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金鱼胚胎发育时期的扫描电镜观察
’

王 春 元 李 延 龄

(中国科学院遗传研究所 )

提要 本研究以虎头金鱼的胚胎为材料
,

依常规制样
,

进行扫描电镜观察
。

结果发现
,

金

鱼胚胎在 16 细胞期时开始出现不均等的卵裂
。

胚胎发育到心跳期时
,

金鱼的双尾鳍开始分化
.

胸鳍芽是在循环期后才出现的
。

在孵化期时
,

口已开
,

位于腹面
。

下领形成期
,

口转向端位
。

主题词 虎头金鱼
、

胚胎发育
、

扫描电子显微镜

生物的发育是建立在遗传的基础上
,

是遗传信息付诸实现的过程
。

而胚胎发育是动

物发育的一个极其重要的阶段
。

在时间上
,

胚胎发育一般是其整个发生中最短的阶段
,

但

在形态
、

生理
、

生化的变化上却是很大的
。

因此
,

发生遗传学对动物胚胎学的研究给予极

大的重视
。

玩杭l e ( 194 0 )
、

T IJ刀 g (童第周 )等 ( 19 4 4 )
、

李璞和王春元等 ( 19 5 9 )曾在光学显微镜的水

平上对金鱼的胚胎发育作过研究
。

近年来
,

由于扫描电镜技术的不断发展
,

用扫描电镜观

察生物样品表面的形态结构
,

使得一般平面图象分辨不清的细微结构呈现出清晰的三维

图象
,

这是光学显微镜和透射式电子显微镜由于景深的限制所不能做到的
。

为此
,

我们又

对金鱼胚胎发育各个不同时期进行了扫描电镜观察
,

其目的在于检验我们过去的工作
,

并

作出修改和补充
,

为金鱼发生遗传学研究提供有意义的资料
。

材 料 和 方 法

本研究以红虎头金鱼为材料
,

采用人工授精法获得受精卵子 (李璞等 19 5 9)
。

将受精

卵置于 20 x 3 厘米的培养皿中
,

并放入若干片 2
.

5 x 2
,

5 厘米的小玻片
。

未受精卵则用固

定液立即固定
。

而受精后各个发育时期的胚胎
,

为了避免卵膜的皱褶而影响观察效果
,

故

均去膜后才进行固定
,

唯孵化期是自然孵化出膜后固定的
。

卵子去膜的方法
:

用无 钙
、

镁离 子的 D - H a

-kn
。 液配制 。

.

12 5终 胰蛋 白酶溶 液
,

姆7
.

0
,

贮存于 4℃冰箱中备用
。

每升 L` 刀以欧
。 液的成分为

:

N
a
ol

,
8 克

、

K C I
, 。

.

4 克
、

Na
:旦卫 0

。 ·

H
,
0

, 0
.

0 6 克
、

K R
:
P O

` ,
0

.

0 6 克
、

N a H C O
: ,

0
.

3 5 克
、

酚红
, 0

.

0 2克
。

在固定

前将附着卵子的小玻片置于胰蛋白酶 (恢复到室温 ) 中处理 4一 6 分钟
,

然后用清水洗换

堵
金瑞蔡

、

王长城同志参加部分工作
;
并得到本所电镜室孙至和张成等同志协助扫描电镜技术操作

,

特此一并致

本文于 1 ,肥年 4 月在南京召开的
`

中国动物学会成立五十周年年会处第十一届会员代表大会
’

的分组会上宣读
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2一 3次
,

经胰酶处理过的卵子
,

卵膜则逐渐变薄而破裂
。

稍为摇晃平皿
,

卵子随着水流的

波动便破膜而出
。

将去掉卵膜的不同发育时期的卵子
,

用 2
.

5终 pH 7
.

