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不同生境条件下苦槠丛枝菌根对根际土壤
磷酸酶活性的影响
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摘要：以浙江千岛湖和宁波天童两个不同区域内的苦槠(Castanopsis sclerophylla)为材料，对处于不同生境条件下的苦槠丛枝菌根(AM)进行了研究。结果表明：两地区土壤pH均处于苦槠丛枝菌根生长发育的最适范围内，丛枝菌根的侵染率无明显差异；酸性磷酸酶为两区域内的主导磷酸酶，各种磷酸酶活性均是天童地区高于千岛湖地区；AM侵染率与根际土壤磷酸酶活性之间均呈现正相关，其中天童地区为显著相关，说明AM侵染率对根际土壤磷酸酶活性在某种程度上存在有一定的影响。
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菌根是自然界中一种普遍的植物与真菌共生现象。它是土壤中的菌根菌与高等植物的营养根系形成的联合体。丛枝菌根（Arbuscular Mycorrhizae，AM）是菌根中分布最广泛、最普遍的一类内生菌根，能够促进宿主对土壤中矿质元素的吸收[1-7]，调节宿主体内的代谢活动，增强植物的抗逆性[8]，促进植物生长，增加作物产量，改善作物品质。正是由于丛枝菌根真菌对植物生长发育有诸多有益作用，因而受到人们的广泛关注。有研究发现不同生境下植物多样性的差异不仅对土壤肥力结构有影响，而且对土壤微生物的群落结构也有显著影响。而植物的多样性也常常依赖与菌根的发育和多样性，植物根际丛枝菌根的发育与根际土壤条件有着十分密切的关系[9]。

外生菌根真菌分泌磷酸酶的能力已经得到证实[10]，而对于丛枝菌根能否向外分泌磷酸酶，及其对土壤磷酸酶活性有无影响目前还没有定论。为了进一步探讨丛枝菌根对土壤磷酸酶活性的影响，选择群落中乔木层的主要树种—苦槠（Castanopsis sclerophylla)作为宿主植物，研究天童和千岛湖两区域内不同生境条件下丛枝菌根对根际土壤磷酸酶活性的影响。

1  研究区域与研究方法

1.1  研究区域概况

    天童国家森林公园位于浙江鄞县东南部，地处29°48′N，121°47′E。气候为温暖潮湿的亚热带季风气候。年平均气温为16.2 ℃；年降水量为1374.7 mm，多集中在夏季。年平均相对湿度为82%，森林公园内土壤主要为山地黄红壤，土层一般在100 cm左右[11]。该区域内以常绿阔叶林为主。主要优势种为木荷、栲树、苦槠和马尾松等[11-12]，现存植被为典型的中亚热带常绿阔叶林，群落结构的复杂性和物种多样性较高，植被演替处于较高阶段。

千岛湖国家森林公园位于浙江淳安，地处29°22′~29°50′N，118°34′~119°15′E之间，气候温暖湿润，四季分明，年平均气温17.0 ℃，年平均降水量为1429.9 mm，平均相对湿度76%，山地土壤主要是红壤、黄壤和岩性土，土层厚度50~120 cm。区域内不同岛屿上的植被群落结构差异较为明显，一般以针阔混交和常绿阔叶林为主，优势种主要为苦槠、青冈和马尾松等[13]。区域内现有林木均是在千岛湖建成后经封山育林或人工造林而形成的，群落结构的复杂性和物种多样性程度相对较低，植被发展演替阶段相对较低级。

1.2  研究方法

1.2.1  野外调查采样

采样于七月中旬进行，此时正值温暖、多雨的夏季，土壤温度和湿度都达到了AM真菌生长的最适范围，AM真菌生长旺盛，对宿主根部表现出较高的侵染性[14]，能够更加真实地反映研究的目的。结合研究区域的实际状况，分别在天童森林公园内苦槠的集中分布区与千岛湖内的多个岛屿进行随机采样。

1.2.2  采样方法

在每个区域随机选取20株苦槠，去除约5 cm深的表层土，开挖5~20 cm的土壤剖面，分别从根部土壤剖面的不同部位取一定量的细根样和土样，混合后作为该株苦槠的样本，供侵染率和磷酸酶活性的测定。所采样品按一般土壤样品的收集方法与要求带回实验室，根样洗净泥沙并用吸水纸吸去水分，随机挑选颜色较淡、粗细均匀的细根数条，剪成5 mm长的根段置于显微镜下观察。

1.2.3  测定方法与计算

表1  苦槠AM平均侵染率与根际土壤pH变化及相关系数

Table 1  Average of AM infection rate and the 
Soil pH in Rhizosphere and their correlation
	名称
	平均侵染率/%
	土壤pH
	平均侵染率与pH的相关系数

