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摘要：【目的】探讨亚硒酸钠和内生真菌对中华羊茅生长和代谢产物的影响。【方法】采用气相色    

谱-质谱联用仪检测中华羊茅两个地理种群带菌(E+)和不带菌(E–)植株地上部分和根系的非靶标代谢

产物，利用单因素方差分析(LSD)显著性统计挖掘处理间的差异性代谢产物。【结果】从地理种群海

北(HB)和玉树(YS)植株中分别鉴定出206种和205种化合物，地上部分和根系中代谢产物存在较大的

差异性，根据显著性统计检验P<0.001分别从地理种群HB地上部分、HB根系、地理种群YS地上部分、

YS根系筛选出差异性代谢物27种、42种、40种、33种，这些差异性代谢物主要是一些含氮化合物、

碳水化合物和有机酸。HB地上部分与HB根系共同差异性代谢物9种，YS地上部分与YS根系共同差

异性代谢物8种，HB地上部分与YS地上部分共同差异性代谢物5种，HB根系与YS根系共同差异性代

谢物14种。地理种群HB内生真菌极显著增加植物地上部分和根系中tyrose含量(P<0.001)，加硒促进

E+和E–地上部分和根系α-ketoisocaproic acid含量极显著上升(P<0.001)，加硒和内生真菌极显著积累

地上部分和根系aspartic acid含量(P<0.001)。加硒极显著提高地理种群YS E+和E–地上部分和根系

α-ketoisocaproic acid和acetol含量(P<0.001)。【结论】中华羊茅两个地理种群地上部分和根系非极性

代谢物存在较大的差异性，亚硒酸钠和/或内生真菌能提高一些代谢产物的含量。 
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硒在植物体内发挥着重要的生理生化作用，

如促生长发育[1]、改变代谢产物[2]。最近有研究

表明微生物影响植物生长、吸收硒、硒代谢及产

生的代谢物[3–5]。乔亚君等[6]发现在一定施硒水平

下接种丛枝菌根真菌促进丹参营养和药用成分

的积累。 

冷季牧草如多年生黑麦草、高羊茅、草地羊

茅，常常感染内生真菌 Epichloë[7–8]，这些内生真
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菌的有些种类曾被作为 Neotyphodium spp.[9]。许

多禾草 -内生真菌共生体的研究表明内生真菌

Epichloë 赋予宿主许多益处[10]，包括促进生长、

提高营养吸收能力 [11]、增强对非生物或生物胁

迫的抵抗力 [12–15]，而基于代谢组学对禾草-内生

真菌共生体互作关系的研究报道并不多见。

Rasmussen 等 [16]使用气相色谱 -质谱联用技术

(GC-MS)检测两种黑麦草在不同氮肥水平下的有

机酸、糖醇类、脂肪酸等 66 种代谢产物，与不

带内生真菌 Epichloë (E–)植株相比，带内生真菌

Epichloë (E+)植株中有 44种代谢产物含量在不同

氮肥水平下存在差异；施加高浓度氮肥促进有机

酸和脂肪酸含量上升；内生真菌感染引起植株中

某些含氮化合物含量的下降，而碳水化合物尤其

是蔗糖、脂肪酸、有机酸(奎尼酸、莽草酸)和酚

类含量增加。Nagabhyru 等[17]采用离子交换色谱

法和液相色谱-质谱联用技术(LC-MS)对干旱胁

迫下的 3 个高羊茅株系 E+和 E–进行了研究，在

干旱胁迫 2–3 d，内生真菌能增加植物地上部分

和根系中葡萄糖、果糖、海藻糖、糖醇、脯氨酸

和谷氨酸含量，且内生真菌代谢物甘露醇和黑麦

草碱水平也在干旱胁迫下呈上升趋势。 

近年来对中华羊茅-内生真菌共生体已进行

了多方面的研究，报道了中华羊茅种群带菌率、

菌株的生物学与生理学特性、形态多样性、系统

发育关系及生物活性[18–24]。中华羊茅内生真菌也

属于香柱菌(Epichloё)[9,21]，能促进中华羊茅植株

生长[25–26]，并提高抵抗干旱、水涝、低温、盐分、

重金属等胁迫的能力 [27–32]。在上述研究的基础

上，本试验就中华羊茅两个地理种群响应亚硒酸

钠后其生长指标和代谢产物的变化进行研究，以

期深入理解内生真菌和硒对宿主代谢的影响。 

1  材料和方法 

1.1  植物材料 

分别在青海海北(97°05′ E，36°47′ N，3700 m，

HB)和青海玉树(97°08′ E，33°21′ N，3904 m，YS)

地方采获中华羊茅植株种子，4 °C 保存于青海师

范大学微生物实验室。 

1.2  方法 

1.2.1  建立中华羊茅地理种群 E+、E–及处理：

将中华羊茅共生体(E+)种子用甲基托布津处理以

获得非共生体(E–)种群[33]。E+和 E–种子于湿润的

滤纸上进行萌发，然后将幼苗移栽装有灭菌基质

(普通土壤:营养土:河砂，1:1:1，V/V/V)的塑料花盆

(上径 16 cm×底径 9 cm×高 11 cm)中。根据植物需

水情况进行日常管理。利用苯胺蓝染色检测 4 周

龄幼苗的带菌情况[34]，建立 E+和 E–种群。在花

盆中装入 750.0 g 灭菌河沙，以 E+、E–植株的分

蘖进行分株繁殖，每盆 2 株幼苗，一个月后以亚

硒酸钠浓度为 20 mg/L 的改良营养液[Ca(NO3)2 

0.945 g/L，KNO3 0.506 g/L，NH4NO3 0.08 g/L，KH2PO4 

0.136 g/L，MgSO4 0.493 g/L，FeSO4 0.0139 g/L，

EDTA-Na 0.01865 g/L]作为 Se 处理，对照组(CK)

