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采用分裂阻断法研究黄鳝的
核型和减数分裂

徐晋麟
�浙江大学生物科学 与技术系

,

杭州 � �� � � ��

潘红春
’

李光敏
�安徽大学实验中心

,
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提 要

本实验采用在黄鳝腹腔内注人秋水仙素
,

然后取未成熟性腺进行空气干燥法制片
,

� �� � ��

染色
,

获得了较好的性原细胞有丝分裂中期相
,

同时还观察到减数分裂阻断后的各期分裂相
。

并发现黄鳝的第九对染色体在后期 �提前分离 � 在减数分裂过程中出现多倍性终变期和二倍性

不减数细胞
,

后者为色类多倍体育种提出了新的思路
。

本实验用性原细胞有丝分裂中期相和联会复合体进行了核型分析
,

结果与前人研究结果

相符
。

关键词 黄鳝
,

秋水仙素
,

减数分裂
,

有丝分裂
,

联会复合体
,

核型

有关鱼类核型分析的研究
,

最初采用的方法是先在鱼腹腔内注入秋水仙素
,

�一�� 后

取肾脏或精巢进行压片观察染色体
,

但未能获得较好的分裂相 �’�
,

直到鱼类淋巴细胞和肾

细胞培养法建立后才有所突破��,
’

,

� �
。

用细胞培养法虽能获得较好的分裂相
,

但因鱼类的

染色体一般较小 且数目多
,

所 以长度的度量仍存在较大的误差
。

近年来采用联会复合体

�� � �来进行黄鳝核型的研究�� 
,

不仅量度准确
,

而且和有丝分裂核型有很好的吻合性
。

可

是用电镜观察不易普及
,

同时 �� 的制备常用界面铺展法���
,

多用硝酸银染色
,

虽然有的动

物的着丝粒部位略显膨大 �如鸟类�� �
,

但鱼类等动物的着丝粒一般不易显现
,

这样就必需

同时用培养法制备有丝分裂中期相
,

用其臂比为参照来推测 �� 的着丝粒部位
。

为了建立一种既简便易行
,

且效果较好的方法
,

作者将哺乳动物减数分裂标本的简易

制作法 �� 移植到鱼类
,

稍加改变
,

取得 了十分良好的效果
。

在同一张玻片上既获得了分散

较好的有丝分裂 中期相 �图版 � � � �
,

同时义 可观察到减数分裂的各个时期 �图版 �
�

�一��
。

通过 光镜 观察拍摄 的粗线期 �� 照 片
,

就 可 以较准确地 量度
,

进行核 型分析
,

并可

�

现为安徽师范大学生物系研究生

李革生曾参加了部分工作
,

谨此致谢�

�� � � 年 � 月 �� 日收到
。
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同时对减数分裂加以研究
。

