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　　硝酸还原酶 (NR ; EC 1. 6. 6. 1) 是存在于包括浮

游植物在内的光合自养生物体内的一种诱导酶 [1 ] 。

作为浮游植物吸收同化硝酸盐过程中的第一种酶 ,

它既是硝酸盐吸收过程中涉及到的主要的酶 ,也是

硝酸盐新陈代谢过程中的主要调节酶 [2 , 3 ] 。该酶主

要以 NAD H (nicotinamide adenine dinucleotide ,烟碱

腺嘌呤二核苷酸) 或 NADP H ( nicotinamide adenine

dinucleotide phosphate ,烟碱腺嘌呤二核苷酸磷酸)作

为电子提供者将硝氮还原为亚硝氮。硝酸还原酶在

硝氮存在时被诱导合成 ,在硝酸盐缺乏或其它还原态

的氮盐存在时分解 ,该分解过程目前还知之甚少[4 ] 。

硝酸还原酶是一种高分子化合物 ,通常被认为

是一种同型二聚体 ( homodimer) ,由 3 个辅基组成 :

FAD (flavin adenine dinucleotide ,黄素腺嘌呤二核苷

酸) , heme (亚铁血红素 ,细胞色素 b) 和 Mo - pterin

(蝶呤) ,这三个辅基在一定条件下均可以单独作用 ,

这导致该酶具有几个部分的活性 [4 ] (图 1) 。该酶发

生作用的平衡常数为 1025～1040 ,非常强地倾向于生

成亚硝氮的方向 ,将硝酸盐还原为亚硝酸盐的反应

几乎是单向非可逆的。不同生物中硝酸还原酶的亚

基组成和分子量变化很大 :菠菜硝酸还原酶含有两

个亚基 ,分子质量为 200 ku ,而绿藻 A nkist rodesm us

braunii 硝酸还原酶中含有分子质量为 58 ku 的 8 个

亚基 ,总分子质量为 500 ku。

图 1 　硝酸还原酶的分子组成 (虚线范围内)

1 　海洋浮游植物中硝酸还原酶的研究
作用及意义

　　营养盐是海洋浮游植物生长所必需的成分 ,海

水中某种营养盐含量过低往往对浮游植物生长形成

限制。氮、磷营养盐在环境中存在的水平和形态直接

控制着浮游植物种群结构、更替、生物量和生产力等。

近年来随着海洋生物地球化学研究的不断深入 ,不同

浮游植物营养盐代谢的生化和分子基础引起了人们

的重视 [4～7 ] 。氮在多数海区被认为是浮游植物生长

的营养盐限制因素 [8 , 9 ] 。不同氮源的获得、吸收和同

化速率在调节浮游植物的生长中起着重要作用。硝

态氮是海水中的一种最主要的氮的存在形态 ,海洋浮

游植物对硝氮的吸收和同化过程的研究对于研究海

洋初级生产力具有重要意义。目前在海洋氮方面开

展了较多的工作 ,已基本了解氮在光合浮游植物中的

代谢转化途径及调控机制 [10 ,11 ] 。

通常所提到的广义上的氮的同化和狭义上的硝

酸盐的同化的重要性不仅表现在常说的氮作为初级

生产力的限制性因素方面 ,还表现在生产利用新得到

的氮 (如硝氮)和再生氮 (如氨氮)的区别。因此 ,研究

海洋浮游植物对硝氮的吸收对理解一些海区的初级

生产力速率和生物地球化学循环具有重要作用。目

前对于硝氮的吸收速率的研究主要利用稳定同位素

追踪的方法来进行。但该方法存在明显的缺陷 :加入

的标记的氮可能会干扰营养盐限制的体系 [12 ] ,而且

经常会出现标记的 N15丢失的现象 ,最终 N15被应用

收稿日期 :2007203220 ;修回日期 :2007206220

基金项目 :国家自然科学基金资助项目 (40331004)

