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摘要! 红鲫属鲤亚科!其染色体数目为 1A >322&团头鲂属于
!

亚科!其染色体数目为 1A >40$

在红鲫"

&

# C团头鲂"

'

#的远缘杂交 (

3

代中获得了异源三倍体鲫鲂和异源四倍体鲫鲂$ 本

研究对异源三倍体鲫鲂进行了染色体核型分析'染色体 ()*+杂交检测和性腺结构观察!结果

表明%3#异源三倍体鲫鲂的染色体数目为 /A >314!染色体核型公式为 /3=B48C=B17CGB

11G!染色体组由 1 套红鲫染色体和 3 套团头鲂染色体组成&1#利用红鲫特有重复序列为探针

进行 ()*+杂交!红鲫的 322 条染色体均被标记上荧光信号!而团头鲂的染色体均未标记上荧

光信号!异源三倍体鲫鲂中有 322 条染色体被标记上荧光信号!说明异源三倍体鲫鲂含有 1 套

红鲫来源的染色体组&/#异源三倍体鲫鲂的性腺发育异常!其卵巢型和精巢型性腺发育呈现

出退化的特征$ 研究还讨论了异源三倍体鲫鲂的形成机制$ 实验结果为鱼类远缘杂交和多倍

体鱼研究提供了实验数据!在鱼类遗传育种方面具有重要意义$

关键词! 远缘杂交& 异源三倍体& 不育& ()*+

中图分类号! :/13

B

1/& *:785555555 文献标志码%&

55远缘杂交是研制不同倍性鱼的有效方法"$3CEJ

等
&3'

提出了三倍体脊椎动物可以通过杂交产生的证

据后"很多研究人员开展了广泛的杂交研究工作"并

在不同鱼类的杂交后代中获得了三倍体鱼( 例如"

234>3A 等
&1'

发现草鱼 # 8)47&'(*5F7<&B&7 0B4++-."

&

$ C鳙#?50.)0%()(F7&=0+0."

'

$之间的杂交后代是

三倍体( 随着鱼类远缘杂交研究的广泛开展"关于

远缘杂交产生四倍体鱼的报道也有很多"作者实验

室自 12世纪 92 年代以来在鲤科鱼类的属间和不同

亚科之间的远源杂交中分别获得了多种多倍体鱼"

其中"红鲫#1A >322$# 8*5*..0-.*-5*)-.4?O X34"

&

$

C湘江野鲤#1A >322$#8F'507-.%*5'0&"

'

$的 (

3

代

中发现部分可育的二倍体后代"通过多代自交"在 (

/

代中发现部分可育的雌)雄四倍体个体并使它们自

交形成了异源四倍体鲫鲤群体
&/ 64'

( 异源四倍体鲫

鲤雌)雄两性可育"遗传性状稳定"已经连续繁殖到

(

1 /

代( 由于其四倍体性能代代相传并且具有明显

的遗传变异特征"为形成一个染色体数目为 4A >122

的新物种奠定了坚实的基础( 在该远缘杂交品系形

成过程中"从亲本二倍体#1A >322$到后代四倍体

#4A >122$的过渡没有任何人工诱导处理"属于染色

体自然加倍
&8'

"这是世界上第一例不经过实验处理

而自然产生的两性可育)遗传性状稳定的四倍体鱼

群体"在生物进化和鱼类遗传育种方面具有重要意

义( 近十几年来"作者实验室在红鲫#

&

$ C团头鲂

#C4<*+&=5*,* *,=+F%4'(*+*$#

'

$的 (

3

代中获得了

大量三倍体和四倍体杂交后代"其中异源四倍体鲫

鲂通过自交获得了存活后代"为建立新的四倍体群

体奠定了坚实基础
&7 60'

( 本研究将对鲫鲂 (

3

代中异

源三倍体鲫鲂的遗传组成和生殖特性进行研究"包

括通过染色体核型分析)染色体荧光原位杂交

#D0F/4?CE?AE?07 .0)- JBL4>O>H3G>/A"()*+$检测)性腺

结构观察等揭示双亲染色体数目不同的异源三倍体

鲫鲂的生殖特性和形成机制"为鱼类多倍体育种研
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究提供有益的研究数据(

35材料与方法

!"!#染色体的制备与核型分析

对
'

