
第 !" 卷第 #$ 期

%$#$ 年 #$ 月 &

水&产&学&报

'()*+,-(../012*/20(.31/+,

4567!"! +57#$

(897! %$#$

文章编号!#$$$ :$;#<"%$#$##$ :#<$% :$? >(/$#$7!?%"@0A7'7#%!#7%$#$7$?$"$

收稿日期!%$#$ $? %<&&&修回日期!%$#$ $B ##

资助项目!国家自然科学基金青年项目"!$=$##$$#'国家杰出青年科学基金"!$?%<$%B#'湖南省教育厅科学研究项目"$=C$;$#

通讯作者!刘少军!2DEFG6$6HhJSLOOL7MNL78O

金鱼生殖细胞多倍化现象分析

张&纯!&刘少军!

!&李&涛!&肖&俊!&赵如榕!&刘&筠
"湖南师范大学生命科学学院!教育部蛋白质化学与鱼类发育生物学重点实验室!湖南 长沙&"#$$B##

摘要! 通过精巢染色体制片观察金鱼的生殖细胞染色体数!结合流式细胞仪测定成熟精子

>+,含量!探讨了金鱼生殖细胞发生过程中染色体特征及产生的精子的倍性$ 结果表明!金

鱼初级精母细胞大部分行正常减数分裂!形成 <$ 个二价体!另外还发现 #?7$d分裂相的二价

体数呈现不同程度的加倍现象!观察到了二价体数为 #$$%#<$%%$$%%<$%!$$!甚至远远超过

!$$ 的分裂相!与鲫鲤远缘杂交导致生殖细胞染色体数加倍一致!不一样的是金鱼稳定产生

>+,含量减半的精子$ 结果表明!近缘杂交和远缘杂交都可以导致生殖细胞染色体数加倍!

但是否能产生染色体数加倍的功能性配子与杂交亲本亲缘关系的远近有关$

关键词! 金鱼& 生殖细胞染色体& 减数分裂& 二价体& 流式细胞仪

中图分类号! [=<"7"!& 0=#?&&&&&&&文献标识码',

&&长期的生物进化研究表明!物种杂交是增加

遗传变异的重要途径!杂交导致多倍化在动植

物进化中起着非常重要的作用)#*

( 对已有的鲫

鲤远缘杂交研究结果表明!远缘杂交可以致使

杂交种生殖细胞染色体数加倍!从而产生染色

体数不减半的二倍体配子!最终导致在鲫鲤杂

交 .

!

中选育出了两性可育的异源四倍体鲫鲤(

异源四倍体鲫鲤又能稳定地产生二倍体卵子和

精子!目前已经繁殖到 .

#B

!形成了两性可育+遗

传性状稳定的异源四倍体鲫鲤群体!为脊椎动

物多倍化研究及鱼类多倍体育种提供了宝贵的

材料)% :;*

(

金鱼起源于我国的野生鲫)?*

!至今已有千余

年的选育历史!它是在野生鲫变异的基础上!经过

人工选择!结合近缘杂交!使基因重组出现新的基

因型!从而逐渐演化为当今形形色色的品种!在体

色+体型+背鳍+臀鳍+头型+眼型+鳞片+鳃盖+鼻膜

等方面出现了明显的差异!品种数目已达 %"$ 个

以上)B*

( 学者们已经通过肌肉蛋白质电泳及

*,A>聚类技术得出鲫和金鱼的系统进化关系!

野生鲫首先演化成为金鲫"红色鲫#!再演化为草

金鱼!之后演化为文种金鱼!最后演化成龙种和蛋

种两个亲缘关系很近的品种)= :#$*

( 动物学家通

过多方面实验验证了金鱼起源于鲫的本质!将金

鱼归为鲤科"3KWRGOGNFM#!鲤亚科"3KWRGOGOFM#!

