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蟹类是水产养殖的重要种类之一, 在中国水产

养殖业中占有举足轻重的地位。据统计, 2011年中国

淡水养殖及海水养殖蟹的养殖总产量已达到 88.1万 t[1], 

蟹类养殖业在提高劳动就业, 增加农民经济收入等

方面发挥了重要作用。作为种质改良的重要途径之

一, 多倍体诱导已在多种鱼、贝类中成功开展, 某些

种类已经达到商业化生产规模 , 例如 , 美国的太平

洋牡蛎(Crassostrea gigas)、日本的牙鲆(Paralichthys 

olivaceus)、中国的鲫(Carassius auratus)、鲤(Cyprinus 

carpio)鱼等。实践证明, 三倍体水产动物具有生长迅

速、肉质改善及生物基因污染风险降低等优势[2-3] , 

另一个普遍特征是性腺发育受阻。近年来, 养殖蟹类

特别是淡水养殖中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)个体

小型化、性早熟等现象比较突出, 三倍体性腺的不育

性有望解决其性早熟问题, 从而培育大规格的河蟹, 

提高养殖产量和经济效益[4]。但同时, 三倍体的性腺

不育也会带来某些不便, 例如三倍体无法繁殖产生

后代 , 每年都需要专门人员进行诱导处理 , 限制了

三倍体蟹类苗种的生产规模并增大了劳动成本, 而

四倍体可留作原种, 既避免了经常育种增加的生产

成本, 又是获得 100%三倍体的有效途径[5]。因此开

展蟹类的多倍体诱导研究十分必要并具有重要的研

究和生产意义。 

自 Lu等[6]1993年首次报道利用热休克方法成功

诱导日本绒螯蟹(E. japonicus)三倍体的研究方法以

来, 至今已过去 20 年了, 尽管其后也陆续有关于蟹

类多倍体诱导方法的报道 [5, 7-9], 但到目前为止, 成

熟的、大批量诱导蟹类多倍体的工艺方法并不成熟, 

其距离商业化生产更是有很长的路要走。分析其中

原因, 蟹类特殊的繁殖生物学特点, 例如抱卵、产卵

时间长、受精卵发育同步率低等限制了其发展, 因此

蟹类多倍体研究进展相对缓慢, 目前还存在着一些

亟待解决的问题。柏爱旭等[10]对中华绒螯蟹多倍体

诱导的研究进展进行了综述, 作者对蟹类多倍体诱

导的研究进展、存在问题及研究重点进行了综述和

探讨, 以期为中国蟹类养殖业的种质改良提供参考

和基础资料。 

1  研究进展 

1.1  受精卵的适时获得技术 

适时获得大批量同步发育的受精卵是水产动物

多倍体育种的关键环节之一, 但是蟹类特殊的繁殖

生物学特点给其染色体组操作造成了巨大的障碍。

早期的研究采取解剖性腺获得精子和卵子, 而后通

过人工授精获得受精卵的方法[6-8], 这种方法可以准

确把握受精时间, 但是由于离体孵化技术的不成熟, 

受精卵不能正常孵化获得幼体。为了获得能够正常

发育的受精卵并培育出幼体, 崔朝霞等[5, 9]采取自然

交配自然产卵的方法获得了中华绒螯蟹受精卵, 并

成功培育出了多倍体苗种, 但是这种方法需要每隔

1~2 h检查一次亲蟹以确定产卵与否, 这种频繁的产

卵检查一方面不便于操作, 另一方面也不可避免地

导致亲蟹产卵过程被打断从而出现“流产”现象, 抱

卵量通常较低。张成松等[11]针对这种受精卵流失率

高 , 抱卵量偏小现象自制了一套产卵监控设施 , 较

好地解决了这个问题。简单说就是: (1)使亲蟹单只隔
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离, 以避免产卵过程中亲蟹间的相互干扰;  (2)通过

