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摘要! 采用普通光镜$荧光显微镜和石蜡切片技术!对缢蛏受精和早期卵裂过程中的精子入

卵$减数分裂$雌雄原核形成与结合$早期卵裂以及多精入卵等细胞学事件进行了显微观察%

结果表明!缢蛏成熟未受精卵多呈圆球形或卵圆形!少数呈梨形!卵径为 :2 ?::

!

9!核相处于

第一次成熟分裂中期&精子为典型的原生型!全长 77 ?7:

!

9!头部呈保龄球形!顶体前端的顶

体杆呈特别细长的花丝状&在水温 24 ?22 Q$盐度 43 的条件下进行人工授精!精$卵混合后!

精子迅速附着于卵子表面!启动卵子发育&受精后 9 ?0 9;=!精子的头部已进入卵内并明显膨

胀!卵子外形变圆!卵外附着的精子量明显减少&在受精后 42 ?47 9;=$23 ?27 9;=!受精卵先

后排出第一极体$第二极体!完成两次成熟分裂&第二次成熟分裂结束以后!精$卵核体积迅速

膨胀!雄原核的膨胀早于雌原核!核膜重建!在受精后约 /3 9;= 形成雌$雄原核&雌$雄原核均

向卵子中央移动!雄原核旁边的精子星光清晰可见!随后二者在卵子中央以染色体联合的方式

结合!联合核的染色体共同排列在纺锤体的赤道板上!形成第一次有丝分裂的中期分裂相&受

精后 93 9;= 左右!受精卵进行第一次卵裂!染色体在纺锤丝的牵引下向两极移动!结果形成 2

个大小不等的卵裂球&受精后 97 ?73 9;=!卵子进行第二次卵裂!核相变化与第一次卵裂相同!

在与第一次卵裂垂直的纵轴方向上发生不等全裂!最终形成 / 小 4 大 9 个卵裂球&受精后 03 ?

83 9;=!胚胎进行第三次卵裂!仍为不等全裂!但自此次卵裂起已开始进行螺旋分裂% 此外!对

实验中发现的缢蛏极少量多精入卵$多极分离等异常细胞学现象进行了分析!并探讨了海洋贝

类卵子阻止多精入卵发生的机制%

关键词! 缢蛏& 受精& 早期卵裂& 多精受精

中图分类号! F290& *148555555555 文献标志码'&

55缢蛏 # -2,/,/7%'&% #/,*$(2#$%$属于广温性滩

涂埋栖型贝类"在我国南北沿海广泛分布"是我国

传统四大养殖贝类之一"养殖区主要集中在浙&闽

沿海' 近年来"缢蛏养殖业呈快速发展趋势"养殖

区从浙江&福建向周边的江苏&山东&广东等省份

迅速扩展' 据统计"2343 年蛏类#主要是缢蛏$全

国总产量达到 84199 @43

9

H"养殖面积约 8178 @

43

9

K9

2

"其中浙江省的养殖产量和养殖面积分别

达到 221:7 @43

9

H和 4139 @43

9

K9

2

"位居全国第

一"其次为福建和山东
(4)

' 缢蛏养殖业的稳定快

速发展主要得益于优质充足的苗种供应"为了提

高缢蛏苗种的生产能力"我国科研和技术人员已

对缢蛏性腺发育的周期变化
(2)

&人工催产方

法
(/ 69)

&幼虫生长发育的生态需求
(7 68)

&食性与饵

料
(:)

以及稚贝日常管理技术
(1 643)

等进行了深入

系统地研究和探索"大大促进了缢蛏规模化人工

育苗技术的发展"而缢蛏精子&卵子&卵母细胞卵

黄的发生过程
(44 64/)

以及成熟配子的超微结构观

察
(4/ 647)

等一系列基础研究的开展"也为缢蛏繁殖

生理机制的阐明和人工育苗生产的顺利进行提供
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了理论指导' 然而"在缢蛏育苗生产中仍存在人

