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　　摘要：为应对极端气候对三叶青山区林下仿野生栽培的冻害问题，筛选耐寒性好的种质以适应山区低温，选取２０
份三叶青种质为材料，检测这些种质在自然低温下的存活率及恢复生长率、－４℃人工低温处理１２ｈ后的存活率及恢
复生长率、不同低温（－３、－４、－５、－６℃）处理１２ｈ后的叶片电解质渗透率及半致死率、－２℃人工低温处理不同
时间（０、１２、２４ｈ）的超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、过氧化物酶（ＰＯＤ）活性、脯氨酸含量、丙二醛（ＭＤＡ）含量、可溶性蛋
白含量以及可溶性糖含量。根据上述指标相关性及不同种质间的变异系数，选取人工低温恢复生长率、１２ｈ低温处理
半致死温度、－２℃人工低温处理２４ｈ的ＭＤＡ含量、－２℃人工低温处理１２ｈ的ＰＯＤ活性、脯氨酸含量、可溶性蛋白
含量、可溶性糖含量共７个指标，采用主成分分析和聚类分析进行综合评价，建立三叶青耐寒指数预测公式：耐寒指数
（Ｄ）＝０．００８×人工低温恢复率－０．２１３×ＬＴ５０＋０．００１×ＰＯＤ活性＋０．００５×ＭＤＡ含量＋０．００４×脯氨酸含量＋０．０４４×

可溶性糖含量＋０．００８×可溶性蛋白含量－２．３０８。结果表明，Ｔ０１、Ｔ０２、Ｔ０３、Ｔ０４、Ｔ１７、Ｔ２４种质的耐寒性最强，这与自然
低温下的耐寒表现基本一致，说明该预测方法可靠，可进一步应用于其他三叶青种质及人工选育品种的耐寒性评价。
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　　三叶青（ＴｅｔｒａｓｔｉｇｍａｈｅｍｓｌｅｙａｎｕｍＤｉｅｌｓｅｔＧｉｌｇ）
是我国特有的珍稀药用植物，主要以块根入药，用

于治疗小儿高热、扁桃体炎、支气管炎、肺炎、咽喉

炎、肝炎及病毒性脑膜炎等疾患，因其具有清热解

毒、活血祛风、消炎止痛等功效，也被称为安全无毒

的“植物青霉素”［１］。现代医学研究表明，三叶青提

取物具有较强抗炎、镇痛、抗高热及抗病毒作用，可

用于治疗小儿高热、扁桃体炎、肝炎及病毒性脑膜

炎等多种疾病［２－４］。引起更多研究者关注的是，三

叶青提取物对肿瘤细胞具有一定的抑制作用［５］。

经过十多年的发展，三叶青于２０１８年被列入浙江省
新“浙八味”中药材培育品种名单，并作为新冠肺炎

１号方（化湿宣肺合剂）配方的君药，在新冠治疗中
发挥了良好的作用［６］。

由于三叶青的药用效果良好，对其需求量不断

增加，其野生资源被过度采挖，已成为濒危药用植

物；２０１１年浙江三叶青栽培品种被列入“浙江省首
批农作物种质资源保护名录”［７］。为满足日益增长

的市场需求，浙江、江西、福建等地区已有一定规模

的人工种植三叶青。为保证药材质量并因地制宜

利用浙江“七山一水二分田”的地理条件，仿野生栽

培或林下栽培等栽培模式成为浙江省中药材当前

的主要栽培方式，也是促进“两山”转化的有效途

径。随着全球变暖，极端天气时常出现，林下仿野

生栽培对中药材的耐寒性提出了更高的要求。三

叶青在我国浙江、江西、广西、福建、台湾、湖北、广

东、四川、贵州、云南等省份均有分布，主要生长于

山坡灌丛、山谷、溪边林下岩石缝中［１］。地理环境

选择形成的不同三叶青生态型在药效和抗逆性等

方面都存在差异，因此，三叶青良种选育显得尤为

重要和紧迫。

植物抗寒性评价的方法很多，主要有田间自然

鉴定、实验室鉴定、人工模拟逆境鉴定等。田间自

然低温鉴定可靠、有效，但受限于周期长、自然温度

不可控以及重复性差等缺点；而人工模拟逆境鉴定

则因可人工控温、不受环境条件影响、可周年试验

等优点而得到了广泛的应用。利用上述２种方式综
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合分析，则更能准确评价植物的抗寒能力。人工模

拟逆境鉴定研究更多地集中在形态指标和生理生

化指标的筛选上，如叶片孔隙率、电解质渗透率、游

离脯氨酸含量、可溶性总糖含量、丙二醛（ＭＤＡ）含
量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、可溶性蛋白含量、
Ｆｖ／Ｆｍ、总含水量、束缚水含量／自由水含量、过氧化
物酶（ＰＯＤ）活性、海绵组织厚度和栅海比等，都与
植物的抗寒／耐寒性具有良好的相关性，可作为植
物抗寒／耐寒性的鉴定指标［８－１８］，但不同作物的耐

寒性／抗寒性评价指标不尽相同。目前有关三叶青
种质资源耐寒性的评价研究尚不多见。

本研究通过对三叶青幼苗进行人工低温胁迫、

田间自然低温鉴定以及低温胁迫前后叶片各生理

生化指标的测定，利用主成分分析方法建立三叶青

苗期耐寒性评价方法，旨在为三叶青种质资源的耐

寒性评价提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料的培养
试验地点位于浙江省杭州市农业科学研究院

苗圃（１２０．０８°Ｅ，３０．０６°Ｎ）。从收集的三叶青种质
母苗上剪取枝条，挑选老嫩适中的茎段以供扦插。

剪下带１个芽的茎段，种植在泥炭中，培植于适宜温
度条件下（２５～２８℃，光照度３０００～３５００ｌｘ，光—
暗周期１２ｈ—１２ｈ），经过２个月左右的生长，选择
萌发达到５～６个节的扦插苗以供后续试验。
１．２　人工低温耐寒性测定

用于人工低温耐寒性测定的苗于２０２２年３—４
月扦插，耐寒测定于２０２２年５—１０月陆续进行。每
３０株扦插苗为１个生物学重复，每份三叶青种质作
３个生物学重复处理，于人工低温培养箱中 －４℃
冷冻处理１２ｈ后，移至（２５±２）℃培养室中进行恢
复生长，培养７ｄ后统计存活率，培养３０ｄ后统计恢
复生长率。

存活率＝存活苗数／处理苗数×１００％；
恢复生长率 ＝恢复生长苗数／处理苗数 ×

１００％。　
１．３　自然低温耐寒性测定

用于自然低温耐寒性测定的苗于２０２３年９月
扦插，耐寒测定于２０２３年１２月进行，测定期间具体
天气条件见图１。选取萌发达到５～６个节的扦插
苗６０株，于冬季放置于杭州市农业科学研究院苗圃
区域室外地面，待寒潮过后移至大棚温室内，适宜

温度条件下（２５～２８℃，光照度 ３０００～３５００ｌｘ，
光—暗周期１２ｈ—１２ｈ）培养７ｄ后统计存活率，培
养３０ｄ后统计恢复生长率。计算方法同“１．２”节。
１．４　电解质渗透率测定

用于电解质渗透率测定的苗于２０２３年９月扦
插，电解质渗透率测定于２０２３年１０月进行。选择
６份耐寒性差异较大的三叶青种质用于电解质渗透
率试验中低温处理时间的筛选。将处理温度设置

为－４℃，处理时长为０、３、６、９、１２、１５ｈ，测定电解
质渗透率，筛选适宜的处理时间。对参试的２０份三
叶青种质选取萌发达到５～６个节的扦插苗，取幼苗
第４～５节完全展开的功能叶片２．５ｇ，清洗后吸干
水分，保存于塑料自封袋中，放入低温培养箱中进

行低温处理，处理温度设置为 －２、－３、－４、－５、
－６℃，处理时间设置为１２ｈ，分别测定各处理条件
下各三叶青种质叶片组织的电解质渗透率。每个

处理设６个生物学重复。
将处理后样品剪成０．５ｃｍ２左右的小碎片，称

量后置于５０ｍＬ离心管中，每０．１ｇ加水１０ｍＬ，于
２００ｒ／ｍｉｎ的摇床中振荡２ｈ，充分静置后测定ＥＣ１，
之后在沸水中煮３０ｍｉｎ，自然冷却后摇床振荡２ｈ，
充分静止后测定ＥＣ２，根据Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归方程拟合结
果得到半致死时间（ＬＴｉ５０）及半致死温度（ＬＴ５０）。
１．５　酶活性及代谢产物检测

用于酶活性及代谢产物检测的苗于２０２３年９
月扦插，酶活性及代谢产物含量测定于２０２３年１１
月至２０２４年１月进行。选取萌发达到５～６个节的
扦插苗，取幼苗第４～５节完全展开的功能叶片５ｇ
左右，清洗吸干后，保存于塑料自封袋中置于低温

培养箱中低温处理，将处理温度设置为 －２℃，分别
处理０、１２、２４ｈ。

处理后取２．５ｇ左右叶片组织，每０．１ｇ组织加
１ｍＬＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为 ７．２～７．４）研磨
（１０％匀浆），４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液检
测ＳＯＤ活性、ＰＯＤ活性、可溶性蛋白含量、脯氨酸含
量及ＭＤＡ含量。

取２ｇ左右叶片组织，每０．１ｇ组织加１ｍＬ蒸
馏水，研磨制成１０％的组织匀浆，沸水浴１０ｍｉｎ，冷
却后４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液用蒸馏水１０
倍稀释制成１％提取液，检测可溶性糖含量。

