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摘要! 为建立黄姑鱼雌核发育诱导方法!实验利用紫外线照射使黄姑鱼精子遗传失活!与卵子

授精后再通过冷休克抑制极体排放进行倍性恢复!成功诱导出黄姑鱼雌核发育二倍体" 精子

经强度为 / 933

(

W5#A8

2

(O$的紫外线照射 43 B433 O!受精卵孵化率呈现明显的 +2I?X:< 效

应&当照射时长达到 73 O以上!各实验组全部孵出仔鱼均呈现单倍体综合症" 精子的紫外线

照射时间%受精卵冷休克起始和持续时间等三因素三水平正交实验结果表明!精子经紫外线照

射 73 O!受精 2 8:; 后卵子在 / B: U海水中持续冷休克 43 8:; 为最佳诱导条件组合!可以获

得最高的孵化率#47E$" 最佳组合仔鱼形态和细胞相对 4%&含量与正常二倍体一致!经微

卫星标记检验证明全部不含有父本基因!为雌核发育二倍体" 实验报道了成功诱导黄姑鱼雌

核发育二倍体的条件!为进一步开展黄姑鱼良种选育和性别控制工作奠定了基础"

关键词! 黄姑鱼& 雌核发育& 冷休克& 4%&相对含量& 微卫星标记

中图分类号! F/:/1/& *1401:5555555 文献标志码'&

5 5 黄 姑 鱼 # K,>%" ")>,()6'" $" 属 鲈 形 目

#62IA:M/I82O$"石首鱼科 #*A:92;:P92$"黄姑鱼属

#K,>%"$

'4(

) 黄姑鱼肉质鲜美"营养丰富"是我国传

统渔业的主要捕捞对象和东南沿海目前效益较高

的一个重要养殖品种) 近年来"随着闽浙沿海黄姑

鱼养殖规模日渐扩大"其良种选育工作已成为迫切

需要) 人工雌核发育可在较短时间内建立纯系"固

定育种群体中的有利基因"消除不利基因%通过不

同纯系之间的杂交可获得性状优良且稳定的品种"

为鱼类良种选育提供重要手段
'2(

) 对于雌性生长

优势明显的鱼类人工雌核发育可为通过性别遗传

控制实现全雌化养殖提供快速简捷的途径) 目前

国内外已对数十种经济鱼类开展人工雌核发育技

术研究"并应用于良种选育或性别控制"培育出了

不少优良的养殖品种"如鲤#.4$',0*-3"'$,6$

'/ 6:(

&

大 黄 鱼 # !"',#,3/&/4- 3'63%" $

'8 67(

& 牙 鲆

#7"'"),3/&/4-6),+"3%*-$

'0(

&半滑舌鳎#.406;)6--*-

-%#,)"%+,-$

'9(

等"但有关黄姑鱼雌核发育的研究尚

未见报道) 本实验对黄姑鱼人工雌核发育诱导条

件进行摸索"并借助微卫星标记等手段对诱导的雌

核发育子代进行鉴定"以期为黄姑鱼良种选育和性

别控制工作奠定基础)

45材料与方法

)*)+雌核发育诱导

实验于 2342 年 : 月在福建省宁德市横屿岛

水产有限公司育苗场进行"黄姑鱼亲鱼来自本课

题组选育&在三都澳海区网箱中养殖 2 龄以上&体

质健壮&无伤病的个体"室内暂养后使用) 挑选性

腺发育良好的个体按照王晓清等
'1(

在大黄鱼使

用的方法进行人工催产) 所有实验均采用同一尾

雄鱼的精液和同一尾雌鱼的卵子)

精子紫外照射实验55精液经 +9;L 氏液稀

释#精液与 +9;L 氏液的比例为 4C:$后"吸取 /

8'于直径 1 A8的培养皿中"将培养皿置于盛有

碎冰且表面水平的托盘上"再将托盘放在转速为
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443 I58:; 的摇床上%用 2 支平行安放的 /3 W 紫

