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丛枝菌根-黑心菊共生体对盐碱逆境的
生理响应特性

方林林,周昀晖,杨春雪*

(东北林业大学
 

园林学院,哈尔滨
 

150030)

摘 要:黑心菊(Rudbeckia
 

hirta
 

L.)是城市园林绿化中最常用的地被植物,具有耐寒耐旱和耐盐碱的特点。该研

究以丛枝菌根(arbuscular
 

mycorrhiza,
 

AM)真菌摩西斗管囊霉(Funneliformis
 

mosseae)为菌剂接种基质进行黑心

菊盆栽,正常培养70
 

d后分别以不同浓度(0、65、135、195和260
 

mmol·L-1)NaCl和NaHCO3 溶液进行盐或碱胁

迫处理,处理10
 

d后测定黑心菊菌根侵染率以及叶片叶绿素含量、丙二醛含量、抗氧化酶活性和渗透调节物质含

量,以明确AM真菌对黑心菊根系侵染状况以及耐盐碱性的影响,为实际生产中利用黑心菊进行盐碱地修复和

AM真菌应用提供理论依据。结果显示:(1)与对照相比,AM真菌的侵染率和侵染强度在盐胁迫下均呈现下降趋

势,在碱胁迫下则呈先上升后下降的趋势。(2)AM 真菌能够在一定程度上提高盐碱胁迫下黑心菊叶片中的叶绿

素含量,降低丙二醛含量;随着盐碱胁迫浓度的增加,接种AM真菌不仅能提高黑心菊叶片脯氨酸、可溶性糖和可

溶性蛋白等渗透调节物质的含量,还能够增强植株超氧化物歧化酶、过氧化物酶和抗坏血酸过氧化物酶的活性,从
而显著提高黑心菊的耐盐碱能力。(3)主成分分析(PCA)发现,黑心菊对盐胁迫和碱胁迫的抗性机制不尽相同,在
盐处理中以叶绿素、丙二醛、POD、SOD、脯氨酸和可溶性糖为主要因子,而在碱处理中以SOD、CAT和脯氨酸为主

导因子;
 

VPA分析也表明,AM真菌对黑心菊植株生理特性的总体表征影响较盐碱胁迫更大。研究表明,低浓度

碱胁迫能够促进AM真菌对黑心菊的侵染,接种AM真菌能够显著降低盐碱胁迫下黑心菊植株 MDA含量,提高

抗氧化酶活性和渗透调节物质积累,从而提高黑心菊的耐盐碱性。
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Abstract:
 

Rudbeckia
 

hirta
 

not
 

only
 

had
 

the
 

ability
 

of
 

cold,drought
 

and
 

saline-alkali
 

resistance,
 

but
 

also
 

was
 

the
 

most
 

commonly
 

used
 

ground
 

cover
 

plant
 

in
 

urban
 

landscaping.
 

In
 

this
 

study,
 

Funneliformis
 

mos-
seae

 

was
 

selected
 

as
 

the
 

inoculant
 

substrate
 

in
 

pot
 

experiments.
 

70
 

days
 

after
 

the
 

colonization,
 

NaCl
 

and
 

NaHCO3 solutions
 

at
 

different
 

concentrations
 

(0,
 

65,
 

135,
 

195
 

and
 

260
 

mmol·L-1)
 

were
 

subjected
 

to
 

salt
 

or
 

alkali
 

stress.
 

After
 

10
 

days
 

of
 

treatment,
 

we
 

determined
 

AM
 

fungal
 

colonization,
 

chlorophyll
 

con-
tent,

 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

content,
 

antioxidant
 

enzymatic
 

activity
 

and
 

osmotic
 

regulation
 

substance,
 



so
 

as
 

to
 

clarify
 

the
 

effects
 

of
 

AM
 

fungus
 

on
 

the
 

root
 

colonization
 

status
 

and
 

salinity
 

tolerance
 

of
 

R.
 

hirta
 

and
 

to
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

use
 

of
 

R.
 

hirta
 

to
 

repair
 

saline-alkali
 

soil
 

and
 

the
 

application
 

of
 

AM
 

fungi
 

in
 

practical
 

production.
 

The
 

results
 

showed
 

that:
 

(1)
 

compared
 

to
 

control,
 

colonization
 

rate
 

and
 

colonization
 

intensity
 

of
 

AM
 

fungi
 

under
 

salt
 

stress
 

were
 

significantly
 

reduced,
 

while
 

the
 

trend
 

of
 

rising
 

and
 

then
 

decreasing
 

under
 

alkali
 

stress
 

was
 

shown.
 

(2)
 

Under
 

saline-alkali
 

stress,
 

AM
 

fungi
 

could
 

increase
 

chlorophyll
 

content
 

and
 

decrease
 

MDA
 

content
 

in
 

leaves
 

of
 

R.
 

hirta
 

to
 

a
 

certain
 

extent
 

compared
 

with
 

un-
colonized

 

plants.
 

As
 

the
 

concentration
 

of
 

saline-alkali
 

solution
 

increases,
 

AM
 

fungi
 

could
 

not
 

only
 

improve
 

the
 

R.
 

hirta
 

proline,
 

soluble
 

sugar
 

and
 

soluble
 

protein
 

contents
 

of
 

osmotic
 

regulation
 

substances,
 

also
 

could
 

enhance
 

plant
 

activities
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD),
 

peroxidase
 

(POD)
 

and
 

ascorbate
 

peroxidase
 

(APX),
 

which
 

indicated
 

that
 

inoculation
 

of
 

AM
 

fungi
 

could
 

improve
 

the
 

saline-alkali
 

tolerance
 

of
 

R.
 

hir-
ta.

