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摘　 要　 对不同季节白三叶（Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ）不同叶龄叶片（幼叶、中叶和老叶）抗氧化酶
（ＳＯＤ、ＰＯＤ 和 ＣＡＴ）活力、渗透调节物（可溶性糖、可溶性蛋白和游离脯氨酸）含量、ＭＤＡ 含
量和叶绿素含量进行分析，揭示白三叶不同叶龄叶片对不同季节温度适应的生理调控机理
和白三叶叶片短寿在维护匍匐茎生长中的生态作用。 结果表明：（１）冬季低温生出的幼叶
ＭＤＡ 含量较低，而叶绿素 ａ、ＰＯＤ 和 ＳＯＤ 活力、可溶性糖和脯氨酸含量均最高；夏季高温生
出的幼叶 ＭＤＡ 和叶绿素 ｂ 含量较高，而 ＰＯＤ 和 ＳＯＤ 活力、可溶性糖和脯氨酸含量较低。
白三叶幼叶具有较强的生理调控可塑性以适应冬夏季温度。 （２）不同季节幼叶成长过程
中，其生理调控模式相近，随叶片长大成熟，叶绿素含量和 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ 活力及脯氨酸和
可溶性糖含量均增高，而 ＭＤＡ 含量降低。 （３）不同季节老化叶片生理特征相同，叶片中可
溶性糖和脯氨酸含量趋于增高，ＣＡＴ 活力及 ＭＤＡ 含量均下降。 研究表明，抗氧化酶和渗透
调节物通过维护氧自由基代谢和水分代谢平衡而在幼叶适应不同季节温度、叶片快速生长
中起重要保护作用。 不同季节叶片抗氧化能力下降和持续积累的脯氨酸、可溶性糖抑制光
合作用可能是叶片衰老和短寿的诱因。 不同季节匍匐茎上叶片的短寿、快速衰老可使匍匐
茎将能量物质分配给其顶部，促进匍匐茎顶部幼叶萌生和匍匐茎的延伸生长及种群的扩
散，其在维护白三叶植株持续生存中具有重要的调控作用。
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　 　 白三叶（Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ）抗冻、抗寒、绿期长、花
期长、适应性强，是优良的庭院绿地观赏草坪园林植

物（梁超等，２０１３）。 因而研究白三叶抗冻生理机

理，开发其抗冻基因种质资源吸引了众多科学家的

关注。
对白三叶抗冻生理机理研究发现，在自然和人

工模拟融冻胁迫过程中，随着气温下降至 ０ ℃以下

叶片冻结，白三叶叶片细胞膜透性、丙二醛（ＭＤＡ）
含量、脯氨酸和蛋白质含量、抗氧化酶活力（过氧化

氢（ ＣＡＴ）、超氧化物歧化酶 （ ＳＯＤ）、过氧化物酶

（ＰＯＤ））增加；随着气温上升叶片融化，白三叶叶片

膜透性、丙二醛和脯氨酸含量、ＰＯＤ 和 ＣＡＴ 活力降

低（安莹等，２００９；范玉贞，２０１０；赵梅等，２０１１；高婷

婷等，２０１４）。 冬季在暖棚内越冬，生长旺盛的白三

叶和棚外白三叶一样，随气温下降叶片细胞膜透性、
ＭＤＡ、脯氨酸、可溶性糖含量和抗氧化酶活力（ＳＯＤ、
ＣＡＴ、ＰＯＤ）增高，与气温变化呈负相关，但其生理指

标均低于棚外，而且，在春季揭棚遭遇低温后叶片

ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 活性和可溶性糖和脯氨酸含量急剧增

加且明显高于棚外白三叶（周瑞莲，２０１２ａ）。 白三

叶有发达的侧根和匍匐茎，在晚秋气温下降时白三

叶根和匍匐茎会积累大量的淀粉和可溶性糖（Ｇｕｉｎ⁃
ｃｈａｒｄ ｅｔ ａｌ．，１９９７；李州等，２０１３）。 在冰冻过程中，
白三叶根部蔗糖和脯氨酸含量提高，以维护细胞渗

