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镉胁迫下紫花苜蓿幼苗内源一氧化氮和活性氧的生成
蘧苗苗ꎬ 陈银萍∗ꎬ 苏向楠ꎬ ＮＧＡＢＩＲＥ Ｍａｕｒｉｃｅꎬ 杨　 波ꎬ

柯昀琪ꎬ ＭＵＫＵＮＤＷＡ Ａｎｎｅ Ｍａｒｉｅ
( 兰州交通大学 环境与市政工程学院ꎬ 兰州 ７３００７０ )

摘　 要: 以“甘农三号”紫花苜蓿幼苗为材料ꎬ在水培条件下ꎬ研究了不同浓度镉(Ｃｄ)胁迫下紫花苜蓿根、茎
和叶内源一氧化氮(ＮＯ)和活性氧(ＲＯＳ)的生成机制以及根系活力的变化ꎮ 结果表明:在 ０~ ２.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１范

围内ꎬ随着 Ｃｄ 浓度的增加ꎬ幼苗内 ＮＯ 含量呈现先升高后降低的趋势ꎬ最后可维持在略高或持平于对照的水

平ꎮ 幼苗内一氧化氮合成酶(ＮＯＳ)活性、硝酸还原酶(ＮＲ)活性、亚硝酸根离子(ＮＯ２
－ )含量和类胡萝卜素

(Ｃａｒ)含量的变化与 ＮＯ 含量变化规律相似却又不全相同ꎮ ＮＯＳ 和 ＮＲ 是影响幼苗茎中 ＮＯ 含量的主要因素ꎬ
ＮＯＳ、ＮＯ２

－和 ＮＲ 则是影响叶中 ＮＯ 含量的主要因素ꎬ而根中 ＮＯ 含量主要与 ＮＯＳ 活性和 ＮＯ２
－含量有较大相

关性ꎮ 随着 Ｃｄ 浓度的增加ꎬ幼苗内过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)含量、丙二醛(ＭＤＡ)含量、超氧阴离子(Ｏ－
２􀅰)含量和相对

电导率(ＲＥＣ)呈现显著升高趋势ꎬ说明高浓度的 Ｃｄ 处理会使 ＲＯＳ 大量积累ꎬ细胞膜遭破坏ꎬ细胞质外流ꎬ进
而引发膜脂过氧化ꎮ 随着 Ｃｄ 浓度的增加ꎬ紫花苜蓿根系活力的变化为先升高后降低ꎬ指示了低浓度 Ｃｄ 处理

会促进植物代谢ꎬ增强其生命力ꎻ而高浓度 Ｃｄ 会致使植株代谢受抑制ꎬ细胞受损害ꎮ ＮＯ 和 ＲＯＳ 的相关性不

大ꎬ说明二者虽同为自由基ꎬ但它们产生和变化方式大有差别ꎮ
关键词: 镉胁迫ꎬ 紫花苜蓿ꎬ 一氧化氮ꎬ 活性氧
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　 　 重金属由于其毒性大、难清除和可生物积累而

受到广泛关注 ( Ｎａｔｈ ｅｔ ａｌꎬ ２０１３ꎻ Ｃｈａｕｄｈｕｒｉ ｅｔ ａｌꎬ
２０１４)ꎮ 特别是近年来ꎬ随着全球人口快速膨胀、工
农业生产迅速发展ꎬ重金属大量排放ꎬ从而严重影响

了人类环境与社会可持续发展(Ｘｕ ｅｔ ａｌꎬ２０１４)ꎮ 据

环保部与国土资源部联合公布的全国土壤污染公报

显示ꎬ全国土壤点位超标率高达 １６.１％ꎬ其中以 Ｃｄ
污染最为严重ꎬ样点超标率达到 ７.０％ꎬ形势十分严

峻(全国土壤污染状况调查公报ꎬ２０１４)ꎮ Ｃｄ 在植

物体内积累会刺激或抑制酶活性ꎬ影响组织蛋白质

合成ꎬ抑制植物细胞分裂和伸长(廖柏寒等ꎬ２０１０)ꎻ
抑制植物对水分的吸收和运输ꎬ抑制光合作用和呼

吸作用ꎬ伤害细胞膜系统ꎬ阻碍植物生长(崔秀敏

等ꎬ２０１１)ꎻ并通过食物链在人体内累积危害人的健

康(Ａｇｒａｗａｌ ＆ Ｍｉｓｈｒａꎬ２００９)ꎮ 因此ꎬ研究 Ｃｄ 污染对

植物生长发育的影响有重要意义ꎮ
一氧化氮(ＮＯ)是生物体重要的信号分子ꎬ广

泛参与植物生长发育以及调节各种生理过程(吴雁

斌等ꎬ２０１０)ꎬ在植物对盐胁迫(刘建新等ꎬ２０１０)、渗
透胁迫(刘建新等ꎬ２０１３)、干旱胁迫(Ａｒａｓｉｍｏｗｉｃｚ－
Ｊｅｌｏｎｅｋ ｅｔ ａｌꎬ２００９)及紫外辐射(Ａｎ ｅｔ ａｌꎬ２００５)等逆

