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硝酸镧和兰科菌根真菌对铁皮石斛

生理特性的影响
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要$利用盆栽的方式研究了不同硝酸镧水平"

"

(

#+"

(

%+"

(

$+"

和
,+"5

=

)

>

'#

#下接种兰科菌根真菌对铁皮石

斛生物量(多糖和蛋白质合成的影响!并分析了叶绿素含量(丙二醛"

2?@

#含量以及超氧化物歧化酶"

AB?

#(过氧

化氢酶"

3@C

#和过氧化物酶"

DB?

#活性的变化!以探讨硝酸镧和兰科菌根真菌对铁皮石斛生理特性的影响'结果

表明$"

#

#添加适量的硝酸镧有利于菌根真菌侵染和菌根发育!提高铁皮石斛幼苗生物量'"

!

#在接种菌根真菌的

同时添加
$+"5

=

)

>

'#的硝酸镧!铁皮石斛的根重(茎叶重和总生物量均达到最大!分别是未添加硝酸镧以及未接

种对照组的
(+!*

倍(

(+&1

倍和
(+1,

倍!其菌根侵染率也高达
&!+1E

&而且可显著提高叶片中叶绿素含量!并显著

降低细胞内的丙二醛含量'"

%

#在适量"

$+"5

=

)

>

'#

#的硝酸镧水平下接种菌根真菌能促进铁皮石斛幼苗多糖和

蛋白质的合成!并显著提高细胞内
AB?

(

3@C

和
DB?

活性'研究认为!菌根真菌与适宜浓度硝酸镧"

$+"5

=

)

>

'#

#联合使用能显著促进铁皮石斛菌根的形成!增强植株的生理活性和适应能力!提高其生物量和多糖等活性成

分的积累!有效改善铁皮石斛的药用品质'

关键词$铁皮石斛&硝酸镧&兰科菌根真菌&生理特性
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兰科菌根"
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B2

#是真菌与

兰科植物形成的共生体!共生体双方互惠互利*

#

+

'

真菌菌丝体可侵入到兰科植物根系细胞内!菌丝体

向外延伸到植物根系达不到的基质中!从基质中吸

收营养成分!促进植物生长*

!)%

+

'绝大多数兰科植物

在生长发育过程中都能与相应真菌建立共生关系'

铁皮石斛"

!"#$%&'()*&

++

(,(#-." N.5R96SW

2.

=

;

#为兰科石斛属植物!富含多糖和生物碱等活

性成分!是珍稀药用植物*

(

+

'铁皮石斛自然繁殖率

低!加上人工大量采摘!野生铁皮石斛已濒临灭绝'

随着植物组培技术的发展!铁皮石斛离体繁殖技术

已基本成熟!可以实现工厂化育苗*

$)*

+

&但是组培苗

移栽后的成活率较低!且生长缓慢!这和缺少与之共

生的真菌有关'有益的真菌能促进兰科植物的生长

发育*

,

+

'菌根技术是目前国际上先进的一种真菌肥

料技术!通过菌根技术能极大地提高植物的生长速

度和抗逆性!促进植物次生代谢产物的合成*

1

+

'如

何提高石斛菌根共生体的形成效率是石斛菌根化栽

培的重要问题'

稀土具有重要的生理功能!其可与细胞内的多

糖(蛋白质和核酸等形成比较稳定的化合物!从而影

响细胞的生理生化代谢过程!提高微生物的生物活

性*

&)#"

+

'镧的化学性质很活泼且副作用小'研究表

明!硝酸镧可促进盐胁迫下小麦幼苗的生长!提高其

保护酶活性!降低膜脂过氧化产物含量!增强植物对

环境的适应性*

##

+

'硝酸镧(硝酸铈等能促进细茎石

斛组培苗的生长!提高其生理活性*

#!

+

'但关于稀土

和
B2

菌根真菌的联合使用对石斛生理特性的影

响鲜有报道'我们从野生的石斛中分离出有效菌根

真菌!探讨稀土镧和菌根真菌联合使用对铁皮石斛

生理特性的影响!以期为应用稀土和菌根技术提高

药用石斛的栽培效率及其药用品质提供科学依据'

#

!

材料和方法

?+?

!

材料和试剂

铁皮石斛无菌苗由安徽工程大学组培基地提

供!菌根真菌为本实验室从野生金钗石斛中分离的

丝核菌"编号
B2#!

#!由本实验室保存'栽培培养

基为树皮和碎石!营养液为
2A

培养基中的无机营

养成分'所有化学试剂均为分析纯'

?+@

!

