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摘要! 用经紫外线灭活的团头鲂精子激活橙黄色锦鲤的卵子!在 9 K的水温下冷休克处理卵

子 /2 :;B 使其染色体加倍!获得了孵化率为 /216E$存活率为 1911E的雌核发育锦鲤!表明

该雌核发育锦鲤研制方法具有较高的效率% 利用外周血细胞培养方法制备了雌核发育锦鲤染

色体并利用核型分析方法对其核型进行了分析!发现雌核发育锦鲤染色体数目为 322!核型公

式为 11 :?/9 A:?11 AH?11 H&表明雌核发育锦鲤为二倍体!其核型与锦鲤母本一致% 利用

石蜡切片方法!随机选取 32 尾 3 龄雌核发育锦鲤性腺进行检测!发现其性腺全部为卵巢&并且

在繁殖季节随机检测 322 尾 1 龄雌核发育锦鲤!没有 3 尾能挤出精液!表明雌核发育锦鲤全部

为雌性!为证明雌性锦鲤的性别决定类型为 XX提供了重要证据% 此外!还对雌核发育锦鲤与

母本的的 <GM基因遗传关系$外形$体色等进行了比较!结果表明雌核发育锦鲤与母本有相同

的 <GM基因扩增片段!为证明其为雌核发育锦鲤而非杂交后代提供了重要证据&同时!雌核发

育锦鲤保留了母本体态优美的特点!且具有色泽更鲜艳等优点!表明该雌核发育方法产生了遗

传改良效果% 雌核发育锦鲤的获得为该观赏鱼的提纯复壮$遗传改良以及性别决定和性别控

制研究奠定了基础%

关键词! 锦鲤& 雌核发育& 遗传育种& 染色体

中图分类号! F/9/11& *830194444 444文献标志码'&

44锦鲤#$,7&(41-)%&7(. '1"O/;$是一种高档观

赏鱼"目前大多数优秀的锦鲤品种"主要是通过杂

交以及长期的人工选育而得来"一个好品种的形

成往往要经历数十年甚至更长时间的选育' 雌核

发育是一种快速有效的遗传改良方法"一代雌核

发育的效果可以相当于 : <32 代自交选育的效

果
(3)

' 在雌核发育过程中"利用灭活的外源精子

刺激卵子发育"再通过人工染色体加倍处理获得

雌核发育后代' 该方法可以淘汰有害基因"快速

建立遗传纯系"加快育种速度
(1)

%同时"在雌核发

育过程中存在 B异精效应C"即外源精子的 5%&

片断融合在卵子的遗传物质中"可以使得雌核发

育后代在基因型和表型上发生改变"导致雌核发

育鱼在外形&生长速度等方面产生遗传变异
(/)

"

因而在鱼类遗传育种中具有重要应用' 另一方

面"可以通过检测雌核发育后代的性别情况"来研

究亲本的性别决定机制"当雌核发育后代全部为

雌性时"可以推断其亲本的性别决定类型为雌性

同配型#如 XX型$

(9 50)

' 目前"研究人员已经在

多种鱼类中开展了人工雌核发育研究"如鲤

# $,7&(41- )%&7(. $

(: 532)

" 牙 鲆 # "%&%'()*+*,-

.'(/%)01-$

(33)

"虹鳟#G4).&*,4)*1-8,@(--$

(31)

"草

鱼#$+04.7*%&,4>.3.4 (30''1-$

(3/)

"白鲫#$%&%--(1-

%1&%+1-)1/(0&($

(39)

等'

团头鲂 #=0>%'.:&%8% %8:',)07*%'%$精子是

一种诱导鲫#$%&%--(1-%1&%+1-$和鲤雌核发育的

外源精子' 本实验利用紫外灭活的团头鲂精子"

成功诱导了橙黄色锦鲤的雌核发育"并具有较高
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的孵化率和成活率' 雌核发育橙黄色锦鲤不仅保

留了母本体态优美&全身橙黄的特点"而且具有色

泽更鲜艳"性状更整齐等改良特性' 这些结果表

明"利用雌核发育的方法对锦鲤进行遗传改良是

一种有效育种途径' 改良的雌核发育橙黄色锦鲤

的形成为橙黄色锦鲤的进一步遗传育种提供了优

质的母本' 另外"全雌雌核发育锦鲤的形成"为证

明雌性锦鲤的性别决定类型为 XX提供了重要

证据'

