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摘要：为了探寻三角帆蚌胚胎体外培养方法，本实验以解剖获得的雌雄配子为材料，使
用与三角帆蚌体液等渗的平衡盐溶液 (BSS)进行人工体外受精和体外培养，观察各阶段
胚胎的形态特征，并分析计算不同胚胎发育阶段的生物学零度和有效积温。结果显示，
在温度为 (25±1) °C的 BSS培养条件下，受精卵发育至第二极体排放、二细胞期、四细
胞期、八细胞期、十六细胞期和桑葚期的时间分别为 1.8 、2.8 、5.6 、10.5 、13.9和 17.3 h，
胚胎最长发育至桑葚期后停止发育。另外，池塘平均水温分别为 26.5、28.1和 29.2 °C时，
三角帆蚌胚胎发育至成熟钩介幼虫分别需要 10、9和 8 d，计算得出三角帆蚌胚胎发育
的生物学零度为 14.81 °C，根据生物学零度计算胚胎发育至卵裂期、囊胚期、原肠期、
膜内钩介幼虫期和成熟钩介幼虫的有效积温分别为 12.95、25.99、42.27、69.21和 118.14 °C×
d。研究结果初步尝试对三角帆蚌受精卵进行体外培养，并根据胚胎发育水温和时间获
得三角帆蚌早期胚胎发育的生物学零度和有效积温，可为突破三角帆蚌全人工繁育技术
奠定基础，对淡水贝类现代生物育种技术研发和种质资源保护具有重要意义。
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三角帆蚌 (Hyriopsis cumingii)属于软体动物

门 (Mollusca)双壳纲 (Bivalve)真瓣鳃目 (Eulamel-
libranchia)蚌科 (Unionidae)帆蚌属 (Hyriopsis)[1]，是

我国特有的淡水珍珠养殖品种之一 [2]。淡水蚌类

具有受精卵在雌蚌鳃腔内进行胚胎发育的繁殖

生物学特性 [3]，目前，三角帆蚌人工繁育通常利

用该特性，直接采集怀成熟钩介幼虫的雌蚌进

行采苗、寄苗。这种苗种繁育方法中，三角帆

蚌自受精卵发育至钩介幼虫属于自然采苗，无

法进行人工干预，因此制约了多倍体诱导、雌核

发育、基因编辑等现代生物育种技术的应用。

海水双壳贝类多为体外受精，迄今为止，长牡蛎 (Cra-

ssostrea gigas)[4]、中国蛤蜊 (Mactra chinensis)[5] 和
栉孔扇贝 (Chlamys farreri)[6] 等典型海水双壳贝类

受精卵体外培养技术已非常成熟，现代生物技

术也已在海水双壳贝类的研究中广泛应用，早

在 20世纪 80年代已开展多倍体育种工作 [7]，其

中多倍体牡蛎已商业化生产 [8]，近年来基因编辑
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技术也已在牡蛎上开展 [9]。由于淡水双壳类受精

卵体外培养仍未获得成功，后续的研究受到较

大限制，仅有少数关于三角帆蚌培育多倍体的

研究，且研究成功率不高[10]。

淡水蚌类胚胎在雌性体内被称为“育儿囊”[11]

