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氮添加对甘农 9号紫花苜蓿-LL2共生系统
生产力的影响

赵炳森，康文娟*，师尚礼*，关键，陆保福，韩宜霖，王晶晶，陈凤娇
（甘肃农业大学草业学院，草业生态系统教育部重点实验室，甘肃  兰州  730070）

摘要：“甘农 9 号紫花苜蓿-根瘤菌株 LL2”构成高效的固氮系统。为明确施氮量对该系统生产力的影响，试验设置

4 个氮（N）浓度添加处理：N 0 kg·hm-2（R）、N 35. 09 kg·hm-2（NR1）、N 46. 79 kg·hm-2（NR2）、N 58. 48 kg·hm-2

（NR3），于分枝期、现蕾期和初花期测定单株有效根瘤数、单株有效根瘤重、固氮酶活性、株高、根长、地上部与地下

部干重、粗蛋白（CP）、粗脂肪（EE）、中性洗涤纤维（NDF）、酸性洗涤纤维（ADF）及饲草分级指数（FGI）等指标，以

相同施氮水平下不接种根瘤菌 LL2 为对照组：N 0 kg·hm-2（CK1）、N 35. 09 kg·hm-2（CK2）、N 46. 79 kg·hm-2

（CK3）、N 58. 48 kg·hm-2（CK4），系统研究氮浓度添加处理对甘农 9 号 -LL2 共生系统的结瘤固氮、苜蓿生长及营养

品质的影响。结果表明：NR2处理下，甘农 9 号-LL2 共生系统在分枝期、现蕾期和初花期的单株有效根瘤数分别为

22、32 和 35 个，单株有效根瘤重分别为 0. 0353、0. 0745 和 0. 1013 g·株-1，固氮酶活性分别为 4. 79、26. 51 和 28. 13 
μmol·g-¹·h⁻¹，均随生长进程呈递增趋势，初花期株高为 51. 92 cm、粗蛋白含量为 20. 42%，根长以及地上、地下干重

均高于其他氮添加处理和对照（P<0. 05），中性洗涤纤维和酸性洗涤纤维含量均低于其他氮添加处理和对照（P<

0. 05）。NR2 处理的良好结瘤固氮效应和促生效应主要发生在分枝期，单株有效根瘤数相较于 R 处理增长率为

84. 44%，单株有效根瘤重、固氮酶活性分别为 R 处理的 2. 5 和 3. 1 倍，根长、地上和地下干重增长率亦均高于现蕾期

和初花期。现蕾期，NR2 处理对中性洗涤纤维、酸性洗涤纤维的降低效应突出，分别较 R 处理降低 3. 82% 和

6. 03%，优于分枝期和初花期。初花期，NR2处理对粗蛋白的提高效应明显，较 R 处理提高了 9. 04%，优于分枝期和

现蕾期。通过对初花期的饲草分级指数评定，NR2 处理的 FGI 值为 54. 91 MJ·d⁻¹，饲草等级为特级。46. 79 kg·
hm-2是优化甘农 9 号 -LL2 共生系统生产力的最适施氮量。研究结果为甘农 9 号紫花苜蓿 -LL2 高效共生系统的生

产力提升提供了栽培理论依据。
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as an efficient nitrogen-fixing association.  To clarify the effects of nitrogen application rates on the productivity of this 
system， four nitrogen （N） addition treatments were established： 0 kg·ha-1 （R）， 35. 09 kg·ha-1 （NR1）， 46. 79 kg·
ha⁻1 （NR2）， and 58. 48 kg·ha-1 （NR3）.  Corresponding non-inoculated controls at each nitrogen level were included： 
0 kg·ha-1 （CK1）， 35. 09 kg·ha-1 （CK2）， 46. 79 kg·ha-1 （CK3）， and 58. 48 kg·ha-1 （CK4）.  Measurements were 
conducted at the branching， budding， and early flowering stages.  These included the number of effective nodules per 
plant， effective nodule weight per plant， nitrogenase activity， plant height， root length， aboveground and 
belowground dry weight， crude protein （CP）， ether extract （EE）， neutral detergent fiber （NDF）， acid detergent 
fiber （ADF）， and forage grading index （FGI）.  This study evaluated the effects of nitrogen addition on nodulation 
and nitrogen fixation， plant growth， and forage quality in the Gannong No. 9-LL2 symbiotic system.  The results 
showed that in the NR2 treatment， the number of effective nodules per plant in the Gannong 9-LL2 symbiotic system 
was 22， 32， and 35 at the branching， budding， and initial flowering stages， respectively.  Effective nodule weight 
per plant was 0. 0353， 0. 0745， and 0. 1013 g·plant-1， and nitrogenase activity was 4. 79， 26. 51， and 28. 13 μmol·
g-1·h-1 at the same development stages， displaying an increasing trend as growth progressed.  At the early flowering 
stage， the plant height was 51. 92 cm and CP content was 20. 42%.  Root length and both aboveground and 
belowground dry weight were significantly higher than those of other nitrogen treatments and the controls （P<

