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摘要! 进行群体选育时!因近交机率增加和有效亲本数的减少!可能导致选育群体的遗传多样

性下降!进而引起选育群体的性状衰退" 为监测长牡蛎人工选育群体在选育过程中的遗传差

异!实验应用微卫星 4%&标记对长牡蛎野生和人工 / 代选育群体及其基础群体的遗传多样

性进行了研究" 微卫星 12 个位点在所有群体中均表现出较高的多态性!0 个群体的平均等位

基因数范围为 3712 =3918 个!期望和观测杂合度分别为 21936 =21960 和 21837 =21;29" 与

野生群体和基础群体相比!长牡蛎选育 / 代群体的平均等位基因数和等位基因丰富度略有下

降!但杂合度水平未发生明显变化" 哈迪(温伯格平衡#+W,$检验结果显示!02 个群体(位

点组合中 78 个群体(位点组合显著偏离 +W,平衡#G@2126$" N

;A

指数均为正值!平均范围

21163 =213//!表明各群体在 12 个位点上表现为一定程度的杂合子缺失" 各群体间 N

A3

值的

范围为 2122; =21236!遗传分化程度较弱" 结果表明!连续 / 代的人工选育尚未明显降低长

牡蛎群体的遗传多样性!仍可以一定的选择压力对选育群体进行人工选育!从而保证长牡蛎的

优良生长性状得到持续提高"

关键词! 长牡蛎& 微卫星& 选育群体& 遗传变异

中图分类号! K8;6& *918174444444 4文献标志码'&

44长牡蛎#-+&33*3.+,& #"#&3$又称太平洋牡蛎"

具有环境适应强%生长快%风味鲜美%营养丰富等

优点"是世界上养殖范围最广%产量最高的经济贝

类( 目前我国牡蛎年产量已达 /22 多万 3"产量位

居世界首位
&1 53'

( 近几年"随着养殖集约化程度

的提高"由于近亲交配%累代养殖等原因导致遗传

多样性不断下降"加之养殖不规范和受环境胁迫

等诸多因素的影响"养殖的长牡蛎开始出现生长

慢%死亡率增高%形态不规则等品质下降现象( 对

养殖的长牡蛎进行遗传改良"培育生长快%抗逆性

强的新品种"是解决品质下降和良种匮乏的有效

途径之一( 双壳贝类具有繁殖力高%世代间隔短"

野生群体遗传变异水平高的特点"尤其适于开展

选择育种工作
&/'

( 利用家系选育或群体选育方

法"+>?AIJ>?E>?等
&7'

和 4aE?>9/C3等
&6 50'

建立了

长牡蛎夏季死亡率明显降低的选育系"W:?B 等
&8'

和 ':CEB/C 等
&;'

选育出总重和产量显著提高的长

牡蛎优良品系( 为了培育我国长牡蛎高产抗逆优

质新品种"我们自 3228 年开展长牡蛎的人工选

育
&9 512'

"利用群体选育方法构建的中国%日本和

韩国 / 个群体快速生长选育系
&11 513'

"至 3211 年

已连续进行了 6 个世代的选育"选育群体的生长

速度显著提高(

进行群体选育时"因近交机率增加和有效亲

本数的减少"可能导致选育群体的遗传多样性下

降"进而引起选育群体的性状衰退
&1/'

( 虽然一些

研究报道了贝类养殖群体的遗传多样性与野生群

体相比未发生明显变化
&17 518'

"但贝类的苗种培育

和群体选育过程中"常因亲本数量过少%雌雄比例

不当%亲本贡献不均%配子质量差异%配子竞争%人
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工选优和选型交配等因素"引起有效群体的数量

的减少"从而降低选育群体的遗传多样性
&1; 53/'

(

遗传多样性影响群体对环境变化的适应能力以及

继代人工选育的效果"因此"对于成功的育种管

理"监测选育苗种的遗传变异及其在养殖过程中

的变化极为重要(

随着分子生物学技术的发展"分子标记技术

已被广泛应用于动植物遗传与育种等相关研究领

域( 微卫星标记技术"具有简单易操作%重复性

好%信息量大"且以孟德尔共显性方式遗传的特

点"在水产动物遗传多样性与育种研究方面得到

广泛应用
&37'