为改良营养液，每个处理 10 盆，每周浇灌 100 mL，

浇灌 7 周后测量生长指标后，迅速收集样品放入

液氮罐中，贮存于–20 °C，用于代谢产物分析。 

1.2.2  生长指标测定：取样前测量株高和分蘖

数，将收获的植株分成地上部分和根系，用清水

冲洗根系，测定根长，并用游标卡尺测量根直径。

1.2.3  代谢组学样品提取与衍生化方法：称取样

本(10±1) mg 于 1.5 mL 离心管中，依次加入 450 μL

预冷甲醇(甲醇:水=3:1，V/V)和 10 μL 核糖醇，涡

旋 30 s；加入钢珠，35 Hz 研磨仪处理 4 min，超
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声 5 min (冰水浴)，将样品于 4 °C 下 10000 r/min

离心 15 min。将 200 μL 上清液移至 1.5 mL 离心

管中，每个样本各取 60 μL 混合成 QC 样本，在

真空浓缩器中干燥提取物。向干燥后的代谢物加

入 60 μL 甲氧胺盐试剂(甲氧胺盐酸盐，溶于吡啶

20 mg/mL)，轻轻混匀后，放入烘箱中 80 °C 孵育

30 min；之后向每个样品中加入 80 μL BSTFA (含

有 1% TMCS，V/V)，将混合物 70 °C 孵育 1.5 h；

冷却至室温，向混合的样本中加入 5 μL FAMEs 

(溶于氯仿)，用于 GC-MS 上机分析。 

1.2.4  GC-MS 分析及代谢数据比对：Agilent 

7890 气相色谱-飞行时间质谱联用仪配有 Agilent 

DB-5MS 毛细管柱(30 m×250 μm×0.25 μm，J&W 

Scientific，Folsom，CA，USA)。色谱条件：柱初

温 50 °C，保持 1 min，以 10 °C/min 升温速度升至

310 °C，保持 8 min。载气为高纯氮气，流速       

1 mL/min，进样量 1.0 μL，不分流。质谱条件：EI

离子源，电离电压 70 eV，离子源温度 250 °C，前

进样口温度 280 °C，传输线温度 280 °C，扫描速率

12.5/s，溶剂延迟 6.25 min，质量范围 50–500 amu。 

使用 ChromaTOF 软件(V 4.3x，LECO)对质谱数

据进行了峰提取、基线矫正、解卷积、峰积分、峰对

齐等分析。使用了 LECO-Fiehn Rtx5 数据库对物质进

行定性，包括质谱匹配及保留时间指数匹配。最后去

除 QC 样本中检出率 50%以下或 RSD＞30%的峰。 

1.3  统计分析 

生长指标数据结果均采用平均值±标准误表

示。每个代谢物的离子峰响应值与内标响应值进行

比较得到相对含量，导入 SPSS16.0 软件进行主成

分分析(PCA)，通过载荷图直观地表达组间的差异，

挖掘一些分类贡献率最大的代谢物。再用 MeV 软

件制作热图，由聚类分析可以获得不同样品或化合

物的归类现象。利用单因素方差分析(LSD)显著性

统计检验(P<0.001)挖掘高度显著的差异代谢物。 

2  结果和分析 

2.1  硒对中华羊茅地理种群共生体和非共生体

生长指标的影响 

硒对青海中华羊茅 2 个地理种群(HB 和 YS)

农艺性状的影响结果见表 1。株高和根长在中华

羊茅地理种群、E+和 E–植株及硒处理之间均差

异不明显(P＞0.05)。而地理种群 HB 经硒处理后

E+植株中分蘖数高于不添加 Se 的地理种群 YS E+

和加硒的 E–植株(P＜0.05)，但同种地理种群 E+和

E–植株中，硒处理与对照之间分蘖数不存在显著性

差异(P＞0.05)。中华羊茅地理种群 E+和 E–植株根

系形态如图 1，根直径不存在明显差异(P＞0.05)。 
 

表 1.  硒对中华羊茅共生体和非共生体生长指标的影响 

Table 1.  Effects of selenium on growth indexes of F. sinensis with and without Epichloë endophyte 

Growth index  
Geographical populations and Se treatment 

CKHBE+ SeHBE+ CKHBE– SeHBE– CKYSE+ SeYSE+ CKYSE– SeYSE– 

Plant heigh/cm 41.83±1.89a 42.23±1.66a 39.73±1.93a 40.20±1.55a 40.83±1.44a 39.53±1.55a 39.53±2.53a 39.67±1.72a
Tiller number (plant) 4.33±0.58ab 4.67±0.58a 4.33±0.58ab 3.33±0.58bc 3.00±1.00c 3.33±0.58bc 3.00±1.00c 3.67±0.58abc
Root length/cm 12.63±1.19a 12.77±1.12a 11.23±0.25a 11.33±0.58a 11.43±0.60a 11.47±0.84a 11.37±1.85a 11.63±1.21a

