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ＮＯ和水孔蛋白在小麦种子萌发中的互作效应
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摘 要：为探究一氧化氮（ＮＯ）和水孔蛋白（ＡＱＰ）在种子萌发过程中是否存在互作效应，以小麦品种陕合６号
（耐旱型）和郑引１号（干旱敏感型）为材料，研究Ｈ２Ｏ、ＨｇＣｌ２（５００μＭ）、ＰＥＧ（ＰＥＧ－８０００，－０．３５ＭＰａ）、ＳＮＰ（０．５ｍＭ）、
ＳＮＰ＋ＰＥＧ、ＳＮＰ＋ＨｇＣｌ２溶液浸种对种子萌发的影响。结果表明：ＳＮＰ（ＮＯ供体）促进了抗旱品种种子的萌发，而抑
制了干旱敏感品种种子的萌发；ＡＱＰ在干旱敏感品种种子萌发中的作用大于抗旱品种；ＮＯ能够解除干旱和水孔蛋
白抑制剂ＨｇＣｌ２对种子萌发的抑制作用；处理对吸胀种子萌发的抑制效应小于直接在处理液中萌发的抑制效应；
ＮＯ对ＡＱＰ的活性具有调节作用且ＮＯ和ＡＱＰ的作用主要存在于种子最初吸水萌动的１２ｈ内。
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种子是植物生命得以传播和延存的关键器官，

因此精确地调控种子的发芽时间为应对不利的环境

条件提供了巨大的优越性［１－４］。水孔蛋白（Ａｑｕａ
ｐｏｒｉｎ，ＡＱＰ），介导了大部分的植物细胞 －细胞以及
胞内水分运输。一些 ＡＱＰ同系物的基因在种子萌
发过程中表达，ＡＱＰ在冰叶日中花（Ｍｅｓｅｍｂｒｙａｎ
ｔｈｅｍｕｍｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｕｍ）种子中的表达与胚的生长相关
联，而且在休眠种子中被抑制［６］，液泡膜 ＡＱＰ如α
－ＴＩＰ和β－ＴＩＰ，或 ＴＩＰ３Ｓ在种子萌发中特异表
达［７］。基于表达和调节特性，Ｍａｕｒｅｌ等推测 ＡＱＰ在
种子发育后期和萌发的早期阶段的细胞渗透调节和

液泡的成熟中起着重要的作用［８］。Ｇａｏ等证实了

ＡＱＰ调节的水分跨膜运输在种子吸涨和早期胚的生
长中起作用，发现萌发效率与这些 ＡＱＰ的起初表达
水平相关［９］。Ｗｉｌｌｉｇｅｎ等从转录水平和蛋白水平系
统地研究了拟南芥种子萌发过程中 ＡＱＰ的表达和
抑制，发现ＡＱＰ作用于胚生长的早期阶段，而与种
子的吸涨无关［１０］。

近年来发现，化学信号分子在种子萌发中起着

重要调节作用［１１－１２］，如发现遍在性的信号分子一

氧化氮（Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）在解除植物休眠和种子萌
发中起着中心作用，因为发现促进种子萌发的其它

含Ｎ化合物如 ＮＯ３－、ＮＯ２－和 ＣＮ－等均是通过 ＮＯ
而起作用的［１３－１８］。但关于 ＮＯ介导种子萌发的生



理及分子机制还不是很清楚。有研究发现在种子吸

涨的最初几小时内，ＮＯ快速地产生于胚乳层，接着
诱导了ＡＢＡ分解酶ＡＢＡ８′－羟化酶基因 ＣＹＰ７０７Ａ２
及蛋白的表达，引起ＡＢＡ的快速降解，即认为ＮＯ打
破种子休眠，促进种子萌发是由于它导致 ＡＢＡ降解
所致［１９］。在水稻种子吸胀萌动过程中，Ｌｉｕ等发现
外源ＮＯ通过诱导质膜水孔蛋白 ＯｓＰＩＰ１；１，ＯｓＰＩＰ１；
２，ＯｓＰＩＰ１；３和 ＯｓＰＩＰ２；８转录水平显著增加而促进
种子的萌发，说明在植物种子萌发中 ＮＯ对 ＡＱＰ具
有调节作用［２０］。为了进一步揭示 ＮＯ和 ＡＱＰ在种
子萌发中的互作性，本研究以小麦种子为材料，用经

