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摘　要　　本研究采用注射可视嵌入性荧光、剪附肢两种手段对不同期别的三疣梭子蟹进行标记，以研

究标记的适用性及对个体生长的影响。对不同发育阶段三疣梭子蟹进行两个部位荧光注射，统计蜕壳

后可识别率。结果显示，Ⅱ、Ⅲ期幼蟹适合腹面区域注射，Ⅳ期以后幼蟹适合游泳足基节和头胸甲背面的

薄膜关节注射；标记后，经过两次蜕壳，识别率在８０％以上，但经３次蜕壳后，识别率较低；根据标记组、

未标记组生长数据，通过单因素方差分析发现，标记对三疣梭子蟹个体生长无显著性影响。Ⅶ期以后的

幼蟹，更适合剪附肢法，该法操作简单、识别率高，对个体生长、存活无显著性影响（犘＞０．０５）。
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Ｓｈｅａｒａｐｐｅｎｄａｇｅ

标记技术是根据物体所具有或被具有的特性来认识物体的一种鉴别科学，包括物理标记、生物标记、化学

标记。其中物理标记指用物理的方法对所研究的生物个体或群体进行跟踪、警示或鉴别（龙　华等　２００６）。

在水生动物的物理标记研究中，多是关于增殖放流效果评估、生物洄游路线调查等。薄治礼等（２００２）使用体外

挂标志牌和体内注射色液方法对赤点石斑鱼犈狆犻狀犲狆犺犲犾狌狊犪犽犪犪狉犪和青石斑鱼犈狆犻狀犲狆犺犲犾狌狊犪狑狅犪狉犪幼鱼（人工

培育幼鱼和野生幼鱼）和野生成鱼进行标志放流试验，结果表明，石斑鱼幼鱼和成鱼移动范围不大，幼鱼最长经

６５１ｄ、成鱼最长经４８ｄ的移动均在２ｎｍｉｌｅ以内。杨德国等（２００５）用外挂银牌和ＣＷＴ双重标记，向长江放

流人工繁殖中华鲟，结果表明，人工放流中华鲟稚鲟和幼鲟的生长、洄游及分布与自然种群没有明显差异，放流

较大规格的幼鲟有利于提高其成活率。Ｅｓｂｅｎ等（２００１）对褐鳟幼体进行了荧光标记实验，并研究了荧光标记

对幼体生长和存活率的影响。郝振林等（２００８）利用荧光物质茜素络合指示剂浸泡金乌贼幼体，对其内壳进行

标志，结果显示，此标志法不影响金乌贼成活率及生长发育。董智勇等（２０１０）在曼氏无针乌贼幼体背部注射茜

素络合指示剂溶液，结果显示，此方法对曼氏无针乌贼成活率和生长发育均无显著影响，比较适用。

在甲壳动物中，罗　坤等（２００８）采用可视嵌入性荧光标记对中国对虾幼虾进行标记。结果显示，此标记对

中国对虾的生长没有影响，标记保持率很高，适合中国对虾大规模标记。刘海映等（２００９）对中国对虾和日本对

虾进行荧光标记实验，标记保持率在９５％以上。Ｊｅｒｒｙ等（２００１）对小龙虾进行步足、腹部和尾肢３个部位的标

记，７０ｄ后的标记保持率分别为９４％、９２％和８２％。Ｇｏｄｉｎ等（１９９５）进行过凡纳滨对虾犘犲狀犪犲狌狊狏犪狀狀犪犿犲犻的

幼体和成虾荧光标记实验，标记的部位为第６腹节，７０～９８ｄ后，幼体和成虾的标记保持率分别为９９．９％和

１００％。Ｆｉｔｚ等（１９９１）进行美洲蓝趾蟹犆犪犾犾犻狀犲犮狋犲狊狊犪狆犻犱狌狊室内芯片标记实验，第１次蜕皮后，标记识别率为

９６％～９８％，且成活率、生长速度与未标记组无显著性差异；Ｏｋａｍｏｔｏ等（１９９９）进行了三疣梭子蟹犘狅狉狋狌狀狌狊

狋狉犻狋狌犫犲狉犮狌犾犪狋狌狊金属丝编码标记实验，幼蟹标记后进行养殖，２０ｄ后７０％可以识别，１９～１２０ｄ后，１０％可识别。

目前，三疣梭子蟹养殖业主要还是依靠捕捞野生亲蟹来满足生产育苗的需要，这种状态限制了其发展。一

方面，这些捕捞的野生三疣梭子蟹可能携带感染性病毒。据报道，近年来，随着梭子蟹养殖规模的不断扩大，各

种病害也开始接踵而至，并出现大规模发生和暴发性流行的趋势，给产业和区域经济的发展造成重大损失

