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摘   要：【背景】深色有隔内生真菌(dark septate endophyte，DSE)广泛定殖于镉(Cd)污染生境的植

物根系，具有增强植物镉耐性的重要生态功能，但人们关于 DSE 对镉胁迫的生理响应的了解有限。

【目的】研究一株 DSE 嗜鱼外瓶霉(Exophiala pisciphila)对镉胁迫的矿质营养与低分子量有机酸分

泌的响应。【方法】采用液体培养法，研究不同浓度(0、25、50、100、200、400 mg/L)镉胁迫对

DSE 菌丝生长、矿质元素(氮、磷、钾、硫、镁、铁、钙)与镉含量、草酸分泌的影响。【结果】随

着镉胁迫浓度增加，菌丝生物量显著下降，降幅为 22.8%−90.6%，菌丝的氮、钾和铁含量分别减

少 26.0%−52.8%、53.8%−92.9%和 12.8%−34.3%，而磷、镁和钙含量分别增加 15.4%−111.4%、

20.4%−31.4%和 35.1%−62.5%，硫含量在 100 mg/L 镉胁迫时增加 25.1%。镉胁迫还导致培养液

pH 值下降，草酸浓度及单位菌丝草酸分泌量显著增加。相关分析发现，菌丝镉含量与硫呈显著

负相关(P<0.05)，与菌丝钾含量呈极显著负相关(P<0.01)，与草酸分泌量呈极显著正相关(P<0.01)。
【结论】镉胁迫显著抑制 DSE 的生长，改变矿质元素的吸收，促进草酸分泌。 
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Abstract: [Background] Dark septate endophyte (DSE) widely colonize plant roots in cadmium- 
contaminated habitats, and can enhance host plants’ uptake of mineral nutrients and cadmium tolerance. 
[Objective] The response of DSE Exophiala pisciphila to mineral nutrient and low molecular weight 
organic acid secretion was studied. [Methods] Liquid culture method was used to explore the effects of 
different concentrations (0, 25, 50, 100, 200, 400 mg/L) of cadmium on DSE mycelial growth, mineral 
elements (nitrogen, phosphorus, potassium, sulfur, magnesium, iron, calcium) and cadmium content and 
oxalic acid secretion. [Results] With the increase of cadmium concentration, the mycelium biomass 
dropped by 22.8%–90.6%, and the content of nitrogen, potassium and iron in mycelia decreased by 
26.0%–52.8%, 53.8%–92.9% and 12.8%–34.3%, respectively. The phosphorus, magnesium and calcium 
content increased by 15.4%–111.4%, 20.4%–31.4% and 35.1%–62.5%, respectively, and the sulfur 
content increased by 25.1% under 100 mg/L cadmium. Cadmium stress also caused a decrease in the pH 
value of the culture medium, and the oxalic acid concentration and the oxalic acid secretion per unit 
mycelium elevated remarkably. Correlation analysis showed that the cadmium content in mycelia was 
negatively correlated with that of sulfur and potassium (P<0.05, P<0.01), while positively correlated 
with oxalic acid secretion (P<0.01). [Conclusion] Cadmium stress can significantly inhibit the growth 
of DSE, change its absorption of mineral elements, and promote the secretion of oxalic acid. 

Keywords: dark septate endophytes (DSE); biomass; mineral nutrients; oxalic acid; cadmium tolerance 

随着露天金属矿区的过度开采，土壤重金

属污染问题已然成为全世界亟待解决的环境问

题之一[1]。镉(Cd)是毒性最强的重金属之一，影

响生物体的生长发育 [2]。国内外研究发现，深

色有隔内生真菌(dark septate endophytes，DSE)
具有较强的镉耐性，通常是指定殖于植物根内，

在根细胞间隙和细胞内形成颜色较深、有横隔

的菌丝及微菌核结构的内生真菌[3]。DSE 广泛

分布于全球所有的生态系统中，特别是在重金

属严重污染的生态环境中，植物普遍定殖着

DSE[4]。定殖于植物根系的 DSE，会通过改善

宿主植物矿质营养、根系低分子量有机酸的分

泌等作用，提高植物对重金属的耐性，具有重

要的生态功能[5]。然而，人们有关 DSE 自身对

重金属胁迫生理响应的了解有限。 
重金属胁迫条件下，真菌自身的矿质元素

和低分子量有机酸分泌作用[6]，在适应重金属

胁迫中起着重要作用。其中，重金属离子与矿

质元素之间的协同或拮抗作用会影响生物体矿

质元素的吸收[7-9]。例如，Cu 胁迫下导致 4 种外

生真菌菌丝氮积累显著下降[10]。重金属胁迫还

影响真菌菌丝胞外低分子量有机酸的分泌。低分
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子量有机酸(low molecular weight organic acid，
LMWOA)是含有一个或多个羧基的化合物，易

