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牙鲆鱼胚胎和仔鱼显微摄影方法 m
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关键词 牙鲆 o胚胎和仔鱼 o戊二醛 o显微摄影

生活在海洋中的硬骨鱼类 o所产卵子一般为浮性

卵 o即卵内有一至多个油球 o使卵子能浮于水面 ∀此时

的卵子 o卵黄向上 o胚盘向下 o呈倒悬状态 ∀在研究海

水硬骨鱼的胚胎发育时 o如果仅仅观察发育状态 o还

可以做到 ~但如果想把各发育时期的胚胎拍摄下来 o

则非常困难 ∀张崇理 t|x|曾使用冻粉k即琼脂l来夹

住卵子以达到观察的目的 ∀具体做法是 }将 tqvh的

琼脂倒入培养皿中 o冷却后在琼脂上挖一稍小于卵子

的小槽或小窝 o加上海水 o把卵子夹在里面 o这样就可

以把卵子倒转过来 ∀不过倒转过来的时间不能太长 o

由于油球比重低的缘故 o卵子仍可在卵膜内渐渐地转

回原状 ∀而且此法操作繁琐 o不利于快速观察和大批

量观察 ∀在研究牙鲆仔鱼发育时 o因仔鱼对光敏感 o在

光照下活泼游动 o牙鲆仔鱼的显微摄影也较难掌握 ∀

为达到快速和大批量观察胚胎和仔鱼的目的 o本文报

道了几种方法 o可用于牙鲆鱼等海水硬骨鱼的胚胎及

仔鱼的显微观察和显微摄影 ∀

t 材料和方法

tqt 牙鲆鱼受精卵的获得

牙鲆亲鱼系山东省荣成市寻山渔业集团和邱家

渔业集团提供的海捕牙鲆鱼 o人工挤卵 !挤精液 o湿法

受精 ∀受精卵置于过滤海水中发育 o水温 tw ε o室内

气温 t{ ε ∀

tqu 牙鲆胚胎的载玻片直接观察法

用滴管取牙鲆胚胎数个 o滴于载玻片上 o用吸水

纸吸去多余水分 o在显微镜下观察的同时 o十分仔细

地用细滴管拨动牙鲆鱼胚胎 o使胚盘倒向一侧 o以利

于观察或照像 ∀

tqv 戊二醛固定法

用滴管取牙鲆胚胎 o滴于 tqx °̄ 微量离心管中 o

每管 ts个 o共 x管 ∀用微量加样器的尖嘴尽量吸去海

水 o向各管中分别加入 tsh otxh oush ouxh戊二醛

各 t °̄ o放置一段时间 o连续观察 ∀

tqw 仔鱼的酒精麻醉法

将牙鲆仔鱼收集于一个小容器中 k如青霉素小

瓶 !小培养皿等l o向容器内逐滴加入 xsh乙醇数滴 ∀

待仔鱼游动减缓或基本不动时 o用粗滴管吸取仔鱼 o

滴于载玻片上 o观察照像 ∀

u 结果

uqt 牙鲆鱼胚胎的观察

用 uxh戊二醛固定的胚胎 o固定 ts °¬±即有半

数以上胚胎倒向一侧 ~时间延长 o则卵黄收缩严重 o整

个胚胎的形态亦发生改变 ∀降低戊二醛浓度 o则需适

当延长固定时间 ~戊二醛浓度低至 tsh时 o即使延长

固定时间也不能获得满意的效果 ∀图 t2t显示用戊二

醛固定法处理的牙鲆鱼胚胎 ∀固定后 o卵黄发生明显

收缩 o但固定剂对胚胎细胞外观的影响不大 ∀用该法

处理的牙鲆鱼卵或胚胎 o一般情况下有半数以上的胚

胎胚盘倒向一侧 o因此 o非常便于观察和照像 ∀

uqu 牙鲆仔鱼的观察

用酒精麻醉后的仔鱼基本不游动 o拍摄的照片

非常清晰 ∀图 t2u示正常二倍体牙鲆仔鱼 o图中可清

楚地看出仔鱼的器官k如眼l和组织k如肌节l发育良

好 o结构清晰 ∀图 t2v示单倍体牙鲆仔鱼 o图中可看出 o

仔鱼的组织器官发育不良 o如 o未形成明显的眼 o肌节分
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图 t 用戊二醛固定的胚胎和乙醇麻醉后的仔鱼

