鲻鱼人工繁殖与胚胎发育观察
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摘要：报道了鲻鱼的人工繁殖技术和胚胎发育过程的观察结果。使用HCG 1000  IU/kg和LRH-A2 10 μg/kg 配合使用，在水温22-25℃时，盐度25-32，鲻鱼的催产效应时间和受精卵孵化时间分为别36 h和52 h。鲻鱼卵属浮性卵，圆球形，卵径为316.4±6.9 μm，卵黄囊直径为190.8±5.4 μm。鲻鱼的胚胎发育过程可以分为7个阶段：胚盘形成期、卵裂期、囊胚期、原肠胚期、神经胚期、器官形成期、出膜期。研究发现，在一定的温度范围内，效应时间和孵化时间随温度的升高而缩短，孵化率随温度的升高，呈先升高后下降趋势，在温度为18-21℃时，孵化率最高，为82%。
研究亮点：对鲻鱼的人工繁殖技术进行探究，比较了温度对鲻鱼催产效应时间和胚胎孵化时间的影响，并对胚胎发育过程进行观察和记录。实验表明适宜范围内，升高温度可以缩短鲻鱼的效应时间和孵化时间。为鲻鱼的人工规模化繁殖和相关研究提供基础材料和理论依据。
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鲻鱼（Mugil cephalus）隶属鲻形目（Mugiliformes）鲻科（Mugilidae）鲻属（Mugil），俗称乌头[1,2]。在世界各地的热带和亚热带海域都有分布。在我国的渤海、黄海、东海、南海四大海域都有分布，属于广盐性鱼类，适宜在咸淡水的近海生长[3]。鲻鱼以生长快、适应能力强、个体大，饵料要求低等优点被誉为“海洋中的牛羊”，是世界很多国家的重要养殖品种[4]。由于鲻鱼具有良好的养殖效益，养殖户对鲻鱼养殖具有很高的热情，然而苗种的来源一直限制着鲻鱼养殖业的发展。我国自上世纪六十年代开始对鲻鱼的人工繁殖进行探索[5]，国家海洋局第三海洋研究所对鲻鱼进行早期卵子发生，全雌鲻鱼的培育的研究[6,7]，中国水产科学研究所南海水产研究所对鲻鱼的人工繁殖和仔鱼发育和营养进行了研究[8]，福建海洋研究所研究了鲻鱼精子发生的过程[9]，因养殖环境下性腺成熟度参差不齐和雌雄比例失调等问题[10]，苗种的规模化生产依然很难实现。本研究报道了鲻鱼的亲鱼催熟、人工催产等人工繁育关键技术，同时观察其胚胎发育特征。旨在为我国开展鲻鱼的人工育苗、规模化养殖和利用提供基础科学依据。
1材料与方法

1.1亲鱼
试验用亲鱼为珠海市龙胜良种鱼苗培育公司从自然海域捕获并于池塘驯养一年。雌、雄均为2-4龄，平均体重雌鱼3 kg以上，雄鱼2 kg以上；雌鱼性腺发育良好，腹部膨胀明显，雄鱼体格健壮、体表光滑可挤出精液。将亲鱼从养殖池转移到产卵池中暂养，并强化营养，促进性腺成熟。
1.2产前催熟

    将体质健壮、性腺发育良好的亲鱼从低盐度池塘中转移到高盐度的圆形产卵池内，产卵池以5m×6m×1m为宜，产卵池盐度保持在27-31。投喂粗蛋白含量40%以上的优质海水鱼饲料，每日投喂两次，投喂量以亲鱼半小时能吃完为宜。每周换水2-3次，保持水质清新。
1.3催产与受精

