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摘要! 湘云金鳙的卵子经适宜 #.剂量灭活处理的异源四倍体鲫鲤精子激活后!在 9 >7 Y下

冷休克 11 >1/ 893!抑制第二极体排出和第一次卵裂使染色体加倍!成功获得了极体雌核发育

%8>9H&和有丝分裂雌核发育%89GH&湘云金鳙二倍体个体" 结果发现!用异源四倍体鲫鲤精

子诱导获得 8>9H'89GH成活率可达到 1019L B21/L和 81/L B110L" 运用形态学测量'染

色体计数和微卫星标记技术对雌核发育二倍体个体%8>9H'89GH&进行了分析!其染色体数目

为 9:#微卫星分析表明!雌核发育二倍体基因组完全来自于母本!没有受到父本染色体的污

染!证实其为雌核发育二倍体" 对雌核发育湘云金鳙性腺发育进行连续跟踪观察!所有雌核发

育个体全为雌性!其中 :0L的个体的卵巢发育正常!为证明其雌性的性别决定类型为 JJ提

供了证据" 此外!雌核发育湘云金鳙 (

1

的体色较普通湘云金鳙的体色偏红" 雌核发育湘云金

鳙的获得对其体色的稳定'种质资源的遗传改良和性别决定的研究等具有一定意义"

关键词! 湘云金鳙# 雌核发育# 遗传育种# 体色

中图分类号! A/9/12# *018195555555 文献标志码$&

55鳙#4#%$'%+5'5($*,6%/%$$是我国重要的淡水养

殖鱼类"为中国的特有淡水鱼类资源( 在普通鳙

养殖过程中发现了体色突变为桔红色的个体"此

后经过长期定向选育"获得了一个新的鳙养殖品

系***湘云金鳙 #4#%$'%+5'5($*,6%/%$B>? C2B1$(

由于湘云金鳙生长速度快)抗逆能力强)味道鲜

美)鱼体色为桔红色"深受渔业养殖户以及消费者

的欢迎"目前在四川)重庆)湖南等地养殖效果良

好( 湘云金鳙本身是一个突变品系"虽然经过了

定向选育"其很多性状基因还处于杂合状态"由于

近亲繁殖的原因"经济性状在养殖过程中出现了

较严重的衰退"表现为个体红颜色变浅)生长速度

变慢)个体小型化等"对生产造成严重影响"因此"

通过生物育种技术改良并稳定湘云金鳙的品质成

为大规模养殖亟待解决的问题(

人工诱导鱼类雌核发育在理论研究)生产实

践上均具有重要意义"其研究几乎涉及到所有的

水产养殖鱼类"广泛用于鱼类品种的选育和遗传

改良"性别决定机制的鉴别"基因定位及纯系建立

等%结合定向选育和杂交技术"培育出了许多具生

长快)体型好)繁殖力强和抗病能力强等优良性状

的品系"成为鱼类遗传育种研究工作最活跃领域

之一"如团头鲂 #-2."/,6#"7" "76/(+2)5"/"$
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等( 雌核发育是一种快速有效的遗

传改良方法"该技术对于繁殖周期较长的鱼类更

具优势"如用异源四倍体鲫鲤精子诱导草鱼

#!'2*,)5"#(*.,0,* %02//"$

&4 67'

雌核发育"获得抗

病草鱼品系已被推广养殖"取得了良好的效益(

本研究通过摸索适宜的实验参数"利用灭活的异

源精子诱导湘云金鳙雌核发育"明显提高了雌核

发育二倍体的成功率"目前已经建立了抑制第二

极体排出和抑制第一次卵裂雌核发育湘云金鳙群

体"对研究其主要生物学特性"为湘云金鳙的遗传

性状稳定与改良奠定基础"为湘云金鳙的性别决
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定机制和普通鳙遗传育种等提供了理论依据(

15材料与方法

$%$&实验材料

性成熟的雄性异源四倍体鲫鲤#200/G>GB2O0/9?