 

(3)
 

PCA
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

resistance
 

mechanisms
 

between
 

salt
 

stress
 

and
 

alkali
 

stress
 

were
 

not
 

the
 

same,with
 

chlorophyll,
 

MDA,
 

POD,
 

SOD,
 

proline
 

and
 

soluble
 

sugar
 

as
 

the
 

main
 

factors
 

in
 

salt
 

stress,
 

and
 

SOD,
 

CAT
 

and
 

proline
 

as
 

the
 

dominant
 

factors
 

in
 

alkali
 

stress.
 

In
 

addition,
 

VPA
 

analysis
 

also
 

showed
 

that
 

AM
 

fungi
 

had
 

a
 

greater
 

effect
 

on
 

the
 

overall
 

physiological
 

characteristics
 

of
 

R.
 

hirta
 

than
 

sa-
line-alkali

 

stress.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

low
 

alkali
 

stress
 

could
 

promote
 

the
 

colonization
 

of
 

R.
 

hirta
 

by
 

AM
 

fungi,
 

and
 

inoculation
 

of
 

AM
 

fungi
 

could
 

significantly
 

reduce
 

the
 

MDA
 

content
 

of
 

R.
 

hirta
 

under
 

sa-
line-alkali

 

stress,
 

improved
 

antioxidant
 

enzyme
 

activity
 

and
 

osmoregulatory
 

substance
 

accumulation,
 

so
 

as
 

to
 

improve
 

the
 

salinity
 

tolerance
 

of
 

R.
 

hirta.
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  土壤盐碱化不仅是农业生产的不利因素,而且

已经成为全球性环境问题[1-2]。随着时间的推移,盐
碱土的面积每年都以150万hm2 向外扩张[3]。盐

碱土是由各种盐化或者碱化以及二者混合物组成的

土壤[4],其盐土中含有大量如NaCl和Na2SO4 等可

溶性盐,而碱土中主要含有NaHCO3 和Na2CO3 等

具有较高pH的碱性盐,相对于盐土而言,碱土能够

对植物产生更大的伤害[5]。盐碱土对植物生长限制

的机制是多方面共同作用的结果,如盐碱胁迫会导

致土壤渗透压升高,植物根系无法从土壤中吸收水

分和矿质元素,造成渗透胁迫,同时也会使植物体内

产生大量活性氧,对植物细胞膜系统造成损伤,从而

影响细胞内的生理生化反应[6-9]。其次盐碱土还会

对植物造成离子毒害,如盐碱土中含有大量的Na+

和Cl-等,它们能够引起植物细胞膜的破损,影响植

物体内营养和代谢物质的运输和合成,进而导致植

物生长受阻[10-12]。为了更好地使植物在盐碱化土

壤中生长,人们采取了物理、化学和生物等不同方

法,研究发现运用植物与丛枝菌根真菌(AMF)共生

的方法可以有效提高植物耐盐碱性[13-15]。AMF作

为土壤中重要微生物之一,能与80%以上高等植物

形成共生关系[16],而且盐碱地中也存在丰富的真菌

资源[17-19]。陈飞[20]研究发现松嫩盐碱草地星星草

根围的优势菌种为摩西斗管囊霉,对于提高植物耐

盐碱性具有很好效果。同时,摩西斗管囊霉也被认

为是盐碱胁迫下促进植物茁壮生长的优异真菌。
黑心菊为菊科金光菊属的一年或二年生花卉,是

城市园林绿化中最常用的地被植物,不仅具有开花密

集、花期长、自播繁殖的生长和观赏特性,还具有耐寒

耐旱和耐盐碱的特点[21-22]。研究已经证实,黑心菊对

盐分胁迫有一定适应能力,能够通过关闭气孔、降低

蒸腾、提高水分利用率等方式积极抵抗盐胁迫造成的

不利影响[22]。而碱性盐胁迫对黑心菊的生长状况

和适应能力影响的研究尚且空白,以及 AMF与黑

心菊的共生关系和AMF-黑心菊共生体系应对盐碱

胁迫的研究鲜有涉及。因此,本试验以黑心菊为研

究对象,探究不同盐碱胁迫下接种AM 真菌对黑心

菊生长和生理代谢的影响,为盐碱胁迫下AMF-黑心

菊共生体系的建立提供依据,同时为利用黑心菊进行

盐碱地修复和AMF应用提供一定的理论基础。

1 材料和方法

1.1 实验材料

黑心菊种子购于甘肃省酒泉市金秋园艺种苗有

限责任公司。AM 真菌接种菌剂摩西斗管 囊 霉

(Funneliformis
 

mosseae)由北京市农林科学院植

物营养与资源研究所中国 AM 真菌种质资源库

(BGC)提供,接种物中包含菌丝、培养物及真菌孢

子,孢子密度为每克18个。供试培养基质由园土和

蛭石按照3∶1的体积比例混匀而成,在使用前将混
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合基质置于高压蒸汽灭菌锅,以121
 

