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极低频高压脉冲电场对萌发绿豆

干旱伤害的缓解作用

高 宇１，习 岗１，杨运经２，刘 锴１

（１．西安理工大学应用物理系，陕西 西安 ７１００４８；２．西北农林科技大学应用物理系，陕西 杨凌 ７１２１００）

摘 要：采用峰值场强为１００ｋＶ·ｍ－１、脉宽８０ｍｓ、脉冲频率为１Ｈｚ的极低频高压脉冲电场（ＥＬＦ－ＰＥＦ）处理
－０．１ＭＰａ的 ＰＥＧ－６０００溶液中萌发的绿豆种子，研究了绿豆在萌发过程中鲜重、自发发光、延迟发光、丙二醛
（ＭＤＡ）含量和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性的变化。结果表明，ＥＬＦ－ＰＥＦ对 ＰＥＧ胁迫下萌发的绿豆鲜重、自发发光
和延迟发光积分强度促进作用分别达到了２８．５８％、７８．３５％和４０．６％，说明ＥＬＦ－ＰＥＦ可以有效促进绿豆种子萌发
过程中的生理代谢，缓解干旱胁迫对细胞的伤害作用。ＥＬＦ－ＰＥＦ通过提高ＰＥＧ胁迫下萌发绿豆中ＳＯＤ活性，降低
ＭＤＡ含量，缓解干旱胁迫对萌发绿豆的氧化损伤，ＥＬＦ－ＰＥＦ对细胞毛细吸水和代谢吸水的促进可能是其缓解干旱
伤害的原因。
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在节水农业中，应用各种物理技术提高作物抗

旱性是一个重要的研究方向［１］。其中，有关高压静

电场（ＨＶＥＦ）的研究较多。高压静电场处理有利于
提前启动与种子萌发有关的生理生化过程，刺激生

理活性物质和酶的产生，从而促进种子萌发和生

长［２－６］。进一步研究证明高压静电场处理能够显著

提高种子在干旱胁迫下的发芽率、发芽指数和活力

指数，增加萌发种子和幼苗叶片中的 ＳＯＤ、ＰＯＤ和
ＣＡＴ的活性，减缓膜不饱和脂肪酸的下降程度和丙
二醛（ＭＤＡ）含量、酸性磷酸酯酶活性的增加幅度，说
明电场处理种子可以减轻发育过程中细胞膜对干旱

胁迫的敏感性，降低干旱诱导的细胞膜脂过氧化和

磷脂脱酯化作用，进而维持干旱胁迫下细胞膜的稳

定性和完整性，提高种子对干旱的适应能力［７－１０］。



脉冲电场（ＰＥＦ）具有快速的上升前沿，除了其
对具有双电层的生物细胞膜具有很强的冲击作用以

外，还能在细胞内产生感生电流影响细胞活动，通过

诱导电荷与偶极子的平移和旋转运动，改变化学反

应速率、分子之间的化学键联与蛋白质分子形状和

结构等，直接或间接影响生物系统［１１］。更为重要的

是，在一定剂量的外加脉冲电场作用下，当细胞膜两

侧所承受的跨膜电压超过其绝缘强度时，细胞膜会

出现可逆电穿孔，从而使细胞通透性发生改变［１２］。

因此，脉冲电场对生物的影响比静电场和一般的变

化电场要复杂和剧烈得多，其生物学效应更为显著。

然而，应用ＰＥＦ技术提高作物种子抗旱性的研究未
见报道。

极低频脉冲电场（ＥＬＦ－ＰＥＦ）是指频率为 ０～
３００Ｈｚ的脉冲电场。植物的电位波动能够影响呼吸
代谢、光合作用、水分吸收和气孔导度变化等核心生

理过程［１３－１４］，而植物电位波动的本征频率在１０Ｈｚ
以下［１５－１６］，采用频率与之相近的１０Ｈｚ以下的 ＥＬＦ
－ＰＥＦ，通过电位耦合共振能够显著促进植物种子
的萌发和生长［１７－１８］，因此，ＥＬＦ－ＰＥＦ对作物种子
抗旱性的影响很值得关注。

