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摘要 ［目的］研究中华条颈龟( Mauremys sinensis) 胚胎发育过程中外部形态的变化。［方法］在恒温( 29 ± 0． 5) ℃，相对湿度为 85% ～
90%，基质湿度为 5% ～10%的孵化条件下，连续解剖观察了中华条颈龟胚胎发育的过程。对胚胎发育各期主要形态学特征进行了详细
描述，并配以周详的图片比较各期的典型特征。［结果］中华条颈龟的孵化期为 53． 00 ± 1． 77 d，根据其胚胎的日龄、大小和形态特征的
变化将整个的胚胎发育分成了 23期，其中 9 ～23期主要以四肢、背甲、腹甲、头部、尾部等的变化为分期依据，同时，对龟鳖类胚胎发育
分期的标准进行了讨论。［结论］结果有利于龟鳖类胚胎发育分期的标准化。
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Observation on the Morphology of Embryonic Development of Chinese Striped-neck Turtle，Mauremys sinensis
YANG Zhi-bing et al ( College of Life Sciences，Hainan Normal University，Haikou，Hainan 571158)
Abstract ［Objective］The aim was to observe the morphological changes of embryonic development of M． sinensis． ［Methods］Embryonic
development process of M． sinensis were observed based on serial dissection，under the condition of constant temperature( 29 ± 0． 5) ℃，rela-
tive humidity 85% － 90%，5% － 10% of matrix humidity，and the major morphological characters of every stage were described in detail with
amply photos respectively． ［Results］The incubation period of M． sinensis were 53． 00 ± 1． 77 d，according to the embryo daily age，size，and
morphological characters，the period of embryonic development was divided into twenty-three stages，hereinto，stages 9 to 23 were affirmed
mainly by the shape changes of limbs，carapace，plastron，head and tail; meanwhile，staging criteria of embryonic development of chelonia
was discussed here． ［Conclusion］The results were beneficial to the standardization of morphological development of M． sinensis．
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胚胎发育是动物生活史中的一个重要环节，是新生命的

起点，也是生物学家最感兴趣的研究领域之一。对动物不同
发育阶段的胚胎进行分期，并制定出发育表，有利于教学和

科研［1］。早在 1857年 Agassiz［2］等就开展了对爬行动物胚胎
发育的研究。随后的一个多世纪里国外有许多胚胎学家涉
足龟鳖类胚胎发育的研究，如 Mtsukun［3］、Yntema［4］、Mah-
moud［5］、Kaska等［6］、Tokita 等［7］与 Greenbaum［8］等。在国内
相关的研究起步较晚，如刘筠［9］、侯陵［10］、孙西寨等［11］对中
华鳖( Trionyx Sinensis ) ，刘国安等［12］、谭立军等［13］、石岳
香［14］对乌龟( Chinemys Reevesii) 及赵伟华等［15］对黄喉拟水龟
( Mauremys mutica) 的胚胎发育的研究和报道。
中华条颈龟( Mauremys sinensis) 又名中华花龟、草龟或

斑龟，隶属于龟鳖目( Testudinate) ，淡水龟科( Emydidae) ，拟
水龟属( Mauremys) 。由于过度猎捕和栖息环境被破坏等原
因，导致其种群数量急剧下降，被列为濒危物种［16］。笔者对
其胚胎发育过程中形态学特征进行了详细描述，以期为其繁

育和保护提供数据参考。
1 材料与方法
1． 1 试验材料 供试中华条颈龟卵购于海南省文昌顺利农
渔科技公司。
1． 2 孵化方法 将产于同一天的受精卵编上编号，置于智
能生化培养箱( 型号 HWS-250，宁波海曙赛福实验仪器厂) 中
进行孵化。孵化基质为蛭石，含水量为 5% ～10%，孵化温度
控制在( 29 ±0． 5) ℃，相对湿度控制在 85% ～90%。
1． 3 胚胎处理方法 从孵化第 1天开始每次取 5 枚受精卵

用眼科手术剪沿白斑区边缘划破并剪开，取出胚胎。使用游
标卡尺( 精度为 0． 01 mm) 测量卵长短径及胚胎背甲长宽等;
使用电子分析天平( 精度为 0． 001 g) 测量卵重及胚胎重。胚
胎数据测量完后用数码相机( SONY DSC-T900) 拍照，并将其
固定保存于 bouin氏液中，24 h后将胚胎取出再进行拍照纪
录，拍照完成后将其移入到 75%乙醇溶液中固定保存。
2 结果与分析
2． 1 中华条颈龟胚胎发育的主要特征 根据胚胎发育的主
要形态学特征，将中华条颈龟胚胎发育过程分为 23个期:
第 1期( 孵化 1 d) : 卵壳中部出现圆形白色受精斑，胚盘

