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　　摘要：为研究大田试验中氮磷钾不同用量在盐碱地上对紫花苜蓿生理特性的影响，设置氮磷钾梯度试验，对氮磷
钾３种处理分别设置６个梯度，配施量相同，分别测定其叶片过氧化氢酶（ＣＡＴ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）的活性及丙二醛（ＭＤＡ）、脯氨酸（ＰＲＯ）、叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ的含量。结果表明，当氮肥施用量为９０ｋｇ／ｈｍ２

时，叶绿素总量达到最高，为１．２４ｍｇ／ｇ，同时过氧化氢酶、过氧化物酶、超氧化物歧化酶３种酶均保持较高活性；磷肥
对于逆境胁迫下的植物调控系统主要以调节抗氧化系统为主；钾能够显著降低丙二醛含量（Ｐ＜０．０５），Ｋ２、Ｋ３、Ｋ４处
理分别比Ｋ１降低了３９．９％、３１．４％、４５．８％。主成分分析结果表明，过氧化物酶活性、超氧化物歧化酶活性以及叶绿
素总量的贡献率最大。该结果能够更好地为氮磷钾肥对紫花苜蓿耐盐碱机制的调控提供理论依据。
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　　土壤盐碱化不仅对作物产生危害，还导致土壤
肥力退化。随着全球气候的改变，土壤盐碱化的面

积逐渐扩大，已成为全世界农业生产上不可忽视的

问题。据联合国教科文组织和联合国粮食及农业

组织不完全统计，世界上盐碱土面积约为９．５４３８×
１０８ｈｍ２［１］。我国盐碱土面积约占耕地总面积的
２５％［２］，主要分布在华北、东北以及西北地区，其中

河套地区盐碱地面积约为４．３×１０５ｈｍ２［３］。土壤盐
碱化问题日益严重，不仅是对农业土地资源的浪

费，也对农业生产构成了威胁。土壤盐碱化造成植

物生理性干旱，影响气孔开合、植物吸收营养，伤害

植物组织［４］。在盐碱土上种植耐盐碱植物，不仅具

有经济和生态效益，而且能够高效利用和改良盐

碱地。

紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａ）是产量和营养价值
双高且适应性广的优质多年生豆科牧草，被誉为

“牧草之王”［５］。紫花苜蓿根系深厚，分蘖多，地面

覆盖面大，能够显著减少地面蒸腾，减少地表水分

蒸发，从而有效降低耕层的盐碱含量［６］。许多研究

表明，合理施肥可以提高紫花苜蓿的产量和品

质［７］，也可以提高作物的酶活性和降低丙二醛含

量［８－１１］，并提高作物的耐盐性。本试验在宁夏盐碱

地中种植紫花苜蓿，研究田间不同施肥处理下紫花

苜蓿生理特性的变化，探讨紫花苜蓿耐盐碱机制，

以期为紫花苜蓿合理施肥和盐碱地改良提出理论

依据。

１　材料与方法

１．１　试验地概况
试验地设于宁夏平罗县高庄乡（１０５°５７′Ｅ、

３８°３６′Ｎ），温带大陆性气候，日照时间长，昼夜温差
大，蒸发强烈，平均降水量 １７３．２ｍｍ，年平均气温
２．８～１６．０℃，平均日照时数为３００８．６ｈ，平均霜冻
期为１９４．６ｄ，无霜期为１７１ｄ。该试验田初始土壤状
况：ｐＨ值为８．５４，全盐含量为１．１７ｇ／ｋｇ，有机质含量
为１２．２８ｇ／ｋｇ，全氮含量为０．９４ｇ／ｋｇ，全磷含量为
０．９９ｇ／ｋｇ，碱解氮含量为７９．３３ｍｇ／ｋｇ，速效磷含量
为１１．４３ｍｇ／ｋｇ，速效钾含量为１３５．９５ｍｇ／ｋｇ。
１．２　试验材料

供试材料为建植３年的紫花苜蓿品种耐盐之
星。供试肥料为尿素、过磷酸钙、氯化钾。

１．３　试验设计与方法
试验材料于 ２０１８年 ３月底播种，播种量为

２２５ｋｇ／ｈｍ２，播深 ２ｃｍ，行距为 １５ｃｍ。２０１８、２０１９
年采取田间高产田管理措施，于２０１９年开始采取单
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因素随机区组试验设计。本试验于２０２０年３月开
展，磷、钾肥做基肥于 ２０２０年 ３月底施入，人工条
施，氮肥分２次施入，每次施入５０％，第１次做基肥
施入，第２次于第２次刈割后，７月４日施入。施肥
量采用随机区组设计，１８个处理（表１），每个处理３

