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桑蚕蛹期卵巢移植及其生物学

效 应 的 研 究

钟仰进 吴维光

(蚕桑 来 )

摘 要 本文报导桑 蚕在蛹期进行卵巢移植试验的成功
,

并调查了卵巢 移入雄蛹后的生

物学效应
。

明确了血液 中卵黄原蛋白向卵巢移行的时期是在蛹期
。

试验表 明
:

蛹龄 Z h 的

雌
、

雄蛹 在低温抑制后进行移植为适 宜 ; 卵巢植人雄蛹 后受体发育 良好
,

羽 化率达

8 2
.

5% 一 1 0。%
;

雄蛹内卵巢能形成成熟卵
,

但卵大小
、

重量和 卵 内蛋白质
、

核酸含量 以

及卵超微结构发生了一些变化 ; 用人工单性生殖方法处理堆蛹内的发育卵
,

得到 1 4
.

2环

~ 16
.

0 % 的成胚率
,

进一步研究可望获得后代
。

关键词 桑蚕
;

卵巢 移植
;
生物学效应

桑蚕 幼虫期 的 卵巢移植试验 已有 不少 报导
,

梅谷与 〔 9一 ” 〕在 异 品种 间进行移植
,

获

得部 分成熟卵
,

并证明化性等性状 受受体 血液 的影 响
,

福 田 l[ ’ 〕等也通 过 试验 注意到 卵

巢发 育与血蛋 白有 密切关系
。

近年有 很 多文献 〔’ 2
· ’ `〕报导有关桑 蚕幼 虫期 卵巢植入雄蚕

及其 生物 学效 应的研究
,

并根据结果 解释 了一 些生理生化 等方 面的 间题
,

并对雄体发

育 卵作人工单性生殖处理获得少量后代
。

但幼 虫 期移 植受体 死亡率 高达 70 % ~ 8 0 %
,

给研 究带来困难 .9[
’ ” 1

。

梅 谷与 ,
’ 。 〕认为

蛹期 移植难以成功
,

一直未见有关蛹期移植的报导
。

本研 究 目的是摸索 蛹期 卵巢移植

技术
,

观察卵巢植 入雄蛹 后的生物学效应
,

为今后研究提供依据
,

并根据试验结果
,

在

前人研究的基 础上 探索血蛋 白与卵形成 的关系
。

材料与方法

1
.

1 材料

所用蚕 品种有二化原种 7 5 3 2
、

多化原种 1 3 7
、

二化 杂种两广 一号 (新九 X 7 5 3 2 )
、

多化杂种广农 3 号 ( i 3 7 X 秋 3 0 3 )
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 卵巢移植 将雌雄蛹麻醉或低 温抑 制 后用薄膜将供体受体 固定 于 蜡盆
,

用

70 % 酒精作 体表消 毒
,

用消毒过的小 刀
、

镊子等 在雄蛹第 5 腹节 背 管一 侧或两侧切开

小 口
,

除去辜丸
,

迅速 从雌蛹第 5 腹 节背管 一侧 或两侧取 出卵巢 植 入雄蛹内
,

用硫酸

链霉素少许作伤 口 消毒
,

手术后置于 16 ℃下 保护 24 h
,

再置 于 23 一 26 ℃
,

相对 湿度

8 3 % 一 8 8 %下观察
.

在 试验 中
,

除去 2 个塞 丸植 入 2 个 卵巢 的受体 记作
“

双移
” 、

除去 1 个 塞丸植 入 l
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个 卵巢 的受体 记 作
“

单移
” ,

不除辜丸而 植入 1 个卵巢 的受 体记作
“

单加入
” 。

一 2
.

