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摘要:用 4个恒定温度 (24～ 32 ℃)孵化灰鼠蛇卵,检测温度对孵化期、孵化成功率和孵出幼体特征的影响。在 24～ 32 ℃

范围内,孵化温度显著影响孵化期及孵出幼体的体长和剩余卵黄大小,但不影响孵化成功率和孵出幼体的性别、体重、躯

干重和脂肪体重。24、26、30和 32 ℃孵化期分别为 9910、7212、5417和 4817 d。24 ℃和 26 ℃孵出幼体的体长大于 30 ℃

和 32 ℃孵出幼体; 24 ℃和 32 ℃孵出幼体内的剩余卵黄较多。不同温度下发育的胚胎对卵内物质和能量的利用有一定的

差异,但差异不显著。雌性幼体的体长、尾长和总长均大于雄性幼体,这些两性差异与孵化温度无关。孵出幼体和新生卵

内容物灰分含量无显著差异,孵化前后卵壳灰分含量也无显著差异,表明灰鼠蛇的卵黄可提供胚胎发育所需的所有无机

物。
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Effects of Incuba tion Tem pera ture on D ura tion of Incuba tion ,

Ha tch ing Success, and Ha tchl ing tra its in The Gray Ra t Snake,

P tyas kor ros (Colubr idae)
DU W ei2Guo 1, 2, J IX iang1　 (1. S chool of B iology S ciences, H ang z hou N orm al Colleg e, H ang z hou 310036, Ch i2

na; 2. Colleg e of B iology S ciences, Z hej iang U niversity , 310012, Z hej iang , Ch ina). A cta Ecolog ica S in ica , 2002, 22 (4) :

548～ 553.

Abstract: T he gray rat snake, P ty as korros (Co lub ridae) , is a k ind of popu lar oviparous snake in the sou th2
ern p rovinces of Ch ina. H erein, w e estab lished an experim en tal p ro toco l u sing the gray rate snake as the

an im al model to exam ine (1) influence of temperatu re on hatch ing success, hatch ing tim e, (2) influence of

temperatu re on hatch ling traits, (3) influence of temperatu re on em bryon ic use of energy and m ateria l.

In early Ju ly 1999, w e co llected 11 gravid fem ales from a p rivate peddler at J iande coun ty, Zhejiang

p rovince, east Ch ina. T he fem ales w ere b rough t to ou r labo rato ry in H angzhou N o rm al Co llege, w here

they w ere random ly assigned 1～ 2 to a 50×50×50cm 3 w ire cage p laced in an air2condit ioned room at 28～

30 ℃. Food (frogs) and w ater w ere p rovided lib itum. T he an im als begin to lay eggs a few days after their

arrival. Cages w ere checked fo r a m in im um of six t im es daily fo r the p resence of eggs so that eggs cou ld be

co llected, w eighed m easu red p romp tly. T h roughou t the rep roductive season, A to tal of 74 fresh ly laid

eggs w ere co llected. W e random ly selected one fresh ly laid egg, w h ich w ere then dissected and separated

in to eggshell and egg con ten ts (yo lkem bryo) , from each of the clu tches. T he em bryo w as too sm all and

fragile to be separated and therefo re w as included w ith the yo lk. Egg con ten ts w ere pu t in to a p re2w eighed

dish and w eighed. Eggshellsw ere rin sed b riefly in dist illed w ater, dried by b lo t t ing w ith a paper tow el and

w eighed. Egg con ten ts and eggshells w ere then oven2dried to constan t m ass at 65 ℃ fo r a m in im um of 24
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h, w eighed and sto red frozen at - 15 ℃ un til they cou ld be p rocessed fo r determ in ing compo sit ion. T he

rem ain eggs w ere pu t in to p last ic boxes con tained mo ist verm icu lite (- 220kPa, dry verm icu lite : w ater =

1: 1). T he boxes w ere then p laced in to the incubato rs w ho se temperatu re w as set at 24, 26, 30 and 32 ℃,

respect ively. A s soon as po ssib le, eggs from each clu tch w ere equally assigned in to the con tainers at the

fou r above2m entioned temperatu res so as to avo id the fam ily effect. Fu rthermo re, w e moved the boxes a2
mong shelves daily acco rding to a p redeterm ined schedu le to m in im ize any effects of therm al gradien ts in2
side the incubato r. A ll con tainers w ere w eighed daily and, if necessary, w ater w as added to compensate

fo r sm all evapo rat ive lo sses, so that the w ater po ten tia l of the substrate w as m ain tained constan t.

