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摘要: 三角帆蚌幼蚌壳表面颜色和放射条纹表型遗传分离均符合孟德尔单基因位点的一对等位基因调控规

律。研究为进一步阐释其壳色遗传分子调控机制, 应用群体分离分析法(BAS)和 SRAP-cDNA 比较了两种典

型外壳色表型三角帆蚌外套膜组织的基因表达差异。采用 30 个引物组合获得 5 个差异片段, 回收克隆测序

获得 14条差异序列, 大小在 195—339 bp之间, 通过序列比对, 获得与 2个相似蛋白序列, 包括类二氢嘧啶

脱氢酶和类锌指 MYM-1 型蛋白, 而未发现与色素合成相关基因和蛋白, 但三角帆蚌外壳色表型差异是否与

嘧啶代谢和类锌指蛋白参与的基因表达调控有关还有待进一步研究。 
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贝类的壳色由外套膜表皮分泌形成, 曾被认为

是一种简单的表型性状而被忽视。对许多贝类的研

究表明 : 壳色不仅与贝类的生态和行为有关 [1—3], 

还与其生长、存活等表型性状密切相关[4—8]。在国

内外, 以壳色为选育标记, 已经成功选育出了高产

白色珍珠的日本珍珠贝 (Pinctada fucata martensii 

Dunker)[9]、生长快、抗病力强的“玛瑙鲍”、金黄壳

色的太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)[10]、高产的“中科

红 ”海湾扇贝 (Argopecten irradians irradians La-

marck)、“中国红”皱纹盘鲍(Haliotis discus Hannai)

及 “南科珍珠红 ”马氏珠母 (Pinctada martensii 

Dunker)等多个贝类新品种(系), 为世界海水贝类养

殖发展与繁荣做出了重大贡献。壳色与生产性状协

同选育已经成为海水贝类新品种选育最为有效的技

术手段之一。 

与海水贝类相比, 淡水贝类壳色较为单调、表

型简单, 其壳色遗传研究未受到普遍关注。三角帆

蚌(Hyriopsis cumingii)是我国最主要的淡水经济贝

类之一。闻海波等[11]首次报道了三角帆蚌 F1代幼蚌

的壳色表型遗传分离规律, 初步研究揭示: 三角帆

蚌的壳色和放射条纹分别受单基因位点的一对等位

基因调控。对大多数海水贝类的壳色遗传机制研究

也表明: 贝类的壳色受到单个基因位点或少数基因

位点的调控, 这有利于运用分子生物技术寻找与壳

色相关的分子标记。筛选与壳色相关基因和分子标

记, 有助于研究与贝类生长、发育及成活之间的关

系, 有利于开展贝类壳色与生产性状的协同选育。

国内已采用 RAPD[12]、细胞色素酶[13]、微卫星[14]等

多种分子生物技术开展了三角帆蚌遗传背景分析 , 

为其遗传改良和品种选育奠定了重要基础, 而与三

角帆蚌壳色相关的基因及分子标记的研究尚未开展。 

SRAP (Sequence Re1ated Amplified Polymor-
phism)是 Li 和 Quiros 2001 年提出的一种基于 PCR

的新型分子标记, 其反应模板多数是基因组 DNA, 

也可以是 cDNA [15]。SRAP-cDNA 技术已成功运用

于芸薹属、棉花、甜瓜、野牛草、桃、西葫芦、笋

瓜等经济作物的遗传图谱构建、遗传多样性分析及

比较基因组学研究[16]。在水产动物上主要以 DNA
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为模版, 对草鱼[17]、 鲀暗纹东方  [18]、马氏珠母贝“南

