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摘要! 针对半滑舌鳎雌雄个体生长差异过大%雌性性腺发育成熟后腹部凸起影响舌鳎生长和

商品鱼质量等问题!开展了人工诱导半滑舌鳎三倍体的研究$ 采用静水压处理抑制半滑舌鳎

受精卵第二极体排出进行染色体加倍!筛选出有效的静水压处理强度及其持续时间$ 结果表

明!孵化水温 $! g左右时!授精后 " GI:!采用 !# RCH的静水压压力!休克处理 A GI:!三倍体

诱导率最高!达到 &%%j$ 采用该诱导条件!大批量获得了半滑舌鳎三倍体鱼苗$ 采用流式细

胞仪分析了三倍体鱼苗细胞@,-含量!表明三倍体鱼苗细胞@,-含量为二倍体对照鱼苗的

&8" 倍$ 通过染色体分析表明!三倍体鱼苗的染色体数为 #! 条!而二倍体鱼苗的染色体数为

A$ 条$
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中图分类号! 1>#$8&'''''''文献标志码'-

''半滑舌鳎#A?=)F0)..-..,1&0&/,4&.$属鲽形目

#C7;9U6:;OMIW6UG;S$)舌鳎科 #4V:6X76SSI\H;$)舌

鳎属#A?=)F0)..-.$"俗名鳎米)舌头鱼等"是我国

特有的名贵经济海水鱼类( 半滑舌鳎由于其味道

鲜美)肉质细嫩)营养丰富"深受消费者欢迎( 目

前"半滑舌鳎已成为我国海水鱼类养殖的主导品

种之一"其养殖业年产值达 $% 多亿元人民币( 研

究表明"半滑舌鳎雌性和雄性个体"在生长速率上

存在很大差别"其雌性个体比雄性个体大 ! hA

倍*&+

"半滑舌鳎鱼苗经过 & 年半到 $ 年的养殖后"

雌性个体体质量可达 "%% h="% X"而雄性个体仅

&%% h$"% X( 另外"雌性个体在性成熟后由于性

腺发育成熟)导致腹部隆起"影响了大规格商品鱼

的外观和质量"降低了半滑舌鳎的商品价值"进而

影响其苗种的推广和养殖产业的发展( 因此"对

半滑舌鳎开展性别控制和不育技术研究"采用染

色体组操作技术研制全雌或不育苗种"对于半滑

舌鳎苗种的推广及其养殖业的发展具有重要

意义(

近年来"我国科技工作者对半滑舌鳎性别特

异分子标记筛选)人工雌核发育诱导)性别控制以

及半滑舌鳎家系建立等进行了系统研究"并取得

重要进展( 筛选到半滑舌鳎雌性特异 -/.C分子

标记"建立了半滑舌鳎遗传性别鉴定的 C4+技

术*$ <A+

"建立了半滑舌鳎异源精子和同源精子诱

导的雌核发育技术*" <#+

( 但这些技术主要是进行

半滑舌鳎遗传性别鉴定和雌核发育诱导(

三倍体鱼因染色体组成不平衡"性腺不能发育

成熟"因而在研制鱼类不育群体方面具有重要应用

价值( 鉴于鱼类不育技术在遗传育种)渔业生产)

防止外来物种入侵和保护鱼类遗传多样性方面的

重要意义和应用价值"国内外非常重视鱼类不育技

术的研究( 而制作不育鱼类的主要途径是生产三

倍体( 迄今国内外已先后获得了三棘刺鱼
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淡水鲤科鱼类多倍体培育上也取得一些进展"如洪

一江等*&$+成功诱导出兴国红鲤#A?*(&=-.'/(*&)