典的ＡＱＰ的抑制剂ＨｇＣｌ２来间接反映 ＡＱＰ的活性，
用ＮＯ供体ＳＮＰ模拟ＮＯ的作用，从品种的遗传特性
和种子吸水时间进程上来探讨 ＳＮＰ和 ＮＯ在种子萌
发中的相互作用，为种子萌发调控的分子机制提供

新思路。

１ 材料与方法

１．１ 材料

耐旱型小麦品种陕合 ６号（ＳｈａｎｈｅＮｏ．６，ＳＨ６）
和干旱敏感型小麦品种郑引 １号（ＺｈｅｎｇｙｉｎＮｏ．１，
ＺＹ１）。
１．２ 确定ＨｇＣｌ２和ＳＮＰ适宜浓度

ＳＨ６种子用０．２％ＨｇＣｌ２溶液表面消毒１０ｍｉｎ，
无离子水（ｄＨ２Ｏ）清洗干净。播种于加有 １００μＭ、
５００μＭ、１ｍＭ、５ｍＭＨｇＣｌ２处理液和０、０．１、０．５、１．０、
５．０、１０ｍＭＳＮＰ处理液的培养皿内（培养皿底部铺
有滤纸，处理液加在滤纸中）萌发，每个皿 ５０粒种
子，加处理液１５ｍｌ，设置 ３个重复。观察种子萌发
率随处理液浓度变化的规律。萌发率＝发芽个数／
播种总数。

１．３ 不同处理液对种子萌发的影响

（１）消毒后的种子在无离子水中吸涨１２ｈ后播
种于加有 Ｈ２Ｏ、ＨｇＣｌ２（５００μＭ）、ＰＥＧ（ＰＥＧ－８０００，

－０．３５ＭＰａ）、ＳＮＰ（０．５ｍＭ）、ＳＮＰ＋ＰＥＧ、ＳＮＰ＋ＨｇＣｌ２
处理液的培养皿内，计算种子在处理液中１２ｈ和２４
ｈ的萌发率；（２）消毒后的种子直接播种于 Ｈ２Ｏ、Ｈｇ
Ｃｌ２（５００μＭ）、ＰＥＧ（ＰＥＧ－８０００，－０．３５ＭＰａ）、ＳＮＰ
（０．５ｍＭ）、ＳＮＰ＋ＰＥＧ、ＳＮＰ＋ＨｇＣｌ２处理液的培养皿
内，在１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ和 ４８ｈ时间点下观察小麦种
子的萌发情况。每个培养皿中５０粒种子，加处理液
１５ｍｌ，设置３个重复。

２ 结果与分析

２．１ ＨｇＣｌ２和ＳＮＰ适宜浓度的确定
用ＳＨ６小麦种子直接播种于处理液中的萌发

实验，来确定ＨｇＣｌ２影响种子萌发的适宜浓度，即抑
制解除后抑制效应能够恢复或随着时间推移，种子

能够自身修复伤害的浓度。图 １Ａ表明，小麦种子
的萌发率随ＨｇＣｌ２浓度的增加而降低，ＨｇＣｌ２对小麦
种子萌发的抑制作用在１２ｈ时已经表现出来，在２４
ｈ时更加明显。小麦种子吸涨２４ｈ后，１００μＭＨｇＣｌ２
处理的种子萌发率为９０％，５００μＭ的 ＨｇＣｌ２处理的
种子萌发率为８０％，而１ｍＭ的ＨｇＣｌ２处理的种子萌
发率不到３０％，１０ｍＭＨｇＣｌ２处理的种子不萌发（图
１Ａ）。所以用５００μＭＨｇＣｌ２作为后续试验抑制种子
萌发的参考浓度。

