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摘要! 参照大黄鱼雌核发育诱导程序!应用冷休克抑制大黄鱼"

"

#与黄姑鱼"

#

#杂交受精卵

的第二极体排出!培育了两个异源三倍体家系"@@+# 和 @@+$#$ 异源三倍体家系的受精率%

孵化率略低于大黄鱼自繁二倍体对照家系"@@#!而初孵仔鱼畸形率略高于 @@家系$ 倍性分

析显示!异源三倍体家系初孵仔鱼细胞 >+,含量约为大黄鱼自繁对照家系的初孵仔鱼细胞

>+,含量的 #7": 倍!且三倍体率达到 #%%T$ ; 个微卫星标记分析结果表明!父本杂合基因

在异源三倍体中分离!后代分别得到父本两个等位基因中的一个!分离比符合孟德尔式遗传预

期&由于基因的第二次分离被阻断!母本基因在异源三倍体中的传递表现出半四分子的特点!

其中部分个体同时保留了母本两个等位基因!表现为杂合基因型$ 综合倍性分析和微卫星分

析结果可以判断!异源三倍体家系成员为含有 $ 个大黄鱼基因组和 # 个黄姑鱼基因组的异源

三倍体$ 可见!大黄鱼减数分裂雌核发育或三倍体诱导程序中用于抑制第二极体排放的条件!

同样适用于诱导异源三倍体$ 然而!@@+# 和@@+$ 的仔鱼在 #; 日龄后出现生长停滞!陆续死

亡!没有个体存活超过 # 个月!表明母本染色体加倍不能有效提高杂种成活率!但异源三倍体

仔鱼可作为遗传作图%基因组比较和基因表达调控研究的材料$

关键词! 大黄鱼& 黄姑鱼& 异源三倍体& 倍性分析& 微卫星

中图分类号! 0<#=&&&&&&&文献标识码',

&&远缘杂交可以把不同种(属的特征和特性结合

起来!突破种属界限!扩大遗传变异!从而创造新的

变异类型或新物种!是鱼类育种中常用的手段之

一)#*

+ 然而!由于杂交不亲和!远缘杂交常常无法得

到存活的后代)$*

+ 大黄鱼"!"#$%$&'(')*&#+&,"#和

黄姑鱼"-$.," "/.$0/+#"#都属石首鱼科"1&$",2$3",#!

分属黄鱼属"4*,53+*&$",2"#和黄姑鱼属"-$.,"#!且

都是我国重要的海洋经济鱼类)! 9"*

+ 刘颖等);*证明

大黄鱼
"

与黄姑鱼
#

杂交受精没有障碍!但是后代

的成活率极低+ 吴清江等):*和吴玉萍等)=*提出!诱

导人工异源三倍体!增加一套母本基因剂量!使得基

因产物的量与母本二倍体相当!可能%缓冲&了种间

的遗传不亲和性!得到比二倍体杂种存活率高和生

命力强的异源三倍体+ 我国学者在斑马鱼"6"2$+

#,#$+#(鲫"7"#"**$5*"5#"(5*#等鱼类中开展了诱导

异源三倍体的研究!认为诱导异源三倍体是一种重

要的育种技术!在研究天然雌核发育机制(转基因鱼

和杂种优势中具有应用潜力!同时也可能在养殖上

具有良好前景)A 9<*

+ 作者实验室在前期研究中已建

立并优化了大黄鱼雌核发育诱导程序)#% 9##*

+ 因此!

本研究参考了大黄鱼减数分裂雌核发育诱导程序

中!冷休克抑制大黄鱼第二极体排放的方法!尝试诱

导大黄鱼与黄姑鱼异源三倍体!并利用倍性分析和

微卫星标记来检测异源三倍体诱导率!同时初步观

察异源三倍体的早期生物学表现和微卫星标记在异

源三倍体家系中的传递与分离情况!探讨了大黄鱼

与黄姑鱼异源三倍体的在生产实践和基础研究中应

用的潜力与前景+

#&材料与方法

!"!#亲鱼"催产和授精

从在官井洋海区网箱中养殖 $ 周龄的候选亲
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本群体中挑选性腺发育良好(体形正常!体表无外

伤的大黄鱼和黄姑鱼雌雄个体+ 注射-*1F,! 进

行催产!雌鱼催产剂量为 #

!