4/(I.&=F-)=,=.&.$三倍体%张宪中等*&!+诱导出三倍

体锦鲤#A(?*(&=-.'/(*&)2$(

本文研究了静水压诱导半滑舌鳎三倍体鱼苗

的条件和方法"建立了诱导半滑舌鳎授精卵进行染

色体加倍大量培育三倍体的技术"育出率近 &%%j(

同时"采用流式细胞仪鉴定了三倍体和二倍体鱼苗

细胞@,-含量"采用染色体分析技术分析了三倍

体鱼苗的染色体数量"证实了该技术的可行性"为

半滑舌鳎性别控制和优质商品鱼的生产奠定了

基础(

&'材料与方法

!&!'实验鱼和卵子#精子的采集

繁殖用半滑舌鳎亲鱼为山东省海阳市黄海水

产有限公司人工养殖培育的半滑舌鳎亲鱼"雌鱼每

尾体质量为 &8" h$ bX"雄鱼为 &?% h!"% X"经过生

殖调控达到性成熟后进行人工催产( 半滑舌鳎亲

鱼的人工催产按文献*&A+的方法( 采取挤压腹部

法收集未受精卵"将未受精卵采集到干燥的烧杯中

备用"采用腹部挤压法采集半滑舌鳎雄鱼精液"干

法授精"将新鲜精液倒入卵中"轻轻摇动混匀"精液

和卵的授精最小体积比为 "%%

'

.e#"% h&%%$ G."

加入 $倍于卵量体积的温度为 $$ h$! g的海水完

成授精过程"授精后将受精卵置于 $& h$! g海水

中孵化(

!&('静水压处理适宜起始时间的筛选

对半滑舌鳎三倍体诱导处理起始时间的筛

选"参考423,等*"+诱导半滑舌鳎减数雌核发育

技术"在授精后 " GI:"进行静水压处理为最佳处

理起始时间(

!&+'静水压处理压力和适宜处理时间的确定

将授精卵分别倒入日本生产的 " "%# 静水压

机的压力缸中"分别采用 $?)!$)!#)A% 和 AA RCH

压力进行处理"持续处理 A h" GI:"处理完毕后将

卵移入 $& h$! g海水中培养孵化( 分别计算不

同压力组的孵化率及三倍体比率"从而确定静水

压处理的适宜压力(

筛选静水压处理持续时间"参考半滑舌鳎减

数雌核发育方法*"+

"将授精卵在筛选出的适宜压

力下"分别处理 $)A)# 和 ? GI:"处理完毕后将卵

移入 $& h$! g海水中培养孵化( 计算各组的孵

化率及三倍体比率"从而确定静水压处理的适宜

处理时间(

!&,'三倍体鱼苗的细胞)#*相对含量测定

每次三倍体诱导实验"抽检孵化出膜后 $ h

" \的三倍体实验鱼苗 $% h!% 尾( 将每尾鱼苗放

入 & 个 &8" G.的离心管中"用蒸馏水清洗鱼苗 &

次"随后向每个离心管加入 %8$ G.CD1"用碾磨

棒将鱼苗碾碎成单细胞"制成单细胞悬液"碾磨下

一个前先将碾磨棒在蒸馏水中洗干净( 全部磨好

后"向每个管中加入 & h$ G.从C-+P34公司购

买的一步法染色试剂"充分染色后"用滤膜过滤"

将滤液转入仪器配套的 " G.试管中"轻弹试管"