绿豆是我国北方的主要农作物之一［１９－２０］，同

时，绿豆发芽迅速，易于培养，是研究种子抗旱性的

理想材料。本研究以绿豆为材料，探讨了ＥＬＦ－ＰＥＦ
对绿豆萌发期抗旱性的影响，为研究一种可以有效

提高种子抗旱性的生物电磁新技术奠定基础。

１ 材料与方法

１．１ 材料培养与干旱处理

供试材料为市售绿豆种子中绿 ２号。选取大
小、外观一致的饱满种子，用蒸馏水洗涤，０．２％ Ｈｇ
Ｃｌ２消毒、清洗后，均匀放置在铺有两层滤纸的培养
皿中，加入适量蒸馏水在２５℃环境下恒温避光培养
１０ｈ，然后更换渗透势为－０．１ＭＰａ的ＰＥＧ－６０００溶
液萌发。

１．２ ＥＬＦ－ＰＥＦ处理
ＥＬＦ－ＰＥＦ处理系统为自制系统，该系统可输出

幅值在６～２０ｋＶ范围内连续可调、输出频率在 ０．１
～１５Ｈｚ的极低频高压脉冲，系统设计原理和输出
波形见文献［２１］。系统样品室中内置 ２个 ６０ｃｍ×
６０ｃｍ的平行放置的铜板作为电极，处理时将放有
绿豆种子的培养皿置于两个极板中间位置以避免电

场边缘效应。参照文献［１７－１８］的结果，ＥＬＦ－ＰＥＦ
的场强设置为１００ｋＶ·ｍ－１，脉宽８０ｍｓ，脉冲频率为
１Ｈｚ，场强方向竖直向下。从更换 －０．１ＭＰａｄ的

ＰＥＧ－６０００溶液开始每天用 ＥＬＦ－ＰＥＦ处理萌发种
子１２ｈ。同时，另取相同种子作为对照组，除不经过
脉冲电场处理外，一切条件均相同。实验中，处理组

和对照组各设３个重复。在开始 ＥＬＦ－ＰＥＦ处理后
每隔２４ｈ进行各种指标的测量。
１．３ 萌发种子鲜重的测量

每隔２４ｈ分别均匀选取对照组与处理组的萌
发绿豆各３组，每组种子１０粒，用滤纸吸干绿豆表
面液体，放入电子天平称量质量，取平均值。

１．４ 自发发光的测定

自发发光的测量采用 ＢＰＣＬ微弱发光测量仪
（中国科学院生物物理研究所研制）。测量前将仪器

预热１ｈ，使系统本底稳定，并且每个样品测量前先
用无水乙醇擦洗样品杯，作杀菌处理以避免细菌发

光对试验造成影响。每次测量时间为 ６０ｓ，采集数
据的时间间隔设置为 １ｓ，工作电压－１０００Ｖ，暗室
测量的环境温度设为 ２５℃。测量时分别选取处理
组和对照组的绿豆各３组，每组 １０粒，用滤纸吸干
表面液体测其质量后放入测量仪样品室暗室处理５
ｍｉｎ，测定样品的自发发光。每次测量前测定１次本
底，并减去本底。

１．５ 延迟发光的测定

与自发发光的测量相比，生物系统延迟发光的

测量需要外界光的激发，本文采用蓝色 ＬＥＤ为激发
光源，测量仪器组成和测量方法见文献［２２］。测量
时分别选取处理组和对照组的绿豆各３组，每组１０
粒，用滤纸吸干表面溶液，用 ＬＥＤ辐照 ３０ｓ后开始
测量样品的延迟发光，设置测量时间为６０ｓ，采集数
据间隔为 １ｓ，工作电压为－１０００Ｖ，样品室温度保
持２５℃，测量前后各测 １次本底，并减去本底。每
组样品重复３次，取平均。测量前仪器预热 １ｈ，使
本底稳定。将每次测量得到的种子延迟发光曲线按

