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栉江珧解剖卵的体外促熟研究
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摘　要：　本研究探讨了在不同浓度或不同处理时间下氨海水、５－羟色胺、多巴胺和维生素对栉江珧（Ａｔｒｉｎａ　ｐｅｃｔｉｎａｔａ）解

剖卵的促熟作用。通过体外浸泡的方法处理栉江珧卵母细胞使其成熟，并完成人工授精。研究表明：浓度０．００８％～
０．０１４％的氨海水处理４０～６０ｍｉｎ可显著提高栉江珧解剖卵的生发泡破裂率和受精率（Ｐ＜０．０５），且胚胎的畸形率较低，

栉江珧解剖卵的促熟效果最好；而５－羟色胺、多巴胺和维生素对栉江珧解剖卵的体外促熟的效果不明显。通过人工授精、

早期胚胎发育观察，本研究阐明了栉江珧卵子的最佳促熟条件，得到了育苗生产所需的幼虫量，为确立栉江珧人工育苗技

术提供了基础资料。

关键词：　栉江珧；体外促熟；卵细胞；浓度；时间

中图法分类号：Ｓ９６８．３　　　　　文献标志码：　Ａ　　　　　文章编号：　１６７２－５１７４（２０１５）１２－０３８－０５

ＤＯＩ：　１０．１６４４１／ｊ．ｃｎｋｉ．ｈｄｘｂ．２０１４０３５７

　 　基金项目：国家十二五科技支撑计划项目（２０１１ＢＡＤ１３Ｂ０１）；国家海洋公益性行业科研专项（２０１３０５００５）；山东省优秀中青年科学家科研奖励基
金项目（ＢＳ２０１２ＨＺ０２０）资助

收稿日期：２０１４－１０－３０；修订日期：２０１５－０４－１７
作者简介：李浩浩（１９９１－），男，硕士生，主要从事贝类遗传育种研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｈａｏｈａｏｌｉ１１１０＠１２６．ｃｏｍ

　　通讯作者：Ｅ－ｍａｉｌ：ｑｉｌｉ６６＠ｏｕｃ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　栉江珧（Ａｔｒｉｎａ　ｐｅｃｔｉｎａｔａ）隶属于软体动物门
（Ｍｏｌｌｕｓｃａ）瓣鳃纲（Ｌａｍｅｌｌｉｂｒａｎｃｈｉａ）贻贝目（Ｍｙｔｉｌｏｉ－
ｄａ）江珧科（Ｐｉｎｎｉｄａｅ）江珧属（Ａｔｒｉｎａ）［１］，俗称“海锹”、
“大海红”，广泛分布于温、热带泥沙质近海海域，在中
国渤、黄、东、南海均有分布。江珧柱肉质细嫩肥白，营
养丰富，深受国内外市场的欢迎［２］。近年来，由于环境
污染和过度捕捞，造成栉江珧野生资源总量急剧减少，

产量难以满足市场消费需求［３］。为了提高产量，国内
外学者开展了栉江珧的人工育苗和养殖技术等方面的

研究［４－５］，发现栉江珧排卵较难，即使亲贝性腺饱满、成
熟度高，自然排卵和人工催产仍很困难，这制约了栉江
珧的人工育苗及规模化生产。而解剖法是一种快速、

方便的育苗方式［６］，但在栉江珧育苗中应用很少。

贝类的繁殖中，精子活力和卵子的成熟度是决定
受精作用和胚胎发育顺利的关键因素［７］。目前，在双
壳贝类人工育苗中常会遇到如何获取成熟卵子的问

题，而双壳贝类的卵子多是分批成熟的，解剖获得的卵
子存在成熟度不够及发育不同步的现象，即使亲贝性
腺成熟度高，解剖获取的卵子仍需要体外促熟，才能受
精和正常发育［８］。目前，国内外学者开展了氨海水、５－
羟色胺（５－ＨＴ）、多巴胺、维生素等药物在不同浓度、不
同处理时间下对双壳贝类解剖卵的体外促熟研究［９－１２］，

