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黄颡鱼XX伪雄鱼诱导与全雌种群规模化繁育
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心, 池塘健康养殖湖北省工程实验室, 武汉 430070; 2. 湖北黄优源渔业发展有限公司, 武汉 430299)

摘要: 研究利用3种雄性化因素, 包括17α-甲基睾丸酮(MT, 5 mg/kg)、来曲唑(LZ, 300 mg/kg)和高温(33.5℃)
联合处理12—65日龄黄颡鱼幼鱼, 并将性成熟的XX伪雄鱼与正常XX雌鱼进行人工繁殖, 开展了全雌黄颡鱼

(Tachysurus fulvidraco)规模化繁殖与苗种培育工作。研究发现, MT、LZ和高温共同作用可诱导XX黄颡鱼逆

转为生理型雄性, 完全性逆转个体运动型精子比例与XY雄鱼无显著性差异, 组织学切片也显示其精巢中存在

大量精子细胞, 推测XX伪雄鱼具有正常的繁殖功能。随后, 以XX伪雄鱼为父本, 正常XX雌鱼为母本开展了

规模化人工繁殖, 获得了57万尾基因型全部为XX的黄颡鱼苗种, 并将其成功培育成大规格鱼种。在幼鱼60日
龄和120日龄时取样发现, 分别有2.8%和12.0%的个体发生了不同程度的雄性化, 推测其可能受到池塘自然高

温的影响而发生了性逆转。其余XX雌鱼卵巢发育良好, 来年繁殖季节可作为规模化人工繁殖的雌性亲本。

研究成功开展了全雌黄颡鱼规模化繁育工作, 为全雌黄颡鱼规模化繁育体系的建立提供了基础, 也为黄颡鱼

新品种选育中雌性选育提供了保障。

关键词: 伪雄鱼;   甲基睾丸酮;   来曲唑;   雄性化;   全雌种群;   性别控制;   环境友好型;   黄颡鱼

中图分类号: S965.1           文献标识码: A           文章编号: 1000-3207(2022)12-1939-10

 

水产养殖是“蓝色食品”的主要来源
[1], 是人类

蛋白质可持续发展的重要组成部分, 也是全世界增

长速度最快的食品生产领域
[2]
。众多水产养殖动物

在生长速度与最终规格、繁殖行为与性腺价值、

肉质与口味、形态与观赏价值等方面表现出明显

的性别二态性(Sexual dimorphism) [3, 4]
。这些表现

是水产动物非常重要的养殖性能, 因此, 水产养殖

对性别控制具有重大需求。性别控制育种是水产

动物遗传育种中最重要的育种方式之一, 单性种群

养殖能提高鱼体规格整齐度, 减少不必要的能量消

耗, 降低养殖成本, 满足人民对于特定性别性腺的

需求, 解决亲本短缺等问题
[5]
。全世界淡水养殖品

种产值前80位的鱼类中, 超过三分之二的种类对单

性种群有需求, 包括鲑鳟类、四大家鱼、罗非鱼

(Oreochromis niloticus)、鳜(Siniperca chuatsi)、鲶

类、加州鲈(Micropterus salmoides) 等[6, 7]
。在这其

中, 部分种类单性种群已经实现规模化生产, 包括

全雌虹鳟、全雄罗非鱼、全雌鳜、全雄黄颡鱼等
[8],

推动了养殖产业的发展。

黄颡鱼(Tachysurus fulvidraco) 属于鲶形目、

鲿科、黄颡鱼属, 在我国分布广泛, 除西部高原及

新疆外, 广布于各个水系, 野外资源丰富。其无肌

间刺、肉质鲜嫩、经济价值高, 养殖地区已覆盖全

国27个省份, 2020年产量达到56.5×107 kg, 全国淡

水鱼类养殖产量排名第10位(2021中国渔业统计年

鉴)。在过去20余年的规模化养殖过程中, 2010年
认定的 “全雄1号” (黄颡鱼T. fulvidraco♀×YY超雄

黄颡鱼T. fulvidraco♂) 和2019年认定的杂交黄颡鱼

“黄优1号” (黄颡鱼T. fulvidraco♀×瓦氏黄颡鱼T.
vachelli♂) 两个国家审定新品种极大推动了黄颡鱼

养殖产业的稳步增长, 是过去10年时间内产量增长

最快(15.0%)的两个淡水养殖种类之一(另一个是加

州鲈)。但是目前, 一方面黄颡鱼雌性亲本养殖量

极度缩减, 另一方面野生种群不可再作为繁殖亲本,
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第三是在黄颡鱼人工繁殖过程中, 雌性亲本死亡率

一般高达30%。这三方面的因素, 导致我国黄颡鱼

雌性亲本严重不足。因此, 黄颡鱼母本的短缺, 已
成为制约黄颡鱼养殖产业发展的最重要因素之一。

当前黄颡鱼母本的获得, 是通过人工繁殖获得

XX雌鱼和XY雄鱼混合群体, 在养殖达到50 g左右

规格时, 将XY雄鱼通过生殖突挑出, 留下XX雌鱼

继续培育至性成熟。这种生产方式效率低下, 浪费

大量池塘、人力和饲料资源, 也不利于新品种选育

工作的开展
[9, 10], 亟须建立黄颡鱼全雌种群的生产

体系。黄颡鱼性别决定方式属于遗传-环境共同决

定类型, 或者更准确地说, 是遗传型性别决定
[11, 12]

同时受环境应激影响
[6, 13]

。因此, 进行全雌黄颡鱼

规模化生产, 首先是要诱导XX遗传型个体性逆转,
批量获得功能性的X X伪雄鱼。早在2 0 1 3年 ,
Shen等[14, 15]

