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灰葡萄孢菌与蓝莓果实表皮互作的超微结构

戴启东，李广旭，杨　华，张广仁
（辽宁省果树科学研究所，辽宁营口１１５００９）

　　摘要：为明确灰葡萄孢菌与蓝莓果实互作的发生规律，为蓝莓结构抗病育种及采后灰霉病的防治提供理论依据。
在室温条件下将灰葡萄孢菌株接种于蓝莓果实表皮，每间隔０、８、１６、２４、３２、４０、４８ｈ切取４ｍｍ×４ｍｍ大小表皮组织
用于组织透明检视及扫描电镜（ＳＥＭ）观察。结果表明，灰葡萄孢菌孢子接种于蓝莓果实８ｈ后，孢子开始萌发，蓝莓
表皮细胞壁及气孔器结构完整；病菌接菌１６ｈ，可见凸起的菌丝顶端侵入细胞壁；接种２４ｈ灰葡萄孢菌孢子的侵染菌
丝部分溶解，并与寄主表皮融合，侵染菌丝末端可见２个分支，并侵入蓝莓果皮细胞；接种３２ｈ，灰葡萄孢菌菌丝末端
可见绒毛状结构，并侵入蓝莓果皮细胞内部；接种４０ｈ，灰葡萄孢菌侵染菌丝进一步向果皮细胞内扩展；接种４８ｈ，灰
葡萄孢菌菌丝已大量侵入蓝莓果实表皮。明确了在室温条件下病菌初侵染的时间以及主要侵入方式：即接种１６ｈ，病
菌即可侵入蓝莓果实表皮细胞，接菌４０～４８ｈ病菌即完成侵入并大量扩展、繁殖。病菌侵入方式主要以菌丝直接穿
透寄主表皮为主，尚未发现病菌从气孔器侵入的证据。
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　　灰葡萄孢菌（ＢｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａＰｅｒｓ．）是一类重要
的植物病原真菌，该病菌营非专性寄生，通过合成

细胞壁降解酶和分泌细胞毒素（ＮＨＳＴ）来杀死寄主
组织［１］，引起蓝莓（ｂｌｕｅｂｅｒｒｙ）果实变质腐烂，使采后
蓝莓货架期缩短，商品价值受到极大影响。１９６４
年，Ｂａｒｋｅｒ等报道，该病菌可以侵染蓝莓引起灰霉
病［２］。灰葡萄孢菌不仅可以在蓝莓的生长期侵染

花器以及幼叶，引起萼片脱落、幼果腐烂，同时也是

蓝莓贮藏期主要的采后病害之一［３］。目前，蓝莓灰

霉病防治手段主要还是通过在采收前施用化学药

剂降低病菌接种密度和防止初始侵染为主。随着

药剂抗药性的产生，目前使用的化学药剂防治效果

和对食品的安全性问题亟需重新评估［４］。随着我

国法规的不断严格，很多药剂的限制使用使得问题

变得更加紧迫。因此，提出蓝莓灰霉病防治的新方

法、新思路势在必行。Ｒｅｅｈ等报道，利用１种蜜蜂
作为生物载体携带粉红粘帚霉菌（Ｇｌｉｏｃｌａｄｉｕｍ
ｒｏｓｅｕｍ）来防治温室蓝莓灰霉病的案例［５］；Ｗｅｂｅｒ等
采用１种新型杀菌剂氟吡菌酰胺对灰葡萄孢菌不同
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菌株的敏感性进行了筛选试验［６］；Ｄｒｏｂｙ等提出，利
用外源茉莉酸甲酯诱导蓝莓抗性反应来防治灰霉病

菌侵染［７］。国内学者对蓝莓灰霉病的研究主要集中

在病原菌的致病性分化以及不同蓝莓品种对灰霉病

的亲和性等方面［８］，而对病菌与寄主侵入过程及机制

的研究较少。近年来，随着电子显微镜技术在植物病

原菌与寄主互作方面研究的广泛应用，国内学者做了

一些相关的研究工作。其中苹果链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｍａｌｉ）、苹果轮纹病菌（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｂｅｒｅｎｇｅｒｉａｎａ）以
及草莓白粉病菌（Ｓｐｈａｅｒｏｔｈｅｃａｍａｃｕｌａｒｉｓ）与相关寄主
互作的研究都取得一定进展［９－１１］，而灰葡萄孢菌与