0. 05）.  Meanwhile， NDF and ADF contents were significantly lower than those under other nitrogen addition 
treatments and the control （P<0. 05）.  The strong nodulation and nitrogen-fixing responses and the growth-

promoting effect of NR2 occurred mainly at the branching stage， where the number of effective nodules per plant was 
84. 44% higher than that of the R treatment， and nodule weight per plant and nitrogenase activity were 2. 5-fold and 
3. 1-fold higher than those of R treatment， respectively.  Increases in root length， aboveground dry weight， and 
belowground dry weight were also greater at the branching stage than at the budding and early flowering stages.  At 
the budding stage， fiber fractions were reduced in NR2， with NDF and ADF contents reduced by 3. 82% and 
6. 03%， respectively， compared with R treatment， and this effect was strongest than at the branching and early 
flowering stages.  At the early flowering stage， crude protein was markedly enhanced in NR2 where CP content was 
increased by 9. 04% relative to R treatment.  Similar， but smaller effects were observed at earlier growth stages.  
During grading at the early flowering stage， the FGI value of NR2 was 54. 91 MJ·d-1， corresponding to a premium 
forage grade.  To summarize， the NR2 nitrogen application rate of 46. 79 kg·ha-1 was identified as the optimal N 
level for maximizing the productivity of the Gannong No. 9-LL2 symbiotic system.  These findings provide research 
data useful for development of cultivation practices aimed at improving the productivity of the Gannong No. 9 alfalfa-

LL2 symbiotic system.
Key words： alfalfa； rhizobium； nitrogen application level； nitrogen fixation； productivity

紫花苜蓿（Medicago sativa）是广泛分布于温带干旱和半干旱地区的一种多年生优良豆科牧草，粗蛋白含量

高达 18%~24%［1］，具有生物利用率高［2-3］，环境适应能力强等优点。构建高产、高效、优质的苜蓿栽培技术体系

对于推动我国畜牧业的可持续发展具有重要意义［4］，而接种高效根瘤菌是实现苜蓿高产高效的重要途经之一［5］。

根瘤菌（rhizobium）是一种革兰氏阴性菌，能与豆科植物共生形成根瘤，并能将空气中的无机氮固定转化为有机

氮，固氮量 200~400 kg·hm-2，可为紫花苜蓿生长发育提供 46%~92% 的氮素。根瘤菌具有良好的定殖能力，可

在植株不同部位定殖，提高植株的生物［6］和非生物［7］抗性。国内外大量研究表明，将根瘤菌接种到紫花苜蓿，能促

进其早结根瘤，提高固氮量［8］，发挥增产效应［9］。

紫花苜蓿-根瘤菌共生系统具有高度的宿主特异性［10］。已有研究表明，不同品种的紫花苜蓿接种同一根瘤

菌株，其共生固氮效果彼此间存在较大差异［11］。研究发现，将 32 株根瘤菌接种到甘农 9 号上，根瘤菌株 LL2 与其

的共生效应较好。此外，4 个品种紫花苜蓿接种 9 个中华根瘤菌株后，同样表现为甘农 9 号与 LL2 的组合效应最
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好，其叶干重和地上干重表现最优［12］。

氮素通过调控苜蓿的生理代谢，进而影响其产量和品质［13］。但紫花苜蓿对氮肥的敏感性较高，合理施用氮肥

可提高紫花苜蓿的产量和品质，过量施氮会造成其干物质减少，并降低固氮能力，导致氮肥利用率降低和环境污

染［14-16］。施氮肥对苜蓿结瘤固氮具有调控作用［17］，研究表明，在不施用氮素的情况下，苜蓿结瘤启动最早，结瘤率

最高，根瘤固氮酶活性最高，固氮效率最大，且随着施氮水平的提高，紫花苜蓿的根瘤数、根瘤重和固氮潜力总体

上呈先升后降的变化趋势，适量施用氮肥可以有效促进苜蓿结瘤固氮，不施或过量施用氮肥都不利于苜蓿根瘤的

形成、生长及固氮效能的发挥［18-20］。

团队前期的研究成果［12］证实，甘农 9 号紫花苜蓿-LL2 根瘤菌株是高效固氮促生系统，但在田间栽培环境下，

氮肥施用量如何调控该系统的结瘤固氮、苜蓿生长和营养品质尚不明确，本研究以甘农 9 号紫花苜蓿-LL2 根瘤菌

株共生系统为试验对象，研究不同氮素添加水平对共生系统结瘤、固氮以及促生效应的影响，为该共生系统发挥

高效生产力提供栽培理论基础。

1　材料与方法

1. 1　样地概况

试验地点位于甘肃农业大学草业生态系统教育部重点实验室牧草试验基地，坐落于兰州市西北部（东经 105°
41′，北纬 34°05′），海拔 1595 m。属于温带半干旱大陆性气候区，年均气温和年降水量分别为 9. 7 ℃和 451. 6 
mm，年蒸发量  1664 mm，年日照时数 2446 h，无霜期 210 d，土壤类型为黄绵土。

