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摘  要  通过人工室内模拟冷害逆境胁迫，采用外源0.1、0.2、0.5 mmol/L一氧化氮（Nitric oxide，NO）供体亚硝基铁氰

化钠（硝普钠，SNP）和0.5 mmol/L NO合成酶抑制剂（L-NAME）、硝酸还原酶非专一性抑制剂（NaN3）及NO清除剂

（cPTIO）对酸枣（Zizyphus jujuba Mill）种子和幼苗叶片进行处理，研究其对冷害胁迫下酸枣种子发芽特性和幼苗抗

坏血酸-谷胱甘肽（AsA-GSH）循环系统的影响，为外源NO在未来酸枣抗逆生产中的广泛应用提供理论基础. 结果

表明：4 ℃冷害胁迫下，酸枣种子萌发和幼苗生长受到抑制，在施加不同浓度的SNP后能显著增加冷害逆境下酸枣种

子的发芽率、发芽势、发芽指数和活力指数，降低幼苗叶片丙二醛（MDA）和过氧化氢（H2O2）含量，同时使脯氨酸

（Pro）含量增加，抗坏血酸（AsA）、谷胱甘肽（GSH）含量和抗氧化酶活性[抗坏血酸过氧化物酶（APX）、谷胱甘肽

还原酶（GR）、脱氢抗坏血酸还原酶（DHAR）和单脱氢抗坏血酸还原酶（MDAR）]显著升高. 上述表明外源NO可缓

解冷害胁迫对酸枣种子萌发及幼苗生长的抑制作用，且以0.5 mmol/L SNP 对冷害逆境的缓解效果最佳，而采用NO清

除剂和两种合成抑制剂处理明显减弱NO缓解冷害胁迫的效果. （图7 表2 参41）
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Effects of exogenous NO on seed germination and AsA-GSH in leaves of 
Zizyphus jujuba seedlings under cold stress*
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Abstract   Zizyphus jujuba leaves were treated with the exogenous NO donor (sodium nitroferricyanide (III) dehydrate/sodium 
nitroprusside, SNP at 0.1, 0.2, 0.5 mmol/L),  an nitric oxide synthase inhibitor (L-NAME), a nitrate reductase non-specific 
inhibitor (NaN3) and nitric oxide scavenger (cPTIO) to study their effects on the germination of seeds and the circulation of 
ascorbate glutathione (AsA-GSH) circulation system during cold stress. We also aimed to provide a theoretical basis for the 
extensive application of exogenous nitric oxide (NO) in protecting Z. jujuba against cold stress. Temperatures of 4 ℃ inhibited 
the seed germination and seedling growth of Z. jujuba. Applying different concentrations of SNP significantly increased 
the germination rate, germination potential, germination index and vigor index of Z. jujuba seeds. SNP also decreased the 
contents of malondialdehyde (MDA) and hydrogen peroxide (H2O2) in seedling leaves. At the same time, proline (Pro), ascorbic 
acid (AsA), glutathione (GSH) content and antioxidant enzyme activities [ascorbic peroxidase (APX), glutathione reductase 
(GR), dehydroascorbate reductase (DHAR) and monodehydroascorbate reductase (MDAR)] were significantly increased. In 
conclusion, exogenous NO could alleviate the inhibitory effect of cold stress on the seed germination and seedling growth of 
Z. jujuba, reduce membrane lipid peroxidation caused by cold stress, maintain the stability of AsA-GSH circulatory system, 
and enhance cold resistance. The optimum concentration of SNP for negating the effects of cold stress was 0.5 mmol/L. When 
the NO scavenger and two synthetic inhibitors were used, the germination of Z. jujuba seeds after NO treatment was inhibited 
under cold stress. Furthermore, the parameters of membrane lipid peroxidation of seedlings were decreased and the indices of 
antioxidant enzymes and antioxidant activity were increased. The effect of NO on seed germination and the growth of Z. jujuba 
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酸枣[Zizyphus jujuba Mill var. spinosus (Bunge) Hu ex H.F 
Chou]为鼠李科（Rhammaceae）枣属（Zizyphus Mill.）植物，

别名棘、棘子、小酸枣、葛针等，常为灌木和小乔木，本种原

产于我国，北方地区分布最为广泛，已有1 100-1 500万年的发
展历程，是栽植起源较早、含有多重营养价值且具有较高科

研和经济价值的优势枣种 [1].  酸枣喜温暖干燥的环境，常生

于向阳、干燥山坡、丘陵、岗地或平原. 可药用、食用、保健，

枣叶提取出的“酸叶酮”可做叶茶，同时酸枣也是常用的枣

树砧木，具有抗干旱、耐盐碱的特性，是开发利用沙荒地、盐

碱地的优良经济树种[2]. 但是酸枣大部分是野生生长状况，

因为缺乏系统的培育和管护，品种好坏各异、良莠不齐，造

成产品加工产出率低下、果实品质较差，所以现阶段对酸枣

资源的利用状况不甚乐观. 加之缺乏保护意识，近40年来开

始实行推广酸枣嫁接大枣的技术，致使酸枣数量迅速下降. 

所以通过外源物质缓解酸枣逆境伤害，保证其资源分布和产

量品质已成为国内外一个研究热点. 

