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摘 要：为探讨桂花万点金Osmanthus fragrans‘Wandian Jin’在低温胁迫下叶肉细胞溶酶体等细胞器超微结构的

变化规律，以3年桂花品种万点金为试材，模拟自然降温过程胁迫桂花植株，经取样制片后，用透射电子显微镜

拍照。结果表明：常温条件下，叶绿体线粒体结构正常；溶酶体数量较少。5 ℃低温处理时，部分叶绿体较之常

温发生肿胀；嗜锇体和线粒体数量较之常温有增多现象；初级溶酶体和次级溶酶体并存，数量增多。0 ℃低温胁

迫时，叶绿体膨胀加剧，部分呈椭球形；嗜锇体较多；淀粉粒有肿胀变大的现象；线粒体数量增多；次级溶酶

体结构复杂多样，大小不一。-5 ℃低温胁迫处理时，叶绿体较前期的低温胁迫肿胀更加剧烈，部分叶绿体向细

胞中央游离；线粒体增多；初级溶酶体和次级溶酶体数量增多，形态多样；叶肉细胞有胞内结冰和胞间结冰

现象。
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Effects of low temperature on mesophyll cell ultrastructure of
Osmanthus fragrans‘Wandian Jin’
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Abstract：To understand the effects of low temperature stress on lysosomes or another organella in the
mesophyll cell of Osmanthus fragrants‘Wandian Jin’，we chose three years old O. fragrans‘Wandian
Jin’as the test material. The intelligent artificial climate chamber was applied to simulate the natural
cooling process for O. fragrans. After sampling and making slices，the mesophyll cell of O. fragrans
was used for investigation with the transmission electron microscope. The results showed that the chloro⁃
plast and mitochondrion's structures did not display abnormal，however，the number of lysosomes de⁃
creased. Under the treatment of the low temperature at 5 ℃，some chloroplasts occurred a degree of
swelling compared with that at the normal temperature；the number of osmiophilic granules and mito⁃
chondrions was increased；primary lysosome was found to coexist with secondary lysosome and their num⁃
bers grew. At low temperatures 0 ℃，chloroplast was more and more expand，some chloroplasts showed
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a spheroidicity shape；the amount of osmiophilic granule was significant；starch grain swelled and en⁃
larged；the number of mitochondrion was increased；the structure of secondary lysosome was complicated
and varying in size. At low temperatures -5 ℃， chloroplast swelled more strongerly than in the early，
parts of the chloroplast were dissociated in the center of cells； the number of the mitochondrion， the
primary lysosome and secondary lysosome was increased， and the shapes of lysosome varied. In addition，
the mesophyll cells showed to ice intracellularly ice and freeze intercellularly.
Key words：Osmanthus fragrans；low temperature stress；lysosome；ultrastructure

