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摘要：为研究外源褪黑素（Melatonin，MT）对低磷胁迫下紫花苜蓿（Medicago sativa）生长及生理特性的影响，以种

质‘7890’和‘15578’为材料，采用营养液砂培法进行常磷（Normal phosphorus，NP 1. 0 mmol·L-1 KH2PO4）和低磷

（Low phosphorus，LP 0. 01 mmol·L-1 KH2PO4）胁迫，对 LP 胁迫下苜蓿幼苗根灌 5 种不同浓度 MT，测定其形态及

生理指标。结果表明：90 μmol·L-1 MT 缓解苜蓿低磷胁迫效果最佳，其株高、叶面积、地上及地下生物量、相对含水

量、根系活力、蒸腾速率、气孔导度、净光合速率、叶绿素 a、叶绿素 b、类胡萝卜素、叶绿素、脯氨酸、可溶性糖和可溶

性蛋白含量及超氧化物歧化酶、过氧化物酶、过氧化氢酶活性均显著升高，丙二醛和胞间 CO2浓度显著降低。主成

分分析表明，叶绿素含量、可溶性糖含量、叶片气孔导度可作为 MT 对低磷胁迫下苜蓿生长发育的关键指标。综

上，外源 MT 能增强 LP 胁迫下苜蓿幼苗抗氧化酶活性和渗透调节物质含量，提高其耐低磷性。
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Effects of Exogenous Melatonin on the Growth and Physiological 
Characteristics of Alfalfa under Low Phosphorus Stress
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Abstract：To investigate the effects of exogenous Melatonin （MT） on the growth and physiological characteris⁃
tics of alfalfa （Medicago sativa） under low phosphorus stress， germplasms ‘7890’ and ‘15578’ were used as 
materials.  The normal phosphorus （NP， 1. 0 mmol·L-1 KH2PO4） and low phosphorus （LP， 0. 01 mmol·L-1 
KH2PO4） stresses were imposed by nutrient solution sand culture method.  Five different concentrations of MT 
were applied to the roots of alfalfa seedlings under LP stress to determine their morphology and physiological 
indicators.  The results show that： 90 μmol·L-1 MT has the best effect in alleviating low phosphorus stress in 
alfalfa.  The plant height， leaf area， aboveground and underground biomass， relative water content， root vital⁃
ity， transpiration rate， stomatal conductance， net photosynthetic rate， contents of chlorophyll a， chlorophyll b， 
carotenoids， chlorophyll， proline， soluble sugar and soluble protein， as well as the activities of superoxide dis⁃
mutase， peroxidase and catalase were all significantly increased.  The concentrations of malondialdehyde and 
intercellular CO2 were significantly reduced.  Principal component analysis indicated that chlorophyll content， 
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soluble sugar content， and leaf stomatal conductance could be used as key indicators for the growth and develop⁃
ment of alfalfa under low phosphorus stress by MT.  In conclusion， exogenous MT can enhance the activity of 
antioxidant enzymes and the content of osmotic regulatory substances in alfalfa seedlings under LP stress， and 
improve their tolerance to low phosphorus.
Key words：Alfalfa；Melatonin；Low phosphorus stress；Peroxidase