工催产困难&胚胎发育畸形率高&幼虫变态期成活

率低等问题"究其原因在于对其受精&发育机理的

基础研究相对欠缺所致' 因此"开展受精&发育生

物学方面的研究对于解决当前缢蛏人工育苗中遇

到的诸多难题以及进行遗传改良&细胞工程育种

等均具有重要意义'

荧光显微术和石蜡切片法是贝类受精细胞学

研究的重要手段"已被广泛用于多种海洋经济贝

类正常发育&杂交&多倍体&雌核发育等受精过程

的核行为变化研究
(40 622)

"为贝类受精机理研究以

及人工育苗&杂交育种实践积累了重要资料' 然

而"有关缢蛏的受精和早期发育的研究"仅在少数

文献中用普通光镜进行过简单观察和描述
(:)

"未

见用其它技术方法进行深入系统研究的报道' 本

研究组在进行缢蛏大规模人工育苗和构建育种家

系中"利用普通光镜&荧光显微镜和石蜡切片技

术"对缢蛏受精和早期卵裂的细胞学过程进行了

连续观察"以期为缢蛏受精机制的深入研究以及

进一步利用现代生物技术进行遗传育种提供有益

参考'

45材料与方法

!"!#实验材料

2343 年 43 月在宁波甬盛水产种业有限公司

进行亲贝培育和受精实验' 所用缢蛏亲贝取自宁

波宁海县长街镇沿海滩涂"壳长 0 ?8 D9' 荧光

染色试剂盒 +/2DKAH// 27: 购自江苏碧云天生物

技术研究所" 苏木精和伊红 染料 # +1,$ 为

&L$,*-"公司产品"其它药品均由上海生工生

物工程有限公司生产'

!"9#实验方法

取性腺发育成熟的缢蛏亲贝"冲洗消毒后"置

于阴凉通风处阴干 / ?9 K"于晚上 23!33 ?24!33

点开始流水刺激"水温 24 ?22 Q&盐度 43"反复

流水刺激 2 ?/ K"一般夜间 2/!33 点至翌日凌晨

产卵&排精' 分别挑出刚产的雌&雄个体"经淡水

冲洗后单个放入盛有过滤海水的烧杯中产卵&排

精' 选择镜检质量好的精&卵进行人工授精和孵

化"控制精卵比例在 43D4 左右'

受精后 23 9;= 内每隔 / 9;= 取样一次"23 ?

03 9;= 每隔 7 9;= 取样一次"03 ?423 9;= 每隔 43

9;= 取样一次"每次取卵量均在 4 333 粒以上' 样

品用冷的 9N多聚甲醛溶液 (用 314 9/05'68*

#3+C819$配制)固定 2 次"保存于 9 Q冰箱中'

普通光镜观察的样品直接滴于载玻片上"加盖玻

片制成水装片"在可见光下观察&拍照"并用

4R2333 软件测量精&卵大小' 荧光显微镜观察的

样品观察前用 314 9/05'68*#3+819$冲洗样品

2 次"滴加 +/2DKAH// 27: 荧光染料在黑暗环境下

染色 0 ?: 9;="再用 68*冲洗 2 次"然后将卵液

滴于载玻片上"吸水纸吸干多余水分"上覆 4 滴抗

淬灭剂"用盖玻片封片' 在 "0@93GA8S74 荧光

显微镜下##."/07 =9$观察"冷 --4图像采集

系统拍照'

石蜡切片样品的采集方法同上' 将缢蛏精&

卵及不同发育时期的胚胎样品用 8/G;= 氏液固

定"83N酒精置换"9 Q保存' 切片前"将样品用

梯度酒精脱水&二甲苯透明&石蜡包埋"金华益迪

]47473:&型 切 片 机 连 续 切 片" 切 片 厚 度 约

7

!

