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摘  要: 丛枝菌根真菌(AMF)是一类古老、专性活体营养的共生菌物, 尚未获得纯培养, 在一定程

度上限制了人们对 AMF 的深入研究。以 DNA 分析技术为基础的分子生物学技术增加了 AMF 检

测的敏感性与特异性, rDNA 序列的同源性和变化性可更真实地反映物种之间的亲缘关系及进化

地位, 因而被广泛应用于 AMF 分类、鉴定、遗传、生态及物种多样性等研究中。本文简要综述了

rDNA 序列分析技术在 AMF 系统发育、分子检测及群落结构特征研究中的应用现状。 
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Abstract: Arbuscular mycorrhizal fungi(AMF) are ancient, asexual, and obligate symbiotic endophytes 
which have not been cultured in vitro. So there is some limitation in the study of mycorrhizology. While the 
molecular technology based on DNA analysis could increase the detection sensitivity and specificity of AMF. 
rDNA sequence homology and variability can reveal the relationship between species and their evolution. 
Thus rDNA sequence analysis are widely used in the classification, identification, genetic, ecology and bio-
diversity of AMF. This article summarizes the rDNA sequence analysis techniques and their application in 
phylogeny, molecular detection and community structure of AMF in different plant vegetation. 
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丛枝菌根真菌(AMF)与寄主植物根系共生后才
能完成其生活史, 至今尚不能在人工培养基上进行
单独培养[1,2], 长期以来一直依据传统的形态特征进

行分类学研究。由于形态学观察难以识别不同生长

发育阶段的菌根真菌, 使得该类真菌的分类鉴定具
有相当的局限性, 制约着人们对菌根生理效应和作
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用机制等方面的深入了解。随着分子生物学技术的

发展与应用, 核糖体RNA基因(rDNA)序列分析已成
为AMF核酸序列研究的核心内容。因rDNA存在着广
泛的保守区域, 可用做引物的结合位点, 同时客观
存在的不同区域进化水平不同, 可用于不同分类等
级的研究, 目前它已成为研究生物系统进化和分类
的可靠参照物 [ 3 ]。用于扩增AMF rDNA不同区 
域的保守引物已相继设计成功, 并不断用于AMF分 
类鉴定及物种多样性等研究中 [4,5]。本文旨在评价 
rDNA序列分析技术在 AMF系统发育、分类鉴定及 
种群多样性与植物群落变化等研究中应用的可能性 
和价值。 

1  rDNA 序列分析在丛枝菌根真菌系统发
育与分类研究中的应用  

rDNA序列分析通常通过聚合酶链式反应(PCR)
技术实现。AMF DNA 通过改进的CTAB 法可从湿
筛获得的 AMF孢子中直接提取, 亦可从AMF侵染
的植物根段及根围土壤中提取基因组DNA[6,7]。选择

通用或特异性引物结合巢式PCR(Nested-PCR)、半巢
式LP-PCR、实时  PCR(Real time-PCR, RT-PCR)、
PCR-SSCP、PCR-DGGE、RFLP、RAPD等技术分析 
rDNA中的 18S rDNA、25-28S rDNA或ITS序列中存
在的异同点, 可用于AMF的分类、鉴定、系统发育、
侵染及种群多样性等方面的研究。  

AMF的 18S rDNA小亚基(SSU)可变区域被认
为具有丰富的系统进化信息, 自 Simon 等 1992 年
首次对 AMF18S核糖体基因进行分析, 得到第一条 
DNA 序列以来, 作为靶位点已被设计出一系列特
异性引物用于 AMF 的分类、鉴定及多样性等分析 
中[8]。在 AMF 的系统分类中, 18S rDNA 序列分析
发挥了重要的作用。Redecker 等通过测定球囊霉属
(Glomus)和无梗囊霉属(Acaulospora)中A. gerdeman-
nii、Gl. leptotichum、 Gl. gedemannii、A. trappet、Gl. 
occultum和Gl. brasilianum菌株的 18S rDNA基因序
列, 对其进行系统分析, 发现它们在进化树中的位
置 比 球 囊 霉 科 (Glomeraceae) 和 无 梗 囊 霉 科
(Acaulosporaceae)更接近菌根菌的起源。因此, 将这
些菌株归入原囊霉科(Archaeowporaceae)和类球囊霉
科(Paraglomer- aceae)[9]。而 SchüSler等人基于 18S 
rDNA 基因序列研究结果 , 更为大胆地把AMF的 
分类地位上升到门, 在真菌界建立了一个新门—— 

