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摘要: 为了评估熊本牡蛎(Crassostrea sikamea)中国群体与美国群体的杂交效应与杂交三倍体优势, 构建了杂交群

体和自交群体, 并使用细胞松弛素 B 诱导了杂交三倍体, 比较分析了幼虫、稚贝与成贝的生长与存活优势。自交

群体和杂交群体的幼虫、稚贝与成贝的培养条件均相同, 室内培育幼虫, 培育密度为 4~5 个/mL, 自然海区养殖稚

贝与成贝, 养殖密度为 40~45 个/吊。结果表明, 与自交组相比, 杂交二倍体具有较高的卵裂率(13.61%)与 D 幼率

(5.67%)(P<0.05), 但杂交二倍体幼虫的壳高生长表现杂种劣势(–0.43%), 而稚贝、成贝的壳长与壳高的生长表现杂

种优势, 平均优势率分别为 3.96%与 6.65%。杂交三倍体诱导组幼虫的壳高生长优势率为 3.69%, 稚贝及成贝的壳

长与壳高平均生长优势率分别为 12.69%与 13.64%, 并且日龄越大生长优势越显著。总体上, 杂交三倍体诱导组在

3~180 日龄具有存活劣势, 并且 15 日龄存活劣势率最大(–48.72%), 而在 360 日龄存活优势率为 6.70%。杂交二倍

体幼虫与成贝均具有存活优势, 平均优势率分别为 10.44%与 4.59%。本研究表明熊本牡蛎中美地理群体杂交二倍

体的生长和存活优于自交二倍体, 而杂交三倍体诱导组的生长优势较显著, 并且在成贝期具有显著的成活率优势, 
表明杂交三倍体诱导组的优势来源于三倍体优势和部分杂种优势。 
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杂交育种是新品种培育的重要途径。杂交育

种可集合双亲的优良性状, 多数杂交后代在生长

和存活率上具有杂种优势。种间杂交可产生较大

的遗传变异, 具有较大的杂种优势, 但种间杂交

易存在繁殖隔离、操作复杂、成功率低等缺陷[1]。

牡蛎杂交育种研究中, 种内与种间杂交均有报道, 
但主要集中于种间杂交[2-5]。熊本牡蛎(Crassostrea 
sikamea)与其他牡蛎的种间杂交报道相对较少, 熊
本牡蛎(♀)×葡萄牙牡蛎(Crassostrea angulata, ♂)
的杂交子代在脂肪含量和脂肪酸组成上具有杂种

优势 [6]; 在稚贝与成贝阶段, 熊本牡蛎与长牡蛎

(Crassostrea gigas)杂交子代壳长与壳高的生长均

小于自交组[7]。目前, 未见熊本牡蛎种内杂交研究

的报道。 
牡蛎三倍体具有生长快、个体大、繁殖季节

死亡率低等优点。多种牡蛎已通过人工诱导获得

了三倍体[8-12]。杂交三倍体综合了杂种与三倍体

的优势, 子代可能具有更优秀的性状。长牡蛎四

倍体与近江牡蛎(Crassostrea ariakensis)二倍体的

杂交三倍体子代, 幼虫的生长与变态时间具有优

势, 并且其兼具了两亲本的特性[13]; 长牡蛎中国

群体与美国群体的种内杂交三倍体, 幼体与稚贝
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具有显著的生长优势[14]。因此, 杂交三倍体亦可

成为牡蛎育种的新途径。 
熊本牡蛎中国群体与美国群体为两个不同的

地理群体 , 其中美国群体已在美国大面积养殖 , 
而中国群体为广西北部湾的野生种群, 个体较小, 
成体体重一般小于 10 g, 显著小于美国群体[12, 15]。

本研究将自行人工选育至 F3的中国群体与美国群

体进行杂交及三倍体诱导实验, 分析杂交二倍体

与杂交三倍体的生长与存活优势, 期望生产出既

能适应中国沿海养殖环境又具有优良生长性状的

熊本牡蛎杂交群体。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
2016 年 5 月在广西北海贝类养殖基地挑选 2~3

