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摘要    本研究首次采用投喂标记饲料的方法，对牙鲆(Paralichthys olivaceus)耳石锶(Sr)标记进行

研究。实验组设置 1、8、64 g/kg (SrCl2ˑ6H2O/饲料) 3 个梯度，无 SrCl2ˑ6H2O 添加饲料为对照组，

投喂标记饲料 10 d，再养殖 30 d 后采样。利用 EPMA 对样本的矢耳石进行线性定量和面分析，检

测耳石 Sr 标记效果。结果显示，8、64 g/kg 实验组耳石均出现 Sr 标记。8 g/kg 组耳石 Sr 标记峰值

为对照组的 2 倍，64 g/kg 组耳石 Sr 标记峰值较对照组分别高 6 倍和 18 倍，Sr 标记峰值随着标记

饲料浓度增加而增大。对各梯度组生长研究发现，1、8 g/kg 梯度组全长分别为(11.11±1.32) cm 和

(10.88±1.07) cm，差异不显著(P>0.05)，1、8 g/kg 梯度组与 0、64 g/kg 梯度组全长差异显著(P<0.05)，

说明摄食适量 Sr 元素，可促进鱼体生长。标记期间，各梯度组均未出现实验鱼死亡，表明 Sr 元素

对牙鲆安全无毒。本研究为海水鱼类耳石元素指纹标记探索了新的标记途径，为科学进行牙鲆增殖

放流效果评估积累了参考资料。 
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牙鲆(Paralichthys olivaceus)是亚洲沿岸分布的

唯一鲆科鱼类，因其个体大、味道鲜美，是东亚各国

重要的海水经济鱼类。近年来，由于沿海污染严重，

加之捕捞过度，牙鲆自然资源显著减少(陈睿毅等 , 

2013; 童爱萍等, 2015)。我国在 20 世纪 80 年代开始

进行牙鲆增殖放流研究(吴鹤洲等, 1987)，但规模不

大，以放流品种平均年放流量为指标统计，2004 年

牙鲆仅占放流鱼类总量的 7%(刘莉莉, 2007)，累计放

流约 70 万尾(张秀梅等, 2009)。从 2005 年开始，随着

政府各部门投入的增加，牙鲆增殖放流数量增大(宋娜

等, 2010)，目前，牙鲆已成为我国海水鱼类增殖放流的

主要品种之一。但是，单纯一味追求放流数量的增长并

不能一定起到很好的增殖效果，关键要进行放流策略的

研究以及放流效果的评估(刘琦, 2009)。 

准确有效地鉴别放流牙鲆是进行放流效果评估

的前提。目前，在牙鲆放流中常用的标记手段包括生

态标记、体外标记、体内标记和分子标记(于广宝等, 

2016; 刘芝亮等, 2013; 徐永江等, 2017; Sekino et al, 

2005; Liu et al, 2017)。其中，生态标记、耳石荧光标

记存在消退问题(朱学武等, 2017)，体外标记(挂牌法)
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适用于大规格苗种，目前，放流牙鲆的规格(体长 5 cm

