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牙鲆三倍体批量化诱导及其生长和性腺发育观察

王'磊&!$

!'陈松林&

"

!'谢明树&!!

!'邓'寒&

!'李文龙&!@

!'高峰涛&!$

#&8中国水产科学研究院黄海水产研究所"农业部海洋渔业资源可持续利用重点开放实验室"山东 青岛'$<<%?&%

$8中国海洋大学海洋生命学院"山东 青岛'$<<%%!%

!8大连海洋大学生命科学与技术学院"辽宁 大连'&&<%$!%

@8上海海洋大学水产与生命学院"上海'$%&!%<$

摘要! 对牙鲆三倍体鱼苗的诱导%生长及性腺发育进行了一系列研究!发现在 &@8# ]&"8" c

的海水温度条件下授精!授精后 ! DFH将受精卵放入 ! c的海水中冷休克处理 @" DFH!可以得

到牙鲆三倍体'&$% 日龄%!@# 日龄%<!% 日龄时对三倍体和二倍体的全长和体质量进行测量!

发现在 &$% 日龄时二倍体与三倍体体质量差异不显著!!@# 日龄时三倍体体质量明显大于二

倍体体质量#!U%8%"$!<!% 日龄时三倍体的全长和体质量均高于二倍体!且差异极显著#!U

%8%&$" 通过比较 <!% 日龄时的性腺指数!发现二倍体牙鲆雌性和雄性的性腺指数分别是三倍

体的 !8! 倍和 !8& 倍!三倍体牙鲆性腺明显小于二倍体!二倍体和三倍体卵巢指数之间及精巢

指数之间差异均极显著#!U%8%%&$'组织切片观察显示!在二倍体卵巢中可见正常卵母细胞!

三倍体卵巢处于未分化的卵原细胞阶段!三倍体精巢中有精母细胞!但数量明显少于二倍体精

巢" 结果表明!研究采用的方法能够大量获得诱导率为 &%%P的三倍体牙鲆鱼苗!三倍体成鱼

性腺发育不良!并且其生长速度显著快于二倍体对照!适合在生产中推广"

关键词! 牙鲆' 三倍体' 生长' 性腺发育

中图分类号! V="@8@' 1=&?8@'''''''文献标志码&-

''三倍体鱼类因具有不育或低育性"从而具有

潜在的生长速度快)肉质好)抗逆行强)不干扰鱼

类资源等优点"颇受国内外水产科研工作者的广

泛重视( 早在 &=@! 年"T-a0,)等&&'就开始了

人工诱导鲤 #"-4*1/2350*41+$三倍体的研究"

&="= 年" 1Q-+*B

&$' 第一次将三倍体 刺 鱼

#>03)(*+3)(230527(0)23$培育成成鱼并比较了它

们与正常二倍体在生长和性腺发育方面的异同(

经过 <% 多年的研究"鱼类三倍体诱导技术已经比

较成熟并在鲤)大西洋鲑 # $07,+ 3070*$)虹鳟

##/5+*6-/5623,-B133$)大菱鲆 # $5+46)607,23

,0D1,23$) 香鱼 # !7(5+;7+332307)1F(713$) 草鱼

#")(/+460*-/;+G+/ 1G(7723$ 等鱼类中应用成

功&! ;@'

( 从理论上讲"三倍体由于性腺发育不完

全"用于性腺发育的能量可能转到生长方面"从而

加快生长"然而"由于研究对象不同"研究结果差

异很大"一些研究认为三倍体比二倍体生长

快&" ;?'

