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紫花苜蓿光合特性及抗氧化物质对冷适应的响应
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摘要：【目的】 探究紫花苜蓿在冷适应过程中光合特性指标和抗氧化物质含量的变化。【方法】 将 10
个紫花苜蓿品种的 4 周龄幼苗进行 4 ℃冷适应处理，分别在第 0、7、14 天测定其叶绿素含量、渗透压、相

对电导率、光合特性指标、活性氧物质和抗氧化物质含量。【结果】 在冷适应初期（0~7 d），细胞膜受到

损伤，造成离子泄露，叶片相对电导率升高，但随着冷适应过程的持续（7~14 d），离子泄露量减少，相对

电导率降低，植株的抗寒性初步形成；冷适应造成叶绿素 a、b 含量、净光合速率、PSⅡ实际光化学效率

及 PSⅡ最大光化学效率降低。【结论】 紫花苜蓿幼苗在冷适应过程中，其渗透压、抗坏血酸、氧化型谷胱

甘肽和还原型谷胱甘肽含量持续升高，幼苗通过提高细胞液的渗透压，增加细胞液浓度，增强细胞的渗

透调节能力，同时增加抗氧化物质含量，提高其抗氧化能力，从而减缓了超氧阴离子自由基和过氧化氢

含量的持续升高。
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低温是植物经常遭受的一种逆境胁迫，它限制作