N?UN!雄鱼减半+ 达

到效应时间"!: V#后!人工挤取精卵进行干法

授精+

试验设置 ! 个组$大黄鱼自繁对照组"@@#!

大黄鱼
"

与黄姑鱼
#

杂交组"@+#和人工异源三

倍体组"@@+#+ 试验共重复两次!在标识后面加

上 # 和 $ 加以区分+ @@+在杂交受精后!参照 -I

等)#$*描述的诱导大黄鱼雌核发育程序经过冷休

克处理!授精后 $ GIM转移至 % W" X海水中休克

#% GIM!以抑制第二极体的排放+

上浮的卵子收集后在 =7; -水桶中分别充气

孵育+ 观察记录总卵数(发育卵数(孵化仔鱼数和

正常仔鱼数!并取亲本背鳍和形态正常的仔鱼固

定于 <;T酒精中供提取>+,用+ 按下面公式计

算发育率!孵化率及仔鱼畸形率$

发育率"T# Y卵裂卵数?总卵数Z#%%

孵化率"T# Y孵化仔鱼数?发育卵数Z#%%

初孵仔鱼畸形率"T# Y畸形仔鱼?总仔鱼数

Z#%%

!"$#倍性分析

@@#(@+# 和 @@+# 家系中分别取 "% 尾初孵

仔鱼进行测量+ 仔鱼在磨砂玻璃上挑去卵黄囊

后!磨碎!加入 >,@/染色液"#% GG56?-D[I\!]1

=7"'; GN?->,@/'#": GG56?-+H36'$ GG56?-

3H36

$

'$ GG56?-BN36

$

' %7#T D[Î5M _F#%%'

%7%%;T小牛血清#!轻轻震荡!过网筛!全程共染

色 ! GIM+ 用倍性分析仪"@,9/!@H[̂ES! È[GHM#

检测+

!"%#基因组&'(提取

采用普通的苯酚?氯仿?异戊醇法)#!*从亲鱼

尾鳍提取基因组 >+,!提取仔鱼基因组 >+,时

在蛋白酶消化完成后!仅用酚a氯仿"#a##抽提一

次!其余步骤同普通酚?氯仿?异戊醇法)#!*

+ 琼脂

糖凝胶电泳检测 >+,样品的质量!紫外分光光

度计测定(>

$:%

值确定>+,的浓度+

!")#微卫星标记基因型分析

筛选了在雌性亲本或雄性亲本杂合的微卫星

引物!用于分析仔鱼的基因型!这些引物的序列及

退火温度如表 # 所示+ 引物由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成!按照李益云等)#"*所述方

法进行@3*扩增(变性聚丙烯酰胺凝胶电泳与银

染'各个座位的等位基因按其迁移率从大到小依

次定义为,(C(3(>"表 $#+ 用
!

$测验检验母本

基因在雌核发育仔鱼中的分离是否符合孟德尔遗

传定律+ 微卫星,着丝粒图距根据重组基因型频

率估算")Y重组基因型频率?$ Z#%%#+

表 !#* 个微卫星位点"核心序列"引物序列及退火温度

+,-"!#./0123,4566/45620/#724/8#91/75135:;5<053,<=,<<5,6/<> 457951,4;1528

* 7/0123,4566/457,1?513286,1>5@5662A012,?51;35=/<4B/334;=@

微卫星位点

65SI

核心序列

G5 Îb

引物序列";cF!c#

][IGE[\EdQEMSE\";c9!c#

退火温度"X#

HMMEH6IMN ÊG]E[ĤQ[E

!87%%%"

"D̀ #

##

&&&.$3D3DD,̀ 33̀ D3,DD3,D33

;;

