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摘要: 本研究采用紫外线灭活的真鲷(Pagrus major)精子激活牙鲆(Paralichthys olivaceus)卵子, 经过静水压机处理诱导有丝分裂雌核发育二倍体。优选施压起始时间、持续时间和压力大小3个方面参数, 获得最佳参数组合为: 起始时间60 min、持续时间6 min、施加压力650 kg/cm2。在此条件下的受精率最高为67.80%, 孵化率54.23%, 与其他处理组间达显著性差异(P<0.05)。用流式细胞仪检测未经静水压处理的胚胎, 其DNA含量约为普通二倍体的1/2, 即单倍体; 检测有丝分裂雌核发育胚胎, 其DNA含量与普通二倍体大体一致。结果表明, 应用该方法可成功诱导获得牙鲆有丝分裂雌核发育二倍体。
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有丝分裂雌核发育是人工诱导雌核发育的两种方式之一, 其操作流程包括两个步骤: (1)利用伽玛射线或紫外线照射精子使其遗传物质失活, 用其激活卵子释放出第二极体, 形成单倍体胚胎; (2)通过抑制单倍体第一次卵裂使染色体加倍, 形成双单倍体。这一过程常利用温度休克或压力休克的方式在有丝分裂阶段来完成, 因此亦称之为有丝分裂雌核发育二倍体(Mitotic Gynogenetic Diploid, MiGD)。有丝分裂雌核发育二倍体的等位基因是完全纯合的, 如再度诱导雌核发育, 则可以建立克隆系, 为良种选育提供优质素材[1−2]。然而诱导有丝分裂雌核发育并非易事, 诱导成功率低和仔鱼成活率低的难题尚待解决。迄今, 只有真鲷(Pagrus major) [3]和牙鲆(Paralichthys olivaceus) [4]2种海产鱼类诱导成功。

关于牙鲆(Paralichthys olivaceus)MiGD的研究始于1986年[5−6], 山本[7]将MiGD培育至性成熟, 再次诱导雌核发育, 并在此基础上建立了牙鲆克隆系。尤锋等[8]和庄岩等[9]探索了冷休克法与静水压法诱导牙鲆MiGD的条件。关于牙鲆MiGD鉴定的研究, 山本[7]利用指纹电泳鉴定雌核发育二倍体, 证明诱导结果的成立; 朱晓琛等[10]利用微卫星鉴定MiGD的纯合性; 刘海金等[11]对有丝分裂与减数分裂雌核发育二倍体的遗传差异进行了比较。但是, 关于利用真鲷精子制备牙鲆MiGD尚未见详细报道。

本研究以真鲷精子激活牙鲆卵子发育, 优化诱导有丝分裂雌核发育的处理参数, 并使用流式细胞仪检测诱导个体, 证明其二倍性, 旨在为今后开展诱导MiGD研究提供方法。

1  材料和方法

1.1  亲鱼

实验用牙鲆雌鱼选择4龄性腺发育良好的个体, 挤压腹部获得卵子。真鲷雄鱼选择3龄性腺发育良好个体, 挤压腹部获得精子, 并置于4℃冰箱中, 保存待用。

1.2  精子灭活

用Ringer氏液以1︰50 的比例稀释真鲷精液。按刘海金等[12]的方法, 稀释后的精液在15W×2 的紫外线灯管(Toshiba, Japan)下进行照射, 最优照射时间60 s, 照距28~30 cm, 照射剂量73 mJ/cm2。照射后精液经镜检确认精子活力后, 用于与卵子受精进行静水压实验。

1.3  静水压处理

静水压处理从起始时间、持续时间和施加压力3个方面进行条件摸索。起始时间设定为受精后40、50、60、80 min, 持续时间设定为2、4、6、8 min, 施加压力设定为250、450、650、850 kg/cm2。为减少实验处理组合数量, 采取固定两个实验参数, 单独优化一个实验参数的方法, 快捷确定其最佳参数值, 简化后的处理组合数为12个(表1)。此外, 单独设置一组单倍体作为对照组。每个实验组取1 mL牙鲆卵子与灭活的真鲷精子混合受精, 受精卵在静水压处理之前保存于17℃的海水中。实验处理后, 受精卵移至18℃海水中孵化。为保证实验准确性, 所有处理组均设置3个重复。以受精率和孵化率作为判别处理组合优劣的标准。

