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　　摘要：以东苜１号品种苜蓿为试验材料，在中度碱性盐胁迫下对其幼苗进行冻融处理，以整株幼苗为试验对象，研
究幼苗体内蛋白质含量、ＭＤＡ含量、脯氨酸含量、ＰＯＤ活性、ＳＯＤ活性。结果表明，碱性盐胁迫下苜蓿幼苗体内产生大
量活性氧，ＭＤＡ含量升高１０．８３％～４６．９９％，对幼苗造成伤害，致使蛋白质含量减少１．３９％～９．８９％，幼苗体内防御
机制诱导ＰＯＤ、ＳＯＤ活性增强以抵抗碱性盐伤害；在冻融胁迫下，整个冻融周期内脯氨酸、ＭＤＡ含量、ＰＯＤ活性、ＳＯＤ
活性均呈先升高后降低的趋势，对－３℃较为敏感，与１０℃相比分别增加了５４．９４％、７６．８０％、４８．７５％、１０．８０％，具
有显著性差异（Ｐ＜０．０５）；低温状态下ＭＤＡ含量增加，幼苗受伤害的程度加剧；冻融及碱性盐双重胁迫作用对紫花苜
蓿幼苗的伤害更大。在冻融及碱性盐胁迫下，苜蓿幼苗的各项生理指标发生适应性变化，保证了幼苗的正常生长，表

明苜蓿幼苗具有一定耐寒和耐盐碱能力。

　　关键词：紫花苜蓿幼苗；冻融；碱性盐胁迫；耐寒性；耐盐碱性
　　中图分类号：Ｓ５４１＋．１０１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０７－０２７８－０４

收稿日期：２０１５－１１－１４
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１０７０２８６、３１２７０３６７）；吉林省自
然科学基金（编号：２０１５０１０１０８９ＪＣ）。

作者简介：李艳芳（１９９１—），女，山东菏泽人，硕士研究生，主要从事
草地生态学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１８７６９４１５６８３＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：包国章，教授，主要从事草地生态学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：
ｂａｏｇｚ＠ｊｌｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　紫花苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）以“牧草之王”著称，是世
界上栽培利用最广泛的豆科牧草。其茎直立，丛生以至平卧，

呈四棱形，无毛或微被柔毛，枝叶茂盛，全国各地区均有栽培

或呈半野生状态，生于田边、路旁、旷野、草原、河岸、沟谷等

地。因其植株具有富含蛋白质、产量高、各类家畜喜食等优

点，是畜牧业发展中饲料蛋白的重要来源［１］。

我国是世界上土壤盐渍化较严重的国家之一，土壤盐渍

化严重影响我国的农业生产和生态环境。我国盐碱地面积约

为４０００万ｈｍ２，约占陆地总面积的２５％，仅海岸带、滩涂的
面积就超过６６７万 ｈｍ２［２］。我国东北地区土壤盐渍化严重，
且春季冻融是该地区最常见的现象，复合环境胁迫对牧草的

要求更高。紫花苜蓿作为优质牧草，具有较强的抗寒、抗盐碱

能力，抗逆性是决定其能否成功生存并发挥优势生产潜力的

重要评价指标［３］。

近年来，关于苜蓿耐盐性的研究取得了不少成果。龙明秀

等研究发现，在盐胁迫下，紫花苜蓿幼苗叶片和根中抗氧化酶

的含量增加；盐浓度较低时，叶片内抗氧化酶的含量变化不显

著，根的抗氧化能力随着盐浓度的升高而下降［１］。周瑞莲等研

究发现，具有抗寒能力的白三叶在经历冻融过程后，部分恢复

正常生长，可见融冻型胁迫引起细胞结冰－融化造成的机械伤
害使许多植物无法越冬［４］。王保平等研究发现，碱性盐对紫花

苜蓿的胁迫作用大于中性盐，各种盐的作用强度顺序为

Ｎａ２ＳＯ４＜ＮａＣｌ＜ＮａＨＣＯ３＜Ｎａ２ＣＯ３
［５］。黄新等在紫花苜蓿耐

盐转基因方面进行了研究［６］。目前，国内学者侧重于植物耐盐

碱性或耐寒性的探究，双重胁迫下植物幼苗的生理响应有待进

一步研究。选取苜蓿品种东苜１号为试验材料，研究冻融及碱
性盐双重胁迫下苜蓿幼苗体内蛋白质含量、ＭＤＡ含量、脯氨酸
含量、过氧化物酶（ＰＯＤ）活性、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性的
变化规律，探索紫花苜蓿幼苗的耐寒和耐盐能力，为苜蓿耐寒

