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柑桔叶点霉侵染琯溪蜜柚的超微结构观察及致病
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摘要：为探明黑斑病对琯溪蜜柚(Citrus grandis ‘Guanximiyou’)果皮细胞的侵染破坏特点及作用机理，人工接种柑橘叶点霉亚

洲种(Phyllosticta citriasiana)后，在扫描电镜与透射电镜下观察蜜柚真皮细胞的变化。结果表明，受到侵染后，真皮细胞的液

泡膜首先发生褶皱、断裂，最终消失；叶绿体的淀粉粒消失、膜出现褶皱; 质膜内陷、局部断裂；类囊体发生膨胀并解体; 线

粒体数量明显增加，基粒清晰可见，之后线粒体形态改变，双层膜消失，内部空胞化。未观察到细胞间隙及细胞内有菌丝分

布，且细胞壁结构始终稳定。P. citriasiana 危害蜜柚果皮细胞与毒素作用有关，侵染位点可能是细胞膜，信息通过胞间连丝

穿过细胞壁，进入细胞内部。 
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Destruction Characteristics of Hypodermal Cells in Citrus grandis 
‘Guanximiyou’ Infected by Phyllosticta citriasiana and Pathogenic 
Mechanism 
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Abstract: In order to explore the characteristics of infection and damage of citrus black spot to Citrus grandis 

‘Guanximiyou’, the changes in hypodermal cell structure were observed under scanning electron microscopy and 

transmission electron microscopy (TEM) after artificially inoculated with Phyllosticta citriasiana. After pomelo 

fruits were infected, the tonoplast in hypodermal cell wrinkled, fractured, and eventually vanished. The starch 

grains in chloroplast disappeared. The plasmolemma wrinkled, invaginated and partly ruptured. The number of 

mitochondria increased with clear visible grana. The thylakoid swelled and disintegrated. Afterwards, 

mitochondria underwent morphological changes, including disappearance of two layers of membrane and 

vacuolization. However, there were no intercellular or intracellular hyphae, and the cell wall remained structurally 

stable. Phyllosticta citriasiana infected hypodermal cells of ‘Guanximiyou’ through toxins, which probably attack 

cell membrane structure and cross over cell wall through plasmodesmata. 
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中国是琯溪蜜柚的主要产区，但琯溪蜜柚易患

黑斑病(Citrus black spot, CBS)，使果面形成红褐色

小斑，较大的病斑边缘呈红褐色中部凹陷呈灰色[1]，

致使果实外观品质和市场价值严重受损。据福建省

平和县 2012 年 9-10 月份普查，全县黑斑病害发生

面积 13 km2 以上，一般果园果实发病率 5%~10%,
严重的 15%~30%，直接经济损失上亿元；2013 年

已有 10 个乡(镇)发生面积约 24 km2，并有不断蔓延

和加重趋势。该病菌被欧盟列为 A1 类外来有害生

物[2]，并被多个国家列为重要的检疫对象[3]。 
一直以来，琯溪蜜柚黑斑病的主要致病菌难以

识别，琯溪蜜柚黑斑病具有潜伏期长、爆发突然的

特点[4–5]，且引发琯溪蜜柚黑斑病的除主要致病菌

外，其他伴生的杂菌及微生物也可引起果面产生褐

色病斑[6–7]，如引起柑橘黑斑病的主要病原菌柑橘

球座菌(Guignardia citricarpa)，其无性世代为柑橘

叶点霉(Phyllosticta citricarpa)。Wulandari 等报道了

G. citricarpa、G. mangiferae 和 P. citriasiana 等 3 种

致病菌的消长动态，并指出 P. citriasiana 可能是引

起亚洲柑橘类黑斑病的主要致病菌[8]。Wang 等[7]

从中国柑橘属黑斑病病斑中分离出 496 个菌株，认

为 P. citricarpa 和 P. citriasiana 具有一致的形态、习

性和生物学特征。Stammler 等[9]对 P. citricarpa 引起

的柑橘类水果黑斑病的检测方法进行了研究，有助

于准确识别和探测致病菌的类型。目前已基本确

定，引起琯溪蜜柚黑斑病的主要致病菌为 P. 
citriasiana[5]，该菌最早于 2009 年由 Wulandari 等[8]

