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摘要：本实验室根据前期研究发现，HcTyp-1基因可能参与了三角帆蚌贝壳珍珠层颜色
的形成。本实验根据HcTyp-1基因cDNA设计引物，比较筛选获得了8个SNP位点并分析了
这些位点与内壳色的相关性，然后对HcTyp-1基因进行了图谱定位。通过研究这些多态
性位点与贝壳珍珠层颜色性状相关性发现，C+3057T位点基因型仅在a参数上存在显著差
异，G+2985T和T+3006C 2个位点基因型分别在L、b及a、dE上存在显著差异，A+
2834C、C+2919T和G+2986T这3个SNPs位点基因型在L、a及dE上均存在显著差异。连锁
不平衡结果显示，HcTyp-1基因上除C+2912T、C+2983A这2个位点，其他6个位点具有显
著差异，位点之间都存在强连锁不平衡。单倍型分析结果显示，单倍型T2和T4在白色群
体中出现的频率极显著高于在紫色群体中出现的频率，T6和T8两种单倍型在紫色群体中
出现的频率极显著高于白色群体。因此HcTyp-1基因的部分SNPs可作为三角帆蚌不同内
壳色贝壳辅助育种的候选分子标记位点。另外，本研究还将HcTyp-1基因定位在三角帆
蚌LG16连锁群上，这为进一步解析该基因调控珍珠颜色形成的分子机制奠定了基础。
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三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)是我国特有的

