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哈氏噬纤维菌生活史中形态的变化
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（山东大学，微生物技术国家重点实验室，济南 &3-#--）

摘要：【目的】研究哈氏噬纤维菌 ./#(01$+$ 12#"1&-3(-&& 在生活史中细胞形态的变化。【方法】利用光学显微
镜、荧光显微镜和电子扫描显微镜对哈氏噬纤维菌生活状态进行详细观察。【结果】发现在饥饿状态下，长

杆状菌体开始逐渐弯曲，菌体两端靠近成环形，环形菌体又进一步盘绕收缩成微小球形体，微小球形体在一

定条件下能像生孢噬纤维菌的小孢囊一样萌发形成长杆状菌。另外还观察到哈氏噬纤维菌特殊的类核分

裂现象。【结论】首次对哈氏噬纤维形成环形菌体和类似小孢囊的微小球形体的过程进行详细描述，为进一

步揭示其形态变化与纤维素降解能力之间的关系提供依据。
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噬纤维细菌是一类能降解纤维素的长杆状的滑

动细菌，最初被 N+OE?>E)>E+<P( 归类为粘细菌目，定
名粘球噬纤维菌（ ./#(01$+$ %/4("(""(&563）［#］。到
#"!&年，/7()>E+才根据其是否产生孢囊将这类细菌
分为 噬 纤 维 菌（ ./#(01$+$）和 生 孢 噬 纤 维 菌
（,0(’("/#(01$+$）两个属［&］。噬纤维菌属在土壤、淡
水和海洋中都广泛存在，是纤维素类多糖物质的主

要降 解 者［A］。其 中 哈 氏 噬 纤 维 菌（ ./#(01$+$
12#"1&-3(-&&）具有极强的纤维素降解能力，能在贫瘠
的环境中迅速彻底地降解结晶纤维素，它没有类似

厌氧纤维素降解菌的纤维小体结构，也检测不到外

切纤维素酶活力和葡萄糖类水解产物［!］，其独特的

结晶纤维素降解体系至今仍是一个谜。生孢噬纤维

菌具有复杂的生活史，国内外多位学者对其孢囊形

成以及其形态变化与纤维素降解的关系进行了描述

和研究［3 % $］。但是对于噬纤维菌的生活史却缺乏研

究。本文以噬纤维菌属的代表菌株哈氏噬纤维菌

（./#(01$+$ 12#"1&-3(-&& MD22 AA!-1D）为研究对象，利

用光学显微镜、荧光显微镜和电子扫描显微镜对其

生活状态进行详细观察，描述了其独特的多形态变

化的规律，并对其特殊的类核分裂特点进行探讨。

本研究为初步揭示其形态变化与纤维素降解能力的

关系提供重要依据。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株：哈氏噬纤维菌（./#(01$+$ 12#"1&-3(-&&）
MD22 AA!-1D 由美国威斯康辛大学Q(+P ’ Q@R+>LE教
授惠赠。

!"!"# /7()>E+ 微晶培养基：每升含 # S N0TA，# S
N&UVT!·AU&T，-W& S QS/T!·BU&T，-W# S 2(2;&，

-W-& S HE2;A·1U&T，加 -W3X的微晶纤维素，8UBW- Y
BW3。固体培养基加琼脂 #- S。
!"!"$ 主要试剂和仪器：2Q2G0(、荧光染料
U:E@6<7AAA!&购自美国 />S?(GM;L+>@6公司；微晶纤维
素购自德国 QE+@P公司；日本 T;,?8*< RZ3#显微镜；
日本 0>P:) 公司 J1-- 荧光显微镜；日本电子 ’/QG
1B--H场发射扫描电子显微镜。



!"# 哈氏噬纤维菌菌体纤维素内切酶（$%&’()*+,-
./*0 $,0010%2,，343%2,）活力的测定
取 !""!#哈氏噬纤维菌菌体悬液与$"""!# %&’()

