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高加索三叶草对不同降温模式的抗寒生理响应
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摘要：为探究高加索三叶草（Trifolium ambiguum）对不同降温模式的生理响应，本研究通过非冷驯

化降温（Non⁃cold Acclimation，NA）和冷驯化降温（Cold⁃Acclimation，CA）对高加索三叶草进行-6 ℃
胁迫处理，观察叶片抗冻形态表现并测定 6项生理指标，利用主成分分析筛选评价高加索三叶草在不

同降温模式下的抗寒性的生理指标。结果表明：NA组和 CA组的叶片在-6 ℃处理 2 h后均能保持正

常形态，且绝大部分叶片在 24 h内能恢复正常；恢复 7 d后，所有参试植株均重新长出新的叶片；随着冷

冻胁迫时间的延长，CA组的丙二醛（MDA）含量、超氧化物歧化酶（SOD）活性、可溶性蛋白含量和可溶

性糖含量均显著高于NA组；过氧化物酶（POD）活性、MDA含量和可溶性糖含量可作为NA组的抗寒

指标，可溶性蛋白含量、SOD活性和叶绿素含量可作为 CA组的抗寒指标。综上所述，高加索三叶草对

于不同降温模式能启动相应的耐寒生理响应，具有较强的抗寒能力，具备在高寒草地引种栽培的潜力。
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低温对于分布在较高纬度或高海拔的多年生植

物是一种不可避免的环境胁迫［1］。冷驯化被认为是许

多温带、寒带植物发展耐寒性和抗冻性的一个典型过

程［2］，因为突然的霜冻会对植物造成相当大的损害。

青藏高原气候严寒，植物生长期短，极端低温、倒春寒

等灾害天气时有发生，导致植株低矮，甚至出现无法

正常越冬、植株死亡的情况［3］。相关研究表明，青藏高

原高寒地区冬春季节寒冷干燥，年积温较低等气候特

点使牧草引种尤其是豆科牧草的引种较为困难［4］。

高加索三叶草（Trifolium ambiguum）原产于高纬

度的东欧和西亚的高海拔（2 750 m）地区，其生境类型

多样，可在林草过渡带和流石滩生长［5］。高加索三叶

草具有二倍体、四倍体和六倍体等多种核型，多倍性

增加了其抗逆性［5］。另外，高加索三叶草具有密集的

根状茎系统［6］，这几种因素使得高加索三叶草具有极

强的抗逆能力，包括耐阴、抗病、抗涝、抗旱、抗寒、抗

冻融和抗杂草等特性［6-11］。近几十年来，澳大利亚、新

西兰、美国和加拿大等国家对该三叶草进行了一系列

适应性和利用价值的试验与评价，认为高加索三叶草

是许多寒冷和干旱地区不适宜种植红三叶和白三叶

地方唯一可以种植并在各方面表现优良的三叶草

种［12］。高加索三叶草的寿命非常长，一经建植，可永

续利用，放牧和收割［9，13］。且由于其高的覆盖性、固氮

特性和饲用价值，近年来已被欧美等国家作为活地被

物（living mulch）［14］，大面积用于半人工草地建植［15］和

生态修复［16］。

2015年，我们将高加索三叶草从新西兰引种到青

海省河南蒙古族自治县（简称河南县）3 500~3 700 m
的试验地，发现其在野外均能成功越冬，并在野外形
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成了无性繁殖植株［17-18］。河南县气候严酷，冬季严

