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高温对桑蚕雄蛾附腺发育
及不育性的影响

欧阳永文 吴维光
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、

系)

摘要 1
.

高温 (上簇后 3’ ℃处理 ) 导致附膝晴形 ; 长度编短 , 干重减轻
。

.2 商温引起膝体

组织构造发生交化
。

核系统受破坏 . 核质不均匀 ; 粗面内质网断裂
、

线粒体被破坏
。

3
.

膝细

胞中的 DN A
、

RN A 含 t 减轻
.

4
.

分路物中蛋白质及其氨荃酸组成改变
、

含 t 减少
。

5 `

高温

处理时间愈长
,

精子活力意弱
,

不受精卵率愈高
。

关健词 商温 ; 桑蚕 ; 雄峨附膝 ; 不育性

u m ey a[ 幻最早对桑蚕 (肠汕笋
~

L
.

) 不育性进行研究
。

综合前人研究结果:.[ .B幼 ] :

高

温引起雄性不育的原因有 ( 1) 交配器官肌肉异常 , ( 2) 生精囊崩坏
、

精子囊畸形 ; ( 3) 精

子数目减少
、

活力减弱
、

形态异常
.

并指出前蛹期接触高温较后期敏感等
。

但上述研究没有涉及高温对附腺及其分泌物含量的影响
。

仅须贝等 .st
`〕肯定雄性不育与

附腺分泌物有关
。

王幽兰 l[] 从解剖学角度报导了高温对蓖麻蚕 (刀功戊绍
r纪阮i) 蛾附腺生长发

育的影响
,

指出蛹期高温导致附腺缩短
、

阻碍了分泌物的合成
,

但未有进行细胞学的观察

及分泌物含量和组成的生化分析
。

本实验对高温条件下附腺生长发育
、

分泌作用
、

分泌物

含量的变化与不育性关系等进行研究
,

探讨雄性不育的原因
,

以期为热带
、

亚热带地区桑

蚕选育种提供生理学依据
。

l 材料与方法

1
.

1 材料
:

二化性蚕种 7 5 3 2
、

多化性蚕种 4 03
、

1 37 均由广东省蚕业研究所提供
.

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 试脸 区的设计 试验区按一般饲育方法饲育到 5 龄饱食后 30 h ,

移至 凡一 8P 人工

气候箱中饲养
、

相对湿度 75 %一 80 %
,

光照 g h
,

光强 1 2 0 0 xL
、

气流 0
.

3 m s/
。

高温试验

区 5 龄期温度为 30 ℃
,

上簇后第 l一 6 天为 34 ℃
,

第 7~ 8 天 34 ℃和 25 ℃交替
,

周期 12 h
。

第 8天后 25 ℃保护
。

对照区保持 25 ℃恒温
。

1
.

2
.

2 附腺外形观察和干 重浏定 化蛾当天
,

剖出附腺
、

量其长度
,

置 1 05 ℃烘箱中烘干

至恒重
,

用万分之一电子天平称量
.

1
.

.2 3 附腺组织及超微构造的观察 化蛾当天剖出附腺按常规方法制成石蜡切片
,

及用戊

二醛一饿酸双固定液制成 5 0。凡超薄切片
,

分别用光学显微镜和菲力浦 EM一 4 00 型电镜观

察
、

拍照
。

1 9 92一 1 2一 2 2 收稿
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1
.

2
.

4 附腺分泌物 中蛋白质及 氮基酸分析

蛋白质抽提
:

置化蛾当 日的附腺于 0
.

Z N 的 N a
Q 冷冻液中搅烂

、

静置后在 T lG l一 1 SA

式高速冷冻离心机上离心 (3 5 00 r/ m in ) 1 5 : ,

取出上清液
,

加 0
.

15 N 的 N a
a 液

,

重复离

心
,

最后定容为 5 m l
,

置 O℃下保护
.

蛋白质含量测定
:

用三抓乙酸沉淀
,

沉淀物作分析样品
,

在 u v 一 1 20 一 02 型分光光度

计上读取光密度值
,

作标准曲线读蛋 白质含量
.

蛋 白质的聚丙烯酞醉凝胶电泳
:

每孔上样 50 川
,

电泳后用 20 肠成基水杨酸固定
,

0
.

25 写 COO m ass ie 亮蓝 R剐染色
,

7% 乙酸脱色
.

及时拍摄蛋白图谱
,

并在 cs 一 93 0 岛津双波

长薄层扫描仪上扫描川
.