发现, 来曲唑(Letrozole, LZ)处理可以增

加黄颡鱼群体的雄性比例, 推测有XX遗传型个体

成功性逆转为XX雄鱼; 而17α-甲基睾丸酮(17α-
methyltestosterone, MT)处理没有显著改变雄性比

例, 而是诱导了大量间性个体的产生。但是在这个

阶段, 黄颡鱼性别特异性分子标记还未见报道, 并
不能完全确定性逆转的比例及鉴定出性逆转的个

体。此后, 借助黄颡鱼性别特异性分子标记
[12], 杨

天毅等
[16]

进一步确认了MT处理导致精巢发育异常,
但LZ能诱导XX个体雄性化, 并且部分XX伪雄鱼具

备繁殖能力。本研究团队前期发现, 黄颡鱼性别分

化关键时期用33.5℃高温处理, 能诱导39.1%的XX
遗传型个体雄性化

[6]
。这些前期工作, 为黄颡鱼性

别控制奠定了重要基础, 但全雌黄颡鱼种群的规模

化繁育及其性腺发育情况还未见报道。

为了满足黄颡鱼养殖产业对母本的大量需求,
本研究使用高温、LZ和MT共同作用诱导黄颡鱼性

逆转, 获得了具有繁殖能力的XX伪雄鱼, 将其与正

常XX母本进行规模化人工繁殖, 获得了57万尾仔

鱼; 利用性别特异性分子标记, 鉴定该群体全部为

XX遗传型 ;  组织学结果表明 ,  XX全雌鱼群体

91.9%个体卵巢发育正常, 8.1%个体可能受到池塘

高水温影响而性逆转为XX雄鱼。研究结果将为黄

颡鱼产业的健康可持续发展奠定重要基础。 

1    材料与方法
 

1.1    XX伪雄鱼制备

普通黄颡鱼雌鱼与雄鱼来自湖北黄优源渔业

发展有限公司选育群体。选取规格一致, 无病无伤

且体质健壮的亲本进行人工繁殖, 受精卵出膜后带

回华中农业大学水产学院科研基地进行养殖。从

3日龄开始用丰年虫进行投喂, 随后逐步驯食微粒

饲料(山东升索渔用饲料研究中心, 主要成分: 粗蛋

白质≥50.0%, 粗脂肪>8.0%, 粗纤维≤3.0%, 灰
分≤16.5%, 水分≤12.0%, 钙≤5.0%, 总磷≥1.0%,
赖氨酸≥2.0%)。

为了诱导雌鱼雄性化, 基于实验室前期研究
[6, 14, 15],

我们采取LZ、MT和高温共同处理黄颡鱼幼鱼。处

理条件为300 mg/kg LZ、5 mg/kg MT和33.5℃高

温, 处理时间为12至65日龄, 覆盖了整个黄颡鱼性

别分化关键时期。高温处理通过加热棒实现, 白天

每隔6h测定一次水温, 以保证高温的维持和稳定。

激素饲料的制备是通过将LZ与MT溶于95%乙醇溶

液, 再将配制好的酒精均匀地喷洒在微粒饲料表面,
放入通风橱中使酒精自然晾干, 从而将激素有效配

制至饲料中; 对照组饲料同样用乙醇溶液处理, 所
有制备好的饲料均置于4℃条件下备用。对照组养

殖水温为(26±2)℃。饲料与乙醇的比例参照实验室

之前的配制比例
[14, 15], 略有调整, 每100 g饲料使用

10—30 mL乙醇溶液。实验分处理组与对照组两个

组, 每组3个重复, 每个重复500尾鱼。

实验期间鱼苗饲养在360 L的圆形养殖桶中,
12—35日龄期间每天投喂3—5次, 35日龄后每日投

喂2次, 每天清理残饵粪便并及时换注清水。所有

实验鱼65日龄后投喂未经处理的黄颡鱼商品饲料,
利用加热棒将水温维持在(26±2)℃。越冬期间

(12月至次年2月)自然降温, 水温随自然水温波动,
之后利用加热棒将水温逐步升至(26±2)℃。此后,
在300日龄至330日龄期间, 利用黄颡鱼性别特异分

子标记, 将XX与XY遗传型个体分开, 转移至1600 L
圆形养殖桶饲养, 直至性成熟。 

1.2    XX伪雄鱼与XX雌鱼人工繁殖及其子代苗种

培育

在黄颡鱼繁殖季节, 挑选规格较大、腹部不膨

大的XX伪雄鱼作为后备父本; 解剖后将性腺中有

乳白色精巢的个体作为繁殖父本。为了避免雌性

亲本中Y染色体的掺入, 我们对雌性亲本进行逐尾

遗传性别鉴定, 将XY雌鱼筛选剔除, 保证雌性亲本

基因型全部为XX。解剖上述获得的XX伪雄鱼, 取
乳白色、发育良好的精巢组织进行碾磨; 将达到效

应时间的XX雌鱼进行人工挤卵, 按照1.0 g精巢组

织与1.5 kg鱼卵的比例人工授精, 在0.3%盐水条件

下混合受精, 加滑石粉脱黏, 转入流水孵化桶进行

孵化。受精12h后统计受精率(受精卵数/总卵粒

数×100%), 出膜后估算孵化率(孵出仔鱼数/受精卵

数×100%)。
将出膜后的XX全雌鱼水花转移至水泥池, 暂
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养3d, 待鱼苗平游后转移至面积为4000 m2
、深2.0 m