境的响应中起着重要的作用ꎮ 研究表明ꎬ低浓度的

ＮＯ 可作为抗氧化剂对植物产生保护效应(陈银萍

等ꎬ２０１０)ꎻ而高浓度 ＮＯ 则与 Ｏ－
２􀅰相互作用最终形

成的物质过氧亚硝酸(ＨＯＯＮＯ)ꎬ由于其强氧化性

而对生物大分子的结构与功能造成破坏ꎬ对生命体

产生毒害作用(陈银萍等ꎬ２０１２)ꎮ 可见植物体内活

性氧(Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)和 ＮＯ 含量的关

系 对 植 物 的 正 常 生 存 非 常 重 要 ( Ｓａｘｅｎａ ＆
Ｓｈｅｋｈａｗａｔꎬ２０１３)ꎮ 同时ꎬ认识植物适应环境胁迫的

机理还需要了解胁迫下内源 ＮＯ 的变化规律ꎬ而由

于受到检测技术的限制ꎬ这方面的报道并不普遍

(Ａｒａｓｉｍｏｗｉｃｚ ＆ Ｆｌｏｒｙｓｚａｋ－Ｗｉｅｃｚｏｒｅｋꎬ２００７)ꎮ
苜蓿是世界范围内普遍种植的牧草植物ꎬ已有

报道显示紫花苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａꎬａｌｆａｌｆａ)具有清

除土壤中高含量 Ｃｕ、Ｚｎ 等重金属的潜力(王文星

等ꎬ２００６ꎻ代惠萍等ꎬ２０１４)ꎬ是一种很有应用前景的

土壤修复植物(孙宁骁ꎬ２０１５)ꎬ而环境中的 Ｃｄ 会影

响紫花苜蓿的种子萌发、生长和幼苗的生理特性

(孙园园等ꎬ２０１４ꎻ孙宁骁等ꎬ２０１５)ꎮ 虽然已有研究

表明适当浓度的外源 ＮＯ 可以增加渗透调节物质含

量和调节抗氧化酶活性ꎬ缓解 Ｃｄ 胁迫对紫花苜蓿

幼苗的伤害(陈银萍等ꎬ２０１５)ꎬ但是目前关于 Ｃｄ 胁

迫下紫花苜蓿内源 ＮＯ 和 ＲＯＳ 的产生等报道却相

对较少ꎮ 基于上述认识ꎬ本研究以紫花苜蓿幼苗为

材料ꎬ在水培条件下研究不同浓度 Ｃｄ 处理后紫花

苜蓿幼苗根、茎和叶片内源 ＮＯ 和 ＲＯＳ 以及膜脂过

氧化作用变化的机制ꎬ旨在分析紫花苜蓿幼苗遭受

Ｃｄ 胁迫时的生理生态效应ꎬ以期为探索重金属 Ｃｄ
胁迫下紫花苜蓿的损伤、防卫机制的诱发等方面提

供一定的理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料与试剂

供试紫花苜蓿品种为甘农三号 (Ｍｅｄｉｃａｇｏ
Ｓａｔｉｖａ ｃｖ. Ｇａｎｎｏｎｇ Ｎｏ.３)ꎬ购自甘肃省农业科学研究

院ꎮ 测量 ＮＯ 含量和 ＮＯＳ 活性的 ＮＯ 试剂盒和 ＮＯＳ
试剂盒均购自南京建成生物工程研究所ꎮ ＣＤ 胁迫

处理用 ＣＤＣＬ２􀅰 ２.５ Ｈ２Ｏ(国药试剂)ꎬ其它试剂均

为国产分析纯ꎮ
１.２ 实验设计

选取均匀饱满的紫花苜蓿种子ꎬ在 ５０ ~ ６０ ℃蒸

馏水中浸泡 ３０ ｍｉｎꎬ取出晾干后播种以提高种子发

芽率ꎮ 将处理后的紫花苜蓿种子播种于含有 １ / ２ 浓

度 Ｈｏａｇｌａｎｄ’ｓ 营养液的水培盆内ꎬ共 ２４ 盆ꎬ每盆约

２００ 颗ꎬ每天更换营养液ꎬ置于室内植物培养架上进

行发芽生长 ３０ ｄ 左右ꎮ 待幼苗长至 ３~４ 片叶时ꎬ选
取长势一致的 ２１ 盆分成 ７ 组ꎬ每组 ３ 个平行ꎬ以
ＣｄＣｌ２模拟 Ｃｄ 胁迫ꎬ分别用含 ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ(ＣＫ)、
０.１２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ ( ０. １２５)、０. ２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ
(０.２５)、０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ(０.５)、１.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ
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(１.０)、１.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ(１. ５)、２. ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ
(２.０)的 １ / ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ’ｓ 营养液继续水培 ３ ｄ 后ꎬ分
别对根、茎和叶进行混合取样ꎬ鲜样测定 ＮＯ、ＮＯＳ、
ＮＲ、ＮＯ２

－、Ｃａｒ 和 ＲＥＣ、ＭＤＡ、Ｏ－
２􀅰、Ｈ２ Ｏ２ 以及根系

活力ꎮ
１.３ 测定方法

ＮＯ 含量的测定采用 ＮＯ 试剂盒法(张绪成和上

官周平ꎬ２００７)ꎻＮＯＳ 含量的测定采用 ＮＯＳ 试剂盒法

(刘涛等ꎬ２０１１)ꎻＮＲ 含量的测定采用 α－萘胺法(李
合生等ꎬ２００３)ꎻＮＯ２

－ 含量的测定采用磺胺比色法

(李合生等ꎬ２００３)ꎻＣａｒ 含量的测定采用紫外分光光

度计法(李合生等ꎬ２００３)ꎻＲＥＣ 的含量采用电导率

仪法测定(李合生等ꎬ２００３)ꎻＨ２Ｏ２含量的测定采用

紫外分光光度计法(张小莉等ꎬ２００９)ꎻＯ－
２􀅰产生速率

的测定采用羟胺氧化法 (李忠光和龚明ꎬ２００５)ꎻ
ＭＤＡ 含量采用硫代巴比妥酸方法测定(李合生等ꎬ
２００２)ꎻ根系活力采用氯化三苯基四氮唑法测定(李
合生等ꎬ２００２)ꎮ
１.４ 数据处理

