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摘　 要： 为探讨耳石微化学分析的相关方法和技术在鳙（Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓ ｎｏｂｉｌｉｓ）放流群体识别中的应用，以鳙的 １ 龄幼鱼为

研究对象，设置 １、２、４、８、１６ ｍｇ ／ Ｌ ５ 个浓度梯度的 ＳｒＣｌ２溶液标记，利用元素电子显微探针技术（ＥＰＭＡ）检测获得了良好

的标记图谱． 面分布分析结果显示， 暂养 ２８ ｄ 后外源 Ｓｒ 在耳石的边缘形成明显的标记环，与对照组的蓝色边缘相比，高
锶环带从黄绿色过渡到橘红色，随着标记浓度增大有加深的趋势． 定量线分析表明对照组的 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值处于稳定的 ２．１４±
０．３９，而不同浓度 Ｓｒ 的实验组 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值均出现一个较为明显的峰值范围（５．０４ ～ ３２．３２），且外源 Ｓｒ 浓度与耳石边缘的

Ｓｒ ／ Ｃａ 比值之间存在明显的线性关系，标记过程中对照组和标记浓度间的死亡率并没有显著差异． 结果表明锶标记原理

和方法在鳙的大规模放流群体标记是可靠和安全的，验证了耳石锶标记在识别鳙放流个体上的可行性． 建议选择鳙放流

前仔稚鱼和幼鱼，以 ４ ｍｇ ／ Ｌ 设为外源 Ｓｒ 的最适标记浓度，标记持续时间为 ２８ ｄ 以上为宜．
关键词： 鳙；耳石；锶标记；电子探针；群体标记技术

Ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｏｆ Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓ ｎｏｂｉｌｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｏ⁃
ｔｏｌｉｔｈ Ｓｒ ｍａｒｋｅｒｓ

ＬＩ Ｘｉｕｑｉ１， ＣＯＮＧ Ｘｕｒｉ１， ＳＨＩ Ｊｉｈｕａ１， ＧＡＯ Ｙｕｎｆａｎｇ１， ＪＩＡＮＧ Ｔａｏ２ ＆ＹＡＮＧ Ｊｉａｎ２

（１： Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ Ｇｅｎｅｔｉｃ
Ｂｒｅｅｄｉｎｇ， Ｊｉｎａｎ ２５００１３， Ｐ．Ｒ．Ｃｈｉｎａ）

（２： Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ Ｉｎｌａｎｄ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ， Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｃｈｉ⁃
ｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｉｓｈｅｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｗｕｘｉ ２１４０８１， Ｐ．Ｒ．Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｍｉｃｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｍａｒｋｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｏｔｏｌｉｔｈ ｏｆ Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓ ｎｏｂｉｌｉｓ， ｔｈｅ １⁃ｙｅａｒ⁃ｏｌｄ ｊｕｖｅｎｉｌｅｓ ｗｅｒｅ
ｒｅａｒｅｄ ａｔ ｆｉｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（１， ２， ４， ８， １６ ｍｇ ／ Ｌ） ｆｏｒ ２８ ｄａｙｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ Ｓｒ ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｏｔｏｌｉｔｈｓ ｗｅｒｅ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｐｒｏｂｅ ｍｉｃｒｏａｎａｌｙｚｅｒ （ＥＰＭＡ）． Ｔｈｅ ｍａｐｐｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｓｔｒｏｎｔｉｕｍ ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｄｇｅ ｏｆ ｏ⁃
ｔｏｌｉｔｈｓ ｏｆ ｊｕｖｅｎｉｌｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｒ． Ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ⁃ｇｒｅｅｎ ｓｔｒｏｎｔｉｕｍ ｂａｎｄａｐｐｅａｒｅｄ ｉｎ ｌｏｗ ｌｅｖｅｌ， ｔｈｅ ｄｅｅｐ
ｒｅｄ ｚｏｎｅ ｓｈｏｗｎ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｌｉｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｓｒ ／ Ｃａ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｔａｂｌｅ ａｔ
２．１４±０．３９， ｂｕｔ ｗｈｉｃｈ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｌｌ ａｐｐｅａｒｅｄ ｑｕｉｔｅ ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｐｅａｋ ｓｔｒｏｎｔｉｕｍ ｖａｌ⁃
ｕｅ（５．０４－３２．３２） ． Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ Ｓｒ ａｎｄ ｔｈｅ Ｓｒ ／ Ｃａ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｔｈｅ ｅｄｇｅ ｏｆ ｏｔｏｌｉｔｈｓ． Ｔｈｅｒｅ
ｗａｓ ａｌｓｏ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ． Ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ Ｓｒ
ｍａｒｋｉｎｇ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈｅ ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｏｆ Ａ． ｎｏｂｉｌｉｓ． Ｗｅ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｓｔｏｃｋ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ． ｎｏ⁃
ｂｉｌｉｓ ｗｅｒｅ ｍａｒｋｅｄ ｉｎ ｌａｒｖａｌ ａｎｄ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ Ｓｒ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ４ ｍｇ ／ Ｌ， ｌａｓｔｉｎｇ ｆｏｒ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ２８ ｄａｙｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓ ｎｏｂｉｌｉｓ； ｏｔｏｌｉｔｈ； ｓｔｒｏｎｔｉｕｍ ｍａｒｋｉｎｇ； ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｐｒｏｂｅ ｍｉｃｒｏａｎａｌｙｚｅｒ； ｓｔｏｃｋ ｍａｒｋ