透调节能力防止结冰伤害（Ｋｉｒｓｔｉ ｅｔ ａｌ．，１９９３；Ｇｕｉｎ⁃
ｃｈａｒｄ ｅｔ ａｌ．，１９９７）。 这表明，融冻胁迫中白三叶细

胞中积累的渗透调节物和被激活的抗氧化酶系统在

维护细胞水分平衡和氧自由基代谢平衡中起重要作

用，可能是其快速适应冻融胁迫，持续生长的关键

（Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ．，２００９；周瑞莲等，２０１２ｂ）。

目前，无论在自然条件下还是人工模拟条件下，
对白三叶抗冻力及抗融冻力研究结果均来自对不同

叶龄混合叶片分析所得，该结果反映的是白三叶种

群对胁迫处理的响应，对揭示白三叶抗逆生理机理

具有一定意义。 但由于白三叶为多年生草本植物，
其匍匐茎上的叶片不会像多年生树木叶片那样春季

萌生，秋季脱落。 白三叶种群的绿色依靠匍匐茎顶

部不断生出新叶替代老叶而维护着种群的生机和活

力，其白三叶叶片寿命较短。 而不同季节白三叶匍

匐茎顶部生出的叶片，既是环境塑造的产物，也是对

新环境适应的结果。 目前对不同季节叶片抗逆生理

变化与环境关系、不同季节叶片抗逆生理是否有差

异、引起叶片短命的生理基础和生态因子目前尚不

清楚。
本文以不同季节采集的不同叶龄（幼叶、中叶

和老叶）白三叶叶片为实验材料，通过对抗氧化酶

（ＳＯＤ、ＰＯＤ 和 ＣＡＴ）和渗透调节物（可溶性蛋白、可
溶性糖和脯氨酸）含量以及 ＭＤＡ 和叶绿素含量的

测定，以了解不同季节白三叶叶片抗逆生理指标变

化与温度、不同叶龄叶片间抗逆生理指标的差异与

其老化的关系，以揭示抗氧化酶和渗透调节物在白

三叶适应季节气温、维护种群繁衍生长中的作用，为
白三叶抗融冻基因的开发利用及白三叶种群的管理

提供理论指导。

１　 研究地区与研究方法

１􀆰 １　 试验地概况

试验在烟台市芝罘区鲁东大学校国内进行。 烟

台地处 １１９°３４′Ｅ—１２１°５７′Ｅ，３６°１６′Ｎ—３８°２３′Ｎ，位
于山东半岛东部。 年平均降水量为 ６５１．９ ｍｍ，主要
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集中在 ７—８ 月，占年降雨量的 ４９％；年平均气温

１１．８ ℃，最热月为 ８ 月（２４．６ ℃），历年极端最高气

温 ３８．４ ℃。 最冷月为 １ 月，月平均气温－１．５ ℃，历
年极端最低气温－１３．８ ℃；年平均相对湿度 ６８％，冬
季降雪频繁，地面常有积雪。 秋分过后，昼夜温差逐