检测所用试剂盒购自南京建成生物工程研究

所（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｊｊｃｂｉｏ．ｃｏｍ／），分别为总超氧化物
歧化酶（Ｔ－ＳＯＤ）测试盒（羟胺法）（Ａ００１－１）、过
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氧化物酶（ＰＯＤ）测试盒（没食子酸法）（Ａ０８４－３）、
总蛋白定量测定试剂盒（ＢＣＡ法）（Ａ０４５－３）、脯氨
酸测定试剂盒（酸性茚三酮法）（Ａ１０７－１）、丙二醛
（ＭＤＡ）测定试剂盒（ＴＢＡ法）（Ａ００３－１）、植物可溶
性糖含量测试盒（蒽酮比色法）（Ａ１４５－１）。按照
相应的操作说明书进行检测。

１．６　数据分析
用ＳＰＳＳ２２软件对所测数据进行统计分析。显

著性比较采用Ｄｕｎｃａｎｓ检验法，相关性分析采用双
变量法，按照皮尔逊（Ｐｅａｒｓｏｎ）系数检验相关性。主
成分分析采用降维 －因子分析法，聚类分析采用系
统聚类－余弦法。

２　研究结果

２．１　三叶青种质的人工低温耐寒性鉴定
在前期人工低温试验结果的基础上，将扦插小

苗进行－４℃人工低温处理１２ｈ，由表１可知，２０份
三叶青种质的存活率和恢复生长率存在较大差异。

Ｔ２４种质的恢复生长率和存活率最高，达到８０％以
上；其次为种质Ｔ０１，其恢复生长率和存活率都超过
７０％；Ｔ３０种质的存活率超过７０％，恢复生长率达到

６４．４４％。初步认为这３份种质耐寒性较强。Ｔ１５、
Ｔ２１种质的恢复生长率和存活率都低于 １０％，Ｔ１０
种质的恢复生长率和存活率在１０％左右，Ｔ２３的恢
复生长率低于１０％，均为冷敏感种质。其余种质的
存活率和恢复生长率在２０％～７０％之间。
２．２　三叶青种质的自然低温耐寒性鉴定

为尽可能使筛选结果接近实际生产应用，在

２０２３年冬季寒潮来临期间，统计２０份三叶青种质
在自然低温下的存活率。三叶青实验苗自１２月１５
日放置于露天田块，１２月２０—２４日经历低温寒潮。
寒潮期间，气温最低达 －７．９℃，平均日最低温为
－６．４℃；土壤温度最低达 －６．６℃，平均日最低温
为－５．０℃（图１）。
　　由表２可知，从存活率来看，Ｔ０４种质的存活率
达６３．３３０％，其次为 Ｔ０２、Ｔ０３、Ｔ２６种质，存活率分
别达到了５３．３３０％、４８．３３０％、５１．６７０％，Ｔ０１、Ｔ２４、
Ｔ１７种质的存活率在３０％ ～４０％之间，有７份种质
的存活率低于５％，包含３个大叶种质。从恢复生
长率来看，Ｔ０２、Ｔ２６种质达到 ３０％及以上，Ｔ０１、
Ｔ０３、Ｔ１７、Ｔ２４种质在２０％ ～３０％之间，Ｔ０４种质接
近２０％。从２０２３年极低温度下的结果综合分析，

表１　２４份三叶青种质人工低温下的存活率和恢复生长率

种质
恢复生长数／存活数

Ｒ１ Ｒ２ Ｒ３
平均恢复

生长率（％）
平均存活率

（％）

Ｔ０１ ２１／２２ ２３／２５ ２０／２０ ７１．１１１±５．０９２ｂ ７４．４４４±８．３８９ｂ

Ｔ０２ １５／１５ １７／１７ １２／１２ ４８．８８９±８．３８９ｄｅ ４８．８８９±８．３８９ｄｅｆ

Ｔ０３ １８／２３ １８／２１ １６／１６ ５７．７７８±３．８４９ｃｄ ６６．６６７±１２．０１９ｂｃ

Ｔ０４ １５／１５ １３／１３ １２／１３ ４４．４４４±５．０９２ｅｆ ４５．５５６±３．８４９ｅｆｇ

Ｔ０８ １２／１６ ８／１０ ９／１１ ３２．２２２±６．９３９ｇｈ ４１．１１１±１０．７１５ｆｇｈ

Ｔ１０ ３／４ ２／３ ４／４ １０．０００±３．３３３ｉ １２．２２２±１．９２５ｊ

Ｔ１２ １６／１６ １７／１７ １４／１４ ５２．２２２±５．０９２ｄｅ ５２．２２２±５．０９２ｄｅｆ

Ｔ１５ ２／３ ０／０ ０／０ ２．２２２±３．８４９ｉ ３．３３３±５．７７４ｊ

Ｔ１６ ９／９ ８／９ １１／１１ ３１．１１１±５．０９２ｇｈ ３２．２２２±３．８４９ｈｉ

Ｔ１７ １１／１５ １８／１９ １８／１９ ５２．２２２±１３．４７２ｄｅ ５８．８８９±７．６９８ｃｄ

Ｔ１９ １４／１４ １３／１３ １２／１２ ４３．３３３±３．３３３ｅｆ ４３．３３３±３．３３３ｅｆｇｈｉ

Ｔ２０ ７／９ ７／８ ８／８ ２４．４４４±１．９２５ｈ ２７．７７８±１．９２５ｊ

Ｔ２１ １／１ ０／０ ０／０ １．１１１±１．９２５ｉ １．１１１±１．９２５ｌ

Ｔ２２ ７／１１ ８／１２ ７／９ ２４．４４４±１．９２５ｈ ３５．５５６±５．０９２ｈｉｊ

Ｔ２３ １／２ ３／５ １／２ ５．５５６±３．８４９ｉ １０．０００±５．７７４ｋｌ

Ｔ２４ ２６／２７ ２５／２５ ２３／２７ ８２．２２２±５．０９２ａ ８７．７７８±３．８４９ａ

Ｔ２５ １１／１２ １１／１２ １１／１２ ３６．６６７±０．０００ｆｇ ４０．０００±０．０００ｇｈｉ

Ｔ２６ １５／１８ １１／１５ １８／１９ ４８．８８９±１１．７０６ｄｅ ５７．７７８±６．９３９ｃｄ

Ｔ２９ １５／１５ １７／１９ １５／１５ ５２．２２２±３．８４９ｄｅ ５４．４４４±７．６９８ｄｅ

Ｔ３０ １８／２１ ２２／２２ １８／２２ ６４．４４４±７．６９８ｂｃ ７２．２２２±１．９２５ｂ

　　注：Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３分别表示３个生物学重复。同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。表３至表５同。
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表２　２０个三叶青种质在自然低温条件下的存活和恢复生长情况

种质
恢复生长

率（％）
存活率

（％） 种质
恢复生长

率（％）
存活率

（％）

Ｔ０１ ２３．３３０ ３６．６７０ Ｔ１９ ０．０００ １６．６７０

Ｔ０２ ３８．３３３ ５３．３３０ Ｔ２０ ３．３３３ ３．３３３

Ｔ０３ ２１．６６７ ４８．３３０ Ｔ２１ １．６６７ １．６６７

Ｔ０４ １８．３３３ ６３．３３０ Ｔ２２ ０．０００ ０．０００

Ｔ０８ ０．０００ ０．０００ Ｔ２３ １．６６７ １．６６７

Ｔ１０ ３．３３３ ６．６７０ Ｔ２４ ２３．３３０ ３５．０００

Ｔ１２ １．６６７ １８．３３０ Ｔ２５ ３．３３３ １８．３３３

Ｔ１５ ０．０００ ０．０００ Ｔ２６ ３０．０００ ５１．６７０

Ｔ１６ ０．０００ ３．３３０ Ｔ２９ １．６６７ ６．６７０

Ｔ１７ ２６．６６７ ３８．３３０ Ｔ３０ ８．３３３ ２８．３３０

Ｔ０１、Ｔ０２、Ｔ０３、Ｔ１７、Ｔ２４、Ｔ２６属于耐寒性较强的种
质，Ｔ０４属于耐寒性中等的种质，Ｔ１５、Ｔ２１、Ｔ２３种质
无论是在人工低温还是自然低温下存活率都极低，

属于冷敏感种质。自然低温与人工低温下结果基

本趋势一致。

２．３　三叶青种质的电解质渗透率检测
通常认为胁迫条件下叶片膜结构受损程度与

植物组织的渗透率正相关，因此，根据植物组织浸

出液电导率计算出的固定冷冻时间下的半致死温

度与耐寒性负相关。固定冷冻温度下的半致死时

间与耐寒性正相关。

由于－４℃人工低温能较好地区分不同三叶青
种质的耐寒性，首先检测 －４℃不同处理时间下
Ｔ０２、Ｔ０３、Ｔ２０、Ｔ２２、Ｔ２３、Ｔ２４共６份三叶青种质离体
叶片的电解质渗透率。

　　由表３可知，－４℃条件下，Ｔ０３、Ｔ２４种质的半
致死时间超过 １５ｈ，Ｔ２３种质的半致死时间只有
８２１６ｈ，其余则在１１～１４ｈ之间，所有种质的平均
半致死时间为１３．５９ｈ。结合试验操作分析，检测这
６份三叶青种质在不同低温下处理１２ｈ时的电解质
渗透率。冷冻处理１２ｈ条件下，Ｔ２４种质的半致死
温度接近 －５℃，Ｔ２３种质的半致死温度为
－２．７３７℃，Ｔ０２种质为 －４．１８６℃，Ｔ０３种质为
－４．３９６℃，Ｔ２０种质为 －３．７６７℃，不同种质之间
存在明显差异（表４）。因此，进一步检测另外１４份
三叶青种质的电解质渗透率。

