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磷与信号抑制剂对外生菌根真菌分泌草酸的调控作用
杨红军，李勇，黄建国 *

西南大学资源环境学院，重庆 400715

摘要:【目的】磷是树木生长的必需营养元素之一，磷素营养丰缺条件下，研究外生菌根真菌的草酸分泌及调
控有益于揭示它们活化利用土壤无机磷的机理。【方法】试验设置低、正常、高 3 种不同磷浓度，液体培养外
生菌根真菌，研究了磷和 Ca2 +信号 /阴离子通道抑制剂对草酸分泌的调控作用。【结果】外生菌根真菌能分
泌大量的氢离子和草酸、乙酸、苹果酸、柠檬酸和丁二酸等多种有机酸，对溶解难溶性无机磷有重要作用。在
外生菌根真菌分泌的有机酸中，草酸占 15. 14% － 36. 01% ;低磷促进草酸分泌，正常和高磷则产生抑制作
用;培养液磷浓度和菌丝含磷量分别与供试菌种的草酸分泌速率呈显著或极显著负相关，相关系数依次为
r = － 0. 264* 和 r = － 0. 349＊＊，n = 60，* 表示显著(P0. 05)，＊＊表示极显著(P0. 01)，说明磷能调控外
生菌根真菌分泌草酸。在低磷胁迫下，钙调蛋白抑制剂、Ca2 +通道抑制剂、Ca2 +内膜通道抑制剂和阴离子通
道抑制剂显著抑制外生菌根真菌分泌草酸。但是，在正常和高磷条件下，草酸分泌速率低，未响应 Ca2 + 信
号 /阴离子通道抑制剂。【结论】供试外生菌根真菌能分泌大量的氢离子和有机酸(尤其是草酸)，有益于溶
解土壤无机磷，改善寄主植物的磷营养;供磷水平调控草酸分泌速率;在低磷胁迫下，Ca2 +信号是介导外生菌
根真菌分泌草酸的信号因子。
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磷是树木生长的必需营养元素之一。在热带和
亚热带森林土壤中，无机磷占土壤总磷量的 50% －
80%，主要以矿物态磷酸盐形式存在［1］，溶解后才
能被树木吸收利用。

外生菌根真菌是森林生态系统的重要成分，它
们与木本植物形成菌根后，外延菌丝伸入土壤，扩大
养分吸收空间［2］。显微观察表明，外延菌丝能穿透
坚硬的岩石和土壤矿物，形成充满菌丝的微孔，其顶
端的有机酸浓度高达 1000 μmol /L，它们与矿物中

的铁、铝、钙、镁离子发生络合作用，导致矿物溶解，
释放磷、钾、钙、镁等矿质元素，供给寄主植物［3 － 5］。
松树和桉树形成外生菌根后，能有效利用矿物态磷
酸盐，保持正常生长，而非菌根植物则相反［6 － 7］。利
用磷灰石和磷铁矿在培养牛肝菌(Boletus sp． )、松
乳菇 ( Lactarius deliciosus)、彩色豆马勃 ( Pisolithus
tinctorius)和粘盖牛肝菌( Suillus bovinus)时，它们能
分泌大量的草酸、乙酸、苹果酸等有机酸，溶解利用
矿物态磷酸盐［8 － 11］。此外，在豆科植物缺磷时，分
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泌有机酸速率增加，促进矿物风化，反之降低难溶性
无机磷的利用［12 － 15］。因此，磷的丰缺状况可能调控
外生菌根真菌分泌有机酸，进而影响土壤矿物态磷
的活化。

游离 Ca2 +是细胞内重要的第二信使，调控其生
命活动。在动、植物体内，Ca2 +信号具有多种生理和
生化功能，如参与神经传导、激活或抑制阴 /阳离子
通道、调节物质吸收与分泌、介导病原菌侵入的抗性
和免疫反应等［16 － 17］。在外生菌根真菌细胞内，Ca2 +

