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摘要:为了研究静电对紫花苜蓿 (Medicago sativa Leguminosae)抗旱性的影响 ,寻找出提高紫花苜蓿幼苗抗旱

性的最佳电场条件。 在静电场不同电场强度下处置紫花苜蓿种子 10min后 ,室温下培养 9d,再测定幼苗的丙二

醛 ( M DA)的含量和过氧化物酶 ( POD)、超氧化物酶 ( SOD)的活性。实验所用电极电压波形为 50Hz半波整流 ,电

场强度共 11个 ,其中 1个未经电场处理作为对照组。结果表明 ,在 11个电场处理的材料中 ,有 6个 M DA水平低

于对照 , 1个与对照相同 ,其余 4个高于对照 ,变化幅度为 22. 8% ～ 34. 8%。 SOD酶和 POD酶的活性普遍降低 ,

降低幅度分别为 7. 7% ～ 57. 7%和 0. 5% ～ 59. 4%。 静电场处理可以提高紫花苜蓿幼苗的抗旱性。
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Abstract: This paper studies the effects of elect rosta tic field on drought resistance of Medicago

sativa Leguminosae and find out the best w ay of elect rosta tic field to im prove drought

resistance of Medicago sat iva Leguminseae. Alfala seeds a re t reated by electrosta tic field w ith
11 dif ferent st reng th for about 10 minutes. One is the contrast. Af ter culturing for 9 days in the
room tempera ture, the activ ity o f thei r POD and SOD as w ell as the contents of M AD( m alon-

di-aldehyde) can be tested. The results show that in the no rm al m oisture content and room

tem perature, the electrostatic field t reatment is po sitiv ely rela ted wi th M DA. The M DA w hich
comes f rom 6 alalfa having been treated is low er than tha t non-treated. The changes of M AD is

betw een 22. 8% and 34. 8% . How ever, the activi ty o f PO D and SOD decreased com pa red w ith

the contrast af ter electrostatic t reatment. The changes o f SOD is betw een 7. 7% and 57. 7% .

The changes o f POD is betw een 0. 5% and 59. 4% . Electro static t reatment can im prove the
drough t resistance of Medicago sativa Leguminosae in i ts seeding stage.

Key words: al fala seeds, isoenzyme activity , drought resistance, elect ro static field

　　紫花苜蓿 (Medicago sativa Leguminosae)为豆

科苜蓿属的一种多年生草本植物。它已成为世界上分

布最广的多年生优良豆科牧草 ,全世界栽培面积达

2000亿公倾左右 ,也是我国栽培面积最大的牧草 [ 1]。

紫花苜蓿的枝叶丰富柔软 ,营养价值高 ,刈割的干草

粗蛋白含量常达 20%以上 ,富含灰分和多种维生素 ,

消化率高 ,各种家畜均喜食 ;它的产草量高 ,若以单位

面积生产的蛋白质量来衡量 ,可为大豆的 3倍以上 ;