表３　６份三叶青种质－４℃不同处理时间下的电解质渗透率及半致死时间预测

种质
渗透率（％）

３ｈ ６ｈ ９ｈ １２ｈ １５ｈ
拟合方程 ｒ２

ＬＴｉ５０
（ｈ）

Ｔ０２ １０．３６８±０．６８６ｂ １０．５０４±０．６１３ｅ ２６．２１２±１．０４５ｄ ５０．５２８±１．４２１ｃ ７８．３４２±１．９２５ｂ ｙ＝－０．３０２ｘ＋３．５２０ ０．９３９ １１．６７１

Ｔ０３ ８．０１８±０．７２９ｃ １４．８８１±１．０５９ｄ ２２．６５７±０．９０９ｅ ２３．０８６±１．１５６ｆ ３４．１１３±０．５５８ｆ ｙ＝－０．１３７ｘ＋２．６８６ ０．９３４ １９．６３４

Ｔ２０ １０．６５０±０．４８０ｂ １５．９０７±０．９８５ｄ ３６．６５８±０．８６８ｂ ６８．８６９±０．６９２ｂ ７３．９０３±０．７９３ｃ ｙ＝－０．２９３ｘ＋３．１３９ ０．９６０ １０．７０８

Ｔ２２ ７．２９４±０．６７４ｃｄ １９．５１６±１．６６７ｂ ２９．８９７±１．０９１ｃ ３６．１８９±１．２６９ｄ ５４．１９１±０．８７４ｄ ｙ＝－０．２０９ｘ＋２．９２３ ０．９５５ １３．９８６

Ｔ２３ １５．６１１±０．７７２ａ ３１．４９０±０．９９１ａ ６１．２４２±１．２２１ａ ８０．３１９±０．９５５ａ ８５．７８７±１．５５２ａ ｙ＝－０．３０５ｘ＋２．５０７ ０．９７６ ８．２１６

Ｔ２４ ６．８６１±０．３５８ｄ １８．２０５±０．４７９ｃ ２０．９７８±１．５９９ｆ ２８．４２０±０．６１７ｅ ３９．０１０±２．０７８ｅ ｙ＝－０．１６３ｘ＋２．８３２ ０．９２３ １７．３３３

　　由表４可知，２０份三叶青种质中，随着处理温
度的下降，电解质渗透率均呈上升趋势，且不同种

质变化幅度存在一定的差异，Ｔ１５、Ｔ２０种质在
－４℃ 时电解质渗透率大幅上升，而 Ｔ０３、Ｔ２４种质

－３℃至 －４℃的变化极小。Ｔ２４种质的半致死温
度为－４．９７４℃，Ｔ０１种质为－４．５５８℃，Ｔ２５种质为
－４．５２０℃，Ｔ１６种质为－４．６６２℃，初步认为这４份种
质耐寒性较强；Ｔ２３种质的半致死温度为 －２．７３７℃，
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表４　２０份三叶青种质在不同低温下处理１２ｈ时叶片的电解质渗透率及半致死温度

种质
渗透率（％）

－３℃ －４℃ －５℃ －６℃
拟合方程 ｒ２

ＬＴ５０
（℃）

Ｔ０１ ８．３８２±０．７０９ｉｊ ２９．５２８±１．５１２ｐ ７４．５５３±１．１５８ｊ ８６．３５４±２．００９ｉ ｙ＝１．４６５ｘ＋６．６８０ ０．９７６ －４．５５８

Ｔ０２ １０．６７６±０．４９１ｈ ４７．００４±１．４４８ｋ ８３．３９２±１．２０２ｈ ９３．３７９±１．４８４ｄｅ ｙ＝１．６０５ｘ＋６．７１７ ０．９８１ －４．１８６

Ｔ０３ １８．８０８±０．７４６ｄ １９．７７５±１．０１８ｒ ７８．０２２±０．９２７ｉ ８９．６６３±０．９７６ｇｈ ｙ＝１．３５４ｘ＋５．９５０ ０．８９０ －４．３９６

Ｔ０４ １０．７６９±０．５０９ｈ ８１．２９２±１．０４３ｃ ９５．２２２±１．４２７ｃ ９８．４５５±０．４３０ａｂ ｙ＝２．０３３ｘ＋７．５２４ ０．９２８ －３．７０１

Ｔ０８ １２．６５０±０．４７４ｆｇ ７５．６５９±１．２６０ｄ ７５．８０６±１．０３８ｊ ８８．１３３±０．８９８ｈｉ ｙ＝１．１８２ｘ＋４．７３２ ０．７７９ －４．００３

Ｔ１０ １２．５９３±０．４３２ｆｇ ５２．０６２±１．７３７ｊ ６４．５４１±１．６４１ｌｍ ９４．３８５±１．３０７ｃｄ ｙ＝１．４７９ｘ＋６．２６６ ０．９５４ －４．２３５

Ｔ１２ １２．５９９±０．５４９ｆｇ ３２．１１９±１．６１２ｏ ７８．２２０±１．００５ｉ ９２．７７０±０．４０７ｄｅｆｙ＝１．５４９ｘ＋６．６８６ ０．９８９ －４．３１５

Ｔ１５ ２４．４７２±０．７０３ｃ ９４．０１９±２．９４７ｂ ９７．１９３±０．７８７ｂ ９７．９６８±０．８２８ａｂ ｙ＝１．５８０ｘ＋４．８４７ ０．７８１ －３．０６８

Ｔ１６ １２．６８１±０．７８８ｆｇ ３５．４０７±１．７３１ｍ ６５．４７３±０．８２９ｌ ７６．８８９±０．５９７ｊ ｙ＝１．０６４ｘ＋４．９５８ ０．９７２ －４．６６２

Ｔ１７ ７．５４０±０．４６６ｊｋ ３４．４６３±１．７５３ｍｎ ４４．６１０±０．７１６ｎ ９６．８７７±０．４７６ａｂ ｙ＝１．８２５ｘ＋８．１９５ ０．８９８ －４．４９１

Ｔ１９ １８．６４７±０．７７５ｄ ２６．８６５±０．６６０ｑ ９１．１００±１．５７９ｄ ９７．２８６±４．１１０ａｂ ｙ＝１．８４８ｘ＋７．４６０ ０．９２６ －４．０３６

Ｔ２０ １８．１７８±０．９３４ｄ ６８．８６９±０．６９２ｅ ８５．０６６±１．２６５ｇ ９９．１４９±０．８１９ａ ｙ＝１．９７３ｘ＋７．４３２ ０．９６５ －３．７６７

Ｔ２１ ６５．５６０±０．８６４ａ ９７．７７６±３．０９７ａ ９８．６８３±０．７２３ａ ９８．９３８±０．９０７ａ ｙ＝１．２２０ｘ＋２．１７２ ０．７５６ －１．７８０

Ｔ２２ １４．１６０±０．２４２ｅ ５８．３５３±０．９８７ｉ ９０．４９６±１．０２３ｄｅ ９０．６６１±５．１６７ｆｇ ｙ＝１．４１４ｘ＋５．５９８ ０．８８８ －３．９５９

Ｔ２３ ６２．７３２±２．０９０ｂ ６４．４９０±０．９１７ｆ ９５．９３５±１．４３１ｂｃ ９６．０９３±１．３８７ｂｃ ｙ＝１．０６１ｘ＋２．９０４ ０．８１８ －２．７３７

Ｔ２４ ７．３６７±０．３２０ｋ ８．４６２±０．４１６ｓ ４３．９０５±１．４１４ｎ ８９．１８６±１．２０９ｇｈ ｙ＝１．６０６ｘ＋７．９８９ ０．９０４ －４．９７４

Ｔ２５ ８．６８０±０．４２８ｉ ３３．２１４±０．３７２ｎｏ ６３．３００±１．７７０ｍ ９１．５３８±０．５８８ｅｆｇ ｙ＝１．５４５ｘ＋６．９８３ ０．９９５ －４．５２０

Ｔ２６ １３．３６２±０．９５１ｅｆ ６０．２７２±２．３５４ｈ ８７．７８４±０．５６６ｆ ９３．１７１±２．５１６ｄｅ ｙ＝１．５００ｘ＋５．９６８ ０．９４３ －３．９７８

Ｔ２９ １２．５９２±０．４５５ｆｇ ４２．４９８±１．２５９ｌ ７３．０６７±１．１４９ｋ ８９．２６８±１．７１１ｇｈ ｙ＝１．３４７ｘ＋５．８４１ ０．９９３ －４．３３７

Ｔ３０ １１．８２０±０．３１２ｇ ６２．３６４±１．０６１ｇ ８９．６７３±０．８４４ｅ ９０．０００±０．４９０ｇｈ ｙ＝１．４２８ｘ＋５．７１１ ０．８６７ －４．０００

Ｔ２１种质为 －１．７８℃，Ｔ１５种质为 －３．０７℃，为冷
敏感型种质；其余 １３份品种的半致死温度在
－４．５～－３．７℃之间。
２．４　三叶青种质的酶活性及代谢产物检测

为筛选出能有效区分三叶青种质耐寒性的生

理指标，检测不同低温处理时间（ＣＫ为 ２５℃，
－２℃ 处理１２、２４ｈ）下的三叶青叶片中 ＳＯＤ、ＰＯＤ
活性和 ＭＤＡ、脯氨酸、可溶性糖、可溶性蛋白的含
量，检测结果见表５，可以看出，同一处理条件下，上
述指标在大部分三叶青种质间具有显著差异。

