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用团头鲂精子诱导金鱼雌核发育研究

肖　俊　彭德姣　段　巍　刘少军　孙远东　龙　昱
申佳珉　张　纯　陶　敏　刘　筠

(湖南师范大学生命科学学院 ,教育部蛋白质化学及鱼类发育生物学重点实验室 ,长沙　410081)

摘要 :用紫外灭活的团头鲂 (M egalobram a am blycepha la )精子激活金鱼 ( Ca rassius au ra tus Goldfish)卵子 ,用 0—

4℃冷水冷休克处理卵子使其染色体加倍 ,得到成活的雌核发育金鱼。使用与金鱼不同亚科的团头鲂精子作为

激活源能极大提高雌核发育后代的鉴定效率 ,只需依据外形特征、染色体数目和性腺发育程度 ,就能容易地将雌

核发育金鱼和与团头鲂杂交后代区分开。雌核发育金鱼有两种体色不同的后代 ,但都为双尾 ,体形似金鱼 ,染色

体数目为 2n = 100,全雌 ,性腺发育正常 ;而杂交后代为单尾 ,体形似鲫鱼 ,染色体数目为 3n = 124,性腺发育滞后。

本实验为证明金鱼的性别决定方式为 XX /XY型提供了细胞遗传学证据。得到两种体色皆不同于母本体色的后

代 ,可能是基因座位纯化导致后代性状分化 ,也可能是异精效应导致。
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　　金鱼 2n = 100,属于鲤科 ( Cyp rinidae) ,鲤亚科

(Cyp rininae) ,鲫属 ( Carassius) ,鲫种 ( Ca rassius au2
ra tus) ,是鲫鱼的一个变种。而团头鲂 2n = 48,属于

鲤科 (Cyp rinidae) ,鲌亚科 (Culterinae) ,鲂属 (M ega2
lobram a)。两者分属不同的亚科 ,亲缘关系较远 ,且

染色体数目明显不同。金鱼是一种深受人民群众喜

爱的观赏鱼 ,在我国有着悠久的养殖传统。早在晋

朝时就有史料记载 ,至今已有 1000多年的历史。在

长期以来有目的的人工选种的情况下 ,品种层出不

穷。目前已达到 240多个品种 ,我国主要有 140多

种 ,在我国观赏鱼的养殖中占有非常大的比重 [ 1—3 ]。

在生产应用上 ,有报道利用金鱼 (♀) ×异源四倍体

鲫鲤 (♂)交配可以得到体背高、肉质好、生长速度

快的改良新型三倍体鱼 [ 4 ]。但现有的金鱼品种由

于频繁的人工杂交选育等原因 ,导致变异大 ,纯度

差 ,抗逆性差 ,远远不能满足观赏和生产的需要。因

此 ,为了优化金鱼的性状 ,缩短选种时间 ,本研究用

团头鲂精子诱导金鱼人工雌核发育的方法对金鱼进

行遗传改良。

自 Opperman
[ 5 ]首次证明鱼类雌核发育可以人

工诱导以来 ,人工雌核发育的研究十分活跃 ,进展也

很快 ,这在鱼类纯系的快速构建、性别决定和性别人

工控制以及基因图谱的建立等方面都有着重要的意

义和价值。一次人工诱导雌核发育的纯度约相当于

14个世代全同胞交配选育的结果 ,任何鱼类经过连

续两次雌核发育就可以作为纯系亲本用于育种生

产。因此人工雌核发育成为鱼类遗传育种工程中的

一个热点 [ 6—18 ]。已有实验证明远缘激活源不仅能

提高雌核发育鱼的成活率 ,还能极大简化雌核发育

鱼的鉴定问题。团头鲂精子就是这样一种诱导鲤鲫

鱼雌核发育的较好诱导源 [ 17, 18 ]。本研究使用遗传

灭活的团头鲂精子诱导金鱼进行雌核发育 ,有效地

提高了金鱼雌核发育的操作效率 ,获得了性状明显

分化的雌核发育后代 ,为后续的遗传改良工作奠定

了基础。

1　材料与方法

111　实验材料　性成熟的雌性金鱼、雄性团头鲂均
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取自湖南师范大学教育部多倍体鱼繁殖及育种工程

