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提 要

采用静水压休克方法研究了促使第二极体保留诱发三倍体水晶彩鲤的最佳条件
。

在卵受

精后 �一 , � �� 采用 � � �  � �
‘�

,

或 � , � � � �
‘�

,

的静水压处理 � � �乒,

不但能 导致 � � � � 的三 倍

化
,

而且胚胎的存活率相当高
,

孵化率为对照组的 �� � 左右
。

研究表明
,

静水压休克是进行鱼

类染色体组操作的有效方法
,

休克的最佳条件易于掌握
,

处理程序易于标准化
。

文中讨论了静

水压处理的条件与三倍体出现率和胚胎存活率的关系
,

以及最佳条件下和不适条件下胚胎死

亡的原因
。

关键词 三倍体
,

染色体组操作
,

静水压休克
,

观赏鱼
,

水晶彩细
,

倍性鉴定

染色体组操作是动植物细胞工程育种研究中的一个行之有效的途径
。

在鱼类中
,

这

一领域的研究近年来进展更快
,

报道甚多
〔‘,�, ‘日 ,

�� 
。

这一方面可能是由于鱼类一般为体外

异体受精
,

在成熟的人工繁殖技术条件下
,

其高度的产卵能力承担得起人工操作所造成的

损耗�� ! � 另一方面可能是由于鱼类中存在的天然多倍体物种所具有的理论意义和经济价

值
〔�

】

” 以及人工三倍体鱼所表现出的不育特性
【� 幻
促使育种学家从事这一研究

,

试 图创造

出经济价值更高的养殖对象
。

我国是养殖观赏鱼最悠久的国家
,

特别是近年来
,

随着人们生活水平的提高
,

对观赏

鱼的需求量 日益增加
。

为了培育出具有更高欣赏价值的观赏鱼
,

并使其生产程序化和专

利化
,

我们将染色体组操作应用于观赏鱼研究
,

在国内首次成功地采用静水压休克生产出

三倍体水晶彩螂
,

并就开始处理时间
、

施加压力大小和处理持续时间这三个参数的最佳化

进行了一系列试验
,

结果获得了 � �� 多的三倍体鱼
,

且具有相当高的存活率
。

材 料 与 方 法

�
�

人工催产
、

授精和处理前的准备

试验用的水晶彩螂 ��
� � � �, �“ � � , � � � � � � � � � � � � � � � � � � �� �  � � � � �� � �� 亲 本取 自本所
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。
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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

