
第 24 卷 第 3 期

1 9 9 3 年 5月

海 洋 与 湖 沼
O CEA N O L O G I A ET L I M N O L O G I A S I N I CA

V l o
.

2 4
,

N o
.

3

M
a y ,

1 9 9 3

金鱼单尾鳍形成 的研究

n l
.

聚乙二醇和紫外线对尾鳍发育的影响
关

蔡 难 儿

(中国科学 院海洋研究所
, 青岛 2 6 6 0 7 1 )

提要 于 1 9 8 4一 19 8 5年应用 P E G (聚乙二醇 ) 浸泡不同发育时期的金鱼卵子
,
运用

U v (紫外线 )辐射卵子植物性半球卵质
,
进行尾鳍发育实验

。

结果表明
,

两种处理方法均可以

导致双尾鳍金鱼变成单尾鳍鱼
。

在 ,呱一 18 % P E G 溶液中浸泡 9 h6
,

单尾鳍形成率为 16 % 一

5 3
.

3% ; U v 辐射 2 0一 z o m i n ,

单尾形成率为 4 0% 一 6 6
.

7%
。

作者认为
,

是 p E G 和 U V 影

响卵子中某些细胞质而诱导金鱼产生单尾鳍的
。
为此

,
可以提出一个假说

,
即金鱼卵子中存着

一种调控物质
,
这种物质一旦被损伤

、

切除
,
便导致单尾鳍的形成

。

此种物质位于植物性半球

之中
,
它随着胚胎的发育而流向胚盘

。

实验表明
,

性状的表达为细胞质所控制
。

关键词 金鱼 尾鳍发育 细胞质作用

在前二篇文章 (蔡难儿
, 1 9 8 9a

,

b) 中
,

作者已报道过切割卵质和注射外源信息核糖核

酸 ( m RN A ) 均能引起遗传上金鱼的双尾鳍变成单尾鳍
,

并指出金鱼卵子中可能有一种负

有调控双尾鳍形成的
“

调节因子
”

存在
。

有这种
“

因子
”

存在
,

具有双尾鳍基因的金鱼能正

常地发育成双尾鳍鱼 ;倘若卵子中缺少这种
“

因子
”

或受到影响
、

损伤
,

在遗传上的双尾鳍

鱼便形成单尾鳍
。

本文报告了应用 P E G (聚乙二醇 )处理和 u v (紫外线 )辐射不 同发育时期的金鱼胚

胎的观察结果
。

l 材料与方法

于 1 9 8 4一 19 8 5 年以经过多代选育的金鱼 ( ca
r 。 了: i “ ; 。 。 。 , “ :

)— 红龙睛和黑龙 睛

所产的卵子进行实验
,

分二部分进行
。

L l 试验液的配制和处理方法 选用分子量为 1 0 0 0 的 P E G 作为实 验 处 理 药剂
。

用冷开水配制成 7个梯度浓度 ( 多并一 30 外) 的 P E G ,

然后选用早期卵裂阶段的胚

胎
,

浸抱在其中
,

处理时间达 9 6五
。

处理后移至冷开水中培养
,

化 后
,

在解剖镜下观察其

尾鳍的变化
,

并统计单尾鳍的形成率
。

用早期卵裂阶段的胚胎为材料
,

以 10 % P E G 为固定浓度
,

浸泡不同时间 ( 5 个时程

* 中国科学院海洋研究所调查研究报告第 1 7 0 8 号
。

自选课题
。

金鱼单尾鳍形成的研究 I , H 先后发表于本 刊 1 9 8 9 年第 5 , 6 两期
。

收稿日期 : 1 9 9 0 年 3 月 13 日 ;接受 日期 : 1 9 9 2 年 11 月 1 日
。
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组 )
。

培养 4 d后
,

观察单尾鳍出现频率
。

取 5 个时期的胚胎—
l 一细胞

、

囊胚
、

下包 l / 2
、

下包结束和视泡形成期作为实验材

料
。

每个发育期分别置于 7
.

5多和 10 务两个浓度的 P E G 中
,

浸泡 d4
,

然后统计单尾鳍

出现率
。

L Z 紫外线灯的选择和照射方法 应用 22 o v ,

巧w 的
“ U ”

形紫外线灯管
,

波长 3 7 0n m

左右作为处理光源
。

照距为 12 一 1 4 o m
,

卵子离水表面在 0
.

