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摘 要:丛枝菌根真菌(AMF)侵染情况观察是深入研究植物根系与土壤微生物共生机制的重要基

础。以杉木同一无性系1年生幼苗为研究对象,在接种根内球囊霉(Glomus
 

intraradices,Gi)3个

月后,基于经典的台盼蓝染色法,利用正交试验设计,对影响杉木根系染色效果的KOH浓度、温度

以及染色时间等主要因素进行优化研究,比较分析杉木不同根序的AMF侵染率差异性规律。结

果表明,对于杉木幼苗1级根,筛选出20%的KOH浓度、水煮温度90
 

℃和染色时间30
 

min这一

组合的染色效果较好,显微制片中的根系皮层组织细胞、菌丝结构清晰;对于杉木2级根,采用

20%
 

KOH浓度、水煮温度96
 

℃和染色时间10
 

min处理下的染色效果较好;相对木质化程度最高

的3级根,采用20%
 

KOH 浓度、水煮温度100
 

℃、染色时间30
 

min或10%
 

KOH 浓度、水温

96
 

℃、染色时间20
 

min这2种组合的染色效果较好。与杉木幼苗1级根和3级根相比,2级根的

AMF侵染率明显较高(P<0.05)。
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Abstract:The
 

observation
 

of
 

arbuscular
 

mycorrhizal
 

fungi
 

(AMF)
 

infection
 

is
 

an
 

important
 

basis
 

for
 

the
 

further
 

study
 

of
 

the
 

symbiotic
 

mechanisms
 

between
 

plant
 

root
 

system
 

and
 

soil
 

microorganisms.In
 

this
 

study,objected
 

with
 

annual
 

seedlings
 

cultivated
 

from
 

the
 

same
 

Chinese
 

fir
 

clone,using
 

an
 

orthogonal
 

test
 

design
 

based
 

on
 

the
 

classical
 

Taipan
 

Blue
 

staining
 

method,the
 

main
 

factors
 

of
 

the
 

staining
 

effect
 

in
 

Chinese
 

fir
 

root
 

system
 

tissues,including
 

KOH
 

concentration,boiling
 

water
 

temperature
 

and
 

staining
 

time
 

were
 

op-
timized

 

respectively,after
 

the
 

tested
 

seedlings
 

were
 

inoculated
 

with
 

Glomus
 

intraradices
 

(Gi)
 

for
 

three
 

months.Furthermore,the
 

differences
 

of
 

AMF
 

infection
 

rate
 

among
 

different
 

root
 

orders
 

were
 

compared
 

and
 

analyzed.Main
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

combination
 

conditions
 

with
 

20%
 

KOH
 

concentration,water
 

temperature
 

of
 

90
 

℃
 

and
 

staining
 

time
 

of
 

30
 

min
 

were
 

better
 

for
 

the
 

first
 

order
 

roots
 

of
 

Chinese
 

fir
 

seed-
lings,and

 

both
 

of
 

the
 

cellular
 

and
 

mycelial
 

structures
 

of
 

the
 

root
 

cortex
 

in
 

the
 

microfilm
 

were
 

clear.For
 

the
 

second
 

order
 

of
 

Chinese
 

fir
 

roots,the
 

staining
 

effect
 

was
 

better
 

under
 

the
 

treatment
 

with
 

20%
 

KOH
 

con-
centration,water

 

temperature
 

of
 

96
 

℃
 

and
 

staining
 

time
 

of
 

10
 

min.Both
 

of
 

the
 

two
 

combination
 

conditions
 

of
 

20%
 

KOH
 

concentration,water
 

temperature
 

of
 

100
 

℃
 

and
 

staining
 

time
 

of
 

30
 

min
 

or
 

10%
 

KOH
 

concen-
tration,water

 

