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摘要 : 对罗氏沼虾卵子极体排出时间和第一次卵裂时间进行 了观察
,

并在此基础 上
,

采用 热休克和细胞松弛素

B (C B )两种诱导方法成功诱导出了罗氏沼虾四倍体
。

石蜡切片显示
,

当罗氏沼虾卵子完 全成熟时
,

第一极体已经

排出
。

第二极体排出的时间约在受精后 55 m in
。

经过雌性原核和雄性原核的联会
,

第一 次卵裂的时间约在受精后

21 0一230 m in
。

设计了多种处理条件
,

其中热休克诱导罗氏沼虾四倍体的最好条件是
:
受精后 21 0 m in

,

用 40 ℃水温处

理胚胎 1
.

sm in
,

在这种条件下
,

最高可以得到 35
.

86 % 的四倍体率 ;而 C
.

B 诱导罗氏沼虾 四倍体的最好条件是
:

受精

后 23 0 m in
,

用 1
.

o m 岁L 的 C
.

B 处理胚胎 10 m in
,

此时最高四倍体诱导率达 33
.

78 %
。
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肠

罗氏沼虾(材成ro braC hi“。 ro se nbe 哪i) 又名马来

西亚 大虾
,

属节肢动物门
,

甲壳纲
,

十足 目
,

长臂虾

科
,

沼虾属
,

是一种大型淡水经济虾类
,

原产于印度

太平洋区域和亚热带地区川
。

由于 目前国内罗氏沼

虾生产几乎都是人工集约化养殖
,

成本较高
,

且易引

起性成熟提前
,

个体偏小
,

抗逆性差等问题
,

因此采

用细胞工程技术
,

对罗氏沼虾进行优 良多倍体的选

育研究
。

这不仅对种质的鉴定
、

保护
、

优良种质资源

的有效利用研究和遗传育种研究具有重要的理论意

义
,

而且对降低生产成本
,

提高经济效益
,

促进和带

动其他虾
、

蟹类 甲壳动物遗传育种工作的开展有着

广阔的应用前景和重要的社会经济意义
。

本研究在

罗氏沼虾生殖细胞 的发生和受精细胞学研究的基础

上 [2 一 4〕
,

对罗氏沼虾极体排 出的时间和第一次卵裂

时间进行了探索
,

并采用温度休克和 C
.

B 处理的方

法成功地诱导出了罗氏沼虾四倍体胚胎
。

1 材料和方法

1
.

1 实脸用虾 罗氏沼虾 由武汉市柏泉虾业公司

罗氏沼虾种苗场友好赠送或购 自武汉大东 门市场
,

选其中活泼健壮的个体作为实验材料
。

1
.

2 罗氏沼虾卯子极体排 出时间和第一次 卯裂时

间的确定 当发现交配后的雌虾 开始有产卵行为

时
,

捞出雌虾
。

取出其第三对步足基部内侧处附着的

精荚
,

在小容器中用少量水搅碎
,

使精子释放出来
。

再剪开背部头胸甲
,

取出卵巢
,

释放出其中的成熟卵

子
,

与精子充分混合
,

5而 n 后将受精卵置于水中的绢

布上培育
,

同时进行充氧
,

再按照设定的时间取样
。

将取出的受精卵用玻恩 氏液固定 6一 12h 后
,

去掉固

定液
,

用 70 % 乙醇反复冲洗
,

除去内含 的酸类
,

再用

5 % 福尔马林液保存
。

然后石蜡包埋切片
,

苏木精
一

伊

红染色
,

日产 Ni kon 显微镜下镜检并拍照
。

1
.

3 热休克处理诱导四倍体 按照设计的处理起

始时刻
,

到时间后取出抱卵雌虾
,

用干净纱布(或其

他干净的防滑布 )将虾的头胸甲轻轻包裹住
,

将其抱

卵的腹部浸人调好水温 (39 一41 ℃ )的水浴锅中
,

其

间轻轻晃动虾体
,

使附肢上附着的受精卵得到均匀

充分的热休克
。

处理完毕后
,

将虾放回原环境 (水温

28 ℃ )中继续精心饲养
。

分别 于受精后 Z lh (囊胚

期 )和 45 h( 原肠期 )[
6〕取胚胎约 100 粒进行染色体制

片
,

并取数个不经温度休克的等时龄的虾胚胎作对

照
。

把染色体数为 2 30 一2 36 的计为 四倍体
,

114一

118 的计为二倍体[ 5 ]
。

1
.

