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硝酸还原酶合成的 NO 通过诱导酸敏感水稻根尖 ROS
积累引起酸毒* 
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摘  要：酸毒是酸性土壤中限制作物生长的重要因子之一，但酸毒通常与金属离子毒性共存，难以在土壤中直接研究，目前

关于水稻酸毒机制的报道较少。选用前期筛选的酸耐性不同的两个水稻品种 Kasalath（酸耐性）和 Jinguoyin（酸敏感），研

究水稻的酸敏感性与活性氧（ROS）积累及氧化还原代谢相关酶的关系，并试图探讨酸毒害中一氧化氮（NO）信号与活性

氧信号的调控关系。结果显示，低 pH 引起酸敏感水稻品种 Jinguoyin 中根尖 NO 和 ROS 的富集，但酸耐性水稻品种 Kasalath

中无显著变化。NO 清除剂 2-（4-羧基苯基）-4,4,5,5-四甲基咪唑啉-1-氧基-3-氧化物钾盐（cPTIO）可清除 Jinguoyin 根尖富

集的 NO 和 ROS。硝酸还原酶反馈抑制剂谷氨酰胺（Gln）可明显降低 Jinguoyin 在低 pH 下的根尖 NO 信号，而一氧化氮合

酶抑制剂 N'-硝基-L-精氨酸甲酯盐酸盐（L-NAME）对根尖 NO 信号无影响。低 pH 显著提高了 Jinguoyin 中硝酸还原酶基因

NIA1、NIA2 和 NIA3 的表达，同时也提高了硝酸还原酶活性。可见，低 pH 下 Jinguoyin 受到的酸毒与 NO 介导的 ROS 富集

有关，酸毒下产生的 NO 信号主要由硝酸还原酶合成，其硝酸还原酶基因 NIA1 和 NIA2 的表达调控硝酸还原酶活性的提高。 

关键词：酸耐性；水稻；硝酸还原酶基因；一氧化氮（NO）；活性氧（ROS） 
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Abstract: 【Objective】 Low pH stress is one of the major factors limiting crop production on acidic soils. It often coexists with 

metal ion toxicity and this makes it difficult to explore directly the effect of pH in acidic soils. So far, the mechanisms of low pH 

stress in rice is poorly understood. 【Method】Two rice varieties with different low pH tolerance, Kasalath (low pH-tolerant) and 
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Jinguoyin (low pH-sensitive), were selected to (i) study the relationship between low pH stress and the accumulation of nitric 

oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS), and (ii) explore the regulatory relationship between NO and ROS under low pH 

stress. 【Result】Low pH caused the accumulation of NO and ROS in the root tips of Jinguoyin, but there was no significant 

change in Kasalath. The NO scavenger cPTIO reduced NO and ROS accumulation in root tips of Jinguoyin. Feedback inhibitor of 

nitrate reductase Gln significantly reduced NO content in the root tips of Jinguoyin under low pH, while L-NAME, a nitric oxide 

synthase inhibitor, did not affect NO content in the root tips of Jinguoyin. Low pH significantly increased the expression of nitrate 

reductase genes NIA1, NIA2 and NIA3 in Jinguoyin, and also increased the activity of nitrate reductase.【Conclusion】Low pH 

stress of Jinguoyin was related to the NO-mediated ROS accumulation. The NO signal generated under low pH stress is mainly 

synthesized by nitrate reductase through increasing the expression of NIA1 and NIA2. 

Key words: Low pH tolerance; Rice; Nitrate reductase gene; Nitric oxide; Reactive oxygen species 