龄、体重大于 50 g 的无损伤熊本牡蛎中国群体和美

国群体(本课题组选育的F3群体)各 100只作为亲贝, 
暂养于人工育苗池中(水温 26~30℃, 盐度 22~25)。 
1.2  实验设计 

将熊本牡蛎美国群体与中国群体进行杂交和

诱导, 分别获得杂交二倍体和杂交三倍体诱导组; 
并且分别繁育美国群体和中国群体自交组(表 1)。
本课题组已有的研究显示(未发表), 熊本牡蛎中

国群体(♀)×美国群体(♂)杂交组合未产生显著杂

种优势, 因此, 本研究只进行美国群体(♀)×中国

群体(♂)的杂交实验。每组实验重复 3 次。 
1.3  精卵的获取 

采用人工解剖法获取亲贝的卵子和精子, 解
剖后的雌雄性腺分开放置, 避免意外授精; 人工

挤取精卵后, 使用 500 目筛绢网过滤掉杂质; 将
卵子置于新鲜海水浸泡促熟 1 h, 授精前使用新

鲜海水激活精子。 
 

表 1  熊本牡蛎中国群体与美国群体杂交实验设计 
Tab. 1  Design for cross between Chinese and American populations of Crassostrea sikamea 

亲本 parent 中国群体 2n (♀ C) Chinese population 美国群体 2n (♂ A) American population 

中国群体 2n (♀ C) Chinese population 2nCC – 

美国群体 2n (♂ A) American population 3nAC, 2nAC 2nAA 

  
1.4  二倍体与三倍体的制作 

采用同一批次的精子和卵子制作二倍体与三

倍体。杂交三倍体诱导方法为 : 当受精卵排出

40%~50%的第一极体(PBI)时, 采用 0.5 mg/L的细

胞松弛素 B (CB, C6762-10MG, SIGMA, USA)溶
液诱导 20 min, 并使用 0.1%二甲基亚砜(DT0163, 
Sangon, Shanghai, China)洗掉残留的 CB, 然后置

于 500 L 孵化桶中孵化; 杂交二倍体与自交二倍

体不进行处理。 
1.5  幼虫、稚贝及成贝的培育 

幼体培育阶段前期投喂金藻(Isochrysis gal-
bans), 后期等量混合投喂金藻与云维藻(Yunwei 
alga), 藻细胞浓度为 60000~80000 个/mL; 每 3 d
全部换水 1 次(水温 27~30℃, 盐度 22~25)。使用

成吊的牡蛎壳作为附着基, 幼虫长出眼点与足后

开始附着, 附着完毕后转移至自然海区养殖。 
1.6  性状测量 

分别使用显微镜(Olympus CX22, Tokyo, Ja-

pan)和游标卡尺(精确至 0.01 mm)测量浮游幼虫及

稚贝与成贝的壳长与壳高, 测量时间为 3、6、9、
12、15、40、180 和 360 日龄, 每次采集 60 个个体。 

受精孵化约 8 h 后随机收集受精卵计算卵裂

率; 全部发育至 D 形幼虫后计算 D 幼率。使用流

式细胞仪(Partec II, 德国)测定倍性, 测定方法为: 
随机采集幼虫置于 1.5 mL 离心管中, 加入 1 mL
浓度为 10 μg/mL 的 DAPI 溶液(D9542, SIGMA, 
USA; 配制方法为: 取 1 mg DAPI 加入 10 mL 双

蒸水, 充分溶解后配制成母液, 使用时按 1 ː 9 的

比例用磷酸缓冲液稀释至 10 μg/mL 备用)制作细

胞悬液, 检测 3 日龄与 9 日龄的三倍体诱导率。

取成贝的鳃组织进行倍性检测, 方法同浮游幼虫

的倍性检测。 
杂种优势率 H(%)=[(F1–P)×100]/P, 其中 F1

与 P 分别为杂交二倍体组和二倍体组的均值; 杂
交三倍体优势率 Td(%)=[(3nH–2nH)×100]/2nH, 其
中, 3nH 与 2nH 分别为杂交三倍体诱导组和杂交
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二倍体组的均值[16]。 
1.7  数据处理 

