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摇 摇 摘要:摇 为了探讨一氧化氮(NO)参与调控微囊藻毒素(MC)诱导植物损伤的机理,以青菜(Brassica rapa)幼苗

为材料,研究了外源 NO 对 MC 胁迫下青菜幼苗的生长、体内活性氧(ROS)累积、抗氧化酶活性及抗氧化物质含量

的影响及可能的调控机制。 结果显示:(1)外源 NO 供体硝普钠(SNP)预处理能够显著缓解 MC 对青菜幼苗生长的

抑制效应;(2)SNP 预处理能够显著降低 MC 诱导青菜幼苗 ROS 的过量产生;(3)SNP 预处理能够分类调控 MC 对

抗氧化酶(SOD、POD、APX、CAT)和抗氧化物质(AsA 和 GSH)的诱导效应。 这些结果表明,外源 NO 能够通过特异

性调控 MC 诱导青菜幼苗的氧化胁迫反应,进而缓解 MC 对植物的毒害效应。
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摇 摇 Abstract:摇 To study the mechanism underlying nitric oxide (NO) involvement in the regulation of microcystin (MC)
induced plant damage, the effects of exogenous NO on the growth of Brassica rapa seedlings, exposed to MC accumulation of
reactive oxygen species (ROS), activity of several important anti鄄oxidative enzymes and content of antioxidant substances
were measured under MC stress. The pre鄄treatment with NO donor SNP could significantly attenuate MC鄄induced growth stunt
in B. rapa seedlings and reduce over鄄accumulation of reactive oxygen species (ROS). Pre鄄treatment with SNP could differen鄄
tially regulate the increases in the activities of anti鄄oxidative enzymes (SOD, POD, APX and CAT), and the content of anti鄄

oxidants ( AsA and GSH) in B. rapa. In conclusion,
exogenous NO could alleviate MC鄄induced injury by
classified regulation of oxidative stress in B. rapa.
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摇 摇 近年来,水体富营养化导致的蓝藻水华已成
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为中国乃至全球不可忽视的环境威胁之一 [1鄄2] 。
微囊藻毒素(Microcystin,MC)是由水华蓝藻分泌

