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摘要: 基于家系选育技术开展了大菱鲆(Scophthalmus maximus)抗鳗弧菌病选育研究, 从2010年构建的37个选育二代家系中选择成活率高的30个家系进行鳗弧菌(Vibrio anguillarum)感染实验, 开展对鳗弧菌的抗病性研究。结果表明, 不同家系间抗鳗弧菌感染能力存在着显著差异(P＜0.05); 30个家系中, 鳗弧菌感染后, 12个家系的存活率达到65% 以上, 其余家系的存活率则低于65%; 通过bCOX回归分析, 计算各家系的优势比, 优势比最高的5个家系的存活率达到65% 以上; 对各家系的成活率、优势比和死亡历时差4项指标进行聚类分析, 优势比最高且存活率达到65% 以上的5个家系聚为一类。综合感染家系的高成活率、高优势比以及聚类分析的结果, 选育出5个抗病力较强的优良家系。选育出的抗病力较强的家系可做为抗鳗弧菌选育的核心育种群体, 为抗鳗弧菌病的传代选育奠定良好的基础。
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大菱鲆(Scophthalmus maximus)为原产于欧洲大西洋东北部沿海的大型底栖鱼类, 具有耐低温、生长快、食性广和口感独特等优点[1]。1992年中国水产科学院黄海水产研究所率先将大菱鲆引入中国, 20年来大菱鲆逐步成为中国北方沿海工厂化养殖业的主导品种之一[2]。然而, 伴随着养殖业的迅猛发展和集约化程度的不断提高, 大菱鲆病害频发, 尤其以细菌性疾病危害最为严重, 已经成为制约中国大菱鲆养殖业可持续发展的一大瓶颈[3]。弧菌病是养殖大菱鲆的主要细菌性疾病之一。该病多由鳗弧菌(V.anguillarum)感染所致, 可造成大菱鲆鱼苗及成鱼的大规模死亡[4−6]。传统防病措施(如抗菌素类药物的使用)具有一定的效果, 但无法从根本上解决大菱鲆养殖中的病害问题。而且抗菌素类药物的滥用会使病原体产生抗药性, 造成养殖水域生态的失调, 并在鱼体内产生富集, 对消费者的健康会产生潜在的威胁, 因此抗菌素在水产养殖业中的应用日益受到限制。研究发现, 人工养殖的海水鱼类感染病原微生物后, 即使是全同胞或半同胞家系间的存活率也存在着明显差异[7], 故可以通过人工选择筛选抗病力较强的品种来解决鱼类的病害问题。国内外学者进行了大量的尝试, 并已经在大西洋鲑(Salmo salar)[8]、牙鲆(Paralichthys olivaceus)[9]及半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)[10]等鱼中取得了可观的成果。分子育种技术的发展大大缩短了鱼类育种的时间, 已成为近年来的研究热点[11−13]。通过传统育种技术与现代分子育种技术相结合的途径培育抗病、优质的养殖品种, 以提高养殖鱼类的天然抗病力是解决鱼类病害问题的根本途径[14]。

在大菱鲆良种选育方面, 国内外学者开展了广泛的研究。从“十一五”开始, 本课题组基于数量遗传学原理, 采用电子标记的大规模家系选育技术和分子辅助育种技术, 以快速生长、高成活率和耐高温性状为选育指标, 开始了大菱鲆的良种选育工作[15−17]。在选择育种过程中, 进行了不同生长阶段体质量的遗传参数估计和育种值预测[18−19]; 开展了选择反应的预测[16]; 评估了选育家系的生长性能[20]; 筛选出与生长性状相关的微卫星标记SmaC09[21]; 选育出快速生长新品系[22]。在耐高温品系的培育方面进行了相关生理、生化研究[23−24]和耐高温性能的遗传评估[25−26], 筛选出相关的微卫星标记[27] , 选育出耐高温品系[17]。其他学者也就大菱鲆的选育工作开展了大量的研究。纪伟等[28]将“全鱼”溶菌酶基因元件转移到大菱鲆受精卵中, 以期培育出抗病力强的大菱鲆新品系。孟亮等[29]构建了大菱鲆脾的cDNA文库, 并筛选了与免疫抗病相关的基因, 为进一步研究大菱鲆抗病基因的功能及进行大菱鲆抗病分子育种奠定了基础。Bouza等[30] 和Ruan等[31]分别构建了大菱鲆的微卫星遗传连锁图谱。Sánchez等[32]定位了11个与大菱鲆生长性状相关的QTL, 其中有4个位点与体质量相关, 5个位点与体长相关, 为大菱鲆分子标记辅助育种奠定了基础。通过种内杂交选育出的新品种“丹法鲆”比普通苗种的养殖存活率提高了18%, 已推广至山东、河北、辽宁等大菱鲆主产区开展养殖[33]。但是迄今为止, 关于大菱鲆抗病家系选育的研究, 国内外尚未有报道。

