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摘　要：　本研究采用了细胞松弛素Ｂ（ＣＢ）和６－二甲基氨基嘌呤 （６－ＤＭＡＰ）两种诱导方法对长牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ）

壳橙品系进行三倍体诱导，分析了两种诱导方法的不同条件下幼虫的三倍体率、孵化率、Ｄ形幼虫畸形率以及幼虫生长和

存活。研究表明，虽然细胞松弛素Ｂ（ＣＢ）和６－二甲基氨基嘌呤 （６－ＤＭＡＰ）诱导的三倍体率差异不显著（Ｐ＞０．０５），但同

种方法中不同处理条件下长牡蛎壳橙品系的三倍体率、孵化率和Ｄ形幼虫畸形率差异显著（Ｐ＜０．０５）。综合三倍体率、孵

化率、Ｄ形幼虫畸形率这三个指标；在水温２５～２７℃、盐度３０、受精后１５ｍｉｎ时，使用浓度为０．５ｍｇ／Ｌ的ＣＢ溶液，持续诱

导２０ｍｉｎ为ＣＢ诱导的最适诱导条件；在水温２５～２７℃、盐度３０、受精后１５ｍｉｎ时，使用浓度为３００μｍｏｌ／Ｌ的６－ＤＭＡＰ
溶液，持续诱导１５ｍｉｎ为６－ＤＭＡＰ诱导的最适诱导条件。幼虫生长和存活的观察结果表明，三倍体诱导组与对照组生长

差异显著（Ｐ＜０．０５），ＣＢ诱导组和６－ＤＭＡＰ诱导组的幼虫壳高平均日增量分别为（１５．８３±１．４４）μｍ 和（１５．２７±

０．４８）μｍ，均高于对照组（１２．１０±０．４２）μｍ；三倍体诱导组与对照组幼虫存活率差异不显著。研究结果为长牡蛎壳橙品

系的遗传改良提供了参考资料。

关键词：　长牡蛎；壳橙品系；三倍体；人工诱导；生长；存活；细胞松弛素Ｂ；６－二甲基氨基嘌呤

中图法分类号：　Ｓ９６８．３１　　　　　文献标志码：　Ａ　　　　　文章编号：　１６７２－５１７４（２０２１）０７Ⅱ－１２８－０８

ＤＯＩ：　１０．１６４４１／ｊ．ｃｎｋｉ．ｈｄｘｂ．２０１９０１７０
引用格式：　岳超，李永国，李琪．长牡蛎壳橙品系三倍体的人工诱导［Ｊ］．中国海洋大学学报（自然科学版），２０２１，５１（增

Ⅰ）：１２８－１３５．

Ｙｕｅ　Ｃｈａｏ，Ｌｉ　Ｙｏｎｇｇｕｏ，Ｌｉ　Ｑｉ．Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　ｔｒｉｐｌｏｉｄ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｏｒａｎｇｅ－ｓｈｅｌｌ　ｌｉｎｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐａｃｉｆｉｃ　ｏｙｓｔｅｒ　Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ［Ｊ］．Ｐｅ－
ｒｉｏｄｉｃａｌ　ｏｆ　Ｏｃｅａｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｈｉｎａ，２０２１，５１（Ｓｕｐ．Ⅰ）：１２８－１３５．

　 　基金项目：山东省农业良种工程项目（２０１７ＬＺＧＣ００９）；威海市科技发展计划项目（２０１８ＮＳ０１）；泰山学者种业计划专家项目资助

Ｓｕｐｐｏｓｅｄ　ｂｙ　Ｓｈａｎｄｏｎｇ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｅｅｄ　Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ　Ｐｒｏｊｅｃｔ（２０１７ＬＺＧＣ００９）；Ｗｅｉｈａｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｄｅｖｅｌｏｐ－
ｍｅｎｔ　Ｐｒｏｊｅｃｔ（２０１８ＮＳ０１）；Ｔａｉｓｈａｎ　Ｓｃｈｏｌａｒｓ　Ｓｅｅｄ　Ｐｒｏｇｒａｍ

