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一氧化氮参与外源谷胱甘肽对盐胁迫下番茄幼苗抗氧化损伤的调控
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摘要: 采用营养液水培, 研究外源谷胱甘肽(GSH)对NaCl和NaCl+Hb (牛血红蛋白, 一种一氧化氮清除剂)处理

下番茄(Lycopersicon esculentum)幼苗叶片中一氧化氮合酶(NOS)活性及其一氧化氮(NO)水平、膜脂过氧化程

度、活性氧(ROS)积累和ROS清除能力的影响。结果表明: 施用Hb使盐胁迫下番茄幼苗叶片的氧化损伤程度

加剧, NO含量下调, 但对GSH含量无显著影响。外源GSH的施用显著提高了盐胁迫下番茄幼苗叶中内源GSH
与NO水平, 单脱氢抗坏血酸还原酶(MDHAR)和硝酸还原酶(NR)活性, 超氧化物歧化酶(SOD)活性(除72 h), 过
氧化氢酶(CAT)活性(除48 h), 处理48和72 h的谷胱甘肽还原酶(GR)、抗坏血酸过氧化物酶(APX)和脱氢抗坏血

酸还原酶(DHAR)活性; 降低电解质渗透率、硫代巴比妥酸(TBARS)含量以及处理48和72 h的过氧化氢(H2O2)
和超氧阴离子(O2̄· )含量。外源喷施GSH亦显著提高NaCl+Hb处理下番茄叶中抗坏血酸(AsA)、GSH和NO水平, 
CAT和APX活性, 处理24和48 h的NR活性以及处理48和72 h的NOS活性; 降低电解质渗透率及H2O2和TBARS含
量。表明外源GSH通过介导内源GSH和NO水平上调, 提高抗氧化酶活性和ROS的清除能力来缓解NaCl和 
NaCl+Hb处理导致的氧化损伤。因此, NO参与了外源GSH对盐胁迫下番茄幼苗抗氧化损伤的调控。

关键词: GSH; Hb; 盐胁迫; 番茄幼苗; 抗氧化系统

近年来, 在设施蔬菜生长过程中施肥方式和

栽培制度的不合理导致土壤次生盐渍化日益严重, 
造成蔬菜作物光合作用和抗性下降, 作物产量、

品质和安全性衰减(郭文忠等2004)。盐胁迫会引

起植物营养失衡和渗透调节遭受破坏(Ruiz等2016), 
叶片活性氧(reactive oxygen species, ROS)积累, 还
原库力降低, 导致氧化损伤加重(何晓玲等2015), 
光合电子传递系统失活和光抑制(Kalaji等2016), 
蛋白质和核酸变性, 甚至导致细胞死亡(Bethke和
Jones 2001)。因此, 提高设施作物耐盐性的研究具

有重要的科学和现实意义。

还原型谷胱甘肽(reduced glutathione, GSH)作
为生物体内最主要的非蛋白巯基和含量最丰富的

低分子量多肽, 通过对细胞内蛋白巯基的防氧化

保护、二硫键的转变调节、氨基酸的跨膜运输和

ROS的清除来增强植物抵抗逆境胁迫(Nahar等
2015)。GSH可通过抗坏血酸-谷胱甘肽(ascorbate- 
glutathione, AsA-GSH)循环、硫氧还蛋白(thiore-
doxin, Trx)系统等直接或间接清除ROS以调节细胞

