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细基江蓠繁枝变型对水体硝态氮变化的生理响应 
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摘要：通过静态模拟实验，比较研究了 6个硝态氮(NO3
--N)摩尔浓度水平(0，10，20，40，

60，80 µmol/L)下培养的细基江蓠繁枝变型(Gracilaria tenuistipitata var.liui Zhang et Xia) 的
丙二醛(MDA)、游离脯氨酸含量以及硝酸还原酶(NR)、超氧化物酶歧化酶(SOD)、过氧化物
酶(POD)活性的变化。结果表明，随着水体 NO3

--N 摩尔浓度的逐渐增加，细基江蓠繁枝变
型NR、SOD和 POD的活性均呈现先增加后下降的显著变化(P<0.05)，膜脂过氧化产物MDA
含量随水体 NO3

--N 摩尔浓度的变化则呈相反的趋势(P<0.05)；游离脯氨酸含量则与水体
NO3

--N 摩尔浓度呈正相关(r =0.916 1)。综合分析结果认为，单独以硝态氮为氮源时，20 
µmol/L的供氮水平能使细基江蓠繁枝变型处于相对最佳的生理状态。 
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细基江蓠繁枝变型(Gracilaria  tenuistipitata 
var. liui Zhang et Xia) 是中国热带、亚热带海区的重
要大型经济海藻，它不但具有巨大的经济利用价值，

而且还具有适应广、生长快、营养储存库大等特点。

其在海藻生物修复富营养化水域、防止海区赤潮等

方面具有独特的应用价值。因而，近年来该藻的栽

培区域和规模正在不断地扩大。研究表明，硝酸盐

是许多海区藻类生长的主要原料，藻类可利用周围

环境中的硝酸盐作为氮源，经过一系列酶的还原作

用，将硝酸盐一步步地转化成为氨氮后，成为合成

有机物质的原料[1,2] ，而以往对江蓠该方面的研究主
要集中在对水体氮盐的吸收方面[3-5]，至今尚未见到

氮营养对江蓠生理影响的有关报道。因此，开展水

体硝态氮摩尔浓度对江蓠生理影响方面的研究十分

必要。本实验以细基江蓠繁枝变型为材料，在实验

室条件下，比较研究了不同硝酸盐摩尔浓度对江蓠

硝酸还原酶活力、膜脂过氧化及抗氧化酶活性的影

响。旨在更好地为江蓠的栽培和环境修复与监测提

供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料   
实 验 用 细 基 江 蓠 繁 枝 变 型 (Gracilaria  

tenuistipitata var. liui Zhang et Xia)取自南通市某海水
养殖池塘，选择健康藻体，用镊子仔细除去表面附

着的杂藻，最后用大量消毒海水冲洗以后，放在室

内水族箱扩大培养，海水经煮沸消毒后添加 PES 加
富培养基。培养条件为 22±1℃，光照强度 4 000 lx，
光周期 12L : l 2D，盐度 21(自然海水经蒸馏水稀释)，
pH 为 8.0。在正式开始分组实验前，将江蓠在煮沸
消毒后的天然海水中(不加 PES)培养 10 d 至培养液
中 N 消耗尽后，用于正式实验用水；同时，藻体色
泽逐渐变淡黄色，使藻体呈饥饿状态。  
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1.2  实验的设计与分组  
实验设置了 6个硝态氮(NO3

--N)摩尔浓度组(0，
10，20，40，60，80 µmol/L)，每组分别设 3个平行，
氮以外的其它营养盐成分一律采用 f/2营养盐。实验
环境条件同扩大培养条件，采用 250 mL烧杯(200 mL
培养液)，每个烧杯中加入相同部位的江蓠 0.5 g。分
组后的各组江蓠在各自硝态氮摩尔浓度下先预培养

