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摘　要　以广西富川栽培的枳砧纽荷尔脐橙健康植株的根系为试验材料，探讨５种染色剂（苏丹
红Ⅳ、酸性品红、苯胺蓝、台酚蓝和Ｑｕｉｎｋ牌纯黑墨水）对根系 ＡＭ 真菌染色效果的影响。结果表
明，Ｑｕｉｎｋ牌纯黑墨水的染色效果最佳，根系ＡＭ真菌的菌丝、泡囊、丛枝等结构清晰可见，且不易
褪色、操作简单、安全无毒，适用于根系ＡＭ真菌的染色和制片观察。研究也显示ＡＭ真菌在广西
富川的枳砧纽荷尔脐橙根系上普遍存在。
关键词　柑桔；枳；根系；ＡＭ真菌；染色

　 　 丛 枝 菌 根 （ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ　ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ，

ＡＭ）真菌广泛分布于土壤中，是一类专性活
体营养共生菌，只有与活体植物根系建立共
生关系后，才能正常地生长、发育、繁殖并完
成生活史［１］。当 ＡＭ 真菌菌丝的一端着生
在根系内部，即形成丛枝菌根。ＡＭ 真菌发
达的根外菌丝能从土壤中吸收矿质营养元素

和水分等供寄主植物生长，另一方面则需要
寄主植物提供其自身生长所需的生长物质和

碳水化合物等［２］。许多研究表明，ＡＭ 真菌
不仅能够促进宿主植物对水分和土壤矿质元

素（尤其是磷、锌、铜等矿质元素）的吸收和利
用，增强宿主植物对贫瘠、干旱、病虫害等不
良环境的抵抗能力，还能改善土壤的理化性
状，促进植物生长，提高作物品质和产量［３－４］。
在栽培条件下，柑桔根系根毛短且少，甚至没
有，很大程度上依赖ＡＭ 真菌来增强吸收功
能［５］。因此，ＡＭ真菌对于促进柑桔生长、抗
性及果实品质具有重大意义。

ＡＭ 真菌侵染情况观察是 ＡＭ 真菌研
究的基础。多年来，学者们为找到安全无毒、

操作简单、染色效果稳定的根系ＡＭ 真菌染
色技术，针对不同的植物相继建立了多种染
色方法。Ｐｈｉｌｌｉｐｓ和 Ｋｏｒｍａｎｉｋ等［６－７］首先分
别报道了台酚蓝和酸性品红染色法，应用于
根系ＡＭ真菌观察。Ｖｉｅｒｈｅｉｌｉｇ等［８］首次将
醋酸墨水染色法应用于根系ＡＭ 真菌染色，
染色效果极佳。吴强盛等［９］用台酚蓝染柑桔
的根样可以清楚看到ＡＭ 真菌的各个结构，
但是没有明确显示丛枝结构的形态细节。
本研究比较了苏丹红Ⅳ、酸性品红、苯胺

蓝、台酚蓝、Ｑｕｉｎｋ牌纯黑墨水５种常用染色
剂对枳砧纽荷尔脐橙根系 ＡＭ 真菌的染色
效果，获得了较清晰的ＡＭ 真菌在根系中的
丛枝结构照片，建立安全可靠理想的染色方
法，为研究柑桔根系的ＡＭ真菌提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料　多年种植的枳砧纽荷尔脐橙根
系，于２０１９年１月２７日采自广西壮族自治
区贺州市富川瑶族自治县，均为健康植株的
根系，清水冲洗干净后，ＦＡＡ固定液［福尔马
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林（３８％甲醛）５ｍＬ＋冰醋酸５ｍＬ＋７０％酒
精９０ｍＬ］处理并室温保存。
苏丹红Ⅳ染色剂：苏丹Ⅳ染料０．１ｇ，溶

于１０ｍＬ　９５％酒精中，然后加入１０ｍＬ甘
油。酸性品红染色剂：酸性品红０．０５ｇ＋乳
酸－甘油－蒸馏水（１∶１∶１）混剂１００ｍＬ。
苯胺蓝染色剂：苯胺蓝０．１ｇ＋９５％酒精
１００ｍＬ。台酚蓝染色剂：台酚蓝０．０５ｇ＋乳
酸－甘油－蒸馏水（１∶１∶１）混剂１００ｍＬ。

