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摘要:在含有 1 mmoVL 磷酸的培养基中设置不同浓度的钙离子、俑离子和钙离子通道抑制剂 Verpamil ，对根内球囊

莓 Glomus intraradices 11包子萌发、菌丝极性生长以及菌丝分支进行了研究.结果表明:钙离子促进了抱子萌发、菌丝

极性生长和菌丝分支;铺离子起到了强烈的抑制作用;然而钙离子没有减弱重金属对于包子萌发和菌丝生长的抑制;

与此同时钙离子通道阻断剂抑制了菌丝生长和分支，并没有减弱重金属的毒害作用，铺离子并不是主要通过钙离

子通道进入 AMF 的菌丝内.
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Abstract : The influence of CaC12 ,CdC12 and inhibitor Verpamil of calcium channel on the spore germina­

tion ,hyphal growth and hyphal branching was studied in the medium contained 1 mmoVL phosphoric 

acid. The results suggested that spore germination , hyphal growth and hyphal branching were enhanced by 

Calcium ion and inhibited by Cadmium ion. However , Calcium didn' t decrease the toxicity of Cadmium to 

spore germination and hyphal growth. Hyphal growth and hyphal branching were inhibited by Calcium 

channel inhibitor Verpamil. The toxicity of heavy metal was not decreased by Verpamil. It also showed that 

Cadmium transported into hyphal interior was not mainly mediated by Calcium channels. 

Key words: Glomus intraradices; spore germination rate; hyphal length; hyphal branching 

丛枝菌根真菌 (Arbuscular mycorrhizal fungi , 

AMF)是一种与植物严格共生的真菌，能够与陆地上

80% 的植物建立共生关系[汀，AMF 具有重要作用:可

以通过外生菌丝吸收土壤中的矿物质元素，转运至
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内生菌丝，在内生菌丝中向植物卸载矿质元素[2J 能

够扩大根系的吸收范围，抵抗贫婿的土壤环境;能够

提高植物抗逆性，提高植物抗病、抗旱、抗土壤污染

的能力等[3.5 J • AMF 这些特性赋予了植物对恶劣环境
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的适应性.

重金属污染严重威胁着人类健康，植物修复是

治理重金属污染最为经济的一种手段，但是重金属

条件下，植株生长缓慢、矮小等限制了这种手段的应

用.很多学者指出，AMF 能够显著提高植株对重金属

的抗性作用，在低浓度铺离子下，AMF 能够促进对重

金属离子的吸收[6J 但在高浓度下，AMF 抑制紫花茵

宿对铺离子的吸收[汀， AMF 还能够降低重金属的流

动性[剖，降低地上部和根系中重金属含量的比率，把

大部分的铺离子固定在根系，AMF 在重金属修复中

具有重要的作用[9 J • AMF 有着一套复杂的抗重金属

机制，现在还没有被人们完全阐明.不同学者提出了

不同机制主要包括:细胞壁吸附作用、胞内重金属隔

离作用、金属硫蛋白作用、胞外分泌以及胞外分泌物

对重金属的固定作用、聚磷酸沉淀等机制[10-11 J 

在 AM 真菌中，外生菌丝通过磷酸转运体将磷

酸转运至菌丝内，合成聚磷酸，运输到内生菌丝，卸

载给植物体，并与植物交换营养必需的碳水化合物，

聚磷酸是-一种磷酸残基通过高能磷酸键连接的元机

聚合物，具有强负电性，在生物体内具有重要作用，

能够增强生物体抗热、抗渗透压能力，能够影响生物

体的生长发育、形态建成、抗菌作用等[ 12-14J 有些学

者指出，在大肠杆菌中聚磷酸对于提高菌体抗重金

属能力具有重要作用[臼有些报道指出，聚磷酸与钙

镜离子存在一定的作用问由于重金属锅与钙离子

的化学结构相似，在一些植物中重金属是通过钙离

子通道进入植物体内[川7J 而在 AM 真菌鲜见研究.

本试验在聚磷酸合成必需元素磷的高浓度下，

初步研究钙离子、铺离子对 AM 真菌抱子萌发情况

的影响，因为对 AMF 侵染前的影响，直接影响后续

与植株的共生作用以及促生作用.同时在试验中应

用了钙离子通道抑制剂 Verpamil 研究钙离子通道的

作用，为进一步研究丛枝菌根真菌中钙离子、铺离子

的作用奠定了基础.