球囊菌门(Glomeromycota), 并进一步提出了AMF的
最新分类系统[10]。Thorunn等在验证该分类系统时, 
对Acaulospora laevis、Glomus caledonium、Gigaspora 
margarita和  Scutellospora dipurpurescens的单孢进
行了 18S rDNA、肌动蛋白及α-延长因子的扩增、
测序。结果表明AMF序列与其它真菌类群相比具有
较高的相似性。系统发育分析指出接合菌目是AMF
的姐妹类群[11]。在球囊霉科(Glomeraceae)唯一分支
球囊霉属(Glomus)的系统发育研究中, Schwarzott等
将来源于 30个菌株近全长的 18S rDNA序列构建了
系统发育树, 发现球囊霉属并非单系群。虽然球囊
霉属 (Glomus)已划分出类球囊霉属 (Paraglomus)和
原囊霉属 (Archaeospora), 该属亦可再形成两个分
支。因而提出球囊霉目(Glomerale)中属的分类单元
需重新修正, 除形成新的科级单元外, 至少还需建
立 3个属的分类类群[12]。而Winther和Friedman等在
研究石松属AMF系统发育关系时, 对其孢子及菌丝
18S rDNA序列分析结果亦提出A型球囊霉至少可分
为 4个不同的分支[13]。 

近年来 da Silva等应用引物 28G1和 28G2 扩增 
AMF 中 Gigaspora、Glomus 和 Scutellospora 菌株的 
28S rDNA, 系统发育分析结果与18S rDNA分析结果 
相一致, 从而提出在球囊霉菌目(Glomerale)系统发 
生与分类研究中, 28S rDNA 亦可作为良好的分子标 
记[14]。 

尽管 18S与 28S rDNA在AMF分类中发挥了重
要作用, 考虑到 18S rDNA与 28S rDNA保守性较高, 
可能会低估AMF的遗传多样性 , 因而ITS序列分析
也成为研究者关注对象。ITS序列优点在于具有高拷
贝数; 同时包含保守和变异序列; 能根据保守序列
中的变异位点设计特殊引物进行特异性扩增比较。

同时真菌DNA的碱基组成具有遗传稳定性, 不易受
环境影响 , 在生活史任何阶段均可获得 [15]。

Redecker 等在分析大量的真菌 5.8S rDNA序列信息
时, 发现AMF S. castanea的部分序列很可能来源于
子囊菌。其它曾经被证实为菌根菌起源的ITS和 5.8S 
rDNA序列在S. castanea菌株中差异很大。他们提出
扩大能够检验ITS序列的 5.8S rDNA数据库, 来质疑
已形成的系统发生学[16]。 

rDNA序列分析为确定 AMF的系统发育和亲缘
关系提供了依据, 但该技术尚处于不够完善的探索
阶段, 研究结果仍存在着分歧与争论, 通过进一步
研究和改进, 将现代生物技术同常规形态学分类方

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schwarzott%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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法相结合, 将会促进 AMF分类鉴定工作的科学化。 