外灯作为光源进行照射#波长为 28: ;8$"照射距

离为 :3 A8) 照射前先打开紫外灯 48 8:; 以稳定

光强"用紫外照度计测定 #.7-强度为 / 933

(

W5#A8

2

,O$) 取精液依次照射 43&23&/3&:3&

83&73&03&93&13 和 433 O"然后与卵子受精"2: U

水温孵化"海水盐度 27 B20)

正交实验优化诱导条件55根据课题组诱导

大黄鱼雌核发育的经验以及上述实验结果"确定

冷休克水温为 / B: U"并初步确定紫外照射时

间&冷休克起始时间和冷休克持续时间范围"然后

按照三因子三水平设计正交实验"进行诱导条件

优化#表 4$) 同时设单倍体组#授精后不诱导染

色体二倍化$和正常受精组作为对照"观察记录

各组的受精率&孵化率和畸形率"每组设 / 个重

复"计算平均值) 数据采用 ,=A20和 *6**软件处

理"进行正交实验结果统计分析)

表 )+正交因素水平表

/01*)+D0%;H370:9F6Q6F7HJ;360;56:;HJ

H3;<HEH:0F6RG63456:;

水平

02H20O

#.照射

时间5O

#.:II9P:9?:/;

?:82

冷休克

起始时间58:;

A/0P O>/AL

:;:?:9?:/; ?:82

冷休克

持续时间58:;

A/0P O>/AL

P@I9?:/; ?:82

4 83 2 9

2 73 / 43

/ 03 : 42

)*,+雌核发育的鉴定

以正交实验中的最优组&正常二倍体组和单

倍体组为对象"通过形态学观察&4%&相对含量

测定以及微卫星标记分析"鉴定雌核发育真实性)

形态比较55观察比较各组胚胎发育及初孵

仔鱼形态"根据单倍体综合症发生情况判断精子

遗传失活和卵子染色体加倍的诱导效果)

4%&相对含量测定55实验组各取 /3 尾初

孵仔鱼"根据蔡明夷等
'43(

所使用的方法测定各组

细胞相对 4%&含量"以确定染色体倍性)

微卫星标记分析55取亲本胸鳍和从最优组

随机取 :7 尾仔鱼固定于 18E酒精中"用上海捷

瑞生物工程有限公司 4%&提取试剂盒提取

4%&"4E琼脂糖凝胶电泳检测 4%&样品的质

量"紫外分光光度计测定 "4

273

值确定 4%&的浓

度) 4%&原液 623 U保存"取部分稀释成 83

;<5

(

'备用)

用 :3 对本实验室开发的大黄鱼微卫星标记

引物对黄姑鱼亲本的基因型进行分析"从中筛选

出 8 对雌雄亲本没有相同等位基因条带的引物"

用于对最优组子代进行基因型分析"其序列和扩

增片段的特征见表 2) 引物由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成"按照李益云
'44(

所述方法

进行 6-$扩增&变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染

显色)

表 ,+B 个微卫星位点的引物序列及其特征

/01*,+23456376I86:%670:9%<030%;6347;4%7HJB 54%3H70;6FF4;6787694:;<67;89=

位点

0/A@O

核心序列

8/?:MO2V@2;A2

引物序列#8DB/D$

3I:82IO2V@2;A2

退火温度5U

9;;290:;< ?2832I9?@I2

!L.3331

#JG$

43

GG&#GJ$

:

-GJ

(!JG-&&G-&-JG-GJG-G-GJ-

$!G-&J--&GGJG-GJGJ&JJG

73

!L.3340

#GJ$

0

(!-G&--&&JJ--&&--&G-J

$!J&J-&-&-G&G&&-&J&&&J-

G488 683

!L.33/9

#&-$

4:

(!&---GJ--&JGGG-G--

$!GGJ-GJ---GJ&GJGGG

84

!L.3222

#-&$

41

(!J--&G-G&G-&G&-&J--

$!-JG&&J&--J-&JJ&-&-

88

!L.3:8/

#G$

49

(!JGJ-GJ&&-J-&&-G&--&&

$!&GJ&&JJ-&J&J&&&-JJ&&

88

注!G4表示梯度 6-$反应# 64U5AQA02$ )

