
书书书

! "##$ 年 % 月 重庆师范大学学报（自然科学版） &’() "##$
第 "* 卷 第 * 期 +,-./01 ,2 34,/567/5 8,.901 :/7;’.<7=>（80=-.01 &?7’/?’ @A7=7,/） B,1) "* 8,) *

罗氏沼虾个体发育之初———受精卵特性的研究
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摘! 要：采用石蜡切片和生化方法研究了罗氏沼虾（!"#$%&$"#’()* $%+,-&,$.((）受精卵的特性。结果表明：受精卵中
央区是一团致密的卵黄物质，卵表面初级卵膜内是一层细胞质。表层细胞质与中央区之间是连接紧密的卵黄颗粒。

中央区与外周卵黄颗粒紧密相连，同时也透过卵黄颗粒间的细胞质与表层细胞质相连。卵黄物质的组成以蛋白质

（CG) $F H #) ""（!5 I卵））和脂类（C*) D" H #) "F（!5 I卵））为主，分别占受精卵干重的 ED) G$J和 **) "CJ。在受精卵期
较高的淀粉酶活力说明糖类在此期为主要的能源，迅速为受精卵的发育提供能量，蛋白酶类酶活力也较高，分解卵

黄蛋白以供能，脂类在受精卵期不是主要的能源。罗氏沼虾受精卵期蛋白 &K&LMNO@显示了包含卵黄磷蛋白两个亚
基在内的 FD) $ P C#DQK区域内的蛋白亚基含量丰富，是受精卵期蛋白质的主要成分，也是胚胎发育时期的蛋白营养
源，此外，其他分子量的蛋白亚基种类也较多。
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! ! 大多数甲壳动物是以抱卵的方式进行胚胎孵
育，其受精卵内充满卵黄物质。卵黄物质是甲壳动

物胚胎发育的营养基础。近年来，人们在研究甲壳

动物胚胎发育中做了许多的工作，研究内容涉及胚

胎发育的形态学［C P *］；发育时期的主要生化组成及

含量［E P $］和消化酶活力［F，G］；卵巢及血淋巴中卵黄蛋

白原和卵黄磷蛋白的分析［% P C*］。但鉴于甲壳动物

受精卵的特点，人们对此期的内部结构以及理化性

质还了解甚少。甲壳动物胚胎内充满卵黄颗粒［C］，

其主要成分是蛋白质和脂类［E P $］，卵黄蛋白是胚胎

中非常重要的营养源，其主要的卵黄蛋白是卵黄磷

蛋白（B7=’117/，B=），分子量在 *## P D## QK［% P C*］，其
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前体卵黄蛋白原（!"#$%%&’$("(，!’）是一种雌体特异
性蛋白（)$*+%$ ,-$."+% -/&#$"(，)01）［2］。一些研究
对血淋巴中卵黄磷蛋白进行了纯化和分析［34，33］，并

在卵母细胞发育期，对卵巢和血淋巴中的卵黄蛋白

原和卵黄磷蛋白的情况进行了测定和分析［35］。但

对甲壳动物受精卵及胚胎期卵黄蛋白的研究，至今

未见报道。本工作研究了大型淡水虾———罗氏沼虾

（!"#$%&$"#’()* $%+,-&,$.((）受精卵时期的形态学和
生物化学特性，以期能较全面地了解其受精卵特性，

认识甲壳动物胚胎发育初期形态和理化性质。

36 材料与方法
37 36 取样
本实验用亲虾取自江苏省吴江市八都振兴水产

良种场，该虾于 8448 年 34 月由浙江南太湖淡水水
产种业有限公司（浙江湖州市省级罗氏沼虾良种

场）从缅甸引进。将亲虾分成 5 组，每组 34 只雌虾、
9 只雄虾。共 :9 只亲虾分别饲养于 5 个室内水泥
池中，日换水量为 3 ; < = 3 ; 34；8>?人工调控恒温；
充气泵增氧；每天在 >@ 44 和 3A@ 44 左右投喂螺蛳
和配合饲料，并及时清除残饵和粪便等。在雌虾刚