个重复，共５４个小区，每个小区３０ｍ２。
于２０２０年７月３日采集第２茬初花期紫花苜

蓿，每个小区采集生长状况良好、长势相同的苜蓿

叶片１００ｇ，迅速带回实验室，－２０℃冰冻保存，
待测。

表１　各处理肥料施用量

肥料
施肥量（ｋｇ／ｈｍ２） 配施用量（ｋｇ／ｈｍ２）

处理１ 处理２ 处理３ 处理４ 处理５ 处理６ Ｎ Ｐ Ｋ

氮肥（Ｎ） ０ ６０ ９０ １８０ ２７０ ３６０ ０ １０５ ７５

磷肥（Ｐ） ０ ４５ ９０ １３５ １８０ ２２５ １２０ ０ ７５

钾肥（Ｋ） ０ ４５ ９０ １３５ １８０ ２２５ １２０ １０５ ０

１．４　测定指标及方法
叶绿素含量的测定采用乙醇浸泡法［１２］测定；丙

二醛（ＭＤＡ）含量采用硫代巴比妥酸法［１３］测定；超

氧化物歧化酶（Ｓ０Ｄ）活性采用氮蓝四唑（ＮＢＴ）光还
原法［１３］测定；过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性采用紫外吸收
法［１３］测定；过氧化物酶（ＰＯＤ）活性采用愈创木酚
法［１３］测定；脯氨酸（Ｐｒｏ）含量采用茚三酮比色法［１４］

测定。所有指标均取３次重复，最后计算平均值。
１．５　数据分析

使用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ对测定指标数据预处理，
再使用ＳＰＳＳ２６．０统计分析软件中广义线性模型
（ＧＬＭ）进行单因子方差分析和 Ｄｕｎｃａｎｓ多重比较，
Ｐ＜０．０５为显著差异。采用Ｏｒｉｇｉｎ８进行绘图。

２　结果与分析

２．１　不同肥料处理对紫花苜蓿叶绿素含量的影响
光合作用不仅与环境因素有关，还与矿质元素

息息相关。如图１所示，Ｎ２、Ｎ３、Ｎ４、Ｎ５、Ｎ６处理的
叶绿素ａ含量与Ｎ１处理（对照）相比存在显著差异
（Ｐ＜０．０５），随着施用量的增加，总体呈先上升再下
降趋势，其中Ｎ４处理与对照差异最大，相比对照提
高了１９．８％；磷肥用量试验中各处理之间不存在显
著差异；钾肥用量试验中，与 Ｋ１处理（对照）相比，
Ｋ２处理的叶绿素 ａ含量增加了８．５％。如图２所
示，随着肥料施用量的增加，叶绿素ｂ含量总体呈先
上升后下降的趋势，Ｎ３处理与对照（Ｎ１）相比增加
了４４．７％；磷肥各处理间不存在显著差异；Ｋ２、Ｋ３、
Ｋ４、Ｋ５、Ｋ６处理的叶绿素 ｂ含量均高于对照，Ｋ４处
理与对照（Ｋ１）相比显著增加了２２％。如图３所示，
从叶绿素总量来看，氮肥各处理间达到了显著水平

（Ｐ＜０．０５），Ｎ３、Ｎ４处理相比对照（Ｎ１）提高了

１９６％、２０．６％；磷肥各处理间无显著差异；施用钾
肥后，处理组间叶绿素总量均高于对照 Ｋ１，但５个
处理组间差异不明显。

２．２　不同肥料处理对紫花苜蓿抗氧化酶活性的
影响

当植物受到逆境胁迫后，植物体内由于氧代谢

失调，会形成氧化胁迫。在不利于植物生长发育的

条件下，植物组织会通过各种途径产生超氧阴离子

自由基、羟基自由基、过氧化氢等具有强氧化能力

的活性氧。而植物可以通过ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ等抗氧
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化酶系统对植物组织进行调节，主要目的是清除有

