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矩镰荚苜蓿地下芽越冬期间超微结构适应性变化
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摘要：为了研究矩镰荚苜蓿地下芽越冬期超微结构变化，利用透射电镜技术，对该植物越冬期地下

芽幼叶细胞进行了观察。结果显示：越冬期间，矩镰荚苜蓿越冬芽幼叶细胞超微结构发生了一系列积

极适应低温的变化。细胞内的大体积液泡被分解为小液泡，液泡不断地溶解和吞噬；质体由圆形和椭

圆形变形为马蹄状和变形虫状，质体内淀粉粒减少甚至消失；脂滴细胞器增多；由于细胞内发生质壁分

离现象，胞间连丝断连且逐渐变模糊甚至消失。分析认为，矩镰荚苜蓿在越冬期间可通过地下芽幼叶

细胞器结构的变化，使其自身进入休眠状态，进而抵御寒冷胁迫。
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植物在低温胁迫环境中，一些组织细胞的超微结

构 会 有 一 定 的 变 化［1］，这 些 变 化 主 要 集 中 于 液 泡 、质

体 、脂 滴 、细 胞 壁 、以 及 质 膜 等 亚 细 胞 结 构 。 如 ，质 体

通 常 通 过 变 形 的 方 式 分 解 淀 粉 来 增 加 细 胞 质 的 可 溶

性 糖 浓 度 ，从 而 增 强 植 物 的 抗 寒 能 力［2-3］。 质 膜 的 外

吐 作 用 将 细 胞 质 小 泡（包 括 小 液 泡）中 包 含 的 大 分 子

物 质 释 放 到 质 膜 外 ，参 与 细 胞 壁 构 建 ，增 加 细 胞 壁 的

坚 固 性 ，增 强 植 物 细 胞 的 抗 寒 性 ，防 止 植 物 细 胞 因 冰

冻 失 水 而 造 成 机 械 性 损 害［4-5］。 杜 艳 等［6］对 七 叶 树

（Aesculus chinensis）冬芽的研究表明，随温度的降低，

其冬芽细胞内的液泡黑色致密物、膜泡和吞噬泡不断

增 加 ，这 些 液 泡 内 含 物 的 增 加 有 利 于 阻 止 冰 晶 的 形

成 ，可 以 提 高 越 冬 植 物 细 胞 的 抗 寒 防 冻 能 力 ，且 细 胞

间 发 生 质 壁 分 离 的 现 象 。 方 强 恩 等［7］对 紫 花 苜 蓿

（Medicago sativa）越 冬 芽 的 研 究 中 表 明 ，在 自 然 越 冬

过程中，越冬芽幼叶细胞内的液泡由大体积液泡且透

明 逐 渐 被 分 割 为 小 体 积 液 泡 ，透 明 度 也 逐 渐 降 低 ，质

膜 内 陷 ，质 体 变 为 月 牙 形 或 马 蹄 状 ，质 体 内 淀 粉 粒 减

少 甚 至 消 失 ，细 胞 之 间 发 生 质 壁 分 离 ，细 胞 超 微 结 构

经过适应性调整，逐渐提高了越冬芽的抗寒能力。植

物 越 冬 芽 细 胞 器 与 膜 结 构 的 稳 定 性 是 植 物 安 全 越 冬

的关键［8］。因此，植物超微结构的观察和分析对揭示

植物越冬芽越冬抗寒具有重要的科学意义。

矩镰荚苜蓿（M. archiducis-nicolai），又称青藏扁

蓿 豆 ，是 豆 科（Leguminosae）苜 蓿 属（Medicago）多 年

生野生优质牧草，分布于我国西部高寒地区［9］。研究

表明，该植物的越冬芽对寒冷的环境具有极强的耐受

性［10］。目前，关于矩镰荚苜蓿的研究主要涉及地理分

布、栽培技术［11］，营养价值的［12］、遗传多样性［10，13］等方

面。但是，矩镰荚苜蓿地下芽在低温胁迫下超微结构

的变化仍不清楚。因此，本试验以矩镰荚苜蓿地下芽

幼叶为材料，通过观察其自然越冬过程中芽幼叶细胞

超微结构的适应性变化，旨在解释矩镰荚苜蓿地下芽

越冬抗寒的细胞学机制，以期为矩镰荚苜蓿抗寒育种

与寒地栽培技术研究提供理论基础。

1　材料和方法

1. 1　试验材料

研 究 材 料 为 矩 镰 荚 苜 蓿（M. archiducis-nicolai）

自然种群个体，采自青藏高原东缘天祝县甘肃农业大
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1. 2　试验方法

