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15 N同位素稀释法评估甘蔗的生物固氮量
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摘要：为评估甘蔗生物固氮量，采用15N同位素稀释法，以木薯为参比植物，进行温室桶栽试验。结果表明：

甘蔗全生育期植株固氮11．3514％Ndfa，固氮量每桶o．9269 g。甘蔗根、茎、叶的固氮百分率和固氮量大小依

序为叶>茎>根。叶的固氮百分率(13．2668％Ndfa)略高于植株，但两者差异不显著。甘蔗植株全氮量中来

自空气氮(生物固氮)、肥料氮和土壤氮的比例分别为11．3514％、7．6857％、80．9629％。甘蔗的氮肥利用率为

58．7583％。甘蔗根、茎、叶各部位均有固氮现象，生产上可以用叶代替植株来评估甘蔗的生物固氮量。
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Abstract：The quantification of bi0109ical nitrogen fixation in sugarcane was investigated with
1 5 N isotope dilution

technique in greenhouse bucket culture test，using cassava as refcrence plant． The experimental results showed that

Ndfa accounted for 11．3514％，and the nitrogen fixation rate was o．9269 g／bucket for whole growth duration of sug—

arcane．Ndfa and the nitrogen fi)(ation amount in different organs of thc plant showed leaf>stalk>rOot．Ndfa in leaf

accounted for 13．2668％，a little higher than that in the whole plant．but the diffcrcnce was not significant．The per—

centage of nitrogen from air，fertilizer and soiI occupying the total nitrogen of the plant was 1 l。3514％，7。6857％and

80．9629％，respectively．The nitrogen use efficiency of sugarcane was 58．7583％． It was concluded that all organs of

sugarcane could fix nitrogen through biologicaI nitrogen fixation，and leaves could be used to estimate the amount of

bi0109ical nitrogen fixation in place of whole plant of sugarcane．

1(ey words：sugarcane；cassava；15N isot。pe dilution technique；nitrogen—fixing percentage；quantification；biological

nitrogen fixation
’
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早在1961年，D6bereiner就发现甘蔗(S口c一

如口r，．“优D／丁洌心口r甜研)存在生物固氮现象。甘蔗体

内具有与细菌联合的固氮系统(Loiret等，2004)。

甘蔗固氮是一种内生联合固氮(Boddey等，1991；吴

凯朝等，2011)。甘蔗通过联合固氮可获得需氮量的

30％～80％(Robert等，2000)。测定生物固氮的方

法主要有乙炔还原法(ARA)、15 N同位素稀释法

(ID)、15N自然丰度法，非同位素法、AN法、全氮差

值法和酰脲估测法等(Ham，1978；陈朝勋等，

2005)，其中ID法是应用最广泛而且比较标准的方

法(李香真等，1997；Danso等，1993)。

ID法将固氮植物与作为参比的非固氮植物种

植在施用相同量15N标记肥料的土壤中，并假定两

种植物按相同比例从土壤和肥料中吸收氮素；固氮

植物通过固定空气氮，将植物体内来自土壤和肥料

的氮稀释，从而引起与参比植物15 N／14 N含量的差

异，并以此估测固氮植物的固氮百分率(％Ndfa)