� 材料和方法

黄鳝 ��
� �
叩 ��� � � � �� � � � � �� � �来源于合肥市场

。

将饲养在水族箱中的黄鳝取 出
,

用纱布包住鱼体
,

先用碘酒和 �� � 的酒精消毒腹部

皮肤
,

再用无菌干棉球擦去多余的酒精
,

然后将 �
�

� � 秋水仙素 �表 �� �� 注入腹腔
,

�一��

后取 出解剖
,

用镊子取 出性腺
,

选择未完全成熟的性腺
,

放人一个盛有 �
�

� �� � ��  � � ��

溶液的平皿中
,

用手术刀细细切碎
,

在室温中低渗 ��� �� 左右
,

用甲醇一冰醋酸 ��
�
�� 固定

�� � ��
,

以 � �� � � � � �� 离心 �� ��
,

除去 上清液
,

再向离心管内加人 �
�

�� �固定液
,

轻轻打

匀
,

制成悬液
。

在每张冷冻过的清洁玻片上滴加 � 滴悬液
,

吹干后用 � �� � �� �� � 为 �
�

��

染色 �� � � 
,

再用蒸馏水轻轻冲洗
,

晾干后 即可镜检
。

这种方法简称为
“

减数分裂阻断

法
” 。

表 � 秋水仙素用 � 表

� � �
�

� �
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� 结果和讨论

经光镜观察
,

可见到分裂阻断后出现的染色体变化情况 �图版 �� �
、

�
、

��
。

�
�

� 性细胞的不同步发育

在黄鳝性腺中
,

生殖细胞的发育是不同步的
,

这和其它鱼类减数分裂不 同步的情况是

相似的【
’�

。

在一张片子上几乎可以观察到各个分裂期 �图版 ��� 一 ���
,

甚至在同一视野中

也能观察到几个不同的分裂相 �图版 � � ��
。

正是由于存在这样的先决条件
,

采用减数分

裂阻断法
,

才能获得不同分裂期的图象
,

从而可以得到较多的性原细胞有丝分裂中期相和

清晰的 ��
,

以供核型分析
。

�� � 性原细胞有丝分裂的阻断

在动物生殖细胞形成的过程中
,

性原细胞通过有丝分裂进行增殖
。

从理论上说
,

若以

适当浓度的秋水仙素注人动物体内是可以部分阻断性原细胞有丝分裂的进行
,

使其停止

在中期
。

本实验证实了这种推测是正确的
。

作者观察到多个类似于细胞培养法所获得的

中期分裂相 �
’”

,

川
,

染色单体清晰
,

收缩适中
,

分布均匀
,

形态较好 �图版 � � ��
,

完全可供核

型分析之用
。

经观察统计
,

黄鳝 �� � � �
,

皆为端着丝粒染色体
,

长度为 �
�

�一�
�

�群�
,

和前

人的结果一致��,�
��

。

��  联会复合体

经光镜观察粗线期的 �� 对同源染色体完全联会 �图版 工
�

�� �
,

未发现不配对的异形

染色体
,

与报道 的研究结果一致��, 川
。

但如果染色体的非同源节段较短
,

则在 �� 上也很

难观察到
,

即使用电镜观察
,

若非同源 � �  少于 ��� � 也观察不到
“

泡
”

状结构
。

由于采

用 � ��  �� 染色
,

光镜观察
,

所以看不到配对的两条线
,

但着丝粒部位应显示淡染
,

由于黄
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鳝染色体皆为端着丝粒
,

所以淡染区不明显
。

在一般情况下
,

本方法制备的 �� 比银染的

更便于核型分析
。

本实验用粗线期的 �� 进行了核型分析 �图版 � � � ��
,

结果和性原细胞

有丝分裂中期相所获得的结果 比较吻合
。

将这两组染色体长度做相关性检验
,

相关系数
� � �

�

�� �
,

说明二者有较好的吻合性
。

这与不 同作者
,

不同方法所得到的相对长度也 比较

一致 �表 � �
。

表 � 不同方法制备的黄络染色体相对长度值的比较

� � � 之 � � � � � � �� � � � � � � �� ��� � ��� � � � �� � � ��� � �� � �� � � �
叩 �� � � � � �� � � � � ��� � � � � � � � � ��� �  ���

� �  �

� � �� � � �

类类 型型 中期染色体核型 �� 核型型

��� ����� � � ��� ���� � �� ��� �� � � ! �� � � � �� � � ��  � ��� ������

方方 法法 减数分裂阻断法法 肾细胞短期培养法法 减数分裂阻断法法 界面铺展法法

��� ��� � ��� � � � �  �� ��� � � �  �� � ���� �� � � ��� � � � �  �� ��� �� � �� �� �� � � ���

����� �  !∀ # ∃##### � � �� � ������

作作 者者 本 文 作 者者 李渝 戍等【�� ���
‘

令昆等【�」�
���

本 文 作 者者 马昆等【��
� ���

����   !∀### ∃ %&∋ ()(#∗∗∗ + 一e t a l
...

M
a e t a l

...

T h i
s
P
a
P
e rrr

M
a e t a l

...

相相相 N o
.
lll 11

.
10 士 0

.
2 444 1 1

.
2 1 士 0

一

4 111 1 1

.

8
士0

.
555 10

.
9 9 土 0

.
5 000 1 1

.
5 士 0

.
333

又又寸寸 N o
.
222 9

.
82 士 0

.
3 555 10

.
8 0 士 0

.
3 888 10

.
4 士 0

.
222 10

.
0 4 士 0

.
3 111 1 0

.
4 士0

.
333

长长长 N o
.
333 9

.
48 士 0

.
4 111 10

.
12 士 0

.
2 000 9

.
4 士0

.
333 9

.
5 4 士 0

.
2 777 9

.
6 士 0

.
555

度度度 N O
‘

444 9

.

