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摘要: 以不同烤烟品种‘红花大金元’和‘中烟100’为试验对象, 研究同一生育期不同部位叶片的无机氮积累及其与氮素代谢

和氨挥发的关系。结果表明, 烟草植株下部衰老叶片(第5片叶) NO3
-和NH4

+的含量要高于中部叶(第10和第15片叶)和上部

叶(第20片叶), 并且‘红花大金元’下部叶NO3
-和NH4

+的含量比‘中烟100’显著偏高; ‘中烟100’植株各部位叶片的氨气补偿点

比‘红花大金元’高。两个品种在第5到第20叶位间的谷氨酰胺合成酶(GS)、硝酸还原酶(NR)和谷氨酸脱氢酶(GDH)活性大

小及其变化不一致, 是叶片无机氮积累存在品种间差异的生理基础。
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Abstract: Accumulation of inorganic nitrogen and its relationship with nitrogen metabolism and ammonia 
volatilization of different positions of leaves were investigated with different flue-cured tobacco cultivars as 
experimental subjects. The results indicated that the contents of NO3

- and NH4
+ in bottom senescent leaves (leaf 

5) were higher than those in middle (leaf 10 and 15) and top leaves (leaf 20) of tobacco, and the contents of 
NO3

- and NH4
+ of ‘Honghuadajinyuan’ were significantly higher than those of ‘Zhongyan100’. And ‘Zhongyan 

100’ exhibited higher apoplastic NH3 compensation points than ‘Honghuadajinyuan’. The glutamine synthetase 
(GS), nitrate reductase (NR) and glutamate dehydrogenase (GDH) activities and their changes in leaves of two 
cultivars were different. These results were physiological basis of the accumulation of inorganic nitrogen 
differences between cultivars.
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作为一种收获叶片的特殊作物, 氮素是影响

烟叶产量和品质最为重要的营养元素。不同的烟

草品种具有不同的氮素代谢和肥料利用特性(刘卫

群等1998; 杨铁钊等2001)。烟叶衰老期的氮素代

谢是烟草生长发育最基本的代谢过程, 氮素代谢

的调控方式、强度、协调性对氮素从衰老叶片的

再转移利用、通过氨的挥发损失、甚至碳素代谢

具有直接的影响, 最终决定烟叶内含物的种类和

数量, 对烟叶品质的形成至关重要。据报道, 衰老

烟叶能够积累NO3
-
和NH4

+ (Masclaux等2000), 但不

同基因型烟草的无机氮积累是否存在差异及其生

理调控因素未见文献报道。因此, 开展相关研究

对深入了解品种的氮素利用特性, 从而指导烟草

栽培具有重要意义。

材料与方法

1  试验材料

烤烟(Nicotiana tabacum L.)品种‘红花大金元’
和‘中烟100’均为当前我国主栽品种。种子由河南

农业大学烟草学院提供。

试验于2011年在河南省平顶山市郏县进行。

前茬作物为烟草, 土壤质地为砂壤土, 耕层含17.50 
g·kg-1

有机质、0.79 g·kg-1
全氮、5.42 mg·kg-1

速效
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氮、4.24 mg·kg-1
速效磷、88.03 mg·kg-1

速效钾, pH 
7.29。行距110 cm, 株距55 cm。施120 kg·hm-1

纯

氮, N:P2O5:K2O为1:2:3。于5月10日移栽, 7月20日
打顶, 留21片叶。采用单因子完全随机区组设计, 
重复3次。在8月25日取第5、10、15、20片功能

