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摘要：为了筛选出 PEG 引发紫花苜蓿 (Medicago sativa) 种子的最优处理方案，以不同的 PEG 浓度 (5%、10%、15%)、
引发时间 (12、24、36 h) 以及引发温度 (10、15、20 ℃) 为试验因素，采用正交设计筛选引发紫花苜蓿种子萌发的最

优处理方案，并根据生理指标的测定来进一步筛选最优组合。结果表明，正交设计优化 PEG 引发紫花苜蓿种子处理

方案中的最优组合是 A2B2C3，即紫花苜蓿种子在温度为 20 ℃ 的条件下，在浓度为 10% 的 PEG-6000 溶液中引发 24 h
后，其发芽速度可显著提高，且种子内部的超氧化物歧化酶、过氧化物酶、过氧化氢酶的活性增强。
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Optimum treatment scheme for alfalfa seeds primed with PEG
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Abstract: In order to determine the best seed priming scheme for alfalfa, the seeds were primed in different concentrations of
polyethylene glycol (PEG) (5%, 10%, and 15%) with different durations (12 h, 24 h and 36 h) and temperatures (10, 15, and
20 ℃).  The  orthogonal  design  was  used  to  determine  the  best  treatment  plan,  based  on  the  alfalfa  seed  germination
conditions  and  the  physiological  index.  The  results  show  that  the  best  treatment  scheme  was  A2B2C3,  which  represents
priming with  10%  PEG  at  20  ℃ for  24  h.  The  germination  speed  of  seeds  improved  significantly,  and  the  activity  of
superoxide dismutase (SOD), the peroxidase (POD), and catalase (CAT) increased.
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紫花苜蓿 (Medicago sativa)作为优质高产的多

年生豆科牧草，常作为草地补播、建植栽培草地

和草田轮作的首选牧草。在国家政策的推动下，

苜蓿产业在畜牧业发展、推进种植业结构调整、

“粮改饲”和“种养结合”模式试点中发挥着越来越大

的作用。由于苜蓿主要种植区大多处于干旱半干

旱地区，且无灌溉设施，特别是春播时气温低，

降水量少且不确定性强；加之苜蓿种子生产存在

诸多限制因素
[1]
，导致市场上流通的种子存在纯净

度差，发芽率低的现象，国产牧草种子市场流通

的草种合格率不到 60%[2]
。因此，提高苜蓿种子及

幼苗的抗旱性已成为干旱半干旱地区苜蓿栽培利

用的一个重要环节。

种子引发 (seed  priming)是在一定的控制条件
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下使种子缓慢的吸收水分膨胀，为种子萌发提前进

行生理准备的一种种子播前预处理技术。种子引发

能够产生“引发记忆”，不仅能够打破种子的休眠，

提高种子发芽速度和整齐度，还能提高种子幼苗

的抗逆性
[3-8]

。常用的液体引发剂包括水、盐 (NaCl、
KNO3、H2O2 等)、PEG、植物激素 (GA、ABA等)。
已有研究结果证实，种子引发能够促进种子的发

芽、幼苗出土以及作物产量。但已有研究主要集中

在紫花苜蓿种子引发的最适条件等
[9]
，且多集中于引

发作用的定性研究，而不同的苜蓿品种的引发条件

尚需优化。

种子的活力是一个复杂的属性，活力的高低决

定了幼苗在不同生境中出土的均匀度，种子的萌

发关系到种苗的建植能否成功，种苗生长可利用

的水热资源也受到种子萌发速率的影响。种子的

活力受种子的寿命、遗传因素、贮藏条件等因素

的影响
[4, 10]

。PEG (聚乙二醇)的主要功能是减缓种

子在萌发初期吸收水分的速率，减少种子在吸收

水分的过程中膜系统受到的损伤和对受损膜系统

的修复
[11]

，激活体内超氧化物歧化酶 (SOD)、过氧

化物酶 (POD)和过氧化氢酶 (CAT)等在内的多种保

护酶的启动，但在使用 PEG的分子量、PEG浓度、

浸种时间以及浸种温度上也都存在着多种差异
[12]

。

因此，本研究通过正交设计优化 PEG引发紫

花苜蓿种子萌发的最优处理方案，以期为紫花苜

蓿种子在退化草地和栽培草地建植中提供可行的

种子预处理方案。

1    材料与方法

1.1    试验材料

材料选用公农一号紫花苜蓿 (Medicago sativa
‘Gongnong No.1’)，种子由吉林省农业科学院畜牧

分院草地所提供，试验前于 4 ℃ 贮藏。

1.2    试验方法

1.2.1    引发方法

以 PEG为引发剂，设置不同的 PEG浓度 (5%、

10%、15%)、浸泡时间 (12、24、36 h)及浸泡温度

(10、15、20 ℃)为试验因素 (表 1)，将 5 g种子置入

广口瓶中，按表 2的组合分别加入 PEG溶液，使种

子完全浸没在溶液里，立即摇晃以使种子与 PEG溶

液均匀接触，以保证种子能够引发充分，而后将

广口瓶置于恒温培养箱中进行引发。在引发期间，

每隔 2 h将广口瓶从培养箱中取出，轻轻摇晃，以

确保种子能够均匀地吸收水分
[13]