物 的 产 量 ，影 响 植 物 的 自 然 分 布 ，研 究 植 物 对 低 温 的

应 答 机 制 ，提 高 其 抗 低 温 能 力 ，在 农 业 生 产 上 有 重 要

意义［1］。为了适应和抵抗低温胁迫，植物在长期进化

过 程 中 形 成 了 冷 适 应（cold adaption），又 称 冷 驯 化

（cold acclimation）的 应 答 保 护 机 制 ，冷 适 应 是 指 植 物

经 过 非 致 死 低 温 处 理 ，可 获 得 更 强 的 抗 冷 能 力 的 过

程［2］。光合生理过程是将光能转变为化学能的重要生

物 学 途 径 ，为 植 物 正 常 生 长 发 育 提 供 能 量 ，光 合 作 用

的强弱直接影响到牧草产量和品质［3-4］。陈世茹等［5］

研究了低温处理下 10 个不同紫花苜蓿品种的叶绿素

荧光特性，认为光合荧光参数的变化与紫花苜蓿的抗

寒能力有关；莫亿伟等［6］的研究表明，低温处理对柱花

草 叶 绿 素 荧 光 参 数 和 光 合 速 率 造 成 了 影 响 。 活 性 氧

（ROS）主要包括超氧阴离子自由基（O2
•−）和过氧化氢

（H2O2）等，其化学性质极其活泼，当 ROS 在细胞器中

不断积累，很容易对所处环境稳态造成损坏［7］，其中抗

坏 血 酸（AsA）、还 原 型 谷 胱 甘 肽（GSH）、氧 化 型 谷 胱

甘肽（GSSH）是植物体内重要的非酶类活性氧清除物

质 ，帮 助 植 物 对 抗 氧 化 胁 迫［8］，Guo 等［9］的 研 究 认 为 ，

低 温 处 理 后 ，耐 冷 水 稻 品 种 中 AsA 和 GSH 的 含 量 显

著 升 高 ；孙 蕊 等［10］研 究 表 明 ，抗 寒 小 麦 品 种 在 冷 适 应

期 AsA 含量迅速增加，AsA 含量可以用于冬麦品种抗

寒性的评价。

在植物抵御低温胁迫机制的研究中，光合特性及

抗氧化物质一直以来都是学者们关注的重点，而紫花

苜 蓿 光 合 特 性 及 抗 氧 化 物 质 对 冷 适 应 过 程 的 响 应 研

究报道较少，因此，本试验通过对 10 个紫花苜蓿品种 4
周龄幼苗经 4℃冷适应处理，分别在第 0、7、14 天对其

收稿日期：2022-05-23；修回日期：2022-05-26

基金资助：国家重点专项（2017YFC0504806）；国家牧草产

业技术体系（CARS-34）

作者简介：孙万斌（1989-），男，甘肃临夏人，博士研究生。

E-mail：1205517373@qq. com

*通信作者。E-mail：mahl@gsau. edu. cn；

**通信作者。E-mail：qpingzh@aliyun. com

26



第  44 卷  第  3 期 草  原  与  草  坪  2024 年

叶 绿 素 含 量 、光 合 荧 光 指 标 、抗 氧 化 物 质 含 量 、渗 透

压、相对电导率、活性氧含量进行测量，研究植株在冷

适应过程中光合特性及抗氧化物质的变化，为进一步

研究紫花苜蓿的抗寒生理机制提供参考。

1　材料和方法

1. 1　供试品种

供试苜蓿品种来源及秋眠级见表 1。

1. 2　试验设计

挑选均一饱满的苜蓿种子 100 粒置于铺有两层滤

纸的发芽盒中进行发芽，待种子萌发后挑选生长一致

的 幼 苗 移 栽 至 装 满 基 质 育 苗 盘 中 ，每 穴 一 株 ，育 苗 基

质为泥炭土（Pindstrup，Danmark）。幼苗培养条件为：

光 照 周 期 16 h，光 照 强 度 250 μmol/（m2·s），昼 夜 温 度

22 ℃，冷白色荧光灯提供光合有效辐射，用 0. 5 g/L 花

多多 1 号（N∶P∶K=20∶20∶20）均衡通用型水溶肥，每

周施肥 2 次。4 周后将幼苗移入 4 ℃光照培养箱，培养

条件为：光照周期 16 h，光照强度 250 μmol/（m2·s），昼

夜温度 4 ℃，光源为冷白荧光灯，浇水施肥操作同上。

分别于处理第 0、7 和 14 天测定相关指标。

1. 3　测定指标与方法

（1） 叶绿素 a（Chl a）、叶绿素 b（Chl b）含量

参考李亚姝等［11］的方法测定紫花苜蓿叶片 Chl a
和 Chl b 含量。

（2） 渗透压（Cosm）

采 用 OSMOMAT® 3000 冰 点 渗 透 压 仪 测 量 。

取紫花苜蓿叶片 0. 5 g，用去离子水迅速将其表面冲洗

干净，吸水纸吸干后立即放入液氮中，15 min 后取出置

于注射器中挤出液汁，4 000 r/min 离心 1 min 后，取上

清液 50 μL，用冰点渗透压仪测定得到 Cosm 值。

（3） 相对电导率（REC）

采用电导法［12］测定相对电导率。

（4）光合荧光指标

净 光 合 速 率（Pn）、气 孔 导 度（Gs）、PS II 最 大 光 化

学效率（Fv/Fm）、PS Ⅱ实际光化学效率（ΦPS Ⅱ）等指

