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摘要 采用 RAPD和 GISH技术对栉孔扇贝(旱)和虾夷扇贝(含)杂交子代胚后发育 4个重要时 

期 (担轮幼虫期、D形幼虫期 、壳顶幼虫期和眼点幼虫期)的遗传构成进行 了检测。在 RAPD检测 中， 

50条随机引物在亲贝中共扩增出35条栉孔扇贝的特异条带和 28条虾夷扇贝特异条带，其中栉孔扇 

贝特异条带在杂交子代 4个时期 出现 的条数分别为：担轮幼虫期 21条、D形幼虫期 19条 、壳顶幼虫 

期 23条和眼点幼虫期 23条 ；而虾夷扇贝特异条带在杂交子代 4个时期 出现 的条数分别为：17、16、1 

和 1。GIsH结果表明，杂交扇贝在担轮幼虫期和D形幼虫期均继承了来自父母本遗传物质，而在壳 

顶幼虫期和眼点幼虫期未检测到来 自父本的遗传物质。结果表明，杂交子代遗传结构在进入壳顶 幼 

虫期时发生重大改变，大部分父本遗传物质从杂交贝基 因组 中丧失。 
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ABSTRACT RAPD analysis and genome in situ hybridization (GISH)were applied to re— 

search into the genetic variation of the Chlamys farreri旱 × Patinopecten yessoensis含hybrid 

scallop larvae during the four life—history stages(trochophore，D-shaped larvae，umbo—stage lar— 

vae and eye—spot larvae)．For RAPD analysis，50 random primers were used and 35 C {arreri 

specific bands and 28 P．yessoensis specific bands were detected in the broodstock．Different 
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numbers of C．farreri specific bands were found in the hybrid during the four life—history sta— 

ges，and the numbers were：2 1 in trochophore，1 9 in D-shaped larvae，23 in umbo—stage larvae， 

and 2 3 in eye—spot larvae．The numbers of the P． yessoensis specific bands found during these 

stages were 1 7，1 6，1 and 1，respectively．Meanwhile，the result of GISH analysis indicated that 

the hybrid scallop separately inherited one set of chromosomes( 一1 9)from both C．farreri 

and P．yessoensis broodstock during both the trochophore stage and the D-shaped larvae stage， 

while no P．yessoensis germ plasm was founded in the umbo—stage larvae and the eye—spot lar— 

vae．It was found that，a big transformation of the genetic composition of the hybrid happened in 

umbo-stage larvae when most of the paternal germ plasm was lost in the genome of the hybrid 

scallops． 
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杂交育种是遗传育种的主要手段之一，是改良遗传性状和培育优良品种的可靠途径。栉孔扇贝 Chlamys 