2 分 组试验 第 一组用 乙醚麻醉 3 0 m i n 后移植
,

蛹龄为 o h
、

Z h
、

一0 h 3 个时

期
;
第 2 组 用 l 一 4℃抑 制 6一 10 h 后 移植

,

如上 处理 3 个时期
。

采 用
“
单 移

”

方式
,

每

个 时 期各 移植 20 个 (
“ 7 5 3 2 ”

)
,

根 据上 面 结果选 择适 宜的 方法 和 时期 进 行
“

单 移
” 、

“

双移
” 、 “

单加 入
”
的 移植

,

观察 受体 发育
,

调 查羽化 率和发育 卵的重 量 及大 小
。

1
.

2
.

3 电镜观察 制样参 照武 井等 川的方法
,

用 5 叼戊二 醛 5℃ 下 固定 10 日
,

然后用

针 刺破卵壳
,

用 磷酸缓冲液冲洗
,

再用 1%俄 酸 5℃ 下 固定 l 日
,

透视 电镜观察的再经

冲洗
、

脱水
、

包埋
、

切片
,

用 E M 一 40 。 电镜观察
;
扫 描观察的 则经 脱水 后千燥 喷金

,

用

sJ M 一 2 55 电镜观察卵表构 造
.

1
.

2
.

4 核酸含 量 测定 参 照朱 俭川和 仓 田 .9[
’ 0] s T s 法 抽提 R N A

、

D N A
。

取 卵 50 0 粒用

5% H cl o ;

研磨 抽提
,

得上清液 人 和 B
,

用 s P S 一 40 0 紫 外分光光度 计测 消光值
,

用下面

能减少蛋 白质影 响 的公式 l[] 求算 R N A
、

D N A 浓 度
,

并换 算成 5 0 0 粒 卵的核酸 含量
。

核酸浓 度 ( m g / m l ) 一 0
.

0 6 2 9 A
2 ` 。一 0

.

0 3 6 OA : . 。

1
.

2
.

5 蛋 白质 含量测 定 参照 K a m el 等 l5[ l方法
,

将上 清液用 s P S一 40 0 紫外分 光光 度

计测 消光值
,

用 下 面能减 少核酸 影响 的公式 :1[ 求算蛋 白质浓度 并换算 成 5 0 0 粒 卵的蛋

白质含量
。

蛋 白质 浓 度 ( m g / m l ) ~ 1
.

4 5 o D Z。。 一 0
.

7 4 o D Z。。

工
.

2
.

6 人工单性生殖处理 参照须 贝
七” ]和 Y a m as hi at 等 〔’ 6〕的对幼 虫 期 移 植雄 体发 育

卵处理 的方法
,

解 剖羽化蛾 取 出发 育 卵
,

于 25 一 30 ℃
,

相对湿 度 83 % 一 88 纬下保护 40

h
,

用 46 ℃ 温水浸 18 m in
,

然后于 15 一 20 ℃ 下保护 4 d
,

再用 比量 1
.

0 7 5
、

46 ℃ 的盐酸

浸 s m i n
,

在 23 一 26 ℃ 相对湿 度 83 写一 88 瑞下 观察卵色 变化
,

调查成 胚率
。

1
.

2
.

7 蛋 白质电泳分离 参照 张龙翔 等
〔 2 1
方 法

,

用聚丙烯酞胺凝胶板 型 电泳
,

胶浓 度

7
.

5%
、

电极缓冲液 p H S
.

3
、

每槽 电流 3 m A
,

5 % 三 氯醋酸 一 0
.

1%考 马 斯亮 蓝染 色 Z h
,

7 写醋 酸脱色
。

( l) 蛹血 电泳
:

蛹龄 s d
,

取对 照雄 蛹
、

对照 雌 蛹
、

抑 制雄 蛹
、

抑 制 雌蛹
、 “

双

移
”
蛹

、 “

单 加 入
”
蛹蛹血 6 个 样本

,

每槽上 样 20 川
.

