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摘要:为研究2种紫花苜蓿(MedicagosativaL.)“阿迪娜”(耐盐基因型)和“秘鲁”(敏盐基因型)在盐胁迫

处理下的生理特性与耐盐机理,采用150mmol/LNaCl胁迫处理2种紫花苜蓿幼苗,分别测定盐处理前和

处理后2,4,6,8,16h的过氧化氢酶(CAT)、过氧化物酶(POD)、丙二醛(MDA)、脯氨酸(PRO)、相对含水

量(RWC)和叶绿素(Chl)含量。结果表明:2种紫花苜蓿的过氧化氢酶活性、过氧化物酶活性和丙二醛含

量在盐胁迫下总体呈上升趋势,脯氨酸含量和相对含水量表现出相反的趋势。叶绿素含量在盐胁迫前期

稳定不变,但在胁迫后期显著性下降;2种紫花苜蓿的相对含水量和叶绿素含量的变化趋势与植株表型变

化相对应。主成分分析表明,过氧化氢酶和丙二醛的贡献率最大,能更好地为苜蓿耐盐机理及分子育种研

究提供理论依据。
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Abstract:Thephysiologicalcharacteristicsandsalttolerancemechanismoftwogenotypesofalfalfa(Medicago
sativaL.)Adrenalin(salt-stresstolerant)andPeru(salt-stresssensitive)undersaltstresswereexploredby
using150mmol/LNaCltodealwithtwogenotypesofalfalfaseedlings.Catalase(CAT),malondialdehyde
(MDA),peroxidase(POD),relativewatercontent(RWC),Chlorophyll(Chl),andproline(PRO)were
respectivelydeterminedbeforeandafter2,4,6,8,16hourofsaltstress.Theresultshowedthatthe
catalaseactivity,theperoxidaseactivity,andthemalondialdehydecontentoftwogenotypesofalfalfashowed
atrendofincreaseundersaltstress,whiletheprolinecontentandtherelativewatercontentshowedan
oppositetrend.Thechlorophyllcontentsignificantlydecreased.Inaddition,itwasfoundthatthevariationof
therelativewatercontentandthechlorophyllcontentcorrespondedtothechangeofplantphenotype.Principal
componentanalysisshowedthatthecatalaseandthemalondialdehydecontributedthemost,whichcould
provideatheoreticalbasisfortheresearchonsalttolerancemechanismandmolecularbreedingofalfalfa.
Keywords:alfalfa;saltstress;physiologicalindices;salttolerancemechanism

  土壤盐渍化对农牧业主产、生态环境以及可持续

发展的威胁是一个世界性的问题,目前全球盐渍土面

积已达9.5×108hm2,中国盐渍土总面积约2亿

hm2,我国盐碱地主要分布在东北滨海地区以及西北



干旱半干旱地区[1]。对于盐碱化地区,多数学者[2]认

为,改良盐碱地最经济有效的方法是种植耐盐植物。牧

草有适应性广、抗盐性强的特性,是改良和利用盐碱地

的主要植物。紫花苜蓿(MedicagosativaL.)被誉为“牧
草之王”,是世界上栽培利用最广泛的耐盐性较强的优

良豆科牧草,培育耐盐苜蓿品种进行盐碱地改良,是开

发利用盐渍化土地资源的有效措施之一[3]。有研究[4]

表明,紫花苜蓿在种子萌发期、苗期对盐比较敏感,生长

后期相对不敏感,苗期是耐盐性鉴定的最佳时期;张喜

斌等[5]以60个国内外紫花苜蓿品种为试材,通过表

型初步筛选出耐盐、敏盐品种,并利用主成分分析和

隶属函数法对初步筛选出品种进行综合评价,筛选出

最敏感盐品种“秘鲁”和最耐盐品种“阿迪娜”;倪星[6]