用ＳＨ６小麦种子直接播种于处理液中的萌发
实验，来确定ＮＯ供体ＳＮＰ影响种子萌发的适宜浓
度。图１Ｂ表明，低浓度的 ＳＮＰ能够促进种子萌发，
高浓度ＳＮＰ抑制种子萌发。在处理 １２ｈ时小麦种
子在０．１ｍＭ和 ０．５ｍＭＳＮＰ溶液中的萌发率与对
照相比显著增加；而在１ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭＳＮＰ溶液
中发芽率逐渐降低。在种子吸涨 ２４ｈ时，０．１ｍＭ
和０．５ｍＭＳＮＰ溶液中的萌发率与对照的萌发率一
致，达到最大值；而在１ｍＭ、５ｍＭ和１０ｍＭＳＮＰ溶
液中的萌发率逐渐降低。说明 ＳＮＰ促进种子萌发
的最佳浓度应低于０．５ｍＭ。

图１ ＨｇＣｌ２（Ａ）和ＳＮＰ（Ｂ）调控陕合６号小麦种子萌发的浓度依赖性

Ｆｉｇ．１ Ｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｗｈｅａｔ（ＳＨ６）ｔｏＨｇＣｌ２（Ａ）ｏｒＳＮＰ（Ｂ）
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２．２ ＳＮＰ、ＨｇＣｌ２对吸胀种子萌发的影响
为了揭示信号分子在种子吸水萌动进程中作用

的时段性，本实验采用两种处理：（１）种子先在
ｄＨ２Ｏ中吸涨 １２ｈ后，再放入试验处理液中进行萌
发，以研究ＮＯ和水孔蛋白在种子萌发后期的作用。
（２）种子直接放进处理液中进行吸涨萌发，以研究
ＮＯ和水孔蛋白在种子吸涨前期的作用。图 ２为第
一种情况，与对照相比，ＳＨ６小麦种子在 ｄＨ２Ｏ中吸
胀１２ｈ后，各处理对其１２ｈ和２４ｈ的萌发率几乎无
影响，处理和对照的萌发率之间不存在显著差异（Ｐ
＜０．０５）。而与对照相比，ＨｇＣｌ２（５００μＭ）和 ＰＥＧ
（ＰＥＧ－８０００，－０．３５ＭＰａ）在一定程度上抑制了 ＺＹ１

在处理１２ｈ的萌发率，处理２４ｈ后抑制得到一定程
度解除。说明在吸涨进程的后期，抑制 ＡＱＰ的活性
或渗透胁迫处理均抑制了干旱敏感小麦种子的萌发

率，相反对抗旱品种种子萌发率无影响。ＳＮＰ（０．５
ｍＭ）轻微地刺激了 ＳＨ６种子的萌发，相反一定程度
地抑制了ＺＹ１种子的萌发。可见，ＡＱＰ和 ＰＥＧ均相
对作用于种子吸涨萌动的后期，此外种子萌发的调

控与种子的遗传特性关系密切。从各处理对 ＳＨ６
和ＺＹ１种子萌发率的影响看出，ＳＨ６的抗胁迫性比
ＺＹ１抗胁迫性强，从种子萌发方面证实了 ＳＨ６属于
抗旱性品种。

图２ 两种小麦种子在不同处理液中培养１２ｈ（Ａ）和２４ｈ（Ｂ）的萌发率比较
Ｆｉｇ．２ Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｗｏｗｈｅａｔｃｕｌｔｉｖａｒｓａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎｓｆｏｒ１２ｈ（Ａ）ａｎｄ２４ｈ（Ｂ）

２．３ ＳＮＰ、ＨｇＣｌ２对种子萌发的影响
ＳＨ６和ＺＹ１小麦种子不在ｄＨ２Ｏ中进行吸胀，直

接播种于不同处理液中，分别培养 １２ｈ、２４ｈ、３６ｈ
和４８ｈ，然后计算萌发率。图３显示，处理２４ｈ时，
ＳＮＰ显著促进ＳＨ６小麦种子萌发，而抑制了 ＺＹ１小
麦种子的萌发。ＰＥＧ显著抑制了两种小麦种子的萌
发，但对ＺＹ１种子萌发的抑制程度大于 ＳＨ６。ＨｇＣｌ２
显著抑制了ＺＹ１种子的萌发，而对 ＳＨ６种子萌发抑
制不显著。对于 ＳＨ６而言，ＰＥＧ＋ＳＮＰ和 ＨｇＣｌ２＋
ＳＮＰ处理的小麦种子与对照的萌发率基本相同，说