表1  静水压起始时间、持续时间和施加压力梯度

Tab. 1  Hydrostatic pressure gradient of initiation time, duration time and force pressure

	处理组

treatment
	起始时间/min

initiation time
	持续时间/min

duration time
	施加压力/(kg·cm(2)

force pressure

	A1
	40
	6
	650

	A2
	50
	6
	650

	A3
	60
	6
	650

	A4
	80
	6
	650

	B1
	60
	2
	650

	B2
	60
	4
	650

	B3
	60
	6
	650

	B4
	60
	8
	650

	C1
	60
	6
	250

	C2
	60
	6
	450

	C3
	60
	6
	650

	C4
	60
	6
	850


1.4  倍性检测

采用德国Partec公司Cystain DNA 1 step染液一步法染色, 通过流式细胞仪Ploidy Analyzer (PARTEC GmbH, Münster, Germany)测定细胞DNA含量来鉴定倍性。采用随机抽样方式对1~3日龄10尾牙鲆MiGD进行鉴定, 每次以10尾牙鲆正常二倍体作为对照。每一条仔鱼置于干净的培养皿上, 加入Cystain DNA 1 step染液(Partec GmbH, Münster, Germany)0.5 mL, 剪碎仔鱼再轻轻研至均浆状; 再加1.5 mL 的CyStainDNA 1step 染液, 室温下静置5 min。之后, 采用德国Partec公司生产的细胞过滤网(Partec 30 μm cellTrics disposable filter)过滤, 再向滤液中加入Cystain DNA 1 step染液0.5 mL进一步染色后, 上机测试。普通二倍体的相对DNA 含量作为二倍体标准。
1.5  统计分析

受精率和孵化率的计算参照刘海金等[13]的方法:  


[image: image1.wmf]肠

数

数

原

期

正

常

胚

胎

受

精

率

=

受

精

卵

, 
[image: image2.wmf]鱼

数

肠

数

仔

孵

化

率

=

原

期

正

常

胚

胎


统计软件为SAS8.12(SAS Institute, Cary, NC, USA), 进行单因素方差分析和Duncan氏多重比较。

2  结果与分析
2.1  真鲷精子的遗传失活

选择真鲷精子作为诱导牙鲆有丝分裂雌核发育的异源精子, 其经紫外线照射的最佳剂量和时间与刘海金等[12]的实验结果相同。遗传失活后的精子经显微镜检测具有较高活力, 用其诱导单倍体组获得的受精率和孵化率分别达到了89.19%和65.25%, 表明灭活精子能够有效激活牙鲆卵子。

2.2  静水压诱导试验

单倍体处理组的受精率和孵化率为最高, 与其他处理组的差异显著(P<0.05)。起始时间处理组A3的受精率67.80%, 孵化率54.23%, 均为最高, 表明起始时间最优参数为受精后60 min。持续时间处理组B3的受精率和孵化率最高, 为66.22%和55.05%, 显著高于其他3组, 且达到显著性差异(P<0.05)。静水压处理组C3的受精率、孵化率最高, 为65.47%、55.93%, 与其他3组差异显著(P<0.05)。统计各诱导参数处理组受精率和孵化率最高的组别, 结果表明起始时间60 min、持续时间6 min、施加压力650 kg/cm2(表2)为诱导牙鲆有丝分裂雌核发育的最优参数组合。

2.3  倍性鉴定
流式细胞仪鉴定牙鲆单倍体、正常二倍体和MiGD的结果见图1。单倍体和正常二倍体的DNA相对含量分别为49.04和101.05, 单倍体约为正常二倍体的一半, 表明用真鲷精子并未与牙鲆受精, 激活牙鲆卵子获得的胚胎为单倍体。MiGD的DNA相对含量为102.64, 与正常二倍体基本一致(表3), 证明用静水压抑制卵裂而使染色体加倍, 即诱导有丝分裂雌核发育获得成功。

