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桤木叶片中 NO 与硝酸盐还原系统
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摘要: 在桤木生长期间, 叶片中的一氧化氮( NO )含量和一氧化氮合成酶( NOS )活力随生长而变

化, 即生长初期水平较低,以后逐渐升高 ,生长高峰期达到最高值, 随后在叶片开始衰老时下降。硝

酸还原酶( NR )和谷氨酰胺合成酶( GS)的活力变化与 NOS 活力的变化类似, 但 NR 活力高峰出现

比 NOS 早,而 GS 活力高峰期在NOS 之后。用NO 处理, 叶片中NO 含量和 NOS 活力都有所增加,

但 NR 活力只在幼苗中表现增加, 而在离体枝条的叶片中则下降。在 NO 处理时供给枝条0. 05 mol

·L - 1KNO 3溶液,可明显提高叶片中的 NR 活力。如只用 KNO 3 溶液诱导处理,除 NR 活力增加

外, 也能提高叶片中的 NO 含量和NOS 活力。这表明NO 和 NOS 与NR、硝酸盐还原系统有一定联

系。
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　　一氧化氮( NO)是大气污染的成分之一,常以氮氧复合物的形式( NO x + NO)出现。它与臭

氧和二氧化硫等气体污染物一样,对生物体具有明显的伤害作用。近年来,在动物和医学方面

的研究发现, NO具有奇妙的二重性。它一方面作为活性氮自由基具有细胞毒性, 干扰鸟氨酸

循环
[ 1]

; 另一方面它是一种气体信使分子, 能传导神经递质
[ 2, 3]
、调节行为和保持长时记忆

[ 4, 5]
。

因此对 NO 的研究成为国内外生化研究的热点之一。

在植物的研究上初步表明, NO在生长发育中也具有二重性。其既有伤害作用的一面, 又

具有利于生长的一面。Leshem 等
[ 7]研究指出,低浓度的 NO能促进豌豆( Pisum satium Linn. )

叶圆片的增长,而高浓度的 NO 则抑制生长。NO 与乙烯也有密切关系[ 6]。

硝酸盐还原系统是植物氮素同化的重要还原系统。硝酸还原酶( NR)是氮素同化的关键

酶,与树木的生长呈正相关
[ 8]
。NO 与NR 的氮素同化系统有何关系,尚不清楚。本文以非豆科

固氮树种——四川桤木( A lnus cremastogyne Burkill)为材料,研究 NO在桤木中的形成和变化

及其与硝酸盐还原系统的关系, 以期从硝酸盐还原方面阐明 NO在树木中的生理作用。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

以四川桤木幼苗( 6个月龄)和幼树( 1年生和 2年生)作材料。
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NO 变化规律的分析测定采用 1年生幼树,在 5～10月分别取其顶部成龄叶片(顶起第 3

片)进行 NO 含量和有关酶活力的测定。每月取 1次样,每个测定项目取6株树的叶片,分单株

制样、测定。对不同叶龄叶片的比较测定, 按叶片不同着生部位取样测定。

NO 处理试验采用 2年生幼树和幼苗。在生长旺盛期( 7月份)取幼树的带叶小枝插入盛有

水或 0. 05 mol·L
- 1

KNO 3溶液的细口瓶中,置于透明的反应室( 36 dm
3
)内。试验前抽去反应

室内气体,同时充入经过焦性没食子酸和亚硫酸氢钠双重过滤的空气,以降低反应室气体中的

氧分压。试验材料经过不同浓度的 NO和不同时间处理后,取顶部成龄叶片进行分析测定,每

个处理 10个小枝。以幼苗试验时,直接将土杯苗置于反应室内,每个处理 5株苗,取成龄叶片

(鲜样)进行分析测定。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　NO发生方法　按照 Leshem 和Haram aty 方法[ 7] ,即根据化学反应式 2KNO 2+ 2KI+

2H2SO 4→2NO + I2+ 2K 2SO 4, 先制备 A 液( 0. 1 mo l KI + 0. 1 m ol H2SO 4 )和 B 液( 50 mol