temperature
 

of
 

96
 

℃
 

and
 

staining
 

time
 

of
 

20
 

min
 

were
 

more
 

effective
 

in
 

staining
 

the
 

tertiary
 

roots
 

with
 

the
 

highest
 

relative
 

lignification.Compared
 

with
 

the
 

first
 

or
 

third
 

order
 

of
 

Chinese
 

fir
 

roots,



AMF
 

infestation
 

rate
 

in
 

the
 

second
 

order
 

root
 

was
 

significantly
 

higher
 

(P<0.05).
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  杉木(Cunninghamia
 

lanceolata)是我国南方

重要造林用材树种,但其生产力因多代连栽、土壤有

效磷匮乏等问题日趋下降[1-3]。大量研究表明,菌根

真菌的侵染有利于植物对N、P、K等矿质营养元素

的吸收,也可显著增强其抗逆、抗病性[4-5]。卢妮妮

等[6]研究发现丛枝菌根真菌(arbuscular
 

mycorrhiza
 

fungi,AMF)中的球囊霉属(Glomus)类群易与杉木

根系共生;景跃波等[7]认为乡土菌种能够促进杉木

幼苗生长。随着林分年龄的增加,杉木根系 AMF
的侵染以及孢子密度呈逐渐增加的趋势[8]。与杉木

纯林相比,杉木与火力楠(Michelia
 

macclurei)混交

林土壤中菌根真菌孢子数明显较多,土壤中铵态氮

和钾含量也随之增加,进而促进了杉木生长[9]。可

见,开展杉木菌根真菌研究对维持杉木人工林可持

续经营具重要意义,但目前研究多集中于杉木根际

土壤方面,通过菌根侵染规律挖掘 AMF促进杉木

生长内在影响机制的研究甚少,尤其是有关其根系

AMF侵染观察方法还未成熟。
早在 1970 年 Phillips等[10]建 立 了 台 盼 蓝

(Trypan
 

blue)染色法来观察AMF的侵染与发育状

况,后经过许多学者的改进和发展,根据植物根系类

型的差异提出了不同的染色方法。由于草本植物根

系较幼嫩,木质化程度较轻,采用浓度过高的碱液

(>10%KOH
 

溶液)或处理时间过长(>60
 

mins),
根系皮层细胞结构会被破坏,染色后难以观察和区

分。与之相比较,木本植物根系较为庞大,且不同根

级组织的生物学功能、显微结构以及养分含量等方

面均存在较大差异[11-12],这必然造成同一树种根系

不同根级样品的透明、染色处理条件存在差异,从而

影响AMF染侵率、菌丝发育及泡囊定殖情况等指

标的观察与测定。
鉴于此,本研究选择同一杉木无性系幼苗为材

料,针对台盼蓝染色法中KOH溶液浓度、温度和染

色时间等关键因素,采用4因素3水平正交试验设

计,分别对杉木不同根级进行染色处理,比较分析不

同处理条件下菌根显微结构清晰度、着色和透明度

等染色效果指标的差异性,结合不同根级的菌根侵

染率测定,拟筛选出杉木不同根级的染色方法,为开

展相关研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

选择福建省洋口国有林场培育的1
 

a生杉木

无性系(洋-061)为研究对象,该无性系具速生高抗

的特 点[13]。参 试 材 料 生 长 良 好,试 验 初 始 苗 高

(17.27±1.72)cm、地径(2.85±0.52)mm。

1.2 研究方法

1.2.1 盆栽试验设计 采用长29
 

cm、宽16
 

cm、高

12.5
 

cm的聚乙烯材质花盆于福建农林大学科技园

温室大棚内进行室内盆栽试验。培养基质为接种

0.1
 

kg根内球囊霉(Glomus
 

intraradices)的灭菌

土[14],菌种由北京蔬卉科技有限责任公司提供。其

中,灭菌土由红壤与洗净河沙按体积比3∶1均匀混

合组成,以防止土壤板结,每盆装2.8
 

kg。不同培

养基质基本理化性质如表1所示。

表1 培养基质的基本理化性质

Table
 

1 Basic
 

physical
 

and
 

chemical
 

properties
 

of
 

culture
 

media

培养基质
有效磷含量/
(mg·kg-1)

速效钾/
(mg·kg-1)

铵态氮/
(mg·kg-1)

硝态氮/
(mg·kg-1)

pH

灭菌土 5.61±0.23 16.73±4.43 2.76±0.20 13.23±1.66 5.34±0.16
根内球囊霉菌种土与灭菌土的
混合基质 6.18±0.69 16.7±2.67 3.10±0.13 13.69±0.36 5.59±0.08

  参试杉木幼苗在盆栽种植之前,用0.5%
 

Na-
ClO溶液对根系表面消毒5

 

s,再用无菌水反复冲

洗。为保证试验期间杉木幼苗的正常生长,每隔7
 

d
浇1次不含磷素的Hoagland’s

 

