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摘要: 以卵裂率、D 形幼虫发生率、三倍体率等为指标, 比较了高盐、低温及咖啡因诱导香港牡蛎(Crassostrea 

hongkongensis)三倍体幼虫的效果, 同时也分析了诱导因子强度(或浓度)、持续时间、受精卵密度及受精后开始处

理时间对诱导效果的影响。结果表明, 高盐诱导三倍体的最适条件组合是在卵子密度 1.0×107 个/L 的情况下受精后

15 min, 用盐度 40 的海水持续处理 10 min, 此时卵裂率为(39.60±2.14)%, D 形幼虫发生率为(31.46±1.06)%, 三倍体

率可以达到(59.53±5.90)%; 低温诱导三倍体的最适条件组合是密度为2.0×107 个/L的卵子在受精后15 min, 用10℃海水

持续处理 10 min, 此时卵裂率为(21.00±4.90)%, D 形幼虫发生率为(12.68±1.21)%, 三倍体率为(51.09±2.67)%; 咖啡

因诱导三倍体的最适条件组合是卵子密度为 1.0×108 个/L, 用咖啡因终浓度 2.0 g/L 的海水在受精后 15 min, 持续

处理 20 min, 卵裂率为(85.46±4.78)%, D 形幼虫发生率为(71.79±3.92)%, 三倍体率可以达到(56.36±2.07)%。最适诱

导条件下, 咖啡因的诱导效率指数 0.405 高于高盐处理 0.187、低温处理 0.065。高盐及低温处理方法诱导出的幼虫

三倍体率随生长降低极快且存活率低于咖啡因诱导方法, 说明 3 种方法中咖啡因可能更适合用于香港牡蛎三倍体

幼虫的诱导。本研究为香港牡蛎三倍体育种提供了基础数据和实践经验。 
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香港牡蛎(Crassostrea hongkongensis)是分布

于我国华南地区的一种重要牡蛎品种, 2017 年的

养殖产量约为 176 万 t, 约占全国牡蛎产量的

37.5%, 是华南贝类养殖的支柱产业[1]。在香港牡

蛎繁殖期内(5—9 月), 随着性腺的发育, 二倍体

生长减慢, 牡蛎体内糖原含量下降, 失去了鲜美

的味道; 而繁殖期后, 牡蛎的软体部变得消瘦不

堪, 含水量增加, 其品质受到很大影响[2]。研究开

发品质稳定、四季鲜美的牡蛎养殖新品种, 已成

为牡蛎养殖业者和消费者共同的需求。三倍体牡

蛎性腺发育程度较低、生长速度更快、周年具有

肥满的肉质和鲜美的口味, 这些性状弥补了二倍

体牡蛎的不足[2]。因此, 三倍体牡蛎深受国内外重

视青睐, 是牡蛎养殖业的一个优良养殖新品种。 
1981 年 Stanley 等[3]采用细胞松弛素 B (CB)诱导

得到美洲牡蛎(Crassostrea virginica)三倍体, 经过

几十年的发展, 牡蛎三倍体已经成为牡蛎养殖业

的一个优良品种。在太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)
中, 四倍体的诱导成功, 使规模化生产全三倍体

成为可能[4]。要获得牡蛎四倍体, 首先要诱导得到

牡蛎三倍体。诱导牡蛎三倍体的方法很多, 如静

水压、高盐、低温等物理方法, CB、6-二甲基氨
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基嘌呤(6-DMAP)等化学方法以及四倍体与二倍

