
利用卡氏白和尼罗红染色观察稻瘟病菌有性世代的结构

顾卓侃１,２　李玲２,３　王教瑜２,∗　柴荣耀２　王艳丽２　张震２　毛雪琴２　邱海萍２　孙国昌２,∗

(１杭州师范大学 生命与环境科学学院,杭州３１００３６;２浙江省农业科学院 植物保护与微生物研究所,杭州 ３１００２１;３浙江农林大学

农业与食品科学学院,浙江 临安３１１３００;∗ 通讯联系人,EＧmail:wangjiaoyu７８＠sina．com;sungc０１＠sina．com)

ObservationofSexualStructureofMagnaportheoryzaeviaCalcofluorWhite
andNileRedStaining

GUZhuoＧkan１,２,LILing２,３,WANGJiaoＧyu２,∗ ,CHAIRongＧyao２,WANGYanＧli２,ZHANGZhen２,

MAOXueＧqin２,QIU HaiＧping２,SUNGuoＧchang２,∗

(１Schoolof Lifeand EnvironmentalScience,Hangzhou NormalUniversity,Hangzhou３１００３６,China;２Instituteof Plant

ProtectionandMicrobiology,ZhejiangAcademyofAgriculturalSciences,Hangzhou３１００２１,China;３CollegeofAgricultureand

FoodScience,ZhejiangA&FUniversity,Ling′an３１１３００,China;∗Correspondingauthors,EＧmail:wangjiaoyu７８＠sina．com;

sungc０１＠sina．com)

GUZhuokan,LILing,WANGJiaoyu,etal．ObservationofsexualstructureofMagnaportheoryzaeviaCalcofluor
whiteandNileredstaining．ChinJRiceSci,２０１６,３０(６):６６８Ｇ６７２．
Abstract:Magnaportheoryzaeisaneconomicallyimportantheterothallicascomycetewhichcausesriceblast,themost
destructivericediseaseworldwide．Tothepresent,sexualgenerationofthefungushasbeenrelativelylessinvestigated．
Inthepresentwork,GuyＧ１１and２５３９,twoM．oryzaestrainsinoppositematingtypes,werecrossculturedonsix
deferentsubstratestoinducethesexualgeneration．Thestrainsproducedascocarpsonallofthesubstratestested,
however,thenumber,formingtimeandripenessdegreeoftheascocarpsvariedlargelywiththeproducingsubstrates,
amongwhichoatmealagar(OMA)gavetheoptimum value．Inordertobetterdetectthestructuresofsexual
generation,theasciandascosporeswerestainedwithFluorescentBrightenerandNilered,andexaminedusinga
fluorescencemicroscopy．Underthefluorescencemicroscope,thecellwallswerestainedbrightbluebyFluorescent
Brightener,whichgreatlyimprovedthevisibilityofasciandascospores．Numbersofasciwerefoundin mature
ascocarps,witheightascosporesineachascus,andanascosporeusuallyhasfourcells．Meanwhile,theascosporescan
bestainedbrightorangeyＧredbyNilered,indicatingtheyarerichinlipids．Thesefindingsshowedthatthefluorescence
stainingisaneffectivemethodtoobservethestructureofsexualgenerationinM．oryzae．
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摘　要:稻瘟病菌(Magnaportheoryzae)是异宗配合的子囊菌,但至目前,关于其有性世代产生过程和结构的研究相对较
少.本研究利用两个稻瘟病菌菌株GuyＧ１１与２５３９在多种培养基上进行杂交试验,观察有性世代产生情况.结果表明,两菌
株在所有参试培养基上杂交后均能产生子囊壳,但子囊壳的数量、产生速度和成熟度各不相同,以燕麦培养基为最佳.为了
进一步观察有性世代的结构,我们采用卡氏白和尼罗红对子囊和子囊孢子进行染色和荧光观察.荧光显微镜下,子囊和子
囊孢子的细胞壁均能被卡氏白染成清晰的亮蓝色,细胞结构清晰可辨.成熟的子囊壳内可产生大量的子囊,子囊中含有８
个子囊孢子,子囊孢子通常含有４个细胞.同时,子囊孢子能够被尼罗红染成橘红色,表明子囊孢子中储藏大量的脂肪类物
质.本研究提供了一种有效的观察稻瘟病菌有性世代结构的荧光染色方法,为后续的研究奠定了基础.
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　　稻瘟病是世界各稻区危害最为严重的病害之

