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摘 要:采用紫外线遗传灭活的长牡蜘 ( Crassostrea gig，ω) 精子作激活源，经 6-DMAP 加倍诱导柿孔扇贝

( Chlamys farreri ) 第二极体抑制型雌核发育二倍体;运用荧光显微技术，对雌核发育二倍体卵子早期胚胎发育

过程中的核相变化进行观察。结果显示，紫外线处理过的精子入卵后发生一次轻微膨胀，形成雄性原核，但不

形成染色体，而是浓缩为致密的染色质小体(DCB) ， DCB 或滞留于两卵裂球的分裂沟上或进入其一的细胞质

中，不与雌原核融合;雌核发育胚胎的发育速度明显滞缓，经 6-DMAP 处理后胚胎发育速度加快，发育同步化;

在雌核发育二倍体诱导过程中，还观察到杂交体、异源三倍体、雌核发育单倍体、雌核发育四倍体。结果为异

源精子诱导柿孔扇贝雌核发育提供了细胞学证据。
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Abstract: Gynogenetic diploid eggs by inhibiting the second polar body with 6-DMAP in Chlamys farreri were 

induced by genetically inactivated Crassostreα gigas sperms with ultraviolet. We observed nuclear behaviors of 

its gynogenetic embryos using fluorescent micro-technique during its early developmental stages. According to 

cytological observation , the ultraviolet-irradiated spe口丑 nucleus could gently expand once after incorporating 

into egg and developed into a male pronucleus , but could not form chromosomes and became a dense 

chromatin body (DCB). DCB was seen either in the region of the furrow or in the cytoplasm of the 

blastomere , but could not fuse with the female pronucleus. The developmental progress of gynogenetic embryo 

was seriously delayed , but when added 6-DMAP , comparing with gynogenetic diploid , the developmental 
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progress of gynogenetic diploid embryo was quickened and was also synchronous. In this study , we also 

reported and analyzed the embryo with complicated ploidy yielded in gynogenetic diploid group , besides 

gynogenetic diploid , there were hybrid , heterologous triploid , gynogenetic haploid , gynogenetic tetraploid , 

etc. Cytological evidence of gynogenesis in Chlamys farreri induced by heterologous sperrn was demonstrated. 

Key words: heterologous sperrn; Chlamys farreri; gynogenetic diploid; cytological observation 

