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丛枝菌根(Arbuscular mycorrhizae，AM) 是自然界中普遍存在的与植物共生的真菌 [1]。目前人们对AM真菌的基础研究主要是着眼于与植物共生的生化代谢机理和信号机制、遗传学、建立共生关系相关基因的研究[2-8]。虽然对AM真菌从土壤吸收磷的分子基础和基因调控已经有了较为深刻的研究，但是氮显然也是AM真菌通过侵染从土壤吸收后向植物根部输送的重要元素，也值得我们进一步的研究。AM真菌的根外菌丝（Extraradical mycelium，ERM）可以从周围的环境中吸收利用NH4+、NO3-和氨基酸，并将这不同来源的氮素运转至植物宿主[3-8]。而且AM真菌可以通过菌丝网络将氮从一植物转移至另一植物，明显地提高了寄主植物利用不同来源氮的机会。
AM真菌吸收不同的氮源，并如何向宿主植物运转氮的机制已有研究[4-7,9]，但是AM真菌如何运转并以何种形式向寄主植物运转氮的机制是由Bago等[10]提出的，并由作者等最近证明的[11-12]。作者利用农杆菌根基因质粒DNA转化的胡萝卜根（Ri T-DNA transformed carrot root） 与AM真菌根内球囊霉（Glomus intraradices）作为共生系统，主要开展研究了AM真菌的根外菌丝(ERM)对氮的吸收和运转机理，并提出了该共生系统中氮的吸收、运转及其代谢模型。但是，AM真菌利用不同氮源的能力及同化合成氨基酸的研究还不够清楚；同时对多种氨基酸吸收利用以及是否能分解利用多肽和蛋白质也还没有直接的证据。

1 材料与方法 

1.1 离体培养菌根
采用分割培养皿方法将发根农杆菌（Agrobacterium rhizogenes）Ri质粒DNA转化的胡萝卜根(Ri T-DNA transformed carrot roots)(Daucus carota L.)于24℃在含有4 g L-1植物胶的改进型M培养基中培养。菌根室的培养基依照Jin等[11]方法改进后限制氮浓度。

1.2 对不同氮源的吸收和15N的标记
真菌室中除了加无菌标准氨基酸混合液、多肽（Tri-Ala）、牛血清蛋白(Bovine serum albumin,BSA)，N标记物[15N, 98%]尿素、[15N, 98%]KNO3、[15N, 98%]谷氨酰胺、[U-13C, 98%]精氨酸、 [U-15N/13C, 98%]精氨酸 和 [15N, 98%]NH4Cl, 不加其他氮源。配好培养基后调节pH至6.0。 采用Jin等[11]的HPLC方法测定其中氨基酸的吸收，游离氨基酸和精氨酸(Arg)的浓度。
1.3 提取和分离自由氨基酸及同位素分析 

依据Jin等[11]的方法提取和分离自由氨基酸。通过将甲硅烷基化的提取物注射进Finnigan Trace MS 2000(Thermo Electron, Madison, WI, USA)，气相色谱/质谱分析氨基酸标记丰度。采用毛细管色谱柱(RTX-5MS, 0.25 mm×0.25 mm, 30 m长)，He作为载气，流速1 ml min-1。程序升温：注射后维持110℃ 2 min，随后以10℃ min-1升温至260℃，再维持5 min。电子冲击离子化能量为70 eV，检测器扫描质量范围为150~600 m/z, 时间为0.5 s。 
除了Arg, 鸟氨酸（Orn）和其他氨基酸是通过N-(特丁基二甲基硅)-N-甲基三氟乙酰胺(MTBSTFA)衍生化后测定M-57离子而确定。
1.4 数据分析

数据结果采用3次重复实验的平均值和标准差表示。用单向ANOVA和Tukey检验不同处理时所得的数据在统计学上是否具有显著差异(p ≤ 0.05)，其中表1的数据用t值检验 (SPSS软件, Illinois, USA) 。

