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提 要

以机械方法挑去泥鳅 �� �
‘� � � � � , � � � � ����� � “ � � �“ ,

� �了 � � 大鳞 副泥 鳅 �� 
�。二�, � “ � � � ,

内��� ‘
“‘

� �罕� 属间杂交受精卵的雌核
,

得到泥鳅雄核发育单倍体胚胎
。

将这种单倍体 胚

胎的囊胚细胞核移植到大鳞副泥鳅去核卵中
,

获得了 � � � 个原肠胚胎
,

其染色体鉴定表明
,

��
�

�� 的核移植体的染色体发生了加倍
。

在另一实验组中
,

从 � �� 个核移植卵得到了 � 尾

� � � 以上的个体
。

尾鳍染色体鉴定
、

肌肉 � � � 同工酶电泳和形态鉴别表明
,

这 � 尾核移植体

为泥鳅雄核发育纯合二倍体
。

关链词 雄核发育单倍体
,
细胞核移植

,

染色体加倍
,

雄核发育纯合二倍体
,

性决定
。

人工诱导雌核或雄核发育
,

然后通过染色体的加倍得到纯合二倍体
,

对于鱼类的遗传

育种工作具有重要的意义
。

它既能纯化优良品种
,

又能大量提供选种的原始材料
,

还是生

产单性鱼的有效途径
。

从 �� 年代至今
,

人工产生鱼类雌核发育工作已在几十种鱼类获得

了成功
。

目前
,

在鱼类广泛采用的方法是
� 以遗传物质失活的精子激活鱼卵

,

得到雌核发

育单倍体
。

用冷休克
、

热休克或静水压等方法处理卵子
,

抑制第二极体的排 出
,

产生雌核发

育二倍体
。

然而
,

由于在第一次减数分裂中染色体的交换
,

由此得到的二倍体并不是完全

纯合的
。
�� �
山��� �� 等用物理方法阻断雌核发育卵子的第一次有丝分裂

,

获得了大量的

纯合二倍体的斑马鱼�� 〕。
是成功地获得鱼类纯合二倍体的唯一报道

。

�� �� 
� 以机械方法

挑去蛙受精卵的雌核
,

得到了雄核发育单倍体胚胎�� !
。 ��� �� �� 将蛙雄核发育单倍体胚

胎细胞的核移植到去核卵中
,

染色体 自行加倍而产生了纯合二倍体的幼体�� �。 ��� �
��

�
等

以辐射使雌核失去活性产生了鱼类雄核发育单倍体胚胎
〔�� 。

我们以泥鳅为材料
,

借鉴两

栖类的方法
,

成功地获得了泥鳅雄核发育纯合二倍体的成鱼
。

本文报道实验的部分 结

果
。

材 料 与 方 法

实验材料 泥鳅和大鳞副泥鳅来自武汉和广州
,

其染色体数 目参考武汉大学细胞生

物学实验室的实验结果
〔�� 。

根据我们的工作经验鉴别形态
。

根据胸鳍的形状鉴别雌雄
。

�
工作中得到陈敏容

、

杨兴棋
、

陈景新
、

阎康
、

邓初夏和聂光风等同志的帮助
,
在此表示衷心的感谢

。

� � � � 年 � 月 �� 日收到
。
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雄核发育单倍体的产生 参照 �� �� �� 的方法
,

