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两种扇贝杂交和自交家系早期生长及甲基化的比较分析 

吴  彪1, 杨爱国1, 刘志鸿1, 周丽青1, 程  鹏1, 于  涛1,2 

(1. 中国水产科学研究院 黄海水产研究所, 农业部海洋渔业资源可持续利用重点开放实验室, 山东 青岛 
266071; 2. 上海海洋大学 生命科学与技术学院, 上海 201306) 

摘要: 运用杂交和自交方法建立虾夷扇贝♂(A)×栉孔扇贝♀(B)、栉孔扇贝♀(B)×栉孔扇贝♂(C)、栉孔扇

贝♂(C)×栉孔扇贝♀(D)3 种组合家系, 每个组合 3 个平行, 共 9 个家系。对各家系卵径大小、胚胎孵化

率、幼虫浮游阶段壳长生长速度等生物学参数进行比较, 建立了幼虫浮游期壳长与日龄的线性回归方

程; 运用甲基化敏感扩增多态性(MSAP)分析了基因组 DNA 胞嘧啶甲基化水平, SPSS 分析了 DNA 甲基

化与壳长生长的相关性。结果表明, 杂交家系的卵径大小、胚胎孵化率与自交组没有显著差异, 但壳

长生长速度显著高于自交组, 这种优势可能主要来自于父本的影响; 家系 AB、BC、CD 的平均 DNA

甲基化率分别为 18.672%、22.661%和 22.303%, 杂交使后代 DNA 甲基化水平降低, 生长速度与 DNA

甲基化水平相关系数为−0.934, 相关水平极显著(P<0.01), DNA 甲基化与杂种优势具有一定的关系。 
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杂交是动、植物种质改良的重要手段之一, 通过
杂交可使遗传背景不同的两个亲本遗传物质进行组

合, 杂合子会拥有一个全新的胞内环境和核质关系, 
杂合子在这种全新系统的调控下可能会产生在生长

势、成活力等方面的优势。杂交育种技术已经在海

水养殖贝类诸如鲍鱼[1]、牡蛎[2]、扇贝[3-4]、珠母贝[5]

等多个种类中得到应用, 在贝类遗传改良研究中起
到了重要作用。 

随着分子生物学的快速发展, 研究发现 DNA胞
嘧啶甲基化可能与杂种优势的表达有关。所谓 DNA
胞嘧啶甲基化是指生物体在DNA甲基转移酶的作用
下, 以 S-腺苷甲硫氨酸为甲基供体, 将甲基转移到
胞嘧啶的 5′位置上, 是基因表达调控的方式之一[6]。

甲基化敏感扩增多态性(methylation-sensitive ampli-
fication polymorphism, MSAP)技术由于具有简便、高
效、可靠等特点逐渐成为研究 DNA甲基化的主要方
法之一, 是利用内切酶 HpaII 和 MspI 分别与内切酶
EcoRI 一起对基因组 DNA 进行双酶切, 之后接上相
应的限制性内切酶的接头, 再利用接头序列设计引
物进行 AFLP 分析, 通过扩增图谱辨别位点甲基化
情况, 由 Reyna-López等[7]首次报道。MSAP技术已
经应用到猪(Sus domesticus)[8]、牛(Bos taurus)[9]、草

鱼 (Ctenopharyngodon idellus)[10]、水稻 (Oryza sa-
tiva)[11]等多种生物的基因组 DNA甲基化研究中。 

2003 年以来 , 作者选用虾夷扇贝(Patinopecten 
yessoensis)与栉孔扇贝(Chlamys farreri)作为亲本进
行了多年的杂交育种研究 , 实验结果表明 , 所筛选
到的杂交组合虾夷扇贝♂×栉孔扇贝♀的杂交子一代
成体表观性状偏向母本、遗传距离与母本相对较近, 
但在生长和夏季成活力方面具有明显的杂种优   
势[12]。作者通过一定的交配策略构建不同的家系, 比
较分析了扇贝杂交家系和自交家系幼虫早期生长存

活差异, 并运用MSAP技术分析了各家系 DNA甲基
化水平及其与生长性能的相关性, 为研究双亲对杂
交扇贝的遗传贡献, 为杂种优势的研究奠定良好的
基础。  

1  材料与方法 

1.1  亲贝来源 
虾夷扇贝于 2009年 2月份采自于大连长海县海
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域, 栉孔扇贝于同年 3月采自于山东日照海区, 于中
国水产科学研究院长岛增殖实验站室内暂养育肥。 

