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鱼类染色体组操作的研究

�
�

静水压处理和静水压与冷休克结合处理

诱导水晶彩螂四倍体

桂建芳 孙建民 梁绍昌 黄文郁 蒋一挂
�中国科学院水生生物研究所

,

武汉 � �  � �� �

提 要

采用静水压处理和静水压与冷休克结合处理两种方法进行了抑制第一次卵裂诱导水晶彩

细四倍体的研究
�

水晶彩卿受精卵在受精后�发育水温 “一�� ℃� ��
、
, � 、, � 和 �� � �� 时的静

水压 �� , 。� � �
。�

’

� 处理 �� � ��� 组中都出现了四倍化胚胎
,

而在受精后 �� 和 �� � �� 以前 的

相同处理组中都没有观察到四倍化胚胎
�

在受精后 �发育水温 � �一�� ℃ � � �
、
�。

、

只
、
, �

、
, � 和

�� � �� 时的静水压与冷休克结合处理组中
,
也都出现了四倍化胚胎

,

且四倍化率比仅用静水压

处理高
,
但存活率更低

�

在经过处理而发育形成的胚胎中
,
既有四倍体

、

次四倍体和 �可 �。 嵌

合体
,

也有二倍体和次二倍体
,

并在一些次二倍体和次四倍体中期相中还观察到休克处理致使

染色体断裂的痕迹—染色体片段
�

在抑制卵裂诱发加倍的效应期内
,

可能存在瞬间对休克

耐受性较强的时期
,

而在此前后
,

对休克更为敏感
�

在少数处理组中
,
已筛选出了数尾四倍体

鱼
�

文中还对鱼类四倍体的诱导技术
、

抑制卵裂诱发染色体组加借的效应期以及四倍化胚胎

的存活率和生命力等有关间题进行了分析和讨论
�

关链词 染色体组操作
,
四倍体

,

静水压休克
,

静水压与冷休克结合处理 , 观赏鱼
,

水晶彩卿

人工诱导鱼类四倍体的研究是近年来鱼类遗传育种工作中的主攻方向之一
。

一方 面

是拟通过获得能育的人工四倍体鱼再与正常二倍体鱼交配得到大量的可供养殖生产的三

倍体后代
,

提供一条大规模生产三倍体鱼的有效途径
“,’, ,�� 另

,

一方面是鱼类四倍体的诱导

方法本身具有一定的难度
,

诱导过程中存在各种影响因素
,

诱导条件还没有标准化
,

其所

获结果的差异性也较大 ��,
, , , 一 , ,�� ,�� ,�� ,�� 内

一
切

,

因而激发起人们更强烈的研究兴趣
。

鉴于上述两方面的 目的
,

并希望通过染色体组操作培育出欣赏价值更高并能进行程

序化和专利化生产的观赏鱼
,

作者在采用静水压休克生产三倍体水晶彩螂 �� 的同时
,

进行

了静水压休克和静水压休克与冷休克结合抑制第一次卵裂诱导水晶彩螂四倍体的研究
。

材 料 与 方 法

�
�

人工催产
、

授精和处理前的准备

� � � � 年 一� 月 � � 日收到
。
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试验用的水晶彩螂 ��
� � � �  �“ � � � �  �� � � � � � � � � � � � � � � �� � � � � � � �� �� � 亲本取自于本

