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摘要! 采用电镜和荧光显微镜技术!对斧文蛤精子超微结构与受精过程的细胞学变化进行了

系统研究" 电镜观察表明!斧文蛤精子为鞭毛型!全长 ?"7# W?>7>

!

D!由头部#中段和尾部三

部分组成" 头部呈稍弯曲的狭茧形!长约 #7"

!

D!由顶体和细胞核组成!顶体呈圆锥形!内部

中轴处有亚顶体腔'细胞核为长锥形!有核前窝和核后窝" 中段由线粒体围绕中心粒复合体构

成!" 个近球形的线粒体呈单层梅花状排列'中心粒复合体由近端中心粒和远端中心粒组成!

远端中心粒延伸出尾部的轴丝" 尾部为细丝状鞭毛!内部的轴丝呈典型的)B d#*结构!外周

有波浪状质膜包被" 用荧光显微镜观察了斧文蛤受精及早期卵裂过程的细胞学变化!结果发

现!斧文蛤成熟未受精卵呈圆球形!核相处于第一次成熟分裂中期'在水温 #> W#O ^条件下受

精!受精后 < DEI!精子入卵并膨胀成球形'受精后 %# W%" DEI##$ W#" DEI 受精卵排出第一#

第二极体'!$ DEI左右!精#卵核膨胀形成雄#雌原核'!" DEI!两性原核在卵子中央发生染色体

联合'?$ W?" DEI!受精卵进行第一次卵裂!形成 # 个大小不等的分裂球'"" W<$ DEI!第二次卵

裂结束!形成 % 大 ! 小 ? 个卵裂球!核相变化与第一次卵裂基本相同'>" WO$ DEI!第三次卵裂

完成!自此次起开始进行螺旋分裂" 另外!在斧文蛤受精过程中发现了约 %]的多精入卵现

象!其对成熟分裂和早期卵裂过程影响很大!常造成成熟分裂紊乱和第一次卵裂染色体分离

异常"

关键词! 斧文蛤' 精子' 超微结构' 受精' 多精入卵

中图分类号! \B"?7?' 0B%>&&&&&&&文献标识码(,

&&斧文蛤"D(3(23.651013E..=MUH9fMU#隶属于

瓣鳃纲"-9DM66EP:9ILHE9#&帘蛤目"4MIM:5EN9#&帘

蛤科"4MIM:EN9M#&文蛤属"D(3(23.6#!为暖水性海

产双壳贝类!主要分布于日本和中国南海!在我国

的广东&海南&广西等省份沿海均有分布!埋栖于

潮下带至水深 #$ D浅海的沙质海底'% ;!(

) 由于

斧文蛤具有个体大&生长快&味道鲜美等优点!潜

在的养殖开发前景十分广阔) 然而!目前!斧文蛤

人工繁&养殖技术不成熟!自然资源量稀缺!且有

关斧文蛤生产开发和基础研究的报道均十分匮

乏!仅见潘宝平等'?(

&312+等'"( 利用线粒体

%<0:*+,&BG

"

基因片段及核糖体 =+,转录间

隔区"/S0#进行系统分类的研究!而对其发育生

物学方面的研究尚未见报道) 发育生物学中的受

精生物学研究!是开展人工繁殖和育种工作的基

础和保障!而精子超微结构观察和受精过程的细

胞遗传学变化研究是受精生物学的重要内容) 近

年来!国内外学者已利用电镜&荧光显微镜&石蜡

切片等多种技术手段对贝类的精子结构&受精过

程&早期发育等进行了大量的研究'< ;%%(

!为贝类

的种类鉴别&生殖进化&受精机理研究及人工育

苗&杂交育种实践提供了重要资料) 本研究组自

#$$> 年开始斧文蛤的人工育苗和增殖放流工作!

