
书书书

齐阳阳，杜晓华，王梦叶，等．大花三色堇和角堇对低温胁迫的生理响应及其抗寒性［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１５）：１１５－１１８．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．１５．０２９

大花三色堇和角堇对低温胁迫的生理响应及其抗寒性
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　　摘要：为探讨大花三色堇和角堇响应低温胁迫的生理特性，为我国低温条件下大花三色堇和角堇的栽培及抗寒育
种提供参考，以１个大花三色堇资源ＨＡＲ和３个角堇资源ＪＢ、Ｅ０１、０８Ｈ为材料，分别在－５℃８ｈ、－５℃１６ｈ、－５℃
２４ｈ、－１０℃ ７ｈ、－１０℃ １４ｈ条件下对其进行低温胁迫处理，以２０℃为对照，研究低温胁迫下三色堇叶片的电解质
外渗率、叶绿素荧光参数（Ｆｖ／Ｆｍ）值、脯氨酸和可溶性糖含量的变化。结果表明，４个三色堇材料的电解质外渗率大

致随低温胁迫程度的增加极显著升高，但增幅变化不同，大花三色堇ＨＡＲ的电解质外渗率在－５℃处理１６ｈ时出现
急剧升高，而３个角堇品种ＪＢ、Ｅ０１、０８Ｈ则在－５℃处理２４ｈ或－１０℃处理７ｈ时迅速升高。４个三色堇材料叶片的
Ｆｖ／Ｆｍ值在－５℃低温处理２４ｈ或－１０℃处理７ｈ时，与对照相比极显著下降。４个三色堇品种叶片的脯氨酸、可溶

性糖含量随胁迫程度的增加均大致呈先升后降的趋势。在低温胁迫程度达到及轻于－５℃ １６ｈ时，大花三色堇与角
堇的可溶性糖、脯氨酸含量呈逐渐增加趋势；随着低温胁迫程度的加剧，可溶性糖、脯氨酸含量呈下降趋势。对各材料

在低温胁迫下各项生理指标变化进行比较，推断出三色堇抗寒性大小排序为Ｅ０１＞ＪＢ＞０８Ｈ＞ＨＡＲ。
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　　大花三色堇（Ｖｉｏｌａ×ｗｉｔｔｒｏｃｋｉａｎａ）、角堇（Ｖｉｏｌａｃｏｒｎｕｔａ）为
堇菜科堇菜属多年生草本植物，起源于欧洲，常作一年生或二

年生栽培。其园艺品种繁多，花色丰富，花期长，是春、秋季重

要的花坛花卉，素有“花坛皇后”之美誉，在欧美国家十分流

行［１－２］。我国自２０世纪８０年代将其引入北京、上海等大城
市公园栽培，近年来大花三色堇在全国很多城市开始普遍

应用。

低温是限制植物区域性分布、季节性生长的重要环境因

素之一。研究大花三色堇、角堇对低温胁迫的生理响应及其

适应能力，对于了解大花三色堇、角堇的适宜栽培区域和栽培

季节具有重要的指导意义。罗玉兰等曾研究了上海市自然低

温条件下当地三色堇（紫花地丁）与荷兰引进三色堇的生理

响应［３］，但该研究未能明确三色堇所能承受的具体低温范围

及在不同程度低温胁迫下的生理响应，对其他地区的三色堇

抗寒栽培缺乏指导性。至于大花三色堇、角堇是否可抵御我

国长江以北地区（如河南省）的冬季低温，满足圣诞节、元旦

等节日的城乡美化需要，或可承受北方秋冬季哪段时间的低

温，是需要解答的现实问题。

本研究以河南省豫北的新乡市冬季 １月份平均气温
－５℃、极端最低气温 －１０℃为参照［４］，分别设置 －５、
－１０℃２个低温温度，并根据冬季气温的日变化情况，设置
不同的低温胁迫时间。以引自国内外不同地区的４份大花三

