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摘要: 通过紫外线(UV)对冷冻的鲈(Lateolabrax japonicus)精子进行灭活, 利用冷休克和压力休克方法诱导星斑川

鲽(Platichthys stellatus)雌核发育二倍体, 同时利用灭活鲈精子制备单倍体胚胎, 未灭活鲈精子受精制备杂交胚胎, 

星斑川鲽精子受精制备正常发育胚胎。对以上几种胚胎发育时序、发育生物学特征进行了观察比较。结果表明, 卵

裂期单倍体、杂交二倍体和雌核发育二倍体胚胎发育速度与普通二倍体胚胎没有明显差异, 从低囊胚期开始各实

验组胚胎发育速度均慢于普通二倍体胚胎; 杂交胚胎在胚体形成期基本死亡, 单倍体胚胎在尾芽期停止发育死亡, 

均不能正常孵出。雌核发育二倍体与普通二倍体具有相似的发育时序, 普通二倍体 100 h 10 min 孵化出膜, 而雌核

发育二倍体 104 h 50 min 孵化出膜。雌核发育胚体畸形率(53.59±0.36)%, 孵化率(0.11±0.01)%; 普通二倍体胚体畸

形率(35.11±6.19)%, 孵化率(58.01±5.30)%; 与普通二倍体相比, 雌核发育二倍体胚体畸形率高, 孵化率低, 但孵化

鱼苗能够正常发育, 获得了雌核发育群体。本研究为星斑川鲽雌核发育提供了技术方法, 同时为单倍体、杂交和雌

核发育胚胎的发育生物学研究提供了细胞生物学证据。 
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星斑川鲽 (Platichthys stellatus)又称星突江鲽 , 

隶属鲽形目(Pleuronectiformes)、鲽科(Pleuronectidae)、

川鲽属, 分布在中国、朝鲜、韩国、日本、俄罗斯

及美国太平洋沿岸海域, 在中国吉林省的图们江也

有分布[1]。其对水温和盐度的变化具有较强的适应

能力, 抗病力强, 耐运输, 且繁殖能力强, 具有较高

的经济价值, 适宜进行集约化养殖[2]。是继半滑舌鳎

(Cynoglossus semilaevis)、大菱鲆(Scophthalm usmaximus) 
和牙鲆(Paralichthys olivaceus)之后具有较高商业开

发价值的海水养殖鱼类之一。 

星斑川鲽雌雄个体生长差异较大, 2~3 龄雌性

体重为雄性的 2.48 倍[3], 研究星斑川鲽性别控制技

术, 繁育全雌性化的苗种对于提高养殖经济效益具

有重要的意义。雌核发育是一种控制鱼类性别的有

效方法, 是建立全雌性后代繁育群体最直接和有效

的技术手段, 胚胎发育生物学研究对于染色体组操

作技术方法的制定具有重要意义。在海水鱼类染色

体操作育种技术研究中, 已经对半滑舌鳎[4]、大菱鲆[5]、

漠斑牙鲆(P. lethostigma)[6]等海水鱼类雌核发育技

术进行了研究, 并对其雌核发育二倍体、单倍体胚
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胎的发育特征进行观察, 同时培育出了雌核发育后

代, 为以上鱼类性别决定类型的判别及雌性化育种

技术的研究提供了有力的支持。国内外有关星斑川

鲽的研究主要集中在种群资源量[7]、胚胎发育[8]、遗

传育种 [9−11]等方面 , 在遗传基础方面 , 国内外学者

利用同工酶和微卫星标记对星斑川鲽野生群体或养

殖群体的遗传结构进行了分析[12], 对生理相关基因

的克隆和表达特性[13]、染色体核型[14]、精子冷冻保

存与生理特性[15]、免疫相关组织抗菌活性[16]等进行了

研究。另外建立了星斑川鲽家系并对后代遗传性状

进行分析[3], 对星斑川鲽与圆斑星鲽(Verasper varie-
gates)、条斑星鲽(V. moseri)远缘杂交的可能性进行

探索研究[17]。但国内外关于星斑川鲽雌核发育诱导

及胚胎发育过程尚未见相关研究报道。本研究利用

精子冷冻库中保存的鲈精子诱导获得了星斑川鲽雌

核发育胚胎, 对其发育时序和发育生物学特征进行

了观察研究, 同时对单倍体、杂交二倍体和普通二

倍体的胚胎发育进行了观察比较, 以便充分解析星

斑川鲽胚胎发育规律, 以及异源精子对胚胎发育的

影响, 为星斑川鲽染色体操作育种、性别控制, 以及

全雌性化育种群体的制备提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  星斑川鲽亲鱼准备和卵子的采集 