(2 ) 卵蛋 白电泳
:

取 对照 卵
、

抑制 卵
、 “

双移
”

及
“

单加入
”

雄蛹 内发育 卵各 1 00

粒
,

4写 N a cl 洗 涤 后用 1 m l 充 分 研 磨
,

J ℃ 下 过 夜
,

第 2 天 离心 ( 3 0 0 0 r
.

p
.

m
,

1 0

m in )
,

每槽取 中层清液 30 川 与蛹血 同板 电泳
,

染色 后 比较
,

并用 s hi m ad eu c s 一 9 10 双

波 长层析扫描 仪 在 45 0 n m 处扫 描 卵蛋 白电泳 带
.

2 结果与分析

2
.

1 移植手 术及 手术后观 察 在 分组试 验中
,

第 1 组 3 个 不同蛹龄 的蛹 用乙 醚 麻醉
,

效 果不佳
,

手术 中蛹体蠕动大
、

流血 多
,

手术 难 以进行
,

而第 2 组 中低 温抑制 效果较

好
,

蛹体活 动性 小
,

刚化蛹的进 行抑制 移植
,

由于蛹 皮薄
,

不易 固定
,

手 术较 困难
,

受

体成 活率 4 6
.

7 % ; 化蛹 Z h 的蛹 皮厚薄 适中
,

手术顺 利
,

成活率达 9 5 % ; 化蛹 10 h 的

由于卵巢管 已游 离体腔
,

手 术无法进 行
,

综 合上 面结 果
,

蛹期 卵巢移植 试验 以蛹龄 Z h

用低 温抑制 后进 行最为适宜
.
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2
.

2受体蛹 及羽化蛾性状观察 用 如上最适 的方法作
“
双移

” 、 “
单移

” 、 “

单加入
” ,

大

部分伤 口能在第 2 天 愈合
,

愈合快慢 与蛹 体活 动性有关
。

受体 羽化蛾活动性 良好
, “
单

移
” 和 “

单加入
”

蛾活动正常
,

能追逐雌 蛾并与之交配使其受精
; “

双移
”
蛾也有些能

引起兴奋
,

但不追逐 雌蛾
,

个别与雌蛾 交配 也不使其受精
。

2
.

3 羽化率调查 蛹期作 卵巢移植 受体 羽化率高达 8 2
.

5 %一 1 0 0%
,

如表 1
。

但不 同

品种羽化率有差 异
,

羽化率也受移植 方式 的 影响
, “
双移

”
蛹羽化率较低

,

其原 因是伤

口较大
,

流血较 多
,

死亡率较高
。

表 1 不同家蚕品种卵集移植受体蛹 ( 舍) 羽化率 (另 )

移植方式
供试蛹数

(个 )

两广一号

(新九 x

7 5 3 2 )

广农 3 号

( 1 3
.

7 X

秋 3 0 3 )

“ 7 5 3 2
” “ 1 3 7

"

9 0 1 0 0

1 0 0 1 0 0

1 0 0 1 0 0

1 0 0 1 0 0

1 0 0 1 0 0

9 0

8 2
.

5

9 2
。

5

1 0 0

1 0 0

95.9295100100
0nU
ō11ù几”ù.nù月,月马̀气J,兮̀

,

“

单移
”
蛹

“
双移

”
蛹

“

单加人
”
蛹

低 温 蛹

对 照 蛹

2
.

4 雄蛹内卵巢发育及卵子形成 解剖受体羽化蛾
,

可见 不少卵管片段
,

管内可见成

熟卵
,

同 时也有一些 未成熟的和 畸形 卵
,

未见到完整 的卵巢
。

一个蛾内成熟卵数 目 0 ~

14 5 粒不等
,

从表 2 可看出
,

雄蛹 内卵巢造 卵数比雌蛹 明显降低 〔7 5% ~ 9 0
.

