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土壤含水量对白芨与菌根真菌共生关系的影响
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　　摘要：采用石蜡切片技术、ＤＮＡ分子鉴定技术和稳定同位素技术相结合的手段，研究不同土壤碳氮含量对白芨菌
根真菌多样性、菌根结构特征及碳氮稳定同位素特征和光合特性的影响。结果表明，不同土壤含水量条件下，白芨菌

根真菌共鉴定出３０５个ＯＴＵ，８门９９属。菌根真菌总物种数和α多样性指数随着土壤含水量的减少而增加（土壤含
水量为１５％的真菌总数比土壤含水量为４５％时多了１８个ＯＴＵ）；同时随着土壤含水量的降低，优势菌根真菌逐渐转
变为伞菌纲Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ、Ｓｅｒｅｎｄｉｐｉｔａ和肉座菌目Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ真菌；基于门水平，子囊菌门Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ真菌丰度随着
土壤含水量减少而明显减少，而担子菌门Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ真菌丰度波动不大；菌根真菌侵入方式不受土壤含水量影响，
均是通过通道细胞进入皮层组织，但菌丝团数量和侵染率随着土壤含水量的减少而降低；此外，白芨叶片的碳氮同位

素丰度随着土壤含水量的减少而逐渐增加，净光合速率却随之明显下降，土壤含水量为４５％时是白芨与菌根共生的
最佳水平。研究结果明确了白芨与菌根真菌共生关系对土壤含水量变化的响应以及对土壤含水量的耐受范围，为白

芨属植物野生种群恢复提供参考。
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　　大多数兰科植物都与菌根真菌形成密切的共
生关系［１］。近年来大部分兰科植物的野生物种和

生境生态都遭到严重破坏，已被列为濒危物种［２］。

研究表明，土壤水分含量是影响兰科植物与菌根真

菌共生关系的关键因素［３－５］。魏明等研究发现，在

干旱胁迫下菌根真菌可以提高石斛的相对含水量

和体内抗氧化酶活性，增强植株对干旱的耐受

性［６］。Ｄｉｅｚ指出，兰科植物的种子萌发需要适宜的
共生真菌，并且受土壤湿度、有机物和酸碱度的影

响［７］。ＭｃＣｏｒｍｉｃｋ等研究发现，兰科植物与胶膜菌
属真菌在正常环境条件下形成互惠共生体，但在干

旱条件下，共生真菌会由胶膜菌属真菌转换为其他

真菌物种［８］。ＤＮＡ分子鉴定技术是当前研究菌根
真菌多样性的有效手段，可以明确菌根真菌物种组

成及丰度变化等情况，进而了解二者共生关系对干

旱的响应机制，为兰科植物保育工作提供参考。

白芨（Ｂｌｅｔｉｌｌａｓｔｒｉａｔａ）是地生兰，其药用和观赏
价值很高［９］。当前菌根生态学逐步得到重视，但土

壤因子对白芨与菌根真菌共生关系的影响研究不

足。本研究对白芨进行分子鉴定、显微切片观察及

碳氮稳定同位素和光合参数测定，比较不同土壤含

水量条件下白芨菌根真菌多样性、真菌侵染过程和

生态适应性的差异，探讨白芨与菌根真菌共生关系

对土壤含水量变化的响应机制，明确适宜干旱逆境

的优势菌根真菌及量化最佳的土壤湿度条件。

１　材料与方法

１．１　材料
白芨采自上海辰山植物园竹林的２年生人工栽

培种，种源地为江西崇义。于２０１９年４月挖取６０
株无病虫害、长势较好且规格一致的幼苗，同时修

剪干枯、有虫害的营养根。

火山泥与黄沙（体积比１．５∶１）混合基质，使用
前在１２１℃的高压灭菌锅内灭菌３０ｍｉｎ，风干２ｄ
后备用。
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１．２　方法
１．２．１　试验设计　设置４个土壤含水量水平，分别
为１５％（Ｗ１）、２５％（Ｗ２）、３５％（Ｗ３）、４５％（Ｗ４），
以Ｗ４（土壤最适含水量）为控制对照组，每个水平
１０个重复。每盆（口径 高度为１０．２０．９５ｃｍ）加入
相同的混合基质５０５ｇ，每盆种植１株幼苗。将所有
盆栽放置于室外，并定期浇充足的雨水，保证幼苗

