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摘　要：利用石蜡切片技术�对泥蚶受精和早期卵裂过程核行为进行了系统地细胞学观察。泥蚶成熟未受精
卵核相处于第一次成熟分裂中期；精卵混合后�精子迅速附着于卵子周围�受精后3ｍｉｎ左右精子入卵�启动
成熟分裂�9～12ｍｉｎ排出第一极体、18～20ｍｉｎ排出第二极体�完成第一次和第二次成熟分裂；受精后25ｍｉｎ
左右雌、雄性原核形成；受精后30ｍｉｎ左右雌、雄原核以原核联合的方式结合；受精后35ｍｉｎ左右第一次卵裂
结束�形成2个大小不等的卵裂球；受精后45ｍｉｎ左右第二次卵裂结束�形成1大3小4个卵裂球。本研究发
现了多精入卵现象�多个精子入卵可启动成熟分裂�排出第一、第二极体�形成多个雄性原核并与雌性原核联
合�染色体分离紊乱形成多极纺锤体；对多精入卵的成因、发育结局进行了初步探讨。
关键词：泥蚶；受精；早期卵裂；核行为；多精入卵
中图分类号：Ｓ917　　　文献标识码：Ａ

Ｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｎｎｕｃｌｅａｒｂｅｈａｖｉｏｒｉｎｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄ
ｅａｒｌｙｃｌｅａｖａｇｅｉｎＴｅｇｉｌｌａｒｃａｇｒａｎｏｓａ

ＹＡＯＨａｎ-ｈａｎ1�2�ＬＩＮＺｈｉ-ｈｕａ1�ＤＯＮＧＹｉｎｇ-ｈｕｉ1�ＺＨＵＤｏｎｇ-ｌｉ3�ＳＨＥＮＨｅ-ｄｉｎｇ2

（1．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ�ＺｈｅｊｉａｎｇＷａｎｌｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ�Ｎｉｎｇｂｏ　315100�Ｃｈｉｎａ；
2．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｉｓｈｅｒｙａｎｄＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ�ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ�Ｓｈａｎｇｈａｉ　201306�Ｃｈｉｎａ；

3．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓ�ＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎａ�Ｑｉｎｇｄａｏ　266003�Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： ＴｈｅｃｙｔｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅａｒｌｙｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＴｅｇｉｌｌａｒｃａｇｒａｎｏｓａｗｅｒｅ
ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｌｙｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｏｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｎｄｐａｒａｆｆｉｎｓｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅｕｎｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｍａｔｕｒｅｅｇｇｓｗｅｒｅ
ａｔｍｅｔａｐｒｏｐｈａｓｅｏｆｆｉｒｓｔｍｅｉｏｓｉｓ；Ａｆｔｅｒｍｉｘｉｎｇｏｆｓｐｅｒｍｓａｎｄｅｇｇｓ�ｓｐｅｒｍｓｑｕｉｃｋｌｙａｔｔａｃｈｅｄｔｏｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆ
ｔｈｅｅｇｇ�ａｎｄｔｈｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎｄｉｖｉｓｉｏｎｂｅｇａｎ；Ａｔａｂｏｕｔ9－12ｍｉｎａｎｄ18－20ｍｉｎ�ｔｈｅｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｅｇｇｓｒｅｌｅａｓｅｄ
ｔｈｅｆｉｒｓｔａｎｄｔｈｅｓｅｃｏｎｄｐｏｌａｒｂｏｄｉｅｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆｍａｔｕｒａｔｉｏｎｄｉｖｉｓｉｏｎ；Ａｆｔｅｒｃｏｍｐｌｅｔｉｏｎｏｆ
ｓｅｃｏｎｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎｄｉｖｉｓｉｏｎ�ａｔａｂｏｕｔｔｈｅ20ｍｉｎ�ｓｐｅｒｍｎｕｃｌｅｕｓａｎｄｔｈｅｈａｐｌｏｉｄｆｅｍａｌｅｎｕｃｌｅｕｓｅｘｐａｎｄｅｄ
ｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｅｄｉｎｔｏｔｈｅｍａｌｅａｎｄｆｅｍａｌｅｐｒｏｎｕｃｌｅｉ�ａｎｄｔｈｅｍａｌｅｐｒｏｎｕｃｌｅｕｓｆｏｒｍｅｄｅａｒｌｉｅｒｔｈａｎ
ｔｈｅｆｅｍａｌｅｐｒｏｎｕｃｌｅｕｓ；Ａｔａｂｏｕｔ25ｍｉｎ�ｔｈｅｔｗｏｐｒｏｎｕｃｌｅｉｃｏｍｂｉｎｅｄａｎｄｔｈｅｉｒｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｆｏｒｍｅｄ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ａｔａｂｏｕｔ35ｍｉｎ�ｔｈｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｅｑｕａｌｌｙｉｎｔｏｔｗｏｄａｕｇｈｔｅｒｃｅｌｌｓｗｈｉｃｈａｒｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｖｉｄｅｎｔｌｙｉｎｓｉｚｅ；Ａｔａｂｏｕｔ45ｍｉｎ�ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｃｌｅａｖａｇｅｗａｓｃｏｍｐｌｅｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｆｏｒｍｉｎｇｆｏｕｒ