选择性腺发育成熟的亲鱼进行催产，采用一次背鳍基或胸鳍基注射法。催产激素为HCG（宁波市激素制品厂，鱼用）、LRH-A2（上海丽珠东风生物技术有限公司）两种激素配合使用，雌鱼注射剂量为HCG 1000 IU / kg+LRH-A2 10 μg / kg，雄鱼减半，每尾鱼的注射剂量控制在2.5 ml以内。催产后的亲鱼按雌雄比例1:2的比例放入4个有不同温度梯度的产卵池中。温度设置为10-13℃、14-17℃、18-21℃、22-25℃，增氧泵24小时增氧。注意观察亲鱼活动，亲鱼在水泥池内自然产卵受精，记录亲鱼催产及产卵时间，发现亲鱼交尾产卵后，及时收集鱼卵。将从不同温度的产卵池中收集到的鱼卵分离后，取上层漂浮受精卵用50 ml/m3的聚维酮碘（含有效碘10%）水溶液浸洗后再用清洁的过滤海水清洗后放入相应温度的圆形孵化桶中孵化，记录鱼卵的孵化出膜时间。
1.4受精卵孵化与胚胎发育观察

圆形孵化桶在使用前，彻底清洗消毒，孵化用水盐度为25-32，PH为7.8-8.4，溶解氧5 mg/L以上，氨氮及亚硝酸盐在安全范围内。注意控制充气的量，以气泡冲出水面泛起水花为宜。在江南生物显微镜下连续观察胚胎发育的全过程，详细记录各期形态特征，并拍照。以半数以上鱼卵所处时期确定为该批次鱼卵达到的发育时期。
2结果

2.1鲻鱼人工催产和产卵情况

2015年2月7日至3月4日前后进行三次催产，雌鱼一共催产了45尾，产卵37尾，平均产卵率为82.2％，总产卵量约为8660万粒，每尾雌鱼平均产卵234.1万粒（表一）。
表1鲻鱼的人工催产情况

Tab.1 Artifical induced spawning with hormone of M.cephalus
	时间

Time
	催产数（尾）Oxytocin number
	产卵数（尾）Numbers of spawners
	催产率（％）Induced spawning rate (%)
	总卵数（万粒）Total number of eggs(ten thousand)
	每尾平均产卵数（万粒）Average number of eggs(ten thousand)

	2015-2-7
	21
	17
	80.9
	3980
	234.1

	2015-2-21
	16
	13
	81.3
	2940
	226.2

	2015-3-4
	8
	7
	87.5
	1740
	288.6

	合计 Total
	45
	37
	82.2
	8660
	234.1


2.2温度对鲻鱼效应时间的影响

设置10-13℃、14-17℃、18-21℃。22-25℃四组温度梯度，每组30条亲鱼，探究水温对鲻鱼催产注射后效应时间和受精卵孵化时间的影响。效应时间试纸每组亲鱼中有50%开始产卵的时间，孵化时间是指同时受精的一批卵子中有50%孵化出膜时所用的时间，结果如表2所示：水温为10-13 ℃时，效应时间为60 h，孵化时间为83 h，孵化率为53%；水温为14-17 ℃时，效应时间为51 h，孵化时间为70 h，孵化率为67%；水温为18-21 ℃时，效应时间为43 h，孵化时间为61 h，孵化率为84%；水温为22-25 ℃时，效应时间为36 h，孵化时间为52 h,孵化率为72%。最高温度组与最低温度组效应时间相差24 h，孵化时间相差31 h。表明在温度为10-25 ℃范围内，鲻鱼的效应时间和孵化时间随温度的升高而缩短，孵化率随温度的升高呈先升高后降低趋势，在18-21℃时孵化率最高。
表2不同温度对鲻鱼效应时间、孵化时间和孵化率的影响

Tab. 2 The effects of different temperature on response time、incubation time and hatching rate of M.cephalus
	温度
temperature
	效应时间
Effective  time
	孵化时间
Incubation time
	孵化率
Hatching rate

	10-13 ℃
	60 h
	83 h
	53 %

	14-17 ℃
	51 h
	70 h
	67 %

	18-21 ℃
	43 h
	61 h
	84 %

	22-25 ℃
	36 h
	52 h
	72 %


2.3胚胎发育
鲻鱼受精卵胚胎发育过程总体可以分为7个大的发育时期：胚胎形成期、卵裂期、囊胚期、原肠胚期、神经胚期、器官形成期、出膜期等。整个阶段还可以细分为25个时期，取水温为22-25 ℃的条件下胚胎发育过程进行观察描述（见表3）。

