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摘要: 采用扫描电镜观察中华乌塘鳢精子和成熟卵的形态结构及精子入卵过程. 精子由头部、颈部和尾 3 部分组成, 全

长 17. 0~ 19. 0 Lm. 成熟卵呈圆球形, 直径在 600~ 670 Lm之间, 动物极端有一黏着器,黏着器围绕着卵膜孔区, 卵膜孔

区中间有一凹陷的卵膜孔.黏着器由黏着丝、筛状圆柱体和基底三部分组成. 卵膜孔呈漏斗状结构,由前庭以及卵孔管组

成.精子通过基底的穿孔以及筛状圆柱体的筛孔到达卵膜孔区, 进入卵膜孔. 受精前,絮状物覆盖整个基底和卵膜孔区,

并堵住卵膜孔.当精子接触卵膜孔区时, 絮状物消失,但卵膜孔还被精孔细胞堵塞;当精子进入卵孔管时, 精孔细胞消失;

精子入卵后,卵膜孔被絮状物质堵塞, 精子入卵过程完成.
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  中华乌塘鳢 (Bostrichthys sinensis Lac�p�de)隶

属于鰕虎鱼亚目( Gobioidei)、塘鳢科( Eleot ridae)、乌

塘鳢属(Bostrichthys) , 系暖水肉食性鱼类. 广泛分布

于日本、泰国、斯里兰卡、印度、澳大利亚、马来西亚、菲

律宾、印度尼西亚等国家及中国的广西、广东、福建、浙

江等省沿海河口、港湾, 栖息于滩涂洞穴中[ 1- 3] .中华

乌塘鳢具有生命力强、生长快、易饲养等特点,其肉质

细腻、味道鲜美、营养丰富并便于鲜活运输, 是一种优

良的养殖品种, 并作为名贵的海产滋补鱼类而畅销中

国大陆、台湾和港澳等地区[ 1- 2] .

中华乌塘鳢成熟卵子为黏性卵, 呈圆球形, 无油

球
[ 1- 4]

. 自然条件下,成熟雌雄个体生殖期间择偶配对

进入洞穴中交配产卵,卵子排出后遇水即黏附于洞壁,

受精后膨胀为长瓜形,附着端有许多黏着丝[ 3] .根据其

生殖习性,在进行中华乌塘鳢人工繁殖时,采用陶瓷或

塑料管道诱导亲鱼在管道内产卵和受精[ 5] .

国内外对鱼类精子入卵前后的扫描电镜观察已有

一些研究报道
[ 6- 28]

,但对卵膜上有黏着丝的成熟卵的

精子入卵前后的研究国内未见文献报道. 国外学者

Giulianini等[ 6]观察了卵膜具有黏着丝的蜥头鰕虎鱼

( Zoster isessor ophiocephalus)精子入卵过程. 本文对

中华乌塘鳢精子和成熟卵的形态结构以及受精过程进

行扫描电镜观察,研究结果可为人工繁殖提供基础资

料.

1  材料与方法

1. 1  材  料
生殖季节采捕九龙江口的野生中华乌塘鳢雌鱼和

雄鱼各 10 尾, 体长为 ( 16. 94 ? 1. 10) cm, 体质量为

( 117. 25 ? 28. 52) g. 以人绒毛膜促性腺激素( HCG)

和促黄体素释放激素类似物( LHRH2A3 ) (宁波市激

素制品有限公司产品)混合注射催熟. 催熟期间水温

( 25 ? 0. 5) e ,盐度 15,微充气.激素注射 65 h 后轻压

雌鱼腹部获取成熟卵子, 解剖雄鱼取出精巢和贮精囊

置于研钵中切碎研磨获得成熟的精子, 进行半干法人

工受精, 分别取成熟卵和受精后 30、60、120 s的受精

卵固定,每次取样 80~ 100粒.

