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中华蚱蜢精子发生过程中花生凝集素

受体的分布与变化

欧阳霞辉!" 奚耕思!!

（!陕西师范大学生命科学学院 西安 &%""#!；"西北民族大学生命科学与工程学院 兰州 &(""("）

摘要：采用生物素标记的花生凝集素（)*+）对中华蚱蜢（12*#3+ 2#$%*%+）精子发生过程中细胞质膜的糖蛋
白（含有糖基 ,-./#/（%，(）/,-.*+0）进行了标记，旨在认识精子发生过程中细胞质膜糖复合物的形成与变
化规律，探讨其所具有的功能。结果表明，在中华蚱蜢的精子发生中，精母细胞能够自身合成 )*+受体；
精子细胞到成熟精子时期生精细胞质膜糖复合物发生了明显的修饰变化，这些变化与精子获得及卵子

进行识别、粘附、结合等受精能力密切相关。
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凝集素受体是指细胞表面的以糖蛋白或糖

脂形式存在的糖复合物，它们是细胞间通信的

重要信号分子，糖链的糖基组成和排列顺序、分

枝形式以及糖链的长短构成了化学信号传递着

生物信息［%］。动物的精子和卵子是两类结构及

功能均十分特化的细胞，其膜表面存在着多种

凝集素受体，它们在配子发生、精卵识别与融合

以及受精完成后防止多精穿入的皮层反应等过

程中起着重要作用［!］。近年来，借助凝集素能

与糖复合物专一结合的特性，采用多种标记方
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法，对多种哺乳动物精子发生及成熟过程中的



细胞表面凝集素受体研究表明，精子表面的糖

复合物出现于精子的发生阶段，在成熟的过程

中会发生明显的修饰，并且体外或体内获能时

仍有某种程度的改变。有关昆虫精子表面糖复

合物的研究也有不少报道［!］，但能够比较系统

的对昆虫精子发生与形成过程中部分表面糖复

合物分布变化的研究仍未见有报道。

本文采用生物素标记的花生凝集素（"#$）
对中华蚱蜢（!"#$%& "$’(#(&）精子发生与形成过
程中细胞表面糖复合物变化进行了较为系统的

观察，并对精巢中和受精囊中的精子表面糖复

合物进行了比较，旨在了解其变化规律，对其相

应的功能进行一定的探讨。

! 材料与方法

!"! 实验材料 实验以直翅目（%&’()*’+&,）剑
角蝗科（$-&././,+）中华蚱蜢为研究对象，标本
分别于 0110年 2 3 41 月中旬采自陕西省西安
市南郊，虫龄为若虫和各期成虫。采回后立即

在生理盐水中解剖，分别取出精巢和受精囊，置

5)6.7’8液固定，常规石蜡切片，厚 2!9。
!"# 凝集素细胞化学
!"#"! 凝集素 实验所用生物素标记的花生
凝集素购自美国 :.;9, 化学公司，"#$ 特异结
合的糖为半乳糖"（4，!）半乳糖酰胺，生物素标
记的 "#$工作液浓度为 0<!;=9>。
!"#"# 实验过程 主要原理是：首先使生物素
标记的凝集素与组织切片上的凝集素受体结

合，然后滴加辣根过氧化物酶标记的抗生物素

蛋白亲和素（?@"A:’&+*’,B./.7），使之与生物素
结合，通过使标记物显色而显示凝集素受体的

所在部位。流程：石蜡切片，常规脱蜡至水；

1C4D的胰蛋白酶 !EF消化 41 9.7，G5:缓冲液
洗 !次，每次 < 9.7（以下相同）；!D过氧化氢封
闭内源性酶 41 9.7，G5:洗 !次；滴加生物素标
记的凝集素 0<!;=9>，!EF H1 9.7，G5:洗 !次；
滴加辣根过氧化物酶标记的亲和素 0!;=9>，
!EF作用 !1 9.7，G5: 洗 ! 次；I$5A?0%0 显色