色堇、角堇品种资源为试验材料，通过人工模拟不同程度的低

温胁迫，研究低温胁迫下三色堇细胞膜透性、可溶性糖含量、

脯氨酸含量等生理指标的变化情况。此外，由于叶绿素荧光

已成为逆境生理研究的光合探针［５］，而目前在大花三色堇、

角堇的低温胁迫中尚未见相关研究报道，因此本研究同时将

叶绿素荧光参数（Ｆｖ／Ｆｍ）纳入观测指标。通过以上研究，以
期探讨大花三色堇、角堇响应低温胁迫的生理特性，为我国寒

冷季节或冷凉地区大花三色堇、角堇的栽培及其抗寒材料的

选择提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料为引自国内外不同地区的４份大花三色堇、角

堇品种资源（表１）。种子由河南科技学院新乡市草花育种重
点实验室提供。试验材料于２０１４年１０月播种于２００孔穴盘
中，长至２～３张真叶后移栽于１０ｃｍ×１０ｃｍ营养钵中，１５～
２０℃培养，生长期采用常规管理。待苗长至７～１０张叶时进
行低温胁迫处理。

１．２　方法
１．２．１　材料的处理　各品种选择长势基本一致的植株，先在
５℃下进行１周抗寒锻炼，然后进行低温胁迫处理。设５个
低温处理：－５℃８ｈ，－５℃１６ｈ，－５℃ ２４ｈ，－１０℃ ７ｈ，
－１０℃１４ｈ，以２０℃为对照。胁迫处理后，分别测定植株叶
片叶绿素荧光参数（Ｆｖ／Ｆｍ）、可溶性糖含量，游离脯氨酸含量
及细胞膜透性。试验设３次重复。
１．２．２　生理指标测定　叶绿素荧光参数（Ｆｖ／Ｆｍ）的测定采
用ＹａＸｉｎ－１６１１Ｇ叶绿素荧光仪进行。用叶夹夹住第３～５
张叶，暗适应２０ｍｉｎ，在光化光强度为２５００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、
持续时间１０ｓ条件下测量得到叶绿素荧光参数（Ｆｖ／Ｆｍ）。
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表１　试验用大花三色堇与角堇来源与特征

材料名称 来源 花色 花的大小 品种

ＪＢ 美国高美斯公司ＰｅｎｎｙＢｌｕｅ 纯蓝色 小 角堇

Ｅ０１ 上海园林科学研究所 紫色白心 小 角堇

０８Ｈ 荷兰ＢＵＺＺＹ公司Ｊｏｈｎｎｙｊｕｍｐｕｐ 紫色黄斑 小 角堇

ＨＡＲ 荷兰ＢＵＺＺＹ公司Ａｌｐｅｎｇｌｏｗ 红色黑斑 大 大花三色堇

　　细胞膜透性测定采用电导法［６］进行。具体方法：取低温

胁迫的植物叶片，自来水洗净后用蒸馏水冲洗３次，再用滤纸
吸干表面，然后将叶片剪成适宜长度的长条（避开主脉），快

速称取鲜样３份，每份０．１ｇ，分别置于１０ｍＬ盛有去离子水
的刻度试管中，盖上玻璃塞后置于室温下浸泡处理１２ｈ，用
ＤＤＳ－３０７电导仪测定蒸馏水电导率（Ｓ０）、浸提液电导率
（Ｓ１），然后沸水浴加热３０ｍｉｎ，冷却至室温后摇匀，再次测定
浸提液电导率（Ｓ２）。相对电导率计算公式：

相对电导率＝（Ｓ１－Ｓ０）／（Ｓ２－Ｓ０）×１００％。
可溶性糖含量的测定采用蒽酮法［６］，游离脯氨酸含量用

茚三酮法测定［６］。以上指标均重复测定３次。
１．２．３　数据处理　采用Ｅｘｃｅｌ２００３、ＤＰＳｖ３．０１软件分析试验
数据，利用Ｄｕｎｃａｎｓ多重比较法进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　大花三色堇和角堇在低温胁迫下的叶片细胞膜透性
变化

低温胁迫常造成植物细胞质膜损伤，导致溶质泄漏，因此

常用电解质外渗率评价膜结构受损情况［７］。由图１、表２可
见，在对照温度下，４份试验材料的电解质外渗率（相对电导
率）无显著差异。在 －５℃低温胁迫８ｈ时，角堇 ＪＢ、０８Ｈ及
大花三色堇ＨＡＲ的电解质外渗率与其对照（２０℃）相比表现
出提高，达极显著水平，说明后三者的叶片开始出现冻害；而

