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感染内生真菌的羽茅对大针茅的化感作用研究

高　 远，李隔萍，施　 宏，刘　 慧，任安芝∗，高玉葆
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摘要：以羽茅（Ａｃｈｎａｔｈｅｒｕｍ ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ）为材料，采用室内生物测定法研究感染不同内生真菌的羽茅浸提液对大针茅（ Ｓｔｉｐａ
ｇｒａｎｄｉｓ）种子萌发和幼苗生长的化感作用，并采用气相色谱⁃质谱（ＧＣ⁃ＭＳ）联用技术对羽茅浸提液中的化学成分进行分析。 结

果表明：１．内生真菌感染可缓解宿主羽茅对群落优势种大针茅的化感作用；２．内生真菌感染对宿主羽茅化感作用的影响与内生

真菌种类有关，具体表现为相比于未染菌羽茅，感染 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ 可显著缓解宿主羽茅对大针茅的抑制作用，而感染

Ｎｅｏｔｙｐｈｏｄｉｕｍ ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ、Ｎｅｏｔｙｐｈｏｄｉｕｍ ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ 有缓解羽茅对大针茅化感作用的趋势，但未达到显著影响；３．羽茅浸提液中含有

２，４⁃二叔丁基苯酚、邻苯二甲酸、邻苯二甲酸二丁酯和硬脂酸甲酯等潜在化感物质，这 ４ 种物质相对含量的差异可能是不同内

生真菌感染状态的羽茅产生不同化感效应的主要原因；４．对羽茅浸提液中 ４ 种潜在化感物质的化感作用进行验证实验，结果表

明，２，４⁃二叔丁基苯酚对大针茅的化感作用基本表现为低浓度无影响，高浓度抑制，邻苯二甲酸二丁酯的化感作用表现为“低促

高抑”的效应趋势，而邻苯二甲酸和硬脂酸甲酯对大针茅均表现出“剂量效应”的化感作用趋势，即 ４ 种潜在化感物质在高浓度

时均可显著抑制大针茅的种子萌发和幼苗生长。
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植物化感作用（ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ）是指活体植物通过雨雾淋溶、茎叶挥发、根系分泌以及植物残体的腐解等途径

向环境中释放化感物质而影响其他有机体生长和发育的化学生态学现象［１］。 化感作用广泛存在于草地生态

系统中，并已成为当前生态学研究的热点［２］。 化感物质（ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌ）主要来源于植物的次生代谢产物［３］，
其可对邻近植物的生长发育（如种子萌发、幼苗生长）过程产生有利或有害的影响。 在自然界中，水溶性的化

感物质主要通过雨雾淋溶的方式进入土壤发生化感作用，因此，研究植物浸提液中的化感物质产生的化感作

用对草地植物种子萌发及幼苗生长的影响可为探究退化草地的恢复重建、植物的入侵机制提供理论依据，并
在阐明植物个体及种间的相互作用机制和构建植物群落中起重要作用［４⁃６］。

禾草内生真菌（ｆｕｎｇａｌ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ）是指能够在禾草中度过大部分或全部的生命周期，但不使宿主植物表现

明显病害症状的一大类真菌［７］，其中研究最多的是香柱菌属（Ｅｐｉｃｈｌｏё），其无性型被命名为 Ｎｅｏｔｙｐｈｏｄｉｕｍ
属［８］。 大量研究表明，感染内生真菌可使宿主禾草的竞争能力显著增强［９⁃１６］。 Ｖáｚｑｕｅｚ⁃ｄｅ⁃Ａｌｄａｎａ 等［１４］ 提出

内生真菌对宿主植物竞争能力的影响可能体现在三个方面：（１） 内生真菌能够促进宿主禾草的生长发育，进
而提高宿主的竞争优势，如 Ｖｉｌａ⁃Ａｉｕｂ 等［１７］发现，与未感染内生真菌植株相比，感染内生真菌显著提高了宿主

黑麦草（Ｌｏｌｉｕｍ ｐｅｒｅｎｎｅ）的种子萌发、分蘖生长和生物量的积累；Ｍａｌｉｎｏｗｓｋｉ 和 Ｂｅｌｅｓｋｙ 等［１８］研究表明，内生真

菌的存在可以促进宿主植物的根系发育和叶片生长。 （２） 内生真菌能增强宿主植物对昆虫［１９］ 和食草动

物［２０］的取食、病原菌［２１⁃２２］的侵染等生物干扰，以及干旱［２３］、低养分［２４］和重金属［２５］等非生物胁迫的抵抗能力，
使宿主植物的竞争能力显著增加。 （３） 内生真菌可引起宿主体内化学物质的变化进而改变植物的化感潜力，
但这一推测目前还缺乏足够的实验证据。

目前，对于禾草⁃内生真菌共生关系的研究多集中于高羊茅（Ｆｅｓｔｕｃａ ａｒｕｎｄｉｎａｃｅａ）和黑麦草等栽培禾草，
而对天然禾草⁃内生真菌相互作用的研究较少。 由于长期的定向选育，高羊茅和黑麦草等栽培禾草通常只感

染 １ 种内生真菌，而天然禾草可感染多种内生真菌［２６］。 Ｓｕｌｌｉｖａｎ 和 Ｆａｅｔｈ［２７］ 发现亚利桑那羊茅 （Ｆｅｓｔｕｃａ
ａｒｉｚｏｎｉｃａ）自然种群感染有 ２ 种内生真菌 Ｎ．ｔｅｍｂｌａｄｅｒａｅ 和 Ｎ．ｈｕｅｒｆａｎｕｍ；Ｉａｎｎｏｎｅ 等［２８］ 发现不同地理种群的雀