已在亲贝促熟&人工催产&苗种培育&人工养殖等

方面取得了突破性进展) 作者在人工育苗中对其

精子的超微结构和受精的细胞遗传学过程进行了



! 期 董迎辉!等$斧文蛤精子超微结构与受精过程的细胞学变化 &&

系统观察!以期为斧文蛤受精机理的深入研究&种

质资源保护以及规模化人工育苗提供理论基础)

%&材料与方法

!"!#材料

斧文蛤亲贝于 #$$B年 >月取自浙江温州苍南

县自然海区!贝龄 # W! 年!壳长 " WO LD) 暂养在

浙江省海洋水产养殖研究所清江科研基地!足量轮

换投喂新鲜的小球藻"K1''+)*5+3+8#.#+)/5121#&

亚心形扁藻""512&0+'1##/-)+3C.;+33'.##&叉鞭金

藻"$.)312(3.1 Q*1'7.1',(#.#等单胞藻藻液!以促进

其性腺发育成熟)

!"$#方法

精子形态结构的透射电镜和扫描电镜观察&

活体解剖取发育成熟的雄性斧文蛤精巢!剪切成

# DD

!左右小块!用冷的 #7"]戊二醛固定 # 次!

置 ? ^冰箱中保存) 固定样品经 $7% D56@-磷酸

缓冲液漂洗!%]锇酸后固定!丙酮系列脱水!

2Q5I O%# 环氧树脂包埋!-mZ;

&

型超薄切片机

切片!切片厚度约 "$ ID!醋酸铀和柠檬酸铅双重

染色!在日立 1;>"$$ 型透射电镜下观察并

拍照)

扫描电镜观察样品是取刚产出的斧文蛤浓密

精液!用冷的 #7"]戊二醛固定!? ^保存) 样品

经酒精系列脱水!叔丁醇置换!临界点干燥!离子

溅射仪镀金!在日立 0;!$$$+型扫描电镜下观

察!33=拍照)

受精及早期卵裂过程的荧光显微镜观察&&

选择性腺成熟的斧文蛤亲贝!利用阴干&流水刺激

的方法催产!分别挑出刚产的雌&雄个体!雄性排

精呈烟雾状!雌性产卵为颗粒状) 亲贝经淡水冲

洗后单个放入 % -的烧杯中!加入 O$$ D-过滤海

水!让其产卵&排精) 通过镜检挑选质量好的精&

卵!在水温 #> W#O ^条件下进行人工授精和

培养)

从受精开始!#$ DEI内每隔 ! 分钟取样一次!

!$ WB$ DEI!每隔 " 分钟取样一次!每次取卵量

% $$$粒以上) 样品用 ?]多聚甲醛溶液固定 #

次!保存于 ? ^冰箱中) 观察前用 $7% D56@-磷

酸缓冲液 " Q1 >7# #冲洗样品 # W! 次!滴加

15MLHUb!!#"O 荧光染料"江苏碧云天生物技术研

究所#在黑暗环境下染色 %$ DEI!再用磷酸缓冲

液冲洗 # 次!然后将卵液滴于载玻片上!加 % 滴抗

淬灭剂!用盖玻片轻微压片!在 +E[5I O$E荧光显

微镜的紫外光下观察!33=拍照!每个样品观察

卵数 %$$ 粒以上)

以上实验重复 ! 次)

#&结果

$"!#斧文蛤精子的形态和超微结构

斧文蛤精子属于鞭毛型!由头部&中段和尾部

三部分组成!全长 ?"7# W?>7>

!

D)

精子头部外形呈稍弯曲的狭茧形!长度约

#7"

!

D!由顶体"9L:5U5DM#和细胞核"IKL6MKU#组

成"图版
"

C% W!#) 顶体位于头部的最前端!长

$7> W$7O

!

D!圆锥形!顶部前端明显突出为短柱

状) 整个顶体电子密度不均匀!前部的顶体突电

子密度小!顶体后部稍大) 顶体内面中轴处有一

圆柱形的亚顶体腔"UKP9L:5U5D96UQ9LM#"图版
"

C

?#) 顶体后方为长圆柱形细胞核!长约 %7>

!

D!

由后向前逐渐变细!前端直径约 $7<"

!

D!后端直

径约 %7#

!