1.2  家系建立 
选取性腺饱满成熟且同种类个体间大小没有差

异的个体作为亲贝, 以雄性虾夷扇贝(A)、雌性栉孔
扇贝(B、D)、雄性栉孔扇贝(C)建立家系, 交配策略
如下:  

 

每个交配组合设 3个平行组, 共 9个家系, 分别
表示为 A1B1、B1C1、C1D1、A2B2⋯⋯C3D3。构建家

系具体方法为, 将挑选出的每个亲贝分别置于一个
单独的容器内, 高于育肥水温 1~2℃条件下刺激亲
贝产卵排精 , 待精卵排出后镜检质量 , 并以每个卵
子周围 4~6 个精子的比例进行人工授精。授精在卵
子排出 1 h内完成, 保证半同胞家系授精同步性, 实
验过程中杜绝交叉污染。 

1.3  幼虫培育 
幼虫孵化和培育过程中, 每个家系幼虫都分别

置于一个特制的网箱中, 所有网箱放在同一个水池
中以保证幼虫生长环境的统一性。授精 1 h后将各个
家系移入网箱中, 于 18℃水温下孵化。幼虫发育至 D
形幼虫期进行选优, 并校正幼虫密度为 3~5 个/mL。
每天换水两次, 每次 1/3 体积, 5d 倒池一次, 饵料以
金藻为主, 配合投喂扁藻和少量硅藻。幼虫培育过程
中, 每 2天对各家系的幼虫密度进行一次测量, 根据
测得的密度对各个家系进行密度均等矫正, 以消除
实验过程中密度因素对实验结果的影响。 

1.4  数据获得及分析 
用显微镜上的目微尺测量每个家系卵径; 统计

D形幼虫孵化情况, 计算孵化率; 每天从各个家系随
机取样, 分别测量 30个个体的壳长。测量壳长时, 用
碘液将幼虫杀死。SPSS 分析各家系间数据差异性, 
建立壳长与日龄的一元线性回归方程。 

1.5  MSAP 分析 
1.5.1  DNA提取 

幼虫发育至担轮幼虫、D形幼虫时, 用无水乙醇
固定 3 次, －20℃下保存。提取基因组 DNA 时, 将
幼虫置于培养皿中将无水乙醇自然挥干, 1×PBS 冲
洗 2遍后, 离心去除 PBS, 加 0.1×TE, 用枪头挑取单

个幼虫放在 PCR管中, 加入 20 μL 500 μg/mL的蛋白
酶 K后 56℃裂解 1 h, 95℃灭活蛋白酶 K 10 min。 
1.5.2  MSAP反应 

参照 Xiong等[11]的方法, 适当优化实验条件。本
实验室优化后的 MASP反应步骤为: 每个样品 DNA
设置 EcoR I+Msp I和 EcoR I+Hpa II两种酶切反应, 
反应体系包括 400 ng DNA, 3 U EcoR I(Fermentas), 3 
U Hpa II/Msp I(Fermentas), 2 μL 10 × Buffer TangoTM, 
37 ℃水浴 6 h, 65 ℃酶切变性 10 min。连接体系为 20 
μL: 5 μL酶切产物, 50 pmol HM接头, 10 pmol E接头, 
5 U T4 DNA Ligase(Fermentas), 4 μL 5 × T4 DNA Li-
gase Buffer, 补水至 20 μL, 16 ℃连接过夜, 产物稀释
10倍用于预扩增。 

预扩增体系为 20 μL: l μL 稀释连接产物, 20 
pmol E0 和 HM0 预扩引物, 0.1 U Taq DNA Poly-
merase(Tiangen), 40 pmol Mg2+, 4 pmol dNTPs, 2 μL 
10 × Taq Buffer, 补水至 20 μL。扩增程序为: 94 ℃预
变性 5 min; 94 ℃变性 30 S, 56 ℃退火 1 min, 72 ℃延
伸 1 min, 共进行 25个循环; 72  10 min℃ 。产物稀释

30倍。 
选择扩增体系为 20 μL: 3 μL稀释的预扩增产物, 

20 pmol HMn和 5 pmol En选扩引物, 其他相应组分
与预扩增体系内的相同。选扩程序为: 94 ℃预变性 5 
min; 第一轮扩增为 13个循环(94 , 30 s; 65 , 30 s; ℃ ℃

