
第 45卷    第 3期 海  洋  与  湖  沼 Vol.45, No.3 

2 0 1 4 年 5 月 OCEANOLOGIA  ET  LIMNOLOGIA  SINICA May, 2014 

                                            

*国家 863 计划项目, 2012AA10A402 号; 公益性行业(农业)科研专项经费项目, 200903046 号;国家自然科学基金面上项目, 

41276171号。吴志昊,博士,助理研究员, E-mail: wzhwzh0123@163.com 

① 通讯作者: 尤锋, 博士, 研究员, E-mail: youfeng@qdio.cas.cn 

收稿日期: 2013-04-25, 收修改稿日期: 2013-06-28 

大菱鲆四倍体的人工诱导研究* 

吴志昊1  尤  锋1①  宋宗诚2  胡金伟1, 3  王丽娟1  朱香萍4  谭训刚1  李  军1 
(1. 中国科学院海洋研究所实验海洋生物学重点实验室  青岛  266071; 2. 威海圣航水产科技有限公司  威海  264200; 

3. 中国科学院大学  北京  100049; 4. 青岛农业大学动物科技学院  青岛  266109) 

提要    大菱鲆(Scophthalmus maximus)为我国北方沿海主要的海水经济品种, 其四倍体的获得对种

质改良和三倍体的规模化生产具有重要的价值。到目前为止, 有关大菱鲆四倍体的人工诱导尚未见

报道。本文采用静水压抑制受精卵卵裂的方法 , 进行了四倍体诱导条件的摸索。结果显示 , 在

14.8—15.5C培育时, 在卵裂前 15min用 67.5MPa处理 6min可获得较好的诱导效果, 其孵化率最高

可达 72%, 染色体制片计数法计算其原肠胚期诱导率可达 70%, 初孵仔鱼流仪检测诱导率最高为

73%。诱导组胚胎发育与对照组在形态学上基本一致, 仅发育孵化时间比对照组略有滞后。 
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大菱鲆(Scophthalmus maximus)属于菱鲆科(Scop- 

hthalmidae)、菱鲆属(Scophthalmus) (Nelson, 2006), 原

产于欧洲北海、波罗的海和地中海沿岸, 自 1992 年

由黄海水产研究所引入我国 , 已成为我国北方主要

的海水养殖品种。但是, 近年来大菱鲆由于累代养殖

和近亲交配, 造成孵化率、成活率下降, 生长慢, 抗

逆性差等现象不断发生(马爱军等, 2010)。因此, 采取

有效方法对大菱鲆进行遗传改良 , 从根本上解决大

菱鲆养殖产业良种化问题已成当务之急。 

多倍体作为细胞工程育种的重要组成部分 , 一

直受到研究者和养殖业者的关注 , 特别是不育的三

倍体生物可将用于繁殖的能量转化到生长方面 , 避

免了性腺发育和成熟繁殖阶段生长停滞、肉质下降和

死亡率增高等现象, 因而具有较高的经济价值(刘筠

等, 2003)。以大菱鲆为例, 超过 1龄的三倍体个体生

长显著快于二倍体个体(P<0.05)。而且由于没有因性

成熟、产卵产精带来的伤害, 成熟三倍体个体的成活

率比二倍体对照要高 8%(Cal et al, 2006)。但是, 三倍

体鱼因为具有三套染色体 , 不能进行正常的减数分

裂而达不到性成熟 , 因此三倍体每代都需要进行人

工诱导, 既繁琐, 成功率又不高, 制约了三倍体的大

规模应用。而四倍体的生殖细胞由于含有偶数染色体

组是可育的 , 成熟的四倍体与正常的二倍体杂交则

可进行大批量的、一劳永逸的三倍体生产, 故四倍体

的研究一直受到重视(尤锋, 1999)。20世纪 80年代以

来, 通过染色体组调控技术诱导四倍体, 在鱼类遗传

育种领域已得到广泛的应用 , 并在虹鳟 (Salmo 

gairdneri) (Chourrout, 1982)、斑点叉尾 (Ictalurus 

punctatus) (Bidwell et al, 1985)、罗非鱼(Oreochromis 

niloticus 和 O. mossambicus)(Myers, 1986)、鳙鱼

(Anstichthys nobilis) (洪云汉 , 1990)、水晶彩鲫

(Carassius auratus transparent colored variety)(桂建芳

等, 1991)等鱼类中进行了应用。但在海水鱼类中仅在

欧鲈(Dicentrarbus labrax)(Peruzzi et al, 2003)、黄金鲈

(Perca flavescens) (Malison et al, 1993)、半滑舌鳎

(Cynoglossus semilaevis)(李文龙等 , 2012)和牙鲆

(Paralichthys olivaceus)(衣启麟等, 2012)中有一些尝

试。到目前为止, 有关大菱鲆四倍体的人工诱导, 国

内外尚未见报道。本研究探索了静水压诱导大菱鲆四

倍体受精卵染色体加倍的条件 , 并获得了高诱导率
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的大菱鲆初孵仔鱼 , 其结果将为大菱鲆四倍体成鱼