后镜检；梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶

封片。

对照实验采用两种方法：（4）用 G5:取代生
物素标记的 "#$工作液；（0）单糖竞争抑制法，
即在 "#$工作液中加入 1C0 9)>=J IA半乳糖。
!"$ 图像分析 用 ?" K$ :0411高清晰度彩色
图文分析系统，01倍物镜下对精子发生不同时
期细胞 "#$阳性反应的平均灰度（灰度分级为
1 3 0<< 级，1 级为最黑的灰度，0<< 级为最浅
的灰度，灰度值愈小表明染色强度愈强）进行

定量分析，每一发育时期取 < 张组织切片，每
张切片随机选取 H 个视野。各组实验数据以平
均值 L标准误（M+,7 L :N）表示，采用 :":: 统计
软件进行单因素方差分析（%7+AO,P $#%Q$）。

# 结 果

#"! 精巢中的标记 以单个精细小管而言，
在精子发生的整个过程中，从生殖区到转化区，

育精囊细胞膜上始终有不同程度的阳性标记，

整个精细小管呈现出网格状外观（图版#：4，E，
箭头所示）；在精原细胞没有发现阳性标记（图

版#：4，箭头所示）；而在初级精母细胞的胞质
中可见有一强阳性颗粒（箭头所示），胞膜有较

强阳性标记（图版#：0）；次级精母细胞胞质中
无阳性反应，而胞膜有强阳性反应（图版#：!）；
在早期精细胞质膜上有较强的阳性反应（图版

#：R），随着精细胞变形，阳性标记逐渐集中在
尾部的某一区域（图版#：<）；成熟精子的头部
有强阳性反应，而尾部的标记较弱（图版#：H）。
#"# 受精囊中的标记 受精囊囊壁上皮层分
泌细胞的胞质发现有阳性颗粒存在（图版#：
2）；受精囊内的精子尾部质膜表面仅具有弱阳
性反应，而头部有强阳性标记（图版#：S）。
#"$ 对照实验 G5:取代 "#$工作液的对照
实验结果为阴性（图版#：41）；单糖竞争抑制的
对照实验结果也为阴性（图版#：44）。
#"% 图像分析及统计结果 中华蚱蜢精子发
生过程中，不同时期细胞阳性反应的灰度值经

方差齐性检验后进行单因素方差分析，不同字

母上标代表平均值之间具有显著差异（均为 )
T 1C1<）（表 4）。
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表 ! 中华蚱蜢精子发生不同时期 "#$受体阳性反应程度（! ! "#）
%&’() ! %*) +),-)) ./ "#$ -)0)12.- 1.34245) -)&024.6 46 +4//)-)62 1)-4.+3 46 ..,)6)343 ./ !"#$%& "$’(#(&

灰度值 $%&’ (&)*+

精原细胞 ,-+%.&/01023*. 2+1&/3(+
初级精母细胞 4%3.&%’ 5-+%.&/06’/+ 细胞质 7’/0-)&5. 8#9:""& ; ":<=

细胞膜 7+)) .+.>%&2+ 8?@:""> ; 8:<@
次级精母细胞 ,+602A&%’ 5-+%.&/06’/+ 细胞膜 7+)) .+.>%&2+ 8#":9B& ; ":C?
变形期精细胞 D)021&/321+ 5-+%.&/3A 8"=:##6 ; 8:B"
精细胞 ,-+%.&/3A 89#:""A ; ":#<
精巢内精子 ,-+%. 32 /+5/35 头部 E+&A 8?#:""> ; 8:<@
育精囊 ,-+%. 6’5/ 8"<:9B6 ; ":B@
受精囊上皮 ,-+%.&/F+6& +-3/F+)3*. 8"":##6 ; ":#@
受精囊内精子 ,-+%. 32 5-+%.&/F+6& 头部 E+&A 8?8:9B> ; 8:B"

