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摘  要: 对三叶草接种 AM 真菌根内球囊霉, 用盆栽试验和分根试验测定根系的菌根侵染率和抗

氧化酶活性, 研究 AM 真菌对根系抗氧化酶活性的影响以及该影响的系统性。结果表明, 盆栽试

验中接种根内球囊霉显著提高了根系中 SOD、POD、CAT 的活性, 表明 AM 真菌可以促进根系的

抗氧化酶活性; 分根试验中一半根系接种了根内球囊霉的植株, 其另一半未接种的根系 SOD、

POD 活性也增加, 表明 AM 真菌对根系抗氧化酶系统的促进具有系统效应。由于抗氧化酶系统是

植物产生抗逆性的生理生化基础, 可以推测, AM 真菌对根系抗氧化酶活性的系统性提高有助于保

护根系整体, 而非仅仅保护受侵染根段。 
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Abstract: Clover plants (Trifolium repens L.) were inoculated with arbuscular mycorrhizal (AM) fun-
gus, Glomus intraradices, in pot and split-root experiments. The mycorrhizal colonization and antioxi-
dase activities in roots were measured for the influence of Glomus intraradices on the root antioxidase 
activities and the systematization of the influence. Results indicated that G. intraradices significantly 
enhanced the activities of SOD, POD, CAT in roots in the pot experiment, suggesting an increased an-
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tioxidase activity by AM fungus. For the plants with half roots inoculated with G. intraradices in the 
split-root experiment, the activities of SOD, POD also increased in the other half roots without G. intra-
radices, suggesting the systematization of the increase in antioxidase by AM fungus. Given that the anti-
oxidase system is the physilogical and biochemical basis of the resistance to diverse stresses in plants, this 
systematical increase may contribute to the protection of the entire roots, not of the infected ones only. 

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungus, Clover plants, Antioxidase activities, Systemical induction 

丛枝菌根(Arbuscular mycorrhiza, 简称 AM)是

由球囊菌门 (Glomeromycota)的真菌与植物根系形

成的共生体, 习惯上我们称球囊菌门的这类真菌为

丛枝菌根真菌(Arbuscular mycorrhizal fungi, 简称

AM 真菌)。AM 真菌分布极为广泛, 能与陆地上 80%

以上的植物形成共生关系[1]。作为土壤习居菌, AM

真菌通过与植物根系建立具有特定形态结构和功能

的互惠共生体, 在生理生化水平上影响植物[2−3], 促

进植物个体的生长 , 进而在群落水平上影响植物 , 

改善植物的生态过程[4]。一般认为, AM 真菌在促进

农林牧业生产、维持和提高生物多样性与生态系统

生产力、保证环境安全性和可持续发展等方面做出

了巨大贡献[5]。 

已有大量的试验表明, AM 真菌能激活植物对

多种生物或非生物胁迫的防御机制, 从而提高植物

的抗逆性, 包括对病虫害、重金属污染、盐害、干

旱等胁迫的抗性[6−8]。AM 真菌提高植物的抗病性一

直受到广泛关注, 诱导酚类物质的合成是其中一个

重要机制[9]。在遭遇逆境胁迫时, 植物抗逆性的形成

在很大程度上依赖于抗氧化酶系统的启动[10]。超氧

化物歧化酶(Superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢

酶(Catalase, CAT)、过氧化物酶(Peroxidase, POD)和

抗坏血酸过氧化物酶(Ascorbate peroxidase, APX)是

植物体内主要的抗氧化酶系统, 胁迫条件下细胞内

产生的活性氧(Reactive oxygen species, ROS)能够有

效地启动抗氧化酶系统[11]。研究发现, AM 真菌提高

植物的抗逆性与 AM 真菌促进植物的抗氧化酶系统

有一定相关性, 在柑橘抗旱性和辣椒抗病性上均有

报道[8,12]。然而, AM 真菌诱导启动抗氧化酶系统是

否具有系统性? 即同一根系中未受到 AM 真菌侵染

的根段是否也会启动抗氧化酶系统, 这一问题目前

仍无答案。 

本文通过盆栽试验和分根试验相结合的方式 , 

研究 AM 真菌对三叶草根系抗氧化酶活性的影响, 

以及该影响是否存在系统性。通过本试验, 我们能

够更清楚地了解 AM 真菌诱导植物抗逆性的机制, 

更有效地在农业生产中利用 AM 真菌对植物抗逆性

的系统诱导, 也为以后研究 AM 真菌诱导植物产生

系统抗性的信号途径打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
供试植物为白三叶草(Trifolium repens L.); 供