氨基酸分析
:

采用 6 N H Q 水解法
,

将溶液置于 1 10 ℃中水解 20 ~ 24 h
,

定盘取出进行

冷冻干燥
,

准确加入 0
.

02 N 的 H a
,

使粗蛋白含童为 0
.

15 m盯时
,

取样 50 耐 在日立 835

一 5 0氨基酸自动分析仪上测定各种氨基酸的含址
。

1
.

2
.

5 睐细胞 n N ^
、

R N ^ 含贡浏定 依改进的 s e h m i d t
一

肠
a m s e一& h n e id e r 法分离核酸

.

用

玻璃匀浆器研磨附腺成浆
,

以有机溶剂处理
,

在 日立 Z P R 一 5 2D 型高速冷冻离心机上离心

( 0
`

C
,

1 0 m 如
,

8 0 0 0 r /
’

m i n
,

7 2 2 8 x g
,

倾斜转角
,

慢加速 )
,

向沉淀加入 0
.

3 N K o H 5 m l
,

在 3 7
’

C 水浴保温 9 0 m m ,

加入 6 N H a 0
.

8 m z
,

冷却后离心 ( 3 5 0 0 r / m i n 8 6 1 鹅
,

下同 ) 得

上清液为 R N A 液
。

再向沉淀加入 10 ml 的 5% H 0 0 .

溶液
,

在 80 ℃水浴保温 30 m in
,

离心

得上清液为 D N A 液
,

在 U v 一 1 20 一 02 型紫外分光光度计上测 0
.

D
.

260 值
。

1
.

2
.

6 精子活力及不受精率的调查 将高温处理区和对照区的雄蛾分别和对照 区的雌蛾

交配后制种
,

按标准保护
,

调查其不受精率
,

并解剖观察交配后的雌蛾交配囊和受精囊内

精子活力
.

2 结果

2
.

1 高温对附腺生长发育的影响

高温区附腺呈徽黄色
,

出现盘曲
、

姜缩和部份膨大等崎形
;
长度缩短

,

和对照相比
,

缩

短率品种 7 5 32 ( 3 4
.

7 9% ) > 1 37 ( 2魂
.

4 2 乡̀ ) > 4 0 3 ( 2 0
.

9 5纬 ) (表 1
、

图版 1~ 3 ) 其干重

减轻
,

减轻率呈相同趋势
.

(表 2)
.

表 l 高滋处理对附膝长度的影响
`

品 种 7 53 2 1 37 40 3

长 度 (二 )

高沮区缩短率 ( % )

C 为对照 区

2
.

9 3

3 4
.

7 9

H C H C H

9 1 2
.

5 1 1
.

90 2
.

96 2
.

3 4

2 4
.

42 2 0
.

95

H 为高注 区
,

以 下相 同 ; 表中数据 为 14 ~ 31 个旅体平均值

表 2 高沮处理对附腺干盆的影响
.

品 种 7 532

C H C H C H

千 重 (叱 /个 ) 1 9
.

63 1 1
.

6 3 1 7
.

2 7 1 1
.

4 3 1 7
.

0 0 1 1
.

8 5

高温区城轻率 ( % ) 咤0
.

7 6 3 3
.

81 3 0
.

32

衣中数据为 1 3~ 2 0个膝休的平 均住

2
.

2 高温对附腺组织及其超微结构的影响

对照区腺细胞核近圆形
、

核质均匀
、

细胞质有发达的环状粗面内质网和分泌颗杜
。

高
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温区腺细胞层变薄
,

细胞质极不均匀
,

核系统受破坏
,

细胞质中粗面内质网断裂呈半月状
、

义状等异常状态
,

线粒体被破坏而剩下残体
,

溶酶体出现
。

(图版 魂
,

5
, 6 ,

7)
。

2
.

3 高温对附腺分泌物蛋白质
、

氨基酸的影响

.2 .3 1 蛋 白质 含重的变 化 高温区各品种附腺的蛋白质含量均相应减轻
,

减轻率为

2 3
.

7 2% 一 6 5
.

8 2纬
,

其中品种 7 5 3 2 > 1 3 7 > 4 0 3
。

见 (表 3 )
。

品种

表 3 高温对附脆蛋白质含最的影响
’

7 5 3 2 J 3专
`

C H C 1 1 C H

蛋白质含盆 ( m名/个 ) 0
.

3 29 7 0
·

1 1 2 7

高温区减轻率 ( % ) “
.

82

0
.