1 材料与方法

1. 1 生物材料

本文采用根内球囊霉 Glomω intraradices ( 北京

农林科学院植物营养与资源研究所"丛枝真菌种

质资源库"BGC BJ09 ，国家自然科技资源平台编号

1511 COOBGCAM0042) 为菌种.

1. 2 试验方法

挑选合适的抱子，在lO mg.L- 1 氯胶 T 、 0.2
mg. L- 1链霉素、0.1 mg • L- 1庆大霉素和伊为 1% 的吐

温 -20 的混合液中灭菌 5 min;利用改良的Long-Ashton

培养基[ 18J 其中磷酸浓度为 1 mmol • L -1 ，设置 CaC12
( 0 , 1 mmol • L - 1 )、 CdC12 (0 、 O. 05 mmol . L -1 )、钙离

子通道抑制剂 Verapamil ( 0 、 O. 3 mmol • L -1) 8 个处

理，每处理 3 个重复，每个平板接种 20 个灭菌抱子.

在抱子接种 12 、 19 和 26 d 时，在体视镜下观察记录

抱子的萌发情况，计算萌发率;同时观察菌丝的分支

情况;每次观察记录菌丝长度，方法参照朱红惠[ 19J 

1. 3 数据分析

应用 SPSS 17.0 系统的 Two-way ANOV A 对试验

数据进行多因素方差分析，在 5%水平下比较检验各

处理间的差异显著性.

2 结果与分析

2.1 不同处理对于包子萌发率的影晌

由表 1 和表 2 可知，3 种不同的处理中只有钙离

子和铺离子对抱子萌发产生了影响，钙离子通道抑

制剂 Verpamil 并没有起到作用.显然，在铺离子胁迫

作用下，萌发率显著降低，并且表现出明显的梯度关

系，钙离子却极大地促进了抱子的萌发，26 d 时的萌

发率由 13.759毛增长到 30.00% ，贡献率多于 100% , 

但是添加钙离子通道抑制剂以后，并没有减弱铺离

子的毒害作用，萌发率和没有添加处理没有区别.

表 1 不同处理对根内球囊霉抱子萌发率的影晌1)

Tab. 1 Influence of different treatments on spore germination rate of Glomus intraradices 

c(Ca2+)/ c(Cd2+ )/ c( Verpamil)/ 于包子萌发率/%

(mmol. L -1) (mmol. L -1) (mmol . L -1) 12 d 19 d 26 d 

O O O 7.50 :1: 6.45 12.50 :1: 6.45 13.75 :1: 4.78 
。 O 0.2 2.50 :1: 5. 00 6.25 :1: 6.29 13.75 :1: 10. 31 
O 0.05 O O 。 1. 25 :1: 2.50 
。 0.05 0.2 O O O 

O O 15.00 :1: 14.72 21. 25 土 16.01 30.00 :1: 17. 80 
O 0.2 10.00 :1: 7.07 17.50 :1: 2.89 22.50 :1: 11. 90 
0.05 O 2.50 :1: 2.89 2.50 :1: 2.89 3.75 :1: 2.50 
0.05 0.2 O 1. 25 :1: 2.50 1. 25 :1: 2.50 

1)表中数据为平均值±标准误差.
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表 2 不同处理影晌根内球囊霉袍子萌发率的方差分析(P 值)

Tab. 2 ANOV A of the influence of different treatments on 

spore germination of Glomus intraradices (P value) 

因子

钙离子浓度( Ca) 

铺离子浓度( Cd) 

Verpamil 浓度( V) 

Ca xCd 

Ca xV 

Cd xV 

Ca x Cd x V 

12 d 

0.070 

0.002 

0.189 

0.189 

0.789 

0.425 

0.789 

19 d 

0.020 

0.000 

0.248 

0.100 

0.896 

0.366 

0.696 

26 d 

0.028 

0.000 

0.370 

0.097 

0.484 

0.763 

0.616 

2.2 不同处理对萌发菌丝分支的影晌

由表 3 和表 4 可知，对菌丝分支的影响各种处

理表现出了不同于萌发率的现象，各个因素以及相

互作用都对菌丝分支造成了影响，铺离子显著地降

低了萌发菌丝分支，而钙离子却极大促进了菌丝分

支，钙离子与铺离子共存时比单独俑离子存在时增

加菌丝分支，由每抱子 0.25 个分支增加到 1 个分

支，钙离子通道抑制剂也极大程度上抑制了菌丝分

支，能够减弱钙离子的促进作用，但是并没有减弱重

金属毒害作用，使菌丝分支降低的程度更严重.

