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摘要:通过喷施适宜浓度的外源水杨酸和脱落酸，研究不同品种苜蓿幼苗在低温胁迫下的生理响应。结果表明，
SA、ABA、SA + ABA处理可以显著提高苜蓿幼苗的地上部干质量和株高，SA、SA + ABA处理可以显著提高苜蓿幼苗体
内可溶性糖的含量，ABA、SA + ABA处理可以显著提高苜蓿幼苗体内脯氨酸的含量，均以 SA + ABA处理效果最显著。
同时喷施 SA和 ABA这 2 种信号物质可以显著提高苜蓿幼苗体内 SOD 和 POD 的酶活性，但 CAT 酶活性与对照差异
不显著。单独喷施 SA或 ABA可以显著提高苜蓿幼苗体内 POD和 CAT的酶活性，而 SOD酶活性与对照差异不显著。
3 个苜蓿品种的抗寒性差异十分显著，由高到低，依次为公农 1 号 ＞金皇后 ＞三得利。
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Physiological Responses to Exogenous SA and ABA
in Alfalfa Varieties under Chilling Stress
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Abstract: Through spraying the appropriate concentration of the exogenous salicylic acid and abscisic acid，to re-
search the physiological responses to exogenous SA and ABA in alfalfa varieties under chilling stress，the results show
that the SA，ABA，SA + ABA treatment can improve the dry weight and plant height of alfalfa seedlings significantly，
the SA，SA + ABA treatment can improve the contents of soluble sugar of the alfalfa seedlings significantly，the ABA，
SA + ABA treatment can improve the proline contents of the alfalfa seedlings significantly，with SA + ABA treatment
the most significant of all． Spraying SA and ABA signal material together can greatly improve the enzyme activity of
SOD and POD in the alfalfa seedlings，but CAT enzyme activity with no significant difference to contrast． Spraying SA
or ABA separately can greatly improve the enzyme activity of POD and CAT in the alfalfa seedlings，but SOD enzyme
activity with no significant difference to contrast． The differences of hardiness with the three alfalfa varieties under
chilling stress was significant，from high to low，which in turn for: Gongnong No． 1 ＞ Golden Empress ＞ Sandeli．
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紫花苜蓿( Medicago sativa L． ) 隶属于苜蓿属，
是世界范围内栽培历史最悠久、面积最广泛、经济价
值最高的豆科牧草，堪称“牧草之王”，具有产草量
高、富蛋白质、适口性好、生物固氮能力强、适应性广
的特性，对我国畜牧业的发展、地区生态建设、环境

治理及遏制三化( 沙化、退化、盐渍化) 等均具有重
大作用

［1］。然而，由于低温引起的冻害使我国的苜
蓿生产蒙受了巨大的经济损失，尤其在我国北方地

区，冬季漫长寒冷，苜蓿普遍存在越冬率低、容易发
生冻害和死亡等现象。很多地方试验表明，在冬季
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最低气温超过 － 20℃ 的地区，苜蓿越冬很不稳
定
［2］。越冬问题逐渐成为制约我国北方苜蓿草地
成功建植和草地可持续利用的关键问题，因此，提高

苜蓿的抗寒性具有重要的理论和实际意义
［3］。

已有研究表明，苜蓿对低温胁迫的生理生化适

应性主要表现为苜蓿体内可溶性物质增加，从而提

高细胞液浓度，使冰点降低，又可缓冲原生质脱水，

保护原生质胶体不致遇冷凝固，同时伴随总脂肪含

量、磷脂不饱和脂肪酸含量的增加，保护酶活性增
强
［4 － 5］。分子生物学研究表明，苜蓿耐寒性由多种
基因因子所控制，是一个复杂而精细的调控过程，通

过转基因技术也可以提高紫花苜蓿的抗寒性
［6］。

随着研究的逐步深入，人们发现许多信号物质

在植物响应逆境的过程中起着举足轻重的作用
［7］。

脱落酸( Abscisic acid，ABA) 是一类脂溶性的小分子
植物激素，不仅参与了多个植物生长发育过程，如抑

制种子萌发、促进休眠、抑制生长、促进叶片衰老脱
落等，而且还作为胁迫激素参与了植物对逆境条件

的适应
［8］。水杨酸 ( Salicylic acid，SA) 是植物体内

普遍存在的一种小分子酚类物质，化学成分为邻羟

基苯甲酸，参与植物成花诱导、营养器官繁殖、气孔
调控、离子转运等多个代谢过程，SA 在植物应对非
生物胁迫的信号转导过程中也起着非常重要的作

用
［9］。因此，本研究旨在通过喷施适宜浓度外源水
杨酸和脱落酸的方法，来研究低温胁迫下，不同品种

苜蓿幼苗体内可溶性糖、脯氨酸以及抗氧化酶活性
的生理响应与变化，并对 SA 和 ABA 在提高苜蓿抗
寒性中的信号互作机制( Cross-talk) 做初步探讨。