ＳＯＤ、ＰＯＤ是植物体内重要的抗氧化酶，在植物
遭遇低温逆境后，通过清理积累的活性氧化物缓解

逆境的伤害，因此抗逆性种质通常具有较高的

ＳＯＤ、ＰＯＤ活性。从表５可以看出，冷胁迫处理后，
Ｔ１２、Ｔ１６、Ｔ１９、Ｔ２０、Ｔ２２、Ｔ２３、Ｔ２４种质的 ＳＯＤ活性
呈不断下降的趋势，Ｔ０１、Ｔ１５、Ｔ２１种质的 ＳＯＤ活性
不断升高，Ｔ０２、Ｔ１７、Ｔ２５、Ｔ２６、Ｔ２９种质的 ＳＯＤ活性
先降后升，其余种质的 ＳＯＤ活性先升后降，少数种
质变化较小。而多数种质的 ＰＯＤ活性总体呈上升
趋势，说明三叶青遭受低温胁迫时，主要通过 ＰＯＤ
活性升高来清除活性氧化物。部分三叶青种质的

ＰＯＤ活性随着处理时间进一步延长而下降，表明胁

迫受损可能已经超过其应对能力。Ｔ１５、Ｔ２１、Ｔ２２、
Ｔ２３种质在各低温处理时间点的 ＰＯＤ活性均处于
较低水平，显著低于其他种质，说明这４个种质种质
对低温逆境的反应协调和抵御能力较差。

丙二醛含量是反映细胞膜伤害程度的重要指

标之一，其积累与膜透性的增加呈显著正相关，从

表５可以看出，随着低温处理时间的延长，大部分种
质中ＭＤＡ积累量相对于常温状态明显增加，部分
呈先降再升的变化趋势，特别是冷冻处理２４ｈ时，
ＭＤＡ积累速度加快，说明三叶青通过提高 ＭＤＡ水
平来应对低温胁迫。冷冻处理１２ｈ时，大部分种质
已经开始积累 ＭＤＡ来启动生理防御，而某些种质
如Ｔ０１、Ｔ０２、Ｔ０３、Ｔ０８、Ｔ１７、Ｔ２２、Ｔ２４则增加较慢，说
明此时低温尚未对机体组织造成威胁；而当处理时

间达到２４ｈ时，ＭＤＡ开始明显增加，说明此时开始
启动生理反应来应对低温胁迫，由此推测其耐寒性

较好。而Ｔ２３种质则随着处理时间延长，ＭＤＡ含量
逐渐下降，当处理时间达到２４ｈ时明显下降，说明
此时膜系统已经丧失活力，由此可见其耐寒性较差。

脯氨酸、可溶性蛋白质、可溶性糖都可以作为

细胞保护物质，增强细胞的持水力，减少细胞内结

冰对膜结构的破坏，通常与耐寒性正相关。从表５
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表５　２０份三叶青种质人工低温处理下相关酶活性及代谢成分含量变化

生理指标 种质 ＣＫ（２５℃） １２ｈ（－２℃） ２４ｈ（－２℃） 种质 ＣＫ（２５℃） １２ｈ（－２℃） ２４ｈ（－２℃）

ＳＯＤ活性
（Ｕ／ｇ）

Ｔ０１ ６８４．４４０±４２．８６２ｈｉ ６８５．７０６±１６．３５６ｈｉ ６８８．６２６±１９．５７７ｄ Ｔ１９ ７３６．２９６±１８．７８２ｆｇ ７３０．４７６±９．６９５ｆｇ ６８４．５５０±１１．００３ｄｅ

Ｔ０２ ８２５．０１５±１４．２６３ｃ ８１２．１６４±２１．６３６ｂｃｄ ８４５．３６１±１７．１７３ａ Ｔ２０ ８７７．４３１±８．５６０ｂ ８４３．８３４±４．２７９ｂ ６７９．５０８±１５．１７７ｄｅ

Ｔ０３ ８１１．９７０±２５．２８８ｃｄｅ ８３４．２６３±９．８９４ｂｃ ８００．４８２±１１．１０８ｂ Ｔ２１ ６９１．５３４±７３．１４６ｈｉ ７９１．７４６±２１．１７６ｄ ７９９．２５９±１４．７６６ｂ

Ｔ０４ ６９２．０３４±９．７９５ｈｉ ７２９．２２２±１７．０７６ｆｇ ６７５．７７６±１３．２１１ｄｅｆ Ｔ２２ ８１６．０８５±１１．６４０ｃｄ ８０１．２７０±１５．５９６ｃｄ ７７６．２９６±３．３９３ｂ

Ｔ０８ ５８５．４４３±２０．１４８ｋ ６００．１４７±１６．６２１ｊ ５８３．５３０±９．６０３ｉｊ Ｔ２３ ９５６．９７１±６．９５０ａ ９４０．２１３±７０．６７３ａ ５２６．４５５±３．９９３ｋ

Ｔ１０ ６４９．０４０±１０．９１１ｉｊ ６７９．８８２±１１．３３２ｈｉ ６２８．７１８±１０．７５３ｇｈ Ｔ２４ ７９６．３６７±２１．８１４ｃｄｅ ７８０．０１０±６．５８９ｄｅ ４６８．６６４±１１．５９２ｌ

Ｔ１２ ７６８．９４１±１４．２６３ｅｆ ６８９．９８９±２６．１２８ｈｉ ６５２．９９６±１４．０７７ｅｆｇ Ｔ２５ ６３１．７４６±１２．５３４ｊ ５６０．９５２±２８．４６３ｋ ５６３．３８６±１４．１９３ｊ

Ｔ１５ ７７７．０３７±１９．２９２ｄｅｆ ７９９．１５３±９．９８９ｃｄ ８３４．４５８±３．７５４ａ Ｔ２６ ６２２．３２８±２２．９９４ｊｋ ５７５．２３８±２８．５０９ｊｋ ６０８．２５４±５８．５１６ｈｉ

Ｔ１６ ８０９．４３９±１２．０２１ｃｄｅ ７４９．８６０±１１．５７１ｅｆ ６４３．２１１±４３．１２２ｆｇ Ｔ２９ ７１５．３４４±５６．９９５ｇｈ ６５６．２９６±１２．００４ｉ ６７３．６５１±２２．８８９ｄｅｆ

Ｔ１７ ７４７．８３１±３７．５２２ｆｇ ６８７．０９０±３．８７２ｈｉ ７４３．１７５±２５．４３７ｃ Ｔ３０ ６０９．７１０±１１．２５１ｊｋ ７０８．８１２±５９．７８１ｇｈ ７０３．７９１±１６．９６７ｄ

ＰＯＤ活性
（Ｕ／ｇ）

Ｔ０１ ２４６．６７２±１０．３９６ｅｆ ２９７．７９１±３．９２０ｅ ４０２．１９９±２５．０４４ｂｃ Ｔ１９ １０７．６３９±３．３２４ｊ １２９．３４０±４．５２７ｋ １４１．４４５±２．３６０ｉ

Ｔ０２ １９７．４５０±９．１０７ｈ ２０５．９３８±１５．１４４ｉ ３２６．５５０±８．９５６ｆ Ｔ２０ １１２．７９９±６．９６７ｊ ７１．２７７±２．７４２ｌ １４４．０４９±６．１１５ｉ

Ｔ０３ ３２０．６５０±９．３６４ｂ ２３７．７５１±１５．８８６ｇ ３８９．４１９±５．７５１ｃ Ｔ２１ １．０１３±０．４８２ｌ ０．７７２±０．７８８ｏ ６３．８０２±５．６８０ｋ

Ｔ０４ １７７．２９２±１１．４４２ｉ １８３．９９６±３．０７４ｊ ３０５．６６８±１４．９６３ｇ Ｔ２２ ５６．３９１±３．９５５ｋ ５５．５２３±４．６１６ｍ ８４．６５１±７．２４０ｊ

Ｔ０８ ２３５．７７４±７．４８３ｆｇ ３１３．３２０±１２．５６０ｄ ３９５．２５５±８．２１８ｃ Ｔ２３ ４８．０３２±１．１５２ｋ ２５．２２２±２．９１９ｎ ５０．５４０±１．５７５ｋ

Ｔ１０ ３０２．０８３±４．５１４ｃ ３３７．５７７±４．５３４ｃ ４１７．９２１±１１．８４６ｂ Ｔ２４ ２６５．８１８±９．３５９ｄ ２２６．２７３±９．９３０ｈ ３９７．８１１±４．９６７ｃ

Ｔ１２ ３２５．１３５±８．９７５ｂ ３４８．４２８±８．８９１ｃ ２９３．７４０±４．６３５ｇ Ｔ２５ ４４７．８２０±１２．４６１ａ ３９２．５５４±８．８６９ｂ ５１４．９９８±３０．２８２ａ

Ｔ１５ ５９．２８５±２．６８０ｋ ３２．９５４±２．８２２ｎ ４６．４５７±４．２２６ｋ Ｔ２６ ２５０．３８６±６．５５４ｅ ３８５．１２７±７．５３２ｂ ３６９．２６１±１６．７７４ｄ

Ｔ１６ ２７５．６０８±２．５４５ｄ ４８６．３０４±９．３５９ａ ５２７．８２６±９．６８７ａ Ｔ２９ ２２６．７５５±７．０１４ｇ ２８６．３６２±６．７６２ｆ ２５４．５３３±２１．８０５ｈ

Ｔ１７ ２４３．８９１±１０．４０１ｅｆ ２４５．４８３±５．３１９ｇ ３５０．７１１±２．５０７ｅ Ｔ３０ ２０３．１７３±２０．２７５ｈ ３４６．０１７±７．０１６ｃ ３０９．０７６±６．３７９ｆｇ

