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静水压休克诱导水晶彩螂三倍体和

四倍体的细胞学机理初探

桂建芳 肖武汉 梁绍昌 蒋一硅
�中国科学院水生生物研究所

,

武汉 � �。。� � �

提 要

本文分析了静水压休克诱导水晶彩螂三倍体和四倍体的细胞学机理
�

促使第二极体保留

的压力敏感期较短
,

在卵子第二次成熟分裂中后期的某段时间
,

也就是受精后 �一 , � �� 时 �而

在这之前
,

为卵子启动期
,

施加压力会破坏卵子的激动和修整过程
,

造成发育受阻 �其后
,

为压

力不应期
,

此时第二次成熟分裂态势也趋 明朗
,

压力对保留第二极体失去作用
。

本文还对促使第二极体保留生产鱼类三倍体和抑制第一次卵裂诱导鱼类四倍体的条件等

间题进行了讨论
�

关键词 染色体组操作
,

静水压休克
,

细胞学机理
,

三极纺锤体
,

观赏鱼

鱼类染色体组操作是近年来鱼类遗传育种研究工作 中的活跃领域之一
。

迄今
,

采用

静水压休克
、

热休克和冷休克等方法
,

已在近 �� 种养殖鱼类中获得了三倍体 ��, ” ,

在虹缚

��
� �� � � � �� � � � � � � �� � � � � � � � � 白卿� � � � 红鲤 �了 �

〔‘〕、

虹蝉 火 褐蝉 ��
� �� � , � “ � , � � �

�

� � � � �
�
〔�, 、尼罗罗非鱼 ��

� �  ! � � � � �� � ��� ‘�� “ � � 和莫桑比克罗非鱼��
�

� � �� � � �� �� � ��
〔习

获得了同源四倍体或异源 四倍体
。

然而
,

尽管进展很快
、

报道甚多
,

但大多数离实践应用

仍有一定的距离
,

许多结果仍没有完全摸索出最佳的诱导参数
。

其最基本的原因之一就

是对人工诱导鱼类三倍体和四倍体的作用机理缺少系统研究
。

鉴于上述原因
,

作者在采 用静水压休克获得了批量三倍体
【�〕
和少数 四倍体水晶彩螂

“了

之后
,

采用组织学切片技术
,

着重对处理前后的受精卵进行了切片和细胞学观察
,

就静水

压休克保 留第二极体和抑制第一次卵裂促使染色体组加倍的细胞学作 用机理进行了初步

探讨
。

� 材料和方法

�
�

� 人工催产
,

授精和处理前的准备

试验用的水晶彩螂 ��
。 �
。� �、

关桥试验场
。

� “ � “才“ � ‘� � � “� � � � � � � � �� � � � � � � �� � � � 亲本取 自本所

采 用鲤鱼脑垂体进行人工催产
,

干法授精
。

精卵混匀后均匀洒在塑料纱 网上
,

待授精

� � � � 年 � 月 � 日收到
。 � �� � 年 � 月 � � 日修回

。
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卵粘稳后
,

带水将纱网剪成一定大小的长条或小块
,

置室温下发育
。

从授精卵人水开始计

算卵授精后的发育时间
。

室温为 �斗一 �� ℃
。

� � 静水压处理
、

取材固定

处理方法和程序详见桂建芳等的报道
〔�� 。

促使第二极体保留诱导三倍体的处理组在

受精后 � � �� 采用 �� � � � �
。

耐 的压力持 续处理 � � ��
。

抑制第一次卵裂诱导四倍 体的

处理组分别在处理后 ��
、

, �
、

� �
、

� �
、

�� � �� 时进行
。

处理压力均为 �� � � � �
� �

, ,

处 理持

续时间均为 � � ���

在受精后 �
、

�
、

�
、

�
、

� �
、

� �
、

