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鲢肌间小骨发育的形态学观察
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摘要 : 分别利用形态解剖和整体骨骼染色的方法 ,对鲢 ( Hypophthalmichthys molitrix) 成鱼肌间小骨的形

态、分布 ,以及仔、稚鱼肌间小骨的形态发生和出现进行观察。结果表明 ,鲢肌间小骨有 I 形、卜形、y 形、

一端多叉形、两端多叉形和树枝形 6 种类型 ,肌间小骨越靠前端形态越复杂。肌间小骨在 43 dpf 首先出

现在尾部 ,然后往前依次出现 ,到 55 dpf 全部出现。出现一枚髓弓小骨的仔鱼最小体长是 10150 mm ,出

现一枚脉弓小骨的仔鱼最小体长是 13166 mm。各种复杂形态的肌间小骨均是从 I 形发展而来。本文结

果为今后研究肌间小骨发生的分子机制提供了形态学基础。
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Abstract :To further understand the development process of intermuscular bones in teleosts , a modified bone clearing

and staining experiment was conducted to investigate morphological development of intermuscular bone in silver carp

Hypophthalmichthys molitrix . It is showed that intermuscular bone has different shapes including I type , one2end2
unequal2bifork type (卜 type) , one2end2equal2bifork type (y type) , one2end2multifork type , two2end2multifork type ,

and tree2branch type. Generally , the morphological complexity of most intermuscular bones in anterior body was more

than that in posterior body. The initial ossification of intermuscular bone is observed in the posterior part of the body at

43 dpf , and then each of the intermuscular bones is ossified anteriorly , and the morphological characters at 55 dpf are

the same as those found in adult fish. The minimum length of silver carp with first ossified epineural bone is 10150

mm , and with first ossified epipleural bone is 13166 mm. The primary morphology of intermuscular bone is I type ,

and more complicated morphology of ossified intermuscular bones are gradually derived from I type during ossifing

process. This study provides some very important information about the morphological development of intermuscular

bone in silver carp , which will be helpful for us to further understand the molecular mechanism underlying

intermuscular bone development.
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　　鱼类的肌间小骨 (intermuscular bone) 也称