72 ,℃  1 min), 退火温度每个循环降低 0.7 , ℃ 降低

到 56 ℃为止; 第二轮扩增为 27个循环(94 , 30 s; ℃

56 , 30 s; 72 , 1 min), 72 ℃ ℃ ℃延伸 5 min。 
扩增产物与等量的变性上样缓冲液混合后, 95℃

变性 10 min, 迅速冰浴 5 min, 6%聚丙烯酰胺凝胶电
泳 60 W恒功率电泳 2.5 h, 电泳结束后采用银染法显
色。实验所用接头及引物组合见表 1。 
1.5.3  甲基化率统计与分析 

同一 DNA分别用 Hpa II和 Msp I酶切后选扩, 
统计 50~1500 bp的条带, 计算各个家系总甲基化率, 
利用 SPSS 17.0 进行甲基化率与壳长生长速度相关
性分析。总甲基化率=(全甲基化位点数+半甲基化位
点数)/总扩增位点数。 

2  结果 
2.1  幼虫卵径大小和孵化率 

3 个不同家系组合的卵径大小和孵化率统计结
果如表 2。结果表明, 家系 AB、BC、CD 卵径分别
为 65.667 μm、65.778 μm、65.889 μm, 没有显著差
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异(P>0.05); 其孵化率分别为 91.830 %、94.500 %、
94.330 %, 杂交家系稍低于自交家系, 但差异不显著

(P>0.05)。各家系母体来源的卵子大小在同一个水平, 
幼虫营养发育起点没有显著差异。 

 
表 1  所用接头和引物组合 
Tab. 1  List of MSAP primers and adapters used 

 EcoR I Msp I/Hpa II 

接头 EA1:5′-CTCGTAGACTGCGTACC-3′       
EA2:5′-AATTGGTACGCAGTC TAC-3′ 

HMA1:5′-GAT CAT GAG TCC TGC T-3′       
HMA2:5′-CGA GCA GGA CTC AGA A-3′ 

预扩引物 E0:5′-GAC TGC GTA CCA ATT C-3′ HM0:5′-ATC ATG AGT CCT GCT CGG G-3′ 

选扩引物 E1: 5′- E0 +ACA-3′  E2: 5′-E0+AGT-3′ E3: 5′- E0 + 
AAC-3′  E4: 5′-E0+GTC-3′ E5: 5′- E0 +GCT-3′ 

HM1: 5′- HM0+CTGA-3′  HM2: 5′- HM0+CTGT-3′  
HM3: 5′- HM0+CTAT-3′  HM4: 5′- HM0+CTAC-3′ 
HM5: 5′- HM0+CTCA-3′  HM6: 5′- HM0+CTCT-3′  
HM7: 5′- HM0+CTTC-3′  HM8: 5′- HM0+CTTA-3′ 

 
 
表 2  不同家系卵径大小、孵化率和壳长的日增长速度 
Tab. 2  Mean size of egg dismeter, embryonic hatching rates and daily mean growth rate of shell length for different 

shellfish lines 

家系 
项目 

AB BC CD 

卵径大小(μm) 65.667 (0.481)a 65.778(0.788)a 65.889 (0.419)a 

孵化率(%) 91.830(1.756)a 94.500(0.500)a 94.330(1.041)a 

幼虫壳长日增长速度(μm/d) 6.231(0.077)a 5.429(0.143)b 5.190(0.149)b 

 
2.2  家系幼虫生长速度差异及方程建立 

根据每个家系幼虫测量数据, 计算各家系幼虫
壳长日增长速度并建立了壳长与生长日龄的一元线

性回归方程, 结果如表 2 和表 3。结果表明, 家系
AB、BC、CD附着前期平均生长速度分别为 6.231、
5.429、5.190 μm/d, 杂交家系明显快于自交家系, 具
有显著性差异(P<0.05), 而两个同父异母的半同胞
自交家系幼虫间生长速度没有差异, 说明杂交扇贝
在生长速度方面产生了优势; 各家系生长方程相关 
 
表 3  各家系的壳长(y,μm)和培育时间(x,d)的线性回归 

方程 
Tab. 3  Linear regression equation between shell length 

(y,μm) and larvae reared day (x,d) for all lines 
家系 方程式 相关系数 

 1. y=6.632x+91.868 r= 0.993 
AB 2. y=6.885x+83.308 r= 0.998 

 3. y=6.736x+88.648 r= 0.996 
 1. y=6.308x+81.813 r= 0.998 

BC 2. y=5.888x+89.596 r= 0.999 
 3. y=5.670x+85.088 r= 0.999 
 1. y=5.558x+85.112 r= 0.999 