桂花 Osmanthus fragrans为木犀科木犀属常见

园林植物，原产中国西南地区，在秦岭、淮河以

南等地均可露地越冬，河南新乡为其自然分布的

北线［1］。据南京林业大学国际木犀属品种登录权

威向其柏教授研究，目前获得国际品种登录的桂

花共有 166个品种。在这 166个桂花品种中，绝大

多数分布于中国南方地区，北方地区由于低温和

盐碱的影响，分布甚少。万点金为金桂品种群桂

花，主要分布在江浙一带，为小乔木或丛生大灌

木，高达 5～7 m；叶片长椭圆形，基部宽楔形，

尖端长渐尖，全缘叶常因叶缘波状而皱；着花密

集呈一个个花球，花深黄色或略呈浅橙黄色，雌

蕊完全败育而不结实；花期 9 月下旬至 10 月

中旬［2］。

目前对桂花研究多集中于冻害调查［3］、低温

胁迫下生理生化指标的测定［4］、分子生物学研

究［5］和野桂花群落调查［6］等方面。有关桂花叶片

光学显微镜下的解剖结构偶有报道［7］，而北引桂

花模拟外界低温环境胁迫处理后叶片超微结构的

研究鲜有报道［8］。本研究以从浙江金华引种到河

南新乡栽植的桂花品种 万点金为材料，采用超薄

切片法，通过透射电子显微镜观察拍照，研究一

系列低温胁迫下万点金叶肉细胞的超微结构，摸

清低温胁迫下叶绿体、线粒体及溶酶体等细胞器

的变化规律，以期在细胞学水平上厘清北引桂花

叶肉细胞中细胞器的变化规律，为桂花的合理栽

培及耐寒性鉴定提供依据，也为桂花品种耐寒性

筛选提供一定的理论参考。

1 材料与方法

1. 1 仪器和试剂

HITACHI-HT7700型透射电子显微镜；LEICA
EMUC7切片机；智能人工气候室；超净工作台；

包埋板；磁力搅拌器等。0. 1 mol·L-1的磷酸缓冲液

（PBS）；φ=4% 戊二醛；系列体积分数梯度乙醇；

φ=1. 0 %锇酸固定液；Epon 812；柠檬酸铅染色

液；醋酸双氧铀染色液等。

1. 2 供试材料及低温处理

桂花万点金 O. fragrans‘Wandian Jin’幼苗从

浙江金华引种到河南新乡，3年生扦插苗，苗高

100 cm左右。引种苗栽于陶质盆钵之中，盆高为

20 cm，盆口直径为 30 cm，盆内土壤养分含量如

下 ： 碱 解 氮 含 量 79. 6 mg·kg-1， 速 效 磷 含 量

28. 6 mg·kg-1，速效钾含量 205. 2 mg·kg-1，土壤容

重 1. 29 g·cm-3，有机质含量为 0. 93%。桂花苗木

日常土、肥、水、病虫害等的管理措施同大田

生产。

对照及低温处理：对照材料于 25 ℃常温下取

样，叶片直接用φ=4%戊二醛固定。在低温胁迫前

先把各处理的 5株盆栽万点金幼苗于 10 ℃下预冷

处理 48 h；在智能人工气候室中进行模拟低温处

理：温度依次设定为 5、0和-5 ℃；光照强度设置

为 150 µmol·m-2·s-1，光照时间设定为 12 h；温度

下降速率设定为每 10 min下降 1 ℃，当温度降至既

定温度时保持48 h后立即进行取样固定。

1. 3 叶片细胞超薄切片制备

试验参照李和平［9］的方法进行超薄切片的制

备，略有改动。每个低温处理随机选取 5株万点金

盆栽幼苗的 3个枝条，从该枝条顶端向下数第 3或
4片叶（健壮、无病虫害）取样：在事先预冷的石

蜡面板上和叶片拟取样部位各滴上一滴预冷的 φ=
4%戊二醛溶液，使得取样部位完全接触到 φ=4%
戊二醛溶液；在叶片取样部位用 Leica刀片避开叶

片主脉快速切取 1. 0 mm×0. 5 mm大小的组织块，

立即用预冷过的医用镊子谨慎地把材料转移到事

先装有φ=4%预冷戊二醛溶液的青霉素小瓶中；用

医用注射器（20 mL）抽气 20 min左右至绝大多数

组织块下沉至瓶底部为止，材料置于冰箱上层 4 ℃
条件下前固定 6 h；用 0. 1 mol·L-1的磷酸缓冲液

（PBS，pH为 7. 0）冲洗 3次，每次 30 min；用锇酸

（φ=1. 0%）进行后固定 6 h；再用同种磷酸缓冲液

漂洗 3次，每次 30 min；乙醇溶液系列脱水（由于
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材料较嫩，从较低的体积分数开始） 30%、50%、

70%、80%、90%、95%和 100%（重复一次），每

个梯度 30 min；丙酮过渡；环氧树脂 Epon812渗
透、包埋；于 35、45和 60 ℃下分别聚合 12、12、
和 48 h；用 LEICA EMUC7型超薄切片机钻石刀切

