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摘要: 研究了淡水珍珠贝——三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)在不同蚌龄下外套膜组织的细胞增殖及生物矿化相关

因子活性。选择 5 组不同蚌龄三角帆蚌(0.5 龄、1 龄、2 龄、3 龄、4 龄), 通过流式细胞技术分析了外套膜细胞的

增殖指数(proliferation index, PrI)和胞内 Ca2+浓度, 并应用实时荧光定量 PCR 检测了与生物矿化相关的碳酸酐酶

(carbonic anhydrase, CA)、碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)基因的表达并测定其酶活性。结果表明, 2 龄蚌的

外套膜细胞 PrI 及胞内 Ca2+浓度显著高于其他蚌龄(P<0.05); 生物矿化相关基因在不同蚌龄的外套膜组织中表达量

不同, 1 龄三角帆蚌 CA 基因表达量和 CA 酶活性最高(P<0.05), ALP 基因表达量和 ALP 酶活在 0.5 龄三角帆蚌中显

著高于其他蚌龄(P<0.05)。本研究旨为深入探讨三角帆蚌外套膜细胞增殖能力及人工育珠过程中供体蚌的选择奠

定基础。 

关键词: 三角帆蚌; 外套膜; 细胞增殖; 矿化功能; Ca2+; 碳酸酐酶; 碱性磷酸酶 
中图分类号: S917      文献标志码: A           文章编号: 10058737(2020)050516008 

中国淡水珍珠养殖产量持续位居世界第一[1], 
三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)是中国最主要的淡

