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摘要：【目的】 对清水紫花苜蓿（Medicago sativa cv. Qingshui）育性变异材料进行花形态特征和生

理特性研究，为培育不育系及苜蓿杂交制种提供支撑。【方法】 6 个不同育性的株系 GN­A1、GN­A2、

GN­A3、GN­A4、GN­A5 和 GN­A6 分别选取 1 个单株，盛花期采集花粉粒进行育性鉴定，并对花蕾和叶

片的 SS、SP、Pro 含量、抗氧化物酶（CAT 、POD 和 SOD）活性及 MDA、叶绿素含量进行测定。【结果】 
GN­A1、GN­A2、GN­A3 和 GN­A6 初步鉴定为不育株，GN­A4、GN­A5 为部分可育株；不育株单枝花

蕾数、花柱长和花丝长显著低于可育株，而翼瓣长、龙骨瓣长和花萼长显著高于可育株。不育株花蕾和

叶片的 SS 含量显著高于部分可育株和可育株，而不育株花蕾 SP、Pro 含量显著低于可育株；不育株花

蕾的 SOD 活性显著高于可育株、部分可育株，而叶片 SOD 活性显著高于可育株；不育株、部分可育株

花蕾的 CAT 活性显著低于可育株。染色率与 CAT 活性、SP、Pro 含量呈显著正相关，而与 SOD 活性、

SS 含量呈显著负相关。【结论】 CAT 活性、SP 含量、Pro 活性、SOD 活性、SS 含量与育性密切相关。不

育株花器的 SP、Pro 含量和 CAT 活性出现不足，而其生理代谢反应在叶片中反应不明显。
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根茎型清水紫花苜蓿是我国审定登记的第一个

根茎型苜蓿品种，品种登记号为 412［1］，生长在甘肃省

清水县和定西半阴湿的山脚地带，其根颈部较长，易

形成根茎混杂区，根茎距地表相对较深，没有主根，全

部为水平或斜生的根茎根；茎一般为平卧或半平卧生

长，比直根型和根蘖型的茎纤细且矮小，耐践踏，是优

质的放牧型牧草，但由于其产量较低，存在着巨大的

改良空间［2］。苜蓿在商业化生产中，采用化学、人工去

雄的方式进行杂交制种，费时、费力，而且很难培育出

高产优质的理想品种。紫花苜蓿雄性不育系的发现

从根本上能够解决上述问题［3-4］，雄性不育在高等植

物中广泛存在，利用其进行杂交制种工作，不仅提高

了杂交种产量，又保证了子代杂种优势的表型［5］。

苜蓿属于豆科蝶形花亚科，花器官是植物生殖的

重要功能器官，由茎顶端分生组织（shoot apical meri­
stem，SAM）发育而来［6］。花的发育过程需要经一系

列形态、生理生化及细胞结构等方面的变化，这些变

化可能直接或间接地影响植物育性，如生殖生长提前

终止导致花药细胞或花粉粒发育发生改变，从而导致

其育性发生变化，形成雄性不育［7］。有关学者对雄性

不育和可育的生理生化过程研究发现，雄性不育系在

能量代谢、物质代谢等方面与保持系有明显的差异［8］，

在雄性不育系中花药的可溶性蛋白、脯氨酸含量、过

氧化物酶活性等生理生化指标与其保持系存在差

异［9-10］。有学者认为可溶性糖的缺乏与绒毡层的异常

发育密切相关［11-12］；脯氨酸的代谢含量能体现其发育
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程度［12］，在枸杞［13］和葱［14］等植物中雄性不育株脯氨酸

