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摘 要:该研究以黄瓜品种‘中农18号’、南瓜砧木品种‘京欣砧5号’为试验材料,以南瓜自根苗(P)和去除1片子

叶及生长点的南瓜苗(-/P)为对照,采用单子叶贴接法进行黄瓜/南瓜异体嫁接(C/P)和南瓜/南瓜自体嫁接(P/P),

测定嫁接后砧木子叶形态指标和淀粉代谢的动态变化,分析嫁接后去除砧木子叶对嫁接苗生长发育的影响,以揭

示砧木子叶淀粉代谢在黄瓜嫁接苗生长中的作用,为黄瓜嫁接苗的壮苗培育提供理论依据。结果显示:(1)贴接

后,C/P、P/P和-/P砧木子叶鲜质量和面积显著增大,且增加量依次递减,表现为-/P
 

>
 

C/P
 

>
 

P/P
 

>
 

P。(2)贴

接后,C/P和P/P砧木子叶中淀粉含量在嫁接后0~3
 

d时降低,之后迅速升高,至嫁接后13
 

d再次逐渐降低,且

C/P砧木子叶淀粉含量及其淀粉分支酶(SBE)和水解酶(β-AL)活性均显著高于P/P。(3)在嫁接后0~10
 

d
 

去除

砧木子叶可显著抑制C/P嫁接苗接穗和根系生长,减弱根系活力,同时降低根系可溶性糖含量及其CWIN、HXK
基因表达水平,并以嫁接后0

 

d
 

去除砧木子叶的抑制效果最显著。研究表明,黄瓜C/P单子叶贴接苗中,砧木子叶

作为贮存器官,在幼苗生长早期以淀粉形式储存光合产物,之后淀粉水解成单糖为嫁接苗接穗和根系快速生长提

供物质和能量。
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Abstract:
 

In
 

this
 

study,
 

the
 

cucumber
 

cultivar
 

‘Zhongnong
 

18’
 

and
 

pumpkin
 

cultivar
 

‘Jingxinzhen
 

No.
 

5’
 

were
 

used
 

as
 

materials,
 

and
 

the
 

intact
 

pumpkin
 

seedlings
 

(P)
 

and
 

the
 

seedling
 

with
 

one
 

cotyledon
 

and
 

api-
cal

 

meristem
 

being
 

removed
 

(-/P)
 

were
 

used
 

as
 

control,
 

two
 

grafting
 

combinations
 

including
 

cucumber/
pumpkin

 

(C/P)
 

and
 

pumpkin/pumpkin
 

(P/P)
 

were
 

set
 

up,
 

using
 

the
 

one-cotyledon
 

splice
 

grafting
 

meth-
od.

 

The
 

changes
 

of
 

the
 

morphological
 

indexes
 

and
 

starch
 

metabolism
 

in
 

the
 

rootstock
 

cotyledon
 

of
 

grated
 

seedlings
 

were
 

detected,
 

and
 

the
 

effects
 

of
 

removing
 

rootstock
 

cotyledon
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

grafted
 

seedlings
 

were
 

analyzed.
 

The
 

major
 

purpose
 

of
 

this
 

study
 

is
 

to
 

reveal
 

the
 

role
 

of
 

starch
 

metabolism
 

of
 

rootstock
 

cot-
yledons

 

in
 

the
 

growth
 

of
 

cucumber
 

grafted
 

seedlings,
 

and
 

thereby
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

improving
 

the
 

quality
 

of
 

cucumber
 

grafted
 

seedlings.
 

The
 

results
 

revealed
 

that:
 

(1)
 

after
 

grafting,
 

the
 

fresh
 

weight
 



and
 

area
 

of
 

rootstock
 

cotyledon
 

of
 

C/P
 

and
 

P/P
 

seedlings
 

increased
 

rapidly,
 

and
 

the
 

net
 

increase
 

in
 

fresh
 

weight
 

and
 

area
 

decreased
 

in
 

this
 

order:
 

-/P
 

>
 

C/P
 

>
 

P/P
 

>
 

P.
 

(2)
 

After
 

grafting,
 

the
 

starch
 

content
 

in
 

the
 

rootstock
 

cotyledons
 

of
 

C/P
 

and
 

P/P
 

seedlings
 

decreased
 

during
 

the
 

early
 

healing
 

stage
 

[0-3
 

days
 

af-
ter

 

grafting
 

(dag)].
 

Then
 

the
 

starch
 

accumulated
 

rapidly
 

until
 

13
 

dag,
 

when
 

starch
 

was
 

gradually
 

de-
creased.

 

The
 

starch
 

content
 

and
 

its
 

starch
 

branching
 

enzyme
 

(SBE,
 

for
 

starch
 

synthesis)
 

and
 

β-amylase
 

(β-
AL,

 

for
 

starch
 

hydrolysis)
 

activities
 

in
 

C/P
 

rootstock
 

cotyledon
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

P/P
 

seedlings.
 

(3)
 

Removal
 

of
 

rootstock
 

cotyledons
 

at
 

0-10
 

day
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

growth
 

of
 

scion
 

and
 

roots
 

in
 

C/P
 

grafted
 

seedlings.
 

Also,
 

the
 

root
 

vigor,
 

as
 

well
 

as
 

the
 

soluble
 

sugar
 

content
 

and
 

CWIN
 

and
 

HXK
 

gene
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

repressed.
 

