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翡翠贻贝幼体附着和变态的离子控制
’

柯才焕 李少蔷 李复雪 郑重

(厦门大学海洋系亚热带海洋研究所 厦门 3 61 0 0 5)

提要 于 19 93 年 5一 12 月在厦门大学海滨实验场
,

以人工培养的翡翠贻贝幼体作为实验材

料
,

在人工海水中添加 3一 1 5
~

ol / L K 十
或通过离子替代减少 4. 0一 48

.

5

~
of / L

碗
“十
而

设计成一系列检测介质
,

在作用 72 一 120 h 后分别观察幼体在检测介质中附着和变态反应结

果 ; 同时采用药理学检测法就翡翠贻贝幼体附着和变态的离子控制机制进行探讨
。

结果表明
:

在人工海水中增加 6一 12
~

ol / L K
+

或减少 16 .0 一 33
.

5
~

o1 / L 吨
, +

可有效诱导幼体的

附着 和变 态
,

添 加 12 r口rn o l/ L K +

可诱 导幼 体 48 .0 % 附着 率 和 50 .0 % 变态 率
,

而减 少

23 m m ol / L Mg
Z 十
可诱导 41

.

6% 附着率和 52
.

1% 变态率
。

细胞膜 K +

通道阻滞剂 T EA
,

可以阻

抑增加 K +

或减少 Mg
Z 十

对幼体附着和变态的诱导作用
,

而阴离子交换阻滞剂 srr s
,

却无阻抑

作用
:

说明幼体一些可兴奋细胞在附着和变态过程中起重要作用
。

此外
,

在自然海水中添加

9
~

ol / L K 十
和 12 ~

ol / L K +

可分别诱导幼体较高的附着率 (43
.

1% )和变态率 (57 0%)
,

这

一实验结果可应用于翡翠贻贝人工育苗技术的改进
。

关键词 翡翠贻贝 幼体 附着 变态 离子控制

学科分类号 59 68
.

31

有关海洋底栖无脊椎动物幼体附着和变态的离子控制 已引起人们的高度重视
,

并被

作为探讨幼体附着和变态机制的重要手段 (C hi a
,

19 78 ;M o rs e
,

1 9 9 0; 柯才焕
,

1 9 9 3)
。

已有研

究表明
,

水介质中添加一定量的 K
十

可以诱导多种海洋底栖动物尤其是腹足类幼体完成变

态 (B al o
un

e t a l
,

1 9 5 4 ; 民e址i k 。 t 。1, 19 5 7
,

柯才焕
,

19 9 6 )
。

但在双壳类
,

这方面的研

究却显得很不足
,

Ey
ste r
等 (1 9 87) 确认了 K

十

对紫贻贝 (M
e
du lis) 幼体附着和变态的诱导

无效
。

柯才焕 (1995 )已报道儿茶酚胺及其类似物对翡翠贻贝幼体附着和变态的诱导效

应
。

本文着重研究人工海水介质 中添加 K
+

或减 少Mg
Z +

以及在 自然海水中添加 K
+

对翡

翠贻 贝幼体附着和变态的诱导作用
,

同时检验与诱导作用相关的可兴奋细胞膜 K
+

通道特

性
,

以期为进一步探讨翡翠贻贝幼体附着和变态机制以及为该种人工育苗技术的改进提

供科学依据
。

1 材料和方法
L l 材料

翡翠贻贝 【Pe
r
na vi r id is (Li nn ae us )」亲贝于 1 993 年 5 月取 自厦门港海区

,

眼点幼

* 国家 自然科学基金资助项目
,

39 40 00 21 号
; 国家教委博士点基金资助项 目

,

92 3 8 40 1号
。

柯才焕
,

男
,

出生于 19 6 2

年9月
,

博士
,

讲师

收稿 日期
:
19 9 4一 12一 6

,

收修改稿 日期
:
19 9 7刁5 一 19



2 期 柯才焕等
:

翡翠贻贝幼体附着和变态的离子控制 12 9

体的获得参照柯才焕 (1 995 )的方法
。

L Z 人工海水的配制

采用伍兹霍 尔海洋生物实验室 MB L 配方 (B al o
un et al

,

198 4) 配制人工海水
,

所用化

合物均为分析纯
,

二次去离子水配制
。

1
.

