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和彭泽螂仔
、
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’
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�中国科学院水 生生物研究所

,
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摘要 研究 了茜素络合物和盐酸 四环素对稀有鱼毛卿和彭泽卿仔
、

稚鱼进行浸泡标记的方法和

效果
。

茜素络合物在浸泡浓度 �� 一 ��� � � � �
,

浸泡时间持续 �一�� � 的范围内
,

对两种鱼都有

很好的标记效果
�
盐酸四环素在浸泡浓度 ��� 一��� � �� �

,

浸泡时间 ��一 ��� 的范围内
,

对 彭

泽卿有较好的标记效果
,

但对稀有的卿有极高的致死率
。

在荧光显微镜下观察
,

茜紊络合物

呈橘红色
、

盐酸四环素标记区呈金黄色荧光反应
。

关键词 茜素络合物
,

盐酸四环素
,

标记
,

仔
、

稚鱼

常用的荧光标记化合物有茜素络合物 ��� �� �� 
� �

�� �� ��
� ��  

、

四环素��� ��
� ���� ��  和

钙黄绿素 �� � � �� �� 等
。

对小而娇嫩的仔
、

稚鱼进行浸泡
,

需要解决的关键问题是标记物质

的选择
、

能够产生标记又没有致死影响的浸泡浓度和浸泡时间的确定
。

这些都因鱼类的

种类
、

个体大小规格 和实验条件不同而异
�

客观来说
,

对鱼类仔
、

稚鱼的大规模浸泡标记

大多数还停留在实验阶段
。

尽管许多学者都作了在鱼类早期生活史阶段使用荧光化合物

浸泡成功标记耳石等靶器官的报道
,

但针对荧光化合物浸泡标记存在的缺陷
,

如四环素

会浸泡导致仔
、

稚鱼的死亡率上升
,

以及同一化合物对不同种类标记的效果不一致等
,

都

提出了慎重应用的建议 �� 一��
。

�� �� ��
�
�� �� 认为对香鱼而言

,

使用茜素络合物比四环素有更

低的致死率
�

�� �� � � 等则提出使用钙黄绿素标记可能比茜素络合物或四环素更好
�

国内除少数研究者 曾应用荧光浸泡标记以确证 日轮外 �� 
,

尚未见对鱼类荧光浸泡方

法和标记效果的研究
。

故此本文报道以稀有如卿 �� �� �� �� �� 
��� �� �� �� �� �和彭泽卿

��� �� �� ��
,
�� �� ��

�

�� �� �� � ��
�

�的仔
、

稚鱼为材料
,

利用茜素络合物和盐酸四环素对鱼类

进行荧光浸泡的研究结果
,

以推进我国类似研究的深人开展
。

材料和方法

�
�

� 材料 稀有如螂和彭泽螂的仔
、

稚鱼均 由中国科学院水生生物研究所有关实验室提

供
。

仔
、

稚鱼孵出后暂养在 � � � �� � ��� � , 的水族箱中
,

每 日换水约 � � �
,

清除脏物
。

每 日

�

国务 院三峡办和中国长江三峡工程开发总公 司资助 �三环科 �一 �一�刃 ��

稀有鲍 卿由王剑伟博士提供
、

彭泽卿由曾志强博士提供
,

在此一并致谢

�� �  刃�刃�收到
� �� ��司�

一 ��修回
�
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�

荧光物质浸泡标记稀有如卿和彭泽卿仔
、

稚鱼 � ��

投喂在池塘 中捞取的浮游生物及人工孵化的卤虫 ��� �� 用��
,

虫卵来 自天津塘沽 �无节幼体

各一次
,

投饵略有剩余
。

标记前将实验鱼移至直径为 ��� � 的圆形结晶皿中暂养 ��
。

每个

结晶皿 �� 尾
,

注曝气 自来水 ��
。

实验期间不控温
,

水温 自然变幅为 ��
�

�一�� �� ℃
�

浸泡时

稀 有 的卿 为 �� 一 �� 日龄
,

体 长 �� �� � ��� �� 一 �
�

�� � � � 彭 泽 卿 �� 一 �� 日龄
,

体 长

�
�

� �� � �� ��
�

� �一 ��
�

� � � � � � �
。

� � 试剂浸泡液配制 盐酸四环素和茜素络合物分别为德国和上海试剂三厂生产
,

均为

分 析纯粉剂
�

先将 盐酸四 环素和茜素络合 物溶于蒸 馏水 中
,

分别 配成 �� �� � � � � 和

�� �� � � � 母液
,

然后用母液加曝气的 自来水按实验方案稀释配制成不 同浓度的浸泡液
。

溶液的 � � 值用 � �� �� �
缓冲液调节至接近于中性

�

茜素络合物不易溶于水
,

在配制溶液

的过程 中要加温才能完全溶解
。

�
�

� 实验方案 茜素络合物浸泡液设置和盐酸四环素浸泡液设置见表 �
,

�
�

标记溶液的

体积均为 ��� � �
,

浸泡数量为 �� 尾
、

浸泡密度为 �� 尾 � �
。

浸泡过程中的死亡个体及时取

出保存在 �� � 的酒精中
,

实验完成后将鱼移回原暂养的结晶皿
,

养殖 �一��� 后取样
,

也用

�� � 的酒精保存
。

由于实验材料所限
,

每种鱼没有进行浸泡浓度梯度的试验
