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水分胁迫下内生真菌球毛壳 ＮＤ３５ 对冬小麦苗期生长
和抗旱性的影响

丛国强， 尹成林， 何邦令， 李　 玲， 高克祥∗
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摘要：为明确不同水分条件下内生真菌对冬小麦苗期生长和抗旱性的影响，以抗旱型小麦品种山农 １６ 和水分敏感型小麦品种

山农 ２２ 为材料，利用荧光定量 ＰＣＲ 技术检测小麦干旱诱导基因脱水素 ｗｚｙ２ 的表达量来了解冬小麦在干旱胁迫下相关基因的

表达差异，通过测定相关生理指标与酶活性来判断小麦发育及其在干旱胁迫下的生理响应状况。 结果表明，与正常水分 ＮＤ３５
组相比，接种球毛壳菌（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ｇｌｏｂｏｓｕｍ）ＮＤ３５ 的干旱处理组小麦的根冠比、总蛋白含量、脯氨酸含量及丙二醛含量等指标

显著提高，小麦叶片含水量和可溶性糖含量有所降低。 在干旱处理组中，球毛壳菌 ＮＤ３５ 可以显著提高小麦山农 １６ 的根长和

山农 ２２ 的株高，接种球毛壳 ＮＤ３５ 的山农 １６ 脯氨酸含量、可溶性糖含量、过氧化氢酶活性比对照组均显著提高，丙二醛含量比

对照组降低 ９．０％，但差异不显著；山农 ２２ 脯氨酸含量和过氧化氢酶活性比对照组显著提高，丙二醛含量和可溶性糖含量比对

照组有所降低，但可溶性糖含量差异不显著；相对定量检测数据显示，接种球毛壳 ＮＤ３５ 后，两种小麦脱水素 ｗｚｙ２ 基因的表达量

较对照组均能够显著提高。 综合分析说明内生真菌球毛壳 ＮＤ３５ 可以促进冬小麦苗期根系和植株发育，小麦提前进入三叶期，
增强小麦避旱性，同时提高小麦根系活力，增强小麦耐旱性；提高个体细胞内水分、糖分、脯氨酸含量，降低丙二醛的氧化性损

伤，增强过氧化氢酶活性，从而提高两种冬小麦对干旱胁迫的耐受能力；球毛壳 ＮＤ３５ 促进小麦干旱诱导相关基因 ｗｚｙ２ 的表达

量，进而提高抗旱相关蛋白的表达，从而提高两种冬小麦耐脱水性和对干旱胁迫的适应性。
关键词：小麦； 苗期生长； 内生真菌； 球毛壳 ＮＤ３５； 水分胁迫； 脱水素基因表达
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Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｗｈｅａｔ； ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ； ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｕｓ； Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ｇｌｏｂｏｓｕｍ ＮＤ３５； ｗａｔｅｒ ｓｔｒｅｓｓ； ｄｅｈｙｄｒｉｎ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

由于淡水资源匮乏和地理分布不均，干旱条件成为植物最常见的逆境条件，也成为制约粮食产量的世界

性难题。 因此，减轻干旱胁迫对小麦生产的损失成为农业科学研究的热点。 科研工作者从内生真菌与植物、
土壤等生理生态现象的观察和描述，深入到内生真菌与植物、环境之间作用机理及其互作影响的研究，并取得

突破性进展。 例如，内生真菌拟茎点霉（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｏｒｃｈｉｄｏｐｈｉｌａ）能明显提高土壤中纤维素酶和木质素酶活性，
加快凋落物纤维素和木质素的降解，协同土壤中的土著微生物群落改善土壤环境，促进养分循环［１］。 内生真

菌对多年生黑麦草（Ｌｏｌｉｕｍ ｐｅｒｅｎｎｅ）、高羊茅（Ｆｅｓｔｕｃａ ａｒｕｎｄｉｎａｃｅａ）等禾草植物抗旱性影响的研究也表明［２⁃３］，
内生真菌可以通过促进宿主植物根系发育、叶片生长、气孔开闭、渗透调节和抗氧化保护系统等一系列生理生

化反应诱导植物提高对干旱胁迫的抗性［４⁃６］。 但有关内生真菌与植物干旱诱导基因表达及其影响植物干旱

胁迫适应性的研究相对较少。
球毛壳菌（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ｇｌｏｂｏｓｕｍ）ＮＤ３５ 菌株作为一个分离于健康毛白杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ）的内生真菌

优势菌株。 已有报道证明，球毛壳菌 ＮＤ３５ 菌株能够促进植株生长、提高防御酶活性［７⁃１０］。 脱水素（Ｄｅｈｙｄｒｉｎ
）是一种广泛存在于高等植物的干旱诱导蛋白。 已有研究表明，植物的抗旱与脱水素的表达量之间有一定的

关系［１１］，ｗｚｙ２ 是从小麦中克隆出来的一种脱水素基因，并已成功构建和应用实时荧光定量 ＰＣＲ 方法。 而且，
实时荧光定量 ＰＣＲ 技术是一种特异性强、高敏感性的定量检测基因表达的有效方法，此方法在微生物的检

