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盐胁迫下小麦幼苗NO和胞间ROS的相互作用及其对元素含量的调节
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摘要: 以小麦‘西旱3号’为材料, 分析了PTIO (NO清除剂)、过氧化氢酶(CAT, H2O2清除剂)和DPI (质膜NADPH氧化酶抑制

剂)对NaCl胁迫下小麦幼苗元素含量、根一氧化氮(NO)水平和质外体活性氧(ROS)产生的影响。结果显示, 50和150 
mmol·L-1 NaCl均诱导小麦根、叶的Na含量增加而Ca含量减少, 但50 mmol·L-1 NaCl胁迫诱导根K含量减少而叶K含量增多, 
根叶K/Na比减少。PTIO、CAT和DPI的加入导致150 mmol·L-1 NaCl胁迫的小麦根Na和Ca含量减少而叶中的含量增多；

PTIO和CAT处理增加根K量而DPI降低其含量, 这三种试剂均增加150 mmol·L-1 NaCl胁迫下幼苗叶K含量。进一步研究发

现, 根的NO荧光强度在150 mmol·L-1 NaCl胁迫下显著增强, 50 mmol·L-1 NaCl胁迫的根中一氧化氮合酶(NOS)类似蛋白活性

降低约19%, 而150 mmol·L-1 NaCl胁迫诱导酶活性升高约30%。PTIO或CAT减弱了150 mmol·L-1 NaCl胁迫下根的NO荧光, 
却刺激了NOS类似蛋白活性, 而NaCl+DPI处理诱导小麦根最大的NO荧光强度和最高的NOS类似蛋白活性。此外, NaCl胁
迫的根质外体H2O2、O2·–和·OH含量增加。与150 mmol·L-1 NaCl单独胁迫相比, 添加PTIO可减少根质外体H2O2和O2·–含量, 却
增加·OH含量, 添加CAT只提高了质外体O2·–含量, 而DPI的加入使根质外体H2O2和·OH增加而O2·–减少。这表明, 不同的盐浓

度使小麦幼苗对Na、K和Ca吸收发生了变化; 盐胁迫促进小麦根NO及质外体ROS的积累, 它们之间相互影响, 可能共同调

控植物在盐胁迫响应过程中根对Na、K和Ca的吸收及其向地上部分的转运。
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Abstract: Wheat seedlings were used to investigate the changes of element, nitric oxide (NO) and apoplastic 
reactive oxygen species (ROS) contents in response to NaCl treatment with or without 2-phenyl-4,4,5,5,-te-
tramethylimidazoline-3-oxide-1-oxyl (PTIO), catalase (CAT) or diphenylene iodonium (DPI). All NaCl concen-
trations resulted in the increase of Na content and the decrease of Ca level in roots and leaves; differently, the 
amount of K reduced in roots but elevated in leaves only in 50 mmol·L-1 NaCl-stressed seedlings. In compari-
son with 150 mmol·L-1 NaCl treatment alone, the presence of PTIO, CAT or DPI decreased root Na and Ca 
contents but increased these two parameters in leaves in salinity-stressed seedlings. In contrast, K content rose 
in response to NaCl treatment together with PTIO or CAT but lowered to NaCl+DPI in roots, and K level in-
creased in leaves in the presence of these three reagents. Moreover, NO fluorescence in roots increased in re-
sponse to salinity, which could be reversed by PTIO or CAT. The activity of nitric oxide synthase (NOS)-like 
proteins decreased about 19% in 50 mmol·L-1 NaCl-stressed roots but increased about 30% due to 150 mmol·L-1 

