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细胞核移植是研究细胞分化
、

核质关系等有

效手段
,

已取得了较好的成绩
〔’一’

川
。

但由于细胞

核移植是一种显微操作技术
,

技术难度较大
,

尚难

以普及与推广
。

我们在进行鱼类细胞电融合初步

成功的基础上
,

开展了鱼类囊胚细胞和未受精卵

的电融合研究
,

探讨电脉冲可逆击穿能否将外源

细胞核引入卵内 � 以及外源细胞核能否促进未受

精卵分裂
、

发育成正常的个体�

材 料 与 方 法

�一� 供体细胞与受体卵 实验用材料鱼为

大鳞副泥鳅 � � ,二、�, 、� ‘� , “ , � � �翔 � � � , ,

鳗 尾泥 鳅

� �� � “ ,
‘

”“‘ �” � “����� � “� ‘�“ ,
、

鲤 � 夕户尹�” “‘ � � ,夕�� 和

红螂 � � � � � � � �“ � � ‘,二� , ‘了
�

,, �
� ,� � �� ‘�。 均 按常 规

方法人工催产获得受精卵
、

待发育至囊胚期即以

囊胚细胞作为供体细胞
。

然后采集未受精的成熟

卵作为受体卵�以下简称受体�日�
。

�二 � 电融合装置与融合小槽及电场液与前

文相同
〔‘� 。

�三� 融合条件 在 �� 一�斗℃ 室温下
,

采用

� �一�� � � �
� � , �

�

� 兆赫交流电
,

脉冲 电 强 为

初。一 �� � ��
�� 。

受体卵和供体细胞的平均比例

为 � � � � 。一 � � � � � , 细胞和卵在交流电场作用下
�一�分钟

,

然后电脉冲冲击 �一� 次
,

时间常数 ��

一� � 脚
。

交四� 操作程序
�

�

供体细胞的制备 取数十个囊胚期胚胎
,

在赫氏液内用两把尖锐的钟表镊子切下囊胚
。

随

即将囊胚转人盛有 � 毫升赫氏液 �含 � � � �
、

缺

��
、

� � �的刻度离心管内
。
用吸管轻轻吹打

,

使囊

胚细胞加速分散成单个细胞
。

以每分钟 � � � 。 转

的速度
,

离心 � 分钟
,

去上清液后
,

再加人 � 毫升

电场液
,

重复离心
,

去上清液
,

最后加入少量电场

液
,

备用
。

�
�

受体卵的采制 将成熟鱼卵挤人水中
,

用

�
�

�� � 胰蛋白酶�赫氏液作溶剂�水解卵膜
,

约数

十秒后�视水温而定 �
,

倾去酶液
,

水洗 �一� 次
,

将

裸卵迅速转人赫氏液内
,
备用

。

�
�

实验组合 共 � 个组合即大鳞副泥鳅细

胞与同种卵的融合 � 大鳞副泥鳅 � 甲� � 鳗尾泥鳅

�� 易泳兰等
, 鱼类细胞核的移植 及 其应 用 �待发

表�
。

� � � � 年 � � 月 � � 日收到
。
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�了 � 杂交细胞与母本卵的融合以及鲤的细 胞与