与金属发生络合或螯合作用[11]，从而改变重金属

的生物利用度，对于真菌耐受重金属具有重要作

用[12-13]。例如，浓度为 0−160 mg/L 的镉胁迫会

促进津田弯孢(Curvularia tsudae) C12 真菌菌丝

分泌柠檬酸、苹果酸、乙酸和琥珀酸，而且随

着镉浓度的增加，促进作用越明显[14]。 
然而，DSE 对镉胁迫的矿质营养与低分子

量有机酸分泌如何响应尚不清楚。因此，本研究

采用从云南会泽铅锌矿区分离的 DSE 菌株嗜鱼

外瓶霉(Exophiala pisciphila) ACCC 32496 为供

试材料开展液体培养试验，研究不同浓度镉胁

迫对嗜鱼外瓶霉菌丝生长、草酸分泌与矿质元

素(氮、磷、钾、硫、镁、铁、钙)的影响，明确

矿质元素与草酸对该菌株镉耐性的影响，以期

为今后研究真菌草酸、矿质元素与重金属相互

作用提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  供试材料 

DSE 真菌嗜鱼外瓶霉(Exophiala pisciphila 
ACCC 32496)从云南会泽铅锌矿区自然生长的

密序野古草 [Arundinella bengalensis (Spreng.) 
Druce]根上分离得到，现保存于中国农业微生

物菌种保藏管理中心(菌株编号为 ACCC 32496)。
实验中，菌种采用 PDA 培养基 4 °C 保存，每   
2 个月转接菌种。 

1.2  实验设计 
将 100 mL 的 MMN 培养基[15]分装入 250 mL

的三角瓶，设置 6 个镉浓度水平(100 mL 的 MMN
培养基分别加入 0、0.25、0.50、1.00、2.00 和 4.00 mL
的 10.00 mg/mL 的 Cd2+母液(CdCl2·2.5H2O)，使培

养液 Cd2+浓度为 0、25、50、100、200 和      
400 mg/L，每个镉浓度水平设置 4 个生物学重

复。121 °C 灭菌 30 min 后，分别在 MMN 培养

基中接入一片直径为 6 mm 的 DSE 菌块，再转

入 28 °C、120 r/min 恒温摇床连续培养 7 d。 

1.3  指标测定 
将 1.2 节培养 7 d 后的培养液抽滤去除，得

到菌丝鲜样，于 70−75 °C 烘干 48 h，得到菌丝

干重。参照《土壤农化分析》的方法[16]，称取

0.2 g 烘干的菌丝，采用 H2SO4-H2O2 消解菌丝，

所得到的菌丝消解液过滤后，用蒸馏水定容于

50 mL 容量瓶，分别采用凯氏法测定消解液

氮浓度、钼锑抗比色法测定磷浓度，并使用

火焰光度计法测定钾浓度，进而计算氮、磷

和钾含量。 
称取 0.2 g 烘干的菌丝，采用 HNO3-HC1O4

消解菌丝，所得到的菌丝消解液用定性滤纸过

滤后，用蒸馏水定容于 50 mL 容量瓶，采用火

焰原子吸收法测定消解液钙、镁和铁的浓度，

硫酸钡比浊法测定消解液硫的浓度，进而计算

菌丝钙、镁、铁和硫的含量。 
称取 0.2 g 烘干的菌丝体放入 250 mL 的三

角瓶中，加入 7 mL 的浓 HNO3，盖上漏斗，放在

电热板上加热消解样品，消解后期加入 1−2 mL
高氯酸，消解到冒白烟，消解液呈白色或淡黄

色为止，所得到消解液过滤后，用蒸馏水定容

于 50 mL 容量瓶，采用火焰原子吸收光度法测

定 Cd 浓度。 
参照《化验工作实用手册》的方法[17]，在

浓度为 0−400 mg/L 镉的 MMN 培养基中，加入

溴麝香草酚蓝指示液，调节 MMN 固体培养基

pH 值，使培养基呈蓝色。接种直径为 6 mm 的

菌株菌块，28 °C 倒置培养，观察菌落周边培养

基颜色的变化。液体培养 7 d 后，采用电位计

法测定培养液 pH 值。 
将菌丝 4 °C、1 000 r/min 离心 10 min 过滤，

取 5 mL 过滤液用蒸馏水定容于 50 mL 容量瓶
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中，经过 0.25 µm 微孔过滤膜后立即测定。