NaCl, which could be further stimulated by PTIO or CAT. However, the maximum increase of NO fluorescence 
and the highest activity of NOS-like proteins were found in NaCl+DPI-treated roots. Apoplastic hydrogen per-
oxide (H2O2), superoxide anion (O2·–) and hydroxyl radical (·OH) levels significantly rose in salinity-treated 
roots. Compared with 150 mmol·L-1 NaCl stress alone, NaCl+PTIO led to the decreases of H2O2 and O2·– con-
tents along with the increase of ·OH level in the apoplast of wheat roots, NaCl stress in combination with CAT 
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further increased apoplastic O2·– content. In addition, the highest amount of H2O2 and ·OH together with the low-
erest level of O2·– was observed in the apoplast of NaCl+DPI-stressed roots. Taken together, different NaCl con-
centrations caused the changes of Na, K and Ca absorption in wheat seedlings. Here, it was also suggested that 
the accumulation of NO and the increase of apoplastic ROS induced by salinity interacted each other and both 
of them might be associated with the regulation of Na, K and Ca absorption as well as the translocation of these 
elements to aboveground plant parts in wheat seedlings under NaCl treatment.   
Key words: nitric oxide; reactive oxygen species; wheat seedlings; element contents; salt stress

盐分是影响植物生长发育的主要环境胁迫因

子之一(李彦等2008)。盐胁迫能打破植物的营养

平衡, 抑制植物对离子的吸收和转运, 造成细胞内

离子紊乱, 进而导致膜完整性的破坏和某些酶功

能的丧失(Lu等2002)。据文献报道, NaCl胁迫诱导

植物体内积累大量的Na+, 高浓度的Na+既产生离

子毒害作用, 又发挥着渗透调节作用(Faleiros等
2010)。陈晓亚和薛红卫(2012)认为, 盐分过多破

坏Na+的平衡, 抑制K+的吸收并造成植物缺乏必需

的大量元素K, 使Ca2+的吸收也有所下降。K+作为

细胞内主要的渗透调节物质之一, 其累积过程参

与了细胞对胁迫的适应(Higgins等1987)。Ca2+作

为第二信使, 能有效地抵御Na+的毒害作用(Tester
和Davenport 2003), 同时促进K+在植物体内的吸

收, 维持植物矿物离子平衡(Cachorro等1994)。
一氧化氮(nitric oxide, NO)是参与许多植物生

理过程的关键因素或信号分子, 涉及植物对非生

物胁迫的应答反应(De Michele等2009)。刘建新等

(2008)研究发现, 外源NO能显著降低盐胁迫下黑

麦草幼苗根尖Na含量, 提高K含量, 从而使K/Na比
提高, 增强植物的抗盐性。在胡杨愈伤组织中, 外
源NO诱导提高了愈伤组织的K/Na比和耐盐能力

(Zhang等2007)。一氧化氮合酶(nitric oxide syn-
thase, NOS)可催化精氨酸合成NO, 与植物体内源

NO的产生有关。Zhao等(2007)以野生型拟南芥为

材料, 研究发现盐胁迫下拟南芥内源NO含量随着

NOS活性的抑制而降低, 进而导致K/Na比降低。

活性氧(reactive oxygen species, ROS)的产生是植

物对盐胁迫响应的主要反应之一。质外体作为植

物感受和响应生物或非生物信号的最初防线, 是
植物体ROS产生的主要场所。例如, 盐胁迫诱导质

外体ROS [包括过氧化氢(hydrogen peroxide, 
H2O2)、超氧阴离子(superoxide anion, O2·–)和羟自由

基(hydroxyl radical, ·OH)]的产生, 并调节质外体抗

氧化酶水平(Hernández等2001)。王瑞刚(2007)的

研究表明, 盐诱导群众杨质外体中O2·–和H2O2大量

产生, 而抗氧化酶的活性不足以有效控制ROS的伤

害, 从而使叶片出现了伤害症状。更为重要的是, 
胞间产生的ROS能通过质膜进入胞质, 作为重要的

信号分子参与细胞生命过程的调节 (周丛义等

2010)。因此, 质外体及其ROS的产生受到越来越

多研究者的关注。

到目前为止, 有许多的研究关注盐胁迫下植

物生理变化及胁迫应答, 但植物的抗盐机理仍不

清楚。本实验以小麦‘西旱3号’为材料, 利用试剂

2-phenyl-4,4,5,5,-tetramethylimidazoline-3-ox-
ide-1-oxyl (PTIO)、过氧化氢酶(catalase, CAT)和
diphenylene iodonium (DPI)分析内源性NO的产

