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小腔游仆虫（犈狌狆犾狅狋犲狊犪犲犱犻犮狌犾犪狋狌狊）皮层

微管胞器的荧光标记

林　钦，　范鑫鹏，　孙　磊，　周素娟，　顾福康
（华东师范大学 生命科学学院，上海　２０００６２）

摘要：应用荧光紫杉醇直接荧光标记和抗ɑ微管蛋白抗体免疫荧光标记，显示了纤毛虫小腔游

仆虫（犈狌狆犾狅狋犲狊犪犲犱犻犮狌犾犪狋狌狊）皮层纤毛器微管、纤毛器基部附属微管和背皮层表面微管等结构，

以及皮层纤毛器微管的形态发生．结果表明，该游仆虫背皮层表面网在形态上与嗜银网相一致，

也是一种微管类细胞骨架；与其他几种游仆虫比较，前仔虫口纤毛器和背皮层纤毛器微管的形

态发生存在不同的模式，其形态发生可能具有种的特异性，可以作为种的分类依据之一．此外，

与ＦＬＵＴＡＸ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｔａｘｏｉｄ）标记方法相比较，抗α微管蛋白抗体免疫荧光标记能较清晰

地显示游仆虫背皮层表面微管网及早期发生的额腹横棘毛原基和背触毛原基，推测该游仆虫的

细胞背表面微管网与其他微管结构其微管蛋白组分可能存在差异，且形态发生中伴随着皮层纤

毛器微管的组装和成熟，其微管蛋白组分同时也在不断发生变化．
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０　引　　言

目前所知，游仆虫属（犈狌狆犾狅狋犲狊）至少含有６０多种
［１］，是广义腹毛类纤毛虫中一个较大

的类群．自从Ｇｒｉｍ首次应用生化去膜结合扫描电镜术显示了游仆虫细胞表膜下纤维层及

在棘毛基部水平的纤维组成等结构［２］后，该类纤毛虫已成为研究纤毛虫皮层细胞骨架结构

的重要实验材料．应用蛋白银染色
［３，４］和生化去膜结合扫描电镜术对游仆虫的皮层细胞骨

架形态及形态发生进行系列观察，在皮层纤维结构和纤毛基体水平进一步揭示了其细胞结

构的复杂性和细胞骨架建构的多样性［５７］等方面取得了一系列进展．而在Ａｒｒｅｇｕｉ等将免疫

荧光标记和荧光紫杉醇（ＦＬＵＴＡＸ）直接荧光标记引入原生动物微管结构的研究
［８］后，以细

胞微管类结构为对象，探索游仆虫皮层细胞骨架的形成机理，在纤毛虫的纤毛器微管、表膜

与表膜下微管的建构和微管装配等方面取得了较多的资料［９１４］．本文应用直接荧光标记及

免疫荧光标记显示小腔游仆虫（犈狌狆犾狅狋犲狊犪犲犱犻犮狌犾犪狋狌狊）的细胞皮层微管胞器，取得了一些新

的结果，报告如下．

１　材料与方法

１．１　材料

游仆虫于２００６年５月采自上海青浦区淀山湖周围，分离后，应用麦粒液发酵获得的细

菌作为饵料在室温下进行纯系培养．取无性生殖不同时期的游仆虫作为实验材料．

１．２　方法

１．２．１　荧光紫杉醇直接荧光标记

参照所在实验室所改进的方法［１４］，并稍加调整：① 在涂有多聚赖氨酸的载玻片上滴

１００μＬ浓度为０．５％的皂苷，将生长状态良好的细胞滴入皂苷中渗透１０ｓ，用ＰＨＥＭ 清洗

１次；②４％多聚甲醛中固定５ｍｉｎ，ＰＨＥＭ 清洗１次；③０．０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理１０ｓ，

ＰＨＥＭ清洗１次；④１μｍｏｌ／ＬＦＬＵＴＡＸ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）染色５ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ

漂洗３次，封片．ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１荧光显微镜观察（激发波长为４９２ｎｍ，发射波长为５２０ｎｍ），

