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三种诱导长牡蛎“海大 2 号”四倍体途径的比较
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摘要：

 【目的】比较三种途径诱导长牡蛎“海大 2号”四倍体效果，获取最佳
诱导条件组合。
 【方法】以卵裂率、D幼率、幼虫及稚贝四倍体率等为指标，综合比
较途径Ⅰ(2n♀+2n♂)、途径Ⅱ(3n♀+2n♂)和途径Ⅲ(2n♀+4n♂)三种途径
下使用细胞松弛素 B (CB)和低渗两种处理诱导长牡蛎“海大 2号”四倍
体的效果，研究了试剂处理强度、诱导时机和持续诱导时间等 3种因
素对长牡蛎“海大 2号”四倍体的诱导效果。
 【结果】在途径Ⅰ(2n♀+2n♂)下，当受精卵第一极体刚出现时，采用
0.5 mg/L CB持续处理 20 min后，幼虫四倍体率最高，为 28.37%。该
途径下使用低渗处理无法获得四倍体幼虫；在途径Ⅱ(3n♀+2n♂)下，
当受精卵第一极体刚出现时，采用 0.5 mg/L CB持续处理 20 min后，
幼虫四倍体率最高，为 52.64%。在该途径下，当第一极体刚出现时，
使用盐度为 8的海水处理 20 min后，幼虫四倍体率最高，为 26.64%；
在途径Ⅲ(2n♀+4n♂)下，当第一极体出现 30%时，采用 0.75 mg/L CB
持续处理 20 min后，幼虫四倍体率为 60.45%。在该途径下，当第一极
体出现 30%时，使用盐度为 8的海水处理 20 min后，幼虫四倍体率最
高，为 25.51%。在最佳诱导条件下，途径Ⅰ下 CB处理组稚贝 (3~
5 mm)四倍体率为 4%，与幼虫期 (28.37%)相比降低 24.37%；低渗处
理组未检测出四倍体稚贝；途径Ⅱ下 CB处理组和低渗处理组在稚贝
阶段四倍体率分别达到 80%和 30%，相比幼虫阶段 (52.64%和
26.64%)分别下降 27.36%和 3.36%；途径Ⅲ下 CB处理组和低渗处理
组在稚贝阶段四倍体率分别达到 10%和 4%，相比幼虫阶段 (60.45%
和 25.51%)分别下降 50.45%和 21.51%。
 【结论】在途径Ⅱ(3n♀+2n♂)下使用 CB进行四倍体诱导是创制长牡蛎
“海大 2号”四倍体的最佳选择。
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长牡蛎 (Crsssostrea gigas)是我国北方养殖的主要牡蛎品种，具有

生长快速、肉质鲜美、营养丰富等特点。由于繁殖期配子排放，夏季

的二倍体牡蛎软体部消瘦、肉质下降，难以上市[1]。三倍体牡蛎因不
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育性高、生长速率快、抗逆性强、营养丰富并

可全年上市等优点备受产业关注，已成为牡蛎

育种工作的重要部分[2–4]。然而，通过化学试剂

抑制二倍体牡蛎极体释放获取的三倍体牡蛎幼

虫死亡率高、倍性不稳定[5–8]。目前，通过二倍

体牡蛎和四倍体牡蛎杂交可获得 100%三倍体

牡蛎 [9]。因此四倍体牡蛎的培育是三倍体牡蛎

规模化生产的关键。

目前共有三种途径能够获得四倍体牡蛎：

途径Ⅰ是使用二倍体牡蛎卵子与二倍体牡蛎精

子 (2n♀+2n♂)受精抑制第一极体释放来诱导四

倍体 [10–11]，该途径无需三倍体牡蛎亲本，育种

周期短；途径Ⅱ是在三倍体牡蛎卵子与二倍体

牡蛎精子 (3n♀+2n♂)受精过程中抑制第一极体

的释放来获取四倍体牡蛎 [12–14]，该途径四倍体

牡蛎诱导率高，为四倍体诱导的最主要途径，

而三倍体牡蛎怀卵量低限制了其应用 [2]；途径

Ⅲ是使用二倍体牡蛎的卵子与四倍体牡蛎的精

子 (2n♀+4n♂)受精并抑制受精卵第二极体释放

获取四倍体牡蛎 [15–16]，由于二倍体牡蛎怀卵量

高，该途径能够获得更多稚贝。目前，细胞松

弛素 B (CB)和 6-二甲基氨基嘌呤 (6-DMAP)为
四倍体牡蛎主要诱导剂，但化学药物毒性大、

价格昂贵且幼虫存活率低[12,14]。此外，低渗可影

响牡蛎受精卵减数分裂活动，因此也常用于三

倍体和四倍体牡蛎的诱导 [17–19]。与化学药物诱

导相比，盐度诱导具有价格低廉、无毒和环保

的优点。

长牡蛎“海大 2号”新品种是以野生群体中

左右壳均为金黄色的个体为基础群体，经家系

选育和群体选育培育而成，具有生长快速、双

壳为金黄色等特点 [20]。本研究以长牡蛎“海大

2号”为实验材料，研究了不同 CB和盐度诱导

处理及三种诱导途径对长牡蛎“海大 2号”四倍

体诱导率的影响，旨在探索长牡蛎“海大 2号”
四倍体的最佳诱导条件，为培育遗传背景丰富

的长牡蛎“海大 2号”四倍体群体提供参考。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验材料为长牡蛎“海大 2号”二倍体、三