� �
、

� �
、

� � � �� 时
,

分别取 一小块纱网于 � � � �� 液中固

定
。

处理后的受精卵
,

分别于处理后
、

处理后 � � �� 和处理后 , � �� 剪取 � 小块粘卵纱

网于 � � �� �
液中固定

。

� � 制片观察

固定 �� 一 � � � 后
,

将粘卵纱网置于盛有 �� 务 酒精的培养皿中
,

把卵粒小心剥下
。

依

次经 �� 多
、

�� 多
、

�� 多
、

�� 关
、

��� 多 酒精脱水
、

二甲苯透明
,

石蜡包埋
,

切片厚度 , 一 � 卜�
,

� � �� �� � �� 苏木精染色
,

伊红复染
。

油镜观察
,

显微摄影
。

� 结果

水晶彩螂卵呈球形
,

在卵周隙中有许多卵内排出的物质
。

受精后 � � ��
,

动物极和受

精膜均不明显
,

整个卵充满卵黄颗粒
。

受精后 � � ��
,

可见到受精膜
、

胚体物质 继 续 外

排
。

受精后 � � ��
,

由胞质构成的动物极 呈内突的弯月状
,

在动物极边缘处
,

由中期向后

期过渡的第二次减数分裂 图像清晰可见
,

纺锤体完整明显
,

染色体在纺锤丝的牵引下
,

开

始离开 中期板向两极移动�图版 � � � �
,

距此不远处
,

可见一致密的圆形精核
。

在受精后 � � �� 经 � �� � � �
� �

,

的静水压处理 � � �� 的受精卵切片中
,

普遍观察到

减数分裂 � 的有丝分裂器受到破坏的图像
,

主要表现为纺锤体及纺锤丝消失
,

在有丝分裂

器原星体附近
,

染色体凝缩成两团
,

呈现浓染 �图版 卜 � �
。

处理后 � � ��
,

染色质团开始靠

拢
,

部分形成泡状结构
,

向胚盘 中央和深处移动
,

并向雄核靠近
,

此时
,

雄核原核化程度较

强
,

呈泡状结构
,

直径明显大于雌原核 �雌雄原核均 已显现出星光
,

两星光开始相连
,

但星

光以雄原核较强�图版 � � � �
。

在少数处理卵中
,

处理后 � � �� 偶尔也可见到未受到有效

处理的图像
,

第二次减数分裂已进人末期
,

染色体被拉向两极
,

但由于运动速度不一
,

染色

体在两极呈前后排列�图版 � � � �
,

由此发育的胚胎很可能是染色体检查中发现的次二倍

体或次三倍体 �� 。

卵受精后 �� � �� 和 �� � �� 时
,

第一次卵裂进人有丝分裂中期
,

星体和纺锤体明显
,

染色体排列于赤道板上
,

清晰可见 �图版 �� � �
。

经 � , � � � �
�

耐 的静水压处理 � � �� 后
,

可观察到三种类型的图像
�
一种图像可见星体缩小

,

星射线和纺锤体消失
,

赤道板上的染

色体凝缩为致密状
,

能区分为一大一小两部分
,

在其周围有一浅染区 �图版 �� � � � 另一种

图像可见连接染色体的纺锤丝消失
,

星体仍明显
,

染色体聚集成一 团
,

中部有些部分已凝

缩�图版 � � � � � 第三 种图像可见星体和纺锤体均明显
,

几乎观察不到静水压处理的影响
,

染色体清晰可辩
,

已开始向两极移动
,

但运动速度不一
,

呈前后排列�图版 � � � �
。

卵受精后 �� � �� 和 �� � �� 时
,

第一次卵裂进人有丝分裂后期
,

染色体在纺锤丝的
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牵引下
,

向两极移动
,

星体和纺锤体十分明显 �图版 � � � �
。

在受精后 ” � �� 时的处理组

中
,

观察到两种图像
。

一种图像是星体明显变小
