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摘  要: 研究了水培条件下外源一氧化氮 ( NO ) 对 Cu胁迫后番茄幼苗生长及抗氧化酶编码基因

mRNA表达的影响。结果表明, 01 5mmol# L- 1 Cu2+处理使番茄幼苗株高、茎粗、鲜样质量、干样质量明显

下降, 抑制了幼苗生长, 外施 01 3mmol# L- 1 SNP ( NO供体 ) 能够缓解 Cu2+对番茄幼苗生长的抑制, 显著

增加叶片编码过氧化物酶 ( POD)、抗坏血酸过氧化物酶 (APX)、超氧化物歧化酶 ( SOD)、过氧化氢酶

( CAT) 基因 mRNA的表达量, 而 01 1mmol# L- 1 L2NAME [NX2nitro2L2argin ine methyl ester, 一氧化氮合成

酶 (NOS) 抑制剂 ] 处理的表达量与 Cu胁迫处理相比有所减少, 幼苗生长受到更加明显抑制, 表明外源

NO可以通过提高抗氧化酶的表达水平而缓解 Cu胁迫对番茄幼苗的伤害。
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Abstr act: H eavy meta l stress bad ly a ffect the crop growth and developmen,t assuaging heavy meta l
stress to crop show important for crop yield. H erewe investigated the effect of SNP ( sodium n itropprusside, an

exogenous nitric oxide donor) on a lleviat ing copper stress and regu lating ant ioxidant gene transcriptional level

in liqu id2cu lture tomato seedlings. Our results showed tha t copper at 015 mmol# L
- 1

sign ificantly suppressed
the tomato seedlings growth including plant he igh,t stem thickness, p lant fresh weight and p lant drywe igh,t as

we ll as improved the transcriptiona l leve ls of antioxidan t genes encoding peroxidase ( POD), ascorbate peroxi2

dase (APX), superoxide dismutase ( SOD) and catalase (CAT). Exogenous applicat ion of 013mmol# L
- 1

SNP rem arkably alleviated copper2inh ib ition to tomato growth and further enhanced these ant ioxidant genes

transcription, however, add itional L2NAME (N
X
2n itro2L2argin inemethyl ester), the specia l inhib itor of nitric

oxide synthase (NOS) obviously aggravated copper2induced inh ibitory effect on tomato grow th and reduced an2

t ioxidant enzyme gene transcriptional leve.l Basing on these resu ltswe propose that tom atoNOS enzyme2medi2
ated NO is necessary for tomato responding to copper stress and NO application lessen copper stress to tomato

growth via enhancing antioxidant enzyme gene transcriptional levels.
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铜既是植物生长发育必需的微量营养元素, 又是环境污染的重金属元素, 污水灌溉, 施用污泥和

含 Cu杀菌剂、农药, 开矿等使土壤中的 Cu含量过高会对植物造成危害, 甚至会通过食物链危害人

体健康。

NO是生物体中一种重要的氧化还原信号分子和毒性分子, 也是一种活性氮 ( reactive n itrogen

species, RNS)。研究表明, NO广泛存在于植物组织中, 并参与植物呼吸作用、光形态建成、种子萌

发、衰老、对胁迫的响应以及抗病防御反应等过程, 而且还能够调控植物对生物和非生物胁迫下的应

激反应 (M agda lena& Lorenzo, 2007)。NO缓解植物逆境胁迫的作用是近年来的研究热点 (韩小娇

等, 2008)。但到目前为止, 人们对 NO在 Cu胁迫生理过程中的作用机理还了解不多, 在园艺作物上

的研究报道甚少。本试验中以番茄为试材, 采用水培方法, 研究外源 NO对 Cu胁迫番茄幼苗生长及

转录水平上编码抗氧化物酶基因 mRNA的表达情况的影响, 为了解外源 NO缓解 Cu胁迫的作用机理

提供理论基础。

1 材料与方法

111 供试材料与试验设计

试验于 2008年 2) 5月在山东农业大学玻璃温室进行。供试番茄 (Lycopersicon esculentum M il.l )

