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化学物质对硬壳蛤幼虫变态的诱导

张  涛, 杨红生, 周  毅, 何义朝, 张福绥

(中国科学院 海洋研究所, 山东 青岛 266071)

摘要:用 KCl、肾上腺素( EP I)、去甲肾上腺素 ( NE)、L- DOPA 和 GABA(C- 氨基丁酸 )进行

了不同浓度不同处理时间对硬壳蛤( Mercenar ia mer cenaria L. )幼虫变态诱导实验。结果表

明, KCl、肾上腺素、去甲肾上腺素和 L- DOPA 对硬壳蛤幼虫的变态均有诱导作用, 而 GABA

的诱导作用不显著。KCl的最佳诱导浓度随处理时间不同而有所不同。处理时间为 1~ 24,

48, 72 h 时 KCl的最佳诱导浓度分别为 33. 56, 20. 13~ 26. 85, 13. 42 mmol/ L。肾上腺素和

去甲肾上腺素的诱导作用与浓度和处理时间均有关。肾上腺素的最佳处理浓度为 100

Lmol/ L ,最佳处理时间均为 8 h,此时幼虫变态率提高最大, 为 36. 97 个百分点。当去甲肾上

腺素的诱导浓度为 100 Lmo l/ L ,处理时间为 8~ 16 h 时, 幼虫变态率提高也较大, 均大于 18

个百分点,死亡率增加, 但均低于 30个百分点, 当去甲肾上腺素诱导浓度为 500 Lmo l/ L 时,

虽然在 8~ 16 h 的处理时间范围内,幼虫变态提高率也较大, 均大于 18 个百分点, 但当处理

时间超过 8 h, 在 16 ~ 48 h 范围内, 幼虫死亡率提高明显增大, 均大于 50 个百分点。L-

DOPA的适宜诱导浓度为 10~ 50 Lmol/ L ,适宜处理时间为 8~ 24 h,此时幼虫变态率均提高

30 个百分点以上,最高可提高 79. 43个百分点。GABA 的诱导作用较弱, 最佳诱导浓度随处

理时间的不同而有所不同, 处理时间为24 h 和 48 h 时,最佳诱导浓度为 0. 1 Lmo l/ L ;处理时

间为 0. 5~ 16 h 时, 最佳诱导浓度为 100 Lmol/ L。
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  硬壳蛤(Mer cenar ia mer cenaria L . )是美国产的

一种重要的浅海滩涂贝类, 个体较大, 体质量可达

200 g 以上。自 1997 年由中国科学院海洋研究所首

次引入我国以来, 中国科学院海洋研究所的有关科

技人员对其生态习性和苗种生产进行了研究, 并进

行了养殖推广。目前在山东省莱州市和潍坊昌邑市

推广养殖面积约 80 hm2 ( 1 200 亩) , 并在江苏省赣榆

县、山东省海阳市和福建省连江县进行了试养, 均获

成功, 2004 年和 2005 年又分别在辽宁省大连市和山

东省青岛市进行了推广养殖。从养殖的情况看,硬壳

蛤在我国的开发潜力很大。硬壳蛤对环境具有较强

的适应能力,适合我国大部分的滩涂和虾池养殖, 在

砂质、泥砂质和泥质底质中均能存活和生长 ,硬壳蛤

对温度和盐度具有很强的耐受力, 其耐受的温度范

围为- 2e ~ 35e , 生长温度范围为 9~ 30 e , 适宜生

长温度范围为 18~ 28 e ,耐受的盐度范围为 18~ 48,

最适生长盐度范围为 18~ 36。硬壳蛤在我国大部分

海区 1~ 2 年便可长成商品规格, 壳长达 5. 0 cm 以

上,体质量达 50 g 以上。

有关硬壳蛤亲贝培养和幼虫发育研究国外已有

报道[ 1, 2] ,国内也有其生态习性和苗种生产方面的研

究报道[3~ 6] ,但有关其幼虫变态诱导的研究国内外还

未见报道。本实验着重研究了不同浓度的 KCl、肾上

腺素、去甲肾上腺素、L- DOPA 和 GABA 在不同处理

时间时对硬壳蛤幼虫变态的诱导,以求寻找提高其幼

虫变态率的有效手段,为其增养殖的发展奠定良好的

基础。

1  材料和方法

1. 1  幼虫来源
硬壳蛤幼虫由中国科学院海洋研究所徐家麦岛

实验基地培育。培育温度为 23~ 24 e , 盐度为 32。

取受精后 12d, 平均壳长为 187. 00 ? 7. 63 Lm 的幼虫

作为实验材料。
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1. 2  诱导物母液配制
5种诱导物均现用现配。首先用蒸馏水将诱导