使细胞悬液混合均匀"然后将试管置于 C-+P34

倍性测定仪#C-$中测定样品的 @,-相对含量(

采用正常二倍体鱼苗作对照"再分析三倍体诱导

鱼苗的 @,-相对含量( 统计三倍体鱼苗的

比率(

!&@'三倍体鱼苗染色体分析

将 & h&" 日龄的三倍体实验鱼苗置于海水配

置的 %8%$j的秋水仙素中"在室温下处理 $ Z(

然后把鱼苗放入 %8%=" G67B.的 4̀7中低渗

$" h!" GI:( 用新配制的预冷卡诺氏液#甲醇e冰

醋酸p!e&$连续固定 ! 次"每次 $% GI:( 再取单

个鱼苗放入 "%j的冰醋酸中"使细胞游离( 热滴

片法滴片( &%j吉姆萨染液染色 $% h!% GI:"镜

检染色体数目(

!&A'数据分析

运用1C11&!8% 软件统计各个组诱导鱼苗孵

化率和三倍体率的平均值和标准差"并进行单因

素方差分析#):;FaHV -,)5-$"利用最小显著

极差法#7;HSMSIX:IWIOH:M\IWW;U;:O;".1@$对各个诱

导组间的数据进行多重比较(

$'结果

(&!'染色体加倍静水压压力及其持续时间的

确定

比较了不同静水压压力和处理持续时间对半

滑舌鳎三倍体诱导率的影响"现将采用不同压力

处理后获得的舌鳎三倍体诱导的结果示于表 &(

由表中可见"随着静水压力的增加"鱼苗孵化率呈

下降趋势( !# RCH组与 !$ RCH组之间的孵化率

不存在显著差异#!q%8%"$"但三倍体率差异显

著#!l%8%"$%!# RCH组与 A% RCH组的三倍体

%("
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率差异不显著"但孵化率差异显著"因此只有在静

水压压力为 !# RCH时诱导三倍体鱼苗的效果

最好(

表 !'静水压力对半滑舌鳎三倍体诱导的影响

-./&!'IFF37=<F:1FF3036=93M39%<F803%%503%><7K<6

16:57=1<60.=3<F=0189<1:16>.9FJ%2<<=>=<6;53%<93

静水压压力BRCH

NU;SS9U;7;̂;7S

孵化率Bj

ZHMOZI:X UHM;

三倍体率Bj

N;UO;:MHX;6WMUIN76I\

对照组O6:MU67

"!8= mA8#

H

%8% m%8%

H

$?

A?8" m!8>

HK

%8% m%8%

H

!$

A%8= m$8?

KO

A$8& mA8%

K

!#

!=8# m$8!

O

&%%8% m%8%

\

A%

&&8$ m&8=

\

>&8" mA8"

O

AA

%8% m%8%

;

%8% m%8%

H

注!不同字母表示差异显著#!l%8%"$(

,6M;S!@IWW;U;:M7;MM;USI:\IOHM;SIX:IWIOH:M\IWW;U;:O;#!l%8%"$8

''将半滑舌鳎受精卵在 !# RCH压力下处理 $)

A)#和 ? GI:"均有鱼苗孵化出膜"但是随着压力持

续时间的延长"孵化率急剧下降"A GI: 组与 #)?

GI:组间的三倍体率虽不存在显著差异"但是孵化

率差异显著"只有在持续处理 A GI: 时"诱导三倍

体鱼苗的效果最好( 因此确定半滑舌鳎三倍体诱

导的静水压有效处理持续时间为 A GI:#表 $$(

表 ('静水压处理持续时间对半滑舌鳎三倍体诱导的影响

-./&('IFF37=<F=03.=236=:50.=1<6<F803%%503%><7K<6

=>316:57=1<6<F=0189<1:16>.9FJ%2<<=>=<6;53%<93

静水压力持续时间BGI:

NU;SS9U;SZ6Ob \9UHMI6:

孵化率Bj

ZHMOZI:X UHM;

三倍体率Bj

N;UO;:MHX;6WMUIN76I\

对照组O6:MU67

A=8" m!8&

H

%8% m%8%

H

$

A$8> m$8$

H

!&8= mA8A

K

A

!$8> m&8=

K

>#8= m!8!

O

#

&?8" m$8%

O

??8$ m&8?

O

?

&%8# m&8?

\

>!8! m!8!

O

注!不同字母表示差异显著#!l%8%"$( 海水温度 $! g左右"受

精后 " GI:"静水压力为 !# RCH(

,6M;S!@IWW;U;:M7;MM;USI:\IOHM;SIX:IWIOH:M\IWW;U;:O;#!l%8%"$8

aHM;UM;GN;UHM9U;YHSHK69M$! g"" GI: HWM;UW;UMI7I]HMI6:"H:\

NU;SS9U;YHS!# RCH8

(&('半滑舌鳎三倍体鱼苗细胞 )#*相对含量

的测定

采用倍性测定仪对三倍体实验鱼苗和对照鱼

苗的细胞@,-相对含量进行了测定( 表明二倍

体鱼苗细胞中的@,-相对含量绝大多数集中在

$# h$? 处"而三倍体鱼苗绝大多数细胞中的

@,-相对含量在 !> hA$ 处#表 !$"是二倍体鱼

苗的&8"倍#图 &FH"K$"因此证明我们诱导出的鱼

苗为三倍体鱼苗(

表 +'流式细胞仪测定三倍体鱼苗)#*相对含量$三倍体率 !UU^%

-./&+'D9<P7?=<23=0? .6.9?%1%<F)#*039.=1M37<6=36=<F=0189<1:F0?$830736=.;3<F=0189<1:!UU^%

名称

:HG;

@,-相对含量

@,-U;7HMÎ;O6:M;:M

名称

:HG;

@,-相对含量

@,-U;7HMÎ;O6:M;:M

对照组O6:MU67 $=8=! $%&%F&%F%#�&!"?"#8WOS A&8!"