生、胞间H2O2水平及质膜NADPH氧化酶与小麦

在盐胁迫响应过程中元素含量变化之间的关系, 
分析NO的产生与胞间H2O2积累之间的关系, 以期

为揭示植物的耐盐机理提供理论依据。

材料与方法

1  植物材料的培养及处理

小麦‘西旱3号’ (Triticum aestivum L., cv Xihan 
3)种子购自甘肃省农业大学干旱作物育种实验

室。将籽粒饱满的种子用0.1%氯化汞(HgCl2)表面

消毒10 min, 流水冲洗10 h后, 黑暗中萌发24 h。挑

选萌发一致的种子置于(24±2) ℃、12 h/12 h (光照

/黑暗)和300 μmol·m-2·s-1的光照培养箱中培养, 分
别用含有50 mmol·L-1 NaCl、150 mmol·L-1 NaCl、
150 mmol·L-1 NaCl+250 μmol·L -1 PTIO、150 
mmol·L-1 NaCl+500 U·L-1 CAT和150 mmol·L-1 
NaCl+10 μmol·L-1 DPI的1/4Hoagland营养液胁迫处

理小麦幼苗, 同时设置1/4Hoagland营养液为对照, 
每处理3个重复。每隔2 d更换处理液, 6 d后取小麦

的根和叶测定各个生理指标。

2  Na、K和Ca含量测定

小麦幼苗根和叶中元素含量的测定参照
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Achary等(2008)的方法, 略有改动。将植物材料用

去离子水清洗干净后在80 ℃烘箱中烘干至恒重, 取
干样品加入12 mL硝酸(HNO3)、4 mL氢氟酸和4 mL 
H2O2 溶解并置于微波消解罐中消解2.5 h, 冷却后的

样品转移至坩埚中蒸干, 将残余的部分用1 mol·L-1 
HNO3溶解并定容到100 mL容量瓶, 用原子吸收分

光光度计(WFX-210)测定Na、K和Ca的含量。

3  NO荧光检测

使用NO探针二氨基荧光素双乙酸钠(DAF-
FM DA, Sigma)对内源NO含量进行检测。小麦根

在含10 μmol·L-1 DAF-FM DA的溶液中孵育20 min, 
用磷酸缓冲液(PBS, pH 7. 4)将残留的DAF-FM DA
冲洗干净。在装有红光滤光片(激发光: 450~490 
nm, 发射光: 500~530 nm)的Leica MPS60荧光显微

镜下获取荧光图片。

4  NOS类似蛋白活性测定

NOS类似蛋白活性的检测参照王芳妹(2012)
的方法。取1 g新鲜小麦根加入50 mmol·L-1 Tris-
HCl [pH 7.5, 含0.5 mmol·L-1乙二胺四乙酸(EDTA)、
7 mmol·L-1还原性谷胱甘肽、0.2 mmol·L-1苯甲基

磺酰氟]研磨, 6 882×g离心30 min, 上清液即为酶提

取物。参照氧合血红蛋白捕捉法(Murphy和Noack 
1994), 立即用100 U CAT和100 U超氧化物歧化酶

孵化酶提取物5 min, 除去影响测量的内源活性

氧。加入氧合血红蛋白至终浓度为10 μmol·L-1, 37 
℃孵育5 min, 在401和421 nm处测定光吸收值以计

算酶活性。

5  蛋白含量的检测

蛋白含量的检测参照Bradford (1976)的方法, 
在波长595 nm处测定光吸收值, 并以牛血清白蛋

白为标准计算蛋白含量。

6  质外体H2O2、O2·–和·OH含量检测

质外体流体的提取参考Córdoba-Pedregosa等
(2005)的方法, 略有改动。取1 g小麦根浸于10 
mmol·L-1 PBS (pH 6.0, 含有1% 聚乙烯吡咯烷酮、

