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摘要 用不同质量浓度的莲子草假隔链格孢毒素处理空心莲子草叶片和根尖,研究毒素对组织超微结构的

影响。结果表明:毒素处理后,叶片细胞质壁分离、质膜消解,叶绿体片层紊乱、膜消解,线粒体膜破裂、嵴消解;

根尖细胞质壁分离、质膜消解,线粒体膜破裂、嵴消解,分生区和表皮细胞空泡化并萎缩。随毒素质量浓度的增

加和处理时间的延长,对叶片和根尖细胞破坏作用逐渐增强。
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  空 心 莲 子 草 (Alternantheraphiloxeroides
Griseb),属苋科莲子草属,又称水花生、革命草,是
多年生宿根草本植物,原产于巴西,于1930年末被

侵华日军用作养马饲料引至我国上海郊区栽培,后
来我国南方一些省市将其作为猪羊饲料草种植,现
已逸为杂草并广泛传播,给农业生产和生态安全造

成很大威胁[1]。近年来,随着对化学除草剂长期使

用带来的环境污染和杂草抗药性问题的关注,许多

学者都在探讨用植物病原真菌或真菌毒素控制该草

为害的可能性[2-5]。

Kimura等[6]从 Peniciliumsp.代谢产物中分

离获得了莲子草假隔链格孢毒素(vulculicacid),并
发现其对黑松(Pinusthunbergii)花粉的萌发有很

强的抑制作用。周遗品等[7]、向梅梅等[8]从空心莲

子草叶斑病菌(Nimbyaalternantherae)代谢产物

中也分离获得了该毒素,并发现其可为害空心莲子

草叶片及植株,引致叶片水渍状变褐及植株萎蔫,是

一种潜在的天然除草化合物。向梅梅等[8]的初步

研究表明,该毒素可引致空心莲子草叶片细胞中

叶绿体片层紊乱、膜消解,线粒体膜破裂、嵴消解。

本研究探讨莲子草假隔链格孢毒素对空心莲子草

叶片和根尖组织超微结构的影响,旨在为探明毒

素的致病机理和开发应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 供试植物

将采 自 田 间 的 空 心 莲 子 草 用 Hoagland 和

Arnon营养液配方进行培养,长出5~6对新叶时备

用。
1.2 毒素制备

参照周遗品等[7]的方法,将经PDA培养的莲子

草假隔链格孢 Nimbyaalternantherae(Holcomb
&Antonopoulos)Simmons& Alcom 斜面菌种2
支接入200mL改良Fries3号培养液中,以28℃、

200r/min连续振荡培养,7d后按1∶10接入新培

养液扩大培养,5d后再按1∶10接入30LBiostat
发酵罐(德国产)中,于28℃、400~500r/min、12
L/min通气量下发酵培养,3~4d后过滤,获得培

养滤液。于培养滤液中加入1/3体积的甲醇,混匀,
过滤除去沉淀,滤液于60℃下减压浓缩至原体积

1/3,然后过DM-130大孔树脂色谱柱(700mm×70
mm),用甲醇洗脱。

将洗脱液减压浓缩至近干,再用乙酸乙酯加热

浸提、过滤,将滤液于60℃下减压浓缩至干得到毒

素粗提物。在粗提物中加入体积比为1∶1的苯-丙
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酮溶液,水浴加热(60℃),趁热过滤,冰水浴冷却结

晶,所得晶体反复重结晶后,得到含少量褐色杂质的

白色针状晶体。将所得晶体装入硅胶柱,用体积比

为1∶1的苯-丙酮溶液洗脱,将洗脱液于冰水浴中

冷却结晶,即获得白色针状的纯毒素。获得的纯毒

素用双蒸水配成50和100 mg/mL 的 毒 素 溶 液

备用。
1.3 材料处理

1)叶片的处理。参照付东亚等[9]的方法,稍作

修改。选取生长均匀一致、健康的空心莲子草,将自

顶部往下第2~3对叶片用双蒸水冲洗3次,以无菌

滤纸吸干水分,用脱脂棉将不同质量浓度的莲子草

假隔链格孢毒素分别涂抹在叶片正反面上,每天涂

1次,连续涂抹5和10d。以双蒸水涂抹作对照。

2)根尖的处理。参照台莲梅等[10]的方法,稍作

修改。取健康的空心莲子草,分别浸入质量浓度为

50和100mg/mL的毒素溶液中,置25℃光照培养

箱中分别保湿12、24h后,切取2mm长根尖备用。
用双蒸水作为对照。
1.4 电镜样品的制备和观察

样品采用戊二醛-锇酸双重固定法固定。经毒

素处理的材料用2.5%戊二醛前固定,经磷酸缓冲

液冲洗后,再用2%锇酸进行后固定。经系列乙醇

逐级脱水后,用环氧树脂812包埋,超薄切片后,经
醋酸双氧铀-柠檬酸铅双重染色,于TECNAIG212
分析透射电子显微镜下观察、拍照。

 1.对照叶组织的正常叶绿体 Normalchloroplastincontrolleaftissue;2.对照叶组织正常线粒体 Normalmitochondriaincontrolleaf

tissue;3~5.50μg/mL毒素处理5d叶绿体片层肿胀,叶绿体被膜和线粒体膜破裂 Chloroplastlamellaeswelled,chloroplastenvelope

andmitochondriamembranedisruptedinthetreatedtissuewithvulculicacidof50μg/mLfor5d;6~8.50μg/mL毒素处理10d叶绿