4 h，更换培养液后再光照培养 4h即进行江蓠相关生
理指标的测定，每组的 3 个平行样品分别测定并计
算其平均值和标准差，按单因子方差分析法检验各

组间的差异显著性。 
1.3  生理指标与测定方法 
硝酸还原酶(NR)，其活性的测定按常规方法[6]。

样品中 NR的活性(µg/(g.h))=X×V1/V2×W×t,其中 X为
反应液酶催化产生的亚硝态氮的质量(µg)；V1为提取

酶时加入的缓冲液体积(mL)；V2 为酶反应时加入的

粗酶液体体积(mL)；W为藻体样品鲜质量(g)；t为反
应时间(h)。 

游离脯氨酸含量，采用茚三酮显色法测定[6]。

脯氨酸的含量单位为 1 g 鲜藻体中所含脯氨酸的质
量(µg)，即 µg/g。 

丙二醛(MDA)含量，采用硫代巴比妥酸比色法
测定[6]。MDA含量的单位是 1 g鲜藻体中所含MDA
的量(µmol)，即 µmol/g。 

超氧化物酶歧化酶(SOD)活性，采用氮蓝四唑
(NBT)光化学还原法测定[6]。SOD以 1 g鲜藻体中抑
制 NBT光化还原 50％的酶量为一个酶活力单位，即
U/g。 
过氧化物酶(POD)的活性，用愈创木酚法进行

测定[6]。POD的酶活力单位为 1 g鲜质量藻体 1 min
内 A470的变化，即 OD470/（g·min）。 

2  结果 

2.1 不同硝态氮摩尔浓度对江蓠MDA含量 
的影响 

MDA含量可以反映植物遭受逆境伤害的程度。
由图 1可以看出，江蓠MDA含量随着硝态氮摩尔浓
度的变化而发生变化，当硝态氮摩尔浓度由 0 µmol/L
上升到 20 µmol/L时，江蓠MDA的含量逐渐下降至
最低至 4.38 µmol/g；而当再提高硝态氮摩尔浓度至
40-60 µmol/L 时，江蓠 MDA 的含量出现显著上升
(P<0.05)；硝态氮摩尔浓度再从 60 µmol/L上升到 80 

µmol/L时，MDA的含量上升不显著(P>0.05)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1  不同硝态氮摩尔浓度对江蓠MDA含量的影响 

Fig.1  MDA contents of the Gracilaria at different levels  

of  NO3
--N 

 

2.2 不同硝态氮摩尔浓度对江蓠 NR活性的 
影响 
将各组江蓠在不同硝态氮摩尔浓度下光照培养

0 h和 4 h后，分别测定其硝酸还原酶活性，结果见
图 2。 
由图 2可看出，在 0 h时，各组江蓠 NR活性都

维持在一较低水平，此时不同硝态氮摩尔浓度对江

蓠 NR活性的影响不明显(P>0.05)；但在各梯度硝态
氮溶液中光照培养 4 h后，江蓠 NR活性都有显著提
高，而且在不同硝态氮摩尔浓度影响下呈现出显著

性差异 (P<0.05)，其中硝态氮摩尔浓度为 20 µmol/L
时的 NR活性最高，为 40 µg /(g·h)，而当继续增加硝
态氮摩尔浓度至 40，60，80 µmol/L时的 NR活性均
有显著下降 (P<0.05)，但均显著高于无硝氮组
(P<0.05)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2  不同硝态氮摩尔浓度在不同时间对江蓠 NR 

活性的影响 

Fig.2  NR activities of the Gracilaria at different levels of 

NO3
--N and at different times 
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2.3 不同硝态氮摩尔浓度对江蓠 SOD活性影响 
SOD 可催化活性氧发生歧化反应，从而避免活

性氧对细胞的毒性伤害。由图 3 可知，硝态氮摩尔
浓度从 0 µmol/L逐渐上升到 40 µmol/L时，江蓠 SOD
活性也随之逐渐显著提高(P<0.05)；但当硝态氮摩尔
浓度继续上升至 60 µmol/L时，江蓠 SOD活性出现
极显著下降(P<0.01)，再继续增加硝态氮的摩尔浓度
至 80 µmol/L时，江蓠 SOD趋于平稳(P>0.05)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图3  不同硝态氮摩尔浓度对江蓠SOD活性的影响 

Fig.3  SOD activities of the Gracilaria at different levels 

of  NO3
--N  

 

2.4 不同硝态氮摩尔浓度对江蓠 POD活性 
的影响 

POD是植物体内清除 H2O2的活性酶。由图 4可
看出，硝态氮摩尔浓度从 0 µmol/L上升到 20 µmol/L
时，江蓠 POD 活性缓慢上升(P>0.05)，后随着硝态
氮摩尔浓度的继续上升江蓠 POD活性呈显著下降的
趋势(P<0.05)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4  不同硝态氮摩尔浓度对江蓠 POD活性的影响 

