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  线虫种类繁多、分布广泛、数量极丰富 ,已鉴定的种类有

2 万多种,据估计其种类约在 4 万至 1 千万种之间[ 1]。秀丽

隐杆线虫( Caenorhabditis elegans)因易于培养、生活周期短、细

胞结构简单等,被广泛地用作生物学和毒理学研究的模式生

物[2 ) 3]。1990年, Williams 等将 C1 elegans 应用于水域、土壤

环境的毒理学研究中[ 4] , Tominaga等提出了以 C1 elegans 为模

式生物筛选苯酚类和合成激素毒性和激素活性大小的简便

实验系统[ 5 ) 7]。但是, 应用海洋线虫进行毒理学的研究报道

还很少, 海洋线虫个体小,世代时间短, 易于实验室培养, 是

海洋生态毒理学研究的理想实验材料。因此,本文选择青岛

栈桥附近分离出来的自由生活海洋线虫 Chromadorina sp1 为

研究对象, 研究了其生活史, 为今后生态毒理学实验研究提

供基本参数。

1  材料和方法

111  取样及培养  自由生活海洋线虫 Chromadorina sp1,

2005年 5 月 1日取自青岛栈桥附近潮间带的底泥, 用自制的

玉米琼脂培养基[8]培养线虫,待线虫钻入培养基后挑取小块

培养基进行单种培养
[ 9]

,连续培养 2 个月后用于实验。

112  胚胎发育实验  在灭菌的载玻片上, 滴一滴培养基, 制

成大小厚度适宜的微培养基,便于显微观察。取怀卵成虫数

条,用无菌海水洗两次, 再用无菌蒸馏水麻醉剖腹取卵[ 10]。

将获得的虫卵接到微培养基上, ( 23 ? 015) e 下, 连续观察并

记录胚胎发育直至卵孵化。

11 3 胚后发育实验  取刚孵化出的幼虫,接到微培养基上,

在( 23? 015) e 下培养, 每隔 12h 观察并显微照相一次, 直至

成虫,并开始产卵。

2  结果与分析

21 1 胚胎发育

卵的形态  共观察了 10 个卵, 均为椭圆形 (图 1-a) , 最

外层为几丁质卵壳, 无蛋白外衣, 中间是卵黄膜包被的原生

质,其中黄色的颗粒是卵黄体, 卵的长轴 ( 3319 ? 212)Lm, 短

轴( 2816? 110)Lm。

胚胎发育特征  在( 23 ? 01 5) e ,盐度为 2617 条件下, 10

个卵均发育正常, 整个胚胎从 1 细胞期(图 1-a )开始, 约经

80min进行第一次卵裂形成大小平均的 2 细胞期(图 1-b) ; 约

120min进行第二次卵裂分成大体均等的 4 细胞期(图 1-c) , 4

细胞期开始 4 个卵裂球在同一平面上, 呈菱形, 随后卵裂球

移动,最终呈四面体形, 其中一个为生殖系细胞 P4; 约 190min

胚胎开始不均等分裂进入多细胞期(图 1-d) ;约 380min 胚胎

进入囊胚期(图 1-e) ; 约 800min 后囊胚表面细胞内陷形成凹

痕,胚胎进入原肠胚期(图 1- f) ; 到原肠胚后期约 1140min, 因

细胞的不断分裂,胚胎伸长在卵壳内弯曲成蝌蚪状, 成为蝌

蚪形胚期(图 1-g) ;大约 1410min 后胚胎进入蠕虫形胚期 (图

1-h) , 此时由于肌肉细胞的形成并开始收缩, 蠕虫形胚在卵壳

内来回扭动,直到孵化。
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图 1  Chromadorina sp1胚胎发育各期照片 ( @ 330)

Fig11  The embryonic development stages of Chromadorina sp1 ( @ 330)

a. 1细胞期( A single cell stage) ; b. 2细胞期(Two cells stage) ; c. 4细胞期( Four cells stage) ; d.多细胞期(Mult icellular stage) ;

e.囊胚期( Blastula stage) ; f.原肠胚期( Gastrula stage) ; g.蝌蚪形胚期(Tadpole-shaped stage) ; h.蠕虫形胚期(Worm- shaped stage)

  整个胚胎发育的时间范围为 461 3) 5711h, 平均为

( 49169? 2190) h。胚胎发育各期持续时间见图 2, 由图 2 可

见,胚胎各期发育时间如下 : 1 细胞期( 801 40? 1134) min; 2 细

胞期( 40170? 0170) min; 4细胞期( 68110? 1114) min;多细胞期

( 192180? 3121) min; 囊胚期 ( 425190 ? 7110) min; 原肠胚期

( 333100 ? 5155) min; 蝌蚪形胚期( 269100 ? 4148) min; 蠕虫形

胚期( 1570160 ? 261 18) min。

图 2  Chromadorina sp1胚胎发育各期平均持续时间

Fig12 Mean duration of embryonic development stages of Chromadorina sp1

212  胚后发育  

幼虫  Chromadorina sp1 在( 23? 01 5) e ,盐度为 2617 条

件下,从孵化到产卵需要的最短时间为 12d, 生长曲线有 4个

生长峰和 4个低谷(图 3) , 4次蜕皮依次发生在第3 天、第 5

天、第7 天和第9 天。刚孵化的线虫L1幼虫长约165Lm, 平均

体长为 227Lm; L2、L3、L4幼虫的平均体长分别为 335Lm、

437Lm、528Lm。根据 Byerly et al1 [ 11]报道 C1 elegans 在每个

幼虫期蜕皮后体长比原来增加 1/ 3,而该种线虫只有 L2幼虫

与 L3幼虫的体长符合这一规律。

图 3  ( 23 ? 015) e , 2617S条件下 Chromadorina sp1的生长曲线

Fig13  Growth curve of marine nematode Chromadorina sp1 at ( 23?

