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　　摘要　病理解剖和超微结构研究发现,溃疡病菌是在胞间隙和被分解了的细胞壁中穿行的;其

对寄主组织最直接的危害是分解并利用细胞壁,破坏寄主组织细胞结构; 抗病的毛白杨在被病菌侵

害后, 细胞内形成高电子密度的羽形结晶状沉积物, 细胞壁膨胀而不疏散,而感病的北京杨和中抗

的陕林 4 号杨在被病菌侵害后, 细胞内并不形成类似毛白杨的沉积物, 它们的细胞壁因侵染而变得

膨胀且松散,毛白杨与北京杨、陕林 4 号杨在细胞壁结构上的不同, 可能是毛白杨产生抗病性的原

因之一。
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　　杨树溃疡病为杨树 ( Populus spp. ) 上的一种主要干部病害, 其病原菌葡萄座腔菌

( Botry osp haeria d othidea ( Mong ex Fr . ) Ces. et de No t ) ,无性阶段为群生小穴壳( Dothiorella

gregaria Sacc. )
[ 1] ,可危害多种阔叶树、灌木[ 2]以及雪松( Cedrus deodar a ( Roxb. ) Loud. )

[ 3] ,

对杨属不同派的近 100多个种、杂交种和无性系均有一定程度的致病性[ 4]。在国内,与该病菌

的组织病理学有关的研究主要集中在病菌的侵入方式上。在阳传和 [ 5]接种实验中,用菌丝在剌

伤和烫伤的树皮上接种可发病,而在皮孔处剌伤、无伤表皮处接种均未成功;钟兆康 [ 6]用菌丝

和孢子悬液在皮孔处接种均可发病; 向玉英 [ 7]研究表明, 不仅用菌丝和孢子悬液在皮孔处接种

均可发病,而且用孢子悬液通过无伤表皮接种也可发病,其接种发病率在室内为 28. 6% ,在室

外可高达 58. 7%,并认为在自然状态下,孢子主要通过树皮表面的机械伤口侵入, 也可从皮孔

或表皮直接侵入。赵仕光
[ 8]
通过对 18个杨树品种的调查表明,自然界皮孔处形成的病斑率在

70%～100%之间, 说明皮孔为病菌的主要侵入途径。在国外, 有关 B . dothidea 及其

Botryosphaer ia属内其它真菌的组织病理学研究报道较多。Brown
[ 9]研究了 B . dothidea在苹

果(Malus p umila M ill)枝干上的组织病理过程; M ilholland
[ 10, 11]分别研究了B . dothid ea和B .

corticis ( Demaree & Wilcox ) Arx & M uller 在乌饭树( V accinium corymbosum L. )上的病理过

程; Bigg s等
[ 12]研究了 B . dothidea和 B. obtusa ( Schw . ) Cooke 在桃树( Prunus p ersica ( L . )

Batsch)上的致病过程。但关于D . gregar ia在杨树溃疡病中的致病过程的研究,无论在国外还

是国内目前尚未见这方面的报道。本论文是在研究了杨树溃疡病菌毒素对杨树树皮愈伤组织

超微结构影响的基础上
[ 13]
,进一步研究溃疡病菌在杨树树皮中的病理过程和对寄主细胞超微

结构的影响, 以便对杨树溃疡病菌的致病机理有一个较为全面的了解。
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1　材料和方法

1. 1　植物材料

本研究采用了 3个对溃疡病在田间分别表现为抗病、中等抗病和感病的杨树树种,分别为

毛白杨( Populus tomentosa Carr. )、陕林 4号杨( P . del toides Bar tr . cv . ‘Lux’× P . cathayana