34材料与方法

$%$&实验材料

团头鲂#简称 9*9$"锦鲤#简称 O/;$及雌核

发育锦鲤#简称 DO/;$均取自湖南师范大学教育

部B多倍体鱼繁殖与育种技术C工程研究中心'

$%'&实验方法

雌核发育锦鲤的诱导44采用灭活异源精子

诱导雌核发育的方法"选产卵质量高&产卵量大而

顺的普通橙黄色锦鲤与产精量多而浓的团头鲂按

一对一配对原则挑选三组进行雌核发育诱导试

验' 首先将挤出的团头鲂精子用 +3BP 氏液按

7=3的比例稀释"以薄层分布在培养皿中"然后将

培养皿置于垫有冰板的摇床上"并距离 32 ?:用

紫外灯照射"照射剂量为 / 622 :!6?:"处理完后

与锦鲤的成熟卵子混合"并用干燥&洁净的羽毛充

分搅拌"再把卵子平铺到盛有清水的培养皿中' /

:;B 后"将培养皿置于冰水混合物中冷休克处理

/2 :;B"然后胚胎在 1/ <19 K水温下孵化' 当发

育至原肠胚时"统计通过原肠胚的胚胎数目%胚胎

脱膜后"统计孵出的幼苗数目%幼苗下池前统计存

活的幼苗数目' 雌核发育幼苗孵出 / J 后"将其

放入池塘中"按常规方法饲养'

形态特征的测量44当雌核发育鱼长到 3 龄

时"随机选取 12 尾"对实验鱼的全长 # VI/0G

0GBLHI"Y'$&体长 # R/J= 0GBLHI"9'$&体高 # R/J=

IG;LIH"9+$&尾柄长#?3<J30MGJ<B?0G0GBLHI"7'$&

尾柄高 #?3<J30MGJ<B?0GIG;LIH"7+$&头长 # IG3J

0GBLHI"+'$和头高# IG3J IG;LIH"++$等可量性状

进行测量%并对实验鱼的背鳍条&腹鳍条&臀鳍条&

侧线鳞&侧线上鳞及侧线下鳞等可数性状进行

记数'

倍性检测及染色体核型分析44随机取 32

尾雌核发育锦鲤用于染色体制备' 采用微量外周

血细胞培养的方法"从实验鱼尾静脉抽血 211

:'"213E肝素钠抗凝"加入 32 :'培养液中

#23692 培养基 ?37E胎牛血清 ?/22 :L6:'

7+&$"置于 17 K"7E-"

1

中培养 01 I"终止培养

前 9 I"加入终浓度为 2120

!

L6:'的秋水仙碱'

处理完后将培养物加入 37 :'离心管中"3 222

46:;B"7 :;B 离心收集细胞"去上清液后"加入 32

:'21207 :/06'O-0溶液低渗 /2 :;B 后"3 222

46:;B"7 :;B 离心收集细胞后"加入新鲜配制的固

定液#甲醇=冰醋酸 @/=3$9 :'"固定 37 :;B 后

3 222 46:;B"7 :;B 离心收集细胞"重复固定 / 次

后加入 217 :'固定液"滴片"空气中自然干燥

后"吉姆萨染色"镜检' 从每尾鱼中选取 32 个染

色体形态好的有丝分裂中期分裂相""0=:M<A显

微镜下拍摄"计数其染色体数目"并对其染色体数

目的分布情况进行统计分析"同时"从中选取较好

的分裂相构建染色体组型"染色体组型按 'GT3B

氏标准'

雌核发育锦鲤性腺发育情况检测44当雌核

发育到达 3 龄时"取 32 尾雌核发育锦鲤"全鱼用

丁香酚麻醉后"解剖取性腺"性腺材料用 9/<;B 氏

液固定"系列酒精脱水"二甲苯透明"石蜡包埋"连

续切片厚度为 6 <:

!

