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摘要: 以有丝分裂雌核发育牙鲆(Paralichthys olivaceus)中的雄性和雌性作为父母本, 进行人工授精获得杂合克隆牙鲆。从35日龄起, 实验鱼类分别在16、19、22、25、28和31℃水温下培育至110日龄, 观察其性别分化、性比和生长的差异。结果表明, 性别分化与培育水温密切相关, 在22、25和28℃水温下, 60日龄开始性别分化; 在16℃和19℃下, 分别在70日龄和90日龄开始性别分化; 而31℃下, 110日龄仍未发生性别分化。通过180尾标本的组织切片观察, 各温度下的杂合克隆牙鲆均为雌鱼, 未发现雄鱼, 表明高水温没有改变雌性性别。对于全长和体质量的生长, 除31℃外, 其他各实验组随着水温升高而生长加快; 但是, 55日龄后, 25℃下的生长超过28℃, 成为生长最快的温度。本实验结果证明杂合克隆牙鲆性别分化随水温升高而加快; 性别比例不受温度影响, 全部为雌性; 25℃下牙鲆生长最快。
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克隆系, 是指鱼类个体基因组所有的等位基因均为纯合且个体间基因型完全一致的群体[1]。传统的育种方法往往需要多代近亲交配才能建立纯系, 而利用雌核发育技术仅需两代即可成功制备克隆系(homozygous clone), 因而越来越多地应用于养殖鱼类的经济性状改良及新品种选育[2]。Streisinger等[3]率先对斑马鱼(Brachydanio rerio)诱导雌核发育, 制备了克隆系, 而后在淡水鱼类中制备了数种克隆系, 而海水鱼类中仅成功诱导了牙鲆(Paralichthys olivaceus)[4–5]、真鲷(Pagrus major)[6]和欧鲈(Dicentrarchus labarax L.)[7]克隆系。在制备克隆系的基础上, 通过性逆转[8], 使一部分雌性克隆转化为雄性, 再将雌性克隆与伪雄鱼克隆进行杂交, 可以制备杂合克隆(heterozyg​ous clone)[5]。

关于鱼类杂合克隆系的研究, Streisinger等[3]在斑马鱼上首次制备了杂合克隆系, 而后Komen等[9]制备了鲤(Cyprinus carpio)杂合克隆系。Kato等[6]对真鲷(Pagrus major)杂合克隆系和克隆系的胚胎发育成活率、孵化率以及稚鱼生长等进行了研究, 肯定了杂合克隆系在成活率、孵化率以及生长方面表现出的优势。杂合克隆系是雌雄克隆杂交而形成, 可以整合双亲的有利性状, 后代具有明显的杂种优势, 是一种很好的育种材料。杂合克隆系在遗传上与克隆系一样, 个体间的基因型是一致的。如果用于动物实验, 可以消除群体内个体之间遗传上的差异影响。关于杂合克隆生长与发育特性的研究, 国内尚未见报道。

本研究利用6个梯度温度, 对杂合克隆牙鲆进行培育实验, 观察温度对性别分化、性比以及生长的影响, 旨在为研究克隆生物学及利用克隆进行良种选育提供基础数据。

1  材料与方法

1.1  实验材料

利用中国水产科学研究院北戴河中心实验站2007年制备的有丝分裂雌核发育牙鲆雌鱼和雄鱼, 培育至性成熟, 通过人工授精获得杂合克隆牙鲆。
1.2  实验鱼的培育

杂合克隆培育至35日龄后转移到实验水槽中。实验水槽由6组控温水槽组成, 分别为16、19、22、25、28和31℃, 每个温阶设3个平行水槽。每水槽放实验鱼200尾, 用同样的饵料、水流和水温培育, 直至110日龄。实验鱼起始体质量是(0.03(0.014) g, 全长(1.57(0.28) cm。

1.3  取样与组织切片

35日龄至80日龄, 每5天每个温阶随机取样10尾, 80日龄后每10天每个温阶取样10尾, 持续取样至孵化后110日龄。每次取样测量全长、体质量等。全长3.0 cm前取全鱼, 3.0 cm后取中段用波恩氏液固定24 h, 然后置于70%的酒精中保存。固定的样品用石蜡包埋, 做连续切片, 切片厚度5~6 (m, HE染色, 光学显微镜观察并拍照。

