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珠状巨子包 子包子的扫描和透射电镜观察
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摘要:对珠状巨抱囊霉 Gigωpora margGrita 于包子壁进行 r扫描电镜(SEM) 和透射电镜(TEM) 观察. SEM 观察到袍子

外壁有不规则的侵蚀状小孔，且表面附着有多种形态的微生物.TEM 观察到整个抱子壁由 4 层组成.最外层抱壁

( 1 层)厚1. 5- 1. 8μm;次外层于包壁( 11 层)为条纹状的刚性层，厚 0.6 - 0.8μm;第皿层抱壁约占整个于包子壁的

80% ，该层抱壁存在隐约的亚层结构，部分第田层抱壁出现侵蚀层，侵蚀层中分布着大量由微小颗粒状生物体聚集

成的细胞团;最内层抱壁(N层)非常薄，仅 O. 15 - 0.20μm，其内侧间隔分布有因内壁加厚形成的乳凸状结构.观

察到的与珠状巨抱囊霉抱子壁紧密联系的微生物可能具有特殊的生态功能，值得深入研究.
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Abstract: Spore-wall of arbuscular mycorrhizal fungus Gigω:porα mαrgαritαwas observed with scan elec­

tricity microscope (SEM) and transmission electricity microscope (TEM). SEM observation demonstrated 

many irregular eroded pits and diversity of microorganisms on the surface of the spore. TEM observation 

indicated that the spore-wall was composed of four layers. The outer layer was 1. 5 - 1. 8μm thick , the 

second layer was O. 6 - O. 8μm thick with stripe and rigidity , and the third layer was relatively thicker 

and accounting for up to 80% of the whole spore-wall. In the third layer , some indistinct sublayers were 

observed , clear eroded sublayers also appeared in partial sections , and lots of small granule-shaped organ­

isms unevenly clustered in these eroded sublayers. The innermost layer was very thin , about O. 15 - O. 20 

μm ,and some warts due to the thickening of the inner wall discontinuously distributed in inside of this 

layer. Those microorganisms tightly associated with G. mαrgαrita spore may possess potential special eco­

logical functions , and further study on it is deserved. 
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丛枝菌根真菌 (Arbuscular mycorrl由al fungi , 

AMF)是一类能与绝大多数植物互惠共生的土壤微

生物[I]. 由于具有独特的生命形式和特有的生态功

能，AMF 的相关研究一直受到国内外的广泛关注.从

收稿日期 :2∞8-09-15

超微水平上认识 AMF，是揭示其生命规律或本质的

重要途径之一.国外很早就以电镜技术开展了 AMF

的超微结构研究，并取得了许多具有积极意义的结

论[叫.至今，国内在该领域的研究鲜见文献报道.珠
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状巨子包囊霉 Gigωipora mαrgaritα 是一种典型的 AMF ，

其在我国南北分布广泛，常作为模型菌种研究 AMF

各种生物学特征[5]. 本文以扫描电镜( SEM) 和透射

电镜(TEM)技术，针对珠状巨抱囊霉抱子壁的结构

与特征进行了观察.

1 材料与方法

1. 1 生物材料
珠状巨抱囊霉 Gigαspora mαrgαritαBecker & Hall 

MAFF 52∞54 源自日本农、林、渔业部遗传资源库，

由广东省菌种保藏与应用重点实验室以紫花茵宿

Medicαgo wim 为宿主植物和等体积砂、土混合物为

基质进行扩繁，并以湿筛法[5J 收集成熟、健康的抱

子，备用.
1. 2 SEM 观察

取 50 粒珠状巨抱囊霉抱子，参照 Walley 等 [6J 方

法制样.于包子用 0.5 mL 无菌水漂洗 2 次后，用 ψ 为

1% 的 OS04 固定 1 h，磷酸缓冲液(PBS) 漂洗 2 次， 10

min/次，然后用 ψ 为 50% 和 70% 的乙醇各漂洗 10

min. 喷金后，于 ESEM XL-30 扫描电镜(荷兰 FEI 公

司)观察.