<FIB9?:"简称 &$和雌性湘云金鳙#简称 $M-$均取

自于湖南湘云生物科技有限公司(

在繁殖季节#4*7 月$"选取性成熟的雄性异

源四倍体鲫鲤和体表完好)腹部轮廓明显)性腺发

育良好的雌性湘云金鳙"注射鱼用绒毛膜促性腺激

素#+-H$1 333 >1 433 #5RT 和促黄体素释放激素

类似物#'$+7&

2

$9 >7

#

T5尾"分两次进行注射"雄

鱼剂量减半"按常规方法获取卵子和精子(

$%'&实验方法

精子灭活处理55参照文献 &2"7'方法"异

源四倍体鲫鲤精液用 +23R 氏液#按1@2$稀释"均

匀涂布在预冷的培养皿上"精液厚度约 311 >312

88( 将培养皿置于冰盒上"用 2 支 14 X 的紫外

灯#波长 249 38$照射精子"灯管与精液面的距离

为 13 >12 @8"照射处理在遮光布围成的暗室中

进行"并用摇床缓慢摇动培养皿#转速为 /3 >93

B5893$"使精子被均匀照射( 当快达到有效的照

射剂量时#照射 14 893 起$"每隔 / 893 在显微镜

下观察精子活力以决定适宜的照射时间( 处理过

的精液盛在遮光的瓶子里"置于冰箱#9 Y$中备

用( 为检测精子的处理效果"用卵子与照射处理

过的精子+受精,"观察其受精率及单倍体鱼的孵

化率"以确定适宜的照射剂量(

卵子染色体加倍处理 55选取质量较好的

卵子进行雌核发育实验( 本研究采用冷休克方法

抑制第二极体排出和抑制第一次卵裂使卵子染色

体加倍"生产极体雌核发育个体#8>9H$和有丝分

裂雌核发育个体#89GH$"通过设置温度梯度和处

理时间对比实验"获得了适宜的实验处理参数(

实验水温 #29 B1$Y"实验组皆为卵子与处理过

的精子受精( 实验组一为受精后 / >9 893"受精

卵分别放到 3 >9"9 >7 和 7 >: Y的冷水中处理

11 >1/ 893%实验组二为受精后 / >9 893"受精卵

分别置于 9 >7 Y冷水中处理 0 >11"11 >1/ 和

1/ >14 893%实验组三 +受精卵,于受精后 23 >

2/"2/ >27 和 27 >20 893"分别置于 9 >7 Y冷水

中处理 11 >1/ 893( 由于湘云金鳙 #

#

$与异源

四倍体鲫鲤#

$

$正常杂交是致死的"仅设置两组

对照实验"对照组一 #-1$湘云金鳙自交"用于检

测卵子的质量%对照组二#-2$湘云金鳙卵子与遗

传灭活的异源四倍体鲫鲤精子受精"但不进行染

色体加倍处理"作为单倍体对照( 所有组别的受

精卵分别置于孵化桶中流水孵化"水温 2/ >

27 Y( 在相同的条件下"实验组和对照组均设置

了 / 次平行重复"并对各组的受精率)孵化率及成

活率进行统计(

雌核发育湘云金鳙群体!8>9H"89GH#的建立

及统计55从 2338 年至 231/ 年"每年均制备雌

核发育湘云金鳙#8>9H"89GH$"每年实验用卵子

来自同一湘云金鳙母本"对不同的雌核发育鱼生

长速度和成活率进行追踪检测和统计"并对其体

色进行对比观察(

染色体倍性检测55当实验鱼达到
!

龄时"

随机选取 7 尾雌核发育鱼#8>9H"89GH各 / 尾$"4

尾对照组#自交组合$的鱼进行染色体观察"有丝

分裂中期染色体制备过程参照文献 &2"8'!采用

肾细胞直接制片技术"实验前按 7 >:

#

T5T 体质

量的剂量注射 6+&和按 2 >/

#

T5T 体质量的剂

量注射秋水仙素"解剖实验鱼"取小块肾脏组织"

剪碎)吹打成细胞悬液"用 31384 8/05'P-0低

渗"卡诺氏液#甲醇@冰醋酸为 /@1$固定"冷冻滴

片"H9>8:2染色"光镜观察(

性腺发育观察55实验鱼#8>9H"89GH$下池

7 个月后进行第一次取材"此后每年随机各选取

2 >9 尾( 取性腺组织"用 M/=93 氏液固定"系列

酒精脱水"二甲苯透明"石蜡包埋"切片"苏木精5

伊红#+1,$染色"透明胶封片"光镜观察)拍照(

微卫星分析55利用微卫星技术"对雌核发

育湘云金鳙群体的遗传纯度进行分析( 随机选取

13 尾雌核发育鱼#8>9H"89GH各 4 尾$)4 尾普通

湘云金鳙)4 尾异源四倍体鲫鲤"参照 *28IB//R

等
&:'