"另外一些研究认为三倍体与二倍体生长

差异不显著甚至比二倍体生长慢&# ;&%'

(

牙鲆#!0*07156)6-3+71F05(23$是一种重要的

海洋经济鱼类"在中国)日本和韩国的渔业中占

有重要地位"它既是天然捕捞的主要鱼类"也是

我国南北方工厂化)池塘和网箱养殖的主要优

良品种之一( 早在 $% 世纪 #% 年代"日本学者就

开始了牙鲆三倍体的研究"并取得了一定的进

展&&&'

"在国内关于牙鲆三倍体的研究主要集中

在三倍体诱导)胚胎发育)核型证明和早期生长

发育方面&&$ ;&"'

"而有关牙鲆三倍体成鱼生长和

性腺发育方面的研究尚未见报道"本研究在

$%%= 年得到诱导率为 &%%P的三倍体牙鲆"并研
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究了三倍体牙鲆和二倍体牙鲆成鱼生长和性腺

发育方面的差异"为三倍体牙鲆进行产业化生

产奠定了基础(

&'材料与方法

%&%'试验鱼

试验用牙鲆亲鱼是由本实验室委托海阳市黄

海水产有限公司培育的牙鲆群体"在产卵前 $ 个

月移入亲鱼池"按照亲鱼培育的标准方法&&<'

"对

其进行控光控温"并喂养优质饵料(

%&+'诱导方法

精卵的采集与人工授精参照陈松林等&&?'所

采用的方法"人工采集成熟的卵和精液"采用干法

受精( 三倍体的诱导参考杨景峰等&&#'的方法进

行"授精时的海水温度为 &@8# ]&"8" c"授精后

$8" DFH将受精卵放入网袋中进行洗卵"受精后 !

DFH将装有卵的网袋放入 ! c海水中进行冷休克

处理"处理时间为 @" ]"% DFH"处理后将其转入水

温为 &@8# ]&"8" c的孵化池中进行孵化"二倍体

对照组采用同批次受精卵"但未经冷休克处理"每

个网袋一般可以处理 &%% D.卵"水浴锅中一次

性可放入 &% 个网袋"用冷水浴一次可处理 & %%%

D.卵(

%&<'倍性鉴定

在幼鱼开口后"选取发育正常的二倍体和三

倍体鱼苗"分别通过染色体和 B-+N34倍性分析

仪#B-$对二倍体和三倍体鱼苗进行检测(

B-+N34倍性分析仪的检测步骤!

/

清洗"将单个鱼苗放入3B管中"用蒸馏水

清洗两遍"以便洗掉海水和杂质%

0

染色"向3B管中加入 %8$ ]%8@ D.一步

法染色试剂#购自B-+N34公司$"用碾磨棒将鱼

苗碾磨成单细胞"制成细胞悬液"再加入 %8@ D.

一步法染色试剂染色 " DFH%

1

转管"将染好色的细胞悬液通过滤膜转入

与机器配套的 " D.试管中"然后用 & D.& qBd1

清洗 3B管"并将清洗液通过滤膜倒入配套的试

管中%

2

检测"轻轻弹动装有细胞悬液的试管"使

其混匀"然后测量样品的>,-含量(

每次检测 ! 尾二倍体鱼苗作为对照"然后随

机挑选 !% 尾三倍体鱼苗进行检测"根据检测结果

计算三倍体率( 染色体的制作按常规的空气干燥

法制片)fFIDSE染色)镜检(

%&$'培育方法及生长测定

当胚胎孵化 ?$ K后"将二倍体胚胎和三倍体

胚胎分别放到同一车间"规格均一的玻璃钢桶中

进行培育"玻璃钢桶的体积为 $8# D

!

"进行统一

管理"当鱼苗长到 &% MD左右的时候"从两组中随

机捞出 !%% 尾打上不同的荧光标记"混养在 &% D

!

的水泥池子中"以消除环境方差(

当实验牙鲆生长至 &$% 日龄)!@# 日龄和 <!%

日龄的时候"分别测量三倍体牙鲆和二倍体对照

组的全长和体质量"每组随机测量 !% 尾"分析三

倍体牙鲆和二倍体牙鲆的生长情况(

%&S'性腺指数测定

$%&& 年 & 月"对 <!% 日龄的 &@ 尾二倍体对照

牙鲆和 &" 尾三倍体牙鲆进行解剖"在解剖前称量

体质量"取出性腺后称量性腺重量"观察三倍体及

对照组的性腺发育情况"并计算它们的性腺指数(

性腺指数#P$ j#性腺组织质量A鱼体质量$

q&%%

%&T'性腺切片观察

$%&& 年 & 月"对 <!% 日龄的 &@ 尾二倍体对照

牙鲆和 &" 尾三倍体牙鲆进行解剖"由于二倍体牙

鲆和三倍体牙鲆的雌)雄性腺可以通过表观观察

轻易区分"故随机取二倍体牙鲆和三倍体牙鲆的

雌)雄性腺各 ! 个进行切片观察"将部分性腺组织

固定于 d69FH 氏液中"按照常规方法进行石蜡包

埋)切片)染色"光学显微镜观察并拍照保存(

%&N'数据分析

数据的统计分析采用 1B11&?8% 软件进行"

