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鱼类的耳石信息分析及生活史重建
＊

———理论 、方法与应用

窦硕增

(中国科学院海洋研究所 , 青岛　 266071)

耳石(Otolith)是硬骨鱼类(Teleosts)在生长过程中沉积在内耳中的结石 , 主要矿物

成分是 CaCO3 , 起声音接收和平衡定向作用。其内部轮纹(日轮 Dailyring或年轮 Annul

ring)像在其他海洋动物特定钙化组织(如瓣鳃类外壳 、珊瑚骨骼 、 多毛类颌骨 、 乌贼内

壳 、哺乳动物牙齿)中的轮纹一样随鱼类的发育而生长 , 并沉积着现场水环境中的主要

化学元素。由于在形成过程中其轮纹形态结构与化学组成相当稳定 , 记录了鱼类个体生

活过程中丰富的生物 -物理-化学环境信息 , 所以 , 耳石信息分析可以揭示鱼类的生活史

及其所经历的环境变化。在目前 , 耳石信息分析的应用涵盖了鱼类生态学研究的诸多方

面 , 如鱼类的孵化和早期发育生长 、 产卵场和产卵期判定 、 仔鱼的运输过程(Larval

transportation)、 年龄鉴定与种群鉴定(Agedetermination＆ populationdiscrimination)、个

体迁移(Migration)等。近年来 , 随着相关科学和技术的发展 , 它已经成为一种揭示鱼类

生活史 、生活史重建(Reconstructionoflifehistory)以及海洋环境域变(Regimeshift)的关

键技术 , 也是国际上渔业科学和海洋环境科学的研究热点 。过去 10年内三次国际鱼类

耳石学术会议的成功举办(1993-Maryland-USA, Secoretal., 1995a;1998-Bergen-Nor-

way, Fossumetal., 2000;2004-Townsville-Australia, Beggetal., 2005)大大推进了该研

究领域的发展。其研究方向主要包括年龄鉴定与验证 、 显微结构分析(Microstructure)

和微化学分析 (Microchemistry)(Stevensonetal., 1992;Secoretal., 1995a;Fossumet

al., 2000;Campana, 1999, 2001;Elsdonetal., 2003a, b;Beggetal., 2005)等。
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我国在鱼类年龄生长方面的研究主要集中在 20世纪 80年代 , 包括大黄鱼 、 小黄

鱼 、带鱼 、 鲱 、 鲐鱼 、鲅鱼 、 马面 、 蓝园鲹 、 二长棘鲷等海洋经济鱼类(徐恭昭等 ,

1962;罗秉征等 , 1981;张其永 、 张雅芝 , 1983;吴鹤洲等 , 1985;陈大刚 , 1991;邓

景耀等 , 1991)。 1990年有关于鲐鱼 、梭鱼 、 黑鲷 、香鱼 、草鱼 、鳗鲡等仔鱼耳石日轮

方面的研究报道(李城华等 , 1993;常剑波等 , 1994;解玉浩等 , 1995)。但近些年来 ,

耳石研究进展十分缓慢 , 而年龄验证及微化学分析一直是空白。作者参考了近年来相关

的主要研究 (Kalish1991a, 1993;Campana, 1992, 1999, 2001, 2005;Secoretal.,
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1992, 1995a, b;Stevenson＆ Campana., 1992;Fowleretal., 1995a, b;Fossumetal.,

2000;Elsdon＆Gillanders., 2003a, b;2006;Beggetal., 2005), 重点介绍和评述这些

耳石信息分析的理论 、方法及应用 , 以期为我国学者开展相关研究提供参考。

一 、耳石年龄鉴定与验证

年龄是鱼类种群动力学研究(Fishpopulationdynamics)的基本生物学参数 。从简单

的个体生长规律 (如 vonBertalanffy生长方程)到死亡分析 [如实际种群分析(Virtual

populationanalysis)] 乃至各种资源评估和管理模型的建立(如 Beverton-Holt世代产量模

型和 Ricker分析模型), 都不能缺少年龄这一关键参数 。所以 , 年龄鉴定问题直接关系

到鱼类种群分析与资源评估的成功与否问题。

鉴定鱼类年龄的基本方法是耳石年轮分析(Beamish＆ McFarlane, 1987;Casselman,

1987;Stevenson＆Campana, 1992;Secoretal., 1995a;Campana, 2001)。另外 , 鱼体上

其他一些钙化组织(如脊椎骨 、 鳞片 、鳍条和鳃盖骨)上的轮纹标志也可以被用来识别

鱼类的年龄与生长特征(Cass＆Bcamich, 1983;Brown＆Cruber, 1988;Robillard＆Mars-

den., 1996)。耳石年轮分析就是解析鱼类个体在发育生长过程中 , 耳石生长速度差异

在其内部结构中记录下来的围绕着耳石核分布的周期性暗环区(opaquezone)和明环区

(translucentzone)。这些轮纹的形成与个体发育活动(如摄食 、生长和性成熟过程)和环

境因素(如水温和饵料基础)的周期性变动密切相关(Beckman＆Wilson., 1995;Francis

＆Horn., 1997)。它们在透射光或反射光下明暗分布规律明显(Stevenson＆ Campana.,

1992;Secoretal., 1995a;Fossumetal., 2000;Beggetal., 2005)。所以 , 耳石在经过

切割 、 研磨 、酸蚀 、 涂金后 , 在光学显微镜或扫描电镜下可以比较直观地通过计测其断

切面上的轮纹数来鉴定鱼类年龄或日龄 , 通过测定年(日)轮之间的距离和观察其形态

结构特征揭示鱼类个体或种群水平上的生长规律。

但是 , 由于并非所有硬骨鱼类的耳石都完整而有规则地记录其整个生活史的生物-

环境信息 , 加之耳石轮纹结构的复杂性及轮纹识读者的主观性 , 鱼类年龄被高估或低估

的情况时常发生(Campana, 2001;Brownetal., 2004)。这些年龄鉴定误差小则引起种

群分析和资源评估的偏差 , 大则导致资源管理的失策和混乱 。例如 , 过去人们一直认为

新西兰近海的大西洋胸棘鲷 Hoplostethusatlanticus寿命为 20 ～ 30a, 其资源补充相对快 ,

所以在一段时间里被大量密集捕捞(Van, 1983)。最近 Smith等(1995)发现该鱼种寿命

长达 100多年 , 且生长极其缓慢 , 密集型捕捞作业模式显然不适合该渔业的资源开发和

管理 , 但目前该鱼种资源已经因过度开发而几乎消失殆尽。因此 , 年龄鉴定的准确性验

证或年龄验证(Agevalidation)问题在鱼类种群分析和资源评估与管理研究中至关重要 。

自 20世纪 80年代初鱼类年龄验证问题被正式提出以来(Beamish＆McFarlane, 1983),

研究者们开始围绕着这一科学问题 , 从方法论上做了许多探索性研究 , 建立了一些有效

的研究方法 。最近 , Campana(2001)对近 20多年来有关鱼类耳石年龄验证方面的研究

进行了综合评估和分析 , 主要有以下 6种方法 。
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1.标志放流验证法(Releaseofknownageandmarkedfish)

