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封面图说: 岸边的小白鹭———鹭科白鹭属共有 13 种,其中有大白鹭、中白鹭、白鹭(小白鹭)、黄嘴白鹭等,体羽皆是全白,世通
称白鹭。 夏季的白鹭成鸟繁殖时枕部着生两条狭长而软的矛状羽,状若双辫,肩和胸着生蓑羽,冬季时蓑羽常全部
脱落,白鹭虹膜黄色,嘴黑色,脚部黑色,趾呈黄绿色。 小白鹭常常栖息于稻田、沼泽、池塘水边,以及海岸浅滩的红
树林里。 白天觅食,好食小鱼、蛙、虾及昆虫等。 繁殖期 3—7 月。 繁殖时成群,常和其他鹭类在一起,雌雄均参加营
巢,次年常到旧巢处重新修葺使用。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com



第 32 卷第 19 期

2012 年 10 月

生 态 学 报

ACTA ECOLOGICA SINICA
Vol. 32,No. 19
Oct. ,2012

http: / / www. ecologica. cn

基金项目:中国烟草总公司山东省公司科技资助项目(KN158 和 KN167)

收稿日期:2011鄄08鄄23; 摇 摇 修订日期:2012鄄02鄄07

*通讯作者 Corresponding author. E鄄mail: liuxin6080@ yahoo. com. cn

DOI: 10. 5846 / stxb201108231232

刘洪庆,车永梅,赵方贵,杨凤玲,刘新. H2O2 参与 AM 真菌与烟草共生过程. 生态学报,2012,32(19):6085鄄6091.
Liu H Q,Che Y M, Zhao F G, Yang F L, Liu X. Hydrogen peroxide participates symbiosis between AM fungi and tobacco plants. Acta Ecologica Sinica,
2012,32(19):6085鄄6091.

H2 O2 参与 AM 真菌与烟草共生过程

刘洪庆,车永梅,赵方贵,杨凤玲,刘摇 新*

(青岛农业大学生命科学学院;山东省高校植物生物技术重点实验室,青岛摇 266109)

摘要:以烟草((Nicotiana tabacum,品种 CF90NF)为寄主,苗期接种丛枝菌根(AM)真菌摩西球囊霉(Glomus mosseae,G. m),测定

G. m 与烟草共生过程中烟草根部 H2O2 含量以及多胺氧化酶(PAO)和过氧化物酶(POD)活性;研究外源 H2O2 对 G. m 侵染烟

草的影响以及 H2O2 清除剂和合成抑制剂对烟草侧根 H2O2 含量及烟草侧根和菌丝中 H2O2 荧光强度的影响,以探究 H2O2 在

AM 真菌侵染烟草过程中的作用。 结果表明,接种 G. m 20d 后烟草侧根中出现 H2O2 含量的猝发,一定浓度的外源 H2O2 促进

G. m 对烟草的侵染,而 H2O2 清除剂抗坏血酸(AsA)显著削弱烟草侧根和菌丝中的 H2O2 荧光强度,降低 G. m 对烟草的侵染

率,表明 H2O2 参与 G. m 与烟草共生过程;在 G. m 与烟草共生过程中,PAO 和 POD 活性显著升高,PAO 抑制剂二氨基十二烷

(DADD)和 POD 抑制剂水杨羟肟酸(SHAM)显著降低烟草侧根中 H2O2 荧光强度,对菌丝中 H2O2 荧光强度无显著影响,表明

烟草根部和 G. m 均可产生 H2O2,PAO 和 POD 参与烟草侧根中 H2O2 的合成,菌丝中可能存在其他来源的 H2O2。
关键词:H2O2; AM 真菌;烟草;多胺氧化酶;过氧化物酶

Hydrogen peroxide participates symbiosis between AM fungi and tobacco plants
LIU Hongqing,CHE Yongmei, ZHAO Fanggui, YANG Fengling, LIU Xin*

Key Lab of Plant Biotechnology in Universities of Shandong, Life Science College, Qingdao Agricultural University, Qingdao 266109, China

