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紫花苜蓿叶片和根系膜脂过氧化及C、N特征
对水分和N添加的响应
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摘要：为研究紫花苜蓿叶片和根系对水分和外源氮（N）添加的响应规律，在温室条件下设置水分胁迫处理（WS）
（35%±5%）田间持水量（field water capacity，FWC）和充分灌溉且未渍水（WW）（70%±5%）FWC两个水分梯度，

每个水分梯度下设置 0、5和 10 mmol·L-1 3个 N添加水平（Nn、Nm和 Nh），研究了紫花苜蓿叶片和根系膜脂过氧化

的程度及 C、N特征对不同水分条件和外源 N添加的响应规律。结果表明：WS和外源 N提高了紫花苜蓿叶片丙二

醛（MDA）含量，但对根系没有显著影响。WS和N添加未影响紫花苜蓿叶片 C含量，但N添加提高了根系 C含量。

WS未改变紫花苜蓿叶片 N含量，但提高了根系 N含量。外源 N添加不但提高了叶片 N含量，还增加了根系 N含

量，但叶片N含量在WW处理下对外源N添加较为敏感，而根系N含量在WS处理下对外源N的添加较为敏感，这

说明紫花苜蓿叶片和根系 C、N状态对N添加的响应受土壤水分条件的调控。紫花苜蓿根系 C/N较叶片更高，且对

水分和外源N添加的响应更为敏感。WS处理显著提高了根系 δ13C，对叶片 δ13C无显著影响。外源N添加降低了叶

片和根系 δ15N，且在WS处理下根系 δ15N显著降低，叶片中 δ15N在WW处理下显著降低。总之，相比叶片，紫花苜蓿

根系生理参数及 C、N特征对水分和外源N添加采取了更为积极的策略，在生长中发挥着更重要的作用。该研究结

果有助于全面掌握紫花苜蓿各器官对水分和外源N添加的响应策略，为我国旱作农业区紫花苜蓿制定精准的水肥

管理制度提供了理论依据。
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Abstract：In order to study the response of alfalfa（Medicago sativa）leaves and roots to water and N addition，two
contrasting water availability regimes were set up under greenhouse conditions：water stress（WS） with soil
maintained at 35%±5% field water capacity（FWC）and well-watered（WW，70%±5% FWC）. Treatments of
0，5 and 10 mmol·L-1 N（Nn，Nm and Nh，respectively）were established under each watering regime. The
responses of physiological parameters of alfalfa leaves and roots and their C and N characteristics to different water
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conditions and exogenous N addition were then studied at the three N levels. It was found that WS and exogenous N
increased malondialdehyde content in alfalfa leaves，but had no significant effect on the root system. WS and N
addition did not affect C content in alfalfa leaves，but N addition increased C content in roots. The content of N in
alfalfa leaves did not differ between water treatments，but root N content was increased under the WS treatment.
Exogenous N addition not only increased leaf N content，but also increased root N content. However，leaf N content
was more sensitive to exogenous N addition under the WW treatment，while root N content was more sensitive to
exogenous N addition under the WS treatment，which indicates that the response of alfalfa leaf and root C and N
status to N addition was regulated by soil moisture conditions. The C∶N of alfalfa roots was higher than that of
leaves，and was more sensitive to soil water status and exogenous N addition. The WS treatment resulted in
significantly less negative root δ13C，but had no significant effect on leaf δ13C. δ15N tended to be reduced with
exogenous N addition，but this effect was statistically significant in roots under WS treatment and in leaves under
WW treatment. In conclusion， compared with leaves， alfalfa root physiological parameters and C and N
characteristics displayed more active responses to water and exogenous N addition，and played a more important role
in growth. The results are helpful to fully understand the response strategies of alfalfa organs to water and exogenous
N addition，and provide a theoretical basis for formulation of water and fertilizer management systems that more
precisely meet alfalfa requirements in dry farming areas of China.
Key words：alfalfa；root-shoot interaction；δ13C；δ15N；water deficit

