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应用１５　Ｎ标记技术研究栓皮栎氮素的吸收
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摘　要：应用１５　Ｎ示踪技术，对盆栽栓皮栎进行外源氮素标记，并分析２年内栓皮栎叶片氮含量变

化及外源氮素间的比例关系，揭示氮素去向，对木本植物氮利用进行深入研究。结果表明，栓皮栎

叶片施用硝酸铵后４周内氮含量达到最高，之后生长期内氮含量会随着生长时间增加而显著下降，
并可根据原产地分别建立回归方程；标记后第２０周叶片１５　Ｎ平均丰度达（７．８９±１．３５）％；栓皮栎

对外源氮素有较高的利用率，施入肥料后第４周即趋于平衡，第１６周达到峰值，平均肥料氮比例

（Ｎｄｆｆ％）为（７．７７±０．６９）％，在第５６周的新叶中仍达（５．４６±０．７９）％，２个生长期同期的Ｎｄｆｆ％
无显著差异。不同产地栓皮栎的氮吸收利用规律较一致；原产安徽的栓皮栎在外源氮素利用率及

氮吸收量两方面均表现良好。
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　　同位素示踪技术具有准确和便利的特点，广泛

应用于 生 物 领 域，尤 其 是１５Ｎ标 记，在 揭 示 小 麦、玉

米、水稻等农作物氮素利用的机制研究上起到了重

要作用［１－４］，此外在莴苣、郁金香等园 艺 植 物 也 有 应

用［５－６］，但是国内农业方面对于１５Ｎ标记的研究，主要

集于土壤氮素转移和一年生植物上，分析不同植物、
品种在不同环境下的各个发育时期各器官对氮素的

利用情况差异，关注提高肥料利用率、降低成本、减

少污染等问题；木本多年生植物的研究主要是果树

不同器官在各个物候时期氮素转移［７－９］。另一方面，
近年来林地的生态作用越发受到重视，树木固氮、减
少氮污染成为新的 研 究 方 向；其 中 栓 皮 栎（Ｑｕｅｒｃｕｓ
ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ　Ｂｌ．）作为暖 温 带 地 带 性 植 被 的 主 要 组 成