红鲤卵的融合
。
另外
,

以不加供体细胞和不作任

何电场处理的大鳞副泥鳅受体 卵作 为 空 白对

照
〔, � 。

�
�

结果检查 各组受体卵的胚胎发 育按 囊

胚期
、

原肠期
、

早晚胚体期和鱼苗各个发育阶段
,

分别进行观察与统计
。

并按形态特征鉴别融合鱼

〔表 ��
。

结
�

果 与 讨 论

�一� 空白对照组

一批不加供体细胞
,

也不进行电融合的 � � � 。

个卵
,

有 � 个卵发育至或 胚 期
,

占总 卵 数 的
。

�

� � � 另一批不加供体细胞
,
但在同样实验条件

下进行电场处理的 � “ � 个卵
,
出现不规则的分

裂
,

无一个卵发育到囊胚期 �表 ��
。

两者均难以

继续分裂下去
,

数小时后全部崩解
。

由此表明
,

实

验组供体细胞与受体卵融合胚胎数统计
,

应从囊

胚期作为统计的基数
。
同时

,

也间接证实
,

未受精

的成熟卵子
,

在电场的刺激下
,

卵质出现一些假分

裂或不规则的分裂
,

无论如何不能正常地分裂与

发育至囊胚期
,

更不能孤雌发育成为一尾正常的

鱼苗
。

�二� 大鳞副泥鳅襄胚细胞和大鳞副泥鳅受

体卵的融合

受体卵总数 � � 个
,

发育至囊胚期有 � � 个
,

占受体卵的 � �
�

�肠 �表 ��
。

其中有 斗个在囊胚

期就停止发育
,

�� 个发育到原肠期
,

在还未形成

胚体的早期胚胎停止发育的有 � 个和出现肌节或

心跳期的晚胚 � 个
,

两项共 �� 个
,

最后发育到

鱼苗期有 � 尾
。

后三项分别占囊 胚 期 胚 胎 的

� �
�

�肠
,

��
�

� 呱 和 � �
�

�肠
。 � 尾鱼苗发育成正常

个体有 � 尾
,

其形态酷似同种的特征 �图 ��
。

�三� 大拼副泥鳅�� � � 鳗尾泥鳅 �了�杂

交班胚细胞与大麟副泥鳅卵的融合

受体卵总数为 � �的 个
,

发育至囊胚期的有

�� 个
,

占受体卵总数的 �
�

� � �其中在囊胚期停止

发育的 �� 个
,

原肠期停止发育的 �� 个
,

胚体期

的 斗个
,

只有 ‘个发育到鱼苗
。

它们分别占囊胚

期胚胎的 � �
�

斗呱
, � �

�

� �
、
� �

�

�� 和 � �
�

� �
。
�

条鱼苗发成育正常的 � 条
,

它们的外部形态
,

基本

近似于杂交卵发育的个体
,
即其体形有的兼具双

亲的特征
,

如体长
、

体高方面 �而尾柄略长
,

皮褶棱

不很发达
,

接近于父本�图 � , � �
。

表 � 电胜合后受体卵胚胎发育的 比较

� � �
�

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

�� ��� � � � � � � � � � �

组组 别别 受体卵卵 囊胚期期 囊 胚 期期 原 肠 期期 胚体期 �早
.
晚胚))) 鱼 苗苗
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大大鳞副泥鳅一一
29666 11.1%*** 444 1222 ll( 早胚 6 个 , 晚胚 5 个 ))) 666

大大鳞副泥鳅鳅鳅 3333 12 .1%
**** 36

.4%%% 33
.
3%%% 18.2%%%

111111100%%%%%%%%%%%

大大鳞副泥鳅( 罕)火鳗尾尾 110777 3
.2%%% 1666 1DDD 4 (晚胚))) 666

泥泥鳅(了)一
大鳞副副副 3666 44 .斗

%%%
2 7
.
8
%%%

1 1
.
1
%%%

1 6
.
7
%%%

泥泥鳅鳅鳅 100%%%%%%%%%%%

鲤鲤一红鲡鲡 66222 17
.1%%% 7 lll l888 20 (早胚 18 个

,

晚胚 2 个))) 444
11111111333 62

.8%%% 15 .9%%% 17
.7%%% 3 .5%%%

111111100%%%%%%%%%%%

空白对照
B lan k c on tro l

2230
0 .4%
9

对 照
c on tro l

1548

*
数字上面的百分数是囊胚期胚胎占受体卵总数的百分比

。

** 数字下面的百分数是各发育阶段胚胎占囊胚期胚胎的百分比
。
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图 l一; 电融合鱼和对照鱼
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大鳞副泥鳅 ( 罕)义鳗尾泥鳅 (了) 杂种鱼; 3

.
杂种细胞

和母本卵的电融合鱼; 4
.
红 鲤; 5

.
鲤 细胞和红螂卵的 电融合鱼

。
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四 ) 鲤囊胚细胞与红螂卵的融合

共处理 662 个卵
,

发育到囊胚期有 113 个
,

占

受体卵总数的 17
.
1呱

。

其中
,

在囊胫期停止发育

的有 70 个
,

到达原肠期 18 个
,

早期和晚期胚胎分

别为 18 个和 3 个
,

仅有 斗个发育到鱼苗
。

它们分

别占囊旺数的 61
.
9呢

、
1 5

.

9 肠
、

1 8

.

6 肠 和 3
.
, %

。

鲤囊胜细胞与红卿受体卵融合后产生的电融合鱼

各具二对触须 (图 、
,
:
)

,

其形态纯属供体细胞核

亲本种鲤的特征
,

同受体卵无须的红卿明显的不

同
。

从实验结果可以看出
,

我们自行设计的电融

合装置和融合条件
,

同样适 用于鱼类胚胎细胞和

未受精卵的电融合;在脉冲电场作用下
,

供体细 胞

核可以并入受体卵并能促使未受精成熟 9科分 裂
,

发育成正常的个体
。

从初步鉴定的结果来看
,

由

供体核参与发育成鱼苗是确实无疑的
,

但是发育

到囊胚期的融合卵的百分比低至 3
.
2肠
,

最高也

只有 17
.
1%
,

而且最后发育成鱼苗的百 分数 更

低
,

只 占囊胫期胚胎数的 3
.
5一18

.2% ;约占受体

卵总数的 0
.
8%

。

很可能是由于供体细胞和受体

卵的融合是借助脉冲的击穿作用而实现的
,

而脉

冲是具方向性的
,

在电融合槽的不同部位
,

受到脉

冲的作用不同
,

即有的可 以融合
,

有的不能融合
,

而出现不分裂或假分裂
。

同时电融合和细胞核移

植相比
,

对供体细胞和受体卵质量的要求大体相

同
,

只有当洪体细胞核不受电脉冲损历
,

又能与

受体卵同步发育才能顺利地通过胚胎发育的各阶

段
,

最后生成正常的鱼苗
。

从出现大量的畸形胚
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和少数畸形苗来看
,

不可能是因供体细胞所处有

丝分裂时相的差异而引起胚胎发育不 正常
。

作

者
‘’
曾对大鳞副泥鳅囊胚细胞不同分裂期细胞核

发育功能作过分析
,

观察到在囊 胚 期 的 细 胞
,

70 一80 % 的细胞处于间期
,

细胞核发育 功能 最

高
。

由此可以比较肯定地认为
,

畸形胚是因脉冲

电场对供体细胞核损伤的结果
。
电融合的这些局

限性有待于今后继续解决
。

此外
,

关于受体卵核

的问题
,

是与外源细胞核结合
,

或是被外源细胞核

所排斥
,

我们将对实验鱼做进一步的研究分析
。

鱼类囊胚细胞与未受精卵电融合 的 初 步 成

功
,

简化了细胞核移植的操作过程
,

一次可以处理

相当于一次核移植卵数的 2一3 倍
。

人们可以期

望
,

电融合有可能比核移植有较高的成功率
。

我

们相信
,

随着电融合技术的逐步完善与提高
,
它将

成为鱼类细胞生物学与体细胞育种的一个有力的

手段
。
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