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硝酸盐对硝酸还原酶活性的诱导及硝酸还原酶基因的克隆

王利群 王 勇 董 英 王文兵"

（江苏大学生物与环境工程学院生命科学研究院，镇江 $!$%!&）

摘 要 硝酸盐在植物体内的积累过多已成为影响蔬菜品质并影响人类健康的重要因素。硝酸还原酶（+I）是硝
酸盐代谢中的关键酶，提高其活性有利于硝酸盐的降解。为了解植物不同组织中 +I的活性，用活体测定法检测了
经 #%00()JK的 6+L& 诱导不同时间后的油菜、豌豆和番茄幼苗根茎叶中 +I活性，同时为了明确外源诱导剂浓度与

植物体内 +I活性的关系，检测了经不同浓度 6+L& 诱导 $M后的矮脚黄、抗热 5%#、小白菜和番茄叶片中的 +IN。结

果表明，不同植物组织 +I活性有很大差异，叶中 +I活性较高，根其次，茎最低；不同植物的 +I活性随诱导时间呈
不同的变化趋势，相同植物不同组织的 +I活性变化趋势相似；不同植物叶片 +IN为最高时 6+L& 浓度不同。用

&%00()JK的 6+L& 诱导番茄苗 $M后，从番茄根和叶中提取总 I+N，用 I93OPI方法获得 +I H8+N，全长 $4&51.，编码

"!!个氨基酸。为进一步利用该基因提高植物对硝酸盐的降解能力打下基础。
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硝酸盐是强致癌物亚硝胺的前体，过量摄入会诱发动物

消化器官癌变［!］。蔬菜作为硝酸盐的最主要摄入源，其硝酸

盐污染引起了国内外学者的普遍关注。

硝酸盐被植物体吸收后，首先必须在根或叶肉细胞质中

由硝酸还原酶（+I）还原成 +L$
S，+L$

S 被迅速运进质体，在

质体中被亚硝酸还原酶还原成 +TR
U 后，才能被植物体利用

以合成氨基酸。+I是这个代谢过程中的关键酶，也是限速
酶［$］，提高蔬菜中 +I的活性，不仅可降低蔬菜硝酸盐的含
量，还可增加同等施肥条件下蔬菜的产量，即提高肥料的利

用率。

本研究比较了硝酸盐诱导对不同蔬菜 +I活性（+IN）的
影响，确定了 +IN较高时的外界条件，用 I93OPI方法从番
茄根和叶中分离出目的片段。克隆后测序结果表明，获得了

+I的全长 H8+N，为后续通过基因工程手段提高蔬菜 +IN
的研究打下基础。

! 材料与方法

!"! 植物材料
用于 +IN测定以及总 I+N提取的蔬菜幼苗由本实验

室培养。蔬菜种子（购自镇江市种子公司）经双蒸水浸泡 #
V !%M后在室温下萌动一夜，然后将露白的种子铺在尼龙网
上，$#W X !W下以不含 +L&

S 的 Y,培养基培养。光源为日

光灯，光强 !#%% )=，光周期为 !RMJG，约 $周后作为实验材料。
!"# 试剂

9IZ[LK购自 \?1H( ]IK 公司。 3+4 酶、56 3+4 酶购自
9<6<I<公司。,D.-2,H2?./9Y逆转录试剂盒购自 ZA^?/2(B-A 公
司。胶回收试剂盒购自上海华舜公司。._P039载体购自上
海生工公司。8T#!为本实验室保存。
!"$ 引物设计与合成
根据 +P]Z数据库中的 +I H8+N序列设计了 &对引物，

引物由上海生工公司合成。（!）上游引物 O!：#‘3NPP N9\

\P\ \PN 9P9 \9\ \NN3&‘，下游引物 O$：#‘39NP PNN 9P9

P9P PP9 9\9 \N3&‘。（$）上游引物 O&：#‘’39NP P\N 9\N \NP

PP9 PNN PN3&‘，下游引物 OR：#‘399N \NN PNP PNN 9N\ 99P

P93&‘。（&）上游引物 O#：#‘3N99 P9\ PN\ N9\ \P\ \PN 9P9

\9\3&‘，下游引物 O5：#‘3\N\ 9P9 N\N 99N \NN PNP PNN

9N\3&‘。O!、O$和 O&、OR是为方便测序而设计的分段引物，
O#、O5是为全长 H8+N设计的引物。
!"% &’(的测定
将适量的幼苗根部浸泡在含 +L&