4 磷酸缓冲戊二醛

溶液于 40 0 中固定 10一 15 小时
,

然后用磷酸缓冲液清洗
,

经各级丙酮脱水
,

再用 乙酸正戊

醋替代后
,

将上述标本置于二氧化碳临界点干燥仪中干燥
,

取出贴在样品台上
,

并在真空

徐膜仪内喷金
,

最后以 H 一 3 00 型扫描电镜观察
。

观 察 结 果

金鱼胚胎发育是在室温的条件下 (水温为 23 一 26
“

C ) 进行的
。

历经 3 天 (约 72 小时左

右 )就可以自然孵化出膜
。

关于金鱼胚胎发育的历程和分期
,

李璞和王春元等 ( 1 9 5 9) 已作

为较为详细的描述
,

在这里仅就扫描电镜观察所见
,

分几个发育阶段叙述如下
。

(一 )
、

胚盘形成阶段

胚盘形成期 初排出的未受精卵
,

卵质充满卵黄颖粒
,

不透明
,

卵膜紧贴卵黄
。

卵遇

水后就产生很强的粘性
。

并吸水膨胀
,

卵膜与卵质分离而形成卵周隙
。

在动物极上方
,

有

一卵孔 (也称卵门 )明显可见
,

由卵膜内陷而形成
,

如同漏斗状 (图版 I
,

1 》
。

卵子遇水之后

几分钟
,

细胞质开始流动
,

流向动物极集中逐渐隆起而形成胚盘
,

形似单个细胞
,

称为 1 细

胞期
。

此时
,

卵子呈透明状
。

受精卵与未受精卵从卵子排出至胚盘形成基本上是相同的
,

在外形上不易区分
。

因此
,

卵周隙和胚盘的形成不能单纯地被看作是受精的反应
。

但未

受精卵以后不进行分裂
,

只是在胚盘上 出现不规则的突起
,

几小时后便解体夭亡
。

(二 ) 卵 裂 阶 段

受精卵的胚盘形成之后不久
,

出现了第一次卵裂
,

卯裂过程的开始
,

先是在胚胎的中

央出现一个小的凹陷部分
,

然后逐渐扩展形成沟状
。

细胞沿经线分裂
,

形成了大小相等的

2个细胞
,

是为 2 细胞期 (图版 I
, 2

、
3 )

。

随着发生第二次经线分裂
,

且分裂面与第一次者

垂直
,

分成大小相等的 4 个细胞
,

是为 4 细胞期 (图版 工
,

4
、

5 )
。

第三次分裂有两个经线分

裂面
,

是与第一次分裂面平行
,

形成 8 个大小相等的细胞
,

排成两行
,

是为 8 细胞期 (图版

1
,
6 )

。

第四次分裂也是两个经线分裂面
,

是与第二次分裂面相平行
,

但不是均等的分裂
,

而是分裂为 16 个大小不等的细胞
,

排成 4 行
,

是为 16 细胞期 (图版 I
,
7

、

8)
。

第五次分裂

的方式也不同
,

周围的细胞仍沿着经线分裂
,

而中央部分的细胞则进行水平分裂
,

分裂结

束所形成的 32 个细胞中
,

中央部分者较大
,

且形成两层
,

而周围部分者较小 (图版 工
, 9 )

。

第

六次分裂是周围的细胞进行水平分裂
,

中央部分的细胞沿经线分裂
,

结果形成了 64 个细

胞
,

排列 2 层
。

随着分裂的继续发生
,

其分裂球越分越细
,

即进入囊胚阶段
。

(三 ) 囊 胚 阶 段

1
.

高囊胚早期 随着细胞不断地继续分裂
,

囊胚层上的细胞数目增多而体积变小
,

排列成 3一 5 层
,

细胞的大小也有差别戈图版 n
, 1。 )

。

2
.

高囊胚晚期 囊胚层上的细胞数目更多
,

而体积更小
,

排列成多层
,

在卵黄上方出
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(五 ) 胚形成阶段

胚孔封闭期 囊胚层完全包围了卵黄
,
胚体开始形成

,

葡伏于卵黄囊上
。

此时
,

中枢

神经系统前端膨大成脑
,

但胚体尚无其它的分化 (图版 11
,
1 5 )

。

(六 ) 器官形成阶段

1
.

视泡形成期 胚体头部前脑明显
,
其两侧澎大形成视泡

。

此时
,

脑已分化成前脑
、

中脑和后脑三部分
。

胚体的后端腹面出现了一个稍微突出粗钝的部分
, 乃是尾芽

。

胚体

上出现 3一 5 对体节
。

2
.