含 $*的 +,+-./的醋酸缓冲液混合，’"0保温 1" 234，
离心除去菌体，用 5.6法［7］测上清还原糖产量。
!"5 哈氏噬纤维菌结晶紫染色光学显微镜观察
取 89:液体培养基中的哈氏噬纤维菌菌体，结

晶紫染色 7" ;，显微镜观察。
!"6 7(,$/2.5556#染色荧光显微镜观察
配成浓度为 !"!<=2#的 &>?@A;B111’: 贮液，放

于棕色瓶中并用铝铂包好，’0冰箱放置。染色时染
色液的终浓度为 !!<=2#，避光染色 C" 234，在荧光
显微镜上以激发波长 1!! 42观察。
!"8 扫描电子显微镜（9:4）样品制备及观察
取不同时期菌体的培养物，放入 :(!*（D=D）戊

二醛固定 ) E $" A，酒精梯度脱水，完全干燥的样品
离子溅射喷金，扫描电镜观察。

# 结果
#"! 哈氏噬纤维菌的生长过程中特殊的形态变化
#"!"! 光学显微镜观察：哈氏噬纤维菌在 6B/43?F微
晶液体培养基中，用光学显微镜直接观测菌体形态

的变化。在生长前期，菌体呈现比较均一的长杆状，

在微晶纤维素颗粒周围聚集较多，说明其对纤维素

底物有一定的黏附能力。培养 1 E ’ G后，随着培养
时间的延长，呈球=环形的菌体逐渐增多，培养 ) E
7 G后，则多数细菌变为球=环形。（图 $-H）。有时还

能观察到非常微小的球形颗粒，其直径与哈氏噬纤

维菌的直径相当，大约 "(1!2 E "(’!2，由于其径度
接近光学显微镜的最大分辨率，在光镜下不易观察

到。图 $-I是培养 ) G的哈氏噬纤维菌结晶紫染色
的照片，可以清晰地看到长杆菌两头相接形成的环

状菌体，这种特殊的形态在细菌中十分罕见。哈氏

噬纤维菌培养到 ) E 7 G 后，绝大多数细菌均能进入
环形的状态，具有一定的规律性，并非偶然现象。

收集一定体积的各培养阶段的哈氏噬纤维菌培

养液，离心收集菌体，蒸馏水洗涤两次。再用蒸馏水

定溶到相同体积，测定菌体的纤维素内切酶

（+,+/;?）活力，结果表明，随着杆状菌体的减少，
+,+/;?活力迅速降低，以球形=环形的菌体为主时
几乎检测不到 +,+/;?活力。说明只有杆状菌体具
有纤维素降解能力。

#"!"# 荧光显微镜观察：经过 &>?@A;B111’:对核物
质进行染色后，在荧光显微镜下观察，发现环状菌体

中间并非是空的，而是有大量核物质，因此在荧光显

微镜下呈现球形的荧光斑（图 $-+）。说明哈氏噬纤
维菌这种特殊的环状结构并不是菌体的简单环化，

而是由环化的菌体和中间的核酸物质一起形成的特

殊结构。采用对多糖进行染色的特殊方法能将中间

的成分固定并着色，推测环形菌体是被粘多糖和核

酸包裹成的球形体。

#"!"5 电子显微镜观察：为了详细观察哈氏噬纤维
菌球形=环形的菌体形态，对菌体进行了电镜观察。
培养到7G的哈氏噬纤维菌，取样、固定、酒精梯度

图 ! 哈氏噬纤维菌球;环形状态的光学显微镜观察（培养 < =）
J3<K$ 6%A?F? /4G=>F F34< L>F2 >L !"#$%&’(’ &)#*&+,-$,++ HM++ 11’"CM N4G?F O3<AB 23@F>;@>%?K