3 介质离子浓度改变对幼体附着和变态的诱导检验

1
.

3
.

1 人工海水中金属离子浓度改变 添加 N a十
,

Mg
2+

,

c犷
十 ,

K+
,

c了
+ ,

Fe 3+ 6 种离子
,

离子

替代采用 N a 置换相 同离子浓度 的 M g 2+
,

实验设计见表 1
。

实验幼体平均壳长为 4 25
.

2卜m

(SD
= 犯

.

3)
。

作用 1 2 0h 观察幼体的附着率和变态率
。

L 3. 2 人工 和 自然 海水 中添加 K
+

人工海水添加 K
+

的浓度梯度设计为
:

对照 组

( + o )
,

+ 3
,

+ 6
,

+ 9
,

+ 12
,

+ 15
rnm

o l / L
,

实验幼体平均壳长为 4 5 6
.

4 卜m (SD
= 3 6

.

9 )
。

幼体的附着率和变态率分别在作用后 72 h 和 1 2 0 h 观察
。

自然海水添加 K
十

的浓度梯度设

计为
:

对照组 (+ 0)
,

+ 3
,

+ 6
,

+ 9
,

+ 1 2
,

+ 15
,

+ 1 8
,

+ 2 1 m m o l / L
,

实验幼体平均壳

长为 4 73
.

1协m (SD
= 43

.

1)
,

作用 120 h 观察幼体的附着率和变态率
。

L 3. 3 人工海水中减少 Mg
, +

为保持介质离子浓度不变
,

以相 当离子浓度的 Na
+

替代

Mg
, + ,

形成减少 M g , +

的浓度梯度
;
同时通过减 少 Mg sq 附带检验 S代

一

对幼体的影响
。

实验幼体平均壳长为 4“
.

3协m (sD
= 37

.

4)
。

实验设计和观察时间见表 2
。

L 3. 4 幼体附着和变态离子控制的神经药理学检验 在人工海水中
,

使用细胞膜 K
+

通

道阻滞剂 T EA (5 x 1 0
一s

m of / L) 与 十 9
~

of / L K
+

共同作用于幼体
;
使用 阴离子交换阻

滞剂 SIT S (1 x 1 0
一, m o l / L) 和 T EA (5 x 10

一, m o l / L) 与一2 3 m m o l / L Mg
, +

共 同作用于幼

体
;
依次在 24

,

48
,

72
,

% 和 12Oh 时观察幼体的附着率和变态率
,

以探讨添加 K
+

和减少

M g Z +

诱导幼体附着和变态的作用机制
。

T E A 和 SIT S 系 Fl u ke
公司产品

。

实验幼体平均壳

长为 4 2 5
.

2“m (SD
= 3 2

.

3)
。

上述 4 个实验的其它方法和实验条件是
:

容器为 60 m l 的玻璃结晶皿
,

实验水体 3 Om l
,

海水经 0
.

22 协m 超滤膜过滤
,

各实验浓度均设置 3 杯重复
,

每杯幼体数 25 一 100 只
,

各杯加

人 10 m g / L 青霉素以抗菌
。

水温在 29 .0 士 0. 5℃
。

自然海水盐度为 27
.

6
。

L 4 确定幼体附着和变态的依据

翡 翠贻 贝幼体 附着 (
atta c h m en t) 是 指 幼 体分 泌 大 量 足 丝 粘 附 在 基底 上

;
变 态

(m e ta m o rp ho sis )依 照 B ay ne (1 9 7 1) 对紫贻 贝的研究 主要 标志
,

为 面 盘 消失 和 新壳 长

出
。

2 结果

2
.

1 人工海水中 6 种金属离子浓度的改变对翡翠贻贝幼体附着和变态的影响

从表 1可见
,

在人工海水中添加 12 m m of / L K
十

可诱导幼体 48
.

0% 附着率和 50
.

0 % 变

态 率
,

而 减 少 23 m m of / L M g Z 十

可 诱 导 41
.

6% 附 着 率 和 52
.