%/?2O!G4<?/@A> P/X;"829;O<I9P:2;?6-$I29A?:/;1

25结果

,*)+雌核发育诱导

不同紫外照射剂量对黄姑鱼精子遗传失活的

效果55不经紫外照射的对照组卵子受精率最高

#9/E$"实验组随着紫外照射时间加长受精率逐

渐降低"照射超过 03 O"随着部分精子的死亡"受

精率明显下降"照射 433 O时精子被完全杀死"受

精率为 3#图 4$) 受精卵孵化率同样也是对照组

最高#08E$"照射 43 B:3 O"随着时间延长孵化率

9124
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明显下降"到 :3 O时降到最低#2E$"但照射剂量

继续增加时#:3 B03 O$又出现明显的回升趋势"

而后又下降"呈现出典型的 +2I?X:< 效应) 各照

射组孵出鱼苗中畸形苗比率随照射剂量增加而上

升) 当辐射时达到 73 O以上"各实验组畸形率

达 433E)

图 )+黄姑鱼精子 YZ照射实验结果

D4E*)+/<63678F;7HJ7G635 YZ4330940;4H:

6RG63456:;4:2)"13%-14#"

55雌核发育二倍体诱导条件优化55水温

2: U"24 > 后各实验组鱼苗相继孵出"正交实验

各组孵化率如表 / 所示!/ 个因素不同水平诱导

雌核发育的效果都不一样"其中以冷休克起始

时间影响最大"2 8:; 组孵化率最高达 47E"随

着起始时间的推迟孵化率快速下降": 8:; 组基

本上没有正常鱼苗孵出) 其次是紫外照射时

间"孵化率最高的两组 #: 组 47E和 8 组 44E$

紫外照射时间均为 73 O"当照射时间超过 03 O

时"各组孵化率都明显下降) 冷休克持续时间

9 B42 8:; 均能诱导出正常雌核发育二倍体"对

二倍体诱导率影响最小) 正交实验最优组为第

: 组#平均孵化率为 47E$ "可见在实验条件下"

黄姑鱼雌核发育二倍体诱导的适宜条件!精子

在 / 933

(

W5#A8

2

,O$紫外线下照射 73 O"授精

后 2 8:; 开始冷休克处理"冷休克持续时间为 43

8:;)

表 .+黄姑鱼雌核发育二倍体诱导正交实验设计与结果

/01*.+M3;<HEH:0F6RG63456:;9674E:0:93678F;7HJ4:98%;4H:94GFH49E=:HE6:67474:2)"13%-14#"

处理编号

<I/@3 %/1

#.照射时间5O#&$

#.:II9P:9?:/; ?:82

冷休克起始时间58:;#S$

A/0P O>/AL :;:?:9?:/; ?:82

冷休克持续时间58:;#-$

A/0P O>/AL P@I9?:/; ?:82

孵化率5E

>9?A>:;< I9?2O

4 83 2 9 43

2 83 / 43 7

/ 83 : 42 318

: 73 2 43 47

8 73 / 42 44

7 73 : 9 3

0 03 2 42 8

9 03 / 9 8

1 03 : 43 3

L

4

818 431/ 813

L

2

113 01/ 01/

L

/

/1/ 312 818

$ 810 4314 21/

顺序 /IP2I SD&D-

最优组合 /3?:890A/8C:;9?:/;

&

2

S

4

-

2

7值 77H90@2 31/2/ 31428 31024

,*,+雌核发育鉴定

形态比较55单倍体组畸形鱼苗都具有典型

的单倍体综合症# >930/:P OQ;PI/82$"表现为头部

畸形"尾部短而弯曲"腹水"围心腔扩大"色素减

少"心血管系统发育不全"开口前即全部死亡#图

279$) 经诱导倍性恢复后形成的雌核发育二倍体

组胚胎发育正常"孵出的仔鱼形态也正常"与正常

受精对照组一样"脑部器官眼泡&晶体清晰可见"