鲫属"&.(.,,)+,#!鲫"&.(.,,)+,.+(.6+,#

)##*

(

本文选用金鱼代表种,,,文种珍珠鳞

".FO9FG6WMFR6H8F6M#进行研究!它在头部+体型+体

色+鳞片+鳍条等外型特征上与野生鲫鱼已有明显

的差异!如珍珠鳞头尖而腹部膨大!体短而圆!鳞

呈珍珠状!鳍条短!鱼体近似球形等!它作为金鱼

的代表种!在外部形态上有如此显著和丰富的变

异!特别是对有机体生命如此重要的身体各部分

眼+鳍+鳃盖等的变异!在动植物的变异中非常罕

见!这种由突变和杂交重组产生的变异使得金鱼

具有非常重要的进化研究价值( 通过精巢染色体

制片观察了文种珍珠鳞的生殖细胞染色体数!结

合流式细胞仪测定成熟精子 >+,含量!探讨金

鱼生殖细胞发生过程中染色体特征及产生精子倍

性的稳定性!以期在对比近缘杂交和远缘杂交的

基础上获得杂交与多倍化进化相关的数据!也为

金鱼的育种提供有意义的指导(
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#&材料与方法

$%$&实验鱼

繁殖季节"" :; 月#和非繁殖季节"#% 月#雄

性金鱼各 #$ 尾均取自湖南师范大学多倍体鱼繁

殖与育种技术教育部工程研究中心!全部用于肾

细胞染色体及精巢染色体检测!繁殖季节雄性金

鱼精液还用于测定精子 >+,含量( 繁殖季节雄

性红鲫 # 尾用于流式细胞仪检测血细胞和精子

>+,含量的对照实验鱼(

$%"&肾细胞染色体制片及精巢染色体制片

肾细胞有丝分裂中期染色体制备过程$在 %$

\左右的水温下培育实验鱼 # e! S 后!对实验鱼

注射A1,# e! 次!每次剂量为 % eB

%

Q@Q 体重!

间隔时间为 #% e%" S!在解剖取材前 % e; S!注射

秋水仙素!剂量为 % e"

%

Q@Q体重'取出肾组织于

盛有 $7Bd生理盐水的培养皿中!用剪刀剪碎材

料'剪碎的材料移于离心管中!吹打'# $$$ R@EGO

离心 < EGO!弃上清液'收集的细胞沉淀在 $7$?<

E56@-_36低渗液中低渗 "$ e;$ EGO!低渗期间

吹打多次'离心!收集沉淀'在甲醇和冰醋酸

"!n##混合液中固定!离心!再固定!重复 % e!

次'在冷冻的玻片上滴片!火焰干燥'UGMEHF染

色( 在肾细胞染色体制片同时!取样品鱼的性腺

用于生殖细胞染色体观察!其制片过程类似于肾

细胞染色体制片法( 在显微镜下观察染色体特

征!采用 AGbMRFWR5;$$20"美国#数码显微摄像系

统拍摄(

$%#&@AB含量测定

用于检测样品 >+,含量的仪器为德国

"AFR9M8UEV1# 生 产 的 流 式 细 胞 仪 " 3M66

35LO9MR,OF6KHMR33,%

$

#( 选取能挤出精液的

红鲫 # 尾!金鱼 #$ 尾!采红鲫血液作为体细胞

>+,含量标准!另外!用手轻挤鱼腹部!挤出白色

精液'用微量移液器汲取 $7! E-精液于盛有 $7<

E-$7Bd生理盐水的 2WWMON5RT管中!在 $7! E-

精液和生理盐水混合液中加入 % E-细胞核提取

液"由产商AFR9M8UEV1提供#!处理时间 #$ e#<

EGO'样品经过滤器"由产商 AFR9M8UEV1提供#

过滤'>+,染色液">,A/>+,染色液!由产商

AFR9M8UEV1提供#染色样品 < e#$ EGO!最后上

机测定( 把各个样品的 >+,含量与红鲫血细胞

和精子的>+,含量进行比较!算出比值!用卡平

方"

#

%

#测定实际比值与理论比值间的好适度

"3o$7$< 时!实得比与理论比没有显著差异#(

%&结果

"%$&肾细胞染色体制片

在显微镜下观察 #$ 尾金鱼的染色体分裂相!

从每尾鱼中选取 <$ 个有丝分裂中期分裂相!统计

其染色体数分布情况见表 #( 在金鱼中!染色体

众数值主要分布在 =< e#$$ 范围内!其所占比例

为 B$d!从染色体水平证明金鱼为二倍体"%* j

#$$#!其染色体组型公式为 %%@m!"@m%%,6m

%%6"图版
"

#(

表 $&金鱼染色体数分布情况

2-3%$&@56:053F:5*)*78;0*+*6*+()F+3(05)

+(:-<;-6(*7+5:*6567*09*.=756;

样本

HFEW6M

个体数

HFEW6M

OLEVMR

分裂相数

HWRMFN

OLEVMR

染色体数分布

8SR5E5H5EMOLEVMR

NGH9RGVL9G5O

l=< =< e#$$

金鱼 Q56NTGHS #$ <$$ #$$ "$$

"%"&精巢染色体制片

非繁殖季节金鱼生殖细胞染色体制片观察到

了大量初级精母细胞行减数分裂的分裂相( 在统

计单尾金鱼的 %$$ 个分裂相中!#;; 个分裂相为

由 <$ 个二价体组成的减数第一次分裂中后期分

裂相!占总统计数的 B!7$d( 在 <$ 个二价体中!