的池塘中进行苗种培育, 下塘7d开始驯食人工配合

饲料, 下塘20d时投喂黄颡鱼商品饲料, 开展大规格

苗种培育及成鱼养殖。 

1.3    遗传型性别鉴定

普通黄颡鱼雌雄亲本及其子代、伪雄鱼及与

其繁殖的雌性亲本均利用黄颡鱼性别特异性分子

标记进行遗传型性别鉴定。采用异丙醇沉淀法快

速提取背鳍DNA[17]
。利用Dan等[12]

研发的性别特

异分子标记(XY-F: 5′-GATTGTAGAAGCCATCT
CCTTAGCGTA-3′; XY-R: 5′-CATGTAGATCACTG
TACAATCCCG-3′) 鉴定每尾鱼的遗传型性别。

PCR反应体系为10 μL: 上下游引物各0.5 μL; 模板

DNA 1.0 μL; 2×Taq PCR Master Mix 5.0 μL(康为世

纪); ddH2O 3.0 μL。PCR反应程序为: 94℃预变性

3min, 34个循环(94℃变性30s, 59℃退火30s, 72℃延

伸40s), 72℃延伸5min。扩增完成后, 取PCR产物

3 μL, 以DL2000 marker(康为世纪)作为参照, 利用

凝胶成像系统依据片段长度鉴别出XX(一条带 ,
955 bp) 与XY(2条带, 分别为826和955 bp) 基因型。 

1.4    表型性别鉴定与性腺组织学观察

取实验组XX基因型个体繁殖季节(300日龄)
性腺组织, 从外观上区分雌性、雄性与间性(性腺

中同时具有精巢和卵巢组织的个体), 雄性与雌性

组织分别取精巢、卵巢部分, 间性性腺组织取卵

巢、精巢与连接部分; 随机取池塘养殖XX全雌鱼

60日龄和120日龄个体性腺组织, 保存于Bouin’s液
中固定, 48h后转入70%乙醇常温保存。性腺组织

学处理及样品拍摄参照齐飘飘的处理方法
[18], 样品

通过梯度乙醇脱水、二甲苯透明和石蜡包埋后, 连
续切片(切片厚度5—6 μm), 用苏木精-伊红染色

(HE染色), 中性树胶封片, 自然晾干。使用连接成

像系统(MShot Image Analysis System)的光学显微

镜进行性腺组织的观察与拍摄, 结合性腺外观, 鉴
定个体表型性别, 判断性腺发育状态。各发育阶段

性腺中生殖细胞的鉴别参照本实验室前期对黄颡

鱼性别分化及性腺发育的组织学观察研究
[6, 9, 13—15]

。 

1.5    XX伪雄鱼与XY雄鱼精子活力比较分析

麻醉后解剖XX伪雄鱼与对照组XY雄鱼, 取精

巢, 将其剪开后收集精液样本, 用Hank’s平衡液稀

释。XX伪雄鱼与XY雄鱼各取3尾, 每尾鱼的精液

样本进行3次技术性重复。通过计算机辅助精子分

析系统(Computer-Aided Sperm Analysis, CASA)对
精子活力进行检测 ,  拍摄精子运动过程 ,  统计第

2s、4s、6s、8s、10s和12s时3个常用的精子活力

运动参数, 即平均路径速度(Average Path Velocity,

VAP)、直线运动速度(Velocity Straight Line, VSL)
和曲线运动速度(Curvilinear Velocity, VCL), 记录

每次运动中不同运动类型精子的比例。 

1.6    数据分析

实验数据采用SPSS (IBM SPSS Statistics 26)
统计软件进行统计学分析, 用单因素方差分析(One-
way ANOVA) 进行体指标和精子运动参数的差异

显著性检验, 用t检验进行受精率和孵化率的差异

显著性检验, 分析前进行数据正态性和方差齐性检

验, 利用Duncan’s多重比较确定组间差异的显著性,
P<0.05时表示差异具有统计学意义。文中的数据

均以平均值±标准误(mean±SE) 表示。 

2    结果
 

2.1    LZ、MT与高温共同处理对XX个体雄性化的

影响

通过性别特异分子标记、性腺外部形态与组

织学, 我们将实验处理组XX遗传型中性别发生逆

转和具备繁殖能力的个体分为三种表型, 即完全逆

转型(性腺完全逆转为精巢, XX伪雄鱼)、多精少卵

型(XX间性个体, 精巢面积≥50%) 与少精多卵型

(XX间性个体, 精巢面积＜50%)。XX伪雄鱼的性

腺指数(GSI) 显著低于XY雄鱼(P＜0.05), 但三种

XX伪雄鱼之间GSI差异不显著(表 1)。实验处理组

XY与XX遗传型比例分别为48.0%和52.0%, 其中完

全逆转型XX比例为8.0%, XX间性个体比例为

14.0%。对照组XY与XX遗传型比例分别为46.0%
与54.0%, 没有观察到性别发生逆转或性腺发育异

常的个体。

黄颡鱼繁殖季节期间, 对照组XY雄鱼精巢发

育至Ⅳ期(图 1A), 呈乳白色, 具有鲶形目鱼类精巢

典型的分枝状结构, 分枝状结构中精液充盈, 剪开

精巢有白色精液流出; 通过组织切片可观察到大量

精小囊结构 ,  其中存在大量精子细胞(图  1A1和
图 1A1′)。完全性逆转的XX伪雄鱼精巢发育稍滞

后, 精巢分枝结构较少, 发育至Ⅳ期, 乳白色精巢组

织中有精液存在(图 1B), 通过组织学切片观察到精

巢中存在大量成熟精子和不同发育时期的精原细

胞, 精小叶结构异常(图 1B1和图 1B1′)。两种类型

XX间性个体中(多精少卵型和少精多卵型), 精巢部

分有少量分枝状结构, 剪开精巢有白色精液流出,
通过组织学切片观察到精巢结构中存在大量成熟

精子; 卵巢部分发育正常, 肉眼可见成熟卵粒, 卵母

细胞中观察到大量卵黄颗粒(图 1C和图 1D)。 

2.2    XX伪雄鱼生殖能力鉴定

为了评估XX雄鱼的生殖能力, 我们对发生逆
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转的XX个体与XY雄鱼的精子活力进行了比较分

