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长牡蛎“海大2号”四倍体的人工诱导
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摘要: 为筛选适宜的四倍体诱导条件, 研究了细胞松弛素B(CB)浓度(0.3、0.5、0.7和0.9 mg/L)、起始诱导时

间(5、10和15min)、诱导持续时间(10、15、20和25min)及三者的交互作用对长牡蛎“海大2号”四倍体诱导率

(四倍体率)和D形幼虫率的影响, 并对诱导处理组获得的幼贝倍性进行检测分析, 进一步验证了研究诱导方法

获得可存活长牡蛎“海大2号”四倍体幼贝的可行性。结果表明, CB浓度和起始诱导时间对长牡蛎“海大2号”四
倍体率有显著影响(P<0.05), 而诱导持续时间对四倍体率影响不显著(P>0.05), 但是三者的交互作用对四倍体

率有显著影响(P<0.05)。在CB浓度为0.5 mg/L、起始诱导时间为15min及诱导持续时间为20min时, 四倍体率

有最大值为37.82%。CB浓度、起始诱导时间和诱导持续时间均对D形幼虫率有显著影响(P<0.05), 但是三者

的交互作用对D形幼虫率没有显著影响(P>0.05)。增加CB浓度或延长诱导持续时间, D形幼虫率均呈降低的

趋势; 起始诱导时间为5min时, D形幼虫率显著高于其他起始诱导时间。获得幼贝的两个诱导处理组的倍性

检测结果显示, 长牡蛎“海大2号”四倍体率分别为2.22%和3.03 %, 与幼虫期相比四倍体率显著下降。通过对

CB浓度、起始诱导时间及诱导持续时间进行优化, 可以筛选出适宜的长牡蛎“海大2号”四倍体诱导条件。研

究结果为长牡蛎“海大2号”四倍体培育提供了重要的参考资料。
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长牡蛎(Crsssostrea gigas)又称太平洋牡蛎, 是
我国北方主要的牡蛎养殖品种, 由于其具有生长速

度快、适应能力强以及肉质鲜美、营养丰富等特

点, 已成为世界上养殖范围最广的经济贝类之一。

2017年, 我国牡蛎产量487.9×107 kg[1], 占全国贝类

产量34.0%, 全国海水养殖产量24.4%, 牡蛎养殖在

我国海水养殖业中占有十分重要的地位。

目前, 我国北方养殖的长牡蛎大多为二倍体,
上市季节主要集中在10月至次年3月。二倍体长牡

蛎4月以后开始进入性成熟期, 随配子的发育体内

糖原大量消耗, 肉质变差; 夏季进入产卵期后, 软体

部变得消瘦, 往往无法供应市场
[2]
。而长牡蛎三倍

体在夏季性腺发育程度较低, 几乎不育
[3], 可以填补

二倍体长牡蛎夏季市场的短缺, 实现高品质牡蛎的

全年供应, 近年来备受产业的关注。此外, 三倍体

长牡蛎具有生长速度快
[4, 5]

、肉质好
[6]
及部分抗病

能力
[7]
等优点, 因此开展长牡蛎三倍体良种的培育

对于促进牡蛎产业持续、健康发展具有重要意义。

长牡蛎三倍体有2个主要的获得途径。一是由

长牡蛎二倍体通过物理或化学处理诱导三倍体, 但
是存在存活率低、成本较高、三倍体率不稳定以

及难以自群繁育来稳定获得三倍体等问题; 二是先

获得长牡蛎四倍体, 然后和长牡蛎二倍体杂交来获

得100%三倍体
[8], 而且四倍体可以通过自群繁育来

扩大种群, 为长牡蛎三倍体的商业化生产提供四倍

体亲本保障。根据卵子的来源不同, 获得长牡蛎四

倍体的方法可以分为2种, 一种是抑制长牡蛎二倍

体受精卵第一极体释放诱导牡蛎四倍体
[9, 10], 另一

种是先获得长牡蛎三倍体, 再利用三倍体牡蛎的卵

子和二倍体牡蛎的精子授精, 并抑制其第一极体释
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放来诱导四倍体
[11]

。前者不需要三倍体亲本, 且育

种周期相对较短。适宜的诱导条件是获得长牡蛎

四倍体的关键, 在使用细胞松弛素B(CB)诱导贝类

四倍体的过程中, CB浓度
[10]