的含量显著低于正常植株。

近年来，在清水苜蓿群体中发现了开花多，种子

少的雄性不育或部分不育植株，使利用杂种优势技术

改良清水苜蓿产量成为可能。然而，目前清水苜蓿的

研究主要聚焦在细胞学水平和生理生化水平［15-18］，对

其育性方面的研究鲜有报道。因此，本研究通过对清

水紫花苜蓿育性变异材料进行染色鉴定、对花器形态

特征和生理特性进行分析，探求其形态和生理差异，

为形成清水苜蓿不育系及杂交制种提供物质基础和

理论参考。

1　材料和方法

1. 1　试验区概况

试验设在甘肃省兰州市安宁区甘肃农业大学牧

草试验站，地处黄土高原西端（E 105°41′，N 34°05′），

海拔 1 525 m，属温带半干旱大陆性气候，光照充足，气

候干燥，昼夜温差大，年日照时数 2 600 h，无霜期

171 d，年均温度 10. 3 ℃，年均降水量 300 mm，区内地

势平坦，肥力均匀，为黄绵土；灌溉采用滴灌方式。

1. 2　试验材料

供试材料为正常育性清水紫花苜蓿（Medicago 

sativa cv. Qingshui）（CK）和 6 个不同育性的清水紫花

苜蓿株系（GN­A1、GN­A2、GN­A3、GN­A4、GN­A5
和 GN­A6），均由甘肃农业大学教育部草业生态系统

重点实验室提供。

1. 3　试验设计

2016 年 5 月中旬，从甘肃农业大学会宁牧草试验

基地清水紫花苜蓿群体中发现了植株花蕾数多而结

籽率低的 6 株清水紫花苜蓿（分别标记为 GN­A1、
GN­A2、GN­A3、GN­A4、GN­A5 和 GN­A6），挖取其

单株分株栽培繁殖，移栽于甘肃农业大学兰州牧草试

验站形成株系进行观察，每个株系小区面积 16. 79 m2

（长 7. 3 m、宽 2. 3 m）。经初期花粉显微育性鉴定，

GN­A1、GN­A2、GN­A3 和 GN­A6 为 不 育 材 料 ，

GN­A4、GN­A5 为部分可育材料。

本试验从 6 个株系中分别选取 1 个单株，以清水

苜蓿正常育性株为 CK，再进行育性染色鉴定试验，整

个试验期间均不施肥。育性鉴定采用姜少俊［4］对紫花

苜蓿成熟期花粉 I2-KI 染色鉴定的育性划分标准

（表 1）。2020 年 8 月 10 日分别采集盛花期未开裂花药

的花蕾及其对应部位的新叶，于-4 ℃冰箱贮藏。重

复 3 次，取其平均值，数据以平均值及标准偏误表示。

1. 4　测定指标及方法

1. 4. 1　花粉活力测定　每一单株选取未开裂花药小

花各 5 朵，取少数花粉粒于载玻片上混合，滴加 1~2 滴

I2-KI溶液，盖上玻片。然后置于低倍显微镜下观察，

选取 3 个视野的花粉活力平均值作为花粉粒的活力

值。凡被染成蓝黑色或蓝色的花粉活力强，不能被染

色则表现为黄褐色或黄色，为活力低的花粉或不育花

粉。活力测定方法参照王学奎［19］的方法染色。

染色率=（染色成蓝黑色或蓝色的花粉粒数/视
野内花粉粒总数）×100%
1. 4. 2　花器官形态测定　单枝花蕾数测定采用计数

法，花柱长、花丝长、旗瓣长、旗瓣宽、翼瓣长、龙骨瓣

长和花萼长用游标卡尺测定［19］。

1. 4. 3　生理指标测定　叶绿素含量参照王学奎［20］的

方法测定；游离脯氨酸（Pro）含量、可溶性糖（SS）含

量、可溶性蛋白（SP）含量和丙二醛（MDA）含量分别

用酸性茚三酮比色法［3］、蒽酮比色法［21］、考马斯亮蓝

G-250 染色法［20］和硫代巴比妥酸法测定［22］；超氧化

物歧化酶（SOD）活性、过氧化物酶（POD）活性和过氧

化氢酶（CAT）活性测定分别采用 NBT 法［20］、愈创木

酚法［21］和紫外吸收法［22］测定。

1. 5　数据处理

采用 SPSS 20. 0 软件对以及 Excel 2010 进行统计

分析及数据处理，相关性图用 R 语言中的 Corrplot 包
作图。

2　结果与分析

2. 1　清水紫花苜蓿花粉粒育性鉴定

清水紫花苜蓿可育株 CK 的花粉粒被染成深色或

黑色近乎 100%，其中 95% 以上的花粉粒呈圆球形且

饱满，说明其花粉活力极高（图 1）。GN­A1、GN­A2、

表 1　育性划分标准

Table 1　Criteria for fertility division

育性分类

可育

部分可育

不育

花粉粒染色率/%

>80
20~80
<20
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GN­A6 花粉基本未染色，出现黄色或淡黄褐色，呈椭

