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摘要: 采用 HE 染色及石蜡切片的扫描电镜观察方法, 描述了日本沼虾(Macrobrachium nipponense)蜕皮间期(C 期, 

intermolt stage)及新旧表皮更替变化剧烈的蜕皮前晚期(D4 期, late premolt stage)和蜕皮后期(postmolt stage)A－B 期

头胸甲外骨骼的形态结构变化特点。结果显示, 日本沼虾外骨骼分为上表皮、外表皮、内表皮三层, D4 期出现新的

上表皮和外表皮, B 期出现新内表皮, 外表皮强嗜碱性而内表皮弱嗜酸性。扫描电镜观察发现, C 期头胸甲内、外表

皮均为几丁质－蛋白质纤维构成的平行板层结构且板层内有发达的孔道系统(pore canals, pc), 但内外表皮板层间

排列紧密程度不同, 外表皮板层切面边缘较整齐, 结构致密, 板层内 pc 大小均一、近似圆形, 内表皮板层切面边缘

粗糙, 结构较疏松, 板层内 pc 大小不等、多为梭形。在蜕皮前后, 新外表皮结构变化显著, 与 C 期相比, D4 期新外

表皮超微结构与旧内表皮结构相似, 而在 A 期, 外表皮超微结构由疏松变为致密, 这可能与蜕皮后表皮的钙化相

关。本研究旨为阐明沼虾的蜕皮机制提供基础资料。 
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甲壳动物由分层的表皮构成坚硬的外骨骼 , 

覆盖在柔软身体的表面, 抵抗同种竞争者和天敌, 

但这种保护性“盔甲”也限制了动物生长, 因此必

须通过周期性的蜕皮克服这一弊端, 蜕皮成为甲

壳动物生长发育过程中极其复杂而重要的生理事

件, 其产生机制一直是研究的热点问题。甲壳动

物蜕皮周期分为 4 个时期: 间期、蜕皮前期、蜕

皮期和蜕皮后期[1-2]。间期表皮发育完全, 高度钙

化; 蜕皮前期, 旧表皮下方形成未钙化新表皮[3]; 

蜕皮时动物脱去旧表皮; 蜕皮后期, 形成内表皮, 

同时完成表皮的钙化和硬化[4]。大量的研究表明, 

甲壳动物的蜕皮周期与外骨骼的形成和钙化密切

相关[5]。外骨骼的光镜结构已经研究得较为透彻[6], 

多采用组织化学染色方法 [6-8], 最常用的有 PAS

染色和 Masson 染色等, 能分别显示外骨骼中的

糖和纤维成分。利用电子显微镜可进一步观察表

皮内部的微细构架 [9-11], 但已有的报道多以间期

表皮为研究对象, 而一个蜕皮周期中外骨骼微细

结构的变化还未见报道。 

日本沼虾(Macrobrachium nipponense)是中国

重要的淡水养殖经济虾类, 本研究采用石蜡切片

的扫描电镜观察方法 [12]研究头胸甲外骨骼超微

结构及其在蜕皮过程中的形成和发展, 初步了解

蜕皮周期中表皮各层的动态变化, 为阐明沼虾的

蜕皮机制提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

选取健康日本沼虾(河南原阳黄寺浴场提供)

幼虾(体长 2.5~3.5 cm), 饲养于水族箱中, 水温

(25±1)℃, 每日早晚各投喂 1 次, 1 周后用于实验

研究。 
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1.2  蜕皮周期的鉴定 

实验过程中蜕皮周期的鉴定依据 Cesar 等[13]

