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摘  要

秦岭细鳞鲑（Brachymystax lenok tsinlingensis）为冰期自北方南移的残留种，隶属于鲑形目（Salmoniformes）、鲑科（Salmonidae）、细鳞鲑属（Brcahymystax），为我国特有种，主要分布于渭河上游及其支流和汉水北侧支流湑水河、子午河的上游，1988年被列为国家Ⅱ级重点保护动物，属濒危物种。然而，对该物种基础生物学和生态学等研究仍然相当薄弱，物种保护、资源增殖和管理缺乏有效的理论依据。本文以人工繁殖和自然繁殖的秦岭细鳞鲑仔稚鱼为实验材料，观察其耳石微结构特征，研究了仔稚鱼耳石形态发育、生长轮沉积规律，对其自然河道孵化期进行了初步推算，并探讨了对秦岭细鳞鲑胚胎及仔鱼进行大规模标记的耳石标记方法。主要结果如下：
1、初孵仔鱼具有两对耳石，矢耳石和微耳石各一对，均呈圆盘状，矢耳石稍大。随着仔鱼的发育，耳石的形状也逐渐改变。矢耳石在仔鱼孵化一周后，开始形成椭圆状多核并向两端伸长，24日后形成稳定的前段较尖、后端圆钝的蚌状；微耳石在仔鱼孵化一周后，转变为多原基的近椭圆形，24日后耳石核心偏向，55日后转变为边缘具有波状起伏的梨形。相比其他两种耳石，星耳石在仔鱼孵出后约24日出现，耳石形状为较稳定的扇形，但核内耳石原基和中心核模糊，耳石中心核偏向一端。
2、仔鱼的耳石上可观察到原基、中心核和生长轮等。秦岭细鳞鲑大部分耳石属于多核多原基结构，其中以两中心核五原基最为常见。刚出膜的秦岭细鳞鲑仔鱼耳石上未形成生长轮，出膜后第二天矢耳石上形成第一个轮纹，之后每天形成一个轮纹。矢耳石生长轮数与日龄呈线性相关，相关方程为：N=0.9805d-0.098（r2=0.9987, n=77, P<0.001）。
3、刚孵出的秦岭细鳞鲑仔鱼全长为11.10-11.54 mm，孵出后18日仔鱼卵黄囊接近消失。从仔鱼刚孵出到卵黄囊消失前后，仔鱼全长随日龄增长速率变缓，其关系方程式分别为L1=0.4589d+10.75（r2=0.9752, P＜0.001）和L2=0.2688d+14.091（r2=0.9761, P＜0.001）。对仔鱼耳石长径的测定数据分析表明，在仔鱼全长19 mm左右耳石长径和体长的生长关系也存在一个拐点。仔鱼全长小于19 mm时，耳石长径（R）和仔鱼全长（L）呈指数关系，其关系式为R1=5.1254e0.166L（r2=0.9739, P＜0.001）和R3=3.4805e0.1766L（r2=0.9859, P＜0.001）；当仔鱼全长大于19mm，耳石长径与仔鱼全长呈现线性增长，关系式为R2=﹣225+17.978L（r2=0.9791, P＜0.001）和R4=﹣12.654+6.0604L（r2=0.9255, P＜0.001）。
4、对采自咸宜河中段的116尾秦岭细鳞鲑仔稚鱼全长和日龄分布进行了统计，仔稚鱼全长范围主要集中在26-28 mm之间，日龄范围为18-41 d，以26-32 d日龄所占比例较高，占总数的57.76 %。根据采样时间和日龄推算，2010年秦岭细鳞鲑仔稚鱼在咸宜河中段的孵化日期为4月28日-5月21日，结合全长和日龄的分布频率推算，2010年秦岭细鳞鲑仔稚鱼的主要孵化高峰在5月上旬，5月中下旬虽有一定数量仔稚鱼孵化，但孵化数量相比较少。

5、采用茜素络合物（ALC）在秦岭细鳞鲑胚胎和仔鱼阶段进行浸泡标记试验，结果表明，被浸泡的仔鱼或是经浸泡处理的胚胎而出膜后的仔鱼，在荧光显微镜下观察，仔鱼耳石都出现橘红色荧光标记。浸泡胚胎组最适处理条件是茜素络合物溶液浓度30 mg/L持续浸泡18 h，标记率100﹪，孵化率91﹪，出膜后15 d仔鱼存活率91﹪，标记环“非常明显”；仔鱼浸泡组最适处理条件是茜素络合物溶液浓度120mg/L持续浸泡12 h，标记率83.3﹪，处理15 d后仔鱼存活率92.3﹪，相比对照组统计检验无差异，标记环 “较明显”。相比上述两种方法，浸泡胚胎试验组相比浸泡30日龄仔鱼试验组所需要的茜素络合物（ALC）溶液浓度更低，而且在标记成功率、标记效果、标记后仔鱼存活率以及标记成本等方面也更为理想。
关键词：秦岭细鳞鲑；仔稚鱼；耳石微结构；孵化期；耳石标记
ABSTRACT
Brachymystax lenok tsinlingensis is a residual species transferring from north to south during the ice age. It belongs to Brcahymystax, Salmonidae, Salmoniformes and is endemic to China. The fish is mainly distributed in the upper reaches and tributaries of Weihe, and in the upper reaches of Xushuihe and Ziwuhe belonging to the tributaries on the north side of Hanshui. In 1988, B. l. tsinlingensis has been listed as wildlife under second class protection belonging to rare or near extinction species. However, information on the basic biological and ecological research upon the fish is very weak, and there is also a lack in effective theory for protection, resources reproduction and management. For this paper, larvae and fry of B. l. tsinlingensis obtained via artificial and natural propagation was used as experimental materials, and observation on microstructure in otolith of the fish was made. The studies first reported on morphological development, deposition law of growth ring, and a primary estimate on incubation period in natural rivers, and further explored the large-scale marking method by otolith applied to embryo, larvae and fry of B. l. tsinlingensis. The main results were listed as follows:  
1. The newly hatched larvae had two pairs of otoliths, which were sagitta and lapillus, while the asteriscus appeared 24 days after hatching. Otolith shape changed with larval and juvenile development, and the samples from embryonic development of late stage to larval B. l. tsinlingensis，s were collected continuously. Three pairs of otoliths were removed from the fish. Morphology of lapillus were undergoing changes from round, ovoid to the undulant margin pear-shape at 55 days. Like the lapillus, the sagitta was round at 1 day after hatching. It then became ovoid and changed into a spindly shape at 7 days.Finally, it became mussel-shape with a long pointed posterior and pointless anterior at 24 days. Compared to the other otoliths, the shape of the asteriscus was relatively stable during growth: it remained fan-like, while it，s primordium and core were not as obvious as those in lapillus and sagitta.

2. The primordium,nucleus and daily increment on the otoliths could be observed clearly under microscope. The primordium and nucleus were round or oval in shape. Most otoliths had two nucleus and five primordiums. The first growth increment in otoliths was observed on the second day after hatching. The regression analysis showed that there was a linear relationship between the increment number in sagitta and daily age of larvae and juveniles. The regressed equations were: N=0.9805d-0.098（r2=0.9987,n=77, P<0.001）.
3. The hatching B. l. tsinlingensis larvae total length was 11.10-11.54 mm. Larvae hatched with a large yolk sac, which was totally reabsorbed by the 18th day, and the growth of larvae in total length（L） can be separated in two stages, which the regressed equations were: L1=0.4589d+10.75（r2=0.9752, P＜0.001）and L2=0.2688d+14.091（r2=0.9761, P＜0.001）. Regression analysis showed that there was an exponential relationship between otolith size and fish size until body length of 19 mm or so, and a linear relationship after that size. The regressed equations between the otolith radius （R） and body length （L） were R=5.1254e0.166L（r2=0.9739, P＜0.001）in lapillus, and R=3.4805e0.1766L（r2=0.9859, P＜0.001）in sagitta when total length was less than 19 mm, and R=﹣225+17.978L（r2=0.9791, P＜0.001）in lapillus, and R=﹣12.654+6.0604L（r2=0.9255, P＜0.001）in sagitta when total length was more than 19 mm.

4. The wild B. l. tsinlingensis were collected from Xianyihe, 116 individuals of samples were determined randomly the total length of larvae and daily ages of otoliths. Hatch dates were estimated from the daily ages and sampling dates. The daily-age of wild B. l. tsinlingensis ranged from 18 to 41 days, mainly including 26 to 32 days, which accounting for 57.76% of the total abundance. Back-calculated hatching dates of B. l. tsinlingensis in Xianyihe was spread over a long period. Hatching began late-April and continued until late-May, with a prominent peak was in early May, but little was observed after mid-May, indicating that after mid-May only a few eggs were hatched.

5. To study the effect of alizarin complexone for marking the B. l. tsinlingensis embryo and larvae, the otolith of larvae were detected by fluorescence microscope. The results showed that the larvae immersed in ALC solution or which from treated embryo presented distinct scarlet-pink fluorescent marks on otolith under UV light. 30mg/L for 18h was found to be the most appropriate for embryo with 100﹪of marking rate and 91﹪ of hatching and larvae survival rate. The marking effect was〝bright mark〞. 120mg/L for 12h was the most appropriate for the 30 days old larvae with 83.3﹪ marking ratio and 92.3﹪ larvae  survival rate after treated for fifteen days, which had no statistically difference with control group（P >0.05）. The marking effect was〝light mark〞.

Compared with larvae group, embryo group need lower concentration of ALC and which is more ideal on success ratio of marking, marking effect, post-larvae survival rate and marking cost. This method for marking otoliths of B. l. tsinlingensis with ALC during embryo is recommended and which could be attempted on marking other fish. Furthermore, this could be applied to distinguish hatchery-produced fish from wild fish and which is helpful to assessment of different stock enhancement and surveys of the early life history.
Key words: Brachymystax lenok tsinlingensis; larvae and juveniles; otolith microstructure; hatching date; otolith marking
第一章 文献综述
1秦岭细鳞鲑资源及研究现状

1.1鲑科鱼类概述

鲑科(Salmonidae)鱼类隶属于总鳍亚纲原棘总目鲑形目鲑总科，全世界有3亚科，分别为白鲑亚科(Coregonidaeinae)3属32种、鲑亚科(Salmoninae)7属30种及茴鱼亚科(Thymallinae)1属5种，分布在北半球的淡水和海水中，是北半球洄游性鱼类。鲑科是该科鱼类的统称，欧美习惯上将大马哈鱼属、鲑属鱼类称为鲑(Salmon)，将虹鳟鱼、硬头鳟及红点鲑属鱼类称为鳟(Trout)；日本习惯上将其统称为鲑鳟，我国也称之为鲑鳟。
鲑科鱼类起源于第四纪冰川时期，分布于北半球中高纬度地区，某些种类现已被全球广泛引种、驯化和养殖。鲑科鱼类是重要的世界性经济鱼类，具有巨大的商业和游钓价值，它的渔获量的主要部分是在太平洋的北部水系，渔获个体主要是由大麻哈鱼属（Oncorhynchus）的种类组成。鲑科鱼类并不全是洄游性鱼类，他们中的许多种类同时具有陆封型和降海洄游型两种生态类型，但是所有的种类都是淡水中产卵及孵化。鲑科鱼类普遍都是肉食性的，食物的选择随着它们自身的体长增长而变化。