蓝莓果实互作的研究还未见报道。病原菌与寄主侵

染过程的观察对于研究寄主植物与病原菌互作机制

具有重要意义，本研究通过扫描电镜（ＳＥＭ）技术以及
植物组织透明染色的方法对灰葡萄孢菌侵染蓝莓果

实表皮的超微结构进行了不同时间点的观察，试图通

过对侵入过程精细结构的研究为更好了解灰葡萄孢

菌与寄主的侵染机制提供必要的理论依据，现将研究

结果总结如下。

１　材料与方法

１．１　供试材料
灰葡萄孢菌菌株由辽宁省果树科学研究所植

物保护研究室保存。用于接种的蓝莓试验果实采

自辽宁省果树科学研究所蓝莓资源圃，品种为北陆

（Ｎｏｒｔｈｌａｎｄ），为半高丛蓝莓。
１．２　试验方法
１．２．１　灰葡萄孢菌与蓝莓果实表皮的互作培养　
首先将保存的灰葡萄孢菌菌株在马铃薯葡萄糖琼

脂（ＰＤＡ）培养基上，光照培养箱内２５℃活化培养
２０ｄ，待菌落布满整个培养皿，并产生灰黑色绒毛状
孢子球时，用无菌水配制成孢子悬浮液，浓度约为

２×１０５个／ｍＬ，混合均匀后孢子悬浮液中加入
２μＬ／ｍＬ表面活性剂吐温 －２０混匀［１２］，然后将混

合液均匀喷洒于蓝莓果实表面后，将果实在垫有滤

纸的培养皿内室温保湿培养。

１．２．２　蓝莓表皮组织透明观察　将接菌的蓝莓果
实每间隔１６、２４、３２、４０、４８ｈ后切取４ｍｍ×４ｍｍ
大小蓝莓表皮组织，用饱和水合氯醛溶液固定（水

合氯醛 ５．５ｇ，无菌水 ２ｍＬ），脱色过夜。然后在
９５％乙醇和冰醋酸混合液中再次固定２４ｈ，浸在饱
和水合氯醛溶液中，待组织透明１２ｄ后取出，再用
１０％氢氧化钾水溶液浸泡２ｄ，用无菌水冲洗干净，

经稀苯胺蓝的水溶液染色，经切片机（ＮＫＳＹＳＴＥＭ
ＰＬＡＮＴＭＩＣＲＯＴＯＭＥ）切片，样品用甘油浮载检视显
微观察摄影（ＮｉｋｏｎＥＣＬＩＰＳＥＥ１００），并记录观察
结果。

１．２．３　灰葡萄孢菌侵染蓝莓果实表皮过程的扫描
电镜观察　将接菌的蓝莓果实每隔０、８、１６、２４、３２、
４０、４８ｈ切取４ｍｍ×４ｍｍ大小表皮组织，用０．１％
的戊二醛溶液固定 １２ｈ，再用磷酸缓冲液（ｐＨ值
７５）漂洗３次，依次用浓度为７５％、８５％和９５％的
乙醇系列梯度脱水，脱水时间每次５ｍｉｎ，醋酸异戊
酯置换，取出后在室温自然干燥２４ｈ。按不同的观
察部位，用导电胶将蓝莓果皮贴于样品台面上。用

ＩＢ－２离子度膜仪真空喷金［１３］。处理后的样品在

中国农业科学院原子能研究所实验室用 ＨＩＴＡＣＨＩ
ｓｕ－８０１０高分辨场发射扫描电镜（１０ｋＶ加速电压）
进行观察、测量和拍照。

２　结果与分析

２．１　灰葡萄孢菌侵染蓝莓果皮的组织透明观察
蓝莓果皮经组织透明检视发现，接菌８ｈ，蓝莓

表皮细胞壁及气孔器结构完整（图１－Ａ）；病菌接
菌１６ｈ，可见凸起的菌丝顶端刚刚侵入细胞壁
（图１－Ｂ）；接菌２４ｈ灰葡萄孢菌丝体已经在寄主
细胞内扩展（图１－Ｃ）；接菌３２～４０ｈ，病菌菌丝在
表皮细胞内大量繁殖，细胞壁分解，细胞内气孔器

