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摘　要：为了开发浙江青田稻田田鱼优良种质资源，采用紫外线灭活精子、染色体加倍等雌核发育技术，成功
获得青田田鱼雌核发育子一代（Ｇ１）。对照普通子一代（Ｆ１），测量和观察１６０日龄Ｇ１的形态特征和性腺发育
情况；在全基因组水平上，利用ＳＮＰ技术，鉴定和分析Ｇ１遗传物质。结果发现Ｇ１有３种体色，个体间生长差
异大，黑色生长最快，平均体质量达３９２．４５ｇ。Ｇ１平均生长速度慢于 Ｆ１。Ｇ１形态参数与 Ｆ１存在差异，全长
与体高之比差异极显著。Ｇ１个体之间卵巢发育不一致，大个体的卵巢发育类似于Ｆ１，主要为Ⅲ时相的初级卵
母细胞。ＳＮＰ检测发现，通过１次雌核发育技术的种质改良，田鱼遗传物质的纯合性由母本平均３８．４２％提高
到Ｇ１平均６１．８５％，并有父本遗传物质渗入Ｇ１个体，致使个体在体色和生长速度方面均表现出显著的差异
性。本研究成功得到了青田田鱼人工雌核发育群体，为今后青田田鱼育种和种质资源开发奠定了良好基础。
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　　浙江青田“稻鱼共生系统”延续了１３００余
年，２００５年被联合国粮农组织（ＦＡＯ）认定为首批
５个全球重要农业文化遗产（ＧｌｏｂａｌｌｙＩｍｐｏｒｔａｎｔ
ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＨｅｒｉｔａｇｅＳｙｓｔｅｍ，ＧＩＡＨＳ）保护项目之
一。ＦＡＯ开启ＧＩＡＨＳ项目，旨在发掘、保护、利用
和传承世界范围内有重要意义的包括农业物种

资源与生物多样性等在内的传统农业系统，以满

足当地经济与文化发展的需要［１］。浙江青田稻

鱼共生系统中的鲤和水稻共同生活于稻田浅水

环境，这两类物种的正相互作用维持了稻鱼共生

系统的可持续性［２］。青田田鱼（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ
ｖａｒｑｉｎｇｔｉａｎｅｎｓｉｓ）作为青田稻鱼共生系统中重要
养殖品种，是一种极具特色的稻田养殖鲤鱼，因

其长期生活于稻田之中，人们习惯称之为“田

鱼”，其抗应激能力强，营养丰富，肉质鲜美，鳞片

可食，体色鲜艳［３６］。经长期的自然选择及人工

驯化，青田田鱼已完全适应稻田环境，适合稻田

养殖，但因当地农民长期自繁自养或随意引入外

来鲤品种混养，导致田鱼优良性状有一定的退

化，田鱼的种质资源遭受破坏［７］。

鱼类雌核发育技术是鱼类遗传育种最为有

效的技术之一，用遗传物质失活的精子刺激成熟

卵子发育，通过人工诱导染色体加倍得到子

代［８］。人工诱导雌核发育可快速建立纯系，培育

良种，也为鱼类性别决定机制的研究提供极佳材

料。目前，人工诱导鱼类雌核发育技术广泛应用

于 鱼 类 育 种，如 草 鱼 （Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ
ｉｄｅｌｌａ）［９］、鲫（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓａｕｒａｔｕｓ）［１０］、鲤
（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ）［１１］、罗 非 鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｓ
ｍｏｓｓａｍｂｃｕｓ）［１２］、 泥 鳅 （ Ｍｉｓｇｕｒｎｕｓ
ａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓ）［１３］ 和 虹 鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ
ｍｙｋｉｓｓ）［１４］等。由于精子遗传物质失活的失败率
高，对于雌核子代的鉴定至关重要，利用分子标

记技术探索亲本与子代的关系，可有效鉴别雌核

发育子代［１４１５］。ＳＮＰ又称“单核苷酸多态性”，属
于第三代分子标记技术，广泛应用于亲缘关系鉴
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定［１６］、品种鉴定［１７］、遗传多样性分析［１５］、遗传图

