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摘要：α淀粉酶活性是与小麦穗发芽有关的重要生理指标。对测定α淀粉酶活性的３，５二硝基水杨酸法进行

了常量法和微量法试验。通过对比研究，提出了改进的微量测定方法，并对其利用进行了讨论。
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　　小麦收获前的穗发芽（Ｐｒｅｈａｒｖｅｓｔｓｐｒｏｕ

ｔｉｎｇ）是世界性的自然灾害，严重影响小麦的产量

和品质。小麦籽粒储藏的主要物质是淀粉，当籽

粒萌发时，由于淀粉酶的活动，使储藏的淀粉糖

化，造成产量和加工品质降低。研究结果表明，α

淀粉酶活性高，是小麦发生穗发芽最根本的生化

原因［１２］，可以将α淀粉酶活性作为选择指标，应

用于抗穗发芽育种中［３］。

测定α淀粉酶活性的方法有分光光度法、凝

胶扩散法、３，５二硝基水杨酸法、粘度计法和降落

值法等［４］。目前，３，５二硝基水杨酸法是最常用

的方法。在许多试验手册中提供了常规用量的一

般方法和步骤，然而试剂用量较大，且操作不够简

便，不便将其应用于穗发芽抗性选择［５６］。该研究

通过对比分析常量和微量２种方法获得的试验结

果，旨在提供一种能够替代常量测定的经济有效

的方法。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂

１．１．１　试验材料的准备　从Ｆｒｏｎｔａｎａ（抗穗发

芽品种）／Ｉｎｉａ６６（感穗发芽品种）的重组自交家系

群体（Ｆ８）中选取发芽指数分别为高、中、低的３个

小麦品系，群体号分别是１、２、４８。在田间随机排

列种植，３次重复。收获后，按照籽粒的萌发试验

要求对其进行发芽试验，３ｄ后备用。

１．１．２　试剂　（１）α淀粉酶提取缓冲液（ｐＨ

５．５）：２０ｍｍｏｌ·Ｌ１ ＮａＡｃ（２．７２１６ｇ·Ｌ
１），

１ｍｍｏｌ·Ｌ１ＣａＣｌ２（０．１１０９９ｇ·Ｌ
１），加入 ＨＡｃ

调节ｐＨ；（２）柠檬酸缓冲液（ｐＨ５．６０）：由Ａ液和

Ｂ液组成。Ａ液：柠檬酸２０．０１ｇ，溶解定容至１

Ｌ，Ｂ液：柠檬酸钠２９．４１ｇ，溶解定容至１Ｌ，再将

Ａ液１３．７０ｍＬ与Ｂ液２６．３０ｍＬ混匀备用；（３）

０．４ｍｏｌ·Ｌ１氢氧化钠溶液：称取１６．００ｇ氢氧化

钠，加蒸馏水定容至１Ｌ；（４）１％淀粉溶液：称取

１．００ｇ淀粉，加少量蒸馏水搅拌成悬浊液，用滴

管吸取向沸水中边加边搅拌；（５）１．０ｍｏｌ·Ｌ１氢

氧化钠溶液：称取４．００ｇ氢氧化钠，加蒸馏水定

容至１００ｍＬ；（６）３，５二硝基水杨酸（ＤＮＳ）：

１．００ｇ ３， ５二 硝 基 水 杨 酸 溶 于

２０ｍＬ１．０ｍｏｌ·Ｌ１ 氢 氧 化 钠 溶 液 中，加 入

５０ｍＬ预热的蒸馏水，再加入３０．００ｇ酒石酸钾

钠，溶解定容至１００ｍＬ，盖紧瓶塞，防止ＣＯ２ 进

入；（７）标准麦芽糖溶液（１ｍｇ·Ｌ
１）：称取０．１０ｇ

麦芽糖，溶解定容至１００ｍＬ。

１．２　方法

１．２．１　提取酶液　取萌发３ｄ的种子，用滤纸吸

去表面的水分，称取１ｇ，加１ｍＬ提取缓冲液，少

量石英砂，研磨至匀浆，４０００ｒ·ｍｉｎ１离心

１０ｍｉｎ。取上清液，定容至２５ｍＬ。

１．２．２　酶促反应　每一个样品取４支试管，一个

做对照，其它用于测定样品（３个平行样）；每管加

入酶液１ｍＬ，７０±０．５℃水浴准确加热１５ｍｉｎ，钝

化β淀粉酶，取出后迅速用流水冷却；向各管中加

入柠檬酸缓冲液（ｐＨ５．６０），然后再向对照管中加

入０．４ｍｏｌ·Ｌ１氢氧化钠溶液，以终止其中的酶

促反应，各管均是４０℃水浴１５ｍｉｎ；分别向各试

管中加入４０±０．５℃下预热的１％淀粉溶液，摇

匀，立即放回水浴中，准确保温５ｍｉｎ；向各测定

管中迅速加入０．４ｍｏｌ·Ｌ１氢氧化钠溶液，以终

止酶促反应。每一步加入试剂的用量见表１。
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表１　常量和微量酶促反应的试剂用量对比 ｍＬ

