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脉红螺交配后的性选择机制
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摘要：交配后性选择是雌性混交动物中的一种普遍现象，其选择机制较为复杂，是性选
择研究领域中的重点和难点问题。脉红螺是我国重要的大型经济贝类之一，繁殖形式为
多雌多雄混交模式。为了研究该模式繁殖机制，本研究利用6个微卫星标记及行为学观
察对脉红螺3个家系进行父权分析。结果表明，3个家系均存在多父性现象，证实脉红螺
繁殖属于真正遗传意义上的雌性混交模式。3个家系中父权比例与父本的6个形态学参数
及交配持续时间不存在关联性，但均表现出最先与母本交配的父本其后代比例最高，而
最后交配的父本其后代比例最低，表明脉红螺交配后性选择存在最先雄性精子优先受精
现象，这一现象符合“topping off”假说，即最先交配的雄性排放了大量精子占据了受精
囊的主要空间，导致其子代的比例最高；而最后交配的雄性由于受精囊空间的限制，其精子
占据空间最少。本研究为海洋无脊椎动物的交配后性选择机制研究提供重要参考资料。
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性选择(sexual selection)是指在有性生殖环境

下对增加动物生殖成功性状的选择，是自然选

择的一种特殊形式 [1]。性选择是动物提高自身繁

殖成功率的重要行为之一，既存在交配前形态

个体水平的性选择，也存在交配后精卵之间的

性选择。交配后性选择 (postcopulatory sexual

selection)是雌性混交动物(一雌多雄或多雌多雄)

中的一种普遍现象，包括雄性间的精子竞争以

及雌性对精子的隐性选择 [2-3]，其选择机制较为

复杂，是性选择研究领域中的重点和难点问

题。目前，关于交配后性选择机制的假说主要

有优中选优、精子竞争、避险策略和遗传不相

容 [4-5]，但是这些假说主要基于陆生动物的性选

择机制研究，水生动物交配后性选择机制研究

相对较少，主要集中在部分鱼类和甲壳类 [6 -8]，

有关贝类交配后性选择机制研究尚未见报道。

脉红螺(Rapana venosa)俗称“海螺”，隶属软

体动物门、腹足纲、新腹足目、骨螺科、红螺

属，广泛分布在我国渤海和黄海潮间带至水深

约20 m的岩石岸及泥沙质的浅海，具有较高的经

济价值 [9]。脉红螺为雌雄异体，体内受精，繁殖

形式为多雌多雄的混交模式[10]。学者们研究发现

脉红螺不存在性别二态性现象，交配前并未发

现以外部形态特征作为选择依据[10]。然而，目前

有关脉红螺性选择机制研究还仅局限于交配前

的性选择观察研究，有关脉红螺交配后是否存

在精子竞争或雌性是否对精子存在隐性选择等

现象未见报道。对于观察到的脉红螺多重交配

行为是否代表多重受精成功，是否属于真正遗传

意义上的雌性混交动物，还有待于进一步验证。

真正遗传意义上的雌性混交动物，其后代中

应存在多父性现象。多父性水平也是验证交配
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后性选择机制的重要依据，但是多父性现象通