Non-matching lower case letters in the same line indicated a significant effect of selenium treatment (P<0.05). CKHBE+ and 
CKHBE– respectively represented HB with and without Epichloë endophyte under control; SeHBE+ and SeHBE– respectively 
represented HB with and without Epichloë endophyte under Se treatment; CKYSE+ and CKYSE– respectively represented YS with 
and without Epichloë endophyte under control; SeYSE+ and SeYSE– respectively represented YS with and without Epichloë 
endophyte under Se treatment. 
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2.2  硒对中华羊茅两个地理种群的 E+、E–植株

代谢物的影响 

从植物样品中共检测到 484 个峰，与数据库

比对，分别从中华羊茅地理种群 HB 和 YS 植株

中鉴定出的 206 种和 205 种化合物。 

2.2.1  中华羊茅地理种群 HB 和 YS 植株地上部

分和根系的主成分分析：利用 PCA 方法，对中

华羊茅地理种群 HB 带菌情况(E+和 E–)、部位(地

上部分和根系部分)及硒处理共 8 个样品(每个样品

3 个重复数)进行处理，提取出 2 个主成分如图 2 所

示(图 2-A)，第一主成分所占有的分量为 74.08%，

第二主成分占 15.23%，基本能反应处理的最大特

征。样品明显地分为两类：根系样品和叶片样品，

说明不同部位代谢产物的表达存在差异。对植物

YS 带菌情况(E+和 E–)、部位(地上部分和根系部

分)及硒处理共 8 个样品(每个样品 3 个重复数)进

行 PCA 分析，提取出 2 个主成分结果如图 2-B，

第一主成分和第二主成分所占有的分量分别为

73.63%和 11.87%。地理种群 YS 样品分为根系样 

 
 
图 1.  中华羊茅地理种群 HB 和 YS 根系 

Figure 1.  Roots of F. sinensis geographical populations 

HB and YS. CKRHBE+, SeRHBE+, CKRHBE–, 

SeRHBE–, CKRYSE+, SeRYSE+, CKRYSE– and 

SeRYSE– were arranged from left to right; CKRHBE+ 

and CKRHBE– represented HB roots with and without 

Epichloë endophyte under control, respectively; 

SeRHBE+ and SeRHBE– represented HB roots with 

and without Epichloë endophyte under Se treatment, 

respectively; CKRYSE+ and CKRYSE– represented 

YS roots with and without Epichloë endophyte under 

control, respectively; SeRYSE+ and SeRYSE– 

represented YS roots with and without Epichloë 

endophyte under Se treatment, respectively. 

 

 
 

图 2.  中华羊茅地理种群 HB 和 YS 地上部分和根系样品主成分分析(△和○分别代表地上部分和根系样品) 

Figure 2.  Principal component analysis (PCA) of the shoot and root samples for F. sinensis geographical 
populations HB and YS.  and △ ○ represented shoot and root samples, respectively. 
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品和叶片样品两类，表明两者之间的代谢产物存

在差异性，根系样品中 E+和 E–之间也存在差异

性，叶片样品中对照与硒处理之间具有差异性。 

对地理种群 HB 已确定的 206 种化合物进行

主成分分析，提取出 22 个主成分，其中前 2 个

主成分累计贡献率为 53.10% (图 3)。在第一主成

分上载荷较大的有 methylmalonic acid、maleic 

acid、serine、2,3-dimethylsuccinic acid、citramalic 

acid、L-glutamic acid、phenylalanine、(2R,3S)-2- 

hydroxy-3-isopropylbutanedioic acid 、 D-alanyl- 

D-alanine、D-erythronolactone、glutamic acid、

ribose、D-arabitol、ribitol、diglycerol、glucose-1- 

phosphate、2-deoxy-D-glucose、 shikimic acid、

glucuronic acid、sedoheptulose、4-hydroxycinnamic 

acid、caffeic acid、galactonic acid、isopropyl-β- 

D-thiogalactopyranoside 、 β-mannosylglycerate 、

D-erythro-sphingosine、DL-dihydrosphingosine、

2-monopalmitin、galactinol、 chlorogenic acid、

α-tocopherol、raffinose 等 32 种化合物。 

而对地理种群 YS 已确定的 205 种化合物进

行主成分分析，提取出 20 个主成分，其中前 2 个

主成分累计贡献率为 51.51% (图 4)。在第一主成分

上载荷较大的有 citramalic acid、ribose、diglycerol、

dehychroshikimic acid 、 glucose-1-phosphate 、

glucuronic acid 、 sedoheptulose 、 ascorbate 、

tyrosine、caffeic acid、galactonic acid、isopropyl-β- 

D-thiogalactopyranoside、3,4-dihydrosphingosine、

D-erythro-sphingosine、DL-dihydrosphingosine、

5-dihydrocortisol，第二主成分上载荷较大的有

2-deoxyuridine 、 N-cyclohexylformamide 、

4-acetylbutyric acid 、 maleamate 、 N-formyl-L- 

methionine，仅 β-alanine 在第三主成分载荷较大。 

 
 

图 3.  中华羊茅地理种群 HB 的 206 种化合物主成

分分析 

Figure 3.  Principal component analysis (PCA) of 
the 206 metabolites in F. sinensis geographical 
population HB. 

