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提要   采用来自韩国野生的栉孔扇贝和中国养殖的栉孔扇贝以及发病区存活个体作为亲

本,构建韩国野生@ 韩国野生、韩国野生@ 中国养殖、韩国野生@ 中国养殖发病区存活个体以

及中国养殖@ 中国养殖共 4个交配组合,通过对 F1 代个体壳宽、壳高和体重的测量, 比较不

同群体的生长情况。同时采用 RAPD 技术对 F1 代不同群体的遗传结构进行比较, 研究群体

内的遗传变异与杂种优势的关系。结果表明,杂交后代具有明显的生长优势 ,说明栉孔扇贝

种内不同种群之间存在杂种优势。韩国野生种群和中国养殖群体以及发病区存活群体的遗

传距离分别为 01 036 6和 01 005 7, 以上 4 个 F1 代群体的平均杂合度的理论值分别为 01283、

01267、01268 和 01266;多态位点比例分别为 01765、01760、01760、01 735。表明栉孔扇贝不同地

理种群之间存在遗传分化,其杂种优势与群体的遗传多样性相关。
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栉孔扇贝是重要的经济养殖贝类,在我国海水养殖业中占有重要地位。以栉孔扇贝

养殖为代表的贝类养殖业是我国海水养殖的支柱性产业。近年来,随着栉孔扇贝养殖的

高密度、规模化生产的发展,病害不断爆发流行,造成大规模死亡,经济损失十分惨重。引

起栉孔扇贝大规模死亡的原因是多方面的,其根本原因则是养殖环境的恶化以及栉孔扇

贝种质衰退,抗病力下降(王运涛等, 1999; 张福绥等, 1999)。所以在积极调整产业结构、

加强环境治理、开展栉孔扇贝病原及流行病学研究的同时, 改良种质增强栉孔扇贝的抗病

抗逆能力则是解决困扰扇贝养殖业健康可持续发展的根本保证。

采用人工杂交的方法进行优良品种的选育一直是农业生产中动植物优良品种选育的

重要方法,对农业生产产生了巨大的推动作用。现代杂种优势理论认为,杂种优势的大小

在一定程度上取决于亲本间遗传差异的大小,差异愈大的群体之间杂交,所产生的杂种优

势愈大。目前, 关于贝类人工杂交的研究已有不少报道(周茂德等, 1982; Bierne et al ,

1998; Pogson et al , 1994; 陈俅等, 19912) )。陈俅等人自 1986年就开始对栉孔扇贝、虾夷扇
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贝杂交育种的可行性进行研究并取得了初步结果。栉孔扇贝是产于我国北方近海的经济