物配成 10 倍于目标浓度的母液备用。

1. 3  实验步骤
实验用海水经 Whatman GF / C 玻璃纤维滤膜

(孔径约为 1 Lm)过滤。将一定量的药品母液加入盛

有幼虫的过滤海水中并用过滤海水稀释成药品的目

标浓度。由于药品母液的加入而使海水盐度降低

1% ~ 10% , 对照组中加入相当量的蒸馏水,以保持与

处理组盐度一致。幼虫经过预定处理时间后 ,用 250

目筛绢滤出,并用过滤海水将药品冲洗干净,放入 6

孔细胞培养板中完成剩余实验周期。6 孔细胞培养

板每孔海水体积约为 10 mL ,幼虫 50~ 100 个。实验

结束后 48~ 72 h 后用碘液固定幼虫, 在解剖镜下检

查幼虫变态率和死亡率。

1. 4  KCl、肾上腺素、去甲肾上腺素、L-DOPA

和 GABA浓度和处理时间设计

KCl为上海远东化工试剂厂所产,肾上腺素和去

甲肾上腺素为 F luka 公司所产, L- DOPA 和 GABA

为上海试剂三厂所产。

KCl的诱导浓度为 6. 71, 13. 42, 20. 13, 26. 85,

33. 56 mmol/ L , 处理时间为 1, 8, 16, 24, 48, 72 h; 肾

上腺素的诱导浓度为 2. 5, 10, 50, 100, 500 Lmol/ L ,

处理时间为 0. 5, 8, 16, 24, 48 h;去甲肾上腺素的诱导

浓度为 2. 5, 10, 50, 100, 500 Lmol/ L , 处理时间为

0. 5, 8, 16, 24, 36, 48 h; L- DOPA 的诱导浓度为 1. 0,

2. 5, 10, 50, 100 Lmol/ L , 处理时间为 0. 5, 1, 8, 16,

24, 48 h; GABA 的诱导浓度为 0. 1, 10, 100, 1 000

Lmo l/ L, 处理时间为 0. 5, 1, 8, 16, 24, 48 h。每个处

理组均设 3个平行组。

1. 5  变态标志
本实验以硬壳蛤幼虫次生壳和鳃棒的形成作为

变态标志。

2  实验结果

2. 1  KCl对硬壳蛤幼虫变态率和死亡率的

影响

KCl对硬壳蛤幼虫变态的诱导作用与浓度和处

理时间有关, 最佳诱导浓度随处理时间的延长而有

所降低。当处理时间为 1~ 24 h 时, KCl的最佳诱导

浓度为 33. 56 mmol/ L , 此时幼虫变态率均提高 24 个

百分点以上, 当处理时间为 48 h 时, KCl的最佳诱导

浓度为 20. 13~ 26. 85 mmo l/ L, 此时幼虫变态率提高

21 个百分点以上, 处理时间为 72 h 时, 最佳诱导浓

度为 13. 42 mmol/ L ,此时幼虫变态率提高 30. 42 个

百分点(图 1)。KCl的诱导作用对浓度的依赖性较

显著( P< 0. 05) ,但对处理时间的依赖性并不显著( P

> 0. 05)。同时,方差分析显示, 在所有的实验浓度和

处理时间范围内, KCl对硬壳蛤幼虫的死亡率并没有

明显影响( P> 0. 05, 图 2)。

图 1  KCl对硬壳蛤幼虫变态的诱导

Fig. 1  In duct ion of metamorphos is of larvae of the hard clam M. mercenaria by KCl at dif f erent concent ration s an d

exposure t imes
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图 2  KCl对硬壳蛤幼虫死亡率的影响

