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摘要：利用元素电子显微探针分析技术，对南太湖（白雀乡水域）、北太湖（吴塘门至乌龟山水域）以及洪泽湖（老子山水域）的太湖新银鱼（Neosalanx taihuensis）的矢耳石进行了元素微化学，如锶及钙元素分布、积累、浓度比等特征的比较研究。元素定量线分析和面分布分析结果均直观而明显地表明，北太湖太湖新银鱼的个体可以分为两种类型，一类耳石具高锶钙比（21.41±0.50，N=4)，另一类耳石具低锶钙（1.64±0.12，N=5)；南太湖个体耳石的锶钙比值居中（3.12±0.07，N=10)；而洪泽湖个体耳石的锶钙比普遍偏高（5.42±0.32，N=9)。这些个体类别间锶钙比值的差异均显著（P<0.05）。此外，洪泽湖个体耳石标本有高锶环的存在，而太湖个体耳石中锶的分布水平较均一化。上述结果显示，一方面太湖和洪泽湖太湖新银鱼耳石锶钙比类型差异明显；另一方面太湖不同水域太湖新银鱼的锶钙比类型亦不尽相同；反映出耳石锶钙比特征具有可以用来区别太湖新银鱼不同水域资源群体的潜力。
研究亮点：首次开展了太湖新银鱼耳石锶钙比的研究，成功地获得了能够直观反映不同湖泊和同一湖泊不同水域太湖新银鱼耳石锶分布和锶钙比变化的特征图像。这些特征较为清楚地显示出太湖新银鱼不同资源群体的地理差异明显，且该种鱼类耳石微化学因子的变动因素与江海洄游性鱼类的有很大差异。
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Comparative study on otolith Sr:Ca ratios of Neosalanx taihuensis from Taihu Lake and Hongze Lake of China
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Abstract: An electron probe microanalyzer was used to analyze the microchemistry of Sr and Ca in sagittal otoliths of the Salangid icefish Neosalanx taihuensis from southern (area of Baiquexiang) and northern (area between Wutangmen and Wuguishan) Taihu Lake, and Hongze Lake (area of Laozishan). The results of both the life history transect analysis and X-ray intensity mapping analyses clearly showed that there were two different patterns in otolith samples of N. taihuensis from northern Taihu Lake. One was characterized by high Sr:Ca ratios (Sr:Ca×1000) with a mean value of 21.41 (SD, 0.50; N=4); whereas another showed low Sr:Ca ratios with a mean value of 1.64 (SD, 0.12; N=5). In contrast, mean otolith Sr:Ca ratios of the fish from southern Taihu Lake was 3.12 (SD, 0.07; N=10). That of N. taihuensis form Hongze Lake was 5.42 (SD, 0.32; N=9). The difference of otolith Sr:Ca ratio values was statistically significant at a 5% level among the icefish from different water areas. In addition, the X-ray intensity maps showed that the otolithes of N. taihuensis from Hongze Lake presented high Sr concentric rings, while Sr distribution in those of the icefish from Taihu Lake were almost homogeneous. The results of the present study indicated that different microchemistry patterns of otolith existed not only between the icefishes from the Taihu Lake and Hongze Lake, but also existed between the icefishes from different water areas of Taihu Lake, suggesting a possibility to separate different geographic resources of N. taihuensis by means of the different features of otolith microchemistry.
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太湖新银鱼（Neosalanx taihuensis）属鲑形目（Salmoniformes），银鱼科（Salangidae），新银鱼属（Neosalanx），为我国特有的种类，原产于我国长江中下游及附属湖泊，淮河、瓯江中下游等水域[1-5]。太湖新银鱼耐盐性强。其沿海栖息的群体有溯河洄游习性；而亦存在能于淡水中完成孵化、生长、成熟和繁殖生活史全过程的淡水定居型群体 [6-7]。太湖新银鱼是我国优质水产品之一[8-12]，但近年来资源量却逐年下降[5]。
目前对太湖新银鱼的研究方向集中于基础生物学方面，如繁殖条件[13-15]、食性情况[16-17]，遗传地位[18-21]，耳石微结构[22-23]等。然而，针对太湖新银鱼同一水域资源群体的组成情况，不同水域资源群体间是否存在地域差异性等问题尚很难进行研究和确认。YE等[24]，杨健等[25]研究发现，太湖及洪泽湖的大银鱼间存在有元素积累的地域差异性。因此，银鱼组织中元素环境“指纹”有可能成为解决上述难题的有效工具。本研究中，笔者将通过对太湖以及洪泽湖所产太湖新银鱼硬组织耳石进行元素微化学的比较研究，以期对两地的新银鱼资源组成、生境特征及其差异性进行调查，为相关鱼种的资源管理提供新的理论依据。
1 材料与方法
1.1 材料
试验用太湖新银鱼共计28尾。其中9尾采自北太湖吴塘门至乌龟山水域，体长为5.46±0.56 cm；10尾采自南太湖白雀乡水域，体长5.39±1.62 cm；9尾采自洪泽湖老子山水域，体长5.94±0.28 cm（表1、图1）。样本采集后迅速放入-20 ℃冰箱冷藏保存备用。
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图1  太湖新银鱼采样水域图
Fig. 1 A map of all sampling waters of Neosalanx taihuensis
◆表示北太湖吴塘门至乌龟山水域；★表示南太湖白雀乡水域；▲表示洪泽湖老子山水域。
表1 太湖新银鱼样本基本情况

