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摘要: 选取不同生长阶段(1.5月龄, 2.5月龄, 6月龄)的背角无齿蚌(Anodonta woodiana)幼蚌, 通过生物学解剖对其消化道内容物中的藻类组成进行研究。结果显示, 不同月龄幼蚌食物中藻类组成均以蓝藻、绿藻为主。随幼蚌个体发育, 检出的藻种类数逐渐增多(1.5月龄仅11种, 2.5月龄13种, 6月龄37种)。在1.5月龄幼蚌食物中藻类主要优势种为微小色球藻(Chroococcus minutus)、小球藻(Chlorella vulgaris)和微小四角藻(Tetraëdron minimum); 2.5月龄幼蚌食物中藻类主要优势种为小球藻、微小四角藻和银灰平裂藻(Merismopedia glauca); 6月龄幼蚌食物中藻类主要优势种为银灰平裂藻、小球藻和直径较大的四尾栅藻(Scenedesmus quadricanda)。微小四角藻在6月龄幼蚌消化道前后端的出现频率差异显著(P<0.05), 反映出较高的利用强度。上述结果可为突破饵料“瓶颈”, 建成标准化养殖背角无齿蚌实验动物种群提供科学依据, 同时可为研究其他淡水经济蚌类的饵料藻类, 以促进其人工繁育及资源恢复提供借鉴和参考。
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背角无齿蚌(Anodonta woodiana), 隶属于软体动物门(Mollusca), 瓣鳃纲(Lamellibranchia)、真瓣鳃目(Eulamellibranchia)、蚌科(Unionidae)、无齿蚌属。在中国分布广, 蚌肉可供食用, 又可作为河蟹养殖的添加饲料[1], 还可作为培育淡水珍珠的蚌种之一, 是一种具有较高经济价值的渔业资源[2]。背角无齿蚌在湖泊中多营底栖生活, 对污染物具较强耐受且可在体内富集, 易采集, 又被用做评价湖泊污染的指示生物[3–4]。
“淡水贝类观察监测体系”自2003年由本实验室提出后, 已初步应用于太湖重点水域持久性污染物和重金属的监测研究, 填补了贝类观察在淡水渔业生态环境中系统研究的空白[5–6]。随着研究深入, 目前该体系的工作已拓展到标准化养殖背角无齿蚌(简称“标准化蚌”)并建立其种群的 “指示生物”活体库的探索阶段。然而在“标准化蚌”的繁育过程中, 笔者发现幼蚌的生命力非常脆弱, 特别是壳长<1 cm的幼蚌死亡率最高[7], 甚至可造成群体的“全军覆没”, 是直接影响到人工繁育成败的关键阶段。另外, 由于生境的破坏、水体污染等原因, 包括背角无齿蚌在内的许多双壳贝类的野外种群状况令人堪忧[8], 人工增殖放流已成为恢复其自然资源的重要途径[9]。这同样受到了人工繁育个体低成活率的限制。幼蚌的高死亡率很可能由于缺乏足够适口的饵料生物而造成[10–12], 然而由于幼蚌(尤其是较早生活史阶段的个体)采集难度大, 解剖调查难度高, 对此阶段幼蚌食性组成的系统研究一直很难开展。藻类在贝类的食性组成中应该具有举足轻重的作用。Tantichodok等[11]发现贝类的食物源主要是藻类和有机碎屑, Meghann[12]对北美帽蚌(Epioblasma capsaeformis)的肠容物进行鉴定发现藻类所占比例高达90%。国内学者也认为藻类是贝类人工繁育成功的关键因素之一[13–15], 其中对绢丝丽蚌和武昌南湖圆背角无齿蚌的食性研究也发现其食物主要组成是藻类, 主要包括绿藻、蓝藻、硅藻[14–15], 且多种藻类组合比摄食单种藻更有利于蚌类的生长[10, 16]。因此, 突破幼贝研究的难点, 从食物中藻类的调查入手, 尝试确定其中关键的饵料种类, 将对贝类人工繁育和养殖成功率的提高起重要作用。本研究选取早期生活史不同月龄(1.5月龄, 2.5月龄和6月龄)的背角无齿蚌幼蚌, 研究了其食物中藻类的组成、多样性特征及关键适口饵料藻的种类, 以期为提高“标准化蚌”幼蚌的成活率,有效建立人工繁育种群及扩大其养殖规模提供科学依据; 另一方面, 亦为其他淡水蚌类的人工繁育及增殖放流资源群体的培育提供饵料藻类方面的借鉴和参考。
1  材料与方法
1.1  实验材料
本研究所用背角无齿蚌样品采自中国水产科学研究院淡水渔业研究中心南泉基地(简称南泉基地), 池平均水深1.5 m, 全封闭, 没有明显的外源污染物。本研究分别于2010年(6月, 7月, 11月)采集同一批繁育处于不同月龄的背角无齿蚌幼蚌(1.5月龄, 2.5月龄, 6月龄)幼蚌(n=6)回实验室处理。样本基本生物学参数见表1。
表1 　背角无齿蚌样本生物学参数
Tab. 1 　Biological parameters of Anodonta woodiana
	组别group
	样本数n
	壳长/mm shell length
	壳宽/mm shell width
	壳高/mm shell height