左右)限制了体外标记的使用。分子标记需要明确所

有参与繁殖亲本的遗传学信息(童爱萍, 2015)，目前，

我国放流实施单位多、苗种来源不明等，现阶段很难

构建参与繁殖亲本群体的遗传学信息数据库(罗刚等, 

2016)。因此，急需开发一种适合大规模牙鲆的群体

标记方法。  

耳石元素指纹标记是鱼类标记放流研究领域中

的一项重要技术手段。耳石是鱼类内耳自然生物矿化

沉积形成的碳酸钙结构，是鱼类形成最早的硬组织，

其微结构可以用来判读鱼类的年龄等生物学信息，而

沉积其中的元素信息则记录了鱼类过去生活过的环

境信息(王玉堃, 2015)。水环境中的化学元素通过鱼

类鳃部等组织进入血液，经过血液传输等一系列生理

过程沉积在耳石生长轮上(窦硕增等, 2011)，形成不同

的 生 境 元 素 沉 积 特 征 ， 即 元 素 指 纹 (Elemental 

fingerprints)。锶(Sr)元素常被用于反演洄游性鱼类的

海、淡水生境履历，进而了解并重建其资源的时空动

态、产卵场位置、群体关联性等重要的渔业信息。因

此，人为提高水体中 Sr 浓度，达到异常增加耳石中

局部 Sr 含量、形成特殊的 Sr 元素指纹标记的目的。

该标记技术在溯河性鱼类中研究较为广泛 (Skalski  

et al, 2009; Schroder et al, 1995)，在淡水鱼类中的应

用也有报道(李秀启等, 2017)，但在海水鱼标记放流

中的应用尚未见报道。此外，以往的报道多为在养殖

水体中直接添加 Sr 化合物进行标记，但缺乏通过饵

料食源进行 Sr 标记的研究。因此，本研究拟探讨通

过饵料的应用进行牙鲆耳石 Sr 元素指纹标记的可行

性，并获取最适暴露浓度等重要参数，以期为科学进

行牙鲆增殖放流效果评估、优化牙鲆增殖放流策略提

供科学依据，同时，也为海水鱼类耳石微化学标记工

作提供重要的基础信息和技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验方法 

本实验于 2016 年 6 月 24 日在中国水产科学研究

院北戴河中心实验站开始进行，实验鱼为 80 日龄、

全长(6.58±0.59) cm 的牙鲆幼鱼。实验鱼养殖在 300 L

玻璃钢圆形水槽内，每天 08:00 和 14:00 各投喂 1 次

含氯化锶的配合饲料。实验设 0、1、8、64 g/kg 4 个

Sr 标记饲料梯度(SrCl2·6H2O g/颗粒饲料 kg)，持续标

记 10 d。各梯度组实验鱼规格一致，数量均为 400 尾。

标记期间，各梯度投喂量为鱼体总重的 2%，实验鱼

摄食完毕后立刻吸底，保证各梯度均无残饵。上午投

喂结束后，换水清槽，然后加过滤海水并保持 24 h

流水，换水量为 5 个循环。标记期间记录各梯度实验

鱼死亡率，标记后 30 d 测量记录实验鱼生长性状并

采集样本，20℃保存。各梯度组均选取 2 个样本进

行耳石微化学分析(表 1)。 
 

表 1  牙鲆耳石微化学分析样品信息 
Tab.1  Sampling details of Japanese flounder for otolith microchemical analysis 

耳石编号 
Otolith code 

实验鱼编号 
Fish code 

饲料标记 
Feed marking 

(g/kg) 

恢复时间 
Day after marking(d)

全长 
Total length (cm) 

体重 
Body weight (g) 

BDHFE01 0-30-1 9.3 8.7 

BDHFE02 0-30-2 

对照组 Control

9.9 11.1 

BDHFE03 1-30-1 9.9 7.7 

BDHFE04 1-30-2 
1 

9.2 6.7 

BDHFE05 8-30-1 9.9 13.6 

BDHFE06 8-30-2 
8 

9.6 8.7 

BDHFE07 64-30-1 10.1 9.7 

BDHFE08 64-30-2 
64 

30 

9.9 9.4 

 

1.2  耳石采集及前处理 

由于测试成本较高，各梯度组分别选取大小相对

一致的 2 尾实验鱼采集耳石。利用剪刀、尖头镊等工

具将矢耳石取出后，用清水、酒精清洗，38℃烘干。

将烘干耳石样本用 AB 胶固定在包埋盒底座上，室温

静置 20 min，用环氧树脂(Epofix，丹麦 Struers 公司；

rensin 与 hardener 质量比 7∶1)包埋，38℃烘干 12 h

以上。用 AB 胶将包埋块固定在载玻片上，经 2 h 凝

固后使用装配有金刚石磨轮的碾磨机(Discoplan-TS
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型，丹麦 Struers 公司)切割碾磨。切割后标本经初磨

