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摘要 在溶液培养条件下,利用15N示踪法研究了不同形态氮对水稻植株氮损失的影响,并分析了影响氮

损失的因素。水稻幼苗先在以15N为氮源的营养液中生长2周,然后转入供给不同氮形态的营养液中培养10d。

结果表明:供给NH4+-N的水稻长势最好,收获时地上部和根部生物量均高于其他氮形态处理,但其氮损失量

也最大,损失率达到17.06%;供给复合氮源 NH4NO3的水稻生物量和供给 NH4+-N的相差不大,然而其氮损

失率却显著下降,仅为9.96%,说明供给复合氮源可在不影响水稻生长的条件下,降低植株氮损失,提高其氮肥

利用率。此外,供给NH4+-N的水稻叶片中NH4+含量、谷草转氨酶活性及叶片组织pH值均高于其他氮形态

处理,表明植物体内NH4+浓度增加而引起的氨挥发可能是导致植物氮损失的原因之一。
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  氮是影响作物生长最主要的营养元素之一,通
常被认为是作物产量的限制因子。然而大量研究表

明,氮肥可通过土壤中的氨挥发、氮的硝化和反硝化

及硝酸盐的淋溶等途径损失到环境中,致使作物的

氮肥利用率大多低于50%[1]。近年来发现植物地

上部氮损失现象也普遍存在,已成为提高氮肥利用

率的重要限制因子之一。其损失形式有NH3、NOx

(NO、N2O、NO2)、HCN、N2和 R-(NH2)n等,其中

以氨挥发损失的数量最多,被认为是植物体氮损失

的主要途径[2]。影响植物氮损失的因素有植物种类

及其生育期、施肥措施、温度、光照等。水稻是明显

的喜铵作物,王巧兰等[3]最近采用15N差值法,研究

发现缺氮与过量供氮均使植株氮的损失率增加,而
适量供氮则能显著提高氮肥利用率。此外,氮形态

影响植物光合作用的光反应和碳氮代谢酶活性,进
而影响其产量,且效应因作物而异[4-7]。有研究发

现,同时供应NH4+-N和NO3--N能增加水稻的氮

素积累,并促进叶片叶绿素含量和光合速率升高[8]。
然而关于氮形态对水稻氮损失的影响目前尚无报

道。鉴于此,本研究采用15N示踪法,探讨供给不同

形态氮肥对水稻氮损失的影响,旨在为指导水稻合

理施肥、提高水稻氮肥利用率提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试 水 稻 (Oryzasativa)品 种 为 珍 汕 97
(ZS97)。种子经消毒后,浸种3d,在35℃催芽2d,
将种子播于含1/10国际水稻所营养液的石英砂中

培育秧苗。25d后,将水稻幼苗转移到含1/2国际

水稻所营养液中培养,1周后转入全量营养液,并将

氮源改为(15NH4)2SO4(80mg/L)。每日用NaOH
或HCl溶液调节pH至6.0,营养液每周更换1次,
移栽后21d进行试验处理。本试验中水稻植株的

培养在华中农业大学资源与环境学院温室内进行。
1.2 试验设计

选择1.1中生长一致的水稻幼苗,转移至不同

供氮形态的5L营养液的聚乙烯塑料盆中进行培

养。试验设4个处理:(1)停止供氮处理(-N);
(2)供应 NO3--N;(3)供应 NH4+-N;(4)供 应

NH4NO3。供氮水平相同,均为80mg/L,以处理前

水稻植株作为对照(CK),各处理4次重复,每盆4
株。营养液管理同1.1,培养10d。在试验处理前

后分别取植株样,测其地上部和根系生物量、全 N
及15N丰度,通过计算处理期间15N的损失量来估算



 第3期 王巧兰 等:氮形态对水稻植株氮损失的影响  

植物氮损失率。以处理前的相关数值为对照(CK)。
植株15N量=(植株地上部氮含量×地上部干

质量×15N丰度)+(植株地下部氮含量×地下部干

质量×15N丰度);
植株15N损失量=处理前植株15N量-处理后

植株15N量;
植株氮损失率/%=(植株15N损失量/处理前

植株15N量)×100。
1.3 测定方法

1)全N的测定。采用 H2SO4-H2O2消化:称取

植物样品0.3~0.5g(称准至0.0002g)装入100
mL凯氏瓶或消煮管的底部,加浓 H2SO45mL,摇
匀,在电炉或消煮炉上先小火加热,待H2SO4发白烟

