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摘 要 通过低盐海水浸泡海湾扇 贝受精卵抑制受精 卵第二极体释放的方法诱导海湾扇贝产生三 

倍体。当海湾扇 贝的受精卵 4O 出现第一极体 时，立 即用不同盐度梯度 即 22．5、2O、17．5、15、12．5、 

10、7．5、对照组(盐度 30)的海水对 受精 卵进行 处理 10、15 min后 ，马上将处理的受精 卵移入正常海 

水中孵化。实验结果表明，不同梯度低盐海水可以诱导海湾扇贝产生三倍体，盐度为 20以上时，三倍 

体诱导率小于 2．91 9／6，但 随着盐度的下降，三倍体诱导率迅速提 高，当盐度 为 12．5时，三倍体诱导率 

高达 85．91 。当盐度低于 7．5时，由于 D形幼虫极少，三倍体诱导率无法测 出。在处理 时间上，15 

min的处理效果比 10 min处理效果好。因此，本研 究在低盐度条件下抑制受精 卵第二极体产生海湾 

扇 贝三倍体的最佳处理方法是低 盐范围在 12．5～15之间，处理 时间为 15 min，三倍体诱导率高，孵 

化率也较高，适合 生产上推 广应用。 
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ABSTRACT Triploid induction of Argopectens irradias(Lamarck)was achieved through in— 

hibiting the second polar body release by soaking fertilized eggs in sea water with low salinity， 

and the effect of different salinity treatment on triploid induction was examined． W hen 40 

eggs reached the first polar body stage，the eggs were soaked in sea water with salinities of 30， 

22．5，20，17．5，15，12．5，10 and 7．5 for 10 min or 15 min respectively．The eggs were then 

transferred into the normal salinity seawater for 24h hatching．Triploid rate was no more than 

2．9 1 when the salinity was above 2O．However，with the decrease of salinity，triploid induc- 

tion was enhanced SO dramatically that the rate of triploid reached up to 85．9 1 at salinity of 

1 2．5．Though，when the salinity was below 7．5，due to the lack of D—shaped larvae，the trip一 

1Oid rate COtL11d nOt be meaSl】red．The rest1lts shOW that the indUction effect of 1 5一min treatment 
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is better than 10一rain．The experiment results suggest that the best triploid induction of A．ir— 

radias is achieved by bathing伽 8gaTAJater at salinities of 12。5～15 for 15 min． 

KEY W ORDS Argopectens irradias Low salinity Triploid 

D-shaped larvae hatching rate 

贝类多倍体研究起始于 20世纪 80年代初 ，至今已有近 30年的历史 ，目前已在 3O多种贝类中开展了多倍 

体诱导技术的研究，其中牡蛎的多倍体诱导技术已达到了产业化水平(王如才等 2002；王清印等 2000)。目 

前诱导贝类多倍体的方法主要有 3种：一是采用细胞松弛素B(简称 CB)或6-DMAP等化学诱导剂抑制极体释 

放(于瑞海等 2000、2001、2003；田传远等 1999)；二是采用温度休克(于瑞海等 2003；田传远等 1999)或 

静水压物理诱导 ；三是生物杂交，即利用四倍体与二倍体杂交产生全三倍体(Guo et a1． 1994)。由于 CB、6一 

DMAP等化学试剂都具有较强的毒性，化学诱导对诱导贝类的胚胎及操作人员都有一定的毒害作用，且其价 

格昂贵，不易生产推广应用；物理诱导中静水压处理需要特殊的仪器，且诱导效率低，诱导效果不稳定；温度休 

克虽然相对简单，但诱导效果较差 ；生物杂交简单有效，但 四倍体亲贝的获得是该方法应用 的一个难以解决 的 

瓶颈。 

因此，探索一种无毒、成本低廉，对幼体无毒害作用的诱导方法，是实现我国贝类多倍体养殖产业化的必经 

之路。为此，2007~2008年春，作者在山东省海阳市海力海洋资源公司育苗场进行了低盐诱导海湾扇贝三倍 

体育苗技术的研究 ，取得 比较理想的效果。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 海湾扇贝种贝 