1 材料和方法
1． 1 植物材料
供试材料为: 抗寒性强的公农 1 号紫花苜蓿

( Medicago sativa L． cv． Gongnong No． 1) ，抗寒性中等
的金皇后紫花苜蓿( Golden Empress) 和抗寒性弱的
三得利紫花苜蓿( Sandeli) 。
1． 2 试验方法
通过先前的预试验筛选到水杨酸 SA 的最佳浓

度为 50 mg /L，ABA的最佳浓度为 5 mg /L。选取饱
满的苜蓿种子播种于温室 ( 25℃ /20℃，昼 /夜) ，保
持光照、相对湿度以及管理方式一致。每个苜蓿品
种下设 4 个处理: CK ( 对照) ，SA ( 50 mg /L) ，ABA
( 5 mg /L) ，SA( 50 mg /L) + ABA ( 5 mg /L) ，每个处
理 4 个重复，共计 4( 处理) × 4( 重复) × 3( 品种) =
48( 盆) 。待苜蓿幼苗株高长至 12 cm 左右时，进行
低温胁迫( 5℃ /2℃，昼 /夜) 处理，将最佳浓度的各

种化合物溶液分别喷于待处理的苜蓿叶片上，完全

喷湿但不滴流，对照 CK 为蒸馏水，处理 10 d 后，采
集苜蓿幼苗的第 2 叶片进行理化分析。
1． 3 生理生化指标的测定
选取待测的苜蓿植株，用直尺量取其株高。并将

其地上部置于 300目尼龙网上自然风干，后转至预先
称重的铝箔立即称质量，再于 65℃条件下烘 24 h 后
用电子天平( PB303-N) 称质量，记录其干质量［10］。
可溶性糖含量的测定采用蒽酮试剂法

［11］。游
离脯氨酸的含量使用磺基水杨酸提取，茚三酮比色

法进行测定
［12］。用氮蓝四挫( NBT) 法测定 SOD 活

性
［13］，测定 SOD 对光化还原的抑制作用，以抑制

NBT还原 50%为 1 个酶活性单位。参照郝建军［14］

的方法进行 POD 活性测定，反应体系包括: 2． 9 mL
0． 05 mol /L磷酸缓冲液、1． 0 mL 2% H2O2、1． 0 mL
0． 05 mol /L愈创木酚和 0． 1 mL 酶液。CAT 活性测
定根据李合生

［15］
的方法，反应体系包括: 粗酶液

0. 2 mL、磷酸缓冲液 1． 5 mL、水 1． 0 mL，25℃预热
后，逐管加入 0． 3 mL 0． 1 mol /L 的 H2O2，每加完 1
管立即计时，并迅速倒入石英比色杯中，240 nm 下
测定吸光值，每隔 1 min读数 1 次，共测 4 min。
1． 4 数据处理
通过 SPSS 15． 0 软件进行统计分析，Excel 软件

进行图表绘制，各处理之间采用单因素方差分析进

行显著性检验。

2 结果与分析
2． 1 株高和地上部干质量
由图 1 可以看出，与对照相比，在低温胁迫下通

过喷施外源 SA和 ABA 的方法，可以显著增加 3 个
紫花苜蓿品种的株高，其中以同时喷施 SA 和 ABA
这 2 种信号物质的效果最为显著。单独喷施 SA 或
ABA也可以增加紫花苜蓿的株高，但是效果要明显
小于同时喷施 2 种信号物质，单独喷施 ABA的幼苗
株高略高于单独喷施 SA，但二者之间差异不显著。
对于不同的紫花苜蓿品种而言，在同一处理水平下，