t2t示用戊二醛固定法处理的牙鲆囊胚k图中胚盘倒向一侧l ~t2u示用乙醇麻醉的正常二倍体牙鲆仔鱼 ~t2v示用乙醇麻醉的单倍体牙鲆仔鱼

化不明显 ∀此外 o其外部形态也明显异于正常仔鱼 o如

身体粗短 !弯曲 o尾部变短且末梢部突然变细 ∀

v 讨论

海水硬骨鱼类所产卵子一般为浮性卵 o其胚胎

发育一般为盘状卵裂 ∀因此 o观察其卵裂过程及随后

进行的囊胚发育 !原肠形成等 o十分困难 ∀在卵裂初期

ku细胞期至 ty细胞期l o因胚胎细胞成单层排列 o虽

然胚胎呈倒悬状态 o但是只要调整解剖镜k或显微镜l

的光线至合适强度 o再调整焦距将焦点移向胚胎深

处 o就可以清楚地观察细胞分裂过程 ∀但随着细胞数

目的增加 o细胞逐渐呈多层排列 o此时欲观察整个胚

胎的发育状况 o就必须从胚胎的侧面进行观察 ∀以往 o

人们往往将鱼卵置于小培养皿中 o吸干水分后用滴管

拨动卵子 o使胚盘导向一侧 ∀由于培养皿较厚 o光线通

过培养皿再穿过胚胎时形成一个光环 o单纯观察尚

可 o但无法照像 ∀作者经多次试验 o发现本文所描述的

载玻片直接观察法 o能够获得满意的效果 ∀该法虽然

不需要任何试剂 o但对操作者的技术要求较高 o操作

者必须有一定经验 o而且要求操作者必须细心和有耐

心 ∀如考虑这一点 o则戊二醛固定法更适合一般实验

人员 ∀

用戊二醛作为固定剂来快速观察胚胎发育和制

备显微摄影的拍摄对象 o是作者无意中发现的∀当时作

者打算用戊二醛固定牙鲆胚胎 o准备作电镜观察 o因

急于完成固定工作 o就尝试使用高浓度戊二醛固定样

品 o固定后发现 o由于卵黄收缩导致胚胎重心偏移 o使

得胚盘倒向一侧 o非常利于观察 ∀后经反复试验 o发现

如欲快速固定 o选用 uxh戊二醛固定 ts °¬±最好 ∀

鉴于牙鲆仔鱼在显微镜光照下活泼游动 o因此考

虑采用麻醉方法 ∀目前国外常用的水生动物麻醉剂是

up苯氧基乙醇 kup ¥̈ ±²¬¼̈ ·«¤±²̄l o但该试剂价格昂

贵 ∀本研究采用 xsh乙醇作为麻醉剂 o在节约经费的

同时 o也获得了良好的效果 ∀因此 o在我国目前条件

下 o酒精麻醉法更具有应用价值 ∀

在牙鲆染色体操作育种研究中 o鉴别单倍体与正

常二倍体仔鱼的形态是非常重要的 ∀在以往的工作

中 o由于没有建立起观察仔鱼形态的方法 o鉴别工作

进行得较为困难 o尤其是不能及时对活体照像 o以至

于未能积累起足够的研究资料 ∀本文所述方法建立之

后 o本文作者获得了清晰的单倍体仔鱼与正常二倍体

仔鱼的显微摄影照片 o并开始积累了一批研究资料 o

为深入进行牙鲆的染色体操作研究提供了可靠的保
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