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急纤虫营养细胞和休眠细胞的中间纤维 !核骨架体系
李艺松，隋淑光，张 莉，顾福康"

（华东师范大学 生命科学学院，上海 "###$"）

摘要：利用生化分级抽提、%&%包埋 !去包埋透射电镜术和 ’%’()*&+凝胶电泳，研究了膜状急纤虫营养
细胞和休眠细胞内中间纤维 !核骨架体系的分化特征及其蛋白组成。观察到营养细胞中，位于细胞质不同区域
的中间纤维形成网状，其网络的密度不同；核骨架中，核纤层位于细胞核周缘，薄层状，厚约 ,# -.；核内骨
架由较致密的纤维网络组成。休眠细胞内该结构体系依然存在，但位于细胞内不同层次的纤维网比营养细胞的

同种结构要致密得多，这可能与纤毛虫脱分化时细胞大范围的收缩有关；休眠细胞的包囊壁中层壁存在相当于

中间纤维的网络结构。’%’()*&+电泳图谱显示，休眠细胞内该体系的蛋白组成发生了较明显的变化，其中保
留了营养细胞的部分蛋白条带，丢失了部分条带，同时还产生了一些特异性条带。分析表明，膜状急纤虫的中

间纤维 !核骨架体系是细胞在营养条件下和休眠状态下都稳定存在的结构；而纤毛虫形成休眠细胞后中间纤维
!核骨架体系及蛋白组成上的变化提示，细胞在休眠状态下，基因的表达水平与营养细胞是不同的。
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在低等单细胞真核生物的中间纤维 !核骨架体
系的研究中，自从在大变形虫（:’)";$ #%)&"<1）中

观察到核纤层（F>8:R8-M<?，2063）后，又相继在金
黄滴虫（=93%)’)($1 >$(,9$）（U;G V W;<-，204$）、
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嗜热四膜虫（!"#$%&’(")% #&"$(*+&,-%）（!"#$ #% &’，
())*）和小眼虫（./0-")% 0$%1,-,2） （+#$, #% &’，
()))；-#$，.//(）等中证实了这类结构的存在，
加之发现源真核生物（012"#34&）的核骨架明显具
有早期进化阶段的特征（-#$ 5 67，())8）等情
况，目前已对该结构体系在真核生物中存在的普遍

性及其对细胞生命活动的重要性有了新的认识，但

是对所述结构体系的组成及其功能仍知之不多。作

者所在实验室在对纤毛虫冠突伪尾柱虫（32"/4
5*/$*2#’-% 1$,2#%#%）的研究中观察到，细胞形成包囊
后，部分微管类骨架经历了退化瓦解、仅少数毛基

体和微管保留下来、而中间纤维类结构却没有变化

的过程，这一结果揭示，与微管结构比较，中间纤

维结构体系在不同生理状态的细胞中都是稳定存在

的；不过我们对不同生理状态下该结构体系的变化

细节仍不甚了解（9&$, #% &’，.//(；:; #% &’，
.//.）。本文在以前工作的基础上，对形成毛基体
吸收型包囊的膜状急纤虫（ !%1&’2*(% +"--,*)"--%）
的研究显示，其营养细胞中存在中间纤维 <核纤层
<核骨架体系，但其骨架组成成分则发生了变化，
所得结果对分析中间纤维类结构的可能功能及其细

胞在休眠状态下的生命活动特征是有意义的。

! 材料和方法

! "! 材 料
膜状急纤虫于 ())) 年 ) 月采自华东师范大学

丽娃河内，样品依据 =&"’（()>?）的资料鉴定，并
经分离和培养建立纯系。

将纤毛虫接种至加入麦粒的培养液中，置于

./ @的恒温培养箱中培养。每两天补充少许新鲜
培养液，使纤毛虫达到较高密度和处于良好的营养

生长状态。

在虫体达到较高密度后进行人工诱导纤毛虫形

成休眠细胞的实验，此时不再更换培养液，并中断

食物供给，几天后大部分急纤虫便形成休眠细胞。

! "# 方 法
( A. A ( 中间纤维 <核骨架体系的提取 参考 +#B #%
&’（()8*，()8C）的方法，在作较大改进的基础上，
提取纤毛虫的营养细胞和休眠细胞的中间纤维 <核
骨架体系。具体步骤如下：将收集好的细胞用 / A(
D4’ E 6的 FGH 缓冲液漂洗 > 次，加入含相应浓度
I17%4$ JK(// 的 !H= 液（(/ DD4’ E 6 FLFMH， NO
C A8； (// DD4’ E 6 =!’； >// DD4’ E 6 P;214P#； >

