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聊红国槐叶片硝酸还原酶活性测定方法的研究
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　　摘　要:以聊红国槐(Sephora japonica Liao hong)为试验材料 ,探讨体内法测定其叶片硝酸

还原酶活性的若干问题 ,分析比较了硝酸盐诱导 ,2 ,4—二硝基苯酚 ,三氯乙酸及煮沸等因素对硝

酸还原酶活性测定结果的影响 ,以寻求体内法测定聊红国槐叶片硝酸还原酶活性的最佳条件。

试验表明:体内法是一种操作简便可靠测定聊红国槐叶片硝酸还原酶活性的方法 ,这为进一步研

究国槐的氮代谢奠定生物学基础。
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　　在植物生长发育过程中 ,完成植物生长发育周期所

需要的各种营养元素 ,缺一不可 ,各种元素相互作用相

互协调 ,才能使植物生长健壮 ,达到人们预期生长的效

果。在大量和微量元素中 ,氮素是植物生长发育的主要

元素 。氮元素只能以硝态氮 、铵态氮和氨基态氮3种形
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式被植物吸收利用[ 1] 。氮元素主要以硝酸盐的形态被

植物吸收[ 2] 。进入植物体内的硝态氮 ,在硝酸还原酶

(NR)的作用下还原为氨 ,氨与蛋白质中的炭原子结合 ,

形成氨基酸和酰胺 ,参与蛋白质、核酸和含氮次生代谢

物的物合成 ,供生长代谢需要 ,硝酸还原酶(NR)是催化

硝态氮转化为氨的关键酶和限速酶[ 3] ,它作用于 NO-
3 还

原于 NO-
2 ,NO-

3 +NADH +NO-
2 +NAD+ +H2O ,产生

的 NO
-
2 可以从组织内渗透到外界溶液中 ,并积累在溶

液中 ,测定反应溶液中 NO-
2 的含量的高低 ,即表明酶活

性的大小。硝酸还原酶活性(NR)高低与作物的氮素利
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Salicylic Acid and 6-BA Effects in Shelf-life Improvement of Gerbera jamesonii Cut Flowers

FAN Mei-hua , WANG Jian-xin , SHI Ge , SHI LI-na, LI Ruo-fan
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Abstract:The effects of shelf-life-enhancing liquid agents of SA and 6-BA on the shelf life , and water balance and petal

membrane permeability ,POD activity ,proline content of the cut flowers of Gerbera jamesonii were studied .The results

indicated that SA could take place of 8-hydroxyquinoline as shelf-life-enhancing liquid agents , and the t reatments with

20 ～ 70 mg/ L 6-BA could prolong the vase-holding time , increase the f resh weight , the diameter and petal length , their

water-retaining capacit , reduce the membrane-permeability and proline content , increase POD activity .Among the seven

types of treatments , the T1 type(2 %sucrose+50 mg/L salicylic acid +20 mg/L 6-BA)was the best .

Keywords:Gerbera jamesonii ;Cut flower;Preservation f reshness;Salicylic acid ;6-BA

120



北方园艺 2008(8):120 ～ 122 ·园林花卉 ·

用效率有密切关系。在植物代谢的研究中 ,硝酸还原酶

活性是研究重点之一。目前 ,报道硝酸还原酶活性的测

定方法主要有体外法[ 3] 和体内法[ 4] ,但有关聊红国槐氮

代谢中硝酸还原酶活性测定的方法还未见报道。为此

探讨用体内法测定聊红国槐叶片硝酸还原酶活性的最

佳条件 ,为进一步研究聊红国槐的氮素代谢奠定基

础[ 5-6] 。

1　材料和方法
以1 a生聊红国槐枝条为材料 ,摘取全株成熟叶片

测定硝酸还原酶 ,每个处理重复 3次。

1.1 　试验材料的 KNO3诱导处理

硝酸还原酶是一种诱导酶 ,KNO3溶液诱导可以提

高材料中的硝酸还原酶活性[ 6-15] 。该试验进行了 KNO3

溶液诱导处理。将聊红国槐当年枝条用蒸馏水洗净后 ,

插入 100 mmol/ L KNO3的溶液中进行诱导处理(为防止

水分蒸发 ,将枝条用透明薄膜包被),处理时间为 24 、36

和48 h ,每天的光 、暗周期各 12 h 。并与未进行诱导处

理的当年生苗进行比较。

1.2 　硝酸还原酶活性测定

参照周树等
[ 9]
的体内测定法 ,测定聊红国槐叶片硝

酸还原酶。从聊红国槐当年生枝条上取下叶片 ,用蒸馏

水洗净 、吸干 ,用直径为 1 cm的打孔器打成多个圆片 ,随

机取 50个叶圆片准确称重 ,置于 50 mL三角烧瓶中 ,加

入10 mL 含 0 .2 mol/L KNO3的磷酸缓冲液(0 .1

mol/L ,pH 7 .5),空白试验的磷酸缓冲液中不含 KNO3 。

将三角烧瓶放入真空干燥器中抽气 ,反复数次 ,使叶片

完全沉于液面下 ,取出三角烧瓶置于 30 ℃温箱中 ,暗保

温30 min ,保温结束后取 1 mL 反应液于试管中 ,加入 2

mL 1%磺胺溶液 、2 mL 0 .2 %1-萘胺溶液 ,30℃下静放

30 min ,用 TU -1810 型分光光度于 520 nm波长下比

色 ,NR以1 g鲜重材料每小时催化生成 NO2的微摩尔

数表示[ 8] 。在上述基本流程基础上 ,处理如下。 ①2 ,4-

二硝基苯酚(DNP)处理:根据加入 DNP能够提高NR测

定值的报道
[ 7]