照式（１）拟合［２３］：

Ｉ（ｔ）＝ＩＳＬ＋
Ｉ（０）

１＋ ｔ( )
τ

β
（１）

其中，ｔ为测量时间 （ｓ），Ｉ（０）为 初 始 光 子 数
（ｃｏｕｎｔｓ／ｓ），τ和β为拟合常数，ＩＳＬ为自发发光。延迟
发光积分强度（即延迟发光曲线下的面积）由式（２）
计算：

Ｉ（Ｔ）＝ＩＳＬＴ＋τ
Ｉ（０）
β－１

１－ １
（１＋Ｔ／τ）β－

[ ]１ （２）

其中，Ｔ为测量周期。
１．６ ＭＤＡ含量测定

在种子萌发过程中，每隔２４ｈ分别从对照和处
理中取３组萌发绿豆，每组 １ｇ，加入 １０ｍｌ预冷的
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１０％的三氯乙酸，冰浴中研磨成匀浆，在转速４０００ｒ
·ｍｉｎ－１下离心 １０ｍｉｎ。取上清液 ２ｍｌ（空白对照组
加入 ２ｍｌ蒸馏水），加入 ０．６７％的硫代巴比妥酸 ２
ｍｌ，于沸水浴中加热２０ｍｉｎ，迅速冷却，再以３０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，第二次上清液即为提取液。采用
双组分光光度计法测量 ＭＤＡ含量［２４］，其单位用

μｍｏｌ·ｇ
－１表示。

１．７ 超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性测定
采用氮蓝四唑（ＮＢＴ）光氧化法测定绿豆种子萌

发过程中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性，以抑制 ＮＢＴ
５０％为一个ＳＯＤ酶活性单位（Ｕ）［２５］。ＳＯＤ活性以酶
活力单位每克鲜重表示（Ｕ·ｇ－１）。
１．８ 数据处理

应用ＳＰＳＳ软件进行差异显著性分析。

２ 结果与分析

２．１ ＥＬＦ－ＰＥＦ对ＰＥＧ胁迫下萌发绿豆鲜重的影响
图１为 ＥＬＦ－ＰＥＦ处理和对照组绿豆在 －０．１

ＭＰａＰＥＧ－６０００溶液中萌发过程中鲜重（去皮）变化。
从图１可以看出，随着萌发天数的增加，经过 ＥＬＦ－
ＰＥＦ处理的萌发绿豆与对照鲜重均呈增加趋势，但
是在萌发过程中处理组萌发的鲜重要高于对照组，

在萌发 １０６ｈ时相对增长率达到了 ２８．５８％（Ｐ＜
０．０１），显示出ＥＬＦ－ＰＥＦ对在 ＰＥＧ胁迫下的绿豆种
子萌发具有明显的促进作用。

图１ 绿豆萌发过程中鲜重的变化

Ｆｉｇ．１ Ｆｒｅｓｈｗｅｉｇｈｔｏｆｍｕｎｇｂｅａｎｓｄｕｒｉｎｇｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

２．２ ＥＬＦ－ＰＥＦ对 ＰＥＧ胁迫下萌发绿豆自发发光
的影响

在种子萌发过程中，随着种子的吸胀过程，贮藏

物质逐渐被分解和利用，呼吸代谢和各种酶活性不

断增强，核酸开始合成。由于种子萌发过程中发生

的呼吸代谢、ＤＮＡ合成和各种氧化反应都是自发发
光的来源［２６］，因此，在萌发过程中种子的自发发光

强度可以反映种子细胞生理代谢强度的信息，通过

对萌发种子自发发光强度的测量可以获知种子内生

理代谢的变化情况。图 ２中随着萌发时间的延长，
萌发绿豆的自发发光逐渐增长，表明萌发绿豆的生

理代谢逐渐增强。从３４ｈ开始，处理组的自发发光
逐渐高于对照，此后一直保持较高水平。在 １０６ｈ
时，相对增长率达 ７８．３５％（Ｐ＜０．０１）。由此看来，
ＥＬＦ－ＰＥＦ对干旱胁迫下萌发绿豆的生理代谢有很
大的促进作用，ＥＬＦ－ＰＥＦ对生理代谢的促进是图１
中处理组和对照组鲜重产生差异的原因。

