
  
DOI:10.12171/j.1000−1522.20230298

山田胶锈菌与苹果叶互作的组织学及生理病理特征
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摘要:【目的】明确山田胶锈菌专性侵染苹果叶片的病理学过程，探究寄主受侵染后的生理代谢响应机制，为今后开展山田

胶锈菌致病分子机理的研究奠定基础。【方法】利用显微技术观察山田胶锈菌担孢子侵入感病苹果叶片的连续发育过程

和寄主叶片细胞的结构变化；使用 TU-1810型紫外可见分光光度计检测苹果叶片上产生褪绿花斑时以及在性孢子阶段

和锈孢子阶段的过氧化氢、过氧化物酶（POD）及总酚含量。【结果】山田胶锈菌的担孢子在苹果叶片上 6 h后萌发产生芽

管，12 h后由芽管直接侵入表皮细胞；24 h后在寄主细胞间隙产生初生胞间菌丝，72 h后观察到有隔膜的次生菌丝，7 d

后由胞间菌丝或吸器母细胞形成的单核吸器进入寄主细胞；10 d后在叶片正面观察到性孢子器和性孢子形成，60 d时在

叶片背面形成锈孢子器和锈孢子。在叶片表面出现褪绿花斑之前，寄主细胞的形态结构未发生明显变化；叶表出现明显

花斑时，初生吸器大量形成，寄主细胞质染色变浅，细胞器形态发生扭曲。在性孢子发育阶段，寄主细胞的细胞膜及细胞

器开始消融；在锈孢子形成阶段，寄主细胞出现坏死。随着锈菌侵染过程的推进，苹果叶片中过氧化氢含量先下降后略

有上升，POD活性和总酚含量呈现不同幅度的上升趋势。【结论】山田胶锈菌担孢子萌发后，产生芽管和附着胞，直接侵

入叶表皮细胞（0 ~ 5 dpi），由胞间菌丝或吸器母细胞形成大量单核吸器与寄主建立活体营养寄生关系（5 ~ 10 dpi），最后

发育产孢（10 dpi以后）生成性孢子和锈孢子。寄主细胞的感病反应从吸器进入叶肉细胞时开始出现，细胞坏死发生于锈

孢子形成时期。山田胶锈菌的侵染诱导苹果叶片中酚类物质的积累，可能在维持感病寄主体内低含量活性氧中发挥重要作用。
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Abstract: [Objective]  The  study  aimed  to  determine  the  histopathological  process  of  pathogen  and
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investigate  the  physiological  and  metabolic  response  mechanisms  of  the  host  during  specific  infection  of
Gymnosporangium  yamadae  on  apple  (Malus  domestica)  leaves,  and  investigate  the  pathological
mechanisms  underlying  the  host-specific  selection  of  the  rust,  so  as  to  lay  the  groundwork  for  further
research  on  pathogenetic  molecular  mechanisms  of G.  yamadae.  [Method]  After  artificially  inoculating
apple leaves with G. yamadae basidiospores,  the infection structures of  pathogen and cytology changes of
the  host  were  observed  continuously  using  microtechnic;  the  contents  of  hydrogen  peroxide,  peroxidase
(POD)  and  total  phenol  of  infected  apple  leaves  showed  chlorotic  flecks  and  at  the  pycnium  and  aecium
stages were determined using TU-1810 UV-visible spectrophotometer. [Result] G. yamadae basidiospores
germinated and produced germ tubes after 6 hpi (hours past inoculation) and directly entered into apple leaf
epidermal cells at 12 hpi, intercellular mycelia formed at 24 hpi and secondary mycelia with diaphragm were
observed  at  72  hpi.  After  7  dpi  (days  past  inoculation),  intercellular  mycelia  or  haustorial  mother  cells
entered into host cells, resulting in the formation of monokaryotic haustoria. After 10 dpi, the pycnium and
pycniosporophores  were  observed  on  the  surface  of  apple  leaves  and  the  aecium  and  aeciospores  were
formed on the undersides of apple leaves at 60 d. The morphological structure of host cells did not visually
change  before  infected  leaves  showing  chlorotic  flecks.  However,  the  cytoplasmic  staining  of  host  cells
lightened,  and  the  morphology  of  organelles  distorted  when  the  host  leaves  showed  chlorotic  flecks
(numbers of haustorium were formed and developed). In the spermogonial stage, host cell  membranes and
organelles became ablation. During the formation of aeciospores, host cells began to necrotic. The content of
hydrogen peroxide decreased first and then increased slightly, while the activity of POD and the content of
total phenol showed an increasing trend of different amplitude in infected apple leaves. [Conclusion] The
basidiospores  of G.  yamadae  germinate  to  produce  germ  tubes  and  appressorium  directly  enters  the  host
epidermal  cells  (0−5  dpi).  The  number  of  monokaryotic  haustoria  is  formed  by  intercellular  mycelia  or
haustorial mother cells to establish the biotrophic parasitic relationship with the host (5−10 dpi). Finally, the
rust further develops to produce the spermatia and aeciospores (after 10 dpi).  Susceptible reactions of host
cells begin with haustorium entering mesophyll cells, and necrosis of host cells occurres in the aecial stage.
Furthermore,  the  infection  of  G.  yamadae  results  in  the  considerable  accumulation  of  phenols  in  apple
leaves, which might play a crucial role in maintaining low reactive oxygen species in the host.
Key  words: Gymnosporangium  spp.;  compatible  interaction;  ultrastructure;  histopathology;  physiological
reaction

