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摘要：【目的】蔬菜硝态氮过量累积危害人类健康，叶柄是蔬菜硝态氮累积的主要器官，揭示其累积硝态氮

的原因是解决这一问题的关键。【方法】以 3 个菠菜品种为供试材料，设置不同氮水平进行盆栽试验，在不同生

长期采样，测定叶柄硝态氮含量、内外源硝酸还原酶活性、细胞的硝态氮代谢库与贮存库大小，以及加入叶片硝

酸还原酶后叶柄组织的亚硝态氮生成速率。【结果】叶柄硝态氮含量与其硝酸还原酶活性、代谢库大小无明显关

系，但内外源硝酸还原酶活性的比值高、贮存库小，加入叶片硝酸还原酶后叶柄组织的亚硝态氮生成速率高的品

种，其叶柄硝态氮含量低。【结论】叶柄潜在硝酸还原酶活性的实际表达程度、叶柄细胞液泡的大小、硝态氮由

贮存库（液泡）进入代谢库（细胞质）的难易程度是造成硝态氮难以在叶柄中还原及品种间叶柄硝态氮含量差异

的重要原因。  
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A Preliminary Study on Why It Is Difficult to Reduce          

Nitrate Spinach Petiole 
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(1College of Resources and Environmental Science, Northwest Sci-Tech University of Agriculture and Forestry, Yangling 712100;  
2 Guangxi Academy of Agricultural Sciences, Nanning 530007) 

 
Abstract: 【Objective】Over-accumulation of nitrate in leafy vegetables has resulted in detrimental impact on human heath. 

Since petiole is the major organ for nitrate accumulation, an understanding of the cause for nitrate accumulation in this organ may be 
the key step to solve the problem. 【Method】A pot experiment was carried out to study the nitrate accumulation, distribution and 
allocation, as well as its reduction in the vegetable petioles, using three spinach (Spinacia oleracea L.) cultivars obviously different 
in nitrate concentration as test plants. Nitrogen fertilizer was applied at two rates, 0.1 and 0.3 g N·kg-1  soil on the basal application 
of 0.3 g P2O5·kg-1 soil. Determinations were performed for the petiole nitrate concentration, the in vivo and in vitro nitrate reductase 
activity (NRA) of the petiole tissue, and the nitrate metabolic pool size (NMPS) and storage pool size (NSPS) of the petiole cell. The 
velocity of nitrite formation in the petiole tissue was also determined after the nitrate reductase extracted from the leaf blade was 
added to the incubation solution.【Result】The obtained results showed that the nitrate concentration of the petiole had no direct 
relationship with its NRA over different cultivars, but had a negative correlation with the ratio of in vivo to in vitro NRA. The NMPS 
in the petiole cell was not related, while the NSPS was positively correlated with the nitrate concentration in petioles over the tested 
cultivars. When the nitrate reductase extracted from leaf blades was added to the solution for incubation of petiole tissue, the 
formation rate of nitrite by petiole tissue was all increased for the three spinach cultivars, and it was obviously higher for cultivars 
with relatively lower petiole nitrate concentration. 【Conclusion】This indicated that the expressing degrees of the potential NRA in 
the petiole tissue, the NSPS of the petiole cell, and the capacity for the cell transporting nitrate from its storage pool (the vacuole) to 
metabolic pool (the plasma) were the main reason why it is difficult for nitrate to be reduced in petiole. Nitrate concentrations in the 
petiole were different over spinach cultivars. 
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0  引言  

