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บทคัดยอ

ไนเทรตรีดักเทสเปนเอนไซมตัวแรกที่อยูในวิถีการใชไนเทรต  มีหนาที่รีดิวซไนเทรตไป
เปนไนไทรต และขั้นตอนนี้จัดเปนขั้นตอนสํ าคัญที่สุดในการควบคุมวิถีการใชไนเทรตในพืช
รา สาหราย และแบคทีเรียบางชนิด

จากการศึกษาปจจัยที่เกี่ยวของกับการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในตนขาว 
(Oryza sativa L.) จํ านวนสามสายพันธุไดแก  กูเมืองหลวง  ดอกพยอม  และขาวดอกมะลิ
105 พบวา เอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวทั้งสามสายพันธท่ีปลูกตามธรรมชาติมีแอคติวิตี
สูงที่สุดในชวงระยะเวลาแรกของการปลูก จากนั้นจะเปลี่ยนแปลงโดยมีความสัมพันธกับการ
ไดรับปุยไนเทรต และปริมาณไนเทรตที่สะสมในใบ  ขาวทั้งสามสายพันธุมีการตอบสนองตอ
ปุยไนเทรตตางกัน โดยขาวพันธุกูเมืองหลวงมีคาแอคติวิตีของเอนไซมเพิ่มข้ึนสูงที่สุด รองลง
มาไดแกขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 และพันธุดอกพยอม ตามลํ าดับ

การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวไร บงชี้วา
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวมีแอคติวิตีแปรผันตามชวงวัน โดยมีคาสูงในชวงเวลาที่ได
รับแสง  และลดตํ่ าลงในที่มืด อยางไรก็ตามในการเปรียบเทียบผลของระยะเวลาที่ไดรับแสง
ในหนึ่งวัน  พบวาตนขาวที่ไดรับแสงเปนเวลา 12 ช่ัวโมงตอวันมีแอคติวิตีของเอนไซมมาก
กวา ตนขาวที่ไดรับแสงเปนเวลา 10 ช่ัวโมงตอวันเพียงเล็กนอย และตนขาวที่ไดรับธาตุ
อาหารปริมาณสูงจะมีรูปแบบการแสดงออกของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสสูงขึ้นอยางรวดเร็ว
ใน 3 ช่ัวโมงแรกหลังจากเริ่มไดรับแสง และคอนขางคงที่ไปอีกประมาณ 6 ช่ัวโมงกอนจะลด
ลง แตในตนขาวที่ไดรับธาตุอาหารปริมาณนอยแอคติวิตีของเอนไซมจะคอยๆ เพิ่มข้ึนหลัง
จากเริ่มไดรับแสงจนถึงจุดสูงสุดที่เวลาเที่ยงวัน จากนั้นจึงลดลง  อยางไรก็ตามพบวา การได
รับธาตุอาหารนอย หรือมาก ไมมีความสัมพันธโดยตรงกับระดับแอคติวิตีของเอนไซม
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จากการเปรียบเทียบผลของการไดรับไนโตรเจนในรูปแตกตางกันในสารละลายปลูก 
พบวา การไดรับเฉพาะไนเทรต หรือการไดรับไนเทรตรวมกับแอมโมเนียม มีผลกระตุนการ
ทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวทั้งสามสายพันธุแตถาไดรับเฉพาะแอมโมเนียม
ไมพบวามีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวทั้งสามสายพันธุ

การศึกษาขอมูลพื้นฐานเกี่ยวกับเอนไซมไนเทรตรีดักเทส พบวา การเก็บตัวอยางใบ
ขาวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียสสามารถเก็บไดนานมากกวา 30 วัน ในขณะที่การเก็บท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสสามารถเก็บรักษาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสไดประมาณ 1 สัปดาห

เอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่สกัดในบัฟเฟอรท่ีมี  PMSF 0.5 มิลลิโมลาร มีความเสถียร
ไดนานประมาณ 5 ช่ัวโมงเมื่อเก็บบนนํ้ าแข็ง

การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ท่ี 20-50 เปอรเซ็นตของความ
อิ่มตัว จะทํ าใหเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน  3.61 เทา และการเก็บเอนไซมบนนํ้ าแข็งในรูป
ท่ีจับอยูกับเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตจะรักษาแอคติวิตีของเอนไซมไดดีกวาการเก็บในรูปท่ี
เอาเกลือออกแลว และระหวางการสกัดและตกตะกอนโปรตีนพบวาสวนของ molybdenum
จะสูญหายไปไดมากกวาสวนของ FAD

เอนไซมไนเทรตรีดักเทส สามารถใชไดท้ัง NADH และ NADPH เปนตัวใหอิเล็กตรอน
โดยมีคา Km ของ NADH เทากับ 0.018 มิลลิโมลาร, คา Km ของ KNO3 เมื่อใช NADH เปนตัว
ใหอิเล็กตรอน เทากับ 0.109 มิลลิโมลาร , คา Km ของ NADPH = 0.05 มลิลิโมลาร และ  คา
Km ของ KNO3 เมื่อใช NADPH เปนตัวใหอิเล็กตรอน เทากับ 2.5 มิลลิโมลาร

คาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสคือ ท่ีพีเอช 7.5  โดย
แอคติวิตีของเอนไซมถูกยับยั้งไดดวย Mg2+ และ sodium azide
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Abstract

Nitrate reductase (NR) is a key enzyme in the first step of nitrate
assimilation. It catalyzes the reduction of nitrate to nitrite, which is the most
important step in nitrate assimilation pathway in higher plant, fungi, algae and
some bacteria.

Factors regulating nitrate reductase activity (NRA) in 3 cultivars of upland
rice (Oryza sativa L.) Koo Muang Luang, Dokphayom and Kaodokmali105 were
studied. All cultivars showed maximum levels of NRA at the early stage of growth
when grown in pots under artificial lighting as well as in the greenhouse. The result
showed that NRA was related to the levels of N-fertilizer applied and nitrate
contents in the leaves.

Leaf NRA varied with the time of day. It was low during the night and
increased in the light to a maximal level at mid-day then it declined slowly to the
lowest level after dark. NRA in leaves receiving 10 hours/day illumination was lower
than NRA in leaves with 12 hours/day illumination. Nutrient availability effected
NRA-pattern during the day but did not correlate with NRA levels in the leaves.

Comparison of effects of nitrogen source on nitrate reductase activity by
using nitrate, nitrate with ammonium and ammonium as nitrogen sources in the
nutrient solution revealed that NRA in rice leaves responded to nitrate-N or nitrate-
N supplied with ammonium-N but NRA could not be detected if ammonium-N was
supplied alone.
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NR in rice leaves stored at –200C remained active for more than 30 days
while NR in leaves kept at 40C could retain NRA for only 1 week. Crude enzyme
extract was stable on ice for about 5 hours in the presence of 0.5 mM
phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF).

The specific activity of enzyme increased 3.61 fold after the protein was
precipitated from the crude extract with ammonium sulphate at 20-50% saturation.
The enzyme could be kept on ice in the form of ammonium sulphate precipitate for
a longer period (1 month) than in dialysed form (20 days). Molybdenum component
of NR rather than flavin adenine dinucleotide (FAD) may be lost during the
extraction and precipitation processes. 

Both reduced nicotinamide adenine dinucleotide and reduced nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate could act as electron donors for NR. The
NADH:NR has a Km of 0.018 mM for NADH and Km of 0.106 mM for KNO3 and
NADPH:NR has a Km of 0.05 mM for NADPH and Km of 2.5 mM for KNO3. The pH
optima for NRA was 7.5. NRA was inhibited by Mg2+ and sodium azide.
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