紫花苜蓿（Medicago sativa）是全球范围内广泛

栽培的优质多年生豆科牧草，因其蛋白质含量高、

营养价值丰富，被誉为“牧草之王”。紫花苜蓿不仅

干草产量高、生态适应性广，为畜牧业可持续发展

提供重要支持，而且其发达的根系能有效改良土壤

结构，对草地生态环境保护具有重要作用［1］。2018
年以来，我国苜蓿种植主要分布在西北地区，形成

了包括甘肃河西走廊、内蒙古科尔沁草原、宁夏河

套灌区在内的多个集中连片的优质苜蓿种植基

地［2］。磷（Phosphorus，P）是有限的、不可再生的矿

质营养元素，也是生物大分子的重要构成部分，对

植物的光合作用、能量代谢及信号转导等生长发育

过程具有重要作用［3］。西北地区土壤养分特征表现

为全钾和全磷含量较高［4］，虽然全磷含量丰富，但由

于磷酸盐离子易与钙、镁等金属离子结合形成难以

溶解的化合物［5］，致使土壤有效磷短缺，阻碍植物的

正常生长发育。此外，为提高作物产量，农业生产

中大量施用磷肥造成了水体富营养化、土地污染等

环境问题，对自然生态系统造成严重危害。因此，

研究缓解紫花苜蓿低磷的胁迫方法并揭示其调控

机理尤为重要。

褪黑素（Melatonin，MT）又称松果体素，是一种

广泛存在于植物种子、叶片、果实和根系等组织中

的吲哚类植物激素［6］，在植物生长发育、生理调节以

及提高植物对非生物胁迫响应等过程中具有重要

作用。作为信号分子，MT 可以调节植物的种子萌

发、根系发育、叶片衰老、开花、果实成熟等生长发

育过程［7］；作为抗氧化剂，MT 能够通过提高抗氧化

酶的活性，有效清除胁迫诱导在植物体内产生的大

量活性氧（Reactive oxygen species，ROS），保护植物

免受过度氧化损害，从而增强植物抵抗逆境胁迫的

能力［8］。目前，关于褪黑素对植物影响的研究主要

集中在干旱胁迫［9］、盐碱胁迫［10］、冷害［11］、镉胁迫［12］

等非生物逆境胁迫方面。王慧等［13］研究表明，干旱

胁迫下施用外源 MT，不仅能调节黑麦草（Lolium 
perenne）和苜蓿的养分吸收，而且能改善植物的抗

氧化能力；王胜永等［14］研究表明，盐胁迫下添加

MT，有 助 于 提 高 紫 花 苜 蓿 的 超 氧 化 物 歧 化 酶

（Superoxide dismutase，SOD）、过 氧 化 氢 酶（Cata⁃
lase，CAT）、过氧化物酶（Peroxidase，POD）活性，减

缓膜系统损伤，增加其耐盐性；尉欣荣等［15］研究表

明，低温胁迫下添加 MT，能够增强黑麦草抗氧化酶

活性，提高脯氨酸含量，降低 ROS 含量，提高黑麦草

的抗寒性。但外源 MT 对低磷胁迫下紫花苜蓿的生

长发育是否起到缓解作用尚不明确。因此，本试验

以紫花苜蓿为试验材料，通过根灌不同浓度 MT 探

究其对低磷胁迫下苜蓿幼苗生长发育的影响，从生

理生化的角度初步探讨 MT 缓解紫花苜蓿幼苗低磷

胁迫的作用机制，筛选出可以有效缓解苜蓿低磷胁

迫的最佳 MT 施用浓度，以期为 MT 提高苜蓿耐低

磷机制提供理论基础，为缺磷地区苜蓿的栽培种植

提供技术参考。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

以前期筛选的耐低磷（材料 zxy2008p-7890）和
磷敏感（材料 zxy2010p-15578）苜蓿为试验材料，2
份材料均为农业部全国畜牧兽医总站牧草种质资

源搜集保护项目协作组从俄罗斯瓦维洛夫植物基

因库引进。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　幼苗种植与培养　选取完整、颗粒饱满的

紫花苜蓿种子，用 10%NaClO 溶液进行消毒，用蒸

馏水冲洗 5~6 次，种子晾干后均匀撒播于盛有高温

杀菌砂土的塑料杯（杯高 14 cm，底径 6 cm）内并覆

沙 2~3 cm，将其表面喷湿，移至植物生长室（每天

光照 14 h，光通量密度 400 μmol·m-2·s-1，昼夜温度

分别为（25±1）和（20±1）℃，相对湿度 60%）。出

苗后间苗，每杯保留长势一致、分布均匀的幼苗 15株，

每隔 2 d 浇灌 70 mL Hoagland 营养液。待幼苗长至

15  cm 时，参考夏静等［16］的试验设计，以仅浇灌 Hoa⁃
gland 营养液的幼苗作为对照（常磷：1. 0  mmol·L-1 
KH2PO4，NP），以浇灌含 0. 01 mmol·L-1 KH2PO4的

Hoagland 营养液的幼苗作为低磷胁迫处理（LP），用
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KCl平衡调整 K+。胁迫 20 d 后，对其进行不同浓度

MT 根灌处理（表 1）。外源添加 MT 于 18：00 后进

行，MT 每 2 d 根灌一次，每次 70 mL；共根施 6 次，12
 d 后测定相关指标，筛选出外源 MT 缓解苜蓿低磷

胁迫的最佳浓度。

1. 3　测定指标及方法

1. 3. 1　形态指标　株高：每杯随机选取 10 株幼苗

用卷尺测量株高并取平均值。叶面积：取从植株顶

端依次向下数的第 3 个叶片，采用 LI-3000C 叶面积

仪测定，重复 10 次。生物量：每杯选取 3 株植株，蒸

馏水洗净砂土，用剪刀将地上与地下部交界处分

离，分别称量地上生物量和地下生物量。

1. 3. 2　生理指标　参考邹琦［17］的方法进行生理指

标的测定。用丙酮乙醇混合液提取法测定叶绿素 a
（Chlorophyll a，Chl a）、叶绿素 b（Chlorophyll b，Chl 
b）、叶绿素（Chlorophyll，Chl）和类胡萝卜素（Carot⁃
enoid，Car）含量。采用饱和称重法测定叶片相对含

水量（Leaf relative water content），氯化三苯基四氮

唑（TTC）法测定根系活力（Root activity），硫代巴比

妥酸法测定丙二醛（Malondialdehyde，MDA）含量，

高锰酸钾滴定法测定 CAT 活性，愈创木酚法测定

POD 活性，氮蓝四唑法测定 SOD 活性，可溶性糖

（Soluble sugar，SS）含量的测定采用蒽酮比色法，可

溶性蛋白质（Soluble protein，SP）含量的测定采用考

马斯亮蓝法，脯氨酸（Proline，Pro）含量的测定采用

酸性茚三酮法。每个指标重复 3 次。

1. 3. 3　 光合参数　采用 GFS-3000 便携式光合仪

（Heinz-Walz，Effeltrich，Germany）在晴天上午（9：00-
11：00）测定光合参数，仪器为开放式气路，设置

400  μmol·mol-1 的 空 气 CO2 浓 度 ，设 置 1200  
μmol·m-2·s-1 的光合有效辐射强度，每个处理选取

从顶端数第 3 片完全展开的复叶，测量叶片蒸腾速

率（Transpiration rate，Tr）、净光合速率（Net photo⁃
synthetic rate，Pn）、气孔导度（Stomatal conductance，