寒，最低气温可达-37. 2 ℃（1995年 1月 5日）。且春

秋季节昼夜温差大，时有零下低温发生，对正处于返

青或正常生长的高加索三叶草造成一定的低温伤

害［19］。据笔者前期的物候观测，至 11月初，高加索三

叶草在河南县才出现冻萎状态，说明其抗寒性很强，

足以适应河南县的低温环境。目前，植物对低温胁迫

的生理响应研究多为单一模式降温后的生理观测，如

适温培养后进行低温胁迫或冷驯化后进行低温胁

迫［20-23］，而对同一物种在遭遇不同降温模式的低温胁

迫后其生理响应的比较研究报道较少。本研究以高

加索三叶草种子实生苗为材料，利用低温人工气候箱

模拟高加索三叶草在春秋季节遭遇的零下低温，即通

过非冷驯化降温和冷驯化降温两种方式对高加索三

叶草植株进行-6 ℃冷冻胁迫，比较叶片在不同降温

模式下的形态和生理变化，并应用主成分分析法进行

抗寒指标筛选，为研究高加索三叶草对不同降温模式

低温胁迫的生理响应机制和扩大高加索三叶草在青

藏高原的引种范围提供理论依据。

1 材料和方法

1. 1 试验材料

供试材料为高加索三叶草的育成品种“蒙农三叶

草 1号”，其种子由内蒙古农业大学王明玖教授于 2018
年提供。

1. 2 试验处理

2019年 5 至 8月，在青海大学校内牧草试验地和

草业科学系实验室进行。在含有混合基质的花盆中

播种高加索三叶草种子，待长出幼苗，生长 60 d以后，

挑选长势相同且生长健康的幼苗，将其置于低温人工

气候箱进行适应性培养 30 d，模拟的生长条件为：

20 ℃的日温、18 ℃的夜温、12 000 lx的光照强度、60％
的湿度、12 h的光照周期。试验分为两组：非冷驯化降

温 组（Non-cold Acclimation，NA），冷 驯 化 降 温 组

（Cold-Acclimation，CA）。两个降温组除温度外，其

余条件均与适应性培养下的条件相同，具体过程为：

（1）NA组：由 20 ℃未经 4℃冷驯化直接降温至-6℃进

行低温胁迫；（2）CA组：由 20 ℃以 2 ℃/h梯度降温至

4 ℃/4 ℃（日温/夜温）冷驯化处理 18 d，再直接降温

到-6 ℃进行低温胁迫。NA 组和 CA 组于同一天

9∶00开始进行-6 ℃冷冻胁迫处理，分别胁迫 0、2、4、
6 h后剪取叶片，立即置于液氮冷冻保存，用于高加索

三叶草叶片的生理指标测定，每个处理组的各时间点

样品均 3个重复。

1. 3 形态观察

冷冻胁迫试验完成后，NA组和 CA组的植株均置

于人工气候箱（温度 10 ℃、光照强度 4 000 lx、湿度

60%、光 周 期 12 h）进 行 恢 复 处 理 。 观 察 4 ℃冷 驯

化、-6 ℃冷冻胁迫和 10 ℃恢复后的叶片形态变化。

1. 4 生理指标测定

所测定生理指标为：MDA含量、可溶性糖含量、

可溶性蛋白含量、POD活性、SOD活性和叶绿素含

量。其中，MDA、可溶性糖和可溶性蛋白的含量测定

参照 Pu等［24］的方法；SOD和 POD活性的测定参照

Yang等［25］的方法；叶绿素含量测定参照 He等［26］的

方法。

1. 5 数据处理

采用 Excel 2016对数据进行整理，并绘制图表；运

用 SPSS 20. 0进行单因素方差分析和主成分分析。

2 结果与分析

2. 1 高加索三叶草对不同降温模式的形态响应及叶

片恢复情况

在冷驯化降温和非冷驯化降温处理过程中，高加

索三叶草老叶和嫩叶的形态呈现出了不同的变化趋

势，总体表现为经冷驯化降温处理的叶片更能适应冷

冻胁迫，非冷驯化降温处理的叶片在冷冻胁迫下受损

更严重，嫩叶相比于老叶不容易受损（表 1）。

2. 2 高加索三叶草对不同降温模式的生理指标响应

情况

2. 2. 1 渗 透 调 节 物 质 含 量 变 化 高 加 索 三 叶 草

在-6 ℃处理 6 h内，随着胁迫时间的延长，NA和 CA
两组的 MDA含量均呈上升趋势；NA组上升趋势缓

慢，而 CA组上升趋势较快（图 1⁃A）。整个胁迫过程，

CA组MDA含量显著高于 NA组（P<0. 05）。冷冻胁

迫 6 h时，CA 组 MDA 含量极显著高于 NA 组（P<
0. 01）。表明不同降温模式均会导致高加索三叶草叶

片MDA积累，从而使细胞遭受伤害。

随着胁迫时间的延长，NA组可溶性蛋白含量呈

先上升后下降的趋势，CA组先下降再上升，两组可溶
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性蛋白含量始终高于 0 h时（图 1⁃B）。冷冻胁迫 4 h