的鳃腔内进行发育，有研究表明，鳃“育儿囊”与
外界水体环境在一定程度上是相同的，但同时

具有很高的封闭性 [12]，因此，“育儿囊”与外界环

境存在一定的差异。目前，关于淡水蚌类幼体

体外培养的研究主要集中在成熟钩介幼虫寄生

变态发育阶段 [13-14]，余颖等 [15] 通过自制平衡盐溶

液培养池蝶蚌 (H. schlegeii) 早期胚胎取得一定进

展。温度是影响无脊椎动物的重要环境因素之

一[16]，研究生长发育尤其是胚胎发育与生物学零

度和积温的关系，不仅可以深入认识生物生长

发育特征，而且可为该物种的人工育苗技术提

供理论支持，目前，关于海水双壳类繁殖及其

发育生物学零度和有效积温的研究已开展 [17-19]，

但是对于三角帆蚌胚胎发育早期阶段生物学零

度和有效积温的研究尚未见报道。

本实验研究根据三角帆蚌体液渗透压配制

等渗无机盐溶液，在该溶液中对解剖获得的三

角帆蚌成熟配子进行人工体外受精和受精卵体

外培养，结合三角帆蚌“育儿囊”中胚胎发育观察，

阐明不同阶段胚胎发育特征和发育时间，计算

三角帆蚌胚胎发育不同阶段的生物学零度和有

效积温，以期补充三角帆蚌繁殖生物学资料，为

突破三角帆蚌受精卵体外培养技术奠定理论

基础。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验用三角帆蚌取自上海海洋大学与浙江

省武义伟民水产养殖有限公司合作的良种繁育

基地。选用亲蚌为 3+冬龄 (经历了 3个冬季)，壳长

为 (135.32±7.97) mm，体质量为 (255.73±43.36) g。
雌雄鉴别后，对雌雄亲蚌隔离暂养促熟，至性

腺成熟，用人工解剖法获得三角帆蚌雌雄配子。

实验配制的平衡盐溶液 (BSS) 培养液参考余

颖等[15] 的配方，即每升BSS溶液含有 0.503 g NaCl、
0.051 g KCl、0.235 g Na2SO4、0.350 g CaCl2、0.090 g
MgSO4·7H2O、 0.750 g NaHCO3、 0.014 g NaH2PO4

及 0.030 g 葡萄糖。 

1.2    人工体外受精及胚胎体外培养

成熟卵子准备，镜检挑选出梨形或卵圆形

且细胞质丰富的成熟卵子，用上述 BSS培养液

稀释 10倍，经 60目 (孔径约 300 μm)的筛绢网筛

去组织块等杂质；成熟精子准备，镜检判断雄

蚌精子活力，筛选精子活力强的雄蚌，吸取精

子，并用 BSS培养液稀释 10倍，用 200目 (孔径

约 75 μm)的筛绢网筛去组织块等杂质。将配子

稀释液按 1∶1的比例混合受精后移入直径为 6 cm
的培养皿中，每只培养皿中放入 100粒受精卵。

取样时池塘平均水温为 25 °C，因此，将培养皿

置于水浴中，控制培养皿内水温为 (25±1) °C。
卵裂期前每隔 0.5 h，卵裂期后每隔 2 h，将含有

精卵混合液的培养皿置于解剖镜下，观察在人

工培养环境下胚胎发育各时期的特征，用相机

拍照，并记录相应的发育时间，实验设置 5个重复。 

1.3    外鳃育儿囊内胚胎发育连续观察

在三角帆蚌繁殖期，将钩介幼虫成熟的三

角帆蚌取出，阴干 1~2 h后，置于水体中促使其

将成熟钩介幼虫排空，将亲蚌按雌雄比为 1∶1的

比例放入池塘网箱中使雌蚌自然受精怀卵，每

隔 24 h用开壳器略微打开蚌壳，用注射器刺破

外鳃吸取适量胚胎，涂抹在载玻片上，置于生物

显微镜下观察胚胎发育特征，直至观察到发育

成熟的钩介幼虫，并用相机拍照记录胚胎发育

各时期形态特征，三角帆蚌胚胎发育各时期特征

参照陈修报等[12] 对淡水蚌类胚胎发育分期的描述。 

1.4    胚胎发育生物学零度和有效积温计算

在连续观察“育儿囊”内胚胎发育情况的同

时，记录亲蚌开始怀卵至钩介幼虫成熟所用时

间，同时每日早晚 2次测量记录水温，取平均值

作为当日观测水温。实验分别在 3个水温不同的

时期 (a：5月 6—15日、b：6月 2—10日、c：7月

5—12日)进行，每次检查 3只蚌的成熟度。

运用 K=t(T−C)公式， t 为发育所需时间(d)，
T 为观测水温 (°C)，C 为生物学零度 (°C)，K 为

有效积温 (°C×d)，借助直线回归法 [20]，计算胚胎

发育的生物学零度及有效积温，计算公式：
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P
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式中，V=1/t；n 为数据组数。根据计算得出的有

效积温运用公式 C=T−K/t 对生物学零度进行验证，

并用计算出的生物学零度计算胚胎发育至各时

期的有效积温。 

1.5    数据分析

运用 Excel 2016及 SPSS 19.0软件进行数据

分析，方差分析采用 One-Way ANOVA方法，多

重比较采用最小显著差数法 (LSD法)。 

2    结果
 

2.1    人工体外受精及胚胎体外培养效果

水温 (25±1) °C条件下，将解剖获得的三角

帆蚌精卵经过 BSS溶液稀释过滤后，进行体外

人工授精，并在 BSS溶液进行体外培养，结果

显示，在 BSS培养环境下，胚胎最长存活至桑

葚期，受精卵发育至第二极体排放、二细胞期、

四细胞期、八细胞期、十六细胞期和桑葚期的

平均时间分别为 (1.8±0.3)、 (2.8±0.3)、 (5.6±0.2)、
(10.5±0.5)、 (13.9±0.4)和 (17.3±0.4)  h。以蒸馏水

