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　　摘要：呼吸作用是没有叶绿体的苜蓿根系唯一的能量来源，以新牧４号为试验材料，分别在２６℃、

１２℃和４℃温度处理后，研究了低温对苜蓿根系呼吸作用的影响。结果表明：低温显著抑制苜蓿根系的

生长，其中４℃处理后苜蓿根系生长受抑程度最大。随着处理温度的下降，根系细胞脯氨酸含量和电导

率显著上升，这表明虽然苜蓿根系通过自身渗透调节作用抵御低温胁迫，但４℃低温仍旧破坏了根系细

胞膜结构。与对照相比，１２℃和４℃低温处理后，苜蓿根系细胞总呼吸、细胞色素途径（ＣＯＸ）和交替氧

化酶途径（ＡＯＸ）呼吸速率及ＡＴＰ含量呈现不同程度的下降，４℃处理后下降程度最显著。这表明，低

温胁迫显著抑制根系呼吸代谢，导致根系细胞能量供应不足。此外，不同温度低温处理后根系细胞

ＡＯＸ呼吸的比率逐渐增加，但Ｈ２Ｏ２含量也显著增加，这表明４℃低温下根系ＡＯＸ的上调不足以清除

活性氧对细胞的伤害。
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Ｅｍａｉｌ：ｌｅｂａｂｙ７＠１６３．ｃｏｍ

　　苜蓿（犕犲犱犻犮犪犵狅狊犪狋犻狏犪）是多年生豆科牧草，具有

耐旱、耐寒、耐盐碱、耐贫瘠、耐频繁刈割及经济效益高

等特点［１］，其适应性强、根系发达、分枝多、产量高，既

可防风固沙，又是优质的高蛋白饲料［２］。根颈是吸收、

运输、储存养分和水分的重要器官，直接影响植物的再

生性、耐寒性、耐旱性和抗病虫害性等生产性能和植物

的可持续利用［２］，对苜蓿越冬和春季返青时的萌芽发

枝至关重要。苜蓿越冬死亡是很多地区苜蓿生产面临

的主要问题，苜蓿的耐寒性与其根部密切相关。呼吸

作用是没有叶绿体的根部的唯一的能量来源，同时是

维持生命活动最主要的生理过程之一，也是衡量生命

活动强弱的重要指标。线粒体是细胞物质代谢和能量

代谢的枢纽，在植物生长代谢过程中起重要的作用，同

时线粒体也是逆境胁迫的主要伤害位点之一，在生物

和非生物逆境胁迫下细胞线粒体正常功能的维持对生

物抵抗逆境能力的大小起至关重要的作用［３］。

王运涛等［４］以国内外的５个苜蓿品种为试验材

料，对其进行低温胁迫，观测比较了缓苗成活率和根系

形态指标，罗新义等［５］以及申晓慧等［６］通过对低温胁迫

下紫花苜蓿叶片ＳＯＤ、脯氨酸和电导率等生理生化指标

的测定，确定了其抗寒生理特性。李莎莎等［７］对低温胁

迫下接种和不接种根瘤菌的紫花苜蓿的地上部分及地

下部分的相对电导率、丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、脯氨

酸、可溶性蛋白、可溶性糖等指标进行了测定。

目前，国内外有关苜蓿根部的研究主要集中于根

系形态发育、根蘖特性与环境的关系等方面，有关苜蓿

能量代谢的研究较少。因此，本文采用人工控制温度

及光照条件的方法，分析了低温胁迫对苜蓿根系呼吸

作用的影响，以阐明根部能量代谢对苜蓿根系低温耐

性的影响，为紫花苜蓿的品种选育及栽培提供理论支

持，对提高苜蓿的抗寒性具有重要的理论和实际意义。

１　材料和方法

１．１　材料

实验材料为新牧４号紫花苜蓿（犕犲犱犻犮犪犵狅狊犪狋犻狏犪
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ｃｖ．ＸｉｎｍｕＮｏ．４），将供试紫花苜蓿种子先用９８％浓

