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摘要: 溶血磷脂酰胆碱酰基转移酶 1(LPCAT1)是一种重要的脂质代谢酶。为明确三角帆蚌(Hyriopsis cumingii) 

HcLPCAT1 基因在类胡萝卜素代谢中的功能, 探究该基因与三角帆蚌壳色的相关性, 本研究采用 RACE 技术克隆

获得 HcLPCAT1 基因 cDNA 全长 1675 bp, ORF 区 1296 bp 编码 431 个氨基酸; 实时荧光定量分析发现 HcLPCAT1

基因在紫色三角帆蚌各组织中表达量均高于白色三角帆蚌相应组织, 且在肝胰腺、外套膜中的表达量差异显著

(P<0.05); 原位杂交检测到的阳性信号主要定位在外套膜的外褶、背膜区、腹膜区, 外褶与中褶连接处以及部分中

褶; 紫色三角帆蚌补充投喂 β-胡萝卜素后, HcLPCAT1 基因在肝胰腺、中央膜、边缘膜各组织中表达量极显著上调

(P<0.01), 同时相应组织中总类胡萝卜素含量 (TCC)极显著升高 (P<0.01)。采用直接测序法鉴定出三角帆蚌

HcLPCAT1 基因 5 个 SNP 位点的基因型与内壳色存在显著相关性(P<0.05), 单倍型分析发现 H1、H2 两种单倍型为

紫色三角帆蚌优势单倍型, H3、H5、H6 三种单倍型为白色三角帆蚌优势单倍型。本研究鉴定的 HcLPCAT1 基因

可为解析三角帆蚌类胡萝卜素代谢和壳色形成的机制提供研究基础, 筛选出的与内壳色相关 SNP 及单倍型可用于

分子辅助育种。 
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我国是世界第一淡水珍珠生产大国, 年产量

占世界珍珠总产量的 80%以上[1]。但我国淡水珍

珠产业高产低值的问题突出, 提升淡水珍珠质量

是我国淡水珍珠产业向高质量发展转型的关键[2-3]。

珍珠颜色是影响珍珠价值的重要性状之一。目前

已知三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)内壳色显著影

响所育珍珠颜色, 上海海洋大学以三角帆蚌内壳

色紫色为目标性状培育出产紫色珍珠的国审水产

新品种三角帆蚌“申紫 1 号”。但目前珍珠呈色机

理研究还不够清晰, 目前主要认为类胡萝卜素、

黑色素、卟啉等有机色素代谢影响三角帆蚌珍珠

颜色的形成[3-5], 类胡萝卜素是一种稳定且着色良

好的天然着色剂 [6], 生产中通常用于改善水产品

的体色[7]。闻海波等[8]已初步确定三角帆蚌类胡萝

卜素代谢显著影响其内壳色, 孙明龙等[9]补充投喂

β-胡萝卜素后三角帆蚌的内壳色色度得到了显著提

升, 三角帆蚌类胡萝卜素含量与内壳色密切相关。 

溶血磷脂酰胆碱酰基转移酶 1[10] (lysopho-

sphaticly lcholine acyltransferase 1, LPCAT1)是一

种内质网膜蛋白, 参与磷脂合成[11], 支持脂质单
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层中磷脂酰胆碱(phesphatidylcholine, PC)的形成[12]。

PC 是脂滴形成的关键成分 [13], 是细胞内类胡萝

卜素储存的主要场所[14]。有研究表明, 利用甲基

化依赖性限制酶对虾夷扇贝(Mizuhopecten yesso-

ensis)的橙色和白色闭壳肌个体进行全基因组

DNA 甲基化分析得出 4 个差异最显著的甲基化位

点, 其中之一位于LPCAT1的基因区域[15], 初步证

实该基因在类胡萝卜素代谢过程中的调控作用。

本研究拟克隆三角帆蚌 HcLPCAT1 基因 cDNA 全

长序列, 并采用实时荧光定量 PCR (quantitative 

real-time PCR, qRT-PCR)和原位杂交(in situ hy-

bridization, ISH)技术确定 HcLPCAT1 基因在三角

帆蚌各组织中的表达特征, 通过 HcLPCAT1 基因

上 SNP 位点及单倍型与内壳色的关联分析, 获得

与内壳色相关的分子标记 , 旨在研究三角帆蚌

HcLPCAT1 基因在类胡萝卜代谢和贝壳颜色形成

中的功能, 提高三角帆蚌壳色改良效率, 加快其

分子标记辅助育种的进程。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验蚌(白色蚌 W, 紫色蚌 P)均取自浙江武义