5% )
,

以

“

双移
”
蛹尤为明显

。

表 2 “
75 3 2 ” 移植蛹单个卵巢造卵数的变化

移植方式
供试蛹数

(个 )

蛹平均造

卵数

(粒 )

单个卵巢

平均造卵

数 (粒 )

占对照的

造卵率

( % )

下降率

( % )

“

单移
”

蛹

“
双移

”
蛹

4 0

4 0

7 1
。

2

5 4
。

3

7 1
.

2 2 5
。

0 7 5
.

0

“

单加入
”
蛹

2 7
。

2

6 3
。

3

9
。

5

2 2
。

2

9 5
。

5

7 7
.

8

对照蛹 (早 )

4 0 6 3
.

4 0 5 6 9
。

2 8 4
。

9

2
.

5 雄蛹 内发育卵的重量和大小都比雌体对照 卵明显变小
,

如表 3 和表 4
。
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表 3
“

7 53 2
”

雄蛹发育卵的卵孟变化

移 植 方 式

“

单加入
”

卵

50粒重 (g ) 占对照卵重百分比 ( %) 下降率

0
.

09 1 0士 0
.

0 0 0 2

“
双移

”

卵 0
.

0 1 8 5士 0
.

0 0 0 6

8 0
.

5

7 8
.

4

( %)

5

6:
O口

1
, .孟,̀

低温卵

对照 卵

0
.

0 2 4 1士 0
.

0 00 1 1 0 2
.

1 ( 一 2
.

1 )

Q
.

0 2 3 6士 0
.

0 0 0 2

表 4
“

7 5 2 3
”

雄蛹发育卵的卵大小变化

移 植 方 式 长度 ( m m )

占对照 卵

长百分 比

( % )

下 降率

(写 )

占对照卵

宽百分 比

( % )

下降率

( % )

“

单加入
”

卵

“

双移
”

卵

低 温卵

又寸照卵

1
.

] 8 9士 0
.

0 8 5

1
.

1 5 5士 0
.

1 0 5

1
.

2 8 1 士 0
.

0 3 4

1
.

3 0 0士 0
.

0 7 0

9 1
.

5

8 8
.

9

8
.

5

1 1
,

l

0
.

9 53士 0
.

0 8 8

0
.

9 4 2士 0
.

0 9 9

1
.

0 2 1士 0
.

0 3 4

1
.

0 05士 0
.

06 3

9 4
.

8

9 3
.

7

5
。

2

6
。

3

9 8
.

5 1 0 1
.

6 ( 一 1
.

6 )

.2 6 超 微结构 的 变化

2
.

6
.

1 移植 卵表 面构造 发 生了一些 变化
,

比对 照 卵卵纹 没那 么 明显
,

气孔 明显增 大
,

“

双 移
” 、 “

单 加入
” 、

对照 卵气孔孔径分 别是 1
.

2 5 o m
、

0
.

6 o m
、

0
.

2 5 o m ( 图版 一
,

2
,

3 )
,

对 照 卵卵孔 的 卵纹成二 层花瓣状
.

而 移植 卵 则成三 层 ( 图版 1 0
,

1 1 )
。

以 上 变 化
,

过去未 见报 导
。

2
.

6
.

2 用透 视 电镜观 察 可见
,

移植卵 比对 照卵
,

卵内结构疏松
、

空泡 多
,

卵黄 颗粒较

少
,

缺 少高 电子 密度 的致 密体 ( 图版 4
,

5
,

6 )
,

但 卵黄颗 粒形 状和超 微结构 没 有特殊

变化 ( 图版 7
,

s
,

9 )
。

2
.

7 雄蛹 内发育卵经 人工 单性生殖处理 后有 1 4
.

2 % ~ 1 6
.

0 %的着色 卵
,

虽未 得到孵

化 后代
,

但结果说 明 移植 卵能进行 早期胚胎发 育
.

