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灰霉病菌侵染垫侵染油菜叶片的超微结构观察
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摘要 利用透射电镜和扫描电镜观察灰霉病菌灰葡萄孢(Botrytiscinerea )侵染垫侵入油菜叶片的过程。

观察结果发现:灰霉病菌顶端菌丝聚集通过形成侵染垫,侵染垫分泌胶状物质降解表皮细胞的细胞壁,菌丝通过

破损的表皮细胞进入叶片并在叶肉细胞间及细胞内生长;侵入的菌丝进一步降解叶肉细胞的细胞壁并在叶肉

组织中生长繁殖,造成叶肉细胞的细胞质凝聚、细胞器破裂等细胞坏死症状。研究结果表明:灰霉病菌侵染垫通

过降解植物细胞壁侵染植物,并且在植物组织内生长过程中也会降解细胞壁,细胞壁的降解在灰霉病菌侵染和

生长过程中起着重要作用。

关键词 灰霉病菌;菌丝;侵染垫;超微结构;细胞壁降解

中图分类号 Q248;S432.4+4  文献标识码 A  文章编号 1000-2421(2013)06-0046-05

收稿日期:2013-03-18
基金项目:国家公益性行业(农业)科研专项(201303025)
曹剑波,硕士,工程师.研究方向:分子植物病理.E-mail:caojb@mail.hzau.edu.cn

  灰霉病(graymoulddisease)是由灰霉病菌灰

葡萄孢(Botrytiscinerea)引起的。灰霉病菌属于坏

死型(necrotrophic)病原真菌,能侵染200多种植

物,危害油菜、蔬菜、瓜果等经济作物,造成重大经济

损失[1]。在自然条件下,灰霉病菌主要通过分生孢

子进行侵染和传播[2]。病菌分生孢子识别寄主植物

后,在适宜的情况下萌发出芽管,芽管生长通过植物

表面气孔或伤口侵入植物,或者由芽管形成类附着

胞(appressorium-like)直接侵入寄主植物表皮细

胞[3-4]。被灰霉病菌侵染的植物组织上都能观察到

爪状结构的侵染垫(infectioncushion)[5],病菌通过

侵染垫结构侵染植物组织,侵染垫在病菌侵染及致

病过程中起着重要作用[4]。分生孢子芽管形成的类

附着胞能通过分泌一些细胞壁降解酶类物质(cell
wall-degradingenzymes)直接穿透寄主植物表皮,
进入寄主植物体内[6]。但是,关于灰霉病菌侵染垫

的侵染过程及其在植物组织中的生长过程现知之甚

少。笔者利用透射电镜和扫描电镜观察了灰霉病菌

灰葡萄孢侵染垫侵入油菜叶片的过程,旨在探讨灰

霉病菌侵染垫的侵染机理,为有效防治灰霉病害提

供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

灰霉病菌菌株CanBC-2分离于油菜叶片[7],在

20℃下培养,在4℃冰箱中保存。实验室温室中种

植感病品种为中油杂2号。取60d苗龄油菜植株

中部的幼嫩叶片用于接种试验。
1.2 接种方法

采用离体叶片接种法[4]接种灰霉病菌。菌株

CanBC-2生长在马铃薯葡萄糖琼脂固体培养基上,
将菌落边缘含有菌丝的琼脂块,分别接种到新采下

的油菜叶片中部主脉的两侧,并将接种后的叶片置

于保湿环境20℃下培养。
1.3 电镜材料取样

分别于接种后12、24、48、72h取长有菌丝的叶

片并剪成0.2cm×0.2cm块状,用2.5%戊二醛固

定,抽真空沉底后4℃冰箱保存待用。
1.4 扫描电镜观察

将固定好的叶片用0.1mol/L磷酸缓冲液清洗

3次,每次10min,然后分别在梯度乙醇(30%、

50%、70%、80%、90%、100%、100%)中 脱 水 各
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10min,并在乙醇与乙酸异戊酯1∶1、1∶2(体积

比)混合液和纯乙酸异戊酯各置换10min。HITA-
CHIHCP-2型CO2临界点干燥仪干燥后,在JEOL
JFC-1600型离子溅射仪上喷金5min,将样品分别