℃条件灭菌2
 

h
后充分降温以备用。黑心菊实验苗于植物光照培养

室中进行培养,每日光照时间14
 

h,光照强度5
 

000
 

lx,昼夜平均温度24
 

℃,空气相对湿度60%~70%,
期间对黑心菊实验苗定期定量浇水。

1.2 实验方法

1.2.1 材料培养与处理 用KMnO4 溶液(0.3%)
将黑心菊种子浸泡消毒30

 

min。种子发芽采用纸

上培养法,将种子置于铺有湿润双层滤纸的培养皿

中,在室温下培养至种子长出子叶。实验处理包括

AM真菌处理和盐碱胁迫处理。AM真菌接种采用

层施法,在育苗盆(底径10
 

cm,高12.5
 

cm)中装入

300
 

g栽培基质后,平铺1层菌剂,每盆20
 

g,不接种

处理的基质表面施加等量苯菌灵溶液处理的菌剂以

抑制AM真菌活性。每盆移栽一颗发芽种子,浸盆

处理后移入植物光照培养室。待黑心菊植株生长至

70
 

d时,进行相应的盐碱胁迫处理。
根据预实验得到的黑心菊对盐碱胁迫的生理响

应值,NaCl和NaHCO3 胁迫处理各设定了65、130、

195和260
 

mmol·L-1 等4个浓度,同时使用不含

NaCl和NaHCO3 的蒸馏水(0
 

mmol·L-1)作为对

照,实验共组成18个 AM 真菌接种和盐碱胁迫处

理组合,每个处理组合5个生物学重复,共90盆实

验苗,不同处理随机摆放。进行 NaCl和 NaHCO3
胁迫处理时,先按照每天50

 

mmol·L-1 的浓度梯

度递增浇灌NaCl溶液和NaHCO3 溶液,直至预设

的胁迫浓度,以免盐碱对黑心菊幼苗造成冲击效应。
之后每2

 

d按照预设盐碱胁迫浓度浇灌1次,每次

浇至育苗盆底部约有20
 

mL溶液流出,以保证基质

中的盐碱胁迫条件恒定,胁迫持续10
 

d。

1.2.2 AM 真菌侵染情况观测 胁迫结束后,将黑

心菊根系清洗干净,选取侧根剪成1
 

cm根段,然后

用FAA固定液(5
 

mL福尔马林、5
 

mL冰醋酸、90
 

mL
 

70%酒 精)浸 没 根 段,固 定12
 

h。将 根 段 从

FAA固定液取出,用水冲洗,淋干,浸没在10%
 

KOH溶液中水浴,90
 

℃加热1
 

h,使根段透明。加

热结束后,倒去KOH,清水轻轻漂洗根样直至水不

呈黄色。用10%
 

H2O2 对根段进行脱色处理,并清

洗。对洗净的根用2%HCl进行酸化10
 

min,然后

用含有0.05%台盼蓝的乳酸甘油试剂染色,水浴90
 

℃加热30
 

min。染色结束后,制作临时装片,用光

学显微镜(ZEISS
 

Axio
 

Scope
 

A1)观察菌丝、丛枝和

泡囊的形态结构。采用根段观测法,对菌根侵染、丛
枝和泡囊丰度进行分级,每个处理观察30个根段,

重复3次。用 MYCOCALC软件计算各处理的菌

根侵染指标,包括侵染率(%)、侵染强度(%)、丛枝

丰度(%)和囊泡丰度(%)。

1.2.3 生理生化指标测定 用剪刀分别剪取不同

盐碱胁迫处理的黑心菊叶片,每份0.5
 

g,用锡纸包

好并做好标记后放入-80
 

℃超低温冰箱中保存,采
用王学奎[23]的方法测定生理生化指标。其中,叶绿

素含量采用95%乙醇浸提法测定,丙二醛含量的测

定采用硫代巴比妥酸法,超氧化物歧化酶(SOD)活
性用氮蓝四唑(NBT)法测定,脯氨酸含量的测定用

酸性茚三酮法,可溶性蛋白含量采用考马斯亮蓝G-
250染色法测定,可溶性糖含量的测定采用蒽酮比

色法。抗坏血酸过氧化物酶(APX)活性采用刘萍

和李明军[24]的方法测定,过氧化物酶(POD)活性用

愈创木酚法测定,过氧化氢酶(CAT)活性采用钼酸

铵法测定。

1.3 数据分析

使用SPSS
 

25.0进行数据的方差齐性检验、单
因素方差分析(ANOVA)、多重检验(Tukey)、双因

素方差分析和PCA分析;结果用平均值±标准误差

(standard
 

error)表示;柱形图使用SigmaPlot14.0
绘制,使 用 Photoshop2017 进 行 图 像 处 理;使 用

RStudio
 

“Vegan”包 mod函数进行不同因素的方差

分解,并使用plot函数可视化解析结果,以说明

AM真菌和盐碱胁迫对逆境下植物生理指标总体表

现的影响。

2 结果与分析

2.1 盐碱胁迫对AM 真菌侵染特性的影响

接菌的黑心菊盐碱胁迫10
 

d后,在植物根系中

可以观察到AM真菌摩西斗管囊酶的菌丝、泡囊和

丛枝等侵染结构(图1,A-F);根外菌丝能侵入植

物根系,在皮层细胞间和细胞内形成内生菌丝(图

1,D);摩西斗管囊霉侵染黑心菊根系形成疆南星型

丛枝(Arum-type)(图1,E、F),菌丝末端或者中部

膨大形成泡囊(图1,C)。同期用苯菌灵溶液处理的

对照组未观察到侵染结构。
同时,由表1可知,摩西斗管囊霉菌丝在根段中

出现频率最高,其次是丛枝,而泡囊最少;在不同盐

碱胁迫处理中,黑心菊侵染特性不尽相同。其中,在
盐胁迫条件下,随着迫浓度不断增加,黑心菊根系

AM真菌的侵染率、侵染强度和丛枝丰度不断下降,
但侵染率在260

 

mmol·L-1 浓度时才比对照(0
 

mmol·L-1)显著降低,而侵染强度和丛枝丰度均在
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h.菌丝;v.泡囊;a.丛枝;i.侵染点