对幼鱼(0
+
龄)进行标志后放流至天然水域 , 因为这些鱼类在放流后的生活履历基

本反映了其自然种群的生活过程 , 所以 , 被重捕的标志鱼类(年龄已确认)的耳石年轮

及其形态结构信息可以用来校对或验证自然种群的年龄结构 。这种方法可靠性和操作性

高 , 适合于人工饲育成功 、洄游或迁移路线明确 、 寿命短 、 重捕率较高的鱼类 [如:香

鱼 Plecoglossusaltivelis(Tsukamoto, 1988)、 欧洲鳗鲡 Anguillanguilla(Svedängetal.,

1998)] , 鲑科鱼类 Salmonidae(如:大马哈鱼属四类 Oncorhynchusspp.(Courtneyet

al., 2000))等。标记方法包括:代码标记法 Codedwiretagging(Quinnetal., 1991)、

大规模化学标记物浸染法 Chemicalimmersionmass-marking(Geffen, 1992;Tsukamoto,

1995)和温度标记法 Thermalmarking(Geffen, 1992;Negus, 1999;Volketal., 1999)等。

目前许多国家开展了多鱼种的放流研究 , 如:对大马哈鱼类的规模化资源增殖活动

并取得了较高的回捕率(Tsukamoto, 1988, 1995;Volketal., 1999;Courtneyetal.,

2000)。对阿拉斯加鲑鳟鱼增殖放流计划(AlaskaSalmonEnhancementProgram)在 2003年

放流规模已经达到 15亿尾幼鱼 , 回捕放流鱼类 7300万尾 , 占该州捕获的 1亿 7000万

尾鲑鳟鱼类的 43%。鱼类的标志放流技术日臻完善 , 这为本研究方法的推广应用提供

了良好的技术保证。

2.核放射性碳
14
C年代计验证法(Boomradiocarbonchronometer)

自 20世纪 50年代末到 70年代初由于核试验导致大气内
14
C骤增后逐渐下降 , 而

14
C

通过海 -气相互作用传输至海洋并以溶解无机碳(Dissolvedinorganiccarbon, DIC)、 溶解

有机碳(Dissolvedorganiccarbon, DOC)、颗粒有机碳(Particulateorganiccarbon, POC)等

形式进入海水中 , 它们通过鱼类的摄食或呼吸进入鱼体并沉积在鱼类的骨骼或耳石中

(Levinetal., 1992;Kalish, 1993)。Kalish(1993)提出 , 鱼类耳石核内(1龄以内形成的

耳石区)
14
C的沉积含量的时空变化方式与大气或海洋环境中

14
C的分布方式密切相关 ,

所以是一个表征鱼类出生时间的稳定指标 。而全球或区域性大气圈或海洋物质(如:

DIC、 DOC、 POC、 鱼类耳石 、珊瑚骨骼和瓣鳃类的外壳)内
14
C含量的时间系列分布资

料的累积和共享为该方法的有效实施提供了参照基准(Kalish, 1995a, b;Kerretal.,

2004)。

首先通过切割和研磨取得耳石核样品(以 0
+
龄幼鱼耳石为基准), 在真空中通过与

100%的磷酸化学反应把样品中的碳转换成 CO2。取一定比例的 CO2用于 δ
13
C水平分析 ,

剩余部分在铁催化剂作用下与过量 H2反应转化成石墨后在加速器质谱(Acceleratormass

spectrometry, AMS)上测定
14
C水平(即 Δ

14
C)。对鱼类耳石核区中 Δ

14
C和依据轮纹测定

的出生年份(年龄分析)进行比较分析得到鱼类耳石核区中 Δ
14
C随出生年龄变化的时间

系列分布趋势 , 利用该分布趋势与已知的同时期内相关环境或海洋生物骨骼 、耳石或外

壳内 Δ
14
C参照基准的相关度验证常规轮纹法鉴定年龄的准确性。 Kalish(1995a, b)发

现 , 核爆炸之后出生的鱼类耳石核内 Δ
14
C水平超过 -20‰, 之前出生的鱼类耳石核内

Δ
14
C水平一般小于 -30‰。该方法在鉴定 1960 ～ 1970年之间出生的鱼类年龄时灵敏性
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最高 , 精度可达 1 ～ 3a, 其中 60年中期出生的鱼类的年龄鉴定可精确到几个月(Kalish,

1995a, b;Campana, 2001)。

由于目前对核辐射 Δ
14
C在深海中传递行为尚缺乏充分的科学认知 , 该方法主要用

于寿命相对长(数十年以上 、 年轮密集而难以用常规方法准确计测其年龄)、 出生于

1958 ～ 1970年之间的中上层鱼类(生活于 200 ～ 300m以内水层)的年龄验证 。如:金头

鲷 Pagrusauratus(Kalish, 1993)、 拟棘鲷 Centroberysaffinis(Kalish, 1995b)、 蓝鳍金枪

鱼 Thunnusmaccoyii(Kalishetal., 1996)、 新西兰银无须鳕 Macruronusnovaezelandiae

(Kalishetal., 1997)、 黑线鳕 Melanogrammusaeglefinus(Campana, 1997)、 多须石首鱼

Pogoniascromis(Campana＆ Jones., 1998)、 羽背石斑鱼 Sebastesruberrimus(Kerretal.,

2004)菖鲉 Sebastespaucispinis(Andrewsetal., 2005)等鱼种 。

3.放射化学测定年代法(Radiochemicaldating)