2.3.1 胚盘形成阶段
鲻鱼成熟卵为圆球形，无色透明，浮性卵，卵遇水吸水膨胀，卵中心有一个大油球，油球直径约占卵直径的50-60%。吸水膨胀约5 min后达到最大，膨胀后卵膜直径316.4±6.9 μm；油球直径为190.8±5.0 μm（图版1）。受精8-15 min后，受精卵的卵质由原先的均匀分布开始向动物极集中，形成慢慢隆起的胚盘。

2.3.2卵裂期
受精后1 h 3 min,第一次卵裂，为经裂，将胚盘分为相等的2份，12 min后进行第二次卵裂，将胚盘分为相等的4份，第二次卵裂与第一次卵裂沟垂直，为经裂。受精卵前5次卵裂都是经裂，且每次卵裂间相互垂直（图版2~6）。第六次为纬裂，将胚盘分为相等的64份（图版7），之后细胞越分越小，细胞聚集成团在动物极隆起，呈桑葚状（图版8）。
2.3.3囊胚期
受精卵发育2 h 48 min，细胞分裂形成的隆起的囊胚层，经40 min达到最高，此时为囊胚早期（图版9），之后囊胚层慢慢降低，细胞向下转移。受精4 h 35 min，囊胚层明显下包，囊胚层呈平扁状，整个胚胎呈圆形，此时进入囊胚晚期（图版11）。
2.3.4原肠胚期
受精卵发育5 h 56 min，囊胚层下包整个卵黄约1 / 3，此时胚环出现，进入原肠早期（图版12）。经历1 h 16 min后，囊胚层下包卵黄约2 / 3，胚盾出现，此时进入原肠中期（图版13）。囊胚层继续下包达卵黄的3 / 4，卵黄囊呈倒梨状，胚盾明显，进入原肠晚期（图版14），此时受精卵发育8 h 20 min。
2.3.5神经胚期

受精卵发育8 h 26 min，此时囊胚层下包至卵黄底部，胚盾外胚层延伸到胚体前段，形成神经板雏形，此时为神经胚期（图版15）。之后经过1 h 23 min，胚孔逐渐关闭，此时为胚孔关闭期（图版16）。之后可以观察到有1-3对肌节出现，神经板头部隆起，中间有凹陷，尾部逐渐明显，此时为肌节出现期（图版17），受精卵已发育13 h 13 min。
2.3.6器官出现期

    受精卵发育到14 h 33 min，眼囊在头部出现，进入了眼囊期（图版18）。再经过2 h 17 min，尾部和卵黄囊分离，可以轻微颤动，肌节7-8对。尾芽和卵黄囊分离时带出一个泡状结构，为尾泡期（图版19），此时受精卵发育20 h 46 min。再经过1 h 34 min，尾泡逐渐消失，眼晶体慢慢出现，此时为晶体形成期（图版20）。胚胎发育到25 h 33 min，尾部逐渐增长，胚胎身体开始出现轻微的颤动，此时为肌肉效应期（图版21）。在其后的55 min里，耳石出现（图版22）。在28 h 41 min，观察到胚胎头部腹侧下方出现心脏，可以轻微的跳动（图版23）。在之后的4 h 41 min里，胚胎体内出现血液沿固定路线缓慢流动。
2.3.7出膜期
血液循环出现后，血管数量逐渐增多，血流量逐渐增大。胚胎发育到29h时，仔鱼在膜内不断扭动，卵膜逐渐软化，尾部首先从卵膜中伸出，整个扭动到出膜过程持续23h23min,之后仔鱼挣脱卵膜（图版24）。出膜后仔鱼身体是弯曲的，只能随水流移动。初孵仔鱼靠卵黄囊提供营养，两日后卵黄囊消耗殆尽，仔鱼开始开口摄食水中的浮游生物。
表3鲻鱼胚胎发育（22-25℃）

