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团头鲂的胚胎发育与观察方法优化
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　　摘　要：通过人工繁殖获得团头鲂受精卵，在体视显微镜下对其胚胎和早期仔鱼发育过程进行了连续观察、

拍照与测量．结果显示，团头鲂受精卵呈圆球形，具黏性，卵径（１．１８±０．０９）ｍｍ；在水温（２１±１）℃条件下，团头鲂胚

胎发育从受精到孵化历时３９ｈ１０ｍｉｎ，经历了胚盘形成、卵裂期、囊胚期、原肠胚期、神经胚期、器官形成期和出膜

期７个发育阶段；初孵仔鱼体长（３．４４±０．２９）ｍｍ，出膜后第４ｄ仔鱼鳔完全充气，卵黄囊消失；观察时，受精卵至尾

鳍出现期胚胎置０．７％生理盐水中，肌肉效应期和后面各时期的胚胎经４％多聚甲醛固定后置３％甲基纤维素中拍

照可获得良好效果．该工作为研究团头鲂胚胎早期发育过程提供了实时和动态的图像资料，并为鱼类胚胎发育观察

提供了基本技术参考．
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团头鲂（犕犲犵犪犾狅犫狉犪犿犪犪犿犫犾狔犮犲狆犺犪犾犪），又名武昌鱼，属鲤形目（Ｃｙｐｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ），鲤科（Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ），"

亚科（Ｃｕｌｔｒｉｎａｅ），鲂属（犕犲犵犪犾狅犫狉犪犿犪），主要分布在长江中下游大型湖泊中．团头鲂目前已在国内各渔区成

功大规模养殖并成为我国第六大淡水养殖鱼类［１］．自１９５５年被易伯鲁教授
［２］定名和报道以来，有关团头鲂

的研究，在基础生物学［２－７］、遗传育种［８－９］、营养与饲料［１０－１１］、疾病与免疫［１２］、基因克隆与表达［１３－１５］、全基因

组测序等方面均取得了较大进展，但在基础研究中关于团头鲂胚胎发育的报道迄今仍限于经典的手绘模式

图［６，１６］，缺少实时和动态的显微图像．为进一步提供团头鲂胚胎和早期仔鱼发育详尽的动态图像等基础资

料，本研究进行了团头鲂的人工繁殖、胚胎发育的显微观察和拍照，这些工作可为今后进一步开展团头鲂胚

胎的显微操作、鱼苗培育以及其他鱼类胚胎发育观察等提供参考依据．

１　材料与方法

１．１　实验材料及人工繁殖方法

团头鲂亲鱼由湖北鄂州团头鲂原种场提供，于繁育季节挑选健康雌性和雄性亲鱼各３尾．雌鱼胸腔注射

促黄体素释放激素Ａ２（ＬＨＲＨ－Ａ２）３μｇ·ｋｇ
－１，９ｈ效应期后雌鱼再注射绒毛膜促性腺激素（ＨＣＧ）３００ＩＵ·

ｋｇ
－１和马来酸地欧酮３ｍｇ·ｋｇ

－１，雄鱼减半注射，分别置养殖桶中暂养．３种催产试剂均购自宁波市三生药

业有限公司．６～８ｈ效应期后，分别捞取雌、雄鱼挤出成熟卵子和精子，加入０．７％生理盐水后搅拌使之受精，

将刚受精卵置于培养皿中孵化，水温控制在（２１±１）℃．

１．２　胚胎显微观察与拍照方法

由于团头鲂胚胎具黏性，拍照前先用平板轻推使胚胎与皿分离，吸出胚胎用０．７％生理盐水洗去杂质，再
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置生理盐水中拍照；观察肌肉效应期及其后各发育期胚胎时，为避免胚体运动影响观察和获得最佳拍照效

果，特设置３种胚胎处理方式以进行比较：ａ．将胚胎置于３％甲基纤维素（国药沪试，上海）中拍照；ｂ．将胚胎

用４％多聚甲醛（Ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ，ＰＦＡ）（谷歌生物，武汉）固定后，剥去卵膜，置生理盐水中拍照；ｃ．将胚

胎用４％ＰＦＡ固定、除去卵膜后置３％甲基纤维素中拍照．卵径与初孵仔鱼数据测量均在活体进行，其中仔

鱼用 ＭＳ－２２２（Ｓｉｇｍａ，美国）麻醉．每次观察胚胎数不少于３０颗，当其中６０％以上达到某发育阶段时，记为

该发育阶段的起始时间［１６］．在体视显微镜（ＬＥＩＣＡＤＦＣ５５０，德国）下对受精卵发育进行连续观察与拍照，使

用ＬｅｉｃａＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎＳｕｉｔｅ软件进行长度测量，胚胎发育时程参照文献［１６］．

