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　　摘要：为理解和阐述黄瓜耐低氮的生理与分子机制，以前期试验筛选出的耐低氮性强的黄瓜品种 Ｄ０３２８和耐低
氮性弱的黄瓜品种Ｄ０４２２为材料，于２０１４年４—７月对二者在低氮胁迫（３ｍｍｏｌ／ＬＮＯ－３）和正常氮（１４ｍｍｏｌ／ＬＮＯ

－
３）

下生理和分子指标的变化规律及差异进行研究。结果表明，在低氮胁迫下，耐低氮性不同的２个黄瓜品种 Ｄ０３２８和
Ｄ０４２２在整个生长发育的关键时期（苗期、抽蔓期、盛果期），氮素吸收相关生理指标，如地上和地下部分硝态氮含量，
地上和地下部分总氮含量没有显著差异；氮素同化相关生理指标，如硝酸还原酶（ＮＲ）、谷氨酰胺合成酶（ＧＳ）活性也
没有显著差异；同时，与氮素吸收和同化相关基因响应模式一致。然而，在低氮胁迫下的盛果期，Ｄ０３２８的可溶性蛋白
质含量显著低于Ｄ０４２２，暗示其可能具有较高的氮素再循环效率；同位素示踪结果进一步证明，Ｄ０３２８具有比 Ｄ０４２２
高的氮素再循环效率。根据上述规律证明，氮素再循环效率是影响黄瓜耐低氮能力的关键因子之一。
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　　氮素作为一种大量矿物质元素，是核苷酸和蛋白质的主
要成分。它不仅是植物细胞中许多重要结构遗传和代谢等复

合物的重要组成部分，也是叶绿素和能量转换复合物（如

ＡＴＰ等）的主要组成成分，因此被绝大多数植物在整个生长
发育阶段所需要［１－４］。在大多数的农业种植体系中，氮肥的

供应通常影响作物产量，包括黄瓜（ＣｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓＬ．）等园
艺作物。农民盲目施用过量氮肥也会造成环境恶化、生产成

本增加、黄瓜硝酸盐含量超标等现象［５－７］。为解决这一系列

问题，深入研究黄瓜耐低氮的机制是必要且漫长的过程。

随着黄瓜耐低氮机制研究的陆续开展，现已取得了一些

成果。徐志远将黄瓜的经济产量、株高、真叶面积、根体积、根

干质量、叶绿素含量６个指标确定为鉴定黄瓜耐瘠薄指标［８］。

于明磊等以叶绿素ｂ含量为黄瓜耐低氮性最佳的评价指标，
筛选出耐低氮性最强品种 Ｄ０３２８和耐低氮性最弱品种
Ｄ０４２２，并进行了相关特性的分子标记［９］。徐静静等从生理

角度发现耐低氮能力强和耐低氮能力弱的黄瓜叶片总氮含

量、硝酸还原酶活性、叶绿素含量、叶片干质量、叶面积等指标

在生育期内响应低氮胁迫的模式均没有显著差异，之后也对

根系相关指标的变化进行了分析［１０－１１］。冯卓对耐低氮能力

弱的黄瓜品种在低氮胁迫下幼苗叶片在转录水平及蛋白质水

平进行了差异比较［１２］。何红梅等对低氮胁迫下黄瓜钙依赖

蛋白激酶基因 ＣｓＣＤＰＫ进行了克隆、表达分析及遗传转
化［１３］。冯卓等对谷氨酰胺合酶基因 ＧＳ１和黄瓜硝酸盐转运
蛋白基因ＣｓＮＲＴ１．５等进行了克隆与表达分析［１４－１５］。然而，