D!核内含有高度浓缩的染色质!电子

密度最高!偶尔有着色浅的&形状不规则的核泡存

在 "图版
"

C#! !! " #!核前端有核前窝 "X:5Ib

IKL6M9:Q5L[Mb#!核后端与近端中心粒相邻的凹陷

形成核后窝"Q5UbM:E5:IKL6M9:Q5L[Mb#!与线粒体

嵌入形成的凹陷为植入窝"EDQ69Ib9bE5I Q5L[Mb#

"图版
"

C?!O#)

中段由核后端的线粒体"DEb5LH5IN:E9#和中

心粒复合体"LMIb:E569:L5DQ6M_#构成) 斧文蛤精

子有 " 个近球形或椭圆形的线粒体!呈单层梅花

状排列!围绕在中心粒复合体周围"图版
"

C<#)

线粒体直径 $7"" W$7<"

!

D!内部为双层膜结构!

内膜向腔内折叠成嵴!呈片层状排列!清晰可见

"图版
"

C> #) 中心粒复合体由近端中心粒

" Q:5_ED96LMIb:E56M# 和 远 端 中 心 粒 " NEUb96

LMIb:E56M#组成!两中心粒为相互垂直的短筒状结

构) 近端中心粒位于精子核后端的核后窝内!与

精子的长轴方向垂直!远端中心粒紧接于近端中

心粒之后!与尾部鞭毛的轴丝相连"图版
"

CO#)

尾部鞭毛从远端中心粒末端引发出!长度为

?#7O W?"7?

!

D"图版
"

C%!O#!横切面呈圆形!直

径约 $7#"

!

D!外周包被有小波浪状质膜"Q69UD9

DMDP:9IM#!内部的轴丝 "9_5IMDM# 呈典型的

+B d#,结构!鞭毛末端变细!中部轴丝的单体微

管逐渐消失"图版
"

C%!B!%$#)

*$"
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$"$#斧文蛤受精及早期卵裂过程的荧光显微

观察

精卵形态和精子入卵&&在荧光显微镜下!

斧文蛤成熟未受精卵呈圆球形!卵径 O<7B WB"7#

!

D!卵内的双价染色体被 15MLHUb染料染成亮蓝

色!粗短鲜明!卵质呈浅蓝色!核相处于第一次成

熟分裂中期"图版
'

C%#) 精子则仅能观察到头部

内浓缩的染色质发出亮蓝色荧光"图版
'

C##)

在水温 #> W#O ^&Q1O7$ WO7# 的条件下进

行人工授精!控制适宜的精卵比例) 精&卵混合

后!精子借助尾巴的摆动迅速附着于卵子表面!附

着部位随机"图版
'

C!#) 受精后 < DEI!精子的头

部已完全进入卵胞质中!并逐渐膨大成直径为

? W<

!

D的近球形结构"图版
'

C? W"#)

两次成熟分裂&&精子入卵启动卵子的成熟

分裂!在受精后 %# W%" DEI!受精卵进行第一次成

熟分裂!同源染色体被分为两组!一组被拉向卵

膜!另一组拉向卵子中央"图版
'

C< W>#) 靠卵膜

的那组染色体逐渐向卵膜外拱!最后经浓缩被排

出卵膜之外!形成第一极体!完成第一次成熟分裂

"图版
'

CO#) 受精后 #$ W#" DEI!留于卵内的另

一组染色体重新排列于赤道板上!形成第二次成

熟分裂的中期分裂相"图版
'

CB#!随后以同样的

方式在第一极体下方发生第二次成熟分裂!姐妹

染色单体分离!产生第二极体!完成第二次成熟分

裂"图版
'

C%$ W%##)

雌"雄原核的形成与结合&&两次成熟分裂

结束之后!卵子染色体逐渐膨胀扩散!形成一团由

核膜包围的&松散的染色质!即为雌原核) 与此同

时!精核也发生第二次膨胀!形成与雌原核形状相

似的雄原核) 一般雌原核的位置靠近极体"图版

'

C%!#) 受精后 !$ DEI左右!多数雌雄原核体积

达到最大!呈直径 %<

!

Da%O

!