Fig. 2  Ef fect of KCl at dif f erent concent rat ions and exposu re t ime on the m ortalit y of larvae of the hard clam M.

me rcenar ia

2. 2  肾上腺素对硬壳蛤幼虫变态率和死亡
率的影响

肾上腺素对硬壳蛤幼虫的变态有明显的诱导作

用,其诱导作用与浓度和处理时间均有关。肾上腺素

的最佳处理浓度为 100Lmol/ L , 最佳处理时间均为 8

h, 此时幼虫变态率提高最大, 为 36. 97个百分点。肾

上腺素的诱导效果对浓度的依赖性较强, 而对于处

理时间则较弱(图 3)。肾上腺素对硬壳蛤幼虫的死

亡率有明显影响, 诱导浓度和处理时间对幼虫死亡

率均有显著影响( P< 0. 05) , 幼虫死亡率随浓度加大

和处理时间延长而明显升高(图 4)。

图 3  肾上腺素对硬壳蛤幼虫变态的诱导
Fig. 3  Induct ion of metamorph osis of larvae of the hard clam M. mer cenar ia b y EPI at diff erent concent rat ions

and exposur e tim e
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图 4  肾上腺素对硬壳蛤幼虫死亡率的影响
Fig. 4  E ffect of EPI at diff er ent concent rat ions and exposu re t ime on the mortal ity of larvae of the hard clam

M . mer cenar ia

2. 3  去甲肾上腺素对硬壳蛤幼虫变态率和
死亡率的影响

去甲肾上腺素对硬壳蛤幼虫的变态也有明显的

诱导作用。当去甲肾上腺素的诱导浓度为 100

Lmol/ L ,处理时间为 8~ 16 h 时,幼虫变态率提高较

大,均大于 18 个百分点, 死亡率增加均低于 30 个百

分点,当去甲肾上腺素诱导浓度为 500 Lmo l/ L 时,虽

然在 8~ 16 h 的处理时间范围内, 幼虫变态率提高也

较大,均大于 18 个百分点, 但当处理时间超过 8 h,在

16~ 48 h 范围内,幼虫死亡率明显升高, 比对照组提

高 50 个百分点 (图 6)。因此, 综合变态提高率和死

亡提高率指标, 作者认为,当处理时间为 8 h 时, 去甲

肾上腺素的适宜诱导浓度为 100~ 500 Lmol/ L , 当处

理时间为 16 h 时, 去甲肾上腺素的适宜诱导浓度为

100 Lmol/ L。去甲肾上腺素的诱导效果对浓度和处

理时间均有明显的依赖性(图 5)。方差分析表明, 浓

度对幼虫变态率的影响为极显著( P < 0. 01) ,处理时

间对幼虫变态率的影响为显著( P < 0. 05)。去甲肾

上腺素对幼虫的死亡率也有影响(图 6) , 方差分析表

明, 浓度对幼虫死亡率有极明显的影响 ( P < 0. 01) ,

处理时间的影响为显著(P< 0. 05)。

图 5  去甲肾上腺素对硬壳蛤幼虫变态的诱导
Fig. 5  Induct ion of metamorph os is of larvae of th e hard clam M. merc enaria by NE at

diff erent concent rat ions and exp osure t ime
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图 6  去甲肾上腺素对硬壳蛤幼虫死亡率的影响
Fig. 6  Ef fect of NE at diff erent concent rat ions and exposu re t ime on the mortal it y of larvae of the hard clam