图1 AM真菌在黑心菊根系的侵染

h.
 

Hyphae;
 

v.
 

Vesicle;
 

a.
 

Arbuscular;
 

i.
 

Infection
 

site

Fig.1 Colonization
 

of
 

AM
 

fungi
 

in
 

root
 

system
 

of
 

Rudbeckia
 

hirta

表1 盐碱胁迫下AM真菌对黑心菊根系的侵染特性

Table
 

1 The
 

colonization
 

characteristics
 

of
 

AM
 

fungi
 

on
 

root
 

of
 

Rudbeckia
 

hirta
 

under
 

saline-alkali
 

stress

胁迫
Stress

处理浓度
Concentration
/(mmol·L-1)

侵染率
Colonization
rate/%

侵染强度
Colonization
intensity/%

丛枝丰度
Arbuscule

 

abundance/%

泡囊丰度
Vesicular

abundance/%

NaCl

0 91.11±3.85a 67.67±1.53a 35.44±0.71a 1.70±0.22bc

65 91.11±3.85a 60.55±0.39b 24.47±0.87b 2.35±0.04ab

130 84.45±3.85ab 54.56±0.51c 17.92±0.66c 2.72±0.13a

195 80.00±6.67ab 47.11±1.58d 16.91±0.87c 2.85±0.55a

260 75.55±3.85b 37.02±1.52e 3.42±0.23d 1.05±0.11c

NaHCO3

0 91.11±3.85ab 67.67±1.53b 35.44±0.71a 1.70±0.22b

65 95.55±3.85a 73.54±0.36a 26.67±1.10b 4.63±1.05a

130 84.45±3.85bc 57.22±2.83c 25.98±0.34b 3.91±0.33a

195 75.55±3.85cd 32.93±0.41d 11.91±1.23c 1.10±0.17b

260 71.11±3.85d 29.60±2.82d 8.50±0.49d 0.78±0.19b

注:表中数值为平均值±标准误差,同列不同小写字母表示不同处理组间在0.05水平差异显著(P<0.05)。下同

Note:
 

Values
 

in
 

the
 

table
 

are
 

mean
 

±
 

standard
 

error,
 

and
 

different
 

lowercase
 

letters
 

within
 

same
 

column
 

indicate
 

significant
 

differences
 

a-

mong
 

different
 

treatment
 

groups
 

at
 

0.05
 

level
 

(P<0.05).
 

The
 

same
 

as
 

below

65
 

mmol·L-1 浓度时就比对照显著降低;泡囊丰

度呈现先上升后下降的变化趋势,并在195
 

mmol·

L-1 浓度时达到最大值,在260
 

mmol·L-1 浓度时

最小,但仅130和195
 

mmol·L-1 浓度处理与对照

差异显著。在碱胁迫处理中,根系AM 真菌的侵染

率、侵染强度和泡囊丰度均呈现先上升后下降的变

化趋势,并均在65
 

mmol·L-1 浓度时达到最大值,
此时侵染强度和泡囊丰度与对照差异显著,在260

 

mmol·L-1 浓度时最小,此时侵染率、侵染强度与

对照差异显著;丛枝丰度随着胁迫浓度增加而逐渐降

低,且各浓度处理均与对照差异显著。以上结果说明

黑心菊根系AM真菌丛枝丰度对盐碱胁迫最为敏感,
而其泡囊丰度敏感性最差;高浓度盐碱胁迫抑制了

AM真菌侵染,且受到碱胁迫的影响更大些。

2.2 盐碱胁迫下AM 真菌对黑心菊叶绿素和渗透

调节物质含量的影响

  首先,表2结果表明,在相同的盐或碱胁迫处理

条件下,接菌黑心菊植株的总叶绿素含量均高于相

424 西 北 植 物 学 报                   43卷



应未接菌植株,但其间差异均未达到显著水平(P>
0.05)。随着盐处理浓度升高,接菌和未接菌植株中

总叶绿素含量均呈现先上升后下降的趋势,且均以

65
 

mmol·L-1 处理最高,260
 

mmol·L-1 处理最

小,但是仅260
 

mmol·L-1 处理与相应对照差异显

著。随着碱处理浓度升高,接菌和未接菌植株中总

叶绿素含量一直呈现下降的趋势,分别在195和

260
 

mmol·L-1 处理时与相应对照差异显著。未

接菌和接菌植株的总叶绿素含量在盐碱胁迫中下降

幅度因胁迫类型不同而存在差异,未接菌植株和接

菌植株总叶绿素含量在260
 

mmol·L-1 盐胁迫时

分别比对照显著下降了31.9%和33.3%,在碱胁迫

时分别比对照显著下降了48.6%和38.3%。
其次,与不接菌处理相比,接菌黑心菊叶片的可

溶性蛋白含量在各浓度盐碱处理下均显著提高,在
盐和碱胁迫下分别升高45.4%~86.0%和10.3%~
86.1%,且均在对照条件下升幅最大,在195

 

