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摘要: 为探索马苏大麻哈鱼( Oncorhynchus masou) 三倍体育种技术方法，更好地解决其个体小、生长慢和性成熟

后死亡率高等问题，采用热休克法进行三倍体诱导实验，设 4 个诱导温度( 24、26、28、30 ℃ ) ，2 个起始诱导

时间( 15 min、20 min) 和 2 个持续诱导时间( 15 min、20 min) 共分 13 个实验组和 1 个对照组。结果显示，13 个

实验组均能诱导出三倍体个体，而不同温度组的诱导率差异显著，分别为 13. 3%、31. 65%、52. 28% 和 78. 81%
( P ＜ 0. 0. 5) 。随着温度的上升，孵化率呈显著降低的趋势。结果表明，温度是影响诱导成功的关键因素，利用

热休克诱导受精卵制备陆封型马苏大麻哈鱼三倍体苗种的方法是可行的，三倍体诱导的最佳条件是: 水温 28
℃，卵子受精后 15 min 持续处理 20 min，发眼率( 72. 57 ± 0. 26) %，孵化率( 60. 92 ± 0. 31) %，三倍体率 53. 1%，

综合诱导效果最佳。
关键词: 马苏大麻哈鱼( Oncorhynchus masou) ; 陆封群体; 三倍体; 热休克

中图分类号: S961. 6 文献标识码: A 文章编号: 1000-6907-( 2020) 02-0067-05

马苏大麻哈鱼( Oncorhynchus masou) ，隶属于

鲑科大麻哈鱼属，是仅分布在北太平洋亚洲一侧水

域的溯河洄游性鱼类，主要分布在日本和我国的图

们江、绥芬河、台湾的大甲溪中［1 － 2］。幼鱼在淡水

生活期间，分化成降海型和陆封型两个生态群体，

后者终生生活在淡水河流中，不营降海洄游，但参

与洄游群体的繁殖［3 － 5］。日本 60 年代将陆封型种群

开发成人工养殖品种称作山女鳟，被誉为 20 多种鲑

科鱼类 中，肉 质 最 好、最 受 欢 迎 淡 水 游 钓 鱼 类，

1996 年引进我国后进行了详细研究［6 － 10］。马苏大麻

哈鱼由于个体小，在原产地人工养殖 2 年一般体重

250 g 左右，而且具有鲑科鱼类繁殖后亲鱼绝大部

分死亡的特征，影响规模化生产的推广。
鱼类染色体组操作是水产领域运用较为成熟的

遗传育种技术之一。三倍体鱼类，理论上可以避免

性腺发育阶段和产卵季节鱼肉质量下降、生长停滞

和亲鱼死亡率上升等问题，并且具有个体大、生长

快和成活率高等优良品质［11 － 12］，已成为国内外水

产领域的研究热点。鲑科鱼类中的三倍体技术在虹

鳟( O. mykiss) ［13 － 14］、金鳟( O. mykiss Walbaum) ［15］、
大西洋鲑( Salmo salar) ［16］、美洲红点鲑( Salvelinus

fontinalis) ［17 － 18］、细鳞鲑( Brachymystax lenok) ［19］等

鱼类中得到广泛的研究应用。但是，国内外对于马

苏大麻哈鱼的三倍体研究仍处于空白状态，本研究

采用热休克法进行了三倍体诱导实验，对影响诱导

率的水温、受精时间和持续时间进行探讨，从而确

定最佳的诱导条件。此外，考虑到部分鲑科鱼类的

三倍体雄性后代同样出现性腺发育情况［13］，今后

还将重点对马苏大麻哈鱼三倍体的性腺发育和全雌

三倍体制备技术进行研究。

1 材料与方法

1. 1 实验用鱼和养殖管理

实验用鱼为吉林珲春细鳞鱼良种场培育的 2 +
龄陆封型马苏大麻哈鱼( 见图 1) ，体质量♀ ( 654 ±
182) g，♂ ( 488 ± 85 ) g。其中，雌性亲鱼 524 尾，

共采卵 60. 84 万粒，采卵水温 8. 3 ℃，孵化期水温

6. 4 ～ 10. 8 ℃。亲鱼选择、采卵受精、孵化方法按

照陈春山等［9］方法进行。马苏大麻哈鱼的三倍体

诱导实验和孵化工作在珲春细鳞鱼良种场养殖车间

进行，后期将部分鱼苗运至北京市水生野生动植物

救护中心养殖基地进行饲养管理。每个玻璃钢水槽
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放置 1 000 尾鱼苗，养殖用水为曝气后的地下水，