M. merc enaria

2. 4  L-DOPA 对硬壳蛤幼虫变态率和死亡

率的影响
L- DOPA对硬壳蛤幼虫的变态有明显的诱导作

用。L- DOPA 的适宜诱导浓度为 10~ 50 Lmo l/ L, 适

宜处理时间为 8~ 24 h, 此时幼虫变态率均提高 30 个

百分点以上,最高可提高 79. 43 个百分点(图 7)。

方差分析显示, 幼虫变态率对 L- DOPA 的浓度

和处理时间均有极明显的依赖性 (P < 0. 01) , 而幼虫

死亡率只对浓度有明显的依赖性( P < 0. 05) ,对处理

时间的依赖性并不明显(P > 0. 05) , 1. 0~ 50 Lmol/ L

的 L- DOPA 在 0. 5~ 48 h 的处理时间范围内, 对幼虫

死亡率并没有明显的影响, 只有当 L- DOPA 的浓度

达到 100 Lmol/ L ,处理时间超过 1h 时, 幼虫死亡率

才明显增加, 当处理时间为 48 h 时, 幼虫死亡率与对

照组相比提高 44. 88个百分点(图 8)。

图 7  L-DOPA 对硬壳蛤幼虫变态的诱导

Fig. 7  Indu ct ion of metamorphosis of larvae of the h ard clam M. me rcenar ia by L-DOPA at

dif f erent concent rat ions and exposu re t ime
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图 8  L-DOPA 对硬壳蛤幼虫死亡率的影响

Fig. 8  Ef fect of L-DOPA at dif feren t concent rat ions and exposure t ime on th e mortalit y of larvae of the

hard clam M. mer cenaria

2. 5  GABA对硬壳蛤幼虫变态率和死亡率
的影响

GABA 对硬壳蛤幼虫变态有一定的诱导作用,

但结果并不理想,幼虫变态率提高幅度变动较大, 对

浓度和处理时间的依赖性不大(P > 0. 0, 图 9)。GA-

BA对幼虫的死亡率有一定影响, 但幼虫死亡率对浓

度和处理时间的依赖性不大( P> 0. 05) , 只有当浓度

为 100 Lmol/ L 和 1 000 Lmo l/ L, 处理时间为 24 h 和

48 h 时, 幼虫死亡率才有明显增加, 此时幼虫死亡率

比对照组提高 40 个百分点以上(图 10)。

图 9  GABA 对硬壳蛤幼虫变态的诱导

Fig. 9  Induct ion of metamorp hosis of lar vae of th e hard clam M. mer cenar ia b y GABA at dif f erent concen-

t rat ions and exposu re t ime
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图 10  GABA 对硬壳蛤幼虫死亡率的影响

Fig. 10  Effect of GABA at diff erent concent rat ion s an d exposure t ime on the mortalit y of larvae of the hard

clam M . mer cenar ia

3  讨论

附着变态是海洋经济贝类发育过程中一个重要

阶段,是制约经济贝类苗种生产的决定性因素之一,

怎样有效提高幼虫附着变态率成为一个亟待解决的

问题。用化学物质作为诱导物促进经济贝类幼虫附

着变态是一种有效的方法。目前, GABA (C-氨基丁

酸)已经在鲍的苗种生产中得到广泛应用[ 7] ;肾上腺

素和去甲肾上腺素已经被用来生产单体牡蛎[ 8] ; 虽

然现在 KCl只是被用来检测 Crep idula f ornicata 幼

虫是否具有变态能力[9] ,但因为 KCl作用范围广, 诱

导效果明显,价格便宜, 越来越受到人们的重视。

KCl的诱导作用主要是通过 K + 直接影响细胞

膜电位,使细胞膜去极化, 从而诱导幼虫变态[ 10, 11] 。

KCl 对红鲍[ 10, 11] 、皱纹盘鲍 ( H al iotis discus han-

nai) [ 12] 、杂色鲍 ( H . diver sicolor ) [ 13] 、翡翠贻贝[ 14] 、

台湾东风螺( Baby lonis f ormosae )和方斑东风螺 ( B.

