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封面图说: 噶龙山南坡的高山湖泊———喜马拉雅山南坡的嘎龙山光照强烈、雨量充沛,尽管是海拔 4500 多米的高寒地区,山上
的草甸依然泛着诱人的翠绿色,冰川和雪山的融水汇集在山梁的低洼处形成了一个又一个的高山湖泊,由于基底的
差别和水深的不一样,使得纯净清澈的冰雪融水在湖里呈现出不同的颜色,湖面或兰或绿、颜色或深或浅,犹如一块
块通体透明的翡翠镶嵌在绿色的绒布之中。 兰天下面,白云落在山间,通往墨脱的公路像丝带一样随随便便地缠绕
着,一幅美丽的自然生态画卷就这样呈现在你的面前。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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冬季高温对白三叶越冬和适应春季“倒春寒冶的影响

周瑞莲*,赵摇 梅,王摇 进,张摇 萍,朱露英,赵彦宏
(鲁东大学生命科学学院, 烟台摇 264025)

摘要:暖冬和春季“倒春寒冶已严重影响着多年生植物生长发育。 选择建植 3a 的白三叶(Trifolium repens Linn)为试验材料,在入

冬采用搭建塑料大棚模拟暖冬方法,通过在建棚前、建棚后、冬季融冻胁迫、春季揭棚后和“倒春寒冶过程中测定棚外和棚内白

三叶植株高度和叶片抗逆生理指标的变化以揭示未来暖冬对白三叶生存和生态园林持续发展的影响。 结果表明,冬季棚外气

温均温低于 0 益,白三叶叶片经历了冻融胁迫,棚内温度高于 0 益,叶片始终未结冻。 搭棚前,棚内外试验地白三叶生长势无差

异。 搭棚后 100d 棚内白三叶株高是棚外的 3 倍,但揭棚后 3 个月棚内外白三叶株高一致。 另外,冬季虽然棚内外白三叶叶片

细胞膜透性、丙二醛(MDA)、脯氨酸、可溶性糖含量和抗氧化酶活力(SOD、CAT、POD)均随气温下降而增高与气温变化呈负相

关,但棚外白三叶叶片上述生理指标均高于棚内。 在春季揭棚后 2d,冬季棚内生长的白三叶不仅叶片细胞膜透性和 MDA 含量

急剧增加并高于揭棚前和棚外白三叶, 而且叶片 SOD 和 CAT 活性和可溶性糖和脯氨酸含量急剧增加也明显高于棚外白三叶。
在春季“倒春寒冶时,冬季棚内外不同温度下生长的白三叶叶片细胞膜透性快速升高、 脯氨酸和可溶性糖含量、POD 和 SOD 活

性均上升,两处理间无显著差异。 研究表明,冬季零度以上低温可延缓冬季白三叶绿叶期和单个叶片的寿命,可使白三叶安全

渡过春季“倒春寒冶,未来暖冬不会降低白三叶抗融冻能力和其返青生长势。 而这与白三叶能快速应对环境温度变化,通过调

整生理代谢使叶片中快速积累渗透调节物和激活抗氧化酶防止氧自由基积累抑制膜脂过氧化,保护细胞膜的完整性有直接

关系。
关键词: 白三叶; 暖冬; 抗融冻性; 倒春寒; 生理机理

The effect of artificial warming during winter on white clover (Trifolium repens
Linn): overwintering and adaptation to coldness in late spring
ZHOU Ruilian*, ZHAO Mei, WANG Jin, ZHANG Ping,ZHU Luying, ZHAO Yanhong
College of Life Sciences, Ludong University, Yantai 264025, China