龄的红鲫)团头鲂)异源三倍体鲫鲂#各 32

条$的肾脏#肾细胞$染色体数目进行鉴定( 肾细胞

有丝分裂中期染色体制备过程!对实验鱼注射 7+&

3 </次"每次剂量为 1 <0

%

I6I 体质量"间隔时间为

31 <14 J"在解剖取材前的 1 <7 J 注射秋水仙素"剂

量为 1 <4

%

I6I 体质量%取出肾脏组织于盛有 210T

的生理盐水的培养皿中"用剪刀剪碎材料%移于离心

管中"吹打%3 222 46=>A 离心 8 =>A"弃上清液%收集

的细胞沉淀在 21298 =/06'R-0低渗液中低渗 42 <

72 =>A"低渗过程中不时地轻轻吹打%离心"收集沉

淀%在甲醇和冰醋酸#/D3$混合液中固定)离心)再固

定"重复 1 </ 次%在冷冻的玻片上滴片"火焰干燥%

N>?=C3染料染色"镜检"用 7>P?43K4/ 722 ,*#美国$

数码显微摄像系统拍照(

每种实验鱼有 122 个分裂相#每条鱼 12 个分

裂相$被分析( 质量好的中期分裂相被用于进行

染色体核型分析( 对染色体的全长以及长臂和短

臂的长度进行了测量"并通过染色体长臂和短臂

的比例结合相关标准对染色体进行分类!比值在

312 <319 之间的为中部着丝粒染色体"319 </12

的为亚中部着丝粒染色体"/13 <912 的为亚端部

着丝粒染色体"913 的为端部着丝粒染色体(

!"$#染色体荧光原位杂交

利用 引 物 8U8&&N-QQQQ-Q-Q-Q&NQ&N8

&N&&&N-8/U%8U8QQN&N-&N&QQQNNN-QQN8

&QQQ-8/U在红鲫基因组中扩增出高度串联重复

序列#序列号 !:207973$"并以该序列为模板"采

用 7-$法以 5>I8338O#Q7间接标记探针 #7-$

5)N74/L?*BAGJ?C>CR>G"$/EJ?"N?4=3AB$"纯化

探针后在各种实验鱼有丝分裂中期染色体标本上

进行荧光原位杂交( 染色体分裂相玻片分别在

1 C**-和 322T的酒精中处理后放入 98 b的

92T去离子甲酰胺61 C**-溶液中变性"然后再

从 92T# 612 b$到 322T酒精梯度中脱水"每次

8 =>A"并最终在空气中干燥( /9 b杂交过夜#杂

交液为 82T去离子甲酰胺"12 C**-"32T硫酸

葡聚糖"3 <1 AI6

%

'探针$"然后在 41 b下洗脱"

并用 ()Q-#绿色荧光 $耦联的羊抗地高辛抗体

#$/EJ?"N?4=3AB$进行特异性信号定位"5&7)

#*>I=3$复染"荧光显微镜下观察并照相(

!"9#性腺组织学切片检测

在实验鱼繁殖季节"对
(

龄实验鱼的性腺结

构进行观察"主要采取组织学切片观察!取部分性

腺组织"用 ;/F>A 氏液进行固定"系列酒精脱水"

二甲苯透明"石蜡包埋"连续切片厚度为 7 <0

%

="+1,染色"中性树胶封片"显微镜镜检并对部

分材料进行检测(

15结果

$"!#染色体检测和核型分析

异源三倍体鲫鲂拥有 314 条染色体 #图 38

3$"其染色体中期分裂相中只发现 3 条最大的亚

中部着丝粒染色体"而在团头鲂的染色体中期分

裂相中能够观察到 1 条类似的染色体( 核型分析

发现"异源三倍体鲫鲂的核型公式为 /3=B48C=

B17CGB11G#图 38L$"其中 /3 条中部着丝粒染色

体中有 11 条来自于红鲫": 条来自于团头鲂%48

条亚中部着丝粒染色体中有 /4 条来自于红鲫"33

条来自于团头鲂%17 条亚端部着粒丝染色体中有

11 条来自于红鲫"4 条来自于团头鲂%11 条端部

着丝粒染色体全部来自于红鲫(

$"$#染色体荧光原位杂交检测

以红 鲫 的 高 度 串 联 重 复 序 列 #序 列 号

!:207973$为探针"对红鲫)团头鲂和异源三倍体鲫

鲂的染色体中期分裂相进行 ()*+检测( 结果发

现"红鲫的 322 条染色体均被标记上荧光信号#图

183$"团头鲂的染色体均未被标记上荧光信号#图

18L$"这说明该探针能对红鲫和团头鲂的染色体进

行区分( 因此"异源三倍体鲫鲂的中期分裂相中来

源于红鲫的 322 条染色体均被标记上荧光信号"而

来源于团头鲂的 14 条染色体均未被标记上信号"

说明其含有 1 套来源于红鲫的染色体#图 18E$(

$"9#育性检测

繁殖季节"对
'

龄)

(

龄和
&

龄异源三倍体鲫

鲂的育性进行检测"其雌)雄个体均没有挤压出成

熟的卵子和精液( 在对异源
(

龄三倍体鲫鲂的性

腺结构进行观察时发现了 1 种类型的性腺结构!

