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,

哈尔滨 �� � � � ��

提 要

阿米巴鞭毛虫 尸�� ��
� �� �� ,

� � �� 形。
�
生活史分为鞭毛虫和阿米巴阶段

�

其培养液 ��

�� � � �氧时
,

细胞失去了内共生甲烷菌
,

继续培养在 �写氧中
,

则鞭毛消失
,

小阿米巴出现
�

在

�写氧条件下
,

阿米巴细胞生长较快
,

密度约 �
�

� � � �’�� �
�
�� �

,

氧含量 �
�

� �生长被抑制
,

超

过 �
�

� �细胞则死亡
。

无氧状态生长缓慢
,

加入甲酸甲烷杆菌��介忿�
� �
砧

口�� 。
二, 为潮�� ��

二�

�� �� �� ��� �后
,

出现细胞密度增加的趋势
。

外萤光显徽镜和电镜观察以及水洗 �
�

�� �� �� �� 后
,

培养液中生长的甲烷产物的事实证

明
�

其细胞内含的萤光菌是甲烷杆菌�种类待定 �
。

细胞化学染色法对细胞中氢酶的活性定位证实 尸
�

��  !

� 所含的类似微体的细胞器是

氢体
。

染色结果
�

低浓度的戊二醛固定细胞
,

外加 � � 和苯异唾哇嗽麟苯乙娜印� 哇��� � � �化合

物
,

细胞的氢体膜周围有电子致密点生成
�

整个过程是在非常严格的厌氧条件下进行的
。

对照

组以 �
�

代替 � �

的细胞无上述反应
。

关锐词 原生动物
,

尸�� �纪�� � � ��
� � �� �� �� ��

,

甲烷菌
,

内共生物质
,

氢酶

原生动物含内共生菌是普遍现象 �� ’〕,

但在厌氧原生动物中含有的内共生菌确定为甲

烷菌仅最近才定论 �� 
。

甲烷菌生活在非常严格的厌氧环境里
,

其还原电位低于一 �� �� �
。

它仍生活在淡水和盐水的沉淀物
,

污泥
,

稻 田地和沼泽地里
,

昆虫的肠道 �嶂螂
、

白蚁 �
,

人

类的大肠以及反皱动动的胃里
。

��
�
��

� � � � � 等指出目前所观察到的生活在淤泥中的原

生动物所含的内共生甲烷菌均存在于其细胞质中�’�
。

国内有关原生动物与甲烷菌 内共生的生理研究未见报道
。

本文报道的是含内共生甲

烷菌而自由生活的阿米巴鞭毛虫 尸
�

��  ! �� � 
�〕

,

在加氧培养传代中失去了内共生菌后转

变成阿米巴
,

其在无氧或低氧环境中的生长状况
,

以及采用细胞化学染色法对氢体的一种

关键的定位研究
。

材料和方法

阿米巴鞭毛虫 尸
�

��� �

�
�
取自荷兰奈梅根 ��� ��

� � � �� 大学附近的废水污泥塘
。

泥样

此文系作者在荷兰 �� �� �� �� 大学进修期间所做的实验
。

� � � � 年 � 月 � 日收到
。
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首先被移到体积为 ��
”

瓶内
,

而后加入 �
�

�� 蛋白陈促进繁殖
。

两周后用微吸管从该瓶中

转移单个鞭毛虫
,

�� � �� � � 磷酸缓冲液 �� � 为 �
�

�� 水洗数次后放入无菌的培养液
,

其含

�� � � �� � � ����
‘� �� � ��

�

缓冲液 ��
一
��

, � � 为 �
�

� �
, �

�

� �肠�� � � �标蛋白脉 � � � �� � � �

� � �
。。 , �

�

�� � � �� � �
� ��

·

�粤�
�
�

,

� � � � � 刃天青��
� � � � � � �� � �

�

��� � 血清瓶装 �� � �

一
� �

一
’ � � � � � � �

一
‘

一
一 ’