健壮生长。白芨种植１个月后，水分胁迫处理３个
月，每隔１ｄ浇１次水。土壤含水量通过称质量法
（ＨＪ６１３—２０１１《土壤 干物质和水分的测定　重量
法》）计算获得：首先在铝盒中放入２０ｇ风干土样并
称质量，然后１０５℃烘干６ｈ，直至恒质量，计算出土
壤含水量，进而换算出每个土壤含水量水平下每盆

需要的浇水量。

１．２．２　ＤＮＡ分子技术　２０１９年７月采集白芨营养
根，每个土壤含水量水平选择６个植株，２株为１个
重复，共３个重复。每个植株取３～５个长势良好的
营养根，将其放入已编号的塑封袋中，并立即装入

冷藏保温袋中带回实验室处理。首先用流水冲洗

根表面泥沙等杂质，然后依次按下面步骤消毒灭

菌：无菌水３０ｓ，７０％乙醇２ｍｉｎ，２．５％次氯酸钠溶
液５ｍｉｎ，７０％乙醇３０ｓ，无菌水冲洗３次。一部分
根放入无菌塑封袋中于 －８０℃保存用于后续分子
生物学鉴定；另一部分放入ＦＡＡ固定液中（１ｄ＜ｔ＜
７ｄ）用于石蜡切片制作。

利用ＦａｓｔＤＮＡＳｐｉｎＫｉｔｆｏｒＳｏｉｌ（ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，
美国）提取菌根真菌总ＤＮＡ，并用１％的琼脂糖凝胶
电泳检测 ＤＮＡ质量，ＤＮＡ浓度和纯度测定采用
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００法。对白芨菌根真菌 ＩＴＳ序列进行
ＰＣＲ扩增（特异引物为ＩＴＳ１Ｆ：５′－ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡ
ＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ－３′和ＩＴＳ４Ｒ：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ
ＧＡＴＡＴＧＣ－３′），扩增流程：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃
变性３０ｓ，５５℃退３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３７个循环；
７２℃稳定延伸１０ｍｉｎ，最终１０℃保存。其中 ＰＣＲ
反应体系（２０μＬ）为：５×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔＰｆｕ缓冲液
４μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ，５μｍｏｌ／Ｌ上游引物
０．８μＬ，５μｍｏｌ／Ｌ下游引物 ０．８μＬ，ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ
ＦａｓｔＰｆｕＤＮＡ聚合酶０．４μＬ，ＢＳＡ０．２μＬ，模板ＤＮＡ
１０ｎｇ，补足 ｄｄＨ２Ｏ。每个样本 ３个重复。在
Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的ＭｉｓｅｑＰＥ３００平台上测序（上海美吉
生物医药科技有限公司），并将原始数据上传至

ＮＣＢＩＳＲＡ数据库（ＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅａｄＡｒｃｈｉｖｅ，ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｔｒａｃｅｓ／ｓｒａ）（序 列 号：

ＳＲＰ２５６１９１）。
使用上海美吉生物医药科技有限公司云平台

进行交互式生物信息云分析（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉ－
ｓａｎｇｅｒ．ｃｏｍ）。其中原始序列使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ软件
进行质控，使用 ＦＬＡＳＨ 软件拼接序列，使用
ＵＰＡＲＳＥ软件 （ｖｅｒｓｉｏｎ７．１ｈｔｔｐ：／／ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ／
ｕｐａｒｓｅ／）ＯＴＵ聚类分析序列（相似度：９７％），利用
ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｒｄｐ．ｃｍｅ．ｍｓｕ．ｅｄｕ／）以及比对
Ｕｎｉｔｅ（Ｒｅｌｅａｓｅ６．０ｈｔｔｐ：／／ｕｎｉｔｅ．ｕｔ．ｅｅ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）真
菌数据库（比对阈值：７０％）注释序列；使用 ｍｏｔｈｕｒ
（ｖｅｒｓｉｏｎｖ．１．３０．１ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ／ｗｉｋｉ／
Ｓｃｈｌｏｓｓ＿ＳＯＰ＃Ａｌｐｈａ＿ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）分析菌根真菌多样性
指数，包括丰度（Ｓ）、香农指数（Ｈ）、辛普森指数（Ｄ）
和覆盖率（Ｃ），同时可操作分类单元（ＯＴＵ）相似水
平为９７％。计算公式如下：