时，CA组达到最低值，仍显著高于 NA组（P<0. 05）。

胁迫 6 h时，CA组和NA组含量差异最大，前者约为后

者的 2. 03倍。表明不同降温模式均会使高加索三叶

草叶片可溶性蛋白含量增加，以增强其质膜系统渗透

调节能力，从而增强其抗寒能力，CA组含量波动较大

且始终显著高于NA组（P< 0. 05），说明 CA组的抗寒

性表现更好。

冷冻胁迫 2 h后，NA组可溶性糖含量达到最低，

而 CA组含量最高，后者约为前者的 2. 79倍（图 1⁃C）。

但随着胁迫时间的延长，NA组可溶性糖含量缓慢上

升，6 h时达到最高值；而 CA组出现先下降后上升的

趋势，4 h时达到最低值。冷冻胁迫 6 h内，CA组含量

极显著高于 NA组（P<0. 01）。表明不同降温模式对

高加索三叶草叶片可溶性糖含量影响不同，NA组可

溶性糖含量变化不敏感，而 CA组虽含量波动较大且

始终显极著高于NA组（P< 0. 01），说明 CA组的抗寒

性表现更好。

2. 2. 2 保护酶活性变化 随着冷冻胁迫的进行，NA

组 POD活性呈上升趋势，6 h时达到最高值，CA组呈

先上升再下降趋势，4 h时达到最高值（图 2⁃A）。整个

胁迫过程中，两组差异不显著（P>0. 05）。表明不同

降温模式均会使高加索三叶草叶片 POD活性增加，

NA和 CA两组均具有较强的清除过氧化物的能力，说

明 POD活性对高加索三叶草植株抵抗不同方式的冷

冻伤害均起着重要的作用。

表 1 高加索三叶草在不同降温模式下的叶片形态

Table 1 Theleaf morphology changes of Caucasian clover under different cooling modes

处理

4℃冷驯化 18 d

-6 ℃胁迫 0 h

-6 ℃胁迫 2 h

-6 ℃胁迫 4 h

-6 ℃胁迫 6 h

恢复过程

无

无

无

10 ℃恢复 24 h

10 ℃恢复 7 d

无

10 ℃恢复 24 h

10 ℃恢复 7 d

无

10 ℃恢复 24 h

10 ℃恢复 7 d

冷驯化降温（CA）

老叶

多数叶片正面颜色深绿色，背面变

为浅紫色

生长正常

少部分下垂、稍有受冻症状，多数叶

片正常

多数恢复正常

同上

植株整体下垂，多数叶片明显受冻，

少数叶片开始出现透明症状

少数恢复正常

同上

植株整体下垂萎蔫，多数叶片明显

受冻，有的出现透明症状，有的叶片

边缘出现白霜

未恢复正常

同上

嫩叶

生长正常

生长正常

生长正常

生长正常

同上

生长正常

生长正常

同上

部分叶芽边缘出现透明症状

生长正常

同上

非冷驯化降温（NA）

老叶

未驯化

生长正常

少部分下垂、稍有受冻症状，多

数叶片正常

多数恢复正常

同上

植株整体下垂，大多数叶片明

显受冻，多数叶片开始出现透

明症状

极少数恢复正常

同上

植株整体下垂萎蔫，大多数叶

片明显受冻且整个叶片表面出

现透明症状

未恢复正常

同上

嫩叶

未驯化

生长正常

生长正常

生长正常

同上

部分叶芽边缘出现

透明症状

生长正常

同上

部分叶芽表面出现

透明症状

生长正常

同上

图 1 不同降温模式下高加索三叶草MDA、可溶性蛋白、可溶性糖含量

Fig. 1 MDA，soluble protein and soluble sugar content in Caucasian clover under different cooling modes
注：同一指标的不同柱形图间不同小写字母表示差异显著（P< 0. 05）；同一指标的不同柱形图间不同大写字母表示差异极显著

（P< 0. 01）。下同
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冷冻胁迫后，NA和 CA两组的 SOD活性均随着

