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中国对虾人工诱导雌核发育的研究
Ξ

紫外线辐射对精子顶体反应和受精能力的影响

陈本楠  蔡难儿  李光友

中国科学院海洋研究所 青岛

提要  研究了 波长紫外线辐射中国对虾精子对其顶体反应和受精能力

的影响∀ 结果表明 低剂量紫外线辐射促进精子发生顶体反应 大剂量辐射使精

子丧失发生顶体反应的生理机能并死亡∀ 波长紫外线能够透过精荚和纳

精囊盖 对其内精子起到杀伤作用∀精液稀释液在紫外线下辐射 ∗ 仍有部分

精子具有受精能力 但胚胎在早期阶段即死亡∀ 人工诱导雌核发育的过程中 紫

外线辐射精液稀释液 ∗ 可获得遗传物质失活的精子 激活源 ∀ 经透射电镜

观察分析 紫外线对精子遗传物质的损伤是一种使染色质变性的化学作用∀

关键词 对虾精子 紫外线 遗传物质失活

早在 年 首先在蛙胚胎中发现了雌核发育现象≈ 为以后的人工雌核发育和遗

传育种开辟了一个崭新的领域∀ 我国中国对虾 Πεναευσχηινενσισ 人工雌核发育的研究在国际上

处于领先地位 现已能够小批量培育出人工雌核发育的虾苗≈ ∀ 但就对虾而言 尚难以适应大规

模生产的需要∀ 其中一个难题是如何大批量获取遗传物质失活且仍具有受精能力的成熟精子

) ) 激活源∀ 本文就此进行了一系列的基础研究 为寻找到一个适合中国对虾的大批量诱导精子

遗传物质失活的方法提供一些实验方法和数据 以期尽快解决这个技术难关∀

 材料与方法

1 1 材料

本实验所使用的中国对虾于 年 月∗ 年 月分别购于胶南某养殖场的人工养殖

虾和青岛市附近海区的天然海捕虾∀

诱导精子遗传物质失活的紫外线光源为一支 • ! 波长的高压紫外线灯管 购于上

海市亚明灯泡厂∀照射距离为 照射剂量的大小以照射时间为标准∀裸露的精子释于消毒海

水中直接在紫外灯下照射 精荚和纳精囊置于吸入消毒海水的脱脂棉上 下铺冰块 在紫外灯下

照射∀

人工授精的方法为处理过和未处理的成熟精子释于 的方杯中 未受精卵取自正在产卵

的雌虾体腔中的游离卵 以吸管吸取少量卵子 约 粒左右 释于盛精液的方杯中 吸!释几下
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以使精!卵充分接触 然后移入盛新鲜海水的结晶皿 中待发育∀

1 2 实验方法

 紫外线辐射对精子顶体反应的影响 将实验材料 释出的性成熟的雄性对虾精荚

内的精子 性成熟的雄性对虾的精荚 春季已交配过的雌性对虾纳精囊内的精子直接暴露

于紫外线下照射不同时间∀ 照射完毕 计数顶体反应率 Α ≈ ∀

 紫外线辐射精子对其受精和孵化的影响 将释出的春季性成熟的雌性对虾纳精囊

内的精子直接暴露于紫外线下照射不同时间∀ 照射完毕 进行人工授精∀ 统计受精率 ƒ 和孵

化率 Η ∀

 紫外线辐射对精子形态结构的影响 不同剂量紫外线照射的对虾成熟精子 以

∗ 戊二醛固定 采用消毒过滤海水做为缓冲液∀ 顶包埋 再次固定 酒精系列

脱水∀∞ 包埋 瑞典 √ 切片机切片 醋酸铀2柠檬酸铅染色∀日立 2 透射电镜观

察照像 并进行损伤分析∀

 结果

2 1 紫外线辐射对精子顶体反应的影响

低剂量的紫外线辐射可以促进精子发生顶体反应 而较高剂量的紫外线辐射能够使对虾精

子丧失发生顶体反应的生理机能∀裸露的对虾精子在 波长的紫外线辐射下经 ∗ 可以

促进其发生顶体反应 而超过 将丧失正常的生理机能 终破裂 见图 ∀ 波长的紫外

线对甲壳质有一定的穿透能力 并可以透过雄性对虾的精荚和雌性对虾的纳精囊 对其内的精子

起到损伤作用 并诱导其内的精子发生顶体反应 见图 图 ∀

图  紫外线辐射秋季雄虾精荚内的精子对其顶体

反应的影响

ƒ  ∞ ∂ 2

∏2

∏

注 对照组为没有进行紫外线辐射的组 剂量为 ∀ 辐射

剂量以时间/ 0计∀ / 0时表示照射后立即观察 / 0时表示

照射后/ 0观察∀ 以下同∀

图  紫外线直接辐射秋季性成熟雄虾精荚对精子

顶体反应的影响3

ƒ  ∞ ∂

∏∏

注 辐射剂量以 计∀
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图  紫外线辐射春季雌虾纳精囊内释出的精

