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原生动物贻贝棘尾虫微管胞器的荧光标记与显示
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摘要：采用 *+,-./直接荧光标记和抗#微管蛋白抗体的间接免疫荧光标记显示，原生动物贻贝棘尾虫
（120,($03"#+ 402#,)&）细胞微管胞器由口围带、波动膜、额腹横棘毛、左右缘棘毛、背纤毛等纤毛器微管骨
架、纤毛器基部附属微管和其他皮层微管骨架组成。纤毛器微管骨架和基部附属微管按皮层纤毛模式

定位；皮层左、右侧微管带和领肋壁微管等其他皮层微管构成细胞特定位置的皮层微管骨架，并可能为

具有背腹分化的腹毛目纤毛虫所特有，对维持细胞背腹面的形态、支持附近纤毛器（如左、右缘棘毛）的

运动起作用。本文较完整地阐述了其细胞骨架的三维构形，对于深入了解纤毛虫细胞微管骨架的结构

和分布特征，进一步揭示微管类胞器的功能是有意义的。

关键词：贻贝棘尾虫；微管胞器；荧光标记

中图分类号：01)$，01)! 文献标识码：. 文章编号："!)"2(!#(（!""#）"$2&%2"#

!"#$%&’(’)*$ +$,*-.))./ "- !"#$%&#’()* +#")$,- 0.1.*).2
(3 4)’%$./#.-& 5*(.)"-,

3456 789:!" 5; <=9:! 6, *>2?@9:!
（!13"((, (- 5#-% 13#%$3%&，6+&2 !"#$+ 7(*4+, 8$#9%*&#20，1"+$/"+# !"""#!；
"!(,,%/% (- 5#-% 13#%$3%&，:);#+$ 7(*4+, 8$#9%*&#20，:)<"() ()"""&，!"#$+）

6(/&$*#&：A=BC8D>E>F@C 8C:@9GFFGH 8I JC8D8K8@，120,($03"#+ 402#,)&，L@H @9@FMKGN L=DO @9D=2#2D>E>F=9 @9D=E8NM @9N
*+,-./P -OG CGH>FDH HO8LGN DO@D DOG Q=BC8D>E>F@C 8C:@9GFFGH B89H=HDGN 8I B=F=@D>CGH @9N =DH E@HG2@HH8B=@DGN
Q=BC8D>E>FGH @H LGFF @H B8CDGR Q=BC8D>E>F@C BMD8HSGFGD89HP -OG B=F=@D>CGH =9BF>NG @N8C@F K89G 8I QGQEC@9GFFGH（.3A），
>9N>F@D=9: QGQEC@9GH（,A），IC89D@F2TG9DC@F2DC@9HTGCHG B=CC=（*U-V），FGID2 @9N C=:OD2Q@C:=9@F B=CC=（+WAV），N8CH@F
S=9GD=GH（X?），GDBP -OG B=F=@D>CGH @9N E@HG2@HH8B=@DGN Q=BC8D>E>FGH @CC@MGN =9 DOG HJGB=I=B @CG@H 8I B8CDGRP
AG@9LO=FG，DOG FGID2 @9N C=:OD2Q=BC8D>E>F@C C=EE89H，8C@F C=E2L@FF Q=BC8D>E>FGH @9N 8DOGC Q=BC8D>E>FGH B8QJ8HGN DOG
B8CD=B@F Q=BC8D>E>F@C BMD8HSGFGD89H =9 I=RGN @CG@H @9N DOGM Q=:OD EG 8L9GN GHJGB=@FFM EM DOG OMJ8DC=BO B=F=@DGH LO=BO
O@N N8CH8TG9DC@F N=IIGCG9D=@D=89P A8CG8TGC，DOGM Q=:OD I>9BD=89 =9 DOG B8CDGR2HO@J=9: @9N H>JJ8CD DOG Q8TGQG9D 8I
B=F=@CM 8C:@9GFFGH 9G@CEMP -O=H J@JGC NGHBC=EGH @ DOCGG2N=QG9H=89 9GDL8CS B8QJ8HGN 8I Q=BC8D>E>F@C BMD8HSGFGD89H @9N
JC8T=NGH T@F>@EFG CGIGCG9BGH I8C @ EGDDGC >9NGCHD@9N=9: 8I DOG HDC>BD>CG BO@C@BDGC=HD=BH @9N I>9BD=89H 8I Q=BC8D>E>F@C
BMD8HSGFGD89H =9 B=F=@DGHP
7.3 8%$2/：120,($03"#+ 402#,)&；A=BC8D>E>F@C 8C:@9GFFGH；*F>8CGHBG9D F@EGF=9:

基金项目 国家自然科学基金资助项目（58P ("$&"!"%），福建
师范大学校扶苗基金资助项目（58P *A""%）；
!通讯作者，42Q@=F：IS:>YE=8P GB9>P GN>P B9；
第一作者介绍 曾红，女，博士研究生；研究方向：动物细胞及

分子生物学。

收稿日期：!""#2"%2%"，修回日期：!""#2"$2!#

近年来，对四膜虫（ =%2*+"04%$+）、草履虫
（>+*+4%3#)4）等纤毛虫的研究表明，纤毛虫中
的微管类细胞骨架的类型极其丰富［% ’ )］，因此

以纤毛虫为材料研究微管的组装和调控具有不

可比拟的优越性。但目前除游仆虫（6)?,(,%&
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外，对微管组成更为复杂的腹毛目纤毛虫研究

得甚少，特别是对其中一些大型的种类，如贻贝

棘尾虫（ !"#$%&#’()* +#")$,-）等也未见报道。近
年来，随着微管蛋白抗体的广泛应用，免疫荧光

技术开始应用于微管类胞器的形态学研究，可

高效地显示纤毛类微管系统的分布［!，"］。

#$$%&’(等还报道了显示细胞微管的 )*+,#-直
接荧光素标记法［.，/］，利用 )*+,#-（一种水溶
性紫杉醇荧光衍生物）能与微管特异接合的特

性［01 2 03］也可有效地显示细胞的微管类胞器。

本文应用这两种方法对贻贝棘尾虫的微管系统

作了显示，有助于深入揭示腹毛目纤毛虫微管

骨架的结构和功能，现报道如下。

! 材料与方法

!"! 材料 所用材料为贻贝棘尾虫，3114 年
01月采集自上海市青浦区，经纯系培养后获
得。

!"# 方法 将棘尾虫接种在培养皿中培养，以
草履唇滴虫（.()$%+%&*- /*0*+1’),+）为食料进
行纯系培养，取生长状态良好的棘尾虫为材料。

!"#"! )*+,#- 直接荧光标记法 对 #$$%&’(
等的方法加以改进［05］。（0）在解剖镜下，收集、
浓缩生长状态良好的棘尾虫于凹玻片中；（3）滴
加含 1678皂苷的 9:;< 缓冲液（!1 ==>?@*
9A9;B，37 ==>?@* :;9;B，01 ==>?@* ;C,#，3
==>?@* <&D?3；E: !6/）使细胞低渗数秒；（5）用
含 38多聚甲醛的 9:;<缓冲液固定细胞；（4）
将细胞小心移至经多聚赖氨酸预处理过的洁净

载玻片，用含 1608 ,$(F>G -H011 的 9:;< 缓冲
液抽提细胞 01 =(G，再用 9:;<漂洗数遍；（7）
滴加 0 !=>?@* 的 )*+,#-H3（<>?%I’?J$ 9$>K%L
AGI），孵育 01 =(G；（!）用 9MB 缓冲液漂洗数遍
后，加上盖玻片。N?O=E’L M-70 荧光显微镜观
察、照相。

!"#"# 抗"微管蛋白的特异性免疫荧光标记
法 参考 #$$%&’(等的方法［.］并作适当修改，具
体步骤如下：（0）收集、浓缩生长状态良好的棘
尾虫于凹玻片中；（3）用含 1678皂苷的 9:;<
缓冲液低渗细胞；（5）38多聚甲醛的 9:;<缓

冲液固定；（4）用含 1608,$(F>G -H011的抽提缓
冲液（160 =>?@* 蔗糖，367 ==>?@* <&D?3，160
==>?@* PD?，0 ==>?@* ;Q,#，01 ==>?@* :;9;B）
低渗细胞。待虫体透明，用冷的抽提缓冲液冲