为培养液的对照组中，未见受精卵发育。 

2.2    胚胎发育形态特征连续观察

三角帆蚌胚胎发育主要分为受精卵、卵裂

期、囊胚期、原肠期、膜内钩介幼虫期和成熟

钩介幼虫期。通过三角帆蚌受精卵体外培养，

对受精卵卵裂期发育的形态特征进行更细致地

观察。结果显示，卵子受精后，受精卵在光镜

下呈现深褐色，卵膜在培养皿内由于渗透压变

化与卵细胞之间产生间隙，大小约为 200~300 μm；

发育至 1.8 h，受精卵动物极出现一个小凸起，

为第二极体 (图版-1)；随后，胚胎以相近速度经

历了二细胞期、四细胞期、八细胞期、十六细
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图版    三角帆蚌胚胎发育各时期形态特征

1. 受精卵， 2. 二细胞期， 3. 血细胞期， 4. 八细胞期， 5. 十六细胞期， 6. 桑葚期， 7. 囊胚期， 8. 原肠期， 9. 膜内钩介幼虫，

10. 成熟钩介幼虫；AM. 闭壳肌，EE. 卵膜，HG. 铰合部， IB. 内幼虫足丝，MS. 膜状结构，OB. 外幼虫足丝，PB2. 第二极体，PS. 卵
周隙

Plate    Morphological characteristics of H. cumingii at different embryonic developmental stages
1. fertilized eggs, 2. 2-cell stage, 3. 4-cell stage, 4. 8-cell stage, 5. 16-cell stage, 6. morula stage, 7. blastocyst stage, 8. gastrulation stage, 9. glochidium
stage, 10. mature mlochidium stage; AM. adductor muscle, EE. egg envelope, HG. hinge, IB. inner byssus, MS. membrane structure, OB. outer byssus,
PB2. the second polar body, PS. perivitelline space
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胞期和桑葚期 (图版-2~6)，三角帆蚌受精卵体外

培养发育至桑葚期所需时间与鳃“育儿囊”内发育

时间基本一致，此后人工培养条件下所有胚胎

停止发育。本研究鳃“育儿囊”内胚胎发育情况也

较之前研究基本一致。囊胚期分裂球大小基本

相同 (图版-7)，原肠期阴影区域颜色变浅，并形

成闭壳肌、内幼虫足丝等结构 (图版-8)；膜内钩

介幼虫两边半壳呈半透明 (图版-9)，成熟钩介幼

虫贝壳孔中央和周围有无定形的白色点状物分

布，且出现外幼虫足丝结构 (图版-10)。 

2.3    胚胎发育生物学零度及发育至各时期有

效积温计算

三角帆蚌胚胎发育生物学零度的统计结果

显示，三角帆蚌“育儿囊”内胚胎发育至成熟钩介

幼虫的 3个组别发育时间分别为 10、9和 8 d，对

应的平均观测水温分别为 (26.54±0.53)、 (28.08±
0.14)和 (29.51±0.16) °C (表 1)。对观察数据整理

并求和，代入计算公式求得，C=14.81 °C；K=
118.15 °C×d。

对各组统计结果代入 K=118.15 °C×d对实验

结果进行检验，计算分析得出的 C 值分别为 (14.73±
0.53) 、(14.96±0.14) 和 (14.74±0.16) °C，与公式计

算得出的 C值差异均不显著 (P>0.05)。因此，可

认为将生物学零度 C值定为 14.81 °C是适宜的

(表 2)。
按有效积温公式计算得出三角帆蚌胚胎发

育至各时期的有效积温。三角帆蚌胚胎发育至

卵裂期、囊胚期、原肠期、膜内钩介幼虫期和

成熟钩介幼虫的有效积温分别为 (12.95±1.80)、
(25.99±3.33)、(42.27±4.88)、(69.21±3.49)和(118.14±
1.15) °C×d (表 3)。 

