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海湾扇贝与紫扇贝生殖隔离研究 
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摘要: 对海湾扇贝(Argopecten irradians)和秘鲁紫扇贝(Argopecten purpuratus)进行了跨种间的杂交尝

试, 结果显示两个物种之间正向和反向均可受精和正常发育, 没有发现合子前隔离, 并且通过 internal 

transcribed spacer 1(ITS1)标记验证了杂交的成功。至杂交子一代性成熟时通过对杂合子成熟性腺进行

H.E.染色石蜡切片观察发现, 雄性性腺明显退化且不能产生有活力的精子, 雌性性腺发达且能形成外

观正常卵子, 但是却不能与亲本进行回交, 即表现为典型的合子后隔离: 杂种不育。 
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物种的形成一般认为是一个新的物种从一个单

一的种系逐渐分化出来的结果, 而相对的另外一种
方式则是由杂交引起的新物种的形成, 即由两个截
然不同的物种系通过杂交的方式同时对新的物种产

生遗传物质上的贡献[1]。这种杂交即是指远缘杂交, 
根据杂交物种之间的进化距离又分为种间杂交、属

间杂交、科间杂交以及更高分类阶元之间的杂交。

现代物种的定义中很重要的一个属性就是生殖隔离, 
生殖隔离是各个物种在自然界中能够独立而且稳定

存在的关键因素。所以远缘杂交首先要克服这种不

同物种间的生殖隔离机制, 而事实证明无论在自然
界中的天然杂交种还是人工干预的远缘杂交均具有

这种潜力。在自然界中大约有 10%的动物和 25%的
植物至少和一个其他的物种发生过杂交, 远缘杂交
是基因组进化和物种形成的主要动力之一[2]。很多生

物学家近年也在通过人工控制研究在地理分布上有

重叠区的近缘物种之间的远缘杂交来模拟在新的物

种形成的过程 [1], 进一步揭示了远缘杂交在物种形
成中的普遍性和现实中的可操作性。 

远缘杂交目前已经成为作物品种改良和新品种

开发的重要手段, 在水稻、小麦、玉米、花椒、番

茄、大豆、棉花等很多作物品种的育种中通过远缘

杂交获取雄性不育系进而对杂种优势的利用获得了

巨大的成效。目前在动物育种中的相关研究还比较

少, 主要原因之一是受生物物种生殖隔离机制的影
响远缘杂交难以获得成功, 包括难以获得杂交种和
杂种后代难以延续, 一个典型案例就是马和驴杂交

获得骡子 , 但是骡子却不能生育 ; 二是获得杂种的
后代分离难以控制 , 世代长 , 稳定慢。海湾扇贝
(Argopecten irradians)自 1982 年被引入中国以后在
中国北方大规模推广养殖, 形成了一个成功的新品
种产业。但由于多年的小规模的群体内繁育导致国

内海湾扇贝养殖群体近交衰退严重 [3], 现有品种资
源已无法满足日新月异的育种目标要求, 海湾扇贝
育种工作要取得突破, 必须借助于更加广泛的遗传
资源的利用 , 远缘杂交可以打破品种间的界限 , 扩
大基因重组的范围, 获得更加丰富的变异类型。秘鲁
紫扇贝(Argopecten purpuratus)与海湾扇贝同属, 染
色体均为 32 条[4], 具备进行远缘杂交成功和产生新
物种的可能性。真核生物的 rDNA中的 ITS1区域相
比其他区域进化要快的多, 与其相邻的 18S rRNA则
表现出高度的保守性 , 能方便的设计通用引物 , 从
而能实现以相同的引物在不同物种间进行扩增达到

物种鉴定的目的[5]。本研究通过 ITS1 扩增片段分析
验证了这两种扇贝之间的杂交并对在远缘杂交中产

生的生殖隔离问题进行初步的探讨。  
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1  材料与方法  

1.1  亲贝的获取和培养 
实验所用的海湾扇贝(以下简称 C)和智利紫扇

贝(以下简称 P)由大连壹桥苗业集团有限公司提供,
海湾扇贝于 2009年 4月选自大连壹桥苗业集团有限
公司育苗车间的生产所用亲贝, 智利紫扇贝为 2009
年从秘鲁引进。所有实验用亲贝均同时在大连壹桥

