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摘要: 以人工繁育大麻哈鱼(Oncorhynchus keta)发眼后胚胎为研究对象, 设置4个茜素红染料质量浓度梯度(10 mg/L, 20 mg/L, 40 mg/L, 80 mg/L)和4个浸染时间梯度(8 h, 16 h, 24 h, 32 h), 分析茜素红染料在耳石上的沉积情况, 以及不同暂养天数的动态变化, 以期为大麻哈鱼标志放流技术及效果评估提供基础参考。结果表明, 茜素红在矢耳石和微耳石上都能形成良好标记, 在可见光和黄绿激光下均检测到标记带。随着暂养时间的延长, 可见光下标记逐渐减弱, 至80 d基本消失, 而在黄绿激光下标记区能长久保持, 荧光强度无减弱迹象。对不同时间点的标记级数随浓度变化关系进行曲线拟合, 结合安全评估, 得出适宜胚胎期大麻哈鱼耳石群体标记的条件为: 浸染质量浓度(w/v)为25.9~40 mg/L, 浸染时间为15.6~24 h, 并且在二次函数y=0.055x2–3.861x+86.9(x表示时间值, y表示浓度值)之下的曲边三角形区域选择浓度和时间点。标记后不同采样时间点的新生轮纹数与暂养天数线性相关性显著, 矢耳石和微耳石相关方程的斜率分别为0.965和0.924, 表明大麻哈鱼胚胎-仔稚鱼后期矢耳石与微耳石上的沉积轮为日轮。
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大麻哈鱼(Oncorhynchus keta)属鲑科鱼类, 是著名的冷水性溯河产卵洄游鱼类, 是中国东北名贵水产品之一, 其卵更是营养丰富。同时, 大麻哈鱼也因其特殊的生活史型和生态地位而极具研究价值[1–3]。然而, 随着近年来捕捞强度增大及环境污染和栖息地破坏, 大麻哈鱼资源量急剧下降, 资源状况极其恶劣[2, 4–6], 如不立即采取有效措施, 短期将濒临灭绝。

为使大麻哈鱼的生态资源得到有效的保护和合理的开发和利用, 针对大麻哈鱼的资源调查和人工繁育及增值放流工作得到迅速发展, 并取得了重大成效[7–8]。而增值放流的效果评估是当前面临的一大难题, 对标志放流的技术方法探究在此项工作中也显得尤为重要[7, 9–10]。其中, 利用荧光物质能在鱼类耳石上沉积的化学标记, 因其效果明显、检测便捷在胭脂鱼[11] (My​​x​ocyprinus asiaticus)、滇池金线鲃[12] (Sinocyc​locheilus graham)等多种鱼类[13–15]得以应用。在用于标记的众多染料中, 茜素红(alizarin red S, ARS)因其价格优势、普遍标记效果较好, 使用最为广泛[12–13]。鱼类早期阶段耳石生长轮结构形成较易控制, 胚胎期是极好的耳石标记阶段[16–17]。对于大麻哈鱼胚胎期耳石的荧光标记及条件未见报道, 对浸染结束后的标记存留问题研究较少。本研究以荧光标记物ARS为染料, 对胚胎时期大麻哈鱼开展浓度梯度和时间梯度的浸染试验, 并进行效果评价, 尝试探寻合适的标记条件, 并对标记后的暂养和该时期的日轮等问题加以探讨, 希望能为大麻哈鱼耳石的标记提供基础参考。

1  材料与方法

1.1  实验鱼来源及浸染实验

实验鱼亲本为采集自乌苏里江乌苏镇网滩(2013年11月初)的生殖洄游群体, 人工受精后以流水孵化至发眼期, 将受精卵干法运输(8 h)到黑龙江水产研究所实验室, 在控温水族箱中继续孵化至胚胎后期, 此时距受精约50 d。取玻璃缸(25 cm× 12 cm×20 cm)20个, 均注入2.5 L曝气2 d以上的自来水, 置于8℃水中保持温度, 随机挑取饱满健壮的受精卵加入这些玻璃缸中, 每缸30颗, 适应2 d同时给予曝气。