Abstract: Perennial plants that normally experience dormancy during winter may be subjected to more cycles of freeze鄄thaw
caused by warming winter. We explored the physiological mechanisms of adaptation of white clover, Trifolium repens Linn,
to freeze鄄thaw stress. In late fall of 2009, uniform plots of white clover grown in a natural environment (NE) were covered
with a plastic house (pH) to simulate the effect of a warmer winter or left uncovered ( control) . During the winter and
following spring, growth capacity and physiological indices related to resistance to adverse environment were measured in
leaves of white clover grown in both conditions. In the winter of 2009, the average temperature ranged from below zero
(-10益) to 7益 in the NE during which leaves experienced thawing鄄freezing鄄thawing鄄freezing, and above zero (from 1 益
to 7 益) in the pH where leaves were never frozen. In late fall of 2009, all white clover was of uniform height. But in
spring 2010, plants grown in the PH (26 cm) were 3 times taller than those in the NE (8 cm). This difference in height
disappeared by June 2010. In winter, the relative membrane permeability, MDA(malondialdehyde), proline, and soluble
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sugar contents, and the activities of catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) and peroxidase (POD) increased
with decreasing temperature in leaves of white clover grown in both NE and PH. The physiological index values in the white
clover grown in the NE experiencing freezing鄄thaw stress was greater than those in leaves grown in PH (no freezing) . In
spring, two days after removing the plastic housing, the relative membrane permeability and content of MDA in the leaves of
white clover rose quickly to 127% of values before removing the PH, and even higher than that in the leaves of white clover
grown in the NE. Activities of SOD and CAT in white clover after removing the PH also increased quickly to 33% and
84郾 6% higher than in white clover grown in NE. In addition, during late spring coldness, plants in both treatments showed
the same trend of increasing proline and soluble sugar content and activities of POD and SOD in response to lower
temperature. Our results suggest that Trifolium repens has a high capacity to activate antioxidant enzyme activity to control
lipid peroxidation and increase osmolytes in response to freezing temperature and that these mechanisms play a key role in
surviving warm winter. While a warming winter delays the greening period, it does not retard white clover growth in spring,
making white clover an excellent plant to withstand climate changes that include warmer winters.

Key Words: white clover; warming winter; resistance to freeze鄄thaw; late spring coldness; physiological mechanisms

一些研究表明,暖冬常因农作物得不到抗冻锻炼导致抗冻力降低,而在春季“倒春寒冶中生长受阻、产量

下降[1鄄3]。 因此暖冬和春季“倒春寒冶已成为影响植物生长发育、威胁冬小麦产量和分布的重要限制因子[4鄄5],
这已受到世界农业科学家的关注[5鄄7]。 而白三叶是一种喜温暖湿润气候,抗逆性较强的植物,冬季可在-40 益
低温条件下安全越冬[8]。 同时白三叶具有很长的保绿期,在沈阳可达 230 d 左右,而成为目前广为应用的园

林绿化种,在我国生态园林建设中起重要作用[9]。 虽然白三叶对季节性冬季冷冻具有很强的抵抗能力,但白

三叶是否能应对未来暖冬非节律性变温引起的融冻型冻害而维持生存,及其维持生存的生理调控机制尚不清

楚。 而培育抗逆性更强的白三叶新品种是稳定生态园林、延长草坪寿命、减少建设投资的重要举措。 而揭示

白三叶抵御极端天气的生理生态幅和对未来暖冬引起的融冻型的适应机制则是抗冻育种的关键。
对白三叶抗冻生理机理研究发现,随着温度降低白三叶叶片电导率和 MDA 均呈升高趋势,SOD 活性急

