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摘要：以光镜和电镜观察了日本鑚精子的形态结构，对雄体贮精囊和雌体纳精囊中的精子结构进

行了比较，并研究了ｐＨ，盐度对日本鑚精子存活率的影响规律，结果表明：日本鑚精子为非鞭毛

型，主要由顶体、核杯、膜复合体和辐射臂等组成，其中顶体呈球形或近球形，可分成头帽、顶体管和

顶体囊三部分。核杯包裹整个顶体外围，染色质呈细丝状或颗粒状。辐射臂向精子四周发出，内含

核质，没有运动能力。雄体贮精囊中的精子包裹在椭球形精荚中，而雌体纳精囊中的精子呈弥散

状，精子顶体管中有囊泡状结构、中心体位置前移、胞质透明区扩大，而且有些精子已崩解。精巢表

面ｐＨ为６．５±０．２，精液ｐＨ为７．０±０．２，精子密度平均为（３．４７×１０
９±０．４２×１０９）个／ｃｍ３。精子

的适宜ｐＨ为７～９，最适ｐＨ为８；适宜盐度为２０～３０，最适盐度为２５。
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１ 引言

日本鑚（犆犺犪狉狔犫犱犻狊犼犪狆狅狀犻犮犪）隶属于甲壳纲

（Ｃｒｕｓｔａｃｅａｎ）梭子蟹科（Ｐｏｒｔｕｎｉｄａｅ），俗称靠山红、

赤甲红等，广泛分布于我国各海区［１］。其肉味鲜

美、营养丰富，并具有清热、滋补、消肿等功效，为

经济价值较高的大型海产蟹类［２－３］。由于近年来

的滥采酷捕加上环境污染，致使日本鑚天然资源

量日趋衰竭，亟待发展日本鑚的人工增养殖。目

前关于日本鑚繁殖生物学的资料较少，仅见王春

琳等［４－５］对浙江象山港日本鑚的繁殖习性、胚胎发

育进行了初步研究，并且采用扫描电镜对日本鑚

的精子表面形态进行了观察。本实验对日本鑚精

子的显微和超微结构进行了详细研究，并分析了

环境因子对日本鑚精子存活率的影响规律，旨在

为日本鑚的人工繁育技术及生殖生理的深入研究

提供理论基础。

２ 材料与方法

２．１ 材料

雄性日本鑚于２００７年５月下旬购自连云港海

产品市场，共３０个，甲长为４．５～６．９ｃｍ，甲宽为

６．３～８．８ｃｍ。

２．２ 方法

２．２．１ 显微结构观察

活体解剖取出精巢，用Ｂｏｕｉｎ液固定，石蜡包

埋，切片厚 ６～７μｍ，苏木精伊红染色，Ｎｉｋｏｎ

Ｅ１０００微镜观察、摄影。

取精巢于研钵中，加入少量无钙离子人工海水

（Ｃａ
２＋

ＦＡＳＷ）
［６］研磨５ｍｉｎ，用２００目筛绢网过滤以

去除组织碎片制成精子悬液。取１滴精子悬液于干

净载玻片上，用涂片法制片，用２％曙红Ｂ染色液染

色４ｍｉｎ，显微镜下观察并摄影。

２．２．２ 超微结构观察

分别从雄体贮精囊和雌体纳精囊中获取精荚，



用２．５％戊二醛预固定（４℃），１％锇酸后固定，梯度

乙醇脱水，用Ｅｐｏｎ８１２环氧树脂包埋。用ＬＫＢＮｏ

ｖａ超薄切片机切片，用醋酸铀和柠檬酸铅双染色，

用日本电子ＪＥＭ－１２００ＥＸ型透射电镜观察、摄影。

取精荚和上述精子悬液，用２．５％戊二醛和１％

锇酸双固定，用梯度乙醇脱水，低温真空干燥后喷

金，用日本电子ＪＳＭ－６３９０ＬＡ 型扫描电镜观察、

摄影。

２．２．３ 精液ｐＨ值和精子密度的测定

采用上海理达仪器厂ＰＨＳ－３ＣＷ 型ｐＨ计测

定精巢表面及精液的ｐＨ值。取稀释后的精子悬液

用血球计数板测定精子的密度。测定个体数为

６个。

２．２．４ 环境因子对精子存活率的影响

采用２．２．１节的方法制备精子悬液，１０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取得白色精子沉淀，４℃保存备用。