按剂量向相应玻璃缸中加入茜素红(天津致远化学试剂有限公司, 分析纯)母液, 至浸染质量浓度分别达到10、20、40、80 mg/L, 同时设置对照; 每剂量4缸, 用于开展不同浸染时间(8、16、24、32 h) 实验, 详见表1。在到达设计的浸染时间后, 迅速更换相应玻璃缸中的染色液为提前控温至8℃并充分曝气的清水, 至4个实验阶段全部结束, 受精卵在清水玻璃缸中继续孵化, 期间定时换水, 水温保持在7.5~8.5℃, pH 6.5~7.0, 及时清除死亡个体并计数。

1.2  样本采集方案

清水中暂养13 d  (浸染24、32 h组为12 d)后首次取样, 此时受精卵已全部孵化出膜进入仔鱼期, 每剂量/时间组采集其中10尾, 其余继续暂养; 至22 d (24、32 h组为21 d)时第2次取样, 每剂量/时间组采集10尾。此后为方便管理, 剔除全部对照组后将所有剩余处理组样品集中, 统一于控温循环系统中饲养; 标记实验30 d后, 卵黄囊吸收完全, 开始投喂人工颗粒饲料, 定期换水除污, 继续采样2次, 其间间隔约1个月, 每次共10尾。
1.3  耳石摘取、处理与检测

样品采集后, 及时在解剖镜下剖取耳石, 清理后用透明指甲油封片, 每样本获取矢耳石、微耳石各一对(发育前期星耳石可能未发育或太小, 未获得)。分别在光学显微镜和荧光显微镜(黄绿激光; Leica DFC450C)下观察、拍照, 记录相应的标记强度。根据标记强度将标记效果评级分为0、 1、2、3、4, 分别表示未见、微弱、可见、明显、强烈5个等级, 见图1。对于每个暂养时间点的样品(第1次采样分别记为12 d、13 d; 第2次采样分别记为21 d、22 d; 第3次采样统一记为52 d; 第4次统一记为80 d), 选取其中标记及轮纹清晰的耳石样品在显微镜下识读标记轮之后的轮纹数, 每个时间点(随机)选取10个样, 部分样品用1500#砂纸稍加打磨后用二甲苯透明在读取, 每个样品在显微镜不同放大倍数下反复对比读数获取。
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图1  大麻哈鱼耳石茜素红标记效果评判标准
上下两排分别标示可见光和荧光下耳石不同标记评价状况, 标记级数定义为: “0”表示未见; “1”表示微弱; “2”表示可见;

“3”表示明显; “4”表示强烈; 箭头指示标记轮边缘.

Fig. 1  The criterion of judgment for the marking of Chum salmon otoliths with ARS

Upper row means the different marking effects of visible light, the following row means the different marking effects of green laser light.The marking value is defined as follow, “0” means none, “1” means faint, “2” means visible, “3” means obvious,

“4” means strong. A rrows mark the edge of marking.
1.4  数据分析统计

利用Excel 2007进行统计分析, 求取各剂量/时间标记效果级数的平均值和标准差, 并对相关数据进行差异显著性分析。利用Matlab 7.0.1软件进行回归分析, 针对不同标记时间, 建立浓度与效果级数(分别取前两次样的荧光检测级数)的非线性拟合曲线方程, 推算最佳标记剂量和时间条件, 并获得标记轮后轮纹数与暂养天数的回归关系。
2  结果与分析

2.1  不同期取样标记效果 

茜素红浸染后的胚胎期大麻哈鱼, 会在耳石上形成深浅不一的环带, 矢耳石、微耳石上均会产生标记, 可见光下呈胭脂红色, 黄绿荧光下显猩红色, 二者能相互对应(如图2、图3所示)。暂养期间, 标记轮之后耳石继续生长, 可见光下呈现透明状, 对照组在可见光和荧光下均未见标记。检
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图2  大麻哈鱼矢耳石茜素红标记效果

