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皱纹盘鲍人工诱导雌核发育精子遗传失活的初步研究 m

张国范

k中国科学院海洋研究所 青岛 uyysztl

提要 用波长 uxvqz ±°!光照强度 tqts{ °• r¦°
u的不同剂量紫外线照射皱纹盘鲍k Ηαλιοτισ

δισχυσ ηανναι �±²l精子 o然后与皱纹盘鲍的正常卵受精 ∀在 s ∗ tus¶的照射范围内 o受精作用都

仍能正常发生 o从早期胚胎存活率上可观察到/ � µ̈·º¬ª0效应的存在 o单倍体和非整倍体胚胎在

孵化前死亡 ∀在 txs sss个精子r¦°
u的条件下 o精液厚度 x °°左右 o经 zs¶以上紫外线照射

后 o精子染色体可完全失活 ∀

关键词 皱纹盘鲍 o雌核发育 o精子遗传失活

雌核发育 k�¼±²ª̈ ±̈ ¶¬¶l 技术的原理是人工使遗

传上失活的精子激活未受精的成熟卵 o形成一种孤雌

生殖 ∀由于雌核发育是单性遗传 o子代基因容易纯合 o

从而可以迅速地建立纯系 o一次人工诱导雌核发育的

纯合度约相当于 tw个世代全同胞交配选育的结果 o

而且遗传衰退比近亲交配慢得多 ∀雌核发育子一代再

经过一次雌核发育就可以作为亲本用于苗种生产 o因

此 o应用范围广泛 ∀

现在 o人工诱导雌核发育技术已经成功地应用于

许多鱼类和两栖类的育种 ≈w  ∀自 �²°¤¶«²√ t|ys年在

泥鳅 Μισγυρνυσ φοσσιλισ获得人工诱导雌核发育二倍体

子代以来 o楼允东 t|{y年 oƒ̈ ¬̄³等 t|||年先后又在

ts多种鱼类中获得成功 ∀海产贝类雌核发育研究起

步较晚 ∀ƒ∏­¬±²等 t||s年 o�¬等 usss年诱导了日本产

皱纹盘鲍雌核发育 o �∏² t||v 年诱导了长牡蛎

k Χρασσοστρεα γιγασl的雌核发育 ∀在国内 o则仅有许国

强等 t||s年作了人工诱导合浦珠母贝雌核二倍体发

生及/ � µ̈·º¬ª0效应的初步研究 ∀

雌核发育人工诱导技术主要由两部分组成 o一

是使精子遗传失活并用其激活卵子的发生 o二是染色

体加倍技术 o使卵子由单倍性成为二倍性 ∀精子遗传

失活可以由 z2射线 !Χ2射线 !紫外线k�∂l和化学试剂

等方法 o其中紫外线法由于方便有效而较为常用 ∀

本文课题选择了具较高经济价值的皱纹盘鲍为

实验对象 o初步研究了使皱纹盘鲍精子遗传失活适宜

的紫外线照射剂量 ∀

t 材料和方法

皱纹盘鲍取自大连市水产研究所 o经人工促熟 o

积温达 t sss ε r§∀

种鲍经阴干刺激 o用紫外线照射海水 kxss ∗ zss

°• «r�l结合升温ku ∗ w ε l方法进行催产 o精卵产生

后分别收集 o用血球计数板在显微镜下定量精子密

度 o并用生物计数皿在镜下定量卵子密度 o使精子密

度约为 v≅ ts
y个r°̄ o卵密度约为 xs个r°̄ ∀

把紫外线灯管 k功率 tx • ≅ ul 固定在一个玻璃

箱内顶部 o底部放一微量振荡器 o精液均匀铺于直径

ts ¦°的洁净培养皿里 o放在微量振荡器上照射 o同时

不断振荡 o振荡频率为 tss ∗ txs次r°¬±∀紫外光源至

培养皿底部的垂直距离为 uu ¦°∀用紫外强度计测得

此处的光照强度为 tqs{ °• r¦°
u
o电压为 uus ∂ ∀

设 sotsousovsowsoxsoysozso{so|sotus共 tt个

照射组 o设对照组和两个平行组 ∀每组取 vs °̄ 精液 o

液体高 x °°左右 o约 txs sss个精子r¦°
u ∀照射后立

即与 xss °̄ 成熟卵子受精 k水温 uv ε l o受精在黑暗

条件下进行 o并在黑暗状态中孵化 tx °¬±后 o移回到

正常光照下发育 o每 t «洗一次卵 ∀为防止精子活力

随时间延长而减退 o实验中每 ws ∗ xs °¬±换一次精

液 o密度同前 ∀

授精后 x «o计数各组的受精卵和总卵数量 o观察

早期胚胎发育情况 o待担轮幼虫上浮后选育 o测定担

轮幼虫密度k受精后 tu «l o计算孵化率 ∀受精后 tz «o

计数正常和畸形面盘幼虫数量 ∀

染色体检查采用染色体计数法 o在担轮幼虫期用

浓度 tϕ 秋水仙素处理 vs °¬±o再以 sqszx °²̄r ��≤̄

低渗液低渗 vs °¬±o�¤µ±²¼液固定 o热滴片法滴片 o染

色后镜下观察 o选取较好的分裂相计数 o计算单倍体 o

二倍体或非整倍体占总分裂相的百分率 ∀

受精率为受精卵占总处理卵数的百分比 o早期胚

胎存活率是能发育到膜内囊胚 o原肠胚和担轮幼虫的

受精卵数占总卵的百分比 ~孵化率为选育后担轮幼虫

vz�¤µ¬±̈ ≥¦¬̈±¦̈¶r∂²̄ quxo�²qtsrusst
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表 1  不同剂量紫外线照射条件下皱纹盘鲍的受精率 !面盘幼虫孵化率等 ∀

Ταβ .1  Τηε φερτιλιζατιον ανδ ϖελαρ συρϖιϖαλ οφ Ηαλιοτισ δισχυσ ηανναι υνδερ διφφερεντ δοσαγε οφ Υς ρα2