淡水珍珠贝，它能够培育出品质优良的淡水珍

珠，并且珍珠产量大约占全国珍珠产量的80%，

因此在淡水珍珠产业中具有相当重要的地位 [1]。

颜色是评价珍珠价值及品质的一个重要指标 [2]，

不同颜色的珍珠在市场价格上有着较大的差

异。目前的研究表明，珍珠贝所产珍珠的颜色

与供片蚌珍珠层的颜色之间有着紧密的联系 [3-4]，

因此，本研究通过现代分子生物学与数量遗传

学并以三角帆蚌贝壳珍珠层颜色为目标性状进

行选育工作[5]。

酪氨酸酶类似蛋白与酪氨酸酶相似，都属

于酪氨酸酶家族，其结构与酪氨酸酶相似，根

据其光谱性质以及活性位点结构的差异可以将

其分为几种分型 [6]。酪氨酸酶类似蛋白的具体功

能尚存在争议，经过对小鼠(Mus musculus)该蛋

白的研究表明，其具有二羟基吲哚酸氧化酶活

性，且对黑色素合成下游途径有一定影响 [7]，从

而对生物的颜色性状产生影响。本实验室已经

克隆得到了三角帆蚌酪氨酸酶类似蛋白基因

HcTyp-1的cDNA全长，通过分析发现，HcTyp-

1基因可能参与了三角帆蚌贝壳珍珠层颜色的形

成 [8]。本研究以该基因为候选基因，采用直接测

序法检测三角帆蚌的SNP突变点，并与三角帆蚌

内壳色相关性状进行关联分析，以期筛选与贝

壳珍珠层颜色性状相关的分子标记，为三角帆

蚌的选育工作提供基础性研究资料。
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1    材料与方法

1.1    实验材料

本实验所用的三角帆蚌均来自浙江省金华

市浙星珍珠商贸有限公司，是本实验室通过选

育获得的白色与紫色两个家系。分别从两个家

系中选取白色与紫色蚌各72只用于珍珠层颜色性

状的关联性分析，取实验蚌的外套膜以及斧足

并用酒精保存备用。

1.2    三角帆蚌基因组DNA的提取

实验用三角帆蚌的基因组DNA使用天根海

洋动物DNA提取试剂盒并按照说明书进行提

取，然后采用分光光度计NanoDrop 2000C(Ther-
mo Scientific，美国)与1.5%琼脂糖凝胶电泳检测

所提DNA的浓度及质量，于–20 °C保存。

1.3    数据测量

利用Lovibond-RT200表面色度计测量三角帆

蚌的内壳色，并根据国际照明委员会(CIE)的均

匀色度空间系统(CIE1976)进行参数设定分别测

量三角帆蚌右侧壳的边缘前、中、后3个部位，

取3点数据的平均值即为内壳色。计算颜色参数

色差值dE 的公式：

dE =
p
¢L 2 +¢a2 +¢b2

ΔL=Lx–L0, Δa=ax–a0, Δb=bx–b0。Lx、ax、bx分

别是不同贝壳的颜色参数值，L0、a0和b0是标准

白色内壳色蚌的颜色参数， M L、 M a、 M b、

MdE分别表示所测量3个点所对应的L、a、b及
dE的平均值，L为明亮度，L>0颜色偏亮，L<0颜
色偏暗； a>0时颜色偏红， a<0时颜色偏绿；

b>0时颜色偏黄，b<0时颜色偏蓝[9]。

1.4    HcTyp-1基因SNP位点筛选

将实验所获得三角帆蚌HcTyp-1基因 (Gen-
Bank登录号：KX447817)与其基因组比对，找出

外显子与内含子区域。在外显子区域设计特异

性引物， (F:5'-TCTTTGACCTTACTGAAATAC
TG-3'；R:5'-TCAATAAAACAAAGTCGTCCAT
G-3')。随机挑选20个DNA样品进行序列扩增，获

得该基因编码区上2 639~3 106碱基区段共468 bp
序列长度。PCR反应体系共20 μL：10 μL 2×Taq
PCR Mastermix，模板DNA(50 ng/μL) 2 μL，上下

游引物(10 μmol/L)各0.5 μL，ddH2O为7.0 μL。扩

增程序：94 °C预变性3 min；94 °C 30 s，55 °C
30 s，72 °C 45 s，35个循环；72 °C终延伸10 min。
将扩增后的产物交与上海迈浦生物科技有限公

司进行测序，采用Vector NIT Suite 11.0对测序的

结果进行对比以获得SNP位点。

1.5    数据分析

使用Popgene软件分析观测杂合度(Ho)、期

望杂合度(He)、多态信息含量(PIC)和有效等位基

因(Ne)等遗传参数。利用JMP 8.0软件进行卡方检

验，分析HcTyp-1基因片段的不同SNPs位点的基因型

与三角帆蚌的内壳色之间的相关性。用SHEsis软
件进行SNP位点连锁不平衡分析和单倍型构建[10-11]。

1.6    HcTyp-1基因在三角帆蚌图谱上的定位

使用本实验室构建三角帆蚌微卫星遗传连

锁图谱时的94个F1个体和两个亲本作为实验材

料。使用特异性引物进行扩增，在测序后的扩

增产物中寻找家系中的 SNP位点。挑选一个

SNP位点，进一步统计该位点在所有F1个体和

2个亲本中的基因型，运用Joinmap 4.0软件并参

照之前的方法将该基因定位到三角帆蚌微卫星

连锁图谱上[12-13]。

2    结果

2.1    HcTyp-1基因SNP位点筛选

根据设计的引物对20个样品进行目的片段

的扩增，扩增片段上发现存在SNP位点，最终在

HcTyp-1基因上发现8个SNPs位点。以ATG起始密

码子为起点，每个基因上SNP位点均是以该突变

位点到起始密码子的碱基数来命名。

2.2    多态性分析

对144只三角帆蚌中HcTyp-1基因筛选得到的

SNPs位点进行扩增并测序，测序结果通过软件

分析发现，HcTyp-1基因中的8个SNPs位点中除了

C+3057T为纯合型突变外，其他7个SNPs位点均

为杂合型突变。这些位点中仅A+2834C位点属于

错位突变，密码子突变类型为AAA-ACA，分别

编码赖氨酸和苏氨酸。采用Popgene分析该基因

上SNPs位点的遗传参数，它们的Ho为0.000~
0.111，He为0.142~0.451，Ne为1.164~1.851，
PIC为0.131~0.348。依据0.25<PIC<0.5为中度多
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态，PIC<0.25 为低度多态的原则，发现HcTyp-
1基因上的8个SNPs位点中，有3个SNPs位点为中