本研究采用F2大菱鲆人工养殖群体作为基础群体, 开展了抗鳗弧菌病大菱鲆选育家系的筛选工作; 通过人工感染鳗弧菌, 对不同家系幼鱼的抗病性能进行评估, 结合死亡率、死亡历时及优势比的分析, 筛选出抗鳗弧菌性能较强的家系作为核心育种家系, 旨在为大菱鲆高产抗病良种的培育奠定基础。 

1  材料与方法

1.1  大菱鲆家系建立

大菱鲆家系的建立在烟台天源水产有限公司(国家级大菱鲆良种场)进行。2007年基于所收集的不同遗传背景的选育基础群体, 采用巢式设计方法和人工采卵授精技术, 并经过3次数量标准化培育, 成功构建并培育了F1全同胞家系56个[15]。2010年5月, 根据对F1进行遗传评定所制定的配种方案, 构建F2全同胞家系37个、半同胞家系16个[16, 22]。

1.2  大菱鲆抗病家系的初步筛选

1.2.1  实验用家系及实验鱼  在12个月的不同生长阶段, 由于一些偶然因素或养殖技术上的问题, 导致一些家系大量死亡, 成活率低。本实验于2011年5月, 从这些家系中, 选择生长状态良好、成活率高的30个家系开展对鳗弧菌的抗病性研究。从每个家系随机挑取80余尾12月龄(同月龄)幼鱼(约2 500尾), 从各家系的80尾鱼中各挑取20尾幼鱼混养 (合计600尾), 分别养殖于30个直径64 cm、高65 cm的养殖桶中, 每桶20尾, 养殖桶的海水高度控制在40 cm。从非选育群体的相同月龄的幼鱼中随机挑取60余尾作为对照组。将30个家系其余的幼鱼以及对照组幼鱼分别养殖于直径110 cm、高68 cm的圆柱形玻璃钢桶内, 每桶30尾(合计64桶, 其中2桶为各家系及非选育群体的混合鱼), 养殖桶的海水高度控制在50 cm, 所有养殖桶均利用循环流水进行养殖, 养殖用海水为过滤深井海水。暂养时间为14 d, 水温为(14±1)℃, 氧气泵连续通氧, DO≥7.3 mg/L, 盐度为28, 每天早晚各1次投喂配合饵料。实验开始前, 测量幼鱼的生长指标。

1.2.2  大菱鲆实验家系幼鱼生长性能测定  对所有实验家系及非选育群体幼鱼进行生长测量。测量指标主要包括全长(从吻端到尾鳍末端)、体高(身体最宽处, 不含背、腹鳍长度)和体质量3个指标, 每个家系测量40尾左右, 测量后放回原养殖桶。计算各个家系幼鱼全长、体高和体质量的平均数, 评价不同家系的生长性能。