测、基因表达研究等方面具有重要的应用价值［１２］。 本试验采用控制水分质量法模拟不同水分条件，接种内生

真菌球毛壳菌 ＮＤ３５，通过测定不同水分条件下小麦植株的形态生理生化指标来明确小麦对干旱胁迫下的生

理响应，并在分子水平检测内生真菌影响小麦干旱诱导基因 ｗｚｙ２ 的表达差异。 综合探讨分析内生真菌球毛

壳菌 ＮＤ３５ 对冬小麦植株生长及其对小麦干旱适应性的影响。 旨在探讨内生真菌对于促进禾谷类作物植株

生长，提高其干旱适应性的作用机制，同时为发掘有益生物资源和推进植物内生菌在宿主体外的应用提供理

论依据。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

试验于 ２０１２ 年 １０ 月—２０１３ 年 ７ 月在山东省农业微生物重点实验室进行。 供试小麦品种为抗旱型的山

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３５ 卷　
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农 １６ ［１３］和水分敏感型的山农 ２２，栽培基质为过 ３０ 目筛的沙土。 栽培沙土 ｐＨ 值 ７．１９，有机质 ０．４６ ｇ ／ ｋｇ，全
氮含量 ０．１２ ｇ ／ ｋｇ，全磷含量 ０．１５ ｇ ／ ｋｇ，全钾含量 １６ ｇ ／ ｋｇ，速效氮 １１ ｍｇ ／ ｋｇ，速效磷 ２４ ｍｇ ／ ｋｇ，速效钾为 ４６ ｍｇ ／
ｋｇ。 种植盆规格 ３０ ｃｍ×２０ ｃｍ×６ ｃｍ，每盆装灭菌的沙土 ２．５ ｋｇ，干旱处理盆中营养液比重占土壤最大持水量

的 ３０％（栽培沙土总质量 ２．６６ ｋｇ），常规处理盆中营养液比重占土壤最大持水量的 ６０％（栽培沙土总质量 ２．
８４ ｋｇ），充分混匀准备进行小麦苗期培养。 营养液根据参考文献［１４］改进了配方浓度（见表 １）。

表 １　 营养液配方浓度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒｍｕｌａ

元素 Ｅｌｅｍｅｎｔ Ｎ Ｐ Ｋ Ｓ Ｃａ Ｆｅ Ｂ Ｍｎ Ｚｎ Ｃｕ Ｍｏ

浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ５７８ ３９ ７３３ ４８ １２０ ３ ０．５ ０．５ ０．０５ ０．０２ ０．０１

供试真菌为球毛壳菌 ＮＤ３５ 菌株，其孢子粉制备方法：将平板培养好已经产孢的球毛壳菌 ＮＤ３５ 菌株配制

成浓度为 １．０×１０６ｃｆｕ ／ ｍｌ 的孢子悬浮液，按 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 的剂量接种到事先灭菌熟化处理过的麦粒上，在 ２５ ℃下

培养 １５—２０ ｄ，晾干后粉碎麦粒得到孢子粉。
采用血球计数板计数孢子含量。 取制备好的孢子粉 １．０ ｇ，加入 １００ ｍＬ 无菌水加以稀释，将盖玻片盖在

血球计数板计数室上面，用细口滴管吸取少量充分振荡混匀的菌液，加一滴在盖玻片上，让菌液由盖玻片与计

数板的缝隙间渗入计数室，静置片刻，待孢子自然沉降并稳定后开始计数，每次计数做 ３ 个重复，取平均值。
％１．２ 试验方案

将小麦种子在 ２０ ℃保湿催芽后，选择发芽势均匀一致的种子播种于沙土层下 １ ｃｍ。 在种子表面施加浓

度为 ５５００ ｃｆｕ ／ ｇ 的孢子粉 ０．３ ｇ ／粒种子。 株距×行距 ＝ ２ ｃｍ×２ ｃｍ，共设 ４ 个处理：（１）干旱＋ＣＫ；（２）干旱＋
ＮＤ３５；（３）正常＋ＣＫ；（４）正常＋ＮＤ３５。 每个试验处理 １５０ 株，种植完逐个种植盆编号称重并记录。

水分管理：所有处理组按控制质量法进行管理，每天逐个称重干旱处理组和正常水分处理组中的花盆，加
水至与播种时记录的重量恒重，浇水时间在清晨和日落后 １ ｈ 完成。 试验重复两次，第一次于 ２０１２ 年 １０ 月

１７ 日播种，１１ 月 ２２ 日采样；第二次于 ２０１３ 年 ３ 月 ７ 日播种，４ 月 １２ 日采样，室温培养 ３５ ｄ，期间观察小麦生

长状况，保存样品进行后续试验检测，其中每个处理取 １０ 株小麦液氮速冻，保存于－８０ ℃冰箱备用。
１．３　 测定项目及方法

１．３．１　 小麦苗高、根长及相对含水量的测定

将各处理小麦地上部苗高（ｃｍ）和地下部根长（ｃｍ）分别编号测量记录，以 ３０ 株为一组称量鲜重（ｇ）并编

号记录，将小麦植株在 １０５ ℃下杀青 １ ｈ，然后在 ７０ ℃下烘干至恒重，称量每组小麦干重（ｇ）、小麦地上部干

重（ｇ）和根干重（ｇ），计算小麦鲜重含水量（％）和根冠比。 计算公式如下：
根冠比＝根干重（ｇ） ／地上部干重（ｇ）；鲜重含水量（％）＝ ［（Ｗｆ －Ｗｄ） ／Ｗｆ］×１００％；