（１）以上述无钙离子人工海水作为基础培养液，

用０．１ｍｏｌ／ｄｍ３ 的ＮａＯＨ和 ＨＣｌ溶液调节ｐＨ至

５，６，７，８，９，１０，１１共７个ｐＨ梯度，依次为实验１～

７组。取精子沉淀，测初始存活率后置于各实验组

中，用枪头吹打散开，１５℃保存（日本鑚繁殖盛期水

温变化范围在１５．０～２６．５℃，另文发表，本实验取

下限低温值），并分别于１，４，２４，４８，７２ｈ时测定精

子存活率。

（２）用 ＮａＣｌ和蒸馏水配制１５，２０，２５，３０，３５，

４０，４５共７个盐度梯度，依次为实验１～７组，各组

ｐＨ均调节至８．０。取精子沉淀于各实验组中，用枪

头吹打散开，１５℃保存，并分别于１，４，２４，４８，７２ｈ

时测定精子存活率。

（３）测定精子存活率采用曙红Ｂ染色法，每次

随机计数２００个精子，分４个随机计数点，每个点约

计５０个精子，统计样品的精子存活率。各实验均重

复３次，实验数据用“平均数加或减标准差”表示。

采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据处理，并进行单因子

方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），ＬＳＤ 多重比较和

Ｄｕｎｃａｎ检验，显著性水平设计为 犘＝０．０５，犘＞

０．０５表示差异不显著，犘≤０．０５表示差异显著。

３ 结果与分析

３．１ 日本鑚精子的显微结构

精巢切片观察，生精小管中充满成熟的精子

（见图１１）。精子为非鞭毛型，形状多样，呈扇形、

圆球形或不规则形，直径约２．５μｍ。精子边缘呈

嗜碱性，染成蓝紫色，在精子一端凸起处有一嗜碱

性颗粒，精子内部被染成红色的嗜酸性区域多呈

Ｕ形。

涂片观察，活精子无运动能力，不着色透明或者

部分轻微着色（见图１２）：从精子正面看在其中心

有一红色细环状，为精子的头帽，头帽外围的圆形阴

影区为沟环；从精子侧面看仅在一端凸起的头帽处

染成粉红色，而死精子全部染成红色，头帽、沟环以

及向四周伸出的辐射臂清晰可见（见图１３）。发生

顶体反应的活精子仅在顶体翻出囊基部呈红色，死

精子顶体翻出囊呈红色或全部着色（见图１４）。

３．２ 日本鑚精子的超微结构

扫描电镜显示日本鑚精荚呈椭球形，大小不一，

直径约２０～５０μｍ（见图１５）。精荚壁较薄，经制片

处理后出现褶皱，并紧贴着内部排列紧密的精子，表

面可见颗粒状精液。单个精子呈球状，直径２．５～

３．３μｍ（见图１６）。头帽略微突出，圆形沟环直径

约１μｍ。沟环后精子表面伸出１０～２０条辐射臂，

长约３μｍ。

透射电镜观察，日本鑚精荚壁由外周精荚基质

浓缩而成，与内部精荚基质无明显界限（见图１７）。

精荚内精子排列不规则，在一个切面上可同时看到

精子被纵切、横切及斜切的形态。在精子纵切面可

见核膜内陷成圆形核杯，染色质呈细丝状或颗粒状，

散布于核区，并延伸至辐射臂中（见图１８）。核杯

腔最宽处约２μｍ，内含球形或近球形顶体。顶体由

头帽、顶体管和顶体囊三部分组成。头帽电子密度

最高，呈圆锥状突起覆盖在顶体管和顶体囊的前端。

顶体管呈子弹形，前端略尖，其前段含有多个纵行排

列的细管状结构，构成穿孔器。顶体囊根据电子密

度的不同可分为内层、中间层和外层，呈同心圆状包

裹着顶体管（见图１９），其中以内层和外层电子密度

较高，中间层电子密度略低，但最厚，外层最薄。少量

细胞质夹在核杯和顶体之间，在核杯前端可看到线粒

体及小囊泡结构，为膜复合体（见图１８，１０）。中心体

