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摘 要:寻|入相对胚龄τ。作为计时单位，通过系列试验确定热休克法抑制第一次卵裂的起始时间，以实现对

金鱼 ( Carass山刷刷ω)雌核发育诱导过程中的卵子染色体加倍操作进行优化的目的。研究结果表明，在固定

热休克处理温度为 38 - 39 "c ，热休克处理持续时间为 2 min 的前提下，20 "c、22 "c和 25 "c三种不同预处理

水温组的孵化率与正常仔鱼数量曲线都形成一个单一的峰，且均在 3.4 日时达到最佳优化点，对应胚胎发育

阶段为第→次卵裂中期。结果提示了以 τ。单位度量热休克处理时机的准确性以及该优化方法在鲤科鱼类雌

核诱导操作中的通用性，从而为相关鱼类的雌核发育操作提供了有价值的资料。
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Application of the unit τo in optimizing induction of diploid 

gynogenesis goldfish , Carassius auratus 

ZHAO Xiao-qin , LI Jia-le , WANG Gui-ling 

( College of Fisheries and Life , Shanghai Ocean University , Shanghai 200090 , China) 

Abstract: Experiments on initiating time of heat shock during the first cleavage for optimizing inducfion of 

diploidization of the chromosome set were conducted in goldfish , CαrωS~山 αurαtus. Dimensionless measure of 

relative embIγological age.o was used to express the time of heat shock operation. Water temperature of heat 

shock was 38 - 39 "C , and duration time was 2 min , in all experiments , while incubation temperature prior to 

treatment was switched to 20 "C , 22 "c or 25 "C in different groups. The results indicated , that the curves of 

hatching rate and normal diploid larva output showed a single peak , with the highest point at 3. 4 町，

corresponding to metaphase of the first mitotic division , the results were obtained irrespective of the different 

pre-treatment water temperatures , thus confirming the veracity of measuring heat-shock timing by τo and the 

wild applicability of this method in cyprinid and also suggesting a new way to the operations of induced 

白rnogenesis in related fish. 
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诱导卵子染色体加倍是人工雌核发育中的一项关键技术，而温度休克因其价廉和易操作性已成为

染色体组二倍化的最常用于段[1) 。目前在确定温度休克的起始时间与持续时间长度时大多采用正交

分析法[2) 。该法虽然简单易行，却有着工作量大、研究结果通用性差等缺陷，究其原因可能与不同预孵
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育水温所产生的受精卵发育速度不一致有关[3] 。 τ。度量法是在 Dettlaff 氏相对胚龄( relative 

embryological age) 理论基础上发展出来的一种用相对时值代替绝对时值来优化温度休克处理参数的方

法。该方法具有不受预孵育水温因子限制、重复性好、通用性较强等优点，已被以色列研究者首先运用

到锦鲤的雌核发育诱导中 [3] 。但此法对于其它观赏鱼适用性如何，目前国内尚元人尝试。金鱼

(CαrassLUS αuratus ) 被誉为我国的"国鱼不仅是世界上最早被人工饲养的观赏鱼类，也是研究种内演

化的绝佳实验材料[川]。本研究尝试引人相对胚龄 τ。作为计时单位，对金鱼雌核发育的热休克过程进

行优化，以达到使卵子染色体加倍操作标准化的目的。研究既可为金鱼品种纯化工作的大规模开展奠

定基础，同时也可为相关鱼类的雌核发育操作提供参考。

1 材料和方法

1. 1 实验材料

母本金鱼为墨龙睛蝶尾，父本金鱼为红顶臼高头，均为二龄。亲本均购自上海万金观赏鱼养殖有限

公司，随后置于上海水产大学生命科学与技术学院水产种质资源实验室温控水族箱中进行养殖，试验期

自 2007 年 3 月至 6 月 O

1. 2 实验方法

1. 2.1 精子的遗传失活处理

精子的遗传失活采用紫外线照射法。将采得的成熟红顶白高头精液用 Hank 氏液 (NaCl 7.5 g , 

CaC12 0.4 g , KCl O. 2 g ，蒸馆水 1 000 mL , pH 7. 0 - 7. 3 )以 1: 5 稀释后均匀涂铺于直径为 9 cm 的玻璃培

养皿中，精液厚度不超过 5 mm，再将培养皿置于冰盘上以紫外线进行照射，并在照射期间时时摇动，以

确保精液受到均匀处理[6]O 辐射源为 1 支 30 W 的紫外灯管，波长 253.7 nm ，辐照度 92μW/cm2。紫外
灯管与?昆合精液面垂直距离为 10 cm。照射时间分别设置为 3 min 、6 min 、9 min 、 12 min 和 15 min 五个

