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摘要　本试验利用碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ）和ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ４８８（ＡＦ４８８）标记的麦胚凝集素（ＷＧＡ）分别对小麦

子房细胞和小麦矮腥黑粉菌进行染色，结合激光共聚焦显微镜成像系统获取小麦子房的三维立体图像。该技术可

获得清晰的小麦子房细胞图像，并观察小麦矮腥黑粉菌在小麦子房中的侵染状况。该方法将为研究病原菌在寄主

体内的分布提供可参考依据。
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（ＴＣＫ）引起的小麦矮腥黑穗病对小麦的安全生产

危害巨大［１］。被小麦矮腥黑粉菌侵染发病的小麦植

株多分蘖和矮化，正常的籽粒被发育成熟的孢子团

（菌瘿）完全取代形成病粒，通常发病率约等于产量

损失率［１２］。除了导致小麦产量损失外，小麦矮腥黑

粉菌冬孢子中含有的三甲胺会严重影响小麦面粉的

品质和人体健康，而且该病菌在２００７年被列入《中

华人民共和国进境植物检疫性有害生物名录》［３］。

我国的部分冬麦区也面临小麦矮腥黑粉菌传入和

定殖的风险［４６］。当前大多数研究都集中在对小麦

矮腥黑粉菌的风险分析和分子鉴定［７９］上，并取得

了长足的进展和广泛的应用，使得小麦矮腥黑粉菌

的检测灵敏度可以达到０．１ｆｇ／μＬ
［１０１１］。然而，小

麦矮腥黑粉菌与寄主互作方面的研究却极少见，该

方面的研究将加深我们对小麦矮腥黑粉菌侵染机

制的理解，并为小麦矮腥黑穗病的有效防治提供理

论依据。
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病原菌在寄主体内的显微观察是了解病原菌侵

染过程较为直观的方式。传统的观察方法是将寄主

组织整体透明染色后借助显微镜观察，操作步骤十

分耗时和繁琐，制片过程中还有可能破坏幼嫩的植

物组织［１２］。而利用绿色荧光蛋白标记病原菌再借

助荧光显微镜观察的方法是过去十几年发展比较成

熟的另一种技术［１３１５］，在许多病原菌的侵染观察上

获得应用［１６１８］。但绿色荧光蛋白的转化对于某些真

菌难度很大，被标记病原菌的荧光表达量差异也制

约着该方法的准确性［１９］。当前，借助某些荧光染料

对菌丝染色并在荧光显微镜下观察菌丝的方法取得

了显著的效果，如ＳｏｌｏｐｈｅｎｙｌＦｌａｖｉｎｅ７ＧＦＥ
［１２，２０］和

苯胺蓝［２１］等，这种利用荧光染料与菌丝细胞质成

分特异性结合的方法在操作上十分便捷，荧光成像

质量高，有着广泛的前景。然而，小麦矮腥黑粉菌

侵染小麦子房的细胞学研究一直以来都停留在组

织切片技术上［２，２２］。因此，有必要开发一种更直观

便捷的方法来观察小麦矮腥黑粉菌对寄主的侵染

状况。本文借鉴当前菌丝染色的方法结合寄主组

织染色，在激光共聚焦显微镜下可实现方便、快

捷、准确地观察小麦矮腥黑粉菌侵染小麦子房的显

微过程。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　供试样品

本试验所需的小麦矮腥黑穗病发病样品是参照

姚卓等［２３］的人工培养和室内接种方法，在中国农业

科学院植物保护研究所国家生物安全中心中高危病

原菌实验室的超低温植物培养箱内培养获得。接种

用的供试菌株由美国农业部农业研究院（Ｕｎｉｔｅｄ

ＳｔａｔｅｓＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＲｅ

ｓｅａｒｃｈＳｅｒｖｉｃｅ）提供。

１．１．２　主要试剂和仪器

本试验所需的主要试剂：无水乙醇、磷酸缓冲盐

溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ，ｐＨ＝７．４）和

吐温２０（Ｔｗｅｅｎ２０）购自北京广达恒益生物科技有

限公司，碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）和Ａｌｅｘａ

Ｆｌｏｕｒ４８８（ＡＦ４８８）标记的麦胚凝集素（ｗｈｅａｔｇｅｒｍ

ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＷＧＡ）由北京冰达生物科技有限公司

代购。

主要仪器：镊子（ＤＵＭＯＮＴ４１００５Ａｎｔｉｍａｇ

ｎｅｔｉｃＥ，Ｃｈｉｎａ）、体视显微镜（ＬａｉｃａＳ６Ｄ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、