从亚洲出口荷兰的柚子黑斑病病斑上分离得到，不

同于柑橘叶点霉[10–11]，被译为柑橘叶点霉亚洲种。

柑橘叶点霉亚洲种是一种潜伏型致病菌，潜伏期高

达数月，通常病斑直径 2~3 mm，只在真皮层，但

产生连续侵染后病斑可以深达白皮层但不侵染囊

瓣。在实验室中很容易引发孢子萌发，而在田间只

有在果实膨大后才会表现病症，其潜伏机理尚不明

确。目前，有关柑橘叶点霉亚洲种的侵染特点、发

病机制、作用机理等方面的研究较少。本研究以人

工培养的柑橘叶点霉亚洲种，接种于琯溪蜜柚果

实，采用扫描电镜和透射电镜系统观察柑橘叶点霉

亚洲种侵染蜜柚果实真皮细胞的超微结构变化，获

得了柑橘叶点霉亚洲种侵染寄主破坏寄主细胞的

丰富信息，为从细胞水平阐述寄主的抗病机制及揭

示柑橘叶点霉亚洲种的侵染特点提供研究基础。 

1 材料和方法 
 
1.1 材料 

琯溪蜜柚黑斑病菌种，于2013年10月分离自福

建省平和县琯溪蜜柚黑斑病果皮病斑，经鉴定为柑

橘叶点霉亚洲种(Phyllosticta citriasiana)。OA培养

基上培养5 d，沿菌落边缘挑取菌丝块转接PDA培养

基，于28℃，200 r min–1摇床培养5 d，收集菌丝体，

-20℃保存备用。 
 

1.2 接种 
将保存菌丝体转接于OA培养基上14 d，刮取菌

落的乳白色粘液获得分生孢子，用无菌水配制成浓

度约为104 CFU mL–1的分生孢子悬浮液。在平和县

选择黑斑病发生较少的蜜柚园为试点，选择长势健

壮的5年生琯溪蜜柚(Citrus grandis ‘Guanximiyou’)
果树作试材。2014年5月22日，对健康无病果实先

用75%的酒精消毒，待酒精挥发后，果实的半侧用

喷雾接种为处理(P)，纱布保湿；以另一半果及邻果

喷无菌水做对照(CK)。之后，统一套经高压灭菌的

蜜柚专用袋隔离，果园按照当地常规管理。 
2014年7月15日采摘处理果，从病斑重新分离

病原菌，采用罗金水等[5]的检测方法进行鉴定，以

确定接种成功且无其他杂菌干扰发病后，取典型病

果为试材制作切片和超薄切片。 
 

1.3 显微切片的制备 
取带有典型病斑的果皮真皮材料，用卡诺氏固

定液固定，常规石蜡切片法切片。切片厚度10 μm。

在Olympus显微下观察拍照，重复10次以上。 
 

1.4 超薄切片的制备 
选择不同发生时期的典型病班，从病斑中心由

近至远依次取材反映病菌侵染对宿主的破坏，参照

牛先前等[12]的方法制备超薄切片。依次切取大小为

0.5 mm×1 mm的果皮真皮组织块，迅速投入用含2%
焦锑酸钾的磷酸缓冲液(pH 7.6)配制的3%戊二醛固

定液中，脱气后于4℃固定1 d以上；用2%焦锑酸钾- 
0.1 mol L–1磷酸氢二钾 (pH 7.6)洗涤4次，每次

30 min，4℃过夜；将材料转移至用含2%焦锑酸钾

的磷酸缓冲液(pH 7.6)配制的1%锇酸中，4℃冰箱内

固定4 h；然后重蒸水洗涤4次，每次30 min，冷乙

醇梯度脱水，丙酮过渡，环氧树脂618包埋，LKB-5
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型超薄切片机切片(厚度50 nm)，经醋酸双氧铀染色

