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人工诱导南方鲇雌核发育的最适参数

吴风瑞 张修月 王德寿!

（西南大学生命科学学院 重庆市水产科学技术重点实验室 重庆 $""&%)）

摘要：用紫外线照射南方鲇（1#,)*)& 2%*#3#($+,#&）精子，用遗传失活的精子人工授精，采用热休克方法抑制

南方鲇第二极体的排出。根据热休克起始时间、持续时间和休克温度三因子三水平设计正交试验，探索

获得人工诱导南方鲇雌核发育的最理想条件。结果表明，紫外线照射精子 %) *+,，热休克起始时间为受

精后 ) *+,，持续时间为 % *+,，休克温度为 $%-，对人工诱导南方鲇雌核发育最有利。该实验为进一步

分析人工繁殖南方鲇的雌化机制以及南方鲇性别决定的分子机制奠定了基础。
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南方鲇（1#,)*)& 2%*#3#($+,#&）也称南方大口

鲇，是我国长江流域特产的重要经济鱼类，具有

肉质细嫩、味道鲜美、生长快、抗病力强、自然越

冬等经济状况与特点，深受广大消费者的喜

爱［%］。

野生环境中的南方鲇的性比约为 % Q %［!］，

人工繁殖为全雌鱼苗［(，$］。目前对南方鲇全雌

化的机制以及南方鲇性别决定的类型及分子机

制还不清楚。若以雌核发育的个体作亲鱼，人

工诱导雌核发育，就能获得遗传上完全相同的

纯合后代。通过药物诱导处理人工雌核发育的

雌鱼使其转化为生理雄性（>>，产生精子），再

进行兄妹配对［)］，就能获得全雌性的纯系。通

过对正常繁殖后代、性逆转个体和雌核发育后

代杂交性比及有关基因的表达进行研究，对深

入分析南方鲇性别决定类型和人工繁殖后代的

雌化机制具有重要意义。

< 材料与方法
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下游合川（东经 !"#$!%&，北纬 ’($ )*&）至北碚