的一类多肽毒素。 其中的 MC鄄LR 作为一种致肝

癌毒素,其对人体和动物的毒理学研究已有众多

报道 [3] 。 采用发生蓝藻水华的水体作为灌溉水,
可以使 MC 直接接触到农作物。 虽然有证据表明

MC 胁迫可抑制蔬菜和粮食作物等多种农作物的

生长 [4鄄7] ,但 MC 对植物的毒害机理研究相对滞

后。 相关研究结果显示,MC 胁迫可诱导植物体

内活性氧 ( Reactive oxygen species,ROS) 的过量

累积,进而诱发植物的氧化损伤 [8鄄9] 。 MC 诱导的

ROS 累积可作为触发信号,进一步导致植物体内

抗氧化酶活性上升,如过氧化物酶(POD) 、超氧

化 物 歧 化 酶 ( SOD ) 、 抗 坏 血 酸 过 氧 化 物 酶

(APX) 、过氧化氢酶( CAT)等 [10鄄12] 。 虽然上述众

多研究已经证实 MC 可诱导植物产生氧化胁迫反

应,但相关的信号调控机理尚不明确。
一氧化氮(Nitric oxide,NO)是植物体内的一

种关键信号分子。 在各种生物胁迫与非生物胁

迫条件下,NO 能够参与调控植物多种重要的内

在生理代谢途径 [13] 。 通过硝普钠( Sodium nitro鄄
prusside,SNP)提供外源 NO,可缓解多种环境胁

迫因子(如:重金属、盐、干旱、冷冻等)对植物的

伤害 [14鄄17] 。 我们的前期研究结果显示,外源 NO
供体 SNP 处理能够显著缓解 MC 对水稻生长的

抑制作用 [18] 。 但 NO 通过何种途径参与调控 MC
诱导的植物胁迫反应尚无相关报道。 另外,我们

的前期研究结果还表明,MC 可诱导多种农作物

(如青 菜、 油 菜、 白 三 叶 草 ) 产 生 氧 化 胁 迫 反

应 [19鄄21] 。 为了进一步明确 NO 参与调控 MC 诱导

植物损伤的深入机理,本研究拟以大宗蔬菜作物

青菜为材料,探讨外源 NO 是否并怎样调控 MC
诱导植物的氧化胁迫反应,以期为 MC 诱导的植

物毒理效应评估提供更多理论基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

试验材料为青菜(Brassica rapa) (绿领矮抗 1
号);干藻粉购自中国科学研究院武汉水生生物研

究所,-20 益冷藏备用;藻毒素标准品 MC鄄LR 购自

Sigma鄄Aldrich 公司。

1. 2摇 植物材料培养与处理

青菜种子用 1% NaClO 消毒 10 min,然后用蒸

馏水洗净,用吸水纸吸干水分后,挑选均一、饱满

的种子置于铺有 3 层湿润滤纸的培养皿(直径 15
cm)中,每皿 100 粒,设置 3 个重复。 光照时间 12
h / d,温度(25依1) 益。 发芽后 3 d,挑选生长良好

的幼苗移入新的培养皿中,每皿 50 棵作为试验材

料。 试验共有 4 个处理:(1)蒸馏水对照;(2)MC
(4 mg / L)处理 3 d;(3) SNP(0郾 4 mmol / L)预处理

1 d,然后加入 MC(4 mg / L)再处理 3 d;(4) SNP
(0郾 4 mmol / L)预处理 1 d,然后加入蒸馏水再处理

3 d。 处理结束后,取青菜幼苗地上部进行相关的

生理生化指标测定。
1. 3摇 微囊藻毒素的制备

参照 Chen 等 [22] 的方法从干藻粉中提取藻毒

素。 称取 0郾 2 g 干藻粉于 12 ml 80% 甲醇中,超
声破碎藻细胞 1 h,离心去沉淀 (12 000 r / min,
12 min, 4 益 );取上清液旋转蒸干去甲醇,调 pH
2 ~ 4 并离心去除杂质蛋白质,过 0郾 2 mm 滤膜,
调节 pH 至 7郾 0;121 益 灭菌 15 min,用蒸馏水定

容至 5 ml。 将藻毒素粗提液过 Sep鄄Pak C18柱,用
LC / MS 法测定 MC鄄LR 和 MC鄄RR 的含量。 液质

联用仪为液相 HP1200,质谱 6410( Triple Quad) 。
经测定,干藻粉提取的藻毒素粗提液中 MC鄄LR
浓度为 10 mg / L。
1. 4摇 测定方法

1. 4. 1摇 抗氧化酶活性测定摇 提取缓冲液为磷酸缓

冲液(50郾 0 mmol / L,pH 7郾 0),其中含有 1郾 0 mmol / L
EDTA 和 1%可溶性 PVPP。 称取 0郾 1 g 青菜幼苗地

上部鲜样,加入 1郾 5 ml 预冷的提取缓冲液充分研

磨,10 000 r / min,4 益离心 20 min,取上清液进行酶

活性测定。 以下酶活性测定参照 Zhou 等[23] 和

Chen 等[24]提供的具体方法。
摇 摇 SOD 的活性用 NBT 光还原反应的抑制率表示。
3 ml 反应体系包括:磷酸缓冲液 (50郾 0 mmol / L, pH
7郾 8),13郾 0 mmol / L 蛋氨酸, 2 滋mol / L 核黄素, 75
滋mol / L NBT,0郾 1 mmol / L EDTA,30 滋l 酶液。 日光

灯下反应 30 min 后,测定 560 nm 处吸光值。 1 个

SOD 酶活性单位定义为能够抑制 50% NBT 光还原

反应的酶量。
CAT 的活性用 H2O2的分解速率表示。 50 滋l 酶

液加入到含有 0. 1%过氧化氢的磷酸缓冲液中 (50
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mmol / L,pH 7郾 0) 起始反应,立即记录 240 nm 吸光