晶状体形成期 视泡原为一实心器官
,

后来其中部形成一狭隙
。

随之与视泡相对

的外胚层形成了晶状体
。

此时
,

听板已形成
,

即在后脑后方的两侧
,

各形成一椭园形的淡

色结构
,

这就是听板
。

在前脑的前方
,

外胚层已加厚而形成嗅窝
。

胚体有 20 一 21 对体节
,

并开始缓慢的收缩
。

尾部 已形成
,

紧贴于卵黄囊的表面 (图版 n
,
1 6 )

。

3
.

心跳期 这期的主要特征就是胚体出现了心跳
。

这便是在头的下方心管有节律的

搏动
,

是为心脏
。

随着心脏的跳动
,

可以见到少量无色血球在输出
。

此时心管伸长
,

中间

有绕缩
,

开始有心耳心室的雏形
。

胚体的头部葡伏于卵黄囊的表面
,

晶状体明显可见
,

脑

弯曲已分化为端
、

间
、

中
、

小
、

后五个部分
。

尾部已伸长
,

并脱离了卵黄囊表面
。

胚体的后

部表面有许多皱摺
,

末端钝园
。

其膜面有一分叉的浅凹沟
。

这表明从这时开始
,

金鱼的双

尾鳍有了分化
。

胚体有 2 5 对体节 (图版 n
,
17

、

1 8 )
。

4
.

循环期 心跳期后不久
,

在耳中形成了 2 个细小的耳石
。

随后便出现了血球由不

同路径缓慢她经卵黄囊表面流回心脏
。

此时胚体不时地能左右摆动
。

尾部腹面的分叉沟

更为明显 (图版 m
, 1 9 )

。

胚体有 35 对体节
。

5
.

的 鳍芽形成期 胚体头部已部分地脱离了卵黄襄的表面
。

枉体腹侧形成 了腹 腔

壁
,

且出现了一条粗大的血管
,

该血管将血液从背侧经卵黄表面流入腹侧的静脉宾中
,

是

为总主静脉
。

卵黄囊表面的血球流动加速
。

在耳的后方
,
胚体两侧出现了一对淡色椭园

形结构
,

这就是胸鳍芽 (图版皿
,
2。 )

。

此时
,

在卵黄囊表面和胚体背侧都出现黑色色素细

胞
,

胚体伸长
,

尾部腹面出现双尾鳍的鳍膜叶较大 (图版班
, 2 1 )

。

(七 ) 孵 化 阶 段

孵化期 鱼胚的孵化腺在孵化前开始分泌孵化酶
,

且越近孵化时
,

分泌越旺盛
,

溶解

卵膜
,

使卵膜变薄变软
。

孵化时靠尾部摆动
,

不断拍击卵膜
,

使尾部破膜先露出膜外
,
随着

胚体激烈地转动而使头部脱离了卵膜
。

但也有相当一部分是由头部先露出卵膜
,

然后尾

部才脱出卵膜的
。

初孵化的幼鱼侧卧不动
,

卵黄囊大且呈椭圆形
。

此时
,

头部已全部脱离

了卵黄囊表面
,

眼球巩膜上黑色色素细胞分布增多
。
口 已开

,

呈圆形位于头的下方
,

但不

能动
,

一

也不能摄食
,

靠卵黄中的营养物质生长 (图版班
,

22
、
2 3 )

。

鳃部出现一凹沟
,

全身的

循环明显可见
。

脊索和肌节都很清晰
。

身体背面的皮肤上
,

腹腔壁上和卵黄囊表面郁有

分散的黑色素细胞
。

胸鳍上已有鳍条和循环
,

尾鳍上鳍条明显
。
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24 )
。

此时
,

在鳃的前部有一个小半圆形突状的结构突向后方
,

这就是鳃盖膜
。

鳃盖膜只

盖过第 1 对鳃弧的鳃丝
。

此外
,

在头部和全身背侧皮肤上都有黑色素细胞分布
。

幼鱼仍

侧卧不动
。

2
.