实验采用的亲鱼由蓬莱宗哲水产养殖有限公司

提供, 年龄 3 龄以上, 选取性腺已经开始发育、无病

害的个体。在循环水养殖车间养殖, 进行生殖调控。

当水温达到 12~13℃时, 雌鱼性腺开始发育。选取性

腺发育较好, 性腺从腹部到体后部均有较大程度隆

起的雌鱼, 对发育迟缓的雌鱼注射促黄体素释放激

素类似物(LRH-A2)10 μg/kg, 48 h 后人工挤卵, 收集

卵子放在烧杯中等待受精。 

1.2  异源精子来源 

实验用鲈雄鱼养殖在海阳市黄海水产有限公司, 

鲈的精液为 2015 年冷冻保存 , 当养殖水温降至   

18℃时, 利用人工挤压腹部法收集雄鱼精液, 并用

MPRS 稀释配制 20%DMSO 作为精子冷冻保存液[18], 

冷冻保存鲈精子, 冷冻精子贮存在液氮中。 

MPRS 稀释液配制 : 取葡萄糖 11.01 g, NaCl 

3.53 g, NaHCO3 0.25 g, NaH2PO4 0.22 g, KCl 0.39 g , 

CaCl2·2H2O 0.17 g, MgCl2·6H2O 0.23 g 定溶于 1000 mL

蒸馏水中, 高温灭菌, 待用。 

1.3  鲈精子的灭活及授精 

取冻存鲈精子, 在 37℃水浴中快速解冻, 镜检

精子的活率, 达 70%以上的精液方可用于实验。每

200 μL 冷冻精子用 1 mL 的 MPRS 溶液稀释, 平铺

于直径为 9 cm 的培养皿中, 采用 80 mJ/cm2 剂量紫

外线灭活, 经紫外线照射后的灭活精子立刻倒入盛

有新鲜星斑川鲽卵的烧杯中, 按 1 mL 精子/100 mL

卵的比例进行人工授精, 添加 2 倍体积于受精卵的

海水, 海水温度 14℃, 静置数分钟使其充分受精。 

1.4  单倍体制备 

利用灭活的鲈精子与星斑川鲽卵受精 (杂交 ), 

受精 5 min 后将卵盛在 80 目的纱网袋中, 利用海水

漂洗受精卵, 以便除去多余的精液和黏液, 之后将

卵盛在烧杯中静置, 分离受精卵和下沉死卵, 将上

浮受精卵放在 50 cm×50 cm×100 cm 网箱中孵化, 海

水温度保持在 13~14℃, 同时利用气石给网箱中微

充气, 溶氧量保持在 5.0~9.0 mg/L, 利用显微镜进

行胚胎发育观察。 

1.5  杂交二倍体制备 

鲈冷冻精液解冻之后和星斑川鲽的卵以体积比

为 1∶100 进行人工干法授精, 利用前述相同方法清

洗受精卵, 取上浮卵放于网箱中, 置于 13~14℃海

水中培养, 溶氧量保持在 5.0~9.0 mg/L, 利用显微

镜进行胚胎发育的观察。 

1.6  雌核发育二倍体制备 

采用静水压法制备雌核发育二倍体: 利用灭活

的鲈精子与星斑川鲽卵“受精”, 在受精 3 min 左右, 

将受精卵注入清洗干净并有少许海水的静水压仪中, 

再加入适量海水, 盖上塞子后, 挤出压力缸中的空

气, 置于压力机上, 在受精 5 min 时快速人工加压

60 Pa, 维持 10 min, 采用慢速减压的方法, 拧动减

压阀进行减压, 将卵倒入预先准备好的烧杯中, 按

照相同的方法进行洗卵, 取上浮卵放于网箱中, 置

于 13~14℃海水中培养, 溶氧量保持在 5.0~9.0 mg/L, 

利用显微镜观察胚胎发育。 

1.7  普通二倍体制备 

利用星斑川鲽的新鲜精子与星斑川鲽的卵以体