叶(从植株下部往上数)用于试验, 重复3株。

2  试验方法

2.1  常规化学成分的测定 
叶绿素和类胡萝卜素含量采用φ=96%乙醇浸

提, 用分光光度法测定(邹琦1995); 叶片硝酸根、

可溶性蛋白和铵离子的测定分别采用水杨酸硝化

法(邹琦1995)、考马斯亮蓝G-250法(上海市植物

生理学会1999)和靛酚蓝比色法(Masclaux等2000)。
2.2  质外体提取和测定

叶片的质外体提取参考Husted和Schjoerring 
(1995)以及Loubet等(2002)的方法。用连续流动分

析仪测定质外体铵离子(NH4
+)浓度。质外体pH用

微电极直接在微型离心管内测定。

2.3  氨气补偿点的计算 
参考Husted和Schjoerring (1996)、Massad等

(2008)以及Herrmann等(2009)的方法, 在质外体pH
范围内当Kd<<[H+]apo时, 根据方程计算氨气补偿点

(χs):χs (nmol·mol-1)=Г×KH×Kd。

其中, Г是质外体铵离子和氢离子浓度之比, 
代表不依赖于温度的氨气交换潜力。KH和Kd是热

动力学常数, 分别为10-1.76 L·mol-1
和10-9.25 mol·L-1 

(25 ℃)。但由于质外体中离子生理强度通常在14~ 
28 mmol·L-1

之间(Cosgrove和Cleland 1983; Speer和
Kaiser 1991), 取20 mmol·L-1, 依照Debye-Hü1ckel方
程(Atkins 1990) Kd值调整为Kd'=10-9.32 mol·L-1 (25 ℃)。 

2.4  氮素代谢酶活性的测定

采用活体法测定硝酸还原酶(nitrate reductase, 
NR)活性(邹琦1995), 按照文献的方法测定谷氨酰

胺合成酶(glutamine synthetase, GS) (上海市植物生

理学会1999)和谷氨酸脱氢酶(glutamate dehydroge-
nase, GDH) (Turano等1996)活性。

2.5  数据处理

采用Excel 2003和SPSS 17.0软件对数据进行

处理。

结果与讨论

1  不同品种烟草叶片色素和可溶性蛋白含量的比较

叶片衰老最显著的特征是叶绿素含量下降, 
叶绿素是用于监测衰老进程的主要生物标记之一

(Masclaux等2000)。从表1看出, 不同品种叶绿素

含量的变化趋势基本一致, 从第20到第5片叶, 叶
绿素含量逐步下降, ‘中烟100’比‘红花大金元’下降

速度更快。‘中烟100’同一叶位的叶绿素含量显著

低于‘红花大金元’。类胡萝卜素对叶绿素分子具

有保护作用, 少量类胡萝卜素的存在就能保证叶

绿素的正常代谢, 当类胡萝卜素的合成量不足以

保护形成的叶绿素分子时, 也会导致叶绿素代谢

发生异常, 造成黄化。表1表明, ‘红花大金元’各叶

位类胡萝卜素含量变化不大, 而‘中烟100’的第15
到第10片叶类胡萝卜素含量大幅下降, 与叶绿素

含量的变化趋势一致, 并且‘红花大金元’的类胡萝

卜素含量显著高于‘中烟100’。
与叶绿素一样, 可溶性蛋白的变化也可以作

为一个衰老标记(Diaz等2008)。从表1可以看出, 
可溶性蛋白含量随着叶片衰老而逐步下降, 同一

表1  不同品种烟草叶片色素和可溶性蛋白含量的比较

Table 1  Comparison of foliar pigment and soluble protein contents of leaves between different tobacco cultivars

        品种                                     叶位              叶绿素含量/mg·g-1 (FW)      类胡萝卜素含量/mg·g-1 (FW)  可溶性蛋白含量/mg·g-1 (FW)

‘红花大金元’ 5 0.42±0.12* 0.10±0.02* 4.88±0.33* 
 10 0.57±0.10* 0.10±0.02* 4.74±0.39* 
 15 0.64±0.12* 0.11±0.02* 5.09±0.25* 
 20 0.70±0.04* 0.11±0.01* 5.29±0.24*

‘中烟100’ 5 0.07±0.05 0.02±0.00 3.63±0.42 
 10 0.14±0.02 0.03±0.00 4.05±0.58 
 15 0.33±0.06 0.08±0.01 4.61±0.30 
 20 0.38±0.12 0.08±0.02 4.25±0.69

