
http://www.paper.edu.cn 

体外培养小鼠生精细胞的形态学研究
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摘  要：利用姬姆萨原液和瑞－姬染色法对 30-35 日龄小鼠精液和睾丸组织培养后的生精细

胞和精子进行形态学鉴定。结果表明，用姬姆萨原液染色精子形态清晰，细胞膜边缘清楚，

呈紫红色，未成熟精子的染色程度浅于成熟精子；另外，姬姆萨原液也可以替代其它混合染

料。睾丸组织经培养后，用姬姆萨原液染色，生精细胞形态清晰，细胞核呈颗粒状，开始呈

现深紫红色，胞质粉红色且带有蓝色背景，颜色较深，过一定时间后，颜色变浅；瑞－姬染

色生精细胞形态完整清晰，细胞核、核仁、胞质分别呈现不同颜色。 
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生精细胞包括精原细胞、各级精母细胞和精子细胞，其中精原细胞包括Ａ型精原细胞和

Ｂ型精原细胞，前者作为人体内唯一可自我更新的干细胞，逐渐受到科学家的重视[1－3]。而

Ａ型精原细胞发育成为成熟精子的过程仍存在许多问题，包括精子发生的基因调控，精原细

胞增殖分化的启动和调控，干细胞状态的维持及自我更新的方式等[4，5]。生精细胞培养可用

于人类男性生殖生理及精子发生，调控机制及治疗精子发生阻滞的患者；对精子发生机制的

进一步阐明；可促进各种类型的精子微注射[6]，也可以促进动物转基因技术的发展及珍稀野

生动物繁殖和濒危物种的保护[7]等。随着细胞培养技术的发展，人们可直接对所培养的细胞

进行观察处理。因此，生精细胞体外成熟培养的研究已越来越重要，各国学者为之作了大量

的努力。本研究通过对小鼠精液、细精管中生精细胞和精子的染色，及细精管组织培养方面

的研究，以期为今后的应用提供一定的数据和理论基础。 

1.材料和方法： 

1.1 实验动物选择 

小白鼠购自第四军医大学实验动物中心，昆明系 30-35 日龄，健康状况良好，生殖系统

发育成熟。 

1.2 仪器、设备与试剂 

电子天平（上海精密科学仪器有限公司），相差显微镜及显微镜温控仪（南京凯尔医疗

器械有限公司），恒温室水浴锅，CO2培养箱等。 

DMEM，谷胺酰胺（GIBCO），新生牛血清（北京元亨圣马生物技术研究所），PBS， 

D-Hankes，Vc（天津市登峰化学试剂厂），注射用青霉素钠（哈药集团制药总厂），注射用

硫酸链霉素（大连美罗大药厂），瑞－姬染液，三蒸水等。 

                                                        
1基金项目：西北农林科技大学青年专项基金：小鼠生精细胞体外成熟培养（05ZR104）。 

-1- 

mailto:jiangzhongliang73@yahoo.com.cn


http://www.paper.edu.cn 

1.3 PBS 液与培养液   

PBS液由KCl 0.2043g，KH2PO4  0.2019g，NaCl 8.0g，Na2HPO4.12H2O 2.8620g配成，用

三蒸水定容至 1000ml；生精细胞培养液由谷胺酰胺 36mg，Vc0.1g，青霉素 100 单位/ml，

链霉素 100IU/ml，新生牛血清 10ml配成，DMEM定容至 100ml。 

1.4 染色液 

姬姆萨原液配制：取姬姆萨染料 1g，甘油 66ml，甲醇 66ml，先将姬姆萨染料置于研钵

中，加入少量甘油后仔细研磨 30min，再将全部甘油（60℃）倒入混匀，置 60℃恒温中继续

溶解 2h，然后加入 60℃的甲醇，混匀后密封保存于棕色瓶中，两周后使用。 

磷酸盐缓冲液配制：取Na2HPO3.12H2O 2.25g及NaH2PO3.2H2O 0.55g置于 100ml容量瓶

中，加入 30 ml蒸馏水，摇匀，三蒸水定容至 100ml（现用现配）。 

瑞－姬染液：按姬姆萨染液 30%，瑞士染液 70%混合而成。 