片；25 ℃下进行醋酸双氧铀—柠檬酸铅双重染色；

HITACHI-HT7700型透射电子显微镜下观察拍照，

每个处理取20个观察视野进行研究。

2 实验结果

2. 1 常温下万点金叶肉细胞超微结构

桂花万点金在常温 （25 ℃） 下叶肉细胞的解

剖结构如图 1所示：细胞结构正常，细胞壁清晰完

整 （图 1-A，图 1-B）。细胞核被中央大液泡挤向

了细胞边缘，核膜完整清晰，电子密度较高的核

仁呈不规则棱柱状，位于核的近似中央部位 （图

1-A，图 1-B）。观察视野中非导管细胞叶绿体数

量为 1～13个，叶绿体结构完整，呈饼状或凸透镜

状分布于细胞壁的内侧，叶绿体膜清晰可辨，由

于尚未形成基粒内囊体结构，这种叶绿体为前叶

绿体（图 1-B）。叶绿体内有少量白色的淀粉粒和

电子密度较高的嗜锇体（图 1-B）。观察视野中单

个细胞内线粒体数量为 0～4个。叶肉细胞中还发

现少许初级溶酶体（图 1-C）：单层膜围绕的囊状

细胞器，球形，内容物均一；常温下万点金叶肉

细胞次级溶酶体的数量较少。观察视野中单个细

胞溶酶体的数量为 2～6个。试验中发现了环纹导

管的纵切结构，每隔一定的距离有一木化增厚的

次生壁结构加在导管里面的初生壁上 （图 1-D）；

在导管分子的横切图上发现其侧壁并非完全增厚，

未增厚的部分形成了纹孔 （pit）（图 1-E，图 1-
F）；导管分子在形成过程中，次生壁整体加厚，

液泡膜破裂，分解成多个小液泡，细胞核变形呈

不规则柱状（图 1-F）。随着导管分子的进一步发

育，其内部的一些细胞器逐步消失，成熟的导管

形成一个中空的结构（图1-E）。

2. 2 5 ℃处理下万点金叶肉细胞超微结构

随着处理温度的降低，在 5 ℃胁迫时万点金叶

肉细胞核结构正常（图 2-A）。观察视野中叶绿体

数量为 2～13个；部分叶绿体较之常温时发生了一

定程度的肿胀（图 2-A），而有些叶绿体则并未发

生肿胀现象（图 2-C），这也为低温过后的恢复生

图1 常温下万点金叶肉细胞超微结构

Fig. 1 Ultrastructure of O. fragrans‘Wandian Jin’at normal temperature
A：细胞超微结构；B：细胞核超和线粒体微结构；C：溶酶体和叶绿体超微结构；D：导管纵切超微结构；E：导管横切及纹孔

对超微结构；F：导管横切超微结构;CH：叶绿体 Chloroplast；M：线粒体Mitochondria；V：液泡Vacuole；N：细胞核Nucleus；
OG：嗜锇体Osmiophilic granules；S：淀粉粒 Starch grain；VS：导管Vessel；AV：环纹导管Annular vessel；PW：初生壁 Primary
wall；SW：次生壁Secondary wall；P：纹孔Pit；PL：初级溶酶体Primary lysosome
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长提供了光合作用的物质基础；叶绿体基粒片层

