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时精子核的染色双倍增加，表明可能存在于父 

本染色质的反应位点增加或从卵子细胞质来的 

新的反应位点增加。随着精子核的崩解产生的 

稀释效应，父本染色质的染色强度激 剧减少。 

原核融合后，父本染色质出现在受精卵的一极， 

染色较为致密，随着时间推移，父本染色质在受 

精卵内渐小，染色渐弱。 

我国学者陈大元_5 以仓鼠为材料，用 ASR 

法研究了哺乳动物受精过程中雄性原核发育期 

核蛋白的变化和迁移，这一变迁与低等无脊椎 

动物斑点海胆的变化相似。陈也观察了雌性原 

核形成过程的变化，其 ASR染色有一迅速减少 

的过程。在 ASR染色中这 种先增加后减少可 

能反映出原核发育期 碱性蛋 白的变化。毛铭 

廷，颉东旭 6 以 ASR法也在光镜水平观察了中 

华大蟾蜍 (Bufo bufo gargarizans)受精卵原核 

发育期 碱性 蛋 白的转 移。上述 工 作均 表 明 

ASR在研究原核发育期碱性蛋 白的变化、迁移 

中已显示出其方便和直观性。本实验室也正在 

用这一方法研 究过去从未有人研究过的雄核不 

含碱性蛋白的十足 目动物精子受精过程碱性蛋 

白的转 移。 

1．3．2 研究精子发生过程中碱性蛋白的更替 

我国细胞学家李靖炎认为 J：一切后生动 

物有鞭毛的精子在其精子发生过程中存在碱性 

蛋白的更替。组蛋白必须要被碱性更强的蛋 白 

所取代，而这一更替过程在有些动物 出现不止 
一 次。李 用细 胞学的方 法研究了多种 动物 

的这一现象时，也利用了 ASR方法，在细胞水 

平上从多种方法验证 了这一结论。 

甲壳动物的精子类型繁多，既有能运动的 

鞭毛型精子．亦有不运动之非鞭毛型精子。但 

对甲壳动物精子发生过程中核内蛋白质的变化 

尚缺乏研究。作者用 ASR在光镜和电镜 水平 

观察了虾、蟹成熟精子碱性蛋白的分布及虾、蟹 

精子发生过程 中碱性蛋 白的变化。虾、蟹这类 

无鞭毛的精子核内无碱性蛋白．ASR呈阴性反 

应．不象有鞭毛的精子(如鱼类)的核 内具有富 

含精氨酸的鱼精蛋 白。在刀额新对虾精子发生 

过程中我们观察到核内碱性蛋白被抛弃从而形 

成成熟精子核 内无碱性蛋 白的现象 。修正 

了过去认为对虾精子的顶体系由核内碱性蛋白 

外排堆积而成的观点。 

2 Ag—As反 应 用 于精 子 发 生过 程 中 

NOR变化的研究 

2．1 原 理 核仁组织者(NOR)系细胞核内 

含有 为合成 核仁结 构的 DNA样板 的特殊 区 

域。过去人们推测该部位存在有 嗜银蛋 白成 

份。当加入硝酸银 时，该蛋 白与 舨  结合，加 

入福尔马林后，Ag 还原 为银颗粒，并成 为银 

核，促进大 量的银沉积使 NOR显黑色l8]。近 

年来人们 已分离得到了此嗜银蛋 白即 C23核 

仁蛋白 J。该蛋白为高度磷酸化蛋白，系酸性 

蛋白。该蛋白结合于核糖体基因位点上的组蛋 

白H 结合后，诱导并维持染色质去浓缩，使核 

糖体基因得以大量转录。这一工作从分子水平 

上证实了人们过去对 Ag—As NOR染色法工作 

原理的假设。 

2．2 方 法 精巢小块在4℃、2．5％戊二醛溶 

液 中 固定 2小 时，缓 冲 液 冲 洗，后 固定 于 

carnoy’S固定液(冰醋酸：甲醇 ：1：3)5～12分 

钟，在乙醇 内逐级复水(每步 l0分钟)，在双蒸 

水中洗涤 30分钟，后将其浸入 50％～70％的 

硝酸银水溶液，在 500W 灯下使其在 l0～12分 

钟达 55℃，然后 在 双蒸水 中洗 涤 (3分 钟／2 

次)，在氨银一福尔马林溶液 中孵育(2g硝酸银 

／2 5ml水 +2．5ml的 33％氨水 +5ml的 3％福 

尔马林溶液．过滤)3--6分钟在双蒸水 中洗涤 3 

次，每次 2分钟．常规脱水，包埋。 

2．3 应 用 由 Goodpasture等L8 创建的 Ag— 

As银染技 术，在细胞遗传 学上有着广泛的运 

用_l 。最 早 将 之 用 于 精 子 发 生 的 是 

Schwarzacher和 Hofgartner。他们的研 究表 明 

在哺乳 动物精子发生过程中，一直到 粗线期． 

NOR均呈银染阳性反应，中期 I、Ⅱ的银染呈 

阴性，到了精细胞又呈阳性反应．说明银染强弱 

与 NOR的 活性 之 间存在 着很 好 的相 关性。 

Sousa_l 对人的精子发生过程 中核仁及与核仁 

相关的结构之细胞化学进行了详尽的研究。除 
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了核仁外 ，通过银染可识别出其它三种核结构， 