性和耐盐性评价及寒冷地区盐碱地的改良提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
采用室内培养皿培养试验法。紫花苜蓿东苜１号种子经

７ｄ培养后得到供试幼苗。
１．２　试验方法
１．２．１　种苗选育　挑取饱满的种子，采用０．１％ ＫＭｎＯ４溶液
进行消毒，采用直径为１００ｍｍ的培养皿培养幼苗。每个培养
皿中放入２层湿润的滤纸，均匀铺放１００粒种子，加入适量水
使种子浸没，盖盖培养。置于光照恒温培养箱中进行催芽处

理，发芽期间可不采用光照。培养至发芽时，采用１２ｈ光照，
光照时间温度为２５℃，非光照时间温度为１５℃。发芽期每天
定量滴加４ｍＬ水，分早、中、晚３次添加。培养幼苗至长出第３
片子叶时，选取长势相同的植株进行碱性盐胁迫处理。

１．２．２　盐碱处理　处理浓度为０、１００ｍｍｏｌ／Ｌ，即无胁迫、中
度胁迫２个试验组。
１．２．３　人工模拟冻融试验　对碱性盐处理过的试验组进行
冻融处理，处理时间为２ｈ。温度分别设置为１０、５、０、－３、０、
５、１０℃。设置对照组，即加入盐碱溶液而不进行冻融的试验组。
根据每个温度下测定指标所需的样量对试验组和对照组进行取

样，每组取３份平行样，取样后在冰袋上迅速进行测定试验。
１．２．４　生理指标测定方法　采用考马斯亮蓝法测定可溶性
蛋白含量，采用硫代巴比妥酸法测定 ＭＤＡ含量，采用酸性茚
三酮比色法［７］测定脯氨酸含量。分别采用 ＳＯＤ、ＰＯＤ试剂盒
测定其活性。
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１．２．５　数据处理　采用 Ｅｘｃｅｌ２００７、ＳＰＳＳ１９．０软件进行数
据处理、统计、分析，采用 Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件对各样的测量数据
进行制图。

２　结果与分析

２．１　蛋白质含量的变化
本试验中对照组为纯冻融胁迫试验组，盐碱组为冻融及

碱性盐复合胁迫组。由图１可知，经ＮａＨＣＯ３处理后，紫花苜
蓿幼苗体内蛋白质的含量比对照组低，减少了 １．３９％ ～
９．８９％。可能是由于碱性盐胁迫下紫花苜蓿幼苗体内蛋白质
合成酶的活性降低或遭到破坏，致使蛋白质合成受阻；或者由

于蛋白质分解酶活性增强，导致蛋白质被分解，表明碱性盐处

理导致植物幼苗体内蛋白质含量下降，这与毛桂莲等对植物

耐盐能力的研究结果［８－９］一致。

在融冻阶段，温度降至５℃时，对照组和盐碱组中苜蓿幼
苗体内蛋白质含量均呈下降趋势，１０℃与５℃相比均有显著
性差异（Ｐ＜０．０５）；温度降至０℃时，２个组均出现峰值，分别
为１０．６３、９．８７ｍｇ／ｇ，分别比 ５℃时增加了 １７．５９％、
１３．８４％，０℃与５℃相比均有显著性差异（Ｐ＜０．０５）；在０～
－３℃时，对照组与盐碱组中的蛋白质含量均呈下降趋势，分
别比０℃时降低了１２．１４％、１２．８６％，０℃与－３℃相比均有
显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

在冻融阶段，随着温度的回升，苜蓿幼苗体内蛋白质含量

均呈上升趋势。温度升至０℃时，蛋白质含量大幅增加，出现
了峰值１１．０９、１０．９３ｍｇ／ｇ，分别比 ０℃时增加了 １８．７３％、
２７．０９％，盐碱组变化较为明显，与 －３℃相比均有显著性差
异（Ｐ＜０．０５）；０℃以上时，随着温度的上升，苜蓿幼苗体内
蛋白质含量均有所下降。这与Ｆｌｅｃｋ等对冬小麦叶片中蛋白
质积累与其抗冻性的研究结果［１０］一致，表明抗冻性强的品种

能更有效地刺激积累保护物质，通过增加蛋白质含量有效缓

解细胞代谢，抵抗低温。Ｇｕｙ也得到过类似结论［１１］。

２．２　ＭＤＡ含量的变化
由图 ２可知，经 ＮａＨＣＯ３处理后紫花苜蓿幼苗体内的

ＭＤＡ含量均高于对照组，比对照组增加了 １０．８３％ ～
４６．９９％。可见，经ＮａＨＣＯ３处理后，植物幼苗受到碱性盐胁
迫，膜脂过氧化，ＭＤＡ含量的增加加剧了膜的损伤。这与尤
佳等关于盐生植物黄花补血种子萌发和幼苗生长对盐碱胁迫