接种菌剂的制备和试验设计

将
B2#!

真菌接种在
D?O

液体培养基中!

!1

^

振荡培养
(

"

*V

!得到液体菌剂备用!菌体浓度约

为
!_#"

*

<TR

)

5>

'#

'试验菌根真菌处理设计接

种
B2

真菌"

`2

#!接种体积为
!5>

和不接种

B2

真菌"

'2

#两个水平!硝酸镧处理设置
"

(

#+"

(

%+"

(

$+"

和
,+"5

=

)

>

'#等
$

个水平!组成
#"

处理

组合!每个组合处理重复
%

次'选生长一致的铁皮

石斛组培苗"苗高
%<5

左右#为原始试验材料!以盆

栽的方式进行培养!培养基以树皮为主辅以小石子'

栽种之前!培养基质进行灭菌处理!然后接种菌根真

菌!以不接种菌根真菌作为对照"

'2

#!然后分别添

加设计浓度的硝酸镧进行培养!每
!"V

添加
#

次营

养液'培养时间从
!"#%

年
(

月至
!"#%

年
&

月!然

后收获测定相关指标'

?+A

!

菌根侵染情况测定

每组随机抽取鲜根
%"

条!参考
U.S95600

等*

#%

+

描述的方法测定菌根的形成情况'将根段洗净除去

杂质!用
,$E

的乙醇擦拭表面!无菌水冲洗数次!于

培养皿中用解剖刀将根切成
!

"

(<5

长的段!然后

放入
#"E

的
NBP

溶液中!

#!#^

充分脱色
!"5.0

!

再用无菌水冲洗
%

次'将冲洗好的材料放入苯胺蓝

溶液中染色
(L

"温度
&"^

#!然后用无菌水冲洗!除

去表面的染液!再在碱性双氧水中脱色
15.0

'最

后调查菌根侵染率!脱色后根段中有蓝色部分即表

明真菌已成功侵染'

菌根侵染率"

E

#

a

有菌根的根段数%根段总数

_#""E

?+B

!

测定指标及测定方法

将石斛鲜药取出培养基!按根和茎叶分开!分别

称取根部和地上部分的质量'叶绿素含量采用丙酮

酸混合液方法提取测定*

#(

+

&丙二醛"

2?@

#含量用

硫代巴比妥酸"

CU@

#比色法测定*

#(

+

&可溶性蛋白质

含量用考马斯亮蓝
K)!$"

染色法测定*

#(

+

&多糖含量

"#%
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植
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采用苯酚硫酸法*

#$

+测定'

取
#

=

样品加入
!"5>

磷酸盐缓冲液!在冰浴

中研磨!离心后!上清液用于保护酶活性测定'超氧

化物歧化酶"

AB?

#和过氧化氢酶"

3@C

#活性分别

用
AB?

和
3@C

试剂盒测定!过氧化物酶"

DB?

#活

性用愈创木酚法测定!单位均为
X

)

=

'#

*

#*

+

'

?+C

!

数据处理与统计分析

所有实验重复
!

次!每个水平重复
%

次!实验数

据采用
A@A

软件进行统计分析!实验结果以平均值

附标准差表示'

!

!

结果与分析

@+?

!

硝酸镧对铁皮石斛菌根侵染的影响

硝酸镧对铁皮石斛菌根的形成具有一定的促进

作用"表
#

#'随着硝酸镧浓度的增加!铁皮石斛

B2

真菌的侵染率也随之提高!并当硝酸镧浓度达

到
$+"5

=

)

>

'#时!侵染率达到最高"

&!+1E

#!继续

增加硝酸镧浓度
B2

真菌的侵染率反而显著降低!

但仍 显 著 高 于 未 添 加 硝 酸 镧 处 理 的 侵 染 率

"

(*+(E

#&由于栽培基质经过灭菌处理!所以!未接

种的各处理均未发现
B2

真菌侵染'由此可见!适

当浓度的硝酸镧有利于
B2

真菌的侵染和石斛菌

根的发育!过量的硝酸镧会抑制石斛菌根的发育'

@D@

!

