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摘要: 为了探究耳石微化学标记技术在牙鲆增殖放流中的应用, 以全长(1.56±0.16) cm 的牙鲆幼鱼为研究对象, 在

其养殖水中分别添加 0.5 mg/L、2 mg/L、8 mg/L、32 mg/L SrCl2·6H2O, 以无添加 SrCl2·6H2O 组为对照组, 人为改

变牙鲆幼鱼生存环境中 Sr2+浓度 72 h, 研究不同浓度 SrCl2·6H2O 对牙鲆耳石锶标记效果。标记期间每 24 h 换水 1

次, 换水量为 50%, 换水后补加 SrCl2·6H2O 至原始浓度, 记录各浓度组标记期间及标记后的鱼苗死亡数量。利用 X

射线电子探针微区分析仪(EPMA)对耳石样本进行分析, 定量线分析结果表明, 0.5 mg/L、2 mg/L SrCl2·6H2O 浸染不

能形成牙鲆耳石锶标记。8 mg/L 浓度组出现 Sr 峰区, Sr/Ca (Sr:Ca×1000) 均值为 4.50~6.60, Sr 峰值为 5.49~8.49。

32 mg/L 浓度组 Sr 峰区均值为 4.83~7.55, Sr 峰值为 5.62~11.04。这说明 8 mg/L、32 mg/L SrCl2·6H2O 可对牙鲆耳

石进行锶标记。但 8 mg/L 浓度组出现未标记样本, 且 Sr 峰区均值较 32 mg/L 浓度组低。32 mg/L 浓度组 Sr/Ca 比

值显著增高, 即锶标记的 Sr/Ca 比值为 6.61±0.86, 与标记前和对照组 Sr/Ca 比值差异均显著(P<0.05), 锶标记率

100%。面分布分析(mapping analysis)结果表明, 从 8 mg/L SrCl2·6H2O 浓度组开始, 耳石出现红色“高锶标记环”, 与

耳石本底颜色对比明显, 且随浓度升高, 红色“高锶标记环”由浅变深, 锶标记效果明显增强。单因素方差分析和

Duncan 多重比较结果显示, 各浓度组全长、体重与对照组差异不显著(P>0.05), 不同浓度的 SrCl2·6H2O 对牙鲆幼

鱼生长无影响。经 χ2检验, 各浓度组在浸泡标记期间死亡率及标记后养殖 90 d的累积死亡率无显著性差异(P>0.05), 

不同浓度的 SrCl2·6H2O 对牙鲆幼鱼死亡率无显著影响。因此, 32 mg/L SrCl2·6H2O 为最佳标记浓度。 
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牙鲆(Paralichthys olivaceus)是中国重要的海

洋经济鱼类, 广泛分布于中国渤海、黄海、东海

等海域, 以黄、渤海的产量居多[1-2]。因个体大、

生长快、味道鲜美、经济价值高、洄游距离短等

原因, 牙鲆已成为中国海水鱼类增殖放流的主要

物种之一, 且其增殖放流规模大、数量多。以 2017
年为例, 据不完全统计, 仅环渤海三省一市放流

牙鲆数量高达 1924 万尾。然而大规模牙鲆增殖放

流的效果如何, 需要科学、适用的手段进行评估。

目前增殖放流效果评估最常用的手段为标记放流, 
标记技术是识别放流群体的关键, 因此, 近年来

标记技术作为近海渔业生态修复领域的科学问题

之一被广泛研究。如刘奇[3]利用荧光染料对牙鲆

耳石、鳞片及鳍条进行了标记, 刘芝亮等[4]研究了

T 型标记牌标记, 童爱萍等[5]进行了 mtDNA 和微

卫星标记相结合的牙鲆分子标记研究, 徐永江等[6]
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分析了编码金属标签对牙鲆苗种的标记效果等。