苗业集团有限公司育苗车间培育, 进行性腺促熟,整
个促熟过程遵循无公害食品海湾扇贝养殖技术规范

NY／T 5063-2001。 

1.2  产卵和受精 
从每个群体中随机挑选 10 只性腺发育至第四

期[6]的个体在空气中阴干 30 min, 然后对每只扇贝
注射五羟色胺 [7], 将每一个准备好的扇贝逐一放入
一个单独容器中待产, 所处理扇贝会首先排放精子, 
收集质量好的精子备用, 接下来中间会出现一个暂
停期 , 将扇贝用新鲜海水冲洗几遍后放回烧杯中 , 
待其进一步排放卵子。为了进一步防止自体受精, 每
次收集卵子均进行洗卵, 然后收集在显微镜下检查
过的未被污染的卵子备用。 

精子和卵收集完成后, 开始授精。首先将一个群
体(紫扇贝或海湾扇贝)各扇贝的部分精子混合 , 然
后同另一个群体 10 个扇贝的部分卵进行授精, 形成
两个群体的正反交组合 (紫扇贝 (♀)×海湾扇贝 (♂), 
海湾扇贝(♂)×紫扇贝(♀))。然后, 进行群体内交配(紫
扇贝×紫扇贝 ,  海湾扇贝×海湾扇贝), 将每个群体
的 10 个扇贝分为两组, 每组 5 个, 将其中 5 个扇贝
的精子与另外 5 个扇贝的卵授精, 反之亦然。因此, 
得到 4个交配组合(紫扇贝×紫扇贝, 紫扇贝(♀)×海湾
扇贝(♂),海湾扇贝(♂)×紫扇贝(♀)和海湾扇贝×海湾
扇贝)。实验设 3个重复组。 

1.3  杂交子一代的分子确定 
1.3.1  DNA的提取 

用天根生化科技有限公司的 Fast200 DNA 提取
试剂盒参照厂家说明书提取实验用亲本和杂交子一

代的 DNA。 
1.3.2  ITS1序列的克隆和测序 

ITS1 序 列 的 引 物 参 照 喻 子 牛 [8]: 
5′GGTTTCTGTAGGTGACCTGC3′(18S 正 向 ) 和 
5′CTGCGTTCTTCATCGACCC3′(5.8S反向)。PCR反
应体系为: 1.5 mmol/L MgCl2, 0.2 mmol/L dNTP, 0.2 

µmmol/L 每对引物, 20 ng DNA模版, 1 U Taq poly-
merase, 2.5 µL10× PCR buffer, 以及  0.4 mg/mL 
BSA。PCR反应程序为: 95ºC 5 min, 30个循环中 95ºC 
变性 1 min, 55ºC退火 1 min, 72ºC 延伸 1 min, 最后
72ºC大延伸 5 min。所有 PCR反应均在 TAKARA的
TP600 PCR 仪上进行。亲本扩增片段直接送交北京
华大公司进行测序并进行序列比对查找物种特异位

点。杂交子一代扩增序列经在浓度为 1.5%的琼脂糖
凝胶上分型, 并用 Axygen公司 AxyPrepTM DNA回
收试剂盒进行目标片段的回收, 用天根生化科技有
限公司的 pEASY-T1克隆试剂盒和 Trans1-T1感受态
细胞将回收的目标片段进行克隆, 通过菌落 PCR 检
测克隆的成功性, 将阳性克隆送交北京华大公司测
序, 每个个体随机测 6个单倍型克隆。 

1.4  杂交子一代回交研究 
由于正反杂交子一代均只能产生卵子, 所以回

交是以亲本的精子和子代的卵子进行的, 为避免杂
交子一代中可能会有隐性精子的污染, 亦对卵子进
行严格的洗卵, 方法同上。 

1.5  杂交子一代性腺的组织学切片观察 
对海湾扇贝和紫扇贝×海湾扇贝杂交子一代的

成熟性腺取样进行 H.E.染色石蜡包埋切片, 方法参
考任成林等 [9], 并对杂交子一代性腺发育的异常同
正常海湾扇贝成熟性腺进行对比分析。 

1.6  数据分析 
各实验组的数据比较用 One—Way ANOVA 方

差分析, 采用统计分析软件 SPSS 17．0, 差异显著性
设为 P<0.05。 

2  结果与分析 

2.1  两种扇贝杂交时的受精观察 
本实验结果显示, 海湾扇贝同秘鲁紫扇贝的双

列杂交正反交过程中均可受精并能正常孵化, 正反
杂交组合的受精率和孵化率同纯种对照组并无显著

差异(P>0.05, 表 1）。 

2.2  杂交子一代的分子鉴定 
经过对两种扇贝亲本的 ITS1 序列的比对分析, 

发现了 8 个物种特异的标记位点。以此为标记确定
了在随机测的紫扇贝(♀)×海湾扇贝(♂)杂交组和海湾
扇贝(♂)×紫扇贝(♀)杂交组的杂合子个体中的单倍型
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克隆中均含有来自两个物种的序列, 进而确定了杂
交的可信性(图 1: 来源于紫扇贝(♀)×海湾扇贝(♂)杂

