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Abstract 

In this study, the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) was used as the experimental object. The 
heat shock method was used to induce the triploid of rainbow trout. The ploidy of rainbow trout 
was identified by using flow cytometry (CytoFLEX S) and comparison of the long axis of 
erythrocyte. In the two orthogonal replicate experiments induced by heat shock induced rainbow 
trout triploid, the effects of three factors, including start time, temperature and duration, on the 
induction of rainbow trout triploid were studied. The results showed that the temperature had the 
greatest impact on the eye rate, induction rate and overall score (maximum R value) at the start 
time, temperature, and duration of the experiment. In the eye rate results, the highest eye rate 
was obtained at 25˚C; in the induction rate results, induction rate of the 25˚C, 27˚C group was sig-
nificantly higher than that of the 29˚C group; in the comprehensive scoring results; the compre-
hensive scores of the group at 25˚C and 27˚C were significantly higher than those at 29˚C. In the in-
itial time of 10~20 min, the initial time had no significant effect on the induction rate, but the in-
duction effect was optimal when the starting time was 20 min. In the two-factor experiment re-
sults of starting time and treatment intensity, there are two groups whose comprehensive score is 
higher than 70.00%: the first group and the second group, respectively. The starting time of heat 
shock is 25 min, and the action parameter is 25˚C for 20 min and 27˚C for 15 min respectively, 
which is an ideal parameter for inducing triploid treatment intensity. 
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摘  要 

本文以虹鳟(Oncorhynchus mykiss)为实验对象，采用热休克法诱导虹鳟三倍体，利用流式细胞仪

(CytoFLEX S)以及比较红细胞长径对虹鳟倍性进行鉴定；在热休克法诱导虹鳟三倍体的两个正交重复实

验中，主要研究了处理的起始时间、温度、持续时间三个因素对于虹鳟三倍体诱导效果的影响，结果显

示，在实验设定的起始时间、温度、以及持续时间内，温度大小对发眼率、诱导率以及综合评分影响程

度都是最大(R值最大)，在发眼率结果中，25℃时有最高的发眼率；在诱导率结果中，25℃、27℃明显

高于29℃组的诱导率；在综合评分结果中25℃、27℃明显高于29℃组的综合评分。在起始时间为10~20 
min内，起始时间对诱导率没有显著影响，但起始时间为20 min时诱导效果最优。在起始时间与处理强度

双因素实验结果中，综合评分高于70.00%的共两组，分别为第一组、第二组，热休克的起始时间都是25 min，
作用参数分别为25℃持续20 min、27℃持续15 min，是较为理想的诱导三倍体处理强度参数。 
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1. 引言 