体变形,片层肿胀离散,叶绿体被膜和线粒体膜消解 Chloroplastdeformed,chloroplastlamellaesswelledandscattered,chloroplasten-

velopeandmitochondriamembranedigestedinthetreatedtissuewithvulculicacidof50μg/mLfor10d;9~10.100μg/mL毒素处理

5d,叶绿体片层明显离散,线粒体开始消解Chloroplastlamellaesscatteredevidently,mitochondriabegantodigestinthetreatedtissue

withvulculicacidof100μg/mLfor5d;11~12.100μg/mL毒素处理10d叶绿体片层严重紊乱,空泡化,线粒体严重消解Chloroplast

lamellaeseverelyscatteredanddisorderedandvacuolated,mitochondriaseverelydisintegratedwithvulculicacidof100μg/mLfor10d.

图1 对照和毒素处理的叶片超微结构

Fig.1 Ultrastructureofcontrolandtreatedleaftissues
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2 结果与分析

2.1 莲子草假隔链格孢毒素对空心莲子草叶片细

胞超微结构的影响

  经双蒸水处理5和10d后,空心莲子草叶片组

织细胞超微结构均正常,细胞器丰富且分布均匀。
细胞壁和质膜连接紧密;叶肉细胞中叶绿体多呈长

梭形,双层被膜完整均一,基质片层和基粒片层结构

完整,排列整齐有序(图1-1)。线粒体膜完整,嵴丰

富、清晰(图1-2)。
经50μg/mL毒素处理5d后,质膜内陷,开始

质壁分离(图1-3)。少数叶绿体变形膨大,基粒片

层肿胀,并开始有轻微离散,叶绿体被膜局部消解

(图1-4)。线 粒 体 膜 局 部 断 裂、消 解,基 质 外 流

(图1-5)。
毒素处理10d后,质壁分离加重(图1-6)。同

样有少数叶绿体变形膨大,基粒片层肿胀,但离散程

度较处理5d明显,叶绿体被膜部分消解(图1-7)。
线粒体膜局部消解、断裂(图1-8)。

经100μg/mL毒素处理5d后,质膜内陷严

重,局部断裂消解。部分叶绿体变形膨大;叶绿体片

层严重肿胀,离散明显,被膜多处消解断裂,基质外

流(图1-9)。线粒体膜多处断裂、消解,多数线粒体

嵴开始消解,数量减少,嵴紊乱(图1-10)。毒素处

理10d后,大多数叶绿体肿胀成球形,片层离散、
紊乱,出现空泡化(图1-11);线粒体消解严重,多
数已经观察不到完整的线粒体,嵴消解、紊乱(图

1-12)。

 1.对照根尖组织正常的细胞结构和细胞核 Normalcellarchitecturesandnucleiincontrolroottiptissue;2.对照根尖组织分生区和

表皮正常细胞 Normalcellsinmeristematiczoneandepidermisofroottiptissue;3~6.50μg/mL毒素处理12h核膜、线粒体膜消解,

分生区细胞空泡化,表皮细胞萎缩 Nucleusandmitochondriamembranedigested,meristematiccellsvacuolated,epidermalcellsshrinked

inthetreatedtissuewithvulculicacidof50μg/mLfor12h;7~8.50μg/mL毒素处理24h线粒体膜消解,部分嵴消失,核仁开始消解

Mitochondriamembranedigestedandsomeridgesdisappleared,andnucleolusbegantodigestinthetreatedtissuewithvulculicacidof

50μg/mLfor24h;9~10.100μg/mL毒素处理12h线粒体、核膜、核仁开始消解 Mitochondria,nucleusmembraneandnucleolusbe-

gantodigestinthetreatedtissuewithvulculicacidof100μg/mLfor12h;11~12.100μg/mL毒素处理24h线粒体消解,整个细胞萎

缩 Mitochondriadigestedandthewholecellsshrinkedinthetreatedtissuewithvulculicacidof100μg/mLfor24h.

