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小麦秆锈病细胞间隙液的提取及注射技术研究
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摘　要:通过真空渗入离心法提取小麦秆锈病病组织的细胞间隙液 ,并采用注入法将细胞间隙液注入到健康

的小麦细胞 ,研究了小麦秆锈病细胞间隙液对小麦叶片细胞 HR的诱导作用 , 明确了细胞间隙液的提取和注

射技术在小麦秆锈病细胞间隙液研究中利用的可行性。
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Abstract:Primary leaves o f w heat infected by the Puccinia graminis f. sp. tri tici were detached , inf il-

t rated w i th redistil led w ate r , and centrifuged to yield intercellular w ashing f luids (IWF). IWF were

then injected into the heal thy w heat leave s. T he result show ed the induction of IWF to the hypersensi-

tive reaction (HR) on whea t leaves. Tw o me thods w ere available in the research of IWF.

Key words:Wheat stem rust;Inte rcellular w ashing f luids;The interact ion be tw een whea t and stem

rust

　　作为一种专性寄生菌 ,小麦秆锈菌侵入寄主

后 ,以吸器伸入寄主细胞内吸收营养 ,但吸器并不

破坏寄主原生质膜 ,在寄主原生质膜与吸器之间

有吸器外间质区域的存在
[ 1]
。由于吸器在寄主病

原相互识别及营养交换方面具有重要作用 ,所以

吸器外间质区域的物质中可能含有寄主病原互作

中的激发子类物质。这方面的研究对于揭示寄主

病原互作中的信号传递及抗性反应的表达具有重

要意义[ 2] 。

细胞间隙液(Intercellular w ashing f luids ,

IWF)是指小麦叶片细胞之间的物质 ,在秆锈菌侵

入小麦后 ,细胞间隙液里也包括了吸器同寄主原

生质膜之间即吸器外间质区域的物质以及秆锈菌

菌丝同小麦细胞之间的物质 ,里面可能有寄主病

原互作中的激发子类物质
[ 3]
。本研究通过真空离

心抽提的方法提取小麦秆锈病 IWF ,利用注射器

将提取到的 IWF 注射到小麦健叶中 ,初步明确了

细胞间隙液在小麦同秆锈菌互作中的作用。

1　材料与方法

1. 1　供试的小麦秆锈菌菌系和抗秆锈病单基因

系

供试的小麦秆锈菌生理小种为 34MKG ,供

试的小麦单基因系为 Sr5。在温室里进行幼苗种
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植 ,正常培养。待小麦长至一叶一心时采用涂抹