子对其顶体反应的影响

ƒ  ∞ ∂ 2

∏

图  紫外线辐射纳精囊内释出的精子对其受精

率和孵化率的影响

ƒ  ∞

∂

∏

2 2 紫外线辐射精子对其受精和孵化的影响

波长的紫外线直接辐射精子 低于/ 0剂量 仍有部分精子没有受到损伤 遗传物质

并没有失活 具有正常的受精能力 仍有相当数量的胚胎正常孵化 而在/ 0至/ 0剂量范围内

精子均受到损伤 精子的核内遗传物质遭到不同程度的破坏 虽有部分精子可以激动卵子继续发

育 但不能正常受精!产生正常二倍体胚胎而孵化出膜 见图 ∀ 因此获取人工雌核发育激活源

) ) 遗传物质失活的精子的紫外线辐射剂量范围为 ∗ ∀

2 3 紫外线辐射对精子形态结构的影响

经紫外线辐射损伤的精子 如图 ≈ …所示 与未进行紫外线辐射的精子相比较 如图 ≠

所示 其精子形态较完整 质膜较连续 少数精子质膜缺失 顶体部分正常 核内染色质有局部分

散现象 分散部分染色质着色较浅 电子密度较低 不够清晰 损伤较严重的精子 染色质分布不

均匀 局部散乱的染色质有集中凝聚现象∀

 讨论

人工雌核发育的研究包括两个主要步骤 即激活源 遗传物质失活的同种或异种精子 的获

得和染色体组人工加倍∀ 在鱼类的研究中普遍采用紫外线直接辐射精液原液或少量稀释的精液

以此作为激活源 激动卵子发育 便可以大批量生产雌核发育的鱼苗∀ 然而 对虾的精液量相当稀

少 且贮存于纳精囊内 以紫外线直接辐射精液原液或稀释液的方法难以获得大批量的遗传物质

失活的对虾精子 而且人工授精也较为困难 不易获得大批量的已被激动的对虾卵子∀ 为此 考虑

可否直接照射活虾或离体纳精囊 以达到损伤囊内精子的目的∀ 这样 待对虾自然产卵时 便可以

大批量获得已被激动的对虾卵子∀ 以往的实验表明 以 波长的紫外线做为辐射光源 效

果不理想 难以穿透甲壳质的纳精囊盖 达不到破坏其内精核中的 ⁄ 的目的 而且照射时间过

长 影响对虾的成活∀ 采用了穿透能力较强的 波长紫外线辐射纳精囊 具有一定效果∀
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图  中国对虾精子紫外线损伤透射电镜观察结果

≠ 没有进行紫外线辐射的正常精子 形态完整 ≅ ∀ 没有进行紫外线辐射的正常精子 示核体部 ≅ ∀≈ 紫

外线辐射 的精子 形态较正常 顶体部正常 箭头示核内染色质散乱 ≅ ∀…紫外线辐射 的精子 示核体部 箭头

示染色质散乱且部分集中 ≅ ∀

ƒ  ∏ ∏ × ∞ ≤ ¬ ∂
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  紫外线对甲壳质穿透能力如图 所示 波长紫外线对于甲壳的穿透能力比