【本研究的重要意义】蔬菜体内过量累积的硝态

氮对其本身危害不大，却严重危害人体健康[1～5]。叶

柄是蔬菜硝态氮累积的主要器官，揭示其累积硝态氮

的原因，会为降低蔬菜硝态氮累积、选育硝态氮含量

低的优良品种提供理论依据。【前人研究进展】硝态氮

在植物体内的还原是影响累积的重要因素。硝酸还原

酶是还原过程中的关键酶[6,7]。自 1953 年发现以来[8]，

一直受到研究者的关注。由于硝酸还原酶主要分布在

植物叶片中，目前关于硝态氮累积与还原的研究主要

集中在硝态氮含量与叶片硝酸还原酶活性（nitrate 
reductase activity，NRA）的关系[9～12]。【本研究切入

点】除叶片外，叶柄也是叶类蔬菜的主要构成部分，

占植株生物量的 30%以上[13]。不少研究表明菠菜各个

器官的硝态氮含量有明显差异，叶柄中的硝态氮含量

最高[14～16]，可占整株累积总量的 60%～80%以上[13]，

远高于根和叶片。叶柄硝态氮含量的高低，直接影响

蔬菜整株的硝态氮累积水平。叶柄硝态氮含量为何如

此高？叶柄中的硝态氮为何难以在叶柄被还原，或者

难以转移到叶片中被还原呢？至今尚未见这方面的报

道。除硝酸还原酶活性外，硝态氮在植物细胞中的分

布也是影响其还原、转化和累积的重要因素。植物细

胞内硝态氮呈区域化分布，大部分进入液泡，小部分

存在于细胞质中。而硝酸还原酶则主要存在于细胞质

膜内侧[17,18]，可将细胞质中的硝态氮迅速还原，而液

泡内因没有硝酸还原酶存在，其中的硝态氮难以被还

原。因此，一般称细胞质为硝态氮的代谢库（metabolic 
pool），液泡为硝态氮的贮存库（storage pool）[19,20]。

硝态氮代谢库的大小（metabolic pool size，MPS）是

影响植物硝态氮累积的主要内在因素[21]。蔬菜叶柄的

硝态氮累积与这些因素又是何种关系？累积于液泡中

的硝态氮只有重新进入细胞质才能被还原，并参与氮

素代谢。虽然硝态氮可以离开液泡，但离开液泡进入

细胞质的速率又如何？均未见报道。【拟解决的关键问

题】本文主要从不同菠菜品种叶柄内外源硝酸还原酶

活性高低，叶柄的硝态氮代谢库大小，以及加入外源

硝酸还原酶后叶柄组织亚硝态氮的生成速率来探讨叶

类蔬菜叶柄硝态氮大量累积的原因。 

1  材料与方法 

1.1  试验布置 

本研究的盆栽试验于 2003 年 9～12 月，在西北

农林科技大学试验站温室进行。 
试验盆钵为深棕色硬质不透光塑料盆，土壤为采

自西北农林科技大学试验田 0～20 cm 耕层的土壤。土

壤的有机质含量 15.2 g·kg-1，全氮 1.1 g·kg-1，硝态氮

41.2 mg·kg-1，铵态氮 1.3 mg·kg-1，速效磷 13.2 mg·kg-1，

速效钾 98.0 mg·kg-1，pH 8.2。 
2003 年 9 月 15 日装盆播种，每盆装土 4 kg（以

干土计），每公斤土施 P2O5 0.30 g，氮肥设每公斤土施

纯氮 0.1 和 0.3 g 2 个水平；磷肥为三料磷肥，氮肥为

硝酸钾。供试的 3 个菠菜品种分别来自甘肃（S1）、
新疆（S19）和宁夏（S20）。每盆播 10 粒种子。待菠

菜幼苗长出 3 片真叶时，每盆定苗 4 株。每个氮水平

种植 24 盆，以保证每次采样均有 3 个重复。采用称重

法灌水，每次灌水保持各盆土壤含水量为 20%。 
1.2  采样与测定 

分别在 2003 年 11 月 20 日和 12 月 5 日（晴天，

上午 9：00）采样。采下的植株样立即装入塑料袋、

标记密封，放入致冷藏箱，带回实验室。根据分析目

的不同把蔬菜地上部分按器官部位分开，迅速称重，

然后再分别装入塑料袋、标记密封、放入冰箱，在 0～
4℃保存。叶柄的内外源硝酸还原酶活性，叶柄的硝态

