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沟纹巴非蛤精子发生过程的超微结构观察

陈寅山,饶小珍,柯佳颖,许友勤

(福建师范大学 生物工程学院, 福建 福州 350007)

摘要: 利用透射电镜观察沟纹巴非蛤( Paphia ex arata Philippi)精子的发生和精子的超微结

构,揭示了从精原细胞逐渐发育成精子过程中超微结构的变化。其过程主要包括核逐步拉

长、染色质浓缩、顶体形成、线粒体逐渐融合、胞质减少以及中心粒演变为轴丝等。精细胞的

分化可分为五个时期。成熟精子属原生型, 由头部、中段和尾部三部分组成。头部顶体呈圆

锥状,其中的顶体物质分布不均匀 ,基部密度较其他区域高; 亚顶体腔呈倒 V 字型, 内含均匀

的低密度物质。细胞核卵圆形。中段由 4~ 5 个椭圆形线粒体和 2 个相互垂直的中心粒组

成。尾部为典型的 9+ 2 型结构。
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  近几十年来, 软体动物尤其是双壳类中很多种

类具有较高的经济价值及增养殖前景而越来越受到

研究人员的重视, 特别是有关生殖生物学的研究更

为活跃。精子发生是生殖生物学的重要问题之一,精

子形态结构的差异不仅是分类的依据, 也是分析不

同动物类群之间亲缘关系的重要依据。有关双壳类

软体动物精子超微结构及精子发生国内外已有大量

报道,如大珠母贝 ( Pinctada max ima) [1]、青蛤( Cy

clina sinensis ) [ 2]、缢蛏( Sinonov acul a constr icta) [3]和

中国淡水蛏( N ovaculina chinensis ) [4]等。沟纹巴非

蛤(Paphia exarata Philippi)广泛分布于中国浙江南

部及广东近海,个体大, 肉味鲜美,越来越受到群众的

喜爱[5]。但迄今为止,国内外尚未见到有关沟纹巴非

蛤精子发生超微结构研究的报道。作者研究了其精

子发生的超微结构特点及演变规律, 以期加深对沟

纹巴非蛤发育生物学的认识, 并为沟纹巴非蛤的人

工繁殖提供科学依据。

1  材料与方法

试验材料于 2003 年 10月购自福州市程埔市场,

壳长约为 40 mm。将性腺成熟的活体沟纹巴非蛤迅

速解剖,取出大小约为 2 mm3的精巢组织 ,用 3%戊

二醛 1. 5%多聚甲醛液于 4! 固定 2 d,充分漂洗后,

再用 1%锇酸 1. 5% 亚铁氰化钾液固定 1. 5 h。漂

洗; 铀块染,乙醇 丙酮梯度脱水, 环氧树脂 618 包埋。

LKB V 型超薄切片机切片, 切片用醋酸铀柠檬酸铅双

重染色,日立Hu 12 A透射电镜观察与摄影。

2  实验结果

沟纹巴非蛤的精巢由许多滤泡型腺体组成,滤泡

的腔壁由基膜及位于其内的生殖上皮和支持细胞构

成。生殖上皮向腔中央排列成一群不同发育阶段的

生殖细胞: 精原细胞、初级精母细胞、次级精母细胞、

精细胞和精子(图 1 1)。

2. 1  精原细胞

这类细胞数目较少, 着生于精巢滤泡的基底膜

上。精原细胞是生精细胞中最大的, 形状不规则, 切

面大小约为 9. 8 m ∀ 6. 4 m。细胞核大, 形状与胞

体一致,大小约为 5. 6 m ∀ 4. 8 m, 可见一电子密度

高、直径约 1. 4 m 的核仁。核膜清晰, 核周腔明显。

异染色质呈现小块状分布在细胞核中。细胞质较少,
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图 1  沟纹巴非蛤精原细胞、初级精母细胞和次级精母细胞的结构
Fig. 1 T he ultrastructure of sperma togonium , primary spermat ocyt e and secondary spermat ocyt e o f Pap hi a exarata Philippi

1 1.  滤泡腔中的各级生殖细胞∀ 4 090;  1 2. 精原细胞∀ 6 750;  1 3. 早期初级精母细胞,示核仁∀ 3 820;  1 4. 初级精母细胞∀ 4 500;

1 5. 双核期次级精母细胞∀ 5 560;  1 6. 次级精母细胞, 示胞内鞭毛∀ 9 000;  1 7. 次级精母细胞, 示高尔基体和前顶体囊∀ 10 830

