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　　摘要：研究了在种群试验条件下，睾丸酮和孕酮对萼花臂尾轮虫生殖参数（受精率、混交雌体比率、休眠卵／雌体
百分率）的影响。结果显示，睾丸酮的４８ｈ－ＥＣ５０、ＮＯＥＣ、ＬＯＥＣ分别为５１１．０、０．１、１．０μｇ／Ｌ。睾丸酮为１０μｇ／Ｌ时，

可显著诱导萼花臂尾轮虫混交雌体和休眠卵的产生；１００、１０００μｇ／Ｌ时，添加睾丸酮能使萼花臂尾轮虫的休眠卵孵化
率分别显著提高８３．６７％、８５．７１％；１００μｇ／Ｌ时，可使轮虫交配率提高８７．５％。孕酮的 ４８ｈ－ＥＣ５０为 ４．３ｍｇ／Ｌ，

２．０ｍｇ／Ｌ的孕酮可使萼花臂尾轮虫的种群增长率提高２０．８９％；２．５ｍｇ／Ｌ时最适宜促进混交雌体和休眠卵的产生；
２．５、３．０ｍｇ／Ｌ时可使萼花臂尾轮虫的孵化率分别提高５１．９８％、１．４７倍；３．０、３．５ｍｇ／Ｌ时可显著提高轮虫受精率。
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　　萼花臂尾轮虫（Ｂｒａｃｈｉｏｎｕｓｃａｌｙｃｉｆｌｏｒｕｓ）具有分布广、繁殖
快、易培养等特点，是淡水生态系统的重要组成部分，其休眠

卵可通过商业渠道获得。２０世纪７０年代，轮虫被推荐作为
生态毒理受试动物［１］；２０世纪９０年代，萼花臂尾轮虫、褶皱
臂尾轮虫（Ｂｒａｃｈｉｏｎｕｓｐｌｉｃａｔｉｌｉｓ）分别被美国试验材料协会
（ＡｍｅｒｉｃａｎＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＴｅｓｔｉｎｇａｎｄＭａｔｅｒｉａｌｓ，ＡＳＴＭ）采纳，正式
成为淡水、海水生态毒理研究的标准受试动物［２］。甲基睾丸

酮、孕酮是由脊椎动物分泌的类固醇激素，进入水体中会对生

物内分泌产生干扰。轮虫受精和休眠卵产量等受内分泌机制

的调控，因此其生殖指标可作为测定环境激素对水生无脊椎

动物内分泌干扰的有效方法。已有研究证实，轮虫的生长生

殖可受一些环境激素的影响［３－４］。一定浓度孕酮可增加臂尾

轮虫（Ｂｒａｃｈｉｏｎｕｓｍａｎｊａｖａｃａｓ）产休眠卵的数量并明显降低其
内禀增长率［５］。氰戊菊酯（ｆｅｎｖａｌｅｒａｔｅ）、三丁基氯化锡
（ＴＢＴＣ）对萼花臂尾轮虫生命周期中各发育阶段历时和种群
增长均有显著影响［６］。然而，已有研究多建立在环境效应药

物上，即具有雌性或雄性效应的药物，而关于外源性哺乳动物

分泌的性激素对萼花臂尾轮虫生长生殖的影响鲜有报道。研

究在睾丸酮、孕酮等典型类固醇激素作用下萼花臂尾轮虫生

殖情况的变化，并分析各种参数，寻找性激素对轮虫生殖干扰

的参考指标，以期为轮虫繁殖生物学与生态毒理学的结合提

供新的研究思路。寻求适当的激素刺激，以促进轮虫由无性

生殖向有性生殖转化，从而提高其休眠卵产量，在生产中具有

实践意义。

１　材料与方法

１．１　轮虫的预培养
试验采用萼花臂尾轮虫（Ｆｌｏｒｉｄａ，ＵＳＡ，１９８３品系）的冷冻

休眠卵，于２４孔塑料培养板中孵化，每孔加入０．８ｍＬＥＰＡ培
养基［７］（蛋白核小球藻的浓度控制在 ３．０×１０６ ～３．５×
１０６个／ｍＬ），进行单克隆培养。挑取龄期小于４ｈ且活泼健壮
的新生幼体进行试验。轮虫的培养条件为光照度约４０００ｌｘ、
光—暗周期１６ｈ—８ｈ、温度（２５±１）℃。
１．２　试验药品的配制