交组的杂合子同父母本的 ITS1 序列比对分析, 海湾
扇贝(♂)×紫扇贝(♀)组结果相同此处未列出)。 

 
表 1  4 个实验组的受精率和孵化率的比较 
Tab. 1  Comparation of fertilization rate and hatching rate between four experimental groups (mean + SD)  

组别 受精率(1 h) 孵化率(24 h) 
紫扇贝×紫扇贝 83.92 ± 6.78a 77.24 ± 9.34a 

紫扇贝(♀)×海湾扇贝(♂) 80.06 ± 3.95a 78.77 ± 5.53a 
海湾扇贝(♂)×紫扇贝(♀) 83.38 ± 1.59a 80.63 ± 3.22a 
海湾扇贝×海湾扇贝 82.56 ± 8.06a 79.15 ± 6.47a 

注: 同一列内相同字母表示差异不显著(P＞0.05) 
 

 
 

图 1  亲本(c4:海湾扇贝, p5:秘鲁紫扇贝)和一个随机抽取 PC组杂合子的 ITS1序列(z35,z36)的比对结果 
Fig. 1  Comparation of four ITS1 sequences: c4 from Argopecten irradians parent; p5 from Argopecten purpuratus parent; and 

z35 and z36 from one random PC hybrid individual 
粗体字母表示的是四条序列间的不同碱基位点, 用阴影字母标注的是基于对海湾扇贝和秘鲁紫扇贝 15 个亲本的 ITS1 测序和在 NCBI
中检索到的 3条海湾扇贝的 ITS1序列的比对分析发现的种间特异位点区域 
Different sites within the four sequences are shown in bold letters. Inter-specific differences are indicated by shaded letters and are based on the 
analysis of the 15 ITS1 sequences of A. i. irradians and A. purpuratus we sequenced and 3 ITS1 sequences of A. i. irradians from NCBI 
 

2.3  杂合子与亲本的回交 
海湾扇贝同秘鲁扇贝的杂合子与亲本的回交已

经有报道 [10], 本研究中正反杂交杂合子可成功生长
至性成熟(图 2-1), 人工促熟方法同前。杂合子性腺
成熟过程中前期同海湾扇贝并无太大差异, 既表现
为性腺外表生长一层黑膜, 随着性腺的成熟黑膜逐
渐褪去 , 此时性腺表观同性腺成熟海湾扇贝相似 , 
为精区和卵区区分明显的雌雄同体, 但不能进行人

工采卵, 可能性腺未能达到真正成熟。当继续进行促
熟时 , 性腺开始逐渐发生单雌性化转变 , 转变比例
最大可达 90.9%, 并且能成功采出成熟的卵子, 未见
有成熟精子排出。作者通过解剖的方式观察部分残

留的雄性性腺部分 , 发现雄性性腺发育异常 , 未见
有成型精子或者精原细胞生成, 即杂合子表现为雄
性败育 , 只有成熟的卵子可以排出 , 所以作者实施
的回交是以正反交两个组别杂合子的卵子和海湾扇
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贝的精子进行的 , 受精观察发现 , 每组回交受精率
低于 20%, 受精的卵子发育缓慢, 在 24 h 之后发育
到囊胚期 , 且停滞在这个阶段直至死亡 , 即正反交
组别的杂合子均表现为同亲本的完全生殖隔离。 

2.4  杂合子性成熟性腺的组织切片观察 
通过 H.E.染色石蜡包埋切片对紫扇贝×海湾扇

贝组别杂合子的表观为全雌化的性腺进行切片观察

(图 2-5、图 2-6)并同正常海湾扇贝的性腺切片(图 2-3、
图 2-4)进行对比, 结果发现紫扇贝×海湾扇贝组别杂
合子扇贝性腺同海湾扇贝性腺相比雌性性腺发达而

