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体外培养日本血吸虫成虫生殖器官

超微结构的观察
�

华先欣 周述龙
�湖北医学院寄生虫学教研室

、

血吸虫病研究室
,

武汉�

提 要

将 日本血吸虫成虫于 � �� 培养基中培养 �� 天后
,

对其生殖器官进行透射电镜观察
。

观察

结果显示
,

雌虫卵巢内卵母细胞出现不同程度的变性
、

坏死 �成熟卵黄细胞的卵黄小滴融合
,

脂

质小滴数量增多
、

体积增大 �培养后期卵壳形成发生障碍
,

最终导致无活性
、

无卵壳的畸形卵形

成
。

超微结构观察首次显示
,

体外初产期虫卵卵壳中有条带 状低电子密度区和高电子密度区

相间排列
。

关键词 日本血吸虫
,

生殖器官
,

超微结构
,

体外涪养
,

卵壳

虽然血吸虫体外培养研究迄今已取得长足进展
,

但 目前人工转变的童虫培养到产卵

阶段所产的虫卵是异常的
�, ,�� 

,

在完全离体条件下重复血吸虫在哺乳类宿主中的生活史阶

段还有待完成
。

体外培养条件适宜与否
,

关键在于血吸虫生殖系统能否在其中正常发育或

维持正常结构和机能��, ���
。

我们通过观察营养因素对血吸虫产卵的影响
,

配制了比较适于

成虫产卵的 �� � 培养基
。

目前
,

体外培养 日本血吸 虫生殖器官超微结构变化尚未见报道
。

为了从超微结构水平了解 日本血吸虫在体外培养后期产卵异常的原因
,

本文对在 �� � 培

养基中培养 �� 天的雌雄虫生殖器官及体外初产期虫卵进行了透射电镜观察
。

材 料 和 方 法

�一� 培养基

在培养童虫的 �� � 培养基圈中加人 � �  
、

维生素 �
、

部分 � �� 培养基
,

并用水解酪

蛋 白代替水解乳蛋白
,

配制成 � �� 培养基
。

�二 � 成虫的收集和培养

�
�

灌注液和洗涤液 灌注液为含有 � ��� � � 肝素的无菌 � �� ��
’�
液

。

在 � �� ��
’�
液

中加人 �
�

� 多水解乳蛋白
、

� �  � � 。�青霉素
、

� � �户� � � �链霉素和 �� �� � � �庆大霉素
,

过

滤除菌后 为洗涤液
。

� 本研究为国家自然科学基金资助课题
� � �� 年 � �月�� 日收到

。
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�
�

成虫的收集和培养 每只健康家兔感染复性 日本血吸虫尾蜘 � �� 一斗�� 条
。

�� 天

后在无菌条件下灌注取虫
。

将收集的虫体用预温的洗涤液共洗涤 �一 � 次
,

然后将虫体转

移到盛有 �只 培养液的培养皿中
。

培养液在使用前须用 �
�

� 多碳酸 氢钠溶液将其 �� 值

调至 �
�

�一 �
�

� ,

置于通有 �外 �� ,

的培养箱内预温半小时
。

在解剖镜下
,

将活泼无损的雌雄虫成对接种到盛有 � � � � , � 培养液的培养瓶内
,

每

瓶 � 对
。

然后迅速将培养物置于 � � �

培养箱内
,

培养温度为 �� 一�� �� ℃
,

�� �

浓度为

�多
。

每周更换培养液 � 次
,

�� 天后中止培养
。

�三� 电镜标本的制备和观察

将培养早期产出的初产卵
、

培养 �� 天后的雌雄虫先后用 �
�

�多 戊二醛
、

�形 饿酸和

醋酸铀的 �� 多 酒精溶液固定 �� 
,

分级酒精脱水
,

常规方法包埋
。

半薄切片后用 �务 美蓝

染液染色
,

光镜下定位卵巢
、

卵模和辜丸等组织
〔�� 。