山田胶锈菌（Gymnosporangium yamadae）引起

的苹果（Malus domestica）叶锈病正严重威胁我国苹

果产业的发展[1]。多年来，研究工作主要集中在对病

原锈菌的系统发育学[2−3]、转录组学[4−7]和防治[8]等方

面。在 20世纪的 60—90年代，国内外学者对胶锈菌

各生活史阶段中孢子的萌发特征[9]及超微结构[10−12]

进行了观察，明确了胶锈菌的冬、担、性和锈孢子的

萌发条件及形态结构特征[10,13]。特别是发现亚洲胶

锈菌（G. asiaticum）在侵染梨（Pyrus sp.）叶片后，性

孢子和锈孢子阶段的吸器由胞间菌丝直接形成，或

由胞间菌丝首先形成吸器母细胞，再由吸器母细胞

发育成吸器 [11]；而在侵染贴梗海棠（Chaenomeles
speciosa）叶片时，吸器由单核菌丝直接形成，成熟的

吸器呈菌丝状，或由细长的颈部和顶端膨大的吸器

体形成[12]。在本课题组前期研究中也发现，山田胶

锈菌在侵染苹果后形成的吸器形态与亚洲胶锈菌相

似，呈菌丝状、肾形或不规则形状[14]。然而，现有研

究仅对局部病斑中胶锈菌的部分器官形态进行了观

察，缺乏对其侵染过程中超微结构发育特征及感病

寄主细胞学变化的系统性研究。

在锈菌与寄主植物的亲和性互作中，寄主植物

的生理代谢在氧化系统、次生代谢产物等方面发生

显著变化，这些变化从生理代谢层面反映了锈菌的

专化性侵染特点[15−17]。近期研究发现，胶锈菌的亲和

性侵染会诱导寄主产生大量酚类等次生代谢产物，

这一现象不同于大多数锈菌与寄主的互作表现[18−19]，

从生理层面反映了胶锈菌的寄主特异性和专化性。

研究表明，酚类物质不仅是优质的抗氧化物[20−21]，还

能在植物与病原菌的互作中发挥抗菌作用[22]，因此，

探究山田胶锈菌亲和性侵染苹果叶片后寄主体内活

性氧和酚类物质的动态变化特征具有重要意义。

本研究通过山田胶锈菌的人工接种试验，连续

第 11 期 邵晨曦等：山田胶锈菌与苹果叶互作的组织学及生理病理特征 35



取样以观察侵染时间内山田胶锈菌的超微侵染结

构，以及寄主苹果叶片受侵染后的细胞学变化和生

理代谢反应，为揭示山田胶锈菌与寄主亲和性互作

的病理学机制奠定基础。 

1   材料与方法
 

1.1    供试材料及接种处理

供试苹果苗为 3年生嘎啦（M. domestica ‘Royal
Gala’）品种，苗高 80 cm，主干直径为 1.0 ~ 1.5 cm。
接种体冬孢子堆采自北京海淀公园的圆柏（Juniperus
chinensis），采集后保存于−20 ℃ 冰箱中备用。山田

