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摘要 用扫描 和透射电子显徽镜 兀 观察了天然三倍体萍乡肉红卿成熟卵子卵壳
、

受精孔
、

精子进人 区以

及卯子质腆表面的细徽结构
,

观察了两种不同交配组合 组 萍乡肉红娜 早 萍乡肉红卿 才 与 组 萍乡肉

红一早 兴国红鲤才的受精早期精子人卵的时序
,

卵子质膜表面和卵子皮层的变化
。

结果表明
,

两种不同交配组

合的梢子人卵时序
、

皮层顺粒释放和卵子表面的变化基本类似
。

同时观察了这两种不同组合的胚胎发育时序
,

水

沮在 ℃以上才能正常发育
,

最适发育水温为 任一 ℃
。

结果表明
,

两种不同组合在出膜时间和胚胎发育的总积

沮方面存在差异
,

水温对胚胎发育的影响很大
。
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有关鱼类受精的细胞学研究
,

国内外 已有诸多

报道〔’一 , 〕。 尽管硬骨鱼类精子人卵的方式基本一

致
,

但不同种的鱼显示 出特异性
。

三倍体萍乡肉红

卿是在江西省萍乡发现的一个新的天然三倍体脚鱼

种群
。

该鱼在野生状态下个体小
,

生活于小河和小

澳中
,

在当地曾被当作野杂鱼而不被重视
。

作者于

年开始对其人工选育
,

分析 了其肌 肉营养成

分 ’
,

到 目前已经获得 了第 代
,

正在形成一个纯

系
。

经过两年的养殖其个体体重可达 以上
,

具

有经济价值
。

该鱼体呈肉红色
,

鳞片透明
,

可见鳃丝

和内脏
,

具有较为独特的遗传特征
。

对其染色体组

成和雌雄性比等遗传背景和种群特征进行了初步研

究
,

发现其染色体众数为 巧。土
,

雌雄性 比为 一
,

含 等特征均类似于银娜川
。

因此
,

有必要

对这一新的天然三倍体脚鱼的发育和遗传基础进行

研究
。

本文的研究目的是通过观察其精子入卵前后

的卵子变化及其胚胎发育规律
,

以进一步了解该鱼

的遗传背景及其生殖方式
。

材料和方法

材料 萍乡肉红卿亲鱼选 自江西省萍乡市水

产科学研究所
,

体重 巧 一
,

体侧扁
,

呈纺锤形
,

鳃盖透明
,

鲜红鳃丝清晰可见 全身披鳞
,

鳞片透明
,

可见肌肉
、

脊柱
、

内脏
、

肠管的轮廓
,

尤其是幼鱼
,

通

体透明
。

兴国红鲤亲鱼取 自国家级兴 国红鲤 良种

场
,

所有亲本均无病无伤
。

实验设计的不同交配组

合分别 为 组 萍 乡 肉红卿 早 萍 乡 肉红卿

梦
,

组 萍乡肉红卿 早 兴国红鲤扩
, 、

两组

均设三个平行组
。

人工干法授精及材料固定 亲鱼按一定剂量

注射绒毛膜促性腺激素后放人产卵池
,

发情后
,

将亲

鱼提起
,

人工干法授精
,

使流出的卵粒和精液混合滴

在准备好 的 瓷盘 内
,

盘 内 已 铺 满 干净 的载 玻 片
。

迅速用已曝气的井水将卵粒冲散
,

均匀地粘着于玻片上
。

立即按预定的时间将载片上

的受精卵连同载片一起浸人固定液中
。

凡用于电子

显微镜观察的卵粒均固定于 戊二醛
,

于 ℃下

固定 凡用于光镜观察的固定于 中性福尔马林

液中
。

观察胚胎发育过程
,

统计受精率
,

孵化率
。

扫描电子显微镜样品制备 人工授精后 。到

内按间隔时间分别固定一批材料
,

每批有 个

以上的卵粒
。

卵粒用 , 的 浸洗

次
,

每次 一
,

剥去卵壳后
,

再以相同的 缓

收稿 日翔 阅 一 朋 修订 日期 即 拼
一
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冲液洗
,