品种为 -中蔬 4号 .。按常规方法催芽育苗, 待幼苗长到 3叶 1心时选取生长一致的健壮幼苗移栽于

装有 8 L营养液的方盒中, 每盒栽培 6株。营养液参照日本山崎配方, 每 4 d更换一次。每天用气泵

充气 2次, 每次 2 h。

当植株长到 6~ 7片真叶时进行以下营养液处理: ( 1) 加入 015 mmol# L
- 1

Cu
2+
; ( 2) 加入 015

mmol# L
- 1

Cu
2 +

+ 013mmol# L
- 1

SNP; ( 3) 加入 015mmol# L
- 1

Cu
2+

+ 011mmol# L
- 1

L2NAME; 正常

营养液为对照。每处理 6株, 3次重复。处理期间每天更换营养液。分别于处理后 6、 12、 24、 48、

72、96和 120 h取第 2片功能叶, 液氮速冻后保存于 - 70 e 备用。处理结束后测定株高、茎粗, 然

后收集根和地上部, 自来水冲洗 3遍, 蒸馏水洗净吸干, 称鲜样质量后放入烘箱中 110 e 下杀青 5

m in, 再在 80 e 下烘干, 称其干样质量。

用 SPSS统计软件对平均数用 Duncanps新复极差法进行多重比较。

112 RNA的分离与 cDNA第一链的合成

番茄叶片总 RNA的提取采用异硫氰酸胍法 (H an et a.l , 1987)。反转录按宝生物工程 (大连 )

有限公司 RNA PCR Kit (AMV) Ver1310的说明书, 取 500 ng总 RNA合成第一链 cDNA, 用作 RT2

PCR模版。

113 引物

根据 NCBI GenBank登录的基因序列设计特异性引物 (表 1), 参照Magdalena和 Lorenzo ( 2007)

的引物 Actin2F : AAGAGYTAYGARYTNCCWGATGG; Actin2R: TTRATCTTCATGCTRCTWGGAGC作为

内参对照, 由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

114 RT 2PCR反应体系

25 LL PCR反应体系中加 cDNA 1 LL, 上游和下游引物 ( 10 Lmol# L
- 1

) 各 1 LL, MgC l2 ( 25

mmol# L
- 1

) 2 LL, 缓冲液 ( 10 @) 215 LL, dNTP ( 2 mmol# L
- 1

) 2 LL, Taq酶 ( 1 U# LL
- 1

) 1

LL (TAKARA公司产品 )。反应条件为: 94 e 变性 2m in, 94 e 20 s, 退火温度 30 s, 72 e 30 s, 30

个循环; 72 e 延伸 10m in。反应结束后取 10 LL产物进行琼脂糖凝胶电泳, 紫外凝胶成像系统对结果

进行鉴定拍照。
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表 1 用于特异性表达片段鉴定的引物序列

Tab le 1 P rim er sequ en ces u sed for id en t ificat ion of sp ecial expr ess ion of mRNA

序列号 NCBI
引物

Primers
序列 Sequen ce
( 5c- 3c)

扩增片段长度 /bp
Produ ct s ize

退火温度 /e
Annealing temperatu re

X7159311 L i2POD2F GGTCCAACATGGCAAGTTCT 250 5115

L i2POD2R ACATCTTGCCCTTCCAAATG

DQ09942011 APX12F GGCTCTCCTTTGTGATCCTG 250 5110

APX12R CAGCAAAAACAACAGCTCCA

AF527880 SOD2F AATTCATCATTGTGGCAGCA 250 5115

SOD2R GCCCTTAAGGACAGCAACAG

X1404111 Cu, Zn2SOD2F CTGGACTTCACGGGTTTCAT 250 5210

Cu, Zn2SOD2R TTTGGACCGGTCAATGGTAT

M9371911 CAT12F AGAAGCTCGCGACATTTGAT 250 5018

CAT12R CTTGACAGCAAAACCACGAA

AF11236811 CAT22F TGCTCCAAAGTGTGCTCATC 250 5310

CAT22R AGCGGTACCTTTCTCCTGGT

2 结果与分析

211 外源 NO对 Cu胁迫下番茄幼苗生长势的影响

由表 2可知, 在 015 mmol# L
- 1

Cu
2+
胁迫条件下 5 d后, 番茄幼苗的株高、茎粗、鲜样质量、干

样质量较正常生长的分别降低 12110%、9198%、 9119%和 9106%, 说明 Cu处理明显抑制了番茄幼

苗的生长。而在施 Cu的同时加入 013 mmol# L
- 1

SNP能够缓解 Cu对番茄幼苗生长的抑制作用, 株

高、茎粗、鲜样质量、干样质量均显著增加。 Cu加 L2NAME处理比单纯 Cu处理株高、茎粗、鲜样质

量、干样质量分别降低 12190%、16106%、6152%和 5143%。

表 2 外源 NO供体 SNP及 NO S抑制剂 L2NAM E对 Cu胁迫下番茄幼苗生长势的影响

T ab le 2 E ffects of exogenou s n itr ic oxide and L2NAM E on th e p lan t grow th of tom a to seed lin gs un der Cu stress