1.2细鳞鱼概述

细鳞鱼（Brachymystax lenok）是隶属于鲑形目（Salmoniformes），鲑科、鲑亚科（Salmonidae）的一种陆封型冷水性鱼。它广泛分布于古北界亚洲东北部东京65°～162°，北纬33°～72°之间的河系内。在苏联的西伯利亚，由鄂毕河到累马河之间的河流中广为分布，且数量相当大。因而西伯利亚北视为现代细鳞鱼的中心分布区。此外，蒙古人民共和国的鄂嫩河，朝鲜的开马高原，日本海和黄海流域也有分布（中国科学院水生生物研究所等，1993）。

 细鳞鱼在我国有许多地方名，如山细鳞、江细鳞、细鳞子（东北），黄花细鳞（内蒙），细鳞、化鱼（河北），五花鱼、花鱼、梅花鱼（陕西），小红鱼（新疆）等。可见分布范围的广泛。我国的细鳞鱼是在第四纪冰川时期由西伯利亚随冰川的南移伸延过来的，在我国现代细鳞鱼主要分布在与西伯利亚毗邻的东北地区三江流域的河系中，如黑龙江的额尔古纳河、石勒喀河、乌苏里江的支流；松花江流域的嫩江；图们江和鸭绿江上游各支流；辽河水域的太子河、浑河等均有分布。其次在西北的新疆西北部的额尔齐斯河与乌伦古河的上游；陕西秦岭北麓渭河水域和秦岭南麓汉江上游；华北除内蒙东部属黑龙江流域的额尔古纳河和属于松花江流域的嫩江水系外，主要分布于滦河流域各水系和潮白河水系的上游分支（李思忠，1966）（图1）。
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图1 中国细鳞鱼分布图（自：李思忠，1966）

注：1黑龙江水系；2 图门江与绥芬河水系；3鸭绿江水系；4浑河水系；5滦河上游；6 渭河上游（属黄河水系）；7 秦岭南麓汉江上游（长江水系）；8鄂尔齐斯河水系。

Fig.1 Distribution of Brachymystax lenok in China (From:Li sizhong,1966)

Note:1. Amur River; 2. Tumen River and Suifenhe; 3. Yalu River; 4. Hun River; 5. Luanhe river upstream ; 6. Weihe River (The Yellow River); 7. Qinling Mountains Hanjiang River (Yangtze River); 8. E'erqisi He.

1.3秦岭细鳞鲑生物学概述及研究现状
1.3.1秦岭细鳞鲑的分类学地位

秦岭细鳞鲑（Brachymystax lenok tsinlingensis），俗称花鱼、五色鱼、梅花鱼，隶属于鲑形目（Salmoniformes）、鲑科（Salmonidae）、细鳞鲑属（Brcahymystax），是我国特有的、局部分布的冷水性鱼类，为李思忠先生1962年在秦岭太白地区发现并命名，鉴定为细鳞鲑的新亚种（李思忠，1966）。主要分布于渭河上游及其支流和汉水北侧支流湑水河、子午河的上游。1988年被确定为国家二级保护动物。 

关于分布在中国的细鳞鱼有无亚种的问题一直存有争议。李思忠先生（1966）根据分布在陕西秦岭太白山细鳞鱼幽门盲囊数、侧线鳞数、鳃耙数及体侧斑点大小等差异，和黑龙江细鳞鱼比较后，定名为秦岭亚种（Brachymystax lenok tsinlingensis Li），同时指出分布在鸭绿江、黑龙江、新疆等地的细鳞鱼为Brachymystax lenok（Pallas）（指名亚种）。在此之后，宋世良（1984）、王鸿媛（1988）等主要也利用传统的分类学和生物地理学方法对有无秦岭亚种和指明亚种的区分提出了商榷和异议。秦树臻等（1989）对对产于鸭绿江、河北省及甘肃省渭河上游的细鳞鱼进行了分类特征比较，并用生化分类的方法对上述三地区细鳞鱼不同组织中乳酸脱氢酶（LDH）、酯酶（EST）同工酶及肌浆蛋白等进行了电泳分析，认为在中国各地分布的细鳞鱼只有一种，并无亚种分化。Xia et al.（2006）利用线粒体DNA控制区序列对中国3个地理区域（黑龙江地区、长白山地区、古黄河地区）的7个细鳞鲑种群遗传结构进行了分析，结果表明不同地理区域间种群没有共享的单倍型，区域间存在显著的遗传分化。
1.3.2秦岭细鳞鲑的形态特征

体长，侧扁。吻钝。口亚下位，上颌骨后伸达眼中央下方，下颌较上颌短，上下颌齿排列成弧形。舌厚、游离，舌齿约10枚，排列呈“^”型。眼大，距吻端较近，眼间较宽。腮孔大，侧位，向前达眼中央下方。腮膜不和峡部相连。鳞细小，侧线完全。背鳍外缘倾斜，微凹；脂鳍与臀鳍相对；腹鳍位于背鳍下方，其末端不达肛门，鳍基部具1长腋鳞；尾鳍叉状。
体背深紫色，两侧绛红色或浅紫色，腹侧灰白色。体两侧有7-8个较宽的暗色垂直斑带，鱼龄越小，则越清楚，大鱼不甚明显。头、体侧有数目不等的圆形黑斑，其边缘为淡白色的环纹状。沿背鳍基部有4-7个黑斑点，脂鳍上游2-7个黑斑。背鳍、脂鳍和尾鳍为紫褐色。腹鳍棕色。（图2）。
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图2 秦岭细鳞鲑

Fig.2 Brachymystax lenok tsinlingensis
1.3.3秦岭细鳞鲑的生活习性

秦岭细鳞鲑为冰期自北方南移的残留种，属于冷水性鱼类，通常栖息于秦岭地区海拔900-2300m的山涧深潭中，水底多为大型砾石。秋末，在深水潭或河道的深槽中越冬。为肉食性鱼类，幼鱼主要以水生无脊椎动物为食，成鱼摄食鱼类、水生昆虫、虾类、林蛙。摄食时间多集中于早晚前后，阴天摄食活动频繁。秦岭细鳞鲑的最小性成熟年龄为3-5龄。成熟雄鱼精巢为淡红色，雌鱼卵巢为淡黄色。5-6月份产卵，卵沉性，一次排完（陕西省动物研究所,中国科学院水生生物研究所,兰州大学生物系,1987）。

1.3.4秦岭细鳞鲑资源及研究现状

秦岭细鳞鲑分布范围极为狭窄，栖息水域条件严格，天然种群稀少，目前仅陕西漳县、岷县和渭源县的南部山涧溪流是秦岭细鳞鲑的主要栖息地之一。多年来，由于自然和人为因素的双重影响，漳县、岷县和渭源县秦岭细鳞鲑等野生鱼类生态环境日趋恶化，面临的形势令人忧虑。一方面，随着全球性气候变暖及乱垦乱伐、乱挖滥采使草地、森林植被遭受严重破坏，水资源锐减，境内许多溪流和山泉干涸，河流水量减少，秦岭细鳞鲑等鱼类产卵场所受到破坏，自然繁殖受到影响，生存数量明显减少。另一方面，受经济利益的驱动，狂捕滥炸，资源利用过度，部分农民用电捕鱼器进行搜索式捕鱼，严重破坏了秦岭细鳞鲑等野生鱼类资源。杨德国、危起伟等1997年在秦岭湑水河太白段调查时发现，该地区目前资源量已锐减，采用单位面积捕捞量估算的该水域细鳞鲑资源现存量约5.4万尾（不包括幼鱼），资源状况不容乐观（杨德国、危起伟等,1999）。任剑、梁刚等（2004）在陕西黑河流域研究调查也发现，目前该地区秦岭细鳞鲑的种群发生了明显的变化：⑴分布最低高度由原来海拔1000 m上移至1200 m，分布范围缩小；⑵亲鱼个体小型化；⑶种群数量减少。侯峰（2009）对甘肃东部秦岭细鳞鲑分布地区进行调查发现种群栖息地面积减少，资源量不断退化。
秦岭细鳞鲑是第四纪古冰川陆封残留冷水性鱼类，严格营淡水生活、形态和生态特征复杂，因而是研究物种遗传进化、系统地理格局形成和演化过程等问题的比较理想的模式生物。自1962年李思忠教授在秦岭北坡渭河的支流黑河和石头河及南坡汉水的支流湑水和太白河采得细鳞鲑标本，并于1966年命名报道以来，先后有秦岭细鳞鲑的分类、分布、遗传分化等方面的探讨。宋世良、方树淼（1984）对秦岭细鳞鲑亚种问题的商榷；王典群（1986）对该鱼的神经系统进行了初步观察；杨德国、危起伟等（1997）对秦岭湑水河的秦岭细鳞鲑资源量进行了调查；任剑、梁刚等（2004）在陕西黑河流域秦岭细鳞鲑的资源量也进行了调查；夏颖哲、盛岩、陈宜瑜（2006）对黑龙江、长白山和古黄河三个地区的细鳞鱼群体的遗传结构进行了研究；侯峰（2009）在甘肃东部秦岭细鳞鲑分布地区对其种群栖息地进行了调查；郑雪莉等（2010）对细鳞鲑在太白南玻黄柏塬地区的适应性生长情况进行了初步研究，并得出细鳞鲑对黄柏塬山地气候和生境具有良好的适应性。总之，秦岭细鳞鲑各方面的研究还是比较空白，需要更多的学者对其进行关注。
2.1鱼类耳石的形成及显微结构

鱼类耳石的形成过程相当复杂。通常认为鱼类耳石是在幼体孵化之前就已经形成的钙化结构（Brothers, 1984），一般认为内耳中球状囊的转移细胞及膜迷路的神经表皮细胞是钙沉淀和发生的地方。

耳石的生长中心称为中心核（central nuclear），中心核的数目在不同的鱼类耳石上也是不同的，多数只有一个中心核，少数有两到多个。耳石的中心核主要由碳酸钙的不定形体和针状晶体规则排列而成（Geffen, 1982）。中心核的中心是耳石原基（primordium），在原基的基础上进一步形成耳石的沉积。大多数鱼类耳石只有一个原基，有的鱼类耳石具有多个原基，即除了一个中心原基外还有多个附属原基（Zhang, 1992）。耳石中心核外有许多以核为中心且明暗相间的同心生长环纹，即耳石日轮（otolith increment）。

2.2鱼类耳石生长

2.2.1第一生长轮出现

但耳石上第一日轮的出现时间也是因种类而异，多数鱼类第一条轮纹在仔鱼出膜时、初次摄食时或卵黄吸尽时出现，也有少数种类在出膜前出现。

2.2.2环境因素对日轮产生的影响

光周期对耳石日轮的形成具有明显的影响。随着光照的延长，耳石轮纹的沉积率在大西洋有棘蝶（Pleuronectes platessa L.）呈上升趋势（Alhossaini et al., 1988）。也有人得出的结论不同于此，持续的光照也不影响大鳞大马哈鱼（Oncorhynchusa tshawytscha）的日轮生长（Neilson et al., 1985）。但是，光照强度的变化却能触发耳石轮纹的形成（Tanaka et al., 1981）。Campana（1985）认为水温周期波动有利于增强鱼类耳石日轮清晰度，宋昭彬等（2003）也发现实验室饲养和野生草鱼的仔鱼耳石轮纹清晰度存在差异，并且认为与昼夜温度周期性变化有关。Neilson等（1985）通过对大鳞大麻哈鱼的实验发现变温组比恒温组沉积的生长轮更规则，对比度更好，更易观察。

2.3耳石微结构在鱼类生态学研究中的应用

2.3.1年龄的鉴定

1971年，美国耶鲁大学Pannella教授首次发现耳石的日轮沉积规律以来，开创了在鱼类早期生活史研究的新领域。应用日轮技术对仔、稚鱼及1龄以下幼鱼年龄的鉴定，更极大推动了对鱼类早期生活史阶段的研究。通过统计耳石上的日轮数目，结合首日轮的出现时间，就可鉴定日龄。
2.3.2生活史研究