梯度。以未进行照射的正常精子作为对照。

1. 2. 2 受精卵染色体加倍操作

用挤压法采得金鱼的成熟卵子后，以人工干法授精(即激活过程)获得受精卵。

根据朱洗等对金鱼受精过程的显微观察发现，当水温维持在 25 OC 时，金鱼卵裂一次平均需时

lO min[7] ，也即 25 OC条件下金鱼一个τo 的绝对时间值为 10 min。用此方法作进→步观察，得到22 "c和

20 "c下的 τ。绝对时间值分别为 13 min 和 15 mino 

试验着重研究通过抑制第二次卵裂来实现染色

体加倍，故将热休克处理启动时间段设定在:2.2 -4.2日

范围。取→定数量的受精卵置于按 0.2τ。间隔梯度

设置的系列培养皿中，并在热休克处理前分置于

25 "c、22 OC 和 20 OC 水温中预孵育，之后再同时转人

水浴中进行热休克处理，每个试验组设 3 个平行，各

试验组的热休克处理时间详见图 1 。试验以未经紫

外线照射且不进行热休克处理的受精卵为阳性对

照，以经紫外线照射但不进行热休克处理的受精卵

为阴性对照，并根据近缘种的研究结果，将热休克处

理温度设为 38 - 39 "C，热休克处理持续时间为
2 min[2] ~ mm" 

1. 2.3 受精卵发育的观察与计数

热休克
起始点
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图 1 25 "c时的热休克处理时间安排示例

Fig. 1 An example of schedule for heat shock 

treatment at 25 "c 

受精卵胚胎发育时期的判定参考朱洗等的标准进行[7] 。以能够达到原肠期的胚胎为受精卵，并进
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行计数、记录。

1. 2. 4 鱼苗孵化

将热休克处理后的受精卵置于 21 士 1 "C的恒温水浴环境中静水孵化，孵化期间第一天每隔 2 h 换

水 1汀，第二天起换水间隔改为 6 h ，换水同时吸出死卵，直至鱼苗出膜。

孵化后计数各组出膜仔鱼数量(处理组计数单 表 1 金鱼亲本的三对特征性状
ree pairs of marker characters 

倍体仔鱼数目，对照组计数正常仔鱼数目) ，并转换 v 
of parental goldfish 

成孵化率。

1. 2. 5 子代的形态鉴别

根据亲本的三对显隐性性状(表 1 )对诱导所得

的子代进行外观鉴别[89]O 以同时具备三对隐J性性

状的子代为雌核发育纯合二倍体。

状
一
型
型
色

性
一
眼
头
体

父本 母本

正常H~ 龙睛*

平头*

黑色*

头
色

古
同
ι日

注: *表示隐性性状，无星号表示显性性状。

2 结果

2.1 紫外线照射时间对精子遗传失活效果的影响

以不同时长的紫外线照射精子后，受辐射精子与卵子结合的受精率、胚胎孵化率和单倍体综合征发

生率见表 2。从表中数据可知，当紫外照射仅 3 min 时，胚胎孵化率已从对照组的 77.21%下降到

57.33% ，并随着处理时间的延长不断下降，而受精率则在照射时间达到 12 min 后方始大幅下降，提示

照射时间对受精卵发育能力的影响要大于其对精子受精能力的影响。从另二方面看，当照射时间达到

12 min以后，单倍体综合征发生率才提升到 100% 0 因此，综合 3 项指标来考虑，精子的遗传失活处理时

间设为 12 min 较为适宜。

表 2 不同的紫外线照射时间对精子受精率、胚胎孵化率及单倍体并发症发生率产生的影晌

Tab.2 The influence of different UV radiating time on fecundation rate , hatching rate and haploid syndrome rate 

照射时间 (min) 取样卵子数(个) 受精率(%) 孵化率(% ) 单倍体综合征发生率(%)