洗；（7）用含 58MB#的 9MB缓冲液漂洗 5次，每
次 5 2 7 =(G；（!）0 R 0111 的鼠抗"微管蛋白
Q<0#抗体（B(&=J）孵育 0 S，后用含 58MB#的
9MB缓冲液漂洗 5次，每次 5 2 7 =(G；（"）0 R 011
的 )A,D标记羊抗鼠 A&C（B(&=J）孵育 0 S，后用
含 58MB#的 9MB缓冲液漂洗 5 次，每次 5 2 7
=(G；（.）加一滴防猝灭剂 D(FOT?’>$（B(&=J），封
片。N?O=E’L M-70荧光显微镜观察、照相。
本方法与 #$$%&’(等的方法相比，增加了用

1678皂苷的 9:;<缓冲液低渗细胞的步骤，随
即固定。此改进可以减少棘尾虫细胞的破裂，

且观察到的微管结构更清晰，制片效果更好。

# 结 果

#"! 背腹面皮层纤毛器微管 贻贝棘尾虫腹
面皮层微管胞器由口围带、波动膜、额腹横棘毛

和左、右缘棘毛等胞器组成（图版#：0）。口围
带小膜排列成弧形，其基部起始于细胞长轴 0@3
位置，向左前侧弯曲伸展，终止于细胞右前端。

整个口围带含 !7 2 "1片小膜，其中自基部起向
前约占 0@3 长度的小膜纤毛列较长，再向前约
0@3长度的小膜纤毛列逐渐变短。波动膜 3片，
自口围带基部位置起始并向前伸展，约占有细

胞长轴的 0@4部分。每片波动膜是由数十根纤
毛横向排列联合而成的膜状物，纤毛向外朝左

侧口围带伸展。额腹横棘毛按 .、7、7模式分布
在特定的位置上，其中 7根横棘毛较粗大，前 4
根额棘毛次之，后 4根额棘毛和 7 根腹棘毛粗
细接近。左、右缘棘毛各 0列，左缘棘毛列含棘
毛约 51根，右缘棘毛列含棘毛约 41 根。全部
棘毛是由许多根纤毛集合特化而成的长毛笔状

复合物（图版#：3）。
细胞背面的主要微管胞器是 7 列背纤毛，

其中最长的 5列背纤毛呈平行排列，纵行于背
皮层前后。每列纤毛由 57 2 41根背纤毛组成，
每根背纤毛以基体为中心，分别向其右前方和
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左后方伸出前纵微管和后纵微管。各个背纤毛

微管相互平行排列，形成一个纵形的长微管带

（图版!：!）。
!"! 口围带、波动膜骨架 口围带骨架约占虫
体全长的 "#$（图版!：$）。口围带的微管骨架
呈弯曲的梯子形，其中小膜托架横向平行排列，

小膜间连接微管在两侧分别将前后相邻的小膜

托架连接起来。每个小膜托架发出约 %束长短
不等的小膜后微管束向右后方聚集（图版!：
%）。口围带后端约占 "#$长度的小膜托架较细
长，向内还伸出末端呈倒“&”形的微管（开口朝
向右侧的波动膜），与波动膜托架衔接（图版!：
’）。细胞领部口围带的小膜托架逐渐加粗、变
短，并渐弯成拱形。在细胞领前缘，以倒“(”字
形微管为单元紧密排列形成强固的领肋壁前缘