通过耳石核内放射性同位素衰变(
210
Pb/

226
Ra)作为该方法的依据原理 。它有 4个假

定条件(Campana, 1999;Kastelleetal., 2000):①耳石中的放射性化学物质组成是封闭

的 , 即除了其本身的化学衰变外 , 其含量没有其他变化 , 且它们在耳石中不发生迁移

(如从核区迁移至外缘区);②从外界进入耳石的子体同位素量与衰变生成量相比可以

忽略不计;③同位素及其子体同位素的获取速度与耳石的质量累计速度保持一种稳定的

比例状态;④耳石质量的生长速度或者一定 , 或者其变化速度是可知的。具体方法是先

测定鱼类耳石核中
226
Ra和

210
Pb的活性 , 然后根据以下方程计算鱼类的年龄 (t):

A2 / A1 =1 -e
-λt
+Re

-λt
, 其中 , A1和 A2分别是鱼类耳石核中

226
Ra和

210
Pb的活性 ,

λ是
210
Pb的衰变常数 , R是

210
Pb/

226
Ra活性比的初始基准。

样品的制备和分析过程包括:①耳石核摘取。耳石经过切割(如 BuehlerIsometLow

Speedsaw, StruersDiscoplan-TS)去掉核区外缘部分 、 研磨和抛光 (如 BuehlerEcomet

Grinder/Polisher, StruersRotopol-35)后在 70%的去离子蒸馏水酒精溶液中保存 。②除污 。

进行同位素分析前 , 样品耳石核经过在超音波清洗机(如 Bransonultrasoniccleaner)用去

离子蒸馏水清洗数次后 , 依次通过 30%过氧化氢溶液 、 0.05M乙二胺四乙酸(EDTA)溶

液和 0.1M的盐酸溶液再除污 , 干燥后的样品称重 、 备用(Fentonetal., 1991)。③同位

素分析 。因为鱼类耳石中
210
Pb与

210
Po基本达到沉积平衡 , 所以 , 其活性通常利用阿尔

法谱法(Alphaspectrometry)测定
210
Po的活性完成。

226
Ra的活性则通过闪烁腔(Lucascell)

测定其子体同位素
222
Rn实现 , 或利用热电离质谱法(Thermalionizationmassspectrometry,

TIMS)直接测定其活性。对比分析用该方法测定的年龄与耳石轮纹法测定的年龄之间的

相关性 , 验证年龄鉴定的准确性(Bennettetal., 1982;West＆ Gauldie., 1994;Burtonet

al., 1999;Kastelleetal., 2000;Andrewsetal., 2005)。

该方法的可操作性 、准确性和稳定性较高 , 适合高寿命鱼类的年龄鉴定或验证 ,

如:鲉科 Scorpaenidae鱼类(Bennettetal., 1982;Kastelleetal., 2000;Andrewsetal.,

2005)的大西洋尖吻平鲉 Sebastesmentella(Campana, etal., 1990), 新西兰银无须鳕

(Fentonetal., 1990), 大西洋胸棘鲷 (Fentonetal., 1991)、 黑鳕 Anoplopomafimbria

(Kastelleetal., 1994)等 。在实际操作过程中 , 耳石核区及
210
Pb/

226
Ra活性比的初始基
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准(R)的确立是直接影响到测定结果精度的关键 。理论上 , 鱼类出生时形成的耳石部分

的放射性同位素信息最能反映鱼类的实际年龄 , 但由于这部分耳石一般难以满足同位素

测定所需的最小样品量(大于 1 g), 加之目前尚欠缺准确摘取该区样品的手段 , 所以 ,

通常以尽量低龄幼鱼的耳石为参照耳石核 , 以其中的
210
Pb/

226
Ra活性比为初始基准 。

Kastelle等(2000)在对 5种鲉科鱼类测定年龄时 , 就是以 3龄左右幼鱼的耳石为参照耳

石核。另外 , 在制备各龄鱼类的耳石核(分析用样品)时一定尽量接近参照耳石核的大

小 , 否则 , 鱼类年龄会因测定样品与参照样品的年龄差异而被高估或低估 。耳石中的
228
Th/

228
Ra也可以用于尖头文鳐鱼(Hirundichthysaffinis)等鱼种的年龄鉴定和验证(Cam-

panaetal., 1993), 但由于对耳石中
228
Th的分析方法尚不够完善 , 有关该指标的研究报

道较少(Smithetal., 1991)。

4.化学标志重捕法(Mark-recaptureofchemically-taggedfish)

通过浸染 、 注射或投喂等方式把一些化学物质标记在放流仔幼鱼的耳石内 。如:茜

素氨羧络合剂(Alizarincomplexone, ALC)、 钙黄绿素(Calcein, CAL)、 盐酸土霉素(Ox-

ytetracycline, OTC)、氯化锶(Strontiumchloride)等 。它们在荧光或紫外光(UV)下呈现

明亮的标记环 , 用于标记放流时耳石边缘区和年龄。通过解析重捕鱼类(年龄已知)耳

石的标记环以外生长区或轮纹结构可以比较准确地揭示天然生活条件下鱼类耳石生长 、

形成周期和年龄(Wilsonetal., 1987;Geffen, 1992;Secoretal., 1995c;Thomasetal.,

1995;Tsukamoto, 1995;Campana, 1999)。

化学标志效果与标记对象 、 化学标志物和标记方法密切相关。如 OTC标记通常有

盐酸土霉素溶液浸染法和土霉素注射法。但注射法可能导致土霉素在鱼类血液中的残留

而在耳石上形成多个副环(Geffen, 1992), 影响识别效果 。ALC浸染标记在荧光和白光

条件下均呈现明亮环带 , 容易观察 , 但研究发现在某些鱼种(如红鱼和香鱼)注射 ALC

时 , 耳石上不能形成明显的标志环(Thomasetal., 1995)。投喂上述化学物质标记物均

能有效地在耳石上形成标记环 , 且可以通过调节投喂时间在同一个体的耳石上形成多重

标记环 , 表征不同的标记年龄 。也有学者利用氯化锶溶液浸染法通过锶含量变化标记耳

石 。但锶含量的检测需要元素分析(如:ICP-MS和 EPMA)来实现 , 操作起来不如荧光

检测方便(Wilson, 1995)。受精卵和仔鱼一般用溶液浸染法标记 , 成鱼常用化学注射法

标记 , 两种方法均适合标记稚鱼。当然 , 不论哪种化学标记方法 , 在操作时应特别注意

化学标记物的剂量和处理时间问题 , 因为这不但关系到标志效果 , 还直接影响到标志鱼

类放流后的存活和生长质量。

鱼类耳石化学标记研究兴起于 20世纪 80 ～ 90年代 , 经过近些年来的发展和完善 ,

该方法已经成为研究鱼类年龄(日龄)和耳石生长的主要有效手段之一 , 尤其适合大规

模标记放流(Massmarking)和高龄重捕鱼类的年龄和耳石生长研究 。据统计 , 迄今为止

已开展相关研究的鱼类有近百种 (Geffen, 1992), 从淡水鱼类 (鲤科鱼类 Cyprinidae;

Muthetal., 1988)、海水鱼类(金头鲷;Francisetal., 1992)到洄游性鱼类 (美洲鳗鲡

Anguillarostrata;Oliveira, 1996), 从单龄鱼类(香鱼;Tsukamoto, 1988)到高龄鱼类(美

国红鱼 Sciaenopsocellatus;Thomasetal., 1995), 从冷温性鱼类(马苏大马哈鱼 On-
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corhynchusmasou, Tsukamoto, 1995)到暖水性热带珊瑚礁鱼类(黄雀鲷 Pomacentrusmoluc-

censis, Fowler, 1990)均有相关研究报道。

5.天然标记验证法(Naturalanddate-specificmarkers)

在鱼类的生活过程中 , 环境因素(如:温度和饵料基础)的变动和海洋事件(如:厄

尔尼诺现象)的发生及其自身的生命活动(如:摄食和性成熟)通常会影响着耳石的生长

及形态结构的变化 , 并在相应的耳石区记录下特定的 “天然标记 ” (如:温度标记

Thermalcheck、性成熟标记 Onsetofmaturationcheck和异速生长带如断裂带 、窄带等)。

Wilson＆McGormcle(1997)发现安邦雀鲷 Pomacentrusamboinensis和长崎雀鲷 P.nagasak-

iensis的耳石中存在着 “着底轮 ” (Settlementmark), 它们形成于鱼类从浮游仔鱼转向底

层生活时期 , 可以作为研究这些鱼类在着底前后的年龄与生长的基准标记 。MacLellan和

Saunders(1995)则在加拿大卑诗省近海的太平洋无须鳕 Merlucciusproductus1977 ～ 1979

年的个体耳石中发现由 1982 ～ 1983年厄尔尼诺现象引起的第四年轮异速缓生长区 。而

Francis和 Horn(1997)则发现新西兰近海的大西洋胸棘鲷耳石中存在性成熟时所形成的

生长过渡区(Transitionzoneatmaturation), 并以此判定该鱼种的平均性成熟年龄约为 30

龄 。这些 “天然标记 ” 也可以作为鱼类的年龄鉴定或验证的基准 , 或用于解析鱼类生

活过程中所经历的特定生活变化或环境变迁(Campana, 2001)。但是 , 由于这类 “天然

标记” 是特定生活事件或环境事件在特定鱼种的特定生活阶段的耳石上记录下来的 , 这

种方法的适用范围受到较大限制 , 一般用于特定种群的年龄验证或生活史研究。而一些

常见的天然标记(如:孵化标记 Hatchcheck、 初次摄食轮 Firstfeedingring)则常常被用

做仔幼鱼的日龄验证基准 。

6.耳石边缘增长分析法(Marginalincrementanalysis, MIA)