1. 2　试验材料

甘农 9 号紫花苜蓿（M.  sativa ‘Gannong No. 9’）种子、中华根瘤菌株 LL2（Sinorhizobium meliloti LL2）均由

甘肃农业大学草业生态系统教育部重点实验室提供，尿素［CO（NH2）2］从上海源叶生物科技有限公司购买。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　种子处理　  甘农 9 号紫花苜蓿品种种子用无菌水冲洗，晾干待用。选择健康、饱满及大小一致的紫花

苜蓿种子 1800 粒，置于无菌操作平台上，将挑好的种子放入已高温灭菌的 50 mL 三角瓶内，依次用碘伏浸泡 5 
min，氯化钠 -吐温（sodium chloride-Tween 80 solution，ST）溶液（0. 9% 氯化钠溶液，0. 5% 吐温 80）浸泡 1 min 消

毒，各步骤间均以无菌水清洗，最后用无菌滤纸吸干种子表面水分放置待用。

1. 3. 2　田间播种　  本试验于 2024 年 4 月 27 日进行播种。将蛭石和沙子高温灭菌后按 1∶1 的比例混匀装入套

有聚乙烯（polyethylene，PE）自封袋的花盆内（上直径为 25 cm、下直径为 20 cm、高 30 cm），将花盆半埋入土壤 20 
cm 深。每盆点播 25 粒已消毒的种子，表面覆盖无土基质（蛭石∶沙子=1∶1 混合）2 cm 左右。出苗后间苗，每盆保

留生长一致、分布均匀的幼苗 20 株，期间根据需要每隔 1~2 d 浇水 1 次，每次每盆 500 mL，试验地之间设置 0. 3 m
走廊，四周设 0. 3 m 保护行。

1. 3. 3　根瘤菌液的制备　  将-80 ℃保存的根瘤菌株划线接种于蛋白胰酶琼脂（tryptone yeast，TY）固体培养

基上进行活化。培养基配方为酪蛋白胰酶琼脂（tryptone yeast，TY）：5. 0 g·L-1 胰岛蛋白胨，3. 0 g·L-1 酵母粉，

1. 3 g·L-1 CaCl2·6H2O，琼脂 16. 0 g·L-1，用蒸馏水定容至 1000 mL 并调节 pH=7. 0~7. 2。活化后的菌株于 28 ℃
生化培养箱中培养 24 h。用经过高温灭菌的接种针挑取单菌落转接到含有 400 mL 酵母甘露醇（yeast mannitol 
broth， YMB）液体培养基［酵母甘露醇（yeast mannitol broth， YMB）液体培养基：0. 5 g·L-1 K2HPO4·3H2O，0. 2 g·
L-1 MaSO4·7H2O，0. 1 g·L-1 NaCl，10 g·L-1 甘露醇，1 g·L-1 酵母粉，1000 mL 超纯水，调节 pH=7. 0~7. 2］的三

角瓶中，28 ℃、180 r·min-1振荡培养 18 h，菌量至 1×109 CFU·mL-1，在 25 ℃、10000 r·min-1，离心 10 min 后，倒掉

上清液，然后用等量的无菌水清洗菌体，用涡旋振荡器将其摇匀［21］。

1. 3. 4　施氮和根瘤菌接种设计　  本试验采用单因素随机区组设计，以甘农 9 号紫花苜蓿品种和中华根瘤菌

LL2 为材料，设置 4 个氮浓度处理并接种中华根瘤菌：N 0 kg·hm-2（R）、N 35. 09 kg·hm-2（NR1）、N 46. 79 kg·hm-2

（NR2）、N 58. 48 kg·hm-2（NR3），并设置 4 个氮浓度但不接种中华根瘤菌 LL2 处理为对照组：N 0 kg·hm-2（CK1）、

N 35. 09 kg·hm-2（CK2）、N 46. 79 kg·hm-2（CK3）、N 58. 48 kg·hm-2（CK4），每个处理设 9 个重复（9 个小区），每个
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小区含 8 盆，共 72 盆。

于紫花苜蓿生长的第 10 天晚上，氮以尿素［CO（NH2）2］溶液形式加入。第 11 天晚 7：00 进行第一次根瘤菌接

种，在 NR1、NR2、NR3花盆中浇菌悬液 125 mL，其余处理浇灌等量无菌水。

1. 4　测定指标与方法

1. 4. 1　采样时间　  于紫花苜蓿分枝期（2024 年 5 月 26 日）（播种后 30 d）、现蕾期（2024 年 6 月 15 日）（播种后 50 
d）、初花期（2024 年 6 月 24 日）（播种后 60 d）取样测定。

