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草履虫单克隆培养种群增长趋势比较研究
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摘要:【目的】筛选行之有效的草履虫(Paramecium)单克隆培养方法。【方法】结合形态学与SPSS统计学方法对7种单克

隆培养方法下的草履虫种群增长趋势进行比较研究。【结果】采用稻草培养法、大米培养法、莴笋叶榨出汁培养法、熟鸡

蛋黄培养法、马铃薯培养法、玉米培养法、酸奶培养法等不同草履虫单克隆培养法培养的草履虫在单克隆培养过程中存

在明显的时空量化关系及与之相关联的生殖方式。【结论】马铃薯培养法培养效果最差,而莴笋叶榨出汁培养法培养效

果最好;生殖方式直接影响草履虫的种群增长趋势。草履虫的单克隆培养不仅应该选择行之有效的方法,还应掌握虫体

在培养过程中的时空量化关系,以保证对草履虫材料的足量需求。
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在生物分类系统中,草履虫(Paramecium)隶属于原生动物亚界(Protozoa)纤毛门(Ciliophora),是一类自然

环境中极为常见的自由生纤毛虫。在早期的原生动物学研究中,许多原生动物学家已对草履虫的形态结构、生
殖发育及其他生物学特征等进行了深入探索和报道

[1-3]。草履虫具有单细胞的身体结构及各种发达特化的胞

器,因此成为了细胞生物学中研究细胞膜结构、细胞核和其他细胞器功能的较为适宜的研究材料
[4-5]。后期因现

代生物学技术的引入,尤其是分子生物学、基因组学等研究手段的介入,草履虫的基因组学奥秘也被科学家们逐

渐揭示,早期有关它的形态结构及功能研究发现在基因层面得到了印证或新的解释。因此,作为草履虫的一个

代表种,尾草履虫(Parameciumcaudatum)现已成为动物学中被研究得较为透彻的典型模式动物
[6-10]。在中学

或高校的生物学教学中,为了让学生更好更直观地了解原生动物的基本细胞结构、运动机理、各类胞器结构及功

能等,草履虫常被做为重要的教学实验材料。此外,由于草履虫具有抗污性高、净化污水、吞噬细菌和单细胞藻

类等习性,因而在环境保护科学研究中也常被用做进行环境监测和水质净化的生物活性材料
[11-13]。

迄今有关草履虫的培养方法已有许多报道
[14-16],不同培养方法的培养条件及培养效果各有差异。然而,如

何在短时间内培养得到大量性状稳定的草履虫以及不同培养方法下草履虫时空变化及差异性的比较却鲜有报

道。本研究选取了几种常见且效果相对较好的草履虫的单克隆培养方法,不仅从时空方面对这些方法进行了比

较研究,同时还应用统计学方法对几种草履虫的单克隆培养方法进行差异性的比较研究,旨在筛选出最适宜且

操作性较强的草履虫单克隆培养方法,以期为教学科研的实验材料供给提供有效技术基础与参考资料。

1材料和方法

1.1草履虫的采集

实验用草履虫采自重庆大学城重庆师范大学三春湖的有机质丰富区(腐烂荷叶集中区域),重点采集靠近烂

荷叶底部略带淤泥的水样,将水样带回实验室转入小烧杯里静置一段时间(4~5h),即可进行虫体的分离与显微

观察。

1.2草履虫培养液的准备

本研究在已有部分培养液的基础之上进行了部分改进
[14-16],具体如下:
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1)稻草培养液:选取干净稻草,洗净后剪成2~3cm长的小段,取2g稻草碎段和200mL水,煮沸10min,
冷却后至室温,静置24h后即可接种草履虫。

2)大米培养液:取8粒大米置于200mL凉开水中,静置24h后即可接种草履虫。

3)莴笋叶榨出汁培养液:将新鲜莴笋叶10g洗涤后捣碎进行过滤,并将过滤后的汁液加入到300mL水中,
煮沸后冷却即可用于草履虫的接种。

4)熟鸡蛋黄培养液:称取0.2g或黄豆粒大小的熟鸡蛋黄于烧杯中,并加入60mL凉开水,用玻璃棒将蛋黄

捣碎,使之充分溶解后即可接种草履虫。

5)马铃薯培养液:称取40g马铃薯,切成块状后煮沸15min,使用纱布过滤,取滤液加水定容至200mL,静
置24h后即可接种草履虫。

6)玉米(芯)培养液:称取3g新鲜玉米(芯),剪成小块状后置入300mL水中,加热至沸腾,然后小火煮

10min,趁热用纱布滤去块状物,待滤液冷却,放置24h后即可接种草履虫。

7)酸奶培养液:将酸奶与凉开水以1∶200的体积比调配后可直接用于接种。
以上培养液分装后均盖上4层纱布,以防止空气中的细菌等异物可以进入培养液。同时检测培养液的pH,