图２ 萌发过程中绿豆自发发光的变化

Ｆｉｇ．２ Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆｍｕｎｇｂｅａｎｓｄｕｒｉｎｇｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

２．３ ＥＬＦ－ＰＥＦ对 ＰＥＧ胁迫下萌发绿豆延迟发光
的影响

生物延迟发光是生物细胞在外来光激发下所产

生的持续发光现象。在外界光照射下细胞中各种分

子被激发，这些被激发的分子之间存在相互作用而

使其从激发态跃迁至基态时的时间各不相同，导致

发光不同于荧光而要持续较长时间，呈现出随时间

衰减的弛豫过程。生物延迟发光的弛豫过程与集体

生物分子之间的相干非线性相互作用有关［２７］。如

果细胞受到伤害，分子之间的关联被破坏，将导致延

迟发光迅速衰减而使延迟发光曲线下的面积（称延

迟发光积分强度）减小。因此，通过对生物延迟发光

的分析可以获取细胞是否受到伤害的信息。由于在

干旱胁迫下过量的自由基会直接攻击细胞膜脂和含

巯基的蛋白质，引起细胞膜组分的降解和某些酶功

能的丧失，导致细胞膜损伤、氧化磷酸化解偶联、呼

吸速率下降和 ＡＴＰ生成减少，延迟发光迅速衰减。
因此，干旱胁迫下种子延迟发光的变化实际上传递

了细胞结构与功能的有序性和细胞受到伤害的信

息，通过对萌发种子延迟发光变化的分析，可以从细

胞系统的角度将种子受到的伤害程度定量反映出

来［２８］。在干旱胁迫下的萌发过程中绿豆种子的延

迟发光如图３（对照组）和图４（处理组）所示。
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图３ 干旱胁迫下萌发绿豆延迟发光的变化

Ｆｉｇ．３ Ｄｅｌａｙｅｄｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆｇｅｒｍｉｎａｔｉｎｇｍｕｎｇ
ｂｅａｎｓｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ

图４ ＥＬＦ－ＰＥＦ作用下萌发绿豆延迟发光的变化

Ｆｉｇ．４ Ｄｅｌａｙｅｄｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆｇｅｒｍｉｎａｔｉｎｇｍｕｎｇ
ｂｅａｎｓｔｒｅａｔｅｄｂｙＥＬＦ－ＰＥＦ

将图３和图４中各曲线按照式（１）拟合，获得各
拟合参数后，再带入式（２）得到图３和图４中各延迟
发光积分强度，结果示于图５。由图５可见，随着萌
发时间的延长，对照组和处理组萌发绿豆的延迟发

光积分强度都呈现出逐渐增长的趋势，但是，处理组

比对照组要高，在１０６ｈ时相对增长率达到４０．６％，
差异具统计学意义（Ｐ＜０．０１）。这种萌发种子延迟
发光积分强度保持在较高水平的结果表明，ＥＬＦ－
ＰＥＦ处理明显缓解了干旱胁迫造成的细胞伤害。
２．４ ＥＬＦ－ＰＥＦ对ＰＥＧ胁迫下萌发绿豆ＭＤＡ的影响

ＭＤＡ含量的高低常被用作表征细胞因为干旱
受到的氧化损伤的程度。图６中随着萌发过程的进
行，对照组ＭＤＡ含量快速上升，在５８ｈ时出现了一
个拐点，以后缓慢上升，表明－０．１ＭＰａＰＥＧ－６０００
溶液萌发的绿豆在胁迫初期受到的伤害迅速增大，

