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日本医蛭精子发生与精子超微结构观察
瞿如钰#  沈红英#  李倩  邱霞  罗媛媛*

(中国计量大学生命科学学院, 杭州 310018)

摘要      精子发生与精子结构对生物繁殖至关重要, 特别在异体受精蛭类等无脊椎动物中更

为重要。该研究拟以日本医蛭为研究对象, 探究其精子发生过程及精子超微结构特征, 为其繁殖生

物学研究提供形态学依据。采用光学显微镜观察日本医蛭精巢的组织结构, 并通过透射电子显微

镜对精巢特定区域的细胞进行超微结构观察。结果表明, 日本医蛭精子的发生过程符合蛭类精子

发生的一般模式, 但在细胞器分布区域及其聚缩、螺旋化程度方面表现出一定的特异性。该研究

明确了日本医蛭精子在发生过程中各类细胞器的结构变化特征, 为蛭纲动物的生殖细胞的发生及

受精机制的深入研究提供了形态学基础, 并为其人工繁育提供了理论支撑。
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Observation on Spermatogenesis and Ultrastructure of Hirudo nipponia

QU Ruyu#, SHEN Hongying#, LI Qian, QIU Xia, LUO Yuanyuan*
(College of Life Sciences, China Jiliang University, Hangzhou 310018, China)

Abstract       Spermatogenesis and sperm morphology are important for animal reproduction, particularly 
in the cross-fertilizing invertebrates such as leeches. In this study, the spermatogenesis process and ultrastructural 
features of Hirudo nipponia were studied, this study will provide morphological support for investigating the re-
productive biology of this species. The testis structure of Hirudo nipponia was observed by light microscopy, and 
the ultrastructure of spermatids in the specific region of testis was observed by TEM (transmission electron micros-
copy). The results showed that the spermatogenesis was consistent with the general mode of spermatozoa develop-
ment, but showed some specificity in the distribution area of organelles and the degree of aggregation and coiling. 
This study clarified the structural changes of various organelles during the development of sperm in Hirudo nip-
ponia, which provided new morphological knowledge for future study on germ cell development and fertilization 
mechanism of leeches, the findings will provide theoretical support for artificial breeding of leeches.

Keywords       Hirudo nipponia; spermatogenesis; sperm morphology; mitochondrial fusion; ultrastructure

精子发生与精子结构是繁殖生物学研究的重要

组成部分。蛭类作为雌雄同体但需异体受精的无脊

椎动物 , 其繁殖效率高度依赖精子(sperm, spm)的授

精能力。目前 , 仅有20余种蛭纲 (Clitellata)动物的精

子发生过程被系统地研究过[1]。例如, 斯里兰卡山蛭

(Haemadipsa zeylanica)、整嵌晶蛭 (Theromyzon tes-
sulatum)及肋缘盘蛭 (Placobdella costata)等种类的精

子在形态结构上存在显著差异 , 尤其在精子发生过
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程中 , 细胞核、顶体及鞭毛等结构表现出物种特异

性的特征 [4]。但这些蛭类精子的成熟机制在整体发

生模式上仍具有较强的一致性。主要体现在 : (1) 精
子发生阶段 , 每个生殖细胞通过一个细胞间桥与中

央细胞团相连, 随着精子成熟, 细胞内逐步形成伸长

且扭曲的顶体、完全浓缩并螺旋化的细胞核、螺旋

化的单个线粒体以及由 “9+2”型微管结构组成的鞭

毛; (2) 精子发育成熟后, 从中央细胞团上脱落, 为丝

状长细胞。

蛭类的精子发生和其超微结构具有属种特异性 , 
是系统分类、亲缘关系和生殖进化分析的重要依据[5]。

ERSÉUS和FERRAGUTI[6]比较了环节动物门中蛭纲、

多毛纲、寡毛纲精子超微结构上的差异 , 探讨了其系

统发育关系和演化路径 , 发现了医蛭科精子属于适应

体外受精的修饰型精子 , 其顶体复杂、细胞核延伸、

线粒体鞘高度特化。SIDDALL等 [7]与MAROTTA等 [8]

