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渗透胁迫对小麦幼苗硝酸还原酶
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摘要 渗透胁迫下郑引一号 (干早敏感品种 )幼苗硝酸还原酶 ( N R )活性下降的速率比陕合六号

(抗早品种 )的快
。

小麦幼苗中含有 N R 钝化蛋白部分 I 和部分 n
,

其中部分 n 对 N R 的钝化活

性大于部分 七 随着渗透胁迫的加剧
,

陕合六号与郑引一号的 刊R 钝化蛋白部分 工 的钝化活性

减小百分率相近
,

郑引一号的 N R 钝化蛋白部分 n 的钝化活性上升百分速率则快于陕合六号

的
,

因而
,

在渗透胁迫下
,

郑引一号的总 N R 钝化蛋白活性比陕合六号的高
.

关键词 硝酸还原酶 ; 硝酸还原酶的钝化蛋白 ; 渗透胁迫 ; 小麦

中图分类号 0 554 .9

植物在渗透胁迫下
,

体内物质代谢产生一系列变化
,

许多酶活性改 变
,

N R 就是其中受

影响最严重的酶之一
,

N R 对渗透胁迫极为敏感
,

当外界环境水势稍有下降时
,

N R 活性就立

即降低 (张殿忠等
,

19 8 8; aL 璐 o n et a l
,

19 8 9 )
.

N R 是植物氮代谢中一种非常重要的酶
,

其活性一直在迅速地变化着
,

这 意味着在植物

体内存在着有效 的生物体 自动 调节途径 ( sA al m et al
,

19 7 6)
。

人们 已从水稻 幼苗 (aY aln ay

e t a l
,

19 7 8 )
、

大豆叶片 ( oJ ll y e t a l
,

19 7 8 )
、

小麦叶片 (何文竹等
,

19 8 2 )等 材料 中分 离出 N R

钝化蛋白
。

虽然关于钝化蛋白对 N R 活性 的钝化作用方式众说不一
,

但 N R 钝化蛋白无疑是

N R 活性调控机制 中的一个重要方面
.

本文在前人工作的基础上
,

探求渗透胁迫不 同强度对

干旱敏感品种小麦幼苗硝酸还原酶钝化蛋 白的影 响
,

为作物抗旱机理提供一些科学依据
。

1 材料与方法

1
.

1 材料的培养

小麦 ( irT 瓦cu m a 。 瓦vu m )种子 (郑引一号 Z h en gy in N O
.

1和 陕合 六 号 S ha
n h e N O

.

6 )

用 0
.

1% H g C I
,

浸泡 10 ~ 后
,

用蒸馏水冲洗数遍
,

再在 水 中浸 泡 3 b
,

然后 平铺在 垫有粗

滤纸的培养皿中于 (28 士 2) ℃ 温箱中催芽 48 h
,

精选出发芽一致的种子置于尼龙网上
,

先用 自来

水培养 3 d
,

后用完 全 H o a
gl a n d 营养液培养

,

培 养温 度 为 25 ℃ 左 右
,

光 照 10 h d/
,

光强

8 0X() 一 10 0 0 O h
o

1 2 试验方法

1卯 5一 06 一 02 收稿

*
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1
.

2
.

1 胁迫处理 待幼苗第 3 片叶子完全展开后
,

将幼苗根系用滤纸吸干
,

浸人 H oa gl a n d 营养

液配制的 一 1
.

o m P a 聚乙二醇 6 0 00 田E G 6 00 0) 溶液中
,

以正常 oH ag al dn 营养液作为对照
,

胁

迫 24
、

4 8
、

7 2 h 分别达到轻度
、

中度
、

严重程度时 (赵会贤等
,

1 9 9 2)
,

取第 3片完全展开叶作为测

试样品
.

1
.

.2 2 N R 提取及其活性的测定 取小麦第 3 片完全展开叶
,

剪成约 I cln 长的小段
。

称取 gl

放在研钵 中
,

冰冻 30 ~
,

加人 p H .S 5 的 2 50 m mo L压 磷酸缓冲液 (内含 5 m mo l压 E D T A和

5 m mo l压 半胧氨酸 )
,

研磨成匀浆
。

4 0 00
r /而 n

,

离心 10 而 n
,

上清液即酶的粗提液
。

提取过程

在 0 一 4 ℃进行
。

N R 活性测定参照陈薇等 ( 19 80) 的方法
。

1
.

.2 3 N R 钝化蛋白分离与纯化 等幼苗第 3 片叶子完全展开后进行胁迫处理
,

取其叶片 30 9,

放人 p H 7
.

5
、

2 5 m mo L压 磷酸缓冲液 30 O in L (含 s m mo l压 E D T A 和 s m mo l压半肤氨酸 )
,

组

织捣碎机捣碎
。

经 4 o oo
r
/而 n 离心后得上清液

,

30 % 一 45 % 饱和度 (N H口
2 5 0

;

分级分离
,

沉

淀溶于 30 n止提取缓冲液 中
,

通过已用 25 m mo l压 磷酸缓冲液 ( p H 7
.