	6月龄6 months old
	6
	51.0±4.2
	17.7±1.6
	29.6±2.6

	2.5月龄2.5 months old
	6
	15.2±0.6
	3.4±0.2
	8.2±0.4

	1.5 月龄1.5 months old
	6
	5.32±0.4
	1.2±0.4
	3.2±0.1


1.2  消化道内容物采集
将背角无齿蚌用Mili-Q水清洗干净, 平放在解剖盘中, 用解剖刀割断前后端闭壳肌, 打开贝壳, 再次用Mili-Q水清洗软组织, 剖开内脏团解剖出消化道, 用吸管分别取蚌消化道内容物, 将所取的内容物分别放入试剂瓶中, 加入少量4%甲醛, 使其所取部分刚好淹没其中, 摇匀、静置, 待检。其中6月龄幼蚌消化道分前端和后端分别取样, 1.5月龄和2.5月龄幼蚌因个体小无法区分前后端, 故取样为消化系统内容物均一混合物。
1.3  食物中藻类的鉴定
将制好的样品装片放在10×40显微镜下常规方法观察, 记录藻类种类及数量[17–18], 尽量鉴定到最低分类单元。参考蚌类消化系统中藻类出现率统计方法[15, 19], 数量占总量的40%以上的记为“++++”、在10%~40%的记为“+++”、在1%~10%的记为“++”、在1%以下的记为“+”、0记为“\”。 

1.4  藻类多样性及优势种分析
藻类组成分析中Shannon-Wiener’s指数(H'), Simpson多样性指数(D), 物种丰富度(d), Pielou均匀度指数(J′)及Hill均匀度指数(N1)应用藻类群落分析软件Primer 5.0分析计算。藻类优势度(Y)计算公式[20]为: 
Y =n／N ×Fi
式中, Y 为物种的优势度, n为某藻类物种个体数, N为藻类总个体数, Fi 为样品中第i 种个体在各蚌消化系统中出现的频率。优势度Y>0.1时, 该种即为优势种。
1.5  数据处理
所得数据的统计分析用Microsoft Excel 2010及SPSS 19.0统计软件包完成。本研究中使用SPSS 19.0中配对T检验(Paired T Test), 单因素方差分析(one-way ANOVA)和判别分析(Discrimina​tory Analysis)3种方法进行数据处理。
2  结果与分析
2.1  食物中藻类的组成及多样性特征
表2所示不同月龄幼蚌食物中藻类的出现种类。可以看出, 6月龄幼蚌食性中藻类组成中蓝藻种类与2.5月龄幼蚌, 1.5月龄稚蚌食性组成中蓝藻种类为2~5种; 而绿藻种类相差较大, 6月龄幼蚌中检出27种, 而2.5月龄和1.5 月龄幼蚌中仅检出6~7种绿藻; 硅藻门和其他门6月龄幼蚌中各检出2~6种, 而较小的2.5月龄和1.5月龄幼蚌中仅检出1~2种。表3为不同时期幼蚌食性中各门藻类出现频率, 可以看出6月龄幼蚌与2.5月龄幼蚌, 1.5月龄幼蚌食性中蓝绿藻出现频率较高, 绿藻出现频率为52.7%~61.9%, 蓝藻出现频率为37.4%~45.0%, 硅藻门出现频率较低, 为0.5%~ 1.4%。其他藻类6月龄幼蚌中出现频率为0.2%~ 1.1%, 2.5月龄幼蚌及1.5月龄幼蚌中出现率为1.3%和0 (结果见附录Ⅰ)。
应用藻类群落软件Primer 5.0计算(表4), 不同月龄幼蚌食物中藻类物种丰富度随月龄增大迅速增大(最小2.17, 最大7.82), Hill均匀度指数N1也出现相同变化趋势(最小6.69, 最大11.88)。多样性指数Shannon Wiener’s指数(H′)和Simpson多样性指数(D)6月龄略高于较小月龄。这说明背角无齿蚌幼蚌随个体发育, 能摄食更多种类的藻类。与上不同的是Pielou均匀度指数(J′)随月龄增大变化不大。
表2　不同月龄幼蚌食物中藻类种数
Tab. 2  Specie numbers of dietary algae by phylum in Anodonta woodiana at different juvenile stages

