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摘要：为明确外源褪黑素和乙烯在调控植物耐盐性方面的交互作用，以‘中苜一号’紫花苜蓿为试验材料，通过叶面

喷施褪黑素、乙烯利和褪黑素+乙烯利的方法，研究外源施加褪黑素和乙烯对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗生长和生理特

性的影响。结果表明：外源施加一系列浓度的褪黑素处理（0. 01、0. 02、0. 05、0. 10 mmol·L-1 MT）和乙烯利处理

（0. 05、0. 15、0. 25、0. 50 mmol·L-1 ETH）均对盐胁迫下（250 mmol·L-1 NaCl）紫花苜蓿幼苗的生长损伤具有缓解作

用，并以 0. 05 mmol·L-1 褪黑素处理和 0. 15 mmol·L-1乙烯利处理缓解效果最佳，其幼苗株高、叶面积、鲜重、叶绿素

含量和类胡萝卜素含量显著增加，相对电导率显著降低。采用以上最佳处理浓度试验发现：与对照组相比，盐胁迫

下紫花苜蓿幼苗的生长明显被抑制；与单独盐处理组相比，外源施加激素后紫花苜蓿幼苗长势明显较好，尤其是同

时施加褪黑素和乙烯利时，紫花苜蓿幼苗的株高、叶面积和鲜重分别增加了 54. 1%、76. 8% 和 32. 1%，组织含水量

和叶绿素含量分别增加了 46. 2% 和 47. 8%，相对电导率和丙二醛含量分别降低了 23. 5% 和 39. 7%，过氧化氢和超

氧阴离子含量分别减少了 42. 7% 和 63. 8%，超氧化物歧化酶 SOD、过氧化物酶 POD、过氧化氢酶 CAT 和抗坏血酸

过氧化物酶 APX 活性分别增加了 54. 1%、54. 1%、59. 1% 和 62. 0%，还原性谷胱甘肽 GSH 含量增加 32. 8%，脯氨

酸和可溶性糖含量增加了 42. 2% 和 27. 2%，钾钠离子比值增加了 217. 5%，植株内源褪黑素和乙烯含量分别增加了

60. 0% 和 10. 6%。综合分析表明，外源施加褪黑素和乙烯能够显著降低紫花苜蓿膜脂过氧化水平和活性氧积累，

增加抗氧化酶活性和渗透调节物质含量，调控植株体内离子平衡，增加幼苗内源激素含量，提高紫花苜蓿幼苗的耐

盐性，从而促进盐胁迫下幼苗的生长。
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salt tolerance of alfalfa （Medicago sativa）.  An experiment was conducted in which the alfalfa cultivar ‘Zhongmu 
No. 1’ was treated with exogenous melatonin， ethephon， and melatonin+ethephon， and then the growth and 
physiological characteristics of alfalfa seedlings under salt stress were determined.  Exogenous application of a range 
of concentrations of melatonin （0. 01， 0. 02， 0. 05， 0. 10 mmol·L-1） and ethephon （0. 05， 0. 15， 0. 25， 0. 50 mmol·
L-1） as foliar sprays alleviated the reduction in the growth of alfalfa seedlings caused by salt stress （250 mmol·L-1 
NaCl）.  The strongest alleviation effects were in the 0. 05 mmol·L-1 melatonin treatment and the 0. 15 mmol·L-1 
ethephon treatment.  The application of melatonin and ethephon alone to alfalfa seedlings under salt stress resulted in 
significantly increased plant height， leaf area， fresh weight， chlorophyll content， and carotenoid content of alfalfa 
seedlings， and significantly decreased relative electrical conductivity.  We conducted further experiments using the 
above optimal treatment concentrations of melatonin and ethephon.  Compared with the control group， salt-stressed 
alfalfa seedlings showed significantly inhibited growth.  Compared with salt-stressed seedlings， those treated with 
exogenous hormones showed improved growth， especially those treated with melatonin and ethephon 
simultaneously.  Compared with salt-stressed alfalfa seedlings， the seedlings treated with melatonin and ethephon 
simultaneously showed increased plant height， leaf area， and fresh weight （by 54. 1%， 76. 8%， and 32. 1%， 
respectively）； increased tissue water content and chlorophyll content （by 46. 2% and 47. 8%， respectively）； 
decreased relative conductivity and malondialdehyde content （by 23. 5% and 39. 7%， respectively）； decreased 
hydrogen peroxide and superoxide anion contents （by 42. 7% and 63. 8%， respectively）； increased activities of 
superoxide dismutase， peroxidase， catalase， and ascorbate peroxidase （by 54. 1%， 54. 1%， 59. 1%， and 62. 0%， 
respectively）； higher reduced glutathione content （by 32. 8%）； increased proline and soluble sugar contents （by 
42. 2% and 27. 2%）， a higher potassium ion∶sodium ion （by 217. 5%）， and increased contents of endogenous 
melatonin and ethylene （by 60. 0% and 10. 6%， respectively）.  These comprehensive analyses showed that 
exogenous application of melatonin and ethylene significantly reduced the levels of membrane peroxidation and 
reactive oxygen species in alfalfa， increased the activity of antioxidant enzymes and the contents of osmoregulatory 
substances， regulated the ionic balance， and increased the contents of endogenous hormones.  Together， these 
changes improved the salt tolerance of alfalfa seedlings.  Thus， melatonin and ethylene treatments can improve the 
growth of alfalfa seedlings under salt stress.
Key words： Medicago sativa； salt stress； melatonin； ethylene； physiological response