值的变化,以消光系数 0郾 036 mmol / (L·cm)计算酶

活性。 1 个 CAT 活性单位定义为,在测定条件下 1
min 分解 1 滋mol H2O2所需的酶量。

POD 的活性测定采用愈创木酚法。 反应体系

包括: 50 mmol / L磷酸钾缓冲液 ( pH 6. 1 ), 1%
H2O2,1%愈创木酚和 10 滋l 酶液,记录 420 nm 吸光

值的变化,以消光系数 26. 6 mmol / (L·cm)计算酶

活性。 1 个 POD 活性单位定义为,在测定条件下 1
min 催化生成 1 滋mol 产物所需的酶量。

APX 的活性用依赖于 H2O2降解的抗坏血酸消

耗速率表示。 反应体系包括:50 mmol / L磷酸钠缓冲

液 ( pH7. 0),0. 5 mmol / L抗坏血酸,0. 1 mmol / L
H2O2,10 滋l 酶液,记录 290 nm 吸光值的变化,以消

光系数为 2. 8 mmol / (L·cm) 计算酶活性。 1 个

POD 活性单位定义为,在测定条件下 1 min 催化消

耗 1 滋mol 底物所需的酶量。
酶液中蛋白质含量测定采用 Bradford 方法(考

马斯亮蓝 G250 染色法),以牛血清白蛋白作为标准

蛋白[25]。
1. 4. 2摇 POD 和 SOD 同工酶活性电泳摇 植物同工酶

活性电泳参照 Zhou 等[23]的方法。 称取青菜幼苗地

上部 0. 1 g, 加入 3 ml 预冷的 Tris鄄HCl ( 50郾 0
mmol / L, pH6郾 8 ) 缓冲液,冰浴研磨成浆, 10 000
r / min,4 益离心 20 min,取上清液作为电泳上样液。
采用不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)在 4 益下

进行,5%浓缩胶电压 80 V,10%分离胶电压 120 V。
电泳完成后,将胶取下进行同工酶活性染色。 POD
同工酶采用联苯胺染色法,将胶放入染色液(2% 联

苯胺 10 ml、抗坏血酸 35郾 2 mg、0郾 6% 过氧化氢 10
ml、去离子水 30 ml)中显色后,用去离子水漂洗 2 ~
3 次,观察并拍照。 SOD 同工酶采用 NBT 染色法,
将胶放 入 染 色 液 ( 50郾 0 mmol / L 磷 酸 盐 缓 冲 液

pH7郾 8、0郾 028 mol / L 四甲基乙二胺、22郾 8 滋mol / L核
黄素)中避光浸泡 20 min。 然后将胶转入含 EDTA
(0郾 1 mol / L)的磷酸缓冲液(pH7郾 8、50郾 0 mmol / L)
中光照显色。 用去离子水漂洗 2 ~ 3 次,观察并拍

照。
1. 4. 3摇 抗坏血酸(AsA)和谷胱甘肽(GSH)含量测

定摇 具体参照 Chen 等[24] 的方法。 称取 0郾 1 g 叶片

鲜样,加入 1 ml 预冷的 5%偏磷酸冰浴研磨,10 000
r / min离心 10 min;取 0郾 5 ml 上清液,20 000 g, 4 益

离心 15 min,取上清液测定。
总 AsA 含量测定反应体系包括:0郾 30 ml 植物

提取液、0郾 75 ml 磷酸缓冲液 (150郾 0 mmol / L,pH
7郾 4, 5 mmol / L EDTA )、 0郾 50 ml DTT ( 10郾 0
mmol / L)。 混匀后室温放置 10 min。 然后依次加入

0郾 60 ml 10%三氯乙酸(TCA),0郾 60 ml 44%正磷酸,
0郾 60 ml 4% 琢, 琢忆鄄联吡啶(溶解于 70%酒精中),25
滋l 10% FeCl3。 充分混匀,40 益 水浴加热 40 min
后,测定 525 nm 吸光值。 同时做 0 ~ 100 滋mol / L范
围内的 AsA 标准曲线来计算样品中 AsA 含量。

GSH 含量测定的 3 ml 反应体系包括:1 ml 植物

提取液、 0郾 2 mmol / L NADPH、磷酸缓冲液 ( 0郾 5
mol / L,pH 7郾 5)、5郾 0 mmol / L EDTA、0郾 6 mmol / L二
硫代双硝基苯甲酸(DTNB)、以及 3 个单位谷胱甘

肽还原酶(GR)。 加入 0郾 1 ml 的上述反应样品起始

反应,记录 412 nm 吸光值 1 min。 采用同样方法做

0 ~ 50 滋mol / L范围内的 GSH 标准曲线来计算样品

中 AsA 含量。
1. 4. 4摇 总活性氧(ROS)含量的荧光检测摇 植物体

内 ROS 检测参照 Foreman 等[26]提供的荧光检测法。
将青菜幼苗地上部用蒸馏水洗净后放入浓度为 1
滋mol / L的特异性荧光探针 DCFH鄄DA 中装载 20
min,用蒸馏水洗净;在荧光电子显微镜(ECLIPSE,
TE2000鄄S, Nikon)下以 488 nm 为激发波长,525 nm
为发射波长观察、拍照。 通过计算绿色荧光密度表

