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摘要：为了解文蛤体内类胡萝卜素代谢相关基因清道夫受体 B类 I(Mm-SRBI)与红壳色
形成的关联性，采用直接测序法对基因编码区进行 SNP筛查和关联分析，并用免疫荧
光、蛋白免疫印迹分析了 Mm-SRBI蛋白在红、白壳色文蛤外套膜中的表达差异。结果
显示，在 Mm-SRBI 基因的编码区筛选到 15个 SNP位点，位于保守序列上的 4个突变位
点 c.647C/T、 c.723A/G、 c.818C/T、 c.1037A/G与红、白壳色存在显著关联，其中
c.723A/G位点为非同义突变 (异亮氨酸突变为缬氨酸)，且 4个位点在遗传上存在强连锁
性；蛋白免疫印迹与免疫荧光结果表明，Mm-SRBI在红壳中的蛋白表达量显著高于白
壳文蛤，主要表达部位为外套膜边缘膜的纤毛处。研究表明，Mm-SRBI 基因的高表达与
变异可能导致文蛤对类胡萝卜素的代谢产生差异，从而在生长发育过程中导致红壳色的
形成。

关键词: 文蛤；红壳色；SRBI；SNP；蛋白表达
中图分类号: Q 786；S 917.4 文献标志码: A

 
 

贝类壳色变异是由内部遗传到与生物化学、

生活基质或营养有关等多种因素组合而产生的[1]。

类胡萝卜素是一种最常见的生物色素，能显现

出黄色到红色范围内的颜色 [2]。贝类通过摄取富

含类胡萝卜素的食物，从中积累类胡萝卜素 [3]。

目前已经确定多种贝类的贝壳中存在类胡萝卜

素 [4-7]，贝类需要通过体内受体吸收脂蛋白中含

有的类胡萝卜素 [8]。清道夫受体 B类 I (scavenger
receptor class B, member 1，SRBI)作为一种多配体

受体，能够结合多种脂蛋白，从而促进动物体

内类胡萝卜素的吸收及转运，是类胡萝卜素代

谢途径中的关键基因 [9]。迄今已在家蚕 (Bombyx
mori)[10-12]、鼠 [13-14] 等模式动物中克隆得到 SRB 家

族基因，并证明其与体内类胡萝卜素代谢有关。

在贝类中，已克隆得到三角帆蚌 (Hyriopsis comin-
gii)[15]、马氏珠母贝 (Pinctada fucata martensii)[16]SRB
基因，并推测不同组织中类胡萝卜素的含量与

该基因表达高低有关。任晓亮[17] 对虾夷扇贝 (Pat-
inopecten yessoensis)类胡萝卜素代谢相关基因进

行了筛查和分析，发现不同闭壳肌颜色群体中

的 SRB 基因表达量存在显著差异；Liu等 [18] 干扰

华贵栉孔扇贝 (Chlamys nobilis) SRB-like-3基因表

达后，发现血液中类胡萝卜素含量显著降低，为

SRB 基因与扇贝中类胡萝卜素累积有关提供了证据。

文蛤 (Meretrix meretrix)是我国四大养殖贝

类之一，具有较高的经济价值和营养价值[19]。文

蛤壳色变异丰富且可稳定遗传给后代，本课题

组已培育出枣红壳色的文蛤“万里红”品种 [20]，并
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发现文蛤红、白壳色的差异主要是由于贝壳中

