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摘要：萼花臂尾轮虫 (Brachionus cat3-cfflorus ， )体眠卵在不同萌发条件下累积萌发率的 

结果显示 ：保存在休眠卵形成的原液中．温度 为 20t2— 30℃时萌发率均较高．30℃时用过 滤湖 

水萌发时的萌发率最高(65％)．保存在无机培养液 中的休眠卵，用曝气 自来水萌发时最 高，用 

湖水伏 之，无帆液萌发效果较差：20"(2和 25C时三种萌发液 中的萌发率接近，母体投 喂小球藻 

形 成的体眠卵的累积 萌发率高于投喂混合藻组，且以过滤{辊水 为孵化液时教果较佳；累积萌 

发率与光照时 间的长短 并无直接 系(P>0．05)；体眠卵在 5t2 无光、缺氧贮存 20—60d时的 

平均萌发率在 45．00％一54 25％ 之间。 
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轮虫是淡水水体 中重要类群之一，在渔业生产上，绝大部分鱼苗从内源性营养向外源 

性营养转化阶段，轮虫是其最适口的优质饵料 】，有些鱼类可终身摄食轮虫．因而池塘水 

体中轮虫出现与否，及出现的数量 对鱼苗的生长具有重要意义，在培育鱼苗时，清塘后轮 

虫休眠卵的萌发决定着池塘 中轮虫的数量增长，进而影响鱼苗的生长 J 

由于轮虫在同一环境条件下形成的休眠卵的生理特性较为一致，差异较小、所以，在 

水生态毒理学研究 中，一般采用从休 眠卵孵化出的第一代非混交雌体轮虫作为理想 的实 

验材料。使用休眠卵时比使用利用克隆培养的轮虫的精确度更高，所以轮虫在水生态毒 

理学研究领域中 日益引起人们的重视。轮虫休眠卵的保存和萌发的研究被赋于了新的意 

义 一 

对 于影 响 休 眠 卵萌发率 的环境条件的研究，国内外学者 曾从不同的角度进行过研 

究 q，但研究结果存在较大的差异，本实验主要研究休眠卵形成时的食物条件、保存方 

式以及不同萌发液对其萌发率的影响，旨在为工厂化生产过程中的“保种 方式和萌发提 

供理论依据。 
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1 材料与方法 

I_l 休眠卵的采集 把东湖底泥放人曝气后的 自来水中，待萼花臂尾轮虫休眠卵萌发出 

来后，挑选一携卵的非混交雌体在实验室进行“克隆 培养 ，在 500ml的三角烧瓶 中加人轮 

虫培养液，培养液配方为：1000mL Na}LPO4-Na，nPo4缓冲液(浓度为 0．002tool／L pH值 

73)，其中含 100mg KNO ，40mg k}-lPO4．62rag MgS ‘7HO和 144mg Ca(NO )2‘ 

4}LO 。用离心浓缩的小球藻 (HB．培养基)，把食物浓度调至 2～4×10 cells mL—l o培 

养温度为 25℃，光照强 4，000Ix，光照昼 长比(L D)为 I6：8，使种群在短时间内迅速增殖。 

利用微吸管移出一定培养液，使种群相对密度短期 内迅速提高数倍 ，以利轮虫产生休眠 

卵。把同一天内产生的休眠卵吸出，转移到带盖小瓶中，各瓶分别加入新鲜的轮虫培养 

液，和克隆培养皿中的液体(原液)，然后置入冰箱中(约 517)在无光条件下保存 ，保存时间 

分 别为 10，20，30，60，I20，1 80，240，360，540天。 

1．2 不同食物条件下休眠卵的收集 从 克隆中挑出带卵的非混交雌体转移到另二个培 

养皿中，分别喂以小球藻和杂藻 (混有席藻、栅藻)，按照 1 1的操作方法使其形成大量的休 

眠卵，收集并按 1．1方法保存。 

1．3 休眠卵在不同萌发液中的萌发 取两组带凹槽的有机玻璃平板培养皿 (24孔．每 

孔容积为 2．0m1)，分别注人曝气两天的 自来水、轮虫无机培养液和用孔径 35 m的筛绢过 

滤后的湖水，各加人 30个用原液和轮虫无机培养液保存的休眠卵(已存放 30d)，在光照强 

度 4，000lx，L：D= l6：8，在温度 10E；，20℃，25℃，3017，3517下进行孵化，每天更换一次孵 

化液 。 

1．4 不同食物条件下形成的休眠卵的萌发 另取两组培养皿，分别加人 30粒投喂小球藻 

和混合藻时形成的休眠卵，按 1_3的方法进行萌发。 