酸性土壤（pH<5.5）约占世界耕地面积的 40%、

潜在可耕作土地的 70%[1]。酸毒或氢离子毒害是酸

性土壤中重要胁迫因子之一，严重限制土壤生产潜

力的发挥。而且由于近几十年氨态氮肥的过量施用，

不断加速土壤酸化速率，土壤酸化成为我国集约化

农业体系中的主要问题之一[2]。特别需要注意的是，

我国南方红壤区作为稻米的重要产区，也呈现明显

酸化趋势。水稻作为约世界一半人口的主食[3]，是

我国南方居民的主要口粮，阐明酸毒的生理和分子

机制，从而培育耐酸水稻品种以提高其在酸性土壤

上的产量，是应对日益紧迫的粮食安全问题的必要

措施。 

低 pH 下，土壤中的氢离子浓度较高，常常引

起土壤中金属离子如铝、铁和锰等的活化而间接造

成植物伤害[4-6]，因此，酸毒通常与金属离子胁迫共

存，难以对其直接作用进行研究。关于酸性土壤中

铝毒的研究已有大量报道 [7-12]，但关于酸毒或氢离

子毒性本身的研究较少。酸毒严重抑制根系的生长

发育，然而其重要性通常被低估[6，13-14]。与铝毒一

样，酸毒可严重抑制根伸长[6]，植物对酸毒最敏感

的响应部位是伸长区和根毛[15]。低 pH 通过抑制根

系的 H+分泌[16]，削弱细胞壁的完整性，导致根系生

长受阻[17-19]。另外一个重要的酸毒机制是诱导产生

活性氧（ROS）[20-22]。各种生物和非生物胁迫因素，

如盐害、紫外线辐射、干旱、重金属、极端温度、

营养缺乏和病虫害均会引起植物产生 ROS 而遭受

氧化胁迫[23]。有研究报道，低 pH 削弱柑橘抗坏血

酸代谢和谷胱甘肽代谢而诱导 ROS 积累[21]，低 pH

会引起水稻 1 318 个基因发生差异表达，其中 83%

下调表达，这些基因最主要与氧化还原代谢和氧胁

迫响应相关[24]。在分子机制方面，目前已在拟南芥

中找到一些酸耐性基因，例如 STOP1 [4，6]，但在水

稻中尚无相关报道。 

一氧化氮（NO）是植物体中的一种重要气体信

号分子，在植物生长发育和逆境响应中发挥重要作

用[25-27]，如促进种子萌发、参与诱导细胞程序性死

亡、延缓叶片衰老、参与根系重力感应，以及参与

乙烯释放和脱落酸信号转导等。植物中的 NO 合成

可分为还原途径和氧化途径两种[28]。其中关于硝酸

还原酶途径的研究最为透彻，主要发生在线粒体和

细胞膜。目前 NO 在水稻酸毒中的角色尚不清楚。

一般认为 NO 是植物次级抗氧化剂，可诱导激活抗

氧化系统而清除 ROS，亦可直接与 ROS 反应而清除

ROS[29]，在铝胁迫下 NO 可通过清除 ROS 而缓解铝

毒 [7-11]，但它在植物酸毒中是否会发挥同样的作用

值得探究。本研究选用前期筛选的酸耐性不同的两

个水稻品种，分析了水稻的酸敏感性与 ROS 积累及

氧化还原代谢相关酶的关系，并试图探讨酸毒下 NO

信号与 ROS 信号的调控关系，为阐明酸害的生理和

分子机制奠定基础，从而为培育耐酸水稻品种提供

理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料与生长条件 

本 研 究 选 用 酸 耐 性 不 同 的 两 个 籼 稻 品 种

Kasalath（酸耐性）和 Jinguoyin（酸敏感）。水稻种

子用 10% H2O2 消毒 10 min，用去离子水洗净后在

30℃恒温箱中避光浸泡催芽 2 d。随后将刚露白的水

稻种子转移至 0.5 mmmol·L–1 CaCl2（pH 5.6）溶液
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的浮板上，26℃暗培养，CaCl2 溶液每两天更换一次。 