表 3 不同处理对根内球囊霉袍子的萌发菌丝分支的影晌1)

Tab. 3 Influence of different treatments on germ tube branching of Glomus intraradices spores 

c( CaH 
)/ 

(mmol . L -1) 

O 

O 
O 

O 

c(Cd2 +)/ 

(mmol . L -1) 

O 

O 

0.05 

0.05 

O 

O 

0.05 

0.05 

1)表中数据为平均值±标准误差.

c( Verpamil)/ 

(mmol • L -1 ) 

。

0.2 

O 

0.2 

O 

0.2 

O 

0.2 

表 4 不同处理影晌根内球囊霉袍子萌发菌丝分支的方差分

析(P 值)

Tab. 4 ANOV A of 由e influence of different treatments on 

germ tube branching of Glomus in命'llradices spores 

(P value) 

因子 12 d 19 d 26 d 

钙离子浓度( Ca) O. 177 0.002 0.002 

铺离子浓度( Cd) 0.001 O O 

Verpamil 浓度(V) 0.074 0.004 O 

Cax Cd 0.809 0.052 0.011 

CaxV 0.931 0.101 0.007 

CdxV 0.477 0.031 0.002 

CaxCdxV 0.230 0.435 0.015 

每抱子萌发菌丝分支/个

12 d 19 d 26 d 

2.33 :t 2. 16 2.81 :t1. 46 3.79 :t 1. 58 

0.63 :t 1. 25 1. 58 :t 1. 34 2.28 :t 1. 93 

O 。 0.25 :t 0. 50 

。 O 。

2.47 :t 1. 71 6.15 :t 2. 22 12.32 :t 5. 1O 

1. 92 :t 1. 32 2.87 :t 0. 63 2.70 :t 0. 55 

1. 00 :t 1. 15 1. 00 :t 1. 41 1. 00 :t 0. 82 

O 0.25 :t 0. 50 0.25 :t 0. 50 

2.3 不同处理对萌发菌丝长度的影晌

由表 5 和表 6 可知，铺离子对萌发菌丝生长具

有强烈的拥制作用;钙离子的促进作用明显， 26 d 

时，每抱子菌丝长度由 O 处理的 5.52 mm 增加到 l

mmol • L -1钙离子处理的 15.50 mm ;26 d 以后，钙

离子通道抑制剂 Verpamil 也降低了菌丝的生长速

度，但是它的抑制能力没有铺离子的抑制能力强，

而两者的结合作用此时表现出了更强的抑制作用;

钙离子并没有表现出对铺离子毒性抑制菌丝生长

的减弱作用.

表 5 不同处理对根内球囊霉抱子的萌发菌丝长度的影晌1)

Tab.5 Influence of different treatments on germ tube length of Glomus intraradices spores 

c( Ca2 + )/ c(Cd2 +)/ c(Verpamil)/ 每抱子萌发菌丝长度/mm

(mmol . L -1) (mmol. L -1) (mmol . L -1) 12 d 19 d 26 d 

O O 。 1.27 :t 1. 53 3.59 :t 3. 19 5.52 :t 2. 95 

O O 0.2 0.46 :t 0. 92 3.49 :t 3. 30 3.16 :t 2.42 

O 0.05 O O O 0.23 :t 0. 45 

。 0.05 0.2 O O O 

O O 2.73 :t 1. 91 7.21 :t 4. 15 15.50 :t 10.42 

。 0.2 2.03 :t 1. 63 4.43 :t 2.84 4.73 :t 3.03 

0.05 O 0.63 :t 0.72 0.70 :t 1. 04 0.63 :t 0. 43 

0.05 0.2 O 0.25 :t 0. 50 0.45 :t 0. 90 

1 )表中数据为平均值±标准误差.
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表 6 不同处理影晌根内球囊雹子包子萌发菌丝长度的方差分

析(P 值)

Tab. 6 ANOV A of the influence of different treatments on 

germ tube length of Glomus intraradices spores (P 

value) 