的标准酚5氯仿程序"从实验鱼全血中提取

基因组 4%&( 微卫星引物#<0;F1023$从鳙微卫星

引物中筛选
&0 613'

( 微卫星 6-$反应体系及程序

参照 '9= 等
&11'

进行"稍作修改"微卫星 6-$产物

:L非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳"以 OM$/22

4%&5S:O)S2BR>B为标记"银染(

25结果

'%$&诱导湘云金鳙雌核发育的适宜参数

根据实验设计"对照组一中湘云金鳙自交组

合的受精率#发育到囊胚期的成活率$)孵化率和

0
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成活率#孵化后第 8 天开始摄食时正常鱼苗的比

率$分别达到 0112L):/14L和 871:L"表明实验

用的卵子质量良好( 对照组二即单倍体对照组的

受精率达到了 :417L"与对照组一无明显差异"

表明经遗传灭活的异源四倍体鲫鲤精子具有较好

的受精能力"但对照组二孵化率#401/L$却明显

低于对照组一"没有获得成活个体( 实验组中"经

不同休克温度)不同持续时间及不同冷休克起始

时间处理后发现"冷休克温度为 9 >7 Y"冷休克

持续时间为 11 >1/ 893 时获得雌核发育二倍体

鱼的成活率相对较高"当冷休克温度低于9 Y)持

续时间长于 1/ 893 时"对卵子的损伤较大"雌核

发育二倍体鱼成活率低%而当冷休克温度高于

7 Y)持续时间短于 11 893 时"不能使卵子染色

体完整的二倍化"导致雌核发育二倍体鱼成活率

低( 结合受精细胞学观察可知"水温 #29 B1$Y

时"受精后 / >9 893 和 2/ >27 893 施加冷休克处

理"分别可通过抑制第二极体的排出和第一次卵

裂"达到卵子染色体加倍的效果( 结果表明"诱导

湘云金鳙雌核发育的适宜参数为受精后 / >9 893

#8>9H$和 2/ >27 893#89GH$9 >7 Y冷休克处理

11 >1/ 893#表 1$(

表 $&不同冷休克温度$持续时间及起始时间诱导雌核发育二倍体的受精率$孵化率和成活率

789%$&F553/205A-553?31223>@3?82B?34%A-553?312AB?82-0181AA-553?3128/2-G82-01

2->305/0<A4=0/H01.610.3134-4-1?3A9-.=38A/8?@

实验组别

>NO>B98>3G20TB/=O

处理温度5Y

G>8O>B2G=B>

处理起始时间5893

2@G9C2G9/3 G98>

处理持续时间5893

?=B2G9/3 G98>

受精率5L

D>BG909GF B2G>

孵化率5L

<2G@< B2G>

成活率5L

:=BC9C20B2G>

实验组一

>NO>B98>3G20

TB/=O /3>

3 >9 / >9 11 >1/ :31/ B911 2911 B212 218 B118

9 >7 / >9 11 >1/ :110 B214 2017 B219 1717 B/13

7 >: / >9 11 >1/ :912 B/17 /418 B21: 117 B317

实验组二

>NO>B98>3G20

TB/=O GE/

9 >7 / >9 0 >11 :11/ B/12 2413 B218 110 B317

9 >7 / >9 11 >1/ :217 B/13 /114 B911 1019 B21/

9 >7 / >9 1/ >14 :314 B210 2117 B114 318 B314

实验组三

>NO>B98>3G20

TB/=O G<B>>

9 >7 23 >2/ 11 >1/ 8913 B219 2313 B/11 117 B318