5期 姚韩韩�等：泥蚶受精和早期卵裂过程核行为的细胞学观察

ｄａｕｇｈｔｅｒｃｅｌｌｓ�ｏｎｅｂｉｇａｎｄｔｈｒｅｅｓｍａｌｌ．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ�ｐｏｌｙｓｐｅｒｍｙｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ�ａｎｄ
ｓｅｖｅｒａｌｍａｌｅｐｒｏｎｕｃｌｅｉｃａｎｃｏｍｂｉｎｅｗｉｔｈｔｈｅｆｅｍａｌｅｐｒｏｎｕｃｌｅｕｓａｎｄｆｏｒｍｐｏｌｙｓｐｉｎｄｌｅｓ．Ｔｈｅｒｅａｓｏｎｓｏｆ
ｐｏｌｙｓｐｅｒｍｙａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＴｅｇｉｌｌａｒｃａｇｒａｎｏｓａｗｅｒｅａｌｓｏｄｉｓｃｕｓｓｅｄｄｅｅｐｌｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｔｅｇｉｌｌａｒｃａｇｒａｎｏｓａ；ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ；ｅａｒｌｙｃｌｅａｖａｇｅ；ｎｕｃｌｅａｒｂｅｈａｖｉｏｒ；ｐｏｌｙｓｐｅｒｍｙ

　　泥蚶 （Ｔｅｇｉｌｌａｒｃａｇｒａｎｏｓａ）隶属于软体动物门
（Ｍｏｌｌｕｓｃａ）�瓣鳃纲 （Ｌａｍｅｌｌｉｂｒａｎｃｈｉａ）�蚶 目
（Ａｒｃｏｉｄａ）�蚶科 （Ａｒｃｉｄａｅ）�泥蚶属 （Ｔｅｇｉｌｌａｒｃａ）�
俗称花蚶、血蚶、粒蚶等�是我国沿海重要的养殖
贝类。深入开展泥蚶繁殖生物学的研究�对泥蚶
人工繁育和增养殖产业的可持续发展具有重要

意义。郑家声等 ［1］利用组织学方法对泥蚶的性
腺发育和生殖周期进行了研究；郑家声等 ［2］、陆
荣茂等 ［3］对泥蚶染色体组型进行了研究；孙慧玲
等 ［4］、竺俊全等 ［5］对泥蚶精子超微结构进行了电
镜观察；陆彤霞等 ［6］利用透射电镜研究了泥蚶精
母细胞与精细胞的超微结构变化；孙慧玲等 ［7］对
泥蚶的受精过程进行了荧光显微镜观察。

本研究利用人工受精和石蜡切片技术对泥

蚶受精和早期胚胎发育的细胞学过程进行了详

细的细胞学观察�较为准确地确定了泥蚶胚胎发
育时序�首次发现泥蚶多精入卵现象并对其发生
原因及发育结局进行了初步探讨�丰富了双壳贝
类受精生物学内容�可为泥蚶的规模化人工育苗
生产提供指导。
1　材料与方法
1．1　材料

泥蚶亲贝取自温州乐清湾养殖塘�壳高4～5
ｃｍ�外观无破损或伤病。受精和早期培育实验于
2009年7月在浙江省海洋水产养殖研究所清江
实验基地进行。苏木精和伊红染料为ＡＭＲＥＳＣＯ
公司生产。
1．2　方法