贝类,在日本和韩国沿海均有分布。不同地理区域分布的栉孔扇贝之间存在一定的遗传

变异,用具有一定遗传分化、来自不同地理种群的栉孔扇贝作为亲本进行杂交,可望产生

具有杂种优势的后代,但至今尚未见栉孔扇贝种内不同种群之间进行杂交育种的报道。

本文用来自韩国的野生栉孔扇贝与我国养殖的栉孔扇贝以及发病区存活的个体进行杂

交,通过对 F1代部分生长性状的测量, 确认 F1 代的杂交优势,同时采用 RAPD技术对 F1

代群体的遗传结构和遗传多样性进行检测,从分子水平探讨栉孔扇贝种内不同群体之间

的杂种优势与群体遗传多样性的关系, 以期为栉孔扇贝的杂交育种以及遗传改良提供理

论指导。

1  材料与方法
111  亲贝采集

实验用栉孔扇贝( Chlamys f arreri )韩国野生种群样品于 1999年春季采自韩国沿岸。

中国养殖群体样品来自烟台市水产良种推广中心, 发病区存活个体采集于烟台市水产良

种推广中心养殖区。

112  苗种培育

杂交实验于 1999年春季在烟台市水产良种推广中心完成,交配组合分别为韩国野生

贝@ 韩国野生贝、韩国野生贝 @中国养殖贝、韩国野生贝@ 中国养殖发病区存活个体以及

中国养殖贝@中国养殖贝。每一杂交组合的母本个体数都在1000个以上,父本个体数在

50个以上。

每个杂交组合所用亲贝在不同的池内分别蓄养, 亲贝以及其后的幼虫培养都采用经

沉淀过滤的自然水温海水。亲贝主要投喂三角褐指藻,不采用人工刺激而是待其自然排

放卵子和精子。受精卵发育至 D形幼虫后开始投饵,饵料以等鞭金藻 3011为主, 后期附

以扁藻混合投喂。幼虫培养密度为 10 ) 15ind/ ml水体, 每日换水 2次。幼虫出现眼点后

投放附着基,变态后生长至壳长1mm左右放到海区培养。

113  F1代生长性状的测量

来自 4个交配组合的 F1代挂养于烟台市水产良种推广中心养殖区。2000年 2月对

这4个群体的生长性状进行测量,从中随机抽取 60个个体, 测量其壳高、壳宽和体重,比

较其生长情况。

114  DNA提取

随机从以上 4个群体中抽取 20个个体,从闭壳肌取 100mg 肌肉组织,加入 500Ll匀浆

缓冲液( 10mmol/ L Tris-HCl, pH= 810; 100mmol/ L EDTA , pH= 810) , 混匀后加入终浓度为
1%的 SDS和 100Lg/ ml的蛋白酶K, 50 e 消化 3h, 然后分别用等体积的酚、酚B氯仿( 1B1)、

氯仿B异戊醇( 24B1)抽提, 二倍体积乙醇沉淀, TE溶解,置 4 e 保存备用。

115  PCR扩增

所有随机引物购自上海 Sagon公司。RAPD反应参照Williams( 1990)的报道并稍加修

改(宋林生等, 1999)。基因组DNA在PE9600 PCR扩增仪上经 94 e 变性 5min后进行 45个

扩增循环,每一循环包括 94 e 1min、36 e 1min、72 e 2min, 最后在 72 e 延伸 10min。扩增产

物用 115%琼脂糖凝胶电泳分离, E. B染色,紫外灯光下观察、拍照。
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116  数据分析
记录下电泳后清晰的扩增条带,每一个体的扩增条带按有或无记录,出现扩增带记录

为1,无扩增带记录为 0。多态位点比例 P = 多态扩增片段数/扩增片段总数。群体的平

均杂合度: H = E
n

i= 1
(1- E pi

2
) / n,其中 pi是第i 个等位基因的频率( Nei et al , 1974;Nei,

1978)。同时,根据群体中纯合隐性个体(即对应某一扩增条带, 不出现该扩增带的个体)

频率的平方根来计算隐性等位基因 a的基因频率 q ,显性等位基因A的基因频率 p = 1-

q 。根据群体中各等位基因的频率用 PHYLIP 软件中的 Gendist程序计算种群间的遗传距

离,再用 Drawgram程序画出四个群体的系统树。

图 1 4个交配组合 F1 代的生长性状

Fig. 1 The growth performance of four F1 Progeny populations

a.壳高; b.壳宽; c.体重

11 韩国野生种群; 21 韩国野生种群与中国养殖群体的杂交后

代; 31 韩国野生种群与中国养殖发病区存活个体的杂交后

代; 41中国养殖群体

2  结果
211  4个群体 F1 代生长性状的比较

从4个交配组合随机抽取 60个个

体, 测量其壳高、壳宽和体重, 结果见图

1。从图1可以看出, 中国养殖群体在生

长性状上明显处于劣势( P < 0101 ) ,而

韩国野生种群与中国养殖群体的杂交后

代则呈现明显的生长优势( P < 0105 ) ,
在壳高、壳宽和体重上都超过了韩国野

生种群,显示出明显的杂种优势。

212  RAPD扩增结果

本实验共使用 21个随机引物进行

扩增,所有引物均能扩增出清晰、可重复

的扩增产物, 但每个引物所能扩增出的

带数以及揭示的多态性各不相同, 图 2

是使用引物 S-103扩增后得到的电泳图谱。21个引物在 4个群体中共扩增出 162条扩增

片段,未发现种群特异性扩增片段。

213  F1代群体的遗传结构和遗传多样性

分别对4个交配组合 F1 代群体 RAPD扩增结果进行统计, 根据扩增片段总数和多态

性片段的数目计算出四个 F1代群体的多态位点比例。韩国野生种群的多态位点比例最

高,中国养殖群体最低,两个韩国野生种群与中国养殖群体杂交后代群体的多态位点比例

接近韩国野生种群。通过每个位点上等位基因的频率分别计算出各群体杂合度的平均

值,如表1所示。与多态位点比例一样,韩国野生种群的杂合度显著高于中国养殖群体,

而两个杂交后代群体的杂合度则与中国养殖群体接近。
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图 2 随机引物 S-103 RAPD扩增的电泳图谱