表2  静水压梯度实验结果

Tab. 2  Result of hydrostatic pressure gradient
	处理组
 treatment
	正常胚胎数

no. of normal embryos
	受精卵数

nos. of fertilized eggs
	仔鱼数

nos. of fry
	受精率/%
fertilization rate
	孵化率/%
hatching rate

	单倍体 haploid
	800
	897
	522
	89.19±2.51d
	65.25±3.53e

	A1
	297
	873
	109
	34.02±2.65c
	36.70±2.46c

	A2
	403
	699
	176
	57.65±2.92b
	43.67±2.85b

	A3
	638
	941
	346
	67.80±3.10a
	54.23±3.98a

	A4
	303
	865
	26
	35.03±1.94c
	8.58±1.23d

	B1
	340
	689
	129
	49.35±2.19b
	37.94±2.30b

	B2
	243
	734
	64
	33.11±2.33c
	26.34±1.72c

	B3
	545
	823
	300
	66.22±3.06a
	55.05±3.41a

	B4
	360
	681
	142
	52.86±2.51b
	39.44±2.21b

	C1
	358
	836
	120
	42.82±3.62b
	33.52±2.35c

	C2
	310
	756
	134
	41.01±3.06b
	43.23±2.57b

	C3
	438
	669
	245
	65.47±4.05a
	55.93±3.52a

	C4
	280
	625
	96
	44.80±3.70b
	34.29±2.04c


注: A、B、C组内字母不相同的表示差异显著(P<0. 05).

Note: The means with different low case letters in A, B and C treatment groups are significantly different at the 0. 05 level.
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图1  倍性鉴定结果图

A: 单倍体; B: 正常二倍体; C: 有丝分裂雌核发育二倍体.

Fig. 1  Patterns of ploidy identification

A: Haploid; B: Normal diploid; C: Mitotic gynogenetic diploid.

表3  倍性检测结果

Tab. 3  Result of ploidy analysis
	组别

group
	DNA相对含量

DNA relative content
	变异系数/%
coefficient of variation

	单倍体haploid
	49.04±1.25
	2.55

	正常二倍体normal diploid
	101.05±2.25
	2.23

	有丝分裂雌核发育二倍体mitotic gynogenetic diploid
	102.64±1.76
	1.71


3  讨论

人工诱导有丝分裂雌核发育在众多鱼类品种中已经广泛开展, 但能够成功制备出MiGD的品种并不多。本研究以牙鲆为研究对象, 探讨制备其MiGD的最佳诱导条件。灭活真鲷精子能够有效激活牙鲆卵子发育, 呈现出典型的Hertwig 效应, 并且正常真鲷精子与牙鲆卵子杂交后代不能存活[12]。已有报道制备牙鲆MiGD的精源还包括牙鲆、石[image: image4.png]


[8−9]等。虽然只要能够激活卵子的发育就可以作为备选精源, 但如果同源精子灭活不彻底, 就会导致成活子代个体中存在正常二倍体和雌核发育二倍体两种类型, 而从表型区分这两种类型是十分困难的, 因此, 应尽可能选用异源精子。异源精子与卵子受精产生的子代多为畸形, 不能发育形成正常个体, 从而确保成活个体均为雌核发育个体[6]。本实验中的单倍体、正常二倍体、MiGD的倍性鉴定结果证明了这一观点。

卵子质量是保证诱导有丝分裂雌核发育成功的基础, 目前对于卵子优劣的甄别尚无定量化的标准, 多凭经验进行判断。在产孵季节, 进行亲鱼强化是生产优质卵子的一种手段, 但并不是所有强化过的亲鱼都会产出高质量卵子, 这还与光照、水温、亲鱼年龄和体质等因素密切相关。影响卵子质量的因素比较复杂, 目前尚难以清晰阐释其影响机制[12,14]。已有文献报道提高卵子受精率和成活率的微观因素, 仅见海水鱼类的脂肪酸[15]。除此之外, 精确掌握排卵时间同样重要, 过早挤卵得到的多为不成熟或部分成熟的卵子, 而过熟的卵子则产生更多的非整倍体胚胎[16], 这些原因都将大大降低诱导MiGD的成功率。除了卵子因素外, 整个诱导操作过程的技术参数尤为重要, 因为牙鲆卵子的卵裂时间非常短暂。本实验研究结果表明, 诱导牙鲆的最优参数组为起始时间60 min、持续时间6 min、施加压力650 kg/cm2, 其受精率和孵化率显著高于其他各组合。与已经发表的文献相比较, 本研究获得的最优诱导参数与日本学者Tabata等[17]和Yamamoto[18]的实验结果相类似。尤锋等[8]和庄岩等[9]提出静水压法的最适诱导参数分别为受精后85 min, 600 kg/cm2压力处理6 min与受精后75 min、用550 kg/cm2的压力处理6 min。在起始时间与施加压力两方面, 不同研究之间均存在一定的差异。分析原因认为, 施压之前受精卵的培育水温存在差异性, 国内学者培育水温为15℃, 而本实验为17℃。在孵化温度相差2℃的情况下, 显然卵子的发育速度会产生较大的改变。