ＭＤＡ含量
（ｎｍｏｌ／ｇ）

Ｔ０１ ２２．０５３±１．２９３ｂ ２３．４５６±０．７０７ｃ ６７．７１８±２．１１５ａ Ｔ１９ １０．０５４±０．６４０ｈｉ １６．１８３±０．７８０ｆ ３１．７８６±１．５７３ｇｈ

Ｔ０２ １３．８９６±０．９０１ｅ １６．７４４±０．７５４ｆ ５２．００７±１．５４８ｃ Ｔ２０ ３．６０７±０．９４３ｌ １０．７２８±１．２８１ｇ ９．０４２±０．５１９ｌ

Ｔ０３ １６．７６６±０．５８５ｄ １５．４９２±１．０４４ｆ ４２．２９６±２．４７７ｅ Ｔ２１ １２．６２２±０．５１３ｅｆ ８．７８１±０．８５９ｈ ２３．０６７±０．３０７ｊ

Ｔ０４ １９．０５３±１．６３３ｃ ３３．１６７±２．１３４ａ ５５．２６６±１．１４３ｂ Ｔ２２ １１．１３３±０．３６９ｇｈ １１．１９８±０．４７０ｇ １８．３４１±０．３６９ｋ

Ｔ０８ ２３．９９５±０．７６４ａ ２４．０３８±１．３９８ｃ ３２．７５７±０．８９３ｆｇｈ Ｔ２３ ２．５４１±０．５０９ｌ ２．４３７±０．５３１ｉ １．２６８±０．５９８ｎ

Ｔ１０ ２５．２６９±２．２３１ａ ９．７５２±０．４９５ｇｈ ３４．１６０±０．８１１ｆｇ Ｔ２４ ３．４６９±０．９４９ｌ ２．８５０±１．５０１ｉ ６．６６９±０．６６０ｍ

Ｔ１２ １２．７５２±０．６６７ｅｆ ２６．９５２±１．６５１ｂ ２８．６３５±０．２２８ｉ Ｔ２５ １７．８０２±１．５７１ｃｄ ２０．９５２±１．０１０ｄ ３１．３７６±３．３７８ｈ

Ｔ１５ ６．７９５±０．４７０ｋ １１．３７１±０．２９５ｇ ２６．５４２±２．３１５ｉ Ｔ２６ １２．９６８±０．６５０ｅｆ ３２．７７９±２．５２４ａ ４４．９９３±２．９８９ｄ

Ｔ１６ １１．６５１±０．６８１ｆｇ １６．２２６±０．７０６ｆ ３２．９０８±０．３５２ｆｇｈ Ｔ２９ ７．５５１±０．７９９ｊｋ １８．５５７±１．５２２ｅ ２６．６５０±０．８３８ｉ

Ｔ１７ ９．４７１±０．７９０ｉ １０．２９２±０．２５４ｇｈ ２２．８７３±０．２５８ｊ Ｔ３０ ８．８６７±０．６２０ｉｊ １９．１４０±１．４７４ｅ ３５．０８８±１．３７３ｆ

脯氨酸含量

（μｇ／ｇ）
Ｔ０１ ３４．３００±０．８４４ｃ ３６．４３９±０．７２９ｆ ４２．８８２±１．７０１ｃ Ｔ１９ １８．７０９±０．２１２ｊ ２７．９８０±０．９３４ｊ ２２．９３９±０．８５０ｉ

Ｔ０２ ３５．０９９±１．１７８ｂｃ ３３．８１５±０．５６３ｇ ３４．０４１±１．５１５ｆ Ｔ２０ １９．１０２±０．４５１ｊ ４７．３８８±１．９４１ｃ ３２．７２１±２．３５７ｆｇ

Ｔ０３ ３６．３８７±１．９８７ｂ ３０．０１１±２．２６０ｈｉ ２５．９８１±２．５８５ｈ Ｔ２１ ６．７６３±０．６７３ｌ ５．２８９±０．３８５ｍ １７．１９９±１．７８８ｊ

Ｔ０４ ４０．６７０±０．１３１ａ ５３．３３９±０．４９５ａ ４４．７４９±１．０２０ｃ Ｔ２２ ２８．０５４±０．５２７ｆ ２９．２６８±０．４３５ｉｊ ２６．４４０±０．２７４ｈ

Ｔ０８ ３０．２１８±０．３１１ｅ ３９．１１９±０．７６０ｅ ３６．７３４±０．７３３ｅ Ｔ２３ １２．５８３±０．４６９ｋ １６．９４８±０．２６３ｌ １５．５１１±０．４４７ｊ

Ｔ１０ ３０．６１１±０．７２３ｅ ３５．２３４±０．２５４ｆｇ ４８．５６２±１．６５５ｂ Ｔ２４ ２７．６６６±０．９４０ｆ ５１．２００±１．０３１ｂ ３１．２２９±２．０５２ｇ

Ｔ１２ ２４．３６５±０．９０３ｇ ３１．３４９±１．７８６ｈ ２７．０２１±１．１３７ｈ Ｔ２５ ３２．８９８±１．２４３ｄ ２９．６７７±０．４９８ｉ ３９．９８０±１．１７６ｄ

Ｔ１５ ２８．３４９±０．２８０ｆ ２９．１１２±０．６４５ｉｊ ２７．９３２±０．３８６ｈ Ｔ２６ ２２．８６５±０．２０３ｈ ３３．８８２±０．６１４ｇ ３３．２６７±０．６９１ｆｇ

Ｔ１６ ２２．００４±２．０２６ｈｉ ４２．４８８±０．２５９ｄ ５１．８５７±１．５５５ａ Ｔ２９ １９．２９９±０．９３３ｊ ２６．４０６±１．４５３ｋ ２８．０５４±１．１４１ｈ

Ｔ１７ ３６．２９７±１．１９９ｂ ３９．１４３±１．４０１ｅ ４３．４１２±２．１４３ｃ Ｔ３０ ２１．２９１±０．５３５ｉ ３５．２０９±０．９３４ｆｇ ３４．１５２±０．８９１ｆ

可溶性蛋白

含量

（ｍｇ／ｇ）

Ｔ０１ ２７．６８６±１．２６７ｄｅ ２６．１２８±０．９０５ｃ ２９．５９３±１．６３５ｂ Ｔ１９ ２０．５４７±０．９１８ｈ ２２．０５８±１．７８８ｄｅ ２３．９１８±０．７５２ｆ

Ｔ０２ ２７．４２１±０．８６７ｅ ２６．３３５±２．５９７ｃ ２５．６４６±０．８４８ｄｅ Ｔ２０ ２５．９６５±１．６８１ｆ ２３．９０９±０．２２７ｄ １８．２４９±１．０８０ｉ

Ｔ０３ ３５．６９３±１．４２４ｂ ３７．３３６±３．０７２ａ ２４．９９５±０．８０５ｅｆ Ｔ２１ １９．８７７±０．３３４ｈｉ ２３．９１８±１．０５６ｄ ２７．９８８±１．１２６ｃ

Ｔ０４ １５．３３５±０．３６９ｊｋ ２３．７９５±１．４５２ｄ １５．４２０±０．５８２ｋ Ｔ２２ ３４．１５４±０．７６６ｃ ３４．１４４±０．８０１ｂ ２９．４２３±０．４４８ｂ

Ｔ０８ １４．６９３±０．７５６ｋ １４．２２１±０．２１９ｉ １５．２６９±０．２９６ｋ Ｔ２３ ３７．２７５±０．６８４ａ ３４．８４７±１．４９８ｂ ３４．０４６±０．７３４ａ
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表５（续）

生理指标 种质 ＣＫ（２５℃） １２ｈ（－２℃） ２４ｈ（－２℃） 种质 ＣＫ（２５℃） １２ｈ（－２℃） ２４ｈ（－２℃）

Ｔ１０ １６．３３６±１．３０１ｊ １８．０５４±０．５９１ｈ １７．９９８±０．３０９ｉｊ Ｔ２４ ２３．１１０±０．６８６ｇ １９．８４０±０．３００ｆｇｈ ２２．６８５±０．７４１ｇ

Ｔ１２ ２２．５１１±０．８９９ｇ ２１．３８７±０．９９１ｅｆ １６．８５５±０．５７６ｊ Ｔ２５ ２０．３５８±０．５０５ｈｉ １８．９５１±０．７７７ｇｈ ２１．５０１±１．０００ｇｈ

Ｔ１５ ２８．９０４±０．８９９ｄ ３３．８４２±０．５１０ｂ ２６．６３８±１．２５５ｄ Ｔ２６ １９．８９６±０．４１８ｈｉ １９．９９０±０．８７４ｆｇｈ ２０．６６０±１．３５０ｈ

Ｔ１６ ３２．８８８±１．２９４ｃ ２４．０６０±０．５５３ｄ １８．５７４±０．４２７ｉ Ｔ２９ １８．９５１±０．５３４ｉ ２０．１２２±０．７３２ｅｆｇ ２１．０３８±０．２７１ｈ

Ｔ１７ ２２．５５８±０．７７６ｇ ２０．６９８±１．２１８ｅｆｇ ２８．１０１±０．９７６ｃ Ｔ３０ １６．５１５±０．７４８ｊ ２３．４４６±０．４０１ｄ ２０．４２４±０．６０２ｈ

可溶性糖含量

（ｍｇ／ｇ）
Ｔ０１ ９．７６４±０．２０５ｆ １３．２４９±０．１７９ｅ １４．１９２±０．４４０ｂ Ｔ１９ ６．６７０±０．２３８ｉ ５．１８８±０．１５４ｍ ６．１８９±０．６０９ｍ