配对后正在进行分离的二价体形态丰富!有的拉

成环形! 有的呈现棒状! 有的呈 %十 & 字状

"图版
$

#!为不同着丝粒染色体"中部着丝粒+亚

中部着丝粒+亚端部着丝粒和端部着丝粒#配对

形成的正常配对分离特征( 另外!染色体制片上

观察到了丰富的不同程度的染色体数"二价体

数#加倍现象!占总分裂相数的 #?7$d!观察到了

二价体数为 #$$+#<$+%$$+%<$+!$$!甚至有远远

超过 !$$ 的二价体分裂相"表 %!图版
$

#( 繁殖

季节的金鱼成熟精巢染色体制片仅观察到了大量

颜色深染+直径均一的精子核(

"%#&精子@AB含量测定

流式细胞仪检测结果表明!金鱼产生的精子

>+,平均含量与红鲫产生的单倍体精子>+,平

均含量比值为 #n#7$;!与红鲫的血细胞 >+,平

均含量比值为 #n#7?B!上述比值与预计的 #n# 和

#n% 理论比值间无显著差异"3o$7$<# "表 !!图

##( 另外!红鲫精子和金鱼精子中有呈现 >+,

&!'$
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含量加倍的 % 号峰+! 号峰等!经荧光显微镜观察

上机的样品涂片发现!该加倍的峰值是由于 % 到

多个精子粘连形成的(

表 "&金鱼初级精母细胞二价体数分布情况

2-3%"&@56:053F:5*)*735E-.():)F+3(05)+(5*656

!

*76<(0+-:*8D:(65)9*.=756;

样本

HFEW6M

总二价体相数

HWRMFN OLEVMR

二价体数分布

VG]F6MO9OLEVMRNGH9RGVL9G5O

<$ #$$ #<$ %$$ %<$ !$$ o!$$

金鱼 Q56NTGHS %$$ #;; #$ < ; < < !

表 #&金鱼精子@AB含量平均值

2-3%#&_(-)@AB8*):():$_@H%*7:;(6<(0+65)9*.=756;

样本

HFEW6M

血细胞@精子>+,平均含量

Y>35THWMREH5R

V655N 8M66H

与红鲫血细胞@精子>+,

平均含量比值

RF9G5 5TY>35VHMR]MN

与期望值的差异F

NGTTMRMO8M5T9SMRF9G5 5T

Y>3MbWM89MN

红鲫

RMN 8RL8GFO 8FRW

血细胞"#$?7!B#

V655N 8M66H

精子"<;7B=#

HWMREH

金鱼

Q56NTGHS

精子";$7<%#

HWMREH

与红鲫血细胞>+,平均

含量比值为 #n#7?B

与 #n% 无显著差异"3o$7$<#

+0TR5E#n%

与红鲫精子>+,平均

含量比值为 #n#7$;

与 #n# 无显著差异"3o$7$<#

+0TR5E#n#

注$F7当3o$7$< 时!实得比与理论比没有显著差异( +0$实得比与理论比没有显著差异(

+59MH$F7,93o$7$<!9SM5VHMR]MN RF9G5 IFHO59HGQOGTG8FO96K NGTTMRMO9TR5E9SMMbWM89MN RF9G57+0EMFOH9SM5VHMR]MN RF9G5 GHO59HGQOGTG8FO96K