Removing
 

the
 

rootstock
 

cotyledon
 

at
 

0
 

dag
 

led
 

to
 

the
 

strongest
 

inhibition
 

effect.
 

These
 

results
 

suggested
 

that
 

in
 

the
 

C/P
 

grafted
 

seedlings,
 

rootstock
 

cotyledon
 

can
 

serve
 

as
 

a
 

storage
 

organ.
 

During
 

early
 

growth
 

of
 

grafted
 

seedlings,
 

the
 

photosynthetic
 

prod-
ucts

 

can
 

be
 

stored
 

as
 

starch,
 

and
 

then
 

the
 

stored
 

starch
 

is
 

hydrolyzed
 

into
 

monosaccharides,
 

which
 

can
 

be
 

used
 

for
 

the
 

rapid
 

growth
 

of
 

scion
 

and
 

roots
 

of
 

grafted
 

seedlings.
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  黄瓜(Cucumis
 

sativus
 

L.)是世界上最主要的

蔬菜种类之一,也是中国种植面积最大、产量最高的

果菜类蔬菜之一。联合国粮食及农业组织(FAO)
数据显示,2020年中国黄瓜种植面积126.04万

hm2,产量7
 

283.30万t,分别占全世界的56.61%
和79.81%,面积和产量均位居世界第一。嫁接在

黄瓜栽培生产中已广泛应用,选择合适的南瓜砧木

进行嫁接,可以有效克服土壤连作障碍、增强黄瓜嫁

接苗的耐逆性和抗病性、提高果实产量和品质[1-2]。
国内外常用的黄瓜嫁接方法包括靠接法、插接法和

单子叶贴接法等[3-4]。采用单子叶贴接法进行嫁接

时,用刀片沿一定角度切去砧木一个子叶和生长点,
接穗在子叶下方约1

 

cm处以相同角度斜切下胚轴,
之后将砧木和接穗沿切面紧贴对齐,用嫁接夹固

定[3]。单子叶贴接法因操作工序简单,对幼苗标准

化程度要求低,更利于机械化嫁接操作,且嫁接成活

后萌蘖少,在黄瓜嫁接中已广泛推广应用[5]。
黄瓜和南瓜均属于双子叶植物,子叶对其生长具

有重要作用。随着生长发育,子叶从单纯的贮存器官

转变为幼苗生长初期最主要的光合器官,子叶中贮存

的以及光合产生的碳水化合物是植物早期生长所需

的主要能量来源[6]。在黄瓜中,将5
 

d龄幼苗的1片

子叶去除,幼苗干质量减少50%以上,而将2片子叶

全部去除,幼苗干质量将减少约70%[7-9]。在单子叶

贴接中往往会保留一片砧木子叶,从而为嫁接接合部

提供激素和能量物质,促进细胞分裂形成愈伤组织,
进而促进嫁接愈合和嫁接苗生长[10-11]。然而,近年来

穴盘育苗已成为黄瓜育苗的主要方式。南瓜砧木子

叶较大,而穴盘育苗空间有限,在育苗时常会导致砧

木子叶相互遮挡、堆叠,影响叶片光合效率,并易引发

叶部病害,因此生产中多采用将砧木子叶部分剪除以

减少不利影响[12],但是砧木子叶的去留如何影响黄

瓜嫁接苗生长,目前仍鲜见报道。
糖在黄瓜嫁接愈合和嫁接苗生长发育过程中十

分关键[10-11]。淀粉是叶片中糖的主要贮存形式[13]。
淀粉合成是通过一系列酶促反应,把淀粉合成的前

体物质ADP-葡萄糖(ADP-glucose,ADPG)转变为

淀粉的过程,ADPG焦磷酸化酶(ADP
 

glucose
 

py-
rophosphorylase,AGPase)、颗粒结合态淀粉合成酶

(granule
 

bound
 

starch
 

synthase,GBSS)、淀粉合成酶

(starch
 

synthase,SS)、淀粉分支酶(starch
 

branching
 

enzyme,SBE)和淀粉去分支酶(debranching
 

enzyme,

DBE)是淀粉合成过程的关键酶,其中AGPase负责合

成前体物质 ADPG,GBSS参与直链淀粉合成,SS、

SBE和DBE参与支链淀粉的合成[14-17]。淀粉还可在

β-淀粉酶(β-Amylase,β-AL)等酶的作用下水解形

成麦芽糖,并运输到细胞质,为植物生长提供碳

源[18]。在单子叶贴接的嫁接苗中,砧木子叶是重要

的贮存性器官,淀粉作为其中糖的主要贮存形式,其
代谢如何变化,对嫁接苗生长如何影响,目前尚无相

关报道。本研究测定了黄瓜单子叶贴接嫁接苗砧木

子叶的形态指标和淀粉代谢变化,分析了嫁接后去

除砧木子叶对黄瓜嫁接苗生长的影响,明确了砧木

子叶淀粉代谢在黄瓜嫁接苗生长中的作用,为黄瓜

嫁接苗的壮苗培育提供科学依据。

1 材料和方法

1.1 试验材料

供试黄瓜品种‘中农18号’购自中蔬种业(北
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京)有限公司,南瓜品种‘京欣砧5号’购自京研益农