aer olata) [ 15] 等幼虫的变态均有诱导作用。从本实验

的结果来看, KCl对硬壳蛤幼虫的变态也有明显的诱

导作用,其诱导作用与浓度和处理时间有关。KCl的

最佳诱导浓度随处理时间不同而有所不同, 最佳诱导

浓度随处理时间的延长而有所降低。当处理时间为 1

~ 24 h 时, KCl的最佳诱导浓度为 33. 56 mmol/ L, 此

时幼虫变态率均提高 24 个百分点以上, 当处理时间

为 48 h 时, KCl 的最佳诱导浓度为 20. 13 ~ 26. 85

mmol/ L ,此时幼虫变态率提高 21 个百分点以上; 处

理时间为 72 h 时, 最佳诱导浓度为 13. 42 mmol/ L ,

此时幼虫变态率提高 30. 42 个百分点。KCl对于不

同贝类幼虫的最佳诱导浓度是不同的, 红鲍、诗博加

蓑海牛( Phestilla sibogae)和 A s traea undosa 幼虫的

最佳诱导浓度分别为 10、20 和 10 mmol/ L [11] , 而皱

纹盘鲍幼虫的最佳诱导浓度高达 40 mmo l/ L[ 12] , 这

可能是种间差别所致,或者与处理时间不同有关。

KCl不但诱导的贝类种类广泛, 而且毒副作用

小。Eyster 和 Pechenik [16]发现用 20 mmo l/ L 的 KCl

诱导的腹足类 Crep id ula f ornicata 幼虫变态 14d 后

的稚贝与正常变态的稚贝相比, 其生长率、呼吸率和

摄食率并没有明显的变化, 因此, 20 mmol/ L 的 KCl

对于 C. f ornicata 幼虫是安全的诱导浓度。虽然作

者没有测定硬壳蛤稚贝的生长率、呼吸率和摄食率,

但从幼虫死亡率指标看, 33. 56 mmol/ L 的 KCl在 1

~ 24 h 处理时间范围内对于硬壳蛤幼虫来说, 是最

佳诱导浓度, 也是安全诱导浓度。

肾上腺素和去甲肾上腺素均为酪氨酸衍生物,属

于儿茶酚胺类物质,它们的诱导种类也较广泛, 对长

牡蛎( C. gig as) [17, 18] 、热带牡蛎( C. belcher i) [ 19] 、食用

牡蛎( Os trea edulis ) [ 20] 、翡翠贻贝[21] 、魁蚶[22]、虾夷

扇 贝 ( Patinop ecten y es soensis ) [ 23] 以 及 大 凤 螺

( Str ombus gigas ) [ 24] 等幼虫的变态均有诱导作用, 并

且对于不同贝类幼虫,肾上腺素和去甲肾上腺素的最

佳诱导浓度和处理时间是不同的。从本实验的结果

看, 肾上腺素和去甲肾上腺素的适宜诱导浓度均为
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100 Lmo l/ L ,适宜处理时间为 8~ 16 h,浓度过大或处