渐加大，幅度高于 １０ ℃以上，全年无霜期 ２１０ ｄ。
１􀆰 ２　 试验地和材料

试验在自然条件下进行，试验地设在鲁东大学

校园内 ２０１０ 年建植生长均匀的绿化带上。 该绿化

带在园林工的精心护理下，白三叶生长健壮、茂密、
属于无杂草的单一种群。 试验前将绿化小区围起来

做标记以保证试验期间不被干扰，同时剔除生长过

弱和过强的白三叶以确保试验材料均匀一致。
样品采集：不同季节白三叶样品的采集时间为

２０１３ 年 １０ 月 １６ 日（秋季）、２０１４ 年 １ 月 ２２ 日（冬
季）、２０１４ 年 ４ 月 １ 日（春季）和 ２０１４ 年 ８ 月 １３ 日

（夏季）。 取样时间均在 １０：００ 进行。 首先选取长

势一致、匍匐茎长度相近的白三叶植株，将其剪下，
并将匍匐茎分为 ３ 段，即顶部、中部、基部，并在各部

位分别剪取幼叶、中叶和老叶。 外观表征为：幼叶是

位于匍匐茎顶部尚未完全展开、倒“Ｖ”型斑不清晰

的嫩绿叶片；中叶叶片一般较大、倒“Ｖ”型斑清晰的

深绿叶片；老叶叶片较大但边缘略黄。 然后快速将

各年龄段叶片用液氮固定，并放置在超低温冰箱中，
用于抗氧化酶活性、渗透调节物含量、丙二醛含量、
叶绿素含量的测定。
１􀆰 ３　 试验方法

酶液提取是在 ４ ℃条件下进行的，准确称取 １ ｇ
液氮固定的叶片于预冷研钵中，加入酶提取液（ｐＨ
值＝ ７．８ 磷酸缓冲液），冰浴上研磨成匀浆，在 １５０００
ｒ·ｍｉｎ－１ ４ ℃条件下离心 １５ ｍｉｎ，上清液用于抗氧化

酶活力和脯氨酸、可溶性糖、可溶性蛋白质和 ＭＤＡ
含量的测定。

采用愈创木酚法测定 ＰＯＤ 活性（张志良等，
２００３）；采用氮蓝四唑（ＮＢＴ）光还原法测定 ＳＯＤ 活性

（Ｓｕｎｄａｒ ｅｔ ａｌ．，２００４）；采用过氧化氢⁃碘量法测定 ＣＡＴ
活性（Ｄｒａｚｋｉｅｗｉｃｚ ｅｔ ａｌ．，２００４）。 采用茚三酮比色法测

定游离脯氨酸含量、采用蒽酮法测定可溶性糖含量、
采用考马斯亮蓝法测定可溶性蛋白质含量、采用硫代

巴比妥酸法测定 ＭＤＡ 含量、采用分光光度计方法测

定叶绿素 ａ 和叶绿素 ｂ 含量（张志良等，２００３）。
１􀆰 ４　 数据处理

实验数据采用 ３ 个以上重复的平均值±标准差

（ｍｅａｎ±ＳＤ），用 ＳＰＳＳ １１．５ 软件进行数据分析。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 烟台 ２０１３ 年秋季到 ２０１４ 年夏季气温变化

