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摘要! 采用1(2310U!!#;B 染色荧光显微方法!对刺参成熟未受精卵以及受精过程中精子入

卵$极体排放$雌雄原核的形成与结合$早期卵裂以及多精入卵等细胞学进行了研究% 结果显

示!刚产出的刺参成熟未受精卵呈圆形!核相处于第一次成熟分裂中期&在水温 ## h#! Z$盐

度 #< 条件下进行受精!受精后 %# EGP!完成第一次成熟分裂!释放第一极体&受精后 #$ EGP!大

部分受精卵完成第二次成熟分裂!放出第二极体% 受精后 !; EGP!雌$雄原核开始在卵中央发

生染色体联合&受精后 B$ EGP!部分受精卵完成第一次卵裂!受精后 %$$ EGP!部分受精卵完成

第二次卵裂% 刺参在受精过程中存在极少数的多精入卵现象%

关键词! 刺参& 受精& 多精入卵& 细胞学观察

中图分类号! Q<;?7?& 0<%>7?&&&&&&&文献标志码',

&&受精及早期胚胎发育过程的观察和研究是水

生生物发育生物学的重要研究内容' 一方面"对

该过程中精卵识别与皮层反应&多精入卵及其抑

制机制&雌雄原核的扩散与结合等现象的研究"加

深了人们对受精机制的认识' 另一方面"对精子

入卵方式&极体排放和卵裂时间等的研究则加速

了转基因&染色体操作等育种技术的完善' 荧光

显微观察法是受精及早期胚胎发育过程研究的重

要手段之一"具有简洁&清晰&直观等优点"已被用

于泥蚶 #5)4'++1:.1 4:1(/-1$

(%)

&可口革囊星虫

# !*1-./+/-/<1 )-.,+)(21 $

(#)

& 菲 律 宾 蛤 仔

# K,0'21&)- &*'+'&&'(1:,<$

(!)

& 日 本 珍 珠 贝

#!'(.2101 3,.121 <1:2)(-''$

(?) 等水生生物的研

究中'

我国的刺参#7&/-2'.*/&,-81&/('.,-$规模化

育苗技术在 #$ 世纪 B$ 年代中期取得突破性进

展"到 <$ 年代中期"随着人工育苗及养殖技术研

究的不断深入"许多关键技术不断完善与进步"使

刺参育苗和养殖这一新兴产业获得了强有力的技

术支撑(;)

' #$$< 年全国刺参苗种生产能力超过

;$$亿头"养殖面积超过 %;万 IE

#

"产量超过 %$ 万

Y

(")

"是目前我国养殖水产品中单一经济总量最大

的养殖品种之一' 然而"与产业的快速发展形成鲜

明对比的是"有关刺参基础生物学的研究还相当薄

弱"刺参育种的研究工作也尚未取得实质性进展'

本研究采用荧光显微观察技术"对刺参受精及早期

胚胎发育过程中的一系列细胞学现象进行了系统

观察与分析"以期为刺参受精机制的深入研究和细

胞工程育种的开展提供基础资料'

%&材料与方法

!"!#实验材料与试剂

刺参亲参取自山东寻山水产集团有限公司苗

种场亲参促熟车间' 荧光染色试剂盒 1(2310U

!!#;B 购自江苏碧云天生物技术研究所'

!"$#方法

挑选性腺发育成熟的雌雄刺参"阴干 % I 后

流水刺激 %; EGP"然后将雌雄亲参置于水桶内'

待亲参开始排放精卵后"迅速将雌雄亲体移出分

别放入备用的水桶内"使其分别排放精卵' 待得
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到足够数量的精卵后"进行人工受精' 显微镜下

观察"精子密度控制在卵周围一个视野面可见! h

; 个精子时即可' 受精卵在水温 ## h#! Z&盐度

#< 条件下孵化' 取样方法为受精前取样一次%受

精后 #$ EGP之内每隔 ! EGP 取样一次"#$ EGP 至

"$ EGP内每隔 ; EGP取样一次""$ EGP 后每隔 %$

EGP取样一次%每次取卵量不少于 ;$$ 粒' 样品

用 $7% E56@-AC0#V1>7?$配制的 ?T多聚甲醛

溶液固定"更换两次固定液后"? Z下保存备用'

观察时吸取适量样品"用 $7% E56@-磷酸缓冲液

#V1>7?$冲洗 # h! 次"1(2310U!!#;B 荧光染

料在黑暗环境下染色 ; h%$ EGP"再用磷酸缓冲液

冲洗 # 次"然后将卵液滴于载玻片上"滴 % 滴抗淬

灭剂"加盖玻片在+G̀5P B$G荧光显微镜的紫外光

#!"; PE$下观察拍照'

#&结果

$"!#精子入卵与成熟分裂

成熟的刺参未受精卵呈圆球形"直径 %?$ h

%>$

!