定位后超薄切片
,

� �� �� �� �� � 电镜下

观察
、

拍照
。

在观察培养成虫的同时
,

我们还观察了载体内取 出的正常成虫的生殖器官作

为对照
。

结 果

�一 � 雌虫生殖器官的超微结构

�
�

卵巢 卵巢周围的包膜完整
,

卵母细胞相互紧密排列
。

卵母细胞外形不规则
,

核

大
、

内有核仁及异染色质
。

胞质边缘偶见圆形的皮质颗粒
。

卵母细胞发生不同程度的变

性
,

卵巢后部卵母细胞变性愈加明显
。

严重者核膜皱缩
,

核仁及异染色质均消失 � 胞质内

出现大小不等的空泡 及形态不规则的电子致密颗粒
,

细胞界限消失 �图版 � � � �
。

�
�

卵黄腺 成熟卵黄细胞核质比例较小
,

核仁少见
,

异染色质粗大
。

胞质中出现成熟

卵黄细胞特征性的卵黄小滴和脂质小滴
。

有些卵黄小滴中的小致密颗粒相互融合
,

形成

一团均匀的电子致密物
,

周围的内质网消失或粗面内质网表面的核糖体脱落
。

脂质小体

数目增多
、

体积增大
,

甚至压迫细胞核 �图版 � � � �
。

结构正常的卵黄小滴周围有丰富的

粗面内质网分布 �图版 � � � �
。

�
�

卵模和梅氏腺 卵模上皮细胞有立方形和扁平形两种类型
。

不同的上皮细胞形态

可能取决于卵模的伸缩机能状态
。

上皮细胞核圆形
,

核仁结构不明显
,

含小量异染色质 �

胞质含丰富的分泌颗粒 � 胞质的腔面向邵模腔内伸出许多细长的指状绒毛 �图版 � � � �
。

卵模腔内可见卵黄细胞和卵黄细胞破裂后释出的卵黄物质
。

腔内大部分卵黄细胞是

成熟的
,

含丰富的卵黄小滴和脂质小滴 �仅少量细胞核质比例较大
,

核仁粗大 � 胞质中含少

量脂质小滴和不均一的电子致密颗粒 �图版 � � � �
。

这可能是未成熟卵黄细胞
,

被过早排

入卵模腔内
。

卵模周围有梅氏腺细胞分布 �图版 � � � �
。

腺细胞核大
,

形态不规则
。

核仁亦粗大
,

电子密度高
,

异染色质稀少
。

胞质中有核糖体
、

粗面内质 网
、

线粒体
、

高尔基复合体以及圆

形确圆形的梅氏腺分泌颗粒�图版
� � � ��

‘子官 子宫内膜结构与体被相似
。

不同的是子宫壁较厚
,

内表面有丛状分布的指
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状突起伸人宫腔内
。

子宫壁肌层及基底膜均完整无缺
。

宫腔内偶见虫卵样结构 �图版 � �

� �
�

�二 � 雄虫生殖器官的超微结构

辜丸组织内可见支持细胞
、

精子和脂肪空泡
。

支持细胞的形态与曼氏血吸虫相似
,

外

形不规则
,

胞质呈树突状
。

核的形 态亦不规则
,

核仁
、

核膜清晰
,

异染色质散在分布
。

胞质

内可见线粒体
、

核糖体和粗面内质网 �图版 � � � �
。

精子分布在支持细胞之间
,

以不同方

向交错排列
。

精子头部较大
,

呈椭圆形
,

电子密度较高
。

精子周围可见一些脂滴分布 �图

版 � � � � � �
�

�三� 虫卵的超微结构

体外培养早期产出的初产期虫卵有完整的卵壳
。

根据卵壳的超微结构特点可将其分

为内
、

中
、

外三层
。

内
、

外层较薄
,

电子密度较高
。

中层较厚
,

电子密度较内
、

外层低
,

其间

有条带状高电子密度区和低电子密度区相间排列
。

未发现贯穿卵壳的卵孔
。

卵壳外层有

短而锐利的微棘向外突出
,

有的微棘被折断
。

卵内卵黄细胞破溃为均匀的小颗粒
,

小颗粒

之间有少量空泡分布�图版 �� � � � �
。

