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摘　要：以大豆品种黑农 ４８为材料，通过盆栽试验研究了不同硫素水平对结荚期大豆 ＡＭ真菌侵染率的影响及其

菌群结构的变化。结果表明：不同硫水平对大豆 ＡＭ真菌的侵染率和菌群结构均有影响，其中大豆根系和土壤中

ＡＭ真菌的多样性在硫素水平为 ０．０２ｇ·ｋｇ－１时较高，当继续增加硫素水平时反而有所降低，不施硫时最低，表明

适当施加硫素能够提高 ＡＭ真菌的多样性，高硫水平反而抑制 ＡＭ真菌的多样性。通过对 ＤＧＧＥ图谱中 Ｇ１等 １２

条条带的序列分析表明，１２条条带对应的菌种均为球囊霉属（Ｇｌｏｍｕｓ）ＡＭ真菌，表明该试验中球囊霉属是大豆根

系和根际土壤中的优势 ＡＭ真菌。
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　　硫是大豆继氮、磷、钾之后的第四大营养元素，
在大豆生长发育及代谢过程中具有重要的生理功

能
［１］
。近年来由于氮、磷、钾元素的大量投入，有机

肥数量不足和施用含硫肥料较少，使我国农田土壤

中存在严重的缺硫现象
［２］
，阻碍了大豆产量和品质

的进一步提高和改善。丛枝菌根真菌（Ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ
ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌｆｕｎｇｉ，ＡＭＦ）在自然界分布广泛，能够与
８０％以上的陆生植物形成共生体［３］

。ＡＭ真菌能够
促进大豆对氮、磷、钾、硫等元素的吸收，促进大豆

生长，提高大豆抗病抗旱能力，在大豆的生长发育

中具有重要的生理功能
［４５］
。目前，关于大豆ＡＭ真

菌与氮、磷、钾之间的关系研究较多，表现出大豆

ＡＭ真菌有利于促进土壤中氮、磷、钾的吸收，并且
土壤中氮、磷、钾含量也影响 ＡＭ真菌对大豆根系的
侵染

［６８］
。而关于大豆 ＡＭ真菌与硫素之间关系的

研究还鲜见报道，前人大都将硫素与大豆 ＡＭ真菌
分开来研究，或者是仅研究硫素对大豆产量质量的

影响，或者是仅研究 ＡＭ 真菌对大豆生长的影
响

［９１０］
。该试验以不同硫素处理下的大豆菌根和根

际土壤为材料，利用 ＰＣＲＤＧＧＥ技术分析硫素对大
豆 ＡＭ真菌菌群结构的影响，为揭示硫素如何影响
大豆与 ＡＭ真菌建立高效共生体提供理论依据，同
时也为提高和改善大豆产量和品质寻找新的突破口。

１　材料与方法

１．１　供试材料
大豆品种黑农４８（高蛋白型）。

１．２　试验设计
试验于２００９年在哈尔滨工业大学糖业研究所

试验 站 进 行。土 壤 主 要 农 化 指 标 为：有 机 质
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２５．５７ｇ·ｋｇ－１，全Ｎ１．７３ｇ·ｋｇ－１、全Ｐ５．６ｇ·ｋｇ－１、
全 Ｋ２３．２ｇ·ｋｇ－１、碱解 Ｎ１４０．１ｍｇ·ｋｇ－１、速效 Ｐ
１３．４４ｍｇ·ｋｇ－１、速效 Ｋ２０１ｍｇ·ｋｇ－１，ｐＨ６．９。

采用盆栽试验，每盆装风干土 １２．５ｋｇ。以尿
素、磷酸二铵和氯化钾为基肥，折合施 Ｎ、Ｐ２Ｏ５、Ｋ２Ｏ
量均为 ０．０３３ｇ·ｋｇ－１土壤。设置 ０、０．０２、０．０４、
０．０６ｇ·ｋｇ－１土壤４个硫处理，分别记为 Ｓ１，Ｓ２，Ｓ３，
Ｓ４。硫肥由单质硫提供，３次重复。
１．３　试验方法
１．３．１　样品处理　大豆结荚期用打孔器在近根系
表土随机打孔取样，将同种处理的大豆根系和土壤