ＣｏｏｌＳｎａｐＰｒｏ数码相机照相．

１．２．２　抗α微管蛋白抗体免疫荧光标记

参照所在实验室的方法［１５］，并稍加调整：① 在涂有多聚赖氨酸的载玻片上滴１００μＬ

０．５％皂苷，将生长状态良好的细胞滴入皂苷中渗透１０ｓ，用ＰＨＥＭ 清洗１次；②４％多聚

甲醛固定１ｈ；③ 将固定的细胞用１％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００缓冲液处理１５ｍｉｎ；④ 用冷的抽提

ｂｕｆｆｅｒ洗一次；⑤ＰＢＳ＋３％ＢＳＡ清洗３次，每次５ｍｉｎ；⑥ 用１∶１０００的鼠抗α微管蛋白抗

４５
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体（Ｓｉｇｍａ公司）孵育１ｈ，ＰＢＳ＋３％ＢＳＡ清洗３次，每次５ｍｉｎ；⑦ 用１∶１００的ＦＩＴＣ标记羊

抗鼠ＩｇＧ（Ｓｉｇｍａ公司）孵育１ｈ，ＰＢＳ＋３％ＢＳＡ清洗３次，每次５ｍｉｎ，三蒸水清洗１次；

⑧ 加防猝灭油Ｃｉｔｙｆｌｕｏｒ（Ｓｉｇｍａ公司）封片．ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１荧光显微镜观察（激发波长为

