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菌根际及菌丝酸性磷酸酶活性的简易测试

宋勇春  李晓林*  冯 固  张福锁
中国农业大学植物营养系 北京 100094.*联系人, Email: lixl@mx.cei.gov.cn

摘要  以红三叶草为材料 利用五室隔网培养方法 研究了接种条件下对菌根植物根系及其根

外菌丝进行酸性磷酸酶活体染色的可行性. 结果表明 接种菌根真菌能明显提高根系的酸性磷酸

酶活性 在测试试纸上呈现出较深的菌根印 反应时间以 1 h 为宜. 菌丝在测试试纸上也形成了

明显的菌丝印 证明菌丝能分泌酸性磷酸酶.

关键词  菌丝  活体染色  酸性磷酸酶  菌根印  菌丝印

活体染色技术主要基于以琼脂作为一种基质 已被发展为观测植物根际化学变化的方法.

如 pH 变化 氧化过程 有机酸分泌 铁还原和锰还原及各种无机磷酸盐的溶解. 为了测试

磷酸酶活性 Dinkelaker 等人[1]借鉴 Warren 等人[2]在动物学上酸性磷酸酶活体染色的方法成

功地演示了根土界面植物根际酸性磷酸酶的活性. 此试验的目的在于建立一种快速 直接的

方法来定性评价菌根及其根外菌丝分泌酸性磷酸酶的能力.

1  材料与方法

试验采用有机玻璃制成的五室培养装置(见图 1). 包括 1个根室 2个菌丝室和 2个外室

根室和菌丝室之间用孔径 30 µm的尼龙网隔开 使根系限制在根室中生长 而菌根菌丝则可

以穿过尼龙网到边室土壤中吸收养分 达到区分根系吸收区的目的. 菌丝室和外室之间用 0.45

µm的膜隔开 将菌丝限制在菌丝室内 并在隔膜处相对富集.

供试土壤采自中国农业大学昌平

长期定位肥料试验地只施氮肥的小区 ,

施氮水平为 270 kg/h  m2. 供试土壤理

化性状见表 1.

供试作物为红三叶草 (Trifolium

pratense L); 供试菌根菌种为 Glomus

mosseae,先用砂土盆栽三叶草繁殖 生

长 3 个月后用已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.

试验设两个处理 分别为接种和

不接种(对照)菌根真菌 各处理均施有

50 mg的 P植酸钠(Na-phytate) 200 mg的N(NH4NO3), 200 mg的K(K2SO4), 50 mg的Mg(MgSO4)

和 5 mg kg-1的 Zn(ZnSO4). 作物生长期间追施一次氮肥(50 mg kg-1), 保证氮素供应充足. 将

30 g 接种剂和 120 g 土壤完全混匀后装入菌根处理的根室 对照组则加入相同重量的灭菌处

理的接种剂和 10 mL 菌种滤液 以保证微生物区系的一致性. 菌丝室土壤为 100 g 外室土

壤为 150 g. 三叶草种子在 10% H2O2中浸泡 10 min 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 70 粒 并在各室土壤表面覆盖一层石英砂以减少水

图 1 试验装置示意图
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分蒸发. 试验在生长室中进行 生长期间温度维持在 20 28 光照时间为 15 h/d,每天

8:00~23:00用生物镝灯补充光照.

表 1  供试土壤理化性状

有机质(O.M) /
有效磷(Olsen-P)

/mg kg-1

碱解氮

(Alk-hydro N)/ mg kg-1

速效钾

(NH4OAc-K) /mg kg-1 pH值 (CaCl2)

1.24 2.56 87.2 100.3 7.5

三叶草生长 50 d后, 将五室装置在隔网处和隔膜处打开 对菌根及菌丝进行活体染色.

( ) 活体染色方法所需化学试剂 .  α-奈基磷酸二钠盐(C10H7O4PNa2), 分子量为 268.1,

Sigma 试剂. 固红 TR重氮盐/ Fast Red TR (C7H6N2Cl C10H7O6S2),分子量为 440.9, Sigma 试剂.   