肌间刺 ,位于肌节之间 ,且都是通过结缔组织连

在其他骨骼上。轴上肌肌节之间的肌间小骨连

在髓弓上 ,称为髓弓小骨 (epineural bone) ;轴下

肌肌节之间的肌间小骨连在脉弓上 ,称为脉弓

小骨 (epipleural bone) ;水平隔膜里的肌间小骨

连 在 椎 体 上 , 称 为 椎 体 小 骨 ( epicentral

bone) [1 ,2 ] 。真骨鱼类开始出现形态比较简单的

肌间小骨 ,到我国主要淡水鱼类养殖品种比较

集中的鲤科鱼类 ,肌间小骨的形态已非常复

杂[3 ] 。我国的淡水鱼类养殖品种主要是以“四

大家鱼”为主的鲤科鱼类 ,所以非常有必要开展

鲤科养殖鱼类肌间小骨发育规律的研究 ,为今

后培育无肌间小骨的鲤科鱼类打下基础。

国外主要是 Patterson 等对 125 属真骨鱼的

代表种的肌间小骨进行了详细的观察和分析 ,

其中描述了我国主要淡水养殖鱼类鲤科鱼中　

属的一种[2 ] 。国内有关鱼类肌间小骨形态学的

研究报道不多 ,主要在有关鱼类系统解剖的专

著中有所涉及[3～6 ] 。近年来 ,国内开始重视对

鱼类肌间小骨的研究 ,董在杰等[7 ] 对几种常见

鲤科鱼类肌间小骨进行了初步的观察 ,吕耀平

等[8 ]对低等真骨鱼类肌间小骨的形态学进行了

较为系统的比较研究。关于鱼类肌间小骨形态

发育 ,仅秉志[4 ] 报道过幼鲤 ( Cyprinus carpio) 肌

间小骨的形态学观察。但对肌间小骨发育过程

中形态变化的详尽描述及其规律的研究报道很

少。本文以我国传统的“四大家鱼”之一的鲢

( Hypophthalmichthys molitrix ) 为研究对象 ,对鲢

肌间小骨发育过程中的形态变化进行了详细的

观察和描述 ,并总结和探讨了鲢发育过程中肌

间小骨形态的发育规律 ,为今后揭示肌间小骨

发生的分子机制提供前期的形态学基础。

1 　材料与方法

111 　材料来源　鲢仔、稚鱼样本取自江苏省吴

江市水产养殖有限公司 ,从受精后 27 d (day past

fertilization , dpf)开始 ,每隔 4 d 取一次样本 ,用

95 %酒精固定 ,一直取到受精后 55 d ,即肌间小

骨全部出现为止。共取得样本 123 尾。成体鲢

购自上海市图们路市场。

112 　仔、稚鱼骨骼染色方法 　在 Gaviaia 方

法[9 ]基础上进行了修改 ,具体如下 : (1) 95 %酒

精固定的仔鱼依次经过 95 %、90 %、70 %、50 %、

30 %和 15 %酒精梯度复水 ,每次 30 min ,最后用

去离子水漂洗两次 ,每次 10 min ; (2) 将仔鱼放

置于 TBST 溶液中 (50 mmolΠL Tris pH 714 ,150

mmolΠL NaCl , 011 % (vΠv) Triton X2100) 处理 30

min ,用去离子水漂洗 10 min ,以去除残余的

TBST溶液 ; (3) 转移标本至 1 % KOH 溶液中浸

泡 30 min ,使组织透明 ,体长大于 20 cm 的仔鱼

适当延长浸泡时间直至组织透明 ; (4)经透明的

标本转移至新的 1 % KOH 溶液中 ,滴加茜素红

染色液 (1 g 茜素红溶于 100 ml 1 % KOH溶液中

配制成染色液) ,直至溶液颜色变为深紫色 ,染

色 6 h 左右 ,倒掉染色液 ,用 1 % KOH溶液洗去

组织中残余的染色液 ; (5) 用 1 % KOH 溶液覆

盖标本 ,加入 1 %体积的双氧水 ,放置在强光下

照射 ,褪去色素 ,当标本表面出现气泡时终止反

应 ,倒掉溶液 ,加 1 % KOH 溶液漂洗 ; (6) 依次

经过 50 %、100 %甘油脱水 ,最终用加入少许麝

香草酚的甘油保存标本。骨骼染色的标本经体

视解剖镜观察和拍照 ,记录肌间小骨数目、位置

及形态。

113 　成体鲢肌间小骨观察方法 　把处死的鱼

用保鲜膜包裹 ,放入灭菌锅 ,在 0105～011 MPa

的压力范围内蒸 5 min 后 ,取出 ,降至室温后 ,

剥去皮肤 ,用镊子小心剔除肌肉 ,依次从前往后

取出髓弓小骨和脉弓小骨 ,分离肌间小骨表面

附着的结缔组织 ,按照在鱼体内的位置摆放肌

间小骨 ,然后用 PC1057 佳能数码相机拍照 ,记

录成体肌间小骨的分布及形态。肌间小骨的形

态分型 ,采用吕耀平等[8 ] 的标准。为了便于描

述肌间小骨的分布和形态 ,将肌间小骨按照体
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内的顺序依次用数字编号。