水育珠蚌之一[2], 国内超过 80%淡水珍珠产自三

角帆蚌[3], 该物种在淡水珍珠养殖中占据重要的

战略和经济地位。 
珍珠(无核珍珠和有核珍珠)培育过程均需将

供体蚌外套膜外表皮制成约 0.5 cm2 的小片, 将小

片或包裹珠核的小片植入到受体蚌外套膜内外表

皮之间, 被移植的外套膜小片的上皮细胞经过迁

移、增殖形成珍珠囊, 继而分泌珍珠质形成珍珠[4]。

研究表明, 珍珠培育进程中提供小片的供体蚌(制
片蚌, donor mussel)在人工育珠过程中发挥着重

要的作用[5]。三角帆蚌的壳色不仅影响到蚌体的

生长和选育[6], 在育珠过程中供片蚌贝壳珍珠质

的颜色对所培育的珍珠也有很大影响[7-8]。将不同

年龄的三角帆蚌做供体蚌, 所培育的珍珠颜色也

不相同[9]。 
外套膜是珍珠培育不可或缺的组织, 其主要

功能是参与生物矿化。目前, 关于珍珠贝类外套

膜细胞活性的研究主要集中在原代培养方面, 靳
雨丽等[10]和李倩等[11]分别对 1 龄和 2 龄三角帆蚌

的外套膜细胞进行体外培养, 对其培养基成分进

行了优化和改良, 为后期外套膜细胞建立细胞系

奠定了基础; 魏育红等[12]提出光照可以促进二龄

褶文冠蚌(Cristaria plicata)外套膜外表皮细胞增

殖, 这为外套膜细胞的传代提供了研究基础。孔玮

等[13]发现添加细胞因子可以延长 3 龄合浦珠母贝

外套膜细胞培养时间, 增强细胞活性, 还可促进

矿化相关基因的表达。以上文献均对单一蚌龄外

套膜细胞培养过程中细胞增殖活性进行研究, 但
对不同蚌龄外套膜细胞的增殖活性的系统性研究

未见报道。 
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细胞增殖是生物体重要的生命特征, 细胞以

分裂的方式进行增殖, 随着激光技术和荧光染料

的发展, 流式细胞技术可以简单快速地检测细胞

DNA 的含量以及各周期细胞群体的数目[14-15], 分
析细胞增殖指数(proliferation index, PrI)。本研究

选择 5 组不同蚌龄三角帆蚌, 将外套膜细胞增殖

快的适龄蚌作为人工育珠的供体蚌, 以期缩短育

珠周期。 
贝壳和珍珠都是贝类进行钙代谢后最终以碳

酸钙结晶形式沉积而成的矿化产物[16]，因此细胞

内钙离子的含量影响珍珠质的沉积速度。刘晓军

等 [17]研究提到影响珍珠大小最主要的因素是珍

珠囊中的 CaCO3 的沉积速率, CaCO3 的沉积速率

越快, 则相同生长周期的珍珠越大, 珍珠层越厚。

通过检测细胞内 Ca2+浓度探究不同蚌龄三角帆蚌

摄取钙离子的能力, 对三角帆蚌生物矿化的研究

具有重要意义。此外, 珍珠和贝壳矿化形成的过

程中, 受到碳酸酐酶(carbonic anhydrase, CA)、碱

性磷酸酶(alkaline Phosphatase, ALP)等生物矿化

关键酶的调控作用。 
本研究从供体蚌着手, 选择 5 组不同蚌龄的

三角帆蚌, 探讨不同蚌龄外套膜细胞增殖和生物

矿化的活性, 旨在探讨选择外套膜细胞增殖能力

快、生物矿化能力强的适龄蚌作为人工育珠的供

体蚌的方法, 为人工育珠缩短育珠周期以及三角

帆蚌外套膜细胞培养提供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
三角帆蚌选购于湖南省常德市养殖地, 选取

喷水有力、大小均一、体质健康的 0.5 龄、1 龄、

2 龄、3 龄、4 龄三角帆蚌饲养于实验室养殖缸内, 
以豆浆投喂并 24 h 不断充氧, 每两天换一次经过

曝气的自来水, 暂养 14 d 后, 进行下一步实验。 
1.2  实验方法 
1.2.1  外套膜细胞的获取  取以上不同蚌龄三角

帆蚌各 8 只, 转至含 20 mg/L 青−链霉素双抗水中

暂养 48 h 后, 断裂闭壳肌并采集外套膜组织。首

先将 100×三抗试剂(青霉素、链霉素、两性霉素

B)稀释成 1 倍浓度，然后利用 1×PBS 配制分别含

有 2%三抗、10%三抗、20%三抗的梯度缓冲液, 分
别将不同蚌龄的外套膜组织按照梯度 2%→ 
10%→ 20% → 10% → 2%震荡清洗各 5 min。之后

将外套膜剪碎至 1 mm2, 加胰蛋白酶, 然后放于 4 
℃冰箱过夜消化, 终止消化后分别利用 200 目绢

和 400 目绢的细胞网筛过滤组织块, 收集细胞悬

液, 1000 r/min 离心 5 min, 弃上清, 获得细胞沉淀, 
添加含 10%胎牛血清的完全培养基并将细胞团块

用移液枪吹打均匀后转移到培养皿, 密度调整为

105~106/mL, 用于后续实验。 
1.2.2  细胞周期检测  取以上处理的不同蚌龄的

外套膜细胞, 分别加入预冷 70%乙醇 1 mL, 吹打

均匀, 4 ℃ 过夜固定; 固定后的细胞 1000 r/min
离心 5 min, 弃上清, 加 1 mL 1× PBS 重悬细胞, 
1000 r/min 离心 5 min 后弃上清, 加 500 L PI/RNase 
Staining Buffer (BD, 美国)染料, 每组 4 个重复, 
混匀过滤, 避光孵育 30 min; 采用 Accuri C6 PLUS
流式细胞仪 (BD, 美国 )收集荧光信号 , 并通过

Novo express 分析软件进行拟合分析, 检测细胞

周期, 细胞增殖指数 PrI=(S+G2/M)/(G0/G1+S+G2/M)。 
1.2.3  细胞内 Ca2+荧光强度的测定  取 1.2.1 消

化的不同蚌龄外套膜细胞悬液, 每组 4 个重复, 
加入 5 μmol/L Fluo-3/AM(Abcam, 英国), 避光 37 ℃ 
振荡孵育 45 min。然后 , 收集细胞悬液用 1× 
PBS-free Ca2+反复洗涤 3 次后重悬于 1×PBS-free 
Ca2+中, 采用流式细胞仪 FITC 荧光通道(激发波