1. 2. 1　矩镰荚苜蓿地下芽的取样方法　试验在 2018
年 8 月-2019 年 2 月进行。根据当地气温（图 1）的变

化 ，将 矩 镰 荚 苜 蓿 地 下 芽 分 4 个 时 期 取 样 4 次 。 1）生

长 期（SS）：最 低 气 温 在 5 ℃ 以 上 ，平 均 气 温 不 低 于

10 ℃，取样日期为 2018 年 7 月 15 日；2）秋末冷适应期

（CA）：最低气温在 0 ℃以上，平均气温不低于 5 ℃，取

样日期为 2018 年 9 月 24 日；3）初冬冷胁迫期（ES）：从

最低气温降到 0 ℃以下开始，到平均气温降到 0 ℃前，

取 样 日 期 为 2018 年 10 月 26 日 ；4）隆 冬 冻 胁 迫 期

（FS）：从平均气温降到 0 ℃以下开始，到回升至 5 ℃之

前，取样日期为 2018 年 12 月 11 日；根据气温的变化，

每次在试验地采集矩镰荚苜蓿生长健康、长势一致的

地下芽 8-10 个，迅速清洗干净，以备切块固定。

1. 2. 2　透射电镜芽幼叶切片的制备　 预 冷 及 固 定 ：

将矩镰荚苜蓿地下芽快速清洗干净，放在预冷处理的

载玻片上，用锋利刀片从芽端幼叶顶部切取 0. 1 cm×
0. 2 cm 的 小 块 ，置 于 青 霉 素 小 瓶 中 ，加 入 预 冷 的 固 定

液（0. 1 mol/Ｌ、pH 值=7. 0 的磷酸缓冲液）中，室温下

固定 2 h。

脱 水 ：室 温 下 用 漂 洗 液 漂 洗 3 次 ，每 次 漂 洗

15 min，再用 1% 四氧化锇固定 2 h。吸出四氧化锇，加

入 磷 酸 缓 冲 液（0. 1 mol/Ｌ、pH 值 =7. 0）漂 洗 1 h，其

中中间进行 4 次换液，随后在 50%，70%，80%，90%，

95%，100% 乙醇（2 次）溶液中逐级进行常温脱水，每

次 20 min，EPON812 环氧树脂浸透、包埋、聚合。

切片和染色：用（EMUC6）莱卡超薄切片机切片，

厚 度 为 70 nm。 最 后 将 超 薄 切 片 捞 于 载 物 网 上 ，经 醋

酸 双 氧 铀（30 min）和 柠 檬 酸 铅（10 min）进 行 双 重

染色。

观察：样品放于电镜下（JEM‐1230，日本）进行观

察、拍照。

2　结果与分析

2. 1　矩镰荚苜蓿在生长期芽幼叶细胞超微结构

矩镰荚苜蓿地下芽幼叶细胞内液泡大，细胞核位

于细胞壁附近，核仁清晰可见。细胞核外面有少数质

体（图 2‐A，B，C），质体内含少量淀粉（图 2‐C），多数质

体 为 圆 形 和 椭 圆 形（图 2‐A，B，C），少 数 为 变 形 虫 状

（图 2‐D）。细胞壁薄，胞间连丝数量多且清晰可见（图

2‐F）。质膜光滑，细胞未发生质壁分离的现象。少数

液泡在吞噬一些脂内物质和细胞器（图 2‐E，F，白色箭

头），多数液泡体积增大。

2. 2　矩镰荚苜蓿在秋末冷适应期芽幼叶细胞超微

结构

矩 镰 荚 苜 蓿 地 下 芽 幼 叶 细 胞 内 大 多 数 液 泡 还 未

开始溶解，部分液泡开始溶解为小液泡（图 3‐D）。细

胞 核 开 始 向 细 胞 中 央 移 动 ，核 膜 周 缘 有 少 量 异 染 色

体 ，核 仁 清 晰 。 质 体 内 含 大 量 淀 粉 ，且 有 许 多 质 体 围

绕 在 细 胞 核 周 围 ，质 体 被 膜 完 整 ，多 为 卵 圆 形 状 和 椭

圆形状（图 3‐A）。胞间连丝的数量多，细胞壁薄。质

图 1　试验期内平均气温。