谱构建［１８］等领域。

本研究利用灭活的田鱼精子诱导田鱼卵子

发育，通过冷休克促使染色体加倍获得雌核发育

子代，对雌核发育子代形态特征及性腺发育进行

研究，利用ＳＮＰ标记技术对雌核发育子代进行遗
传鉴定及分析。研究结果将极大缩短田鱼选育

时间，降低选育成本，建立田鱼纯系，为田鱼优良

种质资源保护和开发利用奠定坚实基础［１９］。

１　材料与方法

１．１　实验材料和亲鱼催产
２０２０年５月，在浙江省青田县愚公生态农场

挑选出年龄、大小一致的田鱼作为亲本，在该农

场开展田鱼的人工繁殖，所用催产药物为促黄体

素释放激素类似物（ＬＲＨＡ２）和绒毛膜促性腺激
素（ＨＣＧ），雌鱼注射量为（ＬＲＨＡ２８μｇ＋ＨＣＧ
１０００单位）／ｋｇ，雄鱼注射量减半［２０］。雌核发育

实验时，２尾红色雌性田鱼（Ｍ１，Ｍ２）卵子，与１
尾青灰色雄性田鱼（Ｄ１）灭活精子“受精”，获得
雌核发育鱼 Ｇ１；普通对照实验时，１尾红色田鱼
（♀）与１尾青灰色田鱼（♂）交配繁殖，获得普通
实验鱼Ｆ１。实验组与普通组均在同等条件下进
行催产、孵化和养殖。

１．２　雌核发育子代制备
精子灭活：用 Ｈａｎｋ’ｓ液以体积比４∶１稀释

精液，将其均匀涂在预冷培养皿上，保证精液厚

度不超过１ｍｍ，用１８０Ｗ紫外灯照射灭活精子，
灯管与精液表面垂直距离为２５ｃｍ，照射时间为
９０ｓ，照射过程中培养皿放置于摇床上以１１０ｒ／
ｍｉｎ缓慢摇动，精子灭活全程遮光，灭活精液保存
于４℃冰箱备用［２１］。

染色体加倍：灭活精液与卵子“受精”３ｍｉｎ
后，放入０～４℃冰水混合物中对卵子进行冷休
克处理３０ｍｉｎ，抑制卵子第二极体排出使染色体
加倍［２２］，之后将卵子置于２５℃的水中孵化，每隔
３ｈ换１次水，直至鱼苗孵出。随机选取１６０日龄
Ｇ１鱼苗１０尾，用丁香酚麻醉，使用预先加入ＡＣＤ
抗凝剂的无菌注射器，采用尾静脉抽血的方法，

抽取１０尾Ｇ１静脉抽血０．５ｍＬ，注入１．５ｍＬ无
菌ＥＰ于－８０℃冰箱保存备用。

１．３　形态特征测量和统计
对１６０日龄的 Ｇ１和 Ｆ１统计体色，各随机抽

取６０尾用游标卡尺（精确度０．０１ｃｍ）及电子天
平（精确度０．１ｇ）测量体长和体质量。用ＩｍａｇｅＪ
软件［２３］对全长、体高、头长、尾柄高和尾柄长进行

测量。

参考唐晓阳［２４］的方法，比较全长／体长、全
长／头长、全长／体高、全长／尾柄长、体高／尾柄高
和尾柄长／尾柄高。计算相关数据的均值
（ｍｅａｎ）、标准差（ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＳＤ）、标准误
差（ｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒｏｆｍｅａｎ，ＳＥＭ）及变异系数
（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ），其中ＣＶ（％）＝ＳＤ／
Ｍｅａｎｓ×１００。Ｅｘｃｅｌ分析数据，ＳＰＳＳ软件进行非
参数检验（ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ）等分析，Ｐ＜０．０５表示
差异显著，Ｐ＜０．０１表示差异极显著。
１．４　性腺组织学切片观察

对１６０日龄的Ｇ１和Ｆ１随机选取１５尾，用丁
香酚麻醉，解剖取出性腺，肉眼观察之后，剪刀剪

取０．３ｃｍ３的性腺组织块，水冲洗后保存于Ｂｏｕｉｎ
氏液２４ｈ。依据ＷＡＮＧ等［２５］的方法进行组织切

片，包括乙醇梯度脱水、二甲苯透明、石蜡包埋、

苏木精伊红（Ｈ．Ｅ）染色、中性树胶封片等步骤。
切片厚度为６～８μｍ。在 ＡｘｉｏＳｃｏｐｅ．Ａ１光学显
微镜下观察、拍照和记录。性腺分期参照刘筠［２６］

的划分标准。

１．５　ＳＮＰ变异位点分析
１．５．１　ＤＮＡ提取

利用动物基因组 ＤＮＡ快速提取试剂盒（上
海生工），提取亲本和 Ｇ１样本血液的 ＤＮＡ，操作
依照试剂盒说明书，紫外分光光度计检测 ＤＮＡ
浓度，利用１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ质量，
－２０℃冰箱保存［２７］。

