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当今世界人口不断增加，而可耕地面积却不断减少，提

高土地的利用率，使作物能高效吸收营养元素，同时减少施

肥对环境的污染，成为全球共同关注的热点问题之一. 我国

水土流失状况相当严重，在部分地区还有进 一步加重的趋

势. 据统计，1996年我国水土流失面积已达1.83×106 km2，占国

土总面积的19%；仅南方红黄壤地区土壤侵蚀面积就达6.153
×105 km2，占该区土地总面积的1/4. 而截止到目前，据不完全

统计，现在我国仍然有1.38×106 km2的水土流失面积. 土壤肥

力下降十分明显，我国耕地的有机质含量一般较低，水田土

壤大多在1%~3%，而旱地土壤含量较水田低，低于1%的就占

31.2%；我国大部分耕地土壤全氮都在0.2%以下，其中山东、

河北、河南、山西、新疆等5 省（区）严重缺氮面积占其耕地

总面积的一半以上. 氮素作为作物必需的营养元素之一，同

时也是作物从土壤中吸收最多的营养元素，氮的代谢关系到

整个细胞及植物水平上碳的流动、蛋白的调节、离子和同化
物的流动[1]. 硝酸盐作为一种最常见的无机氮盐，提供给生物
体氮，研究硝酸盐的代谢途径及机制有利于提高作物对硝
酸盐的利用率，减少氮浪费或丢失，防止它引起的植被单一
性、温室变暖、污染水源等环境问题；并且提高生物在逆境
下对氮的利用，以维持生物的氮营养. 

盐生杜氏藻（Dunaliella salina，简称盐藻）是迄今发现
的世界上最耐盐的单细胞真核绿藻，在0.5~5.5 mol/L的NaCl
环境下可以正常生长，通过快速代谢合成甘油抵御高盐渗透
胁迫[2]，是世界各国普遍关注的耐盐模式生物. 硝酸盐转运
蛋白是控制硝酸盐进入生物体内的关键膜蛋白. 在与盐藻亲
缘关系非常接近的莱茵衣藻（Chlamydomonas reinhardtii）[3]

以及高等植物模式生物拟南芥（Arabidopsis thaliana）[4]中已
经发现存在硝酸盐转运蛋白，本实验室前期已从抗逆性极
强的耐盐模式生物盐藻中克隆到了硝酸盐转运蛋白，因此本
实验通过测定不同硝酸盐浓度梯度、NaCl浓度下盐藻对硝
酸盐的吸收，以及NH4

+对于盐藻吸收硝酸盐的影响，研究不
同条件下盐藻吸收硝酸盐的差异，为进一步研究盐藻硝酸
盐转运蛋白的特性奠定基础，有助于未来运用分 子生物学
手段改良植物品种，提高作物对氮的吸收率，减少土壤环境
污染. 
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Abstract   Dunaliella salina, a unicellular green alga, known as one of the most salt-tolerant photosynthetic eukaryotic 
organisms, is capable to be adapted to an extremely wide range of salinities, from 0.1 to 5.5 mol/L NaC1. Nitrate is the main 
N source for D. salina, and influences its growth metabolism. This study can be useful for future studying nitrate metabolic 
pathway and regulation, and also provide theory basis for nitrate uptake by crops growing in the environment with high or 
low level of salinity . Salicylic acid colorimetry was used to measure nitrate concentrations in D. salina after its culture in 
the nitrate solutions. The results showed that at low concentration (0.2 mmol/L) of nitrate, D. salina could absorb nitrate, and 
the rate of nitrate uptake increased along with the increase of the nitrate concentration. D. salina achieved the highest rate of 
nitrate uptake when cultured in the solution with nitrate of 2 mol/L, which demonstrated that appropriate concentration of salt 
could induce D. salina to enhance its nitrate uptake. The rate of nitrate uptake of D. salina pretreated with NH4

+ was lower than 
that of control. The results suggested the existence of the high affinity nitrate transporter protein in D. salina. Fig 6, Ref 17
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摘  要   盐生杜氏藻（Dunaliella salina）是已知最耐盐的真核光合生物，硝酸盐作为盐生杜氏藻氮源的主要来源，影响

盐生杜氏藻的生长代谢，研究盐生杜氏藻对硝酸盐的转运吸收状况，可为生长于高盐、低盐环境中作物吸收氮的研究

提供理论基础. 以水杨酸法测定硝酸盐浓度，设计相关实验，结果发现盐生杜氏藻在低浓度的硝酸盐（0.2 mmol/L）溶

液中对硝酸盐有吸收，吸收效率随硝酸盐浓度的增大而提高；当盐浓度为2 mol/L时其硝酸盐吸收效率最高，说明一定

的盐浓度能诱导盐生杜氏藻对硝酸盐的吸收；经NH4
+预处理过的盐生杜氏藻，在相同硝酸盐浓度下培养时其硝酸盐

吸收效率比未经NH4
+预处理的低. 实验结果提示盐生杜氏藻存在高亲和性的硝酸盐转运蛋白. 图6 参17
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1  材料与方法
1.1  材 料
1.1.1  藻 种    盐生杜氏藻（D. salina，简称盐藻），由本实验