(北京)种业科技有限公司。播种用平盘规格为540
 

mm×270
 

mm×60
 

mm(长×宽×高),购自台州隆

基塑业有限公司;育苗营养钵上口径70
 

mm,下口

径50
 

mm,高55
 

mm,购自北京顺莉科技有限公司。
蛭石和珍珠岩为园艺级,粒径3~5

 

mm,购自河北

灵寿县腾达矿产品加工厂;石英砂为20~40目,购
自青岛绿生生物科技有限公司。

1.2 幼苗培养与嫁接

试验所需幼苗在中国农业科学院蔬菜花卉研究

所南区玻璃温室中进行培养。选取饱满一致的黄瓜

和南瓜种子,5%
 

NaClO消毒10
 

min,蒸馏水充分

冲洗后,置于30
 

℃恒温箱中催芽。待种子露白后,
挑选萌发一致的种子,接穗种子播于装有蛭石和珍

珠岩(1∶1,V/V)混合基质的育苗平盘中,每盘播

种约150粒;砧木种子播于装有蛭石和石英砂(5∶
1,V/V)混合基质的育苗营养钵中,每钵1粒,播种

后覆盖1.5
 

cm厚的蛭石,充分浇水至平盘或营养钵

底部排水孔有水滴出现。待接穗幼苗长至子叶平

展、砧木幼苗长至第一片真叶露心时,进行嫁接。
嫁接试验设置2个砧穗组合,分别为黄瓜/南瓜

(C/P)和南瓜/南瓜(P/P),以不嫁接的南瓜自根苗

(P)和去除一片子叶的南瓜苗(-/P)为对照。采用

单子叶贴接法进行嫁接。选取长势整齐一致的幼

苗,将砧木幼苗轴向30°切去生长点及一片子叶,接
穗在子叶下方1

 

cm处以相同角度斜切,切面长约

0.5
 

cm,将两切面紧贴对齐,用嫁接夹固定。嫁接

后将幼苗立即移入人工气候培养箱中培养,愈合期

环境设置参照赵加欣等进行分段设置[11]。嫁接后8
 

d(the
 

8
 

days
 

after
 

grafting,8
 

dag,下同)将幼苗移

入玻璃温室自然温光条件下培养至25
 

dag。幼苗培

养过程用1/2
 

Hoagland营养液进行灌溉。每处理

3次重复,每重复至少100株嫁接苗。
为了分析砧木子叶去留对嫁接苗生长发育的影

响,分别于0、1、3、5、7、10、13、18
 

dag上午10:00去

除C/P和P/P嫁接苗的砧木子叶,嫁接苗继续培养

至25
 

dag,培养条件同上,以不去除砧木子叶的C/P
和P/P嫁接苗为对照。

1.3 嫁接苗生长指标测定

1.3.1 砧木子叶面积和鲜质量 分别于0、1、3、5、

7、10、13、18、25
 

dag下午14:00取砧木子叶,称量、
记录子叶鲜质量,对子叶进行扫描,采用万深LA-S
植物图像分析软件计算子叶面积。每处理3次生物

学重复,每重复12株。

1.3.2 接穗和砧木生长指标 于25
 

dag选取嫁接

苗,分为接穗和砧木两个部分,参照褚群等[11]的方

法,分别测定接穗部分鲜质量、干质量、叶片面积,以
及根系鲜质量和干质量。每处理3次生物学重复,
每重复12株。

1.4 根系活力测定

根系活力采用氯化三苯基四氮唑(TTC)还原

法测定[19]。将幼苗根系清洗并吸干水分后放入含

有5
 

mL
 

0.4%
 

TTC、5
 

mL磷酸盐缓冲液(0.06
 

mol·L-1,pH
 

7.0)混合溶液中,使根系完全浸没,

37
 

℃黑暗孵育1.5
 

h后,加入2
 

mL硫酸溶液(1
 

mol·L-1)终止反应,将根系清洗后在无水乙醇中

充分浸提3
 

h,浸提液于波长490
 

nm下比色,测定

三苯基甲臜(TTF)含量,以单位时间内还原产生的

TTF量表示根系活力(mg·g-1·h-1)。每处理3
次生物学重复,每重复12株。

1.5 砧木子叶淀粉和可溶性糖含量测定

砧木子叶中淀粉采用酸水解法提取,淀粉含量

测定采用蒽酮-硫酸法[11]。根系中可溶性糖含量采

用蒽酮-硫酸法测定[11]。每处理3次生物学重复,
每重复12株。

1.6 砧木子叶淀粉代谢相关酶的提取和活性测定

选取0、3、7、10、25
 

dag的砧木子叶冻存样品,
用于淀粉合成酶(starch

 

synthase,SS)、淀粉分支酶

(starch
 

branching
 

enzyme,SBE)和β-淀粉水解酶

(β-amylase,β-AL)的活性测定。SS的活性采用可

溶性淀粉合成酶(SSS)活性检测试剂盒(索莱宝)进
行测定,以每克样品在反应体系中每分钟催化产生

1
 

nmol
 

NADPH定义为1个酶活性单位(U·g-1);

SBE的活性采用淀粉分支酶检测试剂盒(索莱宝)
进行测定,以波长660

 

nm的吸光度下降百分率表

示,每克样品在反应体系中每降低1%
 

碘蓝值为1
个酶活性单位(U·g-1);β-AL的活性采用β-水解

酶活性检测试剂盒(索莱宝)进行测定,以每克样品

在反应体系中每分钟催化产生1
 

mg还原糖为1个

酶活力单位(U·g-1)。每处理3次生物学重复,每
重复12株。

1.7 根系RNA提取和基因表达水平测定

根系总 RNA 采用 EasyPure
 

Plant
 

RNA
 

Kit
(全式金,北京)试剂盒提取,用1%

 