体杂交的生物方法, 物理和化学方法主要是通过抑

制受精卵第二极体的释放得到牡蛎三倍体[5-8]。CB
诱导方法一直深受科学研究者们的青睐 , 但是

CB 诱导方法有几个缺点。首先, CB 具有毒性且

废液较难处理, 会污染水质和环境[9]。其次, CB
价格昂贵, 使用成本较高。最后, CB 诱导三倍体

会在一定程度上降低卵裂率及 D 形幼虫率[10-11]。

寻找一种性价比高, 操作安全简便及诱导效率高

的三倍体诱导方法一直是科研工作者的努力方

向。物理诱导方法诱导出的三倍体无残留药物 , 
不会对消费者健康产生威胁, 所以具有一定的应

用前景, 部分研究者通过低渗及热激方法诱导得

到了倍化率较高的贝类三倍体[12-14], 但香港牡蛎

是高温低盐种, 繁殖期水温一般为 25~32℃, 盐
度一般为10~30[15], 因此, 高盐及低温方法可能是

两种较为合适的物理诱导方法。另据报道, 咖啡

因诱导太平洋牡蛎三倍体的效果较好, 且对受精

卵发育影响较小[13, 16]。本文就高盐、低温及咖啡

因诱导香港牡蛎三倍体幼虫的效果进行了研究  
探索 , 以期了解三种方法诱导香港牡蛎三倍体    
的优劣并寻求一种诱导香港牡蛎三倍体的优良  
方法。 

1  材料和方法 

1.1  亲贝暂养 
实验使用香港牡蛎二倍体亲本取自广西北海

市竹林盐场, 在牡蛎繁殖期运输至中科院南海所

湛江海洋经济动物实验站, 并在合适海水环境中

(温度 31℃, 盐度 20)暂养 2 周左右, 每天投喂足

量的角毛藻(Chaetoceros calcitrans)及球等鞭金藻

(Isochrysis galbana), 以促进性腺达到 IV 期(成熟

期)[15]。 
1.2  亲贝解剖及受精 

挑选活力良好的亲贝 , 人工解剖并镜检雌

雄。显微镜下筛选出卵子没有缺刻、核内物质较

丰富的雌性亲贝, 挤取卵子并用 300 目的筛绢网

过滤掉组织, 以 500 目筛绢收集卵子并洗卵。在

海水中浸泡卵子至生发泡破裂, 开始挤取激活精

子, 用 300 目筛绢网过滤掉残余组织, 显微镜下

挑选活力较好的一个个体的精子授精, 以保证受

精及发育的同步性[3]。为了防止意外受精, 解剖过

程中, 雌雄亲贝分开放置, 所有实验用器皿用淡

水浸泡。并且在受精前, 镜检卵子是否意外受精[17-18]。

浸泡卵子及受精发育过程在温度 31℃, 盐度 15
的海水环境中进行, 在此条件下卵子浸泡至生发

泡破裂开始受精, 受精后第一极体释放情况参照

Qin 等[19]的研究。 
1.3  三倍体诱导 
1.3.1  高盐诱导三倍体  设置以下实验组确定高

盐诱导香港牡蛎三倍体的最适诱导组合[7, 10, 12]。

①盐度 : 先把一个雌贝的卵子密度调整为 2.5×  
107 个/L, 分成 5 组(每组 2 L), 在受精后 15 min, 
分别用盐度为 35、40、45、50、55 的海水处理受

精卵 15 min, 然后再把受精卵放在合适条件的海

水中(温度 31℃、盐度 15)孵化。每组实验设置 3
个重复, 记录每组的卵裂率、D 形幼虫发生率, 24 h
后收集 D 型幼虫, 用流式细胞仪检测三倍体率, 
确定最适诱导盐度。②持续时间: 把另一个雌贝

卵子密度调整为 2.5×107 个/L, 分成 4 组(每组 2 L), 
在受精后 15 min, 分别用最适诱导盐度处理受精

卵 10 min、15 min、20 min、25 min, 然后再把受

精卵放在合适的海水中孵化。测量分析数据, 确
定最适持续时间。③卵子密度: 卵子密度的设置

要参考预实验及相关参考文献[12, 14, 20], 分别把第

3 个雌贝卵子密度调整为 5.0×106个/L、1.0×107个/L、
2.5×107 个/L、5.0×107 个/L 及 1.0×108 个/L, 在受

精后 15 min, 分别用最适诱导盐度处理 2L卵液最

适持续时间, 然后再把受精卵放在合适的海水中

孵化。测量分析数据, 确定诱导最适受精卵密度。

④开始处理时间: 把第 4 个雌贝卵子密度调整为

最适, 分成 4 组(每组 2 L), 分别在受精后 12 min、
15 min、18 min 及 21 min 用最适盐度处理最适持

续时间, 记录分析数据, 确定最适开始处理时间。

每组实验设置 3 个重复组(相同父母本), 并设置

二倍体对照组。 
1.3.2  低温诱导香港牡蛎三倍体  设置以下实验

组确定低温诱导香港牡蛎三倍体的最适诱导组 
合[21-22]。①温度: 先把一个雌贝的卵子密度调整

为2.0×107个/L, 分成5组(每组2 L), 在受精后15 min,  
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分别用温度为 8℃、10℃、12℃、14℃、16℃的