紫花苜蓿（Medicago sativa）是一种多年生豆科牧草，具有营养价值高、产量高、固氮肥田等特点［1］。紫花苜蓿

的高产对水分的需求较为旺盛，在干旱半干旱地区，水分是制约紫花苜蓿生产的重要因素之一［2］。干旱胁迫下，

紫花苜蓿细胞膜脂过氧化，丙二醛（malondialdehyde，MDA）含量升高［3］，净光合速率降低［4］、生物量减少［5］、营养价

值降低［6］、碳（carbon，C）、氮（nitrogen，N）代谢受到抑制［7］；与此同时，紫花苜蓿调整根冠比［8］，启动渗透调节和抗

氧化机制［3］等，增强其在干旱胁迫下的适应能力。然而，N肥管理是一项提高植物抗逆能力的重要措施［9］。研究

表明，一定浓度外源N肥的投入能够缓解干旱胁迫［5］和盐胁迫［10-11］对紫花苜蓿的不利影响，可提高其在逆境胁迫

下的生产能力。增加土壤中无机 N的有效性调节了豆科植物的 N营养，优化生物固 N与无机 N吸收的兼容性，

是促进其在逆境胁迫下生长能力的重要机制之一［12］。

根系是紫花苜蓿储存营养物质［13］，感知土壤水分匮缺和营养物质有效性的重要器官，在适应干旱胁迫的过程

中发挥着重要作用［14］。由于根系在研究中取样较为困难，对多年生饲草根系的研究还相对不足。紫花苜蓿根系

是否受干旱胁迫的影响［5，8］，目前也没有较为一致的研究结论。此外，叶片和根系分别处于地上和地下不同环境，

其物理、化学属性及时间和空间上资源获取策略也存在差异［15］。紫花苜蓿叶片和根系膜脂过氧化程度及 C、N状

态响应水分胁迫和外源N的添加是否具有较为一致的规律，目前也鲜有报道。因此，本研究以紫花苜蓿为研究对

象，研究紫花苜蓿叶片和根系细胞膜完整性、C、N含量、C/N、稳定性同位素 C（δ13C）和稳定性同位素 N（δ15N）对

不同水分和外源N添加的响应规律，以期为全面掌握紫花苜蓿各器官对水分和外源N添加的响应策略，为我国旱

作农业区制定精准的紫花苜蓿水肥管理制度提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 供试材料

选用紫花苜蓿金皇后（M. sativa cv. Golden Empress）为供试品种，种子来自宁夏绿地草业科技有限公司。

饱满均一的紫花苜蓿种子经 95%酒精灭菌 5 min，经蒸馏水漂洗干净后，置于垫有湿润滤纸的培养皿中并在 4 ℃
的培养箱萌发 7 d。选择生长均一且健康的幼苗移栽到装有土壤的花盆中（14 cm×16 cm×22 cm），每盆定苗一

株。土壤取自农田土壤耕作层，在装盆之前，过 2 mm筛以去除石块及杂质。土壤养分如下：全 C 13. 5 g·kg-1，总
N 1. 26 g·kg-1，全磷 0. 8 g·kg-1。
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1. 2 试验设计

试验于 2018年 3-7月在西北农林科技大学草业与草原学院温室内进行。试验设土壤水分处理和外源 N添

加两个因素。土壤水分处理设水分胁迫处理（water stress，WS）（35%±5%）田间持水量（field water capacity，
FWC）和充分灌溉且未渍水（well-watered，WW）（70%±5%）FWC两个梯度［16］，每个水分处理下设置 3个不同