琼脂糖凝胶电泳

检测RNA完整性,用Nano
 

Drop
 

One(Thermo
 

Sci-

entific,USA)测定RNA浓度。采用TransScript􀳏
 

All-in-One
 

First-Strand
 

cDNA
 

Synthesis
 

SuperMix
 

for
 

qPCR(One-Step
 

gDNA
 

Removal)试剂盒(全式
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表1 Real-time
 

PCR所用引物序列

Table
 

1 Primer
 

sequences
 

for
 

real-time
 

PCR

基因名称
Gene

 

name
序列号

Accession
 

number

引物序列
 

Primer
 

sequence(5'→
 

3')

正向
 

Forward 反向
 

Reverse

CmoActin CmoCh02G006200 AAGGTCGTTGCACCTCCTG TCCTGTGGACGATGGATGGA

CmoCWIN1 CmoCh01G017810 GGGGAGATTGGTGGTCAAGG GCACTCCCACATCCCAGTTT

CmoCWIN6 CmoCh17G006930 CCACTCCACATCAACGGACT GAGAGGATTAGAATCGCCGGT

CmoHXK1 CmoCh11G006610 GAGCTCCTCGTTTCAATGACTC GTTGTGAGTCTTTTGCAGGC

CmoHXK2 CmoCh10G007010 GGGAGAACAGTCTTCATCATTGC AAGGCAGCTTCTTCAGCCAT

金,北京)进行反转录和cDNA第一链合成。所得

cDNA用于 Real-time
 

PCR定量分析,试剂盒为

Transstart􀳏Top
 

Green
 

qPCR
 

Kit(全式金,北京),
仪器 为 LightCycler􀳏96实 时 荧 光 定 量 PCR 仪

(Roche,瑞典)。

Real-time
 

PCR反应体系(15
 

μL)为:cDNA模

板0.8
 

μL,TransStart
􀳏Top

 

Green
 

qPCR
 

Super-
Mix

 

7.5
 

μL,基因上、下游引物(10
 

μmol·L
-1)各

0.3
 

μL,ddH2O
 

6.1
 

μL。反应程序设置为:95
 

℃
 

180
 

s;95
 

℃
 

5
 

s,54
 

℃
 

10
 

s,72
 

℃
 

10
 

s,共50个循

环。以南 瓜 持 家 基 因 CmoActin 作 为 Real-time
 

PCR的内参基因[20],基因相对表达水平采用2-ΔΔCt

法计算[21],设定目标基因在0
 

dag的表达水平为

1.0。待测目的基因及内参基因特异性扩增引物序列

见表1。每个样品3次重复,每次重复15株幼苗。

1.8 数据处理与统计分析

试验结果采用3次独立生物学重复的平均值±
标准差(mean±SD)表 示,采 用 Microsoft

 

Excel
 

2019
 

软件处理数据并作图,采用SPS
 

26
 

软件最小

差异法进行显著性差异分析(α=
 

0.05)。

2 结果与分析

2.1 C/P和P/P嫁接苗砧木子叶生长动态

图1,A、B显示,相较于南瓜自根苗P,单子叶

贴接的黄瓜/南瓜嫁接苗(C/P)和南瓜/南瓜嫁接苗

(P/P)中砧木子叶的面积和鲜质量均显著增加,且

C/P嫁接苗的增加量显著高于P/P;在嫁接后25
 

d,

C/P砧木子叶的鲜质量和面积分别是P/P的1.29
倍和1.12倍;去除一片子叶的南瓜幼苗(-/P)的子

叶面积和鲜质量均增加,且增加量显著高于C/P和

P/P嫁接苗。
同时,图1,C、D进一步比较了砧木子叶在嫁接

后不同时期鲜质量和面积的净增长量。其中,C/P砧

木子叶的鲜质量主要在嫁接愈合期1~7
 

dag显著增

长,占总增长量的73.70%,此外其在10~18
 

dag期

间也有增长;P/P砧木子叶的鲜质量在嫁接愈合期0
~1

 

dag的增长占总增长量的49.08%;而-/P幼苗的

子叶除在0~3
 

dag期间显著增长外,在生长后期(10
~25

 

dag)还有一个更大幅度的增长;P幼苗的子叶则

仅在0~1
 

dag时快速增长(图1,C)。各砧木子叶面

积的增长模式与其鲜质量增加模式略有差异,所有处

理在0~1
 

dag时均有一个快速增大的过程(图1,D);
此外,C/P嫁接苗的砧木子叶面积在1~7

 

dag、10~
18

 

dag有显著增大,P/P嫁接苗的砧木子叶面积仅

在3~7
 

dag时显著增大;-/P幼苗子叶面积有两个

增大期(1~7
 

dag、10~25
 

dag),而P幼苗的子叶面

积有一个增大期(1~3
 

dag)。
上述结果表明,在单子叶贴接后,各嫁接苗的砧

木子叶均迅速生长,并以C/P嫁接苗砧木子叶的增

长量高于P/P嫁接苗,且两者增长时期分布也存在

差异,C/P的砧木子叶在嫁接后的早期和后期均有

增加,而P/P的砧木子叶仅在嫁接后早期有显著

增加。

2.2 C/P和P/P嫁接苗砧木子叶的淀粉含量变化

淀粉是叶片光合作用产物的主要贮存形式[22]。
图2显示,C/P嫁接苗砧木子叶淀粉含量在1

 