树种，在近３０年内受到了国内外关注，是有代表性

的研究对象［１０－１２］。本文应用１５Ｎ示踪技术，对盆栽栓

皮栎进行外源氮素标记，并分析２年内栓皮栎叶片

氮素变化及与外源氮素之间的比例关系，对于了解

氮素去向，对木本植物氮利用进行深入研究具有一

定价值。

１　材料与方法

１．１　氮元素标记

选取来自北京、安徽、江西３个不同纬度地区的

５年生栓皮栎各３０盆，株高约为１．６～１．７ｍ，中位

数１．６６ｍ，每盆盆栽土重８ｋｇ，在上海进行温室盆

栽试验。于２０１３年４月，栓皮栎长新叶时进行氮素

标记：用丰度为９９．１７％的１５ＮＨ４１５ＮＯ３（上海化工研

究院提供）配制浓度为５１．２３５ｍｇ／Ｌ（０．６２ｍｏｌ／Ｌ）
的溶液，然后在每盆栓皮栎土壤用玻璃棒打２个深

度约为２０ｃｍ的孔，插入玻璃管，共转 移２０ｍＬ上

述溶液加入 孔 中，每 盆 栓 皮 栎 中 施 加 的１５Ｎ总 量 为

２５ｍｍｏｌ。

１．２　取样

在标记氮后第４、８、１２、１６、２０、５６、６４周，以及未

标记的空白植株在第４周进行取样，取样时在３０盆

标记的植物中随机挑选出５株，选择健壮枝条上的

成熟叶片的第４片小叶，每株取１张叶片，混合５张

叶片作为一个样品。
取好的样品用纸擦去叶面浮尘，然后在１０５℃

下杀青３０ｍｉｎ后，在８０℃下烘至恒重，随后研磨至

粉状并通过８０目分样筛，保存于干燥器中。

１．３　分析方法

盆栽土基本指标包括ｐＨ、ＥＣ、有效磷、速效钾、

有机质、全氮，测试方法依次为：水浸提土壤，ｐＨ计

测ｐＨ，电导率仪测试ＥＣ；ＮａＨＣＯ３浸提，钼锑抗比

色法测试有 效 磷；ＮＨ４ＣＨ２ＣＯＯＨ 浸 提，火 焰 光 度

计 法 测 速 效 钾；重 铬 酸 钾 氧 化－外 加 热 法 测 试 有 机

质；半微量凯氏法测定全氮含量。植物样品用元素

分 析 同 位 素 质 谱 联 用 仪 （型 号：Ｖａｒｉｏ　ＥＬ Ⅲ／

Ｉｓｏｐｒｉｍｅ）测试１５Ｎ丰度及氮含量。
１５　Ｎ标记研究的植物氮源来自于土壤和肥料两

部分，其中源 于 肥 料 的 氮 素 比 例 以 Ｎｄｆｆ％表 示，可

通过测定植物样品中１５Ｎ的元素丰度，进而计算样品

与标记物的原子百分超比值计算。
供试土壤基本理化性质为：ｐＨ值８．１８±０．０９、

ＥＣ　０．２２９±０．０２１ｍＳ／ｃｍ、有 效 磷３４．８３±１．０３
ｍｇ／ｋｇ、速 效 钾３２３．８±７．９ｍｇ／ｋｇ、有 机 质 含 量

２６．６１±０．５２ｇ／ｋｇ、全氮含量１．６８±０．０５ｇ／ｋｇ。

２　结果与分析

２．１　氮素含量变化

施入硝酸铵后，４周内氮含量明显上升，并达到

年生长期最大值，３个地区平均氮含量２２．９６±２．２６
ｇ／ｋｇ，高 出 空 白 氮 含 量 １９．５９±１．９５ｇ／ｋｇ 约

１７．１７％，随后逐月下降，第２０周达 最 小 值，平 均 氮

含量１７．４６±０．９５ｇ／ｋｇ；标 记 后 同 一 生 长 期 内（前

２０周），氮 含 量 与 时 间 呈 极 显 著 负 相 关，相 关 系 数

０．７７２＊＊（α＝０．０１），并可建立一元线性回归方程：Ｙ
＝２４．４９７－０．３４４　Ｘ，（Ｒ２＝０．５９６，α＝０．０１）；因而时

间是同一生长期内栓皮栎叶片氮含量下降的主要因

素。第２个生 长 期 氮 含 量 相 比 于 第１年 的 同 一 时

期，江西品种没有显著差异；安徽品种第５６周和第

４周无明显差异，第６４周水平显著低于第１２周；北

京品种第５６周水平显著低于第４周，第６４周和第

１２周无明显差异（图１）。综合来看３个地区第４周

和第５６周含量分别为２２．９６±２．２６ｇ／ｋｇ和２２．１０
±２．５８ｇ／ｋｇ，无显著 差 异，可 见 栓 皮 栎 对 氮 素 有 着

较高的利用率。
除了时间，产地也是影响氮含量的极显著的因

素。其中原产江西的栓皮栎氮含量极显著低于北京

和安徽（α＝０．０１），但 后 二 者 则 没 有 明 显 差 异（Ｐ＞
０．１）。３个地 区 氮 含 量 下 降 速 率 也 不 同：其 中 北 京

最快，第８、１６、２０周氮含量显著下降；其次是安徽，
前８周无显著差异，从第１２周开始显著下降；下降

最慢的是江西，整体呈下降趋势，但相邻８周的氮含

量差异均不显著，直至第１６周才显著低于第４周水

０７
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平。３个地区可分别建立氮含量与标记后周数的一

元线性回归方程，江西：Ｙ＝２１．４５５－０．２３５　Ｘ（Ｒ２＝
０．６７０，α＝０．０１）；安徽：Ｙ＝２５．０３２－０．３２７　Ｘ（Ｒ２＝
０．８７６，α＝０．０１）；北京：Ｙ＝２７．００４－０．４７１　Ｘ（Ｒ２＝

０．８８３，α＝０．０１）。
双因素方差分析还表明：时间与产地之间存在

显著的交互作用（α＝０．０５），推测是栓皮栎在不同地

域适应的温度敏感性差异造成的。

图１　栓皮栎叶片氮含量随时间变化

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｃｈａｎｇｅ　ｏｆ　Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ　ｌｅａｖｅｓ　ｂｙ　ｔｉｍｅ