伟民水产养殖基地, 白色蚌内壳色为白色, 紫色

蚌内壳色为紫色 (图 1)。实验蚌为壳长 (89.25± 

5.41) mm 的健康个体, 暂养于 120 L 水族箱中, 

水温保持在(23±2) ℃, 24 h 充氧, 早晚各投喂小

球藻一次, 实验前 48 h 停止投喂。分别提取 W、

P 个体的肝胰腺、闭壳肌、斧足、边缘膜、中央

膜组织, 所取样品立刻放入液氮冷冻, 随后转存

至–80 ℃冰箱保存备用。 
 

 
 

图 1  两种内壳色三角帆蚌 

A 为白色蚌(W); B 为紫色蚌(P). 

Fig. 1  Two kinds inner shell color of Hyriopsis cumingii 
A: white (W); B: purple (P). 

 

1.2  HcLPCAT1 基因克隆及序列分析 

使用 TRIzol 法提取总 RNA 并验证其纯度和

完整性。基于三角帆蚌外套膜转录组库 [16]设计

HcLPCAT1 基因的引物(表 1), 根据 3′ RACE 引物

进行巢式 PCR 反应, 获得 HcLPCAT1 基因 cDNA

全长, 参照 Shen 等[5]的方法进行序列分析, 并以

MAGE 7.0 软件中最大似然法(maximum likeli-

hood, ML)构建三角帆蚌 HcLPCAT1 氨基酸序列

系统发育树。 

1.3  HcLPCAT1 的表达分析 

以获得的基因 cDNA 全长序列为模板, 利用

GenScript Real-time PCR (TaqMan) Primer Design 

程 序 (https://www.Genscript.com/ssl-bin/app/primer)

设计 qRT-PCR 引物, EF-F 和 EF-R 为内参引物[16] 

(表 1)。 

参照 HcLPCAT1 基因全长序列设计引物制备

探针并纯化。取三角帆蚌新鲜外套膜组织, 在 4%

的多聚甲醛溶液中固定 6 h后, 脱水 20 h以上; 使

用  Leica CM1950(Leica, 德国)冰冻切片机切出

厚度为 10 µm 的切片。按 ISH 步骤进行杂交后洗

涤, 再用稀释的 NBT/BCIP Stock Solution (Roche, 

中国)避光显色, 洗涤 2 次后显微镜下拍照记录。 

1.4  饵料补充投喂 β-胡萝卜素后基因表达与总

胡萝卜素沉积的关联分析 

饵料补充投喂实验, 选取同一规格 2 龄紫色

蚌, 将其分成 2 组, 补充投喂组和对照组。对照组 
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表 1  HcLPCAT1 基因实验相关引物 

Tab. 1  Primers for HcLPCAT1 gene experiments 

引物名称 
primer name 

序列(5′–3′) 
primer sequence (5′–3′) 

用途 
usage 

LPCAT1-F1 GACATTGGCACCACTCAGAC 

LPCAT1-R1 CAAAGACATCCTCAAGTGCTG 

LPCAT1-F2 TTCAACCGCTTTTCAGTCAC 

LPCAT1-R2 AGACATCCTCAAGTGCTGGG 

序列验证 
sequence validation 

L-RACE-F1 GAGATGGTTCTGGTACCATAGACTTTAGGGAG 

L-outer GCTGTCAACGATACGCTACGTAAC 

L-RACE-F2 TGTCCCTAATCTCAAATCCAGTCAACAATG 

L-inner GCTACGTAACGGCATGACAGTG 

3′端快速扩增 
3′ RACE 

L-RT-F ATGATTGTCGCCTTATGCT 

L-RT-R GTGCTGGGTTCACTGGTAT 

EF-F GGAACTTCCCAGGCAGACTGTGC 

EF-R TCAAAACGGGCCGCAGAGAAT 

实时荧光定量 PCR 
qRT-PCR 

LPCAT1 YW-F ATGATTGTCGCCTTATGCT 

LPCAT1 YW-R TAATACGACTCACTATAGGGGTGCTGGGTTCACTGGTAT 

原位杂交 
ISH 

  

