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大黄鱼雌核发育二倍体的人工诱导
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摘要:采用紫外线照射对大黄鱼( Pseudosciaena crocea Richardson)精子遗传物质进行完全灭

活,灭活后精子与卵子受精获得雌核发育单倍体受精卵,再通过冷休克对单倍体受精卵进行

倍性恢复,成功诱导出大黄鱼雌核发育二倍体。实验结果表明: ( 1)在紫外照射过程中照射

剂量与大黄鱼精子和卵子受精后其成活率和孵化率呈现出明显的 H er twig 效应, 紫外照射

时间超过 2 min (剂量> 2 400 erg s/ mm2 ) , 可使大黄鱼精子遗传物质完全灭活。大黄鱼雌核

发育诱导中精子遗传灭活的最适紫外照射时间为 2. 5 min(剂量为 3 000 erg s/ mm2 ) ; ( 2)冷

休克法可成功抑制大黄鱼受精卵第二极体排放, 诱导效果受处理时刻、处理时间和处理温度

三因素的影响。综合雌核发育二倍体的诱导率、处理后受精卵早期胚胎存活率和仔鱼孵化

率等因素,较适合的染色体加倍条件为 23 培育水温下授精后 2 min,在 3~ 4 海水中处理

10 min。
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鱼类雌核发育工作开始于 20世纪 50 年代,在淡

