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TMV侵染番茄引起的细胞结构变化及细胞程序化死亡　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
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摘　要　为研究植物系统反应过程中出现的细胞程序化死亡 (PCD)现象 ,用烟草花叶病毒 (TMV)接种番茄叶片 ,光
镜和电镜观察到茎尖顶端细胞出现 PCD特征 :线粒体嵴数目减少直至双层膜破毁、前质体基粒扭曲变形、细胞核畸
形、核染色质浓缩并边缘化、细胞质和液泡中出现大量环状片层及酚类物质、多泡体出现、细胞壁膨胀扭曲、叶肉细
胞的叶绿体基粒和基质片层结构破坏。试验表明 :TMV侵染番茄引起的系统反应过程中有 PCD发生 ;茎尖细胞发
生的 PCD现象类似于动物细胞中细胞质的细胞死亡。
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Abstract　To inve stigate the involvement of Programmed Cell Death ( PCD) in systemic re sponse , tomato cells infect2
ed with TMV were studied. After inoculation with TMV on tomato leave s , the structure of shoot tip and leaf cells were

studied with light and transmission electron micro scope . The re sult s showed that shoot tip cells appeared characteris2
tics of programmed cell death ( PCD) : fewer cristae and broken double2layer membrane of mitochondria , distorted

proplastid grana lamellae , abnormal nuclei , condensed chromatin , abundant annulate lamellae and phenolics , multi2
ve sicle2bodie s and swollen cell wall were observed in top cells. In addition , the structure of grana and stroma lamellae

of chloroplast were disrupted in me sophyll cells. The se re sult s demonstrated that PCD was involved in the progre ss of

systemic re sponse , and the form of PCD in shoot tip cells might be similar to cytoplasmic cell death in animal cells.
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　　细胞程序化死亡 (programmed cell death , PCD)是

一种基因调控、主动、有序的细胞死亡过程 ,它普遍

存在于动植物体整个生命活动中[1 ,2 ]。许多研究发

现在植物生长发育过程 (如管状分子的分化、糊粉层

细胞退化及胚乳细胞衰退等[3～6 ])和抗病反应[7 ]中

伴随着 PCD 发生 ,此外胁迫因子也可诱导 PCD 发

生[8 ]。其中病原物与寄主植物互作引起的 PCD现

象是近年来 PCD 和植物抗病研究的热点话题之

一[9 ,10 ]。在植物抗病反应中 ,植物与病原物互作引

发的过敏反应 ( HR)中的 PCD现象研究较多[11～13 ] ;

与 HR相比 ,系统反应过程中的 PCD研究较少。系

统反应是病原物引起植株全身而非局部的一种反

应 ,因此对系统反应引发植株某部位细胞特别是茎

尖顶端细胞的 PCD 研究罕见。本试验通过研究

TMV侵染番茄过程中植株茎尖和叶片的细胞结构

变化与 PCD发生 ,探讨 TMV侵染对番茄植株生长的

影响以及系统反应与 PCD之间的关系。

1　材料与方法

1. 1　材　料

烟草花叶病毒 ( TMV)和番茄 (佳粉二号) ,由中

国农业大学理学院李重九老师提供。番茄植株温室

培养 ,在二、三真叶期于第二片真叶上摩擦接种

TMV ,接种后 30、60和 90 d分别取茎尖和上部未接

种叶片作试验材料。

1. 2　试验方法

1. 2. 1 　光镜制片 　FAA 固定后 ,系列浓度乙醇脱

水 ,二甲苯透明 ,浸蜡、包埋、切片、染色、封片 ,Olym2
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pusBH22显微镜观察并照相。