本 试验 对照 卵经 处理 也未 得到 孵 化

后代
,

但 成胚 率 比移 植卵 为高 ( 见表 5)
。

,

表 5
“

7 5 3 2” 移植卵人工单性生殖 的成胚率

移 植 方 式

“

单加入
”

“

双 移
”

对 照

处理 卵数 (个 ) 着色卵数 (个 ) 成胚率 (肠 ) 下降率 (% )

3 0 0

3 0 0

3 00

4 8
.

0 l 6

1 4
.

2

4 7
.

6

5 3
.

4

9 1
.

5 30
.

5

2
.

8 内含物 含 量的变 化 从表 6可 见
,

雄蛹 内发育 卵 的 R N A
、

D N A 和 蛋白质 含量都明

显 比 对照 低
,

分 别 下 降 2 2
.

1 1 %
、

5 4
.

6 9 % 和 一3
.

0 3 %
。

Y a , n a s h i t a 等
` ’ ` 1作幼 虫 期 移 植测

得雄体 内发育卵 R N A 含量 比对照高
,

但对此 变 化未作解释
。

D N A 含量 变化未 见报导
。
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表 6
“

73 52
”

移 植卵内含物含量的变化 (m g / 0 0 5粒卯 )

内 含 物
“

单移
”

卵 (二 g )对照卵 (m g )移植卵下降率 (% )

RN 人 0
。

3 8 50 0
.

4 8 80 2 1
.

1 1

DN A 0 1 9 6
。

0 3 73

蛋白质 1 1
.

2 762 0
。

84 5

54
.

9 6

4 3
。

0 3

2
.

9 蛋 白蛋 电泳 在 电脉带中
,

卵黄 原蛋 白 ( v g ) 和 卵黄磷蛋白 ( v t n) 的位 置根据

Y a m a s h i at 等 [ , ` ]的 R r 值来确 定
。

2
.

9
.

1 蛹血 电泳 如图 版 12
,

对照 雌蛹② v g 带 明显
,

而对照雄 蛹① 则不明显
,

表现

出 雌雄 v g 含量的差 异
; 低温抑制 的蛹 血③④与对照无差异 ; 植入 卵巢的受 体蛹 血⑤⑥

与对照雄蛹 比看不 出差 异
。

2
.

9
.

2 卵蛋 白电泳 如 图 版 12
,

13
,

对 照卵⑦和 低 温抑制卵⑧一样
,

蛋 白带 至少 有 12

条 (P
,

一 P , 2
)

,

而 且 Vt
“

(P
1 ,
) 带明显

,

是 主带
。

但在雄蛹 内发育的 卵⑨L vt
n

带很 不明

显
,

其他蛋 白带移植卵和 对 照卵无明显 差异
。

比较血蛋 白带和卵蛋白带
,

在蛹 血 中找不 到 卵中存在的 P ,

和 P Z

的相 应迁移率 的

蛋 白带
;
而在蛾血 蛋 白中 (图版 13 ) 则可看到 P ,

而找 不到 P : 。

用层析扫 描仪扫描 蛋 白带可 见
,

对 照卵和低温 抑制卵 ( 图 1) Vt
n

峰 明显
,

而雄 蛹 内

发育卵则缺少 v m峰 ( 图 2 )
。

1 5

l 0

l 5

l 0

5

图 1 “ 7 5 3 2 ” 对照卵 (上 ) 和低温卵 (下 ) 蛋 白峰

}份

3 讨论

图 2 “ 7 5 3 2
” “

双移
”

卵 (上 ) 和

“

单加入
”

卵 (下 ) 蛋 白峰

3
.

1 前人 .9[
, ” 1在幼虫期 进行 卵巢移植

,

受体死亡率高
,

并认 为蛹 期作 卵巢移植难以成

功
。

本试验在前人基础上摸索移植技术
,

取得蛹 期移植试验的成功
,

并确定在蛹龄 Z h
,

采 用低温抑制 l( 一 4℃
、

6~ 10 h) 后 进行移植为宜
,

可获得 82
.