1. 3 TEM 观察

参照 Macdonald 等 [7J 的方法进行珠状巨子包囊霉

抱子的 TEM 制样.具体步骤为( a)抱子用ρ=5 mglmL 

的氯胶-T 表面消毒 10 min，无菌水漂洗 2 次，浸入

p =2 mglmL 的戊二醒 (0. 1 moνL 二甲呻酸铀缓冲

液配制)中，在解剖镜下，用尖针将抱子(保持在戊二

醒固定液中)轻轻对称刺破，使得固定液进入抱子内

部，4 "c放置 1 h;(b) 抱子样品用 0.1 moVL 二甲碑

酸饷缓冲液漂洗 3 次， 20 min/次; ( c) 用 ψ= 1% 的

OS04 (0. 1 moVL 二甲呻酸纳缓冲液配制)固定 40

min ,0. 1 moVL 二甲呻酸纳缓冲液漂洗 3 次， 20

min/次; ( d) 分别用 ψ 为 50% 、 70% 、 80% 、 90% 、

999毛、 100% 的乙醇和伊为 999奋、 100% 的环氧丙烧进

行梯度脱水，各 15 min/次; ( e) 以体积比为 3/1 、 111

和113的环氧树脂(Epon 812)/环氧丙烧混合物逐级

浸透样品(轻轻振荡) ， 2ν级;纯环氧树脂浸透过

夜; (f)纯树脂包埋样品，在 70 "c培育 18 h;(g) 玻璃

刀超薄切片，厚度 80 - 90 nm; ( h )将切片以 p=

2 mglmL的乙酸双氧轴染色 40 min，以及拧攘酸铅

(1. 33 g 硝酸铅、1. 76 g 拧攘酸三铀和 0.32 mg 氢氧

化纳用蒸馆水溶解，并定容至 50 mL) 染色 5 min; 

(i) FEI-Tecnail2 透射显微镜(荷兰 FEI 公司)观察.

2 结

2.1 SEM 观察

通过 SEM 观察，可见珠状巨抱囊霉抱子产生于

菌丝顶端(图 1 A) ，抱壁表面凹凸不平，不均匀地分

布着许多侵蚀状的小孔(图 1 B). 抱壁表面粘附有多

种形态的微生物体，如直径约 2μm 的丝状体，细小

的分支状菌体(直径约 0.2μm) ，以及较大(约

2.3μm x8. 5μm) 的串状粘质菌体(图 1 C 、D 、 E) . 

A:菌丝顶端形成的于包子:B:于包壁表面侵蚀状的小孔;C:丝状菌体粘附于于包壁表面:D:于包壁表面细小的丝状分枝菌体;E:于包壁表面较大的串状粘质菌体

图 l 扫描电镜观察珠状巨子包囊霉于包子壁

Fig. 1 SEM images of Gig，ω:pora mαrgarita spore-wall 
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2.2 TEM 观察

以 TEM 技术对珠状巨抱囊霉于包子壁的横切面

进行了观察.整个抱子壁厚 9 -13μm，由明显的 4 层

壁( 1 - N) 组成，其中:最外层抱壁( 1 层)质地细

密，厚1. 5- 1. 8μm( 图 2 A) ;次外层抱壁( 11 层)为

带条纹的刚性层，厚 0.6 - 0.8μm;第皿层抱壁约占

整个抱子壁的 80% ，厚 7 -8μm，该层存在隐约的亚

层或迭片结构(图 2 A) ，部分第 E层抱壁有明显分

层结构，即出现 2 个连续的侵蚀层，且这些侵蚀层中

不均匀地分布着直径约 O. 1μm 的颗粒状物聚集而

成的细胞团，这些细胞团电子密度高，形状不规则，

数量众多(图 2 B) ，在部分切片的第皿层抱壁的

侵蚀层中存在空穴(图 2 C) ;最内层抱壁(N层)呈

现为高电子密度，非常薄，仅 O. 15 - o. 30μm ，且其
内侧有间隔分布的抱壁加厚形成的乳凸状结构

(图 2 D). 