采用丙酮溶液作为溶剂，分别将甲基睾丸酮、孕酮配制为

１００００ｍｇ／Ｌ的母液。将ＥＰＡ培养基和浓缩离心后的蛋白核
小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ）（ＨＢ４培养基）配制为不同浓度
梯度的试验溶液，小球藻浓度控制在约４×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，小球
藻培养条件与杨家新等的培养条件［８］相同。

１．３　相关试验参数和计算方法
种群增长率：ｒ＝（ｌｎＮｔ－ｌｎＮ０）／Ｔ（Ｎｔ为种群在 ｔｄ时的

种群数量，Ｎ０为起始数量，Ｔ为试验时间）。混交雌体与非混
交雌体比：ＭＦ／ＡＦ＝混交雌体数／非混交雌体数。携卵与非
携卵比：ＯＦ／ＮＯＦ＝携卵／非携卵（ｏｖｉｇｅｒｏｕｓｆｅｍａｌｅ／ｎｏｎ－
ｏｖｉｇｅｒｏｕｓ）。混交百分率：ＭＦ＝ＭＦ／（ＭＦ＋ＭＰＦ＋ＡＦ）×
１００％（ＭＦ为混交雌体，ＡＦ为非混交雌体，ＭＰＦ为产雄雌
体）。受精百分率：受精百分率 ＝产休眠卵／总混交雌体。受
精率：受精率 ＝携休眠卵雌体数／总雌体数。交配率：交配
率＝雄体相遇次数／（雄体相遇次数＋成功交配次数）［９］。
１．４　种群动态学试验

取龄期小于４ｈ的轮虫幼体置于试管（直径１ｃｍ、长度
１０ｃｍ）中，４个／管，加入８ｍＬ不同质量浓度的试验溶液（甲
基睾丸酮质量浓度分别为０．１、１、１０、１００、１０００μｇ／Ｌ，孕酮质
量浓度分别为２．０、２．５、３．０、３．５、４．０ｍｇ／Ｌ），每组设置５个
平行组，另设１个空白组。每隔２４ｈ振荡试管，使藻液分散
均匀。于４８ｈ时计数，并计算种群增长率和ＥＣ５０值。于９６ｈ
时分别对非混交雌体、携雄卵雌体、携休眠卵雌体、非携卵雌

体、休眠卵进行计数，类别鉴定方法与Ｐａｌｏｈｅｉｍｏ的方法［１０］相

同。７ｄ后对各质量浓度组试管底部的休眠卵进行计数并收
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集，风干后放入１ｍＬＥＰＡＥｐｐｅｎｄｏｒｆ离心管中，置于 ４℃ 冰
箱。３０ｄ后取出该休眠卵置于６孔塑料培养板中孵化，置入
３０个／孔，加入５ｍＬＥＰＡ培养基，每组设置５个平行组，连续
观察并计算孵化率。试验过程中不更换培养溶液。

１．５　受精率试验
对轮虫进行单克隆培养，从中挑取出８～９个２～４ｈ龄

的非混交雌体以及刚产出的雄体，分别按照雌雄性比１∶２放
入０５ｍＬ不同质量浓度的试验溶液中，于２４孔板中培养。
睾丸酮的质量浓度分别为１、５、２５、１２５、６２５μｇ／Ｌ，孕酮的质
量浓度分别为２．０、２．５、３．０、３．５、４．０ｍｇ／Ｌ。每组设３个平行
组，另设１个空白对照组。试验开始２４ｈ后移去雄体，之后
每隔８ｈ移去携非混交卵的雌体、产雄卵的混交雌体，保留产
休眠卵的雌体，并于试验进行７２ｈ后统计携休眠卵的雌体数
和总雌体数。试验过程中每隔１２ｈ更换１次培养溶液。
１．６　受精行为观察