呈椭圆形，胚孔新月型，体节 2对;
第 2期( 孵化 2 d) : 胚体发生明显变化，呈扁平状，胚体

前羊膜区发达，头褶凸起，胚体前神经管膨大，体节 6对;
第 3期( 孵化 3 d) : 视泡出现，脑曲产生，胚体扭转，体节

8对;
第 4期( 孵化 4 d) : 胚体增长显著，头部进一步弯曲且膨

胀，显示出头突增高的结节状，视泡突出于前脑腔，胚体弯

曲，体节 14对;
第 5期( 孵化 5 d) : 颈曲明显，端脑腔可辨，卵黄囊血管

区出现，体节 18对;
第 6期( 孵化 6 d) : 眼点微黑，尾芽出现，体节 25对;
第 7期( 孵化 7 d) : 尾朝腹侧弯曲，尿囊泡开始出现，肢

芽原基发生，尾芽伸长，体节 29对;
第 8期( 孵化 8 d) ) : 头、躯干开始膨胀，背曲出现，背面

观胚体前部开始向右侧扭转，尾芽增加，胚体部分体节退化;

第9期( 孵化9 d; 图1-1) : 胚体前部膨大明显，除头部外胚
体呈长线形，可见心跳，胚体四周有血丝包围，胚体紧贴着卵壳

壁，脊索已经形成，成红色的丝状，上颌突发生，背曲增加，尾曲

出现，尿囊肉眼可见，位于后肢芽前基，微凸于胚外体腔;

第 10期( 孵化 11 d; 图 1-2) : 整个胚体膨胀，向右侧扭转
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注: 1．孵化 9 d，示背曲( ↑) 和尿囊( ) ; 2．孵化 11 d，示枕骨突起( ↑) 和尿囊( ) ; 3．孵化 13 d，示尿囊( ↑) ; 4．孵化 14 d，示尿囊( ↑) ; 5．孵
化 17 d，示背甲( ↑) ; 6孵化 19 d; 7孵化 21 d，示指板( ↑) ; 8孵化23 d; 9孵化25 d，示鼓膜( ↑) ; 10孵化27 d; 11孵化31 d; 12孵化35 d; 13
孵化 40 d; 14孵化 46 d; 15孵化 53 d; 比例尺: 5 mm。

Note: 1． Incubation 9 d，dorsiflexion( ↑) and allantois( ) ; 2． Incubation 11 d，occipital bone protuberance( ↑) and allantois( ) ; 3． Incubation 13 d，
allantois( ↑) ; 4． Incubation 14 d，allantois( ↑) ; 5． Incubation 17 d，carapace( ↑) ; 6 Incubation 19 d; 7． Incubation 21 d，fingerboard( ↑) ; 8． In-
cubation 23 d; 9． Incubation 25 d，tympanic membrane( ↑) ; 10． Incubation 27 d; 11． Incubation 31 d; 12 Incubation 35 d; 13． Incubation 40 d; 14．
Incubation 46 d; 15． Incubation 53 d; proportional scale: 5 mm．

图 1 中华条颈龟胚胎侧部特写( 第 9 ～ 23期)

Fig． 1 Lateral features of embryo of M． sinensis( stages 9 －23)

明显，胚体透明，可以看见心脏搏动。胚内外血管充满血液，
肢芽伸长不明显。枕骨突起清晰可见，并且高于前额突起，

眼有少量色素沉集( 图 3-1) 。尾增长，尾曲增加( 图 4-1) ，尿
囊增大，可见内部有血管分布;
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注:1．孵化17，示初现的背甲“裙边”(↑) ;2．孵化19 d;3．孵化23 d;4孵化31 d，示背棱(↑) ;5．孵化35 d;6孵化37 d，示疣粒(↑) ;比例尺:5 mm。
Note: 1． Incubation 17 d，first appearance of“Turtle Rim”of carapace( ↑) ; 2． Incubation 19 d; 3． Incubation 23 d; 4． Incubation 31 d，dorsal ribs( ↑) ; 5．

Incubation 35 d; 6． Incubation 37 d，wart grain( ↑) ; proportional scale: 5 mm．

图 2 中华条颈龟胚胎背甲特写( 第 13、14、16、19、20、21期)

Fig． 2 Carapace features of embryo of M． sinensis( stages 13，14，16，19，20，21)