(500 目砂轮)、精磨(1200 目砂纸)打磨至耳石核心暴

露，用磨抛机(LabPol-35，丹麦 Struers 公司)装备织

布机抛光盘配合抛光液抛光，至耳石表面无明显划

痕。样品放入超纯水中超声清洗 5 min 后，自然条件

下晾干 24 h，完全干燥后，使用真空镀膜机(JEE-420，

日本电子株式会社)蒸镀碳膜(36 A，25 s)。为增加可

比性，本实验统一使用左矢耳石进行元素指纹分析。 

1.3  耳石元素指纹分析 

使用日本电子株式会社的 JXA-8100 型电子探针

微区分析仪(EPMA)进行耳石 Sr 和 Ca 的微化学分析。

自耳石核心沿最长径至耳石边缘的一条直线进行定

量线分析(Line transect analysis)。由于耳石中 Sr 离子

含量远小于 Ca 离子含量，按照国际惯例将 Sr/Ca 离

子含量比值标准化，即统一用 Sr 离子含量与 Ca 离子

含量×103 的比值表示。EPMA 的参数设定：加速电压

为 15 kV，电子束电流为 2.0×10–8 A；束斑直径为 2 μm，

每点驻留时间 15 s；以间距 4 μm 连续进行打点测定。

标准样品使用碳酸钙(CaCO3)和钛酸锶(SrTiO3)。所有

耳石线分析完后再进行面分析(Mapping analysis)。这

时，EPMA 加速电压和电子束电流分别为 15 kV，

5.0×10–7 A，束斑直径为 2 μm，每点驻留时间为 30 ms，

像素为 4×4 μm。 

1.4  数据处理 

利用 Excel 2010 对定量线分析检测的 Sr、Ca 含

量及 Sr/Ca 比值、测定点、耳石径等数据进行整理及

处理，并对 Sr/Ca 比值作图。使用 SPSS 19.0 软件对

各梯度组的不同阶段 Sr/Ca 比值及生长数据进行

Duncan 多重比较，检验各梯度组的不同阶段与对照

组 Sr/Ca 比值及生长差异性，P<0.05 表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  各梯度组牙鲆耳石定量线分析的 Sr/Ca 比值 

图 1 为恢复养殖 30 d 牙鲆耳石定量线分析结果。

对照组和 1 g/kg 梯度组均保持相对稳定的 Sr/Ca 值

(P>0.05)，未出现 Sr/Ca 比值高峰，说明 1 g/kg 梯度

组未形成明显的 Sr 元素指纹标记。8 g/kg 和 64 g/kg

梯度组分别形成 1~2 个 Sr/Ca 比值波峰，Sr 峰区 Sr/Ca

比值较对照组差异显著(P<0.05)，说明 8 g/kg 和 64 g/kg

梯度组均形成了明显的 Sr 元素指纹标记。进一步分

析得知，8 g/kg 梯度组的 BDHFE-5 在距离耳石核心

的 780 μm 处开始 Sr/Ca 比值明显增大，904 μm 处之

后 Sr/Ca 比值趋于平稳，即 BDHFE-5 在距离耳石核

心的 780~904 μm 处耳石区段形成波峰，最高峰值为

10.18；BDHFE-6 在距离耳石核心的 780~956 μm 处

耳石区段形成波峰，最高峰值为 10.73；64 g/kg 梯度

组的BDHFE-7在距离耳石核心的 640~724 μm处耳石

区段形成波峰，最高峰值为 62.60；BDHFE-8 在距离

耳石核心的 560~684 μm 处耳石区段形成波峰，最高

峰值为 143.64。8 g/kg 梯度组 Sr 峰值为正常均值倍

数为 2.14~2.22，64 g/kg 梯度组 Sr 峰值为正常均值倍

数上升至 6.60~18.27，表明随浓度的增加，Sr 元素在

耳石上的沉积明显增强(表 2)。 
 

 
 