后再升高温度,当溶液呈均匀的棕黑色时取下。稍

冷后加10滴 H2O2,再加热至微沸,消煮约7~10
min,稍冷后重复加H2O2,再消煮。如此重复数次,
每次添加的 H2O2应逐次减少,消煮至溶液呈无色

或清亮后,再加热10min,除去剩余的H2O2。取下

冷却后,用水将消煮液无损地转移入100mL容量

瓶中,冷却至室温后定容,然后用流动注射分析仪测

定,质谱仪分析15N丰度。

2)NO3--N的测定。参照宋海星等[9]的方法,
采用1%醋酸研磨提取,加入锌粉还原成亚硝态氮

后比色测定。

3)NH4+-N的测定。参照Searle[10]的方法加

以改进。称取新鲜水稻植株1.0g,于研钵中加水研

磨提取,将匀浆移至干燥的三角烧瓶中,加水定容至

20mL,振 荡1~3 min,放 置 澄 清 后,取 上 清 液

2mL,转移至20mL刻度试管,加入pH5.0柠檬

酸缓冲液和水合茚三酮乙醇溶液各1mL,充分摇

匀,置于80℃水浴中保持30min,取出冷却后,用

pH5.0柠檬酸缓冲液定容至10mL后摇匀,测其

光密度值。

4)谷草转氨酶(GOT)活 性 测 定。参 照 Wu
等[11]的方法加以改进,称取水稻叶片1.0g放入

0.05mol/LTris-HCl缓冲液中(pH7.2),冰浴匀

浆,0℃12000r/min离心20min,取上清液0.2
mL与2.8mLGOT反应液混合,其中GOT反应

液包括0.2mLNADH (3mg/mL),0.5mLdl-天
冬氨酸 盐(0.2 mL/L),0.1 mL 苹 果 酸 脱 氢 酶

(2000U),0.2mLα-酮戊二酸(0.05mol/L),1.8
mL去离子水。混匀后于波长340nm处测其吸光

值,同时以不加天冬氨酸盐的反应液为对照。工作

曲线绘制:取10mL试管5支,各管加0.1mol/L
磷酸盐缓冲液0.1mL,分别加GOT底物液0.50、

0.45、0.40、0.35、0.30mL,丙酮酸标准液0.00(对
照管)、0.05、0.10、0.15、0.20mL。置37℃ 水浴

5min,各管加0.5mL2,4-二硝基苯肼液终止反

应,此时对照管补加0.5mLGOT底物液。再将各

管置37℃水浴中20min,取出后各管加5.0mL
0.4mol/LNaOH,混匀,10min后用分光光度计比

色,波长500nm,读取各管光密度值。各管光密度值

分别减去对照管光密度值,以各管丙酮酸体积为横座

标,以相应的光密度值差值为纵座标绘制工作曲线。

5)硝酸还原酶活性测定。参照Kaliser等[12]的

方法加以改进。取水稻叶片1.0g剪碎,置于5mL
离心管中,加入1mLKNO3,13000r/min离心

5min,然后在30℃下水浴保温30min,再加入

2mL磺胺试剂及2mLa-萘胺试剂,30℃水浴再保

温30min,在波长520nm处测其吸光值。根据光

密度值及标准曲线计算酶活。

6)水稻叶片pH测定。取水稻新鲜叶片1g,剪
碎,加0.5mol/LKCl溶液20mL,震荡30min,测
定其pH值。

2 结果与分析

2.1 不同氮形态对水稻生长的影响

从表1可以看出,在前期供氮80mg/L的情况

下,将水稻转入供给不同氮形态的营养液培养10d
后,供给NH4+-N的水稻植株地上部和根部生物量

增加最 多,分 别 比 处 理 前(CK)增 加34.27%和

75.00%,且显著高于停止供氮处理(-N),分别较

之增加7.17%和9.70%。供给复合氮源NH4NO3
的水稻地上部生物量仅次于供给NH4+-N的处理,
但 二者差异不是很明显。供给NO3--N的水稻地

表1 不同氮形态对水稻植株生物量的影响

Table1 EffectsofdifferentNformonricebiomass g

氮处理

Ntreatment

每盆植株地上部生物量

Biomassofplant
shootperpot

每盆植株根生物量

Biomassofplant
rootperpot

-N 8.92±0.25c 2.68±0.07cd
NO3--N 9.12±0.28bc 2.83±0.06ab
NH4+-N 9.56±0.27a 2.94±0.08a
NH4NO3 9.34±0.20ab 2.78±0.07bc
CK 7.12±0.11d 1.68±0.06d

 1)表中同行数据右侧不同字母表示差异5%显著(P<0.05),下

同。Differentlettersbesidethedateinthesamelinearesig-

nificantlydifferent(P<0.05),thesameasbelow.
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上部生物量低于NH4+-N和NH4NO3处理,说明水