Rehd-1062)和北京杨( P. × beij ingensi s Hsu)。

1. 2　接种体

本实验中使用的B . dothid ea菌株分离自北京杨。病菌在PDA 培养基上 27℃黑暗条件下

培养 10 d 后用于接种。

1. 3　接种

采用菌饼接种法。将先年生的杨树扦插苗剪成 30 cm 长的小段(其直径均在1. 5～2. 0 cm

之间) ,树皮表面用清水冲洗干净后用石蜡封顶, 表面消毒。用打孔器在树皮上打直径为 0. 3

cm 小孔, 再用同样大小的菌饼接种在小孔中,保鲜膜包扎后在室温( 26 ℃)水培培养。每种杨

树接种 12个枝条,每枝条 6个接种点,以 PDA 培养基接种为对照。

1. 4　取样和观察

每 4天测量并记录一次病斑的扩展范围,同时取样作切片,以苯胺蓝、苏丹Ⅲ和蕃红等分

别染色后,在光镜下观察菌丝在树皮中的扩展状态以及树皮结构的组织化学变化; 30 d时在

距接种孔边缘 0. 5 cm 的病斑处取样,戊二醛中固定,用于电镜切片观察。

1. 5　电镜样品制备及观察

将处理样品在 w= 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( Epon812)进行渗透包埋,超薄切片, 醋酸铀和柠檬酸铅染色,

JEM -100CXⅡ透射电镜观察。

2　结果与分析

2. 1　病斑扩展

接种后第 4天,即第一次检查病斑扩展情况时就去掉保鲜膜, 此时即可看到病斑从接种点

向周围有所扩展。但在接种后的 20 d时间内, 病斑扩展很慢(表 1)。在此过程中,枝条上长出

了新的小枝。从第 24天后,病斑扩展速度加快,在第28天检查时, 许多枝条上病斑扩展环绕枝

条一周,致使新长出的小枝枯萎死亡,第 44天时,一些枝条枯死,有些病斑处产生分生孢子器。

表 1　接种后病斑在枝条上的扩展 mm

接种后天数/ d
北京杨 陕林 4号杨 毛白杨

接　种 对　照 接　种 对　照 接　种 对　照

4 4. 2×6. 0 3. 5×5. 3 3. 9×6. 2 3. 0×4. 9 3. 5×4. 7 3. 4×4. 0

8 4. 2×6. 4 3. 5×5. 5 4. 0×6. 2 3. 5×5. 2 4. 1×5. 9 4. 0×5. 5

12 4. 4×6. 8 4. 0×5. 5 4. 0×6. 3 3. 5×5. 5 4. 1×6. 8 4. 0×6. 5

16 4. 4×6. 8 4. 0×5. 6 4. 2×6. 5 3. 5×6. 0 4. 3×6. 9 4. 0×6. 5

20 4. 4×6. 8 4. 1×5. 6 4. 4×6. 8 3. 5×6. 0 4. 5×9. 2 4. 0×6. 5

24 7. 8×13. 4 4. 1×5. 6 8. 2×14. 8 3. 5×6. 0 7. 0×15. 2 4. 1×6. 5

28 环　斑 4. 1×5. 6 环　斑 3. 5×6. 0 环　斑 4. 1×6. 5

　　注:“环斑”指病斑扩展环绕枝条一周。
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从表中还可以看出, 3种杨树之间在病斑大小上没有明显的差异。