1 mmol·L-1 EDTA), 用真空泵抽滤40 min, 使溶液充

满质外体。用滤纸吸干表面液体后装入大小适宜

的离心管, 放入10 mL离心管内, 在12 000×g离心10 
min, 收集流出的液体备用。

H2O2含量检测参照Sergiev等(1997)的方法, 取
质外体液并加入1 mol·L-1碘化钾和10 mmol·L-1 
PBS (pH 7.0), 在390 nm下测定溶液的吸光值。

O2·–的检测参照Achary等(2012)的方法, 将质外

体液加入50 mmol·L-1 Tris-HCl缓冲液[pH 6.4, 内含

250 mmol·L-1蔗糖、0.2 mmol·L-1烟酰胺腺嘌呤二

核苷酸磷酸(NADPH)和0.2 mmol·L-1 氮蓝四唑], 光
照后在530 nm测定反应液的吸光值。

·OH的检测参照Halliwell等(1987)的方法, 将
质外体液置于37 ℃条件下孵育2 h后, 加入硫代巴

比妥酸沸水浴30 min, 冷却后测定OD532。

7  数据分析

每个处理均设3个重复(n=3), 结果用平均值±
标准误(SE)表示, 实验数据用SPSS 17.0进行统计

分析, P<0.05表示有显著性差异。

实验结果

1  不同处理诱导小麦幼苗根、叶Na和K含量的变化

如表1所示, 随着NaCl浓度升高, 小麦根中Na
含量显著增加, 其中150 mmol·L-1 NaCl处理使其含

量增至对照的3.4倍。与150 mmol·L-1 NaCl处理相

比, NaCl+PTIO处理使根中Na含量显著降低, Na-
Cl+CAT略微提高了根中Na含量, 而NaCl+DPI处理

表1  不同处理下小麦幼苗根中Na和K含量的变化

Table 1  Changes of Na and K contents in wheat roots under different treatments

                处理 Na含量/μg·g-1 (DW) K含量/μg·g-1 (DW) K/Na比

对照    276.77±14.17d    787.47±27.26b 2.85a

50 mmol·L-1 NaCl    907.50±2.78b    664.96±8.54c 0.73e

150 mmol·L-1 NaCl    952.35±2.68a    867.07±41.08b 0.91d

150 mmol·L-1 NaCl+PTIO    916.82±2.84b  1 054.46±51.70a 1.15b

150 mmol·L-1 NaCl+CAT    964.63±3.31a    976.31±25.82a 1.01c

150 mmol·L-1 NaCl+DPI    742.67±6.72c    490.85±6.80d 0.66f

　　数据为平均数±标准误(n=3)。同列不同小写字母表示不同处理间差异显著(P<0.05)。下表同此。
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使根中Na含量显著降低约22%。与对照相比, 50 
mmol·L-1 NaCl使小麦根中K含量降低约16%, 而
150 mmol·L-1 NaCl处理增加了根中K含量, 但差异