今 卵粘稳
,

迅速将纱网剪成一定大小的长条或小块
,

带水放人静水压器的压力室中待处理
。

一

� 或将受精卵用泥浆脱粘后直接放人压力室中待处理
。

由于脱粘费时较长
,

除受精后 �� ��

处理组用泥浆脱粘外
,

其余处理组均采用前一方法
。

授精
、

处理和胚胎发育前期的水温一

般为 �� 一 �� ℃ �试验在 � 月下旬和 � 月上旬进行�
。

从人水开始计算卵受精后的发育时

间
。

�� 静水压处理

静水压力器 �� ��
� �  � � � �� � � �  � � �  ! � � � � � �� �

,

简称 � �� � � 参照前人报道进行设计

和制造��, 川
。

压力室的最大耐受压为 � �� �� � �� �
�。

休克处理之前
,

将受精卵带水装人已

加有一半左右水的压力室中
,

然后将水补足
,

旋上螺盖
,

由排气阀门排出筒内的剩余空气

和多余的水
。

处理时
,

迅速升压
,

达到预定靶压
。

压力上升的速度大约为 �。。� � �
� �

�

�
� 。

处理持续时间包括压力开始上升到卸压时的时间
。

卸压时
,

拧开压力泵上的卸压阀门
,

压

力即可瞬间释放
。

卸压后
,

旋去螺盖
,

倒出鱼卵
,

在室温下孵化
。

�� 存活率统计

在囊胚期
、

尾芽期
、

体色素出现期
、

孵化期和开 口摄食期分别取样 �一般最少统计 �。。

个胚胎左右� 统计各个试验组和对照组的存活样品数
。

以对照组发育到囊胚期的胚胎 占

卵数的比例作为受精率
,

分别折算出对照组和试验组在胚胎或幼苗发育中的存活率
,

再将

试验组各个阶段发育的存活率除以对照组相应阶段发育的存活率
,

分别求得各个阶段试

验组相对于对照组发育的存活率
。

乡

�� 倍性鉴定

当胚胎发育到原肠中期时
,

随机选出 � �一�� 个胚胎
,

按多个胚胎混合染色体 制片

法 田 进行倍性鉴定
。

此法操作方便
,

简单熟练
,

能很快判断是否多倍化
,

且 中期相的质量

较好
,

可用于核型分析
。

当胚胎发育到尾芽期或体色素形成期时
,

随机选出一定数 目的胚胎
,

按单个胚胎染色

体制片法图 进行倍性鉴定
。

此法虽是一个个胚胎分别制片
,

但只要保证胚胎间具有一定

的间隙
,

在一个小培养皿 中可同时低渗和固定 �� 一 �� 个胚胎
,

且制片快
,

便于连续操作
,

能精确统计试验组的多倍化比例
。

幼鱼的倍性鉴定采用尾鳍细胞染色体直接制片法进行
,

即在幼鱼长到 �一�
� � 左右

时 �大约孵化 �个月�
,

随机取样
,

直接将尾鳍边缘组织剪下
,

分别置含有 � �� 一� � � 那 � � � �

秋水仙胺的 �
�

�外柠檬酸钠溶液中处理 �
�

�一 �� � 其固定和制片步骤基本上与单个胚胎染

色体制片法田相同
。

当幼鱼长到 �一 �� � 以后
,

随着鱼的增长
,

尾鳍细胞直接制片的成功

率愈低
,

必须采用尾鳍的再生组织进行制片
。

一般在剪鳍后 �一� 天时取再生组织较好
。

此法不但能统计出幼鱼的多倍体比例
,

而且试验鱼仍能继续生长存活
,

最终筛选出多倍体

鱼
。
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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 � 我们发现二倍

体水晶彩卿的染色体数为 � � � �图版 � � ��
,

在确定倍性时
,

以染色体数为 ��� 左右的为二

倍体
, � �� 左右的为三倍体

,

明显少于 � � � �一般在 �� 以下� 的为次二倍体 ��� 一 �
,

明显

多于 � �� 少于 ��� 的为次三倍体 ��� 一 �
,

既有 ��� 左右又有 � �� 左右的为镶嵌体
。

结 果

�
�

受精后至开始压力休克的最佳时间

在压力一定 �� , �� � �
� �

�

� 和处理持续时间一定 �� � �� �的条件下
,

分别在受精后 �
、

�
、

�
、

� 和 �� �� 时开始进行静水压处理
。

结果发现
,

在受精后 � 和 �� �� 时采用压力持续

处理 �� �� 的试验组中
,

胚胎和幼鱼的存活率最高
, � � �� 时处理组的孵化率相当于对照

组的 ��
�

�外
,

开 口摄食时的幼鱼存活率相当于对照组的 ��
�

�并 � �� �� 时处理组的化孵率

和开口 摄食时的存活率分别相当于对照组的 ��
�

�多和 ��
�

�务� 在卵受精后 � 和 �� �� 以

后的处理组中
,

胚胎的存活率明显降低
,

在尾芽期后观察到大量的畸形胚
,

有的虽也出现

了体色素
,

但大部分都不能孵化出苗
,

即使出苗
,

也多为畸形
,

最终死于开口摄食之前
,

只

有少数 �相对于对照组的 �� 多以下�幼鱼能存活下来 �图 ��
。

飞� �卜

���
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一
� , 尾芽期

一
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一
� , 孵
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一
� 和开口摄食期

一
� �相对于对照组的存活率

� � �
�

�
�

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

��� � �  � � � � � �� � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � �� 一�

, � � � �

� � �
一
�

, � � � � � � � � � �� �
一
�

,

� � � �
 !