取性腺成熟的雌、雄泥蚶亲贝�阴干结合流
水刺激催产�将单个泥蚶亲贝分别放入盛有过滤
海水的500ｍＬ烧杯中�使其产卵排精。镜检�选
择质量好的精、卵�筛绢网过滤后进行混合受精�
孵化发育温度为28℃。受精开始计时�20ｍｉｎ
内每隔3ｍｉｎ取样1次�之后每隔5ｍｉｎ取样1
次�每次取卵量不少于 1000粒。所取样品用
Ｂｏｕｉｎ氏液充分固定�梯度酒精系列脱水、二甲苯

透明、石蜡包埋�金华益迪ＹＤ－1508Ａ型切片机
连续切片�切片厚度约5μｍ�ＨＥ染色�中性树脂
封片�Ｎｉｋｏｎ显微镜下观察并拍照。实验重复 3
次。
2　结果

本实验观察了泥蚶受精卵核相的变化�较为
准确地确定了胚胎发育时序。为说明受精后发
育时间与核相间的关系�将其发育过程划分为以
下几个阶段：

未受精的成熟卵和精子：泥蚶成熟卵多数呈
卵圆形�核相处于第一次成熟分裂中期�纺锤体
已形成�同源染色体配对排列在赤道板上�纺锤
体长轴垂直于卵膜 （图版-1）。精子仅能看到头
部�被苏木精染成小黑点状�大小均一 （图版-2）。

精子入卵：精卵混合后�约3ｍｉｎ左右�精子
迅速附着于卵子表面�附着位置随机 （图版-3）。
之后精子进入卵内�轻微膨胀成球形。

第一次成熟分裂后期：精子入卵受精后约6
ｍｉｎ左右�启动成熟分裂。精核迅速发生轻微膨
胀�呈球形�卵细胞的同源染色体在纺锤丝的牵引
下已经分开�分别移向纺锤体的两极 （图版-4～
5）。

第一极体排出：受精后9ｍｉｎ左右�靠近卵膜
处的那组染色体经凝缩后�将质膜顶起�作为第
一极体释放出来�极体位于卵膜之外�受精膜之
内；另一组染色体仍然保留在极体之下的卵质
内�完成第一次成熟分裂 （图版-6）。

第二次成熟分裂中期：受精后12ｍｉｎ左右�
保留卵质内的染色体重新排列在赤道板上�形成
第二次成熟分裂的中期分裂相 （图版-7）。

第二次成熟分裂后期：受精后15ｍｉｎ左右�
排列在赤道板上的姐妹染色单体开始分离�分别
移向纺锤体的两极�精核无明显变化 （图版-8）。

第二极体排出：受精后18ｍｉｎ左右�以同样
的分裂方式�靠近卵膜的那组染色体作为第二极
体排出�位于第一极体的下方�另一组染色体留
在卵质内�完成第二次成熟分裂 （图版-9）。
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雌、雄性原核形成：受精后20ｍｉｎ左右�在第
二次成熟分裂之后�精核发生第二次膨胀扩散�
体积明显膨大�形成雄性原核；卵子的染色体也
膨胀扩散�形成与雄性原核形状、结构相似的雌
性原核�一般雌性原核的位置靠近极体�并且体
积比雄原核略小。此时雌、雄性原核都膨胀到最
大 （图版-10）。

雌、雄性原核联合：受精后25ｍｉｎ左右�膨胀
到最大体积的雌、雄性原核�按照一定的路线逐
渐靠近联合。但是两者的核膜清晰可见�并不发
生融合 （图版-11）。随后雌、雄性原核的核膜破
裂�染色质各自形成独立的染色体并发生联合
（图版-12～13）。
第一次卵裂后期：受精后30ｍｉｎ左右�两组

染色体完全联合之后�整齐地排列在纺锤体的赤
道板上 （图版-14）�之后在纺锤丝的牵引下�向两
极移动�移动方向与卵轴垂直�形成第一次卵裂
后期分裂相 （图版-15）。随着染色体的移动�整
个受精卵的形状也发生了改变�由于卵质的流
动�植物极凸起�形成了极叶�此时还观察不到卵
裂沟 （图版-16～19）。