$%&%F&%F%#�%#&%!?8WOS A&8!? $%&%F&%F%#�&A%%"$8WOS A&8A=

$%&%F&%F%#�%#&"A%8WOS A&8%# $%&%F&%F%#�&A%A%#8WOS A%8=#

$%&%F&%F%#�%#$""!8WOS A&8"= $%&%F&%F%#�&A%=A=8WOS A%8A"

$%&%F&%F%#�%#$=!!8WOS A$8=# $%&%F&%F%#�&A%>A!8WOS A&8$>

$%&%F&%F%#�&%"=%A8WOS A%8%? $%&%F&%F%#�&A&&!%8WOS A&8A"

$%&%F&%F%#�&&%!$>8WOS A%8!A $%&%F&%F%#�&A&A%?8WOS A%8$$

$%&%F&%F%#�&&%AA#8WOS !>8&$ $%&%F&%F%#�&A!#$=8WOS !?8#%

$%&%F&%F%#�&&%"!?8WOS !>8"$ $%&%F&%F%#�&A!?$$8WOS !>8&$

$%&%F&%F%#�&&&"!#8WOS !?8#> $%&%F&%F%#�&AA!"$8WOS !>8!=

$%&%F&%F%#�&&&=$>8WOS !?8"! $%&%F&%F%#�&AA#A>8WOS !>8=#

$%&%F&%F%#�&&$%%?8WOS !>8A? $%&%F&%F%#�&A"%&?8WOS A%8$>

$%&%F&%F%#�&&$&"$8WOS !>8&& $%&%F&%F%#�&A""&A8WOS !>8=A

$%&%F&%F%#�&$$$!#8WOS A%8"! $%&%F&%F%#�&A#=&"8WOS !>8"A

$%&%F&%F%#�&!A?!#8WOS A&8#& $%&%F&%F%#�&A#?&!8WOS !>8&#

$%&%F&%F%#�&!"!"=8WOS A&8?"

#("
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图 !'二倍体鱼苗和三倍体鱼苗的倍性分析直方图

#H$ 正常二倍体鱼苗% #K$ 三倍体鱼苗(

D1;&!'O1%=<;0.2%<F89<1:? .6.9?%1%<66<02.9:189<1:.6:=0189<1:F0?

#H$ :6UGH7\IN76I\ WUV% #K$ MUIN76I\ WUV8

(&+'半滑舌鳎三倍体实验鱼苗染色体分析

半滑舌鳎二倍体鱼苗的染色体数目为 $= p

A$ 条%而三倍体鱼苗的染色体数目为 != p#!"因

此通过染色体分析即可鉴定诱导出的鱼苗是否为

三倍体鱼苗( 如果诱导出的鱼苗的染色体数目为

#! 条"则证明这些鱼苗是三倍体( 本项研究采用

鱼苗染色体制片方法"对人工诱导的半滑舌鳎三

倍体鱼苗进行了染色体分析( 每次三倍体诱导实

验抽检 &% h$% 尾鱼苗进行染色体分析"发现在优

化的静水压处理条件下产生的鱼苗含有 #! 条染

色体"正常二倍体鱼苗的染色体数为 A? 条"因此"

含有 #! 条染色体的鱼苗就是三倍体鱼苗#图 $FH"

K$( 由此证明本方法诱导的鱼苗为三倍体(

图 ('三倍体鱼苗和二倍体鱼苗染色体分析

#H$ 正常二倍体鱼苗染色体% #K$ 三倍体鱼苗染色体(

D1;&('R>0<2<%<23.6.9?%1%<F6<02.9:189<1:.6:=0189<1:F0?