虹鳟(Oncorhynchus mykiss)是鲑形目中经济价值较高的类群，因其性成熟个体体侧有一条宽而鲜艳的

彩虹带而得名，英文名 rainbow trout，隶属硬骨鱼纲(Osteichthyes)、辐鳍亚纲(Actinopterygii)、鲑形目

(Salmoniformes)、鲑科(Salmonidae)，大麻哈鱼属(Oncorhynchus) [1]。虹鳟原产于美国阿拉斯加地区的山

川溪流中，现已成为世界上养殖范围最广的冷水性鱼类，同时也是我国重要的名优水产品之一。虹鳟与

大西洋鲑统称鲑鳟鱼，属于市场价格适中的鲑鳟鱼类，颇受广大消费者的喜爱，鱼卵则可制成高档鱼子

酱，属于高附加值水产品。 
近年来，国内虹鳟养殖产业由于长期的近亲繁殖以及缺乏系统的选育，导致虹鳟养殖个体出现了性

早熟、个体小型化、病害频发等问题[2]。虹鳟在进入繁殖期后，能量用来性腺发育，生长停滞，部分虹

鳟会出现互相撕咬导致鱼体受伤的状况，极容易导致伤口感染，最终导致鱼体死亡。性成熟的虹鳟，不

论雌雄都会出现抗病能力大幅度下降的状况，容易染病导致死亡。繁殖期的虹鳟肉质品质降低，严重影

响了虹鳟养殖的经济效益。 
三倍体虹鳟由于性腺发育程度低或发育受阻可以有效地改善以上问题，关于虹鳟三倍体的制种方面

国内外都做过大量的研究，已有很多报道[2]-[8]。但目前国内还具备大规模生产三倍体虹鳟卵的能力，养

鳟者只能进口不育的、大个体的全雌三倍体虹鳟发眼卵进行养殖以满足市场要求。可见，三倍体虹鳟卵

或是全雌三倍体虹鳟卵的规模化生产已成为国内虹鳟养殖业的瓶颈。 
目前鱼类多倍体诱导主要分为三个重要的方法，分别为化学法(A. 细胞松弛素、B. 秋水仙素、C. 6-

二甲基氨基嘌呤等)、物理法(温度休克法、静水压法、电刺激法等)以及生物法(远缘杂交、细胞融合、核
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移植等)。国内外已经先后在鲤鱼[9]、黑鲷[10]、斑马鱼[11]、大黄鱼[12]、红鳍东方鲀[13]等 30 多种鱼类

中成功诱导出三倍体。由于温度休克法较为廉价便捷，不需要专门的大型仪器，在大规模诱导鱼类多倍

体中应用较多。在诱导溪鳟三倍体时采用 28℃的休克温度在其受精后 10 min，持续 10 min，结果得到

98%~100%的三倍体，相对存活率达到 42%~100% [3]。之前有研究用温度休克法诱导出黄颡鱼三倍体[14]。
本文采用的是热休克法抑制受精卵第二极体的释放来诱导产生虹鳟三倍体，用来研究热休克法诱导虹鳟

三倍体的适宜条件。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验用鱼、试验药品器材 

虹鳟二倍体亲鱼来源于山东省潍坊市临朐县玉福虹鳟养殖合作社，挑选个体较大、体外无伤、性腺

发育良好且活力强的 3~4 龄的雌鱼和雄鱼，雌雄比例为 2:1。 
器材：电子恒温水浴锅、显微镜(解剖镜)、采卵盆若干、孵化网盆、塑料桶、孵化器多个、电子天平、

温度计数根、秒表多个、烧杯多个、流式细胞仪、10 ml 分子管若干等。 

2.2. 人工授精 

本实验采用湿法授精，同时把精子与卵子同时挤入到盛有单盐等渗液(等渗液的配置：1%的食盐水) 
[15]的塑料盆中，用羽毛轻轻搅拌 15~20 s 使精卵混合均匀后，开始计时，作为受精的起点，静置 3~5 min
后，加入少许清水进行多次洗卵，洗卵过程中尽量去除过量的精液，未受精的死卵和亲鱼产生的血块等

杂物。受精过程中避免强光照射，因此受精时间多在下午 4 点之后。 

2.3. 三倍体诱导实验设计 

本实验采用热休克法进行诱导，通过抑制受精卵第二极体的释放，来获得虹鳟三倍体。为找到较好

的诱导条件，本试验对处理起始时间、温度大小和处理持续时间三个主要因素进行了三次试验，分别为

两次三因素正交实验的重复实验(分组结果与处理方法见表 1)以及一次起始时间与处理强度的双因素全

实验(处理方法见表 2)。处理起始时间为：精卵均匀混合到受精卵进入指定温度的恒温水浴锅中的时间；

持续时间为：受精卵完全进入指定温度的恒温水浴锅中到离开水浴锅的时间；温度为：指定恒温水浴锅

中的水温。 
选取若干装有适量水的容器及恒温水浴锅，分别将水温调到 20℃和相应的诱导温度。将洗净的受精

卵放在自制的可透水的塑料筛盒中，浸没在盛有常温水的塑料盆中，每组卵在 2000 粒左右，诱导前 5 min
将装有受精卵的塑料筛盒置于 20℃的水浴中预处理，并适量的充气搅动，目的是使受精卵在塑料筛盒中