NGTTMRMO9TR5E9SMMbWM89MN RF9G57

!&讨论

基因组多倍化现象在鱼类中比较普遍)#%*

(

由于获得了额外的重复基因组!多倍化可为基因

功能创新提供必要的遗传资源!是一种重要的进

化动力)#!*

( 如由不同属间的鲫鲤远缘杂交可以

导致杂交种生殖细胞基因组多倍化!最终选育出

了两性可育+遗传性状稳定的异源四倍体鲫鲤新

群体!充分展现了多倍化在脊椎动物进化过程中

发挥的潜在推动力)%*

( 因此!在品种间近缘杂交

而来的金鱼中!可能存在类似的多倍化潜力并推

动新变异+新品种甚至是新物种的产生(

文种珍珠鳞肾细胞染色体计数及染色体组型

研究结果表明染色体数稳定为 %* j#$$ 条!染色

体组型特征仍然保持与鲫及其它报道的金鱼代表

种相类似!为 %%@m!"@m%%,6m%%6!说明长期的

近缘品种间的重组杂交虽然产生了丰富的基因型

和表现型!但在遗传本质上金鱼与鲫鱼没出现种

质分离!至今没有金鱼产生多倍体的报道(

但生殖细胞染色体制片则说明了金鱼具备有

限的多倍化潜能( 金鱼初级精母细胞大部分行正

常减数分裂!形成 <$ 个二价体!进而可以产生染

色体数减半的精子( 我们在本次试验的精巢染色

体制片上发现了 #?7$d的分裂相二价体数不同

程度的加倍现象!说明金鱼品种间的近缘杂交也

能导致染色体数加倍( 已有的相关报道也证明!

高比例的多倍化生殖细胞可能是最终维持产生有

限数目的不减半配子的重要保证!其中!鲫鲤杂交

.

%

精原细胞染色体数加倍的染色体相占到总统计

量的 %#7;d!能够产生染色体数不减半的二倍体

精子!导致在 .

!

中获得了少量的四倍体个体)!*

(

另外!人工三倍体水晶彩鲫雌性型间性体生殖细

胞中也普遍含有经一次或两次甚至多次核内有丝

分裂形成的倍性成倍增加的多倍体细胞)#"*

!但至

今没有后续的多倍体生殖细胞是否产生更高倍性

的功能性配子的报道( 在本研究金鱼精子 >+,

含量的测定结果表明!金鱼稳定产生 >+,含量

减半的精子!另外!成熟精巢染色体制片观察到金

鱼产生的精子核直径是大小均一的!说明本组金

鱼代表种没有产生染色体数不减半的二倍体或多

倍体精子( 也就是说!那些二价体数加倍的初级

精母细胞最终不能完成减数分裂使命!产生导致

多倍体发生的功能性二倍体或多倍体精子(

#!'$
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图 $&金鱼精子@AB含量平均分布

,7红鲫血细胞>+,平均含量"#$?7!B!# 号峰#' C7红鲫精子

>+,平均含量"<;7B=!# 号峰#' 37金鱼精子 >+,平均含量

";$7<%!# 号峰#(

C59%$&@56:053F:5*)*7@AB8*):():5)

:;(6<(0+6*79*.=756;

,79SMEMFO >+,85O9MO9"#$?7!B!AMFP +57##5TV655N 8M66HGO

RMN 8RL8GFO 8FRW' C79SMEMFO >+,85O9MO9"<;7B=!AMFP +57##

5THWMREHGO RMN 8RL8GFO 8FRW' 379SMEMFO >+,85O9MO9";$7<%!

AMFP +57##5THWMREHGO Q56NTGHS7

&&可见!近缘杂交和远缘杂交都可以导致生殖

细胞染色体数加倍!但近缘杂交不能产生染色体

数不减半的功能性配子!远缘杂交则能产生染色

体数不减数的配子最终导致多倍体的发生( 上述

结果综合说明!远缘杂交和近缘杂交种的生殖细

胞都具有多倍化潜力!但是否最终能产生染色体

数不减半的功能性配子则和杂交亲本的亲缘关系

的远近有关( 另外!桂建芳等)#<*认为银鲫的起源

与金鱼的多倍化进化有关!金鱼生殖细胞现有的

多倍化潜能能否通过长期的进化和演变产生新的

多倍体物种有待进一步研究(

再者!从金鱼初级精母细胞二价体数的加倍

规律"<$!#$$!#<$!%$$!%<$!!$$22#预示的相应

精原细胞染色体数加倍规律为 #$$!%$$!!$$!

"$$!<$$!;$$22!这种以 #$$"体细胞染色体数#

为基数的增长规律提示染色体加倍发生在精原细

胞增殖阶段!通过核内有丝分裂或核融合等机制

发育成染色体数增倍的初级精母细胞(
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