
文章编号：１６７４５５６６（２０１７）０３０３４８０５ ＤＯＩ：１０．１２０２４／ｊｓｏｕ．２０１６０９０１８６９

静水压法诱导双斑东方三倍体的研究

收稿日期：２０１６０９２６　　　修回日期：２０１６１１１４

基金项目：厦门南方海洋中心项目（１４ＧＺＹ０２５ＮＦ２５）

作者简介：尤颖哲（１９７３—），男，高级工程师，研究方向为海水水生动物繁育。Ｅｍａｉｌ：ｙｙｚ１９７３５２＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

尤颖哲

（漳州市水产技术推广站，福建 漳州　３６３０００）

摘　要：为了更全面地研究双斑东方三倍体诱导方法，促进双斑东方产业健康发展，采用静水压法，探讨
了诱导双斑东方三倍体的起始时间、压强大小和处理时间长度等的最适诱导条件。实验结果表明：在水温

１８～２０℃时，授精后 ５ｍｉｎ，采用 １０～１５Ｍｐａ的压强、５～７ｍｉｎ的处理时间的静水压诱导条件，可获得
９６．６７％以上的三倍体诱导率，孵化率亦能达７７％以上。本文首次建立了双斑东方的三倍体苗种静水压
诱导法，获得了高效的双斑东方三倍体诱导流程，并为其他东方类的生产性三倍体诱导研究提供了参考。
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　　双斑东方（Ｔａｋｉｆｕｇｕｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓ）属形目
（Ｔｅｔｒａｏｄｏｎｔｉｆｏｒｍｅｓ），东方科（Ｔｅｔｒａｏｄｏｎｔｉｄａｅ），
东方属（Ｔａｋｉｆｕｇｕ），为近海暖温性底层鱼类，仅
分布于我国南海、东海和黄海南部［１］。双斑东方

肉鲜嫩可口，营养价值高。野生种群的肝脏、

生殖腺和血液剧毒，具有极高的农药用和医用价

值［２］。目前双斑东方的全人工繁育技术已经

成熟，苗种已可批量生产［３４］。

鱼类三倍体育种属于“染色体组工程”，它的

不育性具有可在任何水域养殖的潜力，不会干扰

自然界的种质资源，加上生长速度快、寿命长、肉

质好、成活率高等优点，具有广阔的应用前景［５］。

有关双斑东方的倍性研究已有温度休克

这一种方法［６］，但尚未能用于规模化生产。静水

压法在大黄鱼、半滑舌鳎等鱼类的三倍体研究中

已有所应用［７１１］，但在双斑东方尚未见有报道。

本文采用静水压法诱导双斑东方三倍体，为双

斑东方三倍体育苗生产提供另一可行途径，为

将来更全面地开展双斑东方乃至其他东方

类鱼类的规模化三倍体育苗提供重要的实践和

理论资料。

１　材料与方法

１．１　材料
实验用双斑东方亲鱼为购自浙江省台州

市三门县海域的野生２龄鱼，体质量约为 ３５０～
４００ｇ。用宁波第二激素厂生产的 ＬＲＨＡ２和
ＨＣＧ混合使用进行胸鳍基部注射催产，干法授
精。从受精、孵化到苗种培育整个过程的水温控

制在１８～２０℃。
１．２　方法
１．２．１　亲鱼培育、催产、受精

亲鱼培育于深水池塘网箱中，饵料以消毒后

新鲜贝类为主，搭配配合饲料，饲料中添加鱼用

维生素Ｅ，促进性腺成熟。
对已达性成熟的亲鱼采用１０μｇＬＲＨＡ２＋

２００单位 ＨＣＧ／ｋｇ一次性胸鳍基部注射，干法授
精，受精后用滑石粉作脱粘处理。

１．２．２　静水压处理
在１８～２０℃的温度下，用孔径２５０μｍ（６０

目）筛绢将受精卵（湿质量２９５～３０５ｇ）滤出，浓
缩收集在密封容器中，放置于静水压仪（项目组

自行研制）的压力缸中，缸中放满液压油。在相

同的温度条件下，采用静水压处理的压力强度分

别为５、１０、１５、２０、３０ＭＰａ；根据作者２００５年研究
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成果［６］，在授精后５ｍｉｎ进行三倍体诱导处理，处
理的持续时间为３、５、７、１０、１５ｍｉｎ，另设对照组
（人工受精后直接进行孵化，不经静水压处理）。

１．２．３　受精卵孵化
将诱导后的受精卵分组置于孔径２５０μｍ（６０

目）筛绢网制成的体积０．２５ｍ３的锥形网箱中孵
化（孵化密度≤１ｋｇ／ｍ３）。网箱固定于水泥池
中，８０％箱体浸于水中，箱底不与池底接触，网箱
中放置气石强烈充气使卵不沉底，并保持微流