本实验采用的海湾扇贝种贝，取 自山东省海阳市海力海洋资源公 司育苗场的种贝，种贝经升温促熟培育 

45 d后成熟待产，亲贝蓄养期问的管理按常规方法进行。 

1．1．2 不 同盐度海 水的 配制 

所用正常海水的盐度为 30，淡水为饮用的矿泉水，其盐度为 0；然后用正常海水分别加入一定量淡水配制 

出盐度为 22．5、20、17．5、15、12．5、10、7．5的低盐海水 ，供实验用。 

1．2 方法 

1．2．1 精、卵获取及 受精 

经过 45 d蓄养的种贝，即将成熟产卵，此时挑选个体较大、健康、性腺饱满 、发育好的个体 5O个。阴干 1 h 

后 ，将阴于后的亲贝放人大容器中，再流水刺激 15 rain，将刺激后的亲贝单独放入有编号的小桶(体积 3L)，每 

个小桶只放入 1个种贝 ，观察排精 、产卵。因海湾扇贝是雌雄 同体，每个亲贝产精 、排卵的时间是不同的，海湾 

扇贝在产卵之前先产精，所以在受精之前 ，如发现小桶内有卵子 ，此桶水要倒掉，重新加水 ，直到无排精 ，进入产 

卵时 ，再收集卵。收集的卵选用 300目筛绢过滤 ，去除大的杂质和粪便 ，再用 500目筛绢反复洗卵几次。 

受精时，取适 当精液加入收集的卵液中，迅速搅 动受精，5 rain后要洗卵 ，开始计时观察极体出现情况 ，根 

据观察 ，在 23℃温度下，12 min大部分出现第一极体，30 rain后出第二极体 ，24 h后孵化为 D型幼虫 。 

1．2．2 低盐度诱导海湾扇贝三倍体 

当受精卵发育至第一极体出现率约为 4O％时，迅速将受精卵液加至盐度为 30(对照组)、22．5、2O、17．5、 

15、12．5、1O、7．5的小桶(3L)中进行处理，处理时间为 10和 15 min，处理结束后，迅速将处理的受精卵转移到 

正常过滤海水的大桶(体积 10L)中进行孵化。 

1．2．3 孵 化 

受精卵的孵化在 10L的桶 中进行 ，水温维持在 22．5～23℃。在孵化过程 中定期取样观察胚胎发育情况 ， 
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受精后 24 h发育到 D形幼虫 ，并计算 D形幼虫孵化率。 

1．2．4 受精率和孵化率的计算方法 

受精率是在从受精时间开始后的 15 rain，未处理之前测得的，受精率就是受精卵的个数与总卵个数的比值， 

实验取 100粒卵子观察 ，经取样计算为 8O．48％。孵化率就是孵化 的 D形幼虫个数与受精卵的总个数的比值。 

2 试验 结果 

2．1 低盐诱导处理后海湾扇贝的孵化情况 

分别将受精卵在不 同盐度梯度中处理 10和 15 rain后，移到正常海水中孵化 ，孵化水温为 22．5～23℃，24 

h孵化出 D形幼虫后，计数孵化出的 D形幼虫数量 。孵化率为测量 3次的平均数 ，其结果见表 1。 

表 1 低盐诱导处理 10、15 rain孵化率情况比较 

Table 1 Hatching rate of eggs subjected to low salinity treatments for l0 minutes or 15 minutes 

． 
处理 10 min的孵化率 (％) 处理 15 min的孵化率 ( ) ．．， 处理 10 min的孵 化率( )处理 15 min的孵化率( ) 

度 
Hatching rate。f eggs Hatching rate eggs Hatching rate 0f eggs Hatching rate。f eggs 