(Danso等，1993)。因此，ID法能准确区分固氮植

物全氮中来自不同氮源(空气、土壤及肥料)的氮量

比，估测固氮植物任何生长时期的生物固氮作用

(Danso等，1993)。ID法已广泛应用于豆科植物的

生物固氮研究(Khan等，1994；李玉中等，2002；黄

东风等，2003；Goh等，2007)。在非豆科作物上也有

应用(姚拓等，2004；席琳乔等，2007)。但在甘蔗上应

用较少(Segundo等，1992；罗霆等，2010)。本试验采

用ID法，以木薯为参比植物，评估甘蔗的生物固氮

量，以期为甘蔗生产氮肥施用和进一步的固氮研究提

供参考依据。

1 材料与方法

1．1试验材料

供试固氮植物甘蔗，品种为B8(桂引6号)，由

广西甘蔗研究所提供；非固氮参比植物木薯，品种为

华南205，由广西农业科学院经济作物研究所提供。

1．2试验设计

2008年在广西甘蔗研究所玻璃温室进行。采

用完全随机试验设计，桶栽种植，重复4次，重复内

每作物种4桶，即甘蔗、木薯各种16桶，试验共种植

32桶。试验用桶为红色塑料中型桶，桶底内径0．18

m，桶口内径o．55 m，内高o．45 m，容积约o．18 m3；

桶底无孔洞。试验用土取自广西农业职业技术学院

校内实训农场o～20 cm的耕作层，土壤为耕型赤红

壤，前作玉米。土壤经风干、敲碎、过筛，每桶装土

70 kg。土壤有机质含量为23．86 g／kg，全氮1．52

g／kg，全磷1．17 g／kg，全钾12．05 g／kg，速效氮117

mg／kg，速效磷135 mg／kg，速效钾269 mg／kg，

NH≯一N 8．54 mg／kg，NOf—N 4．09 mg／kg，pH值

7．24。

施肥处理：甘蔗、木薯出苗后，每桶施15 N一硫酸

铵标记肥(丰度15．15％，由上海化工研究院提供)

5．o000 g，折纯N 1．0695 g／桶。其它时间不施肥。

1．3试验方法

试验桶装土后用水淋湿、浸润全部土壤，使播种

时土壤处于湿润状态。蔗种和木薯种茎按常规方法

进行处理和催芽，于3月22日播种。甘蔗播2个双

芽段，木薯播1个4芽段；出苗后，甘蔗保留2株，木

薯保留1株。4月12日施15 N一硫酸铵标记肥。5月

24日喷施“封螨”(美国阿姆泰克国际生物科学有限

公司出品)2 000倍液防治红蜘蛛，7月11日喷施

“大杀蚧”(桂林联豪农资有限责任公司出品)1 500

倍液防治甘蔗红粉蚧。其它按常规管理。

1．4样品采集与分析

试验期间定期收集枯黄落叶、叶鞘、叶柄，烘干

记录生物产量。2008年12月15日按桶收获，每桶

分为根、茎、叶3部分，称鲜重。置于105℃杀青30

min，在75℃下烘至恒重’，再分别称干重。氮同位

素样品的采集与处理。重复内混合取样。甘蔗根取

全样，茎取梢部+2～+3节和节间，叶片和叶鞘取

+2～+3叶。木薯根取根和块根全样，茎取顶部+

1～+4节和节间，叶取收获时为绿色的叶片和叶

柄。称鲜重。置于105℃杀青30 min，在75℃下

烘至恒重，再分别称干重，粉碎，过筛。粉碎过筛后

的样品寄送中国科学院南京土壤研究所分析检测中

心，测定含氮量和15N原子丰度。

1．5计算和统计分析

甘蔗固氮百分率(％Ndfa)、固氮量(Ndfa)、肥

料利用率(％FU)和土壤氮库的计算参照姚允寅

(1988)、张思苏等(1989)、徐福利等(1993)、陈明等

(1997)、李香真等(1997)、李海先等(1998)、戴建军

等(1999)、黄东风等(2003)、姚拓等(2004)的方法进

行。用Excel、DPS软件进行资料处理和统计分析。

用新复极差法和t测验法进行差异显著性检验。所

有百分率数据在进行统计分析时均进行反正弦平方

根转换。
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2 结果与分析

2．1甘蔗和木薯的生物产量(干重)、含氮量及全氮量

2．1．1生物产量(干重) 甘蔗与木薯相比，根、茎、

叶和植株的干重均为甘蔗>木薯，增幅分别为

193．01％、67．24％、391．04％、152．54％，甘蔗植株

干重极显著高于木薯植株干重。甘蔗各部位之间表

现为叶干重>茎干重>根干重，叶和茎极显著重于

根。木薯各部位之间表现为茎干重>叶干重>根干

重，三者间差异极显著(表1)。

2．1．2含氮量甘蔗与木薯相比，根、茎、叶的含氮

量均为木薯>甘蔗，而且甘蔗和木薯的根、茎、叶的

含氮量高低顺序均为叶>茎>根。其中甘蔗叶和茎

的含氮量极显著高于根，木薯根、茎、叶之间的含氮

量差异极显著(表1)。

表l甘蔗、木薯各部位的生物产量(干重)、含氮量及全氮量
Table 1 Dry weight，N content and total N in the organs of sugarcane and cassava

注：一对甘蔗和木薯植株干重进行t检验，产25．5903，P—o．0000，差异极显著。*对甘蔗和木薯植株全氮量进行t检验，f一2．5119，P=
O．0458，差异显著。