( 本研究利用微卫星分子标记对长

牡蛎快速生长连续 / 代选育群体的遗传多样性进

行分析"并与基础群体和野生群体进行比较"旨在

揭示选育群体的遗传变异"为选育工作提供理论

基础(

14材料与方法

!"!#样品采集

本研究采集的长牡蛎群体样本信息见表 1(

3 个野生群体分别采自中国文登近海 #-W4$和

日本九州佐伯近海 #!*6$"人工选育的基础群体

#!*(2$系 3228 年采自日本宫城县近海的半人工

采苗养殖群体( 3228,3229 年连续 / 年从生长

快的个体中选留亲本进行选育"具体方法见 ';

等
&11'

和 W:CE 等
&13'

的报道( 每个世代的样品分

别从 / 代连续选育群体#!*(1%!*(3 和 !*(/$的成

体个体中随机采集( 样品采集后"于超低温冰箱

# 5;2 T$中保存( 基因组 4%&的提取采用常

规酚5氯仿法"具体操作参照 ';等
&17'

的方法"用

紫外分光光度计检测 4%&浓度"并将其浓度稀

释至 122 CE5

$

'" 532 T保存备用(

表 !#长牡蛎不同群体的采集时间"地点"群体类型和样本数

%&'"!#B,3&*1-0E-&+61,10D&3*0.-&3M6,-&3*+,&.2.C+',)0E*,#"#&9

群体

D/D=0:3;/C

采集地点

A:9D0>0/2:3;/C

采集时间

A:9D0>3;9>

群体类型

D/D=0:3;/C 3@D>

采集样本数

A:9D0>C=9J>?# )$

-W4 中国文登#/016b%"13110b,$ 322/72; 野生 79

!*6 日本佐伯#/310b%"1/110b,$ 3223712 野生 66

!*(2 日本宫城#/;1/b%"1711/b,$ 3228727 基础群体 72

!*(1 中国威海#/81/b%"13311b,$ 322;720 第 1 代选育群体 60

!*(3 中国威海#/81/b%"13311b,$ 322972; 第 3 代选育群体 02

!*(/ 中国威海#/81/b%"13311b,$ 3212726 第 / 代选育群体 02

!"$#微卫星分析

根据 ';等
&36'

报道的长牡蛎 89 对微卫星引

物"从中筛选出 12 对多态性较高且没有无效等位

基因的作为本研究使用的引物"并对部分引物的

退火温度进行优化( 引物编号分别为 2'0-#=

139" 2'0-#=1/2" 2'0-#=1/7" 2'0-#=1/;" 2'0-#=

17;"2'0-#=179"2'0-#=161"2'0-#=102"2'0-#=19;

和 2'0-#=322(

6-$反应体系为 12

$

'体系"包含 122 CE 模

板 4%&"1 <6-$J=QQ>?"213 99/05'B%M6混合

液"1

$

9/05'引物"1 =3 99/05'HE-0

3

和 2136

#5&6 4%&聚合酶#M:G:$:$( 6-$反应条件为

97 T预变性 / 9;C)/6 个循环为 97 T 1 9;C"退

火 1 9;C"83 T 1 9;C)83 T延伸 6 9;C( 6-$反

应在 F>C>&9D

%

$-$*@A3>99 822 上进行( 6-$

产物在 0S变性聚丙烯酰胺凝胶中电泳"硝酸银

法染色( 12 JD 4%& 0:BB>?# )CN;3?/E>C $ 作为

9:?L>?检测等位基因位置( 为避免不同凝胶之

间条带位置的误差"用同一个参照样品在每一块

胶上进行电泳作为对照(

!"7#统计分析

用 (*M&M3191/ 软件
&30'

计算每个位点等位

基因数 #O$"等位基因丰富度 #<

A

$和近交系数

#N

;A

$

&38'

( 用 F,%,6"6/17 软件
&3;'

检测期望杂

合度#@

>

$"观测杂合度 #@

/

$和哈迪 5温伯格平

衡#+W,$( 用 H*&软件
&39'

计算两群体间的遗

传分化指数 #N

A3

$

&/2'

"用 8/CQ>??/C;法
&/1'

对多重

比较的显著性水平进行校正(

34结果

$"!#群体的遗传多样性

长牡蛎野生群体和选育群体的遗传多样性分

析结果见表 3( 12 个位点在所有群体中均表现出

较高多态性"野生的文登群体和佐伯群体的平均

2/61
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等位基因数分别为 3917 和 3918"基础群体和选

育群体的平均等位基因数依次为 3816"3712"