氮代谢库及贮存库，以及加入叶片硝酸还原酶粗提液

后叶柄组织亚硝态氮的生成速率在采样当天测定；叶

柄硝态氮的浸提在次日进行，浸提液中的硝态氮含量

采用连续流动分析仪测定。 
叶柄硝酸还原酶活性的测定：将不同品种菠菜的

叶柄切成 0.1 cm 厚的小片，分别混合均匀，每个品种

称 4 份，每份 1 g，分别装入盛有 10 ml 反应介质的

50 ml 三角瓶中。其中 1 个三角瓶在加入样品前预先

加入 30%的三氯乙酸 1 ml 作为对照，对照和处理的三

角瓶均放入真空干燥器中，抽气，使样品完全浸入反

应介质，然后取出三角瓶，盖上橡皮塞，转入恒温箱，

在黑暗、30℃条件下培养 1 h。培养完成后，取出三角

瓶，立即在处理的 3 个三角瓶中也加入 30%的三氯乙

酸 1 ml，终止反应。用磺胺比色法测定反应介质中形

成的亚硝态氮。硝酸还原酶活性以每小时每克鲜组织

样品形成亚硝酸根的微克数表示，单位为：

μgNO2
-·g-1FW·h-1。内源硝酸还原酶活性测定的反应介

质为 10 ml pH 7.5 的 0.05 mol·L-1磷酸缓冲液，外源酶

活性的反应介质为 pH 7.5 的 0.1 mol·L-1磷酸缓冲液 5 
ml 和 0.2 mol·L-1的 KNO3 5 ml。 
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叶柄细胞中硝态氮代谢库的测定参照 Steíngröver
的方法[22]，其大小以每克叶柄鲜组织样品中分配在细

胞质中的硝态氮微克数表示，单位为：mgN·kg-1FW。

贮存库的大小由叶柄硝态氮含量与代谢库中硝态氮含

量的差值求得。 
叶片硝酸还原酶的提取参照陈薇等的方法[23]：将

3 个品种菠菜的叶片切成 0.5 cm×0.5 cm 的小片，每个

品种称 1 份，每份称取 4 g，分别置于研钵中，在低温

冰箱中冰冻 0.5 h，加入石英砂及提取液 32 ml 后，用

研棒磨成匀浆，然后转移至 50 ml 离心管中，在 10℃、

4 000 r/min 条件下离心 15 min，得到的上清液即为硝

酸还原酶的粗提液。提取液为 pH 8.8的磷酸缓冲液（25 
mmol·L-1）+EDTA（1 mmol·L-1）+半胱氨酸（10 
mmol·L-1）。将 3 个品种菠菜叶片的酶粗提液等体积混

匀、备用。 
加入外源硝酸还原酶后，叶柄组织亚硝态氮的生

成速率测定：将 3 个品种菠菜的叶柄分别切成 0.1 cm
厚薄片，每个品种称 8 份，每份 0.5 g，分别放入盛有

5 ml pH 7.5、浓度为 0.1 mol·L-1磷酸缓冲液的 50 ml
三角瓶中，其中 4 个三角瓶中迅速加入 5 ml 硝酸还原

酶粗提液（其中１个三角瓶还加 30%的三氯乙酸 1 ml
作为对照，另外 3 个为处理），剩余的 4 个三角瓶中各

加 5 ml 蒸馏水（其中一个预先加入 1 ml 三氯乙酸作

为对照）。30℃暗中培养 1 min 后取出，迅速往处理瓶

中加入 30%的三氯乙酸 1 ml 终止反应，然后用磺胺比

色法测定介质中的亚硝态氮生成量。叶柄组织的亚硝

态氮生成速率以处理与对照的亚硝态氮生成量差值来

计算，单位为 μgNO2
-·g-1FW·h-1。 

2  结果与分析 

2.1  不同菠菜品种的叶柄硝态氮含量差异 
不同采样时间的测定（表 1）表明，施用氮肥可

以显著提高菠菜叶柄的硝态氮含量。第 1 次采样，与

每公斤土施纯氮 0.1 g 相比，施 0.3 g 时，品种 S19，
S20 和 S1 叶柄的硝态氮含量分别增加 216，210 和 117 
mgN·kg-1；第 2 次采样，分别增加 322，475 和 458 
mgN·kg-1。就同一施氮水平而言，3 个品种的叶柄硝