仅投喂小球藻, 补充投喂组除日常投喂小球藻饵

料外, 另外添加 β-胡萝卜素粉剂(含量 1%, 湖北

欣和生物科技有限公司, 中国湖北), 投喂浓度为

20 mg/L[17], 连续投喂 15 d。每天 8:00 和 20:00 定

时进行投喂。完成投喂周期后, 对两组三角帆蚌

的肝胰腺、中央膜、边缘膜等组织进行总类胡萝

卜素提取, 并根据孙明龙等 [9]方法计算总类胡萝

卜素含量(total carotenoids content, TCC)。 

1.5  HcLPCAT1 基因的 SNP 位点筛选及分析 

三角帆蚌内壳色参数测量参照 Bai 等[18]方法, 

测量的参数包括明度(L*), 红绿色度(a*)和黄蓝

色度(b*), 并计算色差值(dE*)。使用海洋动物

DNA 提取试剂盒(天根生化科技, 中国北京)提取

三角帆蚌边缘膜基因组 DNA, 检测合格后用表 2  

 
表 2  HcLPCAT1 基因 SNP 相关引物 

Tab. 2  The primers of SNP in HcLPCAT1 gene 

引物名称 
primer name 

序列 (5′–3′) 
primer sequence (5′–3′) 

LPCAT1-1F TGTTGGATCGAAATTCAGTCTGC 

LPCAT1-1R ACATAAAGTGATGGCGAGTTTGC 

LPCAT1-2F AGCATGTATATTTTGAGTTGGGGC 

LPCAT1-2R TTTGTGGAAGTTACTTCAGTGGC 

LPCAT1-3F CAAGGATTGAACCCACTACATCC 

LPCAT1-3R TGTGCCGTTTTGTACAATATTTGC 

所 示 引 物 进 行 扩 增 测 序 , 测 序 结 果 使 用

Sequencher 5.4.6 进行比对分析获得 SNP 位点; 采

用 SPSS 19.0 软件将 HcLPCAT1 基因上单个 SNP

位点不同基因型与 140 只三角帆蚌的内壳色参数

进行关联分析, 采用 SHEsis 软件进行位点间连锁

不平衡分析和单倍型构建。 

2  结果与分析 

2.1  HcLPCAT1 基因克隆及序列分析 

HcLPCAT1 基因 cDNA 全长 1675 bp, 其中包

含 1296 bp 的 ORF 区编码了 431 个氨基酸(GenBank

登录号: MT821805); HcLPCAT1 基因蛋白质分子

质量(Mw)约 49.04 ku, 理论等电点为 8.01, 包含 1

个跨膜螺旋区, 不具备信号肽; 通过 NetPhos 3.1

程序分析发现 HcLPCAT1 具有 22 个丝氨酸(S)磷

酸化位点, 11 个苏氨酸(T)磷酸化位点和 2 个酪氨

酸 (Y)磷酸化位点 ; 使用 SWISS-MODEL 预测

HcLPCAT1 蛋白三级结构中包括 48%的 α 螺旋、

10%的 β折叠和 13%的无规则卷曲(图 2, 图 3)。 

2.2  HcLPCAT1 系统进化树分析 

图 4 显示, 三角帆蚌 HcLPCAT1 的氨基酸序

列与厚壳贻贝(Mytilus coruscus)和紫贻贝(Mytilus 

galloprovincialis)相似度最高, 与虾夷扇贝(Mizu-

hopecten yessoensis)、中国真蛸(Octopus sinensis)  
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图 2  HcLPCAT1 cDNA 完整序列及其编码的氨基酸序列 

上一行为核苷酸序列, 下一行为氨基酸序列, 第一个框表示起始密码子, *表示终止密码子,  

阴影部分表示跨膜区, 下划线部分表示不同的结构域. 

