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刘 静 尤 锋 王新成 徐永立 张培军
(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 6 07 1)

提要 于 19 94 一 19 9 6 年
,

分别在威海海洋渔业捕捞公司 (石岛)和鸿洋实业总公司龙须岛育

苗场采集人工培育的 3一 5 龄牙鲜亲鱼
,

采用紫外线照射法使牙虾精子遗传物质失活
,

并用冷

休克法抑制受精卵第二极体释放
,

从而获得雌核发育二倍体牙虾
。

原肠期采用空气干燥法
、

G em sa 染色
,

得到雌核发育二倍体
、

正常二倍体及单倍体的染色体制片
,

进行染色体和 核型的

分析
。

结果表 明
,

牙鲜的雌核发育二倍体和 正常二倍体的染色体数均为 2n = 48
,

核型为 4 8t,

即 4 8 条端部着色点染色体
,

臂数
J

W 了 二 48
,

两者的核型没有明显差异
;

单倍体为 24 条端部着

丝点染色体
;
在 3 个组别中

,

第一号染色体上都有一明显的次缀痕
。

雌核发育二倍体牙虾的诱

导率为 98 %
。
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学科分类号 0 7阴

鱼类 雌核 发育 的研究始于 50 年代
,

在随后 的 40 多年里发展迅速 (H oll
e be cq et al

,

19 5 6 ;

、g y 。z “z
,

19 7 8 ; N a一N a k o m 。2 a z
,

19 9 3 ; Po n g小an a 。t a z
,

19 9 5 )
。

尽管 中国淡水鱼

类雌 核发 育研 究 已 取得 一定进展 (吴清江
,

19 81
,

19 8 6
,

19 9 0 ;
蒋一硅等

,

19 8 2 ; 陈宏溪
,

19 8 3 ; 周嘉 申等
,

19 8 3 )
,

但有关中国海水鱼类雌核发育的研究所见报道甚少
。

牙虾属近海

温水性底栖鱼类
,

在中国沿海分布很广
,

具有较高的经济价值
。

本文报告对人工诱导雌核

发育牙坪的染色体及核型的分析结果
,

以期为进一步开展雌核鱼类育苗及遗传育种研究

提供科学依据
。

1 材料与方法

实验于 19 9 4一 19 9 6 年进行
,

人工培育的 3一 5 龄牙虾 [儿
r a lic 入匆

、 口liva e e u s
(T

.

e t

5
.

)]亲鱼分别取 自威海海洋渔业捕捞公司 (石岛)和鸿洋实业总公司龙须岛育苗场
。

1
.

1 紫外线照射和冷休克处理

轻轻挤压雄性亲鱼的腹部
,

将获得精液中的一部分与刚刚挤出的牙虾卵子人工授精
,

经 Zmi
n 后放人正常海水中培育

,

作为对照组 I; 其余的精液用格氏液稀释 50 倍
,

放人玻璃容

器内
,

置于 30 W 紫外线灯下照射 3m in 后
,

与刚刚挤出的牙虾卵子授精
,

取出一小部分受精

卵放人正常海水中培 育
,

作为对照组 n ; 剩余的经遗传物质失活的精子激动过的卵子
,

3一
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八子
,

= 4 8
,

核型为 4 8 t
,

全部为端部着丝点染色体
,

第一号染色体上有一明显的次溢痕 (表

1)
。

在对照组 n 中
,

观察了 101 个中期分裂相
,

其中 2 个为二倍体
,

即 2n 二 48
,

其余 99 个

为单倍体分裂相
,

染色体众数
n 二 24

,

均为端部着丝点染色体
,

在第一号上有一 明显的次

缀痕 (图 l
:

a)
。

在实验组中
,

观察了 103 个中期分裂相
,

全部为二倍体
,

染色体众数 2n =

48
,

臂数 刀厂 = 48
,

核型为 4 8t
,

均为端部着丝点染色体
,

在第一号上也有一明显的次隘痕

(图 l :

b
, c )

。

表】 牙虾雌核发育二倍体
、

正常二倍体及单倍体的染色体分析

T ab
.

l C hro m o so m e a n a l丫 s e s o t n 0 n lla l

项 目

精液处理

受精卵处理

g yn o g e n eti c d lPlo 一d
,

,寸,。组 I
!