倍体及四倍体群体的 1龄种贝，均取自山东荣

成桑沟湾养殖海区。3种种贝均在 5月初转移

至烟台莱州育苗场进行室内人工促熟，促熟水

温 22~24 °C。促熟期间每日投喂足量新月菱形

藻  (Nitzschia closterium)，每日换水 2次。6月

底 3种种贝性腺基本都发育成熟。实验前对“海
大 2号”三倍体、四倍体群体亲贝进行倍性检测，

挑选性腺饱满的个体进行诱导实验。 

1.2    精卵获取与受精

长牡蛎“海大 2号”二倍体、三倍体和四倍

体亲本群体的生物学数据如表 1所示。通过人

工解剖获取二倍体、三倍体和四倍体的配子，

光学显微镜下辨别雌雄，挑选卵子呈卵圆形且

颜色均一的个体为母本，精子活力高的个体为

父本。保留二倍体中的雌性和雄性个体，三倍

体中的雌性个体以及四倍体中的雄性个体。镜

检后把雌雄个体分开放置避免意外受精并及时

弃掉雌雄同体。使用 260目筛绢网过滤卵子去

除组织块及杂质，随后置于 25 °C砂滤海水

中熟化 1 h，弃上清液备用，精子于受精前 10
min挤出并经 300目筛绢网过滤杂质后备用。

人工授精前镜检卵子是否污染，人工授精后在

显微镜视野下保证每个卵子周围有 10~20个精

子。本研究获得了中国海洋大学实验动物管理

和使用伦理委员会批准，实验过程中操作人员

严格遵守中国海洋大学伦理规范，并按照中国

海洋大学伦理委员会制定的规章制度执行。 

1.3    CB 和低渗诱导四倍体实验设计

实验水温严格控制在 (25.0 ± 0.5) °C，参考
 

表 1    长牡蛎“海大 2 号”二倍体、三倍体及四倍体亲本生物学数据

Tab. 1    Biological characteristics of diploid, triploid and tetraploid broodstock in C. gigas “Haida No.2”

亲本
brookstock

壳高/mm
shell height

壳长/mm
shell length

壳宽/mm
shell width

湿重/g
wet weight

二倍体　diploid 79.71 ± 5.02 49.45 ± 4.47 25.84 ± 3.78 55.36 ± 6.62

三倍体　triploid 87.40 ± 5.39 49.66 ± 5.03 28.97 ± 4.51 66.06 ± 11.65

四倍体　tetraploid 60.45 ± 6.03 41.14 ± 3.82 23.43 ± 5.90 30.92 ± 5.64
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已报道的方法配置 CB[14]。低盐度海水用正常海