Tab.1 Sampling details of Neosalanx taihuensis in the present study
	样品
	采样点
	采样时间
	体长/cm
	微化学
	日轮计数

	TLXF050505
	北太湖吴塘门至乌龟山水域
	2005年5月
	5.21
	●
	●

	TLXF050509
	北太湖吴塘门至乌龟山水域
	2005年5月
	4.85
	●
	●

	TLXF050510
	北太湖吴塘门至乌龟山水域
	2005年5月
	5.31
	●
	●

	TLAF050503
	北太湖吴塘门至乌龟山水域
	2005年5月
	6.21
	●
	●

	TLAF050511
	北太湖吴塘门至乌龟山水域
	2005年5月
	4.78
	●
	●

	TLAF050514
	北太湖吴塘门至乌龟山水域
	2005年5月
	6.35
	●
	●

	TLAF050515
	北太湖吴塘门至乌龟山水域
	2005年5月
	5.51
	●
	●

	TLAF050516
	北太湖吴塘门至乌龟山水域
	2005年5月
	5.85
	●
	●

	TLAF050519
	北太湖吴塘门至乌龟山水域
	2005年5月
	5.15
	●
	●

	Mean±S.D.
	
	
	5.46±0.56
	
	

	BQNT01
	南太湖白雀乡水域
	2011年5月
	3.80
	●
	●

	BQNT02
	南太湖白雀乡水域
	2011年5月
	3.75
	●
	●

	BQNT03
	南太湖白雀乡水域
	2011年5月
	3.21
	●
	

	BQNT04
	南太湖白雀乡水域
	2011年5月
	3.77
	●
	●

	BQNT05
	南太湖白雀乡水域
	2011年5月
	6.01
	●
	●

	BQNT06
	南太湖白雀乡水域
	2011年5月
	7.00
	●
	

	BQNT07
	南太湖白雀乡水域
	2011年5月
	5.70
	●
	●

	BQNT08
	南太湖白雀乡水域
	2011年5月
	6.27
	●
	●

	BQNT09
	南太湖白雀乡水域
	2011年5月
	6.72
	●
	●

	BQNT10
	南太湖白雀乡水域
	2011年5月
	7.70
	●
	●

	Mean±S.D.
	
	
	5.39±1.62
	
	

	HZH01A
	洪泽湖老子山水域
	2009年9月
	5.74
	●
	●

	HZH02A
	洪泽湖老子山水域
	2009年9月
	5.6
	●
	●

	HZH03A
	洪泽湖老子山水域
	2009年9月
	5.91
	●
	●

	HZH04A
	洪泽湖老子山水域
	2009年9月
	6.44
	●
	●

	HZH05A
	洪泽湖老子山水域
	2009年9月
	5.68
	●
	

	HZH06A
	洪泽湖老子山水域
	2009年9月
	6.03
	●
	●

	HZH07A
	洪泽湖老子山水域
	2009年9月
	6.25
	●
	●

	HZH09A
	洪泽湖老子山水域
	2009年9月
	5.76
	●
	●

	HZH10A
	洪泽湖老子山水域
	2009年9月
	6.08
	●
	●

	Mean±S.D.
	
