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草鱼胚胎孵化腺为单细胞腺体
,

发生于外胚层
,

主要分布在胚胎头部及头部与卵黄囊

连接处
,

尤以眼睛腹下方最多且典型
。

其形成
、

释放酶的过程具有一定的规律性
,

可划分

为 � 个时期 � 形成前期
、

迁移期
、

分泌期
、

衰退期和消失期
。

畸形胚胎头部表皮细胞中很

少有 � � � 的分化或� � � 分化不完全
,

其形态结构也呈现畸形
。

关键词 草鱼
,

孵化腺细胞
,

孵化酶
,

超微结构

鱼类胚胎从卵膜中孵化出来主要依靠胚胎本身的孵化腺细胞�� �� � �� � � � �� �� �� �
,

简称 � � �
,

下同 �分泌的孵化酶
,

对此曾有不少学者从显微水平对不同鱼类胚胎 � � �

的发生和特征有过论述
,

但从亚显微结构阐明四大家鱼胚胎 � � � 的发生和特征及孵化

酶的形成和释放则尚未见有报道
。

作者对草鱼胚胎 � � � 发生的形态特征及分泌孵化酶

前后的形态变化进行了显微和亚显微结构方面的研究
。

旨在为鱼胚离开卵膜的机理提供

亚显微结构的形态学依据
,

也为畸形胚胎不能脱膜最终死于膜内找出原因
。

研究上述机

理和原因
,

其目的是为提高孵化率奠定更有说服力的理论基础和探讨更有效的技术措

施
。

材料和方法

收集人工催产
、

人工受精的草鱼受精卵
,

置于室 内静水孵化
,

孵化水温分别控制在

正常温度范围 � � �一 �� ℃
、

�� 一 � � ℃
、

� � 一 � � ��
、

� � 一 �� ℃ 及低温 � � � 一

�� ℃
、

�� 一 �� ℃
,

�� 一 �� ℃ 七个温度段
,

并参照草鱼胚胎发育时序图谱川
,

进行

解剖镜检
,

确定发育时期
,

从尾芽期开始取材
,

每发育至一新时期取材 � 次
,

直到体循

环期止
。

光镜部分用 �而 �� 氏液或 �� ��
�
氏液固定

,

常规石蜡包埋
,

切片厚度 为

� 一 �拜�
,

用显示多糖类的 �� � 和常规的苏木精染色
。

透射电镜部分用 ��  � 戊二醛与

�� 饿酸双重固定
,

�
�

�� �� � �磷酸缓冲液�� � �� �� 漂洗
,

酒精梯度脱水
,

� � � � � �� 包

埋
,

超薄切片
,

醋酸双氧铀和柠檬酸铅双重染色
。

日立 � 一 ��� 透射电镜观察
。

扫描电

�夕抖 年 � 月 �� 日收到
。
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镜材料亦以 �� �� 戊 几醛 与 �� 饿酸双固定
,