CD 2. y=5.312x+90.633 r= 0.998 
 3. y=5.692x+90.901 r= 0.998 

系数均达到 0.99 以上, 说明所建立的回归方程具有
较强的代表性, 符合扇贝幼虫前期生长规律。 

2.3  各家系 DNA 甲基化水平及其与生长 
速度的相关性 
在 40对引物组合中筛选到扩增效果好的 4对组

合, 分别为 E2HM3、E3HM1、E3HM3、E5HM3。对各

家系 20 个幼虫进行扩增, 各家系日生长速度及甲
基化率结果见表 4。AB、BC、CD 的平均 DNA 甲
基化率分别为 18.672 %、22.661 %、22.303 %, 杂
交家系甲基化率低于自交家系, 而两个自交家系的
甲基化率在同一水平。SPSS 对 9 个家系进行 DNA
甲基化水平和壳长生长的相关性分析得到它们的

相关系数为-0.934(表 5), 达到了极显著水平的负相
关(P<0.01)。杂交使后代 DNA 甲基化水平降低, 壳
长生长表现出的杂种优势与DNA甲基化水平有一定
的关系。 

3  讨论 

3.1  构建家系的必要性 
运用家系材料进行种质改良、实验研究已经在

诸如合浦珠母贝 (Pinctada fucata)[13]、菲律宾蛤仔

(Ruditapes plilippinarum)[14]、虾夷扇贝[15]等多种贝类
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中得到应用。多数家系建立目的是获得某个目的性

状基因的纯合系进而进行后续培育或杂交育种, 如
Beattie等[16]对太平洋牡蛎(Crassostreagiga)抗夏季死
亡的亲本进行选择, 通过建立家系进行选育耐高温
太平洋牡蛎新品系, 获得了耐高温能力显著提高的
家系; Haskin等[17]对美洲牡蛎(Crassostrea virginica)
抗孢子病(MSX)能力进行了连续 4代选择, 最终使得
选择系抗该病能力比野生群体提高了 8~9 倍。另一

方面 , 家系材料具有明晰的亲缘谱系关系 , 是进行
遗传研究的良好素材, 比如遗传连锁图谱的构建、特
定性状遗传特性的研究等都需要家系材料。群体杂

交过程中 , 有人会质疑杂交子代身份的真实性 , 建
立家系可以有效保证每个家系子代的双亲遗传物质

来源的唯一性, 杜绝“交叉污染”, 为遗传研究提供
可靠保障。同时, 半同胞之间的差异比较能够明确父
母遗传对子代的影响作用。 

 
表 4  各家系壳长生长速度与甲基化率 
Tab. 4  Daily growth rate of shell length and methylation rate for all the lines 

 A1B1 A2B2 A3B3 B1C1 B2C2 B3C3 C1D1 C2D2 C3D3 
日生长速度(μm/d) 6.231 6.308 6.154 5.572 5.429 5.286 5.143 5.071 5.357 
甲基化率(%) 18.730 17.911 19.376 22.792 21.914 23.278 22.350 23.118 21.440

 
表 5  生长速度与甲基化率的相关性 
Tab. 5  The phenotype correlation coefficient between 

growth rate and methylation rate 

 生长速度 甲基化率 
生长速度 1 -0.934 
甲基化率 -0.934 1 
 

3.2  幼虫前期生长及双亲对生长势的影响 
贝类家系幼虫早期生长性能的研究在虾夷扇 

贝[15]、青蛤(Cyclina sinensis)[18]、海湾扇贝(Argopecten 
irradians)[19]、菲律宾蛤仔[14]等种类中已有报道。在

自交家系研究中, 家系幼虫在附着前期一般没有生
长速度上的显著差异, 但杨凤等[18]在青蛤的研究中

发现有些家系前期的生长速度与其他家系存在显著

差异, 认为幼虫浮游期间生长速度主要是受母本影
响, 这种差异可能主要来自于母本。贝类杂交研究中, 
郑怀平等[19]对海湾扇贝杂交家系与自交家系生长的

比较结果表明, 杂交家系在 3 日龄开始表现出显著
的杂种优势而且随时间的推进逐步放大。本研究结

果表明, 杂交组在浮游期间壳长生长表现出杂种优
势, 其日平均生长速度为 6.231 μm/d, 比 BC组提高
14.77 %, 与两个自交组相比均有显著性提高。自交
组 BC 与 CD 为同父异母半同胞, 它们之间卵径大
小、孵化率和生长速度都没有显著性差异, 说明不同
的母本没有对后代造成生长发育上的显著差异。杂