平均溶氧 ＞ 8 mg /L，每天投喂 6 次，日投喂量按体

重的 5% ～7% 计算，每天上午 9 点和下午 3 点各

吸污一次，养殖 180 d 后进行倍性检测。

图 1 陆封型马苏大麻哈鱼

Fig. 1 Landlocked group of O. masou

1. 2 三倍体诱导

实验共分 13 个实验组和 1 个对照组，实验组

设 4 个诱导温度( 24、26、28、30 ℃ ) ，2 个起始

诱导时间( 15、20 min) ，2 个持续诱导时间 ( 15、
20 min) ，每组设 3 个重复，实验参数见表 1。热休

克处理在不锈钢水槽中进行，电子控温，水温误差

＜ 0. 5 ℃，灵敏度 0. 1 ℃，热处理前用 CEM 高精

度数字温度计( 型号为 DT-613) 矫正水温。热处理

后受精卵即刻放入装有与采卵水温相同水的容器

中，静置 2 h 挑除死卵。对照组受精后放入相同条

件容器中，与热处理卵同时挑除死卵。捡卵后放入

相同孵化器中孵化。

表 1 热休克诱导马苏大麻哈鱼三倍体实验参数

Tab. 1 Experiment parameters of heat shock induced
triploid of O. masou

组别 处理温度 /℃ 起始时 /min 持续时 /min 受精水温 /℃

1 24 20 20 8. 3
2 26 15 15 8. 3
3 26 15 20 8. 3
4 26 20 15 8. 3
5 26 20 20 8. 3
6 28 15 15 8. 3
7 28 15 20 8. 3
8 28 20 15 8. 3
9 28 20 20 8. 3
10 30 15 15 8. 3
11 30 15 20 8. 3
12 30 20 15 8. 3
13 30 20 20 8. 3

对照 8. 3

1. 3 倍性检测

采用 Pacfec CyFIow Cube 8 型流式细胞仪检测

鱼苗血液 DNA 相对含量，取两次平均值计算三倍

体率。鱼苗培育至体长( 8. 24 ± 0. 74 ) cm，实验组

每组随机抽样 30 尾，尾静脉采血，每次取 3 尾二

倍体鱼苗作为对照，检测实验在北京市水产研究所

完成。综 合 评 分 按 照 Gervai［20］ 标 准，孵 化 率 占
60%，三倍体率占 40%，计算综合诱导效果。
1. 4 数据处理

用重量法计算采卵量。受精卵热处理后 2 h 挑

除死卵，统计死亡率。发眼后检出未发眼卵，统计

发眼率。出苗后检出未孵化卵，统计孵化率。根据

抽样检测结果计算三倍体率。
实 验 数 据 采 用 Excel 软 件 进 行 整 理， 用

SPSS19. 0 进行非参数检验，分析各组间的差异性，

其中 P ＜ 0. 05 表示差异显著。

2 结果与分析

2. 1 诱导时间对实验结果的影响

受精后 15 min 和 20 min，热休克处理 15 min
和 20 min 都可诱导出三倍体鱼，但受精卵 2 h 死亡

率、发眼率、孵化率、三倍体率差异显著。起始处

理时间 15 min 的 6 个组间及起始处理时间 20 min
的 7 个组间上述 4 项指标差异较大。起始处理时间
15 min 和 20 min 之间无明显规律。持续诱导时间

15 min 的 6 个组和 20 min 的 7 个组对上述 4 项指标

的影响与起始处理时间规律相同。说明在本实验条

件下，起始处理时间和持续处理时间不是影响实验

结果的主要因素。诱导结果如表 2 所示。

表 2 马苏大麻哈鱼三倍体诱导结果

Tab. 2 Experiment results of triploid induction by heat shock

组别 采卵量 /粒 2h 死亡率 /% 发眼率 /% 孵化率 /%三倍体率 /%

1 49 283 8. 01j 82. 94i 68. 35d 13. 30a

2 46 085 0. 43b 93. 84m 41. 34a 23. 30b

3 43 875 0. 14a 86. 83k 49. 00abc 36. 70c

4 54 457 7. 21i 85. 64j 60. 55c 33. 30bc

5 59 163 1. 74ef 52. 82c 39. 40e 33. 30bc

6 63 466 1. 33cde 42. 03a 47. 50ab 46. 70d

7 42 843 1. 26cd 72. 57g 60. 92f 53. 10e

8 41 762 0. 79c 77. 38h 50. 53bc 54. 50f

9 37 906 1. 58def 87. 46l 34. 02g 54. 80f

10 51 616 1. 74ef 61. 71d 12. 46h 71. 43h

11 45 190 2. 52g 70. 55e 8. 04i 69. 57g

12 29 859 1. 97f 72. 07f 4. 74j 90. 91j

13 42 899 2. 96h 49. 37b 1. 95k 83. 33i

对照 12 300 0. 06 83. 45 86. 62

注: 同列中不同上标字母表示各组间差异显著( P ＜ 0. 05)
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在受精后 15 min，用 26 ℃和 28 ℃处理，持续