Gs）和 胞 间 CO2 浓 度（Intercellular CO2 concentra⁃
tion，Ci）等光合参数。

1. 4　数据统计分析

使用 Excel 2021 进行数据整理，SPSS 27. 0 进

行 单 因 素 ANOVA 分 析 、Duncan 多 重 比 较（P<
0. 05）以及主成分分析，Origin 2021 绘制图形。

采用隶属函数法进行综合评价，得到最适 MT
浓度。与低磷胁迫呈正相关的指标，计算公式为 Fij

=（Xij− Xjmin）/（Xjmax − Xjmin）；与低磷胁迫呈负相关

的指标，计算公式为 Fij=1 −（Xij − Xjmin）/（Xjmax −
Xjmin）

［18］。式中，Fij为 i材料的 j性状测定的具体隶属

值；Xij为 i 材料的 j 性状测定值；Xjmin为 j 性状中最小

测定值；Xjmax为 j性状中最大测定值。

采用客观赋权法计算各指标权重，计算公式

为：W j=Ij/∑ Ij。与低磷胁迫呈正相关的指标为 Ij=
Cj/Sj，与低磷胁迫呈负相关的指标为 Ij=Sj/Cj 。其

中 Ij为测定值与对照组的比值，Cj为对照组第 j 个指

标的测定值，Sj为处理组第 j 个测定指标的平均值。

耐低磷性综合评价值为 D=∑（Fij×Wj）
［19］。

2　结果与分析

2. 1　外源褪黑素对低磷胁迫下苜蓿生长的影响

由 表 2 可 知 ，与 NP 相 比 ，LP 下‘7890’和

‘15578’的株高、叶面积、地上生物量、地下生物量、

叶 片 相 对 含 水 量 及 根 系 活 力 均 显 著 降 低（P<
0. 05），‘7890’分 别 下 降 了 19. 67%，33. 33%，

31. 99%，53. 10%，9. 91%，68. 59%；‘15578’分 别

下 降 了 25. 69%，34. 21%，38. 25%，53. 24%，

17. 18%，66. 90%。与 LP 相比，随外源 MT 浓度的

增加，2 份材料的株高、叶面积、地上及地下生物量、

叶片相对含水量、根系活力均呈先上升后下降趋

势，且以 T3 处理效果最佳。其中，‘7890’分别显著

上升 16. 55%，34. 62%，32. 41%，86. 78%，7. 58%，

206. 61%（P<0. 05），‘15578’分 别 显 著 增 加

26. 75%，32. 00%，44. 88%，108. 91%，20. 24%，

193. 53%（P<0. 05）。在 T1处理下，‘7890’的株高、

叶面积、地下生物量以及叶片相对含水量较 LP 分

别提升 5. 17%，5. 77%，28. 10%，1. 42%；在 T5处理

下，‘7890’的株高和地上生物量均低于 LP 处理；

‘15578’的叶面积在 T1 和 T2 处理下较 LP 增幅仅为

4. 00% 和 16. 00%。

表 1　试验处理

Table1　Experimental treatment
处理 Treatment

NP
LP
T1

T2

T3

T4

T5

成分 Composition
1.0 mmol·L-1 KH2PO4

0.01 mmol·L-1 KH2PO4+0 μmol·L-1 MT
0.01 mmol·L-1 KH2PO4+30 μmol·L-1 MT
0.01 mmol·L-1 KH2PO4+60 μmol·L-1 MT
0.01 mmol·L-1 KH2PO4+90 μmol·L-1 MT
0.01 mmol·L-1 KH2PO4+120 μmol·L-1 MT
0.01 mmol·L-1 KH2PO4+150 μmol·L-1 MT
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2. 2　外源褪黑素对低磷胁迫下苜蓿叶绿素和光合