过个体直接观察很难判断。利用分子标记进行

亲权检验，可以检测雌性混交动物中雄性的实

际生殖成效，检验动物的交配模式，并协助验

证交配后性选择机制假说。微卫星DNA标记具

有多态性高、共显性、基因组DNA用量少、易

检测和重复性好等优点，是理想的亲权鉴定标

记。近年来，微卫星标记在父权鉴定中得到广

泛应用[11-14]，推动了交配后性选择机制研究进程。

本研究利用6个微卫星DNA标记对脉红螺幼

虫进行父权鉴定与分析，结合交配行为观察分

析父权比例与父本交配次序、交配持续时间、

个体大小的相关性，探讨脉红螺交配后性选择

机制，为脉红螺种质资源保护及人工繁育提供

科学依据和理论指导，为海洋无脊椎动物性选

择机制及物种进化等研究提供基础资料。

1    材料与方法

1.1    亲螺采集及暂养

实验用脉红螺亲螺于2012年购自日照海区自

然采捕的成体，共44只，每只亲螺用防水材料在

壳上做好编号，以便观察记录。使用数显电子

游标卡尺测量亲螺的壳高、螺旋部高、体螺层

高、壳口宽、厣宽和厣高6个形态参数，精确至

0.01 mm。亲螺置于烟台海益苗业有限公司进行

暂养促熟，养殖水体25 m³，水温21~23 °C。暂养

期间，投喂四角蛤蜊(Mactra veneriformis)、菲律

宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)、紫贻贝(Mytilus

edulis)等鲜活饵料，每日清底1次，日换水2次，

每次换水1/2，连续充气，盐度为29~31。

1.2    交配与产卵

亲螺暂养2~4 d后，开始交配。观察交配现

象，判断雌雄，记录交配个体、交配时间及产

卵时间。

1.3    孵化与幼虫取样

卵袋产出后，将卵袋从网箱上剥离下来，放

入培育池中进行孵化。孵化过程中，卵袋由黄

色逐渐变为黑色。孵化过程中，日换水1次，每

次换水1/2，连续充气，水温23~25 °C，盐度为

29~31。
随机选取3个母本所产的卵簇 (多个卵袋 )进

行研究，每个卵簇各随机选取3个卵袋，将卵袋

剪开，收集幼虫放于1.5 mL离心管中，加95%酒

精固定保存，以备DNA提取。

1.4    亲螺解剖及DNA提取

待亲螺交配产卵结束后，把所有的44只亲螺

解剖判别性别，观察生殖腺，生殖腺为淡黄色

为精巢，桔黄色为卵巢，具有交接突起的为雄

性，没有交接突起的为雌性。

每个亲螺各取腹足肌肉100 mg，切成细末，

采用酚 /氯仿法提取基因组DNA。每个样本加入

裂解缓冲液400 μL(6 mol / L 尿素，10 mmol /L
Tris-HCl，125 mmol /L NaCl，1% SDS，10 mmol /L
EDTA，pH 7.5)，蛋白酶K 10 μL(20 mg/mL)，37 °C
消 化 过 夜 。 用 等 体 积 的 酚 ∶ 氯 仿 ∶ 异 戊 醇

(25∶24∶1) 提取3次。等体积的氯仿和异戊醇混

合液(氯仿∶异戊醇=24∶1)提取2次。然后加入

2倍体积预冷的无水乙醇沉淀，70%乙醇洗涤2遍
后干燥，TE溶解。使用NanoDrop2000微量分光

光度计测定DNA浓度和纯度，母液–20 °C保存

备用，工作液浓度稀释至100 ng/μL。

1.5    幼虫DNA提取

从采集的9个卵袋中，分别随机选取70个幼虫

提取DNA，依照Li 等 [15]方法中的Chelex法提取。

每个幼虫置于200 μL灭菌PCR管中，加入20 μL 10%
Chelex-100，2 μL 1×TE缓冲液和0.5 μL 20 mg/μL
的蛋白酶K。55 °C裂解2 h，100 °C 变性10 min，
4 °C保存。

1.6    微卫星标记分析

从Sun等 [16]和Xue等 [17]开发的脉红螺微卫星标

记中，选取多态性高的6个位点用于父权分析，

分别为 R V 0 0 9、 R V 0 1 2、 R V 0 1 9、 R V 0 2 9、

RV030、Rven13。PCR 反应体系为10 μL，含0.25 U
Taq DNA聚合酶，2.0 mmol /L MgCl2，1×PCR
Buffer，0.2 mmol /L dNTP混合液，1 μmol /L引物

和1 μL模板DNA。亲螺PCR反应条件：94 °C预变

性3 min，35个循环(94 °C变性45 s，最适退火温

度45 s，72 °C延伸45 s)，最后72 °C延伸5 min。
幼虫PCR反应条件：94 °C预变性3 min，7个循环
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(94 °C变性1 min，退火温度30 s，72 °C延伸30 s)，
28个循环(94 °C 30s，退火温度30 s，72 °C 30 s)，
最后72 °C延伸5 min。PCR产物采用6%变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳检测，硝酸银法染色。10 bp
DNA ladder作为Marker检测等位基因的大小，为

