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摘　要：　为探索低渗和６－二甲基氨基嘌呤（６－ＤＭＡＰ）诱导长牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ）三倍体最佳条件以及６－ＤＭＡＰ和低

渗配合使用诱导三倍体的可行性，本研究通过低渗、６－ＤＭＡＰ以及６－ＤＭＡＰ与低渗配合三种方法诱导长牡蛎“海大２号”三

倍体。研究显示，低渗处理组中，当第一极体（ＰＢ１）出现４０％时，在盐度为８的低渗海水中持续处理１５ｍｉｎ，综合评价指数

最高，为３４．３３％，此时２日龄长牡蛎的三倍体率和存活率分别为７３．７７％±１．８９％和４５．７８％±６．２３％，８日龄长牡蛎的三

倍体率和存活率分别为５０．６５％±４．８９％和２１．１７％±５．５４％。６－ＤＭＡＰ处理组中，当ＰＢ１出现４０％时，７５ｍｇ／Ｌ的

６－ＤＭＡＰ持续处理１５ｍｉｎ，综合评价指数最高（３６．５２％），此时２日龄长牡蛎的三倍体率和存活率分别为７４．８１％±０．６８％
和４６．３０％±１．５４％，８日龄长牡蛎的三倍体率和存活率分别为６０．３７％±０．６１％和３０．２５％±２．８５％。６－ＤＭＡＰ和低渗配

合组中，当ＰＢ１出现４０％时，在盐度为８的低渗海水中，以５０ｍｇ／Ｌ的６－ＤＭＡＰ持续处理１５ｍｉｎ，综合评价指数最高
（３６．１８％），此时２日龄长牡蛎的三倍体率和存活率分别为７４．３４％±３．４９％和４５．０７％±４．４１％，８日龄长牡蛎的三倍体

率和存活率分别为６８．２３％±２．５２％和４０．４２％±４．３０％。综合比较以上三种方法，通过６－ＤＭＡＰ和低渗配合诱导获得三

倍体的倍率更稳定，幼虫存活率更高。研究结果可为长牡蛎“海大２号”三倍体培育提供参考资料。

关键词：　长牡蛎；“海大２号”；三倍体；低渗；６－二甲基氨基嘌呤

中图法分类号：　Ｓ９６８．３　　　　　文献标志码：　Ａ　　　　　文章编号：　１６７２－５１７４（２０２３）０２－０４４－０７

ＤＯＩ：　１０．１６４４１／ｊ．ｃｎｋｉ．ｈｄｘｂ．２０２２００８５
引用格式：　程庚，徐成勋，李永国，等．６－ＤＭＡＰ和低渗诱导长牡蛎“海大２号”三倍体的研究［Ｊ］．中国海洋大学学报
（自然科学版），２０２３，５３（２）：４４－５０．

Ｃｈｅｎｇ　Ｇｅｎｇ，Ｘｕ　Ｃｈｅｎｇｘｕｎ，Ｌｉ　Ｙｏｎｇｇｕｏ，ｅｔ　ａｌ．Ａ　ｓｔｕｄｙ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　６－ＤＭＡＰ　ａｎｄ　ｈｙｐｏｔｏｎｉｃ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｉｎ　ｉｎｄｕｃｉｎｇ　ｔｒｉｐ－
ｌｏｉｄ　Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ“Ｈａｉｄａ　Ｎｏ．２”［Ｊ］．Ｐｅｒｉｏｄｉｃａｌ　ｏｆ　Ｏｃｅａｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｈｉｎａ，２０２３，５３（２）：４４－５０．

　 *　基金项目：现代农业产业技术体系项目（ＣＡＲＳ－４９）；山东省农业良种工程项目（２０２０ＬＺＧＣ０１６）资助

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ　ｂｙ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｏｆ　Ｃｈｉｎａ（ＣＡＲＳ－４９）；ｔｈｅ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｅｅｄ　Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ　Ｐｒｏｊｅｃｔ　ｏｆ　Ｓｈａｎｄｏｎｇ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
（２０２０ＬＺＧＣ０１６）