1.2.3  鳗弧菌感染大菱鲆的半致死浓度的确定  利用本实验室保存并经过鉴定的鳗弧菌菌株进行感染实验。将鳗弧菌菌株接种于灭菌的TSB琼脂培养基上, 28℃培养约24 h。用0.9%灭菌生理盐水洗脱菌苔, 制成菌悬液, 用分光光度计测定OD600值, 将菌悬液调整至吸光度为1.0 时作为细菌原液, 此时活菌浓度的数量级为109CFU/mL, 用0.9%灭菌生理盐水10倍系列梯度稀释, 形成 9个浓度梯度(包括细菌原液); 实验用鱼为30个养殖桶中混养的各家系幼鱼, 按照上述9个浓度对各组幼鱼分别进行腹腔注射, 同时设置腹腔注射0.9%灭菌生理盐水的对照组, 考虑到实验鱼的个体差异比较大, 注射剂量=实验鱼的体质量(g)×1 μL/g菌液(对照组为0.9%灭菌生理盐水), 每个浓度注射3个养殖桶, 即3个平行。注射后正常饲喂、正常充气换水, 每隔 2 h观察1次, 记录病症发作情况, 并及时捞出死鱼, 待发病停止并稳定后统计活鱼数目, 确定鳗弧菌的半致死浓度。
1.2.4  大菱鲆不同家系幼鱼的鳗弧菌感染实验  在确定了大菱鲆幼鱼的半致死浓度后, 进行正式感染实验。感染实验参考文献[9]的方法并略有修改。鳗弧菌的培育同前, 将鳗弧菌菌悬液稀释至半致死浓度, 对除混合桶外的62个养殖桶的大菱鲆幼鱼腹腔注射经过稀释的鳗弧菌菌液, 即2个平行, 注射剂量=实验鱼的体质量(g)×1 μL/g稀释菌液, 2个混合养殖桶的大菱鲆幼鱼腹腔注射相应剂量0.9%灭菌生理盐水, 设置为对照组, 即对照组同样设置2个平行。感染期间水温控制在(14±1)℃, 正常饲喂、充气并保持微循环水。实验持续14 d, 每隔2 h观察1次, 记录并及时捞出死亡个体, 实验结束时记录最后死亡鱼及活鱼的数目。

1.3  数据处理与统计分析

利用SPSS 16.0软件对数据进行统计分析, 统计各家系幼鱼全长、体高和体质量的平均值和标准差, 进行单因素方差分析(One-Way ANOVA), 并对大菱鲆各家系间的测量数据进行Duncan多重比较。

统计各家系首尾死亡历时(第1尾死亡个体注射鳗弧菌后的存活时间)、末尾死亡历时(末尾死亡个体注射鳗弧菌后的存活时间)、死亡历时时域(首尾死亡至末尾死亡历时的范围); 利用该软件对各家系死亡率进行单因素方差分析, 并采用Duncan多重比较法进行分析处理, 差异显著水平为P<0.05; 对各家系生长性状与鳗弧菌感染后的存活率进行相关性分析; 通过bCOX回归分析, 求出各家系抗病性回归系数的数学期望, 即获得各家系的优势比(odd ratio, OR), 从而预测筛选出抗病家系。

Cox回归模型(或比例风险模型)表达式为: 
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, p)称为Cox回归系数, 是模型中的待定参数[17]。

结合30个家系实验前累积成活率、攻毒实验中各家系的成活率、优势比和死亡历时差4项指标进行聚类分析, 进一步验证筛选出抗病家系。

2  结果与分析

2.1  大菱鲆实验家系幼鱼的生长性能比较

大菱鲆实验家系及非选育群体幼鱼的生长性能比较结果列于表1。考虑到实验家系和非选育群体均为12月龄幼鱼, 生长时间较长, 可以近似认为生长周期相同, 且生长环境条件及养殖密度相同, 故用体质量、全长和体高3项静态指标代替生长速度来评价其生长性能。由表1可见, 3号家系的平均体质量和平均体高最高, 比非选育组分别高79.70%和24.40%; 19号家系的平均全长最高, 比非选育组高17.05%; 8号家系的平均体质量最低, 比非选育组低0.77%; 10号家系的平均全长最低, 比非选育组低3.18%; 1号家系的平均体高最低, 比非选育组低3.31%。Duncan多重比较结果表明, 除1号、6号、8号、10号、24号和30号家系外, 其余家系的平均体质量均显著高于非选育组(P<0.05); 除1号、6号、8号、10号、12号、24号和30号家系外, 其余家系的平均全长均显著高于非选育组(P<0.05); 除1号、6号、8号、10号、13号和24号家系外, 其余家系的平均体高均显著高于非选育组; 2号、3号、5号、7号、9号、11号、14号、15号、16号、17号、18号、19号、20号、21号、22号、23号、25号、27号、28号和29号家系的3项生长性能指标均显著高于非选育组(P<0.01), 占实验家系的66.67%。