该方法主要用于分析耳石明暗环区形成的时间和增长速度 , 进行鱼类年龄验证鉴

定 。首先 , 通过对逐月采集的鱼类个体的整个耳石或其横切面的常规轮纹年龄分析 , 利

用图像分析系统测定耳石基准轴方向上各连续暗环区之间的距离及最后一个暗环区到耳

石外边缘之间的距离 , 并记录边缘区的属性(明环区或暗环区)。根据各耳石的外边缘

区的宽度与离其最近的年轮环宽度的比率作为其相对增长量 。对该增长量与取样时间进

行相关分析 , 再结合耳石形态结构 , 分析年轮的形成时间和增长过程 , 验证鱼类年龄

(Fowler＆Short, 1998)。而 Kerstan(2000)则利用 vonBertalanffy生长方程 、 耳石长度 、

鱼体长度等关系 , 首先建立预测年轮生长模型:Lx+1 =a+b＊L1 +c＊L2 +… +z＊Lx(其

中 , L是各年轮的增长宽度 , x是年轮数), 然后按照 Tx=tx+Lx/ Lx+1 (Tx是实际年龄 , tx

是观测年龄 , Lx是 x龄以后的耳石外边缘宽度 , Lx+1是预测年轮宽度)计算鱼类的实际

年龄 。

MIA方法的优点是取样比较简单 , 是鱼类年龄验证研究中应用非常广泛的方法之一

(Beckman＆Wilron, 1995)。但 Campana(2001)在对过去已发表的相关研究进行分析后

发现 , MIA也可能是可靠性低但又最容易被滥用的方法之一 , 它常常低估了鱼类的年

龄 。年轮形成机理的不明 、边缘增长区测定技术的不完善 、 种间或种内个体的耳石内部
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结构的差异等都大大降低了该方法的准确性 , 造成了相关研究结果的相互矛盾和无法得

到科学解释的困境。 MIA法虽能成功地进行幼鱼的年龄验证 , 但在高龄鱼中却是失败的

(Hyndesetal., 1992)。

此外 , 还有饲育试验验证法(Captiverearing)、 长度非连续分布法 (Discretelength

modes)等 。前者通过室内外饲育目标鱼种 , 在已知个体年龄的前提下 , 分析其耳石生长

规律和形态结构 , 为验证天然种群的个体年龄生长 , 特别是解析 “天然标记轮 ” 的形

成机理提供信息(Geffen, 1992)。但由于饲育环境条件难于模拟鱼类在天然水域中所经

历的环境变迁 , 该方法的可靠性较低 , 通常作为一种解析天然水域鱼类耳石信息的辅助

性手段 。后者是根据样本的体长频率分布的不连续性估测各体长组所对应的年龄(Na-

tansonetal., 2002)。但由于鱼类个体生长随着年龄增大而变缓慢 , 高龄个体组之间的

体长分布的非连续性变得不明显 , 加之个体生长差异容易导致较大的估测误差 , 该方法

一般用于生长快 、个体生长差异较小的幼鱼阶段的月龄 、季节龄或年龄的研究 , 也是一

种辅助性的年龄分析手段 。

二 、耳石的微化学分析

耳石的微化学(Microchemistry)研究兴起于 20世纪 90年代 , 它主要是通过对耳石全

区或特定区中的微量元素分析 , 揭示鱼类整个生活史或特定生活阶段所经历的环境特

征 , 是鱼类生活史及其重建研究的前沿和热点 (Campana, 1999, 2005;Secoretal.,

1995a;Fossumetal., 2000;Campana＆Thorrold, 2001;Beggetal., 2005)。其理论依

据是 , 水体中的化学元素通过鱼类的鳃呼吸等方式进入血液 , 然后经过细胞传输进入内

淋巴结晶后沉积在耳石中 。这些元素经过在鱼体内部的递减传输后 , 沉积在耳石上的含

量非常小 , 被称为微量元素。由于耳石的非细胞性和代谢惰性 , 随着鱼类及其耳石的同

步生长 , 从水环境中沉积在耳石中的化学元素基本上是永久性的 。所以 , 从耳石中心核

区到外边缘区微量化学元素含量或时空分布特征按年龄序列完整地记录着鱼类从出生到

被捕获时所经历的环境(如温度和化学环境)变化(Campana, 1999)。

依据在耳石中的沉积含量 , 这些微量元素分为少量元素 (Minorelement, >100 ×

10
-6
, 如:Na、 K、 Sr、 N、 P、 S等)和痕量元素 (Traceelement, <100 ×10

-6
, 如:

Mg、 Cu、 Pb、 Hg、 Mn、 Fe、 Zn等)(Campana, 1999)。目前耳石微量元素分析方法较

多 , 按其性能和应用可以划分成元素指纹分析(Elementalfingerprintassay)、 激光探测元

素分析(Laser-basedelementalassay)碳(δ
13
C)和氧(δ

18
O)稳定同位素分析 3类。

1.元素指纹分析

该方法的理论依据是经历过不同生活环境的鱼类的耳石上记录着各自特有的元素指

纹 , 它们可以用作鱼类种群鉴别或产卵场与育幼场判定的天然标记。它基于两个假定条

件:①指纹元素沉积于耳石后是稳定的 , 即不再发生分解或重吸收;②指纹元素在耳石

中的沉积过程主要受控于环境中的物理(如水温)和化学(如盐度)因素 , 而受鱼类本身

生理因素的影响可以忽略 , 即耳石中沉积的指纹元素基本上可以反应它们在生活环境中



100　　 海　洋　科　学　集　刊

的实际情况(Campana, 1999)。常用的指纹元素包括:Mg、 Zn、 Sr、 Ba、 Mn、 Pb、 Fe、

Cu、 Ni、 S等(Edmondsetal., 1991;Campana＆ Fonler., 1994;Edmondsetal., 1995;