A-1.首次矢耳石样品可见光下标记状态; A-2.首次矢耳石样品的标记后新增轮纹结构; A-3.首次矢耳石样品黄绿激光下标记状态; B-1.第二次矢耳石样品的可见光下结果; B-2.第二次矢耳石样品的标记后新增轮纹结构; B-3.第二次矢耳石样品黄绿激光下结果; C-1.第三次矢耳石样品可见光下标记状态; C-2.第三次矢耳石样品的标记后新增轮纹结构; C-3.第三次矢耳石样品黄绿激

光下标记状态.
Fig. 2  Marking result of sagittal otoliths from Chum salmon with ARS 
A-1.The mark of the first sagittal otolith samples in visible light; A-2.The newly increased rings of the first sagittal otolith samples after marking; A-3.The mark of the first sagittal otolith samples in green laser light; B-1.The mark of the second sagittal otolith samples in visible light; B-2.The newly increased rings of the second sagittal otolith samples after marking; B-3.The mark of the second sagittal otolith samples in green laser light; C-1.The mark of the third sagittal otolith samples in visible light; C-2.The newly increased rings of

the third sagittal otolith samples after marking; C-3.The mark of the third sagittal otolith samples in green laser light.

测中发现, 无论在可见光下还是在荧光下, 每剂量/时间处理组同一样品矢耳石和微耳石上的标记结果均为一致(P>0.05), 因此采用相同的评级标准, 并在表1中统一反映二者的标记级数, 因此文章中的标记级数统一指矢耳石和微耳石。相同处理组平行样品间存在差异, 因此对每个样品单独评价, 表1中标记级数给出每剂量/时间组的平均值和标准差。
实验结果如表1所示, 所有批次在荧光检测下的标记强度都比可见光下强, 差异极显著(P<0.01), 并且随暂养时间延长差异越来越大。在可见光下标记强度随暂养进程逐渐减弱, 甚至消失, 在第4次取样(80 d)时平均标记强度只有1.10(表2), 多数样品极为微弱; 而在荧光显微镜下标记强度始终为很明显的状况, 总体平均保持在3.0左右。前两个采样批次全部剂量/时间样品在荧光下的标记率几乎都达到了100%, 仅10 mg/L浓度8 h和16 h、20 mg/L浓度8 h时有个别样品荧光强度较微弱(评级为1), 未列入标记成功。当标记浓度达到40 mg/L及以上时, 所有样品的荧光标记级数均超过3.3, 达到很明显的标记状态。总体来看, 大麻哈鱼耳石的茜素红标记效果随浸染浓度增大和时间延长而逐渐增强。
2.2  标记浓度及与级数拟合曲线

经标记暂养, 截止第一次取样时, 各处理组和对照组均出现不同程度的死亡情况, 而在其后继续暂养过程中, 所有鱼均能正常生长、摄食, 再未出现异状。其中, 对照组24 h处理组死亡1尾, 死亡率3.3%, 而浸染组多数都有个别死亡, 当茜素红质量浓度为20、40、80 mg/L时, 浸染24 h以上死亡率明显升高, 80 mg/L浸染32 h的死亡率达到了16.7%, 不同浸染浓度和时间对标记安全存在很大影响。
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图3  大麻哈鱼微耳石茜素红标记效果

D-1.首次微耳石样品可见光下标记状态; D-2.首次微耳石样品的标记后新增轮纹结构; D-3.首次微耳石样品黄绿激光下标记状态; E-1.第二次微耳石样品的可见光下结果; E-2.第二次微耳石样品的标记后新增轮纹结构; E-3.第二次微耳石样品黄绿激光下结果; F-1.第三次微耳石样品可见光下标记状态; F-2.第三次微耳石样品的标记后新增轮纹结构; F-3.第三次微耳石样品黄绿激光下标记状态; 实心箭头标示各种状态下标记轮的位置

