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小麦与两种病原菌互作的冷冻切片观察效果
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*目的+制作小麦与条形柄锈菌小麦专化型!
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7

-,>*C.<4

J

<6,*6*/*

"和禾谷镰刀菌!

#:C',*P

:>

9

,'>*(2',:>

"互作的冷冻切片(评判基于冷冻切片观察
$

种病原菌对小麦侵染过程的效果(为将冷冻切片技术应

用于植物病原菌侵染检测提供依据)*方法+以水源
##

和小偃
$$

为试验材料(分别接种条形柄锈菌小麦专化型和禾

谷镰刀菌(取样制备冷冻切片(用
F-

;

K

J

)4Zl"#

多功能显微镜观察
$

种病原真菌在侵染小麦叶片和穗部过程中的发

育结构)*结果+利用冷冻切片观察到条形柄锈菌小麦专化型和禾谷镰刀菌
$

种病原真菌结构清晰(小麦组织和细胞

形态完整(对比度良好)*结论+冷冻切片技术可用于植物病原菌侵染的预检)
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冷冻切片技术'条形柄锈菌小麦专化型'禾谷镰刀菌'组织学
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植物病害是严重危害农作物生产的自然灾害之 一(由植物病原真菌引起的病害约占植物病害的
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)许多病原真菌寄生于植物组织内(只

有通过制作显微切片(观察其形态特征(才能对其进

行系统研究(从而搞清楚其生物学特性及发生规律(

为防治措施的制定提供科学依据)组织切片技术是

植物病理研究中观察病原真菌形态的常用方法(冷

冻切片技术属于组织切片技术中的一种(它是利用

低温使组织迅速冻结达到一定硬度后进行切片的一

种方法)与常规的石蜡切片相比(冷冻切片因其不

经过脱水和透明等步骤(具有快速简便,易操作,易

保持生物体细胞原有形态等特点(该技术在医学上

应用比较多)近年来在植物上的研究也逐渐多起

来(且常常集中在植物器官结构(如高度木质化材

料%

#

&

,植物花器官%

$

&

,植物微管骨架%

E

&以及植物组织

化学方面%

!

&的研究上(而在植物病害方面的应用和

研究较少)

由条形柄锈菌小麦专化型!

+://*(*'C6,**

7
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"引起的小麦条锈病和由禾谷镰刀

菌!

#:C',*:>
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"引起的小麦赤霉病(是

危害小麦的两大重要真菌病害%

"

&

)小麦感染这
$

种

病菌后(不仅产量,品质下降(而且感染赤霉病菌后(

由于受侵染小麦籽粒中含有真菌毒素(还可致人畜

中毒%

DC&

&

)目前虽然对这
$

种病害的组织学研究较

多(但是随着分子生物学突飞猛进的发展(激光共聚

焦显微镜技术的推广辅以各种免疫荧光探针或荧光

染料与被检测物质特异性结合(不仅需要观察组织

细胞切片(还需要对活细胞的形态结构,分子和离子

变化进行实时动态的观察及检测)而冷冻切片技术

是多重免疫荧光标记及激光共聚焦显微镜技术前期

制样的关键技术(因此本研究探索小麦与
$

种病原

菌互作的冷冻切片制作方法及其观察效果(以便与

激光扫描共聚焦显微镜技术相结合(为后续的病害

发育,鉴定和防治提供科学依据)
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材料与方法

#<#

!

材
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料

小麦品种#水源
##

和小偃
$$

(均由西北农林科

技大学旱区作物逆境生物学国家重点实验室提供)

供试菌种#条形柄锈菌小麦专化型条中
E$

号生

理小种!

VQUE$

"和禾谷镰刀菌野生型菌株
X̀ C#

(

均由西北农林科技大学旱区作物逆境生物学国家重

点实验室提供)
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仪器与试剂
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恒温冷冻机!莱卡公司(德

国"(

F-

;
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)4Zl"#

多功能显微镜!奥林巴斯公司(

日本"(

[?GV5FVO

包埋剂!莱卡公司(德国")

#<E

!

方
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法
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接种方法
!

将水源
##

的种子播种于直径

#%>K

的培养钵中(待小麦生长
&

(

M@

(即第一叶完

全展平,第二叶刚露时接种'用毛笔涂抹接种法%

M

&将

新鲜的条锈菌夏孢子接种于小麦叶片(接着将接种

植株放置于
#D^

黑暗保湿箱保湿
$!1

(然后移至

#D^

温室培养(接种后第
"

天从接种叶片采样(以

后每隔
#@

采样
#

次(直至叶片现孢)

供试菌种禾谷镰刀菌!