麦（Ｂｒｏｍｕｓ ａｕｌｅｔｉｃｕｓ）中也感染有 ２ 种内生真菌 Ｎ．ｐａｍｐｅａｎｕｍ 和 Ｎ．ｔｅｍｂｌａｄｅｒａｅ；Ｌｅｕｃｈｔｍａｎｎ 等［２９］甚至在三柄麦

（Ｈｏｒｄｅｌｙｍｕｓ ｅｕｒｏｐａｅｕｓ）中发现感染有 ６ 种不同内生真菌。 那么禾草的化感潜力是否因内生真菌种类的不同

而不同呢？ 目前尚未见报道。
内蒙古草原是我国重要的畜牧业生产基地，也是我国北方重要的生态防线［３０］。 魏宇昆等［３１］ 对内蒙古草

原天然禾草内生真菌感染状况调查发现，所调查的 ２１ 属 ４３ 种禾本科植物中，２７ 种感染有内生真菌。 其中，
羽茅（Ａｃｈｎａｔｈｅｒｕｍ ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ）的内生真菌感染率最高（８６％—１００％），分布范围最为广泛。 羽茅为禾本科芨芨

草属的一种多年生草本植物，在我国东北、华北等多个地区均广泛分布，多为伴生植物［３２］，而丛生禾草大针茅
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（Ｓｔｉｐａ ｇｒａｎｄｉｓ）是其所在群落的优势种。 本课题组前期的研究发现，同一地理种群的羽茅通常感染有 ２ 种

Ｅｐｉｃｈｌｏë 属内生真菌： 即 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ 和 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｇａｎｓｕｅｎｃｅ［３３］， 其中 Ｅ． ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ 只发现有无性型

Ｎｅｏｔｙｐｈｏｄｉｕｍ ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ（Ｎｓ），而 Ｅ． ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ 既有无性型 Ｎ．ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ（Ｎｇ）也有有性型 Ｅ． ｇａｎｓｕｅｎｃｅ（Ｅｇ） ［３４］，
因此，羽茅是研究不同种类内生真菌对宿主禾草影响的理想材料。 本实验以羽茅为材料，探讨感染不同内生

真菌的羽茅对其所在群落优势种大针茅的化感效应，并采用气相色谱⁃质谱（ＧＣ⁃ＭＳ）联用技术对羽茅浸提液

中的化学成分进行了分析，为进一步预测内蒙古草原的植被群落动态变化及草地生态系统的保护提供理论

依据。

１　 材料和方法

１．１　 种子的采集

羽茅种子于 ２０１２ 年采集自中国农业科学院呼伦贝尔草原生态系统国家野外科学观测研究站（１１９．６７°Ｅ，
４９．１００°Ｎ），海拔 ６２９ｍ，年平均降雨量约为 ３６７ｍｍ，年均温为－２℃，土壤为暗栗钙土。 对获得的种子使用苯胺

蓝染色法进行内生真菌的检测［３５］，结果表明采集地的羽茅种子中内生真菌感染率为 １００％。 对羽茅种子进行

内生真菌的分离纯化［３６］，首先从采自同一穗的种子中选择 ５ 粒饱满的种子放入 ７ｍＬ 离心管中，先在 ５０％硫

酸中浸泡 ２０ｍｉｎ，将硫酸倒出后用无菌蒸馏水冲洗 ３ 次，然后在 ３％次氯酸钠中浸泡 ２０ｍｉｎ，将次氯酸钠倒出并

用无菌蒸馏水冲洗 ３ 次，最后将种子保存在无菌蒸馏水中。 在无菌超净工作台内将表面灭菌后的羽茅种子接

种到 ＰＤＡ 培养基（２００ｇ ／ Ｌ 土豆，１５ｇ ／ Ｌ 琼脂，２０ｇ ／ Ｌ 葡萄糖）上。 之后使用封口膜将培养皿封好并将其置于

２５℃恒温培养箱中黑暗培养。 待白色菌丝从种子表面或边缘长出时，挑取菌丝进行 ３ 次单胞纯化以获得单胞

菌落。 以每个菌株的 ｔｕｂ Ｂ 和 ｔｅｆ Ａ 序列作为靶序列，用 ＧｅｎＢａｎｋ 中的 ＢＬＡＳＴ 程序搜索同源序列一起进行系

统发育分析，并结合形态学方法鉴定获得如下内生真菌：Ｎ．ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ、Ｎ．ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ 和 Ｅ．ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ。 采自同一穗

的种子通常感染同种内生真菌，将感染不同内生真菌羽茅的种子分为两份，一份置于 ４℃冰箱保存，另一份在

６０℃下高温处理 ３０ 天，以获得不染菌种子。 这种高温处理的方法能够使羽茅种子所感染的内生真菌失活，并
且对种子发芽、幼苗及成株生长均无显著不利影响［３７］。

大针茅为多年生密丛型旱生草本植物，是亚洲中部草原亚区最具代表性的建群植物之一，也是划分草原

植被的指示植物［３８］。 实验所使用的大针茅种子于 ２０１２ 年采集，由内蒙古大学梁存柱教授惠赠。
１．２　 不同内生真菌感染状况的羽茅种群构建

选取不同内生真菌感染状况的羽茅种子浸泡过夜后播种到直径 ２０ｃｍ 高 ２０ｃｍ，装满蛭石的塑料花盆中，
置于南开大学网室（允许透过 ８０％以上的自然光，不透水）培养，光照每天 ８ｈ 左右，温度 １０—３０℃。 待植株生