1/4营养液,每盆每

次浇400
 

mL。利用KCl来补充平衡不同供磷处理

间K+含量的差异。每2
 

d午后浇纯水400
 

mL。温

室大棚室温19~32
 

℃,光照12
 

h/d,相对湿度>
60%。盆栽3个月进行收获,取杉木幼苗完整根系、
洗净、取样用于菌根显微结构制片效果及侵染率的

观察与测定。
按照Pregizter等[15]提出的方法对杉木幼苗根

系进行分级处理,将最前端具有根尖的根定义为1
级根,1级根的母根定义为2级根,2级根的母根定

义为3级根。每个根级分别取根样8~10条,剪成

1
 

cm根段,按照正交试验设计进行分组,每个根级

随机挑选40条根段,共27组,进行制片及侵染率测

定观察。

1.2.2 根系 AMF侵染情况镜检条件设计 基于
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台盼蓝Trypan
 

blue染色方法[10],采用4因素3水

平正交试验设计(表2),对AMF菌种侵染的杉木幼

苗根系进行染色观察,分析比较不同根序组织的侵

染率。即KOH 浓度(因素C):C1(2%)、C2(10%)
和C3(20%)3个水平;水煮温度(因素 T):T1(90

 

℃)、T2(96
 

℃)和T3(100
 

℃)3个水平,但对于杉木

1级根系,由于其组织较为细嫩,根段容易煮烂,故
温度设置梯度为 T1(70

 

℃)、T2(80
 

℃)和 T3(90
 

℃)3个水平;染色时间(因素S):S1(10
 

min)、S2(20
 

min)和S3(30
 

min)3个水平。
表2 杉木根系AMF侵染情况镜检的正交试验L9(34)设计

Table
 

2 Orthogonal
 

test
 

L9
 

(34)
 

design
 

for
 

microscopic
 

examination
 

of
 

Chinese
 

fir
 

roots
 

infected
 

by
 

AMF

处理
因素

KOH浓度 温度 染色时间 空列

试验
指标Xi

Z1 C3 T3 S3 CK1 X1
Z2 C3 T1 S2 CK3 X2
Z3 C2 T3 S1 CK3 X3
Z4 C1 T1 S1 CK1 X4
Z5 C1 T3 S2 CK2 X5
Z6 C1 T2 S3 CK3 X6
Z7 C2 T1 S3 CK2 X7
Z8 C3 T2 S1 CK2 X8
Z9 C2 T2 S2 CK1 X9

1.2.3 菌根侵染率测定 对于不同处理条件下的

杉木根系样品,分别采用储存溶液(99%乙醇∶60%
乙酸=3∶1)固定4

 

h之后,利用去离子水冲洗干

净,加入表2设定浓度的 KOH 溶液进行加热45
 

min以上,至根系组织完全透明;用去离子水洗去

KOH,加入2%
 

HCl溶液酸化30
 

min;再次利用去

离子水冲洗干净,加入0.05%
 

Trypan
 

blue溶液染

色;经表2设定的染色时间,洗去染色剂,加入脱色

液脱色,制片,利用镜检法观察。

1.2.4 菌根侵染情况观察 如表3所示,对镜片的

染色效果进行等级划分与评价[16-17]。为筛选出较优

的杉木根系接种 AMF染色条件,本研究仅将染色

结果优良(G0)和一般(G1)的根系样品即视为已有

菌根侵染。
表3 杉木根系AMF侵染情况的染色效果等级划分

Table
 

3 Classification
 

on
 

staining
 

effect
 

of
 

AMF
 

infection
 

in
 

Chinese
 

fir
 

roots

评判等级 根系染色结果情况

优良(G0) AMF着色,清晰可见,与根部细胞反差明显

一般(G1)
AMF着色,与根部细胞反差不明显,细胞内含物未
被透明完全

较差(G2)
AMF着色,反差极其不明显,大量细胞内含物着
色,影响对菌根结构观察

1.3 数据统计与分析

利用SPSS(19.0)数据统计软件进行4因素3
水平正交试验设计(表2)。根据正交试验中杉木菌

根根序分级染色的清晰度情况调查结果,通过直观

分析法,得到R 值(同一因素不同水平影响指数的

极差)与K 值(影响指数,即代表的同一因素同一水

平试验值的平均数),结合不同根序组织染色效果及

制片清晰度,筛选出适合不同杉木根序的最优染色

处理组合。菌根侵染率(%)以菌根侵染样品数量与

待测根系样品总量的百分比表示。
试验数据采用Excel

 

2010软件进行处理,利用

SPSS(19.0)进行单个因素ANOVA的方差分析以

及一般线性模型中单变量分析,利用LSD多重比较

方法进行检验(P=0.05)。采用 Origin
 

2021软件

将所有数据结果以平均值±标准误差表示,不同字

母分别代表不同处理间有显著差异(P<0.05)。

2 结果与分析

2.1 杉木不同根序菌根染色处理方法的筛选

根据杉木根系AMF侵染情况的染色效果等级

划分(表3),G0 等级观察的结果效果最好,染色效

果组合筛选以G0 为依据。从杉木1级根的染色效

果来看(表4),不同影响因素的R 排序为:R(温度)

