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1 研究概况

    在海水双壳类中开展的大量受精生物学研究

表明，绝大部分的海水双壳类为卵生型，雌雄配子

被排放到海水中完成受精。排放的卵子处于第一次

减数分裂前期 (生发泡期)或中期。精子入卵后，

受精卵恢复减数分裂，先后排放出两个极体，形成

雌雄原核并最终启动卵裂。

    国内外学者己经对牡砺、珠母贝、贻贝、扇贝

等主要经济双壳类的受精过程进行了细致的观察与

研究，研究手段从普通光学显微镜发展到荧光显微

镜、电子显微镜，研究内容涉及双壳类受精事件的

过程和机制。近年来，双壳类受精过程中亚细胞结

构 (如纺锤体)动态的研究取得了一定进展。

    20世纪80年代以来，海水双壳类的染色体操

作得到广泛研究，先后获得了三倍体、四倍体和非

整倍体，多倍体和非整倍体形成的受精生物学机制

研究取得了许多进展。此外双壳类杂交受精研究取

得了一些进展。双壳类受精生物学的研究，一方面

加深了对贝类受精机制的认识，另一方面加速了经

济贝类育种技术的完善。迄今为止，国内外尚未见

海水双壳类受精生物学研究的综述报道。

2 受精事件及其发生机制

2.1精子进入卵子

    绝大部分的双壳类将雌雄配子排放到海水中

完成受精，排放的卵子处于第一次减数分裂前期或

中期。部分种类的受精发生在生发泡破裂以前，即

第一次减数分裂前期，代表的种类有大西洋浪蛤

(Spisula solidissima) ['-Z];精子入卵时机的第二种

类型是卵子处于第一次减数分裂中期等待受精，如

长牡砺(crassostrea gigas )，这种类型中也有个别
卵子处于前期的终变期或双线期，但随着卵母细胞

在海水中浸泡时间的延长，发育至第一次减数分裂

中期的卵母细胞的比例显著增加[31

    一般认为，精卵由于精子的自由运动而随机相

遇。但某些种类的卵子能够分泌多肤类物质吸引精

子，在海水中该类物质的密度以卵子为中心从外向

内逐渐递增，诱导精子作趋向卵子的向心性运动[’]。

    顶体反应是精子入卵的关键。浪蛤的精卵相遇

时，精子以一定的倾角与卵子的卵黄膜接触，引起

精子的顶体膜与其外的质膜在多处融合，形成一系

列囊泡，顶体消失，释放水解酶等内含物。同时，

顶体下腔内的球状肌动蛋白聚合形成纤维状肌动蛋

白，并组成微丝束，形成顶体突，其后端固着于精

核膜表面。顶体反应导致精子附着于卵黄膜，而后

精子在顶体突的引导下穿过卵黄膜，与卵质膜表面

的微绒毛相接触。精子接触点周围的微绒毛伸长包
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围精子的头部并扩大形成向外突起的受精锥，吸引

精子的头部和中段(精子核和线粒体)进入卵子[’创。

长牡砺精子入卵过程基本与浪蛤相似[[51

    关于精子入卵的部位，一般认为双壳类精子入

卵的部位是随机的，可以从卵子的任意部位入卵，这

在合浦珠母贝、栉孔扇贝和泥蛇中均得到证实[6"$1

    双壳类一般为单精受精。双壳类的卵子在受精

后短时间内就能阻遏多精受精，但阻遏机制尚不完

全清楚。长牡砺精卵接触后诱发皮质反应，皮质颗

粒与卵质膜融合，导致皮层颗粒发生胞吐作用，卵

皮层变硬，受精膜举起，皮质反应是阻止多精受精

的主要机制之一[[91。但是在另一些种类，如大西洋

浪蛤和紫贻贝(Mytilus galloprovincialis)的受精过
程中并未发生皮质反应，这2个种类的卵子受精后，

表面的微绒毛结构和卵膜内的颗粒物质的分布和数

量均发生显著变化，估计与阻止多精受精有关【’，，“]。

2.2 第一次减数分裂 (MI)
    精子的进入，重新启动了卵子的成熟分裂。此

时卵内核膜消失，纺锤体明显，染色体 (四分体)