处理 / (mmol# L- 1 ) T reatment

Cu2+ SNP L2NAME

株高 / cm
Plant heigh t

茎粗 /mm
Stem thickness

单株鲜样质量 /g
P lan t fresh weigh t

单株干样质量 /g
Plant dryweight

0 0 0 41183 ? 0175a 4191 ? 0109a 68142 ? 1104a 4186 ? 0108a

015 0 0 36177 ? 0197c 4142 ? 0114c 62112 ? 1144 c 4142 ? 0114c

015 013 0 39199 ? 0185b 4171 ? 0117b 66103 ? 1132b 4170 ? 0111b

015 0 011 32103 ? 0178d 3171 ? 0113d 58107 ? 1119d 4118 ? 0115d

  注: 不同小写字母为差异达显著水平 ( P < 0105 )。
Note: The d ifferent small letters ind icated s ign ifican t d ifference at 0105 level

212 外源 NO对 Cu胁迫下番茄叶片 POD编码

基因 mRNA表达的影响

由图 1可知, 随 Cu处理时间延长, 转录水平

上编码 L i2POD ( lign in peroxidase) 基因 mRNA的

表达量逐渐增加, 在同一处理阶段, 显著高于对

照, 加入 SNP 处理后表达量更高, 而加入

L2NAME后抑制了表达, 但在同一处理时期仍然

高于对照。对照中其表达没有随时间表现出明显

变化。

图 1 番茄叶片 l ign in POD编码基因 RT2PCR扩增图

F ig. 1 RT2PCR amp lified p rodu cts for th e d etect ion

of lign in POD in tom a to leaves
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213 外源 NO对 Cu胁迫下番茄叶片 APX1编码

基因 mRNA表达的影响

由图 2可知, Cu处理下编码 APX1基因

mRNA的表达量明显高于对照, 且随时间延长表

达量逐渐增加, 72 h时表达量达到最高。加入

SNP的处理表达量明显高于单独 Cu处理, 在处

理 12 h时表达量就达到最高, 随后维持在较高水

平。加入 L2NAME的处理表达量明显低于单独 Cu

处理, 24 h前表达量较少, 48 h后表达量略有增

加, 96 h时达到最高值。对照中的表达量随时间

延长无明显变化。

图 2 番茄叶片 APX1编码基因 RT2PCR扩增图

F ig. 2 RT2PCR amp l ified p rod ucts for

the d etect ion of APX1 in tom ato leaves

214 外源 NO对 Cu胁迫下番茄叶片 SOD及同工酶编码基因 mRNA表达的影响

由图 3可知, 编码基因 SOD和同工酶 Cu, Zn2SODmRNA表达量的变化趋势基本一致, 都随时间

延长呈增加的趋势。Cu处理下 SOD在 12 h时达到并维持在较高水平, Cu, Zn2SOD在 48 h时达到并

维持在较高水平。外加 SNP处理明显提高了 Cu胁迫下编码 SOD和 Cu, Zn2SOD mRNA的表达量, 使

SOD的表达量在 6 h时就达到并维持在较高水平; Cu, Zn2SOD在 72 h后达到并维持在较高水平。

L2NAME处理的表达量较少。

图 3 番茄叶片 SOD编码基因 RT2PCR扩增图

Fig. 3 RT2PCR am p lified prod ucts for th e d etection of SOD in tom ato leaves

215 外源 NO对 Cu胁迫下番茄叶片 CAT及同工酶编码基因 mRNA表达的影响

由图 4可知, 各处理转录水平上同工酶 CAT1和 CAT2都有明显的表达, 可以看出表达量是 Cu+

图 4 番茄叶片 CAT编码基因 RT2PCR扩增图

F ig. 4 RT2PCR am p lified p rodu cts for th e detect ion o f CAT in tom ato leaves
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SNP处理 > Cu处理 > Cu+ L2NAME处理 >对照。加 SNP的处理在 6 h时就达到较高的水平, CAT1在