度多态性位点，5个为低度多态性位点(表1)。

2.3    三角帆蚌HcTyp-1基因SNPs位点与内壳色

性状关联分析

将HcTyp-1基因上发现的SNPs位点基因型与

144只三角帆蚌的内壳色性状(L、a、b及dE)进行

相关性分析。结果显示，在HcTyp-1基因上的8个
SNPs位点中，C+2912T、C+2983A这2个位点的

不同基因型在4种内壳色性状参数方面不存在显

著差异，C+3057T位点不同基因型仅在a参数上

存在显著差异(P<0.05)，而G+2985T与T+3006C此

2个位点的不同基因型分别在L、b以及a、dE等

参数上存在显著差异 (P<0.05)，同时A+2834C、

C+2919T和G+2986T这3个SNPs位点不同基因型在

L、a及dE上均存在显著差异(P<0.05)(表2)。

2.4    三角帆蚌HcTyp-1基因SNP位点连锁不平

衡及单倍型分析

剔除基因上C+2912T、C+2983A这2个位

点，对剩下的6个与内壳色相关的位点，使用

SHEsis软件分析它们的连锁不平衡性。HcTyp-1
基因上此6个与内壳色参数具有显著差异的位点

之间都存在强连锁不平衡(D' >0.75)(表3)。同时

对这些位点进行单倍型构建，共获得8种单倍

型，其中单倍型T2和T4在白色群体中出现的频

率极显著高于在紫色群体中的频率，而T6和
T8两种单倍型在紫色群体中出现的频率极显著

高于白色群体(表4)。

2.5    三角帆蚌HcTyp-1基因在遗传连锁图谱上

的定位

为了确定HcTyp-1基因在三角帆蚌微卫星图

谱上的位置，使用特异性引物扩增HcTyp-1基因

上的部分片段。结果发现，扩增的HcTyp-1基因

部分片段在作图家系中存在C+2983A和C+3057T
2个SNPs位点，由于3057这个位点在父母本中的

基因型相同，不能用来作图，因此选择C+2983A
这个SNP位点来定位HcTyp-1基因，结果发现，

HcTyp-1基因均被定位在LG16连锁群上。C+2983A
位于LG16连锁群53.0cM位置，临近标记分别为

718CH和386CF(图1)。

3    讨论

三角帆蚌的贝壳内壳色对于其商业价值有

着极其重要的影响。根据目前的研究表明，贝

壳内壳色是一种数量遗传性状，受到多种因素

的影响，除了自身的遗传因素外，还与其所生

存的环境有着密切的联系[14]。本实验通过分子辅

助标记育种方法，在分子水平上进行不同壳色

三角帆蚌的选育工作。相较传统选育方法而

言，分子选育可以大大提高选育效率，因此得

到了广泛地应用[15]。

研究发现，酪氨酸酶类似蛋白对生物体内

黑色素的合成具有一定影响，而多种黑色素通

过在生物体累积可以产生不同的体色 [16]。因此，

该蛋白对于生物的体色可能起到一定的调控作

用。根据前期实验获得的酪氨酸酶类似蛋白基

因HcTyp-1设计引物，并通过DNA测序获得了该

基因外显子上的8个SNPs位点，这一结果显著高

于以往的研究结果(1个SNP/1 000 bp)[17]，这说明

该基因中具有较丰富的单核苷酸多态性。但是

这些位点均处于低度多态性或者中度多态性，

并无高度多态性位点的存在，这是由于SNP标记

是一种两等位基因标记，不同于SSR具有的高度

多态性 [18]。对白色与紫色2种内壳色的三角帆蚌

与HcTyp-1基因的SNPs相关性进行了初步分析。

有研究表明，酪氨酸酶类似蛋白基因出现变异

会导致其生物功能发生变化从而阻止其黑色素

的合成 [19]。上述SNPs位点均存在于该基因的外

显子区域，有研究发现，在外显子区域的基因

突变会导致氨基酸类型产生变异，从而进一步

引起蛋白质性质以及功能上的改变[20]。

表 1    三角帆蚌HcTyp-1基因8个SNP位点的遗传参数

Tab. 1    The polymorphic parameters of eight SNP sites of
HcTyp-1 gene

位点

site
观测杂合度

Ho
期望杂合度

He
多态信息含量

PIC
有效等位基因

Ne

A+2834C 0.035 0.265 0.229 1.358

C+2912T 0.111 0.409 0.324 1.687

C+2919T 0.076 0.225 0.199 1.288

C+2983A 0.014 0.451 0.348 1.815

G+2985T 0.028 0.142 0.131 1.164

G+2986T 0.049 0.274 0.236 1.376

T+3006C 0.028 0.260 0.225 1.345

C+3057T 0.000 0.376 0.305 1.600
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表 2    三角帆蚌HcTyp-1基因8个SNP位点不同基因型的珍珠层颜色性状的关联分析