Ps:初级精母细胞; Ss:次级精母细胞; S:精子; Sp: 精细胞; N: 细胞核; Nu:核仁; M:线粒体; RER:粗面内质网; PV: 前顶体囊; F:鞭毛; Go:高尔基体

1 1.  various spermato genic cell in a fo llio cle ∀ 4 090;  1 2. spermat ogonium∀ 6 750;  1 3. primary spermat ocy te at early st age, showing

the nucleolus ∀ 3 820;  1 4. primary spermato cyt e at ea rly stag e∀ 4 500;  1 5. seconda ry sperma tocy te o f binucleate pha se∀ 5 560;  
1 6. secondary spermat ocy te, showing t he f lagella inside∀ 9 000;  1 7. secondary spermato cyt e, showing the Golg i bodies and proacro

somal vesicle∀ 10 830.  Ps: primary spermat ocyt e;  Ss: secondary spermat ocyt e;  S: sperm;  Sp: spermatid;  N: nucleus;  Nu: nu

cleo lus;  M:m itochondria;  RER: rough endopla smic reticula;  PV: proacro somal vesicle;  F: flag ellum;  Go: go lgi bodie s
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电子密度较低,含有丰富的椭圆形线粒体, 散布于细

胞两侧,基质电子密度低, 看起来似空泡。内质网较

小,呈囊泡状, 还存在少量颗粒状游离的核糖体,但未

见高尔基体等细胞器(图 1 2)。

2. 2  初级精母细胞

初级精母细胞由精原细胞转化而来, 已完全脱

离基膜。细胞近椭圆形,大小约为 7. 9 m ∀ 4. 5 m。

细胞核卵圆形,长约 5. 8 m, 短约 3. 8 m。早期的

初级精母细胞仍有 1~ 2 个核仁(图 1 3)。核内异染

色质块增大,稀疏分布。胞质电子密度增高。椭圆形

线粒体分布在细胞一侧 ,基质的电子密度增高, 嵴增

多增长。可见小囊泡状的内质网(图 1 4)。

2. 3  次级精母细胞

初级精母细胞经第一次成熟分裂产生次级精母

细胞。这时期常见核分裂为二, 而胞质未分开的现

象,形成双核细胞(图 1 5) , 细胞椭圆形, 长径约 5. 0

m,短径约 4. 1 m。细胞核椭圆形, 大小约为 4. 5

m ∀ 2. 5 m。细颗粒状异染色质凝聚成更大的团

块,且有些团块互相融合在一起。线粒体数量略为减

少,但体积增大, 多集中在细胞的一侧,嵴的数量更多

更长。中心体已出现, 并发出胞内鞭毛(图 1 6)。高

尔基体发育较好, 它由一系列致密平行的扁平囊组

成,呈新月状, 两端膨大成泡状,其周围及附近分泌有

嗜锇的高尔基液泡。这些致密电子颗粒称为前顶体

颗粒,已经相互融合形成前顶体囊(图 1 7)。

2. 4  精细胞

精细胞是次级精母细胞经第二次成熟分裂产生

的,前者体积明显比后者小。根据其发育过程中染色

质凝集状况、前顶体囊及线粒体形态位置的变化, 可

分为 6 个时期。

2. 4. 1  精细胞#期

细胞椭圆形,大小约 3. 4 m ∀ 1. 8 m。细胞核

较大,核形与胞体一致, 大小约为 2. 9 m ∀ 1. 6 m。

颗粒状异染色质变粗且均质化。线粒体逐渐融合,数

目减少,体积显著增大。长约 0. 5 m,宽约 0. 34 m

的椭圆形前顶体囊继续发育, 内含电子密度较高的

颗粒状物质。前顶体囊与线粒体共同分布于细胞的

一端(图 2 1)。

2. 4. 2  精细胞∃期

细胞呈圆形或椭圆形, 大小约为 3. 0 m ∀ 2. 8

m。核呈椭圆形, 长径约为 2. 0 m, 短径约为 1. 5

m, 位于细胞中央。核内颗粒状染色质不断浓缩, 局

部区域仍聚集成团块状。细胞质含量较多,内含少量