dag
和3

 

dag时下降,之后逐渐升高,至愈合期结束时(7
 

dag)是嫁接前(0
 

dag)的2.36倍,并在10
 

dag和13
 

dag时达到最高,之后随着幼苗生长迅速降低。与

C/P嫁接苗表现类似,P/P嫁接苗砧木子叶中淀粉

含量在嫁接愈合期1~5
 

dag时显著降低,并在7
 

dag和10
 

dag时达到最高,7
 

dag时较0
 

dag显著升

高约70%,之后随着幼苗生长逐渐降低;P/P嫁接

苗砧木子叶淀粉含量几乎始终低于同期C/P嫁接

苗。与嫁接苗不同,自根苗P和-/P的子叶淀粉含

量随着幼苗生长呈先升高后降低的趋势,P幼苗子

叶淀粉在10~13
 

dag时达到最高,而-/P幼苗子叶

淀粉含量在18
 

dag时达到最高。
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C/P.
 

黄瓜/南瓜嫁接苗;P/P.
 

南瓜/南瓜嫁接苗;-/P.
 

去除一片子叶和生长点的南瓜自根苗;P.
 

南瓜自根苗;

dag.
 

嫁接后天数。同一处理内不同小写字母表示生长不同时期间差异显著(P
 

<
 

0.05);下同

图1 C/P和P/P嫁接苗砧木子叶的生长情况

C/P.
 

Cucumber/pumpkin
 

grafted
 

seedling;P/P.
 

Pumpkin/pumpkin
 

grafted
 

seedling;-/P.
 

Pumpkin
 

seedling
 

with
 

one
 

cotyledon
 

and
 

apical
 

meristem
 

removed;P.
 

Intact
 

pumpkin
 

seedling.
 

dag.
 

Days
 

after
 

grafting.
 

Different
 

normal
 

letters
 

within
 

each
 

treatment
 

indicate
 

the
 

significant
 

differences
 

among
 

various
 

times
 

at
 

0.05
 

level
 

(P
 

<
 

0.05);
 

The
 

same
 

as
 

below

Fig.1 Growth
 

of
 

rootstock
 

cotyledon
 

in
 

C/P
 

and
 

P/P
 

grafted
 

seedlings

图2 C/P和P/P嫁接苗砧木子叶中淀粉含量

随生长的变化

Fig.2 Changes
 

of
 

starch
 

content
 

in
 

cotyledons
 

during
 

growth
 

of
 

C/P
 

and
 

P/P
 

grafted
 

seedlings

2.3 C/P和P/P嫁接苗砧木子叶中淀粉代谢相关

酶的活性变化

  首先,C/P嫁接苗砧木子叶中可溶性淀粉合成

酶(SSS)的活性在0
 

dag时最高,之后逐渐降低,至
7

 

dag时达到最低,在10
 

dag时有所升高,并于25
 

dag时再次降低;P/P嫁接苗砧木和-/P自根苗子叶

中SSS活性变化规律与C/P类似,但在7
 

dag时

SSS活性高于C/P;P自根苗子叶中SSS活性呈持

续降低的趋势,在25
 

dag时活性最低,只有0
 

dag时

的15.13%(图3,A)。
其次,C/P嫁接苗砧木子叶中淀粉分支酶(SBE)

活性在3
 

dag时降低,并在7
 

dag时升高,至10
 

dag时

达到最高,但在25
 

dag时再次明显降低;P/P嫁接苗

砧木子叶中SBE活性在3~7
 

dag时维持在较低水

平,在10
 

dag时有所升高,但仍显著低于同期C/P嫁

接苗;-/P自根苗子叶中SBE活性在3~7
 

dag时逐渐

降低,而在10~25
 

dag时逐渐升高;P自根苗子叶中

SBE活性在0~10
 

dag时相对稳定,但在25
 

dag时显

著降低,只有0
 

dag时的44.04%(图3,B)。
另外,C/P和P/P嫁接苗砧木子叶的β-淀粉酶

(β-AL)活性变化规律相似,均在3
 

dag时升高,并在

7
 

dag时降低,在25
 

dag时活性最低,只有0
 

dag时

的约53.86%;在10
 

dag时,C/P砧木子叶中β-AL
活性有一个显著升高的过程,且显著高于同期P/P
嫁接苗。-/P自根苗子叶中β-AL活性在3

 

dag时

6981 西 北 植 物 学 报                   42卷



迅速降低,之后维持在27.11
 

U·g-1 左右,而自根

苗P子叶中β-AL活性在0~7
 

dag时比较稳定,在

10
 

dag时显著降低(图3,C)。

2.4 去除砧木子叶对C/P和P/P嫁接苗生长以及

根系活力和相关基因表达的影响

2.4.1 生长指标 通过单子叶贴接的C/P和P/P
嫁接苗,分别在嫁接后不同时间去除砧木子叶,进一

步观测砧木子叶去留对嫁接苗(25
 

dag)生长发育的

影响。结果(表2)显示,P/P嫁接苗接穗和根系的

生长(生物量、总叶面积)受到砧木子叶去留的影响

较小,而C/P嫁接苗生长受到嫁接后砧木子叶去留

的影响较大,尤其是嫁接后早期去除砧木子叶显著

抑制嫁接苗接穗和根系生长,并以0
 

dag去除砧木

子叶的抑制作用最强。其中,与对照(保留砧木子叶)