确保读数的准确性，用同一个参照样品在每一

次电泳中作为对照。

1.7    数据分析

使用软件CERVUS 3.0对幼虫进行父权鉴定

并进行父权比例分析 [18]，采用 t检验检测父权比

例与父本的6个形态参数的关联性。

2    结果

2.1    亲螺形态学参数

44个亲螺共有雌性20个、雄性24个。雌螺平

均壳高、体螺层高、螺旋部高、壳口宽、厣宽

和厣高分别为 9 4 . 7 9、 7 9 . 3 9、 1 5 . 4、 4 2 . 1 6、

45.54和 28.9  cm，雄螺分别为 92.49、 78.54、
13.95、42.9、45.6和29.7 cm。雌螺和雄螺6个形

态学参数之间不存在显著性差异(P>0.05)。

2.2    微卫星标记在父权分析中的模拟结果

选取的6个微卫星标记等位基因数为5~14
个，观测杂合度为0.600~0.834，期望杂合度为

0 . 6 0 7 ~ 0 . 9 1 9， 6个位点无显著性连锁现象

(P>0.05)，且都符合Hardy-Weinberg 平衡。用6个
位点进行父权鉴定模拟分析，累计排除率为

99%(表1)。
2.3    父权分析

使用软件CERVUS分别对3个家系(A、B、C)

的幼虫及24个父本 (M1~M24)进行父权鉴定分

析，结果显示A家系中幼虫共来源于 2个父本

(M1、M2)，其中M1 的子代比例为59.3%，M2 的
子代比例为40.7%；B 家系中幼虫共来源于3 个
父本 (M3、M4、M5)，对应的子代比例分别为

40.30%、36.97%和22.73%；C家系中幼虫共来源

于3 个父本(M6、M7、M8)，对应的子代比例分

别为42.27%、35.67%和22.06%。

2.4    父权比例与父本外部形态的关联分析

比较3个家系中子代比例最高的父本 (M1、

M3、M6)与其他5个父本 (M2、M4、M5、M7、

M8)的6个形态学参数，结果显示2组父本间6个

形态学参数均未出现显著性差异(P>0.05)，表明

父权比例与父本的外部形态没有关联性。

2.5    父权比例与父本交配顺序的关联分析

通过交配观察，发现与A家系中父本的交配

顺序为M1、M2；B家系中父本的交配顺序为

M3、M4和M5；C家系中父本的交配顺序为M6、

M7和M8。3个家系中幼虫的父权比例分析结果

均显示最先与母本交配的父本其后代比例最

高，而最后交配的父本其后代比例最低。

2.6    父本比例与父本交配持续时间的关联分析

通过对3个家系8个父本的交配持续时间进行

观察，发现交配持续时间小于24 h的父本有2个

(M2、M7)，持续时间在48~72 h的父本有1个

(M4)，其余父本的交配持续时间为24~48 h(表2)。

通过各个家系的父权比例分析，未发现父权比

例与父本交配持续时间存在明显的关联性。

表 1    脉红螺6个微卫星位点的综合信息

Tab. 1    The information of the six microsatellite markers for R. venosa

位点

locus
片段长度/bp

length
等位基因数/个

number of alleles
观测杂合度

Ho

期望杂合度

He

排除概率

probability of exclusion

Rv009 254~266 5 0.667 0.698 0.649

Rv012 257~284 10 0.600 0.855 0.759

Rv019 175~217 14 0.700 0.919 0.817

Rv029 211~229 8 0.800 0.838 0.630

Rv030 248~268 5 0.667 0.607 0.660

Rven13 295~319 11 0.834 0.867 0.707

总位点 total locus 0.711 0.797 0.990
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3    讨论

本研究利用6个微卫星DNA标记对脉红螺幼

虫进行父权分析，父权鉴定模拟分析结果显示

6个微卫星标记的累计排除率为99%，可以用于

父权鉴定。 3个家系中每个家系的父本数为

2~3个，与交配时观察到的结果一致。这证实脉

红螺幼虫存在多父性现象，参与交配的雄性均

产生了生殖成效，属于真正遗传意义上的雌性

混交动物。雌性混交现象在腹足类中较为普遍，

例如滨螺(Littorina saxatilis)、加州海兔(Aplysia
californica)、履螺(Crepidula coquimbensis)等腹足

