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茜素络合物对鲤仔鱼耳石标记特征研究
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摘要：利用100 mg/L的茜素络合物(alizarin complexone，ALC)对鲤仔鱼进行48 h的水环境
浸泡标记，以探讨该ALC标记方法的特征，及其对矢耳石、星耳石和微耳石的标记效果
以及鱼体ALC浸泡、续养恢复与耳石ALC标记区域形成和消失的时滞进行研究。结果显
示，3种耳石在可见光和荧光下均能检测到明显的标记环。其中星耳石的标记效果最
佳，微耳石次之。耳石上荧光信号出现和消失的时间与鱼体ALC浸泡开始和结束的时间
均存在1 d的时滞。此外，浸泡标记过的鲤仔鱼在进行了长达50 d的续养恢复后，其耳石
上的ALC标记环仍清晰可见。研究表明，ALC标记法所形成的标记环在耳石上可长期存
在，使用ALC对鲤仔鱼进行生态标记具有很强的可行性。
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为了恢复渔业资源、提高渔业产量，我国

已适时地开展了向天然水域投放鱼、虾、蟹、

贝等的人工增殖放流工作[1-3]。2010年和2016年农

业部亦分别印发了《全国水生生物增殖放流总

体规划(2011—2015年)》和《关于做好“十三五”
水生生物增殖放流工作的指导意见》等政策文

件 [4]。与此相适应，有效评价增殖放流效果将具

重要意义。

研究表明，对增殖放流鱼类进行标记是评

估效果的重要手段之一 [5]。迄今，相关的标记技

术种类繁多，主要包括体内标记和体外标记两

类 [6]。耳石荧光标记属体外标记中的化学标记，

是将荧光染料通过浸泡使其沉积在鱼类耳石

上，进而产生明显可识别的荧光标记的方法。

以锶(Sr)和钙(Ca)为代表的基于耳石元素微化学

“指纹”标记亦属化学标记 [ 7 - 1 0 ]。相对于传统标

记，耳石荧光标记操作简单，甚至可在短时间

内对鱼的受精卵、仔稚鱼等进行大规模标记，

并较为稳定，不易消失 [11]，准确率达100%。目

前，耳石荧光标记法的研究已受到日益关注，

涉及到的种类包括半滑舌鳎 (Cynoglossus sem-
ilaevis)苗种 [12]、白鲑(Coregonus lavaretus)[13]、日

本白姑鱼(Argyrosomus japonicus)[14]、许氏平鲉

(Sebastes schlegelii)[15]、大麻哈鱼(Oncorhynchus
keta)[8，16]、唐鱼(Tanichthys albonubes)[17]、大菱鲆

(Scophthalmus maximus)仔鱼 [18]、月鳢(Channa asi-
atica)仔鱼 [19]、秦岭细鳞(Brachymystax lenok tsin-
lingensis) [20]、稀有鲫(Gobiocypris rarus)和彭泽

鲫(Carassius auratus var. pengze)仔、稚鱼 [21]、胭

脂鱼(Myxocyprinus asiaticus)[22]、黑棘鲷( Acantho-
pagrus schlegelii) 的发眼卵、仔鱼或稚鱼  [23]等。

然而，对相关荧光物质的浸泡方法及其标记效

果评价的研究尚很少，特别是在增殖放流主要

类群的大宗淡水鱼类上几近缺乏。

鲤(Cyprinus carpio)是我国淡水鱼类中品种

多、分布广、养殖历史悠久、产量大的大宗淡
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水鱼类之一，具有极高的食用、药用及观赏价