	天  童
	47.00
	4.16
	-0.471(*)

	千岛湖
	45.90
	4.48
	-0.125


注：*Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed)
内生菌根侵染长度的计算方法[1-2]：选取5 mm根段30条，整齐放置于载玻片上，滴1~2滴浮载剂，盖上盖玻片，在显微镜下逐条观察根段的每1 mm处有无感染，计算每条根段上菌根侵染的长度。按10%、20%、30%、40%、AA、100%侵染比例给出每一根段的侵染率，单株苦槠菌根侵染率的计算公式为：

侵染率=[∑(0%×根段数+10%×根段数+20%×根段数+AA×根段数+100%×根段数)]/总根段数

侵染等级划分：
1级—受感染的营养根段占总根断数的0~5%

    2级—受感染的营养根段占总根断数的6%~25%

    3级—受感染的营养根段占总根断数的26%~50%

    4级—受感染的营养根段占总根断数的51%~75%

    5级—受感染的营养根段占总根断数的75%~100%

土壤酶活性的测定方法：[15]取鲜土1 g（﹤2 mm），加0.2 mL甲苯浸提土壤中的磷酸酶，再加4 mL缓冲液（碱性磷酸酶加pH11的缓冲液；酸性磷酸酶加pH6.5的缓冲液）和1 mL含0.05 mol·L-1对硝基苯磷酸二钠反应底物溶液，放入37 ℃恒温培养箱培养1 h，反应结束后加1 mL CaCl2溶液和4 mL NaOH溶液，轻摇数秒后过滤，滤液用722型可见分光光度计于410 nm处比色。酶活性（μg·g-1·h-1）以反应1 h后1 g土壤中对硝基苯酚的质量来表示。

数据采用SPSS11.0软件进行数据分析。

2   结果与分析

2.1  苦槠AM平均侵染率与根际土壤pH变化分析

表2  苦槠根际土壤磷酸酶活性变化及生境条件

Table 2  The activity changes of Phosphatase in Rhizosphere and Habitat Conditions
	名称
	酸性磷酸酶活性/(μg·g-1·h-1)
	碱性磷酸酶活性/(μg·g-1·h-1)
	总磷酸酶活性/(μg·g-1·h-1)
	生境条件

	天童
	202.10
	147.13
	349.23
	根际土壤发育程度良好，土壤颜色深褐色，团聚体粒径较小，土层较厚，凋落物数量多

	千岛湖
	181.92
	88.53
	270.45
	根际土壤发育程度相对较差，土壤颜色浅黄色，团聚体粒径较大，土层较薄，凋落物数量相对较少


注：酶活性以反应1 h后1 g土壤中对硝基苯酚的质量表示

苦槠AM平均侵染率及根际土壤pH变化见表1。结果表明：天童苦槠AM的平均侵染率略高于千岛湖苦槠AM的平均侵染率，而根际土pH天童地区较千岛湖地区低，对苦槠丛枝菌根平均侵染率与根际土pH进行相关性分析发现，在两种生境条件下二者皆呈现出负相关，但在天童生境下表现出显著负相关，这说明根际土壤pH对丛枝菌根存在一定的影响。有研究表明[16]对于在酸性土壤环境中形成的苦槠丛枝菌根而言，其最适pH范围为4.0~5.0。从表1可以发现两个地区的土pH均处于苦槠丛枝菌根生长发育的最适范围内，在这个范围内都有利于苦槠丛枝菌根的生长，根际土pH对AM侵染率的变化影响不大。

2.2  不同生境条件下苦槠根际土壤磷酸酶活性变化分析

土壤酶是土壤环境中各种生物化学过程得以顺利进行的重要保证，它作为土壤中最活跃的有机成分，其活性的高低常常是作为衡量土壤肥力的高低的一个重要的标准。众所周知土壤中微生物的各种活动都会对土壤酶的活力产生影响，研究同时表明，不同的植物群落结构对土壤酶的活性影响也是十分显著的[17]。

根据表2的结果可以发现，在不同的生境条件下根际土壤磷酸酶的活性存在较大差异，特别是酸性磷酸酶活性显著高于碱性磷酸酶活性，即天童和千岛湖生境条件下土壤的主导磷酸酶均为酸性磷酸酶，其活性约占总磷酸酶活性的60%左右，这与和文祥等[18]认为的红壤主导的磷酸酶为酸性磷酸酶，且活性约占总磷酸酶活性的1/2~2/3的结果相符。
不同生境条件下根际土壤磷酸酶活性也存在差异，这种差异在很大程度上是受到了生境土壤理化因素的影响。天童发育较为良好的生境条件更有利于根际土壤磷酸酶活性的增强，特别是其相对较低的土壤pH在一定程度上提高该区域土壤酸性磷酸酶的活性。

