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核的演变和大核原基的发育
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摘 要

巨用 D 针
’
工冷尤

·

几色水 汀 乙 戈伪尾柱虫仔 1生生值过 忠
;阳内种七 沟

`

州艺最反杂的丰妇见象进

行 J 现察
.

吐
“

降客份
”
的 衫成并向第一次成熟分 望中期转变期问

, “
伞盖

”
和

一

}
“

二物
”

_

提

色质国乙 问目始主终目ID N 人 荧光丝状物相联
, “

重物
”
染色尽孔创随石

“ `
一

盖
”

部染色质丝

编短变 组而逐渐变刁
、 ,

=]] 注中阴染色体形哎的同时消失
.

为解释土述袄支过程
,

注讨论中提

出了一个细胞学动 怂模型
.

立大核原基的发育过程中
,

于染色体多线化之前先山染色质丝转

变为短杆状染色体
.

这些染色体移 !门该的一 极
,

然后从一端开始解螺旋并 问核的 另一 汲 {户

展
.

在此期间
,

可以观察到某些染色体成双存在
.

关键词 纤毛虫
,

戌熟分裂
, 一

“
};华落伞

”
期

,

大核原基
,

染色体
,

多线染色体
,

有性生殖

在腹毛类纤毛虫有性生殖过程中
,

核器演 化的程序基本上是大同小 异 的 〔 ` “ .

在此

过程中
,

以 “
降落伞

”
核出现为标志的第一次成熟分裂和以多线染色体的形成及解体为

标志的大核原基发育最为复杂
.

虽然许多学者对这些核现象作 了大量的观察和描述
,

但

限于某些染色方法的非专一性或灵敏度不高
,

至使对某些结构的本质及其演 化难以作出

准确的评价 〔 2
~

6 〕 .

近年来
,

一种新型的与 D N A 结合的高度特化而又灵敏的荧光染科

4
’ 一 6一 iD

a m i id llo
一 2 一 p h叨 y h n

do l e
( D A P )I 被成功地用于线粒体 D N A

、

支原体和病

毒的检测 〔 ’ , ” ’ ,

并对 日本精虫 ( B l e P乃a ,
,

i s n , a j a P o ,: i c z̀二 ) 减数分裂进行 了快速鉴 定
〔 。 ’ .

本研究应用 D A P I 荧光染色法对冠突伪尾柱 虫 ( p
、 。 l̀

coj 。 。 : 勿 al : 汀 : at al ) 接合生殖周

期中的核器发生作 了进一步的观察
,

并对某些基本的细胞学问题作 了澄清和讨论
。

1 材料和方法

1
.

1 细胞和培养

本实验所用阴 尸
.

。 川 : l’a C
。

和 C
: `
两个细胞系为两个不 同交配组合 卜。勺克隆后代

,

分属两个不同的交配型
,

是两 补年青的能够相互接合的株系
.

培养方法与以前的报道相

同
〔 “ 〕 。

侧吮 , . ` , . . . . . . . . .州,

一
~

一
.

-
~

一 - 一

本文 1 98 9年 2 月2 3日收到
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,
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1
。

2 诱导交配

当 C
。
和 C

, 4

两个细胞系培养至对数生长期时
,

各取大致相等数量的虫体混合于盛

有 P ir n 黔 h e im 氏培养液的培养皿内
,

置 27 ℃恒温培养
,

约 15 一 20 小时后可 形成 大量

接合对
。

1
。

3 细胞学观察

自接合对形成始
,

每隔 1 小时取样一次
,

用微吸管将出体置于涂有蛋 清 衫i寸载玻片

上
,

吸去多余灼培养液
,

待标本将干未干时滴一 滴 C ar
n o y

’ s
液固定

,

空气干燥保存
。

镜检前加一滴 D A PI 水溶液 ( 1 0升g / m l) 于干燥的虫体上
,

盖上玻片
,

吸去边缘多余

的液体
,

即可在 O l y m p u s
荧光显微镜下观察

,

发射波长 4 30 n m
.

D A IF 水 溶 液可

置于冰箱 ( 4 ℃ ) 保存 1 年以上而染色效果不变
。

2 结 果

2
.