紫花苜蓿（Medicago sativa）是一种多年生豆科牧草［1］，具有适应性广、抗逆能力强、产量高、适口性好、粗蛋白

含量高等优点，被誉为“牧草之王”［2］，在国内外得到广泛关注。我国的紫花苜蓿主要在北方干旱与半干旱地区大

规模种植，以满足牲畜牧草和饲料市场的需求，因此紫花苜蓿的栽培具有很高的农业、经济、环境和生态价值［3］。

近年来我国苜蓿种植区盐碱化严重，会引起苜蓿生理干旱，也会导致其根系死亡，是造成我国苜蓿产量低的主要

原因。研究表明，盐胁迫是影响紫花苜蓿生长发育的主要环境因子之一，其产生的负面影响是多方面的，包括影

响苜蓿的水分和营养吸收、离子平衡、光合作用以及生长发育等［4］。土壤中较高的含盐量会破坏渗透压平衡，导

致植物吸水困难，同时也会产生离子拮抗效应，干扰植物体内的离子动态平衡以造成营养缺失，导致植株严重畸

形甚至致死，进而降低其产量和品质［5］。因此，研究快速缓解紫花苜蓿盐胁迫损伤的方法并揭示其调控机理至关

重要。

褪黑素（melatonin，MT）是一种生物刺激因子，属于吲哚杂环类化合物，最初存在于维管植物中。褪黑素作

为一种重要的植物激素，参与了多种生长和发育过程。其主要功能是作为一种抗氧化分子，通过减少植物体内活

性氧（active oxygen， ROS）和活性氮（active nitrogen， RNS）含量以及调控相关基因的表达，减缓氧化胁迫造成的

损害并增强植物的抗逆性［1］。迄今为止，许多研究表明，采用褪黑素浸种可提高植物的抗逆性，改善植物水分状
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况，显著缓解高盐胁迫下紫花苜蓿钠钾离子失衡造成的损伤［6］。然而，关于褪黑素在盐胁迫条件下的详细作用机

制仍存在许多未解之谜。乙烯（ethylene，ET）是植物中另一种重要的激素，与许多生长、发育过程和逆境应答密

切相关。在盐胁迫条件下，乙烯参与植物的适应性反应，包括调控根系生长、提高抗氧化能力等［7］。研究发现，盐

胁 迫 条 件 下 ，施 加 外 源 乙 烯 利（ethephon，ETH）可 提 高 荞 麦（Fagopyrum esculentum）的 超 氧 化 物 歧 化 酶

（superoxide dismutase，SOD）活性，增加净光合速率，抑制膜通透性，增加丙二醛（malondialdehyde，MDA）含量，

从而提高植物的耐盐性［8］。

虽然外源褪黑素和乙烯单独处理在提高植物抗逆性上的研究已有不少报道［9］，但有关褪黑素和乙烯交互处

理对紫花苜蓿幼苗在盐胁迫下生长和生理特性的影响及调控机制方面的研究尚未见报道。因此，本研究通过叶

面喷施褪黑素和乙烯，探究了外源褪黑素和乙烯对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗生长和生理方面的影响，旨在揭示褪黑

素和乙烯交互调控紫花苜蓿幼苗耐盐性的机制。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

试验所用“中苜一号”紫花苜蓿种子由宁夏大学林业与草业学院实验室保存，褪黑素和乙烯利试剂购自

Sigma 试剂公司。

1. 2　试验设计

试验于 2022 年 5 月-2023 年 7 月在宁夏大学林业与草业学院科技楼牧草抗逆栽培实验室进行。紫花苜蓿种

子依次用 75% 酒精和 5% 次氯酸钠溶液消毒，用蒸馏水冲洗数次后置于铺有两层滤纸的培养皿中，加入 4 mL 蒸

馏水后放于 4 ℃冰箱春化 2 d。更换滤纸后将培养皿移放至培养条件为温度 25 ℃，湿度 60%~70%，光照/黑暗周

期 16 h/8 h，光照强度 160 μmol·m-2·s-1的培养间进行发芽，生长至 2 cm 左右时移栽到蛭石中继续培养，培养两

周后开始处理。

试验一：本试验首先设置 9 个处理组，分别为：盐处理组 S（250 mmol·L-1 NaCl）；S+0. 01MT（250 mmol·L-1 
NaCl+0. 01 mmol·L-1 MT）；S+0. 02MT（250 mmol·L-1 NaCl+0. 02 mmol·L-1 MT）；S+0. 05MT（250 mmol·
L-1 NaCl+0. 05 mmol·L-1 MT）；S+0. 10MT（250 mmol·L-1 NaCl+0. 10 mmol·L-1 MT）；S+0. 05ETH（250 
mmol·L-1 NaCl+0. 05 mmol·L-1 ETH）；S+0. 15ETH（250 mmol·L-1 NaCl+0. 15 mmol·L-1 ETH）；S+
0. 25ETH（250 mmol·L-1 NaCl+0. 25 mmol·L-1 ETH）；S+0. 50ETH（250 mmol·L-1 NaCl+0. 50 mmol·L-1 
ETH），每个处理重复 3 次，通过测定其株高、叶面积、鲜重、相对电导率和光合色素含量等，重复 3 次试验结果稳