１．５．２　高通量测序和数据处理
由武汉希望组生物科技有限公司对样本采

用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ技术进行基因组重测序。根据
鲤鱼参考基因组１．５３Ｇｂ（ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋｐｒｏｊｅｃｔ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎＰＲＪＮＡ２０２４７８），青田田鱼雌核发育中的
亲本（Ｍ１、Ｍ２、Ｄ１）基因组重测序深度为３０×，雌
核发育子代基因组重测序深度为１０×。原始数
据（ＲａｗＲｅａｄｓ）经ｆａｓｔｐ软件［２８］处理，得到高质量

的ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ，利用ＢＷＡ软件［２９］将ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ

０４８
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比对到参考基因组上，比对结果经 ＧＡＴＫＭａｒｋ
Ｄｕｐｌｉｃａｔｅｓ［３０］去除重复。
１．５．３　遗传鉴定

样本与参考基因组进行比对之后，采用

ＧＡＴＫＨａｐｌｏｔｙｐｅＣａｌｌｅｒ［３０］检测 ＳＮＰ，过滤参数设
置为ＭＡＦ（Ｍｉｎｏｒａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ）＞０．０５，检出
率＞８０％。统计样本检测到的 ＳＮＰ，然后进行遗
传纯度比较及 ＳＮＰ同源性分析。比较每个子代
的ＳＮＰ位点与可能的亲本ＳＮＰ位点的百分比，判
断子代来自于哪个亲本。将母本 Ｍ１和 Ｍ２共有
ＳＮＰ纯合位点去除之后，计算子代与母本共享的
ＳＮＰ纯合位点的百分比，确定子代的母本来源。
雌核发育的子代，如果因紫外线照射精子灭活不

彻底，可能有父母本交配子代混入其中。因此，

通过去除双亲（Ｍ１、Ｍ２、Ｄ１）共有 ＳＮＰ纯合位点
后，计算子代与父本 Ｄ１共享的 ＳＮＰ纯合位点的
百分比，确定子代的父本来源。

２　结果与分析

２．１　形态特征
观察实验获得的田鱼 Ｇ１发现有 ３种体色：

黑色（ｗｈｏｌｅｂｌａｃｋ，ＷＢ）、红色（ｗｈｏｌｅｒｅｄ，ＷＲ）和
红色体表参杂少许黑斑的小花色（ｗｈｏｌｅｒｅｄｗｉｔｈ
ｓｍａｌｌｂｌａｃｋｓｐｏｔｓ，ＲＳＢ），见图版Ⅰ。Ｇ１中选取的
６０尾，包括ＷＲ２４尾，ＷＢ２尾，ＲＳＢ３４尾。体长
和体质量，ＷＢ＞ＷＲ＞ＲＳＢ；ＷＢ平均体质量为
３９２．４５ｇ，最大为 ５６９．２０ｇ，平均体长为 ２４．５２
ｃｍ，最大为 ２９．００ｃｍ；ＷＲ平均体质量为 ４１．５６
ｇ，最大体质量为９６．２０ｇ；而 ＲＳＢ平均体质量为
２９．４９ｇ，最大体质量为９５．９０ｇ。ＷＲ和 ＲＳＢ两
种体色最大个体体长不超过１６ｃｍ。ＷＢ体型显
著大于ＷＲ和 ＲＳＢ，生长速度明显较快，表明田
鱼具有较强的生长潜力（表１）。

１．黑色Ｇ１；２，４，６．不同大小的红色Ｇ１；３，５．不同大小的花色Ｇ１。
１．ＢｌａｃｋＧ１；２，４ａｎｄ６．ＲｅｄＧ１ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｉｚｅｓ；３ａｎｄ５．Ｒｅｄｗｉｔｈｓｍａｌｌｂｌａｃｋｓｐｏｔｓ．

图版Ⅰ　青田田鱼雌核发育子代形态观察
ＰｌａｔｅⅠ　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃｏｆｆｓｐｒｉｎｇｏｆｐａｄｄｙｆｉｅｌｄｃａｒｐ
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表１　雌核发育子代１６０日龄生长性状描述性统计
Ｔａｂ．１　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｖｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆ１６０ｄａｙｓｇｒｏｗｔｈｔｒａｉｔｓｉｎｔｈｅｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