KNO 2 ) ,试验时将 B 液注入 A 液进行反应。反应完全产生的 NO 摩尔数等同于反应 B 液的

KNO 2摩尔数。

1. 2. 2　NO含量测定　采用亚硝酸盐法,利用磺酰胺和萘乙二胺显色,在波长 520 nm 下测定

光密度。

1. 2. 3　N O合成酶( NOS)活力测定　采用精氨酸氧化法, 以精氨酸作底物, NADPH 作辅酶,

测定产生的 NO。酶活力以 molNO·g
- 1·h

- 1表示。

1. 2. 4　硝酸还原酶( NR)活力测定　按文献[ 9]方法。测定前不进行诱导处理。

1. 2. 5　谷氨酰胺合成酶( GS)活力测定　基本按黄维南方法[ 10]。

2　结果与分析

2. 1　桤木不同叶片中的 NO含量和 NOS 活力比较

在桤木不同发育程度的叶片中都可以检测到NO 含量和NOS 活力,而且表现出明显的差

异。在刚展开的叶芽中 NO含量甚微;随着叶片的生长, NO的浓度明显提高;成龄叶中略有下

降,到叶片开始角质化时明显减少。NOS 活力的变化趋势为幼嫩叶片中较低,成龄叶片中较

高,而角质化叶片中明显下降(表 1)。从表 1可以看出,在不同叶片中 NO 的变化趋势基本与

NR活力的变化趋势相同,均在生长活跃的幼叶中水平较高。

表 1　桤木不同叶片中 NO含量和 NOS、NR 活力的比较

叶片类型
NO/

( nmo l·g- 1)

NOS/

( nmo l NO·g - 1·h- 1)

NR/

( mol NO-
2 ·g - 1·h- 1)

叶片形态特征

芽　叶 微量 351 0. 79 黄绿色,长×宽 3. 0 cm×2. 0 cm

幼叶( 1) 145 355 1. 23 黄绿色,长×宽 6. 0 cm×3. 5cm

幼叶( 2) 133 558 1. 20 浅绿色,长×宽 9. 0 cm×5. 5 cm

成龄叶( 1) 100 606 0. 60 绿色,长×宽 9. 5 cm×5. 5 cm

成龄叶( 2) 125 770 0. 34 绿色,长×宽 11. 0 cm×8. 0 cm

角质化叶 72 498 0. 29 深绿色,长×宽 10. 0 cm×5. 5 cm
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图 1　桤木叶片中 NO 含量的变化

2. 2　桤木生长期间 NO含量和 NOS及 NR活力的

变化

桤木在浙江富阳地区的生长期一般在 4～11

月,以后叶片便逐渐黄化脱落。在幼树( 1年生)的成

龄叶中的NO 含量从 5～7月不断增加,以后则迅速

下降(图1)。在生长旺盛期( 7月)叶片中的NO 含量

最高,为 3. 3 mo l·g
- 1

,比生长初期的( 5月)叶片

中的N O含量增加 2. 3倍。这表明 NO在桤木生长

过程中起一定的作用。可能适当的 NO浓度有利于

桤木的生长。

在桤木生长期 NOS 活力变化趋势与 N O的变

化相同,均以生长旺盛期( 7月)的水平最高。在生长

旺盛期叶片中的 NOS活力为 2. 4 mo l NO·g - 1·

h- 1,比生长初期增加了1. 1倍。从 7月下旬开始,由于高温干旱,桤木生长受到明显的影响,酶

活力难以测定。到 9月中旬生长有所恢复,但 NOS活力仍相当低(图2)。这也表明 NOS对内

源 NO 水平有一定的调节作用。

图 2　桤木生长期间 NOS、NR和 GS活力变化

　　从图 2还可以看出, NR活力在生长初期( 5月)很低,但到 6月份增加了 7. 6倍, 7月份仍

保持较高的活力, 随后逐渐降低。作为硝酸盐还原系统后续的 NH+
4 同化酶——谷氨酰胺合成

酶( GS)活力也是从生长初期逐渐增加,其活力高峰出现在 9月中旬,至 10月份又下降到生长

初期的水平。这表明 NR、GS 和 NOS 3种酶在桤木生长过程中都起着一定的作用。

2. 3　NO处理对 NOS和 NR活力的影响

以 100 mo l·g
- 1

NO 处理幼苗和幼树( 2年生)的枝条对叶片内源的N O含量和 NOS 及

NR 的活力产生不同的影响(图 3)。处理 5 min, NO 含量和 NOS、NR活力都有所提高,随后

NO基本保持这一水平。NOS和 NR活力的变化在幼苗和离体枝条中有所不同。在幼苗中,用
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NO 处理 10 m in以后 NOS 和 NR活力都表现出缓慢的增加趋势; 而在离体枝条的叶片中,

NOS和 NR 活力在处理 10 min以后基本呈下降趋势。这表明低浓度 NO 短时间处理能提高

NR活力,有利于生长。

——幼苗; ●——离体枝条

图 3　NO 不同处理时间对NOS 和NR 活力的影响

用更低浓度( 5～30 m ol·L
- 1) NO 处理 10 min, 均能提高离体枝条叶片中的 NO 含量,

以5 mo l·L
- 1浓度的 NO处理的效果最显著;在 5～30 mol·L

- 1
NO 处理时, NOS活力均

有显著增加; NR 活力仅在 5～10 mol·L
- 1

N O 浓度下表现增加, NO 浓度高于 10 mol·

L - 1处理 10 m in时, NR 活力下降(图 4)。低浓度 N O短时间处理能提高桤木叶片中 NR 和

NOS活力这一现象,反映出 NO 可能起着某种信息传导或诱导因子的作用。

图 4　不同浓度 NO 处理对NOS 和NR 活力的影响

2. 4　硝酸盐诱导处理对 NO和NOS的影响

用 KNO 3溶液处理,不仅提高了叶片中的 NR活力,且提高了 NOS 和 NO的水平。用 10
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mol·L
- 1

