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叶施NO对NaCl胁迫下红砂幼苗叶片和根系中
氮代谢酶及营养物质的影响

贾向阳,种培芳*,陆文涛,田艳丽

(甘肃农业大学
 

林学院,兰州
 

730070)

摘 要:以当年生红砂(Reaumuria
 

soongorica)幼苗为材料,采用盆栽实验,考察叶面喷施不同浓度(0、0.01、0.10、

0.25、0.50、1.00
 

mmol·L-1)NO供体硝普钠
 

(SNP)
 

对NaCl(300
 

mmol·L-1)胁迫下红砂根、叶中可溶性蛋白、

游离氨基酸和硝态氮含量,以及谷氨酰胺合成酶(GS)、谷氨酸合酶(GOGAT)、硝酸还原酶(NR)活性的影响,并采

用主成分分析和隶属函数法筛选 NO对 NaCl胁迫缓解效应的氮代谢指标和最佳 NO浓度,以探讨外源 NO对

NaCl
 

胁迫下红砂缓解效应的氮代谢响应机制。结果表明:(1)在300
 

mmol·L-1
 

NaCl胁迫处理下,红砂幼苗根、

叶中可溶性蛋白、硝态氮含量以及GS、GOGAT、NR活性均比对照显著下降。(2)外源NO能显著提高盐胁迫下红

砂叶、根中GS、GOGAT、NR活性和硝态氮含量,增加根中可溶性蛋白和游离氨基酸含量。(3)NR和GOGAT活

性可用于评价NO对NaCl胁迫下红砂幼苗的缓解作用,外源NO(SNP)对红砂幼苗在 NaCl胁迫下的缓解效果强

弱表现为0.25
 

mmol·L-1>
 

0.50
 

mmol·L-1>
 

0.10
 

mmol·L-1>
 

1.00
 

mmol·L-1>
 

0.01
 

mmol·L-1。研

究发现,300
 

mmol·L-1
 

NaCl胁迫显著抑制了红砂幼苗氮代谢,外源 NO(SNP)有助于提高盐胁迫下红砂 NR活

性,加快硝态氮转化为铵态氮,促进红砂叶片和根中GS/GOGAT对转化物的同化,从而增强红砂幼苗的耐盐性,

并以0.25
 

mmol·L-1SNP处理时缓解作用最佳;NR和GOGAT活性可作为NO缓解盐胁迫的评价指标。
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Abstract:
 

The
 

objectives
 

of
 

this
 

experiment
 

were
 

to
 

study
 

the
 

effects
 

of
 

foliar-spraying
 

nitric
 

oxide
 

(NO)
 

on
 

N
 

metabolism
 

enzyme
 

activities
 

and
 

nutrients
 

of
 

Reaumuria
 

soongorica
 

seedlings
 

leaves
 

and
 

roots
 

under
 

NaCl
 

stress
 

and
 

to
 

determine
 

the
 

ability
 

of
 

exogenous
 

NO
 

to
 

alleviate
 

NaCl
 

stress
 

in
 

R.soongorica
 

seed-
lings.

 

The
 

current-year
 

R.
 

soongorica
 

seedlings
 

were
 

used
 

as
 

test
 

material
 

to
 

measure
 

the
 

activities
 

of
 

glu-
tamine

 

synthetase
 

(GS),
 

glutamate
 

synthetase
 

(GOGAT)
 

and
 

nitrate
 

reductase
 

(NR),
 

the
 

concentrations
 



of
 

soluble
 

protein,
 

free
 

amino
 

acid
 

and
 

NO-
3

 N
 

in
 

roots
 

and
 

leaves
 

by
 

different
 

concentrations
 

of
 

NO
 

(0,
 

0.01,
 

0.10,
 

0.25,
 

0.50
 

and
 

1.00
 

mmol·L-1
 

sodium
 

nitroprusside)
 

under
 

300
 

mmol·L-1
 

NaCl
 

stress
 

in
 

this
 

pot
 

experiment.
 

Principal
 

component
 

and
 

subordinate
 

function
 

analysis
 

were
 

used
 

to
 

select
 

the
 

best
 

N
 

metabolism
 

indexes
 

and
 

optimal
 

NO
 

concentration
 

for
 

evaluating
 

the
 

ability
 

of
 

NO
 

to
 

alleviate
 

NaCl
 

stress
 

in
 

R.
 

soongorica
 

seedlings.
 

The
 

results
 

showed
 

that:
 

(1)
 

GS,
 

GOGAT
 

and
 

NR
 

activities
 

and
 

soluble
 

pro-
tein

 

and
 

NO-
3

 N
 

concentrations
 

all
 

decreased
 

significantly
 

under
 

300
 

mmol·L-1
 

NaCl
 

stress.
 

(2)
 

Exoge-
nous

 

NO
 

can
 

significantly
 

increase
 

GS,
 

GOGAT
 

and
 

NR
 

activities
 

and
 

nitrate
 

nitrogen
 

concentrations
 

in
 

R.
 

soongorica
 

roots
 

and
 

leaves,
 

and
 

increase
 

soluble
 

protein
 

and
 

free
 

amino
 

acid
 

concentrations
 

in
 

roots.
 