自 ２００８ 年我国开始设立专项资金实施增殖放流工作以来，每年数以亿万的苗种被放流自然水域，重大

意义在于补充渔业资源和修复水域生态系统． 当前放流工作迫切需要解决的是如何客观评价增殖放流效
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果，可靠的标记手段一直是科学评价放流鱼类增殖效果的技术瓶颈． 目前，群体标记方法主要有体外标记、
荧光标记、化学标记和分子标记［１⁃２］ ，传统的体外标记会影响鱼类正常生长和存活，损失率很高，回捕个体记

录少，统计往往依赖于渔业报告． 先进的体内荧光和电子标签价格较高，标记过程复杂，需要昂贵的特殊设

备和大量的专业人员来跟踪识别，不适宜大规模的群体标记放流工作，而且特定外源物质的荧光或化学标

记往往涉及标记的有效保留时间和外源物质的安全性问题［３］ ．
耳石微化学分析已成为研究鱼类生活史的重要方法之一． 鱼类在生长发育过程中，水体中的碳酸钙在

耳石上沉积的同时，其他微量元素也被沉积在耳石中，由于它的非细胞性和代谢惰性，一般不会发生分解或

重吸收，这种元素的信息可以一直保存下来，成为记录鱼类生活史的元素指纹（ｅｌｅｍｅｎｔａｌ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ） ． 耳石

元素指纹分析能有效表征鱼类特定生活阶段所特有的微化学组成，以此重新构建或反演鱼类的生活史和环

境史中相关问题． 利用电子显微探针技术（ＥＰＭＡ）分析鱼类耳石上 Ｓｒ 和 Ｓｒ ／ Ｃａ 含量比值，成为获取鱼类生

活履历的有效手段，特别在洄游性鱼类能够准确而且直观地“反演”鱼类过去生活环境“履历” ［４⁃５］ ，被广泛

应用于鱼类生活史重建、鱼类资源时空动态监测、产卵场溯源和种群识别等研究［６⁃８］ ． 锶作为淡水鱼类和海

洋鱼类特别是具有生殖洄游习性的鱼类一种生物标志物［９⁃１０］ ，或作为一种人工标记元素用来评估人工增殖

放流的效果［１１⁃１２］ ，在渔业生物学研究中具有重要应用价值． 国内一些学者开展了锶标记的安全浓度和浸染

时间一些探索，王臣等［１３］利用外源 Ｓｒ 浸染大麻哈鱼（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｋｅｔａ）发眼卵后期胚胎在耳石得到清晰的

标记环，表明可以利用外源 Ｓｒ 对大麻哈鱼耳石进行标记．
鳙（Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓ ｎｏｂｉｌｉｓ）作为我国的“四大家鱼”之一，增殖放流不仅补充内陆水体渔业资源，而且在富营

