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用 T EM 和 S EM 对肠毒性大肠杆菌超微结构

及其定居状态的观察
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摘要 产肠毒性大肠杆菌以其密集的纤毛实现了它与宿主小肠上皮细胞徽绒毛的牢固

枯附
。

用透射电镜 ( T E卜f ) 和扫描电镜 s( EM ) 可把这种状态清晰地显现出来
.

该菌菌

体长约 20 0
n
m

,

菌璧厚约 1 0
n m

,

为周身性纤毛
。

纤毛的长短以及菌体定居状态因菌株

的不同而有所差异
.
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大肠杆菌是引起人及动物严重腹泻的细菌性病原之一
,

其中的产生肠毒性大肠杆菌

( E n t e r o to对 s e n e n i c sE c h e r i c恤
c o il )依靠密布于菌体表面的纤毛的枯附作用

,

牢固地定居于小

肠上皮细胞上
,

并在此大量繁殖
,

同时产生肠毒素
,

刺激小肠上皮细胞大量地分泌水和电

解质
,

从而导致动物严重腹泻和脱水
.

在这一致病过程中
,

肠毒大肠杆菌的粘附定居是致

病的重要前题
.

用 s EM 和 T E M 在超微结构水平来研究这种枯附状态
,

并为以后研究清除及

反粘附作用提供数据和资料都是十分重要的
.

l 材料和方法

1
.

1 病料 攻毒后典型发病的新生仔猪的小肠前
、

中
、

后一小段
.

1
.

2 TE M 样品制备 4%戊二醛前固定
,

l %铁酸后固定
,

乙醇逐级脱水
,

Eop n8 12 包埋
,

超

薄切片后经醋酸 铀一柠檬酸铅双染色
,

J E M一 1 2 0 oxE 电镜观察
.

1
.

3 s E M 样品制备 前固定
、

后固定与 T E M 法同
,

在后固定之后
,

投入 2%单宁酸中
,

然

后经乙醇逐级脱水
,

空气干燥
,

喷镀金
,

EJ M 一 1 20 0E x 的 A SI D 10 观察扫描像
.

1
.

4 金属投影 纯化的大肠杆菌经戊二醛固定后
,

吸附在铜网上
,

在真空喷涂仪中用金属

铭投影
,

投影角 30 :

2 结果和讨论

2
.

1 在透射电镜下
,

放大 5 0 00 倍
,

可以看到小肠上皮细胞游离端的刷状缘
,

在微绒毛上

吸附着大量的大肠杆菌
.

菌体并不是紧贴在微绒毛上
,

它们之间有一空隙
,

这条空隙实际

上是大肠杆菌纤毛所占据的空间
.

大肠杆菌正是依靠纤毛这一特殊结构
,

才能在宿主肠道

长久定居
.

现 已明确
,

这种粘附作用是由构成纤毛的粘着素蛋白与小肠上皮细胞微绒毛上

的特异性受体相结合的结果
.

这种结合可以抵抗较强的肠蠕动等一般性外部作用而不被清

除
,

这是大肠杆菌得以定居肠道并大量繁衍的关锥
.

这种纤毛相当纤细
,

以至于在一般的
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切片样品和扫描样品中很难看到它
。

只有用低浓度的 Pr A 作负染
,

并在较暗视野和高放大

倍数下才能清晰地显现出纤毛的形态来
,

用较小的投影角作金属投影时也可以清楚地看到

纤毛形态
,

在透射电镜下
,

肠毒大肠杆菌菌体长杆形
,

长约 2 0 0 0 n m
,

甚至更长
,

横径约

50 0 n m
,

菌壁厚约 1 0 n m ,

纤毛只有几个埃粗细
,

呈放射状生长于整个菌体表面
,

有的纤毛

成丛状生长在一起
.

根据纤毛的有无
,

以及长短粗细等形态特征可以区分不同的菌株
,

这

在细菌分类学以及工程菌构建方面都作为一项鉴定指标而加以利用
。

么 2 在扫描电镜下
,

可见小肠绒毛上附着大量的大肠杆菌
,

有的部位菌体相当密集
,

在低

倍镜下看
,

好象一层表面粗糙的膜复盖在肠绒毛上
,

几乎看不到下面的刷状缘
。

尽管样品

经历了 10 余次的清洗以及化学试剂的处理
,

但大量细菌仍牢固地粘附在小肠绒毛上
,

说明

这种粘附不是一般的物理性吸附
,

类似于免疫学中抗原抗体的结合
。

在高放大倍数下
,

菌

体可以被清晰地分辨出来
,

形态保持完好
,

并可以看到这种吸附状态
,

但是过分纤细的纤

毛还是不易见到
.

另外在观察中还发现
,

B一 5 ( K 88 + ) 株感染的小肠在前
、

中
、

后三段都

见有细菌定居
,

而 x u 一 1 ( K 99 + ) 株只在中
、

后段见到细菌
。

这与组织学检查相一致
。

这

说明不同菌株其定居部位状态也不同
。

2
.

3 采用空气干燥法制备扫描样品
,

对我们来说还是第一次
。

从结果看
,

除了肠上皮细胞

微绒毛有轻微变形外
,

肠绒毛
、

大肠杆菌的形态保持得比较完好
。

这样做可省去临界点干

燥
,

但要增加一次饿酸处理
,

这样即能增强样品的导电性能
,

又强化了固定效果
.

当然在

二氧化碳来源方便的地方还是用临界点干燥法更为理想
。
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图版 l
,
2 大肠杆菌的纤毛

。

图 l 为金属投影
,

图 2 为负染色
.

3
,

4 攻毒猪小肠上皮细胞徽绒毛上粘附的大肠杆菌
。

菌体与徽绒毛并不紧密接合
,

而是借助

于纤毛实现这种枯附
.