D urat ion of incubation w as defined as the elap se t im e from egg laying to hatch ling em ergence. U pon

em ergence, each hatch ling w as m easu red, w eighed, k illed by freezing to - 15 ℃, and then separated in to

carcass, residual yo lk and fat bodies. T he th ree componen ts w ere oven dried to constan t m ass at 65 ℃,

w eighed and p reserved frozen fo r la ter determ ination of compo sit ion. W e ex tracted non2po lar lip ids from

dried samp les in a Soxh let apparatu s fo r a m in im um of 5. 5 h using abso lu te ether as so lven t. T he amoun t

of lip ids in a samp le w as determ ined by sub tract ing the lip id2free dry m ass from the to tal samp le dry m ass.

T he to tal lip id in each hatch ling w as calcu lated as the sum of the lip ids in its carcass, residual yo lk and fat

bodies. W e determ ined energy density of dried samp les using an adiabat ic bom b calo rim eter and ash (ino r2
gan ic m ateria l) con ten t in each samp le using a m uffle fu rnace at 800 ℃ fo r a m in im um of 8 h and then

w eigh ing the rem ain ing ash.

A ll variab les w ere tested fo r no rm ality using Ko lmogo rov2Sm irnov test and fo r homogeneity of vari2
ance using Bart let t’s test p rio r to fu rther sta t ist ical analysis, and all data m et the assump tion of param etric

analyses. W e used G2test, tw o2w ay analysis of variance ( tw o2w ay ANOVA ) and analysis of covariance

(AN COVA ). Homogeneity of slopes w as checked p rio r to test ing fo r differences in adju sted m eans. Fo r

m u lt ip le comparisons, w e used T ukey’s test. Sign ificance level w as set at Α= 0105.

W ith in the range from 24 to 32 ℃, temperatu re sign ifican tly affected incubation period of P. korros

eggs, w h ich decreased dram atically w ith increase in incubation temperatu re. T he du rat ion of incubation at

24, 26, 30, and 32 ℃ averaged 9910, 7212, 5417, and 4817 d, respect ively. O n the con trast, hatch ing

success of eggs and sex rat io and abno rm ality of resu ltan t hatch lings w ere no t influenced by temperatu res

invo lved. T he hatch lings show ed sexual dimo rph ism on snou t2ven t length (SV L ) and tail length (TL ) , as

indicate that fem ales have larger SV L and TL than m ales, bu t these differences w ere independen t of tem 2
peratu re treatm en ts. Incubation temperatu re invo lved in th is study cou ld affect snou t2ven t length and

residual yo lk size of hatch lings, bu t did no t affect hatch ing success and sex rat io, body m ass, carcass m ass

and fat body m ass of hatch lings. Eggs incubated at 24 and 26 ℃ p roduced larger hatch lings (SV L ) than

did tho se from 30 and 32 ℃. H atch lings from eggs incubated at 24 and 32 ℃ con tained mo re residual yo lk s

than did tho se from 26 and 30 ℃.

Em bryon ic use of energy and m ateria l differed in som e degrees among em bryo s develop ing at differen t

temperatu res, a lthough the differences w ere stat ist ically no t sign ifican t. D uring incubation, app rox im ately

7415%～ 7912 % dry m ateria l, 5918%～ 6710 % non2po lar lip ids and 7212%～ 7719 % energy in egg con2
ten ts of the fresh ly laid egg w ere transferred in to the hatch ling. U n like mo st of em bryon ic rep tiles stud2
ied, P. korros em bryo s cou ld ob tained all ino rgan ic m atter needed fo r developm en t from the yo lk, as there

w ere no sign ifican t differences in ash con ten ts bo th betw een new ly hatched hatch lings and egg con ten ts of

fresh ly laid eggs and betw een eggshells from hatched and fresh ly laid eggs.