类胡萝卜素含量不同引起的 [7]。崔宝月等 [21] 克隆

得到 Mm-SRBI 全长，并检测发现红壳文蛤外套

膜中 Mm-SRBI 基因表达量显著高于白壳文蛤。

然而，目前对 Mm-SRBI 基因在红壳文蛤中的变

异及其蛋白表达差异与红壳色形成的关联性等

研究尚未见报道。

本研究以红、白壳色文蛤为对象，采用直

接测序法筛选分析 Mm-SRBI 基因中与壳色关联

的单核苷酸多态性 (single nucleotide   polymorph-
ism, SNP)位点，为分子标记辅助选育提供基础；

用免疫荧光 (immunofluorescence, IF)和蛋白免疫

印迹 (Western blotting, WB)技术对 Mm-SRBI蛋白

在文蛤外套膜中的表达特性进行分析，探究Mm-
SRBI表达蛋白差异与壳色变异间的关系，为深入

解析文蛤体内类胡萝卜素代谢过程提供理论基础。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

红壳文蛤为“万里红”新品种，白壳文蛤为

同属江苏群体的白壳品系，二者均取自宁波海

洋与渔业科技创新养殖基地。选取红壳和白壳

文蛤各 210粒，取外套膜组织于液氮中速冻，保

存于−80 °C超低温冰箱中，用于后续 SNP筛选

实验；另取红壳、白壳文蛤各 5粒，取新鲜外套

膜组织于 4%多聚甲醛中固定过夜，用于免疫荧

光实验。 

1.2    Mm-SRBI基因 CDS区 SNP筛选

根据本实验室克隆得到的 Mm-SRBI 基因

(GenBank登录号：KY434116)序列，使用 Primer
Premier 5软件设计其编码序列 (coding sequence,
CDS)区的特异引物 (表 1)。用 Trizol法提取红壳、

白壳文蛤外套膜组织 RNA，依照 TaKaRa公司

PrimeScriptTM RT试剂盒说明书反转录合成 cDNA，

PCR扩增后用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR产

物，将扩增结果为单一条带的 PCR产物送测 (杭
州擎科生物)。利用 ContigExpress软件对测序结

果进行拼接，基于序列比对来查找 SNP位点，

使用 Mutation Surveyor软件查看测序图谱来进行

人工校对以及统计突变位点，用 SPSS 22软件对

与壳色性状关联的 SNP位点基因型进行相关性

分析。利用 POPgen 32软件计算两种壳色文蛤群

体 Mm-SRBI 基因的 SNP位点信息，利用在线分

析 网 站 (http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php)分
析突变位点间的连锁不平衡 (LD)。 

1.3    Mm-SRBI蛋白表达的组织定位

取 4%多聚甲醛固定过的红壳、白壳文蛤外

套膜边缘组织，经梯度乙醇脱水，二甲苯 /正丁

醇透明，石蜡包埋切片 (厚度为 4 μm)。将烤片后

的组织切片，经二甲苯脱蜡，梯度乙醇复水，PBS
冲洗，Tris-EDTA抗原修复，用 5% BSA封闭液

室温封闭 1 h，甩干滴加Mm-SRBI一抗 (1∶200)，
切片平放于 4 °C孵育湿盒中过夜；PBST冲洗

3×10  min， PBS冲洗 2×10  min，在暗室中滴加

FITC荧光标记的鼠抗兔 IgG二抗 (1∶150，含

DAPI)，室温避光孵育 1 h；将玻片置于 PBS中

洗涤 3×10 min；在 Nikon 80i荧光显微镜下观察

拍照。 

1.4    Mm-SRBI蛋白的WB检测

取红壳、白壳文蛤新鲜外套膜组织，加入

适量 RIPA裂解液，匀浆；利用 BCA法测蛋白质

浓度；配置合适浓度的 SDS-PAGE凝胶，等量上

样。蛋白胶经切割后转至 PVDF膜上，用 5%脱

脂奶粉封闭液室温孵育 1 h，加入封闭液稀释的

一抗 (1∶100)孵育袋中 4  °C过夜； TBST漂洗

3×10 min，加入经生物素 HRP标记的鼠抗兔二

抗 (1∶2 000)，室温孵育 1  h； TBST漂洗 3×10
min； 暗 室 中 配 置 增 强 化 学 发 光 法 (enhanced
chemiluminescent, ECL)发光底物混合液，滴加至

PVDF膜上， Bio-Rad凝胶成像仪拍照；利用

Image J软件对红壳、白壳文蛤外套膜中 SRBI表
达蛋白的 WB结果进行灰度值计算；用 SPSS 22
软件对红、白壳色文蛤的蛋白印迹灰度值进行 t
检验，分析其显著性差异。 

表 1    Mm-SRBI基因 CDS序列扩增引物信息

Tab. 1    Primer sets used for Mm-SRBI CDS sequence
amplification

引物名称

primer
引物信息(5′→3′)
sequence (5′→3′)

SRBI-F1 CTTTGGAATACTAAAACAGCGTGG

SRBI-R1 TAGCCCATTCAGTGCTCCAG

SRBI-F2 CCTTTGATGACACGCCCTT

SRBI-R2 ATTGTCACCATGACTTGTTACCTG
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2    结果
 