9' +1,染色"中性树胶封片"在显微镜的油

镜下# @4 333$观察并拍照' 具体操作参照董迎

辉等
(22)

的方法'

以上实验均重复 / 次"每个发育阶段观察卵

或胚胎数不少于 433 粒'

25结果

9"!#成熟精"卵形态和精子入卵

在光镜下可看到"缢蛏的精子属于典型的鞭

毛型"由头部&中段和尾部组成"全长 77 ?7:

!

9'

头部包括顶体和细胞核两部分"顶体呈细长的花

丝状"尤为明显"长度为 013 ?017

!

9"细胞核为

413

!

9左右的扁球形%中段仅看到一层紧贴于细

胞核之后的透亮的线粒体%尾部为长约 73

!

9的

细长鞭毛#图版
$

74$' 在荧光显微镜下仅能观察

到精子头部内的染色质发出亮蓝色荧光#图版
%

7

4$"而从石蜡切片中则可看到被苏木精染成蓝黑

色的精子头部#图版
&

74$'

缢蛏成熟未受精卵多呈圆球形或卵圆形"少

数呈梨形"卵径为 :2 ?::

!

9#图版
$

72$"核相处

于第一次成熟分裂中期"蓝黑色的染色体粗短鲜

明"在纺锤丝的牵拉下整齐地排列于纺锤体赤道

板中央"纺锤体长度为 // ?/7

!

9"位置未在卵子

中央"而是一端靠近动物极的质膜"并与该部位质

膜垂直"卵质内的卵黄颗粒被伊红染成红色 #图

版
&

72$' 在荧光显微镜下"染色体被染成亮蓝

4394
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色"卵质为浅蓝色#图版
%

72$'

精&卵混合后"精子借助尾巴的摆动迅速游到

卵子周围"借助长长的顶体附着于卵子表面"附着

部位随机#图版
$

7/"图版
%

7/"图版
&

7/$' 受精

后 0 9;="精子的头部已穿过卵膜进入卵胞质中"

并解凝缩膨大成直径为 9 ?7

!

9的近球形精核

#图版
%

79"图版
&

79 $"此时卵子形态都变得很

圆"卵外附着的精子量明显减少'

9"9#两次成熟分裂过程

精子入卵膨胀以后"迅速启动卵子的成熟分

裂"在受精后 42 ?47 9;="携带卵子染色体的纺锤

体锚定于卵膜上"依靠纺锤丝的牵拉将卵子的同

源染色体分成两组"靠卵膜的一组染色体逐渐向

卵膜移动"而另一组染色体则被拉向卵子内部

#图版
%

77"图版
&

77"0$"最终靠卵膜的那组染色

体向卵膜外拱"浓缩成染色质团后被排出卵膜之

外"形成第一极体 #直径 7 ?0

!

9$"完成第一次

成熟分裂#图版
$

79"图版
%

70"图版
&

78$' 受精

后 23 ?27 9;="在第一极体下方的卵内重新形成

纺锤体结构"纺锤体长度为 27 ?28

!

9"约为第一

次成熟分裂纺锤体的四分之三"留于卵内的另外

一组染色体重新排列于纺锤体赤道板上"形成第

二次成熟分裂的中期分裂相 #图版
%

70"图版
&

7

:$"随后以同样的分裂方式进行第二次成熟分

裂"姊妹染色单体分离"靠卵膜的那组染色体形成

第二极体"完成第二次成熟分裂#图版
$

77"图版

%

78 ?1"图版
&

71 ?44$' 在此过程中"精核的大

小未发生明显变化'

9"B#雌"雄原核的形成与结合

第二次成熟分裂结束以后"精核首先发生第

二次膨胀"形成一团由核膜包围的&松散的核物

质"即为雄原核%卵子染色体也逐渐靠拢并转变成

染色质"继而膨大扩散"形成形状相似的雌原核%

雄原核的形成早于雌原核"雌原核的位置更靠近

极体 #图版
%

743 ?42"图版
&

742"4/ $' 受精后

/3 9;="多数雌&雄原核体积达到最大"呈直径

4:

!