在海产经济贝类中，人工诱导雌核发育起步比较晚，仅在数十种重要的经济贝类中开展过同源雌核

发育二倍体的研究。与同源雌核发育二倍体相比，采用远源精子的异源雌核发育可有效地排除外游、精

子基因组的干扰。但在贝类方面，异源精子诱导雌核发育仅在合浦珠母贝 ( Pinctαdαmαrtensii) [1] 上诱

导出二倍体胚胎。目前，贝类异源精子诱导雌核发育的体系尚未建立，有关其产生的细胞学机制还不是

很清楚，因此，对贝类异源精子诱导雌核发育早期胚胎的核相行为进行研究，对摸索适宜诱导参数和探

明异源精子诱导雌核发育的细胞学机理具有重要意义。本实验采用紫外线灭活的长牡蜘精子，经

6-DMAP诱导，运用荧光显微技术，对雌核发育早期胚胎发育中的核相进行观察，旨在为研究贝类异源精

子诱导雌核发育产生机制提供细胞学依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

柿孔扇贝于 2005 年 5 月取自青岛志诚水产科技公司，壳高 6 -8 cm。长牡蜘取自胶南琅野镇附近

海区，壳高 11 -12 cm o 6-二甲基氨基瞟岭(6-dimethylaminopurine ，简称 6-DMAP) 和 4 ， 6-二氨基苯基呵|

噪(4 ， 6-diamidine-2-phenylindol ，简称 DAPI)均为美国 Sigma 公司产品。

1. 2 方法

1. 2.1 亲贝暂养与精卵收集

柿孔扇贝取回后洗刷干净，仅留雌性个体，暂养于 16 "c海水中，牡蜘暂养于 22 "c海水中，均技喂硅

藻。使用前挑选性腺饱满的雌性柿孔扇贝，阴干升温法催产获得卵子，解剖法获得长牡蜘精子。用生物

计数皿和血球计数板在显微镜下分别定量精、卵浓度至1. 0 X 107 个/mL 和1. 0 X 105 个/mL。

1. 2. 2 紫外线照射精子

取精液 2.5 mL ，平铺于直径为 9 cm 的亲水塑料培养皿中。将培养皿放于有摇床的紫外线照射装

置内，摇床振动频率为 60 次/min。紫外灭菌灯(18W ， 254 nm;上海星星电器有限公司) ，用 UV-B 型紫

外辐射强度仪(北京师范大学生产)测得此处的紫外辐射强度为 1 500μw/cm2 ，参照李雅娟 [2] 的方法照

射 60 s，照射两次。照射后的精子立即加人有 100 mL 卵液的烧杯中，用玻璃棒搅拌均匀并稀释至 200

mL。受精卵在水温 18 "c的避光条件下培养。设精子不照射的杂交组为对照组一。

1.2.3 卵子染色体的二倍体化

照射组受精后 1 1. 5 h ，显微镜下观察到照射组有 10% -15%受精卵排出第一极体时，向处理组施

加 6-DMAP，使其终浓度达到 60 mg/L，持续处理 25 min ，之后用 500 目筛绢过滤，洗卵 2 -3 次，移人盛

有 IOL 清洁过滤海水的小桶中培养。设照射受精卵不加 6-DMAP 的单倍体照射组为对照组二。

1.2.4 受精卵旱期发青过程的细胞学观察

分别从两对照组和加倍处理组取样固定，样品固定液参考董迎辉[3] 更换固定液两次，置于 4 "C冰

箱中保存。观察时，用 0.1 M PBS(pH7.4) 洗卵 2 -3 次，加少量 DAPI 染液于黑暗环境下染色列 -60

min，用荧光显微镜在 365 nnî 的紫外光下观察、拍照。

1. 2. 5 染色体制备与观察

取担轮幼虫期胚胎用终浓度为 0.04% 的秋水仙素溶液处理 40 - 50 min ， 259毛海水低渗 30 min , 

Carnoy 氏液(甲醇:冰醋酸 =3: 1)充分固定，热滴片法制片及 Giemsa 染色，尼康显微镜下镜检并统计
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染色体数。

2 结果
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表 1 杂交对照组和雌核发育组在

胚胎发育阜期备阶段对应的时间

16 卷

Tab. 1 The corresponding time of hybrid control group 

2.1 受精卵早期胚胎发育时间 and gynogenetic group in each ea由
develoDmentaI stal!es 

杂交组受精后 35 min 开始排放第一极体，到受 ‘ 年核发育组
精后 3 h 发育到四细胞，各个发育阶段所需时间均 发育阶段 杂交对照组 单倍体对照组 二倍体处理组
滞后于对应的柿孔扇贝。而雌核发育组受精后大约排放第一极体 35 - 40min 10 - 11 h30min 10 - 11 h30min 

排放第二极体 55min 12h15min 
lO -11h 才开始排放第一极体，受精后 1 1. 5 h 加 2 细胞期 1hS5min 13h40min -14h 13h -13h25min 

6-DMAP处理加倍后，加药组胚胎发育速度与未加药 4 细胞期 3h 15h 14h 
注:杂交组受精后 4h 受精率为 52.6% ;雌核发育单倍体组 15 h 

的单倍体组相比明显加快，且发育同步。杂交对照 后受精率为 15.3% ;雌核发育二倍体组 16 h 后受精率为
组和雌核发育组在胚胎发育早期所用时间见表 10 25.6%;试验重复 3 次

