
Botanical Research 植物学研究, 2012, 1, 1-7 
http://dx.doi.org/10.12677/br.2012.11001  Published Online April 2012 (http://www.hanspub.org/journal/br) 

Responses of Three Endophyte Fungi Species Isolated 
from Natural Grass to Abiotic Stresses 

Maoying Wei, Lijia Yin, Tong Jia, Minjie Zhu, Anzhi Ren, Yubao Gao 

College of Life Sciences, Nankai University, Tianjin 
Email: happygirlwmy521@163.com, ybgao@ nankai.edu.cn 

 
Received: Feb. 23rd, 2012; revised: Mar. 20th, 2012; accepted: Mar. 21st, 2012 

 
Abstract: Biological and physiological characteristics of three Neotyphodium species, isolated from native 
grasses, were compared with the model endophyte Neotyphodium coenophialum, isolated from tall fescues, 
under different temperature, water and salt conditions. Three Neotyphodium species included Neotyphodium 
gansuense, Neotyphodium sibiricum and Neotyphodium sp., among which N. sp. was isolated from Leymus 
chinensis while the other two species were isolated from Achanatherum sibiricum. The results showed that 
the optimal temperature for the four endophytes was 25˚C. The model endophyte N. coenophialum was un-
able to grow at 32˚C, but the other endophytes were able to grow at 10˚C - 32˚C. Four fungi could not grow 
when the PEG concentration was 15%. For N. sp., it tended to increase when PEG concentration was 10%, 
and this situation is similar to N. coenophialum. For N. gansuense and N. sibiricum, the growth was not in-
fluenced till the PEG concentration was up to 10%. Under the treatment of NaCl, the biomass of N. sibiricum 
and N. coenophialum significantly increased, but the growth of N. gansuense and N. sp. were significantly re-
strained at 0.3 mol/L NaCl. N. sibiricum was unable to grow at 1.5 mol/L NaCl, but N. coenophialum can still 
grow under 3 mol/L NaCl. As a result, three species of endophytes which were isolated from native grasses 
can tolerate high temperature than the model endophyte. For the ability of resistance to osmotic stress, only N. 
sp. is similar to the model endophyte and two endophytes from A. sibiricum was significantly lower than 
model endophyte. For different salt stress, the tolerance of three native species was significantly lower than 
the model species. 
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摘  要：从天然禾草羽茅和羊草中分离获得 3 种不同的内生真菌，即 Neotyphodium gansuense、

Neotyphodium sibiricum 和 Neotyphodium sp.。在不同的温度、盐分和渗透胁迫条件下比较 3 种内生真

菌的生长状况，并以分离自高羊茅中的模式菌株 Neotyphodium coenophialum 为对照。结果表明，3 种

内生真菌与模式菌株的最适生长温度均为 25℃，但模式菌株 N. coenophialum 在 32℃时没有生长，而

从天然禾草中分离获得的内生真菌在 10℃~32℃温度范围内均可生长。当 PEG 浓度超过 15%时，3 种

内生真菌与模式菌株均不能生长，N. sp.在 10%时仍长势良好，与 N. coenophialum 相似，而 N. sibiricum

和 N. gansuense 在 10% PEG 浓度时，生长受到显著抑制。在盐分处理时，N. sp.和 N. gansuense 在 0.3 

mol/L 的 NaCl 浓度下，生长受到显著抑制；而 N. sibiricum 在 1.5 mol/L 的 NaCl 浓度时生长才受到显

著抑制，但耐盐性均不及 N. coenophialum，后者在 3.0 mol/L 的 NaCl 浓度下还可以生长。总体看来，

从天然禾草中获得的 3 种内生真菌与模式菌株相比较，耐高温的能力更强；耐渗透胁迫的能力只有羊
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草中的 N. sp.与模式菌株接近，而羽茅中的两种菌株的耐渗透胁迫能力却显著低于模式菌株；对于不