	
	5.94±0.28
	
	


1.2 耳石标本前处理
太湖新银鱼样本解冻后，从其耳蜗取出一对矢耳石，去除和清洗表面的软组织后晾干，统一使用左矢耳石进行本研究的元素微化学测定。将耳石标本包埋于环氧树脂环氧树脂（Epofix；丹麦Struers公司）中。用1200目砂纸进行精磨。当磨至核心后，使用金刚石抛光液和MD抛光布以150r/min进行抛光（Roto Pol-35，丹麦Struers公司）至耳石表面无刮痕为止。后将所有树脂块放入超纯水中进行超声清洗5min后自然晾干24h。待完全晾干后，耳石标本置于镀膜机（JEE-420，日本电子株式会社）中蒸镀碳膜（镀膜电流36A，镀膜时间25s）。
1.3 耳石微化学分析
使用X射线电子探针微区分析仪（JXA-8100，下文简称EPMA，日本电子株式会社）分析耳石标本。沿耳石矢状面，从核心沿最长轴向边缘测定Sr和Ca的含量（简称定量线分析）。以碳酸钙（CaCO3）和钛酸锶（SrTiO3）为标样。EPMA分析参数为加速电压15kV，电子束电流2.0×10-8A，束斑直径为5 μm，每间隔5μm分析下一个点。使用相同仪器对耳石标本进行X射线强度图像化分析（简称面分布分析），机器参数设定为加速电压15kV，电子束电流5.0×10-7A，束斑直径为5μm，像素为2×2μm，每点驻留时间为30ms。
1.4  日轮计数
将微化学分析后的标本模块使用金刚石抛光液和MD抛光布以150 r/min进行抛光（Roto Pol-35，丹麦Struers公司）至模块表面无碳膜为止。抛光后的树脂块使用Mili Q水洗净。使用1:1甘油透明。在生物显微镜（CX31，日本奥林巴斯株式会社）下观察拍照并进行日轮计数。每个耳石样本由2个人分别读数，每人统计3次，取其平均值。
1.5  数据处理
上述定量线分析数据为从核心沿最长径至耳石边缘的各点测定，所获各点用锶含量和钙含量的的比值表示。由于耳石中锶含量远小于钙的含量，本研究按惯例将锶/钙比值标准化，即统一使用锶含量/钙含量( 103的比值表示，简称Sr/Ca值或锶钙比值。不同水域耳石Sr/Ca 比值以平均值±标准差表示。
本研究中所得数据使用SPSS 18.0进行差异性分析。差异的显著水平用Mann-Whitney U检验进行。
2 结果与分析
2.1 元素定量线分析

EMPA所测定量线分析数据见图2-4。2005年北太湖吴塘门至乌龟山水域所采到的标本明显的分为2种不同的类型，一种为高锶型（TLAF050503、TLXF050505、TLXF050509、TLAF050514），其Sr/Ca值为21.41±0.50；另一种为低锶型（TLXF050510、TLAF050511、TLAF050515、TLAF050516、TLAF050519），其Sr/Ca值为1.64±0.12（图2）。这两类新银鱼的Sr/Ca值差异极其显著（P<0.01）（表2）且两类的太湖新银鱼的个体数比例为4:5。而2011年9月份在南太湖所采集到的太湖新银鱼Sr/Ca值则普遍较低，平均值为3.12±0.07，和2005年所采样品的高Sr型的差异极其显著（P<0.01）；同与其低Sr型的差异同样显著（P<0.05）。洪泽湖太湖新银鱼耳石的其Sr/Ca比值则处于较为中等的水平，平均值为5.42±0.32，与太湖各水域所采耳石标本Sr/Ca比结果都有着差异（P<0.05）。结果显示，不同水域（包括同一太湖的不同地点）所采集的太湖新银鱼耳石有Sr/Ca比值不同的现象。
表2 不同水域太湖新银鱼耳石的锶钙比值
Tab. 2 Sr/Ca ratios in the otoliths of Neosalanx taihuensis from different water areas
	