图 1  各梯度组牙鲆耳石定量线分析 
Fig.1  Fluctuation of otolith Sr/Ca ratio along line transects 
from the core (0 μm) to the edge in the otoliths of Japanese 
flounder (P. olivaceus) from different concentration groups 

 

2.2  各梯度组牙鲆耳石上锶元素的面分布 

对标记后恢复 30 d 的对照组、1、8、64 g/kg 梯

度组 Sr 元素在耳石上沉积的面分布进行上机分析，

结果见图 2。对照组和 1 g/kg 梯度组耳石上未出现“高

锶环带”。8 g/kg 和 64 g/kg 梯度组均出现了红色“高

锶环带”，与耳石本底颜色对比明显。即 8 g/kg 和 64 g/kg

梯度组可对牙鲆幼鱼耳石进行明显 Sr 元素指纹标记。

但 64 g/kg 梯度组“高锶环带”较 8 g/kg 梯度组的宽，

且 64 g/kg 梯度组“高锶环带”外延至耳石边缘颜色较

8 g/kg 梯度组的黄，Sr 含量较 8 g/kg 梯度组的高。 
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表 2  不同浓度组牙鲆耳石 Sr/Ca 比值微化学变化 
Tab.2  Fluctuation of Sr/Ca microchemistry in otoliths of Japanese flounder (P. olivaceus) from different concentration groups 

饲料标记 
Feed marking 

(g/kg) 

耳石编号 
Sample code 

阶段 
Phase 

测定点数 
Detected 

points 

Sr/Ca 比值 
Sr/Ca ratio 

Sr 峰区均值为正常均值倍数 
Multiples of average values  

of high Sr area to normal 

Sr 峰值为正常均值倍数
Multiples of peak value of Sr 

to average value of normal

BDHFE-1 Ⅰ 215 4.12±0.66a – – 对照组
Control BDHFE-2 Ⅰ 238 4.07±0.74a – – 

BDHFE-3 Ⅰ 298 4.28±0.78a – – 1 

BDHFE-4 Ⅰ 354 3.58±0.82a – – 

Ⅰ 195 3.47±0.81a 

Ⅱ 32 7.72±1.49b 

Ⅲ 1(848 μm) 10.18 

BDHFE-5 

Ⅳ 42 4.37±0.70a 

2.22 2.93 

Ⅰ 195 3.84±0.84a 

Ⅱ 45 8.23±1.38b 

Ⅲ 1(828 μm) 10.73 

8 

BDHFE-6 

Ⅳ 104 4.46±0.74a 

2.14 2.79 

Ⅰ 160 3.51±0.84a 

Ⅱ 22 23.15±14.06c 

Ⅲ 1(660 μm) 62.60 

BDHFE-7 

Ⅳ 53 8.72±2.65be 

6.60 17.83 

Ⅰ 140 4.27±1.08a 

Ⅱ 32 78.00±29.73d

Ⅲ 1(668 μm) 143.64 

64 

BDHFE-8 

Ⅳ 59 9.64±3.47be 

18.27 33.64 

注：Ⅰ为 Sr/Ca 比值相对稳定阶段，Ⅱ为 Sr/Ca 比值显著变化阶段，Ⅲ为 Sr/Ca 比值显著变化阶段的最高峰值，Ⅳ为

Sr/Ca 比值显著变化后恢复阶段。同列不同上标字母表示差异显著(P<0.05) 

Note: Ⅰ: Stabilization stage of Sr/Ca ratio in otoliths; Ⅱ: Stage of Sr/Ca ratio significantly changed in otoliths; Ⅲ: Peak 
value of Sr/Ca ratio in otoliths; Ⅳ: Stage of Sr/Ca ratio after significantly changed in otoliths. Values in the same column with 
different letters are significantly different (P<0.05) 