同的盐浓度胁迫，3 种菌株的耐盐性都显著低于模式菌株。不同种类内生真菌在渗透胁迫方面的耐性

与其宿主植物表现相一致。 
 
关键词：Neotyphodium；内生真菌；生理；天然禾草；抗逆性 

1. 引言 

内生真菌是指其生活史的某一时期生活在植物

组织内，并且没有引起该宿主植物明显病害症状的一

类真菌[1]。内生真菌与植物共生在自然界是非常普遍

的，在一些重要的林木、灌木与草本中相继发现了内

生真菌的存在，甚至在蕨类、苔藓、藻类中也有发现。

Petrini(1991)估算，每种植物平均大约有 4~5 种专性内

生真菌，而全世界内生真菌种类已达到在 100 万种以

上。目前，人们发现在近 80 属 290 多种禾草中含有

内生真菌，所以禾草类内生真菌与宿主植物的关系受

到了广泛关注，这些内生真菌大部分属于子囊菌纲的

香柱菌属，其中从香柱菌属演化而来的无性型

Neotyphodium 与禾草的关系尤为密切，受到广泛关

注。 

关于内生真菌对禾草的影响研究主要集中在与

内生真菌共生的两种人工禾草高羊茅(Festuca arun- 

dinacea Schreb.)和黑麦草(Lolium perenne L.)上，在对

高羊茅——内生真菌共生关系的研究中，多数学者以感

染内生真菌Neotyphodium coenophialum的KY31 品种

为研究对象，已有的大量研究表明，内生真菌感染能

显著提高宿主高羊茅对非生物胁迫如干旱[2-5]、高温
[6]、盐碱[7]、刈割[8]、营养[9]等的耐性。 

真菌种类不同，所具有的耐非生物胁迫特点也不

相同。如 Whiting 等人研究发现 Phaeoacremonium 

inflatipes 的最适生长温度是 30℃；在水势为–8.3 MPa

时，P. chlamydospora 仍可以生长[10]。李婷等人发现

低质量浓度的铜镉处理(7.5 mg/L)均促进了 Boletus 

edulis 菌丝的生长[11]。Carvalho 等研究发现 Glomus 

geosporum孢子在盐浓度为 20‰时比 10‰时有更强的

萌发力[12]。 

在对菌根真菌和宿主植物相互关系的研究中，研

究者发现对高温、干旱等非生物胁迫具有很好抗性的

菌株也能够增强宿主植物的抗性。如 Subramanian 等

人发现 G. intraradices 具有一定的抗旱性[13]，当将该 

真菌接种到玉米并进行干旱实验后发现，接种组比对

照组具有较高的叶片水势和叶面积比以及较低的气

孔导度，显著提高了玉米的耐旱能力[14]。黄艺等人研

究发现，不同真菌对环境中的过量盐，具有不同的抗

性，如红绒盖牛肝在 0.1 mol/L Na2SO4中长势良好[15]，

对盐碱土生长下的油松接种红绒盖牛肝后发现，接种

植物生物量比未接种对照的生物量高出 43.58%[16]，大

大缓解了盐渍土壤对宿主植物的抑制作用。我国有丰

富的内生真菌资源，目前在我国的天然草地中发现含

有内生真菌的禾草已经有 13 属 25 种禾草[17]。具有抗

性的内生真菌菌株也有类似于菌根真菌中发现的提

高宿主植物抗性的能力，如 Chunjie Li 发现 N. coe-

nophialum 在 pH5 的培养基上不影响生长，在 pH3 时

能略有生长[18]，将含有该菌的高羊茅进行 pH3 的酸性

胁迫，发现相比于对照，染菌组具有较高的生物量和

分蘖[19]。因此在体外条件下对不同来源的内生真菌进

行抗性筛选，不仅可以对内生真菌的抗性进行比较，

而且可以进一步将筛选的抗性内生真菌人工转接到

不感染内生真菌的植物中以提高其抗逆能力。 

本文以从内蒙古草原广泛分布的野生牧草羽茅

(Achnatherum sibiricum (L.) Keng) 和羊草 (Leymus 

chinensis (Trin.) Tzvel.)中分离的内生真菌为研究对

象，并以分离自高羊茅中的模式菌株 N. coenophialum

为对照，在离体培养条件下，通过比较 3 种内生真菌

在不同温度、盐分和渗透条件下的生长特性以探讨不

同种内生真菌的抗逆性差异及其对宿主植物可能存

在的有益作用，从而为揭示两者共生关系本质提供科

学依据。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料 

羊草和羽茅均为内蒙古中东部草原常见种，多数

地理种群中的羊草不感染内生真菌或感染率极低，只

有阿巴嘎旗种群的染菌率较高(最高达 80%)。而在此
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分布区中的羽茅，内生真菌的感染率均接近于