受热均匀，诱导时将每组卵快速转移至对应温度的恒温水浴锅中，同样进行充气使其受热均匀，诱导处

理完毕后，再放回 20℃的水浴中降温 5 min，所有处理完毕后，分别将各组卵放入到指定的流水孵化桶 
 

Table 1. The table of orthogonal test on triploid salmon 
表 1. 虹鳟三倍体诱导正交试验因素水平表 

水平 
因素 

起始时间(min) 温度(℃) 持续时间(min) 

1 10 25 10 

2 15 27 15 

3 20 29 20 
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Table 2. Two-factor experimental scheme for the initiation time and treatment intensity of rainbow trout triploid 
表 2. 虹鳟三倍体诱导起始时间与处理强度的双因素实验方案表 

组别 处理起始时间(min) 温度大小(℃) 持续时间(min) 

1 25 25 20 

2 25 27 15 

3 25 29 10 

4 30 25 20 

5 30 27 15 

6 30 29 10 

7 35 25 20 

8 35 27 15 

9 35 29 10 

 
内进行流水孵化。 

2.4. 苗种培育 

各组虹鳟卵在自制的孵化桶内进行常规流水孵化，流水温度为 10.5℃，溶氧为 8 mg/L，孵化室内进

行遮光处理，保证受精卵在孵化阶段所需要的暗光条件，并减少震动，每周使用甲基蓝对受精卵进行杀

菌处理；孵化积温达到 220 度日，胚胎出现黑色的眼点后，挑除发白的死卵，统计各组的发眼率。 
然后将发眼卵转移到自制的上浮筐中进行破膜上浮，当孵化积温达到约 600 度日时，仔鱼孵化出膜、

吸收卵黄，待卵黄完全吸收，仔鱼开始自由游动时，统计各组的上浮率；开口投喂人工配合饲料，待到

仔鱼长到 3~5 cm 时，统计各组的诱导率。 

2.5. 样品采集与处理 

在仔鱼体长 3~5 cm 时，每组随机取 50 尾进行断尾取血，将采集的尾静脉血用流式细胞仪和红细胞

大小比较进行倍性鉴定。 
流式细胞仪鉴定具体方法如下： 
1) 单细胞悬液的制备：将虹鳟鱼苗用丁香酚麻醉后将其尾柄剪断，迅速插入到盛有 1 mL 0.01 M 的

PBS 缓冲溶液(pH 7.2~7.4)的分子管中，轻轻挤压鱼身，使血液缓慢流出，取血量在 10 μL左右，然后摇

匀，在常温下 3000 rpm 离心 10 s，洗涤血细胞，倒掉上清液，再加入 1 mL 的 PBS，混匀。 
2) 单细胞悬液的固定：使用一次性塑料吸管吸取单细胞悬液，缓慢滴加到 3 mL 预冷的无水乙醇中，

4℃过夜保存(至少固定 3 h)。 
3) 染色：将收集到的细胞悬液 2000 rpm 离心 10 min，弃上清液，PBS 洗涤 2 次，显微镜下将细胞

浓度调至 1 × 106 个/mL，加入 50 μg/mL的 RNA 酶 20 μL，30 min 后再加入 1 g/L 的 PI 染液 20~50 μL，
置于 4℃冰箱中染色 30 min，使用 300 目筛绢过滤。 

4) 上机检测，以正常二倍体虹鳟血液样本作为对照组，检测实验组各样本的 DNA 含量，每个样本

检测的细胞数目 > 104 个，测量所得的数据和结果由计算机进行处理。三倍体虹鳟血液样本的 DNA 含量

理论值应为正常二倍体的 1.5 倍左右。 
红细胞大小比较具体方法如下： 
将虹鳟鱼苗用丁香酚麻醉后将其尾柄剪断，迅速插入到盛有 1 mL 0.01 M 的 PBS 缓冲溶液(pH 7.2~7.4)
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的分子管中，轻轻挤压鱼身，使血液缓慢流出，取血量在 10 μL 左右，然后摇匀，4℃保存带回实验室，