1 荧光反应强度

p
.

` 汀: at at 是一种多核的腹毛类纤毛虫
,

常具大核 60 枚左右
,

小核约 8 枚
,

大
、

小

核都有着强烈的荧光反应
.

在接合生殖过程中
,

不同的核器于不同的发育时期
,

其荧光

反应强度有着很大的差异
.

当接合对形成后
,

接合体内以老的大
、

小核荧光反应最强
,

呈黄白色
。

这种状态一直可以持续到拟包囊时期
,

其老的核器逐步被解体吸收
。

在新核

器发生过程中
,

膨大的小核及各次分裂前期
,

其荧光反应较弱
,

呈黄绿色 ; 但分裂中期

由于染色质或染色体的浓缩和集中
,

其荧光反应较强
,

几乎可以达到老核器的程度
。

在

大核原基发育过程中
,

由染色质丝缩为染色体
,

再由染色体伸长至多线染色体的形成
,

其荧光强度逐步增加
。

随后多线染色体瓦解
,

进入所谓 D N A 贫乏期
,

荧光反 应 几乎消

失
,

大核原基呈浅灰色
.

当 D N A 再次开始合成
,

染色质向大核原基中央聚集直至大核

原基分裂
,

其荧光反应强度再次回升并最终恢复到营养体的水平
.

2
.

2 “ 降落伞
”
核的演变

在预备分裂完成之后
,

每个按合体的前子核退化而后子核逐渐膨大
.

当核内出现染

色质丝并 向中央聚集时
,

即进入第一次成熟分裂的前期
。

然后
,

中央染色质 团向核的一

极辐射出许多丝状物
,

标志着
“
降落伞

”
核早期的开始 ( 图版 I 一 1 , 2 )

.

随着辐射

丝状物不断向核的一极转移
,

中央染色质团亦向核的另一极移动
,

其体积逐步缩小
.

染

色质在核内的分布及其所处的状态明显分成两部分
,

一极呈疏松的新月形
,

另一极为较

密实的染色质团块
,

形态恰似一个典型的降落伞
,

在
“
伞盖

” 和下垂的
“ 重物

” 之间有

明显的荧光丝状物相联 ( 图版 I一 3 , 4 )
。

此后
, “

伞盖
”
部的染色质丝开始缩短变

粗
,

而另一极的染色质团仍保持着密实的状态 ( 图版 I一 5 )
.

随着
“
伞盖

”
部染 色质

丝的不断收缩并向中期板位移
,

跟踪观察表明
,

.

相应一极的染色质团并不移动
,

但体积

越来越小
,

二者之间仍由荧光丝状物相联系 ( 图版 I 一 6 )
.

当这些染色质丝收缩达到

最大限度而形成许多短杆状或颗粒状染色体并停留在 中期板上时
,

另一极的染色质团亦

随之消失 ( 图版 I 一 7 )
。

上述结果表明
,

在
“
降落伞

” 的发生
、

发展过程中
, “

伞盖
” 和 “ 重物

” 两种形态

结构不是绝然分开的
,

其间自始至终由染色质丝 ( D N A ) 维系着
.

当 “
伞盖

”
染色丝不
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.

门 个立培
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断缩短变祖时
, “ 重物 ” 染色质团亦不断变小

,

并随着染色体的形成而消失
。

因此可以

推断
,

这块密实的染色质团直接参与 了染色体的形成
.

2
.

3 大核原基的发育

当接台对分离成 2 个接合后体后
,

在大约 2 1小时内
,

大该叭基除了休积逐步膨大
,

其内有一些荧光反应很弱的丝状物外
,

没有发现明显的结构变化
.

拟包囊形成 后
,

大核

原基内的染色质丝开始缩短并逐 渐转变成短杆状的染色体
,

并可清楚地看出某些染 色体

成汉存在
,

和一般减数分裂时所见的终变期图象一样 ( 图版 l 一 1 , 2 )
.

按着
,

染色

休移向核的一极
,

成双的染 色体仍清晰可辨 ( 图版 l 一 3 )
.