中心。

112　实验方法　在繁殖季节 ,选取已达性成熟的雌

金鱼和雄性团头鲂 ,注射促黄体素释放激素 A2

(LRH2A2 ) 3μg/尾 ,人绒毛膜促性腺激素 (HCG) 300

单位 /尾。雄鱼剂量减半 ,按常规方法获取卵子和精

子。

11211　精子灭活 　按以前描述的方法 [ 17—19 ]用

H ankπs氏液 ( 1∶3 )稀释精液 ,均匀的涂在 4℃预

冷的培养皿中 ,精液厚度控制在 011mm左右 ,放

置于盛有碎冰块的容器上。用两支 15W的紫外

灯照射处理精子 ,灯管与精液面的距离为 13—

14 cm ,照射时间为 28—32m in。照射过程中用摇

床不停地缓慢摇动以使精子被均匀照射 ,并每隔

一段时间手工摇动几次。当快达到适宜的照射

剂量时 ,每隔 2—4m in在显微镜下观察精子活力

以决定照射的时间长度。处理过的精液盛在遮

光的瓶子中置于 4℃备用。

11212　卵子染色体加倍　金鱼卵子用事先准备好

的遗传灭活的团头鲂精子激活 ,待激活 1—2m in后

将受精卵进行染色体加倍处理 ,即在 0—4℃低温条

件下处理 51—58m in,抑制第二极体的排出的方法

使卵子的染色体加倍。全部金鱼卵子在室温 (20 ±

2)℃下静水孵化 ,每隔 3—4h换水一次 ,直至鱼苗

孵出。统计受精率、孵化率及成活率。受精率 =

(被激活卵子数目 /卵子总数 ) ×100% ,孵化率 =

(出苗数 /卵子总数 ) ×100% ,成活率 = (健康苗 /卵

子总数 ) ×100%。

11213　外部形态比较　得到的实验鱼饲养 7个月

后 ,分别对父本团头鲂、母本花镏金和两种雌核发育

金鱼形态学性状进行测量和比较。

11214　染色体数目检测　随机取 4尾雌核发育金

鱼进行肾细胞染色体制备 [ 20 ]。其制备过程如下 :实

验鱼在 18—22℃水温下培育 1—3d后 ,注射 PHA

1—3次 ,每次剂量为 2—8μg /g体重 ,间隔时间为

12—24h,在解剖取材前 2—6h,注射秋水仙素 ,剂量

为 2—4μg/g体重 ;解剖取出肾组织 ,在生理盐水下

研磨 , 20℃下用 01075mol/L的 KCl溶液低渗处理

40—60m in;然后用冰醋酸 ∶甲醇 (1∶3)固定肾细胞

1—3次 ;冰冻载玻片滴片。显微镜下观察染色体的

形态和数目 ,统计其染色体数分布情况。

11215　性腺结构观察 　取 7月龄雌核发育金鱼 4

尾 ,性腺用 Bouinπs液进行固定 ,酒精梯度脱水 ,二甲

苯透明 ,石蜡包埋 ,连续切片厚度为 6—8μm, HE染

色 ,中性树胶封片 , O lympus显微镜镜检并对部分材

料进行显微摄影。性腺发育分期参考刘筠等采用的

鲤科鱼类性腺分期标准 [ 21 ]。

2　结　果

211　成活率

在上述条件下 ,对雌核发育金鱼发育到囊胚期

的成活率 (受精率 )、孵化率以及孵化后第 7天开始

摄食时正常鱼苗的比率 (成活率 )进行统计。受精

率为 ( 6217 ±217) % ,孵化率为 ( 3011 ±413) % ,成

活率 (612 ±111) %。

212　外部形态

母本花镏金、两种雌核发育后代分别如图 1中

A、B、C所示。雌核发育后代仍为双尾 ,体形保持金

鱼的特征 ,但体色皆不同于母本。体形特征数据

(表 1)。从表 1中可以看出 ,在体高 /体长、尾鳍数

目、背鳍和侧线鳞数目方面 ,雌核发育金鱼极似母

本 ,而与父本团头鲂相差较大。

图 1　雌核发育金鱼母本与后代外形

Fig11　The appearance of maternal goldfish, red gynogenetic goldfish and black gynogenetic goldfish

