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ABSTRACf The research on hernatogeruc ster口 cells of ∞rd blαxl has be∞me more popular . How to 

prese凹e the ∞rd blood ster丑 cells have been researched by many researchers. At present，∞rd bl∞d is pre

served in ultra-low ter丑peratur臼. In this research , it was preserved it by freeze-drying. Firstly , th巳 samples

with different concentrations of PVP , HES and saccharides were frozen to 一 40'C on the lyophilizer' s shelf. 

Afterwards , they were vacuum-dried at selected shelf ter丑perature at - 30'C for main drying stage , and then 

at 15'C for second drying , the entire time of the f:t:eeze drying is 52. 5hs. The dried samples were resuspended 

in an isotoruc phosphate-buffered saline solution for rehydration and tested by rnicroscope and flow cytometer. 

The protocol of 40 % PVP + 20 % sucr，部e had the best r巳sult. Flow Cytometer (FCM) measured the livability 

of the nucleated cells , and it was 55.67 %. The ratio of the number of CD34 + to lymphocytes was 3 . 61 % . 

Key words: Hwnan co时 blood Freeze-由-ying Lyoprotectant æ34 + cell 
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小麦叶锈菌侵染过程的显微和超微结构 头

白志英 H 王冬梅叫， **** 侯春燕 柑 刘娜时 韩胜芬川 马利华叫

(河北农业大学" 园林与旅游学院m生命科学学院 保定 071001) 

摘 要 采用光学显微技术和电子显微技术对小麦叶锈菌的侵染过程进行了研究。 发现叶锈

菌从气孔侵入后在气孔腔内形成气孔下泡囊，然后分化出圆形的膨大体，由膨大体产生 1-2 初生

菌丝，初生菌丝在寄主细胞间隙延伸扩展，与叶肉细胞壁接触后分化形成吸器母细胞，吸器母细胞

进入寄主细胞后形成吸器。 初生菌丝在吸器母细胞处产生分杖，形成次生茵丝在叶肉细胞间蔓延。

在病房、菌侵染早期(接种后 8 - 24h) ，寄主细胞的超微结构变化并不明显。 侵染中、后期(接种 48-

72h) ，被侵染叶肉细胞发生严重质壁分离，叶绿体膨胀变形，基粒片层排列疏松。 线粒体嚼突退化。

关键词:小麦叶锈菌 僵入过程显微和超微结构

由小麦叶锈菌(Puccinia recondita f. sp. triti

ci) 引起的小麦叶锈病是世界上最为严重的病害之

一，也是我国麦区的一种主要病害。 因此，了解病原

菌的侵染过程对于探讨寄主植物与病原菌的互作机

制尤为重要。 我们课题组长期从事小麦抗叶锈生理

机制的研究，对小麦抗叶锈防卫反应的信号及其转

导机制以及过敏反应的诱发进行了大量的工

作[1-3] ，但对该病的致病机理仍缺乏深入系统的研

究。 我们早期的研究表明，小麦叶锈菌的侵人方式
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同其他锈菌一样，是通过气孔侵入的[3.4 ] 。但对于