采用 ＳＴＡＴＩＳＴＩＣＡ 和 ＥＸＣＥＬ 软件进行数据处

理和制图ꎮ 不同处理组间的比较用单因素方差分

析ꎬ多重比较采用 Ｄｕｎｃａｎ 新复方极差法(α＝ ０.０５)ꎬ
相关性分析用逐步回归分析法ꎮ

２　 结果与分析

２.１ Ｃｄ 胁迫下幼苗 ＮＯ 含量及 ＮＯ 的产生途径

２.１.１ 紫花苜蓿幼苗 ＮＯ 含量　 Ｃｄ 处理显著提高了

紫花苜蓿幼苗根、茎和叶的 ＮＯ 含量 (Ｐ < ０. ０５)ꎮ
０.５、１.０、０.２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理分别使幼苗根、茎和

叶中的 ＮＯ 含量达最大ꎬ与 ＣＫ 相比分别提高了

１４２.６３％、１４２.６３％、１１９.５３％(Ｐ<０.０５)ꎮ 随着 Ｃｄ 处

理浓度进一步增大ꎬ幼苗根、茎和叶中 ＮＯ 含量呈急

剧下降趋势ꎮ 其中ꎬ根和叶的 ＮＯ 含量在显著下降

之后仍能维持高于 ＣＫ 的水平(根:Ｐ<０.０５ꎻ叶:Ｐ>
０.０５)ꎻ而 ２.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理使茎中的 ＮＯ 含量

至最低ꎬ与 ＣＫ 相比下降了 ９.１０％(Ｐ<０.０５)ꎮ 总体

而言ꎬ同浓度 Ｃｄ 处理下ꎬ幼苗中 ＮＯ 含量为叶>茎>
根ꎬ唯 １.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理时为茎>叶>根(图 １)ꎮ
２.１.２ 紫花苜蓿幼苗 ＮＯ 的产生途径 　 ＮＯＳ 是催化

精氨酸形成 ＮＯ 的关键酶(邵小杰和杨洪强ꎬ２０１０)ꎮ
在不同浓度 Ｃｄ 处理下ꎬ紫花苜蓿幼苗根、茎和叶中

的 ＮＯＳ 活性总体呈先升高后降低的趋势(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 １　 Ｃｄ 胁迫对紫花苜蓿幼苗根、茎和叶中 ＮＯ 含量

的影响　 不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｄ ｏｎ ｔｈｅ ＮＯ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ａｌｆａｌｆａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

(ｍｅａｎ ± ＳＥ)　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(Ｐ <０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

其中ꎬ ０.２５、０.５ 和 ０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理分别使得

幼苗根、茎和叶中的 ＮＯＳ 活性达最高ꎬ相比 ＣＫ 分别

提高了 ４６. ６８％、１３７. ７８％和 １４９５. ９３％ (Ｐ < ０. ０５)ꎮ
相对地ꎬ ２.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理使得幼苗根和叶中

的 ＮＯＳ 活性至最低ꎬ相比 ＣＫ 分别降低了 ８１.４％和

２０.２６％(Ｐ<０.０５)ꎻ而 １.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理使茎中

的 ＮＯＳ 活性较最高值虽已显著降低ꎬ但仍比 ＣＫ 高

４２.１２％(Ｐ < ０. ０５)ꎮ 另外ꎬ低浓度 Ｃｄ 处理下幼苗

ＮＯＳ 活性为根 >茎 >叶ꎻ而高浓度 Ｃｄ 处理下幼苗

ＮＯＳ 活性为茎>根>叶(图 ２:Ａ)ꎮ
ＮＲ 能以ＮＡＤＨ 作为电子供体ꎬ催化ＮＯ２

－的单电

子还原合成 ＮＯ(田华等ꎬ２００９)ꎮ 在不同浓度 Ｃｄ 胁

迫下ꎬ紫花苜蓿幼苗的根、茎和叶中 ＮＲ 活性总体呈

先升高后降低的趋势ꎮ 其中ꎬ０.１２５、０.５ 和 ０.５ ｍｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１ Ｃｄ 处理分别使幼苗根、茎和叶中的 ＮＲ 活性达到

最高ꎬ相比 ＣＫ 分别提高了 ２４.４７％、３５.６４％和１４９.５３％
(Ｐ<０.０５)ꎮ 相对地ꎬ ２.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理使幼苗

根、茎和叶中的 ＮＲ 活性分别降至最低ꎬ相比 ＣＫ 分别

降低了 １０.６７％(Ｐ<０.０５)、２８.３０％(Ｐ<０.０５)和 ８.４４％
(Ｐ>０.０５)ꎮ 此外ꎬ紫花苜蓿幼苗 ＮＲ 活性为叶>茎>
根ꎻ同浓度 Ｃｄ 处理下ꎬ幼苗 ＮＲ 活性的变化幅度也是

叶>茎>根(图 ２:Ｂ)ꎮ
在酸性还原性条件下ꎬ植物组织中 ＮＯ２

－可通过

发生还原反应产生 ＮＯ(徐茂军ꎬ２００９)ꎮ 不同浓度

Ｃｄ 处理下ꎬ紫花苜蓿幼苗根、茎和叶中的 ＮＯ２
－含量

总体也是呈先增大后减小的趋势ꎮ 其中ꎬ ０.１２５、 ０.２５

５８４１１２ 期 蘧苗苗等: 镉胁迫下紫花苜蓿幼苗内源一氧化氮和活性氧的生成



图 ２　 Ｃｄ 胁迫对紫花苜蓿幼苗 ＮＯＳ 活性(Ａ)、ＮＲ 活性(Ｂ)、ＮＯ２
－含量(Ｃ)和 Ｃａｒ 含量(Ｄ)的影响

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｄ ｏｎ ＮＯＳ ａｃｔｉｖｉｔｙ (Ａ)ꎬＮＲ ａｃｔｉｖｉｔｙ (Ｂ)ꎬＮＯ２
－ ｃｏｎｔｅｎｔ (Ｃ) ａｎｄ Ｃａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ (Ｄ) ｉｎ ａｌｆａｌｆａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