稻是喜铵作物,氮素以NH4+-N形式供给更有助于

其生长。
2.2 不同氮形态对水稻全氮含量及氮损失的影响

  植物氮损失与植物体内的氮含量密切相关。表

2显示,不同处理的水稻地上部和根部的全氮含量

均比处理前有所降低,特别是停止供氮处理(-N),
下 降 幅 度 最 大,分 别 为 处 理 前 的 63.89% 和

49.29%。不同氮形态处理间相比,供给复合氮源

NH4NO3的水稻地上部和根部全氮含量下降幅度均

为最小,分别为2.22%和3.93%。这一结果可能是

由于水稻快速生长产生的稀释效应所致。考察不同

处理根和地上部的15N丰度,发现停止供氮的水稻

地上部和根的15N丰度没有改变,但不同氮形态处

理的则显著降低,其中供给NH4+-N的水稻15N丰

度最低,地上部和根中分别比处理前下降32.03%
和46.88%,其15N损失量也基本高于其它氮形态处

理。供给复合氮源 NH4NO3的水稻地上部和根部
15N丰度和其他氮形态处理无显著差异,但其15N损

失量及15N损失率却最低,分别比供给NH4+-N处

理下降41.59%和41.79%。该结果说明,氮肥以

NH4+-N形式施用更容易造成植物氮损失,而以复

合氮源NH4NO3施用则能一定程度提高植株全氮

含量,减少其氮损失。
表2 不同氮形态对水稻全氮含量及氮损失的影响

Table2 EffectsofdifferentNformonthecontentsandlossoftotalNinrice

处理

Treatment

地上部Shoots
全氮含量/%
TotalNcontent

15N丰度/%
15Natomabundance

根 Root
全氮含量/%
TotalNcontent

15N丰度/%
15Natomabundance

每盆15N损失量/mg
15Nlossamount

perpot

15N损失率/%
15Nlossratio

-N 2.30c 6.35a 1.38c 6.37a 40.22a 20.73a

NO3--N 3.11b 4.80b 2.42b 4.40b 27.78b 14.31bc

NH4+-N 3.25ab 4.35b 2.58ab 3.40c 33.11b 17.06ab

NH4NO3 3.52a 4.45b 2.69ab 3.80bc 19.34c 9.96c

CK 3.60a 6.40a 2.80a 6.38a

2.3 不同氮形态对水稻叶片 NO3-N 和 NH4-N 含量

的影响

  植物组织中氨的存在形态直接影响氮的损

失[2]。从图1可以看出,不同氮形态处理的水稻叶

片NO3--N和NH4+-N含量也存在明显的差异,供
给NO3--N和复合氮源 NH4NO3的水稻叶片中2
种形态氮含量和停止供氮处理差异相对较小,但供

给NH4+-N的水稻叶片中2种形态氮含量均高于

其他处理,为停止供氮处理(-N)的1.23倍和1.29
倍,这可能是氮肥以NH4+-N形式施用更容易造成

图1 不同氮素形态对水稻叶片

硝态氮和铵态氮含量的影响

Fig.1 EffectsofdifferentNformonthecontentsof
nitrateandammoniuminriceleaves

较高植物氮损失的一个重要原因。
2.4 不同氮形态对水稻叶片汁液 pH 值的影响

氨挥发是植物氮损失的重要途径,并受其环境

pH影 响,较 高 的 pH 值 能 加 速 氨 的 挥 发,同 时

NH4+-N含量又直接影响环境pH值[2]。从表3可

以看出,不同氮形态处理的水稻叶片汁液pH 值也

存在显著的差异,其中供给 NH4+-N 的pH 值最

高,比停止供氮处理(-N)增加0.27,其次是供给复

合氮源 NH4NO3的处理,pH 值也增加0.23,供给

NO3--N的水稻叶片汁液的pH值相对较低,但也略

高于停止供氮处理。可见不同的供氮处理,直接影响

水稻叶片汁液的pH,进而可能影响其氮的损失。
表3 氮素形态对水稻叶片汁液pH值

和相关酶活性的影响

Table3 EffectsofdifferentNformonpHvalueandenzyme

activityinjuiceofriceleaves

处理

Treatment pH
硝酸还原酶活性/
(μg/(g·h))
NRaseactivity

转氨酶活性/
(μg/(g·h))
GOTactivity

-N 6.25±0.04c 32.50±3.41d 18.49±1.94cd

NO3--N 6.35±0.05b 48.92±5.49a 20.81±2.58bc

NH4+-N 6.52±0.03a 39.51±4.58bc 24.50±2.91a

NH4NO3 6.48±0.05a 44.58±5.10ab 22.61±2.73ab
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2.5 不同氮形态对水稻叶片硝酸还原酶活性的影