海水处理受精卵 15 min, 然后再把受精卵放在温

度 31℃、盐度 15 的海水中孵化。记录并比较数

据, 确定最适温度。②持续时间: 把第 2 个雌贝的

卵子密度调整为 2.0×107 个/L, 分成 4 组(每组 2 L), 
在受精后 15 min, 分别用最适温度处理受精卵 
10 min、15 min、20 min、25 min, 然后再把受精

卵放在温度 31℃、盐度 15 的海水中孵化。③卵

子密度: 卵子密度的设置要参考预实验及相关参

考文献[20, 23], 把第 3 个雌贝的卵子密度分别调整

为 5.0×106 个/L、1.0×107 个/L、1.5×107 个/L、2.0× 
107 个/L 及 4.0×107 个/L, 在受精后 15 min, 分别

用最适温度处理 2L 卵液最适持续时间, 然后再

把受精卵放在温度 31℃、盐度 15 的海水中孵化。

④开始处理时间: 把第 4 个雌贝的卵子密度调整

为最适, 分成 4 组(每组 2 L), 分别在受精后 12 min、
15 min、18 min 及 21 min 用最适温度处理最适持

续时间, 记录数据[24]。每组实验重复 3 次(相同父

母本), 并设置二倍体对照组。 
1.3.3  咖啡因诱导香港牡蛎三倍体  设置以下实

验组确定咖啡因诱导香港牡蛎三倍体的最适诱导

组合[13]。①浓度: 先把第 1 个雌贝的卵子密度调

整为 4.0×107 个/L, 分成 5 组(每组 2 L), 在受精后

15 min, 分别用咖啡因浓度为 0.5 g/L、1.0 g/L、

1.5 g/L、2.0 g/L、2.5 g/L 的海水处理受精卵 15 min, 
然后再把受精卵放在温度 31℃、盐度 15 的海水

中孵化。记录并比较数据, 确定最适温度。②持

续时间: 把第 2 个雌贝的卵子密度调整为 4.0×  
107 个/L, 分成 4 组(每组 2 L), 在受精后 15 min, 分
别用最适浓度处理受精卵 10 min、15 min、20 min、
25 min, 然后再把受精卵放在温度 31℃、盐度 15
的海水中孵化。③卵子密度: 卵子密度的设置要