水 (27)于曝气 24 h后的淡水按照比例混合获得，

即用即配。本实验优化三个主要影响因素：试

剂处理强度、诱导时机和持续诱导时间。诱导

四倍体途径：途径Ⅰ (2n♀+2n♂)、途径Ⅱ (3n♀+
2n♂)和途径Ⅲ (2n♀+4n♂)。每组 3次重复。 

途径Ⅰ(2n♀+2n♂)诱导四倍体最佳条件组

合　　参考 Tan等 [10] 和李永国等 [11] 相关方法，

根据以下方法确定 CB和低渗处理诱导四倍体

最佳组合：①将二倍体卵子密度调整至 1×106

个 /L，受精后当第一极体刚出现时，分别用

CB浓度为 0.25、 0.50、 0.75和 1.00  mg/L等 4
个梯度或在盐度为 6、8、10和 12等 4个盐度

分别持续处理 20 min，洗卵去除多余精子，将

受精卵转移至 100 L塑料桶中进行孵化，测定

每组的孵化率和 D幼率，24 h后通过流式细胞

仪测定四倍体率，根据四倍体率确定最佳 CB
处理浓度以及低渗处理盐度；②把卵子密度调

整至 1×106 个/L，当受精卵第一极体刚出现时，

通过上述的最佳 CB处理浓度或最佳低渗处理

盐度分别持续处理 10、15、20和 25 min，孵化

后 24 h测定四倍体率，确定最佳持续处理时间。

每个实验重复 3次，同时设置二倍体对照组

(2n♀+2n♂，CG2N)。 

途径Ⅱ(3n♀+2n♂)诱导四倍体最佳条件组

合　　参考 Guo等[12] 和 Peachey等[14] 相关方法，

根据以下方法确定 CB和低渗处理诱导四倍体

最佳组合：①将三倍体卵子密度调整至 1×106

个 /L，受精后当第一极体刚出现时，用 4个

CB浓度 (0.25、0.50、0.75和 1.00 mg/L)和 4个

盐度 (6、8、10和 12)分别持续处理 20 min，洗

卵去除多余精子，将受精卵转移至 100 L塑料

桶中进行孵化，测定每组的孵化率和 D幼率，

24 h后通过流式细胞仪测定四倍体率，根据四

倍体率确定最佳 CB处理浓度以及低渗处理盐

度；②把卵子密度调整至 1×106 个 /L，当受精

卵第一极体刚出现时，通过上述最佳 CB处理

浓度或最佳低渗处理盐度分别持续处理 10、15、
20和 25 min，孵化后24 h测定四倍体率，确定

最佳持续处理时间。每个实验重复 3次，同时设置

CG2N 和 2.5N对照组 (3n♀+2n♂，CG2.5N)。 

途径Ⅲ(2n♀+4n♂)诱导四倍体最佳条件组

合　　参考 Benabdelmouna[15] 和 Mccombie等[16]

相关方法，根据以下方法确定 CB和低渗处

理诱导四倍体最佳组合：①将二倍体卵子密

度调整至 1×106 个 /L，受精后当第一极体出现

30%时，用 4个 CB浓度 (0.25、0.50、0.75和

1.00 mg/L)及 4个盐度 (6、8、10和 12)分别持

续处理 20 min，洗卵去除多余精子，将受精卵

转移至 100 L塑料桶中进行孵化，测定每组的

孵化率和 D幼率，24 h后通过流式细胞仪测定

四倍体率，根据四倍体率确定最佳 CB处理浓

度以及低渗处理盐度；②把卵子密度调整至

1×106 个/L，当受精卵第一极体出现 30%、40%
和 50%时，通过上述的最佳 CB处理浓度或最

佳低渗处理盐度持续处理 20 min，孵化后 24 h
测定四倍体率，确定最佳处理时机。③把卵子

密度调整至 1×106 个/L，在上述最佳处理时机，

通过最佳 CB处理浓度或最佳低渗处理盐度分

别持续处理 10、15、20和 25 min，孵化后 24 h
测定四倍体率，确定最佳持续处理时间。每个

实验重复 3次，同时设置 CG2N 和三倍体对照

组 (2n♀+4n♂，CG3N)。 

1.4    幼虫及稚贝培养

将各组最佳诱导条件组合得到的 D形幼虫

于 100 L塑料桶中进行培育。控制每组初始幼

虫密度为 1个/mL。培育期间每日投喂球等鞭金

藻 (Isochrysis galbans) 3次，每日换水三分之一，

每隔 3日测 1次幼虫存活率。使用扇贝片作为

附着基，幼虫附着变态后继续培养约 1个月至

稚贝大小达到 3~5 mm，然后各组随机取样 50
个稚贝进行倍性测定。 

1.5    测定卵裂率、D 幼率、幼虫四倍体率、幼

虫成活率、稚贝四倍体率

测量各实验组的卵裂率、D幼率、幼虫四

倍体率、成活率及稚贝四倍体率等指标。卵裂

率指卵裂数占总受精卵数的百分比，D幼率指

24 h时 D形幼虫占总卵裂数量的百分比，幼虫

成活率为取样期幼虫数量占孵化出来的第 1天

幼虫数量的百分比。幼虫四倍体率通过流式细

胞仪进行测定。稚贝四倍体率指四倍体稚贝占

所检测 50个稚贝的百分比。 

1.6    数据分析

实验数据采用 SPSS 24.0软件进行分析，
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显著性水平设为 0.05，不同实验组之间的差异