使之保持中性略偏酸的环境,以为草履虫创造最适的生长环境。

1.3草履虫的分离和接种

取装有1.1部分所述水样的小烧杯,在靠近杯壁底部淤泥处,采用毛细吸管吸出少量水样,滴加在干净载玻

片上,置于NikonSMZ1500体视镜下进行显微检查。一旦发现草履虫,则用毛细吸管对草履虫进行清洗,然后

逐个吸出,并将它分别接种于上述准备好的培养液中进行单克隆培养。每种培养方法平行重复3次,每种培养

液均设置为相同的20mL培养体系,且仅接种1只草履虫。

1.4草履虫的培养

对选用的培养液设置好相同的培养条件,包括培养箱的温度、培养液的体积、培养液的pH等,然后进行草履

虫的室内单克隆培养,并注意每天定时检查是否有异常情况的出现。

1.5草履虫的显微观察与拍照

从培养的第1天开始,每天定时对各个培养液中的草履虫进行显微观察,观察它们形态的变化、运动情况、
数量的变化、是否出现生殖现象以及生殖的类型等;所有的显微拍照均在NIKONE-600显微镜与NIKON数码

CCD-1200下进行。

1.6草履虫的计数

从培养的第1天开始,在不更新培养液的情况下,每天定时对每种培养液里的草履虫进行计数,具体计数方

法为在每个样品中随机取10滴培养液,最后取每滴中草履虫的平均只数。当某种培养液中的草履虫的数量降

低至0时,计数工作结束。

1.7数据的处理与统计分析

上述获取的草履虫的显微照片采用PHOTOSHOPCS进行排版;所获得的数据采用Excel2007进行数据

整理及图表的制作;采用统计学软件SPSS16.0对不同单克隆培养方法获得的所有数据进行自由分布检验,将
符合非参数检验的数据进一步采用曼-惠特尼U 检验(Mann-WhitneyU Test)

[17]进行分析,其中当p≤0.05时,
说明比较组数据之间存在统计学意义上的差异。

2研究结果

2.1草履虫在单克隆培养过程中的数量变化

在单克隆培养过程中,草履虫在各种培养液中都能正常生长,并保持 “草鞋状”的形态结构及正常的运动摄

食状态(图1a-g)。在数量变化方面,从第1天接种的第1只草履虫开始,各种培养液中的虫体数量逐渐增长。
到第5天时,所有培养液中草履虫的数量达到峰值;其中酸奶培养液中虫体数量最多,达到每滴40只,马铃薯培

养液中虫体数量最少,仅有每滴14只。在第9天,马铃薯培养液中的草履虫数量变为0;此时,莴笋叶榨出汁培

养液中的虫体数量最多,达每滴25只(表1)。
由图2可知,在前5天内,各种培养液中的虫体数量在第3天均开始了指数式的加速增长,尤其是酸奶培养

液中虫体数量增长最快;熟鸡蛋培养法与其他方法存在差异,在第4天到第5天期间,用该方法培养的草履虫数
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量变化不大;总体来看,在前5天内,各种培养液中的虫体数量都处于上升阶段。第6天时,各种培养液中的虫

体数量均开始下降,其中稻草培养液中草履虫数量下降速度最快并在之后几天里下降速度趋缓,而其余几种方

法在第6天到第9天期间下降速度均无较大变化。从图2还可看到,所有培养方法的虫体数量变化曲线中,仅有

马铃薯培养法的虫体数量变化曲线峰值最低,位于所有拟合曲线的底部,因此该方法与其他几种方法对草履虫

培养的效果存在明显的差异。

2.2草履虫在单克隆培养过程中的生殖现象观察

在前4天的培养过程中,草履虫在各种培养液中均以无性生殖方式(横二分裂)进行繁殖,并未发现任何接

合生殖体(图1h-j)。到第5天时,在酸奶培养液和莴笋叶榨出汁培养液中出现了少量的接合生殖体。到第6天

时,大米培养液和稻草培养液中也出现了少量的接合生殖体(图1k-l);此时在稻草培养液中检测到上述两种生殖

体,相继在其他培养液中也检测到少量的上述两种生殖体。第7天至第9天期间,大量的接合生殖体在各种培

养液中出现,如玉米培养液中在第9天时出现了大量的接合生殖体;而无性生殖的横二裂生殖体越来越少,直至

虫体全部死亡而消失,如马铃薯培养液中的情况。

2.3不同草履虫单克隆培养方法的SPSS统计结果

表2显示:马铃薯培养法与其他6种培养法相比在草履虫培养效果方面存在统计学意义上的差异(p≤
0.05),其中莴笋叶榨出汁培养法与马铃薯培养法的草履虫培养效果在p<0.01水平上具有统计学意义;其他6
种方法在草履虫培养效果上均无统计学意义上的差异。