值 [24-25]。目前，由于过度捕捞、自然生态环境破

坏等的影响，鲤野生资源量骤减，人工增殖放

流已成为资源补充和恢复的重要途径。但至今

尚未发现有鲤耳石荧光物质标记方面的研究。

作为相关探索的第一步，本研究选择标记浓度

为100 mg/L的茜素络合物 (alizarin complexone,
ALC)作为荧光染料，对大批量标记的鲤仔鱼个

体开展实验；以期确认利用ALC浸泡标记仔鱼的

方法来进行耳石标记的可行性；同时基于相应

的标记特征，来进一步确定观察和检测标记效

果的适宜条件。上述工作拟从新角度，为今后

在鲤及其他经济鱼类和名贵鱼类增殖放流中有

效使用相关标记技术提供理论和技术支撑。

1    材料与方法

1.1    实验材料和养殖条件

本研究在江苏省无锡市中国水产科学研究

院淡水渔业研究中心南区实验基地开展。实验

鱼于2017年4月26日采自上述基地人工繁育的健

康福瑞鲤个体(14日龄)，依据曹文宣等 [26]的划分

标准归为仔鱼。研究使用初始体长为8~10 mm的

实验鱼700尾，随机取200尾作为实验组，剩余500
尾作为对照组。实验前鱼在装有经曝气水的玻璃

缸中暂养1 d〔100 cm×45 cm×50 cm (长×宽×高)〕。

暂养期间和之后ALC浸泡标记期间均不喂食，续

养恢复期间投喂蛋黄水和粉状普通配合饲料。每

日清理鱼排泄物及换水1次，换水量占养殖水体

的25%。实验期间水温在18~24 °C之间，自然光

照，不控光周期。

1.2    茜素络合物浸泡标记方法

茜素络合物为分析纯制剂，购自国药集团

化学试剂有限公司。分别选择0 mg/L和100 mg/L
ALC作为对照组和标记组，对实验鱼进行48 h浸
泡实验(表1)。浸泡期间统计12、24、36及48 h期
间内标记组和对照组的个体急性死亡情况，及