Abstract: Arbuscular mycorrhiza ( AM) formed between AM fungi and the vast majority of higher plants is a widely
spreading mutualistic symbiosis in the world. It has been proved that AM establishment starts with a chemical signal
exchange between host plant roots and the fungi. Hydrogen peroxide (H2O2) is an important signal substance, which takes
part in interaction among plants and many microorganisms. Does H2O2 also participate in the interaction between host plants
and AM fungi? And we hypothesized that H2O2 may involve in the formation and colonization of AM. The purpose of the
present research was to investigate the role of H2O2 in colonizing tobacco roots by arbuscular mycorrhizal ( AM) fungi.
Seedlings of tobacco cultivar CF90NF were inoculated with Glomus mosseae ( G. m ). H2O2 contents, the effects of
exogenous H2O2 on colonization percentage of tobacco by G. m, H2O2 scavenger and production inhibiter effects on H2O2

contents and fluorescence intensity in tobacco root and fungal hyphae were studied. The results showed that H2O2 burst in
lateral roots of tobacco 20 days after inoculation, the earlier stage of colonization, at this time, fungal hyphae just began to
contact with tobacco root and penetrate root cortical cell, exogenous H2O2 increased the colonization percentage of tobacco
by G. m, H2O2 scavenger ascorbic acid (AsA) had adverse effect, decreased the colonization percentage; Fluorescence
assay showed that G. m colonization induced intense H2O2 fluorescence in tobacco root, but AsA decreased H2O2

fluorescence intensity in tobacco lateral roots, and fungal hyphae. These results indicate that H2O2 have positive effect in
symbiosis development between AM fungi and tobacco plants; PAO and POD is the main enzymes catalyzing the production
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of H2O2, we estimated the PAO and POD activities in tobacco roots, and the results showed that, when colonized with G.
m, PAO and POD activities in lateral root of tobacco increased significantly, importantly, treatments with salicylhydroxamic
acid (SHAM, POD inhibiter) and 1,12鄄diaminododecane (DADD, PAO inhibiter) decreased H2O2 fluorescence intensity
in tobacco lateral roots, but had no significant effects on that in the fungal hyphae. The present study suggests that H2O2

may participate in tobacco鄄AM symbiosis, H2O2 be produced both in tobacco root and in fungal hyphae, PAO and POD take
part in H2O2 production in tobacco root, and there should be other resource of H2O2 in AM fungal hyphae. While the
interrelationship between H2O2 and the other signal substances, and their effects on the development of AM need to be
further investigated with molecular techniques.

Key Words: hydrogen peroxide; arbuscular mycorrhizal fungi; Nicotiana tabacum; polyamine oxidase; peroxidase

丛枝菌根(arbuscular mycorrhizae,AM)真菌是土壤生态系统的重要成员,为专性活体营养共生菌,能与烟

草等绝大多数植物建立互惠共生关系。 AM 真菌与植物共生可以促进植物对氮、磷和钾等营养元素的吸收,
提高植物对盐和干旱等逆境的抵抗能力,进而促进植物体的生长[1鄄2]。 AM 真菌与植物的共生依赖于二者之

间复杂的信号传递,有实验证明根系分泌物中的倍半萜类和黄酮类物质在共生过程中起重要作用,可促进真

菌的代谢和菌丝分枝,提高其与根系接触的几率[3]。 AM 真菌产生的共生信号 Myc 因子经 Ca2+信号传递诱导

根系发生反应[4];茉莉酸(jasmonic acid,JA)、脱落酸(abscisic acid,ABA)和乙烯(ethylene,ETH)等植物激素

参与 AM 真菌与植物共生过程的调节[5鄄6]。 目前,菌根分子生物学研究刚刚充分展开,信号传递网络的多种组

分有待进一步研究确定。 业已证明 H2O2 是植物体内重要的信号分子,参与植物与多种微生物的相互作

用[7鄄8]。 如,H2O2 参与根瘤菌与苜蓿等根系共生过程的调控[9];发现与 AM 真菌共生的番茄、玉米、烟草和苜

蓿等植物根部存在 H2O2
[10鄄11],但 H2O2 的来源及 H2O2 的作用尚不明确。 为此,本文拟测定 AM 真菌与烟草

互作过程中烟草侧根中 H2O2 含量、外源 H2O2 和 H2O2 清除剂对 AM 真菌与烟草共生过程的影响、以及 AM
真菌与烟草共生过程中 H2O2 合成相关酶多胺氧化酶( polyamine oxidase,PAO)和过氧化物酶( peroxidase,
POD)活性变化等,以期初步研究 H2O2 在 AM 真菌与烟草共生中的作用及其来源,为 AM 真菌与植物共生机