图1 不同培养液中草履虫的显微照片

Fig.1 MicrographsofParameciumindividualsindifferentculturemedium
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表1 培养期内草履虫在不同培养液中的数量统计

Tab.1QuantitystatisticsofParameciumspeciesindifferentculturemedium 只

时间 稻草培养液 大米培养液 莴笋叶榨出汁培养液 熟鸡蛋黄培养液 马铃薯培养液 玉米培养液 酸奶培养液

第1天 1 1 1 1 1 1 1

第2天 5±1.41 6±1.12 7±1.12 3±1.58 2±0.71 5±1.00 3±1.22

第3天 12±1.22 14±1.87 15±1.50 6±1.22 4±1.41 11±1.22 7±1.41

第4天 25±1.66 29±2.06 31±1.94 32±1.32 12±1.12 24±1.80 34±1.87

第5天 34±2.24 33±2.45 38±1.66 32±1.41 14±1.22 39±1.65 40±1.32

第6天 18±2.00 27±2.87 31±2.29 32±2.45 11±1.32 35±1.80 34±1.66

第7天 15±2.24 22±1.58 29±1.32 26±2.12 4±0.86 26±1.41 28±1.41

第8天 14±2.12 18±1.73 26±1.58 24±2.06 2±1.00 21±1.58 25±1.50

第9天 12±1.22 14±1.66 25±1.32 21±1.87 0 18±1.32 17±1.58

   注:第1天为整个20mL培养液中仅接种1只草履虫,其余天数均为每滴培养液中草履虫的平均只数;表中数据为“平均值±标准差”。

3讨论与结论

3.1不同草履虫单克隆培养法的时空量化关系

 图2 不同培养方法培养的草履虫数量变化趋势的曲线

 Fig.2 CurvesofquantitychangetrendofParameciumfordifferentcultureways

本研究发现,尽管草履虫的单

克隆培养法不同,但在一个培养周

期内或一个时间维度内,在不改变

培养液成份及条件的前提下,草履

虫的数量变化趋势均遵循共同的规

律:指数加速增长期—到达峰值或

短期动态平衡期—下降期。这与已

有的研究报道一致
[14,16]。另外,在

同一时间内的不同空间范围内,不
同的培养方法的虫体数量却差异较

大:用马铃薯培养法得到的虫体数

量一直是所有方法中最低的,用酸

奶与莴笋叶榨出汁培养法的虫体始

终都能维持相对较高的数量;其余

几种方法的草履虫培养效果介于上

述方法之间(表1,图2)。同时,由
于草履虫数量在马铃薯培养法条件

下的增长极为缓慢,因此当此方法与其他6种方法的培养效果进行比较时,由SPSS的统计结果(表2)可知所有的统

计结果p 值均小于0.05。这说明马铃薯培养法与其他方法相比在草履虫培养效果上存在统计学意义上的差异,其
中马铃薯与莴笋叶榨出汁培养法在草履虫培养效果上的差异在p<0.01水平上具有统计学意义。因此,相较其他

方法而言,马铃薯法单克隆培养的草履虫种群在整个培养周期内生长缓慢、数量最少且虫体数量最先变为0(表1,
图2);而统计学数据也证明该方法与其他方法在培养的草履虫数量变化方面存在统计学意义上的差异(p≤0.05),
故进一步佐证了马铃薯培养法与其他方法间在培养的草履虫种群时空量化方面差异明显。

3.2不同生殖方式对草履虫种群增长趋势的影响

一般而言,草履虫在条件良好的情况下以无性的横二裂生殖方式不断壮大种群,但条件变得不利或恶劣时,
草履虫种群会慢慢退化,则会以独特的有性生殖方式———接合生殖来完成种群的复壮

[2-3,16]。在本研究中,培养

过程的前5天内所有培养液中的虫体种群均呈指数增长状态(图2),而此时虫体数量的增长均以无性生殖方式(横
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二分裂)进行(图1h-j)。当第6天培养液中