2 0 0 0 0
。

1 0军 3 0
.

099 3 0
.

07 5 7

4了
.

33 2 3
.

,l 2

表中数据为 41 ~ 1 37 个附膝分泌物浏定的平均值

盯

国日曰目一目日洲曰曰
.仁

J确今甲门自
!

月一目曰ǐ曰曰曰

2
.

3
.

2 蛋 白质 电泳分析 结果 从图 1一 2所

示
,

高温区和对照区相 比
,

7 5 3 2 种多出了 1 条

蛋 白带
,

而少了 3 条蛋白带
、

1 3 7 , 4 03 种同样

多了某些蛋 白带
、

而又多出 3 到 4 条蛋 白带
,

变化颇为相似
。

(图 1
,

图 2)
。

2
.

3
.

3 高温对蛋 白质中 氛基酸含重的影响

高 温区附腺分泌物 中的各种氨基酸含量都减

轻
,

减轻率从 11
.

56 写一 60
.

80 %
,

减轻率因品

种不同而异
,

以 7 5 3 2> 1 37 > 4 03
。

氮基酸的摩

尔组成发生改变 (表 4~ 5)
。

2
.

4 高温对 D N A
,

R N A 含盘的影响

高温区附腺 D N A 含量减轻
,

减轻率 13 7

种为 2 0
.

5 5 % ) 7 5 3 2 ( 1 8
.

2 3% ) > 4 0 3

( 9
.

5 4% )
。

R N ^ 含 量 减 轻 率 则 7 5 3 2 为

奎奎奎
困困困

斤斤̀ 州州

{ !!!

〕〕
}}}}}}}}}}}}}}}

三三翔翔

………
一一门门{{{{{
州州州州州

墓墓墓墓墓墓

图 1 附膝分泌物蛋白质电泳图谱

3 9
.

5 6% > 1 3 7 ( 3 8
.

4 9% ) > 4 0 3 ( 3 5
.

0 1% )
,

(表 6 )
。

表 6 高沮对附腺 D N A
、

R N A 含里 (皿 /个腺体 ) 的影响

75 32

品 种 e H H e H H

减轻率 (% ) 减轻率 (% )

4 03

H

C H

减轻率 ( % )

D N A 4
.

09 7 3
。

3 5 0 1 8
.

2 3 2
.

9 2 2
.

32 2 0
。

5 5 2
.

65 8 3
.

309 9
.

5 4

R N A 26
.

63 1 6
。

10 3 9
.

56 1 4
.

68 9
.

0 3 3 8
.

4 9 2 1
.

4 5 1 3
.

9 4 3 5
,

0 1

2
.

5 精子活力和不受精率的调查
2

.

5
.

1 精子活 力
:

高温处理 l 一 2 天
,

交配后的雌蛾交配囊中所有精子均呈活泼运动
,

未

见受影响
,

但处理 4 天以上
,

不运动的精子量增多
、

处理 7天
,

没有运动的精子
。

高温处

理超过两天
,

在雌蛾受精囊中运动的精子数量减少
,

处理 4~ 5 天
,

只见有个别不活动的精

子
,

处理 6 天以上
,

无精子出现
。

(表 7)
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表 7高沮处理对精子活力的影响
’

处理 对照
高温处理 (天数 )

+ + + +

12 36 7 4 5

+ + + +十 +十 +十 + + + + +十 一

交配囊
十 十 + +

+ +十 十 十 +十 十

受精囊

运动的梢子 t

不运动的精子 t

运动的精子 t

不运动的精子 t

+ +

+十

“

十 ”
表示精于 的数 t

“ 一
”

表示无精子

2
.

5
.

2不 受精率调查 如表 8一 9所示
,

二化

性种 7 5 3 2 上簇后高温处理 3 天
,

不受精率为

1 4
,

6 6 %
、

处理 4 天
,

即急剧上升至 48
.

2 9%
,

5

天后不受精率达 90 % 以上 (表 8)
。

多化性种

13 7 上 簇 后 高温 处 理 4 天
,

不 受 精 率 为

1 6
.

3 6火
,

处理 5 天
,

上升为 40
.

74 %
,

6 天后
,

不受精率超过 80 % (表 9)
.

因此
,

在生 产上

7 5 3 2蛹 前期接触 3峨℃高温
,

不能超过 2 天
,

13 7 不能超过 3 天
。

3 讨论与结论

3
.

