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CB诱导熊本牡蛎三倍体及其存活率与倍化率的变化关系
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摘要：为诱导熊本牡蛎三倍体，研究了细胞松弛素B (CB)浓度、诱导起始时间、诱导持
续时间等因素对卵裂率、D幼率、三倍体率的影响，并分析了幼虫、稚贝及成贝的存活
率和三倍体率的变化特征。结果显示，CB浓度为0.5~0.6 mg/L，诱导起始时间为40%受
精卵释放第一极体，诱导持续时间为20 min时可获得87%的三倍体率。卵裂率、D幼率、
三倍体率的最大影响因素分别为CB浓度、诱导持续时间、诱导起始时间与诱导持续时
间。三倍体率与卵裂率无显著负相关性，而与D幼率呈显著正相关。因此，减小CB浓度
或诱导持续时间，可同时获得较高的三倍体率与幼虫产量。3~15日龄三倍体组与对照组
的存活率分别由71.27%与96.09%降低至34.14%与58.80%，成贝期450日龄(9月)三倍体组
与对照组的存活率分别为53.62%与44.67%。3~9日龄三倍体率从87%降低至77%，而
90~450日龄三倍体率平均值为59.21%±4.99%，表明幼贝与成贝期三倍体率变化较小，三
倍体率的维持与存活率无显著相关性。
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牡蛎三倍体具有生长快、育性差、死亡率

低等优势，已成为重要的养殖品种和育种材料[1-3]。

目前，在香港牡蛎(Crassostrea hongkongensis)[4]、

美洲牡蛎(C. virginica)[5]、长牡蛎(C. gigas)[6]、悉

尼岩牡蛎(Saccostrea commercialis)[7]、欧洲牡蛎

(Ostrea edulis)[8]、僧帽牡蛎(O. cucullata)[9]、近江

牡蛎(C. rivularis)[10]等中已成功诱导了三倍体。牡

蛎三倍体诱导方法包括使用细胞松弛素B(CB)、
6-甲基氨基嘌呤(6-DMAP)、咖啡因、温度休克、

高盐和低盐等化学与物理方法，其中CB和6-DMAP
方法较为常用，可获得较好的诱导效果和较高的

倍化率 [3]。目前，采用CB和6-DMAP方法已在多

种牡蛎中成功诱导了三倍体 [3]。但CB和6-DMAP
毒性较大，对幼虫的成活率和孵化率影响较

大 [7，11]。因此，研究诱导操作对牡蛎三倍体受精

卵的卵裂、孵化、成活等的影响规律及应对措

施在牡蛎三倍体生产实践中具有重要意义。

熊本牡蛎(C. sikamea)广泛分布于中国沿海、

韩国沿海及日本有明海 [12-14]，由于其口感与体型

较好，深受市场欢迎，在国外已成为主要的牡蛎

养殖品种之一[15]。在我国熊本牡蛎属于热带、亚

热带经济贝类，具有丰富的野生资源，广泛分布

于从江苏至广西等沿海的海湾及河口区域，是

仅次于香港牡蛎、葡萄牙牡蛎(C. angulata)、长

牡蛎的第4种牡蛎经济品种 [12]。目前，已有学者

报道了熊本牡蛎的选择育种 [16-19]，以及与香港牡

蛎 [20]、长牡蛎 [21]、葡萄牙牡蛎 [22]、近江牡蛎 [23]等

的杂交，但目前尚未有熊本牡蛎三倍体的报道。
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本实验建立了CB诱导熊本牡蛎三倍体的方法，