信号和阴离子通道活性调控钾离子吸收［18］。所以，
磷、钙信号和阴离子通道也可能调控外生菌根真菌
分泌草酸，但目前未见有关报道。为此，试验设置不
同的供磷状况，研究了外生菌根真菌的生长和草酸
分泌，以及草酸分泌对信号抑制剂的响应。

1 材料和方法

1. 1 供试菌种
在预备试验的基础上，选用我国不同生态条件

下，具有代表性的外生菌根真菌为供试菌种，包括彩
色豆马勃(Pisolithus tinctorius Pt 01)，从云南省普洱
市思茅松林土壤( pH 值 5. 77)中分离获得;松乳菇
(Lactarius deliciosus Ld 01 ) 和双色牛肝菌 ( Boletus
bicolor Bo 11)，来源于北亚热带重庆市金佛山的马
尾松林土壤 ( pH 值 4. 23 );粘盖牛肝菌属 ( Suillus
bovinus Sb 05)广泛分布于寒温带的油松森林土壤
中，采自于内蒙古大青山(pH 6. 47)［19］，由内蒙古农
业大学白淑兰教授捐赠。试验前，将供试菌种接种
于 Pachlewski 固体培养基上，25 1℃ 暗培养 14 d
备用。
1. 2 试验设计

在每 升 Pachlewski 培 养 液 中 加 入 0. 649 g
K2 SO4 代替 KH2PO4，并分别加入 0. 229、1. 147、
5. 736 g NaH2PO4 形成低磷、正常供磷和高磷培养
液。各取 25 mL 置于 150 mL 三角瓶中，103. 4 kPa，
121. 3℃蒸汽灭菌 30 min，冷却后接种一块直径约
6 mm的固体菌块，25 ± 1℃暗培养 21 d。合并菌丝
生物量较小的培养瓶，尽量使各瓶菌丝生物量基本
一致。然后，每瓶加入 1 mL 0. 1 mol /L CaCl2 继续
培养 24 h，再更换 25 mL 磷浓度不同的相应培养液，
并设置如下处理:(1) 150 μmol /L 三氟拉嗪 ( TFP，
钙调蛋白抑制剂);(2)8 μmol /L 剂钌红(ＲＲ，内膜

钙通道抑制);(3)150 μmol /L 异搏定 (VP，钙离子
通道抑制剂);(4)15 μmol /L 尼弗灭酸 (NIF，阴离
子通道抑制剂);(5)对照(不加任何抑制剂)。由此
形成 4 个菌种 × 3 种供磷水平 × 4 种抑制剂的三因
素试验，各处理重复 5 次。在 25 ± 1℃条件下，暗培
养 48 h。
1. 3 测定项目与方法

过滤收集菌丝，去离子水洗净，80℃ 烘干至恒
重，测定生物量;用硫酸-过氧化氢消化菌丝，用钼蓝
比色法测定其含磷量［20］。收集滤液，用 PHS-3C 精
密酸度计测定氢离子(H + )浓度，再经 0. 1NHCl 酸
化后用高效液相色谱仪(日本 HITACHI 公司生产)
测定有机酸含量。其色谱条件为:Diode Array L-
7455 紫外检测器，检测波长 210 nm;Ion-300 有机酸
分析专用柱( Phenomenex，Torrance，CA，USA)，柱
温 35℃，压力 450 Psi;2. 5 mmol /L 硫酸为流动相，
流速 0. 5 mL /min，进样量 20 μL。测定的有机酸包
括草酸、柠檬酸、苹果酸、丁二酸、乙酸等，其保留时
间(min)依次是 9. 57、11. 52、13. 31、15. 95、20. 72。
1. 4 数据处理

试验数据用 Excel 整理，SPSS Statistics 17. 0 进
行 LSD 法多重比较 ( P ＜ 0. 05 ) 和 Pearson 法相关
分析。