Note：Difference of the dry weight between sugarcane and casava was very significant by t—test(f一25．5903，P—O．0000)and that of the tota】

N was significant(f=2．5119，P=O．0458)．

2．1．3全氮量甘蔗与木薯相比，根、叶和植株的全

氮量均为甘蔗>木薯，增幅分别为22．14％、73．78％、

18．50％，其中甘蔗植株全氮量极显著高于木薯；茎的

全氮量为甘蔗<木薯，低13．53％。甘蔗各部位之间

表现为叶全氮量>茎全氮量>根全氮量，叶和茎极显

著高于根。木薯各部位之间表现为茎全氮量>叶全

氮量>根全氮量，三者间差异极显著(表1)。

2．2甘蔗和木薯的15N原子百分超及”N原子加权百

分超

”N原子百分超：甘蔗与木薯相比，根、茎、叶

的15 N原子百分超均为甘蔗<木薯。甘蔗各部位之

间表现为根>茎>叶，其中根极显著高于叶，茎显著

高于叶。木薯各部位之间也表现为根>茎>叶，但

三者之间差异不显著。15N原子加权百分超：甘蔗与

木薯相比较，甘蔗茎和植株<木薯茎和植株，甘蔗叶

>木薯叶，甘蔗根与木薯根基本相近；其中甘蔗植株

的15N原子加权百分超显著低于木薯，低11．43％。

甘蔗各部位之间表现为茎>叶>根，其中甘蔗茎和

叶极显著高于根。木薯各部位之间也表现为茎>叶

>根，三者间差异极显著(表2)。

2．3甘蔗的固氮百分率(％Ndfa)及固氮量INdfa)

固氮百分率(％Ndfa)：分别用甘蔗、木薯各部

位的15N原子百分超估算甘蔗根、茎、叶的固氮百分

率，其大小依序为叶>茎>根(表3)，其中叶

(13．2668％Ndfa)极显著高于根(4．3427％Ndfa)，

茎(8．5075％Ndfa)显著高于根。说明在甘蔗根、

茎、叶三个部位中，叶的固氮能力最强。

用甘蔗、木薯植株的15N原子加权百分超估算
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甘蔗全株的固氮百分率为11．3514％Ndfa，略低于

叶的估测值，低14．44％，但t检验两者未达差异显

著性。因此，在生长过程中，可以用甘蔗叶来代替植

株评估其生物固氮量。

固氮量(Ndfa)：由表3可以看出，甘蔗植株的

生物固氮量为每桶o．9269 g。甘蔗根、茎、叶的固氮

量大小依次为叶>茎>根，其中叶(每桶o．5463 g)

和茎(每桶o．3334 g)极显著高于根(每桶o．0072 g)，

叶又显著高于茎。说明在甘蔗根、茎、叶三个部位中，

叶的固氮量最大。

表2甘蔗、木薯各部位的15N原子百分超及15N原子加权百分超
Table 2 Atom％15 N excess and atom％15 N weighting excess in the organs of sugarcane and cassava

部位0rgan

15N原子百分超Atom％15N excess(％) 15N原子加权百分超Atom％1 5N weighting excess(％)

均值Mean 变异系数C．V．(％) 均值Mean 变异系数c．V．(％)

注：+对甘蔗和木薯植株15N原子加权百分超进行t检验，户3．0072，P=o．0238，差异显著。
Note：Difference of the atom％15N weighting excess between sugarcane and casava was slgnificant by t—test(f=3．0072，P一0．0238)

表3甘蔗的固氮百分率(％Ndfa)及固氮量(Ndfa)
Table 3 Nitrogen—fixing percentage and nitrogen—fixing amount of sugarcane

注：对甘蔗叶和甘蔗植株的固氮百分率进行t检验，￡一o．7148．P—o．5016，差异不显著。

Note：The difference of the Nitrogen—fixing percentage between sugarcane leaves and sugarcane plant was not significant by t—test(r=O．7148，

P—O．5016)．

表4甘蔗和木薯的氮肥利用率及土壤氮量
Table 4 N using efficiency and so订nitrogen amount for sugarcane and cassava