以最优参数诱导牙鲆MiGD, 虽然可以获得较高的受精率和孵化率, 但是不代表MiGD制备已经成功, 实际上能够正常生长、发育的个体非常少。分析其原因, 有遗传和环境两方面。成活率低的主要原因可能是通过抑制第一次卵裂实现了等位基因位点完全纯合, 导致具有纯合致死基因的个体大批死亡。从现场实际培育经验来看, MiGD仔鱼活力也显著弱于正常二倍体和减数分裂雌核发育二倍体, 其对环境适应能力较弱, 易患病。在破膜、开口、变态等时期往往有大批个体死亡。之后的生长阶段, MiGD的活力也非常弱。因此, 营造良好的养殖环境, 细心饲喂和培育, 对于提高成活率非常重要。MiGD的培育是十分艰难而且时间漫长的工作, 需要丰富的养殖经验和较高的培育技术。最佳诱导参数固然重要, 但培育技术也同样重要, 这些均为决定MiGD制备成败的重要环节。

朱晓琛等[10]、季旭等[19]、刘海金等[20]、Liu等[2]以此参数诱导出MiGD, 并对其开展了遗传分析与鉴定研究, 使用的样本数为20~173尾, 这些成活的个体均由本研究室成功制备。伴随着制备技术的日趋成熟, 2009年利用1尾亲本培育出成活的MiGD达900余尾, 其中达3龄的个体600余尾。2012年春季, 利用4尾亲本制备出MiGD数千尾, 目前苗种发育状况良好。除了获得成活数量众多的MiGD外, 我们挑选发育达性成熟的个体再行诱导减数分裂雌核发育, 成功制备出牙鲆克隆系[21]。MiGD及克隆系具有纯合不分离的特性, 用其做材料进行全基因组测序和QTL定位分析, 所获得的结果可能优于其他样本; 同时, 也将为牙鲆良种选育研究工作提供新素材。
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Production of mitotic gynogenetic diploid Japanese flounder, Parali​chthys olivaceus
LIU Yongxin1, LIU Haijin1, XUE Lingling1, WANG Yufen2, ZHANG Xiaoyan2, SI Fei2, SUN Zhaohui2, WANG Guixing2
1. Chinese Academy of Fishery Sciences, Beijing 100141, China; 
2. Beidaihe Central Experiment Station, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qinhuangdao 066100, China

Abstract: Mitotic gynogenetic diploid Japanese flounder, Paralichthys olivaceus were produced by activating eggs with UV irradiated sperm of red sea bream (Pagrus major), followed by hydrostatic pressure treatment to block the first mitotic division. The initiation time, duration time and pressure value of hydrostatic pressure were optimized in this study. The results showed that the treatment with hydrostatic pressure (650 kg/cm2) for 6 min starting 60 min after fertilization was the optimal parameters combination. Under this condition the fertilization rate and hatching rate at this scenario were 67.80% and 54.23%, respectively, which were significantly higher than that of all the other treatment groups(P<0.05). The embryo not treated by hydrostatic pressure (haploid) were identified via flow cytometer, and its relative DNA content was about half that of normal diploid. The mitotic gynogenetic embryo had the same DNA relative content with normal diploid. The analysis results showed that mitotic gynogenetic diploids could be successfully prepared.
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