Tab. 2    Association of eight SNP sites of HcTyp-1 gene polymorphisms with nacre colour

位点

locus
基因型

genotype
样本量

sample quantity ML Ma Mb MdE

A+2834C AA 119 53.45±0.51A 3.06±0.25A –8.87±4.52A 48.19±0.50A

AC 5 55.98±2.51AB 3.19±1.21AB –12.19±5.52A 46.62±2.44AB

CC 20 56.78±1.26B 0.97±0.60B –7.47±4.34A 44.50±1.22B

C+2912T CC 33 54.07±1.00A 2.32±0.48A –8.17±0.80A 47.35±0.98A

CT 16 54.00±1.43A 4.28±0.69B –9.57±1.15A 48.15±1.40A

TT 95 53.98±0.58A 2.68±0.28A –8.87±0.47A 47.63±0.58A

C+2919T CC 120 54.53±0.51A 2.42±2.59A –8.77±0.42A 47.06±0.50A

CT 11 53.10±1.68AB 4.78±3.37B –8.39±1.39A 48.85±1.64AB

TT 13 49.88±1.55B 4.40±2.96B –9.26±1.27A 51.74±1.51B

C+2983A CA 48 54.14±0.83A 2.63±0.40A –7.88±0.65A 47.50±0.81A

AA 2 56.23±4.06A 5.26±1.97A –13.93±3.20A 46.78±3.96A

CC 94 53.88±0.59A 2.80±0.29A –9.14±0.47A 47.70±0.58A

G+2985T GG 9 49.02±1.87A 2.96±0.93A –4.288±1.47A 51.87±1.83A

TG 4 54.94±2.80AB 3.79±1.40A –12.21±2.21B 47.84±2.75A

TT 131 54.31±0.49B 2.73±0.24A –8.99±0.39B 47.32±0.48A

G+2986T GG 20 56.78±1.25A 0.97±0.60A –7.47±1.01A 44.50±1.22A

GT 7 55.93±2.12AB 2.38±1.02AB –11.57±1.71A 46.26±2.06AB

TT 117 53.41±0.52B 3.11±0.25B –8.85±0.42AB 48.24±0.50B

T+3006C TT 120 53.50±0.51A 3.04±0.25A –8.89±0.41A 48.14±0.50A

CT 4 54.94±2.81AB 3.79±1.35AB –12.21±2.27A 47.83±2.73AB

CC 20 56.78±1.26B 0.97±0.60B –7.47±1.01A 44.50±1.22B

C+3057T CC 108 53.79±0.55A 3.07±0.26A –9.22±0.44A 47.90±0.54A

TT 36 54.64±0.95A 1.89±0.46B –7.50±0.75A 46.78±0.93A

注：同一位点中同列中不同大写字母表示差异显著(P<0.05)
Notes: different superscript letters in a column of the same two loci indicate significant difference at P<0.05

表 3    三角帆蚌HcTyp-1基因6个SNP位点连锁不平衡分析

Tab. 3    Linkage disequilibrium analysis of six SNP sites of HcTyp-1 gene

A+2834C C+2919T G+2985T G+2986T T+3006C C+3057T

A+2834C 1.000 0.972 0.973 1.000 0.970

C+2919T 0.027 1.000 1.000 1.000 1.000

G+2985T 0.014 0.012 0.996 0.965 1.000

G+2986T 0.900 0.029 0.016 0.973 0.887

T+3006C 0.974 0.027 0.014 0.875 1.000

C+3057T 0.523 0.049 0.248 0.460 0.541

注：对角线上方为D’，对角线下方为r2

Notes: the figures above diagonal represent D’, the figures below the diagonal represent r2
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本实验使用统计学的方法分析了HcTyp-1基