抱卵时，取部分受精卵用 B&C"(D, 液固定用于制作组
织切片，另取受精卵约 47 5 ’ 用以测量其体积，其余
用滤纸吸干水分后放入 37 9 *E 的 F--$(G&/H 管中，
IA4?冰箱保存，用作生化成分的测定和电泳分析。
材料取自 5 组抱卵虾，每组抱卵虾的胚胎材料为一
组，实验设 5 个平行组，各组的材料分别测定，取其
平均值。

37 86 胚胎体积与水分含量的测定
胚胎体积用下面公式计算：/ J 3 ; <（!K8E）［3:］。
水分含量：取各期胚胎 47 8 ’ 左右，准确称重后

于 A9?烘干 5 L，然后在 349?烘干至恒重，以胚胎
初始体重与烘干后的体重的差值即为水分含量

（"’）。
37 56 胚胎生化成分测定
蛋白质含量采用微量凯氏定氮法测定［39］；总糖

含量采用 5，9M二硝基水杨酸比色法（NO0）测定。
总脂含量用 B%"’L 和 NP$, 的方法测定［3<］。中性脂
和磷脂的提取采用溶剂法（液M液分离法）。按照潘
鲁青［3A］的方法进行酶活力测定。酶液蛋白浓度采

用考马斯亮蓝法测定［3>］。

37 :6 组织切片
罗氏沼虾受精卵样品用 B&C"(D, 液固定 8: L后，

系列酒精梯度脱水、水杨酸甲酯与二甲苯透明，常规

石蜡包埋，QRMB84 切片机切成 < "* 的连续切片，
苏木精M伊红（即 S7 F）染色，R%P*-C,显微镜观察并
拍照。

37 96 电泳
0N0聚丙烯酰胺磷胶电泳（0N0M1QTF）：浓缩胶

的质量分数为 9U，分离胶质量分数为 A7 9U。浓缩
胶电压为 344 !，分离胶电压为 844 !。考马斯亮蓝
VM894 染色。

1&W$/M1QX844 电泳仪和Y"("M1VRZFQO5.$%%电
泳槽均为美国 B[RMV+G 公司产品；B"&M1/"(# 图像处
理仪为法国 !"\$/ 公司产品；S"#+.L884 紫外分光光
度计为日本 S"#+.L公司产品。
37 <6 数据分析
实验数据用平均值 ] ,G（- J 5）来表示。数据

分析采用分析软件 0100（337 4 版），平均数的标准
差用 &($MW+P QOR!Q进行分析，然后进行多个数据
的相关性检验（ZC/^$P）。用 NC(( 氏检验来表示每
组的显著性差异［8<］。

86 结果与分析
87 36 外部形态
罗氏沼虾受精卵呈淡青色，表面光滑，卵外被一

层坚韧的初级卵膜（ H"/,# $’’ *$*\/+($）。受精卵籍
有母体粘液腺分泌物所形成的次级卵膜（ ,$.&(G+/P
$’’ *$*\/+($）相互粘连，聚集成团，粘连于腹肢的
刚毛上，受精卵时期的这种粘连紧密。受精卵内充

满卵黄颗粒，在光镜下，卵黄颗粒分布均匀且排列紧

密（图 3）。在 8>?水温中，罗氏沼虾受精卵期持续
5、: L，然后开始卵裂。

图 36 罗氏沼虾的受精卵外形

87 86 内部结构
罗氏沼虾的受精卵系中黄卵（ *$,&%$."#L+%

$’’）。卵内几乎全被卵黄占满，细胞质分布于卵的
表面。受精卵的中央区逐渐成为一团致密的卵黄物

质，在离卵中心约 3 ; 8 的整个区域是致密的卵黄物
质，致密的中央区卵黄物质区域内也分布着大小不
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等的卵黄颗粒，中央区域与其外卵黄颗粒紧密相连，

