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摘要：二倍体泥鳅与大鳞副泥鳅杂交能够顺利获得杂交后代，其正反交核型都为 (2n=49)，
但杂交后代精巢表现出明显的发育迟缓现象，杂交泥鳅自交与回交实验表明，其雄性不可
育。为了解二倍体泥鳅和大鳞副泥鳅杂交 F1雄性不育的原因，实验通过计算机辅助精子
活力分析系统 (CASA)、光学显微镜、扫描电镜、透射电镜、流式细胞技术分别对二倍体
泥鳅 (DD)、大鳞副泥鳅 (PP)、其正反杂交 F1(DP)和 (PD) 4种泥鳅精子的形态结构与活力
进行了分析。结果显示，激活 30 s时，DD和 PP的精子运动率分别为 76.50%±0.70%和
75.17%±8.60%，极显著高于 DP (3.65%±1.75%)和 PD (2.68%±0.63%)，且杂交泥鳅的精子
的平均运动速度 (VAP)、平均曲线速度 (VCL)、平均直线运动速度 (VSL)等运动参数也极
显著低于 DD和 PP，说明杂交泥鳅精子的活力极其低下。应用流式细胞技术对 4种泥鳅精
巢内细胞进行倍性鉴定，发现 DD和 PP精巢内大多为 1N精子，而 DP和 PD精巢内除了
正常单倍体精子外，还有大量的 2N和 4N以及少量的 8N细胞。通过扫描电镜和透射电镜
发现，DD与 PP精巢内精子细胞致密、结构完整、大小均匀，其全长分别为 (33.71±2.12)
和 (34.28±1.83) μm。而 DP和 PD精巢内的精子其头长显著高于 DD和 PP的精子 ，其尾长、
中片长和全长皆显著低于 DD和 PP的精子。研究表明，杂交泥鳅的精子与正常精子相比，
在精子形态和内部 DNA含量方面表现出明显多态性。这可能是造成杂交泥鳅雄性不育的
原因。杂交泥鳅中出现了大量的异常精子，如多尾精子、双核精子以及大头精子，根据测
量，其头部大小也表现出明显的多态性，根据头部体积大小测量估算其倍性，其中有正常
的精子即单倍体精子，同时有二倍体精子、四倍体精子、八倍体精子甚至更高倍性的精子。
这些杂交泥鳅的异常精子为其精子活力低下以及雄性不育提供了重要证据。
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泥鳅 (Misgurnus anguillicaudatus)和大鳞副泥

鳅 (Paramisgurnus dabryanus)分别属于鳅科 (Cob-
itidae)花 鳅 亚 科 (Cobitinae)中 的 泥 鳅 属 (Mis-
gurnus)和副泥鳅属 (Paramisgurnus) [1]。天然水域

中，我国的泥鳅主要分为二倍体 (2n=50)和四倍

体 (4n=100)两种类型[2-6]，大鳞副泥鳅只有二倍体

一种倍性，染色体数目为 (2n=48)[2]。二倍体泥鳅

(DD)与大鳞副泥鳅 (PP)杂交能够顺利获得杂交后
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代，其正反交核型都为 (2n=49)[7]，但杂交后代精

巢与卵巢表现出明显的发育迟缓现象[7-9]，DP (D♀×
P♂)自交与回交实验表明，DP雄性不可育[9]。为了

初步探究 2种泥鳅杂交后代雄性不育的原因，实

验通过光学显微镜、扫描电镜、透射电镜、流式

细胞技术以及计算机辅助精子分析系统 (CASA) 对
DD、PP、DP [DD(♀)×PP(♂)]、PD [PP(♀)×DD(♂)]
4种泥鳅的精子形态结构与活力进行了系统分析，