电子密度较高、垛叠整齐有序、清晰可辨（图 2-
C）；5 ℃的低温处理时，叶绿体内嗜锇体的数量较

常温时有了一定的增加；叶绿体内含的淀粉粒有

明暗相间的条纹（图 2-A）。此温度下，线粒体的

数量也较之常温有了数量上的增加，观察视野中

单个细胞内线粒体数量为 1～6个，并且聚集在叶

绿体周围（图 2-A）。溶酶体是一种异质性的细胞

器，形态大小都有很大不同［10］。5 ℃低温胁迫下，

观察视野内单个细胞内溶酶体的数量较常温时有

了明显增加，观察视野中单个细胞内溶酶体数量

为 3～12个。初级溶酶体结构简单呈球形，内容物

均一，没有明显的颗粒物（图 2-A，图 2-B，图 2-
D）。次级溶酶体结构复杂多样，形态不规则，有

的次级溶酶体呈极度不规则形（图 2-A）；有的则

呈圆球形（图 2-B、图 2-E），内含颗粒、膜片等；

有的呈近似同心圆环状（图 2-C）。图 2-C左下角

溶酶体（SL字母所示，标尺为 1 µm）为该图中黑

色箭头所指溶酶体的放大图，这种近似同心圆环

状的溶酶体可看作是图 2-E所示溶酶体的后期状

态，而图 2-D中溶酶体可以看作是图 2-E中溶酶体

的早期状态。试验中还发现了胞间连丝（图 2-F中
黑色箭头所示）。

2. 3 0 ℃处理下万点金叶肉细胞超微结构

0 ℃低温胁迫下，万点金叶肉细胞结构正常，

细胞壁层次清晰，质膜完整 （图 3-A，图 3-B），

试验中发现了胞间连丝 （图 3-A黑色箭头所示）。

细胞核核膜清晰，核质均匀，电子密度较高的核

仁在观察视野中呈黑色立方体状（图 3-A）。观察

视野中叶绿体数量为 3～13个；叶绿体肿胀，部分

叶绿体呈椭球形 （图 3-B，图 3-C），基粒内囊体

电子密度较高呈黑色，基粒片层垛叠整齐；嗜锇

体较多；淀粉粒有亮暗相间的条纹 （图 3-B，图

3-C），并且淀粉粒有肿胀变大的现象 （图 3-C）。

线粒体数量较常温时有增多现象，观察视野中单个

细胞内线粒体数量为2～8个，呈圆球形聚集于叶绿

体的附近（图3-A）。0 ℃低温胁迫时，万点金叶肉

细胞初级溶酶体、次级溶酶体、残质体共存。初级

溶酶体结构简单，内容物均一，呈圆球形（图 3-
B）。次级溶酶体结构复杂多样，大小不一，内含

多种生物大分子、膜片、颗粒等结构（图 3-C，图

3-D）。近似同心圆环状的多泡体聚集在一起构成

了次级溶酶体（图 3-E），试验中还发现有电子密

度较高的蛛网状次级溶酶体（图 3-F）。观察视野

中单个细胞内溶酶体数量为4～12个。

图2 5 ℃处理下万点金叶肉细胞超微结构

Fig. 2 Mesophyll cells ultrastructure of O. fragrans‘Wandian Jin’at 5 ℃
A：叶肉细胞叶绿体和细胞核超微结构；B：叶肉细胞溶酶体和叶绿体超微结构；C：叶肉细胞次级溶酶体和叶绿体超微结构；

D：叶肉细胞初级溶酶体超微结构；E：叶肉细胞次级溶酶体超微结构；F：叶肉细胞胞间连丝超微结构；CH：叶绿体Chloro⁃
plast；M：线粒体Mitochondria；V：液泡Vacuole；N：细胞核Nucleus；OG：嗜锇体Osmiophilic granules；S：淀粉粒 Starch grain；
PL：初级溶酶体Primary lysosome；SL：次级溶酶体Secondday lysosome；PLA：胞间连丝Plasmodesma
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2. 4 - 5℃处理下万点金叶肉细胞超微结构