为栉江珧体外促熟研究提供了借鉴。

栉江珧属于减数第一次分裂中期受精，解剖出的
成熟卵大都处于减数第一次分裂前期，需要对卵子促
熟，才能使其成熟［１３］。本实验用不同浓度的氨海水、５－
羟色胺、多巴胺和维生素在不同处理时间下对栉江珧
解剖卵进行促熟，通过观察生发泡破裂（Ｇｅｒｍｉｎａｌ　Ｖｅｓ－
ｉｃｌｅ　Ｂｒｅａｋ　ｄｏｗｎ，ＧＶＢＤ）［１４］、受精和畸形情况，分析得
出栉江珧解剖卵适宜的促熟药品及其最适浓度、最适
授精时间，建立栉江珧解剖卵的体外促熟技术，并进行
育苗生产应用试验，规模化培育了育苗生产所需的幼
虫，为建立相关类型贝类解剖卵的体外促熟技术和栉
江珧人工育苗提供了基础资料。

１　材料与方法

１．１精卵的获得
实验用栉江珧亲贝为烟台海区养殖的成熟２～４

龄贝。亲贝经过暂养稳定后，挑选发育良好的亲贝，解
剖获得精卵［１５］。将卵液用１００目筛绢滤去较大组织块
后，再用４００目筛绢去除组织液和微小杂质；精液用

３００目筛绢过滤，收集。检查精卵状态，选用活性好的
精子和成熟度高的卵子用于实验。

１．２卵母细胞的促熟

１．２．１药物浓度实验　　室温下（２３±１℃）用１０ｍＬ
离心管分别加入等量卵液，再加入等量不同浓度的处
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理液，控制卵密度为５００～１　０００个／ｍＬ，摇匀计时。氨
海水处理浓度梯度设定为０．００２％、０．００８％、０．０１４％、

０．０２０％和 ０．０２６％（以分析纯氨水 ２５％ ～２６％ 为

１００％）；５－羟色胺处理浓度梯度设定为１、２、３和４
ｍｍｏｌ／Ｌ；多巴胺处理浓度梯度设定为０．００１、０．０１、０．１
和１ｍｍｏｌ／Ｌ；维生素（维生素 Ａ、维生素Ｂ１、维生素

Ｂ２、维生素Ｂ１２、维生素Ｂ６、维生素Ｄ３、维生素Ｅ、维生
素Ｋ３和维生素Ｃ混合）处理浓度梯度设定为０．５、２、

１０和３０ｍｇ／Ｌ，处理时间为４０ｍｉｎ。

１．２．２处理时间实验　　室温下（２３±１℃），用１０ｍＬ
离心管分别加入等量卵液，再加入海水、０．０１４％的氨
海水、２ｍｍｏｌ／Ｌ的５－羟色胺、０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ的多巴胺
和２ｍｇ／Ｌ的维生素处理液，控制卵密度为５００～１　０００
个／ｍＬ。摇匀计时，处理时间梯度设定为２０、４０、６０、

１２０、１８０和２４０ｍｉｎ。选用在正常海水中浸泡的卵母细
胞作为对照，每组实验设３个平行。

１．３人工授精
取出处理完毕的卵液，用４００目筛绢过滤，洗去处

理液，加入５０ｍＬ离心管中，再滴入１～２滴活力旺盛
的精子，摇匀（受精过程中多晃动）。

１．４栉江珧解剖授精的育苗生产试验：
挑选活力好、外壳无损伤、发育良好的亲贝６只（４

雌２雄），解剖获得精卵，精子加入装有３００ｍＬ海水的
烧杯中，卵子加入有３Ｌ浓度为０．０１４％的氨海水的桶
里，摇匀计时，浸泡卵子４０～６０ｍｉｎ。取出处理完毕的
卵液，用４００目筛绢过滤，洗去处理液，然后向卵液加
入５ｍＬ活力好的精子，摇匀１５～２０ｍｉｎ，倒入１５ｍ３