farreri和虾夷扇贝 Patinopecten yessoensis是同科不同属的两种经济贝类 ，双方在性状方面有明显的互补性 ， 

通过二者杂交所获得的杂交子一代表现出了一定的杂种优势(杨爱国等 2004)。 

栉孔扇贝(旱)和虾夷扇贝(含)的杂交子代在早期胚胎阶段为真正的杂交种，已经被前人的研究所证实。 

周丽青等(2003)等利用受精细胞学方法观察到栉孔扇贝卵子在处于第 1次成熟分裂中期时接纳虾夷扇贝精子 

入卵 ，并且胚胎正常发育 ；吕振明等(2006)采用 GISH手段对杂交贝担轮幼虫期染 色体进行研究 。结果表明， 

杂交子代分别继承了双亲各 1套染色体(，z一19)。然而 当杂交贝长至成体时 ，其外部形态与栉孔扇 贝相近 ，未 

出现明显的中间性状(杨爱 国等 2004)。这些研究结果让人感到困惑 ，杂交 贝在继承 了父母本各 1套染色体 

的同时为什么仅表现出母本的特征? 吕振明等(2006)对处于担轮幼虫期、附着变态期 、幼贝期和成贝期的杂交 

贝的外源物质进行了检测，发现杂交贝在附着变态期时，已经检测不到来 自父本的遗传物质，并确定了杂交子 

代中父本遗传物质消失的时间是在担轮幼虫以后至附着变态前的早期胚胎发育阶段 。 

本试验将杂交贝在担轮幼虫期至附着变态前的早期胚胎发育阶段进一步细分为担轮幼虫期 、D形幼虫期、 

壳顶幼虫期和眼点幼虫期 4个时期，利用 RAPD和 GISH技术对杂交贝在这 4个时期的遗传构成进行检测， 

以期 了解杂交贝中父本遗传物质丧失时间和确切机制 ，为扇 贝远缘杂交中父本遗传物质丧失现象 的研究提供 

基础资料 。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

栉孔扇贝和虾夷扇贝亲贝分别取 自山东即墨海区和大连海区，取 回后严格挑选 出雌性栉孔扇贝和雄性虾 

夷扇贝，在山东即墨养殖场分池暂养。2007年 3月选取性腺发育 良好的亲贝经人工催产进行杂交试验。按时 

收集担轮幼虫期、D形幼虫期、壳顶幼虫期和眼点幼虫期杂交子代，用于染色体和 DNA的制备。 

1．2 仪器和试剂 

1．2．1 仪 器 

PCR扩增仪(Eppendorf，Mastercycler gradient 5331)，生物凝胶成像系统(UVP，EC3 Systems)，荧光显 

微镜(尼康 E800，FITC／PI滤镜组合)。 

1．2．2 试 剂 

RAPD引物($200一$249)，购于上海生工公司；生物素切口平移探针标记试剂盒(ROCHE)；Propidium I— 
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odide(PI，VECTOR)；F1uorescein Avidin DCS(VECT0R)；海水 配制 的 0．4％0秋水仙素母液 ；25 的海水 ；预 

冷卡诺氏液(甲醇 ：冰醋酸一3：1)；50 冰醋酸；2×SSC；0．1SDS ；10％硫酸葡聚糖 ；0．1 TWEEN20(上海 

生工)；鲑精 DNA；蛋白酶 K(Prok，上海生工)。 

1．3 方法 

1．3．1 RAPD分析 

1．3．1_1 DNA模板的制备 

取栉孔扇贝、虾夷扇贝及 4个时期杂交子代各 20个 ，亲贝 DNA 的提取采用常规酚一氯仿抽提法进行。单 

个杂交子代DNA的提取参照万俊芬等(2004)的方法进行：在只含有 1个个体的PCR管内各加入 15 1的裂解 

液(10mmol／L Tris—C1，50mmol／L KC1，0．5 Tween-20，0．3 mg／ml ProK，pH 8．0)于 55℃恒温裂解 3 h左 