2 结果和分析

2. 1 菌丝生长
外生菌根真菌的生长速率因菌种不同而异。培

养 21 d 之 后，Ld 01 的 生 物 量 最 高，为
29. 58 mg / flask，Pt 01 和 Sb 05 次 之，分 别 是
17. 65 mg / flask和 15. 66 mg / flask，Bo 11 最低，为
7. 13 mg / flask。
2. 2 外生菌根真菌的含磷量

随培养液中的磷浓度提高，供试菌种含磷量显
著增加，高浓度比低浓度增加 1. 94 － 26. 6 倍 (图
1)。此外 Bo 11 的含磷量最高，Ld 01、Pt 01 和 Sb 05
之间无显著差异。
2. 3 外生菌根真菌的有机酸分泌

表 1 可见，在供试菌种的培养液中，均检测出草
酸和乙酸;Ld 01 和 Sb 05 的存在乳酸;Bo 11、Pt 01
和 Ld 01 的含有柠檬酸;Bo 11 和 Ld 01 的有丁二酸。
其中，Bo 11 培养液的草酸浓度最高，Ld 01 次之，Pt
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01 和 Sb 05 最低，高低相差 6. 40 倍;培养液中的乙
酸浓度变化于 38. 88 － 49. 40 mg /L，菌种间无显著
差异。5 种有机酸的总浓 Bo 11 和 Ld 01 显著高于
Pt 01 和 Sb 05，相差 3 倍以上。此外，草酸占有机酸
总浓度的 15. 14% － 36. 01%。

图 1． 外生菌根真菌的含磷量［mg /(g·dw) ］
Figure 1． Contents of phosphorus in the ectomycorrhizal fungi

［mg /( g·dw) ］．

2. 4 外生菌根真菌的 H +分泌
在 Bo 11和 Ld 01 的培养液中，H +总浓度显著高

于 Pt 01 和 Sb 05，相差 1. 71 倍。5 种有机酸电离产生
的 H + 浓度合计为 3. 26 × 10 － 3 － 5. 58 × 10 － 2 mg /L，
变化趋势同 H +总浓度，但仅占 H + 总浓度的1. 36% －
8. 45% (表 2)。
2. 5 磷和钙信号 /阴离子通道抑制剂对菌丝分泌草酸
的影响

表 3 可见，供试菌种不同，分泌草酸的平均速率也
不同。其中，Bo 11 最高［4. 84 mg /(g·dw·d)］，Ld 01
次之［1. 02 mg /(g·dw·d)］，而 Sb 04 和 Pt 01 分泌速率
较低，变化于 0. 37 －0. 49 mg /(g·dw·d)之间，高低相差
13. 08 倍。

供磷水平也显著影响外生菌根真菌分泌草酸。其
分泌速率低磷时最高，正常供磷次之，高磷最低，平均
值分别为 2. 48 mg /(g·dw·d)(低磷)、1. 65 mg /(g·dw·d)
(正常供磷)和 0. 91 mg /( g·dw·d)(高磷)。

表 1． 培养液中的有机酸浓度(mg /L)

Table 1． The concentrations of organic acids in the liquid culture mediums (mg /L)

Strain Oxalate Malate Citricate Succinate Acetate Total
Bo 11 103. 78a ND 42. 88a 92. 19a 49. 40a 288. 25a
Ld 01 42. 07b 136. 92a 30. 81ab 19. 01b 49. 03a 277. 84a
Pt 01 21. 00c ND 15. 73b ND 43. 43a 80. 16b
Sb 05 16. 22c 14. 91b ND ND 38. 88a 70. 01b

ND means not detected．

表 2． 培养液 H +浓度(mg /L)

Table 2． The concentrations of protons in the liquid culture mediums (mg /L)