所关桥试验场
。

采用鲤鱼脑垂体进行人工催产
、

干法授精
。

精卵混匀后均匀洒在塑料纱网上
,

待受精

卵粘稳后
,

带水将纱网剪成一定大小的长条或小块
,

置室温下发育
。

从受精卵人水开始计

算卵受精后的发育时间
。

�
�

静水压处理

采用静水压休克生产三倍体水晶彩鲡的最佳压力 �‘� �� � �
� �

,

� 和 持 续 处 理 时 间

�� � �
�
��� 

,

分别在卵受精后 �� 一� �� �� 这一段时期内
,

每隔 � 或 � 巩 �� 设一试验组
,

进行

静水压休克处理
。

其处理程序同于桂建芳等的报道 �� 。

本组试验于 � � � � 年 � 月上旬进

行
,

其授精
、

处理和胚胎发育前期的水温均为 自然水温
,

一般为 �� 一 �� ℃
。

�
�

静水压休克和冷休克结合处理

在即将进行处理前
,

把 �一�℃ 的冰水装满压力室
,

待受精卵发育到特定的时刻
,

将粘

贴于纱 网上的受精卵与纱网一起迅速装人已注有冰水的压力室中 �装人材料后压力室中

的水温一般为 �一 �℃
,

随材料的多少而有所变化 �
,

立即旋紧螺盖
,

迅速升压到预定靶压

�”� � � �
� �

,

�
。

压力上升的速度大约为 � �  ! �
。�

,

� �
。

从受精卵放人压力室至到达靶压的

时间一般为 � � �。 处理的持续时间从受精卵放人压力室开始到开始卸压为止
。

卸压均在

瞬间完成
。

卸压后
,

快速旋开螺盖
,

用镊子迅速夹出纱 网
,

置自然水温下发育
,

孵化
�

处理

完毕后压力室中的水温一般为 �� 一 � �℃
。

本组实验在 � �  � 年 � 月中旬进行‘其授精
、

处

理前和处理后胚胎发育前期的自然水温一般为 �� 一 �� ℃
。

�
�

存活率统计

静水压处理组分别在囊胚期
、

体色素出现期和孵化期取样�一般最少统计 ��� 个胚胎

左右 �
,

分别统计各个试验组和对照组的存活样品数
。

静水压休克与冷休克结合处理组分

别在原肠期
、

体色素出现期和孵化期取样统计
。

以对照组发育到囊胚期或原肠期的胚胎占

卵数的比例作为受精率分别折算出对煦组和处理组在各个阶段胚胎的发育存活率
,

再将

处理组各个阶段的发育存活率除以对照组相应阶段的发育存活率
,

分别求得各个阶段处

理组相对于对照组的存活率
。

�
�

倍性鉴定

采用多个胚胎混合染色体制片
、

单个胚胎染色体制片和幼鱼尾鳍组织细胞染色体制

片的方法
,

分别在胚胎发育和幼鱼生长的不同阶段进行倍性鉴定
,

以判断四倍化的加倍比

例和筛选四倍体鱼
,

其制片方法均同于我们以前的报道 �� 。

对尾鳍组织细胞直接制片筛

选出来的四倍体鱼待其长大后
,

采用血细胞培养制备染色体方法进行最后验证
。

在确定每个胚胎和每尾鱼的倍性时
,

一般观察计数 �� 个分裂相左右
。

因为水晶彩螂

的染色体数较多 ��
� � � ��

,

图版 � , ��
,

在确定倍性时
,

一般以染色体数为 � �� 左右的

为二倍体����
, � �� 左右的为四倍体 ����

,

明显少 于 � �� 的为次二倍体 ��
� 一
�

,

明显多于

��� 少于 � �� 的为次四倍体��
� �
�

,

既青 � �。左右或明显少于 � �� 的又有 � �� 左右或明显

少于 � �� 的为嵌合体���� �
�
�
。

四倍化率为四倍体
、

次四倍体和嵌合体的胚胎数占检查总

胚胎数的比例
。
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静水压处理

和静水压与冷休克结合处理诱导水晶彩螂四倍体

结 果

�
�

静水压处理对胚胎发育存活率的影响
�

在压力一定 ��知 � � �
� � 今和处理持续时间一定 �� � �� � 的条件下

,

分别在受精后

� �
、

� �
、

� �
、

� �
·

� �
、

� �
、

� �
、

� �
、

� � 和 � � � �� 时开始静水压休克处理
。

除 � � � �� 处理组没 来

得及统计存活率外
,

其余处理组都分别在囊胚期
、

体色素出现期和孵化期统计了其相对于

对照组的存活率�图 � �� 结果表明
,

在受精后 � �
、

� � 和 ”� �� 时的处理组中
,

其存活率较

高
,

体色素出现时胚胎的存活率都在相对于对照组的 � �外以上