计算各指标的平均值和标准差"通过两独立样本

);检验来分析三倍体牙鲆和对照组的生长情况"

对解剖的 <!% 日龄的二倍体和三倍体雌雄牙鲆的

体质量和性腺指数进行单因素方差分析#)HIC

QER -,)5-$"各组间的性腺指数采用最小显著

差数法#7IESYSF:HF̂FMEHY\F̂̂IXIHMI".1>$进行多重

比较(

$'结果

+&%'三倍体的诱导

通过检测开口后鱼苗的 >,-含量"得知二

倍体鱼苗细胞中的 >,-含量绝大多数集中在

!@ ]@%"而三倍体鱼苗绝大多数细胞中的>,-含

量在 "" ]"="是二倍体鱼苗的 &8" 倍左右#图 &C

)%!"
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E)L$"证明诱导出的鱼苗为三倍体鱼苗( 对冷休

克处理的 !% 尾鱼苗进行了检测"显示它们的

>,-含量均为二倍体的 &8" 倍左右"说明诱导出

来三倍体的比例达 &%%P( 同时"染色体检测结

果显示"二倍体的染色体数目为 @# 条"而三倍体

的染色体数目为 ?$ 条#图 $$(

图 %'二倍体%-&和三倍体%.&牙鲆鱼苗细胞的#)*含量比较

?1@&%'"A2B-014A7AC#)*,A793794AC81B=A18%-&-78901B=A18%.&R-B-7343C=A67830

图 +'二倍体%-&和三倍体%.&牙鲆鱼苗染色体比较

?1@&+'"A2B-014A7AC,:0A2A4A234AC81B=A18%-&-78901B=A18%.&R-B-7343C=A67830

+&+'生长测定

通过测量对照组二倍体牙鲆和三倍体牙鲆在

&$% 日龄)!@# 日龄)<!% 日龄的全长和体质量发

现"&$% 和 !@# 日龄的二倍体牙鲆和三倍体牙鲆

全长差异不显著#!j%8%"&"!j%8@@#$"在 <!%

日龄时三倍体牙鲆明显比二倍体长"差异极其显

著#!U%8%&$( &$% 日龄二倍体牙鲆与三倍体牙

鲆体质量无显著差异#!j%8%#!$"!@# 日龄三倍

体牙鲆体质量明显大于二倍体牙鲆"差异显著

#!U%8%"$"在 <!% 日龄的时候"二倍体体质量明

显小于三倍体体质量"差异极其显著#!U%8%&$(

结果显示"在 &$% 日龄之前二倍体和三倍体生长

差异不显著"在 !@# 日龄时差异显著"在 <!% 日龄

时差异极显著( #表 &$

表 %'二倍体牙鲆和三倍体牙鲆的生长比较

!-.&%'"A2B-014A7AC@0AD9:,:-0-,9301491,4AC81B=A18-78901B=A18R-B-7343C=A67830 23-7hJ#

日龄A\

:X6hYK \ER

$/体重A:

$/ L6\R hIF:KY

!/体重A:

!/ L6\R hIF:KY

$/全长AMD

$/ L6\R 7IH:YK

!/全长AMD

!/ L6\R 7IH:YK

&$% &&8! m!8%@ &!8$" m"8= &%8@@ m%8== &&8%? m&8<&

!@# &%#8<= m&#8@? &$"8"" m@"8#$ $!8%< m&8== $!8@= m!8&<

<!% @=%8%@ m&"=8#& <!@8&" m&@=8%< !@8<< m!8=< !=8@" m!8&

*&!"
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+&<'牙鲆成鱼三倍体的倍性验证及性腺

$%&% 年 &% 月根据荧光标记从混养池子捞出

正常对照 $ 尾"三倍体牙鲆 &% 尾"抽血进行检验"

