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马氏珠母贝贝壳珍珠质层厚度性状
与微卫星标记的相关性分析

战 欣，陈 琼，顾志峰，石耀华，王爱民
( 海南大学 海洋学院 /热带生物资源教育部重点实验室 /海南省热带水生生物技术重点实验室，海口 570228)

摘 要: 运用科研型光学相干断层扫描仪测量了 341 个马氏珠母贝贝壳内表面珍珠质层的厚度，同时分析

了这 341 个贝壳内表面珍珠质层厚度性状与 5 个微卫星标记的相关性。结果表明: 其中 4 个微卫星位点

( 2PM206，4PM34，4PM50 和 PM6) 与检测的珠层厚度性状的相关性达到显著水平( P ＜ 0． 05) ; 2PM206 标记

173 /173 基因型个体的贝壳珍珠质层厚度的平均值、4PM34 标记 189 /189 基因型个体对应的性状平均值、
4PM50 标记 201 /205 基因型个体的珍珠质层厚度值和 PM6 标记 260 /266 基因型个体对应的珍珠层厚度平均

值较同一标记的其他基因型均为最大值; 4PM50 标记中含有 209 bp 等位基因个体的珍珠层厚度平均值均低

于其他基因型，209 bp 等位基因可能与贝壳珍珠质层厚度性状之间存在负相关关系。
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软体动物贝壳是分子或纳米结构体的聚合体，典型的贝壳结构分为角质层、棱柱层和珍珠质层。角

质层位于贝壳的最外层，将贝壳和外界环境隔离，为 CaCO3 晶体的沉积提供框架。棱柱层位于珍珠质层

和角质层之间，珍珠质层位于贝壳最内层［1 － 2］。贝壳内表面的珍珠质层属于天然的有机 /无机层状多级结

构复合材料，其中，95%为片状文石，另外不足 5%为蛋白质 － 多糖等有机基质，虽然这部分有机质在贝壳

中所占比例很小，但是文石晶体核化、定向、生长和空间形态等都受到这些生物大分子的严格调控［3］。因

此，大量的壳基质蛋白基因被分离出来，如只出现在棱柱层的 prismalin-14［4］，aspein［5］和 msi31［6］基因，只

在珍珠质层出现的 n16［7］，n19［8］和 msi60［6］基因，在棱柱层和珍珠质层均有发现的 nacrein，msi7 和 efcbp 基

因等［9 － 12］。此外，还有很多从外套膜中分离出来，但未注释功能的基因。目前，DNA 序列变化对软体动物

贝壳生物矿化影响的研究较少。马氏珠母贝( Pinctada fucata martensii) 是研究生物矿化过程的主要物种

之一，也是我国生产海水珍珠的主要贝类，但是，珍珠的生物矿化过程需要的时间久、成本高。研究表明，

马氏珠母贝贝壳珍珠质层和珍珠都是由贝类外套膜组织通过生物矿化过程形成，二者的组成成分基本类

似［13］，珍珠的形成与育珠贝( 培育珍珠的母贝称为育珠贝) 的贝壳珍珠质层形成均受到育珠贝壳基质蛋

白基因的严格调控［14］，珍珠的大小和贝壳珍珠质层厚度之间存在显著相关性，因此，与贝壳珍珠质层厚度

性状具有相关性的微卫星标记也可用于珍珠大小性状的分子标记辅助育种研究，针对马氏珠母贝贝壳珍

珠质层形成的研究对于指导育珠贝的遗传改良也具有重要的指导意义。微卫星标记( simple-sequence re-
peat，SSＲ) 具有多态性高、稳定性好、符合孟德尔共显性遗传的优点［15］，广泛应用于水产动物的标记 － 性



状相关性分析中。安泉泉等［16］分析了 106 个微卫星标记与 62 尾双倍体牙鲆的体质量、体高和体长性状

的相关性，获得了 17 个与这 3 个性状相关的标记。张曼等［17］对 19 个多态性微卫星标记与虾夷扇贝的生

长性状进行相关性分析，找出 4 个与壳高、壳宽和体质量等具有相关性的微卫星标记。本研究选取从功

能基因中开发的微卫星标记与马氏珠母贝贝壳内表面珍珠质层厚度性状进行相关性分析，旨在寻找与贝

壳珍珠质层矿化相关的微卫星标记，根据微卫星标记不同基因型对贝壳内表面珍珠质层厚度的影响，为

进一步探明贝壳及珍珠的的生物矿化过程提供资料，同时也为马氏珠母贝育珠贝的分子标记辅助育种研

究奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 样品收集和贝壳内表面珍珠质层厚度的测量 从海南省陵水县养殖场的养殖群体中随机选取 341

