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    刺参（Apstichopus japonicus），俗称海参，属棘皮动物门，具有滋阴壮阳和药物疗效等功能(Liao et al.,1997),是我国北方沿海重要的海水养殖品种(Chen,1990)。近几年，刺参养殖业得到飞速发展，仅山东地区2006年刺参养殖面积达到3×104 hm2, 总产值达70亿元以上。然而，2004年以来，养殖刺参出现大面积的死亡现象，引起刺参单产下降，造成了不同程度的经济损失，其中养殖中缺乏良种是关键因素之一(常亚青等，2006)。因此，利用选育种技术开展优质高产抗逆新品种的选育是解决当前刺参养殖业出现问题的一个有效方法。刺参的选育种工作起步较晚，除1999年大连水产学院进行过俄罗斯刺参与中国刺参杂交育种研究外，未见其它的相关报道（栾生等，2006）。为此，本文作者于2005~2007年对烟台、威海、青岛、日照、长岛五个地区的野生刺参群体进行了不同组合的选育种研究，以同地产刺参自交作为对照组，通过对不同地域刺参选育组合胚胎发育、耳状幼体成活率、樽形幼体形成率及其幼体附着变态效果比较分析，为获得性状稳定、品质优良、适宜大面积推广的当家主流品种（品系）开辟了良好的开端。
一、材料与方法
1.种参的来源与暂养
2005年11月分别从烟台、威海、青岛、日照、长岛五个原产地筛选优质、健康、发育良好的野生刺参各60~80头于围堰养参池内围网进行单独暂养。2006年5月11日分别从各组中筛选表型特征明显、优质健康、发育良好的刺参各30~50头作为亲参，移于室内水泥池分别暂养。日全量换水2次，晚换水时彻底清池1次。
2.种参的人工产卵、受精与孵化
当亲参性腺指数达到10％~20%，卵径达到180μm~200μm时，开始人工诱导产卵。先将亲参阴干40min，再微流水刺激20min，将产卵池水温调至20.5℃,室内保持黑暗，待产。约1.5h以后，亲参活动频繁并爬行至池壁水面处，头部不停摇摆陆续产卵排精，雌参的卵子呈橘红色或橘黄色徐徐排出，雄参的精子呈乳白色徐徐排出。此时将不同产地排放精卵的亲参挑出,并用洁净海水将其体表附着或黏附的精卵彻底清洗干净,分别放入塑料盆内或桶内,让其自行排放，然后按不同选育组合进行人工受精。按时镜检，保持每个卵子周围附有2～4个精子，受精卵密度控制在0.5～0.8个/ml。
3.选育组合设计
 根据实验需要,共设计七组刺参群体选育组合。
A:烟台刺参(♀)×青岛刺参(♂)（简写为:Y×Q,);B:青岛刺参(♀)×威海刺参(♂)（简写为:Q×W）;C:烟台刺参(♀)×威海刺参(♂)（简写为:Y×W）;D:烟台刺参(♀)×日照刺参(♂)（简写为:Y×R）;E:威海刺参(♀)×日照刺参(♂)（简写为:W×R）;F: 青岛刺参(♀)×长岛刺参(♂)（简写为:Q×C）;G:威海刺参(♀)×长岛刺参(♂)（简写为:W×C）。五个不同产地野生刺参群体分别自交作为对照组。对各组合受精卵分池布控，做好不同选育、自交组合的标记。
4.各组合受精卵孵化率、幼体成活率比较

孵化水温保持在20.5℃（±0.2℃），连续微量充气，受精卵孵化18h以后，通过镜检，全部发育至初耳幼体时，对各选育组合的孵化率进行统计。定时镜检，对孵化后的小耳幼体进行密度调整，使池内耳状幼体密度保持在0.3～0.4个/ml，待小耳幼体消化系统形成即可投喂饵料。饵料种类以角毛藻、新月菱形藻为主。日投饵量：角毛藻5000～10000c/ml＋新月菱形藻3000～5000c/mL＋海洋鲜酵母20ml/m3，日投喂2～4次。视幼体发育情况和摄食情况调整投饵量。约7～8d以后，即可观察测量大耳幼体的成活率。
5.各组合樽形幼体发生率、附着变态率比较