S 的 Y,培养基中进行

诱导，一定时间后取样，冲洗根部，吸干水分，取不同组织

（根、茎或叶）进行 +IN的测定，测定方法参照陈薇等［&］+IN
活体测定方法，反应液为含 #%00()JK 6+L& 的磷酸缓冲液。

分别测定不同诱导时间、不同诱导浓度下不同组织中的



!"#。!"#以每克样品每小时产生 !$%
& 的量来表示，单位

为 ’’()·*& +·,& +。

!"# $%&提取
经诱导的番茄幼苗根和叶约 +--’*，用双蒸水冲洗，吸

干水分，于液氮中研磨，加入 +’. /"01$.，后续步骤根据
/"01$.操作说明书进行。
!"’ $()*+$
提取的总 "!#用 23456276849/:逆转录试剂盒进行逆转

录，合成 7;!#第一链。根据 23456276849/:逆转录试剂盒说明
书操作。

逆转录产物用 <对引物分别进行 =>"扩增。（+）引物为
=+ 和 =%，=>"反应条件：?-!.反应体系中加入 %!. 7;!#，?!.

+- @ =>"缓冲液，<!. %?’’()A. :*>)%，B!. %C?’’()A. D!/=E，

=+、=%（+-!’()A.）各 +C?!.，!"# 酶（?3A!.）-CB!.，其余用超纯

水补足。FBG预变性 %’8H，然后经 FBG，?-E；?%G，?-E；I%G，
%’8H；<?个循环，最后 I%G延伸 J’8H。（%）引物为 =< 和 =B，

=>"反应条件与（+）相同，循环中退火温度为 BJG。（<）引物
为 =? 和 =K，=>"反应条件：%?!.反应体系中加入 +!. 7;!#，

%C?!. +- @ =>"缓冲液，%!. %C?’’()A. D!/=E，=?、=K（+-!’()A

.）各 -C?!.，$% !"# 酶（?3A!.）-C<!.，其余用超纯水补足。
FBG预变性 %’8H，然后经 FBG，?-E；B-G，B?E；I%G，B’8H；<?
个循环，最后 I%G延伸 +-’8H。
!", 硝酸还原酶基因的克隆与序列分析

=>"扩增产物回收纯化后分别与 4L>’M/载体连接，转
化 ;N?"菌株，蓝白斑筛选阳性克隆，阳性克隆扩增后抽提
质粒，酶切鉴定正确的克隆进行序列分析。

- 结 果

-"! 硝酸盐诱导对 %$活性的影响
-"!"! 诱导时间对植物幼苗不同组织 !"#的影响：适龄的
豌豆（&’()* ("+’,)* $ O）、油菜（ -."((’/" /"*01(+.’( $ O）和番茄
（$2/301.(’/34 1(/)514+)* 6’55 O）幼苗在光周期开始 %, 时用含
?-’’()A.硝酸钾的 :2培养基诱导，分别在诱导后 -、%、?、J、
++,时采样，测定了不同组织的 !"#，见图 +。
不同植物的 !"#差异较大。!"#还具有组织特异性，

在这几种植物中，茎的 !"#最低（数据未列出）。叶和根的
!"#随植物种的不同有较大差别。在豌豆幼苗中，叶和根的
!"#相差不大，总体上叶的 !"#稍高；油菜叶中 !"#远高
于根；番茄在未诱导时叶中 !"#较高，诱导后根中 !"#增加
较快，根和叶中 !"#差距较小。不同植物的 !"#随诱导时
间的增加呈现不同的变化规律。在试验时间内，豌豆的根和

叶中 !"#逐渐增加并达到峰值，随后有所下降，峰值时间为
J ,。油菜的根和叶中，!"#随时间的增加一直升高，++ ,仍
无下降趋势。而番茄幼苗诱导 % ,后，根和叶的 !"#分别达
到最高和较高，? ,降至较低水平，随后又逐渐上升。这为在
后续试验中选择诱导时间以提高 !" ’"!#丰度并克隆该基
因提供了依据。