烟台 ２０１３ 年秋季到 ２０１４ 年夏季，全年最高温

出现在 ２０１４ 年 ７ 月 １７ 日（最高气温 ３６ ℃，最低气

温 ２６ ℃）；全年最低气温出现在 ２０１３ 年 ２ 月 ９ 日

（最高气温－４ ℃，最低气温－８ ℃）；秋、冬、春和夏

各季节平均最高温分别为 １８、４、１９ 和 ２９ ℃；最低温

分别为 １２、－２、１０ 和 ２１ ℃（图 １）。 年度气温变化表

明：烟台年间气温差异较大（－８ ～ ３６ ℃），是典型的

冬季寒冷，夏季炎热。 尽管在夏季炎热白三叶生长

缓慢，但其能在寒冷的冬季存活并依旧保持绿色这

一特性使之成为了该地区的优质园林绿化植物。
２􀆰 ２　 不同季节不同叶龄白三叶叶片叶绿素含量的

变化

不同季节叶片总叶绿素含量略有不同。 叶片平

均总叶绿素含量在春季白三叶叶片萌动生长时较

高、冬季较低，但不同季节叶片总叶绿素含量差异不

显著（图 ２）。
但不同季节白三叶叶片叶绿素 ａ 和 ｂ 含量明显

不同。 叶片叶绿素 ａ 在秋季最高，夏季最低（图 ２）。
夏季气温升高，叶片叶绿素 ａ 含量大幅降低，只有秋

冬季节叶片的 １９％，两者差异明显（Ｐ＜０．０５）。 而

且，不 同 叶 龄 间 叶 片 叶 绿 素 ａ 含 量 差 异 显 著

（Ｐ＜０．０５）（图 ２，表 １）。 不同季节均以中叶最高，幼
叶较低。 春、夏、秋和冬季中叶叶绿素 ａ 含量分别较

图 １　 烟台 ２０１３ 年秋季到 ２０１４ 年夏季最高和最低气温及降
水量变化
Ｆｉｇ．１　 Ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｄａｉｌｙ ｍａｘｉｍｕｍ ａｎｄ ｍｉｎｉｍｕｍ ｔｅｍｐｅｒａ⁃
ｔｕｒｅ ａｎｄ ｒａｉｎｆａｌｌ ｆｒｏｍ ｆａｌｌ ｏｆ ２０１３ ｔｏ ｓｕｍｍｅｒ ｏｆ ２０１４ ｉｎ
Ｙａｎｔａｉ， Ｃｈｉｎａ
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表 １　 不同叶龄间白三叶抗逆生理指标比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｄ Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ ｇｒｏｗｎ ｉｎ ｄｉｆ⁃
ｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ
叶龄 叶绿素 ａ

（ｍｇ·
Ｌ－１）

叶绿素 ｂ
（ｍｇ·
Ｌ－１）

ＭＤＡ
（μｍｏｌ·
ｇ－１ＦＷ）

ＰＯＤ
（μｍｏｌ Ｈ２Ｏ２·
ｇ－１ ＦＷ·ｍｉｎ－１）

ＣＡＴ
（μｍｏｌ Ｈ２Ｏ２·

ｇ－１ ＦＷ）

ＳＯＤ
（Ｕ·ｇ－１ ＦＷ·

ｈ－１）

脯氨酸
（μｇ·ｇ－１

ＦＷ）

可溶性蛋白
（μｇ·ｇ－１

ＦＷ）

可溶性糖
（μｇ·ｇ－１

ＦＷ）
幼叶 ８±４ ｂ ８±３ ｂ １４±６ ａ １７±６ ｂ ６±１ ａ ６８０±１８６ ａ ８±１．３ ｂ ２２±３ ａ ２９±１２ ｂ
中叶 ２０±１１ａ ２４±１２ａ １０±３ ａ １８±６ ｂ ８±２ ａ ７４９±１３９ ａ １０±１６ ｂ ２５±１ ａ ３９±１６ ｂ
老叶 １３±７ ａｂ １６±１３ａｂ １１±４ ａ ２２±７ ａ ５±４ ａ ６８４±２１７ ａ １８±２６ ａ ２０±６ ａ ５５±２６ ａ
每个值为四个季节的平均值。

幼叶高 １３７％、１１７％、２１８％和 １１１％。
不同季节白三叶叶片叶绿素 ｂ 在夏季最高，随

着气温的降低而下降，在冬季最低（图 ２）。 与叶绿

素 ａ 相同，不同叶龄间叶片叶绿素 ｂ 含量差异显著

（Ｐ＜０．０５）（图 ２，表 １）。 不同季节中叶绿素 ｂ 均在中

叶较高，幼叶最低。 春、夏、秋和冬季中叶叶绿素 ｂ 含

量分别较幼叶高 ８０％、７０％、４００％和 １９０％。 ４ 个季节

中叶叶片叶绿素 ｂ 含量较幼叶高 ２００％（表 １）。
２􀆰 ３　 不同季节不同叶龄白三叶叶片ＭＤＡ 含量比较

不同季节白三叶叶片 ＭＤＡ 含量存在差异。 叶

片平均 ＭＤＡ 含量以夏季最高，春季最低（图 ３）。 其

中夏季叶片中 ＭＤＡ 含量分别较秋、冬、春季节高

５１％、５４％、９６％，夏季与春季叶片 ＭＤＡ 含量差异显

著（Ｐ＜０．０５）。 不同叶龄间以幼叶 ＭＤＡ 含量较高

（除秋季），尤其是夏季幼叶 ＭＤＡ 含量较中叶和老

叶分别高 ５７％和 ６２％（表 １）。

图 ２　 不同季节不同叶龄白三叶叶片叶绿素含量比较
Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｄ Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ ｇｒｏｗｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ
不同小写字母表示同一叶龄不同季节之间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２􀆰 ４　 不同季节不同叶龄白三叶叶片渗透调节物含