定，确定 0. 05 mmol·L-1褪黑素和 0. 15 mmol·L-1乙烯利为处理紫花苜蓿幼苗的最适浓度。

试验二：按照试验一的方式培养幼苗后，对幼苗叶面喷施最适浓度的褪黑素和乙烯利进行处理。本试验设置

5 个处理组，分别为：对照组（CK）、盐处理组（S）、盐和褪黑素处理组（S+MT）、盐和乙烯利处理组（S+ETH）、

盐、褪黑素和乙烯利交互处理组（S+MT+ETH），每个处理组重复 3 次，于每天晚上 8：00 进行叶面喷施，CK 和 S
组喷施蒸馏水作对照，S+MT、S+ETH、S+MT+ETH 处理组则喷施对应激素。为避免过度盐胁迫使紫花苜

蓿幼苗产生应激反应，随每次浇灌培养液，盐浓度按每次增加 50 mmol·L-1直至递增到 250 mmol·L-1，每 3 d 浇一

次培养液。处理 14 d 后进行各项生长和生理指标的测定。

1. 3　生长指标测定

每个处理随机选取 3 株幼苗，用直尺测量高度；剪取幼苗的地上部分称其鲜重后，在 80 ℃下烘干至恒重，称其

干重。随机选取幼苗植株相同部位的叶片，使用扫描式叶面积测定仪 AM350（德国）测量叶面积。

1. 4　生理指标测定

组织含水量采用烘干法测定，参考林玉红［10］的方法；幼苗叶片叶绿素含量采用 SPAD-502 叶绿素仪（日本）测

定；采用乙醇提取法［6］测定类胡萝卜素含量。相对电导率参考赵芳梦［11］的方法测定；丙二醛含量通过含量检测试

剂盒（BC0020）测定；脯氨酸（proline，Pro）含量通过其检测试剂盒（BC0290）测定；为了测定 Na+、K+含量，用超纯

水冲洗干净植物组织，105 ℃杀青 10 min，80 ℃烘样 48 h，然后磨碎样品并称取 20~50 mg （干重） 加入 5 mL 醋酸

消解，沸水浴 1 h，样品冷却至室温后，15000 r·min-1 离心，15 min，然后将上清液用超纯水稀释至 20 mL，采用
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FP640 火焰光度计（上海）测定样品中的 Na+、K+含量。可溶性糖含量通过其植物检测试剂盒（BC0030）测定；过

氧化氢（hydrogen peroxide，H2O2）和超氧阴离子（superoxide anion， O2
-）含量采用检测试剂盒（BC3590，BC1290）

测定，并进行 H2O2、O2
-组织化学检测，针对 H2O2的组织化学检测，新鲜苜蓿叶片用蒸馏水冲洗后，浸泡在 1 mg·

mL-1 3，3-二氨基联苯胺四盐酸盐（3，3-N-diaminobenzidine tetrahydrochloride， DAB，pH 3. 8）避光 8 h。去除染料

溶液后，用 95%（v/v）乙醇煮沸 20 min，拍照。针对 O2
-的组织化学测定，用蒸馏水冲洗每个处理的新鲜苜蓿叶片

后将其置于含 0. 1%（w/v）氮蓝四唑（nitro-blue tetrazolium， NBT， pH 7. 8）的 50 mL 塑料离心管中 6 h。去除染

料溶液后，用蒸馏水冲洗叶片，加入 95% 乙醇后在沸水浴中煮沸 20 min 并拍照。为保证染色充分，可在苜蓿叶片

浸泡于染液后，抽取真空。超氧化物歧化酶、过氧化物酶（peroxidase，POD）、过氧化氢酶（catalase，CAT）和抗坏

血酸过氧化物酶（ascorbate peroxidase，APX）活性通过活性检测试剂盒（BC0170、BC0090、BC0200 和 BC0220）进

行测定；还原性谷胱甘肽（reduced glutathione，GSH）、MT 和 ETH 含量均用含量检测试剂盒（BC1170、MM-

0848O1 和 MM-0888O2）测定。以上所用试剂盒均购买于北京索莱宝科技有限公司和江苏酶免实业有限公司。

1. 5　数据分析

采用 Excel 2020 软件对数据进行统计分析，利用 Origin 2021b 软件进行方差分析和 Turkey 差异显著性检验

（α=0. 05），利用 Origin 2021b 软件作图和主成分分析。

2　结果与分析

2. 1　最佳激素处理浓度的筛选

在盐胁迫条件（250 mmol·L-1 NaCl）下，紫花苜蓿幼苗经不同浓度的褪黑素  （0. 01、0. 02、0. 05、0. 10 mmol·
L-1 MT）和乙烯利（0. 05、0. 15、0. 25、0. 50 mmol·L-1 ETH）处理后，其生长情况均比单独盐胁迫处理明显好转。

激素处理后的植株高度较 NaCl 组显著增高，叶面积显著增加（P<0. 05，图 1）；与 NaCl 组相比，植株鲜重在

0. 01~0. 05 mmol·L-1 MT 和 0. 05~0. 25 mmol·L-1 ETH 处理下显著增加，相对电导率显著降低（P<0. 05，图
2）；光合色素含量发生明显变化，其中叶绿素含量在 0. 05~0. 10 mmol·L-1 MT 和 0. 15~0. 25 mmol·L-1 ETH 处