9@23

!

9的近球形结构' 雌&雄原核形成

以后"二者相向靠近"均向卵子中央移动#图版
%

7

4/"49$"雄原核旁边的精子星光清晰可见 #图版

&

749$' 在卵子中央雌&雄原核相遇"靠得很近"

但仍可看到中间的隔膜 #图版
%

747"图版
&

747"

40$"随后两原核的核膜破裂"染色质各自凝缩成

染色体"在卵子中央以染色体联合的方式结合

#图版
%

740 ?23"图版
&

748"4:$'

9"D#第一次卵裂

受精后 /7 9;="有丝分裂纺锤体形成"纺锤体

长度 93 ?92

!

9"位置与卵轴垂直"纺锤体一端偏

向卵膜一侧"联合核的染色体整齐地排列在纺锤

体的赤道板上"形成第一次有丝分裂的中期分裂

相#图版
%

724"图版
&

741"23$' 随后"纺锤丝将

染色体拉向两极"同时卵细胞外形在横向上被拉

长"卵内由于卵质流动而在植物极形成不太明显

的极叶#图版
$

70"8"图版
%

722 ?29"图版
&

724"

22$' 受精后 93 9;= 左右"核分裂已完成"卵细胞

自极体处发生纵向内缢"形成明显的卵裂沟"将卵

细胞分割成 2 个大小不等的卵裂球"两个卵裂球

中的染色体又解凝为染色质"核膜重建"进入有丝

分裂的间期 #图版
$

7:"图版
%

727"20"图版
&

7

2/$'

9"K#第二"三次卵裂

受精后 97 9;="两个卵裂球中的染色体细丝

开始螺旋变粗"核膜破裂"染色体形态逐渐清晰

#图版
%

728"2:$"第二次有丝分裂的纺锤体正在

形成"其中大卵裂球的发育速度稍快 #图版
&

7

29$' 继而"染色体排列于纺锤体的赤道板上"形

成第二次有丝分裂中期的核相"第二次卵裂行将

开始#图版
%

721"图版
&

727$' 第二次卵裂的方

式与第一次卵裂基本相同"也是纵裂"在与第一次

卵裂垂直的纵轴方向上发生不等全裂#图版
$

71"

43"图版
%

7/3 ?/2"图版
&

720 $' 在受精后 73

9;= 左右"卵裂结束"形成 / 小 4 大 9 个卵裂球

#图版
$

744"图版
%

7//"图版
&

728$'

受精后 03 9;="胚胎开始进行第三次卵裂"染

色质又变为染色体 #图版
%

7/9"/7$' 受精后 83

9;="第三次卵裂完成"仍为不等全裂"但自此次卵

裂起已开始进行螺旋分裂#图版
$

742$'

9"V#多精受精和多极分离

在受精后 43 ?23 9;="荧光显微镜下可以观

察到 2N?/N的缢蛏受精卵存在多精入卵现象

#图版
&

72:$"多精入卵可以引起有些卵子成熟分

裂紊乱"从而排出 4 个极体或不排极体#图版
%

7

/0"93$' 受精后 /3 ?93 9;="入卵的多个精核也

都能发生原核化膨胀而形成雄原核"一般形成

2 ?/ 个雄原核的较为常见 #图版
%

7/0"图版
&

7

21$"也有少数能形成 7 个以上雄原核 #图版
%

7

/8$' 这些多余的雄原核也能形成各自的染色

2394
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体"发生染色体联合#图版
%

7/:$"但在后续的第

一次卵裂过程中"往往由于多组染色体不能均等

分离而产生异常的多极分离现象#图版
%

7/1"93"

图版
&

7/3$"最终导致早期卵裂畸形和胚胎发育

停止'

