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中华绒螯蟹卵细胞透明液的配方
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摘要：为了快速准确判断中华绒螯蟹卵细胞是否发育成熟，实验根据斑马鱼卵细胞透明
液的配方进行一系列的探索，最终发现用无水乙醇、冰乙酸和甲醛按60∶1∶30的体积
比混合成的透明液处理中华绒螯蟹卵细胞，在细胞内可以观察到一白色斑点。对卵巢组
织进行切片观察，证实该斑点即为中华绒螯蟹卵细胞的细胞核。在发育成熟的卵细胞中
则不能观察到白色斑点。研究表明，无水乙醇、冰乙酸和甲醛按60∶1∶30的体积混合
成的透明液能够有效透明中华绒螯蟹卵细胞，为准确判断其卵母细胞是否发育成熟，及
时对卵母细胞进行人工诱导具有重要的实用价值。
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中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)隶属于甲壳动

物，是我国重要的水产养殖品种 [1]，其卵细胞的

发生主要包括3个时期：增殖期、生长期和成熟

期 [2]。判断其卵细胞是否发育成熟，能够帮助生

产人员准确掌握人工诱导卵细胞成熟的时间 [3]，

缩短中华绒螯蟹人工辅助育苗的周期，同时也

是研究中华绒螯蟹卵细胞最后成熟机制必不可

少的步骤 [4]。与其他多黄卵细胞相似，中华绒螯

蟹卵细胞在生长期完成卵黄积累后，进入最后

减数分裂成熟阶段，此阶段细胞核(生发泡)的位

置首先从卵细胞中央向一端移动，然后核膜瓦

解消失，生发泡破裂(germinal vesicle breakdown，
GVBD)，形成减数分裂相，包括纺锤体(spindle)、
染色体的形成等。最终卵细胞停滞在减数分裂

中期(meiotic metaphase)，之后才能排卵、受精[5]，

因此，可根据卵细胞内细胞核的位置或有无判

断卵细胞是否发育成熟[6-8]。

卵细胞在发育过程中会积累大量的卵黄，

导致其透光性很差，无法直接在解剖镜下观察

到生发泡，实验中常将中华绒螯蟹卵巢组织用

固定液进行固定，通过传统石蜡切片，苏木精

—伊红染色(H.E染色)后才能对其生发泡进行观

察，从而确定卵细胞是否发育成熟。但是该方

法需要对卵巢样品进行固定、漂洗、脱水、浸

蜡、包埋、切片、染色等一系列繁琐的处理步

骤 [9-10]，周期较长。另外，卵细胞卵黄较多，卵

细胞膜通透性差，在制作切片的过程中常会出

现浸蜡不彻底，卵细胞碎裂的现象。加之，由

于卵细胞在经历生长期后体积增大，核质比(kary-
oplasmic ratio)变小 [11]，切片时会有切面不经过细

胞核的现象，导致对卵细胞是否发育成熟判读

错误。组织透明技术(tissue optical clearing technique)
是利用化学或物理的原理与方法将大块组织或

完整器官透明化处理的技术，通过光学仪器直

接对组织或器官内的细胞等结构进行观察 [12-13]。

因此可以根据卵细胞中所含成分的溶解性质，

用不同试剂配置成的混合液对卵细胞进行透明

处理，以达到易于观察其细胞核的目的。因此，

本实验通过文献查阅 [14-17]及实验研究，发现将无

水乙醇、冰乙酸和甲醛按60∶1∶30的体积比进
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行混合后处理积累卵黄的卵细胞，能够清晰地