5
,

含 s m mo l压 E D T A )平

衡的 S eP h a d ex G 一 1 00 柱 ( 2 cln
x

90 mr )
,

并 以平衡液洗脱
,

流速 90 m L h/
,

5 m L 一管
,

分旨收

集
。

将蛋白峰值最高的 7 管一起冷藏
.

如用于钝化测定时
,

均将其蛋白含量稀释至 0
.

5 9瓜
,

冷

藏待用 (何文竹等
,

19 8 2)
。

蛋 白含量测定用 oF iln 一 酚法
.

1
.

.2 4 N R 钝化蛋 白之钝化活力测定 含 N R 的粗提液 .0 7 I l l L 加上 钝化蛋 白 I l l l L
,

在 10 ℃

下 (在此温度下 N R 自然失活较小
,

而钝化蛋 白对 N R 的钝化作用又较易发挥 )放置 l h
,

然

后分别加人 0
.

1 In L N A D H 溶液 ( 2 9压 )和 1
.

2 In L 含 1 mo l压硝酸钾 的磷酸缓冲液 ( p H 7
.

5)
。

置于 25 ℃下保温 30
r n月 1

,

随即加人 l m L I % 对氨基苯磺酸和 l m L .O 2 % : 一 蔡胺
。

放置 l h 后
,

用分光光度计测定其 A * 值
。

对照是将钝化蛋 白 1 m L改为 l m L 蒸馏水
,

其余感必沐洞
。

以 N R

和钝化蛋白在 1 0 ℃ 下预保温 l h 后
。

N R 活力丧失 1% 为一个钝化活力单位
。

1
.

2
.

5 可溶性蛋 白质测定 采用 F o h n 一 酚法 (汪沛洪
,

19 8 5)
。

结果与分析

渗透胁迫对不同品种小麦幼苗 N R 活性的影响

从表 1 中可以 看出
,

N R 对

渗透胁迫极 为敏感
,

当外 界 环

境水势下降时
,

N R 活性就 立即

降低
。

在 24 h 短时胁迫时
,

陕合

六号与郑引一号 的酶活性 分别

占对照 的 72 .0 % 和 57 石%
,

故

短时渗透胁 迫对郑引一号 N R

活性影响 比陕合 六号 的大
,

这

说明陕合六号抗渗透胁迫 性较

强
。

在延长胁迫时间后
,

两品种

N R 活性降低百分率接近
.

表 1 渗透胁迫对小麦幼苗叶的 N R 活性影响

N R 活性愧
·

g

品 种
24 h 48 h 7 2 h

陕合六号 126
.

0 3

卯 .7 4

12 7 D2

29 2 6

7 2刀 23
.

0

郑引一号

处 理

对照

P E G 处理

处理占对照 %

对照

P E G 处理

处理占对照 %

124 名3

68 1 ,

130
.

12

752 6

129 7 2

33D 8

57石

又
.

6

1 28
.

4 1

肠名8

52
.

1 2 5乃

.2 2 N R 钝化蛋白部分 I 和部分 n 对 N R 的钝化作用

通过 (N H
4

)
2

5 0
4

分级分离和 se p h ad ex G 一 100 柱纯化后
,

主要分为两个峰
,

即 N R 钝化
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蛋白部分I 和部分 n
,

其部分 I 和部分 n 均 对 N R 表现钝化活性
。

由表 2 可见
,

钝化蛋 白

部分 n 的钝化活性 明显高于部分 I
,

同样体积的钝化蛋白部分 工的钝化活性只有部分 n 的 万3

左右
.

.2 3 渗透胁迫对不 同小麦品种

叶片 N R 钝化蛋白的影响

由表 3 所示 结果 看 出
,

随

着渗透胁迫 的加剧
,

陕 合六 号

与郑引一号的钝化蛋 白部分工蛋

白含量不断降低
,

而钝化蛋 白部

表 2 N R 钝化蛋白部分 工及部分 11 对郑引一号 N R 的钝化作用

预处理
预处理后 N R 活力

A S粼〕

N R 活力丧失

/%

N R + 磷酸缓冲液

N R 十 钝化蛋白部分 工

N R 十 钝化蛋白部分 n

37
.

9

52
.

9

分 11 的蛋 白含量则不断上升
.

在严重胁迫 (72 h) 时
,

陕合六号与郑引一号钝化蛋白部分 工的蛋

白含量减少百分 比分别为 32
.

5 %
、

29
.

1%
,

百分比减少量较小 ;它们的钝化蛋白部分 n 的蛋白含

量增加百分比分别为 88
.

1%
、

124 .4 %
,

百分比增加量较大
,

且郑引一号的钝化蛋白部分 n 的百分

比增加远大于陕合六号的
。

表 4 所列的钝化活性进一步证明上述同样的趋势
.