然后
,

染色体从一端开始

解旋并向核的另一极伸展
,

大核原基内再次充满荧光丝状物和正在解旋
; 件染色体 ( 国版

l 一 诬 )
.

限踪观察表明
,

各染 色体的解螺旋有先有后
,

不是完全同步进行
;

公
,

也没有

发现其中一部分染色体不参与这一结构变化
.

随着解旋后为染色质丝不断仲 及
、

几钊和

加祖
,

就左令变为多线染色体 ( 图版 l 一 5 )
.

多线化结束后
,

多线染色体便开始瓦解
,

核内留下许多大小不等的荧光颗粒 ( 图版 亚一 6 )
.

当这些荧光颗粒消失后
,

核内可见

一些荧光反应很弱的类膜状物 ( 图版 l 一 7 )
.

其后大核原基完全失去荧光反应
,

呈暗

灰色
,

进入 D N A 贫乏期 ( 图版 I 一 8 )
.

值得注意
,
.

勺是
,

在 D N A 贫乏期结束时
,

同样

发现有一块相当大的核物质团从大核原基内排出
,

其上可见数个孔 }同
.

垫扮七反应 比周 围

残留的核器要弱得多 ( 图版 亚一 9 )
.

此后
,

大核原基内再次出现荧光反应 并 不 断加

姆
,

染色质亦随之向核中央聚集 ( 图版 亚一 10 )
,

表明新的 D N A 合成正在 进 行
.

当大

核原基不断伸长并开始分裂
、

小核进入配后第一次有丝分裂前期时
,

二者的荧光强度就

恢复到正常大
、

小核的水平 ( 图版 互一 1 1 )
.

经过效次连续沟核分裂
,

虫体进入下一个

无性繁殖周期
。

3 讨 论 .

在某些纤毛虫尤其是腹毛类纤毛虫中
,

第一次成熟分裂前 期出现独特 均
“
降落伞

”

图象
,

曾引起 了许多研究者 i为兴趣
,

并作了大量的报道
,

如棘尾虫
〔 “ , 5 ’ 、

伪尾往虫 〔 ` , 6 ’ ,

游仆虫“ 。 〕
等 等

.

这 些 研 究都发现在
“
伞盖

” 和 “ 重物
” 之间有丝状物相联

,

然而
,

由于一些传统染 色方法的灵敏度或分辨力有限
,

均未能揭示这些丝状物的 本 质
.

利 用

D A IP 这种专门显示 D N A 的荧光染 色技术
,

观察到这些丝状物发出清晰的荧 光
,

从而

准确判明了它们的 D N A 属性
。

因此可以认为
,

所谓
“
降落伞

”
核

,

实际上是染 色 质丝

( 解旋
;

.

;.i染 色休 ) 在第一次成熟分裂前期的一种特殊的结构变化形态
, “

伞盖
” 和 “ 屯

物
” 不是孤立的两部分

,

而是由丝状物 ( D N A ) 联系 在一起 的 整 休
.

这 一 结 论 与

R ia k vo 的 下 述 看 法一致
,

他认为
“
降落伞

” 期相当于经典 减 效 分 裂 的 合 线 期

(
z y g o t e 且 e ) 戏花束期 ( b

o u q u e t )
,

与其它纤毛虫减数分裂时 }
’
;勺新 月 期 (

e r : s e e n t

s t a g e
) ) 类似

〔 ’ “ .

关于
“ 重物

”
染 色质团的归 宿

,

除史新柏推 测
“ 可能原地消失

,

不参与染色体的形

成 ”
外

〔 石〕 ,

其他研究者均未明确说明
〔 “ , ` , ’ 。 〕 ,

我们以前的观察亦未能查 明 其 演 变 过

程 〔。 , .

现在的结果显奋界
, “

伞盖
” 和 “ 重物

” 之间不仅有染色质丝 ( D N A )维系
,

而且

“ 重物
”
染色质团是随着

“
伞盖

”
染色质丝向染 色体转变的过程中不断变小而最终消失
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的
.

