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两种发育型鱼类卵母细胞成熟过程中

促精核发育现象的研究
�苛卜�

丁 军 蒋 一 挂
�中国科学院水生生物研究所

,

武汉 � �。。� � �

提 要

采用实验细胞学技术
,

比较研究了红鲤精核在雌核发育鱼类�银卿�和两性融合发育鱼类

�红鲤
、

彩螂�卵母细胞成熟各阶段中的发育状况
,
结果表明 � 在两性融合发育鱼类中

,
当卵母

细胞发育到胚泡破裂期时
,

精核开始解凝发育
,
及至第一次成熟分裂中期后阶段

,

高度解凝的

精核才开始原核化
,

相应地
,

在雌核发育银螂中
,

精核也只有在与胚泡物质接触后
,

才能开始解

凝
,

并且在三极纺锤体形成后期初步原核化
,

但与两性融合发育鱼类相比
,

精核的原核化程度

明显降低
。

这些实验结果初步揭示
,
在两性融合和雌核发育鱼类卵中均可产生促精核解凝和

原核化的两类因子 ��� � �� 和 �� �� �
,

其中 �� � �� 的活性表达起始于卵母细胞胚泡破 裂

时期
,

而 �� �� 活性则产生于第一次成熟分裂中期后或三极纺锤体形成后阶段
,

并且两性融

合发育鱼类卵中的 ��� �� 活性远远高于雌核发育鱼类卵母细胞
。

关键词 雌核发育银娜
,

两性融合发育鱼类
,

卵母细胞
,

促精核发育作用
,

精核解凝因子
,

精

核原核化因子

脊椎动物的卵子受精后
, 人卵精核的发育经历了解凝和原核化两个主要过程 ��,

,
,

�� ,

对

两栖
、

哺乳类的研究发现
,

在卵母细胞成熟过程中
,

可逐渐产生促精核解凝和原核化的两

类因子 ��,
,

,
,

,

�� ,

��, �� 。
类似的研究

,

在鱼类中尚未见报道
。

我们对雌核发育银螂卵母细胞成熟过程的细胞学研究发现
,

银螂卵母细胞第一次成

熟分裂有其特殊进程
,

在整个第一次成熟分裂中没有第一极体外排的现象山
。

而经历了

这种特殊成熟进程的银螂未受精卵与异源精子受精后
,

人卵精核的解凝和原核化进程也

受到阻碍�� ,

银螂卵母细胞的特殊成熟进程与银螂卵质中促精核发育因子的活性变化 是

否存在一定的关系值得进一步探讨
。

本实验宗旨是通过追踪红鲤精核在雌核发育银螂和两性融合发育鱼类卵母细胞中的

变化情况
,

来探讨 � 鱼类卵母细胞成熟过程中是否产生促精核发育的因子
,

其活性变化如

何 � � 银螂卵中抑制精核发育的现象与银螂卵母细胞特殊成熟进程的关系
。
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� 本研究获国家自然科学基金 � �� � � , � � �资助
。
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。
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材 料 及 方 法