明ＮＯ既能够解除ＰＥＧ，也能解除ＨｇＣｌ２对抗旱性种
子萌发的胁迫作用。对于 ＺＹ１而言，ＳＮＰ能够缓解
ＰＥＧ对种子萌发的抑制作用，而 ＳＮＰ和 ＨｇＣｌ２共同
处理后，显著刺激了 ＺＹ１种子的萌发。在处理３６ｈ
后，所有处理液中的种子萌发率与对照的相一致。

说明ＰＥＧ和ＨｇＣｌ２在短时间内能够延缓小麦种子的
萌发，但两种小麦种子都具有顺应和缓解低浓度

ＰＥＧ和ＨｇＣｌ２胁迫的能力。从直接在处理液中吸涨
２４ｈ的萌发率可以看出，ＨｇＣｌ２和 ＰＥＧ对 ＺＹ１种子
萌发的抑制效应均大于对ＳＨ６的抑制。

图３ 两种小麦种子在不同处理液中萌发的时间依赖性

Ｆｉｇ．３ Ｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｗｏｗｈｅａｔｃｕｌｔｉｖａｒｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
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３ 结论与讨论

３．１ ＮＯ促进了抗旱品种种子的萌发，而抑制了干
旱敏感品种种子的萌发

很久以来，就发现无机的亚硝酸盐（ＮＯ２－）、硝
酸盐（ＮＯ３－）和其他含Ｎ化合物能够破除休眠，刺激
许多植物的种子萌发。ＮＯ２－、叠Ｎ化合物和羟胺促
进种子萌发的机制牵涉到对过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性
的抑制和 ＮＯ的形成［１２，１６］。ＮＯ２－的刺激作用依赖
于低 ｐＨ值，不需要植物组织与 ＮＯ２－溶液直接接
触，这可通过气态氮氧化物来模拟。甚至在中性 ｐＨ
值环境下，有还原剂存在时，ＮＯ２－也能有效地刺激
种子萌发［１２，１６］。有机 Ｎ如硝化甘油已报道也能刺
激光依赖的受光敏色素调控的毛白杨（Ｐａｕｗｌｏｎｉａｔｏ
ｍｅｎｔｏｓａ）和长毛箐姑草（Ｓｔｅｌｌａｒｉａｍｅｄｉａ）种子的萌发，
其机制也是这些化合物在体内转变成了 ＮＯ［１７－１８］。
总之，ＮＯ直接处理或凡是在体内能够转变成 ＮＯ的
化合物均能刺激种子萌发。如火焰中的活性成分也

能促进休眠种子的萌发，其实质也是包含氮氧化物

的缘故［１１，１３］。药理学试验证明ＮＯ刺激种子萌发的
机制可能是ＮＯ诱导了Ｈ２Ｏ２的形成，后者进一步诱
导乙烯（Ｅｔｈ）的形成［１２］。也有证据表明 ＮＯ能够促
进萌发抑制激素ＡＢＡ的降解，而刺激萌发促进激素
ＧＡ生成增加［２２］。可见，活性化学信号分子 ＮＯ和
Ｈ２Ｏ２等与植物激素信号互作来调控种子的休眠和

萌发［１２，２２］。

本研究发现，ＮＯ也能够促进 Ｃ３植物小麦种子
的萌发，但这种刺激效应与种子的遗传特性密切相

关。无论是在吸涨初期进行处理，还是后期处理，

ＮＯ均促进了小麦抗旱品种种子的萌发，而抑制了干
旱敏感品种种子的萌发。

３．２ ＮＯ能够促进干旱逆境条件下种子的萌发
大量研究表明ＮＯ除了能够刺激生理条件下种

子的萌发之外，还能促进非生物逆境条件下种子的

萌发。已知一些种子组织在萌发过程中具有高的代

谢活性，伴随着线粒体呼吸对 Ｏ２浓度的高速消耗，
导致种子体内的无氧环境。ＮＯ在感知和平衡植物
种子体内Ｏ２浓度方面发挥着中心作用。缺Ｏ２条件
下ＮＯ２－依赖的ＮＯ的形成增加，通过抑制细胞色素
Ｃ氧化酶活性，诱导交替氧化酶活性，将代谢从细胞
色素Ｃ途径转变到交替途径，降低了线粒体呼吸耗
氧。ＮＯ促进重金属、高盐和渗透胁迫条件下种子萌
发的例子越来越多。其实质是这些胁迫引起伴随的

