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热带海草海菖蒲不同组织中硝酸还原酶活力的研究
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摘　要：利用活体法研究了海南陵水新村湾热带海草海菖蒲不同组织中硝酸还原酶活力以及酶促反应条件
因子 pH、温度和 KNO3 浓度对酶活力的影响；pH 设 3 个水平（7，8，9），温度（20 ～ 40 ℃）和 KNO3（50 ～ 250
mmol·L － 1）浓度各 5 个水平。 研究表明：酶促反应温度和 KNO3 浓度对酶活力有显著影响，而 pH 对酶活力
没有影响；海菖蒲的最佳酶促反应条件为：100 mmol·L － 1 KNO3，0． 5 mmol·L － 1 Na － EDTA、磷酸缓冲液
（pH ＝ 8． 0）、10 mmol·L － 1葡萄糖和 w ＝ 0． 5％的正丙醇；温度为 30 ℃ 。 在最佳酶促反应条件下，海菖蒲叶、
根和茎的鲜质量组织中硝酸还原酶活力大小分别为：1． 01，0． 08，0． 001 μmol·g － 1·h － 1。
关键词：海草；海菖蒲；硝酸还原酶；活体法
中图分类号：Q 178． 53　　　　文献标志码：A

海草是海洋中广泛分布的一种真正的高等被子植物，不但能通过叶片吸收、同化海水中硝酸盐，而且
能通过根吸收、同化底质中硝酸盐［1］ 。 全球共有海草 12 属 50 多种，其中 20 多种［2］分布在南中国海。 硝
酸还原酶是植物硝酸盐同化作用中的一种限制性酶，其酶活力与植物同化硝酸盐的速率成正比，常被作
为衡量植物吸收、同化硝酸盐速率的生化指标。 因此，对海草体内硝酸还原酶进行研究，了解硝酸盐的吸
收和同化过程，并进一步应用于海洋环境的生态修复均具有重要意义。 到目前为止，国内外对海洋植物
硝酸还原酶的研究大多集中在海藻的研究上，如：Ulva rigida［3 － 4］，Laminaria saccharina［5］，Laminaria digita-
ta［6］，Fucus gardneri［7］，Gracilaria tenuistipitata［8］，Gracilaria chilensis［9 － 10］和 Ulva lactuca［11］等，而对海草硝
酸还原酶的研究却很少，国内没有相关的研究报道，国外也仅报道了 3 种海草，如 Halophila stipulacea［12］，
Zostera marina［1 － 13］，Zostera noltii［14］ 。 海菖蒲（Enhalus acoroides）是一种大型海草，我国主要分布在南海，
特别是海南岛周边海域。 笔者对海菖蒲不同组织的硝酸还原酶活力进行了基础性研究，旨在为海菖蒲的
保护、利用和其他相关研究提供参考。
1　材料与方法

1． 1　材料来源和样品处理　海菖蒲样品取自海南陵水新村湾（18°24′42″N ，109°57′58″E），用清洁海水
清除样品上的海泥和附生植物，分装入样品瓶，液氮冷冻保鲜，送回实验室。 实验前，用高温消毒的海水
再一次清洗样品组织，用滤纸吸干表面的水分，分根、茎、叶 3 部分，切成长度约为 0． 1 cm的片段，待用。
1． 2　硝酸还原酶活力的测定　硝酸还原酶活力采用活体法测定，主要参考文献［1，3，14］的方法，并对其
中的酶促反应条件进行了优化。 取 1 个 20 mL的小烧瓶装入 10 mL的酶促反应液，往烧瓶充入 2 min 的
氮气，把称重好的样品（0． 5 g）放入瓶中，抽成真空，再充氮气 2 min（抽真空到充氮气的过程重复 2 次），
立刻密封，在暗黑条件下，水浴保温 2 h，然后，从中取反应液 1 mL 放入 1 支干净试管，加入 1 mL w ＝



0． 1％（c（HCl）＝1 mol·L － 1溶液配制）的磺胺溶液、1 mL w ＝ 5％（c（HCl）＝1 mol·L － 1溶液配制）的萘基
乙烯胺溶液和 2 mL去离子水，摇匀，水浴保温 30 min，4 000 r·min － 1离心，取上清液 540 nm 比色测定。
硝酸还原酶活力用 μmol·g － 1·h － 1（样品为鲜质量）表示。 每种组织设 5 个重复实验。 酶促反应液包括：
KNO3 0． 5 mmol·L － 1 Na － EDTA、磷酸缓冲液（Na2HPO4 － NaH2PO4）、10 mmol·L － 1葡萄糖和 w ＝ 0． 5％的
正丙醇。 溶液用去离子水配制。
1． 3　最佳酶促反应条件的确定　为了确定海菖蒲硝酸还原酶酶促反应的最佳条件，选取对酶活力影响
最大的 3 个因子，即：pH、温度和 KNO3 浓度进行试验，其中 pH设 3 个水平（7，8，9），其余 2 个因子分别设
5 个水平（t：20 ～ 40 ℃；KON3：50 ～ 250 mmol·L － 1）。 酶促反应的基本条件为：30 mmol·L － 1 KNO3、0． 5
mmol·L － 1 Na － EDTA、磷酸缓冲液（pH ＝7． 0）、10 mmol·L － 1葡萄糖和 w ＝ 0． 5％的正丙醇；t：22 ℃（自然
海区水温）。 首先确定 pH水平，然后在此基础上确定其他 2 个因子的水平。 海菖蒲不同组织的硝酸还原
酶活力在确定的最佳条件下测定。 实验数据用 SPSS11． 0 统计软件分析。
2　结　果