而且全草可入药 ,能开胃、利尿排结石 ,主治黄疸、浮

肿、尿路结石等 ;它为蜜源植物 ,也可以用于改良土壤

及作为绿肥使用 [2 ]。

　　地球表面是一个电场 ,这个天然静电场是由电势

高达 360kV的电离层和电势为零的地球形成的 ,植

物处于大气电场强的地方 ,光合作用就进行得快 ,如

果场强为零 ,植物就会停止吸收二氧化碳 [3 ]。 地球表

面大气静电场处于无规则变化中 ,不可控制 ,如果在

植物生长环境中 ,人工设置一个与自然电场同方向的

静电场 ,调节该电场的强弱 ,必然会促使植物生长出

现“人工变异” ,获得丰产效果 ,这正是静电生物工程

的工作原理和预期目标
[4 ]
。静电研究运用到生物方面

已经取得了不少成就 [ 5～ 11]。

　　基于紫花苜蓿的经济价值 ,本实验对苜蓿种子作

静电处理 ,通过测定幼苗期酶活性的变化 ,研究静电

对其抗旱性的影响 ,寻找出提高苜蓿幼苗抗旱性的最

佳电场条件 ,为生产实践提供理论依据。
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1　材料与方法

1. 1　材料

　　紫花苜蓿种子和幼苗。

1. 2　方法

1. 2. 1　种子处理

根据所设电场强度条件数 N ,挑选饱满且外形差异

较小的一定量种子 ,随机分成 (N + 1)份 ,其中 N份

分别置于平行板电极形成的电场中 ,用不同强度的电

场处理。 本实验所用电极电压波形为 50Hz半波整

流 ,电场强度共 11个 ,即: En = 0. 5n ( kV /cm) , n =

1, 2, 3,… , 11,处理时间为 10min。其中 E0为未经电

场处理的对照组。

1. 2. 2　粗酶提取

　　取 0. 5g生长到第 9天的苜蓿幼苗 ,沿茎基部剪

下 , 加 入 5ml 含 1%聚 乙烯 吡 烷 酮 ( PV P)和

0. 05m ol /L磷酸缓冲液的提取介质 ( Ph 7) ,在冰浴中

研磨提取。匀浆于 2～ 4℃ 12000rpm下离心 10min,

取上清液 ,定容至 10ml ,所得溶液即为酶提取液。

1. 2. 3　丙二醛 ( M DA)含量测定

　　从酶提取液中取 2m l,先加入 5%的三氯乙酸

( TCA) 4ml,再加入 0. 67%的硫代巴比妥酸 ( TB A)

2ml,混合后在 100℃水浴煮沸 30min,冷却后再离心

1次 ,取上清液 (用 2ml蒸馏水加入经以上 2种试剂

作为对照 )分别在 450nm、 532nm和 600nm处测定其

吸光度 ,并按公式算出单位鲜量组织中的 MDA浓度

(μm ol /L)。计算公式为:

　　 C (μm ol /L)= 6. 45 ( A532 - A600 ) - 0. 56A450

1. 2. 4　超氧化物歧化酶 ( SOD)活性测定

　　 SOD活性测定用氮蓝四唑法。取 3支试管 ,编

号 ,按表 1加入试剂 ,将 2号管用黑纸包上 ,与其他试

管一起在荧光灯下 ,光强为 3000 lx× 10min,到时间

后关灯 ,用黑布罩上试管 ;以 2号试管为空白对照 ,测

定样品在 560min处的吸光度。 (其中 ,反应介质为 50

m mol /L p H值 7. 8 的磷 酸缓 冲 液 PBS, 内含

77. 12μm ol /L 硝基 四 唑 蓝 , 0. 1mm ol /L EDT A,

13. 37mmo l /L蛋氨酸 ) ;核黄素溶液 80. 2μmol /L (用

含有 0. 1mmo l /L p H值 7. 8的磷酸缓冲液溶解 )。

　　按以下公式计算 SOD活性。

　　酶活力= (ΔA× N× 60) /( A0× W× T× 0. 02

× 50% )。

式中酶活力单位为每小时每克鲜重的酶活力的单位

数 , A0为 3号试管溶液 OD560;ΔA为 1号与 3号试管

OD560值之差 ; N为酶液总体积 ; W为材料鲜重 ; T为

照光时间 ( 10 min)。

表 1　 SOD活性测定加样

Table 1　 Test of activity of SOD

试管编号
Test tube
number

试剂类别 Reagent type

反应介质
Reaction
medium

( ml)

酶提取液
Enzym e
so lution

( ml)

核黄素
Ribo flav ine

( ml)

50mmol /L
PBS

( ml)
1 3. 8 0. 02 0. 2 -

2 3. 8 0. 02 0. 2 -

3 3. 8 - 0. 2 0. 02

1. 2. 5　过氧化物酶 ( POD)活性测定

　　酶活性测定用愈创木酚法。 反应体系包括:

2. 9ml 0. 05mo l /L 磷酸缓冲液 PBS, 1. 0 ml 2%

H2 O2 , 1. 0mol 0. 05m ol /L愈创木酚和 0. 1ml酶液。

用加热煮沸 5min的酶液为对照 ,反应体系加入酶液

后 ,立即于 34℃水浴中保温 3 min,然后迅速稀释 1

倍 , 470 nm波长下比色 ,每隔 1 min记录 1次吸光

度 ,共记录 5次 ,然后以每分钟内 A470变化 0. 01为一

个酶活性单位 ( u)。

　　按以下公式计算 POD活性。

　　过氧化物酶活性= (ΔA470× VT ) / (W× VS ×

0. 01× t )