４９２ｎｍ，发射波长为５２０ｎｍ），ＣｏｏｌＳｎａｐＰｒｏ数码相机照相．

２　结　　果

２．１　游仆虫的纤毛器微管及其他微管结构

小腔游仆虫皮层微管胞器主要由位于腹、背皮层的口围带、波动膜、额腹横棘毛、缘棘

毛、尾棘毛、背触毛等纤毛器微管和纤毛器基部附属微管，以及其他非纤毛器微管组成．

２．１．１　口围带、波动膜及基部微管

口围带自基部在口腔左侧起始向前沿口缘弯曲，终止于口缘右前端，呈倒 “Ｃ”型，约占

腹皮层纵长的２／３．口围带含整齐排列的小膜，其中间的大部分小膜较宽，两端的小膜逐渐

变窄．口围带小膜深部含小膜托架，各个托架相应于其上部小膜按一定间隔连续排列，中部

的大部分托架较宽，两端的托架较窄（见图１２）．波动膜位于口围带基部右侧，是由许多纤

毛形成的刷子样结构．在波动膜和口围带的基部小膜的接合处由口后微管束向口皮层后伸

展（见图１１和１２）．

２．１．２　额腹横棘毛及其基部微管和腹皮层表面微管网

额腹横棘毛纤长，其中额腹棘毛９根，横棘毛５根（见图１１）．在额腹棘毛区皮层，分别从

每根棘毛基部向左前方和右后方伸出一束微管，形成前纵微管束和后纵微管束，在部分棘毛基

部向左侧皮层伸出一束横微管束，在部分棘毛基部向周围伸出细小的放射状微管，这些维管束

相互交织成皮层微管网．在横棘毛区皮层，每根棘毛分别从基部向右前方伸出一束前纵微管，

其前端相互聚集并终止于额区皮层，在其棘毛基部也向周围伸出细小的放射微管（见图１１和

１３）．腹面银线网格多为不规则的多边形，排列紧密，且荧光染色相对银染效果较为不清晰．

２．１．３　缘棘毛和尾棘毛

缘棘毛和尾棘毛各２根，分别位于腹皮层后端的左、右侧，其棘毛大小相近，呈纤长簇

状，但比额腹棘毛和横棘毛较细小，且棘毛以一定间隔横向排列．在这些棘毛的基部尚未观

察到其附属微管（见图１１）．

２．１．４　背触毛及背皮层表面微管网

在背皮层表面，背触毛８～９列，每列含２０～２５根纤毛，纤毛按一定间隔成纵向排列，形

似一个个短棒状的芽体（见图１４），与腹皮层纤毛器中纤长的纤毛形态不一样．在背皮层深

部，相应于各列背纤毛中的基体位置形成洞渊样结构，这可能是纤毛基体骨架和基体附属微

管形成的（见图１５）．

此外，在背皮层区表面遍布网格样结构，于每２列背纤毛之间含２列网格，每列背纤毛

的纤毛基体排列在其两侧纵向网格线的中部位置．其中，全部网格为单线组成，呈现方形或

多角形构造，相邻网格的网格线共用（见图１４）．

２．２　纤毛器微管胞器的发生

２．２．１　口纤毛器

形态发生早期，在口围带基部左侧的皮层内，发生一短杆形的口围带原基（见图１６），

原基迅速增殖变大成水滴状（见图１７～１９），此后其一端膨大，逐渐伸展成片条状（见图１
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１０和１１１），紧接着原基内的毛基体按自前至后次序逐渐组装成小膜（见图１１２），其中的小

膜经历长纤毛和逐渐成熟的过程，伴随着细胞分裂，最终成为后仔虫的口围带．在口围带原

基区开始弯曲增大时，口围带原基区基部向右前方增殖出一列波动膜原基（见图１１１），其

毛基体迅速增殖，逐渐演变成后仔虫的波动膜．

注：１　波动膜（ＵＭ）、口围带（ＡＺＭ；ＡＺＭＣ：口围带领部；ＡＺＭＬ：口围带翻领部）、额腹棘毛（ＦＶＣ）、横棘毛（ＴＣ）、缘棘

毛（ＭＣ）、尾棘毛（ＣＣ）；２　口围带托架（ＡＺＭＢ）和波动膜托架（ＵＭＢ）；３　前纵微管束（ＡＬＭ）、后纵微管束（ＰＬＭ）、

横微管束（ＴＬＭ）和放射微管束（ＲＭ）；４　背皮层表面网和背纤毛列（ＤＫ１—ＤＫ５）；５　背面洞渊样结构（箭头）；６　

后仔虫口围带原基（箭头）；７—９　早期发育阶段的后仔虫口围带原基（箭头）；１０　扭曲状的的后仔虫口围带原基　

　　　　　　　　　（箭头）；１１、１２　发育中的后仔虫口围带原基（箭头）及波动膜原基

图１　小腔游仆虫背腹面纤毛器以及口纤毛器发生（１、２、４、６—１０和１２为ＦＬＵＴＡＸ直接荧光标记照片，

３和５为抗α微管蛋白抗体免疫荧光标记照片；标尺１０μｍ）

Ｆｉｇ．１　Ｃｉｌｉａｔｕｒｅｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｆｒｏｍｄｏｒｓａｌａｎｄｖｅｎｔｒａｌｃｏｒｔｉｃａｌｒｅｖｅａｌｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌｙｌａｂｅｌｉｎｇａｎｄｔｈｅ

ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆａｄｏｒａｌｃｉｌｉａｔｕｒｅ；ｂａｒ：１０μｍ
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前仔虫口围带分化过程中，老口围带基部至翻领部的小膜退化，其中的小膜收缩变窄并