分布在顶体管的下方，呈圆柱状，与顶体管垂直，两个

中心粒相距约０．６μｍ（见图１９，１１）。部分精子中可

观察到胞质透明区（见图１１０）。

纳精囊中的精子呈弥散状，有些精子已崩解（见

图１１２）。与雄体精子相比，取自纳精囊的精子在

结构上出现一定的变化：顶体管中的纵行细管状结

构变成囊泡状；中心体位置前移；胞质透明区扩大

（见图１１３）。
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图１ 日本鑚精子的光镜及电镜观察

１．精巢横切（Ｈ．Ｅ．染色），表示精子内嗜碱性颗粒（↑）×１０００，标尺１０μｍ；２－４．精子涂片（曙红Ｂ染色），表示活精子正面（◇）、

活精子侧面（）、死精子（▲）、发生顶体反应的活精子（△）和死精子（◆）×２０００，标尺５μｍ；５．精荚扫描电镜照片，表示颗粒状

精液（↑）×１７００，标尺５．８８μｍ；６．精子扫描电镜照片×５１００，标尺１．９６μｍ；７．精荚透射电镜照片×３０００，标尺３．３３μｍ；８．贮

精囊内精子纵切×１８０００，标尺０．５６μｍ；９．贮精囊内精子横切×１８０００，标尺０．５６μｍ；１０．贮精囊内精子纵切，表示膜复合体

（↑）×１８０００，标尺０．５６μｍ；１１．贮精囊内精子纵切，表示中心体（↑）×４５０００，标尺０．２２μｍ；１２．纳精囊内精子切片，表示崩解

精子（↑）×６０００，标尺１．６７μｍ；１３．纳精囊内精子纵切，表示顶体管中囊泡状结构（↑）×３００００，标尺０．３３μｍ。ＡＣ．头帽，

ＡＴ，顶体管，ＡＶ．顶体囊，ＢＧ．嗜碱性颗粒，Ｃ．染色质，Ｃｔ．中心体，ＣＰＡ．胞质透明区，ＤＲ．沟环，ＤＳ．崩解精子，ＥＶ．顶体翻出

囊，ＧＳ．颗粒状精液，ＩＬ．内层，ＭＣ．膜复合体，ＭＬ．中间层，Ｎ．细胞核，ＮＭ．核膜，ＯＬ．外层，ＲＡ．辐射臂，Ｓ．精子，ＳＷ．精荚

壁，ＶＳ．囊泡状结构

３．３ 日本鑚精液ｐＨ值和精子密度

日本鑚精巢表面ｐＨ为６．５±０．２，精巢内精液

ｐＨ为７．０±０．２。精子密度平均为３．４７×１０
９±

０．４２×１０９个／ｍＬ。

３．４ 环境因子对日本鑚精子存活率的影响

３．４．１ ｐＨ对精子存活率的影响

从表１可以看出，日本鑚精子对碱性环境的耐

受力要高于酸性环境。保存１ｈ后ｐＨ８组精子存
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活率下降不明显，在ｐＨ７，９，１０时实验组精子存活

率有一定下降，但组间差异不显著。在ｐＨ５，６，１１

时实验组精子存活率下降迅速，保存至２４ｈ时精子

存活率仅为１５．７６％，１９．８３％和２４．７４％，保存至

７２ｈ时均死亡。ｐＨ８组保存２４ｈ时的精子存活率

可达７３．５８％，显著高于其他各组。保存至７２ｈ时

ｐＨ７～１０组都仍有一定的精子存活，以ｐＨ８和９两

组较多，精子存活率分别为１６．３７％和１２．９８％。

表１ 狆犎对日本鑚精子存活率的影响（均值加或减标准差）

时间／ｈ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１

０ ９２．５１±０．７３Ａ ９２．５１±０．７３Ａ ９２．５１±０．７３Ａ ９２．５１±０．７３Ａ ９２．５１±０．７３Ａ ９２．５１±０．７３Ａ ９２．５１±０．７３Ａ

１ ４２．４２±２．５３ｆＢ ５４．８５±１．３２ｅＢ ７２．５７±２．３３ｃＢ ８７．４１±１．７９ａＡ ８０．９３±１．０４ｂＢ ７６．２４±２．２０ｂｃＢ ６１．２６±３．５８ｄＢ