1% 变 态 率
。

添 加 20 一

40 ~
ol / L 的 Na

+ ,

10一20 ~
ol / L Mg

, 十 和 6

~
ol / L c 扩

十

的
,

对幼体附着和变态没有

诱导作用
;
添加 12 rn m of / L 的 C扩

+ ,

诱导作用不明显
。

若在添加 12 m m of / L K
十

的同时

减少 23 ~
of / L M g

Z 十 ,

则不能诱导幼体变态
,

幼体活力也 明显下 降
。

此外
,

外加 3
.

2一

巧
.

8

~
of / L 的 Cu Z +

和外加 89
.

6
~

ol / L 的 Fe
, + ,

均不能诱导幼体附着和变态
。

人工海

水中 K
+

和 C扩
+

的缺乏
,

均致幼体死亡
。
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表1

T ab
.

I E日飞c ts

人工海水中6种金属离子浓度(m m ol / L) 改变对翡翠贻贝幼体附着和变态的影响

o f six m e
tal io n s in a rti fi e ial se

aw ate
r o n th e atta ch m en t an d m e ta m o rp ho sis o f 卫 vir id is larv ae

离子增加 离子减少

化合物 离子 浓度 化合物 离子 浓度

附着

(% 士欲))

变态

(% 士 5 2))

加40一10加
卜恤C】

N a

N a

0

3
,

5 上2
.

0

M g C 12

M g C 12
翌
2 3

4 8
,

0 土 5 2

4 1
.

6 士 10 乡

兰
5 2

.

0 士 7刀

l士 10 2

3
.

6 士 2
.

1
Mg一叮二

12一46一12

Ms’哎caz+兰二丝兰cuz+cuz+cuz+

�丽一箫

C u 〔!12 :
.

;

Fe C1
3 Fe

3 + 鉴
一 一 一 Kc l 一 r g. 0 0 0

C a C12 0 子
十

(人 工 海 水 )

2. 2 人工 和自然海水中添加 K
+

对翡翠贻贝幼体附着和变态的影响

从图 la 可 知
,

在 人 工海水 中添加 6一 12 m m ol / L K +

显著地诱导幼体附着 和变

态
,

其中以 g m m ol / L 诱导效果最好
,

附着率和变态率分别达 37 %
,

48 %
,

但 K
十

添加至

15 m m ol / L 时附着率和变态率急降
。

添加不 同浓度 K
十 ,

诱导幼体的附着率 和变态率

趋势基本相 似
。

在 自然 海水 中添加 一定 量 的 K + ,

也可有 效地诱导幼体附着 和变 态

(图 lb)
。

在 1 2 0 h 内诱导幼体附着率 以添加 g m m of / L 的为最 高
,

达 43
.

1% ;其它依 次

是 1 2
,

1 5
,

1 8
,

6 和 3m m o l / L 的
。

但 当外加 K
十

达 Z lm m o l / L 时
,

幼体活力 明显下 降
。

在诱 导变态率方 面
,

以添加 12 m m ol / L 的效应最强
,

达 57
.

0% ;其它依次为 9
,

1 5
,

6
,

3

和 18 m m ol / L 的
,

与诱导 附着 率略有不 同
。

000
血O通�八‘

�次�哥枷俗翻撇盆
a

、
- 。 ~ 附瀚率

~ 变态率」

n�00
内04q乙

�次�并摸羞嘟御翻

6 9 1 2 1 5 0 3 6 9 1 2 1 5 1 8 2 1

K
傲度( m m

o l/ L )

图 1 人工海水 (a) 和 自然海水 (b) 中添加 K+ 对翡翠贻贝幼体附着和变态的影响

R g
.