示 ROS 的相对含量。
1. 5摇 统计方法

每个测定结果采用 3 次重复的平均值依标准差

表示,对试验数据进行单因素方差分析 (ANOVA)。

2摇 结 果

2. 1摇 外源 SNP 处理对 MC 抑制青菜幼苗生长的缓

解效应

摇 摇 与对照相比,含 4 mg / L MC鄄LR 的 MC 毒素提

取物处理明显抑制青菜幼苗的生长,包括矮化和

黄化;而采用 0郾 4 mmol / L SNP 预处理+MC 处理

后,青菜幼苗的生长明显优于单独 MC 处理(图

1) 。 MC 处理的青菜幼苗株高和鲜质量分别比对

照下降了 48郾 1% 和 55郾 9% ;与单独 MC 处理相

比,SNP 预处理+MC 处理的株高和鲜质量分别增

加了 26郾 2% 和 26郾 9% 。 这些结果说明:提供外

源 NO 能够显著缓解 MC 对青菜幼苗生长的抑制
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效应。

处理 1:蒸馏水对照;处理 2:4 mg / L MC 处理 3 d;处理 3:0郾 4 mmol / L SNP 预处理 1 d,然后加入 4 mg / L MC 处理 3 d;处理 4:0郾 4 mmol / L SNP
预处理 1 d,然后加入蒸馏水处理 3 d。 不同小写字母表示处理间差异达 0郾 05 显著水平。

图 1摇 硝普钠(SNP)对微囊藻毒素(MC)胁迫下青菜幼苗生长的影响

Fig. 1摇 The effect of sodium nitroprusside (SNP) on the growth of B. rapa seedlings under microcystin (MC) stress

2. 2摇 外源 SNP 处理对 MC 胁迫下青菜幼苗体内

ROS 累积的影响

摇 摇 采用特异性荧光探针原位检测青菜地上部总

ROS,结果显示:MC 处理能够显著诱导青菜幼苗体

内 ROS 的过量累积。 与对照相比,MC 处理后 ROS
的相对含量增加了 57. 5% ;而与 MC 单独处理相比

较,SNP 预处理+MC 处理后的总 ROS 相对含量显著

降低,几乎恢复到对照水平(图 2)。 说明外源 NO
能够显著抑制 MC 诱导青菜体内 ROS 的累积。

处理 1 ~ 4 见图 1 注。 不同小写字母表示处理间差异达 0郾 05 显

著水平。
图 2摇 硝普钠(SNP)对微囊藻毒素(MC)胁迫下青菜幼苗体内

活性氧(ROS)含量的影响

Fig. 2 摇 The effect of SNP on reactive oxygen species (ROS)
content in B. rapa seedlings under MC stress

2. 3摇 外源 SNP 处理对 MC 胁迫下青菜幼苗体内抗

氧化酶活性的影响

摇 摇 与对照相比,MC 处理诱导青菜幼苗体内抗氧

化酶(SOD、POD、APX、CAT)活性显著上升(图 3)。

与单独 MC 处理相比,SNP 预处理+MC 处理后的

SOD、POD、APX 活性不同程度的显著下降,而 CAT
活性却不受 SNP 处理的影响 (图 3)。 进一步的

SOD 和 POD 同工酶活性电泳检测也得到了上述类

似结果。 在本研究条件下,青菜幼苗地上部 POD 和

SOD 在活性电泳中分别有 3 条和 4 条同工酶条带

(图 4)。 与单独 MC 处理相比,SNP 预处理+MC 处

理后 POD 3 种同工酶活性(I、II、III)均大幅下降,而
SOD 的 I 和 II 2 种同工酶活性有所下降(图 4)。 说

明 MC 胁迫能够导致 4 种常见抗氧化酶 ( SOD、
POD、APX、CAT)的活性上升,而在 MC 胁迫条件下,
外源 NO 只参与调控其中的 3 种(SOD、POD、APX)。
2. 4摇 外源 SNP 处理对 MC 胁迫下青菜幼苗体内