表1  大菱鲆不同家系幼鱼生长性能比较

Tab.1  Comparison of growth characteristic of different Scophthalmus maximus families
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	家系编号

family no.
	全长/cm

body length
	体高/cm

body height
	体质量 /cm

body weight

	1
	20.473±1.376a
	11.693±0.850a
	170.600±31.989abc

	2
	22.882±2.220fg
	13.241±1.614fg
	256.462±88.322hi

	3
	24.608±1.153l
	15.043±0.941m
	297.275±50.769k

	4
	21.910±1.062d
	12.570±0.695cd
	186.500±29.487bcde

	5
	23.228±0.918gh
	13.640±0.713hi
	231.675±31.272fg

	6
	21.027±1.105b
	12.500±0.788bcd
	172.147±29.015abcd

	7
	22.690±0.954f
	13.505±0.704gh
	224.225±32.808f

	8
	21.022±0.977b
	12.156±0.751b
	164.146±27.634a

	9
	22.123±0.908de
	12.750±0.521de
	192.250±22.008e

	10
	20.380±1.346a
	12.295±0.871bc
	172.718±35.000abcd

	11
	24.318±1.666jkl
	14.015±1.122ij
	268.000±62.522ij

	12
	20.890±1.382ab
	12.980±1.110ef
	190.590±43.764de

	13
	21.748±1.900cd
	12.403±1.166bcd
	196.175±52.826e

	14
	24.135±0.734jkl
	14.038±0.506ij
	257.225±24.022hi

	15
	23.800±0.887ij
	13.705±0.601hi
	235.195±28.819fg

	16
	23.853±1.047ij
	13.833±0.752hi
	238.925±33.607fgh

	17
	24.583±1.449l
	14.525±1.184k
	272.850±59.016ij

	18
	23.745±0.656hij
	14.348±0.620jk
	247.750±21.539gh

	19
	24.640±0.837l
	14.635±0.518kl
	275.700±28.394j

	20
	23.949±0.634ijk
	13.949±0.489i
	248.436±14.804gh

	21
	23.950±1.233ijk
	14.005±0.788ij
	246.500±32.548gh

	22
	23.390±0.676ghi
	13.675±0.608hi
	235.550±22.427fg

	23
	24.475±0.905kl
	14.955±0.744lm
	284.075±38.082jk

	24
	21.142±1.111b
	12.256±0.881bc
	168.023±32.844ab

	25
	22.570±0.827ef
	13.448±0.643gh
	222.225±29.069f

	26
	22.008±0.938d
	12.598±0.585cde
	187.875±24.674cde

	27
	23.815±0.831ij
	13.663±0.540hi
	233.000±25.515fg

	28
	22.110±0.894de
	12.728±0.563de
	194.100±19.417e

	29
	23.823±0.917ij
	13.715±0.607hi
	237.400±27.077fg

	30
	21.256±0.972bc
	12.638±0.713cde
	177.706±24.287abcde

	非选育

non-selected
	21.054±0.984b
	12.094±0.662b
	165.429±26.325a


注: 不同字母表示家系间差异显著(P<0.05).