=25.33,R(KOH 浓度)=22.67,R(染色时间)=
6.67,即温度在G0 评判等级中对最优组合的筛选

起着重要的影响。最佳组合的选取应选择 K 所代

表的平均数大的水平的试验指标,因此,在表2的正

交设计组合中,杉木1级根的优化搭配为Z1处理

(C3T3S3)。
表4 L9(34)

 

杉木幼苗不同根级菌根染色等级

直观分析结果比较

Table
 

4 L9
 

(34)
 

comparison
 

of
 

visual
 

analysis
 

results
 

of
 

AMF
 

staining
 

of
 

different
 

Chinese
 

fir
 

root
 

orders

根级 因素
G0(%)

K1 K2 K3 R

1级根 KOH浓度 15.33 30.00 38.00 22.67
温度 23.33 17.33 42.67 25.33

染色时间 27.33 24.67 31.33 6.67

2级根 KOH浓度 17.33 30.00 42.67 25.33
温度 26.67 33.33 30.00 6.67

染色时间 35.33 20.00 34.67 15.33

3级根 KOH浓度 14.67 32.67 33.33 18.67
温度 23.33 28.00 29.33 6.00

染色时间 16.67 28.00 36.00 19.33
  注:K1、K2 和K3 分别表示同一个影响因素不同水平的影响指

数;R 表示同一影响因素不同影响指数的极差。

对于杉木2级根而言,不同影响因素的R 排序

为:R(KOH浓度)=25.33,R(染色时间)=15.33,
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R(温度)=6.67,即KOH浓度在G0 评判等级中对

最优组合的筛选起着重要的影响(表4),其最佳染

色方法为Z8处理(C3T2S1);而杉木3级根的染色

效果来看,R(染色时间)>R(KOH 浓度)>R(温
度),其优化搭配方法为Z1处理(C3T3S3)。

2.2 杉木不同根级AMF侵染效果的观察

在不同根级 AMF侵染的组合中,部分处理条

件下,制片清晰度较差,影响菌根结构观察,故仅对

染色评判等级G0、G1、G2 代表加以展示(图1-图

3)。结合图1杉木1级根系AMF侵染效果可以看

出,Z1处理条件下(20%的KOH浓度,温度控制在

90
 

℃,染色时间30
 

min)染色效果较好,根系皮层组

织细胞、菌丝结构清晰,根系皮层组织细胞内含物被

透明,不会干扰菌根的观察。Z3处理(10%的KOH
浓度,温度控制在90

 

℃,染色时间10
 

min)染色效

果与Z1相近,也能观察到较为清晰的菌丝,但根系

皮层组织细胞内含物透明不够,若为节省时间可以

选用此组合。
结合图2杉木2级根系AMF侵染效果可以看

出,Z8处理(20%的KOH浓度,温度控制在96
 

℃,
染色时间10

 

min)染色效果较好。脱色后,位于根

系皮层组织区域的细胞与菌丝二者间色彩反差明

显,能够较清晰地分辨出菌丝。在10倍镜下,能清

晰观察到泡囊定殖于细胞间质或皮层组织,根系皮

层组织细胞、菌丝、泡囊结构清晰。对于杉木3级根

而言,结合图3根系 AMF侵染效果可以看出,Z1
处理(20%的KOH浓度,温度控制在100

 

℃,染色

时间30
 

min)、Z9处理(10%的 KOH 浓度,温度控

制在96
 

℃,染色时间20
 

min)染色效果均较好:根
系皮层组织细胞、菌丝、泡囊结构清晰,其中,根系皮

层组织细胞内含物透明效果好,不会干扰对菌根的

观察。根内球囊霉泡囊(孢子)局部放大图见图4。

显微放大倍数为10×,a代表丛枝菌根菌丝;b代表根系皮层组织细胞细胞壁结构。

图1 杉木1级根系AMF侵染效果

Fig.1 AMF
 

infection
 

effect
 

of
 

Chinese
 

fir
 

primary
 

root
 

system

显微放大倍数为10×,a代表丛枝菌根菌丝;b代表根系皮层组织细胞细胞壁结构;c代表泡囊(孢子)。

图2 杉木2级根系AMF侵染效果

Fig.2 AMF
 

infection
 

effect
 

of
 

Chinese
 

fir
 

second-order
 

root
 

system

2.3 杉木不同根级AMF侵染率的比较

从图5可见,杉木不同根级 AMF侵染率的差

异达显著水平(P<0.05),其中杉木2级根侵染率

最高,高达14.50%,为1级根侵染率的3.17倍,2
级根侵染率的2.11倍。结果表明根内球囊霉易于

在杉木2级根内定殖生长。
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显微放大倍数为10×,a代表丛枝菌根菌丝;b代表根系皮层组织细胞细胞壁结构;c代表泡囊(孢子)。