参考预实验及相关参考文献[10, 13, 20], 把第 3 个雌

贝的卵子密度分别调整为1.0×107个/L、2.0×107个/ L、
4.0×107 个/L、8.0×107 个/L 及 1.0×108 个/L, 在受精

后 15 min, 分别用最适浓度处理 2 L 卵液最适持续

时间, 然后再把受精卵放在温度 31℃、盐度 15
的海水中孵化。④开始处理时间: 把第 4 个雌贝

的卵子密度调整为最适, 分成 4 组(每组 2 L), 分

别在受精后 12 min、15 min、18 min 及 21 min 用

最适浓度处理最适持续时间。每组实验重复 3 次

(相同父母本), 并设置二倍体对照组。 
1.4  卵裂率、D 形幼虫发生率及三倍体率测量 

卵裂率为卵裂的受精卵数量占总受精卵数量

的百分比; D 形幼虫发生率为 D 形幼虫数量占总

受精卵数量的百分比, 简称 D 幼率; 三倍体率为

三倍体分裂相占总分裂相的百分比; 诱导效率指

数为三倍体率与 D 形幼虫发生率的乘积。浮游幼

虫期存活率为存活的浮游幼虫数量占第 1 天 D 形

幼虫数量的百分比。三倍体率利用日本 sysmex 流

式细胞仪 CyFlow Ploidy Analyzer 进行检测[19]。 
1.5  数据分析 

利用 SPSS18.0 统计软件进行数据分析, 不同

实验组间采用单因素方差分析(one-way ANOVA)
分析方法, 用 Turkey 法进行比较分析, 显著性水

平设为 0.05, P<0.05 为差异显著。统计结果均以

平均值±标准差( x ±SD)表示。 

2  结果与分析 

2.1  高盐诱导香港牡蛎三倍体 
根据表 1, 高盐诱导香港牡蛎三倍体的最适

条件组合是: 密度为 1.0×107 个/L 的卵子在受精

后 15 min 后, 用盐度为 40 的海水持续处理 10 min, 
三倍体率可以达到(59.53±5.90)%, 诱导效率指数

为 0.187。 
2.2  低温诱导香港牡蛎三倍体 

密度为 2.0×107 个/L 的卵子在受精后 15 min, 
用 10℃的海水持续处理 10 min, 可以得到三倍体

率为 (51.09±2.67)% 的 群 体 , 诱导 效率 指 数 为

0.065, 这是低温诱导香港牡蛎三倍体的最适条件

组合(表 2)。 
2.3  咖啡因诱导香港牡蛎三倍体效果 

咖啡因诱导香港牡蛎三倍体的最适条件组合: 
受精卵密度为 1.0×108 个/L, 用咖啡因终浓度为

2.0 g/L 的海水在受精后 15 min, 持续处理 20 min, 
三倍体率可以达到(56.36±2.07)%, 诱导效率指数

为 0.405(表 3)。 
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表 1  高盐诱导香港牡蛎三倍体的效果 
Tab. 1  Triploid induction by hyperosmotic shock in Crassostrea hongkongensis     =3; SDn x   

条件 
condition 

卵裂率/% 
cleavage rate 

D 幼率/% 
D larvae rate 

三倍体率/% 
triploid rate 

诱导效率指数 
efficiency of triploid induction 

盐度 salinity     
35 51.43±3.64a 43.22±0.29k 34.84±2.76x 0.151 
40 39.68±1.89b 32.66±1.87l 58.10±7.33y 0.190 
45 33.04±4.33c 28.13±3.36m 38.63±3.55x 0.109 
50 27.24±2.78c 24.24±1.81n 40.05±4.26x 0.098 
55 17.85±2.89d 14.99±0.54o 25.51±2.44z 0.038 

持续时间/min duration     
10 42.21±3.60e 36.25±3.92p 55.92±1.51A 0.202 
15 35.02±3.13f 29.34±2.21q 47.10±1.97B 0.138 
20 21.20±2.92g 16.30±1.65r 35.63±1.78C 0.058 
25 12.19±2.43h 9.54±0.24s 26.04±2.70D 0.025 

卵子密度/(×107 个/L) density     
0.5 31.85±3.38i 24.86±2.02t 42.27±4.38E 0.105 
1.0 28.64±4.16i 20.54±2.21t 51.30±2.00F 0.105 
2.5 34.21±5.42i 24.65±3.30t 35.78±4.23G 0.088 
5.0 32.94±3.44i 24.41±1.88t 27.54±3.69H 0.067 

10.0 33.47±7.77i 25.19±2.70t 19.63±2.01I 0.049 
开始时间/min starting time     

12 28.31±5.00j 19.47±1.51u 32.96±3.83J 0.064 
15 39.60±2.14j 31.46±1.06v 59.53±5.90K 0.187 
18 35.32±4.63j 28.96±0.50w 32.52±4.92L 0.094 
21 35.27±7.10j 29.00±0.81w 22.62±2.14K 0.066 

对照组 control group 92.27±2.94 86.27±4.53   

注: 对照组是二倍体组, 三倍体率为 0. 同一列内不同上标表示差异显著(P<0.05). 不同批卵子在相同条件下, 由于发育同步性不一, 
三倍体率有差异. 
Note: Triploid ratio of the control group without treatment was 0. Significant difference was indicated by different superscript letters in each 
column (P<0.05). Due to developmental asynchrony, triploid rates of zygotes from different sources varied even under the same conditions. 