旨在为泥鳅与大鳞副泥鳅杂交育种提供相关数据

基础。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验鱼为 3龄二倍体泥鳅 DD(♂)，二倍体大

鳞副泥鳅 PP(♂)，以及二倍体杂交泥鳅 DP(♂)和
PD(♂)均来自华中农业大学水产基地。实验中需

要用到的精子稀释液来自陈兵 [10] 的配方 (NaCl：
7.5 g/L、KCl：0.3 g/L、NaHCO3：0.4 g/L、葡萄

糖：3 g/L)。 

1.2    精子 DNA相对含量测定

利用流式细胞仪对 DD、PP、DP、PD这 4
种泥鳅的精子进行 DNA含量测定，各组选取性腺

成熟良好的雄性泥鳅 5尾，充分麻醉后，擦干鱼

体，用事先消毒的解剖剪从肛门处向上剪开，取

出背部两侧的精巢，放入精子保存液中，充分剪

碎到精子流出，过滤残渣后保存备用。每个检测

样品中滴加 800 μL DAPI染液，以二倍体泥鳅血

液作为参照，调节倍性分析仪电压值 (UV=460)，
随后上机检测。 

1.3    光学显微镜标本制备

DD、PP、DP和 PD每组选取 3尾，按上述

方法获得精巢后混合，在 2.5%的戊二醛中剪碎固

定，过滤残渣，4 ℃ 保存过夜后备用。各组用胶

头滴管吸取 1滴精子悬液，均匀涂抹在载玻片上，

室温干燥后，伊红染色液染色 5 min，吉姆萨染色

液复染 2 min，镜捡、拍照。 

1.4    扫描电镜标本制备

按“精子 DNA相对含量测定”中的方法取精

巢在 2.5%的戊二醛溶液中固定，观察精巢超微结

构，按“光学显微镜标本制备”中的方法取精子悬

液，固定后观察精子超微结构，在干净的培养皿

中平铺一层滤纸，其上放置若干大小适中破碎的

盖玻片 (平铺、不重叠)将煮沸的 5%琼脂液缓缓

倒入 (没过盖玻片即可)，放入 37 ℃ 烘箱中烘干。

剪下盖玻片放入新的培养皿中，用吸管吸取精子

样品 (PBS漂洗后)滴加到盖玻片上。5 min后，精

巢样品与精子滴片样品经乙醇系列脱水 (30%、

50%、70%、80%、90%、100%各  10 min)，离子

镀膜等步骤后，扫描电镜 (日本 NTC JSM-6390LV)
下观察、拍照。 

1.5    透射电镜标本制备

按“扫描电镜标本制备”中的方法取固定后的

精巢电镜标本，按常规步骤进行预包埋、切块后，

用 1%锇酸固定，梯度酒精脱水，然后环氧树脂

812 (Epon 812)渗透包埋，超薄切片，经铀铅双重

染色后，透射电镜 (日本 HITACHI H-7650)下观

察、拍照。 

1.6    CASA系统检测精子活力

按照“精子 DNA相对含量测定”中的方法取

精子悬液保存备用，在显微镜下观察精液浓度，

用精子保存液稀释到合适的浓度，打开计算机辅

助精液分析的软件 (computer-aided semen analysis，
CASA)，取 1 μL精液置于载玻片上，加 1 μL超纯

水激活后立刻盖上盖玻片计时。设置曝光时间为

20 ms，连续曝光 25次，精子的运动状态按照平

均运动速度 (VAP)进行分级，VAP<4 μm/s为不运

动精子，VAP>50 μm/s为快速运动精子。每个样

品重复测量 3次，所得数值均为精子激活 30 s的
平均值±SD。

MOT表示运动精子率，PRO表示快速运动

精子率，STA表示不运动精子率。

VCL(average curvilinear velocity，即平均曲线

速度)，是精子头沿其实际行走曲线的运动速度，

μm/s。
VSL[average straight-line ( rectilinear) velocity，

即平均直线运动速度 ]，是精子头从开始检测时的

位置至最后所处位置之间的直线运动的平均速度，

μm/s。
VAP (average path velocity，即平均路径速度)，

是精子头沿其空间平均轨迹的运动速度，μm/s。
这种速度是由计算机 CASA仪器中的算法将精子

运动的实际轨迹平均后计算得出。

ALH  (amplitude  of  lateral  head  displacement，
即头部侧向运动平均振幅)，是精子头部实际运动

轨迹对平均路径的侧摆幅度，μm。

BCF(beat-cross frequency，即鞭打频率 )，是
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精子头部跨越其平均路径的频率，Hz。 