科珍珠红”品系[19]及青虾[20]等品种进行 SRAP 分子

标记筛选、分离及遗传图谱构建。本文采用 SRAP- 

cDNA 示差技术, 拟筛选与三角帆蚌壳色表型差异

相关序列, 通过克隆、测序及信息比对, 获得与壳色

形成相关基因或蛋白序列, 为揭示三角帆蚌壳色遗

传表达机制及壳色新品系选育提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料及来源 

实验蚌为 2010年建立的三角帆蚌 A5家系的 F1

代幼蚌, 该家系中出现 2 种典型的外壳色表型: 青

褐壳色具放射条纹和金黄壳色不具放射条纹(图 1)。

2011年 5月从中随机选取 2种壳色表型 1龄幼蚌各

10只, PC8000电子称测量湿重(0.1 g)、IP6数显卡尺

测量壳长、壳高、壳宽(0.01 mm)常规生物学性状; 青

褐壳色具放射条纹和金黄壳色不具放射条纹幼蚌体

重分别为(8.0 ± 2.4) 、(8.8 ± 2.4) g, 壳长为(48.97 ± 

4.64)、(51.53 ± 4.03) mm。 

 

图 1  两种壳色表型的三角帆蚌幼蚌 

Fig. 1  Two different shell color phenotypes in juvenile Hyriopsis 
cumingii 

D-青褐壳色具放射条纹表型; L-金黄壳色不具放射条纹表型 

D-Greenish-brown with rays, L- Golden without rays 
 

1.2  组织总 RNA提取 

用解剖刀取新鲜外套膜边缘膜约 50 mg, 采用

柱式动物组织总 RNA 抽提纯化试剂盒(上海生工生

物工程有限公司)提取组织总 RNA, 在琼脂糖凝胶

上检测 RNA 的质量和浓度。采用集群分离分析法, 

取同一壳色表型的 10 份基因组 RNA 等量混合, 构

建两种不同壳色表型的基因混合池。 

1.3  单链 cDNA的合成 

以组织RNA为模版, 选取AMV First Strand cDNA 

Synthesis Kit (BIO BASIC INC) 合成单链cDNA。 

1.4  SRAP -cDNA示差分析 

SRAP-PCR 反应采用 25 µL 的反应体系, 体系

中包括以下成分: DNA 模板 3 µL, dNTP (2.5 mmol/L) 

1.5 µL, 10×Taq DNA聚合酶缓冲液 2.5 µL, MgCl2  

(25 mmol/L) 2.5 µL, 正向引物和反向引物(表 1)各

0.5 µL, Taq DNA聚合酶0.2 µL, 无菌重蒸水14.3 µL。

PCR 反应所需试剂及引物均购自上海生工生物工程

公司。 

在 Eppendorf Master cycler PCR仪上进行基因

扩增。扩增程序为: 94℃变性 5min; 然后开始 5个循

环(94℃变性 45s, 38℃退火 45s, 72℃延伸 l min); 再

进行 30个循环(94℃变性 1min, 55℃退火 1min, 72℃

延伸 l min); 最后 72℃延伸 7min。扩增产物先在 2%

的琼脂糖凝胶上电泳, EB 染色, 检测扩增产物的有

无, 然后用 6%的非变性聚丙烯酰胺凝胶分型, 银染

显色、拍照、记录数据。将初步筛选到 2 个的差异

序列后, 再用同一引物对所有个体进行验证, 确认

为差异表达序列再进行回收。 
 

表 1  SRAP 正反引物序列 
Tab. 1  Sequences of SRAP F-Primer and R-Primer 

编号 
Marker

反向引物 
R-Primer 

编号 
Marker 

正向引物 
F-Primer 

R1 gactgcgtacgaattcca F1 tgagtccaaaccggtgc

R2 gactgcgtacgaattcag F2 tgagtccaaaccggtcc 

R3 gactgcgtacgaattcga F3 tgagtccaaaccggtaa 

R4 gactgcgtacgaattctg F4 tgagtccaaaccggaag

R5 gactgcgtacgaattcaa F5 tgagtccaaaccggacc

R6 gactgcgtacgaattgca   

 

