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摘　要　　类黄酮 (hesperitin)能显著促进 AM真菌 [ Glomus intraradices ( G. i)、Acaulospora laevis ( A . l ) 、

G. i + A. l ]对宿主植物 (玉米、棉花)根段的侵染 ,提高菌丝琥珀酸脱氢酶 (Succinate dehydrogenase ,SDH)和碱性

磷酸酶 (Alkaline phosphatase , ALP)的活性。当用 15 nmol L - 1、150 nmol L - 1、115μmol L - 1的类黄酮处理时 ,第 6

周取样 , G. i对玉米根段的侵染率分别为 7612 %、8415 %、7518 % (对照为 4519 %) ,菌丝 SDH酶活性分别为

6814 %、7519 %、6714 %(对照为 4017 %) ,菌丝 ALP酶活性分别为 4518 %、5114 %、4511 % (对照为 2711 %) ; G. i

对棉花根段的侵染率分别为 8512 %、8819 %、8318 %(对照为 5918 %) ,菌丝 SDH酶活性分别为 7618 %、8112 %、

7510 %(对照为 5311 %) ,菌丝ALP酶活性分别为 5112 %、5317 %、4914 %(对照为 3512 %)。同时 ,类黄酮能显著

增加土壤中 AM真菌菌丝的总量 ,对宿主植物 (玉米、棉花)的生物量也有一定的影响。
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　　丛枝菌根 (Arbuscular mycorrhiza , AM)真菌能与

80 %以上的陆生植物共生并通过延伸到土壤中的菌

丝显著增加植物对 P、Zn、Cu、Fe等营养元素的吸收 ,

提高植物的抗逆性 ,同时能减轻某些土传病害[1～3 ]。

AM真菌与宿主植物形成共生关系 ,其菌丝一端侵

入植物根系 ,在根皮层细胞内形成丛枝 (Arbuscule)

结构 ,另一端延伸到土壤中 ,增加根的吸收面积和长

度 ,越过根系周围的营养匮乏区 ,从远处吸收营养 ,

同时分泌有机酸可使难溶性的矿物质变为植物能吸

收利用的营养物质 ,通过根外菌丝吸收并转运到植

物体内 ,在丛枝部位与植物进行营养交换[4 ]。许多

化学物质对 AM真菌侵染、菌丝生长及酶活性有显

著影响 ,如除草剂 (乙草胺、丁草胺、灵达等)对 AM

真菌菌丝的生长和代谢有毒害作用 ,能显著抑制

AM真菌对宿主植物根的侵染、菌丝琥珀酸脱氢酶

(Succinate dehydrogenase , SDH)和碱性磷酸酶 (Alka2
line phosphatase , ALP)的活性 ,抑制菌丝的生长[5 ]。

而部分植物 (如豆科植物)根的分泌物类黄酮 ,能增

强植物的保护性 ,刺激植物生长 ,并能显著促进根瘤

菌对豆科植物的侵染和结瘤固氮[6 ]。本研究通过人

工施用适量的类黄酮物质 ,观察其对植物生长、AM

真菌侵染、菌丝生长及酶活性的影响。

1　材料与方法

111　试验材料

11111　植物与 AM真菌 　　以玉米 ( Zea mays L1)

和棉花 ( Gossypium arboreum L. )作为供试植物 (来自

华中农业大学) ,选籽粒饱满的玉米种子和脱绒的棉

花种子 ,经 2 %次氯酸钠溶液浸泡 5 min后 ,用无菌

水冲洗 3～5 次 ,并置于水琼脂平皿内于 25℃温箱

中催芽。供试 AM真菌为 Glomus intraradices Schenck

& Smith ( G1 i ) 和 Acaulospora laevis Gerdemann &

Trappe ( A1 l) (法国农业科学院 INRA ,Institus National

de la Recherche Agronomique2France提供) 。接种剂为

植物根段、AM真菌孢子和根外菌丝等土壤混合物。

11112　类黄酮 　　3′,5 ,72三羟24′2甲氧基黄烷酮
(hesperitin , Sigma 公司生产) 。类黄酮用 50 %甲醇
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溶解后 ,用蒸馏水稀释成 15μmol L - 1的母液。

