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高浓度氧处理法阻断蚕卵滞育
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(农业农村部蚕桑生物学与遗传育种重点实验室/西南大学 生物技术学院，重庆 400715)

摘要: 【目的】比较高浓度氧处理法 (高氧法)与传统 HCl处理法 (HCl法)阻断蚕卵滞育效果的差异，探讨高氧法阻

断滞育在家蚕 Bombyx mori 转基因技术体系上的应用。【方法】采用高氧法和 HCl法在产后 20 h处理二化性蚕品种

‘大造’，比较孵化率、孵化时间，调查高氧法的最佳处理条件；将高氧法应用于一化性蚕品种‘土耳其’和转基因

二化性蚕品种‘大造’，调查其对一化性蚕品种蚕卵阻断滞育效果及转基因二化性蚕品种显微注射后蚕卵阻断滞

育效果。【结果】高氧法对二化性蚕卵在孵化率、孵化时间上都与 HCl法有相近的阻断滞育的效果，其最佳条件为产

卵后 20 h用体积分数为 70%的 O2 处理 40 h；该方法也能成功阻断一化性蚕品种，孵化率达 (71±20)%；高氧法处理

的显微注射转基因家蚕卵孵化率达到了 (49±9)%，而对照组的孵化率为 0。【结论】高氧法为今后生产上替代

HCl法，采用安全环保的蚕卵阻断滞育技术，解决转基因蚕卵阻断滞育和提高转基因家蚕育种进度的关键问题提供

了可行的新方法。
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Prevention of diapause in silkworm eggs by hyperoxia method
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Abstract: 【Objective】To  compare  the  differences  between  the  effects  of  high  oxygen  concentration  treating

mehod  (hyperoxia  method)  and  traditional  HCl  treating  method  (HCl  method)  on  prevention  of  diapause  in

silkworm  (Bombyx  mori)  eggs,  and  investigate  the  application  of  hyperoxia  method  in  transgenic  technology

system  of  silkworm.【Method】The  bivoltine  silkworm‘Dazao’  were  treated  by  hyperoxia  method  and  HCl

method  on  the  20th  hour  after  spawning.  The  hatching  rate  and  incubation  period  were  compared,  and  the  best

condition  of  hyperoxia  method  was  investigated.  The  univoltine  silkworm‘Tuerqi’  and  transgenic  bivoltine

silkworm‘Dazao’were  treated  by  hyperoxia  method.  The  effects  of  hyperoxia  method  and  microinjection  on

blocking  univoltine  silkworm  diapause  were  investigated.【Result】Hyperoxia  method  had  similar  dispause

prevention  effects  with  HCl  method  considering  hatching  rate  and  incubation  duration.  The  best  condition  was

treating  40  hours  by  70%  (φ)  O2  after  spawning  for  20  hours.  Hyperoxia  method  could  successfully  prevent

diapause  in  univoltine  silkworm  eggs.  The  hatching  rate  was  (71±20)%.  The  hatching  rate  of  micro-injected

transgenic  silkworm eggs  treated  by  hyperoxia  method  approached  (49±9)%,  while  that  of  control  group  was  0.
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【Conclusion】Hyperoxia  method  is  a  feasible  new method  for  replacing  HCl  method  in  the  future  production,

enables safe and environmental friendly prevention of diapause in silkworm eggs, solves key problems of diapause

prevention in transgenic silkworm eggs, and improves breeding progress of transgenic silkworms.
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家蚕 Bombyx mori 是一种经济昆虫，在我国有

