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摘要! 采用外部形态观察和性腺组织学连续切片方法!确定罗氏沼虾幼虾的性别分化时期!并

探讨壬基酚$+A%对罗氏沼虾幼虾$体长约 %7" LD%生长和性别分化的影响" 结果表明!罗氏

沼虾仔虾后 %" N出现生殖原基'仔虾后 #? N!部分仔虾第四至第五步足基部明显凹陷!腹甲出

现皱折和突起!并出现生殖管'仔虾后 ?" N!部分仔虾第二游泳足内侧出现雄性附肢!性腺明显

区分为精巢和卵巢" 处理时间短于 %" N!+A对罗氏沼虾幼虾生长无显著影响'但处理超过

#$ N!+A以明显的剂量依存关系显著抑制罗氏沼虾体长和体重$"o$7$"%" 实验结束时

$!$ N%!对照组个体均已完成性别分化!精巢和卵巢内分别出现大量精原细胞和卵原细胞!但

+A处理组无法鉴定性别的幼虾比例随+A剂量增加而增加" 研究表明!罗氏沼虾幼虾外部性

征出现略早于内部性征的分化!早期性别分化发生在仔虾变态后 #% W?" N'此外!+A可能通过

干扰蜕皮及卵黄蛋白原合成从而抑制罗氏沼虾幼虾生长和精巢发育"

关键词! 罗氏沼虾' 幼虾' 生长发育' 性别分化

中图分类号! \?%O' 0B%>&&&&&&&文献标识码(,

&&环境内分泌干扰物"MIeE:5IDMIb96MIN5L:EIM

NEU:KQbEIF LHMDEL96U! 2=3U# 亦 称 环 境 激 素

"MIeE:5IDMIb96H5:D5IMU#!是一类严重干扰机体

生长发育过程的外源性化合物) 2=3U主要通

过生物摄入和积累等途径对生物的内分泌系统

等!尤其是生殖系统造成严重影响!干扰体内多

种激素的产生&释放&转移&代谢&结合&反应和

消除!在生物或其后代中引起不良的效应或内

分泌功能的改变'%(

) 目前己被确认的 2=3U约

>$ 多种!包括天然和人工合成的化学品) 大多

数2=3U具有难分解和强蓄积的特性!当它们在

水体中积累到一定程度时就会对水体.水生生

物系统产生严重危害!并通过食物链直接或间

接地影响人类健康)

壬基酚"I5IfQHMI56!+A#是壬基酚聚氧乙烯

醚进入水体环境后经生物降解生成的主要代谢产

物!具有疏水性&脂溶性&难降解性和生物累积性

等特点'%(

!因被广泛应用于各种清洁剂和塑料的

添加剂而成为水环境中广泛分布的 2=3U) 研究

表明!+A不但对生物具有明显的急性毒性'#(

!而

且还具有明显的雌激素效应'!(

!在雄性后代数量

不变时可增加水蚤"$18*'.1 01,'1#雌性后代的

数量'?(

!并使日本青
"

"G3&Q.1#512.8(##睾丸组织

纤维化'"(

) 此外! +A还明显提高罗氏沼虾

"D1)3+-31)*./03+#('-(3,..#肝胰腺和卵巢中卵

黄蛋白原基因的表达'<(

!并影响生物体生长'>(

&

免疫'O(和循环'B(等机能)

有关甲壳类性别分化的研究国内外已有一些

报道) l)等'%$(以及康现江等'%%(曾系统论述了

甲壳动物的性别决定机理以及外界因素对性别分

化及性逆转的影响%李富花等'%#(

&林琼武等'%!(和

赵光凤等'%?( 分别确定了中国对虾 ""('1(/#

)*.'('#.##&锯缘青蟹"%)&551 #(33121#和凡纳滨对

虾""('1(/#<1''10(.#的早期性别分化时期!吴

萍等'%"(研究了中华绒螯蟹"93.+)*(.3#.'('#.##后

期的性别分化过程) 对南方主要养殖品种罗氏

沼虾的研究!目前多集中于生物学及养殖技术

等方面!有关其性别分化的研究很少有报道)
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本研究拟通过外部形态测量和组织学观察等手