参数的影响

由表 3 可知，LP 胁迫下 Chl a，Chl b，Chl 及 Car
含量均显著降低（P<0. 05）。外源添加 MT 后，各

叶绿素指标随 MT 浓度不断增加呈先升后降趋势，

除 T5处理下‘15578’的 Chl b 外，各浓度 MT 处理下

叶绿素含量均高于 LP。在 T3 处理下，与 LP 相比，

‘7890’和‘15578’的 Chl a，Chl b，Chl 及 Car 分别上

升 20. 69%，61. 22%，42. 11%，33. 14% 和 19. 47%，

50. 00%，23. 81%，28. 66%（P<0. 05）。以上表明

MT 可以有效缓解叶绿素的分解，T3处理效果最为

显著。

与 NP 相比，LP 胁迫下 Tr，Pn 和 Gs 均显著下降

（P<0. 05）。 其 中 ，‘7890’分 别 下 降 了 66. 22%，

58. 35% 和 29. 46%；‘15578’分别下降了 72. 30%，

75. 24% 和 52. 60%。添加 MT 后，2 份材料的 Tr，

Pn，Gs均随 MT 浓度不断增加呈先上升后下降趋势，

且在 T3 处理下达最大值，‘7890’较 LP 分别提高

177. 53%，80. 47% 和 28. 26%，‘15578’较 LP 分别

提 高 153. 37%，268. 49% 和 109. 01%，但 均 小 于

NP。而 Ci则随 MT 浓度的增加呈现先下降后上升

趋势，且在 T3处理下有最小值，‘7890’和‘15578’较
LP 分别降低了 15. 54% 和 15. 70%。在 T5 处理下，

与 LP 胁迫相比，‘7890’的 Tr，Pn 和 Gs 分别降低了

21. 59%，10. 21%，48. 01%；‘15578’的 Chl b，Gs 分

别降低 2. 17%，42. 65%。这说明 MT 浓度过高对

苜蓿的生长起抑制作用。

2. 3　外源褪黑素对低磷胁迫下苜蓿丙二醛含量及

抗氧化酶活性的影响

由图 1 可知，与 NP 相比，LP 胁迫下‘7890’和
‘15578’的 MDA 含量均显著升高（P<0. 05）。与单

独 LP 胁迫相比，外源添加 MT 显著减少了 2 份材料

的 MDA 含量。随着 MT 浓度的升高，苜蓿的 MDA
含量均呈先下降后上升趋势，且在 90 μmol·L-1 MT
时 MDA 含 量 达 到 最 小 值 ，分 别 较 LP 降 低 了

43. 86%，30. 81%。 在 T4，T5 处 理 下 ，‘7890’和

‘15578’的 MDA 含量均显著高于 NP。

LP 胁迫时，2 份材料的 POD，SOD，CAT 酶活

性与 NP 相比均显著上升（P<0. 05）。其中，‘7890’
的 酶 活 性 分 别 上 升 44. 92%，1. 92%，49. 14%；

‘15578’的 酶 活 性 分 别 上 升 37. 19%，9. 97%，

65. 94%。外源添加不同浓度 MT 后，三种酶的活性

均随 MT 浓度的升高呈先上升后下降趋势，且在 T3

处理下最高。‘7890’和‘15578’的 SOD，POD，CAT
活性分别显著增加 16. 95%，134. 05%，36. 69% 和

35. 48%，104. 18%，24. 82%（P<0. 05）。另外，T1，

T2处理下‘15578’的 CAT 活性与 LP 差异不显著。

表 2　外源褪黑素对低磷胁迫下苜蓿幼苗生长的影响

Table 2　Effects of exogenous melatonin on the growth of alfalfa seedlings under low phosphorus stress

材料

Material

7890

15578

处理

Treatment

NP
LP
T1

T2

T3

T4

T5

NP
LP
T1

T2

T3

T4

T5

株高

Plant height/
cm

36.1±1.44a

29.0±1.63d

30.5±2.11cd

31.1±1.63c

33.8±2.10b

31.0±2.66c

26.4±3.00e

32.7±1.77a

24.3±2.71e

27.6±3.49cd

28.6±3.21bc

30.8±2.90ab

27.8±2.83cd

25.5±2.71de

叶面积

Leaf area/
cm2

0.78±0.08a

0.52±0.10c

0.55±0.16c

0.65±0.06bc

0.70±0.08ab

0.69±0.14ab

0.61±0.09b

0.76±0.10a

0.50±0.07c

0.52±0.08c

0.58±0.10bc

0.66±0.10b

0.64±0.10b

0.58±0.07bc

地上生物量

Above ground biomass/
[g·（3plant）-1]
3.72±0.27a

2.53±0.19de

3.05±0.14bc

3.15±0.14b

3.35±0.28b

2.79±0.15cd

2.22±0.14e

3.32±0.14a

2.05±0.19d

2.72±0.12b

2.91±0.27ab

2.97±0.43ab

2.58±0.47bc

2.10±0.05cd

地下生物量

Under ground biomass/
[g·(3plant）-1]
2.58±0.41a

1.21±0.14c

1.55±0.06bc

1.78±0.08b

2.26±0.05a

1.54±0.16bc

1.34±0.22c

2.16±0.13a

1.01±0.11e

1.24±0.03cd

1.64±0.03b

2.11±0.15a

1.40±0.08c

1.16±0.21de

叶片相对含水量

Leaf relative water 
content/%

89.04±2.13a

80.22±4.26b

81.36±2.21b

82.15±2.62b

86.30±0.01ab

85.96±2.47ab

82.46±0.34b

87.06±3.28a

72.10±0.42c

79.62±1.53b

81.81±2.40ab

86.69±0.27a

84.24±2.62ab

80.41±5.17ab

根系活力

Root activity/
（μg·g-1·h-1）

599.01±3.86a

188.13±2.79g

226.90±4.38f

415.32±3.79e

576.82±2.73b

529.27±2.95c

437.65±7.80d

565.82±5.88a

187.30±5.08g

317.87±6.79e

385.13±5.31d

549.78±6.36b

490.56±5.25c

275.37±1.17f

注：同列不同小写字母表示处理间的差异显著（P<0. 05），下同

Note：Different lowercase letters in the same column indicate significant differences between treatments （P<0. 05），the same as below

635



第  34 卷  草 地 学 报

图 1　外源褪黑素对低磷胁迫下苜蓿丙二醛含量及抗氧化酶活性的影响

Fig. 1　Effects of exogenous melatonin on malondialdehyde and antioxidant enzyme activities of alfalfa under low phosphorus stress
注：不同小写字母表示处理间的差异显著（P<0. 05）
Note：Different lowercase letters indicate significant differences between treatments （P<0. 05）

