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提 要

作者对两性融合生殖鱼和雌核发育银卿脱膜卵受精的精核发育进行了观察
,

并采用鱼类

卵子无细胞系对以上两类卵质提取物体外诱导经 � �� � � 一� ��� 处理的精子及其发育进行了

初步研究
,

结果表明在两性融合生殖型脱膜鱼卵中精核通过解凝最终形成原核
,

而在雌核发

育的银卿脱膜卵子中部分精核体积虽有一定程度的增加
,

但始终没有观察到原核的发育�在

体外诱导实验中
,

经 �� ���
� 一� ��� 处理的精子在两类卵质提取物中充分发育

,

都出现了类似

体内原核的状态
。

该现象提示在银卿卵质中存在有促使精核形成原核的因子
,

但在正常受精

状态下
,

由于银卿卵质促使精核核膜解体的功能的异常
,

使覆盖精子头部的核膜不能象在两

性融合生殖受精卵子中进行崩解
,

精核进一步的原核发育受到抑制
。

另外
,

建立体外诱导系

统的重要意义
,

在于它为研究雌核发育调控的分子学机制提供了一条有效途径
。

关键词 雌核发育
,

精核
,

无细胞系
,

核膜
,

银卿

在鱼类中已证实两性融合生殖的受精过程中入卵精子的核膜必须先行解体
,

接着致

密精核的染色质疏松
、

解凝
,

然后形成雄性原核【
’�� 

。

然而在天然雌核发育银螂卵子的受

精过程中
,

异源精子通过受精孔道进人卵子后
,

精核一直保持固缩的状态��,’�� 精子进人剥

去卵膜的银螂卵子后部分精核体积有所增加
,

但最终很少能观察到雄性原核的生成 �� 
。

另外
,

采用显微注射去污剂 � �� � � 一� ��� 处理精子的方法
,

在两性融合生殖型鱼卵中观

察到注射精核原核化发育的同时
,

却较少观察到银卿卵中有原核出现
。

该现象很容易使

人想到两类卵质在诱导精核发育 卜的功能差异
,

并假设是由于银鲤卵质中缺乏促精子核

化的 因子所致��,� �
。

但更详细的过程仍是不清楚的
。

目前
,

精核在早期受精过程中较为深入的有关发育事件的研究大多是通过体外卵质

提取物 �无细胞系
,

�� �一�� �� ��� �� � �培育脱膜精核实验进行的
。

在哺乳类
、

两栖类以及无

脊椎动物海胆等开展了广泛的研究�� 一川
,

发展迅速
。

� �� �� 和 ��
� � �� �等分别在海胆和爪

蟾卵中提取到一个与精核解凝以及形成原核有关的蛋白质组分
,

标志着该领域真正进人

了分子水平阶段
。

,

获国家自然科学基金�� � �� � � ���
、

湖北自然科学基金 �� ��  �� 和中国科学院院长基金特别支持项目资助
。

�� �  年 � 月 � � 日收到
。
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天然雌核发育银螂卵 子控制异源精核发育的受精学机制