2 　结 　果

211 　鲢肌间小骨的形态与分布 　鲢只有髓弓

小骨和脉弓小骨 ,没有椎体小骨。鲢肌间小骨

有 I 形、卜形、y 形、一端多叉形、两端多叉形和

树枝形 6 种类型 ,没有发现两端两分叉的类型。

在鲢仔稚鱼中 ,卜形表现为 y 形、一端多叉形、

两端多叉形和树枝形发育过程中的过渡形态。

成体鲢没有发现卜形髓弓小骨存在。脉弓小骨

形态较髓弓小骨简单 ,脉弓小骨只有 I 形、卜

形、y 形和一端多叉形 (图版 Ⅰ) 。

鲢成体两侧肌间小骨各种形态的分布情况

见表 1、图版 Ⅰ(以表 1 中 Ⅱ号样本为代表) 。

在所有髓弓小骨中 ,从前到后排列 ,第 1 到第 7

枚形态均较复杂 ,有树枝形、两端多叉形和一端

多叉形 ,第 7 到第 27 枚主要为 y 形 ,少数个体

在此区间有 1～2 枚为 I 形 ;第 28 枚往后的主

要为 I形 ,少数个体最后 1～2 枚髓弓小骨末端

有很小的分支。前面的脉弓小骨主要为 y 形 ,

后面的脉弓小骨主要为 I 形。左右侧各种形态

的肌间小骨分布略有不同 ,但差异不大。

表 1 　成体鲢各种形态肌间小骨分布的统计

Table 1 　The statistics of various intermuscular bones distribution in adult H. molitrix

类型
Types

样本号
Sample No.

体侧
Body side

各种形态类型的肌间小骨分布
The distribution of various types of intermuscular bones

树枝形
Tree type

两端多叉形
Two2end2

bifork type

一端多叉形
One2end2

multifork typey

y 形
y type

卜形
卜 type

I 形
I type

Ⅰ 左 1～5 6 7～28 29～38

右 1～2 3～6 7～27 28～38

Ⅱ 左 1～3 4～6 7 8～26 27～38

髓弓小骨 右 1～3 4～6 7～27 28～37

Epineural Ⅲ 左 1～3 4～6 7～26 27～38

bone 右 1～3 4～6 7～21 , 22 ,27～37

23～26

Ⅳ 左 1 ,2 3 ,4 5 ,6 7～26 , 27 ,30～40

28～29

右 1～3 4～6 7～26 ,28 27 ,29～39

Ⅰ 左 2～9 1 10～20

右 2～10 1 ,11～20

Ⅱ 左 1～5 7 6 , 8～18

脉弓小骨 右 4～8 ,10 1～3 ,9 ,

Epipleural 11～22

bone Ⅲ 左 2 1 ,3～11 12～23

右 2～11 1 ,12～21

Ⅳ 左 2～10 1 ,11～21

右 1～9 10～20

　　编号为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ的成体鲢体长分别为 39110、39160、36165 和 40120 cm ,表中阿拉伯数字为肌间小骨从前往后的编号。

The standard length of adult H. molitrix numbered as Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, and Ⅳ are 39110 , 39160 , 36165 , and 40120 cm , respectively ; the

numbers in the table are serial numbers of intermuscular bone from anterior to posterior.

212 　肌间小骨的骨化时机 　本实验所检测 27

～55 dpf 鲢仔稚鱼体长范围在 7168～23188 mm

之间。39 dpf 及之前的鲢仔稚鱼没有发现肌间

小骨存在 ;43 dpf 的鲢仔稚鱼样本中 ,观察的 14

尾仅有 4 尾出现了肌间小骨 ;在肌间小骨出现

时 ,其他骨骼包括主轴骨骼及附肢骨骼已骨化

完全 (图版 Ⅱ:A ,B) ,鲢髓弓小骨与脉弓小骨骨

化时间接近。第一枚髓弓小骨出现在尾部 ,位

于 35～36 肌节之间 (图版 Ⅱ:B) ;脉弓小骨首先

出现在尾部的 33～35 肌节之间 (图版 Ⅱ:C) ;肌
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图 1 　鲢肌间小骨的骨化顺序示意图

Fig. 1 　Outline of ossifing process of intermuscular bones in H. molitrix

en. 髓弓小骨 ; ep . 脉弓小骨。en. Epineural bone ; ep . Epipleural bone.

图中黑色直线上的数字代表肌节。The numbers above the black line represents the number of myotome.
　

间小骨是从尾部向前端依次出现 ,骨化顺序归

纳为图 1。

对已出现肌间小骨鲢的各日龄组平均体

长、髓弓小骨平均数目、脉弓小骨平均数目和肌

间小骨平均数目进行了统计 (表 2) 。观察中发

现 ,出现第 1 枚髓弓小骨的鲢最小体长是 10150

mm ,出现第 1 枚脉弓小骨的鲢最小体长是

13166 mm。

表 2 　鲢不同日龄体长及肌间小骨数目平均值

Table 2 　The average standard length and average amount of intermuscular bone at different ages in H. molitrix

日龄
Age
(dpf)