(3)
 

NR
 

and
 

GOGAT
 

activities
 

can
 

be
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

mitigation
 

effect
 

of
 

NO
 

on
 

R.
 

soongorica
 

seed-
lings

 

under
 

NaCl
 

stress
 

and
 

order
 

of
 

the
 

mitigating
 

effect
 

of
 

exogenous
 

NO
 

on
 

R.
 

soongorica
 

seedlings
 

un-
der

 

NaCl
 

stress
 

is
 

0.25
 

mmol·L-1SNP
 

>
 

0.50
 

mmol·L-1
 

SNP
 

>
 

0.10
 

mmol·L-1SNP
 

>
 

1.00
 

mmol
·L-1SNP

 

>
 

0.01
 

mmol·L-1SNP
 

by
 

principal
 

component
 

and
 

subordinate
 

function
 

analysis.
 

The
 

study
 

found
 

that
 

300
 

mmol·L-1
 

NaCl
 

stress
 

inhibited
 

N
 

metabolism.
 

Exogenous
 

NO
 

helped
 

R.
 

soongorica
 

seedlings
 

adapt
 

to
 

NaCl
 

stress
 

by
 

increasing
 

NR
 

activities
 

and
 

promoting
 

NO-
3-N

 

transformate
 

to
 

NH4+
 

and
 

by
 

promoting
 

the
 

assimilation
 

of
 

NH4+
 

via
 

the
 

GS/GOGAT
 

cycle
 

in
 

R.
 

soongorica
 

roots
 

and
 

leaves.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

0.25
 

mmol·L-1SNP
 

treatment
 

was
 

the
 

most
 

effective
 

for
 

alleviating
 

NaCl
 

stress
 

in
 

R.
 

soongorica
 

seedlings.
 

NR
 

and
 

GOGAT
 

activities
 

can
 

be
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

ability
 

of
 

NO
 

to
 

allevi-
ate

 

NaCl
 

stress
 

in
 

R.
 

soongorica.
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  氮代谢是植物最基本的生理代谢之一,它直接

影响着植物生长发育、品质和产量[1-2]。植物氮代谢

过程中对氮素的固定、吸收、同化和转运等必须在氮

代谢酶作用下进行,谷氨酰胺合成酶(glutamine
 

synthetase,GS)、谷 氨 酸 合 成 酶(glutamate
 

syn-
thetase,GOGAT)和硝酸还原酶(nitrate

 

reductase,

NR)等是植物氮代谢的关键酶[3]。而NaCl胁迫会

影响植物氮代谢的各个过程,如在盐胁迫下,马铃薯

氮素营养受限和氮代谢系统紊乱[1]。苜蓿氮同化率

减弱[4],南瓜幼苗中NR活性被抑制[2],小麦氮同化

物积累降低等[5]。
一氧化氮(nitric

 

oxide,
 

NO)是动植物体中一

种普遍存在的生物活性分子[6],广泛参与植物对逆

境胁迫的应答过程,可减轻苜蓿盐害[7],缓解极端温

度对香蕉的损伤[8],提高玉米抗旱性[9]等。研究表

明,NO可以调控盐胁迫下植物抗氧化酶活性,提高

有机物质积累[7],增加植物对钾离子的吸收[10]等来

适应逆境等。植物在逆境条件下自身会通过一氧化

氮合酶和硝酸还原酶催化等途径产生NO。NO在

调控氮代谢增强植物抗逆性方面发挥着不可替代的

作用,硝普钠(sodium
 

nitroprusside,SNP)又名亚硝

基铁氰化钠,是外源NO直接供体,0.5
 

mmol·L-1
 

SNP
 

在水中可释放约2.0
 

μmol·L
-1

 

NO[11]。有

研究表明,外源NO供体SNP能够促进NaCl胁迫

下调控颠茄氮代谢中氮代谢物质吸收来缓解胁

迫[12],诱导镧胁迫下燕麦幼苗中精氨酸的合成使植

物免受伤害[13],提高NaCl胁迫下黄瓜幼苗氮代谢

关键酶的活性[14],增加Na2CO3 胁迫下南瓜幼苗氮

素的同化产物[15]。可见,利用外源NO调控植物氮

代谢是一种有效的提高植物抗逆性的重要手段。
红砂(Reaumuria

 

soongorica)是中国荒漠地区

分布最广泛的半灌木之一,主要分布在荒漠和半荒

漠山前平原、山地丘陵和戈壁等环境下,是这一地带

的优势种和建群种,在盐碱地改良、防风固沙及保护

绿洲等方面具有重要的生态价值[16],同时在草原化

荒漠和典型荒漠地区[17-18]常被牧民作为牲畜的饲

料。红砂往往生长在中高水盐的环境中,生态位宽

度大,它在富盐生境下的生长状况比在贫盐生境下

更好[19],其建群或共建群落主要分布于总盐量在

0.5%~2.0%的荒漠地带盐渍化土壤上[20]。已有

研究发现,红砂生长过程中对钠离子吸收具有偏嗜

性[20],在盐胁迫下,红砂一方面可以通过叶片泌盐

减轻钠离子过量积累[21],另一方面能够调控抗氧化

酶活性降低膜脂过氧化来降低盐害[22],而目前有关

盐胁迫下红砂在氮代谢方面的研究尚未报道。同

时,近年来利用小分子物质增强植物耐盐的机理研

究比较广泛,如利用可溶性小分子脯氨酸[23]对蛋白

质的保护作用、植物生长调节剂水杨酸[24]诱导植物

体内相关蛋白合成以及生长素[25]调控特定基因的

表达等外源物质对植物耐盐性影响等。NO作为一

种典型的小分子物质,研究NO调控典型荒漠植物

红砂耐盐性对于荒漠植物在生态保护方面的应用具
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有潜在的实践意义,而当前有关盐胁迫下NO对红

砂在氮代谢方面具有什么样的调控作用尚不清楚。
因此,本研究以硝普钠(SNP)为 NO供体,

 