2  rDNA 序列分析在丛枝菌根真菌检测
中的应用  

rDNA 序列分析技术在一定程度上弥补了传统
方法依据表观形态特征鉴定AMF的不足, 通过可变
区的选择、特异性引物的设计及研究方法的改进等

措施, 大大方便了 AMF的鉴定与追踪检测。 
De Souza 等对巨孢囊霉属(Gigaspora)各种的

鉴定中, 通过DGGE图谱分析 43 个菌株, 发现 18S 
rDNA的V3-V4 区域扩增产物不适于该属各菌株的
区分, 而V9区域扩增产物则能很好地识别出该属的
不同菌株, 该方法虽能区别不同地理区域分离获得
的Gi. albida、Gi. gigantea和Gi. margaatita, 却不适于
Gi. rosea 的 鉴 定 [17] 。 随 后 在 盾 巨 孢 囊 霉 属

(Scutellospora)属内菌株鉴定中, 从 16个菌株中区别
S. reticulata菌株, 针对其 18S rDNA的V9区域进行
扩增 , 产物经DGGE图谱分析后 , 能很好地识别出
该菌株, 从而提出 18S rDNA基因组内多态性可被
用于盾巨孢囊霉属内相近种的识别[18]。Cornejo 等
在球囊霉属(Glomus)菌株鉴定中, 对G. clarum、G. 
constrictum、 G. coronatum、 G. intraradices、 G. 
mosseae和G. viscosum 18S rDNA的NS31-AM1区域
进行PCR-TTGE, 结果发现该区域不能有效地区别
各类菌株。将NS31- AM1扩增产物经NS31-GLOL巢
式PCR-TTGE, 各菌株在TTGE图谱上则可观察到特
征性条带 , 将巢式PCR-TTGE技术引入不同植物根
系球囊霉属菌株的检测中[19]。 

在选择引物检测 AMF中, Clapp 等从林地获得
圆叶风铃草根段和根围土壤中分离出 AMF 盾巨孢
囊霉属孢子。对根段和孢子 DNA进行 18S rDNA扩 
增, 扩增前引物为通用引物 SS38和球囊霉目特异性 
引物 VANS1, 反向引物为巨孢囊霉科(Gigasporacese) 
特异性引物 VAGIGA。扩增产物经克隆测序, 发现 
只有以VANS1为前引物时, 盾巨孢囊霉属各亚群序 
列才可被扩增[20]。在引物设计中, Lee J等针对 AMF  
18S rDNA 序列设计的特异性引物 AML1和 AML2,  
可扩增除菌株 Archaeospora trappei外的AMF, 而植 
物、子囊菌及担子菌菌株则不被扩增。与引物 NS31 
和 AM1 相比, 该引物在 AMF 检测中具有更好的   
通用性与特异性[21]。Gamper H等针对 28S rDNA VI 
可变区侧翼设计的扩增引物可特异性检测 

Acaulospora paulinae 和 Diversisporaceae 中的一 
些菌株[22]。Van Tuinen设计了G. mosseae(BEG12)、 
G. intraradices(LPA8)、Gi. rosea(BEG9)和 S. castanea  
(BEG1) 4种 AMF 25S rDNA5′端 D1和 D2可变区特 
异性引物, 以真菌通用引物进行第一轮扩增, 以 4 
种AMF特异性引物进行第二轮扩增, 检测洋葱和韭 
菜根系 4 种 AMF 分布情况时, 发现 S. castanea 和 
Gi. rosea数量变化与两种球囊霉属菌株存在着协同 
作用, 为研究植物根系内各AMF联合协同效应提供 
了理论依据[23]。 

除 18S rDNA与 28S rDNA外, ITS在真菌种间存
在丰富的遗传变异, 该区域的DNA酶切图谱以及序
列分析为真菌分类、鉴定提供了又一个强有力的工

具[24]。Landwehr 等通过扩增AMF ITS区域, 序列分
析结果再次验证匈牙利盐碱地中G. geosporum是当
地优势种群 , 对提高植物抗盐性具有潜力 [25]。