４ ３２．１５±２．４８ｄＣ ３７．５８±１．０８ｄＣ ６６．６４±２．８８ｂＢ ７８．８２±３．４９ａＢ ６８．１７±３．９５ｂＣ ６６．８８±２．７４ｂＣ ４７．６５±２．２０ｃＣ

２４ １５．７６±１．８２ｆＤ １９．８３±１．４０ｅｆＤ ４３．２７±１．７５ｄＣ ７３．５８±１．７１ａＢ ６１．１２±３．０４ｂＤ ５０．５５±３．２０ｃＤ ２４．７４±１．９９ｅＤ

４８ ６．８３±０．６２ｄＥ １１．９１±２．０６ｃｄＥ ２４．９２±３．６６ｂＤ ４３．１６±２．５５ａＣ ２７．８７±１．５８ｂＥ ２３．４５±１．０２ｂＥ １６．６８±１．１１ｃＥ

７２ ０ｃＦ ０ｃＦ １０．９４±１．３５ｂＥ １６．３７±２．４３ａＤ １２．９８±２．７５ａｂＦ ９．３５±１．９９ｂＦ０ｃＦ

注：采用单因子方差分析，表中上标小写不同字母表示同一时间不同ｐＨ有显著差异（犘＜０．０５），大写不同字母表示同一ｐＨ不同时间有显著

差异（犘＜０．０５）。

３．４．２ 盐度对精子存活率的影响

从表２可见，在精子保存１ｈ后盐度为２０，２５，

３０的实验组日本鑚精子存活率较高，其中以盐度２５

组的精子存活率下降最慢，保存２４ｈ后精子存活率

可达８５．４６％。盐度１５和３５两组精子存活率下降

略快，保存至２４ｈ时的精子存活率分别为５１．８３％

和４１．９４％。盐度为４０和４５的实验组精子存活率

下降迅速，并分别于保存７２和４８ｈ后全部死亡。

保存至７２ｈ时以盐度２５组精子存活率２６．４５％为

最高，盐度２０和３０ 组次之，精子存活率分别为

１９．９３％和１６．２７％，而盐度１５和３５两组仅有少量

精子存活。

表２ 盐度对日本鑚精子存活率的影响（均值加或减标准差）

时间／ｈ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５

０ ９２．５１±０．７３Ａ ９２．５１±０．７３Ａ ９２．５１±０．７３Ａ ９２．５１±０．７３Ａ ９２．５１±０．７３Ａ ９２．５１±０．７３Ａ ９２．５１±０．７３Ａ

１ ７７．５８±１．９２ｃＢ ８８．２３±１．６１ａｂＡ ９１．５５±０．８８ａＡ ８５．４９±１．８５ｂＢ ６８．３７±１．５４ｄＢ ４２．５５±２．８９ｅＢ ２８．４７±２．６９ｆＢ

４ ６８．４２±１．７３ｃＣ ８２．７３±２．５９ｂＢ ８８．９２±１．３７ａＡＢ ７８．６７±１．４１ｂＣ ５７．１８±３．４４ｄＣ ２９．５５±２．１２ｅＣ １５．１３±１．０６ｆＣ

２４ ５１．８３±２．１８ｄＤ ７６．１７±３．４０ｂＣ ８５．４６±２．６２ａＢ ６８．７５±２．９６ｃＤ ４１．９４±２．１２ｅＤ １７．９２±１．３５ｆＤ ６．５５±１．９９ｇＤ

４８ ２８．３４±１．３６ｄＥ ４９．６１±１．８８ｂＤ ５５．２８±２．１４ａＣ ４２．３５±０．９４ｃＥ ２０．７６±１．０４ｅＥ ４．４７±０．６７ｆＥ ０ｇＥ