２　结果与分析

２．１　团头鲂胚胎发育过程

团头鲂的成熟卵呈浅绿色，卵质均匀，为沉性卵．受精卵吸水后膨胀，具黏性．在水温（２１±１）℃条件下，

团头鲂胚胎孵化出膜历时３９ｈ１０ｍｉｎ，经历胚盘期、卵裂期、囊胚期、原肠胚期、神经胚期、器官形成期阶段，

之后破膜而出并进行胚后发育，孵化率为７５．３９％．胚胎发育各时期的发育特征如下．

受精卵与胚盘阶段：受精卵近圆球形，卵径（１．１８±０．０９）ｍｍ（见图１ａ），吸水膨胀后达到（１．３７±

０．１０）ｍｍ．受精后１５～３０ｍｉｎ，植物极与动物极分化，原生质向动物极流动，并逐渐隆起形成胚盘，其中胚盘

呈白色，卵黄呈淡黄色（图１ｂ）．

卵裂阶段：受精后３０ｍｉｎ，胚盘发生第１次卵裂，胚盘细胞分裂为两个大小相似的分裂球，进入２细胞期

（图１ｃ）；随后细胞继续发生分裂，分裂细胞数目按４、８、１６、３２、６４成倍递增，分裂球体积也同时逐渐变小（图

１ｄ～ｇ）；此后分裂的细胞越来越多，进入多细胞期（图１ｈ）．

囊胚期阶段：细胞不断分裂，细胞数量成倍增加，细胞界限越来越模糊，由若干分裂细胞组成的囊胚层在

动物极堆积并隆起，在囊胚早期尚未形成囊胚腔；随着细胞继续分裂，囊胚层继续增高，囊胚腔形成，为囊胚

中期（图１ｉ）；之后囊胚层下降，囊胚细胞开始下包卵黄，进入囊胚晚期．

原肠胚期阶段：囊胚细胞向植物极下包约占整个胚体的１／２时，胚盘下包边缘受卵黄阻碍加厚呈帽沿

状，形成胚环，进入原肠早期；随后胚盘继续下包，当下包至约２／３时，胚环一侧细胞集中增厚形成胚盾，胚盾

下方的卵黄略向内凹，进入原肠中期（图１ｊ）；胚盘继续下包至约３／４时，胚盾延长，胚体雏形显现，进入原肠

晚期．

神经胚期阶段：胚盘下包卵黄约占整个胚体的４／５，卵黄栓明显，神经板雏形出现，进入神经胚期阶段

（图１ｋ）；随着细胞继续分裂发育，胚盘完全包住卵黄，神经板中线下凹，胚孔越来越小直至封闭，进入胚孔闭

合期（图１ｌ）．

器官形成期阶段：胚体头部神经板向前微隆起，胚体中部开始出现肌节，为体节形成期（图１ｍ）；在脑泡

两侧形成肾形凸起即眼原基，为眼基出现期；长椭圆形眼囊逐渐形成，为眼囊期（图１ｎ）；眼前方腹面出现圆

形嗅板，为嗅板期（图１ｏ）；胚体后端出现膜状尾芽，眼囊逐渐变圆并开始内陷，为尾芽期；眼囊内陷成眼杯，

尾芽继续发育延伸，后脑两侧出现长圆形小泡状听囊，为听囊期（图１ｐ）；眼杯进一步扩大，尾部边缘表皮外

突形成鳍褶并离开卵黄，为尾鳍出现期（图１ｑ）；胚体肌节达２２～２４对，肌节开始收缩且频率逐渐加快，为肌

肉效应期（图１ｒ）；眼杯处出现圆形透明晶体，肌节收缩进一步加快，为晶体出现期（图１ｓ）；心脏原基形成，呈

管状，为心脏出现期；眼前下方有一对鼻窝出现，为鼻窝期；听囊中出现一对耳石，胚胎在卵膜内转动，为耳石

期；管状心脏开始搏动，为心跳期（图１ｔ）．

出膜阶段：胚胎在卵膜内卷曲，胚体摆动加剧至破卵膜而出，为出膜期（图１ｕ）；此时鱼体全身无色素，体

长（３．４４±０．２９）ｍｍ，卵黄囊长（２．３７±０．０８）ｍｍ．

胚后发育：眼球内侧出现黄褐色色素，胸鳍明显，为眼球色素出现期（图１ｖ）；之后眼球色素逐渐增多，淡

红色血液在血管内循环流动，为循环期；泄殖窦后方出现少量色素，口微张开，仔鱼游泳能力增强，为体色素

出现期；眼球色素增多呈黑褐色，卵黄囊被吸收仅剩狭长条形，出现囊状鳔，为鳔形成期（图１ｗ）；鳔膨大充

气，直管状肠管形成，可主动摄食，为肠管形成期（图１ｘ）．
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团头鲂胚胎发育分期和主要特征见表１．