DD4’ E 6 Q,!’.； ( DD4’ E 6 M:I0； ( A. DD4’ E 6
FQH+；/ A?R I174$ JK(//）处理 > S ? D7$。C// 0
离心 > D7$，弃上清，FGH 缓冲液漂洗，离心，
THGKD&,7U 液（ *. A? DD4’ E 6 I17PKO!’， NO 8 A>；
8 A? DD4’ E 6 V&!’；( AC DD4’ E 6 Q,!’.；( A. DD4’ E 6
FQH+；(R IW##$K*/；/ A?R脱氧胆酸钠）悬浮沉
淀物，C// 0 离心 > D7$，FGH 缓冲液漂洗，离心。
沉淀物经含 XV&P#!（购自 -41%"7$,%4$ 公司）的
XG 液（(/ DD4’ E 6 FLFMH，NO C A8；(// DD4’ E 6
V&!’；>// DD4’ E 6 P;214P#； > DD4’ E 6 Q,!’.； (
DD4’ E 6 M:I0；( A. DD4’ E 6 FQH+）于室温下消化
./ S >/ D7$（XV&P#!的含量为 .?/", E D6），然后
加硫酸铵至终浓度 / A.? D4’ E 6，( /// 0 离心，FGH
缓冲液漂洗，( /// 0 离心，所得的沉淀物即为细
胞的核骨架与中间纤维结构体系的样品。

( A. A . 透射电镜样品的制备 将样品用 .R戊二醛
在 * @下固定 >/ D7$，然后用 !H=液漂洗；经 (R
的锇酸固定 >/ D7$，然后再经 !H=液漂洗；梯度酒
精脱水，正丁醇过渡，包埋。加入 X:X（Y7#%"BK
’#$# ,’B24’ Y7P%#&1&%#）于 C/ @下聚合 .* "，超薄切
片，将切片放入正丁醇中溶去 X:X，梯度酒精脱
水，醋酸异戊酯置换，!Z. 临界点干燥，在透射电

镜下观察。

( A. A > 骨架蛋白电泳的方法 将细胞进行选择性
抽提，得到中间纤维 <核骨架蛋白沉淀，加入等体
积 ( [ HXH 凝胶加样缓冲液，置于沸水浴中加热 >
D7$，经 8 /// 1 E D7$离心后，收集上清液进行 HXHK
F0:M凝胶电泳，分析骨架蛋白的组成成分。

# 结 果

# "! 中间纤维 $核骨架体系
. A( A ( 营养细胞 在相当于原细胞质的区域，由
中间纤维构成纤维网络。在网络的周缘，相当于细

胞表膜下表质层位置，具一个包绕内周缘的纤维

层，构成此网络纤维的直径约 (/ $D，有时由数根
纤维聚拢在一起，构成直径 >/ $D 左右的纤维束。
网络表现出显著的不均一性，有的区域纤维相对密

集，有的区域网格稀疏，形成一些较大的空间（图

(）。纤维上常附有一些高嗜锇性的颗粒。除了与微
管体系、核膜、细胞质膜相联系以外，中间纤维体

系在细胞质中形成的三维网状结构还和细胞质的其

他组分（如类似细胞器、脂质体、食物泡和拟糖原

大小的颗粒）交织在一起（图 .）。
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图 ! " # 膜状急纤虫的类中间纤维 $核骨架体系
%&’( )! $ # *+,-./-0&1,- 2&31/-+,4+563-1. /1,.&7 (8(,-/ &+ !"#$%&’(" )*++,’-*++"

9:：空白区（931+; 1.-1）；<=：包囊壁（<8(, >133）；<=%?：包囊壁中的纤维网（%&31/-+, +-,>@.; @2 68(, >133）；A<：外层壁（A7,-4
.&@. 68(,>133）；A%? ：表质层纤维网（%&31/-+, +-,>@.; @2 -B&B31(/）；*% ：胞质中间纤维（*+,-./-0&1,- 2&31/-+,）；CD ：核纤层（C1/&+1）；
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!"#!：核骨架纤维网（!$%&’() *(+),- .,&(*’/+ /’+01)2）；!3：核仁（!$%&’1&$4）；556：胞器或胞器内含物（5)7(/’&&’ 1) 1)8
7(/’&&’ ,/%&$4,1/）。
9 : ; < 营养细胞（=’7’+(+,>’ %’&&）
9 < 表膜下皮层细胞质中间纤维，箭头示位于细胞周缘的纤维层（6/+’)*’?,(+’ .,&(*’/+ @’/’(+A +A’ B’&&,%&’，(/? ())10 ,/?,%(+,/7