因子 12 d 19 d 26 d 

钙离子浓度( Ca) 0.031 0.124 0.038 

俑离子浓度( Cd) 0.001 O O 

Verpamil 浓度( V) O. 190 0.343 0.025 

CaxCd 0.144 0.307 0.070 

CaxV 0.752 0.374 0.151 

Cd xV 0.580 0.487 0.033 

Ca x Cd x V 0.645 0.525 0.147 

3 讨论与结论

在本试验中，抱子萌发处于较低的状况，是由于

培养基中磷浓度达到了 1 mmol . L -1 ，高浓度磷抑

制于包子萌发.在以前的试验中，研究 0 、 o. 1 和1. 0

mmol • L- 1 的 K2 HPÛ4 对 G. intraradices 抱子萌发的

影响时发现，元磷处理中抱子萌发率达到了 70% ，而

在1 mmol • L- 1 的处理中萌发率下降到了 50% ，此时

菌丝生长和菌丝分支得到了极大地促进作用[20] 另

外很多学者指出:高磷环境能够显著降低 AMF 侵染

率和促生作用， Nagahashi 等 [21] 利用 Gig.αspora mar­

garitα 研究不同磷浓度对发芽抱子的影响，结果发现

1 mmol • L- 1 的磷能够抑制菌丝分支，在 10 mmol • L- 1 

时可显著抑制菌丝分支和菌丝生长 ; Hepper[22] 也指

出30 mmol • L -1 K2 HPÛ4 能够抑制 G. caledonium 和

G. mosseae 的萌发和生长.本试验中所利用的磷酸浓

度远小于其他研究，可能是由于 G. intraradices 比其

他的菌种对磷酸的反应更为敏感，但是需要进一步

寻找证据.

重金属在生物体内具有剧烈的毒害作用，能够

产生自由基等氧化性物质;还能够与一些蛋白结合

成缀合物，影响生理代谢过程等，使生物体的生长发

育受到极大的限制[江25] 在本研究结果中显示几乎

所有的指标都受到了极大的限制.

在南子萌发初始阶段，钙离子并没有影响到抱

子萌发和菌丝分支，可能是在开始阶段抱子主要利

用自身抱子携带的元素，提供萌发所必需的无机离

子.在 AMF 菌丝生长和分支的过程中，涉及到多种

菌丝的极性生长[办29] 但是，在外部钙离子浓度较低

的情况下，能够抑制菌丝极性生长并且促进菌丝分

支、分化[27] 在 Claviceps purpureα 中，钙离子通道

Midl 突变以后，表现出多分支和抑制生长速率的现

象[30] 在本试验中 1 mmol • L- 1 钙离子反而促进了

菌丝的分支，与以前的研究相悖，可能是培养基中磷

元素的吸收，菌丝亚顶端菌丝内聚磷酸的合成增加，

可以在体内形成一种钙离子隔离系统，从细胞质延

伸至细胞周质，聚磷酸的高负电性吸附钙离子，从而

减少胞内钙源向胞内释放[ 31] 促进了菌丝的分支，但

需要进一步证实.

钙离子通道抑制剂并没有影响抱子萌发，而对

抱子的菌丝分支和极性生长，起到了极大的限制作

用，说明钙离子通道抑制剂能够对钙离子通道起到

强烈的抑制作用，从而破坏了上述菌丝顶端钙离子

梯度的形成，影响菌丝的生长.在很多研究中指出，

重金属主要通过钙离子通道进入生物体内[川，而在

本试验中，由于钙离子通道抑制剂的加人并没有减

弱重金属对抱子萌发、菌丝生长和分支的限制作用，

因此预测，在 AMF 中，重金属向生物体渗透的过程

中，并不是主要通过钙离子通道进入细胞内，钙离子

并没有减轻重金属对菌丝生长的毒害作用，可能钙、

铺离子在进入体内时并不存在竞争作用，而是通过

其他机制进入体内，这部分可能涉及到菌丝细胞壁

和细胞膜处存在的聚磷酸，它可以形成一种离子选

择性、电压激活性的离子通道，参与膜运输，此种机

制首次在大肠杆菌 Escherichia coli 的双层膜中发现，

参与了大肠杆菌感受态的制作过程中 DNA 的转运，

很多的研究在体内和体外发现了 Polyp-PHB-Ca2 +复

合物[31.32] 使钙离子转运至胞内.由于铺离子与钙离

子相似的二价阳离子，细胞壁中的聚磷酸可能也存

在与重金属铺存在这种的复合物形式，从而转运重

金属至菌丝内部.

本试验表明:钙离子促进了抱子萌发、菌丝极性

生长和菌丝分支;铺离子起到了抑制的作用;钙离子

没有减弱重金属对于包子萌发和菌丝生长的抑制;钙

离子通道阻断剂抑制了菌丝生长和分支，并没有减

弱重金属的毒害作用;铺离子并不是主要通过钙离

子通道进入 AMF 的菌丝内.
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