收稿日期：２０２２－０２－１２；修订日期：２０２２－０６－２８
作者简介：程　庚（１９９７—），男，硕士生，主要从事贝类遗传育种研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｇ８１８１＠ｓｔｕ．ｏｕｃ．ｅｄｕ．ｃｎ

　**　通讯作者：Ｅ－ｍａｉｌ：ｑｉｌｉ６６＠ｏｕｃ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　长牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ）作为中国北方牡蛎主
要养殖品种在海水养殖中占有重要地位。为提高长牡
蛎的生产性能，国内外相继开展了遗传改良工作。选
择育种作为水产养殖贝类品种改良的一种常用育种方

法，能够改良生产性状，在世界范围内长牡蛎家系选育
和群体选育均取得了成功［１］。在国内，通过家系选育
和群体选育培育出外壳和外套膜均为金黄色、生长快
速的长牡蛎“海大２号”［２］。然而，同普通二倍体牡蛎
一样，因夏季性腺发育和产卵导致其存在口感差、夏季
不能上市、产卵后死亡率高等问题［３］，这阻碍了长牡蛎
“海大２号”的市场全年供给。与二倍体相比，三倍体
牡蛎由于其高度不育可全年上市，这填补二倍体牡蛎
的夏季市场空缺。同时，利用其性腺不育性可以有效
保护新品种的知识产权［４－８］。
使用牡蛎四倍体与二倍体杂交可获得１００％三倍

体牡蛎［９］，但四倍体牡蛎的获得需要三倍体牡蛎作为
基础［１０］。因此，由二倍体诱导三倍体仍然是获取三倍
体的重要途径。利用贝类卵子发育成熟后在第一次减
数分裂中期的停滞期［１１］，以物理或化学刺激手段抑制
其极体排放，可实现增加一套染色体的目的［８］。其中，
化学方法为通过细胞松弛素Ｂ（ＣＢ）、６－二甲基氨基嘌
呤（６－ＤＭＡＰ）、咖啡因等化学药物处理［１２－１３］影响微丝、
微管的正常活动，干扰极体的正常排出；物理方法则是
通过盐度胁迫、温度休克、静水压等处理［１４－１６］达到增加
染色体数目的目的。两种方式各有优劣，化学法三倍
体诱导率高但幼虫成活率低且试剂昂贵［１７－１８］，物理法
成本低但诱导率不稳定［１５，１９］。因此，将物理法和化学
法相结合有望在保证三倍体诱导率的同时提高幼虫成

活率。
目前，在牡蛎三倍体诱导优化方面进行了大量研
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究，但是不同物种以及同一物种不同品系或群体的最
佳诱导条件仍存在一定差异［１２，２０］。本研究以长牡蛎
“海大２号”为实验材料，将化学法（６－ＤＭＡＰ）与物理法
（低渗）相结合来诱导牡蛎三倍体，旨在得到诱导率高
且幼虫成活率稳定的三倍体诱导方法，为培育长牡蛎
“海大２号”三倍体提供参考资料。

１　材料与方法

１．１实验材料

２０２１年５月自山东荣成桑沟湾养殖海区取２龄长
牡蛎“海大２号”二倍体，转移至烟台莱州育苗场进行
暂养。促熟期间每日投喂足量等鞭金藻（Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓ
ｇａｌｂａｎａ）。２周后挑选外壳无损伤的个体作为实验亲
贝。

１．２精卵获取与授精
通过人工解剖获取牡蛎精卵，显微镜下辨别雌雄

并观察精卵成熟度。挑选卵子呈卵圆形且卵质均匀的
个体为母本，精子活力高的个体为父本。使用３００目
筛绢过滤卵子去除组织块及杂质，随后置于砂滤海水
中熟化１ｈ，精子于授精前５ｍｉｎ挤出备用。授精前镜
检卵子是否污染，水温严格控制在（２５±０．５）℃。

