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摘 要 当冠突伪尾 柱虫进入二 裂中期
,

小核排 列于融合大核的左侧时
,

在二者 之间作

一纵向切割
,

手术简便
,

容易获得无小核体
.

利用某些特定的活体特征作标记
,

可以快速准

确地识别和筛选出无小核体并建立其细胞系
.

关键词 纤毛虫
,

冠突伪尾柱虫
,

去小核
,

无小核体

在真核生物中
,

纤毛虫的核器二型化
,

属非常独特的一支
.

向来认为
,

纤毛虫的大

核专管营养
,

小核专司生殖
.

然而
,

这一传统的观点近年却不断地受到质 疑 〔`〕 ,

越 来

越多的证据表明某些纤毛虫的小核同时具有一定的体细胞功能 〔2
~ “〕

.

研究小核的体细

胞功能
,

从细胞内除去小核以获得无小核细胞系的方法很多〔`〕
,

但这些方法各有 其 不

足之处
。

我们在研究冠突伪尾柱虫 ( sP eu do
。 , os t夕la c1 l’st at a) 小核的体细胞功能过程中

,

总结出了一套获得和鉴别无小核细胞的较简易的方法
,

现介绍如下
。

1 材料和方法

1
.

1 细胞和培养 冠 突 伪尾 柱 虫 (P
s e u d o u ; o s t夕la c r i s ta ta ) 2

,

4
,

6
,

5 2 0
,

2 5和 4 6

号株系
,

其中 2 , 4 , 6 号于 1 9 8 6年夏采集于上海市郊
, 8 10 号是 1 9 8 1年秋两个原种 ( S

。和

S。 ) 交配的后代
,

28 号是 1 9 8 6年冬 2 号和 8 10 号的交配 后代
,

4 6号是同期 4 号和 6 号的

交配后代
。

细胞培养的方法与以前的报道相同 〔“ , 7〕
。

1
。

2 无 小核体的获得 冠突伪尾柱虫在分裂间期通常含约 60 枚大核和 8 ( 5 ~ 14 ) 枚小

核
,

二者混合散布于细胞质内
.

然而
,

当细胞进行二裂时
,

所有的大核就融合成 1枚
,

而步入有丝分裂前期的小核
,

常常 3一 6 枚有规律地呈直线排列于融合大核的左侧 ( 图

版
一
1 )

。

从大核开始合并至融合大核分裂 5 ~ 6 次
,

小核一直保持着这种排列位置
.

为

除去小核
,

先挑选具融合大核的细胞于装有新鲜培养液的小培养皿内
,

用自制不锈钢针

在双目镜下于大小核之间作一纵切 (图版
一 1 )

,

然后 将右侧含有大核的细胞 块一一单独

培养或多块一起培养
,

让其再生
、

增殖成单个的细胞系或混合群体
.

当每一个细胞系多

达 10 个细胞以上时
,

分 别取出 1 ~ 2 个细胞作细胞学鉴定
.

对于混合群体
,

则直接解剖

镜下活体进行无小核体的鉴定
.
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1
.

3 细 胞学鉴定 为了确定切割再生体细胞内是否存在小核
,

用醋酸地衣红 临时制片检

查
.

为评估细胞纤毛系统结构变化的细节
,

按蛋白银染色技术制片〔8 〕 .

2 结 果

盛

、 \

2
.

1 无 小核细胞 系的得率 从各实验细胞株系共切割细胞 1 41 个
,

除其中 8 个切割 后 细

胞死亡外
,

建立切割后细胞系 1 33 个
.

经细胞学鉴定 (图版
一

2 )
,

其 中19 个为无小核细胞

系
,

获得率总计为14 肠
.

从各细胞株系所切割的细胞数
,

所得无小核系数及各自所占的

百分比详见表 1
.

其中无小核系得率最高的是来自28 号
,

占33 肠 ;
最低的来自81 0号

,

占

4 肠
。

2
.

2 小核时胞 口结构的影响 在各无小核系建立后的第一个月中
,

分别取样进行蛋白银

染色镜检
.

结果表明
,

所有的无小核系群体中
,

半数或半数以上的细胞形态异常
,

其中

最明显的特征是 口围带 ( A Z M ) 的翻领部 ( A Z M一 l
a
eP l r e g i o

n) 的小膜残缺不 全 ( 图版
一
3

, 4
,

5 ,

6)
.

A Z M
一
L小膜的缺损按其轻重程度又可 以分为几大类型

:
D型是 最 严 重 的

一类
,

前端数片至大部分 A Z M一 L小膜完全消失 (图版
一 6 ) ; A 型次之

,

数片至数 十片

A Z M
一
L小膜的左侧大部分消失

,

仅右侧留下一列毛基板仍将 领 部 ( A Z M一 C ol l a r
) 和

A Z M一 L 联系在一起 (图版
一 4 , 5 ) ; B和 C型缺损程度较轻

,

每片小 膜大约 失去其长度

的1 / 2到 1 / 4 (图版
一 4 , 5 )

,

且受影响的小膜片数较少
,

B型约 3 ~ 10 片
,

C 型 约 1 一 8

片
.

各无 小核系群 体中 A
、

B
、

C
、

D 各型所占的比率以及 A Z M一 L 各系中的畸形率 列

于表 2
.

其中 6 a m l (即来自 6 号的竿一个 无小核系
,

其它编 号如此类推 ) 的畸 形率高

达 9 8肠
.

作为对照
,

我们检测了各无小核细胞株系共7 55 个细胞和切割 后有小核的 10 个

细胞系的共1 1 1 4个细胞
.

