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长毛对虾卵子发生的细胞化学研究

洪 水 根 朱 燕
‘

‘厦 门大学生物 系 )

摘 要

本又利用 细 胞化学 的方法研 见长 毛对红
tJ刃子发生巾 王 要生物 大分 子

:

核酸

蛋 白质
、

糖类及酶 的变化特点
,

并探 时弓
: 走全色 些变化的原因

.

卵 子在卵巢中的形成是个体发育中极其 重要的时期
.

卵子的形成不只是营养物质 的积

累
,

它也是遗传活动加紧进行的时期 } ”
.

这些活动导 致细胞 内各种重要的大分子( D N A
、

R N A
、

蛋 白质
、

酶
、

脂类和糖类等
, 的合成

.

这些大分 于的合成及其在细胞 的 分 布 决 定

今后胚胎发育的方式和历程
,

所以研究卵 子发生 的细胞化学变化
,

有助于加深对卵子发生

代谢活动的认识
.

目前这 方面的资料 相当缺乏
,

极需加强这 方面的研究
.

本 文首次报道长

毛对虾卵子发生 的细胞 化学变化
, _

片探 讨引起这些变化的原 因
.

材料和方法

实验所用 的材料取 自厦门海区捕捞 的不同成熟度的雌虾卵巢
.

进行如 下处理
.

用C a r n o y固定液 ( ()一 4 戈
_

, 固定
,

分别用Fe u lg e n 反应和B r a e h e t反应检 验D N A 和

R N A
.

对照组用 5 。、三氯醋酸在卿 C 下预处理 15分钟
.

用 C a r n o y固定液
.

PA S 反应显示糖类
.

对照组用过滤 的唾液消化3 0分钟
.

用 C a r n o y固定液
,

汞 一
嗅酚蓝法 显示中性蛋 白质

;
碱性快绿法 ( p H S

.

0 一 8
.

1 ) 显

示碱性蛋 白质
,

酸性快 绿法 (PI 们
.

0 一1
.

1) 显示酸性蛋自质
.

并用显示 D N A
、

多糖类
、

蛋 白质 的三色法作对照
.

用冷丙酮 ( O C ) 固定液
,

用钙
一

钻法 (G o m o l
一

1
.

19 5 2 ) 显示碱性磷 酸酶
,

用硫化

铅法 (C o m or i
,

19 5 0 ) 显示酸性磷酸酶
.

对照组 在8〔)(
’

卜烤 60 分钟预 处理
.

观 察 结 果

根据细胞的大小
、

核仁的形态
、

卵黄粒 的有无
、

粘液泡 (亦称周边体 ) 的出现及卵 毋

细胞 与滤泡细胞 的关系
,

长毛对虾卵子发生可划分 为卵原细胞
、

卵黄发生前的和卵黄发生

本文 于 !9 88 年 2 月2 5 日收到
.

修改稿 于川的 年 6 月 3 fl 收 到
.

·

现在 在南京药学院 1 作
.



海 洋 学 报 1 2卷

的卵母细胞三个时期 〔“〕
.

现将伴随卵子发生过程所发生的主 要细胞化学变化报道 如 卜
.

(一 ) 核 酸

1
.

D N A (去氧核糖核酸 )

长毛对虾卵原细胞的核染色质在F e ul g e n
反应中

,

被S c hi ff试剂染成红色
,

在 三色 法中

被天青 A 一 S c hi ff 试剂染成蓝色
,

表现 D N A 强 的阳性结果
,

细胞 质 呈 阴性 反 应
.

卵黄

发生前的卵母 细胞核染色质的 F e ul ge n 阳性反应减弱
,

阳性反应物质 呈细丝状 分散在核 的

边缘及中央位置
,

而卵母细胞的细 胞质从 卵原细胞 的阴性反应转为阳性反应
,

细胞质部

分 出现 1 一 2 个被S c h iff 试 剂染 成红 色 的小 颗 粒
.

卵黄发生期间
,

卵母细胞 的核染色质

F e 川 ge n 反应变为阴性
,

细胞质却染成淡红色
,

显现弱的F e ul ge
n 阳性反应

.

与此同时
,

利用B ra’c het 反应
,

可观察到靠近细胞核外缘的细胞 质部分有一个被 甲基绿染成蓝绿色的

帽状区域
,

表示细胞质中D N A 集中分布的位置
.

卵子发生中
,

滤泡细胞的核染色质均呈 Fe ul ge
n 阳性反应

.

2
.

R N A (核糖核酸 )

在B ra c het 反应中
,

R N A具有嗜派洛宁的性质
.