处理 酶液
０．４ｍｏｌ·Ｌ１

ＮａＯＨ

柠檬酸

缓冲液

１％淀粉

溶液

０．４ｍｏｌ·Ｌ１

ＮａＯＨ

常量 对照 １．０００ ４．０００ １．０００ ２．０００ ０

待测样 １．０００ ０ １．０００ ２．０００ ４．０００

微量 对照 ０．１２５ ０．５００ ０．１２５ ０．２５０ ０

待测样 ０．１２５ ０ ０．１２５ ０．２５０ ０．５００

１．２．３　显色反应　待测样：取上述酶促反应液于

刻度试管中，加入３，５二硝基水杨酸，沸水浴

５ｍｉｎ。取出冷却，蒸馏水稀释。利用紫外分光光

度计测定５２０ｎｍ下的吸光度。其中，常量试验

中，酶促反应液和 ＤＮＳ 各 ２．０ ｍＬ，稀释至

２５ｍＬ；微量试验中，２种试液分别加入０．４８ｍＬ，

稀释至６ｍＬ；标准液：取７支试管，分别加入麦芽

糖标准液（１ｍｇ·Ｌ
１）。再向各管中加水定容。

然后加入３，５二硝基水杨酸，沸水浴５ｍｉｎ。取

出冷却，蒸馏水稀释。利用分光光度计测定

表２　标准样常量和微量显色反应的试剂用量对比

项目 常量 微量

编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７

麦芽糖／ｍＬ ０ ０．２ ０．６ １．０ １．４ １．８ ２．０ ０ ０．０４８ ０．１４４ ０．２４０ ０．３３６ ０．４３２ ０．４８０

Ｈ２Ｏ／ｍＬ ２．０ １．８ １．４ １．０ ０．６ ０．２ ０ ０．４８０ ０．４３２ ０．３３６ ０．２４０ ０．１４４ ０．０４８ ０

ＤＮＳ／ｍＬ ２．０ ２．０ ２．０ ２．０ ２．０ ２．０ ２．０ ０．４８０ ０．４８０ ０．４８０ ０．４８０ ０．４８０ ０．４８０ ０．４８０

沸水浴５ｍｉｎ，冷却稀释至２５ｍＬ 沸水浴５ｍｉｎ，冷却稀释至６ｍＬ

５２０ｎｍ下的吸光度（见表２）。

１．２．４　求算样品中麦芽糖含量　以标准样中麦

芽糖含量为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲

线，得到回归方程。将待测样的吸光度代入方程，

求得待测样的麦芽糖含量，折算成１ｇ鲜种子中

麦芽糖的含量及酶活力。

α淀粉酶活力＝浓度×体积×稀释倍数／样

品鲜重×时间

其 中，浓度单位为ｍｇ·ｍＬ
１，体积单位

为ｍＬ，样品鲜重单位为ｇ，酶活力单位为 ｍｇ·

ｇ
１·ｍｉｎ１。

２　结果与分析
２．１　标准曲线在常量和微量方法中的对比

标准曲线试验方法规定，ｒ２相关系数达到

０．９９的回归方程才可用。从表３可以看出，采用

常量和微量试验方法建立的标准曲线，其相关系

数均在０．９９以上。说明采用微量法获得的标准

曲线是可以利用的。

表３　标准曲线的常量和微量对比

编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ 回归方程 ｒ２相关系数

常量１ －０．０３７ ０．０１８ ０．１４３ ０．２８８ ０．４３９ ０．５８２ ０．６５８ 狔＝０．６８２狓－０．０３７ ０．９９４

微量１ －０．０３０ ０．０１７ ０．１５８ ０．３０２ ０．４４３ ０．５７１ ０．６５１ 狔＝０．６７１狓－０．０３０ ０．９９６

常量２ －０．０２１ ０．０３４ ０．１７４ ０．３１４ ０．４６９ ０．５９０ ０．６７０ 狔＝０．６８５狓－０．０２１ ０．９９７

微量２ －０．００８ ０．００２ ０．０５７ ０．１１８ ０．１５７ ０．２０４ ０．２１２ 狔＝０．２３０狓－０．００８ ０．９９０

常量３ －０．０４１ ０．００５ ０．１４４ ０．２４８ ０．３９８ ０．５４１ ０．６２５ 狔＝０．６４２狓－０．０４１ ０．９９０

微量３ －０．０２３ ０．０１８ ０．１３１ ０．２３３ ０．３４５ ０．４４８ ０．５２８ 狔＝０．５３２狓－０．０２３ ０．９９５

２．２　采用常量法和微量法测量待测样品结果对比

常量标准曲线回归方程：

狔＝０．６２０狓－０．０１５（ｒ２相关系数０．９９８）

微量标准曲线回归方程：

狔＝０．６０８狓－０．０２３（ｒ２相关系数０．９９７）

以每一个品种田间种植的３次重复为样品，

对其进行淀粉酶活性测定。将每个样品的３个平

行样的试验结果列于表４和表５。
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表４　待测样消光值在微量试验中的数据分析