分析了不同诱导因素对卵裂率、孵化率及倍化

率的影响规律，进一步分析了CB诱导后幼虫、

稚贝及成贝的死亡率与倍化率的变化特点，为

熊本牡蛎三倍体苗种规模化生产与养殖奠定了

基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

2016年5月在广西北海贝类养殖基地挑选

2~3龄、体质量大于50 g的无损伤熊本牡蛎100只
作为亲贝，按照雌∶雄=4∶1的比例配对，全部

通过人工解剖获取精卵；实验前暂养于人工育苗池

中，暂养水温26~30 °C，盐度22~25，每日加入新

鲜海水。

1.2    精卵获取与授精

采用人工解剖法获取亲贝的卵子和精子，

并用解剖针挑取每个亲贝的少量性腺组织，在

显微镜下鉴别雌雄，筛选出梨形或卵圆形且细

胞质丰富的卵子，精子应在海水中呈剧烈运动。

雌雄性腺分开放置，避免意外授精。人工挤取

精卵后，使用500目筛绢网过滤掉杂质，获取的

卵子使用新鲜海水浸泡促熟1 h，获取的精子则

在授精前使用新鲜海水激活。精卵促熟激活后

备用。

1.3    CB诱导三倍体实验设计

实验水温26~30 °C，盐度20~25，并参考已

报道的方法溶解配制CB[5]。本实验优化3个主要

影响因素：CB浓度、诱导持续时间、诱导起始

时间；采用单因素分析方法，设置不同的因素

水平，记录每个因素水平下的卵裂率、D形幼虫

率(D幼率)、三倍体率，并进一步参考综合评价

指数确定最佳的诱导条件。人工授精后受精卵

密度调整为5×107个 /L，之后迅速把受精卵等分

成6份于不同授精桶中，其中1份受精卵为对照

组，不进行处理，另外5份为处理组，采用不同

的因素水平进行处理。实验重复3次。

　　CB浓度的确定　　当熊本牡蛎受精卵排出

40%~50%第一极体(polar bodyⅠ, PBⅠ)时，分别

采用浓度为0.3、0.4、0.5、0.6、0.7 mg/L的CB溶

液，持续诱导受精卵20 min，再使用0.1%二甲基

亚砜(DMSO)清洗残留的CB，置于500 L孵化桶中

孵化。

　　诱导起始时间的确定　　采用最佳的CB浓

度，设定诱导起始时间分别为30%、40%、50%的

受精卵排出PBI以及排出第一个第二极体(1st PBⅡ)
时开始诱导，持续诱导20 min。
　　诱导持续时间的确定　　采用最佳的CB浓

度和诱导起始时间，设定诱导持续时间分别为

10、15、20和25 min。

1.4    幼虫培养与稚贝养殖

D形幼虫前期投喂球等鞭金藻 (Isochrysis
galbans)，后期等量混合投喂球等鞭金藻与羽纹

藻(Pinnularia brevicostal)的混合藻液，藻细胞浓

度为60 000~80 000个 /mL；每3天全部换水1次，

水温27.7~28.6 °C, 盐度20~25。使用成吊的牡蛎壳

作为附着基，幼虫附着完毕后转移至自然海区

吊养。

1.5    数据处理

受精孵化约8 h后随机收集受精卵计算卵裂

率(卵裂数占总受精卵数的百分比)，全部发育至

D形幼虫后计算D幼率(D形幼虫数占总卵裂数的

百分比)；随机收集3与9日龄的幼虫，使用流式细

胞仪(Partec II，德国)测定三倍体率 [24]，则综合评

价指数(Ie)为孵化率与三倍体率的乘积。幼虫第

3、9、15日龄时测定成活率，使用300目筛绢网

随机收集幼虫，浓缩至1.5 mL离心管中显微镜下

统计空壳数与活体数，成活率为活体数占总数

的百分比。

稚贝与幼贝阶段成活率测定时间为第30(2016
年7月)、60、90、120、150、180、210、270、360、
450日龄(2017年9月)，从90日龄始测定倍化率。