1.7    数据分析

采用 SPSS 18.0统计软件进行实验数据的统

计学分析，采用单因素方差分析 (One-Way ANOVA)
对各组数据的组间平均值±标准差进行差异分析，

P<0.05表示差异具有统计学意义。 

2    结果
 

2.1    计算机辅助分析精子活力

在医学和动物研究中，VAP、VCL和 VSL

等参数与男性不育能力具有显著相关性 [11-12]，本

实验中，二倍体泥鳅和大鳞副泥鳅精子的精子运

动率分别为 76.50%±0.70%和 75.17%±8.60%，其

中快速运动精子率为 37.50%±1.60%和 41.20%±
6.53%，极显著高于正反杂交泥鳅精子 (P<0.01)
(表 1)。DD和 PP的精子运动轨迹图显示大量的快

速运动精子 (图版-1，2)，而大部分 DP与 PD的

精子静止不动 (图版-3，4)。此外，杂交泥鳅精子

的 VAP、VCL和 VSL等参数均极显著低于二倍

体泥鳅和大鳞副泥鳅 (P<0.01)，这些参数表明杂

交泥鳅精子的活力极其低下。 

2.2    精子 DNA相对含量分析

利用流式细胞仪对 4种泥鳅精子进行倍性检

测发现，DD和 PP精子中有大量的 1N细胞，还

有少量的 2N细胞 (图 1-a~b)。杂交泥鳅精子细胞

群中，2N和 4N的峰值很高，表明在杂交泥鳅精

巢中有大量的二倍体和四倍体细胞，此外，还有

少量的 1N和 8N的细胞 (图 1-c~d)。 

2.3    二倍体泥鳅与大鳞副泥鳅及其杂交后代精

子形态结构
 

　　二倍体泥鳅精子和大鳞副泥鳅精子形态结

构　　通过光学显微镜和扫描电镜观察并测量

发现，DD和 PP精巢中精子致密 (图Ⅱ-1~2)，二倍

体泥鳅和大鳞副泥鳅的精子外部形态相似，主要

由头部、中片和鞭毛组成 (图版Ⅲ-1~2；图版Ⅳ-1~
3)。其头长分别为 (1.79±0.05)和 (1.79±0.07) μm，

其中片长分别为 (1.45±0.24)和 (1.36  ±  0.20)  μm，

其尾部鞭毛长分别为 (30.51±2.61)和 (31.11±1.86)
μm，其全长分别为 (33.71±2.12)和 (34.28±1.83) μm。

2种泥鳅精子各项指标相互比较，均无显著差异

(P>0.05) (表 2)。
2种泥鳅精子头部多呈圆形，前部不具顶

体，细胞质很少 (图版Ⅴ-1~2)，细胞质外的细胞

质膜表面不平整，呈波浪状 (图版Ⅳ-1~3)。细胞

核被细胞质包围，呈圆形，核后端有一浅的植入

窝，植入核内约核的 1/4长度。中片紧紧贴在核

后，由中心粒复合体和袖套两部分组成，袖套两

边不对称，一侧较宽阔，内含大量的线粒体和囊

泡，一侧狭窄，其中只有少量的线粒体和囊泡，

1 2

43 
图版Ⅰ    精子运动轨迹图

Plate Ⅰ    Sperm motion diagram
1. DD, 2. PP, 3. DP, 4. PD

表 1    4种不同泥鳅精子运动参数检测

Tab. 1    Sperm motility parameters detection of four different loach species

精子类型
sperm type

运动
精子率/%
MOT

快速运动
精子率/%
PRO

不运动
精子率/%
STA

平均路
径速度/
(μm/s)
VAP

平均曲线
速度/
(μm/s)
VCL

平均直线
速度/
(μm/s)
VSL

头部侧向运动
平均振幅/μm

ALH

头部鞭打
频率/Hz
BCF

DD 76.50±0.70a 37.50±1.60a 23.50±0.70a 68.41±3.81a 75.10±4.58a 60.29±2.02a 3.53±0.38A 21.44±2.45A

PP 75.17±8.60a 41.20±6.53a 24.83±8.60a 70.17±11.58a 75.28±11.37a 61.88±13.00a 3.21±0.22A 18.52±2.17A

DP 3.65±1.75b 0.00±0.00b 96.35±1.75b 24.69±5.11b 27.68±5.55b 22.25±3.90b 0.88±0.27B 28.33±6.86AB

PD 3.70±1.40b 0.20±0.20b 96.30±1.40b 25.02±2.32b 29.01±0.02b 23.26±3.30b 0.99±0.01B 40.51±13.43B

