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　　摘要　用 2 种浓度的杨树溃疡病病菌毒素处理具有不同抗性的杨树愈伤组织, 引起了显著的

超微结构变化。其变化包括: 细胞壁变形消解,中胶层分解;质壁分离, 质膜破裂,线粒体局部破裂、

分解成颗粒甚至空胞化; 细胞核在处理的后期核膜破裂, 核仁亦部分分解。损害发生得最早、最严重

的是细胞膜。杨树未处理的愈伤组织具有健康组织细胞所具有的完整结构。经过毒素处理,抗病品

种比感病品种膜系列受害轻, 对细胞损伤高浓度毒素处理比低浓度的要大。

　　关键词　杨树溃疡病菌　毒素　愈伤组织　超微结构

　　杨树溃疡病( Dothiorella gregaria Sacc. )为杨树( Populus spp. )的主要干部病害,目前已

扩展至我国的大部分杨树栽培区,可危害 200多个杨树种、杂交种和无性系
[ 1]
,同时还可寄生

在核桃( Juglans r egia L. )、雪松[ Cedrus deodara ( Roxb. ) G. Don]等树种上
[ 2, 3]
。对该病的研

究较多,有关的论文、著作和教材共达百余篇,其范围涉及病原学、病理学、流行学和防治学等

方面,其中也包括通过用愈伤组织来测定杨树抗病性和病原菌致病性方面的研究 [ 4～6]。关于毒

素在树木病害致病机理中的作用, 国内外均有较多的研究报道 [ 7～13] , 而通过毒素处理杨树愈

伤组织来探究病害致病机理的研究在国内仍无报道。毒素是病原菌的非酶类产物或病原菌与

寄主相互作用的产物,其对寄主的酶、核酸代谢,蛋白质合成等有抑制作用,可引起膜透性增

加,使茎的液体流动降低,干扰蒸腾作用并使叶片萎蔫[ 7]。本研究是用溃疡病菌的毒素粗提物

处理不同抗性杨树的树皮愈伤组织, 观察毒素对寄主细胞超微结构的影响,研究毒素对寄主细

胞的作用方式,从而搞清楚毒素在杨树溃疡病致病机理中的作用。

1　材料和方法

1. 1　愈伤组织培养

本研究采用了对溃疡病分别表现为抗病、中等抗病和感病的毛白杨( Pop ulus tomantosa

Carr. )、陕林 4号杨( P . del toides Bar tr . cl.“Lux”×P . cathayana Rehd.—1062)和北京杨( P .

×beij ingensis Hsu)为供试树种。分别取 3种杨树的先年生枝条,剪成 10 cm 长的段,表面消

毒,在小段的表皮上削去一块 4 mm×6 mm 大小的树皮, 然后将小段置于三角瓶中,在 27 ℃

黑暗条件下培养, 大约 10 d后,从削去树皮的地方长出愈伤组织即可用于毒素处理。

1. 2　病原菌培养

溃疡病菌分离自北京杨。病菌在 PDA 培养基上培养 4 d后,从所培养的菌落周缘取直径
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为 4 mm 的菌饼, 接入装有改良的 Fries液体培养液(蔗糖 20 g, 酒石酸铵 5 g, NH4NO 3 1 g ,

