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一氧化氮对玉米幼苗体内脯氨酸积累及其代谢途径的影响
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提要: NO供体硝普钠(SNP)可显著提高玉米幼苗体内脯氨酸含量和脯氨酸合成途径中关键酶鸟氨酸转氨酶(OAT)的活性,
而降低降解途径中关键酶脯氨酸脱氢酶(ProDH)的活性, 作为NO淬灭剂的c-PTIO, 其作用则相反。但不论是SNP或c-PTIO
对玉米幼苗中Δ1-吡咯啉-5-羧酸合成酶(P5CS)活性的影响均不显著。表明NO诱导的脯氨酸积累可能是NO激活了脯氨酸

合成中的鸟氨酸途径、同时抑制了脯氨酸降解途径的综合结果。
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Abstract: Treatment with the NO donor sodium nitroprusside (SNP) could lead to a significant accumulation of
proline, a rapid increase of the activity of the key enzyme ornithine-δ-aminotransferase (OAT) of proline biosynthesis,
and a decrease of the activity of the key enzyme proline dehydrogenase (ProDH) of proline degradation in maize
(Zea mays) seedlings. Whereas treatment with the NO scavenger 2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-
tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (c-PTIO) exhibited contrary results to the SNP treatment. In addition,
both SNP and c-PTIO treatments had little effect on Δ1-pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS) activity.
These results showed that the NO-induced proline accumulation in the maize seedlings might be a combined
result of the activation of ornithine pathways of proline biosynthesis and inhibition of proline degradation pathway.
Key words: nitric oxide; maize seedlings; proline; metabolic pathways

干旱、高温、高盐、冰冻、氧化胁迫等均

会引起植物体内脯氨酸积累(Tr ova t o 等 20 08 ;
Takagi 2008)。脯氨酸是植物体内的渗透调节物质,
除渗透调节作用以外, 还有保护蛋白质、生物膜、

亚细胞结构以及清除活性氧等功能(Kishor等2005;
Ashraf和Foolad 2007)。已知植物中脯氨酸合成有

谷氨酸途径和鸟氨酸两条途径, 两者的区别在于初

始底物的不同, 分别为谷氨酸(Glu)和鸟氨酸(Orn)。
Δ1- 吡咯啉 -5- 羧酸合成酶(Δ1-pyrroline-5-carboxy-
late synthetase, P5CS)是谷氨酸合成途径中的限速

和调节酶, 而调节鸟氨酸途径的核心关键酶是鸟氨

酸转氨酶(ornithine-δ-aminotransferase, OAT) (Kishor
等 2005; Trovato 等 2008)。脯氨酸降解由两个连

续的线粒体酶催化,  即脯氨酸脱氢酶( p r o l i n e
dehydrogenase, ProDH)和 Δ1- 吡咯啉 -5- 羧酸脱氢

酶(Δ1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase,
P5CDH), 已有研究表明, ProDH是脯氨酸降解的限

速酶(Sanchez 等 2001; Kishor 等 2005)。虽然脯氨

酸积累在植物适应逆境胁迫中的作用已得到证实,
但是调节脯氨酸合成和降解的信号转导机制尚不清

楚(Kishor 等 2005; Ashraf 和 Foolad 2007)。已有

的一些实验表明, 某些信号分子, 如 ABA、Ca2+、

磷脂酶D、H2O2等均参与脯氨酸代谢的调节(Kishor
等 2005; Ashraf 和 Foolad 2007; Yang 等 2009)。

一氧化氮(nitric oxide, NO)是植物体内广泛存

在的信号分子, 它在植物的生长发育、细胞程序性
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死亡以及对逆境胁迫响应和适应过程中均起作用