Key words: Co lub ridae; P ty as korros; egg; incubation temperatu re; du rat ion of incubation; hatch ing suc2
cess; hatch ling traits
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　　在所有影响爬行动物卵孵化和孵出幼体特征的环境因子中,温度是最重要的因子之一[1～ 4 ]。爬行动物

卵需在一定温度范围内孵化才能孵出存活幼体,低孵化成功率、高胚胎或幼体畸形率等指标可用于确定特

定种类的存活孵化温度 (viab le incubation temperatu re)范围。然而,即便在存活孵化温度范围内,孵化温度

亦可影响胚胎发育速率[5 ]、孵化成功率和孵出幼体的形态、身体组成和功能表现等重要的幼体特征,进而

影响幼体的适应性和生存能力[6～ 12 ]。在一些温度决定性别的种类中, 孵化温度还能决定孵出幼体的性

别[13 ]。因此,野外爬行动物选择热环境适宜的巢址产卵或用人工设置的适宜热环境孵化爬行动物卵有利于

孵出高适应性幼体。实验室内用多重温度组合恒温孵化爬行动物卵能精确检测孵化热环境的变化对孵出

幼体的影响,并有助于人们理解野外爬行动物巢址选择的生态学意义。

灰鼠蛇 (P ty as korros)广泛分布于我国华南诸省 (包括香港和华东台湾)及印度、泰国和印度尼西亚等

国[14 ]。对灰鼠蛇卵孵化的研究目前只有零星报道[15 ]。本研究在 4个恒定温度条件下孵化灰鼠蛇卵,旨在检

测孵化温度对孵化期、孵化成功率和孵出幼体特征的影响。

1　材料和方法

怀卵灰鼠蛇于 1999年 6月中旬购自浙江建德,动物带回杭州后被关养在 50×50× 50cm 3的专用蛇笼

中,提供食物 (黑斑蛙 (P elop hy lax n ig rom acu la ta)、泽蛙 (F ejervary a lim nocharis) )和饮水。为避免因失水而

导致初始卵重的误差,所有卵均在产后 1 h 内被称重、测量和编号。卵经可孵性鉴别后,随机从每窝取 1枚

卵,解剖分离成卵壳和卵内容物 (卵黄+ 胚胎)。新生卵内胚胎极小、不易分离。卵壳和卵内容物在 65 ℃烘

箱中干燥至恒重,称其重量。干燥样品冰冻保存,待以后做成分分析。其余卵移入内含潮湿孵化基质的塑料

盒中,卵的 1ö3埋入基质中。孵化基质湿度设置为 - 220 kPa,由干蛭石 (verm icu lite)∶ 水= 1∶1配合而

成。孵化盒用穿孔的塑料薄膜覆盖,分别放置 24、26、30、32±013 ℃的L RH 2250G生化培养箱 (广东医疗器

械厂)内。每日补充孵化基质散失的水分,以保持湿度恒定;每日按预先设定的顺序调整孵化盒在培养箱中

的位置,以减少箱内可能存在的温梯度的影响。

幼体孵出 1 h 内即被称重,随后冰冻保存。冰冻幼体以后被解冻,解剖分离成躯干、剩余卵黄和脂肪体。

幼体 3组分在 65 ℃烘箱中干燥至恒重后,称其干重。卵黄和幼体躯干中的非极性脂肪用索氏脂肪抽提仪

在 55 ℃条件下抽提 515 h 测得,分析纯乙醚作抽提溶剂。用 GR 23500型弹式热量计 (长沙仪器厂)测定能

量,灰分用马福炉在 800 ℃条件下焚烧 8 h 测得。

所有数据在作进一步统计分析前,用 Ko lmogo rov2Sim irnov和Bart let t (Stat ist ica统计软件包)分别检

验正态性和方差的同质性。经检验,原始数据无须转化即能用于参数统计。用G检验、协方差分析 (AN CO 2
VA )、双因数方差分析 (双向ANOVA )、T ukey’s检验等处理和比较相应的数据。初始卵重作为所有AN 2
COVA 的协变量。比较矫正平均值前,检验斜率的均一性。描述性统计值用平均值±标准误表示,显著性水