112　盆栽试验

采集 10 cm以下的田间耕作土 (pH 712 ,有机质

1013 g kg - 1 ,全N 0184 g kg - 1 ,Olsen2P 0127 mg kg - 1 ,

速效 K 9213 mg kg - 1) ,晒干后过筛 ,并与河砂 1∶1

(V/ V)混合均匀。经两次高压蒸汽灭菌 (126℃各

1 h)后备用。

每盆装灭菌土 600 g ,接种量为 3 %(W/ W) 。在

盆栽钵的下层装入灭菌土壤至 70 %的高度时 ,平铺

一层 AM真菌接种剂 ,再覆盖灭菌土 ,每盆种入 1株

已发芽的玉米或棉花种子 ,共分 2组 :对照组和处理

组。对照组包括不接 AM真菌对照和不浇类黄酮对

照 ;处理组包括接种 AM真菌处理 ( ①G1 i ; ②A1 l ;

③G1 i + A1 l ) 和浇类黄酮处理 ( ①15 nmol L - 1 ;

②150 nmol L - 1 ;③115μmol L - 1) 。各 3个重复。对

照组浇蒸馏水 ,处理组在第 1周和第 3周每盆分别

浇 200 ml相应浓度的类黄酮溶液。20～28℃培养 ,

每天光照 12 h ,并浇适量的蒸馏水。

113　玉米、棉花的生物量和 AM真菌根段侵染率测定

播种后第 6周取样 ,植物生物量和地下根的重

量以干重进行统计。采用 Trouvelot 等的方法[7 ] ,任

选一部分新鲜根段切成 1 cm长后用 1 % KOH溶液

121℃加热透明 30 min ,水洗 ,并置于 0105 % (W/ V)

的台盼兰 ( Trypan blue)染色液中于 28℃下染色过

夜。蒸馏水冲洗后取样镜检 ,并计算 AM真菌的根

段感染率。

114　AM真菌菌丝 SD H和 ALP酶活性染色

取样时在冰上操作 ,任意称取 015 g 1 cm长的新

鲜植物根样 ,用透明液 [20 ml 0105 mol L - 1三羟甲基

氨基甲烷柠檬酸缓冲液 ( Tris/ citric acid , pH 912) ,

50 mg ml - 1山梨醇 ( sorbitol ) ,15 units ml - 1纤维素酶

(cellulase)和 15 units ml - 1果胶酶 (pectinase) ]室温下

透明 2 h ,冰水冲洗后立即进行组织化学染色 ,SDH采

用 Smith等的方法[8] ,ALP采用 Tisserant 等的方法进

行酶活性染色[9]。SDH染色液为 012 mol L - 1三羟甲

基氨基甲烷盐酸缓冲液 ( Tris/ HCl , pH 714) 5 ml、

5 m mol L - 1MgCl2 2 ml、4 mg ml - 1氮蓝四唑 (Nitro2blue

tetrazonium ,NBT) 5 ml、215 mol L - 1琥珀酸钠 (Na2succi2
nate) 2 ml和水 6 ml ; ALP染色液为 0105 mol L - 1三羟

甲基氨基甲烷柠檬酸缓冲液 ( Tris/ citric , pH 912)

18 ml、1 mg ml - 1 a2磷酸萘酯 (a2naphthyl acid phosphate)

20 ml、1 mg ml - 1坚牢兰 RR盐 (Fast blue RR salt) 20 ml、

015 mg ml - 1 MgCl2 1 ml 和 018 mg ml - 1 MnCl2·4H2O

1 ml。每一样品任取 30个 1 cm长的染色根段分别进

行 SDH或 ALP酶活性观察。显微镜下镜检 ,SDH为

紫黑色颗粒 ,ALP为深棕色颗粒。

115　土壤中 AM真菌菌丝总量的测定

第 6 周用打孔器在盆栽钵的不同地点进行取

样、混匀、晾干。称取 2 g土壤样品 ,测量其中所含

AM真菌菌丝的总量。2 g土壤样品中的 AM真菌菌

丝用 240目的筛网进行抽提 ,多次清洗后 ,用台盼兰

进行 TB染色 ,菌丝总长度用网格交叉法 (A modified

line intersect method)在显微镜下进行测量[10 ]。

116　统计分析

所有数据运用 SAS软件在 p = 0105水平上进行

差异显着性分析。

2　结果与分析

211　类黄酮对植物生物量的影响

类黄酮对玉米和棉花的地上部生物量和地下根

的重量 (干重)分别见表 1。

表 1　类黄酮对接种 AM真菌的植物地上部和根系的影响1)