置于JEOLJEM-6390LV型扫描电镜下观察并拍

照[8]。
1.5 透射电镜观察

将固定好的叶片用0.1mol/L磷酸缓冲液清洗

3次,每次30min。用1%锇酸固定2h后分别在梯

度丙酮(30%、50%、70%、80%、90%、100%、100%)
中脱水各30min,再用SPI-812树脂与丙酮混合液

渗透、包埋。
包埋块聚合后,用LeicaUC6超薄切片机进行

切片,再分别 用 醋 酸 铀-柠 檬 酸 铅 染 色 液 各 染 色

30min。将切片分别置于HITACHIH-7650型透射

电镜下观察,采用Gatan832数字成像系统记录并

拍照[9]。

2 结果与分析

2.1 灰霉病菌侵染垫侵入表皮细胞

观察结果显示:灰霉病菌接种油菜叶片12h
后,侵染垫在叶片表面形成,侵染垫的菌丝呈分支

状,细胞较短(图1-A,B),侵染垫的菌丝间有胶状物

质填充(图1-A/1),侵染垫侵入部位的叶片表面上

也有胶状物质附着(图1-B);侵染垫的菌丝顶端紧

贴叶片表皮细胞的细胞壁,菌丝顶端细胞壁破裂形

成小孔,叶片表皮细胞的部分细胞膜破裂(图1-
A/1);叶肉细胞完整,叶绿体完整且紧贴细胞壁

(图1-A)。灰霉病菌接种油菜叶片24h后,在侵染

垫侵入部位,叶片表皮细胞的细胞壁常出现断裂

(图1-C,D),靠近表皮的叶肉细胞的细胞壁也出现

断裂(图1-C);断裂的细胞壁表面积累了大量的高

电子密度物质,表皮细胞的细胞质及细胞器等内容

物消失(图1-C/2)。

  A.侵染垫的菌丝聚集在表皮细胞表面,表皮细胞的部分细胞膜破裂(星号所示),菌丝顶端细胞壁破裂形成小孔(白箭头所

示)。Infectioncushionaggregatingontheepidermalcellwithpartialcellmembranerupture(asterisk)andaporeappearingin

thecentreofhyphae(whitearrow);B.侵染垫附着在叶片表面的扫描电镜图。SEMmicrographofinfectioncushionontheepi-
dermalcell;C.侵染垫的菌丝聚集在表皮细胞表面,表皮细胞的细胞壁断裂(白箭头所示)。Cellwallofepidermalcellbrokenat

theinfectioncushionsite(whitearrow);D.侵染垫导致表皮破裂(黑箭头所示)的扫描电镜图。EpidermisbrokeninSEM

micrograph(blackarrow);IC:侵染垫Infectioncushion;E:表皮细胞Epidermalcell;M:叶肉细胞 Mesophyllcell;H:侵染垫

的菌丝细胞Infectioncushionhyphacell.

图1 侵染垫破坏叶片表皮细胞

Fig.1 Infectioncushioninvadedepidermalcell
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2.2 灰霉病菌菌丝进入叶肉细胞

观察结果显示:灰霉病菌接种油菜叶片48h
后,侵染垫前端的菌丝穿透叶片表皮细胞,侵入叶肉

细胞(图2-A/1),有的菌丝通过叶肉细胞间进入叶

肉组织(图2-A/2);菌丝穿透叶肉细胞的细胞壁,
菌丝顶端膨大、在细胞壁破裂处形成隔膜(图2-B/1),

菌丝在叶肉细胞中生长,顶端的叶肉细胞的细胞壁

部分溶解(图2-B/2);菌丝侵入位点处,叶肉细胞的

细胞壁断裂,呈锥子状,靠近菌丝处细小、远离菌丝

处宽厚,叶肉细胞的细胞壁并未呈现压痕状(图2-A
和图2-B/1~2);叶肉细胞的细胞质凝聚,电子密度

升高,细胞膜破裂,叶绿体外膜破裂(图2-A,B)。

  A.侵染垫的菌丝突破表皮细胞,通过细胞间隙进入叶肉组织 Hyphaebrokeepidermalcellandonehyphaeinvadeintomesophyll

tissuethroughthespacebetweencells;B.侵染垫的菌丝突破叶肉细胞的细胞壁并在叶肉细胞中生长 Hyphaebrokedownthecell

wallofmesophyllcellandonegrewinmesophyllcell.

图2 侵染垫的菌丝侵入叶肉细胞

Fig.2 Hyphaeofinfectioncushioninvadeintomesophyllcell

2.3 灰霉病菌在叶片中生长

观察结果显示:灰霉病菌接种油菜叶片72h
后,菌丝在叶肉组织中大量生长,靠近菌丝的叶肉细

胞其细胞壁变薄、溶解甚至消失(图3),菌丝顶端叶

肉细胞的细胞壁溶解现象较明显(图3/1);部分菌

丝突破叶肉细胞的细胞壁进入或准备进入叶肉细

胞,与菌丝接触位置的叶肉细胞的细胞壁变薄、无明

显的压痕出现(图3/1)。另外,观察时还发现,叶肉

细胞中细胞质凝聚、电子密度升高,细胞膜和叶绿体

外膜破裂(图3)。

  菌丝在叶肉组织中大量生长,叶肉细胞的细胞壁溶解(1:白箭头所示),菌丝突破叶肉细胞的细胞壁进入叶肉细胞(2)。Many

hyphaegrewinmesophylltissue,themesophyllcellwalldissolved(1:whitearrow)andbrokenbythehypha(2).