、起始诱导时间
[12]

和

诱导持续时间
[13]

是3个影响诱导结果的重要因素。

很多研究往往只研究了其中1个因素对诱导长牡蛎

四倍体的影响, 2个或者3个因素及其交互作用对诱

导长牡蛎四倍体的影响鲜有报道。

长牡蛎“海大2号”是从长牡蛎野生群体中筛选

左壳色为金黄色个体构建基础群体, 以金黄壳色和

生长速度作为选育目标性状, 采用家系选育和群体

选育相结合的混合选育技术选育而成。其左右壳

和外套膜均为色泽亮丽的金黄色, 大大提高其商品

价值
[14], 而且生长速率显著高于未经选育的长牡蛎,

在山东和辽宁等地取得了良好的养殖效果。本研

究以长牡蛎“海大2号”二倍体为研究对象, 探讨了

CB浓度、起始诱导时间及诱导持续时间对诱导长

牡蛎“海大2号”四倍体的影响, 以期筛选出长牡蛎

“海大2号”四倍体适宜诱导条件, 为培育长牡蛎“海
大2号”四倍体提供基础资料。

1    材料与方法

1.1    材料来源

实验亲贝为2龄的长牡蛎“海大2号”二倍体, 壳
高(89.37±8.74) mm, 湿重(61.37±12.42) g, 取自山东

荣成桑沟湾养殖海区, 并于莱州市长渔水产有限公

司进行室内人工促熟至性腺成熟。解剖获取精子

和卵子, 授精前检查卵子熟化程度, 并确认卵子无

精子污染。把精卵混合时刻作为受精的零时刻。

1.2    四倍体诱导与幼虫和稚贝的培育

为探讨CB浓度、起始诱导时间及诱导持续时

间对诱导长牡蛎“海大2号”四倍体的影响及筛选适

宜的四倍体诱导条件, 分别设置4个CB浓度梯度

(0.3、0.5、0.7和0.9 mg/L)、3个起始诱导时间梯度

(10、15和20min)及4个诱导持续时间梯度(10、
15、20和25min), 共48个处理, 每个处理设置3个重

复。实验使用海水盐度为32, 处理过程中控制水温

为24℃。在实验过程中严格控制时间, 在诱导处理

完成后, 立即用1000目筛绢收集并用砂虑海水充分

冲洗, 然后将其转移到含有1 mL/L DMSO(二甲基

亚砜)的砂滤海水中, 30min后用筛绢过滤, 并用砂

虑海水充分冲洗后转移到实验桶中孵化。8h后固

定幼虫样品材料, 用于染色体计数。24h后统计D形

幼虫率, 并用流式细胞仪检测幼虫倍性。其中, D形

幼虫率为所有D形幼虫占受精卵的百分比。

为检测诱导方法的有效性, 将3个诱导处理组

的幼虫转移到水泥池进行养成, 日常管理过程同普

通二倍体牡蛎幼虫的培育过程。附着后, 将稚贝转

移到山东荣成桑沟湾养成。

1.3    四倍体的倍性鉴定

流式细胞仪分析: 流式细胞仪可以快速判断早

期幼虫群体的倍性组成以及确定个体的倍性。取

受精24h后的幼虫于离心管中, 加入1 mL 1×PBS
(Phosphate buffered saline)缓冲液, 用1.5 mL注射器

吸打后, 300目筛绢过滤, 75%乙醇固定, 4℃保存过

夜。离心(300×g)后倒掉上清液, 加入1 mL 1×PBS,
再加入20 ng/mL RNA酶A反应30min后, 最后再加

入35 μL的PI(1 mg/mL)染色30min, 经300目筛绢过

滤后, 利用流式细胞仪检测细胞DNA含量。180日
龄时, 取幼贝鳃丝再次进行倍性检测。

染色体计数: 取受精10h后的胚胎, 0.1%秋水仙素

溶液处理2h, 0.075 mol/L氯化钾低渗处理30min, 重复

2次。然后使用新配置的卡诺固定液固定3次, –20℃保

存。热滴片后显微镜下观察拍照, 进行染色体计数。

1.4    数据分析

采用OriginPro 9.1作图, 利用SPSS 23.0软件进

行方差分析, 差异显著度为P<0.05。

2    结果

2.1    不同时期的倍性检测

受精10h时, 对照组中, 只有20条染色体的长牡

