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Abstract
AIM: To compare different methods for prepara-
tion of samples for electron microscopic obser-
vation of Shigella flexneri surface structures. 

METHODS: Three Shigella flexneri strains were 
cultured and used to prepare samples for elec-
tron microscopy. Samples were prepared in 
different osmotic environments. The obtained 
electron micrographs were compared to obtain 
the optimal sample preparation conditions.
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高渗透压法制备细菌外膜扫描电镜样品

牛小羽, 牛 畅, 冯尔玲, 刘先凯, 朱 力, 张 玫
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■背景资料
由细菌、病毒或
寄生虫病原体引
起的腹泻性疾病
是主要的公共健
康 问 题 .  据 世 界
卫生组织(WHO)
统计, 2002年全世
界有4.5亿例患腹
泻性疾病, 共造成
180万例死亡. 卫
生条件差和污染
的饮用水促进了
肠道疾病的传播, 
营养不良和缺乏
适当的医疗条件
造成了高死亡率. 
志贺氏菌属是最
常见的引起腹泻
的病原菌, 其死亡
率高且患者多为5
岁以下儿童. 不断
出现的多重耐药
菌株和持续的高
发病率意味着志
贺氏菌病仍是一
个尚未解决的全
球性健康问题. 

RESULTS: Hyperosmotic environment in sam-
ple preparation often makes cytoplasmic shrink-
age occur, which is beneficial for cell surface 
ultrastructure observation. By comparing the 
electron microscopic pictures of the three strains 
of Shigella flexneri, we found that the abundance 
of bacterial lipopolysaccharides (LPS) was less at 
37 ℃ than that at 30 ℃. 

CONCLUSION: High osmotic pressure sample 
preparation is better than common methods in 
observing bacterial cell surface ultrastructures. 
Using this sample preparation method, electron 
microscopy analysis revealed that the relative 
density of LPS of Shigella flexneri varied among 
different culture temperatures. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 近年来, 电子显微技术在生物学领域得
到了广泛的应用. 本文利用生物电镜技术对福
氏志贺氏菌外膜结构进行了研究, 并对比不同
制样方法对电镜照片的影响. 

方法: 将各志贺氏菌分别在30 ℃和37 ℃的环
境中培养, PCR检测毒力大质粒是否在传代中
丢失. 培养至稳定期后, 收集菌液, 分别用非高
渗和高渗固定液固定, 制备切片, 使用电子显
微镜观察细菌外膜结构. 

结果: 在高渗透压环境下制样能使细胞质发
生皱缩, 有利于对细胞表面超微结构的观察. 
通过电镜图片对比, 发现在37 ℃时, 三株福氏
志贺氏菌外膜脂多糖丰度均少于30 ℃. 

■同行评议者
谭周进, 教授, 湖
南中医药大学
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■研发前沿
LPS和T3SS功能
间的关系就像剑
和盾一样, 二者对
于志贺氏菌毒力
的发挥都是必不
可少的, 因此要调
整好 L P S 糖链对
病原菌逃避宿主
胃部极酸环境和
免疫系统伤害的
保 护 作 用 ( 盾 ) 与
T3SS针状结构的
侵 袭 功 能 ( 剑 ) 之
间的平衡关系. 近
年来, 电子显微技
术在生物学领域
得到了广泛的应
用. 已有研究利用
释放细胞内溶物
的 制 样 方 法 ,  观
察志贺氏菌细胞
表面的T3SS以及
LPS.