一,其 病 原 菌 为 稻 瘟 病 菌 (Magnaporthe
oryzae)[１].稻瘟病菌是一种异宗配合的子囊菌,能
够寄生多种禾本科作物及杂草[２,３].１９７１年,HeＧ

bert首次报道马唐瘟菌能够在人工培养基上获得有

性世代[４].其后,国内外学者对稻瘟病菌及草瘟病

菌做了大量的研究[５].１９７６年,Kato等[６]报道了稻

瘟病菌能在培养基上形成有性世代,其后各国学者
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也对此做了相关实验及证实,证明不同的稻瘟病菌

菌株产生有性世代的能力差异极大,不同的环境条

件能显著影响子囊壳的产生[７Ｇ１０].但至目前,在自

然环境下仍未发现稻瘟病菌有性世代.因此,与稻

瘟病菌无性阶段和侵染机制的研究相比,关于其有

性世代产生过程和结构的观察相对较少.
利用特异的荧光染料和显微观察研究病菌的结

构,并明确其所含成分,在稻瘟病菌侵染机制的研究

中有较多的应用.卡氏白(CalcofluorWhite)能够

结合真菌细胞壁中的纤维素和几丁质,在荧光显微

镜下能够观察到蓝色荧光[１１].尼罗红(NileRed)是
一类苯吩哑嗪酮类化合物,可以与脂类物质结合并

发出橙红色荧光[１２,１３].尼罗红发出的荧光能够于

水中迅速发生猝灭,而多余的染料不需要清除,这相

较于苏丹黑、尼罗蓝ＧA等染料可以更准确地区分细

胞内的脂类物质和其他贮藏物[１４],因而常被用于检

测动物及微生物细胞内的油脂含量.卡氏白和尼罗

红染色在比较稻瘟病菌细胞壁强度和分生孢子细胞

内脂类转移过程中已有应用[１５,１６],但利用这两种物

质对有性阶段进行染色观察,尚未见报道.
本研究利用两个稻瘟病菌菌株,观察了在多种

培养基上的有性世代产生情况,并利用卡氏白和尼

罗红染色对子囊和子囊孢子结构进行了荧光观察,
研究结果为进一步研究稻瘟病菌有性世代产生的条

件和产生过程提供了基础和方法.

１　材料与方法

１．１　供试菌株

稻瘟病菌菌株 GuyＧ１１、２５３９作为供试菌株.

１．２　培养基

参试培养基包括完全培养基(CompletemediＧ
um,CM)[１７]、燕麦培养基(Oatmealagarmedium,

OMA)[１８]、马铃薯葡萄糖培养基(PotatoDextrose
Agar,PDA,马铃薯２００g/L,葡萄糖２０g/L)、淀粉

酵母培养基(Starchyeastmedium,Starch,酵母粉２
g/L,可溶性淀粉１０g/L,琼脂粉１５g/L)、基本培养

基(Minimalmedium,MM)[１７]、V８培养基(V８meＧ
dium,V８)[１９],均按已报道的方法进行配制.

１．３　对峙培养方法

从完全培养基[１７]上培养生长５d的菌株菌落边

缘切取２mm×２mm 菌丝块,置于５种不同培养基

平板上对峙培养,在２４h黑暗环境下２７℃下生长

７d至菌落相互接触,然后将各处理移至２２℃恒温光

照培养箱继续培养.