剧增加[10鄄11]。 随着低温时间的延长和低温程度的加重,白三叶品种 MDA 积累速度也快速增加,但抗寒性强

的品种比抗寒性弱的品种含量低[12]。 并且当温度降到-5 益时,叶片内 SOD 和 POD 两种保护酶活性会急剧

升高,清除活性氧自由基,从而避免细胞膜伤害[12鄄13]]。 在低温胁迫下,白三叶叶片中脯氨酸含量也随着温度

的下降而急剧上升[11,13]。 在冰冻过程中,白三叶根部的蔗糖和脯氨酸含量都提高,对细胞进行渗透调节使细

胞免受低温伤害[14鄄15]。 白三叶叶片、根和匍匐茎会积累大量的淀粉和可溶性糖,以抵抗冬季冷冻胁迫,维持

自身生长的需要[15]。
目前对白三叶抗冻力研究多是在人工控温条件下进行。 这种采用短时快速降温的方法虽然可以了解白

三叶对非节律性变温的响应,但很难真实的反应出白三叶对自然节律性温变的生理适应机理。 因此, 本文通

过对烟台地区生长的白三叶,采用在冬季自然环境条件下搭建塑料大棚模拟暖冬的方法,通过在建棚前、建棚

后、冬季融冻胁迫、春季揭棚后和“倒春寒冶过程中,对白三叶植株高度、叶片细胞膜透性、MDA 含量、抗氧化酶

活力(SOD、POD、CAT)、渗透调节物含量(脯氨酸、可溶性糖)的分析,揭示冬季高温对白三叶越冬和适应春季

“倒春寒冶的影响,以及其抗冻和对春季“倒春寒冶适应的生理调控机制。
1摇 材料与方法

1. 1摇 试验区自然状况

试验在烟台市芝罘区鲁东大学校园绿化带上进行。 鲁东大学地处东经 119毅34忆—121毅57忆,北纬 36毅16忆—
38毅23忆,位于山东半岛东部。 年平均气温 11. 8 益,最热月为 8 月(24. 6益),历年极端最高气温 38. 4 益。 最冷

月为 1 月,月平均气温 -1. 5 益,历年极端最低气温-13. 8 益;冬季降雪频繁,地面常有积雪,最低气温-10 益
左右。 秋分过后,昼夜温差逐渐加大,幅度高于 10 益以上,全年无霜期 210d。

3644摇 14 期 摇 摇 摇 周瑞莲摇 等:冬季高温对白三叶越冬和适应春季“倒春寒冶的影响 摇



http: / / www. ecologica. cn

1. 2摇 试验材料的处理

试验于 2009 年冬季和 2010 年春季实施,试验材料取自位于鲁东大学校园内一个绿化带,该绿化带于

2006 年建植。 在绿化带上选取生长均匀的地块为样地,试验前将样地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及杂草以确保试验材料均匀一致。 将选好的白三叶草地划分为两部

分,一部分在自然条件下生长(低温处理鄄对照), 另一部分白三叶草地用塑料布搭建大棚罩起来营造高温(高
温处理鄄暖冬)。

搭棚: 2009 年入冬日平均气温在零度以上变化(最高温 /最低温 8 益 / 2 益),进入 12 月后,尤其在 12 月

中旬以后,日均温降到接近零度(3 益 / -2 益),并且在 12 月 18 日(-4 益 / -6 益),12 月 27 日(0 益 / -4 益)
和 1 月 5 日(- 4 益 / -9 益)出现降雪,气温急剧下降,日最高温度降到零度以下。 整个冬季气温呈波动式下

降趋势,最高温度达 13 益,最低温度-10 益(图 1)。 监测数据显示气温在 11 月底开始大幅度下降,因此试验

处理选在 11 月 30 日,对样地白三叶一部分进行高温搭棚处理,以期达到模拟暖冬的效果。
揭棚:2010 年春季(3 月份)气温开始回升,最高气温 15 益,最低气温-6 益,气温呈波动式上升。 随 3 月

17 日降雪,最低气温降至零度以下(7 益 / -1 益),出现“倒春寒冶现象。 4 月份气温明显回升,日最低温在 0益
以上。 为了让暖冬中生长的白三叶经历春季“倒春寒冶, 试验在 3 月 11 日给暖冬处理的白三叶揭棚。
1. 3摇 取样和实验方法

1. 3. 1摇 取样

为了能检测白三叶在冬季融冻鄄冻融胁迫和春季“倒春寒冶过程中叶片的生理变化。 叶片样品的采集时间

安排在冬季下雪前后和春季揭棚前后及春季“倒春寒冶时期。 叶片采集时间均在 8:00 进行。 随机从白三叶

种群中用尖刀减取植株中上部叶片,然后将叶片分为两组,一组用锡箔纸将叶片包裹立即放入液氮中固定,然
后存放于-80 益的超低温冰箱中用于抗氧化物酶、渗透调节物质和 MDA 的测定,另一组带回实验室用于叶片

