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多倍体泥鳅的人工诱导及其受精细胞学观察
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摘要　对大鳞副泥鳅(PP)、二倍体泥鳅(DD)和四倍体泥鳅(TT)自交或杂交受精卵进行冷休克(冷休克条

件为:受精后５min开始,利用２~３℃冰水冷休克处理３０~３５min),获得６种多倍体泥鳅后代(DD×PPＧ０,３n＝
７４;DD×DDＧ０,３n＝７５;DD×TTＧ０,４n＝１００;TT×PPＧ０,５n＝１２４;TT×DDＧ０,５n＝１２５和 TT×TTＧ０,６n＝１５０.

母本在前,父本在后).利用流式细胞仪对不同诱导组合不同时期倍性进行检测发现:１月龄,DD×PPＧ０三倍体

诱导成功率为８７．５０％,DD×DDＧ０三倍体诱导成功率为５３．８５％,DD×TTＧ０四倍体诱导成功率为９０．９１％,

TT×PPＧ０五倍体诱导成功率为８４．９６％,TT×DDＧ０五倍体诱导成功率为７６．９２％,TT×TTＧ０六倍体诱导成功

率为１２．５０％.１２月龄,各组合多倍体诱导成功率分别为９１．４３％ (DD×PPＧ０,３n＝７４),６０％ (DD×DDＧ０,３n＝
７５),８５．１９％ (DD×TTＧ０,４n＝１００),８７．５０％ (TT×PPＧ０,５n＝１２４),８３．３３％ (TT×DDＧ０,５n＝１２５)和６．０６％
(TT×TTＧ０,６n＝１５０).１２月龄各诱导组合多倍体倍性组成与１月龄相似,诱导成功率随诱导多倍体后代的倍

性增加而降低.对不同诱导组合后代进行生长统计分析发现:不同诱导组合后代在生长早期差异不显著,生长

后期表现出不同程度的差异.其中,以四倍体泥鳅为母本、大鳞副泥鳅为父本的诱导五倍体后代(TT×PPＧ０)１２
月龄时期全长和体质量值最大.同时,荧光受精细胞学观察证实冷休克处理通过抑制受精卵第二极体的释放获

得三倍体型后代.
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　　大鳞副泥鳅(Paramisgurnusdabryanus)和泥

鳅(Misgurnusanguillicaudatus)分别隶属于鳅科、
花鳅亚科中的副泥鳅属(Paramisgurnus)和泥鳅属

(Misgurnus),是２种重要的淡水经济鱼类,广泛分

布于欧亚大陆[１].２种泥鳅均具有发达的辅助呼吸

系统(包括皮肤呼吸和肠呼吸),耐低氧[２Ｇ３];同时,这

２种泥鳅肉质属于高蛋白、低脂肪类型的高品质水

产品,营养丰富,味道鲜美,素有“水中人参”之称.
由于受到消费者的青睐,泥鳅日趋成为研究的热点,
国内外研究者们也陆续开展了其生长、发育、免疫等

相关的研究[４Ｇ６].
截至目前,在我国境内天然水域中共发现了５

种不同倍性的泥鳅,包括二倍体、三倍体、四倍体、五
倍体和六倍体泥鳅[７Ｇ１０].但是,尚未发现除二倍体

以外的大鳞副泥鳅.２种鳅类在天然环境中同域分

布,存在明显的生殖季节交叉[４].You等[１１]在野外

环境中发现了２种泥鳅自然杂交后代.在实验条件

下,Cui等[１２]通过种间杂交获得大量可存活的杂种

泥鳅后代.同时,国内外还开展了２种泥鳅的雌核

发育、雄核发育、多倍体诱导和 DNA 甲基化相关的

研究[１３Ｇ１６].但缺乏对２种泥鳅杂交后代诱导多倍体

的研究.为进一步丰富泥鳅种质资源,为泥鳅的育

种和多倍化研究提供更丰富的材料,本研究以二倍

体泥鳅(DD)、四倍体泥鳅(TT)和大鳞副泥鳅(PP)
为材料,以冷休克方式诱导多种多倍体泥鳅后代,并
对其生长、倍性变化进行相关研究;同时,以诱导三

倍体泥鳅为例,利用核酸荧光染料二氨基苯基吲哚

(DAPI)染色追踪冷休克过程中遗传物质变化情况,
探究染色体加倍过程.本研究开展多倍体泥鳅的诱

导,旨在为２种经济鳅类的遗传改良提供实验样本
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和基础资料.

