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摘要 :利用光镜和电镜观察了锯缘青蟹成熟卵及其受精后卵膜变化和卵子附着特征
。

锯缘青蟹成熟卵子卵膜

有三层即外层
、

内层和质膜
。

卵子产出后
,

无论受精与否
,

外层和内层卵黄膜形成壳膜
,

与卵子附着有关
。

刚产

出的卵子卵膜具有溶胶性和延展性
,

卵子与刚毛表面之间或卵子与卵子之间接触便粘在一起
,

由于刚毛摆动和

卵子的重力作用
,

形成卵柄或卵索
。

卵子受精后
,

发生皮层反应形成受精膜
。

由壳膜和受精膜构成的孵化膜为

初级卵膜
,

保护胚胎发育
,

直至幼体破膜而出
。

关健词 : 锯缘青蟹 ; 成熟卵子 ; 卵膜变化 ; 卵子附着
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在十足 目甲壳动物中
,

除对虾科的受精卵直接散落水中外
,

其余种类的雌体则都由腹肢抱卵
,

受精

卵固着在腹肢的刚毛上
,

直到孵化川
。

所以
,

抱卵孵化在十足 目甲壳动物非常普遍
,

对于该类动物
,

受精

卵的成功附着对于胚胎正常发育非常重要
,

国内外该方面研究尚少〔2
一 5〕

。

锯缘青蟹是重要 的养殖种类
,

有关卵膜的特征尚未见研究
。

成熟卵排出后 卵膜变化不仅是发育生物学
、

受精生物学 重要基础理论内

容
,

而且对认识卵子 的附着和胚胎发育至关重要
。

作者在研究锯缘青蟹受精过程中
,

观察了锯缘青蟹卵
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膜变化
、

卵柄和卵索的形成及其孵化膜特征
,

为进一步了解锯缘青蟹卵子附着机制
,

以及进行科学化人

工育苗和品种改良提供基础资料
。

1 材料与方法

1
.

1 实验材料

19 99 年 4 一 6 月于福建省云霄县源利苗种场
,

选取性腺发育较好的膏蟹
,

放于 即L 水体的瓷缸中
,

水

体约印L
,

充气泵充气
。

盐度约 29
。

每日喂新鲜的菲律宾蛤仔 (尺“她卿 冰“咖￡朋砌is )
,

进行培育
。

l卯9 年 8 月 中旬至 10 月中旬从厦门市厦港农贸市场购买锯缘青蟹的膏蟹
,

体长 8
.

0 一 9
.

仅”
,

体宽

10
.

0 一 11 刀。叭 ;体重 300
一 3 50 9

。

暂养于水族箱(规格为 7 0 cm x 50 cln
x 40 a叭)

,

水位 35 cln
,

水温为 24
.

5 -

27
.

5℃
,

盐度为 25
.

5 一 26
,

充气泵用节电开关控制充气
,

喂新鲜的菲律宾蛤仔
,

定期换水
。

水族箱底部铺

有 1 一 Zcm 细砂
。

将膏蟹一侧眼柄剪去进行诱导其产卵
。

1
.

2 取样处理

待亲蟹产卵时
,

从排卵孔附近取受精卵放人预先准备好的烧杯中
,

隔一定时间
,

取样固定处理 ;待亲

蟹产卵时
,

从卵巢取游离成熟卵
,

并进行人工受精
,

分别取成熟卵和受精卵固定处理 ;取幼体孵化出后的

外壳进行扫描电镜观察
。

于 Bou in
’s 液固定

,

酒精系列脱水
,

石蜡切片
,

厚 6 一 8 阳
,

H
.

E
.

染色
,

。”叩此

一 n 显微镜观察拍照
。

于 2
.

5 %戊二醛和 1% 饿酸双重固定
,

酒精系列脱水
,

环氧树脂 6 18 包埋
,

切片于柠檬酸铀
一
醋酸铅

双重染色
,

」E M 一 1(X ( X 透射电镜观察拍照
。

于 2
.

