肉细胞的厚度、叶肉细胞的平均厚度和导

管的平均直径分别减小33%、50%、34%、26%和

25%。外源NO预处理白菜幼苗后, Cd胁迫对以上显

微结构所产生的有害影响得到有效缓解。

2.4   H2O2缓解Cd胁迫过程中L-NAME和PITO的

作用

经H2O2预处理, 白菜幼苗NOS的活力得到有效

提高, 体内NO的含量也随之增加, 同时减少了MDA
的含量和电解质的渗漏。为了探究NO在H2O2缓

解Cd胁迫中的作用, 本实验在外源施加H2O2的同

时, 添加NO合成抑制剂L-NAME以及NO的清除剂

PITO, 对生长14 d的白菜幼苗进行处理。处理12 h后, 
将处理过的幼苗转移到含有100 μmol/L Cd的1/2MS
液体培养基上培育72 h。结果显示, 单独H2O2处

理可以减少Cd胁迫时白菜幼苗的MDA浓度, 并且

H2O2与SNP同时处理时MDA浓度最低, 相比H2O2
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Cd: 100 μmol/L镉胁迫72 h; H2O2+Cd: 10 μmol/L H2O2预处理6 h, 然
后100 μmol/L镉胁迫72 h; H2O2+NO+Cd: 10 μmol/L H2O2和50 μmol/L 
SNP预处理6 h, 然后100 μmol/L镉胁迫72 h; H2O2+L-NAME+Cd: 
10 μmol/L H2O2和0.5 mmol/L L-NAME预处理, 然后100 μmol/L镉胁

迫72 h; H2O2+PITO+Cd: 10 μmol/L H2O2和1 mmol/L PITO预处理6 h, 
然后100 μmol/L镉胁迫72 h。经各组处理后, 测定白菜幼苗MDA含

量。*P<0.05, 与Cd组比较。

Cd: 100 μmol/L Cd stressed for 72 h; H2O2+Cd: 100 μmol/L Cd stressed for 
72 h, and then 10 μmol/L H2O2 treated for 6 h; H2O2+NO+Cd: 100 μmol/L Cd 
stressed for 72 h, and then 10 μmol/L H2O2 and 50 μmol/L SNP treated 
for 6 h; H2O2+L-NAME+Cd: 100 μmol/L Cd stressed for 72 h, and 
then 10 μmol/L H2O2 treated for 6 h which have 0.5 mmol/L L-NAME; 
H2O2+PITO+Cd: 100 μmol/L Cd stressed for 72 h, and then 10 μmol/L H2O2 
treated for 6 h which have 1 mmol/LPITO. Then the MDA contents 
in cabbage seedling with abve treament were detected. *P<0.05 vs Cd 
group.
图5    不同处理对Cd 胁迫下白菜幼苗中MDA含量的影响

Fig.5    Effects of different treatments on the MDA 
contents of seedlings under Cd stress 

对照组为不用任何药物处理, 于正常条件下生长; Cd组用100 μmol/L镉
胁迫72 h; NO组用50 μmol/L SNP处理6 h; NO+Cd组用50 μmol/L SNP
预处理6 h后, 再用100 μmol/L镉胁迫72 h。测定各组白菜叶片中脉的

厚度、叶片的厚度、叶肉细胞的厚度、叶肉细胞的平均厚度和导管

的平均直径。*P<0.05, 与对照组比较。

Control: normal growth without any medicinated feed additives; Cd: 
100 μmol/L Cd stressed for 72 h; NO: 50 μmol/L SNP treated for 6 h; 
NO+Cd: 100 μmol/L Cd stressed for 72 h, and then 50 μmol/L SNP 
treated for 6 h. Measure of midvein thick, blade thick, mespholl thick, 
average diameter of mespholl cells, average diameter of vessels in 
cabbage seedling with above treatment. *P<0.05 vs control group.