,

纺锤丝受到一定程度的破坏
,

靠近染色

体的纺锤丝形成网状结构
,

染色质聚在一起
,

部分凝缩
,

星体和染色质团不在一条直线上
,

构成一定角度 �图版 � � �� � � 在处理后 , � �� 时
,

观察到典型的类似于三极纺锤体的图

像
,

三星体间呈等腰三角形
,

星射线较弱
,

染色质凝缩成团块状
,

分为二部分
,

大的呈肾形
,

小的呈球形
,

位于等腰三角形的中间 �图版 �� � � �
。

另一类 图像是星体和纺锤体全部消

失
,

染色体凝缩成团块
,

分成三部分
,

围成一不规则的圆�图版 � � �� �
。

在卵受精后 �� � �� 时的处理组中所观察到的图像主要与受精后 �� � �� 处 理 组 中

所观察到的第二类图像类似
,

星体和纺锤体完全消失
,

染色体凝缩成两团
,

中间有一细线

相连�图版 � � � � � � 经 � � �� 发育后
,

染色质逐渐膨大
,

形成一球形泡状结构
,

泡中间分散

着一些棒状深染物质 �再过 � � �� 也就是压力处理后 � � �� 时
,

泡的直径进一步变大
,

紧

接泡的一侧染色加深
,

并开始重新发出星光 �图版 � � � � �
。

在受精后 � 弓� �� 时的处理组中
,

仍可观察到静水压休克对受精卵有丝分裂的影响
。

在处理后 � � �� 时的切片中
,

见有两类图像
。

一类图像上纺锤体消失
,

星体变小
,

染色体

位于两星体之间
,

呈凝缩状 �图版 � � � � �
。

另一类图像尤为特别
,

星体和纺锤体均已消失
,

染色体分别凝缩成小团
,

分开呈直线排列 �图版 � � � � �
。

� 讨论

�
�

� 关于静水压休克的作用

上述结果清楚地表明
,

静水压休克能够促使第二极体保留和抑制第一次卵裂的最显

著作用是静水压处理破坏了有丝分裂器中的纺锤丝
,

即纺锤体和星体
,

从而暂 时阻断了有

丝分裂进程
。

此外
,

静水压处理还使染色体发生了不 同程度的凝缩
,

导致染色体在后来的

发育过程中呈现出不同的变化
。

当然
,

静水压处理不当还可能使受精卵的结构发生某些

物理和化学变化
,

造成发育受阻 �� 。

有关静水压处理破坏纺锤体的报道在鱼类仅见一例
。

日本学者 � ��
�
�� �

在采用静

水压休克诱导虹蹲
、

马苏大麻哈鱼 〔��
, � � � ��� � � � � � � � � � � � �  ! ∀ � �

� � 和大麻哈鱼 ���
�

砂
, 。 � � � � � �〕雌核发育研究中

,

曾用静水压处理囊胚细胞
,

处理后与处理前相比
,

纺

锤体消失
〔刀 。

在两栖类中
, � � �� � �� 和 � �� !∀ 在采用静水压处理豹蛙 [(R

ana P IP 。 , s

H
‘r

la
n
) ] 的受精卵 (此时受精卵处于第二极体已排出

、

第一次卵裂还未完成之间 )时
,

发

现雄原核的运动受到抑制
,

究其原因
,

他们认 为是静水压休克使受精卵中完整的微管系统

受到损害
。, 。

现在一般认为
,

纺锤丝主要 由微管蛋白组成
。

微管蛋 白对温度
,

压力和秋水仙素等药

物十分敏感
,

某一种因素的改变
,

都会引起微管的可逆性解聚[8]
。

就静水压休克来说
,

当

施加压力时
,

微管解聚
,

纺锤丝崩解
,

纺锤体及星体随之消失
,

分裂受到抑制 ; 当压力拆去

后
,

微管蛋白重新聚集
,

纺锤丝接着形成
,

星光及纺锤体再现
,

分裂随之启动
。

这些过程作

者在诱导三倍体和四倍体的受精卵切片中都 已观察到 (图版 I:2 ,
3

,
1 3

,
1 4

)