考察不

同浓度梯度外源NO对盐胁迫下红砂氮代谢酶和营

养物质的影响,探讨外源NO处理红砂对盐胁迫的

生理响应机制,以期为NO提高荒漠植物耐盐性提

供理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料培养与处理

本实验在甘肃农业大学校园科研基地四周通风

顺畅且透光良好的人工遮雨棚内进行。红砂种子

2016年10月 采 自 武 威 民 勤 老 虎 口(102°58'E,

38°44'N)并低温保存在储存室。2018年4月1日

开始,以0.03%
 

H2O2 对参试红砂种子消毒30
 

min,多次用蒸馏水漂洗干净后播撒于预先灭菌(防
止病菌和虫害)的培养基质中,培养基质由去杂后的

表层土土壤、泥炭土和珍珠岩按体积3∶1∶1混合

均匀而成。表层土壤采自民勤红砂种源采集地灌木

林生长的0~20
 

cm土层,土壤pH为7.85,有机碳含

量为8.45
 

g·kg-1,全氮含量为0.46
 

g·kg-1,全磷

含量为0.31
 

g·kg-1,全钾含量为0.12
 

g·kg-1,钠
含量为0.80

 

g·kg-1。每盆填装基质1.300
 

kg,花盆

口径17
 

cm、高15
 

cm、底径12
 

cm,在自然光照下幼

苗顶部长至5~6枚簇生叶时疏苗,每盆保留3株。
在正式试验前,先进行盐胁迫浓度筛选实验。在

红砂幼苗长至2片叶片时分别浇灌0、100、200、300
和400

 

mmol·L-1NaCl溶液,处理30
 

d后测量其相

对株高和相对生长量,300
 

mmol·L-1NaCl处理正好

抑制了红砂的生长。据此,确定正式试验盐胁迫浓度

为300
 

mmol·L-1NaCl。试验设置7个处理组合,对
照(CK)用1/2

 

Hoagland浇灌,叶面喷施蒸馏水,T0~
T5 处理均用1/2

 

Hoagland配置的300
 

mmol·L-1
 

NaCl浇灌,叶面分别喷施0、0.01、0.10、0.25、0.50、

1.00
 

mmol·L-1SNP;每个处理3组重复,共21
盆;遮雨棚内最高日温和最低夜温分别为(30~38

 

℃)/(20~22
 

℃),相对湿度约30%~50%。
当红砂幼苗株高长至10

 

cm左右时,在2018年

7月2日开始选择标准苗木用于实验处理。对照和

盐溶液用1/2
 

Hoagland营养液配制,为防止盐分冲

击,采取每天递增50
 

mmol·L-1
 

NaCl浓度进行浇

灌,每天19:00浇灌1次,每次浇灌量为盆内土壤持

水量(20.13%)的4倍,约有3/4的溶液流出,以保持

盆内盐分浓度的恒定[26]。2018年7月7日到达溶液

最终浇灌浓度(300
 

mmol·L-1,此时土壤钠离子含

量21.87
 

g·kg-1,全钾含量0.16
 

g·kg-1)后,对
苗木进行叶面喷施提前用蒸馏水配置好的NO供体

(硝普钠,SNP),每天早晨7:00喷施1次,每次以液

滴刚刚落下为止,对照和单独 NaCl处理喷施等量

蒸馏水,连续处理30
 

d后在2018年8月7日采集

红砂植株茎中部的功能叶片和根系部分用液氮速冻

后在实验室-70
 

℃保存用于氮代谢各指标测定。

1.2 测定指标及方法

1.2.1 可溶性蛋白含量 可溶性蛋白含量采用考

马斯亮蓝
 

G-250
 

法进行测定[27]。称0.200
 

0
 

g新鲜

植物样品加蒸馏水研磨并定容至10
 

mL容量瓶,取

3
 

mL匀浆离心,吸取0.5
 

mL
 

上清液,加0.5
 

mL蒸

馏水和5
 

mL
 

考马斯亮蓝
 

G-250试剂充分混匀,反
应2

 

min
 

后在595
 

nm下测定吸光值。

1.2.2 游离氨基酸含量 游离氨基酸含量采用酸

性茚三酮法测定[27]。称0.200
 

0
 

g新鲜植物样品加

10
 

mL
 

5%
 

磺基水杨酸放入具塞试管中加盖沸水浴

15
 

min,取2.0
 

mL
 

过滤液加入2.0
 

mL
 

冰乙酸和

2.0
 

mL
 

酸性茚三酮(2.5
 

g茚三酮加60
 

mL
 

冰乙酸

和40
 

mL
 

2
 

mol·L-1
 

H3PO4 在70
 

℃下溶解,棕色

瓶中保存)于试管中沸水浴30
 

min,冷却,加5.0
 

mL
 

甲苯,摇匀暗中萃取2
 

h,吸取甲苯层,在520
 

nm波长下测定吸光值。

1.2.3 谷氨酰胺合成酶(GS)活性 GS
 

活性测定

参照王小纯等[28]的方法。称0.200
 

0
 

g新鲜植物样

品加4.0
 

mL
 

100
  

mmol·L-1
 

Tris-HCl(pH
 

7.6,含

1
 

mmol·L-1
 

MgCl2,1
 

mmol·L-1
 

DDT,10
 

mmol·

L-1
 

β-巯基乙醇)冰浴研磨,离心,上清液(粗酶液)用
于测定GS活性。取1.00

 