O( 对照) 630 92.51 :t 8.97 77.21 :t 7.49 。

3 826 89.77 :t 8. 75 57.33 :t 5. 50 9.42 :t 0.97 

6 806 87.61 :t 8.50 56.75 :t 5.59 30.51 :t 2.90 

9 875 88.89 :t 8.61 50.11 :t 4.86 81. 24 :t 7. 84 

12 650 85.74 :t 8. 35 47.12 :t 4.53 99.56 :t 9. 62 

15 604 62.34 :t 6. 05 32.75 :t 3.18 99.67 :t 9.68 

2.2 热休克处理起始时间对卵子染色体加倍效果的影响

不同的热休克处理起始时间对卵子染色体加倍效果的影响见表 3。可见，热休克处理起始时间由

2.2 日向 4.4 日推移的过程中，孵化率呈现先由低升高，再由高回落的趋势，并在 3.4 日时达到孵化率

的最高值。精子经紫外线照射但受精卵不经热休克处理的阴性对照组，在预处理温度为 20 "c、22 "c和

25 "c时的孵化率分别为 86.5% 、84.5% 和 85.6% ，但均为具小眼、小头、躯干短小、尾巴弯曲等特征的

单倍体;而精子未经紫外线照射且受精卵亦不进行热休克处理的阳性对照组，在热休克预处理温度为

20 "c、22 "c和 25 "c时的孵化率分别达到了 96.2% 、97.4% 和 95.3% 。

从正常仔鱼的数量方面来看，该指标与孵化率呈现相同的先上升后下降的趋势，且无论预处理水温

如何均在 3.4 日时达到其最高值。当预处理温度为 25 "c时最高数量达 44 尾，22 "c时为 39 尾，20 "c时

为 37 尾;作为阴性对照的 o .0 组的正常仔鱼数量为 0 ，而阳性对照组的正常仔鱼产率均在 90%左右。

再分别比较 20 "c、22 "c和 25 "c兰种预处理水温对受精卵孵化率的影响(图 2) ，可以发现，预处理

水温越高，受精卵的孵化率峰值点也越高，变化曲线外观越陡峭;反之，热休克处理温度越低，受精卵孵

化率峰值点也越低，变化曲线外观越平缓。但元论预处理水温为何，孵化率均在 3.4 日时达到峰值。
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表 3 不同热休克处理起始时间对卵子染色体加倍效果的影响

Tab.3 The influence of difTerent heat shock initiating time on diploidization efTec臼 of the egg chromosome set 

预处理温度 25 "c 预处理温度 22 "c 预处理温度 20 "c 

处理组 受精卵 孵化率 正常仔鱼数 受精卵

总数(颗) (%) (尾) 总数(颗)

。τ。 505 85.6 。 520 

2.2τ。 504 2.3 O 478 

2.4τ。 528 2.5 。 560 

2.6τ。 515 4.4 2 542 

2.8τ。 589 8.9 5 602 

3.0τ。 504 15.6 11 523 

3.2τ。 496 33.2 13 546 

3.4τ。 532 42.4 44 491 

3.6τ。 522 35.6 21 545 

3.8τ。 534 24.2 13 504 

4.0τ。 542 12.6 5 482 

4.2τ。 531 5.8 O 516 

4.4τ。 484 4.1 。 474 

Ctrli b 586 95.3 521 595 

注 :a 为阴性对照 ;b 为阳性对照。

2.3 雌核发育子代形态鉴别

根据母本的兰对隐性性状对子代进行鉴别，以

同时具备龙睛、平头、黑体色三种性状的子代为雌核

发育纯合二倍体。经过鉴定，除阳性对照组外，所得

364 尾正常仔鱼中具备上述特征体标者占 360 尾，

即雌核发育纯合二倍体诱导率约为 98.90% 。

3 讨论

3. 1 紫外线照射时间对精子遗传失活的影响

精子染色体的遗传失活处理是人工诱导雌核发

孵化率 正常仔鱼数

(%) 

84.5 

4.4 

3.9 

6.4 

10.4 

20.1 

30.3 

35.3 

31. 4 

23.6 

16.8 

8.9 

5.2 

97.4 

45.0 
40.0 
35. 。

且 30.0

怜 25.0
~ 20.0 
矗 15.0

10.0 
5.0 

(尾)

。

O 

。

。

5 

12 

17 

39 

25 

14 

。

O 

O 

553 

受精卵 孵化率
总数(颗) (%) 

495 86.5 

496 4.5 

493 4.7 

479 7.1 

507 11. 5 

523 22.1 

489 26.8 

454 30.2 

518 26.9 

501 22.7 

492 17.5 

494 9.8 

503 5.7 

497 96.2 

正常仔鱼数
(尾)