1.5  特异扩增片段的回收、克隆、测序及比对 

将特异片段直接从凝胶上切下, 用 100 μL双蒸

水浸泡 5min, 弃去洗涤水, 重复三次, 然后用 50 μL

双蒸水浸泡, 用枪头将胶捣烂, 70℃保温 30min作为

模板。特异片断的扩增反应总体积为 25 μL, 包括

1.5 μL稀释连接产物, 1.5 μL 10×PCR buffer, 45 pmol 

HpaⅡ–MspⅠ预扩引物, 1.5 μL dNTPs (2.5 mmol), 2 U 

Taq 酶, 加水至 25 μL。反应程序: 94℃变性 5min; 

然后 94℃变性 20s, 56℃复性 30s, 72℃延伸 2min, 反

应进行 30个循环。扩增产物 1%的琼脂糖凝胶电泳, 

用胶回收试剂盒回收, 克隆进 pMD18-T 载体, 每个

差异条带挑选 4个质粒, 送上海生物工程公司测序。

获得导入的 DNA序列在 NCBI上进行比对, 寻找相

似的 DNA序列或蛋白序列。 

2  结果 

2.1  SRAP- cDNA示差分析 

用 30个引物组合扩增得到 455条扩增带, 初步
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获得差异表达带 5条, 对所有个体进行验证, 确认 5

条带均为差异条带。其中 4 条来自青褐壳具放射条

纹群体, 1条来自金黄壳色不具放射条纹群体。图 2

为 5个引物组合扩增结果图谱, 其中 A 和 B为扩增

差异片段, 均出现在青褐壳色群体中。 

 

图 2  SRAP-cDNA扩增图谱 

Fig. 2  SRAP-cDNA amplification patterns 
A 为 5-1 引物扩组合增差异条带; B 为 2-2 引物组合扩增差异条

带; M-DL-500 DNA标准对照 

A-Differential band by primer 5-3; B-Differential band by primer 
2-2; M-DL-500DNA Marker 

 

2.2  序列比对分析 

本研究得到 5个差异片段, 克隆测序得到 14条

不同的序列(表 2), 序列长度在 195—339 bp 之间, 

其中仅 3-2-1 序列来自金黄壳色群体, 其余 13 条均

来自青褐壳色群体。用 NCBI 的 Blastn 程序比对未

找到这些序列的相似序列。采用 BlastX程序比对发

现: 由 1-2、2-2 引物组合扩增获得的 6 条差异序列

编码蛋白类均似于二氢嘧啶脱氢酶 ,  鳉与青

(Oryzias latipes)类二氢嘧啶脱氢酶蛋白 318—354区

域的相似度为 43%, 该序列位于蛋白 A 亚基区域; 

5-1-2 序列编码蛋白与冠轮动物海蠕虫(Capitella 

teleta)的一个未知蛋白 40—66 区域相似度为 48%; 

由 5-2 引物组合扩增获得的 2 条序列编码均类似于

锌指蛋白 MYM-1型蛋白, 其中 5-2-2序列编码蛋白

与大乳头水螅(Hydra magnipapillata)类锌指MYM-1

型蛋白的 46—90区域相似度为 42%, 且位于未知功

能结构域中; 5-2-4序列编码蛋白与大乳头水螅的类

锌指 MYM1型蛋白 77—108区域相似度为 53%, 而

与大堡礁海绵(Amphimedon queenslandica)类锌指

MYM-1 型蛋白 208—246 区域相似度为 46%, 均位

于该蛋白的未知功能结构域中; 由 3-2 引物组合扩

增的 1 条序列编码也类似二氢嘧啶脱氢酶, 是金黄 

表 2  差异序列的 BlastX 比对 
Tab. 2  Different sequences alignment by BlastX 

差异序列编号 
Marker of  

different sequence 

长度 
Length

BlastX比对 
Sequence alignment by 

BlastX 

1-2-1 200 类二氢嘧啶脱氢酶 

1-2-3 205 类二氢嘧啶脱氢酶 

1-2-4 200 类二氢嘧啶脱氢酶 

2-2-1 201 类二氢嘧啶脱氢酶 

2-2-3 203 类二氢嘧啶脱氢酶 

2-2-4 240 类二氢嘧啶脱氢酶 

3-2-1 195 类二氢嘧啶脱氢酶 

5-1-1 265 / 

5-1-2 339 / 

5-1-3 299 / 

5-2-1 312 / 

5-2-2 253 类锌指 MYM-1型蛋白 

5-2-3 295 / 

5-2-4 265 类锌指 MYM-1型蛋白 

注: 序列编号中前 2 位数字依次为正向引物与反向引物序

号, 第 3个数字为同一差异片段的不同序列编号 

Note: The first two numbers are successively serial number of 
F-Primer and R-Primer, and the third one is serial number of dif-
ferent sequence in one DNA band 