从不同发育时期结合氮素吸收、同化和再循环相关生理及分

子指标了解影响黄瓜耐低氮能力重要因子的报道尚未出现。

植物的氮素代谢过程主要包括氮素吸收、同化、再循环３
个阶段。植物吸收系统对硝酸盐吸收具有不同的亲和性：高

亲和系统和低亲和系统。每个高亲和性与低亲和性的硝酸盐

转运系统都由组成型和硝酸盐诱导型组成［１６］。根部吸收获

得的硝酸盐一小部分直接在根部被同化吸收，很大一部分被

运输到茎部，首先在硝酸还原酶（ＮＲ）的作用下在细胞质中
被还原成亚硝酸盐，然后在质体中被亚硝酸还原酶还原成铵

盐，再在谷氨酰胺合成酶（ＧＳ）的作用下催化氨的同化，使其
转变成谷氨酰胺（Ｇｌｎ）和谷氨酸（Ｇｌｕ）［１７］。在植物的营养生
长阶段，叶片是氮的存储器，在后期衰老过程中，这些氮多数

以氨基酸的形式被再循环利用，而叶绿体是一个重要的氮再

动员库，因为它包含了大约８０％的叶片总氮并以蛋白质的形
式存在其中［１８－１９］。植物中氮素含量、硝态氮含量以及可溶性

蛋白质含量直接反映作物体内氮素积累与代谢情况，是研究

作物氮素营养、氮素同化利用与再利用状况的重要指标［２０］。

ＮＲ和ＧＳ活性决定氮素的代谢速度，也能反映植物体内氮素
状况［２１］。另一方面，低氮在遗传学角度的相关研究也已经被

报道，如水稻等耐低氮能力的ＱＴＬ定位分析等［２２］。尽管这些

指标在许多作物中已被研究报道，并且存在较大差异，但在黄

瓜上进行全面研究的报道比较少，因此为深入研究黄瓜耐低

氮机制提供了理论支持。

本研究以耐低氮性强的 Ｄ０３２８和耐低氮性弱的 Ｄ０４２２
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这２个黄瓜品种为材料，对二者在低氮胁迫下３个关键发育
时期（苗期、抽蔓期、盛果期）的氮素吸收、代谢、再循环相关

生理和分子生物学指标进行比较分析，以此确定影响黄瓜耐

低氮能力的关键因子，为下一步深入探究黄瓜耐低氮机制提

供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
笔者所在实验室前期筛选出的耐低氮性最强的黄瓜品种

Ｄ０３２８和耐低氮性最弱的黄瓜品种 Ｄ０４２２种子，由东北农业
大学园艺学院黄瓜课题组提供［９］。

１．２　方法
１．２．１　播种　将 Ｄ０３２８和 Ｄ０４２２种子催芽后，直播于
８ｃｍ×８ｃｍ的全蛭石营养钵中，待其子叶展平，将幼苗移栽
到规格一致、盛等体积蛭石的塑料桶中，于２０１４年４月开始，
在东北农业大学园艺学院试验站开展以下试验。

１．２．２　低氮处理试验　待上述２个黄瓜品种子叶展平时，用
低氮（３ｍｍｏｌ／ＬＮＯ－３）和正常氮（１４ｍｍｏｌ／ＬＮＯ

－
３）的营养液

进行处理，基础营养液配方［２３］为１．５１２ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４·
２Ｈ２Ｏ，０．２５７ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ，１．５００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，４．０００ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｃａ（ＮＯ３）２ · ４Ｈ２Ｏ，
６．０００ｍｍｏｌ／ＬＫＮＯ３，８．６００μｍｏｌ／ＬＣ１０Ｈ１２ＦｅＮ２ＮａＯ８·３Ｈ２Ｏ，
１０．３００μｍｏｌ／ＬＭｎＳＯ４，１．０００μｍｏｌ／ＬＣｕＳＯ４· ５Ｈ２Ｏ，
３０．０００μｍｏｌ／ＬＨ３ＢＯ３，２４．０００ｎｍｏｌ／ＬＮａ６Ｍｏ７Ｏ２４· ４Ｈ２Ｏ，
１３０．０００ｎｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ。分别在苗期（３７ｄ）、抽蔓期
（５０ｄ）、盛果期（６３ｄ）取材（根和第３～５节位叶片），一部分
保存于－２０℃用于生理指标测定，另一部分用液氮速冻后保
存于－８０℃，用于总ＲＮＡ的提取。
１．２．３　１５Ｎ同位素示踪试验　２个同位素示踪试验分别用于
检测营养生长阶段（苗期至抽蔓期）和生殖生长阶段（抽蔓期