随着对耳石日轮技术研究的发展，通过仔、稚耳石的显微观察，结合第一日轮出现时间和仔鱼胚胎发育持续时间，统计分析便能退算得到该鱼的繁殖期及繁殖高峰期，并可精确估算早期死亡率及补充量等。管兴华和曹文宣（2007）对利用对洞庭湖的草鱼幼鱼日龄鉴定，对其孵化时间进行推算，并发现三峡大坝在139m水位运行后，长江中下游草鱼最早繁殖时间比历史记录稍晚。葛珂珂、钟俊生（2010）对2007年5-10月在长江口沿岸破碎带采集刀鲚仔稚鱼进行了的日龄、孵化期、早期生长和滞留时间的研究，并得出当年刀鲚孵化高峰集中在5月末至8月中旬，并得出早期发育个体在孵化后7d左右开始进入到破碎带。

其次，利用耳石微结构分析，可研究鱼类早期生活史中特殊事件，与鱼类早期生活中的一些事件相对应。生活环境的变化，如水温的突然下降，饵料的缺乏等不良的生态条件，会再其耳石上形成一种压力标记 （Paragamian et al., 1992）。周期性地改变大马哈鱼（O. keta）经历的水体温度，耳石上会出现明显的标记轮（Volk et al., 1990）。解涵等（2010）根据对安氏新银鱼（Neosalanx anderssoni）日轮观察和胚胎发育期，对其产卵期进行了推断，并依据耳石日轮间距变化，表明幼鱼有到河口摄食洄游的习性。
2.3.3种类和群统计鉴别

目前常用的群体识别的方法主要有形态识别法、标记法、遗传方法等。尽管导致耳石指纹一些机理还不确定，但仍未影响其在鱼类种群鉴别工作中的应用。

张国华（2000）利用微耳石和星耳石的傅立叶谐值分别对不同区域的鲤、鲫和草鱼进行联合判别，取得了很好的结果并认为耳石傅立叶形态分析对鱼类群体识别的能力要优于传统的形态分析方法。

随着耳石微化学分析手段的不断改进，利用耳石的“元素指纹”成为鱼类群体判别的有效手段（Rooker et al., 2003）。Campana等（l995）也认为，耳石的元素指纹是不同地方孵化种群的天然标记，对其进行分析可能成为鉴别鱼类种群有效而精确的手段。

3鱼类标记技术研究进展

3.1鱼类标记概述

对鱼类进行标记或标志，可以追溯到十九世纪。最初，所采用的方法多为标志，即在鱼体外栓挂标志物，其目的是通过重新捕获标志鱼，根据标志放流记录和重捕记录，绘制鱼类标志放流和重捕的分布图，以研究鱼类游动的方向、路线、范围和速度等。自Petersen等（1896）用标志方法估算封闭水体中鱼类的利用率和种群大小后，标志或标记技术在鱼类的行为、生长、死亡、补充和种群识别等方面研究中的应用等到广泛发展，标记或标志方法也不断更新。实际上，标记和标志是两种不同的技术方法，分别对应英文的Marking和Tagging。前者包括外标记（剪鳍、烙印和染色等）、天然标记（体形差异、耳石和骨骼中元素的特异性积累等）和化学标记（元素标记和荧光标记）等，不需给鱼体附加有形的标记物；后者多指用有形标记物附着在鱼体以便识别的方法，主要包括外标志（标记物附于鱼体外）、内标志（标记物植入鱼体内）和能发射无线电或超声波的遥测标志等（张堂林，2003）。

3.2鱼类标记技术分类

3.2.1 外标志

外标志主要是指在鱼类的身体上系敷的各种供识别标志物，通常具有各种不同形状的构造、不同的质地和不同的系敷方法。目前常用的外部标志包括：1.穿透标志：这类标志由不同形状的构造，用丝或线等穿透鱼体的某一部位，然后在上面固定一个标志牌；2.标枪性标志：这类标志用类似标枪枪头插入鱼体但不穿透，其外露部分是一条记录有编号信息的长带。

3.2.2 外标记

外标记包括的方法也很多，主要有：1.鳍条切除：切除鱼的某一个鳍或多个鳍以供识别；2.烙印：有热烙印和冷烙印两种方式，通常可以用烙印的方法编号；3.浸染：采用非水溶液染料或颜料对鱼体进行皮下注射或用类似纹身的方法给鱼类做标记。

3.2.3 内标志

标志通常都非常细小，被完全植入鱼体内，主要有三种类型：1. 编码金属标志：采用很纤细磁性金属丝，通常直径只有0.1-0.2 mm，制成长1 mm小棒，用专门的标志仪器射进鱼体内部，用磁感应设备检测标志在鱼体是否存在；2.PIT标志：通常直径2 mm，内置有细小的电路板和线圈，可发射40-50 KHz特定无线电波信号，用专门的感受器接受；3.可视植入标志：用标志枪把带有编码的细小标志植入鱼的眼眶周围透明的皮下组织，外部可见，主要包括植入式荧光标志和植入式荧光数字标志。

3.2.4 自然标记

自然标记主要指用同一种鱼类的不同群体具有的形态差异特征，如耳石、鳞片、形体测量数据等来识别不同的群体。

3.2.5 生物遥测

生物遥测标志分超声波和无线电标志两种。超声波发射的频率是20-300 KHz声波，无线电标志发射的是27-300 KHz的电磁波，这两种可以远距离探测标志的存在，主要用于鱼类行为学的研究。

3.2.6 遗传标记

遗传标记也分为两类。一类是通过不同种群本身的遗传差异分析，达到区分的目的；另一类是用外源DNA整合到要标记的鱼类群体中，也可以进行不同群体的识别。

3.2.7 化学标记

化学标记的范围比较广泛，主要依据所选择的化学标记物质不同可分为：1.元素标记：通过检验不同的金属元素或同位素的存在与否，以识别特定群体；2.荧光标记：把合适的荧光化合物，通过投饵、注射和浸泡等手段，使其吸附到鱼类的钙化组织（骨骼、鳍条和耳石）上，形成稳定的螯合物，在荧光显微镜下对标记进行检测。
3.3鱼类标记技术选择

由于环境差异、不同的标记种类和标志技术、回捕调查的设计等，最终选择的标记效果往往不同。选择传统标志技术要考虑标记造成的死亡率、是否影响生长、标记保持时间与脱标率、标志技术成本和回捕效果等。

而现有的标记方法没有一项能同时满足Everhart等提出的12项标准。如外标志具有费用低、可进行个体间识别、非专业人员可以辨别等优点，但又有标志物会对鱼类行为、生理造成损害、持久性较差，只能满足一定规格鱼类等缺点；天然标记优点是对鱼类行为和生理不会造成影响，但天然标记识别成本高、容易产生混淆、非专业人员辨别率很低等缺点（表1）。

表1  不同标记方法与理想标记的符合程度（自 Nieleson，1992）
Tab.1 Compliance degrees of the different markers and the ideal marker（From Nieleson,1992）
	标记要求
	外标志
	外标记
	内标志
	天然标记
	生物遥测
	遗传标记
	化学标记

	持久性
	中
	低
	低
	中
	低
	高
	低

	不影响行为
	低
	中
	中
	高
	低
	高
	高

	不会被缠绕
	低
	高
	高
	高
	低
	高
	高

	费用低
	高
	高
	高
	中
	低
	中
	低

	适合不同大小个体
	低
	高
	高
	中
	低
	高
	中

	无生理压力
	低
	中
	中
	高
	低
	低
	高

	可识别到股群
	高
	高
	高
	高
	高
	高
	高

	可识别到个体
	高
	低
	低
	低
	高
	低
	低

	不影响健康
	高
	高
	高
	高
	高
	高
	低

	不降低食用价值
	低
	低
	中
	高
	低
	高
	低

	非专业人员可识别
	高
	中
	低
	低
	低
	低
	低

	不造成混乱
	高
	低
	高
	低
	高
	中
	中

	标记不因保存而改变
	高
	低
	高
	中
	高
	高
	低


但对于各种标志或标记的选择，应根据研究目标的不同而选择与之相适用的标志方法，只追求一种标志技术具有所有其他标志方法的优点而同时避免所有缺点是没有意义的。如标志的目的是想引起公众对标志鱼类状况产生关注，则需要非专业人员容易辨别，以外标志较合适。如果要对资源的长期动态进行研究，要求标记或标志有很强的持久性，则以遗传标记最为合适；要追踪被标记鱼类的行为特征，则生物遥测标志是最好选择；如在短时间内标志大量鱼类，应考虑整批的化学标记比较容易应用。
3.4鱼类荧光浸泡标记研究进展

如前所述，荧光标记是化学标记的一种。根据标记部位不同，荧光标记又分为外部标记和内部标记两种。鱼类的外部荧光标记容易脱落、能保持的时间很短，故很少使用。内部荧光标记是通过注射、浸泡和投喂与钙具有亲和性的荧光化合物等方式对鱼体进行标记，标记在鱼类骨骼、耳石或鳍条等形成稳定的螯合物而保持很长时间。进行内部荧光标记的注射法是逐一进行，标记均匀但标记速度慢且对仔鱼阶段之前个体很难操作；投喂法操作比较简单，也可以进行批量标记，但标记持续时间长，且由于鱼类个体摄食差异，不能做到均匀标记；浸泡法能在短时间内完成大批量个体标记，标记效果一致，且能对鱼卵到鱼苗、幼鱼或成鱼不同阶段进行标记，但高浸泡液的浸泡液容易对鱼类生长和存活造成影响。

尽管荧光浸泡标记有许多不足，但与常规标记方法相比较，通常荧光物质溶液浸泡标记耳石或鳍条，可在短时间内实现鱼苗的大规模标记，最大限度降低人工操作对鱼苗的影响。同时，许多标记方法一般不适合在较小尺寸鱼（＜30 mm, TL）或者大批量的标记，对于大规模鱼苗短时间内进行标记，一般选用荧光浸泡标记较为合适（Van der Walt, 2003）。荧光浸泡标记是化学标记的一种，不但能短时间完成大批量个体标记而且标记的效果比较一致，对从鱼卵到鱼苗、幼鱼或成鱼不同阶段都是可行的。另外，采用荧光浸泡标记对研究鱼类早期生活史，了解鱼类种群波动的各种参数也是很重要的手段。采用的荧光物质具有钙亲和性，能与鱼体的钙化组织，如耳石，鳍条等形成稳定的螯合物保持很长时间（Nielsen, 1992）。刘奇（2009）对我国褐牙鲆（Paralichthys olivaceus）荧光标记技术进行了研究，并探讨了人工标记、标记技术和生物标记方法在褐牙鲆人工增殖放流中的应用前景。
利用荧光物质在鱼类耳石上沉积特殊生长轮的耳石标记法对早期鱼苗标记相当理想，这一点在香鱼、大麻哈鱼等鱼类中己得到证实（Tsukmaoto, 1985, 1988）。曾有学者将荧光浸泡标记用于鱼类耳石日轮确证（宋昭彬等, 1999）以及人工放流的标记（Secor, et al., 1991），但对浸泡方法和标记效果的研究较少，文献见于对荧光物质浸泡标记稀有鮈鲫、彭泽鲫和鳡鱼仔稚鱼的浸泡标记（宋昭彬等, 1999; 欧阳斌等, 1999），还有用荧光物质浸泡标记胭脂鱼仔稚鱼耳石（付自东,2005）等。常用的荧光物质主要有茜素络合物（Alziarin Complexion, ALC）、盐酸四环素（Tetracyelin-hydorehlorid, TCH）、土霉素（Oxytertracycline, OTC）和钙黄绿素（Calcein）。四环素、土霉素是广谱抗生素类物质，广泛用于人类的医药制品中，钙黄绿素是一种含钙的化合物。此外，Tsukmaoto（1988）极力推荐使用茜素络合物标记鱼类，认为其毒性较低，副作用小，而且比四环素等标记明显，更容易识别。另外，土霉素浸泡标记会降低溶液pH，布满气泡并需要较长的浸泡时间，标记的识别率随时间长而变低（Thomas, 1995）；钙黄绿素荧光与鱼体自身荧光很难区分，还有就是标记死亡率与标记质量很难统一（Tsukmaoto, 1988）。

