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桡足类在海洋生态系统的物质循环和能量流动中起着关键的作用，其种群的变动影响着初级生产及以浮游生物为食的鱼类的变动。同时，由于部分桡足类的卵及无节幼体是多种经济鱼类仔稚鱼的开口饵料，因此其作为养殖饵料的开发在国内外也引起了关注。纺锤水蚤（Acartia sp.）分布于世界各地的近岸海域，适应力强，很多种都有根据环境条件的改变而产休眠卵的机制。纺锤水蚤作为仔鱼饵料已经得到了广泛关注并在澳大利亚、日本等地区进行了应用性研究 (Ikeda,1973; Schipp et al, 1999; McKinnon et al, 2003)。

双刺纺锤水蚤（Acartia bifilosa）是暖温带近海种，分布广泛，从波罗的海、英吉利海峡、地中海，到亚洲的kyeoggi湾、渤海、黄海等的近岸海域及河口区等都有发现 (Viitasalo, 1992; Yoon et al, 1998; Castro-Longoria et al, 1999; 王荣等, 2002; Chinnery et al, 2003)。在胶州湾，双刺纺锤水蚤全年出现，并在春季达到数量高峰（孙松等，2008）。已有的研究表明，双刺纺锤水蚤是青鱼（herring）和糠虾（Mysids）的主要摄食对象 (Viitasalo, 1992; Uriarte et al, 1998)。由于双刺纺锤水蚤分布广泛，其在不同地区也表现出了不同的适应机制。双刺纺锤水蚤的专项研究起步较晚，从上世纪90年代陆续开展了一系列研究，主要集中在现场产卵量、种群的年际变化等野外种群动力学调查方面 (Marcus, 1996; Uriarte et al, 1998; Castro-Longoria et al, 1999; Chinnery et al, 2003), 关于该种作为养殖饵料方面的研究还未见报道。在国内，关于双刺纺锤水蚤的研究也主要集中在种群的时空分布上。作者从生态学和养殖学角度着手，研究了温度对双刺纺锤水蚤产卵率的变动及两种海区常见饵料藻对其产卵率的影响，以期为解释该种自然种群的季节变动影响因素提供理论依据，同时也为研究双刺纺锤水蚤作为养殖鱼类仔稚鱼开口饵料提供基础数据。
1、   材料与方法
1.微藻饵料的培养
本实验所用的饵料是海水养殖常用微藻：中肋骨条藻 (Skeletonema costatum) 和角毛（chaetoceros sp.），藻种取自中国科学院海洋研究所海洋生物种质库。在温度15±1℃，光暗比12h : 12h条件下用f/2培养液培养至对数期备用。
2.双刺纺锤水蚤成熟雌体的获取
双刺纺锤水蚤于2006年3月~6月各月中旬用中型浮游动物网采集于胶州湾，取样后，将底管内的浮游动物样品置于盛有30 L过滤海水的保温水箱内，并在1h内迅速转移至实验室内。抵达后立即在解剖镜下挑选健康、成熟的雌体（具有完整的附肢，无可见损伤，游动活泼）。
为消除野外环境的影响，对采集的双刺纺锤水蚤进行温度适应及预饥饿处理。将野外采集的雌体挑出后放入盛有800mL过滤海水（37µm筛绢过滤）的大烧杯中，放入相应的恒温光照培养箱中，驯化3~4 d后转入正式实验。为了避免温度的大幅度变化对生物体产生影响从而影响实验结果，本次实验分了4个月采集样品，分别将采集的样品放到与当月海水温度最接近的设定温度中进行驯化。　　

3～4d后转入正式实验。
3.温度对产卵率的影响
根据胶州湾海域3~6月水温的变化范围（5~22℃），实验设置了8±0.3℃、10±0.6℃、12.5±0.5℃、18±0.5℃、23±0.3℃  五个温度水平。
挑取驯化后的雌体放入10个直径为3cm的培养瓶内（内盛有40mL用37µm的筛绢过滤的海水），每瓶放2只雌体,瓶内加入饵料浓度约为2.0 µg C/ ml（～1.8×105 cell/ ml）的角毛藻。每24 h将雌体挑入新的盛满饱和饵料的培养瓶中，并用福尔马林固定前一次的水体，在显微镜下计数水体中卵的个数。本实验持续至雌体活性明显降低或存活雌体少于10只为止。
4.饵料对产卵率的影响
中肋骨条藻是中国近岸海域常见的赤潮藻，常在春秋两季发生赤潮。作者选择了8℃ 和12.5℃ 两个温度，用中肋骨条藻和藻角毛藻进行对比，观察两种藻对双刺纺锤水蚤产卵的影响，实验持续至雌体产卵明显下降且活性明显降低为止。
5.温度对孵化率的影响
作者分别在8℃ 和12.5℃ 进行了孵化率的研究。挑取一定数量的雌体放入500mL的烧杯中进行产卵，12~24 h后挑取卵转移到30ml的培养皿中，计数卵的数量后将培养皿放入到相应的温度下进行孵化。开始时每12 h观察一次，之后每隔6 h观察一次，当出现孵化的个体后，每隔1~2 h观察一次，记录未孵化的卵的个数及幼体的个数。
2、 结果
1.温度对产卵的影响
双刺纺锤水蚤产卵培养实验在五个不同的温度水平下进行，培养时间为11~15 d。为消除饥饿对产卵的影响，在计算平均产卵率时去掉了第一天的产卵率。