9 >7 2/ >27 11 >1/ 8410 B110 2:17 B219 81/ B110

9 >7 27 >20 11 >1/ 8810 B218 1817 B/18 113 B314

对照组一

?9O0/9? @/3GB/0

0112 B211 :/14 B910 871: B912

对照组二

<2O0/9? @/3GB/0

:417 B/14 401/ B/12 3

'%'&染色体计数

对随机选取用于性腺观察的实验鱼同时取肾

脏组织进行染色体制片"中期染色体分裂相 #43

个5尾$染色体进行统计分析"雌核发育湘云金鳙

染色体众数为 99 >90"处于众数范围内的细胞占

观察细胞总数的 :718L"表明雌核发育鱼为正常

的二倍体个体#2* =9:$ #图 1$"与普通湘云金鳙

的染色体数目一致(

'%(&性腺发育特征

实验共观察了 14 尾 8>9H和 12 尾 89GH的

性腺" 8>9H和 89GH性腺发育基本同步"7 月龄雌

核发育鱼的性腺处于第
!

期"呈半透明的细线状"

以第
!

时相的卵原细胞为主"卵原细胞一般呈卵

圆形"明显比周围体细胞大"胞质稀少"核大而清

晰%2 >/ 龄实验鱼性腺呈扁带状"肉红色"性腺中

以
"

时相卵母细胞为主"细胞体积增大"细胞质明

显增多"细胞质嗜碱性"+1,染色呈深紫红色"核

仁分散于核膜周围%9 龄实验鱼性腺有少数处于

第
$

期"该时期卵巢中的卵母细胞出现较薄的放

射膜"膜外有两层扁平细胞构成的滤泡膜"在卵母

细胞质的外围开始出现卵黄沉积和液泡%4 龄雌

核发育二倍体个体的性腺有处于第
%

期卵巢"卵

巢切面上大部分是
%

时相的卵母细胞"卵母细胞

核呈不规则的卵圆形"核膜皱状"放射膜厚"卵黄

逐渐充满#图 2$( 实验发现所有检测的雌核发育

鱼性腺都是卵巢"其中 :0L个体的性腺发育正

常"11L个体为发育迟滞或异常卵巢型性腺"未检

测到可挤出精液的个体(

31
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图 $&雌核发育湘云金鳙的外形$体色及中期染色体分裂相

#2$雌核发育湘云金鳙体色% # I$雌核发育湘云金鳙中期染色体分裂相#23 =9:$ % #@$雌核发育湘云金鳙 (

1

的体色% # ?$普通湘云

金鳙自交 (

1

体色

,-.%$&7=38@@38?81/3%90A6 /0<0?81A/=?0>040>34@?38A482>328@=843-1.610.3132-/?3A9-.=38A/8?@

#2$Q<>2OO>2B23@>/D8>9H% # I$@<B/8/:/8>:OB>2?:/D8>9H#23 =9:$ % #@$G<>I/?F @/0/B/D/DD:OB93T# TF3/T>3>G9@B>? I9T<>2? @2BO

#

#

$ AE90? B>? I9T<>2? @2BO#

$

$ % # ?$G<>I/?F @/0/B/DE90? B>? I9T<>2? @2BO

图 '&雌核发育湘云金鳙性腺发育观察

#2$7 月龄卵巢处为第
!

期卵巢"箭头示卵原细胞% # I$2 >/ 龄卵巢已发育至第
"

期"主要可见同步发育的
"

时相初级卵母细胞%

#@$9 龄卵巢已发育至第
$

期"主要可见体积明显增大的初级卵母细胞% # ?$4 龄卵巢已发育至第
%

期"主要可见
%

时相成熟卵母细

胞( 标尺为 13

#

8

,-.%'&7=3.018A>-/?042?B/2B?305A-@<0-A.610.3132-/?3A9-.=38A/8?@

#2$Q<>/C2BF /D?9O0/9? TF3/T>3>G9@B>? I9T<>2? @2BO 2GG<>2T>/D7 8/3G<::</E93T 6H-:93 O<2:>

!