。引发结束后，将

引发好的种子倒出，用蒸馏水将种子表面的引发剂

充分冲洗干净，平铺置滤纸上，室内 (室温 18.7 ℃，

湿度 38%)回干直至种子的初始含水量 (5.66%)，回

干后立即进行发芽试验。

1.2.2    发芽试验

按表 2对种子进行处理，每个培养皿 50粒，

4次重复，以未引发处理为对照  。置于 10～15 ℃
(春季播种的土壤温度)的人工气候箱中进行培养，

18 h/6 h(光照 /黑暗 )。每天计数发芽数，胚根突出

种皮 2 mm视为发芽，第 7天测量幼苗根长与苗长，

每皿随机取 10株进行测量，并计算平均值。在第

14天时统计各培养皿中的正常和不正常苗、死种

子、新鲜种子及种子的硬实数。

最终发芽率 = 发芽终期全部正常种苗数/(供试

种子数 – 种子的硬实数) × 100%；

 
表 1   PEG 6000 引发试验因素及水平

Table 1    Factors and levels of PEG 6000 priming test

水平

Level

因素 Factor
PEG浓度

PEG
concentration/%

处理时间

Treatment time/h

处理温度

Treatment
temperature/℃

1 5 12 10

2 10 24 15

3 15 36 20

 
表 2   L9 (3

3) 正交表头设计

Table 2    L9 (3
3) orthogonal header design

处理组合

Treatment

PEG浓度

PEG
concentration (A)

处理时间

Treatment time
(B)

处理温度

Treatment
temperature (C)

Ⅰ 1 1 1

Ⅱ 1 2 2

Ⅲ 1 3 3

Ⅳ 2 1 2

Ⅴ 2 2 3

Ⅵ 2 3 1

Ⅶ 3 1 3

Ⅷ 3 2 1

Ⅸ 3 3 2
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∑
G/t发芽速度 (timson index) =  。

式中：G 为每天累计发芽率，t 为试验天数，在本

试验中发芽速度最大值为 100，该数值越大，说明

种子的发芽速度越快。

T50 = ti+
(N +1)/2−ni

n j−ni
×
(
t j− ti

)
。

式中：N 为最后一天的发芽数，ti 为第i 天，tj 为第

j 天，ni 为第 i 天的发芽数，nj 为第 j 天的发芽数。

种子活力指数  = (根长  + 苗长) /T50，1/T50 为萌

发速率，即种子发芽率达到最终发芽率的 50%所

需要的时间的倒数。

1.2.3    丙二醛 (MDA)含量及 SOD、POD、CAT酶

活性的检测

通过正交设计方案测定各发芽指标，首先筛选

出几个优良组合，然后进一步检测其 MDA(丙二

醛)含量及 SOD、POD、CAT酶活性，并最终筛选

出 PEG引发紫花苜蓿种子最优的处理方案。

1.2.4    数据分析

试验数据采用 SPSS Statistics 19.0软件对所测

定的数据进行分析比较，用平均值和标准误表示

试验的测定结果，对同一处理浓度不同处理时间

和温度、同一处理时间不同处理浓度和温度、同

一处理温度不同处理浓度和时间以及 4种酶的活性

进行单因素方差分析，并对各试验数据采用 Duncan
法进行多重比较；图表制作采用 Excel 2010。

2    结果与分析

2.1    种子发芽指标及方差分析结果

处理组合Ⅰ(A1B1C1)的最终发芽率最低 (图 1A)，
平均只有 95.12%，而处理组合Ⅶ(A3B1C3)的平均发

芽率最高，平均可达 98.17%。在达到最终发芽率

50%所需的时间 T50 中，处理组合Ⅳ～Ⅷ显著低于

其他 5种处理组合（P < 0.05）(图 1B)。引发后各处

理的种苗长度均高于对照处理，并且除处理组合Ⅷ

外其余处理均显著高于对照（P < 0.05）(图 1C)。在

种苗的活力指数中，处理组合Ⅳ～Ⅶ高于其他引发

处理，处理Ⅳ、Ⅴ和Ⅶ显著高于对照组（P < 0.05）
(图 1D)。除此之外，引发还增加了组合Ⅳ～Ⅷ的发

芽速度，处理组合Ⅳ显著高于对照 (图 1E)。综

上，引发加快了紫花苜蓿的发芽，促进了紫花苜

蓿种苗的生长，增加了紫花苜蓿种苗的活力指数。

从方差分析表可知，A因素即 PEG浓度对紫
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图 1   PEG 引发后紫花苜蓿种子的发芽指标