每个时间点随机采集5吊熊本牡蛎(约200只稚贝

或成贝)，现场统计空壳数与活体数，成活率为

活体数占总数的百分比。取约1 mm3鳃组织，使

用流式细胞仪逐个测定倍性，三倍体率为三倍

体数与总活体数的百分比。

根据3个因素不同水平下的卵裂率、D幼率、

三倍体率的极差大小，判断3个因素的主次影响

程度，并采用曲线拟合方法分别构建三倍体率

与卵裂率及D幼率的拟合方程。使用SPSS 18.0
软件进行数据分析，同一因素下不同水平采用单

因素方差分析(One-Way ANOVA)，采用独立样

本的 t检测处理组与对照组的成活率差异。显著

水平均为P<0.05。
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2    结果

2.1    CB诱导三倍体条件

　　CB浓度　　CB浓度增加时，卵裂率、D幼

率、三倍体率、综合评价指数均表现出先增加

后降低的趋势，0.5 mg/L时处理组卵裂率(67.35%)、
D幼率(66.05%)、三倍体率(87.70%)、综合评价指

数(58.44%)最大，但与0.6 mg/L因素水平无显著

性差异(P>0.05，图1)。因此，CB浓度为0.5~0.6 mg/L
时三倍体诱导效果较好。

　　诱导持续时间　　当三倍体诱导持续时间

为10~25 min时，卵裂率、D幼率、三倍体率、综

合评价指数均呈先增加后降低的趋势(图2)。持

续诱导为20 min时三倍体诱导率(86.78%)和综合

评价指数(58.45%)值最大，且显著大于其他处理

组(P<0.05)。因此，持续诱导20 min时诱导效果较好。

　　诱导起始时间　　随诱导起始时间点的推

后，卵裂率、D幼率、三倍体率和综合评价指数

均呈先增加后降低的趋势(图3)。当诱导时间点

为40%PBI出现时，三倍体诱导率(90.96%)与综合

评价指数(56.11%)最高，且与其他处理组呈显著

性差异(P<0.05)。40% PBI释放时是最佳的诱导起

始点。

2.2    诱导因素对卵裂率、D幼率的影响程度

在3个因素中，不同CB浓度的卵裂率极差最

大，对应的标准差亦最大，因此，CB浓度对卵
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图 1    不同CB浓度诱导三倍体的卵裂率、

D幼率与三倍体率

1. 0.3 mg/L，2. 0.4 mg/L，3. 0.5 mg/L，4. 0.6 mg/L，5. 0.7 mg/L，
6. 对照组；上标不同小写字母表示差异显著(P<0.05)；下同

Fig. 1    Cleavage rate, D larvae rate and triploidy rate by
different CB concentration

1. 0.3 mg/L, 2. 0.4 mg/L, 3. 0.5 mg/L, 4. 0.6 mg/L, 5. 0.7 mg/L, 6.
control. Bars with different small letter superscripts mean significant
differences (P<0.05); the same below
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图 2    不同诱导持续时间诱导三倍体的卵裂率、

D幼率和三倍体率

1. 10 min，2. 15 min，3. 20 min，4. 25 min，5. 对照组

Fig. 2    Cleavage rate, D larvae rate and triploidy rate by
different time of induction

1. 10 min, 2. 15 min, 3. 20 min, 4. 25 min, 5. control

卵裂率 cleavage rate

D 幼率 D larvae rate

三倍体率 triploid rate

综合评价指数 evaluation index
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图 3    不同诱导起始时间点诱导三倍体的卵裂率、

D幼率和三倍体率

1. 30% PBI，2. 40% PBI，3. 50% PBI，4. 1st PBⅡ，5. 对照组

Fig. 3    Cleavage rate, D larvae rate and triploidy rate by
different initial time of induction

1. 30% PBI, 2. 40% PBI, 3. 50% PBI, 4. the first PBⅡ, 5. control
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裂率的影响最大，3个因素对卵裂率的影响程度