Ｔ０２ １０．４５６±０．２０７ｅ １３．５８１±０．３６６ｅ １１．３９２±０．１０２ｅ Ｔ２０ ３．６８６±０．３１１ｋ ３．４０５±０．１１１ｎ ２．８８１±０．１４６ｏ

Ｔ０３ １２．６７３±０．５８０ｄ １５．５３１±０．２６５ｄ １２．０１４±０．１０８ｄ Ｔ２１ ５．８９２±０．１０３ｊ ８．３４０±０．１０９ｋ ５．５２３±０．０５７ｎ

Ｔ０４ １２．４３８±０．３５３ｄ １７．５０２±０．３５２ｃ ７．２６５±０．１３５ｊ Ｔ２２ １４．２７０±０．０５３ａｂ １８．８６１±０．１９９ａ １３．７９４±０．１１７ｃ

Ｔ０８ ６．６３０±０．１８０ｉ ７．５５７±０．１８８ｌ ８．７８３±０．３２９ｉ Ｔ２３ １２．６５２±０．８２３ｄ １１．１８２±０．１５９ｇ １２．０９９±０．１２５ｄ

Ｔ１０ ７．４２１±０．２９４ｈ ７．８８０±０．２１６ｌ ７．４６６±０．１９１ｊ Ｔ２４ １４．０１１±０．７４０ｂ １５．８１３±０．５３５ｄ １４．１５０±０．２０６ｂ

Ｔ１２ １２．３４８±０．２２３ｄ １１．２５４±０．２３０ｇ ９．６３１±０．２８０ｈ Ｔ２５ １２．３０２±０．３２４ｄ １１．８２６±０．２２６ｆ １０．３９４±０．１３２ｆ

Ｔ１５ ５．９７３±０．１２４ｊ １０．６７０±０．０３３ｈ ６．８８９±０．０５１ｋ Ｔ２６ ９．８４４±０．２７１ｆ ９．５４０±０．１７３ｉ ９．５０８±０．３３８ｈ

Ｔ１６ １４．６０２±０．２５５ａ ８．５７２±０．２３９ｋ ６．５２９±０．０９７ｌ Ｔ２９ ８．８０３±０．１９４ｇ ９．５３３±０．２０２ｉ １０．０１５±０．１３３ｇ

Ｔ１７ １３．４５３±０．０６０ｃ １７．９４９±０．６１８ｂ １６．２１９±０．２４２ａ Ｔ３０ ７．９０７±０．２３６ｈ ９．１２１±０．１４８ｊ ９．６１１±０．０９０ｈ

可以看出，大部分三叶青种质的可溶性蛋白、可溶

性糖、脯氨酸含量表现不尽相同，可能代表不同三

叶青种质对低温的抗逆性差异。Ｔ０１、Ｔ０２、Ｔ１７种质
的可溶性蛋白、可溶性糖、脯氨酸含量在 ＣＫ、低温
１２ｈ、低温２４ｈ均处于较高水平。
　　进一步对上述所有指标进行统计分析（表６），
可以看出，ＰＯＤ活性、ＭＤＡ含量在不同种质间变异
系数较大，ＳＯＤ活性变异系数较小，脯氨酸、可溶性

糖、可溶性蛋白含量的变异系数处于中等水平。综

合考虑变异系数和指标值，２０份三叶青种质的 ＳＯＤ
活性、ＰＯＤ活性、脯氨酸含量、可溶性糖含量和可溶
性蛋白含量在－２℃低温处理１２ｈ后体现了三叶青
对冷胁迫的响应，同时表现出较强的调节能力，

ＭＤＡ含量则在低温处理２４ｈ时表现出最大差异。
因此，选用上述指标作进一步分析。

表６　２０份三叶青种质检测指标描述性分析

生理指标 低温处理 最小值 最大值 平均值 标准误 标准差 变异系数

ＳＯＤ活性（Ｕ／ｇ） ＣＫ ５８５．４４３ ９５６．９７１ ７４０．２５０ ２１．６１２ ９６．６５１ ０．１３１

１２ｈ ５６０．９５２ ９４０．２１３ ７３２．８１６ ２１．４２１ ９５．７９８ ０．１３１

２４ｈ ４６８．６６５ ８４５．３６１ ６７９．００７ ２２．６４８ １０１．２８３ ０．１４９

ＰＯＤ活性（Ｕ／ｇ） ＣＫ １．０１３ ４４７．８２０ ２０５．１８３ ２５．１３０ １１２．３８６ ０．５４８

１２ｈ ０．７７２ ４８６．３０４ ２３０．４００ ３１．２９０ １３９．９３１ ０．６０７

２４ｈ ４６．４５７ ５２７．８２６ ２８９．２９６ ３３．８４４ １５１．３５５ ０．５２３

ＭＤＡ含量（ｎｍｏｌ／ｇ） ＣＫ ２．５４１ ２５．２６９ １２．６１６ １．４７４ ６．５９１ ０．５２２

１２ｈ ２．４３８ ３３．１６７ １６．５５５ １．９２３ ８．５９９ ０．５１９

２４ｈ １．２６８ ６７．７１８ ３１．１７２ ３．６３７ １６．２６６ ０．５２２

脯氨酸含量（μｇ／ｇ） ＣＫ ６．７６３ ４０．６７０ ２６．３７６ １．９３５ ８．６５６ ０．３２８

１２ｈ ５．２８９ ５３．３３９ ３３．６６５ ２．４４８ １０．９４８ ０．３２５

２４ｈ １５．５１１ ５１．８５８ ３３．２３３ ２．２０３ ９．８５２ ０．２９６

可溶性糖含量（ｍｇ／ｇ） ＣＫ ３．６８６ １４．６０２ １０．０９０ ０．７３７ ３．２９６ ０．３２７

１２ｈ ３．４０５ １８．８６１ １１．３２８ ０．９４６ ４．２３２ ０．３７４

２４ｈ ２．８８１ １６．２１９ ９．７２７ ０．７６１ ３．４０１ ０．３５０

可溶性蛋白含量（ｍｇ／ｇ） ＣＫ １４．６９３ ３７．２７５ ２４．０３４ １．５５１ ６．９３７ ０．２８９

１２ｈ １４．２２１ ３７．３３６ ２４．３５４ １．３８６ ６．１９６ ０．２５４

２４ｈ １５．２６９ ３４．０４６ ２２．９５１ １．１７３ ５．２４７ ０．２２９
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２．５　主成分分析
为确认前期检测的生理指标能否用于进一步

分析，对所有生理指标数据进行相关性分析。

由表７可知，人工低温恢复率与存活率相关性
为０９８９，自然低温恢复率与存活率相关性达到
０８８４，但２０份三叶青种质在人工低温与自然低温
条件下的相关性相对较低，自然低温恢复率与人工

低温恢复率及存活率相关性约为０．５９，自然低温存
活率与人工低温恢复率及存活率相关性为０．６５左
右，可能由于自然低温期间最低温度已经接近

－８℃，平均日最低温度低于 －６℃（图１），较多种
质的存活率及恢复率过低，难以较好地区分这部分

种质的耐寒性。

人工低温下恢复率、存活率与半致死温度的相

关性都在 －０．７３左右，与 ＰＯＤ活性的相关性约为
０．４８，与脯氨酸含量相关性接近０．５，相关性都达到
显著或极显著（Ｐ＜０．０１）水平，与其他指标的相关
性相对较低。自然低温恢复率、存活率则与 ＭＤＡ
含量、可溶性糖含量的相关性较高，与 ＭＤＡ含量的
相关性超过 ０．４８，与可溶性糖含量的相关性都在
０５左右，尤其是ＭＤＡ含量与自然低温存活率相关
性为０．６１２，达到极显著水平，一定程度上可以反映
三叶青自然低温下的抗寒性。考虑到恢复生长率

表型较为明显，且与历年观察的三叶青种质耐寒性

较为一致，选用人工低温恢复生长率代表人工低温

耐寒性进行作进一步分析。

表７　所有生理指标相关性分析

指标

相关系数

自然低温

恢复率

自然低温

存活率

人工低温

恢复率

人工低温

存活率
ＬＴ５０

ＳＯＤ
活性

ＰＯＤ
活性

ＭＤＡ
含量

脯氨酸

含量

可溶性

糖含量

可溶性

蛋白含量

自然低温恢复率 １．０００
自然低温存活率 ０．８８４ １．０００
人工低温恢复率 ０．５９２ ０．６４６ １．０００
人工低温存活率 ０．５９４ ０．６６１ ０．９８９ １．０００
ＬＴ５０ －０．３３７ －０．３５５ －０．７３３ －０．７３５ １．０００
ＳＯＤ活性 －０．０４９ －０．１４９ －０．３０９ －０．３０５ ０．４１７ １．０００
ＰＯＤ活性 ０．１７５ ０．２５７ ０．４８２ ０．４８９ －０．７０８ －０．７０８ １．０００
ＭＤＡ含量 ０．４８０ ０．６１２ ０．３２９ ０．３６４ －０．２５９ －０．４１６ ０．４２７ １．０００
脯氨酸含量 ０．３３７ ０．４１２ ０．４９５ ０．４９８ －０．６５７ －０．１７９ ０．３７９ ０．１８９ １．０００
可溶性糖含量 ０．４９９ ０．５１３ ０．３８５ ０．３５１ －０．２４９ ０．１０７ －０．０５７ ０．１５９ ０．１９０ １．０００
可溶性蛋白含量 ０．００８ －０．０１４ －０．２１０ －０．２４１ ０．３２２ ０．７５５ －０．５４７ －０．０８７ －０．３１５ ０．３５１ １．０００