７２ ８．７３±１．０７ｃＦ １９．９３±２．７０ｂＥ ２６．４５±１．９４ａＤ １６．２７±０．８７ｂＦ ５．６２±０．７３ｃＦ ０ｄＦ ０ｄＥ

注：采用单因子方差分析，表中上标小写不同字母表示同一时间不同盐度有显著差异（犘＜０．０５），大写不同字母表示同一盐度不同时间有显著

差异（犘＜０．０５）。

４ 讨论

４．１ 日本鑚精荚的形态结构

软甲类与桡足类的精子被输精管末端的分泌物

包被而形成精荚［７］。精荚形态各异，在十足目爬行

亚目中主要有三种类型：柄状（异尾类）、管状（长尾

类）、球形或椭球形（短尾类）［８］。日本鑚精荚呈椭球

形，与中华绒螯蟹（犈狉犻狅犮犺犲犻狉狊犻狀犲狀狊犻狊）
［９］相似，但直

径明显小于后者的１２０～１７０μｍ。十足目大部分种

类的精荚具有１～３层精荚壁，它们起到保护、抵御

酸碱及抗菌等多重作用［１０—１１］。日本鑚精荚壁和内

部精荚基质无明显差异，结构简单，保护作用较弱，

可能与其在交配过程中的精荚和外界环境接触时间

较短有关。

４．２ 日本鑚精子的类型与结构特征

日本鑚精子为非鞭毛型，同其他甲壳动物［７］。王

６９ 海洋学报　３２卷



春琳等［５］曾报道日本鑚精子大小为（１５～３０）μｍ×

（１２～２６）μｍ，而本实验采用光镜及电镜等多种方法

观察到的日本鑚精子直径均在２．５～３．３μｍ之间，

与前者相差较大，但与堵南山等［１２］对三疣梭子蟹

（犘狅狉狋狌狀狌狊狋狉犻狋狌犫犲狉犮狌犾犪狋狌狊）精子的观察结果３．０μｍ

相近，略小于中华绒螯蟹（４．５μｍ）和长江华溪蟹

（犛犻狀狅狆狅狋犪犿狅狀狔犪狀犵狋狊犲犽犻犲狀狊犲）（５．７μｍ）
［１２－１３］。日本

鑚精子的结构组成与其他短尾类相似，但也有一定

的差异。日本鑚精子核杯较深、顶体管中形成穿孔

器的特点和同科的三疣梭子蟹相同，但前者顶体囊

外层没有片层结构，辐射臂数量略多。

顶体囊内含顶体素或卵膜溶素，为数种蛋白酶

的混合物［１２］，可在精卵相遇时释放出溶解卵膜，打

开精子入卵通道。日本鑚精子顶体酶的具体成分、

穿孔器的作用方式以及顶体反应条件有待于进一步

研究。

在日本鑚精子中可观察到胞质透明区，在以往

的爬行亚目精子研究中未见报道。在秀丽白虾

（犈狓狅狆犪犾犪犲犿狅狀犿狅犱犲狊狋狌狊）
［１４］和日本沼虾（犕犪犮狉狅

犫狉犪犮犺犻狌犿狀犻狆狆狅狀犲狀狊犲）
［１５］等游泳亚目精子核质中发

现大量空泡，空泡有何作用尚不明确。

短尾类的非鞭毛型精子无运动能力，向四周发

出的辐射臂可增加其与卵子相遇的机会。以往报

道［１２］将辐射臂中的丝状物质称为微丝，笔者认为不

太恰当。微丝为肌动蛋白单体组装成的细胞质骨

架［１６］，而辐射臂为细胞核向外延伸的突起外包一层

细胞膜构成，内部的丝状物质应为染色质丝而非微

丝。该结构有利于受精作用的完成。

爬行亚目精子的结构特征可以反映出各类群的

生殖进化趋势［１２，１７］。长尾类［１８］精子顶体结构简单，

突露在核上，顶体囊仅具雏形顶体管。该类精子体

积较大，如 犎狅犿犪狉狌狊犪犿犲狉犻犮犪狀狌狊
［１９］的精子全长达

１９．３μｍ，其中顶体长１４．０μｍ。异尾类的精子具备

了短而简单的初级顶体管，长度也明显缩短［１７］。

犇犻狅犵犲狀犲狊犮狌狊狋狅狊的精子在异尾类中是最长的，全长