不明显。与150 mmol·L-1 NaCl处理相比, 添加

PTIO或CAT使NaCl处理根中K含量分别提高约

22%和13%, 但DPI的加入使根中K含量降到最

低。进一步分析显示, 50和150 mmol·L-1 NaCl处理

根中K/Na比值较对照分别减小约74%和68%,  
PTIO或CAT的加入使盐处理根中K/Na比值增大, 
而NaCl+DPI处理导致根K/Na比降到最小。

与对照相比, 小麦叶片中Na含量随着NaCl处
理浓度的增大而增加 ,  但含量总低于根(表2)。

PTIO、CAT或DPI的加入使叶中Na含量较150 
mmol·L-1 NaCl单独处理分别增加约35%、32%和

23%, 差异均达到显著水平(P<0.05)。与根中变化

情况不同, 50 mmol·L-1 NaCl处理下叶片K含量显

著高于对照, 150 mmol·L-1NaCl对叶中K含量无明

显影响。CAT或DPI的加入不同程度增加了K含

量, 而PTIO的使用对K含量没有明显影响。此外, 
小麦叶中K/Na比随着盐处理浓度的增加而降低

(表2)。与根中变化趋势恰好相反, NaCl+PTIO或

NaCl+CAT处理使叶中K/Na比低于单独盐处理, 而
NaCl+DPI处理使K/Na比值较150 mmol·L-1 NaCl处
理升高。

表2  不同处理下小麦幼苗叶中Na和K含量的变化

Table 2  Changes of Na and K contents in wheat leaves under different treatments

               处理 Na含量/μg·g-1 (DW) K含量/μg·g-1 (DW) K/Na比

对照  40.50±6.76e 1 636.77±49.09d 40.41a

50 mmol·L-1 NaCl 418.95±9.07d 1 749.82±22.81c  4.18b

150 mmol·L-1 NaCl  671.18±26.32c  1 582.99±34.70d  2.36d

150 mmol·L-1 NaCl+PTIO 903.68±6.20a 1 646.23±29.38d  1.82f

150 mmol·L-1 NaCl+CAT  888.01±16.79a 1 891.53±16.38b  2.13e

150 mmol·L-1 NaCl+DPI 826.75±5.27b 2 270.41±32.03a  2.75c

 

2  不同处理诱导小麦幼苗根和叶Ca含量的变化

从表3可以看出, 50 mmol·L-1 NaCl诱导小麦

根Ca含量减少, 但与对照比差异不明显；而150 
mmol·L-1 NaCl处理使Ca含量较对照减少约23%。

PTIO、CAT或DPI的加入使小麦根Ca含量较150 
mmol·L-1 NaCl单独处理分别下降约29%、21%和

34%, 差异均达到显著水平(P<0.05)。相似地, 50和
150 mmol·L-1 NaCl处理使小麦叶Ca含量较对照分

别减少约 2 4 %和 7 5 % ,  差异均达到显著水平

(P<0.05)；但外源PTIO、CAT或DPI的加入诱导150 
mmol·L-1 NaCl处理的幼苗叶Ca含量明显增加。

3  小麦幼苗根尖NO荧光检测

小麦根经探针DAF-FM DA孵育 ,  在Leica 
MPS60荧光显微镜下检测NO荧光。未经NaCl处
理的根中检测到较弱的NO荧光信号(图1-A和G)。
随着NaCl处理浓度的升高, 小麦根中NO的荧光强

度呈增强趋势(图1-B、C和G), 且150 mmol·L-1 
NaCl处理使小麦幼苗根NO荧光强度较对照显著

提高约33% (图1-G)。与150 mmol·L-1 NaCl单独处

理相比, NaCl+PTIO或NaCl+CAT处理使小麦根尖

NO荧光强度减弱(图1-D、E和G), 而NaCl+DPI处
理的小麦根NO荧光最强, 与单独盐处理相比提高

约84% (图1-F和G), 表明根中积累了较多的NO。

4  不同处理诱导小麦幼苗根NOS活性的变化 
如图2所示, 与对照相比, 50 mmol·L-1 NaCl处

理使小麦幼苗根NOS类似蛋白活性降低了19%, 而
150 mmol·L-1 NaCl使酶活性提高约30%。PTIO、

表3  不同处理下小麦幼苗根、叶中Ca含量的变化

Table 3  Changes of Ca content in roots and leaves of wheat 
seedlings under different treatments

               处理
                                     Ca含量/μg·g-1 (DW)

 根 叶

对照 1 743.99±10.32a 2 473.54±27.60a

50 mmol·L-1 NaCl 1 674.77±14.80a 1 878.71±56.18b

150 mmol·L-1 NaCl 1 349.91±44.87b   615.16±14.91e

150 mmol·L-1 NaCl+PTIO   956.62±36.98cd   923.19±46.28cd

150 mmol·L-1 NaCl+CAT 1 072.91±14.74c   857.22±36.70d

150 mmol·L-1 NaCl+DPI   895.68±20.35d 1 035.79±13.02c
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CAT或DPI的加入进一步增强了150 mmol·L-1 NaCl
处理下NOS类似蛋白活性, 其中NaCl+DPI处理的

