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摘要
:

分别在受精后 巧 和 30 m ni
,

用 印 mg
·

L
一 ’ 6 一 二甲基氨基嗦吟 ( 6 一 D M A p )处理栉孔扇贝 ( 早) x 虾夷扇贝

(扩 )受精卵诱导异源三倍体
,

持续处理 5
一

25 n 止n 。

采用二氨基苯基叫噪 ( D A PI )染色和荧光显徽镜观察对处理

前后受精卵的染色体行为变化进行了研究
,

空气干燥法制备染色体检侧胚胎倍性
。

结果表明
,

无论抑制第一极

体或是第二极体释放均能获得正常发育的异源三倍体胚胎 ;抑制第一极体释放
,

产生异源三倍体
、

非整倍体
,

延

长处理时间能获得五倍体 ;抑制第二极体释放
,

产生异源三倍体 ; 6 一 D M人P 使染色体运动终止
,

处理前后
,

核相

无变化
,

随着处理时间的延长
,

核相泡状化增强
。

关健词
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多倍体育种是近年来贝类遗传育种研究的热点之一
,

尤其是三倍体诱导
,

在多种贝类取得了卓有成

效的进展
。

已有结果显示
,

贝类三倍体在养殖成活率
、

生长速度 和出 肉率等方面明显优于二倍体〔’ 一 3〕
。

杂交育种是传统的品种改良手段
,

能培育出具有双亲优良性状 的杂交后代
,

在多种贝类 的品种改 良中发

挥了重要作用 L今
一 “ 〕

。

异源三倍体诱导
,

结合了杂交和多倍体育种两种方法
,

理论 上应具有双重优势
,

即

杂交优势和多倍体优势
,

因此有着良好 的应用前景
。

异源多倍体研究在鱼类 已有成功的先例 0[]
,

但在贝

类中还未见报道
。

栉孔扇贝 ( hc 丛mys af , ri )和虾夷扇贝 ( Pa ti彻卿 c切 n ye s s此舫 si )是我国北方重要 的海水

养殖 贝类
,

两者生物学性状差异明显
,

有互补性
,

具有诱导异源多倍体的可行性
。

诱导和培育异源三倍

体有可能为克服扇贝养殖过程 中出现的高死亡率
、

品质下降等问题提供新的解决途径
。

本文拟通过观

察异源扇贝受精卵极体被抑制后的染色体行为变化
,

探索异源三倍体形成的机理和规律
,

为扇贝异源多

倍体诱导研究提供细胞学依据
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

栉孔扇贝和虾夷扇贝均取 自山东长岛海区
,

栉孔扇贝壳高 7 一 sc m
,

虾夷扇贝壳高 10 一 12c m
。

6 一 二

甲基氨基 嚓吟 ( 6 一 di m e th y l匆旧i n
叩

u ri ne
,

简称 6 一 D M AP )和 二 氨基 苯基 叫 噪 ( 4
,

6 一 di a m i d ine 一 2 -

Phe
n y lni d o l e ,

简称 n A p l )为 s i g m a 公司产品
。

1
.

2 方法

诱导试验于 2 0 0 2 年 5 月在中国水产科学研究 院长岛增殖站进行
。

分别选取性腺充分发育成熟的

栉孔扇贝雌贝和虾夷扇贝雄 贝
。

栉孔扇 贝于 16 ℃水温暂养
,

升温法促其产卵 ;虾夷扇贝 8 ℃以下水温暂

养
,

阴干法刺激排精
。

精卵以适当比例混合受精
。

分别在受精后 15 和 30 而
n ,

用 印mg
·

L 一 ’ 的 6 一 D 州认尸

处理 5 一
25 m ni

,

处理结束后移人 1 0以) m L 烧杯中
,

17 ℃下培养
。

处理期间每隔 5而
n
取样

,

用 60 % 甲醇固

定
,

样品换固定液一次
,

D A p l 染色
,

荧光显微镜在紫外光 ( 3 6 5 n m )下观察照相
。

取担轮幼虫滴片法制备

染色体
。

2 结果

2
.

