
摘 要：采用外源一氧化氮（NO）供体硝普钠（SNP）对镉（Cd）胁迫（0.5 mmol·L-1 CdCl2）下紫花苜蓿（Medicogo sativa L.）幼苗进行预
处理，分析 NO对 Cd胁迫下紫花苜蓿幼苗膜脂过氧化、抗氧化酶系统、渗透调节物质和 Cd积累量的影响，探讨 NO在植物逆境胁
迫响应中的作用及其机理。结果表明：300 滋mol·L-1 SNP显著降低 Cd胁迫下紫花苜蓿幼苗相对电导率（REC）、丙二醛（MDA）含量、
过氧化氢（H2O2）含量和超氧阴离子（O-2·）产生速率；400 滋mol·L-1 SNP显著促进脯氨酸（Pro）、可溶性蛋白（SP）、类胡萝卜素（Car）的
合成；200 滋mol·L-1 SNP显著降低叶和茎中 Cd含量；100 滋mol·L-1 SNP显著降低根中 Cd含量。不同浓度 SNP对紫花苜蓿叶、茎和
根中抗氧化酶活性的影响比较复杂：100 滋mol·L-1 SNP显著增强叶中过氧化物酶（POD）活性、叶和茎中超氧化物歧化酶（SOD）和谷
胱甘肽还原酶（GR）活性；50 滋mol·L-1 SNP显著增强叶、茎和根中抗坏血酸酶（APX）活性；400 滋mol·L-1显著增强茎和根中 POD活
性。适当浓度的 NO可以增加渗透调节物质含量和调节抗氧化酶活性，有效保护紫花苜蓿幼苗膜系统的稳定性，缓解 Cd胁迫对紫
花苜蓿幼苗的伤害。
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外源一氧化氮对镉胁迫下紫花苜蓿
幼苗活性氧代谢和镉积累的影响
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Abstract：Nitric oxide（NO）is currently believed to play significant roles in plant responses to environmental changes. In this study, the ef原
fect of exogenous nitric oxide on the membrane lipid peroxidation, osmotic regulation substances, antioxidant enzyme activities and cadmium
accumulation in leaves, stems, and roots of alfalfa seedlings and its mechanisms were studied under cadmium（0.5 mmol·L-1 CdCl2）stress
using sodium nitropprusside（SNP）as NO donor. Supplying 300 滋mol·L-1 SNP remarkably reduced relative electric conductivity（REC）,
malondialdehyde（MDA）and hydrogen peroxide（H2O2）content, and superoxide anion（O-2·）-generating rate. Application of 400 滋mol·L-1

SNP significantly promoted the synthesis of proline（Pro）, soluble protein（SP）and carotenoid（Car）. The effect of SNP on activities of an原
tioxidant enzymes in leaves, stems and roots of alfalfa seedlings was dependent on SNP concentrations. Treatment with 100 滋mol·L-1 SNP
significantly enhanced activities of peroxidase（POD）in leaves and superoxide dismutase（SOD）and glutathione reductase（GR）in leaves
and stems. Applying 50 滋mol·L-1 SNP significantly enhanced activities of ascorbic acid oxidase（APX）in leaves, stems and roots. The POD
activity in stems and roots was significantly enhanced by 400 滋mol·L-1 SNP. Cadmium accumulation in leaves and stems was remarkably
reduced by 200 滋mol·L-1 SNP, whereas root cadmium was obviously decreased by 100 滋mol·L-1 SNP. The results show that appropriate
concentrations of exogenous nitric oxide could increase the content of osmotic-regulating substances and regulating activities of antioxidant
enzymes to protect the membrane system stability and to alleviate Cd stress in alfalfa seedlings effectively.
Keywords：nitric oxide（NO）; alfalfa（Medicogo sativa L.）; membrane lipid peroxidation; antioxidant enzyme; osmotic- regulating substance;
cadmium accumulation
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近几十年来，随着全球人口的快速膨胀、工农业

生产的快速发展，大量的重金属排放给环境和人类的

健康带来了极大的危害[1]，也使得土壤重金属污染成
为日益严重和亟待解决的环境问题[2]。长期大量施用
含镉（Cd）化肥、污水灌溉、矿物开采和加工以及大气
沉降等因素，使得农田土壤 Cd污染越来越严重，过
量 Cd不但会损害植物细胞，影响植物的细胞代谢、
形态结构及生长发育，对植物造成严重的毒害效应，

还会随着食物链进行累积，最终损害人类自身的健康

和发展[3-4]。因此，探讨植物 Cd胁迫的解毒机理对农
业的可持续发展具有重要意义。

紫花苜蓿（Medicogo sativa L.）是多年生草本植
物，其根系比较发达、枝叶茂盛、适应性较强、产草量

高，在牧草业被认为是牧草之最[5]，其品质与产量的好
坏对畜牧业影响重大。紫花苜蓿对重金属的抗性比较

强，并且具有很好的吸收富集能力，其中对 Cd的吸
收系数最大，已有研究证明紫花苜蓿对 Cd污染土壤
的修复能力最好[6]。紫花苜蓿幼苗抗氧化系统的作用
能力在低剂量 Cd胁迫下升高，而在高剂量 Cd作用
下则下降，表明膜脂过氧化程度加剧，活性氧（ROS）
过量积累是 Cd伤害紫花苜蓿幼苗和其生物量下降
的主要原因[7]。