长一个月后，选取长势一致且生长良好的幼苗，每盆定株到 １０ 株用于实验。 每周浇灌 １ 次 Ｈｏａｇｌａｎｄ 完全营

养液，每次 ５００ｍＬ ／盆，从 ２０１５ 年 ４ 月 ５ 日至 ６ 月 ２９ 日共持续 ８５ 天。 不同内生真菌感染状况的羽茅各种植 ５
盆，收获后将同种内生真菌感染状况的羽茅绿叶混合备用。
１．３　 羽茅浸提液的制备

称取不同内生真菌感染状况的羽茅绿叶各 ２０ｇ，将其剪成 ２ｃｍ 长的小段，用 ２００ｍＬ 蒸馏水浸泡 ４８ｈ 后，双
重过滤。 第一重用定量滤纸过滤，第二重用 ０．４５μｍ 的滤膜过滤，制备得到不含微生物的浓度为 ０．１ ｇ ／ ｍＬ 的

羽茅浸提液原液，将原液稀释得到 ０．０１、０．０３ 和 ０．０５ ｇ ／ ｍＬ 的浸提液，置于 ４℃冰箱中冷藏备用。
１．４　 化感活性生物测定

试验采用室内生物测定法。 取直径 ９ｃｍ 的培养皿洗净、烘干后铺入两层灭菌滤纸，将消毒后的大针茅种

子均匀放入培养皿中，每皿 ５０ 粒，然后向培养皿中分别倒入 ６ｍＬ３ 种不同浓度的羽茅浸提液。 用蒸馏水处理

作为对照（ＣＫ），每个处理设 ６ 次重复。
将培养皿置于人工智能培养箱中恒温 ２５℃下暗培养 ３ｄ，从第 ４ｄ 起在温度 ２５℃、光照 １２ｈ 条件下培养。

试验期间适量补充浸提液以保持滤纸湿润。 种子开始发芽后，每天观察并记录发芽种子数目（胚根或胚轴突
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破种皮 １—２ｍｍ 为萌发），直至连续两天无种子萌发为止，从 ２０１５ 年 ７ 月 １６ 日至 ８ 月 １ 日共历时 １７ｄ。 计算

大针茅种子的发芽率及发芽势，计算公式［３９］如下：
发芽率＝（发芽种子数 ／供试种子总数）×１００％

发芽势＝（前 １０ｄ 内正常发芽的种子数 ／供试种子总数）×１００％
在培养期末，于每个培养皿中挑选 １０ 株健壮幼苗，用吸水纸吸干水分，用直尺测定每株幼苗的苗高和根

长，并用电子天平称量这 １０ 株幼苗的干重（１０５℃杀青 ０．５ｈ 后，７０℃烘干至恒重）。
１．５　 羽茅浸提液化学成分分析

选取化感活性较强的未染菌（Ｅ－）羽茅浸提液和活性较弱的感染 Ｅｇ 的羽茅浸提液进行气相色谱⁃质谱

（ＧＣ⁃ＭＳ）物质测定。 各取 １０ｍＬ 羽茅浸提液母液，加入等量的石油醚萃取得到石油醚萃取物，用旋转蒸发仪

在 ４０℃下浓缩至干，再用 １ｍＬ 石油醚溶解，进样 ＧＣ⁃ＭＳ 分析。
ＧＣ 条件：色谱柱为 ＨＰ⁃５ＭＳ；石英毛细管柱（３０ｍ×２５０μｍ×０．２５μｍ）；升温程序为初始温度 ７０℃，以 １５℃ ／

ｍｉｎ 的速率升至 １８０℃，保持 ５ｍｉｎ，再以 １０℃ ／ ｍｉｎ 升至 ２２０℃，保持 １５ｍｉｎ；载气为 Ｈｅ（９９．９９％），柱流速为

１ｍＬ ／ ｍｉｎ，不分流；进样口温度为 ２８０℃。
ＭＳ 条件：ＥＩ 离子源，离子源温度为 ２３０℃；电子能量为 ７０ｅＶ；扫描范围为 ３９—４５０ａｍｕ；采集方式为全

扫描。
采用 Ａｇｉｌｅｎｔ 数据分析软件和 ＮＩＳＴ１１ 谱库兼顾色谱保留时间定性，采用峰面积表示物质含量。 根据

“８０％原则” ［４０］，采用谱库匹配系数大于等于 ８０％的化合物进行分析。
１．６　 潜在化感物质的验证试验

参考周宝利［４１］等的方法。 将 ２，４⁃二叔丁基苯酚、邻苯二甲酸、邻苯二甲酸二丁酯和硬脂酸甲酯先用无水

乙醇溶解，再逐渐加入蒸馏水，配制得到 ０．０１、０．０５ 和 ０．１０ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的溶液，乙醇最终浓度为 １．５％，以 １．５％乙