以60个国内外紫花苜蓿品种为材料,通过在紫花苜

蓿种子萌发期和苗期2个生育期筛选出5个极耐盐

品种和5个极敏盐品种,其中包括“阿迪娜”和“秘
鲁”。由此,本试验选用“阿迪娜”和“秘鲁”幼苗为试

验材料,系统地研究了盐胁迫下紫花苜蓿生理指标的

变化,包 括 抗 氧 化 酶 (CAT、POD)、细 胞 膜 相 关

(MDA)、相对含水量(RWC)、渗透调节物质(PRO)
和叶绿素含量(Chl),探讨盐胁迫下紫花苜蓿生理特

性的变化,揭示紫花苜蓿耐盐机制,为紫花苜蓿分子

育种研究以及盐碱地的改良提供理论依据。

1 材料与方法
1.1 试验材料

通过利用 MS培养基、水培和盆栽3种培育方式

的耐盐性鉴定,从310个紫花苜蓿品种中筛选出2个

极度耐盐和敏盐的紫花苜蓿品种“阿迪娜”(耐盐基因

型)和“秘鲁”(敏盐基因型)。

1.2 种子预处理

选取成熟健康的2种紫花苜蓿种子,采用75%
的乙醇表面振荡消毒30s,0.1% HgCl2振荡灭菌8
min,最后用去离子水清洗3~5次。

1.3 试验方法

本试验于2019年4月10—25日在宁夏大学西部生

态中心进行。首先采用水培法,将预处理之后的2种紫

花苜蓿种子置于铺2层滤纸的培养皿(直径8.5cm)中,
并将培养皿置于温度(25±1)℃,光周期16h/d,光
照强度3000~4000lx的培养室中吸胀发芽。每天

观察其湿度情况喷洒适量蒸馏水。7天后将培养皿

中已发芽的幼苗移入盛有 Hoagland溶液的培养盆

(33cm×23cm)中,每周更换1次培养液,并清洗培

养盆。待生长至25天后将生长状况良好且长势较一

致的幼苗进行分组。采用浓度150mmol/L的NaCl
溶液对每个品种已分组好的幼苗进行盐胁迫处理,分
别在0(CK),2,4,6,8,16h6个时间点取样,每个时