:"+1,染色"中性树胶封

片""0=:M<A显微镜镜检并进行显微摄影' 性腺

分期按文献所述标准
(37)

' 此外"第二年繁殖季

节"当雌核发育锦鲤达到 1 龄"随即选取 322 尾"

采用轻压鱼腹部的方法检测其是否可以挤出白色

精液'

雌核发育锦鲤 <GM基因片段扩增44确定了

锦鲤的染色体倍性后"采用 &-5抗凝剂"从普通锦

鲤和雌核发育锦鲤尾静脉抽血 3 :'"用于血液基

因组 5%&提取' 5%&提取采用试剂盒方法#上海

生工"细菌小量基因组 5%&抽提试剂盒$' 7-$

引物由上海 *3BL/B 公司合成' 上游引物为 7]

ND&&D-D&---&ND&&#-6N$D/]%下游引物为

7]&DDN-D#&6D$ N&-NN#&6D$ N&#&6D$ N

/]"7-$扩增反应总体积为 17

!

'"其中模板基因

组 5%&:2 BL"每种 J%N7122

!

:/0"每种引物各

2117

!

:/0"2%A 5%&聚合酶 3117 #"反应程序为

89 K预变性 7 :;B"89 K变性 /2 A"72 K退火 97

A"01 K延伸 :2 A"共 /7 个循环"最后在 01 K延伸

32 :;B' 7-$产物在 312E琼脂糖凝胶电泳中分

离' 对于需要进一步做序列分析的样品的 5%&

38/
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片段用上海 *3BL/B 公司胶回收试剂盒纯化"纯化

方法参照产品手册进行' 将回收的 5%&片段克

隆于载体 M253:8N#N3O3$3公司$"连接反应及

细菌转化按 M253:8N载体试剂盒说明书进行

操作'

14结果

'%$&雌核发育橙黄色锦鲤受精率"孵化率和成

活率

雌核发育锦鲤在胚胎发育阶段发育速度慢于

普通锦鲤"用灭活的团头鲂精子进行雌核发育时

具有较高的受精率"虽然在发育过程中有部分胚

胎致畸死亡"但是仍具有较高的孵化率和成活率

#表 3$'

'%'&普通锦鲤雌核发育锦鲤外形特征比较分析

从表 1 和表 / 可以看出"雌核发育锦鲤多数

可数性状和可量性状与普通锦鲤无明显差异"但

是在某些性状"如雌核发育锦鲤尾柄高6尾柄长明

显要大于普通锦鲤"雌核发育锦鲤具有更宽厚的

尾部"雌核发育锦鲤在体色上较普通锦鲤要更鲜

艳"结果表明"利用异源精子进行的雌核发育对其

具有一定的改良作用'

表 $&雌核发育锦鲤受精率"孵化率

758%$&S2>GA@AGI >5G2#J5G;J>5G253D

=<>HAH5@>5G2:F1N:A [

受精率

@G4H;0;H= 43HG

孵化率

I3H?I 43HG

成活率

A<4T;T3043HG

雌核发育锦鲤 DO/; 6:18 C110 /216 C/17 1911 C31/

表 '&雌核发育橙黄色锦鲤与其母本可量性状比例

758%'&#:EC5>A=:3:F>5GA:=:FE25=<>58@2G>5AG=:FBI3:B232GA;:>53B2

:>35E23G5@;5>C53DAG=E5G2>35@C5>23G

体长6全长

9'6Y'

体高6体长

9+69'

头长6体长

+'69'

头高6头长

++6+'

尾柄高6尾柄长

7+67'

头高6体高

++69+

普通锦鲤 O/; 2108 C212/ 21/1 C2129 2118 C2121 2101 C2121 21:/ C2121 2167 C2121

雌核发育锦鲤 DO/; 2108 C212/ 21/8 C212/ 2110 C2121 21:7 C212/ 3137 C212/ 2162 C2121

表 +&雌核发育橙黄色锦鲤与其母本可数性状

758%+&#:EC5>A=:3:F;:<3G58@2G>5AG=:FBI3:B232GA;:>53B2

:>35E23G5@;5>C53DAG=E5G2>35@C5>23G

侧线鳞

03HG4300;BG

A?30G

侧线上鳞

<MMG403HG430

A?30G

侧线下鳞

0/VG403HG430

A?30G

腹鳍条

3RJ/:;B30

@;B

背鳍条

R3?P @;B

臀鳍条

3B30@;B

普通锦鲤 O/;

/6 C3119

#/7 </0$

6113 C2108

#7 <0$

013: C2101

#6 <:$

:137 C2108

#0 <8$

(

?301:/ C3127

#

(

?36 <38$

(

?7171 C2179

#

(

?7 <6$

雌核发育锦鲤 DO/;

/7131 C216:

#/9 </6$

6121 C2176

#6 <0$

012: C2103

#0 <:$

8119 C2102

#: <32$

(

?3813: C2168

#

(

?3: <12$

(

?6177 C2163

#

(

?6 <0$

注!