细胞膜透性测定。
1. 3. 2摇 生长势和叶片细胞膜透性的测定

植株生长势的测定采用量尺测量自地面植株自然高度,每次每个处理至少测量 20 株。 从带回到实验室

的新鲜叶片中取 1 g, 用电导率法测定叶片细胞膜相对透性[16],每个处理重复 3 次以上。
1. 3. 3摇 酶液提取

酶的提取是在 4 益条件下进行的。 从液氮固定的材料中随机称取一定量的样叶于预冷研钵中,加入酶提

取液(磷酸缓冲液,pH 值=7. 8),冰浴上研磨成匀浆,在 15000r / min 4 益条件下离心 15 min,上清液用于酶的

测定。 每个处理的酶液提取重复两次。
1. 3. 4摇 生理指标测定

采用硫代巴比妥酸(TBA)比色法测定丙二醛(MDA)含量[17];采用氯化硝基四氮唑蓝(NBT)光还原法测

定 SOD 活性[18];采用愈创木酚法测定 POD 活性[19];采用过氧化氢碘量法测定 CAT 活性
[20]

;采用茚三酮法测

定游离脯氨酸[19];采用蒽酮比色法测定可溶性糖含量[19]。 每个指标做 5 次重复。
1. 4摇 数据处理

本研究所有数据均采用 Microsoft Excel2003 整理完成,并用 SPSS 11. 5 软件对试验数据进行差异显著性

分析。
2摇 结果与分析

2. 1摇 冬春季气温变化

2009 年整个冬季气温呈波动式下降趋势,最高温度达 13 益,最低温度-10 益(图 1)。
2009 年冬季 11 月 28 日搭棚处理后, 自然环境和棚内温度差异变大,尤其在冬季 12 月 5 日、12 月 27 日、

1 月 5 日和 1鄄21 日降雪后,自然环境温度降至零度以下,但棚内温度则一直维持在零度以上。 因而冬季自然

环境中生长的白三叶叶片经历了结冻—解冻—结冻的融冻循环胁迫,其中 11 月 30 至 12 月 5 日, 12 月 7 日

4644 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 32 卷摇



http: / / www. ecologica. cn

至 27 日, 1 月 1 日至 5 日为融冻阶段, 12 月 5 日至 7 日, 12 月 27 日至 1 月 1 日为冻融阶段。 棚内白三叶叶

片未经历融冻胁迫。 2010 年春季揭棚前,自然环境和棚内温度相差 5 益。 揭棚后, 3 月 17 日降雪使棚内棚

外白三叶经历了“倒春寒冶。

图 1摇 2009 年冬季和 2010 年春季日最高气温和最低气温及塑料大棚和室外气温比较

Fig. 1摇 Daily changes in maximum and minimum temperature during winter of 2009 and spring of 2010 and comparison of temperature in

plastic house and natural environment

2. 2摇 棚外和棚内冬春季白三叶生长势比较

2009 年冬季搭棚前试验地白三叶株高基本相同(表 1)。 搭棚后 50d,棚内白三叶株高净增长幅度

(13郾 6cm)比棚外白三叶(1. 9cm)高 11. 7 cm。 搭棚后约 100d, 棚内白三叶比棚外高 12. 5cm。 棚内白三叶叶

大株高,棚外白三叶叶小株矮。 但揭棚后,棚内白三叶在突然遇到降温,一部分老叶开始发黄,生长势下降

(表 2)。 揭棚后的两个月里,冬季棚内生长的白三叶生长缓慢,株高净增量(7. 6 cm)仅是棚外白三叶生长量

(17. 5 cm)的 43% 。 但揭棚后 3 个月,棚内外的白三叶株高几乎相等。

表 1摇 2009 年冬季棚外低温和棚内高温条件下生长的白三叶株高的比较 / cm

Table 1摇 Comparison of plant height of white clovers grown in the field and plastic house in winter, 2009