时移出死鱼，浸泡处理过程中向实验水体中充

气增氧。

浸泡标记48 h后，将标记组200尾和对照组

500尾实验鱼分别置于盛有100 L经曝气自来水玻

璃缸(规格同上)中续养恢复。实验鱼采样分为两

个阶段： (1)在续养恢复第5~35天的中期过程

中，标记组和对照组每隔5 d定期取样，随机选

取5尾进行耳石荧光标记观察。(2)在续养恢复第

35天至实验结束的长期过程中，中途不采样，直

至标记组和对照组实验鱼至少同时剩5尾时。之

后无论是标记组或对照组一旦发现死鱼现象(本
研究实际为续养恢复第50天)，立即进行最后一

次取样，以获取最长时间恢复后鲤耳石上荧光

标记的保存情况。取样的同时测量其体质量 -
和全长(数据分别精确到0.01 g和0.01 cm)，保存

于100%无水乙醇中，用于观察耳石的荧光标记

情况。

1.3    耳石的摘取与检测方法

将样本鱼置于解剖镜下，用镊子和解剖针

快速取出耳石，区分矢耳石(sagitta)、星耳石(as-
teriscus)和微耳石(lapillus)。将耳石先用去离子水

清除耳石表面的薄膜及杂质，再用无水乙醇

脱水、干燥，使用电子探针微区分析仪 (JXA-
8100，日本电子株式会社)对三类耳石形态进行

扫描拍照(图1)。耳石荧光标记观察前使用透明

无色指甲油将耳石(无需打磨)固定在玻璃片上，

等指甲油凝固后，在OLYMPUS BX51型荧光显

微镜下，分别用可见光及荧光显微镜的2组滤光

片(蓝色激发光WBS和绿色激发光WGS)对耳石进

行比较观察。耳石标记效果(即ALC的荧光反应

强度)参照欧阳斌等 [21]的方法按无、微弱、较明

显、明显及非常明显5个等级来记录，并利用显

微镜自带的Streameye软件进行图谱拍照和图像

处理。

表 1    茜素络合物浸泡48 h鲤仔鱼的死亡情况

Tab. 1    Death of larval C. carpio immersed in ALC for 48 h

组别

group
浓度/(mg/L)
concentration

浸泡时间/h
immersion

time

样本数/n
number of

sample

死亡数/n
number of

death

死亡率/%
mortality

对照组

control
group

0 12 500 0 0

24 0 0

32 0 0

48 2 0.4

标记组

marking
group

100 12 200 1 0.5

24 0 0

32 1 0.5

48 3 1.5
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1.4    数据处理

本研究中按照死亡率(%)=死亡数(n)/样本数

(N)，日瞬时生长速率表达为平均值±标准差(me-
an±SD)，仔鱼日瞬时生长速率G[18]按照如下公式

进行计算：

G = 100£ (loge L f ¡ loge L i)=t f ¡ t i

式中，L f为每个处理组的最终平均全长 (cm)，
Li为初始平均全长(cm)， tf– ti为饲养时间(d)，以

G值来评估耳石标记对其生长的影响。采用单因

素方差分析(One-Way ANOVA)进行标记组与对

照组实验鱼生长的差异显著性分析，统计分析

利用SPSS16.0统计学软件进行。设定差异显著性

水平P为0.05，当P<0.05时为差异显著。

2    结果

2.1    茜素络合物处理对鲤仔鱼生存及生长的

影响

　　茜素络合物处理对鲤仔鱼生存及生长的影

响　　ALC浸泡标记过程中对照组和标记组实验

鱼出现了1~3尾不等的死亡现象(表1)，经单因素

方差分析表明，对照组与标记组实验鱼的死亡

率无显著差异(P>0.05)，说明ALC处理对鲤仔鱼

的应激性死亡影响很小，且标记组中仔鱼的活

动行为与对照组无明显区别，游动和摄食正常。

48 h浸泡处理后，在长达50 d的续养恢复过程

中，实验鱼活动行为及摄食等与对照组无显著

差异，且对照组500尾鱼的总死亡率为49%和标

记组200尾鱼的总死亡率为40.5%，两者相近。

　　茜素络合物标记对鲤仔鱼生长的影响

以G值为指标来评价荧光标记对生长的影响，恢

复续养5~35 d后经单因素方差分析，结果显示，

标记组与对照组的全长、体质量均无显著差异

(P>0.05)，可见ALC处理后对鲤仔鱼的生长无显

著影响(图2)。

2.2    茜素络合物标记效果的比较

　　不同光源下耳石茜素络合物浸泡标记信号

的检测效果　　标记组和对照组的耳石样品通

过荧光显微镜的3组滤光片(蓝色激发光、绿色激

发光和可见光 )观察其荧光标记效果。结果显

示， 3类耳石在 3组光源下均可发现荧光标记

(表2，图3)。可见光下标记形成一条清晰、肉眼

可见的紫色或紫红色的环。在两组荧光激发光

源下，虽然检测到的荧光标记环均为橘红色，

但荧光反应强度和颜色深度不同。在蓝色激发

1 mm (a)

(b)100 µm 100 µm 100 µm(c) (d)
 

图 1    本研究中实验鱼及鲤仔鱼三类耳石

(a)实验鱼；(b)矢耳石；(c)星耳石；(d)微耳石

Fig. 1    The larval C. carpio and its three types of otoliths in the present study
(a) experimental fish; (b) sagitta; (c) asteriscus; (d) lapillus
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表 2    鲤仔鱼浸泡100 mg/L茜素络合物48 h的耳石ALC标记检测效果

Tab. 2    Effects of 100 mg/L ALC marking on otoliths of larval C. carpio for 48 h

取样数/n
fish number

标记日龄/d
marking age

浸泡天数/d
immersing days

续养恢复天数/d
recovery days

取样日龄/d
sample age

标记强度　marking intensity

可见光

visible
light

蓝色激发光

blue fluorescent light

绿色激发光

green fluorescent
light

5 14 2 5 21 + + +

5 14 2 10 26 + + ++

5 14 2 15 31 + ++ +

5 14 2 20 36 ++ +++ ++

5 14 2 25 41 ++ +++ ++

5 14 2 30 46 ++ +++ +++

5 14 2 35 51 +++ ++++ ++++

5 14 2 50 66 +++ ++++ ++++

注：–. 无标记轮；+. 微弱；++. 较明显；+++. 明显；++++. 非常明显

Notes: –. no marking ring； +. light marking ring； ++. relatively obvious marking ring；+++. obvious marking ring； ++++. very obvious marking
ring
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图 2    100 mg/L茜素络合物浸泡标记对鲤仔鱼平均体质量和平均全长的影响(n=5)
(a)平均体质量；(b)平均全长

