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外源激素处理对高加索三叶草根蘖芽生长
发育的影响
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摘要：植物激素在作物生长过程中起着重要的调节作用，然而外源激素诱导高加索三叶草（Trifolium ambiguum）根

蘖芽生长发育的关系和机制尚不清楚。本研究比较了添加外源生长素（Indole acetic acid，IAA）、细胞分裂素（Cyto⁃
kinin， CTK）和激动素（Kinetin，KT）对高加索三叶草根蘖芽生长发育、内源激素含量以及相关基因表达的影响，并

选取对植株有正向响应的 IAA 和 KT 进行复合处理，以研究其对根蘖芽生长的影响。结果表明：IAA 浓度为 8. 0 
mg·L-1时，外源 IAA 处理对高加索三叶草根蘖芽生长促进作用最强；CTK 浓度为 100. 0 mg·L-1时，外源 CTK 处

理对高加索三叶草生长抑制作用最强；KT 浓度为 0. 5 mg·L-1时，外源 KT 处理对高加索三叶草根蘖芽生长影响最

大。外源激素通过影响内源激素含量来调控植株生长发育，与对照组相比，外源激素处理对 BRI1，AP2/ERF，

KNOX，MAPK 基因家族和 PAL，POD 等相关基因有着显著影响。复合激素中 8. 0 mg·L-1 IAA 与 0. 5 mg·L-1 
KT 效果最佳。本研究为高加索三叶草的人工扩繁和草地快速建植提供了实践指导依据。
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Effects of Exogenous Hormone Treatment on the Growth and Development 
of Rihzome of Caucasian Clover
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Abstract：Plant hormones play important regulatory roles in crop growth， but the relationship and mechanism 
by which exogenous hormones induce the growth and development of Caucasian clover root tillers are still 
unclear.  In this study， the effects of indole acetic acid （IAA）， cytokinin （CTK） and kinetin （KT） on the 
growth and development， endogenous hormone content and expression of related genes in Caucasian clover root 
tillers were compared.  The results showed when the concentration of IAA was 8. 0 mg·L-1， exogenous IAA 
treatment had the strongest effect on the growth of Caucasian clover root tillers.  And when CTK concentration 
was 100. 0 mg·L-1， exogenous CTK treatment had the strongest inhibitory effect on the growth of Caucasian 
clover.  Exogenous KT treatment had the greatest effect on the growth of Caucasian clover root tillers while KT 
concentration was 0. 5 mg·L-1.  Compared with the control group， exogenous hormone treatment had a signifi⁃
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cant effect on BRI1， AP2/ERF， KNOX， MAPK gene family， PAL， POD and other related genes.  In conclu⁃
sion， 8. 0 mg·L-1 IAA and 0. 5 mg·L-1 KT work best.  This study provides a practical guidance for the artifi⁃
cial propagation and rapid grassland planting of Caucasian clover.
Key words：Caucasian clover；Plant hormone；Complex hormone；Gene family