收稿日期：２０１９－０４－２９；修订日期：２０１９－０９－２２
作者简介：岳　超（１９９３－），男，硕士生。Ｅ－ｍａｉｌ：８２４５８４５２６＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　通讯作者：Ｅ－ｍａｉｌ：ｑｉｌｉ６６＠ｏｕｃ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　三倍体是具有三套同源染色体的生物体，其最大
的特点是性腺不发育或育性差，从而可以快速生长，所
以三倍体育种在水产动物特别是鱼类养殖过程中的应
用十分广泛。在鱼类养殖过程中，除了能够提高生长
速度，三倍体的优势还表现在降低性成熟期间疾病发
生率以及防止感官性能的退化［１］。在近些年的研究
中，鱼类三倍体的人工诱导已经在鲤鱼（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ
ｃａｒｐｉｏ）［２］、大西洋鲑（Ｓａｌｍｏ　ｓａｌａｒ）［３］、虹鳟鱼（Ｏｎ－
ｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ　ｍｙｋｉｓｓ）［４］等品种上实现了突破且取得成
功，并在虹鳟鱼的多倍体培育中实现了产业化。

虽然贝类三倍体相比鱼类三倍体发展要晚，但也
在多个种类上进行了尝试。自１９８１年Ｓｔａｎｌｅｙ等［５］通
过细胞松弛素 Ｂ（ＣＢ）诱导获得了三倍体美洲牡蛎
（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｖｉｒｇｉｎｉｃａ）以来，贝类三倍体已经在海湾
扇贝（Ａｒｇｏｐｅｃｔｅｎ　ｉｒｒａｄｉａｎｓ）［６］、菲律宾蛤仔（Ｒｕｄｉ－

ｔａｐｅｓ　ｐｈｉｌｉｐｐｉｎａｒｕｍ）［７］、皱纹盘鲍（Ｈａｌｉｏｔｉｓ　ｄｉｓｃｕｓ
ｈａｎｎａｉ）［８］、马氏珠母贝（Ｐｉｎｃｔａｄａ　ｍａｒｔｅｎｓｉｉ）［９］等种类
进行了研究，并且在长牡蛎中通过四倍体与二倍体杂
交得到了１００％三倍体［１０］。该方法也使长牡蛎（Ｃｒａｓ－
ｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ）成为目前唯一实现三倍体产业化的贝
类。研究发现，与二倍体牡蛎相比，三倍体牡蛎的性腺
不发育或发育受阻［１１］，使其在性成熟季节，能够将用于
繁殖的能量用于生长［１，１２］，比普通二倍体有更快的生长
速度。二倍体牡蛎在夏季由于产卵、排精，会导致软体
部消瘦，无法供应市场，而三倍体牡蛎则可以弥补该空
缺，从而保证牡蛎的全年供应。此外，由于三倍体牡蛎
的不育性，牡蛎的三倍体技术在防止种质污染以及新
品种知识产权保护上具有重要应用价值［１］。我国牡蛎
三倍体的研究开始于２０世纪８０年代后期，初期研究主
要集中在诱导剂的筛选及诱导方法的优化等方面，近
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年来随着诱导技术的日益完善，对不同品种牡蛎的三
倍体研究也进行了相应的报道。

在长牡蛎育种实践过程中，我们发现了左右壳均
为橙色的突变个体，通过家系和群体选育得到了遗传
稳定的长牡蛎壳橙品系（见图１）。作为表观性状的直
接表达，美观、靓丽的橙色壳色对培育牡蛎高端品种十
分重要［１３］。然而，与野生群体相比，有限的亲本数量使
长牡蛎壳橙品系遗传多样性显著降低，在生长、存活等
性状上出现近交衰退现象［１４］。为培育具有靓丽壳橙性
状的长牡蛎优良品种，需要对长牡蛎壳橙品系二倍体
的生产性状进行遗传改良。

图１　长牡蛎壳橙品系的左壳（ａ）和右壳（ｂ）

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｌｅｆｔ　ｓｈｅｌｌ（ａ）ａｎｄ　ｒｉｇｈｔ　ｓｈｅｌｌ（ｂ）ｏｆ