从图 1 可以看出，在 pH ＝ 8 时，硝酸还原酶表现出了最大活力（NR ＝0． 60 μmol·g － 1·h － 1），在 pH ＝
7 或 9 时，硝酸还原酶活力（NR ＝0． 57 和 0． 58 μmol·g － 1·h － 1）稍低于 pH ＝ 8 时的水平，但方差分析表
明三者间无显著差异（P ＞ 0． 05）。

酶促反应温度对硝酸还原酶活力的影响非常明显（图 2），在 20 ～ 30 ℃的范围内，随着温度的上升硝
酸还原酶活力也呈增加趋势，在 t ＝ 30 ℃时，出现最大酶活力（0． 84 μmol·g － 1·h － 1），以后随着温度的进
一步增加，酶活力开始下降，最小酶活力出现在 t ＝ 40 ℃的测试水平（0． 4 μmol·g － 1·h － 1），明显低于其
他测试浓度（P ＜ 0． 05）。

图 3 显示了在最适 pH和温度条件下，酶促反应液中 KON3 的浓度对硝酸还原酶活力的影响。 在所有
被测试浓度水平，硝酸还原酶活力都保持了较高水平；当 KON3 浓度 ＜ 100 mmol·L － 1时，酶活力和 KON3
浓度之间呈现了明显的正相关，酶活力峰值出现在 KON3 浓度为 100 mmol·L － 1时（1． 08 μmol·g － 1·
h － 1）；当 KON3 浓度大于 100 mmol·L － 1时，KON3 浓度的增加并未对酶活力产生明显影响（P ＞ 0． 05）。

在最佳酶促反应条件下（100 mmol·L － 1 KNO3、0． 5 mmol·L － 1 Na － EDTA、磷酸缓冲液（pH ＝ 8． 0）、
10 mmol·L － 1葡萄糖和 w ＝ 0． 5％的正丙醇；t：30 ℃），海菖蒲叶、根和茎组织中硝酸还原酶活力大小分别
为：1． 01，0． 08 和 0． 001 μmol·g － 1·h － 1（图 4）。

pH t ／ ℃
图 1　测定液 pH 对硝酸还原酶活力的影响 图 2　测定温度对硝酸还原酶活力的影响

KNO3 ／ （mmol· － 1）
图 3　测定液 KON3 浓度对硝酸还原酶活力的影响

图 4　海菖蒲叶、根和茎组织中硝酸还原酶活力
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3　讨　论

研究植物硝酸还原酶活力的方法有 2 种，即离体法（In vitro assay）和活体法（In vivo assay），这 2 种方
法已被广泛应用到对海洋藻类硝酸还原酶活力的研究中［15］ 。 然而，对海草而言，离体法并不适用［13］，一
是因为离体法在测定硝酸还原酶活力时，其结果明显受酶提取条件的影响，而酶的提取条件具有种的特
异性，大大增加了测定的复杂性；二是前人发现用该法对几种海草的硝酸还原酶活力的测定结果偏低，且
实验结果的可重复性差；因此，在海草硝酸还原酶活力的研究中多数采用的是活体法。

在硝酸酶还原酶测定过程中，对于不同的植物而言，其最佳酶促反应条件存在差异性，只有在最佳酶
促反应条件下，才能测定出植物硝酸还原酶最大酶活力，反应其对硝酸盐的真实吸收、同化能力。 先前对
影响海草硝酸还原酶活力的酶促反应条件因子研究较多的是 pH、温度和 KNO3 浓度。 Roth等［1］对 Z． ma-
rina硝酸还原酶最佳酶促反应条件进行了研究，在室温条件下（22 ℃），其最佳酶促反应所需 KNO3 浓度