使用 SPSS 18.0 软件进行数据分析, 同一因

素下不同水平采用单因素方差分析 (one-way 
ANOVA), 采用独立样本的 t检验检测组间的成活

率差异; 显著水平均为 P<0.05。 

2  结果与分析 

2.1  三倍体诱导率、卵裂率、D 幼率及 D 幼大小 
3 日龄与 9 日龄 3nAC 组的三倍体诱导率分别

为(87±10.6)%与(77±9.2)%(图 1)。3nAC 具有卵裂

率与 D 幼率劣势 , 劣势率分别为 –23.67%与

–22.75%, 但在 D 幼大小上具有优势 (4.06%, 
P<0.05), 而 2nAC 与之相反(表 2)。2nAA 的卵裂

率、D 幼率和 D 幼大小均高于 2nCC, 但只在 D

幼率上呈显著差异(P<0.05)。 
2.2  幼虫的生长与存活 

总体上, 3~15 日龄 3nAC 具有生长优势, 9 日

龄时优势率最大为 5.53%, 平均优势率为 3.69%, 
且与其他组呈显著差异(P<0.05)。2nAC 仅在 9 日

龄具有生长优势, 平均优势率为–0.43%, 且与自

交组差异不显著(P>0.05)。3~6 日龄 2nAA 的生长

显著高于 2nCC(P<0.05), 但 6~15 日龄时两者无

显著差异(P>0.05, 表 3)。 
总体上, 3~15 日龄 2nAC 组的存活率大于

2nCC 和 2nAA, 平均存活优势率为 10.44%, 并且

6~15 日龄 2nAC 显著高于 2nCC(P<0.05), 而与

2nAA 无显著差别(P>0.05)。3~15 日龄 3nAC 具有

存活率劣势 , 平均劣势率为40.54%, 显著低于

二倍体自交组与杂交组(P<0.05, 表 4)。 
 

 
 

图 1  流式细胞仪检测的熊本牡蛎二倍体(a)及杂交三倍体幼虫(b)与成体(c)的倍性 
b 图中杂交三倍体率为 87%. 

Fig. 1  Ploidy examination for diploid (a), hybrid larvae (b), and hybrid triploid (c) in Crassostrea sikamea by flow cytometry 
The triploidy rate is 87% which is displayed in the subfigure b. 

 
表 2  二倍体与三倍体组的卵裂率、D 幼率及 D 幼大小 

Tab. 2  Cleavage rate, D larvae rate, and D larvae size for the diploid and triploid groups of Crassostrea sikamea 

组别 group 卵裂率/% cleavage rate D 幼率/% D larvae rate D 幼大小/μm D larvae size 
2nCC 75.30±1.43b 86.44±2.02b 69.70±0.71a 
2nAA 78.04±1.43b 89.53±3.20bc 79.94±0.33b 
2nAC 87.10±3.20c 92.97±2.06c 69.75±0.35a 
3nAC 66.48±3.49a 71.82±3.28a 72.58±0.49a 
杂种优势率 heterosis 13.61 5.67 –0.09 
三倍体优势率 triploid advantage –23.67 –22.75 4.06 

注: 同列数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05). 
Note: Values in each column with different superscripts are significantly different (P<0.05). 
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表 3  二倍体与三倍体组幼虫壳高生长优势率变化 
Tab. 3  Growth advantage of shell height for diploid and triploid larvae of Crassostrea sikamea 

n=60; x ±SD; μm 

日龄/d days of age 组别 
group 3 6 9 12 15 

2nCC 70.83±40.43a 123.85±18.97a 136.10±22.79b 157.73±24.18a 240.48±57.06a 

2nAA 79.72±44.18b 125.76±23.55a 130.58±19.89b 147.73±23.57a 268.48±48.78a 

2nAC 72.37±25.35a 124.81±37.85a 135.66±29.09b 150.36±20.44a 254.12±37.66a 

3nAC 75.42±26.74a 130.69±16.82c 143.07±18.68a 156.74±26.59a 258.44±28.73a 

杂种优势率 heterosis –3.89 0.00 1.69 –1.57 –0.14 

三倍体优势率 triploid advantage 4.29 4.73 5.53 4.26 1.69 

注: 同列数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05). 
Note: Values in each column with different superscripts are significantly different (P<0.05). 
 