1. 4. 2　结瘤固氮指标　  单株有效根瘤数：每个处理设 3 次重复，每个重复随机选取 4 株植株，分别计数粉红色

根瘤的数量，并计算单株粉红色根瘤的总数。

单株有效根瘤重：每个处理设 3 次重复，每个重复随机选取 4 株植株，使用电子天平（型号：SQP-220，北京，精

度 1 mg）称量单株粉红色根瘤。

固氮酶活性：采用乙炔（C2H4）还原法［22］测定。

C2 H 4水平 (μmol ⋅ g-1 ⋅ h-1)= C × hx × V
hs × 1000 × 22. 4 × t × m

× 106

式中：C 为标准 C2H4 浓度（nmol·mL-1），hx 是样品峰面积，V 代表反应气体体积（mL），hs 为标准 C2H4 峰面积，

22. 4 为乙烯的物质的量（mol），t为反应时间（h），m 为瘤重（g）。

1. 4. 3　生长指标　  株高和根长：每个处理设 3 次重复，各处理中随机选择 8 株植株，用直尺（精度 0. 1 cm）进行

测量。

地上与地下生物量：每个处理设 3 次重复，各处理随机选取 8 株植株，将其地上部与地下部分离后，样品依次

经 105 ℃杀青 15 min，75 ℃烘干后，用电子天平（型号：SQP-220，北京，精度 1 mg）测其干重。

1. 4. 4　营养指标　  粗蛋白质（crude protein，CP）参考凯氏定氮法进行测定；粗脂肪（ether extract，EE）参照索

氏抽提法进行测定；中性洗涤纤维（neutral detergent fiber，NDF）和酸性洗涤纤维（acid detergent fiber，ADF）采用

范氏（Van Soest）洗涤纤维法进行测定，以上指标测定均设 3 次重复［23］。

1. 4. 5　苜蓿饲用品质评价　  饲草分级指数（forage 
grading index，FGI）可将能量、CP、NDF 和 ADF 结合

起来，更客观、全面地反映粗饲料的营养价值，其计算

公式如下［24-25］，分级标准（GB/T 23387-2009）［24］如

表 1 所示。

VDMI=1. 2×BW/NDF

NEL=［1. 085-（0. 124×ADF）］×9. 29
FGI＝NEL×VDMI×CP/NDF

式 中 ：VDMI 为 随 意 干 物 质 采 食 量（voluntary dry 
matter intake）；NEL 为 产 乳 净 能 值（net energy for 
lactation）；BW 为奶牛体重，以 600 kg 计算。

1. 5　数据分析

分别使用 Excel 2024、SPSS 27. 0. 1、Origin 2024
及 Graphpad Prism 10. 1. 2 软件完成本研究的数据处

理、统计分析及图表绘制。

2　结果与分析

2. 1　甘农 9 号-LL2 共生系统在不同氮素水平下的结瘤固氮动态

2. 1. 1　结瘤指标　  如图 1a 和图 1c 所示，在播种后 30~50 d 时，各处理单株有效根瘤数呈快速上升趋势，50~
60 d 各处理单株有效根瘤数上升趋势渐缓，60 d 时单株有效根瘤数达到最多，与 30 d 存在显著差异（P<0. 05）。

表 1　粗饲料质量等级标准

Table 1　Grade standard of roughage quality（MJ·d-1）

分级

Grade

特级 Special grade

1 级 Grade 1

2 级 Grade 2

3 级 Grade 3

4 级 Grade 4

5 级 Grade 5

饲草分级指数

Forage grading index

>53. 68

33. 50~53. 68

19. 20~29. 29

11. 10~16. 44

6. 28~10. 67

<6. 28

注： 没有达到上一级别的指标仍划归到该级别。

Note：  Failure to meet the criteria for the next level shall still be classified 
under that level.
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在 30 d 时，NR2处理的单株有效根瘤数最多（22 个），R 处理最少（12 个），NR2单株有效根瘤数显著高于 NR3（P<

0. 05）。在 50 d 时，NR2处理的单株有效根瘤数仍最多（32 个），R 处理的单株有效根瘤数最少（24 个），NR2单株有

效根瘤数显著高于 NR3处理（P<0. 05）。在 60 d 时，NR2处理的单株有效根瘤数达到最多（35 个），R 处理的单株

有效根瘤数最少（26 个），NR2的单株有效根瘤数显著高于 NR3（P<0. 05）。与 R 处理相比，NR2处理单株有效根

瘤数的增长率在 30、50 和 60 d 分别为 84. 44%、33. 38% 和 35. 13%，且均显著高于 NR3处理（P<0. 05）。

如图 1b 和图 1d 所示，30、50 和 60 d 的单株有效根瘤重分别为 0. 0143~0. 0353 g·株-1、0. 0448~0. 0745 g·株-1

