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黑绸三倍体的人工诱导研究
‘

尤 锋

(中国科学院海洋研究所
, 青岛 2 6 6 0 7 1 )

提要 分别于 1 9 8 9 年 3一 6 月
、

1 9 9 0 年 3一 5 月在天津和青岛两地采用冷
、

热休克法对

黑细进行三倍体的人工诱导研究
。

结果表明
,

冷休克法诱导三倍体的效果好于热休克法
,

其最

适诱导条件为卵子在受精后 s m 玩
,

温度为 3一 4 ℃ 的海水中处理 10 一 2 0动
n ,

三倍体诱导率最

高可达 5 0
.

3 , % ; 正交试验证明
,

三倍体率受冷
、

热休克法的三因素影响程度的顺序由大到小

依次为
,

处理时间
、

处理时刻
、

处理温度 ;黑绸染色体数 目: 2 。 = 4 8 , 3 。 一 7 2 ,

它们的染色体组

型也同时获得
。

关键词 黑绸三倍休 人工诱导 冷休克 热休克 倍性鉴定

始于四五十年代的鱼类三倍体研究由于易操作
,

所获三倍体具生长快
、

不育等特性 已

经成为生物工程和现代遗传育种的重要组成部分
。

迄今已先后对 20 余种鱼进行了成功

的诱导实验 (D
o n ,

19 5 8 ; K ita m u r a ,

1 9 9 1 ; Pu r d o m
,

1 9 7 2 ; 等 )
,

有的已应用于生产
,

如

三倍体牙纤的养殖 (畏崎桑水崖贰肺锡
, 1 9 8 7 )

。

在国内三倍体的研究仅限于淡水鱼类(苏

泽古
, 1 9 8 4; 吴清江

, 1 9 7 9; 等)
,

而海水鱼类方面至今未见到报道
。

本文对黑绸进行了三倍

体的人工诱导实验
,

以期寻找加快其生长速度
、

缩短其养殖周期的最佳途径
。

1 材料与方法

黑绸 (SP
a r o s o a c r o c ePh a l。 :

(B
a sile w sk y)) 亲鱼于 1 9 8 8 和 1 9 8 9 年采捕自青岛近

海
,

在人工条件下饲育
。

分别于 1 9 8 9 年 3一6 月和 1 9 9。年 3一5 月在天津滨海养虾场和

本所实验室内进行实验
。

L l 受精卵的获取

黑绸用 自然海水培育
,

在室内的产卵季节一般是 4 月中
、

下旬至 5 月下旬
。

在天津
,

采用人工诱导和强化培育的方法使黑绸提前到 3 月上
、

户旬产卵
。

受精卵由人工授精和

自然产卵受精两种方法获得
。

L Z 温度处理

首先进行处理开始时间 (处理时刻 )
、

处理持续时间
、

处理温度三因素的单因子试验
,

依此再进行正交试验 (L
, 3‘)

‘, ,

经方差分析即获得最适诱导条件
。

实验安排如下 :

L 2. 1 冷处理 处理时刻 (T A )
、

处理持续时间 (D )
、

处理温度 (T ) 实验和正交试验

* 中国科学院海洋研究所调查研究报告第 2 1 5 0 号
。

研究生经费资助
。

本文是在沙学绅
、

阮洪超先生的指导下

完成的
。

在实验中得到了吴清江教授
、

刘思阳同志的指导和帮助
,
刘静同志

、

天津滨海养虾场给予大力协助
,
均

此一并致谢
。

收稿 日期 : 19刃 年 12 月 13 日 ;接受日期 : 1 9 9 2 年 3 月 23 日
。

l) 中国科学院数学研究所概率统计室
, 19 7 8 ,

正交试验设计
。
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I

依次见表 1
、

表 2o

L 2. 2 热处理 处理时刻
、

处理持续时间
、

处理温度实验和正交试验依次见表 3
、

表 4 。

各实验组及对照组用的受精卵数约 1 0 00 粒
,

每次所用卵子均为一尾雌鱼所产
。

经
,

处理的卵子分别放回水温为 17 一 20 ℃ 的正常海水中继续培育
,

按时观察其胚胎发育情况

(张孝威
, 1 9 8 0 )并计算各组的中期原肠胚发育阶段的成活率(s

。

多)
、

孵化率 (H 多) 和相

表 l 冷休克处理与三倍体率
、

孵化率的关系

T a b
.

1 R e la t io n sh iP o f t r e a tm e n t ti m e ,
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对照

表 2

T a b
.

2 T h e r e s u lt s o f t h e

冷休克正交试验结果
0 r t h o g o n a l d e s i g n u n d e r 心 o ld

一 sh o e k t r e a t m e n t

组号
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表 3

T a b
.