磷酸缓冲液漂洗
,

梯度酒精脱水
,

醋酸异

戊醋置换
,

�� �
临界点干燥

,

喷金
,

「�立� 一 ��� 型扫描电镜观察
。

� 结果与讨论

�
�

� 孵化腺细胞的分布位置
、

形态结构及数量

孵化腺是一种由表皮细胞分化而来的单细胞腺体
,

这种腺体的分布因鱼的种类不同

而有很大的变化
。

有的鱼类遍布全身体表各个部分
,

如大麻哈鱼 �山�� 刁�
, 之�
�� �� �� ��

� ��  ��� �
、

虫丝粼撇�� 口 �� �
�功王� ��  �� �� 磁�� �和金鱼��� �� �� ��

、 � � �� �� 、 �
�

�等
,

有的鱼类分

布 在 口 腔与 咽 喉
,

如 赤 鳍 �卢�刀�� ��� ��� � �� �� ��� �
�

� 和 阔尾 鱼将鱼 �凸” �’�
、 ��� ����

�� � � �� ��� � � �� �� �� �� �� 还有的鱼类分布在嗅窝与躯体后端之间的背中线
,

如小齿银鱼

�勘�� �� � � �� ��  !
。

但大多数鱼类的 � � � 分布在胚胎的头部
、

卵黄囊和 口腔
,

一般胚

体前半部多于后半部 �, 一 ��
。

草鱼的 � � � 是一种临时性腺体
。

利用 �� � 染色法能明显地在胚胎表皮细胞中区分

出 � � �
,

� � � 对 �� �具有特殊的着色能力
。

根据这一特点
,

作者可 以清楚地看到
,

草鱼 � � � 主要分布在鱼胚头部及头部与卵黄囊连接处
,

尤以眼睛腹下方最多且典型

�图版 � �
,

��
。

在胚体中部及尾部均看不到 � � �
。

� � � 为单细胞腺体
,

呈圆形或椭

圆形�图版 � ��
,

长径为 �� 一 �如�
,

短径为 �一 ���溯
,

� � � 内充满呈 �� � 阳性的

颗粒
,

约占整个细胞的 � � �� 图版 �
�

��
。

细胞核位于细胞基部
,

呈椭圆形或新月形
,

内

有许多染色质颗粒
。

扫描电镜观察可以看到
,

在形成 � � � 的表面
,

表皮细胞中央向外鼓起形似花状突

起�图版 �
�
� �

。

� � � 的电子致密度较其四周的表皮细胞大
,

因此
,

在电镜下较易找到
。

通过透射

电镜
,

可 以看到
,

酶原颗粒充满于细胞的中上部
,

呈 圆形或椭圆形
,

颗粒直径约为

��  一 � ��才� 之间
,

每一个酶原颗粒外面均有膜包围
,

颗粒之间有明显的界限�图版
� ��

。

这与鲤鱼不同
,

鲤鱼在分泌期
,

酶原颗粒的膜消失
,

彼此相连 �� 
。

在同一 � � �

中酶原颗粒的电子致密度是不一致的
,

这表明它有一个成熟过程
,

各个酶原颗粒处于不

同的合成时期�图版 �
�

��
。

这与某些学者的报道是一致的�� 
。

当充满酶原颗粒时
,

细胞

核被挤到细胞的基部
,

核的四周和中央有许多异染色质
。

另外
,

在核的四周
,

分泌颗粒

的下方有许多粗面内质网和线粒体
,

并可以看到高尔基体位于颗粒的基部
,

粗面内质网

表面密布着大量核糖体�图版 � ��
。

� � � 的绝对数量视卵膜的强度而定�� 
,

即卵膜愈坚实
,

腺体的数量愈多 � 反之
,

则

愈少
。

例如 � 台湾大麻哈鱼多达 中以又�个
,

而小齿银鱼 只有 ��� 一 粼〕� 个
。

有些鱼类没

有 � � �
,

张孝威��� �� �的研究表明�’�
,

鳍皱亚科鱼类孵化特别早
,

孵化时没有酶参加

作用
,

全靠胚体本身的长大
,

在头顶处突破卵壳而出
。

根据作者的实验研究
,

草鱼胚胎

从肌肉效应期发育至出膜期
,

这一阶段 � � � 的数量随胚胎发育而增多
,

在出膜前期
,

数量达最大值
,

约为 ��� 一 �〕��个
,

之后
,

� � � 开始衰退
、

萎缩
,

数量逐渐减少
。

这

说明草鱼的 � � � 是一种临时性腺体
,

它因鱼苗孵化的需要而产生
,

也随使命地完成而

退化
。
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�
�

� 草鱼孵化酶形成和释放的消长规律

草鱼 � �  及其形成和释放孵化酶具有一定的特点和规律性
,

可将其整个过程划分

为 � 个时期 � ��� 形成前期