制的深入阐明提供理论依据。
1摇 材料和方法

1. 1摇 材料和试剂

供试烟草(Nicotiana tabacum)品种为 CF90NF,由山东临朐烟草有限公司提供。
AM 真菌为 Glomus mosseae(G. m),由青岛农业大学菌根技术实验室提供。
AM 真菌接种物为经三叶草扩繁后,含培养基质、孢子、菌丝和侵染根段的混合物。
H2DCF鄄DA、抗坏 血 酸 ( ascorbic acid, AsA )、 二 苯 基 碘 ( diphenylene iodonium, DPI )、 水 杨 羟 肟 酸

(salicylhydroxamic acid,SHAM)、二氨基十二烷(1,12鄄diaminododecane,DADD)试剂均购于 Sigma 公司(U. S.
A);其余化学试剂均为国产分析纯。
1. 2摇 材料培养及处理

烟草 CF90NF 种子用 0. 1% H2O2 浸泡 10 min,自来水冲洗数次,蒸馏水浸种 12 h,播于铺有纱布的培养

皿中,蒸馏水浸湿,于 25 益温箱(YY0027鄄 90 型)内,待胚芽露出后播种于育苗穴盘中,基质为石英砂和蛭石

(石英砂和蛭石按质量 1颐1 混合),每育苗穴盘播 10 粒种子,然后于种子上覆盖一层基质。 烟草培养条件为

光 /暗周期 16 h / 8 h,温度 25 益、光强 100—400 滋mol·m-2·s-1,相对湿度 70% 。 每 5d 加 1 / 4 的 Hoagland 营

养液。
当幼苗长到三叶一心期移栽于盛有基质及 10 g AM 真菌接种物或 10 g 灭菌接种物(对照)的花盆(上口

径 8 cm,高 11 cm)中进行以下处理,a:于接种 10、20、30、40、50 d 观测菌根侵染状况;b:于接种 0、5、10、15、

6806 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 32 卷摇
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20、25 和 30 d 时取烟草侧根,用蒸馏水将根冲洗干净,测定根中 H2O2 含量及 PAO 和 POD 活性;c:分别用蒸

馏水、H2O2、AsA、DPI、SHAM 或 DADD(每 5 d 一次),于预处理 20 d 时用荧光检测法和分光光度法检测侧根

中 H2O2 含量或菌根侵染率。
以上处理及 1. 3 菌丝的收集和处理中 H2O2、ASA、DPI、SHAM、DADD 浓度分别为:0. 1% 、0. 1、0郾 01、0郾 01

和 0. 5 mmol / L。
1. 3摇 菌丝的收集和处理

按照宋勇春的菌丝收集装置进行菌丝的收集[12]。 装置中外室和根室装有河沙颐草炭土颐田间土 = 1颐2颐2 的

混合基质,菌丝室的基质为河沙。 将长至三叶一心期的烟草幼苗移栽于菌丝收集装置中根室,加 10 g AM 真

菌接种物,分别加 1 / 4Hoagland 营养液、AsA、DPI、SHAM 或 DADD(每 5 d 一次),于处理后 20 d 收集菌丝用荧

光检测法检测侧根中 H2O2 含量。 期间每周向根室内浇 20 mL /次无磷的 1 / 4Hoagland 营养液,外室内每 3 d
浇含磷的 1 / 4Hoagland 营养液 60 mL /次,使菌丝在菌丝室和外室之间的隔膜处相对富集。
1. 4摇 方法

