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摘  要:研究了不同Na+和K+含量以及Na+/K+比值（R值）的人工海水对鳗鲡受精卵孵化率、仔鱼畸形率及存活时间的影响。实验共分3组：（1）保持Na+含量正常，改变K+含量；（2）保持K+含量正常，改变Na+含量；（3) 稳定Na+/K+=28，调整Na+，K+含量。结果发现：当保持Na+浓度稳定，K+浓度为538mg/L时，鳗鲡受精卵的孵化率最高（44.0%），畸形率最低（23.8%），仔鱼的存活时间最长；当Na+/K+=28、Na+和K+的绝对含量分别为8400、300mg/L时，孵化率最高。较高的Na+（19500mg/L）、K+浓度（1076mg/L）将会导致鳗鲡受精卵孵化率降低，但对仔鱼畸形率的影响并不显著。结果表明，鳗鲡受精卵孵化以及仔鱼培育所用人工海水需按Na+和K+含量及R值做相应调配，最适Na+、K+浓度分别为7800～11700mg/L和360～540mg/L，R值在20～30之间。
研究亮点：此前未有人工海水中Na+和K+的含量以及Na+/K+比值（R值）对鳗鲡受精和孵化的影响的报道。本文比较了不同浓度的Na+和K+对受精卵孵化率、仔鱼畸形率及存活时间的影响，得出鳗鲡人工繁殖过程中，海水主要离子Na+、K+的取值范围，为鳗鲡的人工繁殖提供基础数据。
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鳗鲡，学名为日本鳗鲡(Anguilla japonica)，是亚洲最重要的洄游性鱼类之一，也是我国重要的经济鱼类。由于特殊而复杂的繁殖习性，人们对鳗鲡在自然孵化场的水质条件以及初孵仔鱼的开口饵料知之甚少，鳗鲡的人工繁殖仍未取得真正意义上的成功[1]。目前认为鳗鲡胚胎发育和受精卵孵化的最适温度为24~26℃，盐度为34~35[2-3]。通过注射外源激素催熟可以持续不断地获得卵子和精子[4]，并可获得初孵仔鱼和玻璃鳗[5]。在历经半个世纪的研究后，日本水产综合研究中心于2010年4月发布了在世界上首次实现鳗鲡完全人工繁殖的消息[6]，但是受精卵孵化率和仔鱼存活率非常低，大量生产幼苗仍然很困难。目前我国尚未获得在人工条件下发育变态的柳叶鳗[7-8]。

鳗鲡的自然产卵场位于马里亚纳海沟附近的海山处，海水水质、水温非常稳定[9]。而在鳗鲡人工繁殖过程中，试验用水一般采用近海或人工配置的海水，但近海海水经常受到河流淡水和降雨的影响，从而导致盐度有所变化，海水中的一些主要离子的浓度以及离子比例也会发生变动，这可能会影响到胚胎的正常发育。目前已知水体中Ca2+，Mg2+及其比例对鳗鲡受精卵孵化存在一定的影响，但水体中Na+，K+离子浓度及比例对鳗鲡人工孵化效果的影响未见报道。本文用含不同Na+，K+浓度的海水培育鳗鲡受精卵，观察其胚胎发育以及孵化情况，旨在优化人工海水配方，获得人工条件下鳗鲡胚胎发育的最佳水质条件，为鳗鲡的人工繁殖提供基础数据。

1材料与方法

1.1材料来源及分组处理

1.1.1实验亲鱼

2013年10月中旬，将收集的降河入海鳗鲡运到上海海洋大学滨海养殖基地暂养，2014年1月初挑选健康的亲鱼转运到上海海洋大学大洋山生态站养殖，其中雌鳗体重为650～1500g，雄鳗体重为200～500g，养殖于水泥池中，最初盐度为22，通过加入海盐（上海昱合化工原料有限公司）逐步调节上升到34~35。养殖水温为16～23℃。养殖池均用遮阳网遮光，池中光照强度为10 lx。

1.1.2催熟及催产

称取亲鳗体重，根据体重在其背部肌肉注射鲤鱼脑垂体(CPE)和hCG（20mgCPE+300 IU hCG/kg）进行促熟。雌鳗每周注射1次，催熟5~7次后，视发育情况开始催熟雄鳗，至雌鳗注射11~14次、雄鳗注射6~8次时，雌雄鱼基本达到性成熟。 

