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外源NO对铜胁迫下番茄幼苗根系构型及其超微结构的影响
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摘要: 采用营养液水培的方法, 以“改良毛粉802F1”番茄为材料, 硝普钠(sodium nitroprusside, SNP)为一氧化氮(NO)供体, 研
究外源NO对铜胁迫下番茄幼苗根系构型及其超微结构的影响。结果表明, 50 µmol·L-1

的铜胁迫下, 外施100 µmol·L-1 SNP
能够显著增加番茄幼苗植株的生物量、株高和茎粗, 提高根系活力, 改善根系构型中的根长度、根平均直径、根表面积和

根体积, 缓解番茄幼苗亚细胞结构(细胞核、线粒体、叶绿体、液泡、核膜)的改变, 维持番茄幼苗组织结构的稳定, 减缓铜

胁迫对植株生长的抑制作用, 添加NO清除剂牛血红蛋白后, 能显著消除NO的缓解效果。
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Abstract: Through nutrient solution cultivating in greenhouse, the tomato cultivar, ‘Gailiang Maofen 802F1’, 
was selected as the plant material and sodium nitroprusside (SNP) was used as NO donor to investigate the ef-
fects of NO on root architecture and ultrastructure changes in tomato seedlings under copper stress. The results 
showed, under 50 µmol·L-1 copper stress, and addition of 100 µmol·L-1 SNP could significantly increase tomato 
seedlings biomass, plant height, stem diameter, root activity. Meanwhile exogenous NO could improve the root 
architecture (including root length, root diameter, root surface area and root volume) under copper stress, and 
alleviated the cells destroy in subcellular level (including cell nuclear, mitochondria, chloroplast, vacuoles, nu-
clear membrane), which maintained tomato seedling tissue structure stable, released plant growth inhibition in-
duced by copper stress. NO scavenger Hb could significantly eliminate alleviating effects.
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铜是植物正常生命活动所必需的微量矿质元

素, 参与植物的生理生化过程, 在植物的新陈代谢

过程中起着重要的作用。然而铜又是一种重金属

元素, 过量的铜会对植物产生毒害作用, 如破坏生

理结构、引发代谢紊乱, 抑制植物生长发育等问

题, 最终致使作物减产(Sharma和Dietz 2009)。目

前, 铜矿的开采和冶炼厂三废的排放、含铜农业

化学物质(杀真菌剂、杀虫剂和化肥)和有机肥(高
铜猪粪、鸡粪和厩肥)的施用可使农田土壤, 特别

是温室土壤铜含量达到原始土壤的几倍乃至几十

倍(卢东等2005; Brun等2001), 温室土壤重金属污

染变得日益严峻(黄治平等2007; 曾希柏等2007)。
一氧化氮(nitric oxide, NO)是广泛分布于生物

体内的小分子信号物质。近年发现NO在植物中参

与了生长发育和对外界胁迫反应等多种生理过程

(Delledonne等1998; Durner等1998; 任小林等

2004)。适宜浓度的NO能够促进根系的发生和生

长(Beligni和Lamattina 2001b; Lamattina等2001), 
提高生物量和植物抗性(Beligni和Lamattina 2001a; 
谭伊文等2010)等。本课题组研究发现外源NO可

以有效缓解铜胁迫, 提高番茄的耐铜性(张义凯等

2010)。根系是首先接触铜胁迫的结构, 根尖是敏

感部位。根系应对介质环境的适应性变化是其耐

铜性的直接表现。

本文主要以番茄为试验材料, 采用营养液培
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养, 研究铜胁迫条件下番茄幼苗根系构型及其超