1 E rre
e ts o r in e re 泌in g x

+ e o n c e n t r ati o n s in a rti fi e ia l s e
aw

a te r
(a) an d n a tu ral s e

aw
a te r (b )

o n a tta c hm e n t a n d m e ta 山 o rp h o s is o f 只 vir id is la rv a e

2. 3 人工海水中减少 M g 2+ 对翡翠贻贝 幼体附着和 变态的影 响

在人工海 水中设计减少 M g 2+ 浓 度梯度
,

其诱导幼体附着和变态的实验结果 见表

2
。

减 少 28
.

sm m ol /L M g 2+ 诱导 幼体的 附 着率和 变态率 最高
;
其次是 M g 2+ 减 少 23

,

3 3
.

sm m o l/L 时 的 ; 而 M g , +

减 少 。一 1 2 m m o l / L 时 诱 导 效 应 不 明 显
。

M g , +

减 少
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28
.

sm m of / L 以内各试验组诱导完全变态 的幼体次生壳长 出明显
,

而 当 M g
, +

减少 在

3 3
.

sm m of / L 以 上 时
,

完 全 变态的 幼体 次生 壳较 不 明 显
,

说 明 有 不 良反 应
。

不 含

M g S O
4

的人工 海水虽可诱 导 51
.

3% 的幼体变态
,

但幼体活力 弱
,

次生壳不 明显
,

证实

了 5 0 ;
一

的重要性
。

可见
,

在人工海水 中 M g , +

减 少 23 一 28
.

sm m ol / L 是诱导幼体附着

和变态的最佳浓度
,

当 M g Z 十

减少 达 38
.

sm m ol / L 时便对幼体有毒害效应 (1 2 o h 持 续

作用 )
。

表2 人工海水中减少Mg 2+ 浓度对翡翠贻贝幼体附着和变态的影响

T a b
.

2 E ffe c ts o f ds
e re as in g m 昭ne siuzn

eo
nc

en tra ti o ns in artj fi e ial se

aw ate
r o n a t七Ich m e n t a lld

M g a Z

(
r n rn ol / L)

一O

一4

一 8

一 12

一 16

一 2 3

一 2 3

一 2 3

一 2 3

一 2 3

一 2 3

一 O

Mg S认

(
p llllol /L)

一 O

一 O

一 O

一0

一0

一0

一 5
.

5

一 1 0
.

5

一 1 5
.

5

一 2 0
.

5

一 2 5
.

5

一 2 5石

队玉Cl

(nun
ol/ L)

+ 0

+ 8

+ 16

十 2 4

+ 3 2

+ 4 6

+ 5 7

+ 6 7

+ 7 7

+ 8 7

+ 9 7

+ 5 1

me
ta lllo rp 】1 0 5 15 o f 尸 v ir id站 larv ae

附着 (% 士胭)

72 h 9 6 h 12 0 h

0 3
.

0 士 l
,

6 3
.

0士 1
.

6

0 0 7
.

4 士3
.

5

8
.

5土 3
,

1 2
.

8 士 2
.

0 9
.

0 士3 3

0 3
.

7 士 1
.

8 3夕士 1 8

0 7 0 士4
.

2 7
.

0 士4
.

2

3 7
.

9 士 6
.

5 3 1
.

6 土4 石 2 4
.

2 士7
,

l

4 6 7 士 7 2 4 3
.

5 士 7
.

7 5 0 2 士9 4

7名土 1
.

5 14
.

8 士6
.

7 18
.

5 士 3
.

2

0 0 0

变态 (% 士
肋)

7 2 h 9 6 h 12 0 h

0 3
.

0 士 1
.

6 3
.

0士 1
.

6

0 0 7 4 士 3
.

5

5名+ 1 5 5
.

8 士 1
.

5 8万土 4
.

0

0 7
.

6 士 4万 11
.

5士 3
.

7

19
.

6士 3 3 19
.

6 土 3
.

3 2 5
,

8土 6 7

4 1
.

4士 9
,

6 5 1 7 士 10
.

0 6 5
,

5士 8石

6 1
.

5士 9
.

5 6 9
.

5 土 8
.

6 7 6名士 8
.

7

3 7刀士 6 3 5 1
.

9 土 8 3 5 1 9士 8
.

7

2 1
.

4士 5
.

7 2 3
.

0 士 7
.

0 2 5
.

0士 9 3

3 1
.

2士 6
.

7 3 3
.

5 士9
.

9 2 6
.

7 士 8
.

1 4 0
.

0士 8
.

7 4 0
.

0 士 8
.

7 5 1
.

3士 4
.

5

表3

T ab
.