段!确定罗氏沼虾性别分化时期!并探讨 +A对

罗氏沼虾幼虾生长和性别分化的影响) 研究结

果可为罗氏沼虾性别控制及养殖水环境保护提

供理论依据!并可为环境内分泌干扰物的生态

毒理学研究提供参考资料)

%&材料与方法

!"!#材料

罗氏沼虾幼虾购自广东湛江广华虾苗场生产

的同步发育的健康个体!体长约 %7" LD) 幼虾经

水泥池中驯养 " N后!移至 $7" D

!聚乙烯塑料桶

中进行实验) 实验水温控制在 #? W!$ ^!自然光

照!每天投饵 # 次!定时吸污) 壬基酚为 .6K[9公

司产品)

!"$#罗氏沼虾性别分化时期的确定

罗氏沼虾蚤状幼体变态为仔虾后第 ! 天开始

取样!每 ! 天一次!至外观可区分雌雄) 每次随机

取 !$ 尾并测量体长!其中 %$ 尾以 "]的戊二醛固

定!解剖镜下观察其外部形态) 常规石蜡切片!

172染色!显微观察并拍照)

!"+#壬基酚对罗氏沼虾幼虾生长的影响

+A的本底浓度为 $7$% W$7$<

!

F@-) 实验

设定 " 组!+A浓度分别为 $&"&%"&?" 和 %!"

!

F@

-!每组 ! 个平行!每个平行放养罗氏沼虾幼虾

#$$ 尾) +A共暴露 !$ N!每 # 天更换 "$]水体以

确保+A浓度稳定) 处理后第 %"&#$&#" 和 !$ 天

分别测量罗氏沼虾体长和体重)

!"H#性别鉴定及性腺组织学检查

+A暴露 !$ N后!每组随机抽取 !$ 尾罗氏沼

虾!依据其外部特征"生殖孔&雄性附肢等#解剖

镜下鉴定性别) 同时 %$ 尾样品经 Z5KEI 氏液固

定!常规石蜡切片!172染色后进行性腺组织学

观察并拍照)

!"K#数据处理

采用 0A00%!7$ 软件进行单因子方差分析)

实验结果以平均值 R标准差"DM9I R0=#表示!

"o$7$" 表示差异显著)

#&结果

$"!#罗氏沼虾早期性别分化时期

外部形态的观察&&仔虾后 #% N"体长约

%7" LD#第五步足基部无凹陷!未发现皱折和

突起)

仔虾后 #? N"体长约为 %7< LD#!第四至第五

步足基部出现两种形态!一种基部凹陷明显!腹甲

出现皱折和突起"图版C%#%另一种基部无凹陷且

腹甲未出现皱折)

仔虾后 ?" N"体长约为 #7" LD#!第二游泳足

内附肢结构出现两种情况$一种内附肢侧面出现

细棒状带刺小突起 "图版C# #! 即雄性附肢

"9QQMINE_ D9ULK6EIM#的雏形!另一种内附肢内侧

光滑)

性腺组织学观察&&仔虾后 %" N"体长约为

%7# LD#!肝胰脏的背面出现强嗜碱性&由疏松的

未分化细胞组成的细胞团) 细胞个体较小!长椭

圆形!细胞核不明显 "图版C!#!可确定为生殖

原基)

仔虾后 #% N"体长约为 %7" LD#!生殖细胞进

一步增多!纵切面的整体形状较细长!呈带状"图

版C?#)

仔虾后 #? N"体长约为 %7< LD#!肝胰脏背

面的生殖腺增厚!细胞排列紧密!大多数为圆形

和椭圆形细胞!少数近长柱形细胞 "图版C"#)

在头胸甲腹部近步足区域切片发现生殖管!生

殖管由上皮&基膜及结缔组织组成!管腔明显!