ｏｒａｎｇｅ－ｓｈｅｌｌ　ｌｉｎｅ　ｏｆ　Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ

　　本研究以人工选育第六代长牡蛎壳橙品系为素
材，研究了细胞松弛素Ｂ、６－二甲基氨基嘌呤诱导长牡
蛎壳橙品系三倍体的适宜条件和幼虫的生长发育，旨
在为长牡蛎壳橙品系的遗传改良提供参考资料。

１　材料和方法

１．１实验材料
实验亲贝为２０１８年５月在山东省荣成市海区采集

的人工选育第六代２龄长牡蛎壳橙品系。实验前在室
内进行人工促熟，促熟期间每日投喂球等鞭金藻（Ｉｓｏ－
ｃｈｒｙｓｉｓ　ｇａｌｂａｎａ）或扁藻（Ｐｌａｔｙｍｏｎａｓ　ｓｕｂｃｏｒｄｉｆｏｒｍｉｓ）

４次。人工促熟约２周后挑选个体外表无损伤，性腺发
育成熟的个体作为亲贝。

１．２人工授精与三倍体诱导
人工解剖获取牡蛎配子，取少量精卵于载玻片上，

分别在显微镜下观察卵子和精子发育情况。取出的卵
子用５００目筛绢进行洗卵，去除组织块，将洗好的卵子
滤入５００ｍＬ烧杯中，每组实验使用一对亲本。

使用细胞松弛素 Ｂ （Ｃｙｔｏｃｈａｌａｓｉｎ　Ｂ，以下简称

ＣＢ；Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）和６－二甲基氨基嘌呤（６－Ｄｉｍｅｔｈｙｌ－
ａｍｉｎｏｐｕｒｉｎｅ，以下简称６－ＤＭＡＰ；ＳＩＧＭＡ公司）进行
长牡蛎壳橙品系三倍体的人工诱导。ＣＢ诱导实验中，
每一家系设计３个诱导处理组和１个对照组，受精

１５ｍｉｎ后，以诱导浓度为不变因素，分别持续诱导１５、

２０和２５ｍｉｎ，诱导结束后卵子充分水洗，ＣＢ诱导实验
中水洗后，再用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）进行洗卵，实验设
置３个重复。再以诱导持续时间为不变因素，受精

１５ｍｉｎ后 分 别 加 入 ３ 种 浓 度 ＣＢ （０．３、０．５ 和

０．７ｍｇ／Ｌ）诱导剂，设置３组重复实验；６－ＤＭＡＰ诱导
实验中，每一家系设计３个诱导处理组和１个对照组，
受精１５ｍｉｎ后，以诱导浓度为不变因素，分别持续诱导

１５、２０和２５ｍｉｎ，诱导结束后卵子充分水洗，，实验设置

３个重复。再以诱导持续时间为不变因素，受精１５ｍｉｎ
后 分 别 加 入 ３ 种 浓 度 ６－ＤＭＡＰ （３００、４００ 和

５００μｍｏｌ／Ｌ）诱导剂，同样设置３组重复实验。所有实
验均在盐度３０，水温（２６±１）℃条件下完成。

受精２４ｈ后进行选优，并开始投喂饵料，每日３
次，开口饵料选择球等鞭金藻，约一周后投喂扁藻，并
根据幼虫数量控制饵料浓度，每天换水，持续充氧。统
计各个实验组的孵化率和Ｄ形幼虫畸形率，通过流氏
细胞仪检测幼虫倍性，具体过程参考Ｅｕｄｅｌｉｎｅ［１５］的方
法。每隔３ｄ取一次样品，计算幼虫成活率和幼虫生长
情况。