１．４　调查记录

对峙培养２４d后,通过奥利巴斯SZX１０体式

镜(东京,日本)观测并拍摄各种类型的培养基上子

囊壳的形成情况和形态特征.

１．５　形态结构观察

将在燕麦培养基上生长２８d后的 GuyＧ１１与

２５３９杂交产生的子囊壳用牙签挑至载玻片上,覆上

盖玻片,用牙签轻轻敲击盖玻片,压碎子囊壳,释放

出子囊和子囊孢子,分别使用５０μg/mL的卡氏白

(Calcofluorwhite,FluorescentBrightener,Sigma)
和尼罗红(NileRed)染色,在奥林巴斯Xa２１荧光显

微镜下(东京,日本)观察子囊壳、子囊及子囊孢子结

构.

２　结果与分析

２．１　不同培养基上稻瘟病菌有性世代形成情况

对峙培养２４d后,在燕麦培养基和马铃薯培养

基上,产生大量子囊壳(图１ＧA).成熟的子囊壳具

有长长的喙(图１ＧB),喙突出菌落表面,形成一个个

肉眼可见的小黑点.无数的小黑点,密密麻麻,在菌

落交界处形成一条子囊壳带.同时,马铃薯葡萄糖

培养基上还存在着一些正在生长或尚未成熟的子囊

壳,这些子囊壳的喙非常短小,刚刚突出菌落表面或

仍埋在培养基内.淀粉酵母培养基上只能形成极少

量成熟的子囊壳,多数的子囊壳埋在培养基内,通过

培养基背部给光能够看到.V８培养基与基本培养

基上无法形成成熟的子囊壳,但在背光照射下仍能

发现培养基内发育不成熟的子囊壳(图１ＧC).计数

统计表明,５种培养基中,以燕麦片培养基上产生的

子囊壳数量最多(图１ＧC),并且最早可见(１４~１５
d).

２．２　子囊壳结构的卡氏白染色观察

使用牙签隔着盖玻片轻轻敲打,可压碎子囊壳.
大量的子囊和部分的孢子会从破裂的子囊壳中游离

出来.利用卡氏白能够与细胞壁结合的特性,对碾

碎的子囊壳进行染色,能够清晰地辨别子囊与子囊

孢子的轮廓结构(图Ｇ２).一个子囊通常含有８个子

囊孢子,紧密排列在子囊内部.子囊孢子呈钝菱形,
通常有３个隔膜,４个细胞,与稻瘟病菌分生孢子的

结构有着明显的差异.仔细比较荧光亮度可以发

现,子囊孢子细胞壁的亮度明显高于子囊壳和子

囊壁,表明子囊孢子细胞壁中的纤维素和几丁质含
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A－燕麦培养基(OMA)、马铃薯葡萄糖培养基(PDA)、淀粉酵母培

养基(Starch)、基本培养基(MM)、V８培养基(V８)子囊壳形成情况;

M,成熟的子囊壳;U,不成熟的子囊壳;标尺＝１０００μm.B－显微镜

下成熟子囊壳的形态;标尺＝１００μm.C－各培养基上子囊壳的形

成数量统计.

A,Peritheciaformedonoatmealagar(OMA),potatodextroseagar
(PDA),starchyeastmedium (Starch),minimalmedium (MM)

andV８medium (V８)．M,Matureperithecia;U,UnmaturedperiＧ

thecia．Bars＝１０００μm．B,Microscopicalanalysisofmorphologyof

perithecia．Bars＝１００μm．C,Numberoftotalandmatureperithecia

formedondifferentmedia．
图１　各培养基上子囊壳的形成情况

Fig．１．Peritheciaformedondifferentmedia．

量最高.

２．３　子囊与子囊孢子的尼罗红染色

尼罗红能特异地结合真菌细胞中的脂类物质,

A~D－大量游离的子囊,标尺＝１００μm;E－一个完整的子囊,标

尺＝１０μm;H－放大的子囊孢子,标尺＝１０μm.