积比为1∶100的比例进行人工干法授精, 受精5 min后

利用相同方法对受精卵进行清洗, 除去死卵, 培养

上浮卵作为对照组, 同时利用显微镜进行胚胎发育

的观察。 
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1.8  星斑川鲽的胚胎发育观察 

分别在胚胎发育到卵裂期、囊胚期、原肠期、

神经胚期、胚体形成期、尾芽期、心跳期、出膜前

期、出膜期、初孵仔鱼期, 取受精卵置于培养皿中, 

加几滴海水, 在 Olympus 显微镜下连续观察胚胎发

育情况 , 用 Olympus 照相机拍摄胚胎发育特征图

片。统计各种胚胎的发育进程, 记录胚胎的发育特征。 

1.9  受精率、畸形率和孵化率的统计和数据处理 

每个实验组设 3 个重复, 每次实验均取 30 粒受

精卵进行胚胎发育观察, 胚胎的发育时序按 70%胚

胎发育至某期的时间计算。 

受精率为受精卵发育至囊胚期时, 发育卵占全

部上浮卵的百分数, 孵化率为初孵仔鱼数目占受精

卵的百分数, 畸形率为胚体形成期发育畸形的胚胎

占存活胚胎的百分数。数据分析采用 SPSS 软件, 

进行单因素方差分析, 差异显著性水平为 0.05。 

2  结果与分析 

与很多硬骨鱼胚胎发育类似, 星斑川鲽雌核二

倍体胚胎和普通二倍体胚胎发育都经历卵裂期、囊

胚期、原肠期、神经胚期、胚体形成期、尾芽期、

心跳期、出膜前期和出膜期。杂交胚胎发育到胚体

形成期全部死亡, 没有经历尾芽期、心跳期、出膜

前期和出膜期; 单倍体胚胎发育到尾芽期全部死亡, 

没有经历出膜前期、出膜期。 

2.1  卵裂期 

星斑川鲽单倍体、雌核二倍体、杂交和普通二

倍体胚胎的卵裂方式均为局部盘状卵裂, 其受精卵

都是在受精后 30 min 形成胚盘, 随后受精卵开始等

分裂, 经过 2 细胞(图 1a, 图 2a)、4 细胞(图 1b)、8

细胞(图 1 c)、16 细胞(图 1 d)、32 细胞(图 1e, 图 3a)、

64 细胞(图 1f)、128 细胞期(图 1g)的不断分裂, 进入

多细胞期。在此阶段雌核二倍体胚胎、单倍体胚胎、

杂交胚胎与普通胚胎发育形态相似, 普通胚胎和单

倍体发育速度较快, 均为 10 h 35 min, 雌核发育胚

胎和杂交胚胎发育较慢, 分别为 10 h 40 min 和 10 h 

45 min (表 1)。 

2.2  囊胚期 

卵裂期后, 胚胎细胞继续分裂、膨胀, 细胞球变

得越来越小和密集, 类似桑葚状, 进而细胞团在卵

内形成圆饼状隆起, 为高囊胚期(图 1h)。这一时期 

单倍体胚胎、雌核二倍体胚胎、杂交胚胎和普通二

倍体胚胎的形态无明显差异, 普通二倍体的发育速

度依然较快 , 雌核发育胚胎较慢 , 发育时间差为  

15 min。随着发育的进行, 高囊胚期已经无法在显微

镜下区分细胞, 圆饼状隆起逐渐沿卵黄囊表面向四

周扩散和下包, 与卵黄囊交界处坡度变得平缓, 进

入低囊胚期(图 1i, 图 2b, 图 3b)。此期单倍体胚胎、

雌核二倍体胚胎、杂交胚胎和普通二倍体胚胎在形

态上没有明显区别。从受精后发育到低囊胚期, 雌

核发育二倍体胚胎需要 16 h 25 min, 单倍体胚胎 16 h 

5 min, 杂交胚胎 16 h 15 min, 普通二倍体胚胎 15 h 

55 min, 低囊胚各实验组发育速度由快到慢依次为: 