mL粗酶液[对照取100
 

mmol·L-1
 

Tris-HCl(pH
 

7.6)溶液],加入1.6
 

mL
 

A液[含0.6
 

mL
 

0.25
 

mol·L-1 咪唑-盐酸缓冲液
 

(pH
 

7.0),0.4
 

mL
 

0.30
 

mol·L-1 谷氨酸钠溶液
 

(pH
 

7.0),
 

0.4
 

mL
 

30
 

mmol·L-1
 

ATP-Na溶液
 

(pH
 

7.0),
 

0.2
 

mL
 

0.5
 

mol·L-1
 

MgSO4 溶液],

25
 

℃水浴保温5
 

min。结束后,加入0.2
 

mL盐酸

羟胺(1
 

mol·L-1 盐酸羟胺与1
 

mol·L-1
 

HCl等

体积混合)在25
 

℃水浴下反应15
 

min,加入B液

(10%
 

FeCl3,24%三氯乙酸和50%
 

HCl等体积混

合)终止反应,离心后取上清液测定540
 

nm波长处

的吸光值,以每克样品15
 

min内反应谷氨酸钠的量

来表示酶活性。

1.2.4 谷氨酸合酶
 

(GOGAT)
 

活性 GOGAT活

性测定参照王小纯等[28]的方法。称0.200
 

0
 

g新鲜
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植物样品,粗酶液提取同GS,反应液包括1.2
 

mL
 

A
液(含0.4

 

mL
 

20
 

mmol·L-1
 

L-谷氨酰胺,0.5
 

mL
 

20
 

mmol·L-1
 

α-酮戊二酸,
 

0.1
 

mL
 

10
 

mmol·L-1
 

KCl,
 

0.2
 

mL
 

3
 

mmol·L-1
 

NADH),0.3
 

mL粗酶

液和1.5
 

mL
 

25
 

mmol·L-1
 

Tris-HCl缓冲液
 

(pH
 

7.6),共计3.0
 

mL。反应启动后,用分光光度计测

定340
 

nm处每30
 

s吸光值的变化,共11次,以每

分钟反应混合液减少1
 

μmol
 

NADH为一个酶活性

单位。

1.2.5 硝酸还原酶(NR)活性 NR
 

活性的测定采

用磺胺比色法[27]。称0.400
 

0
 

g植物样品加4
 

mL
提取缓冲液[25

 

mmol·L-1
 

Na-PBS(pH
 

8.7),10
 

mmol·L-1 半胱氨酸,1
 

mol·L-1
 

EDTA-Na2]冰
浴研磨,离心。取上清液0.4

 

mL,加入1.2
 

mL
 

0.1
 

mol·L-1 硝酸钾(溶于pH
 

7.5的0.1
 

mol·L-1
 

Na-PBS溶液)和0.4
 

mL
 

2
 

mg·L-1
 

NADH(溶于

pH
 

7.5的0.1
 

mol·L-1
 

Na-PBS溶液),混匀,常温

水浴30
 

min,对照以0.1
 

mol·L-1
 

Na-PBS(pH
 

7.5)溶液代替NADH溶液。加1
 

mL
 

1%磺胺(1
 

g
磺胺溶于100

 

mL
 

3
 

mol·L-1
 

HCl)和1
 

mL
 

0.02%
萘基乙烯胺,显色15

 

min后离心,取上清液测定

540
 

nm波长处的吸光值。

1.2.6 硝态氮含量 硝态氮采用磺基水杨酸法进

行测定[27]。称0.500
 

0
 

g植物样品加10
 

mL无离子

水研磨,沸水浴提取30
 

min,冷却过滤后定容至50
 

mL容量瓶中。取提取液0.10
 

mL加5%水杨酸-硫
酸溶液(5

 

g水杨酸溶于100
 

mL浓硫酸),混匀后室

温静置20
 

min,缓慢加入9.50
 

mL
 

8%
 

NaOH 溶

液,冷却至室温后,测定410
 

nm波长处的吸光值。

1.3 数据处理与分析

采用Excel
 

2003对数据进行统计,SPSS
 

19.0
软件对数据进行统计和方差分析,Origin

 

2017软件

绘图。参考张则宇等[29]的方法对红砂各个单项指

标进行缓解系数计算,以及对6个氮代谢指标的缓

解系数进行主成分分析和隶属函数计算。
缓解系数α(%)=(Na+NO处理/

 

Na处理)×
100%

2 结果与分析

2.1 NaCl
 

处理浓度的筛选

由图1可见,100~200
 

mmol·L-1
 

NaCl处理

时,红砂幼苗的相对干重和相对株高(图1)较对照

(0
 

mmol·L-1
 

NaCl)均未受到显著抑制;在300和

400
 

mmol·L-1
 

NaCl处理下,红砂幼苗的相对干重

和相对株高均比对照显著下降,400
 

mmol·L-1
 

NaCl处理下降趋势更明显,且与300
 

mmol·L-1
 

NaCl处理差异显著。因此,本试验NaCl
 

胁迫浓度

选择为300
 

mmol·L-1。

2.2 外源NO对NaCl胁迫下红砂叶片、根系中可

溶性蛋白和游离氨基酸的影响

2.2.1 可溶性蛋白含量 图2,A显示,单独300
 

mmol·L-1
 

NaCl处理(T0)下,红砂幼苗叶片和根

系中可溶性蛋白含量均比对照(CK)显著下降。

SNP和NaCl共同作用后,红砂叶片中可溶性蛋白

含量随NO浓度增加均比T0 处理显著下降,并以

T3 处理为最低值,比T0 处理显著下降30.21%;同
时,红砂根系可溶性蛋白含量随SNP浓度增加先升

后降,并以T3 处理最高,且除T1 处理外均显著高

于T0 处理,增幅为12.08%、54.84%、93.66%、

48.36%和54.80%。可见,在300
 

mmol·L-1
 

NaCl
胁迫下,叶面喷施0.01~1.00

 