图3 C/P和P/P嫁接苗砧木子叶中淀粉

代谢相关酶活性变化

Fig.3 Enzyme
 

activities
 

related
 

to
 

starch
 

metabolism
 

in
 

the
 

rootstock
 

cotyledon
 

of
 

C/P
 

and
 

P/P
 

grafted
 

seedlings

相比,C/P嫁接苗接穗部分的鲜质量在0~3dag、干
质量在0~5

 

dag、叶片总面积在0~13
 

dag均显著

降低,降幅分别为17.99%~21.08%、18.44%~
23.15%、12.46%~36.57%,而其砧木部分的鲜质

量在0~13
 

dag、干质量在0~5
 

dag均显著降低,降
幅分别为32.0%~42.0%、28.80%~39.16%。

2.4.2 根系活力及其可溶性糖含量 嫁接后去除

砧木子叶对各嫁接苗(25
 

dag)根系活力有不同的影

响(图4)。其中,各个时期去除砧木子叶对P/P嫁

接苗的根系活力均无显著影响,而对于C/P嫁接苗

根系活力产生不同影响,且去除时间越早受到影响

越严重。C/P嫁接苗根系活力以对照最高,在0~10
 

dag去除砧木子叶均会导致嫁接苗根系活力显著降

低,并以0
 

dag时去除子叶的影响最大(根系活力只有

对照的30.64%);在1~10
 

dag时去除砧木子叶根系

活力降低了约45%;在13~18
 

dag时去除砧木子叶

对根系活力的影响较小,根系活力降低不到10%。
同时,嫁接后去除砧木子叶对嫁接苗根系可溶

性糖含量也有相似的影响(图5)。其中,各时期去

除砧木子叶对P/P嫁接苗根系中可溶性糖含量均

无显著影响,而对于C/P嫁接苗根系可溶性糖含量

产生不同影响,并在0~10
 

dag时去除砧木子叶均

引起显著降低,此时根系可溶性糖含量约为对照的

66%左右,而在18
 

dag时去除砧木子叶根系可溶性

糖含量与对照无显著差异。

不同小写字母表示处理时间之间在0.05
 

水平差异

显著(P
 

<
 

0.05);下同

图4 嫁接后去除砧木子叶对C/P和P/P嫁接苗

根系活力的影响

Different
 

normal
 

letters
 

indicate
 

the
 

significant
 

differences
 

in
 

different
 

treatment
 

times
 

at
 

0.05
 

level
 

(P
 

<
 

0.05);

The
 

same
 

as
 

below

Fig.4 Effects
 

of
 

removing
 

rootstock
 

cotyledon
 

on
 

root
 

vigor
 

of
 

C/P
 

and
 

P/P
 

grafted
 

seedlings
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表2 嫁接后不同时间去除砧木子叶对C/P和P/P嫁接苗生长指标的影响

Table
 

2 Effects
 

of
 

removing
 

rootstock
 

cotyledon
 

on
 

growth
 

indexes
 

of
 

C/P
 

and
 

P/P
 

grafted
 

seedlings

嫁接苗
Grafted

 

seedling

去除子叶时间
Time

 

of
 

removing
 

rootstock
 

cotyledon

接穗部分
 

Scion 砧木部分
 

Rootstock

鲜质量
Fresh

 

weight
/(g·plant-1)

干质量
Dry

 

weight
/(mg·plant-1)

叶片总面积
Total

 

leaf
 

area
/cm2

鲜质量
Fresh

 

weight
/(g·plant-1)

干质量
Dry

 

weight
/(mg·plant-1)