平设置为 Α= 0105。

2　结果

孵化温度显著影响灰鼠蛇的孵化期 (ANOVA , F 3, 45= 1068141, P < 010001)。24～ 26 ℃,孵化期平均

缩短 2618 d; 26～ 30 ℃,孵化期平均缩短 1715 d; 30～ 32 ℃,孵化期平均缩短 610 d (表 1)。24～ 32 ℃范围

内, 孵化温度对孵化成功率 (G = 4131, df = 3, P > 0110)、孵出幼体性别 (G = 5146, df = 3, P > 0110)和

畸形率 (G = 4179, df = 3, P > 0110)无显著的影响。孵出幼体总性比不偏离 1: 1 (G = 0105, df = 1, P >

0190)。

孵出幼体 SV L、TL、总长的两性差异显著,雌性幼体大于雄性幼体 (表 2)。孵化温度显著影响幼体的

SV L 和剩余卵黄干重, 24 ℃和 26 ℃孵出幼体的SV L 大于 30 ℃和 32 ℃孵出幼体, 24 ℃和 32 ℃孵出幼体

的剩余卵黄大于 26 ℃和 30 ℃孵出幼体 (表 2)。
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表 1　孵化温度对灰鼠蛇孵化期、孵化成功率及孵出幼体性比和畸形率的影响

Table 1　The effects of incubation temperatures on incubation length, hatch ing success and sex ratio and abnormality of

hatchl ings in P tyas kor ros

温度
(℃)

T emperature

孵化卵数
Incubated

eggs

孵化期
(d)

D uration of incubation

孵化成功率
(% )

H atch ing success

性比
(♀♀ö♂♂)

Sex ratio

畸形率
(% )

A bno rm ality

24 12 9910±0. 7 (96. 5～ 102. 0) 7510 (9ö12) 2ö7 813 (1ö12)

26 15 7212±0. 4 (70. 0～ 74. 8) 8617 (13ö15) 6ö7 617 (1ö15)

30 21 5417±0. 4 (50. 2～ 58. 0) 9015 (19ö21) 12ö7 418 (1ö21)

32 15 4817±0. 4 (47. 6～ 50. 2) 5313 (8ö15) 4ö4 2010 (3ö15)

　　新生卵卵壳干重分别占卵干、湿重的 3015%和 1016% , 孵出卵卵壳干重占卵初始重的 916%～

1011% ;新生卵和孵出卵卵壳灰分的百分含量分别为 2213%和 2214%～ 2410% (表 3)。24～ 32 ℃范围内,

温度对孵出幼体的各项成分测定指标无显著的影响,新生卵内容物的灰分含量与孵出幼体无显著差异,新

生卵卵壳的干重和灰分含量与孵出卵无显著差异 (表 3)。温度对胚胎利用卵内物质和能量有一定程度的影

响,但差异不显著。孵化过程中,卵内容物的干物质、脂肪和能量转化率分别为 7415%～ 7912%、5918%～

6710%、7212%～ 7719% (表 3)。

表 2　孵化温度和性别对灰鼠蛇孵出幼体形态表型特征的影响

Table 2　M orpholog ica l phenotypes of P tyas kor ros hatchl ings, according to sex and incubation temperature