水鱼类中开展的研究较多[ 1] , 海水鱼类此方面研究

相对 滞后, 目 前仅在 牙鲆 ( Paral ichthy s oliva

ceus ) [2]、大菱鲆 ( Scophthalmus max imus ) [ 3]、漠斑牙

鲆( P aralichthy s lethostig ma ) [4]、真鲷 ( P ag ros omus

maj or ) [ 5]、欧鲈 ( D icentrar chus labrax ) [ 6] 等种类中

有相关报道。开展鱼类雌核发育人工诱导一方面可

以进行全雌鱼的培育, 在雌性生长性状优于雄性的

种类中获得较高的养殖效益, 另一方面可以在较短

时间内建立纯系或近交系, 通过不同纯系之间的杂

交获得性状优良的品种, 为鱼类的品种改良提供重

要手段[7] 。

大黄鱼 ( Pseudosciaena cr ocea Richardson)是我

国重要经济海水鱼类, 随着其人工育苗关键技术的

突破,目前已成为我国南方沿海网箱养殖面积最大

产量最高的海水鱼类[8] 。与大多海水鱼类相似,雌性

大黄鱼生长性状要优于雄性, 有必要在大黄鱼养殖

生产中开展全雌鱼培育和养殖。开展大黄鱼雌核发

育诱导可使全雌大黄鱼培育和养殖成为可能, 而目

前关于大黄鱼雌核发育诱导研究国内外均未见相关

文章报道,仅有其三倍体诱导相关文章报道[ 9, 10] 。作

者采用紫外照射对大黄鱼精子遗传物质进行完全灭

活,获得了大黄鱼精子紫外照射剂量与胚胎成活率

之间关系的 Her tw ig 效应曲线,并结合冷休克法对单

倍体受精卵进行倍性恢复,成功诱导出雌核发育二倍

体大黄鱼, 为全雌大黄鱼应用于养殖生产提供了重要

的科学依据。

1 材料与方法

1. 1 亲鱼培育和精卵收集

实验用亲鱼购自宁波象山港海区养殖网箱,充氧

后运至亲鱼培育车间。选取性腺已经开始发育、无病

害的亲鱼, 用 LRH - A 3直接进行人工催产, 催产剂

量: 雌鱼为 10 g / kg , 雄鱼减半。催产后雌鱼、雄鱼

分别放于同一水体的两个网箱, 到达效应时间( 28~

40 h)后,选取性腺发育良好雌鱼数尾, 人工挤卵后混

合, 并均分成若干等分待用。选取数尾性腺发育良好

的雄鱼, 用吸水纸吸干其腹部, 轻压雄鱼腹部获得精

子, 沾有海水或排泄物的精子不予使用。精子挤出后

放于冰面上、避光待用。
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1. 2 精子遗传物质灭活

在对精子进行紫外照射前,将紫外灯打开进行预

热。然后将精液用预冷的 Ringer氏液稀释, 均分到 4

个已预冷的培养皿 (内径 13 cm)中, 对精子进行 0~

420 s 照射(照射强度为 0~ 8 400 ergs/ mm2 , 用 VLX

3W 数字紫外辐射照度计 ( Cole Parmer Inst rument

Company)测定,照射后的精子样品放于冰面上避光

保存直到授精。

1. 3 人工授精

将经不同紫外照射时间照射后的精子与正常的

卵授精。人工授精过程如下:将精子加入到盛有卵子

的受精容器中, 混合后, 加入少量 23 海水进行激

活,再加入适量海水并保持水温恒定。

1. 4 染色体倍性恢复

采用冷休克法对单倍体受精卵进行倍性恢复。

根据相关文献[11] 和预实验结果, 处理水温设在 3~

4 , 首先进行处理时刻 ( T reatment aft er fer tiliza

t ion, T A)实验,设置受精后 1, 2, 3, 4 min 4 个处理时

刻(处理温度 3~ 4 , 处理时间 10 min) ; 根据 TA 诱

导实验结果再进行处理时间( Duration, D)实验, 设置

5, 8, 10, 12, 15, 20 min 6 个处理时间梯度(处理温度 3

~ 4 , TA 2 min)。每次实验设二倍体对照组和单

倍体对照组。未照射的精子与正常卵受精用来获得

二倍体对照组, 紫外照射精子和正常卵受精用来产

生雌核发育单倍体。实验和对照组受精水温都为

23 ,孵化水温为 23  0. 5 。各组受精卵的受精

和发育状况在解剖镜下进行观察。

1. 5 倍性鉴定

采用初孵仔鱼形态学观察与流式细胞仪检测细

胞中 DNA 相对含量两种方法, 来鉴定各实验组初孵

仔鱼是否为雌核发育单倍体、雌核发育二倍体。

流式细胞仪检测 DNA 相对含量: 采取 10 尾以

上初孵仔鱼整鱼,分别加分散液并捣碎、过 260 目筛

绢、DAPI 染色、PART EC Cell Counter Analyser

( CCA ! )细胞计数分析检测 DNA 相对含量。二倍

体对照组初孵仔鱼的 DNA 相对含量设为 100。

1. 6 存活率、孵化率和诱导率计算

实验中,各实验组均计算存活率、孵化率和诱导

率。受精后 6 h 的胚胎存活率为此时存活的胚胎与

该组受精卵总数的比值。孵化率为各组中初孵仔鱼

数(紫外照射实验组初孵仔鱼指出膜的单倍体和二

倍体仔鱼之和)占用于孵化卵的百分数。各处理组诱

导率以每组二倍体仔鱼孵化率来表示。每一组用于

计算存活率、孵化率和诱导率的卵子数不低于 150。

1. 7 统计分析

每组实验进行 2 ~ 3 次重复。所有数据经

SPSS11. 5 数学软件处理, 多重比较采用 One W ay

ANOVA 方法进行, 差异显著性用 t 检验 ( P <

0. 05)。进行多重比较时,存活率、孵化率进行反正弦

转换。

2 结果

2. 1 精子遗传物质的失活

不同紫外照射时间对大黄鱼精子的遗传物质灭

活效果见图 1。从图中可看出, 大黄鱼精子的紫外照

射剂量与所获胚胎成活率、孵化率、单倍体率之间表

现出明显的 Her tw ig 效应。在一定照射时间范围内,

早期胚胎存活率随紫外照射时间的延长变化不大,照

射时间 3 min 内(照射强度< 3 600 ergs/ mm2 ) 各组

受精后 6 h 存活率无显著差异,但超过 3 min 后存活

率明显下降,在 7 min(照射强度为 8 400 erg s/ mm2 )

达最低, 为 6. 53%。而孵化率, 则随照射时间延长先

降低, 在 1. 5 min (约 1 800 erg s/ mm2 )达到最低, 为

26. 80% ,之后随照射时间增加又开始上升, 在 2. 5

min 时达到最高,为 72. 58% , 接着又随照射时间延长

开始下降。在照射时间 2~ 7 min 内照射组单倍体率

为 100%。综合考虑照射后精子启动卵子发育的能

力, 受精后 6 h 胚胎存活率、孵化率以及初孵仔鱼单

倍体率, 大黄鱼精子紫外灭活的最适照射剂量为

3 000 er gs/ mm2 (照射时间 2. 5 min)。

图 1 大黄鱼精子紫外照射的 H ertiw ig 效应

Fig. 1 T he H ertw ig∀ s ef fect s in sp erm of P .

crocea w ith U V irradiat ion
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2. 2 染色体倍性恢复

2. 2. 1 处理时刻诱导结果

冷休克法人工诱导大黄鱼雌核发育二倍体不同

处理时刻的结果见图 2。从图中可以看出受精后不

同时刻实施处理,其受精后 6 h 存活率较二倍体和单

倍体对照组都有所下降, 但处理组之间无太大差异 ,

而孵化率则是处理时刻为授精后 2 min 时最高, 到 4

min 时已经下降为零。综合受精后 6 h 胚胎存活率

和孵化率, 冷休克法诱导大黄鱼雌核发育处理时刻

在实验水温条件下为受精后 2 min 较适合。

图 2 不同处理时刻冷休克诱导大黄鱼雌核发

育二倍体受精后 6 h的胚胎存活率和二倍体仔鱼孵化率

Fig. 2 Su rvival rates at 6 h af ter fert ilizat ion and hatching rates of the ex perim ental

an d con tr ol group s b y dif feren t t reatments af ter fert ilizat ion of cold shock