类中均报道过雌性混交现象的存在[13，19-20]。

交配后性选择是雌性混交动物性选择中的一

种普遍现象，包括雄性间的精子竞争以及雌性

对精子的隐性选择。本研究通过对脉红螺幼虫

父权比例进行分析，发现同一家系中父权比例

分布不均，且表现为最先与母本交配的父本其

后代比例最高，最后交配的父本其后代比例最

低。该结果说明脉红螺存在交配后性选择现

象，其精子竞争模式表现为最先雄性精子优先

受精(first-male sperm precedence)。这种现象在栉

足蛛(Anelosimus studiosus)[21]、粗皮渍螈(Taricha
granulosa)[22]和大西洋鲑(Salmo salar)[23]中也有所

报道。

精子竞争模式分为3种类型：最先雄性精子

优先受精，最后雄性精子优先受精 ( last-male
sperm precedence)，雄性精子随机受精(no male
sperm precedence)[24]。在昆虫中，最后雄性精子

优先受精较为普遍，Gwynne[25]通过对37种昆虫

的精子竞争模式进行分析，发现72.9%的种类为

最后雄性精子优先受精，18.9%为最先雄性精子

优先受精，8.2%为雄性精子随机受精。目前大多

数的假说都是针对雄性精子优先受精提出的，

如精子分层假说、精子失能假说、精子取代假

说等[24]。有关最先雄性精子优先受精机制的研究

相对较少，主要有“topping off”假说 [22]。该假说

认为雌性在与第一个雄性交配之后获得了大量

的精子，但是受精囊中还有剩余空间，所以雌

性可以继续与其他的雄性再进行交配，直至受

精囊全部被填充满之后不再继续进行交配，而

进入受精囊的精子能够自由地混合。目前该假

说主要在脊椎动物中有所报道[22]。

本研究结果显示脉红螺存在最先雄性精子优

先受精现象，通过父本的形态学比较分析未发

现显著的形态学与父权比例关联性，父权比例

与父本的交配持续时间也无明显的相关性，因

此推测脉红螺的最先雄性精子优先受精机制符

合“topping off”假说，即最先交配的雄性排放

了大量精子占据了受精囊的主要空间，导致其

子代的比例最高；而最后交配的雄性由于雌性

受精囊空间的限制，其排放的精子被存储得

最少。

本研究首次报道了脉红螺交配后性选择现

象，利用6个微卫星DNA标记进行父权比例分析

及交配行为观察，确定了脉红螺交配后精子竞

争模式为最先雄性精子优先受精，这为揭示脉

红螺交配后性选择机制研究提供了重要线索，

也为海洋无脊椎动物的性选择机制研究提供了

基础资料。
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Mechanism of postcopulatory sexual selection in Rapana venosa

YU Hong,    SUN Xiaoqi,    YU Ruihai,    LI Qi*

(Key Laboratory of Mariculture Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao    266003, China)

Abstract: Postcopulatory sexual selection is a common phenomenon in polyandry species. The mechanism of
postcopulatory sexual selection is complicated, and it is the key and difficult topics in sexual selection. Rapana
venosa is one of the most important commercial molluscs in China, whose females mate with multiple males. In
this study, paternity analysis was performed in three families of R. venosa  using microsatellite markers and
behavior observation. Multiple paternity was observed in all the three families, suggesting that R. venosa was
genetic polyandry. There was no correlation between six morphological parameters of males and paternity ratios,
and no correlation between the mating duration and paternity ratios. The results showed that the first mating male
had most progeny and the last mating male had least progeny. R. venosa exhibited first-male sperm precedence.
This pattern of sperm precedence was consistent with the hypothesis of "topping off", in which a female accepts a
large amount of sperm from her first mate, and, if additional space remains in her spermathecae, she then seeks
additional mates until she has no need for further sperm. This study provides important information for the studies
on mechanism of postcopulatory sexual selection in marine invertebrates.
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