在中国牙鲆放流企业多, 放流规格小(一般为 5 cm), 
且放流鱼苗遗传背景不清晰, 放流数量多且规模

大的现状下, 荧光标记存在标记浓度高(茜素红 S 
200~400 mg/L、茜素络合指示剂 300 mg/L)、大规

模标记时荧光染料用量大等问题, T 形标记牌及

编码金属标签对小规格牙鲆标记效果差, 分子标

记因亲本遗传信息不清受到局限。因此, 需要开

发一种适合大规模放流小规格牙鲆的标记方法。 
耳石是鱼体中最先骨化的组织, 是一种具有

新陈代谢惰性的钙化结构, 不会被重吸收, 其由

约 96%的碳酸钙、3%的蛋白质和 1%的痕量或微

量元素组成[7-8]。其中, 耳石元素被认为与生存环

境有关, 作为天然标记被用于生境履历重建、种

群鉴定等, 而分析耳石中 Sr/Ca 比值(Sr/Ca×1000)
则是鱼类生境重建的重要技术手段[9-14]。进一步

研究发现, 人为添加外源 Sr2+可对大麻哈鱼(Onc-
orhynchus keta)、鳙 (Aristichthys nobilis)及鳗鲡

(Anguilla anguilla)等产生耳石锶标记[15-18]。耳石

锶标记成本低, 标记方法简便易操作, 对苗种无

损伤, 一旦标记不受外界影响, 可以对小规格苗

种进行大规模标记, 近年来成为中国鱼类标记放

流领域的热点问题。Brown 等[19]认为淡水及河口

鱼类耳石 Sr/Ca比值与生境中的 Sr/Ca比值直接相

关, 而海水中的 Sr/Ca 比值不是影响海水鱼类耳

石 Sr/Ca 比值的主要因素。因此, 需要研究海水中

锶浓度对海水鱼类耳石 Sr/Ca 比值的影响, 以探

讨耳石锶标记的可行性。本研究拟通过不同浓度

对比试验, 研究短时间浸泡锶盐对牙鲆幼鱼耳石

标记效果, 分析不同浓度 SrCl2·6H2O 对标记鱼苗

死亡率的影响, 为大规模牙鲆耳石锶标记放流提

供基础数据和技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼来源及标记实验 
实验鱼为中国水产科学研究院北戴河中心实

验站 2016 年 6 月生产的 40 日龄牙鲆幼鱼[全长

(1.56±0.16) cm、体重(0.06±0.02) g], 实验鱼养殖

在北戴河牙鲆良种场育苗车间的 300 L 圆柱形玻

璃钢水槽中, 避免阳光直射, 光强在 2000 lx以下, 

每日投喂 3~6 次配合饲料 , 日投喂量为体重的

4%~8%, 水温 19~20℃ , pH 7.83~8.03, 溶解氧

8.09~8.58, 盐度 30。实验鱼在 0.5 mg/L、2 mg/L、

8 mg/L、32 mg/L4 个 SrCl2·6H2O 浓度的海水中进

行耳石锶标记, 标记持续时间为 72 h, 以无添加

SrCl2·6H2O 的自然海水养殖作为对照组 , 其中

Sr2+质量浓度为 8.53 mg/L。每个梯度放养 200 尾

实验鱼, 标记期间每 24 h 换水 1 次, 换水量为

50%, 换水后补加 SrCl2·6H2O 至原始浓度。选取

各浓度组标记后 10 d、50 d、90 d 的耳石样本进

行耳石微化学分析(表 1)。由于检测成本较高, 标
记后不同时间每个梯度组各取 3 尾实验鱼上机检

测。根据标记效果, 对标记效果好的浓度组耳石

样本进行追加检测至 30 个样本, 并分析其标记

率。标记后 90 d 各浓度组测量实验鱼体重和全长, 
记录标记期间死亡数量及标记后 90 d 不同浓度组

实验鱼累积死亡数量。 
1.2  耳石检测方法 
1.2.1  耳石摘取及前处理  从样本中选取大小相

对一致的实验鱼进行耳石采集, 利用剪刀、尖头

镊等工具将矢耳石取出, 剔除有机质, 分别用去

离子水、无水乙醇清洗, 置于 48 孔盒中干燥备用。

实验期间实验鱼已完成变态, 右眼完全移到左侧, 
考虑牙鲆双眼位于左侧的特殊形态特征 , 为增  
加可比性, 本实验统一使用左矢耳石进行锶元素

分析。 
前处理参照李孟孟等[20]的方法, 先将耳石用

Epofix 环氧树脂进行固定包埋, 38℃烘干 12 h 以

上。然后将包埋块用 AB 胶粘贴于干净的载玻片上, 
凝固 2 h 后, 使用金刚石磨轮的碾磨机(Discoplan- 
TS 型, Struers 公司)切割碾磨。粗磨阶段用 500 目