在ＥＬＦ－ＰＥＦ作用下 ＭＤＡ含量虽然也呈现出上升
的趋势，但是其含量和上升的幅度都明显低于对照，

表明ＥＬＦ－ＰＥＦ作用对干旱引起的细胞氧化损伤有
缓解作用。

图５ ＥＬＦ－ＰＥＦ对干旱胁迫下萌发绿豆延迟
发光积分强度的影响

Ｆｉｇ．５ ＥｆｆｅｃｔｏｆＥＬＦ－ＰＥＦｏｎｄｅｌａｙｅｄｌｕｍｉｎｅｃｅｎｃｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｕｒｉｎｇｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｕｎｇｂｅａｎｓ

ｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ

图６ ＥＬＦ－ＰＥＦ对干旱胁迫下萌发绿豆ＭＤＡ含量的影响

Ｆｉｇ．６ ＥｆｆｅｃｔｏｆＥＬＦ－ＰＥＦｏｎＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｄｕｒｉｎｇｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ
ｍｕｎｇｂｅａｎｓｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ

２．５ ＥＬＦ－ＰＥＦ对ＰＥＧ胁迫下萌发绿豆ＳＯＤ的影响
ＳＯＤ是植物清除活性氧自由基的保护酶系统中

的关键酶。图７显示，在干旱胁迫下的绿豆萌发过
程中ＳＯＤ活性的变化呈现出先增后减的变化规律。
在萌动初期，ＳＯＤ活性较低；随着萌发的开始，ＳＯＤ
活性逐渐提高；在 ６０ｈ后急剧升高，在 ８０ｈ左右
ＳＯＤ活性达到峰值，此后逐渐下降。图７还显示，在

图７ ＥＬＦ－ＰＥＦ对干旱胁迫下萌发绿豆ＳＯＤ活性的影响

Ｆｉｇ．７ ＥｆｆｅｃｔｏｆＥＬＦ－ＰＥＦｏｎＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｄｕｒｉｎｇｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｍｕｎｇｂｅａｎｓｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ
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整个萌发过程中，经过 ＥＬＦ－ＰＥＦ处理的萌发绿豆
体内ＳＯＤ活性始终高于对照组，在８０ｈ附近，处理
组ＳＯＤ活性比对照组升高 １４．１７％，差异具统计学
意义（Ｐ＜０．０１）。表明 ＥＬＦ－ＰＥＦ作用通过提高
ＳＯＤ活性来降低ＭＤＡ含量，从而减轻干旱对萌发绿
豆的伤害。

３ 讨 论

高压静电场对萌发种子抗旱性的影响已有诸多

研究，但ＰＥＦ对种子抗旱性的研究鲜见报道。本研
究采用基于植物细胞电位波动频率的 ＥＬＦ－ＰＥＦ作
用于干旱胁迫下的萌发绿豆种子。通过对萌发绿豆

鲜重、自发发光、延迟发光的测定表明，ＥＬＦ－ＰＥＦ作
用可以有效提高干旱胁迫下绿豆种子的萌发，缓解

干旱胁迫造成的细胞代谢强度的下降和细胞伤害。

通过对萌发种子 ＭＤＡ和 ＳＯＤ的分析表明，ＥＬＦ－
ＰＥＦ处理通过提高 ＳＯＤ活性而减缓由于 ＭＤＡ升高
造成的细胞伤害。基于植物细胞电位波动的 ＥＬＦ－
ＰＥＦ作用能够有效缓解干旱胁迫对萌发绿豆造成的
伤害，显示了应用 ＰＥＦ处理技术提高作物抗旱性的
应用潜力。

那么，ＥＬＦ－ＰＥＦ处理为什么会产生如此作用
呢？关于ＥＬＦ－ＰＥＦ对萌发绿豆 ＳＯＤ的作用机理，
我们曾经报道了ＥＬＦ－ＰＥＦ通过加速种子细胞的呼
吸作用，诱导超氧阴离子的大量产生而激活种子中