和 ０.１２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理分别使得幼苗根、茎和

叶中的 ＮＯ２
－ 含量达最大ꎬ相比 ＣＫ 分别提高了

３６.１１％、１６.７７％和 ２２２.８１％(Ｐ<０.０５)ꎮ 相对地ꎬ １.５
和 ２.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理分别使得幼苗根和茎中的

ＮＯ２
－含量至最小ꎬ相比 ＣＫ 分别降低了 ６６. ６７％和

２４.０７％(Ｐ<０.０５)ꎻ而 ２.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理虽使得

幼苗叶中 ＮＯ２
－ 含量较最大值已显著降低ꎬ但仍比

ＣＫ 增加了 １９.３０％(Ｐ<０.０５)ꎮ 此外还可看出ꎬ幼苗

ＮＯ２
－含量为叶 >茎 >根ꎻ同浓度 Ｃｄ 处理下ꎬ幼苗

ＮＯ２
－含量的变化幅度为叶>根>茎(图 ２:Ｃ)ꎮ
光介导的 Ｃａｒ 可将 ＮＯ２转化成 ＮＯ(张洪艳等ꎬ

２００９)ꎮ Ｃｄ 处理使幼苗茎和叶中的 Ｃａｒ 含量发生了

显著变化(Ｐ<０.０５)ꎮ 其中ꎬ １.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理

使茎中 Ｃａｒ 含量达到最大ꎬ较 ＣＫ 增加了 ２９３.９４％
(Ｐ<０.０５)ꎻ而在 ２.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理下ꎬＣａｒ 含量

较最大值急剧降低ꎬ但仍比 ＣＫ 高 ９.０９％(Ｐ>０.０５)ꎮ
相似地ꎬ ０. ２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理显著提高了幼苗叶

中的 Ｃａｒ 含量ꎬ与 ＣＫ 相比增加了 １３. １７％ ( Ｐ <
０.０５)ꎻ但随着 Ｃｄ 处理浓度的进一步增大ꎬ叶中 Ｃａｒ
含量急剧下降ꎬ在 ２.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１时达到最低ꎬ相比

ＣＫ 降低了 ６２.５５％(Ｐ<０.０５)ꎮ 此外ꎬ紫花苜蓿幼苗

Ｃａｒ 含量总体为叶>茎ꎻ同浓度 Ｃｄ 处理下ꎬ幼苗 Ｃａｒ
含量的变化幅度则是茎>叶(图 ２:Ｄ)ꎮ
２.２ Ｃｄ 胁迫下幼苗根、茎和叶中 ＲＯＳ 的生成

Ｈ２Ｏ２是植物细胞代谢过程中产生的一种活性

氧ꎮ 不同浓度的 Ｃｄ 处理显著提高了紫花苜蓿幼苗

体内的 Ｈ２Ｏ２含量(Ｐ<０.０５)ꎮ 其中ꎬ ２.０、０.５ 和 １.０
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理使幼苗根、茎和叶中的 Ｈ２Ｏ２含量

分别达到了最大值ꎬ相比 ＣＫ 分别增加了 １３９.１３％、
１２１.２１％和 １２２.２２％(Ｐ<０.０５)(图 ３:Ａ)ꎮ

ＭＤＡ 是植物膜脂过氧化的主要产物ꎬ其含量直

接反映细胞损伤程度(刘周莉等ꎬ２００９)ꎮ 不同浓度

的 Ｃｄ 处理显著提高了紫花苜蓿幼苗体内的 ＭＤＡ
含量(Ｐ<０.０５)ꎮ 其中 １.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理使幼苗

根和茎中的 ＭＤＡ 含量均分别达到了最大值ꎬ相比

于 ＣＫ 分别增加了 １１７.０６％和 ３１８.３５％(Ｐ<０.０５)ꎮ
幼苗叶中 ＭＤＡ 含量的最大值在 Ｃｄ 处理浓度为 ２.０
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１时出现ꎬ相比于 ＣＫ 增加了 ７３２.５７％(Ｐ<
０.０５)ꎬ升值幅度明显高于根和茎(图 ３:Ｂ)ꎮ

Ｏ－
２􀅰是一种氧自由基ꎮ 不同浓度的 Ｃｄ 处理显

著提高了紫花苜蓿幼苗体内的 Ｏ－
２􀅰含量(Ｐ<０.０５)ꎮ

其中ꎬ１.０、０.５ 和 １.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理使幼苗根、茎
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图 ３　 Ｃｄ 胁迫对紫花苜蓿幼苗 Ｈ２Ｏ２含量(Ａ)、ＭＤＡ 含量(Ｂ)、Ｏ－
２􀅰含量(Ｃ)和 ＲＥＣ(Ｄ)的影响

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｄ ｏｎ Ｈ２Ｏ２ ｃｏｎｔｅｎｔｓ (Ａ)ꎬＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ (Ｂ)ꎬＯ－
２􀅰ｃｏｎｔｅｎｔ (Ｃ) ａｎｄ ＲＥＣ (Ｄ) ｉｎ ａｌｆａｌｆａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