Fig. 2    Effects of 100 mg/L ALC marking on the mean body weight and mean total length of larval C. carpio (n=5)
(a) mean body weight; (b) mean total length

(a)20 µm (b)20 µm (c)20 µm

 
图 3    不同光源下鲤仔鱼矢耳石的茜素络合物浸泡标记效果

续养恢复10 d鱼的矢耳石分别在可见光(a)、蓝色(b)和绿色(c)激发光下的标记效果图；方框指示标记轮边缘

Fig. 3    Effect of ALC marking in sagitta of larval C. carpio observed with different fluorescent lights
The marking effect in sagitta from the fish reared in 10 days after end of immersion under the visible light (a), blue (b) and green (c) fluorescent light, re-
spectively; the boxes indicate the rims of the marking ring
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光源下，标记区在耳石中心区呈橘红色，其外

围为标记后续养恢复期间耳石新生长部分呈绿

色；在绿色激发光源下，标记区在耳石中心区

呈深橘红色，其外围为标记后续养恢复期间耳

石新生长部分呈淡橘红色。通过对不同激发光

下荧光效果的比较发现，蓝色激发光下的荧光

反应最强；因此，在检测鲤仔鱼耳石上的ALC标记

环时使用蓝色激发光源应该更适宜且有效(图3)。
　　三类耳石的茜素络合物浸泡标记效果比较

　　相同日龄及相同续养恢复时间，不同耳石

上的标记强度不同。49日龄的续养恢复35 d的鲤

仔鱼(表2)，矢耳石、星耳石和微耳石均可检测

到荧光标记环，其中星耳石效果最好，标记环

清晰，颜色鲜艳；微耳石次之(图4)。

　　不同续养恢复时间下的星耳石茜素络合物

标记的检测效果　　经48 h浸泡标记后，续养

恢复第5、10天检测时，星耳石上的标记效果微

弱；第15天时，星耳石上的标记效果相对较明

显；第20天检测时，星耳石上的荧光标记明显，

但第25、30天检测时，星耳石上的荧光标记相对

第20天检测时显得微弱；第35、50天检测时，星

耳石上的荧光标记效果非常明显。说明48 h浸泡

时间处理后，星耳石上的荧光标记强度表现为

无规律性，而且随个体不同有很大的差异性。

这与徐莉佳 [27]在斑马鱼(Danio rerio)上类似研究

的结果相似。续养恢复5~50 d的显微观察显示，

鲤仔鱼的续养恢复时间不宜太短，否则会看不

到新长出的耳石区域，无法与ALC标记部分作对比，

不易观察(图5)。因此，在一定续养恢复时间内，

随着续养恢复时间的延长，星耳石上荧光标记

更易被观察到，续养恢复时间以20 d以上为宜。

值得注意的是，本研究显示100 mg/L ALC
对鲤仔鱼耳石的浸泡标记效果较好，在显微镜

下观察容易辨识，又能长时间保留染色效果。

对实验鱼自实验开始连续50 d进行耳石取样发

现，各取样天数实验鱼耳石的荧光信号强度差

异不大，即使在第50天其信号强度与第5天时并

无明显差异 (图5)，并未有减弱的趋势，表明

ALC对耳石的标记效果较为持久。

2.3    鲤仔鱼经茜素络合物浸泡后耳石标记出

现和消失的时滞

本实验开始浸泡标记的鲤仔鱼日龄为14 d，
15~16 d为浸泡标记时间，续养恢复5 d，日龄为

(a) (b) (c)20 µm 20 µm 20 µm

20 µm (d) (e) (f)20 µm 20 µm

 
图 4    鲤仔鱼三类耳石标记效果以及同种耳石不同激发光下的标记效果的比较

(a)和(d). 矢耳石，(b)和(e). 星耳石，(c)和(f). 微耳石；均为续养恢复35 d时在蓝色、绿色激发光下的标记效果；箭头指示标记轮边缘

Fig. 4    A comparison of ALC marking effect on the three different types of otolith from larval C. carpio under the same
fluorescent light and the same type of otolith under the different fluorescent lights