Tab.3 Embryonic development of M.cephalus（22-25℃）
	发育时期Development
stage
	主要特征Brief characteristics
	阶段时间Stage time
	积累时间Accumulation time
	图版

Plate

	受精卵

Fertilized egg

	卵质均匀，不表现极性, 原生质向动物极集合形成突起的胚盘
	
	
	1

	2细胞期

2-cell stage
	胚盘分裂1次成2个相等的细胞
	1 h 3min     
	1 h 3 min  
	2

	4细胞期

4-cell
	经裂形成4个相等的细胞
	12 min      
	1 h 15 min
	 

	8细胞期

8- cell
	经裂形成8个细胞
	11 min
	1 h 26 min
	

	16细胞期

16- cell
	经裂形成16个细胞
	12 min
	1 h 38 min
	3

	32细胞期

32- cell
	经裂形成32个细胞
	14 min
	1 h 52 min
	4-5

	64细胞期

64- cell
	纬裂形成64个细胞，大小不一
	16 min
	2 h 8 min
	6-7

	桑葚期

Morula stage
	细胞越来越小呈桑葚状
	40 min
	2 h 48 min
	8

	囊胚早期

Early blastula stage
	细胞聚成的囊胚层较高，形成囊胚腔
	40 min
	3 h 28 min
	9

	囊胚中期

Mid blastula stage
	囊胚层隆起变低
	45 min
	4 h 13 min
	10

	囊胚晚期

Late blastula stage
	囊胚细胞下包，胚胎呈圆球形
	22 min
	4 h 35 min
	11

	原肠早期

Early gastrula stage
	胚层下包近1/3，出现胚环
	1 h 21 min
	5 h 56 min
	12

	原肠中期

Mid gastrula stage
	胚层下包2/3，出现胚盾
	1h16min
	7h12min
	13

	原肠晚期

Late gastrula stage
	胚层下包3/4，胚盾明显
	1 h 8 min
	8 h 20 min
	14

	神经胚

Neurula stage
	胚盾外胚层伸长形成神经板雏形
	6 min
	8 h 26 min
	15

	胚孔封闭期

Closure of blastopore stage
	下包完成
	1 h 23 min
	9 h 49 min
	16

	肌节出现

Appearance of myomere stage
	胚体中部出现2-6节肌节，神经板头部隆起
	3 h 24 min
	13 h 13 min
	17

	眼囊期

Optic capsule stage
	眼囊出现，肌节6-7对
	3 h 40 min
	16 h 53 min
	18

	尾泡期

Optic capsule stage
	尾芽变宽大，出现尾泡，肌节12-16对
	3 h 53 min
	20 h 46 min
	19

	晶体形成期

Formation of eye lens stage
	眼晶体形成，头端隆起明显，尾部增长
	1 h 34 min
	22 h 20 min
	20

	肌肉效应期

Muscle effector stage
	胚胎时而扭动
	3 h 13 min
	25 h 33 min
	21

	耳石期

Appearance of otolithes stage
	出现耳石1对，
	53 min
	26 h 28 min
	22

	心脏搏动期

Heart pulastion
	心脏位于卵黄囊前端腹侧下方，出现轻微搏动
	2 h 13 min
	28 h 41 min
	23

	出膜期

Hatching stage
	胚体在膜内不停扭动，尾部先出
	23h23 min
	52 h 4 min
	24


3讨论
3．1温度与效应时间和胚胎发育时间的关系

温度对鱼类的生理活动有直接的影响[11]。鱼类受精卵胚胎发育时间随温度的升高而降低。厚颌鲂在水温19.5℃和28.8℃条件下，胚胎发育时间分别为68 h 50 min和31 h 40 min[12]；条斑星鲽胚胎发育的最适水温为8-10℃[13]；白斑狗鱼在18℃时发育时间最短为117.56 h，但孵化率也偏低为50.25%[14]；似刺鳊鮈在水温为20℃和24℃时，孵化时间分别为95.3 h和73.5 h，孵化率分别为50%和80%[15]；宝石鲈在27℃孵化率最高为82%，孵化时间为18h2min[16]。研究发现，水温在10-25℃范围内，鲻鱼的效应时间和孵化时间随温度的升高而缩短，而孵化率呈先升高后降低的趋势。这同其他鱼类的研究结果是一致的。大多数的鱼类胚胎中都具有促使胚胎发育的孵化酶，由具有起源于外胚层的单细胞孵化腺所分泌。孵化酶的温度和活性受温度影响：在孵化过程中温度降低，可以减缓孵化酶的分泌并降低其活性，导致胚胎发育过程缓慢，并能降低胚胎的孵化率[17,18]。也有学者认为，鱼类的胚胎发育过程与有效积温有关，变温动物要完成一段生长发育过程，必须从环境中摄取一定量的热量。所摄取的总热量为一个常数，即为有效积温[19,20]。在适宜的范围内，升高温度，鱼类达到有效积温的时间就会缩短。鲻鱼胚胎发育过程符合硬骨鱼胚胎发育的一般特征。