蛎“海大2号”的二倍体细胞。在诱导处理组中, 可
以观察到二倍体(2n=20)、三倍体(3n=30)及四倍体

(4n=40)的细胞(图 1), 而且同一个诱导处理组中有

三者同时存在的情况, 同时也存在一些非整倍体细

胞。染色体计数结果表明诱导处理中存在长牡蛎

“海大2号”四倍体胚胎。

受精24h时, 对D形幼虫群体进行倍性检测, 与
对照组只有二倍体幼虫相比, 诱导处理组幼虫群体

通常由2—3个不同倍性的幼虫群体组成(图 2), 而
且幼虫群体中不同倍性幼虫所占比例会随诱导条

件的变化而改变。

受精180d时, 对表 1中自上而下3个处理组的幼

贝进行倍性检测 ,  其检测数量分别为73、45和
66个。幼贝倍性检测结果显示, 2个诱导处理组中

检测到长牡蛎“海大2号”四倍体幼贝(图 2), 并且与

受精24h相比, 四倍体率有显著的降低(表 1)。
2.2    CB浓度、起始诱导时间及诱导持续时间对长

牡蛎“海大2号”D形幼虫四倍体率的影响

在不同诱导条件下, 长牡蛎“海大2号”四倍体

率范围为4.30%—37.82%(图 3)。受精24h时, CB浓
度对长牡蛎“海大2号”四倍体率有显著的影响
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(P<0.05), 在CB浓度为0.7 mg/L时四倍体率显著低

于其他CB浓度, 四倍体率和CB浓度没有表现出正

相关的关系。起始诱导时间能显著影响长牡蛎“海
大2号”四倍体率(P<0.05), 起始诱导时间为15min
时, 可以显著提高四倍体率。在实验设置的诱导持

续时间的范围内, 诱导持续时间没有对长牡蛎“海
大2号”四倍体率产生显著影响(P>0.05)。CB浓

度、起始诱导时间和诱导持续时间三者的交互作

用对长牡蛎“海大2号”四倍体率有显著影响(P<0.05)。
长牡蛎“海大2号”在CB浓度为0.5 mg/L、起始诱导

时间为15min及诱导持续时间为20min时, 长牡蛎

“海大2号”四倍体率出现最大值, 为37.82%。

2.3    CB浓度、起始诱导时间及诱导持续时间对诱

导长牡蛎“海大2号”四倍体的D形幼虫率的影响

在不同诱导条件下 ,  D形幼虫率为0.73%—
47.22%(图 4)。受精24h时, CB浓度对D形幼虫率有

显著的影响(P<0.05), CB浓度为0.3 mg/L时, D形幼

虫率显著高于其他CB浓度, 随CB浓度增加, D形幼

虫率呈逐渐下降的趋势, 且在CB浓度为0.9 mg/L时,
D形幼虫率最低。诱导持续时间显著影响D形幼虫

率(P<0.05), 且诱导持续时间与D形幼虫率存在负

相关的关系, D形幼虫率随诱导持续时间的增加而

表 1   流式细胞仪检测长牡蛎“海大2号”180日龄幼贝倍性

Tab. 1   Flow cytometry analysis of C. gigas “Haida No. 2” spats
at 180 day

CB
(mg/L)

起始诱导时间
Initial induction

time (min)

诱导持续时间
Induction

duration (min)

四倍体率
Tetraploid rate (%)

24h 180d

0.3 5 25 21.15±1.97 —
0.5 10 15 12.19±2.25 2.22
0.5 15 20 37.82±4.75 3.03

a b c d

2 μm

图 1    长牡蛎“海大2号”二倍体(a)、三倍体(b)、四倍体(c)和非整倍体(d)胚胎中期分裂相

Fig. 1    Example metaphase of diploid (a), triploid (b), tetraploid (c) and aneuploidy (d) embryos of C. gigas “Haida No. 2”