氧化还原(redox)稳态平衡和参与信号传递(Riccillo
等2000; Anjum等2012)。因此, GSH被认为是细

胞内一种重要的氧化还原缓冲剂(Foyer和Noctor 
2011)。许多研究表明外源GSH能提高植物在盐胁

迫(周艳等2016)、高温(Zhu等2016)、干旱(Nahar

等2015)、重金属毒害(Estrella-Gómez等2012)等非

生物胁迫下的抵抗能力; GSH可作为底物或辅助

因子参与生化反应, 也能与激素或氧化还原分子

相互作用共同参与逆境诱导的信号传导(Szalai等
2009); GSH也可通过谷胱甘肽化修饰来保护蛋白

不受氧化, 减少ROS的破坏。

植物的防御应答是一个涉及多种信号分子和

信号传导通路的复杂网络。近年来人们关注到

GSH可与生物体内重要的信号分子一氧化氮(nitric 
oxide, NO)及其衍生的活性氮(reactive nitrogen spe-
cies, RNS)反应, 在一氧化氮合酶(nitric oxide synthase, 
NOS)催化下形成S-亚硝基谷胱甘肽(S-nitrosogluta-
thione, GSNO) (严金平等2010)。内源GSNO通过

参与GSH、NO、亚硝基硫醇(S-nitrosothiols, SNOs)
水平的稳态调节、介导翻译后蛋白质半胱氨酸残

基的巯基亚硝基化和巯基谷胱甘肽化修饰, 在生

物体多种信号传导和生物体防御应答上发挥重要

作用(Donghwan等2009)。植物体内NO来源主要

包括两条: 第一, 硝酸盐经酶促和非酶促途径被还

原为NO; 第二, L-精氨酸在NOS作用下被氧化为
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NO。此外, 当一个亚硝基从GSNO被转移到另一

个蛋白质硫醇基时, GSNO会释放NO自由基参与

NO运输或转亚硝基反应(Martínez-Ruiz和Lamas 
2004)。可见, 在调控植物非生物胁迫防御应答反

应中GSH和NO必然存在相互影响、相互依赖的关

系。近年来, GSH和NO参与生物和非生物胁迫防

御应答已有报道(崔秀敏等2011), 但有关GSH调控

番茄(Lycopersicon esculentum)盐适应的作用与NO
信号分子的关系尚未见报道。因此, 本文通过药理

学手段, 施用NO清除剂——牛血红蛋白(hemoglobin 
bovine, Hb)来干扰番茄幼苗体内NO信号水平, 研
究外源GSH对NaCl和NaCl+Hb处理下番茄幼苗

ROS积累和抗氧化能力及NO信号水平的影响, 以
期为进一步探明GSH缓解植物逆境伤害的作用机

理及其与NO的关系提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  材料培养与试验设计

试验于2016年在石河子大学农学院试验站温

室内进行。以番茄(Lycopersicon esculentum Mill.)
品种‘中蔬四号’为试材。种子催芽后播种于草炭

和蛭石(2:1, V/V)混合而成的基质中, 待幼苗长至3
片真叶完全展开时, 挑选长势整齐一致的番茄幼

苗移入带泡沫盖板的12 L水桶中, 桶中盛装10 L用
去离子水配制的Hoagland营养液(pH 6.2)。待缓苗

1周后进行不同处理, 以100 mmol·L-1 NaCl提供盐

胁迫条件, 于处理时直接加入营养液中。GSH和

Hb以叶片喷施的方式于每日10:00进行处理。

试验共设5个处理。(1)对照: 营养液培养和叶

片喷施蒸馏水; (2) NaCl: 100 mmol·L-1 NaCl处理和

叶片喷施蒸馏水; (3) NaCl+GSH: 100 mmol·L-1 
NaCl处理和叶片喷施5 mmol·L-1 GSH; (4) NaCl+ 
Hb: 100 mmol·L-1 NaCl处理和叶片喷施0.1% Hb; 
(5) NaCl+Hb+GSH: 100 mmol·L-1 NaCl处理和叶片

