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摘要! 为了评估葡萄牙牡蛎"&&#与熊本牡蛎"**#的种间配子亲和性及合子育性!以成熟的

这两种牡蛎为材料!研究了温度"39%13%18%1: 和 /2 R#%盐度"37%12%18%19 和 /1#对其受精

率%孵化率的影响&在最优环境条件组合下!估算了不同精子浓度下"32

2

%32

3

%32

1

%32

/ 和 32

8

个6

%

'#受精率及孵化率的 6

42

临界值$ 结果表明!**%&&及 *&受精率和孵化率随着温度升

高先上升后下降!在 1: R时出现最大值!分别为 0013I ?21/I%0918I ?311I和 931/I ?

119I&孵化率变化趋势与受精率相似!也在 1: R时出现最大值!分别为 0013I ?214I%

0719I ?119I和 7:13I ?414I$ **和 *&在盐度 18 时出现最高受精率!分别为 0919I ?

31/I和 9313I ?:18I!&&为 0819I ?814I&**和 *&在盐度 18 时出现最大孵化率!分别

为 :410I ?/1:I和 7713I ?814I!此时 &&孵化率为 9718I ?811I$ 在温度 1: R%盐度

18 环境条件下!*&和 &&在精子浓度 32

/ 个6

%

'时受精率最高!分别为 0118I ?311I和

9:11I ?41:I!**受精率为 0114I ?111I&此时的孵化率分别为 9111I ?:12I%:910I ?

:19I和 :019I ?81/I!各实验组间无显著差异$ 采用一元二次方程估算!*&受精率 6

42

值

的精子浓度为 49199 个6

%

'!孵化率 6

42

值的精子浓度为 12910/ 个6

%

'$ 本研究为葡萄牙牡蛎

与熊本牡蛎生殖隔离机制及其种间杂交奠定了理论与实践基础$

关键词! 葡萄牙牡蛎& 熊本牡蛎& 配子亲和力& 合子育性& 生殖隔离

中图分类号! M/13& *0791/55555555 文献标志码'&

55葡萄牙牡蛎#B2%)).)52,% %-*('%5%$"又称福建牡

蛎"由于其遗传组成与长牡蛎#BC*1*%)$极其相似"

曾经一度被国外学者认为是长牡蛎"现如今被重新

定义为长牡蛎的一个亚种
'3(

& 我国学者们曾经将南

方巨蛎属#B2%)).)52,%$的葡萄牙牡蛎误认为是小蛎

属#?77.)52,%$的僧帽牡蛎#?77.)52,% 7(7(''%5%$"经

过分子识别"发现这种牡蛎与欧洲的葡萄牙牡蛎是

一个物种
'1(

& 葡萄牙牡蛎主要分布在我国南方高

温)高盐海域"核心分布区域为福建"具有生长快)产

量高等优点"其年产量在 342 多万 C"是我国产量最

高的牡蛎经济种
'/(

& 而熊本牡蛎#BC)1:%4,%$"曾经

被定义为长牡蛎的一个亚种"而后学者们通过其与

长牡蛎杂交实验"发现两个亚种间存在着单向受精

现象"进一步利用分子识别手段将其确认为一个独

立物种
'8 64(

& 它主要分布在日本有名海#日本九州

岛以西$)韩国沿海及我国南方高温)中高盐海域"核

心分布区为浙江%由于其味道鲜美"深受广大消费者

青睐"尤其是在美国市场上可以填补长牡蛎)美洲牡

蛎#BC012*1-17%$在繁殖季节销售的不足"其市场价

值极高
'7 6:(

& 作为我国南方沿海两种重要的牡蛎经

济种"它们经常一起生活在同一个海湾"存在着较多

生活重叠区"但它们如何回避种间生殖隔离障碍来

维持物种单一性的机理有待于研究
'9(

&

为此"本研究在实验室条件下模拟了外界环
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境因子及精子浓度水平对其配子亲和力及合子育