这可推测为
“ 重物

” 染色质团不仅 参与了染 色体的形成
,

而且直接构成各条染 色体

的另一端
。

为了说明
“
降落伞

” 的演化过程
,

根据实验观察结果
,

作者设想这样一个细胞学动

态模型
:

在第一次成熟分裂早前期
,

所有的染色体处于高度解螺旋状态 ( 染色质丝 )扩

当染色质丝相互缠绕并向核中央聚集的时候
,

螺旋化亦伴随着进行
。

由于螺旋化是从各

条染色质丝的一端开始的
,

所产生的旋转力使这一端解离中央染色质丝团并以辐射的方

式不断伸向核的一极而成为
“
伞盖

” ,

另一端则进一步相互缠绕成更密实的染色质 团
,

即我们所说的 “ 重物
” .

各条染 色质丝的中间一段既没有螺旋化也没有相互缠绕 ( 芡光

丝状物 )
,

是 “
伞盖

” 和 “ 重物
” 之间连续性的象征

.

随着各条染色质丝
“
伞盖

”
部一

端不断螺旋化和超螺旋化
,

所产生的扭力和拉力通过中间段的不断收缩而 逐 渐 将
“ 重

物
” 的一端 回收

,

正如手执线球的线端不断拉扯一样
,

至使
“ 重物

”
染色质 团 越 来越

小
,

同时其反作用力亦使
“
伞盖

”
部慢慢朝中期板位移

.

当螺旋化和超螺旋化达到最大

限度时
, “ 重物

”
一端回收完毕

,

核相由前期进入中期
。

这一模型同样适于解释其它纤

毛虫
“
降落伞

” 核的演化
.

至于是否所有解旋染色体 ( 染 色质丝 ) 的分布 均 跨 越 “
伞

盖
” 和 “ 亚物

” 两极贝;!是不清楚的
,

这是因为该虫染色体小而数多
,

加之中段荧光丝状

物纤细且
.

相互贡叠
,

很难准确计数
。

在 P
. : 万 : la 勺 大核原基发言的早期

,

即 24 小时左右的接合后体内
,

一直是以染 色

质丝的状态存在
,

只是拟包囊形成后
,

这些染色质丝才转变成短杆状的 染 色 休
.

这 与

A m m e r m a n n 在棘尾虫上观察结果不同
,

他认为染色体在早期大核原基 内就 是以浓缩

状态存在的
〔 “ 〕 ;

而与孙玉森等在该虫上的观察结果一致” 。

在棘尾虫大核 原 基 发育过

程中
,

他们发现大约只有 1/ 3的染色体参与多线化
( “ ’ .

在 p
.

cy 细浏 a
却没 发 现类似现

象` 我们的观察结果表明
,

染色体解螺旋化是不 同步的
,

但最终都参与 了多线化进程 `

J e r e : 。
提出棘尾虫大核原基内的多线染色体是同源染色体联会后 多 次 加倍 而 成

的 〔 ’ ` ’ ,

孙玉森等亦发现多线染色体上存在不联会的区段
,

但没有在染色体解 旋后跟踪

到联会发生的过程 ”
.

在 p
.

o l’s at at 大核原基的发育早期
,

当染色质丝转变成 染色体

后
,

如果不是全部的话
,

至少有部分染色体是成双存在的
。

但因此就作出结论认为多线

染色体是同源染色体联会后多次加倍的结果 尚未有充足的证据
,

因为放射自显影观察表

明
,

染色体出现之前的大核原基内已有 D N A 前体掺入
,

说明多线化之前的染色体 (染

色质丝 ) 至少复制过一次
.

这就意味着成双存在的染色体或者是同源染色体联会的二价

体 ( b i v al e nt )
,

或者是同一着丝点连接着的两条姊妹染色单体所组成的二联体 ( d y ad )
。

但无论如何
,

这一发现是有启发性的
,

即将追索联会是否发生的时间提前到染色体出现

之前
,

而不是解旋之后
。

p
.

。汀、 at at 多线染色体的解体与棘尾 虫和游仆虫的情况相似
〔 ’ 2 ~

’ ` 〕 ,

它 们 的横带

先缩成圆形然后断裂成大小不等的颗粒
.