2 8
士 0

.
2 333 9

.
3 8 士 0

.
2 555 9

.
0 士 0

.
222 9

.
3 4 士 0

.
3 000 9

.
2 土0

.
333

月月月 N 0
.
555 8

.
9 0 士0

.
2 555 9

.
12 士 0

.
2 555 8

.
7 士 0

.
333 8

.
8 5 士 0

.
2 555 8

.
6 士 0

一

333

弱弱弱 N 0
.
666 8

.
5 1 士0

.
3 666 8

.
6 8 士 0

.
3 111 8

.
3 土 0

.
222 8

.
4 0 士 0

.
4 000 8

.
2 士 0

.
222

口口口
N
0
.

777 8

.

2 4 士0
.
2 000 8

.
0 8 士 0

.
2 555 7

.
9 士 0

.
222 8

.
2 2 士 0

一

4 111 7

.

9
士 0

.
333

习习习
N
0
.

888 7

.

7 5 士0
.
3 333 7

.
4 9 土 0

.
3000 7

.
6 士 0

.
111 7

.
7 2 士 0

.
2 555 7

.
8 士 0

.
333

山山山
N

o
.

999 7

.

2 6 士 0
.
2 777 6

.
8 8 士 0

.
3000 7

.
2 士 0

.
222 7

.
3 1 士 0

.
3 333 7

一

2
士 0

.
444>>>>>

N o
.
1000 6

.
9 0 士 0

.
3 777 6

一

4 9
士 0

.
3777 7

.
1 士 0

.
111 6

.
8 6 士0

.
2 111 7

.
0 士 0

.
222

月月月
N
O
.

l lll 6

.

4 5 土0
一

4 555 5

.

9 9
士 0

.
4 555 6

.
7 士 0

.
222 6

.
5 1 士 0

.
3 111 6

.
9 士 0

.
222

公公公
N
O
.

1 222 6

.

2 0 士 0
.
3 777 5

.
4 1 士0

.
4 666 5

.
7 士 0

.
222 6

.
22 士0

.
2 555 6

.
0 士 0

.
777

已已已已已已已已已

* *
原文数据总数为 1

,

为便于 比较
,

本表将此数据总数换算为 100.

2. 4 交叉与端化

从终变期 (图版 I:6) 可以观察到黄鳝的染色体多为单交叉
,

但不同的染色体端化是

不同步的
,

其中有 1对染色体 (可能为第九对染色体)首先完成端化
,

到中期 I时
,

其他 11

对染色体仍端端相联
,

而这对染色体已经完全分离 (图版 I:3
、

4

、

9)

。

此可能由于这对染

色体联会松散而造成
。

至于是否和性别的分化有关尚待进一步研究
。

2

.

5 性别分化

黄鳝的性别决定机理 目前尚不清楚
,

在其发育的过程中存在着性转变的现象
,

此给黄

鳝性别分化的研究带来了困难
。

对于黄鳝是否有性染色体存在有不同的报道
。

刘凌云通

过 G 带研究发现有异形染色体存在
,

认为此 即是性染色体
,

但不能确定是 X Y 型还是

z w 型【’0] ; K ita d a
,

李渝成等通过黄鳝的核型研究未发现异型染色体l川
,

马昆等通过 SC
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的电镜观察
,

认为无异形染色体存在l5]
。

本实验也未观察到异形染色体
。

在其它鱼类中

如螂鱼也存在类似的争议[
’2

,

‘’
,

’4】
。

鱼类中性染色体的分化可分为三种类型【
’}: ( l) 性别由多基因控制

,

这些基因分散在

多条染色体上
,

无分化的性染色体
,

个体性别的发育取决于这些基 因的平衡以及内外环境

条件
,

是性别分化较原始的类型 ;(2) 有性染色体的分化
,

但属 同型 ; (3) 有异形的性染色

体
,

此是性染色体分化更为完善的一类
。

低等脊椎动物性染色体的演化是从同形逐步向

异形转化的l”]
,

所以无异形染色体的存在并不能表明无性染色体
。

同形的性染色体虽形

态相同难以区分
,

但在某些 区段上
,

两性所具有的遗传信息互不相 同
,

雄性个体常带有与

性别分化有关的基因I
‘’】

。

黄鳝无异形染色体存在
,

所 以其性别决定可能不属于第 (3)种

类型
,

上述第 9 对染色体是否是作为同形性染色体
,

因有较短的非同源区段而导致联会松

散
。

提前分离
,

有待进一步研究确定
。

2. 6 染色单体旋转

黄鳝减数分裂粗线期的同源染色体精确配对
,

平行联会 (图版 I:14)
,

而中期 I 图象

显示同源染色体皆是末端相联
,

呈
“

+

”