一氧化氮（NO）是一种新的植物生长调节信号分
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[8]及其对干旱胁迫[9]、热胁迫[10]、盐胁迫 [11]及
紫外辐射[12]等逆境的响应中起着重要的作用。已有研
究表明，NO也参与植物对各种重金属胁迫的信号应
答。硝普钠（Sodium nitro-prusside，SNP，一种外源 NO
供体）预处理能减轻 Cd、Pb 胁迫对羽扇豆（Lupinus
micranthus）根生长的抑制作用 [13]，缓解 Cd 胁迫对辣
椒（Capsicum annuum）和蚕豆（Vicia faba）等幼苗的伤
害 [14-15]，缓解 Cd 对水稻（Oryza sativa）的伤害 [16]，缓解
Mn 对甘菊（Matricaria chamomilla）的伤害 [17]，减少水
稻幼苗对 Cd 的积累 [18]，也参与调节 Cd 诱导绿藻
（Coccomyxa subellipsoidea）的生理和代谢变化 [19]。研
究表明，作为重要的信号分子，NO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，能够使

非生物胁迫条件下的植物生长发育免受 ROS 的伤
害，且其效应与植物细胞的生理条件及 NO处理浓度
有关。但 NO并非越多越好，过量的 NO与超氧阴离
子经过一系列反应最终产生过氧亚硝酸（HOONO），
HOONO具有很强的氧化性，能够损坏生物大分子，
对植物体产生毒性，所以植物体内 ROS和 NO含量

的关系对植物的正常生存非常重要[20]。
鉴于外源 NO对 Cd胁迫下紫花苜蓿幼苗生理特

性影响及 NO 缓解 Cd 胁迫伤害的机理还不十分清
楚，本研究以紫花苜蓿幼苗为材料，通过分析外源 NO
对 Cd 胁迫下紫花苜蓿幼苗叶、茎和根中膜脂过氧
化、抗氧化酶系统、渗透调节物质和 Cd含量的影响，
探讨 NO在植物重金属 Cd胁迫响应中的作用及其机
理，旨在分析外源 NO在缓解 Cd胁迫对紫花苜蓿幼
苗生长损害的机理和作用，为探索 Cd胁迫下紫花苜
蓿的损伤、诱发防卫机制及紫花苜蓿用于修复重金属

污染的土壤等方面提供一定的科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料和试剂
本实验选择‘甘农三号’紫花苜蓿种子（购自甘肃

省农业科学研究院）。NO供体 SNP（Na2[Fe（CN）5NO]·
2H2O）购自 Sigma公司，先用蒸馏水配成 1000 滋mol·
L-1的母液，4 益保存，使用时按 SNP浓度 0、50、100、
200、300、400、500、1000 滋mol·L-1稀释。Cd胁迫处理
用 CdCl2·2.5 H2O（国药试剂），其他试剂均为国产分
析纯。

1.2 实验设计
选取均匀饱满的紫花苜蓿种子，采用热水浸泡法

以提高种子发芽率，即将种子在 50~60 益蒸馏水中
浸泡 30 min，取出晾干后播种。将处理后的种子以蛭
石为栽培介质，种植于高度 15 cm、口径 20 cm的塑料
花盆中，共 45盆，在室外小型温棚中培养，用 1/2 浓
度 Hoagland忆s营养液每天浇灌。培养 20 d左右，选择
长势一致的幼苗将其全部小心地移植到高度 4 cm、
口径 3 cm的塑料网杯中，于 120 mm口径的玻璃培养
皿中用 1/2浓度 Hoagland忆s营养液培养，每个培养皿
放置 5个塑料小杯，每个小杯 10~15株幼苗，每天更
换营养液。2~3 d后将玻璃培养皿分成 9组，每组含 6
个玻璃培养皿，进行 Cd胁迫和 SNP处理。处理前首
先设一系列 CdCl2 和 SNP 浓度梯度，进行 1/2
Hoagland忆s营养液水培预处理紫花苜蓿幼苗 4 d，根
据幼苗的生长情况筛选出 0.5 mmol·L-1 CdCl2为 Cd
胁迫浓度，0~1000 滋mol·L-1为 SNP处理浓度。

以浇 10 mL Hoagland忆s营养液为对照（CK），共 9
个处理分别为：CK（SNP0+Cd0）、0 滋mol·L-1（SNP0+
Cd0.5）、50 滋mol·L -1（SNP50 +Cd0.5）、100 滋mol·L -1

（SNP100+Cd0.5）、200 滋mol·L-1（SNP200+Cd0.5）、300
滋mol·L -1（SNP300 +Cd0.5）、400 滋mol·L -1（SNP400 +
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Cd0.5）、500 滋mol·L-1（SNP500+Cd0.5）、1000 滋mol·L-1

（SNP1000+Cd0.5）。为了保证处理浓度的稳定性，处
理期间每 2 d更换 1次营养液。实验设 3次重复。水
培 5 d后，分别对叶、茎、根进行混合取样，测定相关
指标。