在常温下分别 以梯度丙酮逐级脱水
,

醋酸异戊酷置换
,

在
一

型临界点干燥器中进行

临界点干燥
,

真空喷镀黄金
。

在 日立
一

型扫描

电子显微镜下观察
,

加速电压为
。

每一批观察

的卵粒数不少于 个
。

透射电子显微镜样品制备

固定的样 品 同扫描 电镜所用 的样 品
,

卵粒用

彻底浸洗后
,

再用 饿酸
,

后 固定
,

用 洗净后
,

以梯度丙酮脱水至纯丙酮
,

以上各步均在 ℃下进

行
。

然后用 包埋剂包埋
,

切片厚度 一
,

用醋酸双氧铀和柠檬酸铅双重染色
,

在
一

透射电子显微镜下观察
,

电压
。

胚胎发育观察 将
、

两组分别在三种温度

下发育
,

一种 为 当时 的 自然水 温
,

一 ℃
,

平均

℃ 另 一 种 是 人 工 控 制 水 温 一 ℃
,

平 均

℃
。

第三种水温为 一 ℃
。

结 果

卵壳及其受精孔的微细结构

萍乡肉红螂的成熟卵子为端黄卵
,

圆球形
,

黄绿

色
,

直径约为 一
,

粘性
。

肉眼可见其外包

一层透明的卵壳
,

动物性半球有一很小的凹点
,

为受

精孔所在的位置
。

卵壳厚约 一 拼 ,

可将其分

为三层
,

中层为放射膜
。

下
,

卵壳外表有许多小

孔
,

孔径在 一 拜 之间
,

大小和形态均不一致
,

排列无规则
,

动
、

植物性半球无 明显差异
。

在

下
,

外层厚约 一 拼
,

结构致密
,

胶质样
,

中层

最厚
,

约 一 如
,

结构疏松
,

而在 下
,

由发

达的纵向小管道 管径约 。
,

一 拼 和多排水

平横向小管 管径约 一 拼 相互沟通
,

构成

十分发达而又规则的疏松管道网络系统 图 内

层厚约 一 拌 ,

贯穿卵壳的纵向小管道穿过该

层时变细 管径 约 一 拼
,

并开 口 于 内表

面
,

该层亦有 一 排环绕卵壳的水平横誉 管径约

一 拼 与纵向小管沟通
,

但该层结构较中层

微密
,

内表面较为光滑
,

小孔开 口 大小基本一致
,

孔

径约 一 拌 ,

排列规整
,

动
、

植物极无明显差

异 图
。

受精孔 图 结构复杂
,

为一漏斗型结构
,

漏

斗型凹 陷部分为受精孔 的前庭
,

前庭外缘直径约

一 拼
,

精孔管呈倒锥型
,

其管腔有肋骨状或螺

旋型皱褶凸出腔面
,

以连续的螺旋方式从外一直下

旋至精孔管内 口
,

内 口 直径约 一 拜 ,

精孔内

口 区域高度特化
,

凸向卵子质膜方向 图

图 卵壳内外表面和受精孔的 观察
。

卵壳横断面的 观
,

三层结构
,

为外表面
,

有小孔 卵壳内表面的 观
,

小孔较为均

匀 受精孔外 口
,

漏斗型螺旋状结构 示受精孔内口 箭头
,

直径 一 即 仅稍大于精子头部 一 肛

,

而
、 日石 司 、 叩 脚」 印

而
,

一 拜 毗 耐 一 肛

质膜表面
、

精子进入区表面和卵子皮层的微细结构

剥去卵壳后 的裸卵 在低倍 下

观察
,

表面显得十分光滑
。

高倍 下
,

其表面 由

质膜衍化成的发育 良好
、

浓密
、

粗细和长短不等的微

绒毛构成
,

动
、

植物性半球无明显差异
。

动物极表面

有一凹畦 区域
,

范围约 一 。拼
,

受精孔 内 口 区域

的卵壳凸向该凹畦区
,

两者构成镶嵌状态
,

该区域即

为精子进人 区
, 。

精子进人 区表面

的微细结构高度特化
,

正中部分
,

即受精孔内口正下

方的卵子质膜表面
,

有一簇特殊的乳突状突起
,

约有

一 根
,

成环排列 图
。

卵质内有多层排列的皮层颗粒
,

以圆形或椭圆

形为主
,

大小及其形态均不一致 图
,

下
,

皮

层颗粒可分为二种形态 第一种为含一大的高电子
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密度的暗体
,