,分别在抽气前和抽气后向三角烧瓶中加

入2 mL(1 mmol/L)的 DNP ,以阻止 NO
-
2 被进一步还

原 ,比较抽气前和抽气后加入DNP 对NR的影响。 ②1 ,

6-二磷酸果糖处理:在抽气前向三角烧瓶中加 2 mL

2.5 mmol/L 的 1 ,6-二磷酸果糖溶液 ,为硝酸还原酶的

诱导合成提供能量
[ 9]

。 ③三氯乙酸(TCA)处理:暗保温

结束后 ,加入 0 .5 mL 三氯乙酸(1 %),使酶钝化。 ④暗

保温处理:分别保温20、30、40 min 。 ⑤煮沸处理:为使暗

保温产生的 NO
-
2 彻底从叶片组织中渗出来 ,将暗保温

30 min后的反应液分别煮沸5 、8 、11 、14 min ,并与未煮沸

的进行比较[ 10-12] 。

2　结果与分析
2.1 　硝酸盐诱导对NR的影响

从图 1可以看出 ,经过诱导的聊红国槐枝条叶片中

NR明显高于未经诱导处理的。但诱导 36 h和 48 h的

NR差异不显著。一般情况下 ,用 100 mmol/L 的 KNO3

溶液 ,对聊红国槐幼苗诱导 48 h即可得到较好的结果 ,

可以提高 NR的测定值及试验的重现性和可比性。

图 1　诱导时间对聊红国槐 NR的影响

　　注:数据为平均值±标准误(n=3),误差线上相同字母表示差异不显

著(p=0.05)。

2 .2　DNP 处理对 NRA的影响

比较表1中A和B的数据可以看出 ,在抽气前加入

DNP 比抽气后加入的 NR高 ,二者差异显著 ,原因可能

在于:抽气前加入 DNP阻止了反应液内的 NO-
3 在抽气

过程中被亚硝酸还原酶进一步还原 ,因此在抽气前加入

DNP ,有利于 NR的测定。

　　表 1　不同处理方法对聊红国槐叶片中NR的影响

处理
1 ,6-二磷

酸果糖

DNP

抽气前 抽气后
TCA 煮沸

NR

/μmol·L -1

A + + + + 1.340±0.02

B + - + + 1.082±0.05

C - + + + 1.045±0.06

D + + - + 1.363±0.03

2 .3　1 ,6-二磷酸果糖处理对NR的影响

比较表1中A和C的数据还可以看出 ,加入1 ,6-二

磷酸果糖的比未加的 NR高 ,二者差异显著。有报道认

为[ 8] ,加入的 1 ,6-二磷酸果糖能为硝酸盐同化提供更多

的还原力 ,保证反应体系所需要的能量。

2 .4　三氯乙酸处理对NR的影响

将表 1中 A和 D两数据相比较可以看出 ,是否加

入 TCA对NR的测定结果几乎没有影响。TCA的作用

在于使酶钝化而终止反应。煮沸使所有蛋白质彻底失

活 ,两者作用相互掩盖 ,影响不显著。

2 .5　暗保温时间对NR的影响

从图 2可以看出 ,在 30 min 以内 ,NR与暗保温时

间几乎呈线性关系 ,超过 30 min则NR趋于平稳。周国

章等报道了 NR 在暗保温 30 ～ 40 min 内的变化[ 4] ,

35 min 时NRA最高 ,40 min时略有下降[ 10] ,从试验的

结果看 ,对于聊红国槐枝条叶片的NR测定 ,选择30 min

的暗保温时间比较适合。
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图 2　暗保温时间对 NR的影响

2.6 　煮沸时间对 NR的影响

从图 3可以看出 ,煮沸处理能显著地提高聊红国槐

叶片的 NR ,且随着煮沸时间的延长 ,NR也逐渐增高 ,煮

沸10 min时NRA 最高 ,继续煮沸 ,NR则无明显变化。

这说明煮沸处理可以使在暗保温过程中产生的NO
-
2 更

彻底地从叶片组织中渗出来。有关研究也认为
[ 7, 11]

,体

内法测定 NR的数据稳定性与 NO
-
3 能否充分进入叶

片 ,NO-
2 是否充分渗出有一定的相关性 ,因而测定聊红

国槐幼苗叶片的 NR时 ,在暗保温结束后进行煮沸处理

是十分必要的。

图3　煮沸时间对聊红国槐的影响

3　结论

　　用体内法测定聊红国槐叶片NR时 ,一般情况下首

先要将材料用100 mmol/L的KNO3溶液诱导36 h ,在抽

气前加入适量的 DNP 及 1 ,6-二磷酸果糖溶液 ,暗保温

结束后 ,需要煮沸 10 min以上 ,该方法操作相对简便。
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Determination Method of Natrate Reductase Activity in the Leaves of Sephora japonica Liaohong

QIU Yan-chang1 , DUAN Zu-an1 , LI Dao-qiang1 , QIANG wei2

(1 .Liaocheng University , Liaocheng , Shandong 252021 , China;2.Forestry Colleg e, Shandong Agriculture University , Tai' an Shandong

271000 , China)

Abstract:By using leaves of Sephora japonica Liao hong as experimental materials , the determination of the nitrate re-

ductase activity in the leaves of Sephora japonica Liao hong was discussed by in vivo method .The effects of several main

factors of in vivo method such as nitrate induction ,2 ,4 D-dinit rophenol 3-chloroactic acid boiling etc.On the determina-

tion of the NR were compared and analyzed .The experimental showed :the vivo method was realiable and easy to deter-

mine the NR in the leaves of Sephora japonica Liao hong .
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