mmol·

L-1 浓度下升幅最小;接菌和未接菌黑心菊叶片可溶

性蛋白的含量均随着盐胁迫浓度的增加先升后降,并
均在130

 

mmol·L-1 浓度下达到最大值,且均在130
~260

 

mmol·L-1 浓度下比对照显著提高;同时随

着碱胁迫浓度的增加,黑心菊叶片可溶性蛋白的含

量在接菌条件下逐渐增加,在未接菌条件下先升后

降,分别在260和195
 

mmol·L-1 浓度下达到最大

值,各浓度处理均显著高于相应对照(表2)。
再次,随着盐胁迫浓度的提高,接菌和不接菌的

黑心菊叶片中可溶性糖含量均呈一直上升的趋势,
并大多显著高于相应对照,且在相同浓度下二者间

均差异显著(P<0.05);随着碱胁迫浓度的提高,接
菌和未接菌植株的可溶性糖含量都是先上升后下

降,并均在195
 

mmol·L-1 浓度下达到最大值,各
浓度处理也大多显著高于相应对照,且除195

 

mmol
·L-1 浓度处理外,相同浓度下的接菌处理均显著

高于未接菌处理(P<0.05)。

表2 盐碱胁迫下AM真菌对黑心菊总叶绿素及渗透调节物质含量的影响

Table
 

2 Effects
 

of
 

AM
 

fungi
 

on
 

the
 

contents
 

of
 

total
 

chlorophyll
 

and
 

osmotic
 

regulatory
 

substances
 

in
 

R.
 

hirta
 

under
 

saline-alkali
 

stress/(mg·g-1)

胁迫
Stress

浓度
Concentration
/(mmol·L-1)

AM真菌
AM

 

fungus

叶绿素含量
Chlorophyll
content

可溶性糖含量
Soluble

 

sugar
content

可溶性蛋白含量
Soluble

 

protein
content

脯氨酸含量
Proline

 

content

NaCl

0
NM 2.16±0.32abcd 1.95±0.13f 6.69±0.27g 0.71±0.02d

AM 2.43±0.23abc 3.07±0.04e 12.45±0.29cd 0.51±0.01ef

65
NM 2.72±0.31ab 2.19±0.13f 7.13±0.07g 1.13±0.06c

AM 2.83±0.15a 4.03±0.11d 13.15±0.04c 1.47±0.01b

130
NM 1.97±0.13cde 2.84±0.07e 11.62±0.65d 0.48±0.00efg

AM 2.09±0.28bcde 4.37±0.01d 19.56±0.08a 1.33±0.22b

195
NM 1.81±0.23cde 4.02±0.23d 10.39±0.60e 0.34±0.00fg

AM 1.92±0.15cde 4.93±0.22c 15.11±0.05b 1.75±0.00a

260
NM 1.47±0.31e  5.91±0.04b 9.08±0.58f 0.31±0.00g

AM 1.62±0.18de 7.71±0.18a 14.66±0.57b 0.54±0.00e

NaHCO3

0
NM 2.16±0.32ab 1.95±0.13h 6.69±0.27g 0.71±0.02d

AM 2.43±0.23a 3.07±0.04ef 12.45±0.29f 0.51±0.01f

65
NM 2.09±0.26ab 2.55±0.14g 12.93±0.27f 0.75±0.02c

AM 2.15±0.16ab 2.84±0.07f 15.43±0.21e 1.34±0.01a

130
NM 1.94±0.21ab 3.24±0.04e 15.67±0.14e 0.66±0.00e

AM 2.08±0.19ab 4.32±0.18d 17.44±0.21d 0.93±0.01b

195
NM 1.70±0.14bc 5.92±0.09a 19.28±0.21c 0.43±0.00g

AM 1.74±0.16bc 5.69±0.03ab 21.27±0.04b 0.53±0.01f

260
NM 1.11±0.31c  4.96±0.06c 15.47±0.06e 0.30±0.01i 

AM 1.50±0.29bc 5.47±0.04b 23.79±0.07a 0.34±0.00h

注:NM表示未接种AM真菌;AM表示接种AM真菌;下同

Note:
 

NM
 

indicates
 

that
 

AM
 

fungus
 

was
 

not
 

colonized;
 

AM
 

indicates
 

that
 

AM
 

fungus
 

was
 

colonized;
 

The
 

same
 

as
 

below
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  另外,接菌黑心菊植株叶片脯氨酸含量在对照

条件下低于未接菌植株,而在各浓度盐碱胁迫下均

显著高于相应的未接种植株,且脯氨酸增加量随着

盐处理浓度的增加而先增加后降低,而随碱处理浓

度的增加不断降低;随着盐碱胁迫浓度的增加,接菌

和未接菌植株的脯氨酸含量均呈先上升后降低的变

化趋势,两者在盐胁迫条件下分 别 于195和65
 

mmol·L-1 浓度时达到最大值,于碱胁迫下均在

65
 

mmol·L-1 浓度时达到最大值,且各浓度处理

大多与相应对照差异显著。同时,接菌、盐碱胁迫交

互作用对植株脯氨酸含量有着显著影响。

2.3 盐碱胁迫下AM 真菌对黑心菊抗氧化酶活性

和细胞膜系统的影响

  在相同的盐或碱胁迫处理条件下,接菌黑心菊

植株的SOD、POD、CAT和 APX的活性均高于相

应的未接菌植株(表3)。其中,接菌与未接菌植株

间SOD活性在各浓度盐或碱胁迫处理下均差异显

著,而两者间的POD和CAT 活性在65~130
 

mmol
·L-1

 