 
表 2  低温诱导香港牡蛎三倍体的效果 

Tab. 2  The effect of different temperatures on triploid induction of Crassostrea hongkongensis   =3; SDn x   

条件 
condition 

卵裂率/% 
cleavage rate 

D 幼率/% 
D larvae rate 

三倍体率/% 
triploid rate 

诱导效率指数 
efficiency of triploid induction 

温度/℃ temperature     

8 10.68±2.39a 7.81±1.37j 27.54±4.55u 0.022 

10 17.97±4.82a 12.69±1.58k 53.42±3.57v 0.068 

12 27.09±6.29b 21.18±2.53l 36.19±4.01u 0.076 

14 39.97±4.24c 33.28±4.21m 27.19±3.98u 0.090 

16 60.39±3.95d 41.83±4.18n 15.09±5.15w 0.063 

持续时间/min duration     

10 36.12±3.11e 26.10±2.19o 51.05±5.57x 0.133 

15 17.73±2.13f 12.51±0.84p 39.42±3.52y 0.049 

20 16.51±3.88f 12.37±1.45p 23.41±2.88z 0.029 

25 5.85±3.19g 3.99±0.37q 13.12±2.69A 0.005 

卵子密度/(×107 个/L) density     

0.5 18.57±1.71h 12.10±1.04r 21.76±4.71B 0.026 

(待续 to be continued) 
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(续表 2  Tab. 2 continued) 

条件 
condition 

卵裂率/% 
cleavage rate 

D 幼率/% 
D larvae rate 

三倍体率/% 
triploid rate 

诱导效率指数 
efficiency of triploid induction 

1.0 19.54±3.06h 12.34±0.95r 19.58±0.86B 0.024 

1.5 18.58±4.54h 12.77±0.84r 36.71±3.73C 0.047 

2.0 19.05±3.35h 13.37±1.10r 54.06±3.73D 0.072 

4.0 18.55±2.10h 13.24±0.80r 48.21±4.58E 0.064 

开始时间/min starting time     

12 25.23±3.03i 16.46±0.98s 31.39±4.37F 0.052 

15 21.00±4.90i 12.68±1.21t 51.09±2.67G 0.065 

18 20.24±4.29i 12.58±1.05t 45.21±6.23G 0.057 

21 20.70±1.91i 14.36±0.89t 23.43±5.43F 0.034 

对照组 control group 92.16±4.19 86.54±3.57   

注: 对照组是二倍体组, 三倍体率为 0. 同一列内不同上标表示差异显著(P<0.05). 不同批卵子在相同条件下, 由于发育同步性不一, 
三倍体率会有差异.  
Note: The control group is diploid group, the triploid ratio of the diploid group is 0. Different letters in each column indicates significant 
difference (P<0.05). While under the same conditions, the triploid rates of eggs from different sources were quite different, which could be 
attributed to different developmental synchronism of eggs. 

 
表 3  咖啡因诱导香港牡蛎三倍体的效果 

Tab. 3  The effect of caffeine on triploid induction of Crassostrea hongkongensis      =3; SDn x   
条件 

condition 
卵裂率/% 

cleavage rate 
D 幼率/% 

D larvae rate 
三倍体率/% 
triploid rate 

诱导效率指数 
efficiency of triploid induction 

浓度/(g/L) concentration     
0.5 80.79±9.36a 74.87±2.03g 42.65±2.39p,q 0.319 
1.0 77.27±9.21a 68.00±2.04h 44.52±5.36q 0.302 
1.5 79.50±5.56a 65.46±1.65h 45.36±4.18q,r 0.297 
2.0 68.44±5.88a 54.30±2.77i 50.86±6.10r 0.276 
2.5 30.76±8.09b 15.50±0.75j 37.31±2.16p 0.058 

持续时间/min duration     
10 77.80±1.92c 72.09±1.96k 49.56±1.74s 0.357 
15 65.41±9.28c 55.60±3.27l 47.36±2.41s 0.263 
20 78.33±2.89c 66.84±3.53k 55.72±5.42t 0.372 
25 75.43±2.94c 57.33±2.72l 51.79±4.38s,t 0.297 

卵子密度/(×107 个/L) density     
1.0 77.14±7.04d 63.25±2.78m 53.42±2.07u 0.338 
2.0 83.41±4.28d 67.56±2.21m 52.35±2.41v 0.354 
4.0 78.82±2.04d 64.11±3.55m 52.66±3.48v 0.338 
8.0 79.94±1.34d 66.88±3.23m 53.06±2.54v 0.344 

