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　　摘要：以肇东苜蓿和 ＷＬ４４０分别作为耐寒品种和不耐寒品种，通过１０℃低温胁迫处理，以２５℃为

对照，记录两个苜蓿品种的发芽状况，并测定７日龄幼苗的生理生化指标，结果表明：低温胁迫下，苜蓿

种子发芽率显著降低，发芽时间延长，幼苗生长缓慢，植株较弱，长期低温将导致幼苗死亡；低温胁迫还

会使细胞受损，发生膜质过氧化反应、积累活性氧，而具有清除活性氧功能的保护酶系统却被低温抑制，

使活性氧的产生与清除失衡，造成氧化损伤，导致细胞损伤甚至死亡。
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　　紫花苜蓿是世界范围内栽培面积最大、应用范围

最广的豆科牧草，因具有易于栽培，多年生长，利用年

限长、抗逆性好、适口性佳、蛋白质含量高，营养成分全

面等优良特点，被誉为“牧草之王”［１－３］。低温胁迫是

影响植物正常生长发育的重要因素之一，冷害、冻害严

重时甚至会导致植株死亡［１－３］，给生产带来严重的损

失。因此，了解低温胁迫对植物萌发和生长早期的影

响对紫花苜蓿栽培、生产有重要意义。

国内外已有大量关于紫花苜蓿抗寒性的研

究［６－９］，这些研究表明，紫花苜蓿抗寒能力与保护酶活

性密切相关［８，１０－１２］，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物

酶（ＰＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）作为与植物抗逆相关的

抗氧化关键酶，可以减缓细胞内活性氧的积累和膜脂

过氧化伤害，ＳＯＤ将超氧化物自由基（Ｏ２－）分解为过

氧化氢（Ｈ２Ｏ２），ＰＯＤ和ＣＡＴ共同作用，将 Ｈ２Ｏ２代谢

成水分子。植物通过调节这些酶的活性，来维持活性

氧的平衡，避免细胞伤害 ［１３］。为更好地了解紫花苜蓿

在萌发过程中对低温胁迫的适应性，测定了苜蓿种子

的萌发状况和幼苗生长初期的各项生理指标，以期为

苜蓿的抗寒研究提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　试验材料

试验选取的苜蓿品种为 ＷＬ４４０和肇东苜蓿，其中

ＷＬ４４０种子从草种公司购买，肇东苜蓿种子由黑龙江

省畜牧兽医研究所提供。ＷＬ４４０是美国进口苜蓿品

种，秋眠级为６；肇东苜蓿是国产苜蓿，秋眠级为２。

１．２　试验处理

选取大小一致，颗粒饱满的种子，去除杂质。种子

表面用１．０％次氯酸钠溶液消毒５ｍｉｎ，蒸馏水冲洗

７～８次，于 ＭＳ培养基（ｐＨ５．７）上发芽
［１４］，每个培养

皿中均匀地放置１０粒种子，每个苜蓿品种设置６０个

培养皿，共１２０个培养皿。两个苜蓿品种均分为两份，

分别放置在１０℃（低温胁迫）和２５℃（对照）的培养箱

中培养，先在黑暗中培养３ｄ，然后在１２ｈ的光／暗循

环中生长４ｄ，相对湿度为６５％。试验处理结束后将

待测样品冲洗干净，测定前在液氮中保存备用。

１．３　测定指标及方法

１．３．１　种子发芽指数测定　培养过程中，每隔２４ｈ

记录各培养皿内种子的发芽数目，试验处理结束后，将

幼苗取出，冲洗干净，测定幼苗重量、长度 ［１５］。

发芽率（％）＝ 发芽种子数／试验种子粒数×
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１００％；

发芽指数（ＧＩ）＝∑（Ｇ狋／Ｄ狋）

式中，Ｇ狋为狋时间的发芽数，Ｄ狋为相应的发芽

天数。

活力指数（ＶＩ）＝ＧＩ×Ｓ

式中：ＧＩ为发芽指数，Ｓ为一定时期内的幼苗长

度 ［１６］。

１．３．２　生理指标测定　将液氮中保存的样品取出磨

成粉状，进行生理指标测定，每个指标３次重复。过氧

化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）含量使用过氧化氢测

试盒（南京建成）测定；丙二醛（ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）

含量使用丙二醛试剂盒（苏州科铭）测定。