,

到孵化出苗时
,

�� 和 ��

分钟时处理组的不少胚胎不能孵化出首
,

存活率显著下降
,

而 竹 � �� 时处理组的出苗率

��找����妇口���祠

�界�

。�一祠月��

岁 印

���

‘尸��祠戈�一��一��,�

哥织仲名新衡眨十贫黑

� � � � � � � � � � � � �� � �  �

受精后开始压力处理的时间 � 分 �

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

图 � �

受精后不同时间开始压力处理的各个实验组在囊胚期一 �
,
休色素出现期一 � 和 孵 化 期

一 � 相对于对照组的存活率
���

�

�
�

� � � � �  � �丫 � � �� � � � � � � � � � � � � �� � � � �� � � � ��一 �
,

� �� � � � � � � � � �
一
� � � � � � � � 五� � � 一� � � � � �  

! ∀ # �∃‘t io n t o t i m
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p
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e r t i l i

z a t 王o n)
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t

r e a
t
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e n
t

P

r e s s u r e 二 650k g /
co Z; D uration 二 3m in

最高
,

为对照组的 68
.
6呢

。

在受精后 35
、
3 8

、

4 2

、

4 5 和 48 m in 时的处理组中
,

各组的存活率

虽然在胚胎发育前期有些波动
,

但其主要趋势是开始处理的时间愈接近受精后 50 m in 时
,

其存活率愈低
,

这一趋势到孵化出苗时尤为明显
,

48 m in 时处理组的孵化率为 0;35
、

3 8 和

42 m in 时处理组的胚胎死亡主要发生在体色素出现到孵化出苗阶 段
,

而 45 和 48 m in 处

理组的胚胎在体色素出现之前就发生了大量死亡
。

受精后二6C
,

m in 时处理组从囊 胚期开

始
,

存活率就较低
,

其胚胎死亡主要发生在胚胎发育前期
。

2

.

静水压处理的诱导效果

胚胎期倍性鉴定表明(表 1)
,

在受精后 35
、

3 8
、

40

、

4 2
、
4 5 和 48 , 玩时的静水压处理组
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中
,

没有发现四倍化胚胎
,

其胚胎多数为次二倍休
,

并在一些制片较好的次二倍体分裂相

中
,

观察到数 目不等的染色体片段(图版 I
,

3
,

4
)

; 在受精后 50 m in 时的处理组中
,

次二倍

体胚胎的比例仍然很高
,

但 已有少数四倍化胚胎
,

在检查的 13 个胚胎中
,

发现有 1个次四

倍体
,

四倍化率为 7
.
69 多; 在受精后 弘 和 55 m in 时的处理组中

,

四倍化胚胎的比例有所

增加
,

分别为 15
.
0务和 46

.
2呱

,

但二倍体胚胎的比例明显升高了许多
,

分别占检查胚胎的

农 1 受精后 35
、

38

、

4O

、
4 2

、

肠
、

48

、
5 0

、
5 4

、
5 5 和 60. 1。 时分别采用 65 0k公/

e
.

,

的压力

持续处理 3 分钟的各个试验组中的胚胎和幼鱼的倍性班定结果
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80 务和 46
.
2务; 在受精后 ‘。m in 时的处理组中

,

仅成功观察了 6 个胚胎
,

2 个为次二倍
、

体
,

2 个为次四倍体(图版 11
,
2

)

,
2 个为四倍体(图版 I

,

2
)

,

其四倍化率最高
,

为 “
.
7并

。

值得注意的是
,

与次二倍体中期分裂相一样
,

在一些制片较好
、

染色体分散较佳的次

四倍体分裂相中
,

也观察到数目不等的染色体片段(图版 11
,

l)

