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利用不同盐度诱导长牡蛎三倍体的研究

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摘　要：　采用低盐度（４、６、８、１０、１２、１４、１６）和高盐度（４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０）在４０％～５０％受精卵出现第一极体时处理

１０和１５ｍｉｎ，进行长牡蛎三倍体的诱导。在低盐度诱导三倍体实验中，随着盐度降低，Ｄ型幼虫孵化率逐渐降低，处理１０
和１５ｍｉｎ的卵裂率差异显著（Ｐ＜０．０５），孵化率差异不显著（Ｐ＞０．０５）。当盐度为８时，处理受精卵１０与１５ｍｉｎ，三倍体

诱导率最高分别可达８４．４％和９１．０％，两处理组三倍体诱导率差异显著（Ｐ＜０．０５）。在高盐度诱导三倍体实验中，随着盐

度升高，Ｄ型幼虫孵化率逐渐降低，处理１０和１５ｍｉｎ的卵裂率和孵化率均差异显著（Ｐ＜０．０５）。当盐度为５５时，处理受精

卵１０ｍｉｎ，三倍体诱导率最高为８０．３％；当盐度为６０时，处理受精卵１５ｍｉｎ，三倍体诱导率最高为９７．１％，两处理组三倍体

诱导率差异显著（Ｐ＜０．０５）。研究发现，在盐度为８和６０条件下，４０％～５０％的受精卵出现第一极体时，处理１５ｍｉｎ，长牡

蛎三倍体诱导率最高。
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　　自１９８１年美国学者Ｓｔａｎｌｅｙ［１］采用细胞松弛素成
功地诱导出美洲牡蛎（Ｃ．ｖｉｒｇｉｎｉｃａ）三倍体以来，三倍
体贝类就以其育性差、生长快、口味不受繁殖季节限制
等优势，养殖前景广阔［２－３］而成为贝类遗传育种研究的
热点。诱导牡蛎多倍体的方法多以使用细胞松弛素Ｂ
（ＣＢ）、６－ＤＭＡＰ等药物［１，４－７］为主，虽然ＣＢ、６－ＤＭＡＰ诱
导效果较好，但诱导剂毒性较大，从而降低了幼虫的成
活率和孵化率，而且诱导剂的安全性也有待验证。作
者利用不同海水盐度梯度变化进行牡蛎三倍体的诱

导，借鉴文献［７－８］的研究，相对于药物诱导法，利用海
水盐度梯度变化诱导贝类产生三倍体具有无毒、成本
低、适合产业化生产等优点，具有广阔的推广前景。

１　材料与方法

１．１材料
实验材料：长牡蛎亲贝为二龄贝，于２００９年６月购

自威海市乳山牡蛎养殖场。
器材和药品：所用器材为３、２和１Ｌ的烧杯，纯净

水，氯化钠，显微镜等。

１．２实验方法

１．２．１精卵获取及受精　　将性腺成熟度较好的牡蛎
洗刷干净，开壳，通过镜检将雌雄长牡蛎分开。用解剖
刀将卵子剥离到盛有海水的３Ｌ的烧杯中，先用１００目
的筛绢初滤，再用２５０目的筛绢过滤，最后用５００目的
筛绢过滤掉组织液，放入３Ｌ的烧杯中加入过滤海水并

进行定量。在受精前１０ｍｉｎ左右，将雄贝性腺剥离到
盛有海水的１Ｌ的烧杯中，并用２５０目的筛绢过滤后使
用。卵子浸泡３０～４０ｍｉｎ后，将一定量的精液加入到
卵液中人工授精，受精过程中不断搅动，受精５～１０ｍｉｎ
后用５００目筛绢洗卵，去除多余的精子和组织碎屑。

１．２．２低盐、高盐梯度设计　　实验用盐度为３０的正
常海水作为对照组，低盐梯度设定为４、６、８、１０、１２、１４
和１６　７个低盐度组，是通过向正常海水中加纯净水的
方法配制而成；高盐梯度设定为４０、４５、５０、５５、６０、６５
和７０　７个高盐度组，是通过向正常海水中加 ＮａＣｌ配
制。各组平行试验设置３个重复。