　　*表示品种间在1%水平差异显著。下表同此。
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叶位的‘红花大金元’可溶性蛋白含量显著高于‘中
烟100’。
2  不同品种烟草叶片硝酸根和铵离子浓度的比较

叶片NO3
-
浓度反映了植物吸收和贮存矿物态

氮的能力。图1显示, 从第20到第5片叶, ‘红花大金

元’NO3
-
浓度逐步升高, ‘中烟100’呈现先下降, 后升

高的趋势。两个品种在衰老叶片(第5片叶)中都有

NO3
-
的积累, ‘红花大金元’达到179.41 μg·g-1 (FW), 

是第20片叶的3倍多; ‘中烟100’则为77.27 μg·g-1 
(FW)。除第20片叶外, ‘红花大金元’其它部位叶片

中的NO3
-
浓度显著高于‘中烟100’。

叶片中的氨来自硝酸还原、光呼吸和蛋白

质、氨基酸的水解(Joy 1993), 在衰老叶片中会积

累NH4
+ (Sutton等1993)。由图1看出, 从第20到第5

片叶, ‘红花大金元’叶片组织NH4
+
浓度呈现逐步升

高的趋势, 最高达到1.99 μmol·g-1 (FW); ‘中烟100’
只是在第10片叶稍微下降, 第5片叶又大幅升高, 
最高达到0.82 μmol·g-1 (FW), ‘红花大金元’同叶位

的NH4
+
浓度显著高于‘中烟100’。叶片铵离子与可

溶性蛋白的变化趋势基本相反, ‘红花大金元’表现

更加明显。

以上结果表明, 在相同施肥量的条件下, 两种

基因型烤烟品种‘红花大金元’和‘中烟100’都会在

老叶中积累无机氮(NO3
-
和NH4

+), 前者比后者更易

积累无机氮, 可能与不同品种植株的衰老特性有

关。据报道, 不同衰老型作物品种不仅衰老启动

时间和衰老速度各异, 而且对氮的吸收、贮存和

转移利用等均存在差异(Diaz等2005; Martin等
2005)。
3  不同品种烟草叶片质外体氨气挥发参数的比较

老叶中积累NH4
+
除了与吸收有关外, 主要与

蛋白质的降解有关。在生育后期, 蛋白质降解产

生的大部分NH4
+
被重新同化为氨基酸, 运出衰老

叶片, 少部分则通过氨挥发从植物体流失(Schjoer-
ring等1993)。在叶片质外体溶液中存在一定浓度

的NH4
+, 维持叶片气孔下腔一定浓度的气体NH3, 

这一浓度称为气孔氨气补偿点(stomatal ammonia 
compensation point, χs) (Farquhar等1980)。它是调

控植物和大气氨气交流方向和强度的主要参数, 
由叶片温度、质外体NH4

+
浓度和pH值的大小决定

(Massad等2008)。
从表2可以看出, ‘红花大金元’质外体NH4

+
浓

度最大值为0.16 mmol·L-1, 出现在第15片叶, 而‘中
烟100’最大值为0.25 mmol·L-1, 出现在第20片叶, 
并随着叶位的下降而降低。与叶片组织相反, 两
个品种在老叶的质外体中都没有积累NH4

+
的现象, 

可能与植株的NH4
+
再转移和氨挥发这两个生理过

程有关。同部位间比较, 除了‘中烟100’第20片叶

显著高于‘红花大金元’外, 其它部位二者差异不显

著。‘红花大金元’各叶位质外体pH显著低于‘中烟

100’, 两品种值最大值分别为6.99和7.12, 均出现在

第20片叶。品种间的氨气补偿点差异显著, ‘中烟

100’显著大于‘红花大金元’; ‘中烟100’最大值为

27.08 nmol·mol-1, ‘红花大金元’最大值为11.18 
nmol·mol-1, 分别出现在第20和第15片叶。显然, 
‘红花大金元’氨气补偿点的峰值出现比‘中烟100’
晚, 而且氨气挥发潜力小。