#H$ :6UGH7\IN76I\ WUV% #K$ MUIN76I\ WUV8

!'讨论

+&!'人工诱导方法

随着水产养殖业的迅猛发展"人们对水产品

优良品种的需求也日益迫切"使用染色体操作技

术"人工诱导鱼类多倍体"是获得优良品种的有效

途径之一( 三倍体鱼类具有性腺不能发育成熟)

控制过度繁殖)促进生长以及提高鱼肉品质等优

点( 人工诱导鱼类三倍体技术是通过人为的方法

抑制受精卵第二极体排出进行染色体加倍"从而

形成三倍体个体( 目前广泛应用的诱导方法有物

理学方法)化学方法和生物学方法*&"+

(

静水压处理是进行鱼类多倍体诱导的有效方

法之一"与温度休克法相比"其处理的最佳条件易

于掌握"处理时间较短"受精卵损伤小"可获得较

高的诱导率和成活率( 如许建和等*&#+同时用温

&("
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度休克和静水压处理两种方法诱导大黄鱼三倍体

时"得到的结论是在最适诱导条件下静水压法诱

导效果要优于冷休克法( C3+*EE0等*&=+也曾报

道诱导欧鲈三倍体"静水压法诱导效率高于冷休

克法(

+&('三倍体诱导效果

本研究采用静水压法"通过大量实验"筛选出

诱导半滑舌鳎三倍体的最佳条件是"孵化水温 $!

度左右"在授精后 " GI:"采用 !# RCH的静水压

压力"处理 A GI:( 且获得的三倍体率最高可达

&%%j"这一较高诱导率与很多鱼类相似"如桂建

芳等*&%+采用静水压法诱导三倍体水晶彩鲫"在受

精后 A h" GI: 采用 #%% bXBOG

$或 #"% bXBOG

$的

压力持续处理 ! GI:"结果产生了 &%%j的三倍体

水晶彩鲫"而且胚胎的存活率相当高"孵化率为对

照组的 >%j左右%o*等*&?+用冷休克法诱导牙鲆

三倍体"在受精后 ! GI:"水温 !z下持续处理 $"

GI:也获得了 &%%j的三倍体牙鲆"且成活率最高

为 >!8$=j%.0,2-+P等*&>+诱导欧洲鲇三倍体"

在受精后 ! GI:以 #%% bXBOG

$的静水压力持续处

理 A GI:"结果得到#>=8?j m&8?j$的三倍体胚

胎"最后存活率为#!!8=j m&#8>j$(

在本研究中还显示出"三倍体诱导组的孵化

率较对照组低"且随着静水压力的上升)处理时间

的延长"各诱导组的鱼苗孵化率明显下降"这一现

象在许多鱼类三倍体的诱导时都有发现( 如许建

和等*&#+用静水压诱导大黄鱼三倍体时"发现各试

验组原肠期相对存活率)相对孵化率随压力强度

增加而下降( ()2,1),等*$%+认为"其原因可能

是压力刺激对受精卵中蛋白质的功能造成了损

伤"进而影响胚胎的发育和存活"而且这种损伤会

随处理强度和持续时间的增加而增强( 我们还发

现未受精卵的发育好坏对诱导结果会产生极大的

影响( C3+*EE0等*&=+诱导欧鲈三倍体时发现"

低质量的欧鲈卵导致较高的死亡率( 因此对亲鱼

进行精养"提供优质的饵料"给予适宜的环境条

件"亲鱼产出的卵子质量就好"其诱导效果就会更

好( 另外"由于诱导工艺的差异)倍性鉴定方法的

不同以及鱼种地理种群的不同"其诱导多倍体的

结果也可能不同(

+&+'倍性鉴定

采用流式细胞仪检测 @,-相对含量对鱼类

多倍体进行倍性鉴定"具有操作简单)快速等优

点"是一种较为理想的倍性鉴定方法( 染色体计

数法则是一种最直接)最可靠的倍性鉴定方法(

在本研究中同时采用了流式细胞仪检测 @,-相

对含量和染色体制片计数两种直接鉴定方法对三

倍体诱导组进行了倍性鉴定"结果都证明在优化

了的最佳诱导条件下"诱导的半滑舌鳎三倍体率

为 &%%j(

本研究采用静水压方法"筛选出诱导半滑舌

鳎三倍体的最佳条件"获得的三倍体率最高达

&%%j"首次建立了半滑舌鳎三倍体鱼苗的诱导方

法"并且获得了大量的半滑舌鳎三倍体"为后期三

倍体的生长性能和性腺发育研究提供了材料( 本

项技术的建立为半滑舌鳎性别控制和优质商品鱼

的生产奠定了基础提供了技术手段(
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