１．２．３三倍体诱导方法　　当４０％～５０％的受精卵出
现第一极体时，将一定量的受精卵立即放至上述不同
盐度梯度的烧杯中，分别处理１０和１５ｍｉｎ，抑制受精
卵第二极体的释放，处理结束后迅速移至正常的海水
中。

１．２．４倍性分析　　将幼虫用３００目筛绢滤出浓缩，收
集到１．５ｍＬ离心管中，加入１ｍＬ　ＤＡＰＩ荧光染液，于

－２０℃低温保存。进行荧光分析时，将样品于常温下
解冻，振荡器震荡０．５ｍｉｎ，制成细胞悬液，在４℃下２４ｈ
内采用Ｐａｒｔｅｃ　ＰＡⅡ流式细胞仪（ＦＣＭ）进行倍性分析。

１．３数据统计分析
统计卵裂率、Ｄ幼孵化率。卵裂率是统计发育到

两细胞以上受精卵占所有受精卵的百分率。Ｄ幼孵化
率是统计刚孵化后的Ｄ型幼虫占所有受精卵的比率。
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数据统计分析使用 Ｅｘｃｅｌ软件。三倍体诱导率由

ＦｌｏｗＭａｘ软件计算出。

２　结果与分析

２．１低盐诱导处理后的长牡蛎卵裂和孵化
孵化水温为２２～２３℃，２４ｈ孵化出Ｄ幼后，统计

卵裂率和Ｄ幼孵化率。结果见图１和２。

（标相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），标有不同字母表示差异显著

（Ｐ＜０．０５）。Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｍｅａｎ　ｎｏ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），

ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｍｅａｎ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．）

图１　受精卵低盐处理１０和１５ｍｉｎ的卵裂率变化情况

Ｆｉｇ．１　Ｃｌｅａｖａｇｅ　ｒａｔｅ　ｗｉｔｈ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｌｏｗ－ｓａｌｉｎｉｔｙ　ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｕｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（１０ｍｉｎｕｔｅｓ　ａｎｄ　１５ｍｉｎｕｔｅｓ）

　　从图１可以看出，随着盐度趋向正常海水，各处理
组卵裂率逐渐升高，正常盐度下（对照组）卵裂率最高。
在盐度４～１４各实验组中，处理１０与１５ｍｉｎ卵裂率差
异性显著（Ｐ＜０．０５），当盐度达到１６时，２组差异以及
对照组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

　　从图２可以看出，随着盐度趋向正常海水，各处理
组孵化率逐渐升高，正常盐度下（对照组）孵化率最高。
在盐度４和６实验组中，处理１０与１５ｍｉｎ孵化率极
低，各盐度条件下，１０与１５ｍｉｎ处理组差异不显著（Ｐ＞
０．０５）。

（标相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），标有不同字母表示差异显著

（Ｐ＜０．０５）。Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｍｅａｎ　ｎｏ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），

ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｍｅａｎ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．）

图２　受精卵低盐处理１０和１５ｍｉｎ的孵化率变化情况

Ｆｉｇ．２　Ｈａｔｃｈｅｒｙ　ｒａｔｅ　ｗｉｔｈ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｌｏｗ－ｓａｌｉｎｉｔｙ　ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｕｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（１０ｍｉｎｕｔｅｓ　ａｎｄ　１５ｍｉｎｕｔｅｓ）

２．２低盐诱导长牡蛎三倍体率的分析结果
用流式细胞仪进行三倍体诱导率分析，其结果见

图３和４。

（＊表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。＊Ｉｎ　ｅａｃｈ　ｒｏｗ　ｍｅａｎ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
（Ｐ＜０．０５）．）

图３　长牡蛎受精卵低盐处理１０和１５ｍｉｎ的三倍体诱导率

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｒｉｐｌｏｉｄｙ　ｒａｔｅ　ｗｉｔｈ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｌｏｗ－ｓａｌｉｎｉｔｙ
ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｕｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（１０ａｎｄ　１５ｍｉｎ）

（Ａ：对照组２ｎｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：盐度为８的诱导组Ｇｒｏｕｐ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｓａｌｉｎｉｔｙ　ｏｆ　８）