间点3个重复。取样时快速称取1~1.5g的叶片放

入自封袋中,记号笔标记后迅速投入液氮中,存放于

-80 ℃冰箱中待用。随后分别测定过氧化氢酶

(CAT)活 性、过 氧 化 物 酶 (POD)活 性、丙 二 醛

(MDA)含量、脯氨酸(PRO)含量、叶绿素含量(Chl)
和相对含水量(RWC)(其中叶绿素含量和相对含水

量需要取鲜样立即进行测定)。

1.4 生理指标测定

过氧化氢酶(CAT)活性采用紫外吸收法[7]测

定;过氧化物酶(POD)活性采用愈创木酚法[7]测定;
丙二醛含量采用硫代巴比妥酸法[7]测定;脯氨酸含量

采用磺基水杨酸提取,茚三酮比色法[7]测定;叶绿素

含量采用SPAD-520测定仪[8]测定;叶片相对含水

量(RWC)采用称量法,剪取幼苗同一部位叶片30
片,迅速放入己知质量的干燥干净的铝盒里,称得鲜

质量(Wf),然后在铝盒中加入蒸馏水浸泡叶片8h,
取出用吸水纸擦干叶片表而的水分,称得饱和鲜质量

(Wt),然后在105℃下杀青,80℃下烘干至质量恒

定,称得干质量(Wd),利用公式得出叶片相对含水量

(RWC)=(Wf-Wd)/(Wt-Wd)×100%[9]。所有

指标测量均为3次重复,计算结果取平均值。

1.5 数据分析

采用Excel2010、SPSS20.0和RStudio软件进

行数据分析及作图。

2 结果与分析
2.1 盐胁迫下紫花苜蓿的表型变化

2种紫花苜蓿“阿迪娜”(耐盐基因型)和“秘鲁”(敏
盐基因型)的幼苗在盐处理之前叶片舒展茎干直立,无
萎蔫蜷缩现象。在150mmol/LNaCl胁迫处理2h后

“阿迪娜”和“秘鲁”由于生理干旱茎开始弯曲下垂,叶片

也有明显的萎蔫蜷缩,与“阿迪娜”相比,“秘鲁”的迫害程

度更严重。令人意外的是,“阿迪娜”和“秘鲁”幼苗在

盐胁迫2h后茎叶因失水而萎蔫的症状没有持续加

重,反而有所缓解,茎叶开始挺立舒展慢慢恢复。这

有可能是因为植物体内产生了某些耐盐机制使得植

物开始适应高盐环境。但是在盐胁迫处理16h时,
“阿迪娜”和“秘鲁”幼苗的茎叶随时间的延长逐渐萎

蔫失活,接近死亡。由此可以看出,随着盐胁迫时间

的增加,2种紫花苜蓿短时间内发生明显萎蔫,随后

出现一个平台期,最后随时间的延长盐伤害逐渐加

重,直到最终死亡。

2.2 盐胁迫对紫花苜蓿抗氧化酶活性的影响

盐胁迫会导致植物细胞中线粒体和叶绿体电子

传递的泄漏加剧[10],引起活性氧的大量积累,对脂

质、蛋白质、核酸造成氧化损伤[11]。但是植物在适应
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不良环境时,体内会形成多种抗氧化酶所组成的抗氧

化系统来清除活性氧,将其控制在正常水平,其中,过
氧化氢酶(CAT)、过氧化物酶(POD)被认定为用于

清除活性氧的抗氧化酶系统中的2种重要酶[12]。
试验结果表明:在150mmol/LNaCl溶液处理

下,2个品种紫花苜蓿的过氧化氢酶(CAT)活性变化

趋势一致(图1)。“阿迪娜”和“秘鲁”在胁迫处理之前均

保持在较低的水平,而在2h时迅速升高,是对照组的

3.2,3.6倍,2h与4,6,8h存在显著性差异(P<0.05);2
个品种紫花苜蓿的CAT活性在4h突然降低,并在4,8
h之间保持在一个稳定的水平。4,6,8h的“阿迪娜”