LMWOA 含量采用高效液相色谱仪测定，测定

条件为十八烷基硅烷键合硅胶(octadecylsilyl，
ODS)反相柱，进样量为 20 µL，流动相用重蒸

水配制的 3% CH3OH-KH2PO4 缓冲液，pH 值

为 2.8 (采用 H3PO4 调配)，流速为 0.8 mL/min，
在外检测波长为 214 nm。测定的标准酸为：乙

酸、草酸、柠檬酸、丁二酸、酒石酸和苹果酸。

有机酸的测定采用外标法，含量计算采用峰面

积法。 

1.4  数据处理与分析 
采用 Microsoft Excel 软件计算平均值及标

准差，所有数据均采用 SPSS 22.0 作差异性检

验分析和 Student-Newman-Keuls (SNK)检验法

检验数据在 0.05 水平上的显著性，菌丝 Cd 含

量与草酸分泌量和菌丝硫和钾含量数据以皮尔

逊法(Pearson)进行数据相关性分析(P<0.05 或

P<0.01)，并采用 Origin 9.1 进行数据绘图。 

2  结果与分析 
2.1  镉胁迫对 DSE 菌丝生长的影响 

培养液中镉浓度显著影响嗜鱼外瓶霉菌丝

生物量(P<0.05)。0、25、50、100、200、400 mg/L
镉胁迫下，菌丝生物量分别为 0.30、0.27、0.23、
0.15、0.11 和 0.02 g。与对照相比，50、100、
200 和 400 mg/L 镉胁迫导致菌丝生物量显著下

降 22.8%、49.7%、64.1%和 90.6% (图 1)。 

2.2  镉胁迫对 DSE 菌丝矿质养分与 Cd 含

量的影响 
如表 1 所示，培养液中镉浓度显著影响嗜

鱼外瓶霉菌丝氮、钾和磷含量(P<0.05)。随着培

养液中镉浓度的增加，菌丝氮和钾含量均显著下

降，菌丝氮和钾含量分别下降了 26.0%−52.8%和

53.8%−92.9%；但 25 mg/L 镉胁迫导致菌丝磷含

量显著增加，增幅为 114.0%。 

 
 
图 1  培养液不同镉浓度对嗜鱼外瓶霉菌丝生物

量的影响   图中数据为 4 次重复的平均值±标准

差，不同小写字母表示处理与对照间差异显著

(P<0.05)。下同 
Figure 1  Effect of different cadmium concentrations 
in culture medium on mycelial biomass in 
Exophiala pinsciphila mycelium. The data in the 
figures is the mean±standard deviation of 4 replicates, 
with different lowercase letters indicating significant 
differences between the treatment and the control 
(P<0.05). The same below. 

 
表 1  不同浓度镉胁迫嗜鱼外瓶霉菌丝氮、磷和

钾的含量 
Table 1  Nitrogen, phosphorus and potassium content 
in mycelium of Exophiala pinsciphila under cadmium 
stress at different concentration 
Cd 浓度 
Cd concentration 
(mg/L) 

N 含量 
Content of  
N (mg/g) 

P 含量 
Content of  
P (mg/g) 

K 含量 
Content of  
K (mg/g) 

0 28.70±1.85a 5.47±1.36b 12.00±2.13a 
25 21.23±3.06b 11.55±0.46a 5.54±1.52b 
50 15.63±4.13b 7.49±1.49b 3.10±0.32bc 
100 16.10±0.40b 6.31±0.82b 1.64±0.88c 
200 18.67±1.23b 7.21±0.67b 1.16±0.36c 
400 13.53±1.63b 8.71±1.43ab 0.85±0.06c 
注：同一列中的不同小写字母表示处理组和对照组之间存

在显著差异(P<0.05)或极显著差异(P<0.01)。下同 
Note: Different lowercase letters in the same column 
indicate a significant difference (P<0.05) or an extremely 
significant difference (P<0.01) between treatment and 
control. The same below. 
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如表 2 所示，培养液中镉浓度显著影响嗜

鱼外瓶霉菌丝硫、镁、钙和铁含量(P<0.05)。其

中，随着培养液镉浓度的增加，菌丝硫含量呈

先增加后降低的趋势。浓度为 100 mg/L 的镉胁

迫下，菌丝硫含量显著增加 25.1%；而浓度为

400 mg/L 镉胁迫下，菌丝硫含量显著下降

26.1%；与对照相比，浓度为 50、100、200、
400 mg/L 镉胁迫下，菌丝镁和钙含量均显著增

加，分别增加了 20.4%、31.4%、23.8%、21.0%
和 55.9%、43.6%、35.1%、62.5%；浓度为 50、
100、200、400 mg/L 镉胁迫下，菌丝铁含量显