1.5 生精细胞、精子和细精管的形态学观察 

颈椎脱臼处死小白鼠，取出睾丸、附睾，放入培养皿，剪开附睾，用含有一定 PBS 液

的注射器冲洗附睾，得到含有一定浓度精子和生精细胞的悬液，用滴管吸取 1～2 滴悬液滴

到载玻片上，分别用姬姆萨原液和瑞－姬染液进行染色，自来水冲洗，晾干，镜检；将取出

的睾丸放入盛有 PBS 液的培养皿，取下睾丸外膜，剪开睾丸，用针分离细精管，挑出一个

细精管，拉伸平放在载玻片上，分别用姬姆萨原液和瑞－姬液染液染色，制片，自来水冲洗，

晾干，镜检。 

1.6 睾丸细精管组织培养  

用颈椎致死小白鼠，放到 75%酒精中浸泡 5min，解剖取出睾丸，放入PBS液中取下睾

丸外膜，剪碎至 1-4mm放入培养皿中加入培养液，放入CO2培养箱中，在 34℃，5%CO2下

培养，两天后，用滴管在细精管组织附近取出一滴培养液，滴到载玻片上，分别用姬母萨原

液和瑞－姬染色，镜检。 

2 结果与分析 

2.1 精液中生精细胞和精子形态学观察 

用吸管吸取精液悬液后滴在载玻片上，按推片法将精液推成薄片，晾干，分别用姬姆萨

原液和瑞－姬染液染色，自来水冲洗，晾干，镜检，结果如图 1，2 所示：  
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        图 1：姬姆萨原液染色后的精子，黑箭头             图 2：瑞－姬染液染色后的生精细胞和精

子， 

所指染色深，白箭头所指染色浅（400×）             上为生精细胞，下为精子（400×） 

如图 1 所示，用姬姆萨原液染色，黑箭头所指精子着色程度深，呈紫红色，胞质背景呈

浅紫红色，精子形态完整清晰，细胞膜边缘清晰，顶体和头部界限不明显，顶体染色较浅，

中间有一条染色较深的线状物，基部染色较深，在有线粒体环绕的尾部染色也成紫红色，白

箭头所示染色浅，是未成熟精子。图 2 所示上为生精细胞，可以看到生精细胞清晰的细胞核

呈颗粒状，胞质成灰色，细胞膜边缘清晰，细胞形态完整，呈圆形，明显比精子大。下为精

子，精子结构完整，细胞膜边缘不清晰，胞质背景成灰色，中部有一染色深区域，尾部富含

线粒体部位染色较深。 

2.2 睾丸组织中细精管与生精细胞观察。 

将培养后的细精管拉长并平放在载玻片上，分别用姬姆萨原液和瑞－姬染液染色，观察

细精管中生精细胞的发育，结果如图 3——8 所示。 

                

 图 3：姬姆萨原液染色后细精管组织中的生精细胞（400×）  图 4：姬姆萨原液染色后的细精管（100×） 

图 3 中白箭头所示细胞形态完整清晰，胞核大而圆，处于分裂期，细胞膜清晰。左黑箭

头所示为管中的生精细胞，形态完整，细胞膜边缘清晰，细胞呈圆形，细胞核呈明显的细小

颗粒状，呈浅紫红色。右边黑箭头所指细胞形态完整清晰，细胞膜边缘清楚，胞质背景清亮，

胞质较少，细胞呈圆形，细胞核大而圆，染色深。图 4 中白色箭头所示细精管，左边成深蓝
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紫色，中间呈紫红色，右边呈灰色浅蓝色。 

              

 

 图 5：瑞-姬染色细精管组织中颗粒状生精细胞（400×）  图（6）瑞－姬染色细精管组织圆形生精细胞

（400×） 

图 5 中箭头所示为颗粒状生精细胞，细胞膜边缘清楚，胞质背景清晰，呈灰色，细胞核

呈细小颗粒状，白箭头所指正方向呈深蓝紫色小颗粒状为核仁。图 6 中箭头所指细胞为圆形

生精细胞，形态完整清晰，胞质少，背景清晰，细胞核大而圆，呈深蓝色。 

            

 图 7：姬姆萨原液染色后变形期精子细胞（400×）     图 8：瑞-姬染色后变形期精子细胞（400×） 
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图 7 中箭头所指细胞，胞质灰色，细胞核染色深，已经延长，核质分明，细胞膜边缘清