处理方式
Treatment

时间(月 / 日) / Time ( month / day)

11鄄28 12鄄15 12鄄30 01鄄15

棚外低温 Low temperature in Natural environment 5. 3依0. 4a 6. 3依0. 6b 6. 9依0. 5b 7. 2依0. 9b

棚内高温 High temperature in Plastic house 5. 7依0. 5a 10. 7依0. 8b 15. 4依0. 8c 19. 3依0. 6 d

摇 摇 棚外低温: 自然生境生长越冬; 棚内高温: 塑料大棚中越冬

2. 3摇 冬春季白三叶叶片细胞膜透性和 MDA 含量的变化

冬季随气温波动式下降,在降雪前棚内外生长的白三叶叶片细胞膜透性略呈下降趋势,但变化较小(图
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2)。 但棚外白三叶叶片细胞膜透性高于棚内, 且两者差异显著(P ﹤ 0. 05)。 在降雪气温下降至零度以下

(12 月 27 日,-5 益),棚外白三叶叶片结冻(融冻阶段),叶片细胞膜透性增加 128% 。 此时,虽然棚内温度下

降,但因温度仍在零度以上(7 益),棚内白三叶叶片未结冻,叶片细胞膜透性仅增加 24. 9% 。 随雪后气温回

升到 1 益(1 月 1 日),棚外白三叶叶片解冻(冻融阶段),叶片细胞膜透性下降 31. 1% , 由于棚内温度(8 益)
变化不大,叶片细胞膜相对稳定。

表 2摇 2010 年春季揭棚后白三叶和棚外白三叶株高比较 / cm

Table 2摇 Comparison of plant height of white clovers after removing plastic house in spring, and grown in the field, 2010

处理方式
Treatment

时间(月鄄日) Time ( month鄄day)

03鄄11 03鄄14 04鄄14 05鄄14 06鄄14

棚外低温 Low temperature in Natural environment 8. 2依0. 7a 8. 7依0. 9a 15. 1依1. 3b 25. 7依2. 0c 30. 3依2. 9d

棚内高温 High temperature in Plastic house 20. 7依1. 4a 21. 3依2. 1a 24. 2依1. 5b 28. 3依2. 4c 32. 1依1. 2d

摇 摇 棚外低温: 自然生境生长越冬; 棚内高温: 塑料大棚中越冬, 棚内温度均在 0 度以上

图 2摇 冬季融冻胁迫和春季“倒春寒冶过程中白三叶叶片细胞膜相对透性和 MDA 含量变化

Fig. 2摇 Changes in relative membrane permeability and MDA contents in the leaves of Trifolium repens during freezing鄄thaw cycle in winter

and late spring cold in spring

在再次降雪气温下降至零度以下(1 月 5 日,-10 益),棚外白三叶叶片冻结(融冻阶段),叶片细胞膜透性

增加了 32. 3% 。 此时,棚内气温也急剧下降到 2 益,叶片仍未结冰,叶片细胞膜透性仅升高了 14. 9% 。 冬季

白三叶叶片细胞膜透性变化幅度与气温变化幅度成负相关(R2 = -0. 873)。 在春季,棚内白三叶叶片细胞膜

透性在揭棚前比棚外白三叶低 4. 3 倍; 揭棚后 2d,比揭棚前增加了 18. 4 倍,比棚外还高 26. 93% ;揭棚后 4d,
随着白三叶对外界环境的适应,叶片细胞膜透性急剧下降。 而在春季“倒春寒冶中,冬季棚内外不同温度下生
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长的白三叶叶片细胞膜透性均快速升高,并且细胞膜透性几乎接近同一水平。 结果表明,冬季在高温条件下

保持较高生长势的白三叶,在应对春季“倒春寒冶中叶片细胞膜仍表现出较高的柔韧性和弹性。
在整个冬季棚内棚外白三叶叶片 MDA 含量变化不十分显著(图 2)。 棚外白三叶叶片 MDA 在融冻阶段

