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异源精子诱导稀有如螂的人工雌核发育
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摘要
�
用经过紫外线灭活 的异源精子启动稀 有驹螂 卵子发育

,

再经 过热休克分 别抑 制极体排

放和第一次卵裂
,

得到了极体雌核发育和有丝分裂雌核发育的存活个体
。

通过正交试验确定

诱导极体雌核发育的最佳参数 为受精后 �� ��
、

�� ℃休克处理 � � �� �诱导有丝分裂雌 核发育的

最佳参数为受精后 �� � ��
、

�� ℃休克处理 �� ��
。

雌核发育个体的形态学特征没有显示 出受到

父本影 响的迹象
。

� � �� 分析表明雌核发育个体扩增片段全部来 自于母本
,

没有发 现异源父

本 � �� 成分进人稀有 胸卿基 因组的迹象
。

实验中还发现
,

鲤 了
�
稀有驹娜早的正常杂交组

合能以极低 的几率产生出雌核发育的稀有胸卿
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稀有胸卿 �汤��
� �
, ��

、 �� �� �� � � �� �具有适应力强
、

性成熟周期短
、

繁殖季节长
、

产卵

频次高等特点
,

是一种有发展前途的实验动物 �’」
。

雌核发育的子代
,

由于没有发生雄原核

的融合
,

遗传物质全部来源于卵子
,

一代雌核发育即可得到纯合程度相当于 �� 代同胞近

交的子代口
,

因此人工诱导雌核发育可 以在短期 内建立起纯系
,

以满足研究和应用 的需

要
。

具有实用价值的雌核发育诱导方法主要有温度休克�包括热休克和冷休克 �和药物处

理
,

在启动卵子发育时
,

前人较多采用了遗传失活的同种精子
,

但也有采用异源精子的报

道 卜
� 。

由于光修复效应等因素的存在
,

用紫外线辐射处理不能绝对保证所有精子达到

完全的遗传失活困
。

如果采用杂种不能存活的远缘种的精子
,

辅以紫外线辐射处理
,

就可

以有效避免精子灭活不彻底给实验结果带来的干扰
。

笔者用鲤和泥鳅的精子经紫外线照

射后启动稀有胸卿卵子的胚胎发育
,

再用热休克的方法完成染色体组的加倍
,

成功诱导了

稀有胸娜的雌核发育
,

详细报道如下

材料与方法

�
�

� 试验鱼 稀有驹卿
,

��
� ��

,

由本所鱼类学研究室繁育饲养
。

红鲤 ��”��
� � �� 聊

口 ,

�� � � � �
�

�
,

� 。 二 ���
,

取 自本所关桥试验场 泥鳅 �对�塔
� �� � 、 �

咭
� ����� � “� “ �。

。� � �� � �
,

� 。 �

�� �
,
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� 期 贾方钧等
�
异 源精子诱导稀有胸卿的人工雌核发育