Note: Different letters mean significant difference between two families at 0.05 level.
2.2  大菱鲆不同家系幼鱼的抗病性能

2.2.1  鳗弧菌感染大菱鲆的半致死浓度的确定
采用 9个浓度梯度对大菱鲆幼鱼进行腹腔注射鳗弧菌后, 及时捞出死鱼并记录, 11 d 后基本稳定, 存活鱼开始恢复活力; 13 d 后记录存活鱼数量, 计算存活率。预实验结果表明, 各梯度浓度菌液感染幼鱼后的平均死亡率分别为100%、100%、86.67%、55%、35%、16.67%、8.33%、0、0, 对照组的死亡率为0。因此本研究确定将鳗弧菌原液稀释103倍(活菌浓度数量级为106CFU/mL)作为大规模家系感染实验的浓度, 注射剂量=实验鱼的体质量(g)×1 μL/g稀释菌液。

2.2.2  大菱鲆家系的抗病性能  按照上述确定的菌液浓度对不同家系幼鱼进行大量感染实验。结果表明, 在注射鳗弧菌后约12 h, 幼鱼开始出现游动缓慢、活动力差、不摄食、体色发黑等症状; 40 h 开始出现少量死亡, 死亡前的鱼体色变黑, 腹部肿胀, 部分幼鱼内脏外露及出现白色粪便现象; 96 h 死亡频率达到最大; 216 h 死亡数占感染实验中死亡总数的 90% 以上; 336 h 后趋于稳定。
2.3  不同家系感染鳗弧菌后死亡历时及存活率分析

通过对2010年建立的30个家系共2 400余尾大菱鲆幼鱼开展大规模鳗弧菌感染筛选试验, 当死亡稳定时终止实验(即没有死亡时再观察2 d, 合计16d), 统计表明, 各家系的死亡率在(23.34±4.72)%~(75.00±2.36)%。从表2可知, 感染鳗弧菌后, 不同家系的死亡率与死亡历时时域呈现一定的相关性, 大部分家系随着死亡历时

表2  鳗弧菌感染后各家系大菱鲆幼鱼死亡历时、死亡历时时域及死亡率

Tab. 2  Duration, lasting time domain of death and mortality for every Scophthalmus maximus family after intraperitoneal injection challenge with Vibrio anguillarum
n=2;
[image: image6.wmf]x

±SD
	家系编号

family no.
	死亡历时/h hour to death
	死亡率/%

mortality
	成活率/%

survival rate

	
	首尾历时the frist
	末尾历时the last
	
	