注：同一列不同上标小写字母表示具有极显著差异(P<0.01)，不同上标大写字母表示具有显著差异(P<0.05)。DD.二倍体泥鳅，PP.大鳞副泥鳅，
DP.二倍体泥鳅(♀)×大鳞副泥鳅(♂)，PD.大鳞副泥鳅(♀)×二倍体泥鳅(♂)，下同
Notes: lowercase letters with different superscripts in the same colmun indicate very significant differences (P<0.01), and uppercase letters with different
superscripts indicate significant differences (P<0.05), DD. M. anguillicaudatus, PP. P. dabryanus, DP. DD(♀)×PP(♂), PD. PP(♀)×DD(♂), the same
below
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图 1    精子 DNA相对含量

(a) DD精巢，(b) PP精巢，(c) DP精巢，(d) PD精巢

Fig. 1    Relative contents of sperm DNA
(a) DD testis, (b) PP testis, (c) DP testis, (d) PD testis
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图版Ⅱ    精巢组织扫描电镜图

1. DD精巢，2. PP精巢，3~4. DP精巢，5~6. PD精巢。H. 精子头

部，M. 精子中段，F. 精子尾部，MT. 多尾精子，BN. 双核精子，

BH. 大头精子。下同

Plate Ⅱ    Testis tissue scanning electron
microscopy (SEM)

1.  DD testis,  2.  PP testis,  3-4.  DP testis,  5-6.  PD testis.  H.  sperm head,
M. sperm midsection,  F.  sperm tail,  MT. multitailed sperm, BN. binuc-
lear sperm, BH. big head sperm. The same below
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图版Ⅲ    精子光学显微镜图

Plate Ⅲ    Sperm optical micrographs
1. DD, 2. PP, 3. DP, 4. PD
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中间的空腔为袖套腔，鞭毛从袖套腔中伸出中片。

线粒体全部位于袖套腔中，线粒体嵴清晰可见。

二倍体泥鳅和大鳞副泥鳅精子鞭毛细长，从植入

窝开始，从袖套腔一直往后延伸(图版Ⅴ-1~2)，由

纵切图可见，精子轴丝结构为经典的“9+2”结构，

未见侧鳍 (图版Ⅴ-9~10)。 

　　杂交泥鳅精子形态结构　　通过对杂交泥鳅

头长、中片长和尾长的测量，计算其平均值和标准

差，结果头长分别为 DP  (2.72±0.67)  μm和 PD
(2.68±0.63) μm，中片长分别为 DP (0.65±0.66) μm
和 PD  (0.72±0.51)  μm，尾长分别为 DP  (19.26±
8.67) μm和 PD (20.80±7.08) μm，全长分别为 DP
(24.78±7.55) μm和 PD (25.03±8.70) μm (表 3)，对

各组数据进行分析，发现正反杂交泥鳅精子之间

的形态学数据没有显著差异 (P>0.05)，但其中头

长显著高于二倍体泥鳅和大鳞副泥鳅的精子 (P<
0.05)，其尾长、中片长和全长皆显著低于二倍体

泥鳅和大鳞副泥鳅(P<0.05)。
杂交泥鳅正常精子含量很少，正常精子头部大

小分别为 DP (1.79±0.01) μm和 PD (1.78±0.06) μm。

尾部鞭毛均为经典的“9+2”结构 (图版Ⅴ-11~12)。
杂交泥鳅内部结构与二倍体泥鳅和大鳞副泥鳅相

比，表现出明显的中片短小，其内部线粒体含量

较少，且大部分线粒体都被挤压在靠近头部的位

置 (图版Ⅴ-8~7)。但其无论正交还是反交 F1，均

出现大量的异常精子，其中主要包括“多尾精子”、
“双核精子”以及“大头精子”。

多尾精子表现在大部分精子具有 2个尾部

(图版Ⅳ-3，7)、3个尾部 (图版Ⅴ-5)或 4个尾部

(图版Ⅳ-4，8)，有少数精子十几尾部连成一束
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图版Ⅳ    精子涂片扫描电镜

Plate Ⅳ    Sperm smear scanning electron microscopy (SEM)

