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不同氮源对大豆硝酸还原酶和谷氨酰胺合成

酶活性及蛋白质含量的影响
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摘要　利用硝态氮(NO3
--N)、铵态氮(NH4

+-N)及混合态氮对 4 个栽培大豆品种结荚期植株

进行诱导处理 ,研究不同氮源对叶片硝酸还原酶(NR)、谷氨酰胺合成酶(GS)活性以及子粒蛋白质

含量的影响 。结果表明 , NO3
--N 增加 4个品种 NR活性效果最好 , 其次是混合态氮 ,而 NH4

+

-N 的效果较差 。从 4个品种叶片的 GS 活性看 ,混合态氮和 NH4+-N 的处理效果好 , 而 NO3
-

-N 的效果差;三种氮源处理 4个基因型的子粒蛋白质含量都有不同程度的增加 ,增加的顺序与提

高 NR活性的顺序相同 。说明施用三种氮肥能增加大豆品种子粒的蛋白质含量 ,而以施用硝酸钾

的效果最佳。相关分析表明 , 大豆叶片 NR活性与子粒蛋白质含量之间呈极显著正相关 (r=

0.663＊＊), 可以把结荚期叶片的硝酸还原酶活性作为选择高蛋白大豆材料的参考指标之一 。
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　　众所周知 ,大豆等豆科植物虽然能通过固氮途

径利用环境中的氮 ,但 NO3
-
的同化则是其主要获

氮途径
[ 17]
。硝酸还原酶(Nitrate reductase , NR)是

NO3
-同化步骤中的第一个酶 ,也是整个同化过程的

限速酶 ,在植物氮素代谢过程中起关键作用[ 9 , 15] 。

植物吸收利用环境中的 NO3
- ,需经过两个同化反

应步骤:首先由 NR 把 NO3
-还原为亚硝态氮

(NO2
-),然后再由亚硝酸还原酶把 NO2

-还原为

NH4
+
,才能进一步掺入氨基酸及蛋白质的合成

[ 15]
。

氨的初始同化发生在 GS/GOGAT(谷氨酸合成酶)

循环中 ,它承担着氮代谢的中心作用[ 16] ,而谷氨酰

胺合成酶(Glutamine synthetase , GS)是处于氮代谢

中心的多功能酶 ,参与多种氮代谢的调节[ 7] 。一些

学者研究认为追施外源氮素能够提高植物叶片 NR

和GS的活性[ 2 ,4] 。王月福等[ 7]报道纯氮对提高冬

小麦叶片 NR和GS的活性以及子粒蛋白质含量有

促进作用 。柴小清等[ 4] 研究发现 NO3
--N 和

NH4
+-N 能够显著提高小麦 GS及 NR的活性 ,而

对大豆的这两种酶活性及子粒蛋白质含量有何影响

迄今罕见报道。本研究通过对结荚期大豆植株施用

NO3
-
-N 、NH4

+
-N 及混合态氮 ,分析不同形态氮

对大豆 NR和 GS 活性及子粒蛋白质含量的影响 ,

为大豆优质育种和科学栽培提供参考依据 。

1　材料与方法

1.1　材料

选用中国科学院遗传发育所培育的 4个栽培大

豆品种科新 3 号(KX3)、特大粒(TDL)、8904 和

9103 ,种植于本所试验场 ,分别用硝酸钾 KNO3 、硫

酸铵(NH4)2SO4 和硝酸铵 NH4NO3 溶液(浓度均为

100mmol/L)对结荚期植株进行灌根处理 ,以水处理

为对照 ,设三次重复 ,每处理随机选 5株挂牌标记 ,

诱导 48h ,每株各取一片展开功能叶混合(约 2g)迅
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速过液氮冷冻 ,放-80℃冰柜保存备用 。