C/P

0
 

dag 3.07±0.45b 223.80±31.30c 57.21±6.56d 0.29±0.03b 18.80±3.30c

1
 

dag 3.16±0.30b 235.20±20.40bc 60.81±6.05d 0.31±0.03b 19.40±3.70bc

3
 

dag 3.19±0.40b 234.00±28.00bc 67.81±13.03cd 0.32±0.05b 21.00±1.80bc

5
 

dag 3.22±0.50ab 237.50±34.70bc 73.86±8.57cd 0.31±0.05b 22.00±3.80b

7
 

dag 3.30±0.40ab 250.50±33.70ab 74.52±7.98cd 0.34±0.04b 22.30±4.00ab

10
 

dag 3.20±0.28b 259.90±17.10ab 79.66±4.71b 0.32±0.05b 23.80±3.10ab

13
 

dag 3.25±0.24ab 251.40±21.20ab 78.96±6.24bc 0.34±0.05b 25.60±3.60a

18
 

dag 3.97±0.48a 288.60±35.60a 92.85±14.41a 0.45±0.04a 27.40±2.00a

CK 3.89±0.40a 291.20±31.10a 90.20±12.29a 0.50±0.09a 30.90±4.10a

P/P

0
 

dag 5.11±0.70c 441.00±55.00a 120.11±20.10b 0.48±0.06c 30.30±2.90b

1
 

dag 5.39±0.40bc 451.00±61.70a 127.20±30.52ab 0.52±0.07bc 32.50±7.80ab

3
 

dag 5.41±0.86bc 454.20±53.80a 131.61±21.74ab 0.51±0.06bc 31.40±9.00ab

5
 

dag 5.26±0.27c 441.50±22.60a 128.48±19.66ab 0.50±0.07bc 31.60±3.20b

7
 

dag 5.58±0.98abc 453.50±82.50a 134.18±22.01ab 0.56±0.09ab 35.50±6.10ab

10
 

dag 5.57±0.49abc 464.60±36.20a 131.66±14.02ab 0.53±0.08b 34.70±7.30ab

13
 

dag 5.87±0.76a 471.00±69.10a 134.19±33.99ab 0.54±0.06b 33.80±5.00ab

18
 

dag 5.93±0.40a 468.30±34.70a 136.32±12.93ab 0.59±0.04ab 37.10±2.40ab

CK 5.82±0.62a 443.40±72.00a 142.51±23.49a 0.68±0.09a 41.60±8.20a

注:0~18
 

dag表示嫁接后0~18
 

d
 

去除砧木子叶,CK为对照(保留砧木子叶),下同;同列不同小写字母表示处理间在0.05
 

水平存在显著

差异(P
 

<0.05)

Note:0-18
 

dag
 

stand
 

for
 

removing
 

rootstock
 

cotyledon
 

after
 

grafting
 

for
 

0-18
 

days,
 

while
 

CK
 

stand
 

for
 

control
 

(Retaining
 

rootstock
 

cot-

yldeon),
 

the
 

same
 

as
 

below;
 

Different
 

normal
 

letters
 

in
 

the
 

same
 

column
 

indicate
 

the
 

significant
 

differences
 

among
 

treatments
 

at
 

0.05
 

level(P
 

<
 

0.05)

图5 嫁接后去除砧木子叶对C/P和P/P嫁接苗根系

可溶性糖含量的影响

Fig.5 Effects
 

of
 

removing
 

rootstock
 

cotyledon
 

on
 

the
 

soluble
 

sugar
 

content
 

in
 

roots
 

of
 

C/P
 

and
 

P/P
 

grafted
 

seedlings

2.4.3 根系CWIN 和HXK 基因表达水平 比较

去除砧木子叶嫁接苗根系CWIN 和HXK 基因表

达水平(图6)发现,P/P嫁接苗根中CmoCWIN1、

CmoCWIN6和CmoHXK2基因表达水平在去除

砧木 子 叶 后 均 未 受 到 显 著 影 响,仅 嫁 接 苗 根 系

CmoHXK1的表达水平在3
 

dag去除砧木子叶处理

中略 有 降 低;而 C/P 嫁 接 苗 根 中 CmoCWIN1、
CmoCWIN6、CmoHXK1和CmoHXK2基因的表

达水平在嫁接后各时期去除砧木子叶后均不同程度

降低,并均以0
 

dag时去除砧木子叶处理的表达水

平最低,分别比对照显著降低52.35%、46.51%、

23.76%和46.50%。以上结果说明在C/P中和去

除砧木子叶引起嫁接苗根系中糖代谢水平降低,导
致根系活力降低。

3 讨 论

黄瓜是重要的蔬菜作物,嫁接可以有效克服土

壤连作障碍、增强抗逆性和抗病性,提高产量和品

质[23-26]。单子叶贴接因其嫁接成活率高、便于机械
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图6 嫁接后去除砧木子叶对C/P和P/P嫁接苗根系CWIN 和HXK 基因表达水平的影响

Fig.6 Effects
 

of
 

removing
 

rootstock
 

cotyledon
 

on
 

CWIN
 

and
 

HXK
 

genes
 

expression
 

in
 

roots
 

of
 

C/P
 

and
 

P/P
 

grafted
 

seedlings

化操作等优点,是黄瓜嫁接的主要方法之一[4]。嫁

接砧穗间互作是当前的研究热点,包括砧木对地上

部接穗的影响以及接穗对砧木的反馈调控[11,
 

27-28]。
砧木子叶作为嫁接苗早期生长最主要的源器官,目
前对其生长发育动态及其对接穗和根系生长的影响

仍缺乏了解。
本研究发现,-/P自根苗以及C/P和P/P嫁接

苗中,砧木子叶的面积和鲜质量迅速增大,且子叶增

加量表现为-/P
 

>
 

C/P
 

>
 

P/P
 

>
 

P。黄瓜和南瓜

均为双子叶植物,子叶是早期幼苗进行光合作用的

主要场所,较大的叶表面积可以最大限度地接受光

照、增加光合效率[29],去除其中一片子叶,植物为提

高源器官的强度,势必会引起另一片子叶显著增大,
这与 Mayoral等[30]的报道一致。在本研究中,对于

不同砧穗组合的幼苗砧木子叶增大的时期不同。对

于南瓜自根苗P,子叶在0~1
 

dag时期明显增大,
表明南瓜幼苗子叶在此时(即出苗后5~6

 

d)生长基

本完成;对于自根苗-/P,子叶在早期(0~7
 

dag)和
后期(10~25

 