mmol·L-1
 

SNP均明

显增加红砂根系中可溶性蛋白含量,而显著降低叶

片中可溶性蛋白含量,并均以0.25
 

mmol·L-1
  

SNP处理效果最佳。

2.2.2 游离氨基酸含量 由图2,B可知,在单独

300
 

mmol·L-1
 

NaCl处理(T0)下,红砂幼苗根系

中游离氨基酸含量显著下降,而叶片中游离氨基酸

含量变化不显著。在SNP和NaCl共同作用后,红
砂叶片中游离氨基酸含量随SNP浓度升高先降后

升,但均显著低于 T0 处理,并以 T3 处理最低;同
时,红砂幼苗根系中游离氨基酸含量在T1 和T2 处

不同小写字母表示处理之间在0.05水平差异显著
 

(P<0.05);下同

图1 不同NaCl浓度处理下红砂幼苗相对干重

和相对株高的变化

Different
 

normal
 

letters
 

indicate
 

significant
 

difference
 

between
 

treatments
 

at
 

0.05
 

level
 

(P<0.05);
 

The
 

same
 

as
 

below

Fig.1 Relative
 

dry
 

weight
 

and
 

relative
 

plant
 

height
 

of
 

R.
 

soongorica
 

seedlings
 

under
 

NaCl
 

stress
 

with
 

different
 

concentrations
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CK(对照)用1/2Hoagland浇灌,叶面喷施蒸馏水,T0~T5 处理均用1/2Hoagland配置的300
 

mmol·L-1
 

NaCl浇灌,

叶面分别喷施0、0.01、0.10、0.25、0.50、1.00
 

mmol·L-1SNP;下同

图2 外源NO对NaCl胁迫下红砂叶、根系中可溶性蛋白和游离氨基酸的影响

CK(Control)
 

was
 

watered
 

with
 

1/2
 

Hoagland,
 

foliar
 

sprayed
 

with
 

distilled
 

water,
 

while
 

T0~T5 treatments
 

were
 

all
 

irrigated
 

with
 

1/2
 

Hoagland
 

configured
 

300
 

mmol·L-1
 

NaCl
 

and
 

foliar
 

sprayed
 

0,
 

0.01,
 

0.10,
 

0.25,
 

0.50
 

and
 

1.00
 

mmol·L-1SNP
 

on
 

leaves
 

respectively;
 

The
 

same
 

as
 

below
Fig.2 Effect

 

of
 

exogenous
 

NO
 

on
 

soluble
 

protein
 

and
 

free
 

amino
 

acid
 

contents
 

in
 

leaves
 

and
 

roots
 

of
 

R.soongorica
 

seedlings
 

under
 

salt
 

stress

图3 外源NO对NaCl胁迫下红砂叶片、根系中

谷氨酰胺合成酶、谷氨酸合成酶和硝酸还原酶影响

Fig.3 Effect
 

of
 

exogenous
 

NO
 

on
 

GS,
 

GOGAT
 

and
 

NR
 

activities
 

in
 

leaves
 

and
 

roots
 

of
 

R.
 

soongorica
 

seedings
 

under
 

salt
 

stress

理下显著高于T0 处理,且T2 处理显著低于T1 处

理,而在T3~T5 处理中下降至T0 水平。可见,在

300
 

mmol·L-1
 

NaCl胁 迫 下,叶 面 喷 施 低 浓 度

SNP(0.01和0.10
 

mmol·L-1)能显著增加红砂幼

苗根系中游离氨基酸含量,而各浓度SNP均使叶片

中游离氨基酸含量显著降低,并以0.25
 

mmol·L-1
 

SNP
 

处理效果最明显。

2.3 外源NO对NaCl胁迫下红砂叶片、根系中氮

代谢关键酶活性的影响

2.3.1 谷氨酰胺合成酶活性 由图3,A可知,红
砂叶片和根系中谷氨酰胺合成酶活性在不同处理下

表现出了相似的变化趋势,即在单独300
 

mmol·L-1
 

NaCl胁迫处理(T0)下均比相应CK显著降低,又在

SNP和NaCl共同作用后均随SNP浓度增加先升

后降,最大值均出现在T3 处理中,且各叶喷SNP处

理均不同程度地高于相应T0 处理,其中T2~T4 处

理的叶片谷氨酰胺合成酶活性和T1~T3 处理的根

系谷氨酰胺合成酶活性均与相应T0 处理差异显著。

所以,叶施0.10和0.25
 

mmol·L-1
 

SNP均能显著

增强300
 

mmol·L-1
 

NaCl胁迫下红砂幼苗叶片和

根系中谷氨酰胺合成酶活性。

2.3.2 谷氨酸合成酶活性 图3,B显示,在300
 

mmol·L-1
 

NaCl(T0)胁迫处理下,红砂幼苗谷氨

酸合成酶活性在根系中比CK显著下降,而在叶片

中变化不显著;在SNP和NaCl共同作用后,红砂叶

片和根系中谷氨酸合成酶活性均随SNP浓度增加

先升后降,且最大值均出现在T3(0.25
 

mmol·L-1
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SNP)处理下,其中除 T5 处理根系外,其余处理红

