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摘要;利用 C/&分室培养装置研究了菌根际和菌丝际磷酸酶活性变化与土壤有机磷亏缺间的关系A结果表明3施用有机

磷7植酸钠:能促进菌根根系侵染D提高土壤磷酸酶尤其是酸性磷酸酶的活性A使菌丝际范围变宽A菌丝际的存在使土壤

有机磷亏缺范围加大A与非菌根植物相比3由于菌根真菌的作用3植物能更容易地从有机磷中获得磷营养以满足植物生

长的需要3从而使其干物重和磷吸收量更高A
关键词;菌根际@菌丝际@磷酸酶活性@有机磷@菌根真菌

EFFGHIJFKLJMKLNINMGNHIOPOIQJRMJOSJTUNROHKLJMKLJTVMSJMMOR
ILGGRPOTJRWGRIJFHSJPGTUTJXIL
-).+Y0Z[>&\5Z3*,]̂_0>*̂Z3‘(.++5 7abcdefgbhfijkldhfmnfeofoih3pqohdrseotnlfnedluhovbe>

wofx3ybozohs"$$$893pqohd:

{|MITNHI;’0}~5!"~\#$#1_~̂0Z}\̂%&#~’##Z_(~̂)̂~"0*%\0}%\_~_}#_Z!}0̂10$[_Ẑ(%\0}%\0$5}̂Z~\#$\̂>
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Z0Z>,"(0$$\̂+_1~$#_~,#Z~}2-0̂10$[_Ẑ(%\0}%\0$5}(0Z(#Z~$_~̂0Z!#($#_}#!’̂~\̂Z~\#$_Z[#&"~\#_*>

*#(~#!\"%\_#2

4GQXJT5M;,"(0$$\̂+0}%\#$#@\"%\0}%\#$#@_(~̂)̂~"0*%\0}%\_~_}#@0$[_Ẑ(%\0}%\0$5}@,"(0$$\̂+_1*5Z>
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草地占全国国土面积的 9$73是我国国土上最广阔的植被3分布在范围广泛的生态环境中A当前草地

生态环境恶化已经到了令人严重忧虑的程度A草原生态系统中植被与土壤之间构成一个相互作用D相互影

响D相互制约协调发展的统一系统A土壤退化所导致的土壤肥力下降会引起植被生境的恶化A磷素作为植

物生长发育的必需营养元素之一3不仅是植物体内许多重要化合物的组分3而且还以多种途径参与植物体

内的各种代谢过程3在人类赖以生存的土壤>植物>动物生态系统中3磷起着其它元素不可替代的作用8"9A
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物所需磷素一般是通过根系由土壤中吸收获得的!土壤对水溶性磷酸盐的吸附和固定致使磷肥利用率不

高是制约作物增产的重要因素"而通过生物活化是解决这一问题的重要途径之一!
丛枝菌根#$%&真菌可侵染众多植物"通过增加宿主植物对土壤磷的吸收和利用"从而改善植物磷素

营养而促进其生长发育的现象已为人们所熟知!土壤中约有 ’()*+()的磷以有机形式存在"有机磷循环

对磷的有效性和生态系统的可持续发展有重要作用,’-!但有机磷只有在水解转化为无机磷后才能大量被

植物利用"有机磷水解又直接与磷酸酶或植酸酶的作用有关,.-!多年来关于菌根对土壤无机磷利用机理的

研究已有大量工作"也取得了长足进展"但关于丛枝菌根真菌能否分泌磷酸酶及其在提高土壤有机磷利用

效率中的作用研究较少"且有争议!/0123和/4506721认为菌丝能降解膜界面以外的土壤无机磷"但不影响

土壤有机磷的含量,8-!9434:;43和%437<=123指出"接种菌根真菌可以增加土壤磷酸酶活性"促进土壤有机

磷的水解,>-!本试验以需磷量大的豆科牧草红三叶草为供试植物"利用分室培养系统研究了根际?菌根际

和菌丝际的土壤磷酸酶活性变化和土壤有机磷亏缺间的关系来说明 $%菌根真菌磷酸酶在有机磷矿化中

的作用!