量比较

不同季节白三叶叶片平均脯氨酸含量不同，冬季

叶片脯氨酸含量最高，分别较春、夏、秋季高 １８ 倍、１８
倍和 ７ 倍，并与其他季节差异极显著（Ｐ＜０．０１） （图
４）。 不同叶龄中以老叶叶片脯氨酸含量较高，幼叶较

低，并差异显著（表 １）。
不同季节白三叶平均可溶性蛋白质含量差异不

显著（图 ４）。 而不同叶龄间叶片可溶性蛋白质含量

略有差异，但差异不显著。 其中，冬春季节老叶蛋白

质含量较低，其冬春季中叶蛋白质含量较老叶分别

高 ８２％和 ３８％。 但夏秋季幼叶可溶性蛋白质含量

较低，夏秋季老叶蛋白质含量较幼叶分别高 １０％和

３２％。
不同季节白三叶叶片可溶性糖含量差异显著

（Ｐ＜０．０５） （图 ４）。 随季节气温降低叶片可溶性糖

含量增加，在冬季达到最高，并与其他季节差异极显

著（Ｐ＜０．０１）。 冬季叶片平均可溶性糖含量分别较

春、夏和秋叶片高 １０７％、１５０％和 ７５％。 同时，不同

叶龄间叶片可溶性糖含量存在差异，以老叶可溶性

糖含量最高，幼叶较低。 春、夏、秋和冬各季节老叶

可 溶性糖含量分别较幼叶高７９％、５５％、１０４％和

图 ３　 不同季节不同叶龄白三叶叶片 ＭＤＡ 含量比较
Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ａｇｅｄ Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ
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图 ４　 不同季节不同叶龄白三叶叶片脯氨酸、可溶性蛋白质
和可溶性糖含量变化
Ｆｉｇ．４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｒｏｌｉｎｅ， ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ａｎｄ ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｄ Ｔｒｉｆｏｌｉ⁃
ｕｍ ｒｅｐｅｎｓ ｇｒｏｗｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ

９７％，不同季节老叶可溶性糖含量均与中叶和幼叶

差异显著（Ｐ＜０．０５）（表 １）。
２􀆰 ５　 不同季节不同叶龄白三叶叶片抗氧化物酶活

力比较

不同 季 节 叶 片 平 均 ＰＯＤ 活 力 差 异 显 著

（Ｐ＜０．０５）。 随秋季气温下降，白三叶叶片中 ＰＯＤ
活力趋于增高，并在冬季达到最高，而春季最低（图
５）。 冬季不同叶龄平均 ＰＯＤ 活力分别较春、夏和秋

季高 １２１％、３２％和 ４８％，并与其他季节差异显著

（Ｐ＜０．０５）。 不同叶龄间叶片 ＰＯＤ 活力存在差异，
其中以老叶最高，幼叶较低，春、夏、秋和冬季老叶

ＰＯＤ 活力较幼叶分别高 ４５％、４％、６１％和 ３３％，老
叶 ＰＯＤ 活力与幼叶和中叶差异显著（Ｐ＜０．０５）。

在气温较低的冬季叶片中 ＣＡＴ 活力最低，在气

温相对适宜的春季和秋季叶片中 ＣＡＴ 活力较高，如
春、夏和秋季叶片ＣＡＴ活力分别较冬季高５９％ 、

图 ５　 不同季节不同叶龄白三叶叶片过氧化物酶、过氧化氢
酶和过氧化物歧化酶活力比较
Ｆｉｇ．５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｐｅｒｏｘｉｄｅ， ｃａｔａｌｓｅ ａｎｄ
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｄ Ｔｒｉｆｏｌｉ⁃
ｕｍ ｒｅｐｅｎｓ ｇｒｏｗｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ

６７％和 ２６％，并与冬季叶片 ＣＡＴ 活力差异显著（图
５）。 不同叶龄间 ＣＡＴ 活力不同（图 ５）。 除了春季

外，其他季节老叶 ＣＡＴ 活力较低，尤其是冬季和夏

季老叶 ＣＡＴ 活力分别较中叶低 ８２％和 ５６％，老叶与

中叶叶片 ＣＡＴ 活力差异显著。
不同季节叶片 ＳＯＤ 活力不同（图 ５）。 随秋季

气温下降叶片 ＳＯＤ 活力开始增强，在冬季达到最

高，在春季最低，秋冬季叶片 ＳＯＤ 活力与春夏季差

异显著（Ｐ＜０．０５）。 冬季叶片 ＳＯＤ 活力分别较春、夏
季高 ６５％、４４％。 不同叶龄间叶片 ＳＯＤ 活力同样存

在差异，除了秋季外，其他季节老叶 ＳＯＤ 活力相对

较幼叶或中叶低。 值得注意的是，幼叶 ＳＯＤ 活力在

气温较低的冬季和气温较高的夏季较高，而在气温

适宜的春季和秋季较低。 不同叶龄叶片 ＳＯＤ 活力

与气温高低相关。
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３􀆰 １　 抗氧化酶和渗透调节物在白三叶幼叶适应季

节温度中作用

白三叶喜温凉湿润气候。 烟台气候四季分明

（图 １），春秋两季气温适宜白三叶生长，夏季白三叶

要经历高温，冬季经历冷冻胁迫，白三叶能够在四季

温度差异较大的环境中生活。 而幼叶对环境较敏

感，其存活与否与匍匐茎延伸生长、植株存活密切相

关。 结果表明，不同季节幼片抗逆生理代谢差异很

大。 一年中，夏季高温下产生的幼叶叶片叶绿素 ｂ
含量和 ＭＡＤ 含量较高，但 ＰＯＤ 和 ＳＯＤ 活力及脯氨

酸和可溶性糖含量却较低；冬季低温下产生的幼叶

叶绿素 ｂ 和 ＭＡＤ 含量较低，而 ＰＯＤ、ＳＯＤ 活力和脯

氨酸、可溶性糖含量却较高。 研究表明，幼叶膜脂过

氧化水平和叶绿素 ｂ 含量与温度呈正相关，ＣＡＴ、
ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活力及脯氨酸和可溶性糖含量与温度