。

当孵出的幼鱼长到 3一s
cm 时

,

采用尾鳍组织细胞直接制片法来检查筛选 四倍体鱼
。

在受精后 60 m in 时的处理组中
,

仅存活下来 l尾鱼
,

经检查为四倍体 ;在受精后 50 m in 时
-

的处理组
,

从 14 尾鱼中也筛选出了 1尾四倍体鱼; 然而
,

在存活率较高和四倍化 率也
卜

较高的 熟 和 ”m in 时的处理组中
,

分别检查了 45 尾和 125 尾幼鱼
,

除在 55 m in 时处理

组发现了 1 尾小而畸形的次二倍体外
,

其余都是二倍体
,

没有发现四倍体 ; 对 3 ,
、
4 2 秘

45 m in 时处理组中的一些幼鱼也作了检查
,

都是二倍体(表 1)
。

尾鳍组织细胞直接制片筛选 出来的四倍体鱼长到 12c m 左右时
,

经抽血培养
、

染色体

制片观察
,

确证其为四倍体 (图版 11
,

4
) 鱼

。

3

.

静水压休克和冷休克结合处理对胚胎发育存活率的影响

静水压休克和冷休克结合处理分别在卵子受精后 40
、

4 8

、

5 仇 52
、

55

、

56 和 60 m in 时

进行
,

处理持续时间都为 4m in
。

存活率统计结果(图 2)表明
,

静水压休克与冷休克结合

处理基本上与仅用较高的静水压处理相似
,

对胚胎存活率的影响都较大
,

相对来说
,

结合

处理的影响更大6 值得注意的是
,

结合处理各个试验组的存活率峰值仍然出现在受精后

55 m in 的处理组
,

其原肠胚的存活率为对照组的 ”多
,

体色素出现期为对照组的 51 多
,

孵
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图 2
.
受精后不同时间开始静水压与冷休克结合处理的各个试验组在原肠期一 G 体色素出 现期 一 P

和孵化期一 H 相对于对照组的存活率
。
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化率为对照组的 20
.
1务;在 48

、
, o 和 , Zm in 时的处理组中

,

存活率要低得多
,

多数胚胎死

于体色素出现之前
,

48 和 som in 处理组的孵化率分别为对照组的 9
.
2关和 2

.
4务

,

而 52

m in 处理组的孵化率为 o; 56 m in 时处理组的胚胎存活率比 55 m in 处理组的略低
,

60 m in

时处理组的胚胎所受的影响最大
,

从原肠胚开始
,

其存活率就最低
,

此试验组也没有孵化

J
出苗

。

4

.

静水压休克和冷休克结合处理的诱导效果

胚胎的倍性鉴定(表 2) 表明
,

除 40 m in 时处理组没有四倍化胚胎之外
,

在 48
、

50

、

52

、

邪
、

56 和 60 m in 时的处理组中
,

都观察到四倍化胚胎
,

其四倍化率虽有所差异
,

但都在

斗O 外以上
,

比仅用静水压处理的诱导效果要强 ;然而
,

在四倍化胚胎中
,

次四倍体
、

4
n/ Zn

嵌合体仍占有很大的比例
,

尤其是嵌合体的比例大大提高了
。

狡 2

T ab
.
2

吸箱后40
、

招
、

S0

、

S2

、

S5

、

“ 和 ‘。分钟时分别采用静水压休克和冷休克结合持续处理4 分钟

的各个试验组中的旺胎的倍性鉴定结果

T h e results o企 P lo id y id en tif ie a‘io n o汇 七m b r v o , 1 0
e a e

h g
r o u

P
o

f

t f 心s t 刀l e n t
o
f h y d

r o s t a t i
c

p
r e s s u r e a n

d
e o

l d
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。
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。
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。
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。
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0

到幼鱼阶段
,

作者采用尾鳍组织细胞直接制片法对受精后 55 m in 时处理组存活下来

韵部分幼鱼进行了倍性鉴定
。

在检查的 70 尾鱼中
,

发现了 4 尾四倍体 (图版 H
,

3
) 鱼

,

其

余的都是二倍体
。

讨 论

1.鱼类四倍体的诱导技术
人工诱导四倍体与人工诱导三倍体不同

,

诱导三倍体是通过阻留第二极体而添加了

一个染色体组
,

而诱导四倍体是通过抑制第一次卵裂使本应分裂的两个细胞合二为一来

达到染色体组加倍的
,

这是一个更为复杂的动态过程
,

因而其技术难度比诱导三倍体也要

难得多
。

迄今
,

在鱼类中取得成功的主要是热休克法和静水压休克法
。

采 用 热 休 克 法
,

T h
o r

g
a a r

d 等 (1981)
r22, 、

C h
o u r r o u t

(
1 9 5 2

)