个马氏珠母贝作为实验材料，收集贝类的肌肉组织，用 95% 的乙醇固定，用于 DNA 提取。将所有马氏珠

母贝的贝壳剪成合适大小后放入科研型光学相干断层扫描仪( OSLF-1500，深圳市斯尔顿科技有限公司)

上，对所有个体贝壳珍珠质层的厚度进行测量，每个贝壳测量 3 个不同位置的珠层厚度，这 3 个测量点的

平均值为该贝的珠层厚度值。
1． 2 DNA 提取 采用高盐法［18 － 19］提取 DNA，具体方法如下: 向剪碎的马氏珠母贝肌肉组织中加入 590

μL 含有 SDS 的 DNA 抽提裂解液和 10 μL 蛋白酶 K( 10 g·L －1 ) ，55 ℃消化 2 ～ 3 h 后，向消化至澄清的组

织中加入 400 μL 的 NaCl 溶液( 6 mol·L －1 ) ，12 000 r·min －1离心 30 min，取上清液至干净的 1． 5 mL 离

心管中。向离心管中加入等体积的异丙醇，轻柔混匀，12 000 r·min －1离心 15 min，弃上清。用 70% 的乙

醇洗涤 2 次，自然风干后加入 200 μL 超纯水。提取的 DNA 用 1%的琼脂糖凝胶进行检测，检测合格的基

因组 DNA 用于 PCＲ 扩增。
1．3 PCＲ 扩增 本研究采用 Wu 等［20］和 Liu 等［21］从功能基因中筛选出的多态性高的微卫星标记 5 个，引

物的序列信息见表 1。所有微卫星标记正向引物的 5'端采用 FAM 荧光基团进行标记，PCＲ 反应体系为 10

μL，包括 50 ～100 ng 基因组 DNA，1μL 10 × PCＲ buffer，正反向引物均为 0． 4 μL( 10 μmol·L －1 ) ，0． 7 μL 的

dNTP( 2． 5 mmol·L －1 ) ，1 U Taq DNA 聚合酶。PCＲ 反应条件为: 94 °C 变性5 min，之后进入包括3 个步骤的

循环，即 94 °C 变性 45 s，各引物按各自退火温度退火 45 s，之后 72 °C 延伸 30 s，此循环共 30 次，最后 72 °C

延伸 30 min。PCＲ 产物用 2%的琼脂糖凝胶进行检测，检测合格的产物送至上海生工公司进行毛细管电泳。

表 1 马氏珠母贝 5 对微卫星引物的特征

Tab． 1 Characteristics of 5 microsatellite loci of Pinctada fucata martensii

标记名称

Locus Name
引物序列

Primer sequences ( 5' － 3')
核心重复序列

Ｒepeat motif
退火温度 /℃

Annealing temperature
目的片段大小 / bp

Product size

PM6
F: TGCCTACCTCACAAGCTACGAT
Ｒ: TTTCCCGACCTCCTTATTTCTA

( CAT) 8 58 258 ～ 270

2PM-206
F: TTTTGGACCCCCACACATAA
Ｒ: TTTGATTTTGGGTGCAGTGA

( AC) 7 53 172 ～ 186

3PM-10
F: CTTGGGTCCTGAGGAGAACA
Ｒ: TCCGAGTGAAAATCAGAGGG

( GAA) 4 57 157 ～ 169

4PM-34
F: TGACCTCGACCCTTATTTGG
Ｒ: TGTACAAAGGGGTGATAGATCC

( CAGA) 3 57 172 ～ 179

4PM-50
F: TGCCACCTGGAATAAAAGATT
Ｒ: CCTTGACCTGCATAGGGTGT

( TCTG) 3 54 200 ～ 266

1． 4 数据分析 采用单因素方差分析法对 5 个微卫星标记和马氏珠母贝 341 个个体的贝壳内表面珍珠

质层厚度进行相关性分析。与珍珠质层厚度性状相关的微卫星标记不同基因型间再进行多重比较，找到
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与珍珠质层厚度性状相关的基因型。统计分析结果若 P ＜ 0． 05，即认为存在显著性差异。各微卫星标记