5 %戊二醛和 1% 饿酸双重固定
,

酒精系列脱水
,

人丙酮
、

醋酸异戊醋
,

HCP一 n 临界点干燥仪干

燥
,

S 一 520 扫描电镜观察拍照
。

2 结果

2
.

1 诱导亲蟹的产卵

从市场购买的膏蟹放于亲蟹池 (在源利苗种厂 )或水族箱进行(在实验室 )暂养 5 一 7 d
,

然后将膏蟹

放于瓷缸或水族箱中
,

切除眼柄(在实验室 )或不切除眼柄(在源利苗种厂 )进行诱导产卵
,

期间保持安静

的环境
、

较暗的光线
、

较弱的充气和充足的饵料
。

切除眼柄可促进膏蟹发育和卵子成熟
,

并且与膏蟹的

发育程度有关
。

亲蟹在接近产卵时不再进食
,

临产卵时
,

两鳌和步足将身体支起
,

腹脐打开并轻微开合
,

精卵一同排出
。

由于腹脐的开合和腹肢刚毛的摆动
,

将精卵混匀
,

使得卵子能够均匀受精和附着
。

2
.

2 青蟹成熟卵的长尚正

锯缘青蟹成熟卵表面有小凹凸
。

透射电镜观察表明
,

成熟卵有三层卵膜即外面两层卵黄膜和卵细

胞质膜
,

外层卵黄膜较薄
,

厚约 0
.

2阳
,

电子密度较高 ; 内层卵黄膜较厚
,

厚约 1
.

03 阳
,

电子密度较低
。

两层卵黄膜与卵质膜之间为卵周隙
,

厚度约 0
.

26 腼
,

内有一些絮状物
,

此时卵细胞质膜虽然一些小凹

凸和微绒毛
,

但基本平滑(图版 一 1)
。

成熟卵子内部可分为皮层和内质
,

成熟卵子皮层厚度较薄
,

皮层中

有一种皮层颗粒(致密颖粒
,

由n se 邵an ul e )
,

皮层中卵黄顺粒较少
,

还具有内质网囊泡和线粒体等(图版
一 1)

。

内质较厚
,

富含卵黄颗粒和脂滴(图版 一 2)
,

另外皮质中还有卵子成熟过程中形成的另一种皮层

颖粒 (环形颗粒
,

d n g s坤拌 g ra n u】e ) (图版 一 3)
,

以及内质网和线粒体等
。

2
.

3 青蟹成熟卵和受精卵的卵膜变化

刚排出的卵子形状不规则
,

人海水后逐渐变为球形 (图版
一
4)

。

亲蟹排出的卵子
,

或从卵巢得到的
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成熟卵子人海水后
,

两层卵黄膜形态结构发生了较为明显的变化
。

透射电镜观察表明
,

成熟卵子两层卵

黄膜虽然电子密度不同
,

但都较为致密
,

入海水后
,

发生去致密
,

结构变得疏松
,

表现出很强的可塑性和

延展性
。

由于渗透压的变化
,

卵黄膜举起形成壳膜(cho ri on )
,

从组织切片观察可知
,

卵黄膜在不同处出

现皱褶(图版
一
5)

。

卵子受精后
,

发生皮层反应
,

致密颗粒首先胞吐形成一薄层膜
,

电子密度较高 ;接着

环形颗粒胞吐形成较厚一层膜
,

电子密度较低
,

二者构成受精膜
,

厚约 0
.