Redecker 等研究认为, 用极少的真菌的生物量就可
通过ITS 的PCR-RFLP区分球囊霉目(Glomerale)的
不同种类, 且产生的带型具有高度重复性。他们应
用通用引物ITS1和ITS4分别扩增盾巨孢囊霉属、巨
孢囊霉属和球囊霉属各菌株的ITS区域, 结果发现: 
盾巨孢囊霉属、巨孢囊霉属菌株扩增片段长度约为

500 bp, 球囊霉属长度范围在 580 bp~600 bp之间。
应用限制性内切酶Mbo I、Hinf I和Taq I酶切扩增片
段鉴定各菌株时, 限制性酶切图谱不能区分球囊霉
属中G. manihotis和G. clarum菌株, 盾巨孢囊霉属、
巨孢囊霉属可从限制性酶切片段图谱反映出二者的

系统发生关系, 但属内菌株几乎没有差异[26]。表明, 
通用引物与特异性引物的设计在AMF检测中具有实
际意义。 

rDNA 序列分析技术在 AMF 的检测中虽然表
现出一定的灵敏性与特异性 , 但许多研究亦指出 , 
扩增引物、扩增部位如孢子, 菌丝及根系及检测方
法的选择都将影响着 AMF的检测结果。因此, 检测
方法的改进以及分子手段与传统形态学研究的有机

结合, 将会有利于更准确、更全面地检测不同生境
中 AMF的分布。 

3  rDNA 序列分析在丛枝菌根真菌群落  
结构特征研究中的应用  

rDNA 序列分析技术可同时检测根系中多种

AMF 的存在, 在研究 AMF 多样性与植物物种的相
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互影响中发挥了重要的作用。 
在植物群落结构和多样性调节过程中, AMF的

广泛分布可以减弱物种之间的竞争关系, 增加生态
系统的物种多样性和稳定性[27]。DeBellis 等应用限
制性酶切 18S rDNA序列分析了Quebec西北部杨树、
白桦树、云杉和冷杉混合林中七筋菇根系AMF群落
特征, 发现混合林中AMF群落丰度与多样性均高于
耕作土壤, 但低于热带林与温带湿地。不同树种根
系中AMF群落特征则差异不大[28]。该研究从分子角

度证实了AMF对寄主植物共生的非专一性, 使得受
感染植物的根外菌丝可进一步侵染其它毫无亲缘关

系植物的根系, 从而将营养物质进行转移与分配。
尽管如此, 不同植物物种对菌根的依赖关系存大着
较大的差异, 这种差异则进而影响着AMF对不同植
物物种的侵染多样性[29,30]。Douhan 等研究常见橡树
林中不同植物根系AMF群落组成时 , 应用引物
AM1-NS31 从植物根系DNA中扩增其 18S rDNA部
分区域, 发现不同寄主植物根系AMF表现出高度种
群多样性[31]。Geue 等应用A. longula和G. mosseae特
异性引物, 通过巢式PCR扩增 28S rDNA5′端区域 , 
以研究两种类型草地和 3种植物(车前草、三叶草和
绒毛草)根系AMF的分布情况。认为两株菌根真菌与
植物种类在共生关系上存在着一定的选择特异 性
[32]。Pivato B等通过对 28S rDNA5′端序列分析结合
qRCR技术研究粘土中 4 种苜蓿对AMF遗传多样性
及相对丰度的影响。观察到根系中Glomeromycetes
菌株丰度明显高于土壤, 并且部分菌株出现频率因
苜蓿品处不同表现出明显差异。因此提出, 尽管菌
根没有寄主专一性, 但AMF与植物基因型存在着相
互选择性[33]。Sykorová Z等在根系 18S rDNA和ITS
序列研究中亦证实了AMF群落组成强烈受到寄主植
物种类的影响[34]。 

