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　　摘要：以黍稷为试验材料，研究在不同的浸种温度、浸种时间、水杨酸浓度对 α－淀粉酶活性影响的基础上，利用
响应面分析法优化设计处理试验所得数据，以确定黍稷萌发时α－淀粉酶活性最高时的参数。试验结果表明，最优的
参数温度为３１．３℃、时间为１８．４４ｈ、水杨酸浓度为０．４６１９ｍｍｏｌ／Ｌ，在这样的优化条件下，α－淀粉酶活性的理论值
为０．４６１９，与理论值的贴近度达９７．７９％。
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　　盐胁迫是指植物生长在浓度比较高的盐土壤中，由于高
浓度的盐对其有很大的影响而生长不良。人类赖以生存的这

片大地一直受到土壤高含盐量的困扰，中国高含盐量土壤主

要分布在黑龙江、河北、山西、西北等一些地区，近年来，设施

大棚生产较多，同时设施内土壤含盐量也在逐渐增加，产量逐

年下降，大田种植中这种情况发生也很普遍，土壤盐渍化已成

为农业生产的主要阻碍因素之一。通过采取相应的化学技术

措施可以有效减少盐胁迫对植物的危害，增强作物在高盐度

情况下也能良好生长，使得作物的收获量稳定增加，而且每年

总收获量能呈现出上升趋势。水杨酸（ＳＡ）是植物体内产生
的一种简单酚类化合物，即邻羟基苯甲酸，广泛存在于高等植

物中［１］。水杨酸浸种能够减弱高盐含量对黍稷的危害，使其

对盐胁迫的适应性提高。黍稷是中国常见的种植农作物之

一，在经历了很长的农业种植历史后，形成了品种种类繁多的

种质资源。黍稷属于禾本科（Ｇｒａｍｉｎｅａｅ）黍属一年生草本植
物。本试验在ＮａＣｌ胁迫下，研究不同水杨酸浓度浸种对黍稷
种子萌发时α－淀粉酶活性的影响，筛选合适的水杨酸浓度、
浸种温度、浸种时间，为在高盐条件下黍稷的抗盐栽培提供技

术依据。
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１　材料与方法

１．１　材料与试剂
供试种子为黍稷原平农２０；试剂：柠檬酸缓冲液、３，５－

二硝基水杨酸（ＤＮＳ）、高锰酸钾、麦芽糖标准溶液［２］、淀粉溶

液、四水硝酸钙、硝酸钾、硝酸铵、磷酸二氢钾、硫酸镁、铁盐溶

液（乙二胺四乙酸二钠和七水硫酸亚铁）、碘化钾、硼酸、硫酸

锰、硫酸锌、钼酸钠、硫酸铜［３］、氯化钴。

１．２　仪器与设备
７２２型可见分光光度计（上海菁华科技仪器有限公司），

ＡｎｋｅＴＤＬ－４０Ｂ离心机，电热恒温干燥箱，恒温水浴箱。
１．３　试验方法
１．３．１　浸种温度、浸种时间、水杨酸浓度　确定水杨酸浓度
为０．２５、０．５０、０．７５、１．００、１．２５ｍｍｏｌ／Ｌ５个浓度；试验温度为
１０、２０、３０、４０、５０℃；时间为１０、１４、１８、２２、２６ｈ。
１．３．２　α－淀粉酶活性的测定
１．３．２．１　标准曲线的制作［４］　取试管 ７支，每支刻度为
２５ｍＬ，各种试剂添加量见表１。试剂混合均匀，在沸腾的水中
加热５ｍｉｎ之后，取出冷却，注入蒸馏水定容至２０ｍＬ，振动均
匀。把１号管定为ＣＫ，整到零，Ｄ５４０ｎｍ波长下比色。由此得出
麦芽糖的方程为ｙ＝０．２６２７ｘ－０．０１６８，ｒ２＝０．９８６８，式中：ｙ表
示吸光度，ｘ表示麦芽糖含量。麦芽糖标准曲线见图１。

表１　试剂添加浓度

试管编号
麦芽糖标准溶液

（ｍＬ）
蒸馏水

（ｍＬ）
３，５－二硝基水
杨酸（ｍＬ）

麦芽糖含量

（ｍｇ）

１ ０ ２．０ ２．０ ０
２ ０．２ １．８ ２．０ ０．２
３ ０．４ １．６ ２．０ ０．４
４ ０．８ １．２ ２．０ ０．８
５ １．２ ０．８ ２．０ １．２
６ １．６ ０．４ ２．０ １．６
７ ２．０ ０ ２．０ ２．０

