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摘要 用遗传 失活 的团头妨 ( M ` g a Zob ar m a a m bl y ce P h al
a ) 的精子诱 导红 娜 ( C a ar ss 艺u 、 a u ar t。

R ed Va ir et 妇进行雌核发育的研究
.

红鲡的卵子经适宜 U V 剂量灭 活处理 的团头鱿精子激活后
,

在

o一 4℃ 下冷休克 40 m in 抑制第二 极体 的排 出使 染色体加倍
,

获得雌核发育红娜
.

它们的受精率
、

孵化率及成活率分别为 (5 2
.

6士 3
.

0) %
,

(2 3
.

6士 4
.

1) %和 ( 1 5
.

7士 3
.

4) %
,

其成活率明显高于用鲤

鱼精子诱导红娜雌核发育的成活率 (1 1
.

3士 2
.

2) %
.

以外形特征
、

染色体数 目及性腺发育程度为依

据对雌核发育红娜与对照 杂交鱼进行 了 区分和鉴定
,

结果表 明
,

工龄 鱼的体色为红色
,

染色体数

目为 10 。
,

性腺发育正 常的个体为成功的雌核发育红 鲤
; 而染色体数 目为 12 4 或 14 8

,

性腺发育滞

后的个体为杂交鱼
,

其中三倍体铆妨是不 育的 (2 年观察证 明 )
,

而 四倍体鲡鱿 2 年才能达到性成

熟
.

以鲤鱼的精子作为对照
,

着重讨论 了团头妨精子作为刺激源 的优势
,

即能提高雌核发育鱼 的成

活率
,

并可 简化对雌核发育鱼的鉴定
,

研究证 明团头鱿的精子是一 种非常有效的诱导鲡鱼进行雌

核发育的刺激源
.

关健词 团头鱿 红卿 雌核发育 四倍体 三倍体

雌核发育是鱼类单性生殖 中一种重要的生殖方

式
,

即用遗传失活 的精子去激活成熟 的卵子发育
,

然后诱导雌核二倍化得到基因纯合型鱼
,

精子人卵

后不进行雄核与卵核融合
,

只起激活卵子开始发育

的作用
.

近年来
,

国内外关于鱼类人工雌核发育研

究的成功报道很多
,

是鱼类遗传育种研究工作活跃

领域之一〔 ,一 ,口
.

鱼类雌核发育在生产实践和理论研

究上都具有重要价值
.

在鱼类育种工作和遗传学研

究中
,

雌核发育技术可用来加快品种
、

种群的选育

以及进行遗传改 良
、

性别决定机制 的判别和基因定

位等
.

利用具备不同性状 的纯系亲本进行相互 间杂

交
,

可获具优良性状的品系 l0[ 〕
.

很多学者对雌核发

育的关键技术 (精子染色体 的遗传失活以及卵子染

色体的二倍体化 )条件 的摸索和方法 的优化做 了大

量工作
,

但是雌核发育还存在雌核发育鱼成活率低

的间题队
〕` , ` 2〕

,

并且对雌核发育鱼的鉴定比较复杂
.

本研究 用 遗传失 活 的 团头 妨 ( M e g al
o b ar m a a m

-

占z夕 c e P人a z a )的精子诱导红鲤 ( C a r a s s艺u s a u r a t u s R e d

Va ir et 妇进行雌核发育的研究
,

证 明团头鱿 的精子

是一种有效的诱导螂鱼进行雌核发育的刺激源
.
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1 材料和方法

1
.

1 实验材料

性 成 熟 的 雄 性 团 头 妨 ( M亡g a lob ar m a a m
-

占zy c e
p h a za )

、

雄性鲤鱼 ( C y p r i n u : c a r p i o )和雌性红

卿 ( aC
二 a s s i u : a u ar t u 、 R e J Va

二 i e t夕 )均取 自于湖南师

范大学国家四倍体鱼种质保护基地
,

1
.

2 实验材料与方法

在繁殖季节
,

选取能挤 出卵子的红卿
,

能挤 出

精液 的团头纺
、

鲤鱼
,

注射 人绒毛 膜促性 腺激素

( H C G )
,

剂量为 1一 Z U / g 体重
,

雄 鱼剂量 减半
,

按常规方法获取卵子和精子
.