作者简介 :洪华生 (19472) ,女 ,教授 ,博士生导师 ,从事海洋

生物地球化学及海岸带综合管理研究 ,电话 :059222182216 ,

E2mail :hshong @xmu. edu. cn

4



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

Marine Sciences/ Vol . 31 ,No . 10/ 2007

于浮游植物群体 ,对于单一种群的氮的吸收则很难

判断。可见 ,研究氮同化过程中涉及到的酶 ,尤其是

诱导酶体系 ,已经成为确定氮利用的一条途径。这些

诱导过程通常对应着特定形态的氮 ,在与其它标记

物结合时 ,可以用来得到营养盐在被利用前和在生

物体内的重要数据。在从硝氮到氨氮的过程中 ,第一

个酶是硝酸还原酶 ,催化还原硝酸氮为亚硝酸氮且

被认为是从硝酸到氨的转化过程中的限制步骤 ,在

植物体内控制着硝酸盐同化的初级调节步骤。对硝

酸还原酶的研究对于研究浮游植物对氮的吸收和同

化过程具有重要意义。

Eppley 等 [13 ]和 Eppley 等 [14 ] 在 1969 年首次讨

论了硝酸还原酶在研究浮游植物生态学中的作用。

他们观察到浮游植物在氨氮浓度较高或硝氮缺乏的

情况下硝酸还原酶的活性较低或几乎不存在 ,因而

硝酸还原酶的活性不仅可用来指示海洋浮游植物所

利用的氮源是硝氮还是氨氮 ,还可以作为在水华期

浮游植物硝氮缺乏的生物指示标志物。Packard

等 [15 ]在Beevers 和 Hageman[16 ]观察到硝酸还原酶的

活性限制植物对硝酸盐的同化的结论基础上 ,认为

硝酸还原酶的活性可以用来指示海洋中浮游植物对

硝酸盐的同化速率。尽管关于该结论的正确性有人

提出过质疑 [5 ] ,但酶在海洋浮游植物对氮的利用的

研究上的重要性不容置疑。

Joseph 等 [17 ]则认为硝酸还原酶活性可能与吸收

到细胞内部的硝酸盐的含量有关 ,通过硝酸还原酶

活性可解释直接测到的细胞内硝酸盐的下降 ,且只

要不存在其它氮源的吸收 ,后来测得的酶活等于当

时的速率。Dortch[18 ]发现在特定的条件下硝酸还原

酶的活性可以约等于氮的同化速率 ,该特定条件包

括 :在氮限制培养实验的稳定阶段 ,在外部氮的吸收

速率降至非常低时加入硝酸盐 ,或在氮限制培养时

加入硝酸盐。

硝酸还原酶活性是硝酸盐吸收和利用速率限制

因子的假定对于一些硅藻是正确的 [5 ,19 ] ,但在同化过

程中其它的一些步骤也对吸收和利用过程产生影

响。在一些特殊情况下 ,亚硝酸还原酶可能是限制性

因素 ,而谷氨酰胺合成酶可能是另一个限制性的因

素。作为具有专一性 (特异性)的酶 ,硝酸还原酶只能

限制细胞内硝氮到亚硝氮的还原速率而不一定能限

制硝氮到氨氮的还原速率 [5 ] 。

2 　硝酸还原酶理化特性

2. 1 　还原剂的选择

硝酸还原酶可以利用 NAD H 或 NADP H 做为

电子提供者。根据利用 NAD H 还是 NADP H ,硝酸

还原酶可分为不同的形态。目前发现 3 种形态的硝

酸还原酶 ,两种存在于海洋浮游植物和高等植物中 ,

可利用 NAD H 或同时利用 NAD H 和 NADP H ;第三

种仅在真菌类中发现 ,专门用 NADP H。

在光合生物中利用 NAD H 提供电子的硝酸还

原酶较常见 ,在一些特殊条件下也发现有 NADP H

提供电子的情况 ,但具体情况还未得到普遍确定 ,不

同研究者的结果也会存在不同。Syrett [20 ] 在一篇综

述中表明 ,绿藻中的硝酸还原酶仅利用 NADP H ;

Hochman[21 ]指出淡水中甲藻 Peri dini um cinctum 的

NADP H2NR 的活性仅占 NAD H2NR 活性的16. 5 % ;