和叶中的 Ｏ－
２􀅰含量分别达到了最大值ꎬ相比于 ＣＫ

分别增加了 １３５. ４８％、 ９４. ７４％ 和 ２２３. ５３％ ( Ｐ <
０.０５)ꎮ 此外ꎬ根中的 Ｏ－

２􀅰含量显著大于茎和叶ꎬ而
升值幅度则是叶>根>茎(图 ３:Ｃ)ꎮ

ＲＥＣ 可以用来表示电解质渗透率的变化ꎬ而电

解质渗透率的变化可直接反映出细胞膜透性的改变

以及细胞被破坏情况(陈钰等ꎬ２００７)ꎮ 不同浓度的

Ｃｄ 处理显著提高了紫花苜蓿幼苗体内的 ＲＥＣ(Ｐ<
０.０５)ꎮ 其中ꎬ１.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｃｄ 处理使幼苗根和茎

中的 ＲＥＣ 分别达到了最大值ꎬ相比于 ＣＫ 分别增加

了 ７２.３３％和 ７３.１９％(Ｐ<０.０５)ꎮ 幼苗叶中 ＲＥＣ 随

着 Ｃｄ 处理浓度的增加而持续升高ꎬ在 ２.０ ｍｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１时达最大ꎬ相比于 ＣＫ 增加了 ２１０.２８％(Ｐ<０.０５)ꎮ
此外ꎬ幼苗的 ＲＥＣ 为根>茎>叶ꎬ而升值幅度则是叶

显著高于根和茎(Ｐ<０.０５)(图 ３:Ｄ)ꎮ
２.３ Ｃｄ 胁迫对幼苗根系活力的影响

根系活力是评价植物根系的吸收、合成、氧化和

还原等能力的一项生理指标ꎬ可客观地反映植株生

命代谢活动(何俊瑜等ꎬ２００９)ꎮ 随着 Ｃｄ 处理浓度

的增加ꎬ紫花苜蓿幼苗根系活力呈明显的先增强后

减弱趋势(Ｐ<０.０５)ꎬ低浓度 Ｃｄ 处理使根系活力增

强ꎬ０.２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１处理使根系活力达最强ꎬ相比 ＣＫ
增加了 ３６.９４％(Ｐ<０.０５)ꎮ 高浓度 Ｃｄ 处理使根系

活力减弱ꎬ２.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１Ｃｄ 处理下ꎬ根系活力仅为

ＣＫ 的 ５５.４２％(Ｐ<０.０５)(图 ４)ꎮ

图 ４　 Ｃｄ 胁迫对紫花苜蓿幼苗根系活力的影响

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｄ ｏｎ ｒｏｏｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ａｌｆａｌｆａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

２.４ Ｃｄ 胁迫下幼苗内源 ＮＯ 和 ＲＯＳ 生成的相关性

及逐步回归分析

根中 ＮＯ 含量与 ＮＯＳ、ＮＲ 及 ＮＯ２
－ 正相关(Ｐ>
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０.０５)ꎬ表明 ＮＯＳ、ＮＲ 和 ＮＯ２
－ 在根内 ＮＯ 生成过程