用不同字母表示。同一因素下不同水平采用单

因素方差分析 ( One-Way ANOVA)，处理组与

对照组成活率差异通过独立样本 t 检验进行

分析。 

2    结果
 

2.1    三种途径诱导四倍体效果
 

途径Ⅰ(2n♀+2n♂)诱导四倍体效果　　长

牡蛎“海大 2号”人工授精后，当第一极体刚出

现时，采用 0.5 mg/L CB持续处理 20~25 min后，

四倍体率为 23.53%~28.37%，此条件为 CB诱导

“海大 2号”四倍体的最佳诱导组合 (表 2, 图 1-d)。
在途径Ⅰ下，低渗处理无法诱导得到四倍体

(表 3, 图 1-e)。 

途径Ⅱ(3n♀+2n♂)诱导四倍体效果　　当

第 一 极 体 刚 出 现 时 ， 采 用 0.50  mg/L  CB
(0.75~1.00 mg/L CB处理诱导效果较好，但孵化

率和 D幼率显著下降，P<0.05)持续处理 20
min后，四倍体率为 52.64%，此条件为 CB诱

导“海大 2号”四倍体的最佳诱导组合 (表 2, 图 1-
f)。当第一极体刚出现时，采用盐度 8~10的海

水持续处理 15~25 min后，四倍体率为 23.72%~

26.64%，此条件为低渗处理诱导“海大 2号”四
倍体的最佳诱导组合 (表 3, 图 1-g)。 

途径Ⅲ(2n♀+4n♂)诱导四倍体效果　　当

第一极体出现 30%时，采用 0.75 mg/L CB持续

处理 20 min后，四倍体率为 60.45%，此条件

为 CB诱导“海大 2号”四倍体的最佳诱导组合

(表 4, 图 1-h)。当第一极体出现 30%~40%时，采

用盐度 8 的海水持续处理 15~25 min后，四倍

体率为 20.67%~25.51%，此条件为低渗处理诱导

“海大 2号”四倍体的最佳诱导组合 (表 4, 图 1-i)。 

2.2    幼虫存活率与稚贝倍性
 

幼虫存活率　　途径Ⅰ(2n♀+2n♂)诱导四

倍体时，各处理组幼虫存活率显著低于 CG2N

对照组  (P<0.05)，且随培育时间增加，各处理

组和对照组存活率逐渐下降。20日龄时 CB处

理组幼虫存活率为 14.67%，存活率下降 85.33%；

低渗处理组 20日龄存活率为 20.33%，下降

79.67%；对应时间点对照组存活率为 37.33%，

下降 62.67%。总体上，对照组幼虫存活率优于

处理组，且低渗处理组幼虫存活率优于 CB处

理组 (图 2-a)。
途径Ⅱ(3n♀+2n♂)诱导四倍体时，处理组

幼虫存活率显著低于 2N对照组 (P<0.05)，但显
 

表 2    途径Ⅰ (2n♀+2n♂) 和途径Ⅱ (3n♀+2n♂) 诱导长牡蛎“海大 2 号”四倍体的效果 (诱导条件：CB)

Tab. 2    Tetraploid induction efficiency between the pathway Ⅰ (2n♀+2n♂) and the pathway Ⅱ (3n♀+2n♂) of
C. gigas "Haida No.2" (induction condition: CB)

条件
condition

卵裂率/%　cleavage rate D幼率/%　D larvae rate 四倍体率/%　tetraploid rate

2n♀+2n♂ 3n♀+2n♂ 2n♀+2n♂ 3n♀+2n♂ 2n♀+2n♂ 3n♀+2n♂

CB/(mg/L)

0.25 73.39±2.99a 63.45±4.83e 75.34±5.19j 60.46±4.16m 16.31±1.98s 25.55±5.35x

0.50 65.52±8.00a 60.64±10.48e 71.20±3.99j 55.44±1.77m 28.58±3.27r 50.35±2.25w

0.75 54.73±5.48b 53.38±2.13e 52.26±8.97k 54.27±3.88m 26.50±3.17r 44.46±4.34w

1.00 43.76±3.54c 40.30±0.91f 44.18±1.04k 42.39±7.18n 22.35±4.94rs 48.3±3.22w

诱导持续时间/min
induction duration

10 69.32±8.63d 60.36±15.08g 66.38±4.02l 56.26±6.01o 0v 20.59±1.99a

15 66.58±6.48d 51.36±9.85gh 63.24±1.09l 50.23±1.01op 20.36±1.58u 43.47±0.78z

20 62.74±12.41d 45.27±4.03gh 65.37±8.06l 42.52±6.06pq 28.37±5.85t 52.64±2.12y

25 56.98±7.61d 42.28±3.91i 58.26±3.11l 38.25±3.29q 23.53±3.21tu 45.62±2.88z

对照组　control group 85.20±4.03 83.16±4.67 88.34±3.67 80.25±4.07 0 0

注：对照组为二倍体组，四倍体率为0。同一列内不同字母表示组间差异显著(P<0.05)，下同。

Notes: The control group is diploid group, tetraploid rate of the diploid group is 0. Different letters in each column indicate significant difference
(P<0.05), the same below.
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著高于 2.5N对照组 ( P<0.05)。2.5N对照组幼虫

存活率最低，2日龄时幼虫存活率下降 75.33%。

20日龄时 CB处理组、低渗处理组、2N对照组

及2.5N对照组分别下降87.00%、90.67%、62.67%
和 98.67%。总体上，CB处理组幼虫存活率优

于低渗处理组 (图 2-b)。
途径Ⅲ(2n♀+4n♂)诱导四倍体时，CB处理

组幼虫存活低于低渗处理组幼虫，20日龄时降

幅分别为 94.67%和 84.00%。低渗处理组幼虫

存活率优于 CB处理组，但均低于 2N对照组
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图 1    倍性检测结果

(a) 二倍体对照组； (b) 2.5N对照组； (c) 三倍体对照组； (d) 途径Ⅰ(2n♀+2n♂) CB处理组； (e) 途径Ⅰ (2n♀+2n♂) 低渗处理组； (f) 途径Ⅱ