A－D,Ascimigratedfromaperithecium,Bars＝１００μm;EandF,

Anintactascus,bar＝１０μm;Gand H,Magnifiedimageofan

ascospore,bar＝１０μm．
图２　子囊与子囊孢子的卡氏白染色观察

Fig．２．StructureofperitheciastainedwithCalcofluorwhite(FluoresＧ

centBrightener)underafluorescentmicroscopy．

荧光显微镜下呈现橙红色荧光[１５].利用尼罗红溶

液对稻瘟病病菌的子囊壳、子囊及子囊孢子进行染

色(图３),显微镜下可见,子囊孢子内部被染成明亮

的橙红色,而子囊壳、子囊、子囊与孢子的间隙以及

子囊孢子的细胞壁几乎不能被染色,表明子囊孢子

的内部富含脂类物质,这点与无性孢子类似.

３　小结与讨论

我们的实验结果表明,燕麦片培养基上更有利

于稻瘟病菌有性世代的产生,此前也有相关的报

道[３].然而在其他参试培养基上都有初期的子囊壳

产生,只是无法充分成熟或发育极慢.这表明稻瘟

病菌有性世代的启动是由菌株本身的特性(交配型)
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A~B－标尺＝１００μm;C~D－标尺＝１０μm.

AandB,Bar＝１００μm;CandD,bar＝１０μm．

图３　子囊与子囊孢子的尼罗红染色

Fig．３．PeritheciaandascosporesstainedwithNilered．

决定的,但不同的营养成分可以极大地干扰其有性

世代的发育和是否能产生可育的后代.自然条件

下,很难发现有性生殖的存在[４].在寄主叶片和茎

干等发病部位,未见发现有性世代的报道,很可能是

因为这些部位的营养物质无法满足有性世代形成对

营养的需求.燕麦培养基上子囊壳发育良好,或许

暗示着在水稻或其他禾本科植物籽粒上,有形成可

育的有性后代的可能.
子囊壳破碎后能够分离出大量的子囊,只凭借

光学显微镜进行观察,很难清楚分辨其中子囊孢子

的个数、排列情况和细胞结构.借助卡氏白对细胞

壁的染色,通过荧光显微镜观察,则有效地屏蔽了子

囊和孢子内容物以及杂质的干扰,从而清楚地分辨

子囊和子囊孢子的细胞结构.为进一步分析不同菌

株有性世代的发育状况和分离有性生殖相关突变体

奠定了基础.同时,研究结果也表明,子囊孢子的细

胞壁成分与分生孢子类似,均含有纤维素和几丁质

等主要成分.尼罗红是脂肪的特异性染料,子囊孢

子细胞可以被染上明亮的橙红色,表明细胞内富含

脂质.这与分生孢子的情况类似,分生孢子内贮藏

的大量脂肪在萌发过程中迅速降解,提供病菌致病

过程的营养与能量[１５].稻瘟病菌的子囊孢子同样

含有大量脂类物质,应该可以满足萌发和致病的需

要,具有潜在的致病能力.而有关子囊孢子的萌发

的详细过程、能否形成典型侵染结构及其致病能力

等,仍需进一步研究.

对比有利于有性世代形成的实验室条件,我国

南方稻区晚稻生育后期的温度与光照适合稻瘟病菌

有性世代的形成.也有部分研究者根据分子遗传学

上的证据推测,稻瘟病菌在东南亚等稻瘟病菌发源

地,存在自然的有性生殖过程[２０].但即便如此,直
接证据却一直很难发现,至今尚未在自然条件下发

现稻瘟病菌的子囊壳.因此,明确稻瘟病菌有性世

代产生的条件、过程和结构特点,将有助于在自然界

中探寻病菌有性过程,完善病菌生活史,进一步明确

病菌进化与变异,为病害流行测报和防控策略的制

定提供理论依据.
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