1
.

2
.

1 精子灭活 按以前描述 的方法 进行呻
,

川
,

精液用 H an k 氏液 (按 1 ,

4) 稀释
,

然后均匀地涂在

预冷的培养皿上
,

精液厚度约为 0
.

1一 0
.

2 m m
.

将

培养皿置于冰面上
,

用 2 支 巧 W 的紫外灯照射处

理精子
,

灯管与精液 面的距离为 10 c m
,

照射时间

2 5一 30 m i n (团头舫 )
、

4 0一 4 5 m i n (鲤鱼 )
.

照射过程

中用摇床不停地缓慢摇动以使精子被均匀照射
,

当

快达到适宜的照射剂量时
,

每隔 2一 4 m in 在显微镜

下观察精子活力以决定照射的时间长度
.

处理过的

精液盛在遮光的瓶子中置于冰箱 (4 ℃ ) 中备用
.

1
.

2
.

2 卵子染色体加倍 获取红娜 卵子
,

将部分

卵子与事先准备好 的遗传灭活 的团头鱿 的精 子受

精
,

待受精 1一 Z m in 后将部分受精卵进行染色体加

倍处理
,

即在 。一 4℃ 低温条件下处理 35 一40 m in
,

抑制第二极体 的排 出使卵子的染色体加倍
.

同时设

计了 3 组对照实验
:

对照组 ( l) 为红螂 卵子与遗传

灭活的团头舫的精子受精
,

但不进行染色体加倍处

理 ;
对照组 ( 2) 为红螂卵子直接与未进行遗传灭 活

的团头舫精子受精
; 对照组 ( 3) 为红螂卵子 与经 其

适宜 U V 照射处理的鲤鱼精子受精
,

进行相 同的染

色体加倍处理
.

全部受精卵置于室温 (2 o 士 2) ℃下静

水孵化
,

每隔 3 h 左右换 1 次水
,

直至鱼苗孵化
.

在

相同的条件下
,

实验组和对照组进行了 3 次平行重

复实验
,

并对各组的受精率
、

孵化率及成活率进行

了统计
.

雌核发育鱼和对照杂交鱼 以及父母本 的形态学性状

进行 了测量和比较
.

1
.

2
.

4 染色体数目检测和性腺结构观察 随机选

取 5 尾雌核发育红卿
,

10 尾对照组 ( 红螂早 x 团头

妨矛) 的鱼 (两种不同体型的鱼各 5 尾 )
.

用文献 [ 15 ]

的方法制备有丝分裂 中期染色体
.

采用 肾细胞直接

制片技 术
,

实验 前按 4一 8 拌g / g 体重 的剂 量注 射

P H A 和按 1一 2 拌g / g 体重的剂量注射秋水仙素
,

然

后将实验鱼解剖
,

取小块肾脏组织
,

剪碎
、

吹打成

细胞悬液
,

用 0
.

0 75 m ol / L K CI
,

卡诺氏液 ( 甲醇
,

冰醋酸为 3 ,

l) 固定
,

冷冻滴片
,

iG
e m sa 染色

,

光

学显微镜下观察
.

在 肾细胞取材的同时
,

取每尾实

验鱼性腺 组 织
,

进 行 常规石 腊 切片 苏木 精 /尹 红

( H E )染色后
,

光学显微镜下观察
.

对分散较好的部

分中期分裂相和部分性腺材料用 iP x er a rP 。 60 0 E s

(美国 )数码显微摄像系统进行拍照
.

在繁殖季节
,

将 工龄的性成熟的雌核发育红卿

分别与雄性四倍体螂鲤
、

雄性普通红螂交配
,

以检

测雌核发育红娜是否真实可育
.

2 结果

2
.

1 成活率

在上 述条件 下
,

对雌核 发育 实验组
、

对照组

(1
,

2
,

3) 的发育到囊胚 期的成活率 (受精率 )
、

孵

化率
、

孵化后 第 7 天开始摄食时正常鱼 苗的 比率

(成活率 )进行 了统计 (见表 1)
.