金刚砂轮碾磨至耳石微露, 接着用 1200 目砂纸精

磨至耳石核心暴露, 然后用磨抛机(Labo Pol-35, 
丹麦 Struers 公司)装备织布机抛光盘配合抛光液

抛光, 至耳石表面无明显划痕。最后将样品放入

Milli-Q 水中超声清洗 5 min 后, 自然条件下晾干

24 h, 完全干燥后, 使用真空镀膜机(JEE-420, 日
本电子株式会社)蒸镀碳膜(36A, 25 s)。 
1.2.2  耳石的 EPMA 分析  参考杨健等[21]的方

法, 利用 X 射线电子探针微区分析仪(JXA-8100 
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表 1  实验鱼及耳石样本信息 
Tab. 1  The information of experimental fish and otoliths 

耳石编号 
otolith number 

实验鱼编号 
experimental fish number 

SrCl2·6H2O 质量浓度/(mg/L)
SrCl2·6H2O concentration 

标记后时间/d 
days after marked 

全长/cm 
total lengh 

体重/g 
body weight

BDHFW01 0-10-1 1.92 0.11 

BDHFW02 0-10-2 2.26 0.13 

BDHFW03 0-10-3 

对照组 control 10 

2.04 0.11 

BDHFW04 0.5-10-1 2.49 0.13 

BDHFW05 0.5-10-2 2.64 0.17 

BDHFW06 0.5-10-3 

0.5 10 

1.74 0.05 

BDHFW07 2-10-1 2.63 0.20 

BDHFW08 2-10-2 2.49 0.18 

BDHFW09 2-10-3 

2 10 

2.42 0.18 

BDHFW10 8-10-1 2.00 0.09 

BDHFW11 8-10-2 2.48 0.13 

BDHFW12 8-10-3 

8 10 

1.89 0.11 

BDHFW13 32-10-1 2.58 0.30 

BDHFW14 32-10-2 2.78 0.21 

BDHFW15 32-10-3 

32 10 

2.22 0.14 

BDHFW16 0-50-1 8.91 5.90 

BDHFW17 0-50-2 9.11 6.94 

BDHFW18 0-50-3 

0 50 

8.13 5.00 

BDHFW19 0.5-50-1 8.43 5.21 

BDHFW20 0.5-50-2 8.24 4.36 

BDHFW21 0.5-50-3 

0.5 50 

8.14 4.47 

BDHFW22 2-50-1 9.42 9.82 

BDHFW23 2-50-2 10.44 9.77 

BDHFW24 2-50-3 

2 50 

7.37 2.75 

BDHFW25 8-50-1 11.53 12.06 

BDHFW26 8-50-2 10.74 12.24 

BDHFW27 8-50-3 

8 50 

10.34 10.08 

BDHFW28 32-50-1 8.12 5.12 

BDHFW29 32-50-2 8.80 6.70 

BDHFW30 32-50-3 

32 50 

10.44 11.55 

BDHFW31 0-90-1 11.71 18.96 

BDHFW32 0-90-2 11.18 14.39 

BDHFW33 0-90-3 

0 90 

11.83 15.50 

BDHFW34 0.5-90-1 11.42 18.30 

BDHFW35 0.5-90-2 12.14 21.46 

BDHFW36 0.5-90-3 

0.5 90 

11.48 12.90 

BDHFW37 2-90-1 11.88 16.50 

BDHFW38 2-90-2 11.64 20.19 

BDHFW39 2-90-3 

2 90 

11.71 18.46 

BDHFW40 8-90-1 10.96 12.42 

BDHFW41 8-90-2 11.42 11.50 

BDHFW42 8-90-3 

8 90 

13.49 22.39 

BDHFW43 32-90-1 11.77 15.03 

BDHFW44 32-90-2 11.80 19.28 

BDHFW45 32-90-3 

32 90 

12.28 20.14 
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型 EPMA, 日本电子株式会社)从耳石核心沿耳石