养化水体中放养滤食性的鲢、鳙被认为是控制蓝藻水华、净化水质的有效手段［１４⁃１５］ ，在我国淡水增殖渔业中

占有极其重要的地位． 以山东省东平湖为例，自 ２００５ 年来连续 １１ 年累计放流鱼蟹 １５８６２ 万尾（只），其中鲢

鳙所占比例为 ５１．４６％ ，由于尚未开展规范的放流效果评估，大规模生产性放流在某种意义上带有很大的盲

目性，放流群体对渔业资源的恢复效果和水域生态系统的影响还不能做出科学的回答． 本研究采用 ＳｒＣｌ２溶
液标记鳙的幼鱼耳石，探索不同标记浓度和暂养时间下的标记效果，建立适用于大规模标记早期鱼苗的耳

石微化学标记实验条件，通过鳙的耳石 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值分析以期准确识别放流个体和增殖放流效果评价提供技

术手段．

１ 材料与方法

１．１ 实验鱼来源及标记实验

采集育苗场培育的放流鱼类鳙的 １ 龄鱼（体长为 １０．７８±１．４８ ｃｍ，体重 ２７．１３±１４．０２ ｇ）作为实验鱼． 取水

族箱（１２５ ｃｍ×５２ ｃｍ×５０ ｃｍ）１８ 个，注入曝气 ２ ｄ 以上的室外养殖池塘用水，保持水温 １８℃，根据水的体积及

放养密度，随机挑取饱满健壮、规格基本一致的幼鱼放入水族箱中，每箱 ３０ 尾，放鱼时随机抽样测量鱼的体

长和体重．
按剂量向相应箱中加入 ＳｒＣｌ２母液，至浸染质量浓度分别达到 １、２、４、８、１６ ｍｇ ／ Ｌ，共 ５ 个梯度，每个浓度

设置 ３ 个平行，３ 个空白对照，共计 １８ 个养殖实验组，对应鱼缸编号为 ＣＫ、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 组． 实验于 ２０１５ 年 ５
月 １２ 日开始，至 ６ 月 １１ 日结束，期间定时投喂人工颗粒饲料，每天早晨吸污，每 ３ ｄ 换水 １ 次，换水量为箱

内水量（１８２ ｍ３）的 １ ／ ３，水温保持在 １９．５ ～ ２４．０℃，及时清除死亡个体并计数，标记暂养实验 ２８ ｄ 后全部

结束．
１．２ 耳石摘取与前处理

用剪刀和镊子解剖幼鱼的头骨，在听囊内取出微耳石，剔除有机质，用蒸馏水清洗后晾干，置于离心管

中干燥备用．
将耳石用 ＡＢ 胶水黏于小块树脂上，待凝固后以横截面平行于底面的方向将带有耳石的树脂块黏贴于

磨具底座进行环氧树脂（Ｅｐｏｆｉｘ，丹麦 Ｓｔｒｕｅｒｓ 公司）包埋；树脂凝固后并取出，使用 ＡＢ 胶将其黏贴于载玻片

上，使用 ５００ 目砂轮和 １２００ 目砂纸打磨至核心即将暴露后，切下树脂块将其翻转后黏贴于另一块载玻片上

并打磨至核心完全暴露；使用磨抛机（Ｒｏｔｏ Ｐｏｌ⁃３５，丹麦 Ｓｔｒｕｅｒｓ 公司）装备机织布抛光盘配合抛光液抛光，至
耳石表面无明显划痕；样品放入 Ｍｉｌｌｏ⁃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
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空镀膜机（ＪＥＥ⁃４２０，日本电子株式会社）蒸镀碳膜（３６ Ａ，２５ ｓ） ．
１．３ 耳石的 ＥＰＭＡ 分析

利用电子微探针分析仪（ＪＸＡ⁃８１００ 型 ＥＰＭＡ，日本电子株式会社）进行线分析和面分析［１６⁃１７］ ． 以碳酸钙

（ＣａＣＯ３）和钛酸锶（ＳｒＴｉＯ３）为标准样品，线分布分析的加速电压和电子束电流分别为 １５ ｋＶ 和 ２．０×１０－８ Ａ，
束斑直径 ５ μｍ，每点驻留 １５ ｓ，以 ２ μｍ 为间隔，连续测定 Ｓｒ 和 Ｃａ 元素含量． 面分布分析的加速电压和电子