Fig. 3  The Marking result of Lapillus otoliths from chum salmon with ARS

D-1.The mark of the first lapillus otolith samples in visible light; D-2.The newly increased rings of the first lapillus otolith samples after marking;D-3.The mark of the first lapillus otolith samples in green laser light; E-1.The mark of the second lapillus otolith samples in visible light; E-2.The newly increased rings of the second lapillus otolith samples after marking; E-3.The mark of the second lapillus otolith samples in green laser light; F-1.The mark of the third lapillus otolith samples in visible light;F-2.The newly increased Rings of the third lapillus otolith samples after marking; F-3.The mark of the third lapillus otolith samples in green laser

light; solid arrows marked the marking edges of various states.
由于可见光下标记效果变化较大, 至后期基本消失, 而荧光条件下始终保持稳定, 因此只探讨荧光检测时的标记级数。为行文方便, 此后如无说明标记级数均是指荧光条件下标记级数。根据标记级数结果散点图、理论分析和参考资料[18], 发现浸染浓度和标记级数数量关系符合一次有理函数: 
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式中, p1、p2、q为常数; x为浓度值, y为标记级数数值。分别对不同浸染时间建立浸染浓度随标记级数(每个时间点取前两次采样的荧光标记级数10(平行数据)×2(采样次数)×4(剂量组)=80个点, 加上对照组共81个点)变化的非线性拟合曲线, 结果见图4(A、B、C、D):
非线性拟合的相关关系式为: 
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由于相同时间点, 在相同浸染浓度下的标记级数评价值多数为相同的, 因此图4中多数点是重合的, 并且可以看出随着浓度增加, 变异系数逐渐减小, 这与表1中浓度与标准差数据相对应。
表1  大麻哈鱼耳石茜素红标记实验情况及标记结果

Tab. 1  ARS marking experiments and its results of otoliths in chum salmon
	浓度/(mg·L–1)

concentration
	浸染时间/h

immersed time
	首次取样
总死亡率/%
total mortality rate
	总标记率(前两次荧光检测结果/%)

total marking rate
	首次取样(13/12 d)标记级数

marking value of first samples
	二次取样(22/21 d)标记级数

marking value of second samples

	
	
	
	
	可见光

visible light
	黄绿激光

green light
	可见光

visible light
	黄绿激光

green light

	0
	8/16/24/32
	0/0/3.3/0
	0
	0
	0
	0
	0

	10
	8
	3.3
	80
	1.3±0.82
	2.0±0.67
	0.5±0.71
	2.2±0.79

	
	16
	3.3
	90
	1.4±0.70
	2.2±0.92
	0.8±0.79
	2.5±0.53

	
	24
	0
	100
	2.3±0.48
	2.6±0.52
	1.4±0.97
	2.8±0.63

	
	32
	3.3
	100
	2.5±0.97
	3.2±0.63
	1.3±0.82
	3.0±0.67

	20
	8
	0
	95
	1.5±0.71
	2.5±0.71
	0.8±0.79
	2.2±0.63

	
	16
	3.3
	100
	2.1±0.74
	3.0±0.67
	1.1±0.88
	3.0±0.67

	
	24
	3.3
	100
	2.7±1.06
	3.3±0.48
	1.2±0.63
	3.2±0.63

	
	32
	6.7
	100
	2.8±1.03
	3.4±0.70
	1.5±0.85
	3.4±0.70

	40
	8
	0
	100
	1.8±0.79
	3.2±0.63
	1.3±0.82
	3.3±0.67

	
	16
	0
	100
	2.7±1.16
	3.7±0.48
	1.5±1.18
	3.5±0.53

	
	24
	6.7
	100
	3.2±0.63
	3.8±0.42
	1.7±0.95
	3.6±0.52

	
	32
	10
	100
	3.5±0.53
	3.9±0.32
	2.2±0.92
	3.7±0.48

	80
	8
	0
	100
	2.8±0.79
	3.7±0.48
	2.2±0.79
	3.7±0.48

	
	16
	0
	100
	3.3±0.67
	3.8±0.42
	2.4±1.07
	3.8±0.42

	
	24
	3.3
	100
	3.8±0.42
	4.0±0.00
	3.4±0.70
	4.0±0.00

	
	32
	16.7
	100
	4.0±0.00
	4.0±0.00
	3.8±0.42
	4.0±0.00


注: 首次取样总死亡率统计的是第一次采样前各剂量/时间组全部30尾鱼的死亡率; 标记级数栏列出相应的平均值±标准差.