1. 4. 1摇 AM 真菌侵染率的测定方法

用酸性品红染色法测定 AM 真菌侵染率[13]。
1. 4. 2摇 荧光检测法检测 H2O2 含量

取菌丝或烟草侧根加入 H2O2 的特异性荧光探针 H2DCF鄄DA(50 滋mol / L),孵育 0. 5 h 后用生理盐水冲洗

多次,除去吸附的染料。 将菌丝或烟草侧根置于载玻片上,盖好盖玻片,用 488 nm 蓝光激发,在荧光显微镜下

观察拍照。
1. 4. 3摇 分光光度法测定 H2O2 含量及 PAO 和 POD 活性

H2O2 含量的测定,具体操作参考 Brennan 和 Frenkel 的方法[14]。
PAO 活性的测定

取 0. 1 g 处理过的叶片于 0. 2 mol / L 磷酸缓冲液 ( pH6. 5 ) 研磨至匀浆;8000伊g,4益离心 10 min。 上清

用于检测游离态 PAO 活性,沉淀用 0. 01% TritonX鄄100 悬浮 3 次,后经 0. 2 mol / L 磷酸缓冲液 ( pH6. 5 ) 悬浮

用于检测与细胞壁结合态 PAO 活性。 1. 5 mL 反应体系包括:0. 2 mol / L 磷酸缓冲液( pH6. 5 ),100 滋L 显色

液,1 mg / mL 过氧化物酶,50 mmol / L 的亚精胺。 于 25益,30 min,555 nm 下测定吸光值。 其中显色液为:100
mL 0. 1mol / L 磷酸缓冲液 ( pH6. 5 ),25 滋L N,N鄄二甲基苯胺,10 mg 4鄄氨基氨替吡啉。

POD 活性测定分别参照刘永军等的实验方法[15]。
1. 5摇 数据统计方法

测定结果用 DPS 数据处理系统作方差分析。
2摇 结果与分析

2. 1摇 H2O2 参与 AM 真菌与烟草共生过程

2. 1. 1摇 AM 真菌侵染烟草过程中烟草侧根 H2O2 含量变化

由共生形成过程图谱可以看出,在接种 20 d 时,G. m 菌丝开始和烟草根部接触发生侵染,菌丝开始穿透

烟草根细胞的表皮进入根的皮层细胞层(图 1)。
图 2 显示,在测定时间内,未接种 G. m 的烟草侧根 H2O2 含量无显著变化,而苗期接种 G. m 的烟草侧根

H2O2 含量呈先升高后降低的趋势,在接种 20 d 左右( 即 G. m 开始和烟草根部接触并发生侵染时 )达最大值

(P<0. 05),然后趋于和对照基本相同的水平。
2. 1. 2摇 AM 真菌侵染烟草过程中烟草侧根和菌丝 H2O2 荧光变化

为了进一步证明 H2O2 参与 AM 真菌侵染烟草的过程,以 H2DCF鄄DA 为 H2O2 的特异性荧光探针,检测了

接种后 20d 时烟草侧根和菌丝中 H2O2 的变化。 可以看出,未接种 G. m 的烟草侧根含有一定水平的 H2O2(图
3A),苗期接种 G. m 20d 时的烟草侧根(图 3F)及菌丝(图 3K)中 H2O2 含量明显增加,均能够观察到较强的绿
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图 1摇 AM 真菌与烟草共生的时间进程

Fig. 1摇 Time course of the symbiosis between AM fungi and tobacco

接种时间 A:10 d; B:20 d; C:30 d; D:40 d; E:50 d(实线箭头指示菌丝,虚线箭头指示泡囊,横线表示 50滋m)

图 2摇 Gm 对烟草侧根中 H2O2 含量、游离 PAO、细胞壁结合 PAO 和 POD 活性的影响

Fig. 2摇 Effects of Glomus mosseae on H2O2 content, free and cell wall bound PAO as well as POD activity in lateral roots of tobacco