(刘开力等 2004; Lamotte 等 2005)。已有的少量研

究表明, 外源NO能够增强盐胁迫和金属离子胁迫

下植物体内脯氨酸的积累。如Ruan等(2004)报道,
NO 供体硝普钠(sodium nitroprusside, SNP)增强

NaCl 胁迫下小麦幼苗中脯氨酸的累积; 10 μmol·L-1

SNP预处理30 min后, 遭受CuSO4胁迫的衣藻细胞

中脯氨酸含量即上升约 50% (Zhang 等 2008)。但

其相关机制尚不清楚, NO 是否参与正常生长条件

下植物体内脯氨酸的代谢过程也不清楚。本文采

用NO供体SNP (Ederli等2008)和NO淬灭剂c-PTIO
[2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-
1-oxyl-3-oxide] (Maeda 等 1994)处理玉米幼苗的方

法, 研究NO对正常生长条件下玉米幼苗体内脯氨

酸积累以及脯氨酸合成和降解途径的影响, 试图揭

示 NO 在脯氨酸代谢中的作用。

材料与方法

玉米(Zea mays L.)品种 ‘ 晴三 ’ 种子购自昆明

市种子公司, 以 0.1% 的 HgCl2 消毒 15 min, 用无菌

水充分漂洗干净, 于 26 ℃下浸种12 h, 吸胀后的种

子播种于垫有6层湿润滤纸的培养盒中, 置于26 ℃
恒温箱中暗萌发60 h, 选取长势一致的幼苗分别转

入垫有6层滤纸并加有0~ 500 μmol·L-1 SNP或0~50
μmol·L-1 c-PTIO 的培养盒中于 26 ℃下暗处理 24
h, 以加无菌水的为对照。

实验测定时取用幼苗的地上部分(长度约 3
cm)。脯氨酸含量用酸性茚三酮法测定(Bates 等
1973); P5CS的提取和活性测定参照Garcia-Rios等
(1997)的方法,  并略做改进:  反应混合液为 50
mmol·L-1 的 Tris-HCl, 内含 2 mmol·L-1 MgCl2、5
mmol· L-1 ATP、50 mmol·L-1 Glu, 加入 0.2 mL 酶

液, 以 0.4 mmol·L-1 NADPH 启动反应, 用 Ultrospec
2000 分光光度计测定波长 338 nm处 OD 值, 以单

位时间内 NADPH 氧化量表示酶活性;  OAT 和

ProDH活性测定参考Sanchez等(2001)文中的方法,
O A T 活性以单位时间内 N A D P H 氧化量表示,
ProDH活性以单位时间内NADP+消耗量表示; 蛋白

质的测定按照 Bradford (1976)方法测定, 以牛血清

蛋白为标准样品。

所有实验均重复 3 次, 每次实验中取样重复 3
次。实验数据用 SPSS 13.0 分析, Sigmaplot 8.0 进

行作图。

结果与讨论

1  外源NO供体SNP和NO淬灭剂 c-PTIO对玉米

幼苗体内脯氨酸积累的效应

如图1和图2所示: (1)玉米幼苗用不同浓度的

SNP处理 24 h后, 随着 SNP浓度的增加, 幼苗体内

脯氨酸含量逐渐上升, 150 μmol·L-1 处理的含量达

到最高, 此后逐渐下降, 但以500 μmol·L-1 SNP处理

的脯氨酸含量仍然略高于不作SNP处理的(图1),
表明 SNP 可促进玉米幼苗中脯氨酸的积累。(2)
玉米幼苗经不同浓度 c-PTIO 处理 24 h 后, 随着

图 1  不同浓度 SNP 对玉米幼苗体内脯氨酸含量的影响

Fig.1  Effects of different SNP concentrations on proline
content of maize seedlings
*: P<0.05; **: P<0.01。

图 2  不同浓度 c-PTIO 对玉米幼苗体内脯氨酸含量的影响

Fig.2  Effects of different c-PTIO concentrations on proline
content of maize seedlings