２．２　１５　Ｎ的丰度变化

前１２周 丰 度 无 显 著 变 化，然 后 升 高，在 第１６、

２０周达到丰度最大值（图２）。江西、安徽、北京品种

在第１６周 时 平 均 丰 度 依 次 为（８．３０±１．０５）％，
（８．５８±０．９５）％，（７．３０±１．８７）％；第２０周时平均

丰度 依 次 为（８．７７±２．２６）％，（８．５７±０．８４）％，

（６．３４±０．９０）％。３个 地 区 第２个 生 长 期 叶 片 的１５

Ｎ的丰度 均 与 前 一 生 长 期 同 期 无 显 著 差 异。因 而

通过在肥料中添加１５　Ｎ源，收获含１５　Ｎ的植物材料作

为次级标记物时，在标记第４周后，３处均可收获叶

片，以标记后１６～２０周为最佳收获期，且第２生长

期仍可收获次级标记物。

图２　栓皮栎叶片１５　Ｎ的丰度随时间变化

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　１５　Ｎ　ａｂｕｎｄａｎｃｅ　ｃｈａｎｇｅ　ｏｆ　Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ　ｌｅａｖｅｓ　ｂｙ　ｔｉｍｅ

２．３　Ｎｄｆｆ％变化

肥料氮比例（Ｎｄｆｆ％）表示叶片中源于标记材料

的氮占叶片总氮的质量比，由于标记材料的元素丰

度９９．１７％很高，而１５　Ｎ的自然丰度又远远小于标记

材料 和 标 记 后 叶 片 的 丰 度，使 得 Ｎｄｆｆ％在 数 值 上

与１５　Ｎ丰度很接近。由图３可知：３个地区标记前４
周Ｎｄｆｆ％均已经 趋 于 稳 定，前１２周 处 于 同 一 水 平

（α＝０．０５），说 明 第４周 栓 皮 栎 对 标 记 氮 已 充 分 吸

收；而第１６周及第２０周均显著高于前１２周，很可

能是高温胁迫造成叶片枯落和新叶生长，促使氮素

再分配，叶片１５　Ｎ丰度增加；另 外，各 地 第４、１２、５６、

６４周（２个 生 长 期 的 同 一 时 期）叶 片 中 Ｎｄｆｆ％均 无

显著差异，说明栓皮栎对氮源充分利用，回流作用明

显，落叶不会 造 成 氮 素 的 显 著 损 失。３处 产 地 的 栓

皮栎Ｎｄｆｆ％均显示相同的变化规律。

　　双因素方差分析还表明：时间与原产地都是影

响Ｎｄｆｆ％的极显著因素（α＝０．０１）且无交互作用（Ｐ
＞０．１）；３个 地 区 中，江 西 栓 皮 栎 叶 片 Ｎｄｆｆ％在 第

２０周 达 最 大 值（８．４９±２．２７）％，高 于 原 产 于 安 徽

（８．３０±０．８５）％和北京（６．０２±０．９１）％的栓皮栎叶

片同时期水平；安徽栓皮栎叶片在第１６、２０周达最

大值；北京栓皮栎叶片在第１６周达最大值，第２０周

降回到第１２周的水平；总体上看，原产江西、安徽、
北京的栓皮栎叶片Ｎｄｆｆ％依次显著降低，其中江西

极显著高于北京（α＝０．０１），说明原产低纬度地区栓

皮栎对氮源利用效率更高。
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图３　栓皮栎叶片Ｎｄｆｆ％随时间变化

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　Ｎｄｆｆ％ｃｈａｎｇｅ　ｏｆ　Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ　ｌｅａｖｅｓ　ｂｙ　ｔｉｍｅ