长 488 nm)检测荧光信号, 取每处理组 1105 个外

套膜细胞荧光强度的平均值为测定值。 
1.2.4  ALP 和 CA 活性测定  取不同蚌龄外套膜

组织(每处理组各 4 只)进行匀浆。ALP 活性测定

根据施志仪等 [18]的方法。ALP 活力[金氏单位 / 
g(prot)]=(OD 测定−OD 空白)/(OD 标准−OD 空白)×标准品

浓度(0.1 mg/mL)÷待测样品中蛋白浓度[g(prot)/mL]。
CA 活性测定采用酶联免疫分析——双抗夹心法

(晶抗生物, 上海)按照试剂盒操作说明进行分析。

测定标准品 OD 值, 绘制标准曲线得出回归方程, 
后计算不同蚌龄外套膜组织中 CA 的活性(U/L)。 
1.2.5  ALP 及 CA 基因表达分析  取以上不同蚌

龄外套膜组织(每处理组各 4只), 按照祁晓翔等[19]
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的方法进行总 RNA 提取和反转录, 根据 NCBI 数
据库已公布数据进行三角帆蚌的EF1α(GW694601)和
CA 基因(KX181539.1)引物设计, ALP 引物设计是

根据本课题组已有的转录组数据库筛选并克隆部

分 ALP CDS 区信息 , 引物信息见表 1。使用

CFX96 TouchTM Real-Time PCR Detection Sys-
tem(Bio-Rad, 美国)采用双标准曲线法(以 EF1α
为内参基因)进行目的基因 CA、ALP 的定量实验。

反应体系为 20 μL, 包括 10 μL 的 2×TB Green 
Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus)、1.0 μL cDNA、

上下游引物各 0.4 μL 和 8.2 μL ddH2O。反应采用

两步法: 95 ℃ 预变性 30 s; 95 ℃ 10 s, 60 ℃ 30 s, 
40 次循环并于每循环至 60 ℃ 采集荧光; 95 ℃ 到 
65 ℃, 每降 0.5 ℃ (5 s)采集一次荧光并生成熔

解曲线, 目的基因和内参基因的扩增效率(E)接近

100%, R2>0.99, 结果用 2–ΔΔCt 法进行数据统计  
分析。 
1.3  数据分析 

所有数据均采用平均值±标准误( x ±SE)表示, 
不同样品间的差异分析利用 SPSS 19.0 软件中的

one-way 方差分析(ANOVA), 使用 Dunnett’s multiple 
comparisons 进行差异显著性检验, P<0.05 代表差

异显著。采用 sigmaplot 12.5 软件进行作图分析。 
 

表 1  用于三角帆蚌基因表达分析的引物信息 
Tab. 1  Primers information for gene expression 

analysis of Hyriopsis cumingii 

引物 primer 序列(5ʹ−3ʹ) sequence 

EF1α-F GGAACTTCCCAGGCAGACTGTGC 

EF1α-R TCAAAACGGGCCGCAGAGAAT 

ALP-F CTACCTGCTGGGTCTGTTT 

ALP-R TGCCTTTCGGGTCATTTCT 

CA-F ATCTTGTCTGGCATTCCTTT 

CA-R CTCTCCATCGTGTCCTTCGC 

 

2  结果与分析 

2.1  不同蚌龄外套膜细胞的 PrI 
根据不同蚌龄外套膜细胞周期时相分布, 计

算细胞增殖指数。结果如表 2 所示, 2 龄蚌外套膜

细胞增殖指数显著高于其他蚌龄(P<0.05), 其次

是 1 龄蚌, 然后是 3 龄和 4 龄蚌, 且 3 龄和 4 龄差

异不显著(P>0.05), 0.5 龄蚌的 PrI 最低(P<0.05)。2
龄和 3 龄蚌 S 期所占比例显著性最高(P<0.05), 其
次是 1 龄和 4 龄蚌, 且这两个蚌龄间 S 期所占比