〔‘,
和 Biaw ezl 等

( 195, )
〔习 已分别在虹鳍 (s

alo o g aird , e r i
) 和斑点叉 尾 蛔 (I

c , a
l
o r , 了 户。 , c z a t “ s

) 中获
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和静水压与冷休克结合处理诱导水晶彩螂四倍体

得四倍体胚胎
,

马涛等 (1987) 在热休克处理后获得的虹缚群体中检测出 , 务的四倍体

鱼 旧 ,

陈敏容等(1987)在白螂( ? )x 红鲤(了)中获得了异源四倍体个体田。

采用静水压休

克法
,

C h
o u r r o u t

(
1 9 8 4

) 在虹缚以及虹鳝 x 褐缚 (S
alm o rr二 :t 。) 中分别获得了同源 四

倍体鱼和异源四倍体鱼叨。

M
y
e r :

(
1 9 8 6

) 在分别采用热休克
、

冷休克和静水压休克诱导

罗非鱼四倍化无效的情况下
,

在卵裂之前采 用 7500p si (约 szskg/。m
, ,

l 0 0 0 p
s

i ~ 7 0

.

4

k g
/

c
m

Z

) 的压力和 7
,

5 ℃ 的冷水处理 7m in
,

成功地诱导出尼 罗 罗 非 鱼 (O
, 。
oc h

, 口, 行

抓lo tic
“:

) 和莫桑比克罗非鱼 (0
.
m 口 ;招。ibi c “ ,

) 的同源四倍体胚胎以及这两 种鱼 杂

交的异源四倍体胚胎[1;1
。

作者两年的研究表明
,

在水晶彩螂中
,

采用促使第二极体保留诱

导三倍体的最佳压力强度 (650 kg /
cm ,

) 和持续处理时间 (3m irr) 可以成功地抑制第一次

卵裂诱导出四倍体;当将压力休克和冷休克结合一起处理时
,

其加倍效果更佳
,

提高了四

倍化率
,

这可能是因为冷休克一方面可以成为压力休克的一个附加因子
,

另一方面可以抑

止或减缓卵裂速度
,

延长了诱导加倍的效应期
,

从而能更好地掌握压力开始处理的时间
。

就抑制第一次卵裂来达到染色体组加倍的目的来 说
,

st
r 。:

i
s
i
n g er 等 (l 98 1) 采 用静

水压休克和热休克成功地获得了纯合的雌核发育斑马鱼 (Br ac ‘yd o io ;
cr io )山几 N

arus e

等(1985)采用静水压休克诱导 出了纯合的雌核发育青鳃 (o
ryzia: la, ‘p es )

“3] ; o
n o z a to

(
1 9 8 4 ) 用静水压处理获得了纯合的雌核发育虹鳍[14 , ; K

o
m en 等(1988)用热休克诱导出

纯合的雌核发育鲤鱼
「, 刃 : p

a r so n s
和 T horgaard ( 1985)