荧光浸泡标记方法能使鱼体产生可资识别的标记，一次性标记的鱼苗数量较大，对标记后鱼苗的存活和生长影响小（Fox C et al., 2003），因此是实现人工放流种群大规模标记的理想手段，为人工放流种群识别、放流后的生活习性跟踪监测以及放流增殖的效果评价等工作提供了新的途径，这将为最终解决我国珍稀鱼类天然资源的保护与恢复的难题提供科学原理和方法，具有广泛的应用前景。同时因为荧光标记检测多数研究者采用耳石为首选器官，由此带来的问题是将被检测的鱼杀死，这对于珍稀鱼类资源的检测研究带来很大难度。因此，应该发展选择鱼类的外部钙化结构组织如鳞片、鳍条等进行检测，这也是将荧光浸泡标记应用到鱼类资源评价的重要步骤。

第二章 秦岭细鳞鲑仔鱼耳石显微结构研究
1前言

目前对秦岭细鳞鲑研究主要集中在形态学分类、资源调查及遗传多样性等方面（李思忠, 1966; 杨德国, 危起伟等, 1997; 夏颖哲, 陈宜瑜等, 2006），关于秦岭细鳞鲑耳石微结构方面的研究还未见报道。本章旨在对饲养在实验室条件下的人繁秦岭细鳞鲑已知日龄仔鱼耳石微结构进行观察，以及对耳石轮纹数目和耳石轮纹的沉积率进行确证。另外我们也描述了秦岭细鳞鲑耳石日轮沉积周期信息、矢耳石第一日轮的沉积和标记轮形成，同时对秦岭细鳞鲑早期发育未知的方面进行观察，如初孵化时全长、生长率和初次摄食时间等。研究耳石这些结构特点，对准确了解其早期生活史事件和生活的环境状况，识别早期鱼苗种群等提供重要帮助。

通过对自然河道野生秦岭细鳞鲑仔稚鱼调查采集的基础上，结合实验室人繁秦岭细鳞鲑仔稚鱼耳石微结构的研究和自然河道采集的水温数据，对野生仔鱼耳石微结构进行观察并统计分析该鱼在采集地的全长和日龄组成，对秦岭细鳞鲑的孵化期、产卵期进行退算，为以这种方法在研究秦岭细鳞鲑早期生活史和资源生态提供科学依据。

2材料与方法

2.1材料采集和处理

2010年4月份，在陕西省千河流域支流咸宜河上游（E106°35.787′，N34°50.265′，秦岭细鳞鲑产卵场附近）采用电击捕获近性成熟亲鱼40尾（24雄16雌），带回陕西八渡秦岭细鳞鲑孵化场，短期暂养后进行人工注射激素催产，然后对获得4个批次的10080粒受精卵在平列槽中流水孵化，孵化水为循环河水，水温波动范围8-13℃，从受精到发眼共需要积温138℃，从发眼到破膜共需要积温59℃，从破膜到上浮共需要143℃。孵化后的仔鱼饲养在40 cm×35 cm×300 cm的网箱中，饲养用水为循环的天然河道水并混合有充气井水，通过调节井水流量使水温保持在4-16℃，pH为8，溶氧为8 mg/L。仔鱼开口饲料为鸡蛋黄，20日龄后投喂剁碎的水蚯蚓，并结合人工饵料。饲养期间光周期没有人为控制，黑白周期约为13 h和11 h。

从仔鱼出膜开始定期取样，第一周每日8:00和16:00时取样两次，以后每日16:00时取样，每次取样5尾仔鱼。样品采集后，先置于解剖镜下测量全长（精度0.01 mm），在分析天平上称量体重（精度0.01 g），然后保存在无水乙醇中。
2010年6月5日在咸宜河上游秦岭细鳞鲑产卵场附近约500 m河道内（图6），采用手抄网从河道底部、中部和表面随机采取秦岭细鳞鲑仔稚鱼约200尾，带回后无水乙醇保存。
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图6 秦岭细鳞鲑野生仔稚鱼采样点
Fig.6  The location of wild Brachymystax lenok tsinlingensis larvae and juveniles 
2.2耳石摘取

将保存后的鱼苗置于双目解剖镜下，用解剖针剖开鱼的听囊取出耳石，剥离附属组织，经无水乙醇清洗、晾干，二甲苯透明，用中性树胶封于磨砂载玻片上保存于阴凉处。在35日龄前，日轮的增长不需磨制就可以观察。随着耳石变大，耳石重叠的部分需要被磨制观察。

2.3耳石测量与生长轮统计
耳石生长轮、日轮宽度和耳石长半径（OR）在光学显微镜50-500倍镜及耳石轮纹测量系统（Ratoc System Engineenering, Tokyo,Japan）下被测量。其中耳石生长轮主要计矢耳石上的生长轮数目，由3人每人对每一样品统计一次，当3次计数间的差异在10%以内时，取其平均值作为耳石的最终生长轮数，差异大于10%的样品则摈弃。

图像采样Adobe Photoshop CS3图像处理系统整理；数据用Microsoft Excel 2007编辑和整理，用Statistica6.0进行回归分析和作图，用SPSS13.0进行方差分析。

2.4 数据处理
 结合实验室人工孵化秦岭细鳞鲑仔鱼第一日轮的出现时间及野生苗的采样日期，采用日轮数倒推法评估孵化的日期。图像采样Adobe Photoshop CS3图像处理系统整理，数据用Microsoft Excel 2007编辑和整理，用Statistica6.0进行回归分析和作图，对野生苗样本日龄、全长分布及孵化期分布进行统计和分析。

3 研究结果

3.1 耳石形态发育

秦岭细鳞鲑受精卵在水温8-16℃,约240 h孵出仔鱼，初孵仔鱼全长11.27±0.17 mm（mean±SD,n=10）（图版Ⅱ-a），矢耳石和微耳石在孵化当日出现，星耳石在24-27日龄出现。初孵仔鱼矢耳石和微耳石都呈圆盘状，矢耳石稍大，随着仔鱼发育耳石的形状也逐渐改变。核周围有明显的标记轮（图版Ⅱ-c），直径为8.1±0.53 μm和6.3±0.56 μm分别为（mean±SD, n=46）。孵化前没有观察到日轮。

矢耳石（Sagitta）在孵化当日具有1个较模糊核并形成第一个轮纹；孵化后7日矢耳石开始形成椭圆状多核并向两端伸长，之后围绕形成的核心向四周沉积；孵化后24日形成稳定的前段较尖、后端圆钝的蚌状（图版Ⅰ）。

初孵仔鱼的微耳石（Lapillus）形状与矢耳石类似，通常也为圆盘状，孵化一周后，转变为多原基的近椭圆形（图版Ⅱ-c），24日后耳石核心偏向，55日后转变为边缘具有波状起伏的梨形（图版Ⅰ）。

相比其他两种耳石，星耳石（Asteriscus）在仔鱼孵出后约24日出现，多数星耳石中含有一个不定形的中心核，核内含有一些结晶状物，原基和中心核模糊，不能分辨生长轮，初始形状为水滴状，直到仔鱼孵化36日后，耳石形状为较稳定的扇形，耳石中心核偏向一端（图版Ⅰ，图版Ⅱ-e）。

3.2 耳石原基和中心核的形态特征

耳石上具有一个生长中心，称为耳石中心核（Nucleus），中心核的中心是耳石原基（Primordium）。原基位于耳石中心核的核心部分，是耳石轮纹的生长中心。耳石是原基融合后，鱼类最先形成的钙质结构。耳石的生长也从原基融合后开始，碳酸钙围绕着原基同心生长并和周围原基共同形成耳石中心核。之前研究表明，一些鱼类耳石只有一个原基（Alhossaini et al., 1988;Wright, 1991;宋昭彬, 2003），另外一些研究表明有些鱼类耳石具有多个原基（Neilson et al., 1985）。鲑科鱼类耳石就是多原基中心核的典型代表，秦岭细鳞鲑大部分耳石属于多核多原基结构，中心核为一椭圆形结构，耳石原基为深黑色的圆形结构，包括两中心核两原基、两中心核五原基、三中心核五原基、三中心核七原基等多种形式；但也有少数具有单核单原基，包括一中心核一原基、一中心核两原基，其中以两个中心核五个原基最为常见（表2）。矢耳石中，6.7%的原基为一个（n=90），23.3%的原基数为2个（n=90），51.1%的原基数为5个（n=90），7.8%的原基数为7个（n=90）。微耳石中，14%的原基为一个（n=57），15.4%的原基数为2个（n=57），58.3%的原基数为3个（n=57），12.3%的原基数为4个（n=57）。

表2 具有复数中心核或原基的耳石在各类耳石中的比例

Tab.2 The proportions of otoliths with plural nuclei or primordial among sagittae and lapilli
	耳石种类Otoliths
	矢耳石 Sagittae
	微耳石 Lapilli

	
	1N2P
	2N3P
	2N5P
	3N5P
	3N7P
	1N2P
	2N5P
	3N5P

	个数Numbers
	7
	11
	31
	15
	7
	9
	21
	12

	%
	7.8
	12.2
	34.4
	16.7
	7.8
	15.8
	36.8
	21.1

	总数Total numbers
	71
	42

	%
	78.9
	73.7


注：N：中心核；P：原基

Note: N: Nucleus;  P: Primordium
3.3耳石日轮确证及日轮特征

3.3.1 生长轮的形成

秦岭细鳞鲑耳石中心核外系由中心向边缘同心排列的生长轮。在显微镜下观察，一条生长轮由较宽的浅色纹和较窄的暗色纹构成。刚孵出的秦岭细鳞鲑仔鱼耳石轮纹不太清晰，孵出24 h内的仔鱼出现第一条较为模糊的生长轮，在孵出后第6和第12日，分别形成6和12个轮纹（图版Ⅱ：c,d），这表明耳石上的轮纹是在秦岭细鳞鲑仔鱼孵出后开始形成的。此后正常条件下，几乎每天形成一轮。
3.3.2 耳石上生长轮的沉积规律

微耳石相比矢耳石虽然也形成日生长轮，但其耳石尺寸较小，同时大多由于中心核模糊不能准确识别出第一日轮，生长轮纹也相对较模糊；星耳石在仔鱼孵出约24日后才形成，且日生长轮纹在耳石形成后出现。所以本研究选取矢耳石作为分析日轮沉积规律的材料。

试验统计了人工繁殖的秦岭细鳞鲑矢耳石从初孵仔鱼至57日龄仔鱼耳石样本的生长轮纹数目，85粒样本中能进行轮纹计数的占90.6%，回归分析表明，耳石上生长轮数目（N）和鱼苗日龄（d）呈直线性相关，总体样本回归方程的斜率和1没有显著差异性（t-test, P＜0.001），其回归方程为：N﹦0.9805d－0.098 （n=77, r2=0.9987, P＜0.001），其中N代表日轮轮数；d代表日龄数（图3）。
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图3 秦岭细鳞鲑仔稚鱼矢耳石生长轮数与生长天数间关系