1.2  水稻酸耐性鉴定 

选择生长约 5 d、整齐一致的水稻幼苗，分别在

pH 为 4.2、4.5 和 4.8 的含有 0.5 mmmol·L–1 CaCl2

水溶液中处理 24 h，每个处理 10 株。用直尺测定处

理前后根长，相减即为根伸长。 

1.3  根系细胞膜完整性、丙二醛（MDA）、超氧

阴离子和过氧化氢含量的测定 

根 尖 细 胞 膜 的 完 整 性 采 用 伊 文 思 蓝 （ Evans 

blue）吸收量的方法[30]测定。丙二醛的测定采用丙

二醛（MDA）检测试剂盒（S0131S，碧云天，上海）。

超 氧 阴 离 子 的 测 定 采 用 超 氧 阴 离 子 检 测 试 剂 盒

（BC1290，索莱宝，北京）。过氧化氢的测定采用过

氧化氢检测试剂盒（BC3590，碧云天，上海）。蛋

白浓度使用 Bradford 法[31]测定。 

1.4  酶活性测定 

抗氧化酶包括抗坏血酸过氧化物酶（APX，

BC0220）、过氧化氢酶（CAT，BC0200）、过氧化物

酶（POD，BC0090）和超氧化物歧化酶（SOD，

BC0170）的活性均采用索莱宝的试剂盒进行测定。

还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）氧化

酶 活 性 的 测 定 采 用 植 物 NADPH 氧 化 酶

（NADPH-OX）ELISA 试剂盒（MB-10702A，酶标

生物，江苏）。根尖蛋白质的提取根据 Tian 等[12]的

方法略有修改。硝酸还原酶（NR）活性的测定采用

植物硝酸还原酶活性检测试剂盒（索莱宝，北京）。

一氧化氮合成酶（NOS）的活性采用一氧化氮合成

酶检测试剂盒（碧云天，上海）测定。 

1.5  ROS 和 NO 含量测定 

根尖ROS的测定采用二氢乙啶（Dihydroethidium，

DHE）荧光染料法。将处理 24 h 后的水稻根尖切下，

置于 1 mL 10 μmmol·L–1 DHE 的水溶液中避光 37℃

孵育 30 min，蒸馏水冲洗 3 次后，用荧光显微镜

（Nikon，Minato，Tokyo，日本）拍照，使用的滤光

片为 EX 540/25、DM565、BA605/55。根系 NO 含

量的测定采用 3-氨基-4-甲氨基-2’-7’-二氟荧光素

（DAF-FM DA）进行测定。将水稻根尖 1 cm 剪下，

在 20 mmmol·L–1 的 4-羟乙基哌嗪乙磺酸（HEPES）

缓冲液（pH7.4）中清洗 20 min，然后将根尖置于

含 10 μmmol·L–1 荧光染料的 1.5 mL 离心管中避光

染色 30 min，然后在 20 mmmol·L–1 的 HEPES 缓冲

液（pH7.4）避光清洗三次，每次 15 min，制片，在

荧光显微镜（Nikon，Minato，Tokyo，日本）下观

察拍片，使用的滤光片为 EX 465-495、DM 505 和

BA 512-558。 

1.6  NIA1、NIA2 和 NIA3 基因表达测定 

每 个 处 理 取 处 理 后 的 15～20 条 根 尖（0～

1 cm），利用液氮研磨粉碎，重复 4 次。RNA 的提

取使用 TGuide Cells/Tissue/Plant RNA Kit（天根，

北京）。获得的 RNA 用 Nanodrop 2000C（Thermo 

Fisher，美国）测定浓度和质量，并在 1%琼脂糖上

电泳检查完整性。用 PrimeScript RT 试剂盒（Takara，

日本）反转录合成 cDNA。使用 SYBR Premix ExTaq

（Takara，日本）在 Roche LightCycler 480 II 上进行

实时荧光定量 PCR。以水稻 Histone3 为内参基因，

正向引物 GGTCAACTTGTTGATTCCCCTCT，反向

引 物 AACCGCAAAATCCAAAGAACG 。 NIA1

（Os08g0468100）和 NIA2（Os08g0468700）因其序

列高度相似[32]，用同一个定量引物，正向 CGTGT 

CGTGCCAATTAGAAA ， 反 向 GGAATCAACCG 

CTAGCCTCT，NIA3（Os02g0770800）的定量引物

是 正 向 GAGTTCCGGTACATCGGAGT ， 反 向

TGCACAACCATCCATCAATC。基因的相对表达量

采用 Ct 法计算。 

1.7  统计分析及作图 

文中使用最小显著差异法（LSD）进行方差分

析，SigmaPlot 14.0 软件进行作图。 

2  结  果 