3 R el a tio n s hiP o f

热休克处理与三倍体率
、

孵化率的关系

t r e a t m e n t t im e ,
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表 4 热休克正交试验结果

T ab
.

4 T h e r e s u lt s o f t h e o r t h o g o n a l d e s i g n u n d e r h e a t一 sho e k t r e a t m e n t
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2�d
.

一O臼了

对孵化率( R H 多)
。

每项实验重复 3一 5 次
。

L 3 倍性鉴定

分别取各实验组和对照组的中期原肠胚约 100 粒
,

做染色体制片(尤锋等
, 19 9 1)

。

镜

检染色体数 目
,

统计各实验组的三倍体率( 3n 关)
,

同时照相
、

分析得出黑绸二倍体和人工
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诱导的三倍体的染色体组型
。

2 结果

经镜检
,

黑鳃二倍体的染色体数 目为 48
。

按照 L e v
en 等 (1 9 6 4 ) 的命名和分类标

准以及计算结果得出染色体相对长度 和臂比(表 , )
,

其臂数为 58 ; 染色体组型为 3 m +

2 , m 十 1 9t
,

即有 3 对中部着丝点染色体
、

2 对亚中部着丝点染色体和 19 对端部着丝点染

色体
。

黑绸三倍体的染色体众数为 72
,

根据表 , ,

将这 72 个染色体配成三套
,

其臂数为

8 7 (见图版 I)
。

表 5

T a b
.

5 T he r e la t iv e

黑绸染色体相对长度和臂比

le n g th a n d a r m r a tio o f e h r o m o , o m e o f S Pa r 即了

。 a e , o e , Ph a lu s
(B

a sile w s k y)
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.
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.
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.
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.
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。
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.
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.
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.
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.
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.
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3
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.
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3
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.
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3
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.
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3
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.
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3
.
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.

3 9

2
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.
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2
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.
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1
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l
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.
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l
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。
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.
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.
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2. 1 冷处理

2. 1
.

1 处理时刻
、

处理时间
、

处理温度与三倍体率
、

孵化率的关系 (表 l) 结果表明
,

三

倍体率在处理时刻为受精后 sm in 时最高
,

在此之前或之后都呈逐渐下降的趋势 ; 当处理

时刻为受精后 1 5m ir, 时
,

已降为零
。

原肠胚成活率与孵化率则没有什么太大的变化
,

到

处理时刻为受精后 l, m in 时已与对照组渐趋一致
。

综合考虑三倍体率与孵化率两个因

素
,

当处理温度为 。一 3℃
、

处理时间为 20 m in 时
,

其最适的处理时刻是在受精后 sm in
。

当将处理时刻和处理温度固定
,

而 只改变处理时间的长短时
,

三倍体率随着处理时间

的延长而增高
,

但原肠胚成活率和孵化率却与处理时间成反比
,

到处理时间为 40 m in 时
,
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两者均几乎降为零
。

综合考虑三倍体率和相对孵化率的高低
,

并以三倍体率为主要因素
,

当处理温度为 0一 3℃
、

处理时刻为受精后 3 m in 时
,

处理时间应选在 10 一 20 m in 较为合

适
。

处理温度则与三倍体率呈负相关
,

但当温度降到 。℃
,

一 1℃ 时
,

两者的三倍体率则无

明显差异
,

都在 44 % 左右
。

原肠胚成活率及孵化率则与处理温度呈正相关
。

综合考 虑三

倍体率和相对孵化率的数值变化
,

要获得较多的三倍体
,

在处理时刻为受精后 sm in
、

处理

时间为 20 m in 时
,

将处理温度选为 3一 4℃ 较为合适
。

2
.

L Z 正交试验结果 将试验结果填人正交试验表(表 2 )中
,

三因素的最优水平
,

即最

佳组合由方差分析结果直观来看
,

卵子在受精后 sm in
,

放人水温为 。一 l℃ 海水中处理

20 m in
。

可是
,

除了要得到较高的三倍体率外
,

还应考虑其成活率的高低
,

故应将两者综

合分析
,

则选取处理时刻为受精后 s m in
、

处理时间为 10 一20 m in
、

处理温度为 3一 4℃ 为

最优处理条件
。

这与上述三项实验的结果也是相符的
。

2. 1
.