高加索三叶草（Trifolium ambiguum）为多年生

根蘖型豆科植物，是优良的放牧型牧草，无论是单

播还是混播均具有较高的产量和饲用价值，可通过

发达的地下根蘖进行克隆繁殖。高加索三叶草具

有发达的地下根蘖，表现为从水平侧根上的不定位

置生长出根蘖芽，进而分化生长形成远离母体的独

立枝条，这种繁殖方式是植物长期适应自然环境演

化的结果［1］。通过根蘖植株的迅速扩繁，高加索三

叶草可以在地下获得营养物质的同时发挥保持水

土等生态作用。高加索三叶草拥有较强的适应能

力，能够适应多种生境的不同土壤类型，这都与它

特有的根蘖系统有关［2］。目前，国内外对高加索三

叶草生物学特性、抗寒性、耐盐性、遗传学特性等进

行了较多的研究，但对其根蘖性状的研究较少。

外源激素是指人工合成的植物生长调节剂，是

一种和植物激素具有相似生理和生物学活性的物

质。其中生长素是一种重要的植物外源激素，可以

促进细胞分裂、诱导细胞分化，参与植物生长各阶段

及应对外界响应［3］。同时生长素可以调节植物形态、

果实生长情况与植株生长方向［4］。此外，植物通过调

控生长素合成、运输与代谢来适应环境变化应对胁

迫条件［5］。细胞分裂素是调控植物生长和生理的关

键激素，主要作用包括促进细胞分裂、生长及延缓衰

老［6］，同时细胞分裂素在响应非生物胁迫中也发挥着

关键作用。研究显示，细胞分裂素通过调控根系生

长和分枝，影响根冠比，增强植物的抗旱能力［7］。激

动素对植物生长发育有显著影响，研究发现，激动素

通过调节物质含量和抗氧化酶活性，减少活性氧产

生，延缓衰老，增强植物抗逆性。同时促进细胞分裂

和组织分化，增加芽和根的数量及叶绿素含量，有利

于植物再生［8］。施加外源激素，不仅对植物的生长产

生影响，对植物体中基因的表达同样有影响。

高加索三叶草具有可以克隆繁殖的地下根蘖，

使用根蘖芽进行高加索三叶草草坪建植可以弥补

种子硬实导致的种子建植效率低的问题。植物激

素对植物生长发育起到重要作用，施加适宜浓度的

植物激素可以加速植物生长和生物量积累。目前，

对于外源激素处理高加索三叶草根蘖芽生长的研

究相对较少，不同外源激素对高加索三叶草根蘖芽

生长的调控机制尚不清楚。因此，本试验使用不同

浓度的外源生长素（Indole acetic acid，IAA）、细胞分

裂素（Cytokinin，CTK）和激动素（Kinetin，KT）对高

加索三叶草根蘖芽单一处理或两者复合处理，测定

生理生化指标、内源激素含量以及相关基因表达水

平，以期筛选出促进高加索三叶草根蘖芽生长发育

的最适外源激素种类和浓度，并从内源激素和基因

表达方面分析其调控途径，为高加索三叶草的快速

扩繁提供理论基础，本研究也对扩大高加索三叶草

人工草地栽培面积具有实践意义。

1　材料和方法

1. 1　试验材料

试验材料取自黑龙江省牧草种质资源与育种

重点实验室，选取生长状况良好、形态大小近似、经

历过一个生长周期的高加索三叶草根蘖芽部分。

将采集的植物材料用无菌水清洗三次以去除表面

泥沙，然后留取地上部分 1~2 cm、地下部分 4~5 cm
用于后续试验。

添加的外源激素 IAA，CTK 和 KT，均购于上海

Sigma 公司。

1. 2　材料处理

1. 2. 1　 单 一 激 素 盆 栽 试 验　按照不同植物激素

（IAA，CTK 和 KT）的不同浓度对高加索三叶草根蘖

芽进行分组处理，并将高加索三叶草地下根蘖芽在栽

培前浸泡 30 s，后将植株移栽于塑料花盆中，以灭菌蛭

石为生长基质，花盆底部放置塑料托盘承接外渗营养

液，每盆种植 10株植物，在 60% 基质含水量、16 h/8 h
光暗周期、（25±1）℃室内温度下进行盆栽试验。试

验分组如表 1所示，共 13组，每组试验三个重复。

1. 2. 2　复合激素盆栽试验　按照单一盆栽试验分析

可发现，外源植物激素 IAA和KT对植物生长有促进作

用，因此选用这两种激素进行复合试验。试验分组方式

遵循双因素随机分配原则，试验中两种因素分别为：IAA
浓度（2，4，8，16 mg·L-1）和KT浓度（0. 5，1，5，15 mg·L-1）。

植株移栽方式以及植株生长条件和上述方法相同。试验

分组如表1所示，共17组，每组试验三个重复。
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1. 3　样品收集和分析