观察到细胞核的位置与有无，从而确定卵细胞

是否发育成熟。

1    材料与方法

1.1    实验材料与试剂

中华绒螯蟹购自上海浦东新区果园农贸市

场，体质量为90~100 g。无水乙醇、冰乙酸、甲

醛、二甲苯、甲醇等化学试剂，购自国药集团

化学试剂有限公司(上海)。4%多聚甲醛固定液，

苏木精、伊红染料购自于生工生物工程(上海)股
份有限公司。

1.2    实验方法

　　中华绒螯蟹卵巢的组织切片观察　　将中

华绒螯蟹置于冰上，冷冻麻醉20 min后解剖，取

其卵巢组织约1 mg置于4%的多聚甲醛中，4°C固

定24 h，之后用1×PBS漂洗3次，每次30 min。最

后将卵巢组织置于甲醇中–20 °C保存备用。保存

组织用70%、80%、95%、100%乙醇分别处理

60 min，使其进行梯度脱水。随后用1∶1的酒精∶

二甲苯及二甲苯对组织进行透明处理。透明处理

的组织先后置于充分溶解的1∶1的二甲苯∶石蜡

及石蜡中分别浸泡60 min。最后用镊子将样品迅

速转放入装满石蜡的纸盒内，并将纸盒放置在

平整的冰上，待纸盒内的石蜡凝固后转移至4 °C
冰箱内，过夜。次日，用旋转式切片机将石蜡包

埋的卵巢组织切成6 μm厚的切片。

待切片贴片牢固后进行H.E染色，具体步骤：

二甲苯Ⅰ10 min；二甲苯Ⅱ10 min；1∶1的乙醇∶

二甲苯5 min；无水乙醇2 min；95%的乙醇2 min；
90%的乙醇2 min；80%的乙醇2 min；70%的乙醇

2 min；蒸馏水2 min；苏木精20 min；流水冲洗

30 min；1∶99的盐酸、乙醇2 s；流水冲洗20 min；
70%的乙醇2 min；80%的乙醇2 min；90%的乙醇

2 min；0.5%的伊红30 s；95%的乙醇2 min；无水

乙醇2 min；1∶1的乙醇∶二甲苯5 min；二甲苯

Ⅰ5 min；二甲苯Ⅱ2 min。随后用中性树脂封片

处理。待干燥后用显微镜进行观察并拍照。

　　中华绒螯蟹卵细胞透明液配方的探索　　

斑马鱼 (Danio rerio)卵细胞透明液是体积比为

6∶1∶3的无水乙醇∶冰乙酸∶甲醛。但该透明

液不能透明中华绒螯蟹的卵细胞，因此实验通

过调整该透明液中无水乙醇、冰乙酸、甲醛3种

试剂的体积比，摸索适用于处理中华绒螯蟹卵

细胞的透明液。

　　利用透明液对中华绒螯蟹卵细胞进行透明

处理　　取4 mL适于处理中华绒螯蟹卵细胞的

透明液及1 mg的卵巢组织置于5 mL的离心管中，

迅速剧烈振荡，使卵细胞呈游离状态，静置1~
2 min后在解剖镜下观察、拍照。

2    结果

2.1    中华绒螯蟹卵细胞透明液配方的探索

解剖发现，卵细胞内积累一定量的卵黄以

后，中华绒螯蟹的卵巢呈现为深紫色或黑色，几

乎充满整个腹腔。解剖镜下观察未经透明液处

理的卵细胞，呈圆形、椭圆形等形状。用处理

斑马鱼卵细胞的透明液(无水乙醇6∶冰乙酸1∶
甲醛3)处理中华绒螯蟹的卵细胞，结果显示该透

明液不能使中华绒螯蟹卵细胞透明 (图版Ⅰ -1)。
随后分别用6∶2∶3、12∶1∶3、6∶1∶6、12∶
1∶3、12∶2∶3、12∶1∶6等一系列体积比的无

水乙醇∶冰乙酸∶甲醛的混合液对中华绒螯蟹

卵母细胞进行处理，虽然有些比例的混合液能

够使中华绒螯蟹卵母细胞透明，但是效果并不

理想(图版Ⅰ-2，Ⅰ-3，Ⅰ-4)。当用30∶1∶30的
无水乙醇∶冰乙酸∶甲醛体积比处理卵细胞

时，发现此混合试剂能够起到一定的效果，且

处理后的卵细胞内可以察到一白色斑点，但是

透明仍不彻底(图版Ⅰ-5)。进一步调整无水乙醇∶

冰乙酸∶甲醛的比例，发现当体积比为60∶1∶30
时透明卵细胞的效果非常理想，卵细胞内的白

色斑点清晰可见(图版Ⅰ-6)。

2.2    中华绒螯蟹卵细胞的透明液处理及组织

学观察

为了验证实验透明液的效果及观察到的细

胞内白色斑点是否为卵细胞的细胞核，实验分

别选取不同发育时期的卵巢进行透明处理。结

果发现，卵细胞经过透明液处理后由黑色或深

紫色变为橙黄色，将其置于解剖镜下观察，细

胞呈透明状态，并且在未成熟的卵细胞中能清