为 60 mmol·L － 1，pH ＝7． 0 和 w ＝ 0． 5％正丙醇。 Doddema 等［12］对 H． stipulacea 和 Alexandre 等［14］对 Z．
noltii的研究，揭示这 2 种海草硝酸还原酶活力对酶促反应中的 pH 变化不敏感，而温度的变化会使 Z．
noltii硝酸还原酶活力发生显著波动，其最大酶活力出现在 20 ～ 35 ℃的范围内。 在本实验中，pH 对酶活
力的影响与前人研究大致相同，虽然在 pH ＝ 8 时表现出最大酶活力（图 1），但与其他测试水平相比并无
显著差异（P ＞ 0． 05）；硝酸还原酶活力对酶促反应温度非常敏感（图 2），在 20 ～ 30 ℃的范围内，随着温度
的上升酶活力也快速增加，在 t ＝ 30 ℃时，出现最大酶活力，以后随着温度的进一步增加，酶活力开始下
降，最小酶活力出现在 t ＝ 40 ℃的测试水平，明显低于其他测试浓度（P ＜ 0． 05）；另外，酶活力的大小也依
赖酶促反应液中 KNO3 浓度水平，当 KNO3 浓度小于 100 mmol·L － 1时，海菖蒲硝酸还原酶活力与 KNO3
浓度成正相关，而当 KNO3 大于 100 mmol·L － 1时，KNO3 浓度的增加对酶活力无显著影响（P ＞ 0． 05），酶
活力的峰值出现在 KNO3 浓度为 100 mmol·L － 1左右（图 3）。 因此，海菖蒲硝酸还原酶酶促反应最佳的
KNO3 浓度为 100 mmol·L － 1，pH ＝8． 0，t ＝ 30 ℃。

对陆生植物而言，硝酸盐是首要的氮源，但硝酸盐首先必须被还原成为氨盐才能被利用，而且大量研
究表明，陆生植物的根对硝酸盐的吸收经常受到限制。 因此，大多数陆生植物叶片内的硝酸还原酶活性
比其他组织高，如小麦叶片中硝酸还原酶活力为 5 μmol·g － 1·h － 1 ［17］，大豆叶片则高达 10 ～ 22
μmol·g － 1·h － 1 ［18］ 。 与之相比，水生植物既能通过根吸收底基的硝酸盐，也能通过叶片从水体中吸收硝
酸盐，在多数情况下，底基中可以直接被植物利用的氨盐浓度水平较高，基本上能满足植物生长对氮的需
求。 即使这样，研究水生植物不同组织中硝酸还原酶的活力大小也是必要的，因为它不仅能反映该植物
对硝酸盐吸收、同化的潜在能力，也能揭示其生境中的硝酸盐浓度水平，为物种的保护、利用提供理论依
据。 对海草不同组织中硝酸还原酶活力的研究始于 20 世纪 80 年代。 在已研究过的 3 个海草种类中，H．
stipulacea所有组织硝酸还原酶活力均小于 10 nmol·g － 1·h － 1，根中的硝酸还原酶几乎可以忽略不计［12］；
Z． marina叶中硝酸还原酶活力为 600 nmol·g － 1·h － 1，根为 50 nmol·g － 1·h － 1 ［1］；Z noltii 叶中硝酸还原
酶活力最高达 4 μmol·g － 1·h － 1，而根只有 0． 2 μmol·g － 1·h － 1（样品为干质量）［14］；本研究中，E．
acoroides中硝酸还原酶活力依次为叶 ＞根 ＞茎（叶、根、茎分别为：1． 01，0． 08，0． 001 μmol·g － 1·h － 1。 尽
管从上述这些研究中无法准确比较它们之间硝酸还原酶活力的高低（因为测定条件和测定方法不同），但
可以得出一个共同的结论：在同种海草中，硝酸还原酶活力叶 ＞根 ＞茎，海草氮源的主要提供者为底基氨
盐，而硝酸盐作为补充形式主要是通过叶片从海水中获取，海草的根和茎对硝酸盐几乎没有吸收作用，特
别是茎。
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Studies on Nitrate Reductase Activity in Different Tissue
of Enhalus acoroides

WANG Xiao-bing1，2，BAI Yang1，HUANG Bo2，3
（1． Tropical Bioresources of Education Department Laboratory，Hainan University，Haikou 570228，China；
2． College of Material Science and Chemical Engineering，Hainan University，Haikou 570228，China；

3． Ocean College，Hainan University，Haikou，570228，China）

Abstract： An in vivo method was used to determine the Nitrate reductase （NR）activity in the different tissue from
Enhalus acoroides in the Xincun Bay of Hainan Island． The effects of pH of the assay media（7，8 and 9），tempera-
ture （5 ℃ steps，from 20 to 40 ℃）and KNO3 concentrations（50 mmol·L － 1 steps，from 50 to 250 mmol·L － 1）
on leaf NR activity were tested． The results indicated that both assay temperature and KNO3 concentration had a
significant effect on NR activity，but pH not；the optimal assay medium contained 100 mmol·L － 1 KNO3，
0． 5 mmol·L － 1Na-EDTA，phosphate buffer （pH ＝8． 0），10 mmol·L － 1 glucose，0． 5％（v：v）1-propanol，and at
30 ℃． NR activity in leaves was 1． 01 μmol·g － 1·h － 1，0． 08 μmol·g － 1·h － 1 in roots and 0． 001 μmol·g － 1·
h － 1 in shoots under the optimal assay medium conditions．
Key words： seagrass；Enhalus acoroides；nitrate reductase；in vivo method
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