表 3　外源褪黑素对低磷胁迫下苜蓿叶绿素和光合参数的影响

Table 3　The effects of exogenous melatonin on chlorophyll and photosynthetic parameters of alfalfa under low phosphorus stress

材料

Material

7890

15578

处理

Treatment

NP
LP
T1

T2

T3

T4

T5

NP
LP
T1

T2

T3

T4

T5

叶绿素 a
Chlorophyll a/
（mg·g-1）

1.71±0.02a

1.16±0.01g

1.25±0.01f

1.35±0.02c

1.40±0.01b

1.33±0.02d

1.29±0.01e

1.56±0.02a

1.13±0.01d

1.23±0.01c

1.30±0.03b

1.35±0.05b

1.33±0.05b

1.24±0.03c

叶绿素 b
Chlorophyll b/
（mg·g-1）

0.67±0.07bc

0.49±0.02e

0.64±0.02c

0.70±0.03b

0.79±0.01a

0.70±0.02bc

0.56±0.01d

0.57±0.01b

0.46±0.02d

0.55±0.02bc

0.61±0.04b

0.69±0.05a

0.51±0.04cd

0.45±0.04d

类胡萝卜素

Carotenoid/
（mg·g-1）

0.33±0.03a

0.19±0.03d

0.20±0.01d

0.21±0.02cd

0.27±0.02b

0.25±0.01b

0.24±0.01bc

0.35±0.01a

0.21±0.01d

0.23±0.01bcd

0.24±0.02bcd

0.26±0.02b

0.25±0.02bc

0.23±0.01cd

叶绿素

Chlorophyll/
（mg·g-1）

2.44±0.07a

1.69±0.02e

1.95±0.04d

2.12±0.04c

2.25±0.02b

2.09±0.01c

1.91±0.01d

2.18±0.03a

1.64±0.02g

1.82±0.01e

1.97±0.03c

2.11±0.01b

1.88±0.02d

1.73±0.02f

蒸腾速率

Transpiration rate/
(mmol·m-2·s-1)

13.44±0.00a

4.54±0.02f

5.77±0.01d

8.48±0.00c

12.06±0.00b

5.16±0.01e

3.56±0.00g

12.85±0.03a

3.56±0.04f

3.93±0.01e

4.38±0.02c

9.02±0.02b

4.32±0.04d

3.56±0.01f

净光合速率 Net
photosynthetic/
(mol·m-2·s-1)

16.23±0.10a

6.76±0.03f

8.21±0.18e

8.75±0.04d

12.20±0.02b

9.31±0.04c

6.07±0.01g

12.56±0.01a

3.11±0.03g

3.76±0.02c

8.33±0.15f

11.46±0.06b

7.42±0.05d

5.33±0.01e

胞间 CO2浓度

Intercellular CO2 concentration/
(μmol·mol-1)

330.05±2.58f

389.31±1.22a

385.91±0.73b

364.24±0.23c

328.81±0.01f

339.84±0.27e

356.78±2.71d

292.73±1.10g

387.58±0.17a

369.71±0.22b

362.67±0.54c

326.72±0.18f

330.6±0.87e

335.0±0.30d

气孔导度

Stomatal conductance/
(mmol·m-2·s-1)

391.54±0.14a

276.19±0.80e

338.59±0.29d

348.33±0.25c

354.25±0.71b

273.4±0.41f

143.6±0.20g

336.87±0.09a

159.68±0.55e

240.73±0.26d

246.01±0.11c

333.74±0.44b

105.50±1.07f

91.57±0.05g
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2. 4　外源褪黑素对低磷胁迫下苜蓿渗透调节物质