表 1 雌核发 育红卿 (团头鱿 )以及对照组的孵化率
、

受精率和成活率

精子处理 冷休克

时间 /m谊 时间 /m 谊
受精率 / % “

孵化率 /% “ )
成活率 /%

C ,

实验组

对照组 1

对照组 2

对照组 3

2 8

2 8

0

4 5

,00
5 2

.

6士 3
、

O

6 0
.

1士 3
.

1

6 7
.

2士 2
.

5

9 0
.

3士 1
.

5

2 3
.

6士 4
.

1

4 5
.

8士 3
.

5

52
.

7士 5
.

2

2 9
.

7士 4
.

9

1 5
.

7士 3
.

4

0
.

3士 0
.

2

3 4
`

3士 3
.

7

1 1
.

3士 2
.

2

a) 受精率 一 (受精卵粒数 /总 卵粒数 )只 1 00% ; b) 孵化率 一 (鱼

苗数 /总卵粒数 ) x 1 00%
;。 )成活率 一 (开始摄食时正常鱼 苗数 /总鱼

卵数 ) X l o o%

1
.

2
.

3 外部形态比较 每月对雌核发育实验鱼和

对照组杂交鱼做定期检测
,

饲养 6 个月后
,

分别对

2
.

2 外部形态

在外形上
,

雌 核发 育红螂 与普通 红螂基 本相

似
,

体色为红色
,

没有 团头鱿 的外形特征
; 而对照
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组红螂 (早 ) X (团头鱿 ( 舍) 中出现两种体 色
,

一种

体色较深
,

近似墨黑色
,

另一种体色为青灰色
; 在

体形上
,

这些杂交后代兼有红娜 和团头鱿 的特征
,

如它们的头部特征偏 向于团头妨
,

而身体部位类似

于红卿
,

但是可以 明显地看出杂交后代的特征
,

如

体高 /体长比增高 (见表 2)
.

表 2 雌核发育红螂《团头鱿 )与

对照杂交鱼及亲本的形态特征比较

种类
体长 /

全长

体高 /

体长
体色 鳞式

背鳍

条数
口须

无团 无头纺

普通红螂

雌核发

育红卿

红卿只

团头纺 (黑 )

红娜 X

团头舫 (灰 )

0
.

8 4

0
.

8 2

0
.

3 9

0
.

4 4

W + 9

W + 1 8

八曰n己O以nJ勺白9目黑红

2
.

3 染色体数目检测

对随机选取的每一条实验鱼的中期染色体分裂

相 ( 50 个 /尾鱼 ) 染色体进行计数统计分析
,

雌核发

育红卿染色体众数 为 95 一 10 0
,

处 于众数范围内的

细胞 占观察细胞总数的 89
.

6% (图 1 a( ) )
.

在对照组

0
.

87 0
.

4 6 红 W + 1 9 无

0
.

8 3 0
.

5 7 黑 2 8 W十 1 7 无

0
.

80 0
.

4 7 灰 2 8 lV + 1 8 有

图 l 雌核发育红卿与对照杂交鱼的外形
、

染色体数 目及性腺结构 比较

a( ) 雌核发育红卿染色体中期分裂相 (2
n 一 10 0)

; b( ) 雌核发育红娜 的性腺结构
,

示 11 期卵巢
; ( c ) 黑 色

杂交鱼染色体中期分裂相 (3 n 一 12 4) ; (d ) 黑色杂交鱼的性腺结构
,

示发育异常的性腺结构
; ( e ) 灰 色杂

交鱼染色体中期分裂相 (4 n 一 14 8) ; “ ) 灰色杂交鱼的性腺结构
,

示未成熟的卵巢结构
,

00 示卵母细胞
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中这两种不 同体 型的鱼
,

它 们的染 色体数 目也不

同
,

体色为 黑色 的杂交 鱼 的染 色体 众数 为 12 。一

12 4
,

占观察细胞 总数 的 82
.

1%
,

说明其为三倍体

( 3n 一 1 24 )
,

包含 了两套红螂 的染色体组和一套团

头纺的染色体组 ( 图 1 ( c ) ) ; 而体色为灰色的对照组

杂交鱼的染色体众数为 14 5一 1 48
,

占观察细胞总数

的 8 5
.