1．5 不同光照时间的萌发实验 取存放 30天的休眠卵分别放人培养皿中，温度为 25~C， 

光照强度 4，000Ix，光照时间昼长比 (L：D)分别为 24：0，18：6，12：12，6：1 8，0：24上述培养过 

程中每 12h摇动几次 以防休眠卵长时间堆积在一起。 

1．6 不同保存时间的休眠卵的萌发 把不同保存时间的休眠卵分别加人培养皿 中，每个 

培养皿中加人 30个卵，在 25℃下进行萌发，光照条件同上。 

以上各组萌发试驻均为 3个平行样，时间均延续 240h 

1．7 累积萌发率的计算 累积萌发率按下述公式计算见 

累积萌发率 =∑萌发的幼体数／休眠卵总数 ×100％ 

2 结 果 

2．1 不同保存液对休眠卵萌发率的影响 

2．1．1 原液保存时不同温度下的累积萌发率 在休眠卵原形成的液体 中保存一月后，用 

曝气 自来水孵化时，轮虫休眠卵的萌发率在不同温度下基本接近，一般在 30—53．33％ 之 

间，20℃时最 高，为 53．33％，30℃ 时萌 发率 最低，只有 30％，25℃和 35℃时 居 中 (均 为 

50％)；用无机培养液萌发时 25℃孵化率最高，为 63．33％，35℃时次之，为 43．33％，20℃和 

30℃时的孵化率基本接近，分别为 26．67％ 和 25．00％，1 5E：时萌发率为 0；用过滤湖水孵化 
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时，3O℃时最高，为 65％，2O℃次之 (6O％)，25℃和 35℃下的孵化率较接近，分别为 46．67％ 

和 43 33％，15℃最低，仅为 3．33％。 

衰1 保存在休眠卵形成原液中的休眠卵的累积萌发率(％) 

Tab．I A umula扛ve hakhI m ~sfing e s stood in me um w re y f0Ⅱncd 

同样是保存在原液 中的休眠卵，用不 同的介质孵化的结果差异较大 ，在同一温度下的 

最高萌发率变化很大 ，如 15℃时曝气 自来水的萌发率可达 40％，利用轮虫无机培养液时一 

直不能孵化，过滤湖水仅能萌发出 3．33％，曝气 自来水在低温下的萌发率显著高于其它两 

种；在 2O℃下，各孵化液中的萌发率 以过滤湖水最高 (60％)，自来水次之 (53l33％)，轮虫培 

养 液 的萌 发 率最低 (26 67％)；在 25℃条 件下 各 组 的 萌 发率 以无 机 培 养液 效 果最 好 

(63．33％)，自来水效果次之 (5O％)，过滤湖水也有近一半的萌发率 (46．67％)。可见在温度 

为 20℃一25℃时，不论是采用何种萌发液 ，萌发率均较高，因而是较适合的萌发温度，30℃ 

时用过滤湖水萌发时的萌发率可达 65％，其它的萌发率低于 30％，而在 35℃时萌发率均在 

4O一 5O％之 间。 

2．1．2 无机液保存的休眠卵的萌发 从表 2中数据可 以看出，保存在无机液中的休眠卵， 

用曝气 自来水萌发时在 35℃下萌发率最高．为 5O％，2O℃和 25℃下的萌发率较接近，分别 

为 46．67％ 和 43．33％，3O℃时 为 30％，1 5℃下 萌发率最低，为 16．67％；用无机液 萌发时， 

15℃下休眠卵不能萌发，20℃下为 43．33％，25℃一35℃下较接近，依次为 33 33％，25％和 

33．33％；用过滤湖 水萌 发时，20℃下萌发率最高，为 46 67％，25℃和 35℃均为 43 33％， 

3O℃时却不能萌发，其原因尚难说明，有待进一步试验。 

表2 保存在无机培养液中的轮 虫休眠弗在不同萌发液中．不同的温度下的累积萌发辜 

Tab．2 AccIlIn山曲ve ha【c n昌rote of s“rIg eggs stored Ln ino~ ~mesa at dimmn rr m 

从不同温度下累积萌发率的相对高低可看出，对保存在无机培养液中的休眠卵，用曝 

气 自来水萌发时各温度梯度下最高，用湖水次之 (30℃时除外)，无机液萌发效果较差 但 
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在温度为 20"C和 25 rC时，用上述三种萌发方法的萌发率基本接近 这种萌发结果在生产 