标采用便携式 Li-6800 光合仪（LI-COR 公司，美国，

Li⁃6800）测定，选取 2 cm2 叶室，温度设定为 25 ℃，水分

控制为 50%。

（5）活性氧物质

过氧化氢（H2O2）含量采用刘俊等［13］所述的方法，

超氧阴离子自由基（O2
•−）含量采用李忠光等［14］所述的

方法。

（6）抗氧化物质

抗 坏 血 酸（AsA）、还 原 型 谷 胱 甘 肽（GSH）、氧 化

型谷胱甘肽（GSSG）采用相应试剂盒（苏州科铭）用分

光光度法测定。

1. 4　数据统计分析方法

数 据 利 用 IBM SPSS Statistics 22. 0 软 件 进 行 单

因 素 方 差 分 析（one⁃way ANOVA）新 复 极 差 法（Dun⁃
can）多重比较，用 Microsoft Excel 2019 进行数据初步

整 理 ，采 用 Origin 2021 作 柱 状 图 ，用 R 程 序 做 相 关 性

分析并做图。

2　结果与分析

2. 1　冷适应对不同紫花苜蓿品种相对电导率和渗透

压的影响

随着冷适应时间的延长，10 个品种 REC 均呈现先

表 1　供试品种

Table 1　The alfalfa varieties used in this research

编号

A-01
A-02
A-03
A-04
A-05
A-06
A-07
A-08
A-09
A-10

品种

WL319HQ
WL343HQ
WL363HQ
阿尔冈金

甘农 1 号

甘农 3 号

皇后

苜蓿王

太阳神

驯鹿

种子来源

北京正道生态科技有限公司

北京正道生态科技有限公司

北京正道生态科技有限公司

甘肃创绿草业科技有限公司

甘肃创绿草业科技有限公司

甘肃创绿草业科技有限公司

甘肃创绿草业科技有限公司

甘肃创绿草业科技有限公司

甘肃创绿草业科技有限公司

甘肃创绿草业科技有限公司

秋眠级

2. 8
3. 9
4. 9
2. 0
1. 7
3. 0
2. 0
2. 5
2. 0
1. 5

品种特性

多叶，茎秆纤细，适口性好消化率高

持久性好，较长的营养生长期

早熟，耐刈割，抗病性好

耐旱、耐寒

抗寒，耐旱

高产、适合在有灌溉条件下栽培

抗寒，抗旱，根系非常发达

抗寒，抗病，高蛋白，适口性好

抗病性较好

抗寒
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增加后降低的变化趋势（图 1⁃A）。冷适应 0 d，10 个品

种幼苗的 REC 为 6. 47～8. 65%，其中，A-06 的 REC
最高 ，A-08 的 REC 最小 ，二者差异显著（P<0. 05）；

冷适应 7 d，A-05 的 REC 最低，为 10. 13%，但与品种

A-04、A-06、A-07 无 显 著 差 异 ；冷 适 应 14 d，REC
为 7. 19%~8. 57%，品种 A-07 的 REC 最低。

随 着 冷 适 应 时 间 的 延 长 ，10 个 品 种 幼 苗 的 Cosm
均 逐 渐 升 高（图 1⁃B）。 冷 适 应 0 d，A-07 的 最 高 ，为

534. 87 mOsm/kg，显 著 高 于 其 他 品 种（P<0. 05）；冷

适应 7 d 后，A-08 的 Cosm 最高，但与 A-04、A-05、

A-06、A-07、A-09、A-10 差 异 不 显 著 ；冷 适 应 14 
d，叶片 Cosm 明显升高 ，且 A-08 的 Cosm 仍最高 ，达

626. 32 mOsm/kg，但 与 品 种 A-05、A-07 无 显 著

差异。

2. 2　冷适应对不同紫花苜蓿品种叶绿素含量的影响

在冷适应过程中，不同品种 Chl a 含量变化趋势不

同（图 2-A）。 冷 适 应 0 d，A-03 的 Chl a 含 量 最 高 ，

为 1. 47 mg/g，品 种 A-10 的 Chl a 含 量 最 低 ，二 者 差

异 显 著（P<0. 05）；冷 适 应 7 d，A-01，A-03，A-04

和 A-06 的 Chl a 含量降低，而 A-05 和 A-10 的 Chl 
a 含量升高；冷适应 14 d，A-03 的 Chl a 含量进一步降

低，仅为 1. 12 mg/g，显著低于 A-01，A-02，A-05，

A-06，A-07 和 A-08（P<0. 05）。

除 A-02 和 A-05 外 ，其 他 品 种 Chl b 含 量 均 随

着 冷 适 应 时 间 的 延 长 逐 渐 降 低（图 2⁃B）。 冷 适 应 0 d
时 ，A-10 的 Chl b 含 量 最 高（P<0. 05），为 1. 47 mg/
g，与 A-01 差 异 不 显 著 ，但 显 著 高 于 其 他 品 种（P<
0. 05）；冷 适 应 7 d，A-01 的 Chl b 含 量 最 高 ，为 1. 09 
mg/g，A-03 的 Chl b 含量最低，仅为 0. 70 mg/g；冷适

