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海湾扇贝混交家系中优先受精以及自然选择压力下杂合子过

剩的研究 
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摘要: 以中国海湾扇(Argopecten irradians)贝养殖群体为亲本分别构建了 5 个配对混交的海湾扇贝混交

系, 通过 5 对微卫星分子标记为手段对海湾扇贝卵子在同一个体和不同个体精子间的优先受精问题和

不同生命阶段的海湾扇贝混交系杂合子比例的变化进行了研究。结果发现在受精后 6 h 的担轮幼虫期 3

个混交系中有 2 个混交系杂合子显著过剩。5 个混交系的 1d D 形幼虫、20d 稚贝、40d 稚贝、3 个月稚

贝以及成贝在自然选择压力下杂合子比例逐渐上升, 以壳长计算的杂交优势率也呈逐渐上升趋势, 并

且各个阶段的杂合子比例同杂交优势率的变化成显著正相关。 
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海湾扇贝(Argopecten irradians)原产于美国大西
洋沿岸, 于 1982 年引进我国并成为我国最重要的养
殖经济贝类之一[1]。海湾扇贝作为雌雄同体生物可通

过自交进行繁殖 , 这对育种工作十分有利 , 有时只
需少量个体即可成功扩繁具有一定规模的群体。但

是这种近交的便利加上我国海湾扇贝育苗产业的车

间化等特点, 连续多年的小规模的群体内繁育导致
我国海湾扇贝养殖群体近交衰退严重 [2] 。虽然重新
引种工作可以从某种程度上解决这个问题 , 但是
由于对海湾扇贝这种生物的近交行为的缺乏理解

和在产业中的一些不恰当的操作行为 , 国内海湾
扇贝的产业的发展陷入了引种 -衰退 -再引种 -再衰
退的恶性循环 , 这无疑加剧了整个产业发展的成
本和不便。为此人们开展了大量的关于海湾扇贝近

交方面的研究 [3-4]。 
自体受精的繁殖方式在生物交配方式的进化上

具有举足轻重的地位, 在生物群体高度自交和严重
的近交衰退的情况下, 对近交的选择压力迫使生物
群体向杂交的交配方式进化并维持这种交配方   
式[5-6]。作者研究发现我国海湾扇贝养殖群体近交衰

退严重 [2], 虽然不会在几十年的时间内出现交配方
式的急剧变化, 但是作者探讨在高度的近交衰退和
面临高强度的对近交的选择压力下海湾扇贝中国养

殖群体的驯化反应, 包括在混交情况下的优先受精
和自然选择压力下的杂合子过剩问题。 

1  材料与方法 

1.1  亲贝的获取和培养  
实验所用亲贝为随机选自我国海湾扇贝养殖群

体的红贝和黑贝个体, 所有实验用亲贝均同时在胶
南市龙湾海珍品育值有限公司育苗车间进行性腺促

熟,培育方法参照张福绥等 [1], 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 
从生产群体中随机挑选 10 只性腺发育至第四

期[7]的个体(红、黑个体各一只)在空气中阴干 30min , 
然后对每只扇贝注射的五羟色胺 [8], 将每一个准备
好的扇贝逐一放入一个单独容器中待产, 每个容器
中注入 23℃沙滤海水, 大约 30 min后所处理扇贝会
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 10 min 左右的暂停期, 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, 第 1 次排放卵子弃之不
用 , 接下来每次收集卵子均进行洗卵 , 然后收集在
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显微镜下检查过的未被污染的(即未自体受精)卵子
备用, 这样共分别收集到 10 只扇贝未受精的卵子和
精子。 

将 10 只扇贝两两随机分组进行受精, 首先根据
精液在烧杯中的透光度将每组的两只扇贝的精子分

别稀释至浓度一致, 并镜检判断精子活力相一致。然
后将等体积的两个扇贝的精液混匀分别给收集好的

两只扇贝未污染的卵子受精。另外对每个扇贝的部

分卵子做自体受精即自交组作为杂交组的对照。每

两只扇贝组合中共形成红♀×混合♂, 黑♀×混合♂双
向两个混交组和红♀×红♂, 黑♀×黑♂两个自交组共
4个不同遗传组。将红♀×混合♂, 黑♀×混合♂两个混
交组混合孵化, 在接下来中将统称混交组。这样 5对
扇贝组合共形成 5个实验组, 每个实验组设置 3个重
复。5 个实验组中的混交系分别命名为 M1、M2、
RW-01、RB-03和 WP-03。 