呈负相关。
冬夏季幼叶抗逆生理差异直接或间接与温度有

关。 有研究表明，低温可降低叶绿素含量和改变叶

绿素成分（和红云等，２００８）。 叶绿素 ａ 主要吸收红

光，叶绿素 ｂ 主要吸收蓝紫光。 由于光照强度和环

境温度相关，夏季强光照伴随高温。 因此，生活在冬

季寒冷、长波光较多的幼叶通过合成更多的叶绿素

ａ 以捕获更多的红光，生活在夏季高温、短波光较多

的幼叶通过合成更多的叶绿素 ｂ 以捕获更多的蓝紫

光。 不同季节幼叶通过调控叶绿素组分以更有效地

捕获光能，这可能是其在不同温度和光照条件下生

存的关键。 低温抑制光合作用，而植物光合呼吸代

谢过程是细胞氧自由基产生的来源。 冬季冷冻低温

降低了幼叶光合速率而使细胞中氧自由基积累少，
从而降低了膜脂过氧化水平。 但是，冬季冷冻使细

胞遭遇融冻胁迫引发细胞氧自由基积累，同时积累

的氧自由基也激活了抗氧化酶系统，这可能是冬季

幼叶 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活力较高的原因。 而夏季高温下

使幼叶光合速率较高导致细胞中活性氧自由基积累

增多，膜脂过氧化加剧使 ＭＤＡ 增高，但叶片中积累

的氧自由基并没有超过细胞的控制力引发氧自由基

代谢失衡，这可能是夏季幼叶 ＳＯＤ、ＰＯＤ 活力较低

的原因。 研究表明，夏冬季幼叶有效地维持氧自由

基代谢平衡可能是其快速适应环境温度而生存的关

键。 由于冷冻低温可引发植物遭遇冷冻胁迫和干旱

胁迫。 有研究表明，白三叶在冰冻过程中根叶中积

累脯氨酸和可溶性糖及淀粉 （ Ｋｉｒｓｔｉ ｅｔ ａｌ．， １９９３；
Ｇｕｉｎｃｈａｒｄ ｅｔ ａｌ．，１９９７；周瑞莲等，２０１２ｂ）。 因此，冬
季生长的幼叶在遭遇冰冻胁迫下引发细胞脱水和水

分代谢失衡，导致细胞积累脯氨酸和可溶性糖以增

加细胞渗透势，并在维护叶片细胞弹性、膨压、水分

平衡起重要的生理调控作用（Ｋｉｒｓｔｉ ｅｔ ａｌ．，１９９３；Ｋａ⁃
ｍｅｌｉ ｅｔ ａｌ．， １９９５； Ｂａｊｊｉ ｅｔ ａｌ．， ２００１； Ｅｗｅｒｓ ｅｔ ａｌ．，
２００３）。 而夏季高温生长的幼叶尽管光合呼吸速率

较高，但它将较多的光合产物用于植株的快速生长，
从而导致叶片中渗透调节物含量较少。 这进一步表

明白三叶幼叶具有较强的生理调控可塑性以适应冬

夏季温度。 抗氧化酶和渗透调节物通过维护氧自由

基代谢平衡和水分平衡而在白三叶幼叶适应冬春季

不同温度上起重要作用。
３􀆰 ２　 抗氧化酶和渗透调节物在白三叶叶片成长和

衰老中作用

研究发现，大多数多年生植物叶片春出秋落，而
秋季低温和日照缩短是导致其叶片衰老的主要生态

因子。 但多年生白三叶匍匐茎一年四季均可产生新

叶、新叶生长一段时间后衰老死亡，显然叶片衰老不

受日照长度影响，但关于叶片衰老的机理目前尚不

清楚。
本研究发现，尽管各季节温度不同，但同一季节

不同叶龄间叶片抗逆生理指标存在差异，且从幼叶

到中叶，再到老叶的发育过长中，叶片抗逆生理指标

的变化趋势相同。 不同季节幼叶叶片内 ＭＤＡ 含量

较高（图 ３），ＰＯＤ、ＣＡＴ 和 ＳＯＤ 活力较低（图 ５），可
溶性糖、脯氨酸含量较低（图 ４）；伴随着幼叶生长到

成熟（中叶），其叶片叶绿素含量、ＰＯＤ、ＣＡＴ 和 ＳＯＤ
活力均增加，而 ＭＤＡ 含量降低（除秋季），脯氨酸、
可溶性蛋白质及可溶性糖均增加；伴随着叶片衰老，
老叶叶片叶绿素和 ＭＤＡ 含量、ＣＡＴ （除春季） 和

ＳＯＤ 活力、可溶性蛋白质含量下降，而脯氨酸和可

溶性糖含量持续增高（图 ４）。 研究表明，不同季节

叶片在成长过程中生理调控模式基本相同。 其原因

是：（１）新生幼叶对环境较敏感，抗氧化酶保护体系

尚未健全，所以细胞膜脂过氧化作用较强，ＭＤＡ 含

量较高。 而且幼叶光合色素低下导致光合作用强度

较低、光合产物不足而使可溶性糖和脯氨酸含量较

低。 幼叶抗氧化能力和渗透调节能力不足可能是其

易受环境温度影响的原因所在。 （２）随着叶片成长

成熟，叶片叶绿素含量增多、叶片捕获和利用光能能

力增强使光合作用速率提高。 但同时作为光合和呼
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吸作用副产物的氧自由基也增加。 但细胞中积累的