	门类
Phylum
	6月龄(消化道前端)

6-month-old (fore-intestine)
	6月龄(消化道后端)

6-month-old (hind-intestine)
	2.5月龄
2.5-month-old
	1.5月龄
1.5-month-old

	蓝藻门Cyanophyta
	2
	5
	2
	3

	绿藻门Chlorphyta
	27
	27
	6
	7

	硅藻门Bacillariophyta
	6
	2
	2
	1

	其他others
	2
	3
	2
	0


表3　不同月龄幼蚌食物中藻类门类出现率
Tab. 3  Percentage of different phylums related to dietary algae in A. woodiana at different juvenile stages

                                         % 

	门类
Phylum
	6月龄消化道前端
fore-intestine (6-month-old)
	6月龄消化道后端
hind-intestine (6-month-old)
	2.5月龄
2.5-month-old
	1.5月龄
1.5-month-old

	蓝藻门Cyanophyta
	38.8
	37.4
	45.0
	41.6

	绿藻门Chlorphyta
	59.8
	61.9
	52.7
	57.5

	硅藻门Bacillariophyta
	1.1
	0.5
	1.0
	1.0

	其他others
	0.3
	0.2
	1.3
	0


表4　不同月龄幼蚌食物中藻类多样性指数和均匀度指数
Tab. 4  Diversity index and evenness index of dietary algae in Anodonta woodiana at different juvenile stages
	指数
index
	6月龄(消化道前端)

6-month-old (fore-intestine)
	6月龄(消化道后端)

 6-month-old (hind-intestine)
	2.5月龄
2.5-month-old
	1.5月龄
1.5-month-old

	物种丰富度d
	7.82
	7.38
	2.61
	2.17

	Shannon Wiener's指数(H′)
	2.48
	2.46
	1.90
	2.13

	Simpson多样性指数(D)
	0.88
	0.87
	0.83
	0.87

	Pielou均匀度指数(J′)
	0.69
	0.69
	0.74
	0.89

	Hill均匀度指数N1
	11.88
	11.68
	6.69
	8.38


2.2  食物中关键藻类的组成及变化
对不同月龄幼蚌食物中的藻类组成变化进行分析。可以看出在6月龄幼蚌食物中的藻类组成中主要为蓝藻和绿藻(表5, 未列出出现频率低于1%且检验无显著差异的藻类), 配对T检验分析结果显示6月龄幼蚌食物中的藻类仅微小四角藻(Tetraëdron minimum)在消化道前后端中有显著差异(P<0.05)。为进一步确认不同月龄幼蚌食物中的关键藻类, 计算幼蚌食物中的藻类优势种(表6)。藻类优势度结果显示6月龄幼蚌食物中藻类主要优势种为银灰平裂藻(Merismopedia glauca), 其优势度在消化道前后端均为0.24。其他优势种分别为小球藻(Chlorella vulgaris)、四尾栅藻(Scen​edesmus quadricanda)和微囊藻(Microcystis sp.)。
结合表6和表7, 显示1.5月龄幼蚌食物中的藻类组成中主要优势种为微小色球藻(Chroococcus minutus), 小球藻和微小四角藻(表6)。2.5月龄幼蚌食物中藻类优势种除了微小四角藻和小球藻外, 还有银灰平裂藻, 微囊藻和双对栅藻(Scenedesmus bijuga)。经单因素方差分析, 结果显示(表7), 1.5月龄幼蚌和2.5月龄幼蚌食物中藻类仅微小色球藻存在显著差异(P<0.05)。
表5  6月龄幼蚌消化道前后端食物中的藻类组成比较
Tab.5  Dietary algae composition in the fore-intestine and hind-intestine of 6-month-old juvenile Anodonta woodiana