１．３数据分析
实验数据采用ＳＰＳＳ２１．０软件进行单因子方差分

析，结合ＬＳＤ多重比较分析ＣＢ和６－ＤＭＡＰ诱导实验
中三倍体率、孵化率、Ｄ形幼虫畸形率的组间差异以及
生长和存活差异，显著性水平设为Ｐ＜０．０５。

２　结果

２．１幼虫倍性分析
通过对担轮幼虫进行倍性分析，对照组幼虫仅在

二倍体处表现峰值（见图２（ｄ）），不同诱导方法虽然诱
导率不同，但都在三倍体处表现出峰值（见图２（ａ）～
（ｃ））。ＣＢ诱导组的三倍体率为（６０．９０±４．８５）％，

６－ＤＭＡＰ诱导组的三倍体率为（５３．５６±６．８４）％（见图３）。

２．２ＣＢ诱导条件对长牡蛎壳橙品系孵化率和Ｄ形幼虫
畸形率的影响

　　受精后１５ｍｉｎ，ＣＢ诱导浓度为０．５ｍｇ／Ｌ，分别持
续诱导 １５、２０ 和 ２５ ｍｉｎ，孵化率分别为 ４３．２５％、

３６．３１％和３２．２７％。诱导时间１５ｍｉｎ的孵化率显著
高于其他２个诱导时间的孵化率（Ｐ＜０．０５）。３个诱
导时间下的Ｄ形幼虫畸形率分别为７．１１％、１１．０７％和

１４．３３％，存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。受精后１５ｍｉｎ，

９２１
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（（ａ）ＣＢ诱导；（ｂ）６－ＤＭＡＰ诱导；（ｃ）多倍体情况；（ｄ）二倍体对照组。（ａ）ＣＢ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；（ｂ）６－ＤＭＡＰ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；（ｃ）ｐｏｌｙｐｌｏｉｄｙ；（ｄ）ｄｉｐｌｏｉｄ　ｃｏｎｔｒｏｌ．）

图２　不同三倍体诱导方法下长牡蛎壳橙品系倍性分析

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｐｌｏｉｄｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｏｒａｎｇｅ－ｓｈｅｌｌ　ｌｉｎｅ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ　ｔｒｅａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒｉｐｌｏｉｄ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄｓ

（图中字母完全不同表示差异显著，Ｐ＜０．０５，下同。Ｔｈｅ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ

Ｆｉｇ．３ａｒｅ　ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，Ｐ ＜

０．０５，ｔｈｅ　ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ　ｎｏｔｅｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　Ｆｉｇ．３）

图３　不同诱导方法对长牡蛎壳橙品系三倍体率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｎ　ｔｒｉｐｌｏｉｄ　ｒａｔｅ

ｏｆ　ｏｒａｎｇｅ－ｓｈｅｌｌ　ｌｉｎｅ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ　ａｎｄ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ

持续诱导时间控制１５ｍｉｎ，ＣＢ诱导浓度分别为０．３、

０．５和０．７ｍｇ／Ｌ时，孵化率分别为４８．６５％、４１．８３％
和３７．９１％，Ｄ形幼虫畸形率分别为７．４７％、８．８０％和

１０．６１％。０．７ｍｇ／Ｌ诱导组的Ｄ形幼虫畸形率与其他

２组Ｄ形幼虫畸形率差异显著（Ｐ＜０．０５），０．３ｍｇ／Ｌ
诱导组和０．５ｍｇ／Ｌ诱导组Ｄ形幼虫畸形率差异不显
著（Ｐ＞０．０５）（见表１）。

２．３　６－ＤＭＡＰ诱导条件对长牡蛎壳橙品系孵化率和Ｄ
形幼虫畸形率的影响

　 　 受 精 后 １５ ｍｉｎ，６－ＤＭＡＰ 诱 导 浓 度 为 ３００

μｍｏｌ／Ｌ，分别持续诱导１５、２０和２５ｍｉｎ时，孵化率分
别为４３．８６％、２９．０６％和２０．２５％，各组之间存在差异
性显著（Ｐ＜０．０５）。３个诱导时间下的Ｄ形幼虫畸形
率为５．９１％、６．４２％和７．３１％，１５ｍｉｎ诱导组Ｄ形幼
虫畸形率与２０ｍｉｎ诱导组差异不显著，与２５ｍｉｎ诱导
组差异显著（Ｐ＜０．０５）。受精后１５ｍｉｎ，持续诱导时
间控制为１５ｍｉｎ，６－ＤＭＡＰ诱导浓度分别为３００、４００
和５００μｍｏｌ／Ｌ时，孵化率分别为３５．５０％、３３．３８％和