2  结果与分析

2.1  温度对杂合克隆牙鲆性别分化的影响

35日龄, 杂合克隆牙鲆进入变态末期, 开始伏底。性腺细长型, 随着日龄的增加, 性腺增大, 生殖细胞数量大量增加, 排列紧密。从60日龄开始, 一部分个体性腺中出现新月形的裂隙, 这是卵巢腔的雏形, 标志着卵巢分化的开始; 而低水温下的个体此时则没有出现裂隙。不同温度下, 卵巢分化开始的时间不同(图1)。60日龄时, 22、25和28℃水温下最早出现新月形裂隙, 但表现出裂隙由小到大, 生殖细胞由少到多的递进趋势; 而16、19和31℃下的生殖细胞没有出现性别分化(图1)。70日龄时, 19℃水温下的卵巢开始分化。90日龄时, 16℃水温下的卵巢开始分化; 而31℃的水温条件下, 直至110日龄, 仍未观察到卵巢腔的分化。实验结果表明, 除31℃外, 实验水温对牙鲆性别分化时间影响十分明显, 表现为水温越高, 性别分化越快, 而31℃下, 性腺发育受到抑制, 始终未见分化。
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图1  60日龄时不同温度下杂合克隆牙鲆性腺分化的组织学

a–f依次为60日龄时16、19、22、25、28和31℃下杂合克隆牙鲆性腺分化的组织学观察, 箭头位置为性腺组织. PG: 原始性腺; PGC: 原始生殖细胞; O: 卵巢; OC: 卵巢腔.
Fig. 1  Histological differentiation of gonads in heterozygous clonal Paralichthys olivaceus under 
different temperatures at 60 days post hatch

a–f standing for histological differentiation of gonads in hybrid clone flounder at different temperatures about 16℃, 19℃, 22℃, 25℃, 28℃and 31℃. Arrows show gonad. PG: primordial gonad; PGC: primordial germ cells; O: ovary; OC: ovarian cavity.
2.2  不同温度下杂合克隆牙鲆的性比

除31℃外, 其余设定温度下90日龄时均已经性别分化(表1)。不同温度下所有实验鱼均为雌性, 未观察到雄性, 也未观察到亦雌亦雄的“间性个体”。但是, 在31℃下, 牙鲆性腺发育受到抑制, 既没有观察到性别分化, 也没有看到性腺发育进展。结果表明, 除31℃外, 实验设定的5个温度梯度对杂合克隆的性别没有产生逆转影响, 所有个体都正常地发育成为雌性, 而未发现雄性。

表 1  不同温度下90日龄时杂合克隆牙鲆统计性比

Tab. 1  Statistics of sex ratios in heterozygous clonal Paralichthys olivaceus under different temperatures at 60 days post hatch

	温度/℃

temperature 
	统计尾数

number of individuals
	未分化/尾

nondifferentiation
	雌鱼/尾

female
	雄鱼/尾

male

	16
	30
	2
	28
	0

	19
	30
	0
	30
	0

	22
	30
	0
	30
	0

	25
	30
	0
	30
	0

	28
	30
	0
	30
	0

	31
	30
	30
	0
	0

	合计 total
	180
	32
	148
	0


2.3  不同温度下杂合克隆牙鲆的生长

杂合克隆牙鲆在16~31℃温度下, 全长和体质量生长出现明显的差别。在55日龄前, 除31℃外, 基本呈现水温越高, 则生长越快的趋势, 即28℃>25℃>22℃>19℃>16℃; 而55日龄后, 25℃生长速度超过28℃, 至实验结束, 生长速度结果是25℃>28℃>22℃>19℃>16℃(图2, 图3)。经统
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 图2  杂合克隆牙鲆在不同温度下的全长生长
Fig.2  Growth of total length under different temperatures in heterozygous clonal Paralichthys olivaceus
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图3  杂合克隆牙鲆在不同温度下的体质量生长
Fig.3  Growth of body weight under different temperatures in heterozygous clonal Paralichthys olivaceus
计学检验, 110日龄时25℃、28℃、22℃、19℃和16℃组间的体质量和全长均差异显著(P<0.01)。在31℃下, 初期生长与16℃下差不多, 而实验后期, 生长受到严重抑制, 虽然死亡率增加, 但仍有多数个体存活。
3  讨论

牙鲆的性别分化过程, 可以通过组织切片进行观察[10−12]。关于牙鲆性别分化的组织学研究, Tanaka等[13]详细描述了随着全长增长牙鲆性腺的分化过程, 雌性全长41 mm时卵原细胞形成, 55 mm时卵母细胞形成; 雄性55 mm时精巢形成。孙朝徽等[14−15]对人工养殖牙鲆性腺分化进行了组织学观察, 结果发现精巢于50日龄分化, 卵巢于65日龄分化, 精巢分化明显早于卵巢。牙鲆变态之前性别并未分化, 其性别分化的关键阶段是全长不超过40 mm时, 此时给予激素处理以及提高养殖水温可以影响牙鲆的性别分化[5]。综合上述研究结果, 牙鲆卵巢在40 mm左右时性别分化。本研究中35日龄完成变态, 开始伏底, 此时进行温度影响实验。卵巢分化开始的时间不同, 高温下的性腺分化早于低温下的, 差别十分明显。22、25和28℃下在60日龄卵巢开始分化, 19℃下在70日龄时卵巢开始分化, 16℃下在90日龄时开始分化。而实验设定的最高温度31℃下至110日龄时性腺也未见分化。此外, 卵巢开始分化时的全长在41.8~57.2 mm之间, 这与孙朝徽等[14]描述的卵巢分化时的全长一致。