处理 48 h时表达量达到最高, CAT2在处理 96 h时表达量达到最高。Cu处理 CAT1的表达量在 24 h

时达到较高水平, 而 CAT2则在 48 h达到较高水平。加 L2NAME的处理表达量在 48 h和 72 h时有所

增加, 但随时间延长又呈减少趋势。

3 讨论

植物受 Cu胁迫常出现的症状为生长受到抑制, 植株出现萎蔫、皱叶、失绿等 (甄泉 等,

2006)。本试验中 Cu处理的番茄植株矮小, 叶片瘦弱且失绿, 而外源 NO缓解了 Cu胁迫对番茄幼苗

生长的抑制作用, Cu毒害症状消失, 株高、茎粗、鲜样质量和干样质量与单独 Cu胁迫均差异显著。

在 NO缓解小麦 (王松华 等, 2007)、辣椒 (陈世军 等, 2009) 等重金属胁迫研究中均得到相似的

结果。这与 NO可通过质外体直接作用于细胞壁组分, 使细胞壁松弛, 以及作用于膜的磷脂双分子

层, 增强膜的流动性, 从而促进细胞扩展、植株生长有关 ( Leshem & H aramaty, 1996)。

当植物受到重金属等胁迫时, 活性氧平衡受到破坏, 其清除系统尤其是抗氧化酶类则会表现出相

应的应激反应 ( L idon& Teixe ira, 2000)。Lombardi和 Sebastiani ( 2005) 认为, 过量的 Cu明显提高

抗氧化物酶在转录水平上的表达, 诱导同工酶的表达, 以及对酶蛋白结构进行加工与修饰, 提高酶的

总活性, 这与本试验的研究结果一致。NO是一种重要的信使分子, 适当浓度的 NO可减轻盐害、干

旱、重金属等胁迫对植物的伤害, 其生理效应往往与其对 ROS代谢的调控有关, 并涉及有关的信号

转导 ( Lamattina et a.l , 2001); SOD、POD、CAT和 APX是植物细胞中抗氧化胁迫的关键酶, 也是

植物体内清除 H 2O2的重要酶类。段凯旋等 ( 2007) 研究发现 NO可提高铜、镉胁迫下平邑甜茶根和

叶 POD、SOD的活性。 Bartosz ( 1997) 研究表明 NO还可提高镉胁迫下向日葵 CAT、APX、GR的活

性, 从而可清除过量的过氧化氢。本试验中, 外源 NO显著提高了 Cu胁迫下番茄幼苗叶片保护酶

POD、SOD、CAT、APX编码基因 mRNA的表达量, 诱导同工酶 Cu, Zn2SOD和 CAT1、 CAT2的表

达, 提高了植株抵御 Cu毒害的能力。吴雪霞等 ( 2009) 和 Zhang等 ( 2009) 的研究表明外源 NO提

高了 NaCl和铜胁迫下番茄幼苗叶片保护酶 SOD、POD、CAT、APX的活性, 提高了植株抵御逆境胁

迫的能力, 这与本试验的结果一致。在黄瓜逆境胁迫的研究中也有类似的结果 (樊怀福 等, 2008)。

但是 NO对抗氧化酶的影响亦有相反的报道, 如 Clark等 ( 2000) 发现, NO能与血红素中的 Fe结合

而可逆抑制烟草叶片 CAT、APX和 POD等血红素酶活性。这可能与 NO的浓度及处理方式不同有关。

L2NAME作为 NOS专一性的抑制剂, 可以阻断部分内源 NO的产生 (V ito et a.l , 2002)。Massimo等

( 1998) 的研究表明 L2NAME抑制了逆境胁迫下植株内源 NO的产生, 降低了抗氧化酶和 NADPH2d的

活性。本试验进一步印证了此研究结果, L2NAME处理消除了内源 NO的调节作用, 抑制了转录水平

上编码抗氧化物酶基因的表达, 加重了 Cu对植株的伤害。以上结果说明 NO参与了对植物生长发育

的调节, 促进了编码抗氧化物酶基因的表达, 但 NO如何通过信号转导对相关基因的表达进行调控,

尚需进一步研究。
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