的影响

由图 2 可知，与 NP 相比，LP 胁迫下‘7890’和
‘15578’的 Pro 含量均显著上升（P<0. 05），增幅分

别达 28. 21% 和 34. 24%，但 SS 和 SP 含量上升不显

著，增幅仅为 5. 03%，3. 53% 和 5. 52%，7. 27%。与

LP 相 比 ，外 源 添 加 不 同 浓 度 MT 后 ，‘7890’和

‘15578’的 SS，Pro，SP 含量均随着 MT 浓度的升高

而增加，均在 90 μmol·L-1时含量最高，而后呈下降

趋 势 。 与 LP 相 比 ，在 90  μmol·L-1 时 ，‘7890’和

‘15578’的 SS，SP，Pro 分 别 显 著 增 加 51. 36%，

37. 15%，197. 14% 和 38. 14%，37. 59%，185. 88%
（P<0. 05）。在 T1，T2 处理下，2 份材料的 SP 含量

与 LP 差异不显著。

2. 5　隶属函数综合评价

将 21 项指标进行隶属函数加权平均，对各处理

下苜蓿的生长发育情况进行综合评价，比较不同处

理对苜蓿植株耐低磷性影响的大小。由表 4 可知，

各处理对苜蓿植株低磷胁迫下的缓解效果由大到

小排序为 T3（0. 712）>T2（0. 471）>T4（0. 440）>T1

（0. 319）>T5（0. 227）>LP（0. 148）。T3处理下 D 值

最高，表明该 MT 浓度最适宜，外源添加 90 μmol·L-1 
MT 能够有效缓解低磷胁迫对苜蓿的损伤。

2. 6　主成分分析

主成分分析可利用降维提取关键因子。如表 5
所示，对各项测定指标进行主成分分析，提取特征

值 大 于 1 的 主 成 分 共 3 个 ，累 计 贡 献 率 达 到

90. 896%，能够反映出 21 项指标的大多数信息。第

一主成分贡献率为 58. 282%，占比最高的因子是

Chl；第二主成分贡献率为 23. 808%，占比最高的特

征向量是 SS，第三主成分贡献率为 8. 806%，载荷

最高的是 Gs。因此，这 3 个指标可以作为 MT 对低

磷胁迫下苜蓿调控的关键指标。

图 2　外源褪黑素对低磷胁迫下苜蓿渗透调节物质的影响

Fig. 2　Effect of exogenous melatonin on osmotic adjustment substances of alfalfa under low phosphorus stress
注：不同小写字母表示处理间的差异显著（P<0. 05）
Note：Different lowercase letters indicate significant differences between treatments （P<0. 05）
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3　讨论

3. 1　外源褪黑素处理对低磷胁迫下苜蓿形态特征

的影响

植物在苗期对磷元素的缺失尤为敏感，LP 胁迫

会显著影响其生长发育。苜蓿是喜磷植物，苗期缺

磷会明显抑制其生长，表现为植株矮化、叶片呈现

暗绿色且缺乏光泽、根系发育不良等［20］。本研究发

现，LP 胁迫降低了 2 份苜蓿材料的株高、叶面积及

地上、地下生物量，施加 MT 后，不同程度缓解了 LP
胁迫对苜蓿幼苗生长的抑制作用。这是因为 MT 作

为植物生长调节剂，能够促进植株营养器官的发

育，协调地上部与地下部之间的生长，调节同化物

的分配，有利于有机物的积累，使植物的株高、叶面

积、生物量增加［10］。赵东豪［21］研究表明，盐胁迫下

施加 MT 可促进苜蓿生长，株高、叶面积等指标随

MT 浓度增大呈现先升高再降低趋势。本研究中，

外源添加 MT 后，各形态指标均在 T3处理下增至最

大值，T1 和 T2 处理下增幅较小，说明 90  μmol·L-1 
MT 能有效改善其形态特征，而低浓度 MT 作用不

明显；在 90 μmol·L-1MT 处理下，‘15578’的株高、

地 上 地 下 生 物 量 及 相 对 含 水 量 的 增 幅 均 大 于

‘7890’，MT 对磷敏感材料的效果更明显。

根系活力反映了植物吸收水分和养分的能力，

是一项重要的抗逆性生理指标［20］。相对含水量能够

反映植物保水能力的强弱［22］。本研究中，LP 胁迫

下，2 份苜蓿幼苗的叶片相对含水量、根系活力均下

降，添加外源 MT 后两项指标均有所回升。‘7890’的
根系活力增幅大于‘15578’，说明其根系更为发达，

活力更高；经 MT 处理后 2份材料的相对含水量均在

90 μmol·L-1 MT 下达到最大值，此时 MT 有效促进

渗透调节物质的积累，提高其叶片含水量。

表 4　低磷胁迫下外源褪黑素对苜蓿的耐低磷性综合评价

Table 4　Comprehensive evaluation of low phosphorus tolerance of exogenous melatonin to alfalfa under low phosphorus stress
指标

Index
X1

X2

X3

X4

X5

X6

X7

X8

X9

X10

X11

X12

X13

X14

X15

X16

X17

X18

X19

X20

X21

D 值  D vaule
排序  Order

LP
Fij

0.199
0.041
0.240
0.001
0.142
0.061
0.024
0.085
0.070
0.035
0.050
0.139
0.991
0.421
0.384
0.181
0.524
0.115
0.095
0.188
0.122

0.148
6

Wj

0.040
0.046
0.036
0.096
0.048
0.066
0.044
0.040
0.052
0.043
0.101
0.099
0.025
0.054
0.029
0.022
0.020
0.056
0.029
0.029
0.024

T1

Fij

0.405
0.125
0.495
0.207
0.502
0.240
0.187
0.432
0.172
0.311
0.131
0.219
0.881
0.660
0.557
0.226
0.616
0.381
0.386
0.248
0.193

0.319
4

Wj

0.043
0.052
0.040
0.080
0.044
0.062
0.048
0.038
0.057
0.044
0.101
0.096
0.030
0.046
0.032
0.024
0.022
0.056
0.030
0.033
0.024

T2

Fij

0.473
0.427
0.583
0.517
0.587
0.443
0.338
0.621
0.216
0.506
0.291
0.414
0.732
0.685
0.692
0.446
0.750
0.409
0.615
0.294
0.417

0.471
2

Wj

0.048
0.052
0.045
0.061
0.049
0.058
0.052
0.040
0.064
0.048
0.095
0.071
0.036
0.052
0.035
0.020
0.023
0.063
0.031
0.038
0.019

T3

Fij

0.677
0.639
0.850
0.913
0.664
0.745
0.422
0.865
0.465
0.678
0.706
0.665
0.363
0.842
0.968
0.788
0.932
0.698
0.880
0.924
0.912