却界限分明，此区的特点是不含细胞质（图 ! "!）。
受精卵表层的初级卵膜与卵黄颗粒之间是一层细胞

质，同时细胞质也贯穿于卵黄颗粒之间。相邻受精

卵之间的初级卵膜的粘连紧密（图 ! ""）。在 #$$
倍显微镜下，看到卵黄颗粒不是完全光滑的卵圆形，

其表面有不同程度的突出或凹陷，受精卵表面细胞

质透明（图 ! "#）。

注：! 过中心区纵切 %&’()) &*+,*’ -(+*（.$$ /）0 " 表面区纵切 %&’()) 12’34+25 -(+*（.$$ /）0 # 表面区纵切 %&’())

12’34+25 -(+*（#$$ /）0 678 初级卵膜（ 94’), *33 1*1:’2+*）0 ;78 次级卵膜（)&(+<2’= *33 1*1:’2+*）0 >? 中心区（ &*+@

,*’ -(+*）0 8? 边缘区（12’34+25 -(+*）0 AB 卵黄颗粒（=(5C 3’2+D5*）0 E 交界处（:(D+<2’=）0 > 细胞质（&=,(F52)1）

图 !0 罗氏沼虾受精卵的内部结构

!G H0 生化组成
在罗氏沼虾受精卵中，水分占很大比例，是受精

卵重量的 I!G IJ K .G ##L。对每组 .!$ M .I$ 13，上
千粒受精卵的计量，共计量了 I 组，测得每个受精卵
的平均重量为 NIG NO $3。在受精卵的生化组成中，
蛋白质和脂类平均重量分别为 .NG OP K $G !! $3，
.HQ I! K $G !P $3，是卵黄的主要组分（图 H），分别占
受精卵干重的 #IG NOL，HHG !.L。其余为部分糖类
和其他物质。在脂类中，中性脂占的比例较高，含量

为 NG #N K $G !P $3，磷脂含量为 HG #H K $G .. $3。

图 H0 罗氏沼虾每个受精卵的主要组成成分

!G #0 消化酶活力及蛋白分子特点
!G #G .0 消化酶活力0 对罗氏沼虾受精卵中胃蛋白
酶（R*F)4+）、类胰蛋白酶（S’=F,2)*）、淀粉酶（%1=5@

2)*）和脂肪酶（T4F2)*）# 种消化酶的活性进行了
检测（表 .）。发现 # 种消化酶均具有酶活力，其中
淀粉酶的酶活力最高，酶活力为 H#G #N / .$ "! K
$Q $HO（U V卵），其次为两种蛋白酶：蛋白酶和类胰蛋
白酶，脂肪酶在受精卵中却表现出很低的酶活力，仅

为 $G I! / .$ "H K $G $$$J（U V卵）。
!G #G !0 受精卵蛋白组分的分析0 通过对受精卵中
蛋白组分进行 ;W; " R%B7凝胶电泳（图 #），罗氏沼
虾受精卵中蛋白质亚基主要集中在 PIG O M .$I XW
之间，此区域内蛋白浓度很高，在其余的蛋白亚基中

分子量较高的数量少，有 !#!G P XW、!HO XW 和 .N.
XW蛋白，而小于 PI XW的亚基较多，条带丰富。

注：8’ 标准蛋白分子量 82’C*’；. 受精卵蛋白 6*’,454-*< *33 F’(,*4+

图 #0 受精卵蛋白 PG IL ;W;@R%B7凝胶电泳图
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表 !" 罗氏沼虾受精卵的消化酶活力（! # $%，" & ’）

胃蛋白酶

（( )卵）

类胰蛋白酶

（( )卵）

淀粉酶

（( )卵）

脂肪酶

（( )卵）

受精卵 !’* +! , !- ./ # -* --0 1* 1! , !- ./ # -* --1 ’2* 21 , !- ./ # -* -’3 -* +/ , !- .’ # -* ---4