醇作为对照（ＣＫ），设置 ６ 个重复。 取不同浓度的溶液 ６ｍＬ 分别加入铺有两层灭菌滤纸的干燥培养皿中进行

大针茅种子萌发和幼苗生长试验，具体方法同 １．４。
１．７　 数据处理

试验数据用 Ｅｘｃｅｌ２０１０ 软件录入，采用 ＳＰＳＳ２１．０ 软件进行数据的分析处理，文中数据均以“均值±标准

误”表示。

２　 结果与分析

２．１　 羽茅浸提液对大针茅种子萌发的影响

大针茅种子的发芽率受羽茅浸提液浓度的显著影响，且 ４ 种不同内生真菌感染状况的羽茅浸提液均表现

出“剂量效应”，即随浸提液浓度的增大，对大针茅种子发芽率的抑制作用逐渐增强（表 １，图 １）。 大针茅种子

的发芽率也受内生真菌的显著影响，具体表现在：３种浸提液浓度条件下，未染菌（Ｅ－）羽茅浸提液对大针茅

表 １　 不同内生真菌⁃羽茅共生体中，浸提液浓度、内生真菌感染状态对受体大针茅种子萌发和幼苗生长影响的方差分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ａｃｈｎａｔｈｅｒｕｍ ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ⁃ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ

ｓｙｍｂｉｏｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｓｔｉｐａ ｇｒａｎｄｉｓ

ｄｆ
发芽率 ／ ％

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ
发芽势 ／ ％

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
苗高 ／ ｃｍ

Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｈｅｉｇｈｔ
根长 ／ ｃｍ
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ

苗干重 ／ ｍｇ
Ｓｈｏｏｔ ｗｅｉｇｈｔ

根干重 ／ ｍｇ
Ｒａｄｉｃｌｅ ｗｅｉｇｈｔ

Ｆ ｐ Ｆ ｐ Ｆ ｐ Ｆ ｐ Ｆ ｐ Ｆ ｐ

Ｃ ２ ４５．１４９ ＜０．００１ ８２．１０４ ＜０．００１ １３１．４３６ ＜０．００１ ３７．６８０ ＜０．００１ １６５．４７９ ＜０．００１ １９．６７１ ＜０．００１

Ｅ ３ ６．４１８ ０．００１ ６．３４０ ０．００１ ２．６０９ ０．０５９ ０．６４６ ０．５８９ １０．３４８ ＜０．００１ ３．４１５ ０．０２３

Ｃ∗Ｅ ６ １．６６９ ０．１４４ ２．４１７ ０．０３７ ０．４３２ ０．８５５ ０．６４２ ０．６９６ １．２８８ ０．２７６ １．５３３ ０．１８３

误差 ６２

　 　 注：Ｃ： 浸提液浓度 ｅｘｔｒａｃｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，Ｅ： 内生真菌感染状态 ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ； 表中黑色字体表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
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图 １　 不同浸提液浓度和染菌状态对大针茅种子发芽率的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ Ｓｔｉｐａ ｇｒａｎｄｉｓ

　 图 ２　 不同浸提液浓度下，不同内生真菌感染状态对大针茅种子

发芽势的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｎ ｔｈｅ

ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ Ｓｔｉｐａ ｇｒａｎｄｉｓ ｕｎｄｅｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　

Ｅｇ， Ｅｐｉｃｈｌｏë ｇａｎｓｕｅｎｃｅ； Ｎｇ， Ｎｅｏｔｙｐｈｏｄｉｕｍ ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ； Ｎｓ，

Ｎｅｏｔｙｐｈｏｄｉｕｍ ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ；Ｅ－， ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ⁃ｆｒｅｅ

种子发芽率的抑制作用均最强，内生真菌感染可缓解宿

主羽茅对大针茅发芽率的抑制作用，且这种抑制效应与

内生真菌种类有关，相比于未染菌羽茅，感染 Ｅｇ 可显著

缓解宿主羽茅对大针茅的抑制作用，而感染 Ｎｓ、Ｎｇ 有

缓解羽茅对大针茅化感作用的趋势，但同 Ｅ－羽茅相比

未达到显著差异（表 １，图 １）。
大针茅种子发芽势受羽茅浸提液浓度和内生真菌

的交互影响（表 １，图 ２）。 ０．０１ ｇ ／ ｍＬ 浸提液处理下 Ｅ－
羽茅对受体发芽势的抑制作用显著高于感染 Ｅｇ 的羽

茅。 而 ０．０３ ｇ ／ ｍＬ 浓度水平下，感染 Ｎｇ 和未染菌（Ｅ－）
的羽茅浸提液对大针茅发芽势的化感作用强度显著高

于感染 Ｅｇ 的羽茅。 ０．０５ ｇ ／ ｍＬ 浸提液处理对大针茅种

子发芽势的抑制作用最强，但此浓度下内生真菌的感染

状况对受体发芽势的影响无显著差异。
２．２　 羽茅浸提液对大针茅幼苗生长的影响

２．２．１　 羽茅浸提液对大针茅幼苗苗高和根长的影响

大针茅幼苗的苗高受羽茅浸提液浓度的显著影响，
４ 种不同内生真菌感染状况的羽茅浸提液均表现出“低浓度无影响，高浓度抑制”的浓度效应趋势（表 １，图
３）。 与对照相比，０．０５ ｇ ／ ｍＬ 浓度水平的浸提液显著抑制受体的苗高，而 ０．０３ 和 ０．０１ ｇ ／ ｍＬ 浸提液水平对大

针茅的苗高无显著影响。 而内生真菌的感染状况对大针茅苗高的影响无显著差异（表 １）。
大针茅幼苗的根长也受羽茅浸提液浓度的显著影响，且不同内生真菌感染状况的羽茅浸提液的作用趋势