例差异不显著(P>0.05), 0.5 龄蚌的 S 期占比最低

(P<0.05); 1 龄和 2 龄蚌 G2/M 期蚌比例显著高于其

他蚌龄(P<0.05), 其次是 0.5 龄和 4 龄蚌, 3 龄蚌

G2/M 期占比最低(P<0.05)。 

表 2  不同蚌龄三角帆蚌外套膜细胞周期时相分布和增殖指数 
Tab. 2  Cell cycle phase distribution and proliferation indexes of mantle cells from Hyriopsis cumingii with different ages  

n=4; x ±SE 

蚌龄/a age of year 
周期 cell cycle 

0.5 1 2 3 4 
G0/G1/% 44.85±2.00a 36.24±1.80b 29.52±0.58c 38.36±0.50b 38.66±1.00b 
S/% 37.59±1.10c 40±1.15b 49.33±1.00a 49.1±0.64a 41.17±0.58b 
G2/M/% 17.57±0.90b 23.77±1.25a 21.16±1.53a 12.54±0.67c 20.17±1.52b 
PrI 0.55±0.02d 0.64±0.02b 0.70±0.01a 0.61±0.01c 0.60±0.01c 

注: 同行肩标中不同字母代表显著性差异(P<0.05). 
Note: Different superscript letters in the same line represent significant differences (P<0.05). 

 

2.2  不同蚌龄外套膜细胞内 Ca2+荧光强度 
通过流式细胞检测不同蚌龄外套膜细胞内

Ca2+荧光强度, 随着养殖年限的增高其外套膜细

胞的荧光数值呈现先增高后降低的趋势。如图 1
所示, 2 龄蚌的荧光值显著高于其他蚌龄(P<0.05), 
其次是 3 龄和 4 龄蚌, 且 3 龄和 4 龄蚌荧光值差

异不显著(P>0.05), 然后是 1 龄蚌, 0.5 龄蚌外套膜

细胞内 Ca2+荧光强度显著性最小(P<0.05)。由细

胞内钙离子浓度和荧光强度成正比可知, 2 龄蚌

外套膜细胞内钙离子浓度最高。 
2.3  不同蚌龄三角帆蚌 ALP 和 CA 的酶活力 

不同蚌龄三角帆蚌 ALP 活力有显著差别

(P<0.05), 由图 2a 可知随着养殖年限的增高, 其
ALP 活力呈现逐渐降低的趋势。0.5 龄蚌外套膜



第 5 期 曹玉香等: 三角帆蚌不同蚌龄外套膜细胞的增殖能力及其矿化功能 519 

 

组织中 ALP 活力最高(P<0.05), 且是其他蚌龄活

力的 2 倍以上, 1 龄蚌与 2 龄、3 龄蚌的活力没有

显著差异(P>0.05), 4 龄蚌活力最弱, 但 4 龄蚌与 2
龄、3 龄蚌的活力差异不显著(P>0.05), 4 龄蚌外

套膜组织的 ALP 活力显著低于 0.5 龄和 1 龄三角

帆蚌(P<0.05)。 
 

 
 

图 1  不同蚌龄外套膜细胞内 Ca2+荧光强度变化 
不同字母代表显著性差异(P<0.05). 

Fig. 1  The fluorescence intensity in mantle cells of 
 Hyriopsis cumingii at different age of years 

Different letters represent significant differences (P<0.05). 
 

 
 

图 2  不同蚌龄外套膜组织中碱性磷酸酶 
(a)和碳酸酐酶(b)活力的变化 

不同字母代表显著性差异(P<0.05). 
Fig. 2  The activity of alkaline phosphatase (a) and 

carbonic anhydrase (b) in mantle tissue of 
Hyriopsis cumingii at different age of years 

Different letters represent significant differences (P<0.05). 