性的影响"旨在为这两个物种生殖隔离机制及种

间杂交研究奠定理论与实践基础&

35材料与方法

"#"$实验材料

于 1238 年 8 月下旬"以 123/ 年在中国科学

院南海海洋研究所湛江海洋经济动物实验站生产

的葡萄牙牡蛎和熊本牡蛎子一代各 3 222 个个体

为材料"置于广西贝类综合试验站 12 ;

/

水泥池

中进行性腺促熟"每天投喂云微藻 # B3'.2,''%

NF1$/ =32

8

个6;'"换水 /2I"12 A 后两种牡蛎

性腺同步成熟& 促熟期间"水温 1411 <1912 R"

盐度 18 <19"F+:101 <9148&

"#%$实验设计

针对葡萄牙牡蛎繁殖季节水温一般不高于

/2 R"盐度大多不低于 39%而熊本牡蛎繁殖季节水

温基本均在 12 R以上"盐度不超过 /2"本研究分别

设计 4个温度梯度#39)13)18)1: 和 /2 R$及 4 个盐

度梯度#37)12)18)19 和 /1$"每个梯度重复实验 31

次"以查明温度和盐度对两种牡蛎种间配子亲和性

的影响& 采用解剖方法获取牡蛎精卵"选取配子优

良的个体用于实验& 实验在 3 222 ;'烧杯中进行"

卵子密度控制在 /2 <82 个6;'& 温度实验中"利用

恒温箱控制温度"盐度控制在 18%盐度实验中"利用

盐度 19 的海水作为母液"利用经过 18 L 曝气的淡水

来配置 37)12和 18 盐度梯度"采用粗盐配制盐度为

/1 的海水"温度一直控制在 1: R&

参照P3>EN等
'0(

"'B@等
'32(

对牡蛎种间配子亲

和性格局分析"本实验设计了 32

2

)32

3

)32

1

)32

/

和 32

8

个6

%

'4个精子浓度梯度& 其中"精子通过血球计

数板来测定密度"卵子密度控制在 82 <42 个6;'&

在温度 1: R)盐度 18 的条件下"采用 3 222 ;'烧杯

作为实验容器"每个梯度开展 31 次重复实验&

"#=$>

H\

临界值计算

为了探讨精子浓度与配子亲和力及合子育性之

间的关系& 参照$3WN/> 等
'33(

及张跃环等
'31(

的配子

亲和性分析方法"制定了牡蛎种间配子及合子的 6

42

临界值#配子发生 42I受精率或孵化率时的精子浓

度$& 采用如下二次函数公式来计算6

42

临界值!

">3J

1

CGJC9

式中!"表示受精率#I$或孵化率#I$"J表示精

子浓度的对数 '0?#精子浓度6

%

'$("3为二次项

系数"G 为一次项系数"9为常数&

"#E$数据处理

为了减小方差齐性"所有受精率及孵化率均

转化为反正弦函数 &N<>"精子浓度转化为常用对

数 0?& 利用 *J**3912 统计软件对数据进行分析

处理"不同实验组间数据比较采用单因素方差分

析方法#D@4E=B +*5$"差异显著性设置为 8@

2124"极显著设置为 8@2123",H9=0作图&

15结果

%#"$温度对牡蛎受精率及孵化率的影响

熊本牡蛎#**$)葡萄牙牡蛎 #&&$及种间杂

种#*&$受精率随着温度升高先上升后下降"在

1: R时出现最大值"分别为 0013I ?21/I)

0918I ?311I和931/I ?119I #图3:3$ &表3

图 "$温度对配子亲和力及合子育性的影响

@+,#"$WBB102-B216415'2/51-.,'61210-64'2+(+*+2; '.3X;,-21B152+*+2;

84/
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表 "$温度对配子亲和力及合子育性

影响的方差分析

&'(#"$?.'*;7+7-BR'5+'.01B-52811BB102-B

216415'2/51-.,'61210-64'2+(+*+2;