图2 对照和毒素处理的根尖超微结构

Fig.2 Ultrastructureofcontrolandtreatedroottiptissues
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2.2 莲子草假隔链格孢毒素对空心莲子草根尖组

织超微结构的影响

  经双蒸水处理后,根尖组织细胞超微结构正常,
细胞器丰富且排列均匀,细胞壁和质膜连接紧密,细
胞质膜均匀连续,细胞壁电子密度均一,细胞核核质

均匀丰富,双层核膜边界清晰,核仁电子密度高,边
缘清晰、整齐(图2-1);分生区细胞内细胞质丰富,
大液泡少,根表皮细胞结构正常(图2-2)。

经50μg/mL毒素处理12h后,细胞质的电子

密度下降,大液泡增多,细胞壁的颜色变浅但电子密

度仍均匀一致(图2-3);细胞核核膜开始模糊,核质

电子密度下降;核仁边缘开始模糊,电子密度下降

(图2-4);线粒体的部分双层被膜变成单层膜且局

部消解,基质外流,电子密度开始下降,嵴局部消失,
部分空泡化(图2-5);分生区细胞大液泡明显增多,
严重空泡化,根表皮细胞萎缩(图2-6)。24h后,线
粒体双层被膜大部分消解,基质外流,基质电子密度

下降,部分嵴消失(图2-7);细胞核变形,核仁电子

密度下降,边缘变得不整齐(图2-8)。
经100μg/mL毒素处理12h后,线粒体双层

被膜消解,基质外流,基质电子密度明显下降,整体

开始消解(图2-9);细胞核核膜边界不清晰,核质电

子密 度 明 显 下 降,核 仁 模 糊,边 缘 开 始 消 解(图

2-10);分生区细胞几乎完全被大液泡占据,严重空

泡化,根表皮细胞严重萎缩。24h后,线粒体整体

模糊,严重消解(图2-11);整个细胞严重空泡化、萎
缩(图2-12)。

3 讨 论

马春红等[11-12]的研究表明,毒素对寄主植物细

胞可造成明显的损伤,而且膜系统最易受伤害。常

缨等[13]的研究表明,链格孢菌(Alternariaalterna-
ta)产生的毒素处理紫茎泽兰叶片组织24h后,叶
肉细胞的细胞壁变形甚至断裂,质膜断裂,叶绿体变

形严重,类囊体片层解体,叶绿体膜膨胀、断裂。台

莲梅等[10]研究了尖孢镰刀菌(Fusariumoxyspo-
rum)产生的毒素对大豆胚根组织超微结构的影响,
结果表明:毒素处理后,胚根细胞质壁分离;质膜、线
粒体膜、核膜、液泡膜局部断裂;线粒体肿胀、变形、
内部电子透明化、空泡化。于莉等[14]在研究黑斑毒

素对感病和抗病向日葵叶组织超微结构的影响时也

发现,质膜和叶绿体片层在细胞结构中最容易受伤

害。在本研究中,在50μg/mL毒素处理5d和12h
后,叶和根组织细胞中的细胞质膜、叶绿体膜、线粒

体膜和核膜等均受到了明显损伤,也说明膜系统最

易受伤害。
本研究中,经莲子草假隔链格孢毒素处理后,空

心莲子草叶片和根尖组织的细胞均受到破坏,且随

毒素质量浓度的提高和处理时间的延长,破坏作用

更明显。低质量浓度(50μg/mL)处理叶组织时,少
数叶绿体变形膨大,基粒片层肿胀,开始离散,线粒

体主要表现为膜局部断裂消解;高质量浓度(100

μg/mL)处理叶组织时,多数叶绿体畸形膨胀,片层

严重离散直至紊乱,空泡化;线粒体嵴逐渐消解,膜
破裂消解,直至观察不到完整的线粒体。毒素处理

根尖组织时,变化与叶组织类似。由此可见,叶绿体

和线粒体可能是莲子草假隔链格孢毒素作用的初始

位点。笔者所在实验室在研究莲子草假隔链格孢毒

素对空心莲子草叶片光合作用和呼吸作用的影响时

也发现,用不同质量浓度的毒素处理叶片5d,叶肉

细胞的光合活性显著下降,表现为净光合速率、气孔

导度值、蒸腾速率明显下降,胞间CO2 浓度升高。
用毒素处理线粒体后,呼吸作用的P/O和呼吸控制

率RCR显著下降,氧化磷酸化解偶联,线粒体的正

常呼吸功能遭到破坏,且毒素质量浓度越高,破坏作

用越明显,进一步验证了本研究结论。
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Effectsofvulculicacidontheultrastructureof
leafandroottiptissuesofAlternantheraphiloxeroides
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Abstract TheleafandroottiptissuesofAlternantheraphiloxeroidesweretreatedwithvulculic
acidofdifferentconcentrationstostudytheeffectsofvulculicacidontheultrastructure.Theresults
showedthatthedamagesappearedasthedisruptionofplasmamembrane,digestionofthemembraneof
chloroplastandmitochondria,disorderofchloroplastlamellae,digestionofmitochondriaridgeinleaftis-
sue,disruptionofplasmamembrane,digestionofmitochondriamembraneandridge,vacuolationand
shrinkingofmeristematicandepidermalcellsinroottiptissue.Theseverityofdamageswasincreased
withtheincreasingconcentrationoftoxinandtimeoftreatment.
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