普通二倍体胚胎、单倍体胚胎、杂交二倍体胚胎、

雌核发育二倍体胚胎。 

2.3  原肠期 

低囊胚期后, 胚胎细胞开始沿卵黄表面继续向

下扩展, 进入原肠期(图 1j)。随着囊胚层细胞向四周

继续下包, 出现内、外胚层的分化, 在囊胚层边缘形

成增厚细胞形成胚环(图 1k), 随着细胞的继续分裂, 

囊胚层向下扩展(图 1l), 同时在胚环一侧胚层细胞

逐渐隆起, 在原肠一侧形成舌状的胚盾(图 1m)。胚

盘继续下包, 在胚盘下包 3/5 时, 胚盾拉长(图 1n), 

胚盘继续下包 4/5 时, 形成一圆形胚孔, 胚盾开始拉

伸, 胚体初现(图 1o), 此阶段, 普通二倍体和雌核发

育二倍体胚胎在形态上没有明显差异, 而杂合二倍

体和单倍体胚胎的胚环较单薄, 杂合二倍体胚层浑

浊不清, 分散有许多不规则的分裂球(图 3c)。各组

发育速度由快到慢依次为普通二倍体胚胎、杂交二

倍体胚胎、单倍体胚胎、雌核发育二倍体胚胎。 

2.4  神经胚期 

随着胚体的不断伸展, 胚盾拉伸变细而长, 胚

体结构分化, 可见中心神经管, 形成比较清晰的胚

体雏形(图 1n,1o,1p), 进入神经胚期。神经胚期侧面

观察, 雌核发育二倍体胚胎和普通二倍体胚胎头部

区比尾部宽而厚 , 胚胎原基似蝌蚪状 , 头突出现 , 

神经胚晚期胚层几乎包被整个卵黄囊(图 1o), 胚孔

开始闭合(图 1p), 胚体尾部原基出现。杂合二倍体

胚体雏形非常模糊, 多数胚盘下包至 1/2 处时, 胚体

雏形仍不能准确分辨 (图 3d), 胚体组织分散, 无法

聚拢, 出现很多的畸形胚胎(图 3e); 单倍体胚胎的

胚孔可见, 但胚体短小弯曲, 出现大量畸形。此阶段
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各组发育速度由高到低依次为普通二倍体胚胎、单

倍体胚胎、杂合二倍体胚胎、雌核发育二倍体胚胎, 

发育时间差达到 75 min。 

2.5  胚体形成期  

雌核发育胚胎和普通二倍体胚胎均可正常发育

至胚胎形成期, 头的两侧突出, 1 对视囊和尾部的原

基出现, 进入胚体形成早期(图 1q)。头部器官不断

分化, 胚孔关闭, 视泡和听囊明显, 肌节在胚体中

间出现, 胚体神经索发达, 随着胚体的延伸出现色

素。胚体继续发育 ,  绕卵黄大约 50%, 肌节增至

12~14 对, 正常胚胎肌节不断增加且明显, 色素增

多, 胚体增厚。单倍体胚胎在胚体形成期发生畸形

现象, 胚体较短小且弯曲(图 2d), 有的胚孔迟迟不

能关闭(图 2c), 杂交胚胎胚体模糊, 各器官不能正 

 

 
(待续 to be continued) 
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(续图1 Fig.1 continued) 

 
 

图 1  星斑川鲽雌核发育二倍体胚胎发育过程 

a. 2 细胞期; b. 4 细胞期; c. 8 细胞期; d. 16 细胞期; e. 32 细胞期; f. 64 细胞期; g. 128 细胞期; h. 高囊胚期; i. 低囊胚期;  

j. 原肠期早期; k. 原肠期早期; l. 原肠中期; m. 原肠后期; n. 神经胚期早期; o. 神经胚期晚期; p. 胚孔期; q. 胚体形成期;  

r. 胚体形成期(畸形胚胎); s. 尾芽期; t. 尾牙期(畸形胚胎); u. 心跳期; v. 出膜前期; w. 出膜; x. 出膜 1 d 仔鱼. 

Fig. 1  The embryonic development of gynogenetic diploid of Platichthys stellatus 
a. 2 celled stage; b. 4 celled stage; c. 8 celled stage; d. 16 celled stage; e.32 celled stage; f. 64 celled stage; g. 128 celled stage; 

 h. High blastula stage; i. Low blastula stage; j. Early blastula stage; k. Early blastula stage; l. Mid blastula stage;  
m. Late blastula stage; n. Early neurula stage; o. Late neurula stage; p. Formation stage of embryo; 

 q. Formation stage of embryo; r. Formation stage of embryo (abnormal); s. Tail-bud stage; t. Tail-bud stage (abnormal); 
u. Heart beating stage; v. Prehatching stage; w. Hatching stage; x. Newly hatched larve 1 day. 
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图 2  星斑川鲽单倍体胚胎发育过程 

a. 卵裂期; b. 囊胚期; c. 胚体形成期(畸形胚胎); d. 胚体形成期(畸形胚胎); e. 尾芽期(畸形胚胎); f. 尾芽期(畸形胚胎). 

Fig. 2  The embryonic development of haploid of Platichthys stellatus 
a. Cleavage period; b. Blastocyst stage; c. Formation stage of embryo (abnormal); 

d. Formation stage of embryo (abnormal); e. Neurula stage (abnormal); f. Tail-bud stage (abnormal). 
 

