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雌核发育和两性融合发育鱼卵调控精核

受精发育的生化特性研究
‘

岳振宇 蒋一 挂 单仕新
�中国科学院水生生物研究所

,

武 汉 � �� � � ��

提 要

两性融合生殖的鱼卵受精后
,

精核能疏松
、

解凝
,

形成雄性原核 � 雌核发育银卿卵子受精

后
,

精核发育受到抑制
,

无法形成原核
。

采用显微注射去膜精核以及细胞学和电镜观察的方

法
,

本文对两类鱼卵受精后精核早期发育的生化性质进行了初步探讨
,

并着重研究了雌核发

育银卿卵子控制精核发育的生化特征
。 ,

实验结果显示
,

两性融合生殖鱼类卵质中
,

一定量的

� � �十的存在
,

二硫键的还原作用对于精核的发育显然是必要的 �而在雌核发育银卿卵中
,

� ���

的功能和二硫键的还原作用与精核发育受到抑制之间并无直接联系
。

银卿卵质中似乎显示

出异常的磷酸酶脂解活性
,

导致磷酸化过程无法进行
,

使精核解凝受到阻碍
。

另外
,

两性融合

生殖的鱼卵重质层 中具有大量诱导精核原核化的有关因子
,

而银卿卵质中则缺少该因子 �或

活性极低�
。

银卿卵质中还可能缺乏某些与雄性原核的核膜重组装有关的大分子物质
。

关键词 雌核发育
,

两性融合生殖
,

受精
,

精核
,

卵质

在两性融合生殖 ��� ��� � �� �
�� �� � �� �� � �� 的受精过程中

,

人卵精子的核膜先行解体
,

精核致密的染色质与特异碱性蛋白去组装
,

然后与卵质内组蛋 白重新组合
,

以保证染色质

合成与复制 � 另外
,

在原核周围
,

利用卵子中膜材料重新形成核膜
。

在细胞形态上精核的

变化则表现为疏松
、

解凝
,

进而形成泡状的雄性原核
,

最后与雌性原核结合
,

完成受精过

程
。

目前
,

对于在受精早期过程中精核上述发育的有关生化性质的研究还表明
,

卵子的重

质层组分能诱导精核的解凝和原核化发育【
’�

,

精核在卵质内形成雄性原核过程中还需要

有 � � �� 的激活作用 ��,� �
,

同时与二硫键 �� 一�� 的还原��,� 】
、

磷酸化作用有关��,� ,��
。

但是以上

研究主要集中在哺乳类动物
、

两栖类和无脊椎动物的海胆等材料��,�
一’”】

。

关于鱼卵受精早

期的卵子诱导精核的生化性质尚未见报道
。

银卿成熟 卵受精后
,

人卵精核发育受到抑制
,

无法形 成原核
,

表现为雌核发育

��� �� �� �� ��� �的生殖方式【“
,

” �
。

显然
,

这一独特的生殖方式中
,

精核人卵后的行为与两

�
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性融合生殖型的受精差异显著
,

也使作者有兴趣对银螂卵质的诱导功能与精核发育之间

的关系进行探过
。

采用显微注射去膜精核的方法
,

对去膜精核在雌核发育和两性融合生

殖鱼类受精卵的发育行为进行比较
,

尝试从受精生物学角度来揭示鱼类雌核发育过程中

的生化特征
。

� 材料与方法

� � 实验材料 本实验所 用实验鱼都由本所关桥试验场提供
,

包括银卿 ���� ��� ���

� � � � ��� � �� � ��� �
,

红卿 ���
� � ���� � � � � � ��� � � � � ��� ���

,

红鲤 ��
� �� �� � �塑�� � � � � � ��� ���

。

均采用人工催产获得实验所需鱼卵和精子
。

�
�

� 去膜精核的制取和脱膜卵的获得 用 � �� � � 液洗涤新鲜精液
,

离心收集沉淀
,

加人

去膜液 ��
�

��� � ���� � 一� ���
,

�
�

��� � � ���处理 ��� ��
,

以悬浮液 �含 �� � � �� �� �� �� 的

生理盐水 �洗涤后
,

再次悬浮
,

使精核对最终注射浓度为 �护 � � �
。

鱼卵 �受精或未受精 �

均用脱膜液��
�

�� �,� �仃� ���
,

�
�

� � � � ��
,

�
�

� ���� � � � ��处理 �一�� �
� ,

除去卵壳
,

获得裸卵
,

经 � � ���� ��� �
,

� 液洗涤
,

备用
。

� �� 显微注射实验 通过微量注射仪将去膜红娜精核注人红卿成熟未受精卵中
,

注射后

鱼卵在 � �� ��� ��� ,� 液中发育
,

每隔 ��� �� 取材
,

固定
。

将红卿去膜精核注人不同发育时

期的红卿受精卵 �干法受精
,

水温 �� ℃ �的动物极
,

如分别在 �� � ��
、

��
、

� �
、

�� � �� 和