@ 材料和方法

@A@ 试验用盆

采用 BCD管#内径 EA’<F&制成的三室隔网装置#见图 G&"包括根室#高 +<F&?菌丝室#高 8<F&和土壤

管#高 8<F&"根室和菌丝室之间用孔径 .(HF的尼龙网隔开"使根系限制在根室中生长"而菌根菌丝可以穿

过尼龙网到菌丝室土壤中吸收养分"达到将根系吸收区分离的目的!菌丝室与土壤室之间用 (A8>HF的微

孔滤膜隔开"使菌丝不能穿过"以在隔膜处形成一菌丝际!

图 G 试验装置示意图

IJKLG MJ4K34F0:N=2O0NP72;

@AQ 供试土壤

采自中国农业大学昌平长期肥料定位试验地只施

氮肥的小区"施氮#R&水平为 ’S(5KT=F’!土壤过 ’FF
筛后"在 G’GU下高压蒸汽灭菌 ’="以消除土壤中的真

菌孢子和其它土壤微生物!供试土壤农化性状如下V有

机质#WA%&GA’8)"全氮 (A(+)!速效氮 +SA’FKT5K"
有效磷#WX721YB&.L(ZFKT5K"总磷 ’SA’FKT5K"速效钾

#R[8W$DY$&G((L.FKT5K"O[SL>!

@A\ 供试作物和菌根菌种

供试作物红三叶草#]̂_‘ab_cd êfghijhk&!供试

菌根菌种由中国农业科学院土壤肥料研究所汪洪钢提

供!菌根真菌#lbadcjmĥj_‘âdh&经玉米繁殖 .个月

后"用含有受真菌侵染的根段和含有菌丝的根际土壤

作为菌根接种剂!

@An 试验设计

试验设 .种施肥处理"分别为不施磷肥#Do&?施无机磷磷酸二氢钾#o[’BW8&和施有机磷植酸钠#R4Y

O=pN4N2&"施磷量为 B#>(FKT5K&!每个施肥处理又分别设接种 lbadcjmĥj_‘âd#q%&和不接种#r%&处

理"共 Z个处理"每个处理重复 >次!各处理均施有 R#R[8RW.&’((FKT5K?o#o’sW8&G>(FKT5K?%K#%KY

sW8&>(FKT5K和 t1#t1sW8&>FKT5K!作物生长期间追施 G次氮肥 R#>(FKT5K&"以保证氮素供应充足!

@Au 接种方法

将 >(K接种剂和 >((K土壤完全混匀后装入接种菌根处理的根室"对照组则加入相同重量经灭菌处理

的接种剂和 G(FX菌种滤液"以保证土壤微生物区系一致!菌丝室土壤为 .8(K!

@Av 播种

三叶草种子在 G() [’W’溶液中浸泡 G(FJ1进行表面消毒"而后置于湿润的滤纸上放置一昼夜使之

发芽"每盆在根室中播 G((粒"并在根室土壤表面覆盖一层石英砂以减少水分蒸发!
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!"# 温度和光照

