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心血管系统的组织分化研究是近年热点课题之一[ 1]。胚体透明且发育速度快的鱼类胚胎由于具备

便于观察的特性[2] ,正广泛用于脊椎动物造血系统的发生、血细胞生成、及血循环系统分化时序、调控因

子等研究[ 3- 5]。孔雀鱼( Poecilia reticulata Peters)是卵胎生( Ovoviviparity )鱼类的代表种, 其卵子在雌鱼的

泄殖腔内受精发育,长成鱼后再出生;同时孔雀鱼又是一种小型观赏鱼类, 在实验室易于饲养,能不断提供实

验用卵和胚胎。因此,在本实验室长期进行鱼类组织细胞培养的基础上[ 6- 11] ,制备孔雀鱼胚胎组织标本, 并对

早期胚胎及心血管系统进行了体外培养,观察和比较了孔雀鱼胚胎心血管系统在体内、外的形成过程。

1 � 材料与方法

1�1 � 材料鱼 � 挑选健康、活泼、性成熟的孔雀鱼作为亲鱼, 按 3�1 的雌雄比例,在水体为 pH6� 8� 7�4, 水

温 20� 25� 的鱼缸中饲养至雌鱼� 怀胎�。根据需要, 不同时间从�怀胎�鱼腹中取出卵巢。

1�2 � 胚胎组织标本的制备 � 取出不同发育期的胚胎, 用 Bouin 氏液固定, 石蜡包埋,以 5�m 的厚度切片,

脱蜡,经苏木精�伊红染色, 封片,制成胚胎组织标本, 显微观察并照相。

1�3 � 显微操作 � 在严格无菌条件下, 从� 怀胎�孔雀鱼的卵巢中取出早期胚胎,置于含 199 培养基的培养

瓶中, 25� 静置培养; 或取出发育阶段在胚体延长期至心脏出现前期的胚胎,脱除卵壳, 置于 199 培养基

或平衡盐溶液中先培养 2d, 随后在显微镜下挑或挤出卵黄, 再小心并尽可能取出保持完好的心血管组

织,转移到含新生牛血清的 199 培养基中, 在 25� 条件下静置培养。
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2 � 结果

2�1 � 胚胎发育与心血管系统在体内的形成

经对大量组织切片的观察,显示孔雀胚胎心血管及循环系统发育的几个主要程序:在成熟的孔雀鱼

卵细胞中,卵黄球几乎充满细胞, 周围仅一层薄薄的细胞质, 整个细胞呈卵圆形, 其直径一般可达 2mm。

卵黄球表层有许多大小不一、结构致密的卵黄颗粒,在制备切片时, 因不易固定和着色,而形成小的圆形

空斑(图版� : 1)。最初在胚胎卵黄囊内胚层和脏壁中胚层之间,出现了聚集成块状的细胞团, 这是发育

早期的血岛 BI( Blood island) (图版� : 2)。处在原肠期的胚胎出现柱状脊索, 显出膨大的头部,眼泡内陷;

在胚体中部出现肌节;此时在卵黄囊的膜表面已布满血管,在头背部出现含大量血细胞的头肾 HR(Head

kidney) (图版� : 3)。随着尾芽不断发育延伸,卵黄囊由大变小, 由圆拉长; 眼泡出现晶体, 在眼泡下方产

生椭圆形的鳃板。位于肠侧呈圆或椭圆形的脾 SP( Spleen)清晰可见, 脾内含有大量的血细胞 (图版� :