随机挑取龄期小于４ｈ的非混交雌体和刚产出的雄体，
分别放入不同质量浓度的药物（睾丸酮、孕酮质量浓度同

“１５”节）中，不添加任何藻液。每组设５个平行组及１个对
照组，置于９６孔板中培养，反应体系控制在１００μＬ以内。在
室温（２３～２５℃）下通过解剖镜连续观察２０ｍｉｎ，根据 Ｓｎｅｌｌ
等的试验方法［５］记录雌体和雄体相遇次数及成功交配次数。

２　结果与分析

２．１　睾丸酮、孕酮对萼花臂尾轮虫２ｄ种群增长率的影响
由图１可知，睾丸酮、孕酮均对萼花臂尾轮虫的增长率具

有显著影响（ＬＳＤ，Ｆ＝２４．８７７，ｄｆ组间 ＝５，ｄｆ组内 ＝２４，Ｐ＜００１）。
随着睾丸酮质量浓度的升高，轮虫种群增长率基本呈下降趋

势。睾丸酮质量浓度为１～１０００μｇ／Ｌ时，与对照组相比ｒ值
均显著降低（Ｄｕｎｎｅｔｔ检验，Ｐ＜０．０１）。回归分析表明，睾丸
酮质量浓度对数与轮虫种群增长率呈负相关（ｙ＝０．６８－
００６ｘ，ｒ２＝０．６５，Ｐ＜０．０１）。Ｐｒｏｈｉｔ分析得到睾丸酮对萼花臂尾
轮虫的ＥＣ５０、ＮＯＥＣ、ＬＯＥＣ分别为５１１．０、０．１、１．０μｇ／Ｌ。

与对照组相比，３～４ｍｇ／Ｌ孕酮组的种群增长率降低，
４ｍｇ／Ｌ孕酮组的种群增长率下降了 ３８．４０％，差异显著
（Ｄｕｎｎｅｔｔ检验，Ｐ＜０．０５）。孕酮质量浓度为２．０、２．５ｍｇ／Ｌ
时，种群增长率比对照组上升，其中２．０ｍｇ／Ｌ孕酮组的 ｒ值
比对照组上升了 ２０．８９％，差异显著（Ｄｕｎｎｅｔｔ检验，Ｐ＜
００５）。可见，低质量浓度孕酮可提高轮虫的增长率，但高质
量浓度孕酮会对种群增长率产生抑制。回归分析表明，孕酮

质量浓度与萼花臂尾轮虫的种群增长率 ｒ呈负相关（ｙ＝
１．６９－０．２６ｘ，ｒ２＝０．８５，Ｐ＜０．０１）。Ｐｒｏｈｉｔ分析得到孕酮的

ＥＣ５０为４．３ｍｇ／Ｌ。
２．２　睾丸酮、孕酮对萼花臂尾轮虫４ｄ种群动态学的影响

统计结果（表 １、表 ２）表明，睾丸酮对萼花臂尾轮虫的
ＭＦ／ＡＦ、混交率、７ｄ休眠卵产量、休眠卵／雌体比均具有极显
著影响（ＬＳＤ，Ｆ值分别为４．２８５、４．３７９、４．４９３、４．１６５，ｄｆ组间均
为５，ｄｆ组内均为２４，Ｐ均小于０．０１），对受精率也具有显著影响
（ＬＳＤ，Ｆ＝２．７４９，ｄｆ组间 ＝５，ｄｆ组内 ＝２４，Ｐ＜００５）；孕酮对
ＭＦ／ＡＦ、携混交百分率、７ｄ休眠卵产量、休眠卵／雌体比均具
有极显著影响（ＬＳＤ，Ｆ分别为５．８０８、５．５９９、１７．３０１、５．２５３，
ｄｆ组间均为５，ｄｆ组内均为２４，Ｐ均小于００１），除７ｄ产休眠卵量
总体随着睾丸酮质量浓度的增加呈上升趋势外，其他指标均