的不同基因型个体的数量，不同基因型个体贝壳内表面珍珠质层厚度的平均值和标准差采用 SPSS 16． 0
软件计算。

2 结果与分析

2． 1 微卫星标记的多态性 本研究采用的 5 个微卫星标记均能扩增出清晰的条带，重复性好。从图 1
可看出，PCＲ 产物无非特异扩增，A03 号个体在 2PM206 位点是杂合子。从表 2 可知，5 个微卫星标记等位

基因为 2 ～ 4 个，基因型为 3 ～ 8 个。

图 1 2PM206 位点 A03 号个体毛细管电泳检测峰图

Fig． 1 Capillary electrophoresis results of A03 in locus 2PM206

表 2 5 个微卫星位点不同基因型个体的贝壳珍珠质层厚度的平均值及多重比较
Tab. 2 Multiple comparison results and mean values and their standard deviations

of thickness of shell nacreous layer in different genotypes

位点
Locus

基因型
Genotype

个体数量
Number

贝壳珍珠质层厚度/mm
Thickness of shell nacreous layer

173/173
171/173
171/171
173/181
169/171

13
70
190
57
11

0.40±0.09a
0.38±0.10a
0.36±0.09ab
0.34±0.08b
0.31±0.06b

2PM206

160/160
160/166
166/166

3PM10
114
179
48

0.37±0.10
0.36±0.09
0.35±0.08

189/189
173/173
173/189
173/193
189/193
193/193

47
170
35
47
13
29

0.40±0.12a
0.35±0.09b
0.37±0.10ab
0.34±0.07b
0.38±0.10ab
0.37±0.08ab

4PM34

位点
Locus

基因型
Genotype

个体数量
Number

贝壳珍珠质层厚度/mm
Thicknessofshellnacreouslayer

4PM50

205/205
205/209
209/209
201/205

160
135
19
27

0.37±0.09a
0.34±0.08b
0.33±0.05ab
0.44±0.11c

260/263
272/272
263/263
260/272
263/272
260/260
263/266
260/266

68
77
20
55
60
43
9
9

0.36±0.10abc
0.34±0.07a
0.33±0.07a
0.38±0.09b
0.34±0.08ac
0.39±0.12b
0.40±0.10bc
0.45±0.15d

注：同一微卫星标记中，同一列不同字母代表贝壳珍珠质层厚度平均值间具有显著性差异( P＜0. 05)
Note: Values with different letters in the same column and locus indicate significant difference at P< 0. 05

PM6

2． 2 相关性分析 采用 SPSS 16． 0 软件的单因素方差法进行微卫星标记与贝壳珍珠质层厚度性状的相
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关性分析。在 5 个微卫星标记中，标记 2PM206( P = 0． 037) ，4PM34( P = 0． 003) ，4PM50( P = 0) 和 PM6
( P = 0) 均与贝壳内表面的珍珠质层厚度显著相关( P ＜ 0． 05) 。将这 4 个微卫星位点不同基因型间进行

多重比较后发现，在 2PM206 标记中，173 /173 基因型个体的贝壳珍珠质层厚度为最大值，169 /171 基因型

个体的珠层厚度为最小值，两者之间存在显著差异; 在 4PM34 标记中，基因型 189 /189 个体对应的性状平

均值为最大值，173 /193 基因型对应的性状平均值为最小值; 4PM50 标记的 201 /205 基因型个体的珍珠质

层厚度为最大值，209 /209 基因型个体的厚度平均值为最小值，含有 209 bp 等位基因个体的珠层厚度平均

值低于其他基因型，说明 209 bp 等位基因与贝壳珍珠质层厚度性状之间可能存在负相关关系; 在 PM6 标

记中共检测到 8 个基因型，260 /266 基因型个体对应的珠层厚度为最大值，所有基因型个体对应的性状平

均值均与 260 /266 基因型个体对应的性状平均值存在显著差异，263 /263 基因型个体对应的珍珠质层厚

度平均值为最小值。

3 讨 论

微卫星标记为共显性标记，具有多态性高的优点，从 EST( expressed sequence tag) 数据库中开发的微

卫星标记直接与功能相关，大大提高了标记与性状连锁分析的效率。随着二代测序技术的发展，高通量

测序的成本大幅下降，海量的 EST 序列可以从 GenBank 上直接下载，采用生物信息学方法开发的基于 EST
序列的标记如 EST-SSＲ 和 EST-SNP( Single Nucleotide Polymorphism) 标记逐渐增多。Shi 等［22］从 6 979 个