表１　团头鲂胚胎发育过程

发育时期 发育时间 发育期主要特征 图序

受精卵Ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｅｇｇｓ ０ｈ００ｍｉｎ 受精卵近圆球形，卵径（１．１８±０．０９）ｍｍ 图１ａ

１细胞期Ｂｌａｓｔｏｄｉｓｃ ０ｈ３０ｍｉｎ 卵间隙明显扩大，受精卵的动物极出现隆起胚盘 图１ｂ

２细胞期２－ｃｅｌｌ ０ｈ５５ｍｉｎ 胚盘细胞纵裂，分为２个细胞 图１ｃ

４细胞期４－ｃｅｌｌ １ｈ５５ｍｉｎ ２个相等细胞分为４个细胞 图１ｄ

８细胞期８－ｃｅｌｌ ２ｈ３５ｍｉｎ 分为８个相等的细胞，排列成２列 图１ｅ

１６细胞期１６－ｃｅｌｌ ３ｈ００ｍｉｎ 分为１６个相等的细胞，排列成４列 图１ｆ

３２细胞期３２－ｃｅｌｌ ３ｈ３５ｍｉｎ 分为３２个相等的细胞，排列成４列 图１ｇ

多细胞期 Ｍｏｒｕｌａ ３ｈ５５ｍｉｎ 胚盘处形成高高隆起的细胞团，细胞分裂较多 图１ｈ

囊胚期Ｂｌａｓｔｕｌａ ５ｈ４０ｍｉｎ 细胞间隔模糊，囊胚凸起较高 图１ｉ

原肠胚期Ｇａｓｔｒｕｌａ １０ｈ００ｍｉｎ 囊胚细胞下包卵黄并内卷 图１ｊ

神经胚期Ｎｅｕｒｕｌａ １２ｈ３０ｍｉｎ 胚胎背部形成神经板 图１ｋ

胚孔闭合期Ｃｌｏｓｕｒｅｏｆｂｌａｓｔｏｐｏｒｅ １３ｈ３５ｍｉｎ 胚盘完全包住卵黄，胚孔闭合 图１ｌ

体节形成Ａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｍｙｏｍｅｒｅ １５ｈ２５ｍｉｎ 胚体前段微隆起，中部出现肌节 图１ｍ

眼囊期Ｏｐｔｉｃｃａｐｓｕｌｅｓｔａｇｅ １７ｈ３０ｍｉｎ 胚体前出现１对眼囊 图１ｎ

嗅板期Ｏｌｆａｃｔｏｒｙｐｈａｓｅｐｌａｔｅ １８ｈ３５ｍｉｎ 眼前方出现圆形嗅板 图１ｏ

听囊期Ａｕｄｉｔｏｒｙｖｅｓｉｃｌｅｓｔａｇｅ ２０ｈ４５ｍｉｎ 后脑两侧出现听囊 图１ｐ

尾鳍出现期Ｒｕｄｉｍｅｎｔｏｆｔａｉｌｆｉｎ ２２ｈ３０ｍｉｎ 尾部伸长，末端出现尾鳍褶 图１ｑ

肌肉效应期 Ｍｕｓｃｌｅｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇ ２３ｈ００ｍｉｎ 胚体肌节开始有节律收缩，频率、幅度都较小 图１ｒ

晶体出现期Ｃｒｙｓｔａｌｓｔａｇｅｏｆｅｙｅｓ ２４ｈ４０ｍｉｎ 眼杯口出现圆形晶体，肌节收缩进一步加快 图１ｓ

心跳期 Ｈｅａｒｔｂｅａｔｉｎｇｓｔａｇｅ ３１ｈ５０ｍｉｎ 心脏开始搏动并逐渐加快 图１ｔ

出膜期 Ｈａｔｃｈｉｎｇ ３９ｈ１０ｍｉｎ 胚体摆动加剧至完全脱膜，体无色素 图１ｕ

眼球色素出现期Ｅｙｅｂａｌｌｐｉｇｍｅｎｔ ４７ｈ３５ｍｉｎ 眼球内侧出现黄褐色色素 图１ｖ

鳔形成期Ａｉｒｂｌａｄｄｅｒｆｏｒｍａｔｉｏｎ １１０ｈ１５ｍｉｎ 囊状鳔形成，体色素增多，卵黄囊呈狭长条形 图１ｗ

肠管形成期Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅａｐｐｅａｒａｎｃｅ １３２ｈ２０ｍｉｎ 肠管形成，鳔室充气，卵黄囊吸收完毕 图１ｘ