1%
,

表 明这种杂交 鱼是 四倍体 ( 4 n 一 1 4 8 )
,

包括了两套 红卿 和两 套 团头 纺 的染色 体组 ( 图 1

( e ) )
.

2
.

4 性腺结构及可育性

出苗后 4 个月
,

对雌核发育红螂和对照组杂交

鱼进行随机检测
,

无一尾鱼能挤 出精液或卵粒
.

对

其性腺进行组织学切片观察后发现
:

雌核发育红卿

的性腺都处于 11 期卵巢
,

没有成熟的卵母细胞
,

在

所有检测 的鱼 中没 有发 现精 巢结 构 的性 腺 ( 图 1

( b) )
.

对照组三倍体杂交鱼的精巢中有精原细胞和

初级精母细胞分布
,

在性腺 中除了性细胞外
,

还有

一些未分化的细胞和结缔组织细胞 ( 图 1 ( d) ) ; 四倍

体杂交鱼卵巢中的卵细胞尚处在卵原细胞 阶段 (图 1

f( ))
.

出苗后 6 个 月
,

在雌核发育红螂 中检测到能

挤出卵粒 的个体
,

但没有发现能挤 出精液的个体
,

所有的对照杂交鱼都挤不出性产物
.

饲养 10 个月

后
,

92 %以上的雌核发育红螂都能挤出卵粒
.

在繁殖季节
,

工 龄的雌核发育红卿与四倍体螂

鲤
、

普通红螂交配
,

获得了较高的受精率和成活率

(见表 3)
.

在 I 龄的杂交鱼 (三倍体螂妨
、

四倍体螂

鱿 ) 中没有发现性成熟 的个体
.

在 11 龄三倍体螂鱿

仍未发现性成熟 的个体 (2 年观察证 明 )
,

但是在 11

龄四倍体螂纺中发现了性成熟 的个体
,

将 11 龄四倍

体螂妨进行 了自交和回交实验
,

获得了成活的后代

(实验结果另文发表 )
.

表 3 雌核发育红螂 (团头鱿精子刺激 )与

四倍体螂鲤
,

普通红卿交配的受精率和成活率

交配类 型

雌育红螂 X 四倍体螂鲤

雌育红螂 x 普通红螂

受精率 /%

8 5
.

9士 2
.

5

9 1
.

6士 3
.

1

成活率 / %

8 0
.

3士 2
.

4

8 3
.

3士 1
.

9

3 讨论

本实验报道了用灭活的亲缘关系较远
、

染色体

数 目不同的鱼 (团头妨 ) 的精子诱导红卿进行雌核发

育的研究结果
.

利用遗传失活的团头舫的精子
,

采

用冷休克染色体加倍处理
,

抑制红螂卵子第二极体

排出
,

获得较高的雌核发育鱼苗成 活率 ( 15
.

7% )
,

这明显高于用遗传失活 的鲤鱼精子诱导红卿雌核发

育的成活率 ( n
.

3% )
.

实验结果表明
,

用 团头助的

精子作刺激源能简化对雌核发育鱼 的鉴定工作
,

利

用外部形态特征
、

染色体数 目及性腺发育程度为依

据就能准确地 区分杂交鱼和雌核发育鱼
.

在所有的

雌核发育红卿中
,

没有发现一尾雄性
,

说明了红螂

的性别决定类型为雌性同配 ( X X )
.

工 龄的雌核发

育红卿就能达到性成熟
,

其与雄性红卿以及雄性四

倍体鱼交配
,

获得了较 高的孵化率与成活率 ( 见表

3 )
,

这说明了雌核发育红卿具有正常 的繁殖能力
.

我们 已经报道 了利用红卿 ( 早 ) 与异 源四倍体卿鲤

(矛 )交配可以获得一种新型三倍体卿鱼 e1[ 〕
,

再通过

雌核发育技术对母本红卿进行遗传改良
,

可获得改

良的新型三倍体螂鱼
.

在红娜 与团头鱿 的杂交鱼 中

获得了新型的三倍体鱼和四倍体鱼
,

这说明红卿不

仅是一种优 良的经济养殖鱼类
,

还是一种很好 的实

验材料
.