波长紫外线高 余倍∀ 不同波长的紫外线 其穿透甲壳质的能力不同 随着波长的增加 穿透能

力逐渐增强∀然而 随着波长的增加 紫外线对精核内的 ⁄ 的杀伤能力也逐渐减弱∀这一矛盾

的解决 还有赖于今后更深入的探索和实验方法的改进 找出合适的紫外线波长 使其既能较好

地穿透甲壳质 又能 大限度地杀伤精核内的 ⁄ 以达到大批量生产雌核发育对虾苗的目的

为对虾的品种改良和杂交育种打好基础∀

图  紫外线对于青虾纳精囊盖的透过率

ƒ  × ∂

∏ ∏

⁄ 的研究认为 有尾精子发生顶体反应的条

件为 精子的生理成熟 钙离子的存在

本种的卵或卵水 2 碱性条

件 接触≈ ∀堵南山等人对中华绒螯蟹精子

顶体反应的研究认为 十足类无尾精子发生顶

体反应的条件与⁄ 的研究结果相同≈ ∀× 2
等人采用离子载体 也成功地诱导

了龙虾精子发生顶体反应≈ ∀ 本文表明 低剂

量的紫外线辐射也能够诱导对虾这种无尾精

子发生顶体反应∀ 关于紫外线能否诱导所有

无尾和有尾精子发生顶体反应 还需大量的实验去验证∀ 关于低剂量紫外线辐射能够促进对虾精

子发生顶体反应的生理机理 本文未进行探究 还有待于进行更深入的研究∀

低剂量的紫外线辐射可使精子受到不同程度的损伤∀ 损伤较轻者 核内遗传物质没有完全失

活 在进入卵子后 其精核与卵核结合 合子的染色体组为非整倍体 难以正常发育 不能孵化出

无节幼体 损伤严重者 其正常的生理机能丧失 不能发生顶体反应 因而无法进入卵子 不能激

动卵子进行成熟分裂∀ 这样的卵发育不下去 不能用于人工雌核发育∀ 介于以上两种损伤情况之

间的精子 其核内遗传物质完全失活 但仍能发生顶体反应∀ 这类精子可以进入卵子 激动卵子进

行成熟分裂∀ 然而其精核不能与卵核结合 不进行正常意义的受精作用∀ 卵子在没有精核参与的

情况下 自行卵裂 成为单倍体胚胎≈ ∀ 对虾的单倍体胚胎是难以孵化的 一般在胚胎发育的早期

阶段 囊胚期以前死亡 有的发育至肢芽就死亡∀ 如果对这类被激动的卵子行人工染色体组加倍

处理 便可得到人工雌核二倍体胚胎 可以孵化出健康的对虾无节幼体∀

以解剖镜观察胚胎的发育情况 / 0以上剂量组的胚胎 几乎难以发育至正常的四细胞期或

八细胞期∀部分卵子 第 次卵裂的时间拖延 分裂球散乱 大小不均等∀另一部分卵子 第 次卵

裂正常 卵裂时间稍有拖延 但发育至四细胞期或八细胞期时 分裂球大小不均等 出现散乱现

象∀这一部分卵子如果行染色体组人工加倍处理 将正常发育并孵化 成为雌核发育的个体∀低于

/ 0剂量的组别 仍有部分胚胎可以正常发育乃至孵化出正常!健康的无节幼体来∀ 因此 根据图

可推断出 采用 波长紫外灯 ω 获取人工雌核发育激活源的紫外线辐射剂量范围

为 ∗ ∀

图 中对照组的顶体反应率 Α 不论在/ 0刻还是在/ 0刻均远远高于前两个实验

的对照组∀对于这种现象 我们有以下的解释 图 和 的实验数据采集于秋季 月份中下旬以

后 当时的气温!水温均较低 ∗ ε ∀而图 的实验数据采集于春季 月份以后 当时水温已超

过 ε ∀水温高 发生顶体反应的整个生理过程加快∀又由于精荚在雌虾纳精囊内度过很长一段

时间 一般 个月左右 精荚内的抑制精子发生顶体反应的物质逐渐散失 待到春季雌虾纳精囊
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内的精子一旦释出 精子由高度密集的状态一下转变为疏散状态 绝大部分的精子立即发生顶体

反应∀
关于紫外线辐射杀伤精子的机理也有许多研究报道∀ 有人的实验认为低剂量的紫外线辐射

可引起⁄ 中嘧啶二聚体形成≈ ∀还有人的实验认为紫外线除上述杀伤作用外还能将染色质击

碎成许多碎片≈ ∀进一步的研究认为 在精子染色质这种⁄ 和核蛋白质的复合体中 组蛋白多

被鱼精蛋白所代替∀ 而高含量的精氨酸和半胱氨酸残基是鱼精蛋白的特点 它具有促使精细胞染

色质保持高度浓缩的作用∀ 并且鱼精蛋白中半胱氨酸残基间的二硫键对于染色质的浓缩起关键

作用 而二硫键的脱氧作用导致染色质的离散∀ 半胱氨酸对于紫外线辐射 尤其是低剂量紫外线

辐射特别敏感 并且半胱氨酸含量越高 紫外线辐射对精子的损伤越强烈∀ 实际上 精子染色质中

高含量的半胱氨酸就是紫外线辐射的靶子≈ ∀ 因此 紫外线辐射对精子的损伤是一种使得精核内

染色质变性的化学作用 而不是击碎等物理作用∀本实验 的电镜分析和照片 图 ≈ … 显示

经过紫外线辐射的精子其染色质有散离现象∀ 可以证明紫外线对精子遗传物质失活的机理是致

使其染色质的化学组成和结构的改变 染色质变性 原有的生理机能丧失∀
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第五届世界多毛类学术大会论文集献辞