（王国良等　２００６）；另一方面，由于环境恶化和过度捕捞导致野生资源下降。为了改善这种状况以及实现三疣

梭子蟹产业的可持续性发展，目前我国科技工作者展开了两方面的研究：增殖放流与良种培育。我国每年三疣

梭子蟹增殖放流量达数亿尾，由于没有合适的个体标记，无法对放流个体进行跟踪或回捕率调查等。再者三疣

梭子蟹选育工作已展开，为精确评估各家系生长性能、各个重要经济性状的遗传参数，需要将幼体放入同一环

境条件下进行培育，以消除环境差异对遗传方差的影响，而使幼体在同一环境条件下混养就需要对个体或品系

进行标记。针对以上问题，结合三疣梭子蟹生物特性，本研究采用荧光标记和剪附肢两种方法对三疣梭子蟹进

行标记，完成梭子蟹整个养殖过程的标记，对三疣梭子蟹的育种、增殖放流效果评估工作具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料

本研究在山东省昌邑市海丰水产养殖有限责任公司进行，用于实验的三疣梭子蟹来源于该公司２０１０年４

月培育的家系，荧光标记材料（ＶＩＥ）购自美国ＮＭＴ公司。

１．２　方法

１．２．１　荧光标记方法

将进行荧光标记的两种成分按比例混合均匀。一种成分为荧光颜料，另一种为凝固剂，按１∶１的比例进

行混合。将混合物吸取适量到３ｍｌ的小型注射器中，使用２９号针头，用专门的手动注射器进行注射。注射部

８８
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位为Ａ、Ｂ两个部位，其中Ａ为三疣梭子蟹第二、三、四对附肢所对应的结构相似的腹面区域，Ｂ为游泳足基节

和头胸甲背面的薄膜关节（图１）。在标记前先用酒精对注射部位进行消毒，注射完毕后，再次用酒精进行消毒

以免感染。本研究中荧光标记在最佳注射部位研究中，每期Ａ、Ｂ两个部位各注射１００个个体，通过比较效果，

制定不同发育阶段（从Ⅱ期幼蟹开始）最佳注射部位；在荧光标记识别率分析研究中，每期各注射１００个个体，

每次蜕壳后统计可识别个数，计算识别率；而在荧光标记对生长影响研究中，以５个家系Ⅷ期个体为材料做标

记，每个家系４个平行，每个平行２５个个体，同时建立未做标记对照组４个平行，每个平行２５个个体，测量每

个个体初始体重及养殖２０、４０ｄ后体重。

１．２．２　剪附肢

利用手术剪对三疣梭子蟹游泳足末节进行两种方式剪切：直线型、三角型。用酒精棉球对手术剪和剪切部

位进行消毒。本研究中在剪附肢标记识别率分析研究中，每种剪切方式各剪切１００个个体，每次蜕壳后统计可

识别个数，计算识别率；而在剪附肢标记对生长影响研究中，以５个家系Ⅷ期个体为材料做标记，每个家系４个

平行，每个平行２５个个体，同时建立未做标记对照组４个平行，每个平行２５个个体，测量每个个体初始体重及

养殖２０、４０ｄ后体重。

１．２．３　养殖

完成标记后的个体放入１０ｍ３水泥池中养殖，连续充气，饵料以大卤虫、鲜活蓝蛤为主；同样条件下设立未

标记三疣梭子蟹对照组。蜕壳后，进行标记保持率统计、生长性状指标测量。

１．３　统计分析

采用ＳＰＳＳ软件分析标记三疣梭子蟹和未标记三疣梭子蟹的体重差异情况，并对标记的保持率进行统计。

２　结果

２．１　各期幼蟹最佳注射部位

根据三疣梭子蟹个体规格及甲壳不透明两个因素，制定了每个发育期（Ⅱ期幼蟹至Ⅹ期成蟹，三疣梭子蟹

每蜕壳１次，发育期增加１）最佳荧光注射部位，见表１。图１为不同部位荧光标记示意图。

表１　三疣梭子蟹各发育期最佳注射部位

Ｔａｂｌｅ１　Ｂｅｓｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅｆｏｒ犘狅狉狋狌狀狌狊狋狉犻狋狌犫犲狉犮狌犾犪狋狌狊ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅ

发育阶段 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ Ⅶ Ⅷ Ⅸ Ⅹ

全甲宽 Ｆｕｌｌｃａｒａｐａｃｅｗｉｄｔｈ（ｍｍ） ７．０ １３．３ １９．４ ２４．５ ３６．８ ５５．０ ７５．０ ９５．０ １２３．０

标记部位 Ｔａｇｇｅｄｓｉｔｅ Ａ Ａ Ｂ Ｂ Ｂ Ｂ Ｂ Ｂ Ｂ

ａ．Ⅲ期幼蟹在Ａ部位注射荧光　　　　　　　　　　　　　ｂ．Ⅳ期幼蟹在Ａ部位注射荧光

　ａ．ＶＩＥｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＳｔａｇｅⅢｊｕｖｅｎｉｌｅｃｒａｂａｔｓｉｔｅＡ　　　　ｂ．ＶＩＥｉｎｊｅｃｔｉｏｎＳｔａｇｅⅣｊｕｖｅｎｉｌｅｃｒａｂａｔｓｉｔｅＡ　　

图１　不同部位荧光标记

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｄｉａｇｒａｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ

９８
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２．２　荧光标记识别率

各期幼蟹在最佳部位注射荧光标记，蜕皮后荧光标记识别率结果见表２。横轴为做标记的期别，纵轴为标

记后发育期别。由表２得知荧光标记后，第一次蜕壳可识别率为１００％。图２为蜕壳后荧光标记效果图。Ｖ

期幼蟹经过３次蜕壳后，发育至Ⅷ期时，部分个体荧光标记清晰可辨。

表２　三疣梭子蟹荧光标记蜕壳后识别情况

Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＶＩＥｔｈｒｏｕｇｈｍｕｌｔｉｐｌｅｍｏｌｔｓ

发育阶段

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅ

识别率Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒａｔｅ（％）

Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ Ⅶ Ⅷ Ⅸ

Ⅲ １００

Ⅳ ９８ １００

Ⅴ ８０ ９６ １００

Ⅵ １０ ３５ ９６ １００

Ⅶ ０ ２０ ３０ ９０ １００

Ⅷ ０ １２ ２２ ８９ １００

Ⅸ ０ ０ １５ ８０ １００

Ⅹ ０ １０ ８０ １００

ａ．Ⅴ期幼蟹在Ｂ部位注射荧光标记　　　　　　　　　　　　ｂ．Ⅴ期幼蟹经过３次蜕壳后　　

　　　　　ａ．ＶＩＥｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＳｔａｇｅⅤｊｕｖｅｎｉｌｅｃｒａｂａｔｓｉｔｅＡ　　ｂ．ＶＩＥｅｆｆｅｃｔｏｆＳｔａｇｅⅤｊｕｖｅｎｉｌｅｃｒａｂａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｍｏｌｔｓ　

图２　蜕壳后荧光标记效果

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＶＩＥａｆｔｅｒｍｏｌｔｓ

２．３　荧光标记对梭子蟹生长的影响

对２０１０年５个家系Ⅷ期幼蟹注射荧光标记，标记时的体重与标记后养殖２０ｄ、４０ｄ的体重进行单因素方差分

析。结果显示，荧光标记梭子蟹与未标记梭子蟹在初始体重、２０ｄ、４０ｄ后体重均无显著差异（犘＞０．０５）（表３）。

表３　荧光标记对个体生长及存活的影响

Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＶＩＥｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｏｆ犘．狋狉犻狋狌犫犲狉犮狌犾犪狋狌狊

家系

Ｆａｍｉｌｙ

初始体重

Ｉｎｉｔｉａｌｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ（ｇ）

标记组

Ｔａｇｇｅｄ

对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ

２０ｄ后体重

Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｔ２０ｄ（ｇ）

标记组

Ｔａｇｇｅｄ

对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ

４０ｄ后体重

Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｔ４０ｄ（ｇ）

标记组

Ｔａｇｇｅｄ

对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ

４０ｄ后成活率

Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅａｔ４０ｄ（％）

标记组

Ｔａｇｇｅｄ

对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ

１ ２９．８３±４．２３ ２９．８８±４．１２ ７７．０４±９．２１ ７８．２１±９．２９ １１９．４５±１４．０４ １２０．４５±１４．２１ ４８．００±７．３５ ５０．００±８．０５