生理响应的研究结果［１２］一致，在碱性盐胁迫下 ＭＤＡ含量升
高，ＭＤＡ含量越高则膜损伤越大。

在融冻阶段，对照组与盐碱组中紫花苜蓿幼苗体内ＭＤＡ
含量的变化趋势一致。随着温度的降低，幼苗体内 ＭＤＡ含

量呈上升趋势。对照组与试验组在 －３℃时达到峰值，ＭＤＡ
含量与１０、５、０℃时均有显著性差异（Ｐ＜０．０５），－３℃时含
量分别为２０．９６、２５．７６μｍｏｌ／Ｌ，与１０℃时相比分别增加了
６４．１３％、７６．８０％。

在冻融阶段，对照组与盐碱组植物幼苗体内的 ＭＤＡ含
量呈下降趋势。温度回升至１０℃时，ＭＤＡ含量比 －３℃时
分别降低了３７．８３％、４２．３５％，与－３℃时相比有显著性差异
（Ｐ＜０．０５），但与融冻阶段 １０℃时相比无显著性差异。可
见，温度越低，植物幼苗体内 ＭＤＡ含量越高，这与张文惠等
关于低温胁迫对马蹄金抗性生理生化指标影响的研究结

果［１３］类似，低温胁迫下植物幼苗体内的ＭＤＡ含量变化显著。

２．３　脯氨酸含量的变化
由图３可知，碱性盐处理组的脯氨酸含量均高于对照组，

比对照组增加了１１．０７％～４５．３２％。可见，紫花苜蓿幼苗在
碱性盐胁迫下发生了抗逆性反应，导致体内脯氨酸含量升高。

这与胡宗英、高文俊等关于盐碱胁迫对紫花苜蓿生理特性影

响的研究结果［１４－１５］一致。

　　由图３可知，冻融周期内紫花苜蓿幼苗体内的脯氨酸含量
呈先上升后下降的趋势。在融冻阶段，对照组和盐碱组紫花苜

蓿幼苗体内的脯氨酸含量均呈上升趋势，在 －３℃时出现峰
值，分别为１１６．０３、１６３．０１μｇ／ｇ，与１０℃时相比有显著性差异
（Ｐ＜０．０５），分别增加了４８．６４％、５４．９４％。在冻融阶段，随着
温度的回升，对照组紫花苜蓿幼苗体内的脯氨酸含量呈下降趋

势，１０℃与 －３℃时相比有显著性差异（Ｐ＜０．０５），下降了
４２５３％；随着温度回升至０℃后，碱性盐处理组幼苗体内的脯
氨酸含量先下降、后趋于平稳，与－３℃时相比仍具有显著性
差异（Ｐ＜０．０５），下降了２５．１９％。这与李彦奇等关于低温胁
迫对３种早春短命植物生理生化指标影响的研究结果［１６］一

致，植物在低温状态下通过调节脯氨酸含量减缓低温伤害。

２．４　ＳＯＤ活性的变化
由图４可知，碱性盐处理后紫花苜蓿幼苗体内ＳＯＤ活性
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增强，与对照组相比增强了３．２１％ ～１１．０１％。可见，碱性盐
处理后幼苗迫于碱性盐胁迫，提高了体内ＳＯＤ活性。这与刘
滨硕等关于羊草在盐碱胁迫下生理生化响应特征的研究结

果［１７］一致，在一定盐碱浓度范围内，ＳＯＤ活性随着盐碱浓度
的增大而增大。

在融冻阶段，对照组和盐碱组紫花苜蓿幼苗体内的 ＳＯＤ
活性均随温度降低呈上升趋势。对照组变化不显著，－３℃时
比１０℃时增加了４．５１％。碱性盐处理组中，１０～０℃时ＳＯＤ
活性缓慢增强，０～－３℃时ＳＯＤ活性明显增强，－３℃与０℃
时相比有显著性差异（Ｐ＜０．０５），增加了７．１４％。可见，幼苗
的ＳＯＤ活性在－３℃时反应较敏感，０℃以下时温度对幼苗的
伤害加剧。在冻融阶段，随着温度的升高，对照组和盐碱组的