5。 m
。

将人工授精的卵子
,

用镊子剥去卵膜
,

然后将卵子置于用有机玻璃板制作的小穴中
,

在解剖镜下把卵子需要照射的面定好位
,

并进行照射
。

L .2 1 前后轴植物性半球卵质辐射 以卵子第一次分裂面的前后方向作为前后轴 ; 卵

子侧面放
,

以第一次分裂面与板面垂直
,

用薄铁片将动物性半球胚盘掩盖住
,

只照射植物

性半球一侧卵质 (见图 l a
)
。

不同发育时期胚胎照射不同时间
。

L .2 2 左右轴植物性半球卵质辐射 以卵子第一次分裂面的二侧作为左右轴 ; 卵子侧

面放置
,

以第一次分裂面与板面平行为照射面
。

将胚盘掩盖
,

照射植物性半球一侧卵质

(图 l b )
。

不 同时期照射不同时间
。

丫

10 15

P EG浓度吸沁 )

图 1 U v 辐射卵子植物性半球卵子的示意图

F 19
.

1 S k e t e h m a P o f i r r a d i a t i n g t h e v e g e t a l

图 2 不同浓度

F 19
.

2 F o r m a t i v e

P E G

r a t e o f

中单尾鳍的形成率
5 i n g l e e a u d a

l f玉n

e y t o P l a s m o f th e
e g g

w i t h

i n C a r a 了5 1“ 了 a u r a t “ s

U V

i n C a r a s s i “ s a “ r a 不“ 了 i n d i f f e r e n t c o n e e n t r a -

t i
o n o f P E G s o l u t i o n

2 实验结果

.2 1 P E G 对卵子作用的单尾鳍效应

2
.

L l 不 同浓度对尾鳍发育的影响 结果表明
,

P E G 能使遗传上双尾鳍金 鱼 变成单

尾鳍
,

而且这种尾鳍的变化都是标准型的单尾
,

没有一条单
,

尾鱼在 尾鳍上附有一小片鳍

膜
。 5务浓度的 P E G

,

便可 以引起单尾鳍的形成 ; 10 多的浓度
,

单尾鳍出现频率可达到

46
.

6多 ; 18 外的浓度
,

出现频率可高达 83
.

3外 (图 2 )
。

而浓度高到 20 多 以上
,

很容易导

致不正常的发育
,

直至最后死亡
。

在一定浓度范围内
,

浓度与单尾率互有相关
,

其关系式

为 夕一 一 8
.

04 十 .5 1 3 xo

实验中所有的对照组所用的卵子数量
,

最少 85 个
,

最多 62 8 个
。

从这些卵长出的小

鱼
,

均未观察到有单尾鳍的出现
。
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. 2L 2浸泡不同时间对尾鳍发育的影响 结果表明
,

浸泡 6一 22 h 的实验中
,

均不能导

致单尾鳍的形成
,

而浸泡时间延至 9 h6 的
,

单尾鳍的形成率可达到 46
.

6并 (表 1 )
。

对照组

(每组最少 3 00 个卵子以上 )
,

只养在冷开水中
,

都没有发现有单尾鳍的形成
。

实验表明
,

在一定时间范围内
,

浸泡时间的长短与单尾鳍的形成率有密切的关系
。

表 1 浸泡不同时间对尾鳍发育的影响

PPP E G 浓度 (% ))) 浸泡时间 ( h ))) 实验数数 存活数数 单尾数数 双尾数数

lll 000 6
.

000 3 555 1 222 000 12 ( 1 0 0 )
` )))

111 000 9
。

,, l乡乡 888 000 8 ( 10 0 )))

lll 000 1 2
。

000 l 555 999 000 9( 10 0 )))

111 000 2泛
.

000 1 555 888 000 8 ( 10 0 )))

111 000 9 6
。

000 1 3 777 7 555 3 5 ( 4 6
.

6 ))) 4 0( , 2
·

4 )))

l) 括号内数字为百分数
。

.3 作用于不同阶段胚胎对尾鳍变化的影响 结果表明
,

不论在 7
.

5并
,

还是在 10 外

P E G 浓度中
,

在下包结束之前的各个发育时期
,

都能导致单尾鳍的形成
,

而且越早期
,

单尾形成率也越高 (图 3 )
。

两个浓度比较
,

50「 以 10外 P
GE 处理导致单尾鳍形成 率 比 起

.2l的

叹~一二
` 一一一

。

40302010
一欲à翅并袂恕哥吹

受精卵

图 3

囊胚 下包 l / 2 下包结束 视泡期

P E G 对不同时期胚胎尾鳍

发育的影响

F 19
.