3    讨论
 

3.1    三角帆蚌人工体外受精及胚胎的离体培养

大多数海水双壳类的胚胎发育都是在体外

进行，而淡水贝类具有在鳃腔进行胚胎发育的

繁殖生物学特性 [3]，发育场所具有一定的封闭

性 [12]，导致其体外培养存在一定的难度。目前，

关于淡水蚌类人工体外受精和胚胎的离体培养

方面的报道比较少见，余颖等 [15] 通过自制的平

衡盐溶液对池蝶蚌“育儿囊”内获得的早期胚胎进

行了一定时间的体外培养，闻海波等 [21] 和马学

艳等 [14] 分别对三角帆蚌和褶纹冠蚌 (Cristaria
plicata)的成熟钩介幼虫进行了体外培养，都取

得了一定的成果。本研究使用了与三角帆蚌等

渗的平衡盐溶液进行人工体外受精及胚胎体外

培养，胚胎发育至桑葚期，这与对池蝶蚌胚胎

进行体外培养得到的结果相似，说明只要保证

渗透压平衡，三角帆蚌胚胎在不添加外源营养

物质的情况下可以依靠卵黄所提供的能量物质

正常发育。胚胎发育至桑葚期后停止发育，可

表 1    三角帆蚌胚胎发育的生物学零度和

有效积温数据结果统计

Tab. 1    Statistical data of biological zero point and
effective accumulated temperature in
embryonic development of H. cumingii

组别

group
时间/d

t
平均温度/°C

T
发育速率/(1/d)

V VT V2

a 10 26.54±0.53 0.100 2.650 0.010

b 9 28.08±0.14 0.111 3.122 0.012

c 8 29.51±0.16 0.125 3.650 0.016

∑ 84.13 0.336 9.422 0.037

表 2    三角帆蚌胚胎发育至成熟钩介幼虫的

生物学零度检验

Tab. 2    Test for biological zero point and effective
accumulative temperature from embryonic development to

mature larvae of H. cumingii

项目

items a b c

时间/d　t 10 9 8

生物学零度/°C
biological zero point

14.73±0.53a 14.96±0.14a 14.74±0.16a

注：同一行的相同字母表示差异不显著(P＞0.05)
Notes：the  same  letters  in  the  same  line  represent  no  significant
differences (P>0.05)

表 3    三角帆蚌胚胎发育各时期有效积温

Tab. 3    Effective accumulated temperature for
each stage embryos of H. cumingii

胚胎发育时期　　　　　

developmental 　　　　　

stage　　　　　

有效积温/(°C×d)
effective accumulated

temperature

卵裂期　cleavage stage 12.95±1.80

囊胚期　blastocyst stage 25.99±3.33

原肠期　gastrulation stage 42.27±4.88

膜内钩介幼虫　glochidium stage 69.21±3.49

成熟钩介幼虫期　mature mlochidium stage 118.14±1.15
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能是由于胚胎发育进入到后续阶段，需要消耗