呈先升高后下降的趋势。休眠卵／雌体比在孕酮质量浓度
２０、２５ｍｇ／Ｌ下比对照组有显著提升（Ｄｕｎｃａｎ，Ｐ＜０．０５），也
呈先升高后下降的趋势。睾丸酮、孕酮对 ＯＦ／ＮＯＦ均无显著
影响（ＬＳＤ，Ｆ分别为０．５７２、１．４６０，ｄｆ组间 ＝５，ｄｆ组内 ＝２４，Ｐ＞
００５），孕酮对受精率的影响也不显著（Ｆ＝０．１７７，ｄｆ组间 ＝５，
ｄｆ组内 ＝２４，Ｐ＞０．０５）。
２．３　睾丸酮和孕酮对萼花臂尾轮虫休眠卵孵化率的影响

由图２可知，睾丸酮和孕酮对萼花臂尾轮虫休眠卵的孵
化率均具有极显著影响（Ｆ分别为７．２８、３１．２８，ｄｆ组间 ＝５，

表１　睾丸酮对萼花臂尾轮虫４ｄ种群动态学参数的影响

质量浓度

（μｇ／Ｌ）
４ｄ种群动态学参数

ＭＦ／ＡＦ ＯＦ／ＮＯＦ 混交百分率（％） ７ｄ休眠卵产量（粒） 受精百分率（％） 休眠卵／雌体比
对照 ０．５３±０．０４ａｂ ０．６９±０．０７ ３６．７４±２．０５ａｂ ２３．８±４．０２ｂ ２２．０７±６．７８ａ ０．０３±０．０２ａ
０．１ ０．４３±０．０６ａ ０．７１±０．０６ ２９．６１±３．３７ａ １７．８±２．２６ａｂ ３６．３１±５．４７ａｂ ０．０５±０．０１ａｂ
１ ０．５４±０．０４ａｂ ０．６８±０．０３ ３４．７８±１．７１ａｂ １２．６±１．８９ａ ３６．４８±６．７４ａｂ ０．０５±０．０１ａｂ
１０ ０．７９±０．１１ｃ ０．８１±０．０５ ４３．３７±３．４０ｃ ２１．２±１．４３ａｂ ６６．６７±１４．７０ｂ ０．１３±０．０３ｂ
１００ ０．７５±０．０８ｂｃ ０．７１±０．０９ ４２．３０±２．４５ｂｃ ２３．２±３．８０ａｂ ５７．０３±１４．４０ｂ ０．１１±０．０２ｃ
１０００ ０．４５±０．０７ａ ０．５６±０．０６ ３０．５０±３．２４ａ ３５．６±５．１１ｃ ５５．１８±８．３０ｂ ０．０６±０．０１ａｂ

　　注：表中数据为“平均值±标准误”。下表同。
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表２　孕酮对萼花臂尾轮虫４ｄ种群动态学参数的影响

质量浓度

（ｍｇ／Ｌ）
４ｄ种群动态学参数

ＭＦ／ＡＦ ＯＦ／ＮＯＦ 混交百分率（％） ７ｄ休眠卵产量（粒） 受精百分率（％） 休眠卵／雌体比
对照 ０．３６±０．１１ａ ０．４８±０．０７ ２３．３６±５．６７ａ ２８．６±４．４６ａ ７４．２６±１１．００ ０．０７±０．０２ａ
２．０ ０．８７±０．１４ｄ ０．６５±０．０９ ４６．９０±３．３０ｃ ８７．６±７．９９ｃ ８６．２５±７．２４ ０．１７±０．０３ｂｃ
２．５ １．１１±０．１６ｄ ０．８５±０．１０ ５１．５８±３．６４ｃ ６１．８±７．９１ｂ ９３．５５±１．８８ ０．２２±０．０３ｃ
３．０ ０．７０±０．１０ａｂｃ ０．７１±０．０５ ４０．７１±４．２４ｂｃ ５９．８±３．４３ｂ ８５．１３±８．４７ ０．１４±０．０２ａｂ
３．５ ０．７２±０．１０ｂｃ ０．７０±０．１３ ４０．９９±３．７２ｂｃ ７３．０±６．９１ｂｃ ８２．２８±１０．００ ０．１４±０．０３ａｂ
４．０ ０．４０±０．１０ａｂ ０．７１±０．０８ ２７．４４±６．４３ａｂ ２４．２±３．０２ａ ９２．７４±３７．１０ ０．０７±０．０２ｂ

