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摘要  [ 目的] 探讨影响黄颡鱼三倍体诱导率的因素和关键技术。[ 方法] 采用6- DMAP 抑制受精卵极体的释放, 诱导黄颡鱼产生三倍体 ;
按6- DMAP 浓度(300、450 和600 μmol/ L) ,诱导时机( 即精卵混合后的时间分别为10 和30 min) 和诱导持续时间(10 、15、20 mi n) , 设计正交
实验 ,寻求诱导黄颡鱼三倍体的最优水平组合。[ 结果] 黄颡鱼三倍体诱导明显受6- DMAP 的浓度、诱导时机和诱导持续时间3 因子的影
响 , 而诱导持续时间的长短将直接影响受精卵的诱导率。诱导黄颡鱼三倍体各因素的最优水平组合为 :6- DMAP 诱导浓度为450 μmol/ L,
精卵混合10 min ,诱导持续时间15 min 。[ 结论] 在黄颡鱼三倍体诱导中, 应尽可能地采取温和的手段催产来获得所需要的精卵 , 以获得
高又稳定的三倍体倍化率。
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Abstract  [ Objective] The study ai med to discuss the factors effecting the triploid inductioninthe Pelteobagrus fulvidraco and the key techniques of in-
duction . [ Method] Thetriploid in P . fulvidraco was induced by inhi biting release of polar body of the zygotes with6- di methylaminopurine ( 6- DMAP) . In
orthogonal experi ment with three levels of 6- DMAP (300 , 450 and 600 μmol/ L) , the induced occasion (the ti me after sperms and eggs were confused) of
10 , 15 and 30 min, and the induced duration of 10 , 15 and 20 mi n, the opti mumlevel combination was sought for inducingthe triploid in P . fulvidraco .
[ Result] The induction of triploid in P . fulvi draco was obviously effected by 6- DMAPlevels , the induced occasionandthe induced duration, andthe lat-
er coul d directly affect the induction rate of zygotes . The opti mumlevel combination of inducing factors for triploi d in P . fulvidraco was that the induction
concn. 6- DMAP was 450 μmol/ L , the ti me when sperms and eggs was confused was 10 mi nand the induced duration was 15 min . [ Conclusion] Inthe in-
duction of triploid in P . fulvidraco , it shoul d be as muchas possible to use gentle ways to induce spawningfor getting the needed batch sperms and eggs ,
thus to obtain the high and stable triploi d percentage .
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  黄颡鱼[ Pelt eobagrus fulvi draco( Richardson) ] 俗称黄腊丁、