式中，Ｗｆ为鲜重（ｇ）；Ｗｄ为干重（ｇ）。
１．３．２　 小麦生理学特性指标的测定

以下生理学特性指标测定均参照王学奎《植物生理生化实验原理和技术》 ［１４］中的方法。
（１）小麦根系活力测定　 采用 ＴＴＣ 法，取不同处理小麦根尖 ０．３ ｇ，放入 １０ ｍＬ 烧杯中，加入 ０．４％ＴＴＣ 溶

液和磷酸缓冲液（１ ／ １５ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ 值 ７）各 ５ ｍＬ，３７ ℃下暗保温 １ ｈ，后加入 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸 ２ ｍＬ，终止反应。 将

根取出，吸干水分，加入乙酸乙酯 ４ ｍＬ，一起在研钵内磨碎以提取甲腙，最后加乙酸乙酯定容到 １０ ｍＬ，于分光

光度计 ４８５ ｎｍ 波长下测定。
（２）游离脯氨酸含量的测定　 采用酸性茚三酮法，取不同处理的新鲜小麦 ０．５ ｇ 放入具塞试管，加 ３％磺

基水杨酸 ５ ｍＬ，沸水浴中提取 １０ ｍｉｎ。 吸取滤液 ２ ｍＬ 加入 ２ ｍＬ 冰醋酸及 ２ ｍＬ 酸性茚三酮，沸水浴显色 ３０
ｍｉｎ。 冷却后用甲苯萃取，于分光光度计 ５２０ ｎｍ 波长下比色测定。

（３）小麦叶片总蛋白含量测定　 采用考马斯亮蓝 Ｇ⁃２５０ 法，取不同处理的新鲜小麦 １．０ ｇ 放入研钵，加 ２

３　 １８ 期 　 　 　 丛国强　 等：水分胁迫下内生真菌球毛壳 ＮＤ３５ 对冬小麦苗期生长和抗旱性的影响 　
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ｍＬ 蒸馏水研磨匀浆，再用 ５ ｍＬ 蒸馏水清洗，转移至离心管，２５ ℃下放置 １ ｈ，然后在 ４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，
上清液转入 １０ ｍＬ 容量瓶定容。 吸取蛋白质提取液 ０．１ ｍＬ，加入 ５ ｍＬ 考马斯亮蓝 Ｇ⁃ ２５０ 蛋白试剂，放置 ２
ｍｉｎ 后在 ５９５ ｎｍ 波长下比色测定。

（４）可溶性糖含量测定　 　 采用苯酚法，取不同处理的小麦 ０．３ ｇ 放入刻度试管，加入 ５—１０ ｍＬ 蒸馏水，
封口后置沸水浴 ３０ ｍｉｎ（提取 ２ 次），冷却后过滤并定容到 ２５ ｍＬ 容量瓶。 吸取待测液 ０．５ ｍＬ 加 １．５ ｍＬ 蒸馏

水，按顺序加 １ ｍＬ ９％苯酚溶液，摇匀后迅速加入 ５ ｍＬ 浓硫酸，混匀，在室温下放置 ３０ ｍｉｎ，在 ４８５ ｎｍ 波长下

比色测定。
（５）丙二醛（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ）含量测定　 采用硫代巴比妥酸（Ｔｈｉｏｂａｒｂｉｔｕｒｉｃ ａｃｉｄ， ＴＢＡ）法，取不同

处理的小麦 ０．５ ｇ，加入 ５％三氯乙酸（ＴＣＡ）５ ｍＬ，研磨后所得匀浆在 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎ。 取上清液 ２
ｍＬ，加 ２ ｍＬ ０．６７％ ＴＢＡ，混合后在 １００ ℃水浴上煮沸 ３０ ｍｉｎ，冷却后离心，分别取上清液在 ４５０ ｎｍ、５３２ ｎｍ 和

６００ ｎｍ 处测定。
（６）过氧化氢酶（Ｃａｔａｌａｓｅ， ＣＡＴ）活性测定　 采用紫外吸收法，取不同处理的小麦叶片 ０．５ ｇ，加入 ３ ｍＬ ４

℃下预冷的 ｐＨ 值 ７．８ 的磷酸缓冲液少量，研磨匀浆，转移至 ２５ ｍＬ 容量瓶定容，混合均匀后将容量瓶置 ５℃
冰箱中 １０ ｍｉｎ，取上部清液于 ４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １５ ｍｉｎ，上清液即为过氧化氢粗提液。 取 ０．２ ｍＬ 粗酶液，加
入 ｐＨ 值 ７．８ 的磷酸缓冲液 １．５ ｍＬ 和蒸馏水 １．０ ｍＬ，混合置于 ２５ ℃下预热，逐管加入 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２ ０．３
ｍＬ，立即计时，倒入比色皿中，在 ２４０ ｎｍ 下测定吸光度，间隔 １ ｍｉｎ 中读数一次，共测定 ４ ｍｉｎ，计算酶活性。
１．３．３　 小麦脱水素基因 ｗｚｙ２ 表达差异相对定量检测