Serra 等 [22 ] 在硅藻中肋骨条藻 ( S keletonema costa2

t um) 中发现部分的 NADP H2NR 的活性 , 约占

NAD H2NR 活性的 16 % ; Gao 等 [23 ] 则发现在硅藻中

肋骨条藻中仅存在 NADP H2NR 的活性 ;Berges 和

Harrison[5 ]对多种藻类进行了研究 ,结果发现仅绿藻

( Chlorop hyceae和 Prasinophyceae)中硝酸还原酶可

利用 NADP H 代替 NAD H , Pry mnesiop hyceae 中也

发现一种可表现出活性 (表 1) ;Berges 等 [4 , 20 ]通过利

用不同的底物 ,也证明了硝酸还原酶组成上的多样

性 ,认为 NADP H 的应用明显地仅限于绿藻。对于

该问题的一个可能解释是细胞膜中存在 NAD H :

NADP H 转氢酶。如果细胞膜中存在该酶 ,加入的

NADP H 可以被转化为 NAD H 从而被 NADP H -

NR 利用。对于原核的细菌 , NAD H 和 NADP H 都

不能提供电子 ,原核细菌利用铁氧化还原蛋白而不是

嘧啶核苷提供电子 [24 ] ,加入该种物质可以促进亚硝

酸还原酶的活性而抑制硝酸还原酶的活性。若通过

测定亚硝酸盐产物来确定硝酸还原酶的活性 ,则有可

能结果偏低 ,因为亚硝酸还原酶利用铁氧化还原蛋白
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将亚硝氮还原为氨氮 [25 ] 。
表 1 　不同浮游植物种群利用 NADPH作为电子提供者时的

活性表达

生物名称 活性比 ( %)