表 1  星斑川鲽雌核发育、单倍体、杂交胚胎和正常发育胚胎发育时序 
Tab. 1  Time table of embryonic development of gynogenetic diploid, haploid,  

crossing and normal diploid of Platichthys stellatus 

胚胎发育时期 
stage of embryonic development 

雌核二倍体 
gynogenesis 

单倍体 
haploid 

杂交胚胎 
hybridization 

普通二倍体 
diploid 

图版  
plate 

2 细胞 two celled 1 h 50 min 1 h 50 min 1 h 55 min 1 h 50 min 图 1 a, 图 2 a 

4 细胞 four celled 2 h 25 min 2 h 20 min 2 h 30 min 2 h 25 min 图 1 b 

8 细胞 eight celled 3 h 20 min 3 h 15 min 3 h 20 min 3 h 15 min 图 1 c 

16 细胞 sixteen celled 4 h 50 min 4 h 40 min 4 h 50 min 4 h 45 min 图 1 d 

32 细胞 thirty-two celled 6h 45min 6 h 40 min 6 h 50 min 6 h 45 min 图 1 e, 图 3 a 

64 细胞 sixty-two celled 8 h 5 min 7 h 50 min 8 h 5 min 7 h 55 min 图 1 f 

128 细胞 multicelled 10 h 40 min 10 h 35 min 10 h 45 min 10 h 35 min 图 1 g 

高囊胚 high blastula 12 h 5 min 11 h 55 min 11 h 55 min 11 h 50 min 图 1 h 

低囊胚 low blastula 16 h 25 min 16 h 5 min 16 h 15 min 15 h 55 min 图 1 i, 图 2 b, 图 3b 

原肠期 gastrula 19 h 20 min 18 h 55 min 18 h 30 min 17 h 50 min 图 1 j k l m, 图 3 c 

神经胚期 neurula 27 h 40 min 26 h 45 min 27 h 10 min 26 h 25 min 图 1 n o p, 图 3 d e 

胚体形成期 embryogenesis 43 h 20 min 44 h 10 min 44 h 20 min 41 h 40 min 图 1 q, 图 2 c d, 图 3 f 

尾芽期 tail bud 84 h 20 min 89 h 50 min − 80 h 10 min 图 1 r s t, 图 2 e f 

心跳期 heart beating 90 h 5 min − − 85 h 20 min 图 1 u 

出膜前期 prehatching 104 h 5 min − − 99 h 55 min 图 1 v 

出膜期 hatching 104 h 50 min − − 100 h 10 min 图 1 w 
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常辨认(图 3f), 在胚体形成期下沉死亡, 不能继续