10.0 83.23±5.92d 67.69±2.54m 46.50±2.63v 0.315 
开始时间/min starting time     

12 79.39±2.23e 63.78±4.37n 47.86±2.09w 0.305 
15 85.46±4.78e,f 71.79±3.92o 56.36±2.07x 0.405 
18 89.73±4.79f 67.00±2.26n,o 49.18±3.57w 0.330 
21 91.78±2.35f 69.75±4.86n,o 43.40±2.16y 0.303 

对照组 control group 93.33±6.35 86.24±3.33   

注: 对照组是二倍体组, 三倍体率为 0. 同一列内不同上标表示差异显著(P<0.05). 不同批卵子在相同条件下, 由于发育同步性不一, 
三倍体率会有差异. 
Note: The control group is diploid group, the triploid ratio of the diploid group is 0. Different letters in each column indicates significant 
difference (P<0.05). While under the same conditions, the triploid rates of eggs from different sources were quite different, which could be 
attributed to different developmental synchronism of eggs. 
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2.4  高盐、低温、咖啡因等 3 种诱导方法的效果

比较 
通过对 3 种诱导方法最适诱导条件的研究, 

发现在最适诱导条件下, 高盐的卵裂率为(39.60± 
2.14)%、D 幼率为(31.46±1.06)%, 低温诱导方法

卵裂率为(21.00±4.90)%、D 形幼虫发生率为(12.68± 
1.21)%, 明显小于咖啡因的卵裂率(85.46±4.78)%、 
D 形幼虫发生率(71.79±3.92)% (表 1、表 2、表 3)。
而且在浮游幼虫期, 高盐诱导方法诱导的幼虫存

活率第 13 天仅有(32.72±2.59)%、三倍体率从第 1
天 的 (59.53±5.90)% 降 低 至 第 13 天 的 (24.10± 
4.48)%, 低温诱导方法第 13 天幼虫存活率仅有

(24.15±3.34)%, 三倍体率从(51.09±2.67)%降低至

(20.26±1.91)%, 而咖啡因诱导方法第 13天幼虫存

活率仍高达 (62.18±3.09)%, 三倍体率也仅仅从

(56.36±2.07)%降低至(49.89±1.15)%, 说明咖啡因

诱导方法诱导的幼虫浮游期三倍体率相对稳定且

存活率高(图 1、图 2)。 
 

 
 

图 1  最佳诱导条件下, 三种香港牡蛎三倍体诱导 
方法诱导的幼虫三倍体率的变化 

Fig. 1  Variations of triploid rate of swimming larvae 
 under the optimal induction conditions 

 

 
 

图 2  最佳诱导条件下, 三种香港牡蛎三倍体 
诱导方法诱导的幼虫存活率的变化 

Fig. 2  Under the optimal induction conditions, the  
variations of survival rate of planktonic larvae 