6阳
。

2. 4 卵子附着

卵子排出后
,

由于卵黄膜结构特性的变化即很强 的可塑性和延展性
,

为 卵子的附着提供了前提条

件 ; 由于腹肢上的刚毛摆动
,

使得卵子与刚毛的接触机会大大增加
。

卵黄膜或其上的皱褶一旦与刚毛接

触
,

便粘附其上
,

刚毛的摆动加上卵子本身的重力作用
,

使得卵子摆动
、

旋转
,

粘附在刚毛上的卵黄膜便

扭转
、

延展
,

形成卵柄 (图版 一 6
、

7 ) ;若卵子与卵子之间接触
,

卵黄膜或皱褶之间则粘在一起
,

由于卵子的

相对移动或旋转则形成卵索(图版 一 8 )
。

亲蟹排出的卵子大部分散落在刚毛丛中
,

部分会散落底部的砂

质面上
,

随后这些受精卵被收集到腹部
。

这样
,

约 2 0 0 万个受精卵均匀地附着于亲蟹腹肢刚毛上
,

这时

亲蟹的腹扇打开
,

腹扇打开的程度与亲蟹大小及抱卵量有关
。

多数卵子附着在一根刚毛上
,

但发现有些

卵子附着于多根刚毛上
,

也有为数不多卵子被刚毛刺人其内部
。

2
.

5 孵化膜

锯缘青蟹在排卵的同时
,

也将储存在纳精囊中的精子排出
。

精子通过顶体反应和卵子的作用人卵

并将卵子激活
,

卵子发生皮层反应
,

形成受精膜(图版
一 9

、

10)
。

皮层反应结束后
,

受精卵最外层为壳膜
,

其内为受精膜
,

质膜变为镶嵌膜(图版 一 1 1)
。

孵化膜则 由壳膜和受精膜构成
,

厚约 0
.

8 阳
,

为初级卵膜
,

整个胚胎发育是在孵化膜保护下进行的(图版 一 12 )
,

待胚胎发育至搔状幼体时
,

破膜而出
。

3 讨论

3
.