发育。各组发育速度由快到慢依次为普通二倍体胚

胎、雌核发育二倍体胚胎、单倍体胚胎、杂合二倍

体胚胎, 普通胚胎较雌核发育胚胎快 160 min。 

2.6  尾芽期 

雌核发育二倍体胚胎和普通二倍体胚胎肌节数

量不断增加, 尾部出现一球状克氏囊(图 1s), 胚胎

的尾端逐渐变长, 向一侧弯曲, 胚体头部结构更加

清晰, 晶体、耳石出现; 随着胚体的继续延伸, 胚胎

增厚, 心脏尚未搏动(图 1s); 身体有点状黑色素分

布。与普通二倍体相比, 雌核发育胚胎在此阶段形

态发育没有明显差异, 但出现部分畸形胚胎(图 1r, 

1t), 胚胎失去浮力, 下沉死亡。单倍体胚体浑浊且

已经看不清明显的界限(图 2e), 胚体头部、尾部、

躯干出现畸形, 胚体组织不能完全聚拢, 在胚体两

侧扩散, 并且有大型的球状组织(图 2f), 单倍体胚

胎至此停止发育。各组发育速度由快到慢依次为普

通二倍体胚胎、雌核发育二倍体胚胎、单倍体胚胎, 

普通胚胎较雌核发育胚胎快 250 min。 

2.7  心跳期 

雌核发育二倍体胚胎及普通二倍体胚胎的尾端

继续伸长, 胚体包卵黄囊大约 3/5, 心包突起, 听囊

清晰可见, 尾鳍褶开始出现(图 1u)。胚体出现间歇

性搐动, 随之心脏开始跳动, 在心脏前后可见血液

流动。部分雌核发育二倍体胚胎出现颜色暗淡, 表

面模糊甚至胚胎浑浊, 胚胎下沉死亡。普通胚胎发

育速度明显快于雌核发育二倍体, 发育速度快 285 min。 

2.8  出膜前期 

雌核发育和普通二倍体胚胎的胚体继续延伸 , 

尾部接近头部 , 绕卵黄大约一周 , 尾鳍褶清晰 , 分

布于尾部两侧, 胸鳍褶呈半圆形位于体前部两侧(图

1v), 心脏跳动节律性强。与普通二倍体相比, 部分

雌核发育二倍体出现尾上翘、脊柱弯曲。普通二倍

体胚胎发育速度较雌核发育二倍体胚胎快 250 min。 

2.9  出膜期 

雌核发育二倍体和普通二倍体胚胎体色透明 , 

尾鳍褶上的色素丛明显, 胚体出现间歇性转动。卵

膜破裂, 胚胎以头部或尾部先出膜(图 1w)。雌核发

育二倍体和普通二倍体出膜期的胚体形态没有明显

差异。普通二倍体胚胎孵化时间为 100 h 10 min, 雌

核发育胚胎孵化时间为104 h 50 min, 时间差为280 min。 

 

 
 

图 3  星斑川鲽杂交二倍体胚胎发育过程 

a. 卵裂期; b. 囊胚期; c. 原肠期(畸形胚胎); d. 神经胚期(畸形胚胎); e. 神经胚期(畸形胚胎); f. 胚体形成期(畸形胚胎). 

Fig. 3  The embryonic development of hybrid diploid of Platichthys stellatus 
a. Cleavage period; b. Blastocyst stage; c. Gastrula stage (abnormal); d. Neurula stage (abnormal);  

e. Neurula stage (abnormal); f. Formation stage of embryo (abnormal). 
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2.10  初孵仔鱼   

初孵仔鱼大部分漂浮在水面, 卵黄囊覆盖在上

面, 尾巴由卷曲开始逐渐的伸展, 卵黄囊较大呈椭

圆形 , 从吻端延伸至肛门 , 约占体长的 1/2。大约   

3 min 后出现间歇性转动。镜下可见心脏有力地跳动, 

体液在血管和卵黄囊表面毛细管中流动, 眼色素加

深。出膜后 1 d 鱼苗, 卵黄囊呈鸡蛋型前大后小(图

1x), 卵黄囊的后端更平滑, 头不再完全深入卵黄囊, 尾

鳍角质鳍条出现。普通二倍体的仔鱼和雌核发育二

倍体的仔鱼外形没有明显区别。 

2.11  胚胎发育统计   

从表 2 可见, 单倍体胚胎、杂交二倍体胚胎和

雌核发育二倍体胚胎的受精率与普通二倍体胚胎均

没有显著差异(P>0.05)。单倍体和杂交二倍体的胚体

畸形率很高, 分别为 (81.96±9.17)%、(82.67±9.96)%, 

与雌核发育胚胎畸形率差异显著(P<0.05), 普通二

倍体胚胎发育的畸形率最低(35.11±6.19)%。普通二

倍体胚胎孵化率可达到(58.01±5.30)%, 雌核发育胚

胎的孵化率仅为(0.11±0.01)%, 与普通二倍体差异

显著(P<0.05)。单倍体和杂交二倍体的孵化率均为 0。 
 

表 2  各试验组星斑川鲽受精率、畸形率和孵化率 
Tab. 2  The fertilization rate, abnormality rate and hatching rate of each Platichthys stellatus group 

实验组 experimental group 受精率/% fertilization rate 畸形率/% abnormallity rate 孵化率/% hatching rate 

普通二倍体 diploid 94.31±0.51a 35.11±6.19a 58.01±5.30a 

单倍体 haploid 85.14±1.60a 81.96±9.17c 0±0b 

杂交 hybridization 83.84±2.31a 82.67±9.96c 0±0b 

雌核发育 gynogenesis 89.77±6.89a 53.59±0.36b 0.11±0.01b 

注: 同列标注不同字母表示组间差异显著(P<0.05).  

Note: The data in the same colamn with different little letters are significantly different at the 0.05 level. 
 