１．３三倍体诱导实验设计

１．３．１低渗诱导三倍体　　参考于瑞海［２１］等方法，确定
低渗诱导三倍体最佳条件组合。授精后，在显微镜下
不断取样观察，当受精卵第一极体（ＰＢ１）出现３０％、

４０％和５０％时，分别于盐度为８、１０和１２的低渗海水
中持续处理１５ｍｉｎ（共９组），然后转移到正常海水中
孵化。

１．３．２　６－ＤＭＡＰ诱导三倍体　　参考 Ｇéｒａｒｄ等［１２］方
法，确定６－ＤＭＡＰ诱导三倍体最佳条件组合。当 ＰＢ１
出现３０％、４０％和５０％时，分别采用浓度为５０、７５和

１００ｍｇ／Ｌ的６－ＤＭＡＰ持续处理１５ｍｉｎ后（共９组）进
行洗卵，并转移到正常海水中孵化。

１．３．３低渗与６－ＤＭＡＰ配合使用诱导三倍体　　当

ＰＢ１出现３０％、４０％和５０％时，在盐度为８、１０和１２的
低渗海水中分别采用浓度为５０、７５和１００ｍｇ／Ｌ的

６－ＤＭＡＰ持续处理１５ｍｉｎ后（共２７组）。以上每组实
验均重复３次，同时设置二倍体对照组。

１．４幼虫培养
授精２４ｈ后进行选幼，每日投喂等鞭金藻３次，每

日换水１／３，持续充氧，幼虫培养至第８天。

１．５数据测量与分析
测量各实验组的卵裂率、孵化率、三倍体率、幼虫

成活率和综合评价指数等指标。卵裂率为受精后４ｈ
卵裂数占总卵数的百分比，孵化率为受精后２４ｈＤ形
幼虫占总受精卵数量的百分比。综合评价指数为孵化

率与三倍体率的乘积。分别在第２天和第８天取各组
幼虫进行三倍体率及幼虫成活率测定。三倍体率利用
流式细胞仪进行测定。采用ＳＰＳＳ　２４．０进行实验数据
的分析，显著性水平设为０．０５。

２　结果

２．１低渗诱导效果
随着盐度的增加，各组的卵裂率和孵化率逐渐增

加，而三倍体率逐渐降低。随着起始处理时间点的后
移，各组卵裂率、孵化率、三倍体率呈先增加后降低的
趋势。海水盐度为８、４０％ＰＢ１出现时（以下简称“８％＋
４０％ＰＢ１”组）开始进行低渗处理获得的幼虫三倍体率
最高，达到７３．７７％±１．８９％，且显著高于其他处理组
（Ｐ ＜０．０５），综合评价指数最大，为３４．３３％（见图１
（ａ））。８日龄时，低渗处理组的三倍体率和存活率与２
日龄相比均有不同幅度的降低。随着盐度的增加，各
组三倍体率的下降幅度呈减小趋势，“８＋４０％ ＰＢ１”组
三倍体率为 ５０．６５％ ±４．８９％，下降幅度最大，为

２３．１２％。“８＋４０％ ＰＢ１”组三倍体率与“１０＋４０％
ＰＢ１”组（４８．４７％±５．５８％）差异不显著，但显著高于
其他处理组（Ｐ ＜０．０５）。随着盐度的增加，２日龄幼
虫存活率无显著差异（Ｐ ＞０．０５），８日龄幼虫存活率
逐渐增加（见图１（ｂ））。综合比较以上结果，海水盐
度为８、４０％ＰＢ１出现时开始处理是诱导三倍体的最
佳条件。

２．２　６－ＤＭＡＰ诱导效果
随着６－ＤＭＡＰ浓度增加，各组的卵裂率和孵化率

逐渐降低，三倍体率逐渐增加。随着起始处理时间点
的变化，各组的卵裂率和孵化率无显著差异。６－ＤＭＡＰ
浓度为１００ｍｇ／Ｌ、４０％ ＰＢ１出现时（以下简称“１００
ｍｇ／Ｌ＋４０％ ＰＢ１”组）开始处理三倍体率最高，为