Ｈ＝－∑
Ｓ

ｉ＝１

ｎｉ
Ｎｌｎ

ｎｉ
Ｎ；

Ｄ＝
∑
Ｓ

ｉ＝１
ｎｉ（ｎｉ－１）

Ｎ（Ｎ－１）；

Ｃ＝１－
ｎ１
Ｎ。

式中：Ｓ为实际 ＯＴＵ数量，个；ｎｉ为含 ｉ条序列的
ＯＴＵ数量，条；Ｎ为序列总数，条；ｎ１为仅有１条序
列的ＯＴＵ数量，个。
１．２．３　石蜡切片技术　用无菌刀片把营养根切成
２～３ｍｍ的根段。常规石蜡切片制作，即脱水、透
明、浸蜡（石蜡熔点：５６～６０℃）、包埋、切片（厚度：
８μｍ）、粘片、脱蜡、染色（番红固绿对染）、封片（中
性树胶）。随机选取不同土壤含水量水平的切片于

光学显微镜下观察。菌丝条条清晰、明显疏松的菌

丝团是丝状菌丝团，而菌丝结构难辨的致密菌丝团

是团块状菌丝团［３］。

参照Ｂｉｅｒｍａｎｎ等提出的根段侵染率加权法［１０］

计算真菌侵染率：每个水平随机选择３００个视野，并
将根段侵染程度划分为４个等级，即 Ｃ０、Ｃ１、Ｃ２和
Ｃ３，其中Ｃ０表示皮层细胞中无菌丝团，Ｃ１、Ｃ２和 Ｃ３
分别表示１％ ～３０％、３１％ ～６０％和 ＞６０％的皮层
细胞中有菌丝团。计算公式如下：

　　平均侵染率＝（１５％×ＮＣ１＋４５％×ＮＣ２＋８０％ ×
ＮＣ３）／总视野数×１００％。
式中：ＮＣ１、ＮＣ２和 ＮＣ３分别表示处于 Ｃ１、Ｃ２和 Ｃ３
级别的视野数，个。

１．２．４　稳定同位素技术　于２０１９年７月底采集白
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芨新鲜叶片，每个土壤含水量水平选择６株健壮植
株，２株为１个重复，共３个重复。每株取３张长势
良好的叶片。同时采集自养非兰科植物作为对照

的叶片，即花叶滇苦菜、龙葵、小飞蓬、莲子草，每个

物种３次重复，每次６张叶片。流水冲洗干净叶片，
置于烘箱１２０℃杀青２０ｍｉｎ，６５℃烘干４８ｈ至恒质
量，最后粉碎烘干的叶片。用锡箔杯包裹 ２～４ｍｇ
叶样后，在元素分析仪内燃烧并被还原为纯净的

ＣＯ２和Ｎ２气体，ＣＯ２稀释后进入稳定同位素质谱仪
检测。用相对丰度（δ值）表示稳定同位素的自然丰
度变化，公式如下：

δ＝［（Ｒｓｐ／Ｒｓｔ）－１］×１０００。
式中：Ｒｓｐ和 Ｒｓｔ分别为样品的同位素比值和标准品
的同位素比值。

１．２．５　叶绿素含量测量和光合参数测定
１．２．５．１　叶绿素含量测定　于２０１９年７月底采用
丙酮－乙醇（体积比１∶１）混合液法测量白芨叶片
的叶绿素含量［１１］。每个水平选择６株健壮植株，２
株１个重复，共３个重复。用孔径Ｒ＝６ｍｍ的打孔
器在相同位置（避开主脉）的新鲜叶片上打孔４片，
约１．１３ｃｍ２；切成细丝放入５ｍＬ丙酮－乙醇混合液
中，并用锡纸包裹试管，浸提 ２４ｈ，期间摇晃 ３～４
次，使绿色尽可能褪完全；吸取１．５ｍＬ浸提液于比
色皿中，用紫外可见分光光度计分别测量波长