硫酸处理２５ｍｉｎ，再用５％次氯酸钠溶液消毒５ｍｉｎ，

最后用去离子水清洗５遍。在培养室恒温２６℃下进

行培养，每周浇３次 Ｈｏａｇｌａｎｄ＇ｓ营养液以促进其

生长。

１．２　处理

植株生长到幼苗时期（长出两片子叶）时，将长势

一致的完整植株移至人工气候培养箱内，分别进行

２６℃、１２℃和４℃处理，处理７２ｈ后，取根系样品，测定

各生理指标。

１．３　测定指标及方法

不同温度处理前，测定根长，处理３６ｈ和７２ｈ后，

分别取出植株，并测定根长。

利用Ｃｌａｒｋ型液相氧电极（Ｏｘｙｇｅｎｌａｂ２，汉莎），

分别在２６℃、１２℃和４℃下测量根系组织耗氧量，测定

细胞总呼吸速率、线粒体交替氧化酶（ＡＯＸ）途径以及

细胞色素氧化酶（ＣＯＸ）途径电子传递链速率
［８］。根系

活力采用氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）法测定
［８］。脯氨酸

含量采用水合茚三酮法测定［８］。

ＡＴＰ含量采用 ＡＴＰ生物体发光检测试剂盒测

定［９］。取２ｇ根尖于２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４溶液中裂解，

３０℃水浴保温１０ｍｉｎ。裂解液于１２０００×犵离心，上

清液用于ＡＴＰ含量的测定。

采用电导法测定材料的外渗电导率，蒸馏水的电

导率为Ｓ０，煮沸前电导率为Ｓ１，煮沸后电导率为Ｓ２，低

温处理叶片的相对电导率为Ｌｔ，对照叶片的相对电导

率为Ｌｃｋ，相对电导率为（Ｓ１－Ｓ０）／（Ｓ２－Ｓ０）×１００％，

伤害度为（Ｌｔ－Ｌｃｋ）／（１－Ｌｃｋ）×１００％
［１０］。

将０．５ｇ洗干净的根加入到３ｍＬ预冷的丙酮中

研磨，研磨液在４℃条件下２０００ｇ，离心１０ｍｉｎ，取１

ｍＬ上清液，加入０．１ｍＬ５％四氯化钛和０．２ｍＬ浓氨

水，混匀，出现沉淀，４℃，２０００ｇ，离心１０ｍｉｎ，沉淀用

丙酮反复洗涤３～５次，以便去除植物色素，向洗涤后

的沉淀中加入５ｍＬ２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４，使沉淀完全溶

解，并定容至１０ｍＬ具塞刻度试管，４１５ｎｍ下检测吸

光度，通过标准曲线求得过氧化氢含量［１０］。

１．４　数据处理

运用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ２００３进行数据运算，

图表处理。

２　结果与分析

２．１　低温对紫花苜蓿根长的影响

不同温度处理后苜蓿根长出现差异。低温处理

３６ｈ，１２℃和４℃处理苜蓿根系生长缓慢，二者没有显

著差异（犘＞０．０５），但与２６℃差异显著（犘＜０．０５）。

处理７２ｈ，苜蓿根长在１２℃和４℃处理间也有显著差

异（犘＜０．０５），与处理前相比，根长分别增长了１．１９３

ｃｍ和０．６８７ｃｍ，苜蓿在２６℃下生长７２ｈ，根长增长了

２．１４３ｃｍ（图１）。

图１　不同温度处理后苜蓿根的长度

犉犻犵．１　犚狅狅狋犾犲狀犵狋犺狅犳犪犾犳犪犾犳犪犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

注：数据表示为３次重复的平均值±标准误差，不同小写

字母表示同一时间不同处理间差异显著（犘＜０．０５），下同

２．２　低温对苜蓿根系活力以及细胞犃犜犘含量的影响

与２６℃相比，低温处理７２ｈ后，苜蓿根系活力受

到显著抑制，但是并没有全部抑制，并且１２℃和４℃处

理间有显著性差异（犘＜０．０５）（图２Ａ），这些结果说

明，低温胁迫显著地抑制了新牧４号紫花苜蓿根系活

力，但没有冻死苜蓿根系。这表明苜蓿根系自身会对

低温胁迫产生抵御机制。