通过诱导效率指数更能直观地看出, 最适诱

导条件下, 咖啡因诱导效率(0.405)要明显高于高

盐(0.187)及低温(0.065)(表 1、表 2、表 3)。综上

所述, 说明 3 种方法中咖啡因可能更适合用于香

港牡蛎三倍体幼虫的诱导。 

3  讨论 

3.1  三种诱导方法原理分析 
高盐诱导牡蛎三倍体可能与受精卵能量代谢

紊乱影响微管与微丝的形成有关[12]。低温休克诱

导方法的机制是引起细胞内酶构型的改变, 不利

于酶促反应的进行, 导致细胞分裂时形成纺锤丝

所需的能量的 ATP 的供应途径受阻; 而咖啡因诱

导方法则是在于提高细胞内的 Ca2+浓度, 引起微

管二聚体的解聚, 从而阻止细胞分裂, 形成三倍

体[2, 13, 18-19]; 根据 Komaru 等[11]研究, 高盐及低温

等物理诱导方法可能主要是阻止核分裂(染色体

分离)形成三倍体, 而咖啡因诱导方法主要是阻止

胞质分裂(第一极体形成)形成三倍体。根据实验结

果, 发现高盐及低温诱导方法的卵裂率、D 幼率

极低, 而且浮游幼虫期幼虫的存活率降低快, 说
明这两种方法对受精卵发育产生较大的影响, 大
部分受精卵不能继续正常发育。而咖啡因诱导方

法未发现对受精卵的发育有明显影响, 这和太平

洋牡蛎三倍体诱导的研究结果类似[10, 12, 24]。 
3.2  影响诱导三倍体率的因子分析  

表 1、表 2 及表 3 中在每选择完一个因子的

最佳条件后三倍体率理论上应该逐步提高, 但是

实际并没有。这和以前的研究结果相似, 不同研

究者采用同样的方法对同一种牡蛎进行三倍体诱

导的结果往往差异较大 , 这是有多重原因造成 
的[10, 13, 18]。 

第一, 使用的亲贝来源及配子质量不同对实

验结果产生特别重大的影响[6, 25]。在牡蛎三倍体

诱导中, 配子都是通过解剖性腺的方法获得, 解
剖的雌性生殖细胞基本上还不具备受精能力, 只
有在海水中浸泡至生发泡破裂才能使染色体处于

第一次减数分裂的前期或中期, 成为具备受精能

力的卵子。而不同来源及批次的卵子, 在不同的

海水条件中浸泡(温度及盐度)至生发泡破裂所需
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时间差异很大, 导致卵子自身发育不同步[26]。通过

解剖获得的精子, 虽已具备受精能力, 但是不同

个体的精子活性不同 , 会导致受精过程不同步 , 
进而导致受精卵发育的差异。所以不同个体的配

子在相同的处理条件下, 卵裂率、D 幼率及三倍

体率有差异。本实验中不同组实验使用不同的亲

贝必然导致三倍体率的差异较大, 故三倍体率没

有逐步提高。为了减小同组实验的误差及提高解

剖卵发育的同步性, 本研究中同一实验组使用相

同的父母本, 且卵子在海水中浸泡至生发泡破裂[21]。

相同来源的配子成熟度较为一致, 受精卵发育过

程比较一致, 诱导三倍体率差异较小[7]。 
第二, 诱导时的卵子密度也会对三倍体率产

生影响[20]。例如, 咖啡因诱导方法在卵子密度为

1.0×108 个/L 时, 三倍体率最高。而高于这个密度

时, 三倍体率降低, 这可能是随着密度的增大受

精卵自身的活性降低及每个受精卵受到的抑制力

降低造成的 [5, 20]。高盐诱导方法在卵子密度为

1.0×107 个/L 及低温诱导方法在卵子密度为 2.0× 
107 个/L 时三倍体率最高。诱导处理时的受精卵

密度不仅与三倍体率有关, 也与生产成本及三倍

体产量相关, 直接关系到该方法的实用性。本研

究中卵子密度的设置根据相关参考文献及预实验

设置的[13, 18, 23, 25]。 
第三, 香港牡蛎三倍体的诱导主要是通过抑

制第二极体的释放, 需要观察第一极体释放的规

律, 根据 Qin 等[19]香港牡蛎生发泡破裂时间及受

精卵第一极体释放的时间受浸泡时海水温度、盐

度及卵子成熟度等影响较大, 开始诱导时间过早

会抑制住第一极体释放导致非整倍体比例增高 , 
过晚则抑制不住部分第二极体释放导致三倍体率

降低[27]。因此, 在诱导香港牡蛎三倍体的过程中

要准确掌握极体释放规律, 便于把握开始诱导时

间及诱导持续时间。对于香港牡蛎卵子在温度   
31℃, 盐度 15 的海水环境中生发泡及第一极体释

放情况 , 已进行了研究 [19], 最适开始诱导时间  
15 min 也即是 40%~50%第一极体释放的时间, 这
和在其他牡蛎三倍体诱导中诱导时机相一致[10, 12]。