分别混匀组成 １个混合样品，分别记为 ＲＳ１，ＲＳ２，
ＲＳ３，ＲＳ４和 ＳＳ１，ＳＳ２，ＳＳ３，ＳＳ４。ＲＳ１～ＲＳ４代表不
同处理的４个土壤样品，ＳＳ１～ＳＳ４代表不同处理的
４个根样。根样用蒸馏水洗净后立即放入 ＦＡＡ固
定液中，以备根染色使用。根段染色采用碱解离酸
性品红染色法

［１１］
。土样风干后放于阴凉处保存备

用。

１．３．２　菌根形态观察与侵染率分析　根段染色
后，每个样品随机选 １００条根段，制片，镜检，观察
菌根形态并计算菌根侵染率。根据每段根系菌根

结构的多少，按 ０，１０％，２０％，３０％……１００％的侵
染数量计算出每条根段的侵染率，最后再统计菌根

侵染率 Ｍ（％）。
Ｍ（％）＝（０×根段数 ＋１０％ ×根段数 ＋２０％

×根段数 ＋…… ＋１００％ ×根段数）／总根段数
１．３．３　ＤＮＡ的提取　根样 ＤＮＡ的提取参照王
雪

［１１］
的方法；土样 ＤＮＡ采用修改后的 ＢｅａｄＢｅａｔｉｎｇ

法提取
［１２］
。

１．３．４　ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ　ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ反应程序及反应
体系均参照接伟光

［１３］
的方法。

１．３．５　ＤＧＧＥ　取根样和土样的第 ３次 ＰＣＲ产物
各２．５μＬ进行 ＤＧＧＥ分析［１３］

。采用浓度为 ８％的
丙稀酰胺（丙稀酰胺∶双丙稀酰胺 ＝３７．５∶１），变性
剂范围为４０％ ～７０％（１００％的变性剂为 ４０％甲酰
胺，７ｍｏｌ·Ｌ－１尿素）。电泳温度为６０℃，５０Ｖ电压
预电泳 ３０ｍｉｎ，上样后 １３０Ｖ电泳 ９ｈ。银染
２０ｍｉｎ。
１．３．６　ＤＧＧＥ条带的克隆、测序及序列分析　用无
菌手术刀片将 ＤＧＧＥ凝胶上选定条带进行割胶回
收，以回收液作为模板，按照 ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ的第 ３次
ＰＣＲ反应体系和反应程序对 ＡＭ真菌 １８ＳｒＤＮＡ
ＮＳ３１Ｇｌｏｌ区进行扩增。将胶回收扩增 ＰＣＲ产物连
接到载体上，然后转化进 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞
中，筛选阳性克隆，将符合要求的阳性克隆送上海

生工生物工程有限公司测序。测序结果提交至

ＧｅｎＢａｎｋ数据库，并进行 ＢＬＡＳＴ比对，得出相关种
属的序列信息。利用ＢＬＡＳＴＮ程序对测序结果进

行同源性分析，从数据库中得到相关种属的序列信

息，再通过 ＤＮＡＭＡＮ（Ｖｅｒｓｉｏｎ５．１）软件进行系统发
育分析。

１．４　ＤＧＧＥ图谱分析
利用 ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ４．５软件对 ＤＧＧＥ图谱

的丰度、优势度和多样性指数 ３个指标进行分析，
反映 ＡＭ真菌在不同硫素水平下的菌群结构。

丰度：用 ＤＧＧＥ图谱中条带的个数来表示。
优势度：用某一特定条带的峰面积占样品总体

峰面积的百分数来表示。

多样性指数（ＳｈａｎｎｏｎＷｅｉｎｅｒ指数）：能够对物
种丰富度和物种均匀性进行综合测度，其值用 Ｈ表
示。种数越多或各个种的个体数分配越均匀，多样

性就越大。Ｈ值越大，表示该系统中生物多样性越
高。

Ｈ＝－
ｓ

ｉ＝１
（Ｐｉ）（ｌｏｇ２Ｐｉ）

其中 Ｓ为样本中 ＤＧＧＥ指纹图谱的条带数目，Ｐｉ为
第 ｉ个条带的优势度值。

２　结果与分析

２．１　菌根形态观察及侵染率测定
根段经碱解离酸性品红染色法处理后镜检，得

到大豆丛枝菌根图片（图 １），并统计其侵染率（图
２）。

图 １　大豆丛枝菌根 （１０×４０）
Ｆｉｇ．１　Ａｒｂｕｓｃｕｌａｒｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｏｆｓｏｙｂｅａｎ（１０×４０）