态氮含量存在明显差异，且两次采样均是品种 S1 的

叶柄硝态氮含量最高，S20 次之，S19 最低。由两次

采样的叶柄硝态氮含量平均值来看，在施氮量为 0.1 
g·kg-1时，品种 S19，S20 和 S1 分别为 627，659 和 773 
mg·kg-1；施氮 0.3 g·kg-1时，分别为 896、1 002 和 1 060 

mg·kg-1。可见，菠菜品种之间的硝态氮累积差异，不

因氮肥用量和采样时期而变化。 
 
表 1  两次采样 3个菠菜品种的叶柄硝态氮含量 

Table 1  Nitrate concentration in the petiole of 3 spinach 

cultivars at 2 sampling times 
硝态氮含量 

Nitrate concentration (mgN·kg-1) 
采样时间 
Sampling 
date 

品种 
Cultivars 

0.1 g·kg-1 0.3 g·kg-1 

Nov. 20 S19 871 1087 
 S20 884 1094 
 S1 1018 1135 
LSD0.05  51 62 
Dec. 5 S19 383 705 
 S20 434 909 
 S1 527 985 
LSD0.05  90 76 

 
2.2  不同菠菜品种叶柄的内、外源硝酸还原酶活性 

对 3 个菠菜品种的叶柄内、外源硝酸还原酶活性

测定结果表明（表 2），就叶柄而言，不论是其内源，

还是外源硝酸还原酶活性，均与硝态氮含量无确定的

关系。然而，内源/外源硝酸还原酶活性比值的情况却 
 
表 2  3 个菠菜品种叶柄的内、外源硝酸还原酶活性 

Table 2  In vivo and in vitro NRA in the petiole of the 3 

spinach cultivars 
叶柄硝酸还原酶活性 

NRA in petiole 
(μg NO2

-·g-1FW·h-1) 

施氮量 
N rates 
(g·kg-1) 

品种 
Cultivars 

内源 
In vivo 

外源 
In vitro 

内源/外源 
In vivo /In vitro

Nov. 20 
0.1 S19 3.07 3.55 86.5 
 S20 2.88 4.90 58.7 
 S1 2.88 4.68 61.5 
LSD0.05  0.5 0.6  
0.3 S19 4.03 4.66 86.4 
 S20 3.97 5.02 79.2 
 S1 3.94 5.17 76.1 
LSD0.05  0.2 0.45  
Dec. 5 
0.1 S19 3.54 6.44 54.9 
 S20 3.82 7.36 51.9 
 S1 4.06 13.27 30.6 
LSD0.05  0.58 2.49  
0.3 S19 8.66 10.79 80.3 
 S20 8.08 15.63 51.7 
 S1 6.64 13.27 50.0 
LSD0.05  3.99 1.55  
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不同。11 月 20 日采样，除施氮 0.1g·kg-1的处理外，3
个品种间叶柄的硝态氮含量与其内源/外源硝酸还原

酶活性的比值均呈相反趋势，即比值高的硝态氮含量

低；反之，硝态氮含量则高。从两次采样的平均值来

看，在施氮量为 0.1 g·kg-1时，品种 S19，S20 和 S1 内

源/外源硝酸还原酶活性的比值分别为 70.7%、55.3%
和 46.1%；施氮 0.3 g·kg-1 时，分别为 83.4%、65.5%
和 63.1%。均与品种间叶柄硝态氮含量呈相反趋势。 
2.3  不同菠菜品种叶柄细胞的硝态氮代谢库大小 