中起作用ꎮ 茎中 ＮＯ 含量与 ＮＯＳ、ＮＲ 极显著正相关

(Ｐ<０.００１)ꎬ说明 ＮＯＳ、ＮＲ 是影响幼苗茎中 ＮＯ 含

量的主要因素ꎻ与 ＮＯ２
－、Ｃａｒ 正相关ꎬ说明 ＮＯ２

－、Ｃａｒ
促进了茎中 ＮＯ 的生成ꎮ 而叶中 ＮＯ 含量与 ＮＯＳ 极

显著正相关(Ｐ<０.００１)ꎬ与 ＮＯ２
－较显著正相关(Ｐ<

０.０１)ꎬ与 ＮＲ 显著正相关 (Ｐ<０.０５)ꎬ与 Ｃａｒ 正相

关ꎬ说明 ＮＯＳ、ＮＯ２
－和 ＮＲ 则是影响叶中 ＮＯ 含量的

主要因素ꎮ 逐步回归分析结果如下ꎮ
根: Ｙ＝ ３７５.３３３＋１１.７５６ Ｘ１＋２５４.１４ Ｘ３

ｒ１ ＝ ０.４１７３０ꎬ ｒ３ ＝ ０.３９９０４
茎: Ｙ＝ １８７.９９７＋３５.７００ Ｘ１＋１７.０５０ Ｘ２

ｒ１ ＝ ０.６７４４３ꎬ ｒ２ ＝ ０.８２８０４
叶: Ｙ＝８１８.４２３＋４３.６２ Ｘ１＋３.０１９ Ｘ２＋１２９.４１５ Ｘ３

ｒ１ ＝ ０.４１７３０ꎬ ｒ２ ＝ ０.１７８７４ꎬ ｒ３ ＝ ０.３９９０４
式中ꎬＹ 为 ＮＯ 含量ꎬＸ１为 ＮＯＳꎬＸ２为 ＮＲꎬＸ３为

ＮＯ２
－ꎬ ｒ 为相关系数ꎮ 逐步回归分析与相关性分析

结果相同(表 １)ꎮ
根中 ＮＯ 含量与 Ｈ２ Ｏ２、ＭＤＡ、Ｏ－

２􀅰、ＲＥＣ 正相

关ꎻ茎中 ＮＯ 含量与 Ｈ２ Ｏ２、Ｏ
－
２􀅰显著正相关 (Ｐ <

０.０５)ꎬ与 ＭＤＡ、ＲＥＣ 正相关ꎬ表明 Ｃｄ 胁迫下根、茎
中 ＮＯ 与 ＲＯＳ 均增加ꎬ从而致使根、茎的膜脂过氧

化损伤ꎮ 而叶中 ＮＯ 含量与 Ｈ２Ｏ２、Ｏ
－
２􀅰正相关ꎬ与

ＭＤＡ、ＲＥＣ 负相关(Ｐ>０.０５)ꎬ说明叶中 ＮＯ 缓解了

Ｃｄ 胁迫对叶片的膜脂过氧化损伤ꎮ 逐步回归分析

结果如下ꎮ
根: Ｙ＝ ４２８.６０８＋７.８１５ Ｘ１＋１１.４０５ Ｘ３

ｒ１ ＝ ０.２３０４０ꎬ ｒ３ ＝ ０.３４０６９
茎: Ｙ＝ ４９３.０９８＋１６.９３９ Ｘ１＋４２.８７５ Ｘ３

ｒ１ ＝ ０.４５０５８ꎬ ｒ３ ＝ ０.５４５１８
叶: Ｙ＝１３６６.７７５－１９.７１５ Ｘ２＋１４.５３８ Ｘ３－６.０３０ Ｘ４

ｒ２ ＝ －０.３７１９ꎬ ｒ３ ＝ ０.２８２１１ꎬ ｒ４ ＝ －０.４１２５
式中ꎬＹ 为 ＮＯ 含量ꎬＸ１为 Ｈ２Ｏ２ꎬＸ２为 ＭＤＡꎬＸ３

为 Ｏ－
２􀅰ꎬＸ４为 ＲＥＣꎬｒ 为相关系数ꎮ 逐步回归分析与

相关性分析结果相同(表 １)ꎮ
根系活力与 ＮＯＳ、ＮＲ、ＮＯ２

－极显著正相关(Ｐ<
０.００１)ꎬ与 ＮＯ、Ｈ２Ｏ２正相关ꎬ与 ＭＤＡ、ＲＥＣ 较显著

负相关(Ｐ<０.０１)ꎬ与 Ｏ－
２􀅰负相关ꎬ逐步回归分析结

果与相关性分析结果相同ꎬ说明 ＮＯ 的产生与植株

代谢的旺盛息息相关ꎬ而 ＲＯＳ 的大量累积将阻碍植

株的活力(表 １)ꎮ

３　 讨论

ＮＯ 广泛参与了植物对逆境胁迫的响应ꎬ而响

应特征可由内源 ＮＯ 含量的变化规律反映(陈娟等ꎬ
２００９)ꎮ 本研究结果显示低浓度的 Ｃｄ 处理使紫花

苜蓿幼苗根、茎和叶中的 ＮＯ 含量显著升高ꎬ说明此

时 ＮＯ 正充当活跃的信号分子引发相关生理反应以

保护植物(邵小杰和杨洪强ꎬ ２０１０)ꎮ 已有研究表明

高浓度 Ｃｄ 会显著降低植株中 ＮＯ 产生量(林啸等ꎬ
２０１４ꎻ邵小杰和杨洪强ꎬ ２０１０)ꎬ但在本研究中ꎬ高浓

度的 Ｃｄ 处理下幼苗中的 ＮＯ 含量虽逐渐降低ꎬ但仍

维持略高或持平于 ＣＫ 的水平ꎬ这也可能是由于 Ｃｄ
的积累破坏了 ＮＯ 清除机制(Ｂａｒｒｏｓｏ ｅｔ ａｌꎬ２００６)ꎬ类
似的变化在大麦幼苗中也曾出现(陈娟等ꎬ２００９)ꎮ