1. 2  方  法
样品先以海水配置的 0. 01%十二烷基硫酸钠溶

液处理 1 min,阻断精子的游动[ 6] ;再用 4%的戊二醛

固定 2 h;固定后用缓冲液( 0. 1 mol/ L PBS, pH= 7. 4)

冲洗 3次,并置于缓冲液中保存. 根据观察需要,用解

剖针剥离黏着器. 经 50%、70%、80%、90%、95%、

100%乙醇梯度脱水,每级脱水 10 min,乙酸异戊酯置

换后,用导电胶将卵子粘在样品台上,粘样时卵膜孔向

上.临界点干燥, 真空镀金, 扫描电镜 XL230ESEM

(PHILIP 公司,荷兰)下观察拍照.加速电压为20 kV.

有关精子和受精卵的相关参数依照电镜照片给定的标

准尺寸经换算求得.

2  实验结果

2. 1  精子的外部形态



中华乌塘鳢精子由头部、颈部和尾 3部分组成,全

长 17. 0~ 19. 0 Lm. 头部为圆形, 直径为 1. 5 ~ 2. 0

Lm,颈部很短,尾部长 15. 5~ 17. 5 Lm(图版Ñ21) .

2. 2  成熟卵的外部形态
中华乌塘鳢成熟卵呈圆球形, 直径在 600~ 670

Lm之间(图版Ñ22) . 黏着器( adhesion apparatus)位

于动物极一端, 由黏着丝( adhesive filament)、筛状圆

柱体( cr ibriform column)和基底( basal plate)三部分

组成,黏着器围绕着卵膜孔区( micr opylar region) (图

版Ñ22, 3) .

黏着丝最长可达 600 Lm.筛状圆柱体高度为 32

~ 40 Lm, 厚为 8. 7~ 9. 0 Lm, 有 4~ 6 层网状筛孔

( cr ibriform perforation ) , 筛孔短径为 1. 80 ~ 3. 33

Lm,长径可达 7 Lm(图版Ñ24) . 基底与卵膜连接处有

1~ 2层开口较大的穿孔( perforat ion) . 穿孔外径可达

6~ 7 Lm, 内径为 3. 5~ 4. 5 Lm, 孔道全长约 25 Lm,

宽为 3. 5~ 5. 2 Lm(图版Ñ25) .

卵膜孔区的正中央有一漏斗形的凹陷, 为卵膜孔

(micropyle) .卵膜孔可分为凹陷的前庭( vest ibule)和

管道状的卵孔管( micropylar cannal)两部分. 前庭直

径为 14~ 19 Lm, 其外周与基底内缘相接, 内周与卵孔

管相连,卵孔管外周直径为 3. 5~ 6. 2 Lm. 卵孔管的内

部开口即为受精孔( fert ilized aper ture) ,直径为 1. 8~

2. 2 Lm. 前庭壁外口与基底连接处有 12~ 16条由基

底隆起而形成的嵴状结构,以卵膜孔为中心呈辐射状

分布,称辐射嵴( radiate ridge) .辐射嵴在不同成熟卵

之间数量和形态上有差异.辐射嵴延伸到筛状圆柱体

底部,与其融合,形成一个以卵膜孔为中心的圆形嵴状

隆起,直径为 48~ 58 Lm, 包围整个卵膜孔区.各辐射

嵴间组成若干个扇形区. 辐射嵴高为 2. 3~ 3. 5 Lm,长

为 14. 7~ 19. 0 Lm(图版Ñ26) .

2. 3  精子入卵过程
未受精卵的筛状圆柱体、基底以及卵膜孔区表面

被絮状物( flocculent material)覆盖(图版Ò21) . 受精

后 30 s,絮状物消失,但可以清晰地观察到卵膜孔被精

孔细胞( micropylar cell)塞住(图版Ñ21, 6) . 此时, 个

别精子已经到达卵膜孔附近,多数精子到达扇形区或

正在通过穿孔和筛孔. 穿孔处的精子密度比筛孔处的

高.精子头部多数朝向卵膜孔(图版Ñ26) .