即：致密中心(dense centers：DC)、纤维区(Fib— 

rillar regions：FR)和致密颗粒 (dense granules： 

DG)。在精子发生的不同时相这三种成分发生 
一 定的变化并呈现出较为密切的联系。除哺乳 

动物外，Castro 也利用银染技术研究了甲壳 

动物等足 目栉水虱 (Asellus aquatlcus)精子发 

生过程 中 NOR的活动。有趣的是：栉水虱的 

NOR在整个精子发生过程中均为银染阳性，与 

所有研究过的高等动物不同。同时还发现其存 

在着强、弱 两 种核 仁组 织 者，在 精母 细 胞 中 

NOR有 3～4个银染阳性点。这一具活性的二 

对染色体同时参与了 rRNA形成。 

3 精子细胞嗜银细胞器，细胞骨架及其 

他嗜银成分的银染 

与前述核仁组织者基本相同的银 染方法， 

1985年 Azevedo_1 等最 先描 述 了软体 动 物 

Nucelta lapillus精于细胞中的阳性部位，用此 

法同年 ezakerl1 报道 了小鼠精子发生过程中 

嗜银细胞器的变化．并推测这种与细胞骨架相 

关的蛋白均 为嗜银蛋白。之后有许多文章也分 

别报道了银染技术可用于染配子细胞的核及细 

胞质中的细胞骨架结构。其中以 Sousa在棘皮 

动物门和软体动 物门的研 究较 为深入 。 

他研究了软体动物腹足亚纲三个科五个种类及 

双壳纲两个亚纲三个科八个种类的精子。并以 

几个重要 的细胞骨架结构如：顶体囊(acmsomal 

vesicle：Av)顶体周边物质(periacrosomal wlate． 

rial：PAM)，中心粒 凹(centriolar foKsa：CF)．远 

端 中 心 粒 卫 星 (proximal centriole satellite： 

PCS)，微 管 外 周 (periphery of microtubules： 

MT)，中心粒 周边复 合体 (pericentriolar tom． 

plex：PCC)等为线索 ，用银染方法确定其阳性反 

应部位。对棘皮动物和软体动物的研究结果发 

现，有些动物的细胞骨架并不被银染，如滨螺属 

(Littorina)，食用鸟蛤(Cardium edule)和贻 贝 

(Mytilus edilis)的环(annulus)与顶体周边物质 

(PAM)；而一些通常与细胞骨架蛋 白无关的区 

域却是银染阳性 (如上述的三种软体动物的顶 

体囊)。因此 Czakc：r[14]推测与细胞骨架相关的 

蛋白均为嗜银蛋白的假说是不正确的。从而也 

提示了嗜银结构的非同源性。 

精子形态及其结构与功能的 比较研究是生 

物系统学研究的一项重要内容。银染法可显示 

细胞内嗜银细胞器和细胞骨架的分布而将形态 

上 相 似 的 精 子 区 别 出 来．如 Sousal1 和 

Wakel2 用银染分别对软体动物和两栖类的精 

子进行了比较分析．为比较精子学研究提供了 
一

条新的可行途径，建立了种系发生和系统分 

类学的新方法。 

Sousal2l_在一系列工作的基础上，还研究 

了人精子发 生过程 中后顶体鞘 (postacrosomal 

sheath：Pas)形成和起源。Pas在 受精时精卵膜 

的融合中起触发作用。它由二个主要的结构即 

顶 体 后 致 密 层 (postacmsomal dense lamina： 

PADL)和后核带(postnuclear band：PNB)组成。 

在精子发生的早期，嗜银物聚集在顶体囊基部 

及与此区域相对的核膜的外侧和顶体腔基部附 

近的质膜 内侧。随着精子头部后顶体区的进一 

步发育．与胞质膜相关的嗜银物向后生长形成 

顶体后致密层，同时与核膜相关的嗜银物则迁 

移至顶体后致密层并形成核后带。虽然有许多 

研究阐述 了人精子细胞骨 架的成分，但对 Pas 

的定位却未见报道 。Longo(1987)和 Parank。 

(1988)等分离了牛和鼠的 Pas并发现其是一特 

定的 60×100u的碱性 蛋 白，命 名为 Caliein。 

Sousa首次采用 NOR 的银染方法观察到人精 

子 Pas的结构 ，并追踪了这一结构的形成过程， 

为今后分离 Pas的组成蛋 白，阐述其功能奠定 

了基础。 

4 银染用于卵子皮层反应的研究 

动物皮层反应中卵子的超微结构变化 已有 

较多研究。但一般形态变化是无法确认所有皮 

层颗粒成分的特定命运；皮层颗 粒成分与卵黄 

层。卵黄周边区或透明层的精确关系也难以搞 

清。细胞化学的研究在这一方面已显示 出重要 

的作用。Sousa[22]及其同事运用上述 Ag．As银 

染 技 术 研 究 北 极 马 氏 海 星 Marth口sler缸s 
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glacialis卵子 的皮层反应 ，观察到了一些新现 

象。 

从一般形态看，M．glacialis的皮层颗粒是 

在致密的基质中具有片层的结构。在受精后不 

久，皮层颗粒膨大，将其内含物排至胞外。当皮 

层颗拉完成其胞吐反应后．片层成分转变为网 

状物，且在基质 中出现一些明亮的区域。此时 

片层结构与卵黄层相融合，但基质的命运却无 

法追踪．通过银染可将这一基质分为嗜银成分 

和非嗜银成分。这一围绕片层的基质穿透皮层 

颗粒形成基质芯，而片层不被银染，当受精和胞 

吐之后非嗜银成分的基质不再观察到，同时嗜 

银基质和片层与卵黄膜相融合，用蛋白酶先处 

理后银染，则银染反应消失，说明嗜银蛋白参与 

了皮层反应。通过银染使我们对皮层反应的细 

致过程有了更进一步的认识 。 
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