∀ #
一
H

a n
d f i

r s t
f
e e

d i
n g 一 F

)
i
n e a e

h
e x p e r

i m
e n r a

l g
r o u p t r e a t e

d

w i
r
h h y d

r o s t a t
i
c P r e s s u r e s

li
o e

k
s a t ,

d i f f
e r e n t

t
i m

e s a
f

t e r
f

e r t
i l i

z a t
i

o n

图 2 受精后 4 分钟时用不 同大小的压力休克的各个

试验组在不同发育阶段 (囊胚期
一
B

, 尾芽期
一
T

, 色

素出现期
一
P

,

孵化期
一
H 和开口摄食期

一
F
) 相对于对

照组的存活率

F ig
.
2 su rviv al rate relative to controls at d i-

fferen t d evelop m en tal stag es (b l
asru la一 B , t a

i l

b
u

d
一
T

,

p i g m
e n t a

t
i

o n
一
P

,

h
a t e

h i
n g

一
H

a n
d f i

r s t -

f
e e

d i
n g

一
F
)

i
n e a e

h
e x p e r

i m
e n t a

l g r o u p t r e a t e
d

w i
t
h h y d

r o s t a t
i
e

P
r e s s u r e s

h
o e

k
s a t

d i f f
e r e n t

l
e v e

l
s
.

A p P l i
e a t

i
o n o

f t h
o s

h
o e k o c e u r r e

d 4 m i
n

a
f t

e r
f
e r t

i l i
z a t

i
o n a n

d l
a s t e

d 3 m i
n u t e s

i
n a

l l

C a s e S



期 桂建芳等: 鱼类染色体组操作的研究 1
.
静水压休克诱导三倍体水晶彩螂 339

赞
‘

z
、

、尸

表 1 受粉后不同时间分别采用 6 5O kg /
e .
2
的压力持续休克 3口抽 的各个试验组

中的胚胎和幼鱼的倍性鉴定结果

T ab
.
1 T he results of p loid y iden tification of em b roys :nd fin gerling s in eaeh ex perim e-

n tal g rou p follow in g h yd rostatie pres:uro treatm enr of ‘5 0 k g /
e m

,
f

o r 3 m i
n u t e s a t

d i f f
e r e n t

t
i m

e s a
f

t e r
f

e r t
i l i

z a t
i

o n

尹

鉴鉴定的样品品 鉴定的样样 倍性性
SSSam Plesss 品数数 P又o id y le v e lll
eee 盆 a

m i
n e

ddd N
o
.

o
fffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff

sssss a
m P l

e sss 单倍体体 次二倍体体 二倍体体 次三倍体体 镶嵌体体 三倍体体
eeeeexam in eddd h aP loiddd hy P od i--- d iPlo iddd hy P otri--- 】】I O S a 1 CCC t r

i P l
o
i ddd

(((((((((((((((((((((((((((
I
n
)))

P l
o
i ddd

(
Z
n
)))

P l
o
i ddd

(
Z n

/
3
n
))) (

3
n
)))

胚胚胎胎 3333 111 (Z
n一 ))) 222

( 3
n 一))))) 2 999

eee m b r y ooo 3 44444 111 222 22222 3 333

幼幼鱼鱼鱼鱼 l111 222 11111 l666
fffing erlinggggggg 155555 11111 3333

11111111111111111111111111111 lllllllll 222

胚胚胎胎 1666666666666666
eeem b ry ooo 3 333333333333333

幼幼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼
fffing erlin ggggggggggggggggg

胚胚胎胎 1666666666666666
eeem bryooooooooooooooooo

胚胚胎胎 1777777777777777
eeem b ryooooooooooooooooo

胚胚胎胎 1333333333333333
eeem b ryooooooooooooooooo

倍性鉴定表明 (表 1)
,

在卵受精后 4 和 sm in 进行处理时
,

其效果最佳
。

4 m
in 时处理

组虽在胚胎中发现了少数单倍体和次二倍体
,

但它们都难以存活
,

在检查的 34 尾幼鱼中
,

除 1 尾次三倍体外
,

其余 33 尾都是三倍体 (图版 I
:, )