角堇Ｅ０１的电解质外渗率与其对照相比无极显著差异，且其
电解质外渗率显著低于ＨＡＲ，说明其抗寒性较强。当 －５℃
处理延长至１６ｈ时，角堇Ｅ０１的电解质外渗率与其对照存在
极显著差异，说明其叶片开始受冻；角堇 ＪＢ、０８Ｈ的电解质外
渗率继续缓慢增加；大花三色堇ＨＡＲ的电解质外渗率则迅速
提高，达到３７．４８％，达到其对照的４．３４倍，显著高于３份角
堇品种，表明其叶片已出现严重冻害，最不抗寒。当－５℃处
理延长至２４ｈ时，角堇ＪＢ、Ｅ０１、０８Ｈ的电解质外渗率均急剧
提高，分别达到 ３４．１２％、３０．１３％、３６．７８％，分别为对照的
４３３、３．７０、４．４７倍，表明３份角堇材料已出现严重冻害，各
品种电解质外渗率与对照相比存在极显著差异，排序依次为

Ｅ０１＜ＪＢ＜０８Ｈ＜ＨＡＲ。４份试验材料 －１０℃低温胁迫７ｈ
与－５℃处理 ２４ｈ的电解质外渗率无极显著差异。而
－１０℃ 处理１４ｈ时，３份角堇ＪＢ、Ｅ０１、０８Ｈ的电解质外渗率
极显著高于－１０℃７ｈ、－５℃２４ｈ处理，电解质外渗率均达
到对照的４倍以上，表明冻害程度进一步加深，此时０８Ｈ的
电解质外渗率接近ＨＡＲ，显著高于ＪＢ、Ｅ０１的电解质外渗率。
２．２　大花三色堇和角堇在低温胁迫下叶片脯氨酸含量的
变化

脯氨酸是参与植物细胞抗寒的主要渗透调节物质之一，

能够提高细胞液浓度、降低水势、增加细胞的保水能力，从而

降低冰点，增强植物忍受一定程度的低温胁迫能力［８］。从图

２可以看出，随着低温胁迫程度的加重，４份试验材料（ＪＢ、
Ｅ０１、０８Ｈ、ＨＡＲ）的游离脯氨酸含量呈现先上升后下降的变化
趋势，在－５℃１６ｈ处理下达到最大值，４个品种分别比对照
增加了 ８７％、６０％、６４％、４０％；之后，随着低温胁迫程度加
重，脯氨酸含量逐渐降低，至－１０℃ １４ｈ处理下，３个角堇品
种叶片的脯氨酸含量降至对照水平，而大花三色堇ＨＡＲ的脯
氨酸含量低于对照。

　　在同一处理条件下，不同品种叶片脯氨酸含量的比较表
明，大花三色堇ＨＡＲ在常温下的脯氨酸含量与３份角堇品种
无显著差异，但在－５℃８ｈ、－５℃１６ｈ低温条件下，显著低
于３份角堇品种；３份角堇品种的叶片脯氨酸含量以０８Ｈ最
高，Ｅ０１次之，ＪＢ较低（图２、表２），表明大花三色堇 ＨＡＲ通
过脯氨酸含量变化的调渗能力明显低于其他３个角堇品种，
在３份角堇品种中，角堇０８Ｈ通过脯氨酸含量变化的调渗能
力最强。

２．３　大花三色堇和角堇在低温胁迫下叶片可溶性糖含量的
变化

可溶性糖也是植物细胞的主要调渗物质之一，在一定的

低温胁迫条件下，其含量的增加可提高植物的抗寒能力［９］。

由图３、表２可知，在低温胁迫下，随着胁迫程度的加剧，４份
三色堇试验材料（ＪＢ、Ｅ０１、０８Ｈ、ＨＡＲ）的可溶性糖含量变化整
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表２　低温胁迫下４种三色堇各生理指标的变化