氧化迸发，而 ＮＯ正是通过清除 ＲＯＳ来发挥作用。

ＮＯ的抗氧化作用在动、植物中是高度保守的，包括
直接清除超氧化物或脂类过氧化产物和诱导抗氧化

防御系统两种机制。

本研究发现ＮＯ能够解除ＰＥＧ模拟的干旱胁迫
对小麦种子萌发的抑制。对于抗旱品种，ＮＯ能够完
全恢复 ＰＥＧ的抑制作用，而对于干旱敏感品种，ＮＯ
能够部分恢复 ＰＥＧ的抑制作用。这可能与抗旱品
种本身拥有较强的超氧化物清除能力有关，而对于

干旱敏感品种来说，ＮＯ提高了植株对超氧化物的清
除能力。

３．３ ＡＱＰ在干旱敏感品种种子萌发中的作用大于
抗旱品种

愈来愈多的证据表明 ＡＱＰ在植物种子萌发中
扮演着重要作用，ＡＱＰ可能主要作用于胚胎生长的
早期阶段，即吸水的第Ⅲ阶段，或渗透性吸水阶段，

而与种子的吸涨（第Ⅰ阶段）无关
［６－１０］。本研究发

现用ＨｇＣｌ２处理对ＺＹ１种子萌发的抑制程度大于对
ＳＨ６种子萌发的抑制，这可能与 ＡＱＰ在不同抗性植
物组织中的差异表达有关，如我们发现正常水分条

件下，ＡＱＰ基因在干旱敏感品种（ＺＹ１）根系中的表
达量高于抗旱品种（ＳＨ６），相反干旱胁迫下，ＡＱＰ基
因在抗旱品种中的表达量高于干旱敏感品种（余丽

娟等，待发表）。干旱胁迫下，可能由于 ＳＨ６种子中
ＡＱＰ的表达量高，所以能够一定程度地维持种子萌
发对水分的吸收，所以萌发率高于ＺＹ１种子。
３．４ ＮＯ能够解除ＨｇＣｌ２对种子萌发的抑制

尽管在植物界发现了一些 ＨｇＣｌ２不敏感性
ＡＱＰ，但大多数ＡＱＰ对ＨｇＣｌ２是敏感的。低浓度Ｈｇ
Ｃｌ２抑制ＡＱＰ活性的机制是可逆的氧化 ＡＱＰ分子中
靠近水孔部位的半胱氨酸（Ｃｙｓ）残基上的巯基（ＳＨ
－），而还原剂如二硫速苏糖醇（ＤＴＴ）处理可以逆转
这种修饰［２１］。ＨｇＣｌ２由于抑制了 ＡＱＰ的活性，进而
抑制了种子的吸水，所以降低了种子的萌发速

率［１０］。本研究发现外源 ＮＯ处理也可以解除 ＨｇＣｌ２
对小麦种子萌发的抑制，类似于 ＤＴＴ的作用结果，
但作用机制可能不同。现已知蛋白质 Ｃｙｓ残基上的
ＳＨ－也是ＮＯ的直接靶标，作用的结果是对蛋白质
产生Ｓ－亚硝基化（Ｓ－ｎｉｔｒｏｓｙｌａｔｉｏｎ）修饰。蛋白质 Ｓ
－亚硝基化是一种普遍的 ＮＯ调节的可逆的蛋白质
翻译后氧化还原修饰，介导了植物体内大量的 ＮＯ
依赖的生理学进程［２３］。有研究表明，ＮＯ预处理增
加了盐胁迫下蛋白质的 Ｓ－亚硝基化，而避免了蛋
白质的氧化伤害（如羰基化）［２４］。可见，ＮＯ处理可
能也使种子中 ＡＱＰ分子 Ｃｙｓ残基上的 ＳＨ－发生 Ｓ
－亚硝基化修饰，从而避免了 ＨｇＣｌ２对它的氧化修
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饰，这有待从分子水平去进一步证明。此外，ＮＯ也
可能通过影响 ＡＱＰ基因转录水平和蛋白丰度而发
生作用［２０］。可见，ＮＯ可能从活性和含量两方面调
节ＡＱＰ的状态，进而调节种子的萌发。
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