应 14 d，10 个苜蓿品种 Chl b 均较适应 7d 时下降，其中

A-01 的 Chlb 含量最高，为 0. 78 mg/g，但与品种 A-
05、A-07 无显著差异。

2. 3　冷适应对不同紫花苜蓿品种光合荧光指标的

影响

除 A-08 和 A-09 外，其他品种的 Pn 随冷适应时

间 的 延 长 呈 逐 渐 降 低 的 趋 势（图 3⁃A）。 冷 适 应 0 d，

A-07 的 Pn 最 大 ，为 17. 36 µmol/（m²·s），显 著 高 于

A-01 和 A-06（P<0. 05）；冷适应 7 d，A-06 的 Pn 最

高 ，A-03 的 Pn 最 低 ，二 者 差 异 显 著（P<0. 05）；冷 适

应 14 d，A-04 的 Pn 最高，为 11. 06 µmol/（m²·s），但与

品 种 A-01、A-05、A-06、A-07、A-08、A-09 无

显 著 差 异 ，品 种 A-03 的 Pn 仍 为 最 低 ，仅 为 6. 69 

图 1　不同紫花苜蓿品种冷适应下 REC和 C osm 变化

Fig. 1　Changes of the values of REC and C osm in different 
alfalfa varieties under cold adaptation

注：不同小写字母表示不同品种间差异显著（P<0.05），下

同。

图 2　紫花苜蓿品种冷适应下叶绿素含量的变化

Fig. 2　Changes of the contents of chlorophyll in different al⁃
falfa varieties under cold adaptation
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µmol/（m²·s）。

随 着 冷 适 应 时 间 的 延 长 ，除 A-02 以 外 ，其 余 参

试品种的 Gs 均呈先增加后降低的变化趋势（图 3⁃B）。

冷适应 0 d 和 7 d 均表现为 A-06 的 Gs 最大，显著高于

其他品种（P<0. 05），且冷适应 7 d 时 A-04 和 A-07
的 Gs 增 幅 较 0 d 时 大 ；冷 适 应 14 d，A-04 的 Gs 最 高 ，

但与 A-07 和 A-09 无显著差异。

随 着 冷 适 应 时 间 的 延 长 ，A-01 和 A-09 的 Fv/
Fm 呈持续降低的趋势，其余品种呈先降低后小幅上升

的 变 化 趋 势 ，但 14 d 时 的 Fv/Fm 均 低 于 0 d（图 4⁃A）。

冷适应 0 d 时，A-06 的 Fv/Fm 最大，为 0. 83，但与 A-
05、A-07 和 A-10 差异不显著；冷适应 7 d 后，所有品

种的 Fv/Fm 均降低，其中，A-09 的降幅略高于其他品

种；冷适应 14 d，A-07 的 Fv/Fm 最高，A-10 的 Fv/Fm

最低，二者差异显著（P<0. 05）。

随 着 冷 适 应 时 间 的 延 长 ，A-04、A-05、A-06、

A-07、A-08 的 ΦPSII 呈先降低后上升的变化趋势，

其余品种的 ΦPSII 持续降低（图 4⁃B）。冷适应 0 d 时，

A-07 的 ΦPSII 最 大 ，为 0. 39，A-04 的 ΦPSII 最 小 ，

显 著 低 于 其 他 品 种（P<0. 05）；冷 适 应 7 d，A-10 的

ΦPSII 最 大 ，显 著 高 于 A-03 和 A-04（P<0. 05）；冷

适 应 14 d，仍 表 现 为 A-07 的 ΦPSII 最 大 ，显 著 高 于

A-02、A-03、A-09 和 A-10（P<0. 05）。

2. 4　冷适应对不同紫花苜蓿品种活性氧含量的影响

随着冷适应时间的延长，不同紫花苜蓿品种 O2
•−

的含量基本呈现持续增高的趋势，但 7~14 d 较 0~7 d
的增高趋势明显减缓（图 5⁃A）。冷适应第 0 d，O2

•−的

含 量 为 2. 01~3. 16 nmol/g；第 7 天 为 12. 45~20. 93 
nmol/g，其 中 ，A-09 的 O2

•− 含 量 显 著 低 于 其 他 品 种

（P<0. 05）；第 14 天 为 16. 13~22. 77 nmol/g，品 种

A-10 的 O2
•−含量最低。

10 个 品 种 H2O2 含 量 变 化 趋 势 与 O2
•− 类 似（图 5⁃

B）。 冷 适 应 0 d 时 ，H2O2 较 低 ，为 33. 44~39. 37 
nmol/g；第 7 天 时 H2O2 含 量 明 显 升 高 ，A-02 的 H2O2