(3n♀+2n♂) CB处理组； (g) 途径Ⅱ(3n♀+2n♂) 低渗处理组； (h) 途径Ⅲ (2n♀+4n♂) CB处理组； (i) 途径Ⅲ (2n♀+4n♂) 低渗处理组； (j) 四
倍体稚贝。

Fig. 1　Ploidy test results
(a) diploid group; (b) control group of 2.5N; (c) triploid group; (d) ploidy result treated by CB treatment under the pathway Ⅰ (2n♀+2n♂); (e) ploidy
result treated by hypotonic treatment under the pathway Ⅰ (2n♀+2n♂); (f) ploidy result treated by CB treatment under the pathway Ⅱ (3n♀+2n♂); (g)
ploidy result  treated  by  hypotonic  treatment  under  the  pathway  Ⅱ (3n♀+2n♂); (h)  ploidy  result  treated  by  CB  treatment  under  the  pathway  Ⅲ
(2n♀+4n♂); (i) ploidy result treated by hypotonic treatment under the pathway Ⅲ (2n♀+4n♂); (j) tetraploid spat.
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和 3N对照组 (图 2-c)。 

稚贝倍性组成　　各处理组稚贝倍性组成

情况显示，除途径Ⅰ(2n♀+2n♂)下低渗处理组

无法获得四倍体稚贝外，其他途径和处理方式

均可成功获得四倍体稚贝 (图 1-j)，并且与幼虫

阶段相比，四倍体率均有一定改变。途径

 

表 3    途径Ⅰ (2n♀+2n♂) 和途径Ⅱ (3n♀+2n♂) 诱导长牡蛎“海大 2 号”四倍体的效果 (诱导条件：低渗处理)

Tab. 3    Tetraploid induction efficiency between the pathway Ⅰ (2n♀+2n♂) and the pathway Ⅱ (3n♀+2n♂) of
C. gigas "Haida No.2" (induction condition: hypotonic treatment)

条件
condition

卵裂率/%　cleavage rate D幼率/%　D larvae rate 四倍体率/%　tetraploid rate

2n♀+2n♂ 3n♀+2n♂ 2n♀+2n♂ 3n♀+2n♂ 2n♀+2n♂ 3n♀+2n♂

盐度　salinity

6 40.67±5.95c 42.67±3.3g 48.50±4.13j 45.51±3.69m 0 20.43±0.82p

8 48.27±5.73bc 44.49±0.83g 55.39±4.86ij 48.61±4.13m 0 25.62±1.76o

10 52.69±2.96ab 50.51±2.18f 57.47±5.13i 52.42±6.47lm 0 23.48±2.76op

12 60.46±5.38a 58.67±2.94e 61.49±4.29i 59.45±3.81l 0 20.77±2.02p

诱导持续时间/min
induction duration
10 56.66±3.94d 52.76±4.20h 47.61±6.04k 45.31±4.83n 0 20.66±2.92r

15 53.16±1.26d 52.67±1.16h 45.53±1.67k 46.35±1.28n 0 23.72±1.76qr

20 54.17±5.02d 54.79±1.09h 46.36±0.71k 42.69±2.08n 0 26.64±2.88q

25 50.90±0.92d 48.67±4.85h 40.61±6.09k 39.37±5.82n 0 23.74±3.77qr

对照组　control group 88.05±2.15 85.65±5.08 86.47±2.13 83.50±2.21 0 0

 

表 4    途径Ⅲ (2n♀+4n♂) 诱导长牡蛎“海大 2 号”四倍体的效果 (诱导条件：CB 和低渗处理)

Tab. 4    Tetraploid induction efficiency of the pathway Ⅲ (2n♀+4n♂) of C. gigas "Haida No.2"
(induction condition: CB and hypotonic treatment)

条件
condition

卵裂率/%　cleavage rate D幼率/%　D larvae rate 四倍体率/%　tetraploid rate

CB HT CB HT CB HT
CB/(mg/L)

0.25 71.60±3.88a — 70.29±5.14o — 23.32±2.16b

0.50 62.30±5.92b — 67.38±2.97o — 45.57±3.37A

0.75 50.35±4.03c — 55.22±1.23p — 56.36±4.18z

1.00 42.30±1.13d — 46.07±6.01q — 55.61±5.22z

盐度　salinity

6 — 41.39±3.99k — 49.25±4.21w — 20.42±0.97ij

8 — 50.44±4.01j — 60.21±7.95v — 25.33±1.96h

10 — 58.06±3.73i — 65.31±5.28v — 21.45±0.69i

12 — 61.55±4.99i — 68.48±0.82v — 18.41±1.06j

诱导时机/min
induction time
30% PB1 63.32±6.15e 58.21±0.98l 66.28±9.15r 53.22±6.04x 56.42±2.04c 24.59±2.01k