的ＳＯＤ［１８］。我们的研究还发现，ＥＬＦ－ＰＥＦ处理促
进萌发种子呼吸作用的机理在于 ＥＬＦ－ＰＥＦ处理提
高了种子吸胀早期的毛细吸水和萌发后期的代谢吸

水（结果另报）。有报道指出，在场强为 ｋＶ·ｃｍ－１级
的微秒和毫秒脉冲电场作用下，细胞内外的离子运

动并聚集在细胞膜（外膜）两侧，形成跨膜电位，细胞

膜的脂质双分子层暂时重新排列形成了一些亲水性

微孔，即产生可逆性电穿孔效应［１２］。当外加电场频

率小于 １０４Ｈｚ，电场主要作用于外膜。当脉宽大于
１０－６ｓ（毫或微秒级），脉冲电场诱导的外膜跨膜电
位大于内膜跨膜电位，０．７ｋＶ·ｃｍ－１左右的场强就可
使外膜跨膜电位大于穿孔阀值，诱导细胞膜电穿

孔［２８］。细胞膜产生电穿孔现象后，其渗透性增强，

有利于细胞吸水。因此，在本研究中，当施加频率为

１Ｈｚ、电场强度为１ｋＶ·ｃｍ－１、脉宽为８０ｍｓ的ＥＬＦ－
ＰＥＦ刺激萌发绿豆种子时，绿豆细胞膜的脂质双层
膜将会由于发生电穿孔而形成亲水性通道，有利于

水分和氧气进入细胞，促进细胞的呼吸作用，从而激

活ＳＯＤ。
除此之外，ＥＬＦ－ＰＥＦ作用通过对细胞膜上的水

通道蛋白（ＡＱＰ）的激活，促进代谢吸水，进而促进细
胞代谢也可能是ＥＬＦ－ＰＥＦ能够减轻干旱伤害的原
因。由于ＡＱＰ的活性受压力、溶质梯度、磷酸化等
门控机制的调控［２９－３０］，ＥＬＦ－ＰＥＦ作用加快储藏蛋
白的分解，促进新蛋白的合成［１８］，必然导致细胞渗

透压的上升，从而激活细胞膜上的ＡＱＰ，形成对代谢
吸水的促进，进而延缓干旱造成的细胞伤害。

４ 结 论

１）在场强为１００ｋＶ·ｍ－１、脉宽８０ｍｓ、脉冲频率
为１Ｈｚ的ＥＬＦ－ＰＥＦ的作用下，在干旱胁迫中萌发
的绿豆种子鲜重、自发发光和延迟发光积分强度都

有明显增长，表明 ＥＬＦ－ＰＥＦ处理对萌发绿豆的干
旱伤害具有缓解作用。

２）ＥＬＦ－ＰＥＦ处理对在干旱胁迫中萌发的绿豆种
子中ＳＯＤ具有激活作用，ＳＯＤ活性的升高使细胞中
ＭＤＡ含量下降，导致干旱引起的细胞氧化损伤减小。

３）ＥＬＦ－ＰＥＦ作用通过可逆电穿孔效应在细胞
膜上形成亲水性通道，促进水分和氧气进入细胞，以

及通过激活ＡＱＰ促进细胞的代谢吸水可能是 ＥＬＦ－
ＰＥＦ处理对萌发绿豆的干旱伤害具有缓解作用的原
因。
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占到农业总产值的３０％～５０％，与农区相比有机肥
相对较多，加之马铃薯是该区域的传统作物和优势

作物，农民种植马铃薯历来具有施用有机肥的习惯。

即使在有机肥不充足的情况下，宁可其它作物不施，

也要给马铃薯田施有机肥。近年来随着国家农业投

资力度的加大，阴山北麓旱区节水灌溉农业迅速发

展起来，特别是滴灌和膜下滴灌马铃薯面积迅速增

加，因此，滴灌条件下，有机肥配施 ＮＰＫ肥效果最好
的研究结论不仅对提高马铃薯产量和水分利用效率

栽培措施的制定具有重要的指导意义，而且具有生

产可行性，值得在生产中大力推广。
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