Tisserant[19]等研究表明，碱性磷酸酶活性大小可以反映丛枝菌根菌的活动性强弱，是评价丛枝菌根真菌活性的生理指标。天童土壤碱性磷酸酶活性较千岛湖地区高，说明天童地区土壤丛枝菌根菌具有相对较强的活动性。对碱性磷酸酶和总酶进行相关性分析也发现，二者之间存在极显著的相关性，说明在酸性条件下（相关系数为0.618**），碱性磷酸酶活性的改变对总磷酸酶活性有明显的影响作用。

2.3  苦槠根际AM侵染率与土壤磷酸酶活性的关系
菌根真菌作为陆生植物最古老的共生者，经历了地球上陆生植物由内生型共生体、外生型共生体向独立植株的演化过程[20]，因而菌根真菌很有可能对植物群落的演替过程有所反映，并且菌根真菌很有可能是这一过程的参与者和推动者[21]。苦槠是天童和千岛湖区域内最常见的常绿阔叶树种，而且以苦槠为优势种的常绿阔叶林是我国东部中亚热带常绿阔叶林破坏后，次生演替过程中最先出现的常绿阔叶林类型之一[22]。

土壤酶来源于土壤中动物、植物和微生物细胞的分泌物及其残体的分解物，其中微生物细胞是其重要的来源。有研究认为，AM真菌分泌的磷酸酶能影响土壤的有机成分[23]，磷酸酶与菌根真菌具有较密切的关系。对于不同生境下苦槠AM侵染率与根际土壤磷酸酶活性进行Pearson相关性分析（见表3）发现，天童苦槠AM侵染率与土壤磷酸酶活性之间呈显著相关，而在千岛湖这种相关性则不显著，这可能是天童较低的土壤pH条件增强了根际土壤酸性磷酸酶的活性所致。

有研究表明：AM可以增加根际土壤磷酸酶的活性[24]，而碱性磷酸酶活性可以判断AM的侵染率，其大小又可以反映AM的活动性[19]，因此碱性磷酸酶活性的增强可能正是AM侵染率提高的结果所致，对侵染率与碱性磷酸酶进行相关性分析也发现，在两种不同的生境条件下，两者之间呈现一定程度的正相关性（见表3），但碱性磷酸酶活性的增强究竟是否真正源于苦槠AM真菌自身的分泌作用，还有待后续的进一步研究探索。有研究指出[24]土壤周围的有机质、根际微生物群落会影响到AM真菌的生长繁殖，而AM真菌又会影响根际的土壤环境，促进根际微小区域对磷酸酶的分泌产生。千岛湖地区土壤磷酸酶活性相对较低可能是受到苦槠AM侵染率较低的影响所致，当然也可能是受到了生境条件和土壤根际微生物群落的影响。

3  结论
由于天童和千岛湖两区域的地理环境不同、生境不同，植被和土壤发育的程度均有差异，因此苦槠丛枝菌根侵染率在不同生境条件下也出现了变化，导致土壤磷酸酶活性也发生相应的变化。通过研究得出以下结论：

（1）天童和千岛湖地区的土壤pH均处于苦槠丛枝菌根生长发育的最适范围内，故苦槠丛枝菌根的侵染率没有明显差异。

（2）酸性磷酸酶是两区域内的主导磷酸酶，但地区上存在差异，无论是酸性磷酸酶还是碱性磷酸酶，均是天童高于千岛湖。

（3）AM侵染率与根际土壤磷酸酶活性之间均呈现正相关，其中天童地区为显著相关。
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The impaction of the arbuscular mycorrhizae of Castanopsis sclerophylla on the phosphatase activity of Rhizosphere in different Habitats
Ji Yongsheng, Gao Hui, Gu Yongjie, Fan Xudong, Song Lina

Department of Environmental Science, East China Normal University//Shanghai Key Laboratory for Ecology of 
Urbanization Process and Eco-restoration, Shanghai 200062, China
Abstract: Taking the Castanopsis (Castanopsis sclerophylla) as our research material, we research about the AM of it in Thousand-Island Lake and Ningbo of Zhejiang. The results show that: the soil PH of these two regions are both very suitable for the arbuscular mycorrhizae of Castanopsis sclerophylla，meanwhile，there are no significant difference of the infection rates between these two regions; we also learn that acid phosphatase plays an important role in these two regions，and the activity of phosphatase in Tiantong is much higher than Thousand-Island Lake. The AM infection rate is positively correlated with the phosphatase activity，which is significant in Tiantong，and it means that AM infection rate affects the activity of phosphatase to some extent.
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