1.3 测定方法
1.3.1 粗酶液的制备

分别剪取各处理紫花苜蓿幼苗叶、茎和根 0.5 g
置于预冷的研钵中，加入 50 mmol·L-1 pH7.8的磷酸
缓冲液 5 mL（内含 2%聚乙烯吡咯烷酮）研磨匀浆，于
4 益、10 000 r·min-1离心 0.5 h，上清即为酶粗提液[21]。
1.3.2 超氧化物歧化酶（SOD）活性的测定

利用 SOD对氮蓝四唑（NBT）的光抑制作用来测
定[21]。在试管中分别加入不同体积的 0.05 mol·L-1磷
酸缓冲液（pH7.8）、0.13 mol·L-1 Met溶液、0.75 mmol·
L -1 NBT 溶液、0.1 mmol·L -1 EDTA-Na2 溶液、0.02
mmol·L-1核黄素溶液、粗酶液和蒸馏水，混匀后把其
中一支（对照管）遮光，与其他试管同时置于 4000 lx
的日光灯下反应 20 min，用黑布罩上各管终止反应。
然后以遮光的对照管作为空白调零，在 560 nm波长
下测定各管的吸光度。

1.3.3 过氧化物酶（POD）活性的测定
利用愈创木酚法测定[21]。取粗酶液 0.5 mL于试管

中，加入 0.05 mol·L-1磷酸缓冲液（pH7.8）1.5 mL，25
mmol·L-1 愈创木酚 0.5 mL，0.2 mol·L-1 H2O2 0.5 mL，
摇匀立即计时 3 min，每隔 1 min读数 1次，以 0.5 mL
0.05 mol·L-1磷酸缓冲液替代粗酶液 470 nm 波长下
调零。

1.3.4 抗坏血酸氧化酶（APX）活性的测定
利用紫外分光光度法测定[21]。取粗酶液 0.05 mL

于试管中，加入反应混合液 2.9 mL（含 50 mmol·L-1

Tris-HCl 缓冲液、0.1 mmol·L -1 EDTA、0.1 mmol·L -1

H2O2，pH7.0），0.05 mL 30 mmol·L-1 AsA溶液（启动反
应），使用石英比色杯，用蒸馏水调零，在 290 nm波长
下测吸光度，每隔 0.5 min读数 1次，直至 3.5 min。
1.3.5 谷胱甘肽还原酶（GR）活性的测定

利用紫外分光光度法测定[21]。取粗酶液 0.2 mL于
试管中，加入反应混合液 2.65 mL（含 50 mmol·L-1

Tris -HCl 缓冲液、0.1 mmol·L -1 EDTA、5 mmol·L -1

MgCl2，pH7.5），0.1 mL 5 mmol·L-1 GSSG溶液，0.05 mL
3 mmol·L-1 NADPH溶液（启动反应），使用石英比色
杯，用蒸馏水调零，在 340 nm波长下测吸光度，每隔
0.5 min读数 1次，直至 3.5 min。

1.3.6 丙二醛含量（MDA）测定
利用硫代巴比妥酸法测定[22]。取粗酶液 1 mL于

试管中，加入 0.5%硫代巴比妥酸 2 mL混匀，沸水浴
20 min后立即放于冰水浴中，冷却后 3000 r·min-1离
心 10 min，于 532、600、450 nm 比色，以 0.5%硫代巴
比妥酸为空白。

1.3.7 相对电导率（REC）测定
利用电导率仪法测定 [23]。称取叶、茎和根鲜样

0.15 g，置于含 15 mL蒸馏水（测定本电导率为 R0）的具
塞试管中，并让材料完全浸在水中（室温 180 r·min-1

振荡 24 h叶片完全沉浸），用电导率仪测定电导率
R1；然后将试管转入沸水浴中煮沸 15 min（放入盛有
热水的烧杯中加热 1 h左右），冷却至 25 益后再次测
定电导率 R2。
1.3.8 可溶性蛋白（SP）测定

利用紫外分光光度法测定[23]。分别称取叶、茎和
根 0.2 g，用 5 mL蒸馏水或缓冲液研磨成匀浆，3000
r·min-1离心 10 min，取上清液 1.0 mL，根据蛋白质浓
度，用 0.1 mol·L-1 pH7.0磷酸缓冲液适当稀释后，测
定 280、260 nm波长处吸光度，以 pH7.0磷酸缓冲液
为空白调零。

1.3.9 脯氨酸（Pro）测定
利用酸性茚三酮比色法测定[23]。分别称取叶、茎

和根 0.2 g，剪碎，加 8 mL 3%的磺基水杨酸在沸水浴
中提取 10 min，冷却后 4000 r·min-1离心 10 min，吸取
2 mL上清液于另一干净的带玻璃球塞试管中，再加
入 2 mL蒸馏水，2 mL冰醋酸及 4 mL酸性茚三酮试
剂，在沸水浴中加热 60 min，冷却后加入 5 mL甲苯，
摇荡 0.5 min充分混合、避光静置充分分层（4 h），轻
轻吸取上层脯氨酸红色甲苯溶液于 520 nm波长处测
吸光度，以甲苯为空白对照。