当孵化后的耳状幼体发育至大耳幼体时，进行密度调整，使每个池内大耳幼体密度稳定在0.25～0.35个/ml。9d后，观察比较各组樽形幼体的形成情况和发育情况。当樽形幼体达到30%以上时，投放波纹板筐作为附着基，12d以后对各组合的附着变态率进行比较。
6.数据分析

采用Duncan’s新复极差测验以及Excel所附的单因素方差分析等统计软件对所得数据进行方差显著分析。
2、 结　果

1.各组合参受精卵孵化率比较结果
参受精18h后即可观察受精卵的孵化率（表1）。W×R选育组的孵化率最高，为96.1%，其次是Y×Q选育组（95.4%），两者之间采用Duncan’s新复极差测验在5%水平差异不显著。Q×W、Y×W、Y×R与Q×C选育组的孵化率相差不大，但与W×R和Y×Q选育组在5%水平差异显著，最低的是W×C组合，孵化率仅为90.7%。与此同时，观察到的各对照组的孵化率为62.8%～66.5%，均明显低于各选育组的孵化率。
表1 不同选育组合的孵化率
[image: image1.emf]   图1 不同选育和自交组合的大耳幼体成活率
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     孵化率(%)       
  Hatching rate(%)       95.4*a 93.8b  94.2b  93.6b   96.1a  93.2b   90.7c 66.5d  64.2e  63.8e 63.5ef  62.8f
  注：*数值为10次重复处理的平均值，同一平均值后具有相同字母的表示Duncan’s新复极差测验在5%水平差异 不显著。

2.各组合大耳幼体成活率比较结果
受精卵孵化后约7～8d即可对不同组合大耳幼体的成活率进行观察比较（图1）。相对于自交组来说，大耳幼体成活率最高的是Y×Q选育组，为95.2%，其次是Q×W组合，为90.1%，而且两者之间在5%水平差异显著。选育组合中成活率最低的是W×C组合，为79.3%。对照组中，大耳幼体成活率最低的是R×R自交组，为50.2%，与其它组合之间在5%水平差异显著。
3.各组合樽形幼体发生率比较结果                                

各个选育组耳状幼体经过8.5d的生长发育，即可观察到樽形幼体的出现，幼体发育整齐、活跃，而对照组未发现樽形幼体。各选育组合樽形幼体的发生率比较（表2）。Y×Q的樽形幼体发生率最高（20%），其次是Q×W选育组（15%），而且两者在5%水平差异显著。最低的是W×C（9.5%），其余四组之间数据接近，在5%水平差异不显著。
　　
表2 不同选育组合的樽形幼体发生率