Fig. 2  RAPD electrophoregrams amplified with primer S-103

M: DNA EcorR Ñ/Hind Ó; a. 1 ) 20:中国养殖群体; a. 21 ) 40:韩国野生种群与中国养殖发病区存活个

体的杂交后代; b. 1 ) 20:韩国野生种群; b. 21 ) 40:韩国野生种群与中国养殖群体杂交后代

表 1  4个种群 RAPD 图谱的遗传分析

Tab . 1  RAPD electrophoregrams analysis of the four populations

杂交组合 韩国野生种群
韩国野生种群 @ 中国

养殖群体

韩国野生种群 @ 中国

养殖发病区存活个体
中国养殖群体

扩增片段总数 162 162 162 162

多态性片段数 124 123 123 119

多态位点比例 01765 01760 01760 01735

杂合度理论值 01283 01267 01268 01266

214  4个交配组合 F1代群体之间的遗传距离

根据群体中各位点等位基因频率计算出的遗传距离如表 2所示,图 3是根据群体间

的遗传距离得到的系统树。韩国野生种群和中国养殖群体之间的遗传距离为 01036 6,说

明存在一定的遗传分化。韩国野生种群与中国养殖群体的杂交后代群体与韩国野生种

群、中国养殖群体的遗传距离分别为 01030 3和 01024 0, 介于韩国野生种群和中国养殖群

体之间。从图 3也可以看到韩国野生种群与中国养殖群体的杂交后代介于韩国野生种群

和中国养殖群体之间。韩国野生种群@ 中国养殖发病区存活个体的后代群体与其他三个

交配组合后代的遗传距离较大。在系统树上,中国养殖群体首先与韩国野生种群 @ 中国

养殖发病区存活个体的后代聚在一起, 然后再与韩国野生种群聚在一起,最后是韩国野生
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种群 @中国养殖群体的杂交后代。

表 2  4 个交配组合 F1 代群体之间的遗传距离

Tab. 2  The genet ic distances among the four F1 progeny populations

杂交组合 韩国野生种群
韩国野生种群 @ 中国

养殖群体

韩国野生种群 @ 中国

养殖发病区存活个体
中国养殖群体

韩国野生种群 010000 010303 010507 010366
韩国野生种群 @ 中国养

殖群体
010303 010000 010417 010240

韩国野生种群 @ 中国养

殖发病区存活个体
010507 010417 010000 010332

中国养殖群体 010366 010240 010332 010000

图 3  四个交配组合 F1 代群体遗传

距离的系统树

Fig. 3  Phylogenetic tree based on the genetic

distance of the four F1 progeny population

1:韩国野生种群; 2:韩国野生种群与中国养殖群体

的杂交后代; 3:韩国野生种群与中国养殖发病区存

活个体的杂交后代; 4:中国养殖群体

3  讨论
杂种优势是生物界普遍存在的一种现象,

在农业生产上已经得到了广泛的应用, 成功的

报道很多(董在杰等, 1999; 孙少华等, 2000; 吴

敏生等, 1999; 吴雪梅等, 1999)。在水生生物

中,尤其是在双壳类,用同工酶揭示的杂合度和

一些生产性状存在明显的相关性。在太平洋牡

蛎中,人们已经发现杂合度与其存活率和生长

速率之间存在显著的相关性( Fujio, 1982; Bierne

et al , 1998)。相同的研究结果在其他物种, 例

如牡蛎、贻贝、扇贝和蛤类中也有报道( Alvarez

et al , 1989; Singh et al , 1978;Mallet et al , 1986;

Koehn et al , 1982, 1984, 1988; Rodhouse et al ,

1984; Gaffney et al , 1984, 1990; Pogson et al ,

1994; Mitton et al , 1984; Shikano et al , 2000;

Saavedra et al , 1996) ,表明不同种生物以及同种

生物不同种群之间都有可能存在杂种优势。但

在其他一些物种中也有不存在这种相关性的报

道。这种差异可能是由于物种、种群、同工酶位

点或性状本身造成的。按照现代杂种优势理论, 杂种优势的强弱与两亲本遗传差异的大

小成比例。栉孔扇贝在我国主要分布在北部沿海,在韩国和日本沿海也有分布。但栉孔

扇贝的养殖业主要集中在我国,日本和韩国尚未形成具有规模的扇贝养殖业。目前,关于

我国和日本、韩国栉孔扇贝是否存在种群差异尚未见报道, 尽管在一些养殖地区有人尝试

用不同地理种群的栉孔扇贝杂交, 进行苗种培育, 取得了一定的结果, 但至今尚未见到关

于栉孔扇贝不同种群是否存在遗传分化和杂种优势的报道。从表 3可知,韩国野生种群

的遗传多样性较高, 多态位点比例和平均杂合度均高出我国的养殖群体,说明韩国栉孔扇

贝的野生资源状况良好,这与目前韩国尚未开展栉孔扇贝养殖是相关的。中国养殖群体
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在遗传多样性上的下降也说明我国近年来栉孔扇贝养殖规模不断扩大, 长期近亲交配而