表 2    4种不同泥鳅精子各部分长度

Tab. 2    Length of spermatozoon parts of four different loach species

精子类型
sperm type

头长/μm
head length

中片长/μm
middle length

尾长/μm
tail length

全长/μm
total length

DD 1.79±0.05a 1.45±0.24a 30.51±2.61a 33.71±2.12a

PP 1.79±0.07a 1.36±0.20a 31.11±1.86a 34.28±1.83a

DP 2.72±0.67b 0.65±0.66b 19.26±8.67b 24.78±7.55b

PD 2.68±0.63b 0.72±0.51b 20.80±7.08b 25.03±8.70b

注：同一列不同上标小写字母表示具有显著差异(P<0.05)，下同
Notes: different superscript with lowercase letters in the same column indicates significant difference (P<0.05), the same below
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(图版Ⅱ-6)，多尾精子的鞭毛常两两成对，从头部

的同一端发生 (图版Ⅳ-8)。鞭毛被膜包裹，有的

延伸于同一袖套腔中 (图版Ⅴ-5~6)，大部分彼此

独立 (图版Ⅴ-3，8)。
双核精子是指一个质膜内包含 2个细胞核，

核与核之间有细胞质隔开，有的精子双核大小相

同 (图版Ⅲ-4)；有的精子双核大小不同，2个核被

统一的质膜包裹 (图版Ⅴ-4，7)。
光学显微镜和扫描电镜发现，雄性杂交泥鳅

可以产生大小差异有明显差别的精子 (图版Ⅱ-3~
6)，根据 Liu等[13] 用 V=4/3ΠR3 来计算精子头部细

胞核体积，再根据测得的二倍体泥鳅和大鳞副泥

鳅的精子大小，推测精子头部大小为 1.69~1.91 μm
的为正常的单倍体精子，2.14~2.40 μm的为二倍

体精子，2.69~3.02 μm的为四倍体精子 (图版Ⅱ-4)，
3.4~3.80 μm的为八倍体精子 (图版Ⅳ-4)。通过在

各范围内测得的精子头径平均值计算出精子体积，

分别约为正常精子头部体积的 2倍、4倍和 8倍，

通过对这些精子分类，不同大小的精子的中片长、

尾长以及全长在统计学上无显著差异 (P>0.05)。
此外，还有一些更大和更小的精子，部分大精子

体积为正常精子的 16倍 (图版Ⅳ-9)，测量到的正

反交泥鳅最小的精子头部直径为 1.09 μm，最大的

为 5.83 μm。
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图版Ⅴ    精子透射电镜图

1. DD精子，2. PP精子，3. DP双尾精子，4. DP双核精子，5. DP三尾精子，6. PD双尾精子，7. PD双核精子，8. PD双尾精子，9. DD. 精
子鞭毛，10. PP精子鞭毛，11. DP精子鞭毛，12. PD精子鞭毛。N.核，V.囊泡，CP.细胞质，CM.质膜，Mt.线粒体，S.袖套腔，IF.植入窝，

DC.远端中心粒，PC.近端中心粒，F.鞭毛，cm.中央微管，pm.边缘轴丝

Plate Ⅴ    Sperm transmission electron microscopy (TEM)
1. DD sperm, 2. PP sperm, 3. DP double-tailed sperm, 4. DP binuclear sperm, 5. DP tritailed sperm, 6. PD double-tailed sperm, 7. PD binuclear sperm, 8.
PD double-tailed sperm, 9. DD. Sperm flagella, 10. PP spermatic flagellum, 11. DP sperm flagella, 12. PD sperm flagellum. N. nucleus, V. vesicles, CP.
cytoplasm, CM. plasma membrane, Mt. mitochondria, S. sleeve cavity, IF. implant fossa, DC. distal centrioles, PC. proximal centrioles, F. flagella, Cm.
central microtubule, PM. edge axial filament
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3    讨论
 

3.1    计算机辅助分析精子活力

计算机辅助精子活力分析系统 (CASA)是在

包含显微摄影、显微图像分析和荧光显微技术等

多项技术和设备的基础上发展起来的，最初应用

在男性生殖学中，随着技术的完善和发展，近年

来逐渐运用到水产动物精子的活力检测中 [14-17]。

精子活力评价指标因精子活力测量方法而异，Rur-
angwa 等 [18] 使用  CASA系统检测非洲鲇 (Clarias
gariepinus)时发现，VCL、VSL、VAP这 3个运