束电流分别为 １５ ｋＶ 和 ５．０×１０－７ Ａ，束斑直径 ３ μｍ，像素为 ３ μｍ×３ μｍ，每点驻留 ３０ ｍｓ，测定 Ｓｒ 元素含量的

面分布状况．
１．４ 数据处理

数据分析采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件进行线分布分析中的平均值和倍数计算以及 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值变化作图，采用

ＳＰＳＳ １７．０ 软件进行不同阶段及与对照组的 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值差异进行非参数检验（Ｐ＜ ０．０５， Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ⁃
ｔｅｓｔ），显著性水平设定为 Ｐ＜０．０５．

由于耳石中 Ｓｒ 含量远小于 Ｃａ 含量，将 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值标准化，即统一用 Ｓｒ 含量除以 Ｃａ 含量并乘以 １０３，简
称 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值． 耳石不同 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值水平以平均值±标准差表示［２０］ ．

２ 结果与分析

２．１ 不同锶标记浓度和暂养期间鳙的存活情况

耳石锶标记实验鳙的 １ 龄鱼经暂养 ２８ ｄ 后，体长增加为 １４．７８±２．３３ ｃｍ，体重为 ４３．００±１４．３１ ｇ． 各标记

组和对照组在暂养期间均出现不同程度的死亡情况，尤其在暂养第 １ 周和第 ２ 周死亡率均较高，但标记组死

亡的平均数和对照组经 ｔ⁃检验整体无显著差异（Ｐ＞０．０５），实验结束实验鱼的体长和体重增加，与对照组差

异不显著（Ｐ＞０．０５）（图 １）． 在本实验设计的剂量范围内，Ｓｒ 对实验鱼未表现急性毒性，１６ ｍｇ ／ Ｌ 浓度的 ＳｒＣｌ２
溶液对幼鱼没有致死作用．

图 １ 不同浸染浓度和暂养时间鳙的死亡数

Ｆｉｇ．１ Ｔｈｅ ｄｅａｔｈ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓ ｎｏｂｉｌｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｒｋｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｔｉｍｅｓ

２．２ 外源 Ｓｒ 在鳙耳石的面分布特征

电子微探针分析结果（图 ２）显示，所有个体耳石核心区及其周边均为 Ｓｒ 浓度较低的蓝色，不同 Ｓｒ 浓度

标记的耳石边缘包围着黄绿色和红色区域． 当 ＳｒＣｌ２溶液浓度为 １、２ ｍｇ ／ Ｌ 时，能在耳石边缘上检测到较为明

显的黄绿色标记（图 ２Ａ，２Ｂ）；当 ＳｒＣｌ２溶液浓度为 ４ ｍｇ ／ Ｌ 时，在耳石的边缘形成较为明显的橘红色高锶环带

（图 ２Ｃ）；当外源 Ｓｒ 的浸染浓度达到 ８、１６ ｍｇ ／ Ｌ，图 ２ 中 Ｄ⁃１、Ｄ⁃２、Ｅ⁃１ 和 Ｅ⁃２ 耳石边缘的红色环带不断加深．
与之相比，对照组（ＣＫ）外围无变化，其面分布显示较为均一的蓝色．
２．３ 外源 Ｓｒ 在鳙耳石上 Ｓｒ ／ Ｃａ比值变化特征

对照组的 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值没有出现较大波动，而不同浓度的实验组在耳石边缘 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值均有 １ 个明显的

峰值出现（图 ３）． 低浓度组 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值差异不显著（Ｐ＞０．０５），相同浸染浓度的平行组之间 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值的平均