著下降，降幅为 24.9%−34.3%。 
如图 2 所示，25、50、100、200 和 400 mg/L

镉胁迫下，液体培养 7 d 嗜鱼外瓶霉菌丝中镉含

量分别为 3.25、6.04、17.18、38.12 和 51.43 mg/g。 

2.3  镉对嗜鱼外瓶霉菌丝产酸的影响 
如图 3 所示，采用酸碱指示剂指示平板培

养基上嗜鱼外瓶霉生长过程中菌丝产酸的情

况，研究发现，浓度为 400 mg/L 镉胁迫下，嗜

鱼外瓶霉菌落周围培养基由原先的蓝色转变为

明显的黄色。由此可见，镉胁迫条件下嗜鱼外

瓶霉菌丝有明显的产酸行为。 
如图 4 所示，培养液中镉浓度显著影响嗜

鱼外瓶霉菌丝培养液 pH 值(P<0.05)。与对照相

比，50、100、200 和 400 mg/L 镉胁迫下，菌丝

培养液 pH 值均显著下降，降幅为 7.3%−24.7%。 
由图 5 可知，与对照相比，浓度为 50、100、

200 和 400 mg/L 镉胁迫下，嗜鱼外瓶霉菌丝培

养液草酸浓度显著增加 25.0%−62.5%；菌丝草酸

分泌量也显著增加。其中，浓度为 400 mg/L 镉胁

迫下，菌丝草酸分泌量达到最大值 34.93 mg/g。 

2.4  相关性分析 
由相关性分析可得，菌丝 Cd 含量与草酸分

泌量呈极显著正相关(r=0.844，P<0.01)，与菌丝

硫含量呈显著负相关(r=−0.611，P<0.05)，与菌丝

钾含量呈极显著负相关(r=−0.692，P<0.01)。 

3  讨论与结论 
微生物对矿质元素的吸收利用受各种因素

的影响[18]，这可能与生物体内离子通道和矿质

元素之间的相互作用有关[19]。矿质元素会影响

细胞结构组分、物质营养代谢及相关物质的合

成，促进细胞形成更多能与重金属发生络合的

活性基团，缓解重金属对机体的伤害[20-21]。一

方面，重金属胁迫导致真菌菌丝矿质元素含量变

化。研究表明，铝胁迫下，5 种外生菌根真菌菌

丝的钾含量显著增加，而且高浓度铝胁迫会增

加这 5 种外生菌根真菌菌丝内磷含量[6]。过量

汞胁迫导致外生菌根真菌(Pisolithus tinctorius) 
715 菌丝钾含量下降，而且随着汞浓度增加菌丝 

 
表 2  不同浓度镉胁迫嗜鱼外瓶霉菌丝硫、镁、铁和钙的含量 
Table 2  Sulfur, magnesium, iron and calcium content in mycelium of Exophiala pinsciphila under cadmium 
stress at different concentration 
Cd 浓度 
Cd concentration (mg/L) 

S 含量 
Content of S (mg/g) 

Mg 含量 
Content of Mg (mg/g) 

Fe 含量 
Content of Fe (mg/g) 

Ca 含量 
Content of Ca (mg/g) 

0 4.45±0.29b 1.23±0.09b 1.04±0.03a 0.46±0.03c 
25 4.69±0.34ab 1.22±0.04b 0.90±0.15ab 0.54±0.02bc 
50 5.08±0.25ab 1.49±0.00a 0.68±0.02b 0.72±0.06a 
100 5.57±0.30a 1.62±0.05a 0.76±0.02b 0.66±0.03ab 
200 4.18±0.50bc 1.52±0.04a 0.74±0.03b 0.62±0.04ab 
400 3.29±0.33c 1.49±0.15a 0.78±0.08b 0.75±0.08a 
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图 2  培养液不同镉浓度对嗜鱼外瓶霉菌丝中镉

含量的影响 
Figure 2  Effect of different cadmium concentrations 
in culture medium on cadmium content in Exophiala 
pinsciphila mycelium. 
 

 
 
图 3  嗜鱼外瓶霉菌丝产酸情况   A：无镉胁迫；

B：400 mg/L 镉胁迫 
Figure 3  Acid produced by mycelium of Exophiala 
pinsciphila. A: No cadmium stress; B: 400 mg/L 
cadmium stress. 