冷害胁迫是自然界中常见的非生物胁迫之一，也是影响

植物地理分布和产量的一个重要环境因子. 冷害胁迫易导致

植物失水外形萎蔫，光合结构被破坏，膜系统紊乱，机能代

谢减缓，生长发育受阻 [3].  长期低温胁迫是植物经常遭受的

环境胁迫因子，了解其调控的生理机制，对实践生产非常重

要. 一氧化氮（Nitric oxide，NO）被公认为是充当“信使”角

色的气体活性号分子，参与植株整个生命周期的生理代谢和

机能转换过程，是目前植株抗逆防御和体内信号译 解网络

的探索热点，1992年被《Science》评为“明星分子”[4-5]. 已有

研究表明外源NO能够通过增强植物的抗氧化防护和渗透调

节能力，维持K+、Na+的平衡，提高苎麻（Boehmeria nivea）的

耐盐性 [6]；同时NO能诱导植物体内产生谷胱甘肽（GSH） 、
γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶（γ-ECS）和金属硫蛋白（MTs），

并通过调控氧化型谷胱甘肽  （GSH- GSSG）  的氧化 还原

状态和GSH-PCs代谢方向的改变，促进Cu2+、Cd2+转运至液

泡区隔化来缓解重金属胁迫抑制，降低其生物毒性 [7]；Caro
和Puntarulo [8]注意到NO还能够使大豆（Glycine max）胚轴

微 粒体 超氧阴离子的发 散 频率急 速下 降，证明 NO可以于

胞内发挥氧化与抗氧化两种功效. 此外，研究表明外源NO
可以促 进竹子（Bambusoideae）[9]、霍山石斛（Dendrobium 
huoshanense）[10]、苜蓿（Medicago sativa）[11]、黑麦草（Lolium 
multiflorum）[12]、向日葵（Helianthus annuus）[13]等多种植物的

抗逆性. 目前酸枣在市场上需求量较大，相关产业优化良化

是市场发展必然趋势，同时酸枣本身为适暖生存，抗寒性较

差，频繁冷害会对其植株生长和果实采收造成较大影响. 所

以，增强酸枣抗寒性能，保障其安全越冬，阐明酸枣对低温

的抗性生理机制在实际生产和基础研究方面具有重要意义. 

但是，目前对NO的研究多集中在逆境环境下禾谷类作物与

蔬菜类作物生长特性方面，NO对低温胁迫下果树的研究仅

有柑桔（Citrus reticulata）[14]、枇杷（Eriobotrya japonica）[15]

及麻疯树（Eriobotrya japonica）[16]等个别树种，而NO解决酸

枣因低温胁迫而造成生长不良方面还未见报道. 鉴于此，本

研究针对酸枣在实际生产发育中遇到的冷害逆境问题，以新

的植物生长调节信号分子NO为着手点，探索外源NO处理对

冷害胁迫下酸枣种子萌发和幼苗叶片ASA-GSH生理特征的

影响，旨在明确NO对酸枣 抗 寒性的可能作用机制，为外源

NO在缓解酸枣 冷害胁迫方面的应 用提 供理论基础和技 术

依据. 

1  材料与方法

1.1  材料和试剂
供 试 材 料 为 酸 枣，种 子 由 巴 彦 淖 尔 市 林 业 科 学 研

究 所 提 供 .  NO 供 体 硝 普 钠（亚 硝 基 铁 氰 化 钠，So d iu m 
nitropprusside，SNP，生产于Sigma公司），现用现配. L-NAME
（Nω-nitro-L-arginine methyl esterhydrochloride）、NaN3、

cPTIO（2-4-carboxyphe-ny-4,4,5,5-tetramethy-limidazolin-1-
oxyl-3-oxide potassium salt）均来自于Sigma公司生产. 试验于

2017年8月开始在内蒙古农业大学科教示范园区实验室内开

展. 

1.2  试验方案
1.2.1  种子培养　　选择外表光滑、健康饱满的种子，将种皮

上的附着物去除，用0.6%次氯酸钠（NaClO）溶液进行5 min
的消毒过程，再用无菌水漂洗2-3遍，在蒸馏水中浸泡12 h，
之后用滤纸吸走种子外部多余残液整齐摆入放有5层滤纸的

培养箱内开始进行正规发芽试验. 

1.2.2  试验设置　　选取采用Hoagland营养液为基础液进行

配置，在前期预试验的基础上，共设8个处理，如表1所示. 

表1  试验处理
Table 1  Experimental treatments

编号 Number 处理 Treatment
CK1 常温25 ℃ + 蒸馏水 Distilled water
CK2 低温4 ℃ + 蒸馏水 Distilled water
T1 低温4 ℃ + 0.1 mmol/L SNP
T2 低温4 ℃ + 0.2 mmol/L SNP
T3 低温4 ℃ + 0.5 mmol/L SNP
T4 低温4 ℃ + 0.5 mmol/L SNP + 0.5 mmol/L L-NAME
T5 低温4 ℃ + 0.5 mmol/L SNP + 0.5 mmol/L NaN3
T6 低温4 ℃ + 0.5 mmol/L SNP + 0.5 mmol/L cPTIO

各个处理水平6次重复，每个重复包含50粒酸枣种子，置

于温度为20 ℃、相对湿度60%-75%的黑暗环境内催芽培养
24 h，然后试验分成两个步骤进行：

（1）在除去对照1（CK1）组的前提下，将其余组的3个重

复置于无光照、4 ℃低温的环境中开始冷害处理，每天同一

时间浇灌处理液，在培养期到达第8天开始，每48 h记录一次

酸枣的发芽情况. 

seedlings under cold stress were significantly weakened, which further demonstrated the protective effects of NO on Z. jujuba 
seeds and seedlings under cold stress.

