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化感物质对硝酸还原酶活性影响的研究*

马瑞霞

(中国科学院生态环境研究中心,北京　100085)

摘要　3种来自小麦秸杆腐解过程中产生的化感物质(阿魏酸、苯甲酸、对羟基苯甲酸) ,在不同浓度及不同 pH 条件下对硝酸还

原酶活性的影响实验结果表明,阿魏酸( t-FA)在 0. 26、2. 58、5. 15mmol/ L 浓度下对硝酸还原酶活性均表现出一定的抑制作

用,抑制率分别为 0. 52% , 11. 6%和 9. 02% ;苯甲酸( BA)在 4. 09、8. 19mm ol / L 浓度下对硝酸还原酶的活性有抑制作用, 其抑

制率分别为 18. 4%和 6. 98% ,在 0. 41mmol / L 浓度下则表现出促进作用,促进率为 3. 07% ; 对羟基苯甲酸 ( p-HA)在 0. 36、

1. 81、3. 62mmol/ L 浓度下对硝酸还原酶活性均表现出促进作用,促进率分别为 6. 86%、15. 8%和 8. 73% ,其中以 1. 81mmol /L

浓度促进作用最强.阿魏酸,苯甲酸在不同 pH 下( pH6、pH7、pH8)对硝酸还原酶活性均表现出一定的抑制作用, 其中 p H6最为

明显.阿魏酸在 pH6时抑制率为 11. 6% ,苯甲酸的抑制率为 18. 4% .阿魏酸、苯甲酸和对羟基苯甲酸 3种化感物质的混合液,在

pH6时对硝酸还原酶活性表现出显著的促进作用,促进率为 12. 7% ,在 pH7和 pH8条件下则表现出抑制作用,抑制率分别为

5. 17%和 12. 4% .实验还表明 NO-
2 的生成与NO-

3 的转化之间是互相关联的.
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Abstract　T his paper described the research results on inf luence o f t rans-ferulic acid ( t-FA) ,

benzoic acid ( BA) and p-hydroxybenzo ic acid ( p-HA ) isolated f rom decomposit ion o f w heat

st raw on the act ivity of nit rate reductases in different concentrat ion and dif ferent pH. T he re-

sults show ed that the act ivity o f nit rate reductases w as inhibited by t-FA under the concentra-

tion o f 0. 26, 2. 58 and 5. 15 mmo l/ L , and BA under the concentration of 4. 09 and 8. 19 m mol /

L , the inhibition rate w as 0. 52% , 11. 6%, 9. 02% , 18. 4% , and 6. 98%, r espect ively. 0. 41

mm ol/ L of BA, however, display ed some st imulation to nit rate reductases, the stim ulat ion

rate w as 3. 07%. The act ivity of nit rate reductases w as st imulated by p-HA under the concen-

tr ation o f 0. 36, 1. 81, 3. 62mmo l/ L , the stim ulat ion rate w as 6. 86%, 15. 8% and 8. 73%, re-

spect iv ely . The mor e st rong st imulation w as observed at 1. 81 mmo l/ L of p-HA. T he ef fect of

dif ferent pH values on the act iv ity of nit rate reductases w as also studied. pH 6 for t-FA and BA

show ed a obvious inhibit ion ef fect , the inhibit ion rate w as 11. 6% and 18. 4%, r espect ively .

The mix ture of t-FA, BA and p-HA at pH6 show ed a signif icant st im ulat ion to nit rate r educ-

tases and inhibit ion effect at pH7 and pH8. betw een production of NO 2-N and residue of NO 3-

N there w as relat ionship.

Keywords　allelochem icals, nit rate reductases, inhibit ion, st imulation.

　　1937年, 奥地利植物学家 Molish 首次提

出了植物间化感作用 ( Allelopathy ) 的新概

念
[ 1]

, 70年代化学生态学作为生态学前沿的新

兴科学问世以来
[ 2]

, 人们运用现代化学方法和



技术对一些生态问题有了更新的理解. 近年来

在对秸秆还田作为农业增产措施的研究中发

现,秸杆在被土壤微生物分解过程中,会产生很

多的化感物质( Allelochemicals)
[ 3]

. 有些化感

物质会危害下茬作物的生长. 本研究从化学生

态学的角度,由小麦秸秆腐解过程所产生的化

感物质中,选择 3种典型的化感物质,研究其对

在农田生态系统中氮素循环与利用起重要作用

的硝酸还原酶活性的影响.