喷施0.1% Hb、5 mmol·L-1 GSH。试验采取随机区

组设计, 每个处理3桶, 每桶4株, 重复3次。于处理

24、48、72 h取样并测定。

1.2  电解质渗透率和硫代巴比妥酸(thiobarbituric 
acid reactive substance, TBARS)含量测定

分别取处理后24、48、72 h的番茄幼苗叶片

(生长点下第3片叶)测定电解质渗透率(邹琦2000)
和TBARS含量(赵世杰等2002)。

1.3  过氧化氢(H2O2)含量和超氧阴离子(O2̄· )产生

速率测定

H2O2含量的测定参照Yu等(2003)的方法; O2̄· 
含量的测定采用羟胺氧化法(Rauckman等1979)。
1.4  抗氧化酶活性测定

取叶片0.3 g, 置于预冷的研钵中, 加3 mL预冷

的0.05 mol·L-1磷酸缓冲液(pH 7.8), 在冰浴上研磨

成匀浆, 在4°C下12 000×g离心20 min, 分离上清液, 
即为酶提取液, 于4°C下保存备用。超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase, SOD)活性的测定参照Rao
和Sresty (2000)的方法; 过氧化氢酶(catalase, CAT)
活性的测定参照张宪政(1992)的方法; 谷胱甘肽还

原酶(glutathione reductase, GR)活性的测定参照

Foyer和Halliwell (1976)的方法; 抗坏血酸过氧化

物酶(ascorbate peroxidase, APX)活性的测定参照

Nakano等(1981)的方法; 单脱氢抗坏血酸还原酶

(monodehydroascorbate reductase, MDHAR)活性和

脱氢抗坏血酸还原酶(dehydroascorbate reductase, 
DHAR)活性测定参照段九菊等(2009)的方法。

1.5  抗氧化剂含量的测定

GSH含量的测定参考Nagalakshmi和Prasad 
(2001)的DTNB检测法。取叶片0.3 g置于预冷研钵

中, 加入2 mL 6% (W/W)偏磷酸, 于冰浴上研磨, 在
4°C下12 000×g离心20 min, 取上清液测定氧化型

谷胱甘肽(oxidized glutathione, GSSG)和总谷胱甘肽

(GSH+GSSG)的吸光值并计算其含量, 二者含量的

差值即为GSH含量。还原型抗坏血酸(ascorbic acid, 
AsA)含量的测定参考Jiang和Zhang (2001)的二联

嘧啶法。0.3 g样品中加入3 mL的5% (W/W)偏磷酸, 
置于冰浴上研磨, 在4°C下15 000×g离心15 min, 取
上清液, 测定AsA的吸光值并计算其含量。

1.6  NO含量及其关键合成酶活性的测定

内源NO信号水平测定参考Corpas等(2004)的
方法, 略作改动。用4,5-二氨基荧光素二乙酸酯(4,5- 
diaminofluorescein diacetate, DAF-2DA)作为NO的

特异性荧光探针。将番茄叶片切成5 mm×5 mm后

置于含10 μmol·L-1 DAF-2DA的10 mmol·L-1 Tris-
HCl缓冲液(pH 7.4)中避光孵育30 min, 用不含荧光

染料的缓冲液充分漂洗2~3次, 以除去多余的荧光

探针, 在激光共聚焦显微镜(20倍)下观察拍照, 激
发波长495 nm, 发射波长515 nm。并用仪器自带软

件LSM510定量分析每个视野的平均荧光强度。
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硝酸还原酶(nitrate reductase, NR)和NOS活性

均参考试剂盒(购自南京建成生物工程研究所)说
明书进行测定。

1.7  数据分析

采用Microsoft Excel 2010和SPSS 19.0对所得

数据进行处理和统计分析, Origin 9.0软件绘图。

采用单因素方差分析(ANOVA)和Duncan法多重比

较各处理间的差异显著性(α=0.05)。图中结果为

平均值±标准差。

2  实验结果

2.1  不同处理对盐胁迫下番茄幼苗叶片电解质渗

透率和TBARS含量的影响

从图1可以看出, 与对照相比, NaCl处理显著

提高了番茄幼苗叶片的电解质渗透率和TBARS含
量; 与NaCl处理相比, NaCl+GSH处理和NaCl+Hb
处理分别显著降低和提高了电解质渗透率和TBARS
含量; 与NaCl+Hb处理相比, NaCl+Hb+GSH处