1.3.10 类胡萝卜素（Car）测定
利用紫外分光光度法测定[23]。分别称取叶和茎

0.2 g，加少量石英砂和碳酸钙粉及 2 mL 95%乙醇，研
磨至组织匀浆变白，再用 6 mL乙醇分 3次洗入 10
mL离心管中，静止 3~5 min，4000 r·min-1离心 10 min，
上清液转入 25 mL棕色容量瓶中用 95%的乙醇定容，
测定 665、649、470 nm波长处吸光度，以 95%乙醇为
空白对照。

1.3.11 过氧化氢（H2O2）测定
利用硫代巴比妥酸法测定[24]。分别称取叶、茎和

根 0.5 g，加 6 mL 4 益下预冷的丙酮和少许石英砂研
磨成匀浆，3000 r·min-1离心 10 min，用移液管吸取样
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品上清液 1 mL，分别加入 0.1 mL 5%的硫酸钛和 0.2
mL浓氨水，待沉淀形成后 3000 r·min-1离心 10 min，
沉淀用丙酮反复洗涤 3~5次，直到去除植物色素，向
洗涤后的沉淀中加入 5 mL 2 mol·L-1的硫酸，待沉淀
完全溶解后，转入 10 mL容量瓶中定容，于 415 nm波
长处测吸光度。

1.3.12 超氧阴离子（O-2·）测定

利用羟胺氧化法测定[25]。分别称取叶、茎和根 0.2
g，加入 3 mL 65 mmol·L-1磷酸钾缓冲液（pH7.18）及
少许石英砂研磨成匀浆，10 000 r·min-1离心 15 min，
取上清液并定容至 3 mL，此液即为植物 O-2·提取液。

分别取 65 mmol·L-1磷酸钾缓冲液 0.15 mL加入试验
组、对照组和空白调零组，其中试验组和空白调零组

均加入 10 mmol·L-1 盐酸羟胺 0.11 mL（对照组用
0.11 mL蒸馏水取代），摇匀，25 益水浴加热 10 min，
向试验组和对照组分别加入上清液 0.15 mL（空白调
零组用 0.15 mL 65 mmol·L-1磷酸钾缓冲液取代），摇
匀，25 益水浴 20 min，分别加入 58 mmol·L-1磺胺 1
mL，摇匀，再加入 7 mmol·L-1 A-萘胺 1 mL，摇匀，25
益 水浴 20 min，加入等体积（3 mL）色素萃取液三氯
甲烷，并于 10 000 r·min-1离心 3 min，取粉红色水相
（上层）测得 530 nm波长下吸光度。
1.3.13 植株 Cd含量测定

植物样品采用硝酸-高氯酸消煮，用美国 Nicolet
公司的 220型火焰原子吸收分光光度计测定[26]。
1.4 数据分析

采用 Excel 2007进行数据处理和图表绘制，采用
3次重复的平均值依标准偏差表示。用 SPSS 19.0软件
进行单因素方差分析、多重比较（LSD最小显著差数
法）、相关性和逐步回归分析。

2 结果与分析

2.1 外源 NO对镉胁迫下紫花苜蓿幼苗膜脂过氧化的
影响

植物细胞遭受逆境后，其选择透过性就会改变或

丧失，细胞内物质大量外渗，从而引起组织浸泡液的

电导率变化，通过测定外渗电导率的变化，就可以反

映出膜的伤害程度。Cd胁迫下，紫花苜蓿幼苗叶和根
中 REC较对照显著升高（P<0.05），表明 Cd胁迫使叶
和根细胞膜受到严重伤害。1000、500、400 滋mol·L-1

SNP处理分别使 Cd胁迫下叶、茎和根中 REC显著降
低并达到最低值（P<0.05），表明 SNP可以在一定程度
上缓解 Cd胁迫对细胞膜造成的伤害（图 1 A）。

MDA是膜脂过氧化的最终分解产物，是植物细
胞膜质过氧化程度的体现，其含量高说明植物细胞膜

脂过氧化程度高，细胞膜受到的伤害严重[27]。Cd胁迫
下，叶、茎、根中 MDA含量均显著升高（P<0.05），表明
Cd胁迫使叶、茎、根细胞发生了膜脂过氧化。不同浓
度 SNP 处理均能降低 MDA 含量，其中 300、200
滋mol·L-1处理分别使叶和茎中的 MDA含量最低（P<
0.05），低浓度 SNP处理使根中 MDA含量显著降低
（P<0.05），而高浓度 SNP 处理使 MDA 含量有所升
高，但总体没有超过 Cd胁迫而未施 SNP处理的程
度，表明 SNP可以在一定程度上缓解由 Cd胁迫引起
的膜脂过氧化（图 1 B）。