处理 20 min 组的 2h 死亡率低于 15 min 组，而孵化

率和三倍体率高于 15 ℃ 组。30 ℃ 处理组恰恰相

反，持续处理 20 min 组的 2 h 死亡率高于 15 min
组，而孵化率和三倍体率则低于 15 ℃ 组。在受精

后 20 min，用 26、28 ℃ 和 30 ℃ 处理，持续处理

20 min 组的 2 h 死亡率高于 15 min 组( 第 4 组除

外) ，同时也高于起始时间 15 min 处理 20 min 组;

而孵化率、三倍体率低于 15 ℃组和起始 15 min 处

理 20 min 组。说明随着起始时间和持续时间的延

长，受精卵成活率降低，特别是高温组。起始时间

和持续时间都不应该超过 20 min。
2. 2 诱导温度对实验结果的影响

受精卵经 24、26、28、30 ℃ 处理均获得了三

倍体鱼( 见表 2 ) 。各实验组 2 h 死亡率差异较大，

都高于对照组。最高的是 1 组( 24℃ ) 8. 01%，其

次是 4 组 ( 26℃ ) 7. 21%，其余各组在 0. 14% ～
2. 96%之间。温度对发眼率影响较小，除第 6 组和

13 组发眼率接近 50% 外，其它各组都在 80% 左

右，与对照组( 83. 45% ) 接近，最高为 93. 84% ( 2
组) 。温度对孵化率影响较大，实验组孵化率最高

的 是 24 ℃ 组 ( 68. 35% ) ， 最 低 的 是 30 ℃ 组

( 1. 95% ) 。30 ℃组平均孵化率只有 6. 8%，26 ℃
和 28 ℃组孵化率也只有 50% ( 34. 02% ～ 60. 92% )

左右，明显低于对照组( 86. 62% ) ，说明热休克处

理对马苏大麻哈鱼受精卵的成活影响较大。温度对

三倍体率的影响规律是: 随着温度的升高，三倍体

率逐渐升高，最低的是 24 ℃组 13. 3%，最高的是

30 ℃组 90. 91%。诱导温度是影响马苏大麻哈鱼三

倍体诱导成功的关键因素。
2. 3 三倍体诱导率

经流式细胞仪检测结果，马苏大麻哈鱼二倍体

DNA 相对含量为 33，三倍体 DNA 相对含量为 51
( 见图 2) 。经抽样检测，各实验组三倍体率有一定

差异，最高的是 12 组( 30 ℃ ) 90. 91%，最低的是

1 组 ( 24 ℃ ) 13. 3%。平 均 三 倍 体 率: 24 ℃ 组

13. 3%，26 ℃ 组 31. 65%，28 ℃ 组 52. 28%，

30 ℃组 78. 81%。

3 讨论

3. 1 诱导时间的确定

人工三倍体的诱导是通过保留受精卵第二极体

来实现的。精子进入卵子时，卵子正进入减数分裂

中期，数分钟后即释放出第二极体。通过物理或化

图 2 二倍体和三倍体马苏大麻哈鱼 DNA 相对含量

Fig. 2 Ｒelative DNA content of diploid and triploid O. masou

学的方法抑制第二极体排放，受精卵中保留了两套

雌核的染色体和一套雄核的染色体而成为三倍体。
因此，起始诱导时间非常重要，处理过早第二极体

没有形成，外界刺激容易对卵子造成伤害。处理过

晚第二极体已经释放完成，不能形成三倍体胚胎。
此外，不同鱼类第二极体排放时间不同，温水鱼类

较早，冷 水 鱼 类 较 迟，鲑 科 鱼 类 一 般 在 15 － 40
min。张燕萍等［14］认为，虹鳟授精后 15 min 是热

休克敏感期，此时第二极体已形成但未排出细胞

外，是获得三倍体的最佳时期。本实验在温度相同

( 26 ℃和 28 ℃ ) 的条件下，起始诱导时间 15 min
持续处理 20 min 的 2 h 死亡率、孵化率、三倍体率

均高于起始诱导时间 20 min 持续处理 20 min。说

明马苏大麻哈鱼受精后 15 min 已进入减数分裂晚

期，35 min 后第二极体已释放完毕，此时段是获得

三倍体的最佳时期。
楼允东［11］认为，温度休克诱导三倍体技术中，

随着持续时间的增加( 在一定处理时间范围内) ，

诱导率也在增加。本实验 2 个温度组( 26、28 ℃ )