2.1  水稻品种 Kasalath 和 Jinguoyin 的酸敏感性

差异 

培养液 pH 从 4.8 降至 4.2，酸敏感水稻品种

Jinguoyin 的根伸长显著降低，根尖出现卷曲，而

酸耐性品种 Kasalath 的根伸长并未受到明显影响

（图 1a，图 1b）。说明 Jinguoyin 是酸敏感水稻品种，

而 Kasalath 为酸耐性品种。 

2.2  低 pH 对根尖细胞膜完整性和过氧化的影响   

MDA 是膜脂过氧化最重要的产物之一，pH 从

4.8 下降至 4.2，Jinguoyin 根尖 MDA 浓度和伊文思 
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注：不同字母表示某个品种的根伸长在不同 pH 下的差异达显著水平（n = 10，P < 0.05）。Note：Different letters indicate that the 

root elongation of a variety varies significantly at different pH values（n=10，P< 0.05）.  

 
图 1  pH 对 Kasalath 和 Jinguoyin 根伸长的影响 

Fig. 1  Effect of pH on the root elongation in Kasalath and Jinguoyin 

蓝吸收量显著升高（图 2a，图 2b），表明 Jinguoyin

细胞膜完整性受到伤害。而 Kasalath 根尖 MDA 和

伊文思蓝吸收量并未受到 pH 变化的显著影响。随

着 pH 降低，Kasalath 和 Jinguoyin 的根尖 H2O2 含量

均未出现显著变化，而根尖 O2·– 含量均显著升高，

且 Jinguoyin 中 O2·–含量的增加幅度更大（图 2c，图

2d），因此，低 pH 引起的氧化胁迫可能是导致品

种 Jinguoyin 酸毒的一个重要原因。 

2.3  根尖抗氧化酶系统和 NADPH 氧化酶对低 pH

的响应 

pH 从 4.8 下降至 4.2，Kasalath 和 Jinguoyin 根

尖 SOD 和 APX 活性均显著增加，且 Jinguoyin 的增

加幅度更大（图 3a，图 3b）。抗氧化酶 POD 在 Kasalath

根尖未受到 pH 的显著影响，但在 Jinguoyin 中显著

增加了 106%（图 3c）。Kasalath 和 Jinguoyin 根尖

的 CAT 活性在低 pH 下均有增加的趋势，但是并不 
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注：不同字母表示某个品种当前指标在不同 pH 下的差异达显著水平（n = 3，P< 0.05）。下同。Note：Different letters indicate a 

significant difference in the current parameter of a variety at different pH values（n = 3，P< 0.05）. 

 
图 2  pH 对 Kasalath 和 Jinguoyin 根尖细胞膜完整性和过氧化的影响 

Fig. 2  Effect of pH on cell membrane integrity and peroxide in the root tips of Kasalath and Jinguoyin 

 

图 3  pH 对 Kasalath 和 Jinguoyin 根尖抗氧化酶系统和还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶活性的影响 

Fig. 3  Effect of pH on the activity of antioxidant enzymes and NADPH oxidase in the root tips of Kasalath and Jinguoyin 

显著（图 3d）。NADPH 氧化酶是根尖 O2·– 的主要

来源之一，pH 从 4.8 下降至 4.2，Kasalath 根尖的

NADPH 氧化酶未发生显著变化，而 Jinguoyin 根尖

NADPH 氧化酶活性显著增加了 47.2%（图 3e）。 

2.4  酸毒中根尖 NO 信号与 ROS 的上下游关系 

培养液 pH 从 4.8 下降至 4.2，酸敏感品种
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Jinguoyin 根尖 NO 和 ROS 信号均明显增强，而酸耐