的方法, 将其分为蜕皮间期 C 期(intermolt stage)、

蜕皮前早期(D0 期, early premolt stage)、蜕皮前晚

期 (D4 期 , late premolt stage)、蜕皮后 (postmolt 

stage)A~B 期等 5 个时期。在以往实验中发现光镜

下 C 期和 D0 期外骨骼在结构上基本无差异[8], 因

此本实验中未取 D0 期材料。 

1.3  组织学及组织化学研究 

取 C 期、D4 期、A 期及 B 期的幼虾, 将鳃区

头胸甲剪成 5~7 mm 的小块, Davidson’s fixative 

(DF)固定液[14]固定 24 h, 流水冲洗 1 h, 系列酒精

脱水, 正丁醇过夜透明, 石蜡包埋, Leica 切片机

(德国 Leica, RM2245)上行横切和矢状切, 切片厚

6 µm, 将部分蜡片按常规方法制成组织玻片, HE

染色后显微镜(Nikon, YS2-H)下观察与拍照, 将

另一部分蜡片贴于 14 mm×14 mm 盖玻片上烘干, 

经 60℃二甲苯脱蜡 3 d, 更换 3 次二甲苯, 将含材

料的盖片贴于扫描电镜(日立, TM3030Plus)用的

样品台上, 离子溅射仪(中科科仪, SBC-12)镀膜

喷金后, 用扫描电镜观察、拍摄及分析比较。 

另取 C 期头胸甲, 体式显微镜下用解剖刀轻

轻将内面组织刮去, 磷酸缓冲液洗净后, 迅速放

入 2.5%戊二醛中固定 12 h 后, 磷酸缓冲液冲洗 3

次, 每次 15 min, 用酒精配制成 30%、50%、70%、

80%、90%的叔丁醇溶液梯度脱水 , 每次 10~ 

15 min, 样品经此逐级脱水置换后入纯叔丁醇 3

次, 每次 15 min, 最后一次置 4℃冰箱内, 然后将

样品置入真空干燥仪(德国 CHRIST, 1-2LD), 在

低真空状态下使样品彻底干燥。将干燥后的样品

粘于样品台上, 经离子溅射仪喷金后扫描电镜观

察、拍摄及分析比较。 

2  结果与分析 

2.1  不同蜕皮时期日本沼虾头胸甲的显微结构 

经 HE 染色显示, C 期头胸甲明显分为 3 层(图

1a), 即上表皮、外表皮和内表皮, 没有膜质层。

上表皮最薄, 是表皮的最外层, 占整个外骨骼厚

度的 1/12~1/14, HE 染色着色较深, 为亮红色均质

状结构 ;  外表皮较厚 ,  嗜碱性较强 ,  呈深紫蓝 

色, 其中隐约可见紧密排列、明暗相间的条带, 沿

着与体表的平行面从外而内层叠排列; 内表皮厚

度与外表皮相当, 呈弱嗜酸性, 为浅粉色, 其间

明暗相间的条带排列较疏松; 上皮细胞层是体壁

的最内层, 为单层细胞结构, 常由于取材、制片等

原因, 导致上皮细胞层与内表皮分离, 此期上皮

细胞为立方形或矮柱状。在 D4 期(图 1b), 原有旧

表皮下方出现新形成的上表皮和外表皮, 染色与

旧表皮相同, 上皮细胞排列规则紧密, 细胞明显

增高, 为高柱状, 胞质嗜碱性, 核椭圆形, 位于细

胞基底部, 着色较浅, 核仁明显。蜕皮后 A 期(图

1c)表皮只有上表皮和外表皮, B 期(图 1d)内表皮

出现, A 期、B 期上皮细胞形态与 D4 期相似。 

 

 
 

图 1 不同蜕皮时期日本沼虾头胸甲外骨骼的组织学结构 

a: C 期; b: D4 期; c: A 期; d: B 期. 

En: 内表皮; Ep: 上表皮; Epi: 上皮细胞; Ex: 外表皮;  

nEn: 新内表皮; nEp: 新上表皮; nEx: 新外表皮. 

Fig.1 Histological structures of carapace cuticle of Macro-
brachium nipponense in different molting stages 

a: C stage; b: D4 stage; c: A stage; d: B stage. 
En: endocuticle; Ep: epicuticle; Epi: epidermis; Ex: exocuticle; 
nEn: new endocuticle; nEp: new epicuticle; nEx: new exocuticle. 