Fig.4  POD activities of the Gracilaria at different levels 

 of NO3
--N 

2.5 不同硝态氮摩尔浓度对江蓠脯氨酸含量 
的影响 
脯氨酸是植物抗逆性的生化指标之一。由图 5

可以看出，随着硝态氮摩尔浓度从 0 µmol/L逐渐提
高到 80 µmol/L时，江蓠脯氨酸的含量也随着上升
(r =0.916 1)。在硝态氮摩尔浓度大于 40 µmol/L时，

江蓠脯氨酸含量呈现极显著地上升(P<0.01)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

图 5  不同硝态氮摩尔浓度对江蓠脯氨酸质量比的影响 

Fig.5  The proline contents of the Gracilaria 

at different levels of NO3
--N 

3 讨论 

本实验结果表明，各组江蓠硝酸还原酶活力都

在光照培养 4 h 左右时达到最大值，这一结果与
Fungyi Chow[7]进行不同光照时间对 Gracilaria 
chilensis硝酸还原酶活性影响的研究结果相同。实验
结果显示，江蓠硝酸还原酶活性在水体硝态氮摩尔

浓度为 20 µmol/L时达到最高值，之后并非随着环境
中硝酸盐摩尔浓度的继续上升而出现同步提高，而

是呈现逐渐下降的趋势。这与海洋浮游植物的硝酸

还原酶活力与细胞内硝酸盐摩尔浓度呈正相关[8]的

研究结果不完全相同，Leanne 等在研究以硝酸盐作
为主要氮源的藻类中也发现其硝酸还原酶活性具有

高活性的和多变的特性[2]。作者认为，任何藻类其细

胞内的硝酸还原酶活力有一阈值，它对应于某一硝

酸盐摩尔浓度，但当外界硝酸盐摩尔浓度超过其阈

值时，硝酸还原酶活力不会再增加反而有所下降。

因为硝酸还原酶是植物体内控制碳代谢和氮代谢的

关键酶与限速酶[9]，它又是一种诱导酶可在光线和

NAD(P)H 的作用下催化硝酸盐还原生成亚硝酸盐
[1]，其活力与细胞内的硝酸盐和亚硝酸盐摩尔浓度有

关，在硝酸盐被大量吸收到江蓠的体细胞内后，可

诱导细胞内硝酸还原酶的产生并激活其酶的活性，

使硝酸还原酶活力呈现高值，但由于江蓠具有快速

而大量地吸收环境中氮盐并以无机或代谢产物的形

式储存氮于体内的特点[3,10]，因此必然存在着一种氮

代谢的调节机制。藻体内大量硝酸盐的累积和亚硝

酸盐的形成可能在一定程度上抑制了硝酸还原酶的

活力，导致其活力并非随硝酸盐摩尔浓度的继续增

加而提高，而是维持在一个相对低的水平，以便将

细胞内储备的硝酸盐逐渐转化和同化，以便维持其
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较长时间的生长及其它生命活动所需。 
SOD和POD是防御植物过氧化系统的重要保护

酶，能有效地消除氧自由基。由图 3 和图 5 可知，
在低硝氮和高硝氮摩尔浓度条件下，江蓠体内 SOD
和 POD 活性水平显著低于中等硝氮摩尔浓度(20 
µmol/L)条件下的水平；同时，江蓠过氧化产物MDA
的积累水平恰好与上述酶活性水平的变化规律相反

(图 1)，即在低硝氮和高硝氮摩尔浓度条件下江蓠体
内 MDA 含量水平显著高于中等硝氮摩尔浓度

(20µmol/L)条件下的水平。这表明MDA含量与植物
细胞内清除活性氧的保护系统之间呈负相关[11]。显

示出环境中适宜的硝态氮摩尔浓度供应可较好地提

高江蓠机体 SOD 和 POD 等清除活性氧的保护酶活
性，从而阻止自由基启动膜脂过氧化作用，进而使

MDA 等膜脂过氧化产物的积累减少，保护了蛋白
质、核酸和酶等生物功能分子以及生物膜的结构与

功能；相反，过高或过低的硝态氮摩尔浓度供应均

会对江蓠的生理和生长产生不利影响。 
从图 5可看出，环境中大于 40 µmol/L的硝态氮

摩尔浓度会引起江蓠脯氨酸含量的极显著上升

(P<0.01)，说明过高摩尔浓度的硝态氮供应对江蓠脯
氨酸含量的结累有显著作用。这一方面是由于在逆

境条件下脯氨酸的合成受刺激加强而氧化受阻，蛋

白质的合成受阻而水解加强[12]，导致植物在许多环

境胁迫条件下体内均会产生脯氨酸的积累[13]。这可

从我们在本实验条件下培养 4 d后 20 µmol/L硝态氮
组江蓠蛋白质含量显著高于 40 µmol/L 以上硝态氮
组且随硝态氮摩尔浓度越高越显著的结果中得到支