H：8A/;? +>4BF/;B ,3@F>;@>%?（$""" P）；I：6B/3434< Q3BA @FR;B/O S3>O?B（$""" P）；+：JON>F?;@?4@? 23@F>;@>%?（$""" P）K

脱水后，在扫描电子显微镜下观察，可以观测到哈氏

噬纤维菌生长过程中的多种形态，包括长杆菌、环形

菌体和微小球形体，以及由长杆菌向环形菌体过度

和由环形菌体向微小球形体过度的中间状态（图

:）。但是由于在电镜样品制备过程中的反复乙醇的
洗涤脱水，围绕菌体表面的多糖成分已被除去，所以

无法观测到。根据以上观察，我们推测哈氏噬纤维

菌在培养后期饥饿状态下形态的变化过程如下：在

饥饿时，长杆状菌体开始逐渐弯曲，先形成月芽形，

菌体两端逐渐靠近最后闭合形成环形，环形菌体又

进一步盘绕收缩，逐渐浓缩形成微小球形体，微小球

形体在一定条件下能像孢子一样出芽萌发，最后又

形成杆状细菌。这是首次在哈氏噬纤维菌中观测到

这种特殊的菌体形态变化过程。
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图 ! 扫描电镜下哈氏噬纤维菌球"环形菌和微小球形体的形成和萌发过程（!#### $）
!"#$% &’( )*+,-."*/ -/0 #(+,"/-."*/ *) .’( ."/1 23’(+"4-5 )*+, *) !"#$%&’(’ &)#*&+,-$,++ 6&77 889:;& </0(+ 24-//"/# (5(4.+*/ ,"4+*24*3(（%:::: =）$

!%! 球"环形菌体生物活性检测

图& 生长在纤维素上的哈氏噬纤维菌形态
（’### $）
!"#$ 8 !"#$%&’(’ &)#*&+,-$,++ 6&77 889:;& #+*>"/# */
4(55<5*2(（?::: =）$

将球形@环形的哈氏噬纤维菌分别接种在
A.-/"(+微晶平板、A.-/"(+滤纸（B-.(+,-/）平板和液体
培养中，发现环形菌体失去了在纤维素为培养基上

生长的能力。在某些条件下，球@环形哈氏噬纤维菌
又能恢复生长活力，比如添加适量的复杂营养物

（:C? D酵母膏和 %D蛋白胨）。新长出的菌体全部
为长杆菌，其降解纤维素的性能也与原菌株完全一

致。因此我们认为哈氏噬纤维菌的杆菌状态是其利

用纤维素底物的有效状态，哈氏噬纤维菌在纤维素

表面生长时变得更加细长的现象也支持了这一推断

（图 8）。另外，哈氏噬纤维菌外球@环形菌体的性质

与活的未培养状态的细菌非常相似［E:］，在这种状态

下菌体丧失了利用纤维素的能力，少量的有机物营

养物能促进其恢复生长活性。

在培养后期哈氏噬纤维菌中出现一些微小的球

形体，样品经多层滤纸过滤除掉长杆菌后，培养到新

的培养基中，微小的球形体消失，长出大量杆状菌。

由于微小球体在光学显微镜下不易观察，尚无法证

实生长的现象是由微小球体萌发形成，还是由培养

物中个别长杆菌的生长造成的。不过我们已通过电

镜观察捕捉到微小球体萌发成杆菌时的状态，从一

个侧面证实微小球形体也是一种活菌的存在形式。

!%& 哈氏噬纤维菌在生长过程中类核的动态变化
对培养 % 0处于指数生长期的哈氏噬纤维菌的

类核进行荧光染色观察，发现哈氏噬纤维菌的类核

呈球形，染色明显，很多菌体存在两个类核，也有个

别菌体里有 8个类核或 9个类核。其中 8个类核的
形成过程如图 9所示，首先一个类核复制成两个类
核（图 9F-），接着两个类核逐渐分离（图 9FG），然后发
生分离的两个类核中的一个开始进行复制（图 9F0），
形成 8个类核（图 9F0）；最后两个类核中的另一个类
核也开始进行复制（图 9F(）。菌体中出现 9个类核
是由于在已经完成类核复制但没有发生细胞分裂的

菌体中，两个类核同时又发生了的第二轮复制。菌

体中 8个类核的出现则是由于两个类核中的一个进
行了第二轮复制。

:% B(/G"/# H-/ (. -5 $ @.*#’ /+*0$1+$2$(+*’ 3+,+*’（%::I）9I（E）
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图 ! 哈氏噬纤维菌形成 "个类核的过程
!"#$% &’( )*+,-."*/ 0+*1(22 *) .’( 1(33 *) !"#$%&’(’ &)#*&+,-$,++ 4&55 66%78& 9".’ .’+(( /:13(*";2$