1. 2. 2　电镜制片　5 %戊二醛固定后 ,1 %锇酸后固

定 ,系列浓度丙酮脱水 ,Spurr 树脂浸透、包埋 ,瑞典

LKBⅢ型超薄切片机切片 ,醋酸双氧铀和柠檬酸铅

双重染色 ,日立 H27500型透射电镜观察并照相。

2　结　果

2. 1　茎尖细胞结构的变化

健康植株 (CK)的茎尖顶端细胞光镜下观察 :细

胞核大 ,细胞质浓 ,核内染色质均匀分散 ;感病植株
(TMV)茎尖顶端细胞的核内染色质聚集在核膜边缘
(图 121～3) 。电镜观察 :健康植株茎尖顶端细胞的

核染色质均匀分散 ;线粒体、前质体、内质网结构完

整且发育正常 (图 124 ,5) 。接种后 30 和 60 d ,感病

植株茎尖顶端细胞中未发现病毒粒子 ,少数细胞出

现 PCD症状 :核染色质聚集并趋于核膜边缘 ,细胞

核畸形 (图 126 ,7) ,线粒体的嵴减少 ,但双层膜完整
(图 128) ,前质体基粒扭曲变形 ,液泡体积增大且液

泡内出现酚类物质 ,细胞质和液泡内出现环状片层 ;