６４５ｎｍ和６６３ｎｍ处的吸光度。计算公式如下：
Ｃａ（μｇ／ｍＬ）＝１２．７Ｄ６６３ｎｍ－２．６９Ｄ６４５ｎｍ；
Ｃｂ（μｇ／ｍＬ）＝２２．９Ｄ６４５ｎｍ－４．６８Ｄ６６３ｎｍ；

Ｃｔ（ｍｇ／ｄｍ
２）＝

（Ｃａ＋Ｃｂ）×１０
－３

Ｓ×１０－２
×５。

式中：Ｃａ为叶绿素ａ的含量；Ｃｂ为叶绿素ｂ的含量；

Ｃｔ为叶绿素的总量。
１．２．５．２　光合参数测定　于 ２０１９年 ７月底，
０９：００—１１：００（晴朗天气），使用Ｌｉ－６００ＸＴ光合仪
测定白芨叶片的净光合速率、气孔导度、胞间 ＣＯ２
浓度和蒸腾速率。每个水平选择６株长势良好的植
株，２株为１个重复，共３个重复。测量上部完全开
展的第１、第２张功能叶（从上往下数第２、第３张）
的中部，同时光合仪设置为：ＬＥＤ２×３光源，光照度
为５００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），ＣＯ２浓度与环境浓度相近，
流速设置为５００μｍｏｌ／ｓ。
１．３　数据处理

利用Ｅｘｃｅｌ２０１０和ＳＰＳＳ２５．０软件进行数据分
析，其中使用单因素方差分析（ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）
比较白芨在不同土壤含水量条件下菌根真菌多样

性指数、菌丝团数量、碳氮稳定同位素丰度值和净

光合速率的差异，并用Ｄｕｎｃａｎ’ｓ多重比较分析显著
性（Ｐ＜０．０５）；白芨叶片碳氮稳定同位素丰度与光
合参数的相关分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析；利用
ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ９．１软件作柱形图。

２　结果与分析

２．１　土壤含水量对菌根真菌多样性的影响
２．１．１　白芨菌根真菌 Ａｌｐｈａ多样性分析　由表１
可知，基于ＯＴＵ水平，土壤含水量对白芨菌根真菌
多样性产生一定的影响。白芨菌根真菌群落丰度

随着土壤含水量的减少而增加，其中土壤含水量为

１５％时达到顶峰，为７９；土壤含水量为２５％时次之，
为７７；土壤含水量为４５％和３５％的真菌丰度较低，
分别为４５和４１。不同土壤含水量水平的菌根真菌
香农指数、辛普森指数和覆盖率无显著差异。

表１　土壤含水量对白芨菌根真菌Ａｌｐｈａ多样性的影响

土壤含水量

（％） 丰度 香农指数 辛普森指数 覆盖率

１５ ７９±７ａ ２．９３±０．５２ａ ０．１３±０．１０ａ ０．９９９０±０．０００４ａ

２５ ７７±１７ａ ２．９３±０．５９ａ ０．１１±０．０７ａ ０．９９８８±０．０００４ａ

３５ ４１±９ｂ ２．１９±０．７２ａ ０．２１±０．１５ａ ０．９９９５±０．０００１ａ

４５ ４５±１７ｂ ２．１３±０．３８ａ ０．２２±０．１０ａ ０．９９９２±０．０００１ａ

　　注：数据为平均值±标准偏差。同列数据后不同小写字母表示不同土壤含水量水平下存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。表２同。

２．１．２　白芨菌根真菌的 Ｖｅｎｎ图分析　分别在
ＯＴＵ水平和属水平对白芨不同土壤含水量水平的
菌根真菌多样性进行比较。由图１－Ａ可知，４个土
壤含水量水平的菌根真菌总物种数为３０５个 ＯＴＵ。
在不同土壤含水量条件下，菌根真菌总数存在差