Note: Total mortality rates statistic for all 30 fish mortality of each dose / time group before first sampling; tables of marking value list the corresponding mean ± standard deviation.

表2  茜素红标记的大麻哈鱼耳石不同采样批次总样本平均标记效果

Tab. 2  Average ARS marking value of samples from each batch of otoliths in chum salmon

	光
light
	首次采样 (n*=160)

first samples
	第2次采样 (n=160)

second samples
	第3次采样 (n=10)

third samples
	第4次采样 (n=10)

fourth samples

	可见光visible light
	2.61
	1.69
	1.40
	1.10

	黄绿激光green light
	3.27
	3.24
	2.80
	2.90


注: “*”表示n为统计的除对照组外标记处理组样本总数; 其中前两次为4(剂量组)×4(时间组)×10尾=160尾; 后两次为混养后, 每次共取10尾.

Note: n means the total number of statistical samples of mark groups except controls.Each number of first two is 4 (doses)× 4(inds) ×10 inds = 160 inds; each number of last two is 10 inds which were sampled after mixing.
根据不同浸染时间的拟合曲线计算标记效果级数为非常明显(推荐3.5)时所对应的浸染浓度值, 8 h、16 h、24 h、32 h分别为59.9 mg/L、38.3 mg/L、27.2 mg/L、19.8 mg/L, 以此数据为依据结合安全风险评估, 可进行标记浓度和时间的筛选。

浸染时间和相应浓度在数值关系上符合二次函数, 对其进行趋势线拟合, 获得关系式(图5)。研究发现, 当浸染浓度高于40 mg/L、时间长于24 h时, 总死亡率明显升高(表1); 低浓度、低时间组则安全性较高, 只存在个别死亡现象, 因正常生长也存在出膜率等问题, 这与对照组无明显差异。根据该关系式计算得到40 mg/L时对应的时间为15.6 h, 24 h时对应的浓度值为25.9 mg/L。因此, 选择适宜标记浓度范围为25.9~40 mg/L, 浸染时间范围为15.6~24 h, 并且在二次函数y=0.055x2–3.861x + 86.9(其中X表示时间值, y表示浓度值)之下的曲边三角形区域, 如图5阴影部分。
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图4  茜素红标记的大麻哈鱼耳石不同标记时间的拟合曲线

Fig. 4  Fitting curves of different immersion times of otoliths marked with ARS in chum salmon
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图5  大麻哈鱼耳石茜素红标记效果评价值为3.5时的时间–浓度关系

Fig. 5  Relationship between time–concentration when the marking value is 3.5 in otoliths of chum salmon

2.3  胚胎–仔稚鱼期耳石日沉积规律

从标记后的胚胎期到仔稚鱼后期连续进行耳石采集, 探索该时期的轮纹沉积及规律, 发现矢耳石和微耳石上轮纹清晰度多呈现出清晰区–模糊区相间特征, 其中清晰区域轮纹数容易识读, 而模糊区则稍差(图2, 图3), 因此, 需要反复数读, 少量样品可能借助附近清晰区和轮纹宽度加以推算, 该部分样品不超过总数10%。不同采样批次样品矢、微耳石轮纹新增数量差异极显著(P<0.01), 标记后新生轮纹数(N)与实际暂养天数(D)符合一次线性关系(图6): 
矢耳石、微耳石线性拟合曲线分别为: 

矢耳石: [image: image20.png]N = 0.965D +0.123;
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微耳石: [image: image23.png]N = 0.924D +0.940; (
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相关性分析显示, 两类耳石的标记后新增轮纹数与暂养天数都为明显正相关, 系数均达到了0.99。矢、微耳石的相关方程斜率分别为0.965和0.924, 都与1接近, 因此, 可以认为该时期大麻哈鱼矢耳石和微耳石上均为每日沉积一轮即为日轮结构。