受精后 60 s,多个精子聚集在卵膜孔周围,已有精

子进入卵孔管并将尾部留在卵膜孔外(图版Ò22) , 卵

孔管开始闭合. 受精后卵膜孔阻塞,多余的精子滞留在

卵膜孔外面, 尾部相互缠绕. 精子间出现絮状粘性物

质,形成了一个线团样的结构(图版Ò23) .

受精后 120 s, 卵膜孔区的精子开始解体,先是尾

部解体,而后是颈部和头部. 卵膜孔被絮状物堵塞(图

版Ò24) .

精子入卵的途径:从穿孔和筛孔进入卵膜孔区,再

沿着扇形区到达漏斗状凹陷, 最后进入卵膜孔.

3  讨  论

中华乌塘鳢卵为粘性卵, 当成熟卵产出遇到水后,

表现出较强的粘性, 使产出的卵子能粘附在某些固体

支持物上完成孵化过程. 此粘性来源于壳膜(或称胶

膜)中的主要组成成分粘蛋白(或称糖蛋白)
[ 29]

. 观察

发现,卵子在接触水后,黏着丝会粘结缠绕在一起, 这

种现象与其生活环境及生殖方式相适应, 有助于隔离

和吸附外界较大颗粒的碎屑, 保证卵膜孔区的洁净.

蜥头鰕虎鱼具有和中华乌塘鳢相类似的黏着器结

构和生活习性[ 30- 31] .据 Giulianini等[ 6, 31]报道, 蜥头鰕

虎鱼卵子黏着丝紧紧地粘附在底质上, 且缠绕在一起,

一旦精子接触到黏着丝后会被粘附而无法游动,是精

子入卵的主要障碍, 认为蜥头鰕虎鱼卵子黏着丝下方

的筛孔是精子到达卵膜孔的唯一路径. 蜥头鰕虎鱼之

所以具有很高的受精率(接近 100% ) , 是因为它的筛

孔直径 ( 2~ 7 Lm) 较大, 足够让精子穿过到达卵膜

孔[ 31] . 中华乌塘鳢黏着器不仅有筛孔,而且还有穿孔,

穿孔的孔径大于筛孔,更有利于精子进入卵膜孔区,受

精率可达到 99%
[ 32]

.

位于卵膜表面的卵膜孔,是无顶体鱼类精子入卵

的唯一通道.不同鱼类的卵膜孔区结构和卵膜孔形态

结构不尽相同. 玫瑰鲃(Ba rbus conchonius) [ 7]、大银鱼

( Pr otosalanx hyalocar anius) [ 8]、金鱼( Car assius au2

ra tus) [ 9] 和 大 头 丽 脂 鲤 ( Astyanax bimacula tus

lacust ris) [ 33]的卵膜孔区具有放射状沟和嵴的特异结

构. 泥鳅( Misgurmus anguil l icaula tus) [ 10] 卵膜孔区

侧壁呈左涡旋状,尼罗罗非鱼( T i lapia nilotica ) [ 11]的

卵膜孔区则略呈螺线状排列. 黄鳝 ( Monop terus al2

bus) [ 12]、三角鲂 ( Meg alobr ama termina lis) [ 13]和鲤鱼

(Cypr inus car pio)
[ 14]
卵膜孔区的侧壁无放射状沟嵴

和涡旋状纹路, 只呈现平滑漏斗状凹陷, 怀头鲇(索氏

六须鲶) ( S ilurus sold atovi)
[ 15- 16]

动物极有辐射嵴的

构造. 宋慧春等[ 8]认为,卵膜孔区的沟嵴结构和螺旋状

结构一样,为精子云集和导入精孔管提供了有利的条

件,是一种不容忽视的机械动力因素. Amanze 和 Iy2

enga[ 7]认为这种结构有利于捕获及引导精子, 促进受

精.陈军等[ 16]认为怀头鲇辐射嵴间组成的扇形区域具

有空间和方位的引导作用,可使精子以最佳路径和均

等机会聚集到卵膜孔区, 起加速受精的作用. 中华乌塘

鳢卵膜孔区也具有辐射嵴构造, 以卵膜孔为中心的扇
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形辐是受精早期大量精子积聚的区域. 卵膜孔区的存

在,扩大了卵膜孔收集精子的面积,使它成为/捕捉0精

子的区域,由于卵膜孔区呈现放射状的的结构,使得达

到卵膜孔区的精子能优先被导引入精孔管
[ 8]
. 同时,卵

膜孔有凹陷的前庭和管道状的精孔管两个构造,也起

了引导和加速受精的作用[ 8, 13] .