5一 1 00 % 的 羽化率
。

试

验也发现品 种
、

移植 方式的不同 对移植成功率有影响
,

今后的有关试验可根 据 目的选

用 适 当的品种和 移植方 式
,

以获得较高 的羽化率
。

蛹 期 卵巢移植试验 所取 得的 成效
,

为

通 过移植进一步研 究遗 传
、

生理
、

生 化等 问题 提供 了方便
。

3
.

2 桑蚕 人工单性生殖方 法 自 A
.

T H x O M M P O B 获 得 6 % 着色 卵以来
,

经近百 年专 家学

者 探 索取 得 了 成 功 .3[
’ 钊

。

幼 虫 期 移植 雄体 内 发 育 卵也 可 通 过 人 工 方 法 获 得 少 量 后
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代
〔’ 2

·
’ ` 1

,

但 山于不 同品种 和 化性 的 卵对 各种 条件 的感受性存 在差 异
,

对 工人单 性生 殖

技术 的要求也有 所不 同
,

因而需作 多次试 验才 能摸 索 出供试 品种进 行人 工单性生殖 的

适宜 处理技 术
,

本试 验取 得 14
.

2 % ~ 16
.

0 % 的成 胚率
,

虽 未得到孵 化 后代
,

但 从能进

行早 期胚胎 发育的事实来看
,

预期通过逐 步 探索 有希望获 得后代
,

这对 遗传育 种和 生

理 生化的研 究具 有意义
。

3
.

3 移
’

植 后产 生的生 物学 效应 和雄 体发 育卵的 构造 及 内含物 的变 化等 结果 为 今 后进

一步的研究提供 参考
.

3
.

4 v 多和 Vt l l迁移率相同
,

说 明 卵 Vt
n是 卵巢 吸 收 雌体血 液 v g 而 来

,

雄体 v g 含 量 极

微 l[,
’ 6 ]

,

小原等 6F] 通过 幼虫 5 龄 中期 卵巢植入雄 体的研究
,

认为 卵巢吸收 v g 是 5 龄 后

期开始的
。

本 试验在化蛹 Z h 将卵巢植入雄 蛹
,

分析 发育 卵发现缺少 vt
n .

这说 明在植

入雄蛹 之前 卵巢没有 从雌体血中吸收 v g
,

由此 可 认 为卵巢吸收 v g是 蛹期才 开始 的
。

移植 卵和对照 卵蛋 白中都可 见 P ,

和 P
: ,

蛹血 蛋 白中不见 P :

和R
,

说 明 P .

和 P Z

是

蛹后期 以后 合成的
,

蚁血 蛋白中 不 见 P : ,

这说 明 P :

是 卵巢自身合成转入 卵内的
.
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图版 1
,

2
,

4
,

5
,

7
,

8
,

分别为
“

双移
” 、 “

单加入
”

和对照卵卵表构造 ( x Z的 。 )
,

箭头所指为气孔

分别为
“

双移
” 、 “

单加入
”

和对照卵卵内超微结构 ( x 3 2 5 0)
·

分别为
“

双移
” 、 “

单加入
”

和对照卵卵黄顺粒超微结构 ( x l8 00 0)
。
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瀚

10
,

1 2

n 分别为
“

单加入
”
和对照卵卵孔纹

蛹血与蚕卵电泳图
.

①至⑥为对照雄蛹
、

“

单加入
”
蛹蛹血 , ⑦至L为对照卵

、

低温卵

lP 一 P : :

为蚕卵蛋白带
.

( X 5 0 0 )
。

对照雌蛹
、

低温雄蛹
、

低沮雌蛹
、 “

双移
”
场

、

、 “

双移
”

卵
、 “

单加入
,

卵 , 0
,

原点
,

F 前线
,

13 蛾血与蚕卵电泳图
.

图标与图 12 相应
.

以上制作均用 ,7 “ .2 委品种
。