2Na b c3N
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2N 3N
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0 1023 0 1023 0 1023

e f

图 2    流式细胞仪检测长牡蛎“海大2号”D形幼虫及幼贝倍性

Fig. 2    Ploidy composition of C. gigas “Haida No. 2” larvae and spat samples determined by flow cytometry
a. 对照组幼虫; b—d. 24h处理组幼虫; e、f. 180d四倍体幼贝

a. control; b—d. treatment larvae; e, f. C. gigas “Haida 2” tetraploid spat
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降低。起始诱导时间对D形幼虫率影响显著

(P<0.05), 起始诱导时间为5min时, D形幼虫率显著

高于起始诱导时间为10min和15min。但是三者的

交互作用对诱导长牡蛎“海大2号”四倍体率影响不

显著(P>0.05)。

3    讨论

除了一些可控的因素外, 卵子发育同步性对四
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图 3    不同CB浓度、起始诱导时间及诱导持续时间对长牡蛎“海大2号”四倍体率的影响

Fig. 3    Effects of different CB concentrations, initial induction times and induction durations on tetraploid rate of C. gigas “Haida 2”
¹xa—d分别表示CB浓度为0.3, 0.5, 0.7和0.9 mg/L; n=3, ±SD

¹xa—d represent CB concentrations of 0.3, 0.5, 0.7 and 0.9 mg/L, respectively; n=3, ±SD
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图 4    不同CB浓度、起始诱导时间及诱导持续时间对诱导长牡蛎“海大2号”四倍体D形幼虫率的影响

Fig. 4    Effects of different CB concentrations, initial induction times and induction durations on D larvae rate of C. gigas “Haida No. 2”
¹xa—d分别表示CB浓度为0.3、0.5、0.7和0.9 mg/L; n=3, ±SD

¹xa—d represent CB concentrations of 0.3、0.5、0.7 and 0.9 mg/L, respectively; n=3, ±SD
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倍体率的影响不容忽视
[13]