结论: 高渗透压方法比普通制样方法更有利
于对细菌表面超微结构进行观察. 通过对电镜
照片的观察, 可以认为福氏志贺氏菌在不同培
养温度下脂多糖的相对密度有所差异. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 在高渗透压环境下制样能使细胞质发

生皱缩, 比普通制样方法更有利于对细菌表面

超微结构进行观察. 通过电镜图片对比, 发现在

37 ℃时, 三株福氏志贺氏菌外膜脂多糖丰度均少

于30 ℃. 可以认为福氏志贺氏菌在不同培养温度

下脂多糖的相对密度有所差异. 
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0  引言

由于当前大部分的分子生物学研究是在体外进

行的, 而真正的生物学现象发生在个体和细胞

内部. 因此, 利用生物电镜技术在细胞水平对

生物形态、结构以及功能进行研究, 促进了生

物科学研究的发展, 也为电子显微技术开辟了

新的天地. 目前, 生物电镜技术已在细胞病理诊

断、免疫抗原定位以及胞内基因及其产物定位

等方面开展了研究. 
志贺氏菌属(Shigella Spp. )是人类细菌性痢

疾最为常见的病原菌, 通过Ⅲ型系统分泌蛋白

于人类细胞中, 导致炎症应答. 痢疾持续的高发

病率和不断出现的多重耐药菌株意味着志贺氏

菌病仍是一个尚未解决的全球性健康问题[1], 已
有研究将生物电镜技术应用于志贺氏菌表面脂

多糖(lipopolysaccharides, LPS)抗原定位[2]以及

Ⅲ型分泌系统(type three secretion system, T3SS)
的形态结构分析[3]. LPS是革兰氏阴性菌外膜的

重要组成成分, 是细菌的一层保护性屏障, 防御

外界环境中的不利因素对细菌的杀伤作用[4]. 志
贺氏菌LPS的结构从内到外依次为脂质A(lipid 
A)、内核(core oligosaccharide)和暴露在细菌表

面的O-抗原(O-antigen)多糖链三部分. 其中O-抗
原由多个拷贝的寡糖重复单位(repeat unit, RU)
聚合而成, 构成了病原菌的一个重要的致病因

子[5-7]. O-抗原连接酶由位于核心寡糖core合成

途径中的相关基因组成的waa基因簇中的基因

waaL编码, 他负责将O-PS连接到脂质A-核心寡

糖上形成LPS[8-10]. 因此, 在志贺氏菌中waaI基因

的缺失, 会导致LPS合成失败. 
本实验室的前期工作揭示了一种全新的福

氏志贺氏菌LPS合成的调控机制, 即不同培养温

度下LPS合成的相对密度有所差异. 但研究对象

仅涉及一株福氏志贺氏菌, 为了验证这一现象

是否在不同菌株间存在共性, 本研究利用高渗

透压方法对三株福氏志贺氏菌外膜LPS进行了

分析. 

1  材料和方法

1.1 材料  福氏2a型志贺氏菌2457T、福氏2a
型志贺氏菌301、福氏5a型志贺氏菌M90T
以及301Δw a a I 均由本实验室保存. 胰酪胨大

豆琼脂(tryptose soya agar, TSA)固体培养基: 
4%TSA、0.01%刚果红. LB(Luria-Bertani)培养基: 
1%NaCl、1%胰蛋白胨、0.5%酵母提取物. NaI抗
生素溶液(30 mg/mL). 固定液A(用于制备非高渗

透压样品): 10 mL 40%戊二醛, 用0.1 mol/L PBS缓
冲液(pH 7.2)稀释至100 mL. 固定液B(用于制备高

渗透压样品): 10 mL 40%戊二醛, 用1 mol/L PBS
缓冲液(pH 7.2)稀释至100 mL. 
1.2 方法

1.2.1 细菌培养: 将各菌株分别在含有0.01%刚果

红的TSA平板上划线30 ℃培养箱培养24 h, 挑取

单克隆接入按照1∶1000加入抗生素的5 mL新
鲜LB培养基中, 30 ℃ 220 r/min摇床振荡培养12 
h, 转接2次, 并分别用IpaA、IpgB、MixD、VirG  
4个毒力相关基因的引物进行PCR, 检测毒力大

质粒是否在传代中丢失. 验证正确后按1/100的
接种量接种于5 mL新鲜LB培养基中, 37 ℃ 220 
r/min摇床振荡培养至稳定期. 
1.2.2 样品制备: 收集在不同温度下培养至稳定