。

� �� 耳石制备和荧光标记的检测 将实验鱼体置于载玻片上
,

在双筒解剖镜下用两根解

剖针摘出微耳石
、

矢耳石和星耳石
�

用蒸馏水清洗干净
,

��� � 酒精脱水
、

干燥
。

然后用二

甲苯透明
,

中性树胶包埋
。

置荧光显微镜下
,

用紫外激发光源观察
。

� 结果

�
�

� 浸泡液的安全浓度

茜素络合物浸泡液的浓度为 �� � � �� � 时
,

稀有鲜碑�和彭泽螂均出现 ��� � 的死亡率
。

浓度 �� 一 ��� � � � �
,

成活率大多达到 ��� �
,

只有稀有鱼诚�在 � �� � � � �
,

浸泡 � � �
,

成活率

为 �� � �彭泽螂在 ��� � � � �
,

浸泡 �� �
,

成活率为 �� �
。

用盐酸四环素浸泡稀有 鱼确�
,

浓度

��  一���� � � �
,

时间 �� �
,

均 出现 �� � �,� 的死亡率
。

而浸泡彭泽鲤�时
,

浓度 ��一 � � �� � � �
,

��� � 成活
� 浓度为 �� �一� �� � � � �

,

成活率为 � �一�� �
,

浓度大于 � � � � � � � 时
,

死亡率为

��� �
。

浸泡后养殖期间均无死亡现象发生
。

�� � 标记效果

�� �
�

� 茜素络合物 除浸泡浓度为 � �� � � � � 的鱼全部在浸泡过程 中死亡没有检测外
,

在

荧光显微镜下用紫外光观察
,

浸泡浓度 �� 一 � �� � �� � 各组的微耳石均被不同程度的标记
。

标记区在耳石中心区呈橘红色
,

其外围为标记后养殖期间耳石新生长部分呈绿色
。

随着浸

泡液浓度增高
,

浸泡时间延长
,

标记逐渐明显 �图 �一��
。

浸泡浓度 �� � � � �
,

浸泡时间 �一

� �  
,

均有标记但非常微弱
,

不同浸泡时间其标记强度的差异不明显
� 浸泡浓度 �� � � � �

,

浸

泡时间 �一 ���
,

标记较 �� � � � � 明显
,

但不同浸泡时间的标记强度仍没有很大差异 � 浸泡

浓度 �� � � �� �
,

不同浸泡时间均可见明显的标记
,

但浸泡时间 �� � 的标记强度明显高于

�一 ���
� 浸泡浓度 ��� � �� �

,

不同浸泡时间均可见非常明显的标记
,

浸泡时间越长
,

标记越

醒目�表 ��
。

茜素络合物对两种鱼的标记效果没有差异
。

此外
,

当浸泡浓度超过 ��� � �� � 时
,

用

光学显微镜检测
,

可看到一些微耳石和矢耳石上有一条紫红色标记带 �图 � �
。
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表� 茜素络合物 �� � � �标记结果

�� �
�

� � ����� � � ��� � � � �  !� �� 
� � � � � � � � �

实验鱼

� � �

浸泡浓度 �� � � � �

�� � ��� 一� � � � � 

浸泡时间 �� 

�� �们口� �� �� �

� � ��  ! � �

养殖 时间 �� 
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对仔
、

稚鱼有较大的影响阵 ’
]
。

各个浸泡浓度组的浸泡均造成了稀有如卿的全部死亡
,

显然

不能用来对其进行标记
。

但盐酸四环素标记对彭泽卿仔稚鱼的影响很小
,

浸泡浓度低于

30 0m g/ L
,

且浸泡时间在 1Zh 以内时
,

具有 100 % 的存活率
。

用盐酸四环素标记彭泽螂在

浓度 150一25 0m g/ L 的范围内
,

浸泡持续 12h 即可有效的标记
.
由于盐酸四环素的价格远

远低于茜素络合物
,

显然对彭泽螂
,

选择其作为浸泡液较为理想
。

3. 2 关于可见光标记和荧光标记的可见光观察

荧光化合物通常价格较高
,

并且对检测标记的设备要求也较高
.
因此

,

B ec k m
an 等提

出直接用茜素红 (Al iza ri
n re d s) 对仔

、

稚鱼进行标记可能更为简捷
、

实用[7]
.
Vi gh of

a
则报

道用荧光化合物茜素络合物 (2 o om g / L) 标记三种牙绸类稚鱼后
,

在可见光下也可以检测

到紫红色的标记纹l8]
。

用茜素络合物浸泡的仔
、

稚鱼耳石在普通光学显微镜下观察
,

发现

浸泡浓度在 loom g/ L 时
,

有些微耳石和矢耳石上也可检测到一条紫红色环纹
.
由于荧光

显微镜下不能检测 日轮
,

这种可见光的标记对于验证 日轮是直接而有效的
。

但是
,

就茜素

络合物而言
,

在可见光下
,

标记 的检出率远远低于用荧光显微镜下观察
,

而且标记纹也远

远不如荧光显微镜下鲜明
。

因此
,

对鱼类仔
、

幼鱼的大规模判标记
,

还是采用荧光试剂浸

泡并用荧光显微镜检测较好
。

因 B ec knlan 的论文没有提供彩色图片
,

在此不能断定茜素

红的可见光标记效果究竟如何
,

只好留待进一步的研究了
.
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