图中*代表差异达 5%显著性水平

色荧光。
2. 1. 3摇 外源 H2O2 和 H2O2 清除剂对 AM 真菌侵染烟草的影响

图 4 表明,一定浓度的外源 H2O2 处理可以显著提高 G. m 对烟草的侵染率,H2O2 清除剂 ASA 则显著降

低了 G. m 对烟草的侵染,说明 H2O2 是 AM 真菌与烟草共生过程中的必需因素。
2. 2摇 AM 真菌侵染烟草过程中 H2O2 的来源

烟草侧根和菌丝中均存在 H2O2,那么 H2O2的来源途径怎样? 为此进一步研究了 H2O2 清除剂和合成抑

制剂对烟草侧根和菌丝中 H2O2 含量的影响。 图 3 显示,与对照相比,接种 G. m 的烟草侧根中可以观察到明

显的 H2O2 荧光(图 3F),经 H2O2 清除剂 AsA(图 3G)、NADPH 氧化酶抑制剂 DPI(图 3H)、细胞壁过氧化物酶

抑制剂 SHAM(图 3I)或多胺氧化酶抑制剂 DADD(图 3J)预处理后,均降低了接种 G. m 所引起的烟草侧根中

的 H2O2 荧光强度的增加,其中 SHAM 和 DADD 的作用尤为显著。 由此说明,AM 真菌与烟草共生过程中烟草

根系可以产生 H2O2,且细胞壁过氧化物酶和多胺氧化酶途径可能是 H2O2 的主要来源。 H2O2 清除剂 AsA 处

理后同样使菌丝中的荧光显著减弱(图 3L),而 H2O2 合成相关酶抑制剂 DPI、SHAM 和 DADD 不能明显改变

菌丝中的荧光强度(图 3M—O)。 由此推测,AM 真菌与烟草共生过程中菌丝中可能存在其他来源的 H2O2。
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图 3摇 烟草侧根与 G. m 菌丝 H2O2 含量的 H2DCF鄄DA 荧光测定

Fig. 3摇 Determination of H2O2 content in tobacco lateral roots and fungal hyphae staining with H2DCF鄄DA

A—E:未接种 G. m 的烟草侧根,F—J:接种 G. m 的烟草侧根,K—O 为 G. m 菌丝; A、F 和 K:H2O 预处理,B、G 和 L:AsA 预处理,C、H 和 M:

DPI 预处理,D、I 和 N:SHAM 预处理,E、J 和 O:DADD 预处理,图中横线均代表 50滋m

摇 图 4摇 外源 H2O2 和 H2O2 清除剂 AsA 对 G. m 侵染烟草的影响

Fig. 4摇 Effects of exogenous H2O2 and H2O2 scavenger ASA on

colonization of tobacco by Glomus mosseae

图中不同字母代表处理间差异达 5%显著性水平

2. 3摇 AM 真菌与烟草共生过程中烟草侧根中 H2O2 的

合成途径

2. 3. 1摇 AM 真菌侵染烟草过程中烟草侧根中 PAO 和

POD 活性变化

在测定时间段内,未接种 G. m 的烟草侧根中 PAO
和 POD 活性无显著变化,接种 G. m 后烟草侧根中游离

和细胞壁 PAO 及 POD(图 2)活性均呈现先升高后降低

的趋势,于接种 20d 作用达最大值,该变化趋势与 H2O2

含量的变化趋势一致。 进一步说明,PAO 和 POD 参与

AM 真菌诱导的烟草侧根中 H2O2 合成。
2. 3. 2 摇 PAO 和 POD 抑制剂对 AM 真菌侵染烟草的

影响

图 5 表明,细胞壁 POD 抑制剂 SHAM 以及 PAO 抑制剂 DADD 均可不同程度的降低烟草侧根中的 H2O2

含量及菌根侵染率,经 SHAM 处理后,H2O2 含量及菌根侵染率与对照相比分别降低 32%和 13% ,DADD 预处

理后,H2O2 含量及菌根侵染率分别降低 25%和 10% 。 由此推测,细胞壁 POD 及 PAO 途径产生的 H2O2 参与

AM 真菌侵染烟草过程。
3摇 讨论

AM 真菌与植物共生关系的形成依赖于二者之间进行的一系列信号传递,根系分泌物独脚金萌发素内

酯、分支因子、Ca2+、水杨酸和茉莉酸等信号分子参与多种植物与 AM 真菌的共生过程[2鄄3,16]。 H2O2 是植物体

内广泛存在的一种信号分子,在植物生长发育和对环境的应答过程中起重要作用,本实验分别利用分光光度

法和荧光检测法测定了 AM 真菌侵染烟草过程中 H2O2 水平的变化,发现在 G. m 菌丝开始和烟草根部接触发

生侵染时(接种 20d 时)H2O2 的荧光强度显著增强,而 H2O2 清除剂 AsA 能够显著降低烟草侧根和菌丝中
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图 5摇 SHAM 和 DADD 对共生过程中烟草侧根 H2O2 含量及菌根侵染率的影响

