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摘要：在参考 +,,-./0 等报道的方法的基础上，对紫杉醇荧光染色（1234+5）显示纤毛虫细胞微管胞器的

流程进行了改进，对其中一些试剂的配方作了调整，改进了多聚赖氨酸涂布玻片、皂苷孵育、多聚甲醛固

定和 4,0678 59%"" 渗透等步骤。
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微管胞器一直是纤毛虫分类学和细胞学领

域的 重 要 研 究 对 象。早 期，采 用 银 浸 法（R-6
N0OJ-, 0GK,-.8=6078）来显示纤毛虫的毛基体等微

管胞器及银线系［%］，此后又提出了蛋白银方法

（K,76=,.7O 0GK,-.8=6078）来显示纤毛及其附属结

构［!］。近年来随着抗微管蛋白抗体的广泛应

用，免疫荧光技术也开始应用于对微管胞器的

形态学研究。

+,,-./0 等 首 次 提 出 了 紫 杉 醇 荧 光 染 色

（1O/7,-NI-86 6=U70L，1234+5）方法［&，$］来显示纤

毛虫的微管细胞骨架。1234+5 是一种水溶性

紫杉醇荧光衍生物，是紫杉醇耦联一个氨基自

由基 *9E9（29=O=8SO），再与荧光素共价结合的产

物。 目 前 使 用 的 1234+5 有 1234+59% 和

1234+59! 两种。这类衍生物与紫杉醇类似，能

与微管特异性地结合［’ ) *］，具有很强的亲和力。

本实验室经实验发现，+,,-./0 等所述方法简便

迅速，但对虫体较软的某些纤毛虫细胞不太适

用，细胞容易破碎，实验效果不太稳定。作者在

此基础上，对试剂的配方和实验步骤作了改进。

C 材料与方法

CDC 实验材料 以一种游仆虫（6)2,(3%& NKT）、

魏氏拟尾柱虫（>+*+)*(&30,+ ?%#&&%#）、贻贝棘尾

虫（ :30,($0@"#+ 403#,)& ）、红 色 伪 角 毛 虫

（>&%)A(B%*($(2&#& *)C*+）和尾草履虫（>+*+4%@#)4
@+)A+3)4

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

）为材料。其 中 游 仆 虫、魏 氏 拟 尾 柱



虫、贻贝棘尾虫和尾草履虫由本实验室采集，经

纯系培养后获得。伪角毛虫由中国海洋大学原

生动物学研究室提供，经麦粒液培养后用作实

验材料。

!" # 试剂 !"#$ 缓冲液：%& ’’()*+ !,!#-，

./ ’’()*+ "#!#-，0& ’’()*+ 乙二醇双（. 1 氨基

乙基）四乙酸，% ’’()*+ $23).·%".4，5" %67；

08皂苷溶液：0 2 皂苷，!"#$ 缓冲液定溶至

0&& ’)；固定液：. 2 多聚甲醛，!"#$ 缓冲液定

溶至 0&& ’)；渗透液：&6/ ’) 9:;<(= >?0&&，!"#$
缓冲液定溶至 0& ’)；!@- 缓冲液：0A%6B ’’()*+
CD3)，.6E ’’()*+ F3)，0&60 ’’()*+ CD."!4G，06B
’’()*+ F".!4G，5" E6G。