二细胞期：受精后35ｍｉｎ左右�极叶收缩�卵
细胞自极体处发生纵向内缢�形成大小不均等的
两个分裂球�卵裂沟明显可见�完成第一次卵裂。
之后两个卵裂球的染色体变为染色质�进行核膜
重建�为进行第二次卵裂做准备 （图版-20）。

第二次卵裂中期：受精后40ｍｉｎ左右�在完
成第一次卵裂后�两个卵裂球的染色质凝缩成染
色体 （图版-21）�排列在纺锤体的赤道板上�大小
卵裂球的发育速度基本上一致�几乎同时发生核
分裂 （图版-22）。

四细胞时期：受精后35ｍｉｎ左右�两个卵裂
球均发生核分裂�染色体平均分配到纺锤体的两
极�其过程与第一次卵裂基本相似�与第一次卵
裂垂直的方向发生纵裂 （图版-23）。核分裂和胞
质分裂结束以后�卵裂沟明显�形成4个卵裂球�
其中1个大卵裂球�其余3个较小�完成第二次卵
裂。4个卵裂球的染色体变为染色质�重建核膜�
进入有丝分裂间期�为第三次卵裂�即八细胞时
期做好准备 （图版-24）。

另外�在泥蚶受精及胚胎发育过程中�首次
发现了多精入卵现象。同时入卵的多个精子大
多膨胀成精核�启动成熟分裂�排出极体 （图版-25

～26）。雌、雄性原核形成期�多个精核膨胀、原
核化形成雄性原核�但是各个精核的原核化的程
度不同�核大小、核物质松散程度有区别 （图版-27
～28）。在随后的发育过程中�多个雄性原核和
雌性原核联合�形成多极纺锤体�造成染色体多
级分离、分裂紊乱等异常核相 （图版-29～30）�可
能会形成畸形胚胎而导致发育停止。
3　讨论
3．1　泥蚶受精生物学特点和胚胎发育时
序

　　孙慧玲等 ［7］的研究较为详细地描述了泥蚶
成熟未受精卵的核相是处于第一次成熟分裂中

期�精子入卵位置随机�雌、雄性原核以联合的方
式结合�本研究在此基础上得到了进一步证实与
完善。

本研究通过对受精卵核相变化的跟踪观察�
确定了受精后发育时间与核相间的关系�对指导
泥蚶人工育苗生产意义重大；研究贝类受精过程
及胚胎发育时序对于借助染色体组操作进行细

胞工程育种具有重要价值。通过染色体组操作
进行多倍体育种�确定胚胎发育时序是前提和关
键 ［8］。泥蚶受精后9ｍｉｎ左右第一极体排出�18
ｍｉｎ左右第二极体排出�25～30ｍｉｎ第一次卵裂�
通过一定的诱导技术干预受精卵的成熟分裂�阻
止第一、第二极体排出或第一次卵裂使染色体加
倍�开展多倍体、雌核发育二倍体等细胞工程育
种研究�有助于选育出个体大、品质优、抗逆性强
的优良品种。人工诱导雌核发育二倍体在长牡
蛎 （Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ） ［9－10］、栉孔扇贝 （Ｃｈｌａｍｙｓ
ｆａｒｒｅｒｉ） ［11］、合浦珠母贝 （Ｐｉｎｃｔａｄａｍａｒｔｅｎｓｉ） ［12］等
已有报道。

雌、雄性原核形成的先后性�一直是贝类受
精生物学研究的热点。在双壳贝类中�通常雄性
原核形成的时间略早于雌性原核。在受精后约
20～25ｍｉｎ�受精卵排出第二极体完成成熟分裂
后�逐渐形成雌、雄性原核�靠近极体的为雌性原
核�而远离极体的为雄性原核。经过大量的受精
卵组织切片和显微镜观察�发现在原核形成早
期�雄性原核总比雌性原核大�到原核形成后期�
两个原核膨胀到体积差不多大小�推测雄性原核
的形成要早于雌性原核�这与栉孔扇贝 ［13］、合浦
珠母贝 ［14］等相似。有研究表明�雄性原核的形成
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是卵内物质对精核调节的结果�这种调节作用与
精核核蛋白密切相关 ［15］�可以推测雌、雄性原核