ｄｆ组内 ＝２４，Ｐ＜０．０１）。质量浓度为１００、１０００μｇ／Ｌ的睾丸酮
处理组与对照组相比分别升高了８３．６７％、８５．７１％，差异显
著（Ｄｕｎｎｅｔｔ，Ｐ＜０．０５），总体呈升高趋势。质量浓度为２．５、
３．０ｍｇ／Ｌ的孕酮处理组分别比对照组提高了５１．９８％、１．４７
倍（Ｐ＜０．０５），４ｍｇ／Ｌ处理组则显著降低（Ｐ＜０．０５），呈先升
高后降低的趋势。

２．４　睾丸酮、孕酮对萼花臂尾轮虫受精作用的影响
试验结果（图３）表明，睾丸酮对萼花臂尾轮虫混交雌体

的受精率没有显著影响（ＬＳＤ，Ｆ＝２．２１，ｄｆ组间 ＝５，ｄｆ组内 ＝１３８，
Ｐ＞０．０５），而孕酮对轮虫受精率的影响极显著（ＬＳＤ，Ｆ＝
３７９，ｄｆ组间 ＝５，ｄｆ组内 ＝９０，Ｐ＜０．０１）。孕酮质量浓度为３．０、
３．５ｍｇ／Ｌ时，与对照组相比受精率极显著提高（Ｐ＜０．０１），大
致呈抛物线形。

２．５　睾丸酮对萼花臂尾轮虫雄体交配行为的影响
由图４可知，在睾丸酮的影响下，雄体的交配行为差异极

显著（ＬＳＤ，Ｆ＝６．９３，ｄｆ＝２４，Ｐ＜０．０１），１００μｇ／Ｌ质量浓度组
比对照组提高了８７．５％，差异显著（Ｄｕｎｎｅｔｔ检验，Ｐ＜０．０５）。
随着质量浓度的增加交配率明显降低，表明雄性激素可提高

雄体交配率。

３　结论与讨论

３．１　睾丸酮、孕酮对萼花臂尾轮虫种群增长的影响
目前，关于外源雄性激素对萼花臂尾轮虫生殖影响的报

道较少，多数集中于环境雌激素对轮虫生殖生理的影响。

Ｒａｄｉｘ等研究发现，萼花臂尾轮虫的睾丸酮 ７２ｈ－ＥＣ５０为
２６．３μｍｏｌ／Ｌ［１１］，而本试验中得出的睾丸酮４８ｈ－ＥＣ５０约为
５１１μｇ／Ｌ，可能是由于不同品系的萼花臂尾轮虫存在一定差
异。本试验中睾丸酮质量浓度为１～１０００μｇ／Ｌ时，内禀增
长率ｒ大幅下降，与Ｒａｄｉｘ等发现的ｒ值在０．５８μｍｏｌ／Ｌ睾丸
酮刺激下发生下降［１１］相似。Ｓｎｅｌｌ等研究表明，孕酮质量浓
度低于１０ｍｇ／Ｌ时对臂尾轮虫 Ｂｒａｃｈｉｏｎｕｓｍａｎｊａｖａｃａｓ种群增
长无显著影响，高于１４ｍｇ／Ｌ时可对其产生抑制，而１２ｍｇ／Ｌ