选育组合                  Y×Q   Q×W   Y×W  Y×R   W×R   Q×C   W×C

           Hybridization groups
            樽形幼体发生率（%）
        rate of doliolaria apperance           20*a    15b    12c    12c    10cd    10.5cd   9.5d
   注：*数值为10次重复处理的平均值，同一平均值后具有相同字母的表示Duncan’s新复极差测验在5%水平差异 不显著。
4.各组合附着变态率比较结果
当选育组樽形幼体达到30%以上，投放附着基，观察各组的附着变态情况，而对照组出现樽形幼体的时间要比选育组推迟一天左右。各选育和自交组的附着变态情况见图2。从图中可以看出，大多数选育组合的附着变态率要比自交组高，其中最高的是Y×Q选育组，达93.8%，表现出较强的选育优势。而Q×C 与W×C选育组比Q×Q和W×W自交组的附着变态率均低，选育优势不明显。单因素方差分析结果显示，各组合之间有显著差异（P=0.026﹤0.05），但是Q×W与Y×W选育组之间没有显著差异（P=0.58﹥0.05）。
2、 讨论
从试验结果可以看出，选育组与对照组受精卵的孵化时间基本同步，无明显差异。但当幼体生长发育至大耳幼体时，两组合生长发育时间逐渐呈现分化现象，选育组明显快于对照组，可提前0.5d发育至大耳幼体，且幼体大小均匀、整齐。尤其到樽形幼体阶段，选育组生长发育优势更为明显，较对照组提前1d发育至樽形幼体。其中Y×Q组合的樽形幼体比例最高（20%），其次是Q×W组合（15%），同期比较对照组中无樽形幼体出现。该研究表明，从浮游期进入附着期阶段，选育组表现出明显的生长发育优势，较对照组可以提前1d进入附着变态期。
    本试验中附着变态率研究的结果表明，以Y×Q、Q×W、Y×W、Y×R、W×R选育组合的附着变态率较高，分别达到93.8%、91.6%、91.2%、90.1%、86.7%,而其他选育组合和对照组的附着变态率均低于84.1%，说明不同的选育组合幼体附着变态率表现出一定的差异性。究其原因，作者认为不同地域刺参群体由于其生存环境水文条件的差异性，形成不同的遗传背景，造成其种质的优劣，进而影响自身的生长发育。
目前，国内外关于刺参的研究报道多集中于刺参的生理生态（周玮等，2001；Manami et al.,2006）、营养成分（李丹彤等，2006）以及刺参的摄食和环境因子的研究方面（Xiutang Yuan et al.,2006; Yunwei Dong et al.,2006;yusuke et al.,2006）。关于刺参选育种的研究报道很少。本论文对不同产地的野生刺参群体进行选育和自交后所得以上试验数据显示，总体看来，各个选育组合的孵化率、大耳幼体成活率、樽形幼体形成率及其附着变态率均高于各对照组合，其中Y×Q和Q×W选育组的孵化率、大耳幼体成活率、樽形幼体形成率及其附着变态率均较高，表现出良好的选育优势。W×R选育组的孵化率最高，但是其樽形幼体形成率和附着变态率均明显低于Y×Q和Q×W选育组，究其原因可能是因为日照亲参与其它地域亲参在种质上有较大差异导致孵化后的耳状幼体对环境的抗逆能力较差造成的，也可能是威海和日照亲参之间的亲缘关系较近导致选育退化。对此，我们今后将对不同选育组和对照组刺参的遗传背景和遗传多样性进行系统研究，借助于同工酶和分子生物学等技术手段对选育组合的选育优势机理做一步研究。
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Effect comparation on embryo developing and juvenile metamorphosis of different hybridization groups of sea cucumber 
Apostichopus japonicus (Selenka)
LI Chenglin, HU Wei  SONG Aihuan, LI Qiaochu, WANG Juan,ZHANG Yu

( The Mari-culture Institute of Shandong province, Qingdao 266002)

ABSTRACT
Different hybridization groups of wild sea cucumber Apostichopus japonicus (Selenka) from Qingdao（Q）、Yanta（Y）、Weihai（W）、Rizhao（R）、Changdao（C） were studied in contrast with their self-breeding groups.By Duncan’s multiple range tests, the rate of hatching、auricularia larvae survivorship、doliolaria apperance and rate of metamorphosis about different groups were compared and analysized. Results showed, in general,the hybridization groups have heterosis over the self-breeding groups, having significant differences at 5% level with the contrast groups.Thereinto, the groups of Y(♀)×Q (♂)and Q(♀)×W(♂) had the best hybridized effects.(Their rate of hatching、auricularia larvae survivorship、doliolaria apperance and rate of metamorphosis is 95.4%、95.2%、20%、93.8%；93.8%、90.1%、15%、91.6% respectly );the groups of Y(♀)×W(♂)、Y(♀)×R(♂) and W(♀)×R(♂) are in-between(the corresponding datas are: 94.2% 、87.2%、12%、91.2%；93.6% 、86.2%、12%、90.1%；96.1%、83.1%、10%、86.7% respectly)；the effect of Q(♀)×C (♂)and W(♀)×C(♂) is unconspicuous(the corresponding datas are: 93.2、%、80.4%、10.5%、80.2%；90.7%、79.3%、9.5%、78.9% respectly). The research can provide important academic reference and practical directive meaning for science research and production in future.
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