作者注意到
,

银螂卵特殊的受精现象将使它成为研究精核早期受精行为的一个非常

有用的材料
。

本实验在细胞学观察的基础 �
,

试图建立鱼类卵子的体外诱导系统
,

希望由

此来分析天然雌核发育银螂和两性融合生殖鱼卵质诱导精核发育功能上的差异
,

为研究

调控鱼类天雌核发育的因子提供一个有效手段
。

材料与方法

�
�

� 鱼卵和精子的获得

天 然 雌 核发育 银邮�【�
� � � �� ��� � � � � �� � � �� � ��� �� �� � ���和 两 性融 合生 殖鱼 红鲤

�自尸
� �� �� � � 塑�’� � � � � � ��� ���及红鲤��� �

� � ���� � � � � � �� � � �� �� � �� 妙�均由中国科学院水生

生物研究所官桥试验场提供
。

在繁殖季节通过人工催产获得新鲜的鱼卵和精液
。

�
�

� 银螂和两性融合生殖鱼卵脱膜后再受精

受精组合 � 银卿早
� 红鲤考

,

红鲤早
�
红鲤 考

,

红卿早
� 红卿 考

。

新鲜的未受精鱼卵用脱膜液 ��
�

� � �,� ���� ���
,

�
�

� �,� � � � 
,

�
�

� ��,� � � � ���”�处理
,

获得

裸卵
,

经生理盐水洗涤
,

立即与精液湿法受精
,

将受精卵移人含 � �� ���  ! � � ‘ � 液和铺有琼

脂层的培养皿中发育 �水温 � �一 �� ℃ �
。

受精后每隔 � � �� 取材
,

到 �一�� � 期为止
。

材料

用 � � � ��
‘ � 液固定

。

�
�

� 银螂和两性融合生殖鱼卵卵质提取物体外培育精核

� � � 卵质提取物的制取 成熟未受精卵用冷的卵质缓冲液 �� �
,
� � �� �� � ��  � ��� �

,

� ��� � � �� � �� � � !∀
,

� ��� � � �� � � � �
,

��� � � �� � � � �� �
,

�� � � �� � 刀一琉基乙醇
,

��� � � �� � � �� �一� � �
,

� � � �
�

� ��
’� �漂洗一次后

,

装满于含冷的 � � 液的 �� �的离心管

中
,

吸去多余的溶液
,

在常温下离心 ��� �� ���� �一 ���� ��
,

收集卵子的重质层 �含蓝色色

素�
。

�
�

��  精子的处理
’

用冷的生理盐水洗涤新鲜精液
,

离心收集沉淀
,

加人处理液 ��
�

�� �

� ���� � 一 � ��
,

�
�

� � � � � ���
,

��� �� 后离心
,

洗涤两次
,

最后悬浮在含 �� � � �� � � � � �� 的

生理盐水中
,

浓度为 �� �一��� � ��
。

� �� � 卵质提取物体外培育精核 培育按照以下组合 � 银鲤�卵与红鲤精子
、

红鲤卵与红

鲤精子
、

红卿卵与红螂精子
。

取卵质提取物重质层 �� 川 与处理精子 �� 川 混合均匀
,

滴

人 �� 孔细胞培养板的孔内
,

常温下发育
。

每隔 �� � � 取材涂片
,

自然干燥后用冷的固定

液 �乙醇 � 乙酸 二 � � �� 处理 �� � ��
。

另外分别以 � � 液培育处理精子
、

卵质提取物培育

未处理的精子实验为对照
。

��� 细胞学观察
� � �� �

� � 液固定的材料在 �� � 之内换人 �� � 酒精内
。

酒精逐级脱水
,

二甲苯透明
,

石蜡包埋
,

切片厚度 � � �
,

� � �� �� � �� � � � � � �� � ���� 染色
,

� � ��� 复染 � 涂片后固定的材料进

行常规 � � � �� � � 染色
,

�� � �  
‘ �溶液染色 ��

,

封片
,

镜检
。

� 结果

�
�

� 雌核发育银螂和两性融合生殖鱼�红鲤
、

红螂�脱膜受精卵内精核发育的差异

细胞学观察表明
,

无论是银螂还是红鲤
、

红卿的脱膜卵受精
,

都表现为多精受精
。

在
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两性融合生殖鱼红鲤和红卿脱膜卵中的大多数精核都经历 了解凝【图版 �
�

�� 和原核化发育

【图版 ���
,

最终形成的雄性原核与未脱膜卵受精中的雄性原核在形态上没有区别
。

但是
,

精核发育速度却明显迟于对照的未脱膜卵受精中的精核
。

在银卿脱膜受精卵中
,

各精核的发育有所不同
。

部分精核从受精起始到 �一�� � 期一

直维持固缩圆点状
,

着色深
,

而另外一些精核从受精 �� � � 左右开始
,

体积有所增加
,

着
’

色性降低
,

表现 出一定程度的解凝【图版 �
�
 !