100%[20,21]，只是其中的内生真菌种类随生境的不同有

所差异，在偏干旱的环境中，内生真菌 N. sibiricum

占优势，在水分充足的环境中，内生真菌 N. gansuense

占优势[22]。 

供试菌种：分离自高羊茅的 N. coenophialum 其

菌落白色毛毡状，质地紧密，气生菌丝较短，产孢少，

生长最慢；分离自羽茅的 N. gansuense 菌落白色，绵

状疏松，气生菌丝较丰富，生长最快，是在中国发现

的第一个 Neotyphodium 内生真菌[23]；分离自羽茅的

N. sibiricum 生长速率与 N. gansuense 较大不同，生长

缓慢，质地紧密。分离自羊草的 N. sp.其菌落白色，

绵状疏松，气生菌丝较丰富，产孢多，生长较快。 

2.2. 方法 

2.2.1. 测定生长曲线 

将四种内生真菌培养在 50 ml 三角瓶中，每瓶添

加 YM 液体培养基 40 ml，放在摇床上控制条件为 25

℃，200 r/min。每天定时用剪过的枪头取 1 ml 等分到

96 微孔板中，用酶联免疫检测仪在 630 nm 处测定吸

光度值。以 YM 培养基的吸光度值为对照，用吸光度

值的平均值对时间(d)做四种内生真菌的标准生长曲

线，每天重复数 3 瓶。 

2.2.2. 温度处理 

将四种内生真菌在 PDA 培养基上 25℃培养几周

作为备用菌落。在 9 cm 的培养皿中注入 PDA 培养基，

用 3.7 mm 的打孔器在备用菌落边缘打孔并注入到试

验用培养基中央。将培养皿分别置于 10℃、25℃、32

℃、37℃下培养，每个处理重复 5 次，一个月后测定

菌落直径。 

2.2.3. 渗透胁迫处理 

PEG 是一种惰性的非离子长链多聚体，易溶于

水，具有很强的吸水性，使溶液中水分子减少，从而

降低了溶液的渗透压，且 PEG 无毒性，并且不能被内

生真菌吸收利用，因此可以作为渗透调节剂模拟干旱

胁迫。用聚乙二醇-6000(PEG 6000)调节渗透势[24]，通

过添加不同质量的 PEG 6000 可以形成不同的渗透胁

迫处理来模拟干旱胁迫。实验设定 6 个处理梯度，浓

度分别为 0%、5%、10%、15%、20%、25%。取 1 ml

对数期的菌液加入到三角瓶中，于摇床上 25℃，200  

r/min 培养，每个处理重复 5 次。待培养期末，用真空

抽滤机抽滤在滤纸上，并用蒸馏水冲洗数次，将菌丝

与滤纸置于烘箱内 80℃烘干至恒重，冷却后分析天平

称重。 

2.2.4. 盐分处理 

用 NaCl 调节 YM 培养基的盐分浓度。将 N. sp.