     015) e , 2617S

成虫和生殖方式  图 4-a是一条雌性成虫,可观察到虫

卵和生殖孔;图 4-b 是一条雄性成虫, 交接刺明显。成虫体

长为( 63819 ? 6418)Lm, 雌雄体长没有明显差异。图 5 为两

条交配中的线虫, 缠绕在另一条线虫上的为雄性。雌虫第一

次产卵, 多为两个并附着在一起, 大约 1) 2d 后, 开始第二次

产卵, 多为单个卵。
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图 4  Chromadorina sp1 的雌性( a)和雄性成虫(b) ( @ 130)

Fig14  Adult of Chromadorina sp1 male ( a) and female( b) ( @ 130)

图 5  交配中的 Chromadorina sp1 (缠绕成圈的是雄性个体,另一条

    为雌性个体) ( @ 130)

Fig15 The copulat ing Chromadorina sp1 ( the cuerly one is male, another

     one is female) ( @ 130)

3  讨  论 

有关自由生活海洋线虫生活史的研究, 国外报道较多,

而国内报道很少,王诗红等首次报道了 Diplolaimella sp1 在实

验室内培养成功,但是经过连续培养的三代中没有发现雄性

个体, 生殖方式为孤雌生殖[ 8]。本文的研究结果表明, 在实

验室内能够成功地人工培养、传代 Chromadorina sp1 , 并发现

了交配中的 Chromadorina sp1 , 推测其生殖方式为两性生殖。

Chromadorina sp1 个体较小, 成虫体长不超过 017mm; 易于实

验室培养, 生活史相对较短, 在( 23 ? 015) e ,盐度为 261 7 条

件下,最短世代时间为 14d。根据国外研究文献的报道,温度

和盐度等生态因子能够影响海洋线虫的世代时间, 1973 年

Hopper等[ 9]报道了在适宜温度范围内,随着温度的升高红树

林中 6 种海洋线虫世代时间缩短。Moens 等报道了温度、盐

度以及食物丰度对两种半咸水线虫 Displolaimelloides meyli 和

Pellioditis marina 生活史和生理的影响
[ 12, 13]

, 在 3 个因子中,

盐度对两种线虫发育时间、生殖力、性比、呼吸速率和同化速

率的影响最小,而温度的影响最大, 食物丰度影响两种线虫

的呼吸速率和同化速率。本文研究表明, 在( 23 ? 015) e , 盐

度为261 7条件下, 玉米琼脂培养基为 Chromadorina sp1 提供了

良好的生活环境, 在直径 12cm 的玉米琼脂培养基平板中

Chromadorina sp1 的数量可以达到几百条以上。

Chromadorina sp1 的卵呈椭圆形, 在体视镜下为白色颗

粒,第一、二卵裂为均等分裂,在( 23? 015) e , 盐度为 2617 条

件下胚胎发育特征为: 从 1 细胞期到多细胞期发育较快, 到

囊胚期后发育速度开始减慢; 发育过程中, 随着卵裂次数的

增加,虽然细胞数量增加了, 但体积却变小; 原肠胚后期, 随

着胚胎表面的凹陷,胚胎开始增长, 虫体外形逐渐明显;蝌蚪

形胚后期,肌肉细胞开始收缩, 虫体在卵壳内来回蠕动,虫体

逐渐增长, 并以头部破壳方式出壳; 在( 23 ? 015) e , 盐度为

261 7条件下, 约需 50h 进入孵化阶段。Chromadorina sp1 的胚

后发育和王诗红等[ 8]报道的 Dip lolaimella sp1 的发育特征基

本相似,都经过 4 次蜕皮,才能发育成熟。

在实验培养条件下, Chromadorina sp1 雌虫每次怀两个成

熟卵, 均为椭圆形。Tominaga等报道未受精的 C1 elegans 卵

因细胞极性而呈圆形, 受精的卵呈椭圆形[6]。根据 Tominaga

的判断标准 , 作者认为 Chromadorina sp1 的卵是受精的, 另

外,实验中观察到了 Chromadorina sp1 的生殖方式为两性生

殖的直接证据, 即交配中的 Chromadorina sp1 雌雄个体。

C1 elegans 多为雌雄同体, 主要行孤雌生殖[ 11] ; Diplolaimella

sp1 的生殖方式是孤雌生殖[8] ; 两种半咸水线虫 Displolaimel-

loides meyli 和 Pellioditis marina 的生殖方式主要为两性生

殖[12]。但关于线虫两性生殖的直接证据-观察到交配中的线

虫,在国内外尚未见报道。
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