含 量 最 高 ，为 258. 73 nmol/g，A-09 的 H2O2 含 量 最

低，为 239. 95 nmol/g，二者差异显著（P<0. 05）；冷适

应 第 14 天 ，品 种 A-04 的 H2O2 含 量 最 低 ，为

270. 10 nmol/g，与 品 种 A-05、A-07、A-09、A-10
无显著差异。

2. 5　冷适应对不同紫花苜蓿品种抗氧化物质含量的

影响

10 个紫花苜蓿品种的 GSH 含量随冷适应时间的

延 长 逐 渐 增 高（图 6 ⁃A）。 冷 适 应 第 0 天 ，各 品 种 的

GSH 含 量 为 78. 43~86. 13 μmol/g；7 d 时 ，各 品 种 的

图 3　不同紫花苜蓿品种冷适应下 Pn和 Gs的变化

Fig. 3　Changes of the values of Pn and Gs in different alfalfa 
varieties under cold adaptation

图 4　不同紫花苜蓿品种冷适应下 Fv/Fm和 ΦPSII的变化

Fig. 4　Changes of Fv/Fm and ΦPSII in different alfalfa vari⁃
eties under cold adaptation
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GSH 含量急剧升高。其中，A-10 的 GSH 含量最高，

为 287. 29 μmol/g，A-02 的 GSH 含 量 最 低 ，为

256. 73 μmol/g，二 者 差 异 显 著（P<0. 05）；冷 适 应 第

14 天 ，GSH 含 量 336. 22~376. 79 μmol/g 之 间 ，其 中

A-09 的 GSH 含量最高，但与 A-04、A-05、A-07、

A-08 和 A-10 差异不显著。

随冷适应时间的延长，各品种 GSSG 含量变化趋

势 同 GSH（图 6⁃B）。 冷 适 应 第 0 天 ，A-08 的 GSSG
含 量 最 高 ，A-06 含 量 最 低 ，二 者 差 异 显 著（P<
0. 05）；冷 适 应 第 7 天 ，GSSG 含 量 为 89. 58~98. 76 
μmol/g，品种 A-07 的 GSSG 含量最高，A-01 最低；

冷 适 应 第 14 d，GSSG 含 量 为 124. 34~137. 98 μmol/
g，品 种 A-03 的 GSSG 含 量 最 高 ，但 与 品 种 A-01、

A-02、A-08、A-09 无显著差异。

随 着 冷 适 应 时 间 的 延 长 ，10 个 品 种 AsA 含 量 均

呈 现 增 高 的 变 化 趋 势（图 6⁃C）。 冷 适 应 第 0 天 ，各 参

试 品 种 的 AsA 含 量 为 24. 53~25. 96 μmol/g；冷 适 应

第 7 d，AsA 含 量 急 剧 增 加 ，品 种 A-09 含 量 最 高 ，为

1 132. 04 μmol/g，但 与 品 种 A-04、A-07、A-10 无

显 著 差 异 ；冷 适 应 第 14 天 ，AsA 含 量 继 续 增 加 ，在

165. 20~185. 04 μmol/g，其 中 A-05 的 AsA 含 量 最

高 ，但 与 品 种 A-01、A-04、A-07、A-08、A-09、

A-10 无 显 著 差 异 ，而 品 种 A-03 的 AsA 含 量

最低。

2. 6　冷适应不同时期各指标相关性分析

冷适应 0 d（图 7⁃A）时，C osm 与 O2
•−和 H2O2 含量

分别呈显著（P<0. 05）和极显著（P<0. 01）负相关，与

AsA 和 Fv/Fm 呈显著正相关（P<0. 05），GSSG 含量与

GSH 含 量 显 著 正 相 关（P<0. 05），ΦPSII 与 Chlb 含 量

显 著 正 相 关（P<0. 05）。 在 冷 适 应 处 理 7 d（图 7⁃B），

Cosm 与 REC 极显著负相关（P<0. 01），与 O2
•−，H2O2，

AsA 和 Fv/Fm 均 无 显 著 相 关 性 ，该 阶 段 的 O2
•− 含 量 和

H2O2 含量呈极显著正相关（P<0. 01），且均与 AsA 和

GSH 含 量 极 显 著 负 相 关（P<0. 01），此 外 ，Pn 与 Chl b

图 5　不同紫花苜蓿品种冷适应下 O2
•−和 H2O2含量的变化

Fig. 5　Changes of the contents of O2
•−andH2O2 in different 

alfalfa varieties under cold adaptation

图 6　不同紫花苜蓿品种冷适应下 GSH、GSSG和

AsA含量的变化

Fig. 6　Changes of the contents of GSH，GSSG and AsA in 

different alfalfa varieties under cold adaptation
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含量和 Fv/Fm 显著正相关（P<0. 05）。在冷适应处理