动参数与其他参数相比，与受精率有更强的相关

性，本研究中发现，杂交泥鳅的精子活力 3个指

标均极显著低于 DD和 PP，表明了 DP与 PD精

子活力极差，这也直接解释了 DP与 PD这 2种杂

交泥鳅不育的原因。 

3.2    精子细胞 DNA含量的估算

利用核酸特异性结合荧光染料 (DAPI)对鱼

类细胞进行染色，流式细胞仪检测其荧光信号强

度，可以非常直观地鉴定细胞倍性。本实验中，

对 DD和 PP精巢剪碎后的悬液上机检测，发现其

大部分皆为 1N精子，其中有少量的 2N细胞，这

可能是精巢中的次级精母细胞或精巢的组织细胞。

对 DP和 PD杂交泥鳅的精巢悬液上机检测发现，

杂交泥鳅中大量存在 2N和 4N细胞，1N精子数

量较少，此外还有极少数的 8N细胞。Huang等[9]

在诱导多倍体泥鳅过程中，对 DP杂交泥鳅的性

腺进行倍性检测，同样存在大量 2N细胞与 4N细

胞，认为 4N为初级精母细胞，2N为次级精母细

胞。 Devillard等 [19] 通过对大头精子的研究发现，

通常体积较大的精子与染色体数目直接相关。鱼

类精子大多成圆形，且头部的主要物质是细胞核，

Liu等 [13] 建立了利用精子头部体积来估算精子倍

性的方法，可以直接通过形态学测量估计其倍性。

本实验通过对杂交泥鳅精子细胞扫描电镜形态学

观察发现，有大量具有尾部鞭毛的精子其头部体

积为正常单倍体精子头部的 2倍和 4倍，DP中 2
倍体积精子和 4倍体积精子占总精子数目的 32%
和 33%，PD中 2倍体积精子和 4倍体积精子占总

精子数目的 27%和 30%。因此，可认为杂交泥鳅

精巢细胞多倍体现象除了正常的精子发生过程外，

还存在多倍体精子发生的现象。 

3.3    异常精子产生机制

杂交泥鳅除了正常精子外，还产生了大量的

多尾精子、双核精子和大头精子，鱼类中的双尾

精子早有报道[20]。在哺乳动物中也发现有双尾精

子甚至更多尾的精子 [21-22]。本实验中双尾精子的

起因，可能是细胞质的不等分裂，使一个精子获

得了额外的中心粒，也可能是近端中心粒也参与

形成轴丝，这种不正常的双尾精子在人类中被发

现是不可育的[23]。刘祖洞[24] 认为，相互易位可以

导致减数分裂中出现异常的染色体联合，这种易

位染色体可能是微核形成的一个原因，而这类核

继续发育，就可能形成双头畸形的精子。关于大

头精子的形成，可能有 3个原因：一是精子细胞

在减数分裂中融合。2个子细胞在第一次减数分

裂后融合但第二次减数分裂正常进行，姐妹染色

表 3    杂交泥鳅不同类型精子各部分长度

Tab. 3    Length of spermatozoon parts of hybrid loach

精子类型
sperm type

头长/μm
head length

中片长/μm
middle length

尾长/μm
tail length

全长/μm
total length

比例
proportion

DP1N 1.78±0.06 0.58±0.60a 17.29±9.96a 19.78±11.00a 0.04

DP2N 2.28±0.08 0.60±0.64a 18.82±10.08a 21.66±9.25a 0.27

DP4N 2.86±0.09 0.73±0.82a 21.08±8.64a 25.01±8.73a 0.30

DP8N 3.54±0.10 0.93±0.80a 17.27±7.98a 20.80±9.17a 0.10

DP16N 4.41±0.13 1.18±1.50a 14.04±5.39a 18.84±4.68a 0.03

PD1N 1.79±0.01 1.11±0.72a 24.24±8.99a 26.78±9.98a 0.05

PD2N 2.27±0.06 0.58±0.64a 20.94±6.92a 24.40±9.07a 0.32

PD4N 2.87±0.07 0.75±0.74a 22.13±6.26a 26.05±5.87a 0.33

PD8N 3.53±0.07 0.87±0.76a 18.15±6.82a 18.70±5.48a 0.10

PD16N 4.45±0.15 1.14±1.07a 19.16±9.10a 23.83±9.85a 0.03
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单体分离，产生二倍体的配子，或者精子细胞在