异。土壤含水量为１５％时最高（１４３个），其次是土
壤含水量 ２５％（１４０个）、土壤含水量 ４５％（１２５
个）、土壤含水量３５％（９１个）。白芨特有菌根真菌
数随着土壤含水量的减少而发生一定变化，土壤含

水量 ４５％（６２个）明显高于土壤含水量 １５％（５４
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个）、２５％（４３个）和３５％（２０个）。此外，各土壤含
水量水平之间都有数量不一的重叠真菌，其中４个
水平的共有真菌有１４个ＯＴＵ。

图１－Ｂ呈现出在土壤含水量条件下菌根真菌
共９９属。白芨菌根真菌总属数在不同土壤含水量
水平下存在差异，其中土壤含水量４５％和１５％的属

总数较高，分别是５５属和４７属；土壤含水量３５％
次之，为３９属；土壤含水量２５％最少（３６属）。在
不同土壤含水量条件下，特有菌属数目情况与属总

数有一定类似，土壤含水量４５％（２４属）＞１５％（１５
属）＞２５％（９属）＞３５％（７属）。除此之外，不同土
壤含水量之间存在不同数量的重叠菌属。

２．１．３　白芨菌根真菌群落组成　在不同土壤含水
量条件下，白芨菌根真菌物种组成存在显著差异。从

图２可以看出，子囊菌门丰度随着土壤含水量的减少
而降低，土壤含水量为４５％时最高（７４．９１％），土壤
含水量为１５％时仅为１６．８３％；而担子菌门丰度在不
同土壤含水量水平下波动不大。此外，鉴定出壶菌门

Ｃｈｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ分布于土壤含水量１５％（２．７６％）和
２５％（１０．１０％）中，少量的被孢霉门Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ
真菌出现在土壤含水量１５％和３５％中。

　　在属水平上，不同土壤含水量水平下的菌根真
菌群落组成也存在一定差异（图３）。本研究将某一
真菌占菌群总物种数的百分比≥１０％判断为优势真
菌，１％ ～１０％的为常见真菌，≤１％的为稀有真
菌［１２］。随着土壤含水量的减少，白芨的优势菌根菌

群种类发生改变。其中土壤含水量为４５％（Ｗ４）中
的双足囊菌属 Ｄｉｐｏｄａｓｃｕｓ（ＯＴＵ８３、ＯＴＵ８３２、ＯＴＵ１０７
等 ５个 ＯＴＵｓ）、篮状菌属 Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ（ＯＴＵ８７７、
ＯＴＵ１０３、ＯＴＵ８０等５个ＯＴＵｓ）和Ｃｕｔａｎｅｏｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ
（ＯＴＵ７３、ＯＴＵ７１）占优势地位；土壤含水量为 ３５％
（Ｗ３）时，新 赤 壳 属 Ｎｅｏｃｏｓｍｏｓｐｏｒａ（ＯＴＵ８７８、
ＯＴＵ８７４、ＯＴＵ６９７）、篮状菌属（ＯＴＵ８７７、ＯＴＵ１０３、
ＯＴＵ５５４）和镰孢属 Ｆｕｓａｒｉｕｍ（ＯＴＵ７９、ＯＴＵ７２７）占主
导地位；土壤含水量为２５％（Ｗ２）时菌根真菌中以伞
菌纲（ＯＴＵ３６０、ＯＴＵ１９８、ＯＴＵ７８３等９个 ＯＴＵｓ）和肉
座菌目（ＯＴＵ８０１）为优势菌属；土壤含水量为１５％
（Ｗ１）中竞争力较高的菌根真菌是伞菌纲（ＯＴＵ３９８、
ＯＴＵ２８７和ＯＴＵ２４６）和Ｓｅｒｅｎｄｉｐｉｔａ（ＯＴＵ２８９、ＯＴＵ３５６、
ＯＴＵ２０３等６个ＯＴＵｓ）真菌。受土壤含水量影响，共
有真菌的丰度在含水量较少的处理中明显下降，如青

—５２１—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第２２期



霉属Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ（从Ｗ４中的５．７１％下降到Ｗ１中的
０．５２％，转变为稀有真菌）。常见真菌数量随着土壤
含水量的减少显著下降，种类也会存在差异。如土壤