2.1    Mm-SRBI基因 SNP位点筛选与突变类型

对 Mm-SRBI 基因编码区进行扩增，成功测

序了 181粒红壳文蛤、207粒白壳文蛤，序列比

对共发现 15个 SNP位点。SNP位点的位置命名

以 Mm-SRBI 基因的 mRNA全长序列第 1位碱基

距离目的 SNP位点的碱基数设定，对 15个 SNP位

点突变的个体基因型、基因型频率及等位基因频

率与壳色关联性进行分析，结果显示在红、白壳

色群体中，c.647C/T、c.723A/G、c.818C/T、c.1037
A/G共 4个位点与壳色存在显著关联 (P<0.05)(表 2)。

对位点突变导致的氨基酸多态性进行分析，其

中 c.723A/G位点为非同义突变所在位点编码的

异亮氨酸 (Ile)突变为缬氨酸 (Val)，其余位点为

同义突变，所在位点编码的氨基酸未发生变化。

对 15个 SNP位点突变类型进行统计分析，

发现 Mm-SRBI 基因在突变类型上只存在转换和

颠换两种变异类型，其中转换的频率大于颠换

的频率，二者比例约为 3∶1(表 3)。 

2.2    SNP位点多态性信息及连锁不平衡分析

对 Mm-SRBI 基因 CDS区 SNP位点进行分析，

得到与壳色显著关联的 4个 SNP位点在红壳、白

壳群体中的遗传参数 (表 4)。依照 Botstein等 [22]

划分原则，位点的 PIC 值在 0.25~0.5为中度多态，

PIC<0.25为低度多态。统计发现，与壳色相关联

的 4个突变位点都属于中度多态性位点 (0.5>
PIC>0.25)。在红壳文蛤群体中，观测杂合度为

0.309 4~0.442 0，期望杂合度为 0.468 8~0.494 6，
有效等位基因数为 1.863 4~1.973 4；白壳文蛤群

表 2    两种壳色文蛤Mm-SRBI基因 SNP位点基因型及基因频率

Tab. 2    Genotype and gene frequency of SNPs sites in Mm-SRBI gene of two shell color M. meretrix

位点

locus
基因型

genotype

数量(基因型频率/%)
number (genotype frequency) 等位基因

allele

等位基因频率/%
allele frequency χ2 (P值)

χ2 (P -value)红壳

red shell
白壳

white shell
红壳

red shell
白壳

white shell
c.647 C/T CC 77(25.97) 68(32.85) C 58.01 47.58 6.201

CT 56(30.94) 61(29.47) T 41.99 52.42 (0.045)*

TT 48(26.52) 78(37.68)

c.723A/G AA 75(41.44) 128(61.84) A 63.54 73.43 20.626

AG 80(44.20) 48(23.19) G 36.46 26.57 (0.000 033)*

GG 26(14.36) 31(14.98)

c.818C/T CC 67(37.02) 57(27.54) C 56.91 43.96 12.966

CT 72(39.78) 68(32.85) T 43.09 56.04 (0.002)*

TT 42(23.20) 82(39.61)

c.1037A/G AA 64(35.36) 46(22.22) A 55.80 37.68 12.598

AG 74(40.88) 64(30.92) G 44.20 62.32 (0.002)*

GG 43(23.76) 97(46.86)

注：*为χ2检验结果显示P<0.05
Notes: * represents P<0.05 of χ2 test results

表 3    两种壳色文蛤Mm-SRBI基因型的变异类型及总数

Tab. 3    Variation type and number of genotypes in
two shell color M. meretrix SRBI gene

变异类型

variation type
基因型

genotype
位点

sites
总数

total number

转换

transition
GA 723、944、1 037、1 043、

1 190、1 316
6

CT 503、647、653、
818、974

5

颠换

transversion
TA 1 049 1

AC 992 1

GT 1 061 1

CG 1 091 1
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体中，观测杂合度为 0.231 9~0.328 5，期望杂合