检测显示这 !% 尾三倍体牙鲆的三倍体率为

&%%P#图 !$(

图 <'二倍体%-&和三倍体%.&牙鲆鱼苗细胞的#)*含量比较

?1@&<'"A2B-014A7AC#)*,A793794AC81B=A18%-&-78

901B=A18%.&R-B-7343C=A67830

''$%&& 年 & 月解剖发现"二倍体牙鲆卵巢呈淡

黄色或桔黄色"个别卵巢已发育较成熟"三倍体卵

巢呈乳白色%二倍体和三倍体精巢呈乳白色或淡

黄色"三倍体性腺从外观上可以明显分出雌雄(

测量二倍体和三倍体牙鲆的体重和性腺重的数据

见表 $"计算其性腺指数"二倍体牙鲆雌性和雄性

的性腺指数分别是三倍体的 !8! 倍和 !8& 倍"三

倍体牙鲆性腺明显小于二倍体#图 @$( 二倍体卵

巢指数)二倍体精巢指数)三倍体卵巢指数和三倍

体精巢指数这 @ 组数据间采用最小显著差数法

#.1>$进行多重比较"二倍体和三倍体卵巢指数

之间及精巢指数之间差异均极显著#!U%8%%&$"

二倍体的卵巢指数和精巢指数之间差异也极显著

#!U%8%%&$"而三倍体的卵巢指数和精巢指数之

间差异达不到极显著水平#!j%8%@<$"只能达到

显著水平#!U%8%"$(

组织切片观察显示"卵巢发育处于第
!

期"可

见到此时早)中)晚不同时期的卵母细胞"三倍体

牙鲆的卵巢未见卵母细胞"卵巢处于未分化的卵

原细胞阶段%二倍体的精巢中可见大量精母细胞

和精子"三倍体的精巢中也能见到精母细胞和精

子"但是密度要比二倍体中小很多#图 "$( 另外"

剪开精巢有白色液体流出"将白色液体进行涂片

观察"二倍体可见大量精子"滴上海水后"精子开

始游动"而三倍体精子量很少"滴上海水后未见精

子游动(

表 +'二倍体牙鲆和三倍体牙鲆的性腺指数比较

!-.&+'"A2B-014A7AC@A7-8A4A2-91,1783I34AC81B=A18-78

901B=A18R-B-7343C=A67830 23-7hJ#

性腺

:6HE\S

数量

H9DLIX

性腺重A:

hIF:KY6 :̂6HE\S

鱼体重A:

hIF:KY6 ŜEDG7IS

性腺指数AP

f10

二倍体卵巢#6`EXR 6 >̂(/$ ? @8?@ m&8%< "%!8@! m<?8!< %8=!# m%8&@%

二倍体精巢#YISYFS6 >̂(/$ ? $8$? m%8"< @@=8$= m@$8?= %8"&$ m%8&""

三倍体卵巢#6`EXR 6 N̂(/$ < &8=? m%8!& ?&&8"% m&$@8<# %8$#$ m%8%<%

三倍体精巢#YISYFS6 N̂(/$ = &8&& m%8$< <?=8?# m=&8<% %8&<! m%8%$#

"&!"
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图 $'二倍体和三倍体牙鲆成鱼性腺比较

-!体质量 "%" :的二倍体牙鲆卵巢% d!体质量 ""< :的三倍体牙鲆卵巢% 4!体质量 @%$ :的二倍体牙鲆精巢% >!体质量 "<= :的三倍体

牙鲆精巢(

?1@&$'"A2B-014A7AC@A7-84AC81B=A18-78901B=A18-86=9R-B-7343C=A67830

-!NKI6`EXR 6 \̂FG76F\ (EGEHISI7̂69H\IXhIF:KI\ "%" :% d!YKI6`EXR 6 ŶFG76F\ (EGEHISI7̂69H\IXhIF:KI\ ""< :% 4!YKIYISYFS6 \̂FG76F\