,

三倍化率达到 100 多;在 sm in 时

的处理组中
,

无论是胚胎还是幼鱼
,

三倍体出现率都是 100 并
。

6 m in 时的处理组仍有少

量的三倍化了的胚胎
,

但在 7 和 sm in 时的处理组中
,

均未检查到三倍体胚胎
,

绝大多数

胚胎是次二倍体
,

其染色体数明显少于 100 ,

分裂相中见有数目不等的染色体片段 (图版

I:2)
。

乡

2. 压力大小对存活率和三倍化的影响

为了获得休克的最适压力范围
,

在卵受精后 4m in 时
,

分别采用 , OOk g /
。
m
Z、

5 , 。k g /

em
, 、

6 o o k g
/

e
m

, 、
6 5 o k g

/

e
m

, 、
7 0 0 k g

/

e
m

,

和 75ok g /
em ,

的压力
,

持续处理相同的时间

(3m i
n
)
。

结果表明
,

当用 sookg /
em , 、

5 5 o k g
/

e
m

, 、
6 0 0 k g

/

e
m

,

和 65ok g/
em ,

的压力处

理时
,

胚胎的存活率
、

孵化率以及摄食时鱼苗的存活率与对照组相比
,

几乎没有多大改变 ;

当用 7 0ok g /
cm ,

和 75 0k g /
cm ,

的压力处理时
,

胚胎的畸形率明显上升
,

孵化率分别为对

照的 19
.
8外和 4

.
57 并

,

摄食时鱼苗的存活率仅为对照组的 8
.
29 关 和 2

.
81 多 (图 2)

。

倍性鉴定(表 2)表明
,

在压力为 50 0 或 55 0k g /
cm Z的处理组中

,

胚胎和幼鱼中都混存

有少数二倍体;在压力为 60 0或 65 肤g/
cm Z的处理组中

,

虽发现了极个别的单倍体和次二

倍体胚胎
,

但鉴定的幼鱼都为 100 务 的三倍体(图版 I:6);在压力为 700 或 750k 只/
c
时 的
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表 2

T ab
。

2

受精后 ‘. 1。 时分别用不同大小的压力掩续休克 3. 1二 的各个试验组中的胚脸和幼鱼的倍性鉴定结果

T h e resu lts of p loid y identifieation of em bry os and fin gerlin gs in

g ro up b y ap ply ing for 3 m inutes of a hyd rostatie p ressu re sh oek at different

after fertilization

eaeh ex Perim en tal

levels w he n 4 m in

压压力大小小 鉴定的样品品品 倍 性性 三倍化率率
PPP ressureee Sam Plesssssssssssssssss P lo idy levelll P ercen ta___lllevelsss id entifieddd 釜正创件晶狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱狱 ge offf

(((kg /
em Z))))) N o

. offf 次二倍体体 二倍体体 次三倍体体 镶嵌体体 三倍体体
triploid yyy

sssssssam Plesss hyp od ip loiddd d iPlo iddd h yp otriplo iddd ID O Sa1CCC triPloiddd (% )))
iiiiiiid entifieddd (Z

n一))) ( Z
n
))) ( 3

n 一 ))) (
Z n
/ 3
n
))) ( 3

n
)))))

555 0 000 胚胎胎 177777 4444444 1333 76
.555

eeeeem b ryooooooooooooooooo

5555000 胚胎胎 1555 111 lllll lll 1333 86
。

777

eeeee

m b

r
y

ooo

2
11111 1111111

! 999 9 ,
.
222

幼幼幼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼
fffffing erlinggggggggggggggggg

6660000 胚胎胎 1888 lllllllll 1777 94.444
eeeeem b ryooo llllllllllll 1lll 10000
幼幼幼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼

fffffin ge rlinggggggggggggggggg

6665000 胚胎胎 3333 2 ***** 22222 2999 94 .000
eeeeem b ryooo 34444444 lllll 3333 10000

幼幼幼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼
fffffin ge rlin ggggggggggggggggg