3018和 3716( 由于等位基因数可能会受抽样大

小的影响"本研究比较了不同群体间等位基因丰

富度的差异( / 代选育群体 #!*(17!*(/$的等位

基因丰富度依次为 3/18"3016 和 371/"较 3 个野

生群体 # -W4" 3;10) !*6" 3916 $ 和基础群体

#!*(2"3813$略有下降( 多重比较分析#G?=AL:07

W:00;A3>A3$表明"等位基因丰富度在 3 个野生群

体间#B;B1"GB21736$"基础和选育群体间# B;B

/"GB219;0$及 0 个群体间# B;B6"GB21;90$的

差异均不显著(

所有群体 12 个位点的观测杂合度值#@

/

$均

小于期望杂合度值#@

>

$( @

/

和 @

>

在不同群体间

没有显著的差异#GC2126$"观测杂合度平均值

的大小范围 21837 =21;29"期望杂合度范围

21936 =21960( 经 8/CQ>??/C;校正的 +W,平衡

检验结果显示"0 个群体在 12 个位点上有 78 个

群体,位点组合显著偏离 +W,平衡#表 3$( 近

交系数 N

;A

均为正值"平均值范围 21163 =213//"

表明 0 个群体在 12 个位点上表现为一定程度的

杂合子缺失(

表 $#长牡蛎野生群体和连续选育世代的遗传多样性分析

%&'"$#:,.,3*D2*/,)-*3M E0)L*12606C1&3*0.-&.2-CDD,--*/,-,1,D3*0.-30DU-0E*,#"#&9

位点

0/2=A

群体 D/D=0:3;/C

-W4 !*6 !*(2 !*(1 !*(3 !*(/

) B79 ) B66 ) B72 ) B60 ) B02 ) B02

2'0-#=139 O /; // 38 3; 39 38

<

A

/01; /310 3016 3810 3;19 3018

@

/

21;/2 21;91 21;36 218;0 21;17 218;/

@

>

2198 21907 21978 2196 21960 21977

N

;A

21170 21280 211/1 21187 21162 21181

G

21222

"

21222

"

21222

"

21222

"

21221

"

21222

"

2'0-#=1/2 O 39 // 3; 36 3; 30

<

A

3819 // 3818 3718 381; 3618

@

/

21;67 21;11 21;31 21871 21;;/ 21862

@

>

21969 21919 21979 21933 21966 21978

N

;A

21111 2111; 211/8 2119; 21280 21329

G 21260

2122/

"

21222

"

21222

"

21222

"

21222

"

2'0-#=1/7 O /8 /6 /6 /2 /6 //

<

A

/616 /710 /71/ 3916 /710 /31;

@

/

21;// 21091 21;62 21;/0 2186 218;2

@

>

2190/ 21900 2198 21968 21968 21903

N

;A

211/0 213;8 21136 21138 2131; 21191

G

21222

"

21222

"

21222

"

21228

21222

"

21222

"

2'0-#=1/; O 36 38 36 37 30 3/

<

A

3710 38 371; 3/10 3619 331;

@

/

21;08 2109; 21;31 218;0 218 21;78

@

>

21970 21971 219// 2197/ 219/2 219//

N

;A

212;6 2130 21133 2110; 21379 21293

G 21039

21222

"

21222

"

21222

"

21222

"

21312

2'0-#=17; O /; 73 /2 30 /3 /1

<

A

/016 7117 /2 3618 /3 /1

@

/

21;61 21607 218/8 21607 2102/ 218;9

@

>

21906 2190; 21960 219/9 2190/ 21961

N

;A

21119 2173 213/3 21723 21/86 21181

G

21222

"

21222

"

21222

"

21222

"

21222

"

21222

"

1/61
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续表 $

位点

0/2=A

群体 D/D=0:3;/C

-W4 !*6 !*(2 !*(1 !*(3 !*(/

) B79 ) B66 ) B72 ) B60 ) B02 ) B02

2'0-#=179 O // /0 /3 30 /2 3;

<

A

// /618 /116 30 3919 3819

@

/

21;17 21871 21;6 21;70 2108; 2169/

@

>

2198/ 21901 21983 21961 21901 21973

N

;A

21106 213/1 21130 21111 21390 21/83

G

21222

"

21222

"

21227

"

21218

21222

"

21222

"

2'0-#=161 O 32 3; 3/ 1; 33 33

<

A

191/ 3810 3318 181; 311; 311;

@

/

21880 21938 21886 21;// 21;18 219

@

>

219/ 21973 21978 21929 219/6 219//

N

;A

21108 21210 211;7 212;7 21138 212/6

G

21223

"

21298

21222

"

212/9

21222

"

21181

2'0-#=102 O 38 /3 38 /2 /2 33

<

A

3017 /118 301; 3916 391; 311;