D 10 min; T 3 ~ 4 ;上标字母相同表示差异不显著,不同表示差异显著, P< 0. 05

D 10 min; T 3 ~ 4 ; M eans at the same stag e w ith a common superscript wer e not significantly different, P< 0. 05

2. 2. 2 处理时间诱导结果

根据 2. 2. 1实验结果,进行冷休克诱导大黄鱼雌

核发育二倍体的不同处理时间实验,结果见图 3。从

图中可看出,各实验组受精后 6 h 存活率都低于对照

组,且在处理时间范围内随处理时间延长而降低; 5~

12 min 范围内各组间差异不显著, 达到 12 min 后存

活率明显降低。处理组中二倍体仔鱼孵化率也都明

显低于对照组 , 10 min 组最高。综合受精后 6 h 胚胎

存活率、二倍体仔鱼孵化率, 冷休克法诱导大黄鱼雌

核发育的处理时间 10 min 较适合。

图 3 冷休克不同处理持续时间诱导大黄鱼雌核发育二倍体受精后 6 h胚胎相对存活率和二倍体仔鱼孵化率

Fig. 3 Su rvival rates at 6 h after fert ilization and hatching rates of the ex perim ental and cont rol groups

by dif feren t durat ions of cold shock

T A 2 min; T 3 ~ 4 ;上标字母相同表示差异不显著,不同表示差异显著, P < 0. 05

T A 2 min ; T 3 ~ 4 ; M eans at the same stage w ith a common su pers cript w ere not s ignif ican tly dif f erent , P< 0. 05
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2. 3 倍性鉴定

单倍体初孵仔鱼都表现为不正常发育, 具有典

型的# 单倍体综合症∃ (图 4 b) , 出膜后很快就死亡。

相反,二倍体对照组初孵仔鱼具有正常的外部形态

(图 4 a)。雌核发育组中加倍后的初孵仔鱼表现为与

二倍体对照组相似的外部形态(图 4 c) , 未加倍的胚

胎和初孵仔鱼则与单倍体对照外部形态相似。

图 4 大黄鱼二倍体对照( a)、雌核发育单倍体( b)和雌核发育二倍体( c)初孵仔鱼

Fig. 4 Extern al morph ology of diploid con tr ol ( a) , h aploid ( b) an d gynogenet ic diploid( c) larvae of

P. c rocea

二倍体对照和雌核发育单倍体、二倍体初孵仔

鱼细胞中 DNA 相对含量见图 5。正常二倍体对照组

DNA 含量设为 100(图 5 b) , 单倍体组检测的相对值

为 50(图 5 a) , 而雌核发育二倍体组检测的相对值为

100(图 5 c)。

图 5 大黄鱼雌核发育单倍体( a)、二倍体对照( b )和雌核发育二倍体( c)

初孵仔鱼细胞中 DNA 相对含量流式细胞仪检测图

Fig. 5 DNA valu es of gynogenet ic haploid ( a) , diploid cont rol ( b) and gynogen et ic

diploid( c) cell of P . crocea measu red by flow cytom et ry

3 讨论

在进行鱼类雌核发育诱导时首先要对精子遗传

物质进行完全灭活,目前常用的是紫外线照射。大部

分鱼类精子经不同剂量紫外照射与其胚胎成活率、

孵化率等之间出现明显的 Her tw ig 效应,这种现象在

牙鲆[2] 、大菱鲆[ 3] 、欧鲈[6] 等海水鱼类精子紫外照射

实验中已有报道。本研究的结果表明大黄鱼精子在

紫外照射过程中也出现明显的 H ertw ig 效应,即随照

射时间延长照射后的精子与卵子受精后孵化率先降

低后上升达到一个最大值最后又降低的现象。造成

这一现象的主要原因是低剂量的紫外线照射会使精

子遗传物质灭活不彻底,受精后具有显性致死突变基

因的二倍体胚胎和非整倍体胚胎数量随照射时间延
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长而增加,出现孵化率随照射剂量增加而下降; 较高