(a)(d). sagitta, (b)(e). asteriscus, (c)(f). lapillus; the mentioned three pairs of otoliths were from the fish reared for 35 days after end of immersion under
the blue, green fluorescent light; the arrow indicates the edge of the fluorescent marking ring

1758 水    产    学    报 42 卷

 

http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


21 d (表2)。而通过读取耳石上暗纹发现荧光标

记轮为两轮，第16、17日轮具有荧光反应，第

18日轮之后无荧光反应。说明从鲤仔鱼开始浸泡

到耳石上反映出荧光标记信号需要1 d的时滞，

而荧光信号在耳石上消失时间也是1 d的时滞。

在对续养恢复10 d的鲤仔鱼耳石标记日龄推算时

亦可同理证明这一点(图6)。

3    讨论

3.1    100 mg/L茜素络合物浸泡鲤仔鱼形成耳石

标记的可行性

正因荧光物质会在鱼类耳石等其他硬骨组

织上形成长久性标记，到目前为止，此类物质

的研究广受关注，且发现不同荧光物质的浸泡

标记效果、标记效率及对目标鱼类的影响等方

面差异会很大。一般来看，ALC、茜素红S (aliz-
arin-red S)、盐酸四环素(tetracyclin hydrochlorid,

TCHC)、钙黄绿素(calcein，CAL)和土霉素(Oxyte-
tracycline，OTC)等较常用于仔、稚鱼的标记[28-30]，

但荧光物质的选择宜因对象鱼种、规格和标记

条件而异 [21]。在本研究中TCHC和CAL不宜作为

荧光标记物质。已有研究表明，TCHC溶液对鱼

体有较大的毒性 [21-22，31]，易造成鱼苗不同程度上

的不适应甚至急性死亡，说明鱼苗对TCHC的敏

感程度较大。而CAL便于检测且荧光标记持久，

同时能检测到荧光反应强度不一的绿色荧光标

记 [32]。但CAL对很多鱼类耳石的标记效果较差，

这是由于耳石自身带有一定强度的绿色荧光，

这与CAL标记产生的荧光颜色非常接近 [27]。因而

在不同浸泡时间处理和不同浸泡液浓度处理

下，很难断定CAL的准确标记率。ALC是一种化

工产品，常用作络合滴定指示剂和酸碱指示

剂，亦可用作荧光染料。相对其他浸泡标记物

而言，ALC是较早用来对鱼类进行荧光标记的荧

光物质之一，多数研究表明ALC标记物明显且相

5 d

10 d

15 d

20 d

25 d

30 d

35 d

50 d

20 µm (a1) (b1) (a2) (b2)
 

图 5    不同续养恢复时间下鲤仔鱼星耳石分别在蓝色激发光和绿色激发光下的标记效果比较

(a1)、(a2)两列表示在蓝色激发光下的标记效果；(b1)、(b2)两列表示在绿色激发光下的标记效果

Fig. 5    Comparison of ALC marking effect in asteriscus of larval C. carpio under blue fluorescent light and
green fluorescent light for various days of recovery rearing after immersion

Two columns of (a1) and (a2) show marking effect under blue fluorescent light, while two column of (b1) and (b2) show marking effect under green
fluorescent light, respectively
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对安全 [13-23]。因此，本研究采用的ALC，是标记