根据雌鳗体色、腹围和生殖孔状态的变化（体色变深，腹围膨大，生殖孔少许红肿），挑选发育成熟的亲鱼活体取卵，在显微镜下测量卵径及卵内油球直径，当油球直径为40~70μm，卵径为820~880μm时，注射启动针；当油球直径为90~110μm，卵径为920~960μm时注射催产针[10]。

挑选上述成熟的亲鳗，在17:00左右注射雌鱼催产的启动针（20mgCPE+300 IU hCG/kg），24h后注射催产针17α-羟基孕酮（OHP）（10mg/kg）或者17α, 20β-双羟孕酮（DHP）(4mg/kg)。同时挑选发育成熟的雄鳗，注射CPE和hCG(20mg/kg+800 IU/kg)进行催情；将雌、雄鳗按1：3比例轻放入产卵池，次日凌晨4点开始，观察雌雄鳗鲡在水体中的追逐情况，4h后，将未产卵雌鳗捞出，对其进行半干法人工授精，收集受精卵。

1.1.3孵化用人工海水配制、分组及处理

受精卵孵化所用海水是在超纯水的基础上，添加Na、K、Ca、Mg等主要元素对应的分析纯化合物配制成盐度为35左右的全人工海水[11]。在预实验的基础上，本实验设以下3组实验：第1组是保持Na+含量正常，即浓度为10760mg/L，改变K+含量，使Na+/K+(R值)分别为10，20，30，40，50，对应K+浓度分别为：1076、538、359、269、215mg/L；第2组实验保持K+含量正常，即浓度为390mg/L，改变Na+含量，使R值分别为10，20，30，40，50， 即Na+浓度分别为：3900、7800、11700、15600、19500mg/L；第3组实验稳定Na+/K+比值，即保持R值为28，改变Na+、K+的含量，即Na+/K+分别为：5600/200、8400/300、11200/400、14000/500、16800/600，观察鳗鲡胚胎发育和孵化情况。每组实验设置5个梯度，每个梯度设3个平行。
1.2孵化

    人工海水水温控制在（24±0.5）℃，NH+-N和NO2--N含量分别不超过0.02mg/L和0.05mg/L，人工海水中添加青霉素G钾100000 IU/L，实验之前充分曝气2h。实验在24孔培养板（costar3524，COSTAR公司，美国）中进行[12]，培养板每孔滴加1mL对应不同实验组的人工海水，随机挑取同批受精卵，放入培养板中进行孵化。实验在暗环境中进行，孵化期间不换水。

1.3受精卵孵化率、畸形率和存活率计算

    在Nikon80i显微镜下观察胚胎发育情况，运用软件Image-pro Plus5.1 进行图像处理，以第一个幼苗出膜的时间作为出膜时间。以孵化率、畸形率和存活率作为培育效果指标，其计算公式如下：

H(%) = (L/E)×100%

D(%)=(D1/W)×100%

S(%)=(S1/W）×100%

式中：H为孵化率；L为存活幼苗数；E为受精卵数；D为畸形率；D1为畸形幼苗数；W为总幼苗数；S为存活率；S1为幼苗存活数。

1.4统计分析

实验所得数据采用Excel处理，用平均数±标准差(Mean±SD)表示，采用SPSS 17.0软件进行统计分析处理，单因素方差分析(ANOVA)比较各梯度组间的差异，P<0.05为显著差异，P<0.01为极显著差异。

2  结果

2.1  鳗鲡受精卵发育情况判别

图版为光学显微镜下观察到的鳗鲡初孵仔鱼以及发育至11d的仔鱼。其中图版-1为发育至11d的仔鱼，可以看出仔鱼已长出牙齿，肠管已通，仔鱼发育到开口摄食阶段，但出现下颌畸形。 
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图版  鳗鲡正常仔鱼和畸形仔鱼的形态学观察

1.发育正常的初孵仔鱼；2.尾部弯曲的初孵仔鱼；3.开口仔鱼。
Figure Morphology of normal larvae and larval deformity 
1.newly hatched larva; 2. the curved tail larva; 3.the larva with jaw deformity at 11 days post hatching(Photo under microscopy and Photoshop spliced).