（东经 !"#$’%&，北纬 ’($)!&）段收集野生健康且

性成熟的南方鲇雌雄亲鱼。

!"# 采集精子和卵子 用人绒毛膜促性腺激

素（+,-）和鱼用促黄体释放激素类似物（./+0
1）混合注射法进行人工催产，注射剂量为雌鱼

# 2 * 3456，雄鱼 ’ 3456。待发情时，将亲鱼捞

起，擦干体表并对其生殖孔用 %)7 的酒精消

毒，挤出卵子（约 )" """ 粒并分为 ( 份）于孵化

碗中，并将精液挤进培养皿中。

!"$ 筛选精子最佳照射时间 取精液约 "8*
9:，分成 ; 份加入到 ; 个培养皿（各 "8’ 9:）中，

分别用 +<=>? 溶液稀释（精液与 +<=>? 溶液的

比例为 ! @ ;）并轻轻振荡以让精子均匀分散。

在暗室里将装有精子的培养皿放在冰块上，置

于紫外灯下（’); =9，A8A B !"C ; D599’）分别照

射 !"、!)、’"、’) 9E=，再将处理后的每份精液分

成 ’ 份（总共 * 份），避光 A 9E= 后，取其中 ; 份

（如表 !，1!!、1’!、1A!、1;!）加入到装有卵子的

孵化碗中进行干法授精（各组授精温度均为

!%F），不进行温度休克，直接在 ’;F 水中孵

化，作为精子遗传失活效果的质量控制（理论上

无一成活）；另外 ; 份（如表 !，1!’、1’’、1A’、

1;’）加入到装有卵子的孵化碗里授精，授精 )
9E= 后放入 ;"F的恒温水浴锅中热休克 ’ 9E=，

再放入 ’;F水中孵化。再取一份正常的精子

（如表 !，1"）和卵子授精，不进行热休克直接于

’;F水温孵化，作为卵子的质量控制。设立 (
个批次的试验（表 !），供观察统计及计算［#］。

!"% 诱导极体雌核发育 根据热休克起始时

间、持续时间和休克温度三因子三水平设计正

交试验（表 ’）。由步骤 !8A 得出的最佳精子照

射时间作为本次试验精子的紫外照射时间进行

照射，然后与卵子在孵化碗中进行授精，并分别

在授精后 ! 2 A 9E= 将受精卵迅速放进预先置

于 A( 2 ;!F恒温水浴锅中的孵化网中进行热

休克，轻轻摆动以使受精卵受热均匀，热休克 !
2 A 9E= 后，取出受精卵并置于 ’;F进行孵化

（表 ’，试验组 !"，! G H，,，I，" G ! 2 A）。设

立正常精子与卵子授精、不进行热休克的一组

为卵子质量控制组（表 ’，对照组 !），另取最佳

照射时间处理的精子与卵子授精、不进行热休

克的一组为精子质量控制组（如表 ’，对照组

’）［%］。

!"& 数据处理 分别统计试验组及对照组在

原肠期和孵化期受精卵存活数与初孵仔鱼成活

个体数，结果 ’8! 中以 1" 组发育至原肠期的受

精卵存活数占卵粒的比例为标准受精率，结果

’8’ 中以对照组 ! 发育至原肠期的受精卵存活

数占卵粒的比例为标准受精率，折算出对照组

在各个阶段的存活率，以此得到各试验组各个

时期的存活率和仔鱼成活率，进而得到雌核发

育率［%，*］。再用 #0检验法比较各组数值差异，当

$ J "8") 时，认为有显著差异。

表 ! 精子最佳处理时间试验分组

’()*+ ! ,- ./+(.0+1. 21 324.5+/1 6(.7895 9:+/0 ;8.5 <877+/+1. .80+9

试验组编号

KLE<: MNO

精子照射时间

PQRL9 ELL<SE<TEN=

TE9R（9E=）

热休克起始时间

KE9R NU ?VNW>E=6

TLE66RLRS（9E=）

热休克持续时间

IXL<TEN=（9E=）

热休克处理温度

KR9QRL<TXLR（F）

原肠期成活率

PXLYEY<: <T

6<?TLX:< ?T<6R（7）

孵化期成活率

PXLYEY<: <T

V<TWVE=6（7）

1" " " " " %(8#A; %A8’’
1!! !" " " " #"8*(’ ;)8)#!
1!’ !" ) ’ ;" ;A8)’# ;"8A’A
1’! !) " " " )8%’) A8#;*
1’’ !) ) ’ ;" !*8"# !;8*%;
1A! ’" " " " ;8;’A ’8*’!
1A’ ’" ) ’ ;" !"8%*A )8’()
1;! ’) " " " " "
1;’ ’) ) ’ ;" " "
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! 结 果

!"# 筛选精子最佳照射时间结果分析 根据

精子照射时间、热休克起始时间、持续时间和休

克温度 ! 个参数，设立 " 个批次的试验结果见

表 #。

结果表明，未进行热休克的 $## 组出现了

与正常组相当的孵化期成活率，说明精子照射

时间过短，因此精子照射时间必须大于 % &’(。

精子 照 射 #% &’( 进 行 热 休 克 的 $)) 组 有

#!*+,-的成活率，而精子照射 #% &’( 不进行热

休克的 $)# 组由于单倍体不能正常发育，其成

活率只有 .*/!-，这说明精子照射 #% &’( 后绝

大部分精子的遗传物质已经失活。当精子照射

时间长于 #% &’(，不进行热休克的 $.#、$!# 组

的孵化期成活率都趋近于 0，说明精子照射 #%
&’( 后，其活力基本丧失，因此精子照射 #% &’(
为最佳照射时间。

!"! 诱导极体雌核发育结果分析 根据筛选

的精子最佳处理时间结果，进行热休克起始时

间、持续时间和休克温度三因子三水平正交试

验，结果见表 )。

表 ! 热休克起始时间、持续时间、热休克温度三因子试验分组

$%&’( ! )(%* +,-./ *0(%*1(2* 34*, 5466(0(2* 424*4%*4-2 *41(+，570%*4-2+ %25 +,-./ *(18(0%*70(+

试验组编号

12’34 567

热休克

起始时间

1’&8 69 :;6<=’(>

?2’>>828@（&’(）

热休克温度

18&A823?B28
（C）

热休克

持续时间

DB23?’6(
（&’(）

原肠期

成活率

EB2F’F34 3?