2 结果与分析
2.1  AM真菌根外菌丝吸收同化不同的氮源生成氨基酸

如图1，研究发现AM真菌的根外菌丝可以吸收同化不同的无机氮（NO3-、NH4+）和有机氮(尿素、精氨酸和谷氨酰胺)，并且吸收的氮主要整合入谷氨酰胺（Gln）、谷氨酸（Glu）、天门冬酰胺（Asn）和精氨酸（Arg）中,因为这几种氨基酸的15N丰度最高。 但是Gln被吸收同化最少，其次是Arg，无机氮源最易被吸收同化，尤其是铵盐和尿素为氮源时，生成的氨基酸被15N标记最高。在含15NＨ4Ｃl的合成培养基中培养后，根外菌丝中的所有氨基酸皆被15N标记，并且精氨酸是所有氨基酸中含量最高的。如表1所示，培养3周后在根外菌丝可以达到227.9±5.8 nmol mg-1干重，Arg占所有氨基酸总氮的90%以上，并且其分解生成的鸟氨酸含量与其正相关。在含15N尿素培养基中培养后得到同样的结果。
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图1 丛枝菌根真菌菌丝吸收不同氮源时根外菌丝中的游离氨基酸15N丰度
表1丛枝菌根真菌菌丝吸收铵盐时菌根组织中的游离氨基酸浓度

	游离氨基酸
	菌根组织（nmol mg-1干重）

1周             3周
	根外菌丝（nmol mg-1干重）

1周            3周

	天门冬氨酸
谷氨酸
天门胨酰胺
谷氨酰胺
丝氨酸
甘氨酸
精氨酸
苏氨酸
丙氨酸
脯氨酸
酪氨酸
缬氨酸
蛋氨酸
异亮氨酸
亮氨酸
苯丙氨酸
赖氨酸
鸟氨酸
	0.40±0.01      6.87±0.56

3.09±1.91      7.35±0.74

21.01±12.52    4.80±0.23

14.05±5.49      8.3±0.38

1.54±0.83     3.12±0.21

-             -
3.64±2.50     9.85±0.59

0.58±0.31     1.84±0.11

1.43±0.90      1.2±0.08

0.22±0.12     0.80±0.23

0.38±0.21     0.74±0.12

0.91±0.50     1.44±1.43

0.76±0.70          -
0.65±0.39     0.64±0.07

0.59±0.33     0.94±0.03

0.26±0.16     0.37±0.12

0.19±0.10     0.92±0.06
3.94±1.22     3.67±1.66
	0.52±0.13    12.26±1.87

6.44±2.81    22.20±2.34

25.58±1.24   17.12±1.58

11.62±3.86    6.66±0.87

17.51±6.10   10.95±1.32

12.93±3.35    4.37±0.58

167.2±32.9*  227.9±5.8**
-              -
8.39±1.89    2.81±0.34

1.57±0.33    1.53±0.23

1.67±0.53    2.27±0.67

1.73±0.37    2.20±0.11

9.48±1.31         -
1.14±0.311   0.69±0.09

1.54±0.31    0.77±0.06

1.03±0.33    0.50±0.11

1.63±1.17    3.03±0.56
40.43±34.46  16.01±3.63


注：将其他氨基酸与精氨酸比较， **表示均差经独立t值检验极显著 (p≤0.01), *表示均差经独立t值经验显著(0.01＜p≤0.05）
但是，在以NO3-为氮源时所产生的Gln和Asn的15N丰度较铵盐和尿素为氮源时低，因为吸收同化硝酸盐较铵盐和尿素消耗更多的能量，所以吸收NO3-慢于铵盐和尿素。但是其中在吸收同化硝酸盐时产生更多的碳前体物质，于是产生的亮氨酸和缬氨酸较铵盐和尿素为氮源时多（图1）。
在根外菌丝吸收无机和有机氮后，将吸收的氮输运给菌根组织。如图2所示，除了根外菌丝中的所有氨基酸被15N标记（图1），菌根组织也皆被15N标记，因此说明AM真菌菌丝吸收氮素后，将氮输运给了菌根组织以合成氨基酸。菌根组织中的氨基酸，以无机氮为氮源时， 其15N丰度高于有机氮标记后的丰度，尤其以15N-Gln标记于根外菌丝时的菌根组织的氨基酸15N丰度最低。
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图2 丛枝菌根真菌菌丝吸收不同氮源时菌根组织中的游离氨基酸15N丰度
如图3，在无机氮硝酸盐和铵盐共存时，AM真菌根外菌丝以15NH4NO3为氮源时优先利用15NH4+,于是氨基酸皆被15N标记；而以NH415NO3为氮源时，氨基酸几乎未被15N标记。所以，铵盐是AM真菌较硝酸盐易吸收的氮源。
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图3 丛枝菌根真菌菌丝分别在15NH4NO3和NH415NO3培养时的氨基酸的15N丰度