时间的延长而呈上升趋势，且 CA组始终极显著高于

NA组（P<0. 01）（图 2⁃B）。表明不同降温模式均会使

高加索三叶草叶片 SOD活性增加，通过 SOD来清除

体内多余的活性氧来提升抗氧化能力，CA组 SOD活

性更高，说明 CA组比NA组抗寒性表现更好。

2. 2. 3 叶绿素含量变化 冷冻胁迫后，NA和 CA两

组各时间点的叶绿素含量均高于 0 h时。NA组叶绿

素含量随着胁迫时间的延长呈上升趋势，CA组呈先

上升再下降趋势（图 3）。冷冻胁迫前 4 h内，NA组显

著低于 CA组（P<0. 05）；但 6 h后，两组差异不显著

（P>0. 05）。表明不同降温模式处理均会使高加索三

叶草叶片叶绿素含量增加。

2. 3 不同降温模式的抗寒生理指标筛选

通过对高加索三叶草在不同降温模式的生理指

标进行主成分分析，根据系数的大小进一步筛选不同

处理抗寒过程的主要生理指标。遵循特征值大于 1
的原则，提取出 2 个主成分。NA组前 2个主成分的累

积贡献率为 67. 797%，反映了 6个指标的大部分信息，

表明前 2个主成分具有较强的代表性（表 2）。主成分

1的贡献率为 45. 777%，其中 POD活性和MDA含量

的系数绝对值最大；主成分 2的贡献率为 21. 519%，其

中可溶性糖含量的系数绝对值最大。表明 POD活性、

MDA含量、可溶性糖含量对非冷驯化降温组的抗寒

力贡献最大，因此可将 POD活性和MDA含量作为核

心指标，可溶性糖含量则为辅助指标。

CA组前 2个主成分的累积贡献率为 83. 442%，

反映了 6个指标的绝大部分信息，表明前 2个主成分

具有很强的代表性，主成分 1 的贡献率为 63. 642%，

其中可溶性蛋白含量和 SOD活性的系数绝对值最大；

主成分 2的贡献率为 19. 800%，其中叶绿素含量的系

数绝对值最大（表 3）。表明可溶性蛋白含量、SOD活

性和叶绿素含量对冷驯化降温组的抗寒力贡献最大，

因此可将可溶性蛋白含量和 SOD活性作为核心指标，

叶绿素含量则为辅助指标。

图 2 不同降温模式下高加索三叶草 POD、SOD活性

Fig. 2 POD and SOD activity in Caucasian clover under different cooling modes

图 3 不同降温模式下高加索三叶草叶绿素含量

Fig. 3 Chlorophyll content in Caucasian clover under differ⁃
ent cooling modes

表 2 NA组高加索三叶草生理指标主成分分析

Table 2 Principal component analysis of physiological in⁃
dexes of Caucasian clover in NA group