在水温 �� 一�� ℃条件下
,

泥鳅精子与

大鳞副泥鳅卵受精后 �一 �� 分钟内挑去雌核
,

得到具有泥鳅雄核
,

大鳞副泥鳅卵质的单倍

体胚胎
。

细胞核移植 按鱼类细胞核移植方法切
。

将泥鳅雄核发育单倍体囊胚细胞的核移植

到大鳞副泥鳅去核卵中
,

由此发育成雄核单倍体或纯合二倍体
。

将泥鳅�了 � � 大鳞副泥

鳅 � � � 的杂交囊胚细胞的核移人去核的大鳞副泥鳅卵中
,

由此得到的核移植体作为 对

照
。

核移植体的检查及鉴定 原肠期胚胎细胞用秋水仙素处理后
,

按常规气干法制片
,

检

查其染色体的数目
。

对仔鱼或成鱼则根据我们的方法 �待发表 �
,

将尾鳍细胞放人添加

�� 多小牛血清的 � � � �� 培养液中培养 �一 � 天
,

然后以气干法制片
,

检查其染色体
。

成

鱼肌肉乳酸脱氢酶 ��� � � 同工酶电泳按常规淀粉凝胶垂直平板方法进行
。

结 果

两组单倍体细胞核移植体和杂交细胞核移植体的发育见表 �� 第一组中的 �� � 个原

肠胚胎来自 � 批核移植卵
。

对它们进行单个胚胎染色体制片检查表明
,

大多数胚胎的染

色体数目在 �� 左右�图版 � � ��
,

为单倍体 � 少数胚胎的染色体数目在 �� 一 � �� 之间 �图

版 � � � �
,

发生了染色体的加倍
。

表 � 是对单倍体细胞核移植体染色体加倍率检查的 结

果
。

在 � �� 个原肠胚胎中
,

我们观察了 �� 个核移植胚胎的第一次卵裂出现的情况
,

其中

有 �� 个胚胎的第一次卵裂出现在核移植后 �� 分钟以内 � 另外 �� 个是在核移植 �� 分钟

以后才陆续进行第一次卵裂
。

这两群胚胎的细胞染色体加倍率分别为 � �
�

� 外和 �� 务
。

在

细胞核移植过程中
,

我们发现鱼类囊胚细胞具有单核的和双核的
。

以单核囊胚细胞作供

体的核移植卵的第一次卵裂一般比用双核囊胚细胞作供体的稍晚�待发表 �
。

表 � 细胞核移植体的发育

� � �
�

� � � � � �叩� 即 � � � � � � �� � � 灯
� � �� �� � � �

移核卵数目

� �
·
� � � � �助� �幼

�� �

全囊胚
� �� �� � ��

原肠胚
� � �� � � �

�

体长达到 � 厘米个体
��� �� �

数目
� �

� �� 沪
� 数目

� �
。 �� �

� � 数目
� �

。 �� �
� ’

�� �
� �

第一实验组
� �� � � � � �

�
� � � ��

乎。 � �

第二实验组
� � ‘� � � � � � � �如

� �

� � �� � �� � �

对照
� � � �� � �

� �  

� � �

�
。

�

� �
。

�

�
�

相对于移核卵数目的百分比 � �
�

相对于全囊胚数目的百分比 �
�

�

相对于原肠胚数目的百分比
。

�
�

� � � � � � �� � � � � � � �� � �� �� � �� � ���石� � � � �� � � � � � � � � � � �� � �� �� � � �� � � � �
�

�
�

�
�� � � �� �

�
。

�
��

�� � � �
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�
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单倍体细胞核移植体的染色体加倍率
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在第二组实验中得到了 5 尾 2 厘米以上稚鱼
,

其中一尾存活了 14 个月
。

经下述几种

标准鉴定
,

确定这 , 尾鱼为纯合二倍体泥鳅 (H
om ozygous diplof d loach) 以下简称 H D L

o

肌肉乳酸脱氢酶 (L D H ) 同工酶电泳结果表明
,

两尾实验鱼 (H D L 4 和 H D L S) 的

酶谱与泥鳅自交的相似
,

而不同于泥鳅(了 ) x 大鳞副泥鳅( ? )杂交鱼的酶谱(图版 I:3)
。

对 H D L I和 H D L Z 两尾实验鱼进行了尾鳍染色体制片检查
,

对染色体分散均匀
、

图象清

晰的分裂相中染色体计数表明
,

染色体数 目都为 100
,

其中 H D L I 有 8 个分裂相
,

H D L Z

有 6 个分裂相(图版 I
:4 ,

5
)

。
5 尾实验鱼在形态上都表现出泥鳅的特征

。

它们的尾鳍基

部都有一黑斑
,

尾柄长大于高
,

皮褶棱不很发达 (图版 I:6
,

7
)