	1
	68
	238
	31.670±7.071abcde
	68.330±7.071

	2
	70
	216
	55.000±7.071ghi
	45.000±7.071

	3
	67
	129
	28.335±2.355abcd
	71.665±2.355

	4
	73
	238
	28.335±11.787abcd
	71.665±11.787

	5
	68
	336
	75.000±2.362kl
	25.000±2.362

	6
	56
	244
	33.335±4.716abcdef
	66.665±4.716

	7
	60
	168
	56.665±4.716hij
	43.335±4.716

	8
	59
	258
	41.650±11.809cdefgh
	58.350±11.809

	9
	69
	164
	25.000±7.071ab
	75.000±7.071

	10
	59
	236
	46.665±9.426efgh
	53.335±9.426

	11
	47
	240
	70.015±4.688jkl
	29.985±4.688

	12
	56
	240
	35.000±7.071abcdef
	65.000±7.071

	13
	47
	140
	36.650±4.738abcdef
	63.350±4.738

	14
	68
	130
	26.650±9.405abc
	73.350±9.405

	15
	40
	244
	66.665±4.716ijk
	33.335±4.716

	16
	70
	161
	45.000±7.071efgh
	55.000±7.071

	17
	67
	233
	63.350±4.738ijk
	36.650±4.738

	18
	60
	192
	48.335±2.355fgh
	51.665±2.355

	19
	58
	240
	26.665±4.716abc
	73.335±4.716

	20
	56
	238
	43.335±4.716defgh
	56.665±4.716

	21
	60
	168
	46.665±4.716efgh
	53.335±4.716

	22
	72
	244
	31.650±2.333abcde
	68.350±2.333

	23
	59
	244
	23.335±4.716a
	76.665±4.716

	24
	70
	240
	41.665±2.355cdefgh
	58.335±2.355

	25
	53
	250
	39.985±9.454bcdefg
	60.015±9.454

	26
	50
	239
	68.335±2.355ijkl
	31.665±2.355

	27
	69
	285
	41.670±7.071cdefgh
	58.330±7.071

	28
	46
	244
	43.335±4.716defgh
	56.665±4.716

	29
	76
	268
	34.985±2.383abcdef
	65.015±2.383

	30
	68
	236
	35.000±11.780abcdef
	65.000±11.780

	非选育

non-selected
	25
	312
	81.665±2.355l
	18.335±2.355


注: 不同字母表示家系间差异显著(P<0.05).

Note: Different letters mean significant difference between two families at 0.05 level.
时域的扩大, 死亡率相应升高; 不同家系在抗鳗弧菌感染的能力上存在着明显差别, 12个家系(家系1, 3, 4, 6, 9, 12, 14, 19, 22, 23, 29和30号)感染后的成活率在65%以上, 11 个家系 (家系8, 10, 13, 16, 18, 20, 21, 24, 25, 27和28号)感染后的成活率为50%~65%, 3个家系( 家系2, 7和17 号) 感染后的成活率为35%~50%, 4个家系(家系5, 11, 15和26号)感染后的成活率在35%以下; 未经家系选育的普通鱼的死亡率很高, 达到81.67%。Duncan多重比较结果表明, 除5号、11号和26号家系外其余实验家系的死亡率均显著低于非选育组(P<0.05)。
2.4  大菱鲆各家系生长性状与鳗弧菌感染后的存活率的相关性

在进行鳗弧菌感染实验前, 对各家系生长指标进行测量, 并将数据与各家系实验后的存活率进行相关性分析。如表3所示, 体质量、体高与存活率为正相关, 全长与存活率为负相关, 相关性均不显著(P>0.05)。


2.5  各家系抗病性的优势比较

经过鳗弧菌人工感染实验后, 发现各家系间的抗病性存在显著差异, 通过bCOX回归分析, 计算出各家系抗病性的优势比(odds ratio, OR)。从表4中可以看出, 3号家系的OR值最高, 为199.805, 其次是2号、23号、14号家系, 分别为106.346, 48.249和37.023; 根据优势比分析, 结合各家系的死亡率及死亡历时时域, 最终确定了3, 9, 14, 19以及23号家系为抗病家系。
2.6  各家系抗病性的聚类分析 
结合30个大菱鲆家系实验前累积成活率、攻毒实验中各家系的成活率、优势比和死亡历时差4项指标进行聚类分析, 由图1可知, 30个大菱鲆家系间, 2号、3号、14号、23号、9号和19号的差异较小, 但鉴于2号家系的实验前累积成活率和攻毒实验中的成活率均较低, 故排除2号家系, 确定3, 9, 14, 19以及23号家系为抗病家系。      

表3  大菱鲆各家系生长性状与鳗弧菌感染后的存活率的相关性

Tab.3  Correlation between growth characteristics and survival after intraperitoneal injection challenge with Vibrio anguillarum for every Scophthalmus maximus family

	
	体质量质量body weight
	全长body length
	体高body height

	Pearson相关系数Pearson correlation coefficient
	0.033
	–0.017
	0.073

	P
	0.860
	0.926
	0.695


表4  30个大菱鲆家系抗病性的优势比

Tab.4  Odds ration of disease resistance of 32 Scophthalmus maximus families to Vibrio anguillarum

	家系编号

family no.
	优势比

odds ratio
	家系编号

family no.
	优势比

odds ratio
	家系编号

family no.
	优势比

odds ratio

	1
	5.454
	11
	2.386
	21
	3.135

	2
	106.346
	12
	3.723
	22
	10.253

	3
	199.805
	13
	6.877
	23
	48.249

	4
	4.256
	14
	37.023
	24
	1.796

	5
	3.635
	15
	5.534
	25
	2.649

	6
	6.869
	16
	5.927
	26
	3.531

	7
	7.420
	17
	2.100
	27
	2.345

	8
	11.486
	18
	3.744
	28
	4.463

	9
	30.805
	19
	28.044
	29
	2.641

	10
	3.745
	20
	3.293
	30
	2.781

	非选育non-selected
	8.027
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图1  实验家系聚类分析树形图