一 ‘
一 一

� 一
‘
一

’ ‘� ‘。 ‘

一 � ‘ 产 、 门
、一 、� �

一 “ � “

一”
。 “� �

‘

�
’门 尹�沙�

“ � �
‘

培养液
。

瓶 口用橡胶塞盖紧且外包铅帽密封
�

抽真空 �而� ,

�� � �氮气充气
。

高压灭菌
。

接

种后瓶置室温暗处
。

转移阿米巴是向培养瓶注入 �一 � �氧气
。

通过倒置显微镜 �� �� �� �� �
,

��� ��
,

� � �� 观察原生动物
,

用 �� ��
�
萤光显微镜确定 甲烷

菌
。

并进行细胞的检查和照相 �加固定液 �� 甲醛
, �

�

��甘油醛
, �� � � � � 磷酸缓冲液

�� �
�

�
,

以固定液 �
,
� 比例加 � �� ���

� � �
溶液以加强细胞感萤光反应� �

‘〕
。

氢酶的细胞化学染色依据 �� �� �� 等方法川
,

其中略有改动
。

收集无氧条件下细胞生

长指数�士 � � � �
� � ��� � �� �的阿米巴培养液 �� � �

,

�� � �� � � �� 速度离心 �而�
。

�
�

� �戊二醛

预固定 � � � �� 于零度冰浴中
。

固定的细胞用 �� � �� � � 磷酸缓冲液 ���� �漂洗两次之后
,

于 � � ℃暗处培养
。

其培养液含 �� �� �� � ���
,

�
�

�� � � � � 磷酸庶精缓冲液和 � � � � � � �

苯并唾哇酞麟苯乙烯四哇 ��� �� �
,

充满氢气 ��
�

� 个大气压下 �
。

对照组以氮气代替氢气
,

其它因素不变
。

培养 �一�� 后
,

进行光镜检查
。

有氢气存在的细胞出现紫蓝色或褐色的染

色顺粒
,

对照组细胞无染色
。

上述过程均在非常严格的无氧条件下进行
。

若进行电镜检查
,

细胞用 �
�

�� � ��� ���
,

�
�

� ��� �� � 蔗糖和 �
�

�� � �� � ��
�
�� ��

� � � 缓冲液��� 为 �
�

� �漂洗

两次来中止反应
。

漂洗的细胞被固定在 � �甘油醛和 �
�

�� � �� ��� �� ���� �
缓冲液配制的

� �俄酸 � �而�� � ℃)
。

水洗两次
,

用 2% (W /V )琼脂包裹细胞
,

离心后切成小块(< lm m
,

)

于 1% 醋酸铀染色
,

乙醉系列脱水
,

E p
o n

s lZ 或 A ra ld ite 包埋
。

使用 L K B 超薄切片机
,

玻

璃刀切片
。

菲利浦透射电镜观察并照相
。

结 果

阿米巴鞭毛虫的生活史分为鞭毛虫和阿米巴阶段
。

显徽镜下观察其细胞中央有一个

发光的球体(图版 I
: l)

。

(萤光显徽镜下观察
,

细胞内共生细菌自身反射蓝紫色萤光(图

版 I
:
2) 这一特性近似甲酸甲烷杆菌

。

电镜观察内共生菌与其他腐生的原生动物相反
,

不

是分散在细胞质中
,

而是与类似微体的细胞器紧紧相连(图版 I
:
3)

。

氢酶的细胞化学染色结果表明
,

H
:

培养的大多数阿米巴细胞呈阳性反应
。

光镜下细

胞内有紫蓝色顺粒出现 (图版 I
: 4)

。

紫色染色是由甲脂(Fo
r
ma za n) 引起的

。

H
:

和 BSPT

在氢酶作用下
,

形成四噢盐
。

然而
,

对照组含 N
:
的培养细胞从 3一8h 始终无染色顺粒生

成(图版 I
:5)

。

在电镜下观察
,

H

:

培养的细胞超薄切片
,

电子致密点是因饿酸和四哇盐

相互反应生成的赘合物(图版 l
: 6)

。

相反
,

对照细胞的氢体不含致密点(图版 I
: 7)

。

鞭毛虫在室温无氧条件下
,

混合菌的培养液中含 0
.
lm m ol /L 的硫化钠

,

0

.

02 % 蛋白

陈
,

(P H 6

.