Strain Bo 11 Ld 01 Pt 01 Sb 05

Total H + 0. 66a 0. 51a 0. 25b 0. 24b

H + ionized from organic acids 5. 58 × 10 － 2 a 3. 87 × 10 － 2 a 3. 63 × 10 － 3 b 3. 26 × 10 － 3 b
Total H + to H + ionized organic acids (% ) 8. 45 7. 59 1. 45 1. 36

In each line，the dates followed by different letters means significantly different (P ＜ 0. 05) ．

菌种和供磷条件不同，钙信号 /阴离子通道抑制

剂对菌丝分泌草酸速率的影响也不一样。在低磷条

件下，钙信号 /阴离子通道抑制剂均显著降低草酸分

泌速率。在正常供磷条件下，钙信号 /阴离子通道抑

制剂抑制 Ld 01 分泌草酸，但对 Bo 11、Sb 05 和 Pt

01 的草酸分泌速率无显著影响(VP 对 Pt 01 例外)。

在高磷条件下，钙信号 /阴离子通道抑制剂对供试菌

种分泌草酸无显著影响。

2. 6 外生菌根真菌草酸和氢离子分泌速率与磷的
相关性

表 4 可见，培养液磷浓度与菌丝含磷量呈极显
著正相关，与菌丝草酸和氢离子分泌速率显著或极
显著负相关，相关系数依次为 0. 457＊＊、－ 0. 264* 和
－ 0. 539＊＊ (n = 60);菌丝含磷量也与草酸和氢离子
分泌 速 率 呈极 显著 负相 关，相 关系 数 分 别 为
－ 0. 349＊＊和 － 0. 378＊＊ (n = 60)。此外，草酸与氢离
子分泌速率呈极显著正相关( r = 0. 776＊＊，n = 60)。
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表 3． 磷和信号抑制剂对外生菌根真菌分泌草酸速率的影响
Table 3． Effects of phosphorous and signal inhibitors on oxalate efflux rate of the ectomycorrhizal fungi

P levels Signal inhibitors
Oxalate efflux rate［mg /( g·dw·d)］
Bo 11 Ld 01 Pt 01 Sb 05

Low P CK 8. 86a 3. 77a 0. 80a 0. 63a
ＲＲ 5. 28bcd 2. 19c 0. 61bc 0. 45bcd
TFP 6. 80b 2. 79b 0. 44de 0. 46bcd
NIF 5. 81bc 1. 52d 0. 54bcd 0. 33def
VP 5. 60 bcd 1. 95cd 0. 47cde 0. 27f
averages 6. 47 2. 44 0. 57 0. 43

Middle P CK 5. 28bcd 1. 60d 0. 71ab 0. 53ab
ＲＲ 5. 38 bcd 0. 14e 0. 56 bcd 0. 44bcd
TFP 5. 35 bcd 0. 19e 0. 54 bcd 0. 41bcd
NIF 5. 29 bcd 0. 22e 0. 57 bcd 0. 36bcde
VP 4. 59de 0. 14e 0. 39de 0. 37bcde
averages 5. 18 0. 46 0. 55 0. 42

High P CK 2. 95f 0. 13e 0. 47cde 0. 23f
ＲＲ 2. 37f 0. 19e 0. 41de 0. 32def
TFP 3. 49ef 0. 22e 0. 31e 0. 25f
NIF 2. 59f 0. 12e 0. 33e 0. 28ef
VP 2. 90f 0. 13e 0. 28e 0. 29ef
averages 2. 86 0. 16 0. 36 0. 27

K Effect p = 0. 0001＊＊ p = 0. 0001＊＊ p = 0. 0001＊＊ p = 0. 1719ns
Inhibitor Effect p = 0. 1672ns p = 0. 0002＊＊ p = 0. 0002＊＊ p = 0. 0016＊＊

K × Inhibitor p = 0. 0029＊＊ p = 0. 0001＊＊ p = 0. 0324 * p = 0. 0006＊＊

Effect of strain p = 0. 0001＊＊

The dates followed by different letters means significantly differences( P ＜ 0. 05 ) ． * Means significant differences( P0. 05 )，＊＊ means extremely

significant differences (P  0. 01) ． ns means not significant differences (P ＞ 0. 05) ．