害的活性氧自由基，减轻或避免活性氧自由基对膜

脂的攻击，避免膜损伤。

如图４所示，氮肥不同施用量对ＳＯＤ活性存在
显著差异（Ｐ＜０．０５），处理 Ｎ２、Ｎ３、Ｎ４、Ｎ５、Ｎ６分别
比对照（Ｎ１）增加了 ２０．２％、３６．３％、１４．７％、
３８８％、２０．３％，其中以Ｎ３与 Ｎ５最显著，说明氮肥
能够提高 ＳＯＤ活性。随着不同磷肥用量的增加，
ＳＯＤ活性呈现先升高后降低的趋势，与对照（Ｐ１）相
比，Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４、Ｐ５分别增加了１．７％、３．５％、１．３％、
６．４％，Ｐ６下降了１２．２％，表明适当的磷可以提高
ＳＯＤ活性，过量反而会降低 ＳＯＤ活性。钾肥试验
中，随着钾肥施用量的增加，ＳＯＤ活性总体呈现先
升高后降低的趋势，除 Ｋ６处理比 Ｋ１（对照）下降
６９％之外，其余 ４个处理组比 Ｋ１（对照）提高了
２４％～２６．６％，其中 Ｋ３、Ｋ４与对照存在显著差异
（Ｐ＜００５），分别提高了２６．６％、２１．６％，也表明钾
在提高ＳＯＤ活性中的重要性。

　　如图５所示，不同施氮处理在ＰＯＤ活性上不存
在显著差异。ＰＯＤ活性在磷肥各处理中呈现先上
升后下降的趋势，Ｐ２处理比 Ｐ１处理（对照）提高了
７１％，表示低磷可以提高ＰＯＤ的活性；在钾肥处理

中呈现出倒“Ｖ”趋势，即两边低、中间高，与钾处理
组的ＳＯＤ活性趋势一致，Ｋ３处理相比 Ｋ１处理（对
照）提高了１４．９％。如图６所示，ＣＡＴ活性在氮肥
试验中呈现出先升高后降低趋势，氮肥各处理均高

于对照，Ｎ２、Ｎ３处理比 Ｎ１处理（对照）显著提高了
３１．５％、２８．４％。磷肥处理的 ＣＡＴ活性与 ＰＯＤ活
性趋势一致，先上升后降低，Ｐ２处理比Ｐ１处理提高
了３．８％。钾肥的ＣＡＴ活性与ＰＯＤ活性趋势相似，
Ｋ３处理与 Ｋ１处理（对照）存在显著差异（Ｐ＜
００５），相比提升了１８．８％。

２．３　不同肥料处理对紫花苜蓿ＭＤＡ含量的影响
ＭＤＡ是植物处于逆境时，活性氧破坏细胞功

能，导致膜脂质发生过氧化反应产生的。ＭＤＡ含量
可以反映出植株受伤害的程度。如图７所示，氮肥
各处理的 ＭＤＡ含量均低于 Ｎ１处理（对照），Ｎ４、
Ｎ５、Ｎ６处理与 Ｎ１处理（对照）差异显著（Ｐ＜
００５），分别低于对照２２．２％、２２．２％、２０．８％；磷肥
中Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４、Ｐ５、Ｐ６处理的ＭＤＡ含量均低于Ｐ１处
理（对照），但未达到显著水平；钾肥各处理组与对

照差异明显，在施用钾肥之后，ＭＤＡ含量显著下降，
但在不同钾肥用量的处理间无显著差异，与对照

（Ｋ１）相比，其他各处理分别降低了３９９％、３１．４％、
４５８％、２４．６％、３７．０％。
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２．４　不同肥料处理对紫花苜蓿脯氨酸含量的影响
当植物处于盐碱胁迫下时，由于土壤中可溶性

盐分过多，会造成土壤水势降低，导致土壤吸水困

难。水分的亏缺会导致植物产生渗透胁迫，而植物

为了维持正常的生长生理活动，开始积累渗透调节

物质。经过研究发现，脯氨酸是多种植物体内最有

效的一种在细胞内合成的有机溶质，是具有亲和性

的渗透调节物质。脯氨酸的主要作用是维持原生

质和环境的渗透平衡，防止植物因失水过多而抑制

生长发育。如图８所示，施用氮肥后脯氨酸含量均
有所提升，Ｎ６处理与Ｎ１相比显著提高２８．９％（Ｐ＜
０．０５）；磷肥各处理组脯氨酸含量无显著差异；Ｋ４处
理与对照Ｋ１差异显著（Ｐ＜０．０５），与对照相比，提
高２９．８％。