先后对数种蛭类精子超微结构进行了系统性比较 , 建
立了形态分类数据库 , 进一步阐述了蛭类精子的修饰

特征(如复杂的顶体和核形)是对淡水环境中体外受精

的适应 , 且这种适应提高了受精成功率 , 反映了精子

线粒体在形态调控上对授精方式及繁殖策略的适应

性演化。

尽管精子发生过程在部分蛭类中已有详细描

述 , 但目前为止并未对日本医蛭的精子发生过程进

行研究。日本医蛭 (Hirudo nipponia)隶属于环节动

物门(Annelida)、蛭纲(Clitellata)、无吻蛭目(Arhyn-
chobdellida)、医蛭科 (Hirudinidae), 其唾液腺分泌物

中含有天然抗凝血酶类物质 , 在医药领域具有重要

的应用价值。其在我国境内广泛分布 , 但野外生物

量难以满足市场需求, 因此近年来, 国内学者围绕日

本医蛭的早期生长发育性能 [9]、繁殖特性 [10]及养殖

技术体系 [11]等方面开展了系列研究 , 以推动其规模

化养殖的发展。本研究以日本医蛭为研究对象 , 采
用光学显微镜和透射电子显微镜相结合的方法 , 对
其精巢结构和精子发生过程中的超微结构进行系统

观察 , 旨在揭示其精子发生过程中的形态变化规律 , 
丰富蛭类繁殖生物学理论 , 为该物种系统分类、生

殖机制研究以及人工育苗技术开发提供理论依据。

1   材料与方法
1.1   实验材料

日本医蛭购自辽宁省大连市金州区大魏家丽

雯水产养殖基地。

日本医蛭在杭州地区的冬眠期为11月底至次年

3月中下旬 , 繁殖期为4月中下旬至5月初 (水温10 °C
以上)。交配过后的日本医蛭会出现明显的生殖环带。

挑选结束冬眠且生长状态良好的日本医蛭 , 养
殖于6 L塑料桶内 , 以新鲜猪血饲喂 , 2~3日更换1次
纯净水 , 保持水温在10 °C以上 , 使日本医蛭进入繁

殖期。从繁殖期日本医蛭中选取未出现生殖环带的

日本医蛭进行精巢取样。

1.2   实验方法

1.2.1   取样      使用10%乙醇对日本医蛭进行麻醉 , 
75%乙醇将体表黏液拭净。背面朝上固定于解剖台上, 
沿中轴线方向划开日本医蛭皮肤与肌肉 , 暴露其精巢

(图1)。使用镊子将精巢完整取出, 快速置入装有固定

红色方框部分为一对精巢。

The red box marks a pair of testes.
图 1   日本医蛭精巢解剖图

Fig.1   Anatomical diagram of the testes of Hirudo nipponia
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液的离心管。用于制作石蜡切片和透射电镜样品的

固定液分别为4%多聚甲醛和2.5%戊二醛固定液。

1.2.2   石蜡切片样品制备      4 °C固定精巢组织24 h
后 , 使用梯度乙醇进行脱水处理 , 其中75%乙醇处理

4 h, 85%与90%乙醇各处理2 h, 95%乙醇处理1 h, 最后

使用无水乙醇进行2次处理, 每次30 min。为使组织透

明化 , 首先使用乙醇二甲苯 浸泡5 min, 后用二甲(1׃1)

苯浸泡2次, 每次15 min。使用65 °C石蜡包埋样品3次, 
每次1 h。将包埋后的样品切片 (Leica RM2235, 德国

Leica公司), 展平, 60 °C烤片。使用HE染色试剂盒(北
京索莱宝科技有限公司 )对样品进行染色后 , 使用光

学显微镜 (MI12, 广州市明美光电技术有限公司)进行

观察。

1.2.3   透射电镜样品制备      将固定后的精巢组织于

4 °C避光处理过夜。用0.1 mol/L、pH7.0的磷酸盐缓

冲液(PBS)漂洗样品3次, 每次15 min。加入100 μL四氧

化锇溶液(0.1 mol/L), 室温固定2 h。再次用PBS(pH7.0)
漂洗样品3次 , 每次15 min。向样品加入100 μL 2%醋

酸铀水溶液 , 室温固定30 min。使用50%、70%乙醇

各处理15 min, 再使用无水乙醇处理15 min, 重复2次, 
最后使用无水丙酮处理10 min, 重复2次 , 完成脱水处

理。使用渗透液1(丙酮 室温处理1 h后(1׃包埋剂为1׃ , 
再用渗透液2(丙酮׃包埋剂为13׃)室温处理2 h。将样品

放入包埋剂, 于37 °C与45 °C各处理12 h, 然后于60 °C
处理48 h。使用超薄切片机 (Leica UC7, 德国Leica公
司 )切片 , 用醋酸铀–柠檬酸铅双染色 , 使用冷冻透射