1　材料与方法

1.1　亲本采集

从武汉周边地区捕捞泥鳅和大鳞副泥鳅野生亲

本.从外部形态特征对２种泥鳅进行区分,泥鳅体

披细鳞,体型细长,呈圆筒型,侧线鳞数目为１２２~
１４４;尾柄长与尾柄高之比大于１.大鳞副泥鳅(PP)
体型呈侧扁状,侧线鳞数目为１００~１１５;尾柄长与

尾柄高之比约等于１.参照Zhu等[１７]描述方法,利
用流式细胞仪(BeckmanCoulter,美国)对泥鳅亲本

的倍性进行鉴定(二倍体泥鳅 DD 和四倍体泥鳅

TT).将二倍体泥鳅、四倍体泥鳅和大鳞副泥鳅亲

本分开 暂 养 备 用,暂 养 水 温 ２６~２８ ℃,溶 氧 ＞
５mg/L.
1.2　多倍体泥鳅的诱导

通过冷休克处理泥鳅和大鳞副泥鳅自交/杂交

受精 卵,获 得 ６ 种 诱 导 多 倍 体 组 合:DD×PPＧ０
(３n),DD×DDＧ０(３n),DD×TTＧ０(４n),TT×PPＧ
０(５n),TT×DDＧ０(５n)和 TT×TTＧ０(６n)(母本

在前,父本在后,０代表冷休克处理,３n/４n/５n/６n
代表诱导后的倍性).首先,对繁殖亲本进行人工催

产,雌性亲本催产剂量为LRHＧA２５０μg/kg＋DOM
６mg/kg,雄性亲本催产剂量减半,催产后雌雄亲本

分开暂养,暂养水温２６℃,置于安静黑暗环境中;１２
h后,检查雌雄亲本发育状况,是否可挤出成熟卵子

和精液.雌雄亲本同步成熟后,解剖雄性亲本取出

精巢,加泥鳅精子保存液研磨备用;然后挤出成熟卵

子,加入研磨后的精液,混匀;随后,加入少量曝气

水,刺激卵子和精子完成人工授精.从加入曝气水

开始计时,第５分钟开始,将受精卵置于２~３℃冰

水中进行冷休克处理刺激,冷休克持续 ３０~３５
min;随后,将冷休克后的受精卵置于塑料孵化盒内

孵化,孵化水温保持在２５~２６℃.受精后４８h完

成脱膜,以孵化卤虫作为开口饵料,连续投喂１周.
随后采用实验室自配泥鳅饵料进行诱食,改投人工

配合饲料.１月龄、３月龄、６月龄、９月龄和１２月龄

进行生长测量,包括全长和体质量;１月龄和１２月

龄同时进行倍性鉴定.不同诱导组合分开饲养,饲
养水质环境和密度相当.
1.3　多倍体泥鳅倍性鉴定

１月龄阶段,从各诱导组合中随机选择３０~５０
尾样本,采用冰水对全鱼进行麻醉后,除去头部,将

躯干部位进行研磨过滤,获得游离的体细胞.流式

细胞仪对幼鱼体细胞进行倍性检测,幼鱼倍性鉴定

具体方法和步骤参见文献[１８].１２月龄阶段,诱导

多倍体后代体长超过５cm,尾静脉采血,采用血细

胞DNA相对含量法进行倍性鉴定[１７].利用 PHA
法制作肾细胞染色体标本,具体方法和步骤参见文

献[１９].
1.4　多倍体泥鳅生长比较

不同月龄阶段,各诱导组合分别随机选择３０~
５０尾多倍体泥鳅,用冰水进行麻醉,测量其全长和

体质量.全长测量精确到０．０１mm,体质量测量精

确到０．００１g.
1.5　受精细胞学观察

以二倍体泥鳅自交受精卵(DD×DD)为对照

组,对二倍体泥鳅自交冷休克诱导三倍体受精卵

(DD×DDＧ０)及其胚胎发育早期过程进行荧光受精

细胞学观察.受精卵取样时间分别为受精后０、３、

５、７、１０、１５、２０、２５、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００
min,每次取 受 精 卵 ２０~３０个.４％ 多 聚 甲 醛 溶

液＋PBS溶液固定受精卵２４h,４％多聚甲醛４℃固

定３６h;体视显微镜下剥去卵膜,０．１％TritonXＧ１００
溶液３７℃水浴３~５min;用 PBS溶液清洗２次,

０．０１％ DAPI溶液避光染色２０min;最后用３０％和

５０％甘油各清洗１次,用５０％甘油进行保存,保存

时间不超过４h.利用荧光显微镜(Zeiss,Imager．
A２,德国)对荧光染色后的受精卵进行观察并拍照

记录.
1.6　数据处理和分析

利用SPSS２２．０和Excel２０１０软件对不同诱导

组合生长性状进行单因素方差分析,差异显著性水

平为α＝０．０５.