期的菌液1 mL, 3000 g离心5 min, 0.1 mol/L的
PBS缓冲液(pH 7.2)洗1次, 同一温度培养的菌体

分别在固定液A或固定液B中室温固定1 h. 固定

后样品用0.1 mol/L PBS缓冲液清洗5次, 1%(W/
V)的四氧化锇再次固定2 h, 0.1 mol/L PBS缓冲

液清洗5次. 样品通过不同浓度梯度酒精(500、
750、850及950 mL/L)脱水, 每个浓度15 min, 然
后在无水乙醇中洗3次, 每次15 min. 样品包埋在

树脂中, 切片后用乙酸双氧铀和枸橼酸铅染色. 
1.2.3 电镜观察: 样品在电子显微镜80 kV下观察. 
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■相关报道
志贺氏菌通过糖
基化改变 L P S 的
结构调节T3SS针
状结构暴露在膜
外的长度, 从而促
进对靶细胞的侵
袭 能 力 ,  同 时 若
L P S 分子太短又
无法发挥自身防
御 的 功 能 ,  因 此
L P S 的合成受到
复杂而精密的调
控 .  O -抗原的长
度、分布以及糖
基化都与肠道菌
抗 酸 性 相 关 ,  同
时pH值也会影响
LPS的长度. 已有
研究将生物电镜
技术应用于志贺
氏菌表面 L P S 抗
原定位以及T3SS
的形态结构分析.

2  结果

2.1 细菌细胞壁表面LPS形态 前面已经介绍缺

失waaI基因后301菌株无法合成LPS, 因此我们

首先在电镜下观察了301ΔwaaI以及相应的301
野生株细胞表面LPS的合成情况. 结果与我们预

期的一致301ΔwaaI菌株细胞外膜表面是裸露的, 
而301野生株细胞壁表面覆盖了绒毛状的一层, 
两个箭头间即为菌株LPS层(图1). 
2.2 高渗透压环境下细菌细胞电镜图片 由于LPS
和T3SS都位于细胞表面, 为了更清晰的观察细

胞表面的超微结构, 我们对生物电镜制样方法

进行了改进, 首次在高渗透压环境中制样. 我们

采用了1 mol/L的PB缓冲液配制戊二醛固定液, 
从而形成高渗透压的环境, 使细胞质发生皱缩, 

与细胞壁分离开来. 同时也用0.1 mol/L的PB缓
冲液制备了正常环境条件下的细胞样品作为对

照, 观察高渗透压环境是否会对细胞表面结构

产生影响. 结果如图2所示, 在高渗透压环境下

细胞质与细胞壁分离, 更便于观察细胞表面结

构. 而在非高渗透压环境下细胞质与细胞壁连

接在一起, 不能够清晰的辨识细胞表面超微结

构, 同时高渗透压环境并未对细胞表面结构产

生影响. 
2.3 不同培养温度志贺氏菌细胞表面结构变化 
已有文献报道, 志贺氏菌在37 ℃时具有完整的

侵袭能力, 而在30 ℃时不能够侵袭上皮细胞[11]. 
从图3高渗透压环境制样照片中可以看出, 30 ℃
培养时, 细胞表面LPS更容易看到. 

图  1  福氏志贺氏菌细胞表面LPS的合成情况. A: 

301野生株的LPS合成, 两个箭头间即为菌株LPS

层; B: 301ΔwaaI缺失株的LPS合成. LPS: 脂多糖.

A B

图  2  福氏志贺氏菌野生株在非高渗透压和高渗透压环境下制样的区别. A: 2457T菌株在非高渗透压环境下制样的透射电

镜图片; B: 2457T菌株在高渗透压环境下制样的透射电镜图片; C: 301菌株在非高渗透压环境下制样的透射电镜图片; D: 301

菌株在高渗透压环境下制样的透射电镜图片; E: M90T菌株在非高渗透压环境下制样的透射电镜图片; F: M90T菌株在高渗

透压环境下制样的透射电镜图片.