Bacillariophyceae

Thalassiosi ra pseudonana 5. 10 ±2. 86

S keletonema costatum 3. 01 ±2. 99

Phaeodact y lum t ricornutum 4. 37 ±1. 59

T halassiosi ra weiss f logii 29. 9 ±16. 9

Dit y lum bri ghtwelli i

Chlorophyceae

Dunaliel la tertiolecta 93. 9 ±3. 4

Chlam y domonas sp . 79. 0 ±23. 3

Cyanophyceae

S y nechococcus sp . nd

Prymnesiophyceae

Pavlova lut heri 35. 2 ±9. 6

Isochrysis galbana 0. 58 ±8. 01

Emiliania hux ley i 1. 03 ±0. 47

Prasinophyceae

Tet raselmis sp . 39. 0 ±14. 6

Dinophyceae

A m phi dinium carterae 39. 9 ±5. 61

Gy mnodiniun sanguineum 1. 69 ±1. 29

Prorocent rum mininmum 0. 30 ±0. 31

注 :活性表达用占用 NAD H 作为电子提供者时的活性的平均百分比

表示 ( ±SE , n = 2) ,nd 用 NAD H 时无活性表达

2. 2 　反应体系的影响
硝酸还原酶的活性在温度为 20～25 ℃之间 ,p H

为 7. 9 的磷酸缓冲液中存在最大值 ,这一点已经被实

验证明并得到公认。Joseph 等 [1 ] 分别在 8 ,22 ,28 ℃

下对 R hiz osolenia中的硝酸还原酶活性进行实验 ,发

现最佳反应温度为 22 ℃。Granbom 等 [26 ] 对 Kap2
pa phycus alvarez ii (Rhodophyta) 的硝酸还原酶活性

在温度为 5 ,10 ,15 ,20 ,22 ,30 ,35 ℃时 ,p H 为 6. 5 , 7 ,

7. 5 ,8 ,8. 5 ,9 ,9. 5 条件下的测定表明 ,在温度 20 ℃和

22 ℃,p H 为 7. 9 时活性值最高。Berges 和 Harri2
son[5 ]分别在 p H 为 7. 9 的磷酸缓冲体系、咪唑缓冲

体系、Tris ( (hydroxymethyl) aminomethane)缓冲体系

和 MOPS (32(N2Morpoli2no) propanesulfonic acid) 缓

冲体系中对 Thalassiosi ra pseudonana 中的硝酸还原

酶活性进行测定 ,亦发现在 p H 为 7. 9 的磷酸缓冲体

系中存在最高值。

FAD 也是影响硝酸还原酶活性的一个重要因

子。在一些藻类中 , FAD 是获得高酶活性的必需条

件。Joseph [1 ]对 R hiz osolenia 中硝酸还原酶的研究

发现 ,FAD 的加入提高了硝酸还原酶的活性。Ever2

est 等 [27 ] 发现 ,在一些海洋藻类中 FAD 的存在可使

硝酸还原酶活性达到最大值。但 Berges 和 Harri2
son[5 ]则发现 ,FAD 的加入对不同种藻类硝酸还原酶

活性的影响不同 ,建议除非是一些特殊种类否则不要

使用。

金属离子的影响对不同的藻体也各不相同。

Eppley[13 ]的研究认为 MgSO4的加入有利于提高硝酸

还原酶的活性 , Huber 等 [28 ]的研究中也证明 MgSO4

会对硝酸还原酶的活性起到调节作用 ,而 Berges 和

Harrison[5 ]则发现 MgSO4 的加入对 T. pseudonana

硝酸还原酶的活性无影响。

2. 3 　酶的稳定性
硝酸还原酶比较不稳定 ,常温下 ,即使存在牛血

清蛋白 (BSA) 120 min 后活性也会降低至 20 %[5 ] 。

Hersey and Swift 1976 年也发现甲藻的硝酸还原酶

的活性在 2～3 h 内下降了一半。Everest 等 [27 ] 指出

海洋浮游植物中硝酸还原酶的活性在 0 ℃下可稳定

24 h。Harrison[29 ]发现 Gony aulax pol yed ra 中硝酸

还原酶在 0 ℃,24～30 h 内活性下降一半 ,在 T. pseud2
onana中 ,0 ℃下硝酸还原酶可稳定 60 min ,在液氮中保

存 ,硝酸还原酶的活性可存在更长时间。Ahmed

等 [30 ]发现海洋浮游植物的整个细胞中 ETS 和 GD H

活性在液氮中一年内不降低 ,但 Clayton[31 ]的实验结

果表明 ,液氮中保存的中肋骨条藻的硝酸还原酶的活

性降低了 40 %。Granbom 等 [26 ]对 Kap pa phycus al2
varez ii 的研究发现 ,硝酸还原酶活性在 4 ℃可维持一

周 ,在 - 20 ℃下 3 d 降低了 40 % ,在 - 70 ℃下活性可

维持 10 d 几乎不下降。Berges 和 Harrison[5 ]在液氮

中的实验亦未发现有降低现象。

3 　硝酸还原酶活性的影响因子

硝酸还原酶的表达是一个复杂的过程 ,受到各种

环境因素和生长条件的影响 ,包括硝酸盐浓度、氨盐

浓度、光合辐照度、温度、碳架结构、氧含量和二氧化

碳浓度的影响。此外 ,细胞的生理状况 (包括碳氧化

合物含量、光合作用和生理周期) 等也控制硝酸还原

酶的活性。在这些因素中 ,光和硝酸盐浓度被认为是

控制硝酸还原酶活性的最重要的因素。

3. 1 　硝酸盐的影响
在 Pavin中 ,硝酸还原酶的活性与介质中硝酸

盐浓度、不同形态无机氮比例、不同藻类生物量和叶

绿素含量有关。但在真核生物中 ,硝酸还原酶活性的

变化更复杂。种群的硝酸还原酶活性似乎与培养基

中无机氮的浓度无关 ,而与自然光合作用群落中的物

种组成有关。
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许多研究表明 ,硝酸盐的吸收和还原之间并不