样本量
Sample
capacity

体长
Standard length

(mm)

髓弓小骨数目
Amount of

epineural bone

脉弓小骨数目
Amount of

epipleural bone

肌间小骨数目
Amount of

intermuscular bone

43 14 14139 (11142～20146) 316 (0～41) 115 (0～17) 511 (0～58)

47 16 15137 (1015～2013) 2011 (0～76) 1319 (0～39) 3410 (0～115)

51 16 17198 (1119～21162) 6216 (0～78) 3112 (0～39) 9318 (0～116)

55 11 22136 (20104～26148) 7610 (73～79) 3810 (34～41) 10410 (109～118)

　　括号内数据表示范围。The data in brackets show the range.

213 　肌间小骨各种形态的发生 　观察发现 ,肌

间小骨的最初形态是 I 形 ,其他的各种复杂形

态均是从 I 形发展而来。髓弓小骨最初形态都

是没有分叉的 I形 (图版 Ⅲ:A) ,在 51 dpf 背鳍下

方的 I 形髓弓小骨最先开始分叉 ,髓弓小骨主

干的中间部分形成一小分叉 (图版 Ⅲ:B) ,分叉

向髓弓延伸 , I 形变成了卜形。然后随着体长

的不断增大 ,髓弓小骨主干部分与分支部分变

长 ,最后形成了 y 形。观察发现 55 dpf 的仔鱼

躯体前端 1～6 枚仍为 I 形 (图版 Ⅲ:C) ,然而成

体躯体前端 1～6 枚形态相当复杂 ,这说明形态

越复杂的肌间小骨形成越晚。通过解剖成体发

现 , Ⅰ号 1～6 枚均为形态最复杂的树枝形 , Ⅱ

号 1～3 枚为树枝形 ,4～6 枚为两端多叉形 (表

1) ,可以推断 ,树枝形由 I 形2y 形2两端多叉形

发育而来。位于 20 肌节之前的脉弓小骨是 y

形 ,其发生过程与髓弓小骨相同 ,最初形态是 I

形 (图版 Ⅲ:D) ,在 51 dpf 开始分叉形成 y 形 (图

版 Ⅲ: E) 。

3 　讨 　论

本研究是为今后培育无肌间小骨的鲤科鱼

类 (包括鲢)所做的前期基础工作。如今后通过

发育生物学的理论和手段来培育无肌间小骨的

鲤科鱼类 ,首先要解决的是理论上的可能性 ,抑

制肌间小骨骨化会不会影响到其他骨骼的发

育。从鲢的肌间小骨骨化的时间来看 ,其骨化

的时间较晚 ,在受精后 43 d 左右开始形成 ,且
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发育的时间很长 ,到受精后 55 d 才全部出现。