�
�

� 精子的遗传失活 挤压雄性红鲤的腹部
,

采集精液
。

用 �� ��� 培养液稀释 �� 倍
,

置

于 巧 � 的紫外灯下
,

照射 �而 � ,

照射距离为 ��� �
。

泥鳅精子的灭活处理与此相同
。

�
�

� 人工授精 湿法授精
。

将正处在排卵状态中的雌性稀有胸娜捞出
,

用 �
�

� � 的氨基

甲酸乙醋麻醉
。

将稀有胸卿的卵挤人盛有少许人工卵巢液的玻璃平皿
,

摇动平皿使卵均

匀分布在皿底部
,

弃掉卵巢液
,

加入适量的精液及曝气水完成授精
。

�
�

� 极体雌核发育的诱导 针对休克起始时间
、

休克温度和休克持续时间三种参数
,

按

照三因子三水平的正交试验要求设计试验组合
。

分别在受精后 �一�而
� ,

将盛有受精卵

的玻璃平皿迅速置于 �� 一�� ℃控温水浴锅内
,

摇动玻璃皿
,

使 鱼卵受热均匀
。

持续 �一

� � �� 后
,

将玻璃皿取出并置于 �� ℃水中继续孵化
。

�
�

� 有丝分裂雌核发育的诱导 选择休克起始时间为受精后巧一 �� 而
� ,

其余操作同上
。

以上的诱导雌核发育的各组试验均设立以下的对照
,

对照组 � 作为标准对照
,

采用正

常稀有胸卿精液给稀有胸卿卵授精
,

对照组 � 采用未经紫外线处理 的鲤精子给稀有胸卿

卵授精
,

对照组 � 采用经过紫外线照射处理的鲤精子给稀有物娜卵授精
,

对照组均不经受

温度休克处理
。

分别取 出膜前的胚胎以及存活两周的仔鱼
,

参照洪云汉的快速制备法〔�〕
,

稍加改进作检查染色体
。

�
�

� 存活率计算 统计囊胚期
、

孵化期以及孵化后两周各个试验组和对照组 的个体数
,

以对照组 � 发育至囊胚期的胚胎占卵数的比例作为标准受精率
,

折算出标准对照组在各

个发育阶段 的存活率
,

进而得出各试验组在相应发育阶段相对存活率
。

�
�

� 雌核发育稀有的蜘的形态学鉴定 选择具有分类学意义的形态特征观察记录
,

与正

常的稀有胸娜个体比较鉴定
。

�
�

� 雌核发育稀有的卿的 � � �� 分析 在同一母本经不同途径获得的子代中
,

选择有丝

分裂雌核发育个体
,

极体雌核发育个体
,

正常两性生殖个体各 � 尾
,

剪取尾鳍组织提取基

因组 � � 
,

同时也从父本鲤的尾鳍组织中提取基 因组 � ��
,

提取方法按照 ��� �� �� 
“〕等进

行
。

� � �� 扩增反应用 � ��� �� ��
�
等的方法 �� 

,

引物为 � ��  � � 公 司的第 � 组共 �� 个引

物
,

序 列见 表 � � � �� 反应 体 系
� � � �

,

��
�

�拌� � �� � 反 应缓 冲液
,

�
�

�拼� � � � �� �� � � � ��
� ,

�
�

�拼� � �� � � �� � ��
�

�� � ,

�
�

� �拼� � 随机引物 �拌� � 模板 � � 
,

�
�

�拌� � �� � � � 聚合酶
,

�
�

� �拌�

扩增产物用琼脂糖凝胶和澳化乙锭染色后置于紫外线透射检测仪观察记录
。

表 � 用于 � �  ! 分析的引物序列

� � �
�

� ��
�
�� �� 即

�
��  ! ��� �� 招 �� � 冉��

�

耐�� ��

引物

�� � � �

序列 引物

��� � � !

序列

段邓
� � � ���

引物

�� 
��  �

序列

段甲
� � � � �

���������������������� �  �� �� � � �

�《��� ��  〔�� �

��� ��� � �� �

� �� ���� �  �

� ���  �  �� �

� � �� �� � ��

� �� � �� � �� �

� � � �� � �� �� �
一

�� �� ��
,

�� �� � �

�砚� ��� ��《��� �
一

�� �  �     � ��

�芜� ���  � � � �
一

��  �� �� ���  �

��� � �� �� � � �
一

�� �� �� �� �� ,
,

A
C C C C C C A C

T V

一

1 9 G G G
T G T G 〔:A G
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一
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2 结果

2
.
1 按照正交试验设计

,

在诱导稀有胸卿极体雌核发育的过程 中
,

针对不 同的休克起始

时间
、

休克温度和休克持续时间
,

进行了 9 个批次的试验
。

结果见表 2
。

表 2 热休克诱导极体雌核发育的结果

Tab
.
2 Su币

val rat
e Of Po lar

~
1洲x ly 盯noge ne ti

e p ro 罗ni es ind u
ee d by h

eat sh oc ki
n g

试验组编号 休克起始时间 休克温度 休克持续时 间 孵化期相对存活率 仔鱼相对存活率

Tri al No
.

Ti m e of shoc king Te m pe rat
ure (℃ ) D u

rat
io n ( m i

n
) Su rv i

va
l以 S u rv i

v
al a t

脚 ( % )

tri路ere d ( m i
n
) h

atehin g ( % )

A 1 3 9 1 2
.
1 0

.
5

B 1 40 2 1
.
2 0

C 1 4 1 3 0
.
3 0

D 3 39 3 14 7
.
5

E 3 川) 1 8
.
8 2

.
4

F 3 4 1 2 5
.
4 1 3

C 2 39 3 2 1
.
2 10

.
1

H 2 40 2 2 6 12
.
2

1 2 4 1 1 16
.
5 5

.
7

结果显示
,

按受精后 2而
n 、

40
℃持续 Zm in 处理的 H 组的存活率最高

,

应为人工诱导极

体雌核发育的最佳条件
。

2

.