#3$卵巢型性腺呈浅黄色"固定后呈花瓣状的分

叶"卵巢的大部分被发育程度不高)体积较小的卵

原细胞样细胞占据"其中有些细胞内出现空泡状

结构"呈现出退化的特征#图 /83$%#1$精巢型性

腺呈白色"剪刀剪开没有精液流出"这样的精巢主

:8/
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图 !#异源三倍体鲫鲂的染色体分裂相和核型图

#3$异源三倍体鲫鲂的染色体中期分裂相有 314 条染色体"箭头所指为来源于团头鲂的最大亚中部着丝粒染色体% # L$异源三倍体

鲫鲂的核型由 1 套红鲫和 3 套团头鲂染色体组成"箭头所指为来源于团头鲂的最大亚中部着丝粒染色体%标尺为 /

%

=

D.8"!#>H-5/515/01G-0*31*73J*-N5FNG05497<I

#3$QJ?314 EJ4/=/C/=?C/D/A$;">A WJ>EJ /A?GJ?034I?CGCFL=?G3E?AG4>EEJ4/=/C/=?C>C>AO>E3G?O#344/WC$ % # L$QJ?M34B/GBK?/D

/A$;"WJ>EJ E/AC>CGC/DGW/ C?GC/DEJ4/=/C/=?CD4/=$--3AO /A?C?G/DEJ4/=/C/=?D4/=;*;%L34>C/

%

=

图 $#红鲫$团头鲂和异源三倍体鲫鲂染色体的 D]?;检测

#3$以红鲫的高度串联重复序列为探针对红鲫的中期染色体分裂相进行 ()*+杂交" 322 条红鲫染色体均有荧光信号% # L$团头鲂

的染色体均没有荧光信号% #E$异源三倍体鲫鲂中来源于红鲫的 322 条染色体有荧光信号

D.8"$#BS*/.7*F.5754HN+-.3.W.78 1.87*61+N D]?; 54%H-5/515/01.7<>>%I?I*7397<I

#3$QJ?CK?E>?C8CK?E>D>E4?K?G>G>X?C?VF?AE?CK4/L?JBL4>O>H?O G/ 322 EJ4/=/C/=?C>A $--% # L$%/ EJ4/=/C/=?/D;*;W3CJBL4>O>H?O%

#E$QJ?CK?E>?C8CK?E>D>E4?K?G>G>X?C?VF?AE?CK4/L?JBL4>O>H?O G/ 322 $--8O?4>X?O EJ4/=/C/=?C>A /A$;

图 9#异源三倍体鲫鲂的性腺结构

#3$异源三倍体鲫鲂的卵巢% # L$异源三倍体鲫鲂的精巢

D.8"9#)H0857*3*61F-2%F2-05497<I

#3$GJ?/X34B /D/A$;% # L$GJ?G?CG>C/D/A$;

27/
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要由许多精细小管组成"有的精细小管内没有精

子细胞"有的精细小管内可见一些精子细胞"但这

些精子细胞的形状不规则"外表面轮廓不清晰"呈

现退化解体现象"没有观察到成熟精子#图 /8L$(

/5讨论

远缘杂交是一种重要的遗传育种方法"通过

这种方法能将不同物种的染色体整合到一起"导

致杂交后代在基因型和表型上发生改变( 作者实

验室以前在红鲫 #1A >322"

&

$ C团头鲂 #1A >

40"

'

$的 (

3

中获得了异源三倍体鲫鲂和异源四

倍体鲫鲂"它们在染色体数目)遗传组成和外形等

生物学特征方面有明显的差别
&7'