为CB浓度>诱导持续时间>诱导起始时间。同理，

诱导起始时间对D幼率的影响最大，3个因素影

响程度为诱导起始时间>诱导持续时间>CB浓

度，但前2个因素的D幼率极差值相差仅0.12，二

者具有相似的影响力。持续诱导时间对三倍体

率的影响最大，3个因素影响程度为诱导持续时

间>CB浓度>诱导起始时间(表1)。

2.3    卵裂率、D幼率与三倍体率的相关关系

卵裂率与三倍体率呈不显著负相关(P=0.263)，
相关方程为y=–0.533x+0.946(R2=0.034)；而D幼率

与三倍体率呈显著正相关(P=0.000)，相关方程为

y=1.011x+0.136(R2=0.412)(图4)。因此，提高三倍

体率会降低卵裂率，但可同步提高D幼率。

2.4    存活率与倍化率变化

　　幼虫存活率与倍化率　　处理组幼虫的存

活率显著小于对照组(P<0.05)，且随着日龄的增加，

处理组与对照组的存活率均呈现降低趋势。处

理组3日龄幼虫存活率为71.27%，至15日龄降低

至34.14%，降幅为52.10%，而相同时间点对照组

的存活率分别为96.09%和58.80%，降幅为38.81%
(图5)。总体上，对照组存活率优于处理组。3~9
日龄处理组的三倍体率从87%下降至77%，降幅

为11.49%。

　　稚贝、成贝存活率与倍化率　　总体上，

随日龄的增加，处理组与对照组的存活率均呈

下降趋势(图5)；在30~270日龄时对照组的存活

率高于处理组，而在360~450日龄则相反，在

30、60、210、270、360、450日龄2组存活率均

呈显著性差异(P<0.05)。30日龄(2016年7月)至270
日龄(2017年3月)时处理组与对照组的存活率分

别从95.24%与91.13%缓慢降至84.77%与79.24%；

而至 360日龄(2017年6月)时对照组与处理组的存

活率急剧下降至49.50%与54.50%，至450日龄

(2017年10月)时对照组存活率仍快速降至44.67%，

而处理组存活率则较稳定(53.62%)。
在90~450日龄阶段，处理组的三倍体率变

化较小，平均值为59.21%±4.99%，90日龄与450
日龄的倍化率分别为63.16%和58.37%，并且处理

组的三倍体率与存活率之间并未有显著的相关

关系，即使存活率急剧降低时三倍体率亦相对

稳定(图6)。

3    讨论

3.1    三倍体诱导的影响因素

CB可抑制细胞膜内微丝形成，阻止细胞分

裂，被最早应用于牡蛎三倍体培育研究中 [5，25]。

本实验中CB诱导的三倍体率为87%，与僧帽牡

蛎(87.5%)三倍体率相近，高于长牡蛎(70.59%)、
美洲牡蛎(73.91%)、悉尼岩牡蛎(79.2%)的三倍体

率。在长牡蛎等贝类三倍体诱导研究中，诱导

持续时间对D幼率的影响最大，其次是诱导起始

时间和药物浓度 [26-27]。本研究的结论与之相似，

表 1    不同诱导条件下卵裂率、D幼率与三倍体率统计数据

Tab. 1    Summary information of cleavage rate, D larvae rate, and triploidy rate by different induction factors in C. sikamea

指标

parameter
因素

factor
数量

number
极差

rang
最小值

minimum
最大值

maximum
均值

mean
标准差

standard deviation
卵裂率

cleavage rate
CB浓度

CB concentration
15 25.63 47.17 72.80 58.60 7.42

诱导持续时间

time of induction
12 24.35 52.47 76.82 62.30 6.99

诱导起始时间

initial time of induction
12 23.03 43.64 66.67 54.95 7.03

D幼率

D larvae rate
CB浓度

CB concentration
15 37.75 31.25 69.00 49.41 12.66

诱导持续时间

time of induction
12 41.86 20.93 62.79 47.89 15.97

诱导起始时间

initial time of induction
12 41.98 34.27 76.25 53.24 11.72

三倍体率

triploidy rate
CB浓度

CB concentration
15 59.68 31.57 91.25 68.82 20.98

诱导持续时间

time of induction
12 65.70 26.08 91.78 55.58 23.89

诱导起始时间

initial time of induction
12 48.44 41.11 89.55 67.23 16.41
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诱导持续时间和诱导起始时间对D幼率影响最

大，同时诱导持续时间亦是三倍体率最大的影

响因素。

卵裂率与D幼率(孵化率)是影响苗种产量的

主要指标，而它们与三倍体率的相关关系既影

响着三倍体率又影响着苗种产量，探讨它们之

间的关系对生产实践具有重要意义。浮游幼虫

期存活率的变化幅度较大，因此，CB的毒害作

用可能主要集中于卵裂与胚胎发育阶段，同时

CB浓度是卵裂率的最大影响因素，亦说明卵裂

率对CB浓度变化(即毒性大小变化)的敏感性。而

使用6-DMAP诱导长牡蛎三倍体时，其三倍体率

与D幼率呈不显著负相关(P>0.05)[28]，与本研究的

结论相反，可能是因CB毒性大于6-DMAP所致。

本研究中卵裂率的第二大影响因素为诱导持续

时间，在熊本牡蛎三倍体诱导中尽可能缩短受

精卵与CB溶液的接触时间，平衡卵裂率与三倍

体率间的关系，可同时获得较高的苗种产量和

三倍体率。

3.2    存活率与三倍体率

熊本牡蛎幼虫阶段，CB处理组的存活率显

著低于对照组(P<0.05)，并且在3~9日龄存活率急

剧下降，表明前期淘汰了生存力较弱的D形幼

虫。CB的毒害作用可能是幼虫死亡的原因之

一；CB阻止微丝形成的同时也破坏了细胞正常

的生理生化功能，导致幼虫发育受阻而死亡。非

整倍体现象可能是另一个原因；CB处理后的幼

虫中常存在一定比例的非整倍体 [3]，在刚孵化的

悉尼岩牡蛎三倍体中存在1%~11%的非整倍体 [2]，

在长牡蛎三倍体幼虫中亦观察到非整倍体[29]；非

整倍体生存力较弱，死亡率较高。本研究中270
日龄(2016年3月)之后处理组的存活率显著大于

对照组(P<0.05)，这种现象可能与性腺发育繁殖

导致个体生存力下降死亡相关，而牡蛎三倍体

性腺不育或发育滞后，因而较少个体死亡 [6，30]；

本研究熊本牡蛎养殖区域，每年3月份处于熊本

牡蛎繁殖起始时期，其性腺开始快速发育，导

致在繁殖季节三倍体存活率显著大于二倍体(P<
0.05)。

非整倍体现象也可降低贝类的三倍体率 [31]；

本研究中熊本牡蛎在3~9日龄、9~90日龄、90~450
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图 4    三倍体率与卵裂率及D幼率的相关关系