A1母本金鱼 ; B1雌核发育金鱼Ⅰ (红色 ) ; C1雌核发育金鱼Ⅱ (黑色 )

A1The maternal goldfish; B1The gynogenetic goldfish Ⅰ ( red) ; C1The gynogenetic goldfish Ⅱ ( black)
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表 1　雌核发育金鱼与亲本的形态特征比较

Tab11　Comparison of appearance traits in blunt snout bream, maternal goldfish, red gynogenetic goldfish and black gynogenetic goldfish

鱼名

Name

体高 /体长

Body height/body length

体色

Body color

尾鳍

Tail

侧线鳞式

Lateral scale formula

背鳍

Dorsal fin formula

团头鲂

B lunt snout bream
0141 ±0101

银

Silver

单尾

Single tail
52259 9 /10 3 + 829

母本金鱼

Maternal goldfish
0169 ±0100

花

Colorful

双尾

Double tails
25 6 /7 1 + 19

雌核发育金鱼Ⅰ

Red gynogenetic goldfish
0172 ±0103

红

Red

双尾

Double tails
25 6 /7 1 + 19

雌核发育金鱼Ⅱ

B lack gynogenetic goldfish
0164 ±0102

黑

B lack

双尾

Double tails
26 6 /7 1 + 20

213　染色体数目检测

对随机选取的 4条雌核发育金鱼中期染色体分

裂相 (50个 /尾鱼 )进行计数及统计分析 ,雌核发育

金鱼染色体众数 95—100,处于众数范围内的细胞

占观察细胞总数的 9014% (图 2A )。确定为二倍

体 , 2n = 100。

214　性腺结构观察

对 7月龄的雌核发育金鱼进行检查发现无一尾

鱼能挤出精液。解剖后 ,肉眼观察能看清卵粒。对

其性腺进行组织学切片观察后发现 :雌核发育金鱼

的性腺都处于Ⅲ期卵巢 ,其中可见许多Ⅲ时相的卵

母细胞 ,发育正常 (图 2B )。

图 2　雌核发育金鱼染色体数目及性腺结构

Fig12　Chromosome number and gonadal structure of gynogenetic goldfish

A1雌核发育金鱼染色体中期分裂相 (2n = 100) ; B1雌核发育金鱼的性腺结构 ,示Ⅲ期卵巢

A1Metaphase sp read of a cell from the gynogenetic goldfish (2n = 100) ; B1Gonadal structure of the gynogenetic goldfish, showing the ovary atⅢ stage

3　讨　论

311　团头鲂精子是激活金鱼雌核发育的一种较好

激活源

人工雌核发育研究 ,目前主要存在两个方面

的问题 :一是存活率低下 ,二是雌核发育后代鉴

定困难 [ 22 , 23 ]。本文使用与金鱼亲缘关系较远的

灭活的团头鲂精子激活金鱼雌核发育能较好地

解决这两个问题。有报道称远缘杂交可能诱导

天然雌核发育 [ 24 , 25 ]
,而且也有报道表明使用远缘

灭活精子来诱导雌核发育能明显地提高人工雌

核发育鱼成活率 [ 17 , 18 ]。本研究使用远缘灭活的
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团头鲂精子也是希望能提高雌核发育金鱼的成

活率。在本次实验中雌核发育金鱼的成活率虽

较普通鲤鲫鱼雌核发育成活率要低 ,但考虑到金

鱼繁殖能力低下 ,成活率就远远低于一般鲤鲫

鱼。而且金鱼产卵方式较为特殊 (产卵量少 ,多

次产卵 ) ,也有可能冷冻休克所采用的条件并不

是加倍的最佳条件 ,从而使得卵子受到一些损

伤 ,使成活率有一定程度的降低。应该说使用灭

活团头鲂精子激活还是一定程度上提高了雌核发育

金鱼的成活率。使用远缘精子诱导的最大优势在于

极大的简化了雌核发育鱼的鉴别。首先 ,远缘杂交的

杂交后代在外型特征上与父母本都有较大差别 ,这是

因为受到了父母本的共同影响 [ 17, 20, 26 ]。仅仅在外形

上 ,雌核发育个体就很容易与杂交个体区分开来。雌

核发育个体体形上与母本金鱼极为相似 ,体较高 ,且

为双尾 ,仅体色上有所区别。而杂交个体在体形上类

似于鲫鱼 ,单尾 ,体色青灰色 ;其次 ,金鱼染色体数目

为 2n = 100,团头鲂染色体数目为 2n = 48
[ 27 ]