多数硬骨鱼类的卵孔管只允许一个精子通过, 属

于单精入卵单精受精. 卵细胞受精孔口径与精子的大

小是判断是否为单精受精的重要依据之一. 中华乌塘

鳢卵膜表面仅有一个受精孔, 属单受精孔型. 虽然卵孔

管的外部开口直径为 3. 5~ 6. 2 Lm, 会出现多个精子

同时聚集在卵孔处, 但卵孔管的内部开口(受精孔) ,直

径为 1. 8~ 2. 2 Lm,仅够一个精子进入. 而受精前,卵

孔管中有精孔细胞的存在,受精后絮状物出现以及卵

孔管的收缩,会阻止多余精子入卵,因此推测中华乌塘

鳢为单精受精类型. 精子和卵细胞之间的有效识别和

成功结合是受精过程能发生的前提条件. Yamamo2

to
[ 34]
研究鳑鮍鱼(Rhooeusocel la tus)、鳈鱼( Sar cheil i2

chthys ua riega tus)和矛鱊( Achei lognothus lanceola2

tum)等鱼类后指出, 卵膜孔附近有一种小肽物质, 能

诱导精子入卵; 革胡子鲶[ 17] ( Cla rias la zcr a )、怀头

鲇
[ 15, 18]

、尼罗罗非鱼
[ 11]

(Orechr omis niloticus)刚产出

的成熟卵子精孔区内的絮状物, 能吸引精子. 张筱兰

等[ 19]发现黑鲷( Spa rus macr ocepha lus)卵膜管内外也

存在絮状物,不仅具有引诱精子入卵的作用, 还具有遇

水溶解、遇药物凝固的特性, 并称之为前絮状物.前絮

状物出现在精子入卵前, 可能是一些小肽类的物质,具

有激活精子和诱导精子入卵的功能.

在精子入卵之后, 由皮质颗粒分泌可能含有皮质

颗粒凝集素( cort ical granule lect in)的胶状物质,涌向

卵孔管外,遇水或药物凝聚成棉絮状, 称为后絮状物,

可使精子失去活性, 阻止多余精子继续入卵, 是构成受

精屏障的重要物质之一
[ 19]

. 精子入卵后, 卵周隙液流

经卵孔管将多余的精子推出卵膜孔, 在前庭外面形成

球状结构, 称之为受精塞 ( fert ilization plug) , 这在大

麻哈鱼 ( Oncor hynchus keta )
[ 20- 21]

、施氏黄盖鲽 ( l i2

manda schr enki ) [ 22]、中华青鳉 (Oryzias latipes) [ 23]、

印度斑马鱼 ( Br achyr anio rer io) [ 24]、鲤鱼 (Cyp rinus

car pio) [ 25]、黑点青鳉( Or yzias mela stigma ) [ 26]、革胡

子鲶
[ 17]
、怀头鲶

[ 16- 18]
、华鲮( S inilabeo rendahl i )

[ 27]
和

赤眼鳟( Squa lioba rbus cur riculus) [ 28]都有报道.

在同一种鱼类的精子入卵过程中, 出现这两种功

能迥然相悖的絮状物,目前仅见于黑鲷、鲶鱼、华鲮等.