的能量增加，受精卵内本身的卵黄物质不足以

支撑胚胎的后续发育。淡水蚌类鳃腔内部的鳃

丝和鳃瓣有许多血管，母体通过“育儿囊”对胚胎

提供养分[22]。当胚胎处于鳃腔中发育时，母体会

为幼体输送胚胎发育所需的各种养分[23]，促使胚

胎进一步发育。因此，在后续对培养液进行改

良时，应适当添加营养物质来保证胚胎发育所

需的能量需求。此外，在实验中发现在胚胎发

育期间许多胚胎出现解体和破损的现象，这是

由于胚胎发育过程中有大量的有害微生物附着

于胚胎表面，使得胚胎被这些生物直接进食 [24]，

从而影响胚胎发育。因此，特异性的抗生素也

是在后续进行胚胎体外培养中不可缺少的一部

分，具体种类和剂量有待进一步研究。 

3.2    温度对三角帆蚌胚胎发育的影响

温度是重要的环境因子，对变温动物双壳

贝类更为重要，温度不仅影响其生长和代谢[25-26]，

更对胚胎发育起决定作用。当其他环境因子适

宜时，在一定范围内，温度越高胚胎发育时间

越短，如西施舌 (Coelomactra  antiquate)在  21、
24、27 °C适宜温度条件下，受精卵发育至 D型

幼虫所需时间分别为 32、22、7 h[27]。海湾扇贝

(Argopecten irradias)在 22~25 °C条件下 20 h后即

发育成D型幼虫，但是在 13 °C条件下需 65 h才能

进入 D型幼虫期 [28]。本实验在平均水温为 26.5、
28.1和 29.2 °C下三角帆蚌胚胎发育至成熟钩介

幼虫的时间分别为 10、9、8 d，短于王宏等 [29] 在

水温为 20~23 °C时的结果，说明随着温度的升

高，三角帆蚌受精卵发育至钩介幼虫的时间缩

短。有机体必须在温度达到生物学零度以上才

能繁殖和发育[30]，因此，掌握贝类胚胎发育生物

学零度和各发育阶段的有效积温是突破贝类人

工繁育技术的重要基础。本研究通过直线回归

法分析得出三角帆蚌早期胚胎发育至成熟钩介

幼虫的生物学零度为 14.81 °C，与白志毅等 [19] 对

三角帆蚌钩介幼虫发育的生物学零度和有效积

温相比较，其衔接阶段差距较大，原因可能为

三角帆蚌繁殖生物学特性有关，三角帆蚌胚胎

在鳃“育儿囊”中发育，而钩介幼虫需要寄生在鱼

体上，两个阶段的发育环境存在明显差异。另

外，在胚胎发育这种形态特征变化较多的阶段，

其发育过程易受光照、水质等其他环境因素的

影响，也会存在较大的统计误差，因为有效积

温法则仅考虑了温度这一影响因子，忽略了其

他生态因子的作用。总体上，本实验统计的生

物学零度经过检验得出，相对可靠，研究结果

可以初步预报三角帆蚌发育至各阶段的时间，

对推进三角帆蚌的人工繁育技术发展具有重大

意义。
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Continuous observation of early embryonic development of Hyriopsis cumingii
under in vitro culture condition and analysis of biological zero

point and effective accumulated temperature

HU Honghui 1,     BAI Zhiyi 1,2*,     GUO Sipeng 1,     FENG Shangle 1,     SUN Tianyang 1,     CHEN Weimin 3

(1. Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. Shanghai Collaborative Innovation Center for Cultivating Elite Breeds and Green-culture of Aquaculture Animals,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

3. Zhejiang Wuyi Weimin Aquaculture Co. Ltd., Jinhua    321200, China)

Abstract: Hyriopsis cumingii is a unique freshwater breeding pearl mussel in our country. It has the reproductive
biology characteristics that the fertilized eggs develop to the larvae in gills. The unique reproductive biology char-
acteristics make the offspring produced by the mussels random in the process of artificial breeding and restrict the
application of modern biological breeding techniques to mussels such as triploid induction, gynogenesis and gene
editing. In this study, in order to do research on development of H. cumingii embryos and explore the in vitro cul-
ture of its early embryos, male and female gametes obtained by anatomy were used as materials for in vitro fertiliz-
ation and in vitro culture with isoosmotic balance salt solution (BSS) suitable for freshwater mussels. And the mor-
phological characteristics of each stage of embryo were observed with the required time for development recorded.
Meanwhile, the embryos in its nurturing pouch of outer gill were continuously observed and the water temperat-
ures  were  recorded  day  and  night  at  the  same  time,  then  we  calculated  the  embryonic  developmental  biological
zero point and examined the reliability of the biological zero point. After that, effective accumulated temperature
of  each  embryonic  development  stage  was  calculated  according  to  the  biological  zero  point  confirmed.  Results
show that when the water temperature is (25 ± 1) °C, the anatomy of the sperms and eggs were mixed after dilut-
ing by BSS saline and fertilized eggs could develop to morula stage. The fertilized eggs developed to polar body
emissions at 1.8 h, developed to 2-cell stage at 2.8 h, developed to 4-cell stage at 5.6 h, developed to 8-cell stage at
10.5 h, developed to 16-cell stage at 13.9 h, and developed to morula stage at 17.3 h after observing under optical
microscope. And then embryos did not change, and some of embryos were deformed. The morphological charac-
teristics  of  embryos  at  each stage  under  in  vitro  culture  condition  were  similar  to  those  in  the  gills.  Meanwhile,
when the average water temperature in the pond was 26.54 °C, 28.08 °C and 29.51 °C, it took respectively 10 d, 9
d and 8 d for embryos to develop into mature glochidium. And the biological zero point for embryonic develop-
ment of H. cumingii was 14.81 °C which was confirmed reliable after examining. The effective accumulated tem-
perature  were  12.95  °C×d  for  embryos  developing  to  cleavage  stage,  25.99  °C×d  for  embryos  developing  to
blastocyst stage, 42.27 °C×d for embryos developing to gastrulation stage, 69.21 °C×d for embryos developing to
glochidium stage and 118.14 °C×d for  embryos developing to cleavage stage mature mlochidium stage,   respect-
ively, according to the biological zero point calculated previously. The study tried to cultivate H. cumingii embryos
under in vitro condition, which confirmed the feasibility to cultivate H. cumingii embryos under in vitro condition,
and  then  we  analyzed  and  calculated  the  biological  zero  point  and  effective  accumulated  temperature  of  early
embryonic  development.  The results  of  this  study can provide  reference  for  the  researches  on artificial  breeding
and development of modern biological genetic breeding technology of H. cumingii.
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lated temperature
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