(

代表硬鳍条数目'

%/HGA!

(

4GM4GAGBHHIGB<:RG4/@I34J @;B1

'%+&雌核发育锦鲤有丝分裂中期染色体及核型

在显微镜下观察外周血细胞培养染色体制

片"每条鱼选择 32 个形态好的中期分裂相 #表

9$' 在所统计的中期分裂相中"雌核发育锦鲤的

染色体数目主要分布在 87 <322 范围内"占所统

计分裂相的 8:E"其中数目为 322 的所占比例为

81E"这证实了雌核发育锦鲤为二倍体#图 383$'

染色体组型按 'GT3B 氏标准确定"分析雌核发育

锦鲤 32 个有丝分裂中期染色体分裂相"得出雌核

发育锦鲤每一套染色体组均由 33 条中部着丝粒

染色体&30 条亚中部着丝粒染色体&33 条亚端部

着丝粒染色体和 33 条端部着丝粒染色体构成'

雌核发育锦鲤组型排列公式为 11 :?/9 A:?11

AH?11 H#图 38R$"与梁拥军等
(36)

中提到的锦鲤核

型公式一致"从而进一步证明了雌核发育锦鲤为

二倍体"而非与团头鲂的杂交鱼'

18/



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

/ 期 刘启智"等!雌核发育橙黄色锦鲤的遗传&性腺发育及外形特征 44

图 $&雌核发育锦鲤中期染色体分裂相及核型

#3$雌核发育锦鲤有丝分裂中期染色体分裂相#14 @322$ % # R$雌核发育锦鲤染色体组型'

SAB%$&!2G5CJ5=2;J>:E:=:E2=C>25D=53D65>I:GIC2:F1N:A

#3$2GH3MI3AG?I4/:/A/:GAM4G3JA/@DO/;#14 @322$ % # R$O34=/H=MG/@DO/;1

表 ,&雌核发育锦鲤中期染色体数目统计

758%,&(A=G>A8<GA:3:F;J>:E:=:E23<E82>=A3E2G5CJ5=2:FEAG:=A=A31N:A

鱼名

@;AI B3:G

个体数

A3:M0GB/1

分裂相数目

B<:RG4/@

AM4G3JA

染色体分布

J;AH4;R<H;/B /@?I4/:/A/:GB<:RG4A

B87 87 <88 322 A322

雌核发育锦鲤 DO/; 32 322 3 6 81 3

'%,&雌核发育锦鲤性腺发育情况

3 龄时"雌核发育锦鲤石蜡切片显示其性腺

结构全部为卵巢型#图 1$' 卵巢中存在大量处于

&

时相和
(

时相的卵母细胞"这表明雌核发育锦

鲤的卵巢可以正常发育并全部为雌性' 同时"在

322 尾检测的雌核发育锦鲤中"无任何鱼可以挤

出白色精液"进一步证明了雌核发育锦鲤全部为

雌性'

图 '&雌核发育锦鲤性腺石蜡切片图

&

"

(

分别代表发育至
&

时相和
(

时相卵母细胞'

SAB%'&1:35DJA=G:@:BA;5@=2;GA:3=:F1N:A

&

"

(

AI/VAHIG:3H<4GM4;:34= //?=HG3HAH3LG/@

&

3BJ

(

"

4GAMG?H;TG0=1

'%/&雌核发育锦鲤 =D8基因 -#.扩增片段

分析

<GM#*$U8R/>$基因家族是一个具有高度保

守的 +2D盒#I;LI :/R;0;H= L4/<M8R/>$编码转录

因子的超基因家族' 利用参考大量不同物种中

<GM基因 +2D8R/> 保守区序列设计的简并引

物"可以在不同动物样品的基因组 5%&中扩增

得到大小&数目和序列有差异的 <GM基因的

5%&片段%而在同一物种内"7-$扩增条带具有

高度的保守性' 雌核发育锦鲤与普通锦鲤具有相

同的 <GM基因扩增片段#122 RM 和 822 RM 处条

带$"进一步验证了雌核发育锦鲤与其母本的遗

传相似性#图 /$'