1 高温抑制了附腺正常的生长发育
,

导致腺

体畸形 ; 长度缩短
;
干重减轻

。

其被抑制程度

以二化性种 7 53 2> 多化性种 1 3 7和 4 0 3
。

3
.

2 电镜观察显示高温使腺细胞质中的粗面

内质网
、

线粒体等受到破坏
。

由于粗面内质网

是合成蛋 白质的场所
,

线粒体是供能的细胞器
、

它们的被破坏
,

附腺分泌物中的蛋白质合成也

必然受到影响
,

正是表 3 所示高温导致蛋 白质

含量减少的细胞学原因
。

3
.

3 氨基酸含量
、

摩尔组成的变化直接反映蛋

白质含量的变化
。

实验结果组成蛋白质的各种

氨基酸含量减少
,

因而蛋白质总的含量减少
。

氨

基酸摩尔组成发生改变
,

各种氨基酸的改变不

一
,

可能导致蛋白质种类出现异同
,

蛋白质电

泳图谱的差异
,

反映出这种变化
。

3
.

4 高温 影响附腺核酸的代谢
,

进一步阐明附

腺 分 泌物蛋 白质含量及 其种类 改变的原因
。

D N A
、

R N A 与蛋白质合成的关系密切
,

D N A 把

遗 传信息转录到 m R N A , m R N A 在 t R N A
、 r R N A

等协同 配合下
,

指导蛋 白质 的翻译
,

高温使

气人
_ ,

叉

汀
、 `

.;-’
、 ,八

、 门

`
、

、 廿勺
, `

少
...-\H

图 2 附腺分泌物蛋白质电泳图谱扫描图

— 对照区 … …高温 区
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A N D
、

N RA 含量变化
,

就可能引起蛋 白质含量及其种类发生改变
。

3
.

5 关于附腺分泌物与精子活力的关系
,

据 K as u ga 等研究阁
,

精子在成熟和活动时
,

需要

消耗蛋白质
、

搪原等物质
。

高温使附腺分必物中蛋白质含量减少
,

使精子活化
、

成熟以及

活动所需的营养物质减少
,

因而精子的活力受到影响
,

从而使受精率降低
,

间接引起雄性

不育
。

表 8 高温处理对 7 5 3 2 不受精率的影响

处理 对照
高 温 处 理 〔天 )

1 2 3 4 5 6

调查卵总数 (粒 )

不受精卵 (粒 )

不受精率 (片 )

2 9 39

50

1
。

7 0

2 7 6 7

3 8

l
。

3 7

2 4 9 6

0
。

7 6

3 8 2 8

56 1

1 4
.

6 6

1 8 3 7

88 7

4 8
。

2 9

7 7 0

7 50

9 7
。

4 0

87 7

85 2

9 7
。

1 5

表 9 高温处理对 1 37 不受精率的影响

处理 对照
高 温 处 理 (天 )

调查卯总数 (粒 )

不受精卵 (粒 )

不受精率 (% )

3 882

1 1 6

3
。

2 4

1 2 3 4 5 6

5 8 2 5 6 39 6 5 4 2 5 3 4 7 7 2 3 6 4 97 8

15 7 2 50

2
.

6 9 3
。

9 1

3 2 6

6
。

0 1 1 6
。

3 6 4 0
。

7 4 8 3
.

13

3
.

7 综合上述
,

高温引起雄性不育
,

可图解如下

高高高高高高高高高高高高高高 温温温温温温温温温温温温温温温温温温温

高高

…号二砰…
需叫一疆翌翌翌翌翌翌翌翌翌翌翌翌翌翌翌翌翌翌翌翌翌。。 ! ! 精子形成

_

! ! 铭不任击下陈 : ! 温物蛋白质含量量量 附腺细胞组组组组

一一

… 兰血
蜜鑫

谢谢
JJJ

减少
、

种类改变变变 织结构变化化化化

区区区} 匡罗当
-任困困

高 温温温温温温温温温温温

氨氨氨氨氨氨氨氨氨氨氨氨氨氨基酸酸酸酸附附附附腺畸形
、、、、、、

含量减轻轻轻轻

长长长长度缩短
、、、、、、、、

干干干干重减轻轻轻轻轻轻轻轻

精精精精子形成
、、、

精子活力下降降降降

活活活活化化化 (精子数目
、

精子运动 )))))))

交交交交配器官官官官官官官官官官官官官官官官官官官官官官官官异异异异常常常 不受精卵率增加
、、、

精荚异常常常常

产产产产产产产产产产卵量下降降降降降降

图 3 高温引起雄性不育图
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