柠檬酸三钠(Na3C6H5O7 2H2O), 分子量为 294.10, 分析纯.

( ) 试剂配制及要求.  (a) 50 mmol L-1 pH=5.6, 7.0和 9.0的柠檬酸三钠缓冲液 称取

14.705 0 g柠檬酸三钠 用 1 mol L-1 HCl或 NaOH调到所需 pH. (b) 基质溶液 称取 10.053 8

g (37.5 mmol L 1 ) α-奈基磷酸二钠盐溶于相应 pH的柠檬酸三钠缓冲液中. (c) Fast Red TR

溶液 称取 1.190 4 g (2.7 mmol L 1 ) Fast Red TR溶于相应 pH的柠檬酸三钠缓冲液中. 试

剂(a)可在 0 4 冰箱中贮存 1个月 试剂(b)和试剂(c)应在使用前 2 h内配制.

( ) 操作步骤.  进行活体染色前 先将配制好的基质溶液和 Fast Red TR溶液以 1 10

体积比混合均匀后倒入一培养皿中 溶液量以浸没所需使用的测试试纸为准(任何结构好的惰

性滤纸都可作为磷酸酶活体染色的测试试纸 推荐使用 Whatman, MN 260, Machery-Nagel层

析纸). 把试纸(Whatman层析纸)放入加有反应液的培养皿中 10 s后取出放在有机玻璃板上

过量的溶液用吸水纸除去(试纸的浸透和风干应在通风橱中进行以防止有毒挥发物污染环境

并可加速滤纸的干燥过程) . 试纸干燥之后 将其边缘部分(5 mm)切掉 因为这部分试纸中

含有更高浓度的 Fast Red TR显色剂(与试纸的其他部位相比) 而过高浓度的 Fast Red TR将

导致试验中试纸上的指示剂反应增强而呈现出一定的颜色反应. 尔后 将处理好的试纸直接

铺于打开的根面上(不同处理中试纸应放在根面的相同部位). 为保证试纸与根面的良好接

触 减少水分蒸发 可用胶片或塑料膜盖在试纸上 再将试验装置恢复原状(整个显色过程必

须在植物正常生长的状态下进行 以保证供试植物根系和菌根化植物根系的正常生理活性).

0.5或 1 h后取下试纸并观察显色结果.

2  试验结果

试验结果见图 2 4. 植株生长 50 d后 将培养装置在隔网及隔膜处打开 可以看到接种

的三叶草植株根系生长密集 分布范围广 而对照处理根系数量少 分布稀疏.

图 2为将浸有反应基质溶液(pH = 5.6)的试纸直接贴于上述不同处理的植物根系所得的结

果. 从图 2 可以看出, 三叶草根系和菌根化三叶草根系分泌的胞外酸性磷酸酶在试纸上均产

生了或深或浅的根印和菌根印. 但由于反应时间不同 所得结果不同. 图 2(a)和(b)为反应 0.5 h

时所获得的菌根印和根印 从图可以看出 菌根化植物根系比非菌根化植物根系形成的根印

深而且数量多 图 2(c)和(d)为反应 1 h 时所得菌根印和根印 从图可以看出, 菌根化植物根

系与非菌根化植物根系形成根印的规律与反应 0.5 h 所得的结果一致 但这时形成的根印颜

色更深 更便于观察 . 然而 反应时间再延长 形成的根印和菌根印不再进一步加深(图片
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未列出).

试验发现该颜色反应在 pH =7.0时仍能进行 但反应已比 pH = 5.6时减弱 在 pH = 9.0时颜

色反应已被强烈抑制 甚至在试纸上没有留下任何印记.