ＡＴＰ是细胞生长所需的最直接的能量。１２℃ 和

４℃处理下的紫花苜蓿根含ＡＴＰ分别为２４．５２×１０－１０

ｍｏｌ／ｇ和２２．８６×１０
－１０ｍｏｌ／ｇ，显著低于２６℃下的

ＡＴＰ含量（３１．４３×１０－１０ｍｏｌ／ｇ）（图２Ｂ），这表明，低温

导致根系细胞内ＡＴＰ含量的减少，从而影响了根系的

生长。

２．３　低温对苜蓿根系细胞不同呼吸途径呼吸速率及

细胞总呼吸速率的影响

低温显著影响了苜蓿根细胞总呼吸电子传递速

率，随着温度的降低，对细胞呼吸电子传递速率的抑制
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图２　不同温度处理后苜蓿根系活力（犃）和根系细胞犃犜犘含量（犅）的变化

犉犻犵．２　犜犺犲狉狅狅狋犪犮狋犻狏犻狋狔（犃）犪狀犱犃犜犘犮狅狀狋犲狀狋（犅）狅犳犪犾犳犪犾犳犪狉狅狅狋犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

越严重（图３Ａ）。细胞色素氧化酶（ＣＯＸ）呼吸途径是

产生跨膜质子梯度的主要电子传递途径，１２℃和４℃

的低温处理分别抑制了苜蓿根系ＣＯＸ呼吸途径呼吸

速率的５２．０７％和６５．３２％（图３Ｂ）。这表明，低温抑

制了苜蓿根系细胞内ＣＯＸ呼吸途径，影响了跨膜质子

梯度的产生，从而影响了ＡＴＰ的产生。

交替氧化酶（ＡＯＸ）呼吸途径是植物特有的一条耗

能电子传递途径，１２℃和４℃的低温处理分别抑制了苜

蓿根系ＡＯＸ呼吸途径呼吸速率的３０．７％和４１．９％（图

３Ｃ）。这表明，与ＡＯＸ呼吸相比，ＣＯＸ呼吸对于低温胁

迫更加敏感。在室温２６℃下苜蓿根系ＡＯＸ呼吸占总

呼吸的３０．８％，１２℃和４℃处理后，根系ＡＯＸ呼吸占总

呼吸的百分率增加到３９．５％和４１．８％（图３Ｄ）。

２．４　低温对紫花苜蓿根系细胞膜透性的影响

线粒体呼吸电子传递链是由镶嵌在线粒体内囊

体膜上的蛋白复合体组成的，其功能依赖于细胞膜

图３　不同温度处理后苜蓿根系细胞总呼吸速率（犃）、犆犗犡呼吸速率（犅）、犃犗犡呼吸

速率（犆）和犃犗犡占总呼吸的比率（犇）

犉犻犵．３　犜狅狋犪犾狉犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔狉犪狋犲（犃），犆犗犡狉犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔狉犪狋犲（犅），犃犗犡狉犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔狉犪狋犲（犆）犪狀犱狋犺犲狉犪狋犻狅狅犳

犃犗犡狋狅狋狅狋犪犾狉犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔狉犪狋犲（犇）狅犳犪犾犳犪犾犳犪狉狅狅狋犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲
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结构的完整性和稳定性。与２６℃相比，１２℃和４℃

的低温处理后，苜蓿根系细胞相对电导率显著增加，

分别增加了５０．１％和８３．２％（图４Ａ），１２℃和４℃的

低温对苜蓿根系的伤害度分别为１７．８％和２９．３％

（图４Ｂ）。这表明，低温胁迫对苜蓿根系细胞膜结构

造成严重破坏。

图４　不同温度处理后苜蓿根系细胞相对电导率（犃）和伤害度（犅）

犉犻犵．４　犚犲犾犪狋犻狏犲犮狅狀犱狌犮狋犻狏犻狋狔（犃）犪狀犱狋犺犲犱犪犿犪犵犲犱犲犵狉犲犲（犅）狅犳犪犾犳犪犾犳犪狉狅狅狋犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