" 讨论
细菌生长到衰亡期时常出现菌体形状和大小异

常的现象，菌体呈现出多种形态或畸形，并出现自溶

现象，使许多胞内的代谢产物和胞内酶向外释放，但

是衰亡期细胞形态的变化往往没有一定规律，呈现

多种不规则形态。而哈氏噬纤维菌在培养到 < = > ;
后，决大多数细胞都呈球形?环形的状态，显示出其
内在的规律性。在这种状态下菌体丧失了利用纤维

素的能力，少量的有机物营养物能促进其恢复生长

活性。哈氏噬纤维菌球?环形菌体的性质与活的未
培养状态的细菌非常相似，因此我们推测哈氏噬纤

维菌存在活的未培养状态。有研究报道某些海洋类

噬纤维菌能够产生大约 7@A!,的微小菌体，并证明
微小菌体仍具有重新生长的活性，可能为菌体的一

种休眠状态［BB］。哈氏噬纤维菌在培养后期出现的

微小球体可能也是一种休眠状态。

哈氏噬纤维菌这些新的形态变化与生孢噬纤维

菌有许多形似之处。生孢噬纤维菌在培养后期能形

成大量小孢囊（,"1+*1C2.2），然而对其孢囊的形成过
程始终不甚清楚。最近国内有研究者用 D&E观察
到在孢囊形成过程中可能存在孢囊环的中间状态，

但是尚未发现从孢囊环到小孢囊的中间过程［F］。这

个现象与我们观察到的哈氏噬纤维菌的环形中间状

态正好吻合。在本文的研究中，我们观察到环形菌

是通过盘绕浓缩最后形成了球形菌体，这对完善哈

氏噬纤维菌的生活史，澄清生孢噬纤维菌小孢囊的

形成过程都有一定的参考价值。D.-/"(+曾根据能否
产生孢囊将噬纤维菌和生孢噬纤维菌分列为两个

属［A］，我们的研究则发现噬纤维菌在一定条件下也

能形成类似小孢囊的具有活性的微小球体，说明两

个属间有更为密切的关系。但是噬纤维菌的微小球

体与生孢噬纤维菌的小孢囊也存在明显的差别。首

先，在目前的培养条件下，微小球体的形成并不普

遍，其形成的条件和规律尚不清楚。而生孢噬纤维

菌在培养 % ;后能形成大量小孢囊。其次，微小球
体的直径与长杆菌的直径相似，大约 7@6 !, =
7@%!,，由于接近光学显微镜观测极限，不易观测
到。而小孢囊比杆状菌体的直径要大一倍，大约为

7@F!, = B@7!,
［F G <］。最后，小孢囊具有一定的耐热

性，而我们并未发现微小球体有耐热的特点。

关于原核生物类核的复制及细胞分裂的研究主

要在大肠杆菌中进行，研究发现大肠杆菌中有多种

机制保证新复制形成的起始位点不重新启动复制，

在一个细胞周期中染色质通常只复制一次，类核分

裂后都会紧跟着进行细胞分裂［BA］。所以一般情况

下，一个细胞里只有 B = A个类核。在快速生长的细
胞中，类核的复制周期有时会出现重叠，从多个复制

起始位点进行复制，有时会出现 % 个类核的现
象［B6］，但是在自然状态下尚未见有关出现 6个类核
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的报道。哈氏噬纤维菌在指数期生长状态下出现 !
个类核的现象，到底是因为个别菌体的突变，还是因

为其细胞分裂中两个类核的第二轮复制存在一定的

不同步性，还有待进一步的研究证实。总之，哈氏噬

纤维菌菌体细胞细长，在指数分裂期类核浓缩成球

形，比较容易进行观测，是研究类核复制以及筛选抑

制核酸复制的药物的理想试验材料。
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