Fig. 1　Daily maximum temperature.
注：CA：秋末冷适应期 ；CS：初冬冷胁迫期 ；FS：隆冬冻胁

迫期；SS：生长期。箭头表示取样时间 图 2　矩镰荚苜蓿地下芽生长期幼叶细胞超微结构

Fig. 2　Ultrastructural changes of young leaf cells of Medi⁃
cago archiducis-nicolai in underground budding stage

注：1-3：细胞核位于细胞壁附近，液泡大，细胞核内核仁

大且清晰；4：质体为变形虫状；5-6：液泡体积增大（白色箭头）

6：胞间连丝；V：液泡；sV：小液泡；P：质体；Sg：淀粉粒；N：细胞

核。下同
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膜依然光滑，细胞未发生质壁分离的现象。细胞内有

脂滴出现（图 3‐A，B，E）。

2. 3　矩镰荚苜蓿在初冬冷胁迫期芽幼叶细胞的微

结构

矩 镰 荚 苜 蓿 地 下 芽 幼 叶 细 胞 内 的 大 体 积 液 泡 基

本已经溶解为小体积液泡，且液泡正在内吞细胞器和

脂内物质（图 4A‐F）。细胞核向细胞中央移动，核仁较

清晰（图 4‐A）。质体变形为马蹄状和变形虫状（图 4‐
B），内 含 有 少 量 淀 粉 。 芽 幼 叶 细 胞 内 质 膜 内 陷 呈 波

状，发生质壁分离现象（图 4‐C），胞间连丝开始变得模

糊（图 4‐F），细 胞 壁 较 厚 。 细 胞 内 有 脂 滴 出 现（图 4
‐A）。

2. 4　矩镰荚苜蓿在隆冬冻胁迫期芽幼叶细胞超微

结构

温 度 在 0~-20 ℃，矩 镰 荚 苜 蓿 地 下 芽 幼 叶 细 胞

内的大液泡基本均溶解为小体积液泡，小体积液泡数

量较多（图 5A‐F）。细胞核几乎都移动到细胞的正中

央，部分细胞核仁消失（图 5‐B），细胞核中有少量异染

色 体 出 现（图 5‐A，B，C）。 矩 镰 荚 苜 蓿 地 下 芽 幼 叶 细

胞内有大量脂滴出现（图 5‐C，D）。质体内含有少量淀

粉。细胞发生质壁分离，使得胞间连丝被阻断而变得

模糊且数量也减少，细胞壁增厚（图 5‐F）。

3　讨论

3. 1　矩镰荚苜蓿越冬芽幼叶细胞超微结构对秋冬低

温的适应

植 物 细 胞 中 的 水 分 主 要 来 自 液 泡 ，低 温 环 境 下 ，

液 泡 通 过 减 小 体 积 ，增 大 其 内 密 度 来 减 少 内 部 水 分 ，

以此来抵御低温环境，一旦液泡结冰受冻将会使整个

图 3　矩镰荚苜蓿地下芽秋未冷适应期幼叶细胞超微结构

Fig. 3　Ultrastructural changes of young leaf cells of under⁃

ground buds in Medicago archiducis-nicolai in late autumn 

cold adaptation

注：1：细胞核往细胞中央移动，大液泡开始溶解，细胞核内

核仁大且清晰，淀粉粒数量多且围在细胞核周围；2：有少量脂

滴出现，细胞核仁消失；3：核膜周缘分布少量异染色体；4：质体

为卵圆形状或椭圆形状；5：液泡在溶解；6：胞间连丝；L：脂滴。

图 4　矩镰荚苜蓿地下芽冷胁迫期幼叶细胞超微结构

Fig. 4　Ultrastructural changes of young leaf cells in early 
winter cold stress stage of underground buds of Medicago 