理时间过长都将对硬壳蛤幼虫产生毒害作用, 变态

率降低,死亡率增加。肾上腺素和去甲肾上腺素的诱

导浓度对硬壳蛤幼虫的变态率和死亡率均有明显的

影响。综合变态率和死亡率指标,在利用肾上腺素和

去甲肾上腺素诱导硬壳蛤幼虫变态时, 不但要控制

好诱导浓度,而且要控制好处理时间。

L- DOPA为酪氨酸衍生物,属于神经递质。现已

证明, L- DOPA 对长牡蛎[ 17, 18] 、热带牡蛎[ 19] 和虾夷扇

贝[23] 等幼虫变态均有明显的诱导作用。L- DOPA 的

最佳诱导浓度随种类不同而有所不同。L- DOPA 对

长牡蛎幼虫的最佳诱导浓度为 25 Lmol/ L , 超过 100

Lmol/ L 则导致很高的死亡率, 幼虫变态率为零;对于

热带牡蛎,在处理时间为 1 h 时, L- DOPA 的最佳诱导

浓度为 10 Lmol/ L, 而当处理时间为 24 h 时, 最佳诱

导浓度则均为 1. 0 Lmo l/ L, 处理时间越长, 最佳诱导

浓度越小[19] 。从作者的实验结果来看, 对于硬壳蛤

幼虫, L- DOPA 的适宜诱导浓度为 10~ 50 Lmol/ L ,

适宜处理时间为 8~ 24 h, 此时幼虫变态率均提高 30

个百分点以上, 同时此诱导浓度和处理时间范围也

是硬壳蛤幼虫的安全诱导浓度和处理时间范围, 在

此范围内,幼虫死亡率升高不明显, 均低于 10个百分

点,最高也仅为 6. 22 个百分点。Bonar 等[25] 和 Coon

等[26] 认为 L- DOPA 并不直接诱导长牡蛎幼虫的附着

变态,而是先进入幼虫体内转化为多巴胺, 由多巴胺

诱导幼虫附着变态。作者认为这种诱导途径可能也

同样存在于硬壳蛤幼虫体内。从作者实验的结果看,

L- DOPA 的诱导效果是诱导浓度和处理时间依赖型

的,最佳诱导效果所需要的浓度较高, 处理时间较长,

分别为 10~ 50Lmo l/ L 和 8~ 24 h。这与上面的假设

是相符的。在实验中,作者也观察到幼虫的面盘上经

常粘有黑色的沉淀。

GABA 是抑制性氨基酸类神经递质。M orse

等[27] 首次发现 GABA 能够有效地诱导红鲍 ( H ali-

otis r uf es cens )幼虫附着变态。此后又有学者陆续发

现 GABA 也能够诱导其他海洋无脊椎动物幼虫的附

着变态。目前 GABA 已经成功地应用于鲍的苗种生

产中,产生了良好的经济效益[ 7] 。但是, GABA 并不

是对所有的贝类幼虫附着变态有诱导作用, GABA

对贻贝( My til us edulis ) [ 28] 和海湾扇贝[ 29] 幼虫的附

着变态并没有诱导作用。从作者实验的结果看, GA-

BA 对硬壳蛤幼虫变态的诱导效果并不像对红鲍幼

虫的诱导那样理想, 硬壳蛤幼虫变态率的提高普遍

较低。这就提示我们,双壳贝类(如贻贝、海湾扇贝和

硬壳蛤)幼虫的附着变态机理可能与腹足类 (如红鲍

等)幼虫的附着变态机理存在一定的差异。
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Induction of metamorphosis of the hard clamMercenaria mer-

cenaria larvae by chemical cues

ZH ANG T ao , YANG H ong-sheng, ZH OU Yi, H E Y-i chao , ZH ANG Fu-sui

( Institute of Oceanolog y, the Chinese Academy of Sciences, Q ingdao 266071, China)

Received: Apr. , 6, 2005

Key words: chemical cues; Mercenar ia mer cenar ia; met amo rphosis; induct ion

Abstract: T he abilities o f KCl, epinephr ine ( EPI) , nor epinephrine ( NE) , L- DOPA, and GABA (C- am-i

nobutyr ic acid) to induce metamo rphosis of Mercenar ia mer cenar ia L . larv ae w ere studied. Result s suggested

that KCl, EPI, NE, L- DOPA w ere activ e inducers of metamorpho sis, whilst GABA w as less effectiv e. Opt-i

mum concentr ation of KCl va ried w ith differ ent expo sure time, and was 33. 56 mmol/ L w hen the exposure time

was 1~ 24h, with metamo rphosis rate increments all > 24 per centag e. The opt imum concent rations of KCl

were 20. 13~ 26. 85 mmo l/ L and 13. 42 mmol/ L w hen the exposure time lasted 48h and 72 h, respectiv ely .

The induct ive effects of EPI and NE w ere dose- and time- dependent. The optimum concentrat ion o f EPI was

100 Lmo l/ L at 8h expo sure time, wit h the highest metamo rphosis rate increment being 36. 97 percent age. The

met amorphosis r ate incr ement w as> 18 percentage when the la rvae were expo sed to 100 Lmo l/ L NE for 8~

16h, with the mo rtality rate increment all< 30 percentag e. Expo sur e to 500Lmol/ L NE fo r 8~ 16 h was also

sufficient fo r the lar vae to incr ease metamo rpho sis rate> 18 percentage, but pro longed expo sur e t ime ( 16~ 48

h) caused tox ic effect, w ith the mort alit y rate incr easing significantly, all> 50 percentage. T he bett er induct ive

effects o f L- DOPA w ere ar chived w hen the larvae were exposed in 10Lmol/ L and 50Lmo l/ L for 8~ 24 h, w ith

the metamo rphosis rate incr ement> 30 percentag e.
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