水。各处理组和对照组在相同条件下进行正常

孵化、培育，分别计算其孵化率，养至全长２ｃｍ左

右每组抽样３０尾测苗种三倍体诱导率。
１．２．４　倍性鉴定与数据分析

以小公鸡血红细胞为参照，流式细胞法［１２］检

测实验动物不同实验组血红细胞中的 ＤＮＡ的相
对含量，计算出实验动物不同实验组的染色体倍

型。在相同的流式细胞术条件下，测得鸡血红细

胞的相对 ＤＮＡ含量为１０５，二倍体对照 ＤＮＡ相
对含量为３３，三倍体 ＤＮＡ相对含量为５０（如图
１）。三倍体检出个体数与总检测个体比值数即
为三倍体诱导率。

图１　流式细胞仪检测ＤＮＡ含量
Ｆｉｇ．１　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＤＮＡｃｏｎｔｅｎｔ

（ａ）鸡血红细胞ＤＮＡ相对含量；（ｂ）东方二倍体ＤＮＡ相对含量；（ｃ）东方三倍体ＤＮＡ相对含量

（ａ）ｃｏｃｋｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ；（ｂ）Ｔ．ｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓｄｉｐｌｏｉｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ；（ｃ）Ｔ．ｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓｔｒｉｐｌｏｉｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ

　　利用Ｅｘｃｅｌ２００７和ＳＰＳＳ１６．０软件对所得数
据进行统计分析。其中，不同处理组间孵化率的

差异用方差分析法检验，组间诱导率的差异用卡

方检验法。

２　结果

２．１　不同压强条件对三倍体诱导效果的影响
本实验在不同压强处理下的双斑东方和

对照组的孵化率存在极显著差异（Ｆ＝２２．２８，Ｐ＜
０．０１，图２），除５Ｍｐａ处理组外，其他各处理组均
显著低于对照组，且随压强增大有递减趋势，３０
Ｍｐａ处理组的孵化率仅为对照组的一半。但在
１０、１５和２０Ｍｐａ处理条件下的存活率无显著差
异。

５个处理组经后期培育后进行三倍体倍性检
测，结果表明不同处理组的诱导率间存在显著差

异（Ｘ２＝６６．１，Ｐ＜０．０１，图３），其中５Ｍｐａ处理组
的三倍体诱导率偏低（仅４０％），其余各组均高于
９６％。

图２　不同压强处理条件双斑东方的孵化率
Ｆｉｇ．２　Ｔ．ｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓｈａｔｃｈｉｎｇｒａｔｅ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅ

２．２　不同处理时间条件对三倍体诱导效果的影响
本实验选取１０Ｍｐａ作为压强条件，观察发

９４３
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现不同处理时间条件及其与对照组的孵化率均

存在极显著差异（Ｆ＝１３．０５，Ｐ＜０．０１，图４），且
各处理组的孵化率均显著低于对照组，其中 １５
ｍｉｎ处理组的孵化率仅为对照组的７１％。

图３　不同压强处理条件
双斑东方的三倍体诱导率

Ｆｉｇ．３　Ｔ．ｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓｔｒｉｐｌｏｉｄｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅ

图４　不同处理时间条件下
双斑东方三倍体的孵化率

Ｆｉｇ．４　Ｔ．ｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓｈａｔｃｈｉｎｇｒａｔｅ
ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅｄｕｒａｔｉｏｎ

图５　不同处理时间条件下
双斑东方的三倍体诱导率

Ｆｉｇ．５　Ｔ．ｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓｔｒｉｐｌｏｉｄｉｎｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ
ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅｄｕｒａｔｉｏｎ

通过对每个处理组均随机抽样３０尾进行三
倍体检测，发现各处理组间的三倍体诱导率有显

著差异（Ｘ２＝２９．１，Ｐ＜０．０１，图５）。其中３ｍｉｎ
处理组的三倍体诱导率最低（仅６６．６７％），而其
余各组均高于９６％。

３　讨论

３．１　三倍体的人工诱导方法
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，受

到广大科研人员和养殖户的欢迎，人工诱导三倍

体具有广阔的生态、经济应用前景。用人工的方

法获得三倍体可通过两条途径，一条是直接途

径，即用物理或化学的方法对受精卵进行处理，

阻碍第二极体外排；另一条是间接途径，即首先

诱导获得四倍体，待四倍体个体性成熟后再与二

倍体个体自然交配，获得三倍体［１３］。本文采用直

接途径中物理方法进行三倍体诱导。

作者于２００５年通过温度休克的方法获取了
双斑东方的三倍体苗种，虽然获得了较高的诱

导率，但是可能由于温度休克时受精卵受损导致

孵化率偏低，处理组最高孵化率才６１％［６］。据国

内其他鱼类三倍体的研究显示，静水压法与温度

休克法相比可获得较高的诱导率和孵化率［７８、１４］。

本实验中静水压的诱导效果也同样优于温度休

克法，压强２０Ｍｐａ以内，处理时间１０ｍｉｎ以内孵
化率均大于７０％，并且在处理时间５～１０ｍｉｎ，压
强１０～２０Ｍｐａ这些条件下，诱导率均达９６％以
上。

３．２　静水压法诱导三倍体的最佳条件
静水压法是一种有效的三倍体物理诱导方

法，其诱导效果受处理起始时间、处理压强、处理

持续时间三个条件制约。本实验处理起始时间

采用先前的研究成果，作者在２００５年时掌握了双
斑东方苗种的三倍体温度休克方法，摸清了其

胚胎发育进度，认为在授精后５ｍｉｎ进行三倍体
诱导能达到最佳效果［６］。因此，在孵化温度一致

的前提下，采用５ｍｉｎ作为处理起始时间。
在寻找最佳处理压强条件时，预实验使用３０

Ｍｐａ处理５ｍｉｎ，发现有受精卵受损的情况，于是
最高压强选取了３０Ｍｐａ。实验结果显示，在处理
持续时间为５ｍｉｎ时，压强为５Ｍｐａ时诱导率较
低，仅为４０％，但孵化率接近对照组；处理压强为

０５３
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１０～３０Ｍｐａ时，所得东方苗种的三倍体诱导率
均达９６％以上，其中１５Ｍｐａ时达到１００％；孵化
率随着压强的增大呈递减趋势，当压强为３０Ｍｐａ
时，孵化率仅为对照组的４３％。结果表明受精
卵在３０Ｍｐａ受压过程中受损较为严重，５Ｍｐａ时
压强太小没有达到相应的诱导效果。因此，作者

认为压强处理宜为１０～１５Ｍｐａ，在该范围内孵化
率达 ７７％以上，诱导率达９６％以上。这一处理
压强与其他鱼类的三倍体最适处理压强稍有不

同［７１１］，与它们相比普遍较低，这可能是由于不同

鱼类受精卵对压力刺激敏感性不尽相同，从而造

成了耐受压力的差异。

在寻找最佳处理持续时间时，采用前期实验

成果———压强１０Ｍｐａ，起始处理时间５ｍｉｎ，分别
处理了３、５、７、１０、１５ｍｉｎ５组。实验结果显示，
３～７ｍｉｎ处理持续时间中，孵化率均能达到
７７％以上，５～１５ｍｉｎ组诱导率可达９６％以上。
由此可见，较短的处理时间虽然孵化率较高但达

不到较理想的诱导率，较长的处理时间却相反，

也就是说短时间内受精卵受损较轻，但是达不到

诱导刺激效果，长时间虽然能达到较好的诱导率

但是受精卵受压受损会导致孵化率降低，因此，５
～７ｍｉｎ的处理持续时间对于双斑东方来说是
最佳的条件，既保障了诱导率又能有较高的孵化

率。这一结果与鲆鲽类［９］的结果是一致的，而比

半滑舌鳎［８］、水晶彩鲫［１０］、大黄鱼［１１］等稍长了一

些。

３．３　静水压法诱导三倍体的优势
静水压法属于物理诱导方法，诱导三倍体过

程中没有用到秋水仙素、细胞松弛素等化学药

品，有效避免了药物残留对环境的影响，确保水

产品质量安全；采用直接方法诱导出三倍体，该

三倍体的不育性可以防止养殖鱼类对天然鱼群

基因库的遗传干扰，对保护天然种质资源也具有

极其重要的意义；静水压法虽然比温度休克法需

要更专门的设备，但其处理的最佳条件易于掌

握，程序较为标准化，是一个值得推广的有效方

法。

４　结论

本实验研究采用静水压法诱导双斑东方

三倍体，筛选出了诱导双斑东方的最佳条件：

处理起始时间为授精后５ｍｉｎ，处理压强为１０～

１５Ｍｐａ，处理持续时间为５～７ｍｉｎ，在此条件下
三倍体诱导率可达９６％以上，受精卵孵化率也
能达 ７７％以上。本文首次建立了双斑东方的
三倍体苗种的静水压诱导法，填补了我国通过静

水压法诱导东方三倍体的空白，不仅丰富了双

斑东方苗种的三倍体诱导方法，在保证高诱导

率的条件下，使其孵化率得到显著提高，并可为

其他东方多倍体育种研究提供参考。
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