	门类
Phylum
	藻类 algae species
	6月龄消化道前端平均出现频率/%

average occurrence frequency in fore-intestine (6-month-old)
	6月龄消化道后端出现频率/%

average occurrence frequency in hind-intestine (6-month-old)

	蓝藻门
Cyanophyta
	银灰平裂藻Merismopedia glauca
	28.3 (0~73.6)
	29.2 (0~54.1)

	
	微囊藻Microcystis sp.
	10.5 (2.3~25.2)
	5.7 (3.0~7.6)

	绿藻门
Chorophyta
	单角盘星藻Pediastrum simplex
	11.5 (3.4~27.4)
	9.3 (1.4~16.7)

	
	四尾栅藻Scenedesmus quadricanda
	11.1 (4.0~19.0)
	11.8 (0~25.7)

	
	小球藻Chlorella vulgaris
	7.7 (1.4~15.9)
	12.9 (2.7~39.6)

	
	*微小四角藻Tetraëdron minimum
	6.3 (1.7~16.0)
	5.6 (3.2~13.3)

	
	椭圆小球藻Chlorella ellipsoidea
	5.2 (1.1~14.3)
	4.3 (0~14.7)

	
	四角十字藻 Crucigenia quadrata
	4.5 (0~11.3)
	3.1 (0~10.7)

	
	十字藻属Crucigenia sp.
	2.7 (0~10.7)
	3.2 (0~13.5)

	
	单生卵囊藻Oocystis solitaria
	1.3 (0~4.7)
	0.4 (0~2.0)

	
	四足十字藻Crucigenia tetrapedia
	1.1 (0~6.3)
	0.5 (0~3.3)


注: “*” 表示消化道前后端差异显著(P<0.05).

Note: “*” donates significant difference of occurrence frequency between fore-intestine and hind-intestine (P<0.05).

将不同生活史阶段背角无齿蚌幼蚌食性中藻类出现频率进行判别分析, 并建立典型判别函数得分图(图1)。其中函数1具有较大权重的藻主要包括微小四角藻, 银灰平裂藻属, 小球藻等。函数2具有较大权重的主要包括微囊藻, 四尾栅藻和十字藻(Crucigenia apiculata)等。图中可以看出不同月龄幼蚌食物中藻类组成可完全区别开, 各组别蚌食物中的藻类组成独立成群, 说明不同月龄幼蚌食物中的藻类组成并不相同。