3 个品种之间的株高差异均十分显著，由高到低，依
次为:公农 1 号 ＞金皇后 ＞三得利。
低温胁迫下，同一紫花苜蓿品种在 4 种不同处

理下的地上部干质量变化规律与株高的变化情况相

一致( 图 2) ，与对照 CK相比，SA + ABA处理可以显
著提高苜蓿幼苗的干质量，SA 处理和 ABA 处理也
可以显著提高苜蓿幼苗的干质量，但是效果要明显

小于 SA + ABA 处理，并且 SA 处理和 ABA 处理二
者间差异不显著。低温胁迫下，不同苜蓿在同一处
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理水平下的变化规律也不相同，在单独喷施 SA 或
ABA处理中，3 个苜蓿品种幼苗的地上部干质量差
异显著，依次为: 公农 1 号 ＞ 金皇后 ＞ 三得利，在
SA + ABA处理中，公农 1 号紫花苜蓿幼苗地上部干
质量显著高于其他品种，而金皇后和三得利之间差

异不显著。
综上所述，低温胁迫下，SA、ABA、SA + ABA 处

理均可以提高苜蓿幼苗的地上部干质量和株高，同

时喷施 SA和 ABA的效果最明显，3 个苜蓿品种中，
公农 1 号紫花苜蓿的株高最高，干质量最大，抗寒性
最强。

SDL．三得利紫花苜蓿; JHH．金皇后紫花苜蓿; GN1．公农 1号紫花苜
蓿;不同小写字母表示在0． 05水平上差异显著( P ＜0． 05)。图2 ～7同。

Different letters indicate significant differences
at P ＜ 0． 05 level． The same as Fig． 2 － 7．

图 1 外源 SA和 ABA对低温胁迫下紫花苜蓿株高的影响
Fig． 1 Effects of SA and ABA on the height of

alfalfa varieties under chilling stress

图 2 外源 SA和 ABA对低温胁迫
下紫花苜蓿地上部干质量的影响

Fig． 2 Effects of SA and ABA on the dry weight
of alfalfa varieties under chilling stress

2． 2 可溶性糖含量的变化
苜蓿体内可溶性糖的含量在低温胁迫条件下会

有所提高，这是因为可溶性糖自身是一类重要的渗

透调节物质，并且还有可能作为一种信号物质参与

了苜蓿体内的低温胁迫应答途径
［16］。同一苜蓿品

种在 4 种不同的处理水平下，与对照 CK 相比，SA
处理显著提高了苜蓿幼苗体内可溶性糖的含量，而

ABA处理与对照 CK 的可溶性糖含量差异不显著，
同时喷施 SA + ABA 之后，苜蓿幼苗体内可溶性糖

含量的增幅最大，且显著高于 SA 处理。在同一处
理水平下，不同苜蓿品种体内可溶性糖的含量也不

相同，低温胁迫下，公农 1 号体内可溶性糖的含量显
著高于金皇后和三得利紫花苜蓿，但是后两者之间

差异不显著( 图 3) 。
综上所述，低温胁迫下，SA、SA + ABA处理均可

以提高苜蓿幼苗体内可溶性糖的含量，SA + ABA 处
理效果最显著，3 个苜蓿品种中，公农 1 号紫花苜蓿
体内可溶性糖含量最高，抗寒性最强。

图 3 外源 SA和 ABA对低温胁迫下紫花
苜蓿可溶性糖含量的影响

Fig． 3 Effects of SA and ABA on the soluble sugar
content of alfalfa varieties under chilling stress

2． 3 游离脯氨酸含量的变化
细胞内游离脯氨酸含量的变化可以作为衡量植

物抗寒性的重要生理生化指标。脯氨酸作为细胞质
的渗透调节物质，能调节和维持结冻前融冻后原生

质与环境的渗透平衡，防止水分散失，促进蛋白质与

水的结合，增加蛋白质的可溶性，以保持细胞内环境

的相对稳定，逆境胁迫诱导条件下，体内脯氨酸的含

量通常会显著增加
［17］。低温胁迫下，同一苜蓿品种

对外源 SA和 ABA的生理响应如图 4 所示，与对照
CK相比，SA + ABA 处理显著提高了苜蓿幼苗体内
游离脯氨酸的含量，增幅最大。其次为 ABA 处理，
喷施 ABA之后，也可以增加苜蓿幼苗体内游离脯氨

图 4 外源 SA和 ABA对低温胁迫
下紫花苜蓿脯氨酸含量的影响

Fig． 4 Effects of SA and ABA on the proline content
of alfalfa varieties under chilling stress
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酸的含量，而 SA处理与对照 CK的差异不显著。在
同一处理水平下，不同苜蓿品种体内脯氨酸的含量