各处理组分别于培养的第 10，15 和 20 d 测定植

株的株高和叶片数，在第 20 d 收取全部样品，部分

样品于冰箱中保鲜保存，另一部分在-80℃的超低

温冰箱中冷冻保存，以备后续分析，具体各项指标

测定方法如下。

1. 3. 1　生长指标测定　株高：在植株生长 10，15，
20 d 时，使用量尺测量植株从地面到植株最高点的

自然高度；须根长度：植株生长 20 d 时，将地下部分

小心冲洗干净后用直尺量取须根长度；须根重量：

植株生长 20 d 时，将地下部分称重完毕后，将须根

全部剪下称重；地下部分生物量：去除地上部分，称

量含根蘖在内的所有地下部分重量；叶片重量：植

株生长 20 d 时，取植株叶片置于电子天平上称重；

地上部分生物量：植株生长 20 d 时，将地上部分与

地下部分用镊子分开后，用天平称取地上部分。以

上所有生长指标均是每组处理取5株测平均值。

1. 3. 2　内源激素含量测定　称取 1. 0 g 叶片样品

置于 10 mL 80% 的甲醇溶液（已预冷）中，4℃避光

放置过夜。处理 12 h 后加入 0. 2 g 交联聚乙烯基吡

咯烷酮振荡 10 min，样本在 4℃下以 5000 ×g 离心

15 min 后再次加入 5 mL 甲醇。再次离心，取上清。

上清液氮吹干燥后，加入 pH=3 的乙酸乙酯缓冲液

萃取 3 次。再次氮吹干燥，加入 1 mL 甲醇后过滤

（0. 45 µm）。采用高效液相色谱法测定样本中内源

生长素、细胞分裂素、脱落酸以及赤霉素（GA3）含

量。流动相设置为 100% 甲醇-水-冰乙酸，流速为

0. 7 mL·min-1，温度 40℃，波长 254 nm。

1. 3. 3　相关基因表达量测定　称取 0. 2 g 叶片样

品，用 1 mL RNA 保护液研磨、提取 RNA。具体操作

如下：取氯仿 200 μL，振荡器上振荡 15~30 s，冰上放

置 5 min 后 4℃、12 000 r·min-1、15 min 离心，取最上

层相 200 μL到新离心管。加入 200 μL异丙醇，温和混

匀（上下颠倒），冰上放置 10 min后 4℃、12 000 r·min-1、

10 min 离心，去上清。加入 1 mL 75% 的乙醇洗涤，

4℃、8000 r·min-1、3 min 离心，去上清，重复两次。

RNA 沉淀晾干后加入 20 μL 超纯水后使用诺唯赞

反转录试剂盒反转录成 cDNA。使用不同引物（表

2）进行 qRT-PCR 定量。

1. 4　数据统计分析

使用 Excel 2010 软件和 R 语言进行数据处理，

使用 SPSS 21. 0 版软件进行方差分析，多重比较基

于 最 小 显 著 差 数 法（Least significant difference，
LSD 法）。

表 1　激素处理组别

Table 1　Hormone treatment groups
处理组  Treatment

CK
IAA
CTK
KT

IAA+KT

激素浓度  Hormone concentration/（mg·L－1）

不添加激素（Not added）
2，4，8，16

50，100，200，400
0.5，1，5，15

IAA：2，4，8，16 KT：0.5，1，5，15

注：IIA+KT 处理组中，每种浓度两两配对，共 16 个处理组

Note：IIA+KT，each concentration was combined in pairs， a 
total of 16 groups

表 2　基因引物序列

Table 2　Sequence of gene primers
基因名称

Gene
BR-F
BR-R

AP2/ERF-1-F
AP2/ERF-1-R
AP2/ERF-2-F
AP2/ERF-2-R

KNOX1-F
KNOX1-R
KNOX2-F
KNOX2-R
MAPK1-F
MAPK1-R
MAPK2-F
MAPK2-R

PAL-F
PAL-R
POD-F
POD-R

internal reference-F

internal reference-R

（5'—3'）引物序列

（5'—3'）Primer sequence
GGAGGAAGTACGCTGCATGA
AAAGCCGGGAAGCAAGATCA

TTCACCGGAACCGAAACCC
CAGCTGCAAATTTCCCCCAT
ACCTTGGGGAAAATGGGCAG
GGCAGCCGGAAAAGATTGAA
GATCGCTACTCACCCCCTCT
CCTGTTATGCCGGTGCTACT
GATCGCTACTCACCCCCTCT
GTCCTGTTATGCCGGTGCTA
AGATCGCTACTCACCCCCTC
TTGTTGCGGTGGTTTTCACG
GACCACCCCAGACGGAAAAT
TCTCCGAGGATGCAACCAAC
AGTGCCGAGCAACATAACCA
GCACCGTTCCACTCTCTCAA
AAGGTTGTGATGGCTCGGTT
TCTGCACAAGAGACGACACC
TAATGCACCGAATCCCTCGT
GAATGCAGATGACCGGTTGG
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2　结果与分析