黄鼓鱼等 , 属鲶形目、鱼尝科、黄颡鱼属[ 1] 。其肉质细嫩, 无肌

间刺, 蛋白质含量15 .37 % , 氨基酸总量14 .19 % , 必需氨基酸

指数达73 .34。同时因其肉性味甘、平, 有祛风、利尿之功效 ,

可主治水肿、喉痹肿痛等症 , 有一定的药用价值而深受消费

者青睐。目前由于黄颡鱼天然资源锐减, 市场价格逐年攀升

( 是普通鱼价格的2 ～4 倍) , 具有较好的市场前景。同时黄

颡鱼在日本、韩国、东南亚等国家有巨大的市场潜力 , 是出口

创汇的优良品种[ 2 - 4] 。但由于该鱼生长速度慢、个体规格偏

小, 通常要2 年才能性成熟 , 加之该鱼产卵量低 , 从整体上影

响其养殖产量, 远远不能满足市场的需求。

笔者在熟悉和掌握黄颡鱼繁殖习性的基础上, 采用化学

的方法对黄颡鱼实行人工催产、人工授精、人工诱导产生三

倍体, 从而达到改良品种性状, 加快鱼的生长速度、加大个体

规格、提高养殖经济效益 , 满足人们生活需求。该项目成功

后, 不仅可提高黄颡鱼种苗生产规模化, 促进黄颡鱼养殖生

产的产业化, 而且可为其他鱼类的多倍体育种奠定基础。

1  材料与方法

黄颡鱼( Pelteobagrus fulvi draco) 取自绍兴农贸市场。肉眼

观察, 性腺发育良好。

诱导试剂 :6- 二甲基氨基�呤( 6- DMAP) , 为美国Sigma 公

司产品, 纯度高于98 % 。雌雄鉴别主要看生殖孔, 即有生殖

乳突为♂, 无生殖乳突为♀。雌雄比一般为1∶1。注射部位

以背鳍基部注射为主, 进针深度0 .5～1 .0 c m,2 次注射, 第1

针药量为全剂量的1/ 4 , 药液量为1 ml , 第2 针为全剂量的

3/ 4 , 药液量为1 ml 。♂为♀剂量的1/ 2。两针间隔10～12 h 。

设3 个组合: 绒毛膜促性腺激素( HCG) + 马来酸地欧酮

( DOM) ; 促黄体素释放激素类似物( LHRH- A2) + DOM;HCG+

LHRH- A2 + DOM。解剖法获取精卵 , 并进行人工授精。

用6- DMAP 诱导黄颡鱼产生三倍体。采用正交试验 :

6- DMAP浓度 , 设300 、450 和600 μmol/ L; 诱导时机( 即精卵混

合后的时间) , 设10 和30 min ; 诱导持续时间, 设10、15 、20

min。重复2 次。决定三倍体诱导率的3 因素主次顺序和最

优水平组合以直观分析法得出。

2  结果与分析

从表1 可看出,6- DMAP 浓度较低时, 适当延长诱导时机

可提高三倍体的诱导率 , 但是当浓度达到一定程度时, 如果

再延长诱导时机诱导率反而降低 , 可能是高浓度的药物对受

精卵产生了毒性, 造成诱导率下降。虽然可以产生一定百分

比的三倍体, 但是都没有达到 50 % , 也 可能说明 HCG +

LHRH- A2 催产率并不高。

表1 注射过HCG+ LHRH- A2 的三倍体诱导率

Table 1 Triploid inductionrate after injecting HCGand LHRH- A2

6- DMAP 浓度∥μmol/ L
6- DMAP concentration

诱导时机∥min
Inductionti me

持续时间∥min
Duration

诱导率∥%
Inductionrate

300 10 10 18 .90
450 10 15 38 .35
600 10 20 40 .00
300 30 10 38 .35
450 30 15 43 .30
600 30 20 36 .70

  从表2 可看出 ,6- DMAP 诱导黄颡鱼三倍体时有个阈值 ,

其浓度低于或高于这个阈值时, 三倍体的诱导率都有所下

降。可能原因是: 当浓度低于阈值时, 不能有效抑制极体的

释放, 所以多倍体产生的几率变小; 当浓度高于阈值时, 对受

精卵产生了毒害, 故造成诱导率下降。表2 中诱导率较高 ,

可能说明HCG+ DOM 的催产率效果比较好。
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表2 注射过HCG+ DOM的三倍体诱导率

Table 2 Triploid inductionrate after injecting HCGand DOM

6- DMAP 浓度∥μmol/ L
6- DMAP concentration

诱导时机∥min
Inductionti me

持续时间∥min
Duration

诱导率∥%
Inductionrate

300 10 10 27 .70
450 10 15 66 .70
600 10 20 56 .70
300 30 10 46 .70
450 30 15 60 .00
600 30 20 50 .00

  从表3 可看出, 三倍体的诱导情况和表2 基本一致,6-

DMAP 诱导黄颡鱼三倍体时有个阈值 , 其浓度低于或高于这

个阈值时 , 三倍体的诱导率都有所下降。另外适当延长诱导

时机可以提高三倍体的诱导率。表3 中三倍体诱导率处于

中间水平, 可能说明LHRH- A2 + DOM 催产效果一般。

表3 注射过LHRH- A2+ DOM 的三倍体诱导率

Table 3 Triploid inductionrate after injecting LHRH- A2 and DOM

6- DMAP 浓度∥μmol/ L
6- DMAP concentration

诱导时机∥min
Inductionti me

持续时间∥min
Duration

诱导率∥%
Inductionrate

300 10 10 16 .70
450 10 15 43 .30
600 10 20 38 .35
300 30 10 33 .30
450 30 15 56 .70
600 30 20 50 .00

