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二倍体雌核发育鲫鲤卵子发生的 !"#含量和细胞学分析
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摘要! 以产生单倍体卵子的二倍体雌性红鲫为对照!对远缘杂交起源的二倍体雌核发育鲫鲤早

期卵巢组织中的生殖细胞进行了流式细胞术分析!在此基础上结合组织学切片方法和染色体制

片!对相应的卵巢组织细胞学观察和生殖细胞减数分裂特征进行了探讨" 结果显示!雌核发育二

倍体鲫鲤卵母细胞的 4%&含量呈现两个主要的峰值!检测样本中的 2 号峰值显示的 4%&含量

是二倍体红鲫卵母细胞的 1 倍!代表减数分裂前染色体数未加倍的细胞群!其减数分裂
!

前期分

裂相呈现同源染色体部分配对!该细胞群在组织学切片上呈现空泡化等败育现象#另外!检测样

本中的 / 号峰值显示的 4%&含量是二倍体红鲫卵母细胞的 2 倍!代表减数分裂前染色体数已加

倍的细胞群!其减数分裂
!

前期分裂相呈现染色体数目加倍的完整的染色体配对!该细胞群由于

染色体数加倍!可以越过杂种鱼的异源染色体之间的减数分裂配对障碍!正常发育为体积不断增

大的初级卵母细胞!为产生后续的染色体数不减半的二倍体卵子奠定基础" 该结果丰富了不减

数配子的发生机制研究!在鱼类遗传育种方面具有重要意义"

关键词! 二倍体杂种鱼# 卵母细胞# 减数分裂# 不减数配子# 流式细胞术

中图分类号! A/21
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5 5 红 鲫 # !"#"$$%&$"&#"'&$B>? C2B1$ 和 鲤

#!()#%*&$+"#)%,$远缘杂交形成的异源四倍体鲫

鲤可以稳定地产生二倍体卵子和二倍体精子"保

证了其四倍体性代代相传"目前已经繁殖到 (

22

"

形成了数量庞大且遗传性状稳定的异源四倍体鲫

鲤群体
&1 69'

( 利用异源四倍体鲫鲤产生二倍体卵

子的特殊性"在无需通过温度休克或者静水压处

理等染色体数加倍操作的情况下"该二倍体卵子

仅需在紫外线灭活处理的异源精子的激活下"即

可进行雌核发育"形成二倍体雌核发育鲫鲤"该方

法明显提高了雌核发育鱼的存活率
&4'

( 值得一

提的是"该二倍体雌核发育鲫鲤在外形和遗传特

性上具有类似异源四倍体鲫鲤的特征"也能产生

二倍体卵子"这些二倍体卵子经灭活的异源精子

诱导"无需染色体加倍处理"可继续形成二倍体雌

核发育鲫鲤( 目前"通过相同的方法已连续繁殖

了 7 代"建立了一个全雌可育的二倍体雌核发育

鲫鲤克隆体系#2* =133$

&9'

( 该全雌二倍体雌核

发育鲫鲤需要两年达性成熟"且能稳定地产生二

倍体卵子"为研究二倍体鱼产生染色体数不减半

的二倍体配子提供了宝贵的材料( 以前的研究表

明"全雌二倍体雌核发育鲫鲤的生殖细胞在卵原

细胞时期发生了染色体数加倍
&7'

"形成的卵子体

积有 / 种大小
&8'

"其中的二倍体卵子经雌核发育

操作激活"能正常排出第二极体
&8'

"但目前仍缺

少能直观反映生殖细胞倍性特征的 4%&含量的

数据( 通过流式细胞术 #D0/E@FG/8>GBF$检测体

细胞的 4%&含量已广泛应用于水生生物的倍性

研究
&: 611'

"但对生殖细胞的 4%&含量分析仅在

少数有关多倍体发生的鱼类中受到关注"如泥鳅

#-%$.&#*&$"*.&%//%+"&0"'&$$

&12 619'

"结合生殖细

胞的细胞学观察分析其 4%&含量的研究几无

报道(

鱼类生殖细胞的发育一般需经历正常的减数
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分裂程序"最终形成染色体数和 4%&含量都减