微结构对外源NO的响应, 以期为探讨NO缓解铜胁

迫机制提供理论依据。

材料与方法

1  供试材料

供试番茄(Solanum lycopersicum L.)为‘改良毛

粉802F1’。Hoagland营养液组成: Ca(NO3)2·4H2O、

KNO3、NH4NO3、KH2PO4、MgSO4、微量元素, 
以上试剂均为分析纯, 用蒸馏水配制适宜浓度待

备用。NO和Cu2+
的供体及适宜浓度已由预备试验

完成: CuCl2提供Cu2+, 硝普钠([Na2Fe(CN)5]NO, 
SNP, 购自Sigma公司)提供NO, 先用蒸馏水配成

200 µmol·L-1
的母液, 4 ℃避光保存, 用时按所需浓

度稀释。牛血红蛋白(Hb, 购自Sigma公司)为NO的

清除剂。

2  试验设计

试验在山东农业大学温室内进行。种子经55 
℃温汤浸种消毒15 min, 然后在湿润的吸水纸上26 
℃催芽。待种子露白后, 播于洗净的蛭石中, 萌发

后用1/4Hoagland营养液浇灌。当幼苗具有3~4片
真叶时, 挑选生长一致的植株洗净根部蛭石后, 移
栽于5 L塑料盆中, 用厚度为3 cm的泡沫塑料板做

成锲形盖子, 覆盖在塑料盆顶部。每盆栽5株, 用
1/2Hoagland营养液进行栽培。1周后换成完全营

养液, 此后每3 d更换一次营养液。营养液栽培期

间用电动气泵24 h连续通气。

植株具有5~6片真叶时, 对番茄幼苗进行胁迫

处理。试验设4个处理: (1) CK, Hoagland完全营养

液; (2) 50 µmol·L-1 CuCl2; (3) 50 µmol·L-1 CuCl2+100 
µmol·L-1 SNP; (4) 50 µmol·L-1 CuCl2+100 µmol·L-1 

SNP+0.1% Hb,  分别用CK、Cu、Cu+SNP和
Cu+SNP+H表示, 3次重复, 在温室内随机排列。处

理期间每隔2 d更换营养液, 用低浓度KOH或HCl
调节至pH (5±0.2)。温室内光照约12 h, 白天最高

温度32 ℃, 夜间最低温度15 ℃。处理8 d后, 取相

同节位的叶片用于分析测定。

3  根系结构与活力测定方法

根系结构测定参照乔海涛等(2009)的方法; 根
系活力测定用TTC法(张志良和翟伟菁2003)。
4  根系和叶片超微结构观察

将不同处理的番茄幼苗的根、叶取下后先用

自来水洗净, 再用超纯水冲洗2遍, 然后用刀片切

成1 mm×1 mm的小块(根部取根尖1~2 mm), 放入

青霉素小瓶中, 加入3.5%戊二醛、2%多聚甲醛(按
Karnovsky方法)进行前固定, 并置于4 ℃冰箱中保

存。pH 7.2的磷酸缓冲液冲洗3次, 每次10 min。
用2%的四氧化锇固定6 h, 在通风橱中进行。分别

用浓度为50%、70%、80%、90%和100%的乙醇进

行梯度脱水, 每次10~15 min, 用100%的乙醇脱水3
次, 其他浓度各1次。100%的乙醇中要加入吸水剂

无水硫酸铜。1:1的100%乙醇:丙酮1次, 纯丙酮1次, 
各10 min。用1:1的纯丙酮:环氧树脂812包埋剂包埋

1 h后, 再分2次加入等体积的环氧树脂, 开盖包埋

2 d。将样品置于恒温培养箱中, 40 ℃ 17 h, 45 ℃ 24 h, 
60 ℃ 17 h。用Reichert-Jung ULTR ACUTE型超薄

切片机进行切片, 切片厚度为5 000~7 000 nm, 用
带有支持膜的样品载网将切片捞起, 放入培养皿

中。用醋酸双氧铀和柠檬酸铅在25 ℃下分别对样

品染色15~20 min, 用双重蒸馏水冲洗干净后放入

培养皿中待检。在JEM-1200EX透射电镜下进行

观察并照相。

5  数据处理

采用Microsoft Excel软件对数据进行处理及

绘图, 采用DPS统计软件对平均数用LSD极差法进

行多重比较。

实验结果

1  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗生长的影响

1.1  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗生物量的影响

图1显示各处理间生物量差异显著。与CK相

比, 铜胁迫处理使番茄单株生物量显著下降, 降幅

达33.71%; 外施100 µmol·L-1 SNP处理显著缓解铜

胁迫引起的生长抑制 ,  使番茄幼苗生物量提高

30.47%, 几乎恢复到对照水平; 添加NO清除剂血

红蛋白, SNP的缓解效果被消除, 说明外源NO可促

进铜胁迫下番茄幼苗的生长发育。

1.2  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗生长势的影响

铜是植物生长发育所必需的微量元素。植物

对铜的忍耐能力有限, 铜过量很容易引起毒害。由

图2可知, 50 μmol·L-1 Cu胁迫处理显著抑制番茄幼

苗生长势, 番茄幼苗的株高和茎粗均显著低于CK, 
分别降低了23.05%和9.55%。而施加100 µmol·L-1 

SNP能显著缓解由铜胁迫引起的生长势下降, 株高
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和茎粗分别提高了16.53%和14.88%。相对于Cu处
理, 添加NO清除剂血红蛋白后, SNP的缓解效果被