和 0. 0660~0. 1013 g·株-1，30 d 的单株有效根瘤重较 R 处理的增长率显著高于 50、60 d，同时 60 d 的单株有效根

瘤重显著高于 30、50 d（P<0. 05）。NR2在 30、50 和 60 d 的单株有效根瘤重均达到最大，分别为 0. 0353、0. 0745 和

0. 1013 g·株-1，其次为 NR1、NR3，R 处理最小，且 NR2 与 NR3、NR1、R 存在显著差异（P<0. 05）。与 R 处理相比，

NR2 在 30、50 和 60 d 的单株有效根瘤重增长率达到最高，分别为 146. 35%、67. 01% 和 53. 98%，且均显著高于

NR3（P<0. 05）。

2. 1. 2　固氮指标　  固氮酶活性是可以直观反映甘农 9 号 -LL2 共生系统固氮能力的指标。由图 2a 和图 2b 可

知，甘农 9 号-根瘤菌 LL2 共生系统在 30 d 的固氮酶活性增长率大于 50、60 d，30 d 的固氮酶活性与 50 和 60 d 时存

在显著差异（P<0. 05）。在 30、50 和 60 d 时，NR2 的固氮酶活性都达到最高，分别为 4. 79、26. 51 和 28. 13 μmol·
g-1·h-1，且与 NR3、NR1、R 存在显著差异（P<0. 05）。NR1 的固氮酶活性次之，分别为 3. 35、22. 81、25. 62 μmol·
g-1·h-1。NR3 处理的固氮酶活性则相对较低，为 2. 11、17. 66、19. 52 μmol·g-1·h-1。R 的固氮酶活性最低，仅有

1. 56、11. 37、12. 40 μmol·g-1·h-1。与 R 处理相比，NR2 在 30、50 和 60 d 的固氮酶活性增长率最高，分别为

221. 67%、134. 91% 和 127. 92%，且均显著高于 NR3（P<0. 05）。

图 1　不同氮素水平下甘农 9号-LL2共生系统的结瘤差异

Fig. 1　Nodulation difference of the Gannong No. 9-LL2 symbiotic system under different nitrogen levels
不同大写字母表示同一处理在不同时间段差异显著（P<0.05），不同小写字母表示同一时期内不同处理间差异显著（P<0.05）；R：N 0 kg·hm-2 处

理；NR1：N 35.09 kg·hm-2 处理；NR2：N 46.79 kg·hm-2 处理；NR3：N 58.48 kg·hm-2 处理，4 个处理均为接种中华根瘤菌 LL2。下同。Different 
uppercase letters indicate significant differences within the same treatment across different time periods （P<0.05）， while different lowercase letters 
indicate significant differences among treatments within the same stage （P<0.05）； R： Nitrogen 0 kg·ha ⁻1 treatment； NR1： Nitrogen 35.09 kg·ha ⁻1 
treatment； NR2： Nitrogen 46.79 kg·ha⁻1 treatment； NR3： Nitrogen 58.48 kg·ha⁻1 treatment， all four treatments were inoculated with rhizobium LL2. 
The same below.
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2. 2　甘农 9 号-LL2 共生系统在不同氮素水平下的表型变化

2. 2. 1　株高与根长　  随着时间的增加，不同处理下的株高与根长均有不同程度的变化。由图 3a 和图 3e 可知，

在 30 d 时，NR2 处理下甘农 9 号 -根瘤菌 LL2 共生系统的株高最高（26. 55 cm），与其他各个处理差异显著（P<

0. 05）。其次为 NR1（25. 57 cm），然后是 NR3（24. 49 cm），最后为 R（23. 74 cm）。与 R 相比，NR2的株高增长率最

高（11. 83%），显著高于 NR1和 NR3（P<0. 05）。由图 3g 和图 3k 可知，在 50 d 时，NR2的株高最高（46. 38 cm），与

其余处理差异显著（P<0. 05），相较于 NR1、NR3、R、CK4、CK3、CK2、CK1 分别提高 4. 22%、7. 69%、12. 41%、

23. 35%、28. 12%、31. 39%、36. 41%。与 R 相比，NR2 的株高增长率最高（12. 44%），显著高于 NR3（P<0. 05）。

由图 3m 和图 3q 可知，在 60 d 时，NR2的株高最高（51. 92 cm）。NR1、NR2、NR3分别是 R 的 1. 07、1. 13、1. 04 倍。除

此之外，NR1、NR2、NR3的株高分别是 CK2、CK3、CK4的 1. 31、1. 36、1. 21 倍，CK1株高最低（36. 4 cm）。与 R 相比，

NR2的株高增长率最高（12. 95%），显著高于 NR1和 NR3（P<0. 05）。

如图 3b 和图 3e 所示，在 30 d 时，NR2处理下甘农 9 号-根瘤菌 LL2 共生系统的根长最长（26. 76 cm），与其他各

个处理差异显著（P<0. 05）。在 30 d 时，与 R 相比，NR2的根长增长率最高（16. 94%），显著高于 NR3（P<0. 05）。

由图 3h 和图 3k 可知，在 50 d 时，NR2 的根长最长（30. 79 cm）且显著高于其他各个处理（P<0. 05），相较于 NR1、

NR3、R、CK3、CK4、CK2、CK1 分别提高 2. 98%、5. 09%、9. 11%、16. 50%、14. 50%、20. 89%、23. 75%。与 R 相比，