Table 1　Impact of hesperitin on root and aerial part of plants inoculated with AM fungi

处理

Treatment

地上部生物量Biomass of aerial part (g)

CK G1 i A1 l G1 i + A1 l

根重 Dry weight of root (g)

CK G1 i A1 l G1 i + A1 l

玉米 Maize
0 (CK) 417a 615a 619a 617a 117a 214a 215a 215a

15 nmol L - 1 418a 1216b 1111bc 1018c 118a 418b 410c 418c

150 nmol L - 1 415a 1317b 1118cd 1311b 117a 512b 614b 615b

115μmol L - 1 510a 1214b 1017b 1011c 119a 416b 318c 412cd
棉花 Cotton

0 (CK) 115a 215a 214a 215a 015a 018a 017a 018a

15 nmol L - 1 116a 316b 310c 313cd 016a 113bc 112b 115bc

150 nmol L - 1 117a 317b 314b 319b 016a 115b 114b 118b

115μmol L - 1 114a 313bc 312bc 314cd 015a 111c 111b 113c

　　1) SAS检验 :表中数据代表 3个重复的平均值 ,同一列数据 ,相同的字母差异性不显著 SAS′test : the data reprent mean values of 3 replicates ,

and values in each column followed by the same letter do not differ significantly ( p = 0105)
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　　表 1中 ,与对照相比 ,类黄酮对未接种 AM真菌

的植物 (玉米和棉花)的生物量没有显著影响。第 6

周取样 ,对于接种 AM真菌的植物 ,施用类黄酮 (15

nmol L - 1、150 nmol L - 1和 115μmol L - 1)和未施用类

黄酮的对照 (0 nmol L - 1)相比 ,植物的生物量有显著

差异 ,尤以 150 nmol L - 1类黄酮处理组植物的增产

效果最好 (如接种 G1 i + A1 l 的玉米植株 , 0、15

nmol L - 1、150 nmol L - 1、115μmol L - 1类黄酮处理的

生物量分别为 617 g、1018 g、1311 g和 1011 g) 。表中

类黄酮对接种 AM真菌的植物根系的影响类似于类

黄酮对接种 AM真菌的植物地上部生物量的影响。

212　类黄酮对 AM真菌根段侵染率的影响

AM真菌对玉米和棉花根段的侵染率通过对台

盼兰 (Trypan blue)染色后的根段镜检而获得 ,见表 2。

表 2　类黄酮对 AM真菌侵染率的影响1)

Table 2　Impact of hesperitin on infection rates of AM fungi ( %)

处理

Treatment

玉米Maize

G1 i A1 l G1 i + A1 l

棉花 Cotton

　G1 i 　A1 l G1 i + A1 l

0 (CK) 4519e 3713f 4116ef 5918e 4617f 5012f

15 nmol L - 1 7612bc 6718d 7013cd 8512ab 7414d 7718cd

150 nmol L - 1 8415a 7212bcd 7811ab 8819a 7718cd 8111bc

115μmol L - 1 7518bc 6617d 7110bcd 8318b 7516d 7815cd

　　1) SAS检验 :表中数据代表 3个重复的平均值 ,同一列数据 ,相

同的字母差异性不显著 SAS′test : the data reprent mean values of 3 repli2

cates , and values in each column followed by the same letter do not differ sig2

nificantly ( p = 0105)