当天制作血细胞涂片，用 PBS 缓冲溶液对血细胞浓度进行适当稀释，用在显微镜下测量红细胞大小，重

点是比较红细胞长径。 

2.6. 数据分析 

对实验组出现的二倍体、三倍体个数进行统计，计算发眼率、诱导率。三倍体诱导率=三倍体个数/
总检测个数。所得到的实验数据发眼率、诱导率以及综合评分[11] (诱导率与发眼率的和为 100，诱导率

占 40%，发眼率占 60%)均采用 Excel 软件进行整理。 

3. 结果 

3.1. 倍性鉴定结果 

三倍体倍性鉴定结果：在流式细胞仪鉴定结果中，二倍体虹鳟红细胞的相对 DNA 含量约为 310，三

倍体虹鳟红细胞的相对 DNA 含量约为 450 (图 1)，二者比值为 1.45，接近于理论值 1:1.5。在红细胞大小

鉴定结果中，二倍体虹鳟的红细胞长径平均值为 16 μm，与理论值结果一致[16]，三倍体虹鳟的长径平均

值为 20 μm (图 2)，三倍体虹鳟红细胞长轴为二倍体的 1.25 倍。 
 

 
Figure 1. The DNA relative content of diploid and triploid rainbow trout 
图 1. 二倍体、三倍体虹鳟 DNA 相对含量 
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Figure 2. The red blood cells of diploid and triploid rainbow trout (40×10) 
图 2. 二倍体、三倍体虹鳟红细胞(40×10) 

3.2. 热休克法诱导三倍体正交实验结果 

发眼率结果分析中，影响发眼率最主要的因素(R 值最大)为温度，其次是起始时间与持续时间温度，

温度越高发眼率越低，在 25℃时有最高的发眼率(表 4)。在诱导率结果分析中，影响诱导率最主要的因素

(R 值最大)为温度，其次是持续时间与起始时间，在 27℃存在最高的诱导率(表 5)。在综合评分结果分析

中，影响诱导效果的最主要因素为温度，其次是起始时间与处理时间，温度为 25℃、27℃明显高于 29℃，

起始时间为 15、20 min 高于 10 min，持续时间差异不明显，三个因素的最高值分别是起始时间为 20 min，
处理温度为 25℃，持续时间为 20 min (表 6)。综合评分最高的为第七组(表 3)，处理参数为起始时间 20 min、
25℃处理 20 min。 

3.3. 热休克法诱导三倍体双因素全实验结果 

在本次实验结果中显示，综合评分最高的一组为第一组，参数为起始 25 min，25℃处理 20 min，发

眼率为 70.00%，诱导率为 88.89%，综合评分为 77.56%。综合评分高于 70.00%的共两组，分别为第一组、

第二组，热休克的起始时间都是 25 min (表 7)。方差分析结果显示处理的起始时间与处理方式对于实验

结果没有显著影响，但是起始时间为 25 min 的三组综合评分均值高于 30 min、35 min。 
 

Table 3. Average eye rate, average induction rate, and overall score for orthogonal experiments 
表 3. 正交实验的平均发眼率、平均诱导率以及综合评分 

组别 起始时间 温度 持续时间 平均发眼率 平均诱导率 综合评分 

1 10 25 10 71.05% 13.50% 48.03% 

2 10 27 15 36.29% 87.90% 56.93% 

3 10 29 20 18.51% 6.25% 13.60% 

4 15 25 15 88.51% 21.02% 61.51% 

5 15 27 20 52.26% 61.25% 55.86% 

6 15 29 10 43.11% 35.49% 40.06% 

7 20 25 20 84.48% 81.38% 83.24% 

8 20 27 10 75.15% 39.22% 60.78% 

9 20 29 15 12.40% 27.42% 18.41% 
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Table 4. Average eye rate for orthogonal experiments 
表 4. 正交实验发眼率分析 