着 5 000 年的饲养历史，在生理学、遗传学、分子生

物学和基因组学上取得了丰硕的研究成果。家蚕是

典型的卵滞育昆虫，不同品种蚕卵滞育的程度有所

不同：北方地区蚕卵多为滞育品种，每年只孵化

1 次 (一化性) 或 2 次 (二化性)；南方地区气候温暖

潮湿，很多品种 1 年可孵化多次 (多化性)[1]。其中，

二化性品种可以通过调控母代的催青 (解除滞育后

的蚕卵在适当温度等条件下诱导孵化的过程) 饲养

条件，如温度、光照、湿度等来控制子代蚕卵的滞育

性[2]。同时，人们在滞育卵产下后的适当时期，通过

一些物理、化学方法阻止蚕卵进入滞育，如酸类浸

渍、温水浸渍、有机溶剂处理、摩擦、高浓度氧

(O2) 处理 (简称高氧法) 等[3-7]，使蚕卵进入活化状

态，按照人们生产生活的需要生长发育。在蚕业生

产上，传统采用 HCl 处理法 (简称 HCl 法) 阻断或

者解除滞育。该方法对处理条件要求严格，导致蚕

卵死亡的情况时有发生，并且 HCl的大量使用对环

境会造成一定的危害，找到更安全、环保、便捷的阻

断滞育方法是保证蚕业生产顺利发展的重要内容。

随着转座子在家蚕转基因中的不断完善，转基

因技术在家蚕基因功能研究、遗传素材创新和生物

反应器开发等领域发挥了重要作用[8-12]。由于转基

因家蚕制备需要经过筛选、验证、杂交等多个步骤，

还需要经过多代饲养获得纯品系，目前多化性品种

的蚕卵仍然是转基因家蚕研究的首选材料。可是，

多化性材料必须进行连续饲养，不仅增加了生产成

本和转基因系统丢失的风险，而且多化性材料的经

济性状跟实用的二化性品种比较起来还有一定差

距，在产业应用中受到一定的影响。有研究者曾通

过早浸酸 (即传统的 HCl法)、低温催青[13-14] 等方法

处理二化性品种的蚕卵，试图获得转基因家蚕的非

滞育卵，但是存在早浸酸时间范围与显微注射时间

冲突及低温催青时间过长等问题，使得这些方法在

科研和生产应用上受到了限制。因此，有必要探寻

更为高效的控制蚕卵滞育性的技术和方法，满足蚕

桑生产和转基因研究对不同化性品种的需求。

本研究，采用高氧法对不同化性品种蚕卵和转

基因蚕卵材料进行阻断滞育，调查处理后二化性蚕

卵阻断滞育的效果，对最佳处理条件进行筛选；以

高氧法优选的处理条件，对照生产上传统的 HCl法
处理，比较二者阻断滞育的效果。进而将该方法应

用于一化性品种和显微注射的转基因蚕卵阻断滞

育，期望为生产上替代传统阻断滞育的 HCl法和在

家蚕转基因技术中加快转基因材料选育进度提供

安全环保的新方法。

1   材料与方法

1.1    试验材料

本研究所使用试验材料为二化性家蚕品种

‘大造’，由西南大学家蚕基因资源库提供，母代

材料在 25 ℃ 条件下催青，戊3 胚子前自然光照，戊3

胚子后每天 18 h 长光照。蛹期 25 ℃、相对湿度

(RH)75%和自然光照保护，羽化后同一饲育区交配

制种，产下滞育卵。另一试验材料为一化性家蚕品

种‘土耳其’，由中国农业科学院蚕业研究所提

供。常规催青、常规饲养，蛹期 25 ℃、RH75% 和自

然光照保护，羽化后同一饲育区交配制种，产下滞

育卵。

1.2    载体材料

pBac［3xp3EGFP］载体[15] 由家蚕基因组国家

重点实验室提供。

1.3    主要试剂及仪器

纯氧 (重庆强胜气体有限公司)，HCl(重庆科

试)，三气培养箱 (HF100，力康)，人工气候箱 (PGX-
300C，宁波东南)，扫描电镜 (JCM 500，NIKON)，显
微注射仪 (Eppendorf, 德国)。
1.4    主要溶液及配制