Fowleretal., 1995a, b;Campana, 1999;Gillanders＆ Kingeford., 2000;Weberetal.,

2002;Milton＆Chenery., 2003;Elsdon＆Gillanders., 2003a;Brazneretal., 2004)。测

定方法包括电感耦合等离子体质谱分析 (Inductivelycoupledplasmamassspectrometry,

ICP-MS)、 原子吸收光谱法(Atomicabsorptionspectrometry, AAS;Hoff＆Fuiman, 1995)、

电感耦合等离子体原子发射光谱法(Inductivelycoupledplasmaatomicemissionspectrosco-

py, ICP-AES;Edmondsetal., 1995;Elsdon＆Gillanders, 2002, 2006)等 , 其中应用最

广泛的是 ICPMS(包括同位素稀释 ICPMS, IsotopedilutionICPMS即 ID-ICPMS;Campana

etal., 2000;Humphreysetal., 2005)。其优点是:灵敏度高 , 计数率可达数万 /(秒

10
-9
);元素的检出限低 , 在 0.000x～ 0.00xng/L之间 , 比 ICP-AES普遍低 2 ～ 3个数量

级 , 可测定痕量元素和超痕量元素;元素质谱相对简单 、干扰较少 , 可以测定与元素周

期表上几乎所有元素;具有快速同位素比值测定能力等 。

耳石 ICPMS分析一般按下列程序操作:①耳石制备与除污(详细参考 Fowleretal.,

1995a)。耳石首先在酸洗过的聚丙烯管内用去离子水音波清洗—用酸洗过的刷子磨洗—

去离子水清洗和音波清洗 —去离子水清洗 。除污后的耳石样品干燥密封保存在酸洗过的

聚丙烯管内备用 。②酸溶 。除污后的耳石样品在酸洗过的聚丙烯管内进行酸溶处理 。例

如 , 100 ～ 500mg的样品需要在 2 mL的硝酸去离子水溶液 (1∶1)中酸溶数小时后 , 在

50 ～ 60℃下温烘 15min以完成酸溶过程 。用去离子水将这 2mL的酸溶液稀释至 30mL,

然后用去离子水按 10∶1比例进一步稀释 , 使最终浓度达到 0.1%W/V。同时 , 加入适

当量的内标物如铑以检测雾化效率的变化。进行 ID-ICPMS分析时需要在此阶段加入相

应于各指纹元素的强化同位素 。③元素测定与数据分析 。样品制备完毕后随机分批进行

ICPMS分析 。利用 MANOVA及鉴别分析法(Discriminantanalysis)确立表征种群水平的指

纹元素及其基准水平 , 解析不同样品之间各指纹元素的差异显著性。

耳石 ICPMS分析包括全耳石分析和耳石核区分析。前者样品准备简单可靠 , 一般

鱼类耳石比较容易满足测试所需量(5 ～ 10mg), 并能客观反映鱼类从出生到被采捕整个

生活期间所经历的总体环境状况 , 不易受取样误差影响 。它通常用于种群鉴定等 , 但它

无法揭示鱼类特定生活阶段的环境特征。而后者则是判定育幼场中混合补充群体的产卵

群(即出生源)及其补充机制的关键技术 。对于耳石核区样品的制备 , 从理论上应从出

生到进入育幼场期间形成的耳石中的化学信息最能客观反映各产卵群的指纹元素的真实

状况。所以 , 在耳石取样前 , 应尽量通过耳石 SEM分析等准确把握仔幼鱼进入育幼场

的时间及其耳石大小基准 , 供制样时参考 。其次是确立表征各产卵群特征的指纹元素基

准(如元素种类和含量), 然后根据混合补充群体组成 , 解析各产卵群体对补充群体贡

献大小及其补充过程 。再是元素分析数据的统计与解析 。Campana等(2000)研究发现过

去常用的判别分析或 MANOVA并不能很好地解析关于区分混合补充群体的出生源方面

的元素分析数据 , 从而影响了该方法的准确性和客观性。随着微取样技术(如 KCLmic-

rosampler)(高永文等 , 2004)和微量级(<0.3 mg)ICPMS分析技术的引入 , 在耳石上不

同年龄区甚至季节区微量采样和元素分析已经成为可能 , 加之相关的专业统计分析软件
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如 ISMA(IntegratedStockMixtureAnalysis)的问世 , 这无疑进一步提高了该方法在鱼类生

活史及其重建研究方面的精度和应用范围 。

2.激光探测元素分析

该方法的工作原理是利用激光探测方法解析耳石断面上特定生长期(区)的痕量元

素含量及其分布特征 , 以此研究鱼类生活过程中所经历的环境变迁 、 迁移规律及栖息地

生境特征等 。其假定条件和指标性痕量元素与上述的元素指纹分析中的相关问题基本一

致 。测试方法包括电子微探针 (EPMA, 如:能量散射电子微探针法 Energydispersive

electronmicroprobe, ED-EM;Campanaetal., 1997)和波长散射电子微探针法 (Wave-

length-dispersiveelectronmicroprobe, WD-EM;Campanaetal., 1997;Kafemannetal.,

2000)、 质子诱发 X射线发射分析(Proton-inducedX-rayemission, PIXE;Campanaetal.,

1997;Haldenetal., 2000)、 激光熔融电感耦合等离子质谱分析(LaserablationICPMS,

LA-ICPMS;Campana＆Fowler, 1994;Fowleretal., 1995b;Campanaetal., 1997;Brophy

etal., 2003)等。各方法的灵敏度因测试元素的种类和含量而异。常用的方法包括 LA-

ICPMS和 EPMASr∶Ca比等。

LA-ICPMS的优点是:样品制备和测试简单 , 易操作 , 只需要手工研磨 、 抛光和超

音波清洗后就可以上机测试 , 且测试耗时少;不仅可以分析整个耳石断面上痕量元素的

年龄序列上的连续分布规律 , 而且在不需要对耳石样品进行特殊处理的情况下可以直观

地检测特定耳石区(如:年轮 、 季节轮)水平上的微化学组成特征 。因此 , 它比酸溶法

ICPMS分析的应用更广泛 , 不但可以解析鱼类整个生活过程或特定生活阶段所经历的环

境变化 、种群鉴别 、 迁移过程等基本生活史问题 , 而且也是产卵源示踪 、 仔鱼的转输和

分散过程 、 育幼过程与栖息生境等研究的重要技术手段 。另外 , LA-ICPMS虽然在元素

探测的敏感度和准确度方面逊于酸溶法 ICP-MS(Fowleretal., 1995a, b;Campana,

1999), 但优于电子微探针(如:ED-EM)。为比较各主要测试方法的准确度 、 精度和敏

感度 , Campana等(1997)开展了一项名为国际耳石化学成分分析实验(InternationalOto-

lithCompositionExperiment)的研究:把未作标示的真实耳石样品与数种已知元素组成的

“人工耳石” 样品同时在美国 、 加拿大 、 法国 、澳大利亚 4国的 8个实验室内进行 10种

元素分析。结果发现 , LA-ICPMS分析可以比较准确地探测耳石中的大多数痕量元素的

水平 , 而多数电子微探针分析只能准确地探测出浓度大于 300 ×10
-6
的微量元素 (如:

K、 Na、 Sr等)。但是 , LA-ICPMS法也有其局限性 。例如 , 目前用的激光束直径一般在

30μm以上 , 所以测定痕量元素的耳石区单位元空间范围较大 , 一般是在数十日增长区

以上的水平 , 尚难达到日轮水平 。另外 , 激光发射能对耳石样品结构造成较大的损伤 ,

每个样品测试位点一般限制在相距 500μm的两个发射脉冲。在这两方面 , LA-ICPMS分

析要逊于电子微探针分析(Fowleretal., 1995b)。

利用 EPMA探测耳石中 Sr∶Ca比例解析鱼类生活史及其重新构建问题是耳石微化学

研究中很成功的技术之一 (Gauldieetal.1994b;Campana, 1999;Kafemannetal.,

2000;Secoretal, 2000;Kraus＆ Sector, 2004;Araietal., 2005;Humphreysetal.,

2006)。由于 Sr的含量与分布方式在不同天然水体中存在明显差异(即淡水区含量低 ,
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河口居中 , 海水居高), 耳石内 Sr∶Ca比的分布特征直接标记了鱼类的生活履历 , 可以