图 ２　不同硫素水平 ＡＭ真菌对黑农 ４８侵染率的影响
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｐｅｒｃｅｎｔｏｆＡＭ ｆｕｎｇｉａｇａｉｎｓｔ

Ｈｅｉｎｏｎｇ４８ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｌｆｕｒｌｅｖｅｌｓ
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由图１可以看出，ＡＭ真菌侵染大豆根系形成
丛枝、泡囊和菌丝。

由图２可以看出不同，菌根侵染率随施硫量的
增加呈先升高后降低的变化趋势，其中硫素水平为

Ｓ３时侵染率最高，表明适当施硫能够促进 ＡＭ真菌
的侵染，高硫则抑制 ＡＭ真菌的侵染。经方差分析
显示，侵染率变化差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．２　样品 ＤＮＡ的提取与 ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ
由于根样和土样中 ＤＮＡ含量均较低，电泳检

测不到。需要通过 ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ扩增进而来验证提
取物中是否含有所需要的目的 ＤＮＡ。

以根样和土样的 ＤＮＡ为模板，ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ后
经琼脂糖凝胶电泳检测，结果见图３和图４。

Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１４：４个根样第１次 ＰＣＲ；５８：４个根样第２次 ＰＣＲ；９１２：４个根样第３次 ＰＣＲ．

Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；ｌａｎｅ１４：ＴｈｅｆｉｒｓｔＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｕｒｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｓ；ｌａｎｅ５８：ＴｈｅｓｅｃｏｎｄＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｕｒｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｓ；ｌａｎｅ９１２：ＴｈｅｔｈｉｒｄＰＣＲ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｕｒｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｓ．

图 ３　根样 ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅＮｅｓｔｅｄＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｙｃｏｒｒｈｉｚａ

Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１４：４个土样第１次 ＰＣＲ；５８：４个土样第２次 ＰＣＲ；９１２：４个土样第３次 ＰＣＲ

Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ，ｌａｎｅ１４：ＴｈｅｆｉｒｓｔＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｕｒｓｏｉｌｓａｍｐｌｅｓ；ｌａｎｅ５８：ＴｈｅｓｅｃｏｎｄＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｕｒｓｏｉｌｓａｍｐｌｅｓ；ｌａｎｅ９１２：ＴｈｅｔｈｉｒｄＰＣＲ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｕｒｓｏｉｌｓａｍｐｌｅｓ．

图 ４　土样 ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅＮｅｓｔｅｄＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｏｉｌｓａｍｐｌｅ

　　由图３和图４可知，不论是根样 ＤＮＡ还是土样
ＤＮＡ，在第１次 ＰＣＲ扩增后，真菌 ＤＮＡ的拷贝数均
较低，难以在琼脂糖凝胶上观察到目的条带（１．８
ｋｂ）。经第２次 ＰＣＲ扩增，４个根样均获得了大量
的拷贝（约５５０ｂｐ），而４个土样的 ＡＭ真菌的拷贝
数仍较低，未能在琼脂糖凝胶上观察到。第 ３次
ＰＣＲ扩增后各样品均得到大量的目的产物（约 ２７０
ｂｐ）。
２．３　ＤＧＧＥ图谱分析

各样品经 ＤＧＧＥ后，银染（如图５）。

２．３．１　ＤＧＧＥ图谱的丰度　由图 ５和图 ６可知，在
硫水平为 Ｓ４时，侵染大豆根系的 ＡＭ真菌种群数量
最多，其次是硫水平为Ｓ２时。在硫水平为Ｓ２时，大
豆根际土壤中的 ＡＭ真菌种群数量最多。相比之
下，硫水平为 Ｓ２时，不论是根样还是土样中，ＡＭ真
菌种群数量都较多。

根据 ＤＧＧＥ图谱中条带的共有性和特异性选
取 Ｇ１等１２条条带进行分析，表 ２为 Ｇ１等 １２条条
带在各样品中的强度。
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图 ５　根系和根际土壤样品 ＤＧＧＥ图谱

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅＤＧＧＥｍａｐｏｆｒｏｏｔｓａｍｐｌｅｓａｎｄｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃｓｏｉｌ

图 ６　根际土壤和根系各样品的丰度值

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅｒｉｃｈｎｅｓｓｖａｌｕｅｓｏｆｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃｓｏｉｌａｎｄ

ｒｏｏｔｓａｍｐｌｅｓ
表 １　各样品的 ＤＧＧＥ图谱中 １２条条带的强度

Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｗｅｌｖｅｂａｎｄｓｉｎＤＧＧＥｍａｐ
ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ

样品 Ｇ１ Ｔ１ Ｇ２ Ｇ３ Ｇ４ Ｇ５ Ｇ６ Ｇ７ Ｇ８ Ｇ９Ｇ１０Ｇ１１
ＳＳ１  ＋＋＋＋  ＋＋  ＋ ＋ ＋  ＋＋ 
ＳＳ２  ＋ ＋＋  ＋＋   ＋＋  ＋ ＋ ＋
ＳＳ３  ＋ ＋  ＋＋   ＋   ＋ 
ＳＳ４   ＋  ＋＋   ＋＋   ＋ 
ＲＳ１   ＋＋  ＋＋  ＋ ＋  ＋＋＋＋ ＋
ＲＳ２ ＋  ＋＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋＋＋＋＋＋
ＲＳ３ ＋＋ ＋ ＋ ＋ ＋＋   ＋＋ ＋ ＋＋＋＋＋＋
ＲＳ４ ＋＋＋＋＋＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋＋＋＋＋＋

　　 ＋＋、＋和分别表示条带强、有条带和没有条带。

＋＋，＋ａｎｄ
!

ｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｔｒｏｎｇ，ｂａｎｄａｎｄｎｏｂａｎｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

由表１可知，不同硫处理对大豆根系和根际土
壤内 ＡＭ真菌的菌群结构产生较大影响。以土壤样
品为例，当土壤施硫为 Ｓ１时，土壤样品中有 Ｔ１、Ｇ２、
Ｇ４、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ８和 Ｇ１０这 ７条条带，Ｔ１、Ｇ２、Ｇ４和
Ｇ１０条带亮度较强；硫水平为 Ｓ２时，土壤样品中也

有７条条带，与硫水平为 Ｓ１时相比，增加了 Ｇ１１条
带，少了 Ｇ６条带，Ｇ２、Ｇ４和 Ｇ７条带亮度较强；硫水
平为 Ｓ３时，土壤样品中只有 Ｔ１、Ｇ２、Ｇ４、Ｇ７和 Ｇ１０
这５条条带，Ｇ２和 Ｇ７条带亮度减弱；硫水平为 Ｓ４
时，土壤样品中仅有 Ｇ２、Ｇ４、Ｇ７和 Ｇ１０这 ４条条
带，Ｇ４和 Ｇ７条带亮度较强。同理，不同硫水平时，
根系样品中菌群结构也有较大变化。综合根系及

根际土壤样品来看，当硫水平为 Ｓ２时，菌群结构相
对丰富。表明土壤中硫素含量对大豆根系及根际

土壤中 ＡＭ真菌的菌群结构有影响。
２．３．２　ＤＧＧＥ条带的测序分析　将 Ｇ１等 １２条
ＤＧＧＥ条带经连接转化后测序，测序结果使用
ＢＬＡＳＴ程序，将 １２条序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中的序列进
行比对，获得各序列的同源性信息（表２）。

表 ２　１２条序列的 ＢＬＡＳＴ结果

Ｔａｂｌｅ２　ＢＬＡＳＴｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｔｗｅｌｖｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