0.712
1

Wj

0.054
0.058
0.052
0.053
0.057
0.055
0.060
0.043
0.066
0.054
0.065
0.062
0.048
0.054
0.038
0.017
0.025
0.057
0.034
0.035
0.013

T4

Fij

0.434
0.591
0.767
0.784
0.379
0.292
0.338
0.457
0.385
0.431
0.120
0.400
0.440
0.326
0.924
0.468
0.438
0.527
0.758
0.526
0.545

0.440
3

Wj

0.047
0.046
0.041
0.046
0.052
0.064
0.049
0.042
0.054
0.046
0.111
0.069
0.037
0.091
0.031
0.018
0.028
0.054
0.027
0.033
0.015

T5

Fij

0.142
0.341
0.551
0.411
0.063
0.150
0.234
0.170
0.274
0.225
0.000
0.197
0.550
0.087
0.816
0.084
0.281
0.416
0.397
0.464
0.024

0.227
5

Wj

0.043
0.042
0.035
0.055
0.052
0.061
0.041
0.040
0.047
0.041
0.119
0.081
0.029
0.103
0.026
0.028
0.025
0.047
0.026
0.027
0.032

注：X1为株高；X2为叶面积；X3为相对含水量；X4为根系活力；X5为地上生物量；X6为地下生物量；X7为叶绿素 a；X8为叶绿素 b；X9为类胡

萝卜素；X10为叶绿素；X11为蒸腾速率；X12为净光合速率；X13为胞间 CO2浓度；X14：叶片气孔导度；X15为超氧化物歧化酶；X16为过氧化物酶；

X17为过氧化氢酶；X18为丙二醛；X19为可溶性糖；X20为可溶性蛋白；X21为脯氨酸。下同。Fij为隶属值；Wj为权重赋值

Note：X1 represents plant height； X2 represents leaf area； X3 represents relative water content； X4 represents root activity； X5 represents 
aboveground biomass； X6 represents subsurface biomass； X7 represents chlorophyll a； X8 represents chlorophyll b； X9 represents carotenoid； X10 
represents chlorophyll； X11 represents transpiration rate； X12 represents net photosynthetic rate； X13 represents intercellular CO2 concentration； X14 
represents leaf stomatal conductance； X15 represents superoxide dismutase； X16 represents peroxidase； X17 represents catalase； X18 represents 
malondialdehyde； X19 represents soluble sugar； X20 represents soluble protein； X21 represents proline.  The same as below. Fij represents subordi⁃
nate value；Wj represents weight assignment
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3. 2　外源褪黑素处理对低磷胁迫下苜蓿叶绿素和