至盛果期）的氮素再循环效率。用含有１５Ｎ的 １４ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮＯ３

－营养液进行处理，Ｃａ（１５ＮＯ３）２·４Ｈ２Ｏ（丰度为１０％）和
Ｋ１５ＮＯ３（丰度为１０％）代替Ｃａ（

１４ＮＯ３）２·４Ｈ２Ｏ和Ｋ
１４ＮＯ３，基

础营养液配方如“１．２．２”节所述。
营养生长阶段的同位素试验：子叶展平时，进行１５Ｎ处

理，３５ｄ（Ｔ１）时取根和全部标记叶片为初始叶片，剩余植株洗
根后用１４Ｎ营养液处理，４２ｄ（Ｔ２）时取标记叶片为初始叶片、
新叶、根和花器官。

生殖生长阶段的同位素试验：子叶展平时，进行１５Ｎ处
理，４２ｄ（Ｔ３）时取根和全部标记叶片为初始叶片，剩余植株洗
根后用１４Ｎ营养液处理，６４ｄ（Ｔ４）时取标记叶片为初始叶片、
新叶、根和花器官；每个处理３次重复。

１５Ｎ的含量计算方法参照Ｄｉａｚ等所述［２４］。

１．３　生理指标测定
硝态氮含量采用水杨酸比色法［２５］测定；总氮含量?用凯

氏定氮法［２５］测定；ＮＲ活性测定、ＧＳ活性测定、可溶性蛋白质
含量的测定采用考马斯亮蓝法［２５－２６］。

１．４　总ＲＮＡ提取、ｃＤＮＡ第一链合成及ｑＲＴ－ＰＣＲ
采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取黄瓜叶片总ＲＮＡ，并用ＳＡＭ１０００超微

量紫外分光光度计检测ＲＮＡ质量。
按照ＴＯＹＯＢＯ公司的ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅｑＰＣＲＲＴＫｉｔ反转录

试剂盒说明书，以总 ＲＮＡ为模板进行逆转录反应，合成
ｃＤＮＡ的第一链。

依照ＴＯＹＯＢＯ公司的ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ说明书，以上述ｃＤＮＡ为模板进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ分析，基因
引物序列见表１，参照基因为ＥＦ１α（ＥｌｏｎｇａｔｉｏｎＦａｃｔｏｒ１α）。

表１　基因引物及内参基因序列

引物名称　　　　 引物序列（５′→３′）
ＣｓＮＲＴ１．１－ｑＳ ＴＧＡＣＴＧＣＣＴＴＣＴＴＣＡＡＣＴＧＧ
ＣｓＮＲＴ１．１－ｑＡ ＡＧＣＴＡＣＡＡＴＧＧＣＡＣＡＡＧＣＡＣ
ＣｓＮＲＴ２．１－ｑＳ ＡＣＣＧＡＴＡＡＣＧＴＣＡＴＴＧＣＴＧＡ
ＣｓＮＲＴ２．１－ｑＡ ＴＡＣＣＣＴＣＣＡＡＡＣＧＧＴＣＴＡＧＣ
ＣｓＣＩＰＫ２３－ｑＳ ＴＧＡＣＴＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＴＧＧＴＧ
ＣｓＣＩＰＫ２３－ｑＡ ＡＡＣＣＡＴＧＧＴＧＧＡＣＡＡＧＴＧＡＡ
ＣｓＧＬＮ１．１－ｑＳ ＧＣＣＡＣＡＧＧＧＡＣＣＧＴＡＣＴＡＴＴ
ＣｓＧＬＮ１．１－ｑＡ ＣＴＴＴＧＴＡＡＴＧＧＧＣＡＴＣＡＡＣＧ
ＣｓＮｉＡ－ｑＳ ＡＣＡＡＣＧＡＧＣＴＴＣＧＴＧＡＡＴＴＧ
ＣｓＮｉＡ－ｑＡ ＣＣＣＴＴＣＡＴＣＴＣＴＡＧＧＧＴＣＣＡ
ＣｓＥＦ１α－Ｓ ＣＣＴＴＧＧＴＧＴＣＡＡＧＣＡＧＡＴＧＡ
ＣｓＥＦ１α－Ａ ＴＧＡＡＧＡＣＡＣＣＴＣＣＴＴＧＡＴＧＡＴＴＴ