病原菌侵入表皮后的扩展过程，只是从组织病理学

方面加以探讨[4] ，而对于叶锈菌侵染过程中细胞学 、

方面的研究则报道很少。 本文利用光学显微技术和

电子显微技术对小麦叶锈菌的侵染过程进行了较系

统的研究，旨为探讨病原菌的致病机制及寄主的抗

病机制的细胞学研究提供依据。

材料和方法

1.供试晶种与叶绣茵茵种

供试材料为小麦 (Triticum aesetivum) 品种洛夫林 10 。

供试菌种为小麦叶锈菌(Puccinia recondita f. sp. tritici)小

种 165 ，小麦品种洛夫林 10 与叶锈菌小种 165 组成亲和组

合，茵种由河北农业大学小麦锈病研究室提供。

2. 幼苗培育与接种

选用正常健康、饱满的种子播于直径 9cm 的花盆中，生

长于人工气候培养室内 。 昼夜温度为 20 - 27'C ， 光照周期

14h/d，铺灯照射 ， 光照强度 400W/m2 。 当幼苗第一片真叶

展开时，采用涂抹法进行接种 ，然后将幼苗置于保湿箱中保

湿 16h，再移入培养室内继续培育。

3. 显微样晶及电镜样晶的制备

分别于接种后 8、 12、 24 、 48 、 72h 随机切取接种叶片，两

端各弃去 1cm，将剩余叶片切成 1-2rru币的小块， 2.5%戊

二醒前固定 24h ， 1 %饿酸后固定拙。丙酣等级系列脱水， E

pon812 包埋。 为对日十锈菌侵入处进行初步定位，包埋块先

进行半薄切片(1 -2μm) ，天青1亚甲蓝染色，光学显微镜下

观察。 然后在 LKB超薄切片机上进行切片，醋酸双氧铀-拧

橡酸铅染色，]EM-100CX 透射电镜下观察、摄影。

结果

1.叶锈菌僵染过程的显微观察

在光学显微镜下观察发现，接种后缸，小麦叶

肉细胞在气孔下腔出现了椭圆形的气孔下泡囊(图

版图 1) ，气孔下泡囊的形成是叶锈菌侵染成功的标

志。接种后 12h，气孔下泡囊分化形成较短的初生

侵染菌丝(图版图 2) 。 由图 3 可以看出，接种后

24h，细胞间隙中的初生侵染菌丝紧贴寄主细胞壁继

续延伸，而且菌丝着色较深，表现其原生质组分丰满

稠密。 同时，在气孔下方仍可见气孔下泡囊出现。

到接种后 48h，胞间菌丝不断向各个方向扩展，菌丝

顶端与叶肉细胞壁接触后分化产生圆球形的吸器母

细胞，并且在胞间隙中可见许多分枝的次生菌丝(图

版图的。此时仍有气孔下泡囊产生，说明叶锈菌夏

抱子萌发侵人的时间并不一致。 接种后 72h，胞间

菌丝仍继续分枝蔓延，许多吸器母细胞清晰可见(图

版图 5)。由于菌丝在胞间隙中穿插伸长的方向不

一致，使得在多数切片中只能观察到菌丝某一段的

纵切、斜切或横切面。

' 2. 叶锈菌僵染过程的超微观察

(1) 胞间茵丝 透射电镜观察表明，叶锈菌

侵入寄主组织后，在寄主细胞间隙内产生大量的胞

间菌丝，多数菌丝紧贴寄主细胞壁延伸。 菌丝多数

为长条状，并具有分枝，而且细胞核数目不一，具有

多核(图版图 12) 、双核(图版图 6) 、单核(图版图 7 ，

9)几种类型。 胞间菌丝的原生质与细胞器因其发育

时期不同而有所变化。 幼龄菌丝中原生质丰满稠

密，细胞核明显，原生质中充满核糖体、线粒体、内质

网等细胞器，液泡较少(图版图 6 ， 7);而老龄菌丝中

原生质稠密度减弱，液泡化程度增加，但细胞器的形

状和分布仍很正常(图版图 8 ， 9) 。 从图 10 可看出

胞间茵丝的横切面结构，其原生质亦丰满稠密，线粒

体非常发达，内质网比较丰富。

(2) 吸器母细胞和吸器 锈菌胞间菌丝在寄

主细胞间扩展时，菌丝顶端和寄主细胞壁接触后产

生隔膜，分化形成吸器母细胞(图版图 11)，吸器母

细胞的原生质成分同菌丝细胞相同，细胞核数目为

双核(图版图 12) ，并未发现多核现象。 随后初生菌

丝在吸器母细胞处产生分枝，形成次生菌丝在叶肉

细胞间蔓延(图版图 12) 。 随着吸器母细胞的不断

发育，在人侵栓形成之前，线粒体开始有规律的沿其

边缘排列(图版图 13) 。 当吸器母细胞与寄主细胞

壁接触后，接触部位的吸器母细胞壁和寄主细胞壁

表现不同程度的增厚，增厚部分的染色程度加深。

在入侵拴侵人处，寄主细胞质膜内陷(图版图 14 ，箭

头) ，随后入侵栓穿越寄主细胞壁继续在寄主细胞内

延伸，这一延伸的管状结构最终转化为吸器的颈部

(图版图 15) 。 吸器的颈部伸长到一定程度后，其顶

端部分开始膨大形成圆形的幼小吸器体。 吸器母细

胞中的原生质成分和细胞器逐渐转入吸器中。 吸器

体进一步扩大形成成熟吸器。吸器一般呈球形、卵

球形。 在吸器的发育过程中，经常伴随寄主质膜的

内陷，从而将吸器体与原生质分隔开来，这部分质膜

被称为吸器外膜，常呈波浪状结构。 吸器体内原生

质成分与吸器母细胞基本一致，内含丰富的线粒体、

内质网及大量电子密度颗粒，吸器体中的细胞核一

般为单核(图版图 16 ， 17)。吸器是锈菌在寄主细胞

内发育形成的最终结构。 侵染菌丝在寄主细胞间隙

内不断分枝扩展，形成次生菌丝构成菌落，并不断产
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生吸器母细胞和吸器，以便从寄主细胞内吸收营养。