Fig.3  Relationship between daily age and number of increments in otoliths from larval and juvenile Brachymystax lenok tsinlingensis.
3.3.3耳石标记轮

秦岭细鳞鲑仔鱼大部分耳石上可检测到深黑色的生长轮，显著区别于其它的生长轮，在耳石上形成明显的标记，称作标记轮（图版Ⅱ）。在52粒矢耳石和34粒微耳石样本中共观察到孵化标记轮和营养转化轮两种标记轮。标记轮一般在内源营养期出现，多数存在于前六轮；耳石上一般都存在多个标记轮，只有少数耳石为单标记轮。

3.4耳石大小与鱼体大小的关系

刚孵出的秦岭细鳞鲑仔鱼全长为11.10-11.54 mm，孵出后18日仔鱼卵黄囊接近消失，仔鱼全长17.6-19.07 mm。从仔鱼刚孵出到卵黄囊消失前后，仔鱼全长随日龄增长速率变缓，其关系方程式分别为L1=0.4589d+10.75（r2=0.9752, n=38, P＜0.001）和L2=0.2688d+14.091（r2=0.9761, n=34, P＜0.001）（图4）。
对仔鱼耳石长径的测定数据分析表明，在仔鱼全长19 mm左右耳石长径和体长的生长关系也存在一个拐点（图5）。仔鱼全长小于19 mm时，耳石长径（R）和仔鱼全长（L）呈指数关系，其关系式为R1=5.1254e0.166L（r2=0.9739, n=38, P＜0.001）和R3=3.4805e0.1766L（r2=0.9859, n=38,  P＜0.001）；当仔鱼全长大于19 mm，耳石长径与仔鱼全长呈现线性增长，关系式为R2=﹣225+17.978L（r2=0.9791, n=34, P＜0.001）和R4=﹣12.654+6.0604L（r2=0.9255, n=34, P＜0.001）。
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图4 秦岭细鳞鲑仔稚鱼全长与日龄关系

Fig.4  Age-related variations in total length in larval and juvenile Brachymystax lenok tsinlingensis
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图5 秦岭细鳞鲑耳石长半径与全长关系

Fig.5  Relationship between otolith long radius and total length of larval and juvenile Brachymystax lenok tsinlingensis
3.5野生群体秦岭细鳞鲑仔稚鱼耳石结构特征

自然种群中的同样日龄秦岭细鳞鲑样本耳石的清晰度和可读性高于高于人工繁殖群体（图版Ⅲ）。自然种群秦岭细鳞鲑耳石的生长轮轮纹较清晰，对比度较大；人工繁殖秦岭细鳞鲑耳石的生长轮宽度较为均匀，而自然群体秦岭细鳞鲑耳石生长轮宽度变化较大。同实验室人工繁殖群体相似，从野外捕获的秦岭细鳞鲑仔鱼耳石上多数也都观察到孵化标记轮。
3.6野生群体秦岭细鳞鲑仔稚鱼全长分布及日龄组成

秦岭细鳞鲑自然种群仔稚鱼的全长分布见图7。2010年6月采集到的116尾秦岭细鳞鲑仔稚鱼全长范围为19.73-33.4 mm，全长范围主要集中在26-28 mm之间。其日龄范围为18-41 d，以26-32 d日龄所占比例较高，占总数的57.76%（图8）。
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图7 秦岭细鳞鲑野生苗全长分布

Fig.7  Total length frequencies of Brachymystax lenok tsinlingensis
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图8 秦岭细鳞鲑野生仔稚鱼日龄组成
Fig.8  Age frequencies of wild Brachymystax lenok tsinlingensis larvae and juveniles
3.7野生群体秦岭细鳞鲑孵化期及产卵期的退算

根据采样时间和日龄退算，秦岭细鳞鲑仔稚鱼在咸宜河中段的孵化期为4月28日-5月21日，结合全长和日龄的分布频率推算，2010年秦岭细鳞鲑仔稚鱼的主要孵化高峰在5月上旬，5月中下旬虽有一定数量仔稚鱼孵化，但孵化数量相比较少。

秦岭细鳞鲑繁殖时间随着环境条件（水文、温度等）的变化而发生改变，本文结合实验室条件下秦岭细鳞鲑仔鱼孵化积温（138℃）与采样河道2-7月份咸易河中上游河段水温，来退算当年秦岭细鳞鲑自然群体的产卵日期，可以为判断实际的产卵日期作为参考。
4讨论

4.1耳石的形态变化

鱼类耳石的形态在不同的生活史阶段是不同的。秦岭细鳞鲑矢耳石在形态变化中经历了初始的圆形，7日后的椭圆多核和24日后稳定的蚌状的发育过程；微耳石，其形态由初始的近圆形发育成7日后的多原基椭圆形，到55日后稳定的边缘具有波状起伏的梨形。这种耳石发育的形态变化在其他鱼类中也有类似报道，也是鱼类耳石发育过程中普遍存在的现象。胭脂鱼（Myxocyprinus asiaticus）矢耳石的形状经历了从圆形到两端略突到梨形，微耳石由圆形变为稳定的蚌状的过程（Song et al., 2008）。
在鱼类的生长过程中，有些鱼类耳石上会存在多个生长中心和多个耳石原基，从而形成一系列的轮纹。蛙科鱼类一般都有多个原基，比如虹鳟（Salmogairdneri）、和大鳞大马哈鱼（O.tshawytscha）（Geffen, 1982;Nei1son et al., 1985），在本文的研究中发现秦岭细鳞鲑矢耳石、微耳石和星耳石大多都为多核多原基，耳石原基数目多数为3-5个，但有少数耳石含有1-2个原基，这与以往对鲑科鱼类耳石的研究基本一致。同时，本研究中还发现部分异形耳石（图版Ⅱ-f），次生耳石中心都附着在主耳石的边缘，这可能是在耳石囊中游离的耳石原基，随着鱼体的生长在某一时刻附着在主耳石边缘，同主耳石一同生长。这也可能是鲑科鱼类耳石具有多原基的形成机理。
4.2耳石日轮确证

不同鱼类之间也需要确认各自的日轮沉积等信息，这是在鱼类耳石技术应用的必要条件。日轮信息确认的方法包括对实验室已知日龄仔鱼确认法（Muguya and Tanaka, 1992;解玉浩, 李勃等,1995; Song et al, 2008），荧光物质标记法（Villanueva and Moli, 1997; Cieri and McCleave, 2001），统计推论法（Joyeux et al, 2001）和边缘增量分析法（Moku et al., 2005）等。耳石日轮一般是由受内源节律控制，日轮的增量也很少受环境因素影响，所以普遍认为实验室已知日龄仔鱼确认法是最精确和可靠的方法，应用也最为广泛，同时该方法另一优点就是可以很容易确认第一日轮形成的时间（Campana, 2001）。

秦岭细鳞鲑人工繁殖的研究也在近两年获得了成功，因此本文采用观察已知日龄的仔鱼法来确认该鱼日轮沉积规律。结果表明在仔鱼矢耳石中，日轮表现为每日沉积。另外，矢耳石第一日轮出现在孵化当天，这和鲑形目其他鱼类的研究结果基本一致（解玉浩, 李勃等, 1995; 富丽静, 解玉浩等, 1997; Marshall S L, 1982;Volk E C et al., 1995）。这表明对秦岭细鳞鲑耳石微结构的研究就可能被应用到对野生群体年龄鉴定、孵化和产卵日期推断、早期阶段生长率评估和产卵场位置调查等方面。同时对耳石日轮微结构的分析在将来野生鱼类资源调查和保护管理等方面也可能成为一种重要的研究手段。

秦岭细鳞鲑仔鱼的部分耳石生长轮比较微弱，对技术和日轮观察有一定影响。这可能是和实验室养殖水温昼夜变化不大引起的。Neilson等（1985）发现，在不同温度下，小鲑鱼（Oncorhynchus tsawytscha）生长轮的沉积率，变温组比恒温组的生长轮纹更清晰规则，对比度好及更易观察。

矢耳石在日龄确认和微结构分析中被广泛选用，但有时微耳石和星耳石也可被选用。但是，在鲑科鱼类中，多数学者推荐使用矢耳石（Marshall S L, 1982;Geffen, 1983）。在秦岭细鳞鲑中，星耳石用于日龄确定不合适，因为在孵化后20多天才形成，同时日轮不清晰和没有规律。与之相比，微耳石和矢耳石在孵化前都已经形成，仔鱼中它们的形状也几乎规则。因此，这两种耳石在该种类日龄确认都是合适的。但是，两者日轮的清晰度和可读性不同。在仔鱼的矢耳石中，日轮清晰度一般比微耳石要高，日轮的可读性在矢耳石中也更可靠。然而，矢耳石随日龄增加，前后方向伸出，外围的日轮也变的不清晰而不能读取；耳石沿背腹方向生长很缓慢，在此方向外围的日轮被挤压一起也不容易读取。此外，矢耳石在摘取和磨制时由于较尖形状也易损坏。因此，在秦岭细鳞鲑稚鱼或更大日龄鉴定时，则选择微耳石更适合。

4.3耳石大小和鱼体大小的关系

根据实验结果实验室人工繁殖的秦岭细鳞鲑仔鱼生长可分为两个阶段，开始阶段生长率较快，在仔鱼由内源营养转向外源营养后生长率变慢。同时也统计了耳石大小和鱼体大小的关系，其中矢耳石和微耳石在开始阶段都与仔鱼体长呈指数相关，在仔鱼营养转化期后呈线性相关，耳石生长也变缓。其中，微耳石生长速率小于矢耳石。这些都表明鱼类的不同种类间，甚至同一种类不同耳石增长和鱼体全长增长并不同步，耳石大小与鱼体大小的关系也不是一成不变的。

Secor and Dean解释了耳石生长模型，耳石是一个高度钙化组织，它的生长被两个不同阶段控制：有机质源和钙质源。母体源信息进程按比例和体长生长，因为主要组织源为蛋白质，不同组织的蛋白质合成受激素和生化进程控制。另一方面，晶体的生长是一个物理化学进程，因此可能受到生物因素影响要小于有机质源的影响。在极端条件下，切除鱼类垂体将导致鱼类生长停滞，耳石会继续生长，但生长率减小，这样新生长的耳石为全钙质。该结果表明，鱼体生长与耳石生长有关系。因此，即使如果体长生长变慢，耳石的生长仍会按一定速率生长，导致耳石尺寸相对体长较大。一些报道表明生长较慢的鱼类相比生长较快鱼类耳石较厚重稠密，同时有机质相比蛋白质比例较高，这些也可能有待于进一步的研究。所以，虽然耳石尺寸和鱼体大小有高度的相关性，但是在不同仔稚鱼群体有不同的生长率，在采用耳石尺寸回推生长需要慎重。

4.4耳石标记轮的形成
同时一些耳石微结构研究表明，鱼类耳石标记轮的形成和鱼类早期生活史一些重要事件相对应，这可能是由于生理或生态的胁迫，鱼类的生长节奏被扰乱所形成的，如孵化标记轮和初次摄食标记轮在大鳞大马哈鱼（Oncorhynchus tshawytscha）耳石中发现（Hendricks et al., 1994）。