试 AM 真菌菌种为根内球囊霉(Glomus intraradices), 

菌剂为侵染根段、菌丝和栽培基质的混合物, 由广

东省微生物研究所提供。试验所用的塑料盆和育苗

盘购自市场; 试验所用的基质为稻田土和河沙的混

合物(1:2), 其中稻田土的化学特征为 pH 6.9、有机

质 0.47%、有效氮 0.158 g/kg、有效磷 0.027 g/kg、

有效钾 0.465 g/kg。河沙经水洗后晾干, 和土壤均过

筛(2 mm 孔径), 高压蒸汽灭菌(1×105 Pa 2 h)后待

用。塑料盆和育苗盘用 70%酒精进行表面消毒, 三

叶草种子用 10%的次氯酸钠表面消毒 30 min, 经流

水冲洗 0.5 h 后放到培养箱里 28 °C 下催芽, 待播种。 

1.2  试验设计 
为了研究接种 AM 真菌对三叶草根系抗氧化酶

系统的影响及其系统性, 本试验除了盆栽试验外专

门设计了分根试验。分根试验中一半根系接种 AM

真菌, 另一半不接种, 用于评价 AM 真菌对抗氧化

酶系统影响的系统性。 

1.2.1  盆栽试验: 试验以塑料盆为栽培容器, 设置

接种(M)和对照(NM) 2 个处理, 每个处理 12 盆, 共

24 盆。每个塑料盆装有基质 420 g, 接种处理中菌剂

接种量是基质的 10%。播种出苗 1 周后定苗, 每盆
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25 株。每周浇水 3 次, 浇水的量为最大持水量的

80%。植株分 3 次采样, 分别为移栽后第 7、9、11

周, 每次采样随机取接种和对照处理的各 4 盆(4 个

重复), 仔细将植株从基质中取出, 洗净根系基质后

测定生物量, 再取根系用于测定菌根侵染率和抗氧

化酶的活性。 

1.2.2  分根实验 : 三叶草种子进行催芽处理后萌

发, 待胚芽长到大约 1.5 cm 时, 切除胚根(0.5 cm 根

尖)以刺激侧根充分发育, 然后种植在高压蒸汽灭菌

的河沙中, 以 1/10 强度的 Hoagland 营养液补充养

分。25 d 后可以观察到幼苗的侧根发育充分, 进行

分根操作。每个分根系统由育苗盘的两个小室组成, 
A 小室和 B 小室各装有 145 g 基质(图 1), 移栽 8 株

幼苗进行分根定植。试验设置 3 个处理, 即两个小

室均不接种菌剂(NM/NM)、两个小室中的 1 个接

种菌剂(NM/M)、两个小室均接种菌剂(M/M), 其中

接种菌剂的小室含 10%的菌剂。每个处理 9 盆, 移

栽后分别在第 5、7、9 周采样, 每次随机采样 3 盆

(3 个重复)。植株的取样、处理和测定与盆栽试验

一致。 
 

 

图 1  分根试验示意图 
Fig. 1  Illustration of the split-root experiment  
注: A、B 代表分隔的两个根室. 
Note: A and B indicate two separated root compartments. 
 