archiducis-nicolai
注：1：大液泡被分割，细胞核往细胞的中心移动靠近，只有

少 数 淀 粉 粒 出 现 ；2：质 体 变 形 为 马 蹄 状 和 变 形 虫 状（黑 色 箭

头），细胞核仁消失；3：发生质壁分离；4-5：液泡正在吞噬、溶

解； 6：胞间连丝

图 5　矩镰荚苜蓿地下芽隆冬胁迫期幼叶细胞超微结构

Fig. 5　Ultrastructural changes of young leaf cells of Medi⁃
cago archiducis-nicolai underground buds during the early 

stage of winter freezing stress

注：1：很少有大液泡出现，只有少量的小液泡，细胞核往细

胞中央移动，有少量淀粉粒，质体为圆形或椭圆形；2：细胞核中

有少量异染色体，细胞内核仁消失；3-4：出现丰富的脂滴细胞

器；5：液泡内还有各种小球状的细胞质以及各种细胞器（白色

箭头）；6：胞间连丝
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植 物 受 冻 害［14］。 本 研 究 发 现 ，自 然 越 冬 过 程 中 ，矩 镰

荚 苜 蓿 地 下 芽 幼 叶 细 胞 内 的 液 泡 初 始 较 大 且 内 部 透

明 ，随 后 被 分 割 为 小 体 积 的 液 泡 ，并 且 逐 步 吞 入 脂 内

物 质 和 各 种 细 胞 器 。 这 与 前 人 对 其 他 植 物 的 研 究 结

果相类似，如韩善华等［15］对冬季沙冬青（Ammopiptan⁃

thus mongolicus）叶肉细胞、杨凤仙等［5］对棉花（Gossy⁃

pium spp.）叶肉细胞的研究均发现，低温环境条件下，

植物叶肉细胞内液泡小且含有一些膜状结构的物质，

液 泡 的 体 积 也 变 小 ，研 究 表 明 ，植 物 细 胞 在 低 温 环 境

下 ，液 泡 中 会 出 现 多 膜 状 结 构 或 小 泡 ，液 泡 逐 渐 被 分

割为小液泡。这种变化可以防止细胞结冰，从而使植

物适应低温环境［5，8］。

质体是有机体细胞中的一种原质体，具有多种形

态 ，会 因 为 外 界 环 境 的 影 响 而 发 生 变 形 ，多 变 为 变 形

虫状、哑铃形状、马蹄形状等［3］。在自然低温环境中，

质体中的淀粉粒随日均气温的降低而减少，起初聚集

在 细 胞 核 的 周 围 ，后 期 几 乎 消 失 ，推 测 分 解 淀 粉 粒 是

质体变形的原因之一［2］。淀粉粒通过不断分解为可溶

性 糖 ，增 加 细 胞 质 浓 度 ，以 此 适 应 低 温 环 境［16］。 本 研

究发现，矩镰荚苜蓿芽幼叶细胞内的质体在越冬过程

中，质体由圆形或椭圆形变形为马蹄形、变形虫状，其

质 体 内 的 淀 粉 粒 也 逐 渐 减 少 。 这 与 前 人 的 研 究 结 果

相 似 ，如 陈 旭 微［6］对 蚕 豆（Vicia faa）下 胚 轴 的 研 究 发

现 ，低 温 胁 迫 下 ，蚕 豆 下 胚 轴 细 胞 内 质 体 中 淀 粉 粒 数

量 显 著 下 降 ，且 部 分 质 体 的 形 态 由 圆 形 变 为 哑 铃 型 。

这 表 明 矩 镰 荚 苜 蓿 地 下 芽 可 能 通 过 分 解 淀 粉 粒 使 质

体发生变形来适应冬季寒冷的环境。有研究发现，当

质体不再以分裂的方式增加数目时，质体的形状多为

圆 形 或 椭 圆 形［17］。 本 研 究 中 ，冻 胁 迫 期 ，部 分 质 体 的