1 抑制第一极体排放时的染色体行为

栉孔扇贝成熟卵的染色体核相停留在第一次成熟分裂的中期 (图版 I 一 1 )
,

虾夷扇贝精子入卵后完

成第一
、

第二次成熟分裂
,

排出第一
、

第二极体 (图版 I 一 2
,

3 )
。

在水温 17 ℃条件下
,

受精后 15 而
n 可观

察到个别受精卵的同源染色体已经分离
,

移动到动物极的边缘
,

即将形成第一极体
。

因此
,

将抑制第一

极体的起始处理时间定为受精后 15 m ni
,

持续处理 s m in 、

15 而 n 和 25 m ni
。

解除处理后
,

染色体分离形式

随着持续处理时间的不同有很大 的变化
。

持续处理 5而
n ,

大部分受精卵可排出第一
、

第二极体 ; 处理

15 而
n ,

多数受精卵不排出第一极体 ; 处理 25 m in ,

多数受精卵未见排出第一
、

第二极体
。

胚胎期问染色体

制片观察显示
:
持续处理 5而

n ,

染色体多为 38 条
,

是二倍体 (图版 n 一 1 ) ; 处理 1 5而
n 的染色体数主要是

57 条
,

并有较大的变化
,

是三倍体和非整倍体 (图版 n 一 2
,

3 ) ; 处理 25 而
n ,

观察 到染色体 95 条
,

产生了
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五倍体 (图版 l一 4 )
。

上述结果表明
,

持续处理 5而
n ,

6 一 D M妙 对染色体分离影响较小
;
持续处理

15 而
n ,

抑制了第一极体释放产生三倍体的同时
,

也出现了部分非整倍体 ; 持续处理 25 m ni
,

处理结果是

第一
、

第二极体均被抑制
,

此时
,

对照组部分受精卵排出第二极体
。

2
.

2 抑制第二极体排放时的染色体行为

水温 17 ℃条件下
,

3 5而
n 时可见个别受精卵排

出第二极体
,

因此以受精后 30 m ni 作为抑制第二极

体释放的起始处理时间
。

开始处理前
,

受精 卵核相

有两种基本类型
,

一种处于第二次成熟分裂中期
,

受

精卵内染色体排列在赤道板上 (图版 I 一 4 ) ; 第二种

处于第二次成熟分裂后期
,

染色单体已经分离 (图版

I 一 5 )
。

分别处理 5而
n 、

15而
n 、

2 5 nIi
n ,

受精卵核相

组成未发生变化
,

但随着处理时间的延长
,

泡状化明

显增强 (图版 I 一 6
,

7
,

8
,

9)
。

解除处理后
,

染色体开

始移动
。

持续处理 5而
n ,

大部分受精卵可以排 出第

二极体
,

对第二次成熟分裂过程未造成明显影响 ;持

续处理 15 m in ,

受精卵不排出第二极体
,

雌雄原核相

互融合
,

进人正常的细胞分裂 ; 持续处理 25 而
n 的受

精卵也不排出第二极体
,

但雌雄原核不能正常融合
,

并造成了受精卵的死亡
。

3 讨论

3
.

1 6 一 D M A P 的作用效果

6 一 二甲基氨基嗦吟是嗓吟霉素的类似物
,

是蛋

白质磷酸激酶的抑制剂
,

通过抑制蛋 白质磷酸激酶

参加的生化反应
,

使纺锤丝不 能形成
,

并抑制染色

体的分离和极体 形成 〔7 一 “ ]
,

由于其低毒
、

易溶和低

价
,

近年来代替细胞松弛素 B (简称 C B )在贝类多倍

体诱导研究 中被广泛使用
。

6 一 D M AP 抑制栉孔扇

则早 ) x 虾夷扇贝 (才 )受精卵极体 的释放
,

处理前

后染色体核相无明显变化
。

即开始处理后
,

染色体

分离便停止
,

表明 6 一 D M AP 有终止染色体运动的作

用
,

因此 6 一 D M AP 在处理时能立即产生抑制作用
,

作用时效较短
。

杨爱国等刚 曾报道 了 6 一 D M AP 诱

导栉孔扇贝三倍体的机理
,

栉孔扇贝受精卵接受 6

一 D M A卫 处理后
,

其染 色体行为变化和本研究 中栉

孔扇贝 (早 ) x 虾夷扇贝 (扩 )受精卵的染色体行为基

本相同
,

即 6 一 D M AP 对二者染色体行为的影响在细

胞学上没有 明显差异
。

与 6 一 D M AP 不 同
,

C B 是真

菌的一种代谢产物
,

主要通过特异性破坏微丝
,

使由

微丝构成的
“

收缩环
”

解体
,

胞质分裂沟不能形成
,

从

而抑制细胞分裂或是极体释放
,

但不影响细胞核 的

图版 1 Pl a et l

1
.