第二次减数分裂后融合，从而产生各种不同大小

的精子。二是核内复制，即染色体在减数分裂前

就进行核内复制分裂，第一次减数分裂时，没有

核膜的解体和纺锤体的出现，整个过程都在核内

进行，分裂的结果是一个细胞，染色体数目没有

减半，维持原来的数目，而第二次减数分裂时姐

妹染色单体正常分离，分裂的结果产生二倍体配

子。如果早期精原细胞分别进行 1、2和 3次核内

复制，再进行正常的减数分裂过程，则会分别产

生二倍体 (双核精子)、四倍体和八倍体的精子[25]。

三是由于远缘杂交品系，不存在同源染色体的配

对，所有的染色体都集中在赤道板上，第二次减

数分裂不进行，从而可以产生多倍体精子 [26]。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Structure and vitality of sperm of diploid M. anguillicaudatus,
P. dabryanus and their hybrid F1

LI Meng ,     YU Jiongying ,     WANG Weimin *

(College of Fishery, Key Laboratory of Agricultural Animal Genetics,
Breeding and Reproduction of Ministry of Education, Key Laboratory of Freshwater Animal Breeding,
Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Huazhong Agricultural University, Wuhan    430070, China)

Abstract:  The  number  of  chromosomes  of Misgurnus  anguillicaudatus  (Cobitidae;  Cobitinae; Misgurnus)  is
(2n=50)  and  that  of Paramisgurnus  dabryanus  (Cobitidae;  Cobitinae; Paramisgurnus)  is  (2n=48).  Hybridization
between M. anguillicaudatus  (DD) and P. dabryanus  (PP) can successfully obtain hybrid progeny(DP, PD) with
karyotypes (2n=49), but the testes and ovaries of the hybrid progeny showed obvious developmental retardation.
Self-crossing and backcrossing experiments  of  DP (DD♀×PP♂) showed that  male DP were infertile.  The sperm
morphology and vitality of the loach M. anguillicaudatus (DD)，  large scale loach P. dabryanus (PP), hybrid F1
generation (DP) and (PD) were analyzed through computer assisted sperm analysis system (CASA), optical micro-
scope, scanning electron microscopy (SEM), transmission electron microscopy (TEM) and flow cytometry techno-
logy in order to explore the reason of male sterility in F1 generation of hybrid between M. anguillicaudatus and P.
dableurus.  The  results  showed  that  the  sperm  motility  rates  of  DD  and  PP  were  76.50%±0.70%  and
75.17%±8.60% respectively at 30 s of activation, which were significantly higher than DP (3.65%±1.75%) and PD
(2.68%±0.63%) (P<0.01), and the related motion parameters such as VAP, VCL, VSL of hybrid loach are signific-
antly lower than DD and PP (P<0.01), which reveals that the the sperm of the hybrid loach are particularly inact-
ive. Ploidy identification was carried out on the sperms of four species of loach in the sperms of DD and PP by
flow cytometers. It was found that the sperms of DD and PP were mostly 1N cells, while there were a large num-
ber of 2N and 4N and a small number of 8N cells in the sperms of DP and PD except for the normal haploid sperm.
The spermatozoa in DD and PP testes were dense, intact and uniform in length (33.71±2.12) and (34.28±1.83) μm,
respectively, by SEM and TEM. The head length of sperm in the testis of DP and PD was significantly longer than
that of DD and PP (P<0.05), while the tail length, midlength and full length of sperm in the testis of DP and PD
were significantly shorter than those of DD and PP (P<0.05). DP and PD in the testis displayed a large number of
abnormal sperm, such as multitailed sperm, binuclear sperm and big-head sperm. Head size showed obvious poly-
morphism, according to the head size measurements to estimate its ploidy, including normal sperm haploid sperm,
at the same time have diploid and tetraploid sperms, or even higher haploid sperm. The abnormal sperm of these
hybrid loach provided important evidence for its low sperm motility and male sterility.

Key words: diploid Misgurnus anguillicaudatus; Paramisgurnus dabryanus; distant hybridization; CASA; flow
cytometry; scanning electron microscope (SEM); transmission electron microscopy (TEM)
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