
文章编号:1001-411X(2001)03-0037-03

光/暗转换对小麦幼苗硝酸还原酶活性的影响
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摘要:用小麦幼苗为材料研究了光/暗转换对植物硝酸还原酶活性(NRA)的影响.研究结果表明 ,光在很大程度上

调控小麦幼苗硝酸还原酶的活性.一经暗处理 , 小麦幼苗体内 NRA在 10 min 内显著下降 , 恢复光照处理后 NRA又

很快上升.暗处理幼苗与光处理幼苗硝酸还原动态有明显差异 ,尤其在测定时间为 2 min 时差异最大.暗处理后植

株硝酸还原酶对Mg2+抑制的敏感性增强.短时间暗处理可引起 NRA的快速下降 , 而随后给予光照 NRA 又能快速

提高.研究结果说明暗处理后该酶的调节特性发生变化.
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　　高等植物硝酸还原酶(NR , nitrate reductase , EC

1.6.6.1)是植物氮代谢的关键酶和限速酶.它是底

物诱导酶 ,同时也受到光的调控[ 1] .通常在有NOˉ3 存

在时 ,在黑暗下植物也有硝酸还原酶活性(NRA ,ni-

trate reductase activity),但活性很低;一经照光 ,硝酸

还原酶活性大大提高[ 1] .光照可通过加强植物对硝

酸盐的吸收而提高NRA[ 2] .光对植物 NRA的快速调

控 ,对维持植物正常的生理代谢具有非常重要的意

义
[ 3]
.

植物硝酸还原酶的调控包括该酶基因的表达 、

蛋白的合成和降解及短期的活化/非活化(activation/

inactivation)机制.光和硝酸盐可以诱导NR基因的表

达 、酶蛋白和辅酶的合成及全酶的装配[ 4～ 6] .

近年的研究表明 ,在光/暗转换过程中可以快

速 、可逆地因 NR蛋白的磷酸化/脱磷酸化机制而调

控菠菜叶片 NRA
[ 7]
.而在小麦

[ 8]
、玉米

[ 9]
及菠菜

[ 10]

上认为 NRA的调控是因NR蛋白的氧化状态决定其

活性:NR在氧化态时活性高;而在还原态时活性低.

至今 ,大多数的研究工作主要是以菠菜为研究

材料进行的
[ 7]
.本文以小麦为研究材料 ,研究长期及

短期光/暗处理对植物硝酸还原酶活性的影响以及

Mg2+浓度与该酶活性之间的关系 ,旨在进一步了解

该酶的调节特性.

1　材料与方法

小麦(Triticum aestivum L.)种子经 1 g/L 升汞消

毒10 min后 ,充分洗净 ,浸种 8 ～ 10 h ,催芽 1 d ,待胚

根长出后 , 播种于尼龙网上 , 用0.1 mmol/L CaSO4溶

液培养 , 黑暗处理至5日龄.光处理前用50 mmo l/L

KNO3处理 12 h , 随后进行光处理.

硝酸还原酶活性(NRA , nitrate reductase activity)

测定参照前文[ 2]的方法进行.称取材料 1 g ,加入提

取液(0.1mol/L Tris-HCl , pH 8.3 , 含10mmol/L半胱

氨酸)2 mL ,研磨 ,离心 10 000 r/min 5 min , 上清液即

为粗酶提液.上述过程在 0 ～ 4 ℃下完成.反应液

含:0.1 mol/L Tris-HCl , pH 7.4 , 0.2 mmol/L NADH ,

5 mmol/L KNO3 ,10 mmol/L EDTA(加MgCl2 测定 NRA

时 ,不加 EDTA).取 50μL酶液加入 450 μL 反应液 ,

混匀 ,在 30 ℃下反应 5 min.反应完毕 ,立即用 50μL

1 mol/L醋酸锌终止反应.加入 350μL 10 g/L 磺胺及

350μL 0.2 g/L α-萘乙胺 ,显色 30 min后离心 , 上清

液在 540 nm处比色.