硝酸镧和
23

真菌对铁皮石斛生物量的影响

B2

真菌和硝酸镧对铁皮石斛生物量积累具有

显著的促进作用!铁皮石斛组培苗接菌和硝酸镧处

理后生长比对照组旺盛!苗色浓绿!产生新根多'由

表
#

可知!随着硝酸镧浓度的增大!接种"

`2

#和未

接种"

'2

#

B2

真菌的铁皮石斛根重(茎叶重和总

生物量均呈先增后降的趋势!尤其接种
B2

真菌

后!根重(茎叶重和总生物量均显著增加"

0

"

"+"$

#&当硝酸镧浓度为
$+"5

=

)

>

'#时!接种
B2

真菌"

`2

#的石斛根重(茎叶重和总生物量均达到

最大!分别是未添加硝酸镧以及未接种对照组

"

'2

#的
(+!*

倍(

(+&1

倍和
(+1,

倍!同时也与该

处理最高的菌根侵染率相对应'

@DA

!

硝酸镧和
23

真菌对铁皮石斛叶绿素含量的

影响

叶绿素含量在一定程度上反映了植物光合性能

强弱'从图
#

可以看出!随着硝酸镧浓度的增加!接

种"

`2

#和未接种"

'2

#

B2

真菌的铁皮石斛的叶

绿素含量均呈现先增加后降低的变化趋势!并均在

硝酸镧浓度为
$+"5

=

)

>

'#时达到最高值!且与未

添加硝酸镧处理相比均显著增加&在相同硝酸镧浓

度下!接种
B2

真菌处理"

`2

#始终高于未接种处

理"

'2

#'可见!接种
B2

真菌能显著促进铁皮石

斛幼苗叶绿素含量提高!在接种
B2

真菌同时再添

加一定浓度的硝酸镧又能显著增强这种促进作用!

并当硝酸镧浓度为
$+"5

=

)

>

'#时效果最佳'

@DB

!

硝酸镧和
23

真菌对抗氧化酶活性和丙二醛

含量的影响

3@C

(

DB?

和
AB?

是活性氧清除系统的重要

抗氧化酶'由图
!

可知!同一硝酸镧水平下!接种

B2

真菌铁皮石斛植株细胞内
3@C

(

DB?

和
AB?

活性均高于未接种
B2

真菌植株&铁皮石斛幼苗

3@C

(

DB?

和
AB?

活性对不同浓度的硝酸镧处理

表
?

!

硝酸镧和
23

真菌处理下铁皮石斛生物量
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E
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注$表中各列的不同字母表示
$E

水平差异显著&

'2+

未接种
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真菌"对照#&

`2+

接种
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真菌&下同'
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的响应特征是不同的!在
"

"

%5

=

)

>

'#之间!

3@C

"图
!

!

@

#和
DB?

"图
!

!

U

#活性随硝酸镧浓度增加

而上升!之后又下降&而在
"

"

$5

=

)

>

'#之间!

AB?

的活性随硝酸镧浓度增加而上升!之后又下降 "图

!

!

3

#'所以!在适量的硝酸镧浓度下接种
B2

真菌

能够提高铁皮石斛幼苗保护酶活性!增强石斛的抗

逆性!促进石斛的生长'

丙二醛是膜脂过氧化的产物!其积累是活性氧

毒害作用的体现!由图
!

!

?

可知!随着硝酸镧浓度

图
#

!

硝酸镧和
B2

真菌处理下

铁皮石斛叶绿素含量变化

O.

=

+#

!

CLS<L60

=
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Z

L
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!/&
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0.W96WS60VB2TR0
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的增加!接种"

`2

#和未接种"

'2

#

B2

真菌的铁

皮石斛的丙二醛含量均呈现先降低后上升的变化趋

势!并均在硝酸镧浓度为
$+"5

=

)

>

'#时达到最低

值!且与未添加硝酸镧处理相比显著降低&在相同的

硝酸镧浓度下!接种
B2

真菌处理"

`2

#始终低于

未接种处理"

'2

#'可见!接种
B2

真菌能显著降

低丙二醛含量!在接种
B2

真菌同时再添加
$+"

5

=

)

>

'#的硝酸镧效果最佳'接种
B2

真菌和使

用适当浓度的硝酸镧降低了细胞膜脂过氧化程度!

有助于膜系统的稳定性!从而提高了细胞的生理活

性!促进铁皮石斛的生长'

@DC

!

硝酸镧和
23

真菌对多糖和可溶性蛋白含量

的影响

多糖和蛋白质是细胞的基础代谢产物!细胞内

多糖和蛋白质含量体现了细胞的基础代谢水平'由

图
%

可知!随着硝酸镧浓度的增加!接种"

`2

#和未

接种"

'2

#

B2

真菌的铁皮石斛多糖和蛋白质含

量均呈现先增加后降低的变化趋势!并均在硝酸镧

浓度为
$+"5

=

)

>

'#时达到最高值!且与未添加硝

酸镧相比显著增加&在相同硝酸镧浓度下!接种
B2

真菌处理"

`2

#始终高于未接种处理"

'2

#'可

见!接种
B2

真菌能显著促进铁皮石斛多糖和蛋白

质的合成!在接种
B2

真菌同时再添加一定浓度的

硝酸镧又能显著增强这种促进作用!并当硝酸镧浓

图
!