 

壳色群体的唯一差异条带。其中 5-1-1 差异序列(16

个 GA 重复)和 5-2-3 差异序列(23 个 CA 重复)中各

出现有一个微卫星序列。 

3  讨论 

与AFLP-cDNA技术相比 , SRAP-cDNA具有两

大优点: 第一、技术流程简单, 不需要第二链的合成, 

且能够检测到某些低水平表达的基因, 实验成本低; 

第二、多数产生高强带, 重叠少, 得到的差异序与蛋

白质相关性更高。Dinler等[21]利用SRAP技术研究翦

股颖(禾本科)不同个体的序列表达标签, 通过比较

这些序列发现很多个体特异的序列都是同源的, 可

以用于蛋白质组的比较。Gui等 [22]利用SRAP研究

Brassica allotetraploids异源多倍体化发现, 异源多

倍体化的可以激活大约1.3%的在二倍体中不表达的

转录单元。卢泳全等[23]应用SRAP技术对大米草的耐

盐性状进行差异显示研究, 鉴定出一个与水稻葡聚

糖酶基因有30%相似性的差异片段。马爱芬等[24]选用

培 育 7 年 的 重 组 自 交 系 群 体 (RILs), 利 用

SRAP-cDNA技术进行了差异显示研究, 996对SRAP

引物组合扩增出2100条带, 2次扩增重复率为65.2%, 

其中在黄黑籽材料之间重复稳定出现的差异片段有
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12条, 发现2个片段分别与拟南芥的NAD+ADP核糖

