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热休克诱导虹缚 四 倍体
�

马 涛 朱才宝
�山西大学生物系

, 太原�

朱 秉 仁
�山西省虹鳝鱼实验场

,
朔县�

提 要

虹缚卵受精后 �一� 小时期间
,
用热休克处理

,

�� 月龄时检查
,
四倍体出现频率为 �肠

。

较

高的温度处理可导致卵的高死亡率

� 。 � �� 的虹缚核型中
,

有中部和亚中部着丝点染色体 �� 对
,

近端着丝点染色体 �对
,

端

部着丝点染色体 � 对
,

总臂数 � � � � � � 。 � � 二 �� 。的虹鳍四倍体核型中
,

有 � � 套中部和亚

中部着丝点染色体
, � 套近端着丝点染色体

,

和 � 套端部着丝点染色体
,
总臂数 � �“ � � � 。 未

发现有染色体倍性镶嵌的个体
。

分析比较了二倍体和四倍体两类鱼的红细胞及其核的 � 个度量值 �� � � 相对含量
,
细胞

及核的长轴
、

短轴
,

面积和体积�
,
为应用红细胞鉴定四倍体虹缚提供了倍性标准

。

在形态
、

解

剖和生长速度方面未发现两类鱼有什么差别
。

关键词 虹鳍 四倍体 热休克

虹鳍 �� ��  。 �滋� � , 。万 �
�

� 即
� � �� � � � � � � � � 隶属蛙科

,

是适应性很广的冷水性鱼类
。

自 � � �  年逐渐为许多国家移殖驯养后
,

现已遍及 �� 个国家和地区
,

成为世界上分布最广

的优势养殖鱼类之一
。

人工诱导虹蹲多倍体
,

国外研究较多仇
吕,�� 刀 ,�� �� , �� �� 

,

其中有用物理或化学方法诱导虹

鳍多倍体的研究报道
。

国内仅见对草鱼
、

鳞多倍体诱导的研究
�� 一 � ,,� ,

但尚未见到有关虹缚

多倍体的研究报道
。

材 料 与 方 法

本实验在山西省朔县虹鳝鱼实验场进行
�

卵采自 � 尾 � 龄雌鱼
,

约 �� � �� 粒
。

精液来自 � 尾 � 龄雄鱼
。

利用改进的人工
“
湿

法
”

授精。热休克处理实验设计如表 � 所示
。

� 本文承中国科学院水生生物研究所陈宏溪研究员
,
上海水产学院楼允东副教授审阅

,
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,
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表 � 热休克处理虹绮受精卵的实验设计

� � �
�

� � � � � � �� � � � � � � � ��� � � � � � � � �� � �� � � � � � � � � � � � �� � �� � � ���� � � � � � � � � � � �� � � � � � � � �

一一� 巡逃 对照
, �

处理卵数
, �

受精后至休克前的持续时间
�小时�

� �

休克温度
� �

� �℃ � �℃ � �℃ � � ��

休克持续时间�分�勺

�� �
� � � � � �  �

� � � � � � � � � � �℃��

� � � � � � � � � � � � � � �
� � � � �� � �� � � �� � � ���� � ��� � � � �� � � � � � � � � � � � �

��
�

�� � �
�� � � �

� � ��
� � � � � � � ��� � �� �

�
� � � � �

� � � � � �

热休克方法
� 卵受精后至处理时的孵化水温是 �℃

。

热休克处理是先将受精卵置于

长方形网筐中�约两层卵厚 �
,

然后浸人恒温水浴
。

处理毕
,

将卵在间隔 �℃ 的各级水温中
,

依次缓冲降温 �一 , 分钟
,

最后放至正常孵化水温
。 � 天后检查卵的死亡率

。

定期去除死

卵
。

整个孵化期水温 �一 �� ℃
。

四倍体鱼的鉴定
�
鱼苗孵出后

,

各组混合饲养在一个池中
,

�� 月龄时 �成鱼期 �
,

抽

� �� 尾进行倍性鉴定
。

� 染色体核型检查 � 采用活体注射 �� � 和秋水仙素制备肾细胞染色体标本方法
〔�, ,

每尾鱼均计数 ��� 个以上分裂相
,

以确定其倍性
。

� 红细胞的涂片制备及测量
�
取每尾鱼的尾动脉血进行涂片

。 � � �� �� 氏染色
。

油

镜下
,

测量红细胞及其核的长轴
、

短轴
。

每尾鱼均测定 �� 个细胞
,

按
�

�

�
�

, � � 公式计算

面积
, � ,

�

� � �
�

�� 公式计算体积
。 �

为短轴
, � 为长轴

。

� 红细胞中 � � � 含量的测定 �
将血样涂在 �

�

� � � 厚的载片上
,

经空气干燥后
,

用 �� 务中性甲醛固定

剂避光染色 �
�

� 小时
。

�� 分钟
,

然后在 , � �� �
「生 � �门中室温水解

� 小 时
。 ��� �� � 氏

� � �

� �� � � �� 细胞显微分光光度计上
,

以二个波长程序测定每尾鱼 ��

个红细胞核的 � � � 含量
,

然后取其平均值
。

结 果

�
�

热休克对卵死亡率及胚胎发育的影响

处理后第 � 天
,

各组卵的死亡率如图 � 所示
。

从图 � 中可以看出
� �� ℃ 以上的温度处理对卵的致死效应要显著大于 �� ℃ 以下的

处理
。

观察破膜后鱼苗的情况
,

畸形苗显著多于对照组
,

胚体呈弯曲
,

双头
,

或双尾等
。

在

处理的 �� �� � 粒卵中
,

共获鱼苗约 � �� 尾 ,

出苗率为 �务
。

�
�

四倍体鱼的出现频率及其染色体数量变化

抽样检查 ��� 尾实验鱼
,

有 � 尾经染色体计数可确定为四倍体 �表 ��
,

出现频率

� 多
。
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虹鳍染色体由于着丝粒分裂和融合等原因
,

其数目不尽相 同 (2n 一 58 一64
,

N F ~

1 0 4
)

,

个体间和个体内皆有染色体多态性
『,

,l0, 15, 18 邵〕
。

对于本场虹鳍品系
,

我们的研究结果

只证实个体间具染色体多态性 (2n ~ 58 一62
,

N F
~

1 0 4
)

,

而未发现个体内有染色体多

态性
*。 因此

,

预计四倍体核型范围应该是 4
n 一 116 一124

,

N F
~

2 0 8
。

5 尾四倍体鱼的

100 个以上的分裂相以 4n 一 120
,

N F 一 20 8 占绝大多数
,

其余的分裂相则在 4n ~ 100

到 4n ~ 12 0 之间
,

N F 钾 20 8
,

这可能与染色体数目众多
,

制片时易丢失有关
。

可见
,

这 5 尾四倍体鱼是由 2n ~ 60 的虹缚经染色体数目二倍化后形成的
。

对两类鱼的核型初步分析表明
,

2n
~ 60 的虹蹲具中部和亚中部着丝点染色体 22 对

,

近端着丝点染色体 1 对
,

和端部着丝点染色体 7 对 (图版 I:1)
。

经热休克诱导产生的 四

倍体虹鳍核型中
,

则有 22 套中部和亚中部着丝点染色体
,

l 套近端着丝点染色体
,

和 7套

端部着丝点染色体 (图版 I:2)
。

被检 100 尾鱼中
,

未见有染色体倍性镶嵌的个体
。

3. 二倍体与四倍体虹鳃 D N A 含量及红细胞大小的比较

测量二倍体和四倍体虹缚各 , 尾的 50 个红细胞
。

从四倍体鱼与二倍体鱼的红细胞及其核的 9 个度量比值看
,

作为确定倍性的指标
,

核

体积是最显著的
,

在不进行计算的情况下
,

核长轴又是最显著的
。

短轴变化甚小
,

几乎不

能确定倍性
。

在 D N A 相对含量上
,

二倍体与四倍体的比率是 1:2. 27
,

与期望的 1
:2 比较

接近(表 3)
。
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马涛: 虹鳍二倍体与四倍体核型的分析及比较(手稿)

。



斗 期 马 涛等: 热休克诱导虹鳍四倍体

图 2 虹蹲四倍体红细胞(箭头示双核红 细胞 )

F ig
. 2 E ryth ro eyte of rainbo w trou t ( 4

n
) (
arro w sh ow s bin uele ate erytl:roe)]te)

另外
,

我们还观察到
,

热休克处理得到的四倍体虹蹲红细胞中
,

许多是双核的
,

约 占

9
.
5多

。

在二倍体中却罕见这种现象
。

Re
fs

t
ie

(
1 9 8 1

)

〔
17J 在用细胞松弛素 B 处理得到的多

倍体鱼中
,

也观察到这种情况
。

其原因尚不清楚
,

有待进一步研究 (图 2)
。

4

.

四倍体与二倍体虹蹲在形态解剖上的初步比较

我们将正常二倍体和四倍体进行了外观比较
。

在身体形状
,

肥满度及体色
、

花纹上
,

不能确定四倍体有那些不同于二倍体的特征
。

生长状况上
,

也不能显示其比同时期非四

倍体鱼生长快
。

在活体药物处理 (P H A 注射)
,

机械损伤 (实验操作)方面
,

四倍体鱼耐受

力未表现出低于二倍体的迹象
。

解剖观察四倍体
,

其精巢
,

卵巢外观正常
,

与同期二倍体

鱼无显著差别
,

内脏器官亦未发现增大或缩小的现象
。

本实验结果表明
,

虹缚卵受精后 5一9小时期间
,

进行热休克处理获得 四倍休是有效

的
,

在抽样检查的 100 尾实验鱼中四倍体出现率为 5多
。

并取得四倍体虹蹲红细胞的 9 个

度量值
,

为今后利用红细胞快速
,

简便鉴定四倍体
,

提供了倍性标准
。

讨 论

关于人工诱导四倍体虹缚的研究
,

R
e 王sti e ( 1 9 8 1)