图 1　不同浓度的褪黑素和乙烯利对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗株高和叶面积的影响

Fig. 1　 Influence of different concentrations of melatonin （MT） and ethephon （ETH） on plant height and leaf area of alfalfa 
seedlings under salt stress
不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。Different lowercase letters indicate significantly difference among treatments at the 0.05 level. S： 250 
mmol·L-1盐 NaCl； MT： 褪黑素 Melatonin； ETH： 乙烯利 Ethephon.下同 The same below.
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理下较 NaCl 组显著增加，类胡萝卜素含量在 0. 02~0. 10 mmol·L-1 MT 和 0. 05~0. 25 mmol·L-1 ETH 处理下显

著增加（图 3）。不同激素浓度处理存在差异，施加 0. 05 mmol·L-1 MT 和 0. 15 mmol·L-1 ETH 的处理组显著优于

其他处理，后续试验将选择这些浓度进行。

2. 2　外源褪黑素和乙烯交互处理对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗表型、株高、叶面积和鲜重的影响

施加褪黑素和乙烯显著影响了盐胁迫下紫花苜蓿幼苗的形态指标（图 4）。与 CK 相比，S 处理下幼苗的株高、

图 2　不同浓度的褪黑素和乙烯利对紫花苜蓿幼苗在盐胁迫下的鲜重和相对电导率的影响

Fig. 2　Effects of different concentrations of melatonin （MT） and ethephon （ETH） on fresh weight and relative conductivity of 
alfalfa seedlings under salt stress

图 3　不同浓度的褪黑素和乙烯利对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗光合色素含量的影响

Fig. 3　 Effects of different concentrations of melatonin （MT） and ethephon （ETH） on the photosynthetic pigment content of 
alfalfa seedlings under salt stress
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叶面积和鲜重显著降低了 41. 1%、49. 1% 和 32. 7%（P<0. 05）。与 S 相比，S+MT 处理下紫花苜蓿幼苗的株高

和叶面积显著升高了 38. 0% 和 41. 8%；S+ETH 处理下，则对应增加 26. 8% 和 40. 0%。激素处理组均对盐胁迫

有较好的缓解效果，其中以 S+MT+ETH 的缓解效果最佳，相较于 S 处理，该处理下幼苗的株高和叶面积分别

显著升高了 54. 1% 和 76. 8%，鲜重增加了 32. 1%。表明 MT 和 ETH 在改善盐胁迫下紫花苜蓿幼苗的形态指标

方面存在协同关系。

2. 3　外源褪黑素和乙烯交互处理对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗组织含水量和叶绿素含量的影响

与 CK 相比，S 处理下幼苗的组织含水量和叶绿素含量显著降低了 35. 1% 和 39. 7%（P<0. 05，图 5）。与 S 相

比，S+MT 处理下紫花苜蓿幼苗的组织含水量和叶绿素含量显著升高了 24. 1% 和 34. 7%；S+ETH 处理则对应

增加了 33. 0% 和 30. 9%（P<0. 05）。单独施加 MT 和 ETH 对盐胁迫下幼苗叶绿素含量的缓解效果接近，而单独

施加 ETH 对盐胁迫下组织含水量的缓解效果接近交互处理组。相较于 S 处理，S+MT+ETH 处理下紫花苜蓿

幼苗的组织含水量和叶绿素含量分别显著升高了 46. 2% 和 47. 8%（P<0. 05），表明 MT 和 ETH 互作能显著提高

紫花苜蓿幼苗在盐胁迫条件下的组织含水量和叶绿素含量。

2. 4　外源褪黑素和乙烯交互处理对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗细胞膜损伤和活性氧积累的影响

与 CK 相比，S 处理下幼苗的相对电导率和丙二醛含量显著提升，分别增加了 74. 4% 和 103. 5%（P<0. 05，图
6）。与 S 相比，S+MT 处理下苜蓿幼苗的相对电导率和 MDA 含量显著降低了 12. 2% 和 28. 7%；S+ETH 处理

下，则对应降低了 10. 7% 和 27. 2%（P<0. 05）。相对电导率在 S+MT 和 S+ETH 处理下无显著差异（P>
0. 05），但与 CK、S 和 S+MT+ETH 处理组差异显著（P<0. 05），MDA 含量在 S+MT、S+ETH 和 S+MT+

图 4　褪黑素和乙烯利交互对紫花苜蓿幼苗在盐胁迫下表型、株高、叶面积和鲜重的影响

Fig. 4　 Effects of melatonin （MT） and ethephon （ETH） interaction on phenotype， plant height， leaf area and fresh weight of 
alfalfa seedlings under salt stress
CK： 对照 Control； S： 250 mmol·L-1 NaCl； MT： 0.05 mmol·L-1褪黑素 Melatonin； ETH： 0.15 mmol·L-1乙烯利 Ethephon. 下同 The same below.
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ETH 处理间无显著差异（P>0. 05），但较 S 处理组有显著差异（P<0. 05）。相较于 S 处理，S+MT+ETH 处理下