小麦根NOS类似蛋白活性最强, 为单独盐处理下

该酶活性的2.19倍。

5  不同处理诱导小麦幼苗根质外体H2O2、O2·–及 
·OH含量的变化

如表4所示, 50和150 mmol·L-1 NaCl处理后小

麦幼苗根质外体H2O2含量较对照提高约31%和

59%。与150 mmol·L-1 NaCl单独处理相比, NaCl+ 
PTIO处理使根质外体H2O2含量降低, NaCl+CAT处
理使H2O2含量略有增加, 但差异未达到显著水平

(P<0.05), 而NaCl+DPI处理的根中质外体H2O2含量

最高。

盐胁迫也引起了小麦幼苗根质外体O2·–显著积

累(表4)。与150 mmol·L-1 NaCl单独处理相比, Na-
Cl+PTIO使根质外体O2·–含量降低约35%, NaCl+ 
CAT使小麦根质外体O2·–含量显著增加, 但DPI的加

入使NaCl处理根质外体O2·–含量降低约67%, 差异达

到显著水平(P<0.05)。
50和150 mmol·L-1 NaCl诱导小麦根质外

体·OH的产生分别增加为对照的141%和189% (表
4)。与150 mmol·L-1 NaCl单独处理相比, NaCl+PTIO
和NaCl+DPI处理诱导小麦根中·OH增加约32%和

42%, 差异均达到显著水平(P<0.05), 而NaCl+CAT处
理对小麦根质外体·OH含量无明显影响。

讨　　论

植物细胞内的离子平衡与其对盐分的适应密

切相关(Zhang等2007)。盐胁迫可导致植物细胞内

离子紊乱, 影响Na、K、Ca等元素在胞内的分布, 
破坏植物的营养平衡(陈晓亚和薛红卫2012)。王

艳青等(2001)发现, 刺槐体内Na+含量随环境Na+浓

图1  不同处理对小麦幼苗根NO产生的影响

  Fig.1  Effects of different treatments on NO
production in wheat roots   

G中平均相对DAF-FM DA荧光密度以对照作为100%, 分别对

应于图A~F。数据为平均数±标准误(n=3), 不同小写字母表示不同

处理间差异显著(P<0.05)。A: 对照; B: 50 mmol·L-1 NaCl; C: 150 
mmol·L-1 NaCl; D: NaCl+PTIO; E: NaCl+CAT; F: NaCl+DPI。图2
同此。

图2  不同处理对小麦幼苗根NOS类似蛋白活性的影响

Fig.2  Effects of different treatments on the activity of NOS-
like proteins in wheat roots
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度的增加而上升, 且根部的含量较高。殷立娟等

(1993)的研究表明, 随着土壤盐量或Na+增加, 进入

羊草体内的Na+主要积累在根、老叶及分蘖芽等

器官, 以增加细胞溶质浓度。与这些研究相似, 我
们在本实验中观察到, 盐胁迫诱导小麦根、叶Na
含量增加, 且根中Na的积累高于叶片。这些表明

植物吸收的Na较多地积累在根部, 可能因此而减

少了叶片中Na的积累 ,  减弱盐对地上部分的伤

害。K是植物必须的元素之一, 在细胞的生长及代

谢中发挥着重要的作用。盐处理的植物细胞胞质

需保持足够的K和有利的K/Na比, 以避免细胞损伤

和营养缺乏(王晓冬等2011)。本实验中, 低浓度的

NaCl诱导小麦根K含量降低而叶K含量升高, 但高

浓度的盐对小麦根叶中的K量无明显影响, 表明小

麦幼苗在低盐环境中有能力转运较多的K进入地

上部分, 以维持渗透平衡。有研究者认为, 耐盐植

物可选择性地向叶运输更多的K, 以维持较高的K/
Na来进行渗透调节, 从而提高耐盐性(彭云玲等

2014)。然而, NaCl处理导致小麦根、叶K/Na比值

显著减小, 且盐浓度越高该比值越低(表1和2)。这

可能是盐对小麦幼苗造成伤害的主要原因之一, 
因为盐胁迫诱导植物K吸收减少而Na吸收增加, 组
织中K/Na比明显下降, 导致生长受到抑制(Botella
等1997)。此外, Ca作为第二信使参与植物逆境胁

