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大豆保护性施氮 的研究
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氢醒在大豆保护性施氮中的效应

徐凤花 隋文志 英瑞竹 王 鹏 汤树德
(黑龙江八一农垦大学

, 1 5 8 3 0 8)

摘 要

木文主要研究在施用尿素条件下
,

配加氢酮 (H Q) 来延缓尿素的集中水解
,

以减少氨挥

发并抑制其硝化作用
,

从而有效地缓解尿素对大豆共生固氮体系产生的严重抑制效应
。

结果表明
,

在一定的浓度范围内
,

氢酮对纯培养大豆根瘤菌生长
。

幼苗生长和初生结瘤无

不利影响 ; 对离体活性根瘤的呼吸活性和唬拍酸脱氢酶活性具有显著促进
。

在盆栽或 田间条

件下
,

尿素配加 H Q 施用
,

同无 H Q 等量尿素比较
,

显著提高了大豆结瘤量和单株固氮总活性

(T N A ) ; 提高了大豆木质部中酸腺含量及其相对丰度
,

协调了大豆对根瘤氮和土壤(肥料 )氮

需求的矛盾
,

从而获得了显著的增产效果
。

关键词 氢醒
,

大豆
,

结瘤
,

固氮
,

酸脉

随着大豆产量的提高
,

不仅大豆对其共生固氮的依赖程度有随之提高的趋势
,

同时也

要求提高土壤的供氮水平
。

因此
,

施用氮肥
,

特别是尿素氮肥
,

既要避免因尿素集中分解

后的各无机态氮产物对大豆结瘤固氮的严重危害
,

又要适时补充大豆固氮不能满足高产

需氮的要求
。

为此
,

本研究采用豚酶抑制剂
—

氢酮 (H Q ) 作为大豆保护性施氮(尿素)

的手段
,

协调施氮与固氮的矛盾
,

达到大豆增产和改善其品质的 目的
。

一
、

材 料 与 方 法

(一) 供试土旗

盆栽试验土壤均取自本地前茬小麦耕层土壤
,
风干后过 l m m 筛

。

砂壤土
:
有机质 1 4

.

6 9 / k g土
,

全氮 0
.

7 7 9 / k g土
,

水解氮 so
.

6 m g / k g 土
,

无机态氮 2 6
.

5 m g / k g 土
,

水已 p H S
·

5 80

白浆土: 有机质 3 碍
.

3 9 / k g 土
,

全氮 一 1 1 9 / k g 土
,

水解氮 s g
.

o m g / k g 土 ,

水浸 p H 6
.

1 5 o

(二) 室内大豆幼苗培养试验

水培 : 采用直径 1 0c m ,

高 2 0c m 水培罐
,

灌注豆科植物无氮营养液
,

移入已发芽并接种根瘤(U sD A

一1 0 )的大豆种子
,

设 H Q 浓度为 。一2 0 0 拼g / zn l 10 个处理
,
即: o

、
一。

、
2 0

、
3 0

、
峪。

、
, o

、
7 5

、
1 0 0

、 1 5 0 和 2 0 0

邵 / nll
。

5 次重复
,

人工光照下培养至第 l 片复叶展开时终止
,

观察大豆幼苗生长
,

根系发育和初生结

瘤数量
。

无菌砂培 : 采用直径 3c m ,

高 2 0c m 大试管装人灭菌石英砂
,

灌入灭菌的无氮营养液
,

按如下处理

注入过滤除菌的溶液 : (一)空白 ; (2 )尿素 N , o”g / m l ; (3 ) 尿素 + 腺酶(纯制剂 )1 0拌g / m l ; (咚) 尿素+
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服酶 十 H Q 10 拼g / m l ; (5 ) 尿素 + 脉酶 十 H Q 30 拜g / m l. 5 次重复
,

自然光照下至大豆植株生长第 4 节

终止
。

测定植株生长和结瘤数量
。

(三) 室外盆栽和田间小区试验

盆栽 : 直径 2 4 c m ,

高 3 2 e m 瓦氏盆
,

装砂壤土
, 6 个处理 : (l)空白 ; (2 )尿素 N 1 5 o m g / k g 土 ; (3 〕

尿素 + H Q 1
.

