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摘要 :利用 HOECHST 33258 荧光染料对已固定的菲律宾蛤仔受精卵及早期胚胎样品进行染色的方法 ,连续观

察记录了菲律宾蛤仔受精及早期胚胎发育的细胞生物学过程。结果表明 ,菲律宾蛤仔的成熟未受精卵子处于

第一次成熟分裂中期 ;精卵混合后精子迅速结合于卵子周围并开始进行顶体反应 ;精子入卵后去致密并且激

发卵子恢复两次成熟分裂 ,排放出第一及第二极体 ,完成成熟分裂 ;受精卵完全排放出第二极体的同时早期的

精卵原核形成 ,随后二者相互靠拢 ,体积扩散膨大 ,在细胞中央位置形成各自的染色体组后完成联合 ;菲律宾

蛤仔早期胚胎发育速度进程较快 ;在受精过程中存在极少数的多精受精现象。
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Cytological observations on fertilization and early embryonic
development in Ruditapes philippinarum
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Abstract: The cytology of the fertilization and early embryonic development in Ruditapes philippinarum were

consecutively observed by the fluorescent microscope with HOECHST 33258 stained. The results showed that the

mature eggs were at metaphase of meiosis Ⅰ. Sperms bound to the eggs and began the acrosomal reaction quickly

after mix of sperms and eggs . With the activation of the dispersed sperms , the eggs released their first and second

polar bodies and finished their meiotic division. The early male and female pronuclei were formed when the

second polar body was released. The two pronuclei were expanded and closed to each other , finally associated

with each other after the chromosomes formed in the central of the egg respectively. The development is quick in

the early embryogenetic stage . There are a few of polyspermy phenomena in the fertilization process in Ruditapes

philippinarum .
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　　菲律宾蛤仔 ( Ruditapes philippinarum) 又称花

蛤 ,蛤仔 ,在分类学上隶属于软体动物门 (Mollusca) ,

瓣鳃纲 (Lamellibranchia) ,异齿亚纲 ( Heterodonta) ,

帘蛤目 (Veneroida) ,帘蛤科 ( Veneridae) 。菲律宾
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蛤仔广泛分布于我国南北海区。由于它生长迅

