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ＨＣｌ和 ＤＭＳＯ阻断滞育条件下桑蚕卵壳电镜观察
龚　竞，田　莎，侯　勇，赵欢欢，朱　勇

（西南大学 生物技术学院，重庆 ４００７１６）

摘要：【目的】探讨桑蚕Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ滞育阻断机理，比较ＨＣｌ、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）法阻断蚕卵滞育后卵壳表面发生
的一系列变化。【方法】用ＨＣｌ和ＤＭＳＯ分别在产后２０和１２ｈ处理蚕卵，利用扫描电镜观察卵壳表面及气孔在处
理后不同时间点的变化。【结果】ＨＣｌ和 ＤＭＳＯ处理均能成功地阻断蚕卵滞育的发生，蚕卵平均孵化率分别为
９３３７％和８７８１％。扫描电镜观察ＨＣｌ和ＤＭＳＯ处理的卵壳表面蚀刻效果明显，均出现了“脂质”脱落物；并且处
理后蚕卵的气孔有逐步增大的趋势，与ＤＭＳＯ处理相比较，ＨＣｌ处理获得的现象更为明显。【结论】卵壳表面变化
可能与桑蚕滞育的阻断有关。
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　　昆虫对不利环境的规避是其生存和广泛繁殖的
重要条件之一，滞育是其躲避不利条件增强适应性

的一种表现。不利条件规律性地出现，经年累月会

引起昆虫体内的周期性变化，这种变化逐渐成为昆

虫的遗传特性［１］。因此，昆虫会出现某一世代某一

虫态的发育停止；经过一段时期或某一因子刺激后，

才重新恢复发育［２］。昆虫的这一特性，使之成为世

界上数量庞大、种类众多的生物群体。

桑蚕Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ是鳞翅目昆虫的模式生物之
一，是卵滞育昆虫的典型代表［３４］。在蚕业生产中，



人们常在滞育卵产下后的适当时期，通过一些物理、

化学方法阻止蚕卵滞育，使蚕卵进入活化状态，在适

当的温度、湿度和光照条件下催青，孵化出蚁蚕（１龄
幼虫）再饲育。用 ＨＣｌ处理的即时浸酸法阻断滞育
是目前最常用的方法［５］。Ｙａｍａｍｏｔｏ等［６］研究表明，

二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）及部分烷类试剂也能不同程度
地阻断蚕卵进入滞育，但鲜见被处理后卵壳的变化观

察。虽然人们在生产中发现了很多阻断蚕卵进入滞

育的方法，但是阻断滞育的机理迄今仍未完全阐明。

为了探究ＨＣｌ和ＤＭＳＯ等阻断桑蚕蚕卵进入滞
育的机理，本文利用扫描电子显微镜（ＳＥＭ）对即时
浸酸法和ＤＭＳＯ法处理后的蚕卵进行了观察，重点
关注了卵壳表面和气孔变化，比较处理组与对照组

的差异，为阻断滞育机理的研究提供线索。

１　材料和方法
１．１　材料

供试桑蚕：二化性桑蚕品种大造，由西南大学桑

蚕基因库提供。催青温度为２５℃，戊３胚子前为自

然光照，戊３胚子后为每天１８ｈ长光照。收蚁后在
２５℃，光周期１２ｈ光∶１２ｈ暗条件下饲养幼虫、上簇
营茧、化蛹化蛾、交配，产下滞育卵。

１．２　方法
选用８个蛾圈做试验，每个蛾圈分成３份：即时

浸酸处理、ＤＭＳＯ处理、不做任何处理（对照）。按照
常规方法催青，孵化后调查统计孵化率。

１．２．１　蚕卵处理　ＤＭＳＯ处理：蚕卵产下后１２ｈ，室
温２５℃，ＤＭＳＯ溶液浸泡４５ｍｉｎ，浸毕后流水洗净，
晾干［６］；ＨＣｌ处理：蚕卵产下后 ２０ｈ，室温 ２５℃，
１１００ｇ·ｍＬ－１的ＨＣｌ溶液浸泡７０ｍｉｎ，浸毕后流水
洗净，晾干［７］。