躯干笔直"游泳能力强#图 27C$)

4%&相对含量测定55正常二倍体&雌核发

育二倍体和单倍体初孵仔鱼细胞 4%&相对含量见

图 /) 将正常二倍体对照组 4%&含量设为 433#图

1124
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/79$"则单倍体组检测的相对值为 83#图 /7C$"雌

核发育二倍体组检测的相对值为 433#图 /7A$)

微卫星分析55用 :3 对多态信息含量较高

的大黄鱼微卫星引物对黄姑鱼雌雄亲本的 4%&

进行 6-$扩增"有 /2 对可正常扩增获得清晰的

条带"但其中多数无法对两个亲本进行区分"只有

8 对引物在雌雄亲本扩增出的条带#等位基因$明

显不同) 用这 8 对引物对其子代#随机取 :7 尾$

进行基因分型"检测的全部子代个体都仅有母本

条带"表明其都是雌核发育产物) 图 : 为其中两

对引物 !L.33/9&!L.3222 在最优组亲本和子代

中的扩增结果)

图 ,+黄姑鱼单倍体"0#和雌核发育二倍体"1#初孵仔鱼外部形态

D4E*,+AR;63:0F5H3G<HFHE= HJ<0GFH49"0#0:9E=:HE6:6;4%94GFH49"1#F03Q06HJ2)"13%-14#"

图 .+黄姑鱼正常二倍体"0#%单倍体"1#和雌核发育二倍体"%#初孵仔鱼 &'(相对含量

D4E*.+&'(36F0;4Q6%H:;6:;HJ:H350F94GFH49"0#$<0GFH49"1#0:9E=:HE6:6;4%94GFH49"%#F03Q06HJ2)"13%-14#"

图 >+56![[.$ 和 56![,,, 引物对最优组"第 > 组#>C 尾仔鱼及其亲本的扩增图谱

D4E*>+/<66F6%;3HG<H36747G0;;63:7HJ>C F03Q060:9G036:;74:;<6HG;450FE3H8G"'H*>#0;

56![[.$ 0:956![,,, 54%3H70;6FF4;6FH%4

33/4
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/5讨论

人工诱导鱼类雌核发育有两个技术关键!精

子染色体的遗传失活和卵子染色体二倍体化) 精

子染色体遗传失活主要方法有射线处理和药物处

理等"其中以紫外线照射最为常用) 据报道"紫外

线照射两栖类和鱼类精子遗传失活过程中通常会

出现 +2I?X:< 效应
'42(

"在紫外线照射实验中"黄姑

鱼受精卵孵化率随精子紫外线照射剂量的增加先

降低后回升"到一定程度而后又降低"也呈现典型

的 +2I?X:< 效应) 因此"利用紫外照射使精子染

色体遗传失活时"照射剂量的选择非常重要!照射

应使精子染色体完全失活而又不影响其受精能

力%照射时间过短和遇到光修复作用"遗传物质都

不能彻底失活"容易产生杂交或正常受精二倍

体
'4/(

%精子照射时间过长"精子活力降低&丧失甚

至死亡"受精率和发育正常率明显降低
'4:(

) 已有

的报道中用于精子遗传灭活的紫外线照射强度差

异较大!刘海金等
'48(

报道真鲷#7";'*-#"@6'$精

子的最佳照射剂量为 0/ 8!5A8

2

"而 G9C9?9等
'47(

报道的最佳剂量为 :9 8!5A8

2

"R9898/?/

'40(

的结

果为 :817 8!5A8

2

%.\TV@2T等
'49(

报道大菱鲆

#I36$/&/")#*-#"?,#*-$ 精子最佳照射剂量为

903 8!5A8

2

"而 6:M2II2I等
'41(

报道则为 /33 8!5

A8

2

) 精子灭活所需紫外照射剂量存在差异可能

是因为不同鱼类精子对紫外线敏感性不同) 此

外"精液的密度&厚度&照射时的环境温度以及季

节分布等也都会影响精子最佳灭活时间
'23(

) 实

验通过精子紫外照射实验和正交实验最终得到诱

导黄姑鱼雌核发育的紫外线最佳照射剂量为 229

8W5A8

2

#紫外线强度 / 933

(

W5#A8

2

,O$"照射

时间 73 O$"这与本实验室进行大黄鱼精子遗传灭

活观测到的适宜照射剂量很接近
'44(

)