性品种 Kasalath 根尖 NO 和 ROS 信号并未明显变化

（图 4），表明 NO 和 ROS 可能参与酸毒害反应。

Jinguoyin 受酸毒后，NO 信号主要集中在根冠和伸

长区，而 ROS 信号在整个根尖均有分布。  

为了探明酸毒诱导的 NO 和 ROS 信号的上下游

调控关系，通过清除根尖 NO 来确定 NO 对 ROS 和

根伸长的影响。添加 NO 清除剂 2-（4-羧基苯基）- 

4,4,5,5-四甲基咪唑啉-1-氧基-3-氧化物钾盐（cPTIO）

可以显著提高 Jinguoyin 在低 pH 下的根生长（图 5a，

图 5b），同时显著降低低 pH 下根尖的 NO 和 ROS

信号（图 5c，图 5d）。 

 

注 Note：pH 4.8（a，c，e，g）；pH 4.2（b，d，f，h）；Kasalath（a，b，e，f）；Jinguoyin（c，d，g，h）；NO（a，b，c，

d）；ROS（e，f，g，h）. 

 
图 4  pH 对 Kasalath 和 Jinguoyin 根尖 NO 和 ROS 信号的影响 

Fig. 4  Effect of pH on NO and ROS in the root tips of Kasalath and Jinguoyin 

2.5  酸毒诱导的 NO 信号的主要来源 

植物中的 NO 主要由硝酸还原酶和一氧化氮合

酶合成，为了确定 Jinguoyin 中酸毒诱导的 NO 主要

是哪个酶在发挥作用，观察外源添加这两个酶的抑

制剂 Gln（硝酸还原酶反馈抑制剂）和 L-NAME（一

氧化氮合成酶抑制剂）对根伸长和 NO 信号的影响。

硝酸还原酶反馈抑制剂 Gln 可显著提高根系在低 pH

下的生长，而一氧化氮合酶抑制剂 L-NAME 未表现

出显著的缓解作用（图 6a，图 6b）。同时，Gln 明

显降低 Jinguoyin 在低 pH 下的根尖 NO 信号，而

L-NAME 对根尖 NO 信号无影响（图 6c）。 

低 pH 显著提高 Kasalath 和 Jinguoyin 根尖硝酸

还原酶活性，而 Jinguoyin 中的增加幅度显著高于

Kasalath（210.3% vs 47.5%）（图 7a）。低 pH 诱导

Jinguoyin 的一氧化氮合成酶活性增加 17.3%，而对

Kasalath 无显著影响（图 7b）。可见，硝酸还原酶

是 Jinguoyin 在酸毒胁迫下 NO 合成的主要来源。 

2.7  低 pH 对硝酸还原酶基因 NIA1、NIA2 和

NIA3 的影响 

水稻基因组含有 3 个编码硝酸还原酶的基因，

NIA1（Os08g0468100）、NIA2（Os08g0468700）和

NIA3（Os02g0770800）。低 pH 显著提高了 Jinguoyin

中 NIA1 和 NIA2 的表达，其表达量提高了 1.29 倍，

但对 Kasalath 中 NIA1 和 NIA2 的表达无显著影响（图

8a）。Kasalath 和 Jinguoyin 中 NIA3 的表达均受到低

pH 的诱导，但 Jinguoyin 中的变化幅度更大（图 8b）。 

3  讨  论 

3.1  酸毒诱导水稻 ROS 积累 

低 pH 降低根系的 H+分泌[16]，削弱细胞壁的完

整性[17-19]以及诱导 ROS 产生[20-22]，从而抑制根系生

长。本研究中，低 pH 通过诱导以 O2·
–为主的 ROS

积累，对水稻品种 Jinguoyin 产生酸毒（图 2h，图

3c，图 3d）。NADPH 氧化酶是植物遭遇生物和非生

物逆境胁迫时产生 O2·
–的主要来源[33-34]，本研究中

低 pH 显著提高了 Jinguoyin 中 NADPH 氧化酶的活

性（图 3e），因此推测 Jinguoyin 中升高的 O2·
– 含

量是由提高的 NADPH 氧化酶活性产生的。SOD 能

够催化 O2·–歧化生成氧和过氧化氢，Jinguoyin 中

SOD 活性虽然也显著提高（图 3a），但却未发挥应

有的作用。可能原因是 Jinguoyin 中 NADPH 氧化酶 
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注：不同字母表示当前指标在不同处理下的差异达显著水平（n = 10，P< 0.05）。cPTIO 为 2-（4-羧基苯基）-4,4,5,5-四甲基咪