, m g / k g 土 ; (4 ) 尿素 + H Q 3
.

o m g /k g 土 : (, ) 尿素 + H Q 4
.

sm g / k g土 ; 以上处理施

肥深度为 。一 15c m ; (6 ) 尿素 + H Q 3
.

o m g / k g土
,

施人土壤 10 一2 0c m 深度
。

各处理 9 次重复
,

每盆

定苗 5 株
,
人工灌溉

,

不施任何化学农药
。

田间小区 : 白浆土
,

前作小麦
,

秋翻地
,

小区面积 (1
.

, x 3 )澎
,

每小区播种 3 行
,

行距 30
o m ,

株

距 sc m ,

保菌 60 株 / m ’,
人工除草

,

不施用任何化学农药
。
各年处理 5 次重复

,
小区随机排列

。

(四) 分析方法

土壤脉酶活性测定: 采用对二甲基氨基苯甲醛比色法测定残余尿素
【们 。

土壤中 N H
,

挥发测定: 在 8 00 ml 容积的棕色广口瓶中
,

装处理土 1。。g ,

维持土壤相 对 含 水 量

”%
,

于胶塞内悬吊一称量瓶
,

瓶内注入硼酸溶液吸收挥发氨
,

30 ℃培养
,

于不同时期取出称量瓶
,

用 。
.

1

二 。l/ L H C I 滴定
。

土壤硝化强度测定 : 土壤处理后分装于 2 50 m l 三角瓶中
,

每瓶装土 50 克
,

维持土壤相对含水量

70 %
,

二层纱布盖瓶口
,

37 ℃培养
。

于第 1 和第 2 周按醋酸
一

硝酸试粉比色法测定 N 仇
一N 。

根瘤固氮活性测定 : 采用根系
一
根瘤乙炔还原法

,

上海 1 00 型气相色谱仪检侧气样
,

按峰高比法计

算
。

琉拍酸脱氢酶活性测定 : 在 T
.

T
.

C一

缓冲液中恒温反应后甲醇提取比色测定
。

木质部氮测定 : 取大豆茎杆(含叶柄 )
,

热水提取
,

按 v o

ge ls 等人方法
〔”测定尿囊素和尿囊酸总

量 ; 酞胺采用异径厉酸显色后于 5 3 5 n m 比色(主要成分为天门冬酸胺 ) ; 硝态氮按常规法
。

二
、

结 果

(一 ) H Q 对土壤服酶活性
,

氮挥发和硝化强度的抑制效应

在施人尿素 N 5 00 那g / g 土的砂壤土和白浆土中
,

加人 H Q 为 2
.

5一 ,
.

0那g / g 土时
,

土

壤豚酶活性抑制率在 5一 10 天为 44 一 7 4 多 ; 巧 天下降至 10 一 20 多左右 ; 20 一 30 天近乎

无抑制效应
。

H Q 量提高至 1 5拌g / g土
,

不仅脉酶活性的最大抑制率增至 “一 91 多
,

而

且
,

其抑制时间延长至 30 一 45 天 (图 1)
。

由于 H Q 抑制了土壤脉酶活性
,

有效地延缓了尿素的急速水解作用
,

从而大大减少

了尿素水解所造成氨的挥发
。

如图 2 所示
,

单施尿素于砂壤土中
,

10 天内共回收挥发的

氨态氮 占施人尿素氮 (2 3 o m g八 00 9土 ) 的 3 8. 3务
,

当配加 H Q 后
,

挥发的氨态氮只占

3 沁
,

即减少尿素 N 的气态损失达 92
.

2 务
。

从图 2 中还可看出
,

在麦秸还田土壤中
,

由于麦秸分解促进了土壤微生物细胞的急剧

增殖
,

从而较大地提高了土壤脉酶活性
〔2] ,

因此
,

H Q 对氨挥发的相对抑制效果也将显

著降低
。

B un d y 等(1 9 7 4 )田对 H Q 等几种腮酶抑制剂的研究表明
,

当 H Q 浓度为 1 0拼g / k g土

时
,

很少影响土壤硝化作用 ;只有当 H Q浓度达 5 0 ,‘g / k g 土时
,

才明显抑制土壤硝化作用
。

我们的实验结果(表 l) 表明
,

在砂壤土中
,

施用低量 H Q (5一 1 0那g / k g 土 )
,

便可有效抑

制钱盐和尿素的硝化作用强度 ; 当 H Q 浓度达到 2 0开g / k g 土时
,

培养一周的硝化抑制率
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测定时间(天)

下 m . o fd e te r m in a tio ”(d a
功

1
.