〔‘, ,

以及 seheerer 等(1986)
〔‘“,
还

采用静水压休克成功地使雄核发育的单倍体染色体组加倍
,

获得了雄核发育的二倍体虹

鳝
。

迄今还未见有冷休克成功地抑制第一次卵裂诱发染色体组加倍的报道
。

乞 抑制第一次卵裂诱发染色体组加倍的效应期

静水压处理获得的结果表明
,

水晶彩螂受精卵在水温为 15
‘

℃ 左右的条件下
,

其受精

后 , 。
、 , 4 、

55 和 60 m in 时的处理组中都出现了四倍化胚胎
,

而在受精后 48 m in 时和 48

m in 以前的处理组中都没有观察到四倍化胚胎
,

说明水晶彩螂受精卵在这样的条件下
,

通

过静水压处理抑制第一次卵裂诱发染色体组加倍的有效反应期始于受精后 50 m ino

采用静水压休克和冷休克结合处理
,

在受精后 48 m in 时的处理组中
,

就 出现了比例

很高的四倍化胚胎
,

这一方面是因为受精卵发育的水温约增加了 2℃
,

加快了发育速度
,

提前了抑制卵裂诱发加倍的效应期 ;另一方面是采用冷休克这一处理方法
,

且把处理的持

续时间增加到 4m in
,

延长了 lm in 的处理期限
。

一般认为
,

静水压休克抑制卵裂诱发染

色体组加倍的效应期可能在有丝分裂中期
,

而热休克的效应期可能在有丝分 裂 间 期
‘8] 。

st
r e

i
s
i
n
g
e r

等(1981)在诱导斑马鱼的纯合雌核发育二倍体时
,

就发现热休克抑制卵裂促

使染色体组加倍的效应期比静水压休克要早t191 ; Ch
our rout ( 198 6) 在诱导虹 蹲 四倍体

时也有类似的发现ts1
。

本研究采用静水压休克和冷休克结合处理
,

效应期提前了
,

除了发

育温度约提高
.
2℃ 而加快了发育速度之外

,

是否还与冷休克以及结合处理有关呢 ? 在受

精后 40 至 48 m in 之间
,

采用结合处理
,

是否还有可能诱导 出四倍化胚胎呢? 也就是说
,

静

水压休克和冷休克结合处理的效应期是否比受精后 48 m in 时更早呢 ? 这当然还有待于在

同一条件下进行处理和比较来解答
。

不同的鱼
,

其诱导四倍化的效应期各不相
一

同
。
一般来说

,

胚胎发育速度较慢的冷水性

鱼类
,

其效应期开始的时间较迟
,

效应期的范围也较长
。

如蛙科鱼类在受精后 4h45m in 至
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, h 5 0 m in 之间进行压力休克
,

都能有效地抑制第一次有丝分裂
,

诱导出四倍化胚胎
,

其中

虹蹲在 10 ℃ 时的最佳效应期在受精后 sh 20m in 到 sh 30o in 之间
阳
,l4J

。

而发育速度较

快的温热带鱼类
,

其效应期起始的时间较早
,

效应期的范围也较短
。

如青鳍在受精后 8乡

至 95 m in 时
,

采用热休克和静水压休克都成功地抑制了第一次分裂诱导出纯合的雌核发

育二倍体[13
, ; 斑点叉尾蛔在受精后 80

、

85 和 90m in 时进行热休克
,

也都成功地诱导 出四

倍化胚胎图 ;我们研究的水晶彩螂的效应期更早
,

在 15 ℃ 左右的条件下
,

其静水压休克的

效应期在受精后 50 至 60 m in 之间
,

当发育温度增加并采用静水压休克和冷休克结合处

理时
,

其效应期的起始时间更早
。

值得注意的是
,

在水晶彩卿的效应期内
,

其诱导效果和胚胎的存活率明显不同
。

在受

精后 55 m in 时的处理组中
,

其存活率最高
,

但其诱导效果值得考虑
。

孵出的鱼虽多
,

但大

都是二倍体
,

给鉴定筛选四倍体鱼增加了很大工作量
。

胚胎倍性鉴定也表明
,

在受精后

5, m in 左右的处理组中
,

二倍体胚胎占有较大的比例
。

这些结果似乎表明
,

在抑制卵裂诱

发染色体组加倍的效应期中间
,
存在一段对休克处理耐受性较强的时期

,

而在这段时间前

后
,

对休克更为敏感
。

了解到这一规律之后
,

应把开始处理的时间定在对休克更为敏感的

效应期内
,

即在出现存活率峰值的前后
,

这样虽然存活孵出的鱼不多
,

但混杂的二倍体鱼

大大减少了
,

对筛选工作带来方便
,

更易获得四倍体鱼
,

因为在诱导四倍体的条件没有最

佳化
,

不能成批得到四倍体鱼之前
,

幼鱼的喂养
、

鉴定和筛选是一项最为艰巨和繁重的工

作
,

这也是迄今很少获得四倍体鱼的主要原因之一
。

3

.

