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温度对泥鳅胚胎卵裂间隔时间影响研究

刘自然1,潘淦1,2

(1.华南师范大学 生命科学学院,广州510631;2.广州市金洋水产养殖有限公司,广州511447)

摘 要:泥鳅是重要经济养殖鱼类,但是关于温度对泥鳅的受精卵卵裂研究还没有详细报道.本研究通过观察

泥鳅的胚胎发育在不同水温(17±0.5)℃、(20±0.5)℃、(23±0.5)℃、(26±0.5)℃、(29±0.5)℃、(32±0.5)℃对卵裂

间隔时间(T0)的影响.结果表明:泥鳅胚胎发育可划分受精卵、卵裂期、原肠胚期、神经胚形成期、器官形成期、出膜期

6个阶段.在一定水温范围内,第一次卵裂时间随水温升高而缩短,每升高1℃,约提前3.5min,通过回归分析第一次

卵裂时间(y)和水温(x)的关系可以归纳为:y/min=-78.5ln(x/℃)+298.96(R2=0.99).水温越高,卵裂间隔时间

也越短,间隔时间与温度的回归方程为:y/min=44.188-0.002x/℃3+0.1428x/℃2-3.5536x/℃(R2=0.9871).
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鱼类早期胚胎发育关系着苗种培育能否顺利进行,是鱼类整个生活史重要的环节之一[1].鱼类的正常胚

胎发育主要受温度、pH、盐度、氧气等环境因子的影响[2-3].其中,温度对胚胎发育影响显著[4].通过对胚胎发

育的观察,相关研究者能够了解到鱼类胚胎发育的差异[5-8],同时也了解到温度与鱼类胚胎发育历时的关

系,还可以找到水温与胚胎发育卵裂间隔时间(T0)[9]的关系.卵裂间隔时间是指早期同步卵裂中两次相邻细

胞分裂的时间间隔,与卵裂时间相比,通过T0 这个时间单位对染色体组操作起始时间和作用持续时间的分

析,能够更为方便比较不同研究结果.通过对温度与卵裂间隔时间关系分析,可以比较不同物种受精卵发育

速度,以及同一物种受精卵发育速度随温度变化规律,为染色体组操作的进一步优化奠定理论基础[10].目
前,T0在多种鱼类染色体组操作技术中得到广泛应用,如:匙吻鲟(Polyodonspathula)[11]、密西西比铲鲟

(Scaphirhynchusplatorynchus)[12]、鲤(Cyprinuscarpio)[13]、鲇(Silurusasotus)[14]等.
泥鳅(Misgurnusanguillicaudatus),俗称“鳅鱼”,隶属鲤形目(Cypriniformes)、鳅科(Cobitidae)、花鳅

亚科(Cobitinae)、泥鳅属(Misgurnuscacepede)[15],广泛分布于亚洲沿岸的中国、日本、朝鲜、俄罗斯及印度

等地,在中国分布各地,南方分布较多,北方不常见,泥鳅味道鲜美,肉质细嫩,营养丰富,深受广大消费者欢

迎的一种小型经济淡水鱼类.泥鳅在药学上具有很高的医药价值,其主要功效为溢阴壮阳、祛湿邪、保肝护肝

等功能,被称为“水中人参”[16].目前,对于台湾泥鳅胚胎发育图片资料早期相关报道局限于手绘[17-18].张玉

明[19]以及邱楚雯等[20]对台湾泥鳅胚胎发育做了进一步研究,通过显微镜观察并收集了胚胎发育图片,由于

胚胎发育分期与早期报道略有差异,使得全面完整的图片资料有待进一步完成.我国学者在泥鳅染色体组操

作领域奋斗多年,先后对雌核生殖和多倍体诱导技术进行研究[21-23].但是,关于泥鳅染色体组操作技术的研

究通常是在单一温度下进行的.由于不同温度对鱼类胚胎发育影响不一样,因此,单一温度优化诱导情况下
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的研究结果存在较大局限性,可信度受到一定程度上的质疑.该研究旨在探究泥鳅胚胎发育第一次卵裂时间

和卵裂间隔时间与温度的关系,从而为优化泥鳅染色体组操作技术,为提高在不同环境温度操作的成功率提

供基础数据.
同时在一定温度条件下,详细的观察泥鳅胚胎发育各个时期的形态变化,提供从受精卵至出膜前期完整

的图片资料,以期能更生动了解泥鳅早期胚胎发育的每个阶段的特点.