(3) 寄主细胞的结构变化 在小麦叶锈菌侵

染早期(接种后 8 - 24h) ，寄主细胞的超微结构变化

并不明显，只看到被侵染细胞质膜轻微下陷，同时叶

绿体稍显膨胀(图版图 7) 。 到侵染中、后期(接种 48

72h) ，被侵染细胞发生严重质壁分离(图版图

13 ) ，部分叶绿体膨胀变形，片层结构散乱，淀粉粒数

目增多(图版图 11 ， 18 ) 。 线粒体幡突开始发生退

化，内部略显空虚，只有双层膜仍保持形态结构的完

整性(图版图 13 、 16) 。

讨论

1.萌发与侵入

研究表明，不同锈菌的侵人方式并不一致。 小

麦叶锈菌夏子包子萌发后产生芽管，芽管沿与叶脉垂

直方向伸长，趋向气孔，在气孔上方形成附着胞。 附

着胞产生侵入丝穿过保卫细胞间隙，侵人气孔下腔

并形成气孔下泡囊[ 3 ， 5 ) 。 小麦叶锈菌的萌发与侵人

途径与小麦条锈菌[ 5 ) 、青杨叶锈菌[ 6 ) 相类似，而与

菜豆锈菌[7) 、杨树栅锈菌[ 8 ) 不尽相同。 菜豆锈菌多

从气孔侵人寄主细胞，少数可从寄主表皮直接侵人，

并且侵入前不一定形成明显的附着胞。 栅锈菌侵染

感病杨树叶片时亦可由气孔侵入，亦可直接穿透寄

主表皮人侵。

2. 胞间菌丝与吸器

在小麦条锈病等作物病害中，菌丝和吸器母细

胞以及吸器中常出现多核现象[ 5 ) 。 小麦叶锈菌的

吸器体、吸器母细胞中的细胞器、原生质组分与菌丝

细胞中相同，但细胞核数目并不一致。 小麦叶锈菌

的菌丝有多核、双核、单核几种类型。 吸器母细胞中

的细胞核数目多为双核，个别为单核，并未发现诸如

小麦条锈菌中的多核现象，这与有其他锈菌如菜豆

锈菌[7) 、青杨叶锈菌[6)很相似。 另外，除小麦条锈

菌吸器的多核现象较为普遍外，多数锈菌的菌丝及

吸器含有双核，而小麦叶锈菌成熟吸器内仅可观察

到单核。 HU[9 )对小麦叶锈菌的研究发现，成熟前的

吸器含有双核，成熟后的吸器却具有单核，而细胞核

中却含有两个核仁，这表明小麦叶锈菌成熟吸器的

单核可能是由两个细胞核融合而成。 此外，燕麦冠

锈菌成熟吸器内同样也含有单核[ 10 ) 。 研究不同锈

菌中菌丝与吸器中细胞核的差异对于了解吸器的结

构和功能以及锈菌的致病机理具有重要意义。

3. 寄主细胞的反应

在小麦与叶锈菌的亲和组合中，当病原菌在互

作中占主导势力时，植物的防卫体系不被激活或反

应很弱，不足以对病原菌形成威胁。 因此在寄主被

病原菌侵染早期，病原菌的存在并未对寄主细胞的

结构产生明显的影响，从而使病原菌不断地在细胞

间隙中扩展。 因此，本实验在光学显微镜下可观察

到大量菌丝在胞间隙中蔓延，在透射电镜下亦可看

到许多菌丝存在，在多数切片上均可看到菌丝、吸器

母细胞和吸器的不同切面结构。

从本实验结果可以看出，小麦叶锈菌侵染后期，

寄主细胞中叶绿体膨胀变形，基粒片层排列疏松，线

粒体崎突出现退化，这些现象与冯东昕[ 11 ) 、 杨若
林[ 12 ) 、兰景华[ 13 ) 的报道结果基本一致。 这些结构

变化可能会降低受侵染细胞的光合强度，影响能量

的代谢，最终使细胞的正常生理活动受到干扰，从而

有利于锈菌进一步扩大侵染范围。 虽然病原菌与寄

主建立了专性寄生关系，但最终会因叶锈菌侵染造

成大面积叶片坏死，从而导致整株死亡。 但回呈

明 [6 )对青杨叶锈病菌侵染过程的研究发现，病原菌

在寄主细胞间隙延伸时，寄主细胞仍保持正常状态。

这一现象反映出不同种类病原菌的侵入对寄主细胞

的伤害程度并不相同。
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图版说明

小麦叶锈菌侵染过程的显微及超微结构

1. 接种后 8h，气孔下泡囊(SV)形成( 20ü X ) ; 2 . 接种后 12h，初生侵染菌丝结构(4ω x) ; 3. 接种后 24h，胞间菌丝(IH)

结构(4ω x ); 4 . 接种后 48h，菌丝与吸器母细胞(HMC)结构(物。 x ) ; 5. 接种后 72h，吸器母细胞与分校菌丝(崎o x ); 6. 双

核的胞间菌丝(80∞ x ); 7 . 胞间菌丝、吸器母细胞及寄主细胞结构 (4 则 x); 8 . 胞间菌丝结构(4侧x) ; 9. 胞间商丝及液

泡(V ， 4 侧 x ); 10 . 胞间菌丝横切面(8 删 x ) ; 11.胞间菌丝、吸器母细胞与寄主细胞结构 (4则x );12. 双核的吸器母细