理24 h对电解质渗透率和TBARS含量无明显影响, 
但显著降低了处理48和72 h的电解质渗透率和

TBARS含量, 且于处理72 h均降低至NaCl+GSH
处理的水平。

2.2  不同处理对盐胁迫下番茄幼苗叶片H2O2含量

和O2̄·产生速率的影响

由图2可知, 与对照相比, NaCl处理显著提高

番茄幼苗叶中H2O2含量和O2̄· 产生速率。与NaCl处
理相比, NaCl+GSH处理24 h后H2O2含量和O2̄· 产
生速率无明显变化, 但处理48和72 h后显著降低; 

图1  外源GSH和Hb对盐胁迫下番茄幼苗叶片电解质渗透率和TBARS含量的影响

Fig.1  Effects of exogenous GSH and Hb on the electrolyte leakage and TBARS content in leaves of  
tomato seedlings under salt stress

方柱上不同字母表示差异达到显著水平(P<0.05, n=3); 下同。

图2  外源GSH和Hb对盐胁迫下番茄幼苗叶片H2O2和O2̄·含量的影响

Fig.2  Effects of exogenous GSH and Hb on H2O2 and O2̄·  contents in leaves of tomato seedlings under salt stress
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图3  外源GSH和Hb对盐胁迫下番茄幼苗叶中抗氧化酶活性的影响

Fig.3  Effects of exogenous GSH and Hb on the activities of antioxidant enzymes in leaves of tomato seedlings under salt stress

NaCl+Hb处理使H2O2含量和O2̄· 产生速率显著增加, 
其中O2̄· 产生速率在处理24 h增加幅度最大。NaCl+ 
Hb+GSH对整个处理时期的H2O2含量及处理24和
48 h的O2̄· 产生速率比NaCl+Hb处理的显著降低, 且
在处理24 h的H2O2含量和处理48 h的O2̄· 产生速率

均降低至NaCl+GSH处理的水平。

2.3  不同处理对盐胁迫下番茄幼苗叶片抗氧化酶

活性的影响

由图3-A和B可以看出, 与对照相比, NaCl处理

显著降低番茄叶中SOD和CAT的活性。与NaCl处
理相比, NaCl+GSH处理24和48 h的SOD活性以及

处理24和72 h的CAT活性显著升高; NaCl+Hb显著

降低处理24 h的SOD活性, 对处理48和72 h的SOD
活性无显著影响, 同时显著提高处理24 h下CAT的
活性和降低处理72 h下CAT的活性, 对处理48 h后
CAT活性无显著影响。与NaCl+Hb处理相比, NaCl+ 
Hb+GSH处理显著提高处理24 h下SOD活性和整

个处理期间的CAT活性。
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由图3-C~F可以看出, 在整个NaCl处理期间, 
番茄叶中APX、MDHAR、DHAR和GR活性较对

照显著降低, 并且随着胁迫时间的延长酶活性表

现为持续下降的趋势。与NaCl处理相比, NaCl+ 
GSH处理显著提高APX、MDHAR和GR的活性(除
处理24 h的APX和GR活性外), 随胁迫时间的延长, 
APX活性逐渐升高, MDHAR、DHAR、GR活性呈

逐渐下降的趋势;  NaCl+Hb处理24 h后APX、

MDHAR、DHAR和GR活性显著降低, 处理72 h后
APX活性显著升高。与NaCl+Hb处理相比, NaCl+ 
Hb+GSH处理显著提高了整个处理期间的APX活

性, 处理24和72 h的GR活性及处理24和48 h的
MDHAR活性, 对DHAR活性无显著影响。

2.4  不同处理对盐胁迫下番茄幼苗叶片抗氧化剂

含量的影响

如图4-A所示, 与对照相比, NaCl处理24 h的
番茄叶中GSH含量显著降低, 而处理48和72 h后
GSH含量无显著变化; 与NaCl处理相比, NaCl+ 
GSH处理后内源GSH含量显著增加, 而NaCl+Hb处
理对内源GSH含量无显著影响; NaCl+Hb+GSH处