@

/

21027 21022 21;70 2101; 216;/ 21077

@

>

21960 21968 21967 219/7 219/8 21936

N

;A

21/8 21/86 21117 21/7 21/;2 21/26

G

21222

"

21222

"

21220

21222

"

21222

"

21222

"

2'0-#=19; O 37 18 30 10 19 1;

<

A

3/17 18 361; 1619 1;19 181;

@

/

21;68 218/0 21896 21866 21870 21008

@

>

21979 2188 2197/ 21;67 219/1 21931

N

;A

2129; 21276 21169 21118 21321 2138;

G 21296 21632

21222

"

2121;

21223

"

21222

"

2'0-#=322 O 3/ 17 33 18 10 16

<

A

3319 17 311; 101; 1619 171;

@

/

21077 210;6 21809 21008 21008 21822

@

>

21979 2192/ 21971 21;91 21;9/ 21917

N

;A

21/37 2137/ 211;6 21367 21366 213/6

G

21222

"

21222

"

21228

21222

"

21222

"

21222

"

9>:C O 3917 3918 3816 3712 3018 3716

<

3

3;10 3916 3813 3/18 3016 371/

@

/

2189/ 218/7 21;29 2187/ 21837 21876

@

>

21960 21939 21961 21936 21973 219/8

N

;A

21183 21328 21163 2119; 213// 21320

注!哈迪,温伯格平衡偏离水平!

"

G@2126512(

%/3>A!*;EC;Q;2:C2>/Q+:?B@7W>;CJ>?E B>D:?3=?>!

"

G@21265121

$"$#遗传分化

不同群体间的 N

A3

值均存在显著差异 #G@

2121 $ "N

A3

值范围为2122; =21236 "遗传分化仍

属于较低的弱分化水平( 随着选育世代的增

加"相邻世代群体间的 N

A3

值有逐渐降低的趋势

#表 /$ (

3/61
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表 7#长牡蛎不同群体配对比较的 :

-3

值

%&'"7#:

-3

/&1C,-0E6&*)L*-,D0+6&)*-0.

&+0.8 -*5 606C1&3*0.-0E*,#"#&9

-W4 !*6 !*(2 !*(1 !*(3 !*(/

-W4

!*6 2123/

!*(2 2122; 21237

!*(1 21236 21212 2123/

!*(3 21210 21216 21218 2121/

!*(/ 2121; 21218 21232 21218 2122;

注!配对群体间均差异显著#G@2121$ (

%/3>A!6:;?U;A>B;QQ>?>C3;:3;/C ;A:00A;EC;Q;2:C3#G@2121$1

/4讨论

维持群体的遗传多样性"是利用和保护种质

资源的前提和基础"群体遗传多样性的高低与其

适应能力%生存能力和进化潜力密切相关( 遗传

多样性的降低可导致其适应能力降低和有害隐性

基因表达增加及经济性状衰退"最终导致物种退

化
&1/'

( 因此"进行人工选育时要设法维持选育群

体的遗传多样性"以保证选育工作顺利进行"并最

终获得高质量的选育新品种( 等位基因数%观测

杂合度和期望杂合度都是体现群体遗传多样性的

量度参数"本研究中 / 个连续选育世代群体的平

均等位基因数和等位基因丰富度均表现了较高的

多态性( 与野生群体和基础群体相比"选育群体

的等位基因丰富度分别下降了 1716S和 ;18S

#表 3 $( 类似结果在相关研究中已有报道"

&DD0>@:?B 等
&31'

用同工酶和微卫星标记技术对长

牡蛎 3 个塔斯马尼亚野生群体%3 个日本野生群

体和人工连续 7 代选育群体进行研究发现"选育

群体较野生群体的等位基因丰富度下降 1/19 =

3;12S( ';CB 等
&33'

利用 0 个微卫星标记对大珠

母贝 #G")'.&0& :&B":&$养殖群体与野生群体的

比较研究发现"养殖群体的等位基因丰富度下降

达 39S=77S( 选育群体和养殖群体的平均等位

基因丰富度低于野生群体"可能是由于稀有等位

基因的缺失"或选育和养殖群体使用繁殖亲本较

少"导致遗传漂变加剧%有效群体较少而引起的瓶

颈效应(

遗传杂合度是衡量群体遗传多样性的重要参

数( 杂合度是指在群体随机交配的情况下"一个

个体的两个等位基因处于杂合状态的概率( 本研

究发现"虽然长牡蛎连续 / 代选育群体的等位基

因数和等位基因丰富度较基础群体和野生群体略

有下降"但选育群体的杂合度却并未明显降低(

人工养殖群体的杂合度与野生群体的杂合度相比

没有显著差异"在长牡蛎
&16"1;'