Fig. 2  Full cDNA length and encoded amino acid sequence of HcLPCAT1 
Upper: nucleotides. Lower: amino acids. The first box represents the start codon. *: stop codon.  

Shaded regions indicate transmembrane regions. Underlined part indicates different domains. 
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图 3  LPCAT1 的氨基酸序列比对 

Fig. 3  Amino acid sequences alignment of LPCAT1 
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图 4  LPCAT1 氨基酸序列构建的 ML 进化树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of LPCAT1 amino acid sequences  

 

的相似度较低。HcLPCAT1 具有磷酸甘油酰基转

移酶活性的典型结构域, 属于溶血磷脂酰基转移

酶(lysophospholipid acyltransferase, LPLAT)大家

族, 进化较为保守。 

2.3  HcLPCAT1 基因在不同壳色三角帆蚌组织

中的表达分析 

通过 qRT-PCR 技术, 检测三角帆蚌肝胰腺、

斧足、闭壳肌、中央膜、边缘膜组织中 HcLPCAT1

的表达情况, 发现 HcLPCAT1 基因在紫色蚌所有

组织中表达量均高于白色蚌相应组织, 且在肝胰

腺、边缘膜中差异显著(P<0.05), 在斧足中差异极

显著(P<0.01), 其余组织中差异不显著(图 5)。 
 

 
 

图 5  HcLPCAT1 基因在白色、紫色三角帆蚌 

不同组织中的表达 

H: 肝胰腺; F: 斧足; AM: 闭壳肌; MM: 中央膜; FM: 边缘

膜. “*”表示相同组织白色和紫色三角帆蚌间 HcLPCAT1 

表达差异显著(P<0.05), “**”表示差异极显著(P<0.01). 

Fig. 5  Tissue expression profile of the HcLPCAT1 in W- and 
P-mussels detected by qRT-PCR in Hyriopsis cumingii 

H: hepatopancreas; F: foot; AM: adductor muscle; MM: middle 
mantle; FM: fringe mantle. “*” indicates that there is significant 
differences between W- and P-mussels in the same tissue (P<0.05). 

“**” means extremely significant differences (P<0.01). 

2.4  ISH 结果分析 

ISH 分析结果显示 HcLPCAT1 基因在外套膜

的外褶、背膜区、腹膜区, 外褶与中褶连接处以

及部分中褶均有较强的阳性信号出现(图 6A), 这

些组织均是贝壳形成的关键部位。阴性对照的相

应组织中并未检测到阳性信号(图 6B)。 
 

 
 

图 6  三角帆蚌外套膜中 HcLPCAT1 基因的 ISH 

A: 反义探针; B: 同义探针; DM: 背膜区;  

IF: 内褶; MF: 中褶; OF: 外褶; VM: 腹膜区. 

Fig. 6  ISH analysis of HcLPCAT1 in the mantle of  
Hyriopsis cumingii 

A: antisense probe; B: sense probe; DM: dorsal mantle;  
IF: inner fold; MF: middle fold; OF: outer fold;  

VM: ventral mantle. 

 

2.5  补充投喂 β-胡萝卜素对 HcLPCAT1 基因表

达和组织 TCC 的影响 

图 7 与表 3 显示, 对紫色蚌进行 β-胡萝卜素

的饵料补充投喂, 补充投喂组 HcLPCAT1 基因的 
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图 7  紫色三角帆蚌补充投喂 β-胡萝卜素后 

HcLPCAT1 基因在各组织中的表达变化 

H: 肝胰腺; MM: 中央膜; FM: 边缘膜;  

“**”表示差异极显著(P<0.01). 

Fig. 7  Tissue expression profile of the HcLPCAT1 in  
P-mussels between β-carotene supplement group and  

the control group of Hyriopsis cumingii 
H: hepatopancreas; MM: middle mantle;  

FM: fringe mantle. “**” indicates P<0.01. 

