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摘要: 通过比较D系三倍体银鲫 (Carassius auratus gibelio Bloch) 与异源四倍体银鲫, 我们发现异源四倍体

的外周血与精巢组织跟三倍体银鲫存在明显差异。HE 染色结果表明, 异源四倍体银鲫外周血红细胞有明显

的分裂倾向。利用流式细胞术对 D系三倍体银鲫与异源四倍体银鲫外周血的 DNA直方图进行比较, 结果表

明异源四倍体外周血的 DNA 直方图有两个主峰。此外, 我们观察到异源四倍体银鲫精巢的三种类型, 其中

Ⅰ型精巢可以产生正常精子, Ⅱ型可观察到精小囊结构, 但不能产生精子, Ⅲ型精巢未发育出精小囊结构。

进一步用银鲫 Vasa 抗体对精巢切片进行组织免疫荧光共聚焦显微分析, 结果表明, Ⅰ型精巢的生殖细胞完

成了减数分裂, 能观察到精原细胞、初级精母细胞、次级精母细胞, 以及大量位于精小管中间的精子细胞和

精子; 而Ⅱ型精巢的生殖细胞不能完成第二次减数分裂, 精小囊中存在大量的初级和次级精母细胞, 没有精

子细胞产生。研究丰富了对异源四倍体银鲫生物学性状的认识。 
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鲫(Carassius auratus), 隶属于鲤科(Cyprinidae), 

鲫属(Carassius), 是从天然种群中选择出的少数几

种同一水域中同时存在两性生殖二倍体群体和单性

生殖三倍体群体的脊椎动物之一。其中, 普通二倍

体鲫染色体数目为 100 左右, 三倍体银鲫的染色体

数目为 150 左右, 且不同的银鲫克隆具有不同的核

型[1], 有的具有 156条染色体, 有的具有 162条染色

体[2]。与两性生殖的二倍体鲫不同, 三倍体银鲫具有

极为特殊的双重生殖方式, 在应答同源银鲫精子和

异源红鲤精子时分别采用有性生殖和雌核生殖的方

式繁衍后代[1, 3]。在前期的研究中, 桂建芳等从红鲤

精子激活的银鲫雌核发育后代中发现了极少数具有

212 条染色体的特殊个体[4], 进一步进行基因组原

位杂交实验以及 45S rRNA 在中期染色体上的定位

分析, 证实该异源四倍体确实包含银鲫的全部染色

体和鲤鱼的一套染色体[5]。由于异源四倍体银鲫在 

育种中具有的潜力, 我们已对其核型分析及产生的

机制[4, 5]、生殖方式[6—8]、血红蛋白和红细胞的同工

酶分析 [9]进行了一些研究, 但仍然存在许多未解之

谜。本研究采用组织切片 HE 染色观察和免疫荧光

共聚焦显微分析, 并结合流式细胞仪技术, 研究了

异源四倍体银鲫血细胞和精巢的组织学特征, 由此

丰富了对异源四倍体银鲫生物学性状的认识。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验材料均取自中国科学院水生生物研究所关

桥试验基地。品系分别为: 一龄二倍体彩鲫(Diploid 

color crucian carp, C)5尾, 三龄雄性三倍体D系银鲫

(Triploid gibel carp D clone, D)5尾, 三龄雄性异源

四倍体银鲫(Allotetraploid gibel carp, T)9尾。 

1.2  血涂片的制作和 HE染色 

用肝素浸润的 1 mL 注射器尾静脉取血, 按常
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规方法制作血涂片。具体步骤如下: 吸取 3—5 μL

血液置于载玻片右端, 取一边缘光滑的盖玻片置于

血滴前端, 轻轻触及血液, 使其沿盖玻片边缘扩展

成线状。以 45°角向前匀速推进盖玻片, 制成血薄

膜。待玻片完全干燥后进行 HE染色, 显微镜成像系

统观察, 照相。 

1.3  组织的冰冻切片和 HE染色 

组织的冰冻切片与 HE染色均参考文献[10, 11]

的方法。具体步骤如下: 心脏、肝脏、肾脏、脾脏、

肌肉、精巢和脑组织在中段取材后切成 1—1.5 cm3

的小块, 用 PBS 缓冲液漂洗后浸泡在 4% PFA/PBS

溶液中, 4℃过夜; 将组织块用 PBS缓冲液漂洗两遍, 

泡在 30%蔗糖/PBS溶液中, 4℃过夜; 将组织切为小

块, 用包埋剂包埋; 将冰冻切片机设置为20℃, 切

片厚度设置为 6 μm, 切片, 37℃烘干, 20℃保存; 