2.2 K+含量对鳗鲡受精卵孵化及仔鱼存活的影响

    从表1中可以看出，当Na+浓度为10760mg/L、K+浓度为538mg/L时，鳗鲡受精卵的孵化率达到最高值，显著高于其他浓度组(P<0.05)；且初孵仔鱼畸形率达最低值，但5个浓度梯度间无显著的统计差异(P>0.05)。

    图2显示不同K+浓度对鳗鲡仔鱼存活时间的影响。从图中可以看出，当固定Na+为10760mg/L，K+为1076mg/L时，鳗鲡仔鱼在第120h全部死亡；当K+为215mg/L时，仔鱼在第192h全部死亡；另外3组即Na+为10760mg/L，K+为538、359、269mg/L时均在第8天时达到了开口阶段，显微镜下可清晰观察到牙齿。K+为269mg/L时，仔鱼在第8天开口，但第9天全部死亡。而K+为538mg/L和359mg/L时，鳗鲡的仔鱼在培养板的存活时间都达到了11d。

综合表1和图2，当保持Na+浓度稳定，K+浓度为538mg/L时，鳗鲡受精卵的孵化率最高，畸形率最低，仔鱼的存活时间最长，而其他浓度则对鳗鲡受精卵的孵化以及仔鱼的存活产生明显不利影响。

表1不同K+浓度对鳗鲡受精卵孵化及致畸率的影响

Tab.1 Effects of different K+ concentrations of the artificial seawater on hatching rate of the eggs of Anguilla japonica
	实验组

group
	Na+/(mg/L)
	K+/ (mg/L)
	R值 
	孵化率/%

窗体顶端

Hatching rate

窗体底端


	畸形率/%

窗体顶端

Deformity rate
窗体底端



	1-1
	10760
	1076
	10
	19.6±4.6a
	38.3±37.5a

	1-2
	10760
	538
	20
	44.0±2.1b
	23.8±8.3a

	1-3
	10760
	359
	30
	21.9±2.3a
	41.6±26.7a

	1-4
	10760
	269
	40
	24.0±13.9a
	29.2±19.1a

	1-5
	10760
	215
	50
	28.7±1.6ab
	39.3±12.9a


注：数值上标的不同小写字母表示同列之间的差异显著(P<0.05)。
Note: Means in the same column with different superscript letters are significantly different (P <0.05) .
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图2    人工海水中K+含量对仔鱼存活率的影响

Fig. 2 Effects of K+ concentrations of the artificial seawater on survival rate of the larvae at different time
2.3 Na+含量对鳗鲡受精卵孵化及仔鱼存活的影响

统计分析发现，当Na+为19500mg/L时，受精卵孵化率显著低于其他组(P<0.05)，而畸形率达到100%，显著高于其他组(P<0.05)。其他4个Na+浓度之间，鳗鲡受精卵的孵化率和畸形率之间无显著的统计差异(P>0.05)，见图2。

当Na+为19500mg/L时，鳗鲡仔鱼在第1天全部死亡；Na+度为15600mg/L时，仔鱼在第4天全部死亡；而Na+为3900、7800、11700mg/L时，存活时间均超过了8d（图3）。

综合表2和图3，当Na+浓度超过11700mg/L时，鳗鲡受精卵的孵化率明显下降，畸形率增加，仔鱼在4天内相继死亡。
表2 不同Na+浓度对鳗鲡受精卵孵化及致畸率的影响

Tab.2 Effects of different Na+ concentrations of the artificial seawater on hatching rate of the eggs of Anguilla japonica
	实验组

group
	Na+/(mg/L)
	K+/ (mg/L)
	R值 
	孵化率/%

hatching rate


	畸形率/%

deformity rate


	2-1
	3900
	390
	10
	47.4±8.4b
	24.7±15.2a

	2-2
	7800
	390
	20
	37.1±8.1b
	34.8±19.4a

	2-3
	11700
	390
	30
	38.4±5.7b
	31.0±11.5a

	2-4
	15600
	390
	40
	32.7±8.2b
	27.1±5.5a

	2-5
	19500
	390
	50
	3.1±16.7a
	100.0±0b


注：数值上标的不同小写字母表示同列之间的差异显著(P<0.05)。
Note: Means in the same column with different superscript letters are significantly different (P <0.05).
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图2 人工海水中Na+含量对仔鱼存活率的影响