KH2PO 4 1 g, MgSO 4·7H2O 0. 5 g , NaCl 0. 1 g, CaCl2·2H2O 0. 13 g, 酵母浸膏 1 g, 蒸馏水

1 000 mL)的 250 mL 的三角瓶中,每瓶 20块, 置摇床于 25 ℃、黑暗条件下培养 30 d。

1. 3　毒素粗提物的提取

将上述培养的溃疡病菌的滤液 1 000 mL 在 38～40 ℃下用旋转薄膜蒸发仪浓缩至 100

mL, 在浓缩液中加 4倍体积的丙酮( 400 mL) ,在 4 ℃下冷藏 24 h,过滤, 用80%丙酮(冷藏)洗

3次, 风干,加水定容至 1 000 mL。

1. 4　愈伤组织的处理

将愈伤组织分别置于用毒素原液(高浓度)和 4倍稀释液(低浓度)浸泡处理的滤纸上, 在

3、6、12、24 h后分别在愈伤组织面取样, 另以无菌水处理愈伤组织块作为对照。

1. 5　电镜样品制备及观察

将所取样品在 4%的戊二醛磷酸缓冲液中室温固定 12 h, 按常规戊二醛-锇酸双固定,经

丙酮系列脱水,环氧树脂( Epon 812)进行渗透包埋,超薄切片,醋酸铀和柠檬酸铅染色, JEM -

100 CXⅡ透射电镜观察。

2　结果与分析

2. 1　对照的愈伤组织

在对照组织中,细胞中具有完整且丰富的细胞器。细胞膜完整,具有大量的液泡、线粒体和

粗面内质网, 胞内淀粉粒亦较多;细胞核核膜和核仁结构完整;高尔基体在细胞中常可见到,复

合高尔基体则较少;细胞壁和中胶层正常(图 1-1～4)。

2. 2　毒素处理的愈伤组织

毒素处理后, 各树种愈伤组织细胞结构均受到不同程度的影响和破坏。具体体现在:

2. 2. 1　毒素可使细胞膜破裂分解　其对质膜的最初作用( 3 h 和 6 h)是使细胞质膜破裂, 形

成小的片断(图版Ⅰ-1)。随着处理时间的延长( 12 h和 24 h) , 质膜分解, 沉积于细胞壁附近(图

版Ⅰ-2, 3)。质膜被破坏后的另一个后果是胞间连丝结构解体,并最终从细胞壁处挤出(图版

Ⅰ-4)。

2. 2. 2　细胞器的破坏与分解　在所有的细胞器中, 最先受到影响的是内质网和线粒体。毒素

可使内质网膨大、分离或分解(图版Ⅰ-5～7) ,线粒体膨胀、膜分解且缺乏内部结构(图版Ⅰ-5,

8)。

高尔基体在毒素处理的早期受影响较小,即使在内质网、线粒体和质膜受到严重破坏的情

况下,其仍然可保持较为完整的结构;但在处理较长时间后( 12 h) ,其开始膨胀(图版Ⅱ-1) , 在

24 h 后, 高尔基体很难观察到。复合高尔基体在毒素处理的中期也膨胀成囊状且裂解(图版Ⅱ-

2)。

淀粉粒在毒素处理的初期较为丰富,但在毒素处理 6 h后则很难见到。

细胞核结构受影响的时间相对较晚。中抗树种陕林 4号杨,在高浓度处理 3 h 后, 细胞质

膜已破裂,但核膜仍然保持正常(图版Ⅱ-3) ;随着时间的延长, 核膜破裂, 核内物质外泄,核仁

开始分解并消散(图版Ⅱ-4, 5)。
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图 1　对照愈伤组织

(图 1和图版Ⅰ、Ⅱ　原图全部缩至 8折)

　　1. 北京杨 12 h对照( 7 200 ×,丰富的线粒体和液泡) ; 2.陕林 4号杨 3 h 对照( 7 200 ×,完整的膜系

统) ; 3.北京杨 6 h对照( 10 000×,淀粉粒) ; 4.陕林 4号杨 12 h对照( 29 000×,完整的核膜)。

图中所标字母: CW ( cell w all )示细胞壁; M ( mitochon drion) 示线粒体; S T ( starch grain) 示淀粉粒; V