3 E f f e c t o f p E G o n t h e d e v e l o Pm e n t

o f e a u d a l f i n t r e a t e d a t d i f f e r e n t s t a g e o
f

e m b r y o i n C a r a s s宕u s a “ r a t “ 了

7
.

,务的要略高一些
。

对照组 (每组 20 0个卵子以上 )
,

都没有

单尾出现
。

.2 2 u v 辐射卵质的单尾鳍效应

.2 .2 1 辐射前后轴植物性半球卵质 结果

表明
,

照射植物性半球卵质
,

可以使双尾变

成单尾 (表 )z
。

在 8一细胞以前照射
,

单尾形

成率都在 40 多 以上 ; 4一细胞期
,

延长照射时

间
,

还能提高单尾形成率 ; 而 1 6一细胞期的

照射
,

竟然没有一条单尾出现
。
对照组单尾

鳍出现率只有 1
.

9外左右
,

与实验组相比
,

有显著性的差异
。

这表明
,

植物性半球卵质中

某些物质受到辐射损伤
,

导致了单尾的形成
。

可 以推论
,

这种物质是可以流动的
, 8一细胞

以前位于植物性半球 ;到 16 一细胞期
,

逐渐流向胚盘
,

以致即使加大辐射剂量
,

也不受影

响
。

这里应该指出
,

辐射时间继续延长
,

卵质会受到更大的破坏
,

会导致不正常的发育
,

出

现畸形胚
。

上述现象说明
,

卵子中那种物质可能是控制双尾鳍形成的物质 (称为
“

调节因

子 ,’)
。
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表 2

E f f e c t

UV辐射卵子前后轴植物性半球卵质的单尾鳍发育效应
of V Ui r r a di a ti n g th e v e ge ta l e y t opl a s m a l on g th e a n te r o一

p os te r i r o

of th e e g g on th e de v e l oPm e n t of s i n gl e oa u da l f i n i n C a r a ` s萝扮了 a 扮r a t“ s

辐射时间(s ) 乡一 1 0 1 5一 2 0

辐辐射时期期 2
一

细胞胞 4 一细胞胞 8
一

细胞胞 4
一

细胞胞 1 6
一

细胞胞

卵卵子数数 2 999 l 888 1 999 1 555 999

尾尾鳍形成数数 2 888 1555 l 444 444 777

实实实 单尾
{影影 ;{

.

111 666 ,

;
.

。。 444

lll验验验验验 4 0
。

00000 1 0 0
。

00000

组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组 双双双尾

{影影 ;;
.

999 999
_ 777

名名
777

666666666 0
。

000 5 0
。

UUUUU 1 0 0
。

000

对对对 。 。 (尾 ))) 1
.

,,

}
.

,,

{
.

999 444

}
.

,,

照照照 月 告 J笼盔 /刃尹 、、、、、 3
。

77777

组组组
、 7口 /////////////

双双双尾
{影影

1 5 ,, 1 5 555 1弓,, 1 0333 1 1666

9999999 8
。

111 夕8
。

111 , 吕
.

】】 9 6
.

333 9 8
。

333

表 3 U v 辐射卵子左右轴植物性半球卵质的单尾鳍发育效应

T a b
.

3 E f f e e t o f U V i r r a d i a t i n g t h e v e g e t a l e y t o P l a s m a l o n g t h e l e f t一 r i g h t a x i s o f

t h e e g g o n t h e d e v e l o P m e n t o f s i n g l e c a u d a l f定n i n C a r a , , i u : a “ r a r u :

辐辐射时间 (
s
))) l 000 1 ,一 2 000

辐辐射时期期 2一细胞胞 4一细胞胞 8
一

细胞胞 1 6
一

细胞胞

卵卵子数数 1444 l 666 2 999 1 888

尾尾鳍形成数数
户户

666 l 999 888
11111222222222

实实实 单尾
l影影

8 ___ 444 ,

;
.

,, l

;
。
,,

验验验验 6 6
。

777 6 6
。

7777777

组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组 双双双尾
{影影

444 222

;;
.

,, 777

3333333 3
。

333 3 3
。

33333 8 7
。

555

对对对 单尾
{影影

333

}
.

777

:
.

777

}
.

