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　　摘要：以团头鲂灭活精子为诱导，采用热休克染色体加倍处理方法进行锦鲤雌核发育。锦鲤卵为黏性卵，置于
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　　锦鲤属鲤形目鲤科鲤鱼属，原产于我国，后传入日本［１］，

其色彩鲜艳，神态雍容华贵，观赏价值高，是一种高档观赏鱼，

也是一种高度杂合体，花色遗传机制复杂。目前，大部分锦鲤

品种主要是通过杂交以及长期人工选育而得到的。可见，通

过纯系亲本来揭示花色遗传机制是目前锦鲤育种方面最亟待

解决的问题。因此，雌核发育在锦鲤选育和亲市品种开发研

究方面具有重大意义［２］，它利用灭活的外源精子刺激卵子发

育，再通过人工染色体加倍处理获得雌核发育后代，能快速建

立遗传纯系，加快发育速度［３］。目前，我国水产行业中

鲤［４－５］、草鱼［６］、白鲫［７］、虹鳟［８］等１０多种鱼类进行雌核发育
研究，但由于人工雌核发育的孵化率低，在生产上很难推广。

因此，本试验以锦鲤为母本，以灭活的团头鲂精子为外源诱导

精子，采用热休克处理假受精卵，受精卵和孵化率分别可达

５６．５４％、６８．７１％，并定期观察研究胚胎发育，为今后锦鲤人
工雌核发育的推广提供参考资料。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验鱼　母本体质健壮，腹部膨大，色泽鲜艳，成熟度
一致的２＋龄锦鲤，来自湖南省渔缘生物有限公司；父本为
２＋龄性成熟团头鲂，来自湖南省渔缘生物有限公司。
１．１．２　药品　实验室内配制Ｈａｎｋｓ’液，冰箱４℃保存备用。
催产素于注射前配制，现配现用。

１．１．３　设备　Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜及其摄像系统，紫外灯２个
（３０Ｗ），灯架，摇床、纱布，温度计，加热棒，鸡毛等。
１．２　试验方法
１．２．１　催产　锦鲤亲本进行２针催产，催产药物注射时间与
量根据当时水温、亲本成熟度、方便操作等多因素来确定，团

头鲂注射 １次，用量为锦鲤亲本一半。锦鲤与团头鲂分池
养殖。

１．２．２　精子灭活［９］　人工挤出团头鲂精子（挤之前必须用
毛巾擦干净鱼身上的水，沿着胸鳍至泄殖腔轻轻挤压），立刻

加Ｈａｎｋｓ液，精子 ∶Ｈａｎｋｓ液＝１∶４，然后充分摇匀，在培养
皿上铺成约１ｍｍ的液层，放距紫外线１５～２０ｃｍ处垫有冰板
的摇床上处理１０～２０ｍｉｎ，显微镜下定期检查精子活性。当
９０％精子失去活性时就停止紫外照射，收集失活精子，贮存碎
冰中备用。

１．２．３　雌核发育［１０］　（１）受精。捞取发情锦鲤亲本，人工挤
出成熟卵粒，快速加入失活精子，用干燥、洁净的鸡毛充分搅

拌，进行干法人工假受精。

（２）热休克。用２２℃水尽量冲散卵粒，均匀黏附直径为
２２ｃｍ的玻璃培养皿内，恒温３ｍｉｎ，然后逐步进入４１℃水
体，放置２ｍｉｎ，再逐步回到２２℃，放置３ｍｉｎ，其后放置室内
孵化。

（３）胚胎发育观察。孵化水温和室温维持在（２０±
１）℃，孵化用水充分曝气，每隔２～３ｈ换水１次，定期剔除
死卵，定期用ＯＬＹＭＰＵＳ显微镜观察与摄像胚胎发育过程，并
统计受精率和胚胎孵化率。

２　结果与分析

２．１　卵裂
受精５０ｍｉｎ后，胚盘开始出现第１次分裂，其卵裂速度

很快，１ｈ内完成１６细胞期分裂，胚盘开始形成多层，卵裂球
越来越小，规则地排列在胚盘表面，逐渐向胚盘外表推移，并

集中在胚盘处形成较为明显的隆起，形成多细胞期（图１）。
２．２　囊胚期

受精６ｈ后，胚胎细胞界限开始模糊不清，胚盘在卵黄上
呈高峰状，出现早期囊胚（图１），进入高囊胚期；９．８ｈ后，细
胞界限消失，囊胚细胞开始向下方扩展，面积不断扩大，囊胚

降低，囊胚细胞逐步平展于卵黄上，胚盘为弓形，形成低囊期。

２．３　原肠胚期
受精１８．６７ｈ后，胚层进一步向植物极扩张，约占整个胚

胎的１／３（图１）；受精２０．１７ｈ后，胚盘下包卵黄１／２，由于细
胞的集中和内卷后造成一环带形的胚胎和一新月形的缺口，
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这就是背唇，即原肠期形成的开始（图１）。２１．３３ｈ后，胚盘
下包３／５，背唇处又内卷及增生的细胞向中央伸展集中形成
球胚盾，前端头部隆起明显，形成原肠晚期胚胎（图１）。原肠
期统计受精率为５６．５４％。
２．４　神经胚期