可看到纵行皱襞!上皮细胞核椭圆形!核仁明显

"图版C<#)

仔虾后 !" N"体长约为 #7$ LD#!生殖腺位于

心脏前部!肝胰脏背部) 生殖腺进一步发育!变长

增粗!细胞出现多种形态) 这些细胞染色较浅!体

积约是周围细胞的 ! W? 倍!细胞核大&圆&嗜碱性

"图版C>#)

仔虾后 ?" N"体长约为 #7" LD#!性腺可明显

区分为精巢"bMUbEU#和卵巢"5e9:f#) 精巢由精原

细胞外包中胚层细胞的许多小团组成!纵切面可

见细胞核棒状&椭圆形或圆形%卵巢中卵原细胞排

列在中间!外包滤泡细胞及排列疏松的结缔组织

"图版CO#)

$"$#壬基酚对罗氏沼虾幼虾生长的影响

经浓度为 "&%"&?" 和 %!"

!

F@-的 +A暴露

%" N!罗氏沼虾幼虾体长和体重与对照组相比无

明显差异%处理超过 #$ N!各+A处理组幼虾体长

和体重均明显低于对照组""o$7$"#!且+A对生

长的抑制效果呈现明显的剂量依存关系 ""o

$7$"#"图 %!图 ##)

%%"
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图 !#&(对罗氏沼虾幼虾体重的影响

?7@"!#W06; F27@>:0=\482<712<"(#),+0,(/11
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图 $#&(对罗氏沼虾幼虾体长的影响

?7@"$#W06; 12<@:>0=\482<712<"(#),+0,(/11

2TC0926:0 &(

$"+#壬基酚对罗氏沼虾幼虾性别分化的影响

+A处理持续 !$ N!对照组雌雄性比约 %p%!

性腺为正常卵巢和精巢组织!卵原细胞和精原细

胞清晰可见) 各浓度+A处理组雌性幼虾比例均

占群体数量的 "$]左右!但各组均有一定比例的

幼虾性腺尚处于未分化状态!且性腺未分化比例

随处理剂量增加而增加) 当+A浓度为 %!"

!

F@-

时!无法鉴定雌雄的幼虾比例高达 %#7!<]"图

!#) 实验期间未发现间性性腺)

图 +#&(对罗氏沼虾幼虾性别比例的影响

?7@"+#R2T 5-:70 0=\482<712<"(#),+0,(/11

2TC0926:0 &(

!&讨论

很多研究表明!生殖管的出现可能是甲壳动

物内部性征分化的第一特征'%?!%< ;%>(

) 如在大眼

幼体期即可从生殖管的不同定向来区分日本绒螯

蟹雌雄'%<(

%日本对虾在变为仔虾后第 #$ 天开始

出现生殖管!但第 <$ 天生殖腺才开始分化'%>(

%凡

纳滨对虾在仔虾后第 ?! 天可观察到生殖管!仔虾

后第 "" 天生殖腺才开始分化'%?(

) 本研究发现!

罗氏沼虾仔虾变态后 #? N 已见生殖管!仔虾后第

?" 天生殖腺可明显区分雌雄!表明罗氏沼虾内部

性征分化的时间开始或早于 #? N!且甲壳动物内

部性别分化出现的时间存在种类差异) 外部形态

观察表明!仔虾后 #% N所有罗氏沼虾第五步足基

部未见凹陷!但仔虾后 #? N 部分幼虾第四至第五

步足基部出现差异!且仔虾后 ?" N 部分幼虾的内

附肢侧面出现雄性附肢雏形) 综合外部形态及组

织学检测结果可以推测!罗氏沼虾仔虾自生殖腺

原基出现!到生殖腺能明显区分出雌雄生殖细胞!

其早期性别分化时期发生在仔虾后 #% W?" N!且

外部性征出现略早于内部性征的分化!这与李富

花等'%#(对中国对虾以及 +,m,8)*,

'%>(对日本

对虾的研究结果相一致)

李富花等'%#(认为!对虾外部性征的分化可以

通过 ! 个方面来体现!即生殖孔的出现&雄性附肢

以及交接器的形成!且 ! 个外部性征开始出现分

化的时间不同) 扫描电镜和组织切片观察表明!