�一��� 和 �一�� � 时注人
,

待其发育 �� � �� 后 固定
,

固定液为 � � �� �
,

� 液
。

取红卿去膜精核悬浮液
,

分为两组 � 一组加人 ��� � � � �� � � � � �� ����� �� ��  �� �
,

� ��� � �处理 ��一��� ��
,

另一组加人 ��� � � �� � � � � � �湖州生化厂�混合均匀
。

将两组

去膜精核液分别注入红卿受精卵中
,

在受精后 �� � �� 内完成显微注射
。

注射后的受精卵

在 � � ���� � �� �
,

� 液中发育
,

每隔 �� �� 取材
,

� � � ��
,

� 液固定
。

� �� 用红卿作材料重复实验 取红鲤去膜精核

悬浮液
,

分为三组 � 第一组即为含 � �
�

���� � �� �

的生理盐水
,

第二组中加人 ��� � � � � � � � �

处理 �任
� 一
��� ��

,

第三组加人 �� ��
�� � � �少磷酸

甘油 邝匆�� �� � �
� �� �� ��

,

� � �� �� 混合均匀
。

然后将三组去膜精核液分别注人银螂受精卵�银

卿早 � 红鲤 忿
,

干法授精
,

水温 �乡一�� ℃ �
。

在

受精后 ��� �� 内完成显 微注射
。

注射后在

� � ��� �� 厂� 液 中培 育 如
�元�

,

用 � �咖
� 液 固

定
。

� � 成熟未受精卵 �红螂
、

红鲤
、

银卿 � 用冷

的卵质缓冲液�
’� ��� � � �� �� �� �� ��� �

,

� �
�

� �  �

�� �  ! ∀�
�

��� � � � � � � �
,

��� � � � � � �� � ,

� �� � � � � ���
,

� � �调 � � 至 �
�

� �
。

漂洗一次

后
,

装满于含冷的 � � 液的 Zm m ol 离心管中
,

1 8 一20
O
C ,
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7

,
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图 l 卵 子重质层的提取过程
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吸去多余的溶液
,

在 E ppendo lf离心机常温下离心 1sm in (7000一90009)
,

收集卵子的重
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质层 (含蓝色色素)
,

再用 O B 液稀释约 100 倍
,

4 ℃保存备用 (图 1)
。

将红卿
、

红鲤和银卿重质层稀释液分别与红螂或红鲤去膜精核混合
,

然后分别注人银

卿受精卵中
,

各发育 4Om in
,

B
o

ui n’s 液固定
。

另外
,

注射 O B 液与去膜精核的混合液作为

对照
。

L 6 细胞学观察 R oui n’s 液固定 的鱼 卵在 24 h 内换人 70 % 酒精中
。

用酒精逐级脱

水
,

二甲苯透明
,

石蜡包埋
。

切片厚度 9户m
,

n
e

l
a

n
e

l d
s

h
e

m
a t o x

y l i
n 染色

,

E
o s

i
n 复染

,

镜查
。

1

.

7 红螂
、

红鲤和银卿成熟卵子重质层的透射电镜观察 吸取红卿
、

红鲤和银卿卵子重

质层提取物
,

用 2
.
5% 戊二醛 (0

.
lm ol / L PB S 配制

,

p H = 7.
2) 固定

。

制片时
,

以 P B S 漂
洗

,

1 % 0
5

0 4 固定 Zh
,

丙酮脱水
,

E p
o n

8 12 树脂包埋
,

醋酸钠
、

柠檬酸铅染色
,

H 一3 00 透

射电镜观察
。

2 结果

2
.
1 红螂去膜精核在红蜘未受精卵和受精卵中的发育

根据细胞学观察
,

为 了叙述 的方便
,

将去膜精核注 入卵质后 发育过程分为五

级 :

G ra de o: 与受精前核大小类似
,

保持固缩的圆点状
,

染色很深;

G ra de 卜 精核形态开始变化
,

为不规则状
,

有低程度解凝
,

染色依然很深;

G ra de Z: 精核疏松
、

膨大
,

形态为不规则
,

着色变浅
,

高程度的解凝;

G ra de 3: 精核形态逐渐变圆
,

透明性增加
,

体积较前略有增大
,

膜不十分清楚
,

原核化发

育程度低;

G ra de 4: 精核为较大的泡状结构
,

可 以观察到其中点状或丝状染色成分
,

膜边缘光滑
、

清晰
,

原核化发育程度高
。

2

.