注: 1．孵化 11 d，示眼部色素( ↑) ; 2．孵化 13 d; 3．孵化 14 d; 4．孵化 17 d，示发育凸起( ↑) ; 5孵化 19 d; 6孵化 21 d; 7孵化 23 d; 8孵化 25 d，示
上颌( ↑) ; 9孵化 27 d; 10孵化 31 d; 11孵化 35 d; 12孵化 42 d; 比例尺: 1 mm。

Note: 1． Incubation 11 d，eye pigment( ↑) ; 2． Incubation 13 d; 3． Incubation 14 d; 4． Incubation 17 d，development embossment( ↑) ; 5． Incubation 19 d;
6． Incubation 21 d; 7． Incubation 23 d; 8． Incubation 25 d，maxillary( ↑) ; 9． Incubation 27 d; 10． Incubation 31 d; 11． Incubation 35 d; 12． Incuba-
tion 42 d; proportional scale: 1 mm．

图 3 中华条颈龟胚胎头部特写( 第 10 ～ 21期)

Fig． 3 Head features of embryo of M． sinensis( stages 10 －21)
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第 11期( 孵化 13 d; 图 1-3) : 出现头膨胀变大，眼区扩
大，眼点色素增加( 图 3-2) ，整个胚体弯曲，头几乎贴着尾，成
“C”状侧卧于卵黄之上。长短径相差无几，周围的血管收缩
至几乎不见，胚体同蛋壳的黏着度降低，可沿蛋壳移动，尿囊

膨胀呈气囊状，尾弯曲后可以接触到尾基部( 图 4-2) ;
第 12期( 孵化 14 d; 图 1-4) : 下颌突发生，颈部相对变细

( 图 3-3) 。胚体卵黄囊血管区毛细血管丰富，肢芽突触明显
可见，尾明显变长，可自由移动( 图 4-3) ，胚胎脐带出发的一
层膜整个包裹着胚胎，尿囊较第 11 期略有缩小。刺激会发

生反应，说明它神经系统开始发育能对外界刺激做出反应;

第 13期( 孵化 17 d; 图 1-5) : 胚体显著增大，上颌形成，
下颌明显，眼球膨胀，吻突形成，后脑发育明显并凸起( 图 3-
4) ，体宽与头宽相当。背甲已经出现，背甲长占整个胚体纵
轴长的 1 /3，肋盾痕迹模糊，“裙边”初现( 图 2-1) ，前肢弯曲
明显，指板可辨，前肢指板伸长，并且前肢开始向腹面弯曲，

边缘呈锯齿状，后肢膝曲形成，趾板明显。尾部卷曲成圈，泄
殖突突出增大，尿囊缩小几乎不现，胚体解剖后发现胚胎的

内脏器官已经初步形成;

注: 1．孵化 11 d; 2．孵化 13 d; 3．孵化 15 d，示尾部变长卷曲( ↑) ; 4．孵化 27 d; 5孵化 31 d; 6孵化 42 d，示色素沉积( ↑) ; 比例尺: 5 mm。
Note: 1． Incubation 11 d，2． Incubation 13d; 3． Incubation 15 d，elongate and curly tail( ↑) ; 4． Incubation 27 d; 5． Incubation 31 d; 6． Incubation 42 d，pig-

ment deposition( ↑) ; proportional scale: 5 mm．
图 4 中华条颈龟胚胎尾部特写( 第 10、11、12、18、19、21期)

Fig． 4 Tail features of embryo of M． sinensis( stages 10，11，12，18，19，21)

第 14期( 孵化 19 d; 图 1-6) : 胚体透明，眼球突出明显
( 图3-5) ，背甲柔软透明，前部比后部宽，并且变宽变厚( 图2-
2) 。后肢未弯曲。体宽开始大于头宽，弯曲的程度更大。尾
巴细长卷曲，基部可见泄殖突突出泄殖腔;

第 15期( 孵化 21 d; 图 1-7) : 胚体脖子成型，吻突明显，
下颌短于上颌( 图 3-6) 。“裙边”明显，覆盖到四肢的基部。
前肢指板出现明显的指沟，后肢指板前端扁而薄，基部比前

肢粗，尾增长显著，基部泄殖突突出增加;

第 16期( 孵化 23 d; 图 1-8) : 背甲变宽加厚，锥盾分界清

晰，肋盾，缘盾界限模糊，背甲正中可见肋骨，侧面消失( 图 2-
3) 。腹甲形成，甲桥可见，腹甲盾片分界模糊。上下颌裂口
明显，但还没有分开( 图 3-7) 。前肢五指分开，后肢四趾以三
沟分界，指( 趾) 间以蹼相连。已经无法观察到心跳，接触身
体各部位有反应;