3

神经药理学试剂 (T E A 和 S仃S) 对添加K i或减少M g Z +

诱导翡翠贻贝幼体附着和变态的影响

E ffe
e ts o f a K

+ 一 e h

anne
l bloc ke r

(T E A) a lld an 翻
o n e x eha n g e bl oc ke r (S】T S)

a t住‘知叮 eni a n d me taxn
。甲h o

sis of 只 , ir idis l脚ae 切 inc re asi ng K+ or de cre as ing Mg
Z十

。们 Ule in d ue ti o n o f

in a rti fi C ial Se aw a te r

幼幼体体 观察察 + g
nun

o lzL r 一2 3
nun

o lzL Mg
Z +++

对照组组

反反应应 时间间间间间间间间间间间间间间间间间间间间间间间 (人工海水)))(((((h))) + T E A 无T E A + T E A + S仃S 无 T E AAAAA

(((((((s x lo巧 m o lzL) (sx lo巧 m ol zL) (10巧 m o lzL)))))

附附着率率 2 444 0 4 4 士 2 2 0 0 1 7 4 士 4
.

555 000

(((% 士胭))) 4 888 0 3 9
.

1士 5
.

2 0 15
.

2士 5
.

3 1 7
.

4 士 4
.

555 000

77777 222 0 2 6 3 士 7
.

3 0 15
.

6士 3
.

1 1 8
.

5士 7名名 000

99999 666 di ed 4 1
.

0 士 7
.

5 di ed 6 0
.

0士 5
.

2 52
.

1士 1 3
.

555 000

111112 000 一 4 3
,

5士 6
.

5 一 5 4石士 8
.

6 50
.

2 士 9
,

000 000

变变态率率 2 444 0 0 0 0 000 000

(((% 土 5 2)))) 4 888 0 4
.

6 士 3
.

0 0 5
.

0 士2
.

5 8
.

7 士4 滩滩 000

77777 222 0 5
.

0 士 0乃 0 19
.

4士 6
.

6 1 7 2 士 6
,

999 000

99999 666 di e d 4 3 0 士 4
.

5 di ed 4 5 2士 5
一

4 4 1
.

0 士 2
.

222 000

111112 000 一 4 3
.

0 士 4 j 一 4 5
.

2 士5 4 4 1 0 土 2 222 000

2. 4 翡翠贻贝 幼体附着和 变态离子控制的神经药理学检验结果

使用细胞膜 K
十

通道 阻滞剂 T EA 和 阴离子交换阻滞剂 SI T S
,

对人工海水 中添加

K
+

和 减少 M g
Z +

诱导幼体附着 和变 态的离 子控制的结 果见 表 3
。

添加 g m m ol / L K
十

或减 少 23 m m ol / L M g , +

诱导幼体附着 和变态均 被 5 x 1 0
一 sm ol / L 的 T E A 所抑制

,
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可以判定 控制幼体附着和变 态的 K
+

通道 是一种对 T E A 敏感的通道
。

但是 SIT S 对减

少 M g Z +

诱导幼体附着和 变态在 24 h 后并 无抑制效应
。

此外
,

对经诱导附着 的幼体进

行观察
,

发现 已附着 的幼体被人 为切断足 丝后
,

在 2 4 h 内大多数能再次分 泌足丝 附着

在玻璃基底上
。

3 讨论与结论
本研究结果表明

,

人工海水中添加 K+ 可有效诱导翡翠贻贝幼体附着和变态
。

由于 K+

是维 系神 经细胞静息 电位的主要 离子
,

添 加细胞外 K+ 浓度 可使可兴奋细胞膜 去极化

(Ho dg ki n 。t al
,

1 9 5 9)
,

这提示了提高环境 K+ 浓度诱导翡翠贻贝幼体附着和变态是通过使

附着或变态通路中可兴奋细胞膜去极化而启动的
。

这种可兴奋细胞很可能是幼体的神经

细胞
,

这在腹足类和棘皮动物已取得 了若干证据 (B on ar, 19 7 6; B u

rke
,

1 9 8 3 )
。

但 K+ 作用于

幼体的部位和可兴奋细胞被兴奋之后的信号转导过程都有待进一步研究
。

本研究 中
,

添加 K+ 可以诱导翡翠贻贝幼体附着率和变态率分别达到 48
.