(EGEHISÎ769H\IXhIF:KI\ @%$ :% >!YKIYISYFS6 ŶXFG76F\ (EGEHISÎ769H\IXhIF:KI\ "<= :8

图 S'二倍体和三倍体性腺切片比较

#E$ 二倍体卵巢组织切片% #L$ 三倍体卵巢组织切片% #M$ 二倍体精巢组织切片% #\$ 三倍体精巢组织切片(

?1@&S'"A2B-014A7AC@A7-8-=43,91A7AC81B=A18-78901B=A18R-B-7343C=A67830

#E$ SIMYF6H 6 \̂FG76F\ 6`EXR" q@%%% #L$ SIMYF6H 6 ŶXFG76F\ 6`EXR" q@%%% #M$ SIMYF6H 6 \̂FG76F\ YISYFS" q@%%% #\$ SIMYF6H 6 ŶXFG76F\

YISYFS" q@%%8

!&!"
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!'讨论

<&%'三倍体的诱导

鱼类三倍体诱导迄今已有一些研究&?"&= ;$&'

"

在牙鲆的三倍体诱导方面"&==" 年尤锋等&&@'在

&@ ]&# c的水温下授精"受精后 " DFH 放于水温

为 % ]@ c的海水中处理 @% ]"% DFH"平均诱导率

为 @%8%P%$%%& 年 g)*等&&"'在 &< ]&# c的水

温下授精"受精后 " DFH"在 % ]$ c的海水中处理

@" DFH"三倍体率为 !&8$P ]"%8%P%$%%# 年"刘

海金等&&!'用 B-+N34倍性分析仪测定诱导的三

倍体率在 #"8%P以上%$%&% 年 O*等&&$'在 &< c

的水温下授精"受精后 ! DFH"在 ! c的条件下处

理 $" DFH"三倍体诱导率达 &%%P%在本实验中"

三倍体的诱导条件为在&@8# ]&"8" c水温下授

精"受精后 ! DFH"在 ! c的海水中处理 @" DFH"三

倍体诱导率为 &%%P(

用冷休克诱导三倍体关键在于授精后处理起

始时间)处理温度和处理持续时间的控制( 在不

同研究中"受精后处理起始时间从 ! ]" DFH 不

等"原因在于授精时的水温不同"不同的水温下牙

鲆胚胎发育的快慢程度也不同&&!"$$ ;$!'

"最佳起始

时间由授精时温度决定"因此"在选择授精后处理

时间时应根据海水温度的不同而有所调整( 在处

理的时候"处理温度的稳定性和处理环境的均一

性非常重要"在早期的三倍体诱导中常常采取人

工的方法"用冰块降温"用温度计进行检测"温度

高的时候加冰"温度低的时候加水"这样就造成了

处理水温的不稳定性从而给胚胎造成较大伤害"

影响三倍体的诱导率和成活率( 另外"在人工降

温的时候"低温水是静止的"不能循环"容易造成

处理的胚胎不能处于均一的环境下而导致诱导率

偏低"本实验和O*等&&$'研究中用可降温循环水

的水浴锅"能够精确的控制海水温度并充分循环

海水"可以给胚胎提供一个非常均一的发育环境"

从而保证三倍体诱导率达 &%%P(

<&+'三倍体的生长及性腺发育

根据目前的研究"三倍体鱼类的生长速度差

异很大"有些种类的三倍体比二倍体生长快"而另

外一些种类的三倍体与二倍体生长差异不显

著&$@'

( g)*等&&"'

$%%& 年报道了三倍体牙鲆幼

鱼的生长情况并发现"三倍体幼鱼和普通二倍体

幼鱼在受精后 &!% 日龄内的生长差异不显著( 本

研究表明三倍体牙鲆在 &$% 日龄时与对照组生长

差异不显著"!@# 日龄的三倍体和对照组体质量

差异显著#!U%8%"$"<!% 日龄的三倍体全长和体

质量都和二倍体差异极显著#!U%8%%% &$( 本研

究与异源三倍体白鲫#从幼鱼到成鱼阶段"三倍

体比二倍体快"体质量平均增加 !$8!#P$

&"'