克隆

编号

Ｃｌｏｎｅ

ｎｕｍｂｅｒ

序列长度

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｓｉｚｅ（ｂｐ）

ＮＣＢＩ数据库中最相似

菌种（登录号）

Ｔｈｅｓｔｒａｉｎｓｗｈｉｃｈｈａｖｅｔｈｅ

ｈｉｇｈｅｓｔｉｄｅｎｔｉｔｙｆｒｏｍ

ＮＣＢＩ（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ）

相似性

Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

Ｇ１ ２３５ Ｇｌｏｍｕｓｓｐ．（ＡＪ８５２５３４）
２３３／２３５

（９９％）

Ｔ１ ２３５
ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＧｌｏｍｕｓ

（ＡＭ７４６１４９）

２２３／２３６

（９４％）

Ｇ２ ２３４
ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＧｌｏｍｕｓ

（ＡＭ７４６１３１）

２３０／２３４

（９８％）

Ｇ３ ２３６
ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＧｌｏｍｕｓ

（ＦＭ８７５８８８）

２３４／２３６

（９９％）

Ｇ４ ２３２
ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＧｌｏｍｕｓ

（ＦＭ８７５８８８）

２３２／２３２

（１００％）

Ｇ５ ２３５ Ｇｌｏｍｕｓｓｐ．（ＥＵ３３２７１１）
２３４／２３５

（９９％）

Ｇ６ ２３５ Ｇｌｏｍｕｓｓｐ．（ＥＵ３３２７１１）
２３４／２３５

（９９％）

Ｇ７ ２３５ Ｇｌｏｍｕｓｓｐ．（ＥＵ３３２７１１）
２３２／２３５

（９８％）

Ｇ８ ２３５
ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＧｌｏｍｕｓ

（ＦＮ４２９３８３）

２３５／２３５

（１００％）

Ｇ９ ２３４
ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＧｌｏｍｕｓ

（ＡＭ７４６１４９）

２３１／２３４

（９８％）

Ｇ１０ ２３５ Ｇｌｏｍｕｓｓｐ．（ＥＵ３３２７１１）
２３３／２３５

（９９％）

Ｇ１１ ２３４
ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＧｌｏｍｕｓ

（ＡＭ７４６１３５）

２２３／２３４

（９５％）

　　ＤＧＧＥ条带测序结果显示，序列测出的片段长
度大都在２３４ｂｐ左右，且测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ数据
库中的已知菌种均具有较高的相似性，都在 ９４％以
上，可以初步确定优势菌种的属。大豆根系和土壤

样品 ＤＧＧＥ条带比对结果显示，这 １２个条带所代
表的菌群均属于球囊霉属 ＡＭ真菌，表明该属的
ＡＭ真菌是大豆根系和根际土壤中的优势种群。

为显示以上测序所得出的序列与已知 ＡＭ真菌



９９４　　 大 豆 科 学 ６期

的亲缘关系，利用 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的已知菌种与
测序所得出的序列构建系统发育树（图７）。

图 ７　１２条 ＤＧＧＥ序列与其近缘物种的系统发育树

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｔｒｅｅｏｆｔｗｅｌｖｅＤＧＧＥｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ａｎｄｓｏｍｅｒｅｌａｔｉｖｅｓｐｅｃｉｅｓ

由图 ７可以看出，这 １２条条带均属于 Ｇｌｏｍｕｓ
菌群，相似性达 １００％。其中 Ｇ１与数据库中 Ｇｌｏ
ｍｕｓ．ｓｐ（ＡＪ８５２５３４）有很近的亲缘关系，相似性达
１００％；Ｇ２、Ｇ９、Ｔ１、Ｇ１１与数据库中 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＧｌｏｕ
ｍｕｓ（ＡＭ７４６１３１）有很近的亲缘关系，其中 Ｇ２与其
最近，相似性达９４％；Ｇ３、Ｇ４与数据库中 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ
Ｇｌｏｕｍｕｓ（ＦＭ８７５８８８）有很近的亲缘关系，其中Ｇ４与
其最近；Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ８、Ｇ１０之间也有较近的亲缘
关系，其中 Ｇ５、Ｇ６和 Ｇ１０亲缘关系最近。
２．３．３　ＤＧＧＥ图谱的优势度　优势度代表某一特
定位置处条带的量占该样品中总体条带量的百分

数，与条带的明暗程度和条带的峰面积成正比，能

够反映各物种种群数量的变化情况。优势度越大，

表明该种群的优势地位越突出。图 ８为 Ｇ１等 １２
条条带在不同硫素水平下的优势度，以此来表明各

样品中的优势种群。

由图８可以看出，在同一样品中不同条带的优
势度具有不同程度的变化。以 ＳＳ１样品为例，ＳＳ１
样品中 Ｇ４条带的优势度最高，为 １６．９３％，Ｇ８条带
的优势度最低，为７．８９％，由此可知 ＳＳ１样品中 Ｇ４
为优势种群。同理，ＳＳ３、ＳＳ４和 ＲＳ１样品中，Ｇ２为
优势种群，其次为 Ｇ４；ＳＳ２样品中 Ｇ２也为优势种
群，其次为 Ｇ７；ＲＳ２样品中 Ｇ１１为优势种群；ＲＳ３样
品中 Ｇ１０为优势种群，其次为 Ｇ４；ＲＳ４样品中 Ｇ１０
为优势种群，其次为 Ｇ１和 Ｇ４。这表明在不同硫素
水平下，大豆根际土壤和根系中的优势种群不同。