ＮＯ 的产生主要可分以为酶促和非酶促反应

(Ｂｅｌｉｇｎｉ ＆ Ｌａｍａｔｔｉｎａꎬ２０００)ꎮ ＮＯＳ 和 ＮＲ 是酶促反

应的关键酶ꎮ 逐步回归分析显示ꎬＮＯＳ 和 ＮＲ 是影

响茎中 ＮＯ 含量的主要因素ꎻＮＯＳ、ＮＯ２
－和 ＮＲ 则是

影响叶中 ＮＯ 含量的主要因素ꎬ而根中 ＮＯ 含量主

要与 ＮＯＳ 活性和 ＮＯ２
－ 含量有较大的相关性ꎮ ＮＲ

催化合成 ＮＯ 需要在较高的 ＮＯ２
－ 条件下进行

(Ｍｏｒｏｔ￣Ｇａｕｄｒｙ￣Ｔａｌａｒｍａｉｎ ｅｔ ａｌꎬ２００２)ꎻ而本研究结果

表明ꎬＮＲ 活性的升高都在 ＮＯ２
－含量增加之后ꎬ这也

符合 ＮＲ 途径作用产生 ＮＯ 的规律ꎮ 当 Ｃｄ 浓度达

到 ０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１时ꎬＣａｒ 含量突然下降ꎬ下降趋势较

陡ꎬ说明浓度高于 ０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的 Ｃｄ 处理对紫花

苜蓿幼苗有明显损伤ꎬ对 ＮＯ 的合成作用也较弱ꎻ而
茎中 Ｃａｒ 含量走势相对较为平缓ꎬ说明 Ｃｄ 胁迫对茎

中 Ｃａｒ 含量的影响不显著ꎮ 整体而言ꎬＣｄ 胁迫会极

大地抑制 Ｃａｒ 的合成ꎬ这与翟晶(２０１３)对杨树幼苗

的研究结果相一致ꎮ
Ｃｄ 能刺激脂氧合酶和 ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性升

高ꎬ使细胞内 Ｏ－
２􀅰和 Ｈ２Ｏ２等活性氧生成增加ꎬ从而

导致细胞内 ＲＯＳ 水平升高 (陈银萍等ꎬ２０１５)ꎻ而
ＲＯＳ 自由基的大量积累可引发植株膜脂过氧化ꎬ造
成细胞膜系统破坏ꎬ细胞受损ꎬ电解质外渗ꎮ 此时植

株能够存活的机制之一就是诱导抗氧化防御系统

(周万海等ꎬ２０１２)ꎮ 本研究中低浓度下随着 Ｃｄ 浓

度的增加ꎬ紫花苜蓿幼苗的茎和叶的 Ｈ２Ｏ２含量以及

幼苗 Ｏ－
２􀅰含量持续上升ꎬ而在高浓度 Ｃｄ 胁迫时却呈

现轻微下降趋势ꎬ可能是 Ｃｄ 胁迫诱使抗氧化酶活

性增强ꎬ从而起到了清除自由基的作用ꎻ也可能是 ＮＯ

８８４１ 广　 西　 植　 物 ３６ 卷



表 １　 Ｃｄ 胁迫下紫花苜蓿幼苗内源一氧化氮和活性氧生成的相关性
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＯ ａｎｄ ＲＯＳ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ

根系活力
Ｒｏｏｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ＮＯ ＮＯＳ ＮＲ ＮＯ２

－ Ｃａｒ Ｈ２Ｏ２ ＭＤＡ Ｏ－
２􀅰

ＮＯ 根 Ｒｏｏｔ ０.３１８

茎 Ｓｔｅｍ ０.５０１∗

叶 Ｌｅａｆ ０.７４１∗∗∗

ＮＯＳ 根 Ｒｏｏｔ ０.８９７∗∗∗ ０.４１７

茎 Ｓｔｅｍ －０.１４２ ０.６７４∗∗∗

叶 Ｌｅａｆ ０.３２４ ０.６９８∗∗∗

ＮＲ 根 Ｒｏｏｔ ０.９１２∗∗∗ ０.１７９ ０.６８５∗∗∗

茎 Ｓｔｅｍ ０.３９８ ０.８２８∗∗∗ ０.７１５∗∗∗

叶 Ｌｅａｆ ０.１０４ ０.５３０∗ ０.９０１∗∗∗

ＮＯ２
－ 根 Ｒｏｏｔ ０.９２３∗∗∗ ０.３９９ ０.８８５∗∗∗ ０.８２８∗∗∗

茎 Ｓｔｅｍ ０.９１８∗∗∗ ０.３９９ －０.２７９ ０.３２０

叶 Ｌｅａｆ ０.６１９∗∗ ０.５５０∗∗ －０.００９ －０.１０６

Ｃａｒ 根 Ｒｏｏｔ — — — — —

茎 Ｓｔｅｍ －０.４５８∗ ０.３１３ ０.４３９∗ ０.３３３ －０.４１１

叶 Ｌｅａｆ ０.８４４∗∗∗ ０.３１９ －０.１８５ －０.３８２ ０.４９７∗

Ｈ２Ｏ２ 根 Ｒｏｏｔ ０.０５４ ０.２３０ ０.０１５ ０.２５９ ０.１７１

茎 Ｓｔｅｍ －０.１６３ ０.４５１∗ ０.７０４∗∗∗ ０.３３７ －０.２３４ ０.３９０

叶 Ｌｅａｆ －０.５７５∗∗ ０.００３ ０.３０５ ０.４３４∗ －０.１８９ －０.８２０∗∗∗

ＭＤＡ 根 Ｒｏｏｔ －０.６４９∗∗ ０.０６９ －０.５２５∗ －０.５５０∗∗ －０.６３６∗∗ — —

茎 Ｓｔｅｍ －０.５３３∗ ０.２０２ ０.４１３ －０.０６７ －０.５３８∗ ０.７１８∗∗∗ ０.６５１∗∗

叶 Ｌｅａｆ －０.８５０∗∗∗ －０.３７２ ０.０００ ０.１４３ －０.３９７ －０.９１７∗∗∗ ０.９０２∗∗∗

Ｏ－
２􀅰 根 Ｒｏｏｔ －０.４１５ ０.３４１ －０.２８０ －０.４４９∗ －０.４７８ — ０.２９９ ０.６７５∗∗∗

茎 Ｓｔｅｍ ０.２１９ ０.５４５∗ ０.４４６∗ ０.５５７∗∗ ０.０４６ ０.４０８ ０.５２１∗ ０.１７７

叶 Ｌｅａｆ －０.２４６ ０.２８２ ０.７４２∗∗∗ ０.７８２∗∗∗ －０.２２３ －０.６５４∗∗ ０.７７３∗∗∗ ０.５７４∗∗

ＲＥＣ 根 Ｒｏｏｔ －０.６２３∗∗ ０.２１５ －０.４３２ －０.６９３∗∗∗ －０.６３９∗∗ — ０.１３７ ０.７１２∗∗∗ ０.８６０∗∗∗

茎 Ｓｔｅｍ －０.４７０∗ ０.３４７ ０.６１２∗∗ ０.１１５ －０.５１１∗ ０.６６７∗∗ ０.７２０∗∗∗ ０.８９８∗∗∗ ０.３１０

叶 Ｌｅａｆ －０.８２８∗∗∗ －０.４１２ －０.２１８ －０.０７４ －０.３８５ －０.０８４∗∗∗ ０.７２０∗∗∗ ０.８８９∗∗∗ ０.２８５

　 注: ∗ 表示不同指标间相关性显著(Ｐ<０.０５)ꎬ∗∗表示不同指标间相关性较显著(Ｐ<０.０１)ꎬ∗∗∗表示不同指标间相关性极显著(Ｐ<０.００１)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ:∗ꎬ ∗∗ꎬ ａｎｄ ∗∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ Ｐ<０.０５ꎬ Ｐ<０.０１ ａｎｄ Ｐ<０.００１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