略有升高,在冻融阶段略有下降。 但棚内白三叶叶片 MDA 含量始终低于棚外白三叶。 冬季棚内相对稳定的

零上温度对白三叶低温胁迫强度较小可能是其叶片膜脂过氧化程度低的原因。 棚内白三叶在春季揭棚前,叶
片 MDA 含量比棚外白三叶低;揭棚后 2d 急剧升高,比揭棚前增加了 127% ,比棚外的还高 8% ;在春季“倒春

寒冶中,冬季棚内白三叶叶片 MDA 含量显著提高(P ﹤ 0. 05),而棚外白三叶叶片 MDA 含量则降低。
2. 4摇 冬春季白三叶叶片渗透调节物含量的变化

冬季随气温波动式下降,棚内外白三叶叶片脯氨酸含量呈波动式上升,在融冻阶段增幅增大,在冻融阶段

下降。 但棚外白三叶叶片脯氨酸含量下降幅度大于棚内(图 3)。 棚内白三叶叶片脯氨酸含量在整个冬季低

于棚外白三叶,两者差异显著(P ﹤ 0. 05);在春季揭棚后,快速上升,并反超棚外白三叶 18. 6% 。 在春季“倒
春寒冶中,冬季不同温度下生长的白三叶叶片均快速积累脯氨酸。 在冬春季中白三叶叶片脯氨酸的积累与温

度的变化成负相关(R2 = -0. 78)。

图 3摇 冬季融冻胁迫和春季“倒春寒冶过程中白三叶叶片脯氨酸和可溶性糖含量的变化

Fig. 3摇 Changes in the contents of proline and soluble sugar in the leaves of Trifolium repens during freezing鄄thaw cycle in winter and late

spring cold in spring

棚外白三叶叶片中可溶性糖含量随气温降低而略有增高,但变化差异不显著,但高于棚内白三叶(图 3)。
棚内白三叶叶片可溶性糖在冬季几乎没有变化,但在春季揭棚后急剧增加,比揭棚前平均增加了 125% ,并明

显高于棚外白三叶。 在春季“倒春寒冶中,冬季不同温度下生长的白三叶叶片中可溶性糖含量均升高,随温度

上升而下降。
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2. 5摇 冬春季白三叶叶片抗氧化物酶活性的变化

2009 年入冬气温下降,棚内外白三叶叶片 SOD 活性都较低,例如,在融冻胁迫中(12 月 27 日,-5 益),棚
外白三叶叶片结冰,叶片 SOD 活力增加 46. 46% , 棚内白三叶叶片未结冻,叶片 SOD 活性几乎没有变化,在冻

融胁迫中 (1 月 1 日),棚外白三叶叶片解冻,叶片 SOD 活性下降。 冬季棚内白三叶叶片 SOD 活性变化不大。
春季未揭棚时, 棚外白三叶 SOD 活性比棚内高 177% ,但揭棚后 2d,棚内白三叶叶片 SOD 活性快速增长,并
比棚外白三叶高 33% 。 在春季“倒春寒冶中,冬季生长在不同温度条件下的白三叶叶片 SOD 活性均上升,并
随气温回升而下降,两者叶片 SOD 活力无显著差异。

冬季气温下降棚外白三叶叶片 POD 活性增高,棚内白三叶叶片 POD 活力呈下降趋势。 在融冻阶段(12
月 7 日至 27 日, 1 月 1 日至 5 日) ,棚外白三叶叶片结冻,POD 活性分别升高了 26. 43%和 70. 5% 。 此时,棚
内白三叶叶片 POD 活力小幅增加。 冬季棚内白三叶叶片中 POD 活性显著低于棚外白三叶(P ﹤ 0. 05)。 春