雄性性腺几乎退化消失, 同其外表型结果相一致(图
2-1), 即雄性败育, 但由于回交的障碍尚不能确定杂
合子产生的卵子是否正常。 

 

 
 

图 2  杂合子成熟性腺及其组织切片 

Fig. 2  Mature gonad and tissue slice of the Hybrid 
2-1.杂交扇贝 F1 的全雌性性腺外观; 2-2.海湾扇贝雌雄同体性腺
外观; 2-3.海湾扇贝雌性腺的 H.E.石蜡切片; 2-4. 海湾扇贝雄性
腺的 H.E.石蜡切片; 2-5.杂交扇贝 F1的尚未退化雄性性腺的 H.E.
石蜡切片; 2-6. 杂交扇贝 F1全雌化性腺的 H.E.石蜡切片 
2-1.The appearance of female gonad of the Hybrid; 2-2.The ap-
pearance of hermaphroditic gonad of bay scallop; 2-3.The H. E. 
staining paraffin slice of the female gonads of the bay scallop;   
2-4. The H. E. staining paraffin slice of the male gonads of the bay 
scallop; 2-5.The H. E. staining paraffin slice of the male gonad of 
the hybrid F1; 2-6.The H. E. staining paraffin slice of the degraded 
male gonad and the female gonad of the hybrid F1 
 

3  讨论 
生殖隔离是近代关于物种定义的核心[11],但它在

物种形成和保持物种稳定方面的作用其实要比它对

物种的定义影响大得多[2]。生殖隔离分为合子前隔离

和合子后隔离 , 合子前隔离又分为行为性隔离 , 形
态及机械隔离 , 配子不亲和等; 合子后隔离包括杂
种不活或弱势, 杂种不育, 杂种衰败等。自然界中存
在的天然杂种, 特别是研究两个同域分布物种之间
存在的杂交带, 逐渐成为近年来植物系统与进化领
域的热点领域, 因为这为探讨生殖隔离在物种起源
方式及物种进化模式提供了很好的素材。在天然杂

种中的生殖隔离也是多种多样的, Zachariah 等[11]发

现 Lycaeides melissa和 Lycaeides idas这两种蝴蝶在
自然界中的杂交种同亲本的隔离方式主要是与宿主

植物相关行为和生态适应性相关的, 所以决定个体
行为的尤其是交配行为的个体形态上的差别以及杂

交种对一些极端的或者全新的生态环境的习惯会导

致杂交种同其亲本甚至是杂交种之间的生殖隔离。

Jesu´s等[1]研究也发现基于外表形态的强烈的选择性

交配以及地理环境的分化是造成 H.melpomene 和
H.cydno 同其杂交种 H.heurippa 生殖隔离的主要原
因。而跨种杂种合子后隔离在人们的生活中则是更

加普遍 , 像驴和马的杂交产生骡子 , 老虎和狮子杂
交产生虎狮兽等, 无论是合子前隔离还是合子后隔
离都倾向于杂种后代适合度的下降, 这与自然选择
倾向于淘汰杂交种来确保物种的独立性是相一致

的。但是当杂合子偶然碰上适合它的生态位的时候, 
生殖隔离机制可能会消失或者部分消失而导致一个

新物种的可能形成, 所以从某种意义上说生殖隔离
是物种在进化中的一个重要动力。 

生殖隔离的克服是远缘杂交在人工育种中应用

的关键, 而合子后隔离是作者在人工育种中遇到的
主要的隔离方式, 远缘杂交后代一般表现为高度不
育 , 因为在杂种的体细胞中没有同源染色体 , 减数
分裂过程中染色体联会和分离就会发生紊乱, 从而
得不到功能正常的生殖细胞。但如果杂种染色体数

目自然加倍成异源多倍体, 其细胞内染色体就能正
常配对, 最终发育成可育的配子。这种异源多倍体一
旦出现会立即导致基因流的阻断并形成繁殖隔离[12], 
成为一个新的物种。基于以上的理论基础, 远缘杂交
已经在农作物的育种中取得了巨大的成果, 无论是
对作物品种遗传资源的改良还是通过远缘杂交培育

雄性不育系来对杂种优势的利用都给农作物的育种

打开了一个全新的视野[13]。到目前动物育种中对远

缘杂交的利用跟植物相比还处于初级阶段, 目前国
内见报道较多的是鱼类的育种, 但是鱼类育种有一
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个很大的优势是很多的杂种一代是可育的, 对育种
的遗传资源可以很快得到拓展, 对育种的效果立竿
见影[14]。在贝类育种中相关报道还比较少见, Zhang
等[15]进行了海湾扇贝北方亚种和南方亚种墨西哥湾