孵化场的人繁秦岭细鳞鲑有很充沛的食物、稳定的环境，但是野生苗必须要忍受食物量的变化和物理环境的种种改变。所以人繁苗在进行外部摄食后，相比野生苗不仅耳石日增量更有规则，同时在放流后也会因为环境的巨变压力而形成标记轮。同时在人工繁殖放流的大鳞大马哈鱼和红大马哈鱼耳石上也都发现了放流标记轮。当野外捕获的草鱼仔鱼转入实验室环境条件下饲养一段时间后，也会在耳石上形成暗色的标记轮（宋昭彬等, 2003）。所以放流标记轮也成为了划分有规律和无规律日增长的表视，这可能是由于放流后为适应新环境压力而形成的，许多人繁放流的大鳞大马哈鱼并没有形成放流标记轮，也可能是因为它们很快适应了新的环境（Zhang et al., 1995）。

实验室人工孵化的秦岭细鳞鲑仔鱼耳石上多数也都观察到标记轮（图版Ⅱ），从野外捕获的秦岭细鳞鲑仔鱼耳石上多数也都观察到标记轮，标记轮主要出现在第一到第六轮。我们认为这些标记轮主要和周围环境改变有关。因为仔鱼在孵化6天后开始游泳和摄食（实验室观察），很容易受周围环境压力的影响而在耳石上反应出来。但是，还不能确定这些是不是由于孵化、初次摄食和营养转化等事件影响的，这些都有待于进一步研究和证实。

Song等（2008）通过改变实验室水温波动，成功了在人工繁殖胭脂鱼仔鱼耳石上进行了温度标记，这可能是一种可以替代大规模物理标记，实用并直接的鉴别野生群体与人工群体的手段，同时也可应用于不同群体之间食物丰富度、个体补充量、存活率等方面的研究。
4.5 耳石生长轮清晰度差异

本章中对野生秦岭细鳞鲑仔鱼耳石微结构观察中，耳石生长轮相比实验室饲养仔鱼耳石轮纹较清晰，对比度也较好（图版Ⅲ）。这种差别可能与实验室水温波动幅度有关。野生仔鱼在咸宜河中上游发育过程中，河水的温度波动比较大，对2010年2-7月份咸宜河七窍沟河段水温检测显示，每日平均昼夜水温温差可达7-9℃；相反，在实验室内仔鱼经历的每日水温波动较小，一般为3-4℃。同时宋昭彬（2003）在对草鱼仔鱼的耳石微结构观察中，加大实验室昼夜饲养水温的波动使耳石生长轮清晰度和对比度显著提高，这也可以作为鉴别不同种群生存环境的水温昼夜变化情况的依据。秦岭细鳞鲑自然种群和养殖群体耳石微结构特征的这种差异对其种群鉴别有这重要意义，也可以利用其评价人工放流对资源恢复的贡献。
4.6关于孵化期和产卵期的推算

耳石在鱼类的整个生活史阶段都有较稳定的沉积，受营养等外界因素影响相对较小，随着耳石样品制备手段的不断提高，可以对不同生长阶段的鱼类耳石进行研究，推断其生长时间及孵化期。耳石日轮在鱼类繁殖时间退算上的运用，大大减少了野外工作时间及工作量，可以根据日轮计数的精度在鱼类生活史的不同阶段进行采样研究。

本实验中采集的秦岭细鳞鲑多为日龄范围18 d-41 d，以26 d-32 d日龄个体所占比例较高，这与我们监测的秦岭细鳞鲑在自然界的繁殖期和繁殖高峰是基本吻合的。同时，在采样中个体较大的秦岭细鳞鲑集群性较低且游泳较快，利用手抄网较难采集，这也可能对孵化期的推算结果有一定影响。
第三章 秦岭细鳞鲑胚胎及仔鱼耳石荧光标记研究
1前言

荧光染料标记鱼类耳石已被广泛使用（Tsukamoto, 1989; Yamashita et al., 1994; Nagata et al., 1995; Tsukamoto, 1995;欧阳斌等, 1999; 宋昭彬等, 1999; 付自东等, 2005; Liu, Q et al., 2009），荧光物质会在耳石上形成永久的标记，可以用于鱼类不同生活史阶段的相关研究（Brothers, 1990）。而大规模对胚胎和仔鱼采用荧光染料标记，一般选择的荧光物质包括四环素（Tetracycline hydrochloride）和钙黄绿素（Calcein）（ Tsukamoto, 1985; Secor, 1991; Charles, 1987）。使用四环素相应的问题是降低了溶液的pH值，浸泡液产生很多泡沫（Kayle, 1992），而氧化的四环素则需要更长的浸泡时间（Thomas, 1995）。同时许多研究也表明，采用四环素浸泡液在耳石上形成的标记，其识别识别率会随时间增加而降低（Reinert, 1998）。采用钙黄绿素溶液处理而产生的耳石标记与耳石的自发荧光非常相近，容易混淆而不易区分（Tsukamoto, 1988; Beckman, 1990）。

采用茜素络合物（Alizarin complexone, ALC）溶液对胚胎或仔鱼进行浸泡，也可在耳石上形成可资识别的荧光标记，可进行成功的标记，浸泡浓度一般在50mg/L-400mg/L之间（Lang, 1993; Beckman, 1996）。Lagardere等（2000）发现用高浓度的茜素红溶液可以在大菱鲆（S. maximus）仔鱼耳石上形成清晰的荧光标记。多数研究也表明，用茜素络合物形成的标记质量要优于四环素（宋昭彬等, 1999; 付自东等, 2005; Szedlmayer, 1995）。茜素络合物与钙离子螯合可形成猩红色荧光标记，易于与耳石的自发荧光区别开来。也有研究表明茜素络合物在耳石上形成的标记可以在显微镜自然光源下检测，使标记检测更简单（Yamashita et al., 1994; Thomas, 1995; Beckman, 1990; 何春林等, 2008）。

秦岭细鳞鲑自然和人为因素的双重影响，栖息环境日趋恶化，其天然资源正承受着前所未有的巨大考验 （杨德国,危起伟等, 1999; 任剑, 梁刚, 2004）。针对秦岭细鳞鲑濒临灭绝的现状，1997年陕西省先后建立了陕西省太白湑水河和陇县两个秦岭细鳞鲑自然保护区，后者于2007年升级为国家级保护区。然而，该物种的生物学和生态学等研究几乎为空白，物种保护、资源增殖和管理缺乏有效的理论依据。自2008年起，长江水产研究所与陕西陇县秦岭细鳞鲑国家级自然保护区、陕西省水产研究所联合开展了秦岭细鳞鲑的基础生物学调查及相关的保护技术研究，并于2010年5月首次取得人工繁殖和幼鱼养殖成功，本文是该研究内容之一。

本章采用茜素络合物溶液浸泡标记秦岭细鳞鲑胚胎及仔鱼耳石，寻找最佳的标记时期和浸泡浓度，以期建立适合大规模标记该鱼早期鱼苗的化学方法，这将为后续人工增殖放流鱼苗识别以及放流增殖效果评价提供科学原理。
2材料与方法

2.1实验鱼来源及饲养管理

见第二章。

2.2试剂及浸泡液配置

本研究使用的化学染料是茜素络合物（Alizarin-3-methylamine-N, N-diacetic acid, SIGMA），为美国生产的分析纯粉剂，先溶于蒸馏水中，再加入少量KOH增加茜素络合物的溶解性，配置成1000 mg/L母液，然后用母液加曝气的河水按试验方案稀释配置成不同浓度的浸泡液（表3）。溶液的pH值用NaHCO3缓冲液调节至接近于8。
2.3实验方案

本实验分为胚胎（受精后14 d左右）和仔鱼（全长20-23 mm，约30日龄）阶段荧光染料浸泡标记两个部分。

试验1—2010年5月20日，在胚胎（受精后14 d左右）试验组，350-370粒卵被分为17组，加入到含各浓度梯度的茜素络合物溶液中（表3），每20粒为一个处理组，茜素络合物浸泡液的体积为500 ml，浸泡密度为40粒/L，浸泡过程中需向浸泡槽中充气增氧，保持卵的持续移动，溶氧量为8.1 mg/L，水温保持在7-8℃。各处理组浸泡完成后，停止充气，向槽中注入清水，茜素络合物浸泡溶液被吸出，浸泡卵被移出并充分洗净，放回孵化槽中继续孵化，仔鱼出膜15d后取样并测量全长，在95﹪乙醇中保存。浸泡过程中各处理组的死卵﹑未孵化的胚胎及出膜后死亡的仔鱼都被计数并及时取出保存在95﹪乙醇中。

试验2—2010年6月22号，160尾仔鱼（30日龄）随机分组从饲养网箱转到充过气的各浓度梯度茜素络合物浸泡液中（表3），茜素络合物浸泡液的体积均为500 ml，每组浸泡数量约10尾，浸泡密度为20尾/L（同试验1）。考虑到捞起对仔鱼造成的应激反应和损伤，没有对将浸泡的每条幼鱼测量全长。而是在进行浸泡前，在同一批孵化的饲养仔鱼中，随机抽取10尾麻醉，获得平均的全长数据。经过浸泡处理后，鱼被转移到塑料箱中饲养，以观察浸泡后的死亡率。每个饲养箱投喂等量的饵料。在浸泡期间和浸泡后死亡的仔鱼被计数并及时取出保存在95﹪乙醇中。浸泡处理15 d后所有存活的仔鱼被测量全长，再与正常对照组进行统计检验以确定浸泡是否对仔鱼生长率造成影响。
2.4耳石摘取与标记检测

将保存后的鱼苗置于双目解剖镜下，用解剖针剖开鱼的听囊，取出矢耳石和微耳石，剥离附属组织，经无水乙醇清洗、晾干，二甲苯透明，用中性树胶封于磨砂载玻片上保存于阴凉处。仔鱼耳石很薄，被树胶包埋后无需磨制即可在显微镜下检测。

标记耳石设两人独立进行荧光显微镜（Leica DM2500 590 nm excitation wavelength）检测。标记环强弱参照欧阳斌（1999）的方法，按无、微弱、较明显、明显和非常明显5个等级记录在可见光源和紫外光源下的反应强度；采用由计算机和荧光显微镜组成的照相系统进行拍照。
2.5统计学处理

应用SPSS 13.0和Excel软件进行数据统计分析，评估茜素络合物溶液浸泡过和未被浸泡过的仔鱼的全长生长差异。仔鱼每日瞬时增长率表示为
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至少有30﹪存活率的处理组数据才被分析。试验数据以“平均数±标准误”（
[image: image13.wmf]X

±SE）表示，方差齐性检验采用Levene检验，经Levene方差齐性检验，P>0.05，因此各组方差齐性。采用ANOVA单因素方差分析对各处理组和对照组进行多个样本均数比较，组间比较采用LSD检验。
3结果与分析

3.1荧光标记效果

经茜素络合物溶液浸泡后，将仔鱼耳石样本置于荧光显微镜下，在发射波长590 nm观察，能检测到橘红色标记环（图版Ⅳ：A-3、A-4、B-2和C-2），有些样本在可见光下观察，还能发现对应于荧光标记环有可识别的浸泡标记轮（图版Ⅳ：C-1）。

胚胎浸泡组中，在荧光显微镜下观察，茜素络合物浸泡浓度10-60 mg/L各组的微耳石和矢耳石的耳石原基均被不同程度的标记（图版Ⅳ：A、B）。在浸泡液浓度低于60 mg/L各持续浸泡时间组，仔鱼都有很好的存活率，只有浸泡液浓度30 mg/L持续浸泡24h，仔鱼存活率较低（85.2﹪）（表3）。茜素络合物浸泡液浓度10 mg/L及20 mg/L两组虽然标记成功率达100％，但其标记效果较差。因此，最适处理条件是茜素络合物浸泡液浓度30 mg/L持续浸泡18 h，标记效果明显同时也有较高的存活率（表3，图版Ⅳ：A-4）。