NR2的根长增长率最高（9. 11%），显著高于 NR1和 NR3（P<0. 05）。由图 3n 和图 3q 可知，在 60 d 时，NR2的根长最

长（33. 82 cm），且显著高于其他各个处理（P<0. 05），相较于 NR1、NR3、R、CK3、CK4、CK2、CK1分别提高 4. 67%、

6. 55%、9. 84%、19. 76%、15. 39%、23. 84%、29. 08%。与 R 相比，NR2 的根长增长率最高（9. 84%），显著高于

NR3（P<0. 05）。

2. 2. 2　地上干重和地下干重　  由图 3c 和图 3f可知，在 30 d 时，NR2处理下甘农 9 号-根瘤菌 LL2 共生系统的地

上干重最重（0. 35 g·株-1），与其他处理差异显著（P<0. 05），R 相较于 CK1、CK2、CK3、CK4 分别提高 53. 33%、

35. 29%、15. 00%、9. 52%。与 R 相比，NR2的地上干重增长率最高（51. 64%），显著高于 NR3（P<0. 05）。由图 3i
和图 3l可知，在 50 d 时，NR2的地上干重最重（1. 01 g·株-1），与其他处理差异显著（P<0. 05），R 相较于 CK1、CK2、

CK3、CK4分别提高 100. 00%、65. 22%、22. 58%、7. 04%。与 R 相比，NR2的地上干重增长率最高（32. 98%），显著

高于 NR3（P<0. 05）。由图 3o 和图 3r 可知，在 60 d 时，NR2的地上干重最重（1. 29 g·株-1），与其他处理差异显著

（P<0. 05），R 相较于 CK1、CK2、CK3、CK4 分别提高 38. 24%、32. 39%、23. 68%、14. 63%。与 R 相比，NR2 的地上

干重增长率最高（37. 41%），显著高于 NR3（P<0. 05）。

由图 3d 和图 3f可知，在 30 d 时，NR2处理下甘农 9 号-根瘤菌 LL2 共生系统的地下干重最重（0. 38 g·株-1），与

其他处理差异显著（P<0. 05）。与 R 相比，NR2 的地下干重增长率为 47. 73%，显著高于 NR1 和 NR3（P<0. 05）。

由图 3j和图 3l可知，在 50 d 时，NR2处理下甘农 9 号-根瘤菌 LL2 共生系统的地下干重最重（1. 15 g·株-1），与其他

处理差异显著（P<0. 05），相较于 NR1、NR3、R、CK3、CK4、CK2、CK1分别提高 7. 48%、23. 66%、41. 98%、85. 48%、

图 2　不同氮素水平下甘农 9号-LL2共生系统的固氮能力差异

Fig. 2　Differences in the nitrogen-fixing capacity of the Gannong No. 9-LL2 symbiotic system under different nitrogen levels
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图 3　甘农 9号- LL2共生系统在不同氮素水平下的表型变化

Fig. 3　Phenotypic changes of the Gannong No. 9-LL2 symbiotic system under different nitrogen levels

小写字母表示同一时期内不同处理间差异显著（P<0.05）；CK1：N 0 kg·hm-2 未接种根瘤菌 LL2 处理；CK2：N 35.09 kg·hm-2 未接种根瘤菌 LL2 处

理；CK3：N 46.79 kg·hm-2 未接种根瘤菌 LL2 处理；CK4：N 58.48 kg·hm-2 未接种根瘤菌 LL2 处理。下同。 Different lowercase letters indicate 

significant differences among treatments within the same stage （P<0.05）； CK1： Nitrogen 0 kg·ha ⁻1 without inoculation of rhizobium LL2； CK2： 

Nitrogen 35.09 kg·ha⁻1 without inoculation of rhizobium LL2； CK3： Nitrogen 46.79 kg·ha⁻1 without inoculation of rhizobium LL2； CK4： Nitrogen 58.48 

kg·ha⁻1 treatment without inoculation of rhizobium LL2. The same below.
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61. 97%、180. 49%、238. 23%。与 R 相比，NR2的地下干重增长率为 42. 04%，显著高于 NR3（P<0. 05）。由图 3p
和图 3r 可知，在 60 d 时，NR2处理下甘农 9 号-根瘤菌 LL2 共生系统的地下干重最重（1. 26 g·株-1），与其他处理差

异 显 著（P<0. 05），相 较 于 NR1、NR3、R、CK3、CK4、CK2、CK1 分 别 提 高 9. 57%、20. 00%、35. 48%、65. 79%、

53. 66%、121. 05%、193. 02%。与 R 相比，NR2的地下干重增长率为 35. 43%，显著高于 NR3（P<0. 05）。

2. 3　不同氮素水平下甘农 9 号-LL2 共生系统的饲草营养品质动态

2. 3. 1　粗蛋白含量　  如图 4a 和图 4e 所示，在 30 d 时，CK1的粗蛋白含量最低（12. 28%），CK2、CK3、CK4的粗蛋

白含量相比于 CK1 分别提高 0. 73%、1. 47%、1. 79%，R 的粗蛋白含量相比于 CK2、CK3、CK4 分别提高 22. 18%、

21. 30%、20. 91%。与 R 相比，NR1、NR2、NR3的粗蛋白增长率分别为 4. 58%、8. 71%、2. 40%。如图 4g 和图 4k 所

示，第 50 天时，NR2的粗蛋白含量最高（18. 66%），NR1、NR3、R、CK2、CK3、CK4、CK1的粗蛋白含量相对于 NR2分别

降低了 3. 27%、4. 66%、5. 68%、25. 83%、24. 87%、22. 99%、26. 26%。与 R 相比，NR1、NR2、NR3的粗蛋白增长率