研究结果表明三倍体螂纺是不育的
,

而四

倍体螂鱿 ( 11 龄 )是可育的 (详细数据另文报道 )
,

新

型三倍体螂鱿
、

四倍体娜鱿进一步丰富了三体鱼
、

四倍体鱼的类型
; 为多倍体育种提供了新 的途径

;

同时为研究鱼类的多倍化提供了很好的实验材料
.

人工诱导雌核发育在理论研究
、

生产实践方面

都有着广泛的应用
,

雌核发育 的研究对象几乎涉及

所有 的 水 产 养 殖 动 物
,

取 得 了 一 系 列 的 成

就比
6

, ` “ · ` 7 〕
.

目前
,

人工诱导鱼类雌核发育存在成活

率低的难题
,

且雌核发育鱼的鉴定 复杂
.

很多研究

者都在寻求解决的办法
,

其主要集 中在精子灭活处

理技术的完善和卵子染 色体加倍处理技术的优化
,

即选择合适的照射源
、

摸索适宜的照射剂量
、

争取

均匀辐射 以使精子达到完全 的遗传灭活
,

同时还让

精子具有适当的活力 以保证较高的受精率
.

卵子的

加倍处理主要是摸索卵子适宜的处理起始时间
、

处

理强度
、

持续时间等
,

这些方法对提高雌核发育鱼

的成活率起 了很大的作用
,

促进了雌核发育技术 的

发展 l8[ 口
.

但是不同种的鱼的适宜条件不 同
,

即使是

同一种鱼
,

其适宜条件也会因个体差异及实际操作

的不同而有差异
,

同时
,

卵子的质量与卵子染色体

二倍化比例的高低密切相关呻口
.

因此
,

适宜条件 的
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不确定性和对适宜条件摸索的复杂性增加 了雌核发

育技术在生产实践上应用的难度
.

所 以在进行深入

的研究精子灭活处理和卵子染色体加倍处理这两个

关键技术的同时
,

还应当寻求其他的解决方法
.

实

验证明选择有效的刺激源 (远缘种鱼的精子 ) 是一种

切实可行的方法
,

这种方法既能提高雌核发育鱼的

成活率
,

又能简化雌核发育鱼的鉴定
.

实验结果表明团头鱿的精子是一种有效诱导卿

鱼进行雌核发育 的刺激源
,

团头纺 ( M七g al ob ar m a

a m bl yc eP ha la ) 属鲤科
,

鱼白亚科
,

鱿属
,

染色体数

目为 Z n = 4 8 〔2 0〕 ; 红卿 ( C a ar 、 s i u 、 a u r a t u : R e d Va
r i

-

et 妇 属鲤科
,

鲤亚科
,

卿属
,

染色 体数 目为 2n 一

10 0
.

二者不属于同一亚科
,

遗传关系远
,

且二者的

染色体数 目不 同
.

用灭活的团头鱿的精子诱导 日本

白螂川〕 、

雌核发育二倍体娜鲤咖
, ` 5」和红卿进行雌核

发育
,

以灭活的鲤鱼的精子作对照
,

结果表明用团

头鱿的精子作刺激源明显提高了雌核发育鱼的成活

率 (见表 4)
.

遗传和生理上存在差异
,

导致杂交后代 的性腺发育

滞后
.

检测结果表明在 工 龄的杂交鱼中没有发现性

成熟的个体
,

在 且 龄杂交鱼中
,

三倍体螂鱿不育 (2

年证明 )
,

而四倍体螂妨是可育的
,

因此后代 的性

腺发育程度也可以作为鉴定雌核发育鱼的依据
.

在

本实验中
,

红螂的体色 (红色 ) 作为一个 隐性的遗传

标志
,

验证了不 同依据得到 的结果是一致 的
.

在 工

龄鱼中染色体数 目为 100
,

性腺发育正常
,

已达到

性成熟的个体的体色都为红色
; 没有发现有体色为

黑色或者灰色的个体 的染色体数 目为 10 。 或者已达

到性成熟
,

说明了用染色体数 目
、

性腺发育程度作

为鉴别依据的可行性和准确性
.