（１）总 ＲＮＡ 的提取和反转录的合成

总 ＲＮＡ 提取按照 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂（ＴｒａｎｓＧｅｎ）说明书进行，从总 ＲＮＡ 中进行逆转录获得 ｃＤＮＡ。 具体方法按

照 Ｆａｓｔ Ｑｕａｎｔ ＲＴ Ｋｉｔ （Ｗｉｔｈ ｇＤＮａｓｅ） 进行：在经 ＤＥＰＣ 处理过的 ＰＣＲ 管中加入总 ＲＮＡ １ μｇ，５× ｇ ＤＮＡ ｂｕｆｆｅｒ ２
μＬ，１０× Ｆａｓｔ ＲＴ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ，ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ １μＬ，ＦＱ－ＲＴ Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ ２ μＬ，加入 ＤＥＰＣ 处理的灭菌水至 ２０ μＬ
体系，混合均匀后，置于 ４２ ℃反转录孵育反应 １５ ｍｉｎ，９５ ℃孵育反应 ３ ｍｉｎ，以消除转录酶的活性，反转录后

的 ｃＤＮＡ 贮存于－８０℃冰箱。
（２）小麦脱水素基因标准曲线和目的基因的定量

实时定量 ＰＣＲ 采用 Ｔｉａｎｇｅｎ 公司 ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ （ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ）试剂盒。 ２５ μＬ 反应体系包含

ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ （２×） １２．５ μＬ，浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的上、下游引物各 ０．７５ μＬ，ｃＤＮＡ ２ μＬ，加灭菌 ｄｄＨ２Ｏ
至 ２５ μＬ。 反应于 Ｂｉｏ－Ｒａｄ ＰＣＲ 仪（型号 ｉ ＱＴＭ５）上进行聚合酶链式反应（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＰＣＲ）扩
增，每个样品做 ３ 次平行反应，采用两步法 ＰＣＲ 扩增标准程序。 反应条件为 ９４ ℃预变性 ３０ ｓ，９４ ℃变性 ５ ｓ，
６０ ℃退火延伸 ３０ ｓ，循环 ４０ 次。 结束后进行 ６５—９５ ℃融解曲线分析，荧光波长为 ４９０ ｎｍ。

在样品定量 ＰＣＲ 扩增的同时，将 ｃＤＮＡ 样品稀释至原浓度的 １０－１、１０－２、１０－３、１０－４及 １０－５，形成 ５ 个浓度

梯度标准品。 采用同样的方法分别以这 ５ 个不同的浓度标准品为模板进行定量 ＰＣＲ 扩增，制作标准曲线。
各 ｃＤＮＡ 样品分别以目标基因 ｗｚｙ２ 引物和内参基因 β⁃ａｃｔｉｎ 引物进行定量 ＰＣＲ 扩增。 引物序列设计参

考文献［１５］，对退火温度做了调整，由 生工生物工程（上海）股份有限公司合成，如表 ２ 所示。

表 ２　 脱水素基因 ｗｚｙ２ 序列及内参基因肌动蛋白基因 β⁃ａｃｔｉｎ 引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｗｚｙ２ ｇｅｎｅ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｇｅｎｅ

基因引物
Ｇｅｎｅ

序列（５′→３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′→３′）

退火温度
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

ＧＣ 含量
ＧＣ ／ ％

ＷＺＹ２⁃Ｆ ＡＧＧＡＧＧＡＡＧＡＡＧＧＧＣＡＴＣＡＡＧ ６２．０ ５２．４

ＷＺＹ２⁃Ｗ ＧＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＴＴＧＴＣＡＧＴＧＧＴ ６１．３ ５４．６

β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＴＣＣＡＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＡＴＡＣＡＣＧＣ ６２．４ ４７．８

β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ＴＣＴＴＣＡＴＴＡＧＡＴＴＡＴＣＣＧＴＧＡＧＧＴＣ ５９．９ ４０．０
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　 　 （３）荧光定量 ＰＣＲ 数据分析方法

用相对定量方法分析 ＰＣＲ 扩增结果。 根据扩增曲线，在 Ｅｘｃｅｌ 软件上进行相对定量研究和统计分析，确
定每个基因在反应管中荧光信号达到设定阈值时所经历的循环数（Ｃｔ）。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为对照基因，校正 ＰＣＲ 模

板的拷贝数。 相对定量采用 ２－ΔΔＣｔ方法计算［１６］，即相对倍数（ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ） ＝ ２－ΔΔＣｔ ｓａｍｐｌｅ。 具体计算

公式：
ΔＣｔｓａｍｐｌｅ ＝Ｃｔ ｓａｍｐｌｅ — Ｃｔ ａｃｔｉｎ ；

ΔΔＣｔ ｓａｍｐｌｅ ＝ 处理组（ΔＣｔ ｓａｍｐｌｅ）—对照组（ΔＣｔ ｓａｍｐｌｅ）；
式中，Ｃｔ 为每个 ＰＣＲ 反应管中的荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数；Ｃｔ ｓａｍｐｌｅ为样品中 ｗｚｙ２ 基因的

荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数；Ｃｔ ａｃｔｉｎ为样品中 β⁃ａｃｔｉｎ 基因的荧光信号达到设定的阈值时所经

历的循环数。
１．４　 数据处理

用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件进行数据整理和作图，用 ＤＰＳ 数据分析软件进行统计分析，采用 ＬＳＤ 法进行差异显著

性检验（α＝ ０．０５）。

２　 结果与分析

２．１　 球毛壳菌 ＮＤ３５ 对小麦苗期生长及相关指标的影响

与正常水分管理相比，水分胁迫处理使两种小麦苗期苗高、根长均减小，但根冠比明显提高，差异达到显

著水平。 干旱处理组中，接种球毛壳菌 ＮＤ３５ 的抗旱型小麦山农 １６ 的苗高、根长、根冠比及总蛋白含量分别

比对照组提高 ４．０％、１７．５％、７．７％和 １６．０％，其中根长，根冠比及总蛋白量差异达到显著水平；干旱条件下，接
种球毛壳菌 ＮＤ３５ 的水分敏感型小麦山农 ２２ 的苗高、根长、总蛋白量差异均达到显著水平，分别比对照组提

高 １５．２％、６．９％、４３．２％（如表 ３），根冠比差异未达到显著水平。 说明在干旱胁迫条件下，接种球毛壳菌 ＮＤ３５
能够促进抗旱型小麦的根系发育，促进水分敏感型小麦的植株生长，均能增加两种小麦的植株蛋白质含量。
在正常水分条件下，接种球毛壳菌 ＮＤ３５ 也能够明显提高两种小麦的根系活力。

表 ３　 不同水分条件下，球毛壳菌 ＮＤ３５ 对不同小麦品种苗高、根长、根冠比、根系活力和蛋白质含量的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ｇｌｏｂｏｓｕｍ ＮＤ３５ ｏｎ ｈｅｉｇｈｔ， ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ， ｒｏｏｔ－ｓｈｏｏｔ ｒａｔｉｏ， ｒｏｏｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｈｅａｔ

ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

苗高 ／ ｃｍ
Ｈｅｉｇｈｔ

根长 ／ ｃｍ
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ

根冠比
Ｒｏｏｔ ／ Ｓｈｏｏｔ

根系活力
Ｒｏｏｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ／
（ｍｇ ｇ－１ ｈ－１）

总蛋白含量 ／ ％
Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ

干旱处理 山农 １６ ＣＫ １５．６７±０．３５ ｄ ２３．９０±１．４６ ｄ ０．２６±０．０４ ｂ ９３．４９±７．６２ ａ ０．３８±０．０３ ｄ

Ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｓｈａｎｎｏｎｇ Ｎｏ． １６ ＮＤ３５ １６．２９±１．５３ ｄ ２８．０８±１．４８ ｂ ０．２８±０．０２ ａ ９２．２２±６．４２ ａ ０．４４±０．０７ ｃ

山农 ２２ ＣＫ １６．６８±０．３３ ｄ ２５．１２±０．５４ ｃ ０．２９±０．０２ ａ ４５．３３±０．６３ ｄ ０．５６±０．０４ ｂ

Ｓｈａｎｎｏｎｇ Ｎｏ． ２２ ＮＤ３５ １９．２１±０．６３ ｃ ２６．８５±１．４３ ｂ ０．３２±０．０３ ａ ４２．４４±２．８４ ｄ ０．８０±０．０９ ａ

正常水分 山农 １６ ＣＫ １９．０９±０．６７ ｃ ３０．５２±０．２０ ａ ０．２４±０．０３ ｃ ２８．７９±１．３０ ｅ ０．３１±０．０３ ｄ

Ｎｏｒｍａｌ ｗａｔｅｒ Ｓｈａｎｎｏｎｇ Ｎｏ． １６ ＮＤ３５ ２５．３９±１．４１ ｂ ３１．１２±０．４１ ａ ０．２１±０．０１ ｄ ６３．０５±３．２４ ｂ ０．４０±０．０５ ｃ

山农 ２２ ＣＫ ２１．１８±０．８９ ａｂ ３１．２１±０．２１ ａ ０．２６±０．０１ ｂ ５４．１５±２．５１ ｃ ０．３８±０．０３ ｄ

Ｓｈａｎｎｏｎｇ Ｎｏ． ２２ ＮＤ３５ ２５．５７±０．７０ ａ ３２．２１±２．０５ ａ ０．２４±０．０１ ｃ ６７．３４±０．５４ ｂ ０．４３±０．０６ ｃ