表 3  补充投喂 β-胡萝卜素后三角帆蚌 

各组织 TCC 的变化 

Tab. 3  Changes of TCC in different tissues after  
β-carotene supplement of Hyriopsis cumingii 

n=6; x ±SD 

组别 
group 

肝胰腺 
hepatopancreas 

中央膜 
middle mantle 

边缘膜 
fringe mantle

实验组 trial 122.03±2.16a 15.01±0.41a 12.89±0.09a

对照组 control 40.40±0.26b 6.69±0.53b 6.13±0.16b

注: 同一组织中不同小写字母表示差异极显著(P<0.01). 

Note: Different lowercase letters indicate extremely significant 
differences in the same tissue (P<0.01).  

 

表达量在肝胰腺、中央膜、边缘膜中较对照组极

显著升高 (P<0.01), 且在投喂组相应组织中的

TCC 也极显著高于对照组(P<0.01)。 

2.6  HcLPCAT1基因SNP与内壳色性状的关联分析 

S N P 与内壳色性状关联分析发现 (表  4 ) , 

HcLPCAT1 基因 G123A、A126G、T585A 位点的  

  
表 4  三角帆蚌 HcLPCAT1 基因 8 个 SNP 位点各基因型与内壳色性状关联分析 

Tab. 4  Association of 8 SNP sites of HcLPCAT1 gene polymorphisms with nacre color of Hyriopsis cumingii 
                                                                     n=6; x ±SD 

位点 
locus 

基因型 
genotype 

样本量 
number of samples 

L*平均值 
mean L* 

a*平均值 
mean a* 

b*平均值 
mean b* 

dE*平均值 
mean dE* 

G123A GG 104 55.98±13.00a 2.95±4.24a –1.49±10.70a 45.51±13.39a 

 GA 36 49.34±14.83b 4.44±4.89b 4.95±11.19b 52.60±15.63b 

A126G AA 66 53.89±13.97a 3.45±4.31ab 1.15±11.14a 47.59±14.81b 

 AG 51 56.78±12.93a 2.82±4.30b –2.65±10.71b 44.80±13.14b 

 GG 23 49.81±14.00b 4.14±5.10a 3.59±11.02a 52.24±14.27a 

C156G CC 136 54.26±13.89a 3.40±4.48a 0.31±11.20a 47.38±14.45a 

 CG 4 54.88±9.69a 1.10±2.82a –4.78±9.33a 45.96±9.39a 

T306C TT 116 55.90±13.42a 3.00±4.24a –1.65±10.84b 45.55±13.93b 

 TC 21 46.53±13.28b 5.04±5.25a 9.08±8.42a 55.91±13.48a 

 CC 3 45.62±10.04b 4.46±4.44a 8.11±7.65a 56.52±10.66a 

T585A TT 112 56.21±13.33a 2.97±4.18b –1.78±10.87b 45.22±13.85b 

 TA 15 46.44±12.48b 4.63±5.61a 6.79±9.43a 55.98±12.49a 

 AA 13 46.69±13.50b 5.01±4.79a 9.29±7.85a 55.58±13.91a 

A954C AA 131 53.95±13.85a 3.49±4.53a 0.59±11.18a 47.71±14.40a 

 AC 4 62.47±10.13a 1.92±2.40ab –10.46±6.93b 38.71±10.64a 

 CC 5 56.19±12.84a 0.25±1.52b –2.41±9.64a 44.45±12.89a 

C1032T CC 136 54.10±13.90a 3.35±4.51a 0.51±11.10a 47.51±14.46a 

 CT 2 59.55±9.08a 3.24±0.98a –14.43±3.61b 42.62±7.91a 

 TT 2 61.00±4.93a 1.97±1.62a –8.30±8.98ab 40.09±3.56a 

C1140T CC 121 54.65±13.74a 3.22±4.42a 0.00±11.23a 46.95±14.24a 

 CT 8 52.48±13.70a 3.30±4.27a –1.12±11.53a 49.45±13.61a 

 TT 11 50.60±14.54a 4.49±4.83a 3.22±9.78a 50.91±15.79a 

注: 同一位点同列中不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 

Notes: Different superscript letters in the same column of the same locus indicate significant differences (P<0.05).  
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基因型与 L*、a*、b*及 dE*值都存在显著差异