持。另一方面，在高氮条件下江蓠体内脯氨酸积累

的生理作用可能是用脯氨酸作为氮的贮藏化合物以

消除体内氨的毒害，而在缺氮时脯氨酸积累减少是

由于体内脯氨酸被降解后作为氮源的补充来维持江

蓠体内的正常代谢。本试验的结果表明，硝态氮供

应水平与江蓠体内的游离脯氨酸含量之间呈极显著

的正相关(r =0.9161)，暗示脯氨酸是作为江蓠的氮
“奢侈”储存物质而存在于有机氮储存库内的。由此可
见，江蓠体内的脯氨酸含量可以较好地反映硝态氮

的供应状况，也可以作为江蓠体内硝态氮素营养状

况的一种生化指标。 

4  结论 

研究表明，不同硝态氮摩尔浓度对江蓠的硝酸

还原酶活力、SOD和 POD等抗氧化酶活性、膜脂过
氧化产物和脯氨酸含量均产生显著影响。20 µmol/L
的单独硝态氮供氮水平能使硝酸还原酶和抗氧化酶

的活性均处于较高水平，同时膜脂过氧化产物的含

量处于较低水平，因而是江蓠相对最佳的单独硝态

氮供应水平；而过高或过低摩尔浓度的硝态氮环境

均对江蓠的生理状况产生一定程度的不利影响。 
低硝态氮条件下，江蓠体色慢慢变浅、生长也

几乎停滞，藻体内藻红素(PE)、蛋白质含量低。而氮
营养盐丰富的组藻体颜色深红色、生长快速。藻体

内藻红素(PE)、蛋白质高。但硝态氮摩尔浓度太高时
又进一步限制了江蓠的生长，因此，对人工养殖江

蓠可适量施肥提高产量。 
江蓠膜脂过氧化产物 MDA 的含量随营养液中

的硝态氮摩尔浓度由 0 µmol/L增加到 20 µmol/L时
显著降低;再提高硝态氮水平，MDA 含量则显著增
加，可见在高氮条件下江蓠膜脂过氧化程度较高。 
江蓠硝酸还原酶的活性都在光照 4 h 时达到最

大，在光照条件下硝酸还原酶的活性高于在光暗条

件下其活性，同时在光照 4 h，硝态氮摩尔浓度在 20 
µmol/L时，硝酸还原酶的活性最高为 40 µg /(g.h)左
右。 
江蓠抗氧化酶 SOD 和 POD 的活性随供硝态氮

水平由 0 µmol/L提高到 20 µmol/L时明显增加，再
提高供硝态氮水平，酶活性则显著下降。而 CAT活
性 随供氮水平的增加而明显下降。 
游离脯氨酸含量随着供硝态氮水平的提高而增

加，与供硝态氮水平呈极显著的正相关(r =0.916 1)，
因此脯氨酸含量可以作为水体氮素营养状况的一种

生化指标。 
在适宜的供硝态氮水平条件下(20 µmol/L)，江蓠

具有较高抗氧化酶活性和较低的 MDA 和游离脯氨
酸含量，并且有较高的生物量; 而在低氮和高氮条件
下江蓠则遭受到较严重的氧化胁迫。 
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Abstract:With static experiments，this paper investigated the malondiadehyde(MDA) and proline contents, and 
the nitrate reductase (NR), superoxide dismutase(SOD) and peroxidase(POD) activities of Gracilaria tenuistipitata 
var.liui Zhang et Xia  cultured in different levels of NO3

--N (0，10，20，40，60，80µmol/L) of water. The results 
showed that the NR, SOD, and POD activities increased firstly and then decreased gradually with the increase of 
NO3

--N concentration of water(P<0.05),but the MDA content decreased firstly and then increased gradually with the 
increase of it(P<0.05)．The proline contents were positively correlated with NO3

--N concentration of water 
(r=0.9161). A conclusion could be made that 20µmol/L NO3

--N was able to maintain an excellent physiological 
condition of Gracilaria  tenuistipitata when NO3

--N is an only one nitrogen source.             
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