Abdelmagid H. M . 研究了不同土壤类型

中硝酸还原酶的活性
[ 4]

. Jaap Van Rijn 等研究

了乙酸、丙酸、丁酸、戊酸等对 P sendomonas

stut z eri 的反硝化作用的影响
[ 5] . 本文着重研究

阿魏酸( tr ans-ferulic acid, t-FA)、苯甲酸( ben-

zoic acid, BA )、对羟基苯甲酸( P-hydr oxyben-

zoic acid, p-HA) 3种化感物质对硝酸还原酶活

性的影响,它不仅在理论上可以深化和充实反

硝化作用中的化学生态学的研究内容, 也对减

少氮肥的经济损失和氮肥的环境污染具有重要

的实践意义.

1　材料与方法

( 1)供试土壤　取自北京平谷地区农场,含

水量 5%, pH= 7. 15,过 40目筛处理.

( 2)试验的化感物质　由小麦秸杆腐解产

生的化感物质中,选择出 t-FA、BA 和p-HA.

( 3)测定硝酸还原酶活性的方法　采用文

献 6、7的方法.

( 4)抑制或促进硝酸还原酶活性的计算方

法

抑制或促进率( % ) =
(各处理的 NO

-
3 剩余量 - 对照的 NO

-
3 剩余量)

对照的 NO -
3 剩余量

× 100%

　　( 5)化感物质在不同 pH 条件下对硝酸还

原酶活性的影响　培养前将土壤分别调成

pH 6, pH7, pH8.

以上各处理在培养前均在土壤中加入

NO
-
3 98. 9 mol / g.

2　结果和讨论

2. 1　浓度对硝酸还原酶活性的影响

实验结果详见表 1.

　　( 1) t -FA　与对照相比, t-FA在3种浓度

表 1　不同浓度的化感物质对硝酸还原酶活性的影响

t-FA BA p -HA

处理

/m mol

·L- 1

NO-
3

的剩余量

/ m ol·g- 1

NO-
2

的生成量

/ mol·g- 1

促进

或抑制

/ %

处理　

/ mmol

·L - 1

NO-
3

的剩余量

/ mol·g- 1

NO-
2

的生成量

/ m ol·g- 1

促进

或抑制

/ %

处理

/ mmol

·L- 1

NO-
3

的剩余量

/ mol·g- 1

NO-
2

的生成量

/ mol·g- 1

促进

或抑制

/ %

CK 38. 8 10. 5 CK 35. 8 25. 0 CK 48. 1 5. 67

0. 26 39. 0 10. 4 - 0. 52 0. 41 34. 7 20. 1 + 3. 07 0. 36 44. 8 6. 18 + 6. 86

2. 58 43. 3 10. 1 - 11. 6 4. 09 42. 4 20. 1 - 18. 4 1. 81 40. 5 6. 42 + 15. 80

5. 15 42. 3 10. 6 - 9. 02 8. 19 38. 3 19. 8 - 6. 98 3. 62 43. 9 6. 02 + 8. 73

下均对硝酸还原酶活性起抑制作用, 浓度不同,

抑制程度不同. 其中 2. 58mmo l/ L 的 t-FA 抑

制 作 用 最 为 显 著, 抑 制 率 达 11. 6%.

5. 15mm ol/ L 的 t-FA 抑 制 率 为 9. 02%.

0. 26mm ol/ L t-FA 的抑制作用十分微弱,其抑

制率只有 0. 52%.

2. 58mm ol/ L 的 NO 2
-的生成量最少, 比对

照低 0. 4 m ol/ g . 0. 26m mol / L、5. 15m mol / L

的 NO
-
2 的生成量同对照相比相差不大, 分别

比对照低 0. 1 mo l/ g 和高 0. 1 mo l/ g.