栉孔扇贝成熟卵 ;2
.

释放第一极体 (箭头 ) ; 3
.

释放第二极体 (箭

头 ) ; 4
.

第二次成熟分裂中期
: 染色体排在赤道板上 (箭头 ) ; 5

.

第

二次成熟分裂后期 : 染色体单体 (箭 头 )已分开 ; 6 一 9
.

泡状化逐渐

增强

1
.
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of C

.

af ~
; 2

.
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一
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.
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.
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nd 祖
。 51 5 :

e
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s al ig n in g o n ht e p leat ( ~

w ) ; 5
.

朋即h eas ot 袱
。泪

m e iOSi
s: e b r o m ati ds ( 侧汀。 w ) di v id ed

; 6 一 9
.

bu l l iof mr
s。 ” e t u比

( ~
w ) 姗

幻g山 e n ed

碗巍

1
.

二倍体 n2
二 38 ; 2

.

五倍体 s n 二 9 5

1
.

d iPl oi d Z n =
38

; 2
.

pe n at P l o id s n = 95

图版 兀 P la et l

非整倍体 s n 一 l 二 肠 ; 3
.

三倍体 3n 二 5 7 ; 4
.

noac
P l o id y 3 n 一 l 二 汤 ; 3

.

tri P l o id 3n 二 5 7 ; 4
.
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分裂和染色体的分离
。

受精卵接受处理后
,

染色体分离继续进行
,

C B 只在形成
“

收缩环
”

时产生作用
,

其

作用时效 比 6 一 D M A P 长
,

可以提高诱导率
。

但 CB 是剧毒药物
,

处理得到的胚胎死亡率很高
,

且对环境

和人体影响较大
,

不利于生产中应用
。

3
.

2 异源三倍体的诱导

虾夷扇贝精子进人栉孔扇贝成熟卵后
,

能正常激发卵子发育
,

释放第一极体和第二极体
,

并形成雌

雄原核
,

最后雌雄原核融合
,

完成受精过程
。

6 一 D M妙 处理该异源受精卵
,

无论抑制第一极体或是第二

极体的释放
,

均能得到正常发育的三倍体胚胎
,

这从染色体制片的观察结果中已得到证实
。

抑制第二极

体释放产生三倍体
,

能获得较高的三倍体率
,

这是 目前贝类三倍体研究中应用最多的方法
。

已有研究表

明
,

抑制第二极体释放产生的三倍体主要来源于发育至第二次成熟分裂中期的受精卵 [, 〕
。

因此
,

抑制第

二极体诱导异源三倍体时
,

要得到较高的诱导率
,

同步发育卵的获得和诱导时机的选择非常重要
。

目前

一般三倍体育种中多以第二极体出现的数量来确定处理的起始时机 〔’ 0J
。

3
.

3 非整倍体现象

实验中
,

抑制异源受精卵第一极体释放
,

产生三倍体的同时也会产生部分非整倍体
。

高等动物染色

体数目的增减会产生严重的后果
,

非整倍体通常是致死的或是导致发育障碍
,

而在植物和低等动物中非

整倍体普遍存在〔” 一 ’ 2〕
。

贝类多倍体研究尤其是抑制第一极体释放诱导多倍体
,

常产生高比例的非整

倍体 [`“ 〕
。

现有资料表明
,

某些非整倍体是可以生存的
,

合浦珠母贝能耐受 7 % 一 14 % 单倍体染色体的增

减 f川
。

异源多倍体扇贝虽然能在胚胎阶段检测到非整倍体
,

但能否存活还有待于进一步观察
。

3
.

4 同时抑制第一
、

第二极体释放的结果

延长 6 一 D M AP 处理时间
,

第一
、

第二极体释放均被抑制
,

雌雄原核融合后将会形成五倍体
,

胚胎染

色体观察亦证明了这一点
。

但也有可能雌雄原核融合不完全
,

从而产生其他各种倍性
。

cs 田, a
等 〔̀ “ J曾

用 Bc 同时抑制第一极体和第二极体的释放
,

获得地 中海贻贝 ( 从少` il us ga lPel o i nc 汉 si ) 成活至成体的四

倍体个体
,

这是 目前少数能得到成活四倍体贝类的先例之一
,

说明抑制两个极体释放在多倍体研究 中也

具有重要应用价值
。
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