D的椭圆形结构

"图版
'

C%?#) 雌&雄原核形成以后!均向卵子中

央迁移!并逐渐靠近"图版
'

C%"#) 随后两原核的

核膜破裂!染色质凝缩成两组染色体"图版
'

C%< W

%>#) 受精后 !" DEI!形态鲜明的两组染色体在卵

子中央合并!以染色体联合的方式结合"图版
'

C

%O#)

早期卵裂&&联合核的染色体整齐地排列在

与卵轴垂直的纺锤体的赤道板上!形成有丝分裂

的中期分裂相!第一次卵裂行将开始 "图版
'

C

%B#) 受精后 ?$ W?" DEI!纺锤丝将染色体拉向

两极"图版
'

C#$ W#%#!随着核分裂的进行!卵细

胞外形在横向上被拉长!然后自极体处发生纵向

内缢!形成明显的卵裂沟!将卵细胞分割成 # 个大

小不等的卵裂球"图版
'

C## W#!#) 在卵裂过程

中!植物极的极叶伸缩不太明显) 第一次卵裂结

束后!两个卵裂球中的染色体又解凝为染色质!核

膜重建!进入有丝分裂的间期"图版
'

C#!#)

受精后 "$ DEI左右!两个卵裂球中的染色体

细丝逐渐螺旋变粗!形成清晰可见的染色体!核膜

破裂!染色体排列于纺锤体的赤道板上!形成第二

次有丝分裂中期的核相"图版
'

C#?#) 第二次卵

裂与第一次卵裂过程基本相同!在与第一次卵裂

垂直的纵轴方向上发生不等全裂!其中大卵裂球

的染色体分裂速度较快"图版
'

C#" W#B#) 结果

在受精后 "" W<$ DEI!卵裂基本结束!形成 ! 小 %

大 ? 个卵裂球"图版
'

C!$#) >$ DEI左右!胚胎开

始第三次卵裂!大卵裂球的染色体仍分裂较早

"图版
'

C!%#) >" WO$ DEI!第三次卵裂完成!仍

为不等全裂!自此次卵裂起已开始进行螺旋分裂

"图版
'

C!##)

多精受精与染色体异常分离&&在受精后

%$ W%" DEI!观察到极少量受精卵有多精入卵

"Q56fUQM:Df#现象"图版
'

C!! W!?#!多精入卵可

以引起有些卵子成熟分裂异常!排出 % 个极体或

不排极体"图版
'

C!<!!B#) 受精后 !$ W?$ DEI!

入卵精核也都能发生解凝缩膨胀!形成多个雄原

核!由于入卵时间的差异造成了精核的原核化速

度有所不同"图版
'

C!" W!<#) 在第一次卵裂的

核分裂过程中!因多个染色体组不能均等分离而

产生异常的多极分离现象"图版
'

C!>#!结果导致

早期卵裂的畸形"图版
'

C!O W?$#)

!&讨论

+"!#斧文蛤精子超微结构及其所反映的生殖进

化特征

贝类精子的形态结构在不同属种之间表现出

一定的差异!这为贝类系统分类研究和生殖进化

分析提供了重要依据'>!B(

) 已有的研究表明!精

子的形态结构特别是顶体结构!在不同目之间差

别较大!而同一科内差别较小'%#(

!如帘蛤科的菲

律 宾 蛤 仔 " O/C.218(# 8*.5.88.'13/0#& 青 蛤

"B&)5.'1 #.'(/#.##&沟纹巴非蛤""18*.1 (613121#

和斧文蛤等精子头部均为长辣椒状或圆锥形!且

&$"
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精子中部多有一定弧度的弯曲'%! ;%"(

%贻贝科的紫

贻贝"D&2.5/#(C/5.##和翡翠贻贝""(3'1 <.3.C.##

精子都为锥形'<!%<(

%蚌科的褶纹冠蚌 "B3.#213.1

85.)121#和三角帆蚌"@&3.+8#.#)/0.',..#精子呈子

弹头形'%!!%>(

) 然而!同科不同种贝类的精子在体

尺参数&顶体结构&细胞核形状&线粒体数目等方

面存在或大或小的差别!如 1(=Y0(+等'<(对 !