半的单倍体配子( 二倍性或者多倍性配子的产生

是最终导致多倍体个体发生的原因之一"其发生

过程中经历的各生殖细胞发育阶段的 4%&含量

较单倍体配子发生过程中的 2* 卵 #精$原细胞)

9* 初级卵#精$母细胞)2* 次级卵#精$母细胞)*

精子细胞)* 卵#精$子的4%&含量会有相应的倍

性变化( 可见"生殖细胞发育过程中倍性变化可

以作为不同发育阶段生殖细胞的重要特征"是一

种研究鱼类多倍体发生机制的重要指标( 流式细

胞仪对组织材料要求较高***必须易分离成单个

的细胞且在检测通道中成单行通过"精巢组织具

备这些特点"较易分离出单个精原细胞和各级精

母细胞以及成熟的精子"且容易在检测通道中成

单行通过"因而生殖细胞相关报道多集中在对雄

性生殖细胞的流式细胞术检测
&0"12"19'

( 鱼类卵母

细胞的发生由于受后期不断增大的体积和卵黄积

累的影响"卵巢组织 4%&含量报道很少
&1/'

(

为了进一步探讨二倍体雌核发育鲫鲤产生二

倍体不减数卵子的细胞学机制"本实验以产生单

倍体卵子的二倍体雌性红鲫做对照"对二倍体雌

核发育鲫鲤的早期卵巢组织细胞进行了流式细胞

术分析"在此基础上结合石蜡切片方法和染色体

制片技术对相应的卵巢组织细胞学观察和生殖细

胞减数分裂特征进行了分析(

15材料与方法

$%$&实验鱼

9 月龄二倍体雌核发育鲫鲤#H$9 尾和雌性

红鲫 1 尾均取自湖南师范大学多倍体鱼繁殖与育

种技术教育部工程研究中心"用于生殖细胞流式

细胞术检测 4%&含量"相应性腺组织进一步采

用组织学切片和染色体制片进行组织学分析和染

色体特征观察(

$%'&!"#含量测定

用于检测样品 4%& 含量的仪器 # 62BG>@

H8I+$为德国生产的流式细胞仪 #->00-/=3G>B

&320F:>B--&2

"

$( 检测原理是经细胞裂解液

裂解后"细胞内的 4%&物质被荧光染料 4&6)染

色( 通过一定波长紫外线照射"紫外线激活荧光

分子使它们发出特定颜色的光( 发出的荧光越

多"表明细胞内 4%&含量越多( 在峰值分析图

像中"J轴代表 4%&含量数量级"K轴代表测定

的细胞数"每一峰值代表一群 4%&含量相同的

细胞( 所有实验样本以红鲫血液作为体细胞

4%&含量标准( 另外"经麻醉处理后"取 1 尾雌

性红鲫和 9 尾二倍体雌核发育鲫鲤的少量卵巢组

织分别放置盛有 314 8'31:L%2-0的生理盐水

中"用剪刀剪碎材料"移于离心管中"吹打%静置后

取上层悬液"每 31/ 8'悬液中加入 2 8'细胞核

提取液 #由产商 62BG>@H8I+提供 $"处理时间

13 >14 893%样品经过滤器#由产商 62BG>@H8I+

提供$过滤%4%&染色液#4&6)4%&染色液"由

产商 62BG>@H8I+提供$染色样品约 4 >13 893"

最后上机测定( 把各个样品的 4%&含量与红鲫

血细胞和生殖细胞的 4%&含量进行比较"算出

比值"用卡平方#

!

2

$测定实际比值与理论比值间

的最好适度#设 1?3134 时"实得比与理论比没

有显著差异$(

$%(&卵巢组织学切片观察

麻醉实验鱼后"取上述实验鱼的卵巢组织用

于细胞学结构观察"卵巢组织在 M/=93 氏液中固

定 1 >2 ? 后"乙醇梯度脱水"石蜡包埋"+1,染

色( 在显微镜下观察性腺组织发育情况"采用

69N>B2OB/ 733,*#美国$数码显微摄像系统拍摄(

卵巢发育分期按刘筠等
&14'