A

D E

B C

F
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■创新盘点
我们的研究揭示
了一种全新的细
菌 L P S 合成的调
控机制, 即不同培
养温度下 L P S 合
成的相对密度有
所差异. 同时我们
对生物电镜制样
方法进行了改进, 
首次在高渗透压
环境中制样, 使细
胞质发生皱缩与
细胞壁分离开来, 
更便于观察细胞
表面结构.

3  讨论

为了便于观察志贺氏菌细胞表面的T3SS, 2005
年Kenjale等[3]就采用了释放细胞内溶物的方法

进行制样. 我们在本文中采用的高渗透压使胞

质皱缩的制样方法与释放内溶物的制样方法有

异曲同工之妙, 而且省去了释放内溶物方法的

繁琐步骤, 更为简化有效. 
本实验室成功构建的waaI缺失突变株银染

图  3  三株福氏志贺氏菌30 ℃和37 ℃条件下的LPS结构变化. A: 30 ℃培养的2457T菌株在非高渗透压环境下制样的透射电

镜图片; B: 30 ℃培养的301菌株在非高渗透压环境下制样的透射电镜图片; C: 30 ℃培养的M90T菌株在非高渗透压环境下制

样的透射电镜图片; D: 30 ℃培养的2457T菌株在高渗透压环境下制样的透射电镜图片; E: 30 ℃培养的301菌株在高渗透压

环境下制样的透射电镜图片; F: 30 ℃培养的M90T菌株在高渗透压环境下制样的透射电镜图片; G: 37 ℃培养的2457T菌株

在非高渗透压环境下制样的透射电镜图片; H: 37 ℃培养的301菌株在非高渗透压环境下制样的透射电镜图片; I: 37 ℃培养

的M90T菌株在非高渗透压环境下制样的透射电镜图片; J: 37 ℃培养的2457T菌株在高渗透压环境下制样的透射电镜图片; 

K: 37 ℃培养的301菌株在高渗透压环境下制样的透射电镜图片; L: 37 ℃培养的M90T菌株在高渗透压环境下制样的透射电

镜图片.
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后没有一长串的阶梯状条带, 而且缺失突变株

不能引起豚鼠角膜炎症反应, 表明了LPS的缺失

的确影响了志贺氏菌的侵袭能力[12]. West等[13]

的研究发现, 志贺氏菌通过糖基化改变LPS的结

构调节T3SS针状结构暴露在膜外的长度, 从而

促进对靶细胞的侵袭能力, 同时若LPS分子太短

又无法发挥自身防御的功能, 因此LPS的合成受

到复杂而精密的调控. Martinić等[14]也证实了O-
抗原的长度、分布以及糖基化都与肠道菌抗酸

性相关, 同时pH值也会影响LPS的长度. LPS和
T3SS功能间的关系就像剑和盾一样, 要调整好

LPS糖链对病原菌逃避宿主胃部极酸环境和免

疫系统伤害的保护作用(盾)与T3SS针状结构的

侵袭功能(剑)之间的平衡关系, 因为二者对于志

贺氏菌毒力的发挥都是必不可少的[15]. 我们的研

究揭示了一种全新的细菌LPS合成的调控机制, 
即不同培养温度下LPS合成的相对密度有所差

异. 这一现象的一种可能解释是: 37 ℃时T3SS
针筒的组装占据了细胞壁上很多空间, 因此降

低了LPS的表达. 同时, 通过对普通扫描电镜制

样方法的简单改进, 我们发现在高渗透压环境

下制备样品, 细胞质发生皱缩, 从而更便于观察

细菌细胞表面的LPS. 
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■同行评价
本文对高渗透压
法制备扫描电镜
样品与普通方法
制备扫描电镜样
品的优越性进行
了比较, 为细菌外
膜的电镜观察提
供了一种实用的
好制样方法, 实验
设计正确, 分析透
彻, 书写流畅.