品种
相对电导率（％）

２０℃ －５℃ ８ｈ －５℃ １６ｈ －５℃２４ｈ －１０℃７ｈ －１０℃１４ｈ
ＪＢ ７．９±０．６ａ １２．３±１．７ａｂ １７．７±１．５ｂ ３４．１±１．２ｃ ３３．６±１．１ｂ ３７．５±０．６ｂ
Ｅ０１ ８．１±０．９ａ １０．８±２．４ｂ １５．２±１．３ｂ ３０．１±０．９ｄ ２７．８±１．２ｃ ３７．２±１．２ｂ
０８Ｈ ８．２±０．４ａ １２．６±１．７ａｂ １７．６±０．８ｂ ３６．８±１．５ｂ ３４．３±１．５ｂ ４２．３±１．４ａ
ＨＡＲ ８．６±０．９ａ １５．６±１．４ａ ３７．５±１．４ａ ４１．９±１．９ａ ４１．４±１．０ａ ４２．６±７．０ａ

品种
脯氨酸含量（μｇ／ｇ）

２０℃ －５℃ ８ｈ －５℃ １６ｈ －５℃２４ｈ －１０℃７ｈ －１０℃１４ｈ
ＪＢ ０．２３７±０．００４ｂ ０．３７２±０．００６ｃ ０．４４４±０．０１５ｂ ０．３３１±０．０５５ｂ ０．３０１±０．００６ｂ ０．２８２±０．００４ｃ
Ｅ０１ ０．２８５±０．０１１ａ ０．３８６±０．００７ｂ ０．４５５±０．０１１ａｂ ０．４００±０．００３ａ ０．３１４±０．００５ｂ ０．３０６±０．００６ｂ
０８Ｈ ０．２９６±０．０４７ａ ０．４１０±０．００８ａ ０．４８４±０．０２６ａ ０．４３７±０．００４ａ ０．３６４±０．００７ａ ０．３３２±０．０１０ａ
ＨＡＲ ０．２６９±０．００５ａｂ ０．３０５±０．００５ｄ ０．３７７±０．０１７ｃ ０．３００±０．００４ｂ ０．２８２±０．０１３ｃ ０．２２４±０．０１１ｄ

品种
可溶性糖含量（ｍｇ／ｇ）

２０℃ －５℃ ８ｈ －５℃ １６ｈ －５℃２４ｈ －１０℃７ｈ －１０℃１４ｈ
ＪＢ ０．３５５±０．０２５ａ ０．５１６±０．０１３ｂ ０．５１１±０．００９ｃ ０．２９３±０．００２ｂ ０．２８６±０．００３ｄ ０．２５６±０．００７ｃ
Ｅ０１ ０．２３９±０．００５ｃ ０．５５０±０．００３ａ ０．６１９±０．００５ｂ ０．３１４±０．００２ａ ０．４５７±０．００３ａ ０．３０５±０．０１７ｂ
０８Ｈ ０．２５７±０．００５ｂｃ ０．３８９±０．００２ｄ ０．７９６±０．００４ａ ０．２２８±０．００５ｄ ０．３８４±０．００２ｂ ０．３２８±０．００６ａ
ＨＡＲ ０．２８２±０．０１５ｂ ０．４５８±０．００５ｃ ０．４９０±０．００３ｄ ０．２４２±０．００８ｃ ０．３４６±０．００３ｃ ０．３４３±０．００３ａ

品种
Ｆｖ／Ｆｍ值

２０℃ －５℃ ８ｈ －５℃ １６ｈ －５℃２４ｈ －１０℃７ｈ －１０℃１４ｈ
ＪＢ ０．５３７±０．０１５ｃ ０．５８０±０．０５３ａ ０．５３０±０．０５２ａｂ ０．４１３±０．０４７ａｂ ０．４１７±０．０４０ｂ ０．３８３±０．０３８ａ
Ｅ０１ ０．５８７±０．０２５ｂｃ ０．５６３±０．０４７ａ ０．４９０±０．０２６ｂ ０．４５３±０．０６１ａｂ ０．４４０±０．０３５ａｂ ０．３０３±０．０１２ａｂ
０８Ｈ ０．６７０±０．０４０ａ ０．５９３±０．０４５ａ ０．５８０±０．０３５ａ ０．５１３±０．０２９ａ ０．５０３±０．０５０ａ ０．２２３±０．０５８ｂ
ＨＡＲ ０．６３０±０．０６２ａｂ ０．５７０±０．０５３ａ ０．５３０±０．０４４ａｂ ０．３６７±０．０８４ｂ ０．３３３±０．０３１ｃ ０．２２３±０．０５９ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示相同低温胁迫条件下不同品种之间的差异达显著水平（Ｐ＜０．０５）。