度为 0.324 4~0.500 0，有效等位基因数为 1.639 9~
1.995 3。

Mm-SRBI 基因突变位点间的连锁不平衡分

析显示，在红壳、白壳文蛤群体内与壳色关联

的突变位点之间都存在强连锁不平衡 (D′>0.75)，
表明这些位点存在一定程度上的连锁遗传现象

(表 5)。 

2.3    Mm-SRBI蛋白组织分布及定位

免疫荧光结果显示，Mm-SRBI 蛋白在文蛤

外套膜各部位均有表达 (FITC绿色荧光信号 )，
但在红壳中的表达量明显高于白壳文蛤 (图 1)，
在外套膜组织中，其边缘膜处的荧光信号显著

高于其他部位。DAPI染色显示，边缘膜组织纤

毛处含有大量排列整齐的单层柱状细胞，其余

分布少量的肌纤维。合并图显示，绿色荧光与

蓝色荧光未重合，表明 Mm-SRBI蛋白为核外蛋

白，在外套膜组织中，边缘膜为分泌 Mm-SRBI
蛋白的主要部位。 

2.4    外套膜Mm-SRBI蛋白表达差异

WB结果显示，在预测 Mm-SRBI蛋白分子

量大小为 56.82  ku处出现目的条带，而 Mm-
SRBI在红壳文蛤外套膜组织中的表达量明显高

于白壳文蛤 (图 2-a)。WB结果的灰度值分析显

示，红壳文蛤灰度值平均为5.9×105，白壳文蛤为1.3×
105，二者存在极显著差异 (P<0.01)(图 2-b)。 

3    讨论

类胡萝卜素所呈现出的特征颜色在非光合

组织和生物体中起着色素的作用。早期研究表

明，在肠道上皮组织中 SRBI转运蛋白负责 α-胡
萝卜素、β-胡萝卜素、叶黄素、β-隐黄素等类胡

萝卜素的吸收 [23-24]，并将类胡萝卜素转运到相应

的组织细胞中 [25]。SRBI蛋白的差异表达影响着

生物体内类胡萝卜素的含量，在类胡萝卜素水

平较低的组织中，SRBI蛋白表达下调 [26]。另外，

有学者揭示了灵长类动物体内循环中的类胡萝

卜素富集于视网膜中的机制，推测 SRBI蛋白的

高表达是导致该区域呈现黄斑的原因[27]。在贝类

中，已有研究证明 SRB 基因与类胡萝卜素含量有

关 [15-18]，而在本研究中，红壳文蛤外套膜内高表

达的 Mm-SRBI 基因可能与高水平的类胡萝卜素

相关，并影响着贝壳着色过程。

编码区突变在调控和编码蛋白质中起着重

要作用，从而影响表型性状。在分子水平上，单

表 4    两种壳色群体Mm-SRBI 基因 SNP位点多态性信息

Tab. 4    Polymorphic parameters of SNP loci of Mm-SRBI gene in two shell color M. meretrix strains

群体　　　

strain　　　

位点　　　

locus　　　

观测杂合度

Ho

期望杂合度

He

有效等位基因数

Ne

多态性信息含量

PIC

红壳文蛤

red shell M. meretrix
c.647C/T 0.309 4 0.488 5 1.949 9 0.368 5

c.723A/G 0.442 0 0.468 8 1.863 4 0.356 0

c.818C/T 0.397 8 0.491 8 1.962 6 0.370 2

c.1037A/G 0.408 8 0.494 6 1.973 4 0.371 6

白壳文蛤

white shell M. meretrix
c.647C/T 0.294 7 0.500 0 1.995 3 0.374 4

c.723A/G 0.231 9 0.493 9 1.639 9 0.314 1

c.818C/T 0.328 5 0.324 4 1.971 2 0.371 3

c.1037A/G 0.309 2 0.470 8 1.885 5 0.359 4

表 5    两种壳色文蛤群体Mm-SRBI基因 4个
SNP位点连锁不平衡分析

Tab. 5    Linkage disequilibrium analysis of four SNP loci of
Mm-SRBI gene in two shell color M. meretrix strains

位点

loci c.647C/T c.723A/G c.818C/T c.1037A/G

c.647C/T 0.973 (1) 0.918 (1) 0.940 (1)

c.723A/G 0.750 (0.328) 1 (1) 1 (1)

c.818C/T 0.814 (0.864) 0.766 (0.284) 1 (1)

c.1037A/G 0.807 (0.666) 0.725 (0.219) 0.945 (0.771)

注：对角线上方为D′，对角线下方为R2，括号外为红壳文蛤群体位

点信息，括号内为白壳文蛤群体位点信息

Notes: the figure above the diagonal represents D′, the figure below the
diagonal  represents  R2;  outside  the  parentheses  is  the  linkage
disequilibrium analysis of red shell color M. meretrix strain, inside the
parentheses is white shell color M. meretrix strain
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图 1    Mm-SRBI蛋白在两种壳色文蛤外套膜中的表达分布图