逐渐瓦解（见图２１和２２），替之在原位置出现一片片整齐排立的新小膜，但领部老口围带

小膜未见明显的变化（见图２２），伴随着细胞的演化，新、老小膜共同组成前仔虫的口围带．

此时，老口围带基部右侧的波动膜也发生瓦解，其中的纤毛分散开来，伴之在其一侧形成新

波动膜原基（见图２２），并最终发育成为前仔虫波动膜．

２．２．２　额、腹、横棘毛

注：１　老口围带末端小膜瓦解变窄（箭头）；２　前仔虫老口围带翻领部小膜瓦解变窄（短箭头），老波动膜瓦解（双箭头）

和新波动膜发生（三箭头），后仔虫波动膜发生（长箭头）；３　点状额腹横棘毛原基（长箭头），左缘棘毛初期棒状原基

（短箭头）；４　点状额腹横棘毛原基分成前后两部分，成平行排布（长箭头），左缘棘毛初期棒状原基分前后两段（短箭

头）；５　前后两组额腹横棘毛原基发育形成棘毛（长箭头），左缘棘毛前后两段各自增殖成两个（短箭头）；６　额腹横

棘毛原基分段并排布成 “３３３２２”模式，开始迁移、定位；后仔虫缘棘毛原基（箭头）；７　细胞发生中后期阶段前、后

仔虫口围带波动膜、额腹横棘毛和缘棘毛；８　棘毛原基基部产生前纵微管芽（长箭头）、后纵微管芽（双箭头）、横微管

芽（短箭头）及放射微管芽；９　前纵微管芽（长箭头）、放射微管芽（短箭头）和伸长中的棘毛基部微管芽（双箭头）；

１０　尾棘毛原基（箭头）；１１　背触毛原基在背皮层中部发生（箭头）；１２　每列背触毛原基分为前、后两部分（箭头示

　　　　　　　　　　细胞分裂沟）；１３　发育中的前、后仔虫新背触毛（箭头示细胞分裂沟）

图２　小腔游仆虫背、腹面微管类胞器及其发生（１—８和１１为ＦＬＵＴＡＸ直接荧光标记照片，

９、１０、１２和１３为抗α微管蛋白抗体免疫荧光标记照片；标尺１０μｍ）

Ｆｉｇ．２　Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌａｒｏｒｇａｎｅｌｌｅｓｉｎ犈．犪犲犱犻犮狌犾犪狋狌狊ｒｅｖｅａｌｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌｙ

ｌａｂｅｌｉｎｇａｎｄｉｔｓｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓ；ｂａｒｓ：１０μｍ
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口围带原基发育成水滴样时，腹皮层中部出现５个点状的额腹横棘毛原基（见图２３），