受精后３０ｈ，胚层细胞继续下包４／５，受精３５ｈ后，囊胚
层完全包围卵黄，胚孔闭合，胚体形成，呈弧形，胚盾中线形成

神经索，脑部逐渐膨大，出现２个收缩部分，脑分为前、中、后
脑３部分，胚体上神经沟两侧可见５～６对短柱状体节，达到
胚孔封闭期（图１）。
２．５　器官形成期

受精３９ｈ后，胚体前方两侧出现椭圆突起的眼泡原基，
出现体节，并随着时间的推迟，体节越来越明显，受精４９ｈ
后，出现眼点，胚体后部肌肉可以轻微扭动，可见神经脊索

（图１）。受精５２ｈ后，个别胚体心脏开始微弱跳动（图１）。
２．６　孵化期

受精７０～８０ｈ后，胚体活动先明显减弱，然后胚体尾部

出现剧烈扭动，甚至翻滚整个胚体，借助尾部摆动的力量而冲

破卵膜（图１）。胚体有尾部先冲出卵膜的，也有头部先冲出
卵膜的，从卵膜破裂到胚体完全脱落需要５～１０ｈ，并统计胚
胎孵化率（为６８．７１％）。刚脱膜而出的鱼苗，腹部带有一椭
圆形卵黄囊，２～３ｄ后消失，鱼苗能平游（图１）。

３　结论与讨论

雌核发育主要是人工加倍染色体，采取阻止卵子的第２
次成熟分裂，或卵子的第２次有丝分裂而使染色体加倍，不同
阶段染色体加倍处理的雌核发育后代基因纯度不同［６］。热

休克是一种常用的染色体加倍处理方法，用于雌核发育研究

的不多，并且不同鱼类和不同染色体加倍处理阶段，热休克起

始时间、所需强度、温度等均有所不同，孵化率和成活率也较

低［１１－１２］。本试验用遗传失活的团头鲂精子能有效启动锦鲤

雌核发育，采用热休克处理染色体加倍，较王云等学者研究结

果［１３］来看，可达到较高的受精卵和孵化率，表明此方法进行

锦鲤雌核发育是有效可行的。
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试验过程中，胚胎发育时间同其他研究学者研究上有所

差异，笔者认为可能是有以下几个原因造成的：第一，孵化水

温和室温的差异导致胚胎发育速度有所改变。胚胎在培养皿

发育过程中，水温易受到环境的影响，所以孵化水温较难控

制。第二，雌核胚胎发育多放在室内进行，环境光照度对其影

响较大。第三，不同品种鱼类的胚胎发育时间会有所不同。

团头鲂属鲤科
!

亚科鲂属，染色体数目２ｎ＝４８［１４］，锦鲤
染色体数目为２ｎ＝１００，两者关系较远，外部形态差异大，理
论上杂交个体不成活［１５］。在该研究中，用未经遗传失活的团

头鲂精子与锦鲤人工受精，有杂交个体产生，体色黑，外部形

态与团头鲂相似，与刘静霞等研究结果［１６］相悖，其远缘杂交

出现成活个体的机理仍有待进一步研究。
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３　讨论

羊肚菌是一种食药兼用菌，早已被收录在李时珍的《本

草纲目》中。羊肚菌是一种很珍贵的天然补品，含丰富的蛋

白质、多种维生素及２０多种氨基酸，味道鲜美，营养丰富，在
长白山区的针叶阔叶林、混交林中及林缘山坡上有分布。

从数量特征看，羊肚菌菌盖高占子实体整体高的比例为

４９％，标准差０．１１２，表明羊肚菌外部形态是菌盖高占整体高
的１／２左右。整体高的变异最小，变异系数为２９．７４％，生物
量的变异最大，变异系数高达８７．５９％。

异速生长指的是生物体的某一特征的相对生长率与第２
种特征的相对生长率不相等；而同速生长则指这２种特征都
以相同的比例增加［６］。经统计分析，羊肚菌整体高、菌盖高、

菌盖直径、整体鲜质量、整体干质量之间均有密切的相关关

系，其相关程度最佳的为指数函数、幂函数和线性函数，说明

羊肚菌整体生物量、整体鲜质量、整体高、菌盖高、菌盖直径之

间既具有同速生长规律又具有异速生长规律。羊肚菌整体鲜

质量随着其菌盖高、菌盖直径的增加不仅具有一致的同速生

长规律，而且都以相近的比例增加，羊肚菌整体高、菌盖高、菌

盖直径之间具有不同的异速生长规律。

　　在植物各特征的生长分析研究中，ｒ２为拟合方程的确定
系数，可用来估计遗传因子的控制水平，而１－ｒ２则体现随机
环境的影响水平［１０］。本研究中，羊肚菌各部分的异速生长规

律中，ｒ２为０．４８０９～０．７１４７，同速生长规律 ｒ２为０．６４９６～

０．８１０４。可见，羊肚菌各部分的生长无论是异速的还是同速
的，均受遗传因子和环境因素双重控制，同时也体现各部分生

长因环境影响而具有的生态可塑性［１１］。
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