’

di P]o 一d a ll‘1 haPlo id in

对照组 11

直接 与卵子授精

正 常海水中培育

稀释并经 U V 照射后与卵子授精

正常海水中培育

刀

24t有

10048劲48t有观察分裂相数

染色体众数

染色体倍性

核型

第一号染色体上有无次隘痕

10 1

2 4

Pa
r a lio hthJ

,

5 0 1; va c e u s
(T

.

e I S〕

实验组

稀释并经 U V 照射后与卵子授精

0一 2℃ 海水中冷休克45 mi
n后

,

于正常海水中培育

10 3

4 8

2n

4 8 t

有

3 讨论与结语

本研究得到的牙虾正常二倍体核型为 4 8t
,

即 48 条端部着丝点染色体
,

与刘静 (19 9 4)

和尤锋等 (1995 )报道的结果相同 ; 而单倍体的染色体
、

雌核发育二倍体及核型属国内首次

报道
。

从核型分析结果来看
,

牙虾雌核发育二倍体核型与正常二倍体核型无明显差异
,

二

者都没发现性染色体存在 (刘静
,

19 9 4)
。

今后有待进一步进行染色体银染或分带研究
,

可

望找出其差异
。

人工诱导鱼类雌核发育的方法有许多种
,

如用物理或化学 因子处理授精前的精液
、

用

带血的玻璃针激活卵子发育及杂交等
,

但这些方法都要经过两个步骤
:

一是用遗传物质失

活的精子激活卵子并启动卵子胚胎 发育
; 二是使激活的卵子在第一次卵裂前二倍体化

。

只完成第一个步骤所产生的个体是单倍体
,

由于只有一套染色体组
,

胚胎不能正常发育
,

孵化后个体不能存活
,

因此不能象植物那样直接用于单倍体育种 (吴仲庆
,

19 9 1 )
。

雌核发

育卵子一旦在第一次卵裂前二倍体化
,

所产生的后代即为雌核发育二倍体
。

本研究通过

对牙虾人工授精前的精液进行紫外线照射
,

使其遗传物质失活
,

仍能激发卵子胚胎发育
。

被激动的卵子经过冷休克 (0一2 ℃ )处理 45 mi
n ,

阻止 了第二极体的排 出
,

受精卵由原来只

来 自母体的一套染色体组加倍而变成了两套染色体组
,

即产生了雌核二倍体
。

牙坪性别的决定机制是X X / X Y型
,

日本学者 已对此作过详细研究和报道 (山本荣一

等
,

19 9 0 ; 山本荣一
,

! 9 9 2 ; T ab a ta
,

! 9 91 )
。

在雌性同配 (X x 早一x y 了)的情况下
,

每个卵子

都含有一条 X 染色体
,

经过人工单性生殖后
,

雌核生殖的二倍体均含有两条 X 染色体
,

都

是遗传上的雌体
,

其表型也是雌性
。

从本实验中对照组 H 的染色体计数结果看
,

单倍体的诱导率为 98 %
,

有 2% 的正常二

倍体出现
,

说 明仍有极少数精子的遗传物质没有灭活
,

以致于与卵子结合出现了正常二倍
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体
,

因此雌核发育二倍体的诱导率可达到 98 %
。

然而 日本曾报道过牙坪雌核发育二倍体

的诱导率达到 100 %
,

这可能是实验条件不同造成的
。

因此
,

要想使雌核发育二倍体的诱

导率达到 1 00 %
,

即对照组 n 中单倍体率达到 100 %
,

必须再适 当调整诱导条件
,

特别是紫

外线强度及精液稀释浓度等
。

自发现鱼类中也有 H e

rtw ig 效应的雌核发育以来
,

已有许多种经济鱼类人工雌核发育

诱导成功 (陈宏溪
,

19 83 )
,

并带来很大经济效益
。

人工雌核发育无疑已成为现实的新技术

之一
。

雌核发育二倍体没有精子带来的遗传物质
,

染色体完全 以雌核为基础
,

各基因点有

较多的纯合机会
,

可 以建立纯系
,

因此它在鱼类遗传育种研究与应用上具有重要意义
。

致谢 王 勇
、

相 渊
、

刘宗柱等同志帮助实验
,

谨致谢忱
。
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