2. 1　植物激素处理对高加索三叶草根蘖芽生长发育

的影响

不同浓度的外源 IAA、CTK 和 KT 处理对高加

索三叶草生长发育的影响如图 1 所示。与对照组相

比，8 mg·L-1 IAA 的处理组对植株的株高、根长、地

上部分生物量、须根重、地下部分生物量和叶片重有

显著的促进作用（P<0. 05），但 16 mg·L-1的 IAA 施

用反而对植株的生长影响不大。0. 5 mg·L-1 KT 处

理组对植株的根长、须根重、地上部分生物量、地下

部分生物量和叶重有着显著促进作用，但对植株株

高没有显著影响（P<0. 05）。CTK 处理组对植株株

高、根长、地上部分生物量、须根重、地下部分生物量

和叶重均有所抑制。后续研究了外源复合激素对植

株生长的影响，选择了两种促植物生长激素 IAA 和

KT，对植株进行不同浓度外源复合激素处理。与对

照组相比，IAA 和 KT 的复合处理降低了地下部分生

物量和须根重量，但对叶片重量有促进作用。

2. 2　植物激素处理对高加索三叶草根蘖芽内源激素

含量的影响

不同外源激素对高加索三叶草根蘖芽内源激

素含量的影响如图 2 所示。与对照组相比，8 mg·
L-1 IAA 处理组都可显著增加植株内源 IAA 含量

（P<0. 05），100 mg·L-1 CTK 和 200 mg·L-1 CTK
处理组可有效降低植株内源 IAA 含量（P<0. 05）。
单一激素处理后各处理组 CTK 含量均有所下降，其