4 C
.

B 处理诱导四倍体 将 C
.

B 溶于 0
.

01 % 二

甲基亚矾 (D M SO) 中
,

配成 ro n唱/ L 母液
,

置于 4℃冰箱
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中保存
。

实验时用 0
.

01 % 二甲基亚矾
,

将 C
.

B 配成浓

度分别为 0
.

5
、

1
.

0 和 1
.

5 1飞/ L 的溶液
。

达到处理时刻

后
,

将抱卵雌虾取 出分别置于浓度为 0
.

5一 1
.

5n 堪几

的 C
.

B 溶液 中处理
,

到预定 时间 (10一20 而n) 后
,

用

0
.

01 % 的 DMSO 将雌虾清洗两次
,

每次 ro 而n ,

再用清

水泡 10而n ,

将雌虾放回 28 ℃水族箱中
。

每个实验至

少采用 3 个平行处理
,

对照组只用 0
.

01 % 的 DM SO 处

理
,

处理完后同样放入 28 ℃水族箱中孵化
。

分别于受

精后 2l h( 囊胚期 )和 45 h( 原肠期 )[. 〕
,

取胚胎至少 100

粒进行染色体制片
。

同时取数个等时龄的对照组 的

虾胚胎作对照
。

染色体计数标准同 1
.

2
。

1
.

5 染色体制片 罗氏沼虾胚胎染色体制片方法

见参考文献 [s]
。

2 结果

2
.

1 罗氏沼虾卯子极体排出时间和第一次卵裂 时

间的确定

切 片观察表明
,

从正在排卵的雌虾卵巢中取 出

的成熟 卵子
,

卵质中充满卵黄
,

在卵膜边缘可以见到

排出第一极体(图版 I : 1)
,

此时在卵内
,

细胞核物质

为开 始第二次成熟分裂做准备
。

大约在受精后

55 而n ,

第二极体排 出
。

之后
,

精核 和卵核逐 渐形成

雄性原核和雌性原核
,

并向卵 的中央迁移
。

在受精

后 21 0而n
左右

,

可 以观察到雌雄原核联会 (图版 I :

2)
,

即将 进 人第 一 次 核分裂 期
。

大 约 在 受精后

23 0而 n ,

可以看到第一次核分裂的后期
,

受精卵中出

现两组核物质
,

即姊妹染色体团块分离
,

形成两个子

核
,

但这时还没有细胞质分裂的迹象(图版 I : 3 )
。

2
.

2 热休克诱导罗氏沼虾四倍体

根据结果 2
.

1 和前人的研究〔
7

,

“」
,

设定如下试验

因子和水平 (表 1)
。

衰 1 热休克诱 . 罗氏沼虾四倍体的实脸因子水平斑

T ab
.

I T卜e 公沈仍. 叻d the ir [e ve 认 u sed for the
e x伴n 叮沈 n t 试 忱廿即1成d y ind uc U. 场 卜创时 .卜沈k in M

.

~ 威
r

乒

水平

】必ve l.

处理温度(℃ ) 起始处理时刻(而n)

Ti m e a几e r
fe 性iliza tio n

持续时间 (m in )

T旧
吐叮记n t du

阁 io n

3 9

4O

2 10

2 2D

3 4 1 2 30 2
.

0

实验结果表明
,

用热休克诱导
,

在适当的条件下

可以产生罗氏沼虾 四倍体的胚胎
,

其染色体数比对

照组的多一倍(图版 I : 4
,

5)

表 2 的 1 至 3 组为受精后 Z ro 而n 、

热休克处理

受精卵 1
.

5而n
时

,

不同的处理温度对 四倍体诱导率

的影响 ; 4 到 6 组是不 同的起始时 间在 40 ℃ 下处理

1
.

5而n 的 四倍体率变 化情况 ; 最 后 三组 显示 的是

40 ℃下受精后 2 10而 n
时

、

经过 不同处理持续时 间的

情况
。

由表 中可 以看出在所设计的因子 和水平当

中
,

热休克诱导罗氏沼虾四倍体的最好条件是
:
在受

精后 2 10 而n ,

用 40 ℃ 水温 处理 1
.

5而 n 。

在 此 条件

下
,

最高可得 35
.

86 % 的四倍体率
。

衰 2 热休竟处理条件与 四倍体率的关 系

肠
e te tr a
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2. 3 C
.