。

3. 2 关于诱导第二极体保 留

水晶彩螂的卵与其它鱼类甚至其它脊推动物的卵一样
,

受精在第二次成熟分裂中期
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进行
〔9] 。

受精后 4 m in 时
,

第二次成熟分裂进程已被启动
,

开始由中期向后期发展 (图版

I:l)
,

静水压处理
,

将分裂阻断于中后期 (图版 I:2)
。

依据以前发现水晶彩螂受精卵在

受精后 4- 一 , m in 时进行静水压处理效果最好的研究结果田
,

作者认为
,

水晶彩螂受精卵

诱使第二极体保留的压力效应期较短
,

处在卵子第二次成熟分裂中后期的某段时间
,

也就

是在卵子受精后 4一5 m in 之时
。

水晶彩卿受精卵在受精后 4一s m in 之前和之后
,

静水压休克为什么都不能获理想

结果呢? 作者从受精后 7 m in 和受精后 10 m in 的受精卵切片中
,

并未观察到第二极体

的排 出
。

看来
,

静水压休克促使第二极体保留对于受精卵而言
,

具有一最为敏感的时间

区
,

且区间很短
。

这可用一个时间模型来解释
。

卵受精后从第二次成熟分裂中期到第二

极体排出这段时间
,

据有丝分裂进程可分为中期
、

后期和末期 ; 时间模型也将这段时间分

为三个时期
,

分别称为卵子启动期
、

压力敏感期和压力不应期
。

在卵子启动期
,

受精卵要完成激动和修整过程
。

朱 洗等认为
,

鱼类的卵子受精后
,

须先经过激动
、

修整
,

然后才是两性结合
,

没有激动和修整
,

或只有激动没有修整
,

受

精卵都不能进行正常的发育
〔刃。

在激动和修整过程中
,

受精卵要进行一系列的物理
、

化学

和生物的变化
。

受精卵由第二次成熟分裂中期向后期的启动是这些变化的一部分
,

也许

是比较关键的一部分
。

这时施加压力
,

一种可能是阻断了第二次成熟分裂的启动
,

另一种

可能是压力直接影响了激动和修整过程中的卵
,

使正常变化不能进行
。

作者曾于受精后

2 m in 和 3毋in 时进行过压力处理
,

结果表明
,

受精卵不能发育的较多
,

即使发育
,

其孵化

率也很低
。

顺便指出的是
,

启动期的激动和修整的时间过程对三倍体操作十分有利
,

正是

由于这一启动期为我们完成静水压处理前的必要操作步骤提供了足够的时间
。

在压 力敏感期
,

激动和修整基本完成
,

适当的压力处理就能使微管蛋白解聚
,

纺锤体

消失
,

将第二次成熟分裂阻止于中后期
,

而对其它过程几乎没有影响
。

过少的压力不能有

效地破坏纺锤体
,

达不到留住第二极体的目的 ;过大的压力会使染色体受到损害或使受精
卵破裂 ;大大降低存活率

。

在压力不应期
,

第二次成熟分裂的态势 已趋明朗
,

受精卵注定要排出第二极体
,

压力

对保留第二极体失去作 用
。

过高的压力只会使染色体受到损害
,

形成非整倍体
,

或使受精

卵破裂
。

作 者在个别处理组中偶尔观察到的未受到有效处理的第二极体有可能外排的图

像(图版 I:4)
,

可能就是由于受精卵发育速度不均一
,

少数卵提前进人不应期的缘故
。

但从染色体运动的情况来看
,

这样的受精卵仍受到了静水压休克的影响
,

由此发育而成的

胚胎很可能就是次二倍体或次三倍体胚胎
,

因为压力休克的作用
,

这样排出的极体不可能

是一个完整的染色体组
,

如果排 出的染色体数较多
,

发育而成的胚胎将是次二倍体
,

反之
,

如果排 出的染 色体数较少
,

发育而成的胚胎将是次三倍体
‘1] 。

在敏感期受到有效休克的受精卵将如何再次启动进人第一次卵裂呢? 显然
,

这是一

个非常有趣的问题
。

作者在处理后 5 m in 时虽然观察到两染色质团靠拢
、

形成泡状结构
、

向雄核靠近并开始显 出星光等现象(图版 I:3)
,

但仅仅是这一复杂变化的有限部分
,

其

详细的变化过程有待于进一步研究
。

3. 3 关于抑制第一次卵裂

人工诱导 四倍体与人工诱导三倍体相比
,

要更为复杂和困难得多
〔
10J

。

从作者在不同
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时间处理组以及在同一处理组中所观察到的受到不同程度影响的第一次卵裂图像 来 看
,