Figure 1    Germination index of alfalfa seeds after PEG priming
 不同小写字母表示处理间差异显著 (P > 0.05)。处理组合的简称

同表 2。

 Different  lowercase  letters  indicate  significant  difference  between  the
different  treatment  at  the  0.05 level.  The codes  of  treatments  are  same as
those in Table 2.
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花苜蓿种子的发芽速度有显著影响（P < 0.05）(表 3)，
而处理时间和处理温度对紫花苜蓿种子发芽速度

则无显著影响 （P >  0.05）。PEG浓度 A的极差为

27.806，处理时间 B的极差为 12.927，处理温度

C的极差为 10.617 (表 4)。综上分析可判断，3种试

验因素对紫花苜蓿发芽速度的影响程度大小依次

为处理浓度、处理时间、处理温度。

在各试验因素水平中，PEG浓度为 A2  (10%)
时对紫花苜蓿种子的引发效果最好，发芽速度达

到 91.603；处理时间 B1 (12 h)的效果最好，发芽速

度达到 84.527；处理温度 C3 (20 ℃)的效果最好，

发芽速度达到 82.637 (表 4)。但由于 PEG浓度对紫

花苜蓿的发芽速度影响显著，而处理时间和处理

温度无显著影响，因此，在选择处理组合时  10%
PEG浓度作为组合指标优选之一，与处理时间和

处理温度组合后通过生理指标测定来进一步筛选

优选组合。

2.2     PEG 处 理 对 MDA、 SOD、 POD、 CAT
酶活性的影响

为进一步比较优良组合，根据 PEG浓度对紫

花苜蓿种子萌发的影响结果，确定组合 IV、V、
VI进行 MDA含量及 SOD、POD和 CAT酶活性的

测定
[14]

。结果表明，处理Ⅴ(A2B2C3)紫花苜蓿种子

MDA含量较少 (表 5)，SOD和 POD酶的活性最高，

且 SOD与 POD酶的活性显著高于组合Ⅳ(A2B1C2)
和组合Ⅵ(A2B3C1) ( P < 0.05)，CAT酶的活性也具

有较高的水平。处理Ⅳ各指标次之，处理Ⅵ相对较

差。因此，处理组合Ⅴ为最优组合。

3    讨论与结论

在衡量种子活力时，通常将种子的发芽指数与

幼苗的生长势结合在一起，种子的活力水平可以

用活力指数来反映
[15]

。种子活力受种子寿命、遗传

因素、贮藏条件等因子影响，可通过引发技术得到

提高
[4, 10]

。种子引发作为一种种子播前预处理技

术，常用于改善作物的田间表现
[16]

，能提高逆境下

的种子活力，改善发芽和幼苗出土情况
[17-18]

。

一般来说，引发温度 15～25 ℃ 为大多数物种

的最适温度。而在本研究所得出的最优引发方案

中，引发温度为 20 ℃ 便与此一致。研究表明，在

种子最适的萌发温度下对种子进行引发后，引发

效果最佳
[19]

。引发效果受温度的影响，随温度的降

低而普遍下降，甚至还可能会影响之后种子的萌

 
表 3   方差分析表

Table 3    RANOVA table

变异来源

Source of
variation

离均差

平方和 SS
自由度

df
均方

MS F P

A 1 164.437 2  582.218 38.54   0.025

B    186.634 2    93.317   6.177 0.139

C    118.573 2    59.286   3.924 0.203

误差 Error      30.214 2    15.107

 
表 4   紫花苜蓿正交试验结果表

Table 4   Results of orthogonal test

序号

Serial number
试验因素

Test factor
水平

Level
均数

Mean
极差

Range

95%置信区间

95% confidence interval
下限

Lower limit
上限

Upper limit
1 63.797 61.329   66.264

1 A 2 91.603 27.806 76.298 106.909

3 79.22   47.704 110.736

1 84.527 41.681 127.373

2 B 2 78.493 12.927 41.352 115.634

3 71.6     42.675 100.525

1 72.02   44.131   99.909

3 C 2 79.963 10.617 37.459 122.468

3 82.637 41.68   123.594
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发，而温度过高则会导致种子发生霉变
[20]

。如瓜尔

豆 (Cyamopsis tetragonoloba)低温处理后发芽率仅为

2%[21]
。用 PEG-1000引发大豆种子在较高温度 (17 ℃)

的溶液中容易发霉
[12]