胞与多核次生菌丝结构 (5 ∞O X ) ;13. 侵染寄主前的吸器母细胞 ，线粒体(M)沿其边缘排列(8 创)() x) ;14. 吸器母细胞形成入

侵栓处，寄主细胞细胞膜内陷(箭头处， 15 栅 x ); 15. 吸器颈部(刚)结构 (80∞ x) ; 16. 寄主细胞及成熟的单核吸器(H，

6α)() x ); 17 . 16 图放大(10 ∞o x ) ; 18 . 侵染中后期，寄主细胞中的叶绿体(α1)结构(80∞ x) 。

CW. 细胞璧;M. 细胞膜;S. 淀粉粒。

MICROSTRUCTURE AND ULTRASTRUCfURE INFECfED 

BY WHEAT RUST FUNGUS 铸

BAI ZI世 Ying" WANG 以直19 Mei " . •••• HOUα1un Yan'" LIU Na叫 HAN she咱 F缸引g.'. MALi Hua'" 

( •• CoIJ.ege of La叫阳知 Archi此ωre and Touri.sm , .- G曲geofLij也&由础，

Agricultura1 University of f胁1 ， 应wding 071∞1αina ) 

A部fRACf ::rhe infection prc陆当s of Puccinia recondita f. Sp. tri邸， on leaves of wheat was examined 

under micrc淑刀归血d transmission electron miCI1臼∞pe. The results showed that the fw唱us fonned a sub-s缸m

atal vesicle when it 阳letrated 由m鸣h Stomata and further fonned a roωldinfla时 body 咄咄lly withαle or 

two primary hypha. lntracellular hypha extended at first betw即1 hoot cell and a ha田ωnwnmo由er 但且 fonned

at a hyphal tip in ∞ntact with a host 民11 . η1四 penetra时 host cell and produced ha凶ωlna.ηle 优回也ry

hypha formed , which a haustorium mother ce11 has 也ve1甸回缸ld spread mtracellularly. Ultra s往回归re of the 

host cell in com归tible oombination di缸， t show visible change at the 臼rly stage of infection (8 - 24h after m

似血tion) . At the mi剑le and late stage of 48 一 72haf田 让皿也tion ， the host cell becarne plasmoly时， and 

some of the cytoplasma menlbrane showed slightly sunken. ηlecl由roplasts were swollen or malfonned. 白le

thylak.oid array inside chloroplasts be臼me loo能n or di.sord臼咀， the crista of most mitocOOr对ria appt沼red indis

tinctly , and the cells started ωdecline. 

KeywI倒也: puccúria rec.otllÜûl f. 申.衍itici Infection process M阳回归田ture and ultJ回t:nx?

"四

*Su问:xxted by the I是bri Provincial Natural 挝enre Fìαmdation (399172 ，到1124) and 也陆iJej Provinåal Ph. D 

foundation of education bureau(B2ω1211) . 

…Aud阳 for oon:明m由四. 巴mail: lh:略加WaIψ3@oo阳四l. oxn
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