最长径至耳石边缘呈直线进行耳石锶元素定量线

分析。标准样品使用碳酸钙 (CaCO3)和钛酸锶

(SrTiO3)。定量线分析(line transect analysis)EPMA
的参数设定: 加速电压为 15 kV, 电子束电流为

2.0×108A; 束斑直径为 2 μm, 每点驻留时间 15 s; 
以间距 2~4 μm 连续进行打点测定。所有耳石线分

析完后用电子束在耳石矢状面表面扫描进行面分

析(mapping analysis)。其 EPMA 加速电压和电子

束电流分别为 15 kV, 5.0×10–7 A, 束斑直径为 2 μm, 
像素为 4 μm×4 μm, 每点驻留时间为 30 ms。由于

耳石中 Sr 含量远小于 Ca 含量, 按照国际惯例将

Sr/Ca 比值标准化, 即统一用 Sr 含量/Ca 含量×103

表示。 
1.3  数据处理 

利用 Excel 2010 对定量线分析检测的 Sr、Ca
含量及 Sr/Ca 比值、测定点等数据进行整理及处

理, 并对 Sr/Ca 比值作图。使用 SPSS 19.0 软件对

追加样本组不同阶段 Sr/Ca 比值及各浓度组生长

数据进行 Duncan 多重比较, 检验追加样本组不

同阶段与对照组 Sr/Ca 比值差异性及不同浓度

SrCl2·6H2O 对生长影响, P<0.05 表示差异显著。

对标记期间死亡率及标记后养殖 90 d 各浓度组的

累积死亡率进行 χ2 检验, 分析不同浓度 SrCl2·6H2O
对牙鲆幼鱼死亡率的影响。 

2  结果与分析 

2.1  不同浓度组牙鲆耳石定量线分析的 Sr/Ca 比值 
通过定量线分析可知, 标记后 10 d、50 d、90 d

的对照组、0.5 mg/L、2 mg/L 浓度组的 Sr/Ca 比

值均未出现增高阶段(图 1), 因此 , 0.5 mg/L、

2 mg/L SrCl2·6H2O 浸染不能形成牙鲆耳石锶标

记。8 mg/L 浓度组标记后 10 d、50 d、90 d 的样

本中均有两个样本, 即 6个样本 Sr/Ca 比值出现增

高, 增高阶段平均 Sr/Ca 比值, 即 Sr 峰区均值为

4.50~6.60, Sr/Ca 极大值, 即 Sr 峰值为 5.49~ 8.49 
(图 2), 说明 8 mg/L 浓度 SrCl2·6H2O 可对牙鲆耳

石进行锶标记。32 mg/L 浓度组标记后 10 d、50 d、
90 d 的 9 个样的 Sr/Ca 比值均出现明显增高阶段, 
Sr 峰区均值为 4.83~7.55, Sr 峰值为 5.62~ 11.04 
(表 2)。但 8 mg/L 浓度组中增高阶段的 Sr/Ca 比

值和 Sr/Ca 极大值较 32 mg/L 浓度组均低, 且有 3
个样本未出现 Sr/Ca 比值增高阶段, 未形成耳石

锶标记, 因此, 8 mg/L 浓度 SrCl2·6H2O 虽可对牙

鲆耳石进行锶标记, 但标记效果较差。32 mg/L 浓

度 SrCl2·6H2O对牙鲆耳石锶标记良好。对 32 mg/L 
 

 
 

图 1  02 mg/L SrCl2·6H2O 浸浴组牙鲆耳石定量线分析结果 
Fig. 1  The line transect analysis result in otoliths of Paralichthys olivaceus in 02 mg/L SrCl2·6H2O 
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表 2  8 mg/L、32 mg/L 浓度组标记后 10 d、50 d、90 d 牙鲆耳石 Sr/Ca 比值变化 
Tab. 2  Fluctuation of Sr/Ca ratio in otoliths of Paralichthys olivaceus in the 8 mg/L and  