1.2　方法

1.2.1　NR活性的测定

称取 0.5g 大豆叶片 , 加 5m l HEPES 提取液

(20mmol/ L HEPES , 5mmol/ L EDTA , 5mmol/ L 半

胱氨酸 ,pH7.5),冰浴研磨成匀浆。4℃下 3000rpm

离心 15min ,上清液即酶的粗提液用于 NR 活性的

测定 ,具体测定方法参照文献[ 1] 。

1.2.2　GS 活性的测定

称取 0.5g 大豆叶片 ,加 3ml提取缓冲液(0.05

mol/L Tris , 2mmol/L MgSO4.7H2O , 2mmol/L

DTT ,0.4mol/L 蔗糖),冰浴研磨成匀浆。4℃下

14000rpm 离心 20min ,上清液即为酶的粗提液用于

GS活性的测定 ,具体方法参照文献
[ 5]
。

1.2.3　子粒蛋白质含量测定

收获挂牌单株子粒 ,利用 FOSS-1255 型近红

外谷物品质分析仪测定每处理 5株子粒的蛋白质含

量 ,统计分析其平均值。

2　结果与分析

2.1　叶片硝酸还原酶(NR)活性分析

不同氮源诱导处理 4个大豆基因型的 NR活性

变化(三次重复平均值),结果见图 1。

图 1　不同氮源处理大豆叶片 NR的活性

Fi g.1　Activities of NR in leaves of soybean

geno types induced with different nitrogens

从图 1可以看出 ,不同氮源处理不同大豆基因

型的 NR活性具有明显差异。KNO3 诱导 4个品种

的NR活性均最高 ,明显高于水处理组;(NH4)2SO4

处理时 ,4个基因型的 NR活性都较低 ,均与 CK 组

接近;NH4NO3 诱导处理 4个基因型的 NR活性介

于前两种 N 源之间 ,而对 KX3 的效果较好。表明

NO3
--N 诱导能明显提高 4个大豆品种的 NR活

性 ,其次是混合态氮 ,而 NH4
+
-N的效果较差 。

2.2　叶片谷氨酰胺合成酶(GS)活性分析

将 4个大豆基因型在不同氮源诱导下的 GS 活

性(三次重复平均值)绘制成图 2。

图 2　不同氮源诱导大豆叶片 GS 的活性

Fi g.2　Activities of GS in leaves of soybean

genotypes induced with different nitrogens

从图 2结果显示 ,三种氮源诱导均能提高 4个

大豆基因型的 GS 活性(均高于 CK 组), 4 个品种

GS 活性的增加趋势完全一致。但是不同氮源处理

的效果是不同的 ,混合态氮和 NH4
+
-N 诱导的 GS

活性较高 ,而 NO3
-
-N 处理的活性较低。

2.3　子粒蛋白质含量分析

三种 N源和水处理 4 个大豆基因型的子粒蛋

白质含量(三次重复平均值),见图 3。

图 3　不同氮源处理大豆品种子粒的蛋白质含量

Fi g.3　Seed protein contents of soybean genotypes

induced w ith different states of nitrogens

从图 3得知 ,在不同氮源诱导下 , 4个大豆品种

的蛋白质含量均有不同程度的增加 ,同一品种的不

同氮源处理 ,子粒蛋白质含量均是 KNO3>NH4NO3
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>(NH4)2SO4>H2O(CK),三种 N 源处理所增加的

蛋白含量均未达到显著水平。此外 ,以三重复平均

值为基本单位的相关分析表明 , NR活性与蛋白质

含量呈极显著正相关 ,相关系数为 r=0.663
＊＊
。

3　讨论

本研究表明 ,硝态氮处理 4 个大豆基因型的

NR活性明显高于另两种氮源处理 ,可能与 NO3
-
是

NR的底物和诱导剂有关 ,而 NH 4
+
-N 处理效果差

可能是 NH4
+作为 NO3

-两步还原反应的终产物所

产生的反馈抑制作用所致。而混合态氮诱导的 NR

活性低于 NO3
--N 诱导 ,如同封克等[ 8] 分析的那

样 ,当 NO3
--N 与 NH4

+-N 同时存在时 , NH4
+

会抑制 NO3
-
的跨膜吸收 ,或者影响叶片 NR活性

而造成体内 NO3
-
积累 ,产生反馈抑制作用。

不同形态 N素对植物体内的 GS活性有不同影

响。一些人[ 12] 认为 NH4
+-N 对高等植物及蕨类

的GS活性有促进作用 ,本研究认为 ,不同氮源均能

提高大豆GS活性 ,而NH4
+-N的处理效果更为明

显。因为 NH4
+-N 是 GS 的底物 ,可以促进 GS 活

性的提高。而混合态氮处理大豆 GS 活性比 NO3
-

-N 高 ,或许是由于 NR的存在使得 NO3
--N 间

接地促进 GS 活性的提高[ 6] 。

在植物 NR活性与蛋白质含量的关系方面 ,国

内外学者进行过许多研究 ,结论很不一致。李豪

哲[ 2]等提出把大豆叶片 NR活性作为蛋白质育种的

生化指标 。Hageman[ 14]等以玉米为材料研究表明 ,

叶片 NR活力与蛋白质含量之间存在显著的正向相

关性 ,也主张将 NR活力作为蛋白质含量的生化指

标。许多学者报道了燕麦[ 11] 、南瓜[ 13] 和大麦[ 10] 等

植物的蛋白质含量和 NR活性通常具有重要的相关

性。但是 ,也有一些人[ 17]研究认为 NR活性与蛋白

质含量相关不显著 ,朱长甫[ 3]等研究认为大豆子粒

蛋白质与叶片 NR活性呈显著负相关 。本研究显

示 , NR活性与蛋白质含量呈极显著正相关 ,与李豪

哲等人的结果相同。因此我们认为 ,可以把大豆结

荚期功能叶片的硝酸还原酶活性作为选择高蛋白材

料的参考指标之一。
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EFFECTSOF DIFFERENT NITROGENSON ACTIVITIES OF NITRATE

REDUCTASE , GLUTAMINE SYNTHETASE AND SEED PROTEIN

VONTENTS IN SOYBEAN VULTIVARS
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Abstract　Effects of different nitrogens(NO3
--N ,NH4

+-N , NO3
--NH4

+)on nit rate reductase (NR)and

g lutamine synthetase(GS)activities , and seed protein contents of soybean cultivars during pod-bearing period

w ere investigated.The experimental results indicated that NR activities of leaves in four soybean geno types

treated by NO3
--N were obviously enhanced.However , NR act ivities of these genotypes treated by NH4

+-

N were the low est in three kinds of nit rogens.GS act ivit ies induced by NO3
--NH4

+ and NH4
+-N were re-

markably increased.Seed protein contents of four genotypes induced by three kinds of ni trogens were higher

than those done by H2O(CK).The correlation between leaf NR activity and seed protein content w as ex tremely

signif icant(r=0.633＊).Hence it is suggested that high N R activity in soybean leaves should be one of bio-

chemical index fo r selecting soybean germplasms wi th seed high protein.

Key words　Soybean;Nitrate reductase;Glutamine synthetase;Seed protein content
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