,

指 � �  形成之前的阶段 � ��� 迁移期
,

指表皮细胞已分化

形成 � � �
,

此时的 � � � 位于表皮细胞下面
,

随后向胚胎表面迁移
,

但还未开始酶的

分泌活动 � ��� 分泌期
,

� � � 已迁移到胚胎表面
,

开始大量分泌酶颗粒 � �� 衰退期
,

分泌作用已完成
,

� � � 开始衰退 � �� 消失期
,

� � � 从表皮细胞中消失
。

具体描述如下
。

�
�

�
�

� 形成前期 从受精卵开始
,

直至晶体出现期
,

这一阶段 � � � 还未形成
,

在胚胎

表皮细胞中未见被 �� �染成红色的 � � �
。

扫描电镜观察可见在将形成 � � � 区的表皮

细胞表面
,

有许多相互交织的小的峙状突起�图版 � ��
。

�
�

�
�

� 迁移期 在肌肉效应期
,

胚胎眼囊腹下方表皮加厚
,

开始分化形成孵化腺单细

胞
。

在电镜下
,

可 清楚看到
,

此时 � � � 内的酶原颗粒数量很少
,

稀疏地散布在 � � �

内
,

细胞核占据了细胞一半的空间
,

且核与酶颗粒并列排列�图版 �
�

��
。

发育至孵化前

期
,

� � � 开始饱满
,

呈圆形或椭圆形
,

紧密而整齐地排列在一薄层表皮细胞下面
,

酶

原颗粒数量增多
,

充满 � � � 中上部
,

颗粒之间有明显的界限
,

核被挤到细胞的基部

�图版 � ��
。

由于 � � � 的形成和长大
,

并渐向胚胎表面迁移
,

以致该区表皮细胞的中

央向外鼓起形成花状的突起�图版 �
�

��
,

但此时的表皮还没有与外界形成开 口
,

说明还

未开始酶的分泌活动
。

�
�

�
�

� 分泌期 从出膜前期发育至眼色素出现期
,

这一阶段 � � � 已挤到两表皮细胞间

并形成许多开 口
,

开始大量分泌酶原颗粒
。

在出膜期
,

光镜观察其横切面
,

可清楚地看

到 � � � 明显大于表皮细胞
,

并与表皮细胞相间排列于胚胎表面
,

被染成红色的颗粒集

中于细胞顶端开 口 处 �图版 � ��
。

透射电镜观察
,

可清楚看到已迁移到胚胎表面的

� � �
,

其中有些酶原颗粒的膜已和细胞膜融合
,

酶原颗粒正在释放之 中�图版 ���
���

。

这种分泌颗粒是以外倾作用进行排放
,

属于全浆分泌方式
,

这与某些学者在其它

鱼类的报道相似哆 ’�
。

在表皮细胞的间隙间有许多孔洞�图版 � ��
,

即为 � � � 在胚胎表

面的开 口
,

在部分孔洞附近还残留有一些分泌物
。

出膜后 �一 ��
,

红色颗粒在 � � � 中

所占比例明显减少
,

部分 � � � 开始出现空泡
,

随着进一步发育
,

空泡逐渐增多
。

透射

电镜下可观察到
,

还未排完的酶原颗粒集中于细胞的顶端
,

颗粒下方出现许多分泌完毕

后留下的空泡�图版 �
�
���

。

�
�

�
�

� 衰退期 在此阶段
,

� � � 分泌作用 已完成
,

它们离开胚胎表面
,

位移至表皮细

胞下方并逐渐衰退
。

在光镜下
,

基本上看不到细胞内被染成红色的颗粒
。

在透射电镜下

则可明显地看到 � � � 呈现出退化迹象
。

在眼色素出现中期
,

分泌作用刚刚完成
,

� � �

内还有粗面内质网和大量的线粒体
,

线粒体常呈长柱形
,

体积也较大�图版 ��� ���
。

此

外
,

溶酶体开始出现�图版 ��� ���
。

发育至眼色素出现末期
,

则 � � � 退化迹象明显
,

核内异染色质大量增加
,

细胞器明显减少
,

核质比例变小�图版 �
�
���

。

扫描电镜观

察
,

则可看到
,

由于腺细胞的衰退
,

表皮细胞轻微下陷
,

表皮细胞间隙间用于分泌酶颗

粒的孔洞消失
,

而代之以许多突起�图版 � �� �
,

这种突起可能由表皮细胞本身所形

成
。

�
�
�
�
 消失期 从体循环期开始

,

H G C 逐渐从表皮细胞中消失
。

扫描电镜观察可看到
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表皮细胞已恢复平整
,

细胞与细胞之间连接紧密
,

无异常现象(图版 L S)
。

H G C 的退

化和从表皮细胞中消失与细胞内逐渐出现的溶酶体有关
。

2

.