右 ，再置于 85℃下 15 min以灭活蛋白酶 K。将亲贝和各时期杂交子代 DNA分别混合成基 因组池 一2O℃保 

存 。 

1．3．1．2 RAPD扩增 

RAPD的扩增 体系采 用优化后 的 25 l总反应体 系，其 中含 ：2．5mmol／L MgC1z，0．2mmol／L dNTPs， 

0．2ffmol／L引物 ，1×buffer，1U Taq酶 ，亲贝采用 30ngDNA作为模板 ，各时期幼虫取 3 1裂解液作为模板 。 

在正式实验之前，对 RAPD随机引物进行大规模筛选，从中选取能稳定扩增父本虾夷扇贝特异片段的引物，用 

于杂交扇贝遗传构成的检测。每条引物扩增 3次以保证稳定性。 

1．3．1．3 扩增产物 的检测 

采用预先筛选出的引物，对栉孔扇贝旱、虾夷扇贝含及它们的杂交子代同时进行扩增，RAPD扩增产物经 

1．5 琼脂糖凝胶电泳 ，EB染色 ，凝胶成像系统进行检测。每个引物重复操作 3次 以上 。 

1．3．2 基因组荧光原位杂交分析 

1．3．2．1 染色体的制备 

杂交贝各时期幼虫染色体的制备方法参照吴宝铃等(1999)进行。具体方法：各期杂交子代用 0．04 秋水 

仙素溶液处理 30 min后 ，入 25 海水中低渗 30 min，预冷卡诺氏液充分固定 ，热滴片法制片。染色体标本老 

化 2d后置于湿盒中保存备用 。 

1．3．2．2 基因组荧光原位杂交 

扇贝基 因组 DNA 的提取采用常规酚一氯仿抽提法进行。栉孔扇贝基因组探针采用生物素缺 口平移法标 

记 ，具体方法及其纯化参照 Roche公司提供 的产 品说明进行。荧光原位杂交采用分别变性 的方法 ，具体为 ： 

(1)染色体标本的变性 ：70 甲酰胺／2×SSC溶液 中 70~C变性 3min，立即置于一20~C的 7O 、90 和 100 酒 

精中逐级脱水 ，空气干燥 ；(2)探针变性 ：含探针杂交液 80℃变性 5 min，立即置软冰中冷却 10 min以上 ；(3)杂 

交 ：将变性后的杂交液 20ffl加到染色体标本上 ，盖上盖玻片 ，37℃杂交过夜。杂交后 的染色体标本经 50 甲 

酰胺／2 x SSC溶液和 1×SSC溶液洗脱后 ，FITC(20~g／m1)染色 ，PI(1．5 t~g／m1)复染 ，荧光显微镜观察并拍摄 

记 录 。 

2 结果与分析 

2．1 杂交贝胚后发育遗传构成变化的 RAPD检测 

实验使用50条随机引物扩增出35条栉孔扇贝的特异条带(如图1一a)和 28条虾夷扇贝特异条带(如图1-b 

和图 1一c)。35条栉孔扇贝特异条带在杂交子代各个时期出现的条数为：担轮幼虫期 21条、D形幼虫期 19条、 

壳顶幼虫期 23条和眼点幼虫期 23条和而虾夷扇贝特异条带在杂交子代各个时期出现的条数分别为：17、16、1 

和 1，仅有引物 $201扩增出来的 1条虾夷扇贝特异条带在杂交子代的各个时期都 出现(如图 1_b)。 

2．2 杂交贝胚后发育遗传构成变化的 GISH检测 

采用栉孔扇贝基因组作探针，虾夷扇贝基因组作封阻，对杂交子代担轮幼虫的染色体及 D形幼虫、壳顶幼 
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值得注意的是，在本试验中当杂交贝生长至壳长 130~m时，有相当一部分幼虫停止了生长而逐渐死亡，仅 

有一小部分进入壳顶幼虫期 。相同的情况在杂交组合 Crassostrea gigas×C．virginica中也有出现 ，Kavanagh 

(1939)、Davis(1950)、Imai等 (1961)和 Stiles(1978)均报道二者能正常受精 ，但发育到壳顶幼虫时期便开始大 

量死亡 ；宋志乐等(1986)对栉孔扇贝和海湾扇贝 Argopecten irradians的杂交进行了初步研究 ，发现栉孔扇 贝 

和海湾扇贝正反交都能受精 ，但胚后发育困难 ，至面盘幼虫后大量死亡 ；姜卫 国等(1983)在珠母贝的种间杂交 

中发现绝大部分幼虫仅停留在直线铰合期，随后陆续死亡，因而认为异种精卵的染色体可能造成细胞分裂过程 

的不协调，以及可能由于某些遗传物质的缺少影响到幼虫的发育过程和生理代谢活动，致使多数胚胎发育异常 

和绝大部分幼虫死亡。杂交贝幼虫出现大量死亡的时间与父本遗传物质丧失的时间大致相吻合，其中是否存 

在联系还需要进一步 的研究。 
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