后，在JEM1010型透射电镜下观察照相。 
 

2 结果和分析 
 

2.1 接种和验证 
从图1可见，对照琯溪蜜柚果实的表皮油绿、

光滑未表现病症；接种果实(P)表现出典型黑斑病(P. 
citriasiana)病症，出现浅黄色褪绿小斑点，果面上

有半埋生的褐色菌丝体(前期)；果皮病斑为褐色, 直
径约为2~3 mm，少量病斑有流胶现象(中期)；病斑

转红色小斑点，中央凹陷(后期)；凹陷继续，并产

生孢子囊(末期)。在显微镜下观察，末期病斑中心

为黑褐色，周围感病细胞组织为红褐色，且距离病

斑中心越远颜色越接近健康色(图2: A)；从果皮纵切

面清晰地看到充满孢子的孢子囊，但未发现菌丝体

(图2: B)。从病果表皮上取样鉴定，病斑中致病菌为

接种菌种且无杂菌干扰，说明接种成功。 
 

2.2 真皮细胞特点 
柚皮包括表皮、真皮和白皮层三部分，真皮是

由两层结构不同的细胞组成。靠近表皮的真皮细胞

(以下称近表皮细胞)排列紧密、细胞间隙小，细胞

呈长条形(图3: A)；靠近白皮层的真皮细胞(以下称

近白皮层细胞)呈椭圆形，细胞排列松散、细胞间隙

大(图3: D)。近表皮细胞的叶绿体呈卵形，内部有2
片清晰的片层结构(图3: B)，线粒体呈条形，含有基

粒(图3: C)；近白皮层细胞的叶绿体呈椭圆形，内部

基质类囊体、基粒类囊体分布有序，淀粉粒清晰可

见(图3: E), 线粒体呈短棒或圆球状，内含物丰富, 

 

图 1 接种黑斑病菌的果实和对照果。A: 对照果(CK)；B: 接种果(P)。 

Fig. 1 Fruits inoculated with Phyllosticta citriasiana and control fruits. A: Control fruit (CK); B: Inoculated fruit (P). 

 

图 2 感染 Phyllosticta citriasiana 的果皮表面。A: 正面；B: 纵切面。 

Fig. 2 Pericarp surface inoculated with Phyllosticta citriasiana. A: Front; B: Longitudinal section. 
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图 3 蜜柚真皮细胞结构。IS: 细胞间隙; Ch: 叶绿体; M: 线粒体; A: 近表皮细胞; B: 近表皮细胞的叶绿体; C: 近表皮细胞的线粒体; D: 近白皮层细 

胞; E: 近白皮层细胞的叶绿体; F: 近白皮层细胞的线粒体。 

Fig. 3 Hypodermal cell structure of honey pomelo. IS: Intercellular space; Ch: Chloroplast; M: Mitochondrion; A: Near epidermal cells; B: Chloroplast of near 

epidermal cell; C: Mitochondrions of near epidermal cell; D: Epidermal cell near albedo layer; E: Chloroplast in cell near albedo layer; F: Mitochondrion in cell 

near albedo layer. 