整齐排列在纺锤体的赤道板上。紫贻贝MI纺锤体

位于卵母细胞的边缘，其长轴与卵表面垂直，包含

2个星体，每个星体具有一对中心粒〔101。长牡蝠MI

纺锤体中期赤道板长轴11.4̂-13.4 gm，短轴4.9-
6.0 [tm，长轴垂直于卵细胞表面[[31。精核偏于一侧，
迅速膨胀，并不参与减数分裂纺锤体的装配。

    在后期I，排列在赤道板上的四分体在纺锤丝的

牵引下分开，每一个四分体形成2个二分体，分别

移向纺锤体的两极。末期I，卵膜上的肌动蛋白丝收

缩，将靠近卵膜的二分体组和少量胞质分离出去，

形成第一极体(PB 1) [31。一般认为，双壳类两次分

裂紧密相连，并没有一个明显的间期[川。

2.3 第二次减数分裂 (Mil)
    在中期 II，纺锤体重新出现，卵子染色体重新

致密化并排列于赤道板。紫贻贝Mil纺锤体两端的

星体，仅各含有一个中心粒[[10]。到了后期III姊妹

染色单体分离并被纺锤体丝牵引至纺锤体的两极，

靠近卵膜和PB1的一组染色体作为第二极体(PB2)

被排出。但紫贻贝的PB2通过一个胞质桥的中体机

构与卵子相连，直至第一次卵裂期二者才完全分开。

目前还未在双壳类中发现PB2排出的位置在PB1排

出位置之外的现象。

    长牡蝠Mil纺锤体的体积大约只有MI的一半，

其中期赤道板长轴6.88.0 gm，短轴2.63.2 gym,
长轴起初平行于卵子表面，在即将进入后期II时，

纺锤体发生旋转使其长轴垂直于卵子的表面[[31。栉

孔扇贝(Chlamys farreri) MII的纺锤体略小于MI
的纺锤体，但与长牡蝠不同的是，其长轴开始就垂

直于卵子表面[[12]

2.4 雌雄原核的形成
    卵子减数分裂接近完成时，雄原核与雌原核渐

次形成。精核核膜囊泡化并逐渐消失，染色质去致

密并分散，这一过程在精子入卵以后就己经开始，

在中期II至后期II精子头部膨胀至最大。两个极体

形成后，精核染色质周围重新形成核膜，形成雄原

核[[131。成熟分裂完成后，来自卵细胞的一套染色体

去致密、膨胀并被核膜包被形成雌原核[[61

    精核去致密的机制还存在争议，大西洋浪蛤卵

子生发泡的破裂是精核去致密的先决条件[Z1;全海

笋 (Barnea candida)精核的去致密却并不依赖于卵

子生发泡的破裂，而与卵内pH的升高密切相关〔141
长牡砺精核的扩张及雌雄原核的融合与卵细胞成熟

分裂的一系列事件有关[31。在精核去致密的调节因

素中究竟谁是主导仍悬而未决。

    精核在卵内的膨胀速度并不恒定，大西洋浪蛤

受精卵内精核膨胀的速度与母本染色质的状态相

关，可分为4个阶段:(1)生发泡破裂以前，精核

低速膨胀;(2)生发泡破裂，精核迅速扩增;(3)

随着MI纺锤体的形成，精核扩增速度锐减，持续

到减数分裂完成:(4)减数分裂接近尾声，精核经

历第二次快速膨胀，并形成雄原核[21。栉孔扇贝和

长牡蝠入卵的精核经历类似的膨胀扩散过程[[12,151

    雌雄原核形成的时间以及先后顺序是研究的

焦点之一。在双壳类中，通常雄原核形成的时间略

早。栉孔扇贝雌原核是在雄原核形成的下一期中形

成「121，长牡砺在PB2形成之后，雌雄原核几乎同时

出现[’5]，近江牡蝠的雄原核出现的时期非常早，甚

至有很多受精卵在中期11雄原核就己经出现[’“]。

2.5 雌雄原核的联合或融合
    雌雄原核的联合或融合从两原核形成之后启

动，两原核沿着一定的路线向卵中央移动、相互靠

近，长牡砺雌雄原核以联合的方式结合，两原核独

自进入卵裂前期，而后来自雄原核和雌原核的染色

体重新排列在第一次卵裂的中期赤道板上，准备卵

裂[151。栉孔扇贝两原核相互靠近后，核膜融合，染
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色质相互合并，形成致密的、直径约8 [gym的块状颗

粒，以融合的方式形成合子「12)