紫花苜蓿幼苗的相对电导率和丙二醛含量分别显著减少了 23. 5% 和 39. 7%（P<0. 05）。以上结果表明，盐胁迫

显著增加了紫花苜蓿细胞膜系统的通透性和膜脂过氧化程度，而外源褪黑素和乙烯的施加能有效缓解盐胁迫下

细胞膜的损伤程度，褪黑素与乙烯交互处理的缓解效果最佳。

施加褪黑素和乙烯利显著减少了盐胁迫下紫花苜蓿幼苗的活性氧积累（图 7）。S 处理下幼苗的 H2O2和 O2
-

含量较 CK 组显著增加了 152. 9% 和 259. 5%（P<0. 05）。与 S 相比，S+MT 处理下幼苗的 H2O2和 O2
-含量显著

降低了 26. 8% 和 31. 4%；S+ETH 处理下对应降低 29. 7% 和 49. 9%；S+MT+ETH 处理下幼苗的 H2O2 和 O2
-

含量分别显著降低了 42. 7% 和 63. 8%（P<0. 05）。组织化学染色结果显示，CK 叶片染色斑点极少，在盐胁迫

下，叶片呈现出深色斑点，并连成薄片。外源施用 MT、ETH 和 MT+ETH 均明显降低了盐胁迫下叶片的着色程

度。以上结果表明，MT 和 ETH 能减少盐胁迫下紫花苜蓿幼苗 ROS 积累，且 MT 和 ETH 交互处理的幼苗 ROS
积累更少。

2. 5　外源褪黑素和乙烯交互处理对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗氧化清除能力和渗透调节物质含量的影响

与 CK 相比，S 处理下幼苗的 SOD、POD 和 APX 活性分别显著增加了 21. 7%、45. 5% 和 31. 0%（P<0. 05，图
8）。施加外源激素后各种抗氧化酶活性进一步升高，SOD 活性在 S+MT、S+ETH 和 S+MT+ETH 处理下较 S
处理分别显著提高了 20. 0%、22. 7% 和 54. 1%（P<0. 05），施加单一激素处理组间无显著差异，同时施加两种激

素较单一激素处理显著增加；POD 活性则分别显著增加了 31. 4%、18. 4% 和 54. 1%，且前两组间无显著差异，交

互组较其显著升高（P<0. 05）；CAT 活性对应显著增加了 19. 6%、47. 5% 和 59. 1%，单独施加 ETH 与交互处理

无显著差异（P>0. 05），其对 CAT 活性的增加效果均显著优于单独施加 MT 处理。APX 活性在 S+MT、S+
ETH 和 S+MT+ETH 处理下较 S 处理显著提高了 22. 9%、31. 2% 和 62. 0%，前两组间无显著差异，交互处理组

图 5　褪黑素和乙烯利交互对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗组织含水量和叶绿素含量的影响

Fig. 5　 Effects of melatonin （MT） and ethephon （ETH） interaction on tissue water content and chlorophyll content of alfalfa 
seedlings under salt stress

图 6　褪黑素和乙烯利交互对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗相对电导率和丙二醛含量的影响

Fig. 6　 Effects of melatonin （MT） and ethephon （ETH） interaction on relative conductivity and malondialdehyde content in 
alfalfa seedlings under salt stress
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较单一激素处理显著升高。以上结果表明 MT 和 ETH 可协同促进盐胁迫下紫花苜蓿幼苗的抗氧化酶活性增加，

优势效应明显。

施加褪黑素和乙烯利显著增加了盐胁迫下紫花苜蓿幼苗的抗氧化物质-GSH 含量（图 8）。与 CK 相比，S 处

理下幼苗的 GSH 含量显著增加了 25. 7%。GSH 含量在 S+MT、S+ETH 和 S+MT+ETH 处理下与 S 处理间

有显著差异（P<0. 05），分别升高了 15. 0%、12. 0% 和 32. 8%，且激素交互处理较单独处理显著增加。上述结果

表明，MT 和 ETH 交互处理可以提高盐胁迫下苜蓿幼苗的 GSH 含量，增强植物的抗氧化能力。

与 CK 相比，S 处理下幼苗的渗透调节物质-Pro 和可溶性糖含量显著增加了 96. 5% 和 43. 8%（P<0. 05，图
9）。盐胁迫条件下施加外源激素 MT 和 ETH 后，渗透调节物质含量继续增加，Pro 含量在 S+MT 和 S+MT+
ETH 处理下较 S 处理有显著差异，分别显著升高了 21. 5% 和 42. 2%，S+ETH 处理与 S 处理无显著差异，交互处

理组较单独处理显著增加。可溶性糖含量在 S+MT、S+ETH 和 S+MT+ETH 处理间无显著差异，但较 S 处理

分别显著增加了 23. 7%、30. 6% 和 27. 2%。表明外源施加两种激素可显著增加紫花苜蓿幼苗的渗透调节物质含

量，增强其在盐胁迫下的渗透调节能力。

2. 6　外源褪黑素和乙烯交互处理对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗离子平衡与内源激素含量变化的影响

施加褪黑素和乙烯利显著影响了盐胁迫下紫花苜蓿幼苗的离子含量（表 1）。与 CK 相比，S 处理下幼苗的

Na+含量显著增加了约 3. 0 倍，Na+含量在 S+MT、S+ETH 和 S+MT+ETH 处理下分别较 S 处理显著减少了

图 7　褪黑素和乙烯利交互对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗活性氧含量的影响

Fig. 7　Effects of melatonin （MT） and ethephon （ETH） interaction on reactive oxygen species content in alfalfa seedlings under 
salt stress
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31. 9%、35. 0% 和 54. 8%，其中 S+MT 和 S+ETH 处理间无显著差异（P>0. 05），S+MT+ETH 较前两者显著