１．３．３　抗氧化酶活性测定　将液氮中保存的样品取出

磨成粉状，测定各项抗氧化酶指标，每个指标３次重复。

测定可溶性蛋白（ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＰ）含量使用ＢＣＡ法

蛋白定量测试盒；测定超氧化物歧化酶活性使用总超氧

化物歧化酶测试盒；测定过氧化物酶活性使用过氧化物

酶盒；测定过氧化氢酶活性使用过氧化氢酶测试盒，所

有试剂盒均由南京建成生物工程研究所生产。

１．４　试验数据处理与统计分析

用Ｅｘｃｅｌ对数据进行处理及作图，用ＳＰＳＳ２０．０

进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　低温对紫花苜蓿种子发芽率的影响

两个紫花苜蓿品种种子的发芽在１０℃处理下均

受到抑制，且发芽时间推迟（图１Ａ），与常温处理对比，

两个品种的发芽时间均延后了２ｄ；试验处理７ｄ后，

２５℃处理下的两个品种的发芽率均达到９５％以上，品

种之间无显著差异；１０℃处理下的发芽率肇东苜蓿为

８８．００％，ＷＬ４４０为８９．６７％，品种之间无显著差异

（犘＞０．０５），均显著低于２５℃处理下的发芽率（犘＜

０．０５）；在低温处理下紫花苜蓿种子的发芽率、发芽指

数和活力指数均显著低于正常温度下；同一温度下两

个品种种子发芽率和发芽指数都无显著差异（图１Ｂ、

Ｃ）；２５℃处理下的种子除ＷＬ４４０的种子活力指数高

图１　不同温度处理下 犠犔４４０和肇东苜蓿的发芽状况

犉犻犵．１　犌犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犠犔４４０犪狀犱犣犺犪狅犇狅狀犵狌狀犱犲狉犾狅狑狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊

注：不同小写字母表示差异极显著（犘＜０．０１），下同
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于肇东苜蓿，其他指标均无显著差异（图１Ｄ）；低温处

理下幼苗后期生长状况较差，植株茎秆瘦弱，多数幼苗

仅两片叶，幼根发育不良，侧根、根毛较少，在低温下培

养至第６ｄ时，观察到幼苗全株变成紫红色，表明幼苗

已经受到冻害。

２．２　低温对幼苗生物量和长度的影响

１０℃处理下苜蓿幼苗的长度和鲜重均受到抑制，

显著低于２５℃处理。１０℃处理 ＷＬ４４０幼苗鲜重约是

２５℃处理的１／５，幼苗长度仅是２５℃处理的１／３；肇东

苜蓿也同样受到抑制，但温度对幼苗的影响程度较

ＷＬ４４０稍小，１０℃幼苗的鲜重是２５℃处理的１／３，长

度超过２５℃处理幼苗的１／２（图２）。２５℃培养条件

下，肇东苜蓿幼苗的鲜重和长度均显著低于 ＷＬ４４０；

１０℃处理下两个品种的鲜重和植株长度无明显差异。

图２　不同温度处理下 犠犔４４０和肇东苜蓿幼苗的鲜重、长度

犉犻犵．２　犠犲犻犵犺狋犪狀犱犾犲狀犵狋犺狅犳犠犔４４０犪狀犱犣犺犪狅犇狅狀犵狌狀犱犲狉犾狅狑狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

２．３　低温处理对幼苗犎２犗２及 犕犇犃含量的影响

２５℃处理下 ＷＬ４４０和肇东苜蓿的 Ｈ２Ｏ２含量约

为２０ｍｍｏｌ／ｇ，品种间无显著差异；而１０℃胁迫下两

个品种的 Ｈ２Ｏ２含量，ＷＬ４４０为３４．８ｍｍｏｌ／ｇ，肇东苜

蓿为２６．７ｍｍｏｌ／ｇ，ＷＬ４４０的增加幅度是肇东苜蓿的

２倍，品种间差异显著（犘＜０．０５）（图３Ａ）。

苜蓿幼苗的 ＭＤＡ含量变化与 Ｈ２Ｏ２一致。２５℃

培养幼苗的 ＭＤＡ含量较低，且品种间无显著差异；

１０℃胁迫下 ＭＤＡ 含量显著增加，ＷＬ４４０幼苗的

ＭＤＡ含量显著高于肇东苜蓿，且 ＷＬ４４０的增加幅度

也大于肇东苜蓿（图３Ｂ）。

图３　不同温度处理下 犠犔４４０和肇东苜蓿幼苗犎２犗２含量、犕犇犃含量

犉犻犵．３　犎２犗２犮狅狀狋犲狀狋犪狀犱犕犇犃犾犲狏犲犾狊狅犳犠犔４４０犪狀犱犣犺犪狅犇狅狀犵狌狀犱犲狉犾狅狑狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

