
文章编号: 1000- 0615( 2000) 04- 0324- 05

收稿日期: 1999- 12- 12

基金项目:国家/ 八六三0重大资助项目(863- 819- 01)

作者简介:张国范( 1954- ) ,男,理学博士,教授。Tel: 0532- 2879062- 5407, E- mail: gfzhang@ ms. qdio. ac. cn

不同方法制备的三倍体长牡蛎养殖效果的比较
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摘要: 比较了细胞松弛素 B( CB)和 6- 二甲基氨基嘌呤( 6- DMAP)通过抑制受精卵极体释放的方法批量诱导

三倍体长牡蛎的养殖效果。长牡蛎卵子在 25e 的海水中受精, 20~ 30min 后, 开始用浓度为0. 5mg#L- 1的CB 处

理,持续 18~ 22min,受精卵处理密度为 4. 0~ 4. 5 @ 107个#L - 1,三倍体产率为 65. 2% ~ 70. 1% , 面盘幼虫孵化率

为12. 3% ~ 14. 5% ,诱导效率指数为0. 09。6- DMAP的使用浓度为 400~ 420Lmol#L- 1 ,受精卵处理密度为 3. 0

~ 3. 5@ 10
7
个#L

- 1
, 授精水温、处理起始和持续时间等与 CB 方法相同,三倍体产率为 58. 7% ~ 65. 4% , 面盘幼

虫孵化率为 52. 1% ~ 55. 4% , 诱导效率指数为 0. 32。两种方法的采苗率基本相同, 采苗器为基质较硬的栉孔扇

贝贝壳。海区养殖采用浮筏夹苗吊养技术,两种方法诱导的三倍体牡蛎养殖性状没有明显差别。通过比较 CB

和 6- DMAP两种诱导方法及三倍体的养殖效果表明, 后者具有更好的应用性。
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Abstract:Triploid of Pacific oyster Crassostrea gigas Thunberg was induced by blocking pb2 w ith cytochalasin B

( CB) and 6- dimethylaminopurine ( 6- DMAP) and the triploid seed had been farmed with suspended longline

in the sea. The egg was fertilized at 25 e and treated with 0. 5mg#L- 1
CB begun at 20- 30min pos-t fertilization

lasted 18- 22min. Incubated density of zygote when treatment was about 4. 0- 4. 5 @ 107ind#L- 1. Triploid yield

was 65. 2%- 70. 1% and velar larvae gain was 12. 3% - 14. 5%, and the eff iciency of triploid induction( ETI)

was 0. 09. The concentration of 6- DMAP used to the induction of triploid was 400- 420 Lmol#L- 1 and the

zygote density for treatment was 3. 0- 3. 5 @ 10
7
ind#L - 1

. Triploid yield was 58. 7% - 65. 4%, velar larvae gain

was 52. 1% - 55. 4% , and ETI was 0. 32. The surrounding temperature when fert ilization, initial and lasting

time for the triploid treatment were the same as those in CB. Spat harvest on the scallop shell which was as the

collector was similar to both those in CB and 6- DMAP. The traits of the triploids induced by CB and 6-

DMAP farmed for 14 months showed no significant difference in growth, meat harvest and condition index.

Comprehensive comparison between the two methods showed that 6- DMAP was more applicable in triploid

production than CB.
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长牡蛎( Crassostrea gigas Thunberg)是世界上最重要的海水养殖贝类之一。自 80年代初在我国开展

浮筏养殖以来, 已成为我国海水养殖业的重要生产对象,年产已达百万吨以上。贝类三倍体具有生长速

度快[ 1]、经济性状好[ 2, 3]、周年肥满度较高、在某些条件下(如繁殖期)具一定的抗逆性等特点,对于增加

产量、改善产品品质、缓解当前贝类的异常死亡有重要的意义。牡蛎的三倍体研究始于本世纪 80年代

初
[ 1]