鲤仔鱼较理想的荧光物质。

为获得理想标记效果而又保持最高存活

率，必须选择适宜的ALC浸泡浓度。作为相关研

究的第一步，本研究只选择了一个适中的标记

浓度(100 mg/L)开展研究。鲤仔鱼在浸泡标记期

间及续养恢复期间的养殖过程中对照组和标记

组均有一定的死亡率，虽然养殖密度效应及

ALC潜在的毒性效应是最容易引起怀疑的因素，

但仅凭本次研究的结果尚无法确认或证实，急

需开展进一步有针对性的工作来证实。有研究表

明100 L水中的鲤放养密度界限可达9~10 kg[33]。

本研究对照组和标记组的养殖密度均在此范

围之内，且两组死亡率相似，表明养殖密度及

100 mg/L ALC浸泡浓度对鲤仔鱼成活率无显著影

响。标记组和对照组在续养恢复35 d之前，生长

情况并无显著差异，35~50 d的养殖过程中存在

较大差异，一方面，使用荧光染料浸泡标记鱼

体，在续养恢复后期鱼体生长可能会产生显著

差异 [34-35]，另一方面，对照组养殖密度较标记组

高但喂食比例一致，可能会导致对照组和标记

组生长出现差异，这些均有待证实。前人的研

究结果显示，可成功进行ALC标记的安全浸泡浓

度一般在50~400 mg/L[18，36-37]。徐永江等[12]综合考

虑存活率和标记效果，结果得出ALC浸泡标记半

滑舌鳎苗种耳石的适宜浓度为100 mg/L；徐采等[19]

使用的ALC浓度为100 mg/L时，月鳢仔鱼浸泡24 h
后存活率为100%。Shirai等 [38]使用100 mg/L ALC
标记日本鳗鲡(Anguilla japonica)得到了较好的标

记效果。付自东等 [22]发现ALC浸泡液的浓度为

50~200 mg/L时，胭脂鱼仔鱼成活率为100%，在

浸泡后的饲养阶段未发现死亡个体。因此，综

合考虑成活率以及标记效果，对于鲤仔鱼ALC有

效标记而言，本研究初步选用的100 mg/L是较为

14 d

16 d

17 d 15 d

20 µm

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

20 µm 20 µm 20 µm

20 µm 20 µm

 
图 6    鲤仔鱼星耳石中ALC标记出现和消失时间的推算

(a)、(b)、(c)为续养恢复5 d的星耳石分别在可见光、蓝色和绿色激发光下标记效果图，(d)、(e)、(f)为续养恢复时间为10 d的星耳石分

别在可见光、蓝色和绿色激发光下标记效果图；箭头指示由耳石核心指向荧光标记轮边缘；14 d、15 d、16 d、17 d表示第14、15、
16、17日龄

Fig. 6    Back-calculation of possible time lag for occurrence and disappearance of ALC marking
in asteriscus of larval C. carpio

(a)，(b)，(c) show the marking effects in asteriscus of the fish reared in 5 days after end of immersion under the visible light, blue and green fluorescent
light, respectively, (d)，(e)，(f) show the marking effects in asteriscus of the fish reared for 10 days after end of immersion under the visible light, blue
and green fluorescent light, respectively; the arrow indicates that the core of the otolith point to the edge of the fluorescent marking ring; the 14 d、15 d、
16 d、17 d show the 14th、15th、16th、17th daily age
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实用浓度。所有被标记个体均未发现有异常行