。本研究为了降低卵子

同步性对四倍体诱导结果的影响, 实验亲贝采用同

一批人工繁育且同步促熟的长牡蛎“海大2号”二倍

体, 以尽可能保证亲贝性腺发育成熟程度的同步

性。受精24h幼虫群体的倍性检测结果表明, 直接

诱导长牡蛎“海大2号”二倍体的受精卵可以获得其

四倍体幼虫, 而且CB浓度、起始诱导时间及诱导

持续时间对长牡蛎“海大2号”四倍体率有显著影

响。对CB浓度、起始诱导时间及诱导持续时间进

行优化 ,  在一定程度上可以提高幼虫四倍体率。

CB浓度对长牡蛎“海大2号”四倍体率和D形幼虫率

均有显著影响, 随着CB浓度增加, D形幼虫率逐渐

降低, 说明随着CB浓度的增加, 其诱导作用逐渐增

强, 但是四倍体率并没有随之增加, 而是CB浓度为

0.7 mg/L时的四倍体率低于CB浓度为0.5 mg/L的四

倍体率。其原因可能是随着CB浓度增加, CB毒性

作用增强, 导致幼虫的死亡率上升, 而存活幼虫中

四倍体幼虫的相对比例并没有提高, 而且倍性检测

对象是存活幼虫群体, 最终导致CB浓度增加而四

倍体率没有相应增加的现象。这说明并不是CB浓
度越高, 诱导效果越好。起始诱导时间可以显著影

响长牡蛎“海大2号”四倍体率和D形幼虫率, 四倍体

率在起始诱导时间为15min高于其他起始诱导时

间, 说明同一批受精卵有一个相对集中释放第一极

体的时期, 在该时期对受精卵进行诱导处理, 可以

高效的抑制受精卵第一极体释放, 从而获得较高的

四倍体率。起始诱导时间为15min时的D形幼虫率

显著低于起始诱导时间为5min的D形幼虫率, 表明

CB对不同发育时期的受精卵的作用程度不同 ,
CB对受精15min后的受精卵的作用效果较为显

著。同时, 在起始诱导时间为15min时, 四倍体率较

高而D形幼虫率较低, 说明有效抑制受精卵第一极

体释放会导致D形幼虫率的降低。诱导持续时间对

长牡蛎“海大2号”四倍体率没有显著影响, 而对D形

幼虫率有显著影响, 一方面说明诱导持续时间对四

倍体率和D形幼虫率的影响有明显的差异, 另一方

面也说明不能通过降低D形幼虫率来提高四倍体

率。另外, 诱导持续时间对长牡蛎“海大2号”四倍

体率没有显著影响, 也可能是诱导持续时间梯度小

导致的
[15]
。

染色体计数结果显示在同一个处理中存在不

同倍性的长牡蛎“海大2号”胚胎细胞, 这在很大程

度上是由卵子发育不同步导致的。在单个牡蛎卵

子数量可以满足实验需求的情况下, 可以采用对单

个牡蛎的卵子进行诱导, 避免不同牡蛎之间卵子发

育不同步对诱导的影响, 提高目标倍性的诱导效果
[12]
。

染色体计数发现的一些非整倍体, 可能是染色体的

不同分离方式导致的
[16]

。幼贝检测结果表明, 由长

牡蛎“海大2号”二倍体的受精卵直接诱导其四倍体

是可行的, 但是存在四倍体率低的问题。造成这种

情况的原因, 一方面可能是CB诱导导致幼虫染色

体异常增加, 很多无法适应染色体异常增加的四倍

体幼虫在生长过程中逐渐死亡; 另一方面, 与正常

二倍体相比, 四倍体幼虫生长速度较慢
[9], 当诱导处

理组的大多数幼虫变态附着后, 仍有大部分四倍体

幼虫未能变态附着, 并且由于后期附着环境变差,
导致一定比例的四倍体幼虫不能完成变态附着。

在已有的关于贝类四倍体的诱导研究中, 不仅出现

幼虫培养过程中四倍体幼虫比例逐渐下降的问

题
[10], 而且变态附着后的养成过程中也存在幼贝四

倍体率降低的现象
[17]

。即使采用物理方法诱导牡

蛎四倍体, 也同样出现高死亡率
[18]

。由贝类二倍体

直接诱导其四倍体, 高死亡率是一个较为普遍的

现象。

综上所述, 本研究分析了CB浓度、起始诱导

时间及诱导持续时间对诱导长牡蛎“海大2号”四倍

体的影响, 筛选出较为适宜的长牡蛎“海大2号”四
倍体的诱导条件为CB浓度0.5 mg/L, 起始诱导时间

15min和诱导持续时间20min, 而且在该条件下获得

了长牡蛎“海大2号”四倍体幼贝。研究结果为培育

长牡蛎“海大2号”四倍体提供了重要的基础资料。
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ARTIFICIAL INTRODUCTION OF TETRAPLOID OF THE NEW VARIETY OF
“HAIDA No. 2”, CRASSOSTREA GIGAS

LI Yong-Guo1, LI Qi1, 2 and YU Rui-Hai1

(1. The Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao 266003, China; 2. Laboratory
for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Qingdao National Laboratory for Marine

Science and Technology, Qingdao 266237, China)

Abstract: In order to obtain suitable conditions for tetraploid induction of Crassostrea gigas “Haida No. 2”, the effects
of cytochalasin B (CB) concentration, initial induction time and induction duration on tetraploid rate and D larvae rate
were estimated. The ploidy of induced spat was tested to verify the effectiveness of the induction method. The result
showed that the linear effects of CB concentration and initial induction time on tetraploid rate were significantly
(P<0.05), but induction duration had no significant effect on tetraploid rate (P>0.05). The interactive effect of CB con-
centration, initial induction time and induction duration influenced tetraploid rate significantly (P<0.05). The linear ef-
fects of CB concentration, initial induction time and induction duration on D larvae rate were significant (P<0.05), but
the interactive effect of CB concentration, initial induction time and induction duration had no significant effect on D
larvae rate (P>0.05). The maximum point of tetraploid rate was found at CB concentration of 0.5 mg/L, initial induc-
tion  time  of  15min  and  induction  duration  of  20min.  Under  these  conditions,  the  tetraploid  rate  reached  to
(37.82±4.75)%. On day 180, tetraploid spat of C. gigas “Haida No. 2” existed in two of the treatment groups, and the
tetraploid rates were 2.22% and 3.03%, respectively.

Key words: Crassostrea gigas; “Haida No. 2”; Cytochalasin B; Tetraploid rate; D larvae rate
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