32 mg/L concentration groups at day 10, day 50 and day 90 after marking 

SrCl2·6H2O 
浓度/(mg/L) 
SrCl2·6H2O  

concentration 

耳石编号 
otolith 
number 

实验鱼编号 
experimental 
fish number 

阶段
stage

测定点数
detected 
points 

Sr/Ca 比值
Sr/Ca ratio

Sr 峰区均值为 
正常均值倍数 

multiples of mean values  
of high Sr area to normal 

Sr 峰值为正常均值倍数
multiples of peak  

value of Sr to average 
value of normal 

Ⅰ 117 4.87 

Ⅱ 24 6.45 BDHFW10 8-10-1 

Ⅲ 1 8.04 

1.32 1.65 

Ⅰ 111 4.75 

Ⅱ 63 6.25 BDHFW11 8-10-2 

Ⅲ 1 7.82 

1.32 1.65 

BDHFW12 8-10-3 Ⅰ 146 4.91   

BDHFW25 8-50-1 Ⅰ 272 4.52   

Ⅰ 238 4.14 

Ⅱ 7 6.60 BDHFW26 8-50-2 

Ⅲ 1 7.42 

1.59 1.79 

Ⅰ 198 3.97 

Ⅱ 6 5.86 BDHFW27 8-50-3 

Ⅲ 1 8.49 

1.48 2.14 

Ⅰ 214 3.43 

Ⅱ 25 4.50 BDHFW40 8-90-1 

Ⅲ 1 5.49 

1.31 1.65 

BDHFW41 8-90-2 Ⅰ 146 3.40  - 

Ⅰ 285 3.53 

Ⅱ 7 5.02 

8 

BDHFW42 8-90-3 

Ⅲ 1 5.92 

1.42 1.68 

Ⅰ 118 5.11 

Ⅱ 55 7.41 BDHFW13 32-10-1 

Ⅲ 1 11.04 

1.45 2.16 

Ⅰ 114 4.53 

Ⅱ 38 6.65 BDHFW14 32-10-2 

Ⅲ 1 9.39 

1.47 2.07 

Ⅰ 100 5.34 

Ⅱ 16 6.82 BDHFW15 32-10-3 

Ⅲ 1 10.22 

1.28 1.91 

Ⅰ 261 3.33 

Ⅱ 23 5.22 BDHFW28 32-50-1 

Ⅲ 1 7.02 

1.57 2.11 

Ⅰ 241 4.60 

Ⅱ 10 7.49 

32 

BDHFW29 32-50-2 

Ⅲ 1 9.00 

1.63 1.96 

(待续 to be continued) 
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(续表 2  table 2 continued) 

SrCl2·6H2O 
浓度/(mg/L) 
SrCl2·6H2O  

concentration 

耳石编号 
otolith 
number 

实验鱼编号 
experimental 
fish number 

阶段
stage

测定点数
detected 
points 

Sr/Ca 比值
Sr/Ca ratio

Sr 峰区均值为 
正常均值倍数 

multiples of mean values  
of high Sr area to normal 

Sr 峰值为正常均值倍数
multiples of peak  

value of Sr to average 
value of normal 

Ⅰ 235 2.77 

Ⅱ 13 4.83 BDHFW30 32-50-3 

Ⅲ 1 5.62 

1.74 2.03 

Ⅰ 307 4.57 

Ⅱ 19 7.55 BDHFW43 32-90-1 

Ⅲ 1 9.15 

1.65 2 

Ⅰ 300 4.46 

Ⅱ 19 6.96 BDHFW44 32-90-2 

Ⅲ 1 9.77 

1.56 2.19 

Ⅰ 385 4.50 

Ⅱ 15 7.02 

32 

BDHFW45 32-90-3 

Ⅲ 1 8.01 

1.56 1.78 

注: Ⅰ为 Sr/Ca 比值平稳阶段; Ⅱ为 Sr/Ca 显著变化阶段; Ⅲ为 Sr/Ca 极大值. 
Note: Ⅰdenotes stationary stage; Ⅱ denotes stages of Sr/Ca ratio significantly changed in otoliths; Ⅲ denotes peak value of Sr/Ca ratio. 

 

 
 

图 2  832 mg/L SrCl2·6H2O 浸浴组牙鲆锶标记耳石定量线分析结果 
Fig. 2  The line transect analysis in the marked otoliths of Paralichthys olivaceus in 832 mg/L SrCl2·6H2O 

 
浓度组追加样本检测发现 30 个样本均出现 Sr/Ca
比值明显增高阶段, 即均形成良好锶标记, 标记

率 100%。标记前 Sr/Ca 比值为 4.49±0.71, 与对照

组 Sr/Ca 比值 3.96±0.89 差异不显著(P>0.05)。显

著增高阶段, 即锶标记的 Sr/Ca 比值为 6.61±0.86, 
与标记前和对照组 Sr/Ca 比值差异均显著(P<0.05) 
(表 3)。 
2.2  不同浓度组牙鲆耳石上锶元素的面分布 

对 0.5 mg/L、2 mg/L、8 mg/L、32 mg/L 浓度

组及对照组锶元素在耳石上沉积的面分布进行上

机分析。标记后 10 d、50 d、90 d 的对照组、

0.5 mg/L 和 2 mg/L 浓度组耳石上均未出现锶标记

环(图 3)。8 mg/L 浓度组标记后 10 d、50 d、90 d
的样本中各有 2 个样本出现红色“高锶标记环”, 
说明 8 mg/L 浓度 SrCl2·6H2O 可对牙鲆耳石进行