响

  植物吸收氮的形态包括NH4+-N与NO3--N,
吸收的NO3--N必须被同化为NH4+-N后才能为

植物组织所利用。硝酸还原酶是植物氮还原的限速

酶,其 活 性 高 低 直 接 反 映 植 物 氮 同 化 速 率 的 快

慢[13]。从表3可以看出,不同处理的水稻硝酸还原

酶高低可能与其供氮形式有关。在所有氮形态处理

中,供给 NO3--N 的水稻叶片硝酸还原酶活性最

高,为 停 止 供 氮 处 理(-N)的1.50倍,而 供 给

NH4+-N的硝酸还原酶活性则最低,仅比停止供氮

处理(-N)高21.54%,充分证明了硝酸还原酶为诱

导酶。同时说明供给水稻 NO3--N可以诱导硝酸

还原酶活性,提高水稻氮同化能力,可能是水稻氮损

失减少的生理基础。
2.6 不同氮形态对水稻叶片转氨酶活性的影响

GOT是在植物体内调控氮从其主要载体谷氨

酸向组成蛋白质和含氮次生代谢产物合成前体的其

他氨基酸转移的关键酶,能促进铵的同化,减少游离

氨基的毒害[14]。表3显示,在所有的氮形态处理

中,供给NH4+-N的水稻叶片GOT活性最高,为停

止供氮处理(-N)的1.32倍。供给 NO3--N 的

GOT活性相对最低,仅比停止供氮处理(-N)高

12.43%。说明水稻可通过提高自身的 GOT活性

来加快氮的同化,从而降低外施NH4+-N引起内源

NH4+-N含量上升而带来的毒害和损失。

3 讨 论

近年来,氮损失途径及主要影响因子一直是国

内外氮循环研究的热点。笔者采用15N 标记的方

法,研究了不同氮形态对水稻氮损失的影响,并分析

了影响氮损失的因素。结果表明,氮以NH4+-N形

式供给最有利于水稻的生长,但同时引起的氮损失

也较大。Husted等[15]报道,供给 NH4+-N的大麦

和油菜氨挥发量显著高于供给 NO3--N时的氨挥

发量,当供给 NO3--N时大麦氨挥发量几乎为零,
转而对其供给 NH4+-N,3d后氨挥发量增加到

0.9~1.3nmol/(m2·s)。Mattsson等[16]的研究

结果也显示,供氮量相同时,供给 NH4+-N的2种

草(Loliumperenne和Bromussp.)的氨挥发速率

比供给NO3--N的氨挥发速率高1倍以上,本试验

结果与其类似。Mattsson等[17]对大麦的试验发现,
氨挥发速率与叶片NH4+浓度和pH值有明显的正

相关关系。本试验中,供给 NH4+-N 的水稻叶片

NH4+含量和汁液pH 值也均有所上升,证实了上

述的观点。过量的NH4+-N在植物体内积累,势必

会对植物生长发育造成一定的毒害,转氨酶可促进

NH4+-N向蛋白质等转化,减少NH4+-N在植物组

织中的累积。本试验中,供给NH4+-N的水稻叶片

GOT活性显著增强(表3),这可能是其自身产生的

适应机制之一。
此外,本试验还显示,供 给 复 合 氮 源 和 供 给

NH4+-N处理的水稻生长无显著差异,但其氮损失

却显著降低。晏枫霞等[6]研究发现,随着 NO3--N
施入比例的增加,菘蓝叶片中 NR和GS活性呈现

先升 后 降 的 抛 物 线 变 化 规 律,说 明 适 当 的 施 入

NO3--N能促进植物氮的同化,Kronzucker等[18]也

有类似报道。本试验中,与单施 NH4+-N相比,供
给复合氮源的水稻叶片中NR活性显著增强,叶片