析 (图  2)。结果显示 ,  完全逆转型的XX雄鱼与

XY雄鱼在不同精子运动类型、VAP(平均路径速

度, Average Path Velocity)、VSL(直线运动速度, Straight
Line Velocity) 和VCL(曲线运动速度, Curvilinear
Velocity) 方面均无显著性差异(P ＞0.05)。XY雄鱼

与完全逆转型XX雄鱼的运动型精子比例显著高于

少精多卵型XX个体 (P＜0.05)。前进型精子
[19 ]

(Progressive, 精子运动参数符合VAP＞50 μm/s, 前
进型ASL/VAP＞80%) 中, 完全逆转型XX雄鱼显著

高于少精多卵型XX个体, 而慢速型运动精子
[19 ]

(Slow,  精子运动参数符合0<VAP<20 μm/s或
0<VSL<30 μm/s) 则在XY雄鱼与多精少卵型XX个

体之间存在显著性差异(P＜0.05)。通过对比前进

型精子的VAP、VSL和VCL, 我们发现所有类型精

巢3种运动速度从激活第2秒开始均呈下降趋势。

以上结果表明, 完全逆转型XX个体和XX间性个体,
其精液都具有较好的精子活力。 

2.3    全雌黄颡鱼规模化繁育

利用上述具有繁殖能力的XX伪雄鱼共开展了

表 1    黄颡鱼性别逆转XX个体与XY雄鱼体指标比较分析

Tab. 1    Comparative analysis of body index of XX pseudo-male and XY male

指标Index 对照组XY♂
CR group XY♂

处理组 XX
Treatment group XX genotype

完全逆转型 多精少卵型 少精多卵型

全长Total length (cm) 18.23±1.06b 19.80±1.09a 21.20±0.10a 17.49±0.41b

体重Body weight (g) 63.38±13.96a 71.50±10.94ab 85.08±1.58ab 50.58±3.59b

性腺指数GSI (%) 0.88±0.12a 0.48±0.08b 0.41±0.04b 0.18±0.08b

精巢面积/性腺面积Proportion of testis area (%) 100±0.00a 100±0.00a 70.08±14.38b 13.53±2.56c

性腺特征Gonadal characteristics 只有精巢,
呈乳白色分枝状

只有精巢,
少量分枝结构

精卵并存,
多乳白色精巢

精卵并存,
多卵巢少精巢

注: 对照组与处理组样品数量均为50尾, 其中具有繁殖能力的XX遗传型个体数量分别为完全逆转型n=4, 多精少卵型n=2, 少精

多卵型n=5; 每行数据不同上标字母表示显著性差异(P<0.05)
Note: Sampling numbers for control group (CR) and treatment group are both 50. In XX genotype of treatment group, the number of

fertile XX male, including completely sex-reversed XX male, mostly sex-reversed XX male, minorly sex-reversed XX male are n=4, n=2,
and n=5, respectively. Different superscript letters in each line indicate significant difference (P<0.05)
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图 1    黄颡鱼XX伪雄鱼与XY雄鱼性腺形态及组织学比较

Fig. 1    Gonadal morphology and histology of XX male and XY male in yellow catfish
A. 对照组XY雄鱼精巢; B. XX伪雄鱼完全逆转型精巢; C. XX多精少卵型精巢; D. XX少精多卵型精巢; zr. 放射带; yg. 卵黄颗粒; st.
精子细胞; sg. 精原细胞; sc. 精母细胞; gonad. 性腺; testis. 精巢; ovary. 卵巢

A. XY♂ gonad; B. completely sex-reversed XX male; C. mostly sex-reversed XX male; D. minorly sex-reversed XX male; zr. zona radiate;
yg. yolk granules; st. spermatozoa; sg. spermatogonia; sc. spermatocytes
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两个批次的全雌黄颡鱼规模化繁育工作, 共孵出