内质网。线粒体不断融合, 内部基质的电子密度增

大, 嵴的数量、长度都增加,并逐渐移向核后端。中心

体发出胞内鞭毛,也往核后端移动。前顶体囊继续发

育, 并逐渐向预定的细胞核前端迁移, 呈椭圆形,长约

0. 6 m,宽约 0. 45 m(图 2 2)。前顶体囊、细胞核、

线粒体三者将位于一直线上, 核前窝与植入窝明显

(图 2 3)。

2. 4. 3  精细胞%期

细胞体积减小,呈椭圆形, 长约2. 7 m, 宽约 1. 8

m。细胞核大小约为 1. 7 m ∀ 1. 4 m。异染色质

颗粒明显增大且密度增高。前顶体囊临核面中央向

内凹变扁, 形成亚顶体腔, 内含低电子密度物质。前

顶体囊的内含物分布不均匀,基部四周为高密度顶体

物质, 而其他区域的电子密度则较低, 此时前顶体形

成(图 2 4)。

2. 4. 4  精细胞&期

细胞明显延长, 形态与精子相似, 大小约为 3. 0

m ∀ 1. 6 m。细胞核亦延长呈椭圆形, 长约 1. 8

m, 宽约 1. 3 m。粗颗粒状染色质完全连为一体,

且较为均匀, 电子密度增加, 但有一些核泡。仍有较

多的细胞质, 其中含有少量的粗面内质网。线粒体与

前顶体继续发育(图 2 5)。

2. 4. 5  精细胞∋期

细胞质大量减少,细胞体积显著减小, 形态与精

子基本一致, 长约 3. 0 m, 宽约为 1. 4 m。核进一

步延伸, 大小约 1. 6 m ∀ 1. 2 m。核内颗粒状染色

质进一步浓缩 ,成为高电子密度的均质物, 仍存在少

量核泡。前顶体及亚顶体腔向前延伸,形成顶体。细

胞质已大部分成为残留体而被排弃,仅留一薄层细胞

质围绕着精细胞(图 2 6)。
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图2  沟纹巴非蛤精细胞和精子的结构

Fig. 2  T he ult rastruct ures o f spermatid and sperm of Paphia exarata Philippi

2 1.  精细胞#期∀ 11 000;  2 2. 精细胞∃期∀ 8 570;  2 3. 精细胞∃期, 示前顶体囊和线粒体∀ 8 180;  2 4. 精细胞%期∀ 5 710;

 2 5. 精细胞&期∀ 11 470;  2 6. 精细胞∋期∀ 1 2140;  2 7. 顶体纵切∀ 20 000;  2 8. 成熟精子纵切∀ 7 500;  2 9. 精子中

段横切∀ 13 240; N P:核前窝; IF: 植入窝; P A:前顶体; ( :顶体物质; * :亚顶体腔; : 核胞; A: 顶体; : 顶体外膜;  : 顶体内膜;

PM :质膜; DC:远端中心粒; 其余符号说明同图1

2 1.  sperma tid # ∀ 11 000;  2 2. spermatid ∃ ∀ 8 570;  2 3. spermatid ∃, showing the proacrosomal v esicle and mito chondria∀ 8

180;  2 4. spermatid %∀ 5 710;  2 5. spermat id &∀ 11 470;  2 6. spermat id ∋ ∀ 1 2140;  2 7. the longitudinal section of ac

ro somel∀ 20 000;  2 8. the long it udinal sect ion of ma ture sperm∀ 7 500;  2 9. t he cro ss section o f m iddle piece∀ 13 240

NP: nuclear pocket ;  IF: Implantation fossa;  PA: proacrosome; ( : acrosomal mater ial; * : subacrosome space;  Vesicle;

A: a cro some; ext ernal membrane;  int ernal membrane;  PM: plasma membrane;  DC: dist al centr io le
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2. 5  成熟精子
沟纹巴非蛤成熟精子呈长辣椒状, 为原生型, 长