pH值和氮素损失率均显著下降(表3),从而也佐证

了上述观点。
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EffectsofNitrogenFormonNitrogenLossofRicePlant

WANGQiao-lan1,2 WULi-shu1 ZHAOZhu-qing1 HUANGLi-min2

1.CollegeofResourcesandEnvironment,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.DepartmentofQuarter-master,MilitaryEconomicAcademy,Wuhan430035,China

Abstract 15Ntracermethodwasadoptedtostudytheeffectsofdifferentnitrogenforms(NH4+-N,

NO3--NandNH4NO3)ontheNlossofriceplantunderthesolutionculture,andthefactorsaffecting
theNlosswereanalyzed.Firstly,riceseedlingswereculturedinnutrientsolutionandfedwith15N (a-
bundance10%)fortwoweeks,andthentransferredtothenutrientsolutionculturewithdifferentnitro-
genformsfor10d.TheresultsshowedthatthericewithapplicationNH4+-Nhadthehighestbiomass
andthelargestamountofNlosswiththeNlossrateof17.06%comparedwithothernitrogenforms.
Thericesuppliedthecomplexnitrogensource(NH4NO3)hadnosignificantdifferencesinbiomasscom-
paredwiththatofNH4+-N,buttheNlossratedecreasedsignificantlywithonly9.96%.Theresultsin-
dicatedthattheapplicationofNH4NO3decreasedNlossofriceplant,andimprovedthenitrogenutiliza-
tionefficiencywithoutaffectingthericegrowth.Inaddition,NH4+content,GOTactivityandpHvalues
ofriceleavesappliedwithNH4+-Nwerehigherthanothernitrogenforms,indicatingthatammoniavol-
atilizationresultedfromtheincreaseofNH4+contentofplantmaybethemaincauseoftheNlossofthe
plant.
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