'.3X;,-21B152+*+2;

温度6R

C=;F=43C@4=

A; 2* 8

多重比较

;@0C<F0=9/;F34<N/>

受精率6I

8=4C<0<S3C</>

43C=

39 1 21933

@21223

""

**

3

B&&

G

B*&

G

13 1 21/41

21223

""

**

3

B&&

G

B*&

G

18 1 21199

21228

""

**

3

B&&

3G

B*&

G

1: 1 21/1:

21223

""

**

3

B&&

3

B*&

G

/2 1 21387

21231

"

&&

3

B**

3

B*&

G

孵化率6I

L3C9L<>?

43C=

39 1 21389

21223

""

**

3

B&&

G

B*&

G

13 1 21147

21233

"

**

3

B&&

G

B*&

G

18 1 21/29

2122:

""

**

3

B&&

G

B*&

G

1: 1 2140/

21223

""

**

3

B&&

3

B*&

G

/2 1 2132/

2122/

""

&&

3

B**

3

B*&

G

注!

"

表示差异显著#8@2124$ "

""

表示差异极显著#8@2123$ %

上标字母不同者表示两两比较差异显著"下同

%/C=N!/>=3NC=4<NE ;=3>NA<88=4=>9=#8@2124 $ "3>A CW/ 3NC=4<NE

;=3>NN<?><8<93>CA<88=4=>9=# 8 @2123 $ % ?4/@FNW<CL A<88=4=>C

N@F=4N94<FCNL3Q= N<?><8<93>CA<88=4=>9=" CL= N3;= ;=3><>? W3N

A=N94<G=A 3NG=0/W

方差分析结果表明"在 39 <13 R时"**受精率显

著高于 &&及 *&#8@2124$%18 R时"**受精率

显著高于 *&#8@2124$"与 &&无显著差异#8B

2124$%在 1: </2 R之间时"**与 &&受精率无

显著差异#8B2124$"均显著高于*&#8@2124$&

孵化率变化趋势与受精率相似"也是在 1: R

时出现最大值"分别为 0013I ?214I)0719I ?

119I和 7:13I ?414I#图 3:G$& 在 39 <18 R

时"**受精率显著高于 &&及 *&#8@2124$"**

与 *&之间无显著差异#8B2124$%1: </2 R时"

**与 &&受精率均显著高于 *&#8@2124$"但二

者间无显著差异#8B2124$ #表 3$& 温度是影响

**)*&和 &&实验组受精率及孵化率的最主要环

境因子#表 1$&

%#%$盐度对受精率及孵化率的影响

各实验组受精率均随着盐度升高先上升后下

降"**和 *&在盐度 18 时出现最高受精率"分别

为 0919I ?31/I和 9313I ?:18I%&&在盐度

19 时的最高受精率为 0012I ?219I #图 1:3$&

盐度 37 时"**受精率显著高于 &&及 *&#8@

2124$"而 &&及 *&之间无显著差异#8B2124$%

盐度 12 <18 时"**受精率高于 &&"显著大于 *&

#8@2124$%盐度 19 </1 时"&&受精率高于 **"

显著大于 *&#8@2124$&

盐度 37 时"**孵化率最高"显著高于 *&"与

&&无显著差异#表 /$%盐度 12 </1 时"&&孵化

率最高"**居中"*&最低& **)*&在盐度 18 时

出现最大孵化率"分别为 :410I ?/1:I 和

7713I ?814I"此时 &&孵化率为 9718I ?