圆形或畸形且花粉粒干瘪，据育性分类原则初步鉴定

为不育株（表 1）。GN­A3 花粉粒染色率为 4. 91%，且

呈椭圆或者畸形，属于不育株。GN­A4、GN­A5 花粉

粒 被 染 成 深 色 或 蓝 黑 色 花 粉 粒 分 别 占 36. 84%、

41. 18%，个别出现不规则形状，为部分可育株。

2. 2　清水紫花苜蓿不育株和可育株花器形态特征

清水紫花苜蓿不育株单枝花蕾数、花丝长和花柱

长 显 著 低 于 可 育 株（P<0. 05），分 别 低 6. 54%、

34. 13% 和 7. 22%，而翼瓣长、龙骨瓣长和花萼长显著

高于可育株，分别高 5. 55%、5. 29% 和 25. 57%；旗瓣

长和旗瓣宽，两育性材料间差异不显著（表 2）。

2. 3　清水紫花苜蓿不育株和可育株花蕾及叶片渗透

调节物质含量的变化

盛花期清水紫花苜蓿不育株花蕾 SS 含量（10. 92 
μg/g）显 著 高 于 可 育 株（8. 22 μg/g）和 部 分 可 育 株

（8. 33 μg/g），增幅分别为 32. 85%、31. 09%（图 2­A）；

SS 含量在叶片中的变化规律与花蕾相似，分别较可育

株、部分可育株高 36. 37%、14. 90%。可育株花蕾 SP
含量（0. 59 mg/g）显著高于部分可育株（0. 48 μg/g）和

不 育 株（0. 47 μg/g）（ 图 2-B），分 别 高 22. 92%，

25. 53%，而叶片 SP 含量三者间差异不显著。花蕾

Pro 含量，可育株比部分可育株和不育株分别高出

42. 48%、36. 37%（图 2­C）；叶片 Pro 含量，三者之间差

异均为不显著。

图 1　不育花粉粒和可育花粉粒染色效果

Fig. 1　Staining effect of sterile and fertile pollen grains
注：黑色或蓝黑色：花粉活力强；黄褐色：花粉活力较低；黄

色：花粉无活力

表 1　清水紫花苜蓿的育性分类

Table 1　Fertility classification of test materials

育性分类

可育材料

部分可育材料

不育材料

株系材料

CK

GN­A4、GN­A5

GN­A1、GN­A2、GN­A3 和 GN­A6

表 2　可育株和不育株的花器官形态特征

Table 2　Morphological characteristics of floral organs of fertile and sterile plants

育性

不育材料

可育材料

单枝花蕾

数/个

16. 6±0. 87

25. 2±2. 13*

花丝长/mm

5. 396±0. 08

5. 816±0. 10*

花柱长/mm

5. 456±0. 06

5. 838±0. 11*

旗瓣长/mm

8. 068±0. 830

7. 862±0. 253

旗瓣宽/mm

4. 154±0. 07

4. 346±0. 14

翼瓣长/mm

6. 424±0. 09

6. 086±0. 08*

龙骨瓣

长/mm

5. 932±0. 09

5. 634±0. 08*

花萼长/mm

5. 052±0. 04

4. 024±0. 07*

注：*表示在  0. 05 水平上显著相关

图 2　盛花期清水紫花苜蓿花蕾及叶片渗透物质含量

Fig. 2　Osmotic substance content of alfalfa in buds and leaves during full flowering

注：Fer：可育株；Pfe：部分可育株；Msp：不育株；不同大小写字母表示差异显著（P<0.05）。下同
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2. 4　清水紫花苜蓿不育株和可育株花蕾及叶片抗氧

化酶活性的差异

盛花期不育株花蕾［4. 56 μmol/（min·g）］和部

分可育株［4. 75 μmol/（min·g）］的 CAT 活性均显著

低于可育株［7. 19 μmol/（min·g）］，其中，不育株较

可育株低出 36. 58%；叶片 CAT 活性，不育株［1. 46 
μmol/（min·g）］、部分可育株［1. 88 μmol/（min·g）］
与 可 育 株［4. 63 μmol/（min·g）］相 比 ，分 别 低