降低（P<0. 05）。与 CK 相比，S 处理下幼苗的 K+含量显著减少了 30. 5%，K+含量在 S+MT、S+ETH 和 S+

MT+ETH 处理下分别较 S 处理增加了 11. 7%、25. 6% 和 36. 9%。S+ETH 处理的 K+含量与 S+MT 和 S+

MT+ETH 处理均无显著差异，而 S+MT+ETH 的 K+含量较 S+MT 处理显著增多。与 CK 相比，S 处理下幼苗

的 K+/Na+ 显著降低了 82. 0%，K+/Na+ 在 S+MT、S+ETH 和 S+MT+ETH 处理下，分别较 S 处理增大了

47. 5%、72. 5% 和 217. 5%，以 S+MT+ETH 处理与 S 处理差异尤为明显。以上结果表明，MT 和 ETH 交互处

理能够降低盐胁迫下紫花苜蓿植株中的 Na+含量，提高 K+含量，最终增大 K+/Na+值。

在盐胁迫下紫花苜蓿幼苗的 MT 和 ETH 含量较 CK 组显著增加了 44. 0% 和 17. 7%（P<0. 05，图 10）。S+

ETH 处理下幼苗的 MT 含量分别与 S+MT 和 S+MT+ETH 处理无显著差异，但 S+MT+ETH 较 S+MT 显

著增加。S+MT、S+ETH 和 S+MT+ETH 处理组的 MT 含量较 S 处理分别显著升高了 25. 9%、41. 1% 和

60. 0%。ETH 含量在 S+MT、S+ETH 和 S+MT+ETH 处理间无显著差异，而  S+MT+ETH 处理较 S 处理

显著增加了 10. 6%。因此，外源施加 MT 和 ETH 能显著增加内源 MT 和 ETH 的含量。

图 8　褪黑素和乙烯利交互对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗抗氧化系统的影响

Fig. 8　Effects of melatonin （MT） and ethephon （ETH） interaction on the antioxidant system of alfalfa seedlings under salt stress

图 9　褪黑素和乙烯利交互对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗渗透调节物质含量的影响

Fig. 9　 Effects of melatonin （MT） and ethephon （ETH） interaction on the content of osmotic regulatory substances in alfalfa 
seedlings under salt stress
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2. 7　外源褪黑素和乙烯交互处理对盐胁迫下紫花苜

蓿幼苗的主成分分析

为了评估褪黑素和乙烯交互处理对盐胁迫的缓

解作用，对各处理下幼苗的形态、生理和生化指标进

行主成分分析（principal component analysis， PCA）。

PCA 提取的 2 个主要成分 PC1 和 PC2 分别为 55. 3%
和 38. 0%，且 CK 与 S 处理在 PC1 中有明显区别，S 与

S+MT+ETH 在 PC1 中差异明显，说明褪黑素和乙

烯对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗具有显著影响（图 11）。

此外，SOD、POD、CAT、APX 活性、GSH、可溶性糖、

MT 和 ETH 含量在 PC1 和 PC2 中呈高度正相关；株

高、叶面积、组织含水量、叶绿素含量和 K+/Na+呈高

度正相关，但它们与相对电导率、MDA、H2O2和 O2
-含

量等呈高度负相关。

3　讨论

盐胁迫是植物应对的重要非生物胁迫因子之一，

盐分通过根系吸收，通常导致细胞膜结构和功能改

变、细胞内离子平衡和氧化损伤以及正常生理代谢活

动受损，从而抑制植物的正常生长发育［12］。外源施加

激素可以有效降低盐胁迫对植物的伤害，增强植物的

耐盐性。褪黑素是一种有效的抗氧化分子，能够减轻植物膜脂损伤和渗透失衡，同时增强抗氧化系统活性，提高

植物耐盐性［13］。乙烯是一种气态植物激素，通过提高抗氧化系统酶活性，减少有害物质积累提高植物的耐盐

表 1　褪黑素和乙烯利交互对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗 Na+和 K+含量的影响

Table 1　Effects of melatonin （MT） and ethephon （ETH） interaction on Na+ and K+ content in alfalfa seedlings under salt stress

项目 Item

Na+ （mg·g-1）

K+ （mg·g-1）

K+/Na+

CK

19. 01±0. 58d

42. 03±0. 96a

2. 22±0. 11a

S

76. 32±2. 76a

29. 22±1. 24d

0. 40±0. 02c

S+MT

52. 01±0. 40b

32. 64±1. 25cd

0. 59±0. 04c

S+ETH

49. 60±1. 75b

36. 69±0. 72bc

0. 69±0. 07bc

S+MT+ETH

34. 48±1. 09c

39. 99±0. 29ab

1. 27±0. 28b

CK： 对照 Control； S： 250 mmol·L-1 NaCl； MT： 0. 05 mmol·L-1褪黑素 Melatonin； ETH： 0. 15 mmol·L-1乙烯利 Ethephon.