。

不同种子的最适引发时间也大都不同。例如在

关于孜然 (Cuminum cyminum)种子的研究中，用 PEG
引发 48 h后显著提高了孜然种子的发芽性能

[22]
；

而在本研究中通过正交设计及 4种酶活性的检测所

筛选出来的最优组合的引发时间为 24 h。引发时间

也同样是决定引发成败的关键。在引发沙打旺

(Astragalus adsurgens)的研究中表明，引发时间过长

超过 72 h出现负效应，过短效果则不显著
[23]

。用

PEG引发白三叶 (Trifolium repens)时，引发时间为

最长 72 h时，显著缩短了 T50
[24]

。

细胞抵御活性氧伤害保护酶系统的主要组成成

分是 SOD、POD和 CAT，对清除自由基和阻止自

由基的形成方面具有重要的作用
[15]

。在评价种子活

力时，通常可以用种子内部对超氧自由基的清除

能力来评价。在这一过程中，清除系统与许多酶

如 SOD、POD和 CAT等保护酶密切相关。大量研

究表明，引发能够提高种子的发芽率，加快种子

的发芽速度，改善种子的抗逆性，增强 SOD和 CAT
酶的表达和活性，从而增加作物的产量。种子在

贮藏过程中导致种子活力下降和阻碍种子萌发的

主要原因之一是膜脂过氧化所产生过量的活性氧。

膜质过氧化作用的主要产物是 MDA，其含量的高

低可以反映出膜质过氧化作用的程度
[25]

。在覃柳燕

等
[26]

关于山豆根 (Sophora tonkinensis)种子的研究

中发现，在一定的范围内 SOD、POD和 CAT酶的

活性越高，对种子组织的保护能力就越强。本研

究结果表明，引发加快了种子的发芽速度，激活

了紫花苜蓿体内 SOD、POD和 CAT等保护酶的启

动，增强了清除活性氧和自由基的能力，减轻了

紫花苜蓿膜脂过氧化作用，有效地保护了紫花苜

蓿的细胞膜系统，减少了影响种子萌发过程中带

来的不利因素，提高了种子的活力。玉米 (Zea
mays)种子经过引发后能够快速萌发，具有更高的

出苗指数、萌发速度、活力指数和幼苗活力，并

且改善了根长、苗长以及幼苗的鲜重和干重
[27]

。同时，

引发作用能够增加光合色素、叶绿素 a/b，激活

SOD和 APX酶活性、增加脯氨酸、甜菜碱含量
[28]

。

小麦种子经–0.9 MPa PEG引发后，植株遇到干旱

胁迫时生理指标均显示出优于未引发的植株，如

相对生长率、产量、叶绿素 a/b、净光合速度、气

孔导度等降低的程度较小，CAT、APX和 GR酶活

性较高等
[29]

。

本研究的最佳引发组合，即在温度为 20 ℃ 的

条件下，浓度为 10%的 PEG-6000溶液中浸泡 24 h
后能显著提高紫花苜蓿的萌发速率，提高种子

活力。

PEG引发就是通过不同浓度的 PEG调节溶液

的渗透压来达到引发种子的目的，所以引发成败

的关键在于选择适宜浓度的 PEG。最适浓度的 PEG
是能最大限度地水合而不让其发生可见的萌发

[12]
。

研究表明，不同 PEG的浓度对引发的效果也存在

着影响。对孜然种子的研究发现，用 7% PEG引发

的种子的最终发芽率显著高于用 9% PEG引发的种

子和未引发的种子。在 15 ℃ 下用 7% PEG引发 2 d
的孜然种子增强了种子的耐旱性；在 9% PEG引发

的孜然种子则表现出对发芽率和发芽势的提高
[22]

。

用 PEG引发 3种老化大豆发芽时，20%和 30%的

PEG的引发效果要高于 10%的 PEG[30]
。

 
表 5   PEG 处理对紫花苜蓿种子 MDA 含量、SOD、POD 及 CAT 酶的活性的影响

Table 5   Effects of PEG treatment on the content of MDA, the activity of SOD, POD and CAT in alfalfa seeds

序号 Serial number 处理组合 Treatment SOD/(U·mg–1) POD/(U·mg–1) CAT/(U·mg–1) MDA/(nmol·mg–1)

对照 Control 对照 Control  535.45 ± 49.96c  284.65 ± 36.71c 34.34 ± 11.85c   445.97 ± 200.13a

Ⅳ A2B1C2 1 767.83 ± 609.30b 1 457.11 ± 163.30b 621.07 ± 152.55a 153.46 ± 20.31b

Ⅴ A2B2C3 2 515.92 ± 531.31a 1 787.10 ± 191.09a 420.83 ± 160.84ab 147.39 ± 25.45b

Ⅵ A2B3C1 1 526.98 ± 658.40b 1 426.97 ± 132.32b 177.54 ± 98.40b    126.17 ± 29.18b
　同列不同小写字母表示不同处理间差异显著(P < 0.05)。
　 Different lowercase letters in the same column indicate significant difference between different treatments at the 0.05 level.
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