Fig. 1  Hierarchical cluster analysis of 30 test families

3  讨论

3.1  抗病性状选育方法

目前, 选育高产、抗病的鱼类品种已成为国际上鱼类良种培育的重要方向[9], 国内外学者采用多种育种方法开展了广泛的研究。吴维新等[34]将兴国红鲤(Cyprinus carpio var. xingguonensis)与草鱼(Ctenopharynodon idellus)杂交获得异源四倍体杂种一代, 并经过多年选育培育出可育的二倍体83-2系抗病草鱼。挪威学者采用家系选育技术对大西洋鲑的抗病力、生长速度等多个经济性状进行了改良[8, 35−36]。陈松林等[37]通过日本群体与中国群体间的杂交对牙鲆进行遗传改良, 并结合大规模家系选育技术选育出牙鲆新品种“鲆优1号”[38], 使其生长速度提高了30%左右, 养殖成活率提高了20%以上。挪威学者结合MHC抗病基因型的筛选, 筛选出了抗病性强的MHC基因型和易感病的MHC基因型, 并筛选出了2个抗病家系和1个易感家系[39]。日本学者确定了与牙鲆抗淋巴囊肿病毒病(lymphocystis disease, LD)相关的QTL位点, 并利用分子标记辅助选择, 培育出了抗淋巴囊肿病毒苗种应用于生产[40−41]。纪伟等[28]则将转基因技术运用到抗病大菱鲆品系的培育中。这些研究为鱼类抗病育种的研究奠定了基础, 提供了多种可行的方法。其中, 大规模家系选育不仅避免了近亲交配导致的遗传衰退, 而且周期短、操作简单, 为进一步进行分子育种奠定基础, 近年来已在多种鱼类育种中取得重大成果。
本项研究所用的实验家系均是基于大规模家系选育而建立的大菱鲆家系, 从F2家系中选择生长状态良好、成活率高的30个家系进行鳗弧菌抗病性的分析。

3.2  抗病家系分析

通过生长性能的对比发现, 20个家系的3项生长性能指标均显著高于非选育组(P<0.01, 表1), 占实验家系的66.67%; 平均体质量和平均体高最高的3号家系, 比非选育组分别高79.70%和24.40%; 平均全长最高的19号家系, 比非选育组高17.05%。表明大部分的选育家系表现出明显的生长优势。

在大菱鲆抗鳗弧菌病家系筛选方面, 将死亡率、死亡历时与优势比结合用于大菱鲆抗病家系的筛选。通过比较显示, 本研究所用的30个实验家系除5号、11号和26号家系外, 其余家系的死亡率均显著低于非选育组(P<0.05), 12个家系(表2)感染后的成活率在65%以上, 非选育群体的成活率仅为18.33%。这表明选育家系较非选育群体表现出较明显的抗病优势, 以大菱鲆选育二代家系为基础群体进行抗鳗弧菌病选育, 显示出良好的开端。优势比分析可综合反映家系的抗病情况, bCOX回归分析发现, 各家系抗病力的优势比存在显著差异(表4), 其中, 2号、3号、9号、14号、19号和23号家系的优势比最高, 这在一定程度上反映出家系选择在大菱鲆抗病选育中的高效性, 有助于科学地确定抗病家系。本研究的目的是验证本实验室已构建的成活率相对高的F2家系对鳗弧菌急性感染实验的抗病性, 是为了筛选自然成活率与急性感染成活率均高的家系, 故用实验前累积成活率、攻毒实验中各家系的成活率、优势比和死亡历时差4项指标对30个实验家系进行聚类分析具有重要意义。聚类分析结果显示, 优势比最高的5个家系, 即2号、3号、9号、14号、19号和23号家系聚为一类。这表明, 家系抗鳗弧菌成活率、bCOX回归分析和聚类分析的结果基本上是一致的。考虑2号家系的死亡率较高, 综合分析确定3号、9号、14号、19号和23号5个家系作为抗鳗弧菌传代选育的核心育种群体。