"2BB/E:</E93T 6H-:% # I$Q<>

/C2BF 2GG<>2T>/D2 6/ F>2B:82930F :</E93T OB982BF //@FG>93 :F3@<B/3/=:93 O<2:>

"

% #@$Q<>/C2BF 2GG<>2T>/D9 F>2B::</E93T I9T

:9V>? OB982BF //@FG>93 O<2:>

$

% # ?$Q<>/C2BF 2GG<>2T>/D4 F>2B::</E93T 82G=B>? //@FG>93 O<2:>

%

1M2B=13

#
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'%)&微卫星分子标记鉴定

从鳙及鲤#!()#%*&$+"#)%,$微卫星引物中筛

选出在普通群体里杂合率较高"同时在雌核发育

群体中纯合率较高的引物"对 4 尾 89GH" 4 尾

8>9H"4 尾普通湘云金鳙#

#

$和 4 尾异源四倍体

鲫鲤#

$

$进行 6-$扩增( 采用引物 <0;F1023 进

行 6-$扩增"结果发现"4 尾 89GH在该位点都是

完全纯合的"而 4 尾 8>9H中发现了一个杂合个

体( 所有被检测的雌核发育个体中没有发现父本

四倍体鲫鲤的遗传物质"表明雌核发育鱼基因组

完全来自于母本"没有受到父本染色体的污染

#图 /$(

图 (&引物 =<I6$J'K 在雌核发育湘云金鳙$普通湘云金鳙$四倍体鲫鲤群体中 L;M扩增结果

1 >41有丝分裂雌核发育湘云金鳙% 7 >131极体雌核发育湘云金鳙% 11 >141普通湘云金鳙% 17 >231四倍体鲫鲤"箭头所示第 : 号

个体为杂合个体( S1OM$/22 4%&5S:O)S2BR>B

,-.%(&L;M8>@<-5-/82-01?34B<24.313?823AC-2=@?->3?405=<I6$J'K -1@0@B<82-0105

.610.3132-/?3A9-.=38A/8?@%/0>>01?3A9-.=38A/8?@%8<<0232?8@<0-A=69?-A4

'23>:1 641B>OB>:>3G>? 4 89GHTB2::@2BO% 023>:4 6131B>OB>:>3G>? 4 8>9HTB2::@2BO% 023>:11 6141B>OB>:>3G>? 4 E90? TB2::@2BO% 023>:

17 6231B>OB>:>3G>? 4 200/G>GB2O0/9? <FIB9?:"2BB/E:</E93T <>G>B/VFT/=:200>0>/D8>9HB>? I9T<>2? @2BO1S B>OB>:>3G>? OM$/22 4%&5

S:O)82BR>B

'%N&雌核发育湘云金鳙群体的建立

2338*231/ 年"成功制备上万尾 8>9H和数

千尾 89GH"选育出具优良性状的 8>9H1123 尾和

89GH/73 尾( 在外形上"雌核发育湘云金鳙与普

通湘云金鳙相似"头大"体侧扁"较高"口大端位"

吻宽而圆"下颌向上微翘( 背部及体侧为粉红色"

腹部稍偏白"没有父本#异源四倍体鲫鲤$的外形

特征( 在体色方面"雌核发育湘云金鳙明显比自

交对照组偏红#图 172$"2338 年制备的雌核发育

湘云金鳙己经达到性成熟"2312 年对其进行了繁

殖实验"获得了批量的 #雌核发育湘云金鳙
#

A

普通湘云金鳙
$

$杂交鱼后代 (

1

"(

1

的体色也较

普通湘云金鳙自交后代的偏红"表明通过雌核发

育有效稳定了湘云金鳙的体色(

2 年对比养殖实验表明"在主养湘云金鳙种

且不使用抗病疫苗的情况下"(

1

除极少感染发生

细菌性烂鳃病例外"对流行危害大的细菌性肠炎

和病毒性出血病基本不感染"生长速度比普通湘

云金鳙快 13L>14L(

/5讨论

(%$&湘云金鳙雌核发育诱导方法的优化

人工诱导雌核发育在鱼类遗传育种)性别决

定机制和单性养殖等方面具有重要的作用"雌核

发育的研究对象涉及到了多数的水产养殖鱼类"

取得了一系列的成果
&12 61/'

( 目前"人工诱导鱼类

雌核发育的技术尚未标准化"在实践过程中往往

存在成活率低"鉴定复杂的问题"要解决这些难

题"需要不断完善雌核发育的关键技术 #包括精

子染色体的遗传失活以及卵子染色体的二倍体

化$

&12'