。

两尾实验鱼 (H D L Z 和

H D L 3 ) 的胸鳍形状与正常雌性一样
,

呈扇形
。

另三尾 (H D L I
、

H D L 4 和 H D L S) 因

个体较小尚难断定性别
。

讨 论

1. Su btelny 将蛙雄核发育单倍体细胞核移植到去核卵中 ,

发现在全囊胚总数 中 有

37
.
2外是来自第一次卵裂延迟了大约一个分裂周期的核移植卵

。

这些囊胚在以后的发育

中经过鉴定被确认为纯合二倍体
,

而其余按正常时间第一次卵裂的核移植体绝大多数为

单倍体
。

他认为
:
移植核染色体的加倍发生在第一次卵裂的延迟过程中

。

然而
,

在本实

验中没有发现类似的规律
。

¹ 部分核移植体第一次卵裂的时间虽有延迟
,

但延迟的时间

不是一个完全的卵裂周期; º 延迟卵裂的核移植体中染色体加倍机率并不很高; » 单核

和双核囊胚细胞供体对核移植体的第一次卵裂时间有较大的影响
。

根据鱼类胚胎发育的

特点
,

我们作出如下推测
:
鱼类胚胎发育较两栖类快

,

囊胚期细胞周期比两栖类的短
。

按

照细胞周期的规律
,

通常增殖型细胞周期的时间越短
,

G I 期时间越短
,

G I 期细胞在细

胞群体中的比例相应要小
,

G Z 期和 M 期细胞比例就大
。

经过了染色体复制 (1n * Zn)

的 G Z 期细胞核被移植进卵细胞质后
,

进行一次受精卵必须进行的 D N A 合成(2n 、 4n)
,

以正常或稍延迟的时间进行第一次卵裂 (4n 、 2n )
,

染色体却加倍了
。

从早期的同步卵

裂逐渐趋于异步性分裂而形成的囊胚细胞群体
,

其中细胞所处周期的时相处于动态变化

中
,

随时都可能具有不同的比例
。

在不同的时期取囊胚细胞作为核移植的供体
,

细胞核在

移植后染色体加倍的机率就可能有差异
。

这可能是表 2 中每一批核移植体染色体加倍机

率差异的原因
。



水 生 生 物 学 报 11 卷

2
.
我们选择泥鳅和大鳞副泥鳅作为实验材料

,

是考虑到两种鱼的亲缘关系较近
,

而染

色体数目相差很大
,

以便于对核移植体进行染色体分析
。

如果在核移植以前未去掉雌核
,

核移植体的染色体数 目为 24 + 50 ~ 74 ; 如果去核成功
,

染色体未加倍
,

则染色体数目为

50 ; 染色体加倍后
,

数目即为 10 00

3
.
高等动物单倍体

,

无论是来自雌核或雄核发育
,

无一例外只能活到摄食期
。 , 尾实

验鱼都存活了数月
,

显然不是单倍体
。

从表面形态看来
,

它们都是典型的泥鳅
,

尾柄长

而窄
,

皮褶棱不很发达
。

我们检查了 2 尾实验鱼的肌 肉 LD H 同工酶
。

它们 (
e ,

f) 的图

谱显然与泥鳅 (O 的相同
。

虽然以泥鳅为母本的杂交鱼 (b) 也表现出同样的图谱
,

但由

于实验是以大鳞副泥鳅为母本
,

如果雌核未挑去
,

实验鱼只可能表现 出大鳞副泥鳅为母本

的杂交鱼(a) 或大鳞副泥鳅自交鱼 (d) 的图谱
。

我们鉴定了两尾鱼的尾鳍细胞染色体
,

其

数 目都是 100
,

这两尾鱼中就有存活了 14 个月的 H D L Z
。

这些证据充分表明了它们是

雄核发育纯合二倍体
,

证明了这种产生雄核发育纯合二倍体的方法是可行的
。

4

.

对实验组原肠期胚胎的染色体制片检查表明
: 染色体加倍的核移植体为 29

.
6务

。

而长到 2 厘米以上的个体(纯合二倍体)却只占原肠胚总数的 2
.
5多

。

这意味着只有 & 4多

(2. 5另 + 29
.
6多 一 & 4 并) 纯合二倍体原肠胚胎存活下来

。

绝大部分纯合二倍体死亡的

原因可能有两方面
: ¹ 对照核移植体中

,
2 厘米以上个体只占原肠胚胎总数的 24

.
4 外

,

其

余 75
.
6外的核移植原肠胚胎在以后的发育过程中死亡

。

引起这些胚胎死亡的原因可能是

核移植过程中对细胞核的损伤; 供体细胞核与受体细胞质之间细胞周期时相上的差异或

供体与受体不同属的矛盾等
。

º 大约 16 务(91
.
6% 一 75

.
6多 一 16 外) 的纯合二倍体原肠

胚胎则由于细胞核的纯合状态
,

隐性基因的表达而死亡
。

5

.