(P<0.05); T306C 位点的基因型与 L*、b*和 dE*值

存在显著差异(P<0.05); A954C 位点的基因型与

a*、b*值差异显著(P<0.05); C1032T 位点基因型

仅与 b*值差异显著(P<0.05); C156G 和 C1140T 位

点的基因型与 L*、a*、b*和 dE*值差异都不显著。

利用 SHEsis 软件分析各位点基因型(G)与等位基

因型(A)频率, 发现 T306C 位点的 TC 和 C, T585A

的 TA、AA 和 A 与紫色三角帆蚌壳色存在显著相

关(P<0.05)(表 5 中下划线标出); A954C 位点的 C

和 AC 与白色三角帆蚌壳色显著相关(P<0.05)(表

5 中波浪线标出)。A126G 位点的基因型 GG 和

C1032T 的等位基因型 T 分别与三角帆蚌内壳紫

色和白色显著相关(P<0.05)。 

2.7  HcLPCAT1 基因上 SNP 位点连锁不平衡分

析及单倍型构建 

用SHEsis软件分析 8个位点的连锁不平衡性, 

发现 HcLPCAT1 基因上 T585A 和 T306C 这 2 个

位点之间存在强连锁不平衡(D>0.75, r2>0.33) (表

6)。选择高度连锁(D>0.8)位点 C156G、T306C、

T585A、A954C、C1032T、C1140T 构建单倍体基

因型(单倍型), 共获得 6 种单倍型, 其中 H1 和 H2

这 2 种单倍型在紫色系三角帆蚌中出现的频率极

显著高于白色系(P<0.01), 可以作为紫色三角帆

蚌的优势单倍型。H3、H6 这 2 种单倍型在白色

系中出现频率极显著高于紫色系(P<0.01), H5 在

白色系出现频率显著高于紫色系(P<0.05), 可以

作为白色三角帆蚌优势单倍型(表 7)。 

 
表 5  HcLPCAT1 基因在白色系和紫色系三角帆蚌中的 SNPs 基因型分析 

Tab. 5  SNPs analysis of HcLPCAT1 gene in white and purple Hyriopsis cumingii 

基因型(频率) genotype (frequency) 等位基因型频率 allele frequency 
位点 
locus 

基因型 
genotype 紫色蚌 

P-mussel 
白色蚌 

W-mussel 
χ2 (P) 

等位基因型
allele 紫色蚌 

P-mussel 
白色蚌 

W-mussel 
χ2 (P) 

G123A GG 47(0.671) 57(0.814) G 117(0.836) 127(0.907) 

 GA 23(0.329) 13(0.186) 

3.739 
(0.053) 

A 13(0.093)  23(0.164)  

3.188 
(0.074) 

A126G AA 31(0.443) 35(0.500) A 84(0.600)  99(0.707) 

 AG 22(0.314) 29(0.414) G 56(0.400) 41(0.293) 

 GG 17(0.243) 6(0.086) 

6.464 
(0.040*) 

     

3.549 
(0.060) 

C156G CC 69(0.986) 67(0.957) C 139(0.993) 137(0.979) 

 CG 1(0.014) 3(0.043) 

1.029 
(0.310) 

G 1(0.007) 3(0.021) 

1.014 
(0.314) 

T306C TT 47(0.671) 69(0.986) T 114(0.814) 139(0.993) 

 TC 20(0.286) 1(0.014) C 26(0.186) 1(0.007)  

 CC 3(0.043) 0(0.000) 

24.363 
(0.000**) 

     

25.618 
(0.000**)

T585A TT 43(0.614) 69(0.986) T 101(0.721) 138(0.986) 

 TA 15(0.214) 0(0.000) A 39(0.279)  2(0.014) 

 AA 12(0.171) 1(0.014) 

30.343 
(0.000**) 

     

39.118 
(0.000**)