第 17期( 孵化 25 d; 图 1-9) : 上下颌裂口分开，上颌突出
明显，嘴能开闭，出现鼓膜( 图 3-8) ，内盾有较模糊的棱，腹甲
盾片分界明显，背甲盾片清晰可数，边缘呈锯齿状，脊棱突

出，颜色较浅，背甲盾片后缘有色素沉积。尾基部至中间有
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色素沉积，四肢可以活动，前后肢有零星的疣粒出现( 鳞片的

雏形) ，出现爪的雏形，外部刺激反应敏捷;

第 18期( 孵化 27 d; 图 1-10) : 上下眼睑出现，吻端延长，
颈上出现较模糊的条纹( 图 3-9) ，背甲色素沉积增多，前肢外
缘鳞片较清晰，前后肢已经出现爪并出现黑色沉积，爪以白

色鞘包在指( 趾) 前端，尾部纵纹色素增多，尾上出现较模糊

鳞片( 图 4-4) ;
第 19期( 孵化 31 d; 图 1-11) : 眼睑进一步扩大，几乎盖

过眼球，颈部变短变宽，头颈分界明显( 图 3-10) ，背甲变长变
宽，缘盾着色较浅，背甲其余盾片色素沉积加重( 图 2-4) ，整
个前后肢鳞片变明显。尾部较第 18 期明显增长，覆盖的鳞
片也变更清晰( 图 4-5) ，泄殖突突出达最大值。整个胚体透
明度降低并有骨化现象，形成肋骨、脊椎骨;
第 20期( 孵化 35 d; 图 1-12) : 颈部缩至壳内，颈部条纹

清晰( 图 3-11) ，缘盾缺刻进一步明显( 图 2-5) ，腹甲出现黑
色斑状，四肢进一步分化，后肢已形成条纹，泄殖突缩回泄殖

腔，胚胎大小几乎占整个卵的 1 /2，尾增长更加明显，进一步
骨骼化。整个胚体色素沉积加深，背甲色素沉积成灰黑色。
肋盾上两条侧棱略显，龟体雏形完全呈现;

第 21期( 孵化 37 ～ 42 d; 图 1-13) : 卵壳已经变软，背甲

上有白点出现，位于侧棱两侧，有疣粒( 图 2-6) 。四肢可缩入
壳内，头可缩至眼处，眼睑可以闭合( 图 3-12) 。卵黄大小未
及胚胎大小的 1 /2，雏龟宽度几乎与卵宽度一致，长度与卵长
度一致。爪上色素沉淀，放在培养皿里面可以爬行，尾巴有
细小的鳞片覆盖( 图 4-6) ，外部形态已经具备种的特征;
第 22期( 孵化 46 ～48 d; 图 1-14) : 羊水变成淡黄色的粘

稠的带状。四肢及头部可缩至壳内，头伸缩自如，四肢较前
次解剖时有力，龟嘴中可以发出嘶嘶声，泄殖腔可自发舒张，

一段时间后泄殖腔出现液体。仅存少量卵黄未被吸收;
第 23期( 孵化 50 ～53 d; 图 1-15) : 破壳与出壳。受精卵

卵壳普遍龟裂变软、变脆，个别甚至有部分钙质层脱落。透
过卵壳，可见受精卵底部略呈黄色，为未被吸收的卵黄囊。
稚龟用头或者前肢将卵顶破，稚龟在大气中的呼吸循环正式

开始，绝大多数幼龟已将卵黄全部吸入体内并在腹甲正中留

下一个脐孔。刚出壳的雏龟体表湿露，体色暗黑，“裙边”卷
曲。3 ～4 h后“裙边”自行展开，3 ～4 d后脐孔闭合。
2． 2 中华条颈龟与黄喉拟水龟、乌龟胚胎分期比较 以相
同外部形态特征出现为依据，比较了中华条颈龟与黄喉拟水

龟［15］、乌龟［13］胚胎发育分期( 中后期) 。从表 1 中可以看出
不同的研究者针对不同的物种以及不同的试验条件使得胚

表 1 中华条颈龟、黄喉拟水龟和乌龟胚胎发育分期( 中后期) 的比较
Table 1 The comparison of equivalent stages ( middle and later periods) of embryonic development among Mauremys sinensis，Mauremys sinensis

and Chinemys Reevesii

胚胎发育分期

Stages of embryonic development
孵化温度

Incubation temperature∥℃
黄喉拟水龟 M． mutica 9 10 ～11 12 ～13 15 16 17 18 19 20 21 22 29 ±0． 5
中华条颈龟 M． sinensis 9 10 11 13 14 15 16 17 18 ～20 21 22 ～23 29 ±0． 5
乌龟 C． Reevesii 10 ～11 12 13 16 17 18 19 20 21 ～23 24 ～26 27 －28 32 ±0． 5