采用的鲤科鱼类的分

期标准(

$%)&卵巢染色体制片

取出 2 尾 9 月龄二倍体雌核发育鲫鲤的卵巢

组织于盛有 31:L的生理盐水的培养皿中"用剪

刀剪碎材料%移于离心管中"吹打%1 333 B5893 离

心 4 893"弃上清液%收集的细胞沉淀在 31384

8/05'P-0低渗液中低渗 93 >73 893%离心"收集

沉淀%在甲醇和冰醋酸 #/@1 $混合液中固定"离

心"再固定"重复 2 >/ 次%在冷冻的玻片上滴片"

火焰干燥%H9>8:2染料染色( 在显微镜下观察减

数分裂相特征"采用 69N>B2OB/ 733,*#美国$数码

显微摄像系统拍摄(

25结果

'%$&卵母细胞 !"#含量测定

红鲫早期卵巢中卵母细胞的 4%&平均含量

呈现单峰值"与红鲫血细胞 4%&平均含量比值为

1187@1( H早期卵巢中生殖细胞的 4%&平均含量

都呈现明显的双峰值( 以 1 号个体#H71$的峰值分

析为例"其第 2 号峰值与红鲫的早期卵巢中卵母细

2
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胞 4%&平均含量比值为 1130@1"其第 / 号峰值与

红鲫的早期卵巢中卵母细胞 4%&平均含量比值为

21/9@1"上述比值与预计的 2@1"1@1 和 2@1 理论比

值间无显著差异#1?3134$#图 1"表 1$(

图 $&*+$ 卵母细胞 !"#平均含量测定

#2$红鲫血细胞 4%&平均含量#24123"1 号峰$ #对照 1$ % # I$红鲫卵母细胞 4%&平均含量#99120"1 号峰$ #对照 2$ % #@$H71 卵

母细胞 4%&平均含量#90171"2 号峰% 13/1:7"/ 号峰$

,-.%$&!"#/01231240500/6234-1*+$

#2$Q<>8>23 4%&@/3G>3G:#24123"6>2R %/11$ /DI0//? @>00:93 B>? @B=@923 @2BO 2:2@/3GB/0% # I$Q<>8>23 4%&@/3G>3G:#99120"6>2R

%/11$ /D//@FG>:93 B>? @B=@923 @2BO 2:23/G<>B@/3GB/0% #@$Q<>8>23 4%&@/3G>3G:#90171"6>2R %/12 23? 13/1:7 6>2R %/1/ $ /D

//@FG>:93 B>?@B=@923 @2BO 93 H71

表 $&各实验材料 !"#含量平均值

789%$&:381!"#/0123124":!;#058<<2=3>823?-8<4

样本

:28O0>

血细胞5卵母细胞 4%&平均含量

S4-/DI0//? @>00:/B//@FG>:

与红鲫血细胞5卵母细胞

4%&平均含量比值

B2G9/ /DS4-/I:>BC>?

与期望值的差异

?9DD>B>3@>/DG<>B2G9/ /D

S4->NO>@G>?

红鲫

$--

血细胞#24123$

I0//? @>00:#24123$

6 6

卵母细胞#99120$

//@FG>:#99120$

与红鲫血细胞 4%&平均含量比值为#1187@1$

@/8O2B>? E9G< I0//? @>00:/D$--#1187@1$

2@1

"

二倍体雌核

发育鲫鲤

H71

卵母细胞第 2 号峰值#90171$

O>2R %/12 /D//@FG>:#90171$

与红鲫卵母细胞 4%&平均含量比值为#1130@1$

@/8O2B>? E9G< //@FG>:/D$--#1130@1$

1@1

"

卵母细胞第 / 号峰值#13/1:7$

O>2R %/1/ /D//@FG>:#13/1:7$

与红鲫卵母细胞 4%&平均含量比值为#21/9@1$

@/8O2B>? E9G< //@FG>:/D$--#21/9@1$

2@1

"

注!

"

1实验比值和预期比值无明显差异#1?3134$

%/G>:!