CAT活性与2h相比分别降低13.7%,11.4%,11.2%。

4,6,8h的“秘鲁”与2h相比,分别降低22.8%,23.6%,

22.5%。“阿迪娜”和“秘鲁”的CAT活性在16h又明显

升高,均呈显著差异(P<0.05)。2个品种紫花苜蓿的过

氧化物酶(POD)活性较对照组均呈增加趋势(图2)。
“秘鲁”的POD活性表现出缓慢的增加,2,4,6,8,16h分

别增加2.5%,3.5%,2.9%,2.7%,3.5%;“阿迪娜”2,4,6,

8,16h5个时间点分别增加2.7%,6.1%,6.2%,4.2%,

9.0%,较对照组均差异显著(P<0.05),而且在6h出现

了1个小峰后逐渐下降,在16h达到最大。
总体上,2个品种紫花苜蓿的CAT和POD活性

均随盐胁迫时间的增加变化趋势一致,在短时间内突

然增加达到1个峰值后降低,然后又随着时间的增加

逐渐增加。

注:不同字母表示相同处理不同时间点之间的显著性差异(P<

0.05)。下同。

图1 盐胁迫下紫花苜蓿叶片中CAT活性随时间的变化

图2 盐胁迫下紫花苜蓿叶片中POD活性随时间的变化

2.3 盐胁迫对紫花苜蓿丙二醛(MDA)含量的影响

丙二醛(MDA)是植物在逆境胁迫下,活性氧对细胞

功能的破坏,导致细胞脂质过氧化的产物。因此,MDA
含量可以准确反映出植株受到伤害的程度。试验结果

表明:在150mmol/LNaCl溶液处理下,2个品种的紫花

苜蓿MDA含量大体上都随时间的延长呈上升趋势。
“秘鲁”的MDA含量在2h显著上升,2~6h处于稳定

状态,随后逐渐上升,在16h时达到顶峰。2,4,6,8,

16h“秘鲁”的MDA含量与0h相比分别上升6.1%,

5.8%,6.5%,9.3%和14.0%;“阿迪娜”的 MDA含量

随时间的延长快速增加,在8h时达到顶峰后降低,
在2,4h2个时间点显著增加(P<0.05),其2,4,6,

8,16h的 MDA含量与0h相比,分别增加2.6%,

10.2%,10.7%,16.4%和13.1%(图3)。

图3 盐胁迫下紫花苜蓿叶片中 MDA含量随时间的变化

2.4 盐胁迫对紫花苜蓿脯氨酸(PRO)含量和相对含

水量(RWC)的影响

植物在逆境胁迫下,细胞大量失水,导致渗透胁

迫,为了维持正常的生理代谢,植株体内开始积累用

于渗透调节的物质。脯氨酸(PRO)是目前所知分布

最广的渗透保护物质,动物、植物、真菌、藻类中都有

脯氨酸的累积。在干旱、高盐、高温、冰冻、紫外线以及

重金属等胁迫条件下,脯氨酸合成的增加和降解的减少

会导致植物体内脯氨酸大量累积,植物通过提高体内脯

氨酸的含量调节渗透平衡,从而保护细胞的结构。
试验结果表明,150mmol/LNaCl浓度处理下,“秘

鲁”和“阿迪娜”的PRO含量在2h时均显著性增加

(P<0.05),较对照组分别增加189.0%,172.8%。其后,2
个品种紫花苜蓿的PRO含量先降低后上升。“秘鲁”在
4,6,8,16h的PRO含量较对照组分别增加104.9%,

76.7%,81.0%,137.4%。“阿迪娜”在4,6,8,16h的脯

氨酸含量较对照组分别增加114.5%,95.8%,94.6%,

122.3%(图4)。2种紫花苜蓿的RWC在盐胁迫2h时

显著性降低(P<0.05),在2h后2个品种紫花苜蓿的

RWC逐渐增加,“秘鲁”在2,4,6,8,16h的RWC较对照

组分别降低22.9%,19.3%,15.7%,13.3%和26.5%。“阿
迪娜”在2,4,6,8,16h的RWC较对照组分别降低

23.5%,17.6%,16.5%,12.9%和30.6%(图5)。
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结合PRO和RWC2个生理指标在各个时间点