) ) 献给多毛类生物学家吴宝铃教授

年 月 第五届世界多毛类学术大会于青岛隆重开幕 大会组委会主席吴宝铃教授终于实现了多年的

夙愿∀遗憾的是 他因疾病缠身而被囿于病榻之上∀尽管他对大会的各项活动都了如指掌 但运筹帷幄毕竟远远不

如亲临指挥∀ 我作为他的搭挡 大会联盟主席 尤其替他惋惜∀

吴宝铃教授 年毕业于北京师范大学生物系∀ 年他与导师张宗炳教授合作用英文发表了第一篇论

文 / 水螅再生之触手数目及原来数目之关系0 文中北京水螅 Πελµ ατοηψδ ρα ολιγ αχτυσ 的学名是由动物学权威美

国的 鉴定的∀ 之后于 年到青岛中国科学院海洋研究所任助理研究员∀ 这期间 他发表了 篇

论文 篇关于棘皮动物 篇关于腔肠动物 篇关于海绵动物 另一篇关于方法学∀ 年 吴宝铃教授以访问

科学家的身份踏进了苏联科学院的大门 赴列宁格勒动物研究所水生生物研究室深造∀ 在此期间 他又发表了

篇论文 其中 篇是与导师巴# 弗# 乌沙科夫教授联名撰写的关于多毛类的文章 这正是他为之献身 年的多

毛类生物学的开始 而今 吴宝铃教授已成为世界公认的顶尖多毛类生物学家之一∀

年 吴宝铃教授返回中国科学院海洋研究所 并于 年及 年分别被提升为副教授及教授∀

年 他到国家海洋局第一海洋研究所任副所长 并于 年被任命为名誉所长∀

我与宝铃初次相识于 年前∀ 那时 我应邀参观了他在中国科学院海洋研究所的实验室∀ 我们一起谈动物

学!谈生态学!谈海洋污染!谈海洋生物!谈教育人才的心得∀我与宝铃是同辈人 我们年轻时都接受过中国式的传

统教育 所以我们谈孔子 谈道教时颇有共同语言 我们很快成了朋友∀之后他先后 次参观我在加拿大埃德蒙顿

及美国西雅图星期五港的实验室 我也曾几次应他之邀再访青岛∀ 他将他的 个学生送至我的实验室深造 包括

第五届多毛类学术大会秘书长钱培元博士∀

吴宝铃教授的科学事业包括 个方面 第一 献身科学研究∀ 尽管文革夺去了他 年富力强的 年时光 吴

宝铃教授至今仍有 多篇论文发表 包括5中国近海沙蚕科研究6 此书已被译为英文出版∀他从 年代就开始

进行海洋有机污染的研究 年代进行海洋环境保护研究 是中国海洋环境科学研究的奠基人之一∀ 第二 推动

中国海洋科学走向世界∀吴宝铃教授现任中国多毛类学会理事长及中国海洋生物工程学会会长 并兼任中国生态

学会副理事长及中国水环境学会名誉会长∀同时他又是许多其他团体的会员∀在国际上 他是包括国际生物海洋

学会在内的 个学术团体的会员∀另外 宝铃还是包括几种国际性杂志在内的 种杂志的编委∀自 年以来

宝铃 几次出国访问海洋实验室或参加国际学术会议 与许多海外科学家及国际组织展开了联合研究项目∀ 第

三 培养年轻一代海洋生物人才 宝铃虽工作在研究机构 但他从未忘记培养年轻一代的职责∀他利用各种机会指

导研究生及研究助理 迄今他已指导了 位研究生 其中相当一部分已成为各部门单位的中流砥柱∀ 多年来 宝

铃获得了来自政府机构及学术团体的无数荣誉∀ 他的学术生涯无疑给年轻的学者们树立了学习的榜样∀
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