１．３．２．２　α－淀粉酶的提取　称取０．５ｇ萌发３～５ｄ的黍稷
种子（芽长１．５～２．０ｃｍ），放在研钵里，加少量的二氧化硅和
１ｍＬ蒸馏水，研磨至匀浆。把匀浆倒在５０ｍＬ容量瓶中，用
蒸馏水将剩余物洗 ３次倒在容量瓶中，添加蒸馏水定容到
５０ｍＬ。放在常温下１５～２０ｍｉｎ以利于充分提取，每隔 １～
２ｍｉｎ摇动 １次，使其完全提取。之后取少量溶液在
３０００ｒ／ｍｉｎ的离心机下，离心１０ｍｉｎ，上面清澈的液体就是淀
粉酶原液。

１．３．２．３　α－淀粉酶活性的测定　清洗试管６支，分别标明
３支为对照，３支为测定管；每个试管中加入１ｍＬ的酶提取
液，在６９．５～７０．５℃下加热１５ｍｉｎ，降低β－淀粉酶，拿出每
支管后用自来水冷却；各试管中加入０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值５．６的
柠檬酸提取液１ｍＬ；对照管加入４ｍＬ０．４ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，
以钝化酶的活性。再加入１％淀粉溶液２ｍＬ，混匀；把测定管
放于３９．５～４０．５℃恒温水浴中保温１５ｍｉｎ后，向其中注入
４０℃下预热的 １％淀粉溶液 ２ｍＬ。振动均匀并立刻放回
４０℃水浴中保温 ５ｍｉｎ，拿出试管后立即注入 ０．４ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ４ｍＬ，然后准备下步糖的测定。

样品测定：吸取上面每个试管中酶反应之后的液体及对

照管中的液体分别为２ｍＬ，然后加入到２５ｍＬ具塞试管刻度
中，再注入 ＤＮＳ试剂 ２ｍＬ，混合均匀，放到沸腾水中加热
１５ｍｉｎ，拿出冷却，注入蒸馏水稀释至２０ｍＬ，振动均匀后，在
Ｄ５４０ｎｍ下对比色，记下吸光度，计算麦芽糖的量，并由以下公式
计算酶活性。

结果计算：淀粉酶活性以每克鲜质量所含麦芽糖毫克数

表示［ｍｇ／（ｇ·ｍｉｎ）］。
α－淀粉酶＝（Ａ－Ａ′）×Ｖｔ／（ｍ×Ｖｓ×ｔ）。

式中：Ａ表示酶水解淀粉变为糖；Ａ′表示淀粉酶 ＣＫ管里糖含
量；Ｖｔ表示样品的稀释液总体积；ｍ表示样品的鲜质量（ｇ）；
Ｖｓ表示显色时所用的酶液体积；ｔ表示酶作用的时间（ｍｉｎ）。
１．３．３　响应面优化设计　响应面优化设计是利用合理的试
验设计方法并通过试验得到的数据，采用多元二次回归方程

拟合因素与响应值之间的函数关系，通过对回归方程的分析

寻求最优工艺参数，解决多变量问题的一种统计方法［５－７］。

在不同的水杨酸浓度、浸种温度、浸种时间单因素试验结

果的基础上，用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ．Ｖ８．０．６软件［８］对其中重要的

３个因素进行响应面分析（表２），进一步优化α－淀粉酶活性
的参数。

表２　响应面优化设计试验

因素 编码
编码水平

－１ ０ １
浸种温度（℃） Ｘ１ ２０ ３０ ４０
浸种时间（ｈ） Ｘ２ １４ １８ ２２

水杨酸浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｘ３ ０．２５ ０．５０ ０．７５

１．４　统计与分析

单因素试验数据的显著性用“ｘ±ｓ”来表示，采用 Ｅｘｃｅｌ、
ＳＡＳ等软件进行统计分析与制作图表。

２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　不同浸种温度对黍稷发芽时 α－淀粉酶活性的影响
　设定水杨酸的浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，浸种温度为１８ｈ，比较
不同的浸种温度（１０、２０、３０、４０、５０℃）在含盐量较高的土壤
逆境中对黍稷长芽时α－淀粉酶活性的影响，结果见图２。从
图２可以看出，α－淀粉酶的活性受浸种温度的影响，α－淀
粉酶的活性随着浸种温度的上升而提高，当温度为３０℃时，
α－淀粉酶的活性最高，随着浸种温度的上升，α－淀粉酶的
活性下降。因此，α－淀粉酶活性最高时浸种温度为３０℃。
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　　分析结果，淀粉酶活性温度为 ３０℃显著高于 ２０、１０、
５０℃；４０℃显著高于１０、２０℃；５０℃显著高于１０℃，其他处
理间差异不显著。