3  讨论 

人工诱导雌核发育是利用物理、化学或生物学

方法使精子遗传物质失活, 使失活精子与正常卵子

“受精”, 再通过抑制第二极体排放或第一次卵裂的

方法, 使胚胎染色体加倍从而发育成雌核二倍体[19]。

雌核发育技术是鱼类遗传性别鉴定、性别控制、染

色体操作育种常用方法, 近年来在牙鲆全雌育种研

究中得到了充分的利用[20]。星斑川鲽雌雄鱼在生长

上具有显著的差异, 利用冷冻保存的异源精子诱导

其雌核发育, 建立雌核发育群体, 对于星斑川鲽全

雌育种具有重要的意义, 但是对异源精子“受精”后

发育生物学和细胞生物学等方面的研究还有待进一

步深入。异源精子在雌核发育诱导具有重要的作用，

在大菱鲆[5]、半滑舌鳎[21]、漠斑牙鲆[22]等鱼类的雌

核发育诱导研究中, 使用冷冻保存的鲈鱼精子, 证

明冷冻保存的鲈鱼精子经过紫外线灭活后能诱导鲆

鲽鱼类雌核发育。但由于紫外线照射量、压力处理

大小和处理时间等因素的影响, 导致在后代中可能

产生单倍体胚胎、杂交胚胎，将影响到雌核发育后

代建立的可靠性。因此对雌核发育诱导过程中产生

的单倍体胚胎、杂交胚胎、雌核发育胚胎和普通胚

胎的发育进行比较研究, 对雌核发育后代进行鉴别

具有重要意义。之前对于海水硬骨鱼类不同倍性胚

胎发育的比较研究很少 , 仅刘海金等对牙鲆单倍

体、三倍体、雌核发育二倍体和普通二倍体胚胎发

育进行了比较研究[23]。关于星斑川鲽的杂交育种，

王波等对星斑川鲽胚胎发育[8]及星斑川鲽与圆斑星

鲽、条斑星鲽杂交胚胎[17]的发育进行了研究, 目前

尚未见星斑川鲽雌核发育、单倍体、及与鲈鱼杂交

胚胎发育相关的研究报道。 

本研究表明, 雌核发育二倍体与普通二倍体胚

胎在发育形态上无明显差异, 除进入原肠期后发育

速度较慢外, 发育过程基本相同, 但发育过程中畸

形胚胎比例显著提高。分析原因可能是雌核发育胚

胎经静水压处理 ,由于静水压力过大或压力持续时

间较长，致使部分胚胎代谢缓慢或完全停止, 从而

影响其发育。牙鲆雌核发育二倍体胚胎的发育也出

现发育滞后的现象[23]。Johnson 等[24]研究认为, 压力

刺激干扰了受精卵细胞 mRNA 表达模式和蛋白质功

能, 导致部分胚胎无法按正常途径发育从而影响胚

胎发育的进程和存活。  

星斑川鲽单倍体胚胎发育至低囊胚期开始出现

明显滞后, 且胚胎在原肠期时下包没有规则, 胚孔

很大, 随着胚胎发育的继续, 胚盾及后期发育成的

胚体短小, 包被胚胎的程度不够, 表现出明显的畸
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形症状。胚孔闭合的时间较长, 肌节不明显, 晶体轮

廓模糊, 头部组织难以分辨, 形成的胚体躯体粗短、

脊柱弯曲, 头、躯干、尾三者比例失常, 星斑川鲽单

倍体胚胎发育至尾芽期全部死亡。大菱鲆单倍体从

囊胚期开始胚胎发育速度明显慢于普通二倍体胚胎, 胚

体形态上胚环比较单薄, 胚体较模糊, 边缘不规则, 

孵出个体头大、尾小, 脊柱弯曲, 孵出后很快死亡[25]; 

