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提 要

雌核发育银螂卵能抑制异源精子原核化
,

其个体发育完全由雌核控制
。

本实验通过去核
、

卵质转移和去除卵膜等手段
,

初步揭示了银螂卵抑制异源精子原核化的作用
,

提出了双重控制

的假说
,

即银螂卵对异源精子具有初级控制和次级控制功能
。

初级控制可能是由于在精子进

入卵子深部的通道上存在着某种特殊的抑制物的缘故
,

而次级控制的产生则可能是因为银螂

卵质中缺少某种两性融合生殖鱼类卵质所具有的促精子核化物质
。

鱼类雌核发育 �� ��� ��� �� �� � 是一种罕见的生殖现象
。

一般认为
,

所谓雌核发育就是

精子仅仅刺激卵子发育
,

而其本身并不参与胚胎发育过程
,

整个个体发育由雌核控制
。

三倍体银螂是行雌核发育的两性种群 �� 。

细胞学研究结果表明
,

异源精子或银鳃精

子进人银螂卵子以后
,

受到抑制
,

不能形成雄性原核
,

胚胎发育在雌核的基础上进行
〔� �� 。

本研究的 目的是初步探讨银螂卵子抑制异源精子的方式及其作用部位
,

为进一步深

人研究银卿的雌核发育机理
,

并利用银螂的雌核发育特性培育优 良螂鱼品种开创一条新

的途径
。
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�一� 受精卵雌核的去除

用银螂作母本
,

兴国红鲤作父本
,

人工催产
,

干法授精
。

卵子人水后 � 分钟
,

用 。
�

�沁

胰蛋白酶溶液处理
,

去除卵膜
,

再将裸卵转移到 � �� ���
��� 液中

。

待极体从动物极开始外

排时�卵子人水后 �一 �� 分钟
,

�� ℃�
,

立即用微针将极体连同其下方的雌核一起挑除�挑

核过程在极体外排后 � 分钟内进行 �
。

去核卵发育 �� 分钟
,

用 �� ��
�
液固定

。
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�二� 卵细胞质转移

�
�

用银螂作母本
,

兴国红鲤作父本
。

受精后 用上法获得裸卵
,

用显微注射器从兴国红

鲤未受精卵中吸取动物极卵质
,

将其注射到银螂受精卵的动物极部位
。

注射量为 �
�

�� 川�

卵以上
,

有时达到受体卵的最大承受量
。

发育 �� 分钟后
,

用 ��� �� 液固定
。

�
�

将银螂未受精卵的卵质注射到兴国红鲤受精卵中
。

方法同上
。

�三 � 银卿卵膜去除后再受精

用胰蛋白酶去除银螂未受精卵卵膜
,

在卵膜即将破溃时
,

用生理盐水冲掉酶液
,

以免

酶液损伤卵子
。

将裸卵移人另一培养皿中
,

迅速加人兴国红鲤精液
。

整个过程在 �一 ��

分钟内完成
。

受精后每隔 � 分钟取材一次
, � �� �� 液固定

。

上述各组材料均作连续石蜡切片
,

切片厚度 �一 �产
,

� �� �� �� � 苏木精染色
,

伊红 复

染
。

结 果

�一� 人工去除银螂受精卵雌核

银螂受精卵雌核去除后发育 �� 分钟
,

精子星光已分裂为二
,

精核位于两极之间
,

结构

上依然呈固缩状态
,

没有表现任何疏松以及染色体向两极牵拉的现象�图版 卜� �
。

对照组

已进人第一次卵裂中期
,

固缩的精核位于纺锤体的一极或核板旁�图版 � � � �
。

�二� 卵细胞质转移

将鲤鱼卵质注射到银螂受精卵中
,

鲤鱼精核并没有受到任何影响
,

仍然保持固缩状态

�图版 � � � � �反过来
,

将银卿卵质注射到鲤鱼受精卵中
,

也没有对其中的精核产生任何抑制

效应
,

精核能正常核化形成雄性原核�图版 � � � �
。

�三� 银卿卵子脱膜后再受精

卵子脱膜后
,

解除了精子人卵的屏障
,

结果进入每粒卵中的精子数大多在两个以上
。

活体观察可见动物极同时形成多个不规则分裂球
,

呈现出典型的多精受 精 ��� ��
��� � � ��

现象
�� �〕。

出乎意料的是
,

脱去卵膜的银卿卵子受精后
,

精核表现出明显的活化现象
,

但其发育

进程和普通两性融合生殖鱼类受精过程相比又有明显的差异
【�一 �

,�� 

�
�

精核的发育

脱膜卵受精后 � 分钟
,

卵子表层已有精核存在 �图版 ��力
。

随后
,

致密的精核旁出现

精子星光�图版 �
� � �

。

�� 分钟后
,

精子星光分裂
,

形成双生子星光
,

构成纺锤体的两极
。

与

此同时
,

致密的精核体积增大
,

结构逐渐疏松
,

可见到颗粒状染色体 �图版 �� ��
。

这里可以

看出
,

精核的发育落后于精子星光的发育
,

两者的发育时相不能吻合
。

而在正常情况下
,

当精核充分核化时
,

精子星光才明显地分裂为二
。

有趣的是
,

除少数精核最终可形成泡状
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雄性原核外�图版 卜�� ��� � �
,