形状为圆形，这可能是因为矩镰荚苜蓿芽幼叶在该时

期处于休眠状态，因而质体停止分裂，数目不再增加，

不再分解淀粉，形状也不再发生变化。

脂 滴 是 一 种 分 布 广 泛 、进 化 高 度 保 守 的 细 胞 器 ，

由磷脂单分子层、中性脂核和大量脂滴以及相关蛋白

组 成［18］。 研 究 发 现 ，脂 滴 的 出 现 与 活 性 氧 的 清 除 有

关，是在低温环境下类囊体降解产物的聚集［19］。本研

究发现，矩镰荚苜蓿地下芽幼叶细胞内均有脂滴的出

现，在隆冬冻胁迫期出现的脂滴最多。王丽雪等［20］和

刘艳［21］等的研究也表明，随着低温的加剧，葡萄（Vitis 

vinifera）和 梨（Pyrus spp.）枝 条 细 胞 出 现 了 大 量 的 脂

滴。已有研究表明，植物在低温胁迫下出现大量脂滴

可能是为了适应其低温的环境［22-23］。本研究中，随着

日均气温的逐渐降低，矩镰荚苜蓿地下芽幼叶细胞内

出现了大量的脂滴，这可能是该植物对低温环境的一

种积极的适应性行为。

3. 2　矩镰荚苜蓿越冬芽越冬期抗寒性的变化

上 述 分 析 表 明 ，秋 末 冷 适 应 期 低 温 环 境 中 ，越 冬

芽 细 胞 内 的 液 泡 、质 体 、细 胞 核 与 脂 滴 的 数 量 与 功 能

经过积极的适应性变化，逐步增强了矩镰荚苜蓿的抗

寒性。到初冬冷胁迫期和隆冬冻胁迫期，随着气温的

逐渐降低，矩镰荚苜蓿地下芽幼叶细胞发生了质壁分

离 现 象 ，致 使 胞 间 连 丝 的 数 量 减 少 且 逐 渐 变 得 模 糊

（图 4‐3，图 5‐6）。大量研究表明，低温胁迫下，植物会

发 生 质 壁 分 离 的 现 象 ，使 得 胞 间 连 丝 发 生 阻 断 或 断

连 ，从 而 产 生 共 质 体 分 区 ，使 植 物 体 的 整 体 连 丝 网 络

被 破 坏 ，体 内 的 物 质 运 输 和 信 息 传 递 受 阻 ，甚 至 完 全

中 断 ，使 植 物 的 生 长 减 弱 甚 至 停 止 ，植 物 体 进 入 暂 时

性的休眠，从而提高植物体对逆境的抗性［24］。据此分

析 ，通 过 前 期 的 低 温 锻 炼 ，到 严 冬 时 期 矩 镰 荚 苜 蓿 越

冬芽细胞内的生理活动已经减弱至极低点，并通过进

入休眠状态来适应寒冷的冬季。

4　结论

自然越冬过程中，矩镰荚苜蓿地下芽幼叶细胞的

各 种 细 胞 器 的 结 构 与 功 能 发 生 了 相 应 的 变 化 。 随 低

温 的 加 剧 ，芽 幼 叶 细 胞 内 质 体 变 形 ，质 体 内 淀 粉 粒 不

断 降 解 ，大 体 积 液 泡 几 乎 消 失 ，小 液 泡 不 断 的 内 吞 脂

内物质和各种细胞器。脂滴细胞器数量不断增加，细

胞 发 生 质 壁 分 离 ，胞 间 连 丝 逐 渐 变 模 糊 甚 至 发 生 断

连。该植物地下芽通过细胞器结构的变化，使得自身

进入休眠状态，进而抵御寒冷胁迫，安全越冬。
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Adaptive changes in the young leaf cell ultrastruc⁃
ture of underground-buds in Medicago archiducis-

nicolai during overwintering
YANG　Xiao-xia，FANG　Qiang’en*，ZHANG　Bo，ZHANG　Jin-qing