 
2.3  生长与死亡 

由表 3 可知，标记实验前各梯度组全长差异不显

著(P>0.05)；恢复 30 d，1 和 8 g/kg 梯度组全长差异

不显著，对照组、64 g/kg 梯度组全长差异不显著，1、

8 g/kg 梯度组牙鲆全长显著大于对照组、64 g/kg 梯度

组全长差异显著(P<0.05)。标记期间，各梯度组均未

出现实验鱼死亡。 

3  讨论 

3.1  耳石锶标记及检测方法 

耳石具有非细胞性和代谢惰性，即使在饥饿时也

不会发生重吸收，沉积在耳石中的生境元素能永久性

保存(熊瑛等, 2015)。因此，人为适当改变鱼类周围

环境或食物中的元素含量极可能在耳石上产生元素

标记，并永久保存。Judd 等(1965)利用火焰发射光谱

法将 Sr 元素检测极限降至 0.1 μg/ml 以下，使 Sr 元素

作为一种标记元素成为可能。 

但有报道称，随着标记鱼的生长，Sr 的相对含量

逐渐下降，最终造成 Sr 标记消失。如 Yamada 等(1979)

对银大麻哈鱼(Oncorhynchus kisutch)进行 Sr 标记时

发现，标记结束后，处理组 Sr 含量是对照组的 32 倍，

秋季回捕时处理组是对照组的 1.4 倍，生长至成鱼后，

处理组与对照组无法区分。Steven 等(1995)也报道了

此现象。其原因为原子吸收光谱法(AAS)和电感耦合

等离子体质谱(ICP-MS)等检测方法只能检测均一化

后的整体耳石样品。因此，随着鱼体成长，耳石上

Sr 标记部分所占比重越来越少，从而限制了耳石上 
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图 2  不同浓度组牙鲆耳石恢复 30 日锶沉积状况面分布 
Fig.2  Sr concentration maps in otoliths of Japanese flounder (P. olivaceus) from different 

 Sr concentration groups at 30 days after Sr marking experiments 
 

表 3  不同 Sr 浓度组牙鲆全长变化情况(n=30) 
Tab.3  Variations of total length of Japanese flounder (P. olivaceus) from different Sr concentration groups (n=30) 

饲料标记 Feed marking 
项目 Items 

对照组 Control 1 g/kg 8 g/kg 64 g/kg 

初始 Initial 6.61±0.81a 6.81±0.59a 6.68±0.56a 6.22±0.41a 

恢复 Resume 30 d 10.24±0.91a 11.11±1.32b 10.88±1.07b 10.26±0.41a 

日增长率 Daily growth rate (cm/d) 0.12 0.14 0.14 0.13 

注：同行不同上标字母表示差异显著(P<0.05) 
Note: Values in the same row with different letters are significantly different (P<0.05) 