1

.

1 去膜精核在红蜘未受精卵中的发育

去膜精核被注人红娜卵质后
,

发育 101llin 时
,

无精子星光
,

精核体积略有增加(G ra de l)

【图版 I:1]; 发育至 20m in 时
,

精子星光出现
,

精核体积变大 (G
rade 2) ;3伍ni n 后

,

精核形成原

核 (Gr ad
e 3一4)【图版 L 2]

,

受精如m in 时精核体积与 30n
lln 时没有多少改变

。

2. 1

.

2 在红卿受精卵不同发育时期注入去膜精核的发育行为

细胞学观察结果 (表 l) 表明
,

在红卿卵受精后 30 m in 内注人的去膜精核
,

经过约

30 m in 的发育
,

均能发育成原核【图版 I:3]
,

受精 40 m in 到 4一ce n 期注入的精核
,

尽管体积

增大许多
,

并且高度解凝 (G rad
e
2)

,

但始终不能形成原核【图版 I
:
4]

。

2. 2 在红蜘受精卵质中 D T T
、

E G T A 对去膜精核发育的影响

实验结果显示
,

用 D T T 处理的去膜精核注人到红娜卵质中发育 巧一20 m in
,

就已形

成原核 (G ra de 3一4) 【图版 I
:
4] ;未用 D T T 处理 的去膜精核发育 20 m in

,

仅能高度解凝

(G ra de 2)
,

没有观察到原核的形成
,

30
m in 后才开始形成原核

。

当去膜精核与 E G T A 混合后注人红卿受精卵
,

精核在 4Om in 的发育过程中
,

始终维

持致密的状态 (G ra d
e o一1)

,

形态与注人前相 比稍有变化
,

没有发现明显的星光{图版 l:

61
。

在红卿受精卵质中注射的去膜红鲤精核也得到类似的结果
。
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表 1 在红蜘受精卵不同发育时期注入去膜精核的发育行为
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2.3
在银螂受精卵质中 c a

Z+、

D T T 和 介磷酸甘油对红鲤去膜精核发育的影响

去膜精核与含 C a
Z+
(8 m m ol / L) 的悬浮液混合注人银螂受精卵质中

,

精子携带的星

光都能发育
,

而大多数精核仍然染色较深
,

略微解凝 (G ra de l) 或解凝程度较高(G ra de)

【图版 I:7]
,

极少数的精核也初步形成了原核 (G ra de 3);经过 D T T 预先处理的去膜精核

注入银卿卵质
,

精核仅处于解凝状态 (G rad
e l一2)

,

形态呈现不规则的多角
、

条状等
,

着色

深【图版 I:8]
,

精核平均大小较 c a2+组略有增加
,

但不十分明显;观察中发现
,

注人含声一磷

酸甘油的 去膜精核后
,

精核的体积逐渐增大
,

着色降低
。

发育到 40 m in
,

大部分精核高度

疏松解凝 (G ra de 2)
,

部分精核着色性进一步降低
,

出现泡状结构
,

初步形成原核 (G ra de

3) 【图版 I:9]
,

精核的平均大小明显高于前二组 (图 2)
。

2. 4 在银纫受精卵质中红纫
、

红鲤和银纫卵质提取物对红鲤去膜精核的影响

红鲤
、

红卿和银娜的成熟卵子
,

经 由离心作用 的挤压而达到匀浆的效果
,

其分层结果

见示意图(1)
。

将絮状重质层提取出来后经 O B 液稀释
,

分别与去膜红鲤精核混合注人银

鲤p受精卵
。

结果发现
,

经过 4Om in 的发育
,

去膜精核大部分已发育成原核
,

核中依稀可见

丝状和颗粒状的染色成分
,

核膜清晰 (G ra d
e
4) 1图版 I

:10]
。

以 O B 液作为对照的注射材

料中
,

精核不能或极少形成原核
,

只表现出解凝 (G ra de l一2) {图版 I:川
。

银卿卵子重质层与去膜精核混合后注人银卿受精卵中
,

精核的发育出现了较复杂的
J
清况

。

作者发现
,

一些精核也能发育成原核!图版 I:12]
,

初步统计
,

原核化精核的相对数

量远低于红螂或红鲤重质层组(表 2)
。

多数注人精核呈解凝状态 (G ra d
e l一2)