式中过氧化物酶活性单位为 μ· g
- 1
· min

- 1
;ΔA470

为反应时间内吸光度的变化 ; W为材料鲜重 ,单位为

g; t为反应时间 ,单位为 min; VT为提取酶液总体积 ,

m l; Vs为测定时取用酶液体积 ,单位为 ml。

　　 M DA含量及 SOD和 POD活性测定实验处理

组与对照组各设 3个平行组 ,结果取其平均值。

2　结果与分析

　　经过不同强度的电场处理后 ,苜蓿幼苗的

M DA、 SOD、 POD的测定结果见表 2。与对照组相

比 ,各项指标的变化情况分析见图 1( M DA)、图 2

( SOD)和图 3( POD)。

2. 1　电场处理对 MDA的影响

　　从图 1可见 ,在经过 11个电场处理的材料中 ,有

6个 M DA水平低于对照 , 1个与对照相同 ,其余 4个

高于对照 ,其变化幅度为 22. 8% ～ 34. 8% 。

2. 2　电场处理对苜蓿幼苗 SOD酶活性的影响

　　从图 2可以看出 ,电场处理后 , SOD酶活性普遍

降低 ,降低幅度为 7. 7%～ 57. 7% ,其中 ,个别几点的

降低幅度较大 ,场强为 4. 5kV /cm时达到 57. 7% ;场

强在 2kV和 2. 5kV时相对较高 ,降低幅度分别为

15. 6%和 7. 72% 。

2. 3　电场处理对苜蓿幼苗 POD酶活性的影响

　　从表 2和图 3的数据可以看出 ,与 SOD一样 ,经

处理后的 POD酶活性也都低于处理前 ,降低幅度为
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0. 5%～ 59. 4% ,场强在 1. 5kV /cm时达到最低点为

59. 4% ,场强在 2kV和 2. 5kV相对较高 ,降低幅度

分别为 22. 6% 、 26. 3%。
表 2　苜蓿幼苗的 MDA、 SOD、 POD测定结果

Table 2　 Analysis results of Alfala seedling MDA、 SOD、 POD

电场强度
Electric
field intensity

M DA
(μ· mol /L )

SOD
( U /g· min)

POD
( U /g· min)