διατιον

照射时间 受精率 早期胚胎存 孵化率 面盘幼虫成 面盘幼虫畸

k¶l k h l 活率k h l k h l 活率k h l 形率k h l

s |s qy |y qy ? u q{ |s qs ? y qu {y qy ? x qw t q{ ? t qt

ts |v qv |s qs ? x qt vt qx ? w qx | qt ? x qt xs qs ? x qw

us {{ q{ {| q| ? y qx t| q{ ? x qz z qu ? u qv yy qy ? y qx

vs {x q{ zx q{ ? { qu ts qt ? y qw w qz ? u qw yu qx ? { qt

ws {v qs {z qz ? { qv tt qs ? x qz v qx ? u qt zs qx ? z q|

xs zx q{ yu qv ? | qw | q{ ? w qw u qs ? t qt zx qs ? { qw

ys zy qv w{ qw ? | q{ y qs ? y qy s qw ? s qt {s qs ? { q{

zs yw qv ts qt ? x qx s qu ? s qt s qs ? s qs r

{s yv qt s qs ? s qs s qs ? s qs s qs ? s qs r

|s yu q{ s qs ? s qs s qs ? s qs s qs ? s qs r

tus xv q| s qs ? s qs s qs ? s qs s qs ? s qs r

图 t �∂ 照射时间对染色体倍性的影响

ƒ¬ªqt ∞©©̈¦·²©µ¤§¬¤·¬±ª§∏µ¤·¬²± ²© �∂ ²± ³̄²¬§¬½¤·¬²±

占总卵的百分比 ~面盘幼虫成活率为面盘幼虫占总卵

的百分比 ~面盘幼虫畸形率为畸形面盘幼虫占总面盘

幼虫的百分比 ∀

u 结果

由于上浮的幼虫较少 o畸形很多 o给染色体制片

造成困难 o仅有 ts¶组 !us¶组 !ws¶组 !xs¶组作出染

色体鉴定结果 ∀

从表 t中看出 o精子经一定剂量的紫外线照射后

仍能正常受精 o总的趋势是受精率随着照射剂量的增

加而下降 ∀受精卵在 s ∗ zs¶组都能发育到早期担轮

幼虫且能破膜 o但畸形特别多 o幼虫形态怪异 o运动无

方向性 o上浮能力差 ∀照射 {s¶后的卵只有少部分能

分裂成几到十几个细胞 o大部分排出极体后就不再发

育了 ∀在 us¶ovs¶ows¶组受精率较为接近 ∀所有的

组孵化率和面盘幼虫成活率都很低 ∀在 zs¶以后无面

盘幼虫 ∀由此可看到/ � µ̈·º¬ª0效应的存在 ∀检查出的

单倍体百分率最多达 w{qxh o二倍体百分率最低到

tsqyh ∀