试验在生长室中进行$生长期间温度维持在 %&’%()$光照时间为 *+,-.$每天 /0&&’%%0&&用生物镝

灯补充光照1

!"2 收获和测定

三叶草生长 *&周后收获$将根系取出洗净后$称取 &3(4鲜根用锥虫蓝染色后以方格交叉法测定菌根

侵染率和根系长度1收获后将边室土壤按 *55和 (55间距切取新鲜土样$用于测定土壤磷酸酶活性1用

改进的 67879787:;<=:5>?=方法测定磷酸酶0取鲜土 &3(4$加 &3%5@甲苯浸提土壤中的磷酸酶$再加

(5@含对硝基苯磷酸二钠 *54-5@的反应底物溶液$放入 A&)培养箱中培养 *,$然后用 +5B&3(5CB-@

D7EF终止酶反应$再加 *5B&3(5CB-@G7GB%充分混匀$用定量滤纸过滤1试验中须设相应的无土和无基

质对照1滤液在 +*&>5处比色1测定酸性磷酸酶时$用 &3*5CB-@HF(3%的醋酸缓冲液$测定碱性磷酸酶

时$用 &3(5CB-@HF/3(的 D7GEA作缓冲液1酶活性单位IJKL为小时每克土水解 *M5CBNDNNI对硝基苯

磷酸二钠L的值1

O 试验结果

O"! 接种菌根真菌的生长效应

由各管理红三叶草的根系菌根侵染率I见表 *L可以看出$未接种菌根真菌的处理均未发现有菌根侵

染$而接种菌根真菌的植株不论根室土壤施磷处理如何都有较高程度的侵染$但磷酸二氢钾处理菌根侵染

率明显低于其它处理1收获后对 &3+(M5微孔滤膜显微观察发现$其上布满了大量的菌丝I图 %L1从表 *还

可以看出$不接种条件下$菌丝室施用不同磷源对红三叶草植株生长影响不大1与不接种处理相比$PQ菌

根对红三叶草植株生长有显著促进作用$接种处理的植株干物重显著增加1施用磷酸二氢钾和植酸钠两种

磷源显著增加了红三叶草植株的干物重$其对植株干物重的增加幅度远大于相应的不接种处理$其中磷酸

二氢钾的生长效应大于植酸钠I表 *L1上述结果表明$接种 PQ菌根真菌提高了不同磷源对红三叶草的生

物有效性1
表 ! 植株干物重R菌根侵染率及吸磷总量

STUVW! XYZ[W\]̂_‘abVTc_$dZe‘YŶ\fTV\caWe_\‘cYT_WTcg_‘_TVhib_TjW

处理

6=?795?>9

菌根侵染率

k>l?m9:C>=79?InL

干物重

o=pq?:4,9I4-HC9L

吸磷总量I54-HC9L

NKH97r?
sQ tQ sQ tQ sQ tQ

Gu & v/3(7w +3(*7 x3A+m A3&%7 x3*+m
uF%NE+ & (%3%8 +3y(7 *%3y/7 A3*v7 *(3y*8
D7zH,p979? & vA3+78 +3(A7 **3yx8 A3&x7 *y3v%7

w 应用 @{o法检验处理间差异程度$同一列中的不同字母表示差异达到 (n显著水平I下同L 6,?@{o5?9,C.

q7|K|?.9C9?|99,?|:4>:l:m7>m?Cl.:ll?=?>m?$5?7>}7BK?|lCBBCq?.9,?|75?B?99?=|:>7mCBBK57=?>C9|:4>:l:m7>9Bp.:lz

l?=?>979~!&3&(

表 *的结果还表明$植株的吸磷量不仅受磷源的影响而且还与菌根形成与否密切相关1不论是植株地

上部还是根系的吸磷量皆以既不施磷也未接种菌根的处理最低1施用不同磷源都增加了红三叶草植株的

吸磷量$不接种条件下$表现为磷酸二氢钾处理的吸磷量增加幅度大于植酸钠1接种条件下$植酸钠处理植

株吸磷总量高于磷酸二氢钾处理1上述结果表明$接种菌根真菌$菌根化植株根系活化利用磷的能力增强1
接种 "#$%&’()*’+,$*%)提高了根系利用有机磷I植酸钠L的能力1

O"O 根室土壤磷酸酶活性比较

图 A为各处理土壤酸性与碱性磷酸酶活性变化图1可以看出$接种后各处理根室土壤酸性磷酸酶和碱

性磷酸酶活性都有所增加1与种植前相比$根际土壤酸性磷酸酶活性增加 y3%’*v倍$碱性磷酸酶活性增

加 %3v’(3A倍1酸性磷酸酶活性明显高于碱性磷酸酶活性$可见酸性磷酸酶在供试土壤中占主要地位1然

而$同一磷源条件下$接种与不接种处理间的酸性磷酸酶活性差异不大1这说明在根室土壤中根系诱地产

生的磷酸酶占主要地位$植物根系对酸性磷酸酶的贡献比菌根真菌更大1从图 A还可以看出有机磷处理增
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加了根际土壤的酸性磷酸酶活性!而无机磷处理则有降低根际土壤酸性磷酸酶活性的趋势!碱性磷酸酶活

性也有相似趋势"