视频监控设备跟踪观察亲蟹的行为状态, 在准确判

断产卵时间的同时尽量减少人为干扰;  (3)在交配、

产卵池底部铺沙, 避免硬质底面导致的受精卵流失。

该设施可以较好地解决中华绒螯蟹多倍生产中存在

的亲蟹抱卵量低及准确产卵时间难以确定等难题 , 

为规模化生产多倍体苗种提供了可行性方案;  另外, 

该设施简便实用且成本低廉 , 便于推广 , 并大大降

低了劳动强度。 

1.2  蟹类多倍体诱导方法 

1.2.1  物理方法 

物理方法如温度休克(冷休克和热休克)和静水

压是水产动物多倍体诱导最常用的方法, 同时该类

方法还具有高效、无环境污染等优势。例如, 在中国

明对虾(Fenneropenaeus chinensis)的多倍体诱导中 , 

采用热休克方法的多倍体最高诱导率可以达到

100%[12];  在鱼类的多倍体育种中 , 静水压法是最

常用的多倍体诱导手段[13-15]。另外, 外加电场刺激和

低渗透压方法, 在贝类也可以获得一定比例的三倍

体胚胎或幼体[16-17]。 

Lu 等[6]利用热休克方法抑制日本绒螯蟹第一极

体(Pb1)释放 , 成功获得了三倍体胚胎。陈立侨等 [8]