分别为 2. 53%、6. 06%、1. 14%。如图 4m 和图 4q 所示，第 60 天时，NR2的粗蛋白含量最高（20. 42%），与其他各

处理差异显著（P<0. 05），R 处理较 CK2、CK3、CK4、CK1分别提高了 27. 07%、25. 28%、21. 62%、27. 68%。与 R 相

比 ，NR1、NR2、NR3 的 粗 蛋 白 增 长 率 分 别 为 3. 94%、9. 04%、1. 88%，NR2 的 粗 蛋 白 增 长 率 显 著 高 于 NR3

（P<0. 05）。

2. 3. 2　粗脂肪含量　  如图 4b、图 4h 和图 4n 所示，在 30~60 d 期间，各个处理的粗脂肪含量均没有显著差异。

2. 3. 3　中性洗涤纤维和酸性洗涤纤维含量　  由图 4c 和图 4f可知，在第 30 天时，CK1的中性洗涤纤维含量最低

（33. 35%），CK2、CK3、CK4的中性洗涤纤维含量相比于 CK1分别提高了 1. 38%、1. 92%、2. 94%，R 的中性洗涤纤

维含量相比于 CK2、CK3、CK4分别提高了 4. 85%、4. 30%、3. 26%。与 R 相比，NR1、NR2和 NR3的中性洗涤纤维增

长率分别为-1. 32%、-2. 31% 和-1. 27%。由图 4i 和图 4l 可知，在 50 d 时，CK1 的中性洗涤纤维含量最低

（37. 57%），CK2、CK3、CK4的中性洗涤纤维含量相比于 CK1分别提高了 2. 00%、2. 58%、3. 46%，R 的中性洗涤纤

维含量比 CK2、CK3、CK4分别提高了 6. 91%、6. 05%、5. 15%。与 R 相比，NR1、NR2和 NR3的中性洗涤纤维增长率

分别为-3. 65%、-3. 82% 和 0. 00%，NR3 与 NR1、NR2 存在显著差异（P<0. 05）。由图 4o 和图 4r 可知，在 60 d
时，R 的中性洗涤纤维含量最高（41. 91%），相比于 CK1、CK2、CK3、CK4 分别提高了 6. 26%、6. 67%、5. 22%、

4. 28%。与 R 相比，NR1、NR2和 NR3的中性洗涤纤维增长率分别为-2. 94%、-3. 27% 和-0. 31%，NR3与 NR1、

NR2存在显著差异（P<0. 05）。

由图 4d 和图 4f 可知，在 30 d 时，CK1 的酸性洗涤纤维含量最低（26. 87%），R 的酸性洗涤纤维含量比 CK1、

CK2、CK3、CK4分别提高了 4. 54%、3. 81%、2. 52%、1. 19%。与 R 相比，NR1、NR2和 NR3的酸性洗涤纤维增长率分

别为-0. 44%、-0. 58% 和 0. 05%。由图 4j 和图 4l 可知，在 50 d 时，CK1的酸性洗涤纤维含量最低（31. 01%），R
的酸性洗涤纤维含量比 CK1、CK2、CK3、CK4分别提高了 11. 77%、10. 45%、8. 75%、7. 47%。与 R 相比，NR1、NR2

和 NR3的酸性洗涤纤维增长率分别为-4. 33%、-6. 03% 和-2. 05%，NR3显著高于 NR1和 NR2（P<0. 05）。由

图 4p 和图 4r 可知，在 60 d 时，R 的酸性洗涤纤维含量最高（35. 77%），比 CK1、CK2、CK3、CK4分别提高了 8. 53%、

8. 72%、6. 78%、4. 71%。与 R 相比，NR1、NR2 和 NR3 的酸性洗涤纤维增长率分别为 -1. 95%、-4. 25% 和

-1. 60%，NR2显著低于 NR1和 NR3（P<0. 05）。

2. 3. 4　甘农 9 号 -LL2 共生系统的饲草分级指数　  如表 2 所示，在第 60 天，NR2 的 FGI 值最高，为 54. 91 MJ·
d-1，CK3 的 FGI 值最低，为 42. 21 MJ·d-1。CK1、CK2、CK3、CK4、R、NR1、NR3 的 FGI 值在 42. 21~51. 12 MJ·d-1。

所有处理的饲草等级划分中，NR2为特级，其余处理均为 1 级。

3　讨论

3. 1　不同氮素水平下甘农 9 号-LL2 共生系统结瘤固氮的动态差异

根瘤菌与豆科植物结瘤形成共生体系是自然界中最有效的生物固氮体系之一，其结瘤及共生固氮效果均不

同程度地受土壤环境中的生物和非生物因素的影响。土壤中的化合态氮素含量是影响根瘤菌固氮效果的一个关

键因素，植物根际优先吸收环境中的化合态氮，而不合理的氮肥施用将抑制根瘤的形成并降低其固氮能力［26-27］。
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本研究发现在分枝期，NR2处理下甘农 9 号-LL2 共生系统的单株有效根瘤数、单株有效根瘤重与固氮酶活性均高