。

2. 5 红螂
、

红鲤和银螂卵重质层透射电镜观察

电镜观察结果表明
,

在三种卵 子重质层中均有大量的囊泡结构
、

以及细小的颗粒和絮

状的物质【图版 I
:13 一15]

。

所有 的囊泡均为双层膜结构
,

呈 圆形或椭圆形
,

平均直径为

5000A
。

有些囊泡中具岭样结构
,

估计为经粒体
。

颗粒状结构直径约在 20 0一250 A
,

据它

们大小判断
,

可能是核糖体l”]
。

三种鱼卵重质层的超微结构未见有明显差别
。
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3 讨论

葛伟等I8] 对银纫脱膜卵受精进行细胞学观察时
,

发现人卵的异源精核出现了活化现

象
,

表现 出一定的解凝;作者认为
,

由于银卿卵质内部缺乏有关活性因子
,

异源精核仍然不

能形成原核
。

可见银螂卵质在诱导核发育的功能上是非常特殊的
,

有别于两性融合生殖

型的卵质功能
。

3

.

1 两性融合生殖鱼类卵质诱导去膜精核发育的特征

大量 的实验证据表明l
‘“】

,

受精后卵质内 c a2+ 浓度增加
,

靠激活胞质有关蛋白来触发
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一系列发育事件
,

包括诱导精核的解凝
、

原核的膜系统重组
、

形成原核等
。

E G T A 为 C a2+

的鳌合物
,

受精后注射 E G T A 可以防止 c a2+ 的浓度增加
,

从而抑制了有关发育事件[2]
。

向两性融合生殖鱼类红卿和红鲤受精卵注射含 C a2+ 的去膜精核悬浮液
,

精核在卵中

逐渐疏松
、

解凝
,

经过约 30m in 的发育
,

形成原核
。

而注射含 E G T A 的精核没有能发育

成原核
,

星光发育也异常
,

表明 C
a2+ 作用在鱼类精核的解凝和原核化发育中是必要的

,

同

时星光的形成也需要 C a2+ 的维持
。

有研究表明
,

精核碱性蛋白质中半胧氨酸的一S H 被氧

化成二硫键 (S 一s)
,

是导致精核染色质致密结构的原因之一【
’7]

。

人为地用二硫键 (S 一S) 的

还原剂 D T T 能打开其二硫键【’8 1
。

银螂或红鲤精核经过 D T T 预先处理
,

进人卵质内发育

速度比对照组明显加快
。

Pe

r r

ea ul
tlo] 在研究两栖类精核的解凝

、

形成原核所需时间与二

硫键相对含量之间的关系时曾经指出
,

精核碱性蛋白二硫键含量与精核形成原核所需时

间成正相关性
。

红卿或红鲤精核碱性蛋白一定含量的二硫键被 D T T 还原
,

因而发育速

度明显加快
,

这也反映出红娜或红鲤精核碱性蛋白中二硫键的还原作用是精核解凝和原

核化发育过程中不可缺少的
。

卵质中有关活性因子对精核的促发育作用仅出现在卵细胞周期的一定时间内l9,
’0]

。

本实验观察发现
,

在红卿受精卵不同发育时间注人的去膜精核存在明显发育差异 (图 2)
,

精核的解凝 (G ra de l一2) 和原核化 (G ra de 3一4) 表现为既连续但又明显不 同的两个过

程
。

该现象提示在两性融合生殖鱼类受精卵质内存在的两类不同的诱导精核发育因子 :

精核 解凝 因子 (SN D F s
,

s
P

e

rm

n u e
l
e u s

d
e e o n

d
e n s a t i

o n
fa

e t o r

) 和 精 核原 核化 因 子

(sPn F s
,

s
p

e

rm

p
r o n u

cl
e u s

d
e v e

l
o

p m
e n t

ra
e t o r s

)
[
6
]