1 材料与方法

1.1 实验材料

试验于华南师范大学产学研究基地广州市金洋水产养殖有限公司孵化车间完成,采用广州市金洋水产

养殖有限公司自行经过人工催产繁殖的台湾泥鳅受精卵,亲鱼为广州市金洋水产养殖有限公司提供的2~
3龄性腺发育成熟,体格健壮的亲本,规格为雌鱼平均体质量为(80±5)g,雄鱼平均体质量为(66±3)g.

实验药品:绒毛膜促性腺激素(HumanChorionicGonadotropin,HCG)、促黄体素释放激素类似物(Lu-
teinizingHormone-releasingHormone-A2,LHRH-A2)、马来酸地欧酮(Domeperidone,DOM),均由宁波三

生药业有限公司提供.
器材与设备:体积2.5mL一次性使用无菌注射器,四号针头,手套,深圳市爱科学教育科技有限公司:

SS3No.S16042803多功能数码液晶显微镜,氧气泵,加热棒,体积200L白桶,温度计.
实验用水:孵化用水为池塘养殖用水,经过0.05mm筛网充分过滤,沉淀池沉淀及曝气处理,水质完全

符合国家水产养殖水质标准.
1.2 温度处理

共设置6个不同温度梯度(17、20、23、26、29、32℃),分别命名为A-F,17℃为自然水温.试验过程中,应
该严格保证水温变化范围在±0.5℃,目标温度调控通过使用加热棒完成.
1.3 方 法

1.3.1 胚胎发育过程的观察

经过人工干法受精得到的受精卵,立即放入预先设定的试验水体中,在水温(26±0.5)℃下培养,记录各

时期发育特点.其中,卵裂时期每隔3min取样1次,囊胚期每隔10min取样1次,原肠期每隔30min取样

1次,从肌节出现期至出膜前期每隔50min取样1次.随机抽样,在6×10倍的显微镜观察并拍照,每次取样

10~20粒,观察不同批次受精卵的胚胎发育过程.
1.3.2 不同温度对胚胎发育卵裂间隔时间试验

将人工授精得到的受精卵放入A~F组中,放入同时开始计时,每隔3min取样1次,每次取30~50粒

受精卵放入1mL离心管中,用质量浓度为2%的福尔马林溶液固定,在光镜下观察并记录处于2、4、8、16和

32个细胞期阶段受精卵个数.
1.4 数据处理

根据拍照记录结果计算第1次至第5次卵裂(TⅠ,TⅡ,TⅢ,TⅣ和TⅤ),分别为2、4、8、16和32个细胞

期受精卵个数达到50%时的时间点,卵裂间隔时间(T0)计算公式如下:T0=(TⅤ-TⅠ)/4[24].试验数据均

用Spss18.0软件进行分析处理,并通过Excel软件拟合第一次卵裂时间和温度、卵裂间隔时间和温度的回归

关系,使用AdobePhotoshop3.0对相关图片进行编辑和处理.

2 结 果

2.1 泥鳅胚胎发育观察

泥鳅胚胎发育可分为受精卵,卵裂,原肠胚形成,神经胚形成,器官形成和孵化出膜6个阶段.受精卵阶

段可分为:受精、胚盘形成;卵裂阶段分为:2细胞、4细胞、8细胞、16细胞、32细胞、64细胞、128细胞、桑葚

胚、高囊胚、低囊胚;原肠胚形成阶段分为:原肠初期、原肠中期、原肠晚期;神经胚形成阶段分为:神经胚期、
胚孔封闭期;器官形成阶段分为:肌节出现期、视泡形成期、眼囊期、溴板期、尾芽期、听囊期、尾泡期、尾鳍出
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现期、晶体形成期、肌肉效应期、耳石出现期,孵化出膜又称孵化前期.
2.1.1 受精卵阶段

卵子与精子相遇完成受精过程(见图1-1),卵膜吸水而膨胀呈球形,透明,具有黏性,沉性卵,受精后20
min动物极部位集中原生质,形成帽状隆起胚盘,高度达卵黄的1/3左右,略带淡红色(见图1-2)

