
第 ” 卷 第 � 期

� � � � 年 � 月

水 生 生 物 学 报 � ��
�

� �
,

� � � � � � �  ! ∀ #� � �  ��� � �� ���

� �
�

�

� � � �

雌核发育银螂和两性融合发育鱼

�红螂和彩螂 �卵壳结构及其组成

的比较研究
�

丁 军 蒋一挂 单仕新 魏丽华
�中国科学院水生生物研究所

,

武汉 � � � � �  �

提 要

作者以两性融合发育鱼�红螂
、

彩姻�为对照
,

对雌核发育银螂卵壳的表面结构及其可溶性

蛋白的组成进行了研究 � �� 雌核发育银鲤卵壳表面比较平滑
,

没有明显的晴和沟 � �� � 雌核

发育银螂卵壳可溶性蛋白的含量略高于两性融合发育鱼�红螂
、

彩螂�
,

并且在 � 区段存在一

条分子量为 �� 万 � � �, 。 � 的特异蛋白区带
。

并对银螂卵壳结构及组成的特殊性与银 细 卵 初

级控制作用间的关系进行了初步探讨
。

关键词 雌核发育银螂
,

两性融合发育鱼
,

卵壳
,

表面结构
,

可溶性蛋白质

目前
,

我们对银卿雌核发育机制的研究表明
,

银螂卵具有抑制异源精核发育的初级控

制作用
,

该作用可能是由于卵子受精孔区域的卵膜�包括卵壳
、

卵黄膜以及卵质膜 �上存在

特异性受体所致
〔‘

,

”。 因此
,

对上述可能存在初级控制作用位 点的结构进行分析
,

就成为

分离银螂雌核发育调控物质
,

以进一步揭示银螂雌核发育机理的关键
。

为此
,

本实验以两

性融合发育鱼 �红鳃和彩娜 �为对照
,

对雌核发育银卿卵膜的重要组成成分之一卵壳的结

构及组成进行了研究
,

为今后阐明银螂雌核发育机理提供一些实验依据
。

� 材料与方法

�
�

� 本实验所用材料鱼 �银螂
、

红螂和彩螂 �均取 自本所关桥试验场
。

�
�

� 银卿
、

红螂和彩娜卵壳表面结构的扫描电镜观察

分别取银螂
、

红螂和彩鳃的未受精卵固定于 �
�

, 务 戊二醛 �以 �
�

� � �� � 配制
, � � �

�

� �

溶液中
, �℃ 下 �一 � �

,

然后以 �
�

� � ��  冲洗
,

再置于 �外饿酸 �以 �
�

� � �� � 配制
,

� � �
�

� � 中固定 � �
,

乙醇脱水
,

临界点干燥
,

真空喷金镀膜
, � � � � �一 � � � � 扫描电镜观

察
。

� 获国家自然科学基金 �� � � ! ∀ ! # �
、

湖北 省自然科学基金 �� �  �� � 和国家淡水生态和生物技术重点实 验 室

�� �  ! � 基金资助
。

� � � � 年 � 月 � 日收到
。
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�
�

� 卵壳的提取与纯化 �参照 � � � � ���
,

等的方法
〔�,
�
�

取少量未受精卵
,

置于含 �
�

�务 � � �� � � �
一 � � � 的 � � � 溶液

「�〕中

�
冰浴匀浆

匀浆液置于含 �
�

� � 蔗糖的 � � � 中
,

自然沉降 �一 �’

�
弃上层胞质

卵壳沉淀以 � � � 溶液反复洗涤至上清液清亮

�
光镜镜检为纯净之卵壳

�
�

� 银卿
、

红螂和彩螂卵壳可溶性蛋 白的 �� �一 �� � � 梯度凝胶电泳

�
�

�
�

� 按 � � �� � ���
,

的方法 �� 稍改制备 �一 � �务 � � � 一�� � � 梯度胶
。

�
�

��  将提纯的卵壳按 �� � 个 � � � 的比例置于样品溶解液 ��� �� � �� 
,
� � �� �

,

� � �� �
,

�
�

�� 琉基乙醇
,

�� 多甘油
, �� � �� � 澳酚蓝 �中

,

�� �℃ 煮沸 巧
, ,

上清液即为卵壳可溶

性蛋 白
。

�
�

�� � 用微量注射器点样
,

每孔点样量为 �� 川
,

室温下电泳
,

电流从 �� � � 增至 �� � �
,

共电泳 � � 。

�
�

�� � 电泳结束后
,

凝胶以 �
�

�� 外 考马斯亮蓝 ��
一 � �� �囚 染色

, �务 乙酸脱色至各区带

清晰
。

�
�

� 卵壳可溶性蛋 白的分子量测定阎

标准蛋 白按 �
�

, � � � � � 溶于样品溶解液中
, � �� ℃ 煮沸 �’