HE染色后显微镜成像系统观察, 照相。 

1.4  组织切片免疫荧光共聚焦显微分析 

切片免疫荧光共聚焦显微分析采用以前报道的

方法[12, 13], 具体步骤如下: 取出20℃保存的切片, 

PBS于 4℃复水; 5%奶粉/PBS室温封闭; 银鲫 Vasa

一抗 (1∶500 稀释一抗于 1%奶粉 /PBS)孵育过夜 ; 

PBST漂洗, 10%正常羊血清/PBS封闭; 二抗(1∶50

稀释 FITC-羊抗兔 IgG 于 2%正常羊血清/PBS)孵育; 

在避光条件下用 PBS 漂洗, 1 μg/mL PI/PBS 染核, 

PBS漂洗后用 Leica激光共聚焦显微镜观察, 拍照。 

1.5  外周血 DNA含量的测定 

鲫外周血 DNA 倍性测定样品制备采用参考文

献[14, 15]的方法。用流式细胞仪检测 PI强度, 每样

品至少检测 104 个细胞。流式细胞仪以二倍体彩鲫

外周血作为二倍体内参, 设置电压; 在此电压条件

下检测样品 DNA 含量相对值; 结果用流式处理软

件 EXPO32进行处理; 并以鸡血作为内参计算 DNA

含量绝对值, 计算方法参考文献[14, 15], 公式为:  

DNA含量绝对值=(组织 DNA含量相对值/鸡血

DNA含量相对值)×2.50 pg/nucleus 

所有流式结果 CV值均不超过 8, 以保证数据的

精确性; 利用 SAS软件对所得结果进行统计分析。 

2  结果 

2.1  血细胞 HE染色观察与 DNA含量检测 

与三倍体D系银鲫相比(图 1a1), 异源四倍体外

周血涂片 HE 染色显示有大量具较小圆形细胞核及

具黏连细胞核的红细胞(图 1b1)。异源四倍体外周血

DNA 直方图显示两个主峰(图 1b2), 分别代表不同

DNA含量的红细胞, DNA含量绝对值分别为(3.93±

0.06) pg/nucleus, 所占比例(53.4±19.8)%; (7.07±

0.08) pg/nucleus, 所占比例(40.4±20.3)%。这一现象

与正常 D 系三倍体银鲫外周血 DNA 直方图存在明

显差异(图 1a2)。 

2.2  精巢切片的 HE染色观察 

比较 D 系银鲫和异源四倍体银鲫, 除精巢组织

外, 其他组织均未发现明显差异。在繁殖季节, D系

银鲫精巢的精细小管内充满了精子细胞 (图 2a1, 

a2)。而不同个体的异源四倍体雄性银鲫存在着三种

截然不同的精巢类型。根据精巢的解剖结构, 我们

将它们划分为Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型精巢。其中, I型精

巢与正常雄性 D 系银鲫精巢类似, 可产生大量精

液。HE染色表明, Ⅰ型精巢具有明显的精小囊结构

(图 2b1), 每个精小囊可以由外而内依次观察到精原

细胞、初级精母细胞、次级精母细胞以及内部的精

子细胞和精子(图 2b2)。具有Ⅰ型精巢的异源四倍体

数量非常少, 我们仅发现一尾具Ⅰ型精巢的异源四

倍体银鲫雄鱼。Ⅱ型精巢与Ⅲ型精巢是异源四倍体

主要的精巢类型。异源四倍体的Ⅱ型精巢呈现异常

肥大, 且单侧发育。对Ⅱ型精巢切片进行 HE染色观

察表明, Ⅱ型精巢具有明显的精小囊结构(图 2c1)。

然而, 精小囊内部未观察到由减数分裂产生的精子

细胞(图 2c2)。共观察到 3尾具Ⅱ型精巢的异源四倍

体银鲫雄鱼。Ⅲ型精巢外观呈现细管状。HE染色观

察发现, Ⅲ型精巢没有明显的精小囊结构, 主要由结

缔组织和体细胞组成, 处于未发育状态(图 2d1, d2)。

共观察到 5尾具Ⅲ型精巢的异源四倍体银鲫雄鱼。 

2.3  精巢切片免疫荧光共聚焦显微分析 

RNA解旋酶 Vasa, 作为动物种系细胞的标记基

因, 仅存在于种系细胞而在性腺体系细胞中没有[12]。

用银鲫Vasa抗体对三倍体银鲫D系精巢和异源四倍

体Ⅰ型与Ⅱ型精巢进行免疫荧光共聚焦显微分析 , 

结果表明, 异源四倍体Ⅰ型精巢结构与 D 系三倍体

银鲫精巢相似。在精原细胞中可观察到很强的绿色

荧光信号, 从初级精母细胞开始信号减弱, 到精子

细胞几乎检测不到绿色荧光信号, 在体细胞中完全

没有信号。同时, 在两种鱼的精小囊中都能观察到

大量核被 PI 染为红色的精子细胞和精子(图 3a,b)。

异源四倍体Ⅱ型精巢能观察到少量精原细胞和大量 
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图 1  三倍体 D系银鲫与异源四倍体银鲫外周血涂片的比较 