同样地，Cd胁迫下，紫花苜蓿幼苗叶、茎和根中
O-2·含量显著升高（P<0.05），根中 H2O2含量显著升高
（P<0.05）。300 滋mol·L-1 SNP 处理使叶和根中、400
滋mol·L-1 SNP 处理使茎中 O -2·含量降至最低（P<
0.05），500 滋mol·L-1 SNP处理使叶和茎中 H2O2 含量
最低（P<0.05），低浓度 SNP处理使根中 H2O2含量显
著降低。虽然高浓度 SNP处理使根中 H2O2含量有所
升高，但总体没有超过 Cd胁迫而未施 SNP处理的程
度（图 1 C、图 1D），300 滋mol·L-1处理使根中 H2O2含
量最低（P<0.05）。这表明重金属 Cd胁迫致使紫花苜
蓿幼苗体内 O-2·和 H2O2等活性氧含量上升，导致并
加剧了细胞膜脂过氧化；膜脂过氧化导致 MDA的积
累和细胞电解质外渗，从而使植物器官的 REC升高。
而一定浓度的 SNP处理能在一定程度上降低 Cd 胁
迫下紫花苜蓿幼苗体内 O -2·和 H2O2 含量，相应地
MDA含量和 REC降低，缓解了活性氧引起的细胞膜
脂过氧化，减轻了细胞膜受伤害程度。

2.2 外源 NO对镉胁迫下紫花苜蓿幼苗抗氧化酶活性
的影响

植物在重金属胁迫下，会发生膜脂过氧化，为缓

解和防御膜脂过氧化，植物体内的抗氧化酶系统被启

动，以清除活性氧，保证自身内环境平衡。SOD是生物
体内 O -2·的清除剂，SOD 清除 O -2·的同时会产生
H2O2，而 POD主要酶促 H2O2降解成 H2O，从而减少有
害物质对细胞的损伤[14]。APX也是清除H2O2的主要酶
类，它可以催化 H2O2还原为 H2O[7]。GR利用还原型辅
酶域（NADPH）的电子将氧化型谷胱甘肽（GSSG）还原
为还原型谷胱甘肽（GSH），使细胞内 GSH 保持在还
原状态，在维持 AsA-GSH循环的有效运行及氧化胁
迫的响应中具有重要作用[7]。

与 CK相比，Cd 胁迫使紫花苜蓿幼苗叶和茎中
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图 1 外源 NO对 Cd胁迫下紫花苜蓿幼苗叶、茎、根中相对电导率和 MDA、O-2·、H2O2含量的影响
Figure 1 Effects of NO on REC，MDA，O-2·and H2O2 in leaves，stems and roots of alfalfa seedlings under Cd stress

图中不同小写字母表示各处理间差异显著（P<0.05）。下同
Different letters indicate significant differences between different treatments（P约0.05）. The same below.

SOD活性分别增强了 4.28%和 11.23%（P<0.05）。SNP
处理对叶中 SOD 活性影响不显著（P>0.05），低浓度
SNP处理使茎和根中 SOD活性增强，100 滋mol·L-1处
理使茎和根中 SOD 活性达到最高（P<0.05），而高浓
度 SNP处理则降低了 SOD活性（图 2 A）。相似地，Cd
胁迫使紫花苜蓿叶中 POD 活性增强了 17.01%（P<
0.05）。不同浓度 SNP处理均能增强 Cd胁迫下紫花苜
蓿幼苗 POD活性（图 2 B），其中 100 滋mol·L-1处理使
叶中、400 滋mol·L-1处理使茎和根中 POD活性达到最
高（P<0.05）。Cd胁迫下，叶、茎和根中 APX活性均增
强，其中根中增强了 56.25%（P<0.05）。不同浓度 SNP
处理均能增强 Cd胁迫下紫花苜蓿幼苗 APX活性（图
2 C），其中 50 滋mol·L-1处理使叶、茎和根中 APX 活
性均达到最高（P<0.05）。Cd胁迫下，茎中 GR活性增
强了 13.07%（P<0.05），根中则降低了 12.94%（P<
0.05）。不同浓度 SNP处理也能增强 Cd胁迫下紫花苜
蓿幼苗 GR活性，其中，100 滋mol·L-1处理使叶和茎
中、500 滋mol·L-1处理使根中（P<0.05）GR活性分别
达到最高（图 2 D）。以上结果表明外施 NO供体 SNP
能够显著提高植株 SOD、POD、APX和 GR活性，增强
了其对 O-2·和 H2O2的清除能力，在清除 H2O2的过程

中，POD和 APX与 SOD协同作用，共同保护植物不
受过多活性氧的伤害。

2.3 外源 NO对镉胁迫下紫花苜蓿幼苗渗透调节物质
含量的影响

植物体内清除活性氧、保护细胞的系统除 SOD、
POD、APX、GR等抗氧化酶外，还有 Pro、SP和 Car等
渗透调节物质。Pro在稳定生物大分子结构、降低细胞
酸性、解除氨毒以及作为能量库调节细胞氧化还原势

等方面起重要作用，Car则可以清除逆境或衰老过程
中累积的自由基、活性氧[15]。Cd胁迫引起了叶、茎和
根中 Pro含量的显著增加（P<0.05）。低浓度 SNP处理
后进一步促进了 Pro 的积累（图 3 A），其中，400
滋mol·L-1处理使叶和根中、100 滋mol·L-1处理使茎中
Pro含量达到最大值（P<0.05）。

与 Pro类似，Cd胁迫引起了叶、茎中 SP含量和
叶中 Car含量的显著增加（P<0.05），不同浓度 SNP均
能提高 Cd 胁迫下紫花苜蓿幼苗 SP 和 Car 含量，其
中，400 滋mol·L-1处理使叶中、50 滋mol·L-1处理使根
中 SP（图 3B）含量分别达到最高（P<0.05），200、300
滋mol·L-1 处理使叶和茎中Car（图 3C）含量最高（P<
0.05）。由此可以看出 SNP对 Cd胁迫的缓解作用是显