NO 处理 30 min,叶片中 NO 浓度有所增加,但 N OS 活力并未增加, 而 NR活力则

明显下降(表 2)。

表 2　KNO3 处理对桤木叶片中 NO和 NOS活力的影响

处　　理　　
NR/

( nm ol NO-
2 ·g- 1·h- 1)

NOS/

(n mol NO·g - 1·h- 1)

NO/

( nm ol·g- 1)

CK 448 516 35

KN O3( 0. 05 mol·L- 1) 638 669 66

NO(10 mol·L- 1) 262 521 60

NO+ KNO 3 563 591 85

　　在用 NO 处理的同时供给 KNO 3 ,不仅提高了 NR活力, 而且也使 NOS 和 NO 水平明显

提高。这表明NR 活力的提高对叶片内NO 和 NOS 的水平也有一定的调节作用。叶片保持高

NR活力的生理状态较能适应外源 NO 的影响。

3　讨　论

　　植物体内的 NO是由 NOS在 NA DPH 的参与下, 使精氨酸氧化成瓜氨酸时而产生的 [ 7]。

在硝酸盐还原过程中也产生 NO, 但很快被继续还原[ 13]。通常在植物体内 NO 的含量很低, 当

植物受到大气中 NO x 污染或进行 NO 胁迫时,生长受到抑制, 主要是植物体内的 NO浓度迅

速增加,引起组织和器官的伤害。桤木用低浓度( 5～10 mol·L
- 1

) NO 进行短时间处理( 5～

10 min)对生长有利。这与NO 增加豌豆叶圆片生长的结果一致
[ 7]
。桤木生长旺盛期叶片中含

有较高的NO 和 NOS活力表明, 在其体内保持适当的 NO 浓度对生长是有益的。

NR在硝酸盐还原系统中起关键作用。NR把硝酸盐逐步还原成 NH
+
4 ( NO

-
3→NO

-
2 →NO

→⋯→NH
+
4 ) , 而 GS 又把 NH

+
4 同化为谷氨酰胺并参与氨基酸循环

[ 13]
,所以 NR 活力与树木

生长呈正相关 [ 8]。较高浓度的 NO 处理或处理时间过长,使叶片中NR活力受到明显抑制甚至

引起伤害。但在NO 处理时用 KNO 3诱导 NR活力,也能提高 NOS活力和内源 NO浓度,表明

桤木在正常的生长中需要维持适当的 NO 浓度和 NR 活力。NO 对 NR活力有一定的调节作

用,而 NR活力的变化对 NOS和 NO 的水平也产生影响。在植物硝酸盐还原系统中, NO与亚

硝酸还原酶还原的产物形式相同,所以NO 对 NR的调节不是参与还原系统,很可能是起着一

种诱导信号的作用。
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Study on Relationship between Nitric Oxide and Nitrate Reduction

in Leaf of Alnus cremastogyne

SU Meng-yun, WU Zhu-hong
( T he Research Inst itute of S ubt ropical Fores t ry, CAF, Fu yang　311400, Zhejian g, China)

Abstract: The nit ric ox ide ( NO ) content and nit ric ox ide synthase ( NOS ) act ivity in

seedlings varied with the grow ing period of A lnus cremastogyne . In the initial stag e, NO

content and NOS activity w er e low . They gradually r aised unt il the peak o f the grow th.

When leaf began aged, the NO content and NOS act ivity turned to low level. The changes o f

nit rate reductase ( NR) and g lutam ine synthase ( GS) act ivit ies in g row ing period w ere

sim ilar to the NOS, but the max im um act ivity of NR appear ed ear lier than that of NOS. T he

fo rmer w as in June and the lat ter w as in July . GS maxim um act ivity appear ed in September.

When leavies w er e dir ect ly exposed to NO ( 5～30 mol·L
- 1

) , NO content and NOS act ivity

appear ed obv ious increase. NR act ivity in seedling leaf ( in vivo ) raised, and in young tree

leaf ( in vit ro) reduced. T reated w ith NO the nit rate reductase ( NR) act ivity in br anch’s leaf

cult ivated in KNO 3 solut ion ( 0. 05 m ol·L
- 1

) obviously raised. If branch w er e direct ly

cult ivated in KNO 3 solut ion, NO content and NOS act ivity appeared increase except for NR

act ivity. The results show ed that there exist r elat ionship betw een the level o f NO and NOS,

and g row ing o f A . cr emastogyne. NO related to nit rate reduct ion.

Key words: A lnus cremastogyne; nit ric ox ide ( NO) ; nit ric ox ide synthase ( NOS) ; nit rate

reductase( NR)
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