桂花万点金叶肉细胞在 -5 ℃低温胁迫下细胞

壁结构完整，层次清晰。细胞核核膜清晰，核质

均匀，电子密度较高的核仁位于核的一侧（图 4-
A）。观察视野中叶绿体数量为4～12个；叶绿体较

前期的低温胁迫肿胀更加剧烈，呈椭球形、半球

形，部分叶绿体离开细胞壁的内侧，向细胞中央

游离 （图 4-A，图 4-B）；部分叶绿体有缢缩现象

（图 4-B）；由于胁迫温度较低，淀粉粒加剧水解转

化为可溶性糖，提高了细胞渗透势，从而有利于

抵御低温带来的伤害，故此，叶绿体中淀粉粒的

数量较之前期低温处理变得非常少见，只在极个

别的叶绿体中发现了淀粉粒；叶绿体中油体 （oil
body）的数量较多，呈球形或椭球形，近圆球形的

油体是植物体内贮藏形式较为经济的营养物质

（图 4-B）。线粒体数量比常温时有了一定的增加，

这可能是缘于植物对低温的一种响应；线粒体呈

球形、椭球形，结构完整，内嵴清晰，聚集在叶

绿体周围，观察视野中单个细胞内线粒体数量为 4
～10个。-5 ℃低温胁迫下，初级溶酶体结构简单，

内容物均匀，呈圆球形（图 4-C）、新月形（图 4-
D）；此温度下次级溶酶体结构复杂，呈球形（图

4-E）、不规则形（图 4-F）等。观察视野中单个细

胞内溶酶体数量为 4～15个。溶酶体的主要功能是

消化作用，在维持细胞正常代谢活动和防御方面

均有着重要作用［10］。

当胁迫温度降低到 -5 ℃时，发现有桂花万点

金叶肉细胞有结冰现象。冰晶的形状各异，由于

透射电镜照片看到的仅是一个二维剖面图像，不

是三维立体结构，所以就观察视野看到的而言，

有柱状冰晶、方形冰晶、针状冰晶、点状冰晶及

不规则形冰晶。细胞内外均有结冰的现象：细胞

内结冰主要在原生质或液泡内进行，细胞内结冰

体积相对较小，形态不一，数量较多，排列无序，

零星散落于液泡内 （图 5-A，图 5-B）；胞间结冰

冰晶的体积相对较大，冰晶的形状多样且无序，

冰晶随机分布于胞间（图 5-C）。研究中发现桂花

万点金在-5 ℃低温胁迫下有质膜内陷的现象（图

5-C黑色箭头所示）。

3 讨论与小结

现有研究表明，细胞器及膜结构稳定性的提

高是植物抵御外界低温胁迫的重要方面［11］。本试

验研究发现，于-5 ℃低温胁迫下，桂花万点金叶

肉细胞有质膜内陷的现象（图5-C黑色箭头所示）。

质膜内陷的生理意义在于增加了细胞质膜的比表

面积，扩增了细胞排水总面积，从而便于低温时

细胞内水分快速排出，延缓了细胞内部的结冰速
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图3 0 ℃处理下万点金叶肉细胞超微结构

Fig. 3 Mesophyll cells ultrastructure O. fragrans‘Wandian Jin’at 0 ℃
A：叶肉细胞线粒体和细胞核超微结构；B：叶肉细胞叶绿体和线粒体超微结构；C：叶肉细胞次级溶酶体和叶绿体超微结构；

D：叶肉细胞次级溶酶体超微结构；E：叶肉细胞次级溶酶体超微结构；F：叶肉细胞次级溶酶体超微结构；CH：叶绿体Chloro⁃
plast；M：线粒体Mitochondria；V：液泡 Vacuole；N：细胞核 Nucleus；OG：嗜锇体 Osmiophilic granules；S：淀粉粒 Starch grain；
PL：初级溶酶体Primary lysosome；SL：次级溶酶体Secondday lysosome
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度，一定程度上减轻了植物的低温伤害。从本研

究结果来看，细胞核在系列低温胁迫下的稳定性

较强，没有发生明显的变化。叶绿体则是植物细

胞中对低温胁迫十分敏感的细胞器［12-13］。本研究

发现随着低温胁迫程度的加剧，叶肉细胞叶绿体

肿胀的现象越来越剧烈，直至-5 ℃低温处理时，

桂花万点金叶肉细胞部分叶绿体呈现椭球形、球

形，甚至部分叶绿体脱离了细胞质膜内侧，向细

胞中央游离 （图 4-A，图 4-B）。逆境胁迫下叶绿

体肿胀的现象在多种农林作物上均有报道［14-18］。

尤扬等［8］研究人工低温胁迫桂花品种状元红时发

现：在 5 ℃低温处理时，叶绿体有轻微膨大现象，

0 ℃处理时叶绿体肿胀加剧， -10 ℃处理时，叶绿

体降解。有文献对大花丹桂［19］低温胁迫下叶肉细

胞的超微结构研究发现：０℃和-5 ℃胁迫时叶绿

体膨胀加剧，细胞内线粒体的数量有增加现

象；-10 ℃和-15 ℃处理时，叶肉细胞发生严重的

质壁分离，细胞器崩溃降解。潢川金桂叶肉细胞

叶绿体肿胀的现象在自然降温条件下也有报道，

在过低的温度下，有细胞质壁分离，甚至有细胞

图4 -5 ℃处理下万点金叶肉细胞超微结构

Fig. 4 Mesophyll cells ultrastructure of O. fragrans‘Wandian Jin’at -5 ℃
A：叶肉细胞超微结构；B：叶肉细胞叶绿体和线粒体超微结构；C：叶肉细胞初级溶酶体超微结构；D：叶肉细胞初级溶酶体