这些颗粒的荧光反应很 强
,

说 明 D N A 虽已

断裂成许多节段但并未消失
.

当进入 D N A 贫乏期时
,

大核原基内充满了荧光反 应微弱

的类膜状物
.

这与棘尾虫和游仆虫多线染色体解体过程的电镜观察是一致的
,

即多线染

l) 孙玉森等
,

中国原生动物学会第四次学术讨论会论文摘要汇编
,

1 9 8 7 ,

p p ,
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: “

降落伞
”
核的演变和 人依原基灼发育 8 5

色体的各个带区先被类膜状物包围并分隔成一个个的膜囊而解休的
〔 `今 〕 。

一个有 趣的现

象是
,

用蛋 白银染色
,

我们曾发现有一大块核内物质从大核原基内排出
,

但不了解它的

性质 〔 6 〕 。

荧光染色同样观察到 了这块神秘的核物质团
。

鉴于它的荧光反应 微 弱
,

看来

所含D N A 成分极少
,

很可能是多线染色体解休后所留下灼类膜状物在核 内缩 聚成一团

而排出核外的
。

图版 I 冠突伪尾柱虫
“
降落伞

”
核的演变

P l a t e 1 C y t o l o g i e a l p a t t e r n o f t h e P a r a e h u t e s t a g e i n P
. e r f s t a 士a

.

1
.

接合对
,

示
“
降落伞

”
核早期

.

左虫为侧面观 ( 空心箭头 )
,

小箭头和大箭头依次

指右虫的中央染色质团和辐射荧光丝状物
. x l o。。

2 ~ 3
.

接合对
,

示
“
降落伞

”
核的进一步发展

,

小箭头指中央染色质团
. x l 。。。

4 一 5
.

典型的
“

降落伞
”
图象

,

示
“
重物

”
染色质团 ( 白色小箭头 )

, “
伞盖

”
( 黑

色大箭头 )
,

以及二者之间的荧光丝状物 ( 白色大箭头 )
. x l o 。。

6
. “
降落伞

”
核晚期

, “
伞盖

”

染色质丝进一步缩短变粗并向中期板位移 ( 黑色大箭

头 )
,

越来越小的
“
重物

”
染色质团 ( 黑色小箭头 )

,

以及它们之间的荧光丝状物

( 白色小箭头 )
. x i 00 0

7
.

第一次成熟分裂中期
, “

重物
”
染色质团消失

,

染色体处于中期板上 ( 黑色大箭

头 )
. x 1 00 o
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图版 互 大核原基的发育

P la te l1 De ve l o pm e n t飞
o f t he ma e ur o ne lea a r n la gei n P

. c r￡“ 才a ta
.

1
.

拟包囊
,

示大核原基 (M A )内染色体的形成
,

箭头指某些染色质丝二端已缩短变

粗
,

而另一端仍保持丝状
. x 10。。

2
.

大核原基
,

示某些染色体成双存在 ( 箭头 )
。 x 1 0 0。

3
.

大核原基
,

示染色体向核的一极迁移
,

及成双存在的染色体 ( 箭头 )
. x 1 2 5 0

4
.

大核原基
,

示染色体解螺旋
。

箭头指某些染色体一端已经仲民而另一端仍保持紧缩

状态
。 x 1 0 0 0

5
.

大核原基
,

示多线染色体
. x 1 2 50

6
.

多线染色体解体
,

大核原基内充满大小不等的荧光颗粒
. x l 。。 0

7
.

大核原基内荧光颗粒几乎消失
,

剩下一些荧光微弱的类膜状物 ( 箭头 )
. 火 1。。。

8
。

大核原基 D N A贫乏期
。 x 1 0。。

9
.

收缩期的大核原基
,

及其内排出的物质团 ( 箭头 )
。 x 1 0 0 0

10
.

大核原基
,

示重新出现的染色质团 ( 箭头 )
. X l o 00

1 1
.

一新生幼体
,

示大核原基开始分裂 ( 箭头 )
,

小核 r M l) 进入配后第一次有丝分

裂前期
. x i 00 0
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