幼体特征
H atch ling trait

温度 (℃) T emperature 影响 Effects

24 26 30 32
Sex

F 1, 40

T emperature
F 3, 40

S ×T
F 1, 40

入孵卵重 (g) F 819±2. 4 1011±014 817±014 812±012

In it ial egg m ass M 912±0. 5 914±015 819±015 917±013

体长 (mm ) F 23115±12. 5 24715±312 22910±511 23010±713 61693 41213
0185 ns

Snout2vent length M 23219±1. 8 23716±314 21915±317 22210±512 F > M 24ab, 26a, 30b, 32ab

尾长 (mm ) F 9610±9. 0 10210±116 9417±215 9510±415 81023 3
0141 ns 0195 ns

T ail length M 9211±2. 5 9414±118 9411±217 9018±218 F > M

总长 (mm ) F 32715±21. 5 34915±319 32318±714 32510±1114 81513 3
2142 ns 0145 ns

To tal length M 32510±3. 9 33210±419 31316±612 31218±713 F > M

幼体湿重 (g) F 613±1. 5 710±012 614±013 610±011
1128 ns 1134 ns 0118 ns

W et body m ass M 613±0. 3 614±013 613±014 619±012

幼体干重 (g) F 1168±0. 47 1181±0108 1162±0110 1156±0107
0123 ns 0163 ns 0120 ns

D ry body m ass M 1167±0. 10 1171±0107 1165±0112 1184±0113

躯干 (g) F 1116±0. 25 1131±0107 1118±0105 1104±0106
0107 ns 1117 ns 0105 ns

Carcass M 1116±0. 06 1123±0104 1120±0107 1118±0113

剩余卵黄 (g) F 0131±0. 12 0120±0101 0121±0104 0128±0104
0155 ns

61263 3
0170 ns

Residual yo lk M 0127±0. 05 0122±0103 0123±0105 0144±0112 24ab, 26b, 30b, 32a

脂肪体 (g) F 0122±0. 10 0129±0101 0124±0102 0124±0102
3108 ns 0147 ns 1155 ns

Fat bodies M 0124±0. 01 0126±0102 0122±0102 0122±0102

　　双向AN COVA (入孵卵重为协变量)的 F 值. F: 雌性幼体; M : 雄性幼体. ns P > 0105, 3 P < 0105, 3 3 P <

0101. 不同上标的平均值差异显著. a > b　F values co rrespond to single effects and facto r in teractions in two2w ay AN 2

COVA s (w ith in it ial egg m ass as the covariate). F: fem ale; M : m ale. ns P > 0105, 3 P < 0105, 3 3 P < 0101.

M eans w ith differen t superscrip ts differ sign ifican tly. a > b

3　讨论

在 24～ 32 ℃的恒定温度范围内,孵化温度主要影响灰鼠蛇卵的孵化期和孵出幼体的体长和剩余卵黄

大小。24 ℃和 26 ℃孵出幼体的 SV L 较大,这与其他爬行动物中发现的较低或温和温度中孵出较大的幼体

的结论一致[8～ 11 ]。在 24～ 32 ℃范围内,孵化温度影响胚胎对卵黄的利用,低温 (24 ℃)和高温 (32 ℃)孵出
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幼体中剩余卵黄大于温和温度孵出幼体。剩余卵黄大小与胚胎发育过程中物质和能量的转化及能量消耗