3.2繁殖特性

在自然界，鲻鱼存在雌雄比例严重失调的问题，有研究发现，自然中捕到的鲻鱼雌雄比例为9:1[10]。人工养殖繁殖过程中，在选择后备亲鱼时可适当增加雄鱼的比例，从而保证繁殖时雌鱼排出卵子的受精率。
亲鱼性腺的成熟度对鲻鱼人工繁殖和孵化出仔鱼的质量有直接影响。产前催熟是实现鲻鱼大规模人工繁殖的关键步骤，鲻鱼属广盐性鱼类，可以在盐度很低的水中生存，但是要在较高盐度的海水中性腺才能发育完全成熟，自然产卵 [18]。因此产卵前要将亲鱼转移到高盐度的产卵池里。投喂优质蛋白饲料，强化营养，促进性腺发育成熟。
注射合适剂量的催产激素是鲻鱼成功人工繁殖的另一关键步骤，经过大量对比试验，发现对亲鱼注射1000 IU/kg HCG+10 μg /kg LRH-A2可以达到较好的催产效果。采用一次催产注射方法，不仅可以达到较好的催产效果，且比两次注射对亲鱼的伤害更小，且孵出的鱼苗活力比人工授精得到的鱼苗旺盛，抗逆性强。
感谢珠海龙胜鱼苗培育有限公司汤清亮总经理、广东海洋大学朱春华教授对试验的帮助和指导，珠海。
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图版I
鲻鱼的胚胎发育(图片说明见正文表3)
Plate I. The embryonic development of grey mullet（See Table 3 in context for details）
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Artificial propagation of grey mullet (Mugil cephalus) and the observation of embryonic development

SHI Hongwei1, WU Meiqin1,ZHANG Junbin1
(1.College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China)

Abstract: Artificial propagation techniques of the grey mullet including brood stock culture and spawning induction were investigated. When the water temperature was between 22-25 ℃, the response time and incubation period was 36 h and 52 h, respectively, after injecting HCG 1000 IU/kg and LRH-A2 10 μg/kg to mature brood stock. The egg was pelagic and spherical, egg size and yolk diameter was 316.4±6.9 μm, and 190.8±5.4μm. respectively. The process of embryonic development in grey mullet could be divided into seven stages: the placenta formation stage, cleavage stage, blastula stage, gastrula stage, neural embryo stage, organ formation stage, and bitching stage. The present study indicates that response time and incubation period shortened with the rise of temperature in a certain temperature range. Hatching rate was 82%, when the temperature is 18-21 ℃.  

Keywords: grey mullet; artificial propagation; temperature; embryonic development

收稿日期：             修回日期：

基金项目：国家科技部“十二五”“科技支撑计划”（2011BAD13B00）；国家自然科学基金项目（21176109）；国家自然基金项目（31272662）
作者简介：时红卫（1988-），男，在读研究生，研究方向为海水鱼类的繁殖生物学，E-mail:shihongwei1988@126.com

通讯作者：张俊彬，E-mail: jb-zhang@shou.edu.cn