种贻贝的精子结构进行了详细比较!认为顶体形

态可以作为种间区分的依据%柯才焕等'O(根据精

子超微结构差别能将同种不同亚种的盘鲍

"@15.+2.#C.#)/#C.#)/## 和皱纹盘鲍 "@AC.#)/#

*1''1.# 区 分 开 来% 竺 俊 全 等'B( 利 用 毛 蚶

" %)18*13)1 #/-)3('121 #& 青 蚶 " J13-12.1

<.3(#)('##和泥蚶"=(,.5513)1 ,31'+#1#精子顶体&

细胞核及中段等结构上的明显差异来探讨蚶科贝

类的进化关系) 文蛤属贝类种间划分一直存在较

大争议!通过研究和对比我们发现文蛤与斧文蛤

精子的顶体形态&精核的核前窝结构存在明显差

别!文蛤顶体前端突出为短柱状而斧文蛤顶体前

端呈灯泡状!文蛤精核的核前窝不明显而斧文蛤

精核的核前窝明显呈浅+4,字形!这些精子超微

结构的差别可为其物种鉴别提供有价值的信息)

顶体位于精子的最前端!由高尔基体生发而

来!其中包含了与卵细胞结合需要的重要酶类!在

精卵识别&结合&顶体反应中发挥着重要作用) 大

多数双壳贝类精子顶体的外形呈长短宽窄不一的

圆锥形或倒+4,字形!顶体结构的复杂程度与精

卵结合的难易有关) 对于卵膜较薄或卵子具有受

精孔的种类如淡水蚌类中的背角无齿蚌

":'+C+'21 R++C.1'1 #& 褶 纹 冠 蚌 " B3.#213.1

85.)121#和三角帆蚌"@&3.+8#.#)/0.',..#!受精时

不需要经过复杂的顶体反应!顶体退化成几个小

的顶体囊泡甚至消失'%!!%> ;%O(

%而对于斧文蛤等大

多数双壳贝类!卵外被有一层厚的胶膜!卵膜上无

专门的受精孔!精子入卵部位随机!故而进化出顶

体前端较尖&顶体腔内储存有大量溶解酶的结构

与其受精难度大相适应) 顶体的亚顶体腔中有颗

粒状的球状肌动蛋白!其在顶体反应中可聚合成

顶体突!引导精核进入卵细胞'%B(

!在海胆的顶体

突上有结合蛋白"PEINEI#!该蛋白具有高度的种

间特异性!只能与同物种卵细胞膜上的 PEINEI 受

体结合!保证受精严格的物种特异性'#$(

%而有关

双壳贝类精子识别蛋白的研究!仅对长牡蛎

"B31##+#23(1 ,.,1##&栉孔扇贝"B*510&#;133(3.#

等贝类的精子膜蛋白进行了分离和初步鉴

定'#% ;##(

!至于各种蛋白的纯化和功能鉴定还需开

展大量的深入研究)

精核是精子的最主要组成部分!精核形状和

其特殊结构核前窝&核后窝的有无可以反映出物

种间的差别和亲缘关系的远近) 双壳贝类精核的

形状多为圆筒状或圆柱状!不同种间有些许差别!

如菲律宾蛤仔的精核呈前窄后宽的圆锥形'%!(

!青

蛤的 精 核 呈 稍 弯 曲 的 圆 柱 形'%?(

! 西 施 舌

"B+(5+01)231 1'2.>/121#&波纹巴非蛤 ""18*.1

/'C/5121#的精核近椭圆形'#! ;#?(

!褶纹冠蚌和三

角帆蚌的精核呈子弹头形'%!(

) 核前窝是顶体丝

突起的结构基础!而核后窝是精子尾部赖以形成

的重要基础!这两种结构的有无能影射出种间的

亲缘关系'B(

) 扇贝科的栉孔扇贝和虾夷扇贝

""12.'+8()2(' &(##+('#.##的精核都有核前窝和核

后窝%蚌科的褶纹冠蚌和三角帆蚌的精核都有核

后窝而无核前窝%蚶科的泥蚶和毛蚶的精核只有

核后窝&无核前窝!而青蚶精核具有核前窝和核后

窝!据此认为泥蚶和毛蚶之间的亲缘关系近于青

蚶'B(

%帘蛤科的菲律宾蛤仔&沟纹巴非蛤&西施

舌&斧文蛤的精核具有核前窝和核后窝'%!!%"!#!(

!而

青蛤&硬壳蛤"D(3)('13.1 0(3)('13.1#&波纹巴非

蛤的精核无核前窝'%"!#? ;#"(

!但并非前者或后者组

内种间亲缘关系近!故单凭核前窝和核后窝的有

无难以判别物种间的亲缘关系)