也不相同，低温胁迫下，公农 1 号体内脯氨酸的含量
显著高于金皇后和三得利紫花苜蓿，而后两者之间

差异不显著。
综上所述，低温胁迫下，ABA 和 SA + ABA 处理

均可以提高苜蓿幼苗体内脯氨酸的含量，SA + ABA
处理效果最显著，3 个苜蓿品种中，公农 1 号紫花苜
蓿体内游离脯氨酸的含量最高，抗寒能力最强。
2． 4 抗氧化酶活性的变化
在正常的情况下，植物细胞内自由基、活性氧及

它们的清除剂处于相对平衡状态，共同维持植物体

正常的发育代谢，其中主要的抗氧化酶有，超氧化物

歧化酶 ( SOD ) 、过氧化物酶 ( POD ) 、过氧化氢酶
( CAT) 和抗坏血酸过氧化物酶 ( APX) 等。当植物
遭遇低温胁迫时，不仅可以引起植株营养代谢的改

变，降低光合作用速率，还会增加植物体内活性氧自

由基的产生。在一定范围内，保护酶类含量或活性
的上升有利于保持自由基产生和清除平衡关系; 如

果超出一定的温度范围或者低温持续时间延长，就

会使它们之间的平衡受到破坏，并在细胞中积累大

量的活性氧，造成抗氧化酶的结构被破坏，最终使植

物受到伤害。因此，抗氧化酶的活性和含量可以作
为衡量植物抗寒能力的生理生化指标之一

［18］。
SOD:低温胁迫下，同一苜蓿品种对 4 种处理表

现出相同的变化趋势，SA 处理和 ABA 处理与对照
之间差异不显著，但是同时喷施 SA和 ABA之后，可
以显著提高苜蓿幼苗体内 SOD 的酶活性。在同一
处理水平下，不同苜蓿品种之间差异显著，由高到

低，依次为:公农 1 号 ＞金皇后 ＞三得利( 图 5) 。
POD:与对照相比，在低温胁迫下 SA处理、ABA

处理和 SA + ABA处理均可以显著增加 3 个紫花苜
蓿幼苗体内 POD的酶活性，其中以同时喷施 SA 和
ABA这 2 种信号物质的效果最为显著，单独喷施 SA
或 ABA这 2 个处理之间差异不显著。对于不同的
紫花苜蓿品种而言，在同一处理水平下，3 个品种之
间的 POD活性差异均十分显著，由高到低，依次为:
公农 1 号 ＞金皇后 ＞三得利( 图 6) 。

CAT:对于同一苜蓿品种而言，在低温胁迫下，
经过 SA处理或 ABA 处理的苜蓿幼苗体内 CAT 酶
活性均显著高于对照水平，而同时喷施 SA 和 ABA
之后，CAT 酶活性反而降低，与对照 CK 没有差异。
对于不同苜蓿品种而言，只在 ABA 处理水平下，公
农 1 号和金皇后苜蓿幼苗体内 CAT 酶活性显著高
于三得利紫花苜蓿，在其他处理水平下，3 个苜蓿品

种之间差异不显著( 图 7) 。

图 5 外源 SA和 ABA对低温胁迫
下紫花苜蓿 SOD活性的影响

Fig． 5 Effects of SA and ABA on the SOD of
alfalfa varieties under chilling stress

图 6 外源 SA和 ABA对低温胁迫下紫花
苜蓿 POD活性的影响

Fig． 6 Effects of SA and ABA on the POD of
alfalfa varieties under chilling stress

图 7 外源 SA和 ABA对低温胁迫下紫花
苜蓿 CAT活性的影响

Fig． 7 Effects of SA and ABA on the CAT of
alfalfa varieties under chilling stress

综上所述，在低温胁迫下，同时喷施 SA和 ABA
这 2 种信号物质可以显著提高苜蓿幼苗体内 SOD
和 POD的酶活性，CAT 酶活性与对照差异不显著。
单独喷施 SA 或 ABA 可以显著提高苜蓿幼苗体内
POD和 CAT 的酶活性，而 SOD 酶活性与对照差异
不显著。同一处理水平下，SOD 和 POD 酶活性在 3
个苜蓿品种之间差异均十分显著，由高到低，依次