2. 2　病组织切片和染色

对病组织作徒手切片,经苯胺蓝染色并脱色后,感病的树皮组织即被染成深蓝色或蓝黑

色,健康组织无色或淡天蓝色(图版 1-1)。从切片中可见,杨树树皮组织有着丰富的胞间隙,病

菌菌丝在最初的侵染过程中( 4～8 d)总是通过胞间隙来扩展的(图版 1-2)。凡菌丝所到之处,

寄主细胞及相邻的 4～6层细胞均受到影响,细胞内原生质凝结成一整块集结于细胞中央(紧

邻周皮层下的薄壁细胞) , 或形成大小不等的胶质粒状体沉积于细胞壁的周围(紧邻木质纤维

束的薄壁细胞)或散布于细胞之中(图版 1-2)。次生韧皮部受侵染后,其纺锤状原始细胞间形

成胶质状物质,被苯胺蓝染成蓝黑色(图版 1-3)。在接种 20～24 d 后,细胞壁发生膨胀、松散及

部分解体等现象,胞间隙中菌丝数量增加。32 d时,未形成环斑的枝条上的病斑基本停止扩

展。48 d时,在毛白杨病斑与健康组织交界处形成了6～8层细胞组成的木栓层,该层被苏丹Ⅲ

染成黄色,同时,在与病组织相邻的木栓层外层有 2～3层细胞,其细胞中填充着或正在被填充

着一种被苯胺蓝染成蓝黑色的物质(图版 1-4)。与之相邻的病组织细胞壁被蕃红染成红色。72

d时,几乎所有的木栓层细胞都为被苯胺蓝染成蓝黑色的物质所填充, 形成了一个由 12～20

层具有这种填充物的木栓细胞组成的蓝黑色隔离带, 将病组织和健康组织完全隔离开(图版

1-5)。

对照接种点在 32 d 时即在坏死组织与健康组织之间形成了木栓层,但 3种杨树之间有所

不同。其中毛白杨具有 2～3层细胞的木栓形成层, 3～4层木栓层细胞, 细胞较小,结构紧凑而

相对整齐;北京杨具有一层木栓形成层, 5～8 层木栓层细胞, 细胞大而相对松散; 陕林 4号杨

木栓形成层结构不明显,具有 1～2层木栓层细胞,松散而不整齐。3种杨树对照组织的木栓层

细胞中均未见到被苯胺蓝染成蓝黑色的胞内填充物质。

2. 3　病组织超微结构

病菌的菌丝体在胞间隙中存在最多,其次在胞间层和松散的细胞壁中(图版 2-1, 3, 5, 6) ,

在细胞壁和细胞质之间较少(图版 2-2, 4) , 但很少观察到菌丝体在细胞腔中存在,即使有, 菌

丝体也被一层高电子密度物质所包围。当菌丝体在胞间隙或胞间层或细胞壁中穿行时因胞壁

的挤压而变形(图版 2-1) , 在菌丝体的表面也会有电子密度大的颗粒状沉积物(图版 2-6)。菌

丝体在胞间层和细胞壁中的穿行可以依赖菌丝生长的机械力(或者酶)的作用,使得胞间层溶

解或破裂,细胞壁松散或消解(图版 2-1, 3, 5, 6)。

寄主细胞在接种后其主要表现在以下几个方面的变化: ( 1)细胞质凝结成电子密度高的块

状物质,沉积于细胞质膜周围或集结于细胞腔中央, 或分布于细胞的两端及胞间连丝处(图版

3-1, 2, 3) ,沉积物中包括线粒体、微晶体、淀粉粒(图版 2-2)和叶绿体(图版 3-2) , 但叶绿体仍

然可见基本结构, 淀粉粒仍有完整的轮廓。总之,受侵染细胞内包括细胞质膜在内的所有细胞

器都变成了高电子密度物质,或者在其表面沉积了一层高电子密度物质。( 2)细胞壁变得膨胀、

松散,成为如散发状的胞壁纤维束丝(图版 2-4, 5, 6;图版 3-1) ,或者被局部分解成短发状纤维

浆流入胞间隙(图版 3-6)。由于菌丝生长的机械力使得胞间层分离、破裂(图版2-1, 3) ,细胞壁

也可因为生长着的菌丝的挤压而变形(图版 2-3)。( 3)在细胞腔中有纤羽状或者发状高电子密

度结晶体形成,这些结晶体主要沉积于胶质团状的细胞质上或别的细胞器上,或者沉积于细胞

腔周围的细胞壁附近及胞间连丝处(图版 3-3)。
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就 3个树种来说,其变化不尽相同: ( 1)菌丝体的数量以陕林 4 号杨中最多, 北京杨中较

少,而在毛白杨中病菌菌丝体极少, 很难见到。这种情形与在徒手切片中观察到的相一致。

( 2)受病菌侵染后, 北京杨细胞壁变得膨胀、松散,结构被破坏, 成为如散长发状的胞壁纤维束

丝后再被消解,陕林 4号杨也是如此;但毛白杨的细胞壁在变得膨胀后并不形成如散长发状的

胞壁纤维束丝(图版 2-4, 5;图版 3-1, 4, 5) , 有时被病菌分泌的酶直接分解成如短发状的纤维

丝(图版 3-6)。( 3)北京杨和陕林4号杨在病菌侵染后,细胞质多形成大的胶质团块状,而毛白

杨细胞中的细胞器,如叶绿体和内质网等, 则是散布于细胞腔中的。( 4)在毛白杨细胞腔中有纤

羽状或者发状高电子密度结晶体形成,但在北京杨和陕林 4号杨中未见到这种结晶状物质。

3　讨　论

　　( 1) B. dothidea 被描述为一种伤口和非伤口寄生菌, 通过在大量寄主上接种证明其致病

性
[ 14 ]
。Witcher

[ 15]
研究认为, 只有在伤口处接种, 才能在乌饭树上产生溃疡和坏死斑, 但

M ilhol land
[ 10, 11]