7770000 胚胎胎 1222 lllll 444 222 555 91
。

777

eeeee

m b

r
y

ooo 斗斗斗斗斗斗 444 1 0 000

幼幼幼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼
fffffin gerlin ggggggggggggggggg

7775000 胚胎胎 l2222222 333 333 666 10000
eeeeem b ryooo 33333333333 333 10000

幼幼幼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼鱼
fffffin ge rlinggggggggggggggggg

*
其中 1 个胚胎为单倍体 ( I

n
)

表 3 不同持续处理时间的杏个试验组中的胚胎和幼鱼的倍性鉴定结果

T ab
.
3 T he results of ploidy id entifieation of em b ryos an d fin g erlin gs in eaeh ex perim ental g ro ·

u
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i
o u s

d
u r a t

i
o n s a t

4 m i
n

·

a

f

t e r

f

e r t

i l i

z a t

i

o n

处理持续
时间

T r亡a t m e n t

d
u r a t

i
o n

(
m i

n
)

鉴定的样品

Sam Ples

id en tified

鉴定的样品数 倍 性
P loidy level

N o
. of

sam Ples 次二倍体
hy po diP loid

(Z
n一)

二倍休 } 次三倍体
d ip loid lh yp可

riploid

(Zn ) 1 ( 3n一 )

镶嵌体
刃O O S a 1 C

(
Z n

/
3
n
)

三倍体
triP loid

(3
n
)

三倍化率
P ercenta-

g亡 o
f

t r
i P l

o
i d y

( % )

4

�”�n�n甘n,三,孟‘U11矛
..�,.几

5

6

胚胎
em b ryo

幼鱼
fing erling

胚胎
em b ry o

幼鱼
fin gerlin g

胚 胎
em b ry o

幼鱼
fin gerlin g

14 3 10

6 5

100

100

2 2 6
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丸

处理组中
,

虽鉴定的胚胎基本上都发生了三倍化
,

但大多是次三倍体(图版I
:3)和镶嵌体

,

在它们的一些分裂相 中
,

可见到数 目不等的染色体断片 (图版 I
:4)

,

存活下来的幼鱼经

鉴定是三倍体
。

1
0�4ouU

c‘.‘曰州‘。工。‘
、
产谷工q今。‘辞织处g毓友菠斗韶发

19�补�口S

3. 处理时间过长对胚胎具有破坏作

用

当受精后开始处理的时间一定 (受

精后 4二i
n
)

,

处理的压力一定 (650 kg/
cm Z)

,

而延长处理的持续时间时
,

胚胎

和鱼苗的存活率受 到 了 严重 影 响 (图

3)
。

处理时间愈长
,

存活率愈低
。

倍性鉴定表明 (表 3)
,

在处理时间

为 4
、
5 和 6m in 的处理组中

,

虽都 100外

三倍化了
,

但在胚胎中发现了较多的次

三倍体和 3n/ Zn 镶嵌体
,

并在分裂相中

可观察到数目不等的染色体片段
,

这显

然是由于处理时间过长导致染色体断裂

或丢失造成的
。

4 5

处理时间(m in)

讨 论

1.静水压休克是进行鱼类染色体组

操作的有效方法

鱼类染色体组操作的方法包括生物

图 3 不同持续处理时间的各个试验组在不同发育 阶 段 (囊

胚期
一
B

, 尾芽期
一
T

,

色素出现期
一
P

,

孵化期
一
H 和开口摄食

期
一
F
) 相对于对照组的存活率

。
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f o r d iff e r e n t d u r atio n s a t 4 m in a ft e r f e rtili z atio n
-