作为表征鱼类所经历的不同生活环境的有效指标 。在通过 SEM耳石分析研究鱼类的孵

化 、变态发育 、 早期生长规律的基础上 , 结合鱼类在不同生活阶段或年(日)龄所形成

的耳石区中的 Sr∶Ca比变化特征 , 可以成功地揭示洄游性鱼类(如:鲑鳟鱼类 、 鳗鲡目

鱼类)或河口性鱼类的仔鱼分散与转运过程 、 接(离)岸机制(Near-shoringoroff-shoring)、

产卵过程 、 溯(降)河洄游履历以及生活史型等问题(Araietal., 1997 , 1999;Secoret

al., 2000;Tzengetal., 2002)。特别是利用该方法能可靠地判别同一鱼种中具有不同洄

游环和生活史型的个体或种群 。例如耳石中 Sr∶Ca比的分布规律表明并非所有日本鳗鲡

个体都进行淡海水洄游(Tsukamotoetal., 1998;Tsukamotoetal., 2001), 即自然界中存

在着 “海洋鳗鲡 ” 个体。利用同样方法 , 研究者们成功地判定了虹鳟 Oncorhynchus

mykiss中存在着淡海水洄游与非洄游两种生活史型的个体(Kalish, 1990), 而自然界中

的欧洲鳗鲡除了洄游性个体外还存在半洄游性个体(Tzengetal., 2000)。

Sr∶Ca比测定的样品制备比较简单 , 耳石经过切割 、 研磨 、 清洗 、 干燥后进行真空

涂碳后即可在备有波长扩散分光仪的 EPMA(如 JXA-8900R)上进行 Sr∶Ca比测试 。另

外 , 同一切片在 EPMA分析后经过重磨除碳 、盐酸蚀刻 、 真空涂金(Pd-Pt)后可直接用

于 SEM显微结构分析 。这样 , 当仔幼鱼耳石的轮纹(日轮)可识读时 , 就可以同时获得

测试样品的微化学和显微结构组成 , 从而建立同一样品的日轮-耳石增长率-(Sr∶Ca)比

三者之间的关系 , 成为研究鱼类的早期生长生存过程尤其是仔鱼转输过程和育幼过程等

科学问题的关键技术 。

毋庸置疑 , 利用耳石中 Sr∶Ca比的时间序列变化和空间分布特征可以比较可靠地解

析洄游性鱼类个体的生活履历 。但困扰人们的最大问题是耳石中的 Sr∶Ca比究竟在多大

程度上反映了环境水体中相应的元素成分比例以及如何确立不同水体的 Sr∶Ca比基准水

平 。近年来 , 科学家们已经开始在受控条件下研究环境水体中 Sr进入耳石的过程以及

水环境条件(如:Sr浓度 、 水温 、盐度)和鱼类生理发育状态等因素与耳石吸收 Sr过程

的耦合机制 , 为探索这些问题提供了依据(Campana, 1999;Bathetal., 2000;Elsdon＆

Gillanders, 2003a)。 ①在一些鱼类(如金鲈 Macquariaambigua、 尼罗罗非鱼 Oreochromis

niloticus、黄尾平口石首鱼 Leiostomusxanthurus、 黑棘鲷 Acanthopagrusbutcheri)中 , 耳石

对 Sr的吸收量与水体中 Sr的浓度呈明显正相关性(BrownHarris., 1995;Farrell＆Cam-

pana., 1996;Bathetal., 2000;Elsdonetal., 2003b, 2006)。 ②水温变化是影响耳石对

Sr吸收过程的另一个重要因子 。实验条件下的研究发现 , 温度对 Sr的被吸收的作用因

鱼种而异:二者呈正相关的有美国红鱼(Hoffetal., 1995)、条纹鲈 Moronesaxatilis(Sec-

oretal., 1995b)、黄尾平口石首鱼(Bathetal., 2000)、 黑棘鲷(Elsdon＆Gillanders.,

2002)等;呈负相关有鳕鱼 Gadusmorhua(Townsendetal., 1995)等;相关性不显著的有

日本鳗鲡(Tzeng, 1996;Kawakamietal., 1998)、 大鳞油鲱 Brevoortiapatronus(Chesneyet

al., 1998)等 。Elsdon等(2003a)认为两者之间的相关性可能与实验温度条件有关 , 如

呈正相关者的饲育温度一般高于 20℃, 而负相关者则低于 17℃。耳石中 Sr∶Ca比的时

空变化曾一度被用于温度史重建研究 , 但目前人们还没有充足的科学依据用来建立耳石

Sr∶Ca比 -温度关系。 ③盐度对耳石吸收 Sr的作用在多数实验鱼种中不明显。如:细须石
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首鱼 Micropogoniasundulatus(Fowleretal., 1995a, b)、 美国红鱼(Hoffetal., 1995)、大