2.2 6-DMAP 第二极体抑制型雌核发育二倍体卵子的核行为

2.2.1 减数分裂过程中的核行为
异源诱导雌核发育受精卵的雌原核形成过程与柿孔扇贝正常发育受精卵中的雌核变化过程一致。

精核的形成变化过程与正常发育卵中精核变化过程不同，只能发生一次轻微膨胀(图版 1 -3 - 6) ，形成

雄原核，但雄原核不能浓缩成染色体，而是形成致密的染色质小体(dense chromatin body ，简称 DCB) (图

版 1 -6)。雌雄原核可以相向靠近，但并不融合。雌核发育单倍体受精卵能够排出第一极体和第二极

体，当受精卵经 6-DMAP 处理后，第二次减数分裂受到明显抑制，二倍性雌核不发生分离(图版 1 -6)。

2.2.2 两次卵裂过程中的核行为

第一次卵裂后期，母本染色体在纺锤丝牵引下移向两极，而 DCB 则滞留于两组母本染色体之间(图

版 1-7 ， 8) ，没有观察到.DCB 的分离。到二细胞期，DCB 存留于两个卵裂球之间的卵裂沟上(图版 1 -9) 
或进入其中一个卵裂球的细胞质中(图版 1 -10) 。第二次卵裂至四细胞期(图版 1-11 ， 12) ，发现 DCB

在其中相邻两细胞的卵裂沟上。

2.3 诱导雌核发育二倍体中的其他倍性

2.3.1 杂交体

在卵裂过程中，受精卵排出两个极体，合子核将染色体分配给两个子细胞(图版 II-1-4) 。

2.3.2 雌核发青单倍体

第一次卵裂后期，当雌核分裂为两部分，胞质未分离时，可以看到 DCB( 图版 II - 5) 。当核质都分裂
时，也可看到停留于两卵裂球间的 DCB ，且与极叶相对一端有两个极体(图版 II - 6) 。到二、四细胞时，
仍能看到两个极体和 DCB( 图版 II-7 ， 8) 。

2.3.3 异源三倍体

第一、第二次卵裂时，受精卵仅排放一个极体，DCB 不存在(图版 II - 9 - 12) 。这种异源三倍体中含

有两套柿孔扇贝基因组染色体和一套长牡蜘基因组染色体而不同于柿孔扇贝三倍体。

2.3.4 雌核发育四倍体

第一次卵裂后期雌性原核发生分离时，可观察到停留于其间的 DCB，但与极叶相对一端并未见到

极体排出(图版 ι13 ， 14)。到二细胞和四细胞时，可以看到 DCB 或者位于其中一个卵裂球中(图版

II-15) ，或者位于卵裂球间的卵裂沟上(图版 II-16) 。

3 对照组和处理组的染色体观察

观察并分别统计单倍体组，杂交组和药物处理组的染色体，观察结果如图版E。杂交组中染色体分

布范围较宽(图版 IIT-1 ， 2);加药处理组染色体分布也较宽，在此组中有非整倍体染色体(46 ，图版 IIT -3) , 
单倍体(N =19 ，图版 IIT -4)，二倍体(2N=38 ，图版 IIT -5) ，四倍体(4N=76 ，图版皿毛) ，染色体数目统计另
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文发表。