２．５　主成分分析
主成分分析是一种降维的常用统计方法，将原

来变量重新组合成一组新的相互无关的几个综合

变量，同时根据实际需求从几个综合变量中取出几

个较少的总和变量，尽可能多地反映原来变量的信

息。对氮磷钾３种肥料处理的９个指标进行主成分
分析，ＫＭＯ值为０．４４７，巴特利特球形度检验显著性
小于０．００１。主成分１～３特征值大于１，累计贡献

率达到 ８１．５７％，３个主成分贡献率分别为
３９７６％、２６．９３％、１４．８８％。由表２可知，对主成分
１特征向量影响较大的指标是叶绿素 ａ含量和叶绿
素总量；对主成分２特征向量影响较大的指标是过
氧化物酶（ＰＯＤ）活性和脯氨酸（Ｐｒｏ）含量；对主成
分３特征向量影响较大的指标是超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）活性和叶绿素ｂ含量。

表２　紫花苜蓿耐盐指标的主成分分析

主成分

载荷值

ＰＯＤ活性 ＳＯＤ活性 ＣＡＴ活性 ＭＤＡ含量 Ｐｒｏ含量 叶绿素ａ
含量

叶绿素ｂ
含量

叶绿素

总量

特征值
贡献率

（％）
累计贡献率

（％）

１ －０．００２ －０．０９６ －０．６２９ －０．４７３ －０．０２１ ０．９２８ ０．６４４ ０．９７１ ３．１８１ ３９．７５８ ３９．７５８

２ ０．８６７ －０．３０１ ０．４２８ －０．７５８ ０．８４３ ０．０３２ ０．３０８ ０．１１９ ２．１５４ ２６．９３１ ６６．６８９

３ －０．１６８ ０．８５５ ０．３８９ ０．２７３ ０．０４４ －０．１３７ ０．４９７ ０．０３７ １．１９０ １４．８７６ ８１．５６５
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３　讨论

３．１　不同肥料处理对紫花苜蓿叶绿素含量的影响
植物对氮磷钾的需求量很大，在农田中需要施

肥来补充土壤所损耗的养分。氮磷钾不仅可以提

高作物的品质和产量，也影响着作物的生理作用。

本试验以氮磷钾施用量的不同梯度对紫花苜蓿进

行耐盐性研究，以期为盐碱地紫花苜蓿的耐盐调控

机理提供理论依据。

叶绿素是在光合作用过程中吸收光能的光合

色素，其在光合作用中起着重要的作用。研究表

明，氮、磷、钾对植物叶绿素含量影响显著［１５］。叶绿

素含量对叶片光合作用的影响很大［１６］。在氮肥试

验中，叶绿素ａ、叶绿素ｂ、叶绿素总量均呈现出先上
升后下降的趋势，随着氮肥施用量的提高，叶绿素

含量不断下降，当施用量从 Ｎ３改变到 Ｎ４处理时，
叶绿素含量达到最高，这与张文等在草坪草［１７］和秦

立金等在辣椒［１１］上的研究结果一致。适当氮促进

叶绿素合成，但高氮会抑制叶绿素形成，这可能是

因为高氮会影响根瘤菌对根毛的侵染，降低固氮酶

活性，从而降低根瘤菌结瘤数量，导致固氮效率的

降低［１８］。磷肥在这３个指标中并未表现出显著差
异，与宋秀丽等在大豆上的研究结果［１９］一致。有研

究表明土壤中ｐＨ值与有效磷利用效率呈直线负相
关关系［２０］，由此说明盐碱地高 ｐＨ值抑制了溶磷微
生物的活性，导致溶磷效率降低，抑制了磷的吸收。

钾肥试验中３个指标也未显现出明显差异，这与杜
明等的研究结果［２１］类似，其研究表明，开花期的大

豆叶绿素含量并未由于品种差别显现出明显

差异［２１］。

３．２　不同肥料处理对紫花苜蓿抗氧化酶活性及
ＭＤＡ含量的影响

在逆境胁迫下，植物细胞产生并积累活性氧，

当活性氧的产生与消除无法达到均衡时，就超出了

植物清除活性氧的能力，会产生氧化胁迫，对细胞

及植物体造成氧化损伤［２２］。ＭＤＡ是膜脂过氧化的
最终产物，其在植物体内的含量可以反映膜的稳定

性与植物受伤害的程度［２３］。ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ是抗
氧化系统的主要酶类。ＳＯＤ是活性氧系统中第 １
个发挥作用的抗氧化酶［２４］。ＣＡＴ是一种名为接收
细胞内产生的Ｈ２Ｏ２的接收器，是植物体、细胞器内
氧化防御的重要物质［２５］，其主要作用是清除活性氧