Ｑｕｉｎｋ牌纯黑墨水染色剂：５％冰乙酸９５ｍＬ
＋Ｑｕｉｎｋ牌纯黑墨水５ｍＬ。

１．２　染色　染色方法参考文献［１］并略作改
进。取保存于ＦＡＡ固定液的根系，清水冲
洗干净用漏勺控干水分→根系剪成约１ｃｍ
长，放入组织包埋盒中，加入２０％ ＫＯＨ 溶
液（完全浸泡），９０℃水浴０．５ｈ，清水冲洗３
次并控干水分→加入碱性 Ｈ２Ｏ２（１０％ Ｈ２Ｏ２
１０ｍＬ＋氨水１ｍＬ＋蒸馏水１８９ｍＬ）室温
脱色２ｈ，用清水冲洗３次并控干水分→加
５％冰乙酸，室温酸化２ｈ，倒掉冰乙酸溶液，
将根系分装到离心管中→分别用供试染色剂
６６℃水浴染色１ｈ，完成后倒去染液，用清水
漂洗数次，再用清水浸泡１２ｈ以上脱色，
备用。

１．３　制片、显微观察和侵染率计算　取完成
染色处理的根段于载玻片上，挑出根中的坚
硬组织，将剩余组织平展在载玻片上，柑桔根
的皮为两层结构（外皮及内皮），轻轻地用尖
嘴镊子将外皮与内皮分开，每片平行摆放２
～４个根段，盖上盖玻片，用镊子轻轻敲压使
根段平展均匀。每个处理制片３张，３次重
复。使用尼康Ｅｃｌｉｐｓｅ　Ｃｉ－Ｌ和 ＤＳ－Ｒｉ２观察
和拍照。
按照ＢＧＣ使用的方法测定菌根侵染率：

在显微镜下检查每条根段的侵染情况，如菌
丝、泡囊、丛枝等，逐段打分（最低分为０，以
１０％分为一级，最高分为１００％。没有菌根
结构的根段为０，若该根段只有一半长度被
侵染则为５０％，若该根段全部被侵染记为
１００％，以此类推），记录不同分值的根段条

数，各分值根段条数与其分值乘积之和除以
观察根段总数，即为该样品的侵染率［１］。参
考公式：侵染率＝（∑分值×该分值根段数）／
观察根段总数。

２　结果与分析

２．１　不同染色剂染色效果　苏丹红Ⅳ：染色
后，不褪色，但染色不太均一。有些泡囊的内
含物染成橙色或橙红色很好辨认（图１Ａ－Ｃ）；
有些泡囊只是染上很浅的黄色，与背景很接
近、很难区别（图１Ｄ）。菌丝能染成橙色，但
是数量极少（图１Ｅ）；大部分菌丝没有染上颜
色，很难鉴别出来。丛枝结构染上很淡的颜
色，很难辨别清楚（图１Ｆ）。
酸性品红：染色后，ＡＭ真菌的菌丝和泡

囊都染上很好的颜色，与背景对比明显，但是
没有观察到丛枝（图２）。酸性品红染色效果
不稳定，同样的材料有些能染上很好的颜色，
有些却染不上色或是颜色很淡，且极易褪色。

　　苯胺蓝：染色后，根系的很多细胞也被染
成相同或是相近的颜色，ＡＭ 真菌的各个结
构很难辨别出来，不利于观察。泡囊染色效
果一般（图３Ａ）。菌丝染色效果不佳（图
３Ｂ），与背景色接近或是染色不连续。丛枝
染色效果不明显（图３Ｃ）。

　　台酚蓝：染色后，可以比较清晰地看到
ＡＭ真菌的泡囊和菌丝；但丛枝结构染色效
果不是很清晰，由于根皮层组织也染上了略
浅的颜色，因此背景反差小，边缘看得不是很
清晰（图４）。

　　Ｑｕｉｎｋ牌纯黑墨水：染色后，能清晰地观
察到ＡＭ真菌的泡囊、根外菌丝、根内菌丝、
丛枝等结构，这些结构均染成深蓝紫色且边
缘清晰，而且背景颜色淡，反差很大，清晰度
高，染色效果极佳（图５）。其中，泡囊的内含
物也能看到。可以清楚地看到，ＡＭ 真菌的
菌丝在柑桔根系细胞间生长，再长出侧枝深
入细胞内，其菌丝连续二叉式生长形成像花
椰菜的丛枝（ＡＭ 真菌在植物根系特有的典
型特征）（图５）。
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注：Ａ整体染色效果，Ｂ－Ｄ泡囊，Ｅ菌丝，Ｆ丛枝。