喂养饱和浓度的角毛藻后，各温度下双刺纺锤水蚤雌体均从第一天开始产卵，持续产卵期内没有出现明显的间歇，也没有明显的规律性（图1）。

随温度的升高，双刺纺锤水蚤的平均产卵率（只/雌体·天)有增大趋势（图2），23℃ 下产卵率最大，为7.3 只/雌体·天， 8℃ 下产卵率最小，为3.8 只/雌体·天，相关性分析显示，平均产卵率与温度成显著正相关（P<0.01, r=0.51）。
2. 饵料对产卵率的影响
在8℃ 和12.5℃ 两个温度下，喂养角毛藻的雌体日平均产卵率总体趋势是随时间逐渐增大，喂养中肋骨条藻的雌体日平均产卵率随时间逐渐减少（图3）。方差分析结果表明，两个温度下两种饵料对产卵率的影响均是显著的（P<0.01, P<0.01）。8℃ 下，产卵率在第5 d发生转变，前4 d喂养
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图 1 不同温度下双刺纺锤水蚤的逐日产卵量
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图 2 温度对双刺纺锤水蚤平均产卵率的影响
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图 3  8℃  和12.5℃  下喂养不同饵料的逐日产卵量变化

中肋骨条藻的雌体平均产卵率为3.78只/雌体·天，而喂养角毛藻的平均产卵率为1.96只/雌体· 天； 剩余11 d喂养中肋骨条藻的平均产卵率为1.70只/雌体·天，而喂养角毛藻的平均产卵率为4.24只/雌体·天。 12.5℃下，产卵率在第3 d发生转变，前2 d喂养中肋骨条藻的雌体平均产卵率为4.17只/雌体·天，喂养角毛藻的平均产卵率为2.63只/雌体·天；其后12 d喂养中肋骨条藻的平均产卵率为2.17只/雌体·天，而喂养角毛藻的平均产卵率为6.41只/雌体·天。
1.温度对孵化速度和孵化率的影响
由于温度较低，8℃ 和12.5℃ 下双刺纺锤水蚤产卵均较少，对所采集的40~60只卵进行了孵化。8℃ 下，48 h内所有的卵都未孵化，48 h后卵部分孵化。由于未孵化的卵经长时间放置后死亡分解, 并未精确计算出孵化率。12.5℃ 的温度条件下，48 h内大部分卵都孵化, 孵化率为93.2%。两个温度下均未发现持续不孵化的卵。
三、 讨论
1.温度对双刺纺锤水蚤产卵的影响
通过实验结果发现在各温度下，逐日产卵率之间没有明显的规律性（图1）。这种产卵的不规律性与通常在哲水蚤属发现的规律有所不同。一般认为，哲水蚤属的产卵模式是间歇式的，如飞马哲水蚤、太平洋哲水蚤 (Runge, 1984; Hirche et al, 1997) 及中华哲水蚤 (张芳等，2002)。 而本实验在五个温度下做的11~15 d的连续观察均没有发现这种规律。在这一点上，也可以表明双刺纺锤水蚤在作为养殖饵料方面比哲水蚤具有一定的优势。Uye（1981）对大森纺锤水蚤 (Acartia omorii) 的研究表明，虽然在较高的温度下，雌体的产卵率比较高，但产卵持续的时间缩短了，本研究在实验的11~15 d内，没有发现明显的较高温度下的雌体比较低温度下的雌体产卵时间缩短的现象。在实验室内，进行双刺纺锤水蚤的规模养殖时，温度也是一个很重要的影响因素，不同的温度对于其产卵有很显著的差别。探讨适合双刺纺锤水蚤产卵的最适温度是养殖技术中很重要的问题，该结论对于双刺纺锤水蚤的规模化养殖在温度控制方面提供了一定数据支持。在澳大利亚，Mckinnon 等 (2003) 对纺锤水蚤 Acartia sinjiensis 进行养殖方面的生物学探讨，特别是在产卵率的研究中，曾使用过29°C的温度，在这样的高温下该种纺锤水蚤仍可以持续产卵。因此要研究实验室条件下高温对双刺纺锤水蚤的产卵率及产卵持续时间的影响，还需进一步的实验验证。
关于双毛纺锤水蚤属各个种的产卵率与温度之间的非线性关系已得到不少的学者的认同，即双毛纺锤水蚤在最适温度范围内，产卵率随温度的升高而增大，超过这个温度范围，产卵率将随温度的升高而降低 (Uye, 1981; White et al, 1992; Holste et al, 2006)。Uriarte （1998）的野外实验结果表明，24℃ 双刺纺锤水蚤产卵率开始有下降趋势，Holste 等 (2006）对汤氏纺锤水蚤（Acartia tonsa）的室内实验也表明，24.7℃ 是该水蚤的最适产卵温度，之后随温度的升高产卵率降低。本实验中双刺纺锤水蚤在8~23℃ 产卵率随温度的升高而增大，这说明23℃ 并未超过双刺纺锤水蚤的最适温度范围，且平均产卵率与温度成显著的正相关。
在胶州湾，双刺纺锤水蚤通常在4~6月爆发性增殖成为优势种（孙松等，2008），恰巧这几个月的温度变化范围在8~24℃ 之间。张武昌等（2002）对渤海春季的浮游动物调查也同样发现，双刺纺锤水蚤首先在4月份集中在温度稍高的莱州湾附近（9.0~10.0℃），后随温度升高，在5月份有扩散趋势。因此可以推测出温度是双刺纺锤水蚤季节变动的主要因素之一，且在野外产卵孵化的最适温度在8~24℃ 之间。
2.温度对孵化的影响