两次采样对叶柄细胞硝态氮贮存与代谢库的测定

（表 3）表明：叶柄细胞中硝态氮代谢库的大小远小

于贮存库，仅有 0.2%～0.7%的硝态氮分布于代谢库，

可见叶柄细胞的硝态氮代谢库很小。从不同品种来看，

3 个品种之间叶柄细胞的硝态氮代谢库大小亦无确定

关系。与代谢库不同，贮存库大小依次为 S1 最高，

S20、S19 依次次之，与叶柄的硝态氮含量高低情况一

致。 
2.4  加入外源硝酸还原酶后叶柄组织亚硝态氮的生

成速率 
对加入和未加叶片硝酸还原酶的叶柄组织亚硝态

氮生成速率的测定表明，加入外源硝酸还原酶后，3
个品种叶柄组织的亚硝态氮生成速率均明显增加。 

 

表 3  3 个菠菜品种叶柄细胞的硝态氮代谢库与贮存库大小 

Table 3  Nitrate metabolic and storage pool size in the petiole 

cell of 3 spinach cultivars 
代谢库与贮存库 

NMPS and NSPS (mg N·kg-1) 
施氮量 
N Rates 
(g·kg-1) 

品种 
Cultivars 

代谢库 MPS 贮存库 SPS 

Nov. 20 
0.1 S19 4 867 

 S20 4 880 
 S1 4 1014 

LSD0.05  0.3 0.34 
0.3 S19 4 1082 

 S20 5 1089 
 S1 5 1131 

LSD0.05  0.2 0.21 
Dec. 5 
0.1 S19 2 382 

 S20 2 432 
 S1 1 525 

LSD0.05  0.4 0.37 
0.3 S19 5 701 

 S20 5 904 
 S1 4 982 

LSD0.05  0.3 0.26 

从加入硝酸还原酶后亚硝态氮的生成速率来看，不论

是施氮 0.1 g·kg-1，还是 0.3 g·kg-1 的处理，均是品种

S19 最高、S20 次之、S1 最低。这与叶柄硝态氮含量

的高低顺序相反。说明硝态氮由液泡进入细胞质的速

率高，则硝态氮易被还原，叶柄的硝态氮含量就低；

反之，则高。 
 

表 4  加入叶片硝酸还原酶后叶柄组织亚硝态氮生成速率 

Table 4  Formation rate of nitrite by petiole tissue after 

addition of nitrate reductase extracted from leaf 

blade of spinach 
亚硝态氮的生成速率 

Rate of reducing nitrate to nitrite  
(μg NO2

-·g-1 FW·h-1) 

施氮量 
N rates  
(g·kg-1) 

品种 
Cultivars  

加入前 
No reductase  
addition 

加入后 
Addition of 
reductase 

0.1 S19 4.01 5.00 
 S20 3.89 4.55 
 S1 2.98 3.68 
LSD0.05  0.68 0.51 
0.3 S19 5.62 6.48 
 S20 5.37 5.86 
 S1 4.59 5.41 
LSD0.05  0.74 0.53 

采样时间为 2003 年 12 月 5 日  Sampling: December 5, 2003 

3  讨论 

植物硝态氮累积与硝酸还原酶活性的关系一直

是作物氮素营养研究的热点问题，但关于两者的关系

一直没有定论。有人认为，硝酸还原酶是底物诱导酶，

基质中硝态氮含量高时，有利于诱导该酶合成和激活，

所以硝态氮含量与硝酸还原酶活性呈正相关[24]；有人

认为，硝酸还原酶活性高时，可还原更多的硝态氮，

有利于降低基质中硝态氮含量，因此硝态氮含量与硝

酸还原酶活性呈负相关[9]。陈宝明对 30 个菠菜品种的

测定证明，作物的硝酸还原酶活性与硝态氮含量之间

不能用确定的正或负相关来描述[13]。本试验对 3 个菠

菜品种的研究进一步证实这一结论。就叶柄而言，不

论是其内源，还是外源硝酸还原酶活性，均与硝态氮

含量无确定关系。 
由于内源酶活性反映了植物实际生长条件下的

酶活性，外源酶活性代表着硝酸还原酶的潜在或最大

还原能力，所以内源与外源硝酸还原酶活性的比值反

映了潜在硝酸还原酶活性得以实际表达的程度。试验

结果表明，3 个品种间叶柄的硝态氮含量与其内/外源
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硝酸还原酶活性的比值均呈相反趋势，即比值高的硝