均表现为低浓度促进，高浓度抑制（表 １，图 ３）。 与对照相比，高浓度的 ０．０５ ｇ ／ ｍＬ 浸提液处理显著抑制受体

的根长生长，而 ０．０１ ｇ ／ ｍＬ 浓度水平可显著促进受体根的生长。 但内生真菌的感染状况对受体大针茅根长的

生长无显著影响（表 １）。
２．２．２　 羽茅浸提液对大针茅幼苗苗重和根重的影响

大针茅的幼苗苗重受浸提液浓度的显著影响，４ 种不同内生真菌感染状况的羽茅浸提液均表现出“低浓

度无明显作用，高浓度抑制”的效应趋势（表 １，图 ４）。 与对照相比，０．０５ ｇ ／ ｍＬ 浓度的浸提液对受体苗重表现

出显著的抑制作用，而 ０．０１ 和 ０．０３ ｇ ／ ｍＬ 浓度水平的羽茅浸提液对幼苗苗重无显著影响。 与苗高类似，大针
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图 ３　 不同浸提液浓度对大针茅幼苗苗高和根长的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｈｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ Ｓｔｉｐａ ｇｒａｎｄｉｓ

茅的幼苗苗重还受内生真菌的显著影响（表 １，图 ４），表现为 ３ 种浸提液浓度条件下，Ｅ－羽茅浸提液对大针茅

幼苗苗重的抑制作用均最强，感染 Ｅｇ 可显著缓解羽茅对大针茅幼苗苗重的抑制作用，而感染 Ｎｓ、Ｎｇ 有缓解

宿主羽茅对大针茅苗重化感作用的趋势，但同 Ｅ－羽茅的抑制作用相比未达到显著差异。

图 ４　 不同浸提液浓度和内生真菌感染状态对大针茅幼苗苗重和根重的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｈｏｏｔ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｒａｄｉｃｌｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ Ｓｔｉｐａ ｇｒａｎｄｉｓ
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大针茅幼苗的根重也受羽茅浸提液浓度的显著影响，不同内生真菌感染状况的羽茅浸提液的作用趋势均

表现为“剂量效应”，即随浸提液浓度的增加，大针茅幼苗根重受到的抑制作用逐渐增强（表 １，图 ４）。 另外，
受体大针茅的幼苗根重受内生真菌的显著影响（表 １，图 ４），表现在：３ 种浸提液浓度条件下，Ｅ－羽茅浸提液对

大针茅幼苗的根重均具有最强的抑制作用。 与未染菌羽茅相比，感染 Ｅｇ 可显著缓解羽茅对大针茅幼苗根重

的化感作用，而感染 Ｎｓ、Ｎｇ 的羽茅对大针茅根重的抑制作用同 Ｅ－羽茅相比未达到显著差异。
２．３　 羽茅浸提液化学成分分析

对化感活性较强的未染菌（Ｅ－）羽茅和化感活性较弱的感染 Ｅｇ 的羽茅浸提液样品经石油醚萃取后进行

气相色谱⁃质谱联用仪分析，并通过标准质谱数据库 ＮＩＳＴ１１ 进行计算机检索，鉴定出 Ｅ－羽茅浸提液中含有 １９
种物质，而感染 Ｅｇ 的羽茅浸提液含有 １７ 种物质（表 ２），其中，Ｅ－羽茅浸提液中主要有烷烃类化合物（１８．
３９％）、酯类（５．０７％）、有机酸（２．９３％）、对二甲苯（２．６８％）、萘（２．６１％）、醇类（１．７４％）和酚类（１．３７％）；而感染

Ｅｇ 的羽茅浸提液中的主要成分是烷烃类化合物（１８．４７％）、酯类（２．６０％）、对二甲苯（２．３６％）、萘（１．９４％）、有
机酸（１．８９％）、醇类（１．２７％）和酚类（０．６５％）。 两种化感活性不同的浸提液中均含有 ２，４⁃二叔丁基苯酚、邻
苯二甲酸、邻苯二甲酸二丁酯和硬脂酸甲酯，只是化感活性较强的 Ｅ－羽茅浸提液中的上述 ４ 种物质含量均高

于 Ｅｇ 羽茅。

表 ２　 不同化感活性的羽茅浸提液化学成分

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｌｅｌｏｐｈｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ Ａｃｈｎａｔｈｅｒｕｍ ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ

编号
Ｎｏ．

化合物名称
Ｎａｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ

分子式
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｏｒｍｕｌａ

Ｅ－⁃羽茅峰面积
Ａｒｅａ ｏｆ

Ｅ－⁃Ａ．ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ ／ ％

Ｅｇ⁃羽茅峰面积
Ａｒｅａ ｏｆ

Ｅｇ⁃Ａ．ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ ／ ％

１ 对二甲苯 ｐ⁃Ｘｙｌｅｎｅ Ｃ８Ｈ１０ ２．６８ ２．３６

２ 二十八烷 Ｏｃｔａｃｏｓａｎｅ Ｃ２８Ｈ５８ ０．２６ ０．３４

３ 十氢化⁃ ２，３⁃二甲基萘烷 Ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ，ｄｅｃａｈｙｄｒｏ⁃２，３⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃ Ｃ１２Ｈ２２ ３．６１ ２．８２

４ 萘 Ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ Ｃ１０Ｈ８ ２．６１ １．９４

５ 十四烷 Ｔｅｔｒａｄｅｃａｎｅ Ｃ１４Ｈ３０ ４．２１ ５．１４

６ 二十烷 Ｅｉｃｏｓａｎｅ Ｃ２０Ｈ４２ ４．３３ ２．３９

７ ９⁃甲基⁃二十六烷 Ｈｅｘａｃｏｓａｎｅ，９⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃ Ｃ２７Ｈ５６ ２．２１ －