不同蚌龄的三角帆蚌外套膜组织 CA 活力如

图 2b 所示, 随着蚌龄的增高, 其 CA 活力呈现先

增高后降低并趋于平稳的趋势。1 龄蚌外套膜组

织的 CA 酶活力显著高于其他蚌龄(P<0.05), 2 龄

蚌外套膜组织 CA 活力仅次于 1 龄蚌, 然后是 0.5
龄、3 龄、4 龄蚌 , 且其 CA 活力差异不显著

(P>0.05)。 
2.4  ALP 和 CA 基因在外套膜组织中的表达  

qRT-PCR 检测发现, ALP 基因在不同蚌龄阶

段外套膜组织中的表达水平存在显著差异(P<0.05), 
如图 3a 所示, 随着蚌龄的增高, 其 ALP 基因的表

达水平呈现逐渐降低的趋势。ALP 基因在 0.5 龄蚌

中表达量显著高于其他蚌龄(P<0.05), 其次是 1 龄蚌, 
然后是 2 龄蚌, 最后是 3 龄和 4 龄蚌, 且 3 龄和 4
龄蚌 ALP 基因表达水平差异不显著(P>0.05)。 

 
 

 
 

图 3  不同蚌龄外套膜组织中碱性磷酸酶基因 
(a)和碳酸酐酶基因(b)基因的表达 
不同字母代表显著性差异(P<0.05). 

Fig. 3  The expression of alkaline phosphatase gene 
 (a) and carbonic anhydrase gene (b) in mantle tissue from 

Hyriopsis cumingii at different age of years 
Different letters represent significant differences (P<0.05). 

 
 

qRT-PCR 检测发现, 随着养殖年限的增高其

CA 基因的表达水平呈现先增高后降低并最后趋
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于平稳的趋势(图 3b), CA 基因在 1 龄蚌中表达水

平显著高于其他蚌龄(P<0.05)且约为 2 龄蚌的两

倍, 2 龄蚌 CA 基因在外套膜组织中的表达水平仅

次于 1 龄蚌, CA 基因在 0.5 龄、3 龄和 4 龄蚌外套

膜组织表达水平差异不显著(P>0.05)且均显著低

于 1 龄和 2 龄蚌(P<0.05)。 

3  讨论 

产量和质量不平衡以及淡水无核珍珠培育周

期长的问题, 是长期困扰珍珠产业的两大难题[1]。

目前, 中国的珍珠产业处于转型期, 这对珍珠培

育提出了更高的要求, 科学选择供体蚌显然至关

重要。生产上养殖珍珠的农户多选用低龄蚌制备

供体小片[20], 可能是导致以上问题的原因之一。

不同年龄的供体蚌影响珍珠的颜色和珍珠质的沉

积[5]。本研究的结果显示 2 龄蚌外套膜细胞增殖

活性和细胞内钙离子浓度均高于其他蚌龄, 推测

选用 2 龄蚌作为供体可产生更好的育珠效果。研

究结果为生产实践选择适宜蚌龄供片蚌以及提高

珍珠生长及品质提供了生物学基础。 
PrI 由 S 期和 G2/M 期共同决定, 能够较好地

反映整个细胞群体的增殖状态 [21], 处于 S 期和

G2/M 期的细胞数越多, PrI 值越大, 则细胞增殖越

活跃[14, 22]。本研究中 2 龄蚌的 PrI 显著高于其他

蚌龄(P<0.05), 主要是因为 2 龄蚌 S 和 G2/M 所占

比例显著高于其他蚌龄(P<0.05)。S 期主要进行

DNA 复制和有关蛋白质的合成, 一般处于增殖旺

盛细胞的此时相比例较高, G2 期为细胞分裂前期, 
M 期为细胞有丝分裂期 , 细胞增殖指数 PrI = 
(S+G2/M)/(G0/G1+S+G2/M)。运用流式细胞仪, 分
选细胞周期[15], 分析细胞增殖活性(S+G2/M)。研