对于高等动物单倍体胚胎的死亡已提出了多种解释
〔‘一 a] ,

如隐性基因的表达
,

核质

比例失调和活性物质浓度的临界水平等
。

我们的实验表明
: 虽然纯合的核状态对纯合二

倍体的发育产生了丫定的影响
,

但纯合二倍体能发育到成鱼阶段的事实否定了隐性基因

的表达是单倍体胚胎死亡的根本原因
。

‘
.
以胸鳍为标志的性别鉴定判断 H D L Z 和 H D L 3 两尾实验鱼应为雌性

。

据此推测

泥鳅的性决定机制可能为雌性同型配子 (X X )
,

雄性异型配子 (X Y )
。

因为所得成鱼很

少
,

没有发现超雄个体 (Y Y ) 并不意味着泥鳅超雄个体不能存活
。

哺乳类 Y Y 合子是不

能存活的
。

在进化过程中
,

基因的不断缺失使得哺乳类的 Y 染色体比较短小
。

Y Y 合子缺

乏X 染色体上的许多伴性遗传基因
,

因而不能存活
。

然而
,

鱼类属于低等脊椎动物
,

性

染色体的分化还不明显
,

性决定机制也有多种类型
。

在众多的鱼类染色体组型研究中难

以发现异型性染色体
。

在某些鱼类已获得了超雄个体[3l
” ,14 ]。 由此看来

,

泥鳅超雄能否存

活
,

还有待今后进一步研究
。

雄核发育纯合二倍体在鱼类育种工作中具有重要的意义
。

通过这种方法可直接建立

纯系
。

由于每个纯合二倍体都是一个独立的纯系
,

就可大量提供选种的原始材料
。

如果

超雄能存活
,

就可以产生全雄个体
,

进行单性鱼生产
。

然而
,

以我们这种方法产生纯合二

倍体的效率很低
。

如果能够提高移植核的加倍率和纯合二倍体的存活率
,

那么这种技术

在鱼类育种应用上的意义就会更大
。
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刘汉勤等 : 泥鳅雄核发育纯合二倍体的产生 图版 1

泥鳅雄核发育单倍体原肠胚胎染色体

肠胚胎染色体( Z
n = 100土 )

。
丫 5 0。: 3

(
In

肌肉
b. 泥鳅( 罕)火大鳞副泥鳅(了);

c. 泥鳅;

二 50土)
。
又6 0 0 ;

L o H 同工酶图谱
。

d

,

大鳞副泥鳅;

合二倍体泥鳅尾鳍染色体 (2n , 10 0 )
。

H D
LI

鳅
。

H D L Z ;

1 C h 拍川o so J
lles o f lo a e}l an d r叩

en ed e haploid

丫 l乡0 0 ; H D L Z

H D L 3

2 泥鳅雄核发育纯合二倍体原

a. 大鳞副泥鳅( 罕)火泥鳅(了刀
H D L S; f

.
H D L 4; 峪, 多 纯

丫6 0叱 6 ,
7 纯合二倍体泥

gostrula ( I
n ~ , o土 )

·

火6 0 0 ; 2

、、
f l

o a 、
l
、 a n

d ro
g e o e

d
、

h
‘、
m

o z y 驴
us dipl说d g ast:u 飞a (

Zn ~ 1 0 0 土)
.
减 50 0 今 3

1知
已n z y

ll l已

( 了) ;
e.
rattern s

-

L oaeh 二

。
.
尸
.
沙a乡,少a 。 , 一了

( 罕) 火 lo a ch 〔了) : b. Loaeh ( 罕) 丫

C h ro
一刀o

so
n l e s

卜su sd e L D H

P
.
d a b声少a n “s

d
.
P
.
J
a
b

,下a 刀:水s ; e
.

o
f l

、o n 。( , z y g
o u s

d i p l
o

i
〔
1 l

o a o
h

(
Z n

~
1 0 0

)

·

H D
L , : f

.
H D L 4 ; 4 ,

弓 C h ro n 、o s o m e s o
f

t a
i l fi

n

H D L I 义1 5 0 0 ; H D L Z 只 6 0 0 ; 6 ,
7 1于o zn o 认y g o u s

d i p l
o
i d l

o a c 圣1
.
H D L Z ; H J)1 3