图3 灰霉病菌的菌丝在叶肉组织中生长

Fig.3 HyphaeofBotrtiscinereagrewinmesophylltissue
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3 讨 论

真菌病原物通常会形成附着胞和侵染垫两种特

化的结构穿透植物表面,从而侵入植物体内进行增

殖[10-12]。稻瘟病菌(Pyriculariagrisea)的附着胞

通过细胞内产生的渗透压形成巨大的机械压力刺穿

植物表面,进入植物细胞内并在破损的植物细胞壁

上留下明显的压痕[11]。灰霉病菌(Botrytiscine-
rea)孢子形成的类附着胞分泌角质酶、果胶酶、脂肪

酶等细胞壁降解酶类降解植物表皮细胞的角质层和

细胞壁进入植物细胞[13-15]。
本试验结果表明,灰霉病菌以菌丝形式侵染寄

主植物时,会形成多菌丝聚集的侵染垫(图1)。灰

霉病菌孢子侵染蚕豆(Viciafaba)叶片过程中,脂
肪酶可导致芽管顶端中心部位形成小孔[16];侵染

垫的菌丝同样会在顶端中心部位形成小孔(图1-A/

1)。灰霉病菌侵染蜡花(Chamelauciumspp.)花瓣

时,造成花瓣表皮细胞的细胞壁断裂[17];灰霉病菌

侵染垫的菌丝间有大量胶状物质存在,侵入位点处

常出现表皮细胞的细胞壁断裂,断裂的细胞壁无明

显的压痕存在(图1)。侵入叶肉细胞中的菌丝也能

造成细胞壁的降解(图2-B/2,图3/2)。研究结果表

明,灰霉病菌侵染垫通过降解寄主植物的细胞壁侵

入植物细胞,而不是通过机械压力直接刺入植物细

胞。灰霉病菌侵染垫的侵染过程与孢子类附着胞的

侵染过程类似,也可能通过分泌细胞壁降解酶类来

降解细胞壁。在病菌侵染早期,侵染垫分泌细胞壁

降解酶类可能不足以完全降解细胞壁而是降低细胞

壁的机械性能[17],机械性能的改变可能造成了细胞

壁的断裂。
另一个典型的腐生型油菜病害核盘菌(Scelro-

tiniasclerotiorum)也能通过分泌细胞壁降解酶和

毒素,完成侵染和生长过程,这些细胞壁降解酶通过

降解细胞壁可为核盘菌生长提供碳源[18]。本试验

结果表明,灰霉病菌也是通过降解油菜叶片细胞的

细胞 壁,在 细 胞 间 生 长 或 进 入 细 胞 内 获 取 营 养

(图2,图3)。因此,灰霉病菌对植物细胞壁的降解在

侵染垫侵染和菌丝生长中都起着重要作用。在灰霉

病菌侵染过程中,油菜叶片细胞的细胞壁被降解、细
胞膜和叶绿体外膜破裂(图3),叶肉细胞坏死导致

叶片变软进而腐烂。由此可见,抑制或清除菌丝释

放的细胞壁降解物质可以作为防治灰霉病害的重要

手段。
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Abstract Theinfectioncushionofpenetrationtheleafofoilseedrapewasinvestigatedbytrans-
missionelectronmicroscopyandscanningelectronmicroscopy.Duringtheinitialinfectionprocess,the
hyphaofgreymouldfungus(Botrytiscinerea )whichformedinfectioncushionsbrokendownthecell
wallthenpenetratedintotheleaftissueofoilseedrape.Afterinvadingintotheleafepidermiscells,the
hyphaofinfectioncushionsmultipliedbetweenthemesophyllcellsorgrewinmesophyllcellsthrough
breakingthecellwall.Theseresultswillillustratethedegradationofplantcellwallplaysanimportant
roleintheinfectionanddevelopmentofgreymouldfungusinfectioncushionandprovidecluestoexplain
pathogenicityofgreymouldfungus.

Keywords greymouldfungus(Botrytiscinerea );hypha;infectioncushion;ultrastructure;cell
walldegradation
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