ＳＯＤ活性均先下降、后趋于平稳，－３℃与０℃有显著性差异
（Ｐ＜０．０５），其余各温度之间没有显著性差异。可见，温度回
升，幼苗解冻，植株受到的低温胁迫减缓，ＳＯＤ活性降低后趋于
稳定。叶亚新等对低温胁迫下小麦、玉米、萝卜幼苗超氧化物

歧化酶活性影响的研究表明，随着胁迫温度的降低，ＳＯＤ活性
呈先上升后下降的趋势［１８］。龚束芳等研究表明，在低温胁迫

下，偃麦草和高羊茅的ＳＯＤ活性呈缓慢上升趋势［１９］。

２．５　ＰＯＤ活性的变化
由图５可知，碱性盐处理组的 ＰＯＤ活性均高于对照组，

增加了０．４８％～６．３５％。与其他指标相比，ＰＯＤ活性在碱性
盐胁迫下的变化不是特别明显，但依然呈增加趋势。可见，紫

花苜蓿有一定的抗盐碱能力，在碱性盐胁迫下，紫花苜蓿幼苗

通过增强ＰＯＤ活性抵抗逆性环境。孙伟泽对紫花苜蓿抗盐
胁迫的研究也证实了该结论，盐碱胁迫对植物体内的ＰＯＤ活
性具有促进作用［２０］。

　　在冻融阶段，对照组与盐碱组 ＰＯＤ活性均呈上升趋势，
在－３℃时较敏感，达到峰值７．８９、８．３３Ｕ／ｇ，与１０℃时相比
具有显著性差异（Ｐ＜０．０５），分别增加了４９．７１％、４８．７５％。
在冻融阶段，温度回升，０℃与－３℃时相比ＰＯＤ活性急剧下

降，对照组与盐碱组均有显著性差异（Ｐ＜０．０５），分别减少了
２８．９０％、３２．０５％；温度回升至５℃后，ＰＯＤ活性趋于稳定状
态。可见，ＰＯＤ活性随温度降低而升高，随温度升高而降低，
温度回升至０℃以上时趋于稳定，表明适度低温造成植株体
内ＰＯＤ活性增强。李彦奇等在关于３种早春短命植物对低
温胁迫影响机制的研究中也得到相似结论［１６］。

３　结论与讨论

３．１　冻融及碱性盐胁迫对紫花苜蓿幼苗中生物膜系统的影响
植物器官在逆境条件下常发生膜脂过氧化作用，ＭＤＡ是

其产物之一，可与蛋白质、核酸发生反应修饰其特征，抑制蛋

白质的合成。通常将 ＭＤＡ作为膜脂过氧化指标，其含量多
少反映了膜的稳定性与植物受伤害程度［２１］。在冻融及碱性

盐双重胁迫下，植物所受的最大伤害是膜质过氧化。在双重

胁迫环境中，细胞膜脂过氧化作用会造成 ＭＤＡ累积［２２］。本

试验结果表明，紫花苜蓿幼苗的 ＭＤＡ含量在碱性盐单因子
胁迫、冻融及碱性盐双因子胁迫下均表现出增加的趋势，幼苗

生长受到胁迫，在逆境中产生了大量活性氧，致使细胞膜受

损、ＭＤＡ含量增加。在本试验中－３～０℃低温条件下，双重
胁迫下盐碱组与对照组ＭＤＡ含量的变化最为明显。可能的
原因为解冻过程中低温持续时间较长，苜蓿幼苗细胞膜受到

的伤害更为严重，这与已有研究的结果［２３］一致。在逆境条件

胁迫下，植物幼苗 ＭＤＡ含量随着胁迫程度的加强而逐渐增
大，ＭＤＡ含量反映了冻融及盐碱胁迫对植物的伤害程度。
３．２　冻融及碱性盐胁迫对紫花苜蓿幼苗体内渗透调节物质
的影响