3 对受精卵胚胎发育的影响 据观察
,

冷休克对受精卵的发育有阻滞作用
,

其发

育速度随处理时间的延长
、

处理温度的降低而明显减慢
。

如 2 一细胞的形成
,

处理时间为

60 m in 时
,

较对照组迟约 lh
,

而处理时间为 , m in 时
,

只晚约 10 m in (处理时刻为受精后

sm in
,

处理温度为 0一 3℃ 时 )
。

处理时刻的不同对其发育速度的阻滞程度基本相同
。

冷

休克还会影响受精卵的外部形态
—

卵膜表面出现皱折和产生畸形卵裂 (如 2 胞期的细

胞大小不一
,

卵子分裂为 3 一细胞
、

, 一细胞等不规则现象)
,

其影响程度随处理时刻的提前
、

处理时间的延长
、

处理温度的降低而增大
。

但随着受精卵发育的继续
,

其受阻和卵膜皱折

状况趋于缓解
,

至孵化时大多恢复正常 (除受损过重而致死外 )
,

畸形卵裂产生的畸形卵则

不能继续发育而中途天折
。

2
.

2

2
.

2
.

1

热处理

处理时刻
、

处理时间
、

处理温度与三倍体率
、

孵化率的关系 (表 3 ) 结果表明
,

随

着处理时刻的推迟三倍体率逐渐增高
,

到处理时刻为受精后 sm in 时
,

达到最高(20
.