从表 2看出 ,类黄酮能显著增加AM真菌 ( G1 i、

A1 l、G1 i + A1 l)对植物 (玉米和棉花)根段的侵染。

而类黄酮 ( hesperitin) 不同浓度 ( 15 nmol L - 1、150

nmol L - 1、115μmol L - 1)处理间 ,AM真菌对玉米和

棉花根段侵染率基本上无显著差异 (150 nmol L - 1类

黄酮处理 G1 i除外) 。

213　类黄酮对 AM真菌菌丝 SD H和 ALP酶活性

的影响

　　类黄酮对 AM真菌菌丝 SDH和 ALP酶活性的

影响 ,其统计分析结果见表 3。

表 3 中 , 与对照相比 , 类黄酮各浓度 ( 15

nmol L - 1、150 nmol L - 1、115μmol L - 1)均能够显著提

高 AM真菌 ( G1 i、A1 l、G1 i + A1 l)菌丝 SDH酶的活

性。除 150 nmol L - 1类黄酮处理 G1 i 外 (如 15

nmol L - 1、150 nmol L - 1、115μmol L - 1浓度处理 , G1 i

侵染玉米根段菌丝 SDH酶活性有显著差异 ,分别为

6814 %、7519 %和 6714 %) ,类黄酮 (hesperitin)不同浓

度处理间 AM真菌菌丝 SDH酶活性无显著性差异。

类黄酮对AM真菌菌丝ALP酶活性的影响如同类黄

酮对菌丝 SDH酶活性的影响 ,即与对照相比 ,类黄

酮显著提高 AM真菌菌丝 ALP酶的活性 ,但同一种

类黄酮不同浓度处理间 ,AM真菌菌丝 ALP酶的活

性无显著差异 (150 nmol L - 1类黄酮对 G1 i 的处理

除外) 。

表 3　类黄酮对 AM真菌菌丝 SD H和 ALP

酶活性的影响1)

Table 3　Impact of hesperitin on SDH and ALP enzyme

activity of AM fungal hyphae ( %)

处理

Treatment

玉米Maize

G1 i A1 l G1 i + A1 l

棉花 Cotton

G1 i A1 l G1 i + A1 l

SDH酶活性 SDH enzyme activity

0 (CK) 4017e 3312f 3616ef 5311f 4115g 4419g

15 nmol L - 1 6814bc 6018d 6310cd 7618b 6619e 6919de

150 nmol L - 1 7519a 6510bcd 6912b 8112a 7011de 7219cd

115μmol L - 1 6714bc 5917d 6316bcd 7510bc 6811e 7012de

ALP酶活性 ALP enzyme activity

0 (CK) 2711e 2212f 2412ef 3512g 2719h 3010h

15 nmol L - 1 4518bc 4110d 4213cd 5112ab 4416f 4616cdef

150 nmol L - 1 5114a 4311bcd 4618b 5317a 4611def 4811cd

115μmol L - 1 4511bc 4012d 4213cd 4914bc 4513ef 4715cde

　　1) SAS检验 :表中数据代表 3个重复的平均值 ,同一列数据 ,相

同的字母差异性不显著 SAS′test : the data reprent mean values of 3 repli2

cates , and values in each column followed by the same letter do not differ sig2

nificantly ( p = 0105)

214　类黄酮对土壤中 AM真菌菌丝总量的影响

AM真菌菌丝总量见表 4。从表 4看出 ,类黄酮

显著增加土壤中AM真菌 ( G1 i、A1 l、G1 i + A1 l)菌丝

的总量。而类黄酮 (hesperitin)不同浓度 (15 nmol L - 1、

150 nmol L - 1、115μmol L - 1)处理间 ,2 g土壤样品中

AM真菌菌丝的总量无显著差异 (150 nmol L - 1类黄酮

对 G1 i的处理除外)。

表 4　土壤样品中 AM真菌菌丝总长度1)

Table 4　Total length of AM fungal hyphae in 2 g of soil samples (cm)

处理

Treatment

玉米Maize

G1 i A1 l G1 i + A1 l

棉花 Cotton

G1 i A1 l G1 i + A1 l

0 (CK) 730d 649e 715d 684e 598f 629f

15 nmol L - 1 969b 854c 946b 867b 772d 786d

150 nmol L - 1 1 074a 865c 945b 922a 797d 847bc

115μmol L - 1 963b 845c 930b 875b 776d 810cd

　　1) SAS检验 :表中数据代表 3个重复的平均值 ,同一列数据 ,相

同的字母差异性不显著 SAS′test : the data reprent mean values of 3 repli2

cates , and values in each column followed by the same letter do not differ sig2

nificantly ( p = 0105)
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3　讨　论