　 　 同列不同小写字母表示 ０．０５ 水平上差异显著

２．２　 球毛壳菌 ＮＤ３５ 对小麦抗旱相关生理指标的影响

与正常水分管理相比，干旱条件下的小麦叶片中脯氨酸和丙二醛含量明显增多，差异达到极显著性水平

（Ｐ＜０．０１），而可溶性糖和叶片含水量明显降低。 在干旱处理组中，球毛壳菌 ＮＤ３５ 处理的两种小麦脯氨酸含

量和叶片含水量与对照组相比均达到差异显著水平（Ｐ＜０．０５），而山农 １６ 丙二醛含量与对照相比差异不显

５　 １８ 期 　 　 　 丛国强　 等：水分胁迫下内生真菌球毛壳 ＮＤ３５ 对冬小麦苗期生长和抗旱性的影响 　
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著。 接种球毛壳菌 ＮＤ３５ 的山农 １６ 的脯氨酸含量、叶片含水量和过氧化氢酶活性分别比对照组提高 ４０．７％、
２．７％和 １２４．４７％，山农 ２２ 分别提高 ４６．４％、２．７％和 ２３．０２％，而山农 １６ 的叶片丙二醛含量相对于对照组降低

９．０％，山农 ２２ 的叶片丙二醛含量降低 ４３．０％。 而在正常水分条件下，两种小麦叶片的脯氨酸含量、丙二醛含

量及叶片含水量分别与对照组相比差异不显著（如表 ４）。 以上结果表明，干旱胁迫条件下，接种球毛壳菌

ＮＤ３５ 的小麦渗透势比对照组有所提高，叶片含水量相对增加，丙二醛含量降低则说明接种 ＮＤ３５ 的两种小麦

对干旱逆境的过氧化伤害程度降低。

表 ４　 不同水分条件下，球毛壳 ＮＤ３５ 对不同小麦品种可溶性糖、脯氨酸、丙二醛、叶片含水量和过氧化氢酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃ． ｇｌｏｂｏｓｕｍ ＮＤ３５ ｏｎ ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ， ｐｒｏｌｉｎｅ， ＭＤＡ， ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ＣＡＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｈｅａｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

可溶性糖 ／ ％
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ

脯氨酸
Ｐｒｏｌｉｎｅ ／

（μｇ ／ （ｇ·ＦＷ））

丙二醛
Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ ／

（μｍｏｌ ／ ｇ）

叶片含水量 ／ ％
Ｗａｔｅｒ Ｃｏｎｔｅｎｔ

ＣＡＴ
Ｃａｔａｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ／
（Ｕ ／ （ｇ·ｍｉｎ））

干旱处理 山农 １６ ＣＫ ０．６４±０．０４ ｄ １４５．６０±１．２４ ｃ ０．０３６８±０．００３３ ｃ ７７．６９±０．９０ ｅ １４２．６５±６．９２ ｃ

Ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｓｈａｎｎｏｎｇ Ｎｏ． １６ ＮＤ３５ ０．６８±０．０１ ｄ ２０４．８１±５．０９ ａ ０．０３３５±０．００２８ ｃ ７９．８０±２．３７ ｄ ３２０．２０±１６．４７ａ

山农 ２２ ＣＫ ０．８７±０．０７ ｃ １２８．０２±３．３１ ｄ ０．０７４１±０．００３６ ａ ８３．８１±０．４４ ｃ １４５．５０±１２．３３ｃ

Ｓｈａｎｎｏｎｇ Ｎｏ． ２２ ＮＤ３５ ０．８５±０．０４ ｃ １８７．４４±９．４３ ｂ ０．０４２２±０．００３３ ｂ ８６．０５±１．２５ ｂ １７９．００±４２．３８ｃ

正常水分 山农 １６ ＣＫ ０．９１±０．０２ ｃ ７４．８４±４．０４ ｅ ０．０１１７±０．０００６ ｄ ８７．２５±０．４０ ｂ ７９．９０±５．９６ ｅ

Ｎｏｒｍａｌ ｗａｔｅｒ Ｓｈａｎｎｏｎｇ Ｎｏ． １６ ＮＤ３５ １．４０±０．０７ ａ ７８．５８±３．３４ ｅ ０．０１１６±０．０００５ ｄ ８７．７８±０．９７ ｂ １４５．１０±６．７５ ｃ

山农 ２２ ＣＫ １．０４±０．０１ ｂ ６０．４１±５．６３ ｆ ０．００９４±０．０００４ ｄ ９０．６２±０．１１ ａ １２３．７０±９．１６ ｄ

Ｓｈａｎｎｏｎｇ Ｎｏ． ２２ ＮＤ３５ １．３５±０．０１ ａ ６５．７６±３．３４ ｆ ０．０１２０±０．０００５ ｄ ９１．２８±０．１７ ａ ２００．１５±２６．２３ ｂ

　 　 同列不小写字母表示 ０．０５ 水平上差异显著

２．３　 ｗｚｙ２ 基因表达差异相对定量分析

图 １　 脱水素基因 ｗｚｙ２ 的定量 ＰＣＲ 扩增标准曲线

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｗｚｙ２ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

图 ２　 脱水素基因 ｗｚｙ２ 的目的片段融解曲线的单峰图

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｐｅａｋ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｈｅ ｗｚｙ２