2　结果与分析

2.1　多倍体泥鳅的获得

以大鳞副泥鳅血细胞作为内参,３种泥鳅血细

胞荧光信号值如图１.二倍体泥鳅 DNA 含量比大

鳞副泥鳅略大,四倍体泥鳅 DNA 含量是大鳞副泥

鳅的１倍.分别以大鳞副泥鳅、二倍体泥鳅和四倍

体泥鳅作为繁殖亲本,进行人工授精获得自交/杂交

受精卵;利用优化后的冷休克条件对受精卵进行

冷休克处理,共获得６种不同冷休克诱导组合,
即DD×PPＧ０ (３n),DD×DDＧ０ (３n),DD×TTＧ０
(４n),TT×PPＧ０(５n),TT×DDＧ０(５n)和 TT×

７２
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　A:大鳞副泥鳅;B:二倍体泥鳅;C:四倍体泥鳅.A:Largescaleloach,P．dabryanus;B:Dojoloach,diploidM．anguillicaudatus;

C:Dojoloach,tetraploidM．anguillicaudatus．

图１　泥鳅和大鳞副泥鳅血细胞DNA相对含量峰值图

Fig．１　FlowcytometricpeaksofbloodcellsrelativeDNAcontentofdojoloachandlargescaleloach

TTＧ０(６n).将６种不同诱导组合分开饲养,饲养

环境和密度相同,并定期对不同组合后代进行生长

测量和倍性检测.
2.2　多倍体后代倍性检测

１月龄阶段,对幼鱼体细胞进行倍性检测,分别

从６个诱导组合中选择３０~５０尾实验鱼样本进行

倍性检测,统计各诱导组合诱导多倍体倍性组成,结
果如图２所示.

图２　１月龄幼鱼诱导多倍体后代倍性组成

Fig．２　Ploidycompositionofinducedpolyploidy

progeniesat１monthＧold

　　１月龄阶段,幼鱼倍性检测结果显示:DD×PPＧ
０三倍体诱导成功率为８７．５０％;DD×DDＧ０三倍体

诱导成功率为５３．８５％;DD×TTＧ０四倍体诱导成功

率为９０．９１％;TT×PPＧ０ 五 倍 体 诱 导 成 功 率 为

８４．９６％;TT×DDＧ０五倍体诱导成功率为７６．９２％.
同时,检测到少量超出预期倍性的六倍体幼鱼;

TT×TTＧ０六倍体诱导成功率为１２．５０％.同时,检
测到３７．５０％五倍体后代.

１２月龄阶段,不同诱导组合倍性检测结果与

１月龄相似.６种组合诱导多倍体后代占比分别为

６０％(DD×DDＧ０)、９１．４３％(DD×PPＧ０)、８５．１９％
(DD×TTＧ０)、８３．３３％(TT×DDＧ０)、８７．５０％(TT×

PPＧ０)和６．０６％(TT×TTＧ０)(图３).１２月龄时期,

TT×TTＧ０诱导组合中未检测到五倍体后代,TT×
DDＧ０诱导组合中未检测到六倍体后代.

图３　１２月龄成鱼倍性组成

Fig．３　Ploidycompositionofinducedpolyploidy
progeniesat１２monthＧold

　　制备２种泥鳅繁殖亲本以及诱导多倍体后代肾

细胞染色体中期分裂相如图４,并统计染色体数目.