2.2  AM真菌根外菌丝吸收氨基酸、多肽和蛋白质

当AM真菌根外菌丝培养在多种混合氨基酸中时（图4），除了Gln，可以吸收所有的氨基酸。但是无论是菌根组织还是非侵染根组织及根外菌丝对精氨酸的吸收速率均较其他氨基酸低。与菌根组织和非侵染根组织比较，根外菌丝吸收氨基酸的速率几乎达到前两者的5倍~10倍，尤其对Asn、甘氨酸（Gly）和丝氨酸（Ser）更易吸收。这表明了AM真菌作为大多数植物的共生菌在氮素吸收上较植物根有更强的能力，也进一步揭示了植物可以依赖AM真菌从更大范围吸收更多的氮素。
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图4 丛枝菌根真菌菌丝对多种混合氨基酸的吸收

此外，AM真菌无菌两室培养系统的根外菌丝培养基中分别加多肽Tri-Ala和牛血清蛋白BSA时，在培养6周后，如图5结果所示，其在根外菌丝室残留的浓度较初始浓度大幅下降，差异显著，说明根外菌丝能对该两种物质分解并吸收。
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注：菌丝室初始氮源浓度与残留浓度的均值比较经单向ANOVA 和Tukey’s test （α=0.05）检验差异显著

图5 丛枝菌根真菌菌丝对三肽丙氨酸（Tri-Ala）和牛血清白蛋白(BSA)吸收

2.3 以[U-13C]Arg示踪菌根菌丝内氮的运转

将AM真菌的根外菌丝培养在含有[U-13C] Arg的培养基中时，AM真菌的菌根组织和根外菌丝均有完整的[U-13C]Arg分子， 如图6所示。说明根外菌丝吸收Ａrg后将整个分子通过菌丝输送至根内菌丝。通过这些实验研究表明了AM真菌在吸收氮后储存于Ａrg，然后由菌丝运转至根内菌丝，再由根内菌丝将氮释放后转移给植物根。
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图6 丛枝菌根真菌菌丝被[U-13C] Arg标记后的菌根组织和菌丝中精氨酸的同位素分布

3 结 论

实验研究表明，AM真菌可以从周围环境吸收多种不同来源的氮，如尿素、NH4+、NO3-和多种氨基酸，但是吸收尿素和NH4+较其他氮源速度更快，而精氨酸是较难被吸收利用的氨基酸。研究中发现对谷氨酰胺吸收几乎为零，这可能是有更多的谷氨酰胺从菌丝组织中泄露的原因。后来，从培养基中提取并经同位素测定发现有相当的谷氨酰胺存在。同时，研究结果证明了AM真菌还可以分解利用多肽和可溶性蛋白质，这较Hodge等[6]提出的在非无菌条件下可以吸收有机氮的结论更具有说服力。

这些不同的外源氮一般都是通过AM真菌根外菌丝ERM内谷氨酰氨合成酶-谷氨酸合成酶（GS-GOGAT）途径和尿素循环被吸收利用的，而吸收的氮大都是整合入精氨酸Arg分子，因为每一Arg分子含有4个N原子，合成的精氨酸Arg可以被AM真菌根外菌丝ERM完整地运转至根内菌丝IRM，而且可以在菌丝体内双向运转[12]，从被运转的精氨酸释放出来的N以NH4+形式传递给植物寄主，并可以整合入菌根内的其他氨基酸。这些研究结论揭示了AM真菌吸收、运转和传递外源氮的机制。
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