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　　摘要：研究了根系电阻抗图谱（ＥＩＳ）参数及相对干物质含量、可溶性糖含量、淀粉含量变化规律，并用电导法及
ＥＩＳ参数测定了根系的抗寒性。结果发现，ＥＩＳ弧随低温温度的降低呈减小趋势，部分 ＥＩＳ参数值随低温处理变化的
曲线能用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程得到较好的拟合结果（Ｒ２≥０．８），且胞外电阻率ｒｅ与电导法求出的不同品种丰花月季根系的抗

寒性结果一致，即仙境＞红帽＞柔情似水 ＞金玛丽。在２月土壤霜冻时，几个品种月季相对干物质含量基本都是最
低，可溶性糖含量都是最高，而淀粉含量最低。
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　　木本植物在其发育的年生长周期期间，根系暴露于许多
胁迫因子下。在我国北方地区霜冻是常见的逆境之一，最冷

月空气温度可能低于－４０℃，土壤冻结，为了生存，根系需要
进行低温锻炼。近年来，电阻抗图谱（ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｉｍｐｅｄａｎｃｅ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＥＩＳ）技术被广泛用于研究不同器官对非生物胁
迫的生理反应，包括冷驯化［１－２］、重金属胁迫［３］、涝渍胁迫［４］、

盐分敏感度［５］等方面，具有广泛的应用前景。本研究对根系

进行人工冷冻处理，研究电阻抗图谱参数结合Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程评
价不同月季品种根系的抗寒性，并与传统的电导法进行比较，

结合相对含水量、可溶性糖含量、淀粉含量指标综合分析、比

较品种间的抗寒性差异，以期为月季品种的抗性育种、区域化

栽培、推广应用提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料为河北农业大学标本园（１１５°２６′Ｅ，３８°５０′Ｎ）内

多年生丰花月季品种红帽、金玛丽、柔情似水、仙境，栽培条

件一致，常规养护管理。分别于２０１５年１２月、２０１６年２月、
２０１６年３月取样，每个品种选取生长状况良好的月季 ６株
（每小区２株），全株挖出，与土壤分离，带回。剪下的根用自
来水充分淋洗以除去土壤和根表死皮，并剪除须根［６］，选取

粗细均匀、无病虫害、无机械损伤的粗度为２．０～５．０ｍｍ的
根段，再用去离子水清洗３遍，吸水纸吸干表面水分备用。
１．２　指标测定（处理方法）

将根系进行人工冷冻处理，以４℃为对照，设置６个不同
的冷冻温度，每次取样处理温度均为４（对照）、－２、－４、－６、
－８、－１２、－１６℃，降温速率为４℃／ｈ，达到指定温度保持

４ｈ，在处理完毕的枝条再升温到 ４℃（升温速率同降温速
率），完全解冻后２ｈ后即可用于电阻抗及相关生理指标的
测定。

１．２．１　电阻抗图谱　每个处理中随机选取６段１５ｍｍ长的
根系样本用作电阻抗测定。参考前人方法［７］，用测厚仪

（ＭｉｔｕｔｏｙｏＮｏ．７３３１，Ｊａｐａｎ）测定直径，精确到 ０．０１ｍｍ，用阻
抗仪（ＡｇｉｌｅｎｔＥ４９８０Ａ，ＵＳＡ）测定样本在４２个频率（８０Ｈｚ～
１ＭＨｚ）下的电阻值和容抗值，作出不同频率下电阻和容抗的
变化曲线，即ＥＩＳ。月季根系的 ＥＩＳ为单弧，采用分布模型中
的单－ＤＣＥ模型。拟合的参数为电阻Ｒ（Ω）和Ｒ１（Ω）、弛豫
时间 τ、弛豫时间分布系数 ψ；需计算的为胞外电阻率 ｒｅ
（Ω·ｍ）、胞内电阻率 ｒｉ（Ω·ｍ）、低频电阻率 ｒ１（Ω·ｍ）、高
频电阻率ｒ（Ω·ｍ）。
１．２．２　相对电解质渗出率　参照前人方法［８］，将每个处理