1.3  指标测定 
1.3.1  SOD、POD、CAT 活性: 取 0.1 g 根样, 加

0.01 g PVPP, 加 0.1 g 石英砂, 加入 1.5 mL 磷酸缓冲

液(pH 7.8, 50 mmol/L)冰浴匀浆。4 °C、10 000 r/min

离心 20 min, 得到上清液即为粗提酶液。粗提酶液

可用于检测 SOD、POD 和 CAT 3 种酶的活性。 

SOD 活性的测定采用 Giannopolitis 和 Ries 的方

法稍加调整, 以抑制 NBT 还原反应 50%所需的酶量

为 1 个酶活力单位[13]; POD 采用愈创木酚法[14]在

470 nm 下测动力学活度, 每隔 0.5 min 测 1 次, 共测

3 min; CAT 采用过氧化氢消光系数法[15]在 240 nm

下测动力学活度, 每 0.5 min 测 1 次, 共测 3 min。

按吸光值每分钟变化 0.01 为 1 个酶活力单位。 

1.3.2  侵 染 率 测 定 : 侵 染 率 采 用 Phillips 和

Haymann[16]的曲利苯蓝染色法染色 , 采用 Bireman

和 Linderman 的分级法计算根系的侵染率[17]。 

1.4  统计分析 
采用 SPSS17.0 软件的 ANOVA 过程做差异显著

性测验, 采用 Duncan 氏多重比较分析各处理间的

差异。 

2  结果与分析 

2.1  菌根侵染率与生物量 
表 1 的数据表明, 盆栽试验中未接种的对照处

理中根系未见 AM 真菌侵染, 接种处理的根系侵染

率都在 60%以上, 且随着时间的推移而升高。尽管

接种处理的植株生物量比对照略高, 但是两者之间

没有达到显著水平。 
 

表 1  盆栽试验中不同处理的三叶草根系侵染率和 
植株生物量 

Table 1  The root colonization and biomass of clover 
plants in different treatments of the pot experiment 

取样时间 
Harvest time

处理 
Treatments

生物量 
Biomass (g) 

侵染率
Colonization (%)

NM    4.16 NS 0 移栽后 7 周 
7 weeks after 
transplanting M  4.47 60.9 

NM    9.65 NS 0 移栽后 9 周 
9 weeks after 
transplanting M 10.10 68.6 

NM   16.32 NS 0 移栽后 11 周 
11 weeks after 
transplanting M 16.99 73.0 

    

注: NS: 同一取样时间的 NM 和 M 处理间的差异不显著(t 检验, 
P=0.05). 
Note: NS: The non-significance (t-test, P=0.05) between NM and M 
treatments at the same harvest time. 

A B 
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在分根试验中, 未接种的小室中根系没有发现

侵染 , 而接种的小室中根系侵染率都很高 (>70%), 

处理之间没有差异(表 2)。从植株的生长来看, 随着

采样时间的延长, 生物量逐渐提高。值得注意的是, 
在移栽后的第 5 周, M/M 处理的生物量显著低于

NM/NM 处理的生物量, NM/M 处理则介于两者之

间; 在移栽后的第 9 周, M/M 处理的生物量则显著

高于 NM/NM 的生物量, NM/M 处理还是介于两者之

间(表 2)。这一方面说明, 在养分水平较高的基质中

AM 真菌侵染可能短暂抑制植物的生长, 也说明了

AM 真菌侵染的植株可能表现出较快的生长速度。 
 

表 2  分根试验中不同处理的三叶草根系侵染率和 
植株生物量 

Table 2  The root colonization and biomass of clover 
plants in different treatments of the split-root experiment

采样时间  
Harvest time 

处理  
Treatments 

生物量 
Biomass (g/pot) 

侵染率 
Colonization (%)

NM 0 
NM/NM 

NM 
6.16 b 

0 

NM 0 
NM/M 

M 
5.14 ab 

72.3 a 

M 72.3 a 

移栽后 5 周 
5 weeks after 
transplanting 

M/M 
M 

4.05 a 
74.6 a 

    

NM 0 
NM/NM 

NM 
7.02 a 

0 

NM 0 
NM/M 

M 
7.22 a 

73.2 a 

M 72.3 a 

移栽后 7 周 
7 weeks after 
transplanting 

M/M 
M 

7.41 a 
71.9 a 

    

NM 0 
NM/NM 

NM 
8.05 a 

0 

NM 0 
NM/M 

M 
9.83 ab 

74.6 a 

M 73.2 a 

移栽后 9 周 
9 weeks after 
transplanting 

M/M 
M 

10.39 b 
74.1 a 

     

注: 不同字母表示在同一取样时间条件下不同处理之间的差异

达到显著水平(邓肯氏多重比较, P=0.05). 
Note: Different letters indicate significant differences among the 
different treatments at the same harvest time (Duncan’s multiple 
range test, P=0.05). 