表 4  二倍体与三倍体组幼虫的存活优势率变化 
Tab. 4  Advantage of survival rate in diploids and triploids larvae of Crassostrea sikamea 

n=60; x ±SD; % 

日龄/d days of age 组别 
group 3 6 9 12 15 

2nCC 96.09±4.00a 77.90±5.26b 65.10±8.34b 60.17±7.31b 58.8±8.58b 

2nAA 98.77±5.42a 82.56±8.77c 73.71±8.34c 66.65±5.79c 61.77±4.51b 

2nAC 96.52±12.54a 86.37±10.37c 75.65±11.26c 69.79±8.19c 66.58±6.58c 

3nAC 71.27±3.05b 50.96±8.13a 39.80±3.10a 38.66±2.98a 34.14±1.93a 

杂种优势率 heterosis –0.93 7.65 9.00 10.06 10.44 

三倍体优势率 triploid advantage –26.16 –41.00 –47.39 –44.61 –48.72 

注: 同列数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05). 
Note: Values in each column with different superscripts are significantly different (P<0.05). 

 

2.3  稚贝与成贝的生长与存活 
40~360 日龄 3nAC 与 2nAC 均具有壳长与壳

高的生长优势(表 5), 并且两者壳长和壳高的平

均优势率分别为 12.69%与 13.64%、3.96%与

6.65%。3nAC 壳长与壳高的生长优势逐步增大, 

日龄越大优势率越大; 且在 360 日龄与自交组呈

显 著 差 异 (P<0.05), 但 与 2nAC 无 显 著 差 异

(P>0.05)。2nAC 的杂种优势率逐渐降低, 360 日

龄时处于最低水平, 但与自交组仍具有显著差异

(P<0.05)。 
 

表 5  二倍体与三倍体组稚贝和成贝壳长与壳高的生长优势 
Tab. 5  Growth advantage of shell length and shell height for juveniles and adults of diploids and triploids in Crassostrea sikamea 

n=60; x ±SD; cm 

日龄/d days of age 

40 180 360 组别 
group 

壳长 shell length 壳高 shell height 壳长 shell length 壳高 shell height 壳长 shell length 壳高 shell height

2nCC 1.04±0.14a 0.86±0.14a 3.49±0.63c 2.42±0.63a 5.01±0.89a 3.59±0.63a 

2nAA 0.98±0.12b 0.81±0.09b 3.46±0.65c 2.47±0.50a 5.13±0.77a 3.49±0.52a 

2nAC 1.07±0.13a 0.91±0.04a 3.75±0.71b 2.52±0.42a 5.37±0.97b 3.66±0.46b 

3nAC 1.11±0.13a 0.92±0.14a 4.14±0.86a 2.62±0.57a 6.33±0.84b 4.45±0.51b 

杂种优势率 heterosis 6.19 8.83 7.91 3.09 5.92 3.39 

三倍体优势 triploid advantage 3.74 1.10 10.40 3.97 17.88 21.58 

注: 同列数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05). 
Note: Values in each column with different superscripts are significantly different (P<0.05). 
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在 180~360 日龄二倍体组与杂交三倍体诱导

组的存活率急剧减小。因此, 杂交三倍体诱导组

在 40~180 日龄呈生存率劣势, 在 360 日龄具有优

势(P<0.05, 6.70%)。而 40~360 日龄 2nAC 的存活

率高于 2nCC 和 2nAA, 一直具有生存率优势(表 6)。 
 

表 6  二倍体与三倍体组稚贝与成贝的存活优势率变化 
Tab. 6  Variation of survival advantage in juveniles and 

adults of diploids and triploids in Crassostrea sikamea 
n=60; x ±SD; % 

日龄/d days of age 
组别 group 

40 180 360 

2nCC 87.75±2.21a 85.01±0.69a 44.35±5.57a

2nAA 91.72±1.74b 85.89±1.46a 49.50±7.41b

2nAC 95.23±2.43c 86.00±1.04a 51.08±7.71b

3nAC 87.24±0.46a 84.87±0.27a 54.50±3.32c

杂种优势率 heterosis 6.12 0.64 8.85 

三倍体优势率 
triploid advantage 

–8.39 –1.31 6.70 

注: 同列数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05). 
Note: Values in each column with different superscripts are sig-
nificantly different (P<0.05). 