３种野生泥鳅/大鳞副泥鳅亲本染色体数目分别为

２n＝４８(PP,图４A)、２n＝５０(DD,图４B)、４n＝１００
(TT,图４C).DD×DDＧ０诱导三倍体后代染色体

数目为３n＝７５(图４D),DD×PPＧ０诱导三倍体后代

染色体数目为３n＝７４(图４E),DD×TTＧ０诱导四倍

体后代染色体数目为４n＝１００(图４F),TT×DDＧ０
诱导五倍体后代染色体数目为５n＝１２５(图４G),

TT×PPＧ０诱导五倍体后代染色体数目为５n＝１２４
(图４H).二倍体泥鳅较大鳞副泥鳅多２条染色体,
在诱导多倍体后代中二倍体泥鳅作为父本(DD×
DDＧ０,TT×DDＧ０)诱导组合多倍体后代染色体数目

较大鳞副泥鳅作为父本(DD×PPＧ０,TT ×PPＧ０)诱
导组合多倍体后代多１条染色体.由于诱导六倍体

后代(TT×TTＧ０)数量限制,未成功获得六倍体后

代有丝分裂中期的染色体分裂相.

８２
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　A:大鳞副泥鳅(２n＝４８);B:二倍体泥鳅(２n＝５０);C:四倍体泥鳅(４n＝１００);D:DD×DDＧ０诱导三倍体后代(３n＝７５);E:DD×PPＧ

０诱导三倍体后代(３n＝７４);F:DD×TTＧ０诱导四倍体后代(４n＝１００);G:TT×DDＧ０诱导五倍体后代(５n＝１２５);H:TT×PPＧ０诱导

五倍体后代(５n＝１２４).A:Largescaleloach,P．dabryanus(２n＝４８);B:Dojoloach,diploidM．anguillicaudatus (２n＝５０);C:Dojo

loach,tetraploidM．anguillicaudatus(４n＝１００);D:InducedtriploidprogenyofDD×DDＧ０(３n＝７５);E:Inducedtriploidyprogenyof

DD×PPＧ０(３n＝７４);F:InducedtetraploidprogenyofDD×TTＧ０(４n＝１００);G:InducedpentaploidprogenyofTT×DDＧ０(５n＝１２５);

H:InducedpentaploidprogenyofTT×PPＧ０(５n＝１２４)．

图４　泥鳅、大鳞副泥鳅以及诱导多倍体后代染色体分裂相

Fig．４　Chromosomesplitphasesofdojoloach,largescaleloachandinducedpolyploidyprogenies
2.3　生长差异比较

各月龄不同诱导多倍体组合后代全长和体质量

结果如图５和图６.１月龄阶段,各诱导组合全长和

体质量差异不显著.３月龄开始不同诱导组合全长

和体质量出现明显差异,DD×TTＧ０组合全长和体

质量值最大,DD×DDＧ０组合后代全长和体质量值

最小;６月龄,DD×PPＧ０组合全长和体质量值最小,

DD×TTＧ０ 组 合 全 长 和 体 质 量 值 最 大;９ 月 龄,

DD×PPＧ０组合全长和体质量值最小,TT×DDＧ０
组合全长和体质量值最大;１２月龄,DD×PPＧ０组合

全长和体质量值最小,TT×PPＧ０组合全长和体质

量值最大.TT×TTＧ０诱导六倍体组合体质量小于

诱导三倍体(DD×DDＧ０)、四倍体(DD×TTＧ０)和
五倍体(TT×DDＧ０和 TT×PPＧ０)组合.１２月龄生

长测量和倍性检测后,对同一诱导组合按照不同倍

性进行比较发现,除 TT×PPＧ０诱导组合的五倍体

后代体质量与三倍体后代体质量存在明显差异

(P＜０．０５),其他诱导组合不同倍性后代体质量值

无显著性差异.

　不同小写字母(同一月份)表示差异显著(P＜０．０５)．下同.