E0 1. 25 3481 217

E1 1. 23 2439 142

E2 1. 06 2134 106

E3 1. 18 2240 88

E4 1. 39 2936 127

E5 1. 37 3212 168

E6 1. 22 2176 160

E7 1. 17 2346 115

E8 1. 54 2214 148

E9 1. 54 1475 143

E10 1. 38 2168 183

E11 0. 82 2296 216

图 1　 M DA含量的变化情况

Fig . 1　 Changes of the M DA contents

图 2　电场对 SOD酶活性的影响

　　 Fig. 2　 The effec ts o f elect ronic field on SOD isoenzyme

activity

图 3　电场对 POD酶活性的影响

Fig. 3　 The effect o f electronic field on POD isoenzyme

activity

3　讨论

　　 M DA在高温、酸性条件下与硫代巴妥酸反应 ,

形成在 532nm波长处有最大光吸收的有色三甲基复

合物 ,该复合物在 600nm波长处有最小光吸收 ;植物

器官衰老时 ,或在逆境条件下 ,往往发生膜脂过氧化

作用 , M DA是其产物之一 , M DA积累 ,增加膜透

性 [ 12]。静电场处理过的材料和未处理过的相比 ,在这

项指标上显示出较大的差异 ,处理后的 M DA含量普

遍低于未处理的 ,说明即使在未发生水分胁迫的情况

下 ,静电处理后也有助于提高膜的稳定性和抗性。

　　 SOD可抑制氮蓝四唑在光下的还原作用来确定

酶活性大小。在有氧化物存在下 ,核黄素可被还原 ,被

还原的核黄素在有氧的条件下极易再氧化而产超氧

阴离子自由基 ,超氧阴离子自由基可将氮蓝四唑还原

为蓝色的甲腙 ,后者在 560nm处有最大吸收 , SOD

可清除超氧阴离子自由基 ,来抑制甲腙的形成。 光还

原反应后 ,反应液蓝色愈深 ,表明酶活力愈低。 在

POD的催化下 , H2 O2将愈创木酚氧化成茶褐色产

物 ,此产物在 470nm处有最大光吸收 ,故可通过测

470nm下的吸光度变化测定 POD的活性
[13 ]。过氧化

物 POD是植物体内普遍存在的、活性较高的酶 ,它与

呼吸作用、光合作用及生长素的氧化等都有密切关

系 ,在植物生长发育过程中 ,它的活性不断变化 ,测量

这种酶 ,可以反映某一时期植物体内代谢的变化 [14 ]。

　　从本次实验结果可以看出 ,未发生水分胁迫的苜

蓿材料在静电处理后与对照 (未处理 )相比 ,其 SOD

值都低于对照。这个结果与 MDA的测定结果没有正

相关。 在正常情况下 , M DA积累就会启动保护酶系

统来清除超氧阴离子自由基。静电处理使 M DA的含

量降低 ,在这种较为有利的生存环境下 ,膜没有受到

伤害 ,其保护酶系统不会被启动。因此 , SOD、 POD的

含量降低就很正常了。 经过对 3种指标做纵向比较 ,

我们发现 ;场强在 0. 5～ 0. 3kV范围内 , M DA、 SOD、

POD的整体变化趋势一致 ,即 M DA下降 ,相应的

SOD、 POD的也下降 ;反之 ,均升高。说明当 M DA发

生积累 (升高 )时 , SOD、 POD也立刻增加 ,以清除

M DA。 至于 M DA含量下降会促进保护酶含量的下

降 ,还不清楚。

　　综上所述 ,在末发生水分胁迫时 ,静电处理苜蓿

种子对其幼苗期酶活性的影响有以下结论。

　　 ( 1)静电场处理苜蓿种子其幼苗期 M DA与对照

(下转第 79页 Continue on page 79)
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小 ,相关性也最差 ,这与养殖池换水量较小、盐度变化

不大有关。

3　结束语

　　本研究中 ,养殖水体中的硝酸盐、亚硝酸盐含量

以工厂化养殖水体显著偏高 ,所有试验池均具有随时

间增加而升高的良好规律。但该养殖水体中叶绿素 a

含量却明显偏低 ,高氮低植物生物量特征极为明显 ,

可能与养殖水体中有机污染物明显积累、水质状况欠

佳有关。而普通养殖水体中的硝酸盐、亚硝酸盐含量

显著偏低 ,以致出现零值分布 ,但与之相应的叶绿素

a含量却明显偏高 ,低氮高植物生物量特征极为显

著 ,氮限制状况已极为明显 ,而且在时间变化上没有

明显规律性。

　　相关分析结果表明 ,影响养殖水体中硝酸盐和亚

硝酸盐含量的主要因素以化学作用的输入和生物吸

收的输出为主 ,前者从与 COD之间的显著正相关中

体现 ,后者则从与叶绿素 a的显著负相关中体现。
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相比普遍降低 ,这说明静电处理可以增加膜的稳定

性 ,从而提高其抗性。

　　 ( 2) SOD、 POD与对照相比普遍降低 ,说明 SOD、

POD的启动依赖于 M DA的积累。

　　 ( 3)与对照组相比 ,处理组苜蓿苗的 SOD、 POD

值均没有明显变化 ,从而推断静电处理对未发生胁迫

的苜蓿幼苗酶活性的影响不大。

　　另外 ,由于根据愈创木酚法测定 POD的酶活性 ,

要求酶液在 p H值 5. 5的磷酸缓冲液中提取 ,但从文

献 [13, 14 ]中我们发现 , POD的提取对 p H值的要求

不高 ,所以在粗酶提取时 ,采取了一次性用 pH值 7. 0

的提取介质提取粗酶。为了进一步了解 p H值的变化

所造成的影响 ,我们又做了一个对比的实验 ,即用 pH

值 5. 5和 p H值 7. 0的不同提取介质进行酶液的提

取 ,分别测定 POD,两组 ( 3个平行的 )平均值分别为

367、 422,不存在差异 ,这又验证了 pH值对 POD酶

活性影响不大这一结论。
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