牙鲆单倍体从原肠期开始发育速度一直慢于普通二

倍体胚胎 , 胚胎出现胚体雏形时 , 胚体较模糊 , 胚

体形成过程中比较短小, 畸形率高。少数个体可存

活至孵化期, 活力较差, 在胚后阶段全部死亡[23]。半滑

舌鳎单倍体从囊胚期开始发育速度明显滞后于普通

二倍体 , 胚体形态上出现胚体短小 , 周围弥散 , 头

部组织不能分辨, 在出膜前期胚胎全部死亡[4]。大鳞

副泥鳅(Paramisgurnus dabryanus)[26]雄核发育单倍

体、泽蛙(Fejervarya multistriata)[27]雌核发育单倍体

胚胎发育速度也慢于普通二倍体, 单倍体胚胎发育

过程出现体短、躯干畸形等单体综合征。朱作言[28]认

为单倍体胚胎低囊胚期后发育速度出现差异, 可能

是由于在胚胎发育的初始阶段的卵裂期, 发育受母

本 mRNA 和蛋白质控制, 从囊胚期开始细胞分化和

器官分化由胚胎细胞基因调控, 而单倍体胚胎中只

含有单套染色体组, 不能完全行使胚胎发育过程所

需的正常基因调控, 从而导致胚胎发育滞后和胚胎

畸形现象。 

对于星斑川鲽与其他鲆鲽鱼类杂交胚胎的发育

有不少研究报道, 例如, 条斑星鲽与星斑川鲽杂交、

星斑川鲽与圆斑星鲽杂交胚胎能够发育并孵化出正常

的鱼苗, 但发育速度均慢于星斑川鲽普通二倍体[17]; 石

鲽(Platichthys bicoloratus)与星斑川鲽的杂交胚胎能

孵化出正常鱼苗, 发育速度慢于普通二倍体[29], 星

斑川鲽与钝吻黄盖鲽(Pseudopleuronectes yokohamae)杂

交胚胎可发育并孵化出鱼苗, 但出膜 48 h 后死亡, 

发育速度明显慢于普通二倍体类似[30]。星斑川鲽与

鲈冷冻精子杂交实验从未见报道, 杂交胚胎油球不

明显, 大小与普通二倍体为无明显差异, 从受精至

低囊胚期发育速度与普通二倍体差异不明显。发育

至神经胚期杂交胚胎大部分卵下沉, 形成的胚体雏

形非常模糊, 胚体组织分散, 胚胎发育过程中出现

很多的畸形胚胎, 发育至胚体形成期阶段胚胎全部

死亡。星斑川鲽染色体为 2N=48 t, 染色体均为端部

染色体, 染色体臂数 NF=48[15]; 鲈的染色体为 2N= 

48 t, 染色体为端部染色体, 染色体臂数 NF=48[31], 

两种鱼的染色体数目相等, 杂交胚胎在早期可以发

育。这可能由于鲈与星斑川鲽隶属于不同目, 亲缘

关系较远, 虽然染色体数目相同, 但染色体组型存

在较大的差异。孟振等[25]认为远缘杂交受精后因父

母本的远源性 , 卵子的细胞质不能与精子的 DNA

相协调, 无法组装卵子的有丝分裂器导致基因表达

调控紊乱 , 导致胚胎发育速度缓慢 , 胚体畸形 , 无

法保证胚胎的正常发育。本实验证明利用鲈精子进

行遗传物质灭活后诱导星斑川鲽雌核发育, 可以完

全避免后代中出现杂交胚胎, 保证了雌核发育后代

的准确性。 

本研究利用冷冻保存的鲈精子能够诱导星斑川

鲽雌核发育, 成功制备了雌核发育二倍体, 但孵化

率低, 鱼苗能够正常发育; 利用未灭活的鲈精子与

星斑川鲽卵受精得到的杂交胚胎, 及灭活鲈精子与

星斑川鲽卵受精后单倍体胚胎发育至胚体形成期和

尾芽期后停止发育。雌核发育胚胎、单倍体胚胎和

杂交胚胎的发育速度都慢于普通胚胎。本研究为星

斑川鲽雌核发育提供了技术方法, 同时为单倍体、

杂交胚胎和雌核发育胚胎的发育生物学研究提供了

细胞生物学证据。 
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Abstract: Artificially induced gynogenesis is a major technique used for controlling the sex ratio of aquatic ani-
mals as well as for culturing selectively bred colonies. In this study, cryopreserved sperm of Japanese seabass 
Lateolabrax japonicus was UV-irradiated and used to fertilize eggs of starry flounder Platichthys stellatus and 
diploid gynogenesis was induced using cold and hydrostatic pressure shocks. Meanwhile, P. stellatus eggs fertil-
ized with UV-irradiated L. japonicas sperm but without cold or hydrostatic pressure shock were used as the hap-
loid group; P. stellatus eggs fertilized with L. japonicus sperm were used for hybridization; and P. stellatus eggs 
fertilized with P. stellatus sperm were used as a control group. The results showed that cell division started at a 
similar point in time in the control group as in the gynogenetic haploids and hybridized embryos. However, as 
compared with the controls, embryonic development among each of the three experimental groups was retarded 
from the late blastula stage. All the hybridized embryos died before formation of an embryonic body; all the hap-
loid embryos died before the heart started to beat. Thus, none of the embryos in these two groups could be suc-
cessfully hatched. Embryonic development of a small portion of the gynogenetic diploids followed a pattern re-
sembling that of the controls, although with less success: (58.01±5.30)% of embryos in the control group were 
hatched out at 100 h 10 min, with (35.11±6.19)% malformed; in comparison, only (0.11±0.01)% of the gynoge-
netic diploids were hatched out at 104 h 50 min, with (53.59±0.36)% malformed. Although the gynogenetic dip-
loids had a very low hatching rate and a relatively high rate of malformation, we were still able to construct a gy-
nogenetic colony of P. stellatus with normally developing larvae. Hence, we propose that this study uncovers a 
promising technique for P. stellatus gynogenesis, and the results provide abundant cytobiological evidence con-
tributing to information on the developmental biology of haploid, hybridized, and gynogenetic embryos of this species. 
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