allnltv allnlty 

in lOmin treatment In l5mln treatment 1n 10mln treatm ent in 1 5mln treatment 

从表 1可看出，处理 10 min比处理 15 min D形幼虫的孵化率高，但差异不显著。因此 ，处理时间长短对 

孵化率的影响差异不明显。 

2．2 不同盐度诱导海湾扇贝三倍体的分析结果 

将不同盐度梯度试验组孵化出的 D形幼虫进行收集 ，用流式细胞仪进行三倍体诱导情况测量 ，其测量结 

果见图 1和表 2。 

通过表 2可以看 出，处理 15 min比处理 10 min的 D形幼虫三倍体率明显高些 ，差异较明显。但不论处理 

lO、15 rain，其盐度在 12．5～17．5时，诱导的 D形幼虫三倍体 比率较高，为 51．57％～85．91％，其中当盐度为 

12．5时最高 ，三倍体诱导率为 85．91 。当盐度为 7．5以下时，三倍体率为 0，盐度在 20以上 时，D形幼虫三倍 

体诱导率非常低 ，盐度在 22．5以上时为 0。 

当盐度为 7．5时 ，可能因低盐抑制作用过大 ，影响 了海湾扇贝受精卵的胚胎 发育 ，无 D形幼虫孵出；而盐 

度 2O以上 ，已是海湾扇贝生存的盐度范 围，对受精卵没有影响和抑制作用 ，因此 ，起不到诱导效果所致。 

3 讨论 

3．1 低盐度诱导海湾扇 贝三倍体 方法的优点 

通过利用矿泉水降低海水盐度诱导海湾扇贝三倍体的方法，操作步骤简便易行，无需大型的仪器设备 ，也 

不需要昂贵的药品诱导 ，低盐度因渗透压的作用可能对受精卵会产生一定程度的机械损伤，但不会对受精卵产 

生毒害，更不会危害消费者的健康 。本试验中，得到的最高三倍体诱导率达到了近 86 ，其 D形幼虫孵化率都 

比较高。从诱导试验效果来看，这说明低盐诱导处理对幼虫成活率和诱导率均较高 ，是一种十分理想的诱导方 

法 。其优越性主要体现在：无毒、安全 、环保 、不需特别装置、成本低、诱导效果好 ，经对诱导工艺完善后 ，可以大 

规模进行生产推广和应用 。 
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图 1 用细胞流式仪测量海湾扇贝三倍体率的流式 

Fig．1 Triploid rate of Argopectens irradias eggs revealed by flow cytometry 

表 2 低盐诱导海湾扇贝三倍体的诱导结果 

Table 2 Results of low salinity treatment on triploid rate of Argopectens irradias eggs 

3．2 不同盐度、不同处理时间对海湾扇贝三倍体诱导效果的影响 

根据以上实验结果看出，不同盐度处理和不同处理时间三倍体诱导效果是不同的，而诱导效果好坏主要从 

D型幼虫孵化率和三倍体诱导率两个方面综合考虑，处理时间相同，因盐度不同，三倍体诱导效果会出现一个 

最适盐度范围，在此范围内诱导率最高，孵化率也较高。低于或高于最适盐度，诱导率下降。处理盐度相同，处 

理时间也存在“最适”现象，某一处理时间范围内的诱导效果最好。本实验的最适低盐范围在 12．5～15，与王 

昭萍等(2009)在虾夷扇贝的低盐诱导试验范 围 12～14相似，三倍体最高诱导率也接近。 

3．3 影响低盐度诱导贝类多倍体效果的因素 

影响诱导效果的因素主要有人为因素和非人为因素 ，人为因素包括操作时间、处理的时机和处理的强度 

(处理的浓度和处理的持续时间)；非人为因素包括盐度、温度 、卵子密度 和卵子质量。已报道的大多数研究主 

要集 中在分析人为因素 ，对于非人为因素的研究，特别是水中物质对诱导效果的影响不可忽略。 

3．3．1 非人为因素 

3．3．1。1 卵子要同步成熟 

实践证明，要保证较高而稳定的三倍体诱导率，种贝的成熟度非常重要，在保证种贝成熟度的前提下，对获 

取的精卵进行离体促熟和必要的洗卵，可防止精子过多对卵子造成的伤害，可提高受精率、胚胎孵化率和降低 

D形幼虫畸形率(于瑞海等 2002)。 
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3．3．1．2 受精卵处理密度要适宜 

理论上讲受精卵密度低 ，三倍体诱导率较高，但对 于生产上来说出苗量就低 ，相对造成生产成本就高 ，不适 

于大规模生产 。反之 ，受精卵密度若过大 ，一方面影响三倍体诱导率 ，另一方面死亡的卵会败坏水质，可能影响 

孵化率和 D型幼虫成活率 ，三倍体诱导率就低 ，另外受精卵密度过大 ，也妨碍受精卵的发育，因此 ，三倍体诱导 

时受精卵处理密度要适宜(于瑞海等 2002)。 

3．3．1．3 水温等环境条件 的影响 

不同水温对三倍体诱导率也有一定的影响，据于瑞海等(2000)报道，在 CB的诱导研究中，较高温度下的 

三倍体率较高 ，相反低温下三倍体率较低 。因此 ，在诱导过程 中一定要考虑 当地的环境条件 ，在适 宜条件下进 

行诱导 ，可以保证三倍体诱导率的稳定性 。 

3．3．2 人为 因素 

人为因素对于诱导效果有着一定 的影响 ，如在添加卵液于实验盐度 的溶液中，如果不能很快完成 ，可能导 

致受精卵接受的处理时间不一致 ，以影响实验结果 。在收集卵液的时候 ，不免有遗漏或洒出的卵液没有计算在 

内，可能导致实验结果不准确 ，并且 ，在细胞仪测定前 ，收集处理后 的 D型幼虫 ，也会因为认为操作的遗漏而产 

生误差，其 中也包括细胞仪测定分析过程的处理等 ，因此在操作过程中，要仔细、细心、认真。 
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