１．５　数据处理
采用ＤＰＳ９．５０数据处理系统软件进行生物学统计分析。

２　结果与分析

２．１　２个黄瓜品种在低氮胁迫下氮素吸收能力的比较
植物在低氮胁迫下，可吸收的氮素减少，其体内的硝态氮

含量及总氮含量会相应降低。图１表明，在整个发育时期，
Ｄ０３２８和Ｄ０４２２在低氮胁迫下，地上、地下部分硝态氮含量以
及地上、地下部分总氮含量都低于正常氮处理，且２个品种在
低氮胁迫下的变化幅度一致，说明２个黄瓜品种具有相似的
氮素吸收能力，也暗示氮素吸收能力并不是引起２个品种耐
低氮能力差异的主要原因。

２．２　２个黄瓜品种在低氮胁迫下氮素同化能力的比较
ＮＲ和ＧＳ都参与氮同化过程，在植物氮素代谢过程中起

着重要作用，并且对外界氮素浓度的反应比较敏感。从图２
可以看出，２个耐低氮能力不同的黄瓜品种在低氮胁迫下，地
上、地下部分 ＮＲ活性基本呈现显著降低的趋势。在３７、５０、
６３ｄ时ＮＲ活性和ＧＳ活性在２个品种间的变化并没有明显
的规律，这一点说明氮素代谢能力并不是黄瓜具有较强耐低

氮性的主要原因。

２．３　２个黄瓜品种在低氮胁迫下氮素吸收同化相关基因的
表达分析

利用ｑＲＴ－ＰＣＲ对黄瓜生殖生长阶段叶片中氮素吸收和
代谢相关基因的表达模式进行分析（图３）发现，２个黄瓜品
种在低氮胁迫下，ＣｓＮＲＴ１．１、ＣｓＣＩＰＫ２３、ＣｓＧＬＮ１．１、ＣｓＮｉＡ的
相对表达量与正常氮条件下相比没有显著性差异；尽管

ＣｓＮＲＴ２．１的表达量在低氮胁迫下显著增加，但２个品种间的
表达模式一致。这一结果证明生殖生长时期氮素吸收和代谢

能力并不是影响黄瓜耐低氮性的主要因素。

２．４　２个黄瓜品种在低氮胁迫下氮素再循环效率比较
可溶性蛋白质是氮素再循环的一个重要来源和指标。图

４结果显示，Ｄ０３２８叶片中可溶性蛋白质含量在苗期、抽蔓期
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和盛果期均显著低于正常氮条件下，而 Ｄ０４２２地上部分可溶
性蛋白质含量在苗期和抽蔓期并没有显著改变，却在盛果期

明显减少（图４－ａ）；而且在盛果期Ｄ０３２８低氮胁迫下叶片中
的可溶性蛋白质含量减少７５％，Ｄ０４２２减少５７％（图４－ａ）；
而２个品种根部的可溶性蛋白质含量在３个时期并没有明显
减少（图４－ｂ）。蛋白质降解是氮素再循环的必要过程之一，

这些结果表明在生殖生长阶段即盛果期，Ｄ０３２８比 Ｄ０４２２具
有更高的氮素再循环效率。

２．５　２个黄瓜品种生殖生长时期的氮素再循环能力比较
１５Ｎ同位素示踪试验进一步证明，在营养生长阶段（Ｔ１—

Ｔ２），２个品种初始叶片中１５Ｎ的分配比例相似，说明具有相似
的氮素再循环效率（图５－ａ）；在生殖生长阶段（Ｔ３—Ｔ４），
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Ｄ０３２８老叶的氮素再循环效率（１５Ｎ含量减少７６．５５％）高于
Ｄ０４２２（１５Ｎ含量减少６２．２１％）（图５－ａ）；在整个生长发育过
程中，Ｄ０３２８的氮素再循环效率都高于Ｄ０４２２（图５－ｂ）；２个