体色

Ｃｏｌｏｒ

数量

Ｎｕｍｂｅｒ／尾
体质量 Ｂｏｄｙｍａｓｓ／ｇ

平均 Ｍｅａｎ 最小 Ｍｉｎ 最大 Ｍａｘ
体长 Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ／ｃｍ

平均 Ｍｅａｎ 最小 Ｍｉｎ 最大 Ｍａｘ
红色ＷＲ ２４ ４１．５６ ６．２０ ９６．２０ １０．０９ ５．２２ １５．９７
黑色ＷＢ ２ ３９２．４５ ２１５．７０ ５６９．２０ ２４．５２ ２０．０４ ２９．００
花色ＲＳＢ ３４ ２９．４９ １．１０ ９５．９０ ８．５９ ３．２７ １４．９０

　　田鱼Ｇ１与Ｆ１在生长性状方面存在极显著性
差异（Ｐ＜０．０１），在体质量、体长、全长等生长指
标方面，Ｆ１均显著大于 Ｇ１（表２），说明雌核发育
技术在制备 Ｇ１的过程中冷休克处理在一定程度
上影响了Ｇ１的早期生长。

表２　雌核组Ｇ１与普通组Ｆ１的
１６０日龄生长性状描述性统计

Ｔａｂ．２　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｖｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆ１６０ｄａｙｓｇｒｏｗｔｈｔｒａｉｔｓ
ｉｎｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓａｎｄｎｏｒｍａｌｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

性状

Ｔｒａｉｔｓ

Ｇ１组
Ｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｇｒｏｕｐ

Ｆ１组
Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ

体质量 Ｂｏｄｙｍａｓｓ／ｇ ４６．４２±９．８６ ８０．７６±５．１１

体长 Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ／ｃｍ ９．７２±０．５１ １２．９６±０．３３

全长 Ｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈ／ｃｍ １１．９９±０．５７ １６．０２±０．３９

体高 Ｂｏｄｙｄｅｐｔｈ／ｃｍ ３．５５±０．１８ ４．９０±０．１２

头长 Ｈｅａｄｌｅｎｇｔｈ／ｃｍ ２．８０±０．１３ ３．６５±０．１１

尾柄高

Ｃａｕｄａｌｐｅｄｕｎｃｌｅｄｅｐｔｈ／ｃｍ １．１０±０．０６ １．５６±０．０４

尾柄长

Ｃａｕｄａｌｐｅｄｕｎｃｌｅｌｅｎｇｔｈ／ｃｍ １．３７±０．０９ １．８８±０．０５

注：代表存在极显著性差异（Ｐ＜０．０１）。
Ｎｏｔｅｓ： ｉｎｄｉｃａｔｅｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．

　　田鱼Ｇ１与Ｆ１的形态特征统计：两者的全长／
体长、尾柄长／尾柄高、体高／尾柄高无显著性差
异；全长／头长和全长／尾柄长存在显著性差异
（Ｐ＜０．０５）；全长／体高存在极显著性差异（Ｐ＜
０．０１）。Ｇ１的全长／体长、全长／头长等变异系数
为８．００％～１８．４０％。除全长／尾柄长之外，其余
特征的变异系数均大于普通群体，绝大多数变异

系数超过１０％，这说明 Ｇ１经过１次遗传物质纯
化，表征在形态上与Ｆ１存在一定差异（表３）。

２．２　性腺发育
２．２．１　雌核发育子代性腺发育情况

从１６０日龄田鱼 Ｇ１中随机选取１５尾，经测
量，平均体长为１２．１１ｃｍ，平均体质量为１０４．５０
ｇ，最大个体体质量为５６８．６０ｇ，最小个体体质量
为６．８０ｇ，用手挤压后均无精液流出，解剖后，肉
眼观察到性腺粉红色，经过性腺组织学切片观

察，１５尾Ｇ１样本全部为雌性。不同大小Ｇ１样本
的性腺发育程度不一样，小体型样本的卵巢处于

Ⅰ期，生殖细胞基本为卵原细胞，呈细胞团结构
（图版Ⅱ１）。大多数中等大小样本的卵巢处于
Ⅱ期，正逐步向Ⅲ期过度，生殖细胞大多数为Ⅱ
时相初级卵母细胞，进入小生长阶段，出现卵黄

核及滤泡细胞，少数为Ⅲ时相初级卵母细胞（图
版Ⅱ２）。大体型样本的卵巢处于Ⅲ期，生殖细胞
多数为Ⅲ时相初级卵母细胞，仅有少数Ⅱ时相初
级卵母细胞，卵巢进入大生长阶段，滤泡细胞数