811I%盐度 19 </1 期间"*&孵化率明显下降"显

著小于双亲对照组 **和 &&#图 1:G$&

盐度是影响 **)*&和 &&受精率主要环境

因子"尤其是对葡萄牙牡蛎具有显著影响"但是对

于熊本牡蛎孵化率影响不显著& 经过双因子分析

模型估算"温度与盐度的交互作用对 *&受精率

及孵化率均具有显著影响"也对**孵化率具有显

著影响#表 /$&

表 %$温度"&#$盐度"O#作用对配子亲和力及

合子育性的影响

&'(#%$?.'*;717-BR'5+'.0178-D+.,

216415'2/51'.37'*+.+2; 1BB1027B-5

,'61210-64'2+(+*+2; '.3X;,-21B152+*+2;

类别

<C=;

来源

N/@49=

A; 2* 8

受精率6I

8=4C<0<S3C</>

43C=

D 8 21/38 @21

223

"""

** * 8 211:2 @21

223

"""

D=* 3 211/9 2124/

D 8 21302 @21

223

"""

*& * 8 21329 @21

223

"""

D=* 3 211/4 21

22:

""

D 8 21132 21

227

""

&& * 8 2114/ 21

229

""

D=* 3 213// 21138

孵化率6I

L3C9L<>?

43C=

D 8 21/49 @21

223

"""

** * 8 2122/ 21491

D=* 3 3133: @21

223

"""

D 8 2120: @21

223

"""

*& * 8 21370 @21

223

"""

D=* 3 31438 @21

223

"""

D 8 211:2 @21

223

"""

&& * 8 2139: 21

228

""

D=* 3 213:4 212:4

注!D=*表示温度与盐度的交互作用"

"""

表示 8@21223

%/C=N! D =* <>A<93C=NCL=<>C=439C</> G=CW==> C=;F=43C@4=3>A

N30<><CB"

"""

<>A<93C=N8@21223

44/
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图 %$盐度对配子亲和力及合子育性的影响

@+,#%$WBB102-B7'*+.+2; -.,'61210-64'2+(+*+2; '.3X;,-21B152+*+2;

表 =$盐度对配子亲和力及合子育性

影响的方差分析

&'(#=$?.'*;7+7-BR'5+'.01B-52811BB102-B

7'*+.+2; -.,'61210-64'2+(+*+2;

'.3X;,-21B152+*+2;

盐度

N30<><CB

A; 2* 8

多重比较

;@0C<F0=9/;F34<N/>

受精率6I

8=4C<0<S3C</>

43C=

37 1 21:17 @21

223

""

**

3

B*&

G

B&&

G

12 1 213:1 21

22/

""

**

3

B&&

3G

B*&

G

18 1 21134 21

2/4

"

**

3

B&&

3G

B*&

G

19 1 21870 21

221

""

&&

3

B**

3

B*&

G

/1 1 21722 @21

223

"

&&

3

B**

3G

B*&

G

孵化率6I

L3C9L<>?

43C=

37 1 21379 21

221

""

**

3

B&&

3

B*&

G

12 1 21220 21

234

"

&&

3

B**

3

B*&

G

18 1 2182: @21

223

""

&&

3

B**

3G

B*&

G

19 1 21709 @21

223

""

&&

3

B**

3

B*&

G

/1 1 21932 21

223

""

&&

3

B**

3

B*&

G

%#=$精子浓度对受精率及孵化率的影响

*&)&&在精子浓度 32

/

个6

%

'时受精率最

高"分别为 0118I ?311I和 9:11I ?41:I"此

时 **受精率为 0114I ?111I"且 / 个实验组间

无显著差异#表 8"8B2124$& 对于 **)&&而言"

不同精子浓度下的受精率分别为 9/11I<0819I

和 4718I<9:11I& 然而"对于 *&而言"精子浓

度低于 32

1

个6

%

'时"受精率仅仅维持在 /10I<

91/I"显著小于双亲对照组#8@2124$%精子浓

度为 32

1

个6

%

'时"受精率为 7210I ?:14I"仍

然显著低于双亲组#8@2124$%当精子浓度
%

32

/

个6

%

'时"受精率
%

02I#图 /:3$& 由此可见"精

子浓度对于自交组而言"影响相对较小"但对于种

间杂交组至关重要&

表 E$精子浓度对配子亲和力及合子育性

影响的方差分析

&'(#E$?.'*;7+7-BR'5+'.01B-52811BB102-B

74156 0-.01.25'2+-.-.,'61210-64'2+(+*+2;