的获得以及进一步三倍体规模化生产提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本研究所用大菱鲆亲鱼均来自威海圣航水产有

限公司, 雌鱼全长 40—60cm, 雄鱼全长 35—50cm。

亲鱼在产卵季节前进行营养强化, 并通过控光、控温

等方法进行生殖调控。亲鱼成熟后, 选择体型正常, 

性腺发育良好的同批亲鱼 , 人工收集质量较好的精

卵进行人工授精。授精及后续孵育过程水温保持在

14.8—15.5C之间的恒定温度下。各组实验均有二倍

体对照, 并进行 4次重复。 

1.2  静水压适宜处理时刻的筛选 

根据预备实验结果, 设置 5 个处理时刻梯度, 分

别为卵裂前 20min、17.5min、15min、12.5min、10min。

实验中, 处理压力为 67.5MPa, 处理时间为 6min。处

理后的受精卵正常孵化, 统计各组受精率、原肠胚成

活率、孵化率和诱导率, 筛选最适处理起始时刻。 

1.3  静水压适宜处理压力的筛选 

根据上述实验结果 , 将处理时刻定为卵裂前

15min, 设置 5 个处理压力梯度, 分别为 62.5MPa、

65MPa、67.5MPa、70MPa、72.5MPa。实验中, 处理

时间为 6min。处理后的受精卵正常孵化, 统计各组受

精率、原肠胚成活率、孵化率和诱导率, 筛选最适处

理压力。 

1.4  静水压适宜处理时间的筛选 

根据上述实验结果 , 将处理时刻设定为卵裂前

15min, 处理压力设定为 67.5MPa, 设置 5个处理时间

梯度, 分别为 4min、5min、6min、7min、8min。处

理后的受精卵正常孵化, 统计各组受精率、原肠胚成

活率、孵化率和诱导率, 筛选最适处理起间。 

1.5  正交实验 

根据单因子实验筛选结果, 设计 3×3 正交表, 进

行三因子三水平实验 , 设置处理时刻分别为卵裂前

20min、15min、10min; 处理压力分别为 62.5MPa、

67.5MPa、72.5MPa; 处理时间分别为 4min、6min、

8min。处理后的受精卵正常孵化, 统计各组受精率、

原肠胚成活率、孵化率和诱导率。 

1.6  胚胎及仔鱼倍性鉴定 

采用染色体制片计数和流式细胞仪检测 DNA 相

对含量进行倍性鉴定。 

染色体制片: 每诱导组和对照组选取 100—200

粒原肠胚中期胚胎, 进行秋水仙碱处理、0.075mol/L 

KCl低渗、卡诺氏液(甲醇: 冰乙酸=3︰1)固定、滴片、

空气干燥、15%Giemsa染色, 获得的染色体制片在显

微镜油镜下观察和计数。每一组随机选取 30 个以上

中期分裂相 , 计算其中四倍体分裂相所占比例即为

该组诱导率。 

流式细胞仪检测 DNA 相对含量: 每诱导组和对

照组采取 10 尾以上初孵仔鱼, 分别捣碎、过 260 目

筛绢、DAPI染色、流式细胞仪(PARTEC, CCA-Ⅱ)检

测 DNA 相对含量。将二倍体对照 DNA 相对含量设

为 100, 四倍体 DNA 相对含量则应为 200。四倍体检

出个体数与总检测个体数比值即为四倍体诱导率。 

1.7  数据分析 

诱导组和对照组每组各取出约 1000 粒受精卵, 

于 600mL杯中孵育, 计算受精率、原肠胚成活率、孵

化率及诱导率。具体公式如下:  