图１　苏丹红Ⅳ对柑桔丛枝菌根染色的效果

注：Ａ泡囊和菌丝，Ｂ－Ｅ泡囊，Ｆ菌丝。

图２　酸性品红对柑桔丛枝菌根染色的效果

注：Ａ泡囊，Ｂ菌丝，Ｃ菌丝和丛枝。

图３　苯胺蓝对柑桔丛枝菌根染色的效果
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注：Ａ泡囊，Ｂ菌丝，Ｃ丛枝。

图４　台酚蓝对柑桔丛枝菌根染色的效果

注：Ａ整体染色效果，Ｂ—Ｃ泡囊，Ｄ—Ｅ根上菌丝，Ｆ根内菌丝，Ｇ—Ｉ各种形态的丛枝。

图５　Ｑｕｉｎｋ牌纯黑墨水对柑桔丛枝菌根染色的效果

　　不同染色剂染色效果比较：不同染色剂
对ＡＭ 真菌结构染色的清晰度、反差效果、
保存时间以及染色剂的成本、毒性等方面存
在较大差别（见表１）。

２．２　侵染率　采用Ｑｕｉｎｋ牌纯黑墨水对在
广西富川所采集的枳砧纽荷尔脐橙植株根样

进行染色观察。结果表明，所有调查的根样
除了ＦＣ２没有被ＡＭ真菌侵染外，其余都被

９３



中 国 南 方 果 树 ２０２０年　第４９卷　第５期

表１　５种染色剂对枳砧纽荷尔脐橙根系ＡＭ 真菌染色效果

染色剂
染色
效果

反差
效果

保存时间
成本／
元·ｇ－１

毒性

苏丹红Ⅳ 一般 明显 很久不褪色 ３ 致癌疑似物

酸性品红 一般 明显 持续褪色 １０ 致癌疑似物
苯胺蓝 差 不明显 很久不褪色 １２ 致癌疑似物
台酚蓝 好 不明显 很久不褪色 １６ 致癌疑似物

Ｑｕｉｎｋ牌纯黑墨水 好 明显 很久不褪色 ２ 无毒

表２　富川不同采样点枳砧纽荷尔脐橙根系ＡＭ真菌侵染情况

编号 采样点
种植时
间／年

ＡＭ真菌不同结构侵染率／％
根外菌丝 根内菌丝 泡囊 丛枝

总侵染
率／％

ＦＣ１ 立新农场七队 ２５　 ６．１０　 ８６．６７　 ０．１７　 ６９．５０　 ８６．６７
ＦＣ２ 富阳镇木榔村 ６　 ０．１７　 ０　 ０　 ０　 ０
ＦＣ３ 柳家乡 ８　 ６．１７　 ８９．３３　 ３．２０　 ８３．３３　 ８９．５０
ＦＣ４ 立新农场一队 ３０　 ０　 １３．３３　 １２．６７　 ０　 １３．３３
ＦＣ５ 立新农场一队 ３０　 ０　 ９５．３３　 ９４．３３　 ０　 ９５．３３
ＦＣ６ 立新农场七队 ５　 １．８７　 ５８．３３　 ４５．３０　 ６．１０　 ５８．５０
ＦＣ７ 福利镇浮田村 ８　 ０．３３　 ８２．６７　 ５３．５０　 ０　 ８２．６７

ＡＭ 真菌侵染，菌根侵染率为
１３．３３％～９５．３３％（见表２），

ＡＭ真菌在广西富川的枳砧纽
荷尔脐橙根系上普遍存在。

　　从菌根侵染率来看，各个
样点根系的侵染率存在很大的

差别。富阳镇木榔村种植６年
的植株根系侵染率为０；立新
农场一队同为种植３０年的植
株，不同点的侵染率相差很大，
一个点仅为１３．３３％，另一个
点却高达９５．３３％；由此可见，
菌根侵染率与植株种植年限没

有必然的联系。菌根的侵染率
受众多环境因子的影响，如土
壤类型、ｐＨ值、养分、含水量和透气性等，任
何因子的变化或者因子间的交互作用，都会
影响ＡＭ真菌的侵染和扩展［１０］。