40% PB1 55.39±5.07f 54.54±2.28l 60.25±6.96r 50.24±9.77x 55.49±0.83c 24.54±0.71k

50% PB1 52.31±0.78f 47.93±5.11m 43.24±2.27s 42.29±12.46x 40.67±3.92d 20.39±5.35k

诱导持续时间/min
induction duration
10 67.42±3.79g 52.68±1.05n 63.44±2.89t 51.43±1.86y 32.41±3.93g 0m

15 65.50±4.32g 54.23±8.54n 64.29±4.21t 51.53±3.27y 44.34±2.11f 20.67±5.84l

20 60.48±6.08gh 49.65±4.07n 62.34±6.10tu 50.37±6.15y 60.45±3.19e 25.51±3.93l

25 56.27±2.21h 45.47±4.30n 53.2±8.24u 44.68±10.81y 50.71±7.09f 21.63±2.94l

对照组　control group 83.48±2.90 83.93±3.90 84.48±2.98 82.23±6.22 0 0

注：“HT”表示低渗处理；“—”表示无数据；下同。

Notes: "HT" means hypotonic treatment; "—" means that no data are available; the same below.
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Ⅰ(2n♀+2n♂)下通过 CB处理获得稚贝的四倍

体率为 4%，与幼虫期 (28.37%)相比四倍体率

呈下降趋势。通过途径Ⅱ(3n♀+2n♂)诱导四倍

体时，CB处理组和低渗处理组在稚贝阶段四

倍体率分别达到 80%和 30%，相比幼虫阶段

(52.64%、 26.64%)均呈现上升趋势。而途径

Ⅲ(2n♀+4n♂)诱导四倍体在稚贝阶段仅获得少

量四倍体，CB处理组和低渗处理组四倍体率分

别为 10%和 4%， (幼虫阶段四倍体率分别为

60.45%和 25.51%)四倍体率呈下降趋势，而诱

导群体的稚贝中大部分个体为三倍体，分别达

到 86%和 90% (表 5)。 

2.3    三种途径及两种诱导方法比较

采用三种途径及两种方法对同批次长牡蛎

“海大 2号”诱导四倍体，结果显示，除途径

Ⅰ(2n♀+2n♂)下通过低渗处理无法获得四倍体

稚贝外，其他方式均能诱导获得四倍体 (表 5)。
在三种途径下，使用 CB处理获得的幼虫四倍

体率和稚贝四倍体率均高于低渗处理组，但

CB诱导也存在一定弊端，CB试剂成本昂贵，

具有一定毒性，且对环境有污染。通过途径Ⅱ(3n♀+
2n♂) 和途径Ⅲ(2n♀+4n♂)使用 CB诱导四倍体

在幼虫阶段均能取得良好效果，但是途径Ⅲ

(2n♀+4n♂)获得的幼虫四倍体率在稚贝阶段大

幅度降低，不适合长牡蛎“海大 2号”四倍体的

大规模生产。因此，通过途径Ⅱ(3n♀+2n♂)使
用 CB诱导四倍体是生产长牡蛎“海大 2号”四
倍体的最佳方法。 

3    讨论
 

3.1    四倍体诱导的影响因素

有关三倍体和四倍体牡蛎最佳诱导条件的
研究已大量报道，优化条件主要包括诱导剂种
类、诱导剂使用强度、诱导时机以及诱导持续
时间 [5-6, 21-23]。综合考虑幼虫孵化率、存活率、
四倍体率以及试剂成本、试剂毒害性等才能获
得最佳诱导条件。CB通过抑制细胞内微丝的形
成，阻止极体排除 [24]；而低渗处理诱导多倍体
机制并不明确，相关研究认为低渗处理影响细
胞内渗透压变化导致细胞内能量代谢紊乱，从
而影响受精卵减数分裂活动 [25]。诱导剂使用强
度同时影响幼虫孵化率和四倍体率。研究发现，
CB、6-DMAP浓度过高，盐度处理过低或者过
高，幼虫受精卵、孵化率显著降低，三倍体率
和四倍体率呈现下降趋势 [5-6,12,17,22,26]，与本研究
结果类似。这可能与处理强度过高，诱导剂对
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图 2    最佳诱导条件下，三种途径诱导长牡蛎“海大

2 号”四倍体幼虫存活率的变化

(a)  途 径Ⅰ (2n♀+2n♂), (b)   途 径Ⅱ (3n♀+ 2n♂),  (c)   途 径Ⅲ

(2n♀+4n♂)。

Fig. 2　Changes in the survival rate of tetraploid larvae of
C. gigas "Haida No. 2" induced by three pathways under

the optimal induction conditions
(a) pathway Ⅰ (2n♀+2n♂), (b) pathway Ⅱ (3n♀+ 2n♂), (c) pathway Ⅲ
(2n♀+4n♂).
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幼虫受精卵产生不可逆转的毒害作用，严重影