 

 
 

图 4.  中华羊茅地理种群 YS 的 205 种化合物主成

分分析 

Figure 4.  Principal component analysis (PCA) of the 
205 metabolites in F. sinensis geographical population YS. 
 

2.2.2  中华羊茅地理种群 HB 和 YS 植株地上部

分和根系的聚类分析：地理种群 HB 聚类分析分

为两大类(图 5)：一大类包括 113 种化合物，其中

又分成 31 种和 82 种(分为 50 种和 32 种)；另一

大类有 93 种化合物，其中又分为 39 种和 54 种。

样品聚类情况与 PCA 结果相同，分为叶片样品和

根系样品两类。 

地理种群 YS 聚类分析分为三类(图 6)：5 种

化合物聚为一类，9 种化合物聚为另一类，还有 
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图 5.  中华羊茅地理种群 HB 代谢水平热图 

Figure 5.  Heatmap of metabolite levels in F. sinensis geographical population HB. CKHBE+ and CKHBE– represented 
HB shoots with and without Epichloë endophyte under control, respectively; SeHBE+ and SeHBE– represented HB shoots 
with and without Epichloë endophyte under Se treatment respectively; CKRHBE+ and CKRHBE– represented HB roots 
with and without Epichloë endophyte under control, respectively; SeRHBE+ and SeRHBE– represented HB roots with and 
without Epichloë endophyte under Se treatment respectively; 1, 2 and 3 represented the repetition number of sample. 
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图 6.  中华羊茅地理种群 YS 代谢水平热图 
Figure 6.  Heatmap of metabolite levels in F. sinensis geographical population YS. CKYSE+ and CKYSE– 
represented YS shoots with and without Epichloë endophyte under control, respectively; SeYSE+ and SeYSE– 
represented YS shoots with and without Epichloë endophyte under Se treatment, respectively; CKRYSE+ and 
CKRYSE– represented YS roots with and without Epichloë endophyte under control, respectively; SeRYSE+ and 
SeRYSE– represented YS roots with and without Epichloë endophyte under Se treatment, respectively; 1, 2 and 3 
represented the repetition number of sample. 
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192 种聚成一类，其中又分成 40 种、90 种、     

48 种及 14 种 4 类。样品聚类情况与 PCA 结果相

同，分为叶片样品和根系样品两大类。 

2.2.3  中华羊茅地理种群 HB 和 YS 地上部分和

根系的代谢产物变化情况：中华羊茅地理种群

HB 代谢产物比值结果见表 2。共生体(E+)与非共

生体(E–)相比较，对照和硒处理后地上部分中化

合物相对含量高的所占百分比分别为 57.77%和

49.03%，此化合物含量高的百分比高于化合物含

量低的百分比；而根系中化合物相对含量低的占

比高于化合物相对含量高的百分比。与对照相

比，施加亚硒酸钠提高 E+和 E–地上部分代谢产

物含量；亚硒酸钠对 E+和 E–根系影响不一致，

硒促进 E+植株中根系产生含量高的代谢物，相

反，降低 E–植株中根系代谢产物的含量。相同处

理下地上部分代谢产物与根系代谢产物之比值

大于 1 的百分比高于两者之比值小于 1 的百分

比，说明地上部分积累的代谢产物含量较高。 

从表 3 中华羊茅地理种群 YS 代谢产物比值

可知，E+与 E–植株相比较，对照地上部分和对

照根系中化合物相对含量高的所占百分比分别

为 46.34%和 53.66%，高于化合物含量低的百分

比；而施加硒地上部分和根系化合物相对含量高

的占比少于化合物相对含量高的百分比。与不加

硒相比，施加亚硒酸钠提高 E–地上部分和根系代

谢产物含量；相反，亚硒酸钠降低 E+地上部分和

根系代谢产物的含量。相同处理下地上部分代谢

产物与根系代谢产物之比值大于 1 的百分比高于

两者之比值小于 1 的百分比，说明地上部分积累

更多的代谢产物。 

2.2.4  中华羊茅地理种群 HB 和 YS 地上部分和

根系的显著性分析：分别对地理种群 HB 地上部

分或根系 206 种化合物在处理间进行了各个代谢物

相对含量的显著性分析，发现地上部分 82 种化合

物相对含量在处理之间存在显著 (P<0.05)或极

显著(P<0.01)差异，根据高度显著 P<0.001 值  

来筛选差异代谢物，得出有 27 种差异代谢物  

(图 7)；根系有 99 种代谢产物相对含量在处理之 

 

表 2.  中华羊茅地理种群 HB 代谢产物比值百分数 

Table 2.  Percentages of compound ratio for F. sinensis geographical population HB 
Ratio Percentage of ratio above 1/% Percentage of ratio below 1/% Percentage of undetect compound/%