电镜(Thermo Scientific Talos L120C, 美国ThermoFisher 
Scientific公司)对其进行观察。

2   结果
2.1   日本医蛭精巢内细胞形态

光学显微镜观察的结果显示, 日本医蛭精巢外部

为疏松结缔组织 , 内部分布有各个发生阶段的生殖细

胞 , 精子与不同阶段生殖细胞分类分区聚集 , 前者主

要分布于释放区, 后者主要分布于生发区(图2A)。萌

发期精原细胞 (spermatogonium during germination, sg)
呈圆形, 多聚集成细胞团(cytophore, cy)。初级精母细

胞 (primary spermatocyte, ps)呈卵圆形 , 附着于细胞团

边缘。次级精母细胞 (secondary spermatocyte, ss)呈圆

形, 附着于细胞团边缘。精子成熟后从细胞团上脱落, 
中心细胞团逐渐解体(图2B)。
2.2   精子发生与精子的超微结构

2.2.1   减数分裂阶段      萌发期精原细胞多呈圆形, 
细胞核大 , 核膜清晰 , 染色质呈不规则斑块或斑点

状分布 (图3A), 其内可见清晰的线粒体、游离核糖

体等细胞器 (图3B)。精原细胞呈圆形 , 内有核膜完

整的细胞核与大量线粒体。减数第一次分裂前期

(meiosis prophase I, 以下简称MP I), 精原细胞内同

源染色体发生联会 (图3E), 形成梯子状联会复合体

(synaptonemal complex, sc)(图3F)。开始减数第一次

分裂 (meiosis I, M I)后萌发期精原细胞呈不规则状。

分裂末期的精原细胞缢裂 , 细胞核膜重组 , 胞质分

离。分裂过程中精原细胞由细胞团内逐渐移向细胞

团边缘(图3C), 分裂后形成初级精母细胞。

初级精母细胞位于细胞团外 , 由细胞质桥 (in-
tercellular bridge, ib)连接于细胞团上, 细胞中可见细

胞核、明显的高尔基体和线粒体(图4)。细胞核位于

A: 精巢切面图; B: 精巢不同发育阶段内的生殖细胞。sg: 萌发期精原细胞; ps: 初级精母细胞; ss: 次级精母细胞; spm: 精子; cy: 细胞团。

A: section view of the testes; B: germ cells at different stages of development in the testis. sg: spermatogonium during germination; ps: primary sper-
matocyte; ss: secondary spermatocyte; spm: sperm; cy: cytophore.

图2   日本医蛭精巢和不同发生阶段的生殖细胞显微结构

Fig.2   Microstructures of testes and germ cells in different developmental stages of Hirudo nipponia

A B

100 μm 20 μm
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细胞中心 , 占细胞体积的绝大部分 , 核膜清晰 ; 高尔

基体远离细胞质桥的顶端极 , 细胞内有囊泡存在 (图
4C); 线粒体主要分布于细胞核附近靠近细胞质桥的

一侧。初级精母细胞经减数第二次分裂 (meiosis Ⅱ, 
M Ⅱ), 形成次级精母细胞, 此时初级精母细胞呈不规

则状, 线粒体大量分布于细胞中部(图4D)。
次级精母细胞中可见较大细胞核 , 核膜完整 ; 

高尔基体仍位于远离细胞质桥的顶端极 , 小囊泡数

量增多; 线粒体沿着细胞质桥, 逐渐向细胞体方向分

布, 数量较多(图5)。
2.2.2   精子形成阶段      早期精子的细胞核呈圆形, 
核内染色质未聚缩, 核膜完整, 核仁存在; 细胞内大

量的线粒体逐渐融合 , 微管尚未出现。高尔基体仍

然位于远离细胞核方向的顶端极 (图 6A和图 6B)。
中期精子的细胞核高度聚缩并伸长 , 线粒体和核膜

之间充满高电子密度物质 , 核与线粒体向外延伸 , 
精子尾部初现; 高尔基体附近含水解酶的膜囊聚合, 
数个膜囊与其周围囊泡逐渐融合 , 发育成顶体 (图
6C和图 6D)。晚期精子的细胞核发生螺旋状扭曲 , 
线粒体仍与细胞核紧密相连呈现长圆柱状 , 二者位

于精子尾部 , 外周由微管构成的微管套 (manchette)