肌间小骨开始骨化时 ,鲢其他骨骼包括主轴骨

骼和附肢骨骼都已骨化完全。肌间小骨在其他

骨骼骨化之后才开始骨化 ,这在斑马鱼 ( Danio

rerio)中也同样观察到[10 ] 。因此 ,如果在其他骨

骼骨化之后开始抑制肌间小骨骨化 ,应该不会

影响到其他骨骼的发育和骨化。虽然肌间小骨

曾被认为可以支持大侧肌的运动 ,可在鱼类肌

肉中起传递力量的作用[4 ,11 ] ,但并没有直接的

证据证明这种作用 ,仅仅是推测。鉴于目前对

肌间小骨的具体作用并不明确 ,抑制肌间小骨

骨化会不会影响到鱼本身的生命活动 ,目前还

无定论。但根据高等真骨鱼类无肌间小骨的事

实 ,没有肌间小骨的鲤科鱼类可能不会影响到

鱼本身的生命活动。通过吕耀平等[8 ] 对低等真

骨鱼类肌间小骨进化过程的分析 ,对于现生鲤

科鱼类 ,肌间小骨可能是一种痕迹器官。因此 ,

抑制鲤科鱼类肌间小骨骨化 ,培育无肌间小骨

的鲤科鱼类 ,在理论上具有较大的可能性。

鲢各种肌间小骨的骨化是一个复杂的过

程 ,成体鲢各肌间小骨的形态复杂性也是各不

相同的。总的来说 ,躯体前部的髓弓小骨形态

较为复杂 ,而尾部要相对简单。同样 ,肋骨后面

的脉弓小骨的形态相对复杂 ,而尾部要略为简

单。在鲢的发育过程中 ,最先骨化的髓弓小骨

和脉弓小骨均出现在尾部 ,然后依次往前骨化。

可见 ,各肌间小骨骨化的先后 ,与最终肌间小骨

的形态复杂性相关。形态比较复杂的肌间小骨

(如树枝型肌间小骨) ,在最终骨化完全以前 ,可

能需要更多的时间对肌间小骨的前体 (肌间隔

的结缔组织)的形态进行充分的分化 ,然后再骨

化。否则骨化后 ,相对就不易再进行形态的重

塑。在复杂形态肌间小骨的骨化过程中 ,可以

观察到鲢肌间小骨骨化有一个过程。最初观察

到的所有鲢各肌节间的肌间小骨最初形态均为

I形 ,直到 51 d ,才发现背鳍下方各肌节的髓弓

小骨开始分化成 y 形 ,到 55 d ,再骨化为更复杂

形态的髓弓小骨。纵观各种形态的肌间小骨骨

化过程 ,肌间小骨的形态都是从 I 形基础上发

展而来。Patterson 等从系统进化的角度分析认

为最原始的肌间小骨形态是没有分叉的[2 ] 。吕

耀平等[8 ]调查了各种低等真骨鱼类肌间小骨形

态 ,认为肌间小骨的演化从简单到复杂 ,是从 I

形逐步演化为卜形、y 形、两端多叉形和树枝

形。本文从鲢个体发育的结果 ,支持此观点。

肌间小骨左右侧最初骨化基本同步 ,同一肌节

的肌间小骨同时出现 ,但骨化过程并不同步。

可能的原因之一是 ,鲢成体本身的某些左右侧

肌间小骨的形态不一样[7 ] 。斑马鱼的肌间小骨

也是从尾部到躯体前部依次骨化[10 ] 。从鲢尾

部形态比较简单的肌间小骨开始骨化 ,而躯体

前部形态复杂的肌间小骨较晚骨化 ,提示我们 ,

诱导肌间隔结缔组织形态分化的信号可能是从

躯体前部向尾部呈梯度分布 ,而此后诱导形态

已分化的肌间隔结缔组织的骨化信号则可能是

从躯体尾部向头部呈梯度分布。

肌间小骨开始骨化的时机与鲢日龄或体长

的关系 ,对于今后检测相关分子信号和干扰肌

间小骨形成的抑制剂作用时机的选择很重要。

43 d 鲢 ,肌间小骨开始出现 ;47 d 鲢 ,肌间小骨

平均数目达到了 3410 枚 ;51 d 鲢 ,肌间小骨平

均数目达到 9318 枚 ;55 d 鲢 ,肌间小骨基本上

全部出现 ,达到 10410 枚。今后进行肌间小骨

骨化方面的分子机制研究 ,应该关注在此日龄

或体长范围的发育过程。而关于肌间小骨前体

结缔组织的形态分化 ,在此之前就已开始 ,具体

的分化时间需要进一步的观察。

骨骼骨化是一个非常复杂的过程 ,目前关

于软骨性硬骨骨化过程的分子调控机制的研究

报道逐渐增多 ,而关于膜性硬骨骨化过程的分

子调控 ,了解的仍然非常少[12 ] 。在鱼类肌间小

骨的发育分子机制方面 ,至今仍旧是空白。肌

间小骨形态发生规律的研究 ,是研究其发育分

子机制的基础。本研究中 ,鲢肌间小骨的形态

发生规律可以提示我们 ,鲢肌间小骨的发育过

程 ,可能包括两个步骤 ,首先是肌间小骨前体结

缔组织的形态分化 ,然后是从尾部向躯体前部

依次骨化。今后可以尝试通过抑制结缔组织的

形态分化起始及骨化的起始这两个途径来达到

抑制肌间小骨发育的目的。
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肌间小骨为膜性硬骨[1 , 3 , 4 , 10 ]
,在发生过程

