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采用界面铺张制片和硝酸银一步染色的方法
,

对人工三倍体水晶彩螂卵巢发育阻滞型个

体的减数分裂染色体配对进行了光镜观察
。

在分化有初级卵母细胞的卵巢发育阻滞型的三倍

体鱼中
,

减数分裂粗线期细胞主要由二价体和单价体组成
,

也见有少量三价体和其它多价体
,

其染色体成员数大多在 �� 左右 �在不同细胞间
,

染色体的大小变化较大 � 配对联会过程中形成

的配对又和产生的特异蛋白在一些细胞中明显可见
。

文中讨论了三倍体染色体配对紊乱与卵

母细胞发育受阻的关系
,

并认为人工三倍体鱼是进行减数分裂染色体配对和联会机理研究的

好材料
。

关键词 人工三倍体鱼
,

卵巢发育
,
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,
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人工三倍体鱼大多数是不育的
【‘

·

” ,

其不育的主要原因一般只是依据植物三倍体中的

观察
,

认为是紊乱的减数分裂染色体配对和分离所致
〔�� ,

而有关人工三倍体鱼减数分裂染

色体行为的研究迄今还未见报道
。

本研究是在作者采用静水压休克批量生产出三倍体水

晶彩螂
〔�〕,

并在雌性三倍体鱼中发现有多种卵巢发育类型
,

可明显区分为阻滞型
、

间性型
、

败育型和极个别正常型
「习的基础上

,

采用界面铺张法制片和硝酸银快速一步银染的方法
,

首先对人工三倍体水晶彩螂卵巢发育阻滞型个体的减数分裂前期染色体配对等行为进行

了光镜的初步观察
。

� 材料与方法

�
�

� 材料 人工三倍体水晶彩螂是在卵子受精后 � � �� 采用 � �� � � �
�
耐 的静水压持续

处理 � � �� 诱导而成 �� 。

用作制片观察的卵巢发育阻滞型个体共 �� 尾
,

制片同时分别进

行了组织切片的细胞学观察
。

根据形态和组织学观察
,

卵巢发育阻滞型的三倍体雌鱼又

可分为两个亚类
,

一类卵巢呈细线状
,

仅含有卵原细胞 � 另一类呈线状
,

已分化有较多的初

级卵母细胞 〔�� 。

用作制片观察的前一类鱼为 , 尾
,

后一类鱼 为 � 尾
。

作为对照
,

还进行了

� 尾雄性二倍体水晶彩螂精巢细胞的制片
。

�� 界面铺张法制片 界面铺张法制片主要参考 �� � ����
� �� 和马昆等叨 报道的方法 进

� 本工作得到中国科学院青年科学基金和院长基金的资助
。

�� 武汉大学生物学系 �� 届毕业实习生
。

�� �� 年 � 月 � � 日收到 � 一� � � 年 �� 月修回
。
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行
。