57万尾黄颡鱼仔鱼(表 2)。以XX伪雄鱼为父本的

人工繁殖, 其受精率和孵化率平均分别为58.8%与

69.6%, 与正常XY雄鱼为父本的人工繁殖相比, 受
精率与孵化率在统计学上均无显著性差异 (图 3A
和图 3B)。

为观察夏季自然高温条件下全雌黄颡鱼种群

性别分化和性腺发育情况, 我们记录了培育池塘

6—9月份每日最高气温, 及幼鱼0至60日龄期间池

塘水深1m处的水温。图  4A显示 ,  在黄颡鱼0—
60日龄期间, 池塘平均水温为30.6℃, 有8d时间水温

超过33.5℃。在幼鱼60日龄和120日龄时, 我们对随

机采样所获的共计172尾幼鱼进行了遗传型性别鉴

定, 部分结果如图 4B所示, 所有幼鱼基因型性别均

为XX(图 4B)。
对全雌黄颡鱼幼鱼60日龄和120日龄分别进行

了取样观察, 发现在60日龄时, 97.2%的个体性腺发

育正常, 呈透明棒状, 组织切片观察可发现大量初

级卵母细胞, 细胞核与核仁明显(图 5)。剩余2.8%
的XX个体发生了性逆转, 精巢组织中可见精原细

胞和初级精母细胞, 也能观察到精小囊结构。至

120日龄时, 100尾幼鱼中88.0%的个体卵巢发育正

常, 部分个体可观察到黄色卵粒, 组织学结果显示,
卵母细胞中充满卵黄颗粒, 处在卵黄积累期。剩余

12.0%的XX个体发生了性逆转, 其中少部分个体精

巢呈典型的分枝状, 组织学观察到大量的精小囊结

构, 精巢中观察到精原细胞、精母细胞及非常少量

稀疏的精子细胞, 精巢发育异常; 大部分个体精巢

呈透明状、无分枝, 组织学观察到精小囊结构异常,
并且存在少量卵母细胞。黄颡鱼幼鱼60日龄时,
XX雌鱼全长与体重显著低于XX雄鱼, 但养殖至

120日龄时, 两者差异不显著(图 5)。 

3    讨论

为了解决全国黄颡鱼雌性亲本短缺问题, 我们

利用XX雄鱼与XX雌鱼进行全雌黄颡鱼规模化繁

育研究, 获得了57万尾基因型全部为XX的黄颡鱼

仔鱼, 并将其成功培育成大规格鱼种, 研究结果同

时将为杂交黄颡鱼的遗传育种提供丰富的选育材料。 

3.1    黄颡鱼XX遗传型个体雄性化

鱼类的性别具有很强的可塑性, 性别分化关键

时期易受到外源激素, 包括雌激素、雄激素、性激

素合成酶抑制剂、性类固醇受体拮抗剂及具有类

似功能的物质的影响, 也易受到环境应激条件, 包
括应激性温度(包括高温与低温)、高密度、低溶氧

和环境背景色等的影响
[3, 4, 6, 20]

。据不完全统计, 为
了直接或间接获得单性种群, 全世界有超过27种性

逆转药物在超过100种鱼类中使用, 其中在多种经

济鱼类中都成功获得了单性种群
[4]
。黄颡鱼的性别

决定方式主要是遗传型性别决定, 性别决定类型为

雄性个体异形, 即XX/XY[21], 同时明显受到高温等

极端环境因素的影响
[6]
。因此, 生产全雌黄颡鱼的

关键在于成功诱导XX个体雄性化 ,  以及性逆转

XX雄鱼具备正常繁殖能力。

早在2013年, Shen等[14]
首次报道了一种芳香化

酶抑制剂LZ(Letrozole, 来曲唑) 在黄颡鱼性别分化

关键时期(10—59日龄) 能显著提高群体雄性率, 并
且雄性率与LZ浓度呈现正相关关系。随后, Shen等[15]

又报道了人工合成的雄激素MT(17α-methyltestos-
terone, 17α-甲基睾丸酮) 并不能显著提高黄颡鱼雄

性率, 但是诱导了大量间性个体的产生, 精巢呈现

大量空腔结构, 生殖细胞稀疏。在这两项研究开展

过程中, 黄颡鱼的性别特异分子标记还未开发, 只
能通过性别比例和组织学初步判断性逆转的效

果。此后, 杨天毅等
[16]

也尝试了用MT和LZ对黄颡

静止型运动型前进型慢速型
0

20

40

60

80

100

*
*

*
*

*

*

百
分
比

 P
er

ce
n
ta

g
e 

(%
) XY♂

XX完全逆转组
XX多精少卵组
XX少精多卵组

不同精子运动类型
Different sperm movement types

2 4 6 8 10 12
40

80

120

160

VA
P 

(μ
m

/s)

XY♂
XX完全逆转组
XX多精少卵组
XX少精多卵组

XY♂
XX完全逆转组
XX多精少卵组
XX少精多卵组

XY♂
XX完全逆转组
XX多精少卵组
XX少精多卵组

精子运动时间
Sperm motility time (s)

2 4 6 8 10 12

精子运动时间
Sperm motility time (s)

2 4 6 8 10 12

精子运动时间
 Sperm motility time (s)

40

80

120

160

V
SL

 (μ
m

/s)

40

80

120

160

V
CL

 (μ
m

/s)

A

B C D

图 2    黄颡鱼XX伪雄鱼与XY雄鱼精子活力比较分析

Fig. 2    Comparative analysis of sperm motility between XX pseudo-male and XY male in yellow catfish
A. 对照组XY雄鱼与处理组XX伪雄鱼不同精子运动类型比较; B、C、D. 不同类型精巢前进型精子VAP、VSL、VCL随时间变化曲

线; VAP. 平均路径速度; VSL. 直线运动速度; VCL. 曲线运动速度。* 表示显著性差异(P＜0.05)
A. Different sperm movement types between XY of control group and XX pseudo-male of treatment group; B, C, D. VAP, VSL and VCL of
progressive sperm; VAP. Average Path Velocity; VSL. Velocity Straight Line; VCL. Curvilinear Velocity. Asterisk (*) indicates significant
differences (P＜0.05)
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鱼幼鱼进行处理, 得到了相似的结论。结合黄颡鱼

性别特异分子标记
[12], 杨天毅等

[16]
发现, 各浓度

MT处理的XX个体性腺为空腔状精小囊结构, 没有

精子生成, 而LZ能将XX个体诱导为正常XX雄鱼,
具有较好繁殖能力。此外, Yu等[6]