唑啉-1-氧基-3-氧化物钾盐。Note：Different letters indicate a significant difference on the current parameter of a variety at different pH 

values（n = 10，P< 0.05）. cPTIO is 2-（4-Carboxyphenyl）-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide potassium salt. 

 
图 5  NO 清除剂 cPTIO 对 Jinguoyin 根生长（a，b）、根尖 NO 信号（c）和 ROS 信号（d）的影响 

Fig. 5  Effect of NO scavenger cPTIO on root growth（a，b）， NO（c）and ROS（d）in the root tips of Jinguoyin 

 

注：不同字母表示当前指标在不同处理下的差异达显著水平（n = 10，P< 0.05）。 Mock 为空白对照，Gln 为谷氨酰胺，L-NAME

为 N'-硝基-L-精氨酸甲酯盐酸盐。Note：Different letters indicate a significant difference in the current parameter of a variety at different pH 

values（n = 10，P< 0.05）. Mock is the control，Gln is glutamine，and L-NAME is NG-Nitro-L-arginine Methyl Ester，Hydrochloride. 

 
图 6  酶抑制剂 Gln 和 L-NAME 对 Jinguoyin 根生长（a，b）和根尖 NO 信号（c）的影响 

Fig. 6  Effect of enzyme inhibitor Gln and L-NAME on root growth（a，b）and NO（c）in the root tips of Jinguoyin 
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注：不同字母表示某个品种当前指标在不同 pH 下的差异达显著水平（n = 3，P< 0.05）。下同。Note：Different letters indicate a 

significant difference in the current parameter of a variety at different pH values（n = 3，P< 0.05）. The same below. 

 
图 7  pH 对 Kasalath 和 Jinguoyin 根尖硝酸还原酶活性（a）和一氧化氮合成酶活性（b）的影响 

Fig. 7  Effect of pH on the activity of nitrate reductase（a）and nitric oxide synthase（b）in the root tips of Kasalath and Jinguoyin 

 

注：不同字母表示某个品种当前指标在不同 pH 下的差异达显著水平（n = 3，P < 0.05）。Note：Different letters indicate a significant 

difference in the current parameter of a variety at different pH values（n = 3，P < 0.05）. 

 
图 8  pH 对 Kasalath 和 Jinguoyin 根尖 NIA1 和 NIA2（a）及 NIA3（b）的影响 

Fig. 8  Effect of pH on the expression of NIA1 and 2（a）and NIA3（b）in the root tips of Kasalath and Jinguoyin 

催化产生 O2·
–速率要高于 SOD 消耗 O2·

–的速率，或

者 Jinguoyin 中提高的 SOD 活性与 NADPH 氧化酶

催化产生的 O2·
–所在位置并不一致，或者兼而有之。

NADPH 氧化酶催化产生 O2·
–主要位于质外体[35-36]，

在此部位负责清除 O2·
–的是铜锌-SOD（以铜或锌离

子为辅基的 SOD），但一般质外体的 ROS 清除机

制并不高效[37]，因此导致 Jinguoyin 积累 O2·
–而产生

酸毒。   

3.2  NO 诱导根尖 ROS 积累 

在植物体内，NO 作为气体信号分子通过激活

抗氧化系统而间接清除 ROS，亦可直接与 ROS 反应

而清除 ROS，因此它被称为次级抗氧化剂[29]。例如，

水稻一氧化氮合酶介导的早期 NO 爆发，通过增强

根系抗氧化能力，缓解水分胁迫诱导的氧化损伤[38]。

大豆硝酸还原酶合成的 NO 通过调节根系抗坏血酸-

谷胱甘肽循环，可以消除铝诱导的氧化胁迫[7]。NO
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也可提高红芸豆、大豆和小麦等植物的铝耐性[8-11]。