２０．８８％，Ｄ 形幼虫畸形率分别为９．８８％、９．０８％和

７．９７％。５００μｍｏｌ／Ｌ诱导浓度组的孵化率和Ｄ形幼
虫畸形率与其他２组差异性显著（Ｐ＜０．０５），其他２组
之间差异不显著（见表２）。
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表１　不同ＣＢ浓度和诱导持续时间对长牡蛎壳橙品系三倍体率、孵化率和Ｄ形幼虫畸形率的影响

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＣＢ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｄｕｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｒｉｐｌｏｉｄ　ｒａｔｅ，

ｈａｔｃｈｉｎｇ　ｒａｔｅ　ａｎｄ　ａｂｎｏｒｍａｌ　ｒａｔｅ　ｏｆ　Ｄ　ｌａｒｖａｅ　ｏｆ　ｏｒａｎｇｅ－ｓｈｅｌｌ　ｌｉｎｅ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ

ＣＢ浓度①／ｍｇ／Ｌ 诱导时间②／ｍｉｎ 持续诱导时间③／ｍｉｎ 三倍体率④／％ 孵化率⑤／％ Ｄ形幼虫畸形率⑥／％

０．５　 １５　 １５　 ５４．５１±３．０３ａ ４３．２５±０．５２ａ ７．１１±１．２１ａ

０．５　 １５　 ２０　 ６２．８８±１．４８ａｂ　 ３６．３１±０．２３ｂ　 １１．０７±０．５９ａｂ

０．５　 １５　 ２５　 ７１．０７±１．４２ｂ　 ３２．２７±２．４４ｂ　 １４．３３±１．６０ｂ

０ — — ０　 ７５．３３±１４．９０　 ５．２０±１．８７

０．３　 １５　 ２０　 ４３．６３±３．０５ａ ４８．６５±３．１３ａ ７．４７±０．２５ａ

０．５　 １５　 ２０　 ６３．９５±０．９９ｂ　 ４１．８３±１．５１ａｂ　 ８．８０±０．４９ａ

０．７　 １５　 ２０　 ６８．６２±０．６８ｂ　 ３７．９１±０．１３ｂ　 １０．６１±０．３３ｂ

０ — — ０　 ７７．５０±４．４０　 ４．８６±０．５１

注：对照组为二倍体组，同一列内不同上标表示差异显著（Ｐ＜０．０５），下同。

Ｎｏｔｅｓ：ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ　ｉｓ　ｄｉｐｌｏｉｄ　ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｌｉｎｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｂｅｌｏｗ．

①ＣＢ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；②Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ；③Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｄｕｒａｔｉｏｎ；④Ｔｒｉｐｌｏｉｄ　ｒａｔｅ；⑤Ｈａｔｃｈｉｎｇ　ｒａｔｅ；⑥Ａｂｎｏｒｍａｌ　ｒａｔｅ　ｏｆ　Ｄ　ｌａｒｖａｅ．

表２　不同６－ＤＭＡＰ浓度和诱导持续时间对长牡蛎壳橙品系三倍体率、孵化率和Ｄ形幼虫畸形率的影响

Ｔａｂｌｅ　２　 Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＣＢ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｄｕｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｒｉｐｌｏｉｄ　ｒａｔｅ，

ｈａｔｃｈｉｎｇ　ｒａｔｅ　ａｎｄ　ａｂｎｏｒｍａｌ　ｒａｔｅ　ｏｆ　Ｄ　ｌａｒｖａｅ　ｏｆ　ｏｒａｎｇｅ－ｓｈｅｌｌ　ｌｉｎｅ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ

６－ＤＭＡＰ①／μｍｏｌ·Ｌ－１ 诱导时间②／ｍｉｎ 持续诱导时间②／ｍｉｎ 三倍体率④／％ 孵化率⑤／％ Ｄ形幼虫畸形率⑥／％

３００　 １５　 １５　 ６４．０５±１．６３ａ ４３．８６±１．３０ａ ５．９１±０．２８ａ

３００　 １５　 ２０　 ４１．０５±５．７０ｂ　 ２９．０６±２．３１ｂ　 ６．４２±０．３３ａ

３００　 １５　 ２５　 ２０．６３±２．９３ｃ　 ２０．２５±０．８６ｃ　 ７．３１±０．１０ｂ

０ — — ０　 ８４．８１±０．１５　 ３．３１±０．１７

３００　 １５　 １５　 ６３．４１±２．６３ａ ３５．５０±０．９０ａ ９．８８±０．２５ａ

４００　 １５　 １５　 ５６．７２±０．７１ａｂ　 ３３．３８±０．２５ａ ９．０８±０．２３ａ

５００　 １５　 １５　 ５２．２５±０．７７ｂ　 ２０．８８±０．２９ｂ　 ７．９７±０．２３ｂ

０ — — ０　 ８２．５６±２．０４　 ６．３１±０．７０

Ｎｏｔｅｓ：①ＣＢ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；②Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ；③Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｄｕｒａｔｉｏｎ；④Ｔｒｉｐｌｏｉｄ　ｒａｔｅ；⑤Ｈａｔｃｈｉｎｇ　ｒａｔｅ；⑥Ａｂｎｏｒｍａｌ　ｒａｔｅ　ｏｆ　Ｄ　ｌａｒｖａｅ．

２．４三倍体诱导对长牡蛎壳橙品系生长和存活的影响
利用ＣＢ和６－ＤＭＡＰ两种方法进行三倍体诱导的

幼虫生长情况如图４所示。第一天诱导组Ｄ形幼虫壳
高高于对照组，但不存在显著性差异。从第３天开始，

图４　不同三倍体诱导方法对长牡蛎壳橙品系幼虫生长的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒｉｐｌｏｉｄ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｌａｒｖａｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　ｏｒａｎｇｅ－ｓｈｅｌｌ　ｌｉｎｅ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ
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６－ＤＭＡＰ诱导组的幼虫壳高显著高于对照组（Ｐ＜
０．０５）；从第９天开始，ＣＢ诱导组的幼虫壳高显著高于
对照组（Ｐ＜０．０５）。６－ＤＭＡＰ诱导组的幼虫壳高在第

１２天以前大于ＣＢ诱导组幼虫壳高，且在第３天有显
著性差异（Ｐ＜０．０５），但从第１２天以后，ＣＢ诱导下的
幼虫壳高大于６－ＤＭＡＰ诱导组壳高，但没有显著性差
异。在第１８天 ＣＢ组诱导组幼虫壳高达到最大值

２０７．７μｍ。ＣＢ诱导组与６－ＤＭＡＰ诱导组之间平均日增
长量差异不大，分别为（１５．８３±１．４４）μｍ和（１５．３０±
０．４８）μｍ；对照组平均日增长量为（１２．１０±０．４２）μｍ，与
诱导组之间差异性显著（Ｐ＜０．０５）（见图５）。

对照组幼虫存活率在第３、６、１５和１８天分别为

８７．２％、６１．８％、７．５％和６．５％，显著高于２个诱导组
（Ｐ＜０．０５），在第９和１２天分别为３８．２％和１３．０％，
高于２个诱导组但不显著（Ｐ＞０．０５）。ＣＢ诱导组在第

３、６和９天的存活率分别５４．０％、３５．７％和２２．９％，高
于 ６－ＤＭＡＰ 诱 导 组 存 活 率 （３２．８％、２５．６％ 和

２２．９％），但没有显著性差异。６－ＤＭＡＰ诱导组在第

１２、１５和１８天的存活率分别为８．８％、３．２％和１．７％，
高于ＣＢ诱导组存活率（５．８％、２．９％和１．４％），但没
有显著性差异（Ｐ＞０．０５）（见图６）。