中 2 mg·L-1 IAA、50 mg·L-1 CTK 处理组效果最

好。 16 mg·L-1 IAA、400 mg·L-1 CTK 和 15 mg·
L-1 KT 处理组都可增加内源 ABA 含量，其他处理

组含量有所下降。单一激素处理后各处理组 GA3

含量均有所降低，其中 200 mg·L-1 CTK 处理组效

果最显著（P<0. 05）。后续研究了复合激素对高加

索三叶草内源激素的影响。复合激素处理后内源

IAA 含量与对照组相比均有所增加。5 mg·L-1 外
源 KT 处理组中，随着外源 IAA 浓度的升高，内源

IAA 含量降低，其中，2 mg·L-1 IAA 和 5 mg·L-1 

KT 复合激素处理组内源 IAA 含量最高。外源 16 
mg·L-1 IAA 处理组均可增加植株内源 ABA 含量。

内源 GA3含量与对照组相比，除了 2 mg·L-1 IAA 和

0. 5 mg·L-1 KT 复合处理组可以显著提升内源 GA3

含量外，其他各处理组均显著降低植株内源 GA3含

量（P<0. 05）。

2. 3　植物激素处理下各指标间的主成分分析及相关

性分析

2. 3. 1　单一植物激素处理下各指标间的主成分分

析及相关性分析　对单一激素处理下各指标进行

主成分分析（图 3A），主成分 1 和主成分 2 的 PCA 图

显示单一外源激素处理组的空间分布与对照组有

一定距离。CTK 处理组的空间分布相对集中，外源

IAA 处理组和外源 KT 处理组与外源 CTK 处理组

相比，距离对照组点位普遍更远。

相关性分析显示（图 3B），单一激素各处理组之

间植株的生长指标（包括株高、叶重、地上部分生物

量、地下部分生物量、须根长度以及须根重量）都表

现出正相关，其中地下重和须根重、地上重和株高、

地上重和须根长、叶重和其他生长指标都表现出极

显著正相关。激素含量之间也都表现出正相关，其

中 CTK 和 GA3 含量相关性表现最为显著。 IAA 与

各项生长指标都表现出较高的正相关。其他激素

指标除了地下重和须根重之外的生长指标表现出

较弱正相关，对地下重和须根重表现出较弱的负相

关性。

2. 3. 2　复合激素处理下各指标间的主成分分析及

相关性分析　对复合激素处理组各指标进行了主

成分分析（图 4A），外源激素处理组的空间分布和对

照组有一定距离，这一结果和单一激素处理组相

同。其中 2 mg·L-1 IAA 和 16 mg·L-1 IAA 与 KT
复合处理组点的空间分布较为集中，与对照组相距

较近。4 mg·L-1 IAA 和 8 mg·L-1 IAA 与 KT 复合

处理组与对照组相距较远。

相关性分析显示（图 4B），复合激素各处理组之

间植株的生长指标都表现出正相关，其中生长指标

（包括株高、叶重、地上部分生物量、地下部分生物

量、须根长度以及须根重量）都表现出极显著的正

相关。在激素含量之间，CTK 和 ABA、CTK 和 GA3

都呈现较弱的正相关，而其他激素都呈现较弱的负

相关。而激素含量与生长指标之间，除了 IAA 和地

上重、IAA 和叶片重、CTK 和株高、CTK 和须根重、

ABA 和各项生长指标都表现出较弱的正相关性之

外，其他各项指标均表现出负相关。
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图 1　不同浓度不同激素处理下高加索三叶草的生理指标变化

Fig. 1　Physiological indexes of Caucasian clover treated with different concentrations and different hormones
注：图中不同小写字母表示不同激素处理下测定指标间差异显著（P<0. 05），横坐标中的数字代表不同激素的浓度，单位为 mg·L－1

Note： Different lowercase letters in the figure indicate significant differences between the measured indexes under different hormone treatments 
（P<0. 05）.  The numbers in the abscissa represent the concentrations of different hormones in mg·L－1
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2. 4　外源激素处理对高加索三叶草根蘖芽生长相关

基因表达量的影响

从图 5A-C 可以看出单一 IAA，KT 与 IAA 和

KT 复 合 处 理 组 中 BRI1，AP2/ERF-1 与 AP2/
ERF-2 相比于对照组显著上调（P<0. 05）。图 5D-
F 可以看出单一 IAA 处理组中 KNOX-1，KNOX-2
与 MAPK-1 表达量相比于对照组没有明显变化；单

一 KT 处理组与 IAA 和 KT 复合处理组中，KNOX-
1，KNOX-2 与 MAPK-1 表达量相比于对照组发生

显著上调（P<0. 05）。由图 5G 可以看出三种处理

组表达量均有所提高。从图 5H-I 可以看出，单一

IAA 处理组中 PAL 基因表达量显著下调至对照组

的 0. 66%（P<0. 05），而 POD 基因表达量相比于对

照组没有明显变化；单一 KT 处理组中 PAL 基因表

达量显著下调至对照组的 18. 85%，而 POD 基因表

达量相比于对照组显著上升 2. 28 倍（P<0. 05）；

IAA 和 KT 复合处理组中，PAL 基因表达量显著下

调至对照组的 5. 29%，而 POD 基因表达水平相比

于对照组没有明显变化，但相比于单一 KT 处理两

个酶基因均显著下调（P<0. 05）。

图 2　不同浓度不同激素处理下高加索三叶草的内源激素含量变化

Fig. 2　Changes of endogenous hormone content in Caucasian clover treated with different concentrations and different hormones
注：图中不同小写字母表示不同激素处理下测定指标间差异显著（P<0. 05）
Note： Different lowercase letters in the figure indicate significant differences between the measured indexes under different hormone treatments 
（P<0. 05）
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3　讨论

3. 1　外源 IAA 处理对高加索三叶草根蘖芽生长的

影响

生长素对植物生长的调节具有明显的低浓度

促进、高浓度抑制作用，其对植物根系发育具有重

要调控作用［9］，这与本研究的结论相一致。在低浓

度范围内，外源 IAA 处理促进了高加索三叶草根蘖

芽地上、地下的生长发育，而高浓度时会抑制其促

进效果。在本研究中，外源 IAA 处理对高加索三叶

草根蘖芽的最佳促生长浓度为 8. 0 mg·L-1。生长

素最显著的作用之一就是快速介导细胞扩增的变

图 3　单一激素处理组间主成分分析（A）和各项生理指标相关性分析（B）
Fig. 3　Principal component analysis （A） and correlation analysis of physiological indicators （B） among groups treated with 

single hormone
注：图中的*，**，***表示相关性级别分别为 0. 05，0. 01，0. 001
Note： *， **， and *** in the figure indicate that the correlation levels are 0. 05， 0. 01， and 0. 001， respectively