温度下根系切取１０ｍｍ放入试管，加１２ｍＬ去离子水，用保
鲜膜将试管口封好，试验设４次重复。试管放入摇床中振荡
２４ｈ。用ＢＡＮＴＥ－９５０型电导仪（上海般特仪器有限公司）测
定初电导值Ｃ１和空白对照 Ｃ空白１，并记录；Ｃ１测定完毕后，再
用保鲜膜封口，将试管置于沸水中水浴２０ｍｉｎ，自然冷却后再
放入摇床中振荡２４ｈ，测终电导值Ｃ２和Ｃ空白２。通过公式（１）
计算相对电导率（ＲＥＬ）：

ＲＥＬ＝
Ｃ１－Ｃ空白１
Ｃ２－Ｃ空白２

。 （１）

１．２．３　干物质含量　与 ＥＩＳ测定同步进行。每个品种对照
组随机选取６段１５ｍｍ长的根段，然后放入烘箱１０５℃杀青
３０ｍｉｎ，置于 ８０℃下烘干至恒质量，计算相对干物质含量
（ｒｅｌａｔｉｖｅｄｒｙｍａｔｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔ，ＲＤＭＣ）：

ＲＤＭＣ＝（干质量／鲜质量）×１００％。 （２）
１．２．４　可溶性糖含量和淀粉含量的测定　采用蒽酮比色
法［９］将根系置于８０℃烘箱４８ｈ烘干，取出后放于干燥皿里
待用。每个月季品种设３次重复。

取磨成粉末的根系样品０．２ｇ置于１０ｍＬ离心管中，用
８０％乙醇８０℃水浴浸提，分设３次离心提取，将３次提取的
上清液合并于 ２５ｍＬ容量瓶，用 ８０％乙醇定容。准确吸取
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０８ｍＬ溶液于１０ｍＬ离心管水浴蒸干，加入５ｍＬ水充分搅
拌，使糖完全溶解，离心备用。

向沉淀中加水２ｍＬ，搅拌均匀，在沸水浴中糊化１５ｍｉｎ。
冷却后，冰浴中加入９．２ｍｏｌ／Ｌ高氯酸２ｍＬ，搅拌１５ｍｉｎ后
加水２ｍＬ混匀，离心１０ｍｉｎ，上清液倾入５０ｍＬ容量瓶，再向
沉淀中加入４．６ｍｏｌ／Ｌ高氯酸２ｍＬ，搅拌１５ｍｉｎ后加水３ｍＬ
混匀，离心１０ｍｉｎ，然后用水洗（４ｍＬ）沉淀１次，合并各次离
心的上清液于上述５０ｍＬ容量瓶中，用蒸馏水定容至刻度，备
用。

向干净的试管中加入１ｍＬ水，再加入１ｍＬ上述提取液
（调零对照加入２ｍＬ水），冷水中沿壁缓慢加入５ｍＬ硫酸蒽
酮混匀，８０℃水浴中显色１０ｍｉｎ，于６２０ｎｍ下测定吸光度 Ｄ
值。计算可溶性糖含量和淀粉含量。

１．３　统计分析
用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３计算出 ＲＥＬ，并将 ＲＥＬ所得数据

随温度变化用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３作图，参照 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程，
见式（３），用 ＳＰＳＳ１７．０软件计算半致死温度，表征月季根系
的抗寒性，给出与 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程的决定系数 ｒ２和线性相关系
数ｒ。通过 ＬＥＶＭ８．０６软件［１０］拟合得出 ＥＩＳ参数值。同样
ＥＩＳ参数与温度参照方程（３）拟合得到半致死温度，统计 ＥＩＳ
各参数（胞外电阻率ｒｅ、胞内电阻率ｒｉ、弛豫时间 τ、弛豫时间
分布系数ψ）及生理指标（相对干物质含量、可溶性糖含量及

淀粉含量）的变化，做相关分析，ＥＩＳ各参数的解释参见文献
［１１］。

ｙ＝ Ａ
１＋ｅＢ（Ｃ－ｘ）

＋Ｄ。 （３）

式中：ｘ为冷冻处理温度（℃）；ｙ为各ＥＩＳ参数（ｒｅ、ｒｉ、τ、ψ）或
相对电导率（％）；Ａ＋Ｄ表示未受冻害时 ＥＩＳ各参数的基础
值或受冻害时ＲＥＬ的最大值；Ｂ为ＥＩＳ各参数或 ＲＥＬ随冷冻
温度变化的斜率（％／℃）；Ｃ为曲线拐点对应温度（℃），即样
本的抗寒性，以ＬＴ５０表示；Ｄ表示受冻害后ＥＩＳ各参数的最小
值或未受冻害时ＲＥＬ的基础值。