消除, 株高和茎粗几乎恢复到铜胁迫处理水平。

2  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗根系结构的影响

根系构型指根系的结构及空间造型。根长、

根表面积、根体积和根平均直径等是描述根构型

的重要参数, 它们对根域环境、营养条件等因素

非常敏感。由图3可知, 不同铜胁迫处理对根系结

构参数的影响趋势基本一致。50 μmol·L-1 Cu胁迫

处理显著抑制番茄幼苗根长、根表面积、根体积

和根平均直径, 而施入100 µmol·L-1 SNP可显著缓

解铜胁迫对番茄幼苗根长、根表面积、根体积和

图1  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗生物量的影响

Fig.1  Effect of exogenous NO on biomass in tomato seedlings 
under copper stress

方柱上不同字母表示差异显著(P<0.05)。下图同此。

图2  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗株高和茎粗的影响

Fig.2  Effect of exogenous NO on plant height and stem diameter in tomato seedlings under copper stress

图3  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗根系结构的影响

Fig.3  Effect of exogenous NO on root structure in tomato seedlings under copper stress

根平均直径的抑制(P<0.05), 添加NO清除剂血红

蛋白后, 显著消除SNP的缓解效果。

3  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗根系活力的影响

重金属胁迫条件下, 根系是最先遭受毒害的
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部位, 根系活力反映了植物根系的生长发育状况, 
是根系生命力的综合评定指标。由图4可以看出, 
不同铜胁迫处理, 番茄的根系活力受到明显的影

响。与CK处理相比, 50 µmol·L-1 Cu处理的番茄幼苗

根系活力降低8.31%, 差异达显著水平。而外施100 
µmol·L-1 SNP处理能显著提高铜胁迫下番茄幼苗的

根系活力, 与Cu处理相比, 提升幅度为11.72%。用NO
清除剂血红蛋白处理后, SNP的缓解效果被消除。

4  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗根系和叶片超微

结构的影响

4.1  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗根系超微结构的

影响

图5所示是透射电镜下观察到的铜胁迫下番

茄幼苗根系超微结构。CK处理下, 细胞结构完整, 
各细胞器正常(筛管, 图5-A; 线粒体, 图5-I), 细胞核

图4  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗根系活力的影响

Fig.4  Effect of exogenous NO on root activity in tomato
seedlings under copper stress

具有双层膜和清晰的核仁(图5-E)。与CK处理相

比, 铜胁迫处理的番茄幼苗根系细胞发生明显变

化, 筛管中出现大量黑色物质(图5-B); 细胞核核膜

图5  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗根系超微结构的影响

Fig.5  Effect of exogenous NO on root ultrastructure in tomato seedlings under copper stress
NE: nuclear membrane, 核膜。A~C: ×2 000; D: ×10 000; E、G: ×2 000; F: ×10 000; H: ×25 000; I~L: ×10 000。
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降解, 核仁完全融解(图5-F); 线粒体内膜逐渐解体, 
外膜部分出现损伤, 整个线粒体变形(图5-J)。外源

NO处理使番茄幼苗根细胞中的筛管结构基本恢复

正常(图5-C); 细胞核中心部分清晰分明, 但核膜部

分降解, 观察不到核仁(图5-G); 线粒体变得稍微正

常(图5-K)。用NO清除剂血红蛋白的处理, 筛管结

构几乎消失(图5-D); 细胞核解体, 核膜消失(图
5-H); 线粒体严重变形, 几乎解体(图5-L)。
4.2  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗叶片超微结构的