室保存. 
1.1.2  培养基     采用无氮盐藻培养基：称取 MgSO4

.7H2O 
1.23 g、NaH2PO4

.2H2O 15.6 mg、KCl 74 mg、NaHCO3 840 mg、

CaCl2
.2H2O 44 mg、10×A5 solution 0.1 mL、Fe-critric 0.5 mL、

NaCl 87.7 g，加ddH2O定容至1 L，用NaOH将pH值调至7.5 [5]. 
1.2  方 法
1.2.1  盐藻的培养    将原种按5%的接种量接入盐藻培养基

中，按光照16 h、黑暗8 h，25 ℃下培养. 
1.2.2  标准曲线制作    采用水杨酸比色法测定硝酸盐浓度 [6]. 
吸取0.5 �����mol/L 硝酸盐标准溶液20、50、100、300、500、700 ��μL
分别放入50 ��mL容量瓶中，用无氮盐藻培养基定容至刻度，

配成0.2、0.5、1、3、5、7 ������mmol/L硝态氮的系列标准溶液. 吸
取上述系列标准溶液0.1 ��mL，分别放入试管中，以0.1 ��mL无

氮培养基作空白. 再分别加入0.4 mL的5%水杨酸–浓硫酸溶

液，摇匀，在室温下放置25 ���min显色，再加入8������ % NaOH溶液9.5 
mL，摇匀冷却至室温. 以空白作参比，在410 ��nm波长下测定

吸光度，制作标准曲线. 每次试验重复3次，下同. 
1.2.3  不同硝酸盐浓度下盐藻对硝酸盐的吸收测定    将盐藻

接入硝酸盐浓度分别为0.2、0.5、1、3、5 ������mmol/L的盐藻培养

基中. 每隔3 h各取0.5 mL于EP管中，12 000 �����r/min离心10 ���min，

取0.1 ��mL上清，显色后，在410 ��nm下测定吸光度. 根据标准曲

线计算各盐浓度下硝酸盐的浓度变化. 
1.2.4  不同NaCl浓度下盐藻对硝酸盐的吸收测定   分别配

制以下培养基：硝酸盐浓度为0.2 ������mmol/L，NaCl浓度梯度为
1、2、3、4 �����mol/L的盐藻培养基；硝酸盐浓度为4.94 mmol/L，

NaCl浓度梯度为1、2、3、4 �����mol/L的盐藻培养基；硝酸盐浓度

为10 ������mmol/L，NaCl浓度梯度为1、2、3、4 �����mol/L的盐藻培养

基. 将盐藻分别接入上述培养基中，培养15 h后，各取0.5 mL
于EP管中，12 000 �����r/min离心10 ���min，取0.1 ��mL上清，显色后，在
410 ��nm下测定吸光度. 根据标准曲线计算各盐浓度下硝酸盐

的浓度变化. 
1.2.5  NH4

+对盐藻吸收硝酸盐的影响    将盐藻接入NaCl浓度

为2 �����mol/L、含10 mmol/L���  NH4NO3的溶液中培养12 h，将培养

后的盐藻分别转移至含NaNO3 0.2 mmol/L、NaCl 2 mol/L的

培养基以及含NaNO3 10 mmol/L、NaCl 2 mol/L的培养基中，

继续培养3 h后，分别取0.5 mL于EP管中，12 000 �����r/min离心10 
min，取0.1 ��mL上清，显色后，在410 ��nm下测定吸光度. 

2  结 果
2.1  盐藻对不同浓度硝酸盐的吸收           

用不同浓度的硝酸盐系列标准液所测定的数据作标准
曲线图（图1），可以看出，硝酸盐的浓度与吸光值呈线性关
系，R2=0.996 3，表明该方法可行有效. 

为确定在不同硝酸盐浓度中显示吸收状况的OD值变化
不同与盐藻本身吸收能力有关，而与盐藻的初始浓度无关，
测定了各盐浓度下盐藻初始浓度所对应的OD值（图2）. 在
660 nm下测得不同硝酸盐浓度下接种盐藻的OD值，差异不
显著，盐藻本身对此的影响可以忽略. 

不同硝酸盐浓度下盐藻对硝酸盐吸收的变化情况如图

3. 在各浓度下，盐藻对硝酸盐的吸收在刚开始的6 h内较为迅

速，而后的吸收较为平稳缓慢，溶液中的硝酸盐浓度总体呈

明显下降趋势. 盐藻藻在硝酸盐浓度很低（0.2 mmol/L）的情

况下，12 h后无法检测出溶液上清里的硝酸盐，说明硝酸盐已

被吸收完全，而后处于氮限制状态，说明盐藻对硝酸盐的吸

收属于主动吸收.