骨架（图版!：)）。
波动膜骨架位于口围带基部骨架内侧的口

腔肋壁，其中由一根较粗的纵微管和其左侧约

$*多根微管横向平行排列形成微管托架网，托
架左侧与口围带小膜托架的微管相互联系镶嵌

在一起（图版!：’）。
!"# 额、腹、横棘毛基部附属微管 额、腹、横
棘毛基部被其周缘的的荧光衬托显示不等边形

构造。棘毛基部形成向细胞质不同方向放射的

附属微管，即前纵微管束、后纵微管束、横微管

束和周围微管束等。其中最前端 !根额棘毛基
部发出的前纵微管束向前伸入口腔肋壁，与口

腔肋壁微管交互排列在一起，其后纵微管束伸

向基部左后侧（图版!：+）。横棘毛基部呈长方
形，从基部的边缘分别向前、后方皮层发出前纵

微管束和后纵微管束（图版!：,），该五部分横
棘毛基部前纵微管束在其前方集合到一点上成

倒扇形分布（图版!：-）。
此外，在各个横棘毛基部向四周伸展出数

根放射状排列的周围微管束（图版!："*）。
!"$ 左、右缘棘毛基部附属微管 左、右缘棘
毛中，每个缘棘毛基部发出横微管束、前纵微管

束和后纵微管束等附属微管。各个微管束按规

则定位和排列，于细胞左、右侧形成强固的立体

微管网。前纵微管束自棘毛基部左侧向左前方

皮层伸展，后纵微管束自棘毛基部右后侧向右

后皮层伸展。该两种微管在左、右缘棘毛列中

显示相似的定位特征，但横微管束的定位则不

同，其中左缘棘毛基部横微管束自棘毛基部向

右伸展在皮层内，右缘棘毛基部横微管束自棘

毛基部向左侧皮层伸展。横微管束的长短不

一，但相应部位的左、右缘棘毛基部伸出的横微

管束长度基本一致（图版!：,）。
!"% 其他皮层微管骨架 在口围带内缘的口
皮层内，含有纵向紧密排列的微管，其微管外端

与口围带骨架在领部特化形成的“(”形微管接
续，向内伸展至皮层深部（图版!：)，""）。
在细胞左、右侧分别于左缘棘毛基部微管

外侧和右缘棘毛基部微管内侧纵向分布有左、

右侧微管带。在口围带骨架与左缘棘毛基部交

界处左侧微管带的微管紧密聚集形成三角形

状，之后微管向后部延伸并逐渐变窄带状（图版

!：,）。右侧微管带自细胞右前端口围带骨架
的外侧起始，一直向后延伸至尾部，成一宽度一

致的长条带形（图版!：)，"$）。
在细胞后端，其尾部微管系统特别发达，其

中横棘毛基部强大的附属微管，即前纵微管束、

后纵微管束和周围微管束与尾部的左、右缘棘

毛基部发出的横微管束等附属微管交织在一

起，形成尾部的立体微管网（图版!：-，"*）。

# 讨 论

#"& 棘尾虫细胞微管胞器的组成和建构特征
本文采用直接荧光标记和间接免疫荧光标

记显示，贻贝棘尾虫细胞微管胞器由口围带、波

动膜、额腹横棘毛和左、右缘棘毛、背纤毛等纤

毛器及其骨架、纤毛器基部附属微管和其他皮

层微管骨架组成。其中，口围带微管骨架由小

膜托架、小膜间连接微管、小膜附属微管等构

成；波动膜微管骨架由平行排列的微管网组成；

额腹横棘毛和左、右缘棘毛基部附属微管包括

前纵微管束、后纵微管束、横微管束和周围微管

束等，背纤毛基部附属微管有前纵微管和后纵

微管。此外，皮层左、右侧微管带、领部肋壁微

管等其他皮层微管构成细胞特定位置的皮层微
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管骨架。在腹毛目纤毛虫皮层细胞骨架研究

中，!"#$依据透射电镜术和蛋白银方法获得的
结果，构建了施氏腹柱虫（!"#$%&#$’(" #$)*+**）棘
毛类纤毛器微管骨架三维图形［%&，%’］；所在实验