Keywords  NO; cold stress; Zizyphus jujuba; seed; AsA-GSH circulatory system
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（2）在除去对照1（CK1）组的前提下，将其余组的另外

3个重复放于温度为 28 ℃、光照长度为12 h/d的恒温箱内进

行催芽处理，第8天在浸种催芽好的种子内选取根芽均匀一

致、长势较好的芽苗移栽到口径为10 cm、高25 cm且装有草

炭:蛭石为1:1基质的塑料花盆中，每天同一时间施加其对应

处理液和Hoagland基础营养液，到第15天放于温度为1 ℃的

无光照环境内培育一天一夜，之后再置于温度为4 ℃、光照

长度为12 h/d的恒温箱中进行处理，待酸枣幼苗长到三叶一

心时选择长势均匀的幼苗开始对第0-8天培养期内叶片丙二
醛（MDA）、过氧化氢（H2O2）、脯氨酸（Pro）含量及抗坏血

酸－谷胱甘肽（AsA-GSH）循环系统的相关指标进行测定 [17]. 

1.3  项目测定
1.3.1  种子发芽特性　　于处理后每隔1 d观察发芽情况并记

录各处理的发芽数，发芽标准为胚根长达1-2 mm，统计发芽
率，同时测定芽苗鲜重，并计算发芽势、发芽指数和活力指

数，计算公式如下：

发芽势（GE）＝ Nm/N0 × 100%；

发芽率（GEP）＝N1/N0 × 100%；

发芽指数（GI）＝∑Gt／Dt；

萌发活力指数（VI）＝∑Dt／Dt × S. 

式中，N1为萌发种子数，N0为供试种子数，Nm为种子发芽达

到最高峰时种子发芽数，Gt为时间t的发芽数（粒），Dt为相应

的发芽时间（d），S为芽苗的鲜质量（g）. 

1.3.2  幼苗叶片AsA-GSH系统生理指标　　过氧化氢（H2O2）

含量测定参照邹琦的方 法 [18]；丙二醛（MDA）测定使 用硫

代巴比妥酸法；脯氨酸（Pro）采用酸性茚三酮显色法的方

法 [19]测定；还原型抗坏血酸（AsA）和GSH（谷胱甘肽）含量

根据陈建勋的方法 [20]测定；抗坏血酸过氧化酶（APX）和谷

胱甘肽还原酶（GR）活性测定采用Rao等的方法 [21]，以1 min
内OD290 nm变化0.01定义为APX的1个酶活性单位，以1 min内

OD340 nm变化0.01定义为GR的1个酶活性单位；脱氢抗坏血酸

还原酶（DHAR）和单脱氢抗坏血酸还原酶（MDAR）活性

测定采用宋松泉等的方法 [22]，DHAR活性（AsA/prot）用μmol 
min- 1 mg- 1表示，MDAR活性（NADH/prot）用nmol min- 1 mg- 1

表示. 每个指标均设定3个重复，最后以平均值为准. 

1.4  数据分析
试验所得数据使用 Microsoft Office Excel 2007 软件进行

处理和制图，SPSS 21.0软件进行差异显著性方差分析（P < 
0.05）. 

2  结果与分析

2.1  外源NO对酸枣种子发芽特性的影响
2.1.1  外源NO对冷害胁迫下酸枣种子发芽率和发芽势的影

响　　从图1、图2中可以得出，冷害逆境下，酸枣种子的发芽

率与CK1对照组比较，第8、10、12、14、16天分别显著降低了
78.79%、61.11%、57.50%、42.86%、39.13%（P < 0.05），发芽势

下降了37.50%（P < 0.05），表明4 ℃冷害逆境降低了酸枣种子

的萌发能力，延迟了种子的萌发. 在4 ℃低温施用外源物质
SNP后，不同浓度的SNP对酸枣种子的萌发起到了一定的缓

解作用，且随着浓度的增大，缓解效果越来越突出，发芽率

和发芽势开始出现回升，且在同一浓度下，随着萌发天数的

增加，种子发芽率和发芽势仍整体呈现上升趋势，在施用0.5 
mmol/L的SNP时，效果达到最好，发芽率在第8、10、12、14、
16天与CK2相比分别显著提高了68.18%、54.84%、50.00%、
38.46%、37.08%（P < 0.05），但仍低于CK1，表现出明显的低