CK 0+Cd 50+Cd 100+Cd 400+Cd 500+Cd300+Cd200+Cd 1000+Cd

c
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图 3 外源 NO对 Cd胁迫下紫花苜蓿幼苗叶、茎、根中脯氨酸、可溶性蛋白、类胡萝卜素含量的影响
Figure 3 Effects of NO on content of proline，soluble protein and carotenoid in leaves，stems and roots of alfalfa seedlings under Cd stress
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图 2 外源 NO对 Cd胁迫下紫花苜蓿幼苗叶、茎、根中 SOD、POD、APX、GR活性的影响
Figure 2 Effects of NO on activities of SOD，POD，APX and GR in leaves，stems and roots of alfalfa seedlings under Cd stress
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著的。

2.4 外源 NO对镉胁迫下紫花苜蓿幼苗重金属镉含量
的影响

Cd胁迫下，紫花苜蓿幼苗叶、茎和根中 Cd含量
显著增加（P<0.05），与 CK 相比分别增加了 4755%、
5596%和 1158 %。不同浓度 SNP均能降低 Cd胁迫下
紫花苜蓿幼苗 Cd 含量，呈现低浓度降低，高浓度升
高的趋势，但总体没有超过 Cd胁迫而未施 SNP处理
下的 Cd含量。其中，200 滋mol·L-1处理使叶和茎中、
100 滋mol·L-1处理使根中 Cd含量最低（P<0.05），与
Cd 胁迫而未施 SNP 处理相比分别降低了 86.56%、
93.50%和 11.46%（图 4）。

2.5 外源 NO与镉胁迫下紫花苜蓿幼苗活性氧代谢和
镉积累的相关性及逐步回归分析

叶中 Cd 含量与 H2O2和 O -2·极显著正相关（P<
0.001），表明 Cd 的积累导致了活性氧的产生；与
POD、APX、GR、SOD正相关，表明 Cd的积累诱导了
抗氧化酶系统以清除活性氧；与渗透调解物质 Pro、
SP负相关，与 Car极显著负相关（P<0.001），表明渗透
调解物质的形成减少了 Cd的积累；与 SNP负相关，
表明外源 NO 能减缓 Cd 的积累。而 SNP 与 MDA、
H2O2、O-2·负相关，与 REC极显著负相关（P<0.01），与
SP、Car、POD正相关，表明 SNP能通过增强抗氧化酶
活性和增加渗透调解物质的含量来减少活性氧的形

成，缓解 Cd胁迫对叶片的膜脂过氧化损伤，并减少
Cd在叶中的积累。逐步回归分析结果如下：

Y=116.444-187.345X1-0.205X2+13.361X3+4.509X4
其中 Y 为 Cd 含量，X1 为 Car，X2 为 Pro，X3 为

POD，X4为 O-2·。相关性分析结果相同（表 1）。
茎中 Cd含量与活性氧产生、渗透调解物质、抗

氧化酶及 SNP的相关性均不显著（P>0.05）。根中与叶
中相似，逐步回归分析的结果为：

Y=889.147-37.542X1+6.373X2
其中 Y 为 Cd含量，X1为 SOD，X2为 O-2·。逐步回

归分析结果与相关性分析结果相同，表明 Cd 的积
累导致了 O-2·的产生，诱导了 SOD活性的增强以清除
O-2·，缓解 Cd胁迫对根的膜脂过氧化损伤，并减少 Cd
在根中的积累（表 1）。
3 讨论

Cd胁迫下，Cd2+进入植物细胞后能够结合酶活性
中心或蛋白巯基，取代蛋白反应中心的 Ca2+、Mg2+、Fe2+

等必需金属，向细胞中释放自由离子，引起氧化胁迫

和膜脂过氧化，导致膜结构的损伤[27]。Cd也能刺激脂
氧合酶和 NADPH氧化酶活性升高，使细胞内 O-2·和
H2O2等活性氧生成增加，从而导致细胞内活性氧水
平升高。低浓度 Cd胁迫下植物体内 SOD、APX、CAT
等抗氧化酶活性均受到抑制，但随着胁迫时间延长，

这些抗氧化酶活性又逐渐恢复甚至升高。H2O2作为
信号分子，其积累也能够诱导 CAT和 APX基因的表
达，激活细胞的抗氧化系统，如芦苇（Phragmites aus原
tralis）在 Cd胁迫时叶片 SOD活性随 Cd浓度的增加
而增强 [28]，观光木（Michelia odora）在 Cd 胁迫时 POD
活性随着 Cd浓度的增加而增强[29]。本研究中 Cd胁迫
下紫花苜蓿叶、茎、根部位 REC变化大，MDA、H2O2
含量和 O -2·产生速率都显著增加，Cd 含量同样显著
增加，与尹国丽等[7]的研究结果一致，说明 Cd胁迫使
紫花苜蓿叶、茎、根细胞膜系统发生了膜脂过氧化。但