四倍化胚胎的存活率和生命力

四倍化胚胎的死亡率高是鱼类四倍体诱导研究中普遍遇到的现象
,

不少人虽然在抑

制第一次卵裂促使染色体组加倍上取得了成功
,

在胚胎阶段观察到许多四倍化胚胎
, 但要

么是没有孵出鱼苗
,

有的即使有鱼苗也多为畸形
,

终至死亡
,

要么是出苗较多
,

到幼鱼阶段

又难以找到四倍体鱼t2]
,

无获而徒劳
。

四倍化胚胎的死亡究竟是染色体组加倍后造成的基因剂量不平衡所致
、

或是休克处

理过程的影响呢 ? 这是关系到鱼类四倍体工作有无前途的问题
。

c h
ou

r r o
ut 等( 198 6 )[9]

和马涛等 (1987)田
、

陈敏容等(1987)[2J 以及本研究均成功地获得四倍体成鱼的结果从事

实上否定了前一假设
,

说明染色体组真正完整的四倍体鱼具有类似于正常二倍体鱼的生

命力
。

本研究表明
,

在经过休克处理而发育形成的胚胎中
,

不但四倍化胚胎中具有次四倍体

和 4n/ Zn 嵌合体
,

而且在没有加倍的二倍体胚胎中
,

也有大量的次二倍体
,

并在一些分散

较好的次四倍体和次二倍体的中期分裂相中
,

明显可见休克处理造成染 色 体 断 裂 的痕

迹—染色体片断
,

这与作者在诱导三倍体中发现的因压力过高或处理持续时间过长导

致染色体断裂或缺失而引起胚胎死亡的结果基本相似
。

因此
,

四倍化胚胎死亡率高的真

正原因是休克处理过程所致
,

而与染色体组加倍无关;不适的处理不仅使染色体组加倍了

的卵子形成次四倍体或嵌合体而死亡
,

而且使未加倍的二倍体也形成次二倍体而夭折
。

要想提高四倍化胚胎的存活率
,

诱导出四倍体鱼
,

关键是要掌握最优化的处理条件
。

据 T 五or ga ar d 等报道
,

他们在用 9 00 OPs i 的较高压力使虹蹲的雄核发育单倍体二倍化

之后
,

改用 7 o0 0Ps i的较低压力处理获得了更理想的存活率
￡“, ‘,〕。 处理的压力过高可能也
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是几种罗非鱼四倍化胚胎死亡率高的原因
〔
l2]

。

Bi d w
ell 等(198 !5) 在热休克诱导斑点叉尾

蛔的四倍体时
,

也在胚胎期观察到 4
n 、

3
n

、

Z
n

和 4
n
/Z
n 、

4
n

/
3
n

/
z
n

以及 sn/4
n
/z
n
嵌合

体 〔”。

从现有的资料看来
,

处理条件的优化不仅与开始处理的效应期
、

处理的强度(压力

大小或水温高低)和处理的持续时间这三大要素有关
,

而且与卵子的质量以及处理时的操

作速度也有关
。

因此
,

寻求最优化的处理条件将是鱼类四倍体 诱导研究中一个急需解决

而又较为棘手的课题
。
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1.对照组二倍体胚胎的中期相 (C N 二 100) ; 2. 四倍体胚胎的 中期相 (C N ~ 2。。) ; 3. 次二倍体胚胎的

中期相 (e N 二 67 十 3 个染色体片段)
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1.次四倍体胚胎的 中期相 (C N 一 183 十 7 个染色体片段 ); 2. 次四倍体胚胎的中期相 (C N 二 18 7); 3
.

四倍体幼鱼尾鳍细胞的中期相 (C N 二 20 。儿 4. 四倍体成鱼血培养细胞的中期相 (C N 二 200)
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