。

将标准蛋白与待测样品

液按顺序点于预先制备好的 �一 � �多 �� �一 ��  ! 梯度胶的点样孔中�� �川�孔�
,

同前法电

泳
、

染色及脱色
,

计算各区带的相对迁移率 ��
�
�

,

然后以标准蛋白的相对迁移率为横坐

标
,

标准蛋白分子量的 自然对数值为纵坐标
,

在半对数坐标纸上制作标准曲线
,

并求出标

准曲线的方程
,

最后
,

将待测样品中各蛋白区带的相对迁移率带人标准方程
,

估算出各蛋

白带的分子量〔整个数据处理过程均在计算机 ��� �
一 � � 兼容机 �上完成〕

。

� ��
�

� �� �

� �� �

��

本实验所用标准蛋白 �专用于

�� � 电泳 �均购自 � �� � �
公 司

,

其

分子量分别为 � � � �  , � � �� � , � � � � � ,

� � � � � , � � � � � , � � � � � , � � � � � ,

� � � � � � , � � � � � � � � ��� � �

��
�

�� � �

�
�

� � � � �

图 � 标准曲线
� ��

�

� � �� � � � � � � � �

�
�

� �
�

� � 名 �

� � ��� � � � �� � � �一� �

�� � � �
�

� � � � 一 �
�

� � � � �� �
� � � � �

�� � ��
�

� � � � 一 �
�

� �� � �� �

的小孔
,

但两类鱼卵壳的
�

晴与沟形状却明显不 同
。

� 结果

��  银螂 �雌核发育 �
�

红卿和彩螂

灯两性融合发育 �卵壳表面结构的扫

描
、

电镜观察
。

作者在扫描 电镜下观察到
,

银

螂
、

红螂和彩卿卵壳表面均存在着

凸出的峭
、

凹人的沟以及附于其上

红螂和彩卿卵壳表面的晴和沟清晰可



丁 军等 � 雌核发育银鲡和两性融合发育鱼�红螂和彩鲤�卵壳结 构

及其组成的比较研究

辨〔图版 �� �〕� 而银卿卵壳表面 则相对平滑
,

其上的晴和沟不很明显 �图版 卜� �
。

�� � 银螂�雌核发育 �
、

红螂和彩鲤 �两性融合发育 � 卵壳可溶性蛋白的 �� �  一� � � 梯度

凝胶电泳比较

� � �一�� � � 梯度凝胶电泳结果显示
,

银卿 �雌核发育 �
、

红螂和彩螂�两性融合发育 �

卵壳可溶性蛋白的电泳谱式基本相似
,

均可分三个区段
。

其中靠近阴极的为 � 区段
,

中

间为 � 区段
,

靠近阳极的为 111 区段〔图版 1: 4]
。

I 区段
:
红螂卵壳可溶性蛋白可分离出 6 条区带

,

其中 I一 2 和 I一 3 为红螂所特有 〔图

版 L 3 ,

4
(

H
) 1; 彩螂卵壳则只分离出 3 条区带

,

这三条带分别对应于红螂的 I一 l
、

I
一
4 和

I一 6 区带〔图版 L 3 ,

4
(

C
) 上 银螂可分离出 4 条分别对应于红螂 I一 l

、

I
一
4
、

I
一
5 和 I一 6 的区

带
,

各带虽不具特异性
,

但 I一 1 和 I一 4 区带的浓度明显增高[图版 L 3
,

《Y )〕
。

H 区段 :