4 讨论

4.1 源精子的选用

在我们长期的生产实践过程中发现，粘附有长牡蜘的柿孔扇贝在排卵后，有个别卵子受精排放极

体。我们认为可能是长牡蜘精子激活了柿孔扇贝卵子从而导致受精现象。长牡蜘和柿孔扇贝在分类地

位上相距甚远，长牡蜘染色体数目为 2n =20 ，柿孔扇贝的染色体数目为 2n =38 ，其杂种不能存活 [4J 但

是经过遗传灭活的精子可以有效地启动柿孔扇贝的雌核发育，即使有少量的精子不能灭活，也会在胚胎

发育过程中被淘汰，这样排除了外源精子基因组的干扰，保障了试验的可靠性。

4.2 雌核发育过程中胚胎发育滞缓现象的分析

异源诱导的雌核发育二倍体在发育过程中与董迎辉[5 -6J 潘 英[7J 等观察的柿孔扇贝同源雌核发

育过程相似，但在发育时间上滞缓。这种滞缓现象在合浦珠母贝 [IJ 、皱纹盘鲍 [8J 、长牡蜘[3J 、柿孔扇

贝 [4 -6J 等同源诱导的雌核发育二倍体中也有相似的报道，但是滞缓程度不同。Longo[9 J 认为，调节雄性

原核形成的物质与精核核蛋白密切相关。精子经过紫外线照射后，其 DNA 结构以及其内部的一些与受

精相关的蛋白因子遭到严重破坏，又因为长牡蜘和柿孔扇贝在亲缘关系上非常远，从而使得受精发育过

程严重滞后。这种观察结果与在鱼类中有很大不同，舒 唬[ωJ 2000 年报道，同源和异源精子在彭泽拥

卵子的激活过程中在胚胎发育时间上基本相同。

在本研究中发现，经 6-DMAP 处理后雌核发育二倍体组与未加药的单倍体组相比，胚胎发育速度明

显加快，发育更加同步。已有研究发现，6-DMAP 对哺乳动物 MII期的卵母细胞有激活作用并可以加速

原核的形成。用 Iono町'Cln 和 6-DMAP 共激活法激活绵羊卵，可产生高比例的二倍体孤雌胚[II] 。 Lan

等问]发现， 6-DMAP 和乙醇共同作用也可以有效地激活小鼠卵母细胞的孤雌生殖。因此，作者认为

6-DMAP在抑制第二极体排放的同时也激活了卵子的胚胎发育，使得加药后雌核发育二倍体胚胎发育比

单倍体要快。在其他贝类雌核发育诱导过程中没有发现这种激活现象，是因为其胚胎发育过程没有明

显的滞缓现象，6-DMAP 的激活作用与正常的发育过程重合，而被忽视。对于贝类异源精子诱导的柿孔

扇贝雌核发育受精发育过程如此明显滞缓和加药后发育-速度明显加快这一现象，是一个非常有趣和值

得研究的问题，相关机理正在探索中。

4.3 诱导雌核发育二倍体中出现的复杂倍性

在诱导雌核发育二倍体的过程中还产生了一定量的杂交体、雌核发育单倍体、异源三倍体、雌核发

育四倍体，这与董迎辉[6J 观察的同源诱导雌核发育二倍体时结果相似。当长牡蜘精子经紫外线照射未

失活时，如果 6-DMAP 处理无效，受精卵发育成杂交体;若 6-DMAP 成功抑制了第二极体排出则产生只

排一个极体的异源三倍体。当精子遗传失活时，而 6-DMAP 处理无效，就会产生雌核发育单倍体;当

6-DMAP抑制了第一、二极体的排出，则出现雌核发育四倍体。作者认为，出现复杂倍性有三个原因:一

是长牡蜘与柿孔扇贝杂交，也会出现只排放一个极体或者不排放极体的现象[4J 二是精子经过紫外线

照射以后遗传物质部分或全部被失活;三是异源精子诱导的柿孔扇贝雌核发育二倍体在受精过程中有

明显滞缓现象，使得受精卵发育很不同步，因而起始处理时间和持续处理时间有待进一步的试验研究。
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异源精子诱导柿孔扇贝第二极体抑制型雌核发育二倍体卵子的核行为变化

Plate 1 The nuclear behavior of gynogenetic diploid induced 

by heterologous sperm in Chlamys farreri by inhibiting the second polar body 
1.第一次成熟分裂中期(未受精的成熟卵子) ;2. 精子附卵 ;3. 精子入卵 ;4 第一次减数分裂后期 ;5. 排放第一极体 ;6. 二倍性雌原核和一

个雄原核 ;7 第一次卵裂后期早期 ;8. 第一次卵裂后期晚期 ;9.2 细胞期 (DCB 位于卵裂沟上) ; 10.2 细胞期 (DCB 进入一个卵裂球中) ; 

11 第二次卵裂后期(DCB 位于卵裂沟上) ; 12.4 细胞期(DCB 位于卵裂沟上);黑色箭头指示精子或精核。白色箭头指示雌核染色质或

染色体。比例尺 =20 件m

图版 I
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图版皿 对照组和药物处理组染色体

Plateffi Chromosomes in hybrid control groups and medical treatment group 
1 ， 2. 杂交对照组:非整倍体 34 ，53; 3 人5 ， 6 药物处理组 :3. 非整倍体，46; 4. 单倍体，N=19;5. 二倍体，2N =38; 6. 四倍体，4N =76. 