理的内源GSH含量较NaCl+Hb处理的显著增加, 且
在处理48和72 h达到NaCl+GSH处理下的水平。

与对照相比, NaCl处理显著增加番茄叶中AsA
含量。与NaCl处理相比, NaCl+GSH处理的AsA含

量显著增加, 且随胁迫时间的延长呈不断增加的

趋势; NaCl+Hb处理24和48 h的AsA含量无显著变

化, 但处理72 h的AsA含量显著增加。NaCl+Hb+ 
GSH处理的AsA含量较NaCl+Hb处理的显著增加, 
可达到NaCl+GSH处理的水平(图4-B)。

2.5  不同处理对NaCl胁迫下番茄幼苗叶中NO含

量及其合成关键酶活性的影响

2.5.1  内源NO含量的变化

为直接检测外源喷施GSH和Hb对番茄幼苗叶

片中内源NO的影响, 本试验用NO特异荧光探针

DAF-2DA测定组织中NO相对含量。图5-A为不同

处理下番茄叶中NO在激光共聚焦显微镜下的荧光

分布情况, 图5-B为基于图5-A中NO荧光成像结果

计算出的不同处理下NO的平均荧光强度。与对照

相比, NaCl处理显著降低番茄叶中NO含量; 与
NaCl处理相比, NaCl+GSH处理后NO含量显著增

加, 而NaCl+Hb处理24和72 h后NO含量显著降低, 
处理48 h的NO含量无明显变化; 与NaCl+Hb处理

相比, NaCl+Hb+GSH处理的NO含量显著增加, 并
在处理48 h时达到NaCl+GSH处理的水平(图5-A和

B)。表明外源GSH的施用可在不同程度上调NaCl
和NaCl+Hb处理下番茄叶中NO水平。

2.5.2  NR和NOS活性的变化

与对照相比, NaCl处理使番茄幼苗叶中NR活
性显著降低; 与NaCl处理相比, NaCl+GSH处理显

著提高NR活性, 而NaCl+Hb处理对NR活性无显著

影响; 与NaCl+Hb处理相比, NaCl+Hb+GSH处理48
和72 h后NR活性显著升高, 分别恢复至NaCl+GSH
处理48和72 h的水平(图6-A)。

由图6-B可知, 与对照相比, NaCl处理24 h的
番茄叶中NOS活性显著降低, 处理48和72 h的无明

显变化; 与NaCl处理相比, NaCl+GSH处理对NOS
活性无显著影响, NaCl+Hb处理24和48 h的NOS活
性无明显变化, 但处理72 h的NOS活性显著升高; 

图4  外源GSH和Hb对NaCl胁迫下番茄幼苗叶中GSH和AsA含量的影响

Fig.4  Effects of exogenous GSH and Hb on GSH and AsA contents in leaves of tomato seedlings under salt stress
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图5  外源GSH和Hb对盐胁迫下番茄幼苗叶片NO荧光成像(A)和荧光强度(B)的影响

Fig.5  Effects of exogenous GSH and Hb on NO fluorescence imaging and intensity in leaves of tomato seedlings under salt stress
标尺=100 µm。
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NaCl+Hb+GSH处理24和48 h的NOS活性较NaCl+ 
Hb处理的显著增加, 处理72 h的显著降低。

3  讨论

植物在正常生长条件下细胞内自由基的产生

与清除处于动态平衡状态。当植物处于盐胁迫下

体内的这种平衡被打破, 使得H2O2和O2̄·等ROS大
量积累。ROS启动膜脂过氧化作用, 膜内脂质双分

子层中含有的不饱和脂肪酸被过氧化分解, 从而

造成膜的损伤和破坏, 膜系统的完整性丧失, 进而

引起电解质外渗, 严重时会导致植物死亡(宰学明

等2001)。TBARS是ROS启动膜脂过氧化的主要

产物。因此, ROS和TBARS的含量常被作为判断

氧化胁迫和膜脂过氧化程度的重要指标。毕会涛

等(2007)认为植物抗逆性提高与控制植物体内

ROS和TBARS的含量密切相关。在本试验中 , 
NaCl处理下番茄叶片的电解质渗透率、TBARS和
ROS含量显著增加, 这与盐胁迫下Sheokand等(2008)
在鹰嘴豆、Seckin等(2009)在小麦上的研究结果一