中不经过软骨阶段 ,由间叶细胞直接骨化为硬

骨[12 ] 。用染料茜素红可以把硬骨染成红色。

鱼类骨骼染色的方法多数采用 Dingerkus 等的

方法[13 ] ,但刚出现的肌间小骨由于硬骨化程度

低 ,不易染上红色。Dingerkus 等方法的缺点是

骨化早期的硬骨 ,特别是肌间小骨骨化早期含

钙较少 ,很难着色。Gaviaia 方法的优点是针对

早期仔鱼骨骼染色 ,缩短了阿利新蓝染色时间 ,

并且在软骨染色后加中和步骤 ,减少硬骨脱钙。

本研究在 Gaviaia 方法上减少了软骨染色步骤 ,

对于膜化硬骨取得了较好的染色效果 ,使我们

能比较详尽地观察到肌间小骨骨化过程。
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　　柯中和等 :鲢肌间小骨发育的形态学观察 图版 Ⅰ

KE Zhong2He et al . :Development Morphology of the Intermuscular Bone

in Hypophthalmichthys molitrix Plate Ⅰ

肌间小骨按照从头到尾的顺序依次排列 ,图中数字为肌间小骨的编号。

len. 左侧髓弓小骨 ; lep . 左侧脉弓小骨 ; ren. 右侧髓弓小骨 ; rep . 右侧脉弓小骨。

The intermuscular bone posed from anterior region to posterior region. The number in the figure represents the serial number of

intermuscular bone from anterior to posterior.

len. Epineural bone on the left ;lep . Epipleural bone on the left ;ren. Epineural bone on the right ;rep . Epipleural bone on the right .
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　　柯中和等 :鲢肌间小骨发育的形态学观察 图版 Ⅱ

KE Zhong2He et al . :Development Morphology of the Intermuscular Bone

in Hypophthalmichthys molitrix Plate Ⅱ

A. 43 dpf 鲢整体骨骼染色结果 ,红色信号表明骨骼已经骨化 ; B. 图 A 方框区域放大照片 ,箭头指示最早骨化的肌间

小骨 (髓弓小骨) ; C. 椎体下方箭头指示 43 dpf 鲢尾部出现 2 枚脉弓小骨 ,位于 33 和 35 肌节之间。

en. 髓弓小骨 ; ep . 脉弓小骨。

A. Whole2mount staining of skeleton of H. molitrix at 43 dpf . Red signal indicates ossified bones ; B. Enlarged view of the pane area

in A. The arrow indicates one earliest ossified intermuscular bone (epineural bone) ; C. The arrow below the centrum indicates the

earliest two ossified epipleural bones , located between 33 and 35 myotomes.

en. Epineural bone ; ep . Epipleural bone.
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　　柯中和等 :鲢肌间小骨发育的形态学观察 图版 Ⅲ

KE Zhong2He et al . :Development Morphology of the Intermuscular Bone

in Hypophthalmichthys molitrix Plate Ⅲ

A. 箭头指示背鳍下方 I 形髓弓小骨尚未开始分叉 ; B. 无尾箭头指示背鳍下方 I 形髓弓小骨开始分叉形成卜形 ; C.

55 dpf 的仔鱼 ,第 1～6 枚髓弓小骨为 I 形 (箭头指示) ; D. 箭头指示臀鳍前面第 19、20 肌节 I 形脉弓小骨尚未开始分

叉 ; E. 无尾箭头指示臀鳍前面 19、20 肌节脉弓小骨分叉形成 y 形。

en. 髓弓小骨 ; ep . 脉弓小骨。

A. The arrow indicates unbranched epineural bone under dorsal fin ; B. The arrow head indicates that I type epineural bones branched

and formed 卜 type bone ; C. The 1st - 6th epineural bones were I type bones at 55 dpf larval H. molitrix (indicated with arrow) ;

D. The arrow indicates unbranched epipleural bones in front of anal fin located at 19 and 20 myotomes ; E. The arrow head indicates

that unbranched epipleural bones in front of anal fin located at 19 and 20 myotomes branched and formed y type bone.

en. Epineural bone ; ep . Epipleural bone.

·69·　　　 动物学杂志 Chinese Journal of Zoology 43 卷