( vacu ole)示液泡; N ( nucleus)示细胞核; n( nucleolus )示核仁; NM ( nuclear membrane)示核膜; PM ( plasmic

mem brance )示质膜; ER( en doplasmic r et iculum) 示内质网; ML( m iddle lam ella)示中胶层; PL ( plasmodes-

mato)示胞间连丝。

不论感病树种还是抗病树种,在被毒素处理的后期( 24 h) ,其细胞内细胞器结构均被分解和破

坏并与颗粒化的细胞质一并沉积于细胞壁附近(图版Ⅱ-6, 7)。

2. 2. 3　细胞壁的分解和破坏　处理初期, 细胞壁未受到大的影响,但在处理 6 h后,细胞壁开

始受到侵蚀, 中胶层被分解,细胞壁颗粒化程度增加并被不同程度地分解(图版Ⅰ-2,Ⅱ-7, 8)。

就整体来说, 高浓度毒素处理比低浓度的对细胞作用的时间进程快,对细胞结构破坏的强

度亦大。抗病树种和感病树种以及高浓度与低浓度处理之间的不同是: 在同样处理时间下,感

病树种与抗病树种相比,其愈伤组织细胞结构的破坏更为严重;高浓度比低浓度处理对愈伤组

织细胞结构的破坏更为严重(图版Ⅰ-5, 6)。例如,感病的北京杨的愈伤组织在低浓度处理12 h

后其细胞结构基本解体(图版Ⅰ-2) ,而抗病的毛白杨和中抗的陕林 4号杨愈伤组织中仍然可

见某些完整的细胞器(图版Ⅰ-4, 7)。

3　结论和讨论

　　杨树未处理的愈伤组织具有健康组织细胞所具有的完整结构。用两种浓度的杨树溃疡病

菌毒素处理杨树愈伤组织, 引起了显著的超微结构变化, 包括细胞壁变形,中间层分解;质膜内

陷,质壁分离,线粒体局部破裂, 颗粒化甚至空胞化; 细胞核在处理的后期核膜破裂, 核仁亦部

2553期　　　　　　　　赵仕光等: 杨树溃疡病菌毒素对杨树树皮愈伤组织超微结构的影响　　　　　　　　



分分解。损害发生得最早最严重的是细胞膜,抗病品种比感病品种膜系列受害轻,但在近细胞

壁处没有观察到电子密集物沉积。感病的表现出线粒体和细胞质破坏,可能是细胞膜被损的结

果。

朱玮等
[ 8, 9]
分别测定了溃疡病菌代谢产物及毒素粗提物对杨树的影响,结果是两者均可使

寄主叶子出现黑斑和萎蔫, 使组织细胞膜透性增大, 脯氨酸含量增加, 而且感病品种北京杨所

受的影响大于抗病品种毛白杨。但笔者在用毒素处理杨树一年生幼枝时,却出现了中抗的陕林

4号杨比感病的北京杨叶子受损更为严重的现象。究其原因可能是这两种杨树存在着不同的

抗病机理。Ouellet te
[ 11]指出,由榆树枯萎病菌[ Ceratocyt is ulmi ( Buism . ) M oreau]侵染的榆树

木质部组织中细胞壁强烈分解和破坏,中胶层和次生壁亦经常分解和破坏。降解的细胞质保留

着许多液泡区并包含着许多质体和线粒体的残余物,同时,在抗性榆树中出现并沉积了电子密

度大的似酚类沉积物。本研究中虽然有许多质体和线粒体的残余物沉积于细胞壁附近,但未见

到有电子密度大的似酚类沉积物,这可能是由于愈伤组织在毒素中处理时间相对较短,形成似

酚类沉积物的过程未能体现出来的原因。Paolao
[ 12]
研究了榆树枯萎病菌对榆树愈伤组织结构

的影响,认为毒素主要作用位点在线粒体以及膜系统上, 在结构上体现为在感病品种线粒体膨

胀且缺乏内部结构,细胞膜受破坏。本研究中所用的不同抗性的树种是根据田间抗病性调查结

果选择出来的 [ 6] , 其未处理的愈伤组织超微结构在不同抗性树种之间也无特殊不同,只是在毒

素处理后,抗病树种比感病树种愈伤组织细胞结构受影响的程度小,在时间进程上稍晚。因此,

在结构与抗性的关系未完全搞清楚之前,有必要进一步进行超微结构变化的研究,特别是树皮

组织病理过程和超微结构的研究。有关这方面的研究笔者将另作报道。
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Ultrastructure of Calli Cells of Poplar Exposed to Toxin