  综合表1 、2 、3 , 得到的三倍体诱导率各影响因素最优水

平组合是: 诱导6- DMAP 浓度为450 μmol/ L , 诱导时机为10

min , 诱导持续时间为15 min , 催产素为 HCG+ DOM。在此条

件下诱导率为66 .70 % 。

3  讨论

3 .1 6- DMAP 的优点  近年报道, 用6- DMAP 诱导长牡蛎取

得很高的三倍体率[ 5] , 尚未见用于黄颡鱼三倍体诱导的报

道。6- DMAP 具有不致癌等优点[ 6 - 7] , 较细胞松弛素 B 便宜 ,

易水溶性, 并且有与CB 同样较高的三倍体诱导率, 故易被人

们普遍使用。当6- DMAP 与微管二聚体结合以后 , 对微管的

正常结构和功能起到了抗有丝分裂的作用, 因此抑制受精卵

的极体释放可以产生三倍体[ 8] 。但它是一种蛋白激酶抑制

剂[ 9 - 10] , 是影响磷酸激酶作用的�呤毒素类似物[ 6] , 因此, 对

胚胎有一定的毒性。试验结果表明, 在特定诱导温度下, 对

达到一定成熟度的黄颡鱼, 其三倍体诱导明显受到6- DMAP

的浓度、诱导时机和诱导持续时间等因子的影响。

3 .2 影响三倍体诱导率的3 个因素  ①6- DMAP 浓度是诱

导三倍体的一个重要因素, 在抑制受精卵的极体释放有个阈

值。②卵受精后10 min 诱导效果较好。③对黄颡鱼受精卵

持续诱导15 min 的效果明显好于诱导10 和20 min 的效果。

可见, 在确定了适宜的处理温度和开始处理时间后, 处理持

续时间的长短将直接影响受精卵的诱导率。

3 .3  诱导的关键技术 如何确保批量精卵的同步成熟、同

步受精和同步发育是多倍体诱导的关键技术, 也是提高和稳

定黄颡鱼三倍体倍化率的关键技术。在三倍体诱导中 , 应尽

可能采取温和的手段催产来获得所需要的批量精卵, 以获得

较高、稳定的三倍体倍化率。批量的卵子放置的时间不同 ,

也影响着同步成熟、同步受精和同步发育。排放的批量卵子

最好能在较短的时间里进行人工授精。

实践表明 , 精子的活力对批量精卵的同步受精和同步发

育有十分重要的影响。在三倍体诱导中, 应取刚排放出来的

精子进行授精为好。授精方式: 把收集的卵子放入已预先加

入精子的水体中, 并立刻轻轻搅拌, 让每个卵子能迅速地且

尽可能地同时受精。

此外, 确保良好的、稳定的受精环境, 如合适的水温、pH

值、卵子的密度等对于提高和稳定三倍体倍化率也很重要。

3 .4 三倍体孵化率  试验黄颡鱼的孵化率为零, 主要原因

是黄颡鱼受精卵黏性强 , 往往是一块块地堆在一起, 很容易

造成缺氧; 同时由于采用棕榈片鱼巢体积大, 通透性差, 附卵

不均匀, 孵化容器中容纳量少, 而且容易沉积污物; 加之黄颡

鱼受精卵又特别易长水霉, 人工授精虽然催产率较高, 但受

精率反而较自然产卵的低, 因此孵化率很低。此外笔者经验

不足, 实验室条件有限, 均导致孵化失败。

3 .5 倍性检测 试验采用DNA 含量测定的方法。由于核酸

所含的�呤和��分子中都有共轭双键, 使核酸分子在紫外

260 nm 波长处有最大吸收峰, 这个性质可用于核酸的定量测

定。而普通三倍体细胞的DNA 含量是单倍体的3 倍, 因此核

酸可以通过在260 nm 处的吸光值比较诱导组和对照组的

DNA 含量, 从而得出诱导率。
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