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单独隔离孵化对镇海林蛙蝌蚪生长发育、社交行为和
运动表现的影响
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摘要：两栖类胚胎呈卵群一起孵化在反捕食、维持胚胎间的温度平衡和促进胚胎的同步发育等方面具有重要作用。 在实验条件

下探究孵化条件（单独隔离孵化和卵群一起孵化）对镇海林蛙（Ｒａｎａ ｚｈｅｎｈａｉｅｎｓｉｓ）蝌蚪的生长发育、社交行为及其运动表现能力

的影响。 结果表明，孵出 ２ 天后，单独隔离孵化组蝌蚪的体长和发育历期均显著大于卵群一起孵化组。 以体长为协变量的协方

差分析表明，特定体长的单独隔离孵化组蝌蚪的体宽和体重均显著大于卵群一起孵化组的个体。 在蝌蚪的活动行为中，单独隔

离孵化组蝌蚪在水体上层和中层出现的频次显著小于卵群一起孵化组，而在水体底层的出现频次显著大于卵群一起孵化组。
单独隔离孵化组蝌蚪个体的分布面积率、最近邻个体的距离、个体间的距离均显著大于卵群一起孵化组，但个体间的接触频次

显著小于卵群一起孵化组。 在运动表现方面，单独隔离孵化组胚胎的摆尾搏动频次显著小于卵群一起孵化组。 单独隔离孵化

组蝌蚪的运动时长和运动频次均显著小于卵群一起孵化组。 本研究结果将为无尾两栖类幼期的生长发育规律提供参考数据。
关键词：两栖类； 孵化条件； 生长发育； 活动行为； 运动表现； 胚胎； 镇海林蛙
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卵的集中孵化和共同筑巢行为对后代具有优势，包括反捕食作用（例如灭绝的恐龙［１］、昆虫类［２］、蜘形

纲［３］、头足类［４］、鱼类［５］、以及两栖类［６］），促进胚胎对卵黄的吸收使后代个体的体型更大［７⁃９］，改变孵化环境

的湿度［７］，从相邻卵的新陈代谢中获得热量［１０⁃１２］，使得卵在孵化过程中位置固定不变［１３］，确保胚胎交流能够

在同窝卵或异窝卵间进行［１４⁃１６］。 爬行类和鸟类的同窝个体间会进行胚胎交流［１７⁃１９］，卵震动，心率，气味，巢内

ＣＯ２浓度水平，这些都被认为是胚胎间潜在的沟通渠道［１７］。 胚胎间交流能够调节发育速率［８，１６⁃１８］、或者生长

速率［２０］促进胚胎的同步孵化。 同步孵化可以降低个体被捕食风险，个体通过下沉动作躲避被捕食，从而提高

个体存活几率［２０⁃２２］。
蝌蚪的集群行为可能是为了减少被捕食或提高觅食效率而进化的适应行为［２３⁃２４］。 蝌蚪与同种个体一起

生活的经历对个体集群行为的影响依然是不清楚的，而这种观察结果在其他物种中也不尽相同［２５⁃２６］。 大多

数关于社交隔离的影响研究只对个体的亲缘和非亲缘个体的识别能力进行测试评估，并没有评估蝌蚪先前经

历过的社交环境对后续社交行为的影响［２７⁃２８］。
野外环境中镇海林蛙（Ｒａｎａ ｚｈｅｎｈａｉｅｎｓｉｓ）的卵呈团状分布，同域分布的克氏原鳌虾（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓ ｃｌａｒｋｉａ）、

食蚊鱼（Ｇａｍｂｕｓｉａ ａｆｆｉｎｉｓ）、蜻蜓（Ｔｒａｍｅａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）幼虫和巴西龟（Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ ｓｃｒｉｐｔａ ｅｌｅｇａｎｓ）对蛙卵存在捕食现