HCl 溶液：将 HCl 原液缓慢倒入纯水中，搅拌

均匀，待温度降至室温后用比重计测量其相对密度

为 1.100。
PBS 缓冲液：Na2HPO4 0.72 g，KH2PO4 0.12 g，

NaCl 4 g，KCl 0.1 g，ddH2O 400 mL，pH调至 7.4，定
容至 500 mL。
1.5    主要试验方法及步骤

1.5.1    蚕卵的处理　1)高氧法：参考 Sonobe等[5] 的

研究，产卵后 20 h 的蚕卵，用体积分数 (φ) 为 30%、

40%、50%、60%、70% 和 80% 的 O2 分别处理 40 h，
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每处理重复 28个蛾圈；产卵后 4、12、20、32和 48 h
的蚕卵，用 φ 为 70%的 O2 分别处理 10、20、30、40、
50、60和 72 h，每处理重复 3个蛾圈，从而筛选最佳

条件。

2) HCl法：滞育卵产后 20 h用HCl进行处理［室

温 25 ℃，相对密度 (比重) 为 1.100 的 HCl 溶液浸

酸 70 min］，用流水洗净，晾干，各处理均重复 3个蛾圈。

高氧法和 HCl法的‘大造’蚕卵孵化率、孵化

时间比较中，调查 3 个蛾圈。高氧法应用于‘土耳

其’蚕卵时，重复 15个蛾圈。为了保证材料的准确

性，在所有处理取材的过程中，同一蛾圈取一半蚕

卵，观察其滞育性。

1.5.2    蚕卵电镜扫描　高氧法和 HCl 法处理的

‘大造’蚕卵和未处理的滞育卵，在产后的 20、48
和 72 h及 5和 9 d分别取样，每次取 20粒蚕卵，先

用 1×PBS 进行清洗，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 φ 为 2.5%
戊二醛中，4 ℃ 条件下固定 2 h，然后用 1×PBS缓冲

液漂洗 3次，每次漂洗 10 min；接着用 φ 为 1%的锇

酸固定 2 h，用 0.1 mol/L 的 PBS 缓冲液漂洗 3 次，

每次漂洗 10 min。经过双固定的样品，用乙醇和叔

丁醇进行梯度脱水，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对蚕卵表面进行观察。

1.5.3    蚕卵显微注射　1) 以‘大造’品种作为材

料，获取滯育蚕卵：将蚕蛾交配拆对后投放于上浆

的蚕粘纸，在黑暗或者弱光的环境中产卵，每间隔 1 h
收集 1 次蚕卵，获得 G0 代蚕卵并将其置于室温的

环境中保护；

2) 将蚕卵用镊子转移至用 φ 为 75% 的乙醇溶

液消毒的载玻片上，排列整齐，取刚搜集的蚕卵用

显微注射仪将 1~15 nL、总质量浓度 400 ng/μL 的

piggyBac 空载：pBac［3xp3EGFP］转座载体质粒

从蚕卵腹面中央注入，并用无毒的胶水封闭卵壳注

射留下的小孔，显微注射在产后 2~4 h内完成，得到

转基因滯育蚕卵；

3)将注射蚕卵在产后 20 h经 φ 为 35%的甲醛

蒸汽消毒 5 min，置于三气培养箱，在 25 ℃、RH 为

75%、密闭条件下，充入 φ 为 70% 的氧气，保持充

氧 40 h，统计转基因滯育蚕卵经充氧处理后的转青

及孵化情况，并以未处理的滞育卵为对照。

1.6    统计分析

数据结果用平均值±标准差表示，使用 GraphPad
Prism 5.0软件 (GraphPad Software Inc., San Diego,
USA)进行统计分析，采用 t 检验比较不同处理组的