７７．７５％ ±１．８５％，与 “７５ ｍｇ／Ｌ＋４０％ ＰＢ１”组
（７４．８１％ ±０．６８％）、“１００ ｍｇ／Ｌ＋３０％ ＰＢ１”组
（７４．０５％ ±３．２８％）、“１００ ｍｇ／Ｌ＋５０％ ＰＢ１”组
（７１．１７％±５．１７％）差异不显著（Ｐ ＞０．０５）。“７５ｍｇ／Ｌ＋
４０％ＰＢ１”组综合评价指数最大，为３６．５３％（见图２
（ａ））。８日龄时，“７５ｍｇ／Ｌ＋４０％ ＰＢ１”组三倍体率最
高（６０．３７％±０．６１％），与“１００ｍｇ／Ｌ＋４０％ ＰＢ１”组
（６０．２２％ ±２．９４％）和 “１００ ｍｇ／Ｌ＋５０％ ＰＢ１”组
（５８．１３％±２．５９％）差异不显著（Ｐ ＞０．０５）。８日龄幼
虫“５０ｍｇ／Ｌ＋４０％ ＰＢ１”组的成活率最高（４１．８５％±
３．６８％），与 “５０ ｍｇ／Ｌ＋５０％ ＰＢ１”组 （３９．１０％ ±
３．５２％）、“７５ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１”组（３０．２５％±２．８５％）
差异不显著，但显著高于其他处理组（Ｐ ＜０．０５）（见图

２（ｂ））。因此，６－ＤＭＡＰ浓度为７５ｍｇ／Ｌ、第一机体出
现４０％时开始处理是诱导三倍体最佳条件。

５４
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（１．８＋３０％ＰＢ１，２．８＋４０％ＰＢ１，３．８＋５０％ＰＢ１，４．１０＋３０％ＰＢ１，５．１０＋４０％ＰＢ１，６．１０＋５０％ＰＢ１，７．１２＋３０％ＰＢ１，８．１２＋４０％ＰＢ１，９．１２＋

５０％ＰＢ１，１０．对照组。不同上标表示差异显著（Ｐ＜０．０５），下同。１．８＋３０％ＰＢ１，２．８＋４０％ＰＢ１，３．８＋５０％ＰＢ１，４．１０＋３０％ＰＢ１，５．１０＋４０％

ＰＢ１，６．１０＋５０％ＰＢ１，７．１２＋３０％ＰＢ１，８．１２＋４０％ＰＢ１，９．１２＋５０％ＰＢ１，１０．Ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｓｉｇｎｉｆｉ－ｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），

Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｂｅｌｏｗ．）

图１　不同盐度和起始诱导时间下诱导三倍体的卵裂率、孵化率、三倍体率和成活率

Ｆｉｇ．１　Ｃｌｅａｖａｇｅ　ｒａｔｅ，ｈａｔｃｈｅｒｙ　ｒａｔｅ，ｔｒｉｐｌｏｉｄ　ｒａｔｅ　ａｎｄ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｒａｔｅ　ｂｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓａｌｉｎｉｔｙ　ａｎｄ　ｉｎｉｔｉａｌ　ｔｉｍｅ　ｏｆ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

２．３低渗与６－ＤＭＡＰ配合使用诱导效果

２．３．１盐度为８时６－ＤＭＡＰ诱导效果　　盐度为８时，
随着６－ＤＭＡＰ浓度的增加，处理组的卵裂率和孵化率
逐渐降低，各处理组间无显著差异，但显著低于对照组
（Ｐ ＜０．０５）。“５０ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１”组三倍体率和综
合评价指数最高，分别为５４．５８％±３．８７％和２４．９６％