全自动倒置荧光显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ８３，Ｊａｐａｎ）、激

光共聚焦显微镜（ＬｅｉｃａＳＰ８，Ｇｅｒｍａｎｙ）。

１．２　方法

１．２．１　采样

在小麦生长到孕穗期后开始采样，每隔２４ｈ进

行采样，每次采样只采集小穗上的一粒并迅速置于

无水乙醇中保存。

１．２．２　子房和胚珠的分离

采集的小穗在体视显微镜下进行观察并使用镊

子解剖。剥掉外稃、内稃和花药，将子房从小穗轴上

剥离并将离体子房浸入无水乙醇中保存。利用镊子

破坏膨大子房的子房壁组织获得离体胚珠。全自动

倒置荧光显微成像系统测量离体子房和胚珠的直径

大小。

１．２．３　染色

离体子房和胚珠先后置于１０μｇ／ｍＬＰＩ和０．１％

吐温２０分别染色６０ｍｉｎ，再置于２０μｇ／ｍＬＷＧＡ

ＡＦ４８８中染色６０ｍｉｎ；染色完成后使用１０×ＰＢＳ

冲洗４～６次，每次冲洗时间不少于２ｍｉｎ。将完成

染色处理的离体子房和胚珠保存在１０×ＰＢＳ溶液

中准备观察。所有染色过程均在室温下进行。

１．２．４　样品的观察

将染色处理后的离体子房和胚珠放置玻片上，

并倒置于激光共聚焦显微镜成像系统的载物台上，

进行观察并层扫拍照。激光发射光波的设定参数为

ＷＧＡＡＦ４８８激发蓝光波长４８８ｎｍ，发射光波长为

５１０～５７０ｎｍ；ＰＩ激发绿光波长５６１ｎｍ，发射光波

长为５９０～８２０ｎｍ。

２　结果和分析

在染色过程中，ＷＧＡ作为从谷物中分离的植

物源凝集素蛋白，可特异性地与真菌细胞壁中的几

丁质结合并诱导寄主和病原菌之间的特异性识

别［２４］。ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ４８８偶联蛋白优于包括Ｃｙ２在

内的其他荧光素，不仅亮度更高，而且光稳定性更

好，在ｐＨ为４～１０的范围内均可以保持稳定状态。

ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ４８８与ＷＧＡ共轭结合所制成的染料可

以使小麦矮腥黑粉菌菌丝在激光共聚焦显微镜的

特定光波下呈现绿色。ＰＩ是一种常见的荧光染

料，可以与寄主细胞内的核酸结合使细胞在激光共

聚焦显微镜的特定光波下呈现红色。小麦矮腥黑

·２２１·
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穗病发病样品的整个培养过程都处于无菌和消毒

的环境中，所有的用具都经过灭菌，确保只接种小

麦矮腥黑粉菌。因此，综合利用 ＷＧＡＡＦ４８８和

ＰＩ染色可以在激光共聚焦显微镜下显示小麦矮腥

黑粉菌菌丝在小麦子房或胚珠中的侵染状态和分

布区域（图１）。

图１　激光共聚焦扫描显微镜观察小麦矮腥黑粉菌侵染小麦子房和胚珠
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３　讨论

本试验为研究病原菌侵染植物组织提供了一种

三维立体构象技术，采用本试验所述的方法，能够实

现对小麦矮腥黑粉菌侵染小麦子房和胚珠的过程进

行追踪和观察。结果显示，这种方法能够对离体子

房和胚珠内部细胞的结构进行准确成像，并识别小

麦矮腥黑粉菌的菌丝。

当前，激光共聚焦显微镜被广泛应用于分子细

胞生物学的研究，并在病原菌亚细胞定位、组织细胞

生理代谢观察和侵染循环研究等方面发挥着重要作

用，相比于其他显微镜技术，ＣＬＳＭ大大提高了荧光

·３２１·
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图像的分辨率和准确率［２５２６］。利用激光共聚焦显微

镜追踪和观察植物体内的病原菌已有先例，Ｋｅｌｌｉｈｅｒ

等［２７］利用激光共聚焦显微镜揭示了玉米花药中５

种细胞的发育历程和分裂模式；Ｇａｏ等
［２８］在此基础

上利用激光共聚焦显微镜并结合数据统计分析发现

玉米瘤黑粉菌犝狊狋犻犾犪犵狅犿犪狔犱犻狊能够影响并延迟玉

米花药细胞的发育；蔚慧欣等［２９］也利用 ＷＧＡＡＦ

４８８和ＰＩ染色，观察了小麦矮腥黑粉菌在小麦叶片

中的初步侵染。在激光共聚焦显微镜的操作上，我

们适当提高了发射光波的长度范围以更好地识别染

料的荧光。在我们的研究中还发现，当离体子房直

径比较大的时候，激光共聚焦显微镜对子房内部结

构尤其是胚珠的成像相较于外部子房壁细胞是比较

模糊的，因此我们对子房进一步解剖并分离出胚珠，

获得了胚珠细胞的清晰图像（图１ｄ～ｆ）。

与传统的植物石蜡切片技术相比，本试验的方

法避免了制片过程中对子房和胚珠内部结构的破

坏，尤其是对组织细胞的变形和损伤。传统技术方

法所呈现的二维平面图像无法对整个小麦子房和胚

珠的立体结构进行扫描，而本试验的方法在精准获

取植物组织细胞图像的基础上，还能够对病原菌进

行标记和示踪。从结果上来看，本试验的方法为研

究病原菌侵染寄主组织提供了一种有意义的解决

方案。
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