锶标记。32 mg/L 浓度组标记后 10 d、50 d、90 d
的样本均出现红色“高锶标记环”,  标记效果良

好。进一步比较发现, 随浓度升高, 红色“高锶标

记环”由浅变深, 锶标记效果明显增强。8 mg/L、

32 mg/L 组标记后 50 d、90 d 较其标记后 10 d 的 
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表 3  牙鲆锶标记耳石 Sr/Ca 微化学变化 
Tab. 3  Changes of Sr/Ca ratio in the marked  

otoliths of Paralichthys olivaceus 
n=60; x̄±SD 

阶段 stage 浓度/(mg/L) 
concentration Ⅰ Ⅱ Ⅲ 

对照组 control group 3.96±0.89a   

32 4.49±0.71a 6.61±0.86b 8.86±1.52c

注: Ⅰ为 Sr/Ca 比值平稳阶段; Ⅱ为 Sr/Ca 显著变化阶段; Ⅲ为

Sr/Ca 极大值; 不同字母均表示差异显著(P<0.05). 
Note: Ⅰdenotes stationary stage; Ⅱ denotes stages of Sr/Ca ratio 
significantly changed in otoliths; Ⅲ denotes peak value of Sr/Ca ratio. 
Values with different letters are significantly different (P<0.05). 

 

锶标记变细、模糊(图 4)。 
本研究发现, 8 mg/L 浓度组标记后 10 d 的耳

石样本边缘四周仍为红色 (BDHFW-11), 耳石

Sr/Ca 比值未恢复至正常水平, 外源锶在耳石上

的沉积仍在继续。32 mg/L 浓度组标记后 10 d 的

耳石样本已形成完整的红色标记环, 耳石 Sr/Ca

比值恢复至正常水平, 外源锶在耳石上的沉积刚

刚结束。说明外源锶在耳石上沉积具有延迟性。 
2.3  不同浓度组牙鲆生长与死亡比较 

对标记后 90 d 各浓度组实验鱼全长、体重进

行测量, 全长、体重均为 2 mg/L 浓度组最大, 分
别为 13.18 cm、18.72 g; 0.5 mg/L 浓度组的全长、

体重最小, 分别为 12.48 cm、16.30 g (图 5, 图 6)。
经单因素方差分析, Duncan 多重比较结果显示, 
各浓度组全长和体重均与对照组无显著性差异(P> 
0.05)。在浸泡标记期间, 各浓度组和对照组均发

生不同数量的死亡现象 ,  但各组死亡率均较低 , 
其中死亡率最高为8 mg/L浓度组, 为4.5%, 0.5 mg/L
浓度组死亡率最低, 为 1.5% (图 7)。经 χ2 检验, χ2

值为 4.44, P>0.05, 各浓度组在标记期间的死亡率

差异不显著, 标记期间不同浓度的 SrCl2·6H2O 对

牙鲆幼鱼死亡率无显著影响。标记后养殖 90 d, 各
浓度组累积死亡率为 7.37%~9.33%, 其中对照组 

 

 
 

图 3  0‒2 mg/L SrCl2·6H2O 浸浴组牙鲆耳石面分析 
Fig. 3  Sr concentrations of mapping analysis in otoliths of Paralichthys olivaceus otoliths in 0‒2 mg/L SrCl2·6H2O 
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图 4  8‒32 mg/L SrCl2·6H2O 浸浴组牙鲆锶标记耳石面分析 
Fig. 4  Sr concentrations of mapping analysis in the marked otoliths of Paralichthys olivaceus in 8‒32 mg/L SrCl2·6H2O 

 

 
 

图 5  标记后 90 d 各浓度组牙鲆的体重 
Fig. 5  The body weight of Paralichthys  

olivaceus at 90 days after marking 
 

 
 

图 6  标记后 90 d 各浓度组牙鲆的全长 
Fig. 6  The total lenght of Paralichthys  

olivaceus at 90 days after marking 

 
 