0% 和 50
.

0%
,

其诱导效果远高于商品牡砺 (S e o

咖
e r c ia lis ) (Ne ll e t a l

,

1 9 8 6 )
,

而 K+ 对紫贻则M
e
du lis )

幼体附着和变态却无诱导活性 (Ey
ste : 。t 。l

,

1 987 )
。

迄今 已发现 K+ 能诱导水媳类 (Chi
a

e r a l
,

1 9 7 8 )
、

腹足 类 (B al
oun

e t a l
,

1 9 8 4 : Pe
e heni k e r a l

,

19 8 7 ;Hu b bard
,

19 8 8 :柯才 焕 等
,

199 5)
、

多毛类和苔辞虫类 (S tri c ke
,

19 8 9) 幼体 90 % 以上或接近 90 % 完成变态
,

但 K+ 对布纹

藤壶幼体附着和变态并无诱导作用
。

可见
,

K+ 诱导幼体附着和变态
,

在海洋无脊椎动物不

同类群中并没有普遍性
。

在贝类 中腹足类和双壳类幼体对添加 K+ 的反应性也有较大差

异
:

在腹足类普遍高效
,

在双壳类效果较差或无效
。

从表 1 和表 3 知道
,

人工海水中填加 K+ 诱导翡翠贻贝幼体附着和变态的效果与减少

Mg
2+ 相当

,

但当减少 Mg
2+ 达到 38

.

5
~

of /L 时致使幼体活力下降
,

可见维持一定量的Mg
Z+

对幼体生理功能的正常运行是必需的
。

B al o
un 等 (198 4) 在研究红鲍幼体附着和变态的离

子控制时发现
,

人工海水介质中 23 ~
ol /L M g 2+ 被 46 ~

of /L Na
十

取代后可以诱导与 4 x

1丁m ol / L Y一氨基丁酸相同的附着率
,

但相对于 K
十

(9 一18
~

of / L) 取代 Na
+

和 M g
Z +

诱

导的附着率明显较低
,

本研究结果与之不同
,

他们未对减少 M g Z 十

进行浓度梯度实验
。

细胞膜 K
+

通道阻滞剂 T E A (5 x 10
一 s

m of / L) 抑制了添加 9

~
ol / L K

+

诱导翡翠贻

贝幼体附着和变态的作用 (表 3 )
,

这 与对红鲍幼体的研究结果一致 (B al
~

et al, 19 84)
。

本研究还发现
,

TEA 同样抑制减少 Mg
Z +

的诱导作用 (表 3)
,

再从添加 K
+

和减少 Mg
, +

诱

导效果相近这一事实来看
,

可推论添加 K
+

与减少 Mg
Z 十

诱导翡翠贻贝幼体附着和变态的

机制可能相 同
,

均与细胞膜 K
+

通道有关
。

由于翡翠贻贝为开放式循环
,

水环境减少 Mg
, 十

势必相应减少血浆中的 M g Z + ,

从而导致可兴奋细胞膜 内外离子的不平衡
,

膜 内 K
+

外流
,

使膜 电位去极化 (卡夫勒
,

19 7 7 )
,

进一步引起一系列生化和生理变化
,

最终导致幼体的附

着和变态
。

与儿茶酚胺及其类似物相 比(柯才焕
,

19 95)
,

添加 K
+

或减少 Mg
Z +

诱导幼体附

着率和变态率明显较高
,

可见两者 的诱导作用机制不同
。

在 自然海水中添加 K
十

同样可以有效地诱导翡翠贻贝幼体附着和变态
,

这进一步证实

了在人工海水中的实验结果
。

但 由于 自然海水成分很复杂
,

K
+

与其它化合物间的缔合
、

吸附等作用 (赖利
,

19 7 4) 使 K
+

的活度有所下降
,

故添加 K
十

诱导幼体附着和变态的最佳浓

度在 自然海水要高于人工海水
。

由于添加 6一 12
~

of / L K
+

于海水中可有效诱导翡翠
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贻贝眼点幼体附着和变态
,

这为该种人工育苗技术 的改进开辟了新途径
,

建议经进一步试

验后推广应用
。
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