图 4　复合激素处理组间主成分分析（A）和各项生理指标相关性分析（B）
Fig. 4　Principal component analysis （A） and correlation analysis of various physiological indexes （B） between groups treated 

with complex hormones
注：图中的*，**，***表示相关性级别为 0. 05，0. 01，0. 001
Note： *， **， and *** in the figure indicate that the correlation levels are 0. 05， 0. 01， and 0. 001， respectively
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化，能够通过调节扩增、分裂和分化等基本细胞过

程来控制植物生长和发育的各个方面。有研究报

道，生长素会引起细胞壁基质多糖大小的变化，进

而加速细胞壁的扩张［10-11］。生长素对于细胞壁的这

种调控作用可能是引起高加索三叶草根蘖芽茎伸

长的主要原因。本研究中外源 IAA 处理后，株高增

加、叶片重量上升、地上部分生物量增加。已有多

个研究报道外源生长素能够通过控制主根伸长和

侧根的形成以调节根系结构的整体发育。有研究

表明，IAA 处理能够促进黄瓜根系的整体发育以及

主根的生长［12］。生长素会以时间依赖性方式通过

影响根内不同蛋白质的积累和损失来调节拟南芥

根系的发育过程［13］。同时，IAA 处理后叶片的发育

也能够通过增强光合速率积累更多有机质并传递

到地下部分［14］。本研究中，8. 0 mg·L－1 IAA 处理会

影响高加索三叶草根蘖芽地下部分的生长，主要包

括须根长度、重量以及地下部分生物量的增加。

3. 2　外源细胞分裂素处理对高加索三叶草根蘖芽

生长的影响

细胞分裂素在芽和根中起着关键且相反的作

用，细胞分裂素是茎分生组织活性的正调节剂和根

分生组织活性的负调节剂［15］。CTK 和 KT 是两类

不同的细胞分裂素。不同类型的细胞分裂素对植

物生长发育的影响也不同。叶晓青等人比较了外

源 6-苄基氨基嘌呤、KT 以及苯基脲类细胞分裂素

处理对扇蕨（Neocheiropteris palmatopedata）不定芽

发育的不同影响，这三类细胞分裂素对叶片不定芽

的诱导率分别为 25. 0%，40. 6% 和 35. 7%［16］。本研

究中，外源 CTK 和 KT 处理也表现出了对高加索三

图 5　IAA和 KT处理对高加索三叶草根蘖芽基因表达的影响

Fig. 5　Effects of IAA and KT treatments on gene expression in roots and tillers of Caucasian clover
注：图中不同小写字母表示不同激素处理下测定指标间差异显著（P<0. 05）
Note： Different lowercase letters in the figure indicate significant differences between the measured indexes under different hormone treatments 
（P<0. 05）
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叶草根蘖芽生长不同的影响，外源 CTK 处理后叶重