法接种 ,接种后置于温室中常规培养。

1. 2　IWF的提取技术

参考王庆梅
[ 1]
、Rohringer

[ 4]
和 Deverall

[ 5]
的

真空渗入离心法提取 IWF(略有改动)。

小麦叶片接种后初显潜育斑时提取 IWF ,同

时从未接种的小麦叶片中也提取 IWF ,作为对

照。

将初显潜育斑的小麦幼苗第一片叶剪下 ,去

除叶尖 ,将叶片剪成 4 cm 的叶段 ,重蒸水冲洗切

口 ,用细线束紧 ,两束为一批放入大试管中 ,用冰

冷的重蒸水浸没 ,放入真空干燥器中抽真空 ,每次

3 ～ 5 min ,连续抽 3次 ,随后将试管里的叶段颠

倒 ,重复上述步骤 ,直至每个叶段都有重蒸水渗入

(叶片颜色深绿)。将叶片从大试管中取出 ,在滤

纸上晾干至叶表无附水。用细线束紧小麦叶段 ,

放入离心管中 ,线头留在离心管外 ,使叶段离离心

管底部约 2 cm 左右的距离 ,随后盖紧离心管管

帽 ,在高速冷冻离心机中 5 000 r /min 离心 15

min ,收集离心管底部的液体 ,再以 12 000 r /min

离心 5 min 除去细胞碎片 ,离心操作均在 4℃条

件下进行 ,将最后得到的液体收集起来在-20℃冰

箱中保存 。对得到的细胞间隙液进行编号处理 ,

如 IWF34MKG-Sr5表示 Sr5接种 34MKG后的 IWF。

1. 3　IWF的注射技术

1. 3. 1　注射器的制作　参照邓恩新[ 6] 的方法 ,略

有改动。取 6 mL 青霉素瓶的胶质瓶盖 2 个 ,将

瓶盖的表面磨平 ,在一个瓶盖的中央用红热的粗

铁丝烫出圆形小凹穴(深 3 mm ,穴直径可选用不

同粗细的铁丝来控制 ,以不超过 5 mm 为宜 ,过大

针尖易刺伤叶片),然后将 2个瓶盖的背部小穴用

棉花等塞紧 、压实。用 1 mL 医用注射器和 4号

针头 ,从烫有凹穴的瓶盖沿侧面刺入 ,针尖露出在

瓶盖凹穴底部中央 ,即制作成一个可向植物薄叶

片内注射溶液的注射器。

1. 3. 2　IWF 的注射方法　取下注射器的针头

(不要将针头从瓶盖中拔出),用针管吸取液体 ,安

上带有具凹瓶盖的针头 ,再手拿另一个瓶盖 ,用食

指和拇指将植物叶片夹持在两瓶盖中间 ,使叶背

面面向有凹穴的瓶盖 ,用力夹紧 ,右手注射。液体

在压力作用下自气孔进入小麦叶片细胞间隙内 ,

向叶片两端迅速扩散 ,浸润区清晰可见 。

1. 4　IWF注射对小麦叶片的影响

分别向小麦健叶中注射重蒸水 、IWF Sr5 、

IWF34MKG-S r5 ,于注射后第 10 d 观察注射不同液体

对小麦叶片的影响。

1. 5　IWF提取和注射中对小麦叶片细胞损伤的

研究

对 IWF 提取及注射后的小麦叶片进行透射

电镜观察 ,按照常规方法进行电镜样品制备和观

察。

2　结果与分析

2. 1　IWF的一般性质及产生比例

采用真空渗入离心法 ,本研究获得了小麦对

照及感病组合的细胞间隙液。接种后的细胞间隙

液一般为黄色 ,未接种的为无色或浅黄色 。细胞

间隙液的 pH 值一般在 6. 0 左右 ,呈酸性。对小

麦叶片提取前后进行称重 ,然后计算细胞间隙液

的产出量 , 结果表明:IWF 的产出量一般在 3

mL /10g 叶片左右 ,小麦叶片中物质的失去量在

0. 05 g /g ,即 1 g 小麦叶片在提取 IWF 后会有

0. 05 g物质失去。

2. 2　IWF的注射技术

用自制的注射器向 7 d龄的小麦第一片叶内

注射液体时 ,液体一般可浸润到注射点上 、下各 2

cm 左右 ,注入量约为 0. 5 mL 。注射前将小麦先

从温室移至光照较弱的实验室内 , 1 h 左右后最

易注射。初次注射时液体易从瓶盖裂缝中间漏

出 ,或折断叶片 ,多次练习后即可掌握协调用力的

技巧 。另外 ,应用此法注射 ,一次不要注射太多 ,

时间过长手指酸疼 ,影响注射效果 。

2. 3　IWF注射对小麦叶片 HR的诱导

利用注射器向健叶中注射液体后发现:注射

重蒸水或注射健叶来源的细胞间隙液对小麦叶片

无明显影响 ,只不过在注射点周围出现局部坏死 ,

这可能是注射中对小麦造成的局部性机械损伤。

但是注射接种后小麦叶片的细胞间隙液不仅使注

射点周围细胞坏死 ,而且在细胞间隙液的浸润区

均见到小麦细胞坏死的现象 ,且叶尖处也表现出

了不同程度的坏死 ,这种反应类似于 HR 反应。

王东梅在研究小麦叶锈病 IWF 时也观察了相同

的结果
[ 7]
。

由此可以看出:IWF 的注射会对小麦叶片造

成轻度的局部的损伤;接种后的小麦叶片的细胞

间隙液在物质组成上由于秆锈菌的侵染而不同于

健叶来源的 IWF ,里面可能含有寄主病原互作中

的激发子类物质。
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2. 4　IWF提取和注射中对小麦叶片细胞损伤的

影响

通过对 IWF 提取和注射后小麦叶片细胞的

超微结构观察表明:IWF 提取和注射后的小麦叶

片细胞 ,细胞膜保持完整 ,细胞器形态正常 ,同正

常的小麦细胞在形态上一样 ,说明 IWF 提取和注

射并未对小麦叶片细胞造成损伤。

1. 正常的小麦细胞(×7499) Heal thy w heat cells (×7499);2. IWF提取后的小麦细胞(×7502)Wheat cells af ter ext raction

of IWF(×7502)3. IWF 注射后的小麦细胞(×7500) Wheat cells af ter injection of IWF(×7500)