2.2  AM 真菌对根系抗氧化酶活性的影响 
表 3 的数据表明, 盆栽试验中 AM 真菌能够提

高 SOD、POD、CAT 的活性。除了 POD 在移栽后

11 周、CAT 在移栽后 7 周外, 3 种酶的活性在 3 个采

样时间点上都因接种 AM 真菌而显著提高。 
 

表 3  盆栽试验中不同处理的三叶草根系抗氧化酶活性
Table 3  The antioxidase activities in the roots of clover 

plants in different treatments of the pot experiment  
(U/g FW) 

采样时间 
Harvest time

处理 
Treatments

SOD POD CAT 

NM 33.0 * 810.7 * 90.8 NS移栽后 7 周 
7 weeks after 
transplanting M 82.6 977.2 112.5 

NM 53.0 * 777.8 * 75.0 *移栽后 9 周 
9 weeks after 
transplanting M 95.2 913.8 147.3 

NM 46.8 * 792.3 NS − 移栽后 11 周 
11 weeks after 
transplanting M 102.6 917.1 − 

     

注: *和 NS 分别表示同一取样时间的 NM 和 M 处理间的差异显著

和不显著(t 检验, P=0.05). 
Note: * and NS indicate the significance and non-significance (t-test, 
P=0.05) between NM and M treatments at the same harvest time, 
respectively. 

 

在分根试验中, 3 种处理的 6 个根系的 SOD 活

性在移栽后 5 周尚未见差异, 但是在移栽后 7、9 周

出现显著差异, 大致表现为 M/M 处理、NM/M 处理、

NM/NM 处理的活性依次降低(表 4)。尤其值得注意

的是, 在 NM/M 处理中, 尽管接种 AM 真菌的根系

SOD 活性稍高于未接种 AM 真菌的根系, 但是后者

仍然显著高于 NM/NM 处理的根系。这表明一半根

系接种 AM 真菌能够系统地诱导另一半未接种的根

系中 SOD 活性提高。与 SOD 类似, 接种 AM 真菌

对根系 POD 活性的诱导也表现出一定的系统性, 这

种系统性在移栽后 7 周非常明显, 而在接种后 5、9

周并不明显(表 4)。相反, 接种 AM 真菌对根系 CAT

活性的影响没有明确的规律, 通过比较 NM/NM 和

M/M 两个处理, AM 真菌在移栽后 5、9 周提高 CAT

活性, 而移栽后 7 周则降低 CAT 活性, NM/M 处理中

也不存在系统诱导现象(表 4)。
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表 4  分根试验中不同处理的三叶草根系抗氧化酶活性 
Table 4  The antioxidase activities in the roots of clover plants in different treatments of the split-root experiment (U/g FW) 