室应用蛋白银方法、透射电镜术和生化去膜与

扫描电镜术相结合的方法，显示了游仆虫和四

角翁尼科虫（,+’-.&/%&01# 21"/%*-&%+1$1#）皮层
纤毛器骨架与其他皮层骨架的整体结构图

形［%( ) *%］；作者在史新柏应用蛋白银方法显示棘

尾虫皮层纤维结构!的基础上，采用两种荧光

标记法分别针对微管和!微管蛋白，获得了棘
尾虫中以微管为基本成分的细胞微管骨架的图

像，所得结果有助于深入了解纤毛虫细胞微管

骨架的结构和分布特征，对于进一步揭示微管

类胞器的功能是有意义的。

!"# 棘尾虫细胞肋壁微管和左、右侧皮层微管
带、尾部皮层微管网的作用 关于腹毛目纤毛

虫肋壁微管和左、右侧皮层微管带、尾部皮层微

管网的结构和构形未见报道。棘尾虫细胞中这

些皮层微管结构的作用是显而易见的，其中：口

皮层肋壁微管与领部口围带骨架、额棘毛基部

前纵微管束交织，一起形成细胞前部立体微管

网，除对细胞前部皮层形态的维持及口纤毛器、

额棘毛的定位起重要作用外，还可充当口围带、

波动膜纤毛运动的骨架，有助于细胞摄食等生

理活动；左、右侧皮层微管带与口围带骨架、尾

部微管网连贯起来形成环绕细胞周边的强固立

体微管网，各种纤毛器通过附属微管直接或间

接与左、右侧微管带交织，使纤毛器基部得到加

固，而且左、右侧微管带可能是具有背腹分化的

腹毛目纤毛虫特有的，对维持细胞背腹面的形

态、支持附近纤毛器（如左、右缘棘毛）的运动是

有作用的；此外，尾部皮层微管网不仅巩固了横

棘毛、尾部的左、右缘棘毛的定位，而且与横棘

毛、缘棘毛基部附属微管相互交织，可能也与横

棘毛和尾部缘棘毛的运动协调有关。

!"! 棘尾虫微管胞器与其他纤毛虫微管胞器
的比较 在腹毛目纤毛虫中，目前对游仆虫的

皮层骨架研究和报道较多。尽管棘尾虫和游仆

虫具有不同的皮层纤毛模式，皮层细胞骨架按

其纤毛模式分布在皮层特定位置，体现出种的

特异性。但棘尾虫和游仆虫口纤毛器骨架与棘

毛基部的附属微管种类及构成很相似，如口围

带骨架和波动膜骨架都是由小膜托架横向平行

排列而成［**］；而且这两种纤毛虫横棘毛的前纵

微管束都向前集结，区别在于棘尾虫是集合在

皮层内前方较近处，而游仆虫的前纵微管束集

合在细胞的最前端（几乎纵贯细胞全长）。口围

带小膜后微管束、棘毛基部附属微管向不同方

向放射排列表现出极性和不对称性，在腹毛目

纤毛虫中可能具有普遍性。
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图版说明

$、# ’ $!为抗!F微管蛋白间接免疫荧光显示的棘尾虫照片；!为 /QRS6T直接荧光标记的棘尾虫照片。标尺均为 $"""C。

$ )细胞腹面观；! )细胞腹面纤毛结构（6W:：口围带；R:：波动膜；/X：额棘毛；YX：腹棘毛；SX：横棘毛；Q:X：左缘棘毛；K:X：
右缘棘毛）；# )背纤毛基体列（*O$，!，#分别为背纤毛基体列 $，!，#）及附属微管［背纤毛基体（小箭头）、附属微管（大箭头）］；I)口
围带骨架：口围带托架（6W:0）、小膜间连接微管（大箭头）、小膜后微管束（小箭头）；P)波动膜骨架：波动膜托架（R:0）及其与口围

带骨架（6W:X）衔接处（箭头）；% )领前缘的倒“R”形微管（大箭头）和右侧皮层微管带（小箭头）；()额、腹、横棘毛基部：额棘毛基部
（0/X）、腹棘毛基部（0YX）、横棘毛基部（0SX）和额棘毛基部附属微管［示前纵微管束（6）、后纵微管束（Z）、周围微管束（K）；H)左、
右缘棘毛基部附属微管［示 6、Z、横微管束（S）］和左侧皮层微管带（Q:K）、腹棘毛基部后纵微管束（YZ）、横棘毛基部前纵微管束
（S6）；&)横棘毛基部的后纵微管束（箭头）；$")横棘毛基部周围微管束（箭头）；$$)领部微管网，口皮层肋壁微管（箭头）；$!)右侧
皮层微管带（箭头）。