 
含5~8个模糊基粒(图3: F)。可见，近白皮层细胞结构

更符合典型细胞结构，因此本试验选择近白皮层细

胞为研究对象，观察黑斑病对真皮细胞的破坏特点。 
 
2.3  对液泡的影响 

在透射电镜下，健康真皮细胞中央液泡很大,
占细胞体积的90%以上，液泡膜清晰且内含物较少, 
其他细胞器，如叶绿体、线粒体等被挤到细胞边缘

紧贴细胞壁分布(图4: A)。透射电镜下，当病害侵染

发生时液泡膜首先破裂，细胞质及细胞器涌向细胞

中间，叶绿体片层结构未有明显破坏现象，清晰可

见(图4: B)；距离致病中心愈近，破坏越严重，最终

液泡消失(图4: C, D)。整个侵染过程中未见细胞间

隙及细胞内有菌丝的存在。 
 

2.4 对叶绿体的影响 
在超薄切片中健康细胞叶绿体呈椭圆形，被膜

清晰，内部淀粉粒清晰，基质片层叠垛整齐，基质

类囊体与基粒类囊体紧密相连，是一个完整的膜系

统结构(图3: E)。透射电镜下，受病害侵染后，叶绿

体形状趋于圆形，被膜出现褶皱叶绿体表面变的凹

凸不平，基粒类囊体逐渐向两端拉伸导致体积增

大，基质类囊体与基粒类囊体之间链接松散，淀粉

粒消失(图5: A)。距离致病中心愈近，叶绿体被膜破

裂越严重，基质出现外泄，基质片层与基粒之间出

现间隙，甚至出现分离(图5: B)。随着病害加重，叶

绿体结构完全混乱难以识别，基粒类囊体和基质类

囊体开始断裂并出现明显分离，叶绿体内部出现较

大空隙(图5: C)，叶绿体膜系统被完全破坏，叶绿体

内部出现多个囊泡，叶绿体片层结构严重分解(图5: 
D)；到病害末期，致病中心叶绿体解体为絮状物溶

解于细胞质中(图5: E)。 
 

2.5 对线粒体的影响 
透射电镜下，正常细胞线粒体呈短棒或圆球

状，双层膜结构完整，基质粘稠且嵴数目少(图3: F)。
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图 4 侵染过程中蜜柚真皮细胞的液泡变化(箭头)。V: 液泡; A: 健康的液泡; B: 破裂的液泡; C: 破坏严重的液泡; D: C 方框的放大。 

Fig. 4 Changes in vacuole of hypodermal cells during infection. V: Vacuole; A: Healthy vacuole; B: Ruptured vacuole; C: Severely damaged vacuole; D: 

Enlargement of box in Figure C. 

 

图 5 侵染过程中蜜柚真皮叶绿体超微结构变化(箭头)。A: 出现褶皱; B: 被膜破裂; C: 类囊断裂: D: 囊泡化; E: 解体。 

Fig. 5 Changes in chloroplast ultrastructure of in hypoderma of honey pomelo during infection. A: Folded chloroplast; B: Ruptured membrance; C: Capsular 

ruptured; D: Vesiculated; E: Disintegrate. 
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病害侵染后，线粒体数量增多，1 个视野内 7 个(图
4: A)增加到 36 个(图 4: D)，但双层膜结构完整，基质

基粒清晰可见，基粒数量也增多(图 6: A)。随侵染程

度加剧，线粒体形态发生扭曲变形愈严重，并导致膜

断裂，嵴结构被破坏，基粒开始模糊(图 6: B)；线粒

体形态继续恶化，嵴几乎消失，内部出现空胞化(图
6: C)；之后，线粒体膜消失，内部解体(图 6: D)；发

病末期，线粒体完全解体为絮状物，线粒体消失(图
6: E)。 
 
2.6 对细胞壁的影响 

正常真皮细胞壁层次清晰，初生壁和次生壁结

构致密，中胶层紧密，均匀而连续。受到病害侵染

叶绿体膨胀，细胞壁结构无明显变化(图6: A, F)；当

叶绿体开始解体，线粒体扭曲变形，线粒体膜消失,
内部解体时，细胞壁结构依然完好(图6: B, D, G); 
当线粒体严重解体时，细胞壁仍没有明显破坏现象

(图6: E)；直至发病末期，细胞器完全解体，发病中

心的细胞壁内部纤维才开始出现空隙、中胶层出现

解体(图6: H)。王志坤等观察植物细胞衰老死亡过

程，在细胞器解体的同时，细胞壁有一个中胶层致

密度降低及消失的过程[13]，本文观察结果与其相

似，说明蜜柚细胞壁的变化是在细胞死亡之后发生

的自然解体，与黑斑病菌的作用无关。 

 

图 6 侵染过程中蜜柚真皮细胞的线粒体和细胞壁的变化(箭头)。CW: 细胞壁; ML: 胞间层; A: 基粒增多的线粒体; B: 形态扭曲的线粒体; C: 空胞化

的线粒体; D: 膜消失的线粒体; E: 线粒体解体; F: 叶绿体膨胀时的细胞壁; G: 线粒体变形时的细胞壁; H: 细胞壁解体。 

Fig. 6 Changes (arrows) in mitochondrion and cell wall in hypoderma of honey pomelo during infection. CW: Cell wall; ML: Intercellular layer; A: Increased 

granum in mitochondria; B: Distorted mitochondria; C: Vacuolated mitochondria; D: Membrane disappeared mitochondria; E: Disintegrated mitochondria; F: 