２　结果与分析

２．１　土壤霜冻期（２月）ＥＩＳ的变化
研究发现，４种丰花月季根系的电阻抗图谱均为单弧，当

冷冻处理温度降至足够低时，单弧明显变小，且有变形（变

散）的趋势。其中，金玛丽和柔情似水变化趋势较为一致，随

着胁迫温度的降低，弧度不断变小，而红帽和仙境则分别是

－２、－４℃弧较对照（４℃）大，而后又变小。当弧顶值达到
－１５ｋΩ左右时，４种月季的ＥＩＳ弧度明显小于各自对照的弧
度，可以判定月季根系组织受害，将要或已经达到半致死温度

（图１）。

２．２　电导法确定半致死温度
研究发现，４个品种丰花月季根系的低温致死曲线都可

以和Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程得到很好的拟合，拟合优度 ｒ２均达到０．８０
以上，且土壤霜冻期及土壤结冻前均为仙境根系抗寒性最强，

最强时可以达到 －１０．６６℃，根系抗寒性顺序为仙境 ＞红
帽＞柔情似水＞金玛丽。而初春土壤解冻后，各品种之间的
抗寒性差异不大，但顺序有所变化，红帽最强，而柔情似水最

弱（表１）。

２．３　ＥＩＳ参数计算半致死温度
研究发现，几乎４个ＥＩＳ参数（红帽３月ψ未估计出）都

可以估计出月季根系的抗寒性。ｒｅ与 ＲＥＬ所得抗寒性结果
最为接近，基本都是（红帽３月抗寒性较强）土壤霜冻状态下
抗寒性最强，２种方法所得抗寒性值相差 １～３℃。而 ｒｉ较
ＲＥＬ估计的抗寒性普遍偏高，与 ＲＥＬ所得抗寒性同样很接
近，但抗寒性结果有所不同，金玛丽２月抗寒性最弱（表２）。
４个品种τ求得的抗寒性与其他方法相差较大。各参数与
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表１　４个丰花月季品种根系半致死温度变化

品种
日期

（年－月－日）
半致死

温度（℃）
９５％置信区间
下限 上限

拟合优

度ｒ２
相关系

数ｒ

红帽 ２０１５－１２－１２ －７．５３２ －９．０２６ －６．０３８ ０．８２６ －０．８６６
２０１６－０２－２４ －８．２１２ －９．５３２ －６．８９２ ０．８８４ －０．８６８
２０１６－０３－２３ －８．８６７ －９．７０９ －８．０２５ ０．９５０ －０．８５７

金玛丽 ２０１５－１２－１２ －６．１９８ －６．５３６ －５．８５９ ０．９６４ －０．８７７
２０１６－０２－２４ －６．８７７ －７．２１７ －６．５３８ ０．９７１ －０．８４７
２０１６－０３－２３ －７．５９０ －８．８７０ －６．３１０ ０．９３２ －０．９３６

柔情似水 ２０１５－１２－１２ －６．９２５ －７．２３２ －６．６１８ ０．９７５ －０．８８９
２０１６－０２－２４ －７．１３５ －７．９４１ －６．３２９ ０．９４９ －０．９２８
２０１６－０３－２３ －６．３７８ －７．２４０ －５．５１６ ０．９３５ －０．９２４

仙境 ２０１５－１２－１２ －８．７９１ －９．７６８ －７．８１５ ０．９４８ －０．９０１
２０１６－０２－２４ －１０．６５６－１３．７５５ －７．５５７ ０．９１６ －０．８９７
２０１６－０３－２３ －７．６２２ －８．５０２ －６．７４１ ０．９４７ －０．８５６

表２　４个丰花月季品种ＥＩＳ各参数计算出的半致死温度

品种 日期

半致死温度（℃）
胞外电

阻率ｒｅ
胞内电

阻率ｒｉ
弛豫时

间τ
弛豫时间分

布系数ψ
红帽 ２０１５－１２－１２ －６．２４８ －８．４２８ －６．１１８ －１２．３１１

２０１６－０２－２４ －６．６３７ －１１．００２ －６．５０１ －１１．５４６
２０１６－０３－２３ －６．７６８ －１１．３３８ －６．９６０ —

金玛丽 ２０１５－１２－１２ －４．４８５ －１１．５３６ －５．４１７ －１３．９１１
２０１６－０２－２４ －５．６７３ －１２．５９９ －５．１１１ －７．１２６
２０１６－０３－２３ －５．５２０ －１２．２６４ －５．３４６ －７．０３７

