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文昌鱼精子发生的核孔复合体

冷冻蚀刻电镜观察
*

林加涵 林海宁 方永强t

(厦门大学生物学系 厦门

t( 国家海洋局第三海洋研究所

36 10 0 5 )

厦门 3 6 10 0 5 )

提要 19 94 一 199 6 年每年 3 月
、

7 月在厦门同安琼头海域采集雄性文昌鱼
,

采用冷冻蚀刻的

常规技术
,

研究文昌鱼精子发生核孔复合体的变化规律
。

结果表明
,

在核孔复合体结构中很可

能存在着作为运输物质的中央颗粒
。

各种生殖细胞中的核孔复合体的大小和密度不同
,

平均

值约为
:

精原细胞 (6 0 土 1
.

2 0)nm
,

(2
.

9 士 0
.

04 )孔 / 卜m ’; 初级精母细胞 (7 6 士 1
.

8 0)nm
,

(4
.

8 士

0
.

0 5)孔 / 协m
’ ; 次级精母细胞 (7 2 士 1

.

30 )nrn
,

(4 6 士 0
.

0 3)孔 / 林m
’; 精细胞 (97 士 1

.

4 0 )nm
,

(5. 4 士 0. 06 )孔 / 卜m ’
。

这与细胞的生理功能有关
。

核孔复合体的分布具有明显的极性特点
,

主要集中在靠初级精母细胞的高尔基区一侧和靠精细胞的前顶体一侧的核膜上
,

表明了细胞

核局部的功能差异
。
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核孔复合体是核膜最为显著的特征 (W ats o n ,

19 5 9 )
,

被认为是细胞核和细胞质之间进

行物质交换的场所 (Call an et al
,

195 0)
,

有关核孔复合体的研究报道 较多 (Wi sc h川忱er
,

19 6 0 ; R allke
,

1 9 7 0 ; Maul
,

19 7 7 )
。

核孔复合体的结构模型 (R a n k e
,

19 7 0 ;

Ro be rts
e t a l

,

197 0) 已基本为学术界所公认
。

以前曾认为核孔复合体的分布是随机的
,

而 Maul (19 7 7) 则

认为它是 出现在特定 的位置上
。

关于哺乳类和鸟类精子发生中的核孔复合体已有许多研

究 (w
e rn e r ,

19 6 5 ;

Ko
e hi e r ,

19 7 7 ;
黄宗平等

,

1 9 8 3 ;
李月玲等

,

19 8 4 )
,

但有关头索类动物这方

面的研究尚未见报道
。

林加涵等 (19 8 7) 曾进行过文 昌鱼精 子发生过程中的超微结构研

究
,

本文在此基础上
,

报告文昌鱼精子发生的核孔复合体冷冻蚀刻电镜观察研究结果
,

以

期为进一步研究核孔复合体的变化规律积累资料
。

1 材料和方法

实验用不同发育阶段的雄性文昌鱼 (Br an ch ios to
ma be lc her i G r ay)于 1994 一 19 9 6 年每

年 3 月和 7 月采于厦门同安琼头海域
。

取性腺
,

按照冷冻蚀刻常规技术 (应国华等
,

19 7 9) 以

2
.

5% 戊二醛固定 2h 后
,

用缓冲液稍微清洗和浸人 30 % 甘油生理盐水中
,

置于冰箱 中 1 2一

24 h
,

再取出性腺投人液氮 (一 l% ℃ )中迅速冻结
,

然后在真空度为 2. 67 x 10 ”Pa
、

温度为
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一 1 10 ℃ 的条件下
,

用冷冻蚀刻仪 (BA F二4 0 0 D 型
,

BA LZ ERS 公司)将样品迅速劈过
,

形成一

个人工断面
,

继续恒冷并用铂和碳喷镀制成复型膜
,

最后再分离
、

腐蚀和清洗
,

将复型膜捞

取在铜网上
,

进行透射电子显微镜 (J EM一 loo X 型)观察
、

拍摄
。

各级生殖细胞各取 50 个细胞

进行测量统计
。

2 结果

2
.

1 核孔复合体的结构

大部分核膜在冷冻之后很容易被劈成 内层和外层
,

内层上 的膜颗粒比外层要密得多

(图 1 : a ,

c)
。

文 昌鱼精子发生过程 中不同分化的细胞核 的核孔复合体具有基本相似的结

构
,

但是中央颗粒有时无法观察到
,

有时则能观察到 (图 1
:

d)
。

2. 2 核孔复合体的大小

核孔复合体在核膜外层呈 圆形的凹陷
,

并有明显的界限
,

因此
,

能准确地测出其直径

大小
。

通过对各种不同类型细胞进行大量测量后发现
,

精子发生过程 中分化程度不同的

细胞
,

其核孔直径 也不 同
,

平均值约为
:

精原细胞 (60 士 1
.

2 0) nm (图 1
:

a)
,

初级精母细胞

(7 6 士 1
.