卵原细胞 的核仁 呈弱的嗜派洛宁性
,

被染成鲜红色
,

而细胞质几乎不着色
.

进入卵母细胞时期
,

核仁的嗜派洛宁性增强
,

细胞

质亦表现为B rac het 阳性反应
,

而且随着核仁物质通过向核膜外排
,

进入细胞质
,

阳性反

应最强
.

卵黄发生期间
,

核仁 逐渐退化
,

核内B ra c h et 反应减弱
.

直至消失
.

除粘液泡外
,

细胞质的B ra c het 阳性反应仍显示阳性结果
.

(二) 蛋白质

汞 一 澳酚蓝 (H g 一 B PB ) 可显示 中性蛋 白的分布位置
.

一般地说
,

长毛对虾卵原细胞

中性蛋白含量少
,

随卵细胞发育
,

其含量增高
.

卵黄发生后期
,

中性蛋 白主要集中于细胞

质 的一侧
,

显示出极性分布的特点 (图版 I 一 1
,

2 )
·

利用显示酸性蛋 白的酸性快绿 (P H 4
.

0一4
.

1) 染色法可 以发现
,

早 期 卵 母 细胞核仁

及细胞质湖滚现阳性结果
.

卵黄发生后期
,

酸性蛋 白也集中分布在细胞质的一侧
,

另一侧

则出现不被染色 的区域
,

表现类似中性蛋 白的分布特点 (图版 工一 3 )
.

碱性快绿 (P H 8
.

0一 8
.

1 ) 可 以用来显示碱性蛋白在细胞 的分布位 置
.

早期卵母细胞

核 仁对碱性快绿表现为 阳性反应
,

细胞质却出现阴性结果
,

卵黄发生后期
,

碱性蛋 白的分

布出现区域化
,

在核外的一端出现一个类似于 B ra c het 反应中被甲基绿染成蓝绿色的帽状

区 (图版 I 一 4 )
.

这个区域正好与中性蛋 白和酸性蛋白不被染色的位置相吻合
.

(三 ) 糖类

细胞中的糖类物质可用过碘酸 一 S c hi ff 试剂 (PA S 反应 ) 来显示
.

长毛对虾卵 原 细 胞

在PA S 反应中不染色
,

表现阴性结果
.

早期卵母细胞
,

细胞质出现 1 一 2 个被过碘酸 S ch iff

试剂染为鲜红色的阳性反应颗粒 (图版 工 一 5 )
.

这与利用三色反应所观察到的细胞质中出

现被碱性品红
一

S c hi ff 试剂 染为红色 的颗粒所得的结果是一致的
.

卵黄发生期间
,

随 着卵

1
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黄粒的出现
,

PA S 阳性反应最先出现在核外周缘的细胞质部分
,

继而 向整个细胞质扩散
.

卵黄发生后期
,

整个细胞质充满PA S 阳性反应 的小颗粒 (图版 I 一 6 )
.

卵子发生 中
,

滤泡细胞显示P A S 阳性反应
.

(四 ) 酶

利用G o m o ri 硫化铅法 ( 19 5田 可以显示
,

酸性磷酸酶主要存 在于各期卵细胞 的核内
、

核仁及细胞质外周边缘
,

细胞质其余位置仅少量存在 (图版 I 一 7 )
.

滤泡细胞中含有大量

的酸性磷酸酶
.

G o m or i 钙
一
钻法 (19 52 ) 可用来显示碱性磷酸酶在细胞中的存在位置

.

长毛对虾 卵

细胞的碱性磷酸酶主要存在于各期细胞 的核 仁和细胞质中 (图版 工一 8 )
.

滤泡细胞中含有

少量碱性磷酸酶
.

长毛对虾卵子发生的细胞化学变化列于表 1
.

表 1 长毛对虾卵子发生中 的细胞化学 变化

峨嘴l

. 、 油

长长\
、
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, ,

二
胞 ‘20 “ m ’’
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说 明 不确定
; 十 二

弱反应 ; 十 + 二

中等 反应 , 十 + 十 二

强反应 ; - 二 无反应

三
、

讨 论

卵子发生中细胞化学变化及其意义
.

利用F e ul ge
n
反应结合三色法可以看到

,

长毛 对
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虾卵子发生中核内染色质的F e ul ge n 反应经历 了由强到弱以至阴性的变化过程
,

细胞质 的

F e ul ge
n 反应却从 阴性变为阳性

.

卵子发生中F e ul g e n 反 应的这 一特征在许多动物类群都

有报道 〔“一 5 」
.

对于这 一现象有不同的解释一部分学者认为
,

核内F e ul g e n 反应的消失是

由于染色体 D N A 的破裂或化学性质的改变
.