.,@’) &(C’) 1/ +A’ >’)7’ 1. %’&&） D EF GGG
E < 中间纤维网中被镶嵌和锚定的胞器或胞器内含物，箭头示纤维束（5)7(/’&&’ 1) ,+4 ,/%&$4,1/ @’4’+ (/? .,-’? ,/ ,/+’)*’?,(+’ .,&8

(*’/+ /’+01)2，(/? ())10 ,/?,%(+,/7 .(4%,%$&,） D EF GGG
; < 胞质中间纤维、核纤层和核骨架（6/+’)*’?,(+’ .,&(*’/+8/$%&’() *(+),- 1. %C+1B&(4*） D HG GGG
H : I < 休眠细胞（J’4+,/7 %’&&）
H < 包囊壁中纤维网的局部放大（K()+,(& ’/&()7’*’/+ .1) .,&(*’/+ /’+01)2 1. %C4+ 0(&&） D ;G GGG
F < 位于细胞表质层中的纤维网（#,&(*’/+ /’+01)2 1. %’&& ’B,B&(4*） D ;G GGG
L < 胞质中间纤维、核纤层和核骨架网络，箭头示核纤层（6/+’)*’?,(+’ .,&(*’/+8%&’() *(+),- 1. %C+1B&(4*，(/? ())10 ,/?,%(+,/7

&(*,/(） D 9M GGG
I < 核纤层结构，箭头示核纤层（N+)$%+$)’ 1. &(*,/(，(/? ())10 ,/?,%(+,/7 &(*,/(） D E; GGG

在细胞核位置，核纤层 O核骨架体系形成密集
的纤维网，其中：在核内周缘，核纤层纤维紧密排

列成薄层状，电子着色程度比中间纤维及核骨架蛋

白网络深；在细胞质面，由核纤层发出许多纤维或

纤维束与中间纤维相连接；在核的内面，核纤层的

纤维与核骨架纤维相联系，整个核纤层厚度约 FG
/*；细胞核内为直径约 9G /* 的核骨架纤维网络，
整个网络内的纤维明显要比由中间纤维构成的细胞

质网络区域密集，网络内纤维的分布不均匀，有的

区域较为密集，有的区域较为疏松，在靠近核纤层

的区域，纤维的密集程度明显高于核内其他区域

（图 ;）。
E P9 P E 休眠细胞 在相当于包囊壁的位置，仍具
有完整的电子致密结构，其中在中间层观察到一均

匀细密的网络结构，与细胞质中的中间纤维网络相

似（图 H）。
在包囊壁下靠近表膜的位置，由成束的纤维构

成一个致密的纤维带，整个胞质区同样存在一个纤

维网络体系，构成网络的纤维直径 9G /* 左右，部
分网络分布不均匀，有的区域密集，还有的区域呈

圆形或椭圆形的空白区，空白区大小相当于一个细

胞器所占的空间（图 F）。
核纤层 O核骨架体系与中间纤维网络相接续，

其中：核纤层的厚度约在 FG /* 左右，由排列均
匀、致密的单根或成束的纤维构成，向内与核骨架

纤维相联系，向外与细胞质中的纤维相联系，从而

把中间纤维、核纤层、核骨架维系为一个整体（图

L）。核骨架纤维网的基本形态与细胞质中的网络基
本一致，纤维以单根或成束存在，并与附近的纤维

相联系，在核骨架网络中有电子密度很高的区域，

形状近似圆形，此结构可能是核仁骨架区域，可观

察到从核仁区的周围发出许多纤维，围绕着核仁呈

放射状分布，在核仁的周围又与邻近的纤维交织在

一起。形成一种稳定结构（图 L，I）。
! "! 中间纤维 #核骨架体系的蛋白组成
对抽提所得的营养期细胞和休眠细胞中的中间

纤维 O核骨架体系的骨架蛋白成分进行分析，其中
营养期细胞的骨架蛋白集中在 9I : I9 2Q，休眠细
胞的骨架蛋白集中在 9F : I9 2Q。两者共享的条带
为 9I、EG、E;、ER、;F、;R、HE、HF、LL、I9 2Q，
营养期细胞所特有的蛋白条带为 EE、EL、;9、;M、
HM、FF、LG 2Q；休眠期细胞所特有的条带为9F、EF、

图 M 膜状急纤虫中间纤维 O核骨架体系
蛋白组成的 NQN8KSTU分析

#,7 PM K)1+’,/ %1*B14,+,1/ 1. ,/+’)*’?,(+’ .,&(*’/+8
/$%&’() *(+),- ,/ !"#$%&’(" )*++,’-*++"