紧接着额腹横棘毛原基在腹皮层中部排成五列，原基迅速增大并分段，成为前、后两部分（见

图２４和２５），其中的毛基体继续增殖并从左至右以 “３３３２２”的模式排列、发育成棘毛

雏形（见图２６），按横棘毛、额腹棘毛的顺序迁移和定位（见图２７），然后以额腹棘毛、横棘

毛的时间顺序发生新结构．此过程中邻近的老棘毛未见瓦解，在棘毛雏形迁移定位后，新结

构形成时才有部分老棘毛开始瓦解．

额腹横棘毛原基分段、长纤毛时，先后在基部产生前纵微管芽、后纵微管芽、横微管芽及

放射微管芽（见图２８和２９）．这些微管分别向皮层四周不同方向延伸，显示出极性和方向

性，其中横棘毛基部向前方皮层伸展出５根前纵微管束，微管束逐渐向前延伸，于前端皮层

区汇聚，形成弦状微管带．至细胞即将分裂为前、后仔虫时，新形成的两套纤毛器基部微管也

伴随着新仔虫的形成进一步发育成熟（见图２７）．

２．２．３　缘棘毛和尾棘毛

在额腹横棘毛原基开始分段时，于老口围带左后方发生前、后两部分缘棘毛原基（见图

２４），每部分原基增大变粗，各分成两段（见图２５和２６），并继续发育，经历长纤毛和逐渐

迁移的过程，最终定位在前、后仔虫的左后端，成为各自的缘棘毛（见图２７）．

新尾棘毛发生中，先在细胞背面右侧两列背纤毛的中部和后部位置各出现前、后两组共

４个新尾棘毛原基，随着细胞的演变，发育中的新尾棘毛经历了由背皮层向腹皮层的迁移和

定位的过程，其新形成前、后各２根尾棘毛最终成为前、后仔虫的尾棘毛（见图２１０）．

２．２．４　背触毛

在每列背触毛中部范围，毛基体迅速增殖，新老基体紧密聚集在一起形成一列新背触毛

原基（见图２１１）；随着细胞的逐渐拉长，每列原基分开成前、后两列，其中基体间也逐渐增

大间距，基体并经历成熟和长纤毛的过程；细胞分裂后，新形成背触毛的前部连同该列前端

的老背触毛和新形成的背触毛后部连同其后端的老背触毛一起，共同组成为前、后仔虫的背

触毛（见图２１２和２１３）．

３　讨　　论

３．１　游仆虫背皮层银线网是皮层微管类细胞骨架的一部分

早期应用银浸法显示，游仆虫皮层表面具有与硝酸银物质起沉淀反应形成的网状结构，

被称为“嗜银网”［１６］．此后，应用扫描电镜术和生化去膜与扫描电镜相结合的方法显示的游

仆虫皮层表面网，在形态上与嗜银网相一致，由此“嗜银网”也被作为皮层细胞骨架成分之

一［３］．本文应用ＦＬＵＴＡＸ和抗α微管蛋白抗体标记显示的小腔游仆虫背皮层表面网是“单

线型网”，也与前述的“嗜银网”和皮层细胞骨架成分相一致，表明该结构也是一种微管类细

胞骨架．尽管在不同种类的游仆虫中，其背皮层银线网可能呈现不同的形态特征，但在已经

报道的部分游仆虫例如伍氏游仆虫（犈．狑狅狅犱狉狌犳犳犻）
［１２］和阔口游仆虫（犈．犲狌狉狔狊狋狅犿狌狊）

［１３］

中用所述的荧光标记方法也能显示其背皮层银线网，这说明游仆虫的背皮层银线网作为该

类纤毛虫细胞骨架的组成成分之一，具有皮层微管类细胞骨架的普遍特征．

３．２　游仆虫皮层纤毛器发生的特异性

目前，对游仆虫形态发生中老口围带的命运及前仔虫口纤毛器的来源尚存在不同的认

识，在不同种游仆虫中观察到，形态发生中前仔虫口围带或是由继承老结构而来［１７２０］，或是

８５



第５期 林钦文，等：小腔游仆虫（犈狌狆犾狅狋犲狊犪犲犱犻犮狌犾犪狋狌狊）皮层微管胞器的荧光标记

在老口围带位置更新而来［２１２２］．本文应用荧光标记方法显示，与其他常见的游仆虫比较，例

如阔口游仆虫［１３］，尽管小腔游仆虫额腹横棘毛微管胞器及后仔虫口纤毛器的发生与其具有

相似的模式，但前仔虫口围带则是由翻领部的老小膜退化而在原位置更新产生的新小膜与

领部的老小膜一起组装形成的，且其波动膜是重新发生的．结果表明，小腔游仆虫形态发生

中与老口围带经历两种不同的命运相一致，前仔虫口纤毛器微管胞器也有两种不同的来源．

并且，小腔游仆虫背纤毛器微管发生中，在每列背纤毛中部迅速形成一列新背纤毛原基，成

熟的新纤毛与其他残留的背纤毛一起，共同成为新仔虫背纤毛的情况，与以前报道的游仆虫

其新背纤毛原基在背纤毛列中部的各个背纤毛基体后发生，其中先发生一个新基体，待新基

体成熟后在成熟基体后又产生一个新基体，直至在每个老基体后形成３～４个新基体，新老

基体共同组成一列背纤毛原基的背纤毛发生模式［２１］不一样．据此认为，游仆虫属纤毛虫中

其皮层纤毛器微管尤其是前仔虫口纤毛器和背纤毛器微管的形态发生也存在差异，这种差

异可能具有种的特异性，也可以作为种的分类依据之一．

３．３　小腔游仆虫微管胞器发生及成熟过程中其微管蛋白组分的变化

ＦＬＵＴＡＸ直接荧光标记是根据荧光紫杉醇与β微管蛋白上的ＧＴＰ水解区域特定位

点结合来特异性标记微管结构，但其只与已组装成微管的β微管蛋白结合，不与未聚合的微

管蛋白二聚体反应［２３］；而抗α微管蛋白抗体免疫荧光标记通过特异性抗体与α微管蛋白免

疫结合来标记微管结构．抗α微管蛋白抗体免疫标记游仆虫背皮层表面微管网与ＦＬＵＴＡＸ

标记相比，结构相对清晰，表明该表面微管网与细胞其他皮层微管其微管蛋白组分可能存在

差异；此外，与ＦＬＵＴＡＸ标记相比较，应用抗α微管蛋白抗体免疫荧光标记早期发生的额

腹横棘毛原基和背触毛原基，其结构的显示也较为清晰，推测该游仆虫形态发生中，早期额

腹横棘毛原基和背触毛原基与此后发育中的原基的微管蛋白组分是有差异的，这说明皮层

纤毛器微管组装和成熟过程中，其微管蛋白组分也是在不断发生变化的．
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