象［２９⁃３０］，卵团经过捕食者摄食，残留的卵粒形成单独隔离孵化现象。 本实验以镇海林蛙蝌蚪为实验动物，检
验（１）单独隔离孵化是否会影响蝌蚪的体型大小和发育历期，（２）单独隔离孵化是否会影响蝌蚪的社交行为

和运动表现。

１　 材料与方法

２０１７ 年 １ 月 １０ 日，在校园内的临时性水体中分别采得 ３ 窝镇海林蛙卵团，发育历期为 １０⁃１１ 期。 将卵带

回两栖爬行实验室后，进行卵粒分离，解除卵粒间胶质层黏连。 每窝卵随机取出 １２０ 粒，分为二组，一组作为

卵群一起孵化组，另一组作为单独隔离孵化组。 卵群一起孵化组的 ６０ 粒卵置于装有曝气 ２４ ｈ 自来水的塑料

筐（３０ ｃｍ×２０ ｃｍ×１２ ｃｍ）中孵化，水位高度 ６．５ ｃｍ。 单独隔离孵化组的 ６０ 粒卵单独置于 ６０ 个圆底透明塑料

杯（直径 ３．７ ｃｍ，高 ７ ｃｍ）中饲养，水位高度 ６．５ ｃｍ。 温度设置 ２５℃，光照周期为 １２Ｌ：１２Ｄ，每天进行位置变换

以减少温差带来的影响。
孵化过程的第 ５ 天，蝌蚪未孵出记录各组胚胎在 １ ｍｉｎ 内摆尾搏动次数，每组重复 ５ 次。
第 ９ 天，蝌蚪全部孵出但未进食，对孵出的蝌蚪进行形态特征测定。 用 Ｓｏｎｙ ＤＳＣ⁃Ｔ１００ 数码相机拍摄后

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １．４４ｐ 软件读取蝌蚪的形态学特征，包括体长（ｓｎｏｕｔ⁃ｖｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ）和体宽（ｂｏｄｙ ｗｉｄｔｈ）；用 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 天
平（±０．００１ ｇ）称体重；用 Ｎｉｋｏｎ ＸＴＳ３０ 体视显微镜鉴定发育历期［３１］；记录实验过程中每组蝌蚪的死亡数。 蝌

蚪经过形态学测量后投喂足量的牛蛙饲料（０ 号，宁波天邦股份有限公司）。
第 １１ 天，孵出 ２ 天后，蝌蚪已进食，同时对环境有一定的适应时间，采用静水停饲实验法进行水层分布观

测计数。 水面以下 １ ｃｍ 范围内的蝌蚪为上层，水底以上 １ ｃｍ 范围内的蝌蚪为下层，其余蝌蚪为中层［３２］，每
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组重复观测计数 ３ 次。
第 １２ 天时进行孵化条件对蝌蚪社交行为和运动表现影响的观测实验。 在白色陶瓷盘（４７ ｃｍ×３９ ｃｍ×

２．５ ｃｍ）上方架设一台 Ｓｏｎｙ ＤＳＣ⁃Ｔ１００ 数码相机记录蝌蚪的行为。 从 ３ 窝卵群一起孵化组分别随机选取 ４ 只

蝌蚪组成 １２ 只一组的卵群一起孵化组，重复 ４ 次；从单独孵化组的 ３ 窝蝌蚪内分别随机选取 ４ 只蝌蚪组成 １２
只一组的单独隔离孵化组，重复 ４ 次。 蝌蚪放入后开始录像 ２５ ｍｉｎ。 在数据采集分析时去除前 ５ ｍｉｎ 的录

像，然后每隔 １ ｍｉｎ 截取 １ 张图像，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １．４４ｐ 软件读取指标，包括：蝌蚪分布范围（分布面积率，蝌蚪分