２．４　不同温度处理对幼苗犛犘含量的影响

低温处理下苜蓿幼苗的ＳＰ含量均显著高于常温

处理幼苗，同一温度下不同品种幼苗的ＳＰ含量差异

显著（犘＜０．０５）。２５℃下幼苗的ＳＰ含量：ＷＬ４４０为

７５．０ｍｇ／ｍＬ，肇东苜蓿为６０．６ｍｇ／ｍＬ，品种间差异

不显著；１０℃处理幼苗的ＳＰ含量显著提高，较２５℃增

加了约４倍，ＷＬ４４０为３００．６ｍｇ／ｍＬ，肇东苜蓿２７２．８

ｍｇ／ｍＬ。肇东苜蓿的ＳＰ含量整体较低，但对比１０℃

与２５℃下幼苗ＳＰ含量的变化发现，肇东苜蓿在１０℃

胁迫下ＳＰ含量增加更显著（图４）。
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图４　不同温度处理下 犠犔４４０和肇东

苜蓿幼苗犛犘含量

犉犻犵．４　犛犘犮狅狀狋犲狀狋狅犳犠犔４４０犪狀犱犣犺犪狅犇狅狀犵

狌狀犱犲狉犾狅狑狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

２．５　低温处理对幼苗犛犗犇、犘犗犇活性的影响

２５℃下幼苗的ＳＯＤ活性可达到２３Ｕ／ｍＬ左右，

而１０℃胁迫后幼苗的ＳＯＤ活性仅９Ｕ／ｍＬ，差异较

大。２５℃下，两个品种的ＳＯＤ活性差异不显著，肇东

苜蓿略高于 ＷＬ４４０（图５Ａ）。

幼苗ＰＯＤ活性变化趋势与ＳＯＤ相似。同一温度

下两个品种幼苗的ＰＯＤ活性无显著差异；不同温度处

理后，同一品种的ＰＯＤ活性表现出显著差异，１０℃胁

迫使幼苗ＰＯＤ活性大幅度降低，不到常温生长幼苗的

４０％（图５Ｂ）。

２．６　低温处理对幼苗犆犃犜活性的影响

相同温度处理下两个苜蓿品种幼苗的ＣＡＴ活性

无显著差异；同一苜蓿品种幼苗的ＣＡＴ活性在低温

处理下显著低于常温下幼苗。２５℃下幼苗的ＣＡＴ活

性为３．３Ｕ／ｍｇ，而低温胁迫下幼苗的ＣＡＴ活性不到

０．５Ｕ／ｍｇ，远远低于正常水平，无法代谢细胞产生的

活性氧基团，导致其对细胞膜系统造成损坏（图６）。

图５　不同温度处理下 犠犔４４０和肇东苜蓿幼苗犛犗犇、犘犗犇活性

犉犻犵．５　犛犗犇、犘犗犇犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犠犔４４０犪狀犱犣犺犪狅犇狅狀犵狌狀犱犲狉犾狅狑狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

图６　不同温度处理下 犠犔４４０和肇东苜蓿

幼苗犆犃犜活性

犉犻犵．６　犆犃犜犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犠犔４４０犪狀犱犣犺犪狅犇狅狀犵狌狀犱犲狉

犾狅狑狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

３　讨论

植物处于低温环境时通过自身的自然选择和遗传

变异而产生的抗寒能力为抗寒性。植物抗寒性包括抗

冷性和抗冻性，植物对冰点以上低温的适应叫抗冷性，

对冰点以下低温的适应叫抗冻性［１７］。苜蓿对低温胁

迫的响应及生理生化适应性都是十分复杂的过程，

ＭＤＡ、ＳＰ、ＳＯＤ等物质的含量或活性是判定植物抗寒

性强弱的重要生理生化指标。其中，ＭＤＡ是反应植

株受冻害严重程度的重要标志物，ＳＰ、ＳＯＤ、ＰＯＤ等则

起保护作用，使植物组织免受低温伤害［１８］。

本试验设置低温环境与常温环境，观测种子萌发

时各项指标的变化，分析低温胁迫对种子萌发的影响。

为了使试验具有代表性，选择了两个品种，肇东苜蓿作
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为耐寒品种，ＷＬ４４０作为寒冷敏感品种。结果显示：