是，Cd胁迫下生成的 O-2·和 H2O2等活性氧作为信号
分子，其积累能够诱导 CAT和 APX基因的表达，激
活细胞的抗氧化系统。本研究中，Cd 胁迫下 SOD、
POD、APX和 GR等抗氧化酶的活性增强，Pro、SP和
Car等渗透调解物质的含量均增加，说明紫花苜蓿通
过增强抗氧化酶活性，提高渗透调节物质含量来缓解

Cd胁迫引起的膜脂过氧化，降低 MDA含量和 REC，
从而能较好地维持细胞膜的稳定性，提高对 Cd胁迫
的抗性。相关性和逐步回归分析的结果进一步证实了

这一研究结果。

已有研究表明，NO可以很快消除由胁迫引起的
超氧阴离子以及脂质自由基，使对植物产生损害作用

的 ROS过程减缓，进而促使抗氧化系统迅速启动，如
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图 4 外源 NO对 Cd胁迫下紫花苜蓿幼苗叶、茎、根中
Cd含量的影响

Figure 4 Effects of NO on Cd content in leaves，stems and roots of
alfalfa seedlings under Cd stress
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25、100 滋mol·L-1 SNP诱导 Pb 胁迫下小麦幼苗叶中
CAT活性增强[30]，100 滋mol·L-1 SNP处理明显缓解了
Pb胁迫对玉米幼苗生长的抑制作用，促进了幼苗 Pro
和 SP含量的积累[31]。本研究中，Cd处理诱导了茎和
根中 SOD、叶中 POD、叶和茎中 GR 及叶、茎、根中
APX 活性和 Pro、SP、Car 等渗透调解物质含量的提

高，表明 SOD、POD、APX、GR及Pro、SP、Car对 Cd胁
迫导致的紫花苜蓿活性氧伤害具有保护作用。而施加

SNP后，进一步提高了茎和根中 SOD及叶、茎、根中
POD、APX和 GR活性，Pro、SP、Car含量也显著提高，
表明 SNP释放的 NO作为信号分子，一方面能够调节
ROS 代谢进而清除 O -2·，阻断 ROS 参与的伤害效

表 1 外源 NO与镉胁迫下紫花苜蓿幼苗活性氧代谢和镉积累的相关性
Table 1 Pearson correlation coefficients between NO and active oxygen metabolism and Cd accumulation of alfalfa seedlings under Cd stress

SNP MDA REC O-2· H2O2 Pro SP Car POD APX GR SOD
MDA 叶 -0.110

茎 -0.333
根 0.055

REC 叶 -0.854** -0.291
茎 -0.029 0.006
根 -0.860** -0.222

O-2· 叶 -0.302 0.780* -0.111
茎 -0.311 0.322 -0.253
根 -0.519 0.446 0.245

H2O2 叶 -0.424 0.631 -0.014 0.859**
茎 0.104 -0.048 -0.159 0.528
根 0.373 0.559 -0.644 0.510

Pro 叶 -0.103 0.236 0.018 0.058 -0.114
茎 0.263 0.567 0.143 -0.364 -0.330
根 0.344 -0.340 -0.471 0.083 0.398

SP 叶 0.183 -0.362 0.064 -0.278 -0.638 0.491
茎 0.033 0.163 -0.492 -0.011 0.334 -0.197
根 0.344 -0.340 -0.471 0.083 0.398 0.344

Car 叶 0.616 -0.467 -0.14 -0.685* -0.787* -0.102 0.411
茎 0.564 -0.779* 0.200 -0.162 0.047 -0.336 -0.346
根

POD 叶 0.087 0.022 -0.094 0.221 0.112 0.127 -0.021 -0.162
茎 0.652 -0.180 -0.191 -0.627 0.068 0.441 0.319 -0.008
根 0.224 -0.369 -0.259 0.047 0.134 0.795 -0.152

APX 叶 -0.443 0.169 0.278 0.099 0.382 -0.602 -0.802** -0.429 -0.140
茎 -0.643 0.154 -0.088 0.043 0.009 -0.247 0.307 -0.173 -0.446
根 -0.280 -0.375 0.232 0.285 -0.162 -0.036 0.641 0.131

GR 叶 -0.676 0.509 0.379 0.631 0.614 0.112 -0.390 -0.762* 0.501 .464
茎 0.334 -0.255 0.255 -0.108 -0.099 0.112 -0.467 0.091 0.312 -0.900**
根 0.696 0.036 -0.884** -0.247 0.433 0.474 -0.178 0.483 0.060

SOD 叶 -0.462 0.199 0.260 0.269 0.054 0.327 0.236 -0.586 0.298 0.139 0.643
茎 -0.854** 0.658 0.278 0.138 -0.172 0.211 -0.077 -0.706 -0.466 0.562 -0.329
根 -0.890** -0.219 0.911* 0.395 -0.395 -0.282 0.379 -0.281 0.146 -0.894**

Cd 叶 -0.353 0.544 -0.105 0.831** 0.876*** -0.112 -0.50 -0.897*** 0.372 0.383 0.734* 0.414
茎 0.115 0.594 -0.297 0.610 0.504 0.044 0.545 -0.428 0.000 -0.172 -0.091 -0.018
根 0..633 0.460 -0.731* -0.163 0.356 -0.037 -0.215 0.065 0.049 0.788* -0.889**