2 在预备试验中发现
,

若休克起始时间早于 巧 m in 或晚于 20 而
n 则不能按照早期休克

的操作程序得到成 活仔鱼
。

因此选择起始休克时间为 巧一20 而
n
诱导有丝分裂雌核发

育
,

各参数组合遵循正交实验方案设计
,

结果总结于表 3
。

表 3 的结果表明
,

受精后 17 而
n 、

40
℃持续 2而

n
休克处理的 H 组的存活率最高

,

为诱

导有丝分裂雌核发育的最佳条件
。

2

.

3 用未经过紫外辐射的鲤精子给稀有胸卿卵授精
,

杂种胚胎中有少数雌核发育单倍体

(I
n 二

25 )

,

其余的胚胎细胞则为不同程度的非整倍体
,

包含的染色体数 目在 25 一70 之间
。

个别杂种胚胎可以出膜
,

但在出膜后一周内死亡
。

也有极个别的个体( < 10
一
4

) 能够正常

存活至性成熟 ;用经过紫外辐射的鲤精子给稀有胸铆卵授精
,

也有个别的胚 胎 (大约为

10
一
3

) 能够正常存活至性成熟
,

这些个体根据其染色体数 目和形态学特征确认为稀有胸

卿
,

对于这种现象目前还缺乏令人信服的解释
。

按雌核发育方法诱导出的胚胎也有两种

类型
,

细胞 的染色体数 目分别为 25
、

50

; 正常存活至性成熟的个体经过形态学分析确认为

稀有胸卿
,

其染色体数 目经鉴定均为 50
。

2

.

4 R A P D 分析 使用 的 20 个引物 中 v04
,

V 0 9

,

V l l 和 v 13 没有扩增产物
,

V 0 5

,

v 0 6

,

v
l4

,

v
l6 的扩增条带不甚清晰

,

其余的 12 个引物可以得到条带清晰的扩增图谱
。

在这 12

个引物中有 10 个引物对于所有稀有晌卿个体 (包括母本和正常两性生殖组的父本 )产生

完全一致的扩增图谱
,

引物 vl s 和 V1 8 在个体间尤其是两亲本间存在差异
。

两个雌核发

育组的所有个体均未观察到母本中未出现的条带
,

也没有出现父本鲤独有 的条带
。

正常

两性生殖组的个体 中则显然存在来 自父本的条带 (图 1)
。
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2
.
5 雌核发育稀有构鲤的形态特征及性别 检查6月龄雌核发育稀有胸卿标本 5 尾

,

全

长 45一48m m
,

体长 35
.
5一37m m

。

鱼体稍侧扁
,

胸
、

腹部圆
,

无腹棱
。

吻钝
,

[1 端位
,

口裂较小
,

向下倾斜
。

上下领约等

长
,

边缘平滑
,

无 口须
。

背鳍短
,

无硬刺
,

外缘无内凹
,

其起点与腹鳍起点相对或稍后
、

臀

鳍起点在背鳍之后
,

无硬刺
,

最后一根不分枝鳍条后缘无锯齿
。

第一鳃弓外侧鳃耙 4一5

下咽齿 2 行
,

2

.

4 一4
.
2 。

侧线不完全

雌核发育稀有峋卿的形态特征与叶妙荣等{
’。

一 、

丁瑞华 {” !
、

陈宜瑜等L
’2 对野生稀有胸

卿的形态描述较为一致
,

未见分类意义 L 的差别 ;也未发现鲤独有的特征在雌核发育稀有

胸卿上出现
。

雌核发育稀有驹卿在 4 月龄左右部分个体发育成熟
,

并在水族箱中产卵
,

但

目前 尚未发现成熟 的雄性个体
。

以泥鳅的精子重复上述试验
,

得到与采用鲤精子时基本一致的结果
。

( 数据略 )