发眼率 起始时间 温度 持续时间 

K1 125.84% 244.03% 189.31% 

K2 183.88% 163.70% 137.19% 

K3 172.03% 74.02% 155.25% 

k1 41.95% 81.34% 63.10% 

k2 61.29% 54.57% 45.73% 

k3 57.34% 24.67% 51.75% 

R 19.35% 56.67% 17.37% 

 
Table 5. Average induction rate for orthogonal experiments 
表 5. 正交实验诱导率分析 

诱导率 起始时间 温度 持续时间 

K1 107.64% 115.89% 88.20% 

K2 117.75% 188.36% 136.33% 

K3 148.02% 69.16% 148.88% 

k1 35.88% 38.63% 29.40% 

k2 39.25% 62.79% 45.44% 

k3 49.34% 23.05% 49.63% 

R 13.46% 39.74% 20.23% 

 
Table 6. The overall score for orthogonal experiments 
表 6. 正交实验综合评分分析 

综合评分 起始时间 温度 持续时间 

K1 118.56% 192.77% 148.86% 

K2 157.43% 173.56% 136.85% 

K3 162.42% 72.07% 152.70% 

k1 39.52% 64.26% 49.62% 

k2 52.48% 57.85% 45.62% 

k3 54.14% 24.02% 50.90% 

R 14.62% 40.23% 5.28% 

4. 讨论 

4.1. 处理强度对于热休克法诱导虹鳟三倍体的影响 

在鱼类多倍体育种中，温水鱼或是热带鱼通常用低温进行温度休克诱导多倍体，冷水鱼通常用高温

进行温度休克诱导多倍体[17]。虹鳟属于冷水性鱼类，用适当的高温刺激来诱导三倍体，温度过低会导致

较低的诱导率，过高的温度虽然会产生较高的诱导率但也会产生很低的发眼率，因为较高的温度会使受 
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Table 7. Average eye rate, average induction rate, and overall score for the two-factor full experiments 
表 7. 双因素全实验的发眼率、诱导率、综合评分 

组别 参数 发眼率 诱导率 综合评分 

三 1 25, 25, 20 70.00% 88.89% 77.56% 

三 2 25, 27, 15 54.20% 97.22% 71.41% 

三 3 25, 29, 10 56.10% 88.89% 69.22% 

三 4 30, 25, 20 43.50% 0.00% 26.10% 

三 5 30, 27, 15 42.50% 0.00% 25.50% 

三 6 30, 29, 10 37.50% 83.33% 55.83% 

三 7 35, 25, 20 72.20% 52.78% 64.43% 

三 8 35, 27, 15 49.70% 88.89% 65.38% 

三 9 35, 29, 10 42.50% 55.56% 47.72% 

三 10 —— 71.90%   

 
精卵受到损害，使其无法正常发育从而导致死亡。贾钟贺等在对金鳟受精卵进行热休克诱导过程中采用

了 26℃进行诱导，产生了较为理想的诱导效果[6]。张艳萍等人对虹鳟进行热休克诱导三倍体研究中发现，

当诱导温度为 26.5℃时产生了 83.18%的三倍体诱导率，当诱导温度达到 30℃时，虽然产生了 90%以上的

诱导率，但发眼率极低同时产生的苗种畸形率很高[5]。这与本研究结果相似，但不完全一致，在正交实

验诱导虹鳟三倍体结果中表明，29℃的实验组发眼率普遍的低于同一起始时间的 25℃、27℃实验组，但

诱导率并未出现高于 25℃、27℃实验组的现象。这一结果与王炳谦等人的研究结果相似，其研究结果表

明，以 26℃处理效果最佳，以 28℃处理诱导效果较低。原因可能是由于温度过高，染色体断裂或缺失导

致胚胎发育受阻而引起的[2]。 
在本研究中显示，持续时间也是影响诱导效果的一个重要因素。在相同的处理温度下，持续时间越

长，则处理强度越大，诱导率越高同时发眼率越低，三因素三水平正交实验结果中显示，作用参数为 25℃
持续 20 min、27℃持续 15 min 会出现较高的综合评分，是较为理想的处理参数。这与宋宝坤等人在虹鳟