22. 34%、68. 47%，随着育性降低，CAT 活性也逐渐

降低（图 3­A）。不同育性下花蕾、叶片中 POD 活性

三者间差异均不显著（图 3­B）。不育株花蕾 SOD 活

性（138. 12 U/g）显著高于可育株（21. 43 U/g）和部

分 可 育 株（82. 65 U/g），且 分 别 高 544. 52%、

67. 11%；不育株叶片的 SOD 活性（945. 44 U/g）较可

育株（584. 64 U/g）高 61. 71%，而与部分可育株差异

不显著（图 3­C）。

2. 5　清水紫花苜蓿不育株和可育株花蕾及叶片丙二

醛含量和叶片叶绿素含量差异

花蕾 MDA 含量，不育株、部分可育株与可育株之

间均未达到显著水平（图 5­A）；对叶片而言，三者的

MDA 含量同样差异不显著。叶片的 Chl 含量在三者

之间差异不显著（图 4­B）。

2. 6　相关性分析

清水紫花苜蓿花粉染色率与各生理指标之间存

在一定相关性，可能是导致染色率（DR）降低的潜在原

因。因此，对其中 8 个单项指标进行了相关性分析，其

中 7 对呈现正相关（P<0. 05），5 对为负相关（图 5）。

DR 与 CAT、SOD 活性、SP、Pro 含量存在着显著相关

且均呈现正相关关系，相关系数分别 0. 74、0. 72 和

0. 92，其中 DR 与 Pro 含量之间的相关程度最高；DR
与 SOD 活性、SS 含量之间呈显著负相关，与 SOD 活

性呈极显著负相关，相关系数 R=-0. 99。CAT 活性

与 SOD 活性表现为显著负相关（P<0. 05），其相关系

数达到-0. 73，与 SP 含量和 Pro 活性均呈现显著正相

关，且相关系数分别达到 0. 82、0. 83；SOD 活性与 SS、

SP、Pro 含 量 均 呈 显 著 关 系 ，且 相 关 系 数 分 别 为

0. 77、－0. 74、－0. 88。SP 含量与 Pro 含量表现出了

较强的相关性，相关系数为 0. 84。

3　讨论

3. 1　花粉粒染色育性鉴定与花器形态分析

植物正常花粉能够积累较多淀粉，I2-KI 溶液可

图 4　盛花期清水紫花苜蓿花蕾及叶片 MDA含量及叶片叶绿素含量

Fig. 4　MDA content and chlorophyll content in buds and leaves of alfalfa at full flowering stage

图 3　盛花期清水紫花苜蓿花蕾及叶片抗氧化酶活性

Fig. 3　Antioxidant enzyme activities in buds and leaves of alfalfa during full flowering
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将其染成蓝色或深色，而不育花粉往往积累较少或不