	北太湖（高锶型）
	北太湖（低锶型）
	南太湖
	洪泽湖

	Sr:Ca×103
	21.41±0.50a
	1.64±0.12b
	3.12±0.07c
	5.42±0.32d

	耳石长半径/μm
	228.31±20.21
	327.32±50.07
	271.34±81.51
	321.11±34.71


注：表中数据为平均值±标准差，后面的不同小写字母表示统计学上的显著差异性( P﹤0. 05 )
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图2 北太湖所采太湖新银鱼耳石矢状面从核心（0 μm）到耳石边缘线定量线分析记录到的Sr/Ca值变化
Fig. 2 Fluctuation of otolith Sr:Ca ratios along line transects from the core (0 μm) to the edge in the sagittal plane of sagittal otoliths of Neosalanx taihuensis from northern Taihu Lake
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图3 南太湖所采太湖新银鱼耳石矢状面从核心（0 μm）到耳石边缘线定量线分析记录到的Sr/Ca值变化
Fig. 3 Fluctuation of otolith Sr:Ca ratios along line transects from the core (0 μm) to the edge in the sagittal plane of sagittal otoliths of Neosalanx taihuensis from southern Taihu Lake 
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图4 洪泽湖所采太湖新银鱼耳石矢状面从核心（0 μm）到耳石边缘线定量线分析记录到的Sr/Ca值变化
Fig. 4 Fluctuation of otolith Sr:Ca ratios along line transects from the core (0 μm) to the edge in the sagittal plane of sagittal otoliths of Neosalanx taihuensis from Hongze Lake
2.2 元素面分布分析
据元素线定量分析的结果，我们可以从一定程度上了解到各地的太湖新银鱼的差异性，但是为了更加清晰而直观地的了解耳石整体上元素“指纹”的变化情况，笔者进一步对不同水域太湖新银鱼耳石样品进行了Sr元素面分布分析，以引证上述元素定量线分析所得到的结果。
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图5太湖新银鱼耳石矢状面二维锶含量分布图

Fig. 5 Two-dimensional imaging using X-ray electron microprobe analysis of the Sr concentrations in the sagittal area of the sagittal otolith of Neosalanx taihuensis
注：锶浓度的值由从蓝色（最低）经绿和黄色到红色（最高）的16种颜色表示。
图5的结果可以非常鲜明地反映出2005年北太湖（吴塘门至乌龟山）所采到的太湖新银鱼耳石可分为2种类型：一种是低Sr型，表现为蓝色水平；一种为高Sr型，表现为红色水平。南太湖所采到的耳石样品则表现出明显较低的Sr分布的类型，表现为蓝色到绿色水平。虽然南太湖部分样品有Sr分布变化的情况，但整体而言其浓度水平上没有明显差异。而洪泽湖的耳石标本与太湖的耳石标本有明显的差别。洪泽湖样本的Sr浓度较高，普遍达到黄绿色水平。同时，大部分洪泽湖耳石标本Sr浓度分布可以分为3个阶段，即第一阶段为从耳石核心沿矢状面向边缘至180 -220 μm，其Sr浓度为黄绿色；第二阶段为距离核心180 -220 μm处的高Sr环，高Sr环宽度约41 -53 μm，其Sr浓度达到红色水平；第三阶段为高Sr环后至耳石边缘，其Sr浓度与核心部分相似。
2.2 耳石日轮数分析
耳石日轮由一条明亮的轮纹以及一条暗色轮纹组成。本研究中以暗色轮纹计数。太湖新银鱼样本日龄分析结果如表3所示。北太湖总体采集的样本日轮数为147轮。其中，低锶型标本日轮数为158轮，高锶型标本样本数为135轮，期间差异为23天，因此认为其属于同一个繁殖群体的生物类群。而南太湖其日轮数则分为Ⅰ型和Ⅱ型两种。南太湖Ⅰ型（BQNT01-04）的日轮数较少，平均57轮；南太湖Ⅱ型（BQNT05-10）的日轮数较多，平均185轮。而洪泽湖标本的日轮数则比较统一，其标本的日轮数平均为178轮。