判别图中显示1.5月龄幼蚌个体食物中的藻类组成距离组质核心最集中, 说明该阶段幼蚌可滤食藻类的组成较为集中稳定, 随个体发育, 较大幼蚌个体食物中的藻类组成距离组质核心逐渐分散。说明背角无齿蚌幼蚌随个体发育, 其摄食的藻类组成发生了一定变化。而微小四角藻、银灰平裂藻和小球藻在不同月龄背角无齿蚌幼蚌食物中的藻类组成中均占有较为重要的地位。
3  讨论
3.1  食物中藻类的组成特征
双壳贝类是典型的滤食性动物, 是湖泊、河流等水生态系统沿岸带常见的软体动物之一, 被誉为“生态系统工程师”[21]。一般认为双壳贝类的饵料主要包括有浮游动物、藻类、细菌以及底泥
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图1 不同月龄幼蚌食物中的藻类组成判别分析
Fig. 1  Discriminatory analysis of dietary algae in Anodonta woodiana at different juvenile stages
等[22–23]。对贝类的消化系统解剖研究(包括北美帽蚌、三角帆蚌、绢丝丽蚌和武昌南湖圆背角无齿蚌等)[11,14–15,19]认为藻类占据食性组成中最重要的比例。本文对不同生长阶段背角无齿蚌幼蚌食性中藻类组成的研究结果表明6月龄幼蚌, 2.5月龄幼蚌和1.5月龄幼蚌食物中蓝藻和绿藻占据较大比例, 其他藻类硅藻等占据比例较少, 这与上述研究结果基本相符。本研究结果中6月龄幼蚌消化系统中检出藻类物种丰富度及Hill均匀度指数明显高于较小的2.5月龄和1.5月龄幼蚌, 多样性指数Shannon Wiener’s指数(H′)和Simpson多样性指数(D)6月龄也略高于较小的2.5月龄和1.5月龄蚌)。这说明背角无齿蚌幼蚌随个体发育, 其食性逐渐产生了变化, 到6月龄时可以摄食更丰富多样的藻类物种。但Pielou均匀度指数(J′)随月龄增大变化不大, 这可能意味着背角无齿蚌幼蚌对偏爱摄取的某些藻类随月龄增大变化不大。
蚌类的食性与消化系统形态结构相适应。其消化系统包括口、食道、胃、肠和肛门等部分。口的两侧有唇瓣, 唇瓣上有可摆动的纤毛有助于摄取。口后方为呈囊状的胃, 胃后即是肠, 盘曲在内脏团中, 最后穿过围心腔到达出水口附近的肛门[24]。Baker[25]的研究证明斑马贻贝对饵料的预筛选主要在发生在鳃上, 大颗粒的饵料将被黏液包裹送到食物槽之上, 而小颗粒被进一步通过食物槽运送至唇瓣。而早期幼蚌的生活方式与幼蚌、成蚌截然不同: 不是用鳃去滤食(此时的鳃仅处于发育的初始阶段), 而是通过斧足和外套膜上的纤毛来获取食物[26–27]。本研究中选取的不同月龄(1.5月龄, 2.5月龄和6月龄)背角无齿蚌幼蚌, 其食物中的藻类组成亦受个体发育, 鳃发育的影响。之前的研究中, 费志良等[28]发现三角帆蚌滤食对藻类的选择性与藻类的体型大小有关, 认为藻类的体型过大不利于被滤食, 直径介于 10~40 μm的藻类最容易被三角帆蚌滤食。斑马贻贝则偏爱直径15~40 μm的饵料藻[29], 武昌圆背角无齿蚌主要滤食30 μm×7 μm以内的藻类[15], 略小于三角帆蚌滤食藻类体型。绢丝丽蚌摄取的浮游植物个体较大, 范围较广, 具有较好的适应性, 其食物最大为47.0 μm×135.7μm, 通常认为100 μm为饵料颗粒的极限[14]。本研究结果显示, 一些较大的藻类仅在较大月龄(6月龄)背角无齿蚌幼蚌中检出(如盘星藻群体, 测量群体直径>50 μm[17]), 而个体较小的1.5月龄幼蚌食物中的藻类优势种如小球藻、微小四角藻及微小色球藻直径均小于30 μm[17], 这与之前的研究相符合[15]。说明背角无齿蚌幼蚌对藻类的大小存在一定的选择性, 偏好直径小于30 μm的藻类。
3.2  幼蚌食物中的关键藻类
较小月龄(1.5月龄和2.5月龄)幼蚌食物中的藻类共同优势种为小球藻和微小四角藻, 这两种藻类同属于绿藻门、绿球藻目、小球藻科, 常见于淡水湖泊, 有时作为湖泊水体中藻类优势种[30]。已有研究发现在室内特定的培养条件下, 投喂椭圆小球藻(Chlorella ellipsoidea)的圆背角无齿蚌幼蚌比投喂四尾栅裂藻的幼蚌增长较快, 提出椭圆小球藻为圆背角无齿蚌幼蚌的适口饵料[31]。因此我们提出微小四角藻和小球藻可作为背角无齿蚌幼蚌阶段饵料中较为重要的适口饵料藻。而1.5月龄幼蚌中优势度最高的为微小色球藻(Y为0.14), 单因素方差分析也显示两组较小月龄幼蚌食物中的藻类仅微小色球藻存在显著性差异(P<0.05)。国内外有关色球藻的研究报道较少, 主要集中在生态分布与分类、污水处理等领域[32–33], 作为饵料方面的研究尚未见到。最新的研究发现该藻具有高蛋白、低脂肪、脂肪酸组成简单的特点, 并含有7种必需氨基酸[34], 营养成分与螺旋藻较为相似[35]。而在贝类饵料研究中也提出适合的营养成分有利于提高双壳贝类幼虫的成活率[36–37]。这暗示着微小色球藻可能在较小月龄幼蚌食性中的特殊地位。本研究结果首次显示微小色球藻可能适合作为背角无齿蚌1.5月龄内幼蚌的适口饵料。随背角无齿蚌幼蚌的个体发育, 在6月龄幼蚌食物中的藻类优势种出现了较大直径或群体存在的藻类(如四尾栅藻和单角盘星藻等)。这说明6月龄背角无齿蚌与较小月龄组相比食物中的藻类组成已经发生了较大的变化, 6月龄蚌已经能够摄食较大体型的藻类。判别分析结果也充分说明背角无齿蚌食性随个体发育发生了明显变化(图1)。另外, 配对T检验结果显示, 6月龄幼蚌食物中的藻类在消化道后端中微小四角藻比前端显著降低, 这进一步说明微小四角藻在6月龄背角无齿蚌食性中仍占据重要地位, 可反映出较高的利用强度, 应该是背角无齿蚌滤食率较高的藻类。
前人的研究经验还提出投喂多种藻类组合的贝类组比投喂单种藻的贝类组存活率及增长率均较高[16, 38]。我们的结果显示, 背角无齿蚌滤食并非单一藻类, 而为多种藻类的组合。2.5月龄幼蚌和6月龄幼蚌食物中的藻类优势种中除了小球藻、微小四角藻和银灰平裂藻等, 还有微囊藻。而微囊藻作为蓝藻水华众所周知的常见种类[39], 多能产生毒素活性物质[40], 微囊藻毒素又可通过淡水软体动物生物积累在食物链进行传递[41](包括背角无齿蚌[42]), 因此为保证“标准化蚌”污染物尽量低的背景, 笔者不建议选微囊藻用作养殖蚌的饵料藻类; 而是建议随着个体发育, 从1.5月龄幼蚌开始, 其优选饵料组成应以微小色球藻, 小球藻, 微小四角藻组合为主, 经2.5月龄后可适当添加银灰平裂藻, 而在6月龄幼蚌中应以主要优势种银灰平裂藻为主, 并适当添加微小四角藻以提高背角无齿蚌的摄食率。
本研究通过对背角无齿蚌幼蚌食物中的藻类进行较为深入的调查, 找出了不同月龄幼蚌关键饵料藻类的组成特征。今后拟利用上述结果进行投喂实验验证, 以进一步确认不同月龄幼蚌食物中的最佳藻类组合及最佳投喂密度, 从而为成功建立遗传质量稳定、污染背景低、生长阶段相同的“标准化蚌”种群提供更全面的科学保障。同时, 为开展其他淡水蚌类的饵料藻类研究, 从新的角度促进其人工繁育及资源恢复提供技术支持。
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The dietary algae at different juvenile stages of Anodonta woodiana 