 
2.2  不同蜕皮时期日本沼虾头胸甲的超微结构 

2.2.1  C 期头胸甲超微结构  扫描电镜下 C 期头
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胸甲横切面上外骨骼 3 层结构分界清晰(图 2a), 

上表皮为一薄层均质蜡状物; 上表皮下方为多层

与上表皮平行排列的板层, 根据板层之间排列的

紧密程度及板层厚度, 可以区分外表皮与内表皮, 

紧邻上表皮、板层排列紧密为外表皮, 外表皮下

方, 板层由内向外逐渐增厚、排列较疏松部分为

内表皮。图 2b 可见横切面上内表皮中每一板层都

可分为上、下两部分, 板层上 3/4 电子密度高于板

层下 1/4, 相邻板层之间可见纵行纤维。图 2c 显

示每一板层均由与身体长轴平行的几丁质蛋白

质纤维构成, 切面可见纤维断面, 板层上 3/4 纤维

细密, 板层下 1/4 纤维较粗大。 

C 期头胸甲矢状切面上(图 3a)可见头胸甲由

外至内三层结构分界清晰, 表层均质蜡状物为上

表皮 ,  外表皮与内表皮板层中均存在大量孔道

(pore canals, pc)结构, 管径最粗者称为表皮孔

(cuticular pores, P), 外表皮板层(图 3b)切面边缘

较整齐, 结构较致密, 板层内 pc 近似圆形, 大小

较均一; 内表皮板层(图 3c)切面边缘粗糙, 可见

粗大的几丁质-蛋白质纤维束, 结构较疏松, 板层

内 pc 多为头尾走向的梭形, 大小不等。用解剖刀

刮去内面上皮细胞层及其他组织 , 暴露内表皮 ,  
 

 
 

图 2  扫描电镜下 C 期日本沼虾头胸甲外骨骼横切面 

a. 外骨骼横切面; b、c 为更高倍数下显示的内表皮. 

En: 内表皮; Ep:上表皮; Ex: 外表皮; 大括号: 内表皮中几丁质-蛋白质纤维板层; 细线箭头:几丁质-蛋白质纤维断面. 

Fig. 2  SEM micrographs of cross-sections of carapace cuticle of Macrobrachium nipponense in stage C 
a. Cross-section of cuticle; b, c. Higher magnifications of the cross-section showing detail images of endocuticle. En: endocuticle; Ep: 

epicuticle; Ex: exocuticle. Open braces represent chitin-protein layers. Thin arrows indicate sharp fractures of the fibers. 
 

 
 

图 3  扫描电镜下 C 期日本沼虾头胸甲外骨骼矢状切面 

a: 外骨骼矢状切面; b、c 为更高倍数下显示的外表皮和内表皮; d: 解剖刀刮去上皮细胞后内表皮的扫描电镜像. 

En: 内表皮; Ex: 外表皮; P: 表皮孔; pc: 孔道; pct: 孔道小管. 

Fig. 3  SEM micrographs of sagittal sections of carapace cuticle of Macrobrachium nipponense in stage C 
a. Sagittal section of cuticle; b, c. Higher magnifications of the sagittal section showing exocuticle and endocuticle; d: SEM micrograph 
of endocuticle when epidermis was scraped. En: endocuticle; Ex: exocuticle; P: cuticular pores; pc: pore canals; pct: pore canal tubes. 
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固定、脱水、干燥、镀膜后在扫描电镜下观察(图

3d), 可见内表皮中存在大量 pc, 形态与切片中内

表皮板层相同, 从 pc中伸出细长的孔道小管(pore 

canal tubes, pct), 有些有分支, 垂直穿过几丁质

蛋白质纤维板层。 

2.2.2  D4 期外骨骼超微结构  如图 4a 所示, D4

期旧表皮下方出现新的上表皮和外表皮, 新表皮

此时未钙化而较柔软, 在制片过程中新旧表皮由

于收缩程度不同而发生分离。旧表皮(图 4b)中上

表皮、外表皮、内表皮三层分界清晰, 各层超微

结构与 C 期相同; 而新外表皮(图 4c)与旧外表皮

差异较大, 新外表皮板层结构疏松, 切缘粗糙, pc

大多为梭形, 与旧内表皮相似。 

2.2.3  蜕皮后 A、B 期外骨骼超微结构  如图 5a

和图 5b 所示, A 期头胸甲外骨骼只有上表皮和外

表皮, 此时外表皮板层结构已经与 D4 期新外表皮

不同, 表现在板层切缘较为平整且结构致密, pc

近似圆形, 这与 C 期外骨骼中外表皮结构相同。B

期(图 5c 和图 5d)外表皮板层下方出现内表皮板层, 

切缘较粗糙, 板层内可见大量头尾走向的梭形 pc, 

与 C 期内表皮板层结构相似, 内、外表皮相邻板

层间可见垂直穿过 pc 的 pct。 

3  讨论 

对甲壳动物表皮亚显微结构的研究, 通常采

用冰冻断裂技术 , 研究对象包括美洲海螯虾

(Homarus americanus)[15]、克氏原鳌虾(Procamb-
arus clarkii)[16]、蓝蟹(Callinectes sapidus)[17]等体