的变化情况,可以看出在盐胁迫导致植物失水最严重

的时间点是2h和16h;同时,盐胁迫导致植物体内

PRO含量严重富集的时间点也是在2,16h。植物在

受到盐胁迫时,短时间内(2h)以及随着胁迫时间的

延长(16h)均会产生相应的生化反应来响应盐胁迫,
这与 Munns等[13]的两相生长理论———植物生长对

盐度的反应分为2个阶段:一个是快速的渗透阶段,
它会抑制幼叶的生长;另一个是较慢的离子阶段,它
会加速成熟叶的衰老相吻合。

图4 盐胁迫下紫花苜蓿叶片脯氨酸含量随时间的变化

图5 盐胁迫下紫花苜蓿叶片相对含水量随时间的变化

2.5 盐胁迫对紫花苜蓿叶绿素(Chl)含量的影响

在盐胁迫下,叶绿体是感知胁迫最灵敏的质体之

一,盐害导致叶绿体的结构遭到破坏,从而导致光

合作用下降[14],因此,叶绿素含量也是用于衡量植物

耐盐碱的关键指标。本研究结果表明,150mmol/L

NaCl溶液处理下,2个品种紫花苜蓿叶片中叶绿素

含量在0,2,4,6,8h随时间的延长没有产生明显

变化,各时间点不存在显著差异;但在盐胁迫后16h
时,“阿迪娜”和“秘鲁”的叶绿素含量均显著降低

(P<0.05),较对照组分别降低3.4%和12.4%(图

6)。由图1可知,2个紫花苜蓿品种的叶子在盐胁迫

后短时间内只是失水萎蔫,但是在16h后叶子严

重失活失绿,这些数据的变化趋势与表型变化是高

度一致的。

图6 盐胁迫下紫花苜蓿叶片中叶绿素含量随时间的变化

2.6 主成分分析

主成分分析也称主分量分析,旨在利用降维的思

想,把多指标转化为少数几个综合指标,当累计贡献

率达到79.78%保留前4个主成分(表1)。对2个品

种的紫花苜蓿在150mmol/LNaCl浓度胁迫下的6
个生理指标主成分分析表明,第1~4主成分贡献率

分别29.3%,21.62%,16.37%,12.49%,累计贡献率

达到79.78%。第1主成分中特征向量值较大的指标

为过氧化氢酶和丙二醛,是对第1主成分影响较大的

特征向量;第2主成分中特征向量值较大的指标为脯

氨酸含量,是对第2主成分影响较大的特征向量;第

3主成分中特征向量值较大的指标为过氧化氢酶和

丙二醛,是对第3主成分影响较大的特征向量;第4
主成分中特征向量值较大的指标为丙二醛和叶绿素

含量,是对第4主成分影响较大的特征向量。
表1 紫花苜蓿耐盐指标的主成分分析

主成分
各指标特征向量

CAT POD MDA PRO RWC Chl
特征值 贡献率 累计贡献率

1 1.36 0.94 1.10 0.63 1.37 -0.48 1.76 29.30 29.30
2 -0.15 -1.30 0.35 0.75 0.12 -1.53 1.30 21.62 50.92
3 0.32 -0.20 0.98 -1.48 0.41 -0.34 0.98 16.37 67.29
4 -1.10 -0.15 1.02 0.22 -0.44 0.53 0.75 12.49 79.78

3 讨 论
植物苗期对盐胁迫更为敏感,因此苗期的耐盐性

能够代表植物的耐盐程度。本试验对苗期的2种紫

花苜蓿进行耐盐性研究。
过氧化氢酶(CAT)是植物体内主要的抗氧化酶之

一,担负清除或分解自由基(O-2)和双氧水(H2O2)的作

用,能催化H2O2转变为H2O,从而使细胞免于遭受过氧

化氢的毒害。本研究中,在盐处理初期,2种紫花苜蓿的

CAT活性在短时间内显著性增加后稳定保持在某一个

水平后又明显的上升,这与 Wu等[15]的研究一致,但
是与Luo等[16]的研究呈现出不同的趋势,这可能是

盐浓度不一样引起的。“阿迪娜”的POD活性在胁
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迫前期稳定地增加在6h出现1个峰值后降低,最后

在16h达到最大值,而“秘鲁”活性在胁迫2h时显

著性增加,随后保持在一个水平之后最后达到最大

值,2个品种紫花苜蓿增加趋势虽然稍有不同,但是

均呈上升趋势,这与 Muhammad等[17]研究结论一致。
大体上,过氧化氢酶活性和过氧化物酶活性在胁迫初期

均呈增加趋势,这是植物对胁迫初期的适应过程,这一

结果与梁超等[12]对小麦盐胁迫的研究相类似。随着胁

迫时间的延长CAT和POD活性均显著下降,说明长时

间的盐胁迫使细胞受到了严重伤害,已经超出了抗氧

化酶对活性氧自由基清除能力的极限。
细胞膜结构和功能的紊乱和膜透性的变化是逆

境胁迫作用的关键所在。丙二醛(MDA)是膜脂过氧

化的产物之一,通常用来作为细胞膜膜脂过氧化程度

及对逆境反应强弱的重要指标。有研究[18]发现,在
逆境条件植物细胞可通过多种途径产生超氧阴离子、

H2O2等活性氧,超氧阴离子和 H2O2可进一步反映

生成毒性更强的羟自由基(OH-),它能转化脂肪酸

为有毒的过氧化物,破坏生物膜,造成 MDA的累积。
本研究中,2个品种紫花苜蓿的 MDA含量随盐胁迫

时间的延长均增加,这与Smirnoff[19]、Bowler等[20]