统计差异。

2   结果与分析

2.1    O2 阻断滞育最佳条件的筛选

2.1.1    O2 阻断滞育最佳浓度的筛选　选择产后 20 h
的蚕卵处理 40 h，对 O2 的浓度进行调查。结果表

明，φ(O2) 为 40%、50%、60%、70% 和 80% 时，孵化

率在 70% 以上，φ(O2) 为 60%、70% 和 80% 时，孵

化率在 85% 以上，其中 φ(O2) 为 70% 的处理组出

现 97.88%的最高孵化率 (图 1)。

2.1.2    O2 阻断滞育最佳时间的筛选　在获得 O2 最

佳处理浓度 (φ 为 70%)后，对蚕卵产后取样时间和

高氧处理时间进一步调查。结果表明，产后 4、12
和 20 h 取样的蚕卵，在 30、40 和 50 h 处理时间段

里都能取得 75%以上的孵化率，其中，产后 20 h取
样的蚕卵在 O2 处理 40 h后孵化率达到 98.67%；数

据十分接近的还有产后 12 h 取样的蚕卵，在 O2 处

理 50 h后孵化率达到 98.33%，处理时间在 30~40 h
时孵化率为 86.71%~91.13%；产后 4 h 取样的蚕卵

在 O2 处理 40 h 后的孵化率达到最高值 (86.12%)；
而产后 32 h 取样蚕卵的最高孵化率为 30.98%，出

现在 O2 处理后 40 h；产后 48 h取样的蚕卵，无论处

理 10 h，还是 72 h蚕卵都不孵化 (图 2)。
根据以上试验，筛选出 O 2 阻断滞育 (高氧

法) 的最佳条件为：产后 20 h 的蚕卵在 φ(O2) 为
70%条件下处理 40 h。
2.2    高氧法和 HCl 法的蚕卵孵化率比较

采用 φ 为 70%的 O2(高氧法)和 HCl法处理滞

育卵，以产后无处理的滞育卵为对照 (CK)，比较

2 种方法阻断滞育的效果。2 种方法处理后 10 d 蚕

卵的孵化率调查结果见表 1。高氧法和 HCl 法都

能较好地阻断蚕卵滞育。同等条件下，高氧法的
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图 1    不同浓度 O2 阻断滞育后的二化性‘大造’蚕卵孵化率

Fig. 1    The hatching rate of bivoltine silkworm ‘Dazao’
e g g s  u n d e r  O 2  t r e a t m e n t  w i t h  d i f f e r e n t
concentrations
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效果更好，孵化率为 (97±1)%；HCl 法的孵化率为

(93±1)%。

2.3    高氧法和 HCl 法的蚕卵孵化时间比较

对高氧法和 HCl 法的蚕卵孵化时间进行了比

较 (图 3)，以产后无处理的滞育卵为对照 (CK)。结

果表明，高氧法处理的蚕卵在产卵 230 h 开始孵化；

到了 248 h 孵化率就已经达到了 21.9%，但此时的

HCl 法处理的蚕卵基本才开始有孵化的迹象，2 种

处理方法的孵化率差异显著；此后，从产后 248 h
到 260 h，2 种方法的的蚕卵孵化率都明显上升；一

直到 278 h，高氧法的蚕卵孵化率始终高于 HCl 法
的蚕卵孵化率。从以上结果可以看出，高氧法的蚕

卵孵化开始时间比 HCl法的蚕卵早 18 h，表明蚕卵

在高氧法的处理条件下发育进程快于 HCl 法处理

的蚕卵。

2.4    高氧法处理对蚕卵表面刻蚀效果和蚕卵表面

气孔的影响

滞育卵分别用高氧法最佳条件和 HCl 法处理，

分别在产后 20、48 和 72 h 及 5 和 9 d 取样,以产后

相同时段的无处理滞育卵为对照进行卵壳表面扫

描电镜观察。结果发现，高氧法和 HCl 法刚处理的

蚕卵卵壳表面几乎无变化；48 h 时观察到蚕卵卵壳

表面有较多“脂质”脱落；72 h 时仍然能观察到

“脂质”脱落 (图 4)，此后时间点“脂质”脱落迅

速减少。而对照中没有观察到此现象。

高氧法和 HCl 法处理后与对照组比较卵壳表

面气孔大小，最初时差异不大，在 48 h 时处理组气

孔开始增大，72 h~9 d(孵化前) 期间处理组气孔进

一步增大，而对照组气孔随时间逐渐缩小，到 9 d时
与处理组形成鲜明对比 (图 5)。
2.5    高氧法在一化性家蚕品种上的应用

为了了解高氧法阻断滞育在其他品种的效果，

用该方法处理一化性品种‘土耳其’，观察其孵化

效果。结果表明，一化性的品种同样可以通过高氧

 