在低照射剂量kts¶和 us¶l组 o随着剂量增加 o二

倍体明显下降 o但非整倍体比单倍体增加明显 o在较

高照射剂量kws¶和 xs¶l组 o单倍体比非整倍体增加

的明显k图 tl ∀

v 讨论

紫外线使染色体失活的机理是紫外线与 ⁄��作

用时 o 在同一条多核苷酸链 k≥¬±ª̄¨ ³²̄¼±∏¦̄ ²̈·¬§̈

¦«¤¬±l 内相邻的胸腺嘧啶之间相互联结 o形成胸腺嘧

啶二聚体k×«¼°¬±̈ ¦̄¬°̈ µ¶l ∀此种胸腺嘧啶二聚体阻止

⁄�� 复制 o 而某些物种透明卵子里含有光复活酶

k°«²·²̈ ¤¦·¬±ª ±̈2
½¼°̈ l o单细胞期在

可见光存在的条件

下可修复这种损

伤 ∀实验中受精 tx

°¬±后卵就暴露在

室内灯光下 o因而极

有可能使 zs ¶以前

组损伤较低的一些

精子染色体被修复

了 ∀作者曾尝试做

了受精后 tx °¬±把

照射组在低温海水

kwqu ε l 中处理 tx

°¬±的实验 o以期将

染色体组加倍 ∀ts¶

组作出了染色体检

查 o 结果三倍体 yq{h o 二倍体 xzqsh o 单倍体

uxq{h o这比没加倍的 ts¶组单倍体百分率更多 o是

令人费解的 ∀但是这 tx °¬±的低温处理是在黑暗条件

下进行的就相当于受精后 vs °¬±都在黑暗中 o且 wqu

ε 的低温也不利于酶的活动 o所以这极有可能是没有

被/ 修复0的结果 ∀建议今后实验中作一对比实验澄清

此疑点 ∀

要选择的紫外线照射最佳剂量应该是单倍体百

分率较高 o接近 tssh o而受精率仍保持在较高水平 o

现在看来受精率在 tus¶都是可以接受的 ∀测出的单

倍体百分率最高达到 w{qxh o这虽然是不够的 o但如

果考虑上述原因 o在 zs ∗ tus¶左右这段时间的单倍

体百分率应很高 o所以重点推荐给今后的实验 ∀

随着单倍体和非整倍体百分率的增加 o早期胚胎

存活率 !孵化率 !面盘幼虫成活率都下降 o且畸形很

多 o形态怪异 ozs¶后无面盘幼虫 o可以推断单倍体和

非整倍体胚胎由于/ � µ̈·º¬ª0而不能发育到面盘幼虫 ∀
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Ρεχειϖεδ : ƒ̈ ¥qouyousst

Κεψ Ωορδσ: Ηαλιοτισ δισχυσ ηανναι �±²o�¼±²ª̈ ±¶¬¶o �̈ ±̈ ·¬¦¬±¤¦·¬√¬·¼ ²©¶³̈µ°

Αβστραχτ

×«̈ ª̈ ±̈ ·¬¦¬±¤¦·¬√¬·¼ ²©¶³̈µ°¬± °¤¦¬©¬¦¤¥¤̄²±̈ Ηαλιοτισ δισχυσ ηανναι �±²¥¼ �∂ ¬± uxvqz ±° º¤√̈ ¯̈ ±ª·«¤±§¤