发现, 黄颡鱼性

别分化关键时期经3.5周的高温处理(33.5℃)能诱导

39.1%的XX个体雄性化, 但大部分XX雄鱼精巢发

育异常, 未观察到精小囊结构, 推测大部分个体不

具备生殖能力。但是温度处理作为一种环境友好

型的性逆转方法, 为鱼类性别控制提供了新的思路,
有望建立环境友好型性别控制方法。

因此, 基于以上前期研究结果, 本实验利用三

种雄性化因素(包括MT、LZ和高温) 进行联合处

理, 获得了完全逆转型XX和XX间性个体, 其中完

全逆转型XX占XX基因型的8.0%, 比例偏低, 但其

精巢发育较好, 组织学切片能观察到大量精子细

胞, 推测其具有繁殖能力。到目前为止, 所有研究

表明 ,  用激素单独处理或联合处理诱导黄颡鱼

XX个体性逆转并产生具有正常繁殖能力的XX雄

鱼比例仍然偏低, 这可能与黄颡鱼遗传型性别决定

机制较稳定有关。杨天毅等
[16]

利用LZ处理黄颡鱼

幼鱼, 发现1000 mg/kg处理组正常发育精巢比例为

35.7%, 这个处理剂量对于鱼类性逆转的研究来说

是非常高的处理浓度
[8]
。此外, 上述提到, Yu等[6]

利用高温诱导了39.1%的XX个体雄性化, 但性成熟

阶段时, 绝大部分XX雄鱼精巢发育异常。这些结

果表明, 黄颡鱼雌性性别决定基因非常强大, 大部

分个体都对雄性化因素处理有抵抗作用, 即便本研

究将3种雄性化因素联合进行处理, 完全性逆转的

比例也不高。需要特别指出的是, MT作为一种人

工合成的雄激素, 可能不适合诱导黄颡鱼XX个体

雄性化。这在多数鱼类中都有相似报道, 包括大西

洋鲑(Salmo salar)[22]
、石斑鱼(Epinephelus coioides)[23]

和雌核发育的鲫
[24]

等, 可能是因为MT在鱼体内

代谢过程中被芳构化, 从而产生雌激素和雌性化效

应
[25, 26], 也可能是因为外源雄激素的应用导致内源

雄激素合成减少
[25, 27]

。因此应当将MT替换成不能

被芳构化的雄激素, 比如17α-methyldihydrotest-
osterone。后续研究需要同时考虑降低雌性分化相

关基因表达或雌激素水平, 同时提高雄性分化相关

基因表达或雄激素水平, 从而提高XX完全雄性化

效率。 

表 2   全雌黄颡鱼规模化繁殖明细

Tab. 2   Breeding details of the all-female yellow catfish population

序号
Num-

ber

XX个体
Number of

XX

精巢总重
Testis

weight (g)

所用卵重
Ovum

weight (g)

卵粒规格
(粒/g)

Egg size

卵黄苗(万)
Yolk-sac

larvae
1 6 0.878 1609 450 10
2 5 1.390 2075 416 47

注: 所用XX个体包括完全逆转型和间性XX个体
Note: XX individuals include totally sex reserved and

intersex XX individuals
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图 3   黄颡鱼XX伪雄鱼和XY雄鱼作为父本的人工繁殖受精率

与孵化率比较

Fig. 3   Comparison of fertilization rate and hatching rate between
XX pseudo-male and XY male as male parents in yellow catfish
A. XX伪雄鱼与XY雄鱼作为父本人工繁殖受精率比较; B. XX
伪雄鱼与XY雄鱼作为父本孵化率比较; XX♂和XY♂分别表示

发生了性逆转的XX伪雄鱼和正常XY雄鱼

A. Comparison of fertilization rate between XX pseudo-male and
XY male as male parents; Comparison of hatching rate between
XX pseudo-male and XY male as male parents. XX♂ and XY♂
represent sex-reversed XX males and normal XY males
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图 4   池塘养殖温度记录及全雌黄颡鱼种群基因型性别鉴定

Fig. 4   Pond temperature records and genotypic sex identification
of the all-female yellow catfish population
A. 当地6—9月份气温和全雌黄颡鱼种群0—60日龄池塘水温记

录; B. 全雌黄颡鱼基因型鉴定电泳图(X-955bp; Y-826bp);
1—16为一条带, 基因型为XX. 17为对照XY基因型; M. DNA
marker
A. The local highest air temperature from June to September and
pond water temperature; B. Genotypic sex identification by using
sex-linked markers in all-female yellow catfish population (X-955
bp; Y-826 bp); 1—16. XX genotype; 17. control XY genotype; M.
molecular ladder
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3.2    XX伪雄鱼个体的繁殖能力

黄颡鱼性别特异分子标记未报道时, Shen等[14, 15]

发现LZ处理可以增加黄颡鱼群体雄性比例, 推测有

XX遗传型个体成功性逆转为XX伪雄鱼; 此后, 齐
飘飘等

[13]
借助性别特异性分子标记, 发现黄颡鱼在

高温或皮质醇处理后, 部分XX伪雄鱼表现出雄性

第二性征, 性腺出现典型精小叶结构, 少数能观察

到精子细胞。杨天毅等
[16]

利用高浓度LZ投喂黄颡

鱼可诱导XX个体雄性化, 部分XX伪雄鱼具备繁殖

能力。以上研究为黄颡鱼的雄性化奠定了重要基

础, 但未曾对性逆转所得XX伪雄鱼的繁殖能力做

出评估。

精子运动速度、持续时间和运动类型是判断

精液质量和受精率高低的主要参数
[28], 运动精子和

前进型运动精子百分比可以说明精子样本质量总

体概况
[29]