为，同时续养恢复过程中标记组的死亡率及生

长情况与对照组均相近。后续会在本研究的基

础上，对鲤仔、稚和幼鱼耳石标记最佳浸泡浓

度梯度和浸泡时间作进一步优化，以确定ALC标

记鲤耳石最佳条件，并尝试建立适用于鲤及其

他鲤科鱼类人工增殖放流鱼苗的ALC标记的规范

和标准。此外，从水产品安全角度来看，我们

还需关注ALC荧光染料在鱼体肌肉和其他组织中

的残留量及是否会对人体有害等问题。然而，

目前尚未发现有荧光染料在鱼体内残留的研究

文献，这可能与生物体内荧光染料残料量的检

测方法尚未建立有关，急需得到突破。

3.2    茜素络合物标记浸泡效果检测条件的优化

通常用荧光物质浸泡标记鱼类耳石需在荧

光显微镜下观察荧光标记，且对不同种类的

鱼，荧光标记检测时显微镜的最适激发光源可

能不同，大多数的研究者多选用紫外激发光源

进行检测和观察。但Vigliola[39]、何春林等[40]用荧

光物质标记某些鱼类时发现，耳石上的荧光标

记在可见光下同样可以被识别，而且，不仅可

以检测到标记环，标记环前后的生长日轮也能

够清晰可见，可更方便地获取标记鱼的日龄及

不同标记间隔时间或标记后的生长天数等信

息。本研究中被标记的矢耳石、星耳石及微耳

石在可见光下亦均可观察和检测到一条紫红色

标记轮。不仅如此，在前人研究的基础上，本

研究还选择了在蓝色和绿色激发光源下对耳石

进行观察。虽然在鲤仔鱼耳石上都检测到预期

的橘红色ALC标记环，但不同激发光下耳石的荧

光效果强度不尽相同，且蓝色激发光下荧光标

记的信号最强。因此，研究人员在观察鲤仔鱼

耳石ALC标记效果时，蓝色激发光应该为首选检

测光源。

3.3    耳石ALC标记区域的观察和判定

本研究利用透明无色指甲油对耳石进行包

埋和封片，对耳石不仅具有透明的作用，相对

于使用二甲苯更安全，透明效果更好。而且通

过本研究结果显示，在观察鲤仔鱼荧光标记效

果时，未经打磨的耳石包埋后在荧光显微镜下

荧光标记和日轮特征非常明显。

荧光检测ALC标记非常明显，标记率为

100%。由于本研究耳石样品未经打磨，且耳石

本身呈自核心向外的包裹状生长，因此用荧光

显微镜观察到的原本应是一整个标记球面。然

而本实验中续养5、10、15、25 d耳石近边缘部

位可看到一轮标记环，而续养恢复20、30、35、
50 d耳石近中心可看到一个标记球。靳建波等 [20]

利用茜素络合物浸泡标记秦岭细鳞发眼卵及仔

鱼耳石时发现了相同的现象，认为标记轮产生

的原因可能是由于耳石被标记部位边缘的自发

荧光现象所致。本研究结果既可看到标记“轮”，
又可看到标记“球”，但二者可能是由于耳石包埋

时所放位置有差异，在激发光观察时所获相差

不同所致；因其均为成功标记后才能产生，故

不影响对标记区域的观察和标记效果的判断。

3.4    影响茜素络合物标记效果的因素

荧光标记效果与荧光物质浓度、浸泡时间

和标记鱼个体生长阶段有关。当ALC浸泡液在一

定的浓度范围内时，如果浸泡标记持续时间相

同，仔、稚鱼耳石上荧光标记环的强度则随着

浸泡浓度梯度的上升而增加；而如果标记的浓

度相同时，耳石上标记环的强度则随着标记持

续时间的延长而增加 [39]。从标记鱼生长阶段来

看，当浸泡液浓度相同时，同龄的不同个体

间，其荧光标记环强度差别不大，但对不同龄

个体的标记效果则相差很大。低龄个体标记环

荧光效果则可能会较强[23]。有研究表明，在受精

卵胚胎发育期与早期鱼体生长最快的时期，是

鱼类染色标记的最佳阶段 [41-42]，这也许与鱼类自

身的代谢有关，低龄鱼比高龄鱼有更高的代谢

率，因此吸收荧光物质更多一些[42]。鉴于上述原

因，在对鲤鱼耳石进行荧光浸泡标记时应充分

考虑鱼生长阶段、标记物质浓度以及标记浸泡

时间等因素。本研究所选的100 mg/L ALC浓度对

鲤仔鱼进行标记，通过48 h的浸泡足以保证获得

理想的标记效果。

3.5    鲤仔鱼耳石茜素络合物标记出现及消失

的时滞特征

目前，虽然业界已经认可荧光标记对大多

数鱼类有较好的效果 [13-23]，但对耳石荧光标记的

出现及消失是否存在时滞尚缺乏研究。本研究

首次尝试通过对鲤仔鱼耳石进行微结构的观察

来了解相关特征。笔者发现，耳石上荧光信号

的出现和消失时间与鱼体ALC浸泡开始和结束的

时间不相吻合，的确存在一定的时间差(时滞)。
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本研究还发现，由于鲤仔鱼的矢耳石形态不规