&&&*$,DDD,̀ 33,,̀ DD3,3DD33

!87%%"#

",3#

A

,33",3#

#

&&&.$,,̀ 33̀ D33,̀ ,̀D̀ D,

;;

&&&*$,3̀ D̀ ,33̀ D̀ ,,,33,

!87%"%=

"3D#

=

-"D3#

A

&&&.$ ,̀̀ ,,̀ ,̀̀ ,̀̀ D̀ ,,,̀ ,

;;

&&&*$,D̀ DD̀ D̀̀ ,3̀ ,̀D,̀ ,

!87%%::

",̀ #

#%

" D̀#

#%

D"D̀ #

;

&&&.$DD,3,D̀ `̀ 3,̀ 33D̀ ,̀

&&&*$,D̀ ,3̀ 3,̀ 3,̀ ,,D̀ ` ;;

&&&*$D33D33,D̀ D̀ 3,̀ DD,33,

9!:69#%= "3,##$

&&&.$,DD3DD3D̀ 3333D33,,,D

;;

&&&*$,3D3333D̀ ,D̀ 3̀ D3D3D,

$&结果

$"!#受精率"孵化率"初孵仔鱼正常率和成活率

大黄鱼与黄姑鱼杂交.

#

家系"@+# 和 @+$#(

异源三倍体家系"@@+# 和 @@+$#和对照组"@@#

和 @@$#的受精率(孵化率(初孵仔鱼的畸形率和

# 月龄时的成活率如表 $ 所示+ 异源二倍体家系

的受精率(孵化率和初孵仔鱼的正常率与母本自

繁家系相当+ 异源三倍体家系的受精率(孵化率

和初孵仔鱼正常率略低于大黄鱼二倍体对照家

!"#$
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系+ 异源二倍体的成活率很低!低温休克诱导后!

成活率没有提高+ 其中!@+# 在孵化时约有 # 万

尾!孵出后 # W$ 周内大量死亡!孵化后 # 个月

@+# 尚存活 #= 尾'@+$ 杂交仔鱼在孵出后 # W$

周内逐渐死亡!没有个体存活下来'反交家系 +@

在开口后 # 周内逐渐死亡!没有存活的个体+

@@+# 和 @@+$ 的仔鱼在 #; 日龄后陆续死亡!分

别于 $! 日龄和 $; 日龄全部死亡+

表 $#杂交家系和对照组的受精率"孵化率"畸形率和成活率

+,-"$#C514/6/D,4/2<1,45#B,40B/<> 1,45#<217,61,45,<=

3;1E/E,61,4528B@-1/=3,<=02<4126>12;9

家系

bHGI6K

受精率"T#

bE[̂I6IJĤI5M

[ĤE

孵化率"T#

VĤSVIMN

[ĤE

畸形率"T#

HeM5[GH6

[ĤE

成活率"T#

\Q[8I8H6

[ĤE

@+# !!7!! <;7%% $7;% %7#=

@@+# !%7#! A;7!" !7!! %

@@# !=7A" <:7%: % AA7%%

@+$ ""7#$ :=7A% % %7%%

@@+$ "!7:= ;%7#$ #7:: %7%%

@@$ "%7%% ;!7"< % A#7!!

$"$#倍性分析

图 # 为@@#(@+# 和@@+# 倍性分析结果输出

图+ 倍性分析结果图上纵坐标是细胞计数结果!

横坐标是每个细胞相对的 >,@/荧光强度!与

>+,含量成正比+ 根据图中各峰所对应的横坐

标中值可以知道细胞的相对 >+,含量+ 其中!