含淀粉，可将其染成黄褐色，且不育株花粉粒多呈现

畸形或不规则状［4］。根据淀粉遇碘变蓝的特性，可从

花粉粒内部染色的比率或颜色深浅来判定花粉粒中

的淀粉含量，从而确定花粉育性［23］。本研究中，通过

I2-KI 法染色法初步鉴定 GN­A1、GN­A2、GN­A3 和

GN­A6 为不育株，GN­A4、GN­A5 为部分可育株，染

色结果与前人研究基本一致［4，23］；清水紫花苜蓿不育

株单枝花蕾数、花柱长和花丝长显著低于可育株，而

翼瓣长、龙骨瓣长和花萼长显著高于可育株，此研究

结果与张体德［25］等人对芝麻及徐义俊［24］对油菜的不

育株花器形态的研究别无二致。

3. 2　清水紫花苜蓿不育株与可育株的生理指标研究

分析

物质代谢是植物生命活动的基础，而物质代谢之

间的差异会反映在各个生理指标上，物质代谢的异常

与植物的雄性不育密切相关［26-28］。碳水化合物作为

花药发育的营养物质及物质合成的原料物质，同时也

是一种物质信号，其含量的短缺会影响花粉的活力和

花粉细胞结构的发育。依风艳［28］通过对草原一号杂

花苜蓿雄性不育株（MS­4）研究，发现可育株茎叶 Pro
含量与不育株差异不显著，可育株花蕾 Pro 含量均显

著高于雄性不育株，与本研究结果一致，说明 Pro 含量

不足可能会影响代谢物质结构的变化，引起花粉活力

下降从而导致育性改变；在各个时期的可育株叶片和

花蕾中 SS 含量与不育株无明显差异，而在本研究中，

盛花期不育株花蕾、叶片的 SS 含量显著高于可育株，

可能是供试材料及取样时期不同所致，但与梁艳荣

等［29］有关胡萝卜的研究结论一致。

膜质稳定是细胞进行并维持正常生命活动的基

本条件，MDA 作为植物脂类过氧化的一个重要指标，

过多的活性氧积累会破坏膜质稳定性，损伤生物膜结

构，导致组织内相关的生理代谢紊乱［30-31］，而 CAT 和

SOD 能够清除代谢过程中多余的有氧自由基，使得活

性氧处于一种平衡状态［32-33］。刘莉等［34］通过对水稻

的研究表明，不育系水稻 MDA 含量在单核早期略高

于保持系，叶片表型则无显著差异；而本研究中盛花

期不育株 MDA 含量与可育株和部分可育株差异不显

著，可能是盛花期花蕾存在着单核早期的花药细胞所

致。高国训等［35］研究表明芹菜不育系花蕾中的 SOD
活性较低，叶片中较高而 POD 活性相反，与本研究结

果大相径庭，可能是供试材料不同所致。

3. 3　染色率与各生理指标间的相关性关系

刘思嘉［36］对不育系的花序直接喷施外源 Pro，出
现了少量被染色的花粉，发现花粉活力得到了改善；

鲁美宏［35］对白菜型冬油菜研究发现 SP 含量和 CAT
活性的降低会使其花药发育受阻从而导致不育，染色

率则会降低；于分弟［37］研究表明，SS 含量和 Pro 含量

与花粉发芽率的相关性均达到极显著水平。本研究

中，盛花期清水苜蓿染色率与 CAT、SOD 活性、SS、

SP、Pro 含量显著相关性，其相关系数分别为 0. 74、
-0. 99、-0. 73、0. 76、0. 92，与前人研究结果相近，说

明 POD 活性，SP、Pro 和 SS 与清水紫花苜蓿花粉活力

密切相关。

4　结论

通过 I2-KI 法染色，初步确定清水紫花苜蓿株系

GN­A1、GN­A2、GN­A3、GN­A6 为不育株，GN­A4、
GN­A5 为部分可育株。不育株花器官发育程度低于

可育株，可以将花器官作为其育性鉴定的条件之一；

在发育过程中，主要是由于花蕾内部生理代谢反应的

异常变化导致育性发生改变。经染色率与生理指标

相关性分析，CAT、SOD 活性、SP、Pro、SS 含量与育

图 6　综合指标相关性分析

Fig. 6　Correlation analysis of comprehensive indexes

注：图为不同指标之间的相关矩阵，n=8；蓝色圆代表正相

关；红色圆代表负相关，通过颜色深浅显示相关程度，其中圆的

大小表示相关性。DR 代表染色率
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性密切相关。
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Flower phenotypic and physiological characteristics 
of Qingshui alfalfa infertility variation material

LI　Zi-li，SHI　Shang-li*，A　Yun，LI　Xiao-long，ZHANG　Hui-hui
（College of Grassland Science，Gansu Agricultural University，Key Laboratory for Grassland Ecosystem，Ministry 

of Education，Grassland Engineering Laboratory of Gansu Province，Sino-U. S. Centers for Grazing Land Ecosys⁃

temSustainability，Lanzhou 730070，China）

Abstract：【Objective】 Phenotypic and physiological characteristics of Qingshui alfalfa in fertility variation mate­
rial （Medicago sativa cv. Qingshui） were studied. The objective of this study was to breed male sterile material and 
support alfalfa hybrid seed production.【Method】 One single plant was selected from six strains of materials with dif­
ferent fertility （GN­A1、GN­A2、GN­A3、GN­A4、GN­A5 and GN­A6）. Polens were collected at the full flowering 
stage for I2-KI fertility staining，and SS，SP，Pro，CAT，POD，SOD，MDA，chlorophyll content determination of 
buds and leaves were measured.【Result】 GN-A1，GN-A2，GN-A3 and GN-A6 were identified as sterile by 
I2-KI staining. GN-A4 and GN-A5 were partially fertile.  The number of buds per branch，style length and fila­
ments length of sterile plants were significantly lower than those of fertile plants，while the Alae petals length，keel 
petals length and calyx length were significantly higher than those of fertile plants. The SS content，flower bud and 
leaf of male sterile plants were significantly higher than those of partially fertile and fertile plants. The contents of SP，

Pro and bud of male sterile plants were significantly lower than those of fertile plants. With the SOD activity，male 
sterile plants was higher than that of fertile and partially fertile plants，and SOD activity in leaves of male sterile plants 
was higher than that of fertile plants. The CAT activity of flower buds of sterile and partially fertile plants was signifi­
cantly lower than that of fertile plants.  The correlation analysis of pollen activity and flower bud physiological indexes 
showed that the dyeing rate was significantly positively correlated with CAT，SP and Pro，but negatively correlated 
with SOD and SS.【Conclusion】 CAT，SP，Pro，SOD and SS were closely correlated with fertility. The SP content，
Pro content and CAT activity of flower organs of sterile plants were insufficient，and the physiological metabolic reac­
tion of sterile plants was not obvious in leaves.

Key words：Qingshui alfalfa；sterility；morphology；physiology
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