各家系间实验前的生长指标与实验后的死亡率的相关性分析表明, 体质量、体高与存活率为极低的正相关, 全长与存活率为负相关, 相关性均不显著(P>0.05)。这可能由于性状属性不同的原因。

3.3  抗病性状的遗传机制分析

在数量遗传学上, 体质量、体高和全长是数量性状, 而抗病性通常认为是阈性状。尽管数量性状和阈性状的遗传机制都是微效多基因效应, 但由于阈性状的表型不连续以及表型与遗传效应呈非线性关系, 阈性状在选择理论和评价方法上不同于数量性状[42]。研究表明, 通常情况下, 鱼类数量性状和阈性状之间存在极低的正相关或负相关(遗传和表型相关)[25, 43−44], 这与本文的研究结论相一致。对于鱼类遗传育种, 选育出具有多种优良性状的新品种显然是有益的。对于大菱鲆, 由于抗鳗弧菌性和生长性状之间的遗传相关是负相关或极低的正相关, 对其中一个性状进行选择时, 对另一个性状的影响很小, 甚至存在拮抗作用。显然, 通过选择育种对大菱鲆进行遗传改良时, 利用一个性状对另一个性状的间接选择意义不大。因此, 为选育出具有抗病和快速生长优良性状的大菱鲆新品种, 可考虑分别培育抗鳗弧菌和快速生长品系, 然后利用系间杂交方法实现两种优良性状的整合。
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Family selection and estimation of disease resistance in turbot, Scop​htha​lmus maximus
MA Aijun1, GUO Jianli1, 2, WANG Xin’an1, HUANG Zhihui1, WANG Ting1, SHANG Xiaomei1
1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences; Qingdao Key Laboratory for Marine Fish Breeding and Biotechnology; Key Laboratory for Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture, Qingdao 266071, China

2. Dalian Ocean University, Dalian 116023, China
Abstract: Turbot(Scophthalmus maximus), a flatfish of deep water species, is a high-nutrition and economic valued species and currently cultured widely in China．In recent years, however, serious germ plasm degeneration occurred due to the lack of long-term and effective broodstock management programs, and production of farmed turbot became highly unstable and total output declined gradually. Therefore, the genetic improvement of turbot will be necessary to sustain the industry development. Within a breeding program in aquaculture, The traits which determines the total harvest yield are highly desirable economic traits, for example, fast-growing, high survival, tolerance to high temperature and disease resistance, etc. The sustainability of turbot culture has been threatened by disease outbreaks and, at present, there is no program in place to minimize such outbreaks. To aid selective breeding for disease resistance traits, in this, study, we conducted a challenge test against Vibrio anguillarum using 30 2nd-generation families that were constructed by consecutive selection for faster growth from a base population. We quantified their disease resistance based on survival and tested for differences among families using an odds ratio. There was a significant difference in disease resistance to bacterial infection among families. Twelve families (Family 1, 3, 4, 6, 9, 12, 14, 19, 22, 23, 29, and 30) had high disease resistance with a >65% survival rate; 11 families (Family 8, 10, 13, 16, 18, 20, 21, 24, 25, 27, and 28) had moderately high disease resistance with a 50%–65% survival rate; 3 families (Family 2, 7, and 17) had moderate disease resistance with a 35%–50% survival rate; and 4 families (Family 5, 11, 15, and 26) had low disease resistance with a <35% survival rate. We calculated the odds ratio for disease resistance by b-COX regression analysis, and screened 5 superior families (Family 3, 9, 14, 19, and 23) for third parental generation breeding. The selected families can be used as the core breeding population for turbot resistance to Vibrio anguillarum. In addition, the results of the study also provide a reference for selective breeding for disease resistance in cultured turbot.
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