季揭棚前,棚内外白三叶叶片 POD 活力差异不显著。 揭棚后,在遭遇“倒春寒冶时,冬季在不同温度条件下生

长的棚内外白三叶叶片 POD 活力分别增加了 83. 3% 和 27. 8% ,在气温再次回升时(3 月 29 日) ,叶片 POD
活性都呈下降趋势。

搭棚前,搭棚处理地块上的白三叶和室外处理的白三叶叶片 CAT 活性一致。 搭棚后,棚内外白三叶叶片

CAT 活力均随气温降低而呈波动式增高(图 4),均表现为在气温最低时叶片 CAT 活力最高。 例如,在融冻阶

段(12 月 7 日至 27 日, 1 月 1 日至 5 日) 棚外叶片结冻,叶片 CAT 活力比冻前分别增加 37. 3%和 59. 8% ,在
冻融阶段,叶片解冻,叶片 CAT 活性下降了 11. 7% 。 棚外白三叶叶片中 CAT 活性明显比棚内白三叶高,两者

差异显著(P ﹤ 0. 05)。 但在春季揭棚后 2d,棚内白三叶叶片 CAT 活性急剧增加了 224% ,且比棚外的高 84.
6% 。 在春季“倒春寒冶中, 冬季在不同温度条件下生长的棚内外白三叶叶片 CAT 活性都呈下降趋势,在温度

回升一段时间,两种处理下的白三叶叶片中 CAT 活性几乎相等。
3摇 讨论

暖冬常常使冬小麦得不到抗冻锻炼和疯长引起抗冻力下降,导致在春季经不起冷热交替胁迫而冻死[1],
这已受到世界农业科学家的关注[3鄄6]。 那么未来暖冬对在园林生态建设中起重要作用的白三叶生存是否构

成严重威胁呢? 本文在自然条件下模拟暖冬试验发现,冬季一直在 0 益以上低温生活的棚内白三叶生长势明

显高于一直在 0 益以下低温生活的棚外白三叶。 以至于在越冬后棚内白三叶叶大株高,棚外白三叶叶小株

矮,前者株高(26 cm)是后者(8 cm)的 3 倍。 另一方面,在春季,一直在 0 益以下低温生长的棚外白三叶在春

季最低温度上升至零度以上时,生长迅速恢复。 而冬季一直在 0 益以上温度生长的棚内白三叶在春季揭棚后

突然面临生活温度下降, 生长势迅速下降, 部分老叶枯黄。 但棚内外白三叶在春季“倒春寒冶中均表现出较高

的抗冻力,以至于在经历 3 个月生长后,棚内外白三叶株高无明显差异。 研究表明,冬季 0 益以下低温有利于

提高白三叶抗冻力使其能安全越冬和渡过春季“倒春寒冶,并随春季节律性升温而快速生长。 但冬季 0 益以

上低温有利于延长白三叶生长和绿叶期, 同时并不影响白三叶安全渡过春季冶倒春寒冶。 白三叶对冬季和春

季节律性和非节律性变温较强的适应能力与其植株上叶片具有程序替代性死亡的特点相关。 一些研究也表

明,植物在热胁迫和冷处理中细胞会发生程序性死亡,它是生物体在长期进化过程中形成的对生物一种保护

机制,也是生物对环境的适应方式之一[21鄄22]。 在逆境条件下部分细胞的死亡可减少对有限营养成分的争夺,
而且自身分解的产物可为周围细胞提供部分营养来源[23]。 因而暖冬中生长的叶片在春季冷热交替中程序替

代性死亡即减少了对能量的消耗,又为新生叶萌动提供了营养,使白三叶总是保留对环境最适宜的叶片生存。
白三叶叶片的这种程序替代死亡的特性是其生态幅广,抗融冻力强的物质基础和生长策略。

研究发现,逆境条件下细胞内积累的氧自由基是引起细胞膜脂过氧化导致细胞死亡的诱发因子,而抗氧

化酶活力的增高与植物的抗逆性呈正相关[24鄄25]。 同时逆境下细胞中积累的渗透调节物质(脯氨酸、可溶性糖

等),既可作为重要的渗透调节物质,还具有抗氧化作用,在抵御逆境伤害中发挥着重要的作用[26鄄28]。
本研究还发现,冬季生活在棚外的白三叶叶片 MDA 含量﹑细胞膜透性﹑抗氧化酶活力及渗透调节物含
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图 4摇 冬季融冻胁迫和春季“倒春寒冶时期白三叶抗氧化酶活性的变化