２．３．１　 ｗｚｙ２ 标准曲线的建立

如图 １ 所示，试验建立的目的基因 ｗｚｙ２ 的标准曲

线是 ｃＤＮＡ 浓度梯度的 ｌｇ 值对 Ｃｔ 值作图，其相关系数

为 ０． ９９６，接近于 １，相关性很好，基本符合相对定量

２－ΔΔＣｔ对样品的要求。
２．３．２　 引物特异性检验及扩增曲线

从图 ２、３ 可以看出，定量 ＰＣＲ 鉴定的目的基因扩

增条件、引物设计均符合要求，ＰＣＲ 的产物特异性强，
无非特异性片段产生。
２．３．３　 干旱条件下，球毛壳菌 ＮＤ３５ 对苗期不同敏感型

小麦脱水素表达量的影响

按照相对定量 ２－ΔΔＣｔ方法对山农 １６，山农 ２２ 小麦

脱水素基因 ＰＣＲ 结果转化成表达量，为了直观，将测定

的数据制作成柱状图，结果如图 ４ 所示。
从图 ４ ＲＴ－ＰＣＲ 结果可以看出，３０％土壤相对含水

量条件下，ＮＤ３５ 处理均能提高两种小麦的脱水素基因

ｗｚｙ２ 表达量，其中山农 １６ 抗旱型小麦脱水基因的表达

量是对照组的 ２．２１ 倍，山农 ２２ 敏感型小麦的表达量是

对照组 ２． ５３ 倍。 说明，干旱胁迫条件下，球毛壳菌

ＮＤ３５ 可以明显提高小麦脱水素 ｗｚｙ２ 基因的表达量，而
且对不同敏感型小麦的作用效果存在差异。

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３５ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

图 ３　 脱水素基因 ｗｚｙ２ 的目的片段荧光定量 ＰＣＲ 扩增曲线图

　 Ｆｉｇ． ３ 　 Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｗｚｙ２

３　 讨论

３．１　 球毛壳菌 ＮＤ３５ 促进小麦根系和植株生长及其对

抗旱性的影响

根系作为水分吸收的主要器官，与植物抗旱性的形

成具有密切关系。 因此，植物的根系生长状况是衡量其

抗旱性的重要指标，影响其对土壤水分的吸收和利

用［１７］。 多数研究认为，发达的根系可提高植物吸水效

率，增强其抗旱性能，如抗旱性大豆具有较大的根

系［１８］。 Ｒｅｄｍａｎ 等人研究表明，内生菌的定殖促进了水

　 图 ４　 球毛壳 ＮＤ３５ 对不同小麦品种脱水素基因 ｗｚｙ２ 表达量的

影响

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ｇｌｏｂｏｓｕｍ ＮＤ３５ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

ｗｚｙ２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｈｅａｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

稻的根部生长和发育，影响了植物体内营养在根和芽中

的分配，内生菌共生的植物优先将营养分配给根部，而
根部的发育则有利于植物对氮素的吸收和利用［１９］。 此

外，叶片相对含水量作为植物抗旱性的关键指标，能够

准确说明植株的干旱适应性。 过去的研究证明，球毛壳

菌 ＮＤ３５ 对杨树、黄瓜和板栗根系的发育具有明显促进

作用［２０⁃２１］。 本试验结果显示，山农 １６ 小麦 ＮＤ３５ 处理

组根系的平均长度、根冠比和植株总蛋白含量相对于对

照组更高，山农 ２２ 小麦 ＮＤ３５ 处理组平均苗高大于对

照组，植株含水量也大于对照组；正常水分条件下，两种

小麦的苗高、根长和根系活力比对照组均显著提高，这
些数据表明球毛壳 ＮＤ３５ 处理的不同水分敏感型小麦

的植株生长和个体对干旱的适应性均强于对照组。 此

外，球毛壳菌 ＮＤ３５ 处理的小麦生长效率普遍提高，提前进入三叶期。 因此，球毛壳菌 ＮＤ３５ 促进两种小麦品

种根系发育所引起的小麦对水分和养分吸收利用能力的提高，以及个体生长期的提前所引起的小麦避旱能力

的提高可能是影响小麦抗旱性的重要原因。
３．２　 球毛壳菌 ＮＤ３５ 对增强小麦抗旱性的影响

干旱条件发生时，土壤水势的降低会迫使植物失水，从而对小麦造成直接或间接伤害。 小麦在根部积累

渗透胁迫物质可以降低植物细胞水势，达到减少植株失水的目的。 比较普遍的调节物质是脯氨酸、可溶性糖、
脱落酸及生长调节酶的活性，这些生理指标在植物抵御干旱胁迫、盐害等非生物胁迫方面发挥着重要作