速 ,适应及抗病力强 ,生长周期短 ,养殖方法简便 ,

并且具有投资少收益大等特点 ,已经成为我国主

要的经济贝类之一 ,也是捕捞和滩涂贝类养殖的

主要对象[1 ] 。目前国内外曾有很多学者从形态组

织、生理生态、生物化学、病害等各个不同的角度

针对菲律宾蛤仔进行过研究[2 - 6 ] ,但对于菲律宾

蛤仔受精的细胞生物学过程等相关研究还未见报

道。本文通过 HOECHST 33258 荧光染色的方法

针对菲律宾蛤仔受精过程中的精子入核时机、极

体排放时间、精卵原核结合方式 ,第一次卵裂的时

间以及多精受精等一系列细胞生物学现象进行了

连续观察记录 ,以期为今后菲律宾蛤仔的苗种培

育和发育生物学研究提供基础知识和相关资料。

1 　材料与方法

1. 1 　实验材料及主要试剂

材料 :菲律宾蛤仔取自青岛城阳红岛蛤仔养

殖基地。

试剂 : HOECHST 33258 试剂 ,购自江苏碧云

天公司。

1. 2 　方法

实验于青岛城阳红岛蛤仔养殖基地进行。预

先准备两个盛有 24 ℃过滤海水的水槽 , 槽内充

气。取性腺发育成熟的雌雄菲律宾蛤仔数十只 ,

阴干刺激 12h 后 ,立即置入其中的 1 个水槽中。

待雌雄蛤仔普遍刚开始排卵产精时 ,迅速将蛤仔

移至另 1 个水槽中使其继续排放以保证其受精及

受精卵发育的同步性。从受精过程开始 100min

内每隔 5min 取样 1 次。取出的样品 ,尽量拭平海

水 ,迅速在 2 %戊二醛和 2. 5 %多聚甲醛 ,0 . 1mol·

L - 1磷酸盐缓冲液 (p H 为 7. 2) 中固定。观察时吸

取少量样品到载玻片上 ,受精卵及早期胚胎经0. 1

μg·mL - 1 HOECHST 33258 荧光染料黑暗中染色

5min 后 , 在 Nikon E2600 荧 光 显 微 镜、紫 外

(365nm) 激发光下进行观察 ,得到的数字图象数

据通过 CCD 摄相头 ( CHCO) 进行拍摄及记录分

析。

2 　结果

2. 1 　菲律宾蛤仔受精及早期胚胎发育的观察

雌雄配子、受精卵及胚胎中的 DNA 物质被

HOECHST33258 染色后在 365nm 激发光下呈现出

亮蓝色荧光 ,核物质清晰可见 ,胞质等背景干扰较

小 (图版21～12) 。受精卵发育过程中的染色体形

态及行为可以被很好地观察到。我们对 20 组已

固定样品进行了连续性观察 , 结果发现在水温

24 ℃的环境条件下 , 菲律宾蛤仔受精率达到了

90 %以上。受精卵及早期胚胎发育速度很快 ,同

步性较好。

菲律宾蛤仔的精卵混合后 ,精子借助鞭毛迅

速地游动并附着于卵子的周围。受精后约 5min ,

精子基本完成入卵过程。精子入卵后精核在卵子

胞质作用下核膜破裂 ,染色质去致密 ,体积明显膨

大。精子入卵后 ,卵子恢复成熟分裂并且依次排

放出第一及第二极体。完全发育成熟的精卵原核

形成后相互靠近 ,在位于卵子中央处形成各自独

立的染色体组 ,随后完成联合形成合子核。精卵

原核联合的结束 ,标志着受精过程结束和早期胚

胎发育的开始。胚胎从第 1 次卵裂至发育到 8 细

胞卵裂球依然保持着很快的发育速度 ,其发育进

程归纳如下。

受精后 2min : 精子迅速附着并结合于成熟卵

子周围 ,此时卵子处于第一次成熟分裂中期 (图版

21) 。

受精后 5min : 绝大部分精子完成顶体反应进

入卵子 ,入卵的位置随机 (图版22) ;精子入卵后由

于卵子胞质作用而致使精核染色质去致密 ,体积

明显膨大。同时精子核内开始进行核蛋白重建 ,

精子型染色质开始逐渐重组为体细胞型染色

质[7 ,8 ] ,同时卵子恢复第一次成熟分裂。

受精后 5～10min : 受精卵处于第一次成熟分

裂阶段 ,开始排放第一极体 (图版23) 。

受精后 15min : 绝大多数受精卵第一极体完

全排出 (图版24) 。

受精后 15～20min : 受精卵处于第二次成熟

分裂阶段 ,并且开始排放第二极体 (图版25) 。

受精后 25min : 受精卵第二极体完全排出。

同时精子核内核蛋白构建基本完成 ,精子型染色

质重组完成 ,形成体细胞型染色质[8 ] ,核膜重新构

建 ,形成早期精原核 ;卵核完成两次减数分裂 ,核

膜形成 ,卵核开始膨大 ,形成早期卵原核 (图版2
6) 。

受精后 25～30min : 精卵原核继续膨大扩散 ,

并且彼此逐渐靠近 ,在细胞中央位置形成各自的

染色体组 (图版27) 。
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受精后 35min : 绝大部分精卵原核并完成联