表 1   高氧法和 HCl 法处理后 10 d 二化性‘大造’蚕卵的孵化率1)

Table 1    The hatching rates of bivoltine silkworm ‘Dazao’ eggs treated by hyperoxia and HCl after 10 days
 

处理

Treatment

孵化卵数/粒
No. of hatching eggs

死卵数/粒
No. of dead eggs

总卵数/粒
No. of total eggs

平均孵化率2)/%
Average hatching rate

a b c a b c a b c

CK 0 0 1 0 0 0 116 158 145 0±0
O2(φ=70%) 156 171 179 4 0 4 164 176 183 97±1*

HCl 132 138 109 11 11 7 143 149 116 93±1  

　1)a、b、c代表组别；2)该列数据为平均值±标准差，n=3;“*”表示高氧法和HCl法处理间存在显著性差异(P<0.05，t检验)
　1)a, b and c represent different groups; 2)Data in this column are mean ± SD, n=3;“*” indicates significant difference between
two treated methods (P<0.05, t test)
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A: 4 h after oviposition; B: 12 h after oviposition; C: 20 h after
oviposition; D: 32 h after oviposition; E: 48 h after oviposition

图 2    不同产后取卵时间及高氧处理时间的二化性‘大

造’蚕卵的孵化率

Fig. 2    The hatching rate of bivoltine silkworm ‘Dazao’
eggs treated after different oviposition time and
hyperoxia treating time
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一个样品大约有 116~183 粒卵；每个点代表 3 个独立样品的平均

值±标准差；“*”表示相同时间点高氧法和 HCl 法处理存在显著性差

异 (P<0.05，t 检验)
The hatching time is calculated using 116 to 183 eggs per sample; Each point

represents the mean ± SD of three independent replicates; “*” indicates
significant difference between two treating methods (P<0.05，t test)

图 3    二化性‘大造’蚕卵在不同处理条件下的孵化率

Fig. 3    The hatching rate of bivoltine silkworm ‘Dazao’
eggs under different treatment
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A~C分别为高氧法处理组产后 20、48和 72 h；D~F分别为 HCl法处理组产后 20、48和 72 h；G~I分别为对照组产后 20、48和 72 h；图中箭头表示脱

落的脂质；标尺=50 μm
A-C represent eggshell surface under hyperoxia treatment after spawning for 20, 48, and 72 hours; D-F represent eggshell surface under HCl treatment after

spawning for 20, 48, and 72 hours; G-I represent eggshell surface of control group after spawning for 20, 48, and 72 h；The arrow indicates the shedding of
lipid；Bar = 50 μm

图 4    高氧及 HCl 法处理后不同发育时间的二化性‘大造’卵壳表面扫描电镜观察

Fig. 4    Scanning electron microscopy observation of eggshell surface of bivoltine silkworm‘Dazao’eggs of different
developmental time after hyperoxia and HCl treatments
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A~E 分别为高氧法处理组产后 20、48 和 72 h 及 5 和 9 d；F~J 分别为 HCl 法处理组产后 20、48 和 72 h 及 5 和 9 d；K~O 分别表示对照组产后 20、

48和 72 h及 5和 9 d; 图中箭头表示气孔;标尺=5 μm
A-E represent eggshell aeropyle under hyperoxia treatment after spawning for 20 hours, 48 hours,72 hours, 5 days and 9 days; D-F represent eggshell

aeropyle under HCl treatment after spawning for 20 hours, 48 hours,72 hours, 5 days and 9 days; K-O represent eggshell aeropyle of control group after
spawning for 20 hours, 48 hours,72 hours, 5 days and 9 days; The arrow indicates eggshell aeropyle; Bar = 5 μm