孕酮对海水种褶皱臂尾轮虫（Ｂ．ｐｌｉｃａｔｉｌｉｓ）无显著影响，表明
高浓度环境激素对轮虫产生一定毒性效应［５］。本试验得到

了相似结果，在２．０～２．５ｍｇ／Ｌ时ｒ值下降，可能是由于投喂
食物的浓度和种类不同，对轮虫种群数量具有不同程度的

影响。

３．２　睾丸酮和孕酮对萼花臂尾轮虫混交雌体的促进作用
本试验中，睾丸酮在ＥＣ５０值附近对 ＭＦ／ＡＦ和 ＭＦ％值均

具有显著影响，在０．１～１００μｇ／Ｌ范围内混交雌体比率上升，
以ｒ值为指标得出的 ＥＣ５０值与群体条件下得出的 ＭＦ％、
ＭＦ／ＡＦ值具有一定的计量 －效应关系，呈抛物线形；但对于
ＯＦ／ＮＯＦ值没有显著影响。可见，ｒ值并不是判断睾丸酮对萼
花臂尾轮虫生殖影响的理想指标，但该值仍是敏感的检测指

标［１２－１４］。孕酮对混交雌体也有类似的促进作用，表明类固醇
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激素对轮虫内分泌产生干扰，刺激无性生殖向有性生殖转变，

从而促发大量混交雌体的产生。

３．３　类固醇激素对萼花臂尾轮虫休眠卵生成和孵化的影响
Ｇａｌｌａｒｄｏ等在萼花臂尾轮虫的群体培养中发现，０．０５、

０５０ｍｇ／Ｌ保幼激素（ＪＨ）刺激可将混交雌体发生率提高
３０％［１５］。本研究表明，１０、１００μｇ／Ｌ睾丸酮和２．０、２．５ｍｇ／Ｌ
孕酮可促进萼花臂尾轮虫休眠卵的产生。可能是由于在类固

醇激素的作用下混交雌体大量出现，产雄雌体相对增加，药物

对雄体、产雄雌体内分泌产生干扰，使雄体活力增强、受精率

提高，进而影响卵雌比。

Ｓｎｅｌｌ发现孕酮对Ｂ．ｍａｎｊａｖａｃａｓ休眠卵的孵化率具有明
显影响，而对萼花臂尾轮虫无影响，本试验结果与之不一致，

可能是由于休眠卵萌发也受到母体摄食类型的影响。在萼花

臂尾轮虫对淡水水体中内分泌干扰物和重金属的研究中发

现，轮虫在有性生殖阶段对环境刺激的反应比无性生殖阶段

更敏感［１６］。本研究结果显示，对于环境激素中的雌性激素

（孕酮）和外源性的雄性激素（睾丸酮），休眠卵的孵化率是评

价水体中内分泌干扰物的良好指标；加入此类性激素可在不

破坏生态环境的基础上对萼花臂尾轮虫休眠卵的产生、孵化

率的提升具有促进作用，在实际生产中具有一定利用价值。

３．４　环境激素对萼花臂尾轮虫有性生殖阶段中受精率和受
精行为的影响

目前对轮虫交配行为的研究主要集中于萼花臂尾轮虫

属［１７－１８］，而对于不同环境激素作用下轮虫受精作用的研究较

少。本试验结果表明，在雌雄性比相同时，睾丸酮对轮虫混交

雌体的受精率无显著影响，而一定质量浓度范围内的孕酮可

显著提高受精率，促进轮虫交配行为的发生。Ｓｎｅｌｌ等研究发
现，桡足类个体交配行为的发生依赖于水体中物种特异性接

触的信息素类物质［１９］，轮虫交配行为的发生与其类似。雄体

通过头冠上的受体来获取雌体表面糖蛋白的化学信息，交配

行为受到信号质量和强度的影响。本研究发现，睾丸酮在

１００μｇ／Ｌ时显著提高轮虫的交配率，因此认为水体中性激素
的存在干扰了自然的信息素，使雄体表现出不同程度的交配

行为。雄体交配率的高低与最终混交雌体产生休眠卵的高低

之间没有数量级关系，表明休眠卵的产生与交配次数无关，而

可能与性激素对雌体内分泌系统的干扰有关。关于这种信息

素类物质的结构、是否真实存在或被提取并无定论［２０－２２］，性

激素的存在是否真正影响到此类物质，或直接对雄体的生理

生化反应产生影响，有待借助分子生物学手段进一步研究。
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