中华乌塘鳢除了有这两种絮状物的出现外, 还观察到

了卵孔管收缩现象, 这和怀头鲶[ 18]相似. 前絮状物的

出现有助于诱导精子入卵,后絮状物及卵孔管的收缩

都有助于阻止多精入卵.
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Scanning Electron Microscopic Observations on Sperm Penetration of
Micropyle in Chinese Black Sleeper (Bostr ichthys sinensis Lacepede)

HE Zhen2bang, H ONG Wan2shu* , CHEN Shi2xi,

ZH ANG Qi2yong, GE Wei, CHEN Yun2yun
( College of Oceanography and Environment al Science,

Xiamen Universit y, Xiamen 361005, China)

Abstract: The scanning electron microscope was applied to observe the morphology of sperms and eggs as well as the process of

sperm penet ration of micropyle in Chinese black sleeper ( Bostr ichthys sinensis Lacepede) . Spermatozoon, 17. 0~ 19. 0 Lm in length,

was composed of a head, a shor t midpiece and a long flagellum. The matur e egg was spher ical in shape, with a diameter of 600~ 670

Lm. The micropyle was located at the centr e of the f ilaments apparatus. The adhesion apparatus was composed of a basa l plate, a crib2

r iform column and a clump of adhesive filaments. Spermatozoa passed through the basal per forat ions and the cr ibriform per forat ions

toward the m icropylar . The micropyle was a funnel2shaped st ruct ur e that consisted of a vestibule and a micropylar cana l. Befor e fer ti2

lization, flocculent material spr ead on the basal plate, m icropylar r egion and miropyle. As soon as sperm at tached to the oocyte plasma

membrane, the flocculent mat er ial disappea red, but micropyle was plugged by micropylar cell. After sperm entered the micropylar ca2

nal, the micropylar cell disappear ed. The micropyle was plugged by flocculent mater ial after fert ilizat ion.

Key words: Bostr ichthys sinensis; sperm penetration; micropyle; fert ilizat ion; adhesive filaments
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    图版Ñ 中华乌塘鳢精子及成熟卵的形态结构

    Plate Ñ Morphology of sperm and matur e egg
1. 中华乌塘鳢精子形态、卵膜孔区结构及精孔细胞(受精后 30 s)

Morphology of sperm, micropylar r egion and micropylar cell

2. 中华乌塘鳢成熟卵及其黏着丝的外部形态

Externa l morphology of mature egg and adhesive filaments

3. 黏着器及卵膜孔区的形态结构(打开黏着器观察)

Structure of adhesion apparatus and micropylar r egion of an opened2up adhesion appa ratus

4. 筛状圆柱体的网状筛孔

Netted cr ibriform perforations of cribr iform column

5. 基底穿孔,示精子通过穿孔进入卵膜孔区

Showing sperms enter ing the micropylar region along the basal plate pores

6. 示辐射嵴和扇形区. 受精后 30 s,个别精子已经到达卵膜孔附近, 多数精子到达扇形区或正在穿

越穿孔和筛孔

30 s after fert ilization, some sperms approaching the micropyle, most of sperms passing through

the basal plate pores
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    图版Ò 中华乌塘鳢精子入卵过程

    Plate Ò Pr ocess of sperm penetr at ion
1. 未受精卵中,筛状圆柱体、基底以及卵膜孔区表面被絮状物覆盖

Before fert ilization, the cribr iform column, basal plate and micropylar region were covered by

flocculent mater ial

2. 受精后 60 s,精子进入卵孔管

60 s after fert ilization, spermatozoan penetr ating the micropylar canal

3. 精子入卵后,多余的精子在卵膜孔的前庭处聚集,絮状粘性物质已形成了一个线团样的结构

60 s after fert ilization, r edundant sperms pliling up around the micropylar vestibule

4. 受精后 120 s后,精子开始解体

120 s after fertilization, sperms began to break down

aa: adhesion appart us 黏着器;   af: adhesive filaments 黏着丝;

bp: basal plate 基底; cc: cr ibriform column 筛状圆柱体;

cp: cribr iform per for ation 筛孔; es: egg sur face 卵膜表面;

fm: flocculent materia l絮状物; m: micropyle 卵膜孔;

mc: micropylar cell精孔细胞; p: per for ation 穿孔;

r r: r adiate ridge 辐射嵴; sp: sperm 精子.
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