则(呈漏斗状)，微耳石个体较小，同时两类耳石

都较脆易碎，因此均不是时滞研究的最好材

料。而星耳石却优势明显，即使不经打磨，其

日轮轮纹仍清晰可数，故采用星耳石上的轮纹

进行日轮计数更为适宜 [43]。董双林等 [44]研究发

现，鲤仔鱼星耳石上的第1日轮是在破膜后24 h
之内形成的，因此星耳石上的日轮数与实际日

龄相同。本研究用浓度为100 mg/L ALC对14 d
日龄的鲤仔鱼进行48 h (即2 d)的浸泡处理，则

15、16 d即为浸泡标记时间的日龄。通过耳石上

微化学结构观察发现，第16、17日轮区域具有荧

光反应，第18日轮之后的区域则无荧光反应。这

种现象显示出鲤仔鱼从开始ALC浸泡到耳石上反

映出荧光标记信号，以及ALC浸泡结束后到耳石

上荧光信号消失均需要1 d的时滞。根据此结

论，如果要有效观察和检测鱼类ALC浸泡耳石标

记效果时，就不能在鱼体浸泡当天取样，而是

在浸泡结束后的第2天开始取样为宜。

4    结论

本研究首次选用具有大批量标记潜力的鲤

仔鱼，采用ALC标记物通过浸泡标记对在耳石

上的标记效果进行了较为系统的研究。在单一

100 mg/L ALC浓度下，对鲤仔鱼进行48 h的浸泡

足以在耳石上获得理想的标记效果。星耳石、

微耳石和矢耳石均可在可见光、蓝色和绿色激

发荧光光源下检测到明显的标记环；但星耳石

的效果最佳，而微耳石次之。耳石上荧光标记

出现和消失的时间与鱼体ALC浸泡开始和结束时

间均存在1 d的时滞。实验鱼在经浸泡处理后续

养恢复50 d，耳石上ALC的标记区仍清晰可见，

表明耳石ALC标记至少能稳定存在50 d。本研究

对今后在鲤及其他经济、名贵鱼类上开展增殖

放流效果的评价将具有很好的借鉴作用。
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Study on otolith marking of larval common carp Cyprinus carpio by
immersion in alizarin complexone
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Abstract: The artificial release is one of successful approaches for natural fishery stock enhancement. Therefore,
effective marking techniques are expected to be applied for assessment of the contribution of released fishes to the
fishery resources. Because fish at larval stages are better for batch marking and releasing, in the present study, lar-
val common carp Cyprinus carpio were immersed in the 100 mg/L of alizarin complexone (ALC) for 48 h, so as to
compare and investigate the marking characteristics of this method among sagitta, asteriscus and lapillus, as well
as the possible time lag between start/end of fish ALC immersion and corresponding start/end of the fluorescent
signal on otolith. Results suggested that marking rings in aforementioned three types of otolith were significantly
observed in both visible and fluorescent lights. As for the ALC marking effect, asteriscus (the best) and lapillus
(the second) were relatively better than sagitta. One-day time lag was found, respectively, between start of fish im-
mersion and corresponding start of otolith marking, as well as end of fish immersion and corresponding end of
ALC marking in extended area on otolith. The otolith ALC marking rings could still be obviously noted, even the
fish was reared for 50 days after end of immersion. This phenomenon showed that ALC marking ring could be pre-
served on otolith for quite a long period. Consequently, the present method of ALC immersion will have strong
feasibility for otolith ecological marking of larval C. carpio.

Key words: Cyprinus carpio; otolith; alizarin complexone (ALC); fluorescence marking
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