用［２２］。 万里强等研究，抗旱性强的黑麦品种叶片的脯氨酸含量显著增加［２３］。 一些研究还表明，干旱胁迫条

件下，菌根植物具有较高的脯氨酸积累［２４］。 本试验中，干旱胁迫下的两种小麦叶片脯氨酸含量明显高于正常

水分组。 一方面，不同小麦品种间脯氨酸含量的变化和品种本身的遗传有关，从而表现出合成脯氨酸的潜力

有所不同［２５］。 另一方面，在不同的遗传条件下，接种球毛壳 ＮＤ３５ 均可以提高小麦的脯氨酸含量。 说明在干

旱条件下，球毛壳菌 ＮＤ３５ 可以促进小麦脯氨酸积累，在维持细胞渗透势方面起到积极作用。 另外，处理组中

的叶片可溶性糖含量及过氧化氢酶活性比对照组均有不同程度的提高。 叶片中的可溶性糖能够增强细胞内

渗透压，对植株抗旱，抗盐发挥不可替代的作用。 过氧化氢酶可以分解过氧化氢，最大限度地减少羟自由基的

形成。 ＭＤＡ 是细胞膜过氧化的主要产物之一，对膜和细胞中的许多生物功能分子如蛋白质、核酸和酶等均有

很强的破坏作用，其含量多少可作为细胞膜过氧化程度的指标之一［２６］，而本试验中球毛壳菌 ＮＤ３５ 处理组

ＭＤＡ 含量比对照组均有不同程度的降低。 以上生理指标表明，在干旱胁迫条件下，处理组小麦的抗旱性比对

照组均有不同程度的增强，反映出较高水平的抗旱适应性。

７　 １８ 期 　 　 　 丛国强　 等：水分胁迫下内生真菌球毛壳 ＮＤ３５ 对冬小麦苗期生长和抗旱性的影响 　
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３．３　 球毛壳菌 ＮＤ３５ 提高小麦 ｗｚｙ２ 基因表达对耐旱性的影响

小麦在生长发育进程中，干旱胁迫能诱导许多基因的表达，来缓解由于干旱所造成小麦机体损伤。 这种

由于调控因子引起的分子效应可能是植物耐旱机制的关键。 随着基因组学、蛋白质组学和微生物分子生物学

技术的日趋成熟，关于内生菌提高植物抗性基因表达的报道陆续发布。 Ｓｈｅｒａｍｅｔｉ 等研究发现，在干旱胁迫

下，接种印度梨形孢（Ｐｉｒｉｆｏｒｍｏｓｐｏｒａ ｉｎｄｉｃａ）的拟南芥植株 ＲＤ２９Ａ、ＥＲＡ１、ＤＲＥＢ２Ａ、ＣＢＬ１ 等抗逆性相关基因的

表达都有不同程度的上调，而在未接菌的植株中的表达相对滞后［２７］；Ｓｕｎ 等人的研究表明内生菌在甘蓝体内

定殖后，会促进甘蓝叶片中抗旱相关基因的表达，并提高抗旱相关蛋白的表达，从而赋予甘蓝更强的抗旱能

力［２８］；Ｏｗｎｌｅｙ 等人发现内生菌的侵染能增强植物抗病基因的表达［２９］。 因此，研究相关干旱诱导基因在胁迫

条件下其 ｍＲＮＡ 水平的表达，很大程度上为揭示作物的抗旱机制提供了不可缺少的信息。 现有的研究认为

脱水素是一种常见的干旱诱导基因，与植物耐脱水性密切相关。 一方面，脱水素在植物受到干旱失水时，能够

部分代替水分子，保持细胞液处于溶解状态，从而稳定细胞的结构［３０］；另一方面，脱水素还起到分子伴侣和亲

水性溶质作用，在水分胁迫条件下可以稳定蛋白质的结构并保持其功能，所以脱水素基因在干旱胁迫植株中

大量表达［３１］。 本试验结果表明，在干旱胁迫条件下，接种球毛壳菌 ＮＤ３５ 的两种小麦品种的 ｗｚｙ２ 基因的表达

量较对照组均显著提高。 由此说明球毛壳菌 ＮＤ３５ 可能通过上调干旱诱导基因 ｗｚｙ２ 的表达量，提高小麦耐

脱水性来适应个体对干旱胁迫响应，从而提高小麦的耐旱能力，这也为球毛壳菌 ＮＤ３５ 提高小麦干旱适应性

提供了依据。
综上所述，本试验说明接种球毛壳菌 ＮＤ３５ 能够促进两种不同水分敏感型小麦的根系和植株发育，协调

个体细胞内物质来提高小麦对耐旱和避旱能力，上调干旱诱导基因表达，从而提高个体对干旱胁迫的适应性。
具体从以下三个方面得到验证：（１）球毛壳菌 ＮＤ３５ 促进小麦根系和植株生长，小麦生长效率提高，提前进入

三叶期，增强小麦避旱性，同时提高小麦根系活力，增强小麦耐旱性；（２）球毛壳菌 ＮＤ３５ 提高小麦细胞内水

分，糖分，脯氨酸含量，降低丙二醛造成的细胞膜氧化伤害，增强过氧化氢酶活性，这些对维持和提高小麦正常

渗透势，增强小麦耐旱性起到关键作用。 （３）通过荧光定量手段检测发现，球毛壳菌 ＮＤ３５ 会促进小麦脱水素

基因 ｗｚｙ２ 的表达，进而提高抗旱相关蛋白的表达，使小麦获得更强的耐脱水性和抗旱能力。 另外，根系作为

首先感应水分胁迫的器官，球毛壳菌 ＮＤ３５ 是否增加根系细胞对干旱胁迫的感应能力，是否增加植物对干旱

胁迫信号的传导以及是否对更多品种小麦的抗旱性产生同样的效果，还有待进一步试验研究。
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