体呈先上升后下降的变化趋势，角堇ＪＢ在－５℃ ８ｈ、－５℃
１６ｈ时达到最大值，分别比对照提高了４５％、４４％；角堇Ｅ０１、
０８Ｈ、大花三色堇ＨＡＲ在－５℃处理１６ｈ时达到最大值，分
别比对照提高了 １５９％、２１０％、７４％；之后，随着低温胁迫程
度加重，在－５℃２４ｈ、－１０℃ ７ｈ、－１０℃ １４ｈ时，各品种
的叶片可溶性糖含量极显著降低，至 －１０℃ １４ｈ处理时，４
个品种的叶片可溶性糖含量降至接近对照水平。

在同一胁迫条件下，不同品种叶片可溶性糖含量的比较

表明，－５℃ １６ｈ条件下，４个品种的可溶性糖含量差异显
著，其中０８Ｈ可溶性糖含量最高，与对照相比增幅最大，说明
它通过可溶性糖含量变化的抗寒调渗能力最强；而大花三色

堇ＨＡＲ的可溶性糖含量显著低于３个角堇品种，仅比对照增
加７４％，说明它通过可溶性糖含量的变化进行抗寒调渗的能
力较差（表２）。

２．４　低温胁迫对三色堇叶片Ｆｖ／Ｆｍ的影响
Ｆｖ／Ｆｍ是ＰＳⅡ光化学反应状况的重要荧光动力学参数，

显示ＰＳⅡ的最大潜在光合能力，可反映ＰＳⅡ反应中心内原初
光能的转化效率。在低温胁迫下，植物叶绿体膜受损，原初光

能转化率下降［５］。抗寒能力强的品种其 Ｆｖ／Ｆｍ下降较慢，因
此该指标可作为鉴定植物抗寒能力大小的指标。由图４可
知，在－５℃８ｈ、－５℃ １６ｈ条件下，４个品种叶片的Ｆｖ／Ｆｍ
值与对照相比差异未达极显著水平，说明当低温胁迫程度轻

于 －５℃１６ｈ时，ＰＳⅡ反应中心原初光能转化率并未出现明
显下降。但当－５℃低温延长至２４ｈ时或 －１０℃处理７ｈ
时，４个品种叶片的Ｆｖ／Ｆｍ值与对照相比极显著下降，表明大
花三色堇与角堇的ＰＳⅡ反应中心受到损伤，导致光合能力降
低。至－１０℃１４ｈ时，角堇ＪＢ、Ｅ０１、０８Ｈ和大花三色堇ＨＡＲ
的Ｆｖ／Ｆｍ值分别比对照分别下降了２８．５％、４８．２％、６６．６％、
６４．５％，此时大花三色堇 ＨＡＲ、角堇０８Ｈ的 Ｆｖ／Ｆｍ值显著低
于角堇ＪＢ，与对照相比下降幅度也最大，说明ＨＡＲ、０８Ｈ的光
合器官的抗寒性较差。
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３　讨论

３．１　大花三色堇与角堇可忍受的低温胁迫范围
植物在受到低温危害时，细胞的质膜透性增大，电解质外

渗，因此电解质外渗率越高，说明细胞膜受伤程度越重［６］。

本研究表明，随着低温胁迫程度的加剧，大花三色堇与角堇的

电解质外渗率呈现先缓慢提高，后急剧提高，再缓慢提高的趋

势，这与其他植物的研究相一致。大花三色堇ＨＡＲ在 －５℃
１６ｈ的低温胁迫下，电解质外渗率出现迅速提高。而３个角
堇品种是在 －５℃ ２４ｈ或 －１０℃ ７ｈ时迅速提高，因此，
－５℃１６ｈ可能是大花三色堇ＨＡＲ的叶片出现严重冷害的
低温临界点，而－５℃ ２４ｈ或－１０℃７ｈ可能是角堇叶片出
现严重冷害的低温临界点。低于 －５℃ １６ｈ的低温胁迫条
件下，大花三色堇、角堇可能不会出现严重冻害。这与笔者多