利用热休克抑制 Pb1 和第一次有丝分裂的方法获得

了一定比例的中华绒螯蟹三倍体胚胎(50%)和四倍

溞体 状幼体。需要注意的是, 上述两篇文献中的受精

卵均来源于性腺解剖后的人工授精, 受精卵为脱离

亲蟹的离体卵, 在离体孵化技术并不成熟的条件下, 

这种处理方法并不具有生产推广价值。 

1.2.2  化学方法 

化学方法是通过化学试剂抑制极体释放或第一

次细胞分裂产生三倍体或四倍体的方法。常用的多

倍体诱导剂主要有细胞松弛素 B(CB)、6-二甲氨基嘌

呤(6-DMAP)、咖啡因、秋水仙素等。目前, 细胞松

弛素 B 因价格高且对人体及生物具有较大的生物毒

性, 目前应用已不多。崔朝霞等[9]报道了利用细胞松

弛素 B(CB)、6-二甲氨基嘌呤 (6-DMAP)和氯化钾

(KCl)诱导中华绒螯蟹三倍体和四倍体的方法, 分别

利用上述诱导剂处理抱卵蟹, 在囊胚期检测的最高

三倍体率分别为 49.1%, 51.7%和 77.5%, 四倍体最高

诱导率依次是 50.3%, 54.9%和 79.8%。并且使用 KCl

对抱卵蟹诱导处理获得的溞状幼体最高三倍体诱导

率为 85.3%, 最高四倍体诱导率为 27.3%。该研究克

服了以往三倍体诱导中离体培养的困难, 首次获得

了中华绒螯蟹三倍体溞状幼体, 并极大提高了溞状

幼体阶段四倍体诱导率。张成松等[4]对利用 KCl 诱

导中华绒螯蟹三倍体的关键参数进行了优化, 优化

的结果为: 15℃下, 将产卵后 1.5~2 h 孵化膜形成并

举起作为中华绒螯蟹三倍体诱导起始点的形态学标

记, 以 6g/L的KCl溶液处理 4h, 获得了最高为 100%

的离体卵三倍体诱导率。另外, 作者还对三疣梭子蟹

的三倍体诱导进行了尝试, 利用 6-DMAP 和 KCl 处

理获得的最高诱导率分别为 53.43%和 59.49%。 

1.3  染色体倍性检测技术 

染色体倍性检测是多倍体诱导中的必要步骤。

Lu[6]和陈立侨等[7,8]在蟹类多倍体诱导研究中采用了

传统的染色体计数方法来确认诱导效果, 此种方法

可以确定实验样品的染色体倍性 , 但其耗时较长 , 

而且不能保证每次制片都能获得清晰的中期分裂相, 

而且染色体计数法需要杀死实验样品, 无法适用活

体检测的要求[18]。随着流式细胞仪技术的发展及推

广应用 , 该方法可以较好地解决上述问题 , 目前在

多倍体检测应用中应用广泛。国内, 周岭华等[19]首先

在对虾染色体倍性操作中发展了流式细胞仪检测技

术, 并配套发展了相应的细胞分散液和细胞染色液[12], 

崔朝霞等[5, 9,20]也在中华绒螯蟹多倍体检测中应用流

式细胞仪进行了检测。流式细胞仪检测技术极大地

促进了虾蟹类甲壳动物染色体组操作技术的发展。 

1.4  蟹类三倍体生物学研究 

蟹类多倍体研究进展缓慢, 关于三倍体蟹类生

产性状的研究较少。在国内, 批量生产三倍体蟹苗并

对其生长情况的研究仅见一篇文献, 而在国外则未

见报道。崔朝霞等[20]将培育的 80 000尾大眼幼体三

倍体群体检测倍性后放养到 1 亩池塘, 同等条件下

设二倍体对照组, 进行常规养殖。与二倍体群体相比, 

放养后 68~106 d, 三倍体群体在壳长、壳宽、体质量

上都表现出明显的生长优势(P<0.01), 并且其营养组

成与二倍体蟹存在差异。三倍体幼蟹蟹体氨基酸总

量高于正常二倍体幼蟹, 必需氨基酸中苏氨酸、苯丙

氨酸、缬氨酸、亮氨酸、精氨酸、异亮氨酸、组氨

酸和赖氨酸的含量高于二倍体, 而蛋氨酸的含量则

低于二倍体幼蟹。蟹体中不饱和脂肪酸所占比例三

倍体幼蟹低于正常二倍体, EPA、DHA 及多不饱和

脂肪酸所占的比例也低于二倍体。因此, 开展蟹类多

倍体培育技术研究是十分必要和亟需的任务。 
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2  蟹类多倍体存在的问题及研究重点 