致。喷施Hb后番茄叶片的电解质渗透率、H2O2和

TBARS含量及处理24和72 h的O2̄· 含量进一步显著

增加, 而外源喷施GSH显著降低了NaCl处理下的

电解质渗透率、TBARS含量以及处理48、72 h的
H2O2含量和O2̄· 产生速率, 亦显著降低NaCl+Hb处
理48和72 h下的电解质渗透率和TBARS含量, 整个

处理期间的H2O2含量以及处理24和48 h下的O2̄· 产
生速率(图1和2), 说明盐胁迫下, Hb的施用加剧了

番茄叶中ROS代谢失衡和膜脂过氧化程度。外源

GSH可不同程度地缓解NaCl及NaCl+Hb处理导致

的ROS积累和氧化胁迫, 从而降低膜脂过氧化程

度, 提高生物膜系统的完整性以及番茄幼苗在盐

胁迫下的适应性。这可能与外源GSH诱导的内源

GSH、NO信号水平上调以及促进抗氧化酶清除

ROS的能力有关, 从而抑制盐胁迫下过氧化物和自

由基的积累, 缓解盐胁迫对番茄幼苗的伤害。

ROS代谢失调是逆境下需氧生物受害的普遍

表现, 也是逆境损伤的重要原因之一。为维持植

物体内氧化还原平衡和保护细胞免受ROS的损害, 
细胞自身形成了严密的酶促和非酶促ROS清除系

统以平衡和修复ROS导致的氧化损伤。SOD是抗

氧化酶防御系统的第一道防线, 它能催化O2̄· 发生

歧化反应产生H2O2和O2, H2O2随后主要被POD、

CAT和AsA-GSH循环清除(Foyer和Halliwell 1976)。
在AsA-GSH循环中, APX在清除H2O2中起着关键

的作用, 而MDHAR、DHAR和GR主要通过影响

AsA和GSH的再生为APX清除H2O2提供底物。本

研究中, NaCl显著降低整个处理期间番茄叶片中

SOD、CAT及AsA-GSH循环的关键酶APX、GR、
MDHAR和DHAR活性, 与此伴随的是, 番茄叶片

中ROS的积累和TBARS含量的提高, 说明NaCl胁
迫下由于抗氧化系统清除ROS的解毒能力下降而

导致过量ROS积累。外源喷施Hb进一步显著降低

NaCl处理24 h番茄叶片的SOD、APX、GR、

MDHAR和DHAR活性, 但对处理48和72 h的无显

著影响, 说明在短期(24 h) NaCl胁迫下Hb显著抑制

了抗氧化酶活性, 从而导致氧化胁迫。许多研究

图6  外源GSH和Hb对盐胁迫下番茄幼苗叶片NR和NOS活性的影响

Fig.6  Effects of exogenous GSH and Hb on the activities of NR and NOS in leaves of tomato seedlings under salt stress
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表明, NO具有直接清除ROS的作用, 能与O2̄· 结合

形成毒性相对较低的过氧亚硝基阴离子(ONOO-)
来缓解细胞伤害(马晓丽等2017; 张敏等2012), 因
此推测导致处理48和72 h后ROS积累和TBARS含
量升高的原因可能是Hb降低了NO对O2̄· 的清除能

力, 而O2̄· 毒性远大于H2O2 (李西等2014), 从而加剧

了ROS积累和膜脂过氧化产物TBARS含量的增

加。喷施GSH显著提高NaCl胁迫下番茄叶中SOD
活性(除72 h)、CAT活性(除48 h)、处理48和72 h
的GR、APX、DHAR活性以及整个处理期间的