响了受精卵正常生理活动有关。诱导时机和诱

导持续时间则直接影响极体的排放。诱导试剂

过早或诱导持续时间过长会导致同时抑制第一

极体和部分第二极体，会导致非整倍体的产

生 [27]，而诱导试剂过晚或诱导持续时间过短则

难以有效抑制住极体的排放，导致诱导失败。

除以上可控因素之外，卵子发育同步性也会对

幼虫四倍体率产生很大影响 [13]。因此，有必要

使用同批次人工繁育且同步促熟的长牡蛎“海
大 2号”二倍体、三倍体及四倍体群体，同时通

过显微镜检查精卵成熟度并进行预实验，及时

移除卵子受精率低、极体排除时间点异常的个

体，最大限度降低由于卵子发育不同步对幼虫

四倍体率的影响。

此外，即使使用相同诱导途径或诱导剂，

不同牡蛎种间的最佳诱导途径也存在一定差异。

Liang等[28] 使用 CB通过途径Ⅱ(3n♀+2n♂)诱导

福建牡蛎 (C. angulata)四倍体时，最佳处理浓

度要高于本实验研究结果；使用低渗通过途径

Ⅰ(2n♀+2n♂)诱导时，处理的最佳盐度则高于

本实验研究结果；使用途径Ⅰ(2n♀+2n♂)时，

通过低渗处理四倍体率较低，而在本研究中则

并未诱导出四倍体幼虫。Qin等 [29] 使用 CB通

过途径Ⅰ(2n♀+2n♂)诱导香港牡蛎 (C. hongkon-
gensis)和熊本牡蛎 (C. sikamea)四倍体时，诱导

的最佳处理时机和处理时长也与本研究实验结

果存在一定差异。这可能是由于物种本身生理

特性的影响。同时，即使使用一样的处理方法，

在具体操作过程中也需要根据实际情况进行适

当调整。因此，在进行大规模诱导操作时，最

好先做预实验，确保诱导路线的正确性，然后

进行大规模诱导，以此保证较高的四倍体率。 

3.2    幼虫存活率和幼虫与稚贝倍性

在幼虫阶段，处理组幼虫存活率均低于二

倍体对照组，且在 8日龄之前处理组幼虫存活

率均明显降低，这可能与诱导剂对幼虫的毒害

作用以及诱导过程中产生的大量非整倍体死亡

有关[30]。然而，在三种途径下，CB和低渗处理

组幼虫存活率也存在一定差异。这可能与幼虫

群体中不同倍性幼虫存活率不同相关。通过途

径Ⅰ(2n♀+2n♂)诱导四倍体时，CB处理组幼虫

由二倍体、三倍体及四倍体组成，而低渗处理

组仅由二倍体和三倍体幼虫组成。而在稚贝阶

段，CB处理组四倍体率仅为 4%，表明诱导产

生的四倍体幼虫在幼虫大量死亡，这可能是

CB处理组幼虫存活率低于低渗处理组的部分原

因。Qin等[29] 使用 CB通过途径Ⅰ(2n♀+2n♂)诱
导香港牡蛎和熊本牡蛎四倍体时发现，在处理

组培育过程中，幼虫四倍体率呈现不断降低的

趋势，与本研究结果一致。同样，通过途径

Ⅲ(2n♀+4n♂)诱导四倍体时，在稚贝阶段，CB
和低渗处理组从幼虫到稚贝四倍体率降幅分别

为 50.45%和 21.51%，说明在幼虫阶段四倍体

幼虫大量死亡，且 CB处理组幼虫死亡比例远

大于低渗处理组，因此也能解释 CB处理组幼

虫存活率低于低渗处理组。途径Ⅰ(2n♀+2n♂)
和途径Ⅲ (2n♀+4n♂)诱导四倍体的共同点是这

两种途径均通过二倍体卵子直接诱导四倍体牡

蛎。大量研究人员将四倍体牡蛎幼虫大量死亡

归因于“细胞数量不足”假说，即四倍体牡蛎细

胞具有正常二倍体牡蛎细胞 2倍的遗传物质，

而诱导获得的四倍体牡蛎细胞质含量与正常二

倍体牡蛎相当，导致核质比异常，因而造成有

丝分裂异常和细胞数量的下降，认为卵细胞大

 

表 5    三种途径诱导长牡蛎“海大 2 号”四倍体稚贝 (60 日龄) 倍性结果

Tab. 5    Ploidy results of three pathways on tetraploid induction of C. gigas "Haida No.2" (60 d)

倍性
ploidy

诱导条件　induction condition

CB 低渗　hypotonic treatment

2n♀+2n♂ 3n♀+2n♂ 2n♀+4n♂ 2n♀+2n♂ 3n♀+2n♂ 2n♀+4n♂

2n 13(26%) 4(8%) 2(4%) 17(34%) 25(50%) 3(6%)

3n 35(70%) 6(12%) 43(86%) 33(66%) 10(20%) 45(90%)

4n 2(4%) 40(80%) 5(10%) 0 15(30%) 2(4%)