EST 序列中开发出 31 个马氏珠母贝 EST-SSＲ 标记。由于 EST 序列来自于功能基因，因此，这些从 EST 数

据库中开发的标记非常适合用于标记 － 性状连锁分析和分子标记辅助育种研究。本研究也从 EST-SSＲ
标记中筛选出 4 个与马氏珠母贝贝壳内表面珍珠质层厚度具有相关性的微卫星标记，其中，PM6 标记扩

增的片段可能是来自 ATP 合酶的亚基［20］，这可能是由于生物矿化是一个复杂的过程，需要多种类型蛋白

( 如纤维粘连样蛋白 fibronectin-like protein) 的参与［23］。另外 3 个与性状相关的 EST-SSＲ 标记所在的基因

功能在原文中并未提及。这 4 个与贝壳珍珠质层厚度具有相关性的微卫星位点可能是贝壳生物矿化相

关的基因，也可能是距离这些基因相对较近的其他功能基因，根据现有研究结果还无法得出确切结论。
目前，关于马氏珠母贝贝壳生物矿化的研究主要是探讨不同壳基质蛋白基因对于贝壳的生长性状的

影响。Zhang 和 He［12］通过分析壳基质蛋白基因在不同组织的表达量与贝壳生长性状的相关性，结果发

现，aspein，prismalin-14，n16 和 nacrein 基因与壳高、壳质量具有显著正相关性，而 n19 基因和壳高、壳质量

呈负相关关系。Miyazaki 等［24］分析了 narein，msi60，prismalin-14，aspein 和 msi31 基因在马氏珠母贝个体发

生阶段基因表达量的变化，研究发现，贝壳珍珠质层形成于第 31 天，这 6 个基因的基因表达量均与幼体贝

壳的生物矿化过程相关。目前只有 Qiu 等［25］采用 SPSS 软件分析了 17 个 EST-SSＲ 标记与贝壳数量性状

的相关性，并且在 CI5 家系中找出 1 个与贝壳珍珠质层厚度相关的微卫星标记和 2 个与壳高和壳质量具

有显著相关性的微卫星标记( P ＜ 0． 05) 。本研究筛选出 4 个与贝壳内表面珍珠质层厚度相关的微卫星标

记，其中，4PM50 标记的 201 /205 基因型个体对应的珍珠质层厚度平均值为最大值，在育种实践中，可以

作为优先选择的基因型; 而含有 209 bp 等位基因个体的珠层厚度平均值低于其他基因型，209 bp 等位基

因与贝壳珍珠质层厚度性状之间可能存在负相关关系; 在 PM6 标记中，260 /266 基因型个体对应的珠层

厚度为最大值，所有基因型个体对应的性状平均值均与 260 /266 基因型个体对应的性状平均值存在显著

差异，但是，此基因型对应的个体所占比例偏小，在育种实践中需考虑 260 /266 基因型个体之间是否存在

亲缘关系较近的问题。
贝壳的形成过程既受到遗传特性的控制，同时也受到环境因素的影响。尽管目前采用高通量测序和

生物信息学的方法发现的新的壳基质蛋白越来越多，但是离真正深入理解其分子水平上的作用机理，还

有很多问题有待解决［26］。
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Analysis of Correlationship Between the Thickness of Shell Inner Nacreous
Layer and Microsatellite Markers in Pinctada fucata martensii

ZHAN Xin，CHEN Qiong，GU Zhifeng，SHI Yaohua，WANG Aimin
( Ministry of Education Key Laboratory of Tropic Biological Ｒesources / Hainan Key Laboratory of Tropical Hydrobiological

Technology，College of Marine Science，Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: Thickness of shell inner nacreous layer was measured by using optical coherence tomography in 341
pearl oysters． Correlativity between five microsatellite markers and thickness of shell inner nacreous layer was
calculated by one-way analysis of variance． Four out of the five markers ( 2PM206，4PM34，4PM50 and PM6)

were correlated with the test trait ( P ＜0． 05) ． It is shown that oysters with 173 /173 genotype in locus 2PM206，

with 189 /189 genotype in locus 4PM34，with genotype 201 /205 in locus 4PM50 and 260 /266 genotype in locus
PM6 had significantly higher thickness of shell nacreous layer than other genotype individuals ( P ＜ 0． 05) ． Indi-
viduals with allele 209 had lower values of the tested traits than all the other individuals with alleles in 4PM50
marker，and hence allele 209 may have negative correlation with the thickness of shell nacreous layer ( P ＜0． 05) ．
Keywords: Pearl oyster; biomineralization; nacreous layer; correlativity; SSＲ
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