１．２．２　电镜样品制备及观察　２种方法处理的蚕卵
和未处理的滞育卵，在产后的１２（２０）、４８、７２ｈ，５、９

ｄ分别取样，每次取２０粒蚕卵，先用１×ＰＢＳ缓冲液
清洗，洗去卵壳表面附着物。采用戊二醛和锇酸双

固定：取洗净的蚕卵置于ｗ为２５％的戊二醛溶液４
℃固定２ｈ，然后用１×ＰＢＳ缓冲液漂洗３次，每次漂
洗１０ｍｉｎ；接着用 ｗ为１％的锇酸溶液固定２ｈ后，
用０１ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＰＢＳ缓冲液漂洗３次，每次漂洗
１０ｍｉｎ。经过双固定的样品，用乙醇和叔丁醇进行梯
度脱水。最后样品在空气中自然干燥。干燥好的样

品用导电胶粘贴在扫描电镜的载物台上，离子溅射仪

镀膜后用扫描电镜（ＪＣＭ５０００，ＮＩＫＯＮ）对蚕卵表面进
行观察。

１．３　数据处理
将ＨＣｌ、ＤＭＳＯ处理的蚕卵和未处理的滞育卵放

入２５℃、相对湿度７５％的培养箱常规催青，统计蚕
卵孵化率。

２　结果与分析
２．１　蚕卵的孵化率

ＨＣｌ和ＤＭＳＯ处理１０ｄ后蚕卵的孵化率调查结
果见表１。８个蛾圈的蚕卵均正常孵化，统计项目中
除蚁蚕的孵化率以外，还统计了转青死卵数、未受精

卵数等指标。其他卵所占比例参照孵化率的统计。

从表１数据可以看出，ＨＣｌ阻断滞育是成功的，孵化
卵所占比例很高，达９３３７％。结果显示ＤＭＳＯ阻断
滞育也是成功的，蚕卵平均孵化率为８７８１％。对照
组蚕卵产下后放入２５℃的培养箱，４０～４８ｈ开始转
色，呈现淡赤豆色，之后颜色逐渐加深，变为赤豆色、

固有色。１０ｄ后蚕卵几乎不孵化，完全进入滞育，统
计结果详见表１。
　　将ＨＣｌ和ＤＭＳＯ处理的平均孵化率和对照组蚕
卵平均孵化率进行了对比，２种方法处理均能较好地
阻断滞育转而活化蚕卵，孵化率均在８７％以上，而对
照的蚕卵绝大部分进入滞育。

表１　ＨＣｌ和ＤＭＳＯ处理后蚕卵的孵化率
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｈａｔｃｈｉｎｇｒａｔｅｓｏｆｓｉｌｋｗｏｒｍｅｇｇｓｔｒｅａｔｅｄｂｙＨＣｌｏｒＤＭＳＯ

区号
孵化卵数／粒 死卵数／粒 转青死卵数／粒 未受精卵数／粒 孵化率／％

ＨＣｌ ＤＭＳＯ 对照 ＨＣｌ ＤＭＳＯ 对照 ＨＣｌ ＤＭＳＯ 对照 ＨＣｌ ＤＭＳＯ 对照１） ＨＣｌ ＤＭＳＯ 对照

１ １２０ １５２ ２ ０ ０ ０ ０ ９ ０ ３ ０ ０ ９７．５６ ９４．４１ ２．１５
２ １３２ １１９ ０ ３ ０ ０ ８ ５ ０ １１ ０ ０ ８５．７１ ９５．９７ ０
３ １５２ １４２ １ ０ ０ ０ ０ ６ ０ ２ ０ ０ ９８．７０ ９５．９５ ０．６８
４ １２２ １１２ ２ ２ ０ ０ ５ ２ ０ ４ ０ ０ ９１．７３ ９８．２５ １．４７
５ １３８ １３３ ０ ０ ６１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １００．００ ６８．５６ ０
６ １０９ ９４ ０ ３ ３３ ０ ４ ０ ０ ０ ０ ０ ９３．９７ ７４．０２ ０
７ ９８ ９０ １ ３ ４ ０ １ ６ ０ ４ ０ ０ ９２．４５ ９０．００ ０．６９
８ ８６ ３５ ０ ０ ０ ０ ５ ６ ０ ８ ０ ０ ８６．８７ ８５．３７ ０