胶锈菌的人工接种方法参考文献 [14]。 

1.2    光学显微样品和扫描电镜样品的制备

取 20 μL冬孢子悬浮液置于 Gelbond膜的疏水

面上，在 24 ~ 26 ℃ 条件下培养 12 ~ 24 h，通过光学

显微镜观察冬孢子体外萌发情况，以及人工接种苹

果叶片后担孢子的萌发及侵入方式。

在接种后 6 h、8 h、10 h、12 h、24 h、36 h、48 h、
3 d、5 d、7 d、10 d、30 d、45 d、60 d分别进行采样，

直至寄主叶片出现锈孢子器。将叶片样品切成约

0.5 cm × 0.5 cm的小块，分为两份：一份用于光学显

微镜下直接观察担孢子的侵入方式；另一份用于制

备扫描电镜样品，于 2.5% 戊二醛缓冲液（pH = 6.8）
中 4 ℃ 下过夜固定，经不同浓度梯度的乙醇脱水处

理后，使用叔丁醇进行置换，并使用冷冻抽干机干

燥，叶片样品喷金后，用场发射扫描电镜（SU8010，
日立）进行观察。 

1.3    透射电镜样品的制备

采集接种后 3、5、7、10 d及性孢子器和锈孢子

器阶段的苹果叶片，修剪成 0.5 cm × 0.5 cm的小块，

按照常规方法[23]处理。使用透射电子显微镜（HT7700，
日立）观察侵染过程中病原菌的侵染结构和寄主的

细胞学变化。 

1.4    生理生化指标测定

分别取健康、接种后 7 d（花斑期）、14 d（性孢子

阶段）和 45 d（锈孢子阶段）的苹果叶各 3 ~ 8片，每
个样品均取 3份作为重复。将样品在研钵中加入少

量液氮研磨成粉末，备用。过氧化氢含量测定参照

Sergiev等[24]的方法，使用 TU-1810型紫外可见分光

光度计在 390 nm波长下测定吸光度。过氧化物酶

（POD）活性测定参照李江华等[25]的方法，将预冷的

10 mL磷酸缓冲液（0.2 mol/L，pH = 6.4）加入待测样

品中，取上清液用于 TU-1810 型紫外可见分光光度

计检测，每分钟 OD470 增加 0.01为 1个酶活性单位

（U）。总酚含量测定参照高俊凤[26]的方法，使用 TU-
1810型紫外可见分光光度计在 500 nm波长下测定

吸光度。 

2   结果与分析
 

2.1    冬孢子的萌发及担孢子的侵入

在 Gelbond膜上，山田胶锈菌的冬孢子萌发后

形成外生担子。外生担子由隔膜分隔为 4个细胞，

进一步发育形成担孢子小梗。担子小梗逐渐透明，

顶端产生椭圆形的担孢子（图 1a）。担孢子在 6 ~ 12 h
内大量萌发，产生芽管，内含物从担孢子流入芽管

（图 1b）。担孢子萌发后，顶端形成膨大透明的附着

体结构（图 1c）。同样，在接种苹果叶片 12 h时，也
观察到担孢子萌发后形成芽管和附着胞，随后直接

侵入叶片表皮细胞（图 1d）。 

2.2    胞间菌丝在寄主细胞间的扩展过程

接种 24 h后，寄主细胞间隙出现胞间菌丝（图 2a）。
72 h时，胞间菌丝紧贴寄主细胞壁延伸，并在细胞间

隙蔓延（图 2b）。120 h后，寄主细胞间隙形成了大量

长条状、有隔膜的次生菌丝（图 2c，黑色箭头指示隔

膜）。隔膜由 3层组成，2个外层的电子致密度较高，

中间层较低（图 2d）。与植物细胞壁相邻的胞间菌丝

顶端呈现凸透镜状增厚，内含物质常聚集在菌丝顶

端（图 2c，白色箭头）。随着菌丝的发育，原生质稠密

度减弱，液泡数量增加，体积增大，内部细胞器的形

状和分布正常。 

2.3    吸器母细胞和吸器的形成及发育

接种 7 d后，次生菌丝的顶端与寄主细胞接触

并产生隔膜，随后转化为圆形或不规则形的吸器母

细胞。吸器母细胞与寄主细胞接触后，形成侵入钉，

穿透寄主细胞壁，使寄主细胞膜内陷，形成吸器

（图 3a ~ c），吸器壁与寄主细胞壁接触部位稍有缢缩

（图 3b ~ e，白色箭头），未观察到细长的吸器颈结

构。吸器母细胞中的原生质和细胞器逐渐流入吸器

（图 3b ~ c）。胞间菌丝也可以直接产生吸器（图 3d）。
吸器体中存在横隔膜将其与吸器母细胞或胞间菌丝

分隔开（图 3b ~ c，黑色箭头）。侵入叶肉细胞内的吸器

并未与寄主细胞的原生质直接接触，而是被外围呈

现波浪状的吸器外质膜和吸器外间质所隔开（图 3e）。
山田胶锈菌的吸器呈肾形或长条形等形状，一般为