 

3  讨论 

种内不同种群间的杂交可表现不同程度的杂

种优势[1, 17]。不同家系的壳金长牡蛎杂交子代比

自交子代表现出较高的生长和存活性能[18]。香港

牡蛎(Crassostrea hongkongensis)两个不同地理群

体杂交, 幼虫具有一定的存活优势, 且生长呈现

母本效应, 稚贝具有较明显的存活优势与生长优

势[19]。连续选育至 5 代的长牡蛎中国群体与日本

群体杂交, 幼虫的存活与生长优势较小, 但稚贝

与成贝的生长呈现较显著的杂种优势[20]。长牡蛎

选育群体 F4 的中国群体、日本群体、韩国群体双

列杂交, 杂交组在 180、360、450 日龄均表现明

显的杂种优势[21]。本研究中熊本牡蛎中国群体与

美国群体杂交二倍体的幼虫生长优势较小, 但稚

贝与成贝具有较显著的生长与存活优势, 与不同

地理群体的长牡蛎及香港牡蛎杂交的研究结果一

致[19-20]; 此外, 本研究中杂交二倍体幼虫亦具有

较显著的存活率优势。 
3.1  杂种优势 

熊本牡蛎美国群体自交子代的卵裂率、D 幼

率、生长速度和存活率均大于中国群体自交子代, 
暗示两者的杂交子代可能具有较明显的母本效应[17]。

人工选择可提高基因的纯合度, 可促进杂交效应

的效果。因此, 本研究中卵裂率与 D 幼率表现出

杂种优势, 原因可能为美国群体具有较高的母本

效应。但 6 日龄时杂交幼虫壳长的杂种优势率为

0, 9 日龄已具有杂种优势率为 1.69%。在扇贝

(Argopecten circularis)杂交群体幼体中亦发现了

相似的情况, 其 11 日龄幼虫生长性状的杂种优势

率为 0, 17 日龄增加至 6.8%[22]。本研究中, 12 日

龄与 15 日龄幼虫壳长生长又表现为杂交劣势。因

此, 本研究可能说明熊本牡蛎杂交群体幼虫阶段

的杂种优势并不稳定 , 母本效应的作用较显著 ; 
亦说明杂种优势与母本效应存在此消彼长的联系, 
在厚壳蛤 (Mercenaria mercenaria)两个选育群体

的杂交后代中也发现幼虫期母本效应掩盖杂种优

势的现象[23]。 
杂交稚贝与成贝均表现出稳定的杂种优势 , 

与幼虫的杂种效应有一定差异。长牡蛎不同选育

群体的 F2 杂交, 其杂交幼体与杂交稚贝亦表现出

不同模式的杂种优势[24]。此外, 不同生长阶段具

有不同的杂种优势亦属常见现象。本研究中 40 日

龄、180 日龄、360 日龄杂交稚贝与成贝的生长性

状的杂种优势呈现下降趋势。生长性状杂种优势

的变异可能与外部环境和繁殖季节有关联。40 日

龄处于 8 月份, 水温较高, 饵料生物丰富, 而此时

性腺又未成熟, 因此具有较高的生长速度和杂种

优势, 而 180 日龄为 12 月份, 水温较低, 饵料少, 
生长速度慢, 360 日龄为下一年的 6 月份, 虽具有

较高的水温与饵料密度, 但此时处于繁殖期, 大
量能量物质用于性腺发育、配子生成, 个体生长

速度变慢。总之, 遗传因素与环境因素共同决定

了稚贝与成贝杂种优势的程度。 
3.2  杂交三倍体优势 

本研究中, 杂交三倍体诱导组的卵裂率与 D
幼率均表现负的三倍体优势, 这可能与 CB 的毒

性有关, CB 较大的毒性可致胚胎发育畸形[25]。而

杂交三倍体诱导组幼虫、稚贝与成贝的生长均具

有三倍体优势。一般认为三倍体细胞的巨态性是

三倍体具有生长优势的原因之一[26]。此外, 杂交
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三倍体中也包含杂交效应, 杂交效应可产生生长