晰地看到一白色斑点(图版Ⅱ-1)，而在发育成熟

的卵细胞中则不能观察到白色斑点 (图版Ⅱ -2)。
随后对中华绒螯蟹卵巢进行组织切片观察，在

H.E染色后的切片中可以看到，在未成熟的卵细

胞内可观察到生发泡，为空泡状，内有1~2个被
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染成蓝色的核仁。围绕在生发泡外的卵黄颗粒

较小，排列致密，越靠近细胞膜的部分卵黄颗

粒越大，排列也愈疏松(图版Ⅱ-3)。成熟的卵细

胞内不能观察到细胞核，且细胞内的卵黄颗粒

均较大，排列更加疏松(图版Ⅱ-4)。说明透明液

处理后在卵细胞内观察到的白色斑点即为其细

胞核。

3    讨论

在生物卵细胞发育的过程中会逐渐积累大

量的卵黄、水和脂类等多种不同物质，这些物

质都有一定的遮光性，当光线通过这些不同组

分时发生散射，并且细胞越大，散射越强，透

射越少 [18-19]，从而导致不能够通过直接的光学观
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图版 Ⅰ    用不同配方的透明液处理的中华绒螯蟹卵细胞

1.用体积比为6∶1∶3的无水乙醇∶冰乙酸∶甲醛的混合液处理的中华绒螯蟹的卵细胞；2.用体积比为6∶2∶3的无水乙醇∶冰乙酸∶

甲醛的混合液处理的中华绒螯蟹的卵细胞；3.用体积比为12∶1∶3的无水乙醇∶冰乙酸∶甲醛的混合液处理的中华绒螯蟹的卵细胞；

4.用体积比为12∶2∶3的无水乙醇∶冰乙酸∶甲醛的混合液处理的中华绒螯蟹的卵细胞；5.用体积比为30∶1∶30的无水乙醇∶冰乙酸∶

甲醛的混合液处理的中华绒螯蟹的卵细胞；6. 用体积比为60∶1∶30的无水乙醇∶冰乙酸∶甲醛的混合液处理的中华绒螯蟹的卵细

胞，白色斑点用红色箭头指出

Plate Ⅰ    Observation of the crab oocytes after treated with various transparent liquid
1. the crab oocytes after treated with the mixture of 6 percent of ethanol, 1 percent of acetic acid and 3 percent of formaldehyde; 2. the crab oocytes after
treated with the mixture of 6 percent of ethanol, 2 percent of acetic acid and 3 percent of formaldehyde; 3. the crab oocytes after treated with the mixture
of 12 percent of ethanol, 1 percent of acetic acid and 3 percent of formaldehyde; 4. the crab oocytes after treated with the mixture of 12 percent of
ethanol, 2 percent of acetic acid and 3 percent of formaldehyde; 5. the crab oocytes after treated with the mixture of 30 percent of ethanol, 1 percent of
acetic acid and 30 percent of formaldehyde; 6. the crab oocytes after treated with the mixture of 60 percent of ethanol, 1 percent of acetic acid and 30
percent of formaldehyde. The white spots were showed with red arrows
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察检测卵细胞生发泡的位置或有无。生物组织