温影响，而在NO合成酶抑制剂L-NAME、硝酸还原酶非专一

性抑制剂NaN3和NO清除剂cPTIO处理下，其发芽率和发芽

势并未出现缓解效果，甚至继续呈现下降趋势. 
2.1.2  外源NO对冷害胁迫下酸枣种子发芽指数和活力指数的

影响　　从图3和图4可以看出，冷害胁迫对酸枣种子萌发指

数和活力指数产生了抑制作用. 在4 ℃低温的处理下，种子萌

发指数与CK1相比下降了62.85%、67.64%、45.89%，61.50%、
55.88%，活力指数比CK1下降了80.63%，差 异均显著（P < 
0.05）. 在施用SNP后，酸枣种子的发芽指数和活力指数均出

现不同程度的回升，说明其对不同浓度的NO敏感性不同，

且种子的发芽指数在0.5 mmol/L SNP处理下效果最佳，在第
8、10、12、14、16天比CK2分别显著提高了68.18%、54.84%、
50.00%、38.46%、37.08%（P < 0.05），说明在冷害逆境下，外
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图1  外源NO对冷害胁迫下酸枣种子发芽率的影响. 不同小写字母表示处理间差异达0.05显著水平. 
Fig. 1  Effect of exogenous nitric oxide on germination rate of Zizyphus jujuba seeds under cold stress. Different small letters in the figure mean significant 
difference among the treatments at 0.05 level.
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施SNP种子发芽速度、发芽整齐度均优于无外施 外源物情

况. 种子活力指数在施用不同浓度的SNP后与萌发指数变化

趋势相同，分别比CK2提高了35.59%、97.75%、120.63%，差异

均显著（P < 0.05），而NO合成酶抑制剂L-NAME、硝酸还原

酶非专一性抑制剂NaN3和NO清除剂cPTIO并不能显著消除

冷害胁迫对酸枣种子发芽指数和活力指数的负面作用. 

2.2  外源NO对酸枣幼苗叶片AsA-GSH循环系统的影响
2.2.1  外源NO对冷害胁迫下酸枣幼苗叶片膜脂过氧化的影

响　　图5显 示，H2O2在4 ℃冷害胁迫下出现 显著升高，在

第0、2、4、6天分别比CK1提高了36.25%、42.37%、43.57%、
44.90%（P < 0.05），在施用SNP后，H2O2含量开始出现不同程

度的下降，酸枣幼苗叶片H2O2含量对应不同浓度SNP处理从

高到底顺序依次为0.1 mmol/L SNP > 0.2 mmol/L SNP > 0.5 
mmol/L SNP. 整体看来，恢复时间内施加0.5 mmol/L SNP下

的酸枣幼苗所含H2O2总量下滑幅度最大，比CK2分别下降了
21.77%、22.18%、15.65%、25.42%，虽未达到显著差异水平（P 
< 0.05），但高于CK1处理下H2O2的含量. CK1、CK2与不同浓

度SNP组下幼苗的H2O2累积量根据时间的推移均显现为持续

降低趋势，表明冷害逆境导致酸枣幼苗叶片中H2O2的大量堆

积，引发植株膜脂过氧化现象和膜损伤，在施加NO的情况

下能抑制逆境中酸枣胞内H2O2的总量的增长，减轻H2O2对植

株发育产生的负面效应. 在施加L-NAME、NaN3和cPTIO后，

H2O2积累量开始增加，且整体高于CK2，说明SNP的缓解作

用被消除. 

在室温正常生长条件下（CK1），酸枣幼苗叶片MDA含

量最低，受低温胁迫后，过氧化产物MDA含量显著增加，在

第0、2、4、6天分别比CK1增加 350.00%、140.00%、100.00%、

100.00%（P < 0.05），说明低温胁迫造成酸枣幼苗叶片膜脂过

氧化加速，施加SNP处理后，细胞内MDA总量根据SNP浓度

的上升呈现出减小的趋势，外源SNP浓度为最大值0.5 mmol/
L时，MDA总量与单一冷害逆境比较分别降低了66.67%、

50.00%、44.44%、45.00%（P < 0.05），说明加入SNP后，使酸枣

幼苗叶片膜脂过氧化程度降低，而其他外源物处理幼苗叶片

的MDA 含量从高到低排序依次为 cPTIO > NaN3 > L-NAME，

说明施加NO清除剂或两种抑制剂促进冷害逆境下酸枣叶片

内MDA累积量的上升，酸枣对不利逆境的抵抗应答机制在一

定程度上开始出现紊乱，致使不良环境对植株产生的毒害作

用更加强烈，NO清除剂cPTIO效果体现最为明显，进一步证

明外源NO对冷害逆境中酸枣植株的抗氧化性产生了一定的

调控效应. 