!

硝酸镧和
B2

真菌处理下铁皮石斛
3@C

(

DB?

(

AB?

活性和
2?@

含量变化

O.

=
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!
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=
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图
%

!

硝酸镧和
B2

真菌处理下铁皮石斛多糖和蛋白质含量变化
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度为
$+"5

=

)

>

'#时效果最好'

%

!

讨
!

论

真菌成功浸染是产生菌根效应的基础!石斛菌

根的形成与其根际微生物有关!适宜的根际微生态

环境有利于菌根的形成!如土壤中施氮量能显著影

响
@2

菌根的形成*

#,

+

'菌根真菌对宿主细胞的侵

染与菌根真菌的生理活性有关*

#1

+

'稀土元素具有

重要的生理功能!可以提高微生物的活性*

#&

+

!促进

石斛菌根的形成'本研究表明!稀土镧不仅能促进

铁皮石斛的生长!也能提高根际微生物活性&添加适

量的硝酸镧能促进接种
B2

真菌对石斛根系的侵

染能力!有利于铁皮石斛菌根的形成!从而使铁皮石

斛生长比较旺盛!苗色浓绿!产生新根多!生物量明

显高于对照组'接种
B2

真菌提高了石斛的生长

量!可能是菌根的形成扩大了石斛根系的吸收范围!

从而使石斛能吸收更多的营养以供生长'同时!叶

绿素是植物光合作用的基础色素*

!"

+

!植物通过叶绿

素对光能的吸收(传递和转化来进行光合作用'石

斛菌根的形成提高了石斛叶片的叶绿素含量!改变

了植物的生长特性!这也可能是接种
B2

真菌提高

石斛生长量的原因之一'另外!糖和蛋白质是生命

的物质基础!细胞内糖类和蛋白质的含量体现了细

胞的生理活性!可溶性蛋白质含量的提高能增强植

物的光合能力'菌根的形成有助于碳代谢!提高细

胞生理活性和植物适应能力*

!#

+

'本研究发现!接种

B2

真菌同时添加硝酸镧提高了细胞内多糖和蛋白

质含量!促进了铁皮石斛中物质的积累!这是石斛植

株生物量增加的另一个因素'

植物的抗逆性与防御系统活性密切相关!硝酸

镧和
B2

真菌能提高细胞生理活性!细胞代谢旺

盛!而它们的联合使用效果更显著'有氧呼吸产生

了大量的活性氧!加速了氧化胁迫'植物体内存在

AB?

(

3@C

和
DB?

等活性氧清除酶系统!这些酶协

同作用使活性氧产生和清除处于平衡状态!以维持

植物的正常生理代谢*

!!

+

'同时!

DB?

是多功能酶!

对植物生长还具有调节作用'

2?@

是细胞膜脂过

氧化的主要产物之一!其含量高低可以反映植物遭

受逆境伤害程度'大量活性氧的产生加速了氧化胁

迫!促进了细胞膜脂过氧化反应!产生大量
2?@

'

2?@

的积累与保护酶的活性有一定的相关性!保

护酶活性的提高有利于降低
2?@

的含量'本研究

中!适量的硝酸镧和
B2

真菌均能提高细胞内保护

酶的活性!降低
2?@

的含量!二者的变化呈现一定

的相关性&在同一硝酸镧水平下!接种
B2

真菌的

植株细胞内的
AB?

(

3@C

和
DB?

活性均高于未接

种处理!可见!接种
B2

真菌再添加适量的硝酸镧

效果更佳'适量的硝酸镧和
B2

真菌的联合使用

能有效防止植株衰老!提高植株的抗逆性和适应性!

促进铁皮石斛的生长'

总之!添加适量的硝酸镧和接种
B2

真菌能明

显改善铁皮石斛生理特性!适量的硝酸镧能促进铁

皮石斛菌根的形成!进而提高铁皮石斛的叶绿素含

量(可溶性蛋白质含量以及保护酶活性!降低
2?@

含量!增强了铁皮石斛对环境的适应能力!提高铁皮

石斛生物量和多糖等活性成分的积累'本研究结果

为今后进一步开展石斛菌根化栽培和稀土菌肥的开

发提供了理论依据'

%#%
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