与 N. gansuense 的盐浓度设定为 0、25、50、100、200、

300 mmol/L；N. sibiricum 盐浓度设定为 0、250、500、

1000、1500、2000 mmol/L；KY31 的盐浓度设定为 0、

250、500、1000、1500、2000、3000 mmol/L。取 1 ml

对数期的菌液加入到三角瓶中，于摇床上 25℃，200 

r/min 培养，每个处理重复 5 次。待对照组菌丝长满后，

用真空抽滤机抽滤在滤纸上，并用蒸馏水将培养基冲

洗干净，将菌丝与滤纸置于烘箱内 80℃烘干至恒重，

冷却后分析天平称重。 

2.3. 数据处理 

采用 SPSS16.0 单因素方差分析来计算各处理对

不同内生真菌生长百分数的差异显著性。 

3. 结果 

3.1. 温度对内生真菌生长的影响 

N. coenophialum，N. sp.，N. gansuense，N. sibiricum

四种内生真菌在 10℃和 32℃下都能生长，在 25℃状

态下生长最好；在 37℃下只有 N. gansuense，N. si-

biricum 略有生长。N. sp.，N. gansuense，N. sibiricum

三种内生真菌 32℃的生长与 10℃时无显著差异，而

N. coenophialum 在 32℃时生长状况要显著差于 10℃。

说明本实验所采用的 3 种内生真菌与模式菌株相比具

有较好的耐高温特性(图 1，图 2)。 

3.2. PEG 模拟干旱对内生真菌生长的影响 

N. sp.与 N. coenophialum 在 10% PEG 浓度下都能

正常生长，在 15%浓度时基本不生长；N. gansuense，

N. sibiricum 在 5%浓度处理下能够正常生长，在 10%

浓度时基本不能生长。对于分离自羊草的 N. sp.，5%

与 10%浓度的 PEG 都能明显促进它的生长。而对于

羽茅中的两种菌 N. gansuense 与 N. sibiricum，N. 

gansuense 的耐旱性要优于 N. sibiricum(图 3)。 
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Figure 1. Effect of different temperature on growth of four endophyte. Different letters indicate significant differences (P < 0.05) 
图 1. 不同温度条件下四种内生真菌的生长情况。图中的不同字母代表处理之间显著性差(P < 0.05) 

 

 

Figure 2. Effect of different temperature on growth of four endophyte, 10℃, 25℃, 32℃, 37℃. Different letters indicate different endophyte. 
(a) N. coenophialum; (b) N. sp.; (c) N. gansuense; (d) N. sibiricum 

图 2.不同温度条件下四种内生真菌的生长情况，每幅图中四列从左到右处理温度依次为 10℃、25℃、32℃、37℃。不同字母代表四种菌。

(a) N. coenophialum；(b) N. sp.；(c) N. gansuense；(d) N. sibiricum 
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Figure 3. Effect of different drought stress on growth of four endophyte. (a) N. coenophialum; (b) N. sp.; (c) N. gansuense; (d) N. sibiricum. 
Different letters indicate significant differences (P < 0.05) 

图 3. 不同 PEG 浓度胁迫下四种内生真菌生长百分数。(a) N. coenophialum；(b) N. sp.；(c) N. gansuense；(d) N. sibiricum。图中的不同字

母代表处理之间显著性差异(P < 0.05) 
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3.3. 盐分胁迫对内生真菌生长的影响 

由图 4 可以看出，当氯化钠浓度达到 1.5 mol/L

时，N. coenophialum 生长才开始受到抑制，在 3 mol/L

的浓度下，仍可以生长。N. sp.在 50 mmol/L 浓度时生

长良好，在 300 mmol/L 氯化钠浓度时生长才受到显

著抑制。N. gansuense 在 200 mmol/L 氯化钠浓度以下

时，生物量无明显变化，生长状况良好；但在低浓度

处理如 25 mmol/L、50 mmol/L 氯化钠浓度时，生物

量略有增加，当处理浓度达到 300 mmol/L 时，生长

受到抑制，差异显著。当盐浓度从 0~1 mol/L 递增时，

N. sibiricum 生长并未呈现出抑制现象，可以看出其对

盐浓度变化的适应能力较强，当氯化钠浓度达到 1.5 

mol/L 时，N. sibiricum 完全不能生长，3 种内生真菌

耐盐能力由大到小的顺序为 N.sibiricum，N. sp.，N. 