鳞油鲱(Chesneyetal., 1998)、黑棘鲷(Elsdon＆Gillanders., 2002)。但在日本鳗鲡中二

者呈明显的正相关(Tzeng, 1996;Kawakamietal., 1998)。Campana(1999)认为 , 相对于

水温 , 盐度变化可能更容易影响耳石对 Sr的吸收 , 因为盐度每提高 1‰可以导致耳石中

Sr∶Ca比升高 0.05×10
-3
。这样 , 假定淡水与海水的盐度相差 30‰～ 35‰, 生活于两者

的鱼类耳石中的 Sr∶Ca比约有 1.5×10
-3
的差异 , 这足以用来表征洄游性鱼类在不同水

体中的生活履历 。④耳石对 Sr的吸收也与鱼类的生理发育状态和年龄相关 。 Fowler等

(1995a)发现在恒定条件下从孵化起饲育 71d的细须石首鱼的耳石内的 Sr∶Ca比 , 从核

区至边缘区(500μm测试间隔)存在显著差异 , 即耳石对 Sr的吸收可随鱼类早期发育生

长而变 。目前人们对上述环境因子如何影响鱼类耳石吸收 Sr的过程的认知尚少 , 有待

于进一步探索。

3.氧和碳稳定同位素分析

该方法的基本原理是在鱼类发育生长过程中 , 沉积于鱼类相应的耳石区内的
18
O

和
16
O同位素主要来源于水环境 。所以 , 通常情况下 , 耳石与水体之间能达到氧同位素

平衡 (Kalish, 1991a, b;Gauldieetal., 1994a;Kennedyetal., 1997;Thorroldetal.,

1997;Campana, 1999;高永文等 , 2004)。但遇到环境水温变动时 , 沉积到耳石内的

δ
18
O(即

18
O/

16
O)随水温的升高而急剧下降。因此 , δ

18
O可记录鱼类生活过程中环境的

水温变化(Campana, 1999;Andrusetal., 2002)。在正常盐度条件下 , 1‰的 δ
18
O变化对

应于大约 5℃海水温度变化(高永文等 , 2004)。如果在耳石形成时水环境中的δ
18
O是已

知的 , 而耳石中的 δ
18
O是可测定的 , 就能反演计算出耳石形成时的环境水温 。近年来 ,

由于微取样技术(<30μm)的引入和同位素质谱仪测试样品达到微克级水平 , δ
18
O测定

区达到了年轮 、 季节轮甚至日轮水平 , 从而极大地提高了鱼类出生源判定和种群鉴别

(Kennedyetal., 1997;Gaoetal., 2001)、 迁移规律(Gao＆Beamosh., 2003)、温度史

重建(Kalish, 1991b;Thorroldetal., 1997)、海洋环境域变(Gao, 2002)等研究的水平 。

Gao等 (2001)根据耳石核区中氧 、碳同位素成分组成 , 判定了华盛顿州皮基海湾 18处

鲱鱼 Clupeapallasi产卵群实际上来自两个出生源 , 即有较多淡水混入的河口或湖口区和

海水区 。而 Thorrold等(1997)报道 , 利用细须石首鱼耳石中 δ
18
O重建海水温度史的准

确度可达 ±1℃。但利用此方法时有一个前提条件 , 即研究的目标耳石区在形成时的现

场水环境中 δ
18
O应该是已知的 。当该条件不成立时 , 可以用相应的盐度水平代理 , 但

如此构建的温度史只能是一个相对性指标 , 不能表征实际温度变化状况 (Campana,

1999)。这样 , 在重新构建那些生活过程中经历过复杂的水文环境(如水团)变化 , 而相

关的现场环境信息不易获得的鱼种的小时间尺度(如月龄水平)温度史时 , 其准确性就

会大大降低(Campana, 1999;高永文等 , 2004)。

耳石中碳同位素一部分来源于水环境中的溶解无机碳 , 另外有 10%～ 30%来自摄取

的食物中的碳(食物源)和生命代谢过程中产生的碳离子通过血循环进入淋巴系统后在

耳石上再沉积(代谢源)(Kalish, 1991a;Gauldie, 1996;Thorroldetal., 1997;Schwarcz

etal., 1998)。一般认为 , 耳石中食物源的 δ
13
C(即

13
C/

12
C)随营养级水平(与发育生长
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和摄食能力相关)的升高而增加 , 而代谢源 δ
13
C的贡献则随年龄增长(与生命代谢活动

降相关)而降低。生理上 , 鱼类初次性成熟是摄食能力升高与代谢活动减弱的标志性转

折阶段。所以 , 这阶段形成的耳石中的 δ
13
C应该是保持在较高的增长水平 (Kalish,

1991a;Gauldie, 1996;Schwarczetal., 1998;Campana, 1999)。也即是说 , 年龄序列上

的 δ
13
C峰值或渐进值可能是表征鱼类初次性成熟的有效指标 。耳石中 δ

13
C对水温变化

的敏感度较低 , 加之耳石与水体之间一般难以达到碳同位素平衡 , 导致了对耳石中 δ
13
C

的研究数据难以做出合理的解释的困境 。所以 , 目前 δ
13
C在鱼类生活史和环境重建研

究中不像 δ
18
O那么被广泛应用 , 只作为 δ

18
O的辅助性指标进行鱼类的种群和出生源判

定(Edmondsetal, 1997;Gaoetal., 2001)、 发育和代谢过程(Kalish, 1991a;Gauldie,

1996;Thorroldetal., 1997;Schwarczetal., 1998)等研究 。

三 、耳石的显微结构分析

真骨鱼类仔鱼和当年生幼鱼的耳石中普遍存在着日轮 , 即 24 h周期性的增长区 。

它主要受控于鱼类本身的一种内部生理节律 , 而这一节律首先是在胚胎发育开始后某一

特定时期通过 24 h光周期的刺激诱发启动的 。除此之外 , 生活环境变动(如摄食 、 运动

以及水温变化等都会明显影响耳石增长区的形成 , 从而在日轮间形成更细微的副轮

(Subdailyincrement)或标记(check)(Campanaetal., 1985)。一般情况下 , 日轮光滑而

连续完整 , 其排列结构有良好的规律性 , 记录了 24 h水平上耳石的生长特征和环境信

息 , 是表征鱼类早期发育生长 、 仔鱼传输过程和育幼过程的有效指标(Campana, 1992)。

所以 , 自 Pannella(1971)发现鱼类耳石中存在日轮以来 , 耳石显微结构分析在 1980年

代期间曾变革性地推进了鱼类早期生活史研究的发展。尤其随着扫描电镜技术的不断提

高 , 至 1990年代初期 , 它已经发展成为一种稳定性高 、 功能强 、 标准化程度高 、 应用

最广泛的耳石信息分析技术(Stevensonetal., 1992)。

耳石显微结构分析包括光学显微分析和 SEM分析 , 二者都需要制备测试磨片 , 具

体制备方法要依据耳石的大小 、形态以及检测水平而定。 Secor等(1992)对各种方法做

过详细的介绍和分析。如:树脂包埋(大型耳石可直接切割 、 研磨)、 切割 、 研磨 、切

面检测(暴露核区)等过程 , SEM分析时则需要酸蚀(HCI溶液)和真空涂金(Pd-Pt)。而

制作出耳石核区充分暴露的光滑平面切片是保证其显微结构分析的关键 , 这不但耗时 ,

而且需要操作者具备娴熟的技术经验和高精度的仪器。近年来 , 随着相关精密仪器在耳

石研究中的成功引入 , 如在 Struers系列的 Discoplan-TS型自动精密切割 /研磨机和 Roto-

po-35型自动精密抛磨机上可以制作出厚度为 20μm的超薄精片 , 耳石磨片质量得以大

幅度升高 , 有效提高了耳石显微结构分析的精度。

在进行耳石显微结构分析时 , 识读 、 计数轮纹和测定日轮间耳石增长宽度至关重

要 。SEM分析的操作自动化和标准化程度 、 精度较高 , 具体方法可参考相应的操作手册

说明。但进行光学显微结构分析时 , 需要选择适当的仪器和方法以及分析者熟练的技术

和丰富经验 。但应注意以下问题(Campana, 1992):①测定基准轴的选择 。耳石轴长与

轮纹清晰度是确定基准轴的两个先决条件 。理论上 , 最长轴上能标示出连续 、 完整的
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轮纹分布 , 但它又是副轮出现频率高的区域 , 这会干扰日轮的准确计数。所以 , 在实