包围。顶体发育完成 , 前顶体位于精子头部 , 后顶

体以管状延伸至细胞核 (图 6E和图 6F)。成熟精子

的细胞核呈螺旋状 ; 线粒体外包裹有一层高电子

密度物质 , 形成线粒体鞘。线粒体鞘后部与尾部相

连 , 尾部轴丝具有典型的“9+2”微管结构(图6G和图

6H)。

3   讨论
3.1   精子形成过程

日本医蛭精子发生过程遵循蛭类精子发生的

一般模式。在减数分裂阶段 , 萌发期精原细胞聚集

成团 , 发育成熟后的精原细胞以细胞质桥连接于细

胞团外, 发生减数分裂, 依次形成初级和次级精母细

胞, 并经历早、中、晚和成熟精子等不同阶段(图8)。
精子发生成熟后从细胞团上脱落 , 中心细胞团发生

解体。在精子发生过程中, 细胞核扭曲成螺旋状, 从
中心位置迁移至尾部 ; 线粒体逐渐融合为单个线粒

体鞘 , 进入精子尾部 , 与细胞核相连 ; 高尔基体发生

迁移 , 分别与精子前顶体和尾部顶体囊泡融合发育

为前、后顶体, 后顶体形成管状结构与细胞核相连。

细胞核、线粒体及顶体管的形态变化均由微管套提

A、B: 萌发期精原细胞; C: M I精原细胞; D: MP I粗线期(红色圈内)与终变期(黄色圈内)精原细胞; E: MP I偶线期精原细胞; F: 染色体的联会与

交叉。ib: 细胞质桥; mi: 线粒体; n: 细胞核; cy: 细胞体; sc: 联会复合体。

A,B: spermatogonium during germination; C: spermatogonium in M I; D: spermatogonium in pachytene stage (red circle) and diakinesis (yellow circle) 
in MP I; E: spermatogonium in zygotene stage in MP I; F: synapsis and chiasma of chromosomes. ib: intercellular bridge; mi: mitochondria; n: nucleus; 
cy: cytophore; sc: synaptonemal complex.

图3   日本医蛭精原细胞超微结构

Fig.3   Ultrastructure of spermatogonium of Hirudo nipponia
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供运动轨道(图7F)。
日本医蛭成熟精子的结构与其他蛭类相比 , 主

要区别在于细胞器的分布区域以及其聚缩和螺旋化

的程度 [5]。由于不同蛭类精子的顶体的形状和螺旋

化模式不同 , 导致与之相连的细胞核、线粒体螺旋

化后的形态也各不相同。日本医蛭精子顶体管位于

精子头部并向中段延伸; 细胞核位于精子中段, 高度

聚缩 , 呈双螺旋状 ; 线粒体鞘位于精子中段 , 呈圆柱

状; 精子末段为高电子密度的中心鞘包围的“9+2”微

管结构形成的鞭毛(图9)。其他蛭类的顶体管位于精

子中段; 细胞核高度聚缩并螺旋化, 大多呈现双螺旋

结构 [5], 个别呈三股螺旋结构 [12]; 线粒体鞘位于精子

中段 , 呈圆柱状 , 长度因物种而相同 [4]; 精子末段为

鞭毛 , 除了典型的“9+2”微管结构外 , 中心鞘内外还

分布有密集的糖原颗粒[13]。

3.2   蛭类精子发生过程中的线粒体融合现象

线粒体融合使成熟精子尾部形成较大线粒体 , 
在蛭纲精子发生中广泛存在。日本医蛭线粒体融合

A~C: 初级精母细胞; D: M Ⅱ初级精母细胞。ib: 细胞质桥; mi: 线粒体; n: 细胞核; ga: 高尔基体; cy: 细胞体; v: 囊泡。

A-C: primary spermatocyte; D: primary spermatocytes in M Ⅱ. ib: intercellular bridge; mi: mitochondria; n: nucleus; ga: Golgi apparatus; cy: cytophore; 
v: vesicles.