牙鲆存在着遗传性别和生理性别, 遗传性别并不完全决定生理性别, 由于环境因素影响, 生理性别与遗传性别有时存在分歧[16–18]。雌核发育牙鲆的性别不稳定, 通过激素处理和改变养殖水温可以使遗传上的雌鱼性逆转为生理上的雄鱼, 从而改变牙鲆的性比[5,11–12]。Tabata[11]和Yamam​ato[12]分别通过研究表明, 17(-固醇类激素可使遗传上的雌鱼性逆转为生理性雄鱼。Yamamoto为了防止雌性向雄性转化, 用低剂量17(-雌二醇处理鱼苗, 而使雌核发育牙鲆实现全雌[5]。Yamamoto[5]发现, 在高水温(25~27.5℃)条件下养殖, 遗传上的雌鱼可性逆转为生理上的雄鱼, 在低水温(15℃)的条件下养殖有同样的变化趋势, 即高温和低温均有利于遗传上的雌鱼性逆转为生理性雄鱼。本实验通过不同温度处理, 结果表明在16~31℃的温度梯度下, 无论是高温、低温均未出现雄鱼, 呈现出与雌核发育牙鲆明显不同的结果。分析其原因, 本实验所用材料并非雌核发育牙鲆, 而是杂合克隆牙鲆, 两者之间存在明显差别。作者在诱导有丝分裂雌核发育后代中, 也发现数量不等的生理性雄鱼 (未发表)。但是, 为何有丝分裂雌核发育牙鲆中会出现雄鱼, 以及为何双单倍体雌雄交配的后代性别为全雌, 且不易产生性逆转, 仍旧是个迷, 有待于进一步研究。

鱼类生长是养殖生产中最受关注的问题之一, 水温通过影响鱼类代谢[19−20]和内分泌调节[21−22]途径来改变鱼类的生长, 因此通过调节水温来促进鱼类生长是最有效的途径。大菱鲆在15.2~24℃范围内培养, 随着温度的升高, 其生长率逐渐降低[23], 甚至成活率也出现不同程度的降低。本研究结果表明, 31℃是抑制牙鲆发育和生长的高限水温, 而在发育早期, 28℃生长最快, 但是55日龄后25℃生长最快, 说明25℃是鱼苗生长的最适水温。关于水温对牙鲆性腺发育和生长影响的研究结果可供育苗生产参考。
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Effects of rearing temperature on sex differentiation, sex ratio, and growth in heterozygous of Japanese flounder(Paralichthys olivaceus) clones
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Abstract: Heterozygous genetically uniform clones allow for comparison of the same genotype over time and under different ambient conditions. This allows us to estimate genetic correlations and detect genotype-by-environment interactions and phenotypic plasticity for complex traits such as sex and gonadal differentiation. In this study, a heterozygous Japanese flounder clone was produced by artificial insemination from male and female mitotic gynogenetic diploid parents at Beidaihe Central Experiment Station, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qinhuangdao, Hebei Province. The fish were cultivated in six gradient temperatures to observe the effects of temperature on sex differentiation, sex ratio, and growth. The results provide basic data on clonal biology and breeding. The experimental fish were reared separately at 16℃, 19℃, 22℃, 25℃, 28℃, and 31℃ from 35–110 dph (days post hatching). In the meantime, 10 fish were sampled every 5 days from 35–80 dph, then every 10 days after 80 dph. Growth data, including total length and body weight were measured, and samples were preserved in Bouin’s fluid for paraffin sectioning and histological observation. The results revealed that the Japanese flounder larvae reared in 22℃, 25℃, and 28℃ began to differentiate when grew to 60 dph. Larvae 70 and 90 dph started to differentiate at 19℃ and 16℃, respectively. However, no sex differentiation was observed at 31℃, even after 110 days. Histological observations revealed that all of the heterozygous clones from the different water temperatures were female, which suggested that high water temperature does not affect female sex reversal. The initial trends in morphological growth included a gradual increase in total length and weight with increasing temperature, except at 31℃. However, 25℃ reared larvae grew faster than those reared at 28℃ after 55 dph, and was the fastest growing group overall. In summary, sex differentiation of heterozygous Japanese flounder clones quickened with increasing temperature. Temperature had no effect on sex ratio, all temperature groups were female. Furthermore, the larvae kept at 25℃ grew fastest, which will provide references for future breeding.
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