红螂和彩卿卵壳可溶性蛋白均可分离 出 5 条区带
,

各带浓度及带型均相 同 〔图 版 I:3 ,

4
(

H

,

C
) 」; 而银鳃卵壳则可分离出 6 条区带

,

不仅 11一 1一11
一
4 带的浓度明显大于红螂和

彩螂
,

而且还具有一条特异区带 (11
一
5
)
〔图版 1: 3 ,

《 Y )]
。

川 区段 : 红螂
、

彩卿和银鲤卵壳可溶性蛋 白的带型相 同
,

均可分离出 6 条区带 [图版 L

3 ,

41

,

其中银螂的 111
一
1 和 111

一
2 区带浓度明显高于红螂和彩卿

。

2. 3 银螂 (雌核发育)
、

红螂和彩卿(两性融合发育)卵壳可溶性蛋白的分子量测定

表 1 银卿
、

红卿和影卿卵克各蛋白的分子皿

T a b
.l T h e m o lecu la r w eig h t (D

alton )
of solu table p rotein s in c ho rio n of

cru cian ea rp , r e
d g

o
l d f i

s
h

a n

a

e o
l

o u r e
d g

o
l d f i

s
h

区段号

D istriet

区带号

B an d

N o
-

红螂各带蛋白分子量

M W
of p rotein ba nd

in red g old fish

彩螂各带蛋白分子量

M W
of P ro rein ba nd

in colo u red g old fish

银螂各带蛋白分子量

M W
of P ro tein b an d

In cruc lan ca rP

283000

250000 , 2 4 0 0 0 0

2 2 0 0 0 0

1 8 1 0 0 0

1 6 7 0 0 0

2 8 3 0 0 0 2 8 3 0 0 0

2 2 0 0 0 0

1 6 7 0 0 0

2 2 0 0 0 0

1 8 1 0 0 0

1 6 7 0 0 0

,j

,二,4
.

�、�
6

,二

1 5 0 0 0 0
,

1 3 7 0 0 0

1 2 6 0 0 0

1 1 6 0 0 0
,

9 2 0 0 0

1 5 0 0 0 0
,

1 3 7 0 0 0

1 2 6 0 0 0

1 1 6 0 0 0
, 9 2 0 0 0

l , 0 0 0 0 ,
1 3 7 0 0 0

1 2 6 0 0 0

1 1 6 0 0 0 , 9 2 0 0 0

1 0 0 0 0 0

,‘�6
,内,,一、一

‘.工J份

6 7 D 0 0
,

6 1 0 0 0

5 4 0 0 0
,

4 0 0 0 0

2 6 0 0 0 , 1 1 0 0 0

6 7 0 0 0
,

6 1 0 0 0

5 4 0 0 0 , 4 0 0 0 0

2 6 0 0 0
,

1 1 0 0 0

6 7 0 0 0
,

6 1 0 0 0

5 4 0 0 0 , 4 0 0 0 0

2 6 0 0 0
,

1 1 0 0 0

,‘月,‘U

,,,

1二,jl勺

图 l为根据标准蛋 白分子量及其相对迁移率绘制的 标 准 曲 线
, ,

曲线方程为 Y ~

12
.
5977 一 3. 77 841X

,

其中横标 (X ) 为蛋白质相对迁移率
,

纵标 (Y ) 为蛋白质分子量

的 自然对数值
。
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表 1为根据曲线方程测算的银螂
、

红卿和彩螂卵壳各蛋 白的分子量

上述结果表明
,

雌核发育银卿和两性融合发育红螂和彩卿卵壳在表面结构及其可溶

性蛋白组成上的确存在差异
,

银卿卵壳具有一条分子量为 10 万 D alton 的特异蛋白质
,

且

银螂卵壳的大多数可溶性蛋白的浓度均明显高于两性融合发育鱼
。

3 讨论

近年来
,

对鱼类卵壳的研究发现
,

卵壳属于初级卵膜
〔3

,
‘, ,

它能参与卵子的受精过程

(如种特异性识别
、

阻止多精受精等 )[s,7
一” 。

特别是位于卵子受精孔区域的卵壳生物活性更

强
,

其上存在一些特异性因子
,

这些因子能使精子聚集
、

激活并促其人卵
‘
10, 11] 。

可见
,

卵壳

不仅是一个精子人卵的机械屏障
,

它还是直接参与卵子受精过程的生物活性结构
。

大量

分子生物学的研究也证实
,

在鱼类及其它脊椎动物的受精过程 中
,

卵壳的各组成成分都有

着各自不同的功能
【12一‘5] ,

卵壳结构及其组成上存在差异的卵子
,

在受精过程中也会相应地

表现出某些功能上的差别
’
l.1

。

本实验结果显示
,

雌核发育银螂和两性融合发育鱼(红卿和

彩卿 )的卵壳在结构及分子组成上都存在较明显的差异
,

这也应与雌核发育银螂与两性融

合发育鱼卵在受精过程中的功能差异有关
。

进一步分析表明
,

银卿卵壳还具有一种分子

量约为 1丁 D a lt。n 的特异蛋 白质
,

而银螂卵在受精过程 中也存在着独特的抑制异源精核

发育的初级控制作用机制
〔2 , ,

因此
,

可以推测这种特殊蛋白质很可能是导致银螂卵具有初

级控制作 用的原因之一
。

至于银螂卵壳上可溶性蛋白的特异成分在银螂卵初级控制中的

作用及其机制还需进行更为深人的研究
。
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