砂叶片和根系中谷氨酸合成酶活性均显著高于相应

T0 处理,即各浓度外源SNP处理大多能显著增强

NaCl胁迫下红砂叶片和根系中谷氨酸合成酶活性。

2.3.3 硝酸还原酶活性 从图3,C来看,红砂叶片

和根系中硝酸还原酶活性在不同处理下变化趋势相

同,即在T0(300
 

mmol·L-1
 

NaCl)处理下均比相应

对照显著下降,在SNP和NaCl共同作用后均随SNP
浓度增加先升后降,最大值均出现在T2(0.10

 

mmol·

L-1
 

SNP)处理下,并且均在T2 和T3 处理(0.10~
0.25

 

mmol·L-1
 

SNP)下均显著高于相应T0 处理。

2.4 外源NO对NaCl胁迫下红砂叶片、根系中硝

态氮含量的影响

  由图4可知,红砂叶片和根系中硝态氮含量在不同

处理下表现出了相似的变化趋势,即300
 

mmol·L-1
 

NaCl胁迫处理(T0)下均比CK大幅度显著下降,
在SNP和NaCl共同作用后均随SNP浓度增加先

升后降,叶片和根系的最大值分别出现在0.10和

0.50
 

mmol·L-1
 

SNP处理(T2 和T4)下,其中除

T5 处理叶片外,其余浓度SNP处理红砂叶片和根

系中硝态氮含量均显著高于相应T0 处理,即0.01
~1.00

 

mmol·L-1 外源SNP处理大多能显著提高

NaCl胁迫下红砂叶片和根系中硝态氮含量。

2.5 外源NO对红砂NaCl胁迫缓解效应的综合评价

首先,通过计算红砂叶片和根系中氮代谢6个

指标的缓解系数和缓解系数矩阵(表1),发现以缓解

系数和相关矩阵的数据来评价外源NO对NaCl胁

迫下红砂的缓解效果存在差异。红砂叶片和根系中

单项指标之间关系紧密,说明各单项指标在外源NO
对红砂NaCl胁迫伤害的缓解效果解释存在信息重

叠。因此,将红砂叶片和根系中6项氮代谢指标进

行综合性缓解效果评价,能够更加准确地反映NO对

NaCl胁迫下红砂调控氮代谢的缓解作用,通过缓解

系数和相关矩阵分析得出主成分特征值(表2)和综

合指标的系数[Z(x)](表3)。
由表2可知,主成分1的贡献率(解释方差)为

68.846%,主成分2的贡献率(解释方差)为21.242%,
累积贡献率(累积解释 方 差)达 到90.088%(>
85.000%),表明前2个主成分代表了6个原始指标

图4 外源NO对NaCl胁迫下红砂叶、根系中

硝态氮的影响

Fig.4 Effect
 

of
 

exogenous
 

NO
 

on
 

NO-3 N
 

concentrations
 

in
 

leaves
 

and
 

roots
 

of
 

R.
 

soongorica
 

seedings
 

under
 

salt
 

stress

表1 不同处理下红砂N代谢指标的耐盐系数

Table
 

1 Salt
 

tolerant
 

coefficient
 

of
 

R.
 

soongorica
 

nitrogen
 

mentalism
 

indexes
 

from
 

different
 

treatments

指标
Index

处理
 

Treatment

CK T0 T1 T2 T3 T4 T5

叶片
Leaf

可溶性蛋白Soluble
 

protein 1.145
 

1.000
 

0.836
 

0.727
 

0.698
 

0.721
 

0.795

游离氨基酸Free
 

amino
 

acid 1.027
 

1.000
 

0.928
 

0.837
 

0.767
 

0.879
 

0.911

谷氨酸合酶GOGAT 1.087
 

1.000
 

1.267
 

1.594
 

1.875
 

1.540
 

1.311

谷氨酰胺合成酶GS 1.291
 

1.000
 

1.030
 

1.170
 

1.186
 

1.173
 

1.119

硝酸还原酶NR 1.337
 

1.000
 

1.107
 

1.264
 

1.261
 

1.115
 

1.025

硝态氮NO-3 N 4.649
 

1.000
 

4.216
 

4.919
 

2.892
 

2.541
 

1.081

根系
Root

可溶性蛋白Soluble
 

protein 1.292
 

1.000
 

1.122
 

1.549
 

1.937
 

1.484
 

1.549

游离氨基酸Free
 

amino
 

acid 1.290
 

1.000
 

1.458
 

1.170
 

0.956
 

0.994
 

0.918

谷氨酸合酶GOGAT 2.808
 

1.000
 

1.572
 

2.141
 

2.889
 

1.632
 

0.952

谷氨酰胺合成酶GS 1.863
 

1.000
 

1.247
 

1.438
 

1.769
 

1.152
 

1.133

硝酸还原酶NR 1.258
 

1.000
 

1.132
 

1.305
 

1.194
 

0.987
 

0.868

硝态氮NO-3 N 3.349
 

1.000
 

1.264
 

1.519
 

1.791
 

1.969
 

1.349
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表2 红砂幼苗主成分特征值

Table
 

2 Component
 

eigenvalues
 

of
 

R.soongorica
 

seedlings

主成分
Principal

 

component
特征值

Characteristic
 

value(λ)
解释方差

Variance
 

explained/%
累积解释方差

Cumulative
 

variance
 

explained/%

1 8.262 68.846 68.846

2 2.549 21.242 90.088

表3 红砂幼苗综合指标的系数[Z(x)]