表3 不同水域太湖新银鱼银鱼耳石的日轮数

Tab. 3 Daily-growth increments of sagittal otoliths of Neosalanx taihuensis from different water areas

	
	北太湖
	北太湖低锶型
	北太湖高锶型
	南太湖Ⅰ型
	南太湖Ⅱ型
	洪泽湖

	日轮数
	147±15
	158±6
	135±14
	57±8
	185±15
	178±18


注：北太湖指北太湖高锶型以及低锶型的总括
3 讨论
3.1 太湖水域太湖新银鱼耳石的微化学特征
太湖新银鱼为一年生的鱼类种群，其亲鱼在产卵后开始衰弱，并逐渐死亡。《江苏鱼类志》[26]描述太湖所产的太湖新银鱼有春秋两季的繁殖群体，春季繁殖群体的产卵期为3月上旬到5月中旬，盛产期为4月中、上旬；秋季繁殖群体的产卵期为9月中下旬到11月，盛产期为10月上、中旬。根据耳石日轮数的计数分析，发现北太湖的标本的日轮数差异不大，其高锶型以及低锶型的样本日轮数差异不足一个月，因此，推测这些样本来源于同一季节繁殖群体。而对于南太湖样本来说，其日轮数分为两个情况，第一种情况是日轮数为57轮，另一情况耳石日轮数位185轮，可以看出两类的耳石日轮数相差4个月的时间段，因此推测这批南太湖样本含有两季繁殖群体所产新银鱼个体。
值得注意的是，南太湖虽然含有春秋两季所繁殖的新银鱼个体，但其Sr/Ca比之间没有显著的差异（P>0.05）。由此推测，同一水域太湖新银鱼春秋繁殖群体之间在耳石的锶钙积累上差异并不大；但北太湖产个体与南太湖产个体间的差异显著。这种现象可能反映出太湖内的太湖新银鱼确实应该存在有不同的水域相对独立的资源群体。Ye等[24]的研究发现，生活在太湖不同水域的大银鱼体内元素含量和组成存在着显著差异，认为太湖中大银鱼有着不同水域资源群体的分布，且各水域群体间个体交流的可能性很小。本研究耳石微化学显示，太湖新银鱼与大银鱼存在有类似的情况，即太湖内的太湖新银鱼资源分布可能也有着明显的地域性。
3.2太湖及洪泽湖太湖新银鱼耳石微化学的比较
张开翔等报导[8]，洪泽湖所产的太湖新银鱼也有春秋两季的繁殖群体。春季繁殖群体3月底至5月初产卵，盛产期为4月中下旬。其主要生长期在当年7-8月阶段；秋季繁殖群体产卵期为9月中到10月中旬，盛产期为10月上、中旬。秋季群新银鱼在翌年5月上、中旬成长尤为迅速。每年银鱼汛期中所获之太湖新银鱼以秋季群繁殖的鱼为主。据耳石日轮计数判断，本研究中洪泽湖新银鱼的个体间日轮数都集中在178日轮处，其差异只有半个月到一个月。因此推测，洪泽湖所采集到太湖新银鱼个体应该来自同一季节所繁殖的资源群体。
除去2005年太湖耳石样品中的高锶型外，其它太湖样本早期生活史阶段（对应于耳石核心处至距离核心15 μm处）的Sr/Ca值大约为0.25-0.37左右，而洪泽湖样品的早期生活阶段Sr/Ca值为0.37-0.55左右。就Sr/Ca平均值比较，除了2005年太湖耳石标本的高Sr型外，其他太湖耳石标本Sr/Ca值要低于洪泽湖的耳石标本（P<0.05）。综合而言，洪泽湖太湖新银鱼样品耳石较太湖样品耳石的Sr/Ca值有着显著性差异（P<0.05）。除了北太湖的高Sr型表本外，洪泽湖的耳石Sr/Ca值比太湖的均偏高。其结果显示出太湖新银鱼耳石Sr/Ca值存在着明显的地域性差异，这显示出锶及锶钙比的不同类型应该具有区别不同水域产太湖新银鱼资源的应用潜力。
3.3 太湖新银鱼耳石特殊微化学积累
如图5所示，北太湖所产太湖新银鱼耳石反映出存在着特殊的高Sr型类群（如TLAF050503、TLXF050505、TLXF050509、TLAF050514），其Sr/Ca值与其余太湖产样品的值有着显著的差异（P<0.05）。另外，洪泽湖产太湖新银鱼耳石中普遍存在着一个特殊的高Sr环（高Sr环位置的Sr/Ca比显著高于其耳石整体Sr/Ca值）。但是由于本研究太湖新银鱼采样的湖泊都是淡水湖，且其通江、通海河道均已被水闸等阻挡[27- 30]；故本研究中太湖新银鱼应该都是淡水湖泊的定居性的个体，其部分耳石的高Sr情况应该是不同于在江-海洄游鱼类耳石中所观察到的与水体盐度相关的高Sr现象。