迫响应机制的研究受到普遍关注。据文献报道, 
黄瓜根、叶和构树全株Ca2+含量随着NaCl浓度升

高而下降(El-Baz等2003; 杨帆等2009)。与此相似, 
本实验中盐胁迫抑制小麦幼苗对Ca的吸收, 且盐

浓度越高, 抑制效应越强。Chen等(2007)认为适量

增加Ca2+可以增强植物对盐胁迫的响应, 减轻盐胁

迫对植物的伤害。因此, 小麦Ca量的减少可能是

盐胁迫造成伤害的原因之一。

NO作为一种普遍存在于生物体胞内和胞间

的信使分子, 参与植物对各种生物和非生物胁迫

应答的信息传递(Qiao和Fan 2008)。植物根尖是

NO的主要合成部分(侯丽霞等2010)。本实验中, 
盐处理的小麦根尖NO荧光强度较对照增强, 说明

盐诱导了NO的产生。植物内源NO的产生与多种

途径有关, 包括NOS、硝酸还原酶催化合成途径

及其他非酶促合成途径(Palavan-Unsal和Arisan 
2009; Wendehenne等2001)。Zhao等(2007)的研究

显示, 拟南芥NOS活性随着NaCl浓度的增加而降

低。与拟南芥的反应不同, 低浓度的盐诱导小麦

幼苗根NOS类似蛋白活性降低, 而150 mmol·L-1 
NaCl使酶活性增强(图2), 表明NOS类似蛋白活性

可能参与了高盐诱导的小麦根NO的积累。PTIO
能够与NO相互作用产生NO2以清除NO的作用(Mi-
taka等1997)。进一步研究发现, PTIO导致盐处理

小麦根NO荧光强度减弱, 却使NOS类似蛋白活性

增强。Zhao等(2004)的研究中也有相似结果, PTIO
减少芦苇愈伤组织NO的含量, 而使NOS活性增

强。CAT是一种H2O2清除剂, 但不易透过细胞膜

(Zhang等2010)。DPI是一种NADPH氧化酶特异抑

制剂(Jakubowska等2015)。我们在本实验中观察

到, CAT的加入也导致盐处理小麦根NO荧光强度

减弱和NOS类似蛋白的活性增强, 而DPI+NaCl处
理下小麦根NO含量和NOS类似蛋白活性均达到最

大。这些结果表明在盐胁迫的小麦根中, NOS类似

蛋白可能不是NO产生的唯一来源, 且类似蛋白活

性可能受NO及胞间ROS的调节。

质外体由细胞壁及其间隙的液相和气相空间

组成 ,  具有保持细胞形状、进行水分等物质运

输、防御病原侵入等功能(张峰等2008)。质外体

ROS的产生与积累可能是植物对非生物胁迫的反

表4  不同处理下小麦幼苗根质外体H2O2、O2·–及·OH含量的变化

Table 4  Changes of apoplastic H2O2, O2·– and·OH contents in wheat roots under different treatments

处理 H2O2含量/ng·g-1 (FW) O2·–含量/μmol·g-1 (FW) ·OH含量/nmol·g-1 (FW)

对照  93.54±2.44e 1.10±0.03e  6.99±0.22d

50 mmol·L-1 NaCl 122.16±3.59d 1.25±0.04d  9.83±0.30c

150 mmol·L-1 NaCl 149.02±5.19b 2.12±0.04b 13.18±0.65b

150 mmol·L-1 NaCl+PTIO 135.30±3.60c 1.38±0.04c 17.44±1.38a

150 mmol·L-1 NaCl+CAT 151.33±1.13b 2.27±0.05a  11.54±0.11bc

150 mmol·L-1 NaCl+DPI 163.31±2.68a 0.70±0.03f 18.69±0.24a
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应。例如 ,  盐胁迫可导致群众杨质外体中O2·–和
H2O2的积累(王瑞刚2007)。本研究结果显示, 盐胁