仔鱼浸泡组中，经茜素络合物溶液各浓度组浸泡后，仔鱼耳石也形成橘红色的标记环。随着茜素络合物浸泡液浓度上升，仔鱼耳石上的荧光强度和标记率增加，但是仔鱼在浸泡中和浸泡后的存活率也都逐渐减低（表3）。在茜素络合物浸泡液浓度120mg/L持续浸泡12h，标记率达到83.3﹪，存活率（92.3﹪）相比对照组（92.3﹪）没有统计学差异（P>0.05），标记环也较明显（图版Ⅳ：C-2）。

3.2 茜素络合物溶液浸泡处理对秦岭细鳞鲑仔鱼孵化率和生长率的影响

胚胎浸泡组中，茜素络合物溶液浓度在10 mg/L-30 mg/L之间的各持续浸泡时间，仔鱼孵化率范围为90.5﹪-100﹪；当茜素络合物溶液浓度上升为60 mg/L时，仔鱼孵化率随持续浸泡时间的增加而明显下降（表3）。由于本批次繁殖亲鱼的怀卵量偏少，导致试验样本数较少，计算的孵化率波动也较大，但茜素络合物溶液浸泡浓度在10 mg/L-30 mg/L之间，浸泡后的仔鱼孵化率与对照组仔鱼孵化率没有明显统计学差异（P>0.05）。但茜素络合物溶液浸泡浓度上升到60 mg/L后，仔鱼孵化率与对照组仔鱼孵化率相比差异明显（P﹤0.05）。

30日龄仔鱼浸泡组中，茜素络合物溶液浸泡浓度120 mg/L 持续浸泡24 h和浸泡浓度150 mg/L各持续浸泡时间组，浸泡后仔鱼的存活率较低（表3），与正常对照组仔鱼存活率差异明显（P﹤0.05），所以数据没有被分析。仅茜素络合物溶液浓度120 mg/L 持续浸泡18 h组仔鱼平均全长和瞬时全长生长率与对照组相比显著下降（P<0.05），其它各处理组与对照组相比均无显著性差异（P>0.05）。同时各处理组间仅茜素络合物溶液浓度 60 mg/L 持续浸泡18 h组和茜素络合物溶液浓度120 mg/L 持续浸泡18h组仔鱼平均全长和瞬时全长生长率有差异（P<0.05）（表4）。因此在本试验中，采用茜素络合物浸泡浓度除150mg/L各持续浸泡时间组和120mg/L持续浸泡18 h、24 h组外，其余各处理组对30日龄仔鱼进行浸泡后，对其生长率并未造成影响（P>0.05）。

表3  茜素络合物（ALC）浸泡实验方案及标记结果

Tab.3  Different groups of immersing experiments using alizarin complexone and marking result
	实验鱼

Fish
	浸泡液浓度

Immersing concentration

（mg/L）
	浸泡持续时间

Immersing duration

（h）
	样本数

Sampling number

（n）
	浸泡中死亡率

Immersing mortality

（﹪）
	浸泡后15d

死亡率

Post-
immersing mortality after 15d（﹪）
	总存活率

Total

Survival
（﹪）
	标记率

Ratio of marking

（﹪）
	标记效果

Marking effects

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	胚胎
embryo
	10
	6
	21
	0
	0
	100
	100
	﹢

	
	10
	12
	19
	0
	0
	100
	100
	﹢

	
	10
	18
	18
	0
	0
	100
	100
	﹢

	
	10
	24
	20
	0
	0
	100
	100
	﹢﹢

	
	20
	6
	23
	4.3
	0
	95.7
	100
	﹢

	
	20
	12
	20
	5
	0
	95
	100
	﹢﹢

	
	20
	18
	21
	0
	4.8
	95.2
	100
	﹢﹢﹢

	
	20
	24
	20
	5
	5
	90
	100
	﹢﹢﹢

	
	30
	6
	17
	0
	5.9
	94.1
	100
	﹢

	
	30
	12
	23
	0
	8.7
	91.3
	100
	﹢﹢﹢

	
	30
	18
	22
	4.5
	4.5
	91
	100
	﹢﹢﹢﹢

	
	30
	24
	21
	9.5
	5.3
	85.2
	100
	﹢﹢﹢﹢

	
	60
	6
	19
	36.8
	10.5
	52.7
	100
	﹢﹢﹢﹢

	
	60
	12
	22
	72.7
	13.6
	13.7
	100
	﹢﹢﹢﹢

	
	60
	18
	25
	100
	0
	0
	ND
	ND

	
	60
	24
	23
	100
	0
	0
	ND
	ND

	
	0（control）
	24
	24
	0
	0
	100
	0
	﹣

	仔鱼（约30日龄）

Larvae (30 days old)
	60
	6
	12
	0
	0
	100
	25
	﹢

	
	60
	12
	10
	0
	10
	90
	40
	﹢

	
	60
	18
	10
	0
	0
	100
	60
	﹢

	
	60
	24
	14
	7.1
	7.1
	85.8
	61.5
	﹢﹢

	
	120
	6
	13
	0
	0
	100
	46.2
	﹢

	
	120
	12
	13
	7.7
	0
	92.3
	83.3
	﹢﹢

	
	120
	18
	11
	18.2
	9
	72.8
	85.6
	﹢﹢

	
	120
	24
	16
	31.2
	18.3
	50
	87.5
	﹢﹢

	
	150
	6
	14
	35.7
	14.3
	50
	71.4
	﹢﹢

	
	150
	12
	12
	58.3
	16.7
	25
	100
	﹢﹢﹢

	
	150
	18
	14
	100
	0
	0
	ND
	ND

	
	150
	24
	12
	100
	0
	0
	ND
	ND

	
	0（control）
	24
	13
	0
	7.7
	92.3
	0
	﹣


注：标记效果参照欧阳斌（1999）的方法,“﹣”无标记；“﹢” 微弱；“﹢﹢”较明显；“﹢﹢﹢”明显；“﹢﹢﹢﹢”非常明显。
浸泡水温保持在7-8℃。ˋNDˊ表示数据没有被分析。

Note: Marking effect according to Ouyang Bin’s method, “﹣”represents no mark; “﹢”faint mark; “﹢﹢”light mark; “﹢﹢﹢”good mark; “﹢﹢﹢﹢”bright mark.Water temperature maintained at 7-8℃. ˋNDˊrepresents no analysis.
表4 茜素络合物（ALC）浸泡对仔鱼生长率影响

Tab.4  Effect of ALC treatment on Growth rate of larvae
	浸泡液浓度Immersing concentration

（mg/L）
	浸泡持续时间Immersing duration
（h）
	样本数

Sampling number
（n）
	饲养15d后平均全长（mm）
Total length of Posttreatment after 15d（mm）
	标准误Standard Error /SE
	P值Sig
	95%置信区间95% Confidence

Interval
	瞬时全长生长率
Mean daily instantaneous

growth rate
（﹪）

	
	
	
	
	
	
	上限Lower Bond
	下限Upper Bond
	

	60
	6
	12
	29.33
	0.22
	0.77
	-0.044
	0.845
	2.18

	60
	12
	10
	29.33
	0.24
	0.90
	-0.064
	0.871
	2.18

	60
	18
	10
	29.73#
	0.24
	0.98
	-0.462
	0.473
	2.27

	60
	24
	14
	29.64
	0.22
	0.67
	-0.334
	0.522
	2.25

	120
	6
	13
	29.37
	0.22
	0.11
	-0.079
	0.793
	2.19

	120
	12
	13
	29.54
	0.22
	0.40
	-0.249
	0.623
	2.22

	120
	18
	11
	29.21*
	0.23
	0.03
	-0.066
	0.976
	2.15

	120
	24
	16
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	150
	6
	14
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	150
	12
	12
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	150
	18
	14
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	150
	24
	12
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	0（control）
	24
	13
	29.73
	0.64
	-
	-
	-
	2.27


注：浸泡仔鱼的初始平均全长为21.16±0.55mm，测量的样本为浸泡仔鱼的同批次中二次抽样测量得出。ˋ*ˊ表示该组与对照组之间差异显著（P﹤0.05）；ˋ#ˊ表示ALC 60mg/L 18h组和ALC 120mg/L 18h组有差异（P﹤0.05）。ˋNDˊ表示数据没有被分析。
Note：The initial mean length of a subsample of fry measured at the experiment was 21.16±0.55mm. ˋ*ˊmean significant difference between that group and control （P﹤0.05）;ˋ#ˊmean significant difference between that group and the group of ALC 120mg/L 18h. ˋNDˊrepresents no analysis.

4讨论

4.1关于浸泡方法

对鱼类幼鱼标记的研究已经有了很长的历史，许多研究者就放射性同位素、剪鳍、磁性编码金属微标志等方法进行了多方面的探索。几乎所有的研究者对不同的标记方法优劣的评价都集中在标记的持久性、易识别性，以及标记是否对鱼体造成伤害等方面。然而，迄今为止的研究实践表明，过去采用的标记方法很难同时满足上述要求。

荧光标记（Fluorescent marking）是一种化学标记方法（Nielon, 1992），过去应用于鱼类年龄、生长和洄游的研究（Fry et al.,1960;Jensen et al.,1967;Muncy et al.,1990）。80年代以来，荧光标记被许多学者用来证实鱼类耳石日轮的存在，或用于对人工投放个体的大规模标记（Mass-marking）（Wilson et al., 1987; Tsukamoto, 1988; Nielson, 1992; Vigliola, 1997）。已有的研究表明，通过注射、浸泡、投喂等方式，使荧光化合物与鱼类的钙化组织如骨骼、耳石等结合，可形成永久的标记，并能在荧光显微镜下加以识别（Nielson,1992）。Tsukamoto（1985）认为，注射的方法对鱼卵和鱼苗来说显然不适用，投饵又可能因为个体摄食差异而无法保证个体被均匀的标记，因此认为采用浸泡的方法进行鱼类早期资源的大规模标记更为理想，并提出由于鱼类耳石上的标记比较容易被检测到，标记甚至可以在鱼类的胚胎时期进行。
4.2浸泡试剂的选择

与常规标记方法相比较，通过含荧光物质的溶液浸泡标记耳石，可以在短时间内实现鱼苗的大规模标记，最大限度地降低人工操作对鱼苗的影响。目前常采用的荧光标记试剂四环素盐酸盐（Tetracycline hydrochloride）、茜素络合酮（Alizarin complexion）和钙黄绿素（Calcein）等，在荧光显微镜下观察分别具有不同的颜色，茜素络合酮呈橘红色、四环素盐酸盐呈金黄色、钙黄绿素呈绿色（图9，自：Tsukamoto K., 1988）。
[image: image14.png]



图9 不同荧光试剂浸泡后耳石荧光颜色（自：Tsukamoto K.,1988）

Fig.9 Otoliths fluorescent color in different marking agents
（From: Tsukamoto K.,1988）
盐酸四环素是较早用来对鱼类进行荧光标记的试剂之一，但一些研究表明，其溶液对鱼体有较大的毒性（宋昭彬等, 1999; 欧阳斌等, 1999）。而Secor用250 mg/L和350 mg/L的氧四环素（oxytertacyeline）溶液浸泡条纹鲈（Morone saxatilis），结果显示浸泡的和未浸泡的仔鱼死亡率没有明显差异（seeor et al, 1991）。可见，盐酸四环素对鱼类毒性大小可能因种类或浸泡时间差异而不同。本研究的预试验中显示盐酸四环素和钙黄绿素在秦岭细鳞鲑耳石上标记效果很差，标记率与死亡率不能达到统一，且盐酸四环素在浸泡过程中产生很多泡沫，对实际操作也带来很大困难。所以本试验选用了标记效果较好的茜素络合酮溶液对鱼卵或仔鱼进行浸泡，在耳石上形成可资识别的荧光标记，进行了成功的标记。另外，刘奇（2009）对放流的褐牙鲆荧光标记技术的研究中指出，采用高浓度的茜素红（ARS）标记褐牙鲆幼鱼，也有很好的标记效果，且茜素红相对茜素络合物更具价格优势。同时对仔、稚鱼进行浸泡时，适宜的荧光物质和最佳浸泡浓度等都可能因鱼的种类、规格和实验条件而异，所以也有必要下一步对秦岭细鳞鲑仔稚鱼采用茜素红标记实验，以确定对秦岭细鳞鲑仔稚鱼上最佳的荧光浸泡标记技术。