11 多)
,

之后又急剧下降 ; 当处理时刻为受精后 15 m in 时
,

降为零
。

原肠胚成活率和孵化率在处

理时间为 sm in 时与处理时刻的关系不甚明显
,

故可以认为
,

在处理时间为 sm in
、

处理温

度为 30 士 1℃ 时
,

最适处理时刻为受精后 sm in
。

在 3一 1 0 m in 之间
,

处理持续时间越长
,

三倍体率越高
,

呈正相关
,

而原肠胚成活率和

孵化率却随之急剧下降 ;当处理时间延长为 巧m in 时
,

已很少可以成活
,

20 m in 以后降为

零
。

综合三倍体率
、

相对孵化率的数值可看出
,

随着处理时间的延长其综合值也增大
,

到

sm in 时达最大 ;之后又开始下降
。

故在处理时刻为受精后 sm in
、

处理温度为 29 土 1℃时
,

受精卵处理 sm in
,

可获得较多的三倍体
。

处理温度也与三倍体率呈正相关 ; 而原肠胚成活率与孵化率受处理温度的影响却不

很大
,

只随其升高略有降低
。

因此
,

当处理时刻为受精后 sm in
、

处理时间为 sm in 时
,

热休

克的较适处理温度可选在 32 一 35 ℃ 之间
。

2. 2. 2 正交试验结果 由正交试验的结果
,

热休克诱导的最佳处理条件组合
,

经方差分

析直观上来看
,

处理时刻为受精后 , m in ; 处理时间为 10 m in ; 处理温度为 35 ℃
。

但是兼

顾到温度 由 32 一 3 5℃
、

时间由 8一 10 m in
,

成活率均有所下降 ;另外在这两种温度下
,

三倍
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体率差异也不很大
。

因而为获得数量多的三倍体
,

其诱导的最优条件应选作
: 处理时刻

为受精后 sm in
,

处理时间为 sm in
,

处理温度为 32 一 35 ℃
。

这也同于单因子的实验结果
。

2. 2. 3 对受精卵胚胎发育的影响 热休克对实验组受精卵的发育影响不甚一致
。

经观

察
,

在大部分实验组中其早期胚胎发育速度随着处理时间延长
、

处理温度升高略有加快
,

并随着胚胎的继续发育
,

实验组的发育速度与对照组的渐趋一致
。

处理时间过长
,

也有受

精卵发育停滞和畸形率增高的现象
。

而对处理时刻的变化
,

受精卵发育所受的影响变化

不大
。

3 讨论与结语

3. 1 染色体倍性的鉴定

染色体倍性的及时鉴定是衡量诱导效果的唯一指标
。

目前倍性鉴定的方法很多
,

其

中较为常用的有染色体计数
、

D N A 含量测定等直接法和红血球核体积测量
、

生化分析等

间接法
。

本文的倍性鉴定是用分裂旺盛
、

具有一定细胞数量的中期原肠胚制片直接进行

染色体计数的
。

实验证明
,

该法能够获得较高质量和数量的中期分裂相
,

依此进行实验鱼

倍性的鉴定是可行
、

可靠和及时的
。

经镜检分析出的黑绸二倍体的染色体数目及组型与

刘静
‘)的结果相同

。

由此得出的三倍体的染色体数目与实际镜检结果也是一致的
。

3. 2 关于冷
、

热休克对黑绸受精卵的不同诱导效果的探讨

u tt e r
等 (1 9 8 3 ) 指出

,

热休克法对冷水性娃科鱼类是有效的
。

其他报道也证明娃 科

鱼类三倍体的人工诱导
,

其成功的实验大多是采用热休克法
。

sl oa r
(1 9 8 4 ) 试图用冷休

克法诱导大西洋蛙
,

但没有获得成功
。

在国内
,

进行较多的鲤鱼三倍体的诱导研究
,

往往

采用冷休克法效果较好
,

而鲤科鱼类恰恰属于温水性鱼类
。

纵观本文结果可知
,

对于温水

性的黑绸
,

采用冷休克法的诱导效果明显好于热休克法的
。

例如
,

在冷休克实验中三倍体

率最高可达 50 外
,

而在热休克实验中其最高只有 36 务
。

这说明黑绸受精卵对高
、

低温诱

导的反应有明显差异
。

综上所述
,

本研究支持了谷口 顺彦 (1 9 8 6) 的冷休克法适应于温水

性鱼类的观点
。

3. 3 处理时刻
、

处理持续时间和处理温度三因素对人工诱导黑绸三倍体效果的影响

对任何一种鱼来说
,

三因素的确定是温度休克法诱导三倍体的关键(湖北水生生物研

究所
, 1 9 7 6 )

。

如处理时刻就不 能过早或过迟
,

据文献及本实验的观察
,

选取第二极体刚刚

形成至放出之前这段时间进行诱导处理效果最佳 ; 同样
,

处理时间也不能过长或过短
,

过

长会影响受精卵的进一步发育
,

过短则诱导效果不佳 ;处理温度也是如此
。

综合这三个因

素进行正交试验和方差分析
,

得出它们影响诱导效果的主次顺序为
:
处理时间> 处理时

刻 > 处理温度(在一定范围内 )
。

当然
,

这三个因素同时也是互相影响和制约的
。

尚须提及的是
,

大多数鱼类用冷休克法
,

处理时间在 6 0 m in 以上较有效(谷 口顺彦
,

1 9 8 6 )
,

这与本文结果不一致
,

黑姻受精卵当处理 4 0I ni n
时其孵化率已降至很低

,

到了

60 m in 时几无存活
。

S u g a m a 等 (1 9 8 8 ) 在黑绸三倍体诱导实验中也是在处理时 间 为

巧 m in 时就获得了较高的三倍体率
,

这可能与黑绸的遗传背景和卵膜较薄而对温度反应

较敏感有关
。

l) 刘 静
, 1 9 8 9 , 青岛近海六种海产鱼染色体组型的研究

。
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3. 4 有关冷休克法诱导黑绸三倍体效果的比较

前已提及
,

日本 s u g a m a 等 (1 9 8 8 ) 对黑绸受精卵进行冷休克处理
,

其实验条件是 :

处理时刻为受精后 3 m in
、

处理时间为 15 m in
、

处理温度为 0一 1℃
,

获得了 %
.

6 务的三倍

体率(文中未注明其成活率 )
。

这个结果与本文取得的最高诱导率 (50 多)相比要高得多
,

这在其它鱼类用同法诱导的文献中也极为罕见
。

分析差别原因可能是
:
(l) 倍性鉴定的

方法不同
,

本实验采用的是染色体直接计数法
,

而 su g a m a 采用的是同工酶电泳法
,

属间

接鉴别法
。

(z) 不同地理种群的差异性
,

本实验用黑细亲鱼捕自青岛近海与 S u ga m a 采自

日本近海的黑绸
,

由于种群在地理上的隔离
,

可能发生了分化
,

而具有不同的特性
,

所以对

诱导的反应不尽一致
,

导致了两地实验结果的差异
。

(3 )诱导工艺的差异性
。

以上所述几

点均有待于进一步探讨
。

黑绸三倍体人工诱导的成功
,

使得探讨这种技术在海水鱼类养殖和渔业资源管理中

的应用成为可能
。

好的诱导方法及其最佳处理条件的确定
,

是获得大量三倍体的先决条

件
。

根据文献报道
,

有的鱼种
,

象蓝罗非鱼 (V
a le n ti

,

1 9 7 5 )
、

红鲤 X 镜鲤 (吴清江
, 1 9 7 9 )

等的三倍体均较二倍体长得大 ;可在另一些鱼种
,

象三棘刺鱼等的三倍体与二倍体之间大

小无甚差异
。

还有大多数鱼类的三倍体均为不育(刘富光
, 1 9 8 9; 楼允栋

, 1 9 8 4 )
。

那么
,

黑

娴三倍体的生物学特性与二倍体的差异如何? 其优 良品性又是如何表现的呢 ? 这有待今

后进一步深人的研究
。
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