gansuense。 

4. 讨论 

以人工禾草高羊茅和黑麦草为材料的大量研究

表明，内生真菌感染可以显著提高宿主植物的抗逆

性，比如干旱[5]、高温[6]和盐碱[7]胁迫等，而这些耐性

与 Neotyphodium 属内生真菌的作用密切相关。已有研

究表明，对非生物胁迫具有优良耐性的菌根真菌也能

提高宿主植物的相应耐性。我国有丰富的内生真菌资

源，到目前为止，在天然草地中至少发现有 13 属 25 

种禾草带有内生真菌[25]，如果具优良耐性的内生真菌

也被证实能够增强禾草宿主的相应耐性，那么我们就

可以通过筛选抗性菌株，然后人工导入到天然禾草

中，以提高天然禾草的耐性。 

通过与模式菌株比较发现，3 种分离自我国天然

禾草中的内生真菌的耐高温、低温性无显著差异，均

优于模式菌株。四种 Neotyphodium 属内生真菌的最适

生长温度都是 25℃，且在 10℃~32℃条件下都可以生

长，这与 White 等人(1987)报道的 N. coenophialum 的

最适生长温度是 25℃相同[26]；Li(2006)发现 N. gan-

suense、N. coenophialum 菌的最适生长温度也是 25℃，

超过 35℃时菌落不能生长[18]。 

我们对内生真菌进行渗透胁迫实验发现，羽茅中

的两种内生真菌 N. gansuense 与 N. sibiricum，在 10% 

PEG 浓度下基本不能生长，但是 N. gansuense 的耐旱

性略好于 N. sibiricum，但都不及 N. sp.和模式菌株的

耐旱性好。N. sp.、N. gansuense、N. sibiricum 三种内

生真菌在耐渗透胁迫能力上与感染该种内生真菌的

植物表现相一致，本研究中内生真菌菌株 N. sp.是从

分布于较干旱的阿巴嘎旗羊草分界点分离获得，内生

真菌 N. gansuense、N. sibiricum 从分布于较湿润生境

中的羽茅分离得到，从宿主植物所处的原生生境可

知，感染内生真菌的羊草的耐旱性明显好于羽茅的耐

旱性，这一结果与菌根真菌中的研究结果相一致，如

Morte 等人发现 Terfezia claveryi 真菌具有一定耐旱 
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Figure 4. Effect of different salt stress on growth of four endophyte. (a) N. coenophialum; (b) N. sp.; (c) N. gansuense; (d) N. sibiricum. Dif-
ferent letters indicate significant differences (P < 0.05) 

图 4. 不同氯化钠浓度胁迫四种内生真菌生长百分数。(a) N. coenophialum；(b) N. sp.；(c) N. gansuense；(d) N. sibiricum。图中的不同字母

代表处理之间显著性差异(P < 0.05) 
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性[27]，在含有该菌的植物 Helianthemum almeriense 上

进行水分胁迫实验，在水分胁迫后期，菌根化植株的

水势、存活量、净光合、N、P、K 含量等均比非菌根

化植物高[24]。 

Carvalho 等 [12]研究发现盐度的增加对 Glomus 

geosporum 孢子的萌发没有显著影响，且在盐浓度为

20‰ 时比 10‰ 时有更强的萌发力，将感染 G. 

geosporum 的羊草进行盐碱胁迫发现，染菌植物具有

较高的根冠比和分蘖数[28]，即耐盐菌株的感染也显著

增强了宿主植物的耐盐性。本研究中，三种内生真菌

的耐盐性均不及模式菌株，N. coenophialum 在 3 mol/L

的氯化钠浓度下仍可以生长，表现出非常强的耐盐

性，宿主植物的耐盐性与内生真菌相类似，1% NaCl

浓度下，感染 N. coenophialum 的高羊茅与未感染的相

比有更高的叶片存活率[7]。 

总之，从天然禾草中获得的 3 种内生真菌与模式

菌株相比较，耐高温的能力更强；耐渗透胁迫的能力

只有羊草中的 N. sp.与模式菌株接近，而羽茅中的两

种菌株的耐渗透胁迫能力却显著低于模式菌株，这与

野外观测到染菌羊草分布于较干旱的地区，而羽茅分

布于较湿润的生境下相符，不同种类内生真菌在渗透

胁迫方面的耐性与其宿主植物表现相一致；对于不同

的盐浓度胁迫，3 种菌株的耐盐性都显著低于模式菌

株，而含有相应抗性菌株的羊草和高羊茅在该抗性方

面也具有相应的提高。对于天然禾草而言，内生真菌

是一个丰富的资源库，可以进行活体研究，通过体外

筛选不同优势的抗性菌株，人工导入到天然禾草中，

研究能否提高天然禾草的耐性，从而增加牧草的产

量，阐明内生真菌与天然禾草之间的相互关系将会对

生态农牧业带来巨大的经济效益和生态效益。 
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