#:C',*:>

9

,'>*>2'P
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"野生型菌株
X̀ C#

采用麦粒培养基扩大繁殖(

具体方法参照文献%

L

&)

$%#!

年
#%

月中旬将小偃

$$

播于直径
E%>K

的花盆中(待翌年小麦扬花时用

于接种试验)接种前(用无菌水冲洗麦粒培养基得

到分生孢子(用无菌水调节孢子浓度至
$f#%

"

K[

R#

(然后将其接种于扬花期小麦穗头的内稃和外

稃之间(每小花接种
#%

'

[

)接种后用保鲜袋封住

接种穗(喷水保湿(

$"^

培养
!M1

(摘掉保鲜袋(选

取接种点外稃进行冷冻切片)

#<E<$

!

切片制备与观察
!

样品制备步骤为#取样
R

固定样品至冷台
R

冷冻切片
R

展片
R

观察拍照)

!

#

"取样)将接种条形柄锈菌的小麦叶片剪成

%<">K

长叶段(将接种禾谷镰刀菌的小麦穗头外稃

用镊子轻轻取下(按时间点将采集到的样品排列好(

在冷冻室内将样本装入样品盘快速冷冻并定位)

!

$

"固定样品)将冷刀与切片刀固定在切片机

的刀槽上(平放冷台(并启动快速
[?GV5VWE%"%=

恒温冷冻机的冷刀与冷台(将冷刀温度降低到
R$!

^

(冷台温度降至
R$$^

)将样品切为
%<">K

高(

随后在样品盘底部滴少量
[?GV5FVO

包埋剂(迅

速将待切的样品垂直插入包埋剂中(用镊子使其保

持竖直状态(待下部完全固定(在其周围滴加
[?GC

V5FVO

包埋剂逐层包埋(直至样品全部被包埋并

能牢固粘附在样品台上)

!

E

"冷冻切片)把粘附有组织材料的冷台固定

于冷台固定槽上(拧紧固定螺钉(将切片厚度设置为

$%

'

K

(匀速摇动旋转手轮进行切片)在切片过程

中(如冷刀上的霜层较厚(应及时启动除霜程序去除

切片上的霜层(以防卷片)

!

!

"展片)切片被切下后(可用毛笔将切片转移

到已冷却至
%^

的载玻片上(滴加数滴甘油(盖上盖

玻片!放盖玻片时动作要轻缓(不可随意挪动(以免

样品的组织受到破坏")

!

"

"观察)将切好的样品置于
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多功能显微镜下观察并拍照)

$

!

结果与分析

$<#

!

条形柄锈菌在小麦叶片上的侵染

利用冷冻切片方法(通过
F-

;

K

J

)4Zl"#

多功

能显微镜可以清晰地观察到条形柄锈菌在小麦叶片

上的侵染结构和侵染过程)条形柄锈菌夏孢子萌发

产生芽管(通过气孔侵入小麦(在小麦叶片细胞间隙

扩展(依次分化出初生菌丝,次生菌丝和吸器)当胞

间菌丝在小麦细胞间隙扩展一段时间后(便在小麦

表皮细胞下聚集成垫状的产胞结构(随即产生夏孢

子(最终突破小麦叶片表皮形成夏孢子堆(结果见图

#

和图
$

)同时寄主植物!小麦"也呈现活体细胞的

结构状态(细胞形态完整(可见许多呈绿色的叶绿体

!图
#

(

$

")

在接种后
&@

(小麦叶片中清晰可见具有立体感

的侵染菌丝和吸器!图
#

")值得一提的是(吸器是

条形柄锈菌最重要的侵染结构(然而通过一般的组

织学方法很难清晰地观察到它)在接种后
#!@

(可

见突破小麦表皮细胞产生了许多鲜黄色的夏孢子

!图
$

")

Z

图是
5

图的局部放大)

`<

吸器'

V̀<

植物细胞'

G̀ <

侵染菌丝

Z94

J

,*09,-K,

S
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J
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V̀<̀ (40>3--
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G̀ <G+.3>09(+1

;J
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图
#

!

接种条形柄锈菌后
&@

小麦叶片中产生的胞间菌丝和吸器
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夏孢子
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图
$

!