Fig. 1  Comparison of peripheral blood of triploid gibel carp D clone and allotetraploid gibel carp 
a1. 三倍体 D系银鲫外周血涂片 HE染色结果; a2. 三倍体 D系银鲫外周血 DNA含量直方图; b1. 异源四倍体银鲫外周血涂片 HE染

色结果; b2. 异源四倍体银鲫外周血 DNA含量直方图; c. 鸡血外周血 DNA含量直方图(内参) 

a1. HE staining of blood smear of triploid (D clone) gibel carp; a2. DNA histogram of peripheral blood of triploid (D clone) gibel carp; b1. 
HE staining of blood smear of allotetraploid gibel carp; b2. DNA histogram of peripheral blood of allotetraploid gibel carp; c. DNA histogram 
of peripheral blood of chicken (internal control) 

箭头 1(1→)示具有较小圆形细胞核的红细胞; 箭头 2(2→)示具有黏连细胞核的红细胞 

1. Arrow 1(1→)point to red cells with small, round nuclear; 2. Arrow 2 (2→)point to red cells with attached nuclears 

 

初级精母细胞、次级精母细胞, 但精小囊中未见完

成减数分裂产生的精子细胞和精子(图 3c)。 

3  讨论 

鱼类的外周血细胞与精子细胞都是非常特化的

终端细胞, 其发生过程都具有复杂的机制。与刘少

军等[16]和刘巧等[17]在四倍体鲫鲤和 Lu W T, et al. [18] 

在四倍体鲫鲂中观测到的现象相似, 在异源四倍体

银鲫中观测到了大量异常的具有较小圆形细胞核的

红细胞。此外, 本研究还观察到了具有黏连细胞核

的红细胞, 表明部分异常红细胞可能是在外周血直

接分裂产生的。尽管已有研究报道鲫鱼外周血可直

接分裂[19], 但我们观察的结果表明, 在正常 D 系三

倍体银鲫中, 外周血中分裂的红细胞所占比例非常

低, 明显少于在异源四倍体中观察到的大量分裂细

胞。外周血 DNA含量直方图亦表明, 异常红细胞具

有较小的 DNA 含量, 与正常红细胞及其各个分裂

时期细胞 DNA含量具有明显差别。此外, 直方图显

示异常红细胞 DNA含量 CV值显著高于正常红细胞

(P<0.05), 表明异常红细胞代表的是一系列具有不

同 DNA含量值的细胞群。造成异源四倍体红细胞异

常的原因尚不清楚, 但可能与异源四倍体红细胞较

高的比容和细胞膜脆性有关[17], 也可能与异源基因

组的整入造成的细胞核不稳定性有关。此外, 伴随

脊椎动物多倍化过程的一个普遍规律是红细胞体积

增加[18, 20, 21]。Lu W T, et al. [18]推测, 红细胞体积的 
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图 2  三倍体 D系银鲫与异源四倍体三种精巢类型的比较 

Fig. 2  Comparison of testis of triploid gibel carp D clone and three testis types of allotetraploid gibel carp 
a. 三倍体 D系银鲫(D)精巢; b. 异源四倍体Ⅰ型精巢;  c. 异源四倍体Ⅱ型精巢;  d. 异源四倍体Ⅲ型精巢; 1. 精巢切片 HE染色结果

(×10); 2. (×40) 

a. testis section of triploid gibel carp D clone (D); b. section of typeⅠtestis of all otetraploid gibel carp; c. section of typeⅡtestis of 

allotetraploid gibel carp; d. section of typeⅢ testis of allotetraploid gibel carp; 1. HE staining of testis section (×10); 2. (×40) 

箭头: sg. 精原细胞; sc1. 初级精母细胞; sc2. 次级精母细胞; st. 精子细胞; sz. 精子 

Arrows: sg. Spermatogonium; sc1. Primary spermatocyte; sc2. Secondary speratocyte; st. Spermatid; sz. Spermatozoa 
 

增加导致了相对表面积的降低, 从而影响了红细胞

气体交换的效率, 异源四倍体银鲫外周血存在的异

常红细胞由于具有较小的体积, 可能在一定程度上

减轻了这种不良影响。 
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图 3  三倍体 D系银鲫与异源四倍体Ⅰ型和Ⅱ型精巢 vasa免疫荧光共聚焦显微分析结果 