,是最早开展多倍体研究和积累文献最多的贝类。经过近 20年各国科学家的努力,牡蛎三倍体诱

导的方法学研究日趋丰富[ 4~ 10]。早期三倍体牡蛎的直接诱导大多采用细胞松弛素 B 方法[ 1, 5] , 在美国

也是采用 CB 方法进行三倍体牡蛎的生产[ 11]。但由于 CB的价格昂贵及对环境和人体健康的潜在影响

等,学者们近几年一直在寻找新的替代方法,如温度休克等[ 12] ,但这些方法大都存在孵化率低[ 13]或倍

化率不稳定等缺陷, 使其大规模应用比较困难。因此, 在研究四倍体[ 14]的同时, 也应进一步研究清洁、

高效、适于大规模操作的三倍体直接诱导方法。

6- 二甲基氨基嘌呤( 6- DMAP)作为一种蛋白激酶抑制药物, 它可以破坏中期纺缍体并有促使染

色体凝集的作用[ 15] ,目前已经用于贝类多倍体的研究[ 16- 22]。

Scarpa 等[ 23]比较了不同方法诱导三倍体的效果,但到目前为止,国内外还未见到有关细胞松弛素 B

和6- 二甲基氨基嘌呤两种药物诱导方法规模生产三倍体牡蛎效果的比较研究报道。

1  材料和方法

1. 1  亲贝的选择

所用长牡蛎亲贝为 2龄或 2龄以上人工养殖、室内人工促熟积温达 400~ 450 e #d 以上的个体。亲
贝腹缘棘色浅黄、亮泽、锋利, 壳形规则无破损、呈长三角型,内腔大, 壳长 8~ 14cm,采自非发病区。

1. 2  意外受精的防控

长牡蛎配子的获得采用解剖法
[ 24]
。用开壳器从牡蛎壳顶处将双壳开启并移去一侧的贝壳。用一

硬物将生殖腺轻轻划破, 取内容物涂于载玻片上, 目辨或用显微镜辨其性别。每解剖一个亲贝, 操作者

的双手和解剖器具都应用次氯酸钠溶液严格消毒。用器具先将雌性配子剥于容器内,加海水稀释,轻搅

使卵子分散,用筛网除去组织块。再用同样的方法获得雄性配子。雌雄个体应严格隔离,雌雄配子的剥

离也应在异处进行。在正式人工授精前应对卵子进行检查,以确定是否意外受精。

1. 3  人工授精

用于三倍体生产的亲贝每 5~ 8枚雌性个体为一组,分别剥卵受精。每次授精所用雄性个体数至少

应与雌性个体数相等。配子剥离后应在半小时内进行人工授精。生产前一般需进行预受精实验。随机

解剖 5~ 10枚亲贝,检查配子是否正常。精子活跃, 卵子入水后20~ 30min之内变圆、卵径50~ 52Lm、卵

黄匀密,受精率达 80%以上的配子, 可用于三倍体的诱导生产。

1. 4  三倍体诱导

细胞松弛素B( CB)的配制见 Stanley[ 1]。6- DMAP 可用灭菌的蒸馏水配制成合适浓度的储备液,置

4 e 条件下备用。一般在使用前 1~ 2 h配制即可。CB的使用浓度为0. 5mg#L - 1, 6- DMAP为 400~ 420

Lmol#L- 1。受精卵的处理密度,在 CB方法为 4. 0~ 4. 5 @ 107 个#L - 1,在 6- DMAP 为 3. 0~ 3. 5 @ 107个

#L- 1
。

本研究选择抑制受精卵第二极体排出的方法诱导三倍体长牡蛎。经预实验在 25 e 条件下授精后
20min约有 40%~ 50%的受精卵出现第一极体, 并以此时间为三倍体处理的起始时间。而处理持续时

间则根据处理的起始时间和对照组 40% ~ 50%受精卵出现第二极体的时间来确定。在 25. 0 e 条件下,

授精后30min有 40%~ 50%的受精卵出现第二极体,处理的持续时间选择为 18~ 22min。每次处理的持

续时间都必须根据对照组第二极体出现的比率来确定。
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1. 5  幼虫培育及采苗