Foreachmonth,differentsmalllettersmeantsignificantdifferＧ

ences(P＜０．０５)．Thesameasbelow．

图５　诱导多倍体后代全长变化

Fig．５　Growthperformancesoftotallength
ofinducedpolyploidyprogenies

2.4　受精细胞学观察

以二倍体泥鳅正常自交受精卵(DD×DD)作为

对照,冷休克诱导三倍体受精卵(DD×DDＧ０)及其

早 期 胚 胎 发 育 过 程 荧 光 受 精 细 胞 学 观 察

时序如图７和图８.正常水温条件下,二倍体泥鳅

９２
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图６　诱导多倍体后代体质量变化

Fig．６　Growthperformancesofbodyweight
ofinducedpolyploidyprogenies

成熟精子通过卵子表面受精孔进入卵子内部,刺激

卵子发育,促进卵子完成第２次减数分裂,分裂成卵

核和第二极体;精核进入卵子后,没有与卵核发生融

合,以精核、卵核以及第二极体３种核体共同存在于

卵子内部(图７A).受精后５~１０min,雄核不断向

雌核靠近,并最终融合形成受精核.此时,第２次减

数分裂形成的第二极体并未排出受精卵(图７B).
第１次有丝分裂前,受精核和第二极体逐渐移动至

受精卵表面,为第１次有丝分裂做准备(图７C).随

后,大部分受精卵完成第２次减数分裂排出第二极

体(图７D).受精后３０~４０min,冷休克结束,受精

卵进入第 １ 次有 丝 分 裂 S 期,染 色 体 发 生 复 制

(图７E).随即完成第１次有丝分裂,受精卵进入２
细胞期(图７F).受精后６０min受精卵发育至４细

胞期 (图 ７G),受 精 后 ８０ min 发 育 至 ８ 细 胞 期

(图７H).

　SN:精核;EN:卵核;PB２:第二极体;FN:受精核;时间表示距离受精开始时间.下同.SN:Sperm nucleus;EN:Eggnucleus;

PB２:Secondpolarbody;FN:Fertilizednucleus．Timeindicatesthetimeafterfertilization．Thesameasbelow．

图７　二倍体泥鳅自交受精卵受精细胞学观察

Fig．７　FertilizationcytologyobservationoffertilizedeggsofdiploidM．anguillicaudatus

　　利用冷休克诱导二倍体泥鳅自交受精卵获得三

倍体泥鳅(DD×DDＧ０),对冷休克过程受精卵进行

观察发现:冷休克开始前,二倍体泥鳅精子进入卵子

过程同二倍体泥鳅自交受精卵(DD×DD)发育过程

(图８A).受精后５min,精子刺激卵子完成第２次

减数分裂,形成雌核和第二极体;随即,雄核和雌核

发生融合形成受精核(图８B).从受精后２０min开

始 冷 休 克 处 理,阻 止 第 二 极 体 从 受 精 卵 排 出

(图８C~F).未排出的第二极体与受精核最终发生

融合,形成一个较大的受精核(图８G);随后,受精卵

开始进入第１次有丝分裂.受精后８０min完成第

１次有丝分裂进入２细胞期(图８H).胚胎发育早

期,冷 休 克 诱 导 受 精 卵 较 正 常 受 精 卵 发 育 慢 约

４０min.
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图８　二倍体泥鳅冷休克受精卵受精细胞学观察

Fig．８　FertilizationcytologyobservationofcoldshockedfertilizedeggsofdiploidM．anguillicaudatus