量明显增加，开始出现卵黄粒，正逐渐向Ⅳ期过
度［３１］，进入繁殖期（图版Ⅱ３）。
２．２．２　普通田鱼子代性腺发育情况

从１６０日龄田鱼 Ｆ１中随机挑选１５尾，平均
体长１４．４７ｃｍ，平均体质量１０３．２０ｇ，最大个体
体质量为１９３．７０ｇ，最小个体体质量为４９．００ｇ。
其中有２尾可以直接挤出精液，解剖后肉眼观察
到乳白色的精巢和粉红色的卵巢，性腺组织学切

片观察发现样本中包含有 ５尾雄鱼。卵巢基本
处于Ⅱ期至Ⅲ期的过渡阶段，生殖细胞既有Ⅱ时
相卵母细胞，也有Ⅲ时相卵母细胞（图版Ⅱ４），
精巢处于Ⅴ期阶段，性腺中布满成熟精子，有部
分精子细胞、精母细胞以及少数精原细胞（图版

Ⅱ５，６），表明田鱼雄性个体已经发育成熟［３２］。
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表３　雌核组Ｇ１与普通组Ｆ１形态参数和变异系数
Ｔａｂ．３　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｔｒａｉｔｓａｎｄｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓａｎｄｎｏｒｍａｌｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

性状

Ｔｒａｉｔｓ
Ｇ１组 Ｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃｇｒｏｕｐ

Ｍｅａｎ±ＳＤ 变异系数ＣＶ／％
Ｆ１组 Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ

Ｍｅａｎ±ＳＤ 变异系数ＣＶ／％
全长／体长 Ｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈ／Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ １．２５±０．１０ ８．００ １．２４±０．０６ ４．８４
全长／体高 Ｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈ／Ｂｏｄｙｄｅｐｔｈ ３．４４±０．３５ １０．１７ ３．２７±０．１６ ４．８９
全长／头长 Ｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈ／Ｈｅａｄｌｅｎｇｔｈ ４．３３±０．６７ １５．４７ ４．４２±０．３１ ７．０１
全长／尾柄长
Ｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈ／Ｃａｕｄａｌｐｅｄｕｎｃｌｅｌｅｎｇｔｈ ９．１５±１．２７ １３．８８ ８．７０±１．２７ １４．６０

体高／尾柄高
Ｂｏｄｙｄｅｐｔｈ／Ｃａｕｄａｌｐｅｄｕｎｃｌｅｄｅｐｔｈ ３．２８±０．３８ １１．５９ ３．１８±０．３２ １０．０６

尾柄长／尾柄高
Ｃａｕｄａｌｐｅｄｕｎｃｌｅｌｅｎｇｔｈ／
Ｃａｕｄａｌｐｅｄｕｎｃｌｅｄｅｐｔｈ

１．２５±０．２３ １８．４０ １．２１±０．１９ １５．７０

注：代表存在显著性差异（Ｐ＜０．０５），代表存在极显著性差异（Ｐ＜０．０１）。
Ｎｏｔｅｓ： ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）， ｉｎｄｉｃａｔｅｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．

１～３均为田鱼Ｇ１卵巢结构；４为田鱼Ｆ１卵巢结构；５～６为田鱼Ｆ１精巢结构；ａ．Ｉ时相卵母细胞；ｂ．Ⅱ时相卵母细胞；ｃ．Ⅲ时相
卵母细胞；ｄ．精原细胞；ｅ．精母细胞；ｆ．精子细胞；ｇ．精子。
Ｆｒｏｍ１ｔｏ３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｏｖａｒｙｏｆＧ１；Ｔｈｅｐｉｃｔｕｒｅ４ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｏｖａｒｙｏｆＦ１；Ｔｈｅｐｉｃｔｕｒｅｓ５ａｎｄ６ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｔｅｓｔｉｓｏｆＦ１；ａ．ｐｒｉｍａｒｙ
ｏｏｃｙｔｅｓｉｎｓｔａｇｅＩ；ｂ．ｐｒｉｍａｒｙｏｏｃｙｔｅｓｉｎｓｔａｇｅⅡ；ｃ．ｐｒｉｍａｒｙｏｏｃｙｔｅｓｉｎｓｔａｇｅⅢ；ｄ．ｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉａ；ｅ．ｓｐｅｒｍａｔｏｃｙｔｅｓ；ｆ．ｓｐｅｒｍａｔｉｄｓ；
ｇ．ｓｐｅｒｍｓ．