图3 杉木3级根系AMF侵染效果

Fig.3 AMF
 

infection
 

effect
 

of
 

Chinese
 

fir
 

third
 

grade
 

roots

显微放大倍数为40×。

图4 根内球囊霉泡囊(孢子)观察

Fig.4 Observation
 

of
 

vesicles
 

(spores)
 

of
 

Glomus
 

intraradices

不同小写字母代表处理间具有显著差异(P<0.05)。

图5 杉木幼苗根系不同根序级别AMF侵染率

Fig.5 AMF
 

infection
 

rate
 

at
 

different
 

root
 

orders
 

in
 

Chinese
 

fir
 

seedlings

3 结论与讨论

本研究通过对杉木幼苗不同根级组织的染色观

察,筛选出了杉木不同根级 AMF侵染染色处理的

较优组合。对2级根而言,筛选出20%的KOH浓

度,温度控制在96
 

℃,染色时间10
 

min这一组合的

染色效果较好。与杉木幼苗1级根和3级根相比,2

级根的 AMF侵染率明显较高(P<0.05),为今后

深入研究杉木根系生长发育与AMF侵染过程的内

在互作机制提供重要依据。
菌根染色是观察AMF侵染根系结构情况的基

础[18],其效果直接影响试验结果的准确性。本研究

表明,对于组织细嫩的杉木1级根,采用20%的

KOH浓度,水煮温度控制在90
 

℃,染色时间30
 

min这一组合的染色效果好,可观察到清晰的根系

细胞、泡囊结构及菌丝结构;而对于木质化程度逐渐

增强的2级根、3级根,则应分别采取不同方法进行

染色处理。当不同根级样品采用各自最优处理方法

进行制片时,其 AMF侵染率也存在显著差异。从

图5可见,根内球囊霉对杉木2级根的侵染率显著

高于1级根和3级根。这进一步说明丛枝菌根真菌

与植物形成共生结构时,AMF结构特征与其功能

密切相关[19]。
从杉木不同根级组织解剖结构及其生理功能上

的差异来推测,杉木1级根细胞间排列紧凑、皮层薄

壁细胞数目多且细胞间隙小,皮层组织发达、养分含

量高、代谢快、对土壤中的养分吸收速率高,在根系

中主要承担吸收功能[12],不利于AMF菌丝在根系

组织内定殖与生长。Wu等[20]研究发现杉木距根尖

10~15
 

mm的根段未发现有皮层溶解的情况,观察

到其细胞间排列紧凑且细胞间隙小,从根系内部结

构上推测可能并未提供给AMF充足生长空间。随

着根级的加大,杉木2级根多为成熟区组织,该区域

皮层组织细胞疏松,排列不规则,特别是在低磷逆境

条件 下,杉 木 根 系 成 熟 区 皮 层 组 织 细 胞 溶 解 明

显[20-21],一方面因皮层组织细胞溶解释放的磷素在

体内循环利用加快[22];另一方面因皮层组织细胞溶

解形成更大的空间,可能有利于AMF的侵染。
本研究表明,丛枝菌根真菌对杉木2级根侵染

程度最高,这与刘润进等[23]研究AMF对白车轴草
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(Trifolium
 

repens)根系不同功能区侵染率以及吴

强盛等[24]研究AMF对枳(Poncirus
 

trifoliata)2级

根侧根侵染率的结果大体一致。相比较而言,杉木

3级根的侵染率较低,这可能与3级根皮层组织退

化、维管束逐渐发达有关,该根级组织细胞代谢开始

变慢,养分吸收速率低,主要承担运输和储藏功

能[12]。可见,功能改变可能引起菌根真菌和宿主植

物在互利共生关系中“成本-收益”平衡的打破[25-26],
这是否会导致菌根真菌有选择性地寻找利于自己生

长的位置? 但也有学者猜测共生菌根在平衡被打破

后,对植物的作用将变成是消极的寄生[27],甚至会

病理性增加侵染强度,这还需要进一步深入研究和

探讨。
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