根据标准曲线，换算出各盐浓度下的硝酸盐浓度变化，

再除以培养时间，从而计算出盐藻在不同硝酸盐浓度下对

硝酸 盐的吸收 效率（图4）. 可以看出，随 着硝酸 盐浓度的

增大，盐藻的吸收效率也随之增大，但在硝酸盐浓度为0.2 
mmol/L培养基中的吸收效率比0.5 ������mmol/L的高，推测可能在

0.2 mmol/L培养基中其吸收程度还未达到饱和状态，正处于

高速吸收状态. 

2.2  不同盐浓度对盐藻吸收硝酸盐的影响
由OD值计算出盐藻在不同NaCl浓度下对硝酸盐的吸收

率. 对于在不同硝酸盐浓度中培养的盐藻，受不同NaCl浓度

的调控作用，在硝酸盐浓度为0.2 mmol/L的培养基中，盐藻

对硝酸盐的吸收效率因NaCl浓度不同的变化不大；硝酸盐浓

度为4.94 ������mmol/L及10 ������mmol/L时，当NaCl浓度由1 mol/L增加

到2 mol/L时，盐藻对硝酸盐的吸收率有所增加，但当NaCl浓
度达到3 mol/L时，盐藻对硝酸盐的吸收效率又明显减少，当

NaCl浓度达到4 mol/L时，盐藻对硝酸盐的吸收率反而进一步

增加，而且这种反差随着硝酸盐浓度的增加越发明显. 

图1  硝酸盐标准曲线
Fig. 1  Standard curve of nitrate concentration

图2  不同硝酸盐浓度梯度下盐生杜氏藻的初始OD值
Fig.2  Initial OD of D. salina in nitrate solutions with different concentrations 
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2.3  NH4
+对盐藻吸收硝酸盐的影响

盐藻未经NH4
+预处理及经NH4

+预处理后对硝酸盐的吸

收率变化如图6. 可以看到，无论是在0.2 mmol/L浓度的硝酸

盐还是10 mmol/L 硝酸盐的培养基中，未经NH4
+处理的盐藻

吸收率都要高于处理后的吸收，这一点同水浮莲 [7]及生菜 [8]

中的情况一样，NH4
+的存在阻碍了硝酸盐的吸收. 

3	 讨 论
3.1  盐藻对不同浓度硝酸盐吸收能力的比较

每种生物由于自身的生长情况对硝酸盐的吸收能力是

不同的，研究不同硝酸盐浓度下盐藻对硝酸盐的吸收状况，

可以从生理角度去认识盐藻高、低亲和性硝酸盐转运蛋白的

功能特点. 本实验结果显示，在一段时间内盐藻对硝酸盐的

吸收非常缓慢，几乎为零（图3），据报道，烟草等植物对硝酸

盐的吸收随其光周期而变化，呈现出昼夜变化 [9]，根据盐藻

吸收硝酸盐所对应的光照时间，分析盐藻停止吸收硝酸盐可

能与其光周期有关，说明盐藻对硝酸盐的吸收同样可能存在

昼夜变化的规律 [10]. 
盐藻随着硝酸盐浓度的增大，其吸收效率也随之增大 . 

但在硝酸盐浓度为0.2 ������mmol/L培养基中，盐藻的吸收效率比
0.5 ������mmol/L时的高，分析原因，可能是在盐藻中存在着同高等

植物中相类似的硝酸盐吸收高亲和吸收系统（HATS）与低亲

和吸收系统（LATS）[11]：1）极低浓度的硝酸盐下，盐藻处于

一种“氮饥饿”的状况，此时可能存在一种专门针对高亲和

性硝酸盐转运蛋白基因的调控信号，使高亲和性的硝酸盐转

运蛋白基因高度表达，快速获得硝酸盐以提供盐藻正常所需

的氮营养元素. 2）当硝酸盐浓度为0.2 ������mmol/L时，起转运作

用的是高亲和性的硝酸盐转运蛋白，当硝酸盐浓度大于0.5 
mmol/L时，起作用的则主要是低亲和性的硝酸盐转运蛋白. 
3.2  不同浓度NaCl对盐藻吸收硝酸盐的影响