4  不同品种烟草叶片氮素代谢关键酶活性的比较

NR是氮代谢过程中的关键酶, 可以用其活性

图1  不同品种烟草叶片硝酸根和铵离子浓度的比较

Fig.1  Comparison of nitrate and ammonium ion concentra-
tions of leaves between different tobacco cultivars



段旺军等: 不同品种烤烟衰老叶片的无机氮积累及其生理调控 547

作为衡量氮代谢强度的指标。由图2看出, 从第20
到第5叶片, 两品种NR活性逐渐下降, ‘中烟100’各
叶位NR活性比‘红花大金元’高。从生理角度看, 
NO3

-
的吸收和还原反应不平衡是造成NO3

-
积累的

根本原因。NR是一个诱导酶, 其活性受光照、

NO3
-
等的诱导, 但本试验测得的NR活性与不同品

种、不同叶位NO3
-
浓度呈相反关系, 表明衰老叶片

中NR活性下降不是由NO3
-
减少引起的, 可能受某

种代谢物的抑制, 也可能与NO3
-
在细胞内的代谢库

和贮存库分布有关(董晓英等2003)。
烟叶中NH4

+
的积累受到相关代谢酶活性的调

控, 其中GS是把无机氮同化为有机氮的关键酶。

作物GS活性与衰老呈负相关关系, 随着衰老受抑

制(Masclaux-Daubresse等2005)。图2表明, 两品种

不同叶位GS活性的变化呈单峰曲线, 但峰值出现

时间有差异, ‘红花大金元’在第10叶位达到高峰, 
然后下降, ‘中烟100’在第15叶位达到高峰。从第

20到第5片叶, ‘红花大金元’GS活性稳步升高, ‘中
烟100’呈现“降-升-降-升”总体下降的趋势。与‘红
花大金元’相比, ‘中烟100’叶片GS活性不但升高得

早, 下降也早, 表明二者衰老速度有差异。此外, 
GS也是调控植物和大气氨气交流的关键酶(Matts-
son等1997), 正是GS活性的下降导致了作物氨气

补偿点的升高(Massad等2008)。
作为另外一个氮素代谢的关键酶, GDH具有

同化NH4
+
和分解氨基酸的双重功能, 同时又是衰

老和氮素再活化的标记, 在叶片衰老过程中GDH
的活性升高(Masclaux等2000)。图2表明, 虽然‘红
花大金元’老叶的GDH活性大于‘中烟100’, 但是

‘中烟100’GDH活性最大值在第20叶位, ‘红花大金

元’在第5叶位, 两品种GDH活性最大值在叶位间

表2  不同品种烟草叶片质外体氨气挥发参数的比较 

Table 2  Comparison of apoplastic parameters of ammonia emission of leaves between different tobacco cultivars 

         品种                       叶位                    质外体NH4
+
浓度/mmol·L-1                                       

质外体pH 氨气补偿点/nmol·mol-1

‘红花大金元’ 5 0.09±0.01 6.45±0.05*   2.20±0.27* 
 10 0.14±0.06* 6.93±0.11*   9.39±2.76* 
 15 0.16±0.03* 6.91±0.10* 11.18±4.30* 
 20 0.09±0.03* 6.99±0.08*   7.35±3.73*

‘中烟100’ 5 0.10±0.04 7.11±0.04 10.51±3.78 
 10 0.19±0.03 7.02±0.09 16.85±5.71 
 15 0.22±0.08 6.99±0.06 17.96±7.16 
 20 0.25±0.07 7.12±0.04 27.08±5.43

图2  不同品种烟草叶片氮素代谢关键酶活性的比较

Fig.2  Comparison of the activities in key enzymes of N me-
tabolism of leaves between different tobacco cultivars



植物生理学报548

存在差异。GDH活性升高与NH4
+
积累(图1)关系密

切, Tercé-Laforgue等(2004)的研究表明, 当烟草叶

片氮素再转移效率最高时, GDH基因的转录和酶

活性非常低, 而当氮素再转移受阻或叶片NH4
+
积

累时GDH活性受到高度诱导。
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