２ ３０．７３±４．５１ ３０．５３±４．３８ ８０．１８±１０．２１ ７９．４０±１０．２３ １２１．８２±１４．２１ １１８．２７±１３．１８ ４６．００±７．２４ ５２．００±８．３６

３ ３２．８１±４．４２ ３２．７２±４．２５ ７８．５４±９．２５ ７８．９４±９．２４ １１３．４１±１１．４８ １１７．５２±１２．７５ ５２．００±８．４２ ４８．００±７．５２

４ ３２．９０±４．１８ ３２．９３±４．２５ ７７．７３±９．１８ ７７．２７±９．０７ １１８．２５±１２．８９ １１６．９８±１２．３８ ５６．００±８．９６ ６０．００±９．２５

５ ３２．１０±４．２２ ３２．１５±４．２４ ８３．４０±１０．８４ ８３．４８±１０．８８ １２０．３３±１４．２９ １２５．３９±１４．８７ ６２．００±９．４６ ６０．００±９．３０

０９
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表４　剪附肢标记识别情况

Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｓｈｅａｒａｐｐｅｎｄａｇｅ

ｔｈｒｏｕｇｈｍｕｌｔｉｐｌｅｍｏｌｔｓ

发育阶段

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅ

识别率Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒａｔｅ（％）

Ⅶ Ⅷ Ⅸ

Ⅷ １００

Ⅸ １００ １００

Ⅹ １００ １００ １００

　　对５个家系标记组、对照组成活率进行单因素方

差分析，结果显示，荧光标记梭子蟹与未标记梭子蟹在

４０ｄ后成活率均无显著差异（犘＜０．０５）。

２．４　剪附肢标记识别率

由于Ⅱ～Ⅵ期幼蟹个体太小，不太适合剪附肢，因

此剪附肢标记适合于Ⅶ期以后的幼蟹。剪附肢方式包

括直线型、三角型。蜕皮后标记识别率见表４，识别率

均为１００％。

图３为剪附肢标记示意图。图４为蜕壳前后剪附

肢效果图。

ａ．采用三角型剪附肢标记Ⅷ期个体　　　　　　　　　　ｂ．采用直线型剪附肢标记Ⅷ期个体

ａ．ＴｒｉｇｏｎａｌｓｈｅａｒａｐｐｅｎｄａｇｅｏｆＳｔａｇｅⅧｃｒａｂ　　　　　　ｂ．ＲｅｃｔｉｌｉｎｅａｒｓｈｅａｒａｐｐｅｎｄａｇｅｏｆＳｔａｇｅⅧｃｒａｂ

图３　剪附肢标记

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｄｉａｇｒａｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｈｅａｒａｐｐｅｎｄａｇｅ

２．５　剪附肢对梭子蟹生长的影响

对２０１０年５个家系个体标记Ⅷ期幼蟹的体重与２０ｄ、４０ｄ后的体重进行单因素方差分析。结果显示，剪附

肢梭子蟹与未标记梭子蟹在初始体重、２０ｄ、４０ｄ后体重均无显著差异（犘＜０．０５）（表５）。

ａ．三角型剪附肢个体蜕壳前后标记的变化　　　　　　　ｂ．直线型剪附肢个体蜕壳前后标记的变化

　　　　　　ａ．Ｔｈｅｔａｇｉｎｐｒｅｍｏｌｔａｎｄｐｏｓｔｍｏｌｔｏｆ

　　　　　　ｔｒｉｇｏｎａｌｓｈｅａｒａｐｐｅｎｄａｇｅｃｒａｂ

ｂ．Ｔｈｅｔａｇｉｎｐｒｅｍｏｌｔａｎｄｐｏｓｔｍｏｌｔｏｆ　　　　　　

ｒｅｃｔｉｌｉｎｅａｒｓｈｅａｒａｐｐｅｎｄａｇｅｃｒａｂ　　　　　　

图４　蜕壳前后剪附肢标记效果

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｈｅａｒａｐｐｅｎｄａｇｅａｆｔｅｒｍｏｌｔｓ

１９
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表５　剪附肢标记对三疣梭子蟹个体生长及存活的影响

Ｔａｂｌｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｈｅａｒａｐｐｅｎｄａｇｅｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｏｆ犘．狋狉犻狋狌犫犲狉犮狌犾犪狋狌狊