接种条形柄锈菌后
#!@

小麦叶片中产生的夏孢子堆和夏孢子
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禾谷镰刀菌在小麦稃片上的侵染

利用冷冻切片方法(通过
F-

;

K

J

)4Zl"#

多功

能显微镜可以清晰地观察到禾谷镰刀菌在小麦稃片

上的侵染情况)禾谷镰刀菌分生孢子萌发产生一至

28
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多个芽管(新形成的芽管并不立即侵入小麦组织(而

是在寄主组织表面生长扩展(接种
!M1

后(寄主体

表菌丝直接侵入寄主组织体内形成侵染菌丝!图

E

")由图
EC5

中可见寄主植物!小麦"呈现活体细胞

的结构状态(细胞形态完整并可见绿色叶绿体(同时

可见侵染菌丝的分布'而在多功能显微镜下可见侵

染菌丝在小麦细胞内扩展!图
ECZ

")

5<

明场照片'

Z<

荧光照片'

G̀ <

侵染菌丝

5<Z*9

S

10.93-@9K,

S

3

'

Z<7-)(*34>3+09K,

S

3

'

G̀ <G+.3>09(+1

;J

1,

图
E

!

接种禾谷镰刀菌后
!M1

小麦稃片中产生的菌丝

79

S
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上述结果表明(将冷冻切片技术应用于小麦病

原真菌发育观察获得了良好的效果(病原菌结构清

晰(植物组织和细胞形态完整(对比度良好)并且通

过冷冻切片可以观察到新鲜植物组织和病原菌结构

的天然色彩(直接观察到活体细胞的结构状态(这是

由于冷冻切片技术能迅速将植物组织和细胞的生命

活动固定(保持细胞和组织在生活时原有的机构和

状态(因此获得的切片具有特征典型,完整度及清晰

度好等特点)

E

!

结论与讨论

E<#

!

获得最佳切片的条件

!

#

"准确取材是利用冷冻切片技术获得小麦病

原真菌发育结构至关重要的一步)在试验过程中冷

冻切片的取材要点为#

,<

取材过程要迅速(保证小麦

组织处于.生活状态/(否则细胞容易失水变形'

]<

组

织块大小要合适(组织块过大(易致切片皱折(无法

展开(错过有价值的部位(有可能根本切不到想要的

组织(一般情况下(样品大小为
%<"

(

#>K

最合适'

><

选择样品的部位要准确(建议接种取样时做好标

记(避免盲目取材)

!

$

"冷冻切片不宜过薄或过厚)切片太薄!小于

#%

'

K

"易碎,易卷曲(并且
[?GV5FVO

包埋剂在室

温下融化后容易将植物组织的细胞结构拉断'切片

太厚!大于
"%

'

K

"(植物组织太厚(看不清楚真菌菌

丝在植物中的发育状态)另外(切片厚度的调节与

植物组织的硬度有关系(柔软的植物叶片切片应厚

一些(而硬的植物组织可以薄一些)本次试验中(小

麦叶片和颖壳的最佳切片厚度为
$%

'

K

)为了获得

平整的切片(应做到#

,<

选择锋利无缺口的刀锋'

]<

调节好防卷板与刀锋的位置'

><

选择合适的持刀

器的倾斜角度(试验过程中发现
!n

或
Dn

最佳)

!

E

"冷冻温度和时间也是冷冻切片制作过程中

的重要环节(直接影响冷冻切片的质量)一般恒温

冷冻切片机的工作室温度控制在
R$!

(

R$% ^

)

不同组织的冷冻温度和时间要求不同(还需在实际

操作中不断积累经验)

因此(获得最佳冷冻切片的条件为准确取材(切

片厚度
$%

'

K

(切片机的工作室温度
R$!

(

R$%

^

(刀口锋利无缺口(调节好防卷板与刀锋的的位

置(持刀器的倾斜角度以
!n

或
Dn

最佳)

E<$

!

冷冻切片技术的特点

冷冻切片与常规的切片方法相比(具有快速,简

便,易操作,节约试验材料等优点(并且在冷冻切片

过程中减少了有害化学药品的使用(保护了环境和

人身健康(同时缩短了工作周期)但此方法也具有
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其局限性(如在连续观察小麦病原真菌的形态发育

过程中(由于所切材料不易形成连续的冰带(因此不

能进行系统的观察研究(对新鲜的试验材料切片效

果好(但对于干燥的材料必须经过软化处理%

#%

&

)另

外(冷冻切片观察属于组织学研究方法的一种(对于

小麦与病原菌互作的细胞学研究常采用超薄切片技

术%

##C#!

&

(但是这种方法制作周期较长(如果取样目标

性不强(将难以取得理想的结果)研究中若将冷冻

切片方法与常规包埋切片技术相结合(先用冷冻切

片方法快速检测到病原菌是否已经侵染小麦(然后

再确定是否要进行超薄切片(这样可以大大提高细

胞学研究的准确性)

利用冷冻切片方法进行小麦病原真菌形态的观

察和研究(虽然具有一定的局限性(但在实践过程中

只要有针对性地加以修正(即可克服上述缺点(加之

该方法具有快速,简便,易操作,节省材料和容易掌

握等特点(建议在实验教学和科学研究中推广应用(

以便更好地为教学和科研服务)
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