周围组织受到破坏进一步消解（图１－Ｄ、图１－Ｅ）；
在接菌４８ｈ后，蓝莓表皮细胞内可见大量病菌菌丝
体繁殖，并产生圆球状的特异结构，寄主表皮细胞

大量溶解（图１－Ｆ）。在不同时间点的观察可以发
现，寄主表皮细胞的气孔器结构完整，都没有被病

菌侵染和侵入。

２．２　灰葡萄孢菌侵染蓝莓果皮的扫描电镜观察
蓝莓果实于室温下接种灰葡萄孢菌，接菌０ｈ

可见病菌孢子的附着形态（图２－Ａ）；接种８ｈ灰葡
萄孢孢子由底部孢子痕处萌发出侵染菌丝（图２－
Ｂ）；接种１６ｈ后灰葡萄孢菌侵染菌丝进一步生长
（图２－Ｃ）；接种２４ｈ灰葡萄孢菌孢子侵染菌丝部
分溶解，并与寄主表皮融合，菌丝周围出现菌丝溶

解现象同时病菌菌丝出现 ２个分支 （图 ２－Ｄ、
图２－Ｅ、图２－Ｆ）；接种３２ｈ灰葡萄孢菌菌丝末端
己部分侵入蓝莓果皮内部，侵染菌丝末端可见绒毛

状结构（图２－Ｇ）；接种４０ｈ灰葡萄孢菌侵染菌丝
进一步向果皮内扩展，深入蓝莓果皮组织内部
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（图２－Ｈ）；接种４８ｈ灰葡萄孢菌丝已大量布满蓝
莓果实表皮并深入表皮组织内部，完成对果实表皮

的侵染（图２－Ｉ）。

３　讨论与结论

本研究认为，灰葡萄孢菌主要通过寄主表皮直

接侵入，而非气孔器结构侵入。这与链格孢菌以及

白粉菌的侵入方式基本一致［８，１０］，但与苹果轮纹病

菌的侵入方式明显不同，相关研究结果表明，苹果

轮纹病菌主要通过表皮气孔器侵入苹果枝干部位，

而从伤口和表皮缝隙侵入的很少［９］。明确病菌的

主要侵入途径对结构抗病性选育蓝莓新品种具有

一定的参考价值。同时机械伤口和果蒂痕处也是

病菌主要侵入部位，不同蓝莓品种果皮的物理特性

如果皮硬度、果蒂痕大小对灰霉病菌侵入皆具有一

定的影响［２］。

通过对灰葡萄孢菌与蓝莓果实表皮互作的组

织学透明检视以及扫描电镜观察研究，明确了在室

温条件下病菌初侵染的时间及主要的侵入方式。

即接种１６ｈ病菌即可侵入蓝莓果实表皮细胞，４０～
４８ｈ病菌即完成侵染，并大量繁殖。病菌侵入方式
主要是通过菌丝直接穿透寄主表皮为主，尚未发现

病菌从气孔器侵入的证据。

植物病原真菌对寄主的入侵能力主要取决于

孢子在果实表皮的萌发能力、侵染菌丝的穿透能力

以及抵御寄主免疫系统阻止真菌生长的相互作用

关系。灰葡萄孢菌在环境条件不利的情况下，以菌

丝、分生孢子、菌核方式潜伏侵染，并长时间保持沉

默，直到寄主植物生理生化环境条件适宜时引起宿

主软腐［１４］。本研究观察到灰葡萄孢菌一种不同形

式的侵入过程，即生长于寄主表面的侵染菌丝二叉

分枝，菌丝与寄主表面融合，菌丝内含物附着在蓝

莓果实表皮上，并产生类似吸器的泡状结构侵入寄

主细胞壁，这些侵入特征未见前人报道，本研究结

果对于深入了解灰葡萄孢菌与蓝莓表皮的互作机

制具有一定的意义。由于研究过程中时间点设置

数量有限，对灰葡萄孢菌侵染蓝莓果皮这一动态过

程的精细观察还有待进一步深入研究阐明。同时

病菌侵入寄主细胞后，产生的病理学变化还有待进

一步通过透射电镜来研究和分析。

本研究对灰霉菌侵染蓝莓果实表皮不同时间

点的超微结构进行了观察和分析，明确了病菌侵染

过程中与寄主组织互作的微观特征以及寄主细胞

器的变化情况。这些研究为蓝莓结构抗病性新品

种的选育提供了一定的理论参考，丰富了前人在灰

葡萄孢菌侵染机制方面的研究内容。蓝莓灰霉病

由于具有潜伏侵染时间长，发病扩展迅速的特点，

必须建立早期诊断技术，做到采收前期化学防治、

物理防治以及农业防治相结合的方法才能取得事

半功倍的效果。
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