图5表明，4 ℃冷害逆境处理下，Pro含量开始上升，随着

时间的推移，酸枣植株中Pro总量呈持续升高趋势且均低于

CK1处理组，分别上升了1.82%、37.27%、41.74%、65.71%，在

第0天无显著差异（P > 0.05），在第2、4、6天均形成显著差

异（P < 0.05）. 当低温胁迫下外施SNP 处理后，幼苗Pro继续

呈上升趋势，与低温处理相比，在浓度为0.5 mmol/L时Pro
含量上升最显著，第0、2、4、6天分别比CK2上升了52.45%、

54.48%、59.46%、67.04%（P < 0.05），同时在 第6天时，0.1 
mmol/L SNP、0.2 mmol/L SNP、0.5 mmol/L SNP处理的酸枣幼

苗叶片Pro含量比常温对照苗分别增加了121.13%、146.16%、

176.79%，差异均显著（P < 0.05）. 由此可见外源NO能促进植

物体内游离Pro累积量的增加，保证细胞正常膨压，减轻外界

b

c
bc

bc

a

bc
c

d

0

5

10

15

20

25

30

CK1 CK2 T1 T2 T3 T4 T5 T6

 G
er

m
in

at
io

n 
en

er
gy

 (r
/%

)

Treatment
图2  外源NO对冷害胁迫下酸枣种子发芽势的影响. 不同小写字母表示
处理间差异达0.05显著水平. 
Fig.2  Effect of exogenous nitric oxide on germination potential of 
Zizyphus jujuba seeds under cold stress. Different small letters in the figure 
mean significant difference among the treatments at 0.05 level.
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图3  外源NO对冷害胁迫下酸枣种子萌发指数的影响. 不同小写字母表示处理间差异达0.05显著水平. 
Fig. 3  Effects of exogenous nitric oxide on germination index of Zizyphus jujuba seeds under cold stress. Different small letters in the figure mean 
significant difference among the treatments at 0.05 level.
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不利因素对植株造成的氧化伤害，调节胞内新陈代谢秩序. 

NO清除剂或抑制剂的各处理使Pro积累量下降，降低了对原

生质的保护作用. 

2.2.2  外源NO对冷害胁迫下酸枣幼苗叶片AsA和GSH含量的

影响　　由图6可知，与CK1相比，低温胁迫下酸枣叶片AsA
含量在第0天与CK1相比出现略微上升，在第2、4、6天分别显

著下降了45.04%、41.19%、39.33%（P < 0.05），施加不同浓度

SNP后酸枣幼苗AsA总量开始回升，且CK1、CK2与SNP各组

下的酸枣植株内AsA总量根据时间的推移均显示为持续升高

状态，表明0.1-0.5 mmol/ L的SNP对酸枣叶片AsA含量的提高

有不同程度的促进作用，在第6天不同SNP处理下浓度均达

到最高，在各个时间梯度下，施加0.5 mmol/L SNP组的酸枣
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图4  外源NO对冷害胁迫下酸枣种子活力指数的影响. 不同小写字母表
示处理间差异达0.05显著水平. 
Fig. 4  Effect of exogenous nitric oxide on vigor index of Zizyphus jujuba 
seed under cold stress. Different small letters in the figure mean significant 
difference among the treatments at 0.05 level.

图5  外源NO对冷害胁迫下酸枣幼苗叶片膜脂过氧化的影响. 不同小写字母表示处理间差异达0.05显著水平. 
Fig. 5  Effect of exogenous nitric oxide on membrane lipid peroxidation in leaves of Zizyphus jujuba seedlings under cold stress. Different small letters in 
the figure mean significant difference among the treatments at 0.05 level.
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植株内AsA总量与其他浓度相比为最高，且在第2、4、6天比

CK2分别提高了72.08%、61.11%、62.41%（P < 0.05）. 但SNP各

处理之间AsA含量差异均不显著（P > 0.05）. 因此，喷施0.5 
mmol/L SNP有利于提高低温胁迫下酸枣幼苗AsA产物的合

成，从而提高酸枣的抗寒性. 

从 图 6可 以 看 出，与 CK1相比，低 温 胁 迫下 酸 枣 叶片

GSH含量显著下降了42.25%、40.00%、37.97%、34.15%（P < 
0.05），第0、2、4、6天的酸枣幼苗叶片GSH含量对应不同浓度

SNP处理从高到底顺序依次为0.5 mmol/L SNP > 0.2 mmol/
L SNP > 0.1 mmol/L SNP，且SNP各处理下叶片的GSH含量均

高于CK2，经0.5 mmol/L SNP处理的酸枣叶片GSH含量分别

比CK2高48.78%、48.89%、46.94%和42.59%，差异达显著水

平（P < 0.05），表明经SNP处理可提高低温胁迫下酸枣幼苗

GSH总量，且施加L-NAME、NaN3和 cPTIO后，AsA和GSH含

量出现下降，说明NO促使酸枣幼苗叶片中AsA和GSH累积量

明显升高，但NO清除剂或合成抑制剂可以明显消除冷害逆

境下经外源SNP处理促使胞体内AsA和GSH总量增加的抗寒

效应. 

2.2.3  外源NO对冷害胁迫下酸枣幼苗叶片抗氧化酶活性的影

响　　由图7可知，CK2处理下酸枣幼苗叶片的APX活性低于

CK1，分别显著下降了66.45%、64.65%、69.81%、71.79%（P < 
0.05），表明低温胁迫对酸枣幼苗叶片APX活性具有抑制作

用. 在低温胁迫下经SNP处理后，酸枣幼苗APX活性开始上

升，但在时间梯度上，同一浓度的SNP处理下APX随着恢复日

期的增加其活性呈下降趋势，CK1则无明显变化规律，酸枣

幼苗叶片APX含量对应不同浓度SNP处理从高到底顺序依次

为0.5 mmol/L SNP > 0.2 mmol/L SNP > 0.1 mmol/L SNP，在第

0、2、4、6天的0.5 mmol/L SNP处理下的APX活性比CK2提高

了164.85%、159.07%、133.87%、132.95%，差异达显著性水平

（P < 0.05），说明施加不同浓度的NO均能有效提升冷害逆境

下酸枣植株体内的APX活性，施加L-NAME、NaN3和 cPTIO
则并无此相同效果. 