布面积 ／容器面积），个体间距离，最近邻距离。 从第 ５ ｍｉｎ 开始，每隔 ５ ｍｉｎ，统计 １ ｍｉｎ 内蝌蚪接触次数，将两

只蝌蚪距离小于 ０．５ ｃｍ 时定义为一次接触［３３］，运动时长和运动频次。
以上数据采集时间均为 １４：００—１５：００。 数据用 ＳＴＡＴＩＳＴＩＣＡ 统计软件包（ｖｅｒｉｓｏｎ ６．０）分析。 在作进一步

统计分析前，用 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ⁃Ｓｉｍｉｒｎｏｖ 和 Ｂａｒｔｌｅｔ 方法分别检验数据的正态性和方差同质性。 用方差分析

（ＡＮＯＶＡ）、协方差分析（ＡＮＣＯＶＡ）及后续的 Ｔｕｋｅｙ′ｓ 多重比较分析相关实验数据。 非参数统计用 ｘ２－检验。
描述性统计值用平均值±标准误表示，显著性水平设为 α＝ ０．０５。

２　 结果

单独隔离孵化组共孵出 １７２ 尾，卵群一起孵化组共孵出 １７７ 尾，孵化成功率组间差异不显著（ｘ２ ＝ ２．３４，
ｄｆ＝ １， Ｐ＝ ０．１２６）。

方差分析表明，孵出 ２ 天后，单独隔离孵化组个体体长（Ｆ１， ３４７ ＝ ８７７．７０， Ｐ＜０．００１）和历期（Ｆ１， ３４７ ＝ １０．０４，
Ｐ＜０．００２）显著大于卵群一起孵化组的个体。 以体长协方差分析表明，特定体长的单独隔离孵化组个体的体

宽（Ｆ１， ３４６ ＝ ４９．５１， Ｐ＜０．００１）和体重（Ｆ１， ３４６ ＝ ８．９９， Ｐ＜０．００３）均显著大于卵群一起孵化组的个体（图 １）。
方差分析表明，单独隔离孵化组胚胎摆尾搏动频次显著小于卵群一起孵化组的个体（图 ２， Ｆ１， ２８ ＝

１４１．５７，Ｐ＜０．００１）。 在水体的上层（Ｆ１， １６ ＝ １４８．９７，Ｐ＜０．００１）、中层（Ｆ１， １６ ＝ ３５９．８４，Ｐ＜０．００１）单独隔离孵化组

个体出现次数显著小于卵群一起孵化组的个体次数，在水体的底层单独隔离孵化组个体出现次数显著大于卵

群一起孵化组的个体次数（图 ２， Ｆ１， １６ ＝ ２７２．２８， Ｐ＜０．００１）。
方差分析表明，单独隔离孵化组个体的分布面积率（Ｆ１， １６６ ＝ １０７．０８， Ｐ＜０．００１）、最近邻距离（Ｆ１， ２０１４ ＝

４１．８１， Ｐ＜０．００１）、个体间距离（Ｆ１， １５８３１ ＝ １１４．１３， Ｐ＜０．００１）均显著大于卵群一起孵化组的个体，单独隔离孵化

组个体的接触频次（Ｆ１， １５８ ＝ ７５．１７， Ｐ＜０．００１）、运动时长（Ｆ１， １３３６ ＝ １１９．４６， Ｐ＜０．００１）、运动频次（Ｆ１， ３８ ＝ １９．７９，
Ｐ＜０．００１）均显著小于卵群一起孵化组的个体（图 ３）。