（College of Grassland Science. Gansu Agricultural University. Key Laboratory of Grassland Ecosystem. Minstry Of 

Education. Sino-U. S. Center for Grassland Ecosystem Sustainability. Lanzhou 730070. China）

Abstract：To explore the ultrastructure changes of underground ‐ buds in Medicago archiducis ⁃ nicolai during 
over wintering. young leaf cells of underground buds in M. archiducis⁃nicolai was investigated by transmission elec‐
tron microscopy （TEM）. The results showed that in order to adapt to cold environment. there were a series of 
changes in cell ultrastructure. The large volume vacuoles in the cell were decomposed into small vacuoles. which was 
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constantly dissolved and phagocytized. The plastids changed from round and oval to horseshoe and amoeba. and the 
starch grains were decreased or even disappeared. The number of lipid droplet organelles increased. Due to the separa‐
tion of plasma wall in cells. plasmodesmata was disconnected and gradually blurred or even disappeared. In conclu‐
sion. the results suggest that the change of the organelle structure of young leaf cells of underground buds in M. archi⁃

ducis⁃nicolai makes it enter the dormant state. which could help with the resist to the cold stress.
Key words：Medicago archiducis⁃nicolai；underground bud；ultrastructure；cold hardiness
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The accuracy of artificial grassland coverage mea⁃
surement of photo line interception method

WANG　Huan-huan1，PU　Hong-mei1，YANG　Qin1，CHENG　Hua2，PENG　Jing3，

LI　Zhong-cai3，HAN　Min3*，JIN　Bao-cheng1*

（1. College of Animal Science，Guizhou University，Guiyang 550025，China；2. School of Life Sciences，Lanzhou 

University，Lanzhou 730000，China；3. Guizhou Institute of Natural Resources Survey and Planning，

Guiyang 550001，China）

Abstract：Grassland coverage is the percentage of vertical projection area of plants in the total area of sample 
land. It is an objective index and serves as an important ecological parameter that is used to evaluate vegetation. An 
ideal method to measure the grassland coverage should be quick，requires few tools and must be accurate. In this 
study，the traditional field line interception method was applied to sample photo analyses，and the photo line intercep‐
tion method used to measure the grassland coverage was assessed. The grass coverage was measured by taking quad‐
rat photos in the field followed by using the virtual scale in the computer as the line interception. Three types of artifi‐
cial grassland，including Zoysia japonica，Trifolium repens and Paspalum thunbergii，were used as the research ob‐
jects. The photographic method was used as the reference，the accuracy of the measurement and the applicability of 
photo line interception method were analyzed by comparing the visual estimation of the field，visual estimation of the 
photos and the field line interception method. The results showed that the measurement errors of the field visual esti‐
mation，photo-visual estimation and field line interception method were 5. 6%，14. 6% and 2. 7%，respectively. It 
took approximately 3. 5 minutes to measure the field for each 50 cm × 50 cm grass quadrat using the field line inter‐
ception method. The average measurement error of the photo line interception method was 3. 3%；the measurement 
error of different grasslands was <5%，and it took approximately 3. 7 minutes to measure each 50 cm × 50 cm grass 
quadrat indoors. The increase of the number of interception lines did not significantly improve the accuracy of mea‐
surement. When the number of interception lines increased from 2 （a total of 1. 4 m） to 4 （a total of 2. 4 m），the error 
was reduced by only 0. 1%，but the time taken was almost doubled （3. 5 minutes）. The photo line interception 
method showed to be time‐saving with a high degree of precision. Therefore，the photo line interception method with 
two interception lines is recommended to be used as a similar grass cover measurement method.

Key words：grassland；photo line interception method；photographic method；grassland coverage
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