双刺纺锤水蚤在8℃ 和12.5℃两个温度下卵均能够孵化。在8℃温度下，96h孵化率很低，剩余的卵由于放置时间长而死亡分解。在12.5℃温度下，卵的孵化率达到93.2%。 Holste（2006）发现在低于10℃ 驯化出来的双刺纺锤水蚤卵放到12℃时仍不能孵化，因此他认为10~13℃ 是该水蚤的极限温度，低于该温度，双刺纺锤水蚤只能产下休眠卵。Castro-Longoria 等（1999）认为双刺纺锤水蚤在10℃~12℃ 产下的卵全部为休眠卵，但本实验在8℃ 和12.5℃两个温度下均未发现休眠卵。由于作者实验用的双刺纺锤水蚤是在3~4月份于胶州湾采集的，该季节正是双刺纺锤水蚤开始在该海域生长发育的季节，因此雌体产生休眠卵的可能性很小。另外，双刺纺锤水蚤产生休眠卵的影响因子比较多，在实验室条件下只通过改变温度来获取休眠卵的可能性也较小。Viitasalo 等（1992）研究证明温度和黑暗都不是产生休眠的原因，而Katajisto等（2003，2004）认为低氧是产生休眠卵的原因。虽然为同一个种，但地域的差别也会导致该种产生休眠卵的机制发生变化。在胶州湾，双刺纺锤水蚤全年均会出现（孙松等，2008 ）；在波罗的海，双刺纺锤水蚤产生越冬机制（Viitasalo，1992），而 Chinnery（2004）发现英国南安普顿海域双刺纺锤水蚤为度夏机制（7~10月）。为研究清楚胶州湾双刺纺锤水蚤是否存在休眠卵以及哪个季节产生休眠卵，还需要更进一步的综合调查研究。
3.饵料对产卵率的影响
从图3中可以看出：8℃ 和12.5℃两种温度下，在实验开始的前2~4 d，喂养中肋骨条藻实验组的产卵率高于喂养角毛藻实验组的产卵率。从该结果可以得出，在饥饿处理后，喂养中肋骨条藻对双刺纺锤水蚤产卵率的恢复比喂养角毛藻的效果要好。但在后期的观察中，以角毛藻为饵料的双刺纺锤水蚤的产卵率逐渐高于以中肋骨条藻为饵料的实验组，且优势越来越明显。从平均值可以看出，在两种饵料的对比中，中肋骨条藻对双刺纺锤水蚤产卵方面的影响是从长时间的产卵率的减少表现出来的。关于硅藻对桡足类的影响的讨论一直存在不同的观点，有的学者通过室内及野外调查认为许多硅藻种类对桡足类的产卵和孵化都有负影响 (Nejstgaard et al, 1997, Miralto et al, 1999)。Ban 等 （1997）在实验室内用中肋骨条藻喂养克氏纺锤水蚤（Acartia clausi）和海岛蛰水蚤（Calanus helgolandicus）也得出了与本文相似的结论。因此推断在海区内以中肋骨条藻为优势种的赤潮发生季节，双刺纺锤水蚤长期的产卵率会受到一定的负影响。