图中自左往右依次为营养细胞、休眠细胞和分子量蛋白标准

（#)1* &’.+ +1 ),7A+：>’7’+(+,>’ %’&&，)’4+,/7 %’&& (/? *()2’)）。
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表 ! 膜状急纤虫中间纤维 "核骨架蛋白组成
#$%&’ ! ()*+’,- .*/0*1,+,*- *2 ,-+’)/’3,$+’ 2,&$/’-+4-5.&’$) /$+),6 ,- !"#$%&’(" )*++,’-*++"

蛋白组分 !"#$%&’ (#)*#+&$&#’（,-）
相对百分含量 .%/0$&1% (#’$%’$（2）

营养细胞 3%4%$0$&1% (%// 休眠细胞 .%+$&’4 (%//

56 — 57 876

59 : 8;6 : 8<:

=7 > 865 ? 8=;

== > 895 —

=> > 89; > 8;5

=6 — > 87:

=; > 869 —

=9 — > 8:7

=< 9 89= 6 857

>5 6 8;5 —

>> — 6 855

>6 < 8>? ; 8=:

>: 6 866 —

>< 6 8?= 55 879

?= > 89< ? 879

?6 6 855 > 8;6

?: 6 876 —

65 — 6 867

6? — 9 89>

66 < 85? —

69 — ; 8?=

;7 9 8=> —

;= — 6 86;

;; 6 895 = 8::

95 9 85? = 8:>

=9、>>、65、6?、69、;= ,-，在休眠细胞中，共
享蛋白多肽的蛋白含量占休眠细胞总骨架蛋白含量

的 ?9 8;2。在营养期细胞中，最为显著的蛋白条带
为 >6、66 和 59 ,-，分别占骨架蛋白总含量的
< 8>?2、< 85?2和 : 8;62；在休眠细胞中，最为显
著的蛋白条带为 ><、56、59和 6? ,-，分别占骨架
蛋白总含量的 55 8792、57 8762、: 8<:2和 9 89>2
（图 :，表 5）。

7 讨 论

7 8! 中间纤维 "核骨架体系的可能功能
以前的研究证明，纤毛虫的包囊壁是由细胞内

制造的物质，通过分泌的形式输送到细胞外形成的

胞质衍生物（@A$&%""%B %$ 0/，5<:>）。本文在急纤虫
中观察到，休眠细胞的包囊壁中间层存在相当于中

间纤维的网络结构，这在以往未报道过。纤毛虫在

形成包囊的过程中，以微管为基本形态单元的细胞

骨架结构或全部瓦解，或处于非功能状态及退化状

态（@A C DE0’4，5<<=），但细胞内保留了中间纤
维 F核纤层 F核骨架体系，与营养细胞相比，无论
是构成此体系的基本形态单元还是纤维网的结构形

态及组织方式，均无明显差异，这一结果表明：在

纤毛虫中，中间纤维 F核骨架体系是较微管结构更
为稳定的细胞骨架体系。
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电镜观察结果显示，中间纤维与细胞器、脂质

体、食物泡、拟糖原颗粒等紧密相连，并发出细密

的纤维将上述结构牢牢的镶嵌和锚定在其中，由此

可以推测中间纤维与大多数膜系结构相附着，与细

胞器间存在着普遍联系，同时与微管、微丝骨架体

系也有密切连接。在组织上，中间纤维体系所构成

的三维网架系统把细胞核、细胞质、细胞膜、细胞

器维系在一起；在功能上，它为细胞通讯、核内外

信号的传递提供了一个结构基础。

! "# 蛋白组成的变化
电泳结果显示，急纤虫在形成包囊后，细胞保

留了部分营养细胞中的蛋白条带（即与营养期细胞

共享的条带），又丢失了部分条带，同时还产生了

一些特异性条带。该结果表明急纤虫在形成毛基体

吸收型包囊的过程中，蛋白组成发生了明显的变

化。

根据电泳分析结果，在急纤虫营养细胞及其休

眠细胞中，在含量上占显著优势的蛋白多肽并不明

显。营养细胞中较为显著的带为 !"、#$ 和 $$ %&，
而休眠细胞中为 #’、!$、!"和 $( %&，这些蛋白多
肽反映了两者在中间纤维 )核骨架体系的蛋白组成
上的差异。有研究表明，中间纤维 )核骨架体系不
仅在维持细胞形态方面具有作用，还参与了染色体

的功能构建、&*+复制及基因的表达和调控，这种
调控和核骨架的蛋白组成有关，有一些骨架结合蛋

白结合到核骨架上，调节基因的表达（,- ./ 012/ -3
/.，!’’’；*4.4 -3 /.，566!）。因此，营养细胞和休
眠细胞的中间纤维 )核骨架体系蛋白组成上的差异
揭示，急纤虫在休眠状态下基因的表达水平与营养

期细胞是不同的。
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