。Senior等[30]
对激素诱导的伪雄鱼(基因

型雌鱼)和正常雄鱼之间精子特征进行了系统综述,
经大量数据分析后发现, 伪雄鱼与正常雄鱼在排精

量、运动精子百分比或持续时间等方面无显著差

异, 推测在不同性别决定类型鱼类中, 伪雄鱼可能

具备与遗传型雄鱼相当的繁殖能力, 这对于全雌种

群生产至关重要。例如, 七带石斑鱼(Epinephelus
septemfasciatus) 和橙点石斑鱼(Epinephelus Coioi-
des) 在MT诱导性逆转后, 运动精子百分比与对照

F G I

XX ♂ (n=12)XX ♀ (n=88)

120DPH (n=100)

E1D1

1 cm

C D

1 cm

E

1 cm

D2

sg

sc

st

C1

yg

E2 sg

nu n

C2

yg

zr

60DPH (n=72)

XX ♂ (n=2)XX ♀ (n=70)

A1 B1

1 cm

B

1 cm

A

B2

sg

A2

nu

n
40 μm

200 μm 200 μm 200 μm 200 μm 200 μm

H

XX♀ XX♂
0

2

4

6

体
重

 B
o
d
y
 w

ei
g
h
t 

(g
)

XX♀ XX♂
0

2

4

6

8

10 * *

全
长

 T
o
ta

l 
le

n
g
th

 (
cm

)

XX♀ XX♂
0

5

10

15

全
长

 T
o
ta

l 
le

n
g
th

 (
cm

)

XX♀ XX♂
0

5

10

15

体
重

 B
o
d
y
 w

ei
g
h
t 

(g
)

40 μm40 μm40 μm40 μm

图 5    池塘高温期培育的XX雌鱼与性逆转XX雄鱼性腺与生长比较分析

Fig. 5    Comparison of gonadal histology and growth performance of XX female and sex-reversed XX male of pond-raised yellow catfish
population during high temperature phase
A、A1、A2. 60日龄正常发育的XX雌鱼; B、B1、B2. 60日龄XX雄鱼; C、C1、C2. 120日龄正常发育的XX雌鱼; D、D1、D2. 120日
龄精巢有分枝状结构的XX雄鱼; E、E1、E2. 120日龄精巢无分枝状结构的XX雄鱼; F、G. 60日龄XX雌鱼与XX雄鱼全长与体重比较;
H、I. 120日龄XX雌鱼与XX雄鱼全长与体重比较; n. 细胞核; nu. 核仁; zr. 放射带; yg. 卵黄颗粒; sg. 精原细胞; sc. 精母细胞; st. 精子

细胞。DPH.日龄; * 表示显著性差异(P＜0.05); 性逆转数据首次报道于Yu等[37]

A, A1, A2. normal developed XX female at 60 DPH; B, B1, B2. sex reversed XX male at 60 DPH; C, C1, C2. normal developed XX female
at 120 DPH; D, D1, D2. XX male with dendroid testis at 120 DPH; E, E1, E2. XX male without dendroid testis at 120 DPH; F, G. total
length and body weight of XX female and XX male at 60 DPH; H, I. total length and body weight of XX female and XX male at 120 DPH;
n. nucleus; nu: nucleolus; zr. zona radiate; yg. yolk granules; sg. spermatogonia; sc. spermatocytes; st. spermatozoa. Asterisk (*) indicates
significant differences (P＜0.05). Data for sex reversal is first reported in Yu, et al.[37]
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雄鱼无异, 精子浓度相似, 最终受精率与孵化率也

无统计学差异
[31—34]

。本实验结果与前人描述相似,
完全性逆转的XX伪雄鱼与XY雄鱼不同精子运动

类型间无统计学差异(P＞0.05), XX伪雄鱼的完全

逆转型中, 前进型精子运动能力甚至略高于XY雄

鱼(图 2), 说明黄颡鱼伪雄鱼可能与遗传型雄鱼的

生殖性能相当
[30]

。需要特别指出的是, 本实验中,
激素诱导的性逆转个体中存在大量XX间性个体,
这表明诱导效率未达到理想状态, 但是这些个体的

精巢部分也具备授精能力。总之, 开展全雌黄颡鱼

规模化繁育的核心是如何高效获得完全性逆转的,
具备授精能力的XX伪雄鱼。 

3.3    XX全雌黄颡鱼规模化繁育

黄颡鱼2020年全国产量达56.5×107 kg, 属于小

型鱼类, 产量的持续增长对亲本数量的需求不断增

长。黄颡鱼属于分批产卵鱼类, 为了提高产卵率和

产卵量, 通常催产剂的剂量较其他鱼类高, 且腹部

挤压力度较大 ,  对雌性亲本损伤大 ,  死亡率达

50%以上, 即便是操作规范的繁殖场, 母本催产后

死亡率也通常高达30%。加上全雄黄颡鱼和杂交

黄颡鱼养殖的普及, 雌性亲本严重缺乏。按照当前

黄颡鱼产量和苗种存活率估算, 全国每年黄颡鱼母

本需求量达1×106 kg。因此, 开展全雌黄颡鱼规模

化繁育对黄颡鱼产业健康可持续发展意义深远, 也
对黄颡鱼新品种选育至关重要。

本研究首次利用MT、LZ和高温诱导的XX伪

雄鱼为父本开展全雌黄颡鱼规模化繁育, 其受精率

和孵化率分别为58.8%与69.6%, 获得了基因型为

XX的全雌黄颡鱼仔鱼57万尾。全雌黄颡鱼苗种在

池塘中生长情况良好, 对60日龄和120日龄共计

172尾鱼随机取样分析发现, 92%XX雌鱼性腺发育

正常。120日龄时, 卵巢已发育至卵母细胞成熟期,
卵巢呈黄棕色, 肉眼可见大量颗粒状卵粒(图 5C)。
组织学结果显示, XX雌鱼的卵粒中卵黄物质持续

增加, 卵黄颗粒相互融合。这一卵巢发育水平比齐

飘飘等
[13]