1 卵膜变化及卵子附着

在十足 目甲壳动物中
,

抱卵孵化较为普遍
,

受精卵 固着在腹肢的刚毛上
,

直到孵化
。

锯缘青蟹为抱

卵发育类型
,

刚产 出的卵子具两层卵黄膜
,

这两层卵黄膜在卵子产出后发生变化
。

卵黄膜的形态结构变

化是与其特性相对应的
,

即是与卵子附着特性相对应
。

从光镜和 电镜观察的结果可知
,

其电子密度降

低
,

去致密
,

此时
,

其粘附性和延展性非常强
,

该方面的特性与普通滨蟹(&能￡秘

~
)[’] 和中华绒鳌

蟹(君汤叱入衍
r 劝记溜臼)类似「

’,

幻
。

卵黄膜的这种特性如何形成
,

只是卵黄膜本身的变化
,

还是与皮层颗粒

胞吐或卵子分泌的物质有关 ? 以及由何种成分参与? 有待进一步研究
。

锯缘青蟹成熟卵子具有两层卵

黄膜
,

与普通滨蟹类似闭
,

而与中华绒鳌蟹成熟卵子具有三层卵黄膜不同图
。

从光镜和电镜观察可知
,

锯缘青蟹的卵柄(eg g sta 玫)或卵索(允妞沁川
u s )是由两层卵黄膜形成的

,

与普通滨蟹和中华绒鳌蟹类似
,

而

与 日本沼虾由腹肢粘液腺(沈n 沈”t g枷记 )分泌的粘液形成的不同[s1
。

研究认为锯缘青蟹凡是受精的卵子
,

都有两层卵膜
,

内层为卵黄膜 ;外层为卵巢液(分泌物)的胶质

粘液形成的次级卵膜 [’1
。

作者观察到的结果与之不同
,

作者从卵巢中得到的游离成熟卵子和自然排出

的卵子
,

无论其受精与否
,

都可以形成壳膜
,

电镜观察表明成熟卵子的具有两层卵黄膜
,

卵子受精后
,

发

生皮层反应形成受精膜
。

研究发现锯缘青蟹卵巢发育过程中
,

在卵黄发生旺盛期
,

随着卵黄不断积累
,

卵子外面出现卵黄膜
,

是卵子在其成熟过程中分泌形成的图
,

所以锯缘青蟹的卵膜属于初级卵膜
,

与在

普通滨蟹和中华绒鳌蟹中观察到的一致
。

在中华绒鳌蟹粘着受精卵的刚毛不在外面
,

而贯穿卵外膜
,

在粘着处逐渐被拉引形成卵柄〔
’〕

。

光镜

和电镜观察发现锯缘青蟹受精卵卵柄形成方式除具有上述特征外
,

另一种附着方式与壳膜的特性有关
,

即壳膜的强粘性及膜上的皱褶突起
,

壳膜或皱褶突起一旦和刚毛接触
,

便粘附其上
,

由于刚毛的摆动和
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卵子本身的重力作用
,

粘着的卵黄膜进一步伸长
、

扭 曲
,

形成卵柄
,

若 卵子与卵子接触便形成 卵索
,

受精

卵或未受精卵(数量很少 )借助卵柄或卵索牢固地附着
,

亲蟹利用腹部携带并保护胚胎发育
。

3
.

2 卵膜的功能

在许多动物中
,

成熟卵子外有一层或多层被膜
,

它们对 卵的受精和胚胎发育具有十分重要 的作用
,

这些膜性结构在海胆类和两栖类动物包括卵黄膜和凝胶膜
,

凝胶膜在海胆的成熟卵子已经具备
,

而在两

栖类凝胶膜是由输卵管分泌形成的阁
。

在十足 目对虾科和单肢虾科 中的一些种类
,

成熟 卵子外有卵黄

膜和皮质棒 (cort ical rod )或凝胶前身物质(jell y p代℃

~ r) 形成凝胶膜
。

凝胶膜 的形成是成熟卵子入海水

后
,

由皮质棒举起或凝胶前身物质膨胀
、

溶解
、

融合形成 的 [9
,

’0〕
。

对棘皮动物如海胆的凝胶膜化学组成和其作用进行了细致的研究 [“
,

”〕
。

研究认为海胆的凝胶膜具

有诱导顶体反应 的作用〔川 ; 在褐对 虾 (凡~ us

~
ILs )发现凝胶膜 化学组成 与其它种类 如海胆的不

同〔
’0]

,

但认为具有同样的功能
,

一方面有保护作用
,

另一方面有诱导顶体反应作用
。

作者通过人工受精

过程和卵水诱导顶体反应研究结果
,

初步认为锯缘青蟹卵黄膜变化后可诱导精子的顶体反应
,

具体卵黄

膜中何种成分参与
,

尚有待进一步研究
。

在中华绒鳌蟹
,

滨蟹属一些种类和锐脊单肢虾 (5 衣净几衍
“毕, 。is )

,

其孵化膜为初级卵膜
,

即孵化膜是

由卵子分泌形成 的 [z, 4
,

’2〕
,

而在长臂虾科的 日本 沼虾 (月饭
:邢乙
rach

ium
。

IPpo ne nse )的孵化膜除有初级卵膜

外
,

还有粘液腺分泌的次级卵膜参与形成川
。

堵南山等图认为具有初级卵膜的种类卵子可离体孵化 ; 日

本沼虾受精卵离体后也可孵化【
’3〕

,

孵化膜的形成来源不同可能与不 同种属以及抱卵和离体孵化繁殖习

性有关
,

孵化膜为胚胎提供了良好的发育环境
,

一方面保护胚胎免受外界物质侵扰
,

另一方面又是胚胎

与外界进行物质交换的筛选膜
。

锯缘青蟹抱卵量相当大
,

李少善等在 so 年代后期实验室实验的游离卵

约有 巧% 一
40 % 的孵化率

,

所 以卵子能否附着是孵化率高低的重要指标 ; 此外发现锯缘青蟹幼体孵化

出后 卵柄仍系于刚毛上
,

然而在锯缘青蟹和中华绒鳌蟹存在
“

流产
”

现象
,

即若抱卵蟹的环境条件变化较

大
,

胚胎发生脱落
,

这些现象究竟是卵膜特性变化
,

还是亲蟹内分泌影响? 尚有待研究
,

该方面深人研究

可 以为十足 目抱卵孵化种类的受精卵规模化离体孵化提供依据
,

为其品种改良提供基础
。

取材得到学生叶海辉和郭东晖帮助
,

电镜样品制作得到电镜室薛茄
,

倪子绵和陈平老师的帮助
,

在此一并致谢
。
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