!"$ 实验方法 荧光标本的制备：（0）用微量

移液器吸取 /&!) 08多聚赖氨酸溶液在洁净的

载玻片上涂一片 0 H’ I 0 H’ 的区域，风干待

用；（.）在体视显微镜下，用微吸管吸取生长状

态良好的虫体，置于载玻片上涂有多聚赖氨酸

的区域，滴加一滴 08的皂苷溶液，渗透 A& J；
（A）用微吸管吸去残留的皂苷溶液，迅速滴加

.8多聚甲醛固定液，固定 A& J；（G）用微吸管吸

去固定液，迅速滴加 &6/8 9:;<(= >?0&&，抽提 0
’;=；（/）用微量移液器吸取 &6&0 ’()*+ !@- 缓

冲液 0&&!) 漂洗虫体 . K A 次，每次 A ’;=；（%）

用微吸管吸去 !@-，迅速滴加 0!’()*+ L+M9N>?
.（$()OHP)D: !:(QOJ R ,=H，3D< S !..A0&）溶液进行

渗透结合，0& K 0/ ’;=，吸除残余的 L+M9N>；

（E）&6&0 ’()*+ !@- 缓冲液漂洗虫体，清洗 . K A
次，每次 A ’;=，吸去多余的溶液；（B）滴加一滴

防 猝 灭 剂（ D=<;TDUO :OD2O=<：H;<;T)P(: ’(P=<;=2
$OU;D、-;2’D，3D< S 07GE&），轻轻盖上盖玻片。

观察和照相：应用 4)V’5PJ @>/0 荧光显微

镜及 3(() -CN!?!:( 数码相机观察照相。荧光

的激发波长为 G7. =’，发射波长为 /.& =’。

# 结果与讨论

上述方法显示 / 种纤毛虫细胞微管胞器的

荧光照片（图版"：0 K /）。结果表明，本方法显

示纤毛虫细胞微管骨架效果较为理想。所用的

实验材料其中游仆虫、拟尾柱虫、棘尾虫和草履

虫为淡水种纤毛虫，伪角毛虫为海水种，两者比

较淡水种的荧光效果要明显好于海水种。纤毛

虫经 L+M9N> 染色后能清晰地观察到腹面的口

围带、口侧膜、额腹横棘毛及左、右缘棘毛（图版

"：0 K A）；纤毛器的基部纤维经染色后也能清

晰地显示（图版"：G）；并且草履虫背面的纤毛

及其微管网可以清晰地观察到，其中位于背面

的伸缩泡微管也清楚地显示出来。

与 N::O2P; 等的方法相比，本实验先将纤毛

虫细胞粘贴在涂被多聚赖氨酸的载玻片上，有

助于减少实验中细胞的丢失和减少背景噪声，

同时 方 便 实 验 操 作。N::O2P; 等 分 别 提 到 用

&6089:;<(= >?0&& 抽提细胞和 &6/8皂苷孵育

及 .8多聚甲醛固定细胞等方法可以改善显示

效果［A，G］。本实验室综合了这 A 个步骤，荧光图

片显示虫体较透明，基部纤维显示较清晰。其

中 9:;<(= >?0&& 的浓度和作用时间根据不同种

纤毛虫有所变化，对较柔软易弯曲的细胞抽提

时间稍短，相反的抽提时间可以稍微延长，但时

间太长，也会导致细胞变形，甚至破裂。另外，

在加入 L+M9N> 前后都要采用 !@- 清洗，以洗

去未结合的 L+M9N> 以及染上 L+M9N> 的杂

质，减少观察时的干扰。本实验中，采用了 G 种

淡水种纤毛虫和 0 种海水种纤毛虫，实验结果

显示，淡水种的荧光效果要明显好于海水种，原

因可能是：一是伪角毛虫本身有色素颗粒，在荧

光显微镜下可能会产生自发荧光，从而干扰观

察，致使荧光偏黄；二是实验试剂均为过滤水配

制，对淡水种的作用效果可能好于海水种。
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何 兰等：DQRSIT 法显示纤毛虫微管胞器的改良 图版!
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< ; 7> 分别为棘尾虫、拟尾柱虫和伪角毛虫腹面的微管胞器（IZJ：口围带；YJ：口侧膜；DVSX：额腹横棘毛；QJX：左缘

棘毛；[JX：右缘棘毛）；9> 游仆虫横棘毛及其基部微管（箭头示基部纤维）；N> 草履虫背面的纤毛及其微管网（箭头示

前后伸缩泡孔微管）。< ; N 放大倍数分别为：\ 598，\ 5?6，\ 5?6，\ 8N6，\ 8:N。
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