由图7能够得出，在不同时间梯度下，CK1处理下植株叶

片中酶活性均处于较低水平，且低温处理下的酸枣幼苗叶片

的GR活性均高于CK1，分别上升了10.64%、15.25%、6.49%、

13.48%，但差异并不显著（P > 0.05）. 在低温胁迫施加SNP
处理后，各SNP处理下的酸枣叶片GR活性均呈上升趋势，其

中以0.5 mmol/L SNP处理下GR活性上升最为明显，在第0、

2、4、6天的酸枣叶片GR活性与CK2相比分别上升了71.15%、

60.29%、51.22%、32.67%（P < 0.05），随着恢复时间的延长，
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图6  外源NO对冷害胁迫下酸枣幼苗叶片AsA和GSH含量的影响. 不同小写字母表示处理间差异达0.05显著水平. 
Fig. 6  Effect of exogenous nitric oxide on the contents of AsA and GSH in leaves of Zizyphus jujuba seedlings under cold stress. Different small letters in 
the figure mean significant difference among the treatments at 0.05 level.
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图7  外源NO对冷害胁迫下酸枣幼苗叶片抗氧化酶活性的影响. 不同小写字母表示处理间差异达0.05显著水平. 
Fig. 7  Effect of exogenous nitric oxide on antioxidant enzyme activities in leaves of Zizyphus jujuba seedlings under cold stress. Different small letters in 
the figure mean significant difference among the treatments at 0.05 level.
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恢复速率在不断下降，但各SNP处理的酸枣叶片GR活性仍

大于CK2，表明施加NO可使冷害逆境下酸枣幼苗中的GR活

性明显上升，降低体内活性氧的大量堆积，且在0.5 mmol/L 
SNP施加组的作用下成效最为突出，施加L-NAME、NaN3和 
cPTIO后，GR活性开始下降，说明施加SNP抵抗酸枣低温逆

境伤害的作用被抑制. 

如图7所示，冷害逆境下CK2组酸枣幼苗叶片中MDAR
的酶水平明显低于常温环境组，分别下降了42.14%、60.00%、
71.00%和40.21%（P < 0.05），在冷害逆境下施加外源物质后

酸枣幼苗内MDAR活性开始出现回升现象，而0.1 mmol/L 
SNP处理的MDAR活性与CK2差异未达显著水平（P > 0.05），

证明施加0.1 mmol/L SNP并未对酸枣幼苗内MDAR活性产生

明显的调节效应，在恢复期内，MDAR活性在第6天达到最

高，不同SNP处理浓度下，0.5 mmol/L SNP效果最好，在第0、
2、4、6天比CK2分别显著提高了51.85%、39.80%、42.57%和
38.05%（P < 0.05），施加L-NAME、NaN3和 cPTIO后植株叶片
MDAR活性开始下降且低于CK2，综上说明冷害逆境对酸枣

幼苗体内的MDAR活性产生了明显的负面效应，不同浓度的
SNP外源物施加则对叶片内的MDAR活性能产生不同程度的

调节作用，提升抗氧化水平. 

从图7可知，CK2处理下酸枣幼苗 DHAR活性相比CK1
下降了46.24%、41.28%、36.84%和34.96%（P < 0.05），且在施

加SNP的时期内，酸枣幼苗内DHAR活性表现为持续提升状

态，在第6天达到最大. 在第0、2、4、6天施加0.1 mmol/L SNP
处理下的酸枣幼苗 DHAR活性与CK2相比未达到显著水平

（P > 0.05），在0.5 mmol/L SNP处理下DHAR活性达到最大

值，相比CK2显著提高了16.00%、14.06%、17.11%和21.69%（P 
> 0.05），但仍低于CK1，在同一时间梯度下酸枣DHAR活性

对应不同浓度SNP处理从高到底顺序依次为0.5 mmol/L SNP 
> 0.2 mmol/L SNP > 0.1 mmol/L SNP，表明SNP处理可提高低

温胁迫下酸枣叶片的DHAR活性. 而L-NAME、NaN3和 cPTIO
并不能显著消除低温胁迫对酸枣幼苗叶片DHAR活性的负面

作用，降低了酸枣幼苗对低温胁迫的耐受性. 
2.2.4  酸枣幼苗叶片耐寒性指标间的相关分析　　由表2可

知，H2O2和AsA、GSH、APX、GR、MDAR和DHAR呈极显著

负相关，MDA和APX呈极显著负相关，和MDAR呈显著负相

关，Pro和AsA呈显著正相关，和GR呈极显著正相关，AsA和
GSH、APX、GR、MDAR和DHAR呈极显著正相关，GSH和
APX、GR、MDAR和DHAR呈极显著正相关，APX和MDAR、

DHAR极显著正相关，MDAR和DHAR极显著正相关，其中

以MDAR和DHAR的相关系数最高，高达0.924. 以上结果在

一定程度上解释了酸枣幼苗叶片主要成分变化的内在联系，

从相关关系可看出，植物受到胁迫时各项生理指标协调应对

逆境，互相影响，共同作用. 