从上到下每行为一组。Ⅰ~ Ⅲ行为红壳文蛤外套膜免疫荧光：Ⅰ为实验组，Ⅱ为阴性对照组，Ⅲ为空白对照组；Ⅳ ~Ⅵ为白壳文蛤外

套膜免疫荧光：Ⅳ为实验组，Ⅴ为阴性对照组，Ⅵ为空白对照组。绿色荧光信号 FITC，蓝色荧光信号 DAPI，黄色虚线“-----”为对照

组外套膜组织描边。标尺为 50 μm

Fig. 1    Distribution of SRBI in mantle of two shell color M. meretrix
From top to bottom, each line is a group. Ⅰ-Ⅲ are the red shell M. meretrix mantle immunofluorescence: Ⅰ is the experimental group, Ⅱ is the negat-
ive control group, Ⅲ is the blank control group; Ⅳ-Ⅵ are the white shell M. meretrix mantle immunofluorescence: Ⅳ is the experiment group, Ⅴ is neg-
ative control group, Ⅵ is blank control group. Green fluorescence signal FITC, blue fluorescence signal DAPI, yellow dotted line-----banding of mantle
tissue in control groups. Scale bar: 50 μm
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核苷酸多态性 (SNP)标记作为第三代分子标记，

因其位点丰富、遗传稳定、易于分析等优点，

被广泛用于遗传作图和性状连锁分析 [28-29]。在高

等动物中已有不少针对 SRBI 基因多态性与个体

性状的关联性分析，如在小鼠和人中，SRBI 基
因多态性会造成体内脂蛋白和甘油酸酯的水平

异常，从而显现出不同群体脂类代谢的差异[30-33]，

不同基因型个体也与血液中的类胡萝卜素含量

相关联 [34]；在鸟类中，SRBI 基因突变会破坏类

胡萝卜素的转运功能，导致羽毛着色发生变化[35]。

对本实验结果的 15个 SNP位点进行信息注释，

发现在突变类型上只存在转换和颠换两种类型，

且 CT之间的转换频率大于 AG，可能是因为胞

嘧啶 (C)常发生甲基化，自发脱氨形成胸腺嘧啶

(T)。经序列比对发现，与壳色显著关联的 4个 SNP
位点都位于 Mm-SRBI 基因保守序列上，并且非

同义突变位点 c.723A/G位于糖基化位点上。糖

基化是重要的蛋白修饰之一，糖基化位点突变

会使蛋白的功能、理化性质发生改变，如凝血

因子Ⅷ基因上的 N-糖基化位点突变，导致蛋白

的转运功能发生变化 [36]；膜糖蛋白 CD133上的

糖基化位点突变降低了其与受体的相互作用 [37]。

因此推测，Mm-SRBI 基因上 c.723A/G位点多态

性可能使表达蛋白活性或与脂蛋白结合能力发

生变化，从而导致血液和外周组织类胡萝卜素

代谢水平的差异；其余 3个位点虽为同义突变，

未导致编码的氨基酸发生变化，但也有研究证

明同义突变可影响 mRNA的剪接、稳定性和结

构以及 tRNA的翻译效率，从而影响蛋白质合成

的功能[38]，但要证明这些位点突变与红、白文蛤

类胡萝卜素代谢差异相关还有待进一步研究。

免疫荧光和蛋白免疫印迹技术将蛋白进行

可视化，对目标蛋白进行检测和评价，已然成

为蛋白表达特性的有效研究方法[39]。在分子水平

上，已验证 Mm-SRBI 基因在红壳文蛤外套膜组

织中的表达量高于白壳文蛤，且存在显著差异[21]。

在蛋白水平上，对家蚕 [40]、猪 [41]、人 [42]等 SRBI
蛋白的定位分析中发现，该蛋白表达位置位于

细胞膜上。本实验结果表明，Mm-SRBI蛋白在

文蛤外套膜中均有表达，但主要表达在文蛤外

套膜边缘膜纤毛上皮细胞膜上，且红壳文蛤的

蛋白表达量显著高于白壳文蛤。WB结果显示在

预期 Mm-SRBI蛋白分子量大小处出现条带，灰

度值比较发现，Mm-SRBI蛋白在红壳外套膜中

的表达量约为白壳的 4.4倍，与 IF结果基本一致。

在小鼠中已有研究发现，SRBI蛋白的缺失会导

致小鼠体内相关脂类的表达下调 [43]，功能上

SRBI蛋白介导高密度脂蛋白对胆固醇酯的选择

性摄取，并对细胞内类胡萝卜素的代谢物进行

转运，将类胡萝卜素及代谢产物运输至相应的

组织中 [44]。因此，推测红壳、白壳文蛤中 Mm-
SRBI蛋白表达存在差异可能与其类胡萝卜素代
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图 2    两种壳色文蛤Mm-SRBI蛋白免疫印迹结果分析