E"核相处于第一次减数分裂中期' 经

1(2310U!!#;B 染色后"卵母细胞卵质为浅蓝

色"染色体较小"呈亮蓝色"在纺锤丝的牵引下排

列于赤道板中央#图版D%$'

精卵混合后"精子借助于鞭毛的摆动"以头部

附着于卵母细胞表面"附着部位随机#图版D#$' 受

精后 " h< EGP"精子通过顶体反应穿过卵黄膜进入

卵内"并迅速去致密完成第一次膨胀"形成圆球形

的精核' 精核直径 ?7$ h"7$

!

E#图版D!$' 精子

入卵后"卵母细胞的成熟分裂重新启动"染色体在

纺锤丝的牵引下开始向卵膜移动' 在移动的同时"

同源染色体逐渐分开' 至分裂后期"染色体已被明

显分为两组#图版D?";$' 受精后 %# EGP"靠近卵膜

的一组染色体脱离卵质形成第一极体"第一次成熟

分裂完成#图版D"$' 第一极体排出后"留在卵质内

的另一组染色体很快启动第二次成熟分裂"姐妹染

色单体分离#图版D>$' 至受精后 #$ EGP"大部分受

精卵排出第二极体"完成第二次成熟分裂#图版D

B$' 在成熟分裂过程中"精核不断向卵母细胞中央

迁移' 至第二次成熟分裂结束"精核已迁移至接近

中央处"这期间精核的大小未发生显著变化'

$"$#雌雄原核的形成与联合

随着第二次成熟分裂的完成"精核进行了第

二次膨胀"体积急剧扩大"形成圆形的雄原核' 同

时"卵子染色体也去浓缩扩散"形成形状相似的雌

原核#图版D<$' 至受精后 !$ EGP"多数雌雄原核

达到最大体积"雄原核的直径 %; h%>

!

E"而雌原

核比雄原核略小"直径 %! h%?

!

E' 雌雄原核形

成以后"开始向受精卵中央迁移' 到达中央时"雌

雄原核的体积均略有缩小"雄原核的直径 %! h%?

!

E"雌原核的直径 %$ h%%

!

E' 至受精后 !;

EGP"可在部分受精卵中观察到雌雄原核在中央赤

道板相遇#图版D%$$"但仍可看到中间的核膜' 随

后两者的核膜破裂"染色质浓缩"形成各自的染色

体组"在卵子中央合并"雌雄原核通过联合的方式

形成合子核#图版D%%$' 受精后 ;$ EGP"联合核的

染色体整齐地排列在纺锤体的赤道板上"形成第

% 次卵裂的中期分裂相#图版D%#$'

$"G#早期卵裂

受精后 ;; EGP"染色体在纺锤丝的牵引下开

始向两极移动#图版D%!$' 至受精后 >$ EGP"观察

到明显的卵裂沟#图版D%?$' 受精后 B$ EGP 左

右"第一次卵裂完成"形成两个大小相同的卵裂

球' 大部分刺参受精卵在第一次卵裂时的卵裂沟

位于极体处"但也观察到少量受精卵第一次卵裂

的卵裂沟并不位于极体处'

第一次卵裂完成后"两个卵裂球中的染色体

去致密变为染色质"核膜重建"进入有丝分裂的间

期#图版D%;$' 受精后 <$ EGP 左右"两个卵裂球

中的染色质经复制后开始螺旋化"形成清晰可见

的染色体"第二次卵裂开始' 第二次卵裂的方向

与第一次卵裂的方向垂直#图版D%""%>$' 受精后

%$$ EGP"部分受精卵的第二次卵裂完成"形成 ?