交组 AB与自交组 BC为同母异父半同胞, 与 CD组
没有亲缘关系, 杂交组卵径、孵化率均比自交组小但
是差异不显著, 而在生长速度上却产生了极显著的
优势, 说明杂交组生长速度的主要影响因素来自于

父本, 杂交种在浮游前期就表现出显著的杂种优势, 
这与郑怀平等[19]研究海湾扇贝的结果相似。本研究

中, 可以认为杂种的父本虾夷扇贝影响了它们的前
期生长 , 但双亲遗传物质进行了怎样的重组融合 , 
之后发育过程中又以什么样的方式在子代中传递来

影响了子代, 还需要作者今后在分子生物学方面做
更多的研究。 

3.3  壳长生长与 DNA 甲基化的相关性 
除了显性效应、超显性效应、上位效应、加性

效应、互补效应等, 基因的差异表达也成为杂种优势
形成原因的一个解释。对家畜、农作物的一些研究

表明 F1 代基因表达的变化决定了杂种的形状表现, 
而DNA甲基化作为基因调控机制之一可能会导致基
因的差异表达, 所以 DNA甲基化在杂种优势机理研
究中具有重要的意义。 

很多有关动植物的研究认为杂种优势与DNA甲
基化有一定的关系。Tsaftaris等[20-21]对玉米杂交种及

其亲本 DNA甲基化程度进行研究, 发现两个亲本胞
嘧啶甲基化比例分别为 28.3 %和 31.4 %, 杂交子代
为 27.4 %, 基因表达活性与 DNA 甲基化显著相关; 
蒋曹德等[8]研究猪 DNA甲基化与杂种优势关系时发
现, 有 3 种甲基化差异类型与杂种表现相关; Xiong
等 [11]对水稻的研究发现, 某些特异位点上的甲基化
程度改变会对杂种优势产生显著影响。贝类杂种优

势的研究中, 尚未涉及 DNA 甲基化角度的研究, 作
者实验室尝试从 DNA甲基化角度研究杂种优势, 现
已经取得了一些实验结果。本研究运用 MSAP 技术
分析了扇贝杂交家系组和自交家系组DNA甲基化水
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平差异及幼虫早期生长性能与其相关性, 其结果为
杂交使得 DNA甲基化比例降低, DNA甲基化与生长
速度显著负相关。结合本实验室杂交扇贝群体研究

结果 , 虾夷扇贝、栉孔扇贝的总甲基化率约为
32.79%、24.13%[22], 可以认为甲基化率的降低确实
发生在杂交效应上, 杂种优势与甲基化率具有一定
的关系, 与蒋曹德[8]、Xiong[11]等研究结果一致。初

步认为, 本杂交组合后代 DNA甲基化的改变可能调
控了某些基因的差异表达, 在表观性状上表现的杂
种优势为生长速度的加快。当然, 杂种优势是一种非
常复杂的遗传学效应, 作者不能依此断定 DNA甲基
化水平的改变必然产生种优势, 它们之间的联系还
需要更多分子生物学方面的研究来阐释, 以提升杂
种优势机理的理论研究水平, 让更多的杂种优势为
人类应用。 
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Comparison of early growth and DNA methylation between 
hybridized families and self-fertilize families of two scallops 
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Abstract: Nine families of scallop were established to investigate the difference in the early growth and DNA me-
thylation between hybridized families and self-fertilize families. The male parents included A(Patinopecten yes-
soensis)and C(Chlamys farreri)while the female parents named B(Chlamys farreri) and D(Chlamys farreri). And the 
strategy was A×B ,B×C and C×D. Methylation-sensitive amplification polymorphism (MSAP) technology was used 
to analyze the DNA methylation. The biology parameters including egg size, hatching rate, juvenile’s growth rate 
and DNA methylation rate were compared among different families. Also, the equations of linear regression be-
tween shell length and day age were set up and the correlation between growth and DNA methylation rate was 
analyzed using SPSS. The results show that there is no significant difference in egg size and hatching rate between 
hybridized and self-fertilize families, while the shell growth rates of hybridized families are higher than those of 
self-fertilize families. This difference might mainly come from the male parent. The mean DNA methylation rate of 
family AB, BC, CD is 18.672%, 22.661% and 22.303%, respectively. The hybridization results in a decrease in 
DNA methylation. The correlation coefficient between growth rate and methylation is −0.934, which is significantly 
different (P<0.01). There is a relationship between DNA methylation and heterosis. This study enriched the theo-
retical basis of heterosis. 
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