于 NR1、NR3，这表明在紫花苜蓿生长期间，适当施用氮肥能够促进苜蓿根系的发育，提高其对养分的吸收，从而为

根瘤菌的侵染与结瘤创造了有利的条件［28］。合理的氮肥用量可实现以氮换碳、以氮促碳的效果，增强植株的光合

图 4　不同氮素水平下甘农 9号-LL2共生系统的营养品质变化

Fig. 4　Nutritional quality changes of the Gannong No. 9-LL2 symbiotic system under different nitrogen levels
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能力及根系发育，为根瘤菌侵染、结瘤提供有利条

件［29-30］。而 NR3 处理下甘农 9 号 -LL2 共生系统的

单株有效根瘤数、单株有效根瘤重与固氮酶活性均

有所降低。表明氮肥施用过多会影响根瘤菌对根

毛的侵染，使根瘤数目减少，类菌体的固氮酶活性

受到抑制［26］。本研究发现从分枝期到初花期，单株

有效根瘤数、单株有效根瘤重与固氮酶活性都呈逐

渐增加的趋势，这可能是随着生长发育，共生系统

对氮素的需求更大，诱导结瘤并促进根瘤生长，进

而提高固氮酶活性［31］。NR2 的单株有效根瘤数、单

株有效根瘤重与固氮酶活性均显著高于 R、NR1、

NR3，说明适宜氮素可以优化共生系统的结瘤能力，

激发其固氮潜力。

3. 2　不同氮素水平下甘农 9 号-LL2 共生系统营养品质的动态变化

氮是构成植物叶绿素、蛋白质、核酸和激素等成分的重要元素之一，对豆科植物的生长发育具有十分重要的

意义［32］。通过接种根瘤菌，可以使植株获得有效的固氮作用，从而提高紫花苜蓿的养分含量。产量的增加主要是

由于同化物的积累，而品质的提高是由于同化物在不同物质之间的转换［33］。而营养物质成分是衡量紫花苜蓿品

质的重要指标，其中 CP 含量高，NDF 和 ADF 含量低的苜蓿具有较高的营养价值；相反，则营养价值较低［34］。本

研究表明在播种后 30~60 d，各施氮处理的粗蛋白与粗脂肪含量呈逐渐增加的趋势，粗蛋白与粗脂肪含量在 60 d
达到最高，中性洗涤纤维与酸性洗涤纤维含量呈逐渐增加的趋势。Lamb 等［35］也有类似的发现。本研究发现在播

种后 30~60 d，NR1、NR2、NR3的粗蛋白含量较其他处理高，这可能与共生固氮提供的氮素与外源氮协同促进蛋白

质合成有关［36］。结果表明，NR2的粗蛋白含量高于 NR1、NR3。因此，适当施用氮肥的粗蛋白含量高于不施氮，而

过量施用氮肥却使其生物量和粗蛋白含量整体降低，这与前人的研究结果吻合［14，37-38］。通过对比 NR2与 R 的粗

蛋白、中性洗涤纤维和酸性洗涤纤维含量，表明适量氮肥可以有效地提升苜蓿中粗蛋白的含量，降低 NDF 和

ADF 的含量［39］，本研究结论与其一致。

3. 3　不同氮素水平下甘农 9 号-LL2 共生系统促生效应的动态差异

地上生物量是衡量紫花苜蓿生产性能的重要指标［40］，本研究显示适量施氮（NR2处理，46. 79 kg·hm-2）显著

促进了甘农 9 号-LL2 共生系统的株高、根长和生物量积累。在 30~60 d 生育期内，NR2处理的株高和根长较对照

表现出显著优势，且地上与地下生物量积累均优于其他处理。这一趋势与 Herridge 等［41］的研究结果一致，表明适

量氮素可通过促进根系发育，为根瘤侵染与结瘤提供有利的条件。随着固氮能力的增加，生物量同步增加，这可

能是共生固氮效率增强后，平衡生物量和整体营养价值的结果［37］。

4　结论

施氮量为 46. 79 kg·hm⁻²显著提升了甘农 9 号紫花苜蓿 -LL2 共生系统的结瘤固氮能力与促生效应。46. 79 
kg·hm⁻²处理下，单株有效根瘤数、单株有效根瘤重及固氮酶活性随生育进程持续增强，初花期达到高值，并显著

促进株高、根长及干物质积累，同时提高粗蛋白含量、降低中性与酸性洗涤纤维含量，提高饲草品质。NR2的促生

与固氮效应在分枝期最为突出，而改善纤维含量和提高粗蛋白的效果分别在现蕾期和初花期最显著。初花期饲

草分级指数达到特级水平，优于其他处理。46. 79 kg·hm⁻²为优化甘农 9 号-LL2 共生系统生产力的适宜施氮量，

为构建高效苜蓿-根瘤菌共生系统提供了重要的理论依据。
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