上具有一定实际应用价值 ，因为在生产中 自来水经曝气后就能直接用于休眠卵的萌发，无 

需另行配制专用的萌发剂，是一种简便 ，经济的萌发手段 

2．2 食物条件对轮虫休眠卵萌发的影响 

表 3为投喂小球藻和混合藻培养萼 花臂 尾轮虫形成的休眠 卵的累积 萌发率。在 

l5℃、20"C、25℃、30℃和 35℃下，分别用曝气 自来水，无培养液和过滤湖水进行萌发，仅前 

96h有休眠卵陆续被萌发出来 ，在 l5"C下以小球藻为食物和混合藻形成的休眠卵的累积 

萌发率较为接近，但用过滤湖水萌发的效果为佳。 

表3 投喂小球藻和混台藻时萼花臂尾轮虫的累积 萌发率的比较 

Tab 3 Comparison of accumulative hatching Fate of resting eggs produced by Brachionus cⅡ船 舶 ，̈ cultured ln 

medium of Chlorella and mixed algae 

20"C时，小球藻组的累积萌发率均 高于混合藻组，利用无机液 (66 67％)和过滤湖水 

(56．67％)萌发最佳 

25"C时，除用无机液萌发 时小球藻组较低外，也以小球藻组较高，用曝气 自来水为 

4o％，过滤湖水为 56．67％ 

在 30"C下，除利用无机液萌发者获得相同萌发率 (40％)外，其它两组亦以投喂小球藻 

组的萌发率 高，利用曝气 自来水萌发时，投喂小球藻为 60％，投喂混合藻时的休眠卵仅萌 

发出 36．67％，用过滤湖水萌发时分别为 56 67％和 6 67％。 

在 35"C下进行萌发时，无机液萌发时的孵化率均为 40％，而用曝气 自来水萌发时，萌 

发率分别是 46．67％ 和 20％；用过滤湖水萌发时则分别为 60％ 和 l0％。 

从上述结果可看 出，在小球藻为食物时，形成的休眠卵的萌发率高于混台藻组，且以 

过滤湖水为孵化液时效果较佳，可见休眠卵的萌发率明显受母体所处环境 中食物条件的 

影 响 

2．3 光照时间对休眠卵萌发的诱导作用 

表 4为在温度 25"C，光照强度 4，O001x，光照昼长 比(LD)分别 为 24：0，l8：6，l2：l2， 

6：l 8，0：24时，萼花臂尾轮虫休眠卵 240h的累积萌发结果。 

各组间的平均萌发率以L：D为 l2：I2和 0：24下稍高于其它各组，分别为 50％，53 67％， 

但统计结果表明，各组间的累积萌发率与光照时间的长短并无直接关系 (P>0 05) 由此 

可见，光照并非是萼花臂尾轮虫休眠卵萌发的必需条件。 
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裹4 不同光照时问下●=cE臂尾轮虫 积萌发率 

Tab 4 "l'he hatclfing rd砣 of resting eggs of Brachion~ ca c D，u at difr芒托nt pbotoperiods 