14 d（图 7⁃C），Cosm 与 其 他 指 标 均 无 显 著 相 关 ，H2O2

与 AsA 和 GSH 含量仍极显著负相关（P<0. 01），O2
•−

和 AsA 和 GSH 含 量 分 别 呈 显 著（P<0. 05）和 极 显 著

（P<0. 01）负相关，AsA 与 GSH 含量极显著正相关（P

<0. 01）。此外，光合参数 Pn 与 Gs、ΦPSII 极显著正相

关（P<0. 01），Chl a 含量与 Chl b 和 ΦPSII 分别呈极显

著（P<0. 01）和显著（P<0. 05）正相关。

3　讨论

3. 1　相对电导率和渗透压的变化

相对电导率可以反映植物细胞膜受损情况，马春

平等［15］通过比较不同紫花苜蓿品种的抗寒生理指标，

认 为 相 对 电 导 率 能 较 为 准 确 地 反 映 苜 蓿 的 抗 寒 性 。

本 试 验 采 用 相 对 电 导 率 来 反 映 紫 花 苜 蓿 遭 受 低 温 胁

迫 造 成 损 伤 程 度 ，参 试 品 种 相 对 电 导 率 呈 先 大 幅 升

高 ，后 又 降 低 到 未 受 到 低 温 胁 迫 处 理 前 水 平 ，这 可 能

是 紫 花 苜 蓿 在 冷 适 应 初 期 受 到 低 温 胁 迫 使 其 叶 片 细

胞 膜 受 损 ，随 着 冷 适 应 时 间 的 增 加 ，引 发 细 胞 内 一 系

列 生 理 调 控 过 程 ，形 成 抗 寒 能 力 ，提 高 了 对 低 温 的 抵

抗能力，使得相对电导率恢复到之前水平。本试验通

过 测 定 紫 花 苜 蓿 叶 片 组 织 细 胞 液 的 渗 透 压 反 映 细 胞

内容物质的浓度［16］。结果表明，随着冷适应时间的延

长 ，渗 透 压 呈 持 续 上 升 趋 势 ，细 胞 通 过 积 累 渗 透 调 节

物质，增加细胞液的浓度，降低细胞液冰点，增强其抗

冻性，这与苏杨等［17］和王奕骁等［18］的研究结果相似。

3. 2　光合色素含量的变化

叶绿体是对温度最为敏感的光合器官，Chl a、Chl 
b 是植物光合作用中最主要的功能色素［19］，在多数非

致死低温下，叶绿素含量的降低主要是叶绿素本身被

降解或其合成受阻［20-21］，Chl a 是光反应的中心色素分

子，在光反应中的能量转化中起重要作用；Chl b 是捕

光 色 素 分 子 ，用 以 捕 捉 和 传 递 光 量 子［22］，当 光 系 统 Ⅰ
（PSⅠ）遭到破坏时，植物通过分解叶绿素来防止天线

色素继续吸收过多的光能对 PSⅠ造成持续伤害［23］，本

研 究 中 ，随 着 冷 适 应 时 间 的 增 加 ，Chl a、Chl b 含 量 呈

下降趋势，可能是低温对紫花苜蓿的叶绿素合成造成

影响，并且 Chl b 含量降低幅度较大，可能是防止在低

温条件下吸收过多的光能对 PSⅠ造成破坏。

3. 3　光合荧光指标的变化

植物光合作用受逆境的限制可分为两类：一类为

气 孔 限 制 ，当 受 到 胁 迫 时 ，叶 片 气 孔 会 逐 渐 变 小 直 至

完全闭合，影响大气 CO2 通过气孔进入细胞，使光合作

用气体交换过程无法正常进行；另一类为非气孔限制

因 素 ，胁 迫 破 坏 植 物 绿 素 结 构 ，使 光 合 作 用 光 反 应 中

心受损，阻碍光合作用的进行［24］，本试验中，Pn 呈持续

下降的变化趋势，而 Gs 呈先升高后降低的趋势，且冷

适应 14 d 时 Gs 低于 0 d 时水平，Gs 的降低可能与气孔

限制有关，而 Pn 的降低可能与气孔限制及 Chl a、Chl b
含量的降低有关。

Fv/Fm 是光系统 II（PSII）反应中心最大光化学量

子 效 率 的 估 计 值 ，健 康 叶 片 的 Fv/Fm 一 般 在 0. 75~
0. 85，主 要 与 叶 片 的 受 胁 迫 程 度 等 因 素 有 关［25］，当 植

物受到低温等逆境胁迫时，叶绿素吸收过量的光子会

产生超氧化物、单线态氧和过氧化物，对 PSII 造成损

伤，造成光抑制［26］，初期阶段的光抑制是可逆的，但持

图 7　冷适应 0 d（A），7 d（B）和 14 d（C）各指标相关性分析

Fig. 7　Correlation analysis of cold adaptation 0 d （a），7 d （b） and 14 d （c）
注：* 表示 0.05 水平上显著；** 表示相关性在 0.01 水平上显著；蓝色代表正相关，红色代表负相关，颜色深浅显示相关程度；数字

表示相关系数。
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续的光抑制会使光系统受到损伤［27］。本试验中 Fv/Fm