培养后期虫体形成的虫卵体积小
,

形态亦不规则
,

且

缺乏典型的卵壳结构
。

卵内未见卵细胞
,

虫卵仅为卵黄细胞和卵黄细胞释放的物质堆积

而成�图版 �� � � �
�

讨 论

迄今为止
,

无论是从童虫体外培养到产卵阶段的成虫还是载体内取出的正常成虫
,

均

不能在体外长时间维持正常生殖机能
,

生殖器官出现不同程度的变性��, ���
。

与正常 日本血

吸虫生殖器官的超微结构比较
,

培养 �� 天后雌虫的卵模
、

梅氏腺
、

萝伙黄管
、

子宫以及雄虫

攀丸内的支持细胞
、

精子尚未见明显超微结构异常改变
。

仅雌虫的卵母细胞和成熟卵黄

细胞发生变性
。

卵母细胞的变性程度不一致
。

愈接近卵巢后部的卵母细胞愈成熟
,

其变性亦愈加明

显
。

可能卵母细胞发育后期所需营养及其他条件更为复杂
,

而培养 系统未能提供适宜条

件
,

最终导致卵母细胞变性
、

坏死
。

�� ��  �� ��� �� �
‘” 根据卵黄细胞超微结构特点将其发

育过程分为 � 期
。

本实验中
,

发育早期的未成熟卵黄细胞超微结构 未见明显异常变化 � 成

熟卵黄细胞则发生变性
,

胞质内卵黄小滴融合
、

解体
,

脂质小体数量增多
、

体积增大
。

周围

缺乏内质网的卵黄小滴常融合
,

而结构正常的卵黄小滴周围有丰富的粗面内质网分布
,

因

此
,

粗面内质网可能与正常卵黄小滴的形成有关
。

何毅勋等 �� � � � �
〔��
认为

,

卵黄细胞排人

卵模后释出其中的卵黄物质
。

后者含有卵壳前身蛋白
、

酚类物质和酚酶等
。

这些成分都

是形成卵壳的必需物质
。

酚酶在卵模内被激活后
,

将酚类或酪氨酸氧化为醒类物质
��

�� 

醒类物质与卵壳蛋 白交联形成卵壳硬蛋 白
,

最后建成坚韧的正常卵壳
。

培养 �� 天后雌虫

卵母细胞
、

含有形成卵壳必需成分的成熟卵黄细胞发生变性或坏死
,

卵壳形成的正常酶促

生化过程可能发生障碍
,

因而导致无活性
、

无卵壳的异常虫卵产出
。

雄虫翠丸内尽管出现
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一些脂肪空泡
,

但精子及支持细胞的超微结构无明显异常改变明
。

因此
,

本实验的观察结

果不仅可从超微结构水平解释体外培养后期产卵量显著减少
,

异常虫卵大量出现的原因
,

而且还提示
,

日本血吸虫雌虫的生殖器官尤其是卵巢和卵黄腺对体外培养条件最为敏感
。

为改进培养条件
,

在体外重复 日本血吸虫在哺乳类宿主体内的生活史阶段
,

首先必须满足

生殖系统营养
、

代谢的需要
。

何毅勋等 �� �� � �
〔��
报道 日本血吸虫卵壳超微结构可分内

、

外两层
,

卵壳上未见卵孔
,

他们认为通过卵壳的物质转运是以渗透的方式进行的
。

魏梅雄等 �� � �� �
〔习
发现 日本血吸

虫卵壳上有蛇形微管道
。

何
、

魏等均以宿主体内得到的虫卵为观察材料 � 因此
,

电镜下不

能确定所观察的卵壳结构属于哪一期的虫卵
。

本实验采用体外培养方法
,

得到比较单一

的初产期虫卵
。

超微结构显示
,

初产期虫卵卵壳可分三层
,

未发现卵孔
。

可能不同发育阶

段虫卵卵壳各有其超微结构特点
。

初产期虫卵卵壳中层有条带状高电子密度区和低电子

密度区相间分布
。

初产期虫卵发育过程中物质交换可能通过低电子密度区以渗透方式进

行
。

但也不能排除体外培养过程中卵壳发生上述超微结构改变
。
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