含水量为 ４５％的常见菌根真菌有单胞菌属

Ｋａｚａｃｈｓｔａｎｉａ（７．２９％）、新赤壳属（６．９９％）、青霉属
（５．７１％）等１３属，而土壤含水量为１５％时只鉴定出
Ｃｕｔａｎｅｏｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ（５．４６％）、短梗霉属Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ
（４．９５％）、丝核菌属Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ（２．６３％）等１０属。

２．１．４　白芨菌根真菌Ｌｅｆｓｅ多级物种差异判别分析
　由图４－Ａ可见，土壤含水量为１５％和４５％时存
在有显著差异的真菌。其中土壤含水量为１５％时
存在１组有显著丰度差异的真菌类群，为散囊菌纲
Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ（从纲到目）；土壤含水量４５％有２组
显著丰度差异的真菌，即子囊菌门（从纲到属）和被

孢霉属Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ（从门到属）。此外，土壤含水量
１５％和４５％中占主要优势的真菌分别是散囊菌纲
Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ和被孢霉科Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａｃｅａｅ（图４－Ｂ）。
２．１．５　白芨菌根真菌Ｂｅｔａ多样性分析　通过 Ｂｅｔａ
多样性分析不同土壤含水量水平之间菌根真菌多

样性的差异。由图５可知，白芨菌根真菌在不同土
壤含水量条件下存在差异，同时造成该差异的最大

主成分（ＰＣ１）可解释其中２３．８７％的差异。
２．２　土壤含水量对菌根真菌侵染过程的影响
２．２．１　白芨根部结构　在不同土壤含水量条件下，
白芨根部结构一致，从外至内可分为表皮（根被）、

皮层、中柱３部分（图６）。但根径、根被厚度和中皮
层细胞层数等随着土壤含水量减少无显著差异。

在光学显微镜下可观察到根最外围的是若干层扁

平砖状表皮细胞（即根被），且土壤含水量为 １５％
时，根被最厚（５６．５μｍ）。根被向内是皮层组织，在
根中占最大的比例，又分为外皮层、中皮层和内皮

层。外皮层是紧挨着根被的１层长短表皮细胞间隔

排列的多角形细胞，其中短的表皮细胞体积较小、

近方形且细胞核膨大，又称通道细胞。外皮层向内

为中皮层，细胞体积较大，近似等径球形，排列疏

松，土壤含水量为１５％时细胞层数最多，为（７±１）
层。部分皮层细胞中出现针状结晶。中皮层向内

是由单层细胞组成的内皮层，细胞体积较小，排列

紧密整齐。内皮层向内是由中柱鞘、维管束和髓组

成的中柱，经番红固绿对染后，木质部被染成红色，

韧皮部被染成蓝色；当土壤含水量为４５％时维管束
数量最多（１１个）。
２．２．２　白芨在不同土壤含水量下的菌根真菌侵染
方式和菌丝形态特征　由图６可知，在不同土壤含
水量条件下，白芨菌根真菌侵染方式无差异，均通

过通道细胞进入根的皮层细胞，菌丝穿过细胞壁后

继续向邻近细胞扩展并集中分布于皮层细胞的某

一区域；染菌细胞的细胞核常膨大，同时可观察到

形状不一、呈蓝绿色的菌丝或菌丝团，且菌丝常向

细胞核靠近。

　　由表２可知，白芨的真菌侵染率和菌丝团数量
等菌丝特征受土壤含水量的影响存在一定差异。

当土壤含水量为 ４５％时的真菌侵染率最高，为
２５％，共有６３个菌丝团；皮层细胞中存在２种不同
的菌丝形态，即丝状菌丝团和团块状菌丝团，且丝

状菌丝团居多；邻近染菌细胞的未侵染细胞的细胞
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核膨大，番红固绿对染后呈红色。当土壤含水量为

２５％和３５％时，真菌侵染率均下降为１５％，并以团
块状菌丝团为主，但菌丝团数量存在差异，土壤含

水量２５％（３７个）高于土壤含水量 ３５％（３２个）。
当土壤含水量为 １５％时菌根真菌侵染率最低
（５％），仅存在少量菌丝残结。
２．３　土壤含水量对白芨碳氮同位素特征和光合特
性的影响