单因素方差分析，不同上标的平均值之间的差异显著，" G #:#@。

H2+IJ&’ KLHMK，N+&25 O3/F A3PP+%+2/ 5*-+%56%3-/5 &%+ 5/&/35/36&))’ A3PP+%+2/，" G #:#@ Q

7 分析与讨论

实验结果表明，在中华蚱蜢的精子发生中，

初级精母细胞以上的生精细胞均有半乳糖I!I
（8，"）I半乳糖酰胺的分布，随着精子发生的进
行，其分布呈现出规律性的变化（表 8）。在初
级精母细胞胞质中有一强阳性颗粒，质膜呈较

强阳性标记；而在次级精母细胞，胞质中无阳性

反应，但质膜呈强阳性反应，由此推测，4LK受
体可能首先是由初级精母细胞合成，然后转移

到质膜上，在次级精母细胞，由于量的积累其质

膜出现了强阳性标记。而在该时期，4LK受体
的大量表达可能意味着它与生精细胞的分化和

发育有关。有人用单克隆抗体在小鼠精母细胞

表面检测到一种分子量为 C@ R*的 J$K受体，
在腹膜内注射单克隆抗体明显引起小鼠精子发

生的紊乱，说明这种 J$K 受体在精子发生的
早期减数分裂前期起重要作用［<］。由此可见，

凝集素受体对于精子发生的准确完成非常重

要。

在中华蚱蜢的精子细胞中，4LK标记随着
精子细胞变形发生了明显变化。在早期精子细

胞，4LK受体存在于局部细胞膜上，阳性反应程
度略低于精母细胞，推测可能是由于细胞分裂

引起量的变化。随着精子细胞变形，阳性反应

逐渐集中在尾部的某一区域；成熟精子头部的

阳性反应较强，但尾部标记较弱，而且受精囊内

与精巢内的精子表面的标记是相同的。可见，

精子在变形及成熟过程中质膜 4LK受体糖蛋
白发生了修饰，这种修饰作用在精巢内就已完

成，而受精囊壁上皮层分泌细胞胞质中的 4LK
受体可能与保藏精子有关。哺乳动物的精子成

熟中生精细胞质膜糖蛋白的修饰机制已比较明

确，有关昆虫生精细胞质膜糖蛋白的修饰机制

目前并不清楚。中华蚱蜢精子细胞变形中尾部

存在的 4LK受体可能来源于周围细胞，结合在
尾部可能与精子的直线运动有关［"］。根据成熟

精子头部出现强阳性反应，推测 4LK受体可能
与卵子的识别与融合有关，这在双翅目昆虫

#$%&’()$ *’+,- 有相似的结果［@］，实验也证明人
类精子表面的 4LK受体能够增加膜的渗透性，
引发顶体反应［9］，而且顶体反应前后 4LK受体
发生了明显变化［B］。

育精囊细胞质膜的阳性反应说明它们在整

个精子发生过程中可能具有类似于脊椎动物支

持细胞的作用。在哺乳类的精子发生中，生精

细胞与支持细胞之间形成的血睾屏障有利于保

证生精细管内环境的稳定性，避免机体免疫反

应对精子发生的破坏［=］。糖复合物在精子发生

过程生精细胞与支持细胞的粘附中有重要作

用，一种形成 L连接多糖的甘露糖苷酶"#的
无效，导致 L连接糖复合物不能形成，引起支
持细胞与生殖细胞的粘附失败，生殖细胞早熟

导致雄性不育，说明特异的糖复合物对于精子
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发生是必需的［!］。有关育精囊细胞质膜 "#$
受体的功能还有待进一步的研究。

由以上可知，花生凝集素受体在中华蚱蜢

的精子发生中呈现出规律性的变化，这种变化

与蟋蟀和哺乳动物的比较有相似之处，尤其在

精子发生至次级精母细胞阶段差异较小［%&，%%］。

由此表明，不同动物精子表面糖复合物的合成

和分布遵循一定的规律，这种变化规律除了与

种的特异性有关外，更重要的是与其生理功能

密切相关。凝集素受体在受精过程中的作用，

在昆虫研究的比较少，要详细地阐明精卵表面

各种糖复合物的具体作用和功能，还需进一步

广泛深入地研究。
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