先 降 低 后 小 幅 升 高 ，可 能 是 由 于 在 冷 适 应 初 期 阶 段

PSII 反应中心复合体受到损伤，导致 Fv/Fm 降低，随后

的升高可能与被损伤的 PSII 反应中心复合体上的相

关蛋白被重新合成有关［28］。ΦPSII 反映了实际光合系

统对光能的转换效率［29］，本试验中 ΦPSII 随冷适应时

间 的 增 加 呈 持 续 降 低 趋 势 ，一 方 面 ，可 能 是 紫 花 苜 蓿

在冷适应过程中，光合作用整体效能降低，导致 ΦPSII
持续降低，另一方面，过多的激发能对 PSII 造成损伤，

使得动态光抑制转变为持续光抑制［27］。

3. 4　活性氧和抗氧化物质含量的变化

低温会降低清除活性氧酶系的活性，导致活性氧

清 除 酶 系 无 法 及 时 清 除 线 粒 体 和 叶 绿 体 电 子 转 移 过

程 中 形 成 的 活 性 氧 ；另 一 方 面 ，由 于 光 合 作 用 中 光 反

应阶段 PS Ⅰ、PS Ⅱ捕获光子的反应基本不受温度的

影 响 ，捕 光 复 合 物 吸 收 过 多 的 光 能 ，使 得 光 合 电 子 传

递链过度还原，导致 PS Ⅰ直接将氧分子还原成 O2
•−、

H2O2 等物质；此外叶绿体电子传递链的传递效率在温

度降低时出现降低，导致 ROS 类物质的积累［30-31］。因

此，导致苜蓿幼苗在冷适应过程中 O2
•−和 H2O2 含量持

续升高；此外，7~14 d 较 0~7 d 时，O2
•−与 H2O2 含量增

高趋势明显减缓，可能是紫花苜在冷适应后期初步形

成了较强的抗寒能力，增强了对活性氧等物质的清除

能力。

谷胱甘肽存在于高等植物的大多数组织、细胞和

亚 细 胞 结 构 区 域 中 ，叶 绿 体 中 谷 胱 甘 肽 浓 度 最 高 ，谷

胱甘肽主要以还原形式存在，与 ROS 类物质发生化学

反应，起到 ROS 清除剂的作用，此外谷胱甘肽还可以

通 过 去 除 脂 质 过 氧 化 反 应 形 成 的 酰 基 过 氧 化 物 来 稳

定 膜 结 构［32］；AsA 是 植 物 中 含 量 丰 富 的 抗 氧 化 剂 ，叶

绿体中产生的过氧化氢的解毒依赖于 PSI 附近，结合

于 类 囊 体 膜 上 抗 坏 血 酸 过 氧 化 物 酶 的 活 性［33］。 山 溪

等［34］的研究表明，随着 4 ℃处理时间的延长，耐寒甘蓝

（Brassica oleracea）品 系 中 GSH、GSSG、AsA 含 量 显

著 增 加 ；王 继 华 等［35］研 究 发 现 苜 蓿 在 越 冬 前 AsA 和

GSH 含量升高，并且在越冬期间维持较高的水平。本

试验中，随着冷适应时间的增加，GSH、GSSG、AsA 等

物 质 的 含 量 呈 增 加 趋 势 ，与 前 人 研 究 结 果 一 致 ，且 相

关性分析发现，在冷适应 7 d 和 14 d 时，苜蓿幼苗的抗

氧化物质含量与 ROS 含量呈显著或极显著负相关，表

明 紫 花 苜 蓿 在 冷 适 应 过 程 中 ，通 过 合 成 和 积 累 AsA、

谷胱甘肽等活性氧清除物质，用以降低冷适应过程中

产生的活性氧类物质对紫花苜蓿叶片的伤害，进而提

高其抗寒能力。

4　结论

紫 花 苜 蓿 在 冷 适 应 过 程 中 ，通 过 提 高 细 胞 渗 透

压，增加细胞液浓度，增强组织细胞的渗透调节能力，

同 时 增 加 抗 氧 化 物 质 含 量 ，以 提 高 植 株 抗 氧 化 能 力 ，

减缓超氧阴离子自由基和过氧化氢含量的持续升高。

在冷适应初期（0~7 d），细胞膜受到损伤，造成离子泄

露 ，使 相 对 电 导 率 升 高 ；随 着 冷 适 应 过 程 的 持 续（7~
14 d），植株的抗寒性初步形成，离子泄露量减少，相对

电导率降低。冷适应造成紫花苜蓿幼苗叶绿素含量、

净光合速率、PSⅡ实际光化学效率、PSⅡ最大光化学

效率降低。
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Photosynthetic characteristics and response of 
antioxidant to cold adaptation of alfalfa

SUN　Wan-bin1，MA　Hui-ling1*，ZHOU　Qing-ping2**

（1. College of Grassland Science，Gansu Agricultural University，Key Laboratory for Grassland Ecosystem，Minis⁃

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