２．３．１　土壤含水量对白芨碳氮同位素特征的影响
　在不同土壤含水量水平下，白芨叶片的 δ１３Ｃ值均
明显高于对照植物，不同土壤含水量水平之间白芨

δ１３Ｃ值变化很小，δ１３Ｃ值介于 －２６．９９‰ ～
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表２　土壤含水量对白芨菌丝形态特征的影响（平均值±标准偏差）

土壤含水量

（％）
菌丝团数量

（个）
菌丝形态

侵染率

（％）

１５％ １±２ｂ 团块状菌丝团 ５±９ｂ

２５％ ３７±２０ａｂ 团块状菌丝团 １５±０ａｂ

３５％ ３２±２３ａｂ 团块状菌丝团 １５±０ａｂ

４５％ ６３±４８ａ 团块状菌丝团和丝状菌丝团 ２５±１７ａ

－２８．１９‰ 之间，变幅为１．２‰。由图７可知，不同
土壤含水量水平之间Δδ１３Ｃ值无差异。白芨叶片的
δ１５Ｎ在不同土壤含水量水平下低于对照植物，δ１５Ｎ
值范围为１．２９‰ ～２．３２‰。同时 Δδ１５Ｎ随着土壤
含水量的减少而增加，其中当土壤含水量为１５％时
Δδ１５Ｎ值最高，为 －１．１４‰；土壤含水量为 ２５％和
３５％次之；土壤含水量为 ４５％时 Δδ１５Ｎ值最低，
－２．１８‰（图７）。对白芨叶片 δ１３Ｃ、δ１５Ｎ和土壤含
水量进行相关分析，发现δ１３Ｃ与土壤含水量呈极强
负相关（相关系数为 －０．８２４），δ１５Ｎ与土壤含水量
呈显著负相关（相关系数为 －０．９７４，Ｐ＜００５），同
时δ１３Ｃ与 δ１５Ｎ呈极强正相关（相关系数为０．９３３）
（表３）。

２．３．２　土壤含水量对白芨光合特性的影响　不同
土壤含水量条件下，菌根真菌对白芨光合特性产生

影响。白芨叶片的叶绿素总量在不同土壤含水量

条件下无差异，但叶片净光合速率、气孔导度、蒸腾

速率和胞间ＣＯ２浓度存在显著差异（图８）。净光合
速率、气孔导度和蒸腾速率随土壤含水量的减少而

明显降低。当土壤含水量为４５％（Ｗ４）时，叶片净
光合速率６．６５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）明显高于其余３个土
壤含水量水平；Ｗ４的气孔导度０．１０ｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）
也是明显高于其余３个土壤含水量水平；同时蒸腾
速率随土壤含水量的减少而逐渐降低，即 Ｗ４
［２．３６ｍｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］＞Ｗ３［１．５５ｍｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］＞
Ｗ２［０．６３ｍｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］＞Ｗ１［０．１７ｍｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］。
随土壤含水量的减少，胞间 ＣＯ２浓度在土壤含水量
为１５％（Ｗ１）时达到顶峰（２８２．０２μｍｏｌ／ｍｏｌ），而土
壤含水量２５％（Ｗ２）最低（１５７．９３μｍｏｌ／ｍｏｌ）。此
外，δ１３Ｃ与净光合速率呈极强负相关，与气孔导度呈
强负相关；δ１５Ｎ 与净光合速率呈极强负相关
（Ｐ＜０．０５），与气孔导度呈极强负相关（表３）。

３　讨论与结论

本研究从细胞水平与分子水平、形态及生理等

方面研究土壤含水量对白芨与菌根真菌共生关系

的影响。结果表明，土壤含水量为４５％时是白芨与
菌根共生的最佳水平；干旱胁迫条件下，菌根真菌

会通过增加物种多样性和改变菌根真菌群落组成

来增加对兰科植物的养分供给，从而弥补干旱对植

物所造成的生理伤害。

对于地生兰植物来讲，影响植株生长的土壤因

子和影响兰科植物分布的因子是不可分割的［８］。

土壤因子对兰科植物的重要性以及它是如何改变

兰科植物与菌根真菌共生关系是生态学的一个重

要领域，而这方面的知识在很大程度上仍知之甚
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表３　不同土壤含水量条件下白芨δ１３Ｃ、δ１５Ｎ与光合参数的相关性分析