　　注：、分别表示相关性达显著（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）水平。

　　用ＳＰＳＳ软件对人工低温恢复率、半致死温度、
ＳＯＤ活性、ＰＯＤ活性、ＭＤＡ含量、脯氨酸含量、可溶
性糖含量、可溶性蛋白质含量这８个单项指标的抗
冻系数进行主成分分析。

首先，依据２０份三叶青种质的所有检测结果数
据对三叶青种质进行聚类，然后根据该结果对８个
生理指标进行聚类及相关性分析，结果可将２０份三
叶青种质分为３类（图２－Ａ）。因此，将聚类数设置
为３，对变量进行聚类（图２－Ｂ），并根据图２－Ａ中
聚类结果对所有指标进行单因素方差分析。根据

变量聚类结果发现，ＳＯＤ活性和可溶性蛋白含量相
关性高且聚为一类，由于ＳＯＤ活性在不同种质间变
异系数较小，在之后的主成分分析中删除了该指

标。ＬＴ５０单独为一类，其他５个指标聚为一类。此
后以７个耐寒相关指标为因子，进行主成分分析。
　　主成分分析输出结果中，ＫＭＯ（Ｋａｉｓｅｒ－Ｍｅｙｅｒ－

Ｏｌｋｉｎ）检验值 ＞０５，且 Ｂａｒｔｌｅｔｔ球形度检验显著
性＜０．５，表明分析所用指标具备作为因子分析的条
件（表８）。

通过分析提取出４个主成分（Ｆ１～Ｆ４）（表９），
其中第 １主成分特征值为 ３．２１０，贡献率为
４５８５３％；第２主成分特征值为 １．４８９，贡献率为
２１．２７０％；第 ３主成分特征值为 ０．９１０，贡献率为
１３．００６％；第 ４主成分特征值为 ０．５１３，贡献率为
７３２５％；４个主成分累加，可以解释８７．４５４％的总
变异，因此选取这４个主成分进行后续分析。以４
个主成分的方差贡献率为权重，２０份三叶青种质主
成分分析的因子得分为自变量，进行耐寒综合分

析，三叶青耐寒综合评价得分（Ｄ）计算公式为
　　Ｄ＝０．４５９ＦＡＣ１＋０．２１３ＦＡＣ２＋０．１３０ＦＡＣ３＋
０．０７３ＦＡＣ４。
式中：ＦＡＣ１～ＦＡＣ４为２０份种质在主成分Ｆ１～Ｆ４中
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表８　ＫＭＯ与Ｂａｒｔｌｅｔｔ球形度检验

检验类型 检验结果

ＫＭＯ检验 ０．６１１

Ｂａｒｔｌｅｔｔ球形度检验 近似卡方 ５１．９８５

自由度 ２１

显著性（Ｐ值） ０．０００

的得分（表１０），Ｄ亦即耐寒指数。
　　主成分矩阵及其得分矩阵见表１１，主成分因子
得分根据因子得分系数矩阵及其所对应的主成分

计算得出，公式如下：

Ｆ１＝０．３８３Ｘ１－０．３８２Ｘ２＋０．３６１Ｘ３－０．１２３Ｘ４－
０．０９２Ｘ５＋０．１７２Ｘ６－０．１５１Ｘ７；

表９　主成分分析结果总方差解释

主成分

起始特征值 提取载荷平方和 旋转载荷平方和

总计
方差贡献率

（％）
累计贡献率

（％） 总计
方差贡献率

（％）
累计贡献率

（％） 总计
方差贡献率

（％）
累计贡献率

（％）

Ｆ１ ３．２１０ ４５．８５３ ４５．８５３ ３．２１０ ４５．８５３ ４５．８５３ ２．８８７ ４１．２４５ ４１．２４５

Ｆ２ １．４８９ ２１．２７０ ６７．１２３ １．４８９ ２１．２７０ ６７．１２３ １．４９０ ２１．２８１ ６２．５２５

Ｆ３ ０．９１０ １３．００６ ８０．１２９ ０．９１０ １３．００６ ８０．１２９ ０．９８０ １４．００７ ７６．５３２

Ｆ４ ０．５１３ ７．３２５ ８７．４５４ ０．５１３ ７．３２５ ８７．４５４ ０．７６５ １０．９２２ ８７．４５４

Ｆ５ ０．４０５ ５．７９３ ９３．２４７

Ｆ６ ０．３６２ ５．１７７ ９８．４２４

Ｆ７ ０．１１０ １．５７６ １００．０００

表１０　２０份三叶青种质主成分因子得分

种质 ＦＡＣ１ ＦＡＣ２ ＦＡＣ３ ＦＡＣ４ 种质 ＦＡＣ１ ＦＡＣ２ ＦＡＣ３ ＦＡＣ４

Ｔ０１ ０．７４１ ０．６３７ ２．０２０ －０．１０９ Ｔ１９ －０．３１７ －０．８４１ －０．００４ －０．１５６

Ｔ０２ ０．０８７ ０．６１２ １．１９３ ０．０６８ Ｔ２０ －１．０３２ －１．１３７ －１．１０３ ２．２０９

Ｔ０３ ０．３４４ １．８１７ ０．６０５ －０．７１４ Ｔ２１ －２．１９２ －０．５６３ ０．１５７ －１．６２６

Ｔ０４ －０．２６４ ０．８３２ １．５７４ ２．２５５ Ｔ２２ －０．５１１ １．９６９ －０．８１７ －０．０３４

Ｔ０８ ０．１４１ －１．５２７ ０．１０３ ０．５１６ Ｔ２３ －１．６４０ ０．７４５ －１．３４２ －０．８６７

Ｔ１０ －０．１０６ －１．３７０ ０．２８４ ０．２２９ Ｔ２４ １．５５５ ０．６８７ －２．１６８ １．０４９

Ｔ１２ ０．８０１ －０．２５６ －０．３４７ －０．８２０ Ｔ２５ ０．８３７ －０．５３７ －０．１９８ －０．９８４

Ｔ１５ －１．７９３ ０．５３６ ０．２５５ ０．６１４ Ｔ２６ ０．４８３ －０．７３４ ０．８６５ －０．４３６

Ｔ１６ ０．６８４ －０．８１９ ０．１６３ ０．１９４ Ｔ２９ ０．６７０ －０．４８７ －０．５３０ －１．１１２

Ｔ１７ ０．８９５ ０．７７０ －０．９１３ ０．１３３ Ｔ３０ ０．６１７ －０．３３５ ０．２０２ －０．４０８
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表１１　主成分矩阵、旋转后的主成分矩阵及得分矩阵

指标（标准化值）
主成分矩阵 主成分得分系数矩阵

１ ２ ３ ４ １ ２ ３ ４

人工低温恢复率（Ｘ１） ０．８１５ ０．２６９ －０．０４６ －０．２０７ ０．２５４ ０．１８０ －０．０５０ －０．４０４

ＬＴ５０（Ｘ２） －０．９０２ －０．０８８ ０．２０３ ０．１４５ －０．２８１ －０．０５９ ０．２２３ ０．２８３

ＰＯＤ活性（Ｘ３） ０．８０９ －０．３２２ ０．２１３ －０．２４４ ０．２５２ －０．２１６ ０．２３４ －０．４７６

ＭＤＡ含量（Ｘ４） ０．４９４ ０．１５０ ０．８０６ ０．２７６ ０．１５４ ０．１００ ０．８８５ ０．５３８

脯氨酸含量（Ｘ５） ０．７２４ ０．０７５ －０．３９９ ０．５４７ ０．２２６ ０．０５１ －０．４３８ １．０６６

可溶性糖含量（Ｘ６） ０．２２８ ０．８７１ －０．０６６ －０．１１９ ０．０７１ ０．５８５ －０．０７２ －０．２３３

可溶性蛋白含量（Ｘ７） －０．５０７ ０．７２０ ０．０９１ ０．０１６ －０．１５８ ０．４８４ ０．１００ ０．０３１

指标（标准化值）
旋转后的主成分矩阵 旋转后得分系数矩阵

１ ２ ３ ４ １ ２ ３ ４

人工低温恢复率（Ｘ１） ０．８４７ ０．２２６ ０．０９３ ０．０６７ ０．３８３ ０．１９９ －０．１２３ －０．２４７

ＬＴ５０（Ｘ２） －０．９１８ －０．０４１ ０．０２０ －０．１９７ －０．３８２ －０．０７３ ０．２３６ ０．０７０

ＰＯＤ活性（Ｘ３） ０．８０４ －０．３６７ ０．２５４ －０．１２７ ０．３６１ －０．２００ ０．０６６ －０．４６６

ＭＤＡ含量（Ｘ４） ０．２９３ ０．０５０ ０．９５１ ０．０１９ －０．１２３ ０．０００ １．０３７ ０．１２１

脯氨酸含量（Ｘ５） ０．５４４ －０．０１３ ０．０２５ ０．８３２ －０．０９２ －０．０４６ ０．０７０ １．１６９

可溶性糖含量（Ｘ６） ０．２９２ ０．８６１ ０．０２９ ０．０５２ ０．１７２ ０．５９９ －０．０８３ －０．１０４

可溶性蛋白含量（Ｘ７） －０．４６４ ０．７４７ ０．０３７ －０．０９６ －０．１５１ ０．４８５ ０．１０９ －０．０１９

　　注：提取方法为主成分分析法；旋转方法为Ｋａｉｓｅｒ正态化的四次方最大值转轴法，在５次迭代后已收敛。

　　Ｆ２＝０．１９９Ｘ１－０．０７３Ｘ２－０．２００Ｘ３＋０．０００Ｘ４－
０．０４６Ｘ５＋０．５９９Ｘ６＋０．４８５Ｘ７；

Ｆ３＝－０．１２３Ｘ１＋０．２３６Ｘ２＋０．０６６Ｘ３＋１．０３７Ｘ４＋
０．０７０Ｘ５－０．０８３Ｘ６＋０．１０９Ｘ７；

Ｆ４＝－０．２４７Ｘ１＋０．０７０Ｘ２－０．４６６Ｘ３＋０．１２１Ｘ４＋
１．１６９Ｘ５－０．１０４Ｘ６－０．０１９９Ｘ７。
式中：Ｘ１～Ｘ７分别表示７个参与分析指标的标准化
结果；Ｆ１～Ｆ４表示各主成分得分。