2.1.2 卵裂阶段

受精后35min,胚盘进行第一次卵裂形成2细胞进入卵裂阶段(见图1-3),45min后,半数达到第1次

卵裂,以后每隔10~20min分裂一次,细胞数目成倍递增(见图1-4~9),纵裂为4、8、16、32、64、128个细

胞,最后分裂若干次后,动物极形状像桑葚,而且细胞界限不能区分,进入桑葚期(见图1-10),受精后4.5h,
胚盘细胞分裂而形成高举的囊胚细胞(见图1-11),此时胚盘细胞在显微镜下仍然可以看见,随着胚盘细胞

继续分裂变小,胚层变薄且透明,向下延伸,囊胚由高降低形成低囊胚(见图1-12).
2.1.3 原肠胚形成阶段

受精后6.08h,胚层进一步向植物极延伸,胚层下包1/2-1/3,下包边缘形成胚盘(见图1-13),进入原

肠初期期.受精后7.25h,胚层进一步延伸,下包2/3,逐渐向植物极扩张形成舌状的胚盾(见图1-14),进入

原肠中期.受精后8.25h胚盘下包2/3-5/6(见图1-15),进入原肠晚期.胚层将大部分卵黄包围,胚盾延伸,
为器官初步形成奠定基础.
2.1.4 神经胚形成阶段

受精后8.58h(见图1-16),下包5/6,胚层向下延伸包围绝大多数卵黄,仅有卵黄栓裸露在视野内,胚
盾背面中线处形成神经沟,为后脑的形成做准备.受精后9h(见图1-17)囊胚层将卵黄完全包围,胚孔封

闭,胚体形成,头尾部隆起,胚体末端出现2个收缩部分,并且出现有前脑、中脑、后脑三部分组成的脑泡结

构,但此时还未形成肌节.
2.1.5 器官形成阶段

受精后12.83h(见图1-18),胚体中部出现3对肌节,进入肌节期,受精后14.33h(见图1-19),胚体肌

节增加至10~12对,胚体延长,出现膨大的视泡,受精后15.58h至受精后23h(见图1-20~27),依次出现

眼囊、溴板、尾芽、听囊、尾泡、尾鳍、晶体.受精后约23.5h,胚胎出现肌肉收缩,约30s跳动一次,进入肌肉效

应期.受精后约25h,听囊出现二粒黑色耳石就,进入耳石出现期.
2.1.6 出膜阶段

受精后26.25h,胚胎孵化出膜将近半数,出膜前胚体扭动,并通过孵化酶的作用出膜.无论仔鱼出膜前

后,胚胎发育经历阶段与上属相同.
2.2 温度对泥鳅胚胎发育卵裂间隔时间的影响

在不同温度梯度下,受精卵胚胎发育过程中第1次卵裂到第5次卵裂时间和间隔时间见表1所示.
表1 温度变化对泥鳅受精卵卵裂时间和间隔时间的影响

组别 t/℃ TⅠ/min TⅡ/min TⅢ/min TⅣ/min TⅤ/min T0/min

A 17±0.5 78.3±2.9a 87.3±2.5a 103.7±1.2a 121.7±1.5a 144.0±1.7a 15.17±1.51a

B 20±0.5 61.0±2.6b 71.7±2.1b 90.0±2.0b 105.7±1.2b 118.3±1.5b 14.33±0.52ab

C 23±0.5 52.0±1.0c 62.7±2.5c 75.3±3.1c 91.3±1.2c 106.7±2.7c 13.67±0.72ab

D 26±0.5 45.0±2.0d 55.3±2.5d 71.7±2.5d 85.3±2.1d 96.7±1.5d 12.92±0.52b

E 29±0.5 36.0±1.0e 49.0±1.0e 61.3±1.2e 74.3±2.5e 86.7±2.5e 12.67±0.88b

F 32±0.5 25.7±1.5f 40.0±2.0f 53.7±1.5f 63.0±2.6f 70.0±3.0f 11.08±0.72c

    注:表中的值为平均值±标准差(n=3);同一列中具不同字母标记的数值表示差异显著(P<0.05).