图４　低盐诱导长牡蛎流式细胞仪倍性检验结果

Ｆｉｇ．４　Ｐｌｏｉｄｙ　ｌｅｖｅｌ　ｒｅｖｅａｌｅｄ　ｂｙ　Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｌｏｗ－ｓａｌｉｎｉｔｙ

７２
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　　通过图３可以看出，处理１５ｍｉｎ与处理１０ｍｉｎ组
的Ｄ幼三倍体率，在盐度为８的条件下差异显著（Ｐ＜
０．０５），其它各盐度组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。分别处
理１０和１５ｍｉｎ，其盐度在６～１０时，诱导的Ｄ幼三倍体
率达到８０％以上；其中盐度为８时，处理受精卵１０ｍｉｎ，
三倍体诱导率达８４．４％；处理受精卵１５ｍｉｎ时，三倍
体诱导率最高，为９１．０１％。当盐度为４时，三倍体率
最低；盐度在１６以上时，Ｄ幼三倍体诱导率较低。

２．３高盐诱导处理后的长牡蛎卵裂和孵化
分别将受精卵在不同高盐度梯度中处理１０和１５ｍｉｎ

后，移到正常海水中孵化，孵化水温为２２～２３℃，２４ｈ
孵化出Ｄ幼后，统计卵裂率和孵化率。结果见图５和

６。

（标相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），标有不同字母表示差异显著

（Ｐ＜０．０５）。Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｍｅａｎ　ｎｏ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），

ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｍｅａｎ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．）

图５　长牡蛎受精卵高盐处理１０和１５ｍｉｎ的卵裂率

Ｆｉｇ．５　Ｃｌｅａｖａｇｅ　ｒａｔｅ　ｗｉｔｈ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｈｉｇｈ－ｓａｌｉｎｉｔｙ　ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｕｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（１０ａｎｄ　１５ｍｉｎ）

（标相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），标有不同字母表示差异显著
（Ｐ＜０．０５）。Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｍｅａｎ　ｎｏ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），

ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｍｅａｎ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．）

图６　长牡蛎受精卵高盐处理１０和１５ｍｉｎ的孵化率

Ｆｉｇ．６　Ｈａｔｃｈｅｒｙ　ｒａｔｅ　ｗｉｔｈ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｈｉｇｈ－ｓａｌｉｎｉｔｙ　ｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｕｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（１０ａｎｄ　１５ｍｉｎ）

　　从图５和６可看出，随着盐度升高，卵裂率与孵化
率逐渐降低，对照组最高。处理１０与１５ｍｉｎ的对照组
的卵裂率与孵化率差异不显著（Ｐ＞０．０５），盐度为７０
时，处理１０与１５ｍｉｎ组孵化率差异不显著（Ｐ＞０．０５），
其它各盐度条件下，处理１０ｍｉｎ组与处理１５ｍｉｎ组，卵

裂率与孵化率差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．４高盐诱导长牡蛎三倍体率的分析结果
用流式细胞仪进行三倍体诱导率检测。测量结果

见图７和８。

（＊表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。＊Ｉｎ　ｅａｃｈ　ｒｏｗ　ｍｅａｎ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
（Ｐ＜０．０５）．）

图７　长牡蛎受精卵高盐处理１０和１５ｍｉｎ的三倍体诱导率

Ｆｉｇ．７　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｒｉｐｌｏｉｄｙ　ｒａｔｅ　ｗｉｔｈ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｈｉｇｈ－ｓａｌｉｎｉｔｙ
ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｕｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（１０ａｎｄ　１５ｍｉｎ）

　　通过图７可以看出，处理１５ｍｉｎ组和１０ｍｉｎ组三
倍体率均随着盐度的升高而升高，且在盐度为５５～７０
时，两者差异显著（Ｐ＜０．０５）。盐度在６０～７０时，诱导
的Ｄ幼三倍体比率较高，为９０％以上，其中盐度６０组
最高，处理受精卵１５ｍｉｎ，三倍体诱导率为９７．１３％。
当盐度为４０时，三倍体率小于１０％。当盐度为５５时，
处理受精卵１０ｍｉｎ，三倍体诱导率最高为８０．３％。

