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摘要:通过对奥利亚罗非鱼(♀)和鳜(♂)杂交的受精细胞学观察发现:异源精子入卵后产生星光 ,并核化成雄性原

核 ,与雌原核互相靠近 , 接触最终完全融合为一个合子核 , 合子核继续分裂。分析比较了奥利亚罗非鱼 , 鳜以及奥

鳜杂种胚胎发育情况 ,发现杂种胚胎的发育速度在囊胚早期与母本奥利亚罗非鱼基本一致 , 到囊胚后期速度有所

减慢 , 但与鳜胚胎发育速度相差很大。这表明奥利亚罗非鱼和鳜虽属不同科间的远缘杂交 , 但有正常的受精细胞

学程序和常规的细胞分裂(卵裂)方式。
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　　奥利亚罗非鱼(Oreochromis aurea)属鲈形目 、鲡

鱼科 ,鳜(Siniperca chuatsi)属鲈形目 、 科 。本研究

采用奥利亚罗非鱼(♀)和鳜(♂)进行科间杂交 ,获

得了能正常发育的杂交子代 ,但仅有 0.2%—0.3%

的胚胎能成活。杂交子代与亲本奥利亚罗非鱼的形

态学研究表明 ,它们之间可数性状无显著差异[ 1] ,而

RAPD 分析显示 , 杂交子代与奥利亚罗非鱼有

85.8%的遗传相似性 ,但与鳜却只有 4.9%的遗传相

似性[ 2] 。目前 ,有关鱼类远缘杂交的受精细胞学研

究已见于金鱼(Carassius auratus L.)×鳊鱼(Megalo-

brama terminalis)[ 3] ,草鱼(Ctenopharyngodon idellus)×

三角鲂(Megalobrama terminalis)[ 4] ,青鱼(Mylopharyn-

godon piceus)×三角鲂(Megalobrama terminalis)[ 5] ,大

鳞副泥(Paramisgurnus dabryanus)×泥鳅(Misgurnus

anguillicaudatus)[ 6] , 大口胭脂鱼(Ictiobus cyprinellus)

×银鲫[ Carassius auratus gibelio(Bloch)] [ 7] 等。本研

究不仅获得了科间杂交子代 ,而且子代还能正常繁

殖后代
[ 1]
,因此 ,对奥利亚罗非鱼(♀)与鳜(♂)科间

杂交的受精细胞学和胚胎发育进行研究 ,不仅对探

讨鱼类科间杂交的理论具有重要意义 ,而且也为鱼

类品种改良提供了理论依据 。

1　材料与方法

在繁殖季节(6—9月),挑选成熟度好的奥利亚

罗非鱼(♀)和鳜(♂),使用鲤垂体 、LRH-A 、HCG 、地

欧酮等进行罗非鱼的人工催产 ,将成熟的罗非鱼卵

子与鳜精子进行干法授精。以正常的奥利亚罗非鱼

和鳜各自的自交为对照 ,将它们的受精卵和奥利亚

罗非鱼(♀)×鳜(♂)受精卵分别于培养皿中孵化 ,

进行胚胎发育的观察。定时取奥利亚罗非鱼(♀)×

鳜(♂)受精卵 ,用 Smith氏液固定 。取样顺序为:受

精后 10s , 20s , 30s , 1min , 2min , 3min , …(每隔

1min), 10min , 15min , 20min , …(每隔 5min), 60min ,

90min每次固定的卵粒数在 20 粒左右。卵粒固定

12h后 , 梯度酒精脱水 , 石蜡包埋 ,连续切片(厚度

6—8μm),苏木精-伊红染色 ,中性树胶封片 ,Olym-

pus显微镜下观察并摄影。

2　结果

2.1　受精过程的细胞学观察

2.1.1　精子入卵和卵激动反应　受精后 20s ,精子
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刚到达卵质边缘(图版 Ⅰ :1),从多张切片上均观察

到这一现象 ,这说明了奥利亚罗非鱼和鳜杂交属于

单精受精。受精后 3 min ,核染色体被拉向两极 ,受

精卵已处于减数分裂末期(图版 Ⅰ :2)。精子入卵

后 ,卵子即被激动 ,皮质小泡破裂并释放到卵周隙

中 ,卵质向动物极流动形成胚基物质 ,卵子逐渐变得

透明。

图版 Ⅰ
1.受精后 20s ,到达卵质边缘的精子。白箭头示精子 , ×1000;2.受精后 3min , 受精卵处于减数分裂末期 ,白箭头示留

在卵内将来形成雌性原核的遗传物质 , ×1000;3.受精后 4min ,精子进入卵质 ,白箭头示精子 , ×1000;4.受精后 10min ,

精子星光形成 ,白箭头示星光 , ×400;5.受精后 20min ,精子头部开始核化 , ×400;6.受精后 25min ,雄原核形成 ,白箭头

示雄原核 , ×1000;7.受精后 45min ,雌雄原核已融合成合子核,白箭头示合子核 , ×400;8.图 7放大 , ×1000;9.受精后

90min ,白箭头示子核 ,黑箭头示分裂沟 , ×400;10.图 9放大 , ×1000

1.20 sec after insemination , a sperm arrived at the edge of ooplasm , white arrow showing a seprm , ×1000;2.3 min after insemina-

tion , the egg developed into the anaphase of secondary maturation division, white arrow showing the genetic material which would be-

come female pronucleus×1000;3.4 min af ter insemination , a sperm entered the ooplasm , white arrow showing the sperm , ×1000;