字型 (图版 I
:3

,

4, 9)
。

从平行联会到末端相联
,

可

能经历了以下的过程
:
同源染色体联会~ 交换~ 交叉~ 端化~ 单体旋转l

’6】
。

其中最关键

的是单体旋转
,

否则就不能解释
“

+

”

字型的出现
。

很有趣的是单体旋转模型和 H ol h d ay

的 D N A 重组模型中 x 结构两臂旋转十分相似【
’51

,

所不同的是后者发生在两条 D N A 双

链上
。

以上的交换和交叉 只能在一对染色体的同源区段
,

对黄鳝的 N
o .9 染色体来说

,

有

可能存在非同源 区段
,

这样交叉只能在同源区段出现
,

相对而言端化也就先完成
,

从而产

生提前分离的现象
。

2. 7 中期 I的阻断

当细胞分裂进行到中期 I时
,

由于秋水仙素的作用
,

阻断了纺锤丝的形成
,

使得细胞

内同源染色体虽彼此分开
,

但细胞分裂受阻
,

结果形成了二倍性次级性母细胞
,

细胞内含

12 对同源染色体 (图版 I
:8)

,

每条染色体含有 1对姐妹染色单体
,

通过着丝粒相联
,

呈哑

铃状
,

染色体形态和正常的次级性母细胞(图版 I
:5

,

6) 相同
,

但数目却增加了 1倍
。

2. 8 中期n 的阻断

由于分裂不同步
,

有部分细胞在阻断前已进人中期 n
,

可观察到两个对称的子细胞

—次级性母细胞 (图版 I
:5)

,

每个细胞有 12 条染色体
,

每条染色体中的姐妹染色单体通

过端部的着丝粒端端相联
,

呈哑铃状 (图版 I:6)
,

由于秋水仙素的阻断
,

两条姐妹染色单

体虽然分开
,

收缩为点状
,

但细胞不分裂
,

也形成 了二倍体不减数的性细胞 (图版 I:7)
。

2. 9 多倍体终变期

在本实验中曾多次观察到具有 24 个二价体组成的终变期 (图版 I
:
9)

,

分裂相外围有

明显的圆形轮廓
,

说明来源于一个细胞
,

这种情况是否 自发产生有待研究确定
。

很有趣 的

是在多倍性终变期未观察到配对紊乱
,

形成单价体和多价体的现象
。

在植物中少数物种

的同源四倍体可以正常繁殖
,

如四倍体曼陀罗 (D
a rura srram on ium ) (4n = 48 )

,

第一次减

数分裂时形成 12 个四价体
,

每个四价体又两两各向一极
,

形成可育配子
。

又如四倍体蕃

茄 (4n = 48)
,

每个花粉细胞中儿乎全是双价体
,

只有少数四价体
,

所以形成的配子也是可

育的
。

本实验观察到的多倍性终变期
,

24 对染色体全部能形成 2 价体
,

这就意味着黄鳝
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如能产生四倍体
,

就可能产生可育的性细胞
。

2

.

1 0 鱼类多倍体育种的新思路

诱导产生多倍体在鱼类育种中一直是一个重要的途径
,

因为多倍体鱼类具有生长快
,

个体大
,

适应强等优点l
’]

,

并可提高成活率
,

延长成鱼寿命
,

控制过量繁殖
,

以维持生态平

衡!
’7}

。

目前一般都是采取低温
,

热休克以及化学诱导等方法来处理卵细胞 (一般鱼类产

出的成熟卵粒仍处于次级卵母细胞阶段)
,

使第二次减数分裂在体外受阻
,

染色体获得加

倍
,

从而得到二倍性配子
、

再与单倍体精子结合产生三倍体
。

或者用冷处理阻断受精卵第

一次卵裂来获得 四倍体川
。

但这样直接处理卵细胞对卵子会造成较大的损伤
,

从而影响

孵化率及鱼苗的生长
。

若采用活体注射适当浓度的分裂阻断剂
,

则有可能产生二倍体不

减数配子
,

受精后获得四倍体后代
。

根据本实验观察到的多倍性终变期染色体配对井然

的现象
,

揭示黄鳝的四倍体有可能是可育的
,

那么就有可能培育出可育性四倍体新品系
。

由于分裂阻断剂不直接处理生殖细胞
,

可能有利于提高孵化率和成活率
。
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