表 4． 培养液磷浓度、含磷量、草酸和氢离子分泌速率之间的相关性
Table 4. Correlation coefficients among concentration of phosphorus in culture media，

content of phosphorus in the ectomycorrhizal fungi and efflux ratio of proton and oxalate by the fungi

Correlation coefficients P in culture media Fungal P content Oxalate efflux rate H + efflux rate
P in culture media 1
Fungal P content 0. 475＊＊ 1
Oxalate efflux rate － 0. 264 * － 0. 349＊＊ 1

H + efflux rate － 0. 539＊＊ － 0. 378＊＊ 0. 776＊＊ 1

＊＊means extremely significant differences(P0. 01)，* means significant differences(P0. 05) ．

3 讨论

3. 1 外生菌根真菌分泌 H + 和有机酸的生物学
意义

在石灰性土壤中，H2PO4
－ /HPO4

2 － 通过一系列
沉淀反应形成氟磷灰石和羟基磷灰石;在酸性土壤
中，无机磷以铁、铝磷酸盐为主，如粉红磷铁矿和赤
磷矿等，还存在被水合 Fe2O3 包裹的磷酸盐矿物，即
蔽蓄态磷(O-P)。因此，土壤无机磷绝大部分以矿

物形式存在，难于被植物吸收利用［21］。在供试菌种
的培养液中，有机酸电离产生的 H +仅占 H +总浓度
的 1. 36% － 8. 45%，说明外生菌根真菌直接分泌了
大量的 H +。在低磷环境中，吸磷能力强的豆科植
物通过分泌 H + 溶解土壤无机磷，尤其是氟磷灰石
和羟基磷灰石等，提高其生物有效性［22］。外生菌根
真菌感染树木根系之后，外延菌丝广泛分布于土壤
中，成为木本植物吸收养分的重要辅助器官。外延
菌丝通过分泌 H +，也可能有效活化土壤中的矿物
态磷，供给树木营养［23 － 24］。
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从供试菌种的培养液中，分别检测到草酸、柠檬
酸、苹果酸、丁二酸和乙酸等有机酸，与 Jennifer、
Scholl 和 Landeweert 等［25 － 27］的研究结果相似，说明
外生菌根真菌能分泌多种有机酸。其中，供试菌种
均能分泌草酸和乙酸，且是主要有机酸之一。值得
注意 的 是，草 酸 属 共 轭 酸，不 仅 酸 性 强，而 且
［Al (C2O4) 3］

3 －和［Fe (C2O4 ) 3］
3 － 的络合常数分

别高达 2. 0 × 10 － 16和 3. 9 × 10 － 16，可络合岩石和含
磷矿物晶格中的铁、铝离子，使之风化分解，释放钾、
磷、钙、镁等营养元素［28］。乙酸的分子量小，电离系
数大(1. 75 × 10 － 5 )，可直接溶解含磷矿物［18］。因
此，外生菌根真菌分泌的草酸和乙酸有益于活化难
溶性无机磷，满足树木营养需要。
3. 2 磷对外生菌根真菌 H +和有机酸调控作用

随培养液中的磷浓度提高，外生菌根真菌的含
磷量增加，但 H + 和草酸分泌速率降低。培养液磷
浓度与供试菌种分泌 H +和草酸的速率分别呈显著
或极显著负相关，相关系数依次为 r = 0. 264* 和 r =
0. 539＊＊ (n = 60);菌丝含磷量也与之类似 ( rH + =