影响

透射电镜下, 观察到的铜胁迫下番茄幼苗叶

片超微结构如图6所示。CK处理(图6-A、E、I、M)
显示, 细胞叶绿体结构完整, 呈椭圆形, 类囊体排

列整齐, 片层清晰可辨, 基粒发达, 膜清晰完整; 线
粒体呈比较规则的球形或椭圆形, 双层被膜结构

完整; 嵴清晰可见; 细胞核核膜完整, 可见核仁; 液
泡膜完整, 液泡充盈呈膨胀状态, 与周围的细胞质

紧密相贴。与CK处理相比, 铜胁迫处理的番茄幼

苗叶片中细胞发生明显变化, 叶绿体形态变化较

大, 大多膨胀成圆形, 基粒片层受到破坏, 类囊体

垛叠解体, 膜不完整, 淀粉粒消失(图6-B); 线粒体

内膜逐渐解体, 外膜部分出现损伤, 整个线粒体变

形(图6-F); 细胞核核膜降解, 核仁完全融解(图6-J); 
液泡呈瘪状, 并观察到黑色络合物质(图6-N)。外

源NO处理使番茄幼苗根细胞中的叶绿体有轻微变

形, 基粒片层有些混乱, 表明类囊体膜有一定程度

的降解(图6-C), 但与Cu处理(图6-B)相比, 外源NO
明显有缓解铜胁迫的作用; 线粒体有所恢复, 但程

度不太明显(图6-G); 细胞核核膜部分降解, 能观察

到核仁(图6-K)。液泡中的黑色物质减少(图6-O)。
用NO清除剂血红蛋白处理后, 叶绿体则有明显的

变形, 基粒片层有些混乱, 表明类囊体膜有一定程

度的降解(图6-D); 线粒体严重变形, 几乎解体(图
6-H); 细胞核解体, 核膜消失(图6-L); 液泡中观察

到黑色络合物质(图6-P)。

讨　　论

绿色植物叶肉细胞中的叶绿体是进行光合作

用制造有机物的场所, 植物体内过量的铜会减少

叶绿体的数目并破坏叶绿体结构(Maksymiec等
1994)。NO可增加豌豆叶片叶绿素含量, 阻止叶绿

素流失(Leshem等1997)。本试验中, 50 μmol·L-1 Cu
胁迫处理的番茄幼苗与对照相比单株生物量显著

下降, 其原因可能是过量的铜抑制了叶绿素的合

成, 致使地上部营养器官中有机物的合成减少, 也
影响有机物向地下部的运输, 降低了生物产量。

株高是与产量密切相关的重要农艺性状, 幼
苗株高在很大程度上决定植株的株高。番茄幼苗

的茎粗主要由维管束的数目、大小及基本组织细

胞或叶肉细胞的数目与大小决定(李扬汉1983)。
本研究表明, 50 μmol·L-1 Cu胁迫处理后番茄幼苗的

株高和茎粗均显著低于对照。而外施100 µmol·L-1 

SNP显著缓解铜胁迫, 用NO清除剂血红蛋白处理

后, SNP的缓解效果消除, 这可能是由于NO作为植

物体内的信号分子, 刺激了生长素和赤霉素的合

成调控, 提高番茄幼苗的株高、根长和茎粗, 降低

铜胁迫对植物生长的抑制(Neumann和Martinoia 
2002)。

根系结构对植物的生长非常重要, 根系形态

变化对生长介质环境中营养元素吸收有较大影响

(廖红和严小龙2000)。植物根系通过调节根长度

和根直径的大小表现出对环境的适应, 铜胁迫条

件下, 根总长度、总面积和总体积等与植株Cu2+
的

吸收量相关显著, 根直径有减小趋势(王向荣等

2005)。根系构型的形态学指标(根长、根直径、

根表面积等)在多种豆科作物上表现出与作物磷效

率具有较好的相关性。从生理角度看, 环境胁迫

导致根系构型变化可能与内源激素调节有关(Bates
和Lynch 2001)。NO作为植物体内的信号分子, 能
够刺激内源激素的产生, 通过生长素、细胞分裂

素、乙烯等内源激素对根构型变化起作用(Neu-
mann和Martinoia 2002)。外源SNP在植物体内释

放NO, 通过NO信号系统迅速传递到地上部, 促进

幼叶或茎尖等生长活跃部位IAA的合成, IAA再运

送到根部引发一系列生理生化反应, 诱导地上部

同化物向根系分配, 促进整个根系生长而改变根

系结构(范伟国和杨洪强2006)。低浓度NO可作为

抗氧化剂清除超氧阴离子等活性氧, 调节超氧化

物的形成, 抑制脂质过氧化作用来保护植物免受

环境胁迫的伤害(Beligni等2002)。根系活力影响

植物根系的主动吸收能力, 表面积影响根系的被

动吸收能力。本试验中, 50 μmol·L-1 Cu胁迫情况下
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番茄幼苗根系活力显著降低, 而外源NO能够显著