氧自由基激活抗氧化保护酶系统使抗氧化酶活力提

高。 抗氧化酶可清除氧自由基、抑制膜脂过氧化使

叶片 ＭＤＡ 含量下降，叶片抗逆性增强。 同时，随着

光合作用的提高，叶片中部分光合产物被储存或合

成脯氨酸等使叶片渗透调节物含量增加。 这些渗透

调节物可增加叶片细胞渗透势、防止蒸腾失水、维持

日间水分平衡。 （３）随叶片老化，老叶叶绿素含量

下降使光合速率降低、氧自由基积累速率减小、而导

致老叶抗氧化酶活力下降。 一些研究发现，活性氧

代谢失调是造成叶片衰老的主要原因（Ｓｈｉｍａｚａｋｅ ｅｔ
ａｌ．，１９８０）。 而提高抗氧化酶活力抑制膜脂过氧化

可以延迟叶片衰老，延长植株寿命（Ｏｎｏ ｅｔ ａｌ．，２００１；
Ｙｏｓｈｉｄａ，２００３；张盼盼等，２０１０；林植芳等，２０１２）。
因此，白三叶叶片衰老与其抗氧化能力下降相关。
但值得注意的是，在叶片衰老过程中，老叶可溶性糖

和脯氨酸含量却增加较多。 一些研究发现，细胞中

积累的渗透调节物多少与其衰老有关 （Ｋａｍｅｌｉ ｅｔ
ａｌ．，１９９５；Ｂａｊｊｉ ｅｔ ａｌ．，２００１）。 叶片糖水平的增加通

过负反馈调节抑制光合作用进而参与了叶片衰老的

诱导（糖的库⁃源平衡）（Ｒｏｌｌａｎｄ ｅｔ ａｌ．，２００２）。 研究

表明，老化叶片中积累的可溶性糖和脯氨酸能通过

抑制光合作用诱发叶片衰老，但同时它们可能通过

其渗透调节作用增强老叶保水力而在延长老叶绿叶

期上起作用。 因此，在叶片成长过程中，细胞中抗氧

化酶通过抑制光合呼吸过程中产生的氧自由基和膜

脂过氧化、维护细胞内氧自由基代谢平衡，渗透调节

物通过维护细胞水分代谢平衡而在提高幼叶对环境

的适应力、维护成熟叶片旺盛的光合作用上起重要

保护作用，这也是匍匐茎可在不同季节温度条件下

产生新叶延续生长的关键。 随着叶片抗氧化能力下

降及叶片糖分和脯氨酸积累造成匍匐茎上白三叶叶

片衰老。 而且，白三叶匍匐茎上叶片的衰老不仅降

低了对储存物的消耗，其叶内储存的糖分是匍匐茎

和其上幼叶萌动生长的物质和能量来源。 因此不同

季节匍匐茎上叶片的短寿，快速衰老可使匍匐茎能

将能量物质分配给其顶部，促进匍匐茎顶部幼叶萌

生和匍匐茎的延伸生长及种群的扩散，其在维护白

三叶植株持续生存中具有重要的调控作用。
综上所述，不同季节白三叶匍匐茎上生出的幼

叶抗逆生理调控上存在差异。 夏季高温下产生的幼

叶维持较低的 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活力及脯氨酸和可溶性

糖含量，而冬季低温下幼叶维持较高的 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ

活力及脯氨酸和可溶性糖含量。 抗氧化酶和渗透调

节物通过维护氧自由基代谢平衡和水分平衡而在幼

叶适应冬春季温度起重要作用。 另外，伴随着叶片

成长成熟，光合作用能力提高使抗氧化酶活力和渗

透调节物含量增加，膜脂过氧化水平降低。 抗氧化

酶和和渗透调节物在维护成熟叶片旺盛的光合作用

上起重要保护作用。 在叶片衰老过程中，叶片抗氧

化能力下降和持续积累的脯氨酸和可溶性糖抑制光

合作用可能是叶片衰老的诱因，但老叶中积累的可

溶性糖和脯氨酸通过其渗透调节作用对老叶有一定

的保护作用。 不同季节白三叶叶片衰老在促进幼叶

形成和维护匍匐茎延续生长上具有重要生态学

意义。
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