B 诱导罗氏沼虾四倍体

根据 2
.

1 结论及参考前人的研究 [v, 9〕
,

设定如下

试验因子和水平 (表 3 )
。

裹 3 C
.

B 诱导 罗氏沼虾 四倍体的实脸 因子水平衰

T曲
.

3 Th
e

fac t
, 即d the ir le v el。 ”别刘 for th e e x伴ri

~
t Of te扭ra p 1Oi d y ind u e ti on by C

.

B in M
.

~ 咖倾
‘

水平

肠vel.

e
.

B 浓度(m g/ L )

C o n e e n t ra tio n o f th e C
.

B

起始时间(而n )Ti, 曲e r fe rt ilizat io n
持续时间 (而n)

Tre a tm e n t d u 扭tion

l0

巧

21022D230

实验表明
,

用 C
.

B 处理罗 氏沼虾早期胚胎
,

在

适当的处理条件下也可 以诱导出 四倍体 (图版 I :

6 )
。

不同处理条件下
,

C
.

B 处理与四倍体诱导率的关

系见 表 4
。

由 l 到 3 组 的结 果 可 以 看 出
,

受精后

23() 而 n ,

处理持续时间为 ro 而n 时
,

浓度为 1
.

O n唱/ L 的

C
.

B 处理受精卵
,

诱导出的四倍体率最高 ; 4 到 6 组表

明
,

用 1
.

0 11唱/ L C
.

B 处理 10而n ,

在受精后 2犯m in 处

理
,

四倍体率最高 ;7 到 9 组是在受精后 2 30 而n 时
,

用

1
.

0 11替 / L 的 C
.

B 持续处理不同时间的结果
。

当处理

时间为 ro 而n
时

,

四倍体诱导率最高
,

达 30
.

21 %
。

襄 4 C
.

B 处理条件与四倍体率的关系

T a b
.

4 仆
e tetxa p lo idy 甩

e in duc 司 by C
.

B u n d er d汪re re ni e o

ndi tio ns

组别

C刚件

c
.

B 浓度 (吨 / L)

Co n e e n t口 ti佣 of th
e

C
.

B

起始时间 (而n)

Tin犯 aft e r fe d iliZa tio n

持续时间 (m in )

T 陀atlr 记n t du ra tion

计数胚胎

e

lnb ry % e o u n t以I

四倍体率(% )

R a te o f tet ra Plo i
一
ly

I n 气 2飞0 1 0 102 20
.

4 2

1
.

0

1
.

5

l0

l0

32
.

6 3

15
.

87

3O30
,‘,‘

2 10

220

l0

l0

10
.

2 4

20
.

68

33
.

78

30
.

2 1

22 75

3030,‘2

11
.

13

877582113957685胡56

l0

l5

对照

综上可知
,

在所设计的因子和水平当中
,

C
.

B 诱

导罗氏沼虾四倍体的最好条件是
:
在受精后 2 30 而 n ,

用 1
.

0叱/ L 的 C
.

B 处 理 ro 而 n 时具 有最高 的诱 导

率
,

最高的四倍体诱导率为 33
.

78 %
。

3 讨论

根据 2
.

1 结论
,

第一极体在卵子成熟时
、

受精前

即已排出
,

所以无法通过阻止第一极体的排 出来获

得三倍体
。

第二极体排出的时间距离雌虾排卵的时

间太短
,

此时抱卵雌虾若受到打扰
,

就会使附在其腹

部的受精卵(胚胎 )脱落
,

而受精卵和早期胚胎 的离

体培养技术还十分欠缺
,

故而通过阻止第二极体排

出来获得三倍体的方法也不太可行
。

四倍体是通过

抑制第一次卵裂得到的
,

而第一次卵裂的时间距离

雌虾排卵受精的时间相对较长
,

这个时候进行处理
,

一般不会对雌虾的抱卵及胚胎孵化有很大影响
,

所

以这个技术 比较可行
。

此外
,

由于三倍体一般是高

度不育的
,

因此必须不断的育种
,

这样必然增加养殖

成本 ;而四倍体则不存在这种问题
,

它具有偶数对染

色体
,

因此一般是可育的
,

并且可通过四倍体与二倍

体杂交从而获得三倍体
。

所以本研究主要是通过阻

止第一次卵裂时的细胞质分裂来进行 四倍体 的诱

导
,

这更具有可行性和经济性
。

本实验通过热休克和 C
.