1.3  幼虫培养和稚贝、亲贝的养成 
在受精卵孵化 24 h后, 用 300目的筛绢对孵化D

形幼虫进行选优, 幼虫的起始培养密度被设置为 10
个/mL, 各组培养在 40 L 的白塑桶 23℃沙滤海水中
并在相同的环境条件下培养。幼虫的前期饵料为金

藻, 后期为金藻、扁藻和小硅藻等。 投饵量和投饵
次数随幼虫增长而增加, 确保每天全换水一次。 

8~10 d 时幼虫开始出现眼点。当 30%左右的幼
虫出现眼点时开始投放附着基(聚已烯网廉) 每个塑
料桶中投廉片数依幼虫多少而定。在受精 20 d时, 附
着基被装入 60目的聚乙烯网袋挂至海上开始进入海
上保苗期, 随着稚贝的长大网袋由 60目逐渐地更换
成 40目、30目。最后稚贝当稚贝的壳长达到 5 mm 
以上时也被从附着基上洗刷下来转入 18目网袋中培
养, 至稚贝壳长生长至 2~3 cm时移入带有标记牌的

扇贝暂养笼暂养, 密度设置每层 250 个。 随着扇贝
的长大每层减少至 100 个再到 50 个, 而后进入带有
标记牌)养成笼, 密度设置每层 30个。幼虫培育、稚
贝的保苗和养成过程中任何个体没有被随意地丢

弃。 

1.4  数据测量和样品固定 
对各个混交系的受精后 6 h担轮幼虫、1 dD形

幼虫、20 d稚贝、40 d稚贝、3个月稚贝和成贝的分
别进行取样以酒精固定以备后期分析。并对每组的

混交系和自交系的 1 dD形幼虫、20 d稚贝、40 d稚
贝、3个月稚贝和成贝的壳长进行测量。 

1.5  以微卫星进行杂合子测定 
1.5.1  DNA的提取 

担轮幼虫和 1 dD形幼虫的 DNA提取方法参照
战文斌等, 稚贝和成贝 DNA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。 
1.5.2  以微卫星对各个时期杂合子比例的测定 

从已经发表的海湾扇贝微卫星标记中 [9-11]为 5
组混交系筛选出各一对在父母本中均有特异等位基

因的标记(表 1), 并以特异等位基因的杂交来判断出
混交系中的杂合子。15 μL 的 PCR 反应体系为 1× 
PCR buffer, 0.34 μmol/L的引物, 200 μmol/L的 dNTP, 
1.5 mm MgCl2, 0.5 U Taq酶和大约 50 ng的 DNA 模
板。所有反应均在 TaKaRa TP600 PCR 仪上进行。
PCR反应程序设定为: 94℃5 min; 94℃30 s, 退火 30 
s (各引物退火温度见表 1)和 72℃ 30 s,35 个循环; 
最后延伸 72℃5 min。PCR 产物用 12% 聚丙烯酰胺
凝胶上电泳分离, 经 EB染色后进行荧光显影摄像。
用 Gel-Pro Analyzer 软件(version 7.0, available at 
http://www.mediacy.com) 进行带型大小的分析。 

 
表 1  用于对 5 组混交系杂合比例分析的 5 对微卫星分子标记的情况 
Tab. 1  Primer sequences, repeat types, and PCR conditions for microsatellite loci used in this study 
位点 引物序列 (5′→3′) 核心序列 最适退火温度(°C) 基因库登录 

AIMS026a F:CACTTCAGACACAAGTTACCGC 
R:TGAACCACCAAAGGTGACGGGG (GAT)6 66 CB416920 

M26b F: CACTTTCAGCAGATATTCTTGAGG 
R: TCCCATCCTCTCCTTCACAG (GAT)10 55 CV660848 

Aad154c F: GGAAAAAATCTGAACCAATC 
R: GTTACACGAAACTAAGGGAAG (AG)32 58 EU623885 

Aad146c F: CTAACCGCCCCCACTACTG  
R: GCCAAAAATGTTATTACGAAGC (AC)14 62 EU623880 

Aad171c F:TATACGCTAAACCATCGCTG 
R:AAAAGTTACGAAACACTATCAAAAG (CA)25CG(CA)11 58 EU623895 

注: a (Zhan等, 2006), b (Roberts等, 2005), c (Li,2009) 
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1.6  数据分析 
杂交优势的计算方法参考 Cruz等[8]的方法:  