受精率(%) = 发育到囊胚期受精卵数/总上浮卵

数×100% 

原肠胚成活率(%) = 发育到原肠胚中期卵数/上

浮卵数×100% 

孵化率(%) = 正常初孵仔鱼卵数/总上浮卵数×100% 

诱导率 (%) = 四倍体分裂相数 /总分裂相数×

100% 或四倍体初孵仔鱼数/正常初孵仔鱼数×100% 

诱导组与对照组受精率的比例即为相对受精率, 

同理计算相对原肠胚成活率及相对孵化率。后文若无

特殊说明均为相对受精率、原肠胚成活率及孵化率。 

使用 SPSS16.0 软件计算平均值和标准差, 并使

用 Duncan’s多重比较分析差异的显著性。 

2  结果 

2.1  胚胎发育、仔鱼孵化及倍性鉴定 

诱导组胚胎形态与对照组基本一致(图 1), 在早

期卵裂过程中可观察到一些分裂不均衡的现象。在

15.0—15.5C孵化时鱼苗约 110h破膜, 略晚于二倍体

对照组(100h左右)。 

二倍体大菱鲆染色体数为 2n=44(Bouza et al, 

1994), 因此将染色体数为 88 的视为大菱鲆四倍体, 

计算大菱鲆四倍体诱导率(图 2)。而流仪测试则是以

二倍体为对照, 将二倍体对照组峰值设为 100, 如果

样品峰值为 200则视为四倍体。流仪倍性测定仅为原

肠胚染色体制片结果进行部分验证 , 结果显示两种

方法结果基本一致 , 故本文各诱导组四倍体率使用

原肠胚期染色体计数方法结果。 
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图 1  大菱鲆对照组(上)与诱导组(下)的胚胎发育观察 

Fig.1  Embryo development of turbot in control and induction groups 
自左向右, 4—8细胞期、原肠胚早期、胚体期、初孵仔鱼, 标尺为 1mm 

 

 
 

图 2  大菱鲆二倍体对照(左)和人工诱导四倍体(右)的染色体中期分裂相(上, 1000×)和流式细胞仪(下)检测结果 

Fig.2  Chromosome (above, 1000×) and histograms of ploidy analysis (below) of turbot in control (left) and induction groups (right) 

 
2.2  单因子实验结果 

不同处理时刻、处理压力和处理时间对受精率、

原肠胚成活率、孵化率及诱导率的影响如图 3。卵裂

前 12.5min处理的受精率显著高于其它各组(P<0.05), 

其孵化率也相对较高, 但卵裂前 15min处理时诱导率

较高, 综合考虑选择卵裂前 15min作为进一步实验的

处理时刻; 67.5MPa处理的受精率、孵化率及诱导率

均为几个组中较高的, 因此认为 67.5MPa为较适处理

压力 ; 处理时间各组之间均无显著差异 , 但处理

6min 其诱导率相对较高, 因此认为 6min 为较适的处

理时间。 

2.3  正交实验结果 

正交实验结果见表 1, 结果显示, 处理时刻对原

肠胚成活率和孵化率有显著影响(P<0.05), 其中卵裂

前 15min处理效果最好。处理时刻对诱导率和孵化率

的影响较处理压力和处理时间更大(表 2)。处理压力

和处理时间对受精率、原肠胚成活率、孵化率和诱导

率影响均不显著, 但处理压力的影响大于处理时间。 

3  讨论 

人工诱导多倍体方法包括生物学、化学和物理学

方法三大类。其中, 生物学方法主要是通过远缘杂交 
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表 1  大菱鲆四倍体人工诱导正交实验结果 
Tab.1  Results of orthogonal experiment in turbot tetraploid induction 

 受精率 原肠胚成活率 孵化率 诱导率 

 F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. 

处理时刻 2.064 0.153 4.374 0.027 3.749 0.041 3.327 0.057 

处理压力 2.605 0.099 1.564 0.234 1.492 0.249 1.050 0.368 

处理时间 0.250 0.781 0.498 0.615 0.508 0.610 0.229 0.797 

F为 F检验值, Sig为显著性水平 

 

表 2  大菱鲆四倍体人工诱导正交实验结果分析 
Tab.2  Analysis of orthogonal experiment in turbot tetraploid induction 

 孵化率 诱导率 

 处理时刻 处理压力 处理时间 处理时刻 处理压力 处理时间 

K1 0.111 0.239 0.131 0.288 0.288 0.311 

K2 0.299 0.163 0.213 0.400 0.352 0.330 

K3 0.084 0.091 0.150 0.297 0.344 0.344 

极差 0.215 0.148 0.082 0.112 0.064 0.033 

 

 
 

图 3  不同处理时刻(a)、处理压力(b)和处理时间(c)对受精

卵受精率、原肠胚成活率、孵化率及诱导率的影响 

Fig.3  Effects of initiation time, treatment pressure and 
treatment duration on fertility rate, survival rate of gastrula stage, 

hatching rate and tetraploid rate 

产生三倍体或四倍体后代, 如 He 等(2012)用红鲫(♀)