个大小一样的卵裂球#图版D%B$'

$"C#多精入卵

在受精过程中观察到少量的多精入卵现象' 一

般是两个精子同时进入卵母细胞' 进入卵母细胞的

精子都能够去致密形成雄原核"并且刺激卵母细胞

排出两个极体"正常完成成熟分裂#图版D%<$' 在发

生多精入卵的卵子中"只观察到一个雄原核与雌原

核发生联合形成联合核#图版D#$$' 在对第一次卵

裂的观察中"没有发现染色体异常分离的现象'

!&讨论

G"!#受精卵发育速度

本研究条件下"刺参成熟卵子于受精 %# EGP

后释放第一极体"#$ EGP后释放第二极体";; EGP

$'!
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后开始第一次卵裂"胚胎发育的速度与以往报道

稍有差异' 常亚青等(>)报道刺参精卵混合后约

%$ EGP释放出第一极体"约 !$ EGP 放出第二极

体"受精后 % I 左右开始第一次卵裂' 朱峰(B)报

道刺参卵子受精后 %; h#$ EGP 在动物极放出第

一极体"?$ h?; EGP 放出第二极体"% I 左右出现

卵裂沟' 和其他研究相比"本研究中刺参受精卵

完成成熟分裂所用时间较短"而第一次卵裂开始

的时间与其他研究相似'

影响受精卵发育速度的因素包括温度&盐度

等(< :%%)

' 2MN86GP8 等(%#) 在 太 平 洋 牡 蛎

##:1--/-2:)1 4'41-$极体排放动力学研究过程中

发现"较高的温度能加快极体的排放' =8HJ5HG8JH

等(%!)在巨扇贝#!+1./&).2)( <14)++1('.,-$受精及

早期发育的研究中"也得到同样的结论"并认为温

度通过影响染色体移动速度以及相关酶活性来影

响成熟分裂的时间"在一定温度范围内"随着温度

的升高"染色体移动速度加快' 本研究中"刺参受

精卵孵化温度保持在 ## h#! Z"而朱峰(B)的研究

中受精卵孵化水温保持在 #$ h#% Z"较高的温度

可能是本研究刺参受精卵完成成熟分裂较快的一

个原因' 盐度也是影响极体排放和卵裂时间的重

要因素' =8HJ5HG8JH等(%!)发现随着盐度从 #$ 升

到 !$"巨扇贝完成成熟分裂的时间出现先减少后

增加的趋势"并且成熟分裂各个过程受盐度影响

不同"并认为盐度通过影响微管蛋白组装成纺锤

体的速度影响成熟分裂的时间' 本研究中刺参受

精卵孵化盐度在 #<"而朱峰(B)的研究中盐度为

!# h!!' 较低的盐度可能是本研究中刺参卵母细

胞完成成熟分裂时间较短的另一个原因' 尽管本

研究中刺参受精卵较快完成了成熟分裂"然而第

一次卵裂开始的时间与其他研究相似' 已有的研

究表明"生物发育过程中的某些事件只有在达到

特定的生理状态才会启动"如两栖动物的中胚胎

转换#WCU$只有在胚胎的细胞核与胞质达到某

一特定比值时才能发生(%?)

' 刺参受精卵可能只

有在细胞核与胞质达到某个特定的比值才能开始

第一次卵裂"因此"本研究中尽管温度和盐度影响

了染色体移动速度以及相关酶活性和纺锤体组装

速度"但胞质的合成却未受影响"第一次卵裂开始

的时间与其他研究相似'

G"$#多精入卵

多精入卵现象是海洋无脊椎动物受精生物学

的一个研究热点' 多精入卵将引起胚胎的发育异

常和死亡(%;)

' 为保证单个精核与卵核的融合"在

长期的进化过程中"海洋无脊椎动物形成了复杂

的对应多精入卵的机制' 目前有关海胆阻止多精

入卵机制的研究较多"海胆主要通过两个反应阻

止多精入卵!#%$ 快封闭反应!精子进入卵细胞迅

速触发膜电位改变"引起膜外精子与卵细胞识别

和融合障碍%##$ 慢封闭反应!通过皮层反应形成

厚而硬的受精膜"防范多余精子入卵(%")

' 庞振

国(%>)发现"刺参的精子穿入卵子之后"卵子也会

发生皮层反应"形成受精膜"这表明刺参也具有海

胆的慢封闭反应"以阻止多精入卵的发生' 至于

刺参是否具备海胆的快封闭反应"尚待进一步

研究'