CKHBE+/CKHBE– 57.77 33.98 8.25 

CKRHBE+/CKRHBE– 37.86 43.69 8.45 

SeHBE+/SeHBE– 49.03 44.66 6.31 

SeRHBE+/SeRHBE– 39.81 42.23 17.96 

SeHBE+/CKHBE+ 47.57 47.09 5.34 

SeHBE–/CKHBE– 56.31 35.44 8.25 

SeRHBE+/CKRHBE+ 47.09 34.95 17.96 

SeRHBE–/CKRHBE– 32.04 49.51 15.45 

CKHBE+/CKRHBE+ 45.63 34.47 19.90 

SeHBE+/SeRHBE+ 42.72 37.38 19.90 

CKHBE–/CKRHBE– 41.75 39.81 8.45 

SeHBE–/SeRHBE– 45.63 35.92 18.45 

CKHBE+ and CKHBE– represented HB shoots with and without Epichloë endophyte under control, respectively; SeHBE+ and 
SeHBE– represented HB shoots with and without Epichloë endophyte under Se treatment, respectively; CKRHBE+ and CKRHBE– 
represented HB roots with and without Epichloë endophyte under control, respectively; SeRHBE+ and SeRHBE– represented HB 
roots with and without Epichloë endophyte under Se treatment, respectively.  
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表 3.  中华羊茅地理种群 YS 代谢产物比值百分数 

Table 3.  Percentages of compound ratio for F. sinensis geographical population YS 

Ratio Percentage of ratio above 1/% Percentage of ratio below 1/% Percentage of undetect compound/%

CKYSE+/CKYSE– 46.34 43.41 10.24 

CKRYSE+/CKRYSE– 53.66 21.95 24.39 

SeYSE+/SeYSE– 24.39 66.34 14.15 

SeRYSE+/SeRYSE– 21.46 59.02 19.51 

SeYSE+/CKYSE+ 37.56 51.71 10.73 

SeYSE–/CKYSE– 51.71 38.05 10.24 

SeRYSE+/CKRYSE+ 32.68 48.29 19.02 

SeRYSE–/CKRYSE– 52.68 22.93 24.39 

CKYSE+/CKRHBE+ 41.95 39.02 19.02 

SeYSE+/SeRHBE+ 43.90 36.59 19.51 

CKYSE–/CKRYSE– 40.98 35.13 23.90 

SeYSE–/SeRYSE– 47.80 32.20 20.00 

CKYSE+ and CKYSE– represented YS shoots with and without Epichloë endophyte under control, respectively; SeYSE+ and 
SeYSE– represented YS shoots with and without Epichloë endophyte under Se treatment, respectively; CKRYSE+ and CKRYSE– 
represented YS roots with and without Epichloë endophyte under control, respectively; SeRYSE+ and SeRYSE– represented YS 
roots with and without Epichloë endophyte under Se treatment, respectively.  
 

 
图 7.  地理种群 HB 地上部分差异代谢物 

Figure 7.  Marked metabolites from shoots of geographical population HB. CKHBE+ and CKHBE– represented 
HB shoots with and without Epichloë endophyte under control, respectively; SeHBE+ and SeHBE– represented 
HB shoots with and without Epichloë endophyte under Se treatment, respectively. 
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间存在显著(P<0.05)或极显著(P<0.01)差异，根据

高度显著 P<0.001 值来筛选差异代谢物，得出有

42 种差异代谢物(图 8)。就地上部分 27 种差异代

谢物，其中地理种群 HB E+植株在施加硒或不加

硒条件下有 12 种化合物(methionine、 lysine、

tyrosine、citruline、maleic acid、fumaric acid、

ribitol、sorbitol、4-hydroxycinnamic acid、caffeic 

acid、xanthine、isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside)

含量极显著高于施加硒或不加硒的 E–植株    

(P<0.001) ；相反，有 3 种代谢物 (glycine 、

cycloleucine、malonamide)在 E+植株中含量极显

著低于 E–植株(P<0.001)。硒处理的 E+和 E–植株

地上部分有 3 种化合物(α-ketoisocaproic acid、

carnitine、purine riboside)极显著高于对照 E+和

E–植株(P<0.001)，而仅化合物 methyl phosphate

含量在对照 E+和 E–植株中极显著多于加硒 E+和 

 

 
 

图 8.  地理种群 HB 根系差异代谢物 

Figure 8.  Marked metabolites from roots of geographical population HB. CKRHBE+ and CKRHBE– 
represented HB roots with and without Epichloë endophyte under control, respectively; SeRHBE+ and SeRHBE– 
represented HB roots with and without Epichloë endophyte under Se treatment, respectively. 
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E–植株 (P<0.001)。施加硒 E+植株地上部分有   

3 种化合物 aspartic acid、DL-dihydrosphingosine、

2-monopalmitin 丰度极显著超过施加硒的 E–和对

照组植株(P<0.001)，有 3 种化合物 β-alanine、

chlorogenic acid、5-dihydrocortisol 在加硒处理的

E–植株中含量极显著高于加硒 E+和对照组植株

(P<0.001)。 

HB 根系 42 种差异代谢物变化情况受植株带

菌、加硒条件的作用。E+植株在加硒和对照条件

下根系中有 5 种化合物(asparagine、 tyrosine、

L-allothreonine、biuret、phenaceturic acid)含量极

显著大于加硒和对照的 E–植株(P<0.001)，但有  

7 种化合物含量(alanine、4-aminobutyric acid、

pyruvic acid、succinic acid、dehydroshikimic acid、

piceatannol、4-hydroxymethyl-3-methoxyphenoxyacetic 

acid)在加硒和对照条件下 E–植株根系中极显著多

于在加硒和对照条件下 E+植株根系(P<0.001)。加

硒促进 E+和 E–植株极显著地积累 glycine、

α-ketoisocaproic acid 化合物水平(P<0.001)；相

反 ，不加硒的 E+ 和 E– 植株极显著地积累

glucoheptonic acid 和 ethanolamine 含量(P<0.001)。

E+植株根系在施加硒后有 (valine、 isoleucine、

proline 、 β-alanine 、 aspartic acid 、 citrulline 、

oxoproline 、 3-cyanoalanine 、 malonic acid 、

D-galacturonic acid 、 L-malic acid 、

2,4-diaminobutyric acid 、 toluenesulfonic acid)   