图 1　IWF的提取和注射后小麦叶片细胞的超微结构

Fig. 1　Ultrastructure of wheat cells after extraction and injection of IWF

3　结论与讨论

通过真空渗入离心法获取了小麦的细胞间隙

液 ,并利用注射器将细胞间隙液注入到小麦细胞

中 ,表明了接种后的小麦叶片的细胞间隙中可能

含有寄主病原互作中的激发子类物质。

通过真空渗入离心法获取植物的细胞间隙液

及通过注射器法将细胞间隙液注入到植物叶片中

具有一定的可行性。这在番茄叶霉病
[ 8]
及小麦叶

锈病[ 2] 中均有报道 ,但在小麦秆锈病上研究甚少 。

今后应对细胞间隙液提取和注射条件进行优化 ,

寻找到最佳的提取和注射方法 。另外 , Rohring-

er[ 4] 在提取大麦细胞间隙液时使用了各种缓冲剂

来提高 IWF 的产出量 ,这对进化 IWF 的提取具

有一定的指导作用。

IWF 提取和注射过程中是否对植物叶片细

胞造成损伤是一个值得关注的问题 ,因此 IWF 中

的物质应当来源于植物细胞间 ,尽可能排除细胞

内原生质体物质的影响。王东梅通过测定胞质标

记酶活性即 6-磷酸葡萄糖脱氢酶的活性来检测

IWF 提取对小麦细胞是否损伤(私人交流),本研

究则通过透射电镜方法来进行检测 ,两种检测方

法都过于繁琐 ,而且结果可信度不高 ,应当寻找一

种新的检测方法 。

接种后的小麦叶片来源的 IWF 能诱导小麦

叶片产生 H R反应 ,说明 IWF 中可能含有激发子

成分 ,但 IWF 中不全是激发子 。通过采用理化方

法对细胞间隙液中的物质组成进行分析 ,分离纯

化激发子 ,为今后研究植物抗病性反应的表达及

寄主病原互作中的信号传递等一系列深层次问题

奠定基础。

参考文献:

[ 1] 　李振歧 ,曾士迈主编.中国小麦锈病[ M] .北京:中国农业出

版社 , 2002. 20～ 24.

[ 2] 　王庆梅 ,王智祈 ,刘娟 ,等.感染叶锈菌的小麦细胞间隙液中

激发子的定性及初步分离[ J] .植物生理学报 , 2000 , 26(5):

427～ 432.

[ 3] 　De Wit PJGM. M olecular characterizat ion of gene-f or-gene

sy stem s in plant-fungu s in teractions and the ap plication of

avirulence genes in cont rol of plant path ogens [ J] . An nual

Review of ph ytopathology , 1992, 30:391～ 418.

[ 4] 　Rohringer Roland. Firous Ebrahim-nesbat , Gerhard Wolf .

Protein s in Intercel lular w ashing f luids f rom leaves of barley

(Hordeum vu lg are L.)[ J] . Journal of E xperim ental Bota-

ny , 1983 , 34:1589～ 1605.

[ 5] 　Deverall R J , Deakin A L. As sessment of Lr20 gene-speci fic

of sy mptom elici tation by in tercellular f luids f rom leaf rust-

infected w heat leaves [ J] . Physiological and M olecular

Plant Pathology , 1985 , 27:99～ 107.

[ 6] 　邓恩新 ,王文忠 ,王智祈.一种简易的向植物薄叶片内注射

溶液的装置[ J] .植物生理学通讯 , 1992, 28(4):296.

[ 7] 　王东梅 ,王智祈 ,刘娟. 小麦 - 叶锈菌互作的细胞间隙液对

细胞过敏性坏死的诱导效应[ J] . 植物病理学报 , 1997 , 27

(4):376.

[ 8] 　De Wit PJGM , Spikman G. Evidence for the occu rrence of

race and cul tivar-speci fic elici tors of n ecrosi s in intercellular

f luids of compatib le in teractions of Cladosporium fulvum and

tomato [ J] . Physiological Plant Pathology , 1982 , 21:1 ～

11.

 68 西　北　农　业　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　15 卷