出现少量接合生殖体时(图1k-l),虫体数量

的增长趋势已经改变,变为动态平衡或下降

趋势(图2);培养后期(第7天至第9天)虫

体数量的加速下降伴随的是大量接合生殖

体的出现。由此可见,在不同的草履虫培养

方法中,均可以通过草履虫生殖方式或生殖

体的形式间接给出培养条件或体系中种群

增长状态的提示。良好的草履虫的生长体

系应以前5天的培养条件最佳,从体系中能

观察到大量持续的横二裂生殖体。虽然极

少量的接合生殖体的出现有利于草履虫种

群的复壮,然而在实际操作中,当培养液中

有接合生殖体出现特别是大量出现时,就暗

示着培养条件发生改变或恶化———此时需要

表2 基于SPSS对7种草履虫单克隆培养方法差异的统计结果p 值

Tab.2 Thepvaluesofstatisticalresultsondifferencesof
sevenParamecium monoclonalculturewaysbasedonSPSS

稻草

培养法

大米

培养法

莴笋叶榨出

汁培养法

熟鸡蛋黄

培养法

马铃薯

培养法

玉米

培养法

大米培养法 0.451

莴笋叶榨出

汁培养法
0.157 0.353

熟鸡蛋黄培养法 0.425 0.756 0.756

马铃薯培养法 0.019* 0.010* 0.008** 0.027*

玉米培养法 0.376 0.825 0.565 0.965 0.015*

酸奶培养法 0.352 0.536 0.929 0.626 0.027* 0.086

  注:*,**分别表示两种草履虫培养方法的效果差异在p≤0.05,p<0.01水平

上具有统计学意义。

转移虫体至新环境或更换培养液。由此可见,生殖方式直接影响了草履虫的种群增长趋势。

3.3基于统计学分析及生殖方式对草履虫单克隆培养法的有效筛选

SPSS目前已被广泛应用于生物学不同领域内的数据分析,如对昆虫种群差异的比较研究、对植物不同类群

或品系的谱系分析、对车轮虫(Trichodina)的种群多样性及种间差异分析以及探索遗传距离用于区分游走类纤

毛虫(Mobilida)不同阶元的可行性方面均卓有成效
[18-21]。本研究的有关统计结果表明,马铃薯培养法培养的虫

体在整个培养期内生长极为缓慢,数量少,虫体数量最早(第9天)就变为0,而其他培养液中的虫体还能维持一

个较高的种群数量。这说明马铃薯培养法的培养效果最差。又鉴于马铃薯培养法与另外6种方法在培养效果

上存在统计学意义上的差异(p≤0.05),故另外6种方法均是效果较好的方法,仅是取材与操作繁简不同而已。
当然,如能进一步结合草履虫接合生殖方式出现的时间进行综合筛选,并尽量筛选接合生殖体出现时间相对较

晚且量少的培养方法可能效果更佳。
综上所述,较理想的草履虫单克隆培养方法不仅需要选择效果较好且行之有效的方法,而且还需较好地掌

握草履虫在培养过程中的种群增长趋势,最好在培养期的前5天内更换新的培养液,让草履虫能持续地以无性

繁殖保持加速生长状态,以此保证对草履虫材料的大量需求。但是,长期的无性繁殖会导致草履虫某些性状易

发生改变如生殖能力降低等。因此,应适当地创造条件使草履虫进行必要的有性接合生殖———这样既能使草履

虫种群有效复壮,保持良好的性状;同时也能使草履虫无性繁殖能力维持在一个相对较高的水平,从而形成了一

个良好稳定且可持续的草履虫单克隆培养体系。
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AnimalSciences

TheComparativeStudyontheGrowthTrendofMonoclonalCulturedParamecium Population

TANGFahui,LIQin,ZHAOYuanjun
(ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,CollegeofLifeScience,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]ThisstudyaimstocompareandselectthoseeffectivewaysformonoclonalculturemethodsforParamecium
species.[Methods]MorphologicalandSPSSstatisticalmethodswereappliedintothecomparativestudyforsevenmonoclonalculture
methodsforParameciumspecies.[Findings]ThedifferentParamecium monoclonalcultureways,includingwaysofstraw-culture,

rice-culture,lettuceleafculture,cultureofcookedegg,potato-culture,corn-cultureandyoghourt-culture,revealedthatthedistinct
relationshipofspace-timequantizationwiththerelatedreproductionwayinthepresentstudy.[Conclusions]Inthepresentstudy,the
wayofpotato-culturewastheworst,whereasthewayofjuicecultureoflettuceleafwasthebest.Thedifferenceofreproductionway
shoulddirectlyaffectthetrendofpopulationincreasefortheParameciumspecies.Therefore,exceptthatthoseeffectivewayscould
beselected,someimportantfactorsshouldbeconsidered,suchasrelationshipofspace-timequantizationandreproductionway,

whichcouldensuretheenoughexperimentalmaterialrequirementforParamecium.
Keywords:Paramecium;monoclonalculture;SPSS;quantizationrelation;reproductionway
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