约 45 m,由头部、中段和尾部三部分构成。

头部长约 3. 0 m, 由顶体和细胞核组成。顶体

位于头部最前端,呈现圆锥状, 长约 0. 9 m, 最宽处

约 0. 6 m。顶体内含物分布不均匀, 高密度顶体物

质集中分布于基部四周, 顶体中其它空间为一些电

子密度较低的均匀物质所充满。顶体外包有一连续

的单层膜,按其位置的不同可分为顶体外膜和顶体

内膜,顶体外膜以一薄层胞质与质膜相隔; 而顶体内

膜靠近亚顶体腔。亚顶体腔呈尖锥状,几乎伸达顶体

的前端,位于顶体基部中央, 内含的亚顶体物质电子

密度较低(图 2 7)。细胞核卵圆形,大小约 1. 7 m ∀
1. 0 m。颗粒状染色质高度凝聚致密, 可见一些不

规则透明的核泡。细胞核与亚顶体腔相对处稍许凹

陷,形成核前窝; 与线粒体相邻处由于球状线粒体的

嵌入,细胞核亦内陷形成植入窝。与质膜间有少量的

细胞质(图 2 8)。

中段较短, 长约 1. 0 m, 最宽处约为 1. 5 m。

由线粒体围绕中心粒复合体形成主要结构。中段横

切面上可见 4 或 5 个卵圆形线粒体围绕在中心粒周

围(图 2 9)。线粒体电子密度较低, 直径约为 0. 5

m,由内外两层膜组成, 内膜向腔内折叠形成极明显

的褶皱嵴突。中心粒复合体由相互垂直的近端中心

粒和远端中心粒组成, 两者皆为中空的短圆筒状结

构。

尾部细长,约 40 m, 由轴丝和质膜组成, 轴丝由

远端中心粒发出,为典型的 9+ 2 型结构, 由中央的

两个单根微管和周围的 9 个成对微管组成。

3  讨论

双壳类软体动物精子发生的基本过程一致, 经

历了从精原细胞 )初级精母细胞) 次级精母细胞)
精细胞)最后变态为成熟精子的过程。各个阶段形
态结构的变化,因种类的不同而存在差异, 在精原细

胞阶段一般没有差别, 但在精母细胞及精细胞阶段

则可明显地体现出不同。精细胞尚不具有雄性配子

的功能,需要经过一系列的变态分化过程从而形成

成熟的精子,才具备受精的能力。双壳类软体动物精

细胞在分化形成精子的过程中主要经过以下阶段: 1)

精子细胞器的形成(包括头部顶体, 中段线粒体与中

心粒,末段鞭毛) ; 2)核的形态变化(包括核体积缩小,

染色质浓缩)。分化成熟的精子其形态结构必须与动

物的生殖方式及卵的形态结构相适应。根据受精方

式的不同, 软体动物的精子可分为两大类: 原生型

( Pr imit ive type)精子和修饰型 ( M odified type)精子。

其中, 原生型精子是动物界中最普遍的,进行体外受

精的精子一般都是原生型[6]。沟纹巴非蛤精子具典

型的原生型结构。由头部、中段和尾部三部分组成。

不同种间同属原生型的精子在形态结构上存在

较大差异, 这种差异主要表现在头部的外形构造上。

精子头部的形态主要由顶体的形态和核的形态决定。

例如合浦珠母贝精子顶体呈现奶嘴形, 核近圆形[ 7] ;