接种后 90 d ,感病植株茎尖原套细胞的细胞质和液

泡内出现大面积的病毒粒子群 (图 2219) ,大多数茎

尖细胞出现 PCD症状 ,核染色质明显浓缩聚集在核

膜边缘 ,线粒体嵴大量减少呈空洞状 ,部分双层膜出

现破毁 (图 129) ,前质体基粒扭曲变形且出现大量的

黑色嗜锇颗粒 (图 1210 ,11) ,液泡化程度明显增强且

酚类物质增多 (图 1212) ,大量环状片层出现 (图 22
13 ,14) ,细胞壁膨胀扭曲或断裂 ,细胞中出现多泡体
(图 2215) 。

2. 2　叶肉细胞结构的变化

光镜观察发现健康植株叶片的栅栏组织细胞排

列整齐 ,其细胞内叶绿体数目较多 ,海绵组织细胞均

匀分布 (图 2220) 。感病植株随着感病时间的延长 ,

叶片叶肉细胞的叶绿体破坏的数量增多且程度加

重。接种后 90 d ,感病植株叶片栅栏组织细胞畸形 ,

且沿其长轴方向缩短 ;海绵组织细胞平行于表皮方

向横向拉长 ,并有垛叠的趋势 ;叶绿体数量减少 (图

2221) 。电镜观察发现健康植株叶肉细胞的叶绿体

基粒与基质片层排列整齐 ,且平行于叶绿体长轴方

向 ,被膜完整 ;线粒体双层膜完整 ,嵴丰富 ,基质电子

密度大 (图 2216) ;感病植株叶肉细胞的叶绿体呈现

不同程度的变化 ,有的叶绿体基粒扭曲且基质片层

结成网状 ,但被膜完整 ;有的叶绿体基粒和基质片层

瓦解 ,部分被膜降解 ;有的叶绿体则全部解体 (图 22
17 ,18) 。

3　讨　论

3. 1　TMV侵染番茄引起的系统反应中有 PCD发生

在植物抗病机制研究中 ,过敏反应过程中发生

的 PCD已被大家所承认 ,植株以局部的细胞死亡来

阻止病毒的进一步扩散 ,且线粒体内的变化与 HR

相连的 PCD有关[11～13 ]。本试验电镜观察发现 ,接

种后 30 和 60 d 茎尖顶端细胞中没有发现病毒粒

子 ,少数细胞出现 PCD现象 ,线粒体嵴数目减少 ,但

双层膜完整 ;接种后 90 d大面积的病毒粒子群在茎

尖原套细胞的细胞质和液泡中分布 ,大多数细胞出

现 PCD现象 ,线粒体呈空洞状且双层膜出现破毁。

因此 ,本实验认为 TMV侵染番茄引起的系统反应和

HR一样 ,也存在 PCD 现象 ,线粒体结构的破坏与

PCD发生有关。感病 30和 60 d ,病毒未到达茎尖顶

端细胞时出现的 PCD现象可能是植物体内信息传

递所致 ;感病 90 d ,植株生长势减弱 ,病毒的侵入进

一步加剧了茎尖细胞程序化死亡这一趋势。

3. 2　TMV侵染番茄引起的茎尖细胞 PCD 类似于

动物细胞细胞质的细胞死亡

Gunawardena等[14 ]指出动物细胞中的 PCD 现

象 ,根据细胞降解的顺序不同分为细胞凋亡 (apopto2
sis)和细胞质的细胞死亡 (cytoplasmic cell death) 。细

胞凋亡在初期染色质浓缩在核边缘 ,膜膨胀 ,胞质浓

缩 ,完整细胞器可保留到细胞死亡的后期 ;细胞质的

细胞死亡 ,核初期没有变化 ,但随着大型自噬泡的形

成 ,细胞质发生很大的变化。后期细胞器被吸收 ,核

染色质浓缩并且 DNA片段化。王大勇等[15 ]发现类

Fas蛋白介导的胞质死亡途径可能参与植物细胞中

的 PCD。本试验电镜观察发现接种后 30和 60 d ,茎

尖顶端细胞的线粒体和前质体已发生明显变化 ,但

细胞核染色质没有呈现明显的边缘化现象 ;而接种

后 90 d ,茎尖顶端细胞的细胞核染色质则出现显著

的浓缩并边缘化现象 ,且线粒体和前质体破坏程度

加重。因此推测本试验中茎尖细胞的 PCD 可能类

似于动物细胞中细胞质的细胞死亡。

此外 ,许多研究发现 PCD是植物抗病性的一种

表现[11～13 ]。本试验发现番茄感染病毒后的系统反

应过程中有 PCD发生 ,推测 PCD的产生与植株抗病

性有关 ;同时发现细胞中出现大量的酚类物质 ,酚类

物质被认为与寄主本身抗性有关[16]。那么究竟是

PCD、还是酚类物质或其它因子起主要的抗病作用 ,

由于系统反应过程中寄主与病毒互作的复杂性 ,还有

待于进一步研究。
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图 1　TMV侵染番茄引起的细胞结构变化及细胞程序化死亡 (1～12)
Fig. 1　Ultra2structural changes of tomato cells induced by TMV and PCD(1～12)

N :细胞核 ; CW:细胞壁 ; M:线粒体 ; PP :前质体 ; V :液泡 ; AL :环状片层 ; MVB :多泡体

　　　　　1.植株茎尖顶端取材部位 (方框内为超薄切片位点 ,×10) ;
　　　　　21健康植株茎尖顶端细胞的横切面 (示染色质均匀分散 ,×100) ;
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图 2　TMV侵染番茄引起的细胞结构变化及细胞程序化死亡 (13～21)

Fig. 2　Ultra2structural changes of tomato cells induced by TMV and PCD(13～21)

　　　　　31感病植株茎尖顶端细胞的横切面 (示染色质边缘化 ,×100) ;

　　　　　4～51健康植株茎尖顶端细胞超微结构 :　41细胞核 (×15 000) ;　51线粒体和前质体 (×20 000) ;

　　　　　6～151感病植株茎尖顶端细胞超微结构变化 :

61核染色质浓缩并边缘化 (×8 000) ;　　71细胞核畸形 (×12 000) ;

81线粒体嵴减少 (×25 000) ; 91线粒体空洞化 (×20 000) ;

101前质体基粒扭曲 (×20 000) ; 111前质体内出现的大量嗜锇颗粒 (×10 000) ;

121细胞液泡化 (×6 000) ; 131细胞质中的环状片层 (×12 000) ;

141液泡中的环状片层 (×25 000) 151细胞中的多泡体 (×7 000) ;

　　　　　161健康植株叶片叶肉细胞中的叶绿体 (×15 000) ;

　　　　　171感病植株的叶绿体基质片层扭曲呈网状 (×15 000) ;

　　　　　181感病植株的叶绿体解体 (×15 000)

　　　　　191感病植株茎尖原套细胞中的大面积病毒粒子群和酚类物质 (实箭头示酚类物质 ,空箭头示病毒粒子 ,×5 000) ;

　　　　　201光镜下健康植株叶片结构 (×20) ;

　　　　　211光镜下感病植株叶片结构 (×20)。
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科研简讯

我校三项成果获国家科学技术进步奖

2003年 2月 28日在人民大会堂隆重召开的 2002年度国家科学技术奖励大会上 ,我校获奖三项 :

1)许启凤教授 20年精心选育的“优质高产杂交玉米品种农大 108”荣获国家科学技术进步一等奖 ;

2)高焕文教授主持的“旱地农业保护性耕作技术与机具研究”获国家科学技术进步二等奖 ;

3)李德发教授主持的“猪优质高效饲料产业化关键技术研究与推广”获国家科学技术进步二等奖。

(科技处供稿)
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