边缘有少量小泡状空泡的皮层颗粒 第

二种皮层颗粒内主要为大片的均质电子密度物质构

成
,

呈小泡状
,

皮层颗粒均为膜包颗粒 图
。

此

外
,

皮层内有大量发达的线粒体
,

线粒体的内峙发

达
,

另外还有许多长囊状的内质网
,

糖原颗粒
,

多囊

小体
,

溶酶体
,

核糖体等
。

图 精子进人区 和卵子皮层的 和 观察
。

精子进人区 表面
,

箭头所指为乳突状突起 示 卵子皮层 内大量 的皮层颗粒
,

为皮层颗粒 示 下皮层颗粒的不同形态
,

为含中央液泡状的皮层颗粒
,

为中央含颗粒状小体的皮层颗粒
,

为卵壳

叮 ,

盯 出 己 以妇

精子入卵时序及卵子的变化 抵达精子进人区 图
。

从图 可 以看油
,

萍乡

由于
、

两组 的精子人卵过程和卵子 的变化 肉红螂精子头部呈 圆形
,

直径约 一 户
,

几乎

相同或相似
,

以下仅对 组进行描述
。

全由细胞核占据
,

核物质高度凝聚
,

颈部不明显
,

尾

受精
、时

,

绝大多数卵子上至少 已有一个精子 部长约 一 样 。

至 时
,

从精孔管穿过卵壳

图 精子人卵及皮层反应的
一 , 一

和 观察
。

刚抵达精子进人 区 的精子
。

精子 以其赤道 区表 面
一

与卵子质膜融合
。

即将发生皮层反应 的卵子表面
,

大量皮层颗粒移到质膜下方即将释放
。 、

正在外排的皮层颗粒的 和 观察 〔
,

以完

整 的形式释放到卵周隙中
。 、

精子进人区无皮层颗粒释放
。

正在修复的卵子质膜表面
。

精子进人区的重构变化
一 , 一

卿

一 一

尽
·

巧
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膜抵达卵质膜表面的精子以其头部首先与卵子质膜

接触
,

继而发生融合 图
。

在卵子的动物性半球

大片区域出现隆起
,

大量的皮层颗粒 已移至卵子质

膜下方
,

即将开始释放 图
。

受精后 巧 至
,

精子头部已有 以上进人卵质内
,

方向不变
。

皮

层颗粒 以完整 的形式释放到卵子表面 图
、

图
,

皮层反应从动物极开始迅速传向植物性半球
。

此时卵质膜表面原先良好的微绒毛构造 已不存在
。

受精 。到 , 后
,

受精孔内仍有许多精子
,

但不再

有更多的精子穿过受精孔 内 口抵达精子进人区表

面 精子头部已大半人卵
。

受精后 到 的受

精卵上
,

可见精子进人区内出现许多球状胞质隆起
,

但未见皮层颗粒的释放 图
,

卵子表面布满皮层

颗粒释放内含物后留下的蜂窝状的空囊袋 图
。

受精 到 后
,

可见卵子质膜表面处于不同重

组修复阶段的景象
。

皮层颗粒内含物释放完后留下

来的空囊袋
,

逐渐上移到与质膜相平的位置
,

两膜的

边缘开始形成辐射状或花瓣状折摺
,

并逐渐构成良

好的微毛
。

重组后的卵子质膜表面
,

其微绒毛比未

受精卵子质膜衍化而成的微绒毛显得粗短
,

而且大

小及形态均不一致 图
。

受精后约 可见精

子进入区出现较大重构现象
,

其范围覆盖整个精子

进入区 图
。

胚胎发育时序

人工控制 种水温
,

第一种为自然状态下的低水

温为 一 ℃ 平均 ℃
,

第二种为高水温 一 ℃

平均 ℃
,

第三种是 一 ℃
。

不同水温下的
、

两组的胚胎发育过程基本相同
,

但 ℃以下
,

所有的

胚胎都无法发育到原肠中期
。

组在低水温下
,

自受

精到出膜的时间为 土 ,

高水温下仅需
土 组在低水温下

,

自受精到出膜 的时间为
土 ,

高水温下需 士 图
。

图 两种温度下 组和 组孵化时间的比较
。

代表低温组
,

一

代表高温组 灯 代表 组的牌化时间
,

盯代表 组的孵化时间

‘ 川州 凡 , 忱 仪月 叽 , 卜

, 即 , 俏
,

崛 枯 州阵阁 , 加爪石

枯 脱 ,
,

盯 址 腼 肠 能 , 〕

讨 论

已有研究表明
,

引导硬骨鱼类精子人卵的因家

主要是由受精孔的精子引导系统
,

包括化学因素【“〕

和受精孔本身的涡旋卷吸等系统组成
,

’“ 。 杨书婷

等 川发现银娜和彩卿卵壳蛋白组分存在差异
,

还证

实这些差异蛋白在受精 而 之后大都发生了变化
,

结果提示银卿卵壳差异蛋白极有可能参与了受精过

程
。

萍乡肉红脚的卵壳上同样存在具有类似涡旋状

结构的受精孔
,

因此
,

精子和卵子相遇后
,

受精 。后

便能够迅速地穿过受精孔抵达精子进人区表面
,

只

有与精子人卵位点接触的精子才能成为受精的精

子
,

并与卵子质膜上的精子进人区融合
。

萍乡肉红娜的精子进人区表面有一簇特殊的卵

质短突
,

为精子人卵位点
,

其特殊结构与 以

。 ”
、

咖瓦 。
。 , 勿 ”