编号 品系 重复
消光值

对照 平行样１ 平行样２ 平行样３ 平均值－对照

麦芽糖浓度

／ｍｇ·Ｌ１

酶活力

／ｍｇ·ｇ１·ｍｉｎ１

１ １ ３ ０．０８０ ０．１１３ ０．０７９ ０．０９３ ０．０１５ ０．０６３ ３１．５

２ ２ ０．０８３ ０．１１２ ０．０８５ ０．１０３ ０．０１７ ０．０６６ ３３．０

３ １ ０．０６０ ０．０９１ ０．０８２ ０．１９７ ０．０５７ ０．１３２ ６６．０

４ ４８ ３ ０．０９４ ０．１０１ ０．０９８ ０．１０５ ０．００７ ０．０４９ ２４．５

５ ２ ０．１１３ ０．１７２ ０．１５０ ０．１８４ ０．０５６ ０．１３０ ６５．０

６ １ ０．１２０ ０．１８５ ０．２５２ ０．１８１ ０．０８６ ０．１７９ ８９．５

７ ２ ２ ０．１２６ ０．２２１ ０．２２１ ０．２１５ ０．０９３ ０．１９１ ９５．５

８ ３ ０．１２０ ０．２３９ ０．２１１ ０．２０７ ０．０９９ ０．２０１ １００．５

９ １ ０．１０９ ０．２３１ ０．２１４ ０．２２４ ０．１１４ ０．２２５ １１２．５

表５　待测样常量数据分析

编号 品系 重复
消光值

对照 平行样１ 平行样２ 平行样３ 平均值－对照

麦芽糖浓度

／ｍｇ·Ｌ１

酶活力

／ｍｇ·ｇ１·ｍｉｎ１

１ １ ３ ０．０８８ ０．０９０ ０．０８１ ０．０８６ ０．００２ ０．０２１ １０．５

２ ２ ０．０８４ ０．０９３ ０．０８７ ０．０８３ ０．００４ ０．０３１ １５．５

３ １ ０．０８３ ０．０９５ ０．０８６ ０．０８７ ０．００６ ０．０３４ １７．０

４ ４８ ３ ０．０８６ ０．１４５ ０．１４７ ０．１４５ ０．０６０ ０．１２１ ６０．５

５ ２ ０．１０３ ０．２３８ ０．２３３ ０．２３０ ０．１３１ ０．２３５ １１７．５

６ １ ０．１２１ ０．２５８ ０．２６８ ０．２７６ ０．１４６ ０．２６０ １３０．０

７ ２ ２ ０．１２２ ０．３０１ ０．３４８ ０．２９９ ０．１９４ ０．３３７ １６８．５

８ ３ ０．１１８ ０．４２４ ０．４４７ ０．４６１ ０．３２６ ０．５５０ ２７５．０

９ １ ０．１２８ ０．４８２ ０．４９９ ０．５５０ ０．３８２ ０．６４０ ３２０．０

　　结果表明，除个别情况，无论常量还是微量试

验，重复性都比较好；通过除去３个数据中一个相

对差距大的数据，保留两个接近数据进行平均，能

够获得更加准确的测量值。常量法和微量法获得

的淀粉酶活性值的相关系数达到０．７７６。值得

注意的是，同一品种因生长环境不同，α淀粉酶活

力不同，说明种植３次重复是非常必要的。

将２种测定方法得到的每个品种的３次重复

取平均值，相关系数为０．９９４。印证了用微量

方法代替常量方法进行α淀粉酶活力测定的可

行性。

３　讨论
从结果可知，微量试验和常量试验的重复性

都比较好。虽然２种试验方法获得的结果不能完

全吻合，但是两者之间具有相同的变化趋势。将

微量法用于抗穗发芽品种的筛选时，具有经济有

效、操作简便的特点，并且提高了工作效率。因为