图版Ⅱ　田鱼雌核发育Ｇ１及普通繁殖Ｆ１性腺发育情况

ＰｌａｔｅⅡ　Ｇｏｎａｄａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ（Ｇ１）ａｎｄｎｏｒｍａｌ

ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ（Ｆ１）ｏｆＱｉｎｇｔｉａｎｐａｄｄｙｆｉｅｌｄｃａｒｐ

２．３　ＳＮＰ位点分析
　　随机选取１０尾 Ｇ１样本，及其母本 Ｍ１、Ｍ２
和父本Ｄ１，进行基因组测序，３尾父母本高质量
的基因组数据为３８．８～４２．５Ｇｂ，１０尾Ｇ１高质量
的基因组数据为 １１．７～１４．１Ｇｂ。通过 ＳＮＰ检
测，与参考基因组比较发现：母本Ｍ１的纯合位点
数为３９．０９％，杂合位点数为 ６０．９１％；母本 Ｍ２

的纯合位点数为 ３７．７６％，杂合位点数为
６２．２４％；父本Ｄ１的纯合位点数为３７．１１％，杂合
位点数为６２．８９％。父母本的杂合位点数目明显
高于纯合位点数，亲本杂合度较高（表４）。Ｇ１平
均纯合位点数为 ６１．８５％，平均杂合位点数为
３８．１５％，这说明通过１次雌核发育技术处理，大
幅度提高了田鱼Ｇ１的遗传纯合位点比例（表５）。
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表４　 ＳＮＰ位点数目统计
Ｔａｂ．４　ＳｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆＳＮＰ

样本

Ｓａｍｐｌｅ
纯合位点数

Ａｌｔ（ｈｏｍｏ）
纯合位点占比

Ａｌｔ（ｈｏｍｏ）／％
杂合位点数

Ｈｅｔ
杂合位点占比

Ｈｅｔ／％
总位点数

Ｔｏｔａｌ
Ｍ１ ４３５１９２８ ３９．０９ ６７８２３５３ ６０．９１ １１１３４２８１
Ｍ２ ４２５５６３５ ３７．７６ ７０１３６５９ ６２．２４ １１２６９２９４
Ｄ１ ４１６６８６０ ３７．１１ ７０６１５７９ ６２．８９ １１２２８４３９
Ｇ１１ ５１６７６５７ ６２．４７ ３１０５０１７ ３７．５３ ８２７２６７４
Ｇ１２ ４１４９７８９ ４８．０８ ４４８１４８５ ５１．９２ ８６３１２７４
Ｇ１３ ５２８０５３５ ６５．２７ ２８０９３６３ ３４．７３ ８０８９８９８
Ｇ１４ ５３４７７３５ ６６．０５ ２７４９１２２ ３３．９５ ８０９６８５７
Ｇ１５ ５１５３４６１ ６１．７１ ３１９７３９５ ３８．２９ ８３５０８５６
Ｇ１６ ５１６７３４５ ６０．９６ ３３０８７５７ ３９．０４ ８４７６１０２
Ｇ１７ ５１８６８５１ ６１．１６ ３２９３８２３ ３８．８４ ８４８０６７４
Ｇ１８ ５２４８３３９ ６４．３５ ２９０８０３４ ３５．６５ ８１５６３７３
Ｇ１９ ５０７４６７３ ６２．９４ ２９８７７０７ ３７．０６ ８０６２３８０
Ｇ１１０ ５２４０７２１ ６５．５４ ２７５５６７９ ３４．４６ ７９９６４００

表５　ＳＮＰ位点描述性统计
Ｔａｂ．５　ＤｅｓｃｒｉｐｔｉｖｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆＳＮＰ

样本

Ｓａｍｐｌｅ
数量

Ｎｕｍｂｅｒ／尾
纯合位点占比Ａｌｔ（Ｈｏｍｏ）／％

平均 Ｍｅａｎ 最小 Ｍｉｎ 最大 Ｍａｘ
杂合位点占比Ｈｅｔ／％

平均 Ｍｅａｎ 最小 Ｍｉｎ 最大 Ｍａｘ
父本 Ｄ１ １ ３７．１１ ３７．１１ ３７．１１ ６２．８９ ６２．８９ ６２．８９
母本 Ｍ１，Ｍ２ ２ ３８．４２ ３７．７６ ３９．０９ ６１．５８ ６０．９１ ６２．２４
雌核子代 Ｇ１ １０ ６１．８５ ４８．０８ ６６．０５ ３８．１５ ３３．９５ ５１．９２