来自@@的样品"图 #F,#检测峰所对应的中值

"GEHM#为 $:7":!来自 @+的样品为 $=7":!@@+

的样品为 !;7:%!@+与 @@家系初孵仔鱼的 >+,

含量相当!而 @@+组的 >+,含量约为 @@组的

#7; 倍+ 表 ! 是倍性分析测量的统计结果!根据

测量结果!@@+# 初孵仔鱼细胞 >+,含量约为

@@# 的初孵仔鱼细胞 >+,含量 #7": 倍+ "% 尾

@@+# 初孵仔鱼>,@/强度最小为 !;7;#!最高为

!A7A=!表明三倍体率达到 #%%T+

表 %#杂交家系"异源三倍体家系和对照家系倍性分析结果

+,-"%#(E51,>5/<45<3/4@ 28&(FG8214B5B@-1/=,<=

02<41268,7/6@ /<962/=@ ,<,6@3/3

家系

bHGI6K

样本数

\HG]6E\IJE

>,@/平均强度"范围#

H8E[HNEIM ÊM\ÎK 5b>,@/"[HMNE#

@@# "% $;7A" f%7;;"$;7"! W$:7":#

@+# "% $:7"$ f#7!A"$"7A; W$=7":#

@@+# "% !=7:= f%7<="!;7;# W!A7A=#

图 !#倍性分析结果

,7大黄鱼' C7异源二倍体' 37异源三倍体+

C/>"!#H/342>1,7328962/=@ ,<,6@3/3

,$!;&#+&,"' C$H665RI]65IR' 37H665 [̂I]65IR7

$"%#微卫星标记在异源三倍体家系中的传递与

分离

微卫星标记在@@+#和@@+$中的传递和分离

情况如表 " 所示+ @@+# 在 !87%%"#(!87%%%"(

9!:69#%=(!87%%::等 "个微卫星座位上及@@+$

在!87%%::座位上!母本的基因型均为杂合!父本

没有检测到相应的等位基因+ 这 " 个微卫星座位

上!除!87%%%" 表现出 ,C+和 CC+两种基因型

外!其余 !个基因座位上!初孵仔鱼表现出 ! 种基

因型$,,+(,C+和CC+"图 $FC#+ 每个检测个体

均能有 # 个以上位点基因型为杂合+ 除 !87%%%"

外!其余座位两种纯合基因型的比例均符合 #a#+

!87%%"#(!87%%%"(9!:69#%=(!87%%:: 等 " 座位

的B93距离估算值如表 "所示+

!87%"%= 微卫星座位上 @@+# 和 @@+$ 母本

的基因型为纯合",,#!父本为杂合"C3#!,基

因传递给全部后代!父本基因在后代中发生分离

"图 $F,#!分离比符合 #a# 的预期值+

$"#$



&&& 水&产&学&报 !" 卷

表 )#微卫星标记在两个异源三倍体家系中的传递与分离情况

+,-")#G<B51/4,<05,<=35>15>,4/2<3288/E57/0123,4566/45620//<4A2 ,66241/962/=8,7/6/53

座位

65SI

家系

bHGI6K

样本数

M57

母本

bEGH6E

父本

GH6E

子代基因型"频率#

NEM5 K̂]E5b][5NEMK"b[EdQEMSK#

) 4

!87%%"# @@+# !: ,C ++ ,,+";# ,C+"$A# CC+"!# !A7A< %7"A

!87%%%" @@+# "= ,C ++ ,C+"!$# CC+"#;# 9 9

9!:69#%= @@+# "$ ,C ++ ,,+"#!# ,C+"### CC+"#A# #!7#% %7!=

!87%%:: @@+# "! ,C ++ ,,+"#"# ,C+"#"# CC+"#;# #:7$A %7A;

!87%%:: @@+$ $= ,C ++ ,,+"<# ,C+"#%# CC+"A# #A7;< %7A#

!87%"%= @@+# !A ,, C3 ,,C"$!# ,,3"#;# 9 %7#<

!87%"%= @@+$ "# ,, C3 ,,C"$%# ,,3"$## 9 %7AA

注$+$即没有检出扩增条带'K$微卫星9着丝粒图距'4$符合预期分离比的
!

$检验概率值+

+5 Ê\$+$eHMR\M5 RÊEŜER' K$RI\̂HMSE5bGIS[5\ĤE66ÎEFSEM [̂5GE[E' 4$][5eHeI6ÎK RERQSER b[5G

!