柔情似水 ２０１５－１２－１２ －６．３９１ －８．０６２ －７．２７６ －９．６４７
２０１６－０２－２４ －６．４１２ －７．９１７ －７．２００ －９．８８１
２０１６－０３－２３ －６．０９１ －８．２６５ －５．９１８ －６．０７２

仙境 ２０１５－１２－１２ －６．１５１ －８．１８４ －６．８９８ －１１．６７７
２０１６－０２－２４ －７．６０２ －８．６０６ －７．９８２ －８．５７１
２０１６－０３－２３ －６．５１０ －７．６６２ －６．７８９ －８．９９３

ＲＥＬ法测定月季根系抗寒性的相关分析结果显示出较高的相
关性，其中各个品种ｒｅ法与ＲＥＬ法相关性 ｒ

２均达到０．６２以
上，柔情似水的４个参数的 ｒ２均达到０．９以上，显示出明显
的线性相关性（表３）。

表３　ＲＥＬ与ＥＩＳ各参数测定的丰花月季根系抗寒性的相关性

品种 方法 相关性 ｒ２ ｒ
红帽 ＲＥＬ／ｒｅ ｙ＝０．３９０ｘ－３．３４７ ０．９２９ ０．９６４

ＲＥＬ／ｒｉ ｙ＝２．１９０ｘ＋７．７１３ ０．８４３ ０．９１８
ＲＥＬ／τ ｙ＝０．６３０ｘ－１．３５６ ０．９９６ ０．９９８
ＲＥＬ／ψ — — —

金玛丽 ＲＥＬ／ｒｅ ｙ＝０．７３５ｘ－０．１５９ ０．６２７ ０．７９２
ＲＥＬ／ｒｉ ｙ＝０．５１４ｘ－８．５８７ ０．４３４ ０．６５９
ＲＥＬ／τ ｙ＝－０．０４８ｘ－５．６２２ ０．０４３ －０．２０７
ＲＥＬ／ψ ｙ＝－４．８９８ｘ－４３．１０ ０．７４７ －０．８６４

柔情似水 ＲＥＬ／ｒｅ ｙ＝０．４４８ｘ－３．２４１ ０．９５５ ０．９７７
ＲＥＬ／ｒｉ ｙ＝－０．４４０ｘ－１１．０８ ０．９７６ －０．９８８
ＲＥＬ／τ ｙ＝１．８５３ｘ＋５．８２８ ０．９００ ０．９４９
ＲＥＬ／ψ ｙ＝５．３３５ｘ＋２７．８１０ ０．９５３ ０．９７６

仙境 ＲＥＬ／ｒｅ ｙ＝０．３９８ｘ－３．１５９ ０．６５０ ０．８０６
ＲＥＬ／ｒｉ ｙ＝０．３０３ｘ－５．４１２ ０．９６３ ０．９８１
ＲＥＬ／τ ｙ＝０．４１０ｘ－３．５１７ ０．９０７ ０．９５２
ＲＥＬ／ψ ｙ＝－０．２８ｘ－１２．２７ ０．０６４ －０．２５３

２．４　相对干物质含量
研究发现，金玛丽和红帽根系的相对干物质含量

（ＲＤＭＣ）明显低于柔情似水和仙境，不同时期抗寒性强的仙
境的ＲＤＭＣ最高值出现在１２月，高达４６．９４％，而金玛丽最
低出现在２月，为３６．５８％，抗寒性最弱。红帽和柔情似水的
ＲＤＭＣ与其抗寒性结果不一致，但柔情似水的 ＲＤＭＣ与其抗
寒性有着良好的线性相关性，ｒ２高达 ０．９８（其他品种 ｒ２＜
０２）（图２）。

２．５　可溶性糖含量和淀粉含量
研究发现，４个月季品种根系的可溶性糖含量都是在２

月最高，而土壤结冻前的１２月和土壤解冻后的３月，其含量
明显低于抗寒性较强的２月，其中２月金玛丽根系可溶性糖
含量显著低于其他３个品种月季（Ｐ＜０．０５），而仙境、红帽和
柔情似水之间差异不显著，但仙境的可溶性糖含量最高，与其