图５　不同方法诱导组和对照组长牡蛎壳

橙品系幼虫壳高的平均日增长量

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅ　ｄａｉｌｙ　ｍｅａｎ　ｓｈｅｌｌ　ｈｅｉｇｈｔ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ

ｏｒａｎｇｅ－ｓｈｅｌｌ　ｌｉｎｅ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ　ｌａｒｖａｅ

ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐｓ

图６　不同三倍体诱导方法对长牡蛎壳橙品系幼虫存活率影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒｉｐｌｏｉｄ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｌａｒｖａｅ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｏｒａｎｇｅ－ｓｈｅｌｌ　ｌｉｎｅ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ

３　讨论

３．１不同诱导方法诱导长牡蛎壳橙品系三倍体率
三倍体率是检验三倍体诱导是否成功的首要因

素。现阶段除了采用生物方法利用四倍体与二倍体杂
交获得１００％的三倍体牡蛎外［１０］，其他方法很难直接
诱导获得１００％的三倍体牡蛎。本研究采用的 ＣＢ、

６－ＤＭＡＰ诱导方法，均属于化学诱导方法，得到了较高
且稳定的三倍体率，达到了其他诱导试验中三倍体率
的水平［１６－１８］。不同诱导品种和不同人为操作都会对诱

导率产生影响，在本研究诱导长牡蛎壳橙品系三倍体
的过程中，ＣＢ 作为诱导剂时，最佳条件为受精后

１５ｍｉｎ，ＣＢ浓度０．５ｍｇ／Ｌ，并持续诱导２５ｍｉｎ，获得
了７０％以上的三倍体率；６－ＤＭＡＰ作为诱导剂时，最佳
条件为受精后１５ｍｉｎ，６－ＤＭＡＰ浓度３００μｍｏｌ／Ｌ，持
续诱导１５ｍｉｎ，获得６０％以上的三倍体率。在物理方
法研究过程中，孔静等［１９］通过低渗方法诱导长牡蛎三
倍体取得了较好效果，本实验过程中也曾尝试过高低
盐度诱导长牡蛎壳橙品系三倍体的实验，但由于得到
的倍性不高，未将该实验结果放入文中。分析原因可
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能是高盐和低盐处理虽然能够诱导长牡蛎三倍体，但
是在较低和较高盐度下，长牡蛎会有少数的受精卵发
育不正常，出现细胞分裂畸形、卵膜皱缩、卵膜破裂等
情况，从而导致发育畸形而死亡，得不到较高三倍体
率［２０］。因此，结合研究结果，选择最优方法，控制诱导
剂浓度，严格把控开始诱导时间是获得高三倍体率的
关键。此外，精卵发育好坏、精卵数量多少等方面的配
子质量问题也会影响胚胎发育，进而降低三倍体率［２１］。

在本研究过程中出现过由于配子质量问题导致的倍性
低、幼虫发育畸形死亡的现象，所以在今后诱导过程
中，应挑选性腺饱满且发育良好的个体作为亲贝来解
决精卵质量问题。卵子发育同步性作为获得较高诱导
三倍体率的基本要求，一直受到研究人员的关注［２２］。
本研究中采用来自同一家系的亲贝进行诱导处理，提
高了配子发育同步性，减少了配子发育不同步引起的
倍性混乱，同时有利于诱导起始时间的控制，有效提高
诱导效率。