NaCl处理下差异显著,而APX活性在130~

260
 

mmol·L-1
 

NaCl和65
 

mmol·L-1
 

NaHCO3 胁

迫时差异显著(P<0.05)。随着盐处理浓度升高,接
菌和未接菌植株中SOD、POD、CAT 和APX活性均

呈现先上升后下降的趋势,但每种酶活性的极值因种

类不同而存在差异。随着碱处理浓度升高,接菌和未

接菌植株中POD、CAT和APX活性变化趋势与盐胁

迫下相同,而SOD活性在接菌处理植株中持续上升,
在未接菌处理植株则持续下降。未接菌植株的POD
和CAT活性在盐碱胁迫中下降幅度均要小于接菌

植株,如在260
 

mmol·L-1 浓度时,未接菌植株

POD和CAT活性在盐胁迫下分别比对照显著下降

了14.5%和27.4%,在碱胁迫下分别比对照显著下

降了32.3%和30.2%,而接菌植株POD和CAT活

性在盐胁迫时分别下降15.3%和32.9%,在碱胁迫

时分别下降33.0%和47.8%。当盐碱胁迫浓度为

260
 

mmol·L-1 时,接菌植株的POD、SOD、APX和

CAT活性均与相应对照差异显著,未接菌植株的

POD和APX活性在盐胁迫下与对照差异不显著,
而在碱胁迫下只有APX活性与对照相比差异不显

表3 盐碱胁迫下AM真菌对黑心菊抗氧化物酶活性的影响

Table
 

3 Effects
 

of
 

AM
 

fungi
 

on
 

antioxidant
 

enzyme
 

activities
 

of
 

R.
 

hirta
 

under
 

saline-alkali
 

stress

胁迫
Stress

浓度
Concentration
/(mmol·L-1)

AM真菌
Mycorrhizal

过氧化物酶
POD

/(U·g-1·min-1)

超氧化物歧化酶
SOD

/(U·g-1·min-1)

过氧化氢酶
CAT

/(U·g-1·min-1)

抗坏血酸过氧化物酶
APX

/(U·g-1·min-1)

NaCl

0
NM 97.33±6.11de 119.23±4.18fg 15.82±1.64def 116.00±6.93e

AM 114.67±12.22c 161.09±2.03d 21.30±2.49c 137.33±12.96e

65
NM 120.27±7.60c 137.81±4.67e 18.20±0.65cde 167.47±11.66de

AM 218.67±12.22a 173.15±1.26cd 26.87±3.55b 209.60±14.82cd

130
NM 113.87±3.95c 128.60±4.79ef 27.08±1.50b 202.67±23.32cd

AM 178.67±16.65b 182.99±1.27c 36.40±4.23a 266.67±28.10b

195
NM 88.80±6.84e 111.76±9.75gh 13.43±0.75fg 203.20±9.70cd

AM 106.13±2.01cd 228.74±5.23a 19.43±1.75cd 498.93±10.44a

260
NM 83.20±5.60e 102.96±0.89h 11.48±1.35g 136.00±29.86e

AM 97.07±6.66de 208.48±3.14b 14.30±1.30efg 229.33±23.22bc

NaHCO3

0
NM 97.33±6.11cd 119.23±4.18d 15.82±1.64c 116.00±6.93def

AM 114.67±12.22ab 161.09±2.03c 21.30±2.49ab 137.33±12.96cd

65
NM 106.67±4.62bc 116.43±4.57d 19.07±0.75bc 183.73±18.80b

AM 128.00±8.00a 195.58±0.77b 21.45±1.35ab 239.20±17.44a

130
NM 101.33±12.22bcd 108.36±4.08d 21.45±1.72ab 133.07±9.27cde

AM 114.67±4.62ab 200.07±0.32b 23.69±1.76a 166.67±11.58bc

195
NM 88.80±7.20de 85.27±3.14e 16.90±3.44c 100.80±9.73ef

AM 93.33±12.22cd 206.25±2.37b 18.49±0.90bc 113.33±7.22def

260
NM 65.87±7.48f 71.07±10.33f 11.05±1.30d 88.00±12.42f

AM 76.80±4.23ef 223.38±2.27a 11.12±1.27d 98.67±5.21ef
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著。以上结果说明黑心菊能够通过调整抗氧化酶活