（见 图 ３（ａ））。８ 日 龄 时 处 理 组 仅 “５０ ｍｇ／Ｌ＋
３０％ＰＢ１”组和“５０ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１”组和“５０ｍｇ／Ｌ＋
５０％ ＰＢ１”组幼虫存活，其他处理组幼虫大量死亡。
“５０ｍｇ／Ｌ＋４０％ ＰＢ１”组三倍体率最高（４３．８２％±
２．１６％），“５０ ｍｇ／Ｌ＋５０％ ＰＢ１”组 存 活 率 最 高
（１９．０７％）（见图３（ｂ））。

（１．５０ｍｇ／Ｌ＋３０％ＰＢ１，２．５０ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１，３．５０ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１，４．７５ｍｇ／Ｌ＋３０％ＰＢ１，５．７５ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１，６．７５ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１，

７．１００ｍｇ／Ｌ＋３０％ＰＢ１，８．１００ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１，９．１００ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１，１０．对照组。１．５０ｍｇ／Ｌ＋３０％ＰＢ１，２．５０ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１，３．５０ｍｇ／Ｌ＋

５０％ＰＢ１，４．７５ｍｇ／Ｌ＋３０％ＰＢ１，５．７５ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１，６．７５ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１，７．１００ｍｇ／Ｌ＋３０％ＰＢ１，８．１００ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１，９．１００ｍｇ／Ｌ＋

５０％ＰＢ１，１０．Ｃｏｎｔｒｏｌ．）

图２　不同６－ＤＭＡＰ浓度和起始诱导时间下诱导三倍体的卵裂率、孵化率、三倍体率和成活率

Ｆｉｇ．２　Ｃｌｅａｖａｇｅ　ｒａｔｅ，ｈａｔｃｈｅｒｙ　ｒａｔｅ，ｔｒｉｐｌｏｉｄ　ｒａｔｅ　ａｎｄ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｒａｔｅ　ｂｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　６－ＤＭＡＰ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｉｎｉｔｉａｌ　ｔｉｍｅ　ｏｆ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
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（１．５０ｍｇ／Ｌ＋３０％ＰＢ１，２．５０ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１，３．５０ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１，４．７５ｍｇ／Ｌ＋３０％ＰＢ１，５．７５ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１，６．７５ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１，

７．１００ｍｇ／Ｌ＋３０％ＰＢ１，８．１００ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１，９．１００ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１，１０．对照组。图中（ａ）和（ｂ）盐度条件为８，（ｃ）和（ｄ）盐度条件为１０，（ｅ）和

（ｆ）盐度条件为１２。１．５０ｍｇ／Ｌ＋３０％ＰＢ１，２．５０ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１，３．５０ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１，４．７５ｍｇ／Ｌ＋３０％ＰＢ１，５．７５ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１，６．７５

ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１，７．１００ｍｇ／Ｌ＋３０％ＰＢ１，８．１００ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１，９．１００ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１，１０．Ｃｏｎｔｒｏｌ．（Ｉｎ　ｔｈｅ　ｆｉｇｕｒｅ，ｔｈｅ　ｓａｌｉｎｉｔｙ　ｉｎ（ａ）ａｎｄ（ｂ）

ｉｓ　８，ｔｈｅ　ｓａｌｉｎｉｔｙ　ｉｎ（ｃ）ａｎｄ（ｄ）ｉｓ　１０，ｔｈｅ　ｓａｌｉｎｉｔｙ　ｉｎ（ｅ）ａｎｄ（ｆ）ｉｓ　１２．）

图３　不同盐度条件下不同６－ＤＭＡＰ浓度和起始诱导时间的诱导三倍体的卵裂率、孵化率、三倍体率和成活率

Ｆｉｇ．３　Ｃｌｅａｖａｇｅ　ｒａｔｅ，ｈａｔｃｈｅｒｙ　ｒａｔｅ，ｔｒｉｐｌｏｉｄ　ｒａｔｅ　ａｎｄ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｒａｔｅ　ｂｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　６－ＤＭＡＰ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｉｎｉｔｉａｌ

ｔｉｍｅ　ｏｆ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓａｌｉｎｉｔｙ

２．３．２盐度为１０时６－ＤＭＡＰ诱导效果　　盐度为１０
时，“５０ｍｇ／Ｌ＋５０％ ＰＢ１”组三倍体率最高（５６．２８％±
２．１３％），与“５０ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１”组（５１．２５％±４．５０％）、
“７５ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１”组（５２．５５％±２．６７％）差异不显
著，但 显 著 高 于 其 他 处 理 组 （Ｐ ＜ ０．０５）。

“５０ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１”综合评价指数最高（２６．４０％）
（见图３（ｃ））。８日龄时，“５０ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１”组三倍体
率最高（５０．３３％±１．３０％），显著高于其他处理组（Ｐ ＜
０．０５）。“７５ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１”组存活率最高（２９．５３％±
３．４５％），与其他各组无显著差异 （见图３（ｄ））。
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２．３．３盐度为１２时６－ＤＭＡＰ诱导效果　　盐度为１２
时，“５０ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１”组三倍体率最高（７４．３４％±
３．４９％），与“５０ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１”组（６８．９０％±４．１７％）
差异不显著，但显著高于其他处理组（Ｐ ＜０．０５）。
“５０ｍｇ／Ｌ＋５０％ＰＢ１”组综合评价指数最高，为３６．１８％
（见图３（ｅ））。８日龄时“５０ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１”组三倍体
率最高（６８．２３％±２．５２％），与“５０ｍｇ／Ｌ＋５０％ ＰＢ１”
组（６２．７７％±６．０４％）差异不显著，但显著高于其他处
理组（Ｐ ＜０．０５）。“５０ｍｇ／Ｌ＋４０％ＰＢ１”组存活率最
高（４０．４２％±４．３０％）（见图３（ｆ））。因此，海水盐度为

１２、６－ＤＭＡＰ浓度为５０ｍｇ／Ｌ、第一机体出现４０％时开
始处理是诱导三倍体的最佳条件。

２．３．４三种方法对比结果　　６－ＤＭＡＰ处理组中，通过

７５ｍｇ／Ｌ的６－ＤＭＡＰ在４０％ ＰＢ１出现时开始处理综
合评价指数最高（３６．５２％），略高于低渗处理组中最高
值（３４．３３％，盐度为８、４０％ ＰＢ１出现时）和配合组中
最高值（３６．１８％，盐度为１２、６－ＤＭＡＰ浓度为５０ｍｇ／Ｌ、

４０％ＰＢ１出现时）。三种方法之间无明显差异。通过
进一步比较３种方法的８日龄幼虫三倍体率和存活率
发现，配合组８日龄三倍体率和存活率最高（６８．２３％±
２．５２％，４０．４２％ ±４．３０％），远 大 于 低 渗 处 理 组
（５０．６５％±４．８９％，２１．１７％±５．５４％）和６－ＤＭＡＰ处
理组（６０．３７％±０．６１％，３０．２５％±２．８５％）。因此，当
受精卵ＰＢ１出现４０％时，相比低渗或６－ＤＭＡＰ单独处
理，配合使用盐度１２的海水和５０ｍｇ／Ｌ　６－ＤＭＡＰ处理
受精卵来诱导三倍体，会使三倍体倍率更稳定、幼虫存
活率更高，这是诱导三倍体的最佳处理组合。

３　讨论

３．１三种诱导方法诱导三倍体的原理分析

６－ＤＭＡＰ是一种蛋白质磷酸化抑制剂，能够抑制
微管生长，阻止极体排除，且阻碍作用可逆，去除后允
许细胞继续发育［２２］。６－ＤＭＡＰ诱导多倍体效果稳定，

已在多种贝类中得以证实［１７，２３－２４］。低渗诱导三倍体原
理可能是低渗使受精卵受氧化胁迫而导致糖代谢或渗

透调节受阻，因此发生了染色体异常分离［２５］。而根据
本实验结果显示，在同等强度处理下，相比于低渗组和

６－ＤＭＡＰ处理组，配合组的三倍体率和幼虫成活率在

８日龄时均有不同程度提升。说 明 通 过 合 理 调 整

６－ＤＭＡＰ浓度和海水盐度，同时对受精卵施加物理处理
和化学药物处理两方面的作用，同样能够起到提高三
倍体率的效果，且比同等强度刺激下６－ＤＭＡＰ和低渗
单独作用效果更好。孔静等发现受精卵卵径随着盐度
的降低逐渐增大［１９］，在低渗条件下，一方面低渗处理本
身能够干扰受精卵的正常生理活动导致染色体异常分