Produced by Dothiorella gregaria

Zhao S higuang　Zhu Wei　Yue H ongyan

　　Abstract　Call i of poplar susceptible and resistant to poplar blister canker disease w ere

exposed to the tox in produced by a pathogenic isolate of Dothiorella gregaria at two concen-

tr ations. Al l the cel ls exposed to tox in show ed a series o f sub-cellular ult ra-structural

changes such as distorted and co llapsed cell w alls and plasmoly sis; ruptur ed plasma mem-

br anes; disrupted outer -membranes of mitochondr ia, some of them even broke down and be-

came granular o r ho llow ed; membrane of nucleolus dilated and par t of it decomposed. Cel ls

fr om the suscept ible poplar display ed mitochondr ia and cy toplasmic disrupt ion. Plasma mem-

br anes appear to be the f irst organs to be at tacked seriously . Cells f rom the untr eated t issue

exhibited typical internal composit ion associated w ith healthy, actively g row ing cells. T he

dif ferences betw een the suscept ible and resistant poplar , w hich w ere expo sed to high level

and low level o f to xin concentrat ion are that : at the same time after exposed to to xin, the ul-

tr ast ructur e o f suscept ible poplar were mo re serious distur bed than that of the resistant one,

and the same inf luences show ed in the high lev el of tox in concentration.

　　Key words　Dothiorella gr egaria　tox in　calli　ul trast ructure

　　Zh ao Shigu ang , L ectur e, Zhu Wei, Yue Hongyan ( Northw ester n Forest ry College　Yanglin g, Shanxi　712100) .
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图版Ⅰ　毒素处理愈伤组织

　　1.毛白杨,高浓度毒素处理 6 h( 19 000 ×, 细胞质膜破裂并卷曲) ; 2.北京杨,低浓度毒素处理 12 h ( 58

000 ×,细胞质膜断裂分解并沉积于细胞壁附近,细胞壁亦受到侵蚀) ; 3.毛白杨,低浓度毒素处理 24 h ( 36

000×,细胞质分解并与破裂的质膜一并沉积于细胞壁附近) ; 4.毛白杨,低浓度毒素处理 12 h( 48 000×,胞间

连丝从破裂的质膜处被挤出) ; 5.北京杨,高浓度处理 6 h( 36 000 ×,消解的细胞膜、细胞壁和膨胀并部分分

解的内质网) ; 6.毛白杨,高浓度处理 6 h( 29 000×,部分破裂的细胞膜和膨胀的内质网,但液泡仍然丰富) ;

7.陕林 4号杨,高浓度处理 12 h ( 14 000 ×,内质网膨胀,细胞器较多且结构仍可见) ; 8.毛白杨, 高浓度处理

24 h( 29 000 ×,分解的线粒体残体和细胞质一并沉积于细胞壁附近)。图版Ⅰ、Ⅱ中中英文字母所示内容同图

1。
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图版Ⅱ　毒素处理愈伤组织

　　1.北京杨,低浓度处理 12 h ( 100 000 ×,膨胀的高尔基体沉积于细胞壁附近) ; 2.北京杨,低浓度处理 12

h( 14 000×,膨胀且分离的复合高尔基体) ; 3.陕林 4号杨,高浓度处理 3 h ( 14 000 ×,细胞膜破裂,但细胞核

结构仍然完整) ; 4.北京杨,高浓度处理 6 h( 14 000×,核膜破裂,核内物质向外扩散) ; 5.陕林 4号杨,高浓度

处理 24 h ( 10 000×, 细胞核破裂, 核仁分解 ) ; 6.毛白杨, 低浓度处理 24 h( 36 000 ×,细胞核破裂, 核仁分

解) ; 7.毛白杨,高浓度处理 24 h( 36 000 ×,细胞核破裂,核仁分解) ; 8.北京杨, 高浓度处理 24 h ( 29 000×,

细胞核破裂,核仁分解)。
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