由表1可知,在温度为(17±0.5)℃、(20±0.5)℃、(23±0.5)℃、(26±0.5)℃、(29±0.5)℃、(32±0.5)℃
条件下,泥鳅受精卵第1次卵裂时间随着温度的升高而提前,A-F组之间均存在显著性差异(P<0.05).对泥

鳅受精卵第一次卵裂时间与温度的关系进行回归分析,得到回归方程为y/min=301.16-79.22ln(x/℃),
回归模型(见图2)可以直观的显示出,在(17±0.5)℃到(32±0.5)℃之间,温度每升高1℃,第一次卵裂时间

约提前3.5min.不同温度下泥鳅受精卵卵裂间隔时间不同(见表1),通过回归卵裂间隔时间(y)与温度(x)

67 河南师范大学学报(自然科学版)                2018年



的关系可归纳出方程为:y/min=44.188-0.002(x/℃)3+0.1428(x/℃)2-3.5536x/℃(R2=0.9871).
图3显示出不同温度下泥鳅受精卵卵裂间隔时间关系,结果显示:在一定温度范围内,随着温度的升高,卵裂

间隔时间逐渐减小,A组的T0显著大于D,E两组(P<0.05),且这两组之间无显著性差异(P>0.05),B组

和C组无显著性差异(P>0.05),B、C两组和D,E两组之间无显著性差异(P>0.05),而F组的T0 显著小

于其他各组(P<0.05),在一定温度范围内,F组卵裂间隔时间明显缩短.
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3 讨论与结论

3.1 泥鳅胚胎发育分期及特点

鱼类胚胎发育的观察及图片总结的展示对胚胎发育分期有着重要的作用.不同种类的鱼类发育阶段划

分的具体分期、划分方法大体相同,都遵循细胞分裂和器官形成的先后顺序进行划分.路志鸣等[25]对泥鳅胚

胎发育进行研究过程中,将胚胎发育划分为26个时期,但仅对其中的10个时期进行了观察记录.张玉明[19]

对进一步对安康地区泥鳅胚胎发育进行观察记录,由于划分方法中将64细胞期以及128细胞期归结为多细

胞期,未能对细胞分裂至64细胞期给出图片资料,邱楚雯等[20]在对台湾泥鳅早期胚胎发育的研究中,将胚

胎发育划分为7个阶段,但对其胚胎发育中器官形成阶段至出膜前期相关的图片资料不够详尽.该研究主要

参照张明宇等[18]的分期方法,能够将其详尽的手绘资料更新为清晰直观的图片资料同时也能够将其他学者

按照不同分期所观察到的图片资料进一步完善.在显微镜下观察记录了不同阶段每个时期的胚胎发育变化

情况,将泥鳅胚胎划分为6个阶段,29个时期,并对每个时期进行显微观察记录.
泥鳅的卵裂方式与大多数硬骨鱼类相似,胚胎发育受精卵第二个时期形成胚盘,而卵裂仅仅发生在胚盘

上面,为盘状卵裂[26].本研究泥鳅受精卵卵裂方式在显微镜下可明显观察出是盘状卵裂,泥鳅胚胎发育过程

中,通过显微镜观察,最为显著变化是动物极卵裂形成胚盘,胚盘不断高举,然后细胞经过不同时期,胚盘逐

渐下包1/3、1/2、2/3、5/6,至胚孔封闭,胚胎进入器官形成期.胚胎发育整个过程相对剧烈运动发生在心跳

期,心脏原基开始有节律地跳动,心率30次/min,以及出膜前期卵膜在孵化酶和自身摆动的作用下破裂,这
与部分研究早期胚胎发育报道所观察大致过程描述基本相似[8,20],但心脏搏动从结果可以看出有显著差异.
其原因可能与泥鳅孵化过程中水域环境和亲本地域不同有关,需要进一步探讨.本研究表明胚胎发育受温度

的影响,在一定温度下,培育周期随温度升高而减小,造成培育周期差异的原因目前认为是孵化酶活性等方

面的差异,其他原因有待进一步研究.
3.2 温度对泥鳅胚胎发育卵裂间隔时间的影响

研究表明,温度是影响水产生物胚胎发育速度的重要自然因子之一,而鱼类胚胎发育速度对外界环境温

度变化比较敏感.该文研究结果表明,温度越高,泥鳅受精卵第一卵裂速度越快,卵裂间隔周期也越短,(17±
0.5)℃~(32±0.5)℃之间,泥鳅第一次卵裂时间与温度关系分析,每升高1℃,第一次卵裂时间约提前