3  讨 论

种子萌发是植株生长发育过程中生命力最为活跃的阶

段，也是最易受到外界因素影响的脆弱时期，这一过程中种

子对外界的适应能力决定植物是否能够成功建苗和正常生

长发育，所以萌发期种子的生长状况至关重要. NO与植物逆

境响应和抗病防御反应等过程密切相关，在植物抗逆性中的

作用也越来越受到重视. 目前有研究表明NO在逆境环境下

对水飞蓟（Silybum marianum）[23]、翅碱蓬（Suaeda salsa）[24]、

小麦（Triticum aestivum）[25]、水稻（Oryza sativa）[26]等植物

种子萌发的促 进作用已得到证实. 本研究表明4 ℃的冷害

胁迫明显降低了酸枣种子的萌发能力，外施不同浓度（0.1、
0.2、0.5 mmol/L）的SNP使冷害逆境下酸枣种子的发芽率、

发芽势、发芽指数 及种子活力都显著上升，这与Jhanji等对

油菜（Brassica napus）种子 [27]、于秀针等对番茄（Solanum 
lycopersicum）种子 [28]的研究中得出的结论一致. 且随着浓度

的升高，缓解作用明显增强，其中以0.5 mmol/L的SNP处理

效果最好，但其缓解效应被外施同等浓度抑制剂L-NAME、
NaN3及NO清除剂cPTIO所缓解. 因此，表明施加SNP外源物

可以增强冷害逆境下酸枣种子的生命活性和发芽程度，进而

提升酸枣萌芽时期的耐寒性，且在低温胁迫下选择适宜浓度

的SNP是研究重点. 
MDA和H2O2是体现膜脂过氧化作用的突出标志物，其

总量的高低直接体现了细胞膜的受损程度和对低温胁迫的

缓解效 果. 樊怀福等在试验中发现在低温胁迫下喷施一定
NO供体SNP可抑制膜脂过氧化产物MDA及 H2O2的大量堆

积，保证 膜系统完整性，缓解冷害逆境 对幼苗的膜 脂过氧

化损伤 [29]. 本研究中，冷害逆境处理下酸枣幼苗叶片内MDA
和H2O2总量过剩，出现冻害损伤，在施加NO后酸枣植株内
MDA、H2O2总量开始下降，表明外源NO处理可缓解低温胁

迫引起的膜脂过氧化伤害，对维持植物的正常代谢有一定的

积极作用. 同时在冷害逆境下，植株内一部分小颗粒有机物

会产生聚积现象进而调控物质循环转换和渗透调节，降低外

表2  冷害胁迫下酸枣幼苗叶片各生理指标的相关性
Table 2  Correlation between physiological indexes of leaves of Zizyphus jujuba seedlings under cold stress

生理指标
Physiological factor

H2O2含量
H2O2 content

MDA含量
MDA content

Pro含量
Pro content

AsA含量
AsA content

GSH含量
GSH content

APX活性
APX activity

GR活性
GR activity

MDAR活性
MDAR activity

DHAR活性
DHAR activity

H2O2含量 H2O2 content 1
MDA含量 MDA content 0.348 1
Pro含量 Pro content -0.279 0.209 1
AsA含量 AsA content -0.841** -0.202 0.402* 1
GSH含量 GSH content -0.828** -0.160 0.296 0.850** 1
APX活性 APX activity -0.773** -0.728** -0.027 0.686** 0.746** 1
GR活性 GR activity -0.588** 0.090 0.840** 0.628** 0.526** 0.255 1
MDAR活性 MDAR activity -0.895** -0.392* 0.283 0.871** 0.899** 0.840** 0.599** 1
DHAR活性 DHAR activity -0.865** -0.149 0.251 0.805** 0.892** 0.662** 0.539** 0.924** 1
* P < 0.05; ** P < 0.01.



1404

应用与环境生物学报   Chin J Appl Environ Biol           http://www.cibj.com/

6期外源NO对冷害胁迫下酸枣种子萌发和幼苗叶片AsA-GSH的影响

界不良因素对植株生长产生的负面效应，研究结果显示低温

使植株Pro含量上升，这与相昆等对核桃（Juglans regia）[30]、

李彩霞等对茄子（Solanum melongena）[31]、陈润娟等对野生

早熟禾（Poa pratensis）幼苗 [32]的研究结论一致，而与陈银

萍对玉米幼苗的研究结果 [17]有所差异，本研究结果与此相

悖的原因可能是与植物物种、器官、发育阶段、胁迫处理的

方式、浓度和时间等有关. 且本研究发现在4 ℃低温胁迫下

添加SNP可进一步增加酸枣幼苗叶片中Pro含量，说明外施
NO可在酸枣生长受到不良因素的干扰下通过渗透调节物质

来调控细胞渗透 压，增强植株 对低温伤害的防 御能力，而
L-NAME、NaN3和cPTIO并无与NO相似的缓解功能. 