后来证明非伤口接种也能成功。Brown
[ 9]
指出,在苹果枝干上非伤口接种只有

12%的形成溃疡斑。对 B . dothidea在杨树上的接种方法研究也较多
[ 5～7] ,目前一般采用牙签

法,但该方法接种后发病率较低。本实验中采用菌饼法接种可以保证接种的发病率,有利于进

行病菌在不同寄主上扩展速度测定的实验。

( 2)有关植物病理组织结构化学,富山宏平 [ 16]和铃木直治 [ 17]等均有过论述,主要讨论了感

病组织的木栓化和木质素化过程的试剂鉴定问题。但并未对苯胺蓝在病组织鉴定中的作用作

过讨论。M ilholland
[ 11]
在研究 B . dothidea对乌饭树的侵染过程时发现, 当病菌沿主茎发展时,

填充体形成并导致木质部导管完全或部分堵塞。除填充体外, 一种性质未明的被固绿染成黑色

的突出物也在木质化茎的木质部导管中出现。由于健康植株中未见这种结构,故认为突出物的

形成是由于病菌的侵染剌激寄主组织所引起的。苯胺蓝在植物病理学的实验中主要用于真菌

菌丝体和孢子的染色
[ 18]
, 本实验中用其对病组织染色,不但可以将病组织与健康组织完全区

分开,而且可以鉴定出病健组织交界处所形成的木栓层细胞中的一种蓝黑色填充物的存在,这

种填充物在受伤组织与健康组织交界处形成的木栓层细胞中并不存在,由此推测这种填充物

可能是由于病菌剌激所产生的一种抗病性物质。本研究中黑色填充物是在新形成的木栓层细

胞腔中形成的,而 M ilholland所提出的突出物是在木质部导管中形成, 所以两者的性质可能

是完全不同的。由于在以往有关组织病理解剖的文献中还未见到过关于这种填充物的报道,因

此对其产生的机制及化学结构还需进一步研究。

( 3)无论是从病组织的徒手切片还是超薄切片中,均可见菌丝体存在于胞间隙、胞间层及

细胞壁之中, 但在细胞质中并未见到菌丝体的存在。通过对产生子实体的老病斑解剖可见,在

黑色胶质化的细胞质团粒之间充满着菌丝,但此时已看不到细胞壁的存在。因此可以说明,溃

疡病菌对杨树的寄生性主要体现在其对树皮细胞壁物质分解和利用上,而对细胞质物质不能

利用。在徒手切片结果中提到的细胞质胶质化和超薄切片中提到的团块状高电子密度物质,可

能是当细胞受侵害后, 氧化物酶活性增高, 将细胞质中的某些物质氧化成的酚类物质。从叶绿

体所具有的清晰的结构和淀粉粒具有的明显的轮廓可以说明, 这种氧化作用可能是迅速完成

的,其机理则可能是由抗病性讯号分子的传递而使得远离侵染点的细胞也产生防卫反应 [ 19]。

细胞质被氧化成酚类物质后不但不能被病菌吸收利用,而且对病菌菌丝体有毒害作用。因此,
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从病组织结构解剖上可进一步证明, 氧化酶活性增高是抗病性反应的一种表现[ 20, 21]。

( 4)田间抗病性与室内抗病性测定结果不一定一致。寄主体内菌丝体数量的多少也可作为

抗病性的一个标志。Tessier [ 22]的研究表明, Fusarium oxy sp orum Schlecht f. sp. p isi在侵染了

不同抗性的豌豆( Pisum sat ivum L. )后, 感病品种导管中菌丝密集,而抗病品种中则菌丝稀

疏。在本实验中, 陕林 4号杨病组织中菌丝体最丰富,北京杨较少,而毛白杨最少,从这一指标

来说,陕林 4号杨最感病,北京杨却相对较抗病。这与田间抗病性调查结果不相符[ 8]。对陕林 4

号杨来说,树皮结构在抗病性中可能发挥着主要作用,使得病菌不容易侵入。

在这 3种杨树中,毛白杨为抗病树种,其表现在不仅病组织中菌丝体的数量极少,而且其

细胞壁受侵染后的变化与感病的北京杨和中抗的陕林 4号杨均不同, 说明其细胞壁的结构与

后两者不同, 这也可能是毛白杨具有较高抗病性的原因之一。关于毛白杨细胞壁的结构,很有

必要通过病理学、结构化学及电子显微镜等方法作更深入的研究。
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Histopathology and Ultrastructure of Periderm Parenchyma