际操作时 , 要根据耳石的实际情况 , 也可以选择轮纹连续完整分布而清晰度高的短轴

为基准轴。 ②图像优化 。即通过调节显微镜的放大率及其他技术指标优化平衡耳石显

微结构图像的清晰度 、 可识读性和可操作性。低放大率可以降低副轮或视觉伪轮

(Visualartifact)的干扰 , 但同时增加了区分轮纹和计测增长区宽度的难度;反之 , 则

增加了识别真伪日轮的难度 , 同时降低了识读轮纹的可操作性 。 400倍的放大率可适

合快速生长耳石的显微结构分析 , 分析生长速率低于 2μm/ d的耳石时 , 放大率一般

在 1000 ～ 1250倍之间 。 ③图像分析系统的运用。即通过显微摄像系统 、图像数字化

系统 、 计算机系统把耳石显微结构图像数字化 , 根据分析者的需要调节图像任意位点

的像素和灰度以获得清晰的视觉效果 。它可以自由地缩放整个或局部图像 , 并通过背

景图像的任意叠加组合减小噪声图像的干扰 , 或利用高低频过滤系统增加或删除一些

图像细节要素 , 从而捕获到很多肉眼难以观察到的信息 。它还可以更准确 、 稳定地计

测耳石的微增长(如小于 0.2μm), 但该系统无法像其他方法一样通过调节光对比度

等参数提高图像的解像度 。④轮纹与增长区的识别与测定。耳石显微结构分析时有三

种情况容易干扰日轮的正确解读:副轮 、 视觉伪轮及标记轮 。副轮一般集中在快速生

长的宽增长区 , 另外 , 磨片制作时的过度研磨也可能造成副轮清晰度提高而增加了日

轮识读的难度 。区分日轮与副轮的基本标准是二者的连续性和规律性的差异 , 前者一

般完整 、连续而且分布规律比较明显 , 而后者有较大的随意性和不规律的间断特征。

而光反射和耳石外缘的非圆滑性等外部因素的干扰可导致在耳石外缘部分的图像上产

生视觉伪轮 , 一般利用重复调焦对比的措施检验它们的存在 。标记轮形成于特殊的环

境压力如温度骤变或鱼类特定的生理发育事件如初次摄食或初次性成熟 , 从形态结构

和分布位置比较容易与日轮区分 。轮纹计数与增长区测定的关键是确立初次增长区的

位置或者孵化轮为测定基准 , 选择合适的计量轴向 , 以获得最优计量效果 。对于难以

确立初次增长区的鱼类 , 一般通过人工饲育条件下仔鱼耳石的显微结构分析来验证或

确立相应的基准 。

由于耳石显微结构分析提供了丰富的有关鱼类早期生活阶段所经历的生物-化学 -物

理环境信息 , 所以 , 其应用范围非常广泛 , 几乎涵盖了类鱼类早期生活史中的关键科学

问题 , 如年龄鉴定 、 早期生长与死亡 、产卵期和产卵场的判定 、 补充机制 、 早期生活史

中的特殊事件及其对补充机制的生态效应 、种群鉴别等 。对于这方面研究 , 国内外一些

学者做过较深入的综述分析和介绍(Jones, 1992;宋昭彬 、 曹文宣 , 2001), 本文不再

赘述。随着耳石微化学研究与 SEM分析的不断深入开展 , 耳石显微结构-微化学组成之

结合已经成为解析鱼类早期生活史中一些生态学难点的重要手段 。例如 , 基于耳石的显

微结构和微化学分析 , 科学家成功地解析了日本鳗鲡生活史中的早期生长 、 仔鱼运输 、

变态接岸补充等关键过程 , 并基本上解决了困扰鱼类生态学家已久的鳗鲡产卵场 、 产卵

期和生态史型等问题(Tsukamoto, 1992, 2006;Tsukamoto＆Arai, 2001;Tsukamotoetal.,

1998)。
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四 、耳石信息分析及其应用的研究动态

近 30多年来 , 鱼类耳石信息分析及其应用研究得以迅速发展。尤其在近年来 , 国

际每年发表的相关耳石研究的论文平均已达到 200余篇 , 约为国际 70年代的 5倍(Cam-

pana, 2005);研究内容从早期的年龄鉴定发展到目前的年龄验证 、 显微结构分析 、微

化学分析 , 研究手段也相应地从简单的光学显微镜观察发展到现在的 SEM和各种元素

分析技术;其应用已经拓宽到鱼类早期补充机制 、 生活史重建 、 环境污染和域变等鱼类

生态学和海洋环境科学热点(Campanaetal., 2001;Campana, 2005)。相应地 , 其研究

内容也发生了结构性变化 。如 1999年以前有 80%的耳石研究集中在年龄生长方面 , 而

1999 ～ 2005年期间发表的 862篇耳石研究中 , 年龄生长研究占 39%(年龄鉴定 23%、年

龄验证及其方法比较 10%、 种群动力学 6%), 显微结构分析占 24%, 微化学研究占

21%(指纹元素分析及其应用 16%、 大规模化学标记 4%、 同位素分析及环境重建

1%), 其他 16%(种类鉴定 6%、 形态 4%、生理与听觉 3%、 方法论 3%)。研究内容 、

方法 、 应用都呈多样化趋势 (Campana, 2005)。一些新的研究领域近年来也有了长足

发展。如:深海鱼类 、热带鱼类 、 高龄鱼类的耳石(轮纹-增长区形成不明显)分析 , 化

石鱼类耳石分析(古环境与古生物年龄生长), 规模化年龄鉴定(耳石重量-年龄-生长模

型)等研究越来越成为科学家们研究的新的课题(Woydacketal., 2001;Francisetal.,

2004;Morales-Nietal., 2005)。

鱼类耳石研究的发展是多学科(鱼类生态学 、 地球化学 、 海洋物理学与环境生物学

等)交叉 、渗透的结果 。随着其他学科(如统计学)和技术(如计算机图像处理及数字化

技术)的不断引入 , 耳石结构图像分析 、 数据分析 、 误差分析及质量控制等方面的研究

水平和精度将进一步提高 , 耳石信息分析在渔业科学和海洋环境科学研究中的应用将更

加广泛 。近年来 , 我国有关耳石信息分析的技术(如:SEM、 ICPMS、 EPMA、 微量同位

素质谱分析 、微取样技术及计算机图像处理技术)已经相当成熟 , 这为我国该研究领域

的发展提供了重要技术支撑 , 未来需要相关学科的研究者合作 , 共同推动该研究领域的

发展。
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ANINTRODUCTIONTOFISHOTOLITHRESEARCH:
TECHNIQUESANDAPPLICATIONS

DOUShuozeng

(InstituteofOceanology, ChineseAcademyofSciences, Qingdao　 266071)

ABSTRACT

Otolithsaredataloggersthatrecordbothenvironmentalandbiologicalinformationintheir

microstructureandmicrochemistry, whichiscriticallyessentialforinterpretingthelifehistoryof

fishandconstructingenvironmentalhistory.Thisinformationcanbeusedtorevealtheage,

growth, migrationandhabitatsoffishateitherindividualorpopulationlevel.Manytechniques

havebeenrecentlydevelopedforagevalidation, someofwhich(e.g.boomradiocarbonchro-

nometer, radiochemicaldatingandOTC)havebeenproventoberobustandreliableinvalida-

tingtheageofthelong-livedfishes, thespeciesrarelystudiedinthepast.Techniquescommon-

lyusedformicrochemistryanalysis(e.g.elementalfingerprint)includeICP-MS, EPMA,

AAS, PIXEandstableoxygenandcarbonisotopesetc..SEMismostlyappliedtomicrostruc-

ture(dailyringandincrement)examination, whichhadeverrenovatedtheresearchofearly

lifehistoryoffishinthe1980s.AccordingtoCampana(2005), duetothetechnologicaldevel-

opmentinextractinginformationfromtheotoliths, thepastthreedecadeshaswitnessedthe

drasticincreasingofotolithresearchwithanannualrateofabout200 paperspublishedinthe

lastfewyears.Thisincludesotolithmicrostructure, annualageandgrowth, agedetermination

andvalidation, populationdynamics, traceelementsandtheirapplications, chemicalmarking

andenvironmentalreconstructionandmanyothers.Thethreeinternationalsymposiaonotolith

researchheldinthepastdecadehadalsoestablishedrecentdevelopmentandadvancesinthis

fieldandmadegreatcontributiontotheinnovationandimplementationofotolithanalysistech-

niques.However, inChina, otolithresearchwasmerelyconductedonagedeterminationand

growthofsomeadultfishspeciesin1980sandotolithmicrostructureofafewlarvalspeciesin

1990s, leavingagevalidation, microchemistryanalysisandotherhottopicsinthisfieldtotally

blank.Referringtotherecentlypublishedotolithworks, especiallythoseoftheinternationally

well-knownscientistssuchasSECampana, Elsdon, TS, Fowler, AJ, Kalish, JM, Secor,

DH, Tsukamoto, K(seereferencelistforothers), thispaperistopresentageneraldescrip-

tionofthedevelopmentofotolithanalysistechniquesandtheirapplicationssothatChinesere-

searcherscouldhavearelativelyeasywaytoobtainreferencinginformationfortheirotolithstud-

iesinthefuture.