卵受精 20 min，26℃下持续处理时间为 20 min 可获得较高的孵化率和三倍体率的结果相似[18]，与张艳

萍等的研究结果存在一定的差异，这可能是不同的受精卵质量、亲鱼质量引起的差异。有研究发现，母

本的遗产因素会决定后代的生存能力，不同母本产生的卵子成熟度不一致或者相对脆性等因子不同会干

扰处理效果[19] [20]，最终导致研究结果出现差异。 

4.2. 起始时间对于热休克法诱导虹鳟三倍体的影响 

热休克法诱导虹鳟三倍体是通过在第二极体释放之前给予适当的温度刺激，抑制受精卵第二极体的

释放，以此使得受精卵中有三套染色体，从而培育出虹鳟三倍体苗种。卵子受精后，从第二次成熟分裂

中期到第二极体排出这段时间，有丝分裂进程分为中期、后期、末期，分别对应于卵子启动期、休克敏

感期、休克不应期[21]，确定虹鳟受精卵第二极体的释放时间段(休克敏感期)是能否成功诱导三倍体的一

个重要因素。鱼类受精卵的第二极体释放时间受所处环境水温的影响，冷水性鱼类的第二极体释放较为

缓慢，温水性鱼类的受精卵第二极体释放较快[17]。 
Peter 等在研究热休克诱导溪鳟三倍体时，在水温 11˚C~12˚C 的条件下，采用 28℃水温在其受精后

10 min 开始刺激，处理持续时间 10 min，三倍体诱导率高达 98%~100%，且相对存活率也较高，在

42%~100%之间[3]；王炳谦等在水温 6.5℃，受精 20 min 后用 26℃热休克处理 20 min，得到三倍体诱导

https://doi.org/10.12677/ojfr.2019.62008


车德钊 等 
 

 

DOI: 10.12677/ojfr.2019.62008 71 水产研究 

 

率为 100% [2]；张艳萍等人在 26.5℃条件下，受精后 15 min，处理持续 10 min 得到效果最佳[5]。楼允东

等人认为虹鳟第二极体的排放时间大约在受精后 15~40 min，在此时间内用热休克处理可以得到三倍体

[17]。本次正交实验结果显示，虽然 10 min、15 min、20 min 的起始时间都出现过较高的诱导率，但起始

时间为 20 min 的综合评分高于 10 min 以及 15 min，这与宋宝坤等人在 20 min 处诱导产生较高的诱导率

跟发眼率结果相似[18]。在本次双因素正交实验中结果显示，在起始时间为 25 min 处不同的处理方式同

样会产生较高的诱导率跟发眼率。通过这两次实验可以说明，在起始时间 20~25 min 时进行热休克诱导

虹鳟受精卵，可以产生较高的发眼率及诱导率。 

5. 总结 

在两次虹鳟三倍体诱导实验中，诱导效果较好的为以下两组：1) 虹鳟卵受精后 20 min 时，采用 25℃
处理 20 min，产生的诱导效果为：发眼率为 84.48%，诱导率为 81.38%，综合评分为 83.24%。2) 在虹鳟

卵受精 25 min 时，采用 25℃处理 20 min，发眼率为 70.00%，诱导率为 88.89%，综合评分为 77.56%。因

此在虹鳟卵受精 20~25 min 时，采用 25℃处理 20 min 的处理强度，可以得到较为理性的诱导效果，是较

为理想的三倍体诱导参数。 
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