鲌与翘嘴 (♂)杂交获得了异源三倍体、四倍体。但这

种方法受鱼种的限制较大 , 仅在少数特定鱼种中可

获得成功。化学法主要是利用秋水仙素(colchicine)和

细胞松弛素 B(cytochalasin B, CB)等化学药品, 抑制

第二极体的排出或抑制早期卵裂 , 从而达到产生三

倍体或四倍体的目的。但化学药品具有毒性, 在鱼类

中使用通常得到的是嵌合体 , 目前应用已较少

(Chourrout, 1984)。物理学方法主要包括温度休克法

和压力休克法, 是鱼类三倍体、四倍体诱导最为常用

的方法, 操作起来较简单、在生产实践中容易被接受, 

但四倍体中温度法诱导率较低。与温度休克法相比, 

压力休克法在鱼类四倍体诱导中更加有效。其通过静

水压机产生的高静水压来抑制受精卵卵裂 , 达到染

色体加倍的目的, 在四倍体诱导中尤其有效。其处理

时间较短, 压力传导均匀, 对受精卵的损伤小, 在适

宜 条 件 下 可 以 获 得 较 高 的 成 活 率 及 诱 导 率

(90%—100%), 对冷、温水性鱼类都适用而被广泛采

用(Xu et al, 2008)。本研究结果也表明, 静水压法能

够有效地诱导大菱鲆四倍体。 

静水压处理效果主要是受处理时刻、处理持续时

间和处理压力强度三因素的影响。由本文结果可看出, 

不同处理时刻和不同处理压力下 , 各诱导组之间的

受精率、孵化率和诱导率存在显著差异(P<0.05); 而

不同处理时间下各诱导组间受精率、孵化率和诱导率

差异均不显著, 说明处理时间实验结果的影响较小, 

而合适处理时刻和处理压力的确定更为重要 , 这也
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与正交试验的结果基本一致。静水压诱导鱼类四倍体

是通过抑制受精卵卵裂使受精卵染色体加倍的 , 其

处理时刻一般在第一次卵裂前 , 从受精至卵裂的孵

育时间中, 受精卵的低同步性、卵裂调控的复杂性以

及外界的环境变化, 都会对受精卵的发育造成影响, 

使得最佳处理时刻很难确定。若提前处理, 则受精卵

还未发育到预期程度就开始被处理 , 极大降低了诱

导效率; 若延后处理, 则受精卵已经开始卵裂, 进而

影响其对卵裂的抑制效果, 导致非整倍体的产生, 会

导致死亡率的升高(Sakao et al, 2006)。为能准确的确

定处理时刻, 本实验是根据易于观察确定的第一次卵

裂痕出现的时间, 并结合对照组来计算处理时刻的。

如此, 可以减少水温和气温等环境因素的影响。 

到目前为止 , 成功获得两性可育且能自然繁殖

的人工诱导四倍体鱼的研究在鲆鲽鱼类等纯海水鱼

类中还未见报道。李文龙等(2012)利用静水压诱导得

到半滑舌鳎的四倍体鱼苗, 其四倍体率达到 68.3%; 

衣启麟等(2012)通过静水压方法诱导四倍体牙鲆, 在

培育到 8—15cm的子代中检测出 13.3%的四倍体, 但

也远未达到性成熟。本实验在初孵仔鱼中可检测到超

过 70%的四倍体, 但这些仔鱼的死亡率往往较高, 并

且导致随着诱导组仔鱼的生长发育 , 其四倍体率逐

渐降低。此外, 实验中也观察到四倍体诱导组受精卵

前期卵裂出现较多卵裂不均衡现象 , 其卵质也远低

于采用同批精卵受精的二倍体对照组。这与牙鲆同质

雌核发育诱导中出现的现象十分相似 (Wang et al, 

2008), 作者推测这些现象可能与受精卵分裂异常导

致非整倍体的产生有关 , 抑或是加倍引起隐性致死

基因的纯合所致, 但具体原因尚需进一步分析。 
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INDUCTION OF TETRAPLOID IN TURBOT SCOPHTHALMUS MAXIMUS 

WU Zhi-Hao1,  YOU Feng1,  SONG Zong-Cheng2,  HU Jin-Wei1, 3,  WANG Li-Juan1,   
ZHU Xiang-Ping4, TAN Xun-Gang1,  LI Jun1 

(1. Key Laboratory of Experimental Marine Biology, Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao266071, China; 
2. Shenghang Aquatic Science and Technology Co. Ltd., Weihai 264200, China; 3. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 

100049, China; 4. College of Animal Science and Veterinary Medicine, Qingdao Agricultural University, Qingdao 266109, China) 

Abstract    Turbot Scophthalmus maximus is an important cultured marine fish in North China. The induction of 

tetraploid turbot is important in germplasm enhancement for large-scale applications of triploid. However, there is almost 

no report on artificial induction of tetraploid turbot. In this study, the tetraploid turbot was induced by hydrostatic pressure 

shock to prevent embryo cleavage. The results show that the optimal initiation time for pressure shock was 15 min before 

the first cleavage at 14.8—15.5C. The optimal treatment pressure and treatment duration were 67.5MPa and 6 min. The 

hatching rate and tetraploid rate could reach 72% and 70%, respectively. This paper provides basic data for production of 

fertile tetraploid adults in turbot. 

Key words    Turbot Scophthalmus maximus;  tetraploid;  artificial induction;  hydrostatic pressure shock 

 