除28 m 2 (即源于 2 8号切割后有小核的第二个细胞系 ) 140 个细胞

中有一例 D型虫外
,

均未发现 A Z M一 L畸形
.

2
.

3 无 小核体 的活休特征 从表 2 可知
,

各无小核系的细胞 A Z M畸型率均在 50 肠以上
,

而 A和 D 型虫的 A Z M小膜缺损是最严重的 (见图版
一 4 , 5 , 6 )

.

通过活体观 察
,

我们发

现无小核系群体中部分细胞的A Z M
一
L 中前段有一明显透明区

,

在此区同时伴随着细 胞

向内凹陷的现象
,

与制片观察 A Z M 一 L小膜缺损的位置和形态相符
,

因此推测是 A 和 D

型虫
.

为此我们特地从无小核系群体中挑选出 33 只 A Z M一 L 中前段具透明 区且 内陷 的

细胞行 蛋白银染色
,

结果表明其中18 只为 A 型虫
,

15 只为 D型虫
,

从而证实了上述推测
.

另外
,

我们还切割了 2 号的 27 只细胞并混合培养在一个皿内让它们再生和分 裂
。

当群体

增大到约20 0只细胞时 庄双目镜下观察
,

按上述特征共选出 6个细胞并分别单独培 养 成

6 个细胞系
.

制片检查结果表明
,

这 6 个细胞系均是无小核系
.

3 讨 论

参

从纤毛虫细胞 内除去小核
,

X射线
、

微束 i教光以及化学方法 等是直接 在细胞质内将

小核击毁或使其解体 〔 ’ 〕
.

然而 这些方法很难排 除某些小核 的基因片段仍保存在细胞质

内甚至整合到大核里去
,

因此使实验分析复杂化
.

T a k a h as hi 所使用的是随机多次切割

法 〔` 〕
,

但手续繁复
、

工作量大
,

给细胞造 成的损伤较严重
.

本实验选 择融合大核时期
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图版 冠突伪尾柱虫无小核休的人工获得与快速筛选

P I扭 t e O b t a in m e n t a n d id e n t i f ie a t io n o f t he a m ie r o扭 u e le a t e s o f P
。 c r̀ 泞 ta t a

图 1~ 6 腹面观
.

其中 1和 3为有小核体
,

2
、

4 一 6 为无小核体
. x l

,
2 00 1

.

示 细胞 分

裂中期的融合大核 (大箭号 )及其左侧的 4 枚小核 (,J
、
箭头 )

,

线段示切割位置
.

2
.

示无小核体的分裂

中期
,

箭号指融合大核
,

3
.

示有小核体分裂间期的部分 皮膜系统 : 口围带领 部( A z M一 C )和翻领

部( A z M一 L )
,

额腹斜棘毛 ( F v T )和波动膜 ( U M )
.

箭号 指 2 枚 小核
,

其余 较大的黑 色团 块为大

核
.

4 ~ 6
.

示无小核体A z M一 L缺损的数种类型 ( A
, B

,

C
,

D )

进行切割可一次性地得到无小核体
,

较为简单
,

方便
.

至于为何无小核体的得率偏低的

原因大概有二
.

一是小核在融合大核左侧的分布虽然有一定的规律
,

但由于二者非常贴

近
,

切割时难免个别小核进入含融合大核的细胞块内
.

二是进入有丝分裂前期的小核才 老
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盛

排列于融合大核的左侧
,

有时某些细胞内仍有少数小核不进入前期因此随机分布于细胞

质的其它 区域 〔。〕
.

如果这种小核位于细胞右侧
,

则切割后 仍得不到无小核体
.

通过活体观察和染色标木的对照分析
,

我们发现无小核体A Z M一 L部位上的透明区

及其 凹陷是与 A Z M一 L小膜的严重缺损密切相关的
.

由于这些小膜大部或全部消失
,

光

线容易透过
,

因此看到是透明的
.

又由于小漠皮下的毛基板及其微竹束这些构成细胞 胃
,

架的重要组分亦同时消失了
,

该处细咆质失去了支撑
,

故向内侧凹陷
。

根据这些特征
,

可 以不 经染色制片
,

直接快速而又准确地对该虫无小核体进行活休 鉴定
.

同样
,

如果没

有特殊的研究需要
,

可以 将该 虫的切割休混合 培养
,

再从群 体中直接选择无小核休
,

将能够节约大量的时间
。

冠突伪尾柱虫在失去小核后
,

其生活力下降
,

分裂能力降低
,

虫体变小
,

除严重地

导至 A Z M畸形外
,

亦使额
、

腹
、

斜棘毛 ( F V T )数明显减 少
.

有关其小核 的休细胞功能

及其统计学分析 己另作报道 〔“ 〕
.

表 1 通过 切割从不同细胞株所得 的 无 小核 系数及其得率

T a b
.

1 T h e f r o q u e n e y o f a m i e r o n u 。 l e a t e e o l l l i n e s o b t a i n o d b y a m p u t a t io n

实验细
胞株系

切割建立的
细 胞 系 数

无小核

系 数
无小核系
得率 ( % )

9

4

6

2 8

4 6

乏1 9

3 0

4 7

5

6

1 9

2 6

总计 1哭 1

表 2

T a b
.

2 T h e

1 i n e s

各无 小核 细 胞 系A Z M 缺损的百分比

f r e
q

u e n e y o f d e f o e t i v e A Z M i n a m i e r o n 一 e l o a t e e o l l

i n t h e l o t m o n t h

细胞系
A Z M缺损类型 (% )
D A B C

样本数

(细胞 )
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