/5讨论

B"!#雌"雄原核结合的动力和机制

雌&雄原核形成以后均向卵子中央移动"为随

后发生的原核结合创造条件"对不同动物两性原

核运动的研究基本形成了两种假说!#4$细胞质

流动学说"推测原生质流动可能影响雄原核的运

动"而雌原核朝着雄原核的方向移动是由于细胞

质流动所致"雌原核随着当时四周液体近心运动

向下移动
(2/)

%#2$星光引导学说"认为精子星光有

引导雌性原核向胚盘中央移动的作用"而雌性原

核受星光吸引向雄原核靠拢
(29)

' 在哺乳动物小

鼠 # N'* .'*#'&'*$ 和 大 熊 猫 # O2&'(/+/;%

.)&%,/&)'#%$中"已经证实了原核运动受微丝控

制
(27 620)

' 脊索动物青岛文昌鱼 #S(%,#12/*$/.%

K)&#1)(2$*2,J$%'),*)$原核的运动也依赖于微丝的

存在"当用秋水仙素和细胞松弛素 8解聚微丝

后"雄原核只能位于卵皮层中而不能迁移到卵中

央
(28)

' 在鱼类中"黄永松
(2:)

发现尼罗罗非鱼

#D2&%+2% ,2&/$2#%$还未见星光时精核已向内迁移

了一段距离"星光还未拓长到雌原核时"雌原核已

向内迁移了"因此推测其原核运动主要由细胞质

流 动 造 成' 在 甲 壳 动 物 中" 中 国 明 对 虾

#A),,)(/+),%)'*#12,),*2*$& 锯 缘 青 蟹 # -#3&&%

*)((%$%$中心粒随精子入卵"在雌&雄原核移动时"

雄原核附近出现星光而雌原核未出现"推测雄原

核的移动与中心粒形成的星光有关
(21 6/3)

' 海胆

中"精核入卵后"中心体发生 4:3e旋转而调整到

雄原核和雌原核中间"然后中心体装配成星状体"

连接并牵动雌&雄原核相互靠近&结合
(/4)

' 在贝

类中"太平洋牡蛎 #5(%**/*$()% J2J%*$雌&雄原核

融合之前"在雌原核的周围出现微管束的有序排

列且很快退化"同时在雄原核周围出现星光
(/2)

%

合浦珠母贝#!2,#$%;% C'#%$%$两性原核融合前"在

雄原核周围出现星光并逐渐增强"之后雌雄原核

靠拢
(//)

%文蛤 #N)()$(26.)()$(26$雄性原核迁移

时能观察到旁边的精子星光
(24)

%蔡明夷等
(/9)

在

研究杂色鲍 #B%&2/$2*;27)(*2#/&/($

(

@盘鲍 #B?

;2*#'*;2*#'*$

)

杂交受精过程中"观察到精子中

心粒发育为星光"两性原核靠近之前"在雄原核两

侧看到双生子星光%杨凤影等
(/7)

用免疫荧光染色

法观察栉孔扇贝#51&%.3*C%(()(2$雌核发育二倍

体雌&雄原核移动时发现"用 074L&6处理抑制

微管形成过程中"受精卵中的精核始终处于皮层

区域"雌原核和精核几乎不移动"去除 074L&6

后雌原核和精核恢复移动' 目前"虽然有关贝类

雌&雄原核运动的机制还不清楚"但大量的实验观

察表明"多数贝类的原核运动主要受卵内微管和

入卵精子中心粒诱发形成的精子星光的影响'

本实验的组织切片观察发现"在缢蛏雄原核

两侧也看到了清晰的双生子星光"而在雌&雄原核

靠近&联合时精子星光依然存在#图版
&

7/3$"据

此判断"精子星光至少在缢蛏雄原核运动中发挥

了重要作用' 至于雌原核的运动是细胞质流动所

致"还是受星光吸引造成"尚待进行大量实验观察

加以鉴别' 相对而言"研究体积微小的贝卵细胞

质的运动较为困难"而采用免疫荧光染色法大量

观察受精卵内微管变化和迁移的过程"将是阐明

贝类原核运动动力和机制的有效可行办法' 目

前"国内外已有利用免疫荧光染色法开展贝类受

精过程中纺锤体微管变化的研究报道
(/7 6/0)