光学透明技术是将完整的不透明的生物组织经

生化试剂混合溶液进行灌注、浸泡、电泳等处

理降低组织内部由于折射率(refractive index，RI)
的不均一性所引起的光散射，从而使组织透明

的技术。另外，在用透明试剂处理样品的同时

也起到了降低组织内部的内源性色素等对光产

生的强吸收的影响，进一步增加了光的穿透深

度 [12-13]。基于此，可以考虑选取合适的试剂进行

混合，通过将卵细胞进行透明处理，进而对其

生发泡进行观察。

卵细胞积累的物质主要有脂溶性和水溶性

2种。其中，脂溶性成分溶于水，难溶于甲醇，易

溶于高浓度乙醇、乙醚、氯仿、苯等有机溶剂；水

溶性成分易溶于水和乙醇，不溶于乙醚、氯仿

等有机溶剂。因此，在对鱼类卵细胞透明液进

行透明处理时选取了乙醇作为脂溶性物质和水

溶性物质的溶剂[14]。另外，卵细胞在用乙醇处理

的过程中其细胞形态通常会受到破损，为了避

免此现象的发生还需要在透明液中加入能够使

样品固定的试剂。甲醛是一种常用的样品固定

液，能够有效地保持细胞的形态[20]，并且相比于

其他固定试剂，甲醛更加廉价，因此，在组织

样品固定处理时通常选用甲醛做固定剂，比如

在鱼类卵细胞透明处理时也选取了甲醛作为固

定试剂，并取得了理想的效果。与其他类型的

细胞相比，卵细胞的细胞膜较厚，透明液进入

细胞较为困难，而冰乙酸有助于透明液渗入细

胞，缩短细胞透明时间[21]。但是，不同物种卵细

胞中水、脂类和蛋白质的比例会有所差别，因

此所需透明液中各试剂作用浓度也会有所差别。

中华绒螯蟹属于无脊椎动物，在进化上与鱼类
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图版 Ⅱ    中华绒螯蟹卵细胞经透明液处理和H.E染色后的观察

1. 利用透明液处理的未成熟的卵细胞；2. 利用透明液处理的成熟的卵细胞；3. 未成熟卵细胞的组织切片；4. 成熟卵细胞的组织切片，

红色箭头指示的为卵细胞的生发泡，黑色箭头指示的为卵黄颗粒，蓝色箭头指示的为核仁

Plate Ⅱ    Observation of the crab oocytes after treated with transparent liquid and H.E staining
1. the immature oocytes that were treated with transparent liquid; 2. the mature oocytes that were treated with transparent liquid; 3. the immature oocytes
that were treated with H.E staining; 4. the  mature oocytes that were treated with H.E staining, the nucleus were showed with red arrows, the yolk was
showed with black arrows, the nucleolus were showed with blue arrows
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等脊椎动物相差较远，实验用鱼类卵细胞透明

液处理中华绒螯蟹卵细胞时都不能达到理想效

果，随后经过多次的探索，才发现用无水乙醇、

冰乙酸和甲醛按照60∶1∶30的体积比配制成的

混合试剂能够快速、有效地透明中华绒螯蟹的

卵细胞。除此之外，实验用该透明液处理罗氏

沼虾(Macrobrachium rosenbergii)的卵细胞，发现

其亦能够有效地透明罗氏沼虾的卵细胞，说明

中华绒螯蟹卵细胞与罗氏沼虾卵细胞内的物质

组成成分比较相似。但是，该透明液在甲壳类

动物中是否均有效尚需对更多物种卵细胞处理

后才能确定。
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Clearing solution’s ingredients for oocyte in Chinese mitten crab
(Eriocheir sinensis)

LIU Zhiqiang ,     FENG Jianbin ,     QIU Gaofeng *

(Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education,

Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: In order to establish a quick and accurate determination method of whether the oocyte of Chinese mitten
crab (Eriocheir sinensis) is mature or not, a series of experiments were carried out referred to the clearing
solution’s ingredients of oocyte in zebrafish. Finally, we found that the mixture of 60 percent of ethanol, 1 percent
of acetic acid and 30 percent of formaldehyde was useful for the oocyte of Chinese mitten crab. White spots could
be observed in immature oocytes after treated with the mixture, while in mature oocytes, no white spot could be
seen. And it is consistent with the result of optical microscopy and H.E staining. Obviously, the mixture of 60
percent of ethanol, 1 percent of acetic acid and 30 percent of formaldehyde could be used to determine whether the
oocyte of E. sinensis is mature.
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