3　讨　论

泥鳅以其复杂的倍性组成和多样的配子形成机

制,日趋成为水产动物研究的热点.国内外研究者

陆续开展了大量泥鳅单性生殖(雌核发育和雄核发

育)和多倍体诱导[２０Ｇ２２].雌核发育、雄核发育以及多

倍体诱导本质上对鱼类受精卵处理方法相似,通过

物理方法(静水压法、温度休克法、高盐高碱法等)或
化学方法(６Ｇ二甲基氨基嘌呤、秋水仙素、细胞松弛

素 B、咖啡碱等)让“受精卵”染色体数目增加,获得

染色体加倍的后代.本研究以优化后的冷休克条件

对３种泥鳅自交或杂交受精卵进行染色体加倍处

理,获得６种诱导多倍体泥鳅后代,对不同组合后代

不同生长阶段进行倍性检测,发现各组合多倍体后

代１月龄和１２月龄倍性组成相似.１２月龄阶段,
各组合并未检测到１月龄出现的异常倍性后代.诱

导多倍体泥鳅后代倍性组成变化可能是由于异常倍

性后代存活力差,在生长过程中陆续死亡.在鱼类

多倍体诱导试验中,研究者多关注于某一特定生长

阶段诱导成功率,而忽视了不同多倍体后代存活力

的差异.对不同阶段的倍性检测有利于全面了解多

倍体后代生长过程中的差异变化.不同诱导组合中

使用不同倍性亲本,诱导成功率相差较大,整体呈现

随着诱导后代倍性的增加、诱导成功率逐渐下降的

趋势,六倍体诱导成功率明显低于其他倍性诱导成

功率.
对不同诱导组合多倍体后代进行倍性鉴定,

DNA相对含量法用于倍性快速判断,肾细胞染色体

计数法可用于染色体数目统计,前者具有快速、便捷

的特点,后者倍性鉴定更为准确.以 DD为母本诱

导三 倍 体 (DD×PPＧ０ 和 DD×DDＧ０)和 四 倍 体

(DD×TTＧ０)后代体细胞染色体数目分别为３n＝
７４、３n＝７５ 和 ４n＝１００,较 正 常 自 交/杂 交 后 代

(DD×PP,３n＝７４、DD×DD,２n＝５０和 DD×TT,

３n＝７５)增加１套泥鳅染色体组(１n＝２５);以 TT为

母本诱导五倍体后代(TT×PPＧ０和 TT×DDＧ０)体
细胞染色体数目分别为５n＝１２４和５n＝１２５,较正

常杂交后代(TT×PP,３n＝７４和 TT×DD,３n＝
７５)增加２套泥鳅染色体组(２n＝５０).本研究中冷

休克获得三倍体泥鳅(DD×DDＧ０,３n＝７５)和五倍

体泥鳅(TT×DDＧ０,５n＝１２５)与天然水域中发现三

倍体和五倍体泥鳅具有相同染色体组成[２３].以PP
为父本诱导三倍体(DD×PPＧ０,３n＝７４)和五倍体

(TT×PPＧ０,５n＝１２４)后代体细胞染色体数目较以

DD为父本诱导三倍体(DD×DDＧ０,３n＝７５)和五倍

体(TT×DDＧ０,５n＝１２５)后代少１条染色体.大鳞

１３
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副泥鳅和泥鳅分别隶属副泥鳅属和泥鳅属,体细胞

染色体数目不同,在实验条件和野外条件下均可实

现杂交生殖,杂交过程中遗传物质传递表现出了较

为稳定的特点.
有关多倍体鱼类的生长速度,不同鱼类研究结

果不尽相同.人工诱导多倍体与二倍体相比,并不

都具有明显的生长优势,甚至有些鱼类的三倍体比

二倍体生长速度要缓慢[２４Ｇ２５].人工诱导三倍体和四

倍体大鳞副泥鳅中也出现了类似结果[２６Ｇ２７].而异源

多倍体后代生长速度多较相应的二倍体自交后代

快,如异源三倍体虹鳟(Oncorhynchusmykiss)[２８]

和 异 源 三 倍 体 银 大 马 哈 鱼 (Oncorhynchus
kisutch)[２９].本研究通过冷休克获得６种诱导多倍

体泥鳅后代,不同诱导组合在早期生长阶段全长和

体质量差异不明显,后期不同诱导组合全长和体质

量均出现较大差异.除 TT×PPＧ０组合外,同一诱

导组合不同倍性后代之间生长差异较小.TT×
PPＧ０中五倍体后代平均体质量小于三倍体后代,这
种差异可能是倍性增加造成的,也有可能是实验样

本数量不足引起的.诱导六倍体组合后代(TT×
TTＧ０)生长较慢,该结果与 Horie等[３０]研究同源六

倍体泥鳅生长结果相似.诱导五倍体组合后代

(TT×DDＧ０和 TT×PPＧ０)生长较其他组合快;同
时,异源五倍体后代(TT×PPＧ０)较后同源五倍体后

代(TT×DDＧ０)生长快,表现出一定的杂种优势.
利用物理或者化学方法诱导多倍体鱼类主要有

２种方式:①通过抑制受精卵第１次有丝分裂的正

常进行,受精卵核内遗传物质发生复制而染色体不

分离,最终形成四倍体型后代[３１];②通过抑制受精

卵第２次减数分裂的正常进行,阻止第二极体从受

精卵排出,最终形成三倍体型后代[３２].正常条件

下,成熟精子通过卵子表面受精孔进入卵子内部,精
子携带遗传物质浓缩形成雄性原核;同时,刺激卵子

完成第２次减数分裂,形成卵核和第二极体;精核和

卵核发生融合完成受精,第二极体最终排出卵子.
如果第二极体未能成功排出,与受精核发生融合,则
形成包含精核、卵核和第二极体三组遗传物质的三

倍体型后代[３３Ｇ３４].刘弘林[３５]对红鲫(CarassiusauＧ
ratus red var．)和 团 头 鲂 (Megalobrama amＧ
blycephala)杂交受精卵进行连续切片观察发现,鲫
鲂杂交受精卵内全部遗传物质被保留,排出的是不