受精卵的孵化和面盘幼虫培育与正常的二倍体相同。三倍体处理幼虫在发育至壳顶幼虫时应进行

一次分选,即用 80目的筛网将较大的个体选移它池另养, 剩余幼体在原池继续培养,如有需要亦可多次

分选。当发育到后期面盘幼虫,眼点出现率达 10% ~ 20%时,开始采苗。

采苗器为壳质较为坚硬的栉孔扇贝贝壳。采苗器需用 1B10的盐酸溶液浸泡以除去表面污物, 并用

清水冲洗浸泡备用。在入池采苗前采苗器还需用 1mg#L- 1抗生素浸泡 15~ 20min。125~ 150片扇贝壳

串成一吊,垂悬于培育池中供牡蛎幼虫附着。每片扇贝壳附着15~ 20个牡蛎苗后取出,移另池培养3~

5d后出池。采苗器在附着有一定数量的稚贝并移另池后,再投放新的采苗器, 如此并多次采苗。出池

苗在海上暂养一周后再行夹苗浮筏养殖。

1. 6  三倍体牡蛎的养成

养成海区选择在大连湾的红星海区和董家沟海区。养成浮筏筏身长 80m, 夹苗绳垂系于浮筏上, 苗

绳间距 55~ 60cm。有效养殖水层为- 0. 5~ - 6 . 5m。采用直径 0. 6cm 的聚氯乙烯绳或直径

1. 2~ 1. 5cm 聚丙烯绳(三股)做夹苗绳(长 4. 0~ 5. 0m) , 将附有 10~ 12个稚贝的扇贝壳夹在苗绳中间,

用铁丝稍加缚固,间距 15~ 17cm ,每吊夹 20~ 22片。苗绳下端拴挂一个重约 0. 5~ 1. 0kg 石块作坠物,

以保持苗绳的垂直和避免其相互缠绕。

1. 7  倍性检测及有关参数的计算方法

倍性检验采用热滴片染色体计数法[ 10]和 DNA 定量法[ 25]。其中眼点幼虫的染色体制备在常规方

法的基础上加入 0. 05%的二甲基亚砜( DM SO)。

养殖生产性状的取样遵循随机取样的原则,被测群体的繁殖亲贝来源相同。出肉率( %) (湿) = 软

体部湿全重/带壳鲜全重( @ 100) , 条件指数= 软组织干重( g) /贝壳的内腔体积( mL) ,诱导效率指数为

倍化率均值与面盘幼虫孵化率均值的乘积,其它参数的计算见Zhang 等[ 10]。

2  结果

2. 1  CB 和 6- DMAP的诱导效果比较

在所采用的浓度条件下, CB 方法的三倍体产

率要高于 6- DMAP方法,而在受精率和采苗率方

面两种方法也基本相同, 但 6- DMAP 方法在面盘

幼虫孵化率方面明显高于 CB 方法。6- DMAP诱

导效率指数比 CB 方法高 3~ 4倍(表 1)。

表 1 CB和 6- DMAP诱导方法的孵化率、

采苗率和三倍体产率等的比较

Tab. 1 A comparison of triploid induction in

Crassostrea gigas with CB and 6- DMAP

项目 CB 6- DMAP

受精率( % ) 80. 0~ 90. 0 80. 0~ 90. 0

面盘幼虫孵化率( % ) 12. 3~ 14. 5 52. 1~ 55. 4

采苗率( % ) 19. 1~ 22. 0 19. 1~ 22. 0

三倍体产率( % ) 65. 2~ 70. 1 55. 1~ 65. 4

诱导效率指数 0. 09 0. 32

2. 2  三倍体牡蛎的海区浮筏养成

2. 2. 1  不同诱导方法三倍体生产性状的比较
CB方法处理三倍体群体的生产性状,如壳

长、个体重、出肉率和条件指数等都要稍高于 6

- DMAP 处理群体,但差异不明显(表 2)。

2. 2. 3  CB和 6- DMAP两种药物诱导方法应

用效果的比较

通过对两种牡蛎三倍体生产方法的比较可

见, CB方法除了三倍体的产率比 6- DMAP 方

表 2 CB和 6- DMAP 诱导的三倍体生长的比较(养殖 14 个月)

Tab. 2 Growth comparison between the triploid oysters

induced with CB and 6- DMAP farming

for 14 months on the suspended longline

检测项目 CB三倍体群体
6- DMAP
三倍体群体

增减率
( % )

壳长( cm) 11. 0 ? 4. 5 10. 8 ? 4. 8 1. 9

壳宽( cm) 6. 3 ? 3. 2 6. 3 ? 2. 9 0. 0
个体重( g) 104. 8 ? 26. 7 102. 9 ? 29. 0 1. 8

出肉率(湿重, g) 19. 4 ? 4. 7 19. 1 ? 5. 1 1. 6

软体部干重( g) 2. 5 ? 0. 9 2. 4 ? 1. 1 4. 2

腔体积( mL) 38. 1 ? 4. 5 38. 0 ? 3. 8 0. 3

条件指数 6. 6 ? 1. 4 6. 3 ? 1. 6 4. 7
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法稍高外,其余各项技术、经济和环境指标等都明显差于 6- DMAP 方法,而成活率的差别尤为明显(表