贝的亚种间杂交 , 未见有种间隔离的现象 , 但这并
不算是真正的种间杂交。本研究首先通过 ITS 分子
标记确认了杂交后代为真实的杂合子, 即这两种扇
贝在杂交时并不存在生殖隔离, 双向受精均可实现, 
并能正常孵化和生长至成体, 并没有出现合子前生
殖隔离。但杂合子一代却表现为典型的合子后生殖

隔离: 杂合子不育。导致这种远缘杂交不相容的原因
大致可分为三点: 第一 , 亲本双方染色体的数目或
核型差别过大。染色体数目不同导致基因组数目和

性质的差异, 从而引起杂合个体中来源于父母双方
的等位基因不协调 , 引起代谢紊乱 , 导致杂合个体
不发育甚至死亡。第二, 酶的基因座位或表达的时空
顺序的差异。杂交亲本的亲缘关系越远, 双亲的等位
基因表达的时空顺序可能不同步或出现相互抑制。

酶的不相容性就会导致杂种胚胎组织的诱导和器官

形成时空失调, 于是产生畸形或中途死亡。第三, 核
质不相容。研究表明, 母体卵细胞质控制杂种胚胎基
因表达的迟滞或加速。如果卵子的细胞质不能与精

子的核 DNA 正常协调(不相容), 就会阻滞或加速基
因的表达 , 从而致使胚胎不能正常发育 , 直至死  
亡[14]。根据本研究的实验结果, 杂合子可正常发育
(至少是外观发育正常)至性成熟 , 而实验中所用父
母本染色体数目均为 32 条[4], 这说明父母双方的并
未因染色体数目的差异而引起代谢紊乱而影响到个

体的存活和发育。但杂合子个体在性成熟后并不能

产生可育的配子, 这可能与这两种扇贝的染色体核
型的明显差异 [4]有关 , 在配子形成过程中进行减数
分裂前期, 来源于父母本双方的染色体虽然数目一
样, 但由于核型上的差异, 染色体的性质并不相同, 
导致同源染色体联会时不能正确配对, 从而不能产
生正常的配子, 这是导致本研究中杂合子不育的主
要原因。另外根据杂合子性腺成熟后期外观上出现

的由雌雄同体向全雌化转变现象, 作者推测导致双
亲间等位基因表达发生紊乱, 由酶的不相容性导致
了这种器官发育的时空失调。而鉴于正反杂交的差

异性并不不显著, 在本研究中没有表现出明显的核
质不相容现象。杂合子不育给这两种扇贝间的杂交

在扇贝育种的后续运用带来了困难, 由于父母本都
是雌雄同体 , 在排放精卵时很容易自体受精 , 影响

到杂交效果。而生产中又因成本和可操作性不能按

本研究中精卵分离方法进行精确杂交, 这就很大程
度上限制了该杂交在生产中的大规模推广, 而杂合
子后代由于不育并不能作为品种选育的基础。针对

这种问题, 目前做的只能是充分利用扇贝的高繁殖
力 , 即一次能产生大量的配子 , 通过回交的手段来
获取减数分裂时能正常联会分离的个体, 进行可育
性的渐进选择从而改变其育性, 但这可能是一个漫
长而艰难的过程。随着贝类研究进入基因组时代和

各种新的分子生物技术的出现, 相信通过分子生物
学的方法来阐明和克服这种种间隔离机制在不远的

将来一定会实现, 到那时贝类的遗传育种工作一定
会开拓出一片新天地。 
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Reproductive isolation of inter-specific crosses between Ar-
gopecten irradians and Argopecten purpuratus 
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Abstract: Inter-specific crosses were conducted between Argopecten irradians and Argopecten purpuratus. Bidi-
rectional fertilizations and successful hatching were examined for all crosses and no prezygotic isolation was ob-
served. The success of hybridization was confirmed by ITS1 maker. Through the observation of H. E. staining par-
affin slice of the gonad of mature hybrids , male gonad was found obsolescence without any active sperm while 
female gonad was developed with abundant normal appearance eggs. But the hybrids eggs could not back-cross 
with the parental species, exhibiting typical postzygotic isolation—hybrid sterile. 
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