Cells on Poplar Stem in Response to the Infection

of Botryosphaeria dothidea

Zhao S higuang　Zhu Wei　Yue H ongyan

( North-w estern Forest ry C ol lege, 712100, Yan gling, S hanxi, C hina)

　　Abstract　The infect ion process o f Botry osp haeria dothidea in the bark of poplar and the

response of poplar bark to the infect ion w ere studied. By the use of phenoamonia blue, the

infected and response cells can be stained blue and thus differed fr om the normal cells. As

the fungus prog ressed in the periderma , they were alw ays intercel luse o f myco thirum cells,

cells 4～6 layers around can be af fected and cy toplasima condensed into pr ot rusions. Af ter 40

day s, phenoderma formed between the necot ic t issues and normal cells, and the r esistant

poplar have a thicker new per iderm than that o f the suscept ible one. Above all, the r esistant

poplar can form a boundary of st in-dar k tyloses in the new per iderm cells w hich may take the

role as to rest ructed the hyphae f rom cont inued expansion. T her e is no such a boundary in

the w ounded but uninoculated controls. Ult rast ructure study by elect ron microgr aphs

show ed that mycelium were abounded in the susceptible cultivar s and alway s exist betw een

cells or in the sw ollen and thickened or dissolved cell w alls. In the cells of resistant poplars,

a kind o f electr on dense, hair-like, cry stal deposit were formed.

　　Key words　Botryosphaer ia dothidea; poplar; histopatholog y; ult rastr ucture
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图版 1　菌丝在树皮组织中的扩展和组织反应(原图缩至 6. 5折)

1.胞间隙中的菌丝及相邻细胞的反应; 2. 胞间隙中的菌丝及相邻细胞中细胞质凝结成的胶质粒状物; 3.纺锤

状原始细胞对侵染的反应; 4.病斑边缘的健康组织、木栓层、黑色填充层和病组织层; 5.病健组织交界处形成的木

栓层和黑色填充层。
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图版Ⅱ　菌丝在树皮组织中的存在状态(原图缩至 8. 5折)

1.陕林 4号杨( 10 000×　在胞间层中的菌丝体) ; 2.陕林 4号杨( 19 000×　在被分解了的细胞壁和细胞质间

生长的菌丝) ; 3.陕林 4号杨( 14 000×　菌丝生长使胞间层破裂,胞壁被分解和变形) ; 4.陕林 4号杨( 3 600×　被

分解了的细胞壁和在细胞壁中生长的菌丝 ) ; 5.陕林 4号杨( 19 000×　在疏松的细胞壁中间的菌丝) ; 6.陕林 4号

杨( 14 000×　菌丝表面的沉积物)。

图中所标字母: CW ( cell w al l) :细胞壁; M ( mitochondrion) : 线粒体; ST ( starch g rain ) :淀粉粒; PM ( plasmic

mem bran ce) :细胞质膜; ER( endoplasmic ret iculum ) :内质网; ML ( middle lamella) : 中胶层; PL( plasmodesmato ) :

胞间连丝:H (h ypha) :菌丝: C ( crystall ite) :晶体; CH( ch loroplast ) :叶绿体。
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图版Ⅲ　菌丝侵染对树皮组织的破坏作用(原图缩至 8. 5折)

1.北京杨( 7 200×　分解的细胞壁和胶质团状高电子密度沉积物) ; 2.毛白杨( 19 000×　沉积于胞间连丝处

的细胞质和叶绿体) ; 3.毛白杨( 19 000×　羽状结晶体沉积物) ; 4.北京杨( 10 000×　被分解了的细胞壁) ; 5.毛白

杨( 58 000×　被分解了的细胞壁) ; 6.毛白杨( 14 000×　细胞壁被分解成短发状纤维流入胞间隙)。

图中所标字母注释见图版Ⅱ。
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