３　讨论

３．１不同盐度梯度对卵裂和Ｄ幼孵化率的影响
不同低盐和高盐梯度处理，会影响受精卵发育（至

Ｄ型幼虫的）过程，不同盐度梯度可引起长牡蛎Ｄ幼率
明显下降，这一结果与王昭萍、张晨晨及于瑞海等［８－１０］

在栉孔扇贝、虾夷扇贝、海湾扇贝中研究的结果一致。
这种现象说明不同盐度梯度可能引起牡蛎受精卵发育

过程中的渗透压变化，引起一种特定环境胁迫作用，造
成发育过程中成活率下降。这一现象有待于进一步开
展生理学方面的研究。

３．２不同盐度、不同处理时间对三倍体诱导效果的影响
本实验在低盐６～１０范围内三倍体诱导率最高，

当盐度为４时，因盐度过低对受精卵的抑制作用过大，
使长牡蛎胚胎发育无法继续发育，因此，没有Ｄ型幼虫
孵出，这与扇贝［８－１０］的实验结果相似。
本实验在高盐５５～６０范围内获得的三倍体诱导

率最高；当盐度为７０时，因盐度较高对受精卵的抑制
作用较大，影响了长牡蛎受精卵的胚胎发育，因此，Ｄ
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（Ａ：对照组。Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：盐度为６０的诱导组。Ｂ：Ｇｒｏｕｐ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｓａｌｉｎｉｔｙ　ｏｆ　６０．）

图８　高盐诱导的长牡蛎的流式细胞仪倍性检验结果

Ｆｉｇ．８　Ｐｌｏｉｄｙ　ｌｅｖｅｌ　ｒｅｖｅａｌｅｄ　ｂｙ　Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｈｉｇｈ－ｓａｌｉｎｉｔｙ

型幼虫孵化率较低。
处理盐度相同，处理时间也存在“最适”现象，本实

验范围内１５ｍｉｎ的处理效果好于１０ｍｉｎ。本实验的长
牡蛎最适盐度和最适处理时间和扇贝［８－１０］存在明显差

异，可能与物种不同有关。

３．３盐度诱导三倍体与其他方法的比较
三倍体诱导自研究初期便采用多种方法，包括物

理、化学、生物方法，也进行了一些对比工作。与理化
方法相比，生物杂交可产生全三倍体，一度吸引研究方
向转向四倍体的研究，但因价格昂贵，研究者在探讨新
的方法。物理方法普遍采用的是温度休克，与化学诱
导三倍体相比，方法安全但诱导率低。盐度诱导是近
年提出的新的物理诱导方法，已在虾夷扇贝［８］、栉孔扇
贝［９］、海湾扇贝［１０］、太平洋牡蛎［１１］中进行验证，三倍体
诱导率非常高。本研究中太平洋牡蛎的诱导条件与已
报道的虾夷扇贝的诱导条件不同，可能与物种不同有
关，但两者获得的三倍体组幼虫均表现出明显的生长
优势。
王清印等认为化学诱导剂６－ＤＭＡＰ能有效抑制受

精卵的染色体分离和原核移动而产生三倍体，未发现
对胚胎发育造成明显的不良影响［１２］。但这种化学试剂
的残留对三倍体贝类食用安全是否具有潜在隐患还有

待于进一步的探讨。目前低渗诱导三倍体的作用机理
还不明确，王昭萍等［９］认为可能与低渗引起的能量代
谢紊乱影响微管和微丝的形成有关。具体作用机理仍
有待于进一步研究。

４　结语

本文以中国北方重要贝类养殖品种长牡蛎为实验

材料，采用不同盐度的低盐、高盐来诱导长牡蛎三倍
体。通过实验得出的结论为，低盐为８和高盐为６０时，
且４０％～５０％的受精卵出现第一极体时，对受精卵处

理１５ｍｉｎ，三倍体诱导率最高分别为９１．０％和９７．１％。
采用盐度处理受精卵诱导三倍体是近年贝类三倍体诱

导的新方法，该诱导方法操作简单、成本低廉、无毒，本
文提出后高盐诱导长牡蛎三倍体的方法，非常适合在
贝类三倍体育苗技术产业化中进行推广应用。
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