注：对甘蔗和木薯的氮肥利用率进行t检验，￡一o．7097，P=o．5045，差异不显著。*对甘蔗和木薯的土壤氮量进行t检验，￡=3．0672，P

O．0220，差异显著。

Note：Difference of the N using efficiency between sugarcane and casava was not significant by t～test(f—O．7097，P—O．5045)and that of t

soil nitrogen amount was significant(￡一3．0672，P—O．0220)．

2．4甘蔗和木薯的氮肥利用率及土壤氮量

以植株15 N原子加权百分超估算甘蔗、木薯的

氮肥利用率及土壤氮量，结果见表4。甘蔗的氮肥

利用率比木薯高4．63％，但t检验未达差异显著性，

表明甘蔗和木薯对肥料氮具有相似的吸收模式。甘

蔗的土壤氮库比木薯高12．76％，t检验差异显著。

2．5甘蔗和木薯来自不同氮源的氮量值及氮量比

2．5．1氮量值 固氮植物甘蔗植株全氮量中包含空

气氮(即甘蔗固氮)、肥料氮及土壤氮3种氮源(表

5)，非固氮参比植物木薯只有肥料氮及土壤氮2种

氮源。甘蔗吸收肥料氮每桶o．6284 g，比木薯吸收

的肥料氮每桶o．6006 g多4．63％，但经t检验，两

者未达到差异显著性。甘蔗吸收土壤氮每桶
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6．6455 g，比木薯吸收的土壤氮每桶6．3197 g多

5．16％，但经t检验，两者也未达到差异显著性。这

说明甘蔗和木薯从肥料和土壤中吸收的氮素总量上

基本是一致的，是按相同比例从肥料和土壤中吸收

氮素的。

2．5．2氮量比 甘蔗植株全氮量中来自空气氮、肥

料氮及土壤氮的比例分别为11．3514％、7．6857％、

80．9629％，木薯植株全氮量中来自肥料氮及土壤氮

表5甘蔗和木薯植株全氮量中来自不同氮源的氮量值及氮量比
Table 5 Nitrogen amount and nitrogen percentage from different sources in sugarcane and cassava

甘蔗 8．2008± O．9269±21．9545 o．6284±5．0298 6．6455士10．7162 11．3514±22．7664 7．6857±

Sugarcane O．7471 0．2035 O．0316 0．7121 2．5843 O．3737

木薯 7．1333±

Cassava O．5351

0．6006±11．935】6．3197±10．036l 一 一 8．6776±

O．0717 O．6343 O．5426’

4．8617 80．9629±3．3373

2．7020

6．2531 91．3224±O．5942

O．5426。+

注：对甘蔗和木薯来自肥料的氮量进行t检验，f—o．7097，P=o．5045，差异不显著。对甘蔗和木薯来自土壤的氮量进行t检验，f—o．6833，

P=O．5199，差异不显著。对甘蔗和木薯来自肥料氮的比例进行t检验，户3．0112，P—o．0237，差异显著。对甘蔗和木薯来自土壤氮的比例进
行t检验，f一7．5180，P—o．o003，差异极显著。

Note：The difference of the nitrogen from fert订izer between sugarcane and casava was not significant by t—test(￡一O．7097，P—O．5045)and

the nitrogen from soil was not significant(￡一O．6833，P—O．5199)．The difference。f the nitrogen ratio from fertilizer between sugarcane and

casava was sjgnmcant by卜test(f一3．0112，P=O．0237)and the nitrogen ratjo from soil was very significant(f一7．5180，P—O．O003)．