NM/NM 处理 
NM/NM treatment 

NM/M 处理 
NM/M treatment 

 M/M 处理 
M/M treatment 抗氧化酶 

Antioxidase 
采样时间 

Harvest time NM NM NM M  M M 
移栽后 5 周 
5 weeks after transplanting 

256.3a 261.1a 290.8a 307.6a  303.8a 308.9a 

移栽后 7 周 
7 weeks after transplanting 

172.6a 179.7a 244.4b 262.5b  331.0c 334.4c 

SOD 

移栽后 9 周 
9 weeks after transplanting 

 161.5ab 148.3a 183.7b 210.4c  244.2d  233.9cd

   
移栽后 5 周 
5 weeks after transplanting 

606.8a 660.2a 684.4a 861.5a  788.4a 804.9a 

移栽后 7 周 
7 weeks after transplanting 

562.5a 614.0a  712.2ab 866.9b   653.4ab  645.3ab

POD 

移栽后 9 周 
9 weeks after transplanting 

730.5a 707.4a 608.7a 733.5a  767.9a 777.8a 

         
移栽后 5 周 
5 weeks after transplanting 

  72.6ab  98.9b  60.6a 125.1c   98.4b 148.0c 

移栽后 7 周 
7 weeks after transplanting 

  90.2bc  72.5b 105.1c  69.6b   69.1b  35.7a 

CAT 

移栽后 9 周 
9 weeks after transplanting 

 65.3a  79.1a  65.6a  62.1a  117.5b  85.0a 
          

注: 不同字母表示同一行中不同处理之间的差异达到显著水平(邓肯氏多重比较, P=0.05). 
Note: Different letters indicate significant differences among the different treatments in the same line (Duncan’s multiple range test, P=0.05). 
 

3  讨论 

在本研究的盆栽试验中, 接种 AM 真菌并没有

使三叶草植株的生物量增加, 可能与单株植株根系

所占有的土体较大, 养分来源较多有关。反之, 在容

器体积较小的分根试验中, 接种 AM 真菌提高了生

物量, 在后期出现了显著差异, 生物量从两边都不

接种(NM/NM 处理)的 8.1 g 增加到两边都接种(M/M
处理)的 10.4 g。这很可能是因为本研究所用的土壤

中矿质养分(尤其是磷)含量较高 , 使得盆栽试验中

AM 真菌促进养分吸收的效应不明显。高肥力土壤

中 AM 真菌没有促生效应或者促生效应不明显的现

象已有较多报道[1,18]。另一方面, 本研究中高肥力土

壤的使用也是必要的, 可以排除 AM 真菌提高抗氧

化酶活性的养分效应途径, 即抗氧化酶活性的提高

只是 AM 真菌侵染的结果, 而不是植株养分水平提

高的结果。 
本 研 究 的 盆 栽 试 验 和 分 根 试 验 中 都 观 察 到

AM 真菌提高了三叶草根系中抗氧化酶的活性。

盆栽试验中 SOD、POD、CAT 活性的提高非常明

显, 接种处理比对照的活性分别提高 80%−150%、

17%−20%、24%−96%(表 3)。在分根试验中, 仅观察

到 SOD 和 POD 的 活 性 系 统 性 提 高 , 分 别 提 高

12.4%−38.7%和 8.0%−21.1%(表 4), 这表明 AM 真菌

系统诱导抗氧化酶活性提高的强度和幅度低于原位

诱导的强度和幅度。AM 真菌原位提高根系抗氧化

酶活性的现象在柑橘、玉米、番茄等植物上都有报

道 [8,19−20], 但是系统诱导未侵染根段中抗氧化酶活

性的提高却未见前人报道。植物组织中抗氧化酶活

性的提高通常是对各种胁迫诱导的 ROS 产生的保

护性反应, 旨在防止 ROS 对细胞产生伤害。因此, 
AM 真菌侵染的根系中抗氧化酶活性的提高很可能

表明根系中出现了 ROS, 事实上 , 已有研究发现

AM 真菌侵染导致根系中 H2O2 等 ROS 增加[21]。同

样, AM 真菌系统诱导未受侵染的根段中抗氧化酶

活性的提高则表明 AM 真菌诱导的 ROS 出现了长距

离运输 , 从侵染根段扩散到到未受侵染的根段。

Orozco-Cardenas 和 Ryan 曾经报道了 ROS 在番茄

叶片中的长距离运输[22], 为这一推测提供了一定的

证据。 
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AM 真菌系统诱导未受侵染根段抗氧化酶活性

提高具有重要的价值, 其中的信号传递过程更具有

重要的理论意义[23]。不仅如此, AM 真菌对植物根系

抗氧化酶活性的系统诱导还具有极为重要的实践意

义。在自然条件下, AM 真菌对植物的侵染程度一般

不高, 有的甚至不到 10%[24]。在这种情况下, AM 真

菌既能提高侵染根段的抗氧化酶活性, 增强这一部

分根系对各种胁迫(如干旱、盐害、土传病害等)的

抗性, 还能通过系统诱导机制来提高未受侵染根段

的抗氧化酶活性, 增强它们对胁迫的抗性, 从而使

得整个根系都受到 AM 真菌的保护。 
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