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测定硝酸还原酶(nitrate reductase，NR)活性
在植物生理教学实验中一般是必做的。但其中 a-
萘胺的配制是用盐酸做溶剂，加入蒸馏水后，会
沉淀出一部分，因而溶液有效成分降低，致使显
色反应中的颜色很浅，酶活性小的几乎看不到颜
色。对此，我们做了一些摸索，现概述如下。
1  测定试剂的配制

a-萘胺的配制：称0.2 g a-萘胺，加入25
mL 浓盐酸，a- 萘胺在浓盐酸中溶解很慢，再用
蒸馏水定溶到 100 mL，这样大部分 a- 萘胺又重
新结晶呈片状沉淀。为使实验效果明显起见，a-
萘胺应达到一定的浓度，为此应提前半个月配制
并放入30℃温箱中，期间不时进行摇晃使其加速
溶解，但到做实验时仍然有大量沉淀物不能溶
解。由于 a- 萘胺含量低，显色反应的效果不好，
结果不会理想，阴雨天或光照度小时更不明显，
有时甚至看不到红色反应。对此我们把0.2 g a-
萘胺由加入25 mL浓盐酸改为加入25 mL冰醋酸，
这样 a-萘胺即很快全部溶解，并在加入蒸馏水定
溶至 100 mL 后，再也没有结晶析出。由于所配
制试剂有效成份高，显色生成的红色螯合物很明
显，实验效果相当理想。如果采用张志良等
(2003)的方法，即将0.2 g a-萘胺改为加入含有
1 mL 浓盐酸的100 mL 蒸馏水中，a-萘胺也不能
彻底溶解。用同一种材料，两种试剂分别配制成
的a-萘胺溶液所测得的NR活性是，冰醋酸为469.3
mg (NO2-)·g-1 (FW)·h-1，浓盐酸为136.5 mg (NO2-)·
g-1 (FW)·h-1。

磺胺试剂的配制：将1 g 磺胺用少量酒精于
水浴中加热溶解后，再加入 25 mL 浓盐酸时，呈
现的白色乳状液需要很长时间才能慢慢溶解，如
果再用蒸馏水定溶到 100 mL，这既费时，加热
时又易着火。因此我们将操作流程改为：加入酒
精后立即加入盐酸，也出现白色乳状液，但立即
用蒸馏水定溶到100 mL，此时利用酸遇水产生的
大量热量，不断搅拌很快就会彻底溶解，但要注
意安全。另外，使用的盐酸要纯净，不要有杂质

和颜色，要用分析纯(AR)或化学纯(CP)级的盐酸。
2  试剂加入顺序

硝酸还原酶存在于细胞质中，在显色反应过
程中要先加入磺胺，目的是让酸性溶液中的磺胺
与 NO2

- 生成重氮盐，再与 a- 萘胺反应生成红色
螯合物。否则，先加入的 a- 萘胺会与 NO2

- 生成
另一种重氮盐，这种重氮盐不再与磺胺生成红色
螯合物，从而影响实验效果。作者实验证明：取
5 mg·L-1 的 NO2

- 溶液 2 mL，先加入磺胺、后加
入 a- 萘胺各 4 mL，测得的 OD 值为 0.384；而
先加入 a-萘胺、后加入磺胺各 4 mL，测得的 OD
值仅为 0.063，两者相差 6 倍多。
3  实验材料的选择和反应时间的确定

秋冬季用萝卜叶片比白菜叶片的效果好，晚
上比白天的酶活性高，如萝卜叶片的酶活性(下午
3时)为366.9 mg (NO2

-)·g-1 (FW)·h-1，白菜叶片只
有229.8 mg (NO2

-)·g-1 (FW)·h-1；晚上萝卜叶片的
酶活性(晚 7时)是 434.6 mg (NO2

-)·g-1 (FW)·h-1，
比下午 3时增加67.7 mg (NO2

-)·g-1 (FW)·h-1，而
白菜叶片是239.4 mg (NO2

-)·g-1 (FW)·h-1，仅增加
9.6 mg (NO2

-)·g-1 (FW)·h-1。一般来说，嫩叶比
老叶的光合速率大，深绿色叶片比黄绿色叶片效
果好，因而会造成 NR 活性的差异，如深绿色萝
卜叶中酶活性为508.2 mg (NO2

-)·g-1 (FW)·h-1，而
黄绿色叶片仅为312.5 mg (NO2

-)·g-1 (FW)·h-1。其
次，该实验因对光照和温度要求比较高，应尽量
安排在 9、10 或 11 月份，12 月份以后实验效果
就不好。另外，晴天比阴雨或下雪天效果好，这
显然是阴雨或雪天植物光合能力较弱所致，因而
实验结果不明显。
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