8 0 )nm (图 l
:
b)

,

次级精母细胞 (7 2 士 1
.

3 0 )nm (图 l : e )
,

精细胞 (9 7 土 1
.

4 0 )tim (图

l
: e )

。

2. 3 核孔复合体的密度

在文 昌鱼精子发生过程中
,

随着细胞分化程度的不同
,

核孔的密度也有变化
。

经大量

测量
,

各类 型细胞的核孔密度平均值为
:

精原细胞 (2
.

9 士 0. 04) 孔 / 协m Z ,

初级精母细胞

(4
.

8 士 0
.

0 5 )孔 / 协m ’,

次级精母细胞 (4
.

6 士 0
.

0 3 )孔 / 卜m ’,

精细胞 (5
.

4 士 0
.

0 6 )孔 / 卜m ’。

2. 4 核孔复合体的分布

核孔复合体在 同一个体的不同类型细胞 中的密度有所 区别
,

在不 同的生理状态下也

有所不 同
。

在同一个细胞中
,

核孔的分布并不是均匀一致的
。

林加涵等 (19 8 7) 在文昌鱼精

子发生过程 中的超微结构研究中
,

已观察到在初级精母细胞的细胞核的顶部上方的细胞

质中有一高尔基 区
,

在冷冻蚀刻的细胞核正好靠近这一区的核孔密度 比其它部分大得多
。

在精子形成的过程中
,

细胞核前方的高尔基区经过一系列复杂的变化形成顶体
,

最终形成

顶体复合体
。

核孔正好集 中在靠前顶体的核膜上
,

而在其它部分几乎没有 (图 1
:

d)
。

3 分析与讨论

3
.

1 文昌鱼精子发生中核孔复合体的结构特点

文昌鱼精子发生过程 中核孔复合体的结构与 R an ke (1 9 7 0) 和 Ro be rts (19 7 0) 等分别提

出的核孔复合体的结构模型基本一致
。

但是
,

本实验的观察结果并不能完全确定中央颗

粒存在的可能性
,

这与 Mau l(1 9 7 7) 的研究结果一致
。

M au l(19 7 7) 认为
,

这些颗粒如果被证

明是 核质运输中的物质
,

那么它们就不属于核孔复合体的组成部分了
,

作者赞同这一看

法
。

核孔直径的大小
,

使核中的核糖体组成物完全可以通过
,

本文观察的结果支持这种可

能性
,

正如 Call an 等 (195 0) 所认为的
,

核孔是核质之间物质交换的场所
。

1 2 文昌鱼精子发生中核孔复合体的大小和密度变化

Mau l(19 7 7) 的研究结果表明
,

采用不同技术研究各种动物的不同组织细胞中核孔复

合体的大小
,

会得 出明显不同的结果
。

本文的研究结果表 明
,

文昌鱼精子发生过程中各种

不同分化阶段的细胞
,

其核孔的大小也是不同的
。
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论一致
,

但本文得出的变化范围较小
。

核孔密度 的明显变化不仅存在不 同分化细胞
,

而且

也存在于不同生理状态动物体的同类型细胞中
,

这表明核孔是一种动态变化的结构
,

正如

Maul 所指出的
,

核孔可能消失和重新形成
,

尤其在有丝分裂的过程中
。

从核孔的直径和密度的变化可以看出它们之间有一定的正相关性
,

而这种正相关性

可明显促进核质交换
,

增强细胞的代谢能力
。

初级精母细胞的核孔 比精原细胞和次级精

母细胞的大而密
,

这是 因为初级精母细胞必须为减数分裂提 出所需的物质
,

而且具有较强

的代谢能力
。

由次级精母细胞分裂而来的精细胞
,

主要是为形成顶体而准备的
,

因此核孔

更大更密
。

作者推测
,

此阶段大而密的核孔功能可能是为顶体形成输送物质
,

有利于核内

染 色质的脱水浓缩
,

促进大量水分和其它物质的外流
。

3. 3 文昌鱼精子发生中核孔复合体的分布状况

核孔已经不再被认为是 随机分布 的
,

而是 出现在特定的位置 (M
au l

,

19 7 7)
,

本文观察

的结果完全证实了这种观点
。

在文 昌鱼精细胞中
,

靠近高尔基区 或前顶体处的核孔密度

远高于其它部分
。

高尔基 区是细胞 内强烈的氧化还原 中心 (黄宗平等
,

19 83 )
,

因此
,

作者

认为靠近这一 区域密集分布的核孔可能与其功能密切相关
。

由于实验条件和方法所限
,

对核孔的生理功能仅仅是一种猜测
。

在精细胞变态早期
,

核孔分布于靠前顶体的核膜上
,

呈明显的极性排列 (图 l :

d)
,

这一结果 与 W
em e r

(1 965 )所观 察到的核孔复合体似乎是集

中在形成顶体帽的核前端 的结果相一致
。
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