,染色体

数目有显著不同。雌核发育后代和杂交后代的染色

体数目上有很大的差别。雌核发育后代的染色体数

目和母本金鱼的染色体数目一致 ,为 2n = 100条。

而杂交后代染色体数目为 3n = 124条 ;此外 ,在性腺

结构和可育性上 ,雌核发育后代与其母本金鱼一样 ,

发育良好 ,且Ⅰ龄性成熟。而杂交后代由于是远缘

杂交的关系 ,未发现性成熟个体。根据本文的研究

及以前的研究 ,进一步证明了远缘的团头鲂精子是

激活鲤鲫鱼雌核发育的一种较好的激活源。

312　关于雌核发育金鱼的生物学特征

本次实验得到的雌核发育金鱼性状出现分化 ,

个体发育正常 ,且全雌可育。为金鱼的进一步遗传

改良打下了一个良好的基础。长期以来人为的在各

个金鱼品种之间进行的杂交选种直接导致了金鱼的

遗传背景极为复杂 ,在雌核发育金鱼中出现了红色

和黑色两种体色的个体反映了金鱼遗传背景的复杂

性。它们在体色上都与母本花镏金有了较大的差

异 ,但仍然属于镏金的一种。这种差异很可能是基

因座位纯化导致性状分化的结果。经过一次基因座

位的纯化导致体色红色和黑色这两种性状表现出

来。出现这种差异也从一个方面证明了雌核发育的

成功。当然 ,也不能排除是因为异精效应受到父本

的遗传物质影响的原因。需要再对雌核发育后代进

行一次雌核发育 ,如果这两种体色的后代性状不出

现分离 ,那就基本可以确定是基因座位纯化的原因 ,

也可将这两种金鱼二次雌核发育的后代看做是纯系

来进行下一步的育种工作 ;鱼类的性染色体处于进

化的原始状态 ,大多数鱼类的性染色体与常染色体

在形态上无法区分 ,目前仅仅发现了极少数鱼的性

染色体。而鱼类的性染色体又具有多样性 ,除了较

为常见的 XX /XY型、ZZ/ZW型外 ,还有 XO /XX型

和复性染色体型。所以 ,常常需要使用其他的方法

来确定鱼类的性别决定方式 ,人工雌核发育无疑就

提供了这样一种方法。本次实验得到的所有雌核发

育金鱼均为全雌的后代 ,并未发现一尾雄性 ,从一个

方面说明了金鱼的性别决定方式为 XX /XY型。这

也与王春元通过性反转的方法得到的金鱼的性别决

定方式一致 [ 28 ]。从观赏的角度上来说 ,雌性金鱼一

般都比雄性长得快、胖 ,且动作缓慢 ,姿态优雅 ,体型

更美 ,色泽更为艳丽。因此 ,雌鱼在市场上比雄鱼更

受欢迎 ,养殖全雌的群体将会有更高的经济效益。

313　全雌可育雌核发育金鱼的获得有利于新型三

倍体鲫鱼的进一步改良和推广

有报道利用金鱼 (♀)与异源四倍体鲫鲤 (♂)