总是存在耦合关系。如中肋骨条藻 ,其体内含有硝酸

贮库 ,可贮存硝酸盐 ,在硝酸盐耗尽时或耗尽后可利

用贮库中的硝酸盐来维持在外界低硝酸盐浓度下的

高还原率。Blasco 等 [6 ]的研究表明 ,吸收比还原更易

受环境变化的影响。这些结果表明内部的硝酸贮库

可对体外硝酸盐浓度的变化起缓冲作用。

一些研究者发现 ,将正在生长的绿藻和硅藻细

胞转移到以氨氮为唯一氮源的介质中 ,可检测到明

显的硝酸还原酶活性 ,从而提出硝氮可能不是合成

硝酸还原酶所必需的 [32 ,33 ] 。Joseph 等 [1 ] 则认为硝酸

还原酶的活性依赖于细胞内硝酸盐的浓度而非周围

环境中硝酸盐的浓度。Kessler 和 Amy 等 [32 ,33 ] 观察

到 ,硝酸还原酶的活性并不是由外界铵盐引起的 ,而

是由于细胞内累积的硝酸盐贮库引起的。Eppley

等 [14 ]认为 ,硝酸还原酶活性在以铵为氮源的细胞中

被抑制 ,或在以硝酸盐为氮源生长的细胞中当氨的

浓度在0. 5～1μmol/ L 时受抑制。Blasco 等 [6 ] 对秘

鲁上升流两个航次的数据分析也发现 ,在氨氮浓度

高的地区硝酸还原酶的活性和硝酸盐的吸收速率均

呈现明显的下降。

在很多藻类中都发现 ,氨氮对硝酸还原酶活性

具有抑制作用。尽管现在对氨氮是间接通过消除硝

氮的转移起作用还是直接对酶的合成或转录后的翻

译修复过程起作用还存在着争论 [20 ,34 ,35 ] 。需要指出

的是 ,氨氮的存在对硝酸还原酶活性的影响应该区

别于由于藻类对氨氮的优先利用产生的抑制作

用 [36 ] 。在一些浮游植物尤其是甲藻中 ,也存在着硝

酸还原酶活性不受氨氮抑制的现象。氨氮不影响甲

藻硝酸还原酶活性可能是因为硝酸还原酶存在叶绿

体内 ,而其它藻类通常存在于细胞质内 [37 ] 。

Blasco 等 [6 ]通过分析秘鲁上升流区硝酸还原酶

活性和浮游植物硝酸盐吸收速率的关系时发现 ,两

个航次中硝酸还原酶的活性均与硝酸盐的吸收速率

呈现正相关。Berges 和 Harrison[5 ] 对 12 个种类的

浮游藻类进行了研究 ,发现硝酸还原酶活性和硝氮

吸收速率间的平均斜率约为 0. 78 ,即硝酸还原酶的

活性不能完全表达硝酸盐的吸收速率 ,但两者之间

呈正相关性则是无疑的。不同藻种间的变化非常大 ,

硅藻倾向于完全表达 ,即为 1 ∶1 的关系 ,如 D. terti2
olecta 和 E. hux ley i 表现出足够高的硝酸还原酶的

活性 ,可以用来表达硝氮的吸收速率 ,而甲藻硝酸还

原酶的活性远低于硝氮的吸收速率 ,对一些古细菌

如 S y nechococcus 则几乎测不到活性。Joseph[17 ] 对

R hiz osolenia f ormosa 的研究也发现 ,硝酸还原酶的

活性与计算得到的细胞对氮的需求之间有很好的线

性关系。