２．４　１５　Ｎ标记率

由于栓皮栎叶片的总质量未知，因而不能计算

出各时期的总标记率（硝酸铵氮元素中被用于叶片

的总量所占比例），本文的标记率指是每克干叶片的

氮素占标记肥料氮素的比例。
标记率表示每克干叶片中标记氮素物质数量与

标记材料总量的数量比，反应植物对于氮的利用情

况，所以 与 Ｎｄｆｆ％总 趋 势 一 致，但 局 部 存 在 差 异。
这是因为标记率还反映了样品本身的含氮量与标记

总氮量的关系，且数量比避开了丰度引起的原子量

差异的误差。

　　方差分析表明，北京栓皮栎叶片的标记率受时

间影响显著，其余２个地区不同时期标记率无显著

差异，此外原产地也是显著影响因素（α＝０．０５），但

时间与产地间不存在明显的交互作用（Ｐ＞０．１）（图

４）。原产安徽（ａ）的栓皮栎叶片标记率显著高于江

西（ｂ），但 二 者 与 北 京（ａｂ）无 明 显 差 异。与 Ｎｄｆｆ％
变化不同主要是由于江西栓皮栎叶片氮含量低造成

的，从整 体 趋 势 来 看，１５Ｎ 标 记 率 和 Ｎｄｆｆ％走 向 相

同，标记率曲 线 比 Ｎｄｆｆ％曲 线 更 为 扁 平，随 时 间 无

大幅变化，始终保持在一个稳定的水平：江西品种在

２年内标记率无明显变化；安徽品种在标记后第１６
周标记率显著上升，随后又迅速下降至之前的水平；
北京品种前１６周无明显差异，第２０周较第１６周显

著下降，但与前１２周无明显差异。因而可认为标记

后前１２周氮素就已趋平衡，在第１６周达到最大利

用率处，之后下降至原水平。值得一提的是，栓皮栎

第２个生长期的新生叶中仍有着较高的标记率，是

多年生植物与一年生的重要区别，未见在其他文献

中报道。总而言之，虽然氮含量在同一生长期内显

著变化，但是不同地区栓皮栎在标记率上表现出稳

定性，受时间影响变化不大。

图４　栓皮栎每克干叶片１５　Ｎ标记率随时间变化

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　１５　Ｎ　ｌａｂｅｌｉｎｇ　ｒａｔｅ　ｃｈａｎｇｅ　ｏｆ　Ｑｕｅｒｃｕｓ　ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ　ｌｅａｖｅｓ　ｂｙ　ｔｉｍｅ

３　小结

国内栓皮栎的研究主要集中在生物、生态学特

性、资源分布与利用、林木培育等方面；对于生理方

向的研究主要是营养元素、环境条件、凋落物、品种

差异对植株生长的影响［１０－１２］；目前未见运用同位素

示踪法研究栓皮栎对外源氮素吸收的报道，且对于

木本植物氮吸收的研究也较为少见。
研究发现，栓皮栎叶片施用硝酸铵后４周内氮

素含量达到最高，之后同一生长期内氮素含量会随

着生长时间增加而显著下降，下降速度北京＞安徽

＞江西，时间是这一过程主要的影响因子，并可根据

不同产地建立回归模型；同时期的北京、安徽、江西
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栓皮栎叶片氮含量依次降低；此外原产地及其交互

作用也会影响栓皮栎的氮含量。杜启燃在栓皮栎幼

苗对ＣＯ２增加和Ｎ增加的生理生态响应的研究中，
也指出了施用外源氮素（尿素）会使栓皮栎叶片生物

量、可溶性糖 和 非 结 构 性 碳 水 化 合 物 显 著 增 加［１２］，
与本研究观察到氮含量增加规律一致。

此外，栓皮栎对外源氮素有较高的利用率，外源

氮素施入土壤后迅速得以利用，前４周内栓皮栎吸

收就已趋近平衡，前１２周内保持稳定，第１６周达到

利用率最高峰，而第２个生长期的新叶中仍然保留

着高比例的前一生长期所吸收的氮，且该比例与前

一生长期的同期无明显差异；标记率不随时间显著

变化，因而在标记后第４周即可收获栓皮栎叶片作

为次级标记 物 使 用，以 标 记 后１６～２０周 为 最 佳 收

获期。
相比于草 本 植 物，栓 皮 栎 的 Ｎｄｆｆ％比 例 较 低，

橡胶幼苗、樱桃、苹果等木本植物也表现出类似的低

比 例，普 遍 低 于 １０％［７，１３－１４］。樱 桃 和 苹 果 叶 片

Ｎｄｆｆ％ 低于５％，较栓皮栎更低；橡胶幼苗叶片施肥

后前４周比例与栓皮栎接近，之后不断升高，而栓皮

栎的比例则呈现下降趋势，这可能有３方面的原因：
首先，橡胶和栓皮栎在氮素吸收机制上可能存在差

异；其次，橡胶实验材料为两蓬叶的幼苗，而栓皮栎

是５年生的苗，不同发育阶段对于外源氮素吸收存

在差异；最后，栓皮栎实验用盆栽土壤，有机质、氮含

量较高，可能对肥料氮素吸收有一定干扰。因此二

者在Ｎｄｆｆ％上呈现不同规律。
不同产地栓皮栎在氮吸收利用上表现的规律是

一致的，但各自有着突出之处：江西相比于安徽和北

京的栓皮栎的氮含量较低，但在同化利用效率方面

显著高于后两地；综合来看，原产安徽的栓皮栎在外

源氮素利用率及氮吸收量上均表现良好。
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