剂量时,精子遗传物质完全被灭活, 受精后全为单倍

体胚胎,单倍体胚胎比照射诱发出来的具有显性致

死突变基因的二倍体胚胎和非整倍体胚胎存活时间

长,其孵化率上升; 但随照射剂量的再增大,精子启动

卵子发育的能力开始下降, 从而其孵化率再次下

降[11] 。本研究中在紫外照射剂量 3 000 erg s/ mm2时

大黄鱼精子遗传物质完全灭活, 同时受精后孵化率

最高。这一最适灭活剂量远低于其它一些海水鱼类

雌核发育诱导过程中精子遗传物质灭活的紫外照射

剂量[3, 4] 。不同鱼类精子的这种差别可能是因为不

同鱼类精子对紫外照射敏感性存在种属差异[3] 。此

外,实验中精液的稀释倍数、照射时周围环境温度也

都会影响灭活效果[6] 。

根据在真鲷[5] 、欧鲈[ 6] 等海水鱼类中的报道, 雌

核发育诱导中染色体倍性恢复效果受处理起始时

刻、处理持续时间和处理强度的影响,其中处理时刻

对诱导结果影响最大。本文中处理时刻实验研究结

果表明,在 23 水温条件下仅受精后 1~ 3 m in 内,实

施冷休克处理可抑制大黄鱼卵子的第二极体的排

放,超过此时间范围实施处理则无效, 且在受精后 2

min 实施处理获得了较高的诱导率, 这一结果与王军

等[8] 报导 22~ 26 水温下大黄鱼第二极体排放时间

为受精后 1~ 3 min 相吻合。与已有报道的海水鱼类

雌核发育处理时刻相比 ,这一处理时刻明显提前(例

如欧鲈[6] 受精后 5~ 6 min、大菱鲆[ 3] 受精后 6. 5 min

处理诱导效率最高) ,不同鱼类适合处理时刻差别可

能与实验中亲鱼培育水温、受精卵培育水温、所用卵

子的成熟度以及实验时的室温不同有关[ 7] 。在本实

验中冷休克处理最适条件为 TA , 2 min; T , 3~ 4 ;

D, 10 min。这与王军等[ 8] 在大黄鱼三倍体诱导中所

用的处理条件相似。但与牙鲆 ( T , 0~ 1 ; TA , 3~ 5

min; D, 45~ 60 min) [2] 和大菱鲆 ( T , - 1~ 0 ; TA ,

6. 5 min; D, 25 min) [ 3] 等雌核发育二倍体冷休克诱导

条件相比,大黄鱼的冷休克诱导条件明显温和, 而与

真鲷抑制第二极体排放条件 ( T , 2~ 3 ; TA , 3 ~ 5

min; D, 5 min) [ 5]相近。造成这一差别的原因可能与

不同鱼类耐受水温和对低温耐受时间不同有关。大

黄鱼和真鲷都是暖温性鱼类, 牙鲆、大菱鲆则为冷温

性鱼类,前两种鱼的最低耐受温度要高于后者, 而对

低温的耐受时间也明显地要短于后两者。在采用温

度休克时通常要用亚致死温度才能有效地抑制第二

极体的放出,并且, 处理时间太短无抑制作用,太长则

会对胚体造成较大损伤 ,导致孵化率下降、畸型率上

升而影响整体诱导效果。这种现象在大菱鲆[ 3] 等种

类雌核发育诱导中亦得到证实。采用本实验的诱导

条件大黄鱼雌核发育诱导率最高为 49. 04% ,远远低

于牙鲆、大菱鲆等种类中诱导率 (接近 100% ) [ 2, 3] 。

大黄鱼较低的雌核发育诱导率一方面可能与本实验

中所用卵子为未经营养强化的网箱养殖成鱼直接人

工催产挤卵所获得,卵子本身质量较差、成熟度不一

致、受精率低有关; 另一方面则可能是大黄鱼卵子本

身对低温休克不敏感,这一点作者在其三倍体诱导时

就发现静水压较低温刺激更能有效地抑制其第二极

体的排放, 所以,有必要在今后进行静水压法诱导大

黄鱼雌核发育研究。
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Preliminary study on artificial induction of diploid gynogenesis

in the large yellow croaker Pseudosciaena crocea
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Abstract: Gynogenet ic diploids of Pseudosciaena cr ocea w ere induced by activating egg development w ith

UV irr adiated sperm combined with co ld shock t o prevent ex trusion o f the second po lar body . T he typical

Her twig's effect was observed when the sperm w as exposed to UV light and the effective UV intensity fo r

sperm ir radiation covered a w ide range fr om 2 400 to 8 400 erg / mm2 ( i. e. expo sing time from 2 to 7 min) , and

the opt imal UV dosage fo r g ynogenetic haplo id induction w as 3 000 er g/ mm2( 2. 5 min) . Cold shock could in

hibit the ex trusion of second po lar body successfully and t he induct ion r ates o f g ynogenetic diploids in the ex

perimental gr oups w ere mainly affected by the star ting time, intensit y and duration o f shocks. T r eatment opti

mal parameters ar e follow s: tr eatment temperature was 3~ 4 fo r 10 mins and tim ing was 3 min after fertili

zation.
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