本研究中，添加 NO 清除剂 cPTIO 同时清除酸敏感

品种 Jinguoyin 根尖的 NO 和 ROS（图 5b，图 5c），

显著提高 Jinguoyin 在低 pH 下的根生长（图 5a），

这表明低 pH 对酸敏感品种 Jinguoyin 的毒害作用与

低 pH 诱导产生的 NO 有关。而且酸毒诱导的 NO 信

号处于 ROS 信号的上游，可通过降低酸敏感品种

Jinguoyin 中 NO 信号而降低氧化胁迫来缓解酸毒。

但是，NO 在酸毒中诱导酸敏感品种 Jinguoyin ROS

积累的机制尚不清楚。有研究发现，在大豆铝胁迫

中，NO 通过促进细胞质葡萄糖-6-磷酸脱氢酶活性，

进而提高 NADPH 氧化酶的活性，从而导致 ROS 积

累，以产生氧化胁迫 [39]。本研究中，酸敏感品种

Jinguoyin 根尖的 NADPH 氧化酶活性在低 pH 下大

幅提高（图 3e），且 NO 含量也有显著提高（图 5c），

但是否通过 NO 促进葡萄糖-6-磷酸脱氢酶活性而引

起 NADPH 氧化酶活性升高，从而导致 ROS 积累，

尚需进一步的验证。 

3.3  硝酸还原酶合成 NO 

目前，已知植物 NO 的生物合成途径至少有硝

酸还原酶途径和一氧化氮合酶途径等 7 种[27]。本研

究中，低 pH 导致 Jinguoyin 的硝酸还原酶活性的增

加幅度远高于一氧化氮合酶（图 7），且外源添加硝

酸 还 原 酶 反 馈 抑 制 剂 Gln 明 显 抑 制 低 pH 下

Jinguoyin 根尖 NO 信号的产生，而外源添加一氧化

氮合酶抑制剂 L-NAME 对低 pH 下 Jinguoyin 根尖

NO 信号并无影响（图 6b），因此，低 pH 下 Jinguoyin

中 NO 的合成是通过硝酸还原酶途径。水稻品种

Jinguoyin 根尖硝酸还原酶活性的提高，一方面是由

于低 pH 可直接激活硝酸还原酶[40]，另一方面低 pH

会抑制亚硝酸还原酶活性，导致底物亚硝酸浓度提

高，从而进一步促进硝酸还原酶合成 NO[41]。此外，

通过转录合成新的硝酸还原酶也可促进 Jinguoyin

根尖硝酸还原酶活性的提高。水稻中有两种硝酸还

原酶，一种是 NADH 依赖的硝酸还原酶，由 NIA1

和 NIA2 编码；一种是 NADPH 依赖的硝酸还原酶，

由 NIA3 编码。一般水稻硝酸还原酶的活性以 NADH

依赖的硝酸还原酶为主[32]。在酸敏感水稻 Jinguoyin

中，低 pH 使 NIA1、NIA2 和 NIA3 的表达均大幅升

高（图 8），引起硝酸还原酶的活性升高，促进根尖

NO 信号的富集（图 5c）。而在酸耐性水稻 Kasalath

中 NIA3 的表达受到低 pH 诱导（图 8b），但 NIA3

编码的 NADPH 依赖的硝酸还原酶对硝酸还原酶活

性的贡献并不高[32]，它的上调引起硝酸还原酶活性

升高但增加程度不高（图 7a），并未引起根尖 NO 信

号发生明显变化。 

4  结  论 

本 研 究 利 用 耐 酸 性 不 同 的 两 个 籼 稻 品 种

Kasalath 和 Jinguoyin，发现在酸敏感水稻 Jinguoyin

中低 pH 引起的酸毒与 NO 介导的 ROS 富集相关，

酸毒引起的 NO 信号主要与硝酸还原酶活性的提高

有关，而硝酸还原酶活性的提高与硝酸还原酶基因

NIA1 和 NIA2 的表达上调有关。 
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