*+,-./.012/ 23 4-.05
$，# [ $!：5CC943>@9182=84; C+=13B1,GL2 3> ;(5*$35:.,1 05(,*") @,A8@87 AN ,4;+F!F;9A9@+4 ,4;+A37N；!) /@9182=84; C+=13B1,GL2 @,A8@87 AN /QRS6T)

SL8 @84B;L 3> ,@@ ;L8 A,12 +4 ;L8 B1,GL2 +2 $""C)
$ ) Y84;1,@ 2+78 3> ;L8 =8@@ )
! ) X+@+,;9182 34 ;L8 E84;1,@ 2+78 +4=@978 ,731,@ -348 3> C8CA1,48@@82（6W:），9479@,;+4B C8CA1,482（R:），>134;,@ =+11+（/X），E84;1,@ =+11（YX），

;1,42E8128 =+11+（ SX），@8>; C,1B+4,@ =+11+（ Q:X）,47 1+BL; C,1B+4,@ =+11+（ K:X）)
# )*312,@ <+48;N @+482 34 ;L8 7312,@ 2+78，2L3\+4B *O$，!，# ,47 *OFA,28F,223=+,;87 C+=13;9A9@82 +4=@97+4B A,2,@ A37N（2C,@@ ,113\）,47 3;L81
,223=+,;87 C+=13;9A9@82（A+B ,113\2）)

I ) 6731,@ -348 3> C8CA1,48@@82 =N;32<8@8;34，2L3\+4B C8CA1,48@@8 A1,=<8;2（6W:0），C+=13;9A9@82 @+4< A8;\884 C8CA1,48@@8 A1,=<8;2（A+B ,113\2）
,47 G32;FA1,=<8; C+=13;9A9@82（2C,@@ ,113\2）)

P ) R479@,;+4B C8CA1,48 =N;32<8@8;34（R:X），2L3\+4B R:0（C8CA1,48 A1,=<8;2）,47 ;L8 @+4<2（,113\2）A8;\884 R:X ,47 6W:X)
% ) X34E8128“R”2L,G8 C+=13;9A9@82（A+B ,113\2）34 ;L8 ;3G 3> ;L8 =3@@,1 ,47 1+BL;FC+=13;9A9@,1 1+AA342（2C,@@ ,113\2）3> ;L8 =31;8?)
( ) 0,282 3> ;L8 /YSX（0/X，0YX，0SX 182G8=;+E8@N）,47 /XFA,28F,223=+,;87 C+=13;9A9@82，2L3\+4B ,4;81+31 @34B+;97+4,@ C+=13;9A9@82（6），

G32;81+31 @34B+;97+4,@ C+=13;9A9@82（Z），,47 1,7+,;8 C+=13;9A9@82（K）)
H ) Q:XF ,47 K:XF A,28F,223=+,;87 C+=13;9A9@82（ 6，Z，;1,42E8128 C+=13;9A9@82（S）），@8>;FC+=13;9A9@,1 1+AA342（Q:K）3> ;L8 =31;8? ，YXF A,28F

,223=+,;87 C+=13;9A9@82（YZ）,47 SXF A,28F,223=+,;87 C+=13;9A9@82（S6）)
& ) SXF A,28F,223=+,;87 G32;81+31 @34B+;97+4,@ C+=13;9A9@82（,113\）)
$" ) SXF A,28F,223=+,;87 1,7+,;8 C+=13;9A9@82（,113\2）)
$$ ) :+=13;9A9@,1 =N;32<8@8;34 3> ;L8 =3@@,1，2L3\+4B 31,@ 1+AF\,@@ C+=13;9A9@82（,113\2）)
$! ) K+BL;FC+=13;9A9@,1 1+AA342（Q:K）3> ;L8 =31;8?（,113\2）)

·P(·I期 曾 红等：原生动物贻贝棘尾虫微管胞器的荧光标记与显示



曾 红等：原生动物贻贝棘尾虫微管胞器的荧光标记与显示 图版!
!"#$ %&’( !" #$ )：*+,-&./0/12- 3-(2’41145 +’ %"&$’(&)*+# ,&"+$-. 64742148

09 :1/&-45,4’. ;2041+’( <12.4 !

图版说明见文后

·=>· 动物学杂志 /*+(!.! 0’-1(#$ ’2 3’’$’4& ?@卷