$

F̂E\̂7

图 $#家系FF'! 在!"#II$J 座位$(%和家系FF'$ 在!"#IIJJ$K%的微卫星标记图谱

B7>+,GH[UE[' @7母本"大黄鱼#'+7父本"黄姑鱼#+

C/>"$#L6504129B2153/39,4451<3288,7/6@ FF'! ,4!"#II$J ,<=8,7/6@ FF'$ ,4!"#IIJJ

B7>+,GH[UE[' @7bEGH6E]H[EM "̂!;&#+&,"#' +7GH6E]H[EM "̂-;"/.$0/+#"#7

!&讨论

%"!#异源三倍体的诱导条件

刘颖等);*开展了大黄鱼"

"

#与黄姑鱼"

#

#

杂交试验!证明大黄鱼"

"

#与黄姑鱼"

#

#杂交可

以产生含有双亲染色体组的初孵仔鱼+ 这表明!

通过抑制受精卵第一极体排放可能诱导含有两个

大黄鱼基因组和一个黄姑鱼基因组的异源三倍

体+ 温度休克和静水压休克是抑制受精卵第二次

减数分裂常用方法+ 虽然!目前未见关于大黄鱼

"

"

#与黄姑鱼"

#

#杂交受精卵加倍条件的报道!

但是由于减数分裂过程主要是由卵子控制完成!

因此我们直接套用了大黄鱼雌核发育诱导程序中

的方法!用于抑制杂交受精卵第二极体排放+ 结

果表明!诱导后代的发育率(孵化率仅略低于杂交

二倍体组!且三倍体率达到 #%%T+ 微卫星分析

显示所有异源三倍体样品均有 # 个以上微卫星位

点上同时得到母本的两个不同的等位基因!表现

出杂合的基因型!证明诱导组检测的全部个体都

含有一个父本基因组和两个母本基因组+ 可见!

减数分裂雌核发育或三倍体诱导中!用于抑制第

二极体排放的条件同样适用于诱导异源三倍体+

%"$#异源三倍体成活率

理论上!异源三倍体综合了杂交育种和多倍

体育种的双重优势!具有良好的应用前景+ 鱼类

遗传育种实践中也有一些异源三倍体育种的成功

范例+ 例如!%湘云鲫&和%湘云鲤&就是以异源四

倍体鲫鲤为父本!分别与二倍体白鲫或红鲫和鲤

杂交得到的不育异源三倍体!具有生长快(个体

大(肉质好(抗逆性强等优点)#;*

+ 陈敏容等)#:*通

%"#$



## 期 蔡明夷!等$大黄鱼与黄姑鱼异源三倍体的诱导和微卫星分析 &&

过用异源四倍体白鲫"

#

#与二倍体白鲫"

"

#杂

交!育出了规格较整齐(不易脱鳞(抗病力强(生长

迅速的异源三倍体白鲫+ 然而!人工异源三倍体

无法存活的先例也很多+ 桂建芳等)#=*通过杂交

和压力休克获得鲤(鲢(鲫和白鲫等鲤科鱼类之间

: 个组合异源三倍体!结果显示!鲤
"

Z鲢
#

(鲫

"

Z鲢
#

(白鲫
"

Z鲢
#

等 ! 个处理组胚胎能够

正常发育!孵化出苗'鲢
"

Z鲤
#

(鲢
"

Z鲫
#

(鲢

"

Z白鲫
#

不断发生染色体丢失!形成非整倍体

后死亡+ 孟庆磊等)#A*使用 : 9二甲基氨基嘌呤

":F>B,@#处理栉孔扇贝"

"

# Z海湾扇贝"

#

#

后代!抑制第二极体获得异源三倍体!但无法存活

度过附着变态期+ 本研究中!用冷休克处理大黄

鱼"

"