８ 十八烷 Ｏｃｔａｄｅｃａｎｅ Ｃ１８Ｈ３８ ０．４６ １．０２

９ ２，４⁃二叔丁基苯酚 Ｐｈｅｎｏｌ，２，４⁃ｂｉｓ（１，１⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ） Ｃ１４Ｈ２２Ｏ １．３７ ０．６５

１０ 十六烷 Ｈｅｘａｄｅｃａｎｅ Ｃ１６Ｈ３４ ０．３６ ０．２８

１１ ７，９⁃二甲基十六烷 Ｈｅｘａｄｅｃａｎｅ，７，９⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃ Ｃ１８Ｈ３８ － ２．３６

１２ 二十一烷 Ｈｅｘａｄｅｃａｎｅ Ｃ２１Ｈ４４ ０．４４ ０．６６

１３ 二十五烷 Ｐｅｎｔａｃｏｓａｎｅ Ｃ２５Ｈ５２ １．２１ －

１４ 芳樟醇 Ｌｉｎａｌｏｏｌ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １．７４ １．２７

１５ ９⁃甲基⁃十九烷 Ｎｏｎａｄｅｃａｎｅ，９⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃ Ｃ２０Ｈ４２ ０．１８ ０．４６

１６ 邻苯二甲酸 Ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ Ｃ８Ｈ６Ｏ４ ２．９３ １．８９

１７ 二十七烷 Ｈｅｐｔａｃｏｓａｎｅ Ｃ２７Ｈ５６ ０．４８ ３．００

１８ ３⁃甲基⁃十七烷 Ｈｅｐｔａｄｅｃａｎｅ，９⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃ Ｃ１８Ｈ３８ ０．６４ －

１９ 邻苯二甲酸二丁酯 Ｄｉｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ Ｃ１６Ｈ２２Ｏ４ ３．７９ ２．０７

２０ 硬脂酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｓｔｅａｒａｔｅ Ｃ１９Ｈ３８Ｏ２ １．２８ ０．５３

２．４　 潜在化感物质的验证试验

如表 ３ 所示，２，４⁃二叔丁基苯酚对大针茅的化感作用基本表现为“低浓度无影响，高浓度抑制”的现象。
与对照相比，当浓度为 ０．０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，２，４⁃二叔丁基苯酚除显著促进了大针茅幼苗的苗高生长外，对其余指

标均无显著影响；当浓度为 ０．０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，２，４⁃二叔丁基苯酚显著抑制了大针茅种子的发芽率、发芽势及幼

苗的根长生长；当浓度为 ０．１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，除苗干重外，大针茅的发芽率、发芽势、苗高、根长和根干重等指标
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均受到显著抑制。
邻苯二甲酸对大针茅的化感作用表现为“剂量效应”的浓度效应趋势。 与对照相比，当浓度为 ０．０１ 和 ０．

０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，邻苯二甲酸均显著抑制了大针茅种子的发芽率、发芽势和根干重，但 ０．０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的邻苯二甲

酸对大针茅种子发芽率、发芽势的抑制效应达到极显著水平；当浓度为 ０．１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，除幼苗根长外，大针

茅的发芽率、发芽势、苗高、苗干重和根干重等指标均受到邻苯二甲酸的显著抑制。
邻苯二甲酸二丁酯对大针茅的化感作用表现为“低促高抑”的效应趋势。 与对照相比，０．０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 浓度

的邻苯二甲酸二丁酯显著促进了大针茅种子的发芽率、苗高和苗干重；当浓度为 ０．０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，邻苯二甲酸

二丁酯对大针茅幼苗的苗高有显著抑制作用，对其余指标无显著影响；而当浓度为 ０．１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，除根长和

根干重外，大针茅的发芽率、发芽势、苗高和苗干重等指标均受到显著抑制。
与邻苯二甲酸类似，硬脂酸甲酯对大针茅的化感效应趋势也表现为“剂量效应”。 与对照相比，当浓度为

０．０１ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，硬脂酸甲酯显著抑制了大针茅种子的发芽率、发芽势和苗高；而 ０．０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的硬脂酸甲

酯抑制作用更强，对大针茅种子的发芽率、发芽势、苗高和苗干重均有显著抑制；当浓度为 ０．１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，除
根干重外，大针茅的发芽率、发芽势、苗高、苗干重和根长等指标均受到硬脂酸甲酯的显著抑制。

表 ３　 四种潜在化感物质对大针茅种子萌发和幼苗生长的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｓｔｉｐａ ｇｒａｎｄｉｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

发芽率
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ ／ ％

发芽势
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ／ ％

苗高
Ｓｅｅｄｌｉｎｇ
ｈｅｉｇｈｔ ／ ｃｍ

根长
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｃｍ

苗干重
Ｓｈｏｏｔ

ｗｅｉｇｈｔ ／ ｍｇ

根干重
Ｒａｄｉｃｌｅ

ｗｅｉｇｈｔ ／ ｍｇ

２，４⁃二叔丁基苯酚 ＣＫ ８１．２４±２．１８ａ ７５．６４±３．３６ａ ８．２６±０．４２ｂ ５．７４±０．３４ａ ２３．４３±１．０２ａｂ ７．６６±１．２７ａ