按照这 个观点
,

在卵子发生 的大部分时间内
,

在

卵核中没有D N A 存在
,

而仅在成熟分裂开始很短时间以前
,

D N A 的再形成才发生 仁‘
·

” )
.

另 一部分学者认为
,

F e ul g e n 阳性反应物质在卵核中消失
,

一方面是由于随着卵母细胞核

膨 大为胚泡
,

染色质的D N A被分散到这个巨大核 的整个区域
,

因而引起可染物质冲淡所造

成 的视觉效应
;
另方面核内染色质D N A 在卵子发生中部分排到细胞质 中

,

因而造成核内D N A

量 的减 少
.

长毛对虾卵 母细胞质出现 F e ul ge
n 反应阳性颗粒的现象支持后

一

种关于核 内

F e ul ge
n
反 应消失 的解释

.

卵子发生中
,

卵母细胞质含有D N A 或其前体物的现象在许多动

物中也曾报道 仁3
·

“」
.

据S e h r a d e r和 L e u c h te u b e r

ser
[ 6 理认为

,

D N A 从核到细胞质有两

个途径
: ( l ) 通过核膜渗 出

; ( 2 ) 当核 崩解时
,

D N A 分散到细胞质
.

长毛对虾卵母细

胞 出现核仁物质通过核膜孔外排到细胞 质的现象 已2 」
,

很可能
,

核内D N A 也随之通丈核膜

孔进入细胞质
.

实际上
,

卵子发生中
,

卵母细胞D N A 总量用分光光度法测定量保持不变 〔‘〕
.

这就说明
,

在卵子发生中
,

大部分时间核表现F e ul g e n
阴性反应并不意味着核中遗传物质

的量有实质性的变化
.

卵子发生中
,

细胞遗传物质毫无损失地保留下来
,

以保证物种的稳

定 性
.

卵子发生中
,

R N A也发生 很大变化
.

其变化 的最大特点是细胞质和核仁B ra c het 反应

表现出密切相关性
.

卵原细胞核仁的B 二 c h e t 反应强于细胞质
.

卵母细胞时期
,

核仁和细

胞质的B ra c het 反 应表现 同步增强
.

当细胞质 出现核仁 外排物时
,

细胞质B ra c he t 反应最

强
.

卵黄发生后期
,

随着核仁 的退化
,

核仁B r
ac h et 反 应逐渐减弱

,

细胞质的 B ra c het 反

应 亦随之减弱
,

但慢于核仁的变化
.

大量 的生化资料表明
,

核仁是
r R N A 合成的主要位置

亡7 」
.

M ille r 和B e a tty(一9 67 )在两栖类
‘

T r iru r u s o ir id e s‘
·

e n s
发育的卵母细胞 中

,

用电镜观察了

rR N A 在核仁转录的过程
.

核仁合成的
r R N A通过核膜孔输送 到细胞质

,

因 此核 仁 和细胞

质的B ra c h et 反应表现出相关性
.

R N A 酶消化实验表明 仁7 〕
,

B ra c h et 反应中细胞嗜派洛宁性主要来自核糖体的R N A 二

卵黄发生前卵母细胞质B ra c h et 阳性反应增强
,

实际上是核糖体数量增加
.

这从 电镜观察

得到证实 t “
·

”〕
.

由于核糖体是蛋 白质合成的场所
,

因此可以推断
,

含有丰富的核糖体的

卵黄发生前的卵母细胞将合成大量 的蛋 白质为后 一 阶段卵黄粒的形成准备物质条件
.

这 一

点已为B ra c h et 和Fi c q (19 5 6) 有关放射自显影术研究证实 仁’ }
.

长毛对虾卵母细胞这时
、

期蛋白质反应 同步增强也证实这 一推断
.

长毛对虾卵母细胞蛋 白质反应 的最大特点是在卵黄发生后期卵母细胞靠近核 一端的细

胞质部分出现一个碱性蛋白富集的区域 (图版 l 一 4 )
.

这 一区域在 B ra c h et 反应中被甲基

绿染成蓝绿色而在汞
一
澳酚蓝和酸性快绿中不被染色

.

碱性蛋白主要指的是含碱性氨基酸 的

组 蛋白
.

由于组蛋白对细胞分裂
、

胚胎发育和分化有抑 制作用
,

因此推测
,

长毛对虾卵子

发生 中
,

成熟分裂延缓到受精之后才发生 〔9 习
,

是否与核外这 一帽状区域 中的组蛋 白抑制

作用有关
.

有关这个问题尚待进 一步研究
.
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