为:公农 1 号 ＞金皇后 ＞三得利。
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3 讨论
已有研究表明，苜蓿抗寒性与其外部形态结构

( 茎、叶、根) 和内部生理状态密切相关，如细胞膜透
性、脂肪酸种类、可溶性糖的含量及碳水化合物的种
类、脯氨酸代谢、氮代谢和抗氧化酶系统等［19］。近
年来，随着研究的逐步深入，学者发现一些重要的胞

内信号分子在提高苜蓿的抗逆性中起着重要的作

用，柳斌等［20］研究表明，钙离子和水杨酸可以缓解

紫花苜蓿幼苗的盐害胁迫，参与了盐胁迫条件下苜

蓿体内的信号转导过程。水杨酸作为一种重要的胞
内信号分子，在植物体内普遍存在，它不仅参与调节

植物的许多生理过程，如开花发芽、气孔调控、离子
转运等，而且还可以提高植物对真菌、细菌和病毒等
生物胁迫及重金属、低温、热激和盐害等非生物胁迫
的抗性能力

［9］。脱落酸作为胞内另一种重要的信
号分子，参与体内钙离子、磷酸肌醇、氢离子等多个
信号转导途径，在植物抗旱、抗寒和抗盐等生理过程
中也起着重要作用

［8］。正如本试验的研究结果，通
过喷施外源 SA和 ABA 的方法，显著提高了不同苜
蓿品种的抗寒能力。
但是，SA和 ABA 提高苜蓿抗寒性的生理机制

又不尽相同，并且不同的苜蓿品种也不相同，公农 1
号紫花苜蓿表现出极强的抗寒性，金皇后次之，三得

利相对最弱。结果表明，低温胁迫下，SA、ABA、SA
+ ABA处理均可以提高苜蓿幼苗的地上部干质量
和株高，同时喷施 SA 和 ABA 的效果最明显。在渗
透调节物质方面，SA + ABA处理均可以提高苜蓿幼
苗体内可溶性糖和游离脯氨酸的含量，但是 SA 和
ABA的作用机制不相同，SA 处理可以显著提高可
溶性糖的含量，而 ABA处理可以显著提高脯氨酸的
含量，说明在低温胁迫下，水杨酸 SA 更多地参与了
苜蓿体内糖类物质的合成代谢，可溶性糖类不仅是

一种重要的渗透调节物质，还是一种关键的信号分

子
［21］，本试验的研究结果也表明，苜蓿体内 SA和糖
类物质的信号转导途径相辅相成，互相促进。对于
ABA而言，则更多地参与了苜蓿体内脯氨酸的合
成、代谢与转运。SA 和 ABA 在提高苜蓿体内渗透
调节物质的生理过程中存在本质差别。
低温胁迫能干扰苜蓿体内活性氧产生与清除的

平衡，导致细胞遭受氧化胁迫，引起膜脂过氧化产生

冷害。而植物体内的抗氧化酶和抗氧化剂具有清除
活性氧自由基的功能，以减轻低温伤害。冯昌军
等
［22］
的研究表明低温胁迫下，苜蓿幼苗体内保护酶

的含量显著增加。本研究中，在外源 SA 和 ABA 的

作用下，3 种保护酶的变化趋势也不相同。同时喷
施 SA和 ABA 之后，可以显著提高苜蓿幼苗体内
SOD的酶活性，但是 SA 处理和 ABA 处理与对照之
间差异不显著，说明在 SA和 ABA的单独作用下，不
会引起苜蓿体内 SOD含量的变化，在 SA和 ABA的
协同作用下，它们二者共同提高了 SOD的活性。而
在 SA和 ABA的单独作用下，就可以提高苜蓿幼苗
体内 POD的活性。对于 CAT而言，经过 SA处理或
ABA单独处理的苜蓿幼苗体内 CAT 酶活性均显著
高于对照水平，而同时喷施 SA 和 ABA 之后，CAT
酶活性反而降低，与对照 CK 没有差异，说明当 SA
和 ABA同时存在时，二者之间相互拮抗，拟制了
CAT的活性。同时也应注意到过氧化氢作为一种
近年来新发现的信号物质，人们对它的作用机制还

没有完全了解，低温胁迫下，苜蓿幼苗在体内 SA、
ABA、H2O2这 3 种信号物质的共同作用，必定会出
现复杂而精细的信号调控网络，有待于我们做进一

步的研究。
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