Fig. 3 Effects of Na+concentrations of the artificial seawater on survival rate of the larvae at different time 
2.4 Na+/K+恒定，不同Na+，K+浓度对鳗鲡受精卵孵化及存活时间的影响

由于鳗鲡自然孵化场天然海水Na+/K+为28（即R=28），因此本实验在R值不变的情况下进行（表3）。从表中可以看出，当保持R值不变，Na+，K+分别为8400、300mg/L时，鳗鲡受精卵和孵化率显著高于其他4个浓度组(P<0.05)；幼苗畸形率在Na+，K+分别为5600、200mg/L组中最低，随着Na+，K+浓度的升高，畸形率逐渐升高。

从图4可以看出，当R值不变，Na+，K+分别为16800、600mg/L时，鳗鲡仔鱼在第4d全部死亡；Na+，K+分别为14000、500mg/L时，鳗鲡仔鱼在第8d全部死亡，Na+，K+分别为5600、200mg/L时，虽已开口长出牙齿，但仔鱼在第9d全部死亡，而其它2组中的鳗鲡仔鱼均存活至11d。

综合表3和图4，当R值为28，Na+，K+分别为8400、300mg/L时，鳗鲡受精卵的孵化率最高，畸形率较低，仔鱼的存活时间最长。
表3不同Na+，K+浓度组合对鳗鲡受精卵孵化的影响（R=28）
Tab. 3 Effects of different concentrations of Na+ and K+ of artificial seawater on hatching rate of the eggs of A. japonica

	实验组

Group
	Na+/ (mg/L)


	K+/(mg/L)


	R值 
	孵化率/%

hatching rate


	畸形率/%

deformity rate


	3-1
	5600
	200
	28
	54.2±20.8ab
	28.1±14.5a

	3-2
	8400
	300
	28
	65.7±2.8b
	35.0±13.9a

	3-3
	11200
	400
	28
	46.9±1.5ab
	35.2±14.5a

	3-4
	14000
	500
	28
	32.4±8.6a
	59.5±14.8a

	3-5
	16800
	600
	28
	46.6±8.6ab
	63.1±40.4a


注：数值上标的不同小写字母表示同列之间的差异显著(P<0.05)。
Note: Means in the same column with different superscript letters are significantly different (P <0.05).
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图4不同Na+,K+浓度组合对鳗鲡仔鱼存活时间的影响（R=28）
Figure 4 Effects of different Na+ to K+ ratio of the artificial seawater on life span of the eggs of A. japonica 
3 讨论

3.1  Na+、K+以及Na+/K+-ATP酶在水产动物生命活动中的作用
海洋中Na+和K+含量丰富，海洋鱼类通常直接从海水中摄取钾以满足生命活动需求，而淡水鱼类则通过饲料获取[13]，但水产动物机体内没有长期贮存钾的器官，钾易在机体中丧失。而细胞膜对Na+离子的通透性大于K+和Cl-，细胞内外由钠泵控制K+和Na+的浓度，因此，细胞内的Na+必须通过主动运输转运到细胞外，而K+则通过简单扩散进入细胞内[21-22]。因此，对于鳗鲡来说，机体所需的钾只有通过摄食或从水环境中不断补充，以保持吸收与消耗之间的平衡，维持机体正常生长，海水中Na+和K+浓度及其比例势必影响其生命活动。