〔‘7] 首先用细胞松弛素 B 处理受精

卵进行了尝试
。

他将诱导成的
“

四倍体
”

养至成鱼进行检查
,

发现其染色体数 目 4n 一 88 一

109 ,

中部着丝点染色体没有加倍
,

二倍体与四倍体红细胞核之比是 1
:2
.
05 ,

这和在实验

鱼其染色体数 目 4n 一 120 ,

核体积比 l
:2

·

4 2 的结果不同
,

故 R efstie〔‘7 , 的 “四倍体
”

令

人怀疑
。

T h
o r

g
a a r

d
(
1 9 8 1

)

〔, 0J

和 Chourrou t (1982 )
〔8 , 也曾利用热休克方法得到虹缚四

倍体胚胎和仔鱼
,

但未能获得四倍体鱼种或成鱼
。

因此
,

一些研究者认为
,

四倍体鱼可能

难以诱导成功或不能成活
[‘, 1 。

然而
,

本实验结果和 T h o rg aard‘, 。, 、
C h

o u r r o u t ‘日〕 一样成

功地证明热休克诱导四倍体虹鳍是一种行之有效的方法
,

并能够成活
。

任何培育至成鱼
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期的可育四倍体都有可能同二倍体交配
,

产生出不育三倍体哪、

热休克处理受精卵获得 四倍体
,

关键在于是否能成功地阻止第一次卵裂
。

因而
,

对达

到第一次卵裂的这一时间的掌握就显得尤为重要
。

然而
,

同一批受精卵中
,

由于卵间个体

差异
,

每一个卵的第一次卵裂时间不一定同步
,

因此
,

有一个卵裂高峰期存在
,

这一时期的

热休克处理可能会得到最佳结果
。

这个高峰期
、

由于卵成熟度不同
,

亲鱼间差异
,

处理前孵

化水温的不同等各方面原因
,

在同时受精的各批卵中
,

也可能会不尽相同
,

致使每一批

受精卵热休克处理的起始时间不能严格确定
,

但这一时间变化于一个时区内
。

选择一个

适当时区
,

在这个时区内进行若干次间隔处理的成功性可能会比某一时间处理的成功性

大得多
。

C h
ou

r r

ou
t 在其实验中

,

也 曾认识到这一点阁
。

我们选用 5一9 小时时区
,

进行

5 次间隔处理
,

成功地获得了 多多的四倍体
。

另一方面
,

四倍体诱导率要较三倍体诱导率

低得多
,

这可能是 由于发育的不同步性随时间延长而增大
,

导致第一次卵裂高峰值远远

低于第二次成熟分裂高峰值的缘故
。

关于热休克处理使用的温度和持续时间
,

不一定是问

题的关键
,

鉴于 C hourrou t 用 28oC
,

8 一23分钟处理受精后 5 小时 30 分至 10 小 时 30

分期间的卵
,

也获得较多的四倍体(胚胎和仔鱼)[8J
。

我们认为选用低温长时
,

淘汰高致死

率的高温短时
,

可能会更经济些
。

目前
,

在多倍体鱼的研究中
,

红细胞的测量已被广泛用来作为鉴定标准
“ ,l1 .l2 ,l9. 211。

对

于诱导率极低的四倍体鱼来说
,

确定一种快而有效的鉴定方法尤为重要
。

利用体外血培养

进行的染色体鉴定复杂而昂贵
,

活体染色体检查需要牺牲鱼
,

都不能为大规模生产所采

纳
。

二倍体与四倍体虹蹲红细胞的几个度量值相比较
,

四倍体核长轴较二倍体核长轴长

出 62并
,

显然
,

作为快速
、

简便的鉴定倍性指标最为合适
。

我们在不牺牲鱼的情况下
,

利

用鳃丝红细胞鉴定四倍体虹鳍
,

已取得令人满意的结果l)o

另外
,

在实验中我们偶然发现
,

热休克处理组的鱼要比同期未处理的鱼生长状况好

些
,

原因可能是热处理淘汰了劣质卵
,

而保留了优质卵的缘故
。

这提示我们
,

适当温度的

热处理筛选受精卵
,

可能在生产优质鱼苗上是一种廉价而有效的手段
,

有待进一步研究
。

诱导四倍体的 目的
,

是期望它能和二倍体交配产生出三倍体
。

三倍体鱼可能由于不

育性而可避免由性成熟引起的死亡率提高和生长率降低[l4]
,

在商品鱼生产上会有很大潜

力
。

再者
,

由于四倍体鱼具有四个等位基因
,

重组形式变多
,

自交纯合速率变慢
,

从而变异

性增大
,

适应性增强
,

在遗传育种上也具有重大意义
。

因此
,

四倍体鱼的人工诱导将会成

为培育鱼类新品种的一条有效途径
。

汇l ]

[ 6 ]
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