( 2) BA　同对照相比, BA 在 4. 09mmol / L

时对硝酸还原酶活性的抑制作用最显著, 抑制

率为 18. 4% . 8. 19m mol / L 时对硝酸还原酶也

表现抑制作用,而 0. 41mmo l/ L 时则表现促进

作用,促进率为 3. 07%.

从 NO
-
2 的生成量看, 各处理均低于对照.
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其中 8. 19mmol / L NO
-
2 的生成量最少, 为

19. 8 mol/ g . 比对照少 5. 2 mol/ g. 0. 41 和

4. 09mm ol/ L 处 理中 N O-
2 的生 成量均为

20. 1 mol/ g .

( 3) p-HA　不同浓度的 p-HA 对硝酸还原

酶活性均有不同程度的促进作用. 1. 81m mol/

L p-HA 的促进作用最为显著, 促进率为

15. 8% ; 0. 36m mol / L 的 促进率 为 6. 86%;

3. 62mm ol/ L 的促进率为 8. 73% . NO
-
2 的生成

量均高于对照. 其中, 1. 81mmo l/ L 处理中的

NO
-
2 的生成量最多, 比对照多 0. 75 mo l/ g,

0. 36mm ol/ L 处理中比对照多 0. 51 mo l/ g,

3. 62mm ol/ L 处理中比对照多 0. 35 m ol/ g .

鉴于硝酸还原酶活性强即反硝化作用强,

而反硝化作用是造成氮素气态损失的基本原

因 [ 8] , 因此, 从上述实验结果可以得出, p-H A

在农田中不利于氮素的保持,而 t-FA 和 BA对

氮素的保持起积极的作用. 这为在农业生产中

选择硝化抑制剂提供了理论依据. p-HA 能促

进氮的转化,将对处理水体中氮的富营养化有

参考价值.

2. 2　t-FA 在不同 pH 下对硝酸还原酶活性的

影响

实验结果见表 2.

表 2　阿魏酸( 2. 58mmol/ L)和苯甲酸( 4. 09mmol/L)在不同 pH 条件下对硝酸还原酶活性的影响

t-FA BA

pH 值 化感物质
NO-

3 的

剩余量

/ mol·g- 1

NO-
2 的

生成量

/ mol·g- 1

抑制/促进
/ %

pH 值 化感物质
NO-

3 的

剩余量

/ mol·g - 1

NO-
2 的

生成量

/ mol·g- 1

抑制/促进
/ %

6 CK 38. 8 10. 5 6 CK 35. 8 25. 0

t-FA 43. 3 10. 1 - 11. 60 BA 42. 4 20. 1 - 18. 40

7 CK 51. 2 20. 5 7 CK 40. 2 20. 8

t-FA 51. 6 21. 7 - 0. 78 BA 44. 5 19. 1 - 10. 70

8 CK 75. 4 16. 1 8 CK 43. 0 19. 4

t-FA 78. 6 18. 9 - 4. 24 BA 43. 7 19. 7 - 1. 63

　　( 1) t-FA ( 2. 58m mol / L )　在不同 pH 下

( pH 6、pH7、pH8)对硝酸还原酶活性均有不同

程度的抑制作用. 在 pH6的条件下,对硝酸还

原酶活性抑制最为显著, 抑制率为 11. 6%. 在

pH 8的条件下,抑制率为 4. 24%. 在 pH7的条

件下, 抑制作用最弱, NO
-
3 的剩余量与对照相

差不 大, 差值为 0. 4 mol/ g , 抑 制率 仅为

0. 78% .

NO
-
2 的生成量在 pH 6的条件下比对照低

0. 4 m ol/ g , 在 pH7 和 pH8 的条件下, 分别比

对照高 1. 2 mol/ g 和 2. 8 mo l/ g.

( 2) BA( 4. 09mm ol/ L )　BA 在不同 pH 下

对硝酸还原酶活性也均表现为抑制作用. 在

pH 6 条件下, 抑制作用最为显著, 抑制率为

18. 4% .在 pH7 下的抑制作用弱于 pH6, 抑制

率为 10. 7%. pH8 时的抑制作用最弱, 抑制率

为 1. 63% .