采用化学诱导方法是目前诱导牡蛎多倍体技术中
较为常见的途径，曾志南［２３］采用ＣＢ诱导僧帽牡蛎，后
代三倍体率达到了８７．５％。Ｓｃａｒｐａ等［２４］采用６－ＤＭＡＰ
诱导美洲牡蛎得到１５％的三倍体后代。在本研究采用
的ＣＢ和６－ＤＭＡＰ两种诱导方法中，分别将诱导剂浓
度和持续诱导时间作为单一变量，对各个诱导条件下
的三倍体率、孵化率、Ｄ形幼虫畸形率进行了测定与分
析。在ＣＢ诱导过程中，随着ＣＢ诱导浓度和持续诱导
时间的增加，三倍体率提高，孵化率降低，Ｄ形幼虫畸
形率也增加，这与秦艳平等研究结论相似［２５］，说明ＣＢ
诱导剂在获得高三倍体率方面存在优势，但同时其毒
性也会对幼虫孵化及发育产生影响，尽管在诱导过程
中多次洗卵，ＣＢ诱导剂的毒性仍会影响牡蛎胚胎发育
造成死亡。在６－ＤＭＡＰ诱导过程中，随着诱导浓度和
持续诱导时间的增加，三倍体率和孵化率降低，Ｄ形幼
虫畸形率增加，与田传远等［２６］研究结果不同。田传远
等［２６］认为在一定有效范围内，较高浓度６－ＤＭＡＰ虽然
会让幼虫孵化率降低，Ｄ形幼虫畸形率提高，但也会相
应提高三倍体率。分析原因可能是虽然实验材料同为
长牡蛎，但本研究使用的长牡蛎壳橙品系遗传多样性
较低，存在适应能力上的劣势，导致诱导剂浓度和诱导
时间的增加并不会提高其三倍体率。

本研究在对长牡蛎壳橙品系进行三倍体诱导，并
进行为期１８天的幼虫培育中发现，诱导处理能显著提
高长牡蛎壳橙品系幼虫的生长，诱导组幼虫的生长速
度明显高于对照组，这与杨爱国在栉孔扇贝研究中的
结果相似［２７］，说明通过三倍体诱导牡蛎在幼虫期就表
现出了生长优势。在幼虫存活方面，三倍体诱导后的
长牡蛎壳橙品系幼虫存活率低于对照组，其原因可能

是因为ＣＢ和６－ＤＭＡＰ均属于化学诱导剂，有一定毒
性，对胚胎发育的毒害作用很强。研究证明经过ＣＢ处
理过的受精卵，其胚胎孵化率和以后幼虫成活率都明
显低于二倍体对照组［２８］，即使在诱导过程中对其进行
反复洗卵，也难免会有药物残留而从对幼虫发育产生
影响。而６－ＤＭＡＰ虽然毒性较弱，但在诱导过程中未
对６－ＤＭＡＰ诱导组的幼虫进行洗卵，导致在培育初期

６－ＤＭＡＰ诱导组的幼虫死亡率明显高于ＣＢ诱导组和
对照组。另外，虽然诱导三倍体主要是抑制第二极体
的释放，但由于受精卵发育的不同步性，会有一部分发
育迟缓的受精卵管在第一极体产生的时候就被抑制，
而抑制第一极体会导致减数分裂紊乱产生大量异倍
体，异倍体在幼虫培育期间的死亡也是造成诱导组死
亡率提高的原因之一［２９－３１］。

４　结语

本研究探讨了ＣＢ、６－ＤＭＡＰ两种不同诱导方法对
长牡蛎壳橙品系三倍体率的影响，查明了长牡蛎壳橙
品系三倍体的适宜诱导条件，诱导后的三倍体长牡蛎
壳橙品系生长速度得到了改善，研究结果将为长牡蛎
壳橙品系的遗传改良提供参考资料。
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ｇｒｏｕｐ（１２．１０±０．４２）μｍ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｒａｔｅ　ｈａｄ　ｎｏ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ
ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐｓ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｗｉｌｌ　ｐｒｏｖｉｄｅ　ａ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｏｒａｎｇｅ－ｓｈｅｌｌ　ｌｉｎｅ　ｏｆ
Ｃ．ｇｉｇａｓ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：　Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ；ｏｒａｎｇｅ－ｓｈｅｌｌ　ｌｉｎｅ；ｔｒｉｐｌｏｉｄ；ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；ｇｒｏｗ；ｓｕｒｖｉｖａｌ；ｃｙｔｏｃｈａｌａｓｉｎ　Ｂ；

６－ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｕｒｉｎｅ
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