２．２　胚胎不同处理方式与拍照效果比较

在团头鲂胚胎发育肌肉效应期及其后各发育期，胚胎的处理方式不同，拍照效果亦不相同．方式ａ胚胎

未经ＰＦＡ固定直接置于甲基纤维素中，胚体仍会发生肌肉运动影响观察与拍照，且卵膜会因渗透压出现皱

缩（图２ａ）；方式ｂ胚胎经４％ＰＦＡ固定及去膜后胚体不再运动、完整不易破碎且拍照效果较清晰，但胚体颜

色不自然（图２ｂ）；方式ｃ胚胎拍照效果既完整清晰又呈现正常颜色，整体效果较好（图２ｃ），因此本研究选择

方式ｃ进行胚胎发育的观察与拍照．

３　讨　论

３．１　团头鲂催产剂的使用

目前我国广泛使用的催产剂主要有３种，即鱼类脑垂体（简称垂体或ＰＧ）、绒毛膜促性腺激素（简称绒膜

激素或 ＨＣＧ）、促黄体生成素释放激素类似物（简称类似物或ＬＲＨ－Ａ），此外，还有一些提高催产效果的辅

助剂，如多巴胺排除剂（ＲＥＳ）、多巴胺拮抗物（ＤＯＭ）
［１７］．虞鹏程等

［１６］已报道对团头鲂可用鲤鱼脑垂体和

ＨＣＧ两种催产剂进行催产，而本文中使用了ＬＨＲＨ－Ａ２，ＨＣＧ和ＤＯＭ３种试剂，亦取得了较好的催产效

果，表明其均可促进亲鱼排卵．催产剂的效应时间主要受亲鱼性腺发育程度、水温的高低、催产剂的种类与剂

量等的影响，要根据实际情况及时观察亲鱼反应．本实验中，在亲鱼性腺成熟良好，水温（２１±１）℃、催产剂使

用如上所述的情况下，效应时间为６～８ｈ．
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３．２　胚胎与仔鱼的收集与拍照

团头鲂受精卵为黏性卵，这为胚胎收集、观察与拍照工作带来了一定难度，本研究对实验方法进行了改

进并取得了较好效果．该方法通过用一边缘较薄平板轻推分离培养皿与粘着卵粒，一次可分离多颗受精卵，

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



且卵膜不易破损同时膜内胚体保持自然完整状态；用生理盐水清洗可除去胚胎表面黏附的部分杂质，提高胚

胎发育观察时的清晰度；后期胚胎经４％ＰＦＡ固定可维持胚体基本形态且不易破碎；置３％甲基纤维素中拍

照可呈现胚胎的原色并有利于预期定位；值得注意的是，由于胚胎接近透明，在黑色背景下拍照效果较好．

３．３　胚胎发育与水温的关系

适宜的水温是鱼类胚胎发育和仔鱼培育的重要条件之一．一般水温过低会使孵化周期延长、孵化率降

低、仔鱼生长发育缓慢，水温过高则可导致胚胎畸形率上升［１８－１９］．团头鲂在水温（２１±１）℃条件下可正常发

育，受精卵孵化时间为３９ｈ１０ｍｉｎ．同为鲂属的三角鳊在２２～２４．５℃条件下，胚胎孵化历时２９ｈ
［７］．本试验

的团头鲂胚胎孵化时间较三角鳊长，可能是由于水温较低．但在相同温度下，团头鲂出膜和其他器官的发育

速度比同为鲤科的鲢鱼和草鱼快［６］，这可能与物种本身的遗传因素有关．总的来说，这些现象与鲤形目鱼类

多数属于温水性鱼类相符［２０－２１］．

３．４　团头鲂胚胎发育特点

团头鲂受精卵的分裂与许多淡水硬骨鱼类基本相同［２２］，属于典型的盘状分裂．从总体上看，团头鲂胚胎

发育经历了胚盘形成、卵裂期、囊胚期、原肠胚期、神经胚期、器官发生期和孵化出膜等阶段，其发育过程符合

硬骨鱼类胚胎发育的一般规律［２３］．在不同发育阶段历时上我们的结果与虞鹏程等
［１６］的报道有些出入，比如

肠管形成期其结果历时１４３．８２ｈ（水温２０～２２℃），比本研究结果推迟约１１ｈ，很可能是实际温度偏低所致．

也注意到团头鲂不同发育阶段孵化历时不一，以器官形成期历时较长，表明完成这一发育阶段需要消耗较多

能量，因此在生产中要为团头鲂胚胎和仔鱼发育提供充足的氧气，包括选用优良的水源、调节适宜的水流量

及控制适当的放卵密度等，以助于团头鲂胚胎发育过程顺利完成．

综上所述，成功地使用３种催产剂诱导了团头鲂产卵，并用改进的胚胎收集和观察方法对团头鲂的胚胎

发育及早期仔鱼进行了拍照，为团头鲂的胚胎发育阶段提供了证据，这些数据也能为其他鱼类胚胎的获取和

观察提供帮助．
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