/4讨论

+%$&人工雌核发育在鱼类遗传育种中的重要性

人工雌核发育是一种快速获得遗传纯系的鱼

类遗传育种方法"传统的育种方法一般需要 : <

32 代自交才能建立一个近交纯系"而通过雌核发

育只需 3 <1 代便可建立一个纯系
(3)

%同时"雌核

发育还是一种研究鱼类性别决定机制简单而实用

/8/
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图 +&=D8基因 -#.扩增片段电泳图

左边泳道为分子梯度为 122 RM 的标记% 3 号泳道为锦鲤 <GM

基因 7-$扩增条带"在 122 RM 以及 822 RM 左右处有条带% 1

号泳道为雌核发育锦鲤 <GM基因 7-$扩增条带"具有与母本

一致的条带'

SAB%+&-#.2@2;G>:CJ:>2G:B>5E :F=D8B232

234P15%&03JJG4:34PG4A# 122 RM ;B?4G:GBHA$ % '3BG31HV/

5%&@43L:GBHA#3MM4/>;:3HG0= 122"3BJ 822 RM$@4/:O/;% '3BG

11HV/ 5%& @43L:GBHA#3MM4/>;:3HG0= 122 3BJ 822 RM $ @4/:

DO/;1

的方法"在雌性性别决定型为 XX型的鱼类中"其

雌核发育后代全部为雌性
(9 56)

"而在雌性性别决

定型为 \Y型的鱼类中"其雌核发育后代中会有

雄性
(30)

%另外"将雌核发育技术与性反转技术相

结合可以用于生产单性群体' 一些经济鱼类中"

单性群体存在明显的优势
(3:)

"如鲤&鲫&草鱼等雌

性生长速度要快于雄性
(38 513)

"全雌鱼的养殖能极

大地提高养殖效益'

+%'&雌核发育锦鲤形成的生物学意义

目前"锦鲤已经培育出了 3/ 种基本花色"并

通过彼此间杂交产生了超过 322 多个色彩斑斓的

锦鲤品系
(11)

' 但目前锦鲤育种仍主要是通过大

规模的选育"在杂交后代中具有较高观赏价值的

锦鲤 个 体 比 例 通 常 较 低 #一 般 为 2123E <

2132E$

(1/)

' 因此"稳定保持锦鲤中优良观赏性

状已成为锦鲤遗传育种中亟待解决的问题' 通过

雌核发育方法建立遗传纯系"可以快速选育出观

赏性状稳定的锦鲤纯系"繁殖出大量具有优良观

赏性状的锦鲤以满足人们的需求' 目前"人工雌

核发育过程中仍存在不少问题"如何优化人工雌

核发育的操作过程以提高雌核发育的效率一直是

研究人员需要解决的问题' 本实验以略带少量杂

色的橙黄色锦鲤为母本"利用灭活的团头鲂精子

进行刺激"采用冷休克的方法"进行锦鲤的雌核发

育研究"获得了较高孵化率 #/216E$和存活率

#1911E$的雌核发育锦鲤' 为确定其为雌核发

育锦鲤"利用简并引物扩增其 <GM基因片段"发

现其与母本一致"未出现父本团头鲂中 022 RM 左

右条带
(19)

"可以排除其为杂交鱼的可能性' 雌核

发育锦鲤的染色体核型分析结果也证明了这一

点' 这些结果表明"本研究中的雌核发育方法在

诱导锦鲤雌核发育上具有较好的效果' 此外"本

实验中获得的所有雌核发育锦鲤在体色上通体金

黄#图 3$"无任何杂色"并且在色彩上较母本更加

鲜艳"表明通过雌核发育来保存并改良母本的优

良观赏性状是可行的'

本研究中的雌核发育锦鲤在 3 龄时"32 尾检

测的个体性腺类型全部为卵巢型"在其达到性成

熟后的繁殖季节"322 尾 1 龄雌核发育锦鲤中没

有检测到可挤出白色精液的个体"表明雌核发育

锦鲤全部为雌性"为证明雌性锦鲤的性别决定类

型为 XX提供了重要证据' 在此基础上"我们将

进一步进行雌核发育锦鲤的性反转研究"以期获

得性反转雌核发育锦鲤"从而建立一个雌核发育

锦鲤纯系群体'

感谢湖南师范大学刘少军!姚占洲老师指导

实验"感谢湖南师范大学何伟国!王军博士在实验

图片处理方面的帮助#
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