的育苗池中孵化。

１．５观察记录
处理液浸泡后，取样进行显微拍照，用于计算生发

泡破裂率，受精２～３ｈ后，取样进行显微拍照，照片用
于计算受精率和畸形率［９］。
生发泡破裂率＝生发泡破裂的细胞数／总细胞数×

１００％；
受精率＝卵裂的细胞／总细胞数×１００％；
畸形率 ＝ 畸形卵裂的受精卵／总受精卵数 ×

１００％。

１．６数据统计
采用ＳＰＳＳ　１９．０软件对所得数据进行统计分析。用

单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ，Ｄｕｎｃａｎ）对实验组与对照组的
差异进行显著性ｔ检验，以Ｐ＜０．０５作为差异显著水平。

２　结果

２．１栉江珧卵细胞形态变化
解剖获得的栉江珧卵母细胞经过海水浸泡和药物

处理后生发泡发生了不同程度的破裂。一般情况下，
生发泡破裂标志着卵细胞的成熟［１６］，因此观察卵细胞
生发泡形态，对栉江珧解剖受精有重要的作用。生发
泡未破裂的卵细胞卵质不均匀，且卵细胞中有白色的
区域（见图１Ａ）；生发泡破裂的卵细胞卵质均匀，且卵
细胞无白色区域（见图１Ｂ）［１７－１８］。
氨海水、５－羟色胺、多巴胺、维生素等药物对卵细胞

有一定的副作用，适宜的浓度和处理时间促熟的卵细
胞受精后，可以正常发育（见图１Ｃ）；浓度过高或处理时
间太长，卵子呈现不受精、发育过慢、发育畸形等情况
（见图１Ｄ）。

（Ａ：生发泡未破裂的卵细胞；Ｂ：生发泡破裂的卵细胞；Ｃ：正常发育的受精卵；Ｄ：畸形卵。Ａ：Ｏｏｃｙｔｅｓ　ｗｉｔｈ　Ｇｅｒｍｉｎａｌ　Ｖｅｓｉｃｌｅ；Ｂ：ＧＶＢＤ　ｏｆ　ｏｏｃｙｔｅｓ；Ｃ：

Ｔｈｅ　ｎｏｒｍａｌ　ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ　ｅｇｇ；Ｄ：Ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ．）

图１　栉江珧卵的形态差异

Ｆｉｇ．１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ｏｏｃｙｔｅ　ｓｔｒｉｐｐｅｄ　ｆｒｏｍＡ．ｐｅｃｔｉｎａｔａ

２．２药物浓度对栉江珧解剖卵的促熟作用
浓度０．００８％以上的氨海水显著提高了栉江珧解

剖卵的生发泡破裂率和受精率（Ｐ＜０．０５），但当氨海水
浓度超过０．０２０％时，畸形率显著增大（Ｐ＜０．０５）（见
图２Ａ）。５－羟色胺对栉江珧解剖卵的体外促熟效果不
明显，不能提高生发泡破裂率和受精率，且浓度超过

３ｍｍｏｌ／Ｌ的５－羟色胺溶液会抑制生发泡破裂和受精，

导致畸形率显著升高（Ｐ＜０．０５）（见图２Ｂ）。多巴胺对
栉江珧解剖卵的生发泡破裂率、受精率和畸形率没有
影响（见图２Ｃ）。维生素对栉江珧解剖卵的体外促熟效
果不明显，不能提高生发泡破裂率和受精率，且浓度超
过２ｍｇ／Ｌ的维生素溶液会抑制生发泡破裂和受精，导
致畸形率显著升高（Ｐ＜０．０５）（见图２Ｄ）。故浓度为

０．００８％～０．０１４％的氨海水，促熟效果最好。

９３
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（图中与对照（浓度０）之间有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。Ｄａｔａ　ｗｉｔｈ ｗｅｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｆｒｏｍ　ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜０．０５）．）

图２　药物浓度对栉江珧卵细胞催熟的影响

４

５
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２．４栉江珧解剖授精的育苗生产
经过解剖产卵，６个亲贝（４雌２雄），共得到０．８１