A954C AA 69(0.986) 62(0.886) A 138(0.986) 128(0.914) 

 AC 4(0.057) 0(0.000) C 2(0.014) 12(0.086) 

 CC 1(0.014) 4(0.057) 

6.174 
(0.046*) 

     

7.518 
(0.006**)

C1032T CC 70(1.000) 66(0.943) C 140(1.000) 134(0.957) 

 CT 0(0.000) 2(0.029) T 0(0.000) 6(0.043) 

 TT 0(0.000) 2(0.029) 

4.118 
(0.128) 

     

6.131 
(0.013*)

C1140T CC 58(0.829) 63(0.900) C 121(0.864) 129(0.921) 

 CT 5(0.071) 3(0.043) T 19(0.136) 11(0.079) 

 TT 7(0.100) 4(0.057) 

1.525 
(0.467) 

     

2.389 
(0.122) 

注: “*”表示差异显著(P<0.05); “**”表示差异极显著(P<0.01). 

Note: “*” indicates significant differences (P<0.05); “**” indicates extremely significant differences (P<0.01). 
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表 6  三角帆蚌 HcLPCAT1 基因 SNPs 连锁不平衡分析 

Tab. 6  Linkage disequilibrium analysis of SNPs in the HcLPCAT1 gene of Hyriopsis cumingii 

 G123A A126G C156G T306C T585A A954C C1032T C1140T 

G123A − 0.892 0.043 0.367 0.077 1.000 1.000 0.998 

A126G 0.062 − 0.914 0.640 0.386 0.999 0.349 0.878 

C156G 0.000  − 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

T306C 0.002 0.082 0.002 − 0.955 1.000 1.000 1.000 

T585A 0.005 0.048 0.002 0.568 − 1.000 1.000 1.000 

A954C 0.008 0.028 0.001 0.006 0.009 − 1.000 1.000 

C1032T 0.003 0.001 0.000 0.002 0.004 0.001 − 1.000 

C1140T 0.018 0.049 0.002 0.013 0.021 0.006 0.003 − 

注: 对角线上方值为 D, 对角线下方值为 r2. 

Note: The figures above the diagonal represent D, and the figures below the diagonal represent r2. 

  
表 7  HcLPCAT1 基因单倍型在不同壳色三角帆蚌的出现频率 

Tab. 7  Frequency of HcLPCAT1 haplotypes in Hyriopsis cumingii with different shell colors  

单倍型 
haplotype 

单倍型序列 
sequence 

紫色蚌(频率) 
P-mussel (frequency) 

白色蚌(频率) 
W-mussel (frequency) 

χ² (P) 

H1 CCAACC 24.91(0.178) 1.00(0.007) 24.189(0.000**) 

H2 CTAACC 14.09(0.101) 1.00(0.007) 11.919(0.000**) 

H3 CTTACC 77.91(0.557) 106.00(0.757) 13.528(0.000**) 

H4 CTTACT 19.00(0.136) 11.00(0.079) 2.335(0.127) 

H5 CTTATC 0.00(0.000) 6.00(0.043) 6.175(0.013*) 

H6 CTTCCC 2.00(0.014) 12.00(0.086) 7.596(0.006**) 

注: “*”表示差异显著(P<0.05); “**”表示差异极显著(P<0.01). 

Note: “*” indicates significant differences (P<0.05); “**” indicates extremely significant differences (P<0.01). 

  