,

其中 sN n F s从受精开始到第二次卵

裂 (或更长)在卵质内一直维持较高活性
,

它使注人精核的旧核膜解体
,

染色质疏松 ;而

SP D F s仅能使在原核融合期或早中期之前注人的精核形成原核
,

使精核最终完成碱性蛋

白的转换和新的核膜组装
。

3. 2 雌核发育银卿卵质诱导去膜精核的发育及有关生化性质

实验结果显示
,

在有一定浓度的 C a2+ 存在以及经过 D T T 预先处理的情况 下
,

注人银

娜卵质的去膜精核尽管表现出一定程度的解凝
,

但发育仍然受到阻碍
,

很少能形成原核
。

这似乎说明
,

在银卿卵质中有关 C a2+ 的激活功能和二硫键的还原作用与精核发育受到抑

制并无直接联系
。

然而当加人 刀一磷酸甘油时
,

注人的去膜精核发育程度有明显提高
。

这

一现象暗示
,

在银螂卵质中磷酸化过程可能是异常的
。

众多的资料对精核受精早期磷酸

化作用进行过报道16,8 1。 一般认为
,

精核染色质解凝过程中碱性蛋白的置换首先要经过磷

酸化
,

随着精核进人卵质
,

磷酸酶 (P hos phat as e)脂解活性降低
,

而激酶 (K in as e)作用加

强
,

从而导致碱性蛋白的磷酸化【’]
。

有研究表明!
“】

,

当加人碱性磷酸 酶 (A P
,

al k
ali ne

P h
os

p h at as

e

) 时
,

精核的解凝受到阻碍
,

而 刀一磷酸甘油与 A P 具有高亲合力
,

它能解除该

阻碍过程
。

从本实验结果不难想象
,

银卿的受精卵卵质中似乎存在较高的磷酸脂解活性
,

它抑制了精核的碱性蛋白磷酸化这一重要过程
,

因而阻碍了精核的正常发育
,

当加人 刀一

磷酸甘油后
,

解除了 A P 的脂解活性
,

使磷酸化作用能正常进行
。

应强调的是
,

尽管碱性蛋白的磷酸化过程在精核的发育中是非常重要的
,

但不能保证

精核最终形成雄性原核
。

将两性融合生殖鱼卵重质层组分与去膜精核混合注人银娜卵中

时
,

注人精核能形成类似正常的原核
。

这充分表明在银鲤p卵质中还缺乏促原核化形成的
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有关因子 (SPD F 类)
,

而该类因子则大量存在于两性融合生殖鱼类重质层中
,

以保证精核

的原核化发育
。

使人意外的是
,

将银螂卵重质层组分与去膜精核混合注人银卿卵子时
,

也发现少量注

人精核表现为原核
。

对此有两点值得讨论:l
.
提取过程中激活了有关诱导因子

,

而该因子

在银卿卵的正常状态下缺乏活性;2
.
提取方法是对大量卵子进行操作

,

使得原来卵质中极

少量的活性因子被
“

浓缩
” 。

然而
,

无论哪一点都说明在正常情况下
,

银螂卵质内缺少存在

两性融合生殖鱼类卵质内的有关活性因子(或活性极低)
。

对重质层电镜的观察表明
,

两类鱼卵重质中均有大量膜状结构
。

该膜状结构为形成

雄性原核提供核膜原材料[
’l

,

而在通常情况下
,

银卿卵却无法利用这些材料形成雄性原核

的核膜
。

这也表明
,

两类卵质的差异很可能还表现在一些大分子水平上 (如蛋白质
、

肤

等)
,

在银卿卵质中
,

可能缺乏相应的分子
,

使膜的组装不能进行
。

综上所述
,

可 以初步推论
,

雌核发育银螂卵质控制精核发育与 c a2+ 的激活和二硫键

的还原作用并无直接的联系
。

在银卿卵质中一方面 由于异常的磷酸酶脂解活性导致磷酸

化过程无法进行
,

使精核解凝受到抑制;另一方面银卿卵质中可能还缺乏某些大分子物质

阻碍了雄性原核的形成
。

3. 3 两性融合生殖鱼类和雌核发育银蜘受精的早期生化行为研究的意义

基于鱼类进化的特殊地位
,

以及利用鱼类配子体外操作的便利条件
,

开展对鱼类的受

精生化行为的研究无疑是有意义的
,

这将极大丰富发育生物学内容;另外
,

在本实验基础

上
,

深人地研究两性融合生殖鱼类和雌核发育银螂的卵质组分上的差异
,

通过比较
,

找出

有关精核发育的调控蛋白
,

人们最终能揭开鱼类天然雌核发育的分子学机制
。
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图 版 说 明

图 版 I
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。

7 5 O
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2
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核形成原核
。
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x
;
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.

受精 40 m in 时注入 的精核表现解凝
。

7 5 0
x 二5

.

经 D T T 处理 的精核发育 巧m in 形成原核
。
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0

x;
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.

注人精核在有 E G T A 存在时保持凝聚状态
。
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x
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注人精核 (箭头所不)在有 C
a2+ 存在时发育状况

。
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50
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,

经 D T T 处理精核 (箭头所示)发育状态
。

7
50

x
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.

注人精核在有 夕一磷酸 甘油存在时体积增大
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注人

精核在有红卿卵重质层存在时发育成原核
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注人精核 (箭头所示 )在有 O B 液存在时发育状况
。
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,
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