值差异较为显著（Ｐ＜０．０５），高浓度间 Ｓｒ ／ Ｃａ 峰值差异显著（Ｐ＜０．０１） ．
鳙的耳石 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值分为 ２ 个阶段，分别是未经外源 Ｓｒ 标记前阶段和外源 Ｓｒ 标记后阶段（表 １）． 其中，
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图 ２ 鳙耳石锶沉积状况面分布
（ＣＫ、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 和 Ｅ 分别为 ０、１、２、４、８ 和 １６ ｍｇ ／ Ｌ Ｓｒ 标记）

Ｆｉｇ．２ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍａｐｐｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｒ ｉｎ ｏｔｏｌｉｔｈｓ ｏｆ Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓ ｎｏｂｉｌｉｓ

表 １ 鳙耳石 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值微化学变化

Ｔａｂ．１ Ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｒ ／ Ｃａ ｍｉｃｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｅｄｇｅ ｉｎ ｏｔｏｌｉｔｈｓ ｏｆ Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓ ｎｏｂｉｌｉｓ

标记实验组别
样本
编号

标记前 标记后

距离 ／ μｍ Ｓｒ ／ Ｃａ 比值 距离 ／ μｍ Ｓｒ ／ Ｃａ 比值

面分布
对应色带

对照组 １ ０～３１８ ２．２３ ３２０～３２８ ２．３３ 蓝色

２ ０～３６６ ２．４９ ３６８～３７８ ２．５０ 蓝色

３ ０～３００ ２．１２ ３０２～３１０ ２．６３ 蓝色

１ ｍｇ ／ Ｌ １ ０～３４８ ２．４４ ３５０～３６０ ５．１１ 黄绿色

２ ０～３７２ ２．３３ ３７４～３８８ ６．２５ 黄绿色

３ ０～５６６ ３．００ ５６８～５７８ ４．３３ 黄绿色

４ ０～３６０ １．５９ ３６２～３７２ ４．４７ 黄绿色

２ ｍｇ ／ Ｌ １ ０～３６８ ２．１２ ３７０～３７８ ６．０９ 黄绿色

２ ０～３４８ ２．２０ ３５０～３５６ ６．９５ 黄绿色

３ ０～４８４ １．７３ ４８６～４９８ ４．９０ 黄绿色

４ ｍｇ ／ Ｌ １ ０～３４６ １．２８ ３４８～３５２ １０．９５ 橘红色

２ ０～２７４ １．８６ ２７６～２８０ １０．４０ 橘红色

３ ０～４５８ １．７０ ４６０～４７２ １１．２６ 橘红色

８ ｍｇ ／ Ｌ １ ０～３８６ １．６７ ３８８～４０６ １６．９２ 红色

２ ０～３７８ ２．４６ ３８０～３９６ １７．７９ 红色

３ ０～５１８ ２．３４ ５２０～５３６ １８．４５ 红色

１６ ｍｇ ／ Ｌ １ ０～３１０ ２．３２ ３１２～３１８ ２９．９６ 深红色

２ ０～３９０ ２．１５ ３９２～４００ ３３．３９ 深红色

３ ０～２４８ ２．３０ ２５０～２６０ ２７．４７ 深红色

４ ０～４０４ ２．２８ ４０６～４２２ ３８．４４ 深红色
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图 ３ 鳙耳石锶沉积状况线分析

Ｆｉｇ．３ Ｓｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｉｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｔｏｌｉｔｈｓ ｏｆ Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓ ｎｏｂｉｌｉｓ

标记前阶段，对照组和实验组耳石从核心向边缘的不同径长（０～２４８ μｍ，５１８ μｍ）Ｓｒ ／ Ｃａ 比值变化比较稳定，
Ｓｒ ／ Ｃａ 比值为 ２．１４±０．３９；且二者差异不显著（Ｐ＞０．０５）；标记后阶段，实验组耳石边缘（２８０～５２０ μｍ）均出现较

为明显的峰值，不同标记浓度（１、２、４、８ 和 １６ ｍｇ ／ Ｌ）的耳石 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值对应为 ５．０４±０．８７、５．９８±１．０４、１０．８７±
０．４４、１７．７２±０．７７ 和 ３２．３２±４．７５．