>3:?2B43 :?3>8（-）

孵化期

相对存活率

EB2F’F34 3?

;3?<;’(>（-）

仔鱼

相对存活率

EB2F’F34 3?

;3?<;’(>（-）

雌核发育率

G3?’6 69

>H(6>8(8:’:（-）

I# . ." # /*!.. !*,+# )*"%0 #*!##
I) . !0 ) )*"%# )*#+. #*+,) 0*!0,
I. . !# . 0 0 0 0
J# % ." . .*/)! )*"!! #*)) 0*.%"
J) % !0 ) .*%+# )*)!! 0*"+! 0*))#
J. % !# # /*,%) !*"%, .*)!% #*/0#
D# , ." . !*00+ .*+#% )*/,+ #*0)#
D) , !0 # )*0/" #*/.% " 0*/!. #*0%#
D. , !# ) .*)+, #*",) ) 0*,"% 0*#%,

对照组 # J6(?264 # 0 0 0 "0*0!! ++*0)% +0*.#) —

对照组 ) J6(?264 ) 0 0 0 #)*%/+ #0*)+" .*)%. —

除对照组 #，其余各组精子的照射时间均为结果 )*# 中所得到的最佳照射时间 #% &’(。

K’?; ?;8 8L<8A?’6( 69 <6(?264 >26BA #，?;8 :A82& MNO’223@’3?8@ ?’&8 69 ?;8 28:? >26BA: ’: #% &’( 6P?3’(8@ 926& ?;8 28:B4? ) 7# 7

结果显示，在受精后 % &’(，热休克温度为

!#C，持续时间为 # &’( 的试验组 J. 的存活率

最高，雌核发育率为 #*/0#-，且 ! Q 0*0%，差异

极显著，由此可以得出以上处理参数为获得南

方鲇雌核发育最佳条件。

9 讨 论

精子遗传失活的处理在人工雌核发育试验

中非常重要，精子紫外线照射时间过短或遇到

光修复，遗传物质不能彻底失活［"］，而精子照射

时间过长，精子活力降低、丧失甚至死亡；而且照

射时间过长，精子还易形成聚合体［#0］。不同鱼

类的精子理化性质不同，其最佳的照射时间也可

能不同，如印尼须"（!"#$%"& ’(#%(#($"&）精子 #"/

!KR<&) 照射 # &’(［##］，欧亚河鲈（!)*+, -."/%,$%.%&）
精子 #% K 照射 !00 :［#0］，丁鲷（0%#+, $%#+,）精子

#% K 照 射 #) &’(［#)］，鲢（ 123(34$4,.5%+4$42&
5(.%$*%6）精子 #% K 照射 #0 S )0 &’(［#.］，精子活

力保持良好而遗传物质基本失活。另外，精子

最佳照射时间还与季节分布有关，如大梭鱼

（7&(6 5,&8"%#(#’2）精子在 ! 月中旬最佳照射时

间是 #) :，而在下旬最佳照射时间却是 ! &’(，

这可能与不同季节精子的敏感度不同有关［#!］。

本实 验 对 南 方 鲇 精 子 的 最 佳 照 射 时 间 是

·")·# 期 吴风瑞等：人工诱导南方鲇雌核发育的最适参数



!" #$%，比上述几种鱼类照射时间都要长，从实

验结果也可看出长于或短于这个时间都不能得

到理想的结果。

在卵子的第二极体排出之前，存在一个休

克敏感期。在敏感期间进行休克处理可以很好

地抑制卵子的第二极体的排出，休克时间过早、

过迟均可能导致“受精卵”发育不正常［&］。休克

敏感期可能与第二极体排出的时间有关，冷水

性鱼类第二极体排出时间一般较迟，其热休克

处理起始时间也较晚，如鲑科（’()#*%$+(,）鱼类

多在受精后 !" - ./ #$% 处理最好［!"］；温水性鱼

类第二极体排出时间较早，其热休克处理起始

时间也较早，如鲫（!"#"$$%&$ "&#"’&$）在受精后 .
- " #$%［!0］。1()234,5( 等在诱导北非鲇（!("#%"$
)"#%*+%,&$）雌核发育后，认为第二极体的排出时