楚，从图中可以看出头尾在逐渐分离，推断这是处于变形期的精子细胞。图 8 中箭头所指细

胞，其形态 小，整体染色较浅，细胞形态完整清晰，细胞膜边缘清晰，也能看到该细胞正

在延长，处于变形期。 

3 讨论 

3.1 精液中生精细胞及精子形态学观察 

试验表明：用姬姆萨原液染色精子的特征是形态清楚，细胞膜边缘清晰，顶体和头部界

限不明显，顶体染色较浅，中间有一条染色较深的线状物，基部染色较深，在有线粒体环绕

的尾部染色较深。据吕柏尧（1994，1995）[7，9，10]报道，用煌绿－瑞－姬混合染料 2-3 滴，

对精子和生精细胞进行染色，精子和生精细胞形态完整、清晰；生精细胞胞浆依成熟度呈绿

蓝色至青色，着色程度由深至浅，与本试验结果相同（图 1 中白箭头）。用瑞－姬染液对生

精细胞染色，细胞核呈颗粒状，胞质成灰色，细胞膜边缘清晰，细胞形态完整，呈圆形，明

显比精子大。精子形态完整，细胞膜边缘不清晰，胞质背景成灰色，中部有一染色稍深区域，

尾部富含线粒体部位染色较深，但是比姬姆萨原液稍模糊，与王咏梅等（1999），薛庆善

（1995）， 张卓然（2001）等[8,11,12] 用瑞－姬染色的报道基本相同。本试验用姬姆萨原液也

看到精子及生精细胞有不同染色，表明姬姆萨原液与煌绿－瑞－姬染液有相同的结果，在染

色的清晰程度上与煌绿－瑞－姬混合染料相同而与瑞－姬染液相比则更加清晰。因此，本试

验认为，姬姆萨原液可以用于精子和生精细胞的染色且能取得理想结果。 

3.2 睾丸组织中细精管及生精细胞观察  

对睾丸组织中细精管经培养后用姬姆萨原液及瑞－姬染色法观察生精细胞形态，结果表

明生精细胞形态完整，清晰，细胞膜边缘清晰，圆形，胞质清亮，细胞核呈明显的细小颗粒

状，染色深。据报道精原细胞胞体小，呈圆形或椭圆形，胞核大而圆，染色深，胞质清亮[13]，

与图 3 右黑箭头和图 5 所指类似。初级精母细胞，大而圆，胞核大而圆，多处于分裂时期，

有明显的分裂相，与图 3 白箭头和图 6 所指类似。Larry Johnson等 [14]报道人类睾丸用含 2%

戊二醛 0.1mol/L甲次砷酸盐缓冲液灌注入动脉血管，然后植入环氧树脂，切成 20μｍ片段，

认为A型精原细胞细胞核大小均一，染色质呈细小颗粒和一个或多个核仁，B型精原细胞比

A型精原细胞小，核仁远离细胞核核膜，细胞核不清晰。 

图 4 所示细精管，左边成深蓝紫色，中间呈紫红色，右边呈灰色浅蓝色。由于在精子发

生周期中，曲细精管不同节段，不同发育时期生精细胞的细胞组合和排列层次是不同的，不

同时期的细胞组合，在同一部位循环出现，周而复始[15，16]。据报道，煌绿－瑞－姬染液染

色后生精细胞可根据生精细胞的成熟度染成不同的颜色[17]，由此可以推出细精管有不同染

色，而这里用姬姆萨原液，是否验证了精子发生周期，有待进一步研究。 
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次级精母细胞存在时间很短，就很快进行第二次分裂[18]，因此比较难观察，其形态特

征：细胞小，呈圆形，胞核大而圆，染色浅，不见核仁。细胞高低不等，界限不清楚。胞核

较大，呈卵圆形或三角形，着色浅，有１－２个明显的核仁，常有数个精子的头部嵌附于细

胞的顶端，细胞周围也有发育阶段的生精细胞附着。图 7、８箭头所示明显小于生精细胞，

符合精子细胞型态特点，且细胞有延长的趋势，属于变形期的精细胞，这与Larry Johnson等

在人类研究上的描述类似[14]。  

4 结论 

4.1 用姬姆萨原液染色精子形态清晰，细胞膜边缘清楚，呈紫红色，部分精子呈浅绿色，

未成熟精子的染色程度浅于成熟精子；另外，姬姆萨原液也可以替代煌绿－瑞－姬混合染料。 

4.2 瑞－姬染色生精细胞形态完整清晰，细胞核清晰，着红色，呈颗粒状，核仁清晰，

着浅蓝色，保质分明，着浅灰色；用姬姆萨原液染色，生精细胞形态清晰，细胞核呈颗粒状，

开始时呈现深紫红色，胞质粉红色且有点蓝色背景，整个组织颜色较深，过一定时间后，整

个组织颜色变浅。 
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Study of the Mouse Spermatogenic Morphology on in vitro 
Culture 

Zhong-liang Jiang，Qing-wang Li，Wen-ye Li; Ming-tao Zhang，Chun-xiao Shuai，
Lei Cheng 

（College of Animal Science-Technology,North-West A&F University, Yang ling, Shan 

Xi,712100） 

Abstract 
Spermatozoa and spermatogenic cell in the semen and testicle cultured were identified by dyeing with 
original liquid of Giemsa and Wright- Giemsa liquid。The results were shown: the morphlologic of 
spermatozoa was clear , clarity and mauve by original liquid of Giemsa; the stained extent of 
spermatozoa  was deeper than immaturity and original liquid of Giemsa could substitute other blend 
dyestuff。After cultured ,the morphlologic of spermatogenic cell in testicle was clear and the nucleolus 
was stained granule by original liquid of Giemsa; it was deep mauve ,the cytoplasm was pink with blue 
background at first , after a while ,the color was fleet。The morphlologic of spermatogenic cell was 
integrity and clarity by Wright- Giemsa liquid and shown different color in karyon ,nucleolus and 
cytoplasm。 
Keywords: Spermatogenic cell；In vitro culture ；Morphlologic ；Seminifeious tubules  
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