图 10　褪黑素和乙烯利交互对盐胁迫下紫花苜蓿幼苗 MT和 ETH含量的影响

Fig. 10　Effects of melatonin （MT） and ethephon （ETH） interaction on MT and ETH content in alfalfa seedlings under salt stress

图 11　各单项指标间的主成分分析

Fig. 11　 Principal component analysis among individual 
indicators
PH： 株高 Plant height； Leaf area： 叶面积； TWC： 组织含水量 Tissue 
water content； SPAD： 叶绿素含量 Chlorophyll content； EC： 相对电导

率 Relative conductivity； MDA： 丙二醛含量 Malondialdehyde content； 
K+/Na+： 钾钠离子比值 Potassium sodium ion ratio； H2O2： 过氧化氢含

量 Hydrogen peroxide content； O2
-： 超氧阴离子含量 Superoxide anion 

content； Pro： 脯氨酸含量 Proline content； SS： 可溶性糖含量 Soluble 
sugar content； SOD： 超 氧 化 物 歧 化 酶 活 性 Superoxide dismutase 
activity； POD： 过氧化物酶活性 Peroxidase activity； CAT： 过氧化氢酶

活 性 Catalase activity； APX： 抗 坏 血 酸 过 氧 化 物 酶 活 性 Ascorbate 
peroxidase activity； GSH： 还原性谷胱甘肽含量 Reduced glutathione 
content； MT： 褪 黑 素 含 量 Melatonin content； ETH： 乙 烯 利 含 量

Ethephon content.
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性［14］。植物的形态能够直接反映它在逆境胁迫下的生长状况，本研究表明，施加外源 MT 和 ETH 能够显著增加