 
Sr 标记检出的效果。与之相比，EPMA 可以精确分析

耳石剖面上的不同位置的 Sr 含量沉积情况，从而不

受标记鱼生长等限制，可避免上述局限。通过定量线

分析可以准确确定标记位置及标记 Sr 含量的波动；

通过面分布可直观测到 Sr 标记环宽窄、浓度的高低、

标记位置等，是一种检测耳石元素指纹标记的有效方

法。 

耳石 Sr 标记可在鱼类胚胎、仔稚鱼、幼鱼及成

鱼等不同阶段标记，对标记鱼死亡及生长影响很小，

操作简单，劳动强度小，适合大规模标记。耳石 Sr

标记不受年龄、生长等影响，可通过多次标记、不同

发育阶段或结合其他元素标记等方法，区分不同年份

不同单位放流鱼，应用前景广阔。 

3.2  不同剂量外源锶对锶标记的影响 

鱼类通过周围水环境或食物两种途径，将元素摄

入体内，经过一系列的代谢、循环沉积到耳石上   

(付自东等, 2007; 王臣等, 2015; Troy et al, 2016)。因

此，Sr 标记可以通过浸泡和投喂两种方式完成。张辉

等(2015)采用 Sr 含量为 12 mg/L 的海水标记大黄鱼

(Pseudosciaena crocea) 7 d，标记出现在距离耳石核心

的 0.65~0.80 mm 处耳石区段。王臣等(2015)研究表明，

外源 50~400 mg/L 浓度的 Sr 均能在大麻哈鱼

(Oncorhynchus keta)耳石上大量沉积，50~200 mg/L
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浓度组 Sr/Ca 比值极大值逐渐升高，而 400 mg/L 低

于 200 mg/L 组极大值。投喂法 Sr 标记在溯河性鱼类

和淡水鱼类中研究较多，检测对象多为鳞片、脊椎骨

和鳃盖骨。Ophel 等(1968)研究发现，以每 400 g 湿饲

料中含 32 g 乳酸锶为标记饲料，投喂 21 d，标记金

鱼(Carassius auratusvar)的鳞片，含 Sr 量大概是对照

组的 10 倍。Yamada 等(1979)以 16 月龄的银大麻哈

鱼为研究对象，连续投喂 10000 mg/L 锶标记饲料 60 d

后形成 Sr 标记，其脊椎骨 Sr 含量是对照组的 32 倍。

Guillou 等(1987)研究发现，全长 20~23 cm 溪红点鲑

(Salvelinus fontinalis)摄食 200~3200 μg Sr/g 的标记饲

料 6 周，Sr 可对溪红点鲑鳃盖骨标记，且鳃盖骨 Sr

含量随标记饲料 Sr 含量增加而增多；同时其还发现

投喂 6 周 200 μg Sr/g 含量的标记饲料，鳃盖骨 Sr 含

量约是对照组的 5 倍，但投喂 4 周相同 Sr 含量的标

记饲料，鳃盖骨 Sr 含量增长不显著。但投喂法耳石

Sr 标记在海水鱼类中的应用未见报道。本研究首次采

用投喂法对海水鱼进行耳石 Sr标记，研究发现，1 g/kg

梯度组牙鲆耳石未出现 Sr 标记，8、64 g/kg 梯度组牙

鲆耳石均形成 Sr 标记，且 64 g/kg 梯度组 Sr/Ca 比极

大值较 8 g/kg 梯度组大，其标记环较 8 g/kg 梯度组宽。

由此可知，首先，通过饵料进行标记需要外源 Sr 达

到一定剂量后才能在耳石上形成有效地标记；其次，

在一定剂量范围内，Sr 沉积随外源 Sr 剂量的增加而

增强。 

本研究发现，不同梯度组 Sr 标记位置不同，相

同梯度组 Sr 标记数据不稳定。如 8 g/kg 梯度组 Sr/Ca

比值极大值位于距耳石核心 838 μm 左右，64 g/kg 梯

度组 Sr/Ca 比值极大值位于距耳石核心 664 μm 左右。

又如，8 g/kg 梯度组 2 个样本 Sr/Ca 比值极大值分别

位于距耳石核心 848、828 μm 处等。一方面高浓度组

较低浓度组可能更早的在鱼体内富集到一定浓度水

平的 Sr，从而较早的在耳石上反映出来，另一方面高

浓度组也会导致鱼体内外源 Sr 浓度较高，使得其恢

复时间也要长于低浓度组。 

3.3  锶标记对于标记鱼生长死亡的影响 

稳定 Sr 是一种对鱼类无害的元素 (Yamada, 

1979)，Skov 等(2001)研究发现，白斑狗鱼(Esox lucius)