究结果初步证实, 并非蚌龄越小外套膜细胞增殖

活力越大。生产上珍珠培育多采用低龄蚌制作小

片, 可能是为了节约养殖成本, 但是结合本次研

究结果, 选择 2 龄蚌作为供片蚌更有利于细胞增殖。  
Ca2+作为珍珠质沉积矿化的重要成分，在贝

类形成珍珠和贝壳的过程通过外套膜内表皮从环

境和食物中摄取而来[23]。贝类 Ca2+的吸收、贮存、

转运、分泌和沉积等代谢过程受到机体严格的调

控[24], 胞内 Ca2+的含量影响珍珠质的沉积速度。

李文娟等[25]研究发现环境钙浓度在 1.25~3.0 mg/L
时有助于外套膜细胞内 Ca2+的贮存，有利于 Ca2+

的沉积。唐敏等[16]论述了 Ca2+在外套膜腔液积累

可加快碳酸钙晶体的成核和生长。本研究在保证

养殖环境一致的条件下取材检测不同蚌龄外套膜

细胞内 Ca2+平均荧光强度, 结果显示其平均荧光

强度有显著差异(P<0.05), 且 2 龄蚌细胞内 Ca2+

平均荧光强度最高, 暗示了 2 龄蚌外套膜细胞摄

取钙离子的能力强, 有利 Ca2+的贮存和沉积在矿

化形成珍珠质的过程中具有显著优势。 
ALP 在碱性条件下可以催化几乎所有的磷酸

单酯生成正磷酸, 在羟基的参与下催化磷酸基团

的转移[26], 是参与生物矿化相关的重要物质。软

体动物研究表明 , ALP 与贝壳角蛋白等分泌相  
关[27-28], 其表达水平代表着矿化相关细胞形成珍

珠质的状况[29]。在本研究中 ALP mRNA 在不同蚌

龄的外套膜组织中都有表达, 且 0.5 龄和 1 龄蚌的

ALP 活性和基因表达均呈现较高的水平, 对马氏

珠母贝[30-32]、珠母贝[33]、企鹅珍珠贝[34]的研究表

明, 贝壳长度的生长速度随着年龄的增加而下降, 
第一年生长最快, 之后逐年下降, 这与 ALP 的表

达结果基本一致, 故推测低龄(0.5~1 龄)蚌 ALP 主

要功能为调节蚌壳长度的生长, 2 龄蚌 ALP 主要

用于调节生物矿化形成珍珠质。 
CA 是一种参与生物矿化的含锌的金属酶[35-36]。

Miyashita[37]对马氏珠母贝中 CA 5′调控区进行了

克隆和分析, 发现该基因在外套膜、闭壳肌、肝

脏和斧足中均表达, 并参与外套膜的生物矿化作

用。罗瑞红 [38]研究鉴定出一个新的 α-CA 基因

HcCA2, 组织表达结果表明该基因主要在三角帆

蚌外套膜内表达, 其他组织的表达量极低, 且在

珍珠的形成过程中逐渐升高。这些研究证实了 CA
参与贝壳和珍珠矿化过程。本研究结果同样表明

了 CA基因在三角帆蚌外套膜中表达, 其中 1 龄和

2 龄蚌的 CA 基因的表达和活性都呈现较高的水

平, 且 2 龄蚌的 CA 表达显著高于 3 龄、4 龄

(P<0.05)。顾志峰等[34]研究发现, 年龄是影响双壳

贝生长的重要因素 , 第一年贝壳生长速度最快 , 
这与 CA 的表达结果一致。故 1 龄蚌 CA 的高表达

主要用于调节贝壳的生长。2 龄蚌相对较高的表
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达主要用于珍珠质的沉积。 
ALP 和 CA 这两个生物矿化的关键酶, 在不