MDHAR活性。喷施GSH亦显著提高NaCl+Hb处
理的CAT和APX活性、处理24 h的SOD活性、处

理24和48 h的MDHAR活性以及处理24和72 h的
GR活性, 但对DHAR活性无明显调节作用, 说明外

源GSH可不同程度地上调NaCl处理和NaCl+Hb处
理下CAT和AsA-GSH循环关键酶活性以清除

H2O2。

AsA和GSH是植物氧化还原反应中重要的H+

供体, 因此是重要的抗氧化剂, 其水平的高低是衡

量植物还原库力水平高低的重要指标。吴雪霞等

(2013)的研究表明, 高温导致茄子幼苗叶中GSH和

AsA含量显著高于对照以应对逆境导致的氧化胁

迫。赵宝龙等(2015)发现NaCl处理下‘夏黑’与‘里
扎马特’叶中AsA含量显著下降, GSH含量明显降

低。Shalata等(2001)研究发现, NaCl胁迫下耐盐番

茄(Solanum lycopersicum)根系中AsA含量明显升

高, 表现出较强的耐盐性。我们前期的研究结果

已证明, 在较长时间(5、10和15 d)盐胁迫处理下喷

施GSH通过上调GSH合成与代谢及AsA-GSH循环

关键酶活性, 从而提高番茄幼苗叶片的GSH水平

和对盐胁迫的抗性(Zhou等2017)。在本研究中, 
NaCl显著降低处理24 h的番茄幼苗叶中GSH含量, 
对处理48和72 h的GSH含量无显著影响, 且显著提

高了整个处理期间的AsA含量, 说明在胁迫初期

GSH合成受抑或GSH直接参与了对ROS的清除而

致使其浓度下降, 在胁迫后期ROS主要靠抗氧化酶

和AsA清除。NaCl胁迫下喷施Hb对整个处理期间

的GSH含量和处理24和48 h下的AsA含量均无显

著影响, 但处理72h的AsA含量显著增加, 说明Hb
对GSH的合成与代谢不具有调控作用。外源喷施

GSH显著增加NaCl处理和NaCl+Hb处理下的内源

GSH和AsA含量, 说明外源GSH可诱导NaCl处理和

NaCl+Hb处理下番茄幼苗叶片细胞内维持高的还

原库力水平和还原环境, 以降低NaCl和NaCl+Hb
诱导的氧化胁迫, 从而提高其盐适应能力。

为进一步验证NO参与外源GSH对盐胁迫下

番茄幼苗的调控作用, 本研究比较了不同处理下

番茄叶片中NO含量及其合成酶活性。王逸筠等

(2014)研究发现, 外源NO能够提高Cu2+胁迫下番茄

叶中NOS和NR活性, 促进NO产生, 而Hb可部分抵

消NO的促进作用。吴旭红等(2016)研究表明, 外
源NO能促进低温胁迫下植株生长和干物质积累, 
提高叶中SOD、POD、CAT、APX活性, 减少H2O2

和MDA的积累。在本试验中, NaCl处理诱导了氧

化胁迫且显著降低了整个处理期间NO含量、NR
活性和处理24 h的NOS活性, 说明NaCl胁迫通过抑

制NOS和NR途径而降低番茄叶中NO含量和抗氧

化酶活性 , 使ROS和膜脂过氧化产物TBARS积
累。NaCl处理下, 喷施Hb进一步加剧了氧化胁迫

程度, 除了显著提高处理72 h的NOS活性外, 对其

他处理时间的NR和NOS活性均无显著影响, 但处

理24和72 h后NO含量显著降低。这表明内源NO
水平的降低并非Hb抑制NR和NOS活性所造成, 而
是由于还原型氧合血红蛋白[HbO2(Fe2+)]与NO反

应生成相对稳定的高铁血红蛋白[Met-Hb(Fe3+)]来
降低体内NO信号水平(赵朝宇等2015)。喷施GSH
显著提高了NaCl胁迫下NO含量和NR活性, 但对