H Q 15 补g / g 土
, 2

.

H Q S拜g / g 土 , 3
.

H Q 2
.

5拜g / g 土

图 1 H Q 对土壤腺酶活性的抑制动态

F i g
.

1 T h e k i n e r i e s o f 5 0 11 u r e a s e a e t iv i t萝 i n h i b i t e d by H Q

50

403020奴�米�哥多回Z-t江Z
(%�年
叭出么怡七。净眨书目

0 2 4 6 1 0 15 20 30

侧定时间沃)
T 诵 e o f d e [ c 们旧 饱. ti o n

臼a ys
)

1
.

U r e a
( N 23 0 xn g / 10 0 9 土 ) , 2

.

U r e a + H Q ( sm g / 1 0 0 9 土 )
4

.

U r e a + H Q + w h e a t

, 3
。

5 t r 盆勺甘

U r e a + w h e a t : t r a , ( 1 9 / 10 0 9 土 )
s

图 2 H Q 对土壤尿素氨挥发的抑制动态

F i g
.

2 T h e k i n e t i e s o f N H , v o la t i li : a t i o n f r o m u r e a i n 5 0 11 i n h ib i t e d b 了 H Q

达到 90 关以上
。
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表 1 H Q 对土镶硝化作用强度的抑制效应

ra ble 1 T h e in hib it i n g e ff e e t o f H Q o n t h e s t r e n g t h o f 5 0 11 n it r ifie a t io n

周
w e e k

周
w e e k s

,‘,山
ll

土壤

5 0 11

处 理

T r e a t m e n t
N O

: 一
N

硝化抑制串
In h ib it in g N O 厂N

硝化抑制率
1o h ib it in g

r a t e f a t e

(拜g / g 土) (% ) (拜g / g土 ) (% 、

。

8

。

8

。

,

。

l

nU月,l口U通,

门j4匆了UO

n�n��“n��U5803923425
。

3

。

2

。

,

。

1

n�;一j,,‘,‘

矛b,碑OJO一

( N H 。
)

:
5 0

;

( N 5 0 m g 八0 0 9土 )

( N H
.

)
2
5 0 ; + H Q S拜g / g土

( N H 一
)声0 . + H Q 1 0拌g / g 土

( N H
。

)
:
5 0

; + H Q 2 0拌g / g土

U r e a ( N 50 m g 八 0 0 9上 ) + H Q Zo朴g / g土

1 2 0
。

0

4呜
。

0

3 1
。

0

,
。

0

9
。

5

砂壤土

,二加矛月jnU乙
‘

..

⋯

n甘护J连
.Jh孟U八”

O口O产月了000了
.几O,�巾J,‘

..

⋯

n甘n幼,二弓山O丹�,盈

内‘已J月,勺
‘月矛

.j月,,r口J目了.j

⋯⋯
OJO�月、�OnUn月,J,门j,山,‘,二,二U r 。a ( N , o m g 八 0 0 9 土)

U r e a + H Q 5 o拜g / g 土

U r e a + H Q 10 0拜g / g土

U r e a + w h e a t 一 s t a w

U r e a + w h e a t 一。t a w + H Q 5 o补g / g 土

U r e a + w h e a t一 s t a w + H Q 10 o拌g / g 土

1 0 2
。

3

1 5
。

2

5
。

4

2 4
。

2

1 4
。

3

9
。

8

土浆白

表 l 中资料还表明
,

在施用麦秸的土壤中
,

由于麦秸分解过程对 N O
3一

N 的固定及

H Q 抑制硝化过程的共同作用
,

使该处理的硝化抑制率在第一周内显著高于未施麦秸的

处理
。

(二) HQ 对大豆幼苗生长和初生结翻的影响

在无氮营养液中加人不同浓度 H Q
,

移人已发芽并接种大豆根瘤菌 ( U SD A l lo) 的

大豆种子
,

于第一片复叶展开后进行观察
,

结果表明
,

H Q 浓度在 40 产 g / m l 以内
,

对大豆

幼苗生长
,

根系发育和初生结瘤量均有明显促进作用 ; 当 H Q 浓度高达 50 拌g / m l 以上

时
,

完全抑制其结瘤
,

并阻止幼苗和根系生长 (图 3 )
。

g
0

.