A:完整的于包子壁由 I 、 E 、 m 、 N层组成;B:第 E层抱子壁出现侵蚀层，侵蚀层中分布有微小颗粒状物聚集成的细胞团(白色箭头，高电子密

度);C:第E层袍子壁侵蚀层的空穴(白色箭头);D:第E层抱子壁明显的分层(白色箭头)，及第N层抱子咳内侧加厚形成乳突状结构(WT ，黑

色箭头) ;CP:细胞质

图 2 透射电镜观察珠状巨于包囊霉于包子壁

Fig. 2 TEM images of Gigaspora mαrgaritαspore-wall 

3 讨论

在珠状巨抱囊霉抱子的 SEM 制样过程中，经过

包括 ψ 为 50% 和 70% 乙醇各漂洗 10 min 在内的多

次漂洗之后，观察结果仍然表明有多种形态的微生

物粘附于抱子壁的外表面(图 1 A 、C 、 D 、 E) ，显然这

些微生物与珠状巨子包囊霉抱子具有较为紧密的联

系.AMF 的抱子能够被其他细菌(含放线菌)或真菌

定殖的报道已不少见，如 Xavier 等[ 8 ]从表面消毒的

明球囊霉 Glomus clarum 1包子上分离到许多种类的细

菌，而 Hijri 等 [9] 从盾巨囊霉 Sαttellospora cωtαneα 抱

子中分离到 2 株子囊菌.此外，在珠状巨抱囊霉的子包

子壁外表面观察到许多侵蚀状小孔，这与 Roesti

等[叫对地球囊霉 Glomω geospor肌的 SEM 观察结果

一致. Filippi 等[ 11] 用透射电镜发现摩西球囊霉 Glo­

mus mossea 的子包子壁外层的孔中有细菌细胞存在，并

推测这些孔是细菌的裂解活性所致.

以 TEM 技术对 AMF 1包子进行观察的难点在于

袍子壁厚且致密，固定液和包埋剂难以进入于包子内

部，造成样品固定、包埋和超薄切片的困难[口].借助

外力将 AMF 于包子壁穿破，能够较好地对样品进行固

定和包埋[川，前期以次氯酸纳洛液处理 AMF 抱子，

可能对于包子的固定和浸透包埋有所帮助[2] ，也有人

用抽真空结合激光微创的方法成功对 AMF 抱子进

行了固定[叫.此外，物理破壁及化学固定方法容易造

成真菌内含物中某些细胞结构的改变，而以冷冻切

片技术进行制样，能使这些问题得以较好地解决[臼].

由于实验条件所限，本研究用尖针将其于包子壁轻轻
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刺破，尽管珠状巨抱囊霉于包子个体大，且抱壁厚，仍

能使固定液对样品进行较好地固定.在珠状巨子包囊

霉抱子的 πM 制样中，戊二醒和饿酸的固定时间不

宜过长，否则样品会变脆，难以实施超薄切片(未显

示的数据) . 

TEM 观察结果表明，正常的珠状巨抱囊霉抱子

壁由 4层组成，其中第皿层有隐约的亚层，这与

Sward[2] 和 Grandmaison 等问]的报道一致.本文中珠

状巨抱囊霉各层抱子壁的厚度与 Sward [2] 的结果有

所差异，这可能与试验菌株差异或制样方法的不完

全一致有关.文中发现第E层抱子壁会出现侵蚀层，

且其中分布有大量比普通细菌小得多的颗粒状物

(约 O. 1μm)组成的细胞团，推测这些细胞团正在侵

蚀抱子壁.其他一些 AMF 的相关研究也报道有细菌

或细菌类似物能够存在于 AMF 的抱子壁中[6-7] ，但

这些生物体与本文中观察到的菌体在形态和着生位

点上有明显不同.细菌或其类似物包埋于 AMF 抱子

壁中可以得到更好的物理保护[6] ，而这些微小生物

体存在于健康的 AMF 抱子中，其与 AMF 究竟是怎

样的生态关系值得进一步研究.此外，在 TEM 的观

察过程中，也发现了大量的杆状菌体分布于珠状巨

抱囊霉的细胞质中，这与 Bianciotto 等川的报道相

符.AMF 的许多科学问题(如与植物的共生机理、不

能进行纯培养等)还未能解决，从超微水平对 AMF

进行深入地观察和分析，将成为解决这些问题的重

要途径之一.

致谢:感谢华南农业大学测试中心的陆东雯老师指导进行

电镜制样!
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