同蚌龄阶段的外套膜组织中均有表达。在低龄阶

段高表达, 而随年龄的增长表达能力逐渐下降。

有关研究资料表明, 低龄阶段贝壳的生长速度较

快, 故推测低龄蚌 ALP 和 CA 主要用于调节贝壳

的生长相关的生理过程。综合 ALP 和 CA 的表达, 
发现 2 龄蚌仅次于低龄蚌呈现持续的高表达。因

此, 2 龄蚌也具有矿化优势。从取材的角度分析, 2
龄蚌的壳长、壳宽、壳高大于低龄蚌(1 龄、0.5
龄), 在撕取外套膜外表皮制备供体小片上也会更

加方便。  
综上所述, 关于三角帆蚌不同蚌龄外套膜细

胞增殖能力及其生物矿化研究表明, 2 龄蚌外套

膜细胞增殖活力和细胞钙离子荧光强度具有明显

优势, 其 ALP 和 CA 的表达在珍珠质的形成上也

具有优势。本研究可为生产实践上供体小片蚌的

选择提供理论支持。 
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Proliferative capacity and biomineralization of mantle cells in Hy-
riopsis cumingii of different ages 
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3. National Demonstration Centre for Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai 
201306, China 

Abstract: The mantle is an indispensable tissue for pearl cultivation, but the biological activity (cell proliferation 
and biomineralization) of donor mussel mantle of different ages has not been systematically explored. In this study, Hy-
riopsis cumingii was used to investigate the proliferative activity and biomineralization capacity in mantle cells in 
different years. In this experiment, five groups of H. cumingii were selected by age, at six months and one, two, 
three, and four years. Flow cytometry was used to detect the cell cycle of H. cumingii mantle cells of different ages 
and to calculate the cell proliferation index. Fluo-3/AM, a calcium fluorescence probe, combines with intracellular 
Ca2+ to produce fluorescence. The average fluorescence intensity of mantle cells of different ages was measured by 
flow cytometry fluorescein isothiocyanate (FITC) channel, which represented intracellular calcium concentration. 
Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was used to analyze expression of biomineralization related genes. 
Biomineralization-related genes included carbonic anhydrase gene (CA) and alkaline phosphatase gene (ALP). The 
enzyme activities of ALP and CA were determined chemically and by ELISA, respectively. The aim of this study 
was to determine the suitable age of H. cumingii with fast proliferation and strong biomineralization ability of 
mantle cells. The results showed that: (a) Under the same environment, the proliferation index of two-year-old H. 
cumingii mantle cells was the largest (i.e., fastest proliferation). (b) The average fluorescence intensity of the 
two-year-old H. cumingii was the highest, in other words, the concentration of calcium ion in the mantle cells of 
the two-year-old H. cumingii was the highest. (c) The expression level of ALP gene in six-month-old mussels was 
significantly higher than that in older mussels (P<0.05), followed by the one-year-old mussels and the 
two-year-old mussels. There was no significant difference between the three and four-year-old mussels, with the 
lowest gene expression level (P>0.05). ALP activity was the highest in six-month-old mussels (P<0.05). (d) The 
expression level of CA was different in mantle tissues in mussels of different ages. The highest expression level 
(P<0.05) was found in one-year-old mussels, followed by the two-year-old mussels, and the lowest expression 
level (P>0.05) was found in six-month-old, three and four-year-old mussels. The activity of CA was different in 
mantle tissue of different mussels and the activity of CA was the highest in one-year-old mussels (P<0.05). Finally, 
it was concluded that the proliferation of mantle cells of the two-year-old mussels was the strongest and the intra-
cellular calcium concentration was the highest. This study provides a foundation for further research on the pro-
liferation of mantle cells in H. cumingii and the selection of donor mussel age for pearl culture. 
Key words: Hyriopsis cumingii; mantle; cell proliferation; biomineralization; Ca2+; carbonic anhydrase (CA); al-
kaline phosphatase (ALP) 
Corresponding author: SHI Zhiyi. E-mail: zyshi@shou.edu.cn 