贻贝精子的顶体呈长圆锥形, 核卵圆形[8] ; 中国淡水

蛏精子顶体呈 ∗ 形, 核呈近圆形[4]。某些种类精

子的亚顶体腔还出现了板层小体[1]或轴棒[8]等复杂

的结构。沟纹巴非蛤精子顶体呈圆锥状, 核近椭圆

形, 亚顶体腔中只有一些电子密度较低的亚顶体物

质。双壳类软体动物的顶体属简单顶体,大多顶体内

含物的电子密度均匀,例如, 栉孔扇贝(Chlamy s f ar

r er i) [9] ;也有前中后端、内外区电子密度有差别的,

如大珠母贝[ 1]、青蛤[2] 和西施舌 ( Coelomactra an

tiquata) [ 10]。沟纹巴非蛤精子顶体结构的特殊之处

在于其顶体物质分布不均匀,分布于顶体基部四周的

顶体物质电子密度高,而其它区域则密度较低。亚顶

体腔中的亚顶体物质电子密度较低。这与赵志江研

究的波纹巴非蛤精子的顶体结构不同[11]。据他的观

察, 波纹巴非蛤顶体外区电子密度比内区大, 亚顶体

物质分布于顶体与核之间,电子密度较高。存在这种

差别可能与巴非蛤的系统演化及种属差异有关。

作者发现沟纹巴非蛤由生精细胞发育分化成精

细胞的过程中 ,高尔基体分泌的前顶体颗粒量增多,

并逐渐融合, 体积明显增大形成前顶体囊。在精细胞

变态成精子过程中,前顶体囊内凹呈倒 U 字形, 覆

盖在核一端。顶体物质逐渐沉积于囊腔基部四周,电

子密度增大, 这时顶体也基本形成。由此可见, 顶体

的形成及其内容物的合成和浓缩,是同高尔基体关系

密切的。这进一步证实了汪德耀等[ 12]关于动物雄性

生殖细胞顶体由液泡演变成的观点。此外,沟纹巴非

蛤精子的亚顶体腔中没有轴状结构,而轴状结构在顶

体反应中起着重要的作用,作者推测内含的亚顶体物

质可能起到与轴状结构相似的功能。

在精子形成过程中,精细胞核形态变化和染色质

浓聚是有种属差异的, Walker[ 13]把各种动物精细胞

核染色质浓聚后的形态归为三类:颗粒状、纤维状和

片状(晶体状)。本研究中观察的沟纹巴非蛤精细胞

核染色质浓度过程,不同于上述各种类型, 而与波纹

巴非蛤、西施舌类似, 即由稀疏小团块)细颗粒状小
团块) 粗颗粒状小团块) 粗颗状均匀分布) 高密度
的致密均质物。不管染色质最终变为团块状、颗粒状
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还是均质物,其游离的表面积都减少,这种缩小可以

增强结构的稳定性,利于受精功能的完成。随着染色

质密度不断递增的浓缩过程的进行, 核的形态由扁

圆变似圆后延长成椭圆 ,同时体积逐渐缩小 ,这一过

程与青蛤类似[2]。核形态的改变与核内染色质变化

密切相关,核内染色质的高度浓缩和核体积的减小

可能有利于精子迅速穿过卵膜与卵受精。

线粒体是精子运动的能量供应中心。Frazen[ 14]

认为双壳类软体动物精子中段的线粒体形态和数目

比较稳定。从精原细胞发育到次级精母细胞,线粒体

数量增多,嵴逐渐发达, 基质电子密度也增高,集中在

高尔基区的线粒体逐渐散布于胞质间。随着精子形

成过程的进行, 线粒体相互融合, 数目减少, 体积增

大,嵴也愈发达, 并逐渐移向核后端,最终形成 4个或

5 个球状的线粒体, 紧密连接成一线粒体环, 参与构

成精子的中部。本研究在沟纹巴非蛤中观察到成熟

的精子一般具有 4 个大的线粒体,偶尔也有 5个线粒

体的情况。这种同一贝类精子线粒体数量不完全相

等的报道在合浦珠母贝[7]、栉孔扇贝[9]中也有报道。

从精子发生的过程中可以观察到线粒体在精子的发

生发育过程中普遍存在着体积由小变大, 数量由多

变少的发育过程, 因此同种成熟精子内线粒体的量

不完全一致是有可能的。
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Abstract: Nacre is the internal lustrous mother o f pear l layer , and pearls are composed entir ely of na

cr e. Nacre is formed by the outer epithelia o f the mantle, inco rpor ating secr et mat ric pr oteins w ith ca lcium car

bonate. So the endocyto sis and exocy tosis o f the outer epithelia are ver y reactiv e. actin is an impor tant com

ponent o f cy toskeleton, w hich invo lv ed in a var iety of cellular events including endocy tosis and exocy tosis. It is

very impor tant t o elucidate the nacreous prot ein+ s exocyto sis mechanism. The identificat ion of actin in

Pinctadaf ucata may a lso supply the posit ive comparison fo r gene expression in different t issues. In this paper

we identified a fr agment o f actin gene by PT PCR from P. f ucata. Analy sis show s a very high deg ree o f ho

mo lo gy betw een actin of P. f ucata and actin fr om other animals. However the actin from P. f ucata has

several special character s in its amino acids and system evolution.
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Abstract: T he ultrastr uctures of spermato genesis and spermato zoon o f Pap hia exarata Philippi wer e ob

serv ed with tr ansmission electr onic micr oscope. The r esult show s the ult rastructural changes from spermato go

nium to spermato zo on. During the spermatid differ entiation, the main changes include as fo llow s: g radual e

longat ion of nucleus, condensat ion of chr omatin, acrosome formation, development and fusion o f mitochondria,

cy toplasmic slougling and flagella formation. T he spermatid differentiat ion can be divided into fiv e stag es. M a

tur e sperms ar e o f typical primitiv e type, consist ing of thr ee reg ions: head, middle piece and tail. T he acro

some is conical. T he dist ribution of acr osomal mater ials is uneven, the density o f acro some's base is higher than

that of other area. T he subacro some space wit h mater ials of low density is V shaped in upside down. T he nu

cleus is egg shaped. Four o r f ive ellipso ida l mitochondria and t wo cent rio les make up the middle piece. The fla

g ellum is a typical 9+ 2 micr otubular str ucture.
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