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不同生理状态下膜状急纤虫大核 !"# 和
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摘要：为 探 索 纤 毛 虫 在 营 养 及 休 眠 条 件 下 两 套 遗 传 系 统 的 作 用 关 系，对 膜 状 急 纤 虫（ 1+2"0&(3+
4%,,#($%,,+）营养细胞和休眠包囊大核 ’()、线粒体 ’() 进行了 *)+’ 比较。结果显示，在所选用的 ,$ 条

随机引物中，大核 ’() 共扩增出 !", 条片段，其中以休眠包囊大核 ’() 为模板扩增出 $- 条特有片段，

以营养细胞大核 ’() 为模板扩增出 ,# 条特有片段，两者存在 $".的差异。在所选用的 ,! 条随机引物

中，线粒体 ’() 共扩增出 !%# 条片段，其中以休眠包囊线粒体 ’() 为模板扩增出 ,- 条特有片段，以营

养细胞线粒体 ’() 为模板扩增出 $/ 条特有片段，两者有 ,0.的差异。结果表明，膜状急纤虫休眠包囊

与营养期的大核 ’() 结构存在显著的差异；两者的线粒体 ’() 结构也存在较大差异。这表明，膜状急

纤虫在包囊形成过程中，大核及线粒体 ’() 结构可能都发生了一定的变化，并且这些变化可能与包囊

形成过程中的形态结构和代谢活动等剧烈变化以及休眠状态下的生理生化变化密切相关。
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纤毛虫在特定环境条件下形成包囊是一种

常见的现象。在纤毛虫包囊现象的研究中，对

包囊形成过程中细胞结构的分化迄今已积累了

较多的资料［=，>］。其中值得注意的是，纤毛虫形

成包囊时随着细胞结构的分化，大核经历了显

著的变化，如凝缩或融合成圆球，染色质的形态

及其大核内的定位也发生连续的改变，89: 含

量明显减少，细胞脱包囊时核又恢复为正常状

态［? @ A］。对纤毛虫细胞中发生的这种核现象，除

显微和亚显微水平的工作外，目前尚未进行深入

的探讨，对细胞形成包囊过程中 89: 的变化动

态也知之不多。本文应用 ;:B8 技术，对腹毛类

纤毛虫膜状急纤虫（!"#$%&’(" )*++,’-*++"）休眠包

囊与营养细胞大核 89:、线粒体 89: 作了比较

分析，以期为揭示纤毛虫细胞结构的分化与细

胞遗传物质的作用关系问题提供基础资料。

) 材料与方法

)*) 材料 膜状急纤虫采自华东师范大学小

湖内，经分离和建立纯系培养。

将急纤虫接种至培养皿中，置于 >CD的恒

温培养箱中，以池塘过滤水中加入麦粒后形成

的麦粒发酵液进行培养，每 E @ A 0 更换一次培

养液，使虫体达到较高密度和良好的营养生长

状态。在虫体达到较高密度后，不再更换培养

液，并中断食物供给，几天后大部分虫体转变为

包囊。

)*+ 方法

)*+*) 大核 89: 的提取 休眠包囊与营养细

胞大核 89: 的提取按照孙军等的改良盐方法

操作［F］。

)*+*+ 线粒体 89: 的提取 休眠包囊与营养

细胞线粒体 89: 的提取参照杜宝剑等方法操

作［G］。

)*+*, 89: 浓度及纯度的测定 利用紫外分

光光度计测定吸光度 : 值，通过 :>AH I:>GH 的比

值判断样品 89: 纯度。此比值均大于 =JGH。

)*+*- ;:B8 多态性条带的扩增及产物的分离

以大核 89: 和线粒体 89: 为模板，选用 ?E
个引物进行扩增分析，所选引物序列见表 =。

表 ) 大核和线粒体 ./0 扩增所用随机引物及序列

1234" ) 526’%7 8&97"&( 26’ (":;"6<"( ;("’ 96
72<&%6;<4"2& 26’ 79=%<>%6’&924 ./0 27849?9<

!
!
!
!
!
!

2=9%6

随机引物

;’(0"#
5,+#$,

序列

K$L1$(%$

随机引物

;’(0"#
5,+#$,

序列

!!