AsA-GSH功能运转是植株细胞内对H2O2直接作用的酶

促诱导系统 [33]. AsA和GSH是植株体内AsA-GSH系统内必要

的抗氧化剂和氧化还原态势调控师，表达细胞内的还原能力

和还原状态对逆境情况的响应程度. 吴锦程研究发现，NO处

理可提高低温胁迫下枇杷（Eriobotrya japonica）叶片的GSH
和AsA含量，且在恢复期内，CK组和不同浓度的SNP施加组

枇杷幼苗GSH的富集量随时间的变化显示为不断增加的趋

势 [34].  本研究表明，酸枣幼苗叶片在低温胁迫下GSH呈下降

趋势，而低温胁迫下AsA呈现先上升后下降的趋势，可能是因

为在逆境初期，植物有一个应激保护反应，外施NO后，酸枣

幼苗叶片GSH和AsA含量均开始上升，说明外源NO处理可消

除冷害逆境下植株体内堆积的大量膜脂过氧化产物，加强植

株幼苗抵御不良环境的性能和体内自主修复的机能. APX活

性的平衡对维持较高的AsA含量是非常重要的，低温逆境使

酸枣植株叶片内APX活性开始出现下滑趋势，在最开始遭遇

逆境危害时，外界环境会促进植物叶片中光合结构、呼吸结

构及质外体中H2O2的大量产生，并对APX的活性产生强烈的

抑制作用，且酸枣实生苗中APX本身对胁迫敏感，这可能是

低温胁迫下酸枣实生苗叶片中APX活性下降的重要原因. 大

量的试验证明一定剂量的NO可起到和抗氧化剂相似的作用

并减轻氧化伤害，有助于抗氧化酶 基因更完整的表达 [35-36]. 
Xiang等人也在试验中进一步证实了NO对活性氧产生的抑制

作用及加强APX基因有效表达的功能 [37]. 试验过程显示后期

施加SNP后酸枣幼苗APX含量上升，原因可能就是NO通过提

高低温胁迫下酸枣幼苗叶中APX抗氧化酶基因的表达，从而

提高抗氧化酶的活性. Uchida等人试验结论显示外施NO可

调控GR酶活性水平的上升，使GSSG转换成GSH，维持细胞

内氧化还原稳态且能进一步诱导抗氧化酶基因的表达，提

高酶活性 [38]. 本研究中低温胁迫下酸枣GR活性与CK1处理下

相比含量略微上升，但并未达到显著水平（P > 0.05），在施

加SNP后，GR含量继续呈上升趋势，且浓度越高上升幅度越

大，这与杨美森对棉花的研究结论 [39]较为相似. 且外施NO
对冷害逆境下酸枣叶片中MDAR活性的提升有较大的促进

作用，而DHAR活性并没有受到显著的调控效应，这说明在
AsA-GSH系统内AsA的再生这一机能运转中，MDAR催化是

一关键环节，这一结论和在枇杷幼果 [40]和番茄叶及根中[41]比

较研究中所得出的MDAR为再生AsA主要酶的研究结论基本

相同. 以上过程显示，NO处理对酸枣叶片GR、APX和MDAR
酶活性以及GSH和AsA含量具有明显的调节作用，且相关性

分析研究表明他们之间在低温胁迫后酸枣生长恢复过程中

的作用存在相互协调的关系. 经NO施加叶片中GSH总量的

提升和GR活性水平的增长密不可分，而AsA累积量的提高得

益于MDAR的再生功能，GSH、AsA抵抗氧化胁迫伤害需要
APX酶的协调作用，随着恢复时间的延长，AsA-GSH循环代

谢逐步得到恢复，其中以0.5 mmol/L SNP处理的效果最为理

想. 但0.5 mmol/L为本研究SNP最大浓度，若继续提高SNP浓

度是否具有更好的缓解效应，将在后续工作中继续探讨. NO 
清除剂cPTIO和抑制剂L-NAME和NaN3的应用没有缓解低温

诱导的氧化胁迫伤害，因此可以判断SNP于低温胁迫下酸枣

幼苗生理指标的回升现象为NO导致的，NO很大部分上是通

过减少氧化伤害来提高低温耐性的. 

4  结 论

冷害胁迫下限制了酸枣种子的萌发和幼苗的发育，外施
NO后能够有效提高酸枣种子的发芽势、发芽率、发芽指数

和活力指数，且能通过促进幼苗叶片内抗氧化剂AsA和GSH 
的再生，降低H2O2含量，抑制膜脂过氧化产物MDA的积累，

提高渗透调节物质Pro含量和APX、MDAR、DHAR、GR等抗

氧化酶活性，来维持酸枣幼苗叶片AsA-GSH循环系统的稳定

性，缓解低温胁迫对酸枣幼苗细胞膜的伤害，增强酸枣幼苗

的抗寒性，其中以0.5 mmol/L SNP处理的效果最为理想，且

其缓解效应可被NO合成酶抑制剂L-NAME、硝酸还原酶非

专一性抑制剂NaN3及NO清除剂cPTIO所消除. 而有关NO如

何调控冷害胁迫下酸枣基因转录和表达及其分子机理，还有

待进一步研究. 
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