13 种化合物含量极显著超过其他处理(P<0.001)， 

E+植株加硒后 glutamic acid 和 putrescine 化合物

含量极显著超过对照 E+植株和硒处理 E–植株 

(P<0.001)。在 E–植株中加硒处理的根系产生

palmitoleic acid 和 palmitic acid 含量极显著超过

其他组(P<0.001)。 

分别对地理种群 YS 地上部分或根系 205 种

化合物在处理间进行了各个代谢物相对含量的

显著性分析，发现地上部分 115 种化合物相对含

量 在 处 理 之 间 存 在 显 著 (P<0.05) 或 极 显 著    

(P<0.01)差异，根据极显著 P<0.001 值来筛选差

异代谢物，得出有 50 种差异代谢物(图 9)；根系

有 81 种代谢产物相对含量在处理之间存在显著

(P<0.05)或极显著 (P<0.01)差异，根据极显著  

P<0.001 值来筛选差异代谢物，得出有 33 种差异

代谢物(图 10)。 

地理种群 YS 地上部分 40 种差异代谢物变化

与植物带菌、硒处理有关。E+植株在加硒和对照

条件下地上部分中有 2 种化合物 3-cyanoalanine、

2-deoxy-D-glucose 极显著低于加硒和对照的 E–

植株(P<0.001)，而化合物 2,3-dimethylsuccinic 

acid 在加硒和对照 E+植株中含量极显著高于

加硒和对照的 E–植株(P<0.001)。加硒促进 E+

和 E –植株极显著地积累 4 种化合物的含量

(α-ketoisocaproic acid、citric acid、acetol、purine 

riboside) (P<0.001)；但对照 E+和 E–植株有 9 种

化合物含量(glycine、serine、ethanolamine、 

3-hydroxypropionic acid、raffinose、glycerol、

methyl-β-D-galactopyranoside、phenaceturic acid、

mucic acid)极显著多于加硒组(P<0.001)。YS 地上

部 分 E – 植 株 在 施 加 硒 后 有 1 4 种 化 合 物

(3-aminoisobutyric acid、4-aminobutyric acid、ribose、

D-talose、α-tocopherol、erythrose、N-methyl-L- 

glutamic acid、octadecanol、3-methylcatechol、

2-hydroxypyridine、2,3-dihydroxypyridine、

1,3-cyclohexanedione、4-hydroxy-6-methyl-2-pyrone、

cis-1,2-Dihydronaphthalene-1,2-diol)极显著高于

其他组(P<0.001)，化合物 aconitic acid 在加硒 
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图 9.  地理种群 YS 地上部分差异代谢物 

Figure 9.  Marked metabolites from shoots of geographical population YS. CKYSE+ and CKYSE– represented 
YS shoots with and without Epichloë endophyte under control, respectively; SeYSE+ and SeYSE– represented 
YS shoots with and without Epichloë endophyte under Se treatment, respectively. 
 

的 E–植株的含量极显著超过加硒 E+植株和对照

E–植株(P<0.001)，加硒 E+植株中化合物 ribitol

和 4-hydroxycinnamic acid 含量极显著超过其他

组(P<0.001)。 

植物带菌和硒处理影响着地理种群 YS 根系

33 种差异代谢物的变化。加硒促进 E+和 E–植株

极显著地积累 9 种化合物(alanine、β-alanine、

cycloleucine、pyruvic acid、α-ketoisocaproic acid、

carnitine、DL-dihydrosphingosine、acetol、gluconic 

acid) (P<0.001)，但对照 E+和 E–植株仅 salicylic 

acid 化合物含量极显著高于加硒组(P<0.001)。 

YS E–植株根系在施加硒后有 15 种化合物(valine、

proline、serine、glutamine、2-hydroxy-3-isopropyl、

butanedioic acid、glutamic acid、putrescine、

aminomalonic acid、3-hydroxypropionic acid、

succinic acid、quinic acid、mucic acid、glutaconic 

acid、myo-inositol)极显著超过其他组(P<0.001)，

化合物 sorbitol 在加硒的 E+植株含量极显著高 
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图 10.  地理种群 YS 根系差异代谢物 

Figure 10.  Marked metabolites from roots of geographical population YS. CKRYSE+ and CKRYSE– 
represented YS roots with and without Epichloë endophyte under control, respectively; SeRYSE+ and SeRYSE– 
represented YS roots with and without Epichloë endophyte under Se treatment, respectively. 
 