,

但极少有精核发育成原核状态
。

一直到

8一c el l期为止
,

精核解凝的程度仍是有限的
,

远远低于原核的状态
。

在观察中
,

作者注意到银卿脱膜卵中发生解凝的精核普遍与两性融合生殖鱼红鲤
、

红

娜脱膜受精卵中精核的发育状态存在着差异:在两性融合生殖鱼卵中
,

各解凝精核呈现出

极不规则的多角状
,

随着核质逐渐疏松
,

核边缘由光滑变得较为粗糙【图版 I
:
l]

,

预示着精

核核膜的解体;而银卿卵中部分解凝的精核虽然体积增加了
,

但大多数表现出较规则的圆

形或椭圆形
,

膜边缘清晰光滑
,

核质的疏松程度有限【图版 I
:3

,

4]

。

至卵裂以后
,

精核的这

种状态没有多大变化【图版 I
:
4]

。

2. 2 雌核发育银蜘和两性融合生殖鱼(红鲤
、

红蜘)卵质提取物体外诱导精核的发育

经过 T rit on一X 10 O 处理后的精子
,

表面膜层被破坏
,

出现皱褶
、

松弛 的状态【图版

I:5]
,

使精核易与外界因子发生作用
。

实验中以卵质提取物对未处理的精子进行培育时
,

精核不能解凝
。

经处理后的精子分别在雌核发育银螂和两性融合生殖鱼 (红鲤
、

红娜)卵质提取物中

培育
,

经过一段时间
,

精核的体积都逐渐增大
,

结构疏松【图版 I
:6

,

8]

,

最终能形成直径约为

10一 12拼 的核【图版 I
:
7, 9]

,

大约相当于在两性融合生殖鱼受精卵中完全发育的雄性原核
。

精核在两种卵质提取物中的发育行为没有出现明显的差别
。

但精核在两性融合生殖鱼卵

中开始出现解凝和形成原核的平均时间 (l一Zh) 早于雌核发育银卿卵中精核相应发育的

平均时间 (1
.
5一2

.
5h)

。

仅用卵质缓冲液培育处理的精子
,

经 4h 的培育和观察
,

没有发现

精核的变化[图版 I
:10]

。 ’)

3 讨论

Iw am atsu 等l
‘]观察了精子进人青鳞[o 尽

zia : la riP
e、

( T
e
m m in c k e t s e h le g e l) ]脱膜卵

的细微过程
,

发现精子头部首先接触微绒毛或卵质突起
,

然后包被于卵内
,

精子头部的质

膜可与卵子质膜直接接触而融合
。

作者在银卿和红卿的脱膜受精过程的扫描电镜研究中

也观察到类似的现象
’)

。

精子进人卵子时
,

由于质膜和卵子质膜融合而失去质膜
。

但在

形成 雄性原核之 前
,

精核还 必 须 经 过核膜的崩解 (break d
ow n)

、

致 密精核的 疏 松

(di sP er si on )和重新形成新的核膜等形态上的变化!
’.2]

。

根据实验结果
,

在银卿脱膜卵的

多精受精中
,

异源精子进人卵子后脱去质膜
,

部分精核尽管出现一定程度的解凝
,

体积有

所增加
,

但与两性融合生殖鱼 中精核的解凝形态表现出一定差异
,

显示出保留有膜状结构

的迹象
,

至卵裂后也无多大变化
。

与之不 同的是
,

在两性融合生殖鱼卵子 内
,

大多精核一

l) 岳振宇:中国科学院水生生物研究所硕士毕业论文
。

( 两性融合生殖鱼类和雌核发育银卿卵质诱导精核发育

的比较研究
,

1 9 91

,

9

.