2．4 不同保存时间萼花臂尾轮虫的萌发率 

从表 5中可看出，不同温度下的萌发结果均与休眠卵的贮存时间有关，在温度为 l5℃ 

时，累积萌发率 以贮存 30—60d者较高，达 40％，贮存 90d以上的萌发率呈下降趋势，贮放 

360d的萌发率为 5％，540d时仅为 2％。 

裹5 不同保存时阀葺花臂尾转虫休艉舜曩积葫发率(％1 

Tab．5 Hashing rate of resting  eggs stored for different periods 

在 25℃下萌发时，贮存 lO一60d的休眠卵的萌发率均可达 40％ 以上，且以贮存 30d者 

最高，为 64％，贮存 90d时仅为 】1％，1 80d时为 l7％，360d时为 22％，540d时为 l1％。 

在 30U下萌发时，贮存 lO一60d的休眠卵的萌发率分别为 69％，62％，73％，7l％，贮存 

90-- 540d时分 别 为 43％，32％，25％ 和 l3％ 

在 35℃温度下萌发时，贮存 20—30d的休眠卵时萌发率较高，为 40％，贮存 90，I8O， 

360，540d时萌发率急剧下降，保存 1 80d时仅为 8％，360d时仅为 1％，540d时仅 3％。 

从萌发结果看出，轮虫休眠卵在 5℃无光，缺氧的条件下保存时间的长短影响其萌发 

率，在 5℃，贮存 2O～60d时，在不同温度下萌发的平均萌发率在 45．∞一54．25％之间。保 

存 180d或者更长时间时，轮虫休眠卵的萌发率急剧降低。 

3 讨 论 

3．1 影响轮虫休眠卵的萌发主要因子 

轮虫休眠卵必须经历一定的滞育期，接受足够的刺激才能萌发。即使在理想条件下， 

轮虫休眠卵也须经几天或几周时间才能萌发 ’1 6--1 8,2fl[~如：三肢轮虫(Filinia)、 氏晶囊轮 

虫 (Asplanchna brightwetli)在室温的水槽中分别可存活三到五年和十几个月 ， 氏晶囊轮 

虫在 4℃下放九个月 ” ；沉积物中长肢多肢轮虫的休眠卵经历二十二年的体眠期仍可萌 

发出新个体，存 放十五年 的泥 中仍 能萌出前 节晶囊 轮虫 (／Lpriodonta)、梳状疣 毛轮虫 

(Synchaeta pectinata)，刺盖异尾 轮虫 (Trichocerca capucina)和螺形龟 甲轮虫 (Keratella． 
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cD h／e口，／s)。梳状疣毛轮虫在 19E；下(LD= l6：8)的平均滞育 14d，且低温 (5℃下)不能打 

破 其 休 眠 阶 段 】。萼 花 臂 尾 轮虫 (25℃)最 短 发 育 时 间至 少需 一 天，龙 大 椎 轮虫 

(Notommata copeus)需要的时间更长。 

环境条件对轮虫休眠卵萌发的影响因种类而异，轮虫休 眠卵休眠期 的长短和萌发能 

力由于种间的差异和栖息环境不 同存在很大差异，环境 因子可通过不同的方式影响不同 

种轮虫的休眠卵过程和休眠期的长短及萌发率的高低 

单巢 目种类中，萼花臂尾轮虫的休眠卵至少可存活一年 以上，且随保存时间延长，其 

萌发百分率降低。如，存放在 一5℃时，1—3d时萌发率为 l 5—41％，4个月时为 0 1％，5月 

时为 1．4％，存放 6月时萌发率为 0％1] 。 

Hyman等人认为把轮虫休眠卵从陈腐培养液转到新鲜培养液、从低温环境转到高温 

时均可诱导休眠卵的萌发 ’ ； 

表 6为两种不同保存方法的休眠卵的累积萌发率的比较。从表中可看出用曝气 自来 

水萌发时，原液保存 的休眠 卵在 15—25℃下的累积 萌发率 均高于用无机 液保存者，但 

30—35℃时，两种保存方法的累积萌发率均相同；用无机液萌发时，原液保存的休眠卵的 

累积萌发率仅在 25℃和 35℃下高于用无机液保存者；用过滤湖水萌发时，原液保存者在 

20"C一30℃下的累积萌发率也均高于无机液保存者，这与 Hyman观点相符。 

裹6 保存在不同介质中的体眠卵在不同温度下累积萌发率的比较 

Tab 6 Coml~trison of accumulated hatching tale of resting eggs stored in differertl media al vaJious temperatures 

萌发}葭 

Hamhing media 

曝气 自来水 

Aerated lap watgr 

无 机 液 

Inorganic media 

过 滤期 水 

FiItered 1ake water 

保存液 原 液 无机液 原 液 无机液 原 液 无机涟 

Store m~dia Odgin~l media Inorganic media Origi rtall media InorgaNc media Ongirtall media Inorganic media 

通过 比较作者认为，利用形成休眠时的培养液来保存休眠卵是较适宜的办法，一方面 

其累积萌发率较高；另一方面，原液保存可以减少挑选轮虫休眠卵时的繁杂工序，在轮虫 

商品化生产中，可节约相 当的劳力和成本投入，而且用该法保存的休眠卵用过滤湖水就能 

获得较高的累积萌发率，具有可行性，但这种保存方法的可能需 占用较大的空 间，是它的 

局 限性 。 

休眠卵形成时母体的生理状况、环境条件对轮虫休眠卵的萌发力具有较大的影响，如 

雌体所摄食的食物类型和质量。由于休眠卵形成时需要大量的营养，所以母体的营养状 

况影响休眠卵萌发率的高低⋯】。对在酵母 (Rhodotonfa)和裸藻 (Euglena)中培养的萼花臂 

尾轮虫形成的休眠卵进行同样处理后，前者萌发率为 83％，后者为 96％，且前者萌发速度 

低于后者，这是 由于不同培养介质中食物造成轮虫卵黄营养不同所致，本研究结果也可看 

出：母体投喂小球藻时所产休 眠卵的萌发率高于投喂混合藻组。因此，在轮虫休眠卵生产 
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时，选择合适的饵料藻类是保证休眠卵质量的重要环节之一。 