　１）对照蚕卵区号１～８的滞育卵数分别为９１、９２、１４５、１３４、１１６、１５８、１４４、１８３粒。

２ 　　 华　南　农　业　大　学　学　报　　　 第３８卷　



２．４　ＨＣｌ对蚕卵表面的刻蚀效果
ＨＣｌ处理后不同时期的桑蚕卵壳表面扫描电镜

的结果如图１所示。ＨＣｌ处理后的卵壳表面具有明
显的刻蚀痕迹，卵壳表面有类似“脂质”脱落的表现，

且产后２０ｈＨＣｌ溶液处理后立即就能观察到，４８ｈ

样品中观察到大量“脂质”脱落，７２ｈ的样品中尽管
能观察到一些脱落物，但是量明显减少 （图 ２Ａ～
２Ｃ）；在对照组不同时期的蚕卵中，蚕卵表面均未能
发现明显的刻蚀现象（图２Ｄ～２Ｆ）。此外，在ＨＣｌ处
理和对照组的卵壳表面都有少量白色裂痕出现。

　Ａ～Ｃ分别为ＨＣｌ处理组产卵后２０、４８、７２ｈ卵壳表面，Ｄ～Ｆ分别为对照组产卵后２０、４８、７２ｈ卵壳表面，图中宽箭头示裂痕，窄箭头示脱落
的脂质。

图１　ＨＣｌ处理后桑蚕卵壳表面电镜观察
Ｆｉｇ．１　ＳＥＭ ＯｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｎｅｇｇｓｈｅｌｌｓｕｒｆａｃｅａｆｔｅｒＨＣｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．５　ＤＭＳＯ对蚕卵表面的刻蚀效果
在产后１２ｈＤＭＳＯ处理后，从扫描电镜的图片

可以看出，桑蚕卵壳具有明显的刻蚀痕迹，有类似

“脂质”的碎片分布在卵壳的表面。产后４８ｈ观察

到大量的“脂质”碎片脱落，７２ｈ的样品仍然能观察
到，而对照组中均未出现蚀刻的现象（图２）。与ＨＣｌ
处理一样，ＤＭＳＯ处理的桑蚕卵壳表面也观察到了裂
痕现象。

　Ａ～Ｃ分别为ＤＭＳＯ处理组产卵后１２、４８、７２ｈ卵壳表面，Ｄ～Ｆ分别为对照组产卵后１２、４８、７２ｈ卵壳表面，图中宽箭头示裂痕，窄箭头示脱落
的脂质。

图２　ＤＭＳＯ处理后桑蚕卵壳表面电镜观察
Ｆｉｇ．２　ＳＥＭ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｎｅｇｇｓｈｅｌｌｓｕｒｆａｃｅａｆｔｅｒＤＭＳＯｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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２．６　ＨＣｌ对蚕卵表面气孔的影响
蚕卵气孔的变化如图３所示，ＨＣｌ处理后的蚕卵

气孔明显增大。对照滞育卵的气孔与处理后的蚕卵

起初差异并不大，但是随着时间的推移，９ｄ后气孔
已经显著缩小，此时，对照组的蚕卵已经完全进入滞

育，呼吸、代谢等显著下降。

Ａ～Ｅ分别为ＨＣｌ处理组产卵后２０、４８、７２ｈ和５、９ｄ卵壳气孔，ＦＪ分别为对照组产卵后２０、４８、７２ｈ和５、９ｄ卵壳气孔，白色箭头示气孔。

图３　盐酸处理后桑蚕卵壳气孔电镜观察
Ｆｉｇ．３　ＳＥＭ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｎｅｇｇｓｈｅｌｌａｅｒｏｐｙｌｅａｆｔｅｒＨＣｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．７　ＤＭＳＯ对蚕卵表面气孔影响
ＤＭＳＯ处理组在产卵后４８ｈ内的卵壳气孔变化

不大，大约在产后７２ｈ差异逐渐显现，９ｄ时（孵化
前）差异明显。在卵产下１２ｈ对照和处理的蚕卵气
孔几乎无差异，此时对照组蚕卵还未进入滞育，呼吸

量跟活化蚕卵无差异。随着时间的推移，对照组在９
ｄ的时候气孔显著缩小，蚕卵已经完全进入滞育。就
对卵壳气孔的影响程度而言，与 ＨＣｌ处理相比较，
ＤＭＳＯ处理略显平缓。