图# $%&’()微孔滤膜上形成了浓密的菌丝网*+#’$,
-./%# 0123454667)78495:;<935

$%&’())5)=>4<5

图 ? 根室磷酸酶活性比较

-./%? @;)24>523;A23494A5469.B.91.<

935>;;96;)24>9)5<9

CDE 菌根际和菌丝际土壤磷酸酶活性变化规律

从图 &可以看出!对无机磷而言!接种处理酸性磷酸酶活性远高于不接种处理"菌丝室土壤磷酸酶活

性在距根表 ?))范围内变化最大!?FG))次之!之后变化渐小直到某一相对稳定的水平!在 &$))处由

于微孔滤膜的阻隔作用使菌丝在此富集!引起磷酸酶活性明显升高!其影响范围大约为 HF#))!受菌丝影

响的这一区域称为菌丝际"而对有机磷处理而言!受菌根真菌影响的菌丝际范围更大*I#)),*图 &,!可见

有机磷处理真菌的贡献比无机磷更大!这与 J4>4K:4>和 L4>A63<5>的研究结果一致M’N"

图 & 菌丝室和土壤室磷酸酶活性比较

-./%& @;)24>5469.B.91;K23;A23494A5

.<3123484<:A;.86;)24>9)5<9

菌根际和菌丝际的碱性磷酸酶活性变化趋势与酸性磷酸酶相似!但接种菌根真菌对其影响较小"菌丝

际范围也比酸性磷酸酶影响区域小*H))左右,*图 ’,"从以上结果可以看出!接种菌根真菌对酸性磷酸酶

的影响大!推测菌丝能分泌胞外酸性磷酸酶"
图 &和图 ’的结果表明菌根真菌对磷酸酶活性有贡献!其贡献大小取决于磷酸盐形态"有机磷能提高

磷酸酶的活性并能促进菌丝的生长"菌根菌丝对酸性磷酸酶的贡献比碱性磷酸酶大!菌丝对整个菌丝室土

壤磷酸酶活性的影响不一致!距根表 ?))范围内变化较大!菌丝室土壤磷酸酶活性比不受根系或菌丝影

响的土壤室的活性高"

CDO 菌根际和菌丝际土壤有机磷变化

从图 P4可以看出!接种条件下距根表 G))范围

内!由于菌丝的作用!有机磷都明显低于远根处形成

一个较大的磷亏缺区!整个菌线室内有机磷处理的土

壤有机磷含量低于无机磷处理"在隔网处*$%&’()微

孔滤膜,!由于菌丝不能穿过!因此在此处聚集形成一

菌丝际!从图 P4可以看出此处有机磷含量下降系菌

丝磷酸酶活化的结果"这一区域影响的范围约为 #F

?))"整体上看图 P4似两个阶梯!$FG))土壤有机

磷亏缺是菌根的影响产生的"&$F&#))形成的有机

磷亏缺区是菌丝的影响产生的"对照图 &和图 ’!正好

是倒阶梯形!从图 &F图 P4可以看出磷酸酶活性越高

处!土壤有机磷含量越低!二者成显著的负相关关系

*QRS$%TG#!UV$%$H!WRHG,"而不接种条件下只在
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距根表 !""左右的范围内出现明显的有机磷亏缺区#图 $%&其它层次的土壤有机磷含量基本一致’没有磷