　　亲本（Ｍ１、Ｍ２）的 ＳＮＰ平均纯合位点数为
３８．４２％，平均杂合位点数为 ６１．５８％，而 Ｇ１的
ＳＮＰ平均纯合位点数为６１．８５％，平均杂合位点
数为３８．１５％。Ｇ１的 ＳＮＰ纯合位点数极为显著
地高于亲本（Ｐ＜０．０１），而杂合位点数极为显著
地低于亲本（Ｐ＜０．０１），表明雌核发育技术极为
显著地提高了田鱼Ｇ１的基因纯度 （图１）。
　　除去亲本之间共有ＳＮＰ纯合突变位点后，统
计Ｇ１样本与亲本一致的 ＳＮＰ纯合突变位点数
（表６），Ｇ１１、５、６、７、９、１０样本与母本Ｍ２的相同
ＳＮＰ纯合位点数为１８．４２％ ～１９．４９％，而与母本
Ｍ１相同 ＳＮＰ纯合位点数不超过 ６％，说明这些
Ｇ１样本的母系物质来自母本Ｍ２。Ｇ１３、４、８样本
与母本Ｍ１的相同ＳＮＰ纯合位点数为１９．２７％ ～
１９．４５％，而与母本Ｍ２相同ＳＮＰ纯合位点数不超
过６％，说明这些 Ｇ１样本的母系物质来自母本
Ｍ１。上述Ｇ１样本与父本Ｄ１相同 ＳＮＰ纯合位点
数不超过４％，表明父本没有为Ｇ１样本贡献遗传
物质。值得注意的是，Ｇ１２与亲本Ｍ１、Ｍ２、Ｄ１的
相同 ＳＮＰ纯合位点数分别为１０．６５％、１０．５２％、
５．８２％。Ｇ１２与Ｍ１或Ｍ２的相同ＳＮＰ纯合位点

数远大于Ｄ１，但与Ｇ１其他样本比较，Ｇ１２与Ｄ１
的ＳＮＰ一致纯合突变位点数偏高，可能是由于
Ｇ１２遗传物质中渗入了少量的 Ｄ１遗传物质，这
一现象也在其他雌核发育鱼中发现［３３］，总体上降

低了与母本的一致ＳＮＰ纯合位点比例。

代表极显著性差异（Ｐ＜０．０１）。
ｉｎｄｉｃａｔｅｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．

图１　亲本与雌核发育子代的ＳＮＰ
纯合位点及杂合位点统计

Ｆｉｇ．１　Ａｌｔ（ｈｏｍｏ）ａｎｄｈｅｔｏｆｐａｒｅｎｔｓ
ａｎｄｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃｏｆｆｓｐｒｉｎｇ
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表６　雌核子代ＳＮＰ纯合突变位点统计
Ｔａｂ．６　ＳｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆＳＮＰｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｓｉｔｅｓｉｎｔｈｅｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ

雌核子代

Ｇ１
Ｍ１共有
Ｍ１ｈｏｍｏ

Ｍ１共有占比
Ｍ１ｈｏｍｏ／％

Ｍ２共有
Ｍ２ｈｏｍｏ

Ｍ２共有占比
Ｍ２ｈｏｍｏ／％

Ｄ１共有
Ｄ１ｈｏｍｏ

Ｄ１共有占比
Ｄ１ｈｏｍｏ／％

Ｇ１１ ４７００５５ ５．６８ １５６２２５４ １８．８８ ２８０６８６ ３．３９
Ｇ１２ ９１８８０１ １０．６５ ９０７９７７ １０．５２ ５０２０９６ ５．８２
Ｇ１３ １５６８１１７ １９．３８ ４６４４８１ ５．７４ ２８５０１６ ３．５２
Ｇ１４ １５７４７６３ １９．４５ ４５７９４０ ５．６６ ２９６９１１ ３．６７
Ｇ１５ ４６５２１２ ５．５７ １５６６１８６ １８．７５ ２８１００４ ３．３６
Ｇ１６ ４５３６６１ ５．３５ １５７６１２９ １８．５９ ２６９５３９ ３．１８
Ｇ１７ ４５８０７９ ５．４０ １５７２９９１ １８．４２ ２７４６３８ ３．２４
Ｇ１８ １５７２００１ １９．２７ ４６０８６０ ５．６５ ２８７９３１ ３．５３
Ｇ１９ ４７７１５１ ５．９２ １５５９２３４ １９．３４ ２８０３１０ ３．４８
Ｇ１１０ ４７８４２８ ５．９８ １５５８３８７ １９．４９ ２９７０６４ ３．７１