将三叶青耐寒指数计算公式以各生理指标标

准化结果表示：

Ｄ＝０．１８４Ｘ１－０．１５５Ｘ２＋０．０９７Ｘ３＋０．０８７Ｘ４＋
０．０４３Ｘ５＋０．１８８Ｘ６＋０．０４７Ｘ７。
　　根据计算结果将２０份三叶青种质进行排序，其
顺序与田间观察结果大致一致（表１２）。该公式可
用于后续三叶青种质资源耐寒性评价。

表１２　２０份三叶青种质耐寒综合评价得分和聚类分析结果

种质 耐寒指数（Ｄ） 耐寒排序 聚类结果 种质 耐寒指数（Ｄ） 耐寒排序 聚类结果

Ｔ０１ ０．７３０ １ １ Ｔ１９ －０．３３６ １６ ３

Ｔ０２ ０．３３０ ６ １ Ｔ２０ －０．６９７ １８ ３

Ｔ０３ ０．５７１ ３ ２ Ｔ２１ －１．２２４ ２０ ３

Ｔ０４ ０．４２６ ５ １ Ｔ２２ ０．０７６ １２ ３

Ｔ０８ －０．２０９ １４ ３ Ｔ２３ －０．８３２ １９ ３

Ｔ１０ －０．２８６ １５ ３ Ｔ２４ ０．６５４ ２ １

Ｔ１２ ０．２０８ ７ ３ Ｔ２５ ０．１７２ １０ ２

Ｔ１５ －０．６３０ １７ ２ Ｔ２６ ０．１４６ １１ ２

Ｔ１６ ０．１７５ ９ ３ Ｔ２９ ０．０５３ １３ ２

Ｔ１７ ０．４６５ ４ １ Ｔ３０ ０．２０８ ８ ２

　　将计算结果与聚类分析对照，结果基本一致
（图３、表１２）。２０份三叶青种质可分为３类，第１
类的Ｔ０１、Ｔ０２、Ｔ０３、Ｔ０４、Ｔ１７、Ｔ２４为耐寒种质，第２
类的Ｔ０８、Ｔ１０、Ｔ１２、Ｔ１６、Ｔ２５、Ｔ２６、Ｔ２９、Ｔ３０中等耐

寒性种质，第３类的 Ｔ１５、Ｔ１９、Ｔ２０、Ｔ２１、Ｔ２２、Ｔ２３为
敏感型种质。

　　为便于应用，需要将上述公式计算耐寒综合评
价的结果进行标准化，通过多元回归分析，将方程
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中的自变量重新更换为上述７个生理指标检测结
果。由共线性检验结果（表１３）可知，所有生理指标
ＶＩＦ＜１０，符合多元线性分析的假设。
　　根据表１３，分析所得耐寒指数计算公式为

Ｄ＝０．００８×人工低温恢复率 －０．２１３×ＬＴ５０＋
０．００１×ＰＯＤ活性＋０．００５×ＭＤＡ含量＋０．００４×脯
氨酸含量＋０．０４４×可溶性糖含量＋０．００８×可溶性
蛋白含量－２．３０８。

表１３　多元回归模型系数及共线性检验

指标
非标准化

系数
显著性

共线性检验结果

允差 ＶＩＦ

常数 －２．３０８ ０．００１

人工低温恢复率 ０．００８ ０．０００ ０．３８５ ２．６００

ＬＴ５０ －０．２１３ ０．０００ ０．１９３ ５．１９３

ＰＯＤ活性 ０．００１ ０．０００ ０．２７５ ３．６３９

ＭＤＡ含量 ０．００５ ０．０００ ０．６７５ １．４８２

脯氨酸含量 ０．００４ ０．０００ ０．５０３ １．９８８

可溶性糖含量 ０．０４４ ０．０００ ０．６４３ １．５５５

可溶性蛋白含量 ０．００８ ０．０００ ０．５１９ １．９２６

　　相关性分析结果（表１４）表明，７个自变量可以
解释耐寒因子变化的９９．９９９８％，且达到极显著水
平，表明模型可靠，可用于后续三叶青种质资源耐

寒性评价。

表１４　模型相关性及显著性检验

模型拟合指标 数值 方差分析 平方和 ｄｆ 平均值平方 Ｆ值 显著性

ｒ １．０００ 回归 ５．２７９ ７ ０．７５４ １３８２９３５．８９７ ０．０００

ｒ２ １．０００ 残差 ０．０００ １２ ０．０００

调整ｒ２ ０．９９９９８ 总计 ５．２７９ １９

３　讨论与结论

冬季低温冻害是农林业生产中的主要自然灾害

之一，不但影响作物的品质与产量，严重时还可造成

植株死亡［１９］。作为喜温植物，冬季的霜冻严重限制

了三叶青的人工栽培，尤其是山区林下仿野生栽培。

不同地理来源的三叶青具有巨大的遗传变异性，呈现

不同的形态特征和环境适应性，从中筛选具有良好耐

寒性的种质，对三叶青的栽培具有重要意义。

　　低温使植物组织的细胞膜受损而发生电解质
外渗，电导率也随之增大［２０］。因此，早期常以相对

电导率作为评价植物抗寒性的指标。然而越来越

多的研究发现这种方法不够全面和准确，如本研究

中Ｔ０４、Ｔ１６、Ｔ２５、Ｔ２９等种质的半致死温度与自然低
温存活率和恢复生长率存在较明显的不一致；近几年

应用更多的是通过多项指标来进行综合分析［２１］。

植物全株或枝条在人工低温处理后的存活率

及芽萌发率是评价植物受害程度和存活率的最直

观方法。由于三叶青分生组织分化能力强，生长速

度快，易于扦插繁殖，本研究采用三叶青藤蔓中部

茎段单节扦插扩繁的小苗为材料，人工冷冻处理后

统计其存活率及芽萌发率。ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ（过氧
化氢酶）是最主要的过氧化物清理酶，ＭＤＡ是细胞
膜脂过氧化的副产物，脯氨酸、可溶性糖、可溶性蛋

白是与植物抗逆性密切相关的渗透调节物质，可以

在逆境胁迫下避免其原生质受到脱水伤害［１９］，这些

指标通常能够反映植物的抗逆性，广泛应用于各种

植物的抗逆性研究及品种选育中［２２－２５］。本研究检

测了２０份三叶青种质低温处理０、１２、２４ｈ后上述６
项生理指标的差异，发现所有指标在人工低温模拟

冻害前后及冻害持续不同时间后存在明显变化，综

合考虑变异系数和指标值，２０份三叶青种质的 ＳＯＤ
活性、ＰＯＤ活性、脯氨酸含量、可溶性糖含量和可溶
性蛋白含量在－２℃低温处理１２ｈ后体现了三叶青
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对冷胁迫的响应，同时表现出较强的调节能力，

ＭＤＡ含量则在２４ｈ时表现出最大差异。用上述指
标作进一步分析，ＰＯＤ活性、脯氨酸含量与人工低
温下三叶青幼苗的存活率、恢复生长率显著正相

关，ＭＤＡ含量、可溶性糖含量与自然低温下三叶青
幼苗的存活率、恢复生长率显著正相关。

种质资源的综合评价方法主要有４类，包括专
家打分评价法、运筹学及相关数学方法（如层次分

析法、模糊综合评判法）、统计学和经济学相关的方

法（如主成分分析法、ＴＯＰＳＩＳ法和基于正态云模型
的模糊综合评价的方法）、人工神经网络评价方法

和灰色综合评价方法等新型评价方法。第２类分析
方法结合了传统的分级评价，且使用的权重向量依

赖主观经验；第３类方法则需要实测数据或生产实
践确定一个理想的最优种质的各个指标值，再计算

样本值与理想值间的关联度来评价种质的优劣［２６］。

三叶青不同种质间差异巨大，研究开展较晚，且不

同年度间表现变异较大，目前研究积累的数据不足

以进行较为可靠的传统分级及确定最优种质；因

此，本研究采用应用较为广泛的主成分分析法，该

方法可以克服多个指标间的信息重叠，将各原始指

标转换成少数彼此独立的综合评价指标，提高评价

指标的可靠性［２７］。

从分析结果来看，前４个主成分累计贡献率为
８７．４５４％，足以包含绝大部分参与分析的指标所包
含的信息，根据综合评价结果 Ｄ值，对２０份三叶青
种质的耐寒性进行评定和排序，结果基本与历年观

察结果及当年冬季自然低温处理下耐寒表现一致，

较为准确地筛选出在耐寒方面适合浙江地区山区

林下栽培的三叶青生态型。由综合排序与聚类结

果可知，Ｔ０１、Ｔ０２、Ｔ０３、Ｔ０４、Ｔ１７、Ｔ２４种质耐寒性较
强，适宜在容易遭受寒潮的地区栽培。该方法也可

进一步应用于其他三叶青生态型及人工选育品种

的耐寒性评价，以便生产应用中根据各地方栽培条

件对种质资源进行选择，减少因气候变化带来的损

失，更好地满足市场对三叶青的需求。
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