于其他组，化合物 erythrose 在加硒的 E–植株的含

量极显著多于加硒 E+和对照 E–植株(P<0.001)，E–

植株中化合物 trehalose 含量极显著大于对照 E+

和加硒 E+植株。 

2.2.5  比较中华羊茅地理种群 HB 和 YS 植株地

上部分和根系的差异性代谢物：从图 7 和图 8 可

知 HB 植株地上部分和根系共同差异代谢物有  

9 种：methyl phosphate、α-ketoisocaproic acid、

glycine、β-alanine、malonamide、aspartic acid、

putrescine、citrulline、tyrosine。图 9 和图 10 表

明 YS 植株地上部分和根系具有 8 种共同差异代

谢物：3-hydroxypropionic acid、α-ketoisocaproic 
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acid、proline、serine、erythrose、aminomalonic acid、

acetol、mucic acid。 

根据图 7 HB 植株地上部分和图 9 YS 植株地

上部分差异代谢物，发现两者共同的差异代谢物

有 5 种 ： α-ketoisocaproic acid 、 glycine 、

malonamide、ribitol、purine riboside。由图 8 和

图 10 可知，HB 植株根系和 YS 植株根系共同差

异代谢物有 14 种： pyruvic acid 、 alanine、

α-ketoisocaproic acid、valine、isoleucine、proline、

succinic acid、L-allothreonine、β-alanine、aspartic 

acid、glutamic acid、putrescine、myo-inositol、

glucoheptonic acid。 

3  讨论和结论 

中华羊茅的生长状况受带菌情况、矿质成分

处理以及地理种群等多方面的影响[27,32]。王凯等[27]

在温室中种植来源于青海、四川的 6 个中华羊茅

地理种群，通过测量发现内生真菌对部分地理种群

中华羊茅的株高、分蘖影响不一致。王美宁等[32]

分别采用 ZnCl2 (500 mg/L)或 CdCl2 (100 mg/L)处

理中华羊茅 E+和 E–植株，结果表明，与对照相

比施加 Zn 能显著增加 E+和 E–植株的株高，而添

加 Cd 显著抑制其生长(P<0.05)；两种处理对中华

羊茅分蘖能力作用有差别，Zn 处理对中华羊茅

E+和 E–植株分蘖数的影响不明显；Cd 处理明显

促进 E+产生分蘖数，但抑制 E–植株分蘖能力  

(P<0.05)。本试验发现硒处理对 2 个地理种群 E+

和 E–植株株高、根长、根直径均没有显著影响；

地理种群 HB 经硒处理后 E+植株中分蘖数高于

硒处理 E–植株、不添加 Se 的 YS E+和 E–植株  

(P<0.05)。 

Lee 等[35]研究表明，添加不同浓度的硒酸钠

使花椰菜总氨基酸和谷氨酰胺得到提高；Tian 等[2]

采用 GC-MS 技术检测花椰菜应答硒(100 μmol/L)

的代谢产物，发现施加硒酸钠促进 serine、

D-erythronolactone、melezitose、tyrosine、glucose- 

6-phosphate、β-alanine、S-carboxymethylcysteine、

D-fructose 1,6-bisphosphate 含量上升，而降低

D-glyceric acid、succinic acid、citric acid、L-malic 

acid、D-talose、threonine、O-acetylserine 的含量。

Hoewyk 等[36]从转录组学方面研究拟南芥响应硒

胁迫后根系和地上部分基因表达差异，发现 340 个

基因表达量明显下调，而有 553 个基因表达量增

加，这些上调的基因掺入信号转导(钙信号、乙烯、

茉莉酸)、转录因子、调控蛋白、胁迫相关蛋白(热

激蛋白)、硫吸收与转运、氨基酸合成、碳水化合

物合成等多种代谢途径。本研究结果表明差异性

代谢物变化受中华羊茅地理种群、带菌情况、组

织部位、加硒条件等因素影响。与不带菌植株相

比，硒处理提高了地理种群 HB 带菌植株地上

部分中多种非靶标代谢产物的相对含量(表 2)。

施加硒促使 2 个地理种群(HB 和 YS)地上部分

和根系中某些差异性代谢物发生极显著的上升

或降低变化。HB 经硒处理后 E+和 E–植株地上部

分 中 α-ketoisocaproic acid 、 carnitine 、 purine 

riboside 的含量极显著上升(P<0.001)，而 methyl 

phosphate 的含量极显著降低(P<0.001)；E+和

E–植株根系中 glycine 和 α-ketoisocaproic acid

含量极显著积累 (P<0.001)，而 glucoheptonic 

acid 和 ethanolamine 含量极显著减少(P<0.001)。  

硒 处 理 有 利 于 YS E+ 和 E– 植 株 地 上 部 分

α-ketoisocaproic acid、citric acid、acetol 和 purine 

riboside 的累积(P<0.001)，但不利于 9 种化合物

的 累 积 (glycine 、 serine 、 ethanolamine 、
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3-hydroxypropionic acid 、 raffinose 、 glycerol 、