为１０．０μｍ，其中顶体长８．５μｍ。短尾类精子顶体

缩小呈球形内陷于核杯腔中，并出现了发达的顶体

管和穿孔器［１２，２０］。迄今发现的短尾类精子直径均

小于５．７μｍ。本实验中观察到的日本鑚精子的结

构特征与之相符。由此可见，爬行亚目精子结构的

演化方向是：精子体积逐渐缩小，顶体结构由简单到

复杂，顶体可视为爬行亚目的生殖进化特征。

４．３ 雄体贮精囊和雌体纳精囊中的精子比较

日本鑚雄体贮精囊中的精子贮存在精荚中，而

雌体纳精囊中的精子分散成游离状态，可能是利于

和卵子的结合。锯缘青蟹（犛犮狔犾犾犪狊犲狉狉犪狋犪）纳精囊

中的精子也呈分散状态［２１］。精荚在纳精囊中的裂

解机制尚不清楚，有必要对日本鑚纳精囊的结构及

其内环境进行深入的研究，这将有助于开展精子的

体外保存和人工授精工作。

林勤武等［２２］曾报道中国对虾雄体贮精囊与雌

体纳精囊中的精子比较，有一定差异：前者较粗短、

核膜完整、环状片层不发达等。本实验发现，与雄体

精子相比，取自日本鑚纳精囊的精子在结构上也出

现一定的变化：顶体管中的纵行细管状结构变成囊

泡状，中心体位置前移，胞质透明区扩大。笔者认

为，这些变化是精子为发生顶体反应而作的准备：顶

体管中出现的囊泡利于胞吐作用的进行，中心体位

置前移与顶体管将要前伸有关，而胞质透明区扩大

是由于精子变态期胞质的退化。在本实验中发现，

取自日本鑚雄体贮精囊的精子同样可大量发生顶体

反应，所以对两类精子受精能力的差异程度还需进

一步研究。

４．４ 日本鑚精子的活力

对于甲壳动物的非鞭毛型精子活力判断，无法

采用常规的运动性指标，常以精子存活率来说明其

活力状况。管卫兵等［２３］发现台盼蓝染色法适用于

锯缘青蟹精子的活力评价，朱冬发等［２４］则认为在三

疣梭子蟹精子活力判断中采用曙红Ｂ效果较好。

本文在预实验中对比了台盼蓝和曙红Ｂ两种染料

对日本鑚精子的染色效果，认为台盼蓝染色后的精

子蓝色深浅程度较难判断，而曙红Ｂ染色清晰，更

适用于评价日本鑚精子的活力。

在昆虫精子活力评价研究中，成功地采用了一

些新方法［２５－２６］，如应用络合异硫氰酸荧光素的豌豆

凝集素（ＦＩＴＣＰＳＡ）进行精子顶体荧光标记对精子

顶体反应的评价、对精子染色质结构进行分析、对精

子死活的荧光直接进行评价、对精子顶体酶的活力

进行测定等。这些方法是否适用于日本鑚等甲壳动

物精子的活力评价需要进一步研究。

日本鑚栖息于低潮线附近，本实验测得的日

本鑚精子在盐度稍低且偏碱性的环境中存活率较

高，与其成体的生活环境相符合。日本鑚精巢表

面ｐＨ为６．５、精液ｐＨ为７．０，均低于其最适ｐＨ，

类似的情况见于Ｇａｔｔｉｊ等
［２７］对虹鳟鱼精子的研究

７９５期　许星鸿等：日本鑚精子结构及环境因子对精子存活率的影响



报道中“精子内环境ｐＨ 值要比外环境下降１个

ｐＨ单位”。关于“偏碱性的环境可以增强精子的

活力”的特性也发现于海水鱼类［２８］和海洋环节动

物［２９］。

中国海洋大学海洋生命学院姜明老师和青岛医

学院电镜室谭金山老师对本工作给予大力支持和帮

助，谨致谢忱。
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