-"!"- 诱导剂浓度对植物叶中 !"#的影响：根据以上实验，

图 + 诱导时间对不同植物幼苗根和叶中 !"#的影响

P8*O+ 0HQ)35H75 (Q 8HD378H* 98’5 (H !"# 8H )5RQ

RHD 6((9 (Q D8QQ565H9 4)RH9 E55D)8H*E

& O .5RQ；⋯ O "((9；! O >()5；" O =5R；# O /(’R9(

硝酸钾诱导 %,对 !"#已有明显影响，因此，选择 %,的诱导
时间，用含 -、+-、<-、?-’’()A.硝酸钾的 :2培养基来诱导矮
脚黄（-."((’/" /7’414(’( $ O /, O %89）、小白菜（-."((’/" /7’414(’(
$ O /, O :-;）、抗热 K-?青菜（-."((’/" /7’414(’( $ O /, O <=M K-?）
和番茄幼苗，测定了各种植物幼苗叶中的 !"#，结果如图 %
所示。几种植物幼苗经不同浓度的硝酸钾诱导后，叶中 !"#
均有所增加。其中矮脚黄在硝酸钾浓度为 +-’’()A.时，叶
中 !"#达到最高，<-’’()A.时基本相等，?-’’()A.时有所下
降。小白菜在 S!$< 浓度为 <-’’()A.时，叶中 !"#达到最

高，?-’’()A.时也有所下降。抗热 K-? 在三种诱导浓度下，
叶中 !"#都较高，没有显著差异。番茄幼苗叶中 !"# 在
S!$< 浓度为 +-’’()A.时最高，<-’’()A.时略下降。

图 % 诱导剂浓度对植物幼苗叶片 !"#的影响

P8*O% 0HQ)35H75 (Q 7(H75H96R98(H (Q S!$< E()398(H (H

!"# 8H )5RQ (Q D8QQ565H9 4)RH9 E55D)8H*E

" #TN；! UV>；$ S"MK-?；# /(’R9(

-"- $()*+$结果
%周龄番茄幼苗经 <-’’()A. S!$< 诱导 %, 后提取总

"!#，%%K- A%%J- W +CFJJ，含量 %B--!*A’.。逆转录后以 <对特

异引物进行 =>"，结果如图 <。泳道 +是 =+、=% 引物的 =>"
产物，泳道 %是 =<、=B 引物的 =>"产物，泳道 <是 =?、=K 引物

的 =>"产物。
-". %$基因的克隆与测序结果
将上述 =>"扩增得到的 <个片段用胶回收试剂盒回收

后，直接与 4L>’M/载体连接，白色单菌落挑出扩增，抽提质
粒后酶切鉴定，各选择一个鉴定正确的菌落进行序列测定，

得到全长为 %I<KX4的 7;!#序列（测序结果未列出）。
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图 ! "#$%&"产物

’()*! "#$%&" +,-./012

3*34,56,（!789:!"#$" ’,4);6<12）；= * %&" +,-./01 -> +,(;6,2

%= 4<. %?；?* %&" +,-./01 -> +,(;6,2 %! 4<. %@；

!* %&" +,-./01 -> +,(;6,2 %A 4<. %B

! 讨 论

8"是植物氮素代谢中一个重要的调节酶和限速酶，有
报道指出，8"重组基因 #"% 的表达降低了莴苣叶中硝酸盐
的含量［@］，而将烟草 8"基因与 &43C !AD启动子的融合基因
导入土豆并在土豆中表达，可使土豆块茎中硝酸盐含量下降

EAF［A］。在高等植物中 #"%基因拷贝数很低，据报道菠菜为
一个，玉米、水稻、拟南芥、白桦树等为 ?个，烟草为 @个［B］。
因此，要通过 "#$%&"方法获得 8" 0789片段，必须提高 #"%
基因的转录水平。8"是底物诱导酶，硝酸盐的诱导可以刺
激 #"%基因的表达。为了提高 8"$;"89的转录丰度，研究
了硝酸盐浓度和诱导时间对蔬菜 8"活性的影响，据此推测
#"%转录的水平。本研究中植物的 8"9在诱导 ?G时已有明
显提高，继续诱导，8"9继续升高或基本不变，少数则有所下