3.5min.张明宇等[18]研究了20~23℃水温条件下,泥鳅的胚胎发育与生长,得出结论:2细胞期发生在受精

卵后40~60min,持续时间20~30min,这与该实验结果基本一致,泥鳅T0依赖于温度的模式与硬骨鱼相

似[27-29],泥鳅卵裂速度快于目前报道的硬骨鱼类.根据本研究可得出:22℃泥鳅卵裂间隔时间在(13.67±
0.72)min与(14.33±0.52)min之间,而大黄鱼卵裂间隔时间为19.5min[30],鲤为23.7min,鲟鱼类则为

38.9min以上[31],泥鳅行不完全卵裂与大黄鱼、鲤一样.不同物种在同一温度下卵裂速度存在明显差异,原因

87 河南师范大学学报(自然科学版)                2018年



包括不同物种控制卵裂基因种类,含量以及表达产生孵化酶种类等方面,至今未给出详细报道,还有待于进

一步研究.通过该研究用T0为时间单位便于不同试验间及不同物种间进行比较研究,有利于提高染色体组

操作的标准化,鱼类染色体组操作在遗传育种研究中有着广泛的用途,雌核发育作为遗传育种工作的研究领

域之一,已经在多种鱼类展开研究并取得成果,包括:红鲤(Commoncarp)[32]、鲤鱼(Cyprinuscarpio)[33]、
稀有鮈鲫(Gobiocyprisrarus)[34]、草鱼[35]等.抑制第二次减数分裂或第一次有丝分裂实现受精卵的染色体

组加倍是鱼类染色体组操作的重要步骤.处理起始时间和作用持续时间的要求更为严谨,T0作为一个相对

时间,用来确定染色体操作时间的指标较绝对时间更为严谨,在匙吻鲟(Polyodonspathula)[36],鲇鱼(Silu-
rusasotus)[37]等鱼类雌核发育研究结果均已得到证实,被用于确定最适染色体操作时间,已广泛得到认可.
该研究旨在确定不同温度受精卵胚胎发育第1次卵裂时间和卵裂间隔时间,可以精确无误地把握染色体操

作的处理起始时间和处理持续时间,从而提高染色体组加倍的人工诱导率,在不同繁殖季节,水温变化情况

下,为泥鳅染色体组操作提供基础数据,以示参考.
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Effectsoftemperatureonthecleavageofembryoformloach(Misgurnusanguillicaudatus)

LiuZiran1,PanGan1,2

(1.SchoolofLifeSciences,SouthChinaNnomalUniversity,Guangzhou510631,China;

2.GuangzhouJinyangAquacultureCo.Ltd,Guangzhou511477,China)

  Abstract:Loach(Misgurnusanguillicaudatus)isaveryimportantculturedspecies.However,thereislackofinforma-
tionabouttheeffectsoftemperatureonitscleavageoffertilizedeggs.Inthisreport,throughtheobservationofembryonicde-
velopmentofM.anguillicaudatus,werecordedcleavagetimeofoospermatdifferentwatertemperatures[(17±0.5)℃、(20±
0.5)℃、(23±0.5)℃、(26±0.5)℃、(29±0.5)℃、(32±0.5)℃]toknowabouttheinfluenceofwatertemperatureonmitotic
intervalT0.ResultindicatedthatM.anguillicaudatusembryonicdevelopmentconsistsofoospermphase,cleavagephase,gas-
trulaphase,phaseofformationofneurulation,organogenesisphaseandhatchphase.Inarangeofwatertemperature,thehigh-
erthetemperaturewas,theshorterthefirstcleavage.About3.5minfasterwithevery1℃increased.Viaregressionanalysis,

therelationshipbetweenfirstcleavagetime(y)andwatertemperature(x)concludedtoy/min=-78.5ln(x/℃)+298.96
(R2=0.99).Furthermore,thehigherthetemperaturewas,theshorterthemitoticintervalT0was.Therelationshipbetween

mitoticintervalT0(y)andwatertemperature(x)concludedtoy/min=44.188-0.002(x/℃)3+0.1428(x/℃)2-
3.5536(x/℃)(R2=0.9871).

Keywords:Misgurnusanguillicaudatus;nmbryonicdevelopment;watertemperature;mitoticintervalT0
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