钾是水产动物必需矿物元素之一，它同钠、氯等矿物元素一起参与维持体液的渗透压和酸碱平衡、供应消化液中的酸和碱、保持细胞形态[14-15]。此外，钾还与钙、镁、钠等矿物元素一起作用，参与碳水化合物代谢等过程、维持肌肉和神经的正常敏感性[16-17]。同时，K+还是许多酶系的激活副因子[18]，1943年Boyer等[19]首次报道了需要K+来激活丙酮酸激酶的活性，到目前为止，已证实有60多种酶需要K+来活化。一般情况下，K+和Na+、Ca2+、Mg2+共同影响酶的活性。但在有些情况下K+能提高酶的活性，而Na+或Ca2+抑制酶的活性[20]。Na+/K+-ATP酶是水产动物进行渗透调节最重要的蛋白酶，其作用是把动物细胞内的Na+运输出去同时将细胞外的K+运输进细胞内，从而维持机体的Na+、K+平衡，并且可以调节血淋巴渗透压，其活性可随着环境中盐度的变化而变化[23]。目前有文献报道，盐度对鳗鲡Na+/K+-ATP酶活力的影响，认为在美洲鳗鲡(Anguilla rostrata)、鳗鲡(A. japonica)和欧洲鳗鲡(A. anguilla)降海洄游过程中，鳃丝Na+/K+-ATP酶活力均随环境盐度的上升而上升[25-26]。本文的实验结果显示，海水中主要离子浓度及比例的改变会引起鳗鲡受精卵孵化率和仔鱼存活时间的变化，这是否通过影响Na+/K+-ATP酶活性，亦或通过影响其渗透压调节而导致的，理清这些机制将有助于鳗鲡人工繁殖的成功。

3.2 海水中主要离子对鳗鲡受精卵孵化的影响

Ca2+，Mg2+，Na+和K+作为海水阳离子主要成分，在鳗鲡初孵仔鱼发育变态过程中起着非常重要的作用。王广军研究表明，Mg2+过高或过低对鳗鲡受精卵的孵化率都有一定的影响，Ca2+含量过高或过低时，孵出的仔鱼畸形大多表现为脊柱弯曲变形等不良现象；在R值一定的情况下，Ca2+，Mg2+绝对量对畸形率影响显著[27]。本文实验结果显示，Na+和K+过高也会导致鳗鲡受精卵孵化率迅速下降，存活时间缩短。因此，在进行鳗鲡人工繁殖试验时，使用近海海水或者配置人工海水时，不仅要注意海水的盐度、pH值等，还要注意海水中Ca2+、Mg2+、Na+、K+的含量及比值。

从本实验结果来看，鳗鲡人工繁殖过程中，海水主要离子的R值范围应在20~30之间，K+、Na+的范围分别在360~540mg/L和7800~11700mg/L之间有利于受精卵的孵化以及仔鱼的存活。Takuma等发现，鳗鲡受精卵在盐度24~42下都可以进行孵化；在盐度24~33下存活率没有显著性差异；但在含盐量越高的情况下，成活率会变的越小，因此，考虑到孵化率和存活率，最终得出培育鳗鱼卵和胚胎的最佳盐度应该是24-33[28]。本实验中当Na+浓度为7800mg/L时对应的盐度为24,当Na+浓度为11700mg/L时对应的盐度为34，这与TAKUMA等[28]的相关研究相符。
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Effects of Na+, K+ concentrations and Na+/K+ ratio on early development of Anguilla japonica
WANG Qian, LIU Liping, CHEN Wenyin, WU Jiamin
(Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Shanghai Ocean University, Ministry of Education, Shanghai 201306, China)
Abstract: Impacts of different Na+ and K+ concentrations and Na+/K+ ratio on the hatching rate of fertilized eggs, deformity rate of newly hatched larvae and survival time of larvae of Anguilla japonica were studied in this paper. There were three experiments: 1) to maintain normal Na+ concentrations, while changing the concentration of K+; 2) to maintain normal K+ concentrations, while changing the concentration of Na+; and 3) to maintain stable Na+/K+ at 28, while changing both Na+ and K+ concentrations. The results showed that: When the concentration of K+ was 538mg/L and Na+ 10760 mg/L, the highest hatching rate (44.0%) and lowest deformity rate (23.8%) as well as the longest survival time were achieved. When Na+ to K+ ratio maintained at 28, with Na+ and K+ concentrations at 8400mg/L and 300mg/L respectively, the hatching rate was highest among the five groups. Hatching rates declined if the concentrations of Na+, K+ were too high (19500mg/L and 1076mg/L respectively). These results indicated that appropriate Na+, K+ concentrations and R values are required with optimum Na+, K+ concentrations varies between 7800～11700mg/L and 360～540mg/L respectively and R values 20~30. 

Key words: Anguilla japonica; artificial seawater; Na+; K+; hatching rate
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