、

砍 ’
·

’ 、

月切山 ’ 」等的精子人卵位点的结构类似
。

”
,

’〕对鲤
,

等 ” 对 凡耐以。 撇

的精子人卵的研究发现卵质突伸人精孔内口基

部
,

人卵的精子在精孔内 口便接触到了精子人卵位

点
。

在 观察下
,

萍乡肉红卿并无卵质突出伸人

受精孔内口
,

这和 召恻人油 勿 而 类似
” 〕。 对于精

子人卵过程中是否有卵质膜伸出的微绒毛参与存在

争议
。 ’“〕对鲤精子入卵的研究认为 卵子质膜

伸出微绒毛将精子头部包住并将其拖人卵内

对 凡耐以。
, ’吕 对大马哈鱼

等的精子人卵的研究中未发现有微绒毛的参与
。

正

在人卵的萍乡肉红卿头部在 观察下
,

其外表显

得较粗糙
,

但因在 几 下未找到相应的部位
,

因此

还无法确定是否有微绒毛参与了精子入卵的活动
。

而对于单精受精的机制 不少学者都提出了看

法
,

主要集中在以下几个方面 卵壳及受精孔 的结

构
,

受精锥的形成
,

皮层颗粒内含物的释放
,

而对精

子进人区微细结构的变化在阻止多精受精中的作用

报道不多
。

多数鱼卵的受精孔内口 口径仅稍大于精

子头部
,

显然
,

卵壳及受精孔是阻止多精入卵的第一

道屏障
。

然而
,

包括萍乡肉红细在内
,

许多种鱼都会

有多个精子进人卵周隙的现象发现
·

’
,

’ 。

就萍乡

肉红卿来说
,

受精后卵壳上的精孔管并未很快封闭

和收缩
,

因此
,

阻止多精受精的主要因素可能并不在

受 精 孔
。

对 。叫 咖
, ’ 对

。山。‘ 以 的裸卵进行了多精受精研究
,

发现

精子可以从裸卵的任何部位入卵
。

此外
,

关于受精

锥在阻止多精人卵方面的作用也存在不同看法
,

主

要原 因是受 精锥形成 和消失 的时序 有差异
。

在
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口勺心姗 如恤川和 以 化 位 〔”」中
,

精子头

部在受精锥形成前 已完全进人卵质 内
,

而在鲤属

咖 。 的精子头部在受精锥形成的同时人卵〔
。

‘, 用人工激动的方法使大麻哈鱼的卵子

在水中产生激动
,

发现也会形成受精锥
,

并且完全类

似于受精卵的受精锥
。 〔’了在研究 召人侧龙

如。 的裸卵多精受精时发现形成的
“

受精锥
”

在大小

及内部结构上也类似于单精受精时形成的受精锥
,

只是单精受精形成的受精锥会回缩
,

而多精受精的
“

受精锥
”

不回缩
,

以后会发生丢失
。

对萍乡肉红娜

精子人卵过程的观察始终未找到受精锥的形成
,

至

少不明 相反
,

在精子人卵位点附近出现的许多球形

胞质隆起
,

在 下其 外形 有些类 似 于 口勺您“ ”

恤 的受精锥
,

且它们在精子头部完全人卵后

很快消失
。

由此可见
,

受精锥在不同鱼类中的大小
、

形态
、

出现和消失的时序均不一致
。

就萍乡肉红卿

而言
,

其精子进人区发生的最大变化是授精后

左右时发生的重构变化
,

整个区域被涌出的内容物

所改变
。

这种变化可能预示着皮层反应的结束
,

将

多余进人受精孔的精子阻止于卵质之外
。

这种变化

的机制可能与包括
一

型凝集素在内的皮层颗粒释

放〔 有关
,

也可能是受精孔区域的质膜重构所致
。

关于萍乡肉红脚的胚胎发育
,

自受精卵到出膜为

止
,

形态发生基本上与其他鲤科 鲤和卿 鱼类相似
,

仅是发育至各阶段的时间有区别
。

温度对胚胎发育

的影响很大
,

对在实验室内几组不同温度下的胚胎发

育的结果进行了对比 图
,

在水温 ℃以下
,

胚胎

不能存活 在水温 一 ℃ 平均 ℃ 时
,

组 自

受精到出膜共历时 而
,

组为
,

而在水温

为拼一 ℃ 平均 ℃ 下
,

发育的时间大大缩短
,

组仅播 肠 而
,

组仅需
。

表明胚胎发育过

程中
,

各器官在不同的温度下分化形成的速度差异很

大
,

且用兴国红鲤精子授精的 组比用萍乡肉红卿自

身雄鱼精子授精的 组所需的胚胎发育时间要长
,

这

愈味着这两组可能存在不同的发育方式
,

进一步研究

将有可能揭示其生殖应答机制
。
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