图 3和图 4为用实体解剖镜(Wild Photomakroskop M400)摄像所得结果. 图 3为靠近菌丝

室 0.45 µm 微孔滤膜一侧的土体中形成的浓密的菌丝. 从图 3 可以看出 菌丝大多为透明的

且表面有明显的粘液物质 表明这些菌丝仍具有较强的活力. 图 4 为将反应基质溶液直接滴

于图 3 所示的新取的微孔滤膜上所得的菌丝印. 从图 4 可以看出 具有酸性磷酸酶活性的菌

丝在试纸上均呈现出或深或浅的印迹 而且在没有菌丝分布的土体部分也表现出一定的颜色

反应 从图中看为灰色或浅灰色. 说明在试验中由于土壤微生物的活动 土壤已具有较高的

酸性磷酸酶活性.

图 2

a  接种处理反应 .5 h后所得菌根印 (b) 对照处理反应 .5 h后所得根印 c 接种处理反应 h后所得

菌根印 (d) 对照处理反应 h后所得根印

图 3  0.45 µm 微孔滤膜一侧土体中形成的菌丝体( 160)
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磷酸酶作为一种胞外酶 与根表皮细胞壁密切相关[3,4]. 试验中所得到的菌根印迹主要来

自于菌根化植物根系根表皮细胞所释放的具有活性的酸性磷酸酶. 某些酸性磷酸酶活性可能

来自土壤微生物[5]. 因为无论接种与否 土壤中均有一定数量的细菌和放线菌 通常这些土

壤微生物活性的贡献是很小的 在根区土壤中表现出很低的磷酸酶活性(图 4). 菌根印的深浅

反映了根系不同部位酸性磷酸酶活性的强弱 这与 Shaykh[3] 和 Dinkelaker[1]的研究结果相一

致.

试验中菌根印的深浅取决于作用时间(图 2) 随反应时间延长菌根印迹颜色加深 与

Dinkelaker[1]在植物根系上得到的结果相似 而此试验发现 1 h 后颜色反应即趋于停止 颜色

不再加深. 对其他植物种类和土壤 最佳反应时间是否相同还需通过试验来确定.

试验中使用了不同 pH 值的试纸 证明了所测结果是酸性磷酸酶而不是碱性磷酸酶对α-

奈基磷酸二钠盐的水解起作用 因为此颜色反应在 pH =7.0 以上被强烈抑制. 在 pH =7.0 时

的颜色强度稍弱于 pH = 5.6 可能由于土壤具有较强的 pH 缓冲能力而使颜色反应仍能进行.

据 Dinkelaker[1]报道 反应基质的选择是活体演示酸性磷酸酶方法成功与否的关键. 如采用测

定根系及土壤磷酸酶活性的反应基质 pNPP(对硝基苯磷酸二钠)时 在反应一段时间后由于颜

色扩散 将使根印比较模糊 而用α-奈基磷酸二钠盐作反应基质 反应终产物不溶解也不会

扩散[6] . 因此 在试纸上可出现明显的菌根印迹. 此外 使用α-奈基磷酸二钠盐有利于在低 pH

时使α-奈酚和 Fast Red TR染色剂之间的反应顺利进行 因为酸性磷酸酶在低 pH值时可表现

出最大活性[7]. 利用α-奈基磷酸二钠盐简易方法可以在最适 pH(5.6)下直接 连续 直观地对

酸性磷酸酶进行定性.

虽然文中所描述的方法不能取代离体测定酸性磷酸酶活性的标准方法 然而 试纸活体

染色法是非破坏性的 可应用于菌根植物根系及其根外菌丝磷酸酶定性. 由于方法中省去了

洗根步骤 不需要考虑磷酸酶活性损失 而且可以同时看到菌根根系和周围土壤的磷酸酶活

性的强弱 尤其是可通过颜色深浅的差异来定性鉴定根区范围内磷酸酶活性的高低. 这一方

法还可以用来比较不同品种或基因型植物的磷酸酶活性与生长时期 供磷部位 温度和其他

图 4  将反应基质溶液直接滴于微孔滤膜上所得到的菌丝印迹( 250)
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环境因素与植物根系利用有机磷能力之间的关系. 但缺点是该方法还不能排除土壤及土壤微

生物的干扰 测试中必须设相应的对照.
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