自由基。本试验结果表明，ＳＯＤ活性、ＰＯＤ活性、

ＣＡＴ活性在氮肥试验中表现出不同的趋势，试验各
处理间 ＳＯＤ在 Ｎ３、Ｎ５处理上活性最高，ＣＡＴ在
Ｎ２、Ｎ３处理上活性最高，且均呈现出先上升后下降
的趋势，表明紫花苜蓿在氮肥施用量在 ９０ｋｇ／ｈｍ２

时，２种抗氧化酶活性均会保持一个比较高的状态，
而氮素水平过高会抑制酶活性，这与王文娟等在宽

叶雀稗［２６］和赵浩波等在羊草［２７］上的研究结果相

似。ＭＤＡ含量在各处理间存在显著差异，其趋势与
酶活性相反，随着酶活性的增强，ＭＤＡ含量不断减
少，表明适宜的施氮量能够提高紫花苜蓿的耐盐碱

能力。磷肥试验中３种酶活性趋势一致，在 Ｐ２和
Ｐ３处理中３种酶活性最高，随着磷肥施用量的增
加，酶活性不断降低。在施肥量为 ４５～９０ｋｇ／ｈｍ２

时，酶活性达到最高，施肥量超过９０ｋｇ／ｈｍ２后酶活
性降低，这可能因为施肥区土壤中可利用磷过高，

对植物产生了胁迫，超出了抗氧化酶系统清除活性

氧的能力，也有可能是因为苜蓿对磷的吸收存在阈

值，当超过这个阈值之后，根细胞磷浓度提高，细胞

膜磷脂含量增加，使得细胞膜通透性降低，根系分

泌的碳水化合物减少，丛枝菌根真菌侵染率降低，

降低作物根际土壤养分的有效性。而 ＭＤＡ含量在
磷肥各处理间并未达到显著水平，这与舒钰在草坪

草上的试验结果［９］类似，对同一时期施用量不同的

草坪草的ＭＤＡ含量不存在显著影响［９］。钾肥试验

中各处理间 ＭＤＡ含量差异显著，说明钾肥可以缓
解盐碱胁迫对植物造成的伤害，其中 Ｋ３处理的 ３
种酶活性均达到最高，Ｋ４、Ｋ５、Ｋ６处理的酶活性逐
渐减弱，这与丁雪梅等在大丽花上的研究结果［２８］相

似，ＭＤＡ含量在各钾肥处理间存在显著差异，其趋
势与３种酶活性相反，表明钾肥的施用超过了最适
量，反而会导致钾元素积累太多，从而破坏活性氧

代谢系统，加速膜脂过氧化作用。

３．３　不同肥料处理对紫花苜蓿脯氨酸含量的影响
当植物受到胁迫时，植物体内会积累脯氨酸。

作为一种渗透调剂物质，脯氨酸可以调节渗透势，

维持细胞膨压［２９］。氮肥试验结果表明：氮肥施用后

对脯氨酸积累有促进作用，说明氮肥可以通过调节

渗透势来改善植物由于受到逆境胁迫所带来的伤

害；磷肥梯度试验结果表明，各处理组之前不存在

差异显著，说明磷肥对逆境胁迫下植物的调控机制

以调节抗氧化系统为主。钾肥试验结果表明，钾肥

各处理间的脯氨酸含量存在显著差异，随着钾肥施

用量的提高，脯氨酸含量呈现先升高后降低的趋
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势，主要是因为在盐碱胁迫下，植物不可避免地吸

收土壤中的钠离子，钾肥的施入为叶片中的钾离子

提供了充分的来源，维持钾钠离子平衡，降低了细

胞内的渗透势，使植物的抗逆能力得到了提高［３０］。

与对照相比，Ｋ４处理脯氨酸含量显著增加，Ｋ５处理
下降，到Ｋ６处理脯氨酸含量又回升，这与丁雪梅等
的研究结果［２８］一致，说明过量施钾反而对植物造成

了逆境胁迫，导致脯氨酸含量增加来调节渗透势。

４　结论

在盐碱胁迫下，当氮肥施用量为 ９０ｋｇ／ｈｍ２时，
叶绿素总量达到最高，为 １．２４ｍｇ／ｇ，同时过氧化氢
酶、过氧化物酶、超氧化物歧化酶３种酶均保持较高
的活性。本试验结果表明，磷肥对于逆境胁迫下的

植物调控系统主要以调节抗氧化系统为主。钾肥

试验各处理的数据表明，钾能够显著降低丙二醛含

量和增加脯氨酸含量。主成分分析结果表明，过氧

化物酶活性、超氧化物歧化酶活性以及叶绿素总量

的贡献率较大，为氮磷钾肥对紫花苜蓿耐盐机制的

调控提供理论依据。
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