H (%) = 100×(2C-M1-M2)/(M1+M2) 
式中, H为杂种优势, C、M1和 M2分别为混交组和两

个自交组在同一日龄的壳长。 
对各个时间点间的杂合子比例和杂交优势率的

数据比较用软件 SPSS 17．0的 One-Way ANOVA命
令进行方差分析, 差异显著性设为 P<0.05。 

用 excel 的 CHITEST 函数对混交系的杂合子比
例进行卡方检验是否发生对随机的偏离, 对杂合子
比例和杂交优势率的变化趋势通过散点图添加趋势

线方式进行相关性图例分析。 

2  结果与分析 

2.1  杂交优势率的变化 
图 1 列出了海湾扇贝 3个混交实验组的混交系

相对于自交组在不同时期的壳长杂交优势率的情

况(分别以各个实验组中的混交系 RW-01、RB-03

和 WP-03 表示, 另外两个实验组的混交系 M1 和
M2 未能获取变态后的数据, 在此未列出)。结果显
示杂交优势率随着发育时间推移逐渐变大。对 1 d
的 D形幼虫、20 d的稚贝、40 d的稚贝、3个月的
稚贝以及成贝等时期的杂交优势率进行单因素方

差分析显示各个时期的杂交优势率的差异显著

(P<0.05)(表 2)。 

 

图 1  海湾扇贝 3个混交系在发育各个时期杂交优势率 
Fig. 1  Shell length Heterosis of three mixed families com-

pared with their controls at six phases 
 
表 2  对发育不同时期的杂合子比例和杂交优势率的单因素方差分析 
Tab. 2  Analyses of variance for hybrid proportions and shell length heterosis 

 变异来源 平方和 自由度 均方 F P 
组间 0.2713 5 0.0543 5.9836 0.0012 
组内 0.1995 22 0.0091   

杂合子比例方

差分析 
共计 0.4707 27    
组间 0.0486 4 0.0121 14.4866 0.0004 
组内 0.0084 10 0.0008   

杂交优势率方

差分析 
共计 0.0569 14    

 
2.2  以微卫星分子标记进行的杂合子比例

测定 
用 5 对选定的在父母本中具有特异等位基因(图

2)的位点(表 1), 分别对 5组混交系从担轮幼虫(由于
有两组的担轮幼虫损坏, 所以担轮期只有 3 组进行
了鉴定)、1 d的 D形幼虫、20 d的稚贝、40 d的稚
贝、3个月的稚贝以及成贝等时期的杂交比例进行鉴
定。 

 

图 2  父母本 AA×BB模式的后代杂合情况图示 
Fig. 2  Preferential fertilization examination under AA×BB 

parents model 

结果显示 3 组混交系在担轮幼虫期杂合子比例
均高于 50%, 担经卡方检验只有一组发生显著偏离
随机水平(P<0.05)。随着时间杂合子比例逐渐上升, 
最高甚至达到 100%(图 3)。 

以发育的不同时期为因素进行单因素方差分析

发现, 在不同的时期的杂合子比例具有显著的变化
(P<0.05)(表 2)。 

2.3  杂交优势率变化和杂合子比例变化的

相关性分析 
对杂交优势的变化和杂合子比例的变化进行相

关性分析, 发现两者的变化呈正相关(图 4)。 

3  讨论 

对一个引进物种种群稳定的维持是育种工作者

重要的工作目标。这对海湾扇贝这种极易自交的生 
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图 3  海湾扇贝 5个混交系在各个时期杂合子比例的变化
情况 

Fig.3  The hybrid proportion of the five bay scallop mixed 
families at six phases  

 

图 4  壳长杂交优势率变化和杂合子比例变化的相关性分
析 

Fig. 4  Analyses of correlativity between hybrid proportions 
and shell length heterosis 