Fig. 4摇 Changes in activity of antioxdant enzymes ( superoxide dismutase ( SOD), peroxidase ( POD), catalase ( CAT)) in the leaves of

Trifolium repens during freezing鄄thaw cycle in winter and late spring cold in spring

量均高于棚内白三叶。 这与范玉贞和安莹在人工模拟条件下对白三叶的研究结果一致。 发现,随温度降低叶

片中 SOD 和 POD 活性增加[12鄄13]。 冬季棚外白三叶在多次降雪(下降到-10 益)中,叶片经历了融鄄冻鄄融鄄冻的

冻融胁迫循环,细胞也经历了结冰体积增大,解冻细胞体积减小的反复伸缩作用,细胞膜结构遭到破坏,所以

细胞膜透性较棚内白三叶高。 在细胞膜伸缩过程中氧自由基的积累即可引起细胞膜脂过氧化导致膜脂过氧

化产物(MDA)增多,又能激活抗氧化酶系统和促使脯氨酸积累,它们一起分解氧自由基防止膜脂过氧化。 冬

季棚内白三叶一直生活在零上低温,叶片没有经历冻结,叶片生理代谢稳定,膜脂过氧化程度低,细胞膜透性

较低,同时抗氧化酶活力和脯氨酸含量均较低。 因此,冬季白三叶叶片中膜脂过氧化程度和抗氧化酶活力等

生理反应的强弱与温度变化幅度呈明显负相关。 另外,本研究还发现,春季揭棚后,棚内白三叶在气温突然由
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零上温度降至 0 益以下时,叶片细胞膜透性增加了 13. 4 倍,MDA 含量急剧增加了 39. 2% ,同时叶片抗氧化酶

系统被激活,SOD 和 CAT 活性增加,并高于棚外白三叶。 这再次表明,白三叶叶片氧自由基引起的膜脂过氧

化和抗氧化酶活力的增高与温度变化显负相关[27鄄28]。 而在揭棚后仅 4d,冬季棚内生长的白三叶叶片膜脂过

氧化程度就迅速下降并和棚外的白三叶无明显差异。 该研究表明,虽然冬季棚外白三叶叶片经历了融冻低温

胁迫得到了冷适应使其抗膜脂过氧化能力和抗融冻能力提高,并能顺利越冬和抵御春季“倒春寒冶,在春季快

速生长。 但是冬季没有经历融冻低温胁迫的棚内白三叶在春季“倒春寒冶中也能通过快速提高抗氧化酶活力

抑制膜脂过氧化维护细胞膜的完整性, 同样能安全渡过“倒春寒冶。 可见,无论白三叶适应融冻胁迫循环,还
是暖冬后适应“倒春寒冶,叶片对低温的快速反应激活抗氧化酶系统,在维持细胞内氧自由基和清除剂间动态

平衡和提高抗冻力上均有重要作用。
综上所述,冬季冷适应可提高白三叶抗融冻胁迫能力,适应春季“倒春寒冶和维持春季旺盛生长的能力。

但是暖冬可明显延长白三叶绿叶期和提高生长势,并不影响白三叶安全渡过春季“倒春寒冶。 在“倒春寒冶中
下部老叶程序性替代死亡是其维护再生生长和顺利渡过“倒春寒冶的生长策略,而叶片中快速激活抗氧化酶

系统和积累渗透调节物抑制膜脂过氧化维护细胞膜的完整性,是其持续生长的生理对策和生理调控机制。 因

此,春季适时给土壤增适一定量的复合肥不仅可弥补暖冬引起白三叶过渡生长而导致的能量不足,还能提高

白三叶生长势、种群寿命和抗冻力,这将是园林绿化和畜牧业种植上一个有效的管理措施。
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