型较大的动物, 取自发育完善的 C 期螯或头胸甲

等表皮较厚部位, 所以表皮的横断(显示表皮各层)

和水平断裂(显示内部具体结构)容易操作。日本

沼虾幼虾个体小、表皮极薄(~40 µm), 无法进行水

平断裂 , 因此我们首次将石蜡切片的扫描电镜

观察方法引入到对日本沼虾头胸甲结构的研究 , 

结合 HE 染色方法, 选择 C 期以及蜕皮周期中表

皮结构变化剧烈的 3 个连续阶段——D4 期、A 期

以及 B 期, 观察分析蜕皮前后表皮结构的动态发

育过程。 

HE 染色方法的研究结果显示, 日本沼虾头

胸甲自外而内由上表皮、外表皮和内表皮构成 , 

没有膜质层, 与已有报导相同[8]。表皮各层表现出

不同的嗜色性, 上表皮主要由蜡状物、脂类以及

蛋白构成, 不含几丁质纤维[18-20], 染色中嗜酸性

较强, 说明上表皮中碱性蛋白质含量较多。内、

外表皮都是由几丁质蛋白质微纤维网架构成[21], 

染色的差异应该也与各层所含蛋白质的性质及含

量有关, 外表皮中酸性蛋白质较多, 表现出强嗜

碱性, 而内表皮中酸性蛋白质可能较少或无, 有

少量碱性蛋白质, 因此表现出弱嗜酸性(图 1)。内、

外表皮中都有钙盐沉积[6, 22], 酸性大分子被认为  
 

 
 

图 4  扫描电镜下 D4 期日本沼虾头胸甲外骨骼矢状切面 

a: 外骨骼矢状切面; b: 旧表皮; c: 新表皮. 

En: 内表皮; Epi: 上皮细胞; Ex: 外表皮; nEx: 新外表皮; P: 表皮孔. 

Fig. 4  SEM micrographs of sagittal sections of cuticles in carapace of Macrobrachium nipponense in late premolt stage 
a. Sagittalsection of cuticles; b. Sagittal section of old cuticle; c. Sagittal section of new cuticle. 

En: endocuticle; Epi: epidermis; Ex: exocuticle; nEx: new exocuticle; P: cuticular pores. 
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图 5  扫描电镜下 A 期和 B 期日本沼虾头胸甲外骨骼矢状切面 

a、b: A 期外骨骼矢状切面; c、d: B 期外骨骼矢状切面. 

Epi: 上皮细胞; nEn: 新内表皮; pct: 孔道小管. 

Fig. 5  SEM micrographs of sagittal sections of cuticles in carapace of Macrobrachium nipponense in A and B stages 
a, b: sagittal sections of cuticles in A stage; c, d: sagittal sections of cuticles in B stage. 

Epi: epidermis; nEn: new endocuticle; pct: pore canal tubes. 
 