态氮含量低；反之，硝态氮含量则高。这进一步证明

影响蔬菜硝态氮含量高低的不是硝酸还原酶活性的绝

对数值大小，而是潜在硝酸还原酶活性的表达程度。

潜在硝态氮还原能力得以实际发挥的程度越高，还原

的硝态氮越多，蔬菜的硝态氮含量就越低。潜在硝酸

还原酶活性的实际表达程度是影响硝态氮累积的一个

重要因素，叶柄硝态氮含量高与其潜在硝酸还原酶活

性不能充分发挥有关。 
3 个菠菜品种叶柄细胞硝态氮代谢库远小于贮存

库，细胞内的硝态氮仅有 0.2%～0.7%分布于代谢库，

说明叶柄细胞的硝态氮代谢库很小，叶柄本身对硝态

氮的还原代谢能力很低。品种间叶柄硝态氮代谢库大

小与其硝态氮含量也没有确定关系。然而，贮存库大

小与叶柄硝态氮含量高低却情况一致，即贮存库大的

品种，其叶柄硝态氮含量高。进一步说明叶柄的硝态

氮主要贮存在液泡中[25,26]，叶柄组织细胞的硝态氮贮

存库（液泡）大小是影响其硝态氮累积高低的重要原

因。 
影响叶柄硝态氮还原的因素除硝酸还原酶活性、

硝态氮在细胞质与液泡之间的分配外，硝态氮离开液

泡进入细胞质的难易程度也是一个重要的制约因素。

一般生长条件下，叶柄细胞自身的硝酸还原酶对硝态

氮的还原能力较低，其组织的亚硝态氮生成速率不能

反映叶柄细胞内硝态氮由液泡进入细胞质的最高速

率。因此，在本试验中，由叶片组织提取有活性的硝

酸还原酶，加入到叶柄组织培养液中，来诱导和提高

叶柄组织的亚硝态氮生成速率。试验结果证明，提取

叶片硝酸还原酶加入到叶柄组织培养液中，确实可以

提高叶柄组织的亚硝态氮生成速率。与 3 个菠菜品种

叶柄的硝态氮含量比较可以看出，加入硝酸还原酶后

亚硝态氮生成速率高的品种，其叶柄硝态氮含量低。

由于加入硝酸还原酶后的亚硝态氮生成速率可以较客

观地反映硝态氮由叶柄组织液泡进入细胞质的速率，

因此这一结果说明硝态氮由液泡进入细胞质的速率

高，则硝态氮易被还原，叶柄的硝态氮含量就低。硝

态氮离开液泡进入细胞质的难易程度也是影响品种之

间叶柄硝态氮含量高低的一个重要因素。 

4  结论 
植物潜在硝酸还原酶活性的实际表达程度是影

响其硝态氮累积的一个重要因素。叶柄硝态氮含量高

的品种与其叶柄潜在硝酸还原酶活性不能充分发挥

有关。硝态氮主要贮存在液泡中，硝态氮贮存库（液

泡）大小是造成植物硝态氮累积多少的重要原因。叶

柄细胞硝态氮贮存库大的品种，其叶柄硝态氮含量亦

高；硝态氮由液泡进入细胞质的速率高，则硝态氮易

被还原，叶柄的硝态氮含量就低。硝态氮离开液泡进

入细胞质的难易程度也是影响品种之间叶柄硝态氮

含量高低的一个重要因素。这些结果对于进一步深入

揭示叶柄过量累积硝态氮的原因，降低蔬菜硝态氮累

积，选育硝态氮含量低的蔬菜品种有重要意义。 
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