2　结果与分析

2.1　长期及短期黑暗处理对植物硝酸还原酶活性

的影响

　　从图 1中看出 , 光处理 30 h后经黑暗处理 ,NRA

下降.暗处理1.5 h后 ,蓝光处理幼苗的NRA只有黑

暗处理前的46%,而相应红光处理材料的只有 30%;

黑暗处理 2 d后 ,NRA很低 ,蓝光处理幼苗的 NRA只

有黑暗处理前的 9.5%,而红光处理材料为 9%.黑

暗处理后 2 d重新照光 2 h ,NRA只有小幅度的上升.

在整个试验中 ,蓝光处理幼苗的 NRA均强于红光处

理材料.
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　　1.连续光照 30 h;2.连续光照 30 h后暗处理 1.5 h;3.连续光照 30

h后暗处理 5 h;4.连续光照 30 h 后暗处理 2 d;5.连续光照 30 h后暗

处理 2 d ,重新光照 2 h;100% NRA 活性=1 363.3 nmol/(g·h)

　　1.cont inuous light treatment for 30 h;2.dark t reatment for 1.5 h after

1;3.dark t reatment for 5 h;4.dark treatment for 2 d;5.af ter dark treat-

ment for 2 d , illuminated again for 2 h;100% activity of nitrate reductase e-

quals to 1 363.3 nmol/(g·h)

图 1　暗处理对硝酸还原酶活性的影响

Fig.1　 Effect of dark treatment on the activity of nitrate reductase

2.2　光/暗处理对体外NO-3 还原动态的影响

　　对黄化小麦幼苗进行 2种处理:1)光处理 ,即光

照24 h;2)短时黑暗处理 ,即蓝光处理 23.5 h 后 ,转

移到黑暗中处理 30min ,比较光处理材料与短时黑暗

处理材料NR对NO-3 还原动态反应的变化.图 2可

看出 ,光处理小麦NO-2 形成速率在测定时间内基本

是呈直线变化 ,在 2 min 时 NO
-
2 形成速率为 428.7

nmol/(g·h),而当小麦材料暗处理 30 min后 ,可以看

到在NO-3 的还原反应中有一滞后期 ,NO
-
2 形成速率

在最初的 2 min内比较低 ,但随反应的进行 ,该反应

速率逐渐加快.在本研究中 ,NRA的光/暗差异在测

定时间为 2 min 时最大 ,暗处理幼苗的 NRA 只有相

应光处理幼苗的 37.5%, 而测定时间为 10 min 时 ,

暗处理幼苗的NRA为相应光处理幼苗的 66%.

　　1.小麦幼苗在蓝光下处理 24 h;2.蓝光处理 23.5 h后转移到黑

暗中处理 30 min(暗处理)

1.Wheat seedlings were illuminated for 24 h under blue light;2.under

blue light for 23.5 h and then transferred to darkness for 30 min(dark)

图 2　光/暗转换过程中小麦幼苗硝酸还原的时间动态

Fig.2　Time-course of NO
ˉ
3reduction by extracts of wheat seedlings

subjected to a light-dark transition

2.3　短时黑暗处理对植物硝酸还原酶活性的影响

　　由于光/暗转换处理对 NRA 的影响在测定时间

为2 min 时比较明显 ,因而 NRA 的测定以 2 min 为

准 ,研究短时间光/暗处理对NRA的影响.从图 3中

可看出 ,短时的黑暗处理对NRA的影响很大 ,暗处理

后 ,NRA直线下降 ,如黑暗处理 30 min后 ,NRA 只有

照光处理的 40%;随后进行光照处理 ,NRA又很快上

升 ,照光后 30 min可基本上恢复到暗处理前的水平.