浓度的 N添加梯度［17］：0、5和 10 mmol·L-1（Nn、Nm和 Nh）。移栽 49 d后采用称重法每隔 2 d控制不同水分梯度

下的土壤含水量，同时以尿素（CH4N2O）为原料（含 N量为 46%）进行外源 N的添加。每处理 15盆植物，共计 90
盆紫花苜蓿。

1. 3 测定指标及方法

处理 28 d后将各处理清洗干净的紫花苜蓿带回实验室。一部分样品，用吸水纸擦干净后先于 105 ℃的烘箱

中杀青 10 min后，在 80 ℃的烘箱内烘干 24 h至恒重，并用研钵等将干燥的叶片和根磨成粉末，保存在低温冰箱中

待测 C、N营养物质和稳定性同位素 δ13C和 δ15N；另一部分样品用液N固定后迅速保存在-80 ℃超低温冰箱中用

于MDA的测定。参照李合生［18］的硫代巴比妥酸（thiobarbituric acid，TBA）比色法测定MDA含量。有机碳用重

铬酸钾外加热法测定［19］。全氮在待测样品经H2SO4-H2O2消煮后，用AA3连续流动分析仪测定［20］。C、N同位素

（δ13C和 δ15N）由中国农业科学院农业环境与可持续发展研究所分析测试中心采用ATC-185稳定性同位素质谱仪

测定［21］。

1. 4 数据处理

使用 Excel软件对数据进行整理，使用 SPSS 25. 0进行双因素方差分析（two-way ANOVA），并使用 Origin
2021绘制图表。

2 结果与分析

2. 1 水分和外源N添加对紫花苜蓿叶片和根系中MDA含量的影响

总体来看，水分和 N添加对紫花苜蓿叶片MDA有显著影响（P<0. 01），但对根系MDA的影响不显著（P>
0. 05）（图 1）。在 Nn和 Nm处理下，水分胁迫显著提高了叶片MDA的含量（P<0. 05），但在 Nh处理下差异不显

著（P>0. 05）。而在根系中，在Nn和Nm处理下，MDA对水分的响应规律与叶片相反。与Nn相比，Nm和Nh有
提高紫花苜蓿叶片和根系MDA含量的趋势，但差异不显著（P>0. 05）。

图 1 水分和外源N添加对叶片和根系中MDA含量的影响

Fig. 1 MDA content in leaves and roots subjected to water and exogenous nitrogen addition
W：水分处理；N：外源N处理；W×N：水分处理和外源N处理的交互作用；不同小写字母表示同一水分水平不同氮浓度之间差异显著（P<0.05）；不

同大写字母表示同一氮水平不同水分条件下差异显著（P<0.05）；ns表示差异不显著；*和**分别表示在 0.05，0.01水平差异显著。下同。WS：
Water stress. WW：Well-watered. W：Water stress；N：Exogenous N addition；W×N：Interaction of water stress and exogenous N addition；Different
lowercase letters indicate significant differences between different N concentrations at the same water condition（P<0.05）；Different capital letters
indicate significant differences between different water condition at the same N concentration（P<0.05）；ns：Not significant；* and ** indicate significant
differences at the 0.05，and 0.01 level，respectively. The same below.
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2. 2 水分和外源N添加对紫花苜蓿叶片和根系 C、N含量及 C/N的影响