３　 讨论

本实验结果表明单独隔离孵化处理会使镇海林蛙蝌蚪体型变大（图 １），这与欧洲林蛙 Ｒａｎａ ｔｅｍｐｏｒａｒｉａ 蝌

蚪结果一致［２６］，而与爬行类中的三线石龙子 Ｂａｓｓｉａｎａ ｄｕｐｅｒｒｅｙｉ［７］，东澳长颈龟 Ｃｈｅｌｏｄｉｎａ ｌｏｎｇｉｃｏｌｌｉｓ［８］和蝰水蛇

Ｎａｔｒｉｘ ｍａｕｒａ［９］结果相反，导致这样的原因可能跟物种对卵黄的吸收［９］，个体的运动水平［６］，种群密度及其种

内竞争有关［３４］。 例如，更快发育和过早孵化将改变蝰水蛇胚胎对卵黄的吸收，使得幼蛇体内具有更高的脂肪

含量［１６］。 无尾两栖类个体肌肉组织占比较大，运动过程耗能较高［６］，卵群一起孵化组个体胚胎摆尾搏动更为

频繁导致个体在未进食情况下更多消耗脂肪［５⁃３６］，使得个体体型相较于单独隔离孵化组个体较小。 做出运动

决策的可能原因是个体对能量消耗－获利的权衡，卵群一起孵化组个体发育时间较长，对卵黄的吸收更为完

全，储存的能量可以用于活动代谢，而加速孵化导致个体储能不足，使个体更倾向于采取保守的保存能量策

略［３７］。 此外，单独隔离孵化处理组的发育历期要比卵群一起孵化组大（图 １），而且发育历期的变异系数也比

卵群一起孵化组大（Ｃ．Ｖｓｉｎｇｌｅ ＝ ０．０２７０， Ｃ．Ｖ ｇｒｏｕｐ ＝ ０．０２５９），说明单独隔离孵化使得镇海林蛙胚胎发育加速，卵
群一起孵化促进胚胎发育同步，这与 Ｎｉｃｉｅｚａ［２６］和 Ａｕｂｒｅｔ［９］的研究结果一致。 当卵周围没有卵或卵较少时（单
独隔离孵化），表明当前环境具有较高的被捕食风险或者说资源较少，这会促进个体加速发育，快速离开当前
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图 １　 卵群一起孵化和单独隔离孵化下镇海林蛙蝌蚪发育历期和形态特征的描述性统计值（平均值±标准误）

Ｆｉｇ．１　 Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｖｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｇｏｓｎｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ Ｒ． ｚｈｅｎｈａｉｅｎｓｉｓ ｌａｒｖａｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ｓｉｎｇｌｅ －

ｅｍｂｒｙｏ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ－ｅｍｂｒｙｏ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ： Ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈ， Ｂｏｄｙ ｗｉｄｔｈ， Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ａｎｄ Ｇｏｓｎｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅ （ｍｅａｎ±ＳＥ）

图 ２　 卵群一起孵化和单独隔离孵化对镇海林蛙胚胎摆尾频次和蝌蚪活动水层分布比较（平均值±标准误）

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｉｌ⁃ｂｅａｔ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ Ｒ． ｚｈｅｎｈａｉｅｎｓｉｓ ｔａｄｐｏｌｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｅｍｂｒｙｏ

ａｎｄ ｇｒｏｕｐ⁃ｅｍｂｒｙｏ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ （ｍｅａｎ±ＳＥ）

环境［９］。 而较大窝卵数（卵群一起孵化）表明当前环境相对安全或者说资源充裕，个体没有必要加速发育从

当前环境逃离，而且逃离这里也是有风险的［３８］，所以蝌蚪选择同步发育共同分担风险。 以往的研究也表明了
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图 ３　 卵群一起孵化和单独隔离孵化对蝌蚪的活动行为和运动表现的影响： 分布面积率、最近邻距离、个体间距离、接触频次、运动时长和

运动频次（平均值±标准误）

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈａｔｃｈｌｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ Ｒ． ｚｈｅｎｈａｉｅｎｓｉｓ ｔａｄｐｏｌｅｓ： ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ

ａｒｅａ ｏｃｃｕｐｉｅｄ ｂｙ ｔａｄｐｏｌｅｓ， ｎｅａｒｅｓｔ ｎｅｉｇｈｂｏｒ ｄｉｓｔａｎｃｅ， ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ， ｃｏｎｔａｃｔ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ， ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ （ｍｅａｎ±ＳＥ）