　　图中数据代表 0～ 2 min所测定的 NRA , 100%NRA相当于 844.5

nmol/(g·h).0～ 30 min光处理;30～ 60 min 暗处理.The value plotted

correspond to ini tial nitrate reductase activity in the assay(0～ 2 min), 100%

value corresponds to a nitrate reductase activity of 844.5 nmol/(g·h), 0～ 30

min light treatmeat , 30～ 60min dark treatmeat

图3　光/暗/光处理对小麦幼苗硝酸还原酶活性的影响

Fig.3　Change of extractable nitrate reductase activity from wheat

seedlings in response to a light-dark-light transition

2.4　Mg
2+
浓度对硝酸还原酶活性的影响

　　在反应液中添加不同浓度的Mg2+ ,研究了连续

光照及光照后再暗处理 30 min 小麦幼苗 NRA 与

Mg
2+
的关系.酶活性测定时间为2 min.从表 1中可

看出 ,Mg2+对 NRA 具有抑制作用 ,但对光及暗处理

材料NRA的抑制率不同.反应液中 Mg2+浓度为 10

mmol/L时 ,光处理小麦 NRA 为对照(即不加 Mg2+)

的69.2%;而暗处理 30 min后小麦的 NRA 却只有对

照的 21.7%.

表1　反应液中镁离子浓度对硝酸还原酶活性的影响

Tab.1　Effect of Mg2+ concentration in assay medium on the

initial activity of nitrate reductase

反应液镁离子浓度

Mg2+concentration

in the assay medium

/(mmol·L-1)

硝酸还原酶活性

NR activity1)/(nmol·g -1·h-1)

光处理小麦

light treatment

暗处理小麦

dark treatment

　　　 0(CK) 784.2(100.0) 361.9(100.0)

0.5 748.0(95.4) 271.5(75.0)

5.0 585.1(74.6) 90.5(25.0)

10.0 542.9(69.2) 78.4(21.7)

　1)括号内数据为与 CK之比(%)

3　讨论

从本研究结果看 ,长期黑暗处理及短期黑暗处

理均影响到 NRA.短时暗处理可能影响到植物体内
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NR的状态 ,以至对Mg2+的反应有所改变.

光从基因转录 、翻译及硝酸还原酶蛋白的修饰几

个方面影响该酶的活性.长期黑暗处理后 ,NRA下降 ,

并进一步随黑暗处理时间的延长而降低.暗处理 2 d

后 ,重新照光 2 h ,但NRA增加不大.这说明长期暗处

理已使 NR 蛋白量下降到较低的水平.短时间的

光/暗转换对NRA调节的研究结果说明光在蛋白质水

平上调节NRA ,且这种调节是可逆的.

暗处理小麦NRA在体外测定体系中有一定程度

的上升 ,说明在反应体系中可能具有激活因暗处理

而钝化 NR的物质存在.Lillo
[ 1]
认为植物体内NADH

的瞬时缺乏可使 NR活性降低.由此 ,笔者推论可能

是反应液中的NADH 使因暗处理而钝化的NRA重新

上升.

NR是一种光调节酶 ,同时还受到许多环境因子

的影响及内部因子的调节.测定时酶反应时间的长

短 、反应液的组成等均对测定结果有很大的影响.如

前所述 ,在体外测定时 ,若酶反应时间为 2 min ,黑暗

处理小麦的NRA只有光处理的 37.5%;而若以酶反

应10 min时计算 ,则为 66%.而在以往的研究中 ,酶

反应时间常采用 30 min
[ 11]
,因而该测定结果在多大

程度上反映了植物活体内的NRA真实水平可能还需

进一步的研究.许多研究者都试图找出 NRA 与植物

生长速率 、蛋白质含量及最终产量之间的相关性 ,但

研究结果往往不太理想
[ 12 ,13]

.怎样分析测定NRA以

反应出植物体内的真实水平及与产量和产量构成因

素之间的关系还有待研究.
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Light/Dark Modulation of Wheat Leaf Nitrate Reductase
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Abstract:Nitrate reductase(NR , EC 1.6.6.1)activity in wheat(Triticum aestivum L.)leaves changed rapidly and re-

versibly during light/dark transitions.Darkness decreased and light increased the activity of nitrate reductase.NR ex-

tracted from leaves in dark showed more sensitive to inhibition by Mg
2+

than that from lighted leaves.The NR from dark-

ened leaves and lighted leaves showed marked different in the time-course of nitrate reduction.These results indicated

that the darkness treatment could change the modulation characteristics of nitrate reductase.
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