封闭反应并不能完全阻止多精入卵' 当精子

冲撞卵子的机会多到超过卵子阻止多精入卵的能

力时"依然会发生多精入卵的现象(%B)

' 对海胆的

研究表明"当发生多精入卵以后"将同时形成多个

雄原核"在这种情况下"受精卵的第一次卵裂将会

出现多极分离的现象"这种胚胎将会发育畸形并

且死亡(%<)

' 本研究中也观察到多精入卵现象"进

入的精子也能够形成雄原核' 然而与上述海胆研

究不同的是"本研究中未发现染色体分离异常的

现象' 栉水母#F):/)/B121$存在多精受精现象"

在多达 %$ 个精子进入卵子时栉水母的受精卵仍

然能正常发育(#$)

' 推测刺参具有和栉水母相同

的适应多精入卵的机制"即进入卵子的精子都能

形成雄原核"但雌原核只与其中一个雄原核发生

联合"多余的雄原核在卵内被逐渐吸收或崩解'

G"G#受精过程中的核相变化

海洋无脊椎动物成熟卵子所处的发育阶段主

要有以下三种情况!一是初级卵母细胞阶段"例如

海绵&沙蚕&牡蛎等%二是第一次成熟分裂中期"如

一些十足目动物以及大多数贝类%三是已完成两

次成熟分裂"如海胆等' 本研究中"刺参成熟卵子

的生发泡已经破裂"处于第一次成熟分裂中期"这

与同为棘皮动物的海胆不同"而与海星相同(#%)

'

竺俊全等(#)认为"成熟未受精卵处在第一次成熟

分裂前期或中期在海洋无脊椎动物中较为普遍'

-5P_5等(##)对海星的研究表明"受精过程中

核相的变化与卵子受精时所处的时期密切相关'

本研究中刺参精子入卵后发生明显膨胀现象"形

成精核' 第二极体形成时"精核突然膨胀形成雄

%'!
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原核"雌原核也在同时形成' 此后"雌雄原核都经

历缓慢膨胀又浓缩的过程' 刺参雌&雄原核靠近

时核膜不相互融合"两原核都形成各自的染色体

组"说明其结合方式为原核联合' 刺参受精卵核

相的变化过程与卵子处于第一次成熟分裂中期的

海星相似'

G"C#卵裂与极体

董迎辉等(#!)对文蛤#=):)2:'I<):)2:'I$和宽

壳全海笋#F1:()1 0'+12121$

(#?)的受精及早期胚胎

发育的荧光观察表明"文蛤和宽壳全海笋第一次

卵裂卵细胞均自极体处发生纵向内缢' 本研究

中"大部分刺参受精卵第一次卵裂的卵裂沟位于

极体处"但也观察到少量受精卵卵裂沟并不位于

极体处' 研究认为"小鼠受精卵排出的第二极体

的位置是固定的"是动物极的标志"而第一次卵裂

的方向与动 :植物极轴的角度小于 !$r"所以卵

裂沟一般位于极体处(#; :#")

' 然而"1GGJF_G等(#>)

对小鼠受精卵发育进行的定时观察表明"小鼠受

精卵的第二极体并不是固定的"在半数受精卵中"

第二极体在卵裂刚开始前后即向第一次卵裂的卵

裂面移动"当第一次卵裂结束时"大部分受精卵的

极体位于卵裂沟附近"但也有部分受精卵的极体

不向卵裂面移动"极体并不位于卵裂沟处"并发现

小鼠第一次卵裂的方向总是与雌雄原核结合时两

者的中心连线相垂直"同样的拓扑结构关系也存

在于海胆受精卵的卵裂中(#B)

' 据此"推测刺参的

受精卵很有可能像小鼠的一样"部分极体自卵裂

开始前后就向卵裂处移动"另有一部分极体并不

向卵裂处移动"与卵裂沟相离'
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图版
%7成熟未受精卵% #7精子附卵% !7精子入卵% ?&;7第一次成熟分裂后期% "7排出第一极体% >7第二次成熟分裂后期% B7排出第二极

体% <7雌雄原核的形成% %$&%%7雌雄原核的靠近与联合% %#7第一次卵裂中期% %!&%?7第一次卵裂后期% %;7两细胞期% %"&%>7第二

次卵裂后期% %B7四细胞期% %<7双精入卵% #$7多精入卵时的雌雄原核联合'
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