§²¶¤ª̈ ²©tqts{ °• r¦°
u
º¤¶¬±√̈ ¶·¬ª¤·̈§q ×«̈ ¬±¤¦·¬√¬·¼¶³̈µ° º¤¶∏¶̈§·²©̈µ·¬̄¬½̈ º¬·«±²µ°¤̄ ª̈ª¶¤±§·«̈ / «̈µ·º¬ª0

©̈©̈¦·º¤¶²¥¶̈µ√̈ §q×«̈ ©̈µ·¬̄¬½¤·¬²± «¤³³̈ ±̈ §§∏µ¬±ªs ? tus¶µ¤§¬¤·¬²±q×«̈ ¶³̈µ°µ¤§¬¤·̈§©²µzs °¬± º²∏̄§¥̈ ¬±¤¦·¬√̈

∏±§̈µ·«̈ txs sss¶³̈µ°r¦°
u
º¬·«x °°·«¬¦®±̈ ¶¶¶«¤®¬±ª¬± tss2txs·¬°̈ r °¬±q �²¶·²©«¤³̄²¬§¤±§¤±̈ ∏³̄²¬§¨°¥µ¼²¶

º²∏̄§±²·§̈ √̈ ²̄³̈ §·²·«̈ ·µ²¦«̈³«²µ̈ ¶·¤ª̈ q k本文编辑 }李本川l

超声辐射对牟氏角毛藻的生物效应研究 m

李文权 张元标 陈清花 王清池

k厦门大学海洋系 !厦门大学亚热带海洋研究所 vytssxl

提要 设计了一个超声频率 !超声功率和辐射时间 v因素 w水平的正交实验 o研究超声辐射

对牟氏角毛藻的生物效应 ∀实验结果表明 o超声频率对牟氏角毛藻的生物效应显著 o而超声功

率和辐射时间的影响相对较小 ∀在正交实验所确定的最佳超声辐射条件下 o牟氏角毛藻生长

速率常数最高可达 sqvw{ §
pt
o是对照组的 tqz{倍 o其脂肪酸不饱和度最高可达 y{qwh o比对

照组提高 xquh o主要不饱和脂肪酸的百分含量均可得到不同程度的提高 ∀

关键词 超声辐射 o牟氏角毛藻 o生物效应

已有研究表明超声波可以加速蓝绿藻细胞的生

长 o使细胞密度增加 vsh ∗ wsh o蛋白质可增加 u ∗ v

倍 o且未导致细胞形态的任何变化 ~利用超声波对亚

m 国家自然科学基金资助项目 v|{zsxyx号和福建省自然

科学基金资助项目 ≤|zssy号 ∀

收稿日期 }usss2s|2tw~修回日期 }usss2tt2sx

{s¶? tus¶组受精率仍在 xvq|h ∗ yxqth o但却

未见有早期胚胎 o仅有个别能发生卵裂 o最多达十几

细胞 o这可能是由于精子被照射时间加长后只能刺激

卵排出极体 o而不能发生卵裂 ∀在 ws¶组早期胚胎存

活率有一较高值 o这可能是由于此组单倍体百分率虽

增加 o但非整倍体百分率有所下降引起 o由此推断非

整倍体的早期胚胎存活能力比单倍体差 ∀
实验的染色体鉴定主要是取样担轮幼虫 o而幼虫

很少且畸形太多 ∀且对于 zs¶组后无担轮幼虫上浮的

无法鉴定 o而单倍体率能达到 tssh的往往可能不会

发育到上浮 o建议今后的实验采取压卵法 o在卵裂早

期用 sqsxh的秋水仙素处理 us °¬±o用 �¤µ°²¼液固

定 !制片 !染色 o并且可以观察到退化的精核和仍残留

的精子染色体碎片 o有助于分析结果 ∀
在紫外线照射的操作上 o每次精液取 vs °̄ o液面

高 x °°o这个高度比 �∏²t||u年 !许国强等 t||s年

实验中受照射精液厚度要大些 o虽然有振荡器振荡但

也可能使精子接受光线不均匀 o建议今后的实验中采

用 u ∗ v °°可能更好些 ∀
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