Table
 

3 Coefficients
 

[Z(x)]
 

of
 

comprehensive
 

indexes
 

of
 

R.soongorica
 

seedlings

主成分
Principal

 

component
可溶性蛋白
Soluble

 

protein
游离氨基酸

Free
 

amino
 

acid
谷氨酸合酶
GOGAT

谷氨酰胺合成酶
GS

硝酸还原酶
NR

硝态氮
NO-3 N

Z1 -0.185
 

-0.006
 

0.333
 

0.310
 

0.277
 

0.238
 

Z2 0.318
 

-0.079
 

0.014
 

-0.080
 

0.309
 

0.125

表4 不同处理下红砂氮代谢指标平均隶属函数值及排序

Table
 

4 Average
 

subordinate
 

function
 

values
 

and
 

rankings
 

of
 

R.soongorica
 

nitrogen
 

metabolism
 

indexes
 

from
 

different
 

treatments

指标
Index

处理
 

Treatment

CK T0 T1 T2 T3 T4 T5

叶片
Leaf

可溶性蛋白Soluble
 

protein 0.834
 

0.888
 

0.108
 

0.441
 

0.823
 

0.922
 

0.424

游离氨基酸Free
 

amino
 

acid 0.670
 

0.222
 

0.928
 

0.953
 

0.518
 

0.712 0.492

谷氨酰胺合成酶GS 0.334
 

0.063
 

0.035
 

0.243
 

0.880
 

0.301
 

0.435

谷氨酸合酶GOGAT 0.931
 

0.880
 

0.231
 

0.517
 

0.663
 

0.611
 

0.450

硝酸还原酶NR 0.128
 

0.042
 

0.052
 

0.494
 

0.874
 

0.840
 

0.658

硝态氮NO-3 N 0.844
 

0.070
 

0.316
 

0.560
 

0.881
 

0.924 0.501

根系
Root

可溶性蛋白Soluble
 

protein 0.670
 

0.222
 

0.928
 

0.953
 

0.518
 

0.712
 

0.492

游离氨基酸Free
 

amino
 

acid 0.931
 

0.880
 

0.231
 

0.517
 

0.663
 

0.611
 

0.450

谷氨酰胺合成酶GS 0.128
 

0.042
 

0.052
 

0.494
 

0.874
 

0.840
 

0.658

谷氨酸合酶GOGAT 0.334
 

0.063
 

0.035
 

0.243
 

0.880
 

0.301
 

0.435

硝酸还原酶NR 0.844
 

0.070
 

0.316
 

0.560
 

0.881
 

0.924
 

0.501

硝态氮NO-3 N 0.955
 

0.073
 

0.119
 

0.283
 

0.575
 

0.767
 

0.500
 

平均隶属函数值 Mean
 

subordinate
 

function
 

value 0.742 0.256
 

0.322
 

0.589 0.777
 

0.721 0.481

排序
 

Order 2 7 6 4 1 3 5

90.088%的信息,可用这2个主成分评价 NO 对

NaCl胁迫下红砂幼苗的缓解作用。
由表3可知,在Z1 中系数较大的指标主要是谷

氨酸合酶(0.333)、谷氨酰胺合成酶(0.310)和硝酸

还原酶(0.277)的活性,Z2 中系数较大的指标主要

是可溶 性 蛋 白 含 量(0.318)和 硝 酸 还 原 酶 活 性

(0.309),并且与缓解性呈正相关。因此,进一步对

2个主成分综合指标的相关系数分析可知谷氨酸合

酶和硝酸还原酶活性可作为NO对NaCl胁迫下红

砂幼苗缓解效应的评价指标。
其次,以红砂叶片和根系中6项氮代谢指标为

依据,计算各个指标的平均隶属函数值,并进行外源

NO对红砂氮代谢关键指标在NaCl胁迫下的缓解

综合评价(表4)。结果显示,外源 NO 对红砂在

NaCl胁迫下的缓解效果强弱顺序依次为T3(0.25
 

mmol·L-1
 

SNP)>
 

T4(0.50
 

mmol·L-1
 

SNP)>
 

T2(0.10
 

mmol·L-1
 

SNP)>
 

T5(1.00
 

mmol·L-1
 

SNP)>
 

T1(0.01
 

mmol·L-1
 

SNP)。

3 讨 论

盐胁迫下植物的一些关键生理过程会受到渗透

胁迫的影响,植物体内一些小分子有机溶质的积累

在一定程度上有利于缓解植物的盐害[14-15]。可溶

性蛋白是植物氮代谢的中间产物,植物氮代谢的活
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跃程度在一定程度上与可溶性蛋白相关。氨基酸是

植物氮化物的主要存在和运输形式,与器官中蛋白

质的合成和降解紧密联系在一起[30]。张燕等[31]研

究发现盐胁迫下野生草地早熟禾游离氨基酸含量升

高,可溶性蛋白含量下降,而谢楠等[32]和刘建新

等[33]对黑麦草和燕麦等研究发现盐胁迫下植株游

离脯氨酸和可溶性蛋白含量均下降。本研究中,盐
胁迫下红砂叶片和根系中可溶性蛋白和游离氨基酸

含量均不同程度降低,这与谢楠等[32]的研究结果相

一致,这主要是因为植物间的耐盐性不同所致,低耐

盐性植物在一定盐胁迫下可溶性蛋白会降解生成游

离氨基酸,在高盐胁迫下植物会遭受氮素物质来源

的限制而面临氮素营养匮乏。同时,本研究中外源

NO施用后红砂叶片中可溶性蛋白和游离氨基酸含

量均低于 NaCl胁迫处理,根系中可溶性蛋白含量

在0.10~1.00
 

mmol·L-1SNP处理下显著提高,
游离氨基酸含量仅在0.01~0.10

 