亏缺出现(
从以上结果可以看出’菌根菌丝的存在确实能使土壤有机磷发生亏缺’这对有效磷含量低的土壤中生

长的红三叶草的磷营养具有重要意义(

图 ) 菌丝室和土壤室磷酸酶活性比较

*+,-) ./"0123145+6+5708/90815193+:87081;1:<9/+;4/"0125"3:5

图 $ 菌丝室和土壤室土壤有机磷变化比较

*+,-$ ./"01239/+;/2,1:+408/908/2=9+:87081;1:<9/+;4/"0125"3:5

> 讨论

决定有机磷有效性的两个主要因素是磷源的溶解性和它对植物和土壤磷酸酶的敏感性(已经证实’外

生菌根真菌#特别是在树木上&可以产生胞外酸性磷酸酶促进有机磷源的磷释放?$@(目前尚不能确定菌根

真菌是否能产生胞外酸性磷酸酶(本试验的结果#图 A和图 )&提供了外生菌丝体产生酸性磷酸酶的直接证

据(通常认为增加菌根际和根系活性可以提高磷酸酶活性’因为磷酸酶是诱导酶(土壤有机磷含量高可以

增加植物来源的磷酸酶活性’也增加了菌丝分枝和真菌的腐生生长(根室中根系总长度数量大’根室内菌

丝不可能对菌根植物的磷酸酶活性贡献更多(因为植物只分泌酸性磷酸酶?B@’故碱性磷酸酶活性的增加主

要归功于丛枝菌根真菌’而植物生长在灭菌条件下其它微生物作用是不存在的’只能是菌根真菌的作用(

C/<<等发现受 DEFGHIGFIIJKJ侵染的植物根际的磷酸酶活性来源于植物根系和丛枝菌根?L@(本试验

条件下’使根室和菌丝室分离’接种或不接种菌根真菌的整个根室和菌丝室磷酸酶活性的明显差异’进一

步证实了菌丝能产生磷酸酶#图 A和图 )&(M+1:+:1NN+等曾用组织化学方法定位受菌根真菌侵染的根系磷

酸酶’在超微结构水平上证明了植物根细胞的细胞质和菌根菌丝生长尖端存在酸性磷酸酶活性?O@(
本试验选用的植酸钠作为一种模式物质’可以用来证实从枝菌根根外菌丝磷酸酶的贡献及其对有机

磷的利用’但由于其溶解性好并是磷酸酶的反应底物’施用于土壤后由于其移动性强而会扩大其生长效

应(所以’进一步研究应选用其它形态的植酸盐来证明磷酸酶的水解作用’更能说明问题(
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本试验的结果证明了菌根真菌产生的磷酸酶在有机磷矿化中起作用!菌根在有机磷矿化中的作用可

以是直接的或间接的"菌根产生的磷酸酶或其它种类的酶对有机磷的水解是其矿化的直接原因#$%&有研究

证实菌根际比非菌根际磷酸酶活性更高#’%!所谓菌根对有机磷的间接矿化是指菌根菌丝只能在其它土壤

微生物或那些与菌根真菌相连的微生物将有机磷矿化后才能获得磷!()*)+,)-./)-等指出"在人工介质和

灭菌土壤中发生的有机磷矿化没有土壤微生物参与#01%!从目前的研究中还不能确定所观察的矿化是否是

直接作用的影响"但均证实菌根植物能从难溶性磷源中得到磷!然而"目前研究中所用的分室隔网技术不

能确定所观察到的矿化是菌根作用的直接结果还是与菌根相连的微生物区系的间接影响!
本试验根室土壤中的有机磷可通过根和菌根真菌磷酸酶的作用被矿化"在菌丝室有机磷亏缺区扩展

到 233之外!有机磷亏缺和菌丝际磷酸酶活性间有很高的相关性!这些结果表明"菌丝际的有机磷亏缺是

真菌作用的结果"这表明除了外生菌丝的影响外"菌根和非菌根植物获得磷的模式一致!从所得结果可以

看出4图 ’5图 67"对土壤分割应更细才能确定有机磷的确切亏缺范围"而不致造成假象"进一步研究时应

加以改进!
本试验是在灭菌条件下进行的"除菌根真菌外接种与不接种处理各项指标无差异"因此菌丝际多亏缺

的有机磷只能是菌根菌丝矿化作用的结果!本试验证明了菌根真菌的外生菌丝能产生磷酸酶"从而使菌根

植物能从有机磷源中获得更多可利用的磷!但由于本试验无法排除菌种中所含其它微生物的影响"还不能

对所得结果下定论"深入研究菌根真菌解有机磷的作用机制应集中在排除微生物的干扰上!
从以上研究结果可以看出"接种菌根真菌后各磷源的利用率都大大提高"如果能将菌根真菌广泛应用

于难溶性磷含量高的草地土壤"将可大幅度提高牧草作物的产草量"在不施磷的情况下获得同样的增的效

果!并可减少大量施用磷肥所造成的环境污染"在维持农业的可持续发展中具有重要的生态意义!
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