受精后 15 min 进行诱导处理，三倍体率持续诱导

20 min 组均高于持续诱导 15 min 组，30 ℃组没有

差异。说明在 26 ～ 28 ℃处理条件下，受精后 30 －
35 min 仍有一部分受精卵处在第二极体排放阶段，

因此持续诱导时间应达到 20 min。
3. 2 诱导温度的确定

宋立民等［21 － 22］认为，三倍体诱导需要适度的

外界刺激，刺激太小不能有效阻止第二极体排放，

刺激过大，胚胎受到伤害，存活率降低。张艳萍

等［14］采用三个不同温度( 26. 5、28、30 ℃ ) 均可

诱导出虹鳟三倍体，26. 5 ℃ 效果最佳，30 ℃ 持续
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处理超过 10 min 受精卵全部死亡或停止发育。陈

春山等［18］采用热休克法诱导细鳞鲑三倍体，受精

卵 2 ～ 4 h 死亡率和孵化率 28 ℃ 明显高于 26 ℃。
本实验处理温度 30 ℃组尽管三倍体率最高，但孵

化率只有 1. 95% ～ 12. 46%，明显低于其它各组，

说明 30 ℃是诱导的极限温度。
3. 3 最佳诱导条件

王炳谦等［13］采用热休克法诱导全雌虹鳟三倍

体，26 ℃效果好于 24 ℃ 和 28 ℃ 的，最佳条件为

卵子受精后 20 min，26 ℃ 处理 20 min。张 艳 萍

等［14］热休克诱导虹鳟三倍体最佳条件是受精后 15
min，26. 5 ℃处理 10 min。Peter 等［16］认为溪鳟受

精卵受精 10 min 后，在 11 ～ 12 ℃水中预处理后放

入 28 ℃水刺激 10 min，获得三倍体率达到 98% 以

上。Duba 等［18］ 美洲红点鲑三倍体最佳诱导条件

是: 受精卵受精后 15 min，用 28 ℃水刺激 10 min
或 20 min，获得三倍体率分别为 53% 和 56%。按

照 Gervai 等［20］评分标准，本实验条件下，马苏大

麻哈鱼三倍体诱导的最佳条件是: 水温 28 ℃，卵

子受精后 15 min 持续处理 20 min，评分结果 为

57. 79%。最 佳 诱 导 温 度 与 虹 鳟［13 － 14］、金 鳟［15］、
细鳞鲑［19］ 不同，与大西洋鲑［17］、美洲红点鲑［18］

相同。处理时间与其它鲑科鱼类接近。鱼类温度休

克敏感性的差异，不仅与物种遗传背景有关，还与

卵子质量、亲鱼成熟度有关。本实验三倍体率较

低，是否与部分亲鱼个体较小卵子成熟度差异有关

还有待进一步研究。综合评分结果如表 3 所示。

表 3 综合评分结果

Tab. 3 Comprehensive scoring results

组别 孵化率% 三倍体率% 评分结果

1 41. 01 5. 32 46. 33

2 24. 8 9. 32 34. 12

3 29. 4 16. 48 44. 08

4 36. 33 13. 32 49. 65

5 23. 64 13. 32 36. 96

6 28. 5 18. 68 47. 18

7 36. 55 21. 24 57. 79

8 30. 32 21. 8 52. 12

9 20. 41 21. 92 42. 33

10 7. 48 28. 57 36. 05

11 4. 82 27. 83 32. 65

12 2. 84 36. 36 39. 2

13 1. 17 33. 33 34. 5
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Preliminary study on heat shock-induced triploid of Oncorhynchus masou
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Abstract: T he triploid induction experiments of thirteen groups by heat shock was conducted to explore the
method of triploid breeding of Oncorhynchus masou and solve the problem of the smaller individual，slower growth
and higher mortality after sexual maturity. T welve groups in the condition of two different fertilisation time( 15
min，20 min) and duration time( 15 min，20 min) at 26 ℃，28 ℃ and 30 ℃ were compared with the opti-
mal treatment conditions at 24 ℃ . T he results showed that triploid individuals were induced in all thirteen
groups and it could be estimated that temperature was the critical factor. T he average induction rate in the same
temperature was 13. 3%，31. 65%，52. 28% and 78. 81%，respectively. As the temperature rises，the hatch-
ing rate tended to decrease significantly. T he results indicated that the induced condition by heat shock was feasi-
ble and the best condition was 15 min after fertilisation 20 min for the duration under the condition of 28 ℃
. T he eyed rate was 72. 57% ± 0. 26%， the hatching rate was 60. 92% ± 0. 31% and the induced rate was
53. 1%，respectively.
Key words: Oncorhynchus masou; landlocked group; triploid; heat shock

17