4.10 min after insemination , the spermaster appeared, white arrow showing the spermaster , ×400;5.20 min after insemination , the

spermaster nucleus became vesicular nuclear , ×400;6.25 min after insemination , male pronucleus formed, whi te arrow showing male

pronucleus , ×1000;7.40min af ter insemination , f emale pronucleus and male pronucleus fused into a zygotic nucleus , white arrow

showing a zygotic nucleus , ×400;8.Magnification of picture 7 , ×1000;9.90 min after insemination , white arrow showing the daugh-

ter cel l nucleus , black arrow showing the cleavage furrow , ×400;10.Magnification of picture 9 , ×1000

2.1.2　精子星光与核化　受精后 4min ,精子更加深

入卵质(图版Ⅰ :3),随着精子向卵质的深入推进 ,受

精后 10min ,精子开始产生星光(图版 Ⅰ:4),受精后

20min ,精子星光更为发展 ,精子核开始膨大 ,趋向核

化(图版Ⅰ :5).受精后 25min ,精子头部完全核化形

成雄性原核(图版Ⅰ :6)。精子星光的形成和发展以

及精子头部的核化是卵子正常受精的标志。

2.1.3　雌雄原核融合　在雄性原核星光的吸引下 ,

雌性原核向雄性原核靠近 ,而星光也推动雄性原核

向中轴移动 ,在双星光的作用下 ,雌雄原核靠近 ,接

触 ,融合。受精后 45min ,雌雄原核完全融合成一个

合子核(图版Ⅰ :7),此时合子核中央染色体嗜碱性

大为增强 ,可以看到许多染色体被染成黑紫色(图版

Ⅰ :8)。而星光则排列在合子核的两旁 ,两侧星光的

长轴连线与动植物极的中轴垂直 ,其方向决定了第

一次卵裂只能是纵裂。

2.1.4　第一次卵裂　雌雄原核融合不久 ,便开始进

行第一次卵裂 。首先是核分裂 ,均匀地排列在赤道

板中央的染色体在纺锤丝的牵引下分开 ,向两极移

动 ,染色体被拉到两极形成两个子核。受精后

90min ,两子核之间的细胞质向两端收缩成卵裂沟

(图版Ⅰ :9)。分裂形成的两子核并不停止活动 ,紧
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接着进行第二次卵裂 。在图版 Ⅰ:10上可以明显的

看见第二次卵裂的分裂中期相 ,而且二个子细胞分

裂图像的纺锤体长轴与第一次卵裂的分裂沟是平行

的 ,说明第二次卵裂的分裂沟与第一次卵裂的分裂

沟是垂直的 ,因此第二次卵裂的方向也是纵向的。

2.2　杂种胚胎与亲本胚胎发育比较

从胚胎发育观察的结果看出(表 1),奥利亚罗

非鱼和鳜的胚胎发育速度相差很大。水温在 26—

28℃左右时 ,自受精至原肠晚期 ,奥利亚罗非鱼比鳜

慢约 23h。自受精至孵化出膜 ,奥利亚罗非鱼需约

78h ,而鳜只需约 48h 。杂种胚胎的发育速度在囊胚

早期之前与母本奥利亚罗非鱼基本一致 ,但从囊胚

后期开始 ,速度有所减慢 ,自受精到出膜需 85h。从

这可看出 ,杂种胚胎的发育速度受到精子的影响 ,速

度减慢了 。

表 1　奥利亚罗非鱼 、鳜及杂种的胚胎发育速度的比较

Tab.1　Comparison of embryonic development rate in

0.aurea , S.chuatsi and 0.aurea S.chuatsi

从受精到各胚胎发育阶段所需的时间(h:min)