)
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度表现出极不规则的多角状
,

核边缘粗糙
,

无膜状结构
,

实际反映出核膜的解体
。

在体外诱导的实验中
,

用 T rit on一X loo 处理精子时
,

精子表面质膜被破坏
,

另外核膜

有可能受到一定的损伤
。

在这种情况下
,

精核近乎
“

裸露
” ,

如果外界培养物中有诱导精核

解凝和形成原核的因子
,

在适宜的条件下
,

精核就能疏松
、

解凝
,

并形成原核
。

实验结果证

实
,

精子经 T rit on一X loo 处理
,

在雌核发育银卿和两性融合生殖鱼卵质提取物中充分发

育后
,

大量形成原核
。

这说明一方面银纫卵质可能存在有促精核解凝和形成原核的因子
,

另一方面联系精核进人银卿脱膜卵后核外仍然保留着膜状结构的现象
,

有理由认为精核

之所以在银螂卵中不能形成原核
,

是因为精核核膜的阻碍作用
。

由此可推论
,

在正常受精

条件下
,

异源精子通过受精孔进入银卿卵子内
,

精核的核膜不能解体
,

从而
“

束缚
”

了精核

更进一步的发育行为
。

值得注意的是
,

精核在银卿卵质提取物中形成原核所需时间比在

两性融合生殖鱼卵质中长一些
,

这极有可能是由于后者卵质中存在有促使精核核膜解体

的功能
,

从而加快了核膜崩解的进程;而在银卿卵质中则缺乏这种正常功能
,

单由外界因

子损伤了核膜后使其解体
。

有证据表明
,

在两性融合生殖鱼的受精过程中
,

精核核膜的解

体是在很短的时间内发生的【
‘“】

。

c
aa TI

”}观察显微注射 T rit on一x 100 处理的精子在银卿卵中发育时也发现了原核的

生成
,

由此得 出了由于精子头部被一些膜层覆盖
,

因此影响了卵子功能因子作用的假设;

另外一些实验结论曾将银螂卵中精核不能形成原核的原因一般地归结于银卿卵中缺乏促

精核原核化因子l6]
。

本实验结果可以明确地看到
,

正常情况下的银卿受精卵质在促使精

核核膜解体的功能上是异常的
,

尽管在卵质中存在有诱导精核原核化发育的因子
,

却无法

行使正常功能使精核形成原核
。

银卿卵子抑制异源精核的发育可能是不稳定的
,

某些外界条件的改变使银卵受精过

程表现为两性融合生殖
。

T
a

k
a

i 和 Oj im a 报道在三倍体银螂 (T riploid ginbu
na
)I
’4 ]卵受

精后约 巧一39 m in 内进行低温处理
,

雌核接受了来自异源父本的一套染色体
,

结果子代

为四倍体
。

另外
,

在三倍体银卿的人工繁殖群体中也发现了极少数异源四倍体11
’】

。

这一

现象反映出在特定条件下精核的受精发育发生了解凝和原核化
,

并能与雌核接合
。

在此
,

冷处理或其他外界条件的改变有可能使银鲤p卵质恢复了促精核核膜解体的功能
,

或者改

变并损伤了精核核膜的结构
,

使其解体;接着
,

在银卿卵质中促精核解凝和形成原核的因

子作用下发育成雄性原核
。

在资料表明来源不同的精子 (同源或异源)在银卿受精卵中的

细胞学变化有所不同
,

精核的解凝或原核化发育程度上不一致[l
“

,

’7]
。

根据本实验结果
,

一

种可能的解释是
,

来源不同的精子其核膜结构可能存在差别
,

在异常的银娜卵质功能影响

下
,

进而发生不同的发育行为
。

但以上假设有待于分子学依据的证实
。

自 Lo hk
a 和 M as ul 【’”】建立 了无细胞系

,

从体外诱导精核发育后
,

对于早期受精过程

中精核发育的生化研究迅速发展起来
,

在哺乳类
、

两栖类和海胆等中证实了与 C
a2+ 的激

活【
’8]

、

s 一s 的还原!
’9】

、

磷酸化作用l7] 以及有关蛋白酶的相关性
,

目前已初步分离到了诱导

精核形成原核的蛋白组分l8]
。

本实验对无细胞系的建立进行了初步探索
,

期望借此方法

对鱼类中天然雌核发育现象进行更深人的研究
。

作者相信
,

通过对比雌核发育银卿和两

性融合生殖鱼卵质诱导功能上的差异
,

并联系特定外界因子的影响
,

揭示鱼类中天然雌核

发育的受精分子机制已为期不远
。
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