性来应对盐碱胁迫,而接种 AMF能够在此基础之

上增强黑心菊植株的抗氧化系统活性,但因盐碱胁

迫类型的不同,AMF对黑心菊的调节机制也存在

差异。
同样地,在相同的盐或碱胁迫处理条件下(图

2,A、B),接菌黑心菊植株的 MDA含量均小于相应

的未接菌植株,且当盐胁迫浓度为65、130和260
 

mmol·L-1 时其间差异达到显著水平(P<0.05),
而当碱胁迫浓度为130、195和260

 

mmol·L-1 时

其间差异显著(P<0.05)。随着盐或碱处理浓度升

高,接菌和未接菌植株中 MDA含量均呈现持续上

升的趋势。接菌与未接菌植株的 MDA含量在盐胁

迫中上升幅度均小于碱胁迫,接菌和未接菌植株

MDA含量在260
 

mmol·L-1 盐胁迫分别比对照升

高了2.4和2.9倍,在碱胁迫时分别比对照显著升

高了5.6和5.8倍。

2.4 AM 真菌和盐碱胁迫对黑心菊抗生理特性影

响的PCA和VPA分析

  从表4可以看出,黑心菊在盐碱胁迫和接菌处

理时都可提取出2个主成分(PC1、PC2)。其中盐、
碱以及接菌4个处理的两个主成分分别总共可以解

释83.7%、87.6%、76.5%和89.7%总数据变化量。
根据表4中具体得分情况同时参考前人的文献后认

为特征值大于或等于0.75的因子与所在的主成分

有很高的相关性。其中,盐和碱胁迫下黑心菊的

PC1和PC2中的主导因子不同,在盐处理中以叶绿

素、丙二醛、POD、SOD、脯氨酸和可溶糖为主要因子,

图2 盐碱胁迫下AM真菌对黑心菊 MDA含量的影响

Fig.2 Effects
 

of
 

AM
 

fungi
 

on
 

MDA
 

content
 

in
 

Rudbeckia
 

hirta
 

under
 

saline-alkali
 

stress

表4 不同处理下对黑心菊生理生化指标进行主成分分析中的PC1和PC2得分

Table
 

4 Loadings
 

for
 

PC1
 

and
 

PC2
 

of
 

principal
 

component
 

analysis
 

of
 

chlorophyll,
 

malondialdehyde,
 

osmoregulatory
 

substances,
 

and
 

antioxidant
 

enzymes
 

under
 

different
 

treatments

指标
Index

盐胁迫Saline
 

stress 碱胁迫Alkali
 

stress

不接菌NM 接菌AM 不接菌NM 接菌AM

PC1 PC2 PC1 PC2 PC1 PC2 PC1 PC2

叶绿素Chlorophyll 0.866 -0.124 -0.867 -0.111 0.719 -0.477 -0.860 0.277

丙二醛 MDA -0.858 0.145 0.917 0.225 -0.743 0.650 0.845 -0.464

过氧化物酶
 

POD 0.902 0.275 0.834 0.480 0.699 -0.673 0.988 0.008

超氧化物歧化酶
 

SOD 0.863 0.310 -0.788 0.335 0.855 -0.301 -0.609 0.726

过氧化氢酶CAT 0.543 0.714 -0.701 0.531 0.914 0.085 -0.647 0.539

抗坏血酸化物酶
 

APX 0.015 0.865 0.479 0.741 0.753 -0.270 -0.253 0.938

脯氨酸
 

Proline 0.893 -0.301 -0.158 0.875 0.782 -0.618 -0.129 0.986

可溶性蛋白
 

Soluble
 

protein -0.415 0.889 0.044 0.722 0.010 0.992 0.928 -0.345

可溶性糖
 

Soluble
 

sugar -0.924 0.008 0.843 -0.018 -0.423 0.872 0.730 -0.548

注:加粗的特征值≥0.75说明在主成分中的高相关性

Note:
 

A
 

bold
 

eigenvalue
 

≥0.75
 

indicates
 

a
 

high
 

correlation
 

in
 

the
 

principal
 

components
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X1为AM真菌处理,X2为盐碱胁迫

图3 AM真菌和盐碱胁迫对黑心菊生理表现的VPA分析

X1
 

refers
 

to
 

AM
 

fungal
 

treatment,
 

while
 

X2
 

is
 

saline-alkali
 

stress

Fig.3 VPA
 

analysis
 

of
 

physiological
 

manifestations
 

of
 

AM
 

fungi
 

and
 

saline
 

stress
 

on
 

R.
 