各处理下，叶片 N含量在 30~35 mg·g-1之间波动，根系 N含量在 15~20 mg·g-1之间波动，叶片 N含量明显

高于根系（图 2）。水分对紫花苜蓿叶片和根系的 C含量没有显著影响。相比水分对紫花苜蓿叶片和根系N含量

的影响，外源 N添加对紫花苜蓿叶片和根系 N的影响更为显著。在WS处理下，与 Nn和 Nm相比，Nh显著提高

了紫花苜蓿根系N含量（P<0. 05）。在WW处理下，Nh处理显著提高了叶片N含量（P<0. 05），但在WS处理下

差异不显著（P>0. 05）。根系N含量对水分和外源N添加的响应与叶片相反。在相同外源N添加下，WS处理显

著提高了根系N含量（P<0. 05）。水分对叶片的 C/N影响差异不显著，但是WS处理明显降低了根系的 C/N，特

别是在 Nn和 Nh处理下差异显著（P<0. 05）。在WS处理下，与 Nn和 Nh相比，Nm处理显著提高了根系 C/N

（P<0. 05）。

2. 3 水分和外源N添加对紫花苜蓿叶片和根系 δ13C和 δ15N的影响

如图 3所示，紫花苜蓿叶片和根系的 δ13C分别在-31~-29与-28~-25之间波动，δ15N均在-1~-4之间

波动。在WW和WS处理下，随着外源N的添加，紫花苜蓿叶片和根系 δ15N均显著降低（P<0. 05）。在WW处理

下，外源N添加显著增加了根系和叶片 δ13C，但在WS处理下无显著影响。在相同的氮添加水平下，WS提高了叶

片 δ15N（P<0. 05）、叶片 δ13C（P>0. 05）和根系 δ13C（P<0. 05），但却降低了根系 δ15N（P>0. 05）。

图 2 水分和外源N添加对叶片和根系C、N含量及C/N的影响

Fig. 2 Carbon，nitrogen content and C/N in leaves and roots subjected to water and exogenous nitrogen addition
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3 讨论与结论

丙二醛是逆境胁迫下细胞膜多不饱和脂肪酸分解的产物，其含量的高低代表植物受到伤害程度的大小［22］。

本研究中水分胁迫下紫花苜蓿叶片膜脂过氧化，丙二醛含量增加，这与他人对紫花苜蓿的研究结果一致［3，23］。N
是影响和调解植物抗逆性的重要环境因子［9］。研究表明，一定浓度的外源 N投入能够缓解盐胁迫和干旱胁迫对

紫花苜蓿生长的影响［5，11］，提高其生产能力。然而，本研究中外源N的施入并没有缓解紫花苜蓿叶片和根系中膜

脂过氧化的程度，这意味着N素对紫花苜蓿逆境胁迫的缓解作用受胁迫程度、物种抗逆性、植物生长阶段及N肥

种类等的影响［11］。

本研究中水分胁迫和外源 N的添加并没有显著影响紫花苜蓿叶片 C含量，这可能与供试品种的抗旱能力有

一定关系。此外，紫花苜蓿根系内储存大量的碳水化合物，这些营养物质可通过韧皮部转移到其他器官，调整了

叶片中光合产物的降解和转运等［24］。值得注意的是，本研究中外源N的添加提高了水分胁迫下紫花苜蓿根系的

C含量。这可能有两方面的原因：首先，在逆境胁迫或营养匮乏时一定浓度外源N的添加增加了紫花苜蓿根系蔗

糖的含量，优化了根系形态并提高了根系营养物质的获取能力［5］。其次，外源N的添加在一定程度上抑制了紫花

苜蓿的生物固氮能力，降低了根瘤形态建成及生物固氮对光合产物 C的消耗，故更多的光合产物 C被转运到紫花

苜蓿根系［25］。紫花苜蓿叶片天冬酰胺 N代谢酶活性对水分胁迫是较为敏感的［7］，紫花苜蓿叶片的 N代谢也易受

到水分胁迫的抑制。然而，本研究中水分胁迫没有改变紫花苜蓿叶片N含量，但增加了紫花苜蓿根系的N含量。

这是因为根系首先接收到来自水分胁迫的信号，继而启动一系列抗旱响应机制，例如调整了营养物质的分配策略

等［26］，根系会优先成为N库，谷氨酸、脯氨酸、甘氨酸和色氨酸等含量随之增加，从而提高了根系细胞维持细胞水

分的能力［7］。与预期相反的是，水分胁迫下并没有降低紫花苜蓿叶片N的浓度，但增加了在水分充足条件下紫花

苜蓿叶片氮的浓度。这说明此时紫花苜蓿生物固氮和矿化N之间达到了平衡［27］。外源N的添加增加了紫花苜蓿

N的积累这个观点是有局限性的，受到水分状态、植物器官［5］及生长年龄等的影响［28］。外源N的添加可缓解根瘤

受到的来自水分胁迫的伤害，并促进了脯氨酸、抗氧化酶类物质等的合成［29］。这是本研究中高浓度N的添加提高

水分胁迫下紫花苜蓿根系N含量的潜在原因。然而，N的添加并没有改变水分充足情况下根系N的含量，这说明

图 3 水分和外源N添加对叶片和根系 δ13C和 δ15N的影响

Fig. 3 δ13C and δ15N in leaves and roots subjected to water and exogenous nitrogen addition