寄主植物种类可影响 AMF 的多样性, 环境因
素可调控植物群落变化, 在植物响应外界条件变化
的同时, 与植物共生的 AMF也自然随其发生改变。
Saito 等以日本草地两种主要植物种类为研究对象, 
在落叶与根系 AMF 群落关系研究中指出落叶能够
影响不同植物根系 AMF的群落结构。18S rDNA序
列分析表明, 在 Miscanthus 根系, 落叶明显降低 A
型球囊霉属中两个类群 Glomus-Ac 和 Glomus-Ad 对
根系的侵染率, 而 Zoysia 根系则几乎不受落叶影 
响[35]。Schechter 等应用AMF特异性引物扩增植物 

根系 18S rDNA, 在环境胁迫下研究了 AMF对植物

的定殖与生长影响。系统发育分析表明, 极端环境

中 AMF 种群与植物抗逆性之间存在着明显的相关 

性 [36]。Vallino 等调查了意大利北部化学污染土壤 

AMF的生存状况。通过扩增植物根系 18S rDNA, 经 

RFLP分析, 确定球囊霉属是该地区AMF的主要属。 

该方法不仅可以检测到多种 AMF 的存在 ,  反映 

AMF较高的种群变化, 同时揭示了覆土修复技术对 

AMF群落多样性的影响[37]。Alguacil 则采用相同方 

法研究耕作方式对玉米等作物根系 AMF 多样性影 

响。指出耕作方式可以影响AMF的群落组成[38]。 

另外 , 结合不同检测技术分析rDNA序列亦表

现出良好的应用前景。例如, Mummey 等以FLR3和

FLR4 为引物 , 应用末端限制性片段长度多态性

(T-RFLP)分析AMF的DNA序列 , 指出 28S rDNA 

T-RFLP技术用于AMF群落的分析是可行的[39]。杨如

意等通过特异引物U1/U2 扩增 28S rDNA部分序列, 

并对其进行DGGE分析 , 用以研究大气CO2倍增对

植物根内AMF群落的影响[40]。Renker 等以一对特异

性引物选择性扩增AMF的 ITS区域 , 应用引物

ITS5/ITS4和所设计的特异性引物进行巢式PCR, 扩

增产物用AluI限制性酶切处理, 用以评价 5 种不同

生境球囊霉目种群结构差异; 该方法亦适用于田间

巨孢囊霉属菌株的检测[41]。 

4  结语 

AMF是一类起源、演化相对独立的真菌, 其专

性活体共生特征在一定程度上限制了该菌分类研究

的发展。随着研究手段的不断改进与更新, 新的分

类系统和方法正在不断建立和完善, 基于分子生物

学技术所建立的相对快速、准确的分类鉴定手段 , 

已成为当前的一个发展方向。 

rDNA 序列分析技术与分子标记技术结合应用, 

对于不能在人工合成培养基上培养的 AMF的遗传、

鉴定、系统学及多样性等研究发挥了重要的作用。

其快速、灵敏、准确、耗时短等特点大大简化了研

究程序, 是 AMF研究方法的发展和革新。对于 AMF

研究, 分子生物学技术多数限于引物的设计及其在

分类与鉴定中应用, 对于土壤改良、矿区植被恢复、

生态保护中 AMF特异性与通用性引物的设计、种群

多样性调查、基因表达的差异检测及 AMF对植物抗
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逆性影响的分子机制的研究等方面尚需进一步探索, 

如植物修复中, AMF 可提高植物耐受重金属能力, 

其分子机制目前尚不清楚, AMF 的侵染改变了植物

体或菌根哪些相关基因的表达, AMF 是否参与调控

这些基因的表达, 还有待于从分子水平深入研究。

此外, rDNA序列分析可检测出环境中多种 AMF 的

存在, 而应用分子手段对污染土壤及根系优势 AMF

的检测结果能否直接用于AMF菌株的筛选, 在实际

应用中效果如何, 均需进一步验证。我们相信, 随着

分子生物学技术的不断发展和完善, 各类新兴技术

的引入, 必将促进 AMF在分类、资源、生理、生态、

及应用等方面的突破性进展。 
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