"

1Q<>/I:>BC>? B2G9/ 9:3/G:9T39D9@23G0F ?9DD>B>3G#1?3134$DB/8G<>>NO>@G>? B2G9/

/
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'%'&卵巢组织学观察

卵巢组织学切片结果显示"雌性红鲫和全雌

二倍体雌核发育鲫鲤早期性腺发育存在明显差

异( 9 月龄红鲫卵巢组织学观察结果显示为同步

发育的
"

时相初级卵母细胞"且其体积较卵原细

胞已明显增大"而全雌二倍体雌核发育鲫鲤的卵

巢发育明显滞后"9 月龄 H卵巢组织学观察主要

可见"早期体积没有增长的初级卵母细胞成团排

列"并含有少数体积明显增大的
"

时相初级卵母

细胞和多数空泡化发育的卵母细胞团#图 2$(

图 '&二倍体雌核发育鲫鲤和雌性红鲫性腺结构比较

#2$9 月龄红鲫卵巢"显示发育同步的 ))时相卵母细胞"标尺 =24

#

8% # I$9 月龄 H卵巢"主要可见早期初级卵母细胞成团排列"可

见个别体积明显增大的初级卵母细胞#白色框$和空泡化的非正常发育卵母细胞团#黑色框$ "标尺 =24

#

8% #@$和# ?$分别为# I$

中白色框和黑色框的放大% #@$中箭头示体积增大的初级卵母细胞"标尺 =4

#

8"# ?$中箭头示空泡化的初级卵母细胞"标尺 =

4

#

8

,-.%'&;0>@8?-1. 2=3.018A>-/?042?B/2B?305*C-2=?3A/?B/-81/8?@

#2$Q<>/C2BF /DB>? @B=@923 @2BO 2GG<>2T>/D9 8/3G<::</E93T OB982BF //@FG>:93 :G2T>))93 :F3@<B/3/=:"M2B=24

#

8% # I$Q<>/C2BF

/DH2GG<>2T>/D9 8/3G<::</E93T 8293 :8200>BC/0=8>/DOB982BF //@FG>:2BB23T>? 93 3>:G:23? D>E02BT>BC/0=8>/DOB982BF //@FG>:

#93?9@2G>? IF E<9G>I/N$ "E9G< :/8>@2C9G2G9/3709R>2I3/B820//@FG>:#93?9@2G>? IF I02@R I/N$ "M2B=24

#

8"Q<>O</G/89@B/TB2O<:E<9G>

I/N 23? I02@R I/N /D# I$E>B><9T<>B82T39D9@2G9/3 93#@$23?# ?$ "B>:O>@G9C>0F1M2B=4

#

8

'%(&卵母细胞减数分裂观察

在二倍体雌核发育鲫鲤卵巢组织的染色体制

片观察中"获得了一些卵原细胞有丝分裂中期相和

少量卵母细胞减数分裂
!

前期相( 其中"卵原细胞有

丝分裂中期相中可观察到卵原细胞发生了染色体

数加倍现象
&7'

"本实验着重描述其初级卵母细胞减

数分裂
!

前期的特征( 在观察统计的 43 个减数分

裂
!

前期分裂相中"约 87L的分裂相呈现为同源染

色体部分配对的粗线期相的特征"可见部分颜色深

染的粗线期染色体对及一些缠绕在一起的未配对

的单丝状染色体#图 /72$"也观察到了少量染色体

完全配对"且整体染色体数明显加倍的减数分裂
!

前期分裂相#约占 29L$#图 /7I$(

/5讨论

本实验利用二倍体雌核发育鲫鲤性腺发育迟

缓的特点"较易取得卵母细胞发育小生长期以前

的实验材料 "该阶段卵母细胞体积小 "无卵黄

9
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图 (&二倍体雌核发育鲫鲤"*#卵母细胞

减数分裂
!

前期相中同源染色体配对观察

#2$呈现同源染色体部分配对特征的减数分裂
!

前期分裂

相"黑色箭头指配对的粗线期染色体对"白色箭头指未配对的

单丝状染色体"标尺 =/

#

8% # I$染色体完全配对"但整体染

色体数明显加倍的减数分裂
!