( 从染色体水

平来看"染色体的数目和特殊形态的染色体都能

够作为遗传标记对杂交后代染色体水平的变化以

及染色体来源进行分析( 本研究中"团头鲂的 3

对最大的亚中部着丝粒染色体能作为遗传标记对

鲫鲂杂交后代的染色体组成进行分析( 异源三倍

体鲫鲂的染色体中期分裂相中拥有 314 条染色

体"其中有 3 条染色体类似于团头鲂的最大亚中

部着丝粒染色体( 核型分析发现"异源三倍体鲫

鲂的核型公式为 /3=B48C=B17CGB11G"其中 /3

条中部着丝粒染色体中有 11 条来自于红鲫": 条

来自于团头鲂%48 条亚中部着丝粒染色体中有 /4

条来自于红鲫"33 条来自于团头鲂%17 条亚端部

着粒丝染色体中有 11 条来自于红鲫"4 条来自于

团头鲂%11 条端部着丝粒染色体全部来自于红

鲫( 因此可以认为"异源三倍体鲫鲂的染色体由

1 套红鲫染色体和 3 套团头鲂染色体所组成(

荧光原位杂交也能有效地在染色体水平上分

析杂交二倍体和多倍体物种的遗传组成( 本实验

以红鲫的高度串联重复序列#序列号 !:207973$

为探针"对红鲫)团头鲂和异源三倍体鲫鲂的染色

体中期分裂相进行荧光原位杂交检测( 结果发

现"在红鲫染色体中期分裂相中能发现 322 个荧

光信号"而团头鲂的染色体中期分裂相没有标记

上荧光信号"因此该探针能特异地区分红鲫和团

头鲂的染色体( 异源三倍体鲫鲂的中期分裂相中

发现 322 个荧光信号"该研究结果说明异源三倍

体鲫鲂的基因组中含有 1 套红鲫染色体"这与核

型分析结果相一致(

在红鲫#

&

$ C团头鲂#

'

$的杂交 (

3

后代中

发现三倍体和四倍体杂交后代"但是没有发现存

活的二倍体杂交后代( 其原因可能是由于母本红

鲫和父本团头鲂的染色体数目差别较大"不利于

胚胎发育成为存活的杂交二倍体后代( 通过三倍

体或四倍体化能很好地克服发育过程中的障碍"

并最终发育成为存活后代( 在 340 条染色体

&#82 B14$ C1'的异源四倍体鲫鲂染色体组中"

红鲫和团头鲂都拥有自己的同源染色体"因此后

代中染色体和基因的不兼容性被大大降低%在

314 条染色体#82 C1 B14$的异源三倍体鲫鲂染

色体组中"红鲫也拥有自己的同源染色体"这样也

能在一定程度上降低染色体和基因的不兼容

性
&: 632'

( 通过遗传组成和核型分析"推测不同的

多倍体鲫鲂来源于不同的多倍体化机制!异源三

倍体鲫鲂#/A >314$来自于受精卵第二极体的排

除被抑制"而异源四倍体鲫鲂 #4A >340$是来自

于受精卵的第一次卵裂被抑制
&7'

( 另外在红鲫

#

&

$与团头鲂#

'

$的杂交 (

3

中"还发现了两性可

育的天然雌核发育红鲫 #1A >322$"这是由于红

鲫卵子第二极体的排除被抑制
&8":'

(

自然界中的三倍体鱼具有可育的特征"但是

表现出孤雌生殖或雌核发育
&33 63/'

( 例如"三倍体

银鲫所产卵子在异源精子的诱导下进行发育"在

发育过程中雄核不参与发育调控并最终被排

出
&34'

( 研究还发现"三倍体银鲫是一种同源三倍

体鱼
&38'

( 大量实验表明"通过远缘杂交)冷休克

和热休克以及静水压等人工方法获得异源或同源

三倍体鱼
&37 63:'

"/ 套染色体组导致染色体配对混

乱进而造成性腺发育紊乱而不能产生正常的配

子
&12 613'

( 本研究中"

(

龄异源三倍体鲫鲂卵巢型

性腺的大部分被发育程度不高)体积较小的卵原

细胞样细胞占据"其中有些细胞内出现空泡状结

构"呈现出退化的特征%其精巢型性腺的精细小管

内没有精子细胞"有的精细小管内可见一些精子

细胞"但这些精子细胞的形状不规则"外表面轮廓

不清晰"呈现退化解体现象"没有观察到成熟精

子( 以上结果从细胞水平上证明了异源三倍体鲫

鲂的不育性( 在红鲫 #

&

$ C团头鲂 #

'

$杂交过

程中"红鲫卵子第二极体的排除被抑制使得染色

体加倍"在一定程度上降低了染色体和基因的不

兼容性"有利于形成存活的异源三倍体鲫鲂"但是

/ 套染色体组将造成减数分裂过程中联会配对的

絮乱
&11 618'

"导致异源三倍体鲫鲂不能产生成熟的

配子和不育( 作者实验室通过长期研究"发现异

37/
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源四倍体鲫鲂 #4A >340$两性可育"其自交获得

了存活后代
&8 67'

"并结合遗传选育形成了一个具

有遗传变异特性的新型同源四倍体鱼品系#(

1

<

(

9

%4A >122$"这在生物进化和遗传育种方面具有

重要意义(
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