迫诱导小麦根质外体H2O2、O2·–和·OH显著积累。

质膜NADPH氧化酶以NADPH为电子供体催化分

子氧的单电子还原产生O2·–, 随后被超氧化物歧化

酶转变成H2O2,  参与了质外体中H2O2的产生(Park
和Doke 2005)。Zhang等(2007)研究表明, 盐胁迫

下产生的NO可以作为第二信使通过介导质膜

NADPH氧化酶的表达以诱导H2O2的产生。本实

验可能支持Zhang等(2007)的研究, 因为PTIO对

NaCl处理的小麦根NO的清除伴随着胞间H2O2和

O2·–的减少及·OH的增加。此外, CAT的加入对盐诱

导的胞间H2O2和·OH的产生无明显影响, 却使胞间

O2·–的产生增多; 而DPI对NADPH氧化酶的抑制只

减少了150 mmol·L-1 NaCl处理根胞间O2·–的产生, 却
增加了胞间H2O2和·OH的含量。由这些结果可以

推测, 盐诱导小麦根NO的产生可能参与了胞间

ROS水平的调节, 但胞间ROS水平的维持是复杂

的, 可能与其产生的酶的种类繁多、产生过程调

控复杂有关。

已有的研究证明, NO和ROS作为信号分子参

与植物离子水平的调节。有文献报道, NaCl诱导

芦苇愈伤组织中离子的转运受NO和质膜NADPH
氧化酶产生的H2O2调控(Zhao等2004)。另据报道, 
质膜NADPH氧化酶内源性H2O2的产生作为信号

分子, 激活质膜Na+/H+转运蛋白的表达, 进而调节

盐诱导的拟南芥的离子转运(Li等2013)。我们在

本实验中观察到, PTIO和CAT诱导150 mmol·L-1 
NaCl处理小麦根Na和Ca含量显著减少, 而叶中这

两种元素含量增多, 暗示盐处理下小麦根NO和胞

间H2O2的产生可能减弱了根吸收的Na和Ca向植物

地上部分的转运, 因此防止叶中Na的过度积累而

造成伤害, 也导致吸收的Ca积聚在根中以缓解根

的盐害。与本研究结果相似, 外源NO可能通过减

少根系对Na+的吸收和向上运输来降低番茄幼苗

叶片中Na+的含量, 以减弱离子毒害作用(孙德智等

2014)。Chen等(2013)的研究表明, NO通过减少胞

质K+的流失, 提高K+的吸收来增加盐处理红树植

物的K量。然而, Xia等(2014)研究发现, NO在拟南

芥减少AKT1介导的K吸收。本实验中, PTIO导致

150 mmol·L-1 NaCl处理的根中K量增多而叶K量无

显著变化, 表明根NO的产生可能参与调节盐处理

抑制根对K的吸收作用, 但不影响根K向地上部分

的转运。CAT的加入进一步提高了盐处理小麦

根、叶中的K量, 表明盐处理小麦根胞间H2O2的产

生即限制了根对K的吸收又减弱了K向植物地上部

分的转运。此外, DPI导致150 mmol·L-1 NaCl处理

根中Na、K和Ca的含量降到最小(表1和3), 这可能

与这些元素向地上部分的转运有关, 因为NaCl+D-
PI处理的小麦叶中3种元素的含量与单独NaCl处
理相比极显著增高(表2)。同时, 这些结果也说明

质膜NADPH氧化酶ROS的产生参与了植物在盐胁

迫响应过程中根对Na、K和Ca的吸收及其向地上

部分转运的调节。PTIO和CAT导致盐处理小麦根

K/Na比增大, 叶的比值减小, 而DPI对根、叶K/Na
比值的效应相反。

总之,  NaCl处理诱导小麦根、叶Na含量增多

而Ca含量降低, 只有50 mmol·L-1 NaCl处理导致根

K含量减少而叶K量增多。此外, 盐胁迫促进了小

麦根NO及质外体ROS的积累, 它们之间相互影响, 
可能共同调控植物在盐胁迫响应过程中根对Na、
K和Ca的吸收及这些元素向地上部分的转运。
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