含任何遗传物质的第二极体,最终形成三倍体鲫鲂

杂种后代.杜方勇[３６]在诱导多倍体扇贝(Chlamys
farreri)时,采用二氨基苯基吲哚(DAPI)染色和荧

光显微镜观察受精卵染色体行为变化,证实化学药

物６Ｇ二甲基氨基嘌呤使染色体运动终止,第二极体

无法排出受精卵,最终发育形成三倍体扇贝.本研

究以二倍体泥鳅自交为对照,采用荧光染料 DAPI
对诱导三倍体泥鳅(DD×DDＧ０)受精卵及其胚胎发

育早期过程中遗传物质的变化进行追踪,证实冷休

克通过抑制第二极体排出受精卵获得三倍体泥鳅.
受精细胞学观察发现少量受精卵发育较快,在冷休

克开始之前已经完成第２次减数分裂,第二极体从

卵子排出,故不能获得１００％的三倍体型后代.同

时,冷休克还影响泥鳅受精卵的早期胚胎发育速度,
冷休克处理的受精卵较正常受精卵早期胚胎发育延

缓约４０min.本研究通过对３种泥鳅自交或杂交

受精卵进行冷休克处理,获得６种多倍体泥鳅材料,
为泥鳅的遗传育种提供了丰富的材料.有关诱导多

倍体泥鳅的性腺发育、配子倍性及育性需要进一步

的研究.
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Olyploidyinductionandfertilizationcytologyobservationinloach

HUANGSongqian１,２　CAOXiaojuan１　WANG Weimin１

１．CollegeofFisheries/KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgricultureandRuralAffairs/KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics,

BreedingandReproductionofMinistryofEducation/HubeiProvincialEngineering
LaboratoryforPondAquaculture,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．GraduateSchoolofAgriculturalandLifeSciences,theUniversityofTokyo,

Tokyo１１３Ｇ８６５７,Japan

Abstract　Sixdifferentpolyploidloaches(DD×PPＧ０,３n＝７４;DD×DDＧ０,３n＝７５;DD×TTＧ０,

４n＝１００;TT×PPＧ０,５n＝１２４;TT×DDＧ０,５n＝１２５andTT×TTＧ０,６n＝１５０．Femaleintheformer)

wereinducedusinglargescaleloach (Paramisgurnusdabryanus,PP),diploid (DD),andtetraploid
(TT)dojoloach(Misgurnusanguillicaudatus)bycoldshock．Thecoldshockwasmaintainedfor３０Ｇ３５
minusing２Ｇ３℃iceＧwaterfrom５minafterfertilization．TheploidyofinducedprogeniesatdifferentdeＧ
velopmentstagesweremeasuredbyflowcytometry．TheresultsshowedthattheratiosofinducedtripＧ
loidprogenieswere８７．５０％ ofDD×PPＧ０,５３．８５％ ofDD×DDＧ０,９０．９１％ ofDD×TTＧ０,８４．９６％ of
TT×PPＧ０,７６．９２％ ofTT×DDＧ０,and１２．５％ ofTT×TTＧ０at１monthofage．Theratiosofinduced
polyploidyprogenieswere９１．４３％ (DD×PPＧ０,３n＝７４),６０％ (DD×DDＧ０,３n＝７５),８５．１９％ (DD×TTＧ０,

４n＝１００),８３．３３％ (TT×PPＧ０,５n＝１２４),８７．５０％ (TT×DDＧ０,５n＝１２５)and６．０６％ (TT×TTＧ０,６n＝１５０)

at１２monthsofage,respectively．Theploidycompositionofeachgroupat１２monthswassimilartothat
at１ monthofage．Theratioofinducedpolyploidprogeniesdecreasedwithincreasingploidylevels．
Growthperformanceofeachgroupwasmeasuredandanalyzedbystatisticalanalysis．Littledifference
wasobservedatearlydevelopmentstage,whilesignificantdifferencewasobservedat１２monthsofage．
TheprogeniesofTT×PPＧ０hadthehighesttotallengthandbodyweightvalueat１２monthsofage．FurＧ
thermore,thefertilizationcytologyobservationconfirmedthatthesecondpolarbodywasretainedinferＧ
tilizedovumbycoldshocktoproducetriploidＧtypeprogenies．

Keywords　polyploidy;ploidyidentification;fertilizationcytology;artificialinduction;Misgurnus
anguillicaudatus;Paramisgurnusdabryanus
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