"但至

今仍缺乏针对原核运动中微管变化的详细系统

研究'

B"9#贝类受精的惟一性和卵子阻止多精受精发

生的机制

受精的惟一性是指每个卵细胞只能接受一个

精子的遗传物质"从而保证胚胎后续发育的正常

进行
(/4)

' 在正常受精情况下"绝大多数动物为单

精入卵&单精受精"精子为受精卵提供单倍的遗传

物质保持物种正常二倍体的细胞核"并且带入有

丝分裂所必需的中心粒' 然而"有些动物如昆虫&

软骨鱼&有尾两栖类&爬行类和鸟类等存在天然的

多精入卵现象"但最终仅有一个雄原核与雌原核

结合"多余的精子在卵内被破坏消解
(/3)

' 多精入

卵是双壳贝类普遍存在的极少数异常受精现象"

它不仅与精子运动能力&卵子质量和精卵浓度等

密切相关"还与外界的受精条件如水温&3+值&

%:

H

等诸多环境因素关系密切
(/8)

"如用太平洋牡

蛎刚从卵巢中取出的卵子受精"易产生大量的多

精入卵胚胎
(/:)

%近江牡蛎 #0*$()% (27'&%(2*$在较

低水温下受精"多精入卵数明显增加
(/1)

%贻贝
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#N3$2&'*);'&2*$在低 %:

H

海水中受精"可导致很

高比例的多精入卵
(93)

% 大西洋 浪 蛤 # -+2*'&%

*/&2;2**2.%$精卵比例大于 733D4&泥蚶#D)J2&&%(#%

J(%,/*%$精卵比例大于 233D4 时"多精入卵显著

增加
(94)

' 本实验发现"缢蛏在适宜的精子浓度&

水温&3+值等条件下受精"仍可观察到约 2N的

胚胎发生多精入卵"推测其与个别卵子不成熟&过

熟或者机械损伤有关"具体成因和机制尚待进一

步研究证实'

在双壳贝类中"多精入卵往往引起早期卵裂

异常"进而导致胚胎发育畸形而最终死于变态期

之前' 因此"为了确保卵子受精的惟一性"贝类长

期进化形成了一系列天然阻止多精入卵发生的机

制和手段"然而具体阻止方式具有一定的种属特

异性"如太平洋牡蛎卵子在海水中浸泡 4 K 后受

精"多精受精率显著下降"推测与卵子发育成熟度

有关
(/:)

"后来发现太平洋牡蛎可以通过卵细胞膜

电位改变和抑制质膜融合来阻止多精入卵
(93)

%贻

贝阻止多精入卵的机制包括快速电位阻滞&皮层

反应抑制&抑制质膜融合 / 种途径
(93)

%大西洋浪

蛤也存在明显的抑制质膜融合的机制
(92)

%皱纹盘

鲍是通过卵膜电位的迅速变化阻止早期入卵精子

和皮层反应失活后期进入精子"来实现阻止多精

受精发生的
(9/)

' 然而"至今对水生动物多精受精

研究较为透彻的主要集中在模式动物海胆
(99 697)

上"而对贝类多精入卵阻止机制研究相对较少'

本研究发现"在缢蛏受精后 / 9;= 内卵子周围附

着有大量精子"到受精后 9 ?0 9;="卵子形态很快

变圆"卵外附着精子量明显减少"由此推测缢蛏阻

止多精入卵的机制主要依赖质膜变化来实现"而

详细的作用过程还需通过透射电镜观察验证'
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#缢蛏受精和早期卵裂过程的光镜观察
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图版
"

#缢蛏受精和早期卵裂过程核行为的荧光显微观察
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图版
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#缢蛏受精和早期卵裂过程核相的组织切片观察
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