Fig. 4    The correlativity between triploidy rate and
cleavage rate or D larvae rate in triploid induction
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图 5    3~15日龄处理组与对照组的存活率与三倍体率

*表示组间差异显著(P<0.05)；下同

Fig. 5    Survival rate and triploidy rate of treatment and
control groups from 3 to 15 days

* means significant difference (P<0.05); the same below
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图 6    30~450日龄处理组和对照组存活率与

三倍体率的变化

Fig. 6    Variation of survival rate and triploidy rate in
treatment and control groups from 30 to 450 days
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日龄三倍体率分别下降了10.00%、13.84%、4.97%。

但这与已报道的长牡蛎、悉尼岩牡蛎三倍体稚

贝与幼贝的存活率随时间的变化趋势相反 [6，32]；

与长牡蛎和悉尼岩牡蛎相比，熊本牡蛎个体较

小、生长较慢，而个体生长又与繁殖相关，较

快的生长意味性腺发育较快，增加了个体的生

理胁迫，使牡蛎对死亡较敏感，特别是夏季高

温、性腺发育较快阶段，牡蛎死亡率较高[33]。熊

本牡蛎全年均具有成熟的性腺，特殊的繁殖特

征可能是导致其存活率差异的主因。已有的研

究认为个体选择性死亡与三倍体恢复为二倍体，

是三倍体率降低的原因[34]；在本研究中熊本牡蛎

稚贝与成贝期，处理组与对照组的存活率急剧

降低，且具有一致的变化趋势，但三倍体率保

持稳定；因此，本研究认为熊本牡蛎中个体选

择性死亡不影响三倍体率，且三倍体恢复为二

倍体现象也未发生，进一步说明熊本牡蛎处理

组中三倍体与二倍体的死亡是随机的、无选择

性的，对成贝期三倍体率的维持无显著影响。
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Triploidy induction by CB and their survival rate and triploidy rate in
Kumamoto oyster (Crossostrea sikamea)

WU Xiangwei 1,2,3,     ZHANG Yuehuan 1,     XIAO Shu 1,     QIN Yanping 1,2,     MO Riguan 1,2,     YU Ziniu 1*

(1. Key Laboratory of Tropical Marine Bio-resources and Ecology, Guangdong Provincial Key Laboratory of Applied Marine Biology,
South China Sea Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Guangzhou    510301, China;

2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing    100049, China;
3. Aaculty of Animal Science and Technology, Yunnan Agricultural University, Kunming    650201, China)

Abstract: In order to induce triploid using cytochalasin B (CB) in Crossostrea sikamea, three effecting factors,
including CB concentration, initial time of induction, and duration time of induction, were optimized by the
cleavage rate, D larvae rate, and triploidy rate. In addition, the variations of survival rate and triploidy rate were
also compared for larvae and adults. The results suggested that the optimal method of triploid induction we-
re 0.5 mg/L CB, 40% first polar body releasing for initial time of induction, and 20 min for duration time of
induction. The triploidy rate of 87% was obtained by the optimal method. The first effecting factor for cleavage
rate, D larvae rate, and triploidy rate was CB concentration, duration time of induction and initial time of induc-
tion, and duration time of induction, respectively. Furthermore, there was insignificant negative relationship
between triploidy rate and cleavage rate. Whereas, the positive relationship was significant between triploidy rate
and D larvae rate. As a result, high triploidy rate and high larvae production could be obtained by decreasing both
CB concentration and duration time of induction. The survival rates were 71.27% and 96.09% at 3 days, and
34.14% and 58.80% at 15 days for triploid and control groups, respectively. Comparatively, the survival rate were
53.62% and 44.67% for adults at 450 days (September) in triploid and control groups, respectively. The triploidy
rate declined from 87% to 77% during the period of 3 to 9 days. Whereas, the triploidy rate was 59.21%±4.99% on
average from 90 to 450 days, suggesting that there was no correlativity between triploidy rate and survival rate,
with a small variation of triploidy rate for adults. This study provides valuable data for further exploration into tri-
ploidy of C. sikamea.
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