注：括号外的数字表示测定各种倍性个体数量，括号内的数字表示该种倍性个体数量占总测定数量的比例。

Notes: Numbers outside brackets indicate the number of individuals of each ploidy detected, and numbers inside brackets indicate the proportion of
individuals of that ploidy to the total number detected.
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小是限制四倍体能否诱导成功的一个重要因

素[14,31–32]。然而，有研究认为卵细胞大小并不是

诱导四倍体成功率的限制因素 [15-16]。直接使用

二倍体牡蛎卵子也可成功诱导出四倍体牡蛎，

合适的培养条件为四倍体牡蛎成功获得的关

键 [31]。通过途径Ⅱ(3n♀+2n♂)诱导四倍体时，

CB和低渗处理诱导四倍体得到的幼虫群体主

要由 2.5N幼虫和 4N幼虫组成。而 20日龄时

2.5N幼 虫 存 活 率 仅 1.33%， Guo等 [2] 也 发 现

2.5N幼虫 7日龄幼虫存活率为 7.93%，到 3月

龄稚贝时存活率仅 0.046 3%，说明 2.5N幼虫在

幼虫及稚贝期存活率都极低。而低渗处理组幼

虫中 2.5N比例远大于 CB处理组，这可能是两

组幼虫存活率产生差异的主要原因。

本研究综合比较了在 3种途径下使用 CB
和低渗处理两种方法诱导长牡蛎“海大 2号”四
倍体的生产效果，得到了 3种途径获得四倍体

的最佳诱导条件，认为使用 CB通过途径

Ⅱ(3n♀+2n♂)诱导四倍体是生产长牡蛎“海大

2号”四倍体的最佳方法，为长牡蛎“海大 2号”
四倍体群体的培育提供了参考资料。
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Comparison of three tetraploid induction pathways in
the Pacific oyster (Crassostrea gigas) "Haida No.2"

CHENG Geng 1,     ZHANG Haining 1,     LIANG Yuanxin 1,     XU Chengxun 1*,     LI Qi 1,2

1. Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao　266003, China;
2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes,
Qingdao Marine Science and Technology Center, Qingdao　266237, China

Abstract: Tetraploid of Crassostrea gigas "Haida No.2" was induced by cytochalasin B (CB) and hypotonic treatment under

pathway Ⅰ (2n♀+2n♂), pathway Ⅱ (3n♀+2n♂) and pathway Ⅲ (2n♀+4n♂), and this study compared the three pathways in

the aspects of cleavage rate, D larvae rate, tetraploid rate of larvae and spat. The effects of three factors including reagent treat-

ment intensity,  induced  occasion  and  induced  duration  were  also  discussed.  The  results  showed  that  under  pathway  Ⅰ

(2n♀+2n♂), the highest tetraploid rate of 28.37% was obtained in larval stage treated with 0.5 mg/L CB, and 20 min for dura-

tion time of induction when the first polar body of fertilized eggs appeared. Under this pathway, tetraploid larvae could not be

detected using hypotonic treatment. Under pathway Ⅱ (3n♀+2n♂), the highest larval tetraploid rate of 52.64% was obtained in

larval stage treated with 0.5 mg/L CB, and 20 min for duration time of induction when the first polar body of fertilized eggs

appeared. Under this pathway. Under this pathway, when the first polar body of fertilized eggs appeared, the highest larval tet-

raploid rate  of  26.64%  was  obtained  after  20  min  of  treatment  using  seawater  with  a  salinity  of  8.  Under  pathway  Ⅲ

(2n♀+4n♂), the highest larval tetraploid rate of 60.45% was obtained in larval stage after 20 min of duration time with 0.75

mg/L CB when 30% PB1 appeared. Under this pathway, the highest larval tetraploid rate of 25.51% was obtained after 20 min

of treatment using seawater with a salinity of 8 when 30% PB1 appeared. Under the optimal induction conditions, the ploidy of

the spats  (60 days) was analyzed by flow cytometry to determine their  composite ploidy under optimal induction conditions.

The tetraploid rate of the spats in the CB-treated group under pathway Ⅰ (2n♀+2n♂) was 4%, which was a decrease of 24.37%

compared with that of the larval stage (28.37%); no tetraploid juvenile shells were detected in the hypotonic treatment group.

The tetraploid rate of the spats in the CB-treated group and the hypotonic treatment group reached 80% and 30% under path-

way Ⅱ (3n♀+2n♂), which decreased by 27.36% and 3.36%, respectively, compared to the larval stage (52.64% and 26.64%,

respectively).The  tetraploid  rate  of  the  spats  of  CB-treated and  hypotonic  treatment  groups  under  pathway  Ⅲ (2n♀+4n♂)

reached  10%  and  4%,  which  was  a  decrease  of  50.45%  and  21.51%,  respectively,  compared  with  that  of  the  larval  stage

(60.45% and 25.51%, respectively). Comparing the three pathways and two induction methods, the best choice for the produc-

tion of tetraploid of C. gigas "Haida No.2" is to use CB to induce tetraploid through pathway Ⅱ (3n♀+2n♂).
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