转移酶及小肽转移蛋白3具有很高的同源性。 

本文尝试将SRAP-cDNA技术应用在三角帆蚌

外壳色基因差异表达分析, 采用30个引物组合共扩

增出455个条带, 仅有5个差异序列, 差异序列占总

数1.1%, 说明外壳色差异涉及的基因较少, 也进一

步证实三角帆蚌外壳色性状可能受到少数基因位点

调控, 与外壳色表型在F1代幼蚌中分离符合孟德尔

单基因调控的规律的结论相符[11]。通过进一步克隆

测序获得14条差异序列, 由于三角帆蚌的目前序列

知之甚少, 未比对到相似基因序列, 但找到了与2个

相关蛋白序列: 类二氢嘧啶脱氢酶和类锌指MYM-1

型蛋白 , 进一步证实了SRAP-cDNA技术具有容易

寻找到相关序列蛋白的特点。 

二氢嘧啶脱氢酶 (Dihydropyrimidine dehydro-

genase, DPD)是嘧啶分解途径的限速酶, 它催化尿

嘧啶和胸腺嘧啶分别还原为二氢尿嘧啶和二氢胸腺

嘧啶 , 体内80%的5-氟尿嘧啶由DPD降解 [25], 其编

码基因(DPYD)的突变是二氢嘧啶脱氢酶活性降低

和引起氟化嘧啶类化疗药物毒性的重要原因之一。

在青褐色群体中出现了6条差异条带的编码蛋白均

类似二氢尿嘧啶脱氢酶, 推测三角帆蚌壳色形成可

能与嘧啶代谢途径中的某些蛋白相关。锌指结构于

1983年首先发现于爪蟾5S RNA基因的转录因子IIIA 

(TFIIIA), 其三维结构由一个含有大约30个氨基酸

的环和一个与环上的4个Cys或2个Cys和2个His配位

的Zn2+构成 , 形成的结构类似手指状 , 该蛋白广泛

存在于生物体基因组中, 占据大于人类基因组1%的

基因, 能与特定DNA序列、RNA及蛋白结合, 与细

胞分化、胚胎发育及人类多种疾病相关[26]。本研究

获得两种不同外壳色三角帆蚌的外套膜的2种相似

蛋白, 而未发现与相关色素合成的基因和蛋白, 但

三角帆蚌外壳色表型是否与这两种基因或蛋白的表

达差异有直接关系, 仍有待进一步的研究。 

在海洋贝类中已找到一些与壳色相关的分子标

记。Qin, et al. [27]对海湾扇贝的研究中, 将壳色基因

分别作为母本标记和父本标记, 并同时进行雌性及

雄性连锁图谱的构建, 壳色标记定位在了雌性图谱

第九连锁群上; 利用 AFLP 技术在海湾扇贝中找到

了 6 个与壳色相关的分子标记 , 其中两个标记

Flf335和 D8f420与壳色基因之间遗传图距为 0 cM, 

经过在家系和群体中初步验证, 证明这两个标记与

橘黄壳色位点紧密或完全连锁。相比之下, 在扩增

出的 10 个微卫星中却未找到与壳色相关的分子标

记。孙秀俊等 [28]用 RAPD 技术对比了虾夷扇贝

(Patinopecten yessoensis)白色贝和褐色贝群体的遗

传差异, 发现位点 S285-1 在褐色贝 75% 的个体中

都能获得扩增片段, 但在白色贝所有个体中都没有

这个位点的扩增片段, 由此推断该位点的缺失与壳

色存在一定的关系。朱东丽等[29]利用 AFLP 筛选到

一个细纹文蛤品系的特有分子标记 , 出现频率为

1.00; 利用微卫星标记技术, 对 4个壳色花纹品系的

文蛤(Meretrix meretrix)进行了遗传分析, 从中筛查

出与壳色花纹相关的微卫星标记[30]。进一步以本文

的差异序列为基础设计特异 TRAP 引物, 筛选出稳

定壳色 SCRA 标记, 从而更加全面揭示三角帆蚌外

壳色形成的分子遗传机制, 为壳色定向选育提供有

力的工具。 
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ANALYSIS OF DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION BY SRAP-cDNA IN MANTLE 
TISSUE OF HYRIOPSIS CUMINGII WITH DIFFERENT EXTERNAL SHELL COLOR 

WEN Hai-Bo1, 2, 3, CAO Zhe-Ming1, JIN Wu1, GU Ruo-Bo1, 2, HUA Dan2, HUANG Xiao-Fei3 and XU Pao1, 2, 3 

(1. Key Laboratory of Genetic Breeding and Aquaculture Biology of Freshwater Fishes, Ministry of Agriculture, Freshwater Fisheries 
Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China; 2. Sino-US Cooperative Laboratory for Germplasm 

Conservation and Utilization of Freshwater Mollusks, Freshwater Fisheries Research Center, Wuxi, Jiangsu 214081, China;  
3. Wuxi Fishery college, Nanjing Agriculture University, Wuxi 214081, China) 

Abstract: The segregation of shell coloration and presence of radial rays in the juvenile freshwater mussel, Hyriopsis 

cumingii, follows Mendelian inheritance modes of a single gene locus with one pair of dominant/recessive alleles. To 

elucidate the mechanisms of external shell color formation, gene expression of two typical shell colors was analyzed by 

bulked segregant analysis (BSA) and SRAP-cDNA. Five differential gene segments were obtained by SRAP-cDNA       

using 30 primers’ combinations, and 14 fragments with the size ranging from 195 bp to 339 bp were obtained after re-

claim and clone. Using BlastX, these fragments could encode two similar proteins, dihydropyrimidine dehydrogenase 

(DPD) and MYM-1 Zn Finger protein, and no protein related to pigment could be encoded. Further directions should 

focus on the relationship between shell color phenotype and pyrimidine metabolism by similar Zn finger proteins in the 

triangle pearl mussels. 
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