图 7  标记期间和标记后各浓度组牙鲆的死亡数量 
Fig. 7  The death number of Paralichthys olivaceus during 

marking period and after marking period 
 

死亡率最高, 2 mg/L 浓度组最低。经 χ2 检验, χ2 值

为 0.49, P>0.05, 即标记后养殖 90 d, 各浓度组的

累积死亡率无显著性差异。因此 , 0.5~32 mg/L 
SrCl2·6H2O 对牙鲆幼鱼生长、死亡率无显著影响, 
32 mg/L SrCl2·6H2O 对牙鲆幼鱼进行耳石锶标记是

安全的。 

3  讨论 

3.1  耳石锶标记的可行性和稳定性 
本研究发现通过外源添加 8 mg/L 及以上

SrCl2·6H2O, 可对牙鲆耳石进行锶标记 , 其中 ,  
8 mg/L 浓度组指纹标记 Sr/Ca 比值是标记前 Sr/Ca
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比值的 1.40 倍, 32 mg/L 浓度组指纹标记是标记前

的 1.53 倍。随添加 SrCl2·6H2O 浓度增加, 锶标记

的 Sr/Ca 比值逐渐增高, 标记效果显著增加。因此, 
人为改变养殖环境中 Sr2+浓度, 对牙鲆耳石进行

锶标记是可行的。同时, 人工耳石锶标记在其他

海水鱼, 如大黄鱼(Larimichthys crocea)、黑鲷(Sparus 
macrocephalus)等得到验证 [22-23], 因此人为改变

生境中的 Sr2+浓度对海水鱼类进行耳石锶标记是

可行的。此外, 本研究发现在锶盐中浸泡 72 h 便

可形成良好的牙鲆耳石锶标记, 说明尽管自然海

水中锶含量较高, 但海水鱼类经过短时间的锶盐

浸泡也可形成良好耳石锶标记, 从而大大缩短了海

水鱼类耳石锶标记时间, 提高了耳石锶标记效率, 
为耳石锶标记应用推广奠定了良好基础。 

本研究分别采集标记标记后 10 d、50 d、90 d
的耳石样本进行比较, 分析耳石锶标记稳定性。

面分布分析发现, 从 8 mg/L 浓度组开始, 标记后

10 d、50 d、90 d 可检测到锶标记。由于耳石逐渐

变大, 面分析检测比例尺变小, 锶标记变细、模

糊。但通过定量线分析发现标记后 10 d、50 d、
90 d耳石锶标记明显(图 2), Sr/Ca比值峰区均值为

正常均值的倍数相对稳定, 且不随时间延长而变

化, 说明耳石锶标记稳定性强(表 2, 表 3)。该结

果在其他鱼类也得到证明, Schroder 等[24]研究表

明红大麻哈鱼(Oncoryhynchus nerka)耳石锶标记

21 个月后标记仍清晰可见, 王臣等[15]报道大麻哈

鱼耳石锶标记后 100 d 检测, 标记鱼 Sr/Ca 比值是

对照组水平的 35.1 倍以上。 
3.2  牙鲆耳石锶标记浓度及恢复时间 

牙鲆幼鱼从 8 mg/L SrCl2·6H2O的海水中浸染

72 h, 可形成耳石锶标记。随 SrCl2·6H2O 浓度增

加, 耳石锶元素指纹标记 Sr/Ca 比值波峰逐渐增

高 , 红色“高锶环带”由浅变深 , 说明耳石中的

Sr/Ca 比值与水体中的 Sr/Ca 比值呈正相关关系, 
与已报道的尖吻鲈(Lates calcarifer)、鳙等河口及

淡水鱼结果相同[16, 25]。进一步分析发现, 8 mg/L
浓度组虽然有样本出现红色高锶标记环 (图 4),  
但也有样本未出现标记环。32 mg/L 浓度 Sr/Ca  
值波峰明显稳定, 红色高锶环稳定清晰, 标记率