�一� 实验材料及其制备

实验鱼 �银螂 ��
� � � , � �“� � “� � � “� � �� � ��� � � � �

、

红 鲤 �� 夕户
� �。。 � � � � 户�� � � � � � �

� �� � �� �� �
,

�古�
、

彩螂 ��
� � � � , �二� � “� � �“, � � �� � � � � � �  �� ��� �� �� 均取 自本 所 官

桥试验场
。

�
�

精核的制备

采用精子脱膜处理的方法 采集红鲤精液
,

以 �一� 倍处理液
�� 处 理 � � � ��

, �� � �� �

� � 离心 �� ��
,

沉淀物加入稀释液
� � ,

洗涤一次
,

再加人少量稀释液
,

缓缓搅匀
,

配成所需

浓度
,

于 �℃ 冰箱保存
。

�
�

成熟各阶段卵母细胞的获取

从注射过垂体激素的鱼�银螂
、

彩螂
、

红鲤 �体内挖卵�每隔 �� 挖一次�
,

小心将卵移入

� �� �� � �� � 液
,

挑选发育好的卵母细胞以备进行微量注射
。

�二 � 实验方法

用微量注射仪吸取少量红鲤精核
,

注人上述保存在 � � �� � � �� �
液中的卵母细胞动物

极内
,

然后移至含 � �� �� � �� � 液的培养皿中发育 �� � ��
,

用 �� ��  ’ �
液固定

,

连续石蜡 切

片 ��一 �� 户� �
, � � , 。苏木精染色

,

伊红复染
,

光镜观察
。

结 果

�一 � 红鲤精核在两性融合发育鱼类 �红鲤和彩螂 �卵母细胞成熟各阶段中的发育状

况

已证实
,

两性融合发育鱼类的卵母细胞成熟过程主要经过卵母细胞胚泡破裂前期
、

卵

母细胞胚泡破裂期
、

成熟单星光和成熟多星光期
、

第一次成熟分裂中期
、

第一次成熟分裂

后期和末期
、

第二次成熟分裂中期�卵母细胞成熟 �等六个阶段
。

�
�

卵母细胞胚泡破裂前期 注入的红鲤精核未能与胚泡物质接触
,

呈固缩状态
,

精核

平均直径约为 �
�

。产� �图版 �� �
, � �

。

�
�

卵母细胞胚泡破裂期 随着卵母细胞核液大量外溢
,

注入精核开始略为解凝
,

精核

发生形变
,

体积有所膨胀
,

平均直径约为 �
�

� 拼� �图版 � � � �
。

�
�

卵母细胞从胚泡破裂发育至成熟多星光后期 在同一卵母细胞中
,

注人精核有两

种发育状态 � � 精核处于低程度的解凝状态
,

精核体积略比其在卵母细胞胚泡破裂期时

大
,

并伴随出现微 弱星光�图版 � � � �
。 � 精核处于较明显的解凝状态

,

体积更加膨胀
,

核

内一些染色颗粒隐约可见
,

精子星光明显 �图版 � � , 一 � �
。

在成熟程度较低的卵中
,

多存

在第� 类精核
,

而在成熟程度较高的卵中
,

则多存在第� 类精核
,

由此可见
,

卵母细胞中促

誉

�� 处理液 � �
·

� � � , � � � � � � � 一 �� � 加人稀释液至 �� � � �。

�� 稀释液 � 今� 二 � �� � � � � � � 溶于 �
�

��� � � � �� 溶液中
。
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精核解凝发育的能力是随卵母细胞成熟度的增高而增加的
。

�
�

卵母细胞成熟分裂中期 在同一卵母细胞中
,

注人精核有三种发育状态 � � 精核

高度解凝
,

体积显著增大
,

星光也更加明显
,

其核内染色颗粒清晰可辨 � 图版 � � �一 � �
。 �

精核发育成结构松散
、

着色很淡的染色质团 �图版 � � �� �
。 � 精核呈现初步原核化状态 �图

版 � � ���
。

在中期纺锤体形成初期
,

注人精核的发育状况主要呈现 � 状态
,

较少� 状态
,

极

少 � 状态 �而在中期纺锤体形成后期
,

精核发育状况则以�
、

�状态为主
。

�
�

卵母细胞成熟后期及末期 �第一极体外排前后 � 注人精核绝大多数明显原核化
,

精子星光亦显著发育 �图版 � � ���
。

精原核体积随卵子发育逐渐增加
。

�
�

在已成熟的卵子中 处于动物极卵质中的精核大部分都能正常原核化
,

一对星光

附着于精原核两端� 图版 � � ���
,

精核大小与正常受精发育的雄性原核 �图版 � � ���体积相

当
。

�二� 红鲤精核在银细卵母细胞成熟各阶段中的发育状况

已有研究结果表明
,

银螂卵母细胞成熟过程主要经过卵母细胞胚泡破裂前期
、

卵母细

胞胚泡破裂期
、

成熟单星光和成熟多星光期�染色体分三群 �
、

三极纺锤体形成 , 转变
、

形成

正常 中期纺锤体并最终排卵� 卵母细胞成熟 �等几个阶段 �

�
�

银娜卵母细胞胚泡破裂期前 注入精核均处于不解凝状态
,

精核呈致密点状
,

平均

直径为 �
�

� 户� �图版 �� � � , �
。

�
�

卵母细胞胚泡破裂期 随着核液大量外溢
,

注人精核开始初步解凝
,

精核体积略为

膨胀并发生形变�图版 � � �� �
。

�
�

卵母细胞由成熟单星光发育至三极纺锤体形成初期 注�、精核明显解凝
,

其程度

逐渐增高�图版 �� � ��一 �� �
。

�
�

卵母细胞由三极纺锤体转变为正常中期纺锤体并最终排卵 注人精核大部分开始

处于高度解凝状态�图版 �� � �� �
,

也有少数精核分别呈现松散的
、

着色很淡的染色质团�图

版 �� � ��� 和初步原核化的现象�图版 �� � � �� � 未观察到精核高度原核化的现象
。

�
�

银娜成熟卵中 注人精核一般均呈现高度解凝状态 �图版 �� � �� �或初步原核化状

态�图版 � � � ��
,

但有些在卵中发育时间较长的精核却 出现了核化 � �� �� � � � �� � � 现象
,

而

该现象都出现在胞质分裂沟 � � �� � � � � � �� � � � � � �� � � � � � 形成后 �图版 �� � �� �
, ’