3 温度对孵化酶形成和释放的影响

孵化腺的分泌活动
,

酶的形成及释放与水温有密切的关系
,

在草鱼胚胎发育适宜温

度范围内(20 一 29 ℃ )
,

腺体分泌正常
,

酶能及时形成并释放
,

使胚胎能顺利地从卵

膜内孵化出来
。

如果温度偏低(20 ℃ 以下)
,

腺体分泌受阻
,

其结果是胚胎发育的速度

与脱膜的时间不能一致
,

孵化酶对卵膜的溶解减薄作用不能及时跟上
,

部分或全部胚胎

不能破膜而出
,

导致中途死亡于膜中
。

2

.

3

.

1 正常温度范围 草鱼孵化的正常温度范围为 20 一 29 ℃
,

在此温度范围内
,

水

温愈高
,

胚胎发育的速度愈快
,

H G C 的产生及形成
、

释放酶的速度也愈快(表 1)
。

酶

的及时形成与释放
,

与胚胎的发育速度及脱膜时间保持一致
,

从而保证了胚胎从卵膜中

顺利地孵化出来
。

表 1 正常温度范围内及低温条件下
,

孵化酶形成情况与水温
、

发育时间的关系
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2
.
3
.
2 低温 在低温(20 ℃ 以下)条件下

,

鱼胚发育缓慢
,

胚体比正常胚体小
,

死亡率

和致畸率都很高
。

14 一 16 ℃
,

胚胎不能正常发育脱膜
,

当发育至囊胚中期(受精后 15h

15而n)
,

有 33 % 的胚胎死亡
,

发育至囊胚晚期(受精后 20 h 3伽m in )
,

60 % 的胚胎死亡
,

发育至原肠早期(受精后 23h l伽rn ln )
,

只剩下 25 % 左右的活胚
,

进人原肠期后
,

胚胎

死亡数减少
,

但仍在继续死亡
,

当发育至原肠晚期 (受精后 26h l0 而n)
,

只剩下

10 一 巧% 的活胚
。

在以后的发育中
,

大约每过 2h
,

剩余胚胎约有 7% 死亡
,

一直发育

至体节出现期(受精后 56 h 4() m 1n )
,

胚胎全部死亡
。

所以
,

在 14 一 16 ℃ 的低温下
,

草鱼胚胎不能正常发育
,

没有 H G C 的产生
,

更不 可能有酶的形成和 释放
。

16 一
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18 ℃
,

只有胚胎总数的 30 % 能正常发育脱膜
。

当发育至原肠期(受精后 20h 30m in )
,

有半数胚胎死亡
,

以后死亡个数逐渐减少
。

18 一 20 ℃
,

胚胎总数的 70 % 能正常发

育
。

低温条件下
,

酶形成情况与水温
、

发育时间的关系可见表 1
。

草鱼胚胎发育的最低临界温度为 16 ℃
,

16 ℃ 以下
,

胚胎孵化率为 0
,

在 16 一 20 ℃

的低温条件下
,

胚胎发育缓慢
,

死亡率及致畸率随温度降低而升高
,

H G C 形成
、

释放

孵化酶的速度
,

随温度降低而减慢
,

胚胎孵化率也随温度降低而降低
。

2

.

4 正常胚胎与畸形胚胎孵化腺细胞形态结构及孵化酶形成
、

释放的比较以及畸形胚

胎不能脱膜的原因

鱼类胚胎发育产生畸形的原因非常复杂
,

有内在原因
,

也有外在原因ll]
。

内在原

因主要来 自卵子的
“

过熟
”

或
“

衰老
”

的精子
,

而外在原因则与水温
、

p H 值和溶氧量等

环境因素有关
。

水温过高或过低是造成鱼胚畸形的重要原因
,

水温 31 ℃ 以上或 18 ℃

以下极易形成畸形胚胎
。

在孵化期最常见的畸形胚胎是弓背或弯尾
,

同时卵黄囊的形成

也不能与胚胎的伸直相适应
,

一直维持在神经胚期的椭圆形结构
。

所以
,

弓背
、

弯尾和

卵黄囊膨大是畸形胚胎的三大特点
。

作者经过两年来的实验研究
,

发现草鱼孵化期的畸

形胚胎不论是何种因素所造成
,

头部表皮细胞都不分化为 H G C 或 H G C 分化不完全
,

酶分泌活动受阻
,

胚胎发育速度与脱膜时间不能保持一致
,

孵化酶对卵膜的溶解作用不

能及时跟上
,

胚胎不能破膜而出
,

导致中途死亡于膜内
,

这与刘笃ll] 报道的情况相同
。

光镜观察
,

可以看到
,

畸形胚胎头部被 PA S 染色法染成红色的 H G C 数量很少
,

零星

地散布在表皮细胞中
,

而且 H G C 内被染成红色的物质也很少
,

H G C 形状不规则
。

透

射电镜观察
,

则可更清晰地观察到畸形胚胎的 H G C 形态结构与正常胚胎的不同之处:

(l) H G C 排列不规则: 正常胚胎的 H G C
,

紧密而整齐地排列在鱼胚头部表面
,

成单

层; 而畸形胚胎的 H G C 不是排列成单层
,

而是集中而重叠地堆积在某个窄小的区域

(图版 11
: 1 9)

。

这种排列方式大大缩小了 H G C 直接与外界的接触面积
,

不利于酶的外

排
。

( 2) 酶原颗粒形状畸形: 正常胚胎酶原颗粒充满后
,

呈饱满的圆形或椭圆形
,

外有膜包

围; 畸形胚胎的酶原颗粒大部分没有充满
, ’

在膜与酶之间可以清楚地看到一段空隙(图

版 11: 13 )
,

所以
,

即使有少量酶原颗粒的释放
,

其内所含的酶量也是极有限的
,

不能

满足脱膜的要求
。

( 3) 酶原颗粒数量稀少 二 正常胚胎酶原颗粒数量多
,

且集中于细胞的中上

部
,

核被挤到细胞的基部
,

畸形胚胎的酶原颗粒数量少
,

位于细胞的一侧
,

核位于另一

侧
,

二者并列排列 (图版 11: 17 )
,

这样也不利于酶的排放
。

( 4)
H G C 不 能移至胚胎表

面 : 正常胚胎在分泌期
,

H G C 已迁移至胚胎的表面
,

而畸形胚胎 H G C 始终不能迁移

至胚胎的最表面
,

上面总有一层较厚的结构覆盖(图版 11: 17)
,

这就大大阻碍 了酶颗粒

的分泌
。

表面扫描则可看到
,

孵化前期畸形胚胎在形成 H G C 的表面
,

在某个窄小的区

域内
,

表皮细胞中央向外鼓起
,

形成较小的花状突起(图版 L 11)
,

它们明显小于正常

胚胎迁移期所形成的突起
。

发育至分泌期
,

表皮细胞中央向外明显突出
,

小的花状突起

发展为大的突起
,

但是始终看不到或极少见到表皮与外界形成的开 口 (图版 L 12)
。

这

说明畸形胚胎虽然也有 H G C 的形成
,

但没有或很少有酶的分泌活动
。

当然
,

正常胚胎

由于温度过低(20 ℃ 以下)
,

脱膜速度也不能与胚胎发育时序同步
。

但正常胚胎仍有正

常 H G C 的产生和分化
,

仅由于温度过低的原因
,

H G C 产生
、

分泌 酶的速度大大减
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漫
,

孵化酶对卵膜的溶解减薄作用不能跟 仁胚胎发育的速度
,

以致胚胎不能破膜而出
,

中途死亡于膜内
。

这与畸形胚胎不分化或分化为畸形的 H G C 不同
。
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明说I图

1
.
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(箭头 )

,
x

85;

2

.

示 H
GC
的位置

,

3

·

箭头示 H
GC

、
8孙 4

.
形成前期

H (X二区的表皮细胞的扫描电镜
,

x 入义幻
;
5
.
示 H G〔 区的表皮细胞呈花状突起

. x ZJ洲); 6
,

肌肉效应期 H G〔 超

微结构
,

箭头示酶颗粒
, x 峨X洲); 7

.
孵化前期 H C〔 超微结构

,
x

l 仪刀) 8
.
消失期 H (X 二区表皮细胞的扫描电镜

.

火
2 叹乃 9

.
示 H G C 在胚胎表面的开 口

,
x 加田; 10 示完成分泌作用后 H G C 区的表皮细胞

, x 么I 冷 11
.
畸胚孵

化前期表皮细胞表面小的花状突起
,

x 么洲刃; 12
.
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,
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.
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