２．１．２　不同浸种时间对黍稷 α－淀粉酶活性的影响　设定
水杨酸浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，浸种温度为３０℃，比较不同的浸
种时间（１０、１４、１８、２２、２６ｈ）在盐逆境条件下对黍稷α－淀粉
酶的活力的影响，结果见图３。

从图３可以看出，α－淀粉酶的活性随着浸种时间的延
长显示出上升的趋势，试验时间达１８ｈ时为最大值，继续增
加反应时间，α－淀粉酶的活性呈下降趋势。因此，浸种时间
为１８ｈ时α－淀粉酶活性最高。

多重比较结果：淀粉酶活性浸种１８、１４ｈ显著高于２２、
１０、２６ｈ；２２ｈ显著于１０、２６ｈ，其他处理之间差异不显著。
２．１．３　不同水杨酸浓度对黍稷发芽时 α－淀粉酶活性的影
响　设定浸种温度为３０℃，浸种时间为１８ｈ，比较不同水杨
酸浓度（０．２５、０．５０、０．７５、１．００、１．２５ｍｍｏｌ／Ｌ）在盐胁迫下对
黍稷种子萌发的α－淀粉酶活性的影响，结果见图４。
　　从图４可以看出，α－淀粉酶的活性由于水杨酸浓度的

增加也渐渐增大，当浓度达到０．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，活性最大。因
此，水杨酸浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌα－淀粉酶活性最高。

多重比较结果，淀粉酶活性当水杨酸浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ
显著高于 ０．２５、１．００、１．２５ｍｍｏｌ／Ｌ，其他处理间差异不显著。
２．２　响应面优化
２．２．１　响应面优化设计结果　综合单因素的试验结果，选择
对α－淀粉酶的活性产生影响较大的水杨酸浓度、浸种温度、
浸种时间，进行响应面试验设计并应用软件 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
８．０．６来分析处理数据，结果见表３。

表３　响应面设计方差分析

试验号
编码水平

Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３
试验值

［ｍｇ／（ｇ·ｍｉｎ）］
预测值

［ｍｇ／（ｇ·ｍｉｎ）］

１ ０ －１ ０ ０．２６４３ ０．２６
２ ０ ０ ０ ０．４７２３ ０．４６
３ ０ ０ ０ ０．４５６６ ０．４６
４ ０ ０ ０ ０．４４２４ ０．４６
５ ０ １ １ ０．２６４３ ０．２７
６ ０ １ －１ ０．３３７４ ０．３３
７ １ ０ １ ０．２４９１ ０．２３
８ ０ －１ １ ０．２８８９ ０．２８
９ －１ －１ ０ ０．２４４７ ０．２６
１０ ０ ０ ０ ０．４６２０ ０．４６
１１ －１ １ ０ ０．３１１９ ０．３２
１２ １ －１ ０ ０．３４９７ ０．３５
１３ －１ ０ １ ０．２２７１ ０．２３
１４ ０ ０ ０ ０．４６００ ０．４６
１５ １ ０ －１ ０．３０９０ ０．３１
１６ １ １ ０ ０．３３９４ ０．３４
１７ －１ ０ －１ ０．２７８１ ０．２７

　　利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ．Ｖ８．０．６软件对该试验结果进行响
应面分析，由回归拟合，得出了水杨酸浓度、浸种温度、浸种时

间３个因素与α－淀粉酶的活性 Ｙ的回归方程 Ｙ＝０．４６＋
０．０２３Ｘ１＋０．０１３Ｘ２ －０．０２０Ｘ３ －０．０１９Ｘ１Ｘ２ －２．２２５Ｘ１Ｘ３ －
０．０２５Ｘ２Ｘ３－０．０８５Ｘ１