在野外的调查研究中，许多学者也已经证明，温度是影响浮游动物产卵的季节变动的主要因素，但饵料质量也是影响产卵的一个主要因素。在本研究的饵料浓度下（2.0 µg C m/L），双刺纺锤水蚤产卵率少于同时期（3~6月）的野外环境下（叶绿素浓度为1.4~2.9 µg/ L）的产卵率（孙晓红，未发表）。 据推测是因为在野外，双刺纺锤水蚤不仅仅摄食浮游植物，还摄食一些非光合作用的食物。许多研究也表明纺锤水蚤属的一些种类更倾向于摄食纤毛虫等原生动物而不是浮游植物(Stoecker et al, 1985; Wiadnyana et al, 1989), 摄食纤毛虫后产卵率明显增大(Stoecker et al, 1987; White et al, 1992; Lonsdale et al, 1996)。在扰动较大的Gironde河口也同样发现浮游植物所提供的能量不足以达到双刺纺锤水蚤的产卵和代谢所需能量(Irigoien et al, 1996)，而该区域的悬浮的颗粒物质的量与产卵率成正相关（Burdloff et al，2002）。因此在进行双刺纺锤水蚤的野外调查时，除叶绿素外，水体中的悬浮物质及纤毛虫等原生动物也是很重要的调查因素，同时在进行其作为养殖饵料方面的研究时也应该考虑非光合作用物质对该种产卵、孵化的影响。
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The effects of temperature and diet on egg production and hatching success of Acartia bifilosa (Copepoda : Calanoida): a laboratory investigation
Sun Xiao-Hong1, 2 , Sun Song1 , Li Chao-Lun1 , Wang Shi-Wei 1 2
(1Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao, 266071)
(2Graduate School, Chinese Academy of Sciences, Beijing, 100039)
ABSTRACT
    Acartia bifilosa (Copepoda: Calanoida) is a common species in offing of global waters and it often becomes dominant species in some estuaries. This species develops different strategy according to variation of environment. Despite its ecological role, Acartia bifilosa also has been concerned as live feeds in aquaculture, but study on egg production rate of this species in saturated diet in different temperature and different diet is so far not available. In order to interpret the importance of temperature and diet on natural population variation and also on aquaculture as foods of larval fish, the functional response of reproductive success of Acartia bifilosa was quantified in the laboratory using different temperatures and diets.

Acartia bifilosa was captured in Jiaozhou Bay and acclimated to corresponding temperature for 3~4 days. In order to reduce the effect of large extent temperature range on organism, we captured Acartia bifilosa from March to June and acclimated them to temperature which is adjacent to natural temperature. Daily egg production rate (EPR, eggs female-1day-1) was detected for 11~15 days at 5 different temperatures ranged from 8.0 to 23 °C and all the females was feed on saturated diet all through the experiments. EPR on first day was not calculated in the mean EPR to eliminate the effect of different diets. This result showed that Acartia bifilosa spawned continuously during the experiment days and no obvious regulation was found. EPR was positively correlated with temperature from 8.0 to 23 °C. The highest mean EPR was observed at 23 °C (7.3 eggs female-1day-1), and the lowest value was found at 8 °C (3.8 eggs female-1day-1). The effect of diets on EPR was evaluated at two different temperatures (8.0 °C and 12.5 °C). Same trends were found at the two temperatures: mean EPR fed on chaetoceros sp. was higher than that fed on Skeletonema costatum, and during the 14-day experiments, EPR was higher for females fed on Skeletonema costatum than chaetoceros sp. in the first few days (3~5 days), but it changed reversely in the subsequent days until the end of the experiments. Hatched eggs were observed in the two experiments at temperature 8°C and 12.5 °C and no diapause eggs were found. The hatching success rate was low at 8°C but reached 93.2% at 12.5 °C. 

According to the results in this paper, we detected the comfortable temperature range for EPR, and evaluated the effect of Skeletonema costatum which often brings out red tide in natural waters. These results are beneficial to ecological research for explaining population variation and population recruitment of this species, These data also can be used in Acartia bifilosa aquaculture.
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