hirta

而在碱处理中以SOD、CAT和脯氨酸为主导因子。
同样地接菌和不接菌处理下黑心菊的PC1和PC2
中的主导因子也不同。然后进一步通过 AM 真菌

和盐碱胁迫对黑心菊生理特性的 VPA分析结果

(图3)发现,AM 真菌对黑心菊抗逆生理特性影响

大于盐碱胁迫。

3 讨 论

植物生长环境的改变会影响 AM 真菌的侵染

状况[25]。本研究中黑心菊根系 AM 真菌的侵染率

和侵染强度随着 NaCl浓度的增加不断下降,这与

前人研究结果相一致[26],说明过高的Na+含量不仅

抑制植物生长,而 且 还 降 低 AM 真 菌 的 侵 染 能

力[27]。盐碱胁迫下孢子和其他繁殖体的萌发率会

降低,萌发的菌丝在土壤中生长的范围较窄,以及寄

主植物根系生长缓慢与AM 真菌接触机会减少,进
而影响AM真菌的侵染能力[13]。此外,高浓度碱胁

迫对黑心菊AM真菌侵染特性的降低大于盐胁迫,
进一步说明碱胁迫不仅具有离子毒害,其较高的

pH对AM真菌同样具有抑制作用。但是,低浓度

碱胁迫却促进了AM真菌的侵染,这可能与寄主植

物自身特性或摩西斗管囊霉分布地区有关。
叶绿素是高等植物进行光合作用最重要的物

质,影响着植物对光的吸收、利用和转化,进而影响

光合产物的合成[28]。盐碱胁迫通常会导致植物叶

片中叶绿素含量下降[29-30],可能是因为土壤渗透胁

迫导致植物无法吸收土壤中的营养物质和矿物元素

尤其是对 Mg2+ 的吸收,进而造成植物叶片无法合

成叶绿素,而接种AM真菌能够提高植物根系吸收

能力,还能抑制植物对Na+的摄取,增强对 Mg2+吸

收,提高植物光合作用[31-32]。在本研究的盐碱胁迫

中,通过接种AM真菌可以不同程度提高黑心菊叶

片叶绿素含量,但效果并不显著(P>0.05),不过在

PCA分析中我们发现,接菌与不接菌处理的叶绿素

含量呈负相关,这也就说明AM 真菌能够通过调整

叶绿素含量去应对盐碱胁迫。
渗透调节是植物应对逆境所采取的一种有效措

施,可以通过积累可溶性糖、可溶性蛋白和脯氨酸等

物质增强自身渗透势,维持细胞内水分平衡,保证植

物体内生化反应正常进行[33-34]。许多研究表明,接
种AM真菌可以显著提高植物体内脯氨酸含量的

积累,如黄东等发现AM 真菌能够提高苹果脯氨酸

的积累[35]。本研究中,与不接种 AM 真菌相对比,
接种AM真菌显著促进了黑心菊叶片脯氨酸的积

累,但是没有盐碱胁迫时接种AM 真菌却降低了脯

氨酸的含量,这与前人研究不同[36-37]。这可能是没

有盐碱胁迫时,AM 真菌侵染植物并对植物体内各

种营养物质的合成产生相应的调控,减少脯氨酸物

质的合成,增加其他渗透调节物质。同时,可溶性糖

和可溶性蛋白与脯氨酸一样也是重要的渗透调节物

质[38-39]。本研究发现,盐碱胁迫下接种AM 真菌黑

心菊植株的可溶性糖和可溶性蛋白含量均高于不接

种植株,这一结果与Ben[40]和Rabie等[41]在三叶草

和绿豆上研究结果一致,说明
 

AM真菌与植物共生

后可以促进植物体内某些蛋白质编码基因的表达,
提高植物体内可溶性糖和可溶性蛋白含量[42-44],在
盐碱胁迫下可以保持细胞膜和原生质体的稳定性,
保护酶类物质不受高浓度离子危害,从而缓解由盐

碱引起的渗透胁迫对黑心菊造成的伤害。
盐碱胁迫主要伤害植物细胞的膜系统。在盐碱

胁迫下植物体内会产生大量活性氧(ROS)如超氧自

由基(O
-·
2)、过氧化氢(H2O2)和羟基自由基(·OH)等

导致膜质过氧化,改变细胞膜的选择透过性,进而影

响细胞内的正常代谢反应[45-46]。MDA是脂质过氧

化的一种产物,其含量可以代表细胞膜受损程度。
本实验结果表明,随着盐碱胁迫浓度的增加黑心菊

叶片 MDA含量一直递增,且在相同浓度下碱胁迫

中 MDA的含量远高于盐胁迫,这说明碱胁迫除了

渗透胁迫外,其较高的pH对膜系统同样具有损害。
在相同胁迫浓度下,接种 AM 真菌能够显著降低

MDA含量,缓解盐碱胁迫对植物细胞膜系统的损

伤,这与前人的相关研究结果一致[47]。同时植物自

身也会产生一类清除活性氧(ROS)的抗氧化酶类
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物质如SOD、POD、CAT和 APX等能够清除活性

氧阻止膜质过氧化,维持细胞膜的稳定性[48-49]。在

本研究中,黑心菊主要通过增强POD和SOD活性

去缓解盐胁迫所带来的渗透胁迫和细胞膜系统的损

伤,而主要通过增强SOD、CAT和 APX活性来应

对碱胁迫,这说明胁迫类型的不同植物所产生的应

对机制也存在差异。贺学礼等[50]和冯固等[51]研究

均认为AM真菌增加细胞膜的稳定性与ROS清除

酶活性的增加有关,本研究也表明接种AM 真菌可

以提高SOD、POD、CAT和APX的活性,但因为盐

碱胁迫类型不同,AM 真菌对这些酶具有不同调控

机制,如盐胁迫中,接种 AM 真菌促使黑心菊减弱

了对SOD 的依赖性,而在碱胁迫中却加强了对

POD的依赖性。
综上所述,低浓度碱胁迫能够促进AM 真菌对

黑心菊的侵染,而高浓度盐碱胁迫会使其侵染能力

显著下降,且具有较高pH 的碱胁迫下降更显著。
与不接菌的植株相比,接种AM 真菌能够显著降低

黑心菊植株 MDA含量,可以通过增强植物的叶绿

素含量,提高抗氧化酶活性和渗透调节物质积累等

方面来提高黑心菊的耐盐碱性。本研究可为丛枝菌

根真菌-黑心菊共生体系在盐碱地应用提供一定的

理论支持,但因研究条件有限未能进一步进行更深

层次的验证,今后可通过利用分子生物学技术在基

因层面对AM 真菌调控黑心菊的耐盐碱性进行深

入探讨。
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