mmol·L-1SNP
处理下显著提高,并且随 NO浓度升高逐渐下降。
说明外源NO施用降低了红砂叶片中氮代谢的活跃

程度,而提高了根系中氮代谢的活跃程度,适量的外

源NO施用有利于红砂根系对小分子渗透调节物质

的调控来改变细胞渗透压,减缓盐胁迫对红砂造成

的伤害[7]。
植物自身氮素获取的主要途径通常来自于对土

壤氮素的吸收,土壤中的氮素主要分为有机态氮和

无机态氮,无机态氮中的硝态氮(NO-
3-N)和铵态氮

(NH+
4-N)是植物从中吸收的2种主要氮素形态。有

研究表明,盐胁迫会降低植物的NO-3-N含量[11],但
魏翠果等[1]发现马铃薯中NO-

3-N含量会随着盐浓

度增 加 先 升 后 降。本 研 究 发 现,300
 

mmol·L-1
 

NaCl胁迫下红砂叶片和根系中 NO-
3-N含量均显

著降低,叶面施用外源NO能够提高红砂叶片和根

系中NO-
3-N含量,这与代欢欢等对颠茄(Atropa

 

belladonna)的相关研究结果相一致[12],说明盐胁迫

抑制了红砂对NO-
3-N的吸收。由于NO-

3-N是氧

化态,植物所利用的氮素为还原态,NO-
3-N被植物

吸收后只有转化为还原态的NH+
4-N才能被植物体

进一步以有机态氮的形式利用。硝酸还原酶(NR)
是植物氮代谢的起始酶,其活性常用来评价植物氮

代谢水平的高低[14]。有研究表明,植物内 NO-
3-N

含量与NR活性呈正比,在外源
 

NO-
3-N肥添加下

植物体内 NO-
3-N含量升高,促使硝酸还原酶活性

增强,进而缓解盐胁迫对植物的伤害[30]。本研究

中,红砂叶片和根系中NR活性在300
 

mmol·L-1
 

NaCl胁迫下显著降低,外源NO可显著提高NR活

性,这说明施用外源 NO能够促进红砂对 NO-
3-N

的初步同化作用,增加氮代谢活跃程度。
盐胁迫下植物体内 NH+

4-N累积,这在一定程

度上降低了植物氮素磷酸化形成谷氨酸,使植物氮

素利用效率降低[3]。NH+
4-N大量积累会对植物产

生毒害作用,植物必须迅速同化 NH+
4-N才能避免

这种不利状况。盐胁迫下植物体碳供应往往会出现

枯竭,植物叶片中叶绿体超微结构受损、矿质营养元

素缺乏等都会导致 NH+
4-N累积[34]。这也说明了

植物具有在盐胁迫下加强对NO-
3-N产物NH4+的

进一步转化所造成的伤害的调节机制。谷氨酰胺合

成酶(GS)和谷氨酸合成酶(GOGAT)常共同作用,

GS/GOGAT循环途径是植物同化铵态氮的主要途

径,NH+
4-N 经 Gs 催 化 形 成 谷 氨 酰 胺,再 经

GOGAT作用产生谷氨酸,一分子谷氨酸会作为GS
的催化底物,另一分子谷氨酸作为合成蛋白质、核酸

等含氮化合物的底物[3]。本研究中,盐胁迫限制了

红砂叶片和根系中GS/GOGAT循环,降低了2种

酶活性,外源NO施用可以显著提高红砂叶片和根

系中2种酶活性,说明外源NO能够解除盐胁迫对

红砂 GS/GOGAT 循环的限制作用,可能减轻了

NH+
4-N积累,增强了NH+

4-N的同化过程[12],这在

一定程度上有助于提高红砂在盐胁迫下的氮素营养

积累来增加植物的耐盐性。可能原因是NO作为一

种重要的信号物质,参与了盐胁迫下荒漠植物红砂

对逆 境 的 信 号 传 导,提 高 了 NR 活 性 和 GS/

GOGAT循环,增加了NO-
3-N的吸收与同化环节,

最终有助于氮素的营养积累,降低盐胁迫对植物造

成的氮素营养匮乏。
植物耐盐性的评定是一个综合性过程,用单一

氮代谢指标难以全面准确地反映氮代谢过程中植物

耐盐性的强弱。利用主成分分析将多个指标精简为

少数几个指标来解释原始指标里所包含的信息进行

综合评价会更客观、结果更可靠。在植物氮代谢中,

NR常作为重点研究指标[14],本研究通过主成分分

析得出NR和GOGAT是NO对NaCl胁迫下红砂

氮代谢缓解效应的适宜评价指标,说明NO对盐胁

迫下红砂硝态氮的转化和对转化产物的同化是其调

节红砂氮代谢的主要过程。同时,本研究进一步通

过隶属函数分析发现,NO在NaCl胁迫下调控红砂

氮代谢对植物的缓解效应强弱的浓度梯度,其中以

叶片喷施0.25
 

mmol·L-1SNP调控作用最佳。
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综上所述,盐胁迫使红砂氮代谢紊乱,适量施用

外源NO可以缓解盐胁迫对红砂氮代谢的抑制作

用,提高氮代谢相关酶活性,促进无机氮的同化过

程。通过综合评价分析发现,NR和GOGAT活性

可作为 NO对 NaCl胁迫缓解效应的评价指标,其
中以叶面喷施0.25

 

mmol·L-1SNP对氮代谢的调

控作用最佳。
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