methyl-β-D-galactopyranoside、phenaceturic acid、

mucic acid) (P<0.001)；YS E+和 E–植株根系中有

9 种化合物含量极显著增加(alanine、β-alanine、

cycloleucine、pyruvic acid、α-ketoisocaproic acid、

carnitine、DL-dihydrosphingosine、acetol、gluconic 

acid，P<0.001)，仅 salicylic acid 含量受到极显著

抑制(P<0.001)。 

地理种群和内生真菌影响着中华羊茅植株

的营养成分。通过研究 6 个地理种群中华羊茅带

菌植株与不带菌植株的粗蛋白和粗脂肪含量，发

现 2 个地理种群 E+植株粗脂肪和粗蛋白含量均

显著多于 E–植株(P<0.05)；3 个地理种群带菌植

株粗脂肪含量显著高于不带菌植株(P<0.05)，其

他 3 个地理种群带菌植株粗脂肪与不带菌植株无

显著差异(P>0.05)；3 个地理种群 E+植株粗蛋白

含量明显超过 E–植株(P<0.05)，而 2 个地理种群

E+植株粗蛋白明显低于 E–植株(P<0.05)[27]。基于

代谢组学对禾草-内生真菌共生体互作关系的研

究，证明了内生真菌能改变植物体内含氮化合

物、碳水化合物、有机酸和脂肪酸等代谢产物的

水平 [16–17]。本研究发现内生真菌提高地理种群

HB 和 YS 植株地上部分中多种非靶标代谢产物

的相对含量(表 2，表 3)对 2 个地理种群地上部

分和根系差异性代谢物变化有高度显著影响。

在硒处理或对照条件下带菌 HB 植株地上部分

有 12 种化合物 (methionine、 lysine、 tyrosine、

citruline、maleic acid、fumaric acid、ribitol、sorbitol、

4-hydroxycinnamic acid、caffeic acid、isopropyl-β- 

D-thiogalactopyranoside、xanthine)的含量极显著

高于不带菌植株(P<0.001)，但带菌植株有 3 种  

代谢物(glycine、cycloleucine、malonamide)的含

量极显著低于不带菌植株(P<0.001)；带菌植株

根 系 有 5 种 化 合 物 (asparagine 、 tyrosine 、

L-allothreonine、biuret、phenaceturic acid)的含量

极显著高于 E–植株(P<0.001)，然而带菌植株根

系 7 种化合物 (alanine、4-aminobutyric acid、

pyruvic acid、succinic acid、dehydroshikimic acid、

piceatannol、4-hydroxymethyl-3-methoxyphenoxyacetic 

acid)的含量极显著低于不带菌植株(P<0.001)。内

生真菌对YS植株的差异代谢物影响与HB不一致，

与 E–植株相比，在加硒和对照条件下带菌植株根

系中 3-cyanoalanine 和 2-deoxy-D-glucose 含量极显

著增加(P<0.001)，而 2,3-dimethylsuccinic acid 的含

量极显著降低(P<0.001)。 

综上所述，中华羊茅 2 个地理种群应答硒处

理后地上部分和根系非靶标代谢产物和差异性

代谢物存在一定的差异性，内生真菌和/或硒处理

能提高地上部分一些非靶标代谢产物或差异性

代谢物含量，以此来改良中华羊茅牧草品质，为

开发富硒牧草提供科学依据。 
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Effects of Se and Epichloë endophyte on the growth and 
metabolic compounds of Festuca sinensis 

Lianyu Zhou*, Lu Jiao, Jiasheng Ju, Xuelan Ma, Xia Jiang, Feng Qiao 
Key Laboratory of Medicinal Plant and Animal Resources of the Qinghai-Tibetan Plateau in Qinghai Province, Qinghai 

Province Key Laboratory of Biodiversity Formation Mechanism and Comprehensive Utilization of Qinghai-Tibetan Plateau, 

Academy of Plateau Science and Sustainability, School of Life Sciences, Qinghai Normal University, Xining 810008, Qinghai 

Province, China 

Abstract: [Objective] To investigate the effects of Na2SeO3 and Epichloë sp. on Festuca sinensis, we studied the 

growth indexes and metabolic compounds. [Methods] By using gas chromatography-mass spectrometer, we 

detected the metabolic compounds of the shoots and roots of F. sinensis two geographical populations with and 

without Epichloë endophyte, and metabolite differences were determined among treatments using LSD test. 

[Results] Geographical populations Haibei (HB) and Yushu (YS) respectively had 206 metabolites and        

205 metabolites. There were significant differences in metabolites between shoots and roots. Geographical 

population HB shoots, HB roots, YS shoots and YS roots, respectively showed 27, 42, 40 and 33 marked 

metabolites using LSD (P<0.001). These marked metabolites were some nitrogen compounds, carbohydrates and 

organic acids. 9, 8, 5 and 14 common marked metabolites were respectively found between HB shoots and roots, 

between YS shoots and roots, between HB and YS shoots, and between HB and YS roots. Epichloë endophyte 

caused a highly significant increase in tyrose for geographical population HB shoots and roots (P<0.001). Selenium 

induced highly significant increases in α-ketoisocaproic acid in HB E+ and E– shoots and roots (P<0.001). There 

were highly significant increases of aspartic acid for HB shoots and roots by interaction of the Se and Epichloë 

endophyte (P<0.001). In addition, selenium treatment highly significantly increased α-ketoisocaproic acid and 

acetol for shoots and roots in geographical population YS E+ and E– (P<0.001). [Conclusion] There were 

significant differences in metabolites of the shoots and roots of two geographical populations. Epichloë endophyte 

infection and/or selenium treatment can increase the concentrations of some compounds. 

Keywords: Festuca sinensis, geographical population, Epichloë endophyte, selenium, metabolite analysis 
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