多

学
、

物理学和化学的方法
,

最常用而效果又较好的是物理学的静水压休克
、

热休克和冷休

克[4]
。

迄今
,

虽然已在很多鱼类中获得了三倍体t’,’
,

即
,] ,

但离实际应用仍有一定的距离
,

许

多结果有的是存活率低
,

有的是三倍体出现率低
,

有的是结果不稳定
,

难以达到商品化生

产
。

自 Streis inger 等将它成功地用于诱导斑马鱼的杂合和纯合雌核发育
ti”,

开创了静水

压休克进行鱼类染色体组操作的先例以来
,

已有一些成功的报道
t7一

9,1
3一

l6]
。

我们用 60 0kg /
cm ,

或 6 , ok g /
cm

Z
的压力在卵受精后 4或 , m in 时持续处理 3m in

,

虽在胚胎期发现了极

个别的单倍体和次二倍体
,

但孵化后存活的幼鱼都是三倍体
,

且存活率相当高
。

这些结果

表明
,

静水压休克是诱发鱼类染色体组加倍的理想方法
,

因为在进行操作时
,

特别是将这

一技术应用于生产实践的过程中
,

重要的是既要获得 100 外的多倍体
,

又要有相当高的存

活率
。

相对于其它休克方法来说
,

静水压休克能使这两者兼而有之
。

因此
,

静水压休克虽

比温度休克需要更专门的设备
,

但其处理的最佳条件易于掌握
,

程序易于标准化
,

是一个

值得推广的有效方法
。
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2. 静水压休克的条件与三倍体出现率和存活率的关系

在寻找促使第二极体保留诱导三倍体水晶彩卿的最佳条件的试验中
,

我们发现
,

当卵

受精后 4一 sm in 时采用 600 或 65 0k g/
cm ,

的静水压持续休克 3m in
,

其效果最好
,

不但三

倍体出现率为 100 多
,

而且存活率相当高
。

当开始处理时间
、

压力大小和处理持续时间这

三个参数没有达到最佳状态时
,

对存活率和三倍体出现率具有严重影响
,

三个参数相互关

联
,

缺一不可
。

当延误了开始处理的时间时
,

达不到保留第二极体的目的
,

不但不能获得

三倍体
,

而且压力对受精卵具有损伤作用
,

导致染色体断裂或丢失
,

成为次二倍体而死亡 ;

当压力较小时
,

仍有部分受精卵的第二极体没有留住
,

出现二倍体 ;当压力过大时
,

超过了

卵子所能承受的负荷
,

有的当即破裂
,

有的受到损伤
,

染色体断裂或丢失
,

形成次三倍体或

镶嵌体而大多夭亡 ;当处理时间加长时
,

如同压力过高一样
,

明显影响了受精卵和胚胎发

育过程
。

在采用静水压休克促使第二极体保留诱发三倍体或雌核发育的报道 中
,

最佳压力都

在 500一 7ookg/
em , ,

大多数在 , 5 0一 65ok g/
ern ,

之间“ , 一‘7 , 。 开始处理时间主要与鱼类的

生存环境和胚胎发育速度相关
,

一般是冷水性鱼类的较迟
,

如蛙科鱼类 大 多在 受精 后

巧一4om in 之间开始处理最好[13
,

川 ; 温水性鱼类的较早
,

如草鱼阁 和水晶彩螂在受精后

4一sm in 时开始处理最好
。

处理持续时间一般也是蛙科鱼类较长
,

大多在 6一10 m in 左

右
,

而鲤科鱼类一般 2一3m in 最好[8, ,,1 幼4J
。

就草鱼和水晶彩卿来说
,

草鱼的最佳压力比水

晶彩螂低
,

最佳持续处理时间也比水晶彩螂短
,

这可能主要与卵子特性有关
,

因为草鱼为

浮性卵
,

卵膜较薄
,

耐受的压力和耐受压力的时间就相对小和短 ;而水晶彩螂为粘性卵
,

卵

膜较厚
,

卵子相对坚硬
,

耐受压力就相对较大
,

耐受时间也较长
。

上述分析表明
,

静水压休

克是一种易于掌握的方法
,

它有一定的规律可循
,

处理的起始时间
、

压力大小和持续时间

主要与鱼类的生长环境
、

卵子特性以及胚胎发育速度相关
。

在进行某种鱼的三倍化操作

时
,

根据这些因素作一些改动
,

就容易找到最佳化条件
,

达到研究的 目的
。
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