该试验的步骤较多，反应温度、反应时间要求严

格，微量试验中试剂用量少，受环境影响大，操作

熟练是保证试验结果可靠性的关键。目前，尚未

见到用微量法测定α淀粉酶活力的报道。

在测定籽粒中α淀粉酶活性的试验中，有人

用干种子研磨成粉。肖世和等［７］指出，浸润前后

及由浸润导致的α淀粉酶活性增量，品种间存在

极显著差异。α淀粉酶活性低的品种抗穗发芽，

反之则易穗发芽。浸润使某些不抗穗发芽的品种

的α淀粉酶活性有较大增加，而发芽率较低的品

种增加较小。未浸润子粒的α淀粉酶活性与发

芽率相关不显著。该研究将种子先进行发芽，３ｄ

后用于试验。增强了抗、感穗发芽品种的区分度。
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几种马铃薯栽培模式对马铃薯产量的影响
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摘要：为提高黑龙江省马铃薯的产量，对几种马铃薯栽培模式进行了对比研究，结果表明，８０ｃｍ大垄距与小

整薯播种技术相结合的处理增产效果显著。增产达到２５．８３％。
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　　马铃薯已经成为继大豆、玉米、水稻之后黑龙

江省的第四大作物。占黑龙江省粮食播种面积的

４．０％。马铃薯产业在黑龙江省农业结构调整和促

进农民增收中发挥着日益重要的作用。黑龙江省

是全国重要的种薯和商品薯基地之一，播种面积

仅次 于 大 豆、玉 米 和 水 稻。自 ２００１ 年 突 破

４０．０万ｈｍ２ 后，总产量和单产水平各年变化较

大，２００４ 年 总 产 量 达 ５１５．０ 万 ｔ，单 产

１５．２ｔ·ｈｍ２，分别居于全国第６位和第１６位。

从近几年看，黑龙江省马铃薯种植面积和总产量

在全国占有较大比重，但单产水平一直不高［１］。

马铃薯栽培技术停滞不前阻碍了马铃薯产量的提

升，栽培技术是继优良品种之后夺取高产的又一

手段，但长期以来，对马铃薯栽培技术重视不够，

科研和推广工作薄弱，技术培训欠缺等现象较普

遍，田间管理简单粗放，影响了马铃薯产量的提

高［２］。采用高产、优质、高效栽培技术是提高黑龙

江省马铃薯产量有效而必要的措施。

１　材料与方法

１．１　材料

试验材料采用由黑龙江省农业科学院克山分

院提供的克新１３脱毒种薯。脱毒种薯按芽眼切

块，每块３０ｇ左右；同时还采用健康的克新１３脱

毒小整薯每个５０ｇ左右。

１．２　试验设计

试验于２００９年在黑龙江省农业科学院佳木

斯分院内进行，土质为黑土，前茬为大豆，肥力中

等，地力均匀，喷灌方便。采用随机区组排列，每

处理３次重复，小区面积１３．５ｍ２。处理１采用

８０ｃｍ宽大垄，整薯播种栽培技术；处理２采用

８０ｃｍ垄距，切块播种；处理３采用６５ｃｍ常规垄

距，用整薯播种栽培技术；对照为６５ｃｍ常规垄

距，切块播种。其它栽培措施按照常规进行


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