*: P<0.0 5。
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c-PTIO 浓度的增加, 其体内脯氨酸含量逐渐下降,
c-PTIO的浓度高至20 μmol·L-1时达到最低, c-PTIO
浓度进一步增加时又逐渐回升(图 2)。之所以有这

种变化趋势, 很可能是低浓度 c-PTIO 下玉米幼苗

体内 NO 含量下降, 从而抑制了 NO 参与脯氨酸的

积累过程。但是, 随着 c-PTIO 浓度的增加, 其本

身可能作为一个胁迫因子而促进幼苗体内脯氨酸积

累。SNP 处理的效应可能正好相反。此外, 我们

在预备实验中曾观察到, 以 50~500 μmol·L-1 SNP
或 5~50 μmol·L-1 c-PTIO 处理玉米幼苗 24 h 后, 幼
苗生长受到的影响不显著, 植株表型正常。

此外, 根据图 1、2 的结果, 我们测定了以 150
μmol·L-1 SNP 和 20 μmol· L-1 c-PTIO 分别处理 24 h
的过程中玉米幼苗体内脯氨酸含量变化。如图3所
示, 在 SNP 处理过程中, 玉米幼苗中脯氨酸含量逐

渐上升, 而 c-PTIO处理的则逐渐下降, 这似乎暗示

NO 参与玉米幼苗体内脯氨酸积累的调控。

等 2001)。SNP 可提高 OAT 的活性, 经 SNP 处理

24 h的玉米幼苗中OAT活性上升 18.8% (P<0.01);
c-PTIO 处理的效应则与之相反, OAT 活性下降

13.6% (P<0.05) (图 4)。

图 3  SNP 和 c-PTIO 处理过程中玉米幼苗

体内脯氨酸含量的变化

Fig.3  Changes of proline content in maize seedlings
during SNP and c-PTIO treatments

2  SNP和c-PTIO对脯氨酸合成和降解途径中关键

酶活性的效应

O A T 能将鸟氨酸转化为 γ - 谷氨酰半缩醛

(glutamic-γ-semialdehyde, GSA), 进而生成 Δ1- 吡咯

啉 -5- 羧酸(Δ1-pyrroline-5-carboxylate, P5C) (Zhao

图 4  SNP 和 c-PTIO 处理过程中玉米幼苗的

OAT 活性的变化

Fig.4  Changes of OAT activity in maize seedlings
during SNP and c-PTIO treatments

P5CS 催化谷氨酸到 P5C 的合成反应, P5C 进

而生成脯氨酸 (Hong 等 2000; Zhao 等 2001)。无

论是SNP还是 c-PTIO, 都对玉米幼苗体内P5CS活
性变化影响不大(P>0.05) (图 5)。

脯氨酸降解是控制植物体内脯氨酸积累的因

图 5  SNP 和 c-PTIO 处理过程中玉米幼苗的P5CS活性变化

 Fig.5  Changes of P5CS activity in maize seedlings
during SNP and c-PTIO treatments
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素, ProDH 是降解脯氨酸为 P5C 的关键酶(Sanchez
等 2001), SNP 降低 ProDH 的活性, 经 SNP 处理 24
h 后的玉米幼苗中 ProDH 活性下降(P<0.01), c-
PTIO 处理的 ProDH 活性则上升(P<0.05) (图 6)。
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总之, 外源NO可提高植物体内脯氨酸的含量,
但其间机制尚不清楚(肖强和郑海雷 2004; 郝岗平

等 2007)。本文结果表明了两点: (1) NO 影响玉米

幼苗体内脯氨酸的积累; (2) NO参与脯氨酸合成和

降解过程的调控, NO 诱导脯氨酸积累可能是其促

进脯氨酸合成中的鸟氨酸途径、同时抑制了脯氨

酸降解途径的综合结果。
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图 6  SNP 和 c-PTIO 处理过程中玉米幼苗的

ProDH 活性变化

    Fig.6  Changes of ProDH activity in maize seedlings
during SNP and c-PTIO treatments



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