的比例分别为8．6776％、91．3224％。甘蔗由于利

用了空气氮，故与木薯相比，来自肥料氮的比例显著

低于木薯，来自土壤氮的比例极显著低于木薯。

3 结论与讨论

3．1参比植物影响甘蔗生物固氮量

用ID法测定生物固氮量时，参比植物选择不当

会直接影响测定结果的精确性(Danso等，1993；

witty，1983)。为了减少由参比植物引起的偏差，李

香真等(1997)认为在选择参比植物时，应尽量使其

与固氮植物具有下列相似的行为特征：从同一土壤

库中吸收养分；具有相似的根系类型，相似的氮素吸

收类型和生长速率；利用土壤和肥料中的氮素比例

相似。根据这一原则，巴西在研究甘蔗固氮量时，曾

选择臂形草(Brn咖i口一n nrrPff以)作参比植物(Seg—

undo等，1992)，而在泰国进行的试验(Shotaro等，

2004)采用木薯作参比植物，在中国未见在甘蔗上的

试验报道。甘蔗和木薯都是周年生长的热带作物，

至今为止未见木薯具有固氮活性的报道；而且从本

试验结果看，甘蔗和木薯从土壤和肥料中吸收氦素

的比例是相似的。

Witty(1983)和Danso等(1993)研究指出，

在％Ndfa较小(<30％)时，由参比植物引起的测

定偏差较大；而当％Ndfa较大(>80％)时，这种偏

差较小。豆科植物通常有较高的固氮量，％Ndfa

常大于80％(west等，1983)，故由选择参比植物引

起的误差较小。甘蔗的生物固氮量较豆科植物

低，％Ndfa通常在30％～80％(Boddey等，1991；

Robert等，2000)；而且变化范围较大，如巴西为

25％～80％(Segundo等，1992)，墨西哥为10％～

67％(Fuentes等，2004)，泰国约为30％(Shotaro

等，2002)。这可能与选择的参比植物不同有关。

杨荣仲等(2008)以甘蔗脱毒种苗为对照，采

用15N同位素稀释法，测得在温室盆栽条件下B8的

平均固氮百分率为26．91％，而桂糖11号和ROCl6

不具有固氮能力或固氮能力很弱。罗霆等(2010)

用15N同位素稀释法研究固氮菌接种对甘蔗生物固

氮的影响，在接种60d后，ROC22和B8的固氮百分

率分别达到18．43％Ndfa和31．28％Ndfa。本试

验以木薯为参比植物，同样采用¨N同位素稀释法，

测得B8的固氮百分率为11．3514％，低于杨荣仲等

(2008)和罗霆等(2010)的测定结果，可能与甘蔗品

种和试验条件特别是参比植物不同有关，需要进一

步研究。

3．2甘蔗不同部位的固氮能力有差异

目前对甘蔗固氮发生部位及各部位固氮能力强

弱尚有不同观点。Ruschel等(1978)认为甘蔗固氮
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最主要的部位是茎，Dong等(1994)认为固氮主要发

生在甘蔗的质外体输导组织中，而James等(1994)

则认为固氮广泛存在于胞间隙、微管组织和通气组

织中，并从死细胞和矿化的细胞传递到全株。甘蔗

固氮是内生联合固氮，凡有内生固氮菌存在的地方，

都能发生固氮作用，也就是说甘蔗固氮并没有固定

不变的场所，根、茎、叶都能发生固氮作用。甘蔗不

同部位的固氮能力是不同的，就固氮酶活性而言，总

体趋势是根和茎的固氮酶活性水平较高，叶和叶鞘

次之(粱俊，2006)。但从固氮百分率测定结果看，罗

霆等(2010)测定ROc22和B8的平均固氮百分率

均为叶>茎>根。本研究测得B8各部位的固氮百

分率也是叶>茎>根，与罗霆等(2010)的研究结果

吻合。这些现象似乎表明：固氮酶活性高的部位，固

氮百分率反而低。韦莉萍等(2007)曾报道，甘蔗根

中固氮菌的固氮酶活性与叶片和茎中的都呈负相

关。非共生的联合固氮由于没有形成特异结构，宿

主与固氮菌之间的关系比较脆弱(Ivan 8L Yaot—

seng，1992)，容易发生改变；同时，氮在植物体内是

可移动元素，优先移向生长旺盛部位，这些都可能会

引起甘蔗不同部位的固氮量差异。在本研究中，叶

的固氮百分率略高于植株的固氮百分率，两者差异

不显著，因此可以用叶代替植株来评估甘蔗的生物

固氮作用。

3．3固氦甘蔗品种可能具有更高的氮肥利用率

甘蔗的氮肥利用率一般为30％～40％(皇本连

等，2011)，但因品种(詹元裕等，1984)、植期、土壤类

型(詹元裕等，1984)、肥料种类(王磊等，2010)、施肥

量(韦剑锋等，2011)、施肥方法(黄绍富等，2006)、施

肥时期(杨声澉等，2010)等不同而不同。詹元裕等

(1984)用15 N同位素示踪法测定两个甘蔗品种

F176和F177的氮效率，在春植蔗以125 kg／hm2氮

肥作追肥表施，结果F176对氮的吸收率高达

45．8％，F177则为24．2％。本研究同样采用15N同

位素示踪法，测得固氮甘蔗品种B8的氮肥利用率

为58．7583％，高于詹元裕等(1984)的研究结果，说

明固氮甘蔗品种可能具有更好的氮利用效率。这一

现象值得进一步探讨。
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