在 1500 mg/L 氯化锶溶液中浸泡 23 h，不影响其死亡

率。张辉等(2015)研究表明，加入 6 mg/L 锶的标记组

与对照组死亡尾数差异不显著，并指出了低浓度 Sr

标记大黄鱼是可行的。本研究发现，处理组和对照组

均未出现死亡现象，即氯化锶对鱼类来说是安全的。

因此，从标记鱼死亡率和安全角度考虑，Sr 标记也是

可行的。 

通过对不同梯度组生长数据分析可知，在初始全

长无差异的前提下，处理组投喂含 Sr 饲料后，生长

发生了变化，虽然变化不大，但经 Duncan 多重比较，

低剂量梯度组(1、8 g/kg 组)较高剂量梯度组及对照组

生长快，且差异显著(P<0.05)。宋洪建(2013)研究发

现，当 Sr 浓度为 10 mg/L 时，大麻哈鱼稚鱼的各项

生长指标最高。因此，可以推断在适宜的范围内，一

定剂量的 Sr 可促进鱼类生长。然而，宋洪建(2013)

通过 Sr 对大麻哈鱼稚鱼的生长、存活率、肌肉抗氧

化酶、ATP 酶及 AKP 酶活性、肝脏及肾脏组织影响

研究发现，随着 Sr 浓度的升高，Sr 开始对肝组织产

生一些毒副作用。Snyder 等(1992)研究指出，高剂量 Sr

可导致虹鳟(Oncorhynchus mykiss)稚鱼眼组织白内障。

因此，在实际标记工作中，建议选择低剂量 Sr 标记

为宜。而结合本研究结果不难发现，8 g/kg 的饲料标

记浓度是牙鲆耳石 Sr 标记的较为可行且效果明显的

浓度。 

综上所述，以投喂标记饲料的方式对牙鲆耳石

Sr 标记是可行的。类似的耳石元素指纹标记应该可对

拟放流鱼类苗种进行大规模标记，且一旦标记成功将

不会受外界影响，并一生保存。理论上，耳石元素指

纹标记成本低，标记方法简便易操作，对放流苗种损

伤小。通过耳石微化学分析，可区分放流群体和野生

群体，反演放流群体放流后生活史，为有效评估放流

效果提供有力技术支撑。但在后续的工作中还需进一

步优化标记时间，探索多次锶标记、不同元素组合标

记等方法制备特有元素指纹标记，以期大规模标记不

同地域、不同年份放流牙鲆，为科学评估牙鲆放流效

果奠定基础，为海水鱼类标记放流提供数据支撑。 
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Abstract    In the management of stock enhanced Japanese flounder, it is often necessary to distinguish 

those that are hatchery-reared, from wild stocks. This study examines the feasibility of marking Japanese 

flounder by feeding them a diet enriched with strontium. To achieve nominally different concentrations of 

strontium in the fish food, 1, 8, and 64 g of strontium chloride crystals (SrCl2·6H2O) were each dissolved 

in 1 L of distilled water and sprayed onto 1 kg of pelleted feed. The treatments groups of fish were fed the 

pellets for 10 d, then farmed for 30 days, and then sampled. Our data shows that both the 8 g SrCl2/kg 

feed and 64 g SrCl2/kg feed resulted in a mark on the otoliths of the Japanese flounder. The peak 

concentration of strontium (8 g SrCl2/kg), often resulted in otoliths with concentrations two orders of 

magnitude higher than those found in the control fish. The concentration of strontium in the 64 g SrCl2/ kg 

feed, resulted in a 6-fold or 18-fold increases in the otoliths. The strontium value increased with the 

increased concentration of strontium in the pellet feed. The results also showed that strontium was safe for 

the fish and did not negatively affect their mortality. The total body length of the treatment groups with 1 

and 8 g SrCl2/kg, were (11.11±1.32) cm and (10.88±1.07) cm, respectively, in which the length growth 

rate was faster than that of the control group and the treatment group with 64 g SrCl2/kg feed (P≤0.05). 

With appropriate strontium concentrations, the growth of the Japanese flounder youth was enhanced. Our 

results suggest that feeding a diet enriched in strontium could be an effective means of marking 

hatchery-reared Japanese flounder for stock enhancement.  
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