1) 宿主植物 (紫云英、玉米)根的分泌物对 Glo2
mus etunicatum、Glomus mosseae 和 Glomus constrictum

孢子萌发有促进作用[11 ] ;从苜蓿中自然释放的类黄

酮能促进 G1 etunicatum和 G1 macrocarpum孢子萌发、

菌丝伸长和分枝[12 ]。Gianinazzi2pearson等体外人工

应用三种类黄酮 ( apigenin、naringenin 和 hesperitin ,

0115～115μmol L - 1)明显促进 Gigaspora margarita孢

子萌发和菌丝的伸长[13 ]。

2) 在根瘤菌与豆科植物的共生作用中 ,类黄酮

能调节根瘤菌“nod”基因的活性 ,促进根瘤菌结瘤固

氮[6 ]。本研究中 ,当在玉米和棉花根的周围施加适

量的类黄酮 (hesperitin)时 ,类黄酮能明显促进AM真

菌 G1 i、A1 l、G1 i + A1 l 对宿主植物根段的侵染 ,提

高 AM真菌菌丝 SDH和 ALP酶的活性 ,对宿主植物

生物量的提高也有一定的影响 ,其原因可能是人工

施用适量的类黄酮对 AM真菌趋化和侵染宿主植物

的根系形成共生体起强化信号分子作用 (宿主植物

根分泌物中本身就含有少量的类黄酮生长刺激物

质) ,同时 ,能调节 AM真菌与宿主植物共生基因的

活性 ,促进丛枝菌根共生体的形成、菌丝的生长及酶

活性的提高。

3) 适量类黄酮 (hesperitin)的施用 ,能显著提高

AM真菌对宿主植物根系的侵染 ,增加土壤中 AM真

菌 ( G1 i、A1 l、G1 i + A1 l)菌丝的总量 ,可增加宿主

植物对土壤中 P、Zn、Cu 等营养元素的吸收[14 ,15 ]。

三种浓度 (15 nmol L - 1、150 nmol L - 1、115μmol L - 1)

的类黄酮处理间 ,尤以 150 nmol L - 1类黄酮的促进

作用更为显著。

4) 用网格交叉法测定土壤样品中 AM真菌菌

丝的总量 ,除 AM真菌菌丝外 ,还可能有少量其他真

菌菌丝。这是因为尽管供试土壤已灭菌 ,又浇蒸馏

水 ,但由于是开放式培养 ,空气中少量杂菌 (如霉菌

等)孢子难免会掉到土壤表面而萌发 ,由于台盼兰染

色不能区分 AM真菌菌丝与其他真菌菌丝 ,所以 ,严

格地说 ,测定出的菌丝总长度应该是土壤中所有真

菌菌丝的总长度。
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IMPACT OF HESPERITIN ON INFECTION HYPHAL GROWTH AND ENZYME

ACTIVITY OF AM FUNGUS

Dong Changjin1 ,2　Yao Faxing2　Zhao Bin 3­

(1 College of Life Science , Wuhan University , Wuhan　430072 , China)

(2 Department of Biology , Hubei Normal University , Huangshi , Hubei　435002 , China)

(3 State Key Laboratory of Agricultural Microbiology , Huazhong Agricultural University , Wuhan　430070 , China)

Abstract　In a pot experiment , it was found that host infection rates , and activities of hyphal SDH (succinate dehydroge2
nase) and ALP (alkaline phosphatase) enzymes of Glomus intraradices ( G. i) , Acaulospora laevis ( A. l) and G. i + A. l were

significantly enhanced by hesperitin. After treatment with 15 nmol L - 1 , 150 nmol L - 1 , and 115μmol L - 1hesperitin , respec2
tively , samples of maize and cotton roots were collected for test at the 6th week. Results of the tests showed that with the maize

roots , the G. i infection rates were 7612 % , 8415 % and 7518 % (the control was 4519 %) , hyphal SDH activity of G. i were

6814 % , 7519 % and 6714 % (the control was 4017 %) , and hyphal ALP activity of G. i were 4518 % , 5114 % and 4511 %

(the control was 2711 %) , respectively. And with the cotton roots , the G. i infection rates were 8512 % , 8819 % and 8318 %

(the control was 5918 %) , hyphal SDH activity were 7618 % , 8112 % and 7510 % (the control was 5311 %) , hyphal ALP ac2
tivity were 5112 % , 5317 % and 4914 % (the control was 3512 %) , respectively. And hesperitin could increase significantly to2
tal amount of hyphae of AM fungus in the soil . The biomass of maize and cotton could also be affected by hesperitin.

Key words　Hesperitin ; AM fungus ; Infection ; Enzyme activity ; Total amount of hyphae
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