在黄颡鱼雌鱼120日龄时观察到的初级卵

母细胞发育更快, 与王凌宇等
[9]
报道的300日龄黄颡

鱼卵巢呈现的结果相似, 预计在良好池塘培育条件

下, 该批次全雌黄颡鱼中较大个体在来年繁殖季节

能作为母本开展繁殖和选育工作。以上结果表明,
通过性逆转的XX伪雄鱼与正常XX雌鱼进行人工

繁殖, 可实现全雌黄颡鱼的规模化生产。本研究结

果为全雌黄颡鱼繁育体系的建立提供了重要基础。 

3.4    环境应激对黄颡鱼全雌种群性别分化的影响

在本研究中, 由于XX伪雄鱼在室内养殖系统

中养殖, 生长速度较池塘慢, 导致全雌黄颡鱼繁育

工作延后, 水花下塘时正值湖北地区高温期, 全雌

黄颡鱼性别分化期间(12—45日龄)水温较高。在

60日龄和120日龄时取样发现 ,  分别有2.8%和

12.0%的个体发生了不同程度的雄性化, 与此前

Yu等[6]
报道的33.5℃高温诱导XX个体性逆转相似,

性逆转个体的组织学结构也与Yu等[6]
报道的极为

相似。在全雌黄颡鱼0—60日龄期间, 池塘平均水

温为30.6℃, 期间有8d时间水温超过33.5℃, 推测黄

颡鱼幼鱼受高温影响而发生性逆转。因此, 要获得

基因型和遗传型为雌鱼的全雌黄颡鱼群体, 应当避

免池塘高温期间开展苗种培育。另一方面, 也可能

是XX伪雄鱼后代性逆转的临界温度阈值降低, 从
而在池塘高温条件下发生了雄性化。在罗非鱼和

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) 中, 与遗传雄性

的后代相比, 由温度反转伪雄鱼繁殖的后代在高温

下表现出更高的转雄率, 其后代在常温状态下也可

能会发生自然性逆转
[35, 36]

。当然, 也可能是两方面

共同作用的结果。因此需要更深入研究XX伪雄鱼

子代发生性逆转的遗传学与表观遗传学机制, 从而

更有效地开展全雌黄颡鱼繁育工作。

从另一方面来讲, 温度诱导的雄性化, 为环境

友好型性别控制技术体系的建立提供了基础。全

世界重要经济鱼类的单性种群生产体系中, 绝大部

分要使用性类固醇激素或类似物, 其残留或代谢产

物对自然环境存在潜在的负面影响, 这种生产方式

不符合水产养殖绿色发展的大方向。因此, 环保型

单性种群的生产方法亟待建立。后续我们将进一

步研究池塘高温培育条件下产生的XX伪雄鱼, 分
析其繁殖能力, 为黄颡鱼环境友好型性别控制技术

体系的建立提供依据。
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INDUCTION OF XX PSEUDO-MALES, AND LARGE-SCALE REPRODUCTION
OF ALL-FEMALE POPULATION IN YELLOW CATFISH

LIU Ya1, YU Yue1, LU Zi-Yi1, DING Yang1, FAN Qi-Xue1,2 and SHEN Zhi-Gang1

(1. Key Laboratory of Freshwater Animal Breeding, Ministry of Agriculture, Engineering Research Center of Green Development
for Conventional Aquatic Biological Industry in the Yangtze River Economic Belt, Ministry of Education, Hubei Provincial

Engineering Laboratory for Pond Aquaculture, College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan
430070, China; 2. Hubei Huangyouyuan Fishery Development Limited Company, Wuhan 430070, China)

Abstract: The shortage of female has impeded the development of aquaculture industry of yellow catfish (Tachysurus
fulvidraco) in China in recent years. Therefore, large-scale production system of all-female is urgently needed. To pro-
duce an all-female population in large-scale of yellow catfish, 12—65 days post-hatching larvae were treated with the
combination of three male-promoting factors, 17 α-Methyltestosterone (MT, 5 mg/kg), Letrozole (LZ, 300 mg/kg), and
high temperature (33.5℃). XX pseudo-males were mated with normal XX females and large-scale production of all-fe-
male population was conducted. Results showed that the combination of MT, LZ, and high temperature-induced mas-
culinization of XX individuals, and the completely sex-reversed XX males displayed a similar percentage of motile
sperm with XY males. Histological observation found that there are a large number of spermatids in the testis of XX
males, indicating normal reproductive ability. Subsequently, we mate XX males and XX females, produced 570000
genotypic XX larvae, and successfully reared them to large fingerlings in a pond. The results indicated that 2.8% and
12.0% XX individuals reversed to XX males which is probably due to the high temperature during the critical time of
sex differentiation in the rearing pond. The ovary developed very well for the rest of XX females and can be used as fe-
male parents in the coming spawning season. The current work successfully conducted large-scale production of the all-
female population in yellow catfish, and the results will provide an important foundation for the large-scale production
system of the all-female population, and important safeguard for female selection in genetic breeding of new varieties.

Key words: XX pseudo-male; 17α-Methyltestosterone; Letrozole; Masculinization; All-female population; Sex control;
Environment-friendly; Tachysurus fulvidraco
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