3  讨论

3.1  茜素红对大麻哈鱼胚胎耳石的标记

关于荧光物质在鱼类耳石上产生印记的研究已取得大量成果[14–15, 19–20], 其中荧光染料的选择多以茜素络合物(alizarin complexone, ALC)为主, 近年来茜素红因其价格低廉、溶解度高、标记效果好、毒性较低在耳石研究中逐渐被重视[11–13]。因此, 本研究采用茜素红为染料, 浸染大麻哈鱼胚胎, 在矢耳石和微耳石上均获得良好标记, 全
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图6  大麻哈鱼胚胎–仔稚鱼期矢耳石和微耳石新生轮纹数与暂养天数关系

Fig. 6  Relationship between additional cultivate time and incremental rings of sagittal and lapillus otoliths in chum salmon at the period of eyed egg-larvae
部样品荧光检测的总标记率达到97.9%, 可应用性较强。

随着浸染浓度增大、时间延长, 标记效果整体逐渐增强(表1), 这与Liu等[13]、Katayama等[21]对舟山褐牙鲆(Paralichthys olivaceus)、Beckman等[14]对白亚口鱼(Catostomus commersonii)、徐采等[22]对月鳢(Channa asiatica)的研究结果一致。平行样品间存在微小变化, 推测可能是发育阶段不同步, 代谢率不同导致沉积有差异。当达到一定浸染浓度和时间时基本趋于一致(变异系数降低, 表1), 标记稳定性方面不存在担忧。然而, 对于标记的持久性而言在放流工作中则显得尤为重要, 因此本研究在标记后继续暂养, 连续采样, 进行效果动态评估。结果表明, 除标记伊始高浓度浸染组存在较多死亡外, 其后全部实验鱼均能保持正常生长, 故表1中仅统计了首次采样死亡率; 80 d后矢、微耳石上的标记区域均能较好地保持荧光强度(表2), 而第3、4次采样的总体均值比第1、2次小, 可能是标记组混养后高浸染浓度的数量所占比例下降(死亡率较高)导致的。可见光下检测4个批次样本矢耳石和微耳石上的中央标记区域形态特征趋于一致(标记区长、宽差异不显著, P>0.05; 未公布数据), 这也在对日轮的确证(图6)上得到进一步验证。

本研究结果还表明, 标记耳石的检测也是值得探究的。随着暂养时间的延长, 可见光下的红色标记区域越来越弱, 在80 d时基本已经不可见, 推测可能是由于沉积在耳石上的茜素红发生分解, 而在荧光下的标记区始终保持强度, 甚至还有增强的趋势, 可能是其分解产物仍然能在激发光下发出荧光[23–24]。至于能否在到达性成熟即3年至5年后继续保持, 由于其为咸淡水洄游种类的人工养殖瓶颈, 在实验室条件下难以验证, 但已有研究表明鲑科马苏大麻哈鱼[25](Oncorhy​nchus masou)和鲽形目大菱鲆[11] (Scophthalmus maximus)等种类耳石上的茜素类标记物能长久存留, 故认为茜素红对大麻哈鱼耳石标记同样有效, 但仍需在放流回归群体中加以确证。因此, 认为利用茜素红进行大麻哈鱼群体耳石标记具有可行性, 而对于长期检测应以荧光条件下检测为准。
使用化学物质标记, 安全性不容忽视。大量实验证实, 高浓度的ARS、ALC等荧光染料, 长浸染时间会导致实验鱼死亡率显著增加[12–13, 22, 26], 因此对安全浓度和时间的筛选特别重要。由于大麻哈鱼洄游周期较长, 应当适度提高标记强度, 本研究推荐标记级数3.5, 实际效果为非常明显, 不仅能保证标记效果这一基本前提, 而且染色清晰能方便检测, 降低褪色风险, 这也是结合对安全的考虑。据表1数据, 大麻哈鱼胚胎的死亡率对浸染时间更为敏感, 与标记级数无明显正相关, 只有当达到3.7以上时才出现明显变化, 选择评价值3.5为标准足以保证安全, 但不宜超过。以浸染浓度最低、时间最短、效果最佳为原则, 综合以上分析, 推荐大麻哈鱼胚胎耳石较佳标记条件为以下不等式所截区域: 
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式中, x表示浸染时间值, y表示浓度值。该区域即图5阴影部分的曲边三角形区域。这样不仅保证了标记效果达到明显(标记级数3.0)以上, 而且还能确保安全, 保证标记率和标记稳定性, 大麻哈鱼耳石荧光标记具有可操作性。