777

照照照照 1
。

999999999

组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组组 双双双尾
澎澎

15 555 1 1 666 1 1 666 1 1 666

9999999 8
。

lll 9 8
。

333 9 8
。

333 9 8
。

333

.2 .2 2 辐射左右轴植物性半球卵质 结果表明
,

照射左右轴一侧卵质
,

也能导致单尾

鳍的形成 (表 3 )
。 4一细胞期以前的辐射

,

60 务 以上能形成单尾 ; 可是 8一细胞以后
,

单尾

形成率显著下降
,

降至 10 多左右
。

这同上面的实验结果是一致的
,

这进一步表明控制双

尾鳍形成的物质先在植物性半球之中
,

随着胚胎的发育逐渐流 向胚盘
,

控制双尾鳍基因的

表述
。

如果在 8一细胞 以前这种物质未进入胚盘而遭到破坏
,

那么卵子就不能形 成 双 尾

鱼
,

而只能形成单尾鱼
。
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讨论与小结

P E G 诱导单尾鳍形成的作用性质 P E G 作为细胞融合剂被应用之后
,

引起了人.

,J,J

们极大的关注
,

对其作用性质
,

作了广泛的探讨
。

目前普遍认为
,

它富有粘性
,

起着细胞之

间粘合的作用
,

使细胞膜彼此紧密地接触
。
除此之外

,

尚未见到它影响细胞核而导致基因

结构或基因表达改变的报道
。

那么
, P E G 诱导双尾鱼变成单尾鱼的作用机理是什么呢 ? 这里有两种可 能的解释

:

第一
,

它可能通过改变胚胎细胞表面性质
,

而影响尾鳍原基细胞的运动
,

进而导致形态发

育的变异
,

呈拟表型现象
。

第二
,

也并不排除对卵质中某些物质 (前二文已提及的
,

调控双

尾鳍形成的物质产生影响从而导致单尾鳍的形成 )的影响
。
究竟哪一种解释更恰合 于 实

际
,

有待进一步研究
。

.3 2 U v 辐射的作用性质 U v 的作用
,

显然只涉及细胞质本身
,

因实验设计是保护细

胞核不受辐射
。

这里应该指出
, U v 辐射卵质

,

能引起各种畸形胚的出现 (作者未发表资

料 )
。

由于本文只涉及单尾鳍形成
,

所以只择其这方面资料列于本文之中
。

从实验结果可以看到
,

在相同的照射时间内
,

卵子在 2一细胞期或 4一细胞期
,

较容易产

生单尾 ;而 8一细胞或 16一细胞期
,

形成的单尾就较少
。

这里用照射后细胞表面特性的改变

的上述观点是解释不了的
。

只能有一种可能的分析
,

即 U V 辐射机理是影响或破坏了卵

细胞质中某些物质 (控制双尾鳍形成的物质 )所致
。 4一细胞期以前

,

这种物质在植物性半

球之中
,

易受到 U V 损伤
,

故较易形成单尾 ;而当胚胎发育到 8一或 16
一

细胞时
,

此种物质已

流向胚盘之中没受到照射的影响
,

所以此种物质继续发挥调控作用
,

产生了双尾鳍鱼
。

总之
,

双尾鳍金鱼变成单尾的研究
,

已发表了数篇文章
。

所采用的手段尽管各 不 相

同
,

但结果是一致的— 都能形成单尾
。

为此
,

我们提出一个设想
。

3
.

3 假设 O p p e n h e im e r
( 1 9 3 6 b ) 和童第周等 ( 1 9 4 5

, 1 9 5 1 )曾研究过鱼类卵子的发育

能力
,

他们指出 :
鱼类卵子有某种存在于植物性半球内的形态建成物质

,

有此种物质
,

胚

胎方能形成
。

这是细胞质控制基因活动的一个很好例证
。 D a v i ds o n

( 19 7 6 ) 也指出
,

卵

质内的物质存在着异质性
,

其中有许多决定子作用于基因组
,

调控特定基因的表达
。

蔡难

儿等以及 D a v i d s o n
等 ( 1 9 8 5

, 1 9 7 6 , 1 9 5 5 , 1 9 8 7 )的实验表明
,

卵子中异质性物质是呈区域

性分布的
,

故不同区域会分化成不同的组织或器官
。

借鉴于上述的观点
,

并依据我们在金鱼的一系列研究结果
,

可以提 出一个假说
: 金鱼

卵细胞质中有一种负有控制双尾鳍形成的物质 (或称
“

调节因子
”

)存在
。

此种物质受到损

伤
、

影响或被切除
,

双尾鳍便不能形成
,

而只能形成单尾鳍
。

此种物质位于植物性半球之

中
,

发育到 8
一

16 一细胞期
,

基本上已流进胚盘
。

本突验是给这个假说从另一侧面提供一

个例证
。

而且这个假说可以进一步说明
,

基因性状的表达是受细胞质所控制的
。
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