发育同步可以提高后代个体的存活几率［２０⁃２２］。 这种情况也存在于其他动物，例如，海龟产卵的浅层地下巢穴

存在自上而下的温度梯度（相差 ６℃ ［３９］），底部卵（孵化温度较低）会通过加速发育或过早孵化促进个体同步

孵化，虽然过早孵化会降低孵化个体的运动表现［１６⁃１８］，但从长远角度看集群同步孵化带来的好处可以弥补这

一缺陷［２１］。
在本实验中单独隔离孵化处理使得蝌蚪集群行为减弱，个体间的接触频次显著降低，蝌蚪的分布面积比

率、最近邻距离和个体间距离显著大于卵群一起孵化组（图 ３）。 动物常会通过空间集群行为作为反捕食策

略［４０⁃４１］，例如通过个体间的协调运动威慑捕食者，或提高个体的警觉效率，或减弱由于稀释效应而导致的个

体被捕食者检测到的可能性，从而降低捕食风险［４２］；蝌蚪的集群行为可能是试验动物对特定食物的偏好而不
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是对同种个体信息的偏好造成的（锄足蟾 Ｓｃａｐｈｉｏｐｕｓ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｕｓ［４３］ ）；在自然环境中观察到的蝌蚪的聚集行

为也有可能是由于产卵数量大或环境刺激（如温度，底物的偏好或食物团块）的结果而不是社交行为调节的

结果（欧洲林蛙 Ｒ． ｔｅｍｐｏｒａｒｉａ［４４］）。 本行为观察实验过程中并未给予蝌蚪食物，并在恒定温度条件完成，所以

有理由认为先前的孵化条件会影响个体后续的集群行为模式。
卵群一起孵化时个体间可以通过卵震动、心率变化和化学信号彼此进行交流，在胚胎间建立“社交枢纽，

Ｓｏｃｉａｌ ｂｏｎｄｓ” ［９，１４⁃１７］。 单独隔离孵化处理阻断了胚胎间的“社交枢纽”，不仅改变了个体的集群行为模式，还改

变了个体的运动表现（图 ３）。 单独隔离孵化组个体对周围环境的警觉性较高，更倾向于待在水底，活动水平

较低（图 ２）。 这与黄条背蟾蜍 Ｂｕｆｏ ｃａｌａｍｉｔａ 蝌蚪在有捕食者存在的情况下会减弱活动水平并且改变空间分

布的结果一致［４５］。 而卵群一起孵化组个体对外界环境探索的范围更加宽泛，活动水平也高于单独隔离孵化

组。 这种行为在卡斯卡迪蛙 Ｒａｎａ ｃａｓｃａｄａｅ［４６］和欧洲林蛙 Ｒ． ｔｅｍｐｏｒａｒｉａ［２６］蝌蚪中也有发现。 在绝大多数的无

尾两栖类中，当个体感知到当前环境具有较高的捕食风险时通常会选择减少运动［２６，４７⁃４８］。 这种行为策略可以

降低捕食者的检测速率，因为蝌蚪的天敌通常是视觉导向（如蜻蜓 Ｄｉａｓｔａｔｏｐｓ ｏｂｓｃｕｒａ 幼虫）或通过水体振动

（如狼蛛 Ｓｃｈｉｚｏｃｏｓａ ｏｃｒｅａｔａ）来感知猎物，尤其是生活在临时性水体内的个体［４９］。
总之，单独隔离孵化使得孵化个体发育较快，体型较大，社会性和活动水平较低，依靠扩大活动范围和个

体间距离逃离高被捕食风险区。 而卵群一起孵化使得个体发育同步，社会性更高，通过数量优势提高警惕或

进行集体防御［４２］，从而稀释个体被捕食风险并增加个体存活机率［２０⁃２２］。
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