与面分析不同浓度标记效果的结果相印证，随着浸染浓度的增加，Ｓｒ ／ Ｃａ 比值峰值也越来越大．外源 Ｓｒ
浓度与耳石边缘的 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值之间有较为明显的线性关系： ｙ ＝ １．８６１７ｘ＋２．７２６ （Ｒ２ ＝ ０．９９７９）． 说明 Ｓｒ 在耳

石上的沉积速率和沉积量不同，受外源 Ｓｒ 浓度的影响较为明显（图 ４）．

３ 讨论

３．１ 鳙耳石锶标记可靠性分析

水体中 Ｓｒ 沉积在耳石上的过程与水环境条件（如 Ｓｒ 背景浓度、水温、盐度）和鱼类生理发育状态有

关［１８⁃１９］ ． Ｓｒ 主要存在于水域中，由于地理差异和河流过程的不同，Ｓｒ 在淡水、河口和海水中浓度差别很大． 我
国长江下游水体中元素浓度背景值 Ｓｒ 浓度为 ０．２４ ｍｇ ／ Ｌ［２０］ ． 河口表层水溶解 Ｓｒ 浓度水平表现为从长江（平
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图 ４ 耳石边缘 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值与外源
Ｓｒ 浓度的线性关系

Ｆｉｇ．４ Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｒ ／ Ｃａ ｒａｔｉｏ ｏｆ
ｏｔｏｌｉｔｈ ｅｄｇｅ ａｎｄ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ Ｓｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

均 ０．２２ ｍｇ ／ Ｌ，范围：０．０２～０．３０ ｍｇ ／ Ｌ）向北至黄河（平
均 ０．７４ ｍｇ ／ Ｌ，范围：０．０５ ～ ０．９５ ｍｇ ／ Ｌ）逐渐升高［２１⁃２３］ ．
海水中 Ｓｒ 浓度大致为 ８．５ ｍｇ ／ Ｌ，且在海洋中浓度基本

不变［２４］ ． 通常三类水体中 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值平均为淡水区

（２．７±１．５）、河口区（５．６±１．１）和海水区（８．３±４．５） ［２５］ ．
Ｂｒｏｗｎ 等［２６］ 统计分析美国淡水、河口及海水中 Ｓｒ ／ Ｃａ
比值发现，海水的 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值（８．１７ ～ ８．８７）相对稳定，
而河流（０．２７～１９．１８）和淡水湖泊 （０．２０～５．０２）则波动

较大．
本实验元素定量线分析和面分布分析结果直观

而鲜明地显示：１、２、４、８、１６ ｍｇ ／ Ｌ 共 ５ 个浓度梯度的

ＳｒＣｌ２溶液在鳙的幼鱼耳石上均能产生明显的标记环，
颜色由黄绿色逐渐变化为深红色． 通过比较不同浓度

的标记特征，外源 Ｓｒ 浓度在 ４ ｍｇ ／ Ｌ 可以很明显地被

电子微探针技术所检测． 据王臣等［１３］ 对大麻哈鱼发

眼卵后期胚胎浸染实验的结果，经 ４８ ｈ 外源 Ｓｒ 浸染（５０、１００、２００、４００ ｍｇ ／ Ｌ）后暂养至 １２ ｄ 在耳石上形成了

较为明显的“高锶环带”；再经 １００ ｄ 暂养后，实验鱼仍能正常生长，已形成的“高锶环带”没有减退现象，而
且“高锶环带”后的耳石部分又逐渐恢复到正常的蓝绿色． 同时，考虑到本研究中标记组与对照组间个体死

亡率并没有显著差异，说明 Ｓｒ 浸染浓度对鳙鱼幼鱼影响较小． 因此，对鳙而言较为合适的耳石标记浓度应在

４ ｍｇ ／ Ｌ 以上．
３．２ 鳙耳石 Ｓｒ 标记的最佳浸染时间

外源 Ｓｒ 沉积在耳石内浓度变化并非立即被响应，而是存在着一定时间的时滞． Ｍｉｌｔｏｎ 等［２７］ 在水体中添

加 Ｓｒ 对 １２０ 条澳洲肺鱼 ｂａｒｒａｍｕｎｄｉ（Ｌａｔｅｓ ｃａｌｃａｒｉｆｅｒ）的幼鱼进行养殖实验，对 １～ ２ 和 ７～ １１ ｄ 生长间隔的耳

石轮纹进行原位元素检测，结果表明鱼体对水体元素变化的适应期为 ２ 周，在此期间元素浓度变化幅度较

大，一旦鱼体与水体达到平衡后，耳石中与水体中的 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值亦具有正相关关系．
郭弘艺等［２８］对日本鳗鲡（Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ）幼体的耳石微化学分析表明：幼鳗自海洋至淡水的迁徙过程