( 关于精子染色体的遗传失活"03L的研

究者选择使用紫外线照射处理"但不同物种精子

对照射剂量的需求不同"本实验选用四倍体卿鲤

精子所需要辐射剂量比鲤就要低很多"即便同物

种不同个体之间紫外线照射剂量也存在一定的差

异( 因此"既要精子遗传物质完全失活"又不使其

失去激活卵子启动发育的能力"通过显微镜检测

精子灭活效果则非常必要( 关于卵子染色体加倍

常用方法是温度休克法"该方法操作简便"效果比

较稳定"获得雌核发育二倍体的成功率较高
&19'

"

影响的关键因素是休克处理起始时间及强度"受

精细胞生物学观察可准确掌握第二极体排出及第

一次卵裂发生的时序"起始时间可以此为依据(

本实验获得了诱导湘云金鳙雌核发育的适宜参

数!在水温 2/ >24 Y条件下"受精后/ >9 893 用

9 >7 Y的水冷休克处理 11 >1/ 893#8>9H$或受

精后 2/ >27 893 用 9 >7 Y水冷休克处理 11 >1/

893#89GH$(

21
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(%'&有效刺激源的选择

P=:=3/R9等
&14'

报 道 用 泥 鳅 # -%$.&#*&$

"*.&%//%+"&0"'&$$) 鲤) 长 颌 须 # 9*"'5,),.,*

2/,*."'&$$/ 种不同精子诱导泥鳅雌核发育"卵子

孵化率分别为 :8L)22L和 9L"证实不同刺激源

诱导效率差异显著( 早前的研究也证实"选择有

效的刺激源 #远缘精子$不仅能提高雌核发育鱼

的成活率"还能简化雌核发育鱼的鉴定"在诱导红

鲫
&2'

)锦鲤
&17'

雌核发育的研究中"团头鲂是一种

比鲤更有效的刺激源( 本实验选用的异源四倍体

鲫鲤的精子作为刺激源"其产生的二倍体精子头

部较大"精液浓度适中"易于稀释"在照射处理过

程中可均匀照射"且所需处理时间较短"遗传灭活

效果理想"是诱导湘云金鳙雌核发育的有效刺激

源"其成活率达 1019L B21/L"高于用鲤精子诱

导获得的成活率 131/L B110L( 异源四倍体鲫

鲤#

$

$ A湘云金鳙#

#

$是杂交致死"与草鱼的雌

核发育研究结果相似
&7'

"这就可简化对雌核发育

个体的检测鉴定"适合生产实践应用(

(%(&雌核发育湘云金鳙选育的生物学意义

湘云金鳙是经定向选育获得的突变品系"在

繁养殖过程中"其性状发生了衰退"主要表现为体

色变淡"生长速度下降"已不利于规模化生产( 因

此"通过生物技术稳定湘云金鳙的体色"提高生长

速度和改良生物学性状是其遗传育种中亟待解决

的问题( 本研究以灭活的异源四倍体鲫鲤精子为

刺激源"采用冷休克制备雌核发育湘云金鳙"并通

过染色体计数和微卫星分析等方法鉴定其为雌核

发育个体( 雌核发育湘云金鳙的体色明显比普通

湘云金鳙偏红"且其后代 (

1

的体色也较普通湘云

金鳙自交后代的偏红"表明通过雌核发育可有效

稳定湘云金鳙的体色%通过对比发现"雌核发育湘

云金鳙产生 (

1

的生长速度比普通湘云金鳙快

13L>14L"从而表明"利用雌核发育稳定湘云金

鳙性状是可行的(

实验对
!

>

&

龄的雌核发育湘云金鳙的性腺

发育进行了追踪观察"检测发现所有的雌核发育

鱼性腺都是卵巢"其中 :0L个体的性腺发育正

常"11L个体为发育迟滞或异常卵巢型性腺"未检

测到精巢型性腺或可挤出精液的个体"为初步揭

示雌性湘云金鳙性别决定机制为 JJ提供了重要

证据( 利用具优良性状雌核发育鱼结合定向选

育"可获得具优良性状的湘云金鳙养殖品系"雌核

发育湘云金鳙的研究在生产实践和理论研究中都

具有重要意义(

研究得到湖南师范大学鱼类发育实验室刘少

军老师$张纯老师的指导和帮助"谨致谢忱%
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