注：*表示不同指标间相关性显著（P<0.05），**表示不同指标间相关性较显著（P<0.01），***表示不同指标间相关性极显著（P<0.001）。
Note：*，**，and *** indicate significance at P<0.05，P<0.01，and P<0.001，respectively.
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应 [32]；另一方面 NO能诱导防御基因的表达，增强抗
氧化酶的活性，增加 Pro、SP及 Car含量，可以在一定
程度上直接清除 Cd胁迫产生的活性氧，阻止其在紫
花苜蓿体内的积累[33-34]。

不同浓度的 SNP对紫花苜蓿叶、茎和根中抗氧
化酶的影响不尽相同，如 100 滋mol·L-1 SNP处理显
著增强幼苗 SOD活性，显著增强叶和茎中 GR活性，
而显著降低根中 GR 活性等。与本研究结果类似，
Kopyra等[13]研究表明，用外源 NO预处理 1 d可显著
提高 Cd胁迫下羽扇豆根尖 CAT和 SOD活性，而王
松华等[35]的研究结果则表明外源 NO能够提高 Cd胁
迫下绿豆幼苗根尖 APX和 SOD活性，降低 POD活
性。这种差异可能与 Cd胁迫过程中 SOD、POD、APX
和 GR在膜脂过氧化过程中所起的作用不同有关，也
可能与 NO在信号传导过程中不同的酶所在的位置
有关。现已知道，NO可通过直接与 CAT、APX、POD
等抗氧化酶类中血红素铁结合来调节它们的活性，也

可作为信号分子通过 cGMP途径或与信号分子 H2O2、
SA协同作用等多种途径对抗氧化酶类进行调节[14]。

外源 NO 浓度过高对生物体也具有毒害作用，
NO对植物体的生理生化代谢具有双重性影响，低浓
度（0.05、0.1、0.2 mmol·L-1）SNP处理能降低小麦叶片
中 H2O2和 MDA 含量，而高浓度（0.5 mmol·L-1）SNP
处理则增加其含量，低浓度（0.2、0.5 mmol·L-1）SNP能
促进杨树叶片的光合作用，高浓度（1.2 mmol·L-1）SNP
则明显抑制其光合作用[36]。本研究结果表明，低浓度
NO（50、100、200、300、400 滋mol·L-1）处理能缓解 Cd
胁迫诱导的氧化损伤对紫花苜蓿细胞膜造成的伤害；

高浓度 NO（500、1000 滋mol·L-1）处理则无缓解作用，
甚至与 Cd共同诱导氧化损伤，证明了 NO对植物作
用的双重性。NO对 Cd胁迫的抗逆性是一个复杂的
过程，与很多生理生化过程和信号传递都有关系。所

以，利用生物化学、基因工程等手段准确探明 NO在
紫花苜蓿抗逆性过程中的机理，是需要进一步研究的

课题。

前期研究中，对外源 NO在减缓重金属胁迫对植
物危害方面的研究较少，而关于重金属胁迫下植物对

外源 NO响应的研究也鲜见报道。本试验中，Cd胁迫
既导致了紫花苜蓿叶中活性氧的产生，也诱导了抗氧

化酶系统清除活性氧，增加了渗透调解物质 Pro 和
SP，特别是 Car的形成，同时 Cd 的积累与 SNP负相
关，表明外源 NO能减缓 Cd的积累，而 SNP与 MDA、
H2O2和 O-2·负相关，特别是与 REC极显著负相关，与

SP、Car、POD正相关，表明 SNP能通过增强抗氧化酶
活性和增加渗透调解物质的含量来减少活性氧的形

成，缓解 Cd胁迫对叶片的膜脂过氧化损伤，并减少
Cd 在叶中的积累。逐步回归分析的结果表明 Car、
Pro、POD和 O-2·是影响叶中 Cd含量的主要因素。同
样，逐步回归分析的结果表明 SOD和 O-2·是影响根

中 Cd含量的主要因素。但由于根是 Cd最先接触和
被吸收的部位，只有低浓度（50 滋mol·L-1）的 SNP 处
理降低了根中 Cd含量，其余浓度 SNP均显著增加了
根中 Cd含量。这与冉烈等[37]和 Xiong 等[8]的研究一
致，表明作为植物信号分子的 NO，浓度过高或过低都
不能使信号物质起作用，只有适宜的浓度才能起到最

佳的生物学效应，但与张义凯等 [38]的研究结果不一
致，具体原因有待从分子水平上进一步研究。

4 结论

100 滋mol·L-1 SNP降低 Cd胁迫下紫花苜蓿幼苗
叶片和茎 REC、MDA含量、O-2·产生速率，增加抗氧化

酶活性和渗透调节物质的含量，降低 Cd积累量；400
滋mol·L-1 SNP可以降低 Cd胁迫下紫花苜蓿幼苗根中
REC、MDA含量和 O-2·产生速率，增加抗氧化酶活性

和渗透调节物质的含量，降低 Cd积累量。Cd胁迫下
一定浓度的外源 SNP处理可以有效提高紫花苜蓿对
Cd的耐受性，使 Cd对紫花苜蓿的毒害得到一定程度
的缓解。
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