对 ＲＯＳ 过程的减缓作用(魏学玲等ꎬ２０１１)ꎮ 同时ꎬ
同浓度 Ｃｄ 处理下幼苗根中的 Ｏ－

２􀅰含量显著高于茎

和叶ꎻ而叶中的 Ｈ２ Ｏ２ 含量则显著高于根和茎(Ｐ<
０.０５)ꎮ 可能是因为根最先接触到 Ｃｄ 胁迫ꎬ所以先

产生氧化信号ꎬ致使其 Ｏ－
２􀅰含量高于茎和叶ꎮ 叶片

对 Ｃｄ 的络合固定能力较低ꎬ导致叶片中自由 Ｃｄ２＋

浓度较高ꎬ叶中又存在较多的叶绿体、线粒体和过氧

化物体等活性氧产生器官ꎬ这是同处理浓度下叶中

Ｈ２Ｏ２ 含量高于根和茎的原因之一 ( Ｄｉｘｉｔ ｅｔ ａｌꎬ
２００１)ꎮ 类似的变化在邵小杰和杨洪强( ２０１０)对葡

萄的研究中也曾出现ꎮ ＭＤＡ 可直接反映膜脂过氧

化的程度ꎬ随着 Ｃｄ 处理浓度增大ꎬ叶中 ＭＤＡ 含量

和 ＲＥＣ 显著上升ꎬ这与前人研究结果一致(王兴明

等ꎬ２０１１ꎻ江行玉和赵可夫ꎬ２００１)ꎮ 在高浓度下根
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和茎中 ＭＤＡ 和 ＲＥＣ 有轻微下降趋势ꎬ说明植物自

身的抗氧化系统可能启动ꎬ清除了部分 ＲＯＳ 自由

基ꎮ 与此同时ꎬ幼苗根中的 ＭＤＡ 和 ＲＥＣ 显著高于

茎和叶ꎬ说明与经由运输而接触到 Ｃｄ 胁迫的茎和

叶相比ꎬ直接接触 Ｃｄ 胁迫的根所受伤害会大得多ꎮ
本研究结果表明ꎬ低浓度 Ｃｄ 胁迫在加剧紫花

苜蓿幼苗膜脂过氧化的同时ꎬ也促进了根系活力的

提高ꎬ说明此时幼苗代谢旺盛ꎬ这也可能是植物的一

种应激反应ꎮ 低浓度的 Ｃｄ 可以刺激细胞抗性蛋白

的产生和激活抗氧化系统ꎬ加速一些生理生化反应

(邵小杰和杨洪强ꎬ ２０１０)ꎮ 但高浓度的 Ｃｄ 会造成

ＲＯＳ 的产生与清除能力失衡ꎬ造成自由基的大量累

积ꎬ从而引发植株膜脂过氧化作用 (慈敦伟等ꎬ
２００９)ꎮ 逐步回归分析的结果表明ꎬ根系活力与

ＲＯＳ 生成的各指标基本呈现负相关ꎬ表明高浓度的

Ｃｄ 处理使得 ＲＯＳ 生成的各指标急剧上升ꎬ而根系

活力却持续下降ꎬ也证明了此时细胞已受严重伤害ꎮ
相关性分析和逐步回归分析的结果还表明ꎬＮＯ

和 ＲＯＳ 相关性并不显著ꎬ说明二者虽同为自由基ꎬ
但产生和变化规律并不相同ꎮ 在本研究中ꎬＮＯ 含

量在低浓度 Ｃｄ 处理下急剧上升ꎬ而随着 Ｃｄ 处理浓

度的增加ꎬＮＯ 显著下降ꎬ可维持在略高或持平于

ＣＫ 的水平ꎻ而 ＲＯＳ 的相关指标却随着 Ｃｄ 处理浓度

的增大而持续上升ꎬ或在高浓度 Ｃｄ 处理时呈现轻

微下降趋势ꎮ 这主要是由于植物内源 ＮＯ 主要由酶

促途径和非酶促途径合成产生ꎬ并由血红蛋白(ｈａｅ￣
ｍｏｇｌｏｂｉｎｓꎬ Ｈｂｓ)和亚硝基谷胱甘肽还原酶( Ｓ －ｎｉ￣
ｔｒｏｓｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ ＧＳＮＯＲ)等清除机制消除ꎬ
二者之间的动态平衡决定了植物内源 ＮＯ 的含量

(陈娟等ꎬ２００７)ꎮ 但是 Ｏ－
２􀅰来源于线粒体电子传递

链的电子漏(Ｔｕｒｒｅｎｓꎬ１９９７ꎻ Ｌｉｕꎬ２００８)ꎬＨ２Ｏ２主要来

源于 Ｏ－
２􀅰的歧化ꎬ它们都是生物体氧化还原过程中

电子传递的副产物(Ｂｏｗｌｅｒ ｅｔ ａｌꎬ１９９２)ꎬ而 Ｃｄ 干扰

了植物的电子传递链ꎬ造成 Ｏ－
２􀅰和 Ｈ２Ｏ２等活性氧的

积累和爆发ꎮ 所以在本研究中 ＮＯ 和 ＲＯＳ 的产生

及变化规律呈现出明显不同的趋势ꎮ
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ＬＩＵ ＺＬꎬ ＨＥ ＸＹꎬ ＣＨＥＮ Ｗꎬ ２００９. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｄｍｉｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ
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