盐藻是一种耐盐性很强的真核单细胞藻类，研究盐藻

在不同NaCl浓度梯度下对硝酸盐的吸收状况有利于了解盐

藻的硝酸盐吸收机制及其耐盐机制. 为研究NaCl分别对盐中

可能存在的高、低亲和性硝酸盐转运蛋白的作用，本实验将

培养基中硝酸盐的浓度梯度设为：0.2、4.94、10 mmol/L，其

中0.2 mmol/L针对高亲和性硝酸盐转运蛋白基因（NRT2），
10 mmol/L针对低亲和性硝酸盐转运蛋白，4.94 mmol/L为盐

藻正常生长时的浓度作为对照. 从图5可以看出，盐藻在不同

浓度NaCl的调控作用下对硝酸盐的吸收效率的变化是基本

一致的，说明NaCl对高、低亲和性硝酸盐转运蛋白的作用基

本一致. 当NaCl由1 mol/L提高到2 mol/L时，盐藻的硝酸盐吸

收率有所增强，说明一定浓度的NaCl具 有诱导盐氏藻吸收

硝酸盐的作用. 当NaCl浓度达到3 mol/L时，盐藻的硝酸盐吸

收效率明显减少，说明盐藻虽然能耐受一定的盐浓度，但当
NaCl浓度超出了其最佳的生长浓度后，高盐还是会影响到盐

藻的生命活动，从而使其对硝酸盐的吸收效率下降. 当NaCl
的浓度达到4 mol/L时，盐藻的硝酸盐吸收率反而增加，这可

能是由于高NaCl浓度严重威胁到了盐藻的生存，可能存在一

种机制驱使盐藻对营养物质快速摄取，增强其对硝酸盐的

吸收，加强代谢作用，从而抵抗这种胁迫的影响. 
3.3  NH4

+对盐藻吸收硝酸盐的抑制作用
盐藻经NH4

+离子预处理后，移入硝酸盐浓度分别为0.2 

图3  不同硝酸盐浓度下培养盐生杜氏藻后的硝酸盐浓度变化
Fig. 3   Variation of nitrate concentrations after D. salina cultured in nitrate 

solutions with different concentration

图4   不同硝酸盐浓度下盐生杜氏藻对硝酸盐的吸收效率
Fig. 4   Rates of nitrate uptake by D. salina in nitrate solutions with different 

concentrations 

图5  不同NaCl浓度下盐生杜氏藻对硝酸盐的吸收率
Fig. 5   Effect of NaCl concentration on the rates of nitrate uptake by D. 

salina

图6   NH4
+预处理前后盐生杜氏藻对硝酸盐的吸收率

Fig. 6   Effect of NH4
+ pretreatment on the rates of nitrate uptake by 

D. Salina 
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mmol/L和10 mmol/L的培养基中，测得两者硝酸盐吸收效率

都比未经NH4
+处理的盐藻的硝酸盐吸收效率低（图6），说明

NH4
+离子的加入抑制了盐藻对硝酸盐的吸收. Vincent Fraisier

等人对烟草NpNRT2.1基因表达调控进行了研究 [12]，发现10 
mmol/L的NH4NO3抑制了NpNRT2.1的表达，分析此抑制作用

存在两种机制：1）长期抑制作用：作用机制是作用于NRT基

因的表达，最新研究表明此长期抑制作用与NH4
+及其相关的

代谢产物对NRT蛋白的合成及活性调控有关；2）短期抑制作

用：NH4
+直接抑制细胞膜上硝酸盐的吸收，因为大多数生物

也存在着NH4
+的转运蛋白，在有NH4

+离子存在下，生物更易

通过NH4
+转运蛋白直接获得NH4

+离子用于合成所需的氨基

酸和蛋白质，而没有必要吸收硝酸盐后将它还原成NH4
+再合

成氨基酸和蛋白质. 另外也有研究表明细胞膜上的周边环境

可能因NH4
+的存在发生了变化，例如膜电位的改变 [13]、膜极

化程度的改变 [14]、膜结构的改变 [15]等，从而降低了载体对离

子的运转速度. 

4  结论与展望
盐生杜氏藻随着培养基中硝酸盐浓度的增大，其吸收

效率也随之增大，这与之前藻类的相关研究 [16~17]相类似. 但
在硝酸盐浓度为0.2 mmol/L培养基中的盐生杜氏藻的吸收效

率比0.5 mmol/L时的高，分析这与盐生杜氏藻可能存在一种

专门针对高亲和性的硝酸盐转运蛋白基因的调控信号有关，

又或者存在这样一 个机制，硝酸 盐作为诱导因子对高亲和

性的硝酸盐转运蛋白基因的诱导作用，高于对低亲和性的硝

酸盐转运蛋白基因的诱导. 盐生杜氏藻在不同浓度NaCl的调

控作用下对硝酸盐吸收效率的变化趋势是基本一致的. 另外
NH4

+可能通过短期、长期作用机制抑制了盐生杜氏藻对高、

低浓度硝酸盐的吸收. 从实验结果可以推断，盐生杜氏藻确

实存在硝酸盐转运蛋白，同时也应该存在着高等植物中普遍

存在的硝酸盐吸收高亲和转运系统（HATS）与低亲和转运

系统（LATS）. 
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