０．０１ ７３．４０±３．４２ａｂ ６２．３８±２．８１ａｂ １０．２１±０．３７ａ ４．２１±０．１７ａｂ ２７．２６±２．１７ａ ７．４８±０．６９ａ

０．０５ ５９．７６±２．７７ｂ ５７．４２±３．１６ｂ ７．６２±０．３３ｂ ３．７６±０．２６ｂ １８．３９±０．８７ａｂ ６．７１±０．５５ａｂ

０．１０ ４２．１６±１．８６ｃ ３５．６７±１．３８ｃ ４．２５±０．５２ｃ ３．９２±０．３８ｂ １７．６５±０．４２ｂ ６．２８±０．３１ｂ

邻苯二甲酸 ＣＫ ８１．２４±２．１８ａ ７５．６４±３．３６ａ ８．２６±０．４２ａ ５．７４±０．３４ａ ２３．４３±１．０２ａ ７．６６±１．２７ａ

０．０１ ６２．１６±２．１６ｂ ５７．６８±２．４５ｂ ６．７８±０．４７ａｂ ４．３６±０．５７ａ １９．３５±２．３１ａ ６．３９±０．７３ｂ

０．０５ ４６．２６±３．２１ｃ ４２．３７±１．７９ｃ ６．４６±０．３９ａｂ ４．５７±０．２４ａ １７．８７±１．６９ａｂ ６．５６±０．３７ｂ

０．１０ ３５．６５±１．７５ｃ ３０．５４±２．１７ｃ ４．５７±０．２９ｂ ４．１３±０．３１ａ １５．４２±１．３７ｂ ５．８４±０．５２ｂ

邻苯二甲酸二丁酯 ＣＫ ８１．２４±２．１８ｂ ７５．６４±３．３６ａ ８．２６±０．４２ｂ ５．７４±０．３４ａ ２３．４３±１．０２ｂ ７．６６±１．２７ａ

０．０１ ９２．３５±２．６２ａ ６８．４７±３．２５ａ １２．４６±０．５７ａ ５．８６±０．３５ａ ３１．３７±１．５６ａ ７．８６±０．７５ａ

０．０５ ７７．５１±２．４７ｂ ７１．３６±２．３７ａ ６．４５±０．３６ｃ ４．３６±０．２５ａ ２３．５６±０．９５ｂ ６．３５±０．５４ａ

０．１０ ５６．９４±１．８２ｃ ５２．８２±２．４６ｂ ５．１６±０．４２ｃ ４．５７±０．３６ａ １８．７４±０．７７ｃ ６．５１±０．２８ａ

硬脂酸甲酯 ＣＫ ８１．２４±２．１８ａ ７５．６４±３．３６ａ ８．２６±０．４２ａ ５．７４±０．３４ａ ２３．４３±１．０２ａ ７．６６±１．２７ａ

０．０１ ５８．２６±２．４７ｂ ５２．６５±３．１７ｂ ６．３７±０．２５ｂ ４．３６±０．２５ａｂ １９．４７±１．５６ａｂ ７．３９±０．４６ａ

０．０５ ４５．８５±３．１２ｂｃ ４３．２６±２．３７ｂ ５．６７±０．４１ｂ ４．１５±０．２７ａｂ １６．５９±１．０８ｂ ７．５７±０．３５ａ

０．１０ ３１．４６±１．５７ｃ ２７．３５±２．７５ｃ ５．２６±０．３５ｂ ３．２６±０．４１ｂ １５．８６±１．３７ｂ ６．３８±０．２６ａ

３　 讨论

关于内生真菌感染对宿主植物化感潜力的影响目前只在高羊茅和黑麦草等栽培禾草中有研究报道，而且

内生真菌对宿主化感作用影响的结论也不一致。 如 Ｓｕｔｈｅｒｌａｎｄ 等［４２］发现感染内生真菌的多年生黑麦草对白

三叶草（Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ）的化感效应显著强于未染菌植物；Ｖáｚｑｕｅｚ－ｄｅ－Ａｌｄａｎａ 等［４３］ 的研究也表明相比于未

染菌宿主植物，染菌高羊茅的根部浸提液能显著抑制百脉根 （ Ｌｏｔｕｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｓ） 和车前草 （ Ｐｌａｎｔａｇｏ
ｌａｎｃｅｏｌａｔａ）等目标植物的幼苗生长。 但 Ｓｐｒｉｎｇｅｒ 等［４４］ 的结果却发现，高羊茅对 ５ 种豆科植物的种子萌发、幼
苗生长的化感作用与内生真菌无显著相关性。 Ｒｅｎｎｅ 等［４５］ 也发现，高羊茅对南美本地草原植物种子萌发和

幼苗生长的抑制效应并不受到内生真菌感染与否的影响。 本研究以群落伴生种羽茅和群落优势种大针茅为

实验材料，发现未染菌羽茅的化感作用最强，感染内生真菌可缓解宿主羽茅对群落优势种大针茅的化感作用，
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本实验结果一方面说明内生真菌感染没有提高宿主植物的干扰性竞争能力，另一方面也为解释自然生境中感

染内生真菌的羽茅和大针茅长期共存的现象提供了实验依据。 本实验室前期的研究中，我们发现内生真菌对

宿主羽茅的生长发育和抗性方面具有正效应，如李夏［３６］ 研究发现，与未染菌羽茅相比，内生真菌感染显著增

加了宿主羽茅的绿叶生物量和地上部分总生物量的积累，从而促进了宿主的生长发育；秦俊华等［４６］ 发现，内
生真菌可显著提高宿主羽茅对东亚飞蝗的抗性；而谢凤行等［４７］的研究结果表明，内生真菌对宿主植物羽茅在