降，表明 #"% ;"89在诱导 ? G时处于较高水平。8H!
I 浓度

在 !J;;-K:L时，大部分蔬菜叶片中 8"9较高。因此，番茄幼
苗经含 !J;;-K:L M8H! 的 3D培养基诱导 ?G后，取根和叶片

作为实验材料，提取总 "89，用 "#$%&"方法扩增出了该基
因片段，成功地克隆出了 #"% 基因。获得的番茄 8" 全长
0789序列，其读码框包含 ?N!B个碱基，编码 E==个氨基酸。
该基因的成功克隆为进一步利用该基因降解蔬菜中的硝酸

盐打下基础。
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控制癌症发生的研究对策

有经典防御物质之称的疫苗是产生抗体、激发或增强免疫系统战胜各种疾病的最有利武器。它的应用已有悠久的历史

传统。癌症这种恶性疾病能否采用现代疫苗技术加以防治呢？目前这方面的研究颇为活跃。在澳大利亚，研究人员研制抗

癌疫苗方面取得了新进展，此疫苗用于抗癌安全，借助外源疫苗刺激免疫系统以攻击癌细胞，通常人类免疫系统一般对引发

的瘤不会有对抗作用，因为机体免疫系统把瘤视为身体的一部分，而抗癌疫苗能使身体“误”认为癌变肿瘤是外来的，从而对

其进行攻击（注：癌症患者有 FV K ;V的人能产生强烈自然免疫反应来杀死癌细胞），为此研制抗癌疫苗的本质就是模拟抗癌
和杀灭癌细胞的一种手段，当初它并非用来治疗已确诊的癌症，而是防止那些已治愈的患者癌症复发。美国研究人员应用基

因技术研制出一种新型肺癌疫苗，临床实验结果表明，这种疫苗对肺癌患者十分有效。这种新型肺癌疫苗叫 W D U8X，也就是
说，这种经修改的活体疫苗在治疗癌症方面取得重要突破，部分肺癌患者注射这种新型肺癌疫苗后，体内的癌细胞奇迹般地

消失了，至今（;??C年）仍未复发。研究人员是怎样研制 WD U8X新疫苗的呢？先从肺癌患者的癌中提取癌细胞，尔后在其中
添加能刺激免疫系统产生抗体的基因，再将这些基因修饰过的细胞进行辐射处理后制成肺癌疫苗。当患者注射这种疫苗之

后，疫苗就会在患者体内追踪和搜索癌细胞，并产生大量抗体对所识别的癌细胞必消灭之。目前这种抗癌疫苗（W D U8X）仍
处于 JJ级临床实验阶段，有望给肺癌患者的治疗带来希望。
不论何种癌症都是客观存在的，只不过因某种因素而处于“沉睡”或“休眠”状态，或者说，于机体内处于“溶原”状态，或又

因某种原因发生癌症或细胞癌变，或其进一步扩散等等。然而，对付癌症的关键，除了抗癌疫苗的研制之外，加强如下三方面

工作也是至关重要的。（F）养成坚持体育锻炼，不吸烟等良好生活习惯，使机体天然存在的抗癌系统和免疫系统不削弱并得
到增强，这是降低各类癌症发病率和战胜它们的最重要的物质基础；（;）积极研制包括抗癌疫苗在内的治癌药物。其中最重
要的是研制引发癌细胞“自杀”（自我毁灭）的高效药物，它不伤害周围健康细胞，只针对癌细胞，激活它“自杀”。已发现人体

细胞内有一种叫 !,*1,*’的生物酶，尽管产生的量很小，但它可加速癌细胞的死亡，值得探究；（C）积极寻找癌症的克星，即所谓
“死亡基因”，这种基因位于人体 ;C对染色体第 Y染色体的 Y K F?个基因之间，“癌症的克星”就在其中。如果能找到这种基因
的话，就有可能为战胜癌症提供一种重要的分子工具，应加强这方面研究。

（柯 为 供稿）
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