K$L1$(%$

!!K= CMNOOOPNPOPP?M KC> CMP:PPNO:OPP?M

!!K> CMON:OPPPONN?M KCC CMP:OPPNONPO?M

!!KE CMNN:PONN:NO?M KCG CMN:N:NPP::P?M

!!KF CMNNON:PNP:N?M KAE CMPPNP:OPO:P?M

!!KG CMNOPP:P:PNN?M K=H? CM:N:PNOPP:P?M

!!K=G CMPP:P:NP:NO?M K=A? CMP:N::NPPP:?M

!!K=Q CM:PPPPPN::N?M K=AF CMP:NPN:P::N?M

!!K>H CMNN:PPPOO:P?M K=FE CMON:PNNPNNO?M

!!K>? CM:NOP:NPP:P?M K=FA CMOPOPPNPPPO?M

!!K>F CMNON:OPNP:N?M K=GH CMOPOPPNPPPO?M

!!K>G CMNON:PNO:NN?M K=G? CMP:N:NNOPPP?M

!!K?H CMNON:OPNP:N?M K>=F CMPP::PNOPNO?M

!!K?G CM:NNON:PPNO?M K>CQ CMNOP:NONPNN?M

!!KEH CMNOONPN:OPP?M K>AF CMPONN:PNOP:?M

!!KEE CMOPONNON:NN?M K>G? CM:P:NPPONPO?M

!!KEF CMOONNP:PNNN?M K?=Q CMONNP::NNP:?M
KCH CMNNOPO:P:PP?M KFCC CM::PPN:PNNN?M

用实验所得最佳反应体系进行 ;:B8 扩

增，反 应 总 体 积 为 >C!-。包 括：O,+!RSP- =H
##"-IT，UP- CH ##"-IT，7)P-> > ##"-IT，E 种

09OB 共 >HH!#"-IT，随机引物 =C ()，大核 89:
（或线粒体 89:）=C @ >H ()，!". 89: 聚合酶

>JC 单位。混匀，加盖石蜡油。;:B8 反 应 过

程：预变性 QED ? #+(，变性 QED = #+(，退火

?GD = #+(，延伸 F>D = #+(，共循环 ?G 次，完成

最后一次循环后 F>D延伸 E #+(。

扩增产物经 =V琼脂糖凝胶（WX 终浓度为

HJC!)I#-）在 = Y O:W 缓冲液中，GH < 电压电泳

= & 分离，在凝胶成像仪中观察、记录、拍照。利
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用 !"#$%&’() 软件进行图像的分析处理。随机