首先剥净 卵巢或精巢上的脂肪组织
,

取组织块洗净
,

于 � � �。培养液中制成细胞悬液
,

静置 �� �� 左右
,

取上层细胞悬液经离心 �� � � � �� � � �一 � 次后
,

加少许生理盐水制成细

胞 悬液
。

然后在一涂有石蜡的平皿上滴加一直径约 � � � 的低渗液 ��
�

� � � �� � � � �� �液

珠
,

取少量细胞 悬液与液珠表面接触
,

细胞 即在液珠表面铺张
。

约 � � �� 后
,

用一个干净

的玻片与载有细胞的液珠表面接触
,

细胞 即附着于玻片上
。

平置 �一�� ��
,

将玻片置于

新 配制的 �并 多聚 甲醛 �� � �
�

�一 �
�

�� 中固定 �� � ��
,

取出凉干
。

� � 硝酸银染色 凉千的玻片按 � � � � � 和 �� �� � 报道的一步银染法 �� 进行硝酸银染

色
。

光镜观察
。

� 结果

在卵巢发育严重阻滞的第一亚类的 � 尾三倍体鱼 中
,

正如组织切片的细胞学观察很

难找到初级卵母细胞一样
,

其染色体制片上也没有见到减数分裂的前期细胞
。

在 已分化有较多初级卵母细胞的第二亚类发育阻滞型三倍体鱼的卵巢细胞染色体制

片上
,

均可见到一定比例的减数分裂粗线期细胞
。

其共同的特征之一是染色体配对紊乱
。

在同一细胞的染色体扩散相�图版 � � �
、

� 和 �� 中
,

总可见到部分染色体染色较浅
,

呈细丝

状
,

相互缠绕严重
,

难于区分
,

为没有配对的单价体 � 大部分染色体已配对
,

染色较浓
、

较

粗
,

相互之间易区分
,

主要为二价体
,

少数可明显看出是多价体
。

在多价体中
,

有已配对的

二价体再与一价体排列
,

并在一些点和区段发生配对的三价体 �图版 � � � � � 有由两条已联

会的二价体通过端粒联合形成的四价体�图版 �� � ��也有由多条非同源染色体相互交叉折

叠配对形成的复合多价体 �图版 � � � �
。

在一些尚未联会完成的二价体上
,

配对叉清晰可

见 �图版 � � � �
。

在一些已完成联会的染色体上
,

着丝粒区域与其它区段的结构差异相当

显著
,

着丝粒区域细且着色浅
,

与粗且着色深的其它区段形成强烈的对比�图版 � � �
、

� �
。

多数细胞中的单价体
、

二价体和多价体的总染色体成 员数一般在 �� 左右 �图版 � �� 一 � �
。

与这些三倍体鱼相比
,

由二倍体鱼精巢细胞制备的粗线期染色体比较清晰
,

染色体配对正

常
,

粗细一致
,

�� 条二价体清晰可数 �图版 � � � �
。

此外
,

粗线期 染色体 的另一个显著特征是其细胞相互之间在结构和大小上的变化�图

版 � � �
、

�
、

� 和 � �
,

它们既表现有染色体的粗细之分
,

又表现有染色体的长短不同
。

� 讨论

三倍体水晶彩鲡含有三套染色体组
,

共 � �� 个染色体
。

从理论上推测
,

在同源染色体

配对及联会过程 中
,

有可能 出现下列三种情况 �
一是形成 �� 条二价体

,

�� 条单价体 �二

是形成 �� 条三价体 �三是单价体
、

二 价体
、

三价体甚至更高的多价体同时并存
。

从卵巢发

育阻滞型三倍体鱼粗线期染色体配对图象来看
,

与第三种情形基本相似
,

主要 由二价体和

单价体组成
,

也含有少量三价体和其它多价体
,

其染色体成员数一般在 �� 左右
。

已配对

联会了的染色体发生了较大程度的凝缩
,

而未配对的单价体仍呈丝状
,

相互缠绕
。

从这种

染色体结构上的显著差异所造成的紊乱现象来看
,

它必定影响了细胞的继续发育和生长
,

导致发育阻滞
。

然而
,

同样是人工三倍体鱼
,

为什么少数个体又能正常发育形成成熟的卵

子呢 � 为什么在人工三倍体水晶彩螂的卵巢发育间性型和败育型个体中
,

又有少数卵母



期 桂建芳等 � 卵巢发育阻滞的人工三倍体鱼减数分裂染色体配对的光镜观察 �� �

细胞能继续发育生长到卵黄生成和成熟阶段呢 � 这些发育生长的卵母细胞其三倍体染色

体又是如何配对并能突破这种配对联会所造成紊乱局面的呢 � 最近
, � � �� 等从对虹缚

��
。

��
口 � 。� � ��

。 , � �� ‘�。 � � � 口 ,
�人工三倍体雄鱼的研究中揭 示出三倍体鱼减数分裂的 染

色体配对和分离的一种新情况
。

他们鉴定分析了由三倍体雄性虹缚的精子与正常二倍体

雌鱼的卵子受精发育而成的胚胎的染色体
,

发现这些胚胎大多数含有 � �一 � � 个染色体
,

即 �� 个染色体来源于卵子 ��� 一 � � �
,

�� 一 �� 个染色体来源于三倍体雄 鱼 ��� 一 ��  

的精子
。

依据这一发现
,

� �
�� 等认为

,

在精子发生期间
,

三倍体虹鳍的染色体可能是通

过类似于普通减数分裂的方式分为两组的
〔�� 。

虽然这仅仅是一 种推测
,

但由此可见
,

三倍

体的减数分裂染色体配对
、

联会和分离等行为是相 当复杂的
,

这种复杂性从天然多倍体物

种的配子发生机制和生殖方式
〔‘�� 也不难看到

。

那些卵巢发育正常形成了成熟卵子的人工

三倍体鱼 ��� 的卵子发生机制是否同于天然三倍体鱼呢 � 很 明显
,

这是非常值得探究的
。

卵巢发育阻滞型三倍体鱼粗线期细胞的另一显著特征是不同细胞之间染色体结构的

粗细和长短的大小变化
。

这种变化一方面可能是初级卵母细胞发育程度差异上的反映
,

其染色体结构的粗细可能主要与联会过程中产生的特异蛋 白
〔‘”的多少有关

。

从部分配对

二价体的已配对区域染色较强
、

未配对区域染色较弱 �图版 � � � � 和着丝粒区域相对较细

染色较弱�图版 � � �� 的结果来看
,

也可明显看出配对过程中特异性蛋白的产生及其产生

的结构差异性
。

染色体大小变化的另一方面可能正如不同个体间卵巢发育状态表现出多

种类型的多样性一样
,

同一个体中不 同细胞的发育能力也可能不同
,

这也许正是三倍体鱼

及其三倍体细胞的复杂之处
。

显然
,

这种复杂性仅用染色体配对紊乱是解释不了的
,

它必

定牵涉到基因表达和调控的许多基本问题
。

减数分裂的染色体配对是一个多步骤的复杂过程
,

它包括同源染色体的识别和排列
、

联会复合体的形成以及允许发生交换的同源顺序的准确配对
。

由于染色体配对始于细线

期和偶线期
,

但这两个时期的期限较短
,

且不利于观察
,

因而在普通二倍体物种中很难观

察到染色体配对的详细过程
。

从作者在人工三倍体水晶彩螂卵巢发育阻滞型雌鱼的减数

分裂粗线期细胞中所观察到的正在配对过程中的配对叉 以及三价体及多价体 的 构 型 来

看
,

它们之中仍保留有配对和可能联会的起始状态
。

因此
,

人工三倍体鱼还可作为进行减

数分裂染色体配对和联会机制研究的理想材料
。

这在植物三倍体中已有一些报道
���, ’‘, 。

本研究虽然观察到一些现象
,

但由于光镜的分辨率所限
,

许多细微的结构还有待于电镜的

观察和分析
。
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