亿粒卵，受精率为８０％，在水温２６℃、盐度３０的海水
中孵化，孵化率为７８％，共选出Ｄ型幼虫０．５６亿个。
经过解剖授精和人工升温促熟产卵的栉江珧亲贝在产

卵量、受精率、孵化率等方面比较没有显著差异［７］，因
此，采用栉江珧解剖卵的体外促熟技术，进行栉江珧的
人工育苗是可行的。

３　讨论

３．１栉江珧卵母细胞成熟及体外促熟的可行性
卵子的成熟度是双壳类遗传育种中十分关注的问

题，卵母细胞的成熟对动物卵子的受精以及以后的发
育过程是至关重要的，很大程度决定了育苗的成败［１９］。

卵的大小和形状，生发泡是否存在及细胞器的状态等
都被作为判断卵成熟度的依据［２０］，因此在栉江珧解剖
卵体外促熟过程中，应选择卵径在６５μｍ左右，形状圆
整的卵细胞。解剖获得的栉江珧的卵母细胞处于第１
次减数分裂的前期阻滞状态，经过激活，会在第１次减
数分裂的中期发生第２次阻滞，之后通过受精作用的
激活完成整个减数分裂过程，进一步发育成Ｄ型幼虫。
本研究发现，生发泡未破裂的卵细胞，不受精，生发泡
破裂的卵细胞，其受精率高达９７％，故卵细胞生发泡破
裂意味着卵母细胞的成熟。
本研究用氨海水、５－羟色胺、多巴胺和维生素对栉

江珧的解剖卵进行处理，发现氨海水能有效地促使卵
母细胞生发泡破裂，生发泡破裂率可高达９０％，受精率
高达８８％；５－羟色胺、多巴胺和维生素对栉江珧解剖卵
的体外促熟不明显，不能提高生发泡破裂率和受精率。
因此，氨海水可以有效的促进栉江珧解剖卵的成熟，这
为进一步的试验及栉江珧人工育苗提供了良好的基

础。

３．２药物浓度和处理时间对栉江珧解剖卵受精发育的
影响

　　多数研究人员认为，生发泡破裂意味着卵母细胞
启动了减数分裂，是卵子成熟最明显的标志［１４］，但卵母
细胞的成熟最终是为了受精并发育成 Ｄ型幼虫。因
此，受精率和畸形率是检验促熟效果的最好评定标准。
但药物浓度和处理时间对受精率和畸形率有很大的影

响，多项研究表明，低浓度的药物处理，受精率随着浓
度的增加而增加，当浓度值超过一定值时，随着浓度的
增加，受精率降低，畸形率增大；短时间的药物处理，受
精率随着时间的增加而增加，当处理时间超过一定值
时，随着时间的增加，受精率降低，畸形率增大［９，１７，２１］。

氨海水、５－羟色胺、多巴胺和维生素浓度和处理时
间对 卵 促 熟 有 影 响［９，２１－２２］。本 研 究 发 现，浓 度 为

０．００８％～０．０１４％的氨海水可显著提高栉江珧解剖卵
的生发泡破裂率和受精率，且胚胎发育的畸形率较低，

５－羟色胺、多巴胺和维生素对栉江珧解剖卵的体外促熟
效果不明显；各药物处理时间为４０～６０ｍｉｎ时，生发泡
破裂率和受精率均达到最大值，畸形率较低。因此，对
解剖卵体外促熟时，药物浓度和处理时间控制在一定
范围内，可以保证高受精率和低畸形率，对育苗的成功
至关重要。

３．３解剖授精在生产育苗中的应用
对于双壳贝类，采用解剖取卵、人工授精进行繁育

的研究报道，主要集中在太平洋牡蛎［６］、紫扇贝［２３］、旗
江珧［２４］和菲律宾蛤仔［２５］等几种贝类中。实验发现，栉
江珧解剖卵在浓度为０．００８％～０．０１４％的氨海水处理

４０～６０ｍｉｎ能够达到很好的促熟作用，方法比较简单，
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（２）：４４３－４５５．
［１２］　王昭萍，王如才，郑晓东．维生素及海水浸泡对牡蛎卵子的体外

促熟作用