人工雌核发育研究中"温度休克是简单而行

之有效的诱导染色体加倍方法) 相对于致死率较

高的热休克"冷休克处理方法更为理想
'24(

) 影响

冷休克效果的因素主要有!冷休克温度&冷休克处

理起始时间和冷休克处理持续时间"其中以冷休

克的起始时间对诱导效果影响最为明显
'22(

) 在

极体排放前的敏感期开始冷休克处理"可很好地

抑制第二极体的排出%处理过早容易使染色体加

倍率过低%处理过晚"第二极体已经排出"导致处

理无效
'2/(

) 实验中授精后 : 8:; 开始处理组基

本没有正常鱼苗孵出"表明已经错过了极体的排

放) 另外"冷休克的温度选择及处理持续时间也

很重要"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"处理持续时间太

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
'2:(

) 实验发现"在 / B: U条件下"受精后 2

8:; 开始冷休克处理"持续 43 8:; 时"雌核发育

二倍体正常苗孵出率最高"这与大黄鱼研究采用

同源精子的报道相类似
'28(

%这可能与这两种鱼同

属于石首鱼科"亲缘关系较近"而且生长条件也基

本一致有关)

在人工诱导鱼类雌核发育过程中"有时会因

精子遗传物质失活不彻底"导致雄鱼基因参与遗

传"因此有必要对雌核发育的真实性进一步确

认
'1(

) 雌核发育真实性鉴定有多种方法"4%&分

子标记可直接反应生物体的遗传本质和差异"是

鉴定鱼类雌核发育最为可靠和简便的方法
'27(

"目

前较常用的是 &('6标记和微卫星标记) 微卫星

为共显性标记"基因组中数量大&个体间多态性

高"是亲子关系鉴定的有效手段) 此外"微卫星引

物在近缘物种中具有一定的通用性"在近缘种间

尝试微卫星引物的通用性研究"有助于减少分离

微卫星标记的时间和费用) 林能锋等
'20(

利用 9

对大黄鱼微卫星标记引物在 43 种石首鱼中进行

扩增"叶华
'29(

利用 47 对大黄鱼引物在 8 种石首

鱼中进行扩增"均发现其具有较高的通用性)

实验对未诱导加倍组&正交实验最佳诱导组

人工雌核发育胚胎和仔鱼以及正常受精对照组胚

胎和仔鱼进行了形态观察与 4%&相对含量测

定"发现未诱导加倍组初孵仔鱼 4%&含量只有

正常对照组和诱导加倍组的一半"其胚胎和初孵

仔鱼表现出典型的单倍体综合症%而最佳诱导组

初孵仔鱼形态正常且 4%&相对含量与正常二倍

体对照组一样"表明其属于雌核发育二倍体) 此

外"实验中用 :3 对大黄鱼微卫星引物对黄姑鱼亲

本进行通用性分析"发现有 /2 对引物能在黄姑鱼

中得到较好的扩增"其中有 24 对在黄姑鱼中可检

测到多态性"8 对引物可在雌雄亲本之间扩增出

清晰的鉴别性条带) 用这 8 对微卫星引物对雌核

发育最优组进行鉴定"扩增结果显示受检测的 :7

尾仔鱼全部仅含有母本条带"没有父本条带"表明

所检测的子代全部为雌核发育体) 综合上述研究
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结果"表明该组的紫外线照射剂量对于精子 4%&

的破坏是完全的"实验所采用的黄姑鱼雌核发育

诱导条件是适宜的和有效的) 目前我们已经应用

所获得的最佳诱导条件成功诱导培育了数个黄姑

鱼异质雌核发育家系"个体最大的家系平均体长

已经达到 23 A8"其生长发育情况完全正常"正在

继续培育中)
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