光合参数的影响

叶绿素是植物进行光合作用的关键色素，其含

量直接影响光合速率，进而反映植物的生长态势和

抗逆性强弱［23］。LP 胁迫会破坏叶绿体结构，导致

气孔部分关闭和光合速率降低，从而导致叶片内叶

绿素含量降低［24］。本研究中，受 LP 胁迫影响，供试

紫花苜蓿幼苗的 Chl，Chl a，Chl b 和 Car 含量均显著

降低，说明 LP 胁迫会加速叶绿素的降解，严重影响

苜蓿叶片的光合作用。MT 作为抗氧化剂可调节

Chl 代谢，提高光合效率进而延缓叶片衰老［25］。本

研究中，根灌 90 μmol·L-1 MT 可显著增加供试苜

蓿的 Chl，Chl a，Chl b 和 Car 含量，这说明外源 MT
通过保护叶绿体的结构完整性，使 Chl不易被降解，

从而提高光合色素的含量和稳定性。但高浓度

（120，150 μmol·L-1）MT 会降低供试苜蓿的光合色

素含量。

研究表明，MT 可通过抑制叶绿素降解、提高光

化学效率、改善光合作用系统，进而缓解逆境胁迫对

光合作用的抑制［6］。谭英等［26］研究表明，盐胁迫下外

施 MT 能提高叶绿素含量和荧光参数，促进光合作

用。陈倩云等［27］研究表明，外源 MT 处理可以显著

提高甜瓜（Cucumis melo）幼苗光合色素含量、Pn，Tr，

Gs。在本研究中，根施不同浓度的外源 MT 后，2 份

材料的 Tr，Pn，Gs均随 MT 浓度的增加呈现先增后减

趋势，且‘15578’相较于‘7890’在光合参数上的变化

幅度相对较大。这表明 MT 可以调节气孔的开闭，

优化气体交换，提高光合碳同化能力，改善其光合作

用适应低磷环境的能力，‘15578’更为敏感。此外，

T5处理下，‘7890’和‘15578’的 Ci，Gs均显著低于 LP
处理，可见适宜浓度的 MT 能够提高植物光合效率，

但高浓度的 MT 则会加剧苜蓿损伤程度。

3. 3　外源褪黑素对低磷胁迫下苜蓿叶片丙二醛和

抗氧化酶的影响

LP 胁迫会产生大量的 ROS，严重破坏细胞膜

的稳定性，对植物造成严重损伤。细胞膜的损伤程

度与植株体内 MDA 含量相关［28］，MDA 含量越高，

植物细胞膜受到的损伤就越严重。本研究中，LP 胁

迫下‘15578’的 MDA 含量大于‘7890’，表明磷敏感

材料的细胞膜受到的损伤更为严重。SOD，POD，

CAT 作为酶促系统的主要代谢酶，在清除植物体内

超氧阴离子自由基、延缓植株衰老方面发挥重要作

用［29］。本研究中，LP 胁迫显著提高了苜蓿叶片的

MDA 含量，同时 SOD，POD，CAT 酶活性增强，说

明 ROS 激活了自身的抗氧化酶系统，一定程度上清

除了体内的有害自由基，但未能彻底缓解由低磷胁

迫引发的氧化损伤，细胞膜结构被破坏，这与张文

献等［30］关于大豆的研究结果一致。本研究中，随着

MT 浓度升高，苜蓿的 POD，SOD，CAT 酶活性呈

现先上升后下降的趋势，在 T3 处理时达最大值，且

材料‘15578’的 SOD，CAT 活性增幅大于‘7890’，
说明 T3处理可以有效缓解氧化损伤，减少植物体内

ROS 的积累，提高苜蓿的酶活性，而高浓度（120，
150 μmol·L-1）MT 会降低抗氧化酶活性。此外，姜

瑛等［31］发现干旱胁迫下，50 μmol·L-1 MT 是缓解玉

米（Zea mays）抗旱性的最佳浓度，与本研究中 MT
浓度不一致，这可能是因为不同作物对不同逆境的

生理响应机制不同，所以最适浓度有差异。

表 5　各因子载荷矩阵和累计贡献率

Table 5　Loading matrix of each factor and cumulative 
contribution rate

指标  Index

X1

X2

X3

X4

X5

X6

X7

X8

X9

X10

X11

X12

X13

X14

X15

X16

X17

X18

X19

X20

X21

特征值  Eigenvalue
贡献率  Proportion/%

累计贡献率

Cumulative contribution rate/%

主成分  Principal component
1

0.932
0.926
0.911
0.898
0.886
0.965
0.885
0.806
0.757
0.979
0.897
0.953

-0.700
0.731
0.214
0.407
0.005

-0.916
0.260
0.364
0.453

12.239
58.282
58.282

2
-0.074
-0.199
-0.025

0.028
-0.099
-0.108
-0.427

0.485
-0.522
-0.046
-0.240
-0.159

0.248
0.025
0.794
0.831
0.866

-0.002
0.880
0.751
0.828
5.000

23.808
82.090

3
0.291

-0.248
-0.244
-0.382

0.394
0.141

-0.074
0.247

-0.260
0.071
0.211
0.089
0.553
0.651

-0.364
0.060
0.361
0.133

-0.277
-0.200
-0.026

1.849
8.806

90.896
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3. 4　外源褪黑素对低磷胁迫下苜蓿叶片渗透调节

物质的影响

LP 胁迫会影响渗透调节物质的合成与积累，造

成细胞结构损伤，改变渗透势。渗透调节是植物应

对逆境胁迫而开启的一种重要响应机制，通过调节

细胞内的渗透物质来维持细胞膨压，从而保证正常

的生理功能［32］。SS，SP，Pro 作为重要的渗透调节

物质，不仅在植物遭受非生物胁迫时能维持渗透平

衡，而且会参与到植物的代谢与能量调节过程中，

以此维持细胞生理稳定［33］。本研究中，LP 胁迫下

两份苜蓿材料的 Pro 含量显著上升，而 SS，SP 增幅

不显著，这表明‘7890’与‘15578’主要依赖提高 Pro
含量来适应低磷胁迫。周丹等［34］研究表明，干旱胁

迫 下 施 用 适 宜 浓 度 的 外 源 MT 能 够 促 进 银 杏

（Ginkgo biloba）幼苗生长，提高抗氧化酶活性，但高

浓度（0. 5 mmol·L-1）MT 会进一步加剧氧化胁迫和

渗透胁迫。本研究发现，施用外源 MT 后，SS，SP，

Pro 含量随 MT 浓度增加而呈现先上升后降低的趋

势，其中施用 90 μmol·L-1 MT 处理效果最佳。这与

佟莉蓉等［35］研究干旱胁迫下喷施外源 MT 后达乌

里胡枝子（Lespedeza davurica）幼苗的渗透调节物

质均提高的结论相一致。这表明紫花苜蓿幼苗处

于 LP 胁迫时叶片渗透调节失衡会引发自身防御机

制，施加 MT 能有效缓解 LP 胁迫对苜蓿幼苗细胞

膜系统的损伤，通过提高渗透调节物质含量来维持

细胞膜结构的稳定性，从而减轻 LP 胁迫对苜蓿幼

苗的伤害，提高苜蓿的耐低磷性。

4　结论

低磷胁迫会显著抑制紫花苜蓿幼苗的生长发

育，外源添加适宜浓度的 MT 可有效改善低磷胁迫

下苜蓿的形态特征、光合参数和生理特性，提高抗

氧化酶活性及渗透调节物质含量，减少 MDA 的积

累，且 90 μmol·L-1 MT 缓解效果最佳，磷敏感材料

‘15578’比耐低磷材料对 MT 的响应更为显著。主

成分分析筛选出 Chl，SS 和 Gs是 MT 对低磷胁迫下

苜蓿调控的关键指标。
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