’" 讨论
’* !" 罗氏沼虾受精卵的形态学特性
罗氏沼虾的受精卵同多数十足目动物一样，依

靠次级卵膜固着在第二至第五对腹肢的全部原肢和

内肢上。就抱卵数而言，罗氏沼虾一般在 !- --- 粒
左右，一些沿岸浅海种的抱卵数很大，例如真龙虾属

［#$%&"’(’)（56789:9;<）］每个雌体抱卵数约为!-- ---
粒，海!蛄属（*+,$(’) =>7>8）约为 2- --- ? 4! ---
粒，而冷水及淡水种类抱卵数较少，如钩额拟玻璃虾

（#$($-$)&-.$/ )’%0$1&2(+")）抱卵数仅为 !+ ? !4 粒，但
卵粒大，直径达 2* / @@［!4］。罗氏沼虾受精卵的长
径为 -* +0 @@，体积为 -* -0/ @@’，内含丰富的卵

黄，其胚胎发育时间在 /1A水温中约为 /- 天。
在本研究中得到了较完整的受精卵中央区的切

片，发现罗氏沼虾受精卵中央区存在致密的卵黄物

质，不成颗粒状。由于甲壳动物受精卵中充满卵黄

物质，在石蜡切片或电镜制片过程中，脱水后的受精

卵内卵黄成粉状，在制作较薄的石蜡切片和电镜的

超薄切片时，很难得到较完整的切面，因而对甲壳动

物胚胎早期特别是受精卵期的内部结构了解较少。

罗氏沼虾受精卵中央区致密的卵黄物质在形态和结

构上明显有别于外周的卵黄颗粒，此区内与外周卵

黄颗粒紧密相连，同时也透过卵黄颗粒间的细胞质

与表层细胞质相连。推测此区域是在卵黄颗粒释放

出卵黄物质，最早为胚胎发育所利用，但其利用过程

和具体功能还有待于进一步研究。卵黄颗粒表面不

同的形态，可能体现了其在准备向细胞质中释放卵

黄物质过程中的形态变化。

’* /" 受精卵卵黄物质的利用
胃蛋白酶、类胰蛋白酶、淀粉酶和脂肪酶四种消

化酶在刚产出的受精卵中都具有酶活力，并且淀粉

酶、胃蛋白酶和类胰蛋白酶的酶活力都较高。说明

这些酶并不是受精卵基因合成的，而是来源于母本，

在受精时已经存在于卵内。在受精卵内父本的基因

组还处于与母本基因组结合的时期，合子核的基因

组还不能如此迅速的表达和合成这些酶类。在美国

龙虾（*+,$(’) $,/(&0$"’)）［/-］、锯缘青蟹（304%%$ )/(5

($1$）［1］、中华绒螯蟹（6(&+0./&( )&"/")&)）［0］受精卵消
化酶活力的研究结果也证实了这一点。这些在卵母

细胞形成过程中合成并储存于卵黄中的消化酶类，

为胚胎早期发育中利用卵黄物质提供了保障。这一

研究结果对于在罗氏沼虾育苗过程中强化母体营养

具有重要意义。

虽然合子核基因在受精卵中还不能迅速表达和

合成一些酶类，但在受精卵中依然进行着活跃的代

谢过程，使受精卵在 ’ ? 2 B 后顺利地发育到卵裂
期。在所研究的几种虾蟹受精卵的消化酶中，各种

酶类的活力高低在数值上存在差别，这与物种的特

性有关，体现了每个物种在具体物质利用上的特殊

性。但利用卵黄蛋白的蛋白酶类和淀粉酶的酶活力

都较高，酶的活力与其对卵黄物质的利用密切相关。

就受精卵内主要生化物质含量而言，78 )$9&:+5
,’)、#8 )0.,&11&、;$’1&0$(&$ ,$1/&&$"&0/、</1$/’) /,$(5
=&"$1’)脂类含量［/!］均小于干重的 /-C，而罗氏沼
虾脂类含量则较高，占受精卵干重的 ’’* /!C。因
而罗氏沼虾胚胎发育时间较长，它具有前无节幼体