Fig. 3  Vasa fluorescent immunostaining of testis of triploid gibel carp D clone and typeⅠandⅡ testis of allotetraploid gibel carp 

a. 三倍体 D系银鲫(D)精巢; b. 异源四倍体Ⅰ型精巢;  c. 异源四倍体Ⅱ型精巢 

a. testis section of triploid gibel carp D clone (D); b. section of typeⅠtestis of allotetraploid gibel carp, c. section of typeⅡtestis of 

allotetraploid gibel carp 
箭头: sg. 精原细胞; sc1. 初级精母细胞; sc2. 次级精母细胞; st. 精子细胞; sz. 精子 

Arrows: sg. Spermatogonium; sc1. Primary spermatocyte; sc2. Secondary speratocyte; st. Spermatid; sz. Spermatozoa 
 

刘筠等 [22—24]报道培育了首例可稳定遗传的异

源四倍体鲫鱼人工品系, 且证实可产生具有正常结

构的精子, 但是这一品系与由一套鲤鱼染色体组渗

入三倍体雌核发育银鲫产生的异源四倍体具有完全

不同的产生机制[23, 24]。本研究表明, 绝大多数的异

源四倍体银鲫雄性个体无法产生正常的精子, 且不

育。精巢结构主要分为两种。Ⅱ型精巢可发育出完

整的精小囊结构, 但生殖细胞无法产生正常的精子

细胞和精子。Ⅲ型精巢则未见精小囊结构。vasa 是

第一个被鉴定的银鲫种系细胞标记基因[12], 用银鲫

vasa 为标记, 我们可以清楚地观察到, 异源四倍体

银鲫Ⅰ型精巢完成了正常的减数分裂, 而Ⅱ型精巢

被阻遏在第二次减数分裂过程之中。因此我们推测, 

Ⅱ型精巢败育可能是由于初级精母细胞无法完成减

数分裂造成的。进一步比较异源四倍体银鲫Ⅰ型和Ⅱ

型精巢 fank1、sycp1、spoll等减数分裂特异基因[25—27]

的 RNA 及其蛋白表达和活化水平将有助于我们进

一步理解雌核发育银鲫的精子发生机制。 
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CHARACTERIZATION OF PERIPHERAL BLOOD CELLS AND TESTIS TISSUES OF 
ALLOTETRAPLOID GIBEL CARP 

WANG Cai1, 2, ZHOU Li1, PENG Jin-Xia1 and GUI Jian-Fang1 

(1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 
430072, China; 2. Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 

Abstract: Gibel carp (Carassius auratus gibelio), a unique polyploid fish, is discovered to be able to reproduce by gy-

nogenesis or sexuality reproduction. Since the allotetraploid gibel carp with 212 chromosomes were discovered from the 

gynogenetic offspring of gibel carp activated by red common carp sperm in 1990s, a lot of works have be done to study 

the genome organization and formation mechanism of them. The observations of genomic in situ hybridization and 45S 

rRNA gene localization on the allopolyploid metaphases showed the unusual allotetraploid gibel carp which contain the 

whole chromosomes of gibel carp and one chromosome set of common carp. However, the histological characterizations 

of allotetraploid gibel carp still remain unknown. In this study, we compared the histological features and found sig-

nificant differences in peripheral blood cells and testis tissues between triploid (D clone) and allotetraploid gibel carp. 

The HE staining results showed that there were many abnormal red blood cells with small, round nuclear in the blood 

cell smear of allotetraploid gibel carp, which was obviously different from red blood cells with oval-shaped nuclear of 

triploid gibel carp. Moreover, the dual-nuclear red blood cells indicated a trend of cell division in peripheral blood of the 

allotetraploid gibel carp. Meanwhile, using the flow cytometry technique, we compared the DNA histogram of periph-

eral blood cells between triploid and allotetraploid gibel carp. The result revealed the existence of two kinds of cells 

with different DNA content in peripheral blood of allotetraploid gibel carp. In addition, we observed three testis types of 

allotetraploid gibel carp: TypeⅠ, wild type, which the sperm development was as normal as that of the male D clone 

gibel carp and large quantity of spermatids and sperms could be found in spermatogenic cysts; TypeⅡ, in which 

spermatids and sperms could not be observed in spermatogenic cysts; and Type Ⅲ, lacking the structure of spermato-

genic cysts. Among those three types, TypeⅡ and type Ⅲ were the mainly forms of testis in allotetraploid gibel carp. To 

further study the characterizations of sperm development, fluorescent immunostaining was performed to compare dif-

ferent testis types of allotetraploid gibel carp by using the vasa antibody. The result revealed that germ cells in 

TypeⅠtestis could complete the meiosis process and produce a large number of spermatids and sperms in breeding 

season, while TypeⅡ testis was observed considerable quantities of primary and secondary speratocytes without 

spermatids in its spermatogenic cysts, indicating that germ cells cannot complete the second meiosis process in TypeⅡ 

testis. The unique characterization of red blood cell and testis could broaden our understanding about allotetraploid gibel 

carp. 
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