蟹类特殊的繁殖生物学特性是导致其多倍体研

究进展缓慢的主要原因。尽管对于蟹类特别是中华

绒螯蟹多倍体的研究已经持续了多年 , 并且已对

KCl 诱导条件进行了优化, 但是其实验可重复性较

差。总结目前存在的问题主要有以下几点。 

2.1  大批量同步发育受精卵的获得相对困难 

在鱼类和贝类的苗种繁育种, 通过人工催产和

人工授精的方法获得大批量同步发育的受精卵相对

容易, 而在甲壳动物蟹类中则困难得多。首先, 蟹类

通常在交配后数小时至数天内产卵(例如中华绒螯

蟹), 更有甚者如三疣梭子蟹是在秋季交配第二年春

节产卵, 准确的产卵时间很难把握;  其次, 蟹类具

有抱卵的特性, 受精卵需要粘附在腹部刚毛上完成

胚胎发育并孵化, 在离体孵化技术尚未成熟的情况

下, 通过解剖获得成熟精卵并实施人工授精的方法

只适用于实验室内的早期胚胎研究, 而无法应用于

生产, 同时抱卵的繁殖特性导致了受精时间无法准

确判断;  最后, 蟹类的人工催产技术尚未成熟, 在

目前的技术条件下只能采取单只跟踪单只诱导的方

法, 极大地增加了劳动量及劳动成本。因此, 进行蟹

类的人工催产, 例如 5-羟色胺等针对无脊椎动物的催

产剂应用研究或同步化产卵技术研究是十分必要的。  

2.2  受精卵流失率高, 抱卵量偏小 

在河蟹苗种生产过程中, 亲蟹的交配多是在土

池中完成的, 雌蟹可以找到合适的遮蔽物或洞穴在

其中不受干扰地完成产卵过程, 而多倍体的诱导因

需要准确掌握产卵时间, 亲蟹的交配和产卵是在小

的水泥池或水槽中完成的。为便于掌握产卵时间, 池

底会水槽中不设遮蔽物也无洞穴, 并且每隔 1~2 h要

检查一次产卵情况, 因此雌蟹的产卵过程往往会因

为其他蟹或人为的干扰而中断, 并且观察也发现在

硬质底面产卵的受精卵流失率高, 甚至会达到自然

抱卵量的 80%以上。因此解决雌蟹抱卵量少的问题

也是摆在面前的难点之一。 

2.3  药物的诱导有效浓度与亲蟹可耐受性

的矛盾 

KCl 在蟹类多倍体诱导中的有效性和高效性已

被证实[4-5, 9], 但在实验过程中作者发现亲蟹对 KCl

的耐受性与在咸淡水(盐度 18~20)的驯化时间呈正相

关关系, KCl诱导的最低有效浓度与亲蟹最高耐受浓

度重合(0.6%), 而且随驯化时间延长而提高, 这就直

接导致部分亲蟹在诱导处理过程中四肢僵硬甚至死

亡 , 处理后的亲蟹养殖死亡率也偏高 , 且可以操作

的时间窗口(海水驯化后第 4~6天)也较短。另外, 在

三疣梭子蟹三倍体的处理过程中还发现 KCl 最低有

效浓度高于亲蟹最高耐受浓度的问题, 直接浸泡处

理后亲蟹的死亡率为 100%。为此, 作者进行了新的

尝试 , 以期能找到新的可代替的诱导剂 , 目前已经

初步筛选了一种绿色环保的新型诱导剂, 正在优化

相关实验参数。 

2.4  活体整蟹处理诱导率低于离体卵的诱

导率的问题 

张成松等[4]利用优化的实验条件(处理起始时刻: 

受精膜形成并举起; KCl浓度: 0.6%处理持续时间: 4 h)

处理的抱卵蟹整蟹其平均三倍体率(32.78%)明显低

于优化阶段剪取卵块诱导获得三倍体率(100%)。分

析其中的原因可能有 3 点: (1)河蟹的产卵过程相对

较长且发育不同步, 观察时所剪取的卵块发育阶段

不能代表大部分受精卵的发育进程, 导致整蟹处理

的时机或过早或过晚 , 而在优化实验阶段 , 所取的

受精卵数量很少 , 基本处于同一发育时期 , 所以导

致两者之间差异显著;  (2)受精卵本身的质量问题, 

由于受精质量差或卵质本身较差, 导致无法获得正

常发育的三倍体胚胎, 所以在检测时无法确认倍性;  

(3)中华绒螯蟹的抱卵特性可能限制了 KCl 的渗透作

用, 导致 KCl 发挥作用的时间延迟, 即相当于处理

时间拖后而错过了最佳处理时机, 而在实验优化阶

段所用的受精卵为剪取所得的少数卵, 不存在 KCl

渗透受限的问题;  这些原因或单独或综合作用限制

了整蟹处理中三倍体率的提高。在实际生产中, 前两

个方面的原因无法改善太多, 但对于抱卵特性导致

的药物渗透性差的问题却是可以改进的。例如, 采用

模拟自然状态下亲蟹摆动腹甲为胚胎保持供氧的方

式增加药物与受精卵接触面积和药物渗透性, 以晾衣夹

(竹夹子)撑开抱卵蟹腹甲以增大受精卵与药物接触面, 

并每隔 10~20 min 用手撑开亲蟹腹甲在诱导液中轻轻摆

动以利于诱导药物的渗透。实验结果表明, 这种增加药物

渗透的方法可以大大提高处理蟹的整体诱导率。 

2.5  KCl 诱导蟹类多倍体的工作机理尚未

阐明 

利用免疫荧光组织化学方法研究细胞骨架结

构在多倍体诱导处理前后的变化可以阐明其工作
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机理 [21-23]。作者也曾利用类似的技术手段进行了研

究以期阐明利用 KCl 诱导中华绒螯蟹多倍体的工作

机理, 但由于其受精卵卵径大、卵黄颗粒多, 再加上

外被坚韧的卵膜阻止了免疫抗体进入卵内与细胞骨

架的结合, 故在这方面的研究进展缓慢。KCl诱导多

倍体工作机理的阐明或许可以加快蟹类多倍体育种

的进程。 
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