发育阶段 Time from fertilization to each developmental stage　　　

Development stage 奥利亚罗非鱼 杂交子代 鳜

0.aurea Hybrid S.chuatsi

胚盘形成Formation of

　blastoderm
0:30 0:30 0:40

2细胞期 2-cell stage 1:40 1:45 1:00

高囊胚期Early blastula 8:45 9:32 5:05

平囊胚期Late blastula 11:10 13:35 6:45

原肠早期Early gastrula 20:50 21:35 8:45

原肠中期Middle gastrula 26:50 27:40 11:00

原肠晚期Late gastrula 35:40 36:45 12:45

视泡形成期Eye radicel

　f ormation
38:10 48:40 18:35

心脏搏动期Heart pul-

　sate
52:40 54:35 29:45

血液循环期Blood cir-

　culation
60:17 64:00 35:45

出膜Hatching 78:00 85:20 48:00

3　讨论

奥利亚罗非鱼和鳜隶属于不同的科 ,但这个杂

交组合的受精过程却符合常规受精细胞学程序。本

实验中 ,通过连续石蜡切片 ,观察到鳜精子进入奥利

亚罗非鱼卵内 ,精子解凝发出星光 ,产生星光体 ,精

子头部膨胀核化为雄性原核 ,与雌原核接触 ,融合成

合子核 ,合子核能够进行正常的有丝分裂。这一可

见的细胞学行为与刘筠等[ 5]在三角鲂与青鱼以及朱

冼[ 3]等在金鱼和鳊鱼杂交中观察到的结果相似 ,说

明鳜精子可以与奥利亚罗非鱼卵子受精。

本次实验还观察了奥鳜杂交的胚胎发育情况 ,

其胚胎能顺利进入原肠中期 ,但绝大多数胚胎在此

期间发育停滞 ,出现了第一次死亡高峰 ,仅有少数胚

胎能继续发育进入原肠晚期 ,此后胚胎发育极不同

步 ,在孵化期和出膜后陆续死亡 ,最后仅有 0.2%—

0.3%的胚胎成活 。这可能是奥利亚罗非鱼和鳜胚

胎发育速度相差较大 ,导致杂种胚胎在以后的细胞

分裂中出现了雌雄核染色体的复制速度快慢不一 ,

也就是核质的分裂节奏不协调 ,因此作为雄核的鳜

染色体不断丢失 ,最后导致以雌核为主的非整倍体

的杂种胚胎 。由于鳜染色体在各子代胚胎中丢失的

程度不可能完全一致 ,所以子代胚胎的发育速度也

不一致 ,死亡也有先有后 ,只有鳜染色体整套丢失而

奥利亚罗非鱼染色体得到自然加倍的个体才可以得

到存活 ,因此杂交子代很可能是受鳜精子刺激的雌

核发育个体。由于自然加倍的概率较低 ,所以子代

存活率也较低。这与叶玉珍等
[ 8]
用草鱼和鲤杂交得

到的结果相似 。对存活下来的后代 ,从其形态学方

面证明其可能为异精雌核发育奥利亚罗非鱼[ 1] ,从

遗传标记方面证明杂交子代在继承大部分母本罗非

鱼遗传物质的同时 ,也融合了部分来自父本鳜的遗

传物质 ,因此可能为异精雌核发育[ 2] 。
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STUDY ON FERTILIZATION CYTOLOGY AND

EMBRYONIC DEVELOPMENT IN HYBRIDIZATION

BETWEEN OREOCHROMIS AUREA(♀)AND

SINIPERCA CHUATSI(♂)

TANG Yong-Kai , YANG Hong , WU Ting-Ting , JIA Yong-Yi and XIA De-Quan
(Key open laboratory for Genetic Breeding of Aquatic Animals and Aquacucture

Biology of the Ministry of Agriculture , Freshwater Fisheries Research Center ,

Chinese Academy of Fishery Sciences ,WuXi　214081)

Abstract:Tilapia are native to Africa , but have been introduced into many countries around the world.They are disease-resis-

tant , reproduce easily , eat a wide variety of foods and tolerate poor water quality with low dissolved oxygen levels , but are not

able to bear low temperature.Mandarin fish , a carnivore freshwater fish ,is popular with the advantage of rich nutrition and deli-

cious tasty.So we want to obtain a new breed through hybridization between Oreochromis aurea(♀)and Siniperca chuatsi(♂).

And we finally got some progenies through this experiment.

The insemination biology in hybridization between O.aurea(♀)and S.chuatsi(♂)reveals that the sperm of S.chuatsi

can enter the egg cytoplasm of O.aurea , then grow into spermaster and finally form the male pronucleus.After a while , the fe-

male and male pronucleus contact and fuse each other , and ultimately became zygote nucleus.Observing the embryonic develop-

ment between the hybrid and its parents(O.aurea and S.chuatsi), we discover that the embryonic development rate of the hy-

brid is much closer in the early-blastula and is little slower in the late-blastula to that of O.aurea , but is considerably different

to that of S.chuatsi.Although the hybridization between O.aurea(♀)and S.chuatsi(♂)is distant hybridization , this study

shows that the whole process obeys the normal fertilization process and cleavage.

Key words:Oreochromis aurea;Siniperca chuatsi ;Distant hybridization;Fertilization Cytology;Embryonic development
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