图4   日本医蛭初级精母细胞超微结构

Fig.4   Ultrastructure of primary spermatocyte of Hirudo nipponia

ib: 细胞质桥; mi: 线粒体; n: 细胞核; ga: 高尔基体; cy: 细胞体。

ib: intercellular bridge; mi: mitochondria; n: nucleus; ga: Golgi apparatus; cy: cytophore.
图5   日本医蛭次级精母细胞超微结构

Fig.5   Ultrastructure of secondary spermatocyte of Hirudo nipponia
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现象始于初级精母细胞 , 并在次级精母细胞及早期

精子中均有发现 , 在中期精子中融合为单个较大线

粒体 , 最终在成熟精子尾部螺旋化形成单个线粒体

鞘 (图5B、图5C、图6A和图6B)。在北非医蛭和另

一种非洲的蛙蛭(Batracobdella algira)的精母细胞向

早期精子过渡时期 , 也存在多个线粒体融合的现象 , 

A、B: 早期精子; C、D: 中期精子; E、F: 晚期精子; G、H: 成熟精子。mi: 线粒体; mc: 线粒体嵴; n: 细胞核; nor: 核仁; ga: 高尔基体; cy: 细胞体; 
aac: 前顶体; acv: 顶体囊泡; pac: 后顶体; pav: 前顶体囊泡; mt: 微管; at: 顶体管。

A,B: early sperm; C,D: metaphase sperm; E,F: late sperm; G,H: mature sperm. mi: mitochondria; mc: mitochondrial cristae; n: nucleus; nor: nucleolus; 
ga: Golgi apparatus; cy: cytophore; aac: anterior acrosome; acv: acrosomal vesicle; pac: posterior acrosome; pav: proacrosomal vesicles; mt: microtu-
bule; at: acrosomal tube.

图6   日本医蛭不同成熟阶段精子超微结构

Fig.6   Ultrastructure of sperm in different stages of development of Hirudo nipponia
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A~C: 精子尾部纵截面; D~F: 精子尾部横截面。mi: 线粒体; n: 细胞核; at: 顶体管; mt: 微管; f: 鞭毛。

A-C: longitudinal section of sperm tail; D-F: cross section of sperm tail. mi: mitochondria; n: nucleus; at: acrosomal tube; mt: microtubule; f: flagella.
图7   日本医蛭精子尾部超微结构

Fig.7   Ultrastructure of sperm tail of Hirudo nipponia
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mi: 线粒体; n: 细胞核; nor: 核仁; ga: 高尔基体; cy: 细胞体; ib: 细胞质桥; v: 囊泡; aac: 前顶体; acv: 顶体囊泡; pac: 后顶体; pav: 前顶体囊泡。

mi: mitochondria; n: nucleus; nor: nucleolus; ga: Golgi apparatus; cy: cytophore; ib: intercellular bridge; v: vesicles; aac: anterior acrosome; acv: acro-
somal vesicle; pac: posterior acrosome; pav: proacrosomal vesicles.

图8   日本医蛭精子发育过程示意图

Fig.8   Schematic drawing of spermatogenesis process of Hirudo nipponia
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在成熟精子细胞中段有且仅有一个线粒体 [5,12]。除

蛭纲生物外 , 在其他环节动物如疣吻沙蚕 [14]、双齿

围沙蚕 [15]等中也发现了线粒体融合为一的现象 , 甚
至在棘皮动物如刺参 (Stichopus japonicus)[16]、仿刺

参 (Apostichopus japonicus)[17]中也观察到了类似现

象。软体动物如毛蚶 (Scapharca subcrenata)、青蚶

(Barbatia virescens)等[18], 线粒体虽可融合, 但其成熟

精子中仍存在多个较大线粒体。

精子细胞线粒体融合是为了满足其精子发生

与授精各个阶段的能量需求 [19]。在精母细胞阶段 , 
为保证细胞分裂正常进行 , 线粒体数量多、体积小 , 
在细胞内各个部分均有分布 ; 成熟精子的线粒体除

满足细胞新陈代谢外 , 还需对其尾部鞭毛运动进行

供能, 此时的线粒体融合, 且分布在精子尾部。此外, 
线粒体数量减少也可能与精子顶体的形成有关 , 顶
体囊为双层膜结构 , 通常认为其外膜来源于高尔基

体与囊泡 , 而内膜则来源于溶酶体吞噬的线粒体等

膜性细胞器[20]。

本研究使用冷冻透射电镜观察日本医蛭精子

超微结构, 探讨了其各阶段结构特征, 完善了日本医

蛭繁殖与受精生物学研究 , 旨在为其人工繁育提供

理论依据与参考。但形态学的研究主要聚焦于特定

发育阶段的静态结构 , 透射电镜切片难以实时观察

和研究精子发生的动态过程。后续研究可能需要结

合免疫组学和分子手段对该过程中的特定结构与特

殊变化进行量化、深入研究。
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