图 5    高氧及 HCl 法处理后不同发育时间的二化性‘大造’卵壳表面气孔扫描电镜观察

Fig. 5    Scanning electron microscopy observation of aeropyle surface of bivoltine silkworm ‘Dazao’ eggs of different
development time after hyperoxia and HCl treatments
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法有效阻断滞育，平均孵化率为 (71±20)%(表 2)，但
是数据方差较大，最高孵化率可以达到 98.82%，而

最小孵化率则为 42.59%，对照全部为滞育卵。

2.6    高氧法在家蚕转基因上的应用

将高氧处理蚕卵阻断滞育的方法应用到家蚕

转基因上。经转基因显微注射处理后，以产后 20 h
的注射滞育蚕卵为试验对象，在 φ(O2)为 70%的条

件下充氧处理 40 h，处理后的蚕卵常规催青，约在

10 d 后开始孵化，孵化时间为 5 d。结果 (表 3) 表
明，高氧法处理能有效地阻断转基因注射蚕卵滞

 

表 2   高氧法处理一化性‘土耳其’阻断滞育效果分析

Table 2    Analyses of prevention effects of diapause in univoltine silkworm ‘Tuerqi’eggs by hyperoxia method
 

组别

Group

孵化卵数/粒
No. of hatching eggs

转青死卵数/粒
No. of dead eggs in body

pigmentation stage

死卵数/粒
No. of dead eggs

滞育卵数/粒
No. of diapause eggs

孵化率/%
Hatching rate

O2 CK O2 CK O2 CK O2 CK O2 CK

1   84 0   1 0 0 0     0   87 98.82 0
2   50 0   0 0 0 0   15   83 76.92 0

3 109 0   1 0 0 2   98 188 52.40 0

4 141 0   8 0 1 0   28 135 79.21 0

5   74 0   4 0 0 0   81 136 46.54 0

6 240 0 12 0 0 0   60 230 76.92 0

7 174 0   4 0 0 0     2 187 96.67 0

8 142 0   1 0 0 0     6 123 95.30 0

9 107 0   8 0 0 0   15 109 82.31 0

10 154 0   7 0 0 0     2 146 94.48 0

11   75 0   5 0 0 0   64 116 52.08 0

12   85 0   4 0 0 0   40   98 65.89 0

13 115 0   8 0 0 0 147 216 42.59 0

14 126 0 21 0 0 0 114 218 48.28 0

15 105 0   6 0 0 0   78 152 55.56 0

均值 Mean 71±20 0

 

表 3   高氧法处理转基因二化性‘大造’蚕卵阻断滞育效果分析

Table 3    Analyses of prevention effects of diapause in transgenic bivoltine silkworm ‘Dazao’ eggs by hyperoxia method
 

组别

Group

孵化卵数/粒
No. of hatching eggs

转青死卵数/粒
No. of dead eggs in body

pigmentation stage

死卵数/粒
No. of dead eggs

滞育卵数/粒
No. of diapause eggs

孵化率/%
Hatching rate

O2 CK O2 CK O2 CK O2 CK O2 CK

1 51 0 21 0 11 0 1 109     60.71 0
2 48 0 22 0   8 0 6   78     57.14 0

3 38 0 17 0 27 1 2   57     45.24 0

4 38 0 12 0 29 0 5   89     45.24 0

5 40 0   7 0 56 0 2   95     38.10 0

6 43 0 16 0 22 0 4   83     50.59 0

7 45 0 11 0 48 0 3 113     42.06 0

8 35 0 10 0 58 0 2   68     33.33 0

9 57 0   2 0 32 1 0   72     62.64 0

10 43 0   4 0 31 0 5   91     51.81 0

11 44 0   5 0 29 0 6   76     52.38 0

12 46 0   4 0 45 0 3 124     46.94 0

均值 Mean    49±9 0
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育，转青率为 (61±14)%，孵化率为 (49±9)%，而对照