%合浦珠母贝 #GH

:&+#&+";";,+&$

&10'

和大珠母贝
&33'

等种类已有过类

似报道( 群体的平均等位基因数和等位基因丰富

度下降"而遗传杂合度水平未发生明显变化"一方

面是由于杂合度水平的主要决定因素是等位基因

的相对频率而不是等位基因的数量)另一方面可

能是在贝类的苗种培育和人工养殖时"常对生长

慢的纯合小个体进行人工淘汰"而生长较快的杂

合大个体得到保留
&1/'

( 在本研究中"/ 个选育世

代群体的苗种培育和养殖过程中均未淘汰生长慢

的小个体"因此选育群体保持较高的杂合度水平

可能由第一种因素引起( 此外"对各位点的 N

;A

值

分析发现"各群体均表现为一定程度的杂合子缺

失( 此 现 象 在 中 国 明 对 虾 # N,)),+*!,)&,23

'/"),)3"3$

&/3'

%罗非鱼#I+,*'/+*:"3)"1*."'23$

&//'

%

鲤 # -$!+")23'&+!"* $

&/7'

和 刺 参 # A!*3."'/*!23

D&!*)"'23$

&/6'

等群体中均有报道( 杂合子缺失可

能是由于稀有等位基因的存在%群体亲本的性别

比例不均衡%近交%人为干扰以及抽样范围较小所

致
&1/'

( 因此"在今后的选育工作中"应注重亲本

群体性别比例的均衡"加大留种数量"尽力避免亲

缘近交(

遗传分化指数 N

A3

值是反映群体间遗传分化

程度的重要参数( 在人工控制条件下"人工选择%

人工诱变%杂交等一些手段均可破坏遗传平衡"从

而使基因和基因型发生改变"因此群体内的遗传

特性也会随之发生改变
&10'

( 张天时等
&/3'

报道中

国明对虾的 6 代人工选育群体"微卫星分析得到

的 N

A3

值范围为 21210 0 =212// ;"6 个世代间的

遗传分化程度处于较低水平( 颉晓勇等
&//'

用微

卫星检测了吉富品系尼罗罗非鱼 9 代选育群体"

群体间 N

A3

值在 (

2

与 (

0

%(

8

之间分别为 212/8 0;

和 21207 /8"平均值为 21261 2/)而在 (

2

与 (

;

%(

9

之间分别为 21202 9/ 和 21286 ;8"平均值为

2120; 72"有所提高( 池喜峰等
&/7'

对鲤易捕选育

群体的 7 个连续世代进行微卫星分析"群体间 N

A3

平均值为 21299 6"选育群体处于中等分化水平"

有 92S的遗传变异来自于群体内个体间( 孙孝

德等
&/6'

对刺参野生及两代选育群体遗传变异的

微卫星分析发现"N

A3

的平均值为 21277 /"选育群

体处在较弱的分化水平"相邻世代之间遗传分化

//61
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系数逐代减小"累代选育使群体的遗传结构发生

了变化( 在本研究中"对野生群体及选育各代遗

传分化指数 N

A3

值比较后发现"随着选育世代的增

加"相邻世代之间的遗传分化系数呈逐渐减小的

趋势"表明经过累代选育"选育群体的遗传结构开

始趋于稳定"体现了人工定向选育的效应( 各群

体间 N

A3

值 的 范 围 为 2122; =21236" 根 据

W?;EI3

&/2'

对遗传分化指数的界定"N

A3

值小于 2126

的遗传分化程度属于较低的弱分化水平"这可能

与选育的世代较短有关"也可能与选育过程中采

取的采用较多的亲本数%平衡的雌雄比例以及未

筛除生长慢的小个体等措施有关
&11 513'

(

本实验的结果表明"人工选育 / 个世代群体

的遗传多样性下降和遗传分化程度仍处于较低水

平"人工选育尚未对长牡蛎选育群体的遗传多样

性产生明显的不利影响"长牡蛎选育群体仍有较

大的选育潜力( 因此"在对该选育群体进行进一

步选育时"仍可保持一定的选择压力"使选育群体

的优良生长性状得到持续提高"同时应继续采用

合理的措施"减少近交繁殖可能带来的负面影响"

保证长牡蛎选择育种工作的成功(
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