低温显著抑制了苜蓿种子的萌发；相同温度下生长的

两个品种间各项指标也存在显著差异，肇东苜蓿幼苗

的耐寒性略高于 ＷＬ４４０。

３．１　低温胁迫对苜蓿种子萌发的影响

温度是制约植物生长发育的关键环境因素之一，

低温胁迫会抑制植株生物量积累［１９］，研究低温胁迫对

种子萌发的影响具有重要意义。植物产生种子以躲避

恶劣环境，进行种群延续［２０］，种子萌发是植物从种子

到植株的关键过渡阶段［２１－２２］，种子的发芽能力是通过

发芽率、发芽势、发芽指数和活力指数等指标反映的，

种子的萌发状况会直接影响幼苗的生长及后期生物

量。已有研究发现，低温胁迫对植物幼苗地上及地下

生物量均有影响［２３－２４］。试验结果表明，低温胁迫使苜

蓿种子的发芽率、发芽势、发芽指数和活力指数均呈下

降趋势，并且对幼苗和幼根生长具有显著的抑制作用。

３．２　低温胁迫对苜蓿幼苗生理生化指标的影响

幼苗 ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量反映了植株受害的严重程

度。ＭＤＡ量的多少即膜质过氧化程度也能反映植物

的抗寒能力 ［２５］；Ｈ２Ｏ２则是能量代谢过程中产生的活

性氧，其大量积累会对细胞和组织造成氧化损伤［２６］。

本研究表明，低温胁迫使苜蓿幼苗积累大量 ＭＤＡ和

Ｈ２Ｏ２，二者含量较常温下生长的幼苗均提高１倍左

右，远远超出正常水平，对幼苗造成不可逆转的伤害，

抑制其发育。而对比不同品种幼苗在低温胁迫下的表

现可发现，抗寒品种肇东苜蓿的 ＭＤＡ和Ｈ２Ｏ２含量均

低于 ＷＬ４４０，且较自身对照组上升幅度更小，说明抗

寒性强的苜蓿在低温胁迫下膜脂过氧化程度和受氧化

损伤程度低，因而具有较强的抗寒能力。试验结果与

孙予璐、刘雨诗等的研究相似［１０，２７－２９］。

ＳＰ是一类亲水性的高分子化合物，是植物体内重

要的渗透调节物质［３０］，植物遭遇低温胁迫时，会通过

增加ＳＰ含量来提高细胞的保水能力，增强植物的抗

寒性［３１］。试验结果显示，低温胁迫下幼苗的ＳＰ含量

显著高于对照，说明苜蓿幼苗通过增加细胞ＳＰ含量

来抵御低温带来的伤害。高京草等［３１］的研究表明，抗

寒性较强的木枣的ＳＰ含量高于抗寒性差的晋枣，且

随着温度降低，木枣ＳＰ含量的增加幅度也大于晋枣；

但也有研究发现，植物在面临胁迫时蛋白合成途径会

受阻，从而通过将蛋白质分解为氨基酸来降低细胞渗透

势，提高细胞保水力［３２］。对比 ＷＬ４４０与肇东苜蓿幼苗

在低温下的变化发现，ＷＬ４４０的ＳＰ含量显著高于肇东

苜蓿，与对照幼苗相比ＳＰ含量的增加幅度也略大，与前

人试验不同，后续需增加苜蓿品种进一步验证。

为种子萌发提供能量的代谢过程会产生活性氧，

若清除不及时而大量积累，会对细胞和组织造成氧化

损伤［２６］，植物的保护酶系统可以清除体内的活性氧，

减轻过量活性氧对植株的伤害［３３］。ＳＯＤ是保护酶系

统的第一道防线，能将毒性较强的Ｏ２－转化为毒性较

弱的Ｈ２Ｏ２；ＣＡＴ与ＰＯＤ协同作用，将 Ｈ２Ｏ２转化为

Ｈ２Ｏ和Ｏ２，彻底清除活性氧对植物细胞的损害
［３４－３６］。

本研究结果表明，低温胁迫使苜蓿幼苗的保护酶系统

失去活性，不同正常作用。低温胁迫下幼苗的ＳＯＤ、

ＰＯＤ、ＣＡＴ活性显著低于常温处理，细胞的保护酶系

统无法清除细胞产生的活性氧，细胞内的活性氧与防

御系统之间失去平衡。随着低温胁迫时间持续，活性

氧大量积累，植株最终受伤害而死［３７］。

４　结论

低温胁迫对紫花苜蓿种子萌发具有显著的抑制作

用：延迟发芽时间，降低发芽率，影响幼苗生活力，甚至

使幼苗死亡；低温环境下幼苗的细胞受损，发生膜脂过

氧化、活性氧积累，而清除活性氧的保护酶系统又被低

温抑制，无法发挥作用，使幼苗受到冻害；植株通过增

加可溶性蛋白含量来改变细胞的渗透调节能力，在一

定程度上消除活性氧的伤害，减轻自身受冻害程度。
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