图 ８　各样品中 １２条条带的优势度柱状图

Ｆｉｇ．８　Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｄｏｍｉｎａｎｃｅｄｅｇｒｅｅｏｆｔｗｅｌｖｅ

ｂａｎｄｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ

２．３．４　ＤＧＧＥ图谱的多样性指数　由表 ４可知，土
样样品中 ＳＳ２的 Ｈ值最大，ＳＳ４的 Ｈ值最小；根样
样品中 ＲＳ４的 Ｈ值最大，其次为 ＲＳ２，ＲＳ１的 Ｈ值
最小。综合土样和根样的 Ｈ值来看，在硫素水平为
Ｓ２时，ＡＭ真菌的多样性较好；硫素水平为 Ｓ１时，
ＡＭ真菌的多样性最差，表明适当施硫能够提高 ＡＭ
真菌的多样性，然而过高硫水平反而会抑制 ＡＭ真
菌的多样性。

表 ４　各样品的多样性指数（Ｈ）

Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ（Ｈ）ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ

样品编号

Ｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ
ＳＳ１ ＳＳ２ ＳＳ３ ＳＳ４ ＲＳ１ ＲＳ２ ＲＳ３ ＲＳ４

Ｈｖａｌｕｅ ２．９４３．２８２．９４２．７４３．２８３．７３３．６５３．８６

３　讨论

菌根是自然界的一种普遍现象，其研究越来越

受到重视。而 ＡＭ真菌不能离体培养，给遗传学及
生态学的研究带来了许多困难。近年来，人们试图

克服 ＡＭ真菌纯培养的难题，但并未能从根本上解
决

［１４］
。采用 ＰＣＲＤＧＧＥ技术从分子生物学角度对

ＡＭ真菌进行研究，避开了纯培养的难题，通过
ＤＧＧＥ图谱可以直接再现群落结构，具有快速、准确
等优点

［１５］
。

ＡＭ真菌对植物的侵染受许多生态条件的限
制，如土壤，宿主植物，营养因素，ｐＨ等。因此，不
同的硫素水平 ＡＭ真菌对大豆的侵染可能会有差
别，而研究证实了这一点，适当施硫能够促进 ＡＭ真
菌的侵染，高硫水平则抑制 ＡＭ真菌的侵染。出现
这种现象的原因可能是：在适当硫素水平下，大豆

根系膜透性好，ＡＭ真菌生长所需要的氨基酸、还原
性等糖代谢产物的外渗量增加

［１６］
，能够促进 ＡＭ真

菌菌丝的生长，提高侵染率；当土壤中硫素水平过

低时，硫素不能满足植物的生长需要，植株生长差，

光合作用减弱，根内可溶性糖浓度太低，外渗量小，
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影响 ＡＭ真菌生长，因此侵染率低；而高硫水平下，
大豆通过根系直接获得足够的硫营养，ＡＭ真菌对
大豆硫营养的贡献减少，因而侵染率降低。

ＡＭ真菌在土壤中存在后才能侵染大豆根系，
因此理论上讲，根样中出现的条带在土样中都应该

有，但研究中土样中条带相对较少，可能的原因是

由于土样中 ＡＭ真菌的孢子量较少。ＡＭ真菌在土
壤中能够生成外生菌丝和产生孢子，ＡＭ真菌的外
生菌丝在土壤中只能存活几天，而孢子存活的时间

相对较长
［１７］
。土壤中 ＡＭ真菌 ＤＮＡ的提取来源于

这２个方面，如果某些 ＡＭ真菌产生的孢子较少，那
么在提取土壤 ＤＮＡ的时候就很难将其提出来，因
此就可能导致本试验中土样的条带较少的现象。

另外，对１２条条带的测序显示，这１２条条带代表的
菌种均属于球囊霉属，表明球囊霉属是大豆根际和

根际土壤中的优势菌属，这与蔡柏岩等
［１８］
对大豆根

围丛枝菌根真菌鉴定结果相符。至于大豆根际土

壤中是否还存在其它种属的 ＡＭ真菌，仍需进一步
研究。
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