3. 2 　光照的影响
对许多浮游植物而言 ,硝酸还原酶的活性与光强

变化一致 ,高光强时活性高 ,黑暗条件下活性低。硝

酸还原酶活性受到光照影响的具体原因还不清楚 ,可

能是由于硝酸盐的吸收以及酶对底物的可利用性导

致了对酶蛋白或硝酸还原酶的转录或转译的直接影

响。光的影响似乎同时涉及到红光接收体 (可能是一

种光敏色素)和蓝光接收体 (可能是一种黄素蛋白) 。

许多研究表明硝酸还原酶的活性和硝酸还原蛋白的

量都显示出一昼夜的节律 ,周期大约为 24 h。硝酸

还原酶的日夜节律模式在绿藻、原核细菌、硅藻和其

它色素植物间有所不同。光促进硝酸还原酶的合成

可能与碳的代谢有关。如果有碳源 ,球石藻在黑暗中

可同化硝酸盐。海洋光合自养生物在黑暗中也会被

诱导产生硝酸还原酶 ,而且海洋硅藻在黎明前硝酸还

原酶的活性升高已经是一个非常明确的特性。

3. 3 　昼夜节律的影响
硝酸还原酶的活性和硝酸还原蛋白的量都显示

出一昼夜的节律 ,周期大约为 24 h。硝酸还原酶的

日夜节律模式在绿藻、原核细菌、硅藻和其它色素植

物间有所不同。

1975 年 Harris[38 ] 首次研究发现 Gony aulax 中

指示的硝酸还原酶活性的蛋白呈昼夜 (24 h)的变动。

Ramalho 等对 Gony aulax pol yed ra 的研究再次证明

了该结论 ,发现其体内硝酸还原酶蛋白活性无论在

LD 条件下还是在 LL 条件下 ,均呈现 24 h 节律。

A rabi dopsis 的硝酸还原酶的 mRNA 在 LD 和 LL 下

均表现出按照 24 h 节律的模式积累 ,可持续 5 d ,酶

活性也按该规律变化 ,但不如蛋白变化的规律性

强 [39 ] 。

Joseph 等 [1 ]对 R hiz osolenia mat 分析发现 ,该藻

硝酸还原酶活性呈现 24 h 节律变化趋势 :最高在

13 :00～16 :00 ,最低在 21 :00～24 :00。

Lopes[40 ]对 Graci laria tenuisti pitata 的硝酸还

原酶活性进行了 24 h 的研究 ,发现硝酸还原酶活性

在中午时段达最高值 ,约是黑暗条件下的 30 倍。当

藻被放在长期光照时 ,较 12 h 光 :暗循环的活性高 ,

而长期培养于黑暗条件下 ,硝酸还原酶活性最低。采

用 western blot 技术 ,也发现蛋白含量的变化同活性

变化一致。

Granboma 等 [26 ]对 Ka p pap hycus alvarez ii 的周

日变化研究表明 ,最大活性出现在 LD 培养的 6 h ,黑

暗条件下活性最小。硝酸还原酶活性在光暗之前开
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始降低 ,在黑暗条件下仅为最大活性的 25 %。当藻