－ 0. 378＊＊，r草酸 = － 0. 349＊＊，n = 60)。说明在供磷
不足和吸收较少的条件下，促进外生菌根真菌分泌
H +和草酸，反之亦然。若类似现象发生在森林土壤
中，即在缺磷时，外延菌丝含磷量较低，分泌 H + 和
草酸的速率增加，促进含磷矿物溶解，释放磷酸盐，
供给吸收;相反，在磷丰富的土壤中，外生菌根真菌
分泌 H +和草酸的速率降低，减少含磷矿物溶解，避
免淋溶损失。因此，磷对外生菌根真菌分泌 H + 和
草酸的调控作用既能改善树木磷素营养，又具减少
土壤养分淋失的生理和生态意义。
3. 3 信号介导对外生菌根真菌分泌草酸的影响

低磷刺激供试菌种分泌草酸，Ca2 +信号 /阴离子
通道抑制剂对供试菌种分泌草酸均表现出抑制效
应。在研究中，这些钙信号抑制剂在短期时间内对
草酸分泌无抑制现象，随时间的延长，抑制作用才逐
渐显现(表 3)，说明 Ca2 +信号可能是介导外生菌根
真菌分泌草酸的信号因子。因此，推测外生菌根真
菌缺磷时，原初信号可能作用于细胞内的第二信
使———钙调素(CaM)，改变细胞内外的游离 Ca2 +的
分布，通过信号传递启动级联反应，促进草酸合成酶
基因表达或提高草酸合成酶活性，刺激阴离子通道
分泌草酸。相反，在正常供磷时，Ca2 + 信号 /阴离子
通道抑制剂对 Bo11、Sb 05 和 Pt 01 分泌草酸无显著

影响，仅 Ld 01 可能因草酸分泌速率高，而受到 Ca2 +

信号 /阴离子通道抑制剂的抑制。在供应高磷时，外
生菌根真菌分泌草酸均未响应 Ca2 +信号 /阴离子通
道抑制剂，说明改善磷素营养抑制草酸合成酶基因
表达或相关酶活性，这与铝胁迫下外生菌根真菌分
泌草酸的机制相似［29］。

4 结论

鉴于以上研究，得出如下结论:
(1)外生菌根真菌可分泌大量氢离子，以及草

酸、乙酸、苹果酸、柠檬酸和丁二酸等有机酸，有益于
矿物态无机磷释放，改善寄主植物的磷营养。

(2)外生菌根真菌可分泌草酸，同时受到供磷
水平的调控。在森林土壤中，此调控作用具有改善
森林磷素营养，防止土壤养分淋失的生理和生态意
义。

(3)低磷胁迫下，Ca2 + 信号是介导外生菌根真
菌分泌草酸的信号因子。
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Effect of phosphorus supply and signal inhibitors on
oxalate efflux in ectomycorrhizal fungi

Hongjun Yang，Yong Li，Jianguo Huang*

College of Ｒesources ＆ Environment，Southwest University，Chongqing 400715，China

Abstract:［Objective］ Phosphorous ( P) is one of the essential elements for tree growth in forests． It is beneficial to
characterize oxalate secretion by ectomycorrhizal fungi in response to P supply for understanding the mechanism of P
mobilization in soils． ［Method］ In the present experiment，the influence of P supplies and inhibitors of Ca2 + signal /
anion channel on oxalate efflux in ectomycorrhizal fungi was studied in the pure liquid culture with various P
concentrations． ［Ｒesults］ Ectomycorrhizal fungi released a large amount of H + and organic acids such as oxalate，
acetate，malate，citrate and succinate，which are important for mobilization of insoluble P in the soils． Oxalate accounted
for 15. 14% to 36. 01% of the total organic acids released by the fungi and was accelerated in culture solution under the
condition of low P supply，but inhibited under normal and high P． ［Conclusion］Ectomycorrhizal fungi released a large
amount of H + and organic acids，particularly oxalate，which might be beneficial to inorganic P mobilization in the soils
and improvement of P nutrition for their host plants．
Keywords: ectomycorrhizal fungi，phosphorus，Ca2 + signal，oxalate
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