优势[27], 例如: 使用长牡蛎四倍体与二倍体杂交

制作的杂交三倍体比使用化学药物诱导产生的三

倍体具有更大的生长优势[28]。本研究中, 40~360
日龄杂交三倍体诱导组幼虫、稚贝与成贝的生长

均具有优势, 且日龄越大, 生长优势率越大, 但
在 40~360 日龄杂交二倍体的生长优势率逐渐降

低, 呈现日龄越大生长优势率越小的趋势。这种

现象可能与性腺发育相关。40~360 日龄二倍体性

腺逐步发育成熟, 二倍体性腺发育和繁殖消耗了

大量本该用于个体生长的能量物质, 而三倍体具

有不育性, 较多的能量用于个体生长。因此, 特殊

的能量利用与分配机制亦是杂交三倍体诱导组后

期杂种优势较大的原因。种内杂交三倍体亦可能

同时拥有杂种优势和三倍体优势, 两者相互叠加

表现出更优秀的经济性状。但杂交三倍体杂种优

势的原因比杂交二倍体复杂, 三倍体优势与杂交

优势的表现程度及相互作用仍需深入研究。 
综上所述, 综合杂交育种与三倍体育种的优

势, 可以培育出经济性状更加优秀的新品种。杂

交三倍体育种也可成为牡蛎育种的新途径。本研

究初步探讨了熊本牡蛎杂交三倍体育种的可行性, 
为今后的熊本牡蛎育种研究提供了新思路。 
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Abstract: The Kumamoto oyster Crassostrea sikamea (Amemiya, 1928) is mainly distributed in Eastern Asia, 
from the southern coast of China to Korea and the Ariake Sea of Japan. Compared to other oysters, C. sikamea is 
known for its flavored meat and firm texture, and it is therefore preferred in commercial markets over other com-
mercial oyster species. It has been one of the most important commercial species in the shellfish industry on the 
west coast of America since the 1950s. In China, the wild population of C. sikamea is abundant and is considered 
an important wild fishery resource. In our laboratory, two strains of C. sikamea have been developed for artificial 
hatchery breeding in recent years. Hybridization breeding is one of the important methods for developing a new 
strain of C. sikamea. Moreover, triploid marine bivalves generally have growth and survival advantages over 
common diploids. Therefore, hybridization for marine bivalves has gained increasing interest for scientists. In the 
present study, the hybrid diploids and triploids from two strains of the Chinese population and American popula-
tion of C. sikamea were induced to evaluate the hybridization effect and triploid advantage. The conditions for 
larvae and adult rearing were the same throughout the entire period. The larvae were reared in indoor tanks, with a 
density of 4–5 individuals per milliliter water. The juveniles were farmed on the sea, with 40–45 individuals per 
sting of attachment. The results showed that the hybrid diploids had heterosis for cleavage rate (13.61%) and D 
larvae rate (5.67%) compared to that of the controls, while the larvae of hybrid diploids had negative heterosis for 
their shell height growth (–0.43%). However, the juveniles and adults had heterosis of 3.96% and 6.65% for their 
shell height and shell length, respectively. On the other hand, the hybrid triploids had a growth advantage during 
the entire period, with high levels of advantage in the late growth stage. The larvae had a growth advantage of 
3.69% on average, and the juveniles and adults had an advantage of 12.69% and 13.64% for their shell height and 
shell length, respectively. The hybrid triploids had negative survival rate from 3 days to 180 days, with a highest 
value of –48.72% at 15 days. However, a positive survival rate of 6.70% was detected at 360 days. In contrast, the 
hybrid diploids had a higher survival rate compared to that of the hybrid triploids, with mean survival advantages 
of 10.44% and 4.59% for the larvae and adults, respectively. The hybrid triploids had a significant growth advan-
tage in the entire period and had a positive advantage of survival rate in the adults, suggesting that the advantages 
of hybrid triploids resulted from triploidy advantage and partial heterosis. 
Key words: Crassostrea sikamea; hybridization; triploid; heterosis; growth; survival 
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