　Ａ～Ｅ分别为ＤＭＳＯ处理组产卵后１２、４８、７２ｈ和５、９ｄ卵壳气孔，Ｆ～Ｊ分别表示对照组产卵后１２、４８、７２ｈ和５、９ｄ卵壳气孔，白色箭头示
气孔。

图４　ＤＭＳＯ处理后桑蚕卵壳气孔电镜观察
Ｆｉｇ．４　ＳＥＭ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｎｅｇｇｓｈｅｌｌａｅｒｏｐｙｌｅａｆｔｅｒＤＭＳＯｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　讨论和结论
本研究中ＨＣｌ和ＤＭＳＯ处理桑蚕蚕卵分别获得

了９３３７％和８７８１％的平均孵化率，高于日本学者
Ｙａｍａｍｏｔｏ用ＤＭＳＯ处理的试验结果，在试验方法相
同的情况下，可能是由供试蚕品种的不同造成的，

Ｙａｍａｍｏｔｏ的试验中样本量是１００～１５０粒蚕卵［６］，跟

本研究的８个蛾圈，每个蛾圈大约１１０粒蚕卵的样
本量比较起来样本偏小，这可能也是导致数据出现

一定程度偏差的原因。有学者主张以转青率作为衡

量阻断滞育是否成功的标准，因为可能有许多因素

共同作用导致转青卵不孵化［８］，这样转青率显然高

于孵化率。本试验表明 ２种方法均能成功阻断滞
育，为电镜观察提供了依据。

卵壳表面的电镜观察发现，２种方法处理后的蚕
卵表面都有“脂质”脱落物出现。吴大洋［９１０］通过对

卵壳脂质的研究，发现并鉴定了２种高级醇的乙酸
酯，其在滞育卵和非滞育卵的卵壳中的含量存在显

著差异，滞育卵卵壳的脂质含量明显高于非滞育卵，

并且在滞育卵的发育过程中２种乙酸酯的含量交替
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变化，推断这些差异和变化是导致滞育的关键原因；

更为重要的是，盐酸处理会导致滞育卵２种乙酸酯
含量显著减少，促使蚕卵滞育被阻断转而活化。

关于ＤＭＳＯ阻断滞育的机理，Ｙａｍａｍｏｔｏ推测可
能是通过卵壳渗透入蚕卵的某种化学物质加强了酶

抑制剂的运输能力，从而诱导活化［６］，但缺乏更多的

试验证明。就本研究而言，ＨＣｌ和 ＤＭＳＯ处理对卵
壳外部蚀刻作用是显而易见的。此外，处理和对照

的卵壳上均出现了裂痕，我们认为这是在制片过程

中蚕卵卵壳受到物理挤压而出现的现象，与 ＨＣｌ和
ＤＭＳＯ的处理没有直接关系。

昆虫胚胎发育阶段，气孔作为气体交换的重要

通道，会随着发育进程有一系列变化。其中，最为典

型的是气孔直径大小的变化。较大的家禽卵已有观

察到其卵壳气孔随胚胎的发育逐渐增大的报

道［１１１２］。昆虫中的相关研究大多是比较几种昆虫卵

壳外部形态特征的报道［１３１４］，但对桑蚕等昆虫胚胎

发育阶段卵壳气孔变化的报道较少。Ｗｏｏｄｓ等［１５］研

究了烟草天蛾Ｍａｎｄｕｃａｓｅｘｔａ卵壳气孔的直径大小及
密度，其研究结果与本结果基本一致，即随着胚胎的

发育，卵壳气孔逐渐增大。对其他昆虫和鱼类的研

究表明氧气的消耗量与滞育的终止有极其重要的联

系［１６１７］，桑蚕卵的氧气消耗量与山梨糖醇的利用率

相关［１８］。

本研究验证了 Ｙａｍａｍｏｔｏ关于烷类试剂 ＤＭＳＯ
也能阻断蚕卵滞育的研究，通过电镜观察了 ＨＣｌ和
ＤＭＳＯ阻断滞育后，蚕卵胚胎发育过程中卵壳表面出
现脂质脱落物和气孔大小发生的变化。这些结果为

探讨滞育阻断机理提供了生动、形象的表观特征，但

这种现象与滞育阻断的机制是否存在直接关系尚待

更多的生理生化以及分子生物学试验验证。
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