如果能以外形特征
、

性腺发育程度作为鉴别雌核发育鱼的依据
,

就可避

免去寻找生化
、

分子水平上 的遗传标记
,

这样就可

以方便地将雌核发育技 术广泛地应用 到生产实践

中
.

表 4 分别用团头鱿精子
、

鲤鱼精子诱导雌核

发育鱼的成活率 (% )比较
`

致谢 本研究得到本实验室姚 占洲
,

罗凯坤老

师的大力支持
,

谨致谢忱
.
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教育部与国家自然科学基金委员会合作举办全国研究生暑期学校

— 促进科研 与教育结合 加强研究生创新能力的培养

教育部与国家 自然科学基金委员会共同推进和支持研究生暑期学校工作
,

在实施 10 年之际
,

教育部学位

管理与研究生教育司和国家自然科学基金委员会计划局于 2 00 6 年 8 月 21 一 22 日在呼和浩特召开 了全国研究生

暑期学校工作会议
.

教育部吴启迪副部长和国家自然科学基金委员会朱道本副主任出席会议并作讲话
.

会议期

间
,

教育部学位管理与研究生教育司郭新立副司长与国家 自然科学基金委员会计划局何鸣鸿局长代表双方签署

了继续合作举办全国研究生暑期学校的协议
,

进一步加强了两部委的合作
,

共同推动在
“
十一五

”

期间的研究

生暑期学校工作
,

使研究生暑期学校这种培养科技后备人才的形式和制度更加完善
,

不断发展
.

研究生暑期学校作为优秀科技后备人才的培养模式之一
,

是教育与科学能力培养 的重要措施
,

是对研

究生培养体系的一种重要补充方式
.

通过暑期学校
,

使研究生了解
、

追踪科学研究前沿
,

开阔视野
,

不断提

高研究生的创新能力
,

提高研究生科学知识和科研水平
,

促进一大批拔尖创新人才脱颖而出
,

使我国科技

后备人才队伍迅速发展壮大
.

研究生是从事科学研究 的学生
,

教学
、

科研相结合是研究生教育的主要特点
,

这也决定了研究生教育必然成为培养拔尖创新人才的主渠道
.

研究生暑期学校是利用暑期的正常课程之外
,

委托有关研究生培养单位
,

面向全国及海外招收研究生
,

聘请海内外学术水平高
、

教学经验丰富的知名专

家
、

学者担任主讲教师
,

讲授若干门基础课程
,

同时开设选修课程和前沿科学研究的学术报告
,

介绍本学

科领域的学术发展动态和最新研究成果
,

充分开发
、

利用研究生教育资源
,

促进研究生教育的交流与合作
,

提高研究生培养质量
.

自 1 9 9 5 年开始实施
“

暑期学校
” ,

1 9 9 7 年 自然科学基金委与教育部签署联合资助
、

共

同举办暑期学校的协议
,

截止到 目前
,

共举办研究生暑期学校 40 余次
.

营造浓厚的学术氛围
,

对研究生的成长
,

引导
、

激发研究生对科学研究的兴趣是至关重要的
.

曾经承办

和参加过暑期学校的师生认为
,

虽然暑期学校短暂几十天
,

但是经过精心策划和组织
,

凝练一些基础课程
,

聘请本领域一流的国内外学者集中讲授学科前沿和学术体会
,

将来 自本领域不同学校 的学生集 中在一起
,

交流体会
,

砒砺思想
,

从这个意义和作用来说
,

是其他任何形式难以替代的
,

他们得到的不仅是有形 的知

识
,

更重要的是对心灵的启发
、

灵感的滋润
、

思想的激荡
,

是终生受益的
.

这次会议促进了国家层面的教育与科研后备人才培养的合作
,

自然科学基金委朱道本副主任和教育部昊启迪副

部长在讲话中也强调要高度重视创新人才培养及加强两部委合作
.

与教育部签署的协议中确定
,

在
“
十一五

”
期间将

适当增加规模
,

拓展办学的学科领域
,

完善并规范管理
,

努力营造一个有利于研究生创新能力培养的良好环境
.

(供稿
:

刘 卫 )