孵化率为 0。

3   讨论与结论

滞育是生物体度过困难环境而进化来的一种

生存策略。家蚕是典型的卵滞育昆虫。在生产上，

最常用的家蚕卵阻断滞育的方法是 HCl法，有一半

以上的蚕种通过此方法打破滞育 [ 1 6 ]。该方法在

1877 年就有过报道，1916 年荒本等人逐渐将该方

法转化为生产工艺应用于蚕业生产[17]，为人类蚕丝

业的发展做出了重要的贡献。关于高氧法阻断滞育

最早的报道几乎与 HCl 法在同一个时代[17]，20 世

纪 70—80 年代少数日韩研究者围绕卵壳通透性、

蚕卵呼吸率等问题展开了研究[5，18]，此后便鲜有相

关研究报道。高氧法之前未能应用于生产实践，可

能是当时的试验条件未能达到生产上的要求或各

种仪器试剂的限制，不利于在生产上广泛推广使

用，或者生产成本偏高。但是，在科技高度发达的今

天，环境友好成为了经济发展的前提条件，蚕种场

大量使用 HCl将逐渐受到限制，因此转而使用更为

环保、绿色的方法势在必行。高氧法作为阻断滞育

的方法，取样时间和处理时间都比较宽泛，使用密

闭的培养箱或容器就可以实现，操作较简单、安全，

技术人员也容易掌握。

家蚕滞育机理的研究具有科学和产业上的双

重重要性，因此受到人们普遍关注。但是，由于影

响因素众多且是独特的跨带传递方式，比较复杂，

滞育机理和阻断滞育机理至今仍不十分清楚。在

前期研究中，发现高氧法和 HCl 法处理后获得的

差异基因均在氧化还原功能上富集，并且表达模

式趋同，推测其阻断滞育的机制相似[19]。在随后的

扫描电镜观察中发现 HCl法处理后的蚕卵表面有

“脂质”脱落物出现，蚕卵气孔随着发育逐渐增

大 [ 2 0 ]，本文中高氧法处理的蚕卵也出现同样的

现象，推测这是蚕卵胚胎从滞育转而发育的表现

之一。

在家蚕转基因研究使用的品种中，二化性家

蚕品种经济性状优异，不存在保种困难的问题，且

已经大量用于蚕业生产，如果使用二化性品种作

为家蚕转基因的受体材料，在转基因蚕的推广上

将极具优势。然而，二化性家蚕品种用于转基因

研究和应用，最重要且最需要解决的问题就是阻

断滞育，使之能够连续饲养。目前，低温催青法耗

时长，需要超过 1个月的时间，且还需要反季节饲

养[21-22]，这些问题无疑都增加了制备转基因家蚕的

难度；而早浸酸法由于浸酸时间过早、脱酸不净等

原因影响转基因注射后蚕卵的转青率和孵化率，

并且最佳注射时间与浸酸时间冲突[13-14]，达不到实

际科研生产要求。高氧法应用于转基因二化性家

蚕蚕卵阻断滞育，处理注射后的转基因蚕卵，其平

均孵化率为 (49±9)%，远高于非滞育的多化性蚕品

种的孵化水平，与低温催青处理的蚕卵孵化率持

平 [15]，但是高氧法突出优点是用时短，饲育简单。

高氧法在转基因家蚕蚕卵制备上的应用为阻断转

基因家蚕卵滞育提供了一种高效简便的方法，有

利于转基因技术创造出各种性状优良的新的特殊

的家蚕品种。

综上所述，本文中高氧法不仅能较好地对二化

性蚕品种阻断滞育，而且将该处理条件应用于一化

性蚕品种，也取得了不错的孵化效果，说明高氧法

阻断滞育是可行的，不局限于某种蚕品种。另外，

高氧法是在常温常压下进行的，与传统 HCl 法相

比操作简单，易于掌握，孵化时间短，适合向普通

蚕农推广。在基础研究领域中，该方法更能发挥其

特有优势，显著缩短转基因家蚕培育时间，突破了

转基因家蚕的技术障碍，为家蚕转基因研究注入新

活力。当然，在生产上推广该方法还需要更多品

种、更大范围的进一步调查，开发适合于生产上使

用的相关设备或者工艺条件是我们下一步需要研

究的内容。
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