前期分裂相"标尺 =/

#

8

,-.%(&;=?0>040>3@8-?-1. 05

00/6234-1>3-04-4D05*

# 2$ */8>//@FG>:2GG<> O2@<FG>3>:G2T>>N<9I9G>? O2BG920

O29B93T" E9G< :/8> G<9@R 23? ?>3:>0F :G293>? :F32OG/3>820
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M2B=/
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8% # I$*/8>/G<>B//@FG>::</E>? @/8O0>G>O29B93T:"

E9G< @<B/8/:/8>73=8I>B?/=I0>?"M2B=/

#

8

积累"其小生长期状态可持续到 1 冬龄
&17'

( 因此"

具有迟缓发育特征的性腺为检测鱼类早期卵巢组

织对流式细胞术的适应性提供了合适的实验材料(

结果表明"处于小生长期的初级卵母细胞经过简单

的分离即可以通过流式细胞术检测"并快速简便地

获得其 4%&含量的数据"这在鱼类雌性生殖细胞

倍性研究方面是一个新的探索"可为鱼类遗传育种

实践提供有意义的经验指导(

本实验利用流式细胞术检测了二倍体雌核发

育鲫鲤早期卵巢组织细胞的 4%&含量"发现其

早期卵巢中卵母细胞的 4%&平均含量都呈现明

显的双峰值"其峰值显示的 4%&含量分别为对

照红鲫卵母细胞的 1 倍和 2 倍"结合相应细胞学

观察结果可以推测"雌性 9 月龄红鲫性腺处于卵

巢发育
"

期阶段"多为同步发育的
"

时相初级卵

母细胞"其相应的 4%&含量值代表 9* 红鲫初级

卵母细胞的 4%&含量"是本实验基本的参照标

准( 二倍体雌核发育鲫鲤早期卵巢组织细胞的

4%&含量的第 2 号峰值与红鲫 9* 初级卵母细胞

4%&含量比值接近 1@1"推测为 4%&含量与红

鲫 9* 初级卵母细胞一致的减数分裂前未加倍的

细胞群"其减数分裂
!

前期相呈现部分染色体配

对的特征#图 /72$"结果导致减数分裂被抑制"在

切片上呈现空泡化等不正常发育现象#图 27?$%

二倍体雌核发育鲫鲤早期卵巢组织细胞的 4%&

含量的第 / 号峰值与红鲫 9* 初级卵母细胞 4%&

含量的比值接近 2@1"推测为减数分裂前 4%&含

量已加倍的细胞群"该细胞群由于染色体数加倍"

越过了杂种鱼的异源染色体之间的减数分裂配对

障碍"可以通过复制后的相同染色体间的配对"整

体上形成染色体数加倍的完整配对 #图 /7I$"可

正常发育为体积不断增大的初级卵母细胞#图 27

@$"为产生后续的染色体数不减半的二倍体卵子

奠定了基础( 该结果也丰富了已有的不减数配子

的发生机制研究
&14'

(

另外"二倍体雌核发育鲫鲤卵巢发育的不同

步性和发育迟缓性与其产生不减数配子的特殊性

密切相关( 已有的研究结果表明"普通的二倍体

种群"其卵巢发育组织学观察在个体发育 9 >: 月

龄阶段主要由
"

时相卵母细胞同步发育构成"如

红鲫
&18'

和鲤
&1:'

"而同样为远缘杂交起源的异源

四倍体鲫鲤的卵巢在该阶段也主要为
"

时相卵母

细胞同步发育的特征
&2"10'

"因为就产生配子的特

征而言"异源四倍体鲫鲤与红鲫和鲤一样"都是产

生染色体数减半的配子"只是由于异源四倍体鲫

鲤本身的四倍性"其产生的是染色体数减半的二

倍体配子"这中间不需要额外的 4%&复制或者

染色体数加倍的过程( 本实验结果显示"二倍体

雌核发育鲫鲤的卵母细胞长期停滞在卵原细胞或

者初级卵母细胞的小生长期阶段"很可能与杂种

鱼在不减数配子发生前需经历较长的时间进行

4%&复制或染色体数加倍有关
&23 621'

(

不减数配子的发生是鱼类多倍体化的重要途

径"相关的不减数配子的发生机制研究在鱼类遗

传育种及生物进化研究中具有重要意义(
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