中，以 Ｓｒ 元素为代表的环境强响应元素存在明显的时滞效应，其含量从变态起始的 ２９１５．５±４４９．４１ μｇ ／ ｇ，至
变态完成的 ２２４４．７±３８３．７３ μｇ ／ ｇ，最后降低至 １０５３．９±４５０．９０ μｇ ／ ｇ，前后降低了 ６３．９％ ． 研究表明 Ｓｒ 含量呈

持续平缓的下降，并非立即响应了所栖息的水环境变化． 长江口口门处九段沙采集的玻璃鳗平均日龄为 １４１
ｄ，与上游靖江段采集的日本鳗鲡幼体日龄相差 １２～１９ ｄ，即从九段沙迁徙至上游的靖江段可能需要 １５ ｄ 左

右［２９］ ． 在受控条件下养殖实验也显示，幼鳗耳石内 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值对水体盐度变化的适应期为 １０ ｄ 或者以

上［３０］ ． 王臣等［１３］对大麻哈鱼胚胎标记研究结果表明：在大麻哈鱼耳石上从浸染开始到 Ｓｒ 在耳石上沉积有

延时过程，浸染时间为 ４８ ｈ，而 Ｓｒ 峰值却持续 １２ ｄ 以上，表明锶元素在水体－鱼体－耳石迁移富集过程是渐

进的．
上述研究结果表明，环境强响应元素（Ｓｒ）浓度需要机体较长时间的生理调节，才能达到平衡状态． 本研

究实验鱼为鳙的 １ 龄幼鱼，暂养 ２８ ｄ 后检测仅在耳石边缘部分发现较细弱的“高锶环带”，由于实验未能继

续下去，其峰值持续天数无法确定． 为保证有良好的标记效果，根据日轮沉积规律在对鳙群体的幼鱼耳石进

行外源 Ｓｒ 标记时，可适当延长浸染的时间在 ２８ ｄ 以上．
３．３ 鳙耳石 Ｓｒ 标记的安全限量

Ｓｒ 作为生物体的必须微量元素，不仅具有促进成骨细胞生长和抑制破骨细胞形成的作用［３１⁃３２］ ，而且还

有促进骨髓间质干细胞增殖并向成骨细胞分化、促进血管形成、改善骨质强度等作用［３３］ ． 在一定范围内，体
内高 Ｓｒ 高 Ｃａ 对机体非常有益，若体内出现高 Ｓｒ 低 Ｃａ，则对机体生理代谢产生不利影响，甚至产生多种病理

变化． 已经证实在鱼的早期发育阶段，鱼体 Ｓｒ 能够明显地抑制 Ｃａ 的吸收［３４］ ，过高的外源 Ｓｒ 浓度会使耳石

Ｓｒ ／ Ｃａ 比值不稳定［１３］ ． Ｂｉｒｇｅ 等［３５］在 ２８ ｄ 的实验观察到水体中的 Ｓｒ 对虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ）从胚胎发



９２０　　 Ｊ． Ｌａｋｅ Ｓｃｉ．（湖泊科学），２０１７，２９（４）

育到孵化后第 ３ ｄ 早期生命阶段的影响，在 Ｓｒ 浓度 ４９ ｍｇ ／ Ｌ 的水平下可导致虹鳟仔稚鱼 １０％的畸形率和死

亡率． Ｐｙｌｅ 等［３６］证实了水中的 Ｓｒ 与卵孵化率降低具有显著相关性，但与幼苗的生长和死亡率没有相关性．
宋鸿建等［３７］对大麻哈鱼的研究发现， Ｓｒ 浓度为 １０ ｍｇ ／ Ｌ 时大麻哈鱼的各生长指标和存活率最高，说明