间可能与营天然雌核发育鱼类的母性效应相

似［!&］。此外也有研究表明，第二极体的排出时

间与受精水温、卵子质量、孵化温度等有关［!6］。

在受精水温 !&7的条件下，南方鲇受精卵第二

极体的排出时间大约在受精后 8/ #$% 左右!，

因此本实验在受精后 " #$% 进行热休克处理最

佳。

此外，热休克温度要考虑到鱼类卵子对高

温的耐受能力，必须控制在其致死温度以下。

由于长期生活的环境引起的适应性，不同鱼类

其耐受能力不同。冷水性鱼类的卵子耐高温能

力一般较温水性鱼类差，因此冷水性鱼类的热

休克温度一般比温水性鱼类低，如北非鲇休克

温度为 ./7、! #$% 或 9:7、!;" - 8 #$%［!&］，罗非

鱼（ -#*./0#.1%$ ,%(.’%/&$"）的 是 .!7、.;" - &;"
#$%［!:］，而 冷 水 性 大 梭 鱼（ 2$.3 1"$4&%,.,5）是

（9! < !）7、0 #$%［!.］。一般而言，较长的处理时

间和较低的处理温度效果会更好，对受精卵的

伤害要轻微些。南方鲇属于温水性鱼类，本研

究发现，其 .!7热休克 ! #$% 处理效果最好，这

与对北非鲇和罗非鱼的研究结果基本一致。

鱼类性别控制的研究对水产养殖业具有重

要的实用价值。实践证明，单性群体的生产是

提高产量的一条有效途径，许多人工雌核发育

鱼类个体的生长速度明显快于普通鱼类［8/］。

因此，如何通过人工控制性别的途径获得快速

生长的纯系并应用于生产，已经成为水产科学

上既有理论意义又有经济价值的研究课题。而

且雌核发育技术通过人工对鱼类染色体组的操

作获得全雌鱼类，避免了众多消费者担心的激

素药物处理的潜在危害和生物安全问题。但目

前对雌核发育的有关生物大分子的结构、功能

和基因表达调控方式仍不清楚，雌核发育率也

很低。如何解决这一系列问题，尚待进一步探

索。
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圈养普氏野马食石子报道

;JJI 年 = > 8; 月在新疆野马繁殖研究中心，进行圈养普氏野马（=*""& ;.>/?+-&@$$）体内寄生虫种类和数量的调

查与研究工作。在研究过程中，需要收集大量野马新鲜粪便，用于对寄生在野马消化道内寄生虫的研究。;JJI 年 U
月，在所收集到的粪样中发现，有两个粪样中有大量的石子出现，这两个粪样分别来自于两个不同的饲养场地。其

中一个粪样中石子数为 :U 粒，另一个粪样中石子数为 ;I 粒。石子的粒径在 : > U 66 之间。通过粪球的大小可以

断定，两份粪样都是亚成体的。这些石子在粪便内部或镶嵌在粪便上，被粪球包裹着，通过石子的数量和在粪球中

的位置可以判断，这些石子不是排便落地后粘到粪便上，而是从野马体内排出。由于在一次排便中集中出现，所以

可以断定，粪便中的石子不是由于野马误食石子的结果，而应该是野马在短时间内集中主动的取食石子造成。同

时我们还做了一个饲喂实验，在碎草中掺杂大量的石子，石子的粒径与野马粪便中发现的石子粒径大小相当，野马

采食前与采食后，两次对石子称重，结果显示，石子的重量变化范围在 8 % 左右，这也证明野马不会误食如此多的石

子。由于相隔一天，在两个不同的圈舍中发现相同的现象，所以可以断定圈养野马群体内的食石子不是个别现象。

发现野马有食石子的现象后，对上述两个圈舍内的野马进行了仔细的观察，并没有发现个体出现异常现象。

表明 : > U 66 的石子对野马的正常进食与消化没有明显的影响，这种现象在以前没有被发现过，也没有过相关的

报道。至于野马食石子的原因，现在还不能下定论，到底是异常行为还是一种生理需求需要进一步观察与研究。

在此只作为一种现象进行报道。

陈金良 胡德夫

（北京林业大学 生命科学与技术学院 北京 8JJJUI）
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