100%。 

8 mg/L 浓度组标记后恢复 10 d 耳石样本中锶

标记沉积未结束, 32 mg/L 浓度组标记后恢复 10 d
的锶标记沉积刚结束。说明锶元素从水环境通过

鳃、肠、表皮、血液、内耳上皮、内淋巴的复杂

路径沉积在耳石上[26], 具有延迟性。耳石锶标记

在浸泡氯化锶后不能立刻检测, 需恢复≥10 d 才

能检测到完整的锶标记。但高浓度外源锶浸泡的

耳石 Sr/Ca 比值恢复时间较低浓度快的原因有待

进一步研究。大麻哈鱼标记后耳石 Sr/Ca 比值恢

复时间为 12 d 以上[15], 鳙在标记 28 d 后检测到

不完整“高锶环带”[16], 也说明了耳石富集外源锶

具有延迟性。因此, 在进行耳石锶标记、多锶环

标记及检测、多元素标记等耳石元素标记研究时

应考虑标记恢复时间影响。 
3.3  耳石锶标记的安全性 

本研究表明各浓度组 SrCl2·6H2O 牙鲆死亡率

差异不显著 (P>0.05), 牙鲆均正常摄食 , 生长与

对照组差异不显著(P>0.05), 未产生明显的应激

反应。说明短时间浸泡0.5~32 mg/L浓度SrCl2·6H2O
对牙鲆幼鱼是安全的, 与王臣等[15]和李秀启等[16]

报道的外源 Sr 浓度对大麻哈鱼、鳙的幼鱼未产生

任何影响结果一致。宋洪建等[27]研究发现高浓度

的锶对大麻哈鱼稚鱼的生长和存活率及肌肉中

Ca2+-ATP 酶和 Na+/K+-ATP 酶的活性有显著影

响。因此, 在一定范围内, 外源锶对鱼苗不产生影

响, 安全性高, 而超过一定范围可能对机体造成

不良影响。 
以上研究结果表明, 人为在牙鲆生存水环境

中添加 8 mg/L SrCl2·6H2O, 牙鲆耳石开始形成锶

标记, 32 mg/L 浓度耳石标记稳定、效果良好, 为
各浓度中最佳标记浓度。上述牙鲆耳石锶标记结

果将有助于改变中国小规格牙鲆大规模标记放流

方法匮乏的现状, 为牙鲆增殖放流效果评估提供

一种重要的评价手段。然而, 耳石锶标记研究刚

刚起步 , 标记方法简单 , 但后期检测成本较高 , 
建议今后加强此方面研究工作, 结合其他标记方

法, 降低检测成本, 达到分地域、分厂家、分年限

大规模标记放流鱼的目的, 为有效评估牙鲆增殖

放流效果提供科学依据。 
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Strontium marking on otoliths of Paralichthys olivaceus based on  
immersion experiments 
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Abstract: To explore the method of microchemistry marking on the otolith of Japanese flounder, Paralichthys 
olivaceus, during the process of proliferation and release, the juveniles with a total length of (1.56±0.16) cm were 
immersed at four different concentrations (0.5, 2, 8, and 32 mg/L) of SrCl2·6H2O for 72 h to detect the Sr sedi-
mentation effect. During the immersion period, half of the water was exchanged by fresh seawater daily, and 
SrCl2·6H2O were added to maintain constant concentration for each group. The exogenous Sr sedimentation in 
otoliths was detected by X-ray electron probe microanalyzer (EPMA). Results of line transect analysis showed that 
the strontium marking on otoliths could not be formed after the immersion of two concentrations (0.5 mg/L and 2 
mg/L). The Sr high area appeared in the 8 mg/L concentration group with a 5.49–8.49 peak value, and the mean 
value of the Sr/Ca (Sr : Ca×1000) ratio was 4.50–6.60. Furthermore, in the 32 mg/L group, the mean value of the 
Sr/Ca ratio was 6.61±0.86, and the peak value of Sr was 5.62–11.04. This means that otoliths of Paralichthys 
olivaceus can be marked with strontium by the method of SrCl2·6H2O immersion. However, in the 8 mg/L con-
centration group there were also unlabeled samples. and the mean value of Sr/Ca was lower than that of the 32 
mg/L group. In the 32 mg/L group, the strontium marking rate was 100%, and the mean value of the Sr/Ca ratio 
was 6.61±0.86, which was significantly different (P<0.05) compared with that of the control group. The EPMA 
mapping analysis showed that the red “high strontium marking ring” in the otolith appeared in the 8 mg/L group 
and 32 mg/L group, and the color of the “high strontium marking ring” was deepened with increasing of concen-
tration. One-way analysis results showed that the total length and weight was not significantly different between 
the experimental groups and the control group (P>0.05), which means that the SrCl2·6H2O immersion did not af-
fect the growth of young fish. A Chi-square test (P>0.05) showed there were no significant differences in mortality 
rate among the different concentration groups. Overall, 32 mg/L SrCl2·6H2O was the best marker concentration. 
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