# Z黄姑鱼"

#

#受精卵!得到异源三倍体胚

胎!可以正常发育!孵化出苗!并度过开口期!但在

#; 日龄以后陆续死亡+ 可见!母本染色体组加倍

是不是能够提高杂种成活率!与亲本组合有很大

关系+ 父源基因表达造成的发育或生物代谢过程

的紊乱可能是异源三倍体无法存活的原因+ 深入

研究异源三倍体中父本基因表达对发育和代谢过

程的影响!可能帮助揭示一些重要生命过程的基

因网络和调控机制+

%"%#微卫星标记在异源三倍体中的传递

微卫星标记是共显性标记!可以直观地反映

出亲本基因向染色体组操作后代传递的情况+ 一

个物种的微卫星标记引物在其近缘物种中具有一

定的通用性)#< 9$$*

+ 林能锋等)$!*发现大黄鱼微卫

星标记引物在石首鱼科 ; 个亚科 A 属 #% 个种中

具有通用性+ 由于黄姑鱼微卫星标记的筛选工作

尚未见报道!本研究筛选了 ; 对大黄鱼微卫星标

记位点用于大黄鱼"

"

#与黄姑鱼"

#

#人工异源

三倍体初孵仔鱼遗传分析+ 结果表明!其中有 #

对引物 " !87%"%= # 能够通用于黄姑鱼+ 在

!87%"%= 位点上!两异源三倍体家系父本均为杂

合!杂合的基因在杂交后代中分离!分离比符合孟

德尔分离定律+

另一方面!由于初级卵母细胞在第一次减数

分裂前期发生染色体片段交换!有些基因在第一

次减数分裂分离!有些基因在第二次减数分裂中

分离+ 抑制第 $ 次减数分裂使母本染色体组加

倍!阻断了基因在第二次减数分裂的分离!保留了

由于染色体片段交换形成的重组杂合基因型+ 保

留了第一次减数分裂前期发生的染色体片段交换

的半四分子!常常被应用于着丝粒作图!定位基因

与着丝粒之间的距离)!!$"*

+ 抑制第二极体排放的

异源三倍体的母本基因组也具有半四分子的特

点+ 本研究中!!87%%"#(!87%%%"(9!:69#%=(

!87%%:: 等 " 个在母本杂合的微卫星标记!在异

源三倍体部分后代都可以找到杂合基因型个体+

通过计算第二次减数分裂的重组率")#就可以估

算出标记与着丝粒之间的遗传距离+ 值得注意的

是!!87%%%" 只有两种基因型",C和 CC#!这可

能是由于!87%%%" 标记的 ,等位基因与早期发

育致死基因紧密连锁!纯合基因型无法存活至

取样+

%")#意义和前景

本研究利用冷休克抑制了大黄鱼"

"

# Z黄

姑鱼"

#

#杂交受精卵的第二次减数分裂!得到大

黄鱼"

"

# Z黄姑鱼"

#

#人工异源三倍体仔鱼!并

观察了它们的存活率!以及大黄鱼微卫星标记在

异源三倍体中的传递与分离+ 结果表明!大黄鱼

"

"

# Z黄姑鱼"

#

#人工异源三倍体很难存活!异

源三倍体同时含有 $ 个母本基因组和 # 个大黄鱼

基因组!而且母本基因组具有半四分子的特点+

由于开口后逐渐死亡!异源三倍体难以直接应用

于生产+ 但是由于两个亲本鱼种取样方便(杂交

易行(受精和孵化没有障碍(且染色体操作技术成

熟!故异源三倍体仔鱼材料的培育相对简单易行!

适合作为遗传学研究的实验材料+ 例如!用于遗

传作图!与异源二倍体共同使用可以整合遗传图

谱和着丝粒图谱'也可以用于研究异源三倍体中

父母本的染色体行为和基因相互作用!以及对机

体代谢(发育和存活的影响+
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GH]]IMN HMR 5̂ [E8EH6NEMEEl][E\\I5M HMR [ENQ6ĤI5M IM \5GEIG]5[̂HM êI565NISH6][5SE\\E\7
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