大多数精核的核化极不完全
,

与雌核相比差别很大 �图版

��� � � �
。

这表明精核的发育受到明显的阻碍
。

受精后 �� 分钟
,

精核在双生子星光的作用下开始分裂
。

由于核化不完全
,

精核的分

裂也很独特
。

染色体仍聚集成团
,

无中期核板等结构 �整个精核往往被纺锤丝拉成细长的

杆状 �图版 仆 � ��
,

最后在中部断裂
,

形成两个染色体 团
,

分别移向两极 �图版 ��� � ��
。

在

向两极牵拉的过程中
,

精核的核化过程仍在进行 �图版 �� � �
,

�斗�
。

精核分裂产生的染

色体团到达两极后立即泡化形成子核
,

这个过程与正常卵裂无异�图版 ��� �� �
。

�
�

雌核的发育

受精后 �� 分钟
,

雌性原核完全形成
。

雌性原核一般是与一到二个雄核接触
,

两者体

积相差甚远
。

雄核着色较深
,

表明精核的发育远远落后于雌核�图版 ��� �� �
。

核化完全的

雌核和发育不完全的雄核最终可能融合
,

形成合子核�图版 ��� � � �
。

讨 论

本实验结果表明
,

人工去除银螂受精卵的雌核后
,

精核仍保持致密状态
,

位于纺锤体

中部
,

并不与纺锤丝发生联系
。

因此可以认为
,

精核之不能发育成原核与当时卵核是否存

在无关
。

当用胰蛋白酶去除银螂卵膜后再受精
,

可观察到精核发生一系列有趣的变化
,

表现出

明显的活化特征
。

这清楚地说明
,

银螂卵对精核的抑制随着卵膜的去除而解除
。

因此
,

在

卵质之外可能存在控制精子的作用因子
,

其部位很可能位于卵膜上的受精孔 �� ��
� � �尸��

区域
,

因为这是精子人卵的必经之路
。

迄今为止
,

人们对硬骨鱼受精孔的研究表明
,

在受

精孔处
,

卵膜凹陷形成前庭
,

前庭底部为受精孔道 �� �� 叩���� �� � 滋�的开 口
。

前庭和受精

孔道的壁上并没有特殊结构
。

受精孔似乎只是供精子穿过的机械孔道�� ,�� 
。

但是某些鱼

类的受精孔部位的卵膜上却具有作 用于精子的生物活性物质
。

鲜鱼 ��� 仰。 � ��� 丽� 的

受精孔区域存在着一些特异性因子
,

它们能激活并促使精子进人卵中
。

这种因子的基本

组成是蛋白质
,

很难用机械方法把它们从膜上去掉
‘, , , 。

瓜
� � � �  ! ∀ ���

� , “ , 、 注�左�� �� � , �, 瓜“ �

了� ” � � � �� , � 、

� �� ‘��� � ” �‘� � ‘ , � �� �
�

以及 � � �� � �� ��  ��� ‘� , , , � �� 叮
� , � � 等卵子的受精孔附近具有

使精子聚集和激活的因子�� !
。

这种因子是一种与蛋白质相结合的小分子物质
,

在卵子发

育过程中
,

与受精孔膜同时形成阳
。

根据这些报道以及本实验结果
,

银螂卵子的受精孔

区域存在着控制精子原核化的因子是可能的
。

其次紧邻受精孔内口的局部质膜和卵质也

是我们必须考虑的可能控制部位
。

据报道
,

在硬骨鱼中
,

与受精孔内 口紧邻的卵子质膜

和卵质 在结构组成上有一定的特殊性
。 �功 ,�� 这个部位在正常情况下也是精子人卵的必经

之处
,

有可能构成银螂卵子抑制精核原核化的控制区
。

当精子穿过该区域进人卵子深部

时受到抑制
。

人工去除卵膜后
,

精子可以在动物极的任何部位人卵
,

从而避开了这个特殊

的卵质区域
。

尽管目前我们还不清楚银螂卵的精子控制位点究竟是存在于受精孔部位还

是与受精孔紧邻的局部卵质中 � 但是有一点可以肯定
,

即控制位点必定存在于精子进人卵

子深部的通道上
。

值得注意的是
,

在银螂的脱膜再受精卵中
,

精核虽能活化�解凝 �
,

但其发育明显受到
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阻碍
,

发育进程迟缓
,

大多不能完全原核化
。

相比之下
,

金鱼的脱膜再受精卵中
,

雄性原核

能正常形成�� 。

这表明
,

银螂卵子除了在精子人卵通道上具有特殊性外
,

其卵细胞质也具

有不同于两性融合生殖鱼类卵质的特征
,

从而使得精核不能顺利发育
。

导致这种现象的

原因不外乎下面两个方面
�
��� 银螂卵质中具有抑制精核核化的物质���� ���

� �� � � �� �银螂

卵质中缺少两性融合生殖鱼类卵质所具有的促精子核化物质 �� �� ���
��� �

。

我们采取卵质

转移的方法来验证这两种假设
,

即将银娜卵质注射到鲤鱼受精卵中以及把鲤鱼卵质注射

人卵

�� 一�� ��� �至� �
��月夕�卫�� 岁

�

解凝

�� � ���� 即��七主��哪
�
宙甲

原核形成

�� �� � �����

� � ��� � �  �� � �

原核融合

、月峭�萨�
���口,

�
两
它

洲踢�
������渝的月曰忿

�� � �� � � � � � � � � � ��

图 � 精子在正常受

精过程中的行为

� ��
�

� � � � � � �� � � � �

��� � � � � � �� � � � �� � �

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

到银螂受精卵中
。

注射量 为 �
�

�� 川�卵以上
,

常达到受体卵的最大

承受量
。

在两栖类
,

0

.

05 川/卵的卵质转移量足以检测出卵质中微

量调节物质的作用
〔8 ,ll]

。

本实验结果显示
,

银如p卵质对鲤鱼受精卵

中的精核没有表现出任何抑制效应
,

鲤鱼卵质对银螂受精卵中的

精核也没有任何激活作用
。

我们因此初步认为
,

银螂卵质中可能

缺乏两性融合生殖鱼类卵质所具有的某些促精核核化物质
,

这类

物质并非起动精核解凝所必需
,

然而却具有促进雄性原核形成的

作用
。

在正常受精过程中
,

精子的行为包括人卵 (Pen etr at ion )
、

精核

解凝 (d
econdensation)

、

原核形成 (f
orm ation of pron ucleus) 以及与

雌性原 核融合 (f
usion of pronuclei) (图 1)

。

所有这些发育进程都

受到卵子的严格控制
。

雄性原核的形成不只是由于渗透压
、

离子

组成的差别而导致的细胞核水合作用的结果
,

它是由于细胞质蛋

白质被摄人细胞核所致
,

即与卵质中的特异性组成有关[9, 151
。

正因

为如此
,

精核在形成雄性原核过程中
,

其蛋 白质组成要发生较大的

变换
,

最终形成的雄性原核所含多肤与雌性原核相似
,

这些来自卵

质的蛋白质将影响精核染色质的结构变化和基因活性t15 ,l6]
。

当卵

质中缺少某些特定组分时
,

精核的发育将受到阻碍
,

分别被阻断在

不同的发育时相
。

这一点已为许多实验所证实t11
】
1 , 一川

。

在正常受精的银螂卵中
,

精核发育阻断在图 1所示的 A 时相
,

其染色质不能发生解凝
。

人工去除银螂卵膜后再受精
,

精核发育

大多阻断在 B 时相
,

大多数精核不能顺利形成原核
。

少数精核可越过 B 时相
,

部分核化
。

解凝的精核可以不经过原核期而和雌核并合
。

综上所述
,

雌核发育银螂的卵子对精子具有双重控制作用
,

这里暂且分别称之为初级

控制 (p
r
油
a
钾 control ) 和次级控制 (

sec ondary control)
。

初级控制的作用性较强
,

导致精

子原核化功能完全丧失
。

其作用位点可能存在于包括受精孔区域在内的精子入卵通 道

上
,

且在初级控制的作用部位可能存在着某种特殊的抑制物质
。

向银螂卵中注射鲤鱼卵

质之所以不能激活精核
,

可能是由于精核在人卵时已受到初级控制抑制的缘故
。

次级控

制 的作用性较弱
,

能阻碍和延缓解凝精核进一步向雄性原核发育
。

其作用范围是整个卵

质
。

在作 用性质上
,

次级控制可育茵是由于银螂卵质中缺少了某种促精子核化物质造成的
,

而这种物质存在于两性融合生殖鱼类的卵质中
。

在银螂的雌核发育中
,

次级控制可能起

辅助性作用
,

它只有在消除了初级控制后才能表现出来
。
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人工去除银螂卵膜后
,

精子可以从动物极任何部位人卵
,

从而避开了初级控制区
,

结

果人卵的精核表现出活化现象
,

其染色质发生解凝
。

可是由于卵质中次级控制的存在
,

使

得摆脱了初级控制的精核在银螂卵中虽能发育
,

但发育的进程受到明显的影 响 (图 2)
Q

关于银螂卵对精子的双重控制作用 目前尚处于假设阶段
,

还需进一 步研究证实
,

这无

疑将有助于我们彻底揭开银螂雌核发育之谜
。
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