项目
相关系数

δ１３Ｃ δ１５Ｎ 叶绿素总量 净光合速率 气孔导度 蒸腾速率 胞间ＣＯ２浓度 土壤含水量

δ１３Ｃ １ ０．９３３ ０．６３８ －０．８９８ －０．７１８ －０．７４６ ０．４４６ －０．８２４

δ１５Ｎ ０．９３３ １ ０．４５１ －０．９８８ －０．９２０ －０．９３４ ０．１０５ －０．９７４

　　注：δ１３Ｃ为１３Ｃ的丰富度，δ１５Ｎ为１５Ｎ的丰富度；表示０．０５水平上显著相关。

少。干旱常被证明是造成地生兰植物种群分布的

重要因素［１３］，同时土壤湿度和透气性会直接影响菌

根真菌的生长发育和菌根共生体的形成［１］。我们

观察到白芨菌根真菌总数和优势菌属数随土壤含

水量的减少而增加，最有可能的解释是土壤含水量

缺乏时，菌根真菌的多样性增加是为了提高白芨的

抗旱性，缓解干旱胁迫［１４］。本研究发现随着土壤含

水量的减少，白芨优势菌属最终被伞菌纲（ＯＴＵ３９８、
ＯＴＵ２８７、ＯＴＵ２４６）和蜡壳耳目（ＯＴＵ２８９、ＯＴＵ３５６、
ＯＴＵ７６４）真菌所替代，可见这些真菌更适宜在干旱
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环境中生存并促进白芨菌根共生体的形成，对白芨

应对干旱胁迫有重要的意义。这也进一步验证了

ＭｃＣｏｒｍｉｃｋ等的研究结果：干旱条件会抑制斑叶兰
接触菌根真菌，迫使植物转换共生真菌［８］。水分胁

迫会抑制光合作用，降低蒸腾速率，阻碍植物生

长［１５］。本研究结果与以往研究结果一致，即白芨叶

片的净光合速率、气孔导度和蒸腾速率均随着土壤

含水量的减少而下降。结合菌根真菌的种类随着

土壤含水量减少有所增加的结果，可以推测干旱对

白芨所造成的生理伤害更严重，而菌根真菌只能缓解

干旱胁迫程度，并无法完全弥补这一伤害。鉴于土壤

含水量、菌根真菌和白芨三者之间的相互关系，未来

在白芨等其他兰科植物的栽培管理上一定要注意保

证土壤水分充足，同时筛选出抗旱菌根真菌，针对性

制备菌剂，为兰科植物保育提供参考依据。

白芨菌根真菌的侵入方式不受土壤含水量的

影响，均是通过通道细胞进入皮层细胞，且菌丝穿

过细胞壁侵染邻近细胞继续扩展，最终在皮层细胞

中定殖。这与郭顺星的研究结果［１６］类似，指出白芨

菌根真菌是通过根毛和通道细胞侵入菌根内。白

芨菌根真菌的侵染率和菌丝团数量随土壤含水量

的减少而下降，但白芨菌根真菌总数随土壤含水量

的减少而增加，可见菌根真菌侵染率和菌丝团数量

只能作为不同土壤含水量条件下菌根差异比较的

指标，但不可作为判断真菌多样性的标准。有研究

表明菌丝团形态代表某一菌根真菌种类的一种表

现形态［１７］。本研究发现当土壤含水量为４５％时存
在２种形态的菌丝团（丝状和团块状），而土壤含水
量减少后仅存在团块状菌丝团。由此推测，这是白

芨在不同土壤含水量条件下需要依赖不同的菌根

真菌造成的。

总之，白芨与菌根真菌共生关系对土壤含水量

缺乏的响应是由土壤水分缺乏程度、白芨、菌根真

菌等多种因素影响的复杂反应过程，有待于进一步

深入研究二者共生关系响应干旱胁迫的分子机制。
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