NOS活性无显著影响。喷施GSH亦显著增加了

NaCl+Hb处理下NO含量、处理24和48 h的NR活

性、处理48和72 h的NOS活性(图5和图6)。同时, 
喷施GSH分别不同程度有效缓解NaCl和NaCl+Hb
处理诱导的氧化胁迫, 提高了番茄幼苗的盐适应

性(图1和图2)。说明NaCl处理和NaCl+Hb处理下, 
外源GSH的施用均能够通过提高NR和NOS活性来

促进NO合成, 提高番茄叶中NO水平, 从而发挥其

作为信号分子参与植物应答非生物胁迫的作用。

综上所述, 本研究认为在NaCl处理和NaCl+ 
Hb处理下外源喷施GSH对番茄幼苗的抗氧化保护

效果归因于两个方面: 第一, 内源GSH作为植物体

内一种重要的抗氧化剂 ,  外源GSH可通过上调

NaCl和NaCl+Hb处理下番茄幼苗的抗氧酶活性和

内源GSH水平, 提高ROS的清除能力, 缓解氧化胁
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迫以保持细胞膜结构和功能的稳定, 进而提高其

在盐胁迫下的适应能力; 第二, 外源GSH通过诱导

NaCl和NaCl+Hb胁迫下番茄叶中NO水平上调, 从
而发挥NO信号分子对盐胁迫的应答调节作用, 从
而提高番茄在盐胁迫下的适应能力。由此可见, 
NO参与了外源GSH对盐胁迫下番茄幼苗抗氧化损

伤调控, 但NO具体的作用机制尚需进一步研究。
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The involvement of nitric oxide in exogenous glutathione regulates 
antioxidant defense capacity against salt stress in tomato seedlings
WEN Ze-Lin1,2, LIU Hui-Ying1,2,*, ZHOU Yan1,2, CHEN Xian-Jun1,2, FENG Yu-Long1,2

1Department of Horticulture, College of Agronomy, Shihezi University, Shihezi, Xinjiang 832003, China
2Key Laboratory of Special Fruits and Vegetables Cultivation Physiology and Germplasm Resources Utilization of Xinjiang 
Production and Construction Crops, Shihezi, Xinjiang 832003, China

Abstract: A hydroponic experiment was performed to investigate the effects of exogenous glutathione (GSH) 
on nitric oxide (NO) levels, the activities of key enzymes related to NO synthesis, the lipid peroxidation level, 
production of reactive oxygen species (ROS), and the ROS scavenging capacity in leaves of tomato (Lycopersi-
con esculentum) seedlings under NaCl and NaCl+Hb (NO scavenger) treatments. Our results showed that the 
application of Hb increased the oxidative damage and decreased the NO level, but had no significant effect on 
GSH contents in the leaves of salt-stressed tomato seedlings. Exogenous GSH application significantly in-
creased the contents of GSH and NO and the activities of nitrate reductase (NR), monodehydroascorbate reduc-
tase (MDHAR), superoxide dismutase (SOD) (except 72 h), and catalase (CAT) (except 48 h) during the whole 
sampling period, as well as the activities of glutathione reductase (GR), ascorbate peroxidase (APX) and dehy-
droascorbate reductase (DHAR) at 48 and 72 h after treatments, and decreased the electrolyte permeability, the 
contents of thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) and hydrogen peroxide (H2O2) during the whole 
sampling period and superoxide anion (O2̄· ) at 48 and 72 h in leaves of salt-stressed tomato seedlings. The ap-
plication of GSH also significantly increased the levels of GSH, ascorbic acid (AsA) and NO, the activities of 
CAT and APX at all three sampling dates, and the activities of NR at 24 and 48 h and nitric oxide synthase 
(NOS) at 48 and 72 h, and decreased the electrolyte permeability and the contents of TBARS and H2O2 in 
leaves of tomato seedlings under NaCl+Hb treatment. These results indicate that exogenous GSH could allevi-
ate the oxidative damage induced by NaCl or NaCl+Hb treatments by up-regulating the levels of GSH and NO, 
and increasing the activities of antioxidant enzymes and the ROS scavenging capacity. In conclusion, NO is in-
volved in the regulation of antioxidant defense capacity against salt stress in tomato seedlings by exogenous 
GSH.
Key words: GSH; Hb; salt stress; tomato seedling; antioxidant system
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