SU Yanping1, 2, CHEN Xiubao1, LIU Hongbo1, WU Xiuguo1, 2, YANG Jian1
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Abstract: The composition and variation of dietary algae were studied with swan mussels Anodonta woodiana at different juvenile (1.5-month-old, 2.5-month-old and 6-month-old) stages. The results showed that Cyanophyta and Chlorophyta were the major components. The number of dietary algal species in the mussels tended to increase over the juvenile stages (i, e., 11 species at 1.5-month-old, 13 species at 2.5-month-old, and 37 species at 6-month-old). The dominant algal species in 1.5-month-old juveniles were Chroococcus minutus, Chlorella vulgaris and Tetraëdro minimum, while those in 2.5-month-old juveniles were C. vulgaris, T. minimum, and Merismopedia glauca. Besides C. vulgaris and M. glauca, some large algae (e.g., Scenedesmus quadricanda) could be found in the dominant algae species of 6-month-old juveniles. The quantity of T. minimum was significantly different between the fore-intestine and hind-intestine in 6-month-old juveniles (P< 0.05), reflecting a possibly high bioavailability. The aforementioned results provide important scientific basis to break the dietary algae “bottleneck” for ongoing establishment of the standardized culture A. woodiana population, and also for the artificial culture and resource enhancement of other freshwater mussels.
Key words: Anodonta woodiana; juvenile stage; diet composition; algae
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