游离脯氨酸是植物体内重要的渗透调节物质，植物体通

过调节渗透调节物质来维持体内渗透势平衡。在正常条件

下，植物体内游离脯氨酸的含量很低，但遇到干旱、低温逆境

胁迫时，体内脯氨酸大量累积，且累计指数与植物的抗逆性有

关，因此可作为植物抗逆性的一项生化指标［２４］。本研究结果

表明，紫花苜蓿幼苗在逆性环境中通过调节脯氨酸含量来维

持体内渗透平衡。双重胁迫时的脯氨酸含量远远高于单因子

胁迫，表明冻融条件下进行盐碱处理对幼苗的危害更大，这是

由于双重胁迫下苜蓿既要通过脯氨酸进行渗透调节，又要抵

抗低温伤害，而后者是耗能过程，导致苜蓿生长受抑制。

蛋白质是植物细胞中最丰富的生物大分子，是生物体结

构和功能最重要的基础物质之一，作为酶的主要成分可参与

细胞的化学反应［２４］。本试验研究发现，冻融及碱性盐双重胁

迫下的蛋白质含量低于碱性盐单因子胁迫，这可能是因为碱

性盐胁迫下幼苗生长受到抑制，蛋白质合成受阻，或蛋白质合

成酶在双重胁迫下被分解，还可能是因为蛋白质合成速率小

于分解速率。试验结果中蛋白质的变化规律与其他指标不尽

相同，冻融循环过程中蛋白质含量随温度的降低而减少，这可

能是因为低温造成植物生长缓慢，受到低温胁迫；持续进行低

温胁迫，植物产生抗逆性反应，蛋白质含量随之升高；在

－３℃ 时，由于温度过低造成了冻性伤害，蛋白质含量下降；
随着温度回升，苜蓿幼苗解冻，胁迫压力减缓，在抗逆能力的

促使下蛋白质含量增加并趋于稳定。王会良等研究植物的抗

寒性机理时总结了前人的研究结果，发现多数研究认为低温

胁迫会引起蛋白质增加［２５］，本试验结果与之一致。
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３．３　冻融及碱性盐胁迫对紫花苜蓿幼苗体内保护酶系统的影响
植物处于盐碱、低温等逆境胁迫时，细胞内的活性氧会大

量积累，超出正常水平，对细胞造成过氧化伤害。此时植物通

过提高抗氧化酶系统的活性来清除活性氧，保护自身免受活

性氧的伤害［２６－２７］。

ＳＯＤ是保护植物细胞免受活性氧伤害的第一道防线，普
遍存在于植物体内，具有将超氧阴离子自由基转化为 Ｈ２Ｏ２
的功能，保护植物免受羟自由基的伤害，其活性大小可直接反

映植物受活性氧胁迫和耐受活性氧胁迫的能力［２８－２９］。本试

验结果表明，冻融及碱性盐双重胁迫下苜蓿幼苗体内的 ＳＯＤ
活性高于碱性盐单因子胁迫。在冻融胁迫下，碱性盐处理组

的变化比对照组更为明显，表明双重胁迫下幼苗受到的伤害

更为严重。温度降至－３℃时，对照组与盐碱组的差距更为
显著，随着温度的回升差距虽有减小但依然明显，表明冻融过

程中的持续低温对幼苗造成损伤，导致活性氧含量过高，此时

植物体诱导ＳＯＤ活性增强以减少活性氧的伤害。这与李锐
等关于棉花幼苗耐低温能力的研究结果［３０］一致，低温可诱导

植物体内ＳＯＤ活性增强。
ＰＯＤ能够迅速消除植物体内 Ｈ２Ｏ２造成的伤害，被认为

是植物体内保护细胞免受Ｈ２Ｏ２伤害的主要酶。本试验结果
表明，冻融及碱性盐双重胁迫下苜蓿幼苗体内的ＰＯＤ活性增
强，在冻融周期内呈先升高、后下降、最后趋于稳定的规律。

－３℃时幼苗体内 ＰＯＤ活性最大，表现最为敏感，这可能是
由于此时幼苗受到的胁迫最为严重，体内产生较多 Ｈ２Ｏ２，促
使幼苗产生抗逆反应，诱导防御系统中的ＰＯＤ活性增强。

４　结论

冻融及碱性盐胁迫下，苜蓿幼苗体内 ＭＤＡ含量增加，幼
苗体内膜脂过氧化伤害加剧，活性氧大量增加，细胞膜系统受

损，苜蓿幼苗通过诱导ＳＯＤ、ＰＯＤ活性的增强，快速消除活性
氧，防御超氧阴离子自由基对植物体的伤害。在本试验条件

下，苜蓿幼苗仍能继续生长，表明苜蓿幼苗具有一定的抗盐碱

和抗寒能力，为寒冷地区盐碱地的利用提供了依据。苜蓿作

为优良牧草，对土壤盐渍化环境的适应能力较强，同时具有抗

寒能力，在寒冷地区盐碱地的利用中具有良好发展前景。
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ｔｏｌｅｒａｎｃｅ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗ ｏｆＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄＰｌａｎｔ
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，１９９２，４３：８３－１１６．

［３０］李　锐，李生泉，范月仙．低温胁迫对棉花幼苗 ＳＯＤ、ＣＡＴ活性
的影响［Ｊ］．中国棉花，２００８，３５（２）：１８－１９．

—１８２—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第７期