中国对虾腹甲后锥的形态分化发生于仔虾后第

!" 天'%#(

%而凡纳滨对虾仔虾发育过程中腹甲未

发生明显变化!但仔虾后第 !> 天!部分仔虾第二

腹肢内肢基节内侧部位出现明显突起'%?(

) 本研

究发现!罗氏沼虾仔虾后 #? N 部分个体的第四至

第五步足基部之间的腹甲出现皱折和突起!但未

发现锥体状结构!至仔虾后 ?" N 第二腹肢内肢上

才出现雄性附肢雏形!表明不同种类外部性征开

始出现分化的部位和时间不同)

很多研究发现!2=3U对甲壳动物的生长发

育具有抑制效应) Z*(l+等'>(研究发现蜾蠃蜚

"B+3+8*./0<+5/212+3#暴露于 %$ W#$$ DF@-的

+A中 !$ N!未发现生长抑制效应!但持续暴露

%$$ N!其体长增长显著减慢) 本研究中!当处理

时间短于 %" N!+A对罗氏沼虾幼虾生长无显著影

响!但处理超过 #$ N!"

!

F@-以上浓度的+A即可

*%"
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抑制罗氏沼虾幼虾生长!且这种对体长和体重的

抑制作用呈现明显的剂量依存关系!并与 +A暴

露时间相关) 已知甲壳动物的生长和发育必须以

蜕去坚硬的外骨骼为前提!而蜕皮除了主要受蜕

皮激素的直接调控外!还受 j器官窦腺复合体产

生的神经肽激素的间接调控) 蜕皮的开始是以真

皮与几丁质表皮的分离为标志!而壳二糖酶为几

丁质表皮溶解脱落所必需'%O(

) 研究表明!壳二糖

酶活性与血淋巴中蜕皮激素密切相关!对大型蚤

的研究表明!+A对蜕皮激素受体"2L*#可产生拮

抗作用'%B(

) 据此推测!+A对罗氏沼虾幼虾生长

的抑制效应可能来自于+A对k器官;蜕皮激素

受体轴的干扰!导致罗氏沼虾蜕皮频率或壳二糖

酶活性降低!使蜕皮过程延长) 本实验中未检测

壳二糖酶活性和统计蜕皮频率!因此推测是否正

确!尚需进一步实验论证)

许多化合物通过干扰脊椎和无脊椎动物的内

分泌系统而表现出对生殖和蜕皮过程的损伤以及

对子代性别发育过程的干扰等毒性效应'#$(

)

01)*/+等'#%(研究发现水蚤暴露于 "$ 和 %$$

!

F@-的+A中可增加雌性后代数量!但雄性后代

的量保持不变) 刘征涛等'##(发现 ?C+A暴露下雄

性蚤在新生幼蚤中的比例为 !>7B]) 本研究发

现!各浓度+A处理组雌性幼虾比例与对照组持

平!但随+A处理剂量增加!性腺尚处于未分化状

态的幼虾比例增加!表现为 +A对雄性发育产生

抑制作用!且这种抑制效果存在剂量依存关系)

对鱼类的研究也发现!+A不一定导致性别比例的

失衡!但可抑制沙塘鳢'#!(精巢的生长和发育!高

浓度+A还可导致沙塘鳢和斑马鱼'#?(精巢纤维

化) 可以认为!+A作用下性腺处于未分化状态的

幼虾比例增加主要是由于 +A诱导机体合成大量

的卵黄蛋白原"4SY#!因此原本用以性腺发育的

能量很大程度上转向合成 4SY!导致用于性腺发

育的能量减少!最终出现精巢发育过程滞后现象)

现有的研究资料也为这种假设提供了相关的证

据!如吴楠等'<(发现 +A可显著提高罗氏沼虾肝

胰腺和卵巢中卵黄蛋白原基因的表达)

综上所述!罗氏沼虾早期性别分化发生在仔

虾变态后 #% W?" N!且幼虾外部性征出现略早于

内部性征分化%此外!+A对罗氏沼虾生长和精巢

发育的抑制作用可能与其干扰蜕皮及卵黄蛋白原

合成有关)
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