4

自j内‘

:
n0

举罕.u门�自

(m g )

0
.

1

0

Lr....‘...
JL2IC

�

懊理

s习tnPo拓

H Q 浓度伽g / 功1)
C o n te n t o rH Q伽g / 功l)

1
.

地上干重 (克 /株 )
, 2

.

根干重 (克 /株 )
,

3
.

根瘤干重 ( m g /株)

图 3
‘

无氮营养液中 H Q 对大豆幼苗和初生结瘤的影响

F 19
.

3 T h e e ff e e t o f H Q o n s o y b e a n s e e d l i n g s a n d p r i m a r y n o d u la t i o n i n n i t r o g e 卜 fr e e

n u t r i e n t s o lu t i o n

为了直接验证由于尿素水解产物对大豆初生结瘤的抑制
,

以及 H Q 抑制脉酶活性而

缓解其抑制效应
,

通过在无氮营养液中加人尿素和脉酶(纯制剂 )进行无菌砂培试验
,

结果
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表明
,

加人 1 0那g / m l 豚酶后
,

单株根瘤个数和根瘤干重分别减少 58
.

3多 和 “
.

5多 ; 加人

豚酶同时添加 H Q 1 0群g / m l
,

便可完全解除这一抑制效应
,

并对大豆幼苗生长表现一定

程度的有利影响
。

通过对大豆根瘤菌 (U S D A l l的 进行液体纯培养
,

观察 H Q 对根瘤菌数量增殖的

影响也表明
,

H Q 浓度在 10那g / m l以内
,

对大豆根瘤菌的增殖无明显影响 ; 当 H Q 浓度

为 20 一 4 0 邵g / m l时才表现对根瘤菌细胞增殖产生抑制
,

其抑制率为 30 一40 外 ; H Q 浓度

高达 50 一 8 0那g / m l时
,

其抑制率可达 90 一 100 外
。

(三 ) H Q 对大豆根瘤固氮活性和植株溶质氮形态的影响

由于尿素在土壤中水解产生的钱及随后氧化形成的亚硝酸和硝酸盐
,

可强烈地抑制

大豆根瘤菌的侵入
、

结瘤和固氮全过程
,

致使单株根瘤固氮总活性 (T N A )大幅度下降
〔3] 。

如前所述
,

加入 H Q 后
,

由于抑制了土壤脉酶活性
,

缓解了尿素的集中分解
,

同时又

阻滞了硝酸盐的大量产生
,

不仅使大豆结瘤量迅速 回升
,

同时也提高了根瘤固氮比活性

(S N A )
,

故单株根瘤固氮总活性 (T N A ) 也迅速上升
,

乃至超出对照植株 (表 2 )
。

表 2 H Q 对大豆结瘤量和根瘤固氮活性的影响

T ‘b le 2 E ff e c t s o * H Q o n t h e a m o u n t a n d n it r o g e n fix a tio n a e t iv it y o f s o y b e a n n o d u le :

第 4 节期
P e r io d )

开花始期
(R

:
P e r io d )

处 理

T r e a t m e n t

根瘤干重

D r.v
0 工

w e ig ht

n o d u le s

S N A
, ) T N A . ) S N A T N A

(m g / p la n t
)

C K

U r e a l )

U r e a + H Q
, )

(o 一 15 e m )

U r e a + H Q(10一Z o c m )

l‘
。

3

4
。

1

‘
。

6

1 1
。

1

(C
:
H ; 拌m o l/ h)

1 0 0 1
。

63

1 7 8
.

0 0
.

7 3

1 7 4
。

2 1
.

1 ,

3 7 2
.

0 4
.

1 3

根瘤干重

D r y w e ig h t

o f n o d u le s

(m g / p la n t
)

, 9
。

6

5 6
。

2

9 9
。

5

1 0 0
。

2

(C
:
H 一拌m o l/ h )

2 7
。

5 2
。

7 5

12
.

1 0
。

68

15
。

0 1
。

4 8

2 1
。

5 2
。

1 6

(v一

⋯
一) U r e a 一N : 峪

.