)鲶

#!0*03172*2303+)23$#在池塘养殖 =% \后"体质量

比二倍体鲶平均增加 !=8?&P$

&?'的研究结果比

较一致(

林琪等&&='报道三倍体大黄鱼#I0*1,156)6-3

5*+5(0$生殖腺发育明显受阻"虽能产生个别卵母

细胞)精母细胞"但大部分仍停留在性原细胞阶

段( 刘少军等&$"'报道湘云鲫卵巢的大部分是一

些分化程度较低的小细胞"湘云鲫精巢的大部分

是一些精子细胞"尽管没有成熟精子"但与二倍体

精巢的结构相差不是很大( 尹洪滨等&?'报道雄

性三倍体鲶鱼精巢发育与二倍体基本保持在相同

的发育水平上"雌性三倍体鲶鱼的卵巢处于未分

化的卵原细胞阶段( 本实验研究结果显示"三倍

体牙鲆性腺发育明显受阻"卵巢处于未分化的卵

原细胞阶段"精巢虽然能够发育"但是精母细胞明

显少于二倍体的精母细胞(

<!% 日龄的三倍体和二倍体牙鲆的性腺指数

差异极显著"雌性和雄性二倍体的性腺指数分别

是三倍体 !8! 倍和 !8& 倍"说明三倍体牙鲆的性

腺发育受到不同程度的抑制"三倍体牙鲆性腺发

育的能量消耗可能要低于二倍体牙鲆"为证明不

育三倍体鱼因性腺发育不发达致使把原来用到生

殖发育的能量有可能转到生长方面的推测提供了

证据( 刘少军等&$"'的研究显示"在三倍体湘云鲫

中"日本白鲫的卵巢指数是湘云鲫卵巢指数的

$8#"倍"日本白鲫的精巢指数是湘云鲫精巢指数

的 &8=@ 倍"湘云鲫雌鱼比白鲫雌鱼重 &!8!P"湘

云鲫雄鱼比日本白鲫雄鱼重 #8<P"显示三倍体

性腺的抑制程度与三倍体与二倍体的生长差异存

在一定的相关性( 刘蔓等&$<'的研究表明"在 &! ]

&? 月龄时"二倍体)三倍体雌性虹鳟 f10差异不

显著#!x%8%"$"&? 月龄后差异极显著 #!U

%8%&$"在 !" 月龄时二倍体卵巢指数是三倍体的

$?#8? 倍"说明性腺指数在不断的变化中"特别是

在性腺成熟以后"三倍体和二倍体的性腺指数差

异更为显著"而同时可能会有更多用于繁殖的能

量转移到生长( 因此"培育生长快速的三倍体对
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Î̂FMFIHMR 6^DIYK6\SEH\ GEXIHYE7̀ EXFELF7FYR &('8

-e9EM97Y9XI"$%%%"&#=#& ;$$!$! ;!?8

&$&''王茂林"姜志强"李荣8红鳍东方三倍体诱导的

初步研究&('8水产科学"$%%<"$"#?$!!@= ;!"$8

&$$''田永胜"陈松林"严安生"等8牙鲆的胚胎发育&('8

水产学报"$%%@"$##<$!<%= ;<&"8

&$!''张榭令"姜仕臣"王志明"等8大菱鲆与牙鲆育苗异

同的研究&('8海洋湖沼通报"$%%<#!$!&%" ;&&%8

&$@''N0Q-+gda"a0+*d-f-+-,+"+-g-a8NKI
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I::SEY! c 6̂X@" DFH9YIS\9XEYF6H"! DFH9YISÊYIX̂IXYF7F_EYF6H hKIH YKIYIDGIXEY9XI6^̂IXYF7F_EYF6H hES

&@8# ;&"8" c8+I:97EX:X6hYK DIES9XIDIHYShIXI\6HI6H YKIEMKFÌI\ YXFG76F\ (EGEHISÎ769H\IXEH\ YKI
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6 ŶKI6`EXFISEH\ YKIYISYISFH YKI\FG76F\ M6HYX67hIXIXISGIMYF̀I7R !8! EH\ !8& YFDIS6 ŶKIFH\IZIS6 ŶKI
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