２．５　低温对紫花苜蓿根系细胞氧化还原平衡和渗透

调节作用的影响

根系线粒体呼吸电子传递链是活性氧产生的主要

位点。与２６℃对比，１２℃和４℃低温处理后苜蓿根系

细胞内 Ｈ２Ｏ２含量分别增加了４６．７％和６４．２％（图

５Ａ），这表明低温胁迫导致根系细胞呼吸电子传递链

受到抑制，电子渗漏增加，导致细胞过氧化氢积累，对

根系细胞造成氧化胁迫。

脯氨酸是植物抵御低温胁迫时自身产生的渗透调

节物质，能够有效的减少低温对细胞膜的伤害。与

２６℃对比，１２℃和４℃低温处理后苜蓿根系细胞内脯

氨酸含量显著增加了４５．８％和８９．４％（图５Ｂ），这表

明低温胁迫导致根系细胞脯氨酸含量增加，苜蓿根系

细胞通过自身的渗透调节作用以来抵御低温胁迫。

图５　不同温度处理后苜蓿根系细胞犎２犗２的含量（犃）和脯氨酸含量（犅）

犉犻犵．５　犜犺犲犮狅狀狋犲狀狋狅犳犎２犗２（犃）犪狀犱犘狉狅犾犻狀犲（犅）犻狀犪犾犳犪犾犳犪狉狅狅狋犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

３　讨论

在没有叶绿体结构、不能进行光合作用的根部，呼

吸作用是提供细胞所需能量 ＡＴＰ的唯一途径。低温

环境会显著影响细胞 ＡＴＰ 的产生
［１１］。植物细胞

ＡＴＰ的产生依赖于线粒体呼吸电子传递和氧化磷酸

化。无论常温低温，ＣＯＸ途径呼吸速率均高于 ＡＯＸ

途径呼吸速率，这表明，苜蓿根系细胞呼吸主要通过

ＣＯＸ途径推动跨膜质子梯度的产生用以合成 ＡＴＰ。

低温处理后细胞呼吸速率相比室温下显著下降，ＡＴＰ

含量也显著降低，说明低温胁迫破坏了细胞中的电子

呼吸传递链，阻碍了细胞 ＡＴＰ的产生，最终影响根系

的生长。

根系线粒体呼吸电子传递链是活性氧产生的主要

位点［１２］。低温胁迫下破坏了细胞呼吸电子传递，导致

电子渗漏，活性氧代谢增强［１３］。ＡＯＸ呼吸途径是一

条呼吸耗能途径，加速电子的消耗从而有效的减轻活

性氧的产生［１４－１６］。低温胁迫后，尽管苜蓿根系细胞呼

吸速率全部降低，但是 ＡＯＸ呼吸途径占总呼吸的比

例却比常温下高，紫花苜蓿根系在低温胁迫下启动了
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自身应激机制，减少活性氧的产生。但是本实验发现

低温胁迫后苜蓿根系活性氧（Ｈ２Ｏ２）发生积累，这可能

直接或间接氧化生物大分子，损伤细胞膜，从而加速细

胞的死亡和解体［１７］。这表明低温下根系ＡＯＸ的上调

不足以清除活性氧对细胞的伤害。

低温可导致植物细胞膜受到伤害［１８］，由常温下的

液晶态转变为凝胶态，细胞膜脂的相变破坏膜和蛋白

质原有的结合方式，或者由活性氧引起的膜脂过氧化

导致膜结构的破坏，加速离子等物质渗漏，因而外渗透

量可以反映植物细胞膜受到伤害的程度［１９－２０］。本研

究表明，低温导致紫花苜蓿根系细胞的细胞膜遭受破

坏，致使细胞内容物离子扩散，电导率显著上升，植物

遭受低温胁迫无法越冬很可能是因为低温破坏了线粒

体内膜上电子呼吸传递链，影响细胞正常呼吸和能量

供应。

４　结论

在低温条件下，新牧４号苜蓿根系大量合成脯氨

酸但仍不足以缓解根系细胞膜的破坏。苜蓿根系线粒

体内膜由于低温而遭受到破坏，根系线粒体呼吸电子

传递总速率明显下降，同时两条呼吸途径电子传递速

率也显著下降，电子无法正常传递，导致活性氧含量增

加，加剧对膜脂的过氧化，最终导致线粒体所产生的能

量大大降低，影响根系的生长，从而影响植物的抗寒性。
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