Chloroplast expanded cell walls; G: Mitochondrial deformated cell walls; H: Disintegrated cell walls. 
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3 讨论 
 
当植物受到致病菌侵染时，寄主细胞会发生一

系列生理、病理变化，从而导致细胞超微结构的变

化。甜瓜(Cucumis melo)感染单囊壳白粉菌(Podo- 
sphaera xanthii)后叶绿体膜不清晰，类囊体结构模

糊，线粒体空泡化，随着侵染加剧叶绿体逐渐解体[14]。

向日葵(Helianthus annuus)感染向日葵锈病(Puccinia 
helianthi)后，出现细胞器变形、空泡化，最终寄主

细胞解体[15]。柑橘叶点霉亚洲种侵染蜜柚真皮细胞

后，有较长的潜伏期，此时寄主无明显病症，通过

分子检疫手段可以检测到致病菌的存在。侵染初

期，病症为针状失绿小点，此时液泡断裂，叶绿体

出现破坏，宿主表皮失绿；随侵染加剧，病斑逐渐

扩大，失绿小点由黄转褐，叶绿体解体严重；之后

病斑扩展到2~3 mm，病斑中心出现凹陷，液泡、叶

绿体消失，线粒体解体，细胞死亡，细胞内含物大

量流失，此时果实外观品质产生严重影响，商品性

急剧下降，经济效益明显降低。距离致病中心愈远，

细胞破坏愈小；愈近，细胞器破坏愈严重。本文的

观察结果表明，致病菌首先破坏液泡膜，使液泡膜

发生褶皱、断裂并最终消失；液胞消失的同时叶绿

体膜出现褶皱、破裂，类囊体膨胀并断裂；最后是

最不敏感细胞器——线粒体发生解体，即标志着细

胞的凋亡。 
有研究表明，白粉病病原菌(Blumeria graminis 

f. sp. hordei)侵染大麦(Hordeum vulgare)后，能够诱

导侵染点附近叶肉细胞的叶绿体增加，从而为病原

菌的生长发育提供持续的养分来源[16]。本研究未观

察到叶绿体增加现象，但距离致病中心较远的真皮

细胞中有淀粉粒消失和线粒体增加现象。线粒体作 
为细胞能量的供应体，参与细胞的主动防御，以提

高能量代谢来抵御病原菌的入侵。淀粉粒可以转化

为糖，为线粒体提供能量。这暗示了淀粉粒的消失

可能不是被致病菌吸收利用，也可能是线粒体能量

代谢消耗了。 
Dehpour等[17]研究了柑橘病害发生过程，认为

致病菌菌丝是通过气孔或附着胞穿透细胞表皮进

入真皮组织，并分泌毒素(HST和NHST)造成细胞壁

的损害。本研究观察到，致病菌侵染宿主真皮细胞, 
使液泡、叶绿体、线粒体的膜结构发生解体，细胞

壁结构依然完好。这暗示柑橘叶点霉亚洲种破坏细

胞器的最初位点是细胞的膜结构。已有研究[18–22]

证实，毒素的作用位点是细胞膜结构，会导致膜透

性发生变化。本研究也支持这一观点，当寄主细胞

受到毒素作用后，伤害信息可能通过胞间连丝在胞

内及胞间传递，从而诱发超敏反应(Hypersensitive 
response, HR)，使寄主细胞的质膜发生一系列变化, 
如质膜内陷，局部断裂，膜周围出现电子密集的沉

积物等[23]。 

本试验采用扫描和透射电镜观察琯溪蜜柚黑

斑病侵染后，寄主细胞结构的变化，为进一步研究

琯溪蜜柚对黑斑病的抗性机理提供依据。但仍有很

多问题无法解释，如孢子落到寄主上有一个潜伏

期，要到果实膨大期才发病，是环境因素还是寄主 
分泌的次生物质起了关键作用，还需要进一步深入

研究。 
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