此浓度对大麻哈鱼的生长有促进作用，但是随着 Ｓｒ 浓度的增加，大麻哈鱼稚鱼的存活率出现降低的现象，推
测较高浓度的 Ｓｒ 抑制稚鱼的生长． 建议在对大麻哈鱼稚鱼长期的暴露实验中 Ｓｒ 的安全质量浓度应控制在

１０ ｍｇ ／ Ｌ 之内． 王臣等在大麻哈鱼实验使用的 Ｓｒ 浓度为 ５０ ｍｇ ／ Ｌ，耳石上形成 ５０ 倍于正常值以上的 Ｓｒ 沉积

高峰，产生极强的标记轮，实验鱼都能保持正常生长和摄食，浸染过程中也未产生明显的毒性反应，说明

５０～４００ ｍｇ ／ Ｌ、４８ ｈ 的浸染条件是安全的；同时发现高浓度的外源 Ｓｒ 可能影响了耳石元素的正常沉积［１３］ ．
本研究所有被标记个体均未出现 Ｓｒ、Ｃａ 沉积异常现象，并保持良好的正线性相关，同时养殖的结果也并未发

现标记组的死亡率与对照组有显著差异． 说明对于鳙的幼鱼而言，外源 Ｓｒ 浓度在 １６ ｍｇ ／ Ｌ 以下并未产生任

何影响．
Ｓｒ 作为一种生物必须元素，急性毒性风险较小，利用 Ｓｒ 作为标记物其安全性是非常高的． 国际上尚未

颁布 Ｓｒ 的水质标准，美国和加拿大一些州省采用 ４０（短期）和 ２１ ｍｇ ／ Ｌ（长期）标准用于保护淡水生物［３８⁃３９］ ．
美国环境保护局（ＥＰＡ）规定公共饮用水的稳定 Ｓｒ 的浓度上限为 ４ ｍｇ ／ Ｌ［４０］ ． 我国国家标准规定：Ｓｒ 浓度大

于 ０．２ ｍｇ ／ Ｌ 为锶矿泉水，其限量指标为小于 ５ ｍｇ ／ Ｌ． 因此，综合考虑水质安全以及标记效果，对于鳙而言，
４ ｍｇ ／ Ｌ 的外源 Ｓｒ 标记浓度既能达到显著的标记效果，又能在安全的饮用水范围内，因此为最佳的标记浓度．

４ 结论

本研究首次对淡水鱼类鳙的幼鱼进行了外源 Ｓｒ 标记的研究，探讨相关的标记浓度和浸染持续时间． 从

操作性角度考虑，鳙等鲤科鱼类微耳石较大易于摘取，Ｓｒ 和 Ｃａ 等元素以类质同象的方式沉淀在耳石晶格内

部空位和晶格间隙中，且日轮轮纹较易观察，因此，首选以沉积率较大的微耳石进行元素微化学分析的材料．
利用 ＥＰＭＡ 技术检测耳石中 Ｓｒ 元素的沉积虽具有一定的时滞效应，但由于浓度较高而稳定，日间变化趋势

明显，Ｓｒ ／ Ｃａ 比值非常稳定，明显的标记效果可以较好地指示栖息地水环境状况． 耳石 Ｓｒ 标记可在同一环境

下的鱼类进行大批量标记，成本低，对鱼无伤害，安全性好，不存在标志丢失问题，而且还能确保鱼类成活率

和水产品质量安全． 上述分析表明外源 Ｓｒ 标记在淡水鱼类的放流群体识别上具有很高的可行性．
根据实验结果和 Ｓｒ 标记安全限量分析，建立鳙的幼鱼群体标记技术体系：对放流前育苗场幼鱼进行外

源 Ｓｒ 标记，以 ４ ｍｇ ／ Ｌ 为外源 Ｓｒ 的最适浸染浓度，以 ２８ ｄ 作为标记持续时间，利用电子显微探针技术

（ＥＰＭＡ）分析随机取样个体耳石上的 Ｓｒ 和 Ｓｒ ／ Ｃａ 比值，可以准确识别放流个体和开展后续的放流效果评价．
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