指标

MDA含量

可溶性蛋白含量

可溶性糖含量

POD活性

SOD活性

叶绿素含量

特征值

贡献率/%

累计贡献率/%

主成分 1

0. 333

0. 210
-0. 051

0. 333

0. 269

0. 152

2. 747

45. 777

45. 777

主成分 2

0. 116

-0. 493
0. 544

-0. 133

0. 427

0. 148

1. 291

21. 519

67. 797
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3 讨论

高加索三叶草原产亚欧大陆分界线的高加索地

区，20世纪初期后被引入世界各地，包括新西兰、澳大

利亚、捷克斯洛伐克、加拿大和美国［5-6］。1985年后，

高加索三叶草逐渐被引种到北京、呼和浩特、赤峰、哈

尔滨和青海省黄南州等地［17，27-29］。这些引种地区囊括

了从接近海平面的区域到高海拔和高纬度地区的广

大范围，高加索三叶草在这些区域都能生存并安全越

冬［30］，说明该草具有广泛的生态位，在抗寒性方面具

有卓越表现。关于高加索三叶草的抗寒机制，主要涉

及物理和生理方面。如 Costin等［7］曾报道高加索三叶

草具有能抵抗冻融的机械作用，崔英［10］为了准确快捷

的评价高加索三叶草的抗寒性，用到了抗寒生理生化

指标评价法。然而，涉及响应低温的分子研究却鲜见

报道，仅见牟丹等［32］运用二代转录组测序技术对其面

临不同降温模的低温胁迫进行了分析，初步筛选到一

些与抗寒相关的通路与基因。

从降温试验和恢复后的叶片形态变化来看，低温

驯化有助于提高高加索三叶草的抗寒性。非冷驯化

降温组和冷驯化降温组在-6℃处理 2 h后，形态表现

均为受冻不严重，且绝大部分叶片在 10 ℃处理 24 h后
能恢复正常，说明高加索三叶草的抗寒性很强。非冷

驯化降温组各个处理下高加索三叶草叶片受害程度

均较冷驯化降温组受害严重，且不易恢复，这是符合

常理的。但是，冷冻胁迫试验结束 7 d后，所有的参试

植株均重新长出新的叶片，说明高加索三叶草根颈芽

恢复力也很强。

随冷冻胁迫时间的延长，非冷驯化降温组和冷驯

化降温组MDA含量均呈上升趋势，后者显著高于前

者，说明高加索三叶草叶片细胞在不同降温模式下均

受到低温伤害，且在 4 ℃冷驯化期间叶片就开始积累

一定量的MDA。两组 POD和 SOD活性在整体上均

呈上升趋势，说明两组叶片均可通过提高保护酶活性

来清除活性氧，并减少MDA对质膜的 2次伤害，从而

对细胞起到保护作用。此外，低温对冷驯化降温组的

SOD活性影响尤其大，说明高加索三叶草在冷驯化期

间就迅速启动了抗氧化酶系统。

随冷冻胁迫的进行，非冷驯化降温组可溶性蛋白

含量先增加再降低，可溶性糖含量呈缓慢上升的趋

势，推测高加索三叶草叶片在面临突然的零下低温，

为了抵御严寒严重消耗可溶性糖，同时为了及时平衡

渗透压而不断合成可溶性蛋白；随着胁迫的进行，部

分可溶性蛋白转化成可溶性糖，使三叶草更好地适应

低温。这与李瑞雪等［28］在木兰科植物上的研究结果

类似。冷冻胁迫期间，非冷驯化降温组可溶性糖含量

虽然低于胁迫 0 h时的含量，但差异不显著，与Wang
等［29］对菊花进行-4 ℃低温处理 4 h后的结果一致。

冷驯化降温组的可溶性蛋白含量和可溶性糖含量在

整个冷冻胁迫期均呈先下降再上升的趋势，含量均显

著高于非冷驯化降温组，且波动更大。董爱玲等［30］也

报道了低温锻炼使茄子幼苗可溶性糖和可溶性蛋白

质含量上升，升高幅度明显大于未经低温驯化处理

组。这一结果说明冷驯化可能启动了高加索三叶草

中冷诱导蛋白的表达，使叶片细胞中可溶性蛋白累

积，并促进其降解为可溶性糖，两者起协同作用，增强

植株抵御低温的能力；同时也证实了前人的研究结

果，即植物冷驯化后涉及许多代谢物质的变化，导致

蛋白质和兼容溶质的积累［31］。

整个冷冻胁迫期内，非冷驯化降温组和冷驯化降

温组的叶绿素含量始终高于胁迫 0 h时的含量，且两

组差异不显著。可以看出无论是经非冷驯化降温还

是冷驯化降温，高加索三叶草遭遇低温后均能保持较

高的叶绿素含量。陈凯等［37］研究也表明，在 0 ℃低温

情况下，随着低温胁迫时间的延长，望天树幼苗叶片

中叶绿素含量持续增加。王秀田等［32］发现冬小麦

DN1经室内低温驯化后，在-4 ℃时叶绿素 a和叶绿素

表 3 CA组高加索三叶草生理指标主成分分析

Table 3 Principal component analysis of physiological in⁃
dexes of Caucasian clover in CA group

指标

MDA含量

可溶性蛋白含量

可溶性糖含量

POD活性

SOD活性

叶绿素含量

特征值

贡献率/%

累计贡献率/%

主成分 1

0. 202

0. 245

0. 194

0. 212

0. 242

0. 141

3. 819

63. 642

63. 642

主成分 2

-0. 439

-0. 200

-0. 105

0. 374

-0. 067

0. 673

1. 188

19. 800

83. 442
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b含量均高于对照组。因此，冷冻胁迫后高加索三叶

草叶绿素含量的增加佐证了其强大的抗寒性。

植物的抗寒性是一系列生理生化特征综合作用

的结果，各生理指标相互作用，相互影响，不易凸显某

一指标的重要性。大量研究表明，主成分分析法可有

效用于指标的筛选［34-36］。本研究中，高加索三叶草响

应不同降温模式的生理指标主成分分析表明：POD活

性、MDA含量和可溶性糖含量可作为快速鉴定高加

索三叶草响应非冷驯化降温过程的生理指标；可溶性

蛋白含量、SOD活性和叶绿素含量可作为快速鉴定高

加索三叶草响应冷驯化降温过程的生理指标。

4 结论

非冷驯化降温组和冷驯化降温组在-6 ℃处理 2
h后均受冻不严重，且绝大部分叶片在 24 h内能恢复

正常；恢复 7 d后，所有的参试植株均重新长出新的叶

片，表明高加索三叶草耐受低温的能力较强。POD活

性可作为评价非冷驯化降温过程抗寒性的核心指标，

可溶性糖含量和叶绿素含量作为辅助指标；可溶性蛋

白含量可作为评价冷驯化降温过程抗寒性的核心指

标，叶绿素含量和可溶性糖含量作为辅助指标。高加

索三叶草具有较强的抗寒能力，具备在高寒草地引种

栽培的潜力。
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