抗寒性结果一致。淀粉含量浮动在１％～２．５％，各品种之间
没有明显差异，但总体上看，土壤霜冻时期淀粉含量要低于其

他２个时期（图３）。

３　讨论

朱根海等认为可以用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程中拐点温度来确定植
物组织受低温胁迫的半致死温度（ＬＴ５０）

［１２］。低温胁迫可以

使生物膜发生由液晶相向凝胶相的变化，膜流动性降低，通透

性增加，细胞膜透性的改变可以用来表征其结构和功能的受

损程度［１３］。本研究结果表明，相对电导率及部分ＥＩＳ参数可
以和Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程得到很好的拟合，ｒｅ、τ、ψ与温度呈现线性
正相关，所得的半致死温度在－５．１１１～－１３．９１１℃，而 ＲＥＬ
和ｒｉ同样遵循“Ｓ”形曲线变化，与温度呈负相关关系。其中
ｒｅ所求半致死温度估计的抗寒性更是与传统的相对电导率所
得的抗寒性结果完全一致，但是比 ＲＥＬ法低 ０．７２３～
３．０５４℃（２月），根系抗寒性最强的仙境，二者所得抗寒性相
差最大，这与Ｒｅｐｏ等对欧洲赤松（ＰｉｎｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓＬ．）、李亚青
等［１４］，董胜豪等对白皮松（Ｐ．ｂｕｎｇｅａｎａＺｕｃｃ．）在抗寒性较强
时所得结果［１５－１６］一致。说明用 ＥＩＳ参数来判定丰花月季根
系的抗寒性相对可靠。

几个月季根系的电阻抗图谱均为单弧，与孟昱等在白桦

（ＢｅｔｕｌａｐｌａｔｙｐｈｙｌｌａＳｕｋ．）根系上的研究一致，ＥＩＳ弧的大小变
化表明，根系组织的结构及生理生化状态在温度低于某一数

值时发生改变，遭受冻害以后，弧顶值（绝对值）呈减小趋势

（图１），温度很低时，电阻值和容抗值（绝对值）变得很小且
图谱变散［４］。
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　　植物的含水量与其物质代谢有着密切的关系［１７－１８］，细胞

水分含量是影响抗寒性的重要因素之一，金研铭等研究得出

牡丹（ＰａｅｏｎｉａｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａＡｎｄｒ．）束缚水自由水比值大，抗寒
性强的结论［１９］。束缚水含量高而自由水含量相对较低即相

对干物质含量高，则抗寒性强。本研究中，月季根系相对干物

质含量与半致死温度有一定的线性相关关系，抗寒性强的品

种仙境干物质含量高于其他品种。

糖是植物抗寒的主要保护物质，植物体内糖含量高，可以

提高原生质浓度，降低细胞液冰点，亦可缓和细胞质过度脱

水，保护细胞质胶体不致遇冷凝固［２０］。根系组织中积累可溶

性糖，维持膜在低温下的正常功能，而淀粉含量与植物抗寒性

同样有密切关系，但不直接参与渗透调节，主要通过降解成可

溶性糖等物质来间接影响抗寒性。申晓慧等对紫花苜蓿

（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）的研究表明，抗寒性强的品种可溶性糖
含量在越冬最冷月较高［２１］。刘慧民等对绣线菊（Ｓｐｉｒａｅａ
ｓａｌｉｃｉｆｏｌｉａＬ．）的研究也表明可溶性糖含量在众多指标中与抗
寒性关联度最大［２２］。本研究中月季根系的可溶性糖含量与

抗寒性有正相关关系，土壤霜冻期可溶性糖含量高而淀粉含

量低。

丰花月季根系处于土壤霜冻状态的外环境时，通过调节

自身水分含量维持低温状态下细胞正常的代谢，同时通过淀

粉、蛋白质等大分子物质降解为可溶性糖等物质来调节细胞

渗透压，从而提高根系的抗寒性。当初春气温回升，月季抗寒

性相应的减弱，细根明显增多，可溶性糖、淀粉、水含量等相应

的动态调整，将要或已经为地上部生长做准备。
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