因此
,

这

种核化现象可能是由子核 � � �� � �� � � �� � � ��  的形成机制所控制
。

讨 论

(一) 鱼类卵母细胞成熟过程中促精核发育因子及其活性变化
在两栖

、

哺乳类卵母细胞成熟过程中
,

可逐渐产生促精核解凝和原核化的作用
,

该作

用分别受控于精核解凝因子 (
sp erm n u eleus deeo nd en sed faot

.〕r s ,

S N D F
s

) 和精核原核

化因子 (
sp erm p ronu cleu s develo pm en tal factors

,

S p D F
s

)

〔, 一“ , 。

我们的研 究同样揭示
,

鱼类卵母细胞在其成熟过程中
,

也会逐渐产生促精核解凝和原核化的作用
,

并且这两种促

精核发育作用分别起始于卵母细胞的不同发育阶段
,

可见
,

在鱼类卵母细胞中也存在类似

于两栖
、

哺乳类卵中的调控精核发育的因子
,

我们亦暂称之为精核解凝因子和精核原核化
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因子
。

在两性融核发育鱼类和雌核发育银螂中
,

注人 卵母细胞的精核在与胚泡物质接触后
,

均可进人解凝状态
,

并且随着卵母细胞逐步成熟
,

精核的解凝程度也逐渐增高
,

最终在卵

母细胞第一次成熟分裂中期达到高度解凝状态
。

由此可以推断
,

鱼类卵母细胞中精核解

凝因子 (S N D Fs ) 的活性起始于卵母细胞胚泡破裂时期
,

并随卵母细胞成熟度的增大而

增高
,

直至卵母细胞第一次成熟分裂中期时达到最高
。

与此相应
,

上述两种发育类型的鱼

类卵母细胞也均可促精核原核化
,

该作用起始于第一次成熟分裂中期后或三极纺锤体形

成后
。

其中在两性融合发育鱼类 中
,

精核原核化程度随卵母细胞的成熟而逐渐增高
,

并在

完全成熟的卵中达到最高
。

而雌核发育银卿卵中
,

促精核原核化作用活性始终很低
,

精核

仅能达到初步原核化的状态
。

这表明
、

,

两类鱼卵母细胞中的 sP D Fs 活性分别产生于第一

次成熟分裂中期后或三极纺锤体形成后阶段 ;两性融合发育鱼类卵母细胞中的 sP D F 。活

性随卵的成熟度增大而增高
,

在完全成熟的卵中达到最高; 而雌核发育银螂卵母细胞中
,

S P D
Fs 活性很低

,

在卵母细胞成熟过程中活性变化不大
。

( 二) 银娜卵母细胞特殊成熟进程与精核原核化因子低活性之间的关系

对两栖
、

哺乳类等的研究证实
,

卵母细胞中的 sN D Fs 和 sPD Fs 没 有 种 属 特 异

性[6, 11, 12 , ‘5] ,

同样本实验结果表明
,

红鲤精核在彩鲡
、

红鲤卵中具有相同的发育行为
,

其卵

母细胞成熟过程中产生的 SN D F s 和 sP D F
s 也未表现出种属特异性

。 因此也可以认为
,

红鲤精核在银螂卵中不能正常原核化与其精卵间存在的种属差异无关
。

对哺乳类的研究发现
,

解凝精核的原核化受卵母细胞是否可 以正常完成第一次成熟

分裂的制约
,

第一次成熟分裂的任一过程出现异常
,

都会导致精核原核化受到阻碍[16
1。
银

螂卵母细胞具有异常的第一次成熟分裂
,

它主要通过染色体分三群
, 三极纺锤体形成

,

转

变最终形成正常的中期纺锤体来代替正常成熟分裂的山 ,

因此可以推论
,
银卿卵母细胞的

异常成熟分裂也有可能干扰精核正常的原核化过程
,

进而导致银螂卵中精核原核化因子

的低活性
。

( 三) 银娜卵母细胞中 S N D Fs 和 SP D Fs 与银螂卵抑制精核发育的
“

两级控制
”

作

用的关系

对雌核发育银螂受精生物学的研究表明
,

银螂卵可以阻止人卵精核的正常发育叨
,

关

于其抑制作用机制曾提出过
“

两级控制
”

假说 : 即抑制作用是通过初级控制 (Pr i坦ar y co
-

nt
ro
l) 和次级控制 (

seco nd ar y cont ro l) 来完成的
,

其中初级控制可抑制异源精核的解

凝
,

而次级控制则部分抑制精核的原核化[3J
,

从银卿卵质与两性融合发育鱼类卵质有相同

的 SN D Fs 活性这一点事实来看
,

银卿卵的初级控制作用与其内精核解凝因子没有必然

的联系
,

而仅受其受精孔区域的特殊性的影响即
。

相反由于精核原核化因子的低活性
,

精

核在银螂卵质中只能低度原核化
,

从而产生了次级控制作用
。

)
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丁 军等
: 两种发育型鱼类卵母细胞成熟过程 中促精核发育现象的研究
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