O 

O 

O 

O 

2 

7 

16 

32 

28 

22 

23 

8 

O 

460 

一←25"C
刊于-22 "C

一←20 "C

0.0 
2.22.42.62.83.03.23.43.63.84.04.24.4 

热休克起始时间 /τ 。

图 2 不同预处理温度条件下的各实验组孵化率

Fig. 2 The hatching rate of each group which had been 

treated by different water temperature prior to heat shock 

育的关键环节之_[IOJ 。本试验在固定照射强度、照射距离、精液稀释比例及精液涂层厚度等因子的前

提下，探讨了父本红顶白高头的适宜紫外照射时长，结果表明当处理达到 12 min 时精子的遗传失活比

较彻底，这与林莲英等对鲤鱼精子的失活条件研究结果基本一致[5J 。但在相似条件下，牙饵

(Par，αlichthys olivaceω)精子在紫外线照射时间超过 2min 时就基本失活，失去受精能力 [IIJ 而虹蹲精子

的处理时间却要长达到 mm 左右[ 12J 。可见，精子遗传失活处理时间与鱼的种类密切相关。

3.2 热休克处理对卵子染色体加倍的影响

温度休克处理因具有操作简便、设备要求简单、效果较好、适于养殖场大批量生产鱼种需求等优点，

而成为鱼类人工雌核发育诱导的主要方法之一。一般冷水性鱼类如蛙科鱼类，采用 35 -40 "c的热休克

处理较为合适，而温水性鱼类采用 0-5 "C的冷休克处理效果较好。对于金鱼相近种类而言，采用热休
克处理方法的研究较多[2-3 ， 13-17J 也有少量采用冷休克处理的报道[6 ， 18-20J 。然而根据 Chertas 等人分别

采用 39.4 "c高温和1. 4 "C -2.6 "c低温对锦鲤雌核发育所进行的热、冷休克效果比较研究表明[ 15J 冷

休克处理组受精卵的存活率与雌核二倍体的形成率在受精后的 0.05 -0.10 To和 0.30-0.40 日时期呈

现两个平缓低峰;而采用热休克处理时，两项数据仅在 0.15 -0.25 日时期出现一个明显的陡峰。鉴于

热休克操作的优化峰明显，时间长度易于掌控，故本研究采用 38 - 39 "c热休克法处理，在固定热休克持

续时间的条件下，探讨金鱼雌核发育过程中的热休克处理最佳起始时间。
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由于预处理水温的微小变化引起的热休克操作结果缺乏通用性，在以往的雌核诱导试验中屡屡显

现。为了克服这个技术障碍，在本试验中我们尝试引人相对胚龄τ。作为计时单位。 1τ。的时间长度等

于在胚胎发育早期的同步卵裂阶段一个有丝分裂周期的时间长度。根据 Dettlaff 氏理论[21 J 虽然 1 日的绝

对时间长度是随温度的变化而变化的，但是对于某-物种而言，只要在它的适宜发育温度范围之内，由受

精卵发育到一个既定胚胎期所需的 τ。数值却是固定不变的。因此，我们设想如果采用 τ。来标定热休克

起始点的胚胎发育阶段，就可以忽略预处理水温这个影响因子，从而达到热休克操作计时标准化的目的。

本试验结果表明，在热休克处理温度设为 38 - 39 "c ，持续时间为 2 min 的条件下，20 "c、22 "c和

25 "c兰种预处理水温组的孵化率与正常仔鱼产量曲线都形成一个单一的峰，且均在 3.4 日时达到最佳

优化点，而 3.4 日所对应的胚胎发育阶段为第一次卵裂中期。这些结果与 Cherlas 等对锦鲤 ( Cyprinus 

carpio L) 雌核发育的研究结论十分→致[3 J 从而印证了以τ。单位度量金鱼卵子染色体加倍热休克处理

时间的精确性以及该优化方法在鲤科鱼类雌核诱导操作中的通用性。

然而，虽然以 τ。度量法确定热休克处理最佳起始点有着不受预处理水温干扰的准确性，但预处理

水温仍在某些方面显现出其对诱导效果的影响。如图 2 所示的受精卵孵化率峰值点随预处理水温升高

而升高，降低而降低的现象。造成这种现象的原因可能与实验鱼的生理特性和遗传因素有关[ 1O， 22J 需

要进一步深入研究。此外，本试验是在固定热休克处理温度和处理持续时间两项因子的前提下对热休

克起始时间进行的单独探讨，有关热休克处理最佳起始点与上述因子之间的关系亦将是我们下阶段的

研究内容。
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