合 ,形成合子核 ,完成受精过程 (图版28) 。此时

胚胎开始进入第一次卵裂前期。

受精后 35～40min :胚胎普遍处于第一次卵

裂阶段 (图版29) 。

受精后 40～50min :大部分胚胎完成第一次

卵裂呈两细胞状态 ,并且进入第二次卵裂前期 (图

版210) 。

受精后 50～60min : 胚胎普遍处于第二次卵

裂阶段 ,外观上仍然呈现两细胞状态 (图版211) 。

受精后 65～70min :绝大多数胚胎完成第二

次卵裂呈四细胞状态 (图版212) 。

受精后 70～95min : 胚胎进入第三次卵裂阶

段。

受精后 95～100min : 胚胎完成第三次卵裂呈

8 细胞状态。

2. 2 　菲律宾蛤仔多精受精现象的荧光显微观察

在观察过程中发现了有少数受精卵具有多精

受精现象 ,其中两精受精的情况又占绝大多数 (图

版213～15) ,即两个精子可以进入同一卵子并且

都可去致密。当卵子完成两次成熟分裂时 ,两精

核几乎同时弥散膨大 ,并且同时向卵原核方向靠

拢。当全移动到细胞中央时 , 3 个原核分别形成

独立的染色体组随之完成联合。

3 　讨论

3. 1 　精卵原核的形成及结合方式

菲律宾蛤仔的成熟未受精卵处于第一次成熟

分裂中期 ,此时同源染色体配对 ,染色体形态清

晰 ,数目可辨。这和泥蚶[9 ] 、栉孔扇贝[10 ] 、虾夷扇

贝[11 ] 、海滨蛤[7 ,8 ]等几种双壳贝类类似。但此时

的卵子并非处于真正的休眠状态 ,其中期纺锤体

始终处于聚合/ 解聚的动态平衡之中 ,其他许多代

谢过程也都是十分旺盛。受精过程一旦开始 ,卵

子也立即被激活 ,启动恢复成熟分裂 ,极体排放等

一系列生化过程和形态变化。当卵子完全排放出

第二极体的同时 ,早期的卵原核也随之形成 ,并与

精原核一起向卵子的中央靠拢 ,在此期间精卵原

核形态弥散 ,体积迅速膨大。当二者达到卵细胞

中央时体积达到最大。精卵原核相遇后即通过相

互融合或者联合的方式 ,以建立合子的染色体组 ,

而使受精过程告终。然而不同类型的动物原核的

结合方式不完全一样 ,有的是原核的融合 ,有的则

是原核的联合。原核融合是指相互靠拢的两个原

核紧贴在一起 ,核膜相互融合 ,融合过程首先开始

于原核的一侧 ,先是两者核膜的外膜融合 ,随后是

内膜相融合 ,从而形成合子核 ,随之进入第一次卵

裂过程。日本珍珠贝[12 ] 、太平洋牡蛎[13 ]和栉孔

扇贝[10 ]的精卵原核就是以这种方式结合到一起

的。原核的联合则是指两原核核膜不融合 ,而是

两者的膜以指状形式相嵌 ,以后两原核染色体组

各自独立形成 ,随后原核核膜消失 ,染色体组移动

到一起组成合子染色体组。在 2 细胞卵裂球中 ,

亲本基因组才首次存在于同一核中。在双壳贝类

中 ,这种情况已经被证实出现在紫贻贝 ,海滨蛤等

的受精过程中[14 ] 。本研究对菲律宾蛤仔受精过

程的观察结果同样表明 ,其精卵原核的结合也以

联合的方式完成 (图版 7 ,图版2152a) 。

3. 2 　多精受精现象

单精受精的卵和精子接触 ,其质膜立即发生

电位变化 ,迅速阻止第二个精子入卵 ,当受精膜形

成后卵就建立了一个完善的阻止多精入卵的屏

障[15 ] 。但是在少数物种的受精过程中也存在着

多精受精的现象 ,这种情况大多出现在两栖类动

物中 ,如盘古蟾[16 ] 、蝾螈[17 ,18 ] 等 , 而在太平洋牡

蛎[13 ,19 ] 、栉孔扇贝[10 ]等某些双壳贝类中也普遍存

在。我们在对菲律宾蛤仔受精过程的研究中也发

现了有 2 %左右的受精卵出现了 2～3 个精子同

时入卵的情况。Fankhauser[20 ]认为在多精受精的

受精卵中 ,当 1 个精原核 (最靠近卵原核的) 与卵

原核发生结合形成合子核后 ,其余的精原核都将

在第一次卵裂前退化。但在菲律宾蛤仔中 ,同时

入卵的精子在卵子完成第二次成熟分裂时几乎同

时形成早期的精原核 ,并且同时向卵原核方向移

动、彼此靠拢直至最后的联合 ,即组成了三倍体的

合子核 ,这与任素莲等[10 ]在对栉孔扇贝多精受精

过程的观察结果类似 ,但是 ,这部分多精受精的胚

胎是否能够正常发育下去 ,不同学者提出过不同

的观点。任素莲等[13 ]认为在太平洋牡蛎的受精

卵中当有多个精原核存在的情况下 ,尽管有多套

染色体组形成 ,但胚胎不能完成正常的卵裂。在

豹蛙、林蛙等无尾两栖类动物中也有千分之几的

多精受精现象 ,但是第一次卵裂的纺锤丝常出现

多极现象 ,卵裂时染色体分布混乱 ,发育至囊胚时

终止。在哺乳类中多精受精个别可产生三倍体胚

胎 ,但也只能发育到怀孕中期[15 ] 。但并不是所有
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存在多精受精现象的物种的胚胎都不能够存活下

去 ,如盘古蟾多精受精率最高可达 33 % ,并大部

分胚胎都可以正常发育[15 ] 。而对于菲律宾蛤仔

中小部分多精受精的胚胎是否能够发育下去目前

尚不能定论 ,这还需要进一步深入的研究。
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图版　Plate
1. 精卵结合 ;2 . 精子入卵 ;3 . 卵子的第一次成熟分裂后期 ;4 . 释放第一极体 ;5 . 卵子的第二次成熟分裂后期 ;6 . 释放第二极体

及雌雄原核形成 ;7 . 雌雄原核染色体组形成 ;8 . 雌雄原核联合 9 ,10. 第一次卵裂过程 ;11 ,12. 第二次卵裂过程 ;13. 两个精子进

入同一个卵子 ;14. 两个精原核和一个卵原核的联合 ;15 - a :单精受精情况下精卵原核的联合 ;15 - b :多精受精时精卵原核的

联合 ;SP :精子 ; CH :染色体 ;SN :精核 ; FN :雌核 ; PBI :第一极体 ; PB2 :第二极体 ; MP :雄性原核 ; FP :雌性原核 ;标尺 = 20μm

1. sperm binded to the egg ; 2. sperm penetrated into the egg ; 3. meiosis anaphase Ⅰof the egg ; 4. releasing first polar body ; 5. meiosis

anaphase Ⅱof the egg ; 6. releasing second polar body and forming female and male pronucleus ; 7. forming chromosomes of female and

male pronucleus ; 8. association of female and male pronucleus ; 9 , 10. first clevage division ; 11 , 12. second clevage division ; 13. two

sperms penetrated into the same egg ; 14. association of two male pronuclei and one female pronucleus ; 15 - a :association of male and

female pronuclei in monospermy ; 15 - b : association of male and female pronuclei in polyspermy ; SP :sperm ; CH : chromosome ; SN :

sperm nucleus ; FN :female nucleus ; PB1 :first polar body ; PB2 :second polar body ; MP :male pronucleus ; FP :female pronucleus ; Bar =

20μm
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