和Scandalios[21]的研究结果一致。在盐胁迫初期“秘
鲁”中的 MDA含量大幅度增加,增加速度明显大于

“阿迪娜”的增加速度,这和杨升等[14]的研究结果相

似:盐胁迫下,抗盐性较强的牧草 MDA的增长率明

显低于抗盐性较差的牧草。因此,说明不同耐盐程度

的植物在盐胁迫下产生的丙二醛含量也不同。
目前,已经有很多试验[22]证明,脯氨酸的累积与

植物对环境胁迫的耐受能力正相关。周广生等[23]认

为,脯氨酸的积累量与其耐盐性呈负相关;Sanada
等[24]认为,脯氨酸含量上升,可能是对逆境胁迫下细

胞结构和功能遭受伤害的一种适应性反应,对植物本

身起到一定的防护作用;也有研究[25]表明,脯氨酸含

量可作为植物细胞渗透调节的关键物质,可用于衡量

植物耐盐碱的关键指标;而赵勇[26]认为,盐胁迫下植

物组织中脯氨酸含量不能作为植物的耐盐指标。脯

氨酸含量与植物耐盐性的关系一直存在着争议,因此

脯氨酸还有待于进一步深入研究。Wu等[15]和 Mu-
hammad等[17]的研究表明,随着盐胁迫时间的延长

植物体内的相对含水量必然会减少。在本研究发现,
在盐胁迫后短时间内植物体内的相对含水量急速减

少后又短暂上升,这可能与植物体内的某些生理生化

反应有密切的关系。另外,相对含水量在盐胁迫前较

高,在盐胁迫2h后相对含水量显著下降,随着胁迫

时间的增加相对含水量上升后又逐渐下降,脯氨酸含

量与相对含水量表现出相反的趋势。在盐胁迫前,脯

氨酸含量较低,但是在盐胁迫2h后显著性上升。由

此进一步证实植物在逆境胁迫下细胞大量失水,导致

渗透胁迫,植株体内会积累脯氨酸等物质来维持植物

正常的生理代谢。
叶绿体是受盐胁迫影响最敏感的细胞器,盐胁迫

破坏叶绿体结构,使叶绿素含量下降,引起植株光合

能力减弱。随着胁迫时间延长,植物体内的叶绿素含

量逐渐下降,如Luo等[16]采用250mmol/LNaCl溶

液胁迫处理紫花苜蓿,分别测定了胁迫前和胁迫后1,3,

6,12,24h的叶绿素的含量,发现叶绿素含量在胁迫后1
h显著性下降(P<0.05),而在本研究中,2种紫花苜蓿

的叶绿素含量在胁迫后短时间内保持稳定水平,反而在

胁迫16h显著性下降(P<0.05),这可能与盐浓度大小

有关,浓度大,叶绿素含量会在短时间内急速下降,浓度

小,叶绿素含量随时间的延长缓慢降低。

4 结 论
(1)在盐胁迫下,2种紫花苜蓿的过氧化氢酶活

性、过氧化物酶活性和丙二醛含量总体呈上升趋势。
(2)在盐胁迫2h时的“秘鲁”和“阿迪娜”的脯氨

酸含量较对照组分别增加189.0%和172.8%,相对含

水量较对照组分别减少22.9%和23.5%。脯氨酸含

量显著增加,相对含水量显著降低,二者表现出相反

的趋势。
(3)叶绿素含量在盐胁迫前期稳定不变,但是在胁

迫后期“秘鲁”和“阿迪娜”却分别下降12.4%和3.4%。
叶绿素含量的变化趋势与植株表型变化相对应。

(4)主成分分析表明,过氧化氢酶活性和丙二醛

含量的贡献率最大,能更好地为苜蓿耐盐机理及分子

育种研究提供理论依据。
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