单核，未发现双核或多核（图 3f）。 

2.4    性、锈孢子阶段的发育过程

接种 10 d后，叶片正面出现点状凸起的性孢子

器（图 4a，白色箭头）。当性孢子器成熟时，聚集的丝

状细胞刺穿寄主表皮细胞并从表皮中伸出成为授精

丝（图 4b）。性孢子器为烧瓶状（图 4c）。成熟的性孢

子为单胞，呈纺锤形，细胞壁双层（图 4d）。
接种苹果叶片 60 d后，在叶背面与性孢子器相
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对的位置出现毛状的锈孢子器。扫描电镜观察发现，

锈孢子器由包被细胞围成管状或杯状（图 5a ~ b）。
锈孢子器内部产生大量球形或近球形的、表面具疣

状突起的锈孢子（图 5b ~ c），内部充满大量脂肪颗粒
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a. 冬孢子萌发产生担子及担孢子；b. 担孢子萌发产生芽管；c. 担孢子芽管顶端产生透明附着胞结构；d. 芽管从叶表面直接侵入。B. 担子；BS.
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图 1    山田胶锈菌冬孢子的萌发及担孢子的侵入

Fig. 1    Germination of teliospores and invasion of basidiospores of Gymnosporangium yamadae
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branches and septa;  d,  intercellular hyphal septum is divided into three layers;  IH, intercellular hyphae; SH, second hyphae; black arrow, mycelial
septum; white arrow, tip of thickened intercellular hypha.

图 2    胞间菌丝在寄主细胞间的发育及扩展过程

Fig. 2    Development and expansion process of intercellular hyphae between host cells
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等物质，原生质电子密度高，细胞壁着色深（图 5d）。 

2.5    寄主受锈菌侵染后的细胞学及生理代谢变化

在接种山田胶锈菌 120 h后，苹果叶片正面出

现褪绿斑（图 6a1）。透射电镜观察发现，与锈菌胞间

菌丝相邻的寄主细胞的形态结构正常，未出现质壁

分离现象；细胞内含物丰富，细胞质染色较均匀，细

胞器排列分布均匀结构完整（图 6a2、a3）。被吸器入

侵的寄主细胞中，细胞器向吸器周围靠拢，叶绿体开

始发生扭曲；随着吸器等侵染结构的不断扩展，寄主

细胞质逐渐消融，染色变浅（图 6a4）。在苹果叶片正

面形成性孢子的阶段（图 6b1），寄主细胞中细胞器

结构发生退化，细胞器等质膜发生瓦解，原生质出现
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主细胞内的吸器。H.吸器；HMC.吸器母细胞；IH.胞间菌丝；N.吸器细胞核；白色箭头.缢缩；黑色箭头.隔膜。 a, invasive nails penetrate host
cells; b−c, haustorial mother cells produce haustoria; d, haustorium formed at the top of intercellular hyphae; e, haustorial ectoplasm membrane and
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IH, intercellular hyphae; N, nucleus of haustorium; white arrows constriction; black arrow, septum.