缓解铜胁迫对番茄幼苗根系活力的降低, 由于外

源SNP在植物体内释放NO, 通过NO刺激内源激素

的产生并改变根系结构, 增加根系吸收面积, 从而

提高铜胁迫下番茄幼苗根系的活力, 并通过对活

性氧的抑制作用增强抗氧化性, 减轻铜对细胞结

构的损伤, 缓解铜胁迫对番茄幼苗根系的伤害。

重金属胁迫条件下, 植物细胞、组织和器官

图6  外源NO对铜胁迫下番茄幼苗叶片超微结构的影响

Fig.6  Effect of exogenous NO on leaf ultrastructure in tomato seedlings under copper stress
NE: nuclear membrane, 核膜; V: vacuole, 液泡; N: cell nuclear, 细胞核; VE: vacuole membrane, 液泡膜。A~C: ×25 000; D: ×10 000; 

E~H: ×10 000; I~L: ×25 000; M~P: ×10 000。
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水平上的结构及超微结构会发生改变。铜离子胁

迫引起细胞结构的破坏是植物受到重金属毒害的

共同特征, 铜胁迫可对植物产生多方面的影响, 如
膜脂过氧化作用增强, 质膜透性增加, 酶活性和可

溶性蛋白含量下降等(Cheeseman 1988)。铜过量

使细胞膜的强度下降, 铜渗入细胞内, 影响细胞器

的结构功能, 还会造成其他超微结构的破坏, 尤其

是根部细胞(Strange和Macbaur 1991)。倪才英等

(2003)对铜胁迫下紫云英的根、茎、叶细胞超微

结构研究发现, 铜胁迫下, 各细胞器均有不同程度

损伤。本试验中, 正常生长的番茄幼苗细胞超微

结构均基本保持稳定; 铜胁迫下, 番茄幼苗细胞受

到不同程度的伤害。50 μmol·L-1 Cu胁迫下, 叶细胞

中叶绿体有轻微变形, 基粒片层受到破坏, 类囊体

膜降解。其原因可能是铜离子使活性氧清除系统

的动态平衡被打破, 造成叶绿体中H2O2的积累, 
H2O2是强氧化剂, 可通过Haber-Weiss反应产生攻

击力更强的羟自由基, 启动膜脂过氧化, 破坏膜脂

和膜蛋白, 造成叶绿体损伤(蒋明义等1994)。而外

施100 µmol·L-1 SNP后铜胁迫抑制作用可部分被缓

解, 用NO清除剂血红蛋白处理后缓解效果解除。

外源NO能够提高铜胁迫下番茄幼苗抗氧化酶的活

性, 从而降低H2O2的含量, 减少膜脂过氧化, 在一

定程度上缓解这种叶绿体结构的改变(Zhang等
2009)。液泡中观察到黑色络合物质, 一方面可能

是铜胁迫处理后液泡内各种蛋白质、糖、有机酸

碱与Cu2+
的沉淀物(王松华等2003); 另一原因是由

于铜胁迫处理后大部分细胞中的核物质高度凝

集、出现质壁分离现象、细胞器结构严重受损; 
在细胞不同区域中沉积大小不等电子稠密颗粒, 
液泡是这种电子密度颗粒主要的积累场所(倪才英

等2004)。外施100 µmol·L-1 SNP后黑色物质减少, 
用NO清除剂血红蛋白处理后, 黑色物质又增加, 这
说明外源NO可通过调控细胞膜及液泡膜的机制对

细胞膜和细胞器具有良好的保护和修复作用, 减
轻过多的铜对生物膜的伤害(崔秀敏等2011)。

铜胁迫下, 根、叶中的线粒体整体变形、内

膜解体、外膜出现损伤, 表明过多的铜离子抑制

了线粒体的正常生理功能, 并破坏线粒体内的氧

化磷酸化循环和电子传递系统, 影响三羧酸循环

和生物氧化的进行, 最终导致细胞能量代谢减弱

(Grill等1986)。而SNP在植株体内释放出的NO可

以直接与脂质过氧化产物反应, 中断脂质自由基

链式反应, 阻止膜脂的氧化损伤, 进而缓解铜胁迫

对植株的线粒体膜结构造成的伤害。在铜胁迫下

细胞核解体, 核膜消失、核仁膨胀, 并与染色质凝

聚在一起, 外施100 µmol·L-1 SNP后上述现象可显

著改善与修复, 用NO清除剂血红蛋白处理后, 缓解

效果消失。其原因可能是由于铜离子渗入细胞后

与细胞核内的核酸等大分子物质结合, 使DNA凝

聚, 导致染色体断裂和畸变(倪才英等2003)。而外

源NO可通过调节细胞膜组分的变化, 阻止铜离子

的渗入, 保护细胞器免受过多铜离子的毒害。
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