由于大麻哈鱼为经济种类, 回归群体多数进入消费市场, 随着食品安全越来越被重视, 该问题不容忽视。因此, 对标记放流群体体内荧光染料的残留及动态变化规律、对回归类群残留的检测, 以及相关毒理学研究应当成为大规模放流实践前亟待解决的问题。

3.2  荧光标记在耳石研究中的应用

自Pannella[27]发现银无须鳕(Merluccius bilinc​anis)耳石中存在日轮以来, 已在大量鱼类耳石上得到确证[22, 28–29]。这些方法多自中心核开始, 探寻第一日轮及形成时间, 以此为参照加以计数, 确定与日龄的回归关系。而荧光物质能在耳石上形成很好的参照, 已应用在对月鳢[22]、鳡[28] (Elo​p​ic​hthys bam​busa)、黄线狭鳕[29](Theragra chalcogramma)等耳石的日轮确证。本研究利用茜素红标记为参照, 证实了大麻哈鱼自胚胎到仔稚鱼后期, 矢耳石和微耳石上均为每日沉积一轮, 确为日轮, 这与刘伟等[30]的研究一致。
茜素类染料在胚胎期便能在耳石上形成标记, 而鱼类耳石多形成于该时期, 可通过浸染不同发育阶段的鱼(卵)从而确定不同类型耳石的形成时间。例如, 本实验在第1、2次样品解剖时并未发现星耳石, 此时大麻哈鱼发育处于仔鱼阶段; 而在第3、4次采样解剖时已能获取星耳石, 此时大麻哈鱼已发育至稚鱼阶段。星耳石在黄绿激光下未能检测到, 无任何标记痕迹, 说明大麻哈鱼星耳石发育比矢、微耳石晚得多, 在标记实验时仍未形成。利用荧光标记进行耳石研究方便易行, 还有很多应用有待研究者进一步探寻。
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Otolith tagging and related discussions with alizarin red S in chum salmon (Oncorhynchus keta) at stage of embryos

WANG Chen1, 2, LIU Wei1, WANG Jilong1, ZHAN Peirong1
1. Heilongjiang River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fisheries Sciences, Harbin 150070, China; 
2. Faculty of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China
Abstract: To explore otolith deposition with alizarin red S (ARS) immersed with conditions of different concentrations (10 mg/L, 20 mg/L, 40 mg/L, 80 mg/L) and the time gradient (8 h, 16 h, 24 h, 32 h), as well as its marking results’ dynamic changes of different relaying days, artificial breeding chum salmon (Oncorhynchus keta) at the latter period of embryos were researched as immersing objects.This study tried for the protection of chum salmon with the approach of supplement for flag discharges, assessment for the releasing effects and provision for technical reference.The results showed that the sagittal and lapillus otoliths can be marked well, they all had great marked results detected with visible light and green laser light.The visible light marks were gradually weakened with the extension of sampling time, and were almost disappeared at the 80 d. And they were preserved with a long fluorescence intensity under the green laser without any sign of abating. Fitting curves were tried to express the relationship between the marking value and concentration for each series of time points. Combined with security assessments, the suitable group marking conditions for chum salmon otoliths at the stage of embryos were drawed, it was that lying the eggs with ARS immersed at the concentration of 25.9 mg/L to 40 mg/L , the time of 15.6 h to 24 h, and they must satisfy conditions that coordinates under the curve of quadratic function y=0.055x2–3.861x+86.9 (x means time, y means concentration). The new increased number of grain rounds were significantly correlated with cultured days in linear shape, and correlation equations of sagittal and lapillus otoliths were 0.965 and 0.924, which indicated that from embryos to late larvae, chum salmon otoliths deposited daily both in sagittal and lapillus.
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