图 3    吸器母细胞及吸器在寄主叶肉细胞内的扩展

Fig. 3    Expansion of haustorial mother cells and haustoria in host mesophyll cells
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a.寄主叶片表面凸起的性孢子器；b.突破寄主表皮细胞的授精丝；c.性孢子器为烧瓶状；d.性孢子单胞、呈纺锤型；白色箭头.性孢子器。a,
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图 4    性孢子器及性孢子的形成

Fig. 4    Formation of pycnium and spermatia
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弥散（图 6b2）。寄主细胞内的线粒体失去内膜（嵴），

肿胀并变圆；叶绿体层出现松散，基粒结构紊乱，外

叶绿体膜变成囊泡状而最终破裂（图 6b3）。同时，寄

主细胞发生质壁分离，原生质开始消融（图 6b4）。在
苹果叶片背面形成锈孢子时期（图 6c1），寄主细胞的

细胞膜完全消融（图 6c2），细胞壁处产生高电子密度

的细胞壁沉积物（图 6c3）。锈孢子形成时，寄主细胞

内部分细胞器发生瓦解，受侵染的寄主细胞的细胞

壁断裂，内部细胞器消融，细胞变得空泡化并严重坏

死（图 6c4）。
与健康苹果叶片相比，过氧化氢含量在花斑期

（吸器大量形成时期）显著降低，在性孢子阶段和锈

孢子阶段上升（图 6d1）；POD活性和总酚含量均在

苹果叶片感病后持续上升，总酚含量在性孢子到锈

孢子阶段呈现较大的上升幅度（图 6d2、d3）。 

3   讨　　论
 

3.1    山田胶锈菌的侵染过程及侵染结构

本研究利用光学显微镜和电子显微镜技术，在

组织学水平上对山田胶锈菌亲和性侵染苹果叶片的

过程进行了系统研究，将山田胶锈菌在苹果叶片上

的侵染过程大致分为以下 3个阶段：第一个阶段为

担孢子萌发及侵入阶段（0 ~ 5 dpi），担孢子萌发后

产生芽管和附着胞，直接侵入叶表皮细胞，进而产生

胞间菌丝；第二个阶段为定殖和营养生长阶段（5 ~
10 dpi），胞间菌丝或吸器母细胞形成大量吸器，与寄

主建立活体营养寄生关系，随后菌丝在叶片细胞间

隙扩展和生长；第三个阶段为性、锈孢子器及孢子发

育阶段（10 dpi以后），10 d时叶正面表皮下已形成

性孢子器，之后产生性孢子，60 d时叶背面出现锈孢

子器和锈孢子。研究结果表明，山田胶锈菌担孢子

的侵入方式及发育过程与雪松–苹果锈病菌（G.
juniper-virginianae）[27]、 小 麦 条 锈 病 菌 （Puccinia
striiformis f. sp. tritici）[28]和豇豆单胞锈菌（Uromyces
vignae）[29]等相似，但性、锈孢子阶段的发育周期

较长[30]。

锈菌担孢子形成的吸器在形态和结构上不具有

寄主专化性[14,31−32]。山田胶锈菌的担孢子侵入苹果

叶片细胞后形成的单核吸器具有隔膜结构，无明显

的颈部与吸器体，而是在吸器壁与寄主细胞壁接触

部位出现缢缩，这与其他胶锈菌及燕麦冠锈菌（P.
coronata avenae）单核吸器的形成方式基本一致[11,33]。

锈菌不同生活史阶段中的孢子发育完全依赖于吸器

与寄主建立的营养寄生关系，但由不同孢子形成的

吸器在细胞核数量上存在差异。目前尚不清楚，在

苹果叶片上由山田胶锈菌担孢子、性孢子和锈孢子

形成的不同细胞核数量的吸器之间存在哪些生物学

特性及功能上的差异，这些差异是否与特定孢子的

发育有关。 

3.2    寄主感病后的细胞学及活性氧代谢变化

锈菌亲和性侵染寄主的初期阶段不会损伤寄主

细胞[34]。在本研究中，山田胶锈菌吸器形成时期，受
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a.锈孢子器；b.锈孢子器呈管状或杯状；c.锈孢子椭圆形，表面具疣；d.锈孢子横截面。  a,  aecium;  b,  aecia  are  tubular  or  cup-shaped;  c,
aeciospores are spherical or subspherical, numerous warts on aeciospore surface; d, cross section of aeciospore.