B 两种方法成功地诱

导出罗氏沼虾四倍体胚胎
,

并对多倍体诱导 中三因
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素(诱导强度
、

起始处理时间和处理持续时间 )的最

佳组合进行了摸索
。

综合对处理温度
,

起始时间和

处理持续时间的分别研究
,

得 出热休克诱导罗氏沼

虾四倍体的最佳诱导条件是受精后 Z 10 m in
,

在 40 ℃

下处理 1
.

5而n ,

这 与 日本 沼虾 四倍体诱导条件相

似图
,

而与爬行亚 目的中华绒鳌蟹相 比
,

热休克的温

度和处理时间相似
,

但处理的起始时间相差很大 [ 7〕
,

这主要是因为二者 的胚胎发育速度不同
,

中华绒鳌

蟹的胚胎 发育速度 比罗氏沼虾要慢 得多 [ ’“〕
。

对于

C
.

B 诱导 四倍体
,

作者也得出了三个因子水平的最

佳组合
:
在 受精后 2 30 而

n ,

用 1
.

o m g/ L 的 c
.

B 处理

ro 而n 。

在 此 条件下
,

最 高 的 四倍体诱 导 率可 达

33
.

78 %
。

这个条件中的 C
.

B 浓度与中国对虾多倍

体诱导时所用的最适浓度一致
,

但处理持续 的时间

要稍短一些 [0, 川
。

而中华绒鳌蟹的 c
.

B 诱导条件

则与罗氏沼虾的相差较 大
,

中华绒鳌蟹诱导多倍体

所需的 C
.

B 浓度 比罗氏沼虾的要高
,

为 1
.

s m 口L
,

其

处理持续的时间也要比罗氏沼虾长
,

需要 18 m in[
’2〕

。

由此可以看出
,

亲缘关系越近的动物
,

其诱导多倍体

的条件也越接近
。

当然这也与动物的生活习性及胚

胎的发育速度有着密切的关系
。

因此
,

水生动物多

倍体诱导条件的选择
,

可以参考与其亲缘关系较 近

的动物
,

这样可以减少一些盲目性
,

但具体情况还是

要在实践中探索
。

本次实验用热休克和 C
.

B 诱导 四倍体
,

都是通

过抑制受精卵的第一次卵裂来实现的
。

通过胚胎的

石蜡切片可以看到
,

在受精后 Z1 0 m in 左右
,

雌雄原

核正趋向联会
,

接近第一次有丝分裂 的间期
。

而在

受精后 2 30 而
n
时

,

受精卵正处于第一次有丝分裂的

核分裂后期
,

两个子核已经分开
。

有研究表明
,

热休

克作用的效应期是在有丝分裂的间期〔” 」
,

这与实验

结果相吻合
。

因为本试验表明
,

热休克的最佳处理

时间是 在受精后 2 10 而 n ,

接近 有丝 分裂 间期
。

而

C
.

B 的作用是在不影响核分裂的前提下
,

抑制细胞

分裂时微丝的组装
,

从 而抑制第一次卵裂
。

本研究

显示
,

C
.

B 诱导罗氏沼虾 四倍体的最佳时间是受精

后 23 0而n ,

正是接近胞 质环形成 的时期
。

当然这种

处理时间上的差别也与受精卵发育的不 同步
、

雌体

间的个体差异有关
。

人工诱 导多倍体进 行遗传育种研究
,

改 良水生

动物的养殖品种
,

已 日益受 到重视
。

因为多倍体一

般具 有生 长快
、

个 体大
、

肉质 好 和成 活 率高等特

点【’4
·

’6〕
,

比如
,

在高原和北方寒冷地 区等较 恶劣的

条件下
,

发现天然多倍体的概率较高
,

也许就是和其

适应性强有关
。

借助染色体组操作进行育种
,

通过

使染色体加倍
,

产生较大的遗传变异和杂合性
。

在

鱼类和软体动物中
,

此作用已得到普遍肯定
,

但对虾

类染色体组操作的研究则开始不久
。

罗氏沼虾四倍

体的获得可以从根本上改变现有状况
,

其研究成果

将开拓
、

带动其他 甲壳动物细胞工程技术的研 究与

应用
,

对改善我国目前的养殖结构
,

促进现代水产养

殖业的发展
,

提高经济效益
,

具有重要的社会和经济

意义
。

对四倍体后期胚胎及苗种的培育正在进一步

的研究中
。
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