8)

,

细胞最大密度 10’ce 1l
s
/m l

,

增殖时间 18h
。

气相色谱仪测培养液有甲烷气体

生成
。

在培养液 内含 2% (V /V )氧时
,

鞭毛虫很快失去了内共生菌
,

若继续在 1一2% 氧里

培养
,

则鞭毛消失
,

小阿米巴出现
。

阿米巴在 1% 氧中生长较快
,

细胞最大密度约为 1
.
Zx
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10’ce U ,
/ m l

。

氧含量 2
.
5%

,

细胞生长被抑制
,

超过 7
.
5% 氧

,

则死亡(图 1)
。
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图 1 尸
.
勿形厅加 阿米巴在不同载含t 的培养液中

,

室温

24 d 内细胞最大生长数

Fig
.
I M

一
meulturedensityOftheamoe ha

sta畔
of P

.
la ”倪, 月a

i
n

m
ed

i
u
m 初th d iffe re

nt pe rc
entag es of

o
xy ge

n in the gas Phase
.
A m oe b

ae
机re ino

uba ted fo r

24 days atroo m tem Pe rature

诱导鞭毛虫转成阿米巴
,

通过改变培养液中的 pH
,

温度
,

盐度及营养成份等方法均无

效果
。

鞭毛虫生活的培养液加入 A 介才h an 砧
a
cte ri

“
m 为溯icic

um Stra in M
sL ,

试图使阿米

巴重返鞭毛虫亦未获成功
。

然而
,

无氧培养液内加入甲酸甲烷杆菌后
,
能使失去了内共生

菌的阿米巴与对照组 (未加甲酸 甲烷杆菌)的阿米巴相比
,

获得较高细胞密度(图 2)
。

继续

培养可测出甲烷气体生成
.
在萤光镜波长 350 一420n m 时

,

发现阿米巴细胞内有紫蓝色萤

光菌
。

电镜检查
,

表明某些 甲烷菌只是出现在不同消化阶段食物泡中而不是细胞质里
。
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图 2 培养液加入 甲酸甲烷杆菌 人介‘
ha

, ‘衣刁“ 心月。 , 为
,

划‘d “二

st ra in M sL
,

阿米巴在室温 24d 内生长状况

O 一O 阿米巴
,

. 一. 阿米巴 十甲酸甲烷杆菌 M 比

Fi g
.2 G ro wt h ofam oe bae in m edim n with 川协h‘n 灵地c。味“们

为m ic i
c‘ , st

r a in M
s L a t

roo
m t em伴ra t

ure fo r 24 days
.

O 一O A
~
ba
e ,

. 一. A
~
bae + 期敏几口侧知。活丙

二二

几酬介介翻沉 S rre in M
sL

·

讨 论

阿米巴鞭毛虫的代谢基本属于厌氧类
。

1一2
.
5% 的氧气对其无伤害

,

且可获得较高浓

度的细胞
。

这一结果与G
oos
en 等的实验相类似[’]

。

加氧培养传代
,

鞭毛虫变成阿米巴
,

并

失去了内共生菌
.
它仍可在无氧条件下生活

,

也许靠的是氢体
.
这种现象说明含有内共生

物质并不是厌氧原生动物的专一性[a]
。

从萤光显徽镜观察
,

电镜切片和水洗原生动物细胞的甲烷产物等
,

说明与微体紧紧相

连的细菌是甲烷菌
。

使用 V an Br
ugge

n
等(1984) 甲烷菌培养基重复多次

,

试图分离和鉴

定菌种均未成功图
。

尸
.
la 形

亡r ”a
的细胞中含有线粒体

,

但无脊
。

高尔基体也缺少
.
内共生菌仅在鞭毛虫细

胞的中央紧紧地与徽体相连
。

这一特点在其他腐生原生动物中并未发现[s1
。

据报道 了汽州, , 叨 ‘洲叻

~

, 在连续培养多代后失去了内共生菌
,

然而其徽体依然

存在[8j
。

用化学染色法对阿米巴鞭毛虫细胞器的氢醉活性定位是阳性反应
,

而对照组细胞

无染色点生成
。

本文的结果与上述提到的情况相似
。

氢醉的活性定位的间题在只 la
nter刀a

细胞的微体中再次证实
.
并支持了 va

n
Br
u
gg en 等(1984) 提出的寄主与内共生菌互利的

假说图
。

腐生的原生动物为甲烷菌生长提供 H
:
和 CO

: ,

其甲烷菌产生的甲烷允许原生动

物在很低压力条件下进行氧化还原反应
。

这种相互氢的转化机理提出了一个问题
,

是否和

甲烷内共生菌紧紧相连的徽体也许就是氢体
。

氢体是由膜相包的细胞器
,

大约 0
.
5一

1
·

O

脚
。

它首先在毛滴虫(了月
‘h 胡

~

: sp
.
)内发现

,

氢体被认为是厌氧原生动物的能量转
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化器
.
在厌氧原生动物中它能使丙酮酸转成氢

,

二氧化碳和醋酸[1
”

·
’‘〕

。

[
l 〕

[ 2 〕

〔3 〕
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