和须根长度、重量下降，而外源 KT 处理后叶重和须

根长度、重量上升。该结果进一步证明了不同细胞

分裂素处理对植物生长产生不同程度的影响，可能

是由于不同细胞分裂素的靶基因不同，从而引起内

部基因转录、蛋白调控过程不同。

3. 3　外源 IAA、CTK 处理对高加索三叶草根蘖芽

内源激素的影响

外源 IAA 处理对高加索三叶草根蘖芽生长发育

有促进作用。已有研究表明，外源生长素处理能够

通过调节这些内源激素来进一步调节植物生长发

育［17］。本研究中，外源 IAA 处理对植株内源 IAA 含

量有促进作用，这与 Jin 等人的结果一致［18］。内源

IAA 含量的这种变化能够促进高加索三叶草根蘖芽

植株株高伸长、叶片发育以及有机质的积累［19］。本

研究结果显示，外源 IAA 处理能够显著降低内源

CTK 的含量。外源 CTK 和 KT 处理也能够通过影

响高加索三叶草根蘖芽内源激素含量，从而影响植

物生长发育。本研究中，外源 CTK 和 KT 细胞分裂

素处理显著降低了内源 CTK 含量，这可能与外源细

胞分裂素能够对内源细胞分裂素的合成、转运中涉

及的反馈调节有关。也有可能是不同细胞分裂素之

间本身也存在竞争性抑制［20］。有研究表明将外源细

胞分裂素应用于玉米和豌豆（Pisum sativum）根部也

会导致  IAA 水平升高［21-22］。与此一致的是，拟南芥

中内源性细胞分裂素含量的下降会导致生长素水平

下降［23］。本研究中两种不同类型的外源细胞分裂素

处理对高加索三叶草根蘖芽内源 IAA 含量产生了不

同的影响，进一步表明细胞分裂素对内源生长素含

量的影响并不是可以简单总结的，而是与其类型、作

用浓度有关。外源 CTK 和 KT 细胞分裂素处理都显

著降低了高加索三叶草根蘖芽内源 GA3含量。细胞

分裂素和赤霉素信号途径中具有相同的调控因子

ARR1，这是细胞分裂素信号的正调控因子，也是赤

霉素信号的负调控因子。由此表明细胞分裂素与赤

霉素之间可能存在相互负调控的情况［24］。这能解释

本研究中两种不同的细胞分裂素处理都降低了高加

索三叶草根蘖芽内源 GA3含量的现象。

3. 4　外源激素处理对高加索三叶草根蘖芽生长相关

基因表达量的影响

油菜素甾醇是对植物生长和发育至关重要的

类固醇激素。该激素对植物根部生长发育的影响

存在最佳浓度 ，过量和缺乏均会造成短根的情

况［25-26］。同时油菜素甾醇也能参与植物在干旱、寒

冷、炎热和盐度等多种胁迫下的应激反应［27］。本研

究结果表明，IAA 和 KT 复合处理能够显著上调高

加索三叶草根蘖芽油菜素甾醇相关基因的表达，进

一步证明了生长素和细胞分裂素对植物内源油菜

素甾醇通路的影响。AP2/ERF 转录因子家族是植

物体内的一个重要家族，是连接植物激素信号的关

键调节器［28-29］。AP2/ERF 转录因子能参与调控植

物生长发育、果实成熟、防御反应和新陈代谢等多

个过程［30-33］。在本研究中，IAA 和 KT 复合处理能

显著上调 AP2/ERF 基因的表达，进一步证明外源

生长素和细胞分裂素的添加也能通过 AP2/ERF 转

录因子调控整个植物内源激素信号传导网络 。

KNOX 基因已被证明可以调控多种激素途径，包括

生长素和油菜素甾醇，以及许多在植物发育中发挥

重要作用的基因［34］。本研究中，KNOX 基因在 KT
处理组中表达量显著上调，证明了 KNOX 基因对外

源 细 胞 分 裂 素 的 响 应 。 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

（MAPK）级联是真核生物中普遍存在的信号模块，

能够通过下游信号靶标（包括其他激酶、酶、细胞骨

架蛋白或转录因子）的磷酸化，在环境和发育信号

的转导中发挥关键作用［35］。本研究中，IAA 和 KT
复 合 处 理 能 显 著 提 高 高 加 索 三 叶 草 根 蘖 芽 中

MAPK 基因的表达水平。苯丙烷途径主要负责合

成许多对植物生长和应激反应很重要的化合物。

本研究结果表明，IAA 和 KT 复合处理显著降低高

加索三叶草根蘖芽 PAL 相关基因的表达水平。与

此同时，本研究结果表明，仅 KT 单独处理显著上调

高加索三叶草根蘖芽 POD 相关基因的表达水平，而

外源 IAA 处理和复合处理对此无影响。这一差异

现象可能跟植株本身基因型、生长阶段有关，并且

具有一定组织特异性［36］。同样，在防御酶相关基因

表达方面，本研究也证实了外源生长素与细胞分裂

素之间的拮抗作用。

4　结论

外源生长素能显著促进高加索三叶草根蘖芽

地上地下的生长发育，细胞分裂素处理则会抑制高

加索三叶草的发育和生物量的积累，不同浓度外源

激动素处理会导致高加索三叶草的生长指标出现
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差异。外源生长素处理，高加索三叶草根蘖芽 BR，

AP2/ERF 和 MAPK-2 表达量显著上调，PAL 表达

量有所下降。外源激动素处理，高加索三叶草根蘖

芽 BR，AP2/ERF，KNOX，MAPK 和 POD 表达量

均显著上调，PAL 表达量下降。本研究筛选出促进

复合激素 8. 0 mg·L-1 IAA 与 0. 5 mg·L-1 KT 为高

加索三叶草根蘖芽生长发育的最适浓度与激素种

类，并从内源激素和基因表达方面分析其调控途

径，为高加索三叶草的快速扩繁提供理论基础，也

对扩大高加索三叶草人工草地栽培面积具有实践

意义。
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