 
物物种尤其重要。工厂化育苗是海湾扇贝自从引种

成功以后在我国的主要存在模式, 特定环境下的过
小的种群数量就更加重了高度近交、自交的可能性。

在这种独特的进化环境下人们研究自然选择压力对

海湾扇贝交配方式的影响。生物交配方式的进化是

物种进化的一个方面也是一个重要的手段。从长远

来看研究发现自体受精自体受精生物在高度自交和

严重近交衰退的情况下选择的压力迫使它向杂交的

交配方式进化并维持这种交配方式包括自交不匹配

和雌雄异体[5-6]。但是在较短的时间内作者认为一个

生物种群如果能生存下来虽然不能发生交配方式的

剧变但必然也能对自然选择有所应对措施。人们之

前的工作发现海湾扇贝杂交家系传至第三代时即已

经很难再往下维持, 但我国海湾扇贝自引种以来已
数十年却能够较为稳定传代, 那么说明在这些群体
中没有或较少自交至三代以上的个体即对自交行为

存在一个较强的选择压力, 这种选择压力可能是来
自受精前的精子选择或者是受精后对自交个体的选

择。作者在海湾扇贝的混交家系构建过程中发现随

着时间推移混交家系相对于自交家系的优势有逐渐

扩大的趋势, 因为在混交家系中同时存在着杂交个
体和自交个体, 作者猜想在这个过程中会有对自交
个体有较强的选择现象而在混交系中凸显杂交个体

的生长优势。 
微卫星作为第二代共显性分子标记可以清晰地

进行混交家系中的后代进行亲子鉴定。作者以对受

精后 6h的担轮幼虫的杂合子比例的鉴定来作为优先
受精的判断标准。卡方结果显示 3个实验组中只有 1
个发生随机的偏离即不能定义中国海湾扇贝在受精

时对随机受精的偏离, 也就是在受精时卵子并没有
对自体精子和异体精子产生倾向性的选择, 说明海
湾扇贝引入中国的这段时间内, 虽然经受了群体内
的高度自交和严重的近交衰退, 并没有出现向着自
交不亲和或者雌雄异体等交配方式方向上的进化 , 
但在 D形幼虫之后的杂合子比例却是逐渐上升的(图
3), 这是与海湾扇贝的杂交家系一般比自交家系具
有更高的存活率一致的, 即在中国海湾扇贝生长过
程中杂合子的过剩是由对自交个体的选择导致的 , 
甚至有个别家系的杂合子比例接近 100%。 

不同发育阶段间的杂合子比例和杂种优势率的

单因素方差分析结果显示杂合子比例或杂种优势率

的上升变化是显著的(P<0.05)。而杂合子比例变化和
杂种优势率的变化呈显著的相关性。这是很容易理

解的 , 因为在自然选择的压力下 , 随着混交家系中
的生长劣势的个体逐渐被淘汰而导致生长占优势的

杂合个体的比例逐渐上升, 所以整个家系就表现出
来越来越大的生长优势。作者认为, 中国的海湾扇贝
群体就是在这种不断淘汰着自交个体和保留杂交个

体的模式下得以传承下来的, 即表现问群体中的杂
合子的显著过剩。 

理解海湾扇贝的受精行为和对自然选择的应

对对育种工作也有很大的启发 , 在没有优先受精
行为的存在下 , 即所有的受精都是在精子随机入
卵的基础上的进行 , 而后期生长又表现大量的杂
合子过剩并且这一比例逐渐升高 , 也即是对自交
个体的一个强烈选择过程。在这种情况下作者认为

如果增加有效群体数量 , 则会增加杂合子的比例 , 
减少对自交个体的淘汰 , 进而可避免由对个体淘
汰而导致的稀有等位基因的丢失或基因漂变 , 延
缓种质的衰退。 
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Abstract: Five pair-crossed mixed families were constructed by Chinese cultured bay scallop (Argopecten irradi-

ans). Preferential fertilization between self-fertilization and hybridization and the trend of the hybrid proportion in 

the mixed families were revealed by five microsatellites. Significant heterozygote excess was found in 6-hour-old 

embryos of two mixed families among total of three mixed families. The hybrid proportions were found rising in 1 d 

D-shell larval, 20 d spat, 40 d spat, 3 mon spat and adult scallop with natural selection, so did the shell length het-

erosis. Hybrid proportions were positively related with the shell length heterosis significant among all the life. 
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