NO
-
2 的生成量在 pH6 和 pH7的条件下,

分别低于对照 4. 9 mo l/ g 和 1. 7 mo l/ g. 在

pH8 条件下, NO -
2 的生成量略高于对照

0. 3 mol/ g .

从上述实验结果可以得出, t-FA 和 BA 作

为反硝化的抑制剂在酸性土壤中效果好, 而在

碱性土壤中作用不大.

2. 3　t-FA、BA、p-HA 3种化感物质的混合液

在不同 pH值下, 对硝酸还原酶活性的影响

数据详见表 3.混合液随着 pH值不同对硝

酸还原酶活性的影响表现出明显的差别. 其中

在 pH7和 pH8条件下,混合液对硝酸还原酶活

性表现为抑制作用, pH8时的抑制作用最为显

著, 抑制率为 12. 4% . 在 pH7 时的抑制率为

5. 17% .在 pH 6条件下, 混合液对硝酸还原酶

活性表现出促进作用, 促进率为 12. 7% . NO
-
2

的生成量除在 pH6条件下比对照低 5. 8 mol /
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g 外, 在 pH 7和 pH8条件下均与对照相同, 其

数值分别为 15. 2 mol/ g 和 15. 6 m ol/ g .

表 3　t-FA( 2. 58mmol/L)、BA( 4. 09mmol/L)、

p-HA( 3. 62mmol/ L) 3 种化感物质的混合液对硝酸

还原酶活性的影响

pH 化感物质

NO-
3 的

剩余量

/ mol·g- 1

NO-
2 的

生成量

/ m ol·g- 1

抑制/促进

/ %

6 C K 45. 6 22. 9

混合液 39. 8 17. 1 + 12. 70

7 C K 34. 8 15. 2

混合液 36. 6 15. 2 - 5. 17

8 C K 35. 4 15. 6

混合液 39. 8 15. 6 - 12. 40

　　3种化感物质的混合液在碱性条件( pH8)

下,对硝酸还原酶活性表现出显著的抑制作用,

而在 pH6条件下则表现出明显的促进作用.这

可能是由于 p-HA 所产生的促进作用大于 t-

FA 和 BA 所起的抑制作用所致.从以上分析可

以看出, 混合液在碱性环境中可以有效抑制硝

酸还原酶的活性, 减少氮肥的损失.

Br em ner 等人发现反硝化速率随 pH 值上

升而增加, 最佳 pH 值在 7—8之间[ 9] . Jens 等

人在研究了不同 pH 对反硝化作用影响时, 发

现反硝化作用的动力学模型在酸性和碱性条件

下也是不同的[ 10] . 许多研究者认为, 在酸性条

件下,微生物的还原酶被抑制,因此酸性条件下

反硝化活性降低. 但是 Garcia 却发现在碱性条

件下抑制作用强.土壤 pH 值对反硝化作用的

影响较为复杂, 报道不一.本研究结果表明,对

硝酸还原酶活性的影响,不仅是 pH 起作用,而

且不同的化感物质也起重要作用.

2. 4　NO
-
3 的转化与 NO

-
2 的生成之间互相关

联的分析

在 p-HA 不同浓度的处理中, NO
-
3 的剩余

量比对照少, N O
-
2 的生成量相应地比对照多,

在 t-FA、BA 的处理中, NO
-
3 的剩余量比对照

多,转化成 NO
-
2 的量也比对照少.可以看出,

NO
-
3 的转化与 NO

-
2 的生成之间是相互关联

的.在 t-FA、BA 各自的不同浓度之间, NO -
3 的

剩余量差别较明显, 但生成量之间差别并不明

显.这可能是在不同浓度的化感物质作用下,

NO
-
2 和 NO

-
3 对电子竞争不同而引起的, NO

-
3

和 NO
-
2 对电子的竞争决定於电子传递途径

[ 5]
.

上述 3种化感物质及不同浓度的化感物质在培

养过程中都会有电子流变化, 进而影响到亚硝

酸根的不同积累.不同浓度的 t-FA、BA 也可能

对亚硝酸还原酶有一定的抑制作用, 阻碍其进

一步将 NO2 还原成 NO、N 2O、N 2 , 因而造成

NO
-
2 的一定积累.
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