３　讨论

对青田田鱼采用人工诱导雌核发育技术，成

功得到田鱼雌核发育子一代。此次雌核发育母

本体色为红色，但 Ｇ１出现３种体色，这可能是由
于雌核发育导致基因座位纯化，从而产生性状分

离［１５］，也可能是由于微量父本染色体进入子代胚

胎所致［３４］。雌核发育操作对胚胎造成了一定程

度的损伤［２０］，导致 Ｇ１平均生长速度明显慢于普
通Ｆ１，而Ｇ１群体生长速度两极化：部分个体生长
迅速，极为显著地超过普通Ｆ１；部分个体生长慢，
出苗１个月后几乎停止生长。Ｇ１与Ｆ１的形态特
征参数存在极显著性差异，说明 Ｇ１在形体上有
所变化。赵海涛等［２３］比较分析牙鲆雌核发育群

体、养殖群体和野生群体的形态差异，发现３８个
形态学指标存在显著差异。翘嘴

!

雌核发育群

体与普通群体之间亦存在形态差异［３５］。经济鱼

类通常携带有隐性有害基因，且以杂合态存在，

正常养殖过程中不会显现，雌核发育技术将基因

座纯合化后有害基因关联的性状便表现出来，由

此淘汰携带有害基因的个体，筛选优良隐性基因

的个体，有利于优良品种的培育。Ｇ１表现出的体
色和生长分化，表明其具有很大潜在的优良养殖

性状选育价值［３６］。Ｇ１和 Ｆ１的性腺组织学切片
结果表明，Ｇ１样本全部为雌性个体，没有发现雄
性个体，性腺能够进行正常发育。Ｇ１与 Ｆ１的卵
巢早期发育阶段差异不大，１６０日龄的卵巢中没
有Ⅳ时相卵母细胞，为Ⅱ时相向Ⅲ时相过度，Ⅲ
时相卵母细胞中有卵黄出现。Ｆ１部分样本的精
巢完全发育成熟。

采用ＳＮＰ分型技术，在全基因组水平上根据
ＳＮＰ纯合位点数比例，对 Ｇ１样本遗传物质来源

进行鉴定和分析，发现 Ｇ１样本的 ＳＮＰ纯合位点
数比例得到快速提高，极为显著地高于其亲本，

而杂合位点数比例显著地低于亲本，说明雌核发

育技术有助于田鱼纯系培育。通过 ＳＮＰ纯合突
变位点数百分比的高低，判断 Ｇ１是否混入了双
亲交配产生的子代。Ｇ１与其来源母本的共有纯
合ＳＮＰ的百分比，高达１８．４２％ ～１９．４９％ （Ｇ１２
除外），而与其非来源母本的共有纯合 ＳＮＰ的百
分比，仅为５．３５％ ～５．９８％（Ｇ１２除外）。依据
Ｇ１纯合ＳＮＰ偏向亲本比例的大小，表明 Ｇ１遗传
物质为母本来源。推测田鱼的性别决定方式为

ＸＸ／ＸＹ型［３７］。雌核子代与其非亲母本的共有纯

合ＳＮＰ的百分比，不超过６％，以此为子代与亲本
亲缘关系的判定阈值，从Ｇ１与其可能父本 Ｄ１的
共有纯合 ＳＮＰ的百分比不超过４％（Ｇ１２除外）
来看，可判断 Ｇ１与父本 Ｄ１无亲缘关系，故而排
除Ｇ１由双亲交配产生的可能性。例外的是，Ｇ１２
样本，较其他Ｇ１样本而言，与母本的一致 ＳＮＰ纯
合位点数比例偏低，与可能父本 Ｄ１的一致 ＳＮＰ
纯合位点比例偏高，达５．８２％，但小于６％，很可
能因为其基因组中混入了少量父系遗传物质，这

种现象常见于人工雌核发育鱼［３８］。这可能是因

为父系遗传物质的渗入，降低了子代与母本一致

ＳＮＰ纯合位点数，引起母本偏向性不明显，但可
导致体色和生长方面明显差异，需进一步深入研

究。本研究成功得到了田鱼人工雌核发育群体，

为今后的田鱼育种及种质资源开发奠定了良好

的基础。
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