形成的先后与受精卵内部生理及结构变化密切

相关。

图版　泥蚶受精和早期卵裂过程核行为的细胞学观察
Ｐｌａｔｅ　Ｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅａｒｂｅｈａｖｉｏｒｉｎｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄ

ｅａｒｌｙｃｌｅａｖａｇｅｉｎＴｅｇｉｌｌａｒｃａｇｒａｎｏｓａ
1．未受精卵；2．精子；3．精子附卵；4～5．第一次成熟分裂后期；6．第一极体排出；7．第二次成熟分裂中期；8．第二次成熟分裂后期；
9．第二极体排出；10．雌、雄性原核形成；11．雌、雄性原核靠近；12～13．雌、雄性原核的染色体联合；14．第一次卵裂中期；15～19．第
一次卵裂后期；20．2细胞时期；21～22．第二次卵裂中期；23．第二次卵裂后期；24．4细胞时期；25～28．多精入卵；29．染色体分离
紊乱；30．多级分离；ＳＤ为纺锤体；ＣＨＳ为染色体；ＳＰ为精子；ＳＮ为精核；ＰＢ1为第一极体；ＰＢ2为第二极体；ＣＨＴ为染色质；ＦＰＮ为
雌性原核；ＭＰＮ为雄性原核；ＣＦ为卵裂沟；ＰＳＤ为多极纺锤体。

3．2　泥蚶多精入卵研究及对人工育苗生
产的指导作用
　　多精入卵现象在双壳贝类中较为常见�如栉

孔扇贝 ［11］、宽壳全海笋 （Ｂａｒｎｅａｄｉｌａｔａｔａ） ［16］、近
江牡蛎 （Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｒｉｖｕｌａｒｉｓ） ［17］、合浦珠母贝 ［14］、
菲律宾蛤仔 （Ｒｕｄｉｔａｐｅｓｐｈｉｌｉｐｐｉｎａｒｕｍ） ［18］、太平洋
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牡蛎 ［19］等都存在多精入卵。本研究最新发现�泥
蚶也具有多精入卵的异常现象。

根据目前研究结果来分析多精入卵的原因�
一方面是内在因素�即可能是泥蚶缺乏或者具有
不完善的阻滞多精入卵的机制�另一方面是外界
受精条件�如受精时的水温、ｐＨ值及精卵比例
等。一般认为�受精温度、卵子成熟度及精卵比
例与多精入卵现象密切相关。沈亦平等 ［17］通过
比较近江牡蛎在25℃和28．8℃水温条件下的受
精情况�发现25℃组中出现多精入卵的胚胎数
明显高于28．8℃组�从而认为受精温度是引起
多精入卵的原因之一。精卵比例或精液浓度一
直被认为是造成多精入卵和影响贝类胚胎发育

进程的重要因素之一�然而目前在贝类中尚未用
实验手段证实。本研究通过控制严格的精液浓
度梯度受精�发现随着精液浓度的升高�早期胚
胎、担轮幼虫和 Ｄ形幼虫的畸形率显著增加�当
精卵比例达到2×104∶1时�Ｄ形幼虫率下降至
1％ ～4％；并利用荧光显微技术和石蜡切片技
术�在高浓度精液组的早期受精卵中找到了大量
的多精入卵、多极纺锤体、分裂紊乱等异常现象�
从而充分证明了精液浓度对胚胎和幼虫发育的

巨大影响�具体研究结果见另文发表。
泥蚶多精入卵现象的成因、发育过程和结局

的深入研究和探讨�对其人工育苗的生产实践具
有重要的指导作用。随着精卵比例的增大�多精
入卵现象明显增多�胚胎畸形率升高�幼虫大批
死亡�泥蚶育苗生产中时常出现的大批担轮幼虫
不能变态为Ｄ形幼虫可能主要与精液浓度过高

有关。那么�在规模化人工育苗过程中�可以在
泥蚶产卵排精时挑出部分雄贝�有效控制精卵比
例�这对保证人工育苗的成功无疑大有帮助。泥
蚶多精入卵这一现象的发现�对人工育苗生产提
供了技术指导。通过控制受精时精卵比例大小�
降低多精入卵比例�提高幼虫成活率�实现担轮
幼虫向Ｄ形幼虫的成功转变�有助于人工育苗获
得高产、稳产。
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