胎发育分期的期数有明显差异。
3 结论与讨论
关于龟鳖类胚胎发育分期的研究报道较多，分期期数也

不尽相同。从已有文献来看，龟鳖类胚胎发育时期的确定主
要有2种:一种分期较多( 27、28或31期)［4，13，17］，另一种分期
较少( 22或 23期)［5，15］。同时，通过比较前人的研究发现，在
发育早期，不同龟鳖类的相同器官出现时序并无明显差异，而

在胚胎发育的中后期，差异越来越大。这说明龟鳖类早期胚胎
发育的相似性较高，中后期才体现出物种间的差别［8］。华田苗
等［18］对扬子鳄的研究中发现在鳄类中也有类似的现象。
导致龟鳖类胚胎发育分期期数不尽相同的原因主要在

2方面。①不同研究者所采取的分期标准不同。如在 Ynte-
ma［4］的研究中，侧重于以孵化温度和胚胎日龄为分期标准;
而 Mahmoud［5］和石岳香［14］的研究则侧重于形态特征的变
化; Crastz［17］选择胚胎日龄和形态特征作为分期标准;谭立军
等［13］的研究侧重于孵化温度和形态特征; 赵伟华等［15］的研

究则选择了孵化温度、胚胎日龄、胚胎大小和形态特征作为
分期标准。②种间的差异和试验条件的不同。如笔者与赵
伟华等［15］的研究所采取的分期标准一致，但最后的分期期

数却不相同( 表 1) ，因为不同的物种胚胎及胚胎器官的尺寸
都存在差异，且在不同的试验条件下，胚胎的发育速度等都

有可能不同，这些都会导致分期期数的差异。
针对上述问题，Greenbaum［8］认为在胚胎发育过程中可

以选择易于跟踪观察又相对较保守的形态特征作为分期标

准，如前肢。这样就可以不用考虑种间差异、孵化温湿度以
及其他一些影响胚胎发育的因素。华田苗等［18］对扬子鳄的
研究中发现晚期胚胎虽然外观基本相似，但某些器官的组织

分化程度存在较大差异。也就是说虽然胚胎发育到后期外
部形态的改变较小，但其组织结构却发生着较大的变化。所
以，晚期胚胎的分期在注意形态特征的同时，可以引用较多

的组织学指标来使分期更加科学准确，有利于龟鳖类胚胎发

育分期的标准化。
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图 4 超声波频率对蜂胶总黄酮提取得率的影响
Fig． 4 Effect of ultrasonic frequency on extraction yield of fla-

vonoids from propolis

表 2 正交试验设计与结果
Table 2 Design and results of orthogonal experiment

试验号

Experimental

No．

因素 Factors

A B C D

总黄酮得率

Yield of total

flavonoids∥%
1 1 1 1 1 16． 22
2 1 2 2 2 18． 82
3 1 3 3 3 16． 51
4 2 1 2 3 18． 67
5 2 2 3 1 15． 70
6 2 3 1 2 16． 37
7 3 1 3 2 17． 34
8 3 2 1 3 17． 76
9 3 3 2 1 14． 30
K1 51． 55 52． 22 50． 35 46． 22
K2 50． 74 52． 28 51． 79 52． 54
K3 49． 40 47． 18 49． 56 52． 93
R 2． 15 5． 10 2． 23 6． 72

2． 3 最佳工艺验证 在料液比 1∶ 9 g /ml，乙醇浓度 80%，超
声波处理 12 min，超声波频率 45 kHz的条件下，测得蜂胶总
黄酮的提取率高达 20. 25%，表明验证结果与正交试验结果
一致，但最佳工艺条件与单因素试验的最佳条件有些不同，

可能是各因素间相互作用的结果。
3 结论及讨论
试验确定了蜂胶总黄酮提取的最佳工艺条件为: 料液比

1∶ 9g /ml，乙醇浓度 80%，超声波处理 12 min，超声波频率 45
kHz，此条件下蜂胶总黄酮的提取得率为 20. 25%。该结论对
于蜂胶总黄酮的提取具有一定的理论指导意义。

试验首次较为系统地研究了超声波频率对蜂胶总黄酮

浸提得率的影响，试验结果表明，超声波频率变化对蜂胶提

取影响较大，这将有利于人们更好地利用超声波进行蜂胶提

取。但试验未研究超声波功率对蜂胶提取的影响，考虑超声
波功率主要与物料的多少和物料层的厚度关系较大，因试验

中所用物料量较少，故未予以考虑。如将试验结果用于生
产，还应对超声波功率作更加详细的研究。
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