AsA 和 GSH 含量的影响

摇 摇 MC 处理诱导青菜幼苗体内 GSH 含量大幅上

升,比对照增加了近 4郾 6 倍;而与单独 MC 处理相

比,SNP 预处理 + MC 处理后 GSH 含量下降了

25郾 5% (图 5)。 MC 处理诱导青菜幼苗体内 AsA 含

量比对照增加了 24郾 2% ,但与单独 MC 处理相比,
SNP 预处理+MC 处理后的 AsA 含量并无显著变化

(图 5)。 说明在 MC 胁迫条件下,外源 NO 参与调控

青菜幼苗体内 GSH 而非 AsA 的合成。

3摇 讨 论

微囊藻毒素(MC)能够通过诱导氧化胁迫反应

引起植物毒害反应,但深入的调控机理需要进一步

研究。 本研究结果表明:外源 NO 供体 SNP 预处理

能够显著缓解 MC 对青菜幼苗株高和鲜重的抑制效
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处理 1 ~ 4 见图 1 注。 不同小写字母表示处理间差异达 0郾 05 显著水平。
图 3摇 硝普钠(SNP)对微囊藻毒素(MC)胁迫下青菜幼苗体内抗氧化酶活性的影响

Fig. 3摇 The effect of SNP on the activity of anti鄄oxidative enzymes in B. rapa seedlings under MC stress

处理 1 ~ 4 见图 1 注。 玉 ~ 郁为同工酶。
图 4摇 硝普钠(SNP)对微囊藻毒素(MC)胁迫下青菜幼苗体内 POD 和 SOD 同工酶活性的影响

Fig. 4摇 The effect of SNP on the isoenzyme activities of POD and SOD in B. rapa seedlings under MC stress

应;SNP 预处理能够显著抑制 MC 诱发的青菜幼苗

体内 ROS 过量累积;MC 诱发的青菜幼苗体内抗氧

化酶(SOD、POD、APX)活性和抗氧化物质 GSH 含

量的增加,均可被 SNP 预处理有效缓解。 说明外源

NO 能够通过缓解 MC 诱发的氧化胁迫反应,进而缓

解 MC 对青菜幼苗生长的抑制效应。
植物体内 ROS(主要包括超氧阴离子、过氧化

氢等)的过量累积可作为信号激发相应的酶抗氧化

和非酶抗氧化系统。 将超氧阴离子转化成过氧化氢

功能的 SOD 首先被诱导,紧接着过氧化氢可被

POD、APX、CAT 转换成无毒的水分子[27]。 在本研究

中,SNP 预处理显著降低了 MC 诱导的高水平 ROS
和 SOD,说明外源 NO 在早期即介入了调控 MC 诱

导青菜幼苗产生的氧化胁迫反应。 在外界环境胁迫

条件下,NADPH 氧化酶是植物体内产生超氧阴离子

的主要来源之一[28]。 NO 可通过直接对 NADPH 氧

化酶蛋白质进行转录后修饰,从而抑制超氧阴离子

的产生[29]。 本试验中 MC 胁迫条件下,NO 是否能

够通过类似的方式抑制超氧阴离子的产生,进而使

SOD 水平下降,还需要进一步深入研究。

752尹摇 干等:外源一氧化氮对微囊藻毒素诱导青菜氧化胁迫的缓解



处理 1 ~ 4 见图 1 注。 不同小写字母表示处理间差异达 0. 05 显著水平。
图 5摇 硝普钠(SNP)对微囊藻毒素(MC)胁迫下青菜幼苗体内 GSH 和 AsA 含量的影响

Fig. 5摇 The effect of SNP on the contents of GSH and AsA in B. rapa seedlings under MC stress

在被过氧化氢诱导的 3 种主要抗氧化酶中,NO
参与调控其中 2 种,即 POD 和 APX。 易能等[20] 和

Yin 等[30]研究发现,油菜和烟草悬浮细胞体内 POD
活性随着 MC 处理时间的延长持续上升,而 CAT 只

有短暂上升。 这说明在 MC 胁迫诱导产生过量 ROS
的条件下,CAT 可能并非过氧化氢的主要下游靶标。
这也解释了在本研究条件下外源 NO 不参与调控

CAT 的可能原因。
在本研究中,外源 NO 能够调控的抗氧化物质

只有 GSH,而非 AsA。 有研究结果表明:MC 胁迫条

件下,GSH 除了发挥抗氧化作用以外,还能够作为

第一解毒物质直接与 MC 结合,从而降低 MC 的生

物毒性[31]。 本试验中外源 NO 能够显著降低 MC 胁

迫诱导的高水平 GSH,说明外源 NO 除了能够通过

降低 ROS,进而减少对 GSH 的诱导,还极有可能通

过调控青菜幼苗减少对 MC 的吸收,从而起到了降

低诱导高水平 GSH 的部分效果。 当然,外源 NO 是

否并怎样调控植物对 MC 的吸收还需进一步研究。
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