因上的SNPs位点与两种内壳色之间的关联性。

上述位点中有3个在L、a和dE参数方面同时存在

显著差异(P<0.05)，还有3个分别在L、a以及dE上

存在显著差异。这些参数中L代表亮度，a>0代

表颜色偏红，而色差值dE大小可以反映色彩丰

富度。同时本实验室前期研究发现，内壳色

dE值越大紫色珍珠产出率越高，dE值越小则白

色珍珠产出率越高[21]，因此该基因可能对三角帆

蚌内壳色的形成起到一定作用。

针对单个SNP位点进行分析是一种传统的分

析手段，但是这一方法存在一些缺陷，例如信

息位点不完整或者模糊等 [22-24]。因此，为了进一

步研究HcTyp-1基因的多态性是否与内壳色的颜

色性状相关，本实验进行了连锁不平衡以及单

倍型分析。研究表明，HcTyp-1基因构建的单倍

型中，T2是白色群体的主要优势单倍型，而

T8是紫色群体的主要优势单倍型。因此，可

以根据需求选择优势型，从而实现加快育种的

目的[25]。

Bai等 [26]曾构建了三角帆蚌高密度图谱，并

对内壳色性状进行QTL定位，发现控制三角帆蚌

内壳色形成的主效基因可能位于LG17连锁群

上。为了进一步确定HcTyp-1基因是否存在于之

前报道的壳色相关LG17连锁群上，选取HcTyp-
1基因上SNP位点并将其进行定位，最终将其定

位在LG16连锁群上53.0 cm位置，虽然此基因没

有定位在之前报道的LG17连锁群上，但是由于

目前关于控制三角帆蚌内壳色形成的主效基因

仍未被发现，并且生物颜色性状属于一种数量

遗传性状，它是由多个基因以及环境因素共同

作用的结果。目前，壳色形成的机理并不十分

清楚，因此HcTyp-1基因对三角帆蚌珍珠层颜色

影响的大小，还需要进一步研究。

表 4    三角帆蚌HcTyp-1基因单倍型分析

Tab. 4    Haplotype analysis of six SNP sites of HcTyp-1 gene

单倍型

haplotype
单倍型序列

sequence
紫色群体(频率)

purple strain (frequency)
白色群体(频率)

white strain (frequency)
χ2 (P值)

χ2 (P value)

T1 CCTGCC 0(0) 1.00(0.007)

T2 CCTGTT 3.00(0.021) 40.00(0.278) 38.478(0**)

T3 TCTGCC 0(0) 3.00(0.021)

T4 TCTTCC 75.00(0.521) 100.00(0.694) 10.800(0.001**)

T5 CCTTTT 1.00(0.007) 0(0)

T6 TCGTCT 22.00(0.153) 0(0) 23.353(0**)

T7 TCTTCT 6.00(0.042) 0(0) 6.002(0.014)

T8 TTTTCC 37.00(0.257) 0(0) 41.672(0**)

注：**表示差异极显著(P<0.01)
Notes: **indicates extremely significant difference at P<0.01
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图 1    HcTyp-1基因在三角帆蚌LG16连锁

群上的定位情况

Fig. 1    Locations of HcTyp-1 gene
on LG16 of H. cumingii
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Detection of nacre colour-related SNPs and genetic mapping of
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Shanghai Ocean Univrsity, Shanghai    201306, China;
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Abstract: According to previous studies, we found that HcTyp-1 gene may be involved in the formation of nacre
color in shell of Hyriopsis cumingii. Primers were designed based on the cDNA sequence of HcTyp-1 gene in H.
cumingii, and 8 SNPs were obtained by comparative screening and the correlation between SNPs and nacre colour-
related traits was analyzed. Moreover, the location of HcTyp-1 gene on genetic map was studied. The study of the
relationship between these polymorphic sites and shell nacre color traits found that, C+3057T showed a significant
difference in the “a”; G+2985T and T+3006C had significant difference of L, b and a, dE respectively. Moreover,
A+2834C, C+2919T and G+2986T all had significant difference in L, a and dE. Linkage disequilibrium analysis
showed that there were 6 SNPs in high linkage disequilibrium except C+2912T and C+2983A. The result of
haplotype analysis indicated that the frequency of T2 and T4 in the white mussels was significantly higher than
that of purple group, but T6 and T8 were higher in purple group. The results suggested that the polymorphic loci in
HcTyp-1 could be potential genetic markers for future molecular selection of different nacre color in H. cumingii.
Furthermore, we mapped HcTyp-1 gene on LG16 of the previous linkage map, which will lay the foundation for
the further study of the molecular mechanisms about this gene.
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