体在光量子通量密度为 100μmol/ (m2 ·s)时 ,LL 下

生理节奏是 24 h 间隔 (连续光照的从 24～48 h 期间测

定)且在整个培养期间硝酸还原酶活性维持较高 ,在 25

和 55μmol/ (m2 ·s)条件下该规律则不复存在 (先在 55

μmol/ (m2 ·s)条件下连续光照 24 h ,再转入 25 ,55 ,100

μmol/ (m2 . s)的条件) 。

4 　硝酸还原酶的分子调控机制

对不同海洋浮游植物中硝酸还原酶的分子调控

研究重点集中在硝酸还原酶的转录表达、酶分子结

构以及硝酸还原酶抗体的研究方面。

1975 年 , Harris[38 ] 首次对 Gony aulax 中的硝酸

还原酶的活性蛋白进行研究 ,发现其含量呈昼夜节

律 (24 h)的变动 ,1995 年 Ramalho 等 [39 ]对 Gony aul2
ax pol yed ra 的研究再次证明了该结论。Ramalho

等 [39 ]对 A rabi dopsis 中硝酸还原酶进行的 Western

blot 的实验结果表明 ,硝酸还原酶蛋白含量的变化和

活性变化相一致 ,表明蛋白在每天合成和降解。A r2
abi dopsis 的硝酸还原酶的 mRNA 在 LD 和 LL 下均

表现出 24 h 的变化模式 ,可持续 5 d ,酶活性也呈现

同一变化模式。采用蛋白分析和 mRNA 的方法可以

更清晰准确地对硝酸还原酶的生理规律进行研究。

尽管不同真核生物中硝酸还原酶的作用是相似

的 ,都是一种典型的寡聚酶 ,但在数目、大小以及亚基

的组成上变化非常大。不同研究者通过电泳实验对

不同生物体内硝酸还原酶酶蛋白进行分析 ,发现

Chlorel la vul garis 中硝酸还原酶由 4 个分子质量为

90 ku 的亚基组成 , A nkist rodesm us braunii 则是由 8

个分子质量为 60 ku 的亚基组成 , N euros pora crassa

和 R hodotorula gl utinis 均含有 2 个分子质量分别是

115 ku 和 118 ku 的亚基。据此 ,Ramalho 等对 Gon2
y aulax 的分析认为 ,硝酸还原酶由 6 个分子质量为

52 ku 的亚基组成。

海洋硅藻中的硝酸还原酶在分子质量上与高等

植物相近 ,大约为 95～120 ku。但是甲藻中硝酸还

原酶的组成基团的分子质量远小于该值 ,只有 52

ku。但研究表明 ,从海洋硅藻的硝酸还原酶中制备

的抗体与高等植物的反应非常弱 ,仅在亲缘关系较

近的种群间存在交叉反应。Gao 等 [23 ] 研究指出 ,中

肋骨条藻制备的硝酸还原酶的抗体与绿藻 D unaliel2
l a teriolecta , 金 藻 Emiliani a hux ley i , Isochrysis

galbana 和甲藻 A m phi dini um carterae 间不存在交

叉反应 ,而用威氏海链藻制备的抗体与同属中的其

它种类 ,如 T. pseudonana 存在交叉反应 ,与骨条藻

等的交叉反应较弱 ,与其它硅藻间更弱或几乎不存在

交叉反应 ,表明其具有较强的特异性。

5 　存在问题及研究展望

1969 年 Eppley 首次将硝酸还原酶应用到海洋

生态学研究 ,目前硝酸还原酶在海洋浮游植物中的研

究已经取得了长足的进展。研究已经从简单的对硝

酸还原酶活性的分析深入到对硝酸还原酶分子调控

机制的研究 ,在研究方法和理论上都逐步趋向成熟和

深入。但早期的工作过多地集中于现场样品的调查

上 ,对不同样品硝酸还原酶的抽提方法和活性分析方

法上的研究还远远不够。实验室的工作也更多集中

在对现场的模拟上 ,而对分析方法的确定研究相对较

少 ,这样的研究带来了很多的问题。许多研究者致力

于确定硝酸还原酶的活性与海洋中浮游植物对硝酸

盐的同化速率的关系。但因为该方法涉及到酶的活

性的测定 [41 ] ,酶蛋白的量可以用免疫方法来测

定 [42 ] ,但这需要在酶的量和酶的活性间进行转化。

然而 ,直接的活性测定需要建立在酶的抽提过程不存

在损失和底物等其它因素饱和的前提下。在一些研

究中 ,硝酸还原酶已用于估算硝酸盐的吸收速率 ,但

结果变化非常大而且很难同其它的现场测定数据相

联系。在现场和实验室都发现 ,硝酸还原酶活性与浮

游植物对硝酸盐的同化速率的关系不是很理想。通

常情况下 ,直接测定活体的硝酸还原酶是不可能的 ,

但可通过对硝酸还原酶活性的计算来支持观察到的

进入细胞内部的氮通量 [5 ] 。因此 ,实验室的工作至关

重要 ,因引起足够的重视。

因此 ,今后这方面的工作必须以实验室研究为基

础 ,在室内分析和测定方法足够成熟的情况下再将现

场数据与实验室分析相结合 ,才能对现场情况进行更

好的分析。在当前研究的基础上 ,今后的研究的重点

主要应该放在以下几个方面 : (1) 研究方法的建立和

完善 ,由于硝酸还原酶存在种间差异 ,因而必须根据

研究的浮游植物种类建立硝酸还原酶的测定方法 ;

(2) 选择不同种群进行研究 ,比较研究它们对硝酸盐

的同化速率以及硝酸还原酶的作用 ,定量它们之间的

关系 ; (3) 硝酸还原酶的分子调控机制 ,从不同浮游

植物中分离纯化硝酸还原酶 ,研究它们的理化特性、

调控基因及调控因子 ; (4) 开展硝氮吸收蛋白和硝氮

吸收过程中其它化合物的相互作用研究 ,重点研究不

同形态氮对硝酸还原酶活性的影响及调控作用。
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