品种在新叶及花器官中的１５Ｎ含量没有差异；这些结果表明
生殖生长时期较高的氮素再循环效率是影响黄瓜耐低氮能力

的重要因子。

３　结论与讨论

植物在遭受低氮胁迫时，体内会发生一系列的生理生化

适应性反应［２７］。许多研究表明，在低氮条件下，作为氮素同

化的关键酶 ＮＲ和 ＧＳ活性降低，蛋白质含量也随之下

降［２８－２９］。然而，对于不同作物及不同部位对低氮的响应也存

在差异，例如，Ｋａｎｔ等在研究盐芥比拟南芥耐低氮胁迫的机
制时发现，与充足的氮处理相比，低氮胁迫下盐芥根和茎中的

ＮＲ活性变化不大，拟南芥的 ＮＲ活性在根和茎中分别下降
３．４倍和３．７倍；盐芥和拟南芥的 ＧＳ活性不受低氮胁迫影
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响，变化不大；拟南芥的可溶性蛋白质含量都下降，但是盐芥

的下降比例少［３０］。以上研究结果与本试验结果产生的差别

可能是由于作物种类及研究部位的不同引起的。

植物对低氮胁迫做出生理生化反映的同时，在基因转录

水平上也会出现相对应的表达响应。目前已经分离鉴定到一

些低氮响应基因，比如与氮吸收有关的双亲和性硝酸盐转运

蛋白基因 ＮＲＴ１．１［３１］，高亲和性硝酸盐转运蛋白基因
ＮＲＴ２１［３２］。硝酸盐诱导激酶ＣＩＰＫ８和ＣＩＰＫ２３既是ＮＲＴ１．１
低亲和阶段的正调节蛋白也是高亲和阶段的负调节蛋

白［３３－３４］；还有硝酸还原酶基因 ＮｉＡ［３５］、编码 ＧＳ的基因
ＧＬＮ１．１［３６］等。本试验对上述基因进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ分析发
现，Ｄ０３２８和Ｄ０４２２在低氮胁迫下，多数基因的相对表达量并
没有显著差异，只有ＣｓＮＲＴ２．１在低氮胁迫下出现差异表达，
且２个黄瓜品种对于低氮响应模式相似。

同位素示踪技术在研究植物氮素吸收、转运和积累中被

广泛应用［３５－３７］。本试验通过对２个耐低氮能力不同的黄瓜
品种中营养生长阶段和生殖生长阶段的氮素再循环效率进行

比较发现，Ｄ０３２８在生殖生长阶段的氮素再循环效率高于
Ｄ０４２２，在营养生长阶段并无区别。

本研究从黄瓜生长发育的３个关键时期，对２个耐低氮
性不同黄瓜品种的氮素吸收、代谢和再循环效率进行分析。

结果显示，耐低氮性强的Ｄ０３２８的氮素再循环效率高于耐低
氮性弱的Ｄ０４２２，而氮素吸收和代谢能力相似；同时，２个品
种的氮素吸收、代谢相关基因的表达模式基本一致，初步推断

黄瓜氮素再循环效率可能是影响其耐低氮性的主要因素。接

下来的同位素示踪试验发现，在生殖生长阶段２个黄瓜老叶
片中的１５Ｎ分配出现了不同，说明耐低氮性强的 Ｄ０３２８在生
殖生长阶段的氮素再循环效率高于耐低氮性弱的Ｄ０４２２。从
于明磊等对黄瓜耐低氮性进行的种质资源筛选中，发现从形