２－０．０６２Ｘ２
２－０．１１Ｘ３

２，回归模型方差

分析所得结果见表４。根据表４可知，回归模型 Ｐ＜０．０００１，
表示此模型显著水平很高，能应用响应值，而模型失拟项不显

著，模型非常适用。

表４　回归模型方差比较

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 ０．１２ ９ ０．０１３ ２．３９ ＜０．０００１
Ｘ１ ４．２９７×１０－３ １ ４．２９７×１０－３ １７．０２ ０．００４４
Ｘ２ １．４１２×１０－３ １ １．４１２×１０－３ ５．５９ ０．０５１０
Ｘ３ ３．１４０×１０－３ １ ３．１４０×１０－３ １２．４４ ０．００９６
Ｘ１Ｘ２ １．５０２×１０－３ １ １．５０２×１０－３ ５．５９ ０．０４４９
Ｘ１Ｘ３ １．９８０×１０－３ １ １．９８０×１０－３ ０．０７８ ０．７８７５
Ｘ２Ｘ３ ２．４３０×１０－３ １ ２．４３０×１０－３ ９．６３ ０．０１７３
Ｘ１２ ０．０３０ １ ０．０３０ １２０．３５ ＜０．０００１
Ｘ２２ ０．０１６ １ ０．０１６ ６４．６８ ＜０．０００１
Ｘ３２ ０．０４９ １ ０．０４９ １９４．０６ ＜０．０００１
残差 １．７６８×１０－３ ７ ２．５２５×１０－４

失拟误差 １．３００×１０－３ ３ ４．３３３×１０－４ ３．７１ ０．１１９０
纯误差 ４．６７６×１０－３ ４ １．１６９×１０－４

总误差 ０．１２ １６

—１５１—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１１期



　　因素 Ｘ１（浸种温度）、Ｘ３（水杨酸浓度）对α－淀粉酶活性
的影响的线性效应 Ｐ＜０．０１，是极显著，而Ｘ２（浸种时间）是
显著，Ｘ１Ｘ２、Ｘ２Ｘ３对 α－淀粉酶活性的交互影响是显著，而
Ｘ１Ｘ３不显著，但Ｘ１

２、Ｘ２
２、Ｘ３

２的曲面效应都极显著，说明各

个因素与响应值之间没有表现出简单的线性关系，可由单因

素Ｆ值的大小判断各因素对 α－淀粉酶活性的作用次序，由
此得出强弱的次序为浸种温度＞水杨酸浓度＞浸种时间。
２．２．２　不同处理间的多重比较　从表４可以看出：在建立的
数学回归模型中，在α＝０．０５水平上，Ｘ１与 Ｘ２、Ｘ２与 Ｘ３交互
作用显著，而 Ｘ１与Ｘ３交互作用不显著，依据数据，作出Ｘ１Ｘ２
和Ｘ２Ｘ３的等高线图和三维空间响应面图

［９］，据此可分析和

评价双因素交互作用的影响（图５、图６）。水杨酸浓度一定
时，时间与温度的交互作用显著，当水杨酸浓度在零水平时，

即０．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，随着时间与温度的增加，α－淀粉酶活性显
著增大，随后呈下降趋势，坡度较缓；当温度在零水平上时，即

为３０℃ 时，水杨酸浓度与时间的交互作用表现显著，响应值
随着水杨酸浓度与时间变大而渐渐升高，当为最大值之后，

α－淀粉酶活性反而跟着处理的增高而降低，经软件分析α－
淀粉酶活性的最佳件：温度３１．３℃，时间１８．４４ｈ，水杨酸浓
度０．４７２５ｍｍｏｌ／Ｌ，在此条件下，α－淀粉酶活性的理论值为
０．４６１８７６。综合实际操作，α－淀粉酶活性的最佳条件为：温
度３０℃，时间１８ｈ，水杨酸浓度０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，与理论值的贴
近度达９７．７９％。

３　结论

以黍稷为原料，从不同的温度、时间、水杨酸浓度３个方

面考虑α－淀粉酶活性。由回归模型方差比较结果，浸种温
度、浸种时间和水杨酸浓度对 α－淀粉酶活性的影响的强弱
顺序依次为浸种温度＞水杨酸浓度＞浸种时间。根据单因素
试验结果，对参数采用响应面试验的方法处理数字，即黍稷种

子萌发时α－淀粉酶活性在水杨酸浓度为０．４７２５ｍｍｏｌ／Ｌ、
温度为３１．３℃、时间为１８．４４ｈ的试验条件下，α－淀粉酶活
性为０．４６１９，与理论值的贴近度为９７．７９％。
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