图 5    锈孢子器及锈孢子的形成

Fig. 5    Formation of aecium and aeciospore
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侵寄主细胞与健康细胞形态结构相似；到性孢子形

成时期，寄主细胞内的叶绿体、线粒体等细胞器结构

开始受损，但寄主细胞形态依然完整；到锈孢子形成

时期，寄主细胞才出现发生瓦解直至死亡现象。成
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著差异（ANOVA检测和 Tukey比较，P < 0.01）。a1, thechlorotic flecks appear on the surface of apple leaves; a2−a4, cytological changes of host
leaves  at  chlorotic  flecks  formation  stage;  b1,  pycnium and  spermatia  formed  on  the  surface  of  apple  leaves;  b2−b4,  cytological  changes  of  host
leaves at spermogonial stage; c1, aecium and aeciospore formed on underside of apple leaves; c2−c4, cytological changes of host leaves at the aecial
stage ;  d1−d3, hydrogen peroxide content,  peroxidase (POD) activity and total  phenol content of apple leaves at  different stages after G. yamadae
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图 6    苹果叶片受山田胶锈菌侵染后不同时期的症状、细胞学变化及生理代谢反应

Fig. 6    Symptoms, cytological changes and physiological metabolic reactions of apple leaves after Gymnosporangium yamadae infection
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熟的锈孢子中含有大量脂质物质，满足后续孢子发

育的营养需求，这一时期寄主细胞死亡不会影响到

锈菌生存。寄主细胞学形态的变化暗示了山田胶锈

菌对寄主植物免疫反应的抑制调控，反映出与小麦

条锈菌等其他锈菌担孢子相似的侵染调控机制[28,35−36]。

此外，这一过程不同于锈菌夏孢子在侵染寄主后期

导致寄主细胞死亡的情况，说明锈菌在有性生殖阶

段和无性繁殖阶段采取了不同的侵染策略[34,37]。

活性氧是病原菌侵染诱导寄主植物过敏性坏死

和启动防御反应的重要信号[38]。已有研究表明，在

易感的杨树和豇豆叶片中 ， POD、 SOD和 CAT
等抗氧化酶活性升高，有助于清除活性氧，从而促进

锈菌的侵染[39−40]；在具有抗性的杨树和小麦中，低含

量的抗氧化酶导致寄主体内自由基大量积累，从而

诱导了抗性反应[16−17]。本研究关注了山田胶锈菌侵

染苹果叶片后，吸器、性孢子和锈孢子产孢阶段 3个
关键发育阶段中与活性氧代谢相关的指标变化。山

田胶锈菌的亲和性侵染没有引起苹果叶片中过氧化

氢的过量积累，但 POD活性及总酚含量却在侵染后

持续上升，这两类物质可能是寄主体内活性氧维持

在低含量的主要原因[41]。山田胶锈菌亲和性侵染苹

果的互作体系中，以酚类物质为主要抗氧化物，与其

他锈菌侵染感病寄主以抗氧化酶为主的感病表现明

显不同。尚不明确的是，感病苹果叶片中酚类等抗

氧化物的大量积累是否由锈菌特异性调控而诱导生

成的。 

4   结　　论

山田胶锈菌侵染苹果叶片的病理学过程大致分

为 3个阶段：孢子萌发及侵入阶段（0 ~ 5 dpi）、定殖

和发育阶段（5 ~ 10 dpi）和产孢阶段（10 dpi以后）。

苹果叶片细胞的感病反应始于吸器定殖，细胞坏死

发生在产孢阶段的锈孢子形成时期。在山田胶锈菌

与苹果叶片互作过程中，病原菌的超微结构发育特

征及寄主的细胞学变化未显示出胶锈菌侵染苹果时

存在专化性的结构特点。苹果叶片受山田胶锈菌侵

染后产生的大量酚类物质，可能有助于清除活性氧，

从而促进锈菌侵染。这一特殊的生理代谢变化可能

与山田胶锈菌的专化性侵染机制相关，需要从分子

水平进一步研究。
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