态学角度耐低氮性强的黄瓜品种衰老延迟［９］。冯卓等对黄

瓜幼苗低氮胁迫下进行转录组分析时，鉴定出一批响应低氮

胁迫的基因，其中部分低氮响应基因与氮素再循环相关［１４］。

上述数据初步阐明，生殖生长阶段的氮素再循环效率是影响

黄瓜耐低氮性的主要因子之一。这一结论为接下来深入开展

黄瓜耐低氮生理与分子机制的研究提供了重要的理论基础。
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林牧有机废弃物配方基质在黄瓜穴盘

育苗中的应用效果

薛书浩１，王忠红２，关志华２，陈双臣２，３

（１．西藏职业技术学院，西藏拉萨８５００３０；２．西藏农牧学院，西藏林芝８６００００；３．河南科技大学林学院，河南洛阳 ４７１００３）

　　摘要：以草炭（Ｔ１）、混合基质（Ｔ２，珍珠岩、草炭、蛭石混配）、基质块（Ｔ３）、营养土（Ｔ４，照田园土 ∶发酵农家肥为

６∶４配）为对照，以林下凋落物与猪羊粪混配发酵成有机基质（Ｔ５）及以此为基础与锯末、化肥混配形成的２种基质

（Ｔ６，落叶基质 ∶锯末为１∶１，按０．５ｋｇ／ｍ
３添加尿素 ∶磷酸二铵＝１∶１的混合肥料）、（Ｔ７，落叶基质 ∶锯末为２∶１，

按０．５ｋｇ／ｍ３添加尿素 ∶磷酸二铵＝１∶１混合肥料）为材料，对黄瓜绿亨ＣＵ１０种子采用干籽直播法进行黄瓜穴盘育
苗，研究不同基质对黄瓜育苗的应用效果。结果表明，基质Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７黄瓜幼苗的出苗时间和出苗率均极显

著（Ｐ＜０．０１）优于Ｔ４，但相互间差异不显著；Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７黄瓜的子叶面积大于或接近Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３，而大于 Ｔ４；Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７黄

瓜的叶绿素含量前期相对较高，后期与Ｔ１接近；Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７黄瓜的真叶数均多于Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４，Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７第１张真叶的

叶绿素含量与Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３接近，第２张真叶高于Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３；Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７黄瓜的地上与地下部干物质量均远高于Ｔ２、Ｔ４，其

中Ｔ６和Ｔ７的地上部干物质量高于Ｔ１、Ｔ５高于Ｔ３，Ｔ１、Ｔ３、Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７地下部干物质量相互间无差异（Ｐ＞０．０５）；Ｔ７黄瓜

的壮苗指数相对最大，Ｔ５、Ｔ６优于Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４。可见，Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７这３种自制基质的育苗效果优于草炭等市售基质，能

确保黄瓜干籽直播时尽快形成壮苗，且生产成本不到草炭的１／３，是用于工厂化种苗培育的优良基质。
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　　壮苗是蔬菜优质高产的基础，而优质基质在理化性质等
方面优于土壤，被广泛应用于蔬菜壮苗培育。草炭被公认为

优质基质，但其资源的不可再生性和分布的地域性限制其被

更广泛使用［１］，而利用各地废弃物资源替代草炭已成为蔬菜

育苗基质的研究热点，近几年相继研发出多种可规模化育苗

使用的优质基质［２－７］，有效推动了蔬菜种苗业的发展，使我国

蔬菜产业得以健康发展。

废弃物开发作为一种可利用的特殊商品，一方面研发技

术相对简单，很容易本地化生产，另一方面受运输成本影响，

市售价格会相对较高，使蔬菜生产成本增加。因此，利用本地

资源开发优质基质是必然趋势，既能降低生产成本，又能使当

地一些废弃物得以资源化再利用，有利于生态环境的保护。

林芝市是西藏自治区主要的蔬菜生产基地，受运输成本影响，

当地实体店草炭售价７～９元／ｋｇ，其他基质６～８元／ｋｇ，而网
店购买扣除运费，仅比当地实体店便宜１元／ｋｇ左右。由于
市售基质价格相对偏高，本地蔬菜生产很少采用基质育苗，而
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