下领形成期 幼鱼的缥已形成
,

且借蹲管与消化道相通
。

缥的背面出现黑色素细

胞
。

鳃盖膜可动
,

但尚未遮盖鳃的全部
。

眼 已能不断地转动
。

卵黄囊更为缩小
,

下领形成

并可动
。
口转向端位

,

活动灵活 ( 图版m
,
2 5 )

。

这时幼鱼靠着尾部的颤动而使躯体移动
,

静止时不再侧卧
,

而保持着端正的体位
,

但不能自由游动
.

3
.

游 动期 缥中已充满气体
。

卵黄囊中的卵黄也 已耗尽
,

开始自由游动和摄食
。

4

对鳃弧上都长出乳突状鳃丝
,

鳃盖已盖过第 3 对鳃弧
,

接近遮盖全鳃
。

口达端位
,

与成年

鱼基本相同 (图版 nI
,

26 )
。

讨 论

为了能较好地观察金鱼胚胎发育各时期的表面形态结构
,

必须除去卵膜
。

去卵膜通

常采用提取鱼胚孵化酶
,

用孵化酶处理鱼卵而去掉卵膜 ( sa h i 1 961
、

曲漱惠和张 天 荫

196 3 )
。

这样就需要许多鱼胚来提取
,

既费时又费工造成很大的不便
。

而我们是采用无钙
、

镁离子的 D es H a

吐
。 液配制的 0

.

125 男胰蛋白酶溶掖处理鱼卵 4一6 分钟
,

就可以引起卵

膜的变化
,

辅以轻微摇动
,

卵子便破膜而出
,

成为没有卵膜的鱼卵
,

去膜率可达 100 那
。

去

了卵膜的鱼卵发育正常
。

这与杨兴棋和陈宏溪 ( 1 9 8 3 )在 1 5一 3 o2 C条件下
,

用 p H 6
.

。一 8
.

2

的 。
。

。1一 0
.

0 01 克 /毫升胰蛋白酶液处理泥鳅受精卵
,

并摇动之
,
3 分钟内即能全部脱膜

,

对其胚体及发育均无不良影响
,

结果是相同的
。

但是必须指出
,

胰蛋白酶的浓度不宜过

大
,

处理的时间也不宜过长
,

否则鱼卵本身也被胰蛋白酶消化而解体
。

最好是经胰蛋白酶

处理时
,

当见到个别卵已被溶解破膜而出则立刻取出
,

终止处理
,

或是经胰蛋自酶处理之

后
,

便除去胰蛋白酶
,

再经过一些时间
,

让其卵膜慢慢地被消化溶解
,

才破膜而出
,

效果更

好
。

根据我们的观察
,

金鱼卵用 0
.

125 终的胰蛋白酶溶液
,

处理 4一 6 分钟是 比较适宜的
。

在胚胎发育的早期
,

卵膜比较嫩弱
,

处理的时间则宜短些
,

到了胚胎发育的中期
,

卵膜比较

坚勒
,

富有弹性
,

处理的时间则可招对地延长一些
。

去了卵膜的卵子
,

不仅不会影响鱼胚

的正常发育
,

反而发育的速度要比带着卵膜的卵要快一些
。

这可能是去了卵膜的卵
,

有利

于气体交换
,

呼吸作用加强
,

提高了新陈代谢作用的结果
。

因此
,

利用胰蛋白酶作为鱼卵

去膜是一种简便的行之有效的新方法
.

朱洗等 ( 1 9 6 。 )曾在光学显微镜下观察了金鱼的卵孔
。

但从照片上看
,

可惜是个侧面

图
,

只见一个内陷
,

并没有看到卵孔
。

而我们将金鱼的卵子直接挤入戊二醛固定液中固

定
,

经扫描 电镜观察
,

找到了金鱼的卯孔 (见图版 I
, 1 )

。

刚排出的鱼卵呈园形
,

不易区分极

性
。

卵呈浅黄色
,

卵膜紧贴着卵球
。

卵子的细胞核靠在卵的皮质 (外质 )的一端
,

在卵孔地

区静止了下来
,

并且开始成熟分裂 ( S拌 k 1 9 3 3)
。

这表明
:

卵孔位于动物极的一端
,

在其表

面由卵膜内陷形成皱褶
,

如 同漏斗状
。

在漏斗的中央有一小孔明显可见
,

这就是卵孔
,

孔

径约为 15 微米
。

卵孔是精子入卵受精的必经之通道
。

卵子遇水后则产生粘性
,

附着于物体上
,

几分钟后
,

卵膜才与卵球分离而形成卵周隙
,
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随之细胞质流动集中于动物极上逐渐形成胚盘
。

此时
,

卵子的极性才是很明显的
。

金鱼的卵裂
,

在 8 细胞期以前
,

也就是在第三次分裂以前
,

各个分裂球都是均等的分

裂
,

但是在 16 细胞期时
,

则可观察到是不均等分裂 (见图版 I , 7 )
。

这与我们 (李璞和王 春

元等 1 9 5 9 》过去观察的结果不一致
。

因为在光学显微镜下观察
,

在 16 细胞期时仍为均等

分裂
,

形成 16 个大小相等的细胞
。

然而这种不均等的卵裂
,

似乎不是因固定后人为地造

成的
。

因为在 8 细胞期以前也同样地做固定
,

并未见分裂球有大小不同的差异歹只有在

16 细胞期时才被观察到
。

那么这种不均等的卵裂是正常的还是不正常的发育
,

由于我们

扫描观察的数 t 不多
,

还难以确定
,

还有待进一步观察才能回答
。

不过在阳爱生等 ( 1 9 8 3)

对大统伽
。

州
。孙介。心入拐名面耐成

“ 、 二 s) 胚胎发育的研究中
,

也曾发现从第三次卵裂开始
,

大

鱿卵的分裂细胞其大小是不相等的
。

而这种不均等的卵裂可能是分化过程中一个重耍的

步骤
,

它标志着细胞的分化与细胞分裂自始至终保持着密切的关系
。

州比
。
俪 等 ( 1 9 4 2)

在对赤鳍鱼 (万、机血玩幻胚胎发育的研究中
,

曾观察到 8 细胞期或 16 细胞期时受到某些缺

损
,

就能够完全阻止原肠形成
。

童第周等 ( 1 9 5 5 )在金鱼卵的 1 、 2 、
4

、

8 细胞时期曾用头发

平均结扎的实验
,

也曾观察到只有少数发育为两个胚胎
,

大部分发育不均等
。

在一对胚胎

里
,

一个是正常
,

一个是囊状胚胎
,

但没有两个都是囊状胚胎的
。

这说明
,

在分裂早期
,

鱼

卵各部分的发育能力是不均等的
。

这种发育能力的不均等
,

也许从 16 细胞期开始才在形

态学上找到了依据
。

关于尾鳍的分化间题
,

这也和我们过去的观察结果有一些出入
。

它并不是如我们过

去所说的
,

是在尾鳍形成鳍膜期 (李璞和王春元等 1 9 5 9 )
。

这在解剖镜下是不容易观察清

楚的
,

因为尾鳍弯曲在卵膜里
,

只有当分化比较明显时才能观察到
。

通过扫描电镜观察
,

尾鳍的分化应该是在心跳期
。

在心跳期时可以观察到
,

尾部已伸长
,

并脱离了卵黄囊的表

面
。

在胚体的后部表面有许多皱褶
,

因此尾部可以左右自由摆动
。

在粗钝的尾部腹面
,

出

现一浅凹沟状分叉的结构 (见图版且
, 1 8 )

,

然后在此原基上分化出双尾鳍来
。 ,

由此可见
,

金鱼双尾鳍的分化是在心跳期时就已开始
,

而不是在尾鳍形成鳍膜期
。

这要比以前的观

察提前了 4个时期
。

因此
,

对过去的工作提出了修正
。

但遗憾的是
, 由于金鱼的卵黄较多

,

对制备扫描电镜样品带来一些困难
。

我们采用丙

酮逐级脱水
,

也很难避免真空干燥后引起的破裂
,

尤其是在胚胎发育的早期
,

细胞质高度

集中于动物极之后更容易发生
。

这是不足之处
,

因此
,

在制样技术上还有待改进
。

虽然如

此
,

也并不影晌对其结果的观察
。
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