4)。胚体继续延长, 卵黄囊由圆形、椭圆形到长椭圆形,并且越来越小。在鳃弓的后方, 胚腹腔前方、心

脏原基发生在胚体前部咽下方的腹系膜上,起初,胚心似一个两端固定的长管子, 可称为心管 HT( Heart

tuble) (图版� : 5) ,后来才逐渐扩大变粗。这时的胚心形态,在所制备的由鱼头至尾部的横向切片中观

察,再比从鱼体侧位切片中观察更为清晰, 如当胚胎的前、中、后脑相继形成时, 心脏体积明显增大(图版

� : 6) ,表明此时的胚心已具有较强的搏动和泵血功能。卵黄囊进一步缩小,部分胚胎已形成小鱼, 心血

管系统的形成及功能逐渐完善。鱼体的其他组织器管由无到有、从细小到成熟的过程伴随胚心的整个

发育过程,这些在鱼胚切片的显微观察及图片中也得到体现。

2�2 � 鱼胚的培养及心血管系统的形成

从受孕亲鱼体内,取出受精卵、脱去卵壳后进行培养。显微境下观察, 可见受精卵细胞经多次分裂,

堆积在卵黄上端,呈桑椹状, 也称之为桑椹胚。这些细胞不断分裂,就形成囊胚层,而且绕卵黄逐渐形成

增厚的环。局部隆起并出现深红色的暗区,为发育早期的血岛(图版� : 7)。在隆起部位的暗区内缘, 血

岛数目随胚胎发育时间的延长而增多,并继续分化, 从孤立的点团状, 逐渐连接成网络状。此时,可见卵

黄囊的膜表面布满血管网(图版� : 8)。随着胚体延长, 可观察到一端固定在头部鳃弓、另一端固定在卵

黄囊膜上的长管状胚心。另在胚胎的腹部,可见发育早期的脾, 这是一个红色细胞团。随后胚心逐渐膨

大,背主动脉延伸达头部后, 紧贴在脊柱下方、腹腔背向躯干处, 再向尾部延伸, 同时发出许多横向血管

(也称为动脉弓, Aortic arch) ,并通过这些横向血管与腹主动脉相联。心脏搏动有力 ,血液开始循环, 并可

见血液颜色由透明、浅黄转变成红色(图版� : 9)。

2�3 � 胚胎心血管组织的体外培养

从发育至胚体延长期的孔雀鱼胚胎中取出心脏进行培养。培养一周内的心脏还可分辨心球( Bulbus

cordis, 也称动脉圆锥 Conus arteriosus) ,心室( Ventriculus cordis)和心耳( Auricula cordis,也称心房 Atrium, )等

几个部分(图版� : 10) ; 胚心搏动也只见一个起搏点,且体外培养胚心的平均搏动速率与在整体胚胎中

观测到的平均心搏速率相同,约为 90 � 110次/ min。随着培养时间延长, 胚心组织表面细胞开始贴璧, 然

后胚心搏动频率逐渐下降(图版� : 10)。贴璧生长两周后, 组织表面贴璧的细胞越来越多, 并向周围扩

散生长,出现以上皮细胞或成纤维细胞为主的细胞群落, 原来心脏隆起的部位逐渐扁平, 心搏受到的限

制力越来越大,胚心的原有形状逐渐消失, 随体外培养的时间进一步延长, 胚心呈团、块状生长(图版� :

11)。体外培养的鱼胚心其搏动功能可维持 4 个月以上。

3 � 讨论

从组织和解剖学来看,对脊椎动物循环系统的形态发育已有初步了解,包括鱼类胚胎循环系统的形

成等,在有关著作中已有专门论述。已知真骨鱼由胚体的体节和侧板中胚层之间的致密细胞团形成血

管带, 血管带逐渐合并, 发育为循环系统。近年利用分子生物学方法, 测定了斑马鱼胚胎中的血细胞早
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期分化标志物GATA�1 或 GATA�2, 对斑马鱼的个体发育及胚胎期的血细胞分化有进一步了解[ 5]。受精

9h 后, 在斑马鱼的外胚层中就可测到已表达的 GATA�2[ 3]。人们已知, 头肾是鱼类重要的免疫器管。同

时头肾和脾一样,属于血腺( Blood glands) ,也是鱼类循环系统的组成部分, 都有生血功能。但对鱼类胚

胎期脾脏和头肾发育的情况还研究得不够,对体外与体内胚心发育的过程也缺乏了解。

经组织切片观察可见,当鱼胚的头肾和脾脏轮廓非常清晰、且其中大量血细胞明确可见时, 却仍看

不到胚心(管) , 而胚胎的一些其他组织, 如肠、鳍等也尚未发育完全(图版��3, 4)。在对体外培养的鱼

胚进行观察时,还显示胚心管搏动和血管网中出现红色血流的时间,要明显滞后于在胚鱼下腹部出现红

色细胞团(即脾)的时间。证实了孔雀鱼胚胎心血管在发育中,脾和头肾的出现要早于心血管, 而且它们

有独立造血功能。孔雀鱼胚心在体外的成功培养,可成为脊椎动物心脏及循环组织发育、造血的研究模

型[9] ,但还需使之逐渐完善和适用。将胚胎组织体外培养与组织切片技术结合起来,比较了孔雀鱼心血

管组织和循环系统在体内、外的发育, 也为此积累了资料。
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图版 �
1� 成熟的卵细胞,细胞几乎被卵黄( Yolk)充满( 50� ) ; 2� 胚胎暗区卵黄囊组织, 血岛( BI)形成,苏木精和伊红染色,该

区域的细胞呈嗜碱性( 50� ) ; 3, 4� 在胚中出现头肾( HK)和脾( SP) ( 50� )。5� 心管( HT)出现( 50� ) ; 6� 膨大的心脏,

前、中、后脑形成( 100� ) ; 7� 血岛( BI)形成( 40� ) ; 8� 在卵黄囊的膜上形成血管网( Vw) ( 40� ) ; 9� 出现心搏( 25� ) ; 10�

培养了 10d的胚心,心房( AC,也称心耳)、心室( Vc)和心球( Bc)仍清晰可见; 11� 培养了一个月的胚心。

1�A mature egg, showing full of the yolk in the cell ( 50� ) ; 2�Showing yolk sac t issue in the opaque area of the f ish embryo, the

blood island ( BI) developing, some cells are basophilic (50� ) ; 3, 4�Showing the head kidney (HK) and spleen ( SP) in the sect ion

of the embryo ( 50� ) ; 5�Showing the heart tube (HT) in the sect ion ( 50� ) ; 6�Showing the heart , forebrain, midbrain and after�

brain of the embryo ( 100� ) . 7�Blood Island ( BI) was forming ( 40� ) ; 8�The vas web (Vw) was formed on the member of yolk sac

( 40� ) ; 9�The heart was appeared and pulsated ( 25� ) ; 10�The embryonic heart cultured for 10d, showing the auricula cordis

( AC) , ventriculus cordis ( Vc) and bulbus cordis ( Bc) ; 11�The embryonic heart cultured for 1month.
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