也可以清楚地意识到这一点
。

水晶彩卿受精卵就其群体来说
,

第一次卵裂的大概时相是
:
受精后 50 一52 而

n处于

有丝分裂中期
,

52 一57 m in 处于有丝分裂后期
,

57 m in 后进人末期
。

从 65 m in 时的

图像以及其它作者的研究结果来看
,

受精后 65 m in 时可能已进入第二次卵裂中期
〔10, ‘1] 。

从受精后 50
、

5 2

、

, 5
、

, 7 以及 “ m in 时静水压处理后所获得的切片结果来看
,

在这些时

候
,

也就是在第一次卵裂中期
、

后期
、

末期
、

甚至第二次卵裂中期进行静水压处理
,

都有可

能破坏纺锤体
,

抑制分裂进程
,

促使染色体组加倍
,

只不过是休克的效 果各有不同
。

这与

作者以前通过胚胎期的染色体检查发现在受精后 50 一60 m in 时的静水 压处理组中 都 具

有四倍化胚胎的结果是一致的
。

当然
,

要想获得四倍体
,

不仅要有效地破坏纺锤体
,

抑制分裂进程
,

而且还要保证在休

克拆除后
,

受精卵能够准确地重新启动
,

确保加倍了的染色体组协同一致
,

完成正常的分

裂及胚胎发育过程
。

与前者相比
,

后者更为重要
。

这也许就是现今人们 只是获得了四倍

化胚胎而很难得到四倍体鱼的原因所在
。

作者所观察到的休克效果的差异
,

其症结也可

能正在于此
。

在抑制卵裂促使染色体组加倍的效应期内
,

究竟什么时期开始休克处理效

果最好
,

或者说处理后呈现 的哪种图像是形成正常四倍体的必经分裂途径
,

这显然是一个

值得继续深人探讨的问题
。

从此着手
,

也许能够较为顺利地找到诱导鱼类四倍体的最佳

条件
。

就本研究结果来说
,

静水压休克造成受精卵分裂异常的最显著特征就是导致 了三极

纺锤体的形成
。

关于三极纺锤体
,

u
o

p 必a 。 和俞豪祥
〔川分别在雌核发育银螂的成熟 分 裂

过程中以及葛伟和蒋一硅叫在银螂 (了)与红鲤( ? )杂交的第一次卵裂过程中都曾观察到

这一类似结构
。

前者认为是天然雌核发育鱼类进行成熟分裂的一种特殊机制
。

后者认为

是方正银螂和红鲤染色体的不相容性和着丝点分裂的非同步性共同作用的结果
。

本实验

对象既不是天然雌核发育鱼类
,

实验组合也不是杂交
,

更不是远缘杂交
,

而是经过压力休

克使相同的染色体组
.
加倍

。

因此
,

作者认为
,

三极纺锤体的形成并非仅仅在远缘杂交中出

现
,

静水压休克也导致了三极纺锤体的形成
。

在形成三极纺锤体时
,

先是染色质团发生偏

离
,

接着形成三极纺锤体
,

随后可能产生不平衡细胞
,

造成嵌合的非整倍体胚胎的出现
。

显然
,

这是压力休克后导致染色体组未能协同一致引起的
。

总之
,

在诱导四倍体过程中
,

出现的情况非常复杂
,

对这些过程和机理的深人研究
,

将

为寻求诱导鱼类四倍体的最佳处理条件提供更完善的理论依据
,

从而使操作技术更为完

善
。
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图 版 说 明

I一 4
.
受精后 4 m in 时 的处理结果 : 1

.
对照组中正常的由 中期向后期过渡的第二次 减数分裂图相; 2

.
处理后

,

纺锤

体和纺锤丝 消失
, 染色体凝缩成两 团 ; 3

.
处理后 , m in

,

雌雄原核形成
,

并开始形成星光; 4
.
处理后 , m in 偶尔见

到的异常末期图相; , 一8
.
受精后 52 m in 时的处理结果: ,

.
对照组中处于第一次卵裂的中期相; 6

.
处理后纺锤

体消失
, 染色体凝缩; 7 .处理后连接染色体的纺锤丝消失 ; 8

.
处理后染色体向两极运动的速度不一; , 一 12

.
受

精后 55 m in 时 的处理结果: 9. 对照组 中处于第一次卵裂的后期相 ; 10
·

处理后 Z m in
, 星体变小

, 与染色质团不

在一条直线上; 11.处理后 , m in 时观察到的三极纺 锤体; 12.处理后见到的另一种图相
, 星体和纺锤体消失

,

染

色质凝缩成团 ; 13 一 14
.
受精后 卯 m in 时的处理结果 : 13

.
处理后星体和纺锤体消失

, 染色质凝缩 ; 14
.
处理后

5 m in , 染色质形成泡状结 构
,

并发出星光 ; 15 一 16
·

受精后 65 m in 时的处理结果
; 巧

·

处理后 , m in
, 纺锤休消

失
,

染色质凝缩 ;16 处理后 , m in
, 星体和纺锤体均消失

,

染色体凝缩成小团
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