(a)WB结果图，1~3泳道为红壳文蛤，4~6泳道为白壳文蛤；(b)灰度值分析图，1.红壳，2.白壳，**代表差异极显著 (P<0.01)

Fig. 2    Analysis of Mm-SRBI protein and the result of Western blotting in two shell color M. meretrix
(a) result of WB, 1-3 represent red shell, 4-6 represent white shell; (b) gray value of WB, 1. red, 2. white, ** represents extremely significant differences
(P<0.01)
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谢水平相关联。红壳文蛤相较于白壳文蛤对类

胡萝卜素代谢更为旺盛，外套膜作为文蛤贝壳

的生壳组织，高表达的 SRBI蛋白促进其对类胡

萝卜素吸收及转运，进而形成红、白文蛤在壳

色外观上的差异。

综上所述，本实验在文蛤体内类胡萝卜素

代谢相关的关键基因 Mm-SRBI 中筛查到 4个与

壳色相关联的 SNP位点，并对 Mm-SRBI蛋白在

外套膜边缘组织中进行细胞定位和表达分析，

研究结果可为今后红壳色文蛤分子辅助育种提

供候选标记，为深入解析文蛤类胡萝卜素代谢

途径及与红壳色形成的机制研究提供理论基础。
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Mutation in SRBI gene and its association with the red shell
color in Meretrix meretrix

SHI Heming 1,     DONG Yinghui 1*,     YAO Hanhan 1,     BAO Yongbo 1,     LIN Zhihua 1,2*

(1. Key Laboratory of Aquatic Germplasm Resources of Zhejiang, College of Biology and Environment Sciences,
Zhejiang Wanli University, Ningbo    315100, China;

2. Ninghai Marine Biological Seed Industry Research Institute, Zhejiang Wanli University, Ningbo    315100, China)

Abstract:  The  hard  clam  (Meretrix  meretrix)  is  one  of  the  most  commercially  important  cultured  shellfish  in
China. The red shell clam is richer in carotenoids, which makes its shell color red and has higher nutritional value
compared  with  the  white  shell  clam.  In  order  to  understand  the  mutation  of  scavenger  receptor  class  B  type  I
(SRBI) and its association with the formation of red shell color in M. meretrix, we analyzed the SNPs of Mm-SRBI
gene CDS by using direct sequencing among 181 red shell clams and 207 white shell clams. Immunofluorescence
(IF) and Western blot (WB) were used to analyze the expression characteristics of Mm-SRBI protein in the mantle
of  two  shell  color  strains.  The  results  showed  that  a  total  of  15  single  nucleotide  polymorphisms  (SNPs)  were
detected, and there were only two types of mutation in Mm-SRBI: transition and transversion, and the ratio of the
two was about 3∶1. Among the 15 loci, 4 loci were significantly associated with shell color. The statistical results
indicated  that  in  red  shell  strain  the  range  of Ho  was  0.309  4−0.442  0, He  0.468  8−0.494  6,  and Ne  1.863  4−
1.973 4, while in the white shell strain Ho was 0.231 9−0.328 5, He 0.324 4−0.500 0, and Ne 1.639 9−1.995 3. The
PIC value  evidenced that  these  loci  were  all  moderately  polymorphic  (0.5>PIC>0.25).  Additionally,  all  of  them
were  in  conserved  sequences,  in  which  c.723  A/G  site  was  non-synonymous  mutation  that  led  to  amino  acid
changes Ile723Val, and 4 loci were genetically strongly linked (D′>0.75). The results of IF and WB revealed
that Mm-SRBI protein was higher expressed in the mantle of red-shelled clams compared to that of the
white-shelled  clams  and  was  mainly  expressed  at  the  outer  epithelium  of  the  mantle.  Moreover,  the
quantitative analysis of gray values demonstrated that Mm-SRBI protein expression in red-shell clams
was approximately 4.5  times higher  than that  in  white-shell  clams.  In  summary,  our  results  suggested
that the mutations of Mm-SRBI and the high expression of its protein may lead to differences in the metabolism
of carotenoids in M. meretrix, which may further lead to the formation of red shell color. It also provided a helpful
basis  to  explore  the  molecular  mechanisms  of  carotenoids  metabolism  underlying  shell  coloration  and  could  be
potentially applied to marker-assisted selection breeding programs for M. meretrix.
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