图4   镉胁迫下NO对白菜叶片结构的影响

Fig.4   Effects of NO on cabbage leaf blade under Cd stress
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10 μmol/L H2O2和50 μmol/L SNP预处理6 h, 100 μmol/L镉胁迫72 h后
测定白菜幼苗根和叶中的Cd的积累。*P<0.05, 与Cd组比较。

Detection of the Cd concentrations of the root and leaf in cabbage 
seedling with 100 μmol/L for 72 h Cd stress after 6 h of 10 μmol/L H2O2 
and 50 μmol/L SNP pretreatment. *P<0.05 vs Cd group.

图6   不同处理对白菜幼苗根和叶Cd积累量的影响

Fig.6   Effects of different treatments on accumulation of Cd 
in root and leaf of cabbage seedlings
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单独处理差异显著。但是, 当存在NO的合成抑制

剂或清除剂时, 白菜幼苗的MDA含量又升高到对

照水平(图5)。说明H2O2缓解Cd胁迫过程中NO是

必需的。

2.5   不同处理对白菜幼苗体内Cd富集量的影响

在Cd的胁迫下, 白菜幼苗根中富集Cd的量大于

地上部分的富集量, 当用H2O2预处理后可以减少白

菜幼苗地上部分对Cd的富集, 但是根中Cd的含量在

H2O2处理后无明显影响。当用H2O2和NO协同处理

后, 白菜幼苗地上部分的Cd富集量与对照相比有显

著差异, 但是根中无明显差异(图6), 这强烈暗示了

H2O2预处理可以减少Cd由地下部分向地上部分的

转移。

3   讨论
气体信号分子NO现已迅速成为一个热门研究

对象。在动物中, 已知在心脏、神经传导和氧气传

感中有积极作用。植物中最初的研究是将NO关联

在植物与病原体的相互作用之中。随着研究的深入, 
发现它参与了众多的生理过程, 如种子萌发[18]、气

孔运动[19]、氧化应激和耐热性等[20]。本研究为NO
在Cd调节NOS的活力以及Cd耐受中提出了新的见

解, 即NO作为H2O2的下游可增强白菜幼苗对Cd的耐

受。

众所周知, 在细胞水平上, Cd可以直接通过

激活H2O2进而影响酶的活性[20], 如草酸氧化酶和

NADPH氧化酶的活性, 促进H2O2的累积, 引起一系

列的氧化胁迫。而且少量的H2O2可提高NOS的活性, 
促进NO的释放。此时, NO的信号作用就显得尤为

重要。首先, NO可以触发转录因子(TF)的转录, 转
录因子马上可以激活防卫基因的表达。其次, NO可

以促进GSH直接与Cd结合, 还可以促进植物螯合态

的合成及其与Cd的结合, 以降低Cd的毒性。再次, 
NO还可以促进螯合态的Cd(GSH-Cd及PC-Cd等)运
输累积在液泡内, 与细胞其他区域隔离。最后, 也
是最关键的, NO可以调节细胞内一系列的抗氧化酶

(SOD、CAT及POD等)活性, 把氧化胁迫降低到最低

水平。

已有报道表明, NO可以作为多种激素的下游发

挥信号作用[11]。激素信号并不是重金属Cd胁迫信号

和生物(非生物)胁迫的信号之间唯一的关联信号。

此外, H2O2介导的信号传导也有报道[21]。H2O2作为

信号分子可以诱导植物增加对非生物胁迫(如温度、

臭氧)和生物胁迫(如病原体)的防御机制。而重金属

Cd胁迫和ROS介导的生物胁迫都可以诱导植物防御

素的合成, 推测重金属Cd和生物胁迫的信号传导过

程中有部分重叠。

本实验采用水培试验研究了H2O2预处理对白

菜幼苗Cd胁迫下MDA的含量、电解质的渗漏以及

Cd吸收转运的影响。尽管目前关于外源信号物质预

处理提高作物抗性研究非常广泛, 但就Cd耐受性中

NO和H2O2的上下游关系仍未见报道。本结果成功

揭示了NO作为H2O2的下游在白菜幼苗耐受Cd过程

中的积极作用。可能的机制是: Cd胁迫条件下, 幼
苗体内H2O2信号被激活, 进而提升NOS的活力, 使体

内产生更多的NO, 促进幼苗根部Cd区室化, 进而降

低向地上部分的转运, 使其避免Cd的毒害。
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