dag)都有显著增大;嫁接苗P/P砧木

子叶随时间的增长模式与P自根苗相似,而C/P嫁

接苗砧木子叶的增长模式则介于P/P和-/P之间,
这可能与异源嫁接苗的愈合速率慢于自体嫁接苗有

关[31]。这些结果表明,单子叶贴接后,嫁接苗砧木

子叶显著增长,且增长幅度与时期因接穗不同而异。
淀粉作为植物中碳水化合物的一种主要贮存形

式,在调节植物源-库关系中起重要作用[13]。本研

究中C/P和P/P嫁接苗砧木子叶中淀粉含量在嫁

接愈合期(1~7
 

dag)显著降低。在嫁接愈合初期,
砧穗间尚未连通,砧木子叶是嫁接苗最主要的源器

官,子叶中淀粉水解可为嫁接愈合提供所需的能

量[10]。砧木子叶中淀粉的减少与淀粉合成酶SSS
和SBE活性降低、淀粉水解酶β-AL活性升高一致。

SSS和SBE协同负责淀粉的合成[32]。嫁接愈合期

弱光、高湿的环境引起SSS和SBE活性显著降低,
这与已有研究报道一致。在木薯、大豆等植物中,遮
荫和弱光处理可显著抑制叶片中SS、SBE 等淀粉

合成相关基因的表达和酶活性[33-35]。β-AL负责从

淀粉分子的非还原性末端依次切割α-1,4-糖苷键,
产生β-麦 芽 糖,是 植 物 叶 片 中 淀 粉 水 解 的 关 键

酶[36]。水分胁迫可促进黄瓜子叶中β-AL活性升

高,增加子叶中蔗糖含量,蔗糖作为渗透调节物质,
保护子叶细胞免受胁迫伤害[37]。β-AL 的基因表达

和酶活性也受糖信号诱导。对拟南芥莲叶片施加蔗

糖、葡萄糖或果糖后,β-AL 基因表达和活性都有显

著升高[38]。在嫁接愈合期,切削引起砧木子叶失水

导致β-AL活性升高,而嫁接愈合的高能量需求引

起蔗糖、葡萄糖等升高,进一步促进了β-AL 基因表

达和活性升高。
随着嫁接伤口逐渐愈合,能量需求降低,且维管

束逐渐连通,接穗叶片补充成为新的源器官,砧木子
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叶中的光合产物以淀粉形式逐渐积累,淀粉含量迅

速升高,且C/P砧木子叶淀粉含量显著高于P/P。
嫁接愈合期结束后,接穗叶片逐渐成为主要的源器

官,接穗新叶和根系是嫁接苗的主要库器官,由于

C/P嫁接苗接穗和根系的生长(即库的强度)均弱

于P/P嫁接苗,C/P砧木子叶中更多的光合产物用

于合成淀粉,并贮存在子叶中。与此相一致,砧木子

叶中SSS和SBE活性升高,且 C/P砧木子叶中

SBE活性显著高于P/P。之后嫁接苗快速生长,砧
木子叶中贮存的淀粉逐渐水解,供接穗和根系生长

所需。综合上述结果,在黄瓜单子叶贴接苗中,砧木

子叶可作为一个贮存器官,在嫁接愈合期子叶淀粉

水解为接口愈合提供能量,在愈合期结束后及幼苗

生长早期,子叶中多余的光合产物以淀粉形式储存

起来,并在幼苗生长后期水解,为嫁接苗接穗和根系

的快速生长提供碳源。
为验证上述结论,进一步分析了嫁接后不同时

期去除砧木子叶对嫁接苗生长的影响。研究发现,
嫁接后去除砧木子叶对P/P嫁接苗的生长和根系

活力无显著影响,而对于C/P嫁接苗在13
 

dag之前

去除砧木子叶均可显著抑制嫁接苗生长和根系活

力,并以0
 

dag时去除砧木子叶的抑制作用最强。
分析其原因,去除砧木子叶后导致子叶中贮存的淀

粉无法为C/P嫁接苗接穗和根系生长提供碳源,生

长受到显著抑制,而在生长后期砧木子叶的淀粉已

经基本被水解利用,因此去除子叶对生长的抑制作

用消失。与此结果一致,去除砧木子叶引起C/P嫁

接苗根系可溶性糖含量以及CmoCWIN1、CmoC-
WIN6、CmoHXK1和CmoHXK2等基因的表达水

平降低。在嫁接后早期去除砧木子叶对生长的抑制

效果更加显著,这是由于在早期嫁接苗需要消耗大

量能量用于嫁接愈合[10,
 

39],而去除砧木子叶需要消

耗下胚轴等其他部位的碳源,进一步导致供应接穗

和根系生长的碳源减少,抑制生长的效果加剧。对

于P/P嫁接苗,砧木子叶大小和淀粉积累量均显著

低于C/P嫁接苗,砧木子叶中淀粉作为贮存性碳源

的作用不显著,且同源嫁接砧穗愈合更快,南瓜作为

接穗,其叶片光合面积大,去除砧木子叶对嫁接苗生

长的影响不显著。
综上所述,C/P单子叶贴接苗的砧木子叶可作

为重要的缓冲器官,在嫁接后早期将光合作用产物

以淀粉形式贮存起来,并在后期逐渐水解成葡萄糖

等单糖,为嫁接苗接穗和根系的快速生长提供碳源,
在嫁接后早期去除砧木子叶在一定程度上会抑制嫁

接苗的生长。但是C/P嫁接苗的砧木子叶中为何

会积累更多的淀粉? 受哪些信号调控? 这些信号在

接穗和砧木间如何传递? 这些问题将是下一步研究

的重点。
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