217



Vol. 31，No. 2ACTA PRATACULTURAE SINICA（2022）

苜蓿根系 N的积累受到源库关系的影响［17，30］，且水分状态能够调整紫花苜蓿 N的吸收和转运策略对外源 N添加

的响应。

植物器官的结构功能和生理特征的差异，是影响其计量学特征的重要原因［31］。本研究中紫花苜蓿根系 C/N
较叶片更高，且对水分和外源N添加更为敏感。水分是调控植物 C/N的另外一个重要因素。但在本研究中水分

胁迫没有改变叶片的 C/N，降低了紫花苜蓿根系 C/N。这可能是由于水分胁迫下植物分解贮藏碳水化合物，并

通过木质部向根系转运［32］，用于合成脂类增强其根系在逆境胁迫下获取限制性资源的能力［33］。研究表明，干旱胁

迫下一定浓度外源N的添加增加了紫花苜蓿根系氨基酸的合成，提高了紫花苜蓿根系的 C/N［5］，本研究结果与此

是一致的。此外，本研究中水分胁迫下外源 N的添加对根系 C/N计量比的影响比在充分供水情况下更为敏感，

这与其他的一些研究结果是一致的［34］。然而，植物的 C/N对环境因子的响应受植物的生长阶段、碳氮同化策

略［35］、营养物质添加速率和季节［32］及多年生牧草年龄和茬次等因素的影响［36］。因此，进一步的研究应深入阐明紫

花苜蓿 C/N对水、N添加的响应策略，为紫花苜蓿草地的水肥管理策略提供理论依据。

植物不同器官具有同位素分馏效益［37］、光合 C同化的途径及其转运策略［38］、含 N量不同等特点［39］，故植物叶

片和根系 δ13C和 δ15N存在明显的差异。本研究中水分胁迫下植物分解贮藏在叶片中的能量物质，通过木质部向

根系转运了更多的 C［32］，这可能是水分胁迫下紫花苜蓿根系 δ13C增加的潜在原因。本研究中充分供水条件下叶

片的 δ15N较水分胁迫更低，这是因为随着水分的改善，N被移动作为了植物能够吸收到的主要 N，所以植物 δ15N
降低［40］。有关水分胁迫降低了同一外源N添加水平下的根系 δ15N，而且随着外源氮水平的增加根系 δ15N降低，这

可能是水分胁迫降低了土壤氮的有效性，限制了生物固氮功能［41］。但这个结果与另外一些增加外源N的有效性，

增强了土壤N的转化速率，导致叶片积累更多的 δ15N的结果是相反的［35，42］。然而，植物N同位素的变化受到土壤

硝化、植物吸收特性（如时间和吸收类型）和菌根侵染率等的影响［30］。根据紫花苜蓿 C、N同位素响应水肥的变化

规律应进一步关注共生微生物如根瘤菌和菌根真菌对其的调控。

总之，水分胁迫加剧了供试紫花苜蓿叶片膜脂过氧化，但根系细胞膜对水分胁迫和N添加表现出了较强的稳

定性，且外源N并没有缓解水分胁迫下紫花苜蓿膜脂过氧化的程度。紫花苜蓿叶片 C、N含量对水分和外源N添

加的响应也较为保守，但外源 N的添加增加了根系中 C、N含量，且增加程度受土壤水分的调节。紫花苜蓿因根

系和叶片结构功能和生理特征的差异，根系 C/N较叶片更高，根系 δ13C明显高于叶片，根系各参数较叶片对水分

和外源N添加更为敏感。
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