交配可以得到一种具有一定改良性状的新型三倍体

鲫鱼 [ 4 ]。但由于金鱼具有抗逆性较差等缺点使得

这种新型三倍体鲫鱼大规模推广受到限制。然而经

过雌核发育 ,由于基因座位的纯化 ,有害隐性基因控

制的性状就会表达出来 ,因此很容易从群体中除去

这些带有有害隐性基因的个体 ,致死隐性基因也会

被自然淘汰。 Inada在研究雌核发育香鱼 ( Plecog los2
sus a ltivelis)中也发现经过两次雌核发育的后代抗病

力大大高于对照鱼 [ 29 ]。也有报道随着雌核发育鱼

个体的发育 ,生活力逐渐提高 [ 30 ]。在雌核发育金鱼

中也观察到类似的抗逆性比普通金鱼增强的现象。

而且制备新型三倍体鲫鱼仅仅需要雌性金鱼 ,全雌

的且性状得到改良的雌核发育金鱼为进一步大规模

生产推广这种新型三倍体鲫鱼打下了一个良好的基

础。
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IND UCT IO N O F GY NO GENES IS IN GOLD F ISH US ING SPERM ATO ZOA

O F BL UNT SNO UT BREAM

X IAO Jun, PENG De2J iao, DUAN W ei, L IU Shao2Jun, SUN Yuan2Dong, LONG Yu, SHEN J ia2M in,

ZHANG Chun, TAO M in and L IU Yun
( Key Laboratory of P rotein Chem istry and D evelopm enta l B iology of S ta te Education M inistry of China, College of L ife Sciences,

Hunan N orm al U niversity, Changsha　410081, China)

Abstract:Our p revious studies reported that a new trip loid fish was p roduced by crossing the females of goldfish ( Caras2
sius auratus Goldfish) with the males of allotetrap loid hybrids of red crucian carp (♀) ×common carp (♂) 1 Compared

this new trip loid fish with Xiangyun crucian carp (Japanese crucian carp (♀) ×allotetrap loid hybrids (♂) ) , the new

type of trip loid crucian carp not only p resented some advantages which the Xiangyun crucian carp had, such as faster

growth rate, wider adap tability, sterility and stronger anti2disease ability, but also got some new good performances like

the high ratio of the width to the length of the body and sweet flesh1
Goldfish is a kind of the most important species of ornamental fish in China that has centuries2old feeding history, but

it has poor capacity of disease resistance and adap tability and so on1 A s the female parent of the new type trip loid hybrids,

goldfish was highly expected to be genetically imp roved1 In order to reach the aim s, we used sperm from blunt snout bream

(M egalobram a am blycephala) which were genetically inactivated by an app rop riate UV dosage to activate the development

of the egg of goldfish to artificial gynogenesis1 In this paper, gynogenetic dip loid was induced in goldfish eggs to gynogene2
sis using UV2irradiated spermatozoa from blunt snout bream, then the maternal DNA was dup licated with cold shock in the

0—4℃ cold water for 51—58 m in to retain the second polar body1 The experiment could obtain survivable individuals,

and the fertilization rate, hatching rate and survival at the first feeding were (6217 ±217) % , (3011 ±413) % and (612

±111) % , respectively1 In this paper, we checked the individuals by morphological characteristics, chromosome number

and the degree of gonadal development1 Because blunt snout bream and goldfish belong to different subfam ilies in zootaxy,

using UV2irradiated spermatozoa of blunt snout bream not only can make the evaluation of gynogenetic status more easily,

but also more easily to distinguish gynogenetic goldfish from the control hybrids just according to the chromosome number,

the morphological characteristics and the degree of gonadal development1 The successful gynogenetic goldfish generated

offsp ring with 100 chromosomes, all of which were female that had double tails, looked like the goldfish and had normal

gonadal1 However, the individuals with 124 chromosomes were generated by hybrids of goldfish × blunt snout bream1
They had single tail looked like the crucian, and the gonadal development was delayed1 In the p resent study, it suggested

that the spermatozoa of blunt snout bream were an effective activation source for inducing gynogenesis in crucian carp , and

we could avoid exp loring the genetic markers at the biochem ic or molecular levels1 This research obtained gynogenetic

goldfish that no male was found in all gynogenetic goldfish exam ined random ly, and the p resence of all female gynogenetic

dip loids matured at one year old p rovided cell genetics evidence to the goldfishπs sex determ ination mode2XX /XY1 Further2
more, the gynogenetic individuals had two types of offsp ring which had two kinds of color that were different from their fe2
male parent, and it m ight be conduced by allele homologizing or by allogynogenesis1

Key words: Carassius auratus Goldfish; M egalobram a am blycephala; A rtifical gynogenesis; Sex determ ination