在钙盐沉积中发挥重要作用[23]。上皮细胞的形态

呈显著的周期性变化。在新表皮合成 D4 期、A 期

以及 B 期, 上皮细胞增高呈高柱状, 提示其细胞

内活性增强, 各种反应如 DNA 复制、RNA 转录、

蛋白质合成以及钙沉积等正在活跃进行; 在表皮

再生过程完成的 C 期, 上皮细胞呈矮柱状(图 1)。 

处于 C 期的头胸甲外骨骼, 内、外表皮均呈

互相平行的板层结构, 外表皮板层排列比较紧密, 

而内表皮板层排列较为松散, 此种结构方式不仅

兼顾了表皮的硬度, 而且有利于上皮细胞的分泌

物通过松散的内层向外层输送, 补充因磨损而造

成的外骨骼的损失, 这与已报道的甲壳动物外骨

骼超微结构相似[24-26]。但内表皮的结构与相关报

导明显不同[9, 21, 25], 板层由外至内逐渐变薄, 每

一板层都由粗细两种几丁质-蛋白质纤维构成 , 

粗、细纤维各自聚集而互不相混(图 2c), 这种结

构是否有利于增强表皮的机械性能尚待进一步研

究。大部分十足类动物表皮中都存在 pc, 但形状

及数量差异较大。欧洲羔蟹(Carcinus maenas)[27]、

美洲 海螯 虾 (Homarus americanus)[9] 、 蜘蛛 蟹

(Loxorhynchus grandis)[28]等动物表皮中 pc 为蜂窝

状, 数量极多, 而日本沼虾头胸甲表皮中 pc 不够

发达, 数量相对较少(图 3a)。一般认为 pc 来源于

表皮下方上皮细胞游离面的微绒毛, 微绒毛延伸

穿过内表皮和外表皮, 终止于上表皮内侧, 沿途

发出分支, 形成 pct, 推测 pc 及 pct 在营养物质、

酶与无机离子的输送以及蜕皮后内、外表皮的矿

化中发挥重要作用[27, 29]。日本沼虾表皮的厚度和

硬度均不如美洲海螯虾等动物, 与 pc 不够发达相

适应。 

本研究发现, 外表皮在形成过程中板层结构

出现明显变化。D4 期在原有旧表皮下方出现新上

表皮和外表皮, 刚形成的新外表皮结构疏松(图 4c), 

有利于构建新表皮所需物质由上皮细胞转运至表

皮内; 蜕皮后, 板层结构由疏松变为致密(图 5a、

图 5b), 可能预示着外表皮的钙化作用趋于完成。据

报道, 外表皮的形成和钙化并不同步, 蜕皮后与钙

化相关的表皮蛋白开始表达[30-31], 在此过程中, 钙
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盐的沉积以及大量表达的蛋白质使得原本疏松的

板层变得较为致密。另外, 钙盐在 pc 周围沉积可

能引起其形状发生改变, 这也解释了外表皮板层

中 pc 形状在蜕皮前后的差异(图 4c 和图 5b)。 

在 B 期形成的内表皮, 无论 pc 形状还是板层

结构均与 C 期相似(图 5), 说明内表皮结构在形成

过程中变化不大, 提示内表皮的形成与钙化同步

进行。 

综上, 我们将石蜡切片的扫描电镜观察方法

引入到日本沼虾头胸甲表皮超微结构的研究中 , 

首次发现外表皮在形成过程中板层结构的明显变

化。当然, 该方法仍有待进一步改进, 如制作组织

切片时某些物质(如脂类)易丢失和易位而形成空腔, 

可能造成观察结果与实际结构有一定的偏差。 
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Changes in the ultrastructure of the carapace during the molt cycle of 
Macrobrachium nipponense 

DU Juan1, 2, ZHANG Junfang1, ZHENG Zhengfan1, HUANG Yalong1, MIAO Zelong1, NING Qianji1 

1. College of Life Sciences, Henan Normal University, Xinxiang 453007, China;  
2. School of Basic Medical Sciences, Xinxiang Medical University, Xinxiang 453003, China 

Abstract: The carapace exoskeletal structure, and its change during the molt cycle of Macrobrachium nipponense, 
were studied using hematoxylin-eosin staining and the observation of paraffin sections using scanning electron 
microscopy (SEM). The results showed that the exoskeleton in the intermolt stage (C) is composed of three 
sub-layers: epicuticle, exocuticle, and an endocuticle, from the outer to the inner layer. The newly formed epicuti-
cle, exocuticle, and endocuticle in the carapace occur in the late premolt D4 and postmolt B stages. The exocuticle 
is in a strongly basophilic state but the endocuticle is in a weak eosinophilic state. The observation by SEM re-
vealed that, in stage C, both exocuticle and endocuticle have lamellae comprised of parallel sheets of chi-
tin-protein fibers, with abundant pore canals (pc). The stacking density of the lamellae in the exocuticle is higher 
than that in the endocuticle. The lamellae edges of the exocuticle are regular and the pore canals within them are 
approximately circular. On the other hand, there are rough edges and unequal-sized, fusiform pore canals in the 
endocuticle. There is a significant change in the ultrastructure in the newly formed exocuticle after molt. In stage 
D4, the ultrastructure of the exocuticle is loose, and similar to the old endocuticle from stage C; however, the den-
sity of the exocuticle increases in stage A, which may be associated with calcification after molting. 

Key words: Macrobrachium nipponense; exoskeleton; molt cycle; hematoxylin-eosin staining; scanning electron 
microscope 
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