耳石是一种位于鱼体内耳前庭区，用于听觉和身体平衡的硬组织，其主要成分为碳酸钙（CaCO3）并含有有机物及一些微量元素。耳石终生生长，具有代谢上的惰性，一旦积累，元素不可能被重吸收或者改变[31-33]。耳石中的Sr元素积累受到环境因素如盐度、温度、环境元素含量等的影响[34-36]。YANG等[37]总结在盐度有所变化的河-海环境中，由于高盐度的海水中含Sr量远远高于低盐度的淡水，耳石的Sr/Ca比可反映野生洄游性鱼类生活海-淡水环境的盐度情况，且盐度是影响耳石锶钙沉积的主要因素。然而，影响鱼类耳石元素的积累不仅仅是生境水域盐度或元素背景，食物、特殊的水环境条件、鱼类自身的生理状况等也可能是影响因素。KALISH[35-36]和GALLAHAR和KINGSFORD [38]的研究则认为食物中Sr元素的含量等也是影响耳石锶钙沉积的原因；CHECKLEY等[39]研究有名锤形石首鱼(Atractoscion nobilis)发现，水体环境中CO2溶量的变化会改变其幼鱼耳石的大小。OTAKE等[40]发现星康吉鳗(Conger myrisaster)的变态发育过程中会受到GAG（glycosaminoglycan，葡萄糖胺聚糖）的影响使耳石中的锶元素积累下降；KALISH[35]研究发现鱼类的性腺发育会对鱼体的血液以及淋巴液造成影响，进而影响耳石的锶钙积累。
因为太湖及洪泽湖为淡水湖泊，盐度及元素组成等较为稳定[27- 30]。就太湖的高Sr类型而言，由于同一时间在同一水域同样可以采集到低Sr型的新银鱼个体，因此推测太湖新银鱼耳石特殊高Sr积累可能与生境水域中盐度及锶的背景值等无关。笔者认为由于某些特殊原因，如水体理化因子的改变等，影响了部分银鱼钙元素的积累，而作为钙同族元素的锶元素则置换钙元素进入耳石内，而可能导致出现高锶微化学现象。2005年，太湖的部分水域（主要是北太湖水域）发生了水华。水华造成了其生境水域水体理化因子，如光照，溶氧量、CO2溶量等的显著变化。CHECKLEY等[39]研究发现CO2溶量的变化会改变耳石的大小，LIMBURG等[41]发现缺氧的情况下会导致耳石微化学积累的变化，SANO等[42]通过研究发现光照变化对生物体硬组织Sr/Ca值会产生影响。因此太湖水华导致的环境特殊变化也许是导致太湖新银鱼耳石特殊元素微化学类型的原因。对于洪泽湖样本而言，其锶钙积累类型的成因也值得深入分析。本次采样为9月，正值洪泽湖太湖新银鱼春季繁殖种群性成熟期到繁殖时间段，KALISH[35]研究发现鱼类的性腺发育会对鱼体的血液以及淋巴液造成影响，进而影响耳石的锶钙积累。太湖新银鱼也可能是由于性腺发育影响了耳石的元素积累导致高Sr环的出现。同时，性成熟阶段鱼体消耗较大，其摄食量也随之改变，其摄食的改变情况亦可能是导致锶钙特殊沉积的原因。当然，造成太湖新银鱼耳石锶钙特殊沉积的具体成因现阶段尚无法确定，但这将是笔者下一步相关耳石微化学研究需要重点探索的内容。
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