'.3X;,-21B152+*+2;

精子浓度6

#个6

%

'$

NF=4;

9/>9=>C43C</>

A; 2* 8

多重比较

;@0C<F0=

9/;F34<N/>

受精率6I

8=4C<0<S3C</>

43C=

32

2

1 217:9 @21

223

""

**

3

B&&

G

B*&

9

32

3

1 21977 @21

223

""

**

3

B&&

G

B*&

9

32

1

1 21348 21

221

"

**

3

B&&

G

B*&

9

32

/

1 21231 21188

**

3

B*&

3

B&&

3

32

8

1 21332 21

2/2

"

**

3

B*&

3

B&&

G

孵化率6I

L3C9L<>?

43C=

32

2

1 21422 @21

223

""

**

3

B&&

G

B*&

9

32

3

1 21:/1 @21

223

"

**

3

B&&

G

B*&

9

32

1

1 213:2 21

221

""

**

3

B&&

3

B*&

G

32

/

1 2122/ 21911

**

3

B*&

3

B&&

3

32

8

1 21380 21

227

""

**

3

B*&

3G

B&&

G

55**)&&和 *&实验组孵化率在精子浓度 32

/

个6

%

'条件下最高"分别为 9111I ?:12I)

:910I ?:19I和 :019I ?81/I"/ 个实验组间

无显著差异#表 8"8B2124$& 精子浓度低于 32

3

个6

%

'时"**孵化率最高"&&居中"*&最低"且

/ 个实验组间差异显著 #8@2124$%精子浓度为

32

1

个6

%

'时"**与 &&孵化率差异不显著#8B

2124$"但显著高于 *&实验组 #8@2124$%精子

74/
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浓度为 32

8

个6

%

'时"*&孵化率与双亲组间无显

著差异#表 8"8B2124$#图 /:G$&

经过一元二次方程估算"*&受精率的 6

42

值为

49199 个6

%

'"孵化率的 6

42

值为 12910/ 个6

%

'%

&&孵化率的 6

42

值为 11:3 个6

%

'"受精率均在

42I以上%由于 **受精率及孵化率均在 42I以

上"尚未获得该实验组受精率及孵化率的 6

42

值

#表 4$&

图 =$精子浓度对配子亲和性及合子育性的影响

@+,#=$WBB102-B74156 0-.01.25'2+-.-.,'61210-64'2+(+*+2; '.3X;,-21B152+*+2;

表 H$不同精子浓度下配子亲和力及合子育性的的 >

H\

临界值#

&'(#H$&8105+2+0'*R'*/1-B>

H\

B-5,'61210-64'2+(+*+2; '.3

X;,-21B152+*+2; /.3153+BB151.274156 0-.01.25'2+-.0-.3+2+-.7

类别

<C=;

6

42

公式

8/4;@03

J范围

J43>?=

R

1

受精率6I

8=4C<0<S3C</> 43C=

** >A

">62181/ 9J

1

C81393 0JC981/17

2 <8 21984 /

*& 31::#49199$

">611838 /J

1

C/41/::J641323 0

2 <8 21028 2

&& >A

">6/1242 0J

1

C391/11JC441340

2 <8 217:/ 2

孵化率6I

L3C9L<>? 43C=

** >A

">631770 2J

1

C:1717 1JC:41210

2 <8 21730 4

*& 11/1#12910/$

">611281 0J

1

C101909J671131 8

2 <8 21909 8

&& 218/#11:3$

">6/19/4 :J

1

C1311:/JC811804

2 <8 21971 :

注!6

42

中第一个数字表示数量级"括号里面表示精子浓度#个6

%

'$ %* >A+表示没有数据

%/C=N!CL=8<4NC>@;G=4<>A<93C=NU@3>C<C3C<Q=0=Q=0"CL=9/44=NF/>A<>? NF=4;9/>9=>C43C</> W3N4=F4=N=>C=A <> F34=>CL=N=N%* >A+ <>A<93C=N>/ A3C3