5‘/ .
,
; 2 ) H Q : 2 2 5 m g / m , ; 3 ) 根瘤菌氮比活性 ; 4 , 根润固氮总活性

-

H Q 同尿素施人 10 一 20 o m 土层的效果好于施人耕层 O一 1 5c m 土壤中
,

这可能与尿

素在深层土壤中分解缓慢有关
。

为了查明 H Q 可能直接通过成熟根瘤的表皮组织进人类菌体组织细胞中而影响其

固氮活性
。

我们通过对大豆花期离体活性根瘤投人含 H Q 10产g / m l 和 5 0拼g / m l 的水溶

液中浸泡 30 分钟
,

同用蒸馏水浸泡的根瘤比较
,

结果表明
,

提取的类菌体悬液的吸氧量

(在瓦勃 氏呼吸计上测定)提高了 80 一90 外 ; 唬拍酸脱氢酶活性提高了 138 一 1 52 外
。

说

明 H Q 进人根瘤组织细胞中
,

可能通过促进类菌体的呼吸作用和固氮能量代谢而有利于

固氮活性的提高
。

在大豆整个生育过程中
,

根瘤固定的氮和土壤氮同时作为大豆氮源
,

两种氮源在大豆

植株体内的运输形态和作用都有着本质的差别
。

业已表明
,

土壤氮多以硝酸盐和酞胺 (天

门冬酞胺和谷酞胺 )的形态成为木质部中运输的主要氮形态
,

大部分硝酸盐在叶片中经还

原后参与蛋白质合成
,

促进其营养生长 ;而根瘤氮则以酸豚(包 含尿囊素和尿囊酸 )形态从

根部随蒸腾流送至地上部储存成为籽实蛋白质合成的主要氮源 [’. 7] 。

因此
,

侧定大豆木质
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氢酮在大豆保护性施氮中的效应

部中的溶质氮的形态便可判断大豆对根瘤氮和土壤氮源的依赖程度
,

并以酞膝氮的相对

丰度作为大豆固氮活性的间接指标
〔6] 。

我们获得的资料表明 (表 3 )
,

由于单施尿素强烈地抑制了根瘤固氮总活性
,

所以作为

根瘤固氮产物
—

酞脉的含量及其相对丰度便急剧降低 (分别下降 70
.

9务 和 58
.

5呱) ; 而

酞胺氮和硝态氮则相应提高 20
.

8务和 79
.

7多
。

这说明
,

单施尿素情况下
,

大豆植株的氮

素营养主要依赖于对土壤中氮的同化作用
,

所以就降低了固氮效果
。

然而
,

在等氮量尿素

中添加氮量 3 % 的 H Q 施用后
,

由于有效地缓解了尿素水解产物及其氧化产物对大豆结

表 3 H Q 对大豆植株溶质氮形态的影响
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瘤和固氮活性的抑制效应
,

导致大豆植株中酸腮氮及其相对丰度迅速回升
,

而硝惑氮和酸

胺氮含量便相应下降
。

这也说明尿素与 H Q 配合施用不致降低大豆植株对根瘤氮源同

化的依赖程度
。

表 3 结果还表明
,

尿素配合 H Q 施人较深层土壤 中
,

将有利于提高大豆对根瘤氮的

同化
。

(四 ) H Q 对大豆生育和产 t 的影响

除 了在大豆幼苗时期应用高浓度 H Q 对大豆根系发育表现出明显的抑制症状外(图

3 )
,

应用一般浓度 H Q
,

无论在盆栽或田间条件下
,

皆未发现不 良影响(表 4
、

, )
。

由于尿素配合 H Q 的施用
,

保护了大豆共生固氮体系正常发育的同时
,

提高了土壤

的供氮水平
,

从而加强了大豆植株的氮同化强度
,

以及促进了籽实蛋白质的合成 (表 7 )
。

说明 H Q 具有提高大豆对尿素氮的利用率和改善大豆品质的双重效果
。

表 4 H Q 对盆栽大豆千物质积累的影响
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表 7 H Q 对田间大豆产量的影响
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氢醒在大豆保护性施氮中的效应 13 ,

大豆产量的田间小区试验结果表明 (表 7 )
,

在播种前施用配加 H Q 的长效尿素
,

特别

在深施条件下
,

可获得较施用等氮量无 H Q 的尿素区增产 10 多 以上的效果
,

并且其增产

比值较常规的施氮的效果要大得多
。
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