3)。

3  讨论

国内外不同作者采用同样的方法对同一种类

贝类进行三倍体诱导的结果经常差别很大[ 26, 27] ,

其中的一个重要原因是各作者所使用的配子质量

可能有异,特别是在长牡蛎的多倍体研究中, 所用

配子大多采用解剖法获得,而且其中还有很多亲贝

是通过人工促熟达到性腺发育成熟的, 致所用配子

成熟状况的差别较大。只有当减数分裂期间染色

体处于向两极移动的时候,对其进行化学或物理学

方法的处理, 三倍体的诱导才有效[ 28]。如果受精

卵成熟度不好, 发育参差不齐,受精卵内的染色体

就不可能在同一时间处于相同状态,因而对其处理

也就难以获得高比率的三倍体。

  解剖的牡蛎雌性生殖细胞大多还不具备受精

表 3 CB和 6- DMAP 诱导三倍体长牡蛎

效果的综合比较( 1996~ 1998)

Tab. 3 A comprehensive comparison for the induction of

triploid oyster with CB and 6- DMAP (1996- 1998)

诱导药物 CB 6- DMAP

毒性 强,致癌 无或弱

溶解性 溶于 DMSO 溶于水

三倍体产率( % ) 60~ 70 50~ 60

使用剂量 0. 5mg#L- 1 400~ 420Lmol#L- 1

三倍体产率的稳定性 稳定 稳定

受精卵的处理密度
4. 0~

4. 5@ 107#L- 1
3. 0~

3. 5@ 107#L- 1

面盘幼虫孵化率( % ) [ 15 \50

性状优势 明显 明显

可操作性 较复杂 简单

潜在危险性(人、畜、环境) 大 小 (或尚未发现)

成本(元/片采苗器) 0. 009 0. 004

对大规模生产应用可行性 不强 较强

能力, 但一经剥离入水,在海水的刺激下可在较短的时间内使染色体达中期状态,成为具受精能力的成

熟卵,而入水后的持续时间与卵子的成熟状态有关。由于在生产操作时每批处理解剖剥离的个体数越

多,拖延时间越长,对同批次配子成熟的同步性影响越大。因此,在具体操作时,每批解剖的雌性亲贝个

体数应控制在 5~ 8枚。

在一定的诱导强度下,预计的诱导起始和持续时间只能作为参考。每处理一批受精卵的同时都必

须要有相应的对照样,同步观察对照样受精卵极体的排出情况。在对照样受精卵第一极体排出 40% ~

50%时,开始对处理组进行诱导, 当对照样 40%~ 50%的受精卵出现第二极体时,终止处理。同时应密

切跟踪观察处理组极体发生的数量变化,如果处理组在加入药物后极体的数量仍然在增加,说明处理无

效,反之则有效。根据极体发生的情况,对处理的持续时间作适当的调整, 可提高诱导效率。

受精卵的处理密度既与三倍体产率有关,也与生产成本和该项技术的可应用性有关。因此,在考虑

到各种因素的条件下,受精卵密度一般以3. 0~ 5. 0 @ 107个#L- 1为宜,受精卵密度再大就将影响到三倍

体的产率,如再低将使生产成本明显增加。

虽然 CB 的三倍体产率较高, 但价格昂贵, 并具致癌性, 在使用过程中对操作人员的身体及废液对

环境都有一定的危害,在生产单位推广使用时危险性更大。6- DMAP 虽然三倍体的产率稍低, 但其诱

导效率指数高于 CB方法,而且 6- DMAP 对人畜毒害较小、对环境污染较轻, 生产成本相对较低,操作

方法也比较简单。

通过 1996~ 1998年三年的三倍体长牡蛎苗种和养成规模生产的比较分析表明, 6- DMAP诱导方

法可操作性更强,适于长牡蛎和其它贝类三倍体的大规模生产[ 29] ,是当前贝类三倍体产业化的首选诱

导方法之一。
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