/5讨论

=#"$配子亲和力分析

雌性熊本牡蛎可以与雄性葡萄牙牡蛎受精"

其种间配子亲和力较强"但相反方向不能发生"存

在着单向受精#/>=:W3B 8=4C<0<S3C</>$现象& 然而"

Y@ 等
'3/(

发现葡萄牙牡蛎卵子也可以与熊本牡蛎

精子以万分之一比例受精"获得杂种幼虫"但该幼

虫无法存活& 经过实验反复论证"认为产生该现

象的原因可能是熊本牡蛎精子结合素蛋白识别错

误造成的"出现了极少量受精现象的发生
'/(

& 我

国 学 者 已 经 发 现 雌 性 香 港 牡 蛎 # BC

3.-*:.-*,-)1)$与雄性长牡蛎)葡萄牙牡蛎和近江

牡蛎#BC%21%:,-)1)$等的杂交组合及雌性近江牡

蛎与雄性熊本牡蛎等杂交组合存在着明显的单向

受精现象"而且论证了这种现象是由精子结合素

蛋白结构快速进化导致的
'38 613(

&

这种单向受精现象不受温度)盐度和精子浓

度等的影响& 本研究中"熊本牡蛎配子亲和力具

有较好的盐度适应性"但是受温度影响较大%葡萄

牙牡蛎配子亲和力具有极好的温度适应性"但受

盐度影响变化较大%而种间杂种的配子亲和力除

了受温度)盐度影响以外"主要受精子浓度影响"

适当提高精子浓度有利于杂种形成"这为今后远

:4/
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缘杂交制种提供了理论基础&

=#%$合子育性分析

杂交不育 # LBG4<A NC=4<0<CB $ 包括性腺不育

#?/>3A NC=4<0<CB$)配子不育# ?3;=C=NC=4<0<CB$及合

子不育#SB?/C=NC=4<0<CB$ / 种类型& 其中"合子不

育是指在远缘杂交过程中"精卵可以识别受精"但

是无法进行胚胎发育或胚胎不活的现象"是生殖

后隔离的一种主要形式
'11 61/(

&

对于海洋双壳贝类而言"合子不育就是指可

以受精"但是无法发育至 5型幼虫或者发育至 5

型幼虫以后无法继续发育下去的现象
'18(

& 本研

究表明"熊本牡蛎卵子与葡萄牙牡蛎精子杂交后

可以获得正规 5型幼虫"具有较好的合子育性%

但是学者们发现的葡萄牙牡蛎卵子与熊本牡蛎精

子杂交后获得的杂种 5型幼虫无法继续发育存

活"停滞在 5型幼虫阶段"属于合子不育现象&

葡萄牙牡蛎与熊本牡蛎的合子育性与配子亲和力

正相关"在不同温度)盐度条件下"随着受精率增

大"孵化率升高"5型幼虫产量增加& 然而"精子

浓度适当增高会获得较高的受精率"但是如果超

过了合理范围"其孵化率会随着精子浓度增大而

降低"甚至会出现接近 322I畸形胚胎& 合子育

性与配子亲和力在一定条件下具有正相关作用"

随着受精率增大"孵化率增高"但是如果超过了适

宜范围"就会出现二者之间的负相关现象& 为此"

在进行种间杂交工作的时候"适当地提高精子浓

度有利于远缘杂种形成&

以温度)盐度及精子浓度对葡萄牙牡蛎与熊

本牡蛎的配子亲和力及合子育性的影响进行了研

究"发现二者均对杂交子代形成具有显著影响&

同时"确定了温度 1: R)盐度 18"精子浓度为 32

/

个6

%

'为最佳杂交条件"为解析两种牡蛎生殖隔

离机制及其种间杂交提供了理论基础与实践

经验&
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