光 照时间和光 照强 度是影 响轮 虫休眠 卵萌 发率高 低 的主要 因子。红 臂尾轮 虫 

(Br口chioM r“6 " )的休 眠卵必须 在 一定 的光 照条件 才 能萌 发 出来；角 突臂 尾 轮虫 

(Bra幽 angular如)和浦达臂 尾轮虫 ( hionus budapestinensis)休眠卵的萌发过程 

不受光照 的影响，而 一定 的光 照条 件 对萼花臂尾轮虫休眠卵的萌发能力有益但不是必 

需的“ 。 从本试验结果也可以看出，不同昼长 比下的累积萌发率基本接近．与上述结 

论 相符 

另外，Lubzens发现：脱水、一l0℃下，把休眠卵贮存 12周时，萌发率不受影响，16周 

后损失 40％，预先进行降低能量处理后再贮存 25周时，萌发率仍为 100％口 ”】 

本研究结果也出现了难 以解释 的现象，l 5℃下，保存在无机培养液和原液 中的休眠 

卵，和 30℃下用过滤湖水萌发时，经历 10d仍然不能萌发出来。据分析可能是由于休眠卵 

在发育过程中，出现阻滞现象 (Blocking)和萌发时间相对较短所致 albert认为：大部分 

轮虫均会产生形态与休眠卵形态相近但不能萌发的滞育卵 (Diapause egg)，滞育卵的产 

生主要与母体食物可得性相关_l“。 。萼花臂尾轮虫休眠卵是否存在该现象还有待研究。 

3,2 休眠卵萌发在养殖业上 的实际意义 

轮虫休眠卵以何种方式贮存最好?贮存多长时间的萌发率虽高?何种生态条件下能 

使轮虫休眠卵在短时间内同步萌发?上述问题决定着轮虫商品化生产是否可行、能否被 

广泛推广应用。在生产上，人们非常关心休眠卵的累积萌发率，因为，绝大部分休眠卵在 

短时间内孵化出来进入孤雌生殖阶段，迅速使轮虫种群密度增加，在鱼苗下塘时保证水体 

中有足够的轮虫满足其需要 

水生态毒理学研究中，为减少实验误差，提高实验精度，必须使用同批萌发出的幼轮 

虫，在短时间内获得足够的实验材料。同步萌发型式尤其显得重要。 

可见，深A研究环境因子对轮虫休眠卵萌发的影响对轮虫商品化生产是否可行，能否 

被广泛推广应用是十分重要的。 
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EFFECTS 0F ENVIR0 1ENTAL FACT0RS 0N TH匝 HATCHING 

RATE 0F RESTING EGGS 0F 月 CⅢ D，v吣 C ￡ [1，，￡0四“ 

(ROTATORIA：MONOGONoNTA1 

YANG Jia xin ! and HUANG Xiang fei! 

(1,~hn]ing Normal UniversiO"．3~t!jtng 2【0097)； 

(2Institute 母 drobioiog~ 77w (_'hme~-e Acaden0lJf，Sciences， Wuhan 430072 

Abstract： The accumulative hatching rate of resting eggs rRE) of rotifer Brachionus 

caI)；t~『『Iorus was observed under difierent envimnmentaI conditions The rates of RE 

stored in medium where they were form ed were higher at temperature varying from 

2O℃ to 30℃ and the highest rate was obs erved when RE hatched in aerated tap 

water at 30℃ The rate of RE  stored in rotifer culturing medium was highest when 

hatching in aerated tap water In contrast, the lowest was found in rotifer culturing 

medium At 20℃ an d 25℃ ，the rates were similar as in tap water
． culturing mediu珈 

and in filtrated lake water． The rate of RE  produced by rotifer fed on green algae 

chlorella was higher than that produced by rotifer fed oil m ixed algae The 

accmnulative rate was not associated with photope riod  The rates were 1n ran ge of 45 

to 54．2％ when stored in dark for 2O t0 6O days at 5℃ 

Key words：Brachionus calyciflorus；Resting eggs 
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