4.3 ALC浸泡液的pH值与ALC标记保存时间

在早期研究中，Eckmann等（1998）观察茜素络合物溶液pH值是浸泡的关键条件，被推荐的pH值为7.5-8。Wagner等（1997）研究了虹鳟鱼（O. mykiss）温度和高pH的应激反应和死亡率，表明当pH值为9或更高时有较强烈的应激反应，高于9.4会导致鱼的死亡。因此，在本研究中结合自然河道中河水pH值（7.8），茜素络合物溶液的pH值用缓冲液（NaHCO3）保持在8左右。同时有研究表明，胚胎在卵膜内相对仔鱼在浸泡中，受浸泡液pH值变化影响相对较小，因为卵周液缓冲了环境周围的pH值（Kuegel et al., 1989）。
Tsukamoto (1995)研究了茜素络合物在马苏大马哈鱼（O. masou）耳石上的保留时间，结果表明标记持续时间至少为3年。同时，茜素络合物在其它非鲑科鱼类耳石较长保存时间也已经被报道（Beckman,1996; Lagardere,2000）。但关于茜素络合物在秦岭细鳞鲑耳石上保存的时间也有待于进一步研究。
4.4胚胎、仔鱼阶段浸泡标记效果比较及合适阶段标记选择

本研究通过茜素络合物浸泡秦岭细鳞鲑胚胎和30日龄仔鱼，荧光物质被成功标记到仔鱼耳石上。在试验1中，浸泡胚胎最适处理条件是茜素络合物（ALC）溶液浓度30 mg/L 持续浸泡18 h，出膜后15d仔鱼存活率和标记率分别为91﹪和100﹪，同时耳石核心被强烈染色，标记环“明显”；在试验2中，仔鱼阶段最适条件为浸泡液浓度120 mg/L持续浸泡12h，浸泡处理15d后仔鱼存活率和标记标分别为83.3﹪和92.3﹪，标记环“较明显”。通过试验结果表明，在浸泡发眼卵试验组相比浸泡30日龄仔鱼组的最适条件所需要的茜素络合物浓度更低，而且在标记成功率、标记效果、标记后仔鱼存活率以及标记成本等方面也更为理想。
通过研究结果观测，耳石核心相比耳石其它部位较易被茜素络合物着色。相似的结果被报道（Secor D H et al., 1991）,他们用四环素浸泡白鲑胚胎，但是并没有详细说明是耳石的哪个部分强烈着色。这个观测也特别对应茜素络合物在秦岭细鳞鲑受精卵发育的合适时间标记，例如当耳石核心原基已经被周围物质环绕，那样标记强度会减弱，标记质量也会降低。同时，在仔鱼出膜前很短的时间进行浸泡，荧光标记会更接近孵化标记轮，标记质量会差异很大，而且在仔鱼开始出膜期间浸泡对大规模标记也是不实用的。在本试验中，茜素络合物在卵受精后很短时间就开展浸泡是不会形成耳石标记的。但是，有报道表明在北极鲑鱼受精后很短时间，用四环素浸泡就可能在耳石上形成可资识别的标记（Vigliola L, 1997），四环素在卵淬水阶段被吸收到卵膜内，并几周后在耳石核心原基积累。虽然茜素络合物和四环素一样与钙形成螯合物，但是却有不同的特点，茜素络合物不允许较长时间在卵膜内储藏，必须和钙形成络合物并被沉积，否则将被卵膜过滤（Eckmann R et al., 1998）。因此，我们推荐最佳的大规模标记时间为受精卵开始进入发眼期到出膜前5天左右。

无论在茜素络合物浸泡胚胎组还是30日龄仔鱼浸泡组，标记的强度都随着浸泡液浓度和浸泡持续时间的延长而增强，所以胚胎或仔鱼对茜素络合物染料的吸收与这些因素成正比增加。但在相同处理组的不同个体间观察的标记强度也可能由于许多因素而存在差异，包括仔鱼不同个体间的代谢差异等。Secor等（1991）认为，不同鱼龄个体之间这种标记效果差异会更加明显，低龄鱼相比高龄鱼有更高的代谢率，吸收荧光物质更多一些。所以，作者推测可能在秦岭细鳞鲑胚胎期开始浸泡标记相比仔鱼阶段，所需要的浸泡浓度要低，标记的成本也相对更经济。但由于本试验仔鱼浸泡组日龄偏大（30日龄），没有对更小日龄仔鱼或刚孵化仔鱼进行浸泡，同时孵化前浸泡胚胎也可能由于卵膜阻隔，浸泡浓度可能比孵化初期的仔鱼更高，有必要今后进行对更小日龄秦岭细鳞鲑仔鱼的茜素络合物浸泡试验以作进一步研究。
4.5荧光标记的检测及茜素络合物（ALC）浸泡中仔鱼耳石标记轮的产生

在检测鱼类耳石上的茜素络合物荧光标记时，研究者多用紫外激发光源观察（Lang  et al., 1993; Beckman et al., 1996; Lagardere et al., 2000; Szedlmayer et al., 1995; 何春林等, 2008），也有学者报道用茜素络合物（200 mg/L）标记三种牙鲆类（Diplodus）稚鱼后，在可见光下也可检测到紫红色的标记轮（Vigliola, 1997）。本试验中，分别在自然光源和紫外光源（发射波长为425 nm、发射波长为515 nm和发射波长590 nm）下对茜素络合物浸泡胚胎组耳石进行观察，只有在发射波长为515 nm和590 nm时才检测到橘红色的茜素络合物标记，发射波长590 nm下荧光标记环强度更佳，但在自然光源下并没有检测到荧光标记（图版Ⅳ：A）。同时仔细观察在图版Ⅳ：A-3、A-4、B-2和图版Ⅳ：C-2中都可以在耳石的边缘看到淡淡的橘红色标记环，这可能是因为耳石边缘的自发荧光而产生的。因此，本试验所有样本的荧光标记检测在发射波长590 nm下进行。另外，采用耳石标记必须杀死标记鱼来读取标记信息，这对于珍稀鱼类资源的检测研究带来很大难度，所以应该发展选择鱼类的外部钙化结构组织如鳞片、鳍条等进行检测（刘奇, 2009），这也是将荧光浸泡标记应用到鱼类资源评价的重要步骤。

通过茜素络合物溶液浸泡30日龄仔鱼试验，我们也可以发现荧光物质在仔鱼沉积的日轮和饲养仔鱼真实日龄相对应。但是在标记环外相应的日轮就不准确了，仔鱼浸泡标记饲养15 d后取样，日轮环数应该有14-15环，但事实上只有10-11环，可能由于浸泡或捕捞等压力使日轮停止了4-5 d。将茜素络合物标记后的耳石样本置于可见光下观察，发现多数样本相比浸泡对照组样本，在浸泡当日会形成一个明显的不连续标记轮（图版Ⅳ：C-1）。此外，宋昭彬等（1999）在对鳡鱼（Elopichthys bambusa）仔稚鱼耳石的标记研究中，曾发现经茜素络合物浸泡标记后有些样本在对应于荧光标记的位置有一个深黑色的标记轮。这都说明荧光物质的浸泡对耳石沉积的生理过程具有一定的影响，所以作者推测这些标记轮可能是由于浸泡而引起的，捕捞等产生的应激压力相比浸泡对仔鱼的影响要小。同时在茜素络合物溶液浸泡试验中，浸泡组和对照组沉积的生长轮与真实日龄相对应，这对于开展浸泡标记及相应的日龄研究也是有利的。
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图版Ⅰ： 秦岭细鳞鲑仔鱼耳石形态发育（标尺=100um）
PlateⅠ： Otoliths ontogeny in larval Brachymystax lenok tsinlingensis. (Scale bar=100um)
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图版Ⅱ：秦岭细鳞鲑初孵仔鱼及耳石（标尺=50um）
a.刚出膜仔鱼；b.10日龄仔鱼；c.6日龄仔鱼微耳石；d.12日龄仔鱼矢耳石；
e.36日龄仔鱼星耳石；f.8日龄仔鱼异形矢耳石；g.35日龄仔鱼矢耳石；

g-1.日轮放大

core:耳石中心核；P：原基；FR:首日轮；C:标记轮；D:日轮;AP:次生耳石中心。

PlateⅡ：Hatching larval of Brachymystax lenok tsinlingensis and the otoliths.
a.hatching larva; b.10 days old larva; c.Lapillus of 6 days old larva;  

 d.Sagitta of 12 days old larva; e.Asteriscus of 36 days old larva; 

 f.special Sagitta of 8 days old larva; g. Sagitta of 35 days old larva;

 g-1.daily increment

core:the core of otolith; P:primordium; FR:the first ring;

C.check; D.daily increment; AP:accessory primordium

[image: image17.jpg]



图版 Ⅲ： 人工养殖种群和自然种群秦岭细鳞鲑耳石生长轮的差异

a.人工养殖秦岭细鳞鲑35日龄失耳石；b.自然种群秦岭细鳞鲑35日龄失耳石；
标尺代表200um.
Plate Ⅲ: Differences between Sagitta of hatchery-reared and wild
 Brachymystax lenok tsinlingensis .

a.Sagitta of 35 days old hatchery-reared larva; b. Sagitta of 35 days old wild larva;
 Scale bar=200um.
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图版Ⅳ：耳石荧光标记
A-1.卵浸组15日龄仔鱼矢耳石自然光源下；A-2.卵浸组15日龄仔鱼矢耳石发射波长425nm；A-3.卵浸组15日龄仔鱼矢耳石发射波长515nm；A-4.卵浸组15日龄仔鱼矢耳石发射波长590nm。
B-1.卵浸组60日龄仔鱼微耳石自然光源下；B-2.卵浸组60日龄仔鱼微耳石发射波长590nm

C-1.仔鱼浸泡组45日龄矢耳石自然光源下；C-2.仔鱼浸泡组45日龄矢耳石发射波长590nm
core 示矢耳石中心核；ac示矢耳石附生长中心；e 示耳石边缘；
m 示荧光标记环；M示浸泡标记轮。标尺=50um。

Plate Ⅳ: fluorescent mark of otoliths
A-1: Sagittae otoliths from 15 days old  marked larvae were photographed under normal white light; A-2 were photographed under 425nm excitation wavelength; A-3 were photographed under 515nm excitation wavelength; A-4 were photographed under 590nm excitation wavelength.
B-1: lapillus otoliths from 60 days old marked larvae were photographed under normal white light; B-2 were photographed under 590nm excitation wavelength.
C-1: Sagittae otoliths from 45 days old  marked larvae were photographed under normal white light; C-2 were photographed under 590nm excitation wavelength.
 core: Nucleus of lapillus;  ac: accessory core; M: immersing mark;  m:fluorescent mark;
 e:edge of otolith.  Scale bar =50um.
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