    雌雄原核联合或融合的机制至今仍不清楚，但

是大量的实验观察表明卵内的微管以及精核带入卵

内的中心粒在此过程中发挥重要的作用。长牡蜗雌

雄原核融合之前在雌原核的周围出现微管束的有序

排列并且很快退化，与此同时，在雄原核周围出现

星光[31。合浦珠母贝雌雄原核融合前，在雄原核周

围出现星光并逐渐增强，之后雌雄原核靠拢[[6]

    卵裂需要 DNA完成复制才能经过有丝分裂

S/G:检验点，但双壳类DNA复制的确切时间迄今

尚不确定。一般认为，DNA复制于第二极体排出之

后的原核期[11)，在此期间内，DNA以松散的染色质

形式存在，为DNA复制提供了形态学基础。

3异常受精现象

3.1多精受精
    多精受精在双壳类中较为常见，在栉孔扇贝、

全海笋、长牡蜗、美洲牡蜗 (C. virginica )等种类

存在多精受精现象，入卵精核在卵质中形成多个雄

原核[1;

    多精受精的受精卵通常不能正常发育。一般认

为，卵裂的纺锤体是由精子带入的一对中心粒组织

的，正常的受精卵只有一对中心粒，而多精受精的

卵细胞内存在多对中心粒，导致纺锤体形成异常，

细胞缺乏平均分配染色体的机制，形成非二倍体胚

胎或畸形胚胎。

    避免多精受精对双壳类胚胎的正常发育至关重

要。研究表明，与随着卵子在海水中的孵育时间的

延长，长牡蝠卵子的多精受精率显著降低。长牡砺

的卵子经化学诱导排出后15 min内受精，精卵比低

于30:1，多精受精率仍达到54%:当卵子在海水中

孵育1h之后，即使在精卵比1000: 1的情况下受精，

多精受精率也不会超过7%[3l。此外，人工获取的牡

蜗卵在受精中的多精受精率明显高于自然排放的卵

子，估计与卵子成熟度不好有关。

3.2 减数分裂的不同步性
    其具体表现因种类不同而异。在马氏珠母贝观

察到两类频率较高的染色体异常行为。第一类是未

受精卵发育至第二次减数分裂中期;第二类现象是

PB2的染色质仍留在己经进入第一次卵裂的受精卵

中。研究表明，在适温范围内，提高受精的温度有

助于提高受精卵发育的同步性[i81
    贝类卵母细胞在成熟分裂上的不同步性，导致

贝类产生非二倍体胚胎。在蛤类、牡蝠、贻贝中均

观察到一定比例的单倍体、多倍体以及非整倍体等

异常胚胎[19-21

4 育种受精生物学

4.1染色体操作的受精生物学研究
    自20世纪80年代，贝类多倍体诱导技术受到

广泛重视，通过对染色体组进行定向改造，培育多

倍体已经在多种双壳类中相继获得成功。比较成熟

的多倍体诱导技术是采用物理或化学手段干预受精

卵的减数分裂，抑制PB1或PB2的排放。多倍体诱

导的受精生物学研究成为多倍体技术研发的核心内

容之一。

    采用染色体压片技术，揭示出PB1的抑制显著

改变了长牡蜗第二次减数分裂的染色体行为。大部

分受精卵(占68%)在Mil期染色体发生三极分离。

另两种染色体分离方式分别是联合二极分离 (占

7%)和独立二极分离(占12%) [2210

    采用免疫荧光显微技术研究细胞松弛素B(CB)

对长牡蜘受精事件的影响表明，在减数分裂I前实

施CB处理，受精卵没有形成PBI，所有的二分体

均被留在卵母细胞。进入 Mil，二分体排列在一个

三极纺锤体的赤道板上，减数分裂完成后形成 3-6

个雌原核。在Mil期施加CB，并未改变Mil纺锤

体的特征，但受精卵没有形成PB2而形成2个雌原

核[31

    利用长牡蝠三倍体产生的卵子与二倍体产生的

精子受精，抑制PB1的排出，得到了四倍体长牡蝠。

对发育受精卵的连续取样观察表明，PB1受抑制的

受精卵进入Mil，出现四种典型的染色体分离类型:

三极分离 (54.5%)，联合二极分离 (12%)，独立二

极分离(2.5%)和不完全联合二极分离(4%)。其余23%

受精卵染色体分离行为不规律，呈现不同程度的紊

乱。联合二极分离是四倍体产生的主要机制[231
    PB1发育受阻断的栉孔扇贝受精卵，在Mil期

观察到 4种不同的染色体分离形式:二极分离

  (11.4%)、三级分离 (40.9%)、四极分离 (15.7%)

和非同步分离 ((4.0%)等，从而造成了三倍体、四

倍体、五倍体以及非整倍体胚胎[[241

    CB抑制合浦珠母贝受精卵PB1释放的染色体
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分离行为研究揭示出在 MIT中出现了多种分离模

式，主要有三极分离(28.67%)、三极分离(40.56%)

及四极分离(23.78%)等三种模式[[251

    上述研究结果表明双壳类受精过程受到人为干

扰后，受精过程发生显著变化，从一个侧面反映出

双壳类受精机制的复杂性。

4.2杂交的受精生物学研究
    双壳类的杂交一直是贝类遗传育种的重要工

作之一。杂交成功与否，首先需要考察杂交受精是

否可行。国内外学者采用光镜或电镜结合细胞化学

和组织化学技术对双壳类杂交的受精生物学进行了

研究。

    合浦珠母贝、长耳珠母贝和大耳珠母贝种间杂

交受精过程的观察表明，母本卵细胞内出现异种的

父本精核染色体，并且卵裂的有丝分裂器出现不同

的二套染色体，证实了杂交组合实现了异种受精[[261

    长牡砺和近江牡砺 (C. rivularis)分别与美洲

牡A (C. viglnica)杂交受精表明，长牡W与美洲牡
蜗的杂交组的受精率显著低于自交组，但近江牡蝠

与美洲牡蝠的杂交与自交之间的受精率无显著差

异。各个杂交组合从减数分裂发育到卵裂的时间无

显著差异[271

    阀华勇[[281关于长牡蝠(二倍体和四倍体)与近

江牡蜗 (二倍体)杂交研究的报道表明，直至人工

授精后 180 min，杂交组观察不到极体的排放或卵

裂等受精迹象。细胞学观察表明，杂交组中绝大部

分的卵子在人工授精后180 min，仍滞留在减数分裂

前期I或中期I。仅在四倍体长牡蝠与二倍体近江牡

蝠的杂交组中发现2%的卵母细胞进入后期I。尽管

如此，经过遗传学鉴定，该项研究仍获得了少量长

牡蝠与近江牡蝠的杂种后代 (包括二倍体和三倍

体)，可见，这2个近缘种的杂交是可行的，但受精

率极低且完成受精的时间超过3 ho

      以栉孔扇贝为母本、虾夷扇贝为父本进行杂

交，表明杂交受精能正常进行，完成减数分裂后进

入卵裂，但杂交的精子入卵较对照的迟缓，杂交受

精的电镜观察证实精子发生顶体反应，卵子发生皮

质反应、受精膜举起等典型的受精生物学事件[29,301

S研究展望

    受精机制是贝类学最重要的研究内容之一，研

究的范围几乎涵盖已发现的双壳类。但是，由于研

究手段的局限，以前对于这方面的研究 一直停留在

形态观察上，基因水平上阐述双壳类受精机制的报

道匾乏。随着贝类染色体操作技术的不断深入，迫

切要求加深了解双壳类受精机制。例如，要解决贝

类四倍体诱导技术研发中面临的许多问题，都需要

掌握深层次的受精机理。在基因表达调控等分子生

物学水平上对贝类受精过程加以研究，是双壳类受

精生物学未来发展的一个重要方向。

    最近的十几年，生物技术获得了迅猛的发展，

为包括受精生物学在内的众多领域的研究提供了新

·的契机。比如mRNA差显技术能灵敏地检测配子结

合以及早期胚胎发育过程中基因的时序表达，是研

究受精卵发育机理的重要手段;通过基因敲除，可

以明确地阐明特定基因在受精及胚胎发育过程中的

作用;激光扫描共聚焦显微技术和量子点荧光分析

技术具有分辨率高、特异性强等优点，是观察受精

期间染色体以及纺锤体的有效手段。膜电位检测技

术和膜片钳位记录技术等细胞生理学技术取得的长

足进展，也为深层次揭示受精过程中的生理变化提

供了有力的研究手段。随着这些新技术的应用，双

壳类受精生物学研究中存在的许多疑难问题将会逐

步得到解决，研究水平将得到显著提高。
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