扩增电泳条带大小由 !"#$%&’() 软件根据 *+,
-#$.($ */0111 标准条带（分子量分别为 211、

031、311、431、2 111、0 111 56）比较获得。

根据 +(’ 和 /’ 公式：! 7 0"#$ 8（"# 9 "$ ）

计算样品的共享度。其中，! 为共享度。"#$

表示两个物种共有片段数；"#、"$ 分别表示 #
物种、$ 物种扩增片段总数［4］。

! 结果与讨论

!"# 大核 $%& 的多态性分析 膜状急纤虫大

核 *+, 的 :,;* 结果如图 2 所示，在所选用的

<= 条随机引物中，有 > 条引物的扩增产物完全

不同，其余 0? 条引物的扩增产物各有差异。<=
条引物共扩增出 01< 条片段，片段大小大部分

在 0?1 @ 2 311 56 之间，其余在 011 @ 2 ?11 56 之

间。其中以休眠包囊大核 *+, 为模板扩增出

21> 条片段，以营养细胞大核 *+, 为模板扩增

出 A4 条片段，两者有 >2 条共享片段，根据 +(’
和 /’ 公式计算出两者的共享度为 >1B；休眠包

囊大核 *+, 扩增出 =3 条特有片段，营养细胞

大核 *+, 扩 增 出 <> 条 特 有 片 段，两 者 存 在

=1B的差异。

以 !2、!4、!=1、!31、!024 和 !433 为引物，膜

状急纤虫休眠包囊与营养细胞大核 *+, 扩增

产物完全不同，共扩增出 24 条片段。如利用引

物 !=1，休眠包囊扩增出一条 ?34 56 的片段，而

营养 细 胞 扩 增 出 >0A 56、431 56、2 111 56 和

2 ?0= 56 = 条片段。余下 0? 种引物扩增出来的

大核 *+, 片段不尽相同，其共享度变化范围为

<<B @ ?<B之间，如利用引物 !33，休眠包囊与

营养细胞大核 *+, 除了都扩增出 ==3 56 和 3=?
56 两条片段之外，两者还分别扩增出一条 0?1
56 和 413 56 片段。

纤毛虫生命周期中，大核形态发生规律性

的变化。大核发育期间 *+, 复制过程中，其

*+, 发生重组等结构变化，包括剪接、剪切、重

排和消除［A］。但对于纤毛虫形成休眠包囊过程

中其大核 *+, 结构的变化报道甚少。顾福康

等发现，包囊游仆虫（%&’()*+, +-./,*0.&,）形成休

眠包囊时，大核融合收缩成圆环形，大核染色质

松散分布，其大核 *+, 含量只相当于营养细胞

的 一 半［2］。 ;#C#D’EF 等 报 告，膨 大 肾 形 虫

（1)(’)23 0-4(3*3）在形成包囊过程中涉及特异

*+, 去甲基化［21］。G#$#H#I 等报告，双环栉毛虫

（5020-0&6 -3,&*&6）形成包囊期间，大核核仁结

构急剧变化［22］。本实验结果显示，膜状急纤虫

休眠包囊与营养细胞两者大核 *+, 扩增片段

存在着一定的差异，提示急纤虫形成包囊时大

核 *+, 结构可能发生了变化。推测这些 *+,
差异片段的产生也可能与大核 *+, 的重组、缺

失和修饰有关。与营养细胞相比较，急纤虫休

眠包囊大核 *+, 结构的变化与细胞由营养状

态下的代谢活动向相对静止状态的转化以及休

眠的生理生化特征密切相关。因此，外界环境

条件的突然变化（温度的变化、食物缺乏等）致

使细胞（纤毛）运动停止，胞器功能活动（尤其是

胞口的摄食、食物泡的消化及其他胞器相联系

的功能活动）减弱，最终细胞形成休眠包囊，这

些细胞生命活动的明显变化与细胞大核基因组

的变化可能是互为因果关系。

!"! 线粒体 $%& 的多态性分析 膜状急纤

虫线粒体 *+, 的 :,;* 结果如图 0 所示。在

所选用的 <0 条随机引物中，有 2 条引物的扩增

产物完全相同，< 条引物的扩增产物完全不同，

其余 0? 条的扩增产物不尽相同。<0 条引物共

扩增出 02> 条片段，绝大部分片段的大小在 031
@ 2 111 56 之间，其余片段的大小在 011 @ 0 111
56 之间。其中以休眠包囊线粒体 *+, 为模板

扩增出 210 条片段，以营养细胞线粒体 *+, 为

模板扩增出 22= 条片段，两者有 >4 条共享片

段，根据 +(’ 和 /’ 公式计算出两者的共享度为

>0B，休眠包囊线粒体 *+, 扩增出 <3 条特有

片段，营养细胞线粒体 *+, 扩增出 =4 条特有

片段，两者存在 <?B的差异。

以 !0 为引物，急纤虫休眠包囊与营养细胞

线粒体 *+, 扩增出 < 条完全相同的片段，其分

子量分别为 03A 56、321 56 和 431 56。以 !2、

!30 和 !2?< 为引物，休眠包囊与营养细胞线粒

体 *+, 扩增出的条带完全不同，余下 0? 种引
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物扩增出来的线粒体 !"# 片段不尽相同，其共

享度变化范围在 $$% & ’(%之间，如利用引物

)*+，休眠包囊与营养细胞线粒体 !"# 都扩增

出一条 (,’ -. 的片段，而营养细胞线粒体 !"#
还扩增出一条 / 0*, -. 的片段。

图 ! 急纤虫休眠包囊与营养细胞大核 "#$ 随机扩增产物电泳图谱

%&’( ! )*+ ’+, +,+-./01*0/+2&2 13..+/42 05 10,670/1*&- 5/3’7+4.2 05 .*+ 73-/048-,+3/ "#$ 5/07 .*+ /+2.&4’ 349
.*+ :+’+.3.&:+ -+,,2 &4 !"#$%&’(" )*++,’-*++" 35.+/ /34907 371,&5&-3.&04

1：123453；)/，)*，)6⋯：随机引物；7：休眠包囊；8：营养细胞。

1：123453；)/，)*，)6⋯：92:;<= .3>=53?；7：95?@>:A BC?@；8：D5A5@2@>E5 B5FF G
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图 ! 急纤虫休眠包囊与营养细胞线粒体 "#$ 随机扩增产物电泳图谱

%&’( ! )*+ ’+, +,+-./01*0/+2&2 13..+/42 05 10,670/1*&- 5/3’7+4.2 05 7&.0-*048/&3, "#$ 5/07 .*+ /+2.&4’ 348
.*+ 9+’+.3.&9+ -+,,2 &4 !"#$%&’(" )*++,’-*++" 35.+/ /34807 371,&5&-3.&04

!：!"#$%#；&’，&(，&)⋯：随机引物；*：休眠包囊；+：营养细胞。

!：!"#$%#；&’，&(，&)⋯：,"-./0 1#20%#3；*：,%342-5 6734；+：8%5%4"429% 6%:: ;

线粒体是真核细胞内一种重要的半自主性

细胞器，其功能活动受自身 <=> 和核 <=> 双

重调控，纤毛虫形成包囊过程中大核 <=> 的变

化可能也伴随着线粒体 <=> 的变化。与此相

对应，纤毛虫在形成包囊过程中，除自噬泡内的

线粒体已显异常，处于不同消化阶段，如有的线

粒体正在瓦解，有的线粒体正在消失外，其线粒

体不仅数量急剧减少，而且高度浓缩，大量聚集

在一起，并呈不规则状态［’(，’?］。这表明，营养细

胞形成休眠包囊时，为大大减少能量代谢，线粒

体大量退化和消亡。提示在形成休眠包囊过程

中，休眠包囊不需要相当于营养细胞中的大量

线粒体参与生命活动过程，许多线粒体 <=> 因

此消失或正在消亡或结构发生相应变化。据急

纤虫休眠包囊及营养细胞的线粒体 <=> 扩增

片段的差异提示，急纤虫休眠包囊及营养细胞

两者的线粒体 <=> 结构的改变可能与线粒体

的形态结构和能量代谢的变化是有联系的，也

·@·’ 期 陈季武等：不同生理状态下膜状急纤虫大核 <=> 和线粒体 <=> 的多态性比较



是与纤毛虫休眠细胞的生理生化活动相一致

的。因此，线粒体 !"# 的变化既可能受大核

!"# 变化的影响，继而又可能反过来影响休眠

包囊的生命活动，甚至又可能影响大核 !"# 的

变化。
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