家系

Ｆａｍｉｌｙ

初始体重

Ｉｎｉｔｉａｌｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ（ｇ）

标记组

Ｔａｇｇｅｄ

对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ

２０ｄ后体重

Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｔ２０ｄ（ｇ）

标记组

Ｔａｇｇｅｄ

对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ

４０ｄ后体重

Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｔ４０ｄ（ｇ）

标记组

Ｔａｇｇｅｄ

对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ

４０ｄ后成活率

Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅａｔ４０ｄ（％）

标记组

Ｔａｇｇｅｄ

对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ

１ ２９．１２±４．２１ ２９．４９±４．３２ ７３．２８±９．３６ ７２．３４±９．１８ １２２．３５±１４．３３ １２１．２１±１４．１２ ５２．００±８．６０ ４８．００±７．３１

２ ３２．６３±４．６２ ３１．４３±４．５２ ８２．３８±９．７２ ７９．７８±９．８５ １２４．３１±１４．２６ １１９．３７±１４．５４ ４８．００±７．２１ ５０．００±８．４２

３ ３１．８１±４．３８ ３２．８８±４．６５ ７６．３４±９．９７ ７４．４９±９．４５ １１４．８１±１３．８９ １１６．３２±１４．１３ ５２．００±７．９８ ４８．００±７．３５

４ ３２．９４±４．７１ ３２．２７±４．２０ ７４．３９±９．５４ ７６．４２±９．８８ １１７．９５±１４．２３ １１８．４２±１４．０８ ６０．００±８．９４ ５８．００±８．８９

５ ３０．１４±４．３９ ３１．４５±４．３３ ８４．５６±１０．１５ ８２．３９±１０．２３ １２１．４２±１４．０８ １２３．６９±１４．６２ ６２．００±９．０５ ６０．００±９．９６

对５个家系标记组、对照组成活率进行单因素方差分析，结果显示，剪附肢标记梭子蟹与未标记梭子蟹在

４０ｄ后成活率均无显著差异（犘＜０．０５）。

３　讨论

３．１　两种标记对三疣梭子蟹存活和生长的影响

通过对三疣梭子蟹标记后成活率、体重的统计分析，发现荧光标记、剪附肢标记的梭子蟹和未标记的梭子

蟹在成活率、生长方面无显著差异，表明梭子蟹的生长没有受到标记的影响。

三疣梭子蟹体内标志实验，如锚状金属牌（林元华等　１９８５）、金属丝编码（Ｏｋａｍｏｔｏ犲狋犪犾．　１９９９），均不

适合三疣梭子蟹增殖放流与良种选育：第一，规格小：三疣梭子蟹自Ⅱ期幼蟹开始室外放流或养殖，而Ⅱ期幼蟹

全甲宽大约０．７ｃｍ，规格小不适合体内标志注射；第二，伤害大：用机械枪体内注射时，易发生破壳及体液流出，

这些损害均易导致个体死亡；第三，价格昂贵：三疣梭子蟹增殖放流、良种选育工作每年均需要标记个体达几十

万只，体内标志相对来说，价格较高。

３．２　标记的保持率分析

从统计结果可以看出，梭子蟹标记Ⅱ～Ⅳ期最佳标记为腹面区域注射荧光标记；Ⅴ～Ⅵ期最佳标记为游泳

足基节和头胸甲背面的薄膜关节注射荧光标记；Ⅶ～ Ⅸ期最佳标记为剪附肢。荧光标记经两次蜕壳后，可识

别率在８０％以上，但经３次蜕壳后，识别率很低。因此在应用过程中，如果养殖期间超过两次蜕壳，中间需要

再注射荧光。剪附肢易操作，但要求个体规格大，规格太小，不易识别。因此，将两种标记结合起来利用，效果

最佳。

３．３　两种标记在三疣梭子蟹研究领域的应用前景

我国从２０世纪５０年代开始渔业资源增殖研究与放流活动，科研工作者围绕增殖效果和回捕率进行了大

量研究探索，并以标志技术的研究、标志生物的采集和渔获物产量统计等方法作为评估增殖放流效果的重要手

段。自２０００年以来，三疣梭子蟹增殖放流工作逐渐展开，增殖效果急需科学评价，标记问题的初步解决必将为

增殖放流效果的评价起到积极推动作用。

在三疣梭子蟹大规模家系选育过程中，由于混养时采取的标记手段必须要能够区分开足够数量的家系，而

荧光标记技术用不同部位、不同颜色组合，则可完全解决这个问题。标记的解决，首先可以精确评估三疣梭子

蟹重要经济性状遗传参数，其次可以对三疣梭子蟹个体育种值进行评估。因此，梭子蟹个体标记的解决必将加

快三疣梭子蟹良种培育的进程。

２９
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