盐胁迫下紫花苜蓿幼苗的株高、叶面积和鲜重等形态指标以及组织含水量和叶绿素含量等生理和光合指标，这与

赵东豪［15］在紫花苜蓿耐盐性方面的研究和王月［16］关于乙烯和紫花苜蓿的研究结果一致，两组激素交互处理的增

加效果更为显著，可见，MT 与 ETH 均可增强植物的耐盐性，且两者存在互作效应。

光合色素是植物进行光合作用最基础的物质，其中叶绿素不仅是参与光合作用的重要物质，也是反映植物抗

逆能力的重要指标［17］。本研究中，紫花苜蓿幼苗叶片中叶绿素含量在盐胁迫下显著降低，说明盐胁迫加速叶绿素

降解，降低光合作用强度以阻碍物质的积累。马媛媛等［18］研究发现，褪黑素可增加盐胁迫下草莓（Fragaria 

ananassa）的叶绿素含量；王月等［3］研究发现，外源添加乙烯显著增加了盐胁迫下苜蓿叶片的叶绿素含量。本研究

发现，外源喷施适宜浓度的褪黑素和乙烯利后，紫花苜蓿幼苗的叶绿素含量显著提高，尤其是交互处理组，说明褪

黑素和乙烯利可以协同减缓植物叶片内叶绿素的降解，维持叶绿素含量，增强紫花苜蓿幼苗光合作用的强度。含

水量是植物水分状况的重要指标，组织含水量会影响植物生长状况，反映植物对盐胁迫的生理抗旱水平。已有研

究表明，盐胁迫显著降低植物幼苗中的组织含水量［19］。本研究中，盐胁迫使紫花苜蓿叶片组织含水量显著降低，

而施加外源激素后组织含水量有所上升。李本峰等［20］研究发现褪黑素浸种可以提高多年生黑麦草（Lolium 

perenne）的组织含水量，李进超等［21］研究发现外源施加乙烯可增强植物的保水能力，提高组织含水量，本研究结

果与其一致。盐胁迫下同时施加褪黑素和乙烯利能保持更高的组织含水量，说明两种激素之间可能存在协同作

用，使得盐胁迫下植物组织含水量的降幅减小，抵御盐胁迫引发的生理干旱，增强植物的耐盐性。

ROS 是高等植物有氧代谢过程中产生的一类含氧物质，化学性质活跃、氧化能力极强。在正常情况下，植物

细胞中 ROS 的产生和清除处于动态平衡之中，但当植物遭受逆境胁迫时，ROS 的代谢会发生紊乱，细胞内会积累

大量的 ROS，引起细胞膜透性增大，严重时导致细胞死亡［22］。本研究发现，经盐胁迫处理后，植物体内 H2O2 和

O2
-含量显著增加，这与以往研究结果一致。施加外源激素 MT 和 ETH 后，H2O2和 O2

-含量显著下降，交互处理

组下降最多。王晶等［23］在沙芦草（Agropyron mongolicum）的研究中发现，褪黑素可以降低植物体内活性氧含量，

增强抗氧化能力。当活性氧的产生超过阈值，会导致膜脂过氧化并产生 MDA，MDA 含量的多少是评估植物氧

化应激水平的重要指标。已有研究表明，盐胁迫使细胞膜受损，增大膜透性［24］。本研究结果表明，盐胁迫条件下

紫花苜蓿幼苗的相对电导率和 MDA 含量显著提高，施加外源激素后显著下降，两种激素交互处理较单独处理下

降更多。这表明，随着活性氧基团含量的减少，细胞膜脂过氧化程度降低，MDA 含量也相应减少。这与高立杨

等［25］认为褪黑素可降低盐胁迫下垂丝海棠（Malus halliana）相对电导率的研究结果一致。本研究进一步证实，外

源 MT 和 ETH 的交互作用能更有效地降低紫花苜蓿幼苗的膜脂过氧化程度，减少 MDA 的积累，显著减少 H2O2

和 O2
-进入细胞，增强植株的抗氧化能力。

活性氧的积累会对植物造成氧化损伤，植物由此进化出了一套抗氧化系统，一定范围内抵御逆境，维持正常

的生命活动，包括抗氧化酶（SOD、POD、CAT、APX 等）和抗氧化物质［抗坏血酸（ascorbic acid，AsA）、GSH 等］，

其中抗氧化酶可维持活性氧和自由基产生与清除之间的平衡［26］，抗氧化物质通过参与抗坏血酸-谷胱甘肽循环

可以抑制膜脂过氧化和清除自由基［27］。研究发现，盐胁迫条件下，植物体内的抗氧化酶活性明显提高［28］，GSH 含

量显著下降［29］。本研究结果与其一致，盐胁迫下叶片中的 SOD、POD、CAT、APX 的活性明显增加，表明盐胁迫

刺激植物体内抗氧化酶活性升高以应对逆境。叶面喷施褪黑素和乙烯利后，抗氧化酶的活性持续上升，GSH 含

量显著增多，这可能是由于活性氧在植物体内大量堆积，促使抗氧化系统产生了大量抗氧化酶来清除活性氧，说

明褪黑素和乙烯利能够刺激抗氧化系统应对盐胁迫，有效清除细胞内过氧化物，缓解植物体内谷胱甘肽压力，还

原活性氧基团，减轻氧化损伤，本试验结果与李晨智宇［30］对盐胁迫下苹果（Malus pumila）幼苗进行褪黑素处理后

的结果一致。ROS 的过度增加也会导致植物细胞膜渗透性发生改变，电解质等物质外渗从而破坏细胞的渗透平

衡。为了缓解该现象，植物通过产生渗透调节物质，如脯氨酸和可溶性糖等进行自我调节。脯氨酸作为一种重要

的渗透调节物质，可以调节氧化还原电位，保护大分子不被羟基自由基变性和清除，提高细胞渗透调节能力［31］。

可溶性糖是植物细胞碳水化合物代谢的关键物质，在组织和器官的构建中发挥重要作用，其含量与植物的抗逆能
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力成正比［31］。本研究发现，盐胁迫下紫花苜蓿幼苗叶片中的脯氨酸和可溶性糖含量显著增加，表明幼苗通过产生

渗透调节物质来抵御盐胁迫的损伤。已有研究表明，褪黑素处理可增加植物的脯氨酸积累以减轻其受损程度［32］，

乙烯提高西葫芦（Cucurbita pepo）对盐胁迫的耐受性与较高的可溶性渗透调节物质有关［33］，本研究结果与其一

致，叶面喷施褪黑素和乙烯利后，苜蓿幼苗的脯氨酸和可溶性糖含量继续增加，说明褪黑素和乙烯利能协同促进

植物产生渗透调节物质，提高渗透调节能力，最终增强幼苗对盐胁迫的耐受性。

离子动态平衡在植物耐盐胁迫中发挥重要的作用。维持离子动态平衡，尤其是相对较高的 K+/Na+，在植物

抵抗盐胁迫的过程中起着至关重要的作用。K+参与了酶的活化、蛋白质的合成、渗透调节、光合作用等生理过

程，是植物体内的必需元素。盐胁迫下，Na+的增多会占据钠钾离子通道蛋白，从而抑制植物对 K+的吸收，对植

物生长发育和生理代谢造成不利影响［34］。本试验发现，盐胁迫下苜蓿幼苗细胞中 K+/Na+显著降低，说明盐胁迫

破坏了紫花苜蓿幼苗的离子平衡。施加 MT、ETH 和 MT+ETH 后，紫花苜蓿细胞中 Na+含量显著降低，K+含量

显著升高，K+/Na+增大，表明外源 MT 和 ETH 通过减少植株对 Na+的吸收，增加 K+含量，从而缓解盐胁迫对植物

造成的离子毒害。这一发现与 Sun 等［35］在转基因苹果（Malus hupehensis）上的研究结果一致，说明外源激素可以

显著缓解盐胁迫造成的离子失衡。

植物激素是指植物通过自身代谢、在低浓度下产生明显生理效应的有机信号分子。非生物胁迫能够诱导植

物内源激素 MT 和 ETH 的积累［14］。本试验结果显示，当紫花苜蓿幼苗遭受盐胁迫时，植株的内源 MT 和 ETH 含

量都有所增加，说明 MT 和 ETH 作为有效的自由基清除剂，可减少植物在胁迫下产生的活性氧积累，并减少由此

引起的氧化应激反应，最终提高植株的抗逆性［36］。卫宏健等［31］研究表明外源褪黑素显著提高了多年生黑麦草根

系的内源 MT 含量，胡潇［37］研究发现外源乙烯利能促进果实内源乙烯的合成和释放，本研究进一步证实了以上结

论。与盐胁迫相比，叶面喷施 MT 和 ETH 引起植株内源 MT 和 ETH 含量的增加，说明施加外源 MT 和 ETH 加

速了植株内源 MT 和 ETH 的代谢和运转，提高了紫花苜蓿幼苗对盐胁迫的抗性。

4　结论

外源施加褪黑素和乙烯利可以缓解盐胁迫对紫花苜蓿幼苗的生长抑制和损伤，主要通过提高植物组织含水

量、叶绿素含量、抗氧化酶活性和渗透调节物质含量以降低活性氧的积累和细胞膜脂过氧化程度，并通过调控植

物细胞离子动态平衡和内源激素含量来提高紫花苜蓿的耐盐性，其中两种激素在提高紫花苜蓿幼苗的耐盐性方

面存在互作关系，优势效应明显。
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