等密切相关。灰鼠蛇卵在高温下 (32 ℃)孵化,孵出幼体内的剩余卵黄较大,这一结果与高温孵化爬行动物

卵导致卵黄利用不充分的结果是一致的[10, 16～ 18 ]。24 ℃孵出的灰鼠蛇幼体内有较多的剩余卵黄可能与胚胎

在较低温度中发育能耗较小有关。

在实验温度范围内,孵化温度对幼体的其它特征,如幼体湿重、干重、躯干和脂肪体重量无显著的影响

(表 2)。此外,对卵孵化成功率、胚胎对卵内物质和能量的利用及幼体畸形率也没有明显的影响 (表 1)。总

体而言, 24～ 32 ℃范围内恒定温度对灰鼠蛇孵化卵和孵出幼体特征的影响是微弱的。因此,该范围温度均

适合孵化灰鼠蛇卵。由于在适宜温度范围内较高的孵化温度能缩短孵化期,使得幼体能较早孵出并在当年

越冬季节开始前有较长的生长期,野外亲体选择平均温度相对较高的巢址产卵可能具有重要的生态学意

义。此外,在确保孵出幼体正常且发育良好的前提下,用相对较高的温度孵卵使孵化期缩短,还能缩短孵化

卵暴露在不利的生物或非生物因子作用的时间,有效地提高胚胎发育的成功率。

表 3　灰鼠蛇孵出卵和新生卵的主要成分比较和ANCOVA 分析的 F 值

Table 3　M ajor componen ts and F values of ANCOVA for P tyas kor ros hatched eggs and freshly la id eggs

幼体
H atch lings

24 ℃ (n = 9) 26 ℃ (n = 13) 30 ℃ (n = 19) 32 ℃ (n = 8)

卵内容物
(n= 11)

Egg conten ts

F 4, 54

湿重 (g)

W et m ass
6. 21b±0106 6. 23b±0107 6. 51b±0112 6. 51b±0104 7. 32a±0108 17. 133 3 3

干重 (g)

D ry m ass
1. 64b±0105 1. 61b±0104 1. 67b±0104 1. 71b±0104 2. 16a±0104 25. 383 3 3

脂肪重 (g)

N P L ip id m ass
0. 397b±01008 01399b±01012 0. 373b±01013 01418b±01008 0. 624a±01015 58. 133 3 3

灰分 (g)

A sh m ass
0. 195±01007 01194±01006 0. 197±01010 0. 207±01009 0. 189±01005 0. 78 ns

能量 (kJ )

Energy
38. 7b±111 38. 1b±110 37. 6b±017 40. 6b±019 52. 1a±019 39. 023 3 3

卵壳干重 (g)

Shell dry m ass
0. 89±0102 0. 90±0102 0. 91±0102 0. 86±0102 0. 95±0102 1. 76 ns

卵壳灰分 (g)

Shell ash m ass
0. 205±01007 0. 216±01008 0. 204±01007 0. 201±01004 0. 212±01005 0. 66 ns

　　数据用矫正平均值±标准误表示,初始卵重 (设置为 9 g)为协变量. F 值后的符号代表显著性水平: ns P > 0. 05, 3

3 3 P < 01001. 不同上标的矫正平均值差异显著 (T ukey’s test, Α= 0105). D ata are exp ressed as adjusted m eans ±SE,

w ith in it ial egg m ass (set at 9 g) as the covariate. Sym bo ls imm ediately after F values rep resen t sign ifican t level: ns P >

0105, 3 3 3 P < 01001. A djusted m eans w ith differen t superscrip ts are stat ist ically differen t (T ukey’s test, Α= 0105)

　　灰鼠蛇孵出的雌性幼体体长、尾长和总长均大于雄性幼体,显示出孵出幼体形态的两性差异,这些特

征的两性差异显然与孵化温度无关 (表 2)。爬行动物中普遍存在个体大小和局部形态特征的两性异形,一

些爬行动物形态特征的两性异形在初生幼体中就已出现,如北草蜥 (T aky d rom us sep ten triona lis) [19 ]和地中

海岩蜥 (P od arcis m u ra lis) [10 ]。

灰鼠蛇幼体中灰分含量与新生卵没有差异,卵壳孵化前后灰分含量没有差异, J i等[20 ]虽然在 30℃孵出

幼体中检测到了卵壳孵化前后灰分含量的差异,但这种差异是非常细微的。这些都说明灰鼠蛇胚胎发育所

需的无机物几乎全部来自卵黄。这与绝大多数爬行动物将卵壳作为无机物的第二储备库,并在胚胎发育过

程中从中获得相当可观的无机物的现象不同[21～ 25 ]。由此可见,爬行动物从卵壳中动用无机物的量存在种

间差异,这种差异可能与卵壳结构和成分以及无机物在卵黄和卵壳之间的分配等种间差异有关。
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