Fig. 5摇 Effects of SHAM and DADD on H2O2 level and colonization rate of tobacco in the symbiosis process of Glomus mosseae with tobacco

H2O2 荧光强度并抑制 AM 真菌对烟草的侵染,表明 H2O2 在 AM 真菌与烟草共生过程中起重要作用,H2O2 可

能是 AM 真菌与植物共生信号转导链的重要成分,这与王彬等研究结果较一致[3]。 王彬等发现接种 AM 真菌

的番茄根系中 H2O2 和一氧化氮(Nitric oxide,NO)等信号分子含量均有所增加[2];而又有实验显示,在与 AM
真菌共生的苜蓿和烟草等植物根部 H2O2 存在于肿胀或分枝程度低的菌丝附近,分枝程度高的菌丝附近无

H2O2 积累,认为 H2O2 可能与菌丝降解有关[9鄄10]。 由此推断,H2O2 在 AM 真菌侵染植物的不同阶段具有不同

作用。 在共生关系成立前期,H2O2 可能是促进共生的信号分子,共生关系成立后,一定浓度的 H2O2 可能限

制菌丝扩展。 同时发现,在根瘤菌和豆科植物互作形成根瘤的过程,H2O2 亦可具有信号和生理功能,既可作

为成瘤因子的下游信号调控 rip1、Srprx1 等基因表达促进根瘤形成[8,17],也参与根瘤衰老解体等过程[18]。 综

合看来,无论是在调控植物生长发育还是参与植物与微生物的互作方面,H2O2 都具有双重作用。

业已证明,植物体内 H2O2 主要来源于 NADPH 氧化酶、POD、PAO 及其他途径[19鄄21],烟草与 AM 真菌共生

过程中 H2O2 的来源如何? 用二氢若丹明 123(Dihydrorhodamine123,DHR123)染色法发现与 AM 真菌共生的

烟草根部的胞外菌丝及从体外培养的胡萝卜根部分离的菌丝和孢子中存在 H2O2,表明 AM 真菌可以产生

H2O2;而用 CeCl3 染色法的结果表明 H2O2 存在于根细胞质中,认为 H2O2 由根部产生[10]。 本文研究结果显

示,AM 真菌与烟草共生过程中烟草侧根的 POD 和 PAO 活性先升高后降低的变化趋势与 H2O2 含量变化一

致,SHAM 和 DADD 能够显著降低烟草侧根中 H2O2 含量,削弱烟草侧根 H2O2 荧光强度,但对菌丝中 H2O2 荧

光强度无显著影响,这表明烟草根部是产生 H2O2 的重要部位,POD 和 PAO 途径是 H2O2 的重要来源;但亦不

能排除 AM 菌丝通过其他途径产生 H2O2 的可能性。
本文研究表明 H2O2 参与 AM 真菌与烟草共生早期的信号传递,烟草根部是产生 H2O2 的重要部位,PAO

和 POD 参与烟草侧根 H2O2 的形成。 目前,AM 真菌与植物共生的分子生物学机理研究刚刚起步,各信号传

递组分在共生信号传递网络中的位置及相互作用有待进一步明确,信号传递网络有待完善,H2O2 在共生信号

传递中的作用机制需进一步明确。 分子生物学手段如敲除 H2O2 合成相关酶基因,基因沉默或 iRNA 干扰等

的应用将为 H2O2 参与 AM 真菌与烟草共生过程提供遗传学和分子生物学的实验证据。 同时,AM 真菌能够

通过 Myc 途径或非 Myc 依赖途径诱导根系发生反应[22],Ca2+信使是 Sym 信号转导途径的关键组分[23],而在

植物的多种生理过程中 H2O2 与 Ca2+信使之间存在相互作用[24鄄25],那么,Sym 途径在 AM 真菌与植物共生过

程中是否起调节作用? 其与 H2O2 的关系怎样? 尚需通过建立体外共培养技术结合真菌分子生物学技术,探
究 AM 真菌与植物体共生过程中其本身发生的生理和分子机制,将会全面掌握 AM 真菌与植物互作的机制。
致谢:感谢青岛农业大学刘润进教授对本文写作的帮助。
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