+"$#斧文蛤的雌雄原核结合方式和多精入卵

现象

贝类雌&雄原核的结合方式有原核融合和原

核联合两种) 原核融合是指雌&雄原核在结合时

核膜相互融合!其内的染色质融为一体后才形成

合子染色体组!目前仅发现栉孔扇贝'#>(

&鲍'#O(等

少数贝类属此结合方式) 原核联合是指两性原核

相互靠拢时核膜相嵌但不融合!随后两原核都形

成各自的染色体组!待原核核膜消失后!两组染色

体联合起来形成合子染色体组!已知太平洋牡

蛎'#O(

&泥蚶'%$(

&菲律宾蛤仔'#B(

&文蛤'%%(等多种贝

类属此类型) 本研究用15MLHUb!!#"O 染色&荧光

显微观察方法!对斧文蛤雌&雄原核的结合过程进

行了仔细观察!发现雌&雄原核靠近&结合时核膜

一直存在!直到两原核都形成各自的染色体组!证

明其结合方式为原核联合) 有关雌雄原核联合或

'$"
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融合的机制至今仍不清楚!但大量的实验观察表

明!卵内的微管以及精核带入卵内的中心粒在此

过程中发挥着重要作用'!$(

)

贝类在正常受精的情况下!大多数卵子为单

精入卵&单精受精!精子不仅为卵子带来单倍体的

遗传物质保持物种正常二倍体的细胞核!而且还

带入有丝分裂所必需的中心粒) 然而!多精入卵

现象在双壳贝类中普遍存在!在已有报道的几乎

所有贝类如近江牡蛎"G#23(1 3.</513.##

'!%(

&太平

洋牡蛎'#O(

&栉孔扇贝'!#(

&菲律宾蛤仔'#B(

&文

蛤'%%(

&宽壳全海笋"J13'(1 C.512121#

'!!(

&泥蚶'!?(

等均有多精入卵发生) 根据 A,*m2*等'!< ;!>(的

受精动力学理论和其他学者的研究结果'!> ;!O(

!多

精入卵的发生不仅与精子运动能力&卵子质量和精

卵浓度等密切相关!还与外界的受精条件如水温&

Q1&+9

d等诸多环境因素关系密切) 在太平洋牡蛎

中!用刚从卵巢中取出的卵子受精!可出现大量的

多精入卵'!>(

%泥蚶的精卵比例达到 # a%$

#

p% 以上

时!多精入卵比例显著增加'!?(

%近江牡蛎在 #" ^

的低温环境下受精!比 #O7O ^水温下多精入卵明

显增加'!%(

%贻贝在低 +9

d海水中受精!易导致较

高比例的多精入卵'!O(

) 本研究中!作者也毫不例

外地在斧文蛤受精卵中观察到极少数"约 %]#多

精入卵现象) 由于本实验是在适宜的精卵浓度&

水温&Q1等条件下进行授精!所以推测这些多精

入卵的发生很有可能是个别卵子不够成熟或过熟

造成的) 有关斧文蛤多精入卵胚胎的进一步发

育!我们观察到了多个雄原核的形成和早期卵裂

时的染色体异常分离!至于其发育过程的细节以

及发育失败的机理还不清楚!尚待后续深入研究)
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三次卵裂后期% !#7O 细胞期% !!7双精入卵% !?7三精入卵% !" W!<7多个原核膨胀% !> W!O7染色体分离紊乱% !B W?$7畸形卵裂)

3107染色体% 31S7染色质% .A+7雌性原核% 8A+7雄性原核% AZ%7第一极体% AZ#7第二极体% 0+7精核% 0A7精子)
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! 期 董迎辉!等$斧文蛤精子超微结构与受精过程的细胞学变化 &&
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