 
 
图 4  培养液不同镉浓度对嗜鱼外瓶霉菌丝培养

液 pH 值的影响 
Figure 4  Effects of cadmium stress on pH value of 
fluid medium culturing Exophiala pinsciphila. 
 

 
 
图 5  培养液不同镉浓度对嗜鱼外瓶霉菌丝草酸

含量(A)和草酸分泌量(B)的影响 
Figure 5  Effect of different cadmium concentrations 
in culture medium on oxalic acid content (A) and 
oxalic acid secretion (B) in Exophiala pinsciphila 
mycelium. 
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钾含量显著降低[22]。随着镉浓度的增加，姬松

茸菌丝中钙和磷含量不断下降[23]。另一方面，

矿质元素的施加可以缓解重金属对真菌的毒害

作用[24]。例如镉胁迫下，外源添加适当的硫或

氮会促进嗜鱼外瓶霉菌丝矿质元素的吸收，缓

解镉胁迫[25-26]。 
本实验中，镉胁迫导致嗜鱼外瓶霉菌丝磷、

镁含量增加，这可能是因为磷、镁通过竞争性

吸收机制及形成多聚磷酸盐、中磷酸盐等方式

结合固定重金属，降低重金属有效浓度，减少

金属离子的吸收[27-28]。镉处理条件下，菌丝硫

含量增加，其原因可能是因为大量硫进入细胞

后，低分子量硫醇(例如谷胱甘肽和半胱氨酸谷

胱甘肽)改变机体的重金属耐受性，从而减轻重

金属的毒性[29-30]。镉与钙存在交互作用，菌丝

钙含量随着镉浓度的增加而增加，这可能是镉

使聚磷酸盐含量增加，聚磷酸盐易与钙离子结

合，从而使菌丝钙的含量增加[31]。镉胁迫导致

菌丝铁含量下降，可能是镉能与铜和铁等二价

阳离子发生置换反应，从而降低游离金属离子

的浓度，减少镉的摄取[32]。镉胁迫导致菌丝氮

和钾含量下降，其原因可能是氮和钾是微生物

生长发育的必需元素之一，镉抑制菌丝对氮和

钾的吸收，抑制真菌生长发育，减少真菌与镉

的接触表面积，从而减少镉的吸收[26]。 
综上所述，真菌菌丝矿质元素含量的改变

可能是真菌降低或消除重金属胁迫的原因之

一，其作用机理可能是通过改变真菌菌丝聚磷

酸盐含量、细胞膜透性和转运能力等方式来实

现的。 
真菌的重金属耐性与其菌丝分泌的低分子

量有机酸的螯合作用有很大的关联[33]，其螯合

作用分为胞内螯合与胞外螯合。胞内螯合是指

细胞内有机酸能与重金属结合，形成重金属结

晶或沉淀，降低金属离子的活性，从而减轻或

解除重金属毒害作用[34-35]。胞外螯合是指真菌

分泌的低分子量有机酸能结合过量的重金属元

素，降低重金属的可移动性[36]。研究发现，铅

和铬胁迫下，平菇(Pleurotus ostreatus)产生的草

酸与重金属螯合，从而降低可溶性重金属进入

菌体的可能性[37]。铝、砷、镉、铬、镍、铅胁

迫下，4 株外生菌根真菌菌丝的甲酸、苹果酸

和琥珀酸分泌显著增加，并且低分子量有机酸

的分泌量与真菌重金属的累积能力呈显著正相

关[38]。其中草酸是参与重金属的吸收、运输、

累积和解毒等过程中常见的金属配体[12]，能与

重金属发生螯合作用，减少或消除其生态毒性。 
本实验研究了嗜鱼外瓶霉菌丝生长、草酸

与矿质元素含量对镉胁迫的响应情况，结果

表明镉胁迫会抑制菌丝生长，同时会显著增

加矿质元素的含量和草酸分泌量，从而缓解

镉的胁迫。 
培养基中的镉浓度与菌丝分泌的草酸含量

显著相关，随着镉浓度的增加，菌丝分泌的草

酸量也显著增加。其原因可能是由于草酸与镉

的鳌合作用将其转变为草酸镉结晶体，使培养

基中有机结合态的镉增加，降低其游离态镉浓

度[39]，从而降低镉的生物有效性。另一方面，

可能是草酸与细胞膜中极性基团的交互作用改

变了细胞膜的渗透性，提高了跨膜运输量，从

而提高了细胞对重金属的吸附作用[40-41]，缓解

了镉毒性。 
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