system Sustainability，Lanzhou 730070，China；2. Institute of Qinghai-Tibet Plateau，Southwest Minzu University，

Sichuan Zoige Alpine Wetland Ecosystem National Observation and Research Station，Engineering Laboratory of 

Sichuan Provincial Development and Reform Commission，Chengdu 610041，China）

Abstract：【Objective】 In order to study the changes of photosynthetic characteristics and the contents of antioxi⁃
dant substances of alfalfa during cold adaptation.【Method】 The 4-week-old seedlings of 10 alfalfa varieties were 
cold-adapted at 4 ℃ ，and their chlorophyll content，osmotic pressure，relative electric conductivity，photosynthetic 
characteristics，the contents of reactive oxygen species and antioxidant substances were measured on the 0 th，7 th，

and 14th days，respectively.【Result】 The results showed that in the early stage of cold adaptation （0~7 d），the cell 
membrane was damaged，resulting in ion leakage and increased the relative conductivity of leaves. As the cold adapta⁃
tion process continues （7~14 d），the amount of ion leakage decreased，the relative conductivity decreased，and the 
cold resistance of alfalfa was initially formed. Cold adaptation decreased the contents of chlorophyll a and chlorophyll 
b，net photosynthetic rate，actual photochemical efficiency of PS Ⅱ ，and maximum photochemical efficiency of PS Ⅱ 
in alfalfa.【Conclusion】 The contents of osmotic pressure，ascorbic acid，oxidized glutathione and reduced glutathione 
of alfalfa seedlings increased continuously during cold adaptation. The osmotic pressure and concentration of cell fluid 
were increased to enhance the osmotic regulation ability of cells. At the same time，the content of antioxidant sub⁃
stances increased and the antioxidant capacity enhanced，which could reduce the content of superoxide anion free radi⁃
cal and hydrogen peroxide.

Key words：alfalfa；cold adaptation；relative electric conductivity；photosynthetic characteristics；antioxidant sub⁃
stances
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