即随着渗透胁迫

表 3 渗透胁迫对小麦叶片 N R 钝化蛋白部分 工与部分 11 蛋白含最的影响

胁迫时

间 / h

N R 钝化蛋白部分 工 N R 钝化蛋白部分 11

品 种 蛋白质含量

A 夕X)

蛋白质含量

减少 /%

蛋白质含量

A 5( 义)

蛋白质含量

增加 / %

陕合六号 3D 2

2 3 8

2
.

12

2
.

以

21
.

2

29名

32石

.0 42

0
.

51

住65

.0 79

21
.

4

.54 8

88
.

1

郑引一号 2 4 7

2
.

16

1
.

84

1
.

7 5

12
.

6

25
.

5

2 9
.

1

0
.

4 1

0乃9

0
.

7 1

0
.

史

43
.

9

7 3
.

2

124 4

0482472 0482472

表 4 渗透胁迫对小麦叶片中 N R 钝化蛋白部分 I 与部分 n 钝化活力的影响

胁迫时

品 种 间 / h 处 理

预处理后 N R 活力

N R 活力 丧失 /%

A S旬

预处理

预处理后 N R 活力

N R 活力 丧 失 / %

A S扣

陕合六号 O N R 十 磷酸缓冲液

N R + 钝化蛋白部分 I

N R + 钝化蛋白部分 工

N R + 钝化蛋白部分 I

05 92

03 57

a 392

04 12

刃
.

7

33
.

8

刃
.

4

N R + 磷酸缓冲液

N R 十 钝化蛋白部分 n

N R 十 钝化蛋白部分 n

N R + 钝化蛋白部分 n

Q S见

Q 310

Q Z即

.0 1即

4 .7 6

5 1
.

2

砚 1

4
八6气乙,ù47

苦

郑引一号 0 N R + 磷酸缓冲液

N R + 钝化蛋白部分 工

N R 十 钝化蛋白部分 工

N R 十 钝化蛋白部分 工

0
.

6 20

0 3 9 1

0
.

4 22

0
.

4 35

肠 .9

31
.

9

四名

N R + 磷酸缓冲液

N R + 钝化蛋白部分 n

N R + 钝化蛋白部分 n

N R + 钝化蛋白部分 n

.0 6为

.0 314

.0 2仍

QO肠

.49 4

伍 9

8从4

J峥只勺一勺一4
1

.
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加剧
,

陕合六号与郑引一号钝化蛋 白部分 工 的钝化活性 ( N R 活力丧失 )都有所降低
,

降低速

率较小 ; 它们的钝化蛋 白部分 n 的钝化活性则增加
,

增加速率较大
,

且郑引一号的钝化蛋白部

分 11 增加速率大于陕合六号
。

3 讨论

硝酸还原酶对渗透胁迫极为敏感
,

当外界环境水势稍有下降时
,

N R 活 性就立 即降低
,

这与张殿忠等 ( 19 8 8 )
、

L a ssr o n 等 ( 19 8 9 )的结果相 同
。

小麦幼苗中含有 N R 钝化蛋白部分 工和部分 n
,

其中部分 11 对 N R 的钝化活性大于部

分 工 (何文竹等
,

19 8 2)
。

随着渗透胁迫时间的延长
,

陕合六号与郑引一号的 N R 钝 化蛋 白部

分 I 蛋 白含量及其钝化活性不 断降低
,

降低 的百分率较小
,

而且两品种间差异不大 ; 陕合六

号与郑引一号的钝化蛋白部分 n 的蛋白含量及其钝化 活性 则不断增加
,

增加 的百分率较

高
,

而且郑 引一号钝化蛋 白部分 n 的蛋 白含量及钝化活性 的增加速率大于 陕合 六号
。

因

而
,

在渗透胁迫下
,

郑引一号的总 N R 钝化蛋白的活性 比陕合六号高
。

这一结果支持了短时胁

迫对干旱敏感品种郑引一号 N R 活性影响比抗早品种陕合六号大的结论
。

对不同品种小麦叶片冲 N R 钝化蛋白在渗透胁迫下的动态变化进行 了初步 研究
。

结 果

表明
,

尽管小麦 叶片中 N R 钝化蛋白部分 工 的蛋白含量是部分 n 的 6 一 7倍
,

但其钝化 活

力仅为 N R 钝化蛋 白部分 n 的 1/ 4 一 1/ 2
,

所以
,

同样蛋白含量的部分 n
,

其钝化活力是 部

分 I 的 10 一 2 0 倍
.

根据其它作物 N R 钝化蛋 白的研究结 果推测
,

N R 钝化蛋 白部 分 工

可能是结合型抑制剂
,

在小麦中对 N R 活性起可逆的微调作用
,

部分 n 则可能 是 专一 的蛋

白酶型抑制剂
,

起不可逆的粗调作用 (何文竹等
,

19 8 2)
。

抗旱品种陕合六号 N R 钝化蛋 白部

分 工的含量高于干旱敏感品种郑引一号
,

可认为抗早品种中 N R 钝化蛋白对 N R 调 节的精

度相对提高
。
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,
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