期、后无节幼体期、前溞状幼体期和溞状幼体期 2 个
膜内幼体时期，孵化后存活率相对较高。在罗氏沼

虾受精卵中，主要是依靠水解糖类和蛋白质来保证

胚胎发育的启动和进行。糖类的水解能较快地提供

能量以保证卵裂等活动的进行。卵黄蛋白的水解同

样也提供能量，并也参与器官原基的形成。在受精

卵中有较高的脂类含量，而脂肪酶活力却很低，说明

脂类不是罗氏沼虾胚胎发育早期的主要能量来源。

’* ’" 0+* 3 ? !-+ D%蛋白亚基
卵黄磷蛋白是甲壳动物卵黄中的主要物质，它

作为胚胎发育及其早期幼体发育的内源性营养物

质，也具有携带并转运脂肪的功能。在甲壳动物中，

卵黄磷蛋白在不同种间有不同的构成形式。红螯螯

虾（>./($9 ?’$:(&0$(&"$1’)）卵巢中的卵黄磷蛋白是
一个分子量为 ’34 D%的多聚体，由分子量为 1+* 2、
1-* 3、03* 3、0’* 0 D%的 2 个亚基组成［//］。凡纳对虾
（#/"$/’) @$""$,/）卵黄磷蛋白分子量为 ’11 D%，
由 + 个亚基聚合而成，’ 个主要亚基的分子量为 10、
01 和 23 D%［/’］。EB6FG 等测得罗氏沼虾卵巢中卵
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黄磷蛋白由 !" #$ 和 %"& #$ 两个亚基组成［%"］，
’()*等测得罗氏沼虾血淋巴中卵黄蛋白原分子量
为 +"" #$，是由 ,!、%""、%+" #$ - 个多肽组成的多
聚体。卵黄磷蛋白两个亚基的分子量为 ,! #$ 和
%"" #$［.&］。不同种类间不同的亚基单位，说明它们
在卵黄蛋白原在转化为卵黄磷蛋白时经历了不同的

水解过程。

卵黄在甲壳动物雌体的卵巢发育成熟，卵黄磷

蛋白最初均由卵母细胞合成，到了晚期则有细胞内

和细胞外两种来源［%"，./］。对斑节对虾（ !"#$"%&’
()#*)#）的研究表明，胞外合成的卵黄磷蛋白经微
胞饮作用进入卵母细胞，而后解离成两个亚基，其中

分子量较大的亚基部分降解后与较小亚基结合而转

变为卵巢中成熟的卵黄磷蛋白［%"］。在罗氏沼虾的

受精卵中，分子量为 +/0 1 2 %"/ #$范围内的蛋白亚
基是其卵黄蛋白的主要成分，也正是包含了卵黄磷

蛋白两个亚基（,! #$和 %"" #$）在内的蛋白亚基。
研究表明，罗氏沼虾受精卵中蛋白质含量丰富，占受

精卵干重的 &/0 ,13，卵黄蛋白仍以卵黄磷蛋白为
主，它来源于雌体成熟卵细胞中的卵黄磷蛋白，是罗

氏沼虾胚胎发育的蛋白源，为胚胎发育提供构建物

质和能量。

受精卵蛋白的 4$456789 凝胶电泳结果，也显
示了蛋白亚基的种类也很多，除了卵黄磷蛋白以外，

还有一些其他多肽，如 ..&0 +、.-1、%,% #$和许多分
子量较低的多肽。在受精卵基因还未开始表达蛋白

质的情况下，这些来源于卵母细胞的蛋白在胚胎发

育的开始阶段或提供能量，或作为酶以分解卵黄物

质，为胚胎早期发育的顺利进行提供保障。
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