３　讨论与结论

根系菌根染色效果直接影响分析菌根定

殖的准确性，因此找到稳定可靠、反差大、安
全无毒的染色方法，十分必要。本试验以枳
砧纽荷尔脐橙根系为对象，当采用苏丹红Ⅳ
染色，ＡＭ真菌泡囊里的内含物染上很深的
颜色，但是菌丝和泡囊壁染上很浅的颜色或
染不上颜色，连续性不好；采用酸性品红染
色，泡囊和菌丝能染上很好的颜色，但是效果
不稳定，有些时候染不上色，并且持续褪色；
采用苯胺蓝染色，根的皮层细胞被染上较深
的颜色，但菌丝着色较浅，较难准确辨别；采
用台酚蓝染色，根的皮层细胞被染上较浅的
颜色，菌丝边缘不是特别清晰；采用 Ｑｕｉｎｋ
牌纯黑墨水染色，经清水浸泡过夜后，虽然根
的外皮层细胞颜色还比较深，但ＡＭ 真菌主
要侵染的内皮层细胞可基本完全脱色，ＡＭ
真菌各结构则仍然保持鲜亮的深蓝紫色，与
背景反差大，泡囊、菌丝和丛枝等 ＡＭ 真菌
典型结构均清晰可见，染色效果极佳。
台酚蓝和酸性品红是使用较多的染色

剂，但却存在不足，除了ＡＭ 真菌被染色外，
根皮层组织也会被染上相同而略浅的颜色，
使得ＡＭ 真菌的结构与根组织颜色反差不
大，不利于对丛枝结构等细节进行观察。Ｖｉ－
ｅｒｈｅｉｌｉｇ指出，台酚蓝和酸性品红都是致癌疑
似物，采用醋酸墨水与台酚蓝进行比较，两种
方法的侵染率测定结果并无差异，而醋酸墨
水法更简单和安全［８］。杨亚宁在 Ｖｉｅｒｈｅｉｌｉｇ
的研究基础上进行改进，发现 Ｑｕｉｎｋ牌纯黑
墨水在各方面的表现比Ｓｈａｅｆｆｅｒ牌纯黑墨水
更优异［１１］，这两种墨水中使用的染料有亮黑
（ＣＩ．２８４４０，ＣＩ．Ｆｏｏｄ　Ｂｌａｃｋ　１）和坚牢黄
（ＣＩ．１３０１５，ＣＩ．Ｆｏｏｄ　Ｙｅｌｌｏｗ　２），均为食用
色素，安全无毒［１２］。除 Ｑｕｉｎｋ牌纯黑墨水
外，其余４种染料都是致癌疑似物，长期使用
可能对操作者的健康有害，价格也比较高。
因此，采用Ｑｕｉｎｋ牌纯黑墨水染色可以兼顾
好的染色效果、准确且安全，适合枳砧柑桔嫁
接树根系ＡＭ真菌侵染检测、制片和观察。
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脐橙完全成熟期的可溶性固形物含量为

１３．６２％，维生素 Ｃ 含量为６３．４１ｍｇ／１００
ｇ［１４］。肖南等研究发现，广西贺州市不同脐
橙的可溶性固形物含量最高的为１２．５％［１５］。
本研究发现，浙江省脐橙的可溶性固形物含
量在１２．００％～１５．２５％之间，朋娜裂果率平
均达１４．４８％，纽荷尔裂果率平均为４．０４％，
其他品种（系）的裂果率平均为１０．０８％。综
合可溶性固形物含量、可食率和裂果率，在浙
江省纽荷尔脐橙的综合性状较朋娜和其他脐

橙品系佳。与全国脐橙主产地相比，浙江省
脐橙的品质总体较佳。
开展脐橙种质间亲缘关系分析，可为今

后的品种选育及改良提供参考，对保护基因
资源多样性和制定科学合理的选种、育种策
略均具有重要意义。本结果表明，根据遗传
距离，在供试１７份脐橙种质中，Ｑ００１、Ｑ００２、

Ｑ００３、Ｑ００６、Ｑ００７和 Ｑ０１３亲缘关系近，聚
为一类，为朋娜类；Ｑ０１７与 Ｑ０１８的遗传距
离为０．０７６２，说明脐橙４号有可能是纽荷尔
品种。将 Ｑ０１１、Ｑ０１５、Ｑ０１６、Ｑ０１７和 Ｑ１８
亲缘关系近，聚为一类，为纽荷尔类；其他材
料不能归为朋娜或纽荷尔。苍南产地的
Ｑ００４（脐橙２号）与其他各品种之间的遗传
距离远，说明并非纽荷尔和朋娜品种。Ｑ００５
和Ｑ００９的遗传距离为０．１８０　５，亲缘关系较
近，由此认为Ｑ００５（脐橙３号）并非朋娜系品
种，而有可能是与 Ｑ００９来源相同的日本大

山岛品种。
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