3 讨论

3
.
1 休克处理参数的选择

热休克处理涉及三个实验参数
,

其中休克起始时间的选择最为重要
。

在实验中
,

作者

观察到在约 3一4而
n 左右稀有胸螂陆续排放出第二极体

,

因此抑制卵子第二极体排放的

休克敏感期在此之前
,

且以受精后 Z m in 开始休克效果最好
。

休克处理时间过早可能导致

受精卵不能完成启动
,

也达不到满意的效果
。

热休克诱导有丝分裂雌核发育的休克起始时间有早期休克和晚期休克 的不同选择
,

早期休克选择在第一次卵裂的前半程
,

晚期休克则大体接近第一次卵裂的末期
。

研究表

明
,

早期休克诱发染色体组加倍的效果优于晚期休克厄”
,

’4 〕
,

因此本研究仅对早期休 克的

有关参数进行了筛选
。

对于热休克诱导有丝分裂雌核发育的机制
,

以前的研究者大都认

为热休克导致微管蛋白解聚
,

破坏了有丝分裂器
,

是导致染色体组滞 留的原因〔” 1
。

稀有

胸卿胚胎从受精到完成第一次卵裂需要 45 m in
,

胚盘在 35 而
n
始形成

。

热休克抑制稀有桐

娜第一次卵裂的最佳时间为受精后 17 mi
。 ,

此时受精 卵细胞 尚未进人分裂期
。

鱼类在胚

胎发育的早期不存在 Gl 和 G Z 期 l’6
一 ,

作者因此认为选择在第一次卵裂前期热休克处理可

能影响了着丝粒的复制
。

3

.

2 异源精子的使用

鲤的染色体数 目为 2n
二 1

00

,

稀有驹娜 的染色体数 目为 Z
n 二

50

,

两者的分类地位相距

甚远
,

外部形态迥异
,

其杂种不能存活
。

但是经过遗传失活的鲤精子可 以有效启动稀有胸

螂的雌核发育
,

即便有少量雄核未能有效灭活
,

也会在胚胎发育过程中被 自然淘汰
,

虽然

异源精子的启动效率略低于同源精子 (数据未列出 )
,

却排除了雄核基 因组对子代 的可能

干扰
,

保障了实验的可靠性
。

Ch

e

rfa

S 在 1981 年的综述 中总结了 10 例经过遗传失活的雄

鱼精子与远缘种雌鱼配合产生雌核发育后裔的报道!
5健 ,

吴清江等在诱导红鲤雌核发育系

时使用 了卿鱼和团头妨的精子 [‘, 〕
,

潘峰在 1994 年报道 了缘鱼精子诱导 罗非鱼的雌核发

育困
。

目前还不清楚在诱导人工雌核发育的过程中
,

异源基因组中的小片断遗传成分是

否也会像天然异精雌核发育那样可能进人到雌核发育子代中〔’7一 , 9 ,

本文的 R A PD 分析结

果没有显示出鲤鱼基因组成分进人稀有构卿基 因组 的证据
,

这可能是 由于此处使用的引



期 贾方钧等
:
异源精子诱导稀有胸卿的人工雌核发育

物数量还不够多
,

不能反映出整个基因组的全貌
,

另一方面也说 明使用异源精子启动雌核

发育时即使发生基因组成分的横 向转移其规模也不会很明显
。

用未经遗传失活的鲤精子给稀有胸卿卵授精
,

能够产生出正常的稀有构卿个体
,

说明

在某些情况下有 目前还缺乏了解的雌核发育机制在起作用
。

由于这样的例外存在
,

尽管

比率很低
,

仍可能导致 即使在有丝分裂雌核发育的子代中也会混有个别基因杂合型个体
。

因此在构建纯系的工作中需要对 Fl 代个体加以甄别
,

才能确保在 咫 代建立纯系
。

对于

远缘杂交导致雌核发育的现象
,

作者认为与基因的表达调控有关
,

并将在另文 中更详尽地

阐述 自己的理解
。

3

.

3 鱼类性别决定的类型

通过雌核发育与雄核发育相结合的方法
,

可以推测某个物种的性别决定类型
,

但是并

不足以得到确定的结论
。

剑尾鱼 (Xir
h叩ho 二 ~

ulat es )的观赏品系均为雌性异配
,

后来

却发现 自然界中还存在着雄性异配的类 型
,

进一步 的研究发现剑尾鱼存在 3 种性染色体

类型
,

当初引入水族箱的个体恰好是 由
wY

和 Y Y 两种类型组成[z0 二
。

St re
isi ng

e r

诱导的斑

马鱼有丝分裂纯合二倍体多为雌性
,

仅有少量雄性[川
,

H
o

rs t
ge

n
一

s
ch wa

论 诱导的斑 马鱼有

丝分裂纯合二倍体则均为雄性〔’2〕
,

c
orl ey

一

s 而th 进行了斑马鱼雄核发育的研究
,

遗憾 的是

他未说明得到的雄核发育子代的性别组成 t
’6 〕

。

基于这样 的例证
,

作者认为在断言某种鱼

的性别决定类型时应谨慎从事
。
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