抗病原菌侵染方面具有一定的增益作用。 因此，对于羽茅而言，内生真菌感染是通过促进宿主植物的生长和

增强其抗逆性而增强宿主植物的竞争力的。
相比于内生真菌种类较为单一的栽培禾草，天然禾草通常感染有多种内生真菌，而内生真菌种类对宿主

影响的研究主要集中植物的生长和抗性方面，在生长方面，Ｉａｎｎｏｎｅ 等［２８］发现 ２ 种内生真菌 Ｎ． ｐａｍｐｅａｎｕｍ 和

Ｎ． ｔｅｍｂｌａｄｅｒａｅ 对宿主雀麦属植物生物量的影响有显著差异，Ｎ． ｐａｍｐｅａｎｕｍ 对宿主生物量的贡献显著高于 Ｎ．
ｔｅｍｂｌａｄｅｒａｅ。 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 等［４８］的研究也表明，不同的内生真菌 Ｎ． ｔｅｍｂｌａｄｅｒａｅ 和 Ｎ． ｈｕｅｒｆａｎｕｍ 对宿主生物量的有

益影响在所有处理下均有显著差异。 但 Ｏｂｅｒｈｏｆｅｒ 等［４９］ 发现不同种类的内生真菌 Ｅ． ｈｏｒｄｅｌｙｍｉ、Ｅ． ｓｙｌｖａｔｉｃａ
ｓｓｐ． Ｐｏｌｌｉｎｅｎｓｉｓ 和 Ｅ． ｂｒｏｍｉｃｏｌａ 对宿主三柄麦属植物营养生长的影响均无显著差异。 抗性方面，Ｂｒｅｍ 等［５０］ 发

现，感染无性型菌株对宿主禾草抗虫性的增益作用显著强于有性型菌株。 而李夏［３６］发现，不同内生真菌对宿

主羽茅生长的影响不同，感染 Ｎｇ 的羽茅绿叶生物量显著高于 Ｎｓ－羽茅共生体，而感染 Ｅｇ 的羽茅绿叶生物量

同感染 Ｎｇ 和 Ｎｓ 的羽茅无显著差异。 本研究也表明，不同种类内生真菌感染的羽茅对受体大针茅种子萌发

和幼苗生长的化感效应有显著差异，与未染菌羽茅相比，感染 Ｅｇ 可显著缓解宿主羽茅对大针茅的抑制作用，
而感染 Ｎｓ、Ｎｇ 有缓解羽茅对大针茅化感作用的趋势，但未达到显著影响。

植物体内的化感物质往往是微量的，提取、分离和鉴定具有一定的难度。 现代化学鉴定手段的进步为植

物化感物质的分离鉴定提供了有力的技术支持，气相色谱⁃质谱仪（ＧＣ⁃ＭＳ）是常用的鉴定化感物质的仪

器［５１］。 刘成等［５２］利用 ＧＣ⁃ＭＳ 方法分离鉴定出芦苇中含有的化感物质有棕榈酸甲酯、２－甲基烯丙醇等。 邬

彩霞等［５３］用 ＧＣ⁃ＭＳ 技术鉴定出香豆素可能是黄花草木樨浸提液中的主效化感物质。 董晓宁等［５４］ 采用 ＧＣ⁃
ＭＳ 技术分离鉴定了多花黑麦草的化感物质有草酸、邻苯二甲酸及其衍生物等。 本研究通过 ＧＣ⁃ＭＳ 技术从化

感活性较强的未染菌羽茅浸提液中鉴定得到了 １９ 种物质成分，其中 ２，４⁃二叔丁基苯酚、邻苯二甲酸、邻苯二

甲酸二丁酯和硬脂酸甲酯已分别在茄子［５５］、萝卜［５６］、莴苣［５７］、南美蟛蜞菊［５８］中被证实具有化感活性，对化感

活性较弱的感染 Ｅｇ 的羽茅浸提液运用 ＧＣ⁃ＭＳ 技术分离得到 １７ 种化学成分，其浸提液中也含有 ２，４⁃二叔丁

基苯酚、邻苯二甲酸、邻苯二甲酸二丁酯和硬脂酸甲酯，但感染 Ｅｇ 的宿主羽茅体内这 ４ 种化感物质的含量低

于未染菌羽茅，这可能是两种羽茅浸提液化感活性具有显著差异的原因。 对羽茅浸提液中 ４ 种潜在化感物质

的化感作用进行验证试验，结果表明，２，４⁃二叔丁基苯酚对大针茅的化感作用表现为低浓度无影响，高浓度抑

制，邻苯二甲酸二丁酯的化感作用表现为“低促高抑”的效应趋势，而邻苯二甲酸和硬脂酸甲酯对大针茅表现

出“剂量效应”的化感作用趋势，４ 种潜在化感物质在高浓度时均可显著抑制大针茅的种子萌发和幼苗生长，
这与 ＧＣ⁃ＭＳ 测定得到的结果一致。 当然，由于 ＧＣ⁃ＭＳ 不能对植物中的热不稳定性和一些大分子代谢产物进

行分析［５９］，本研究不排除羽茅中还存在其他种类的化感物质，因此进一步研究羽茅中潜在的化感物质，并分

析其化感成分的作用和转化机理将成为以后研究的方向。
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