造成的种质衰退,在生产性状上表现为个体变小(图 1)。

用韩国野生种群和中国养殖群体以及中国养殖发病区存活个体进行杂交, 其杂交后

代表现出一定的生长优势,其生长性状明显优于养殖群体的后代,也比韩国野生种群的后

代有所提高,显示出栉孔扇贝不同种群之间的杂种优势(图 1)。通过对 4个交配组合 F1

代遗传结构及遗传多样性的分析发现, 韩国野生种群的遗传多样性最高,中国养殖群体的

遗传多样性最低,两个杂交组合F1 代的遗传多样性与韩国野生种群接近,而显著高于中

国养殖群体,这一现象可能是由于中国养殖栉孔扇贝经过多代人工选育, 遗传多样性降

低,某些位点已经纯合,所以在与韩国野生种群杂交后,其后代的遗传多样性虽较中国养

殖群体有所提高,但仍低于韩国野生种群。通过比较各种群之间的遗传距离发现韩国野

生种群和中国养殖群体之间的遗传距离为 01036 6, 韩国野生种群与两个杂交后代群体的

遗传距离分别为 01030 3和 01050 7。在聚类图(图 3)上这两个群体的杂交后代正好位于

它们中间,而距中国养殖群体较近, 说明栉孔扇贝在中国和韩国沿海具有种群分化的可

能,也正是由于发生了遗传分化才在它们的杂交后代中显示出杂种优势。

值得指出的是, 用韩国野生种群与中国养殖发病区存活个体杂交,其后代的杂种优势

较韩国野生种群与中国养殖群体杂交后代更为明显。遗传结构及遗传多样性分析表明,

该杂交群体与韩国野生种群的遗传距离达到 01050 7, 与中国养殖群体的遗传距离为

010332。说明养殖发病区存活群体在经过自然选择后存活下来的个体在遗传组成上与养
殖群体和野生种群存在差异。深入研究这些在养殖发病区存活个体的抗病特性与其遗传

变异的相关性, 将有助于定位和克隆扇贝的抗病基因以及抗病的品系选育。

本研究用韩国野生的栉孔扇贝与中国养殖群体以及养殖发病区存活个体进行杂交,

并对各群体的遗传结构和遗传多样性在 DNA水平上进行了研究,揭示了栉孔扇贝韩国种

群和中国养殖群体之间的遗传分化,证实栉孔扇贝不同地理种群之间的杂交后代存在杂

种优势,该结果对于我国扇贝养殖业中苗种培育以及优良品种的选育都具有重要的指导

意义。
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STUDIES ON THE GENETIC STRUCTURE OF DIFFERENT

POPULATION OF CHLAMYS FARRERI AND THEIR HYBRIDSc HETEROSIS

LI Hong-Lei, SONG Lin-Sheng, LIU Bao-Zhong, CUI Zhao-Xia, XIANG Jian-Hai

( Institute of Oceanology, The ChineseAcademy of Sciences, Qingdao, 266071)

LIU Sheng-Ping, QU Shan-Cun, JIANG Guang-Liang

( Aquiculture Technique Exploitation Center of Yantai , Yantai , 264003)

Abstract   Crossbreeding of Chlamys f arreri was performed using the parent scallops from the Korea wild population,

China cultured stock and the survived individuals in epedimic waters in culture areas of China. Four crosses, Korea wild

population @ Korea wild population, Korea wild population @ China cultured stock, Korea wild population @ survived ind-i

viduals in epedimic waters in culture area of China and China cultured stock @ China cultured stock, were constructed.

The index of growth performance of their progenies such as the length and width of the shell and the individual weight
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were measured for heterosis study. Population genetic structurewas studied using RAPD analysis to reveal the relationship

between the genetic variations and heterosis.The index of growth performance of hybrids between Korea wild population

and China cultured stock was better than their parents,which indicated that heterosis existed between different populations

of C. f arreri. RAPD analysis revealed that the genetic distances between Korea wild population and China cultured

stock, and the stock of survived individuals in China epedimic waters were 01036 6 to 01050 7, respectively. The mean

expected hetrozygosities of the above populations were 01283, 01267, 01268, and 01266, respectively, and the proportions

of polymorphic loci were 01765, 01760, 01760 and 01735, respectively. The results indicated that the genetic differentia-

tion occurred between the different geographic populations of C . farreri.

Key words   Chlamys farreri, Population, Genetic diversity, Heterosis, RAPD
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