本研究中的开始诱导时间及诱导持续时间是针对

实验中的环境条件有意义 , 如果更换实验条件 , 

还需要根据受精卵极体释放情况适当调整。 
3.3  三种诱导方法效果的比较分析 

分析三倍体诱导方法的实用性, 不仅要考虑

三倍体率, 还要综合考虑卵裂率、D 幼率、浮游

幼虫期三倍体率稳定性及幼虫存活率等因子。试

剂浓度或处理强度、开始处理时间、处理持续时

间及处理时受精卵密度会对三倍体率及存活率产

生直接影响。首先, 三种方法主要是通过抑制香

港牡蛎受精卵第二极体释放的方法诱导得到三倍

体, 诱导剂或物理因素强度过大会导致幼虫死亡

率过高, 过小又会导致三倍体率低[28]。第二, 诱
导持续时间会直接影响幼虫孵化率及三倍体率 , 
在高盐和低温诱导方法中很明显, 随着诱导持续

时间的增加, 幼虫卵裂率和 D 形幼虫发生率明显

下降, 即增加诱导持续时间必然要以幼虫发育畸

形率提高为代价。高盐及低温诱导方法的最适处

理持续时间为 10 min, 而咖啡因方法的最适处理

持续时间则为 20 min, 导致这种差异的原因可能

是由于物理方法延长处理时间会引起部分受精卵

发育停滞, 所以选择合适的诱导持续时间对于诱

导香港牡蛎三倍体来说极其重要[29]。 
根据实验结果发现, 最佳诱导条件下, 高盐

及低温方法卵裂率、D 幼率极低, 而且两种方法

在浮游幼虫期幼虫存活率较低且三倍体率不稳

定。说明咖啡因诱导方法的实用价值要大于高盐

及低温方法(图 1、图 2), 咖啡因诱导方法更有可

能应用于香港牡蛎三倍体生产。 
根据前述研究 , 发现相对于 CB 诱导方法 , 

6-DMAP方法更适合于香港牡蛎三倍体的诱导[9]。

6-DMAP 诱导方法在最佳诱导条件下, 三倍体率

达 62.52%~72.36%, 且诱导效率指数高达 0.47~ 
0.65, 远高于高盐的 0.187 及低温的 0.065。参考

上述结果, 发现化学诱导方法可能比物理诱导方

法更适合用于香港牡蛎三倍体诱导。 
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Three comparison methods of triploid induction in Crassostrea 
hongkongensis 
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Abstract: We compared the effects of different salinities, different temperatures, and caffeine on triploid induction 
of Crassostrea hongkongensis in terms of cleavage rate, D larval rate and triploid rate. The effects of intensity or 
concentration, duration of treatment, egg density, and induction time were also studied. After the zygotes were 
fertilized at 31℃ and salinity of 15, optimum results were obtained 15 min post fertilization after hyperosmotic 
shock in the salinity of 40 for 10 min treatment, with a zygote density of 1.0×107 ind/L. Under these conditions, 
the cleavage rate was (39.60±2.14)%, D larval rate was (31.46±1.06)%, and triploid rate was (59.53±5.90)%. The 
induction time and duration of treatment obtained the same results as that of the high salinity treatment; however, 
the zygote density was 2.0×107 ind/L and zygotes were induced by 10℃ seawater, with these conditions optimum 
at low temperature. Here, the cleavage rate was (21.00±4.90)%, D larval rate was (12.68±1.21)%, and triploid rate 
was (51.09±2.67)%. Additionally, spawn was fertilized at 31℃ and a salinity of 15 and, 15 min after fertilization, 
2.0 g/L caffeine was added for a duration of 20 min at a zygote density of 1.0×108 ind/L, which were the optimum 
conditions of triploid induction by caffeine. Under these conditions, the cleavage rate was (85.46±4.78)%, D larval 
rate was (71.79±3.92)%, and triploid rate was (56.36±2.07)%. At the optimum conditions, the efficiency of trip-
loid induction in caffeine (0.405) was higher than that of the high salinity (0.187) and low temperature (0.065) 
treatments. In addition, the triploid rate of larvae induced by the high salinity or low temperature was greatly de-
creased and the survival rates were lower than those noted for caffeine treatment. Therefore, caffeine was more 
applicable for triploid induction of C. hongkongensis than the other two methods, i.e., high salinity and low tem-
perature. This study provides basic knowledge and practical evidence for triploid induction of C. hongkongensis. 
Key words: Crassostrea hongkongensis; triploids; high salinity; low temperature; caffeine; comparison 
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