超微结构；E：叶肉细胞次级溶酶体超微结构；F：叶肉细胞次级溶酶体超微结构；CH：叶绿体Chloroplast；M：线粒体Mito⁃
chondria；V：液泡Vacuole；N：细胞核Nucleus；OG：嗜锇体Osmiophilic granules；S：淀粉粒 Starch grain；PL：初级溶酶体 Pri⁃
mary lysosome；SL：次级溶酶体Secondday lysosome；OD：油滴 oil drop；CW：细胞壁Cell wall
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图5 -5 ℃处理下万点金叶肉冰晶超微结构

Fig. 5 Mesophyll cells ultrastructure of ice crystals in O. fragrans‘Wandian Jin’at -5 ℃
A：叶肉细胞胞内冰晶超微结构；B：叶肉细胞胞内冰晶超微结构；C：叶肉胞间冰晶超微结构；CH：叶绿体Chloroplast；V：液

泡Vacuole；N：细胞核Nucleus；PL：初级溶酶体 Primary lysosome；SL：次级溶酶体 Secondday lysosome；CW：细胞壁Cell wall；
IC：冰晶 Ice crystal
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壁破损的现象［20］。就本文涉及的温度和桂花状元

红、大花丹桂和潢川金桂在低温胁迫下同温度的

超微结构相比较来看，叶绿体的反应基本一致。

由于本研究并未涉及-10 ℃的低温胁迫，故此未见

桂花万点金叶肉细胞叶绿体崩溃解体，也没有看

到质壁分离和细胞壁破裂的现象。

本试验研究发现，相对于叶绿体而言，在一

定低温范围内，线粒体于低温胁迫下是一种比较

稳定的细胞器。这也和桂花状元红、大花丹桂和

潢川金桂叶肉细胞线粒体在低温下的反应类似，

也同时表明相同温度下，线粒体对低温的敏感性

不及叶绿体。

就本试验来看，桂花万点金叶肉细胞的溶酶

体在每个试验处理中均存在。常温处理时，溶酶

体的数量较少，观察视野内以初级溶酶体居多，

其形态多呈圆球形，结构简单，内容物均一。随

着胁迫温度的降低（5 ℃、0 ℃、-5 ℃），观察视野

中溶酶体的数量较之对照的常温处理有了一定程

度增加，初级溶酶体、次级溶酶体和残质体均有

发现。低温胁迫下溶酶体数量增加，不仅能及时

清除一些无用的衰老的细胞器、生物大分子等物

质，作为细胞内的消化“器官”，溶酶体还可为身

处低温逆境下的细胞提供一定的营养物质，进而

有利于桂花抵御低温带来的伤害。

低温结冰对植物造成的伤害有两种类型，一

是细胞内结冰伤害，二是细胞间结冰伤害。就本

试验研究来看，胞内结冰（图 5-A，图 5-B）和胞

间结冰（图 5-C）两种类型均有发现。细胞内结冰

破坏了原生质的结构，致使细胞亚结构破坏、酶

活动无序、组织分离、代谢紊乱；胞间结冰造成

细胞间隙冰晶过多时会对原生质引发机械损伤，

当温度回升时，冰晶融化较快，细胞壁容易恢复

原貌，而原生质吸水膨胀要缓慢得多，结果可能

会导致原生质被撕裂，继而对细胞造成伤害［21］。

总之，一定低温条件胁迫下桂花万点金叶肉

细胞叶绿体肿胀变形；淀粉粒减少，部分淀粉粒

肿胀变大；线粒体增多；次级溶酶体增多，结构

复杂；−5 ℃的低温胁迫下，出现了胞内结冰和胞

间结冰的现象；叶绿体的稳定性可以作为桂花抗

寒的一个重要参考指标。
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