离，另一方面，低渗处理使得受精卵卵径增大，导致受

精卵与诱导剂相接触的表面积增加，从而６－ＤＭＡＰ能
够更好地进入受精卵内部发挥作用。

３．２三倍体率的影响因素
诱导剂类型、处理浓度、诱导时机及持续时间等因

素都会影响三倍体诱导率［６，１２，１７］。Ｑｉｎ等［２６］发现海水
温度会影响卵子生发泡破裂时间和极体排出时间，同
时生发泡破裂比例也会影响极体排出时间，而极体排
出比例正是诱导处理的关键节点［２７］。此外，水温、卵子
来源、不同繁育批次以及同一批次不同个体性腺成熟
度也会有很大差异，这些均会造成卵子发育不同步，从
而降低三倍体诱导率。因此，为提高三倍体诱导率，本
研究中采用同批次繁育的长牡蛎“海大２号”群体作为
亲本，镜检并选择性腺发育饱满的个体进行实验，受精前
将卵子充分熟化至生发泡破裂，并控制水温为（２５．０±
０．５）℃，最大程度保证卵子发育的同步性。尽管如此，
本实验通过低渗法诱导三倍体率最高仅为７３．７７％，与
孔静等相同诱导方法获得的８９．１３％三倍体率仍有差
异。除上述因素外，孵化时海水盐度不同也可能是差
异产生的原因［２８］。

３．３三倍体率与幼虫成活率
在幼虫培养阶段，各处理组的幼虫存活率和三倍

体率均呈不断下降的趋势。６－ＤＭＡＰ和低渗环境阻碍
了受精卵的正常生理发育过程［２２，２５］，这可能是导致培
养期间幼虫成活率和三倍体率降低的原因之一。同
时，Ｎｅｌｌ等［２９］通过６－ＤＭＡＰ诱导悉尼岩牡蛎（Ｓａｃ－
ｃｏｓｔｒｅａ　ｃｏｍ　ｍｅｒｃｉａｌｉｓ）三倍体时发现幼虫群体中存在

１％～１１％的非整倍体。而非整倍体存活能力低，也会
导致诱导群体存活率下降［３０］。本研究表明，通过增大
药物浓度或降低海水盐度来提高受精卵处理强度，有
利于提高三倍体诱导率。然而，这不可避免地增加了
对受精卵的损伤，导致卵裂率、孵化率和成活率下降。
因此，需要探索一种在保证幼虫成活率的前提下能够
最大限度地提高三倍体诱导率的方法。本研究发现

６－ＤＭＡＰ和低渗配合比两者单独使用诱导效果更好、三
倍体率更稳定、幼虫成活率更高且降低了诱导成本。
这一研究结果为长牡蛎“海大２号”三倍体的培育提供
了基础资料。

４　结语

本研究在不同诱导时机和诱导强度下综合比较了

三种处理方式（低渗处理、６－ＤＭＡＰ处理以及６－ＤＭＡＰ
和低渗配合处理）诱导长牡蛎“海大２号”三倍体的效
果。通过分析综合评价指数和８日龄幼虫的三倍体
率、存活率，发现当受精卵ＰＢ１出现４０％时，相比低渗
或６－ＤＭＡＰ单独处理，配合使用盐度１２的海水和

５０ｍｇ／Ｌ　６－ＤＭＡＰ处理受精卵来诱导三倍体，会使三
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倍体倍率更稳定、幼虫存活率更高，这是诱导长牡蛎
“海大２号”三倍体的最佳处理组合。研究结果为长牡
蛎“海大２号”三倍体的培育提供了基础资料。
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