年来在河南新乡地区的观测基本一致。在该地区，冬季的冷

棚足可以保证大花三色堇种质资源安全越冬，叶片无明显冻

害症状，翌年春季正常开花。

在低温胁迫下，植物叶绿体膜受伤，导致光合光能转化效

率下降，释放的荧光量增加，光合速率下降。叶绿素荧光参数

（Ｆｖ／Ｆｍ）是ＰＳⅡ光化学反应状况的荧光动力学参数，表征
ＰＳⅡ 的最大潜在光合能力，反映 ＰＳⅡ反应中心内原初光能
的转化效率［５，１０］。Ｆｖ／Ｆｍ值下降，说明植物光合器官受损。
在 －５℃ 低温处理２４ｈ时或－１０℃处理７ｈ时，４个品种叶
片的Ｆｖ／Ｆｍ值与对照相比极显著下降，表明大花三色堇与角
堇的ＰＳⅡ反应中心会受到损伤，光合能力降低。由此说明，
叶绿素荧光参数显著下降时，植物叶片已严重受害，与质膜透

性研究结果基本接近，且该指标测定无损、快速，因此可以作

为植物寒害测定与资源抗寒性评价指标的首选。

３．２　低温胁迫下大花三色堇和角堇的生理响应及其抗寒性
可溶性糖、脯氨酸是植物主要的渗透调节物质，能够提高

细胞液浓度，降低水势，增加细胞的保水能力，从而降低冰点，

增强植物忍受一定程度的低温胁迫能力［８］。对许多植物的

研究表明，在一定程度的低温胁迫下，植物可通过增加其体内

的可溶性糖、脯氨酸含量提高抵御寒害的能力［１１－１３］。本研究

结果与其一致，在低温胁迫程度达到及轻于 －５℃ １６ｈ时，
大花三色堇与角堇的可溶性糖、脯氨酸含量呈逐渐增加趋势。

随着低温胁迫程度的加剧，大花三色堇与角堇的可溶性糖、脯

氨酸含量呈下降趋势。这与茶树、油棕的研究结果相一

致［１４－１５］。有关可溶性糖含量的降低，可能是低温胁迫下植物

体内的无氧呼吸增加，能量消耗增大，随着低温胁迫持续或加

重，最终导致可溶性糖含量降低［１１］。关于脯氨酸含量的变

化，不同研究结果不一致，在一些植物上的研究表明，随着低

温胁迫加重，脯氨酸含量上升并维持在较高水平，是蛋白质降

解的结果［７－８，１１］。但在另一些植物上的研究表明，当低温胁

迫加重到一定程度时，脯氨酸含量开始下降，导致这一结果的

原因可能是植物体内防御机制被破坏，使可溶性糖、脯氨酸含

量下降［１６－１７］。

抗寒性较强的植物品种在相同的低温胁迫条件下其质膜

受损越轻，电导率越低，反之电导率越大，但变化情况因品种

不同而异，ＨＡＲ是在 －５℃ １６ｈ的低温胁迫下，电解质外渗
率出现迅速增加，说明其抗寒性比３个角堇品种差。由于在
－５℃ ８ｈ胁迫条件下，Ｅ０１未出现明显电解质外渗现象，而
其他２个角堇品种均出现了较明显的电解质外渗，说明 Ｅ０１
的抗寒性较强。在低温胁迫下，ＪＢ的电解质外渗率始终低于
０８Ｈ，说明ＪＢ的抗寒性要强于０８Ｈ，因此，４份材料的抗寒性
大小依次为Ｅ０１＞ＪＢ＞０８Ｈ＞ＨＡＲ。本研究显示，不同植物抗
寒性的提升途径可能不同，有些通过增加脯氨酸含量，有些通

过增加可溶性糖含量，有些可能通过抗氧化酶活性的提高减

轻低温引起的伤害等。因此，对于不同的植物材料应作具体

分析。
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