3  讨论 

本研究克隆了三角帆蚌 HcLPCAT1 基因 cDNA

全长, 分析发现 HcLPCAT1 基因包含 LPLAT 家族

典型的功能域, 属于 LPLAT 超家族成员, LPLAT

超家族成员是甘油磷脂生物从头合成和重构途径

的酰基转移酶[10], 在脂质形成中具有重要作用。

LPCAT1 催化形成的 PC 可促进脂滴形成, 为细胞

内的类胡萝卜素提供储存场所 [13,19]。HcLPCAT1

氨基酸序列与软体动物相似度较高, 进化相对保

守, 虾夷扇贝闭壳肌中 LPCAT1 基因具有促进类

胡萝卜素积累的功能[15], 推测 LPCAT1 在三角帆

蚌中具有相似功能。 

对三角帆蚌不同组织进行检测发现 HcLPCAT1

基因在紫色蚌肝胰腺、边缘膜中的相对表达量显

著高于白色蚌(P<0.05)。肝胰腺是三角帆蚌类胡萝

卜素沉积转化的重要器官[8], 边缘膜则参与贝壳

和珍珠的形成及呈色[20-21]。HcLPCAT1 基因在紫

色蚌的肝胰腺高表达说明其可能与类胡萝卜素的

积累相关, 在边缘膜中的高表达说明 HcLPCAT1

基因可能与三角帆蚌贝壳和壳色形成密切相关。

孙明龙等[9]、李西雷等[17]在紫色三角帆蚌肝胰腺、

外套膜中测得的 TCC 均高于白色三角帆蚌, 也印

证了 HcLPCAT1 基因表达量与 TCC 存在相关性。

类胡萝卜素影响水产动物的体色, 如对红白锦鲤

(Cyprinus carpio L.)补充投喂 β-胡萝卜素后, β-胡

萝卜素主要转化成虾青素沉积在红白锦鲤的红色

区域 [22]; 对雌雄锦龟(Chrysemys picta)进行类胡

萝卜素剥夺后, β-胡萝卜素含量显著减少, 与类

胡萝卜素补充投喂组相比, 类胡萝卜素剥夺组黄

色色度降低, 增加了黄色和红色条纹或斑点的亮

度[23]; 三角帆蚌进行 β-胡萝卜素补充投喂后, 紫

色三角帆蚌肝胰腺和外套膜中 TCC 显著上升, 内

壳色也得到了提升, 类胡萝卜素的富集影响了三
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角帆蚌的壳色[9]。本研究对紫色三角帆蚌进行 β-

胡萝卜素补充投喂实验, 投喂完成后肝胰腺、中

央膜、边缘膜中 HcLPCAT1 基因表达量极显著上

升(P<0.01), 同时这 3 个组织中的 TCC 也极显著

上升(P<0.01), 表明 HcLPCAT1 基因的表达量与

TCC 呈正相关, 且可能通过类胡萝卜素积累影响

三角帆蚌内壳色。三角帆蚌边缘膜的中褶负责角

质层的形成, 外褶负责引导棱柱层的结构[21], 腹

膜区分泌形成棱柱层基质, 背膜区细胞则主要分

泌有机基质形成珍珠层[20]。研究发现, HcLPCAT1

基因原位杂交信号主要出现在边缘膜的外褶、背

膜区、腹膜区、外褶与中褶连接处以及部分中褶, 

这些区域负责三角帆蚌角质层、棱柱层和珍珠层

的形成。壳色的形成主要依赖珍珠层颜色[24], 因

此推测 HcLPCAT1 基因可通过影响类胡萝卜素代

谢进而影响三角帆蚌贝壳珍珠层颜色。 

分子标记辅助育种是一种便捷、高效的育种

技术, 能够精确、快速地改良目标性状进而选育

出优良品种[25], 广泛应用于水产动物经济性状的

选育 [26]。吉富尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloti-

cus)[27]、葡萄牙牡蛎(Crassostrea angulata)[28]、中

华鳖(Pelodiscus sinensis)[29]等物种通过 SNP 标记

选择进行性状改良。三角帆蚌现已筛选出内壳色

性状的标记基因酪氨酸酶(Typ)[30]及酪氨酸酶相

似蛋白(Typ-1)[31]。这两个基因均存在内壳色性状

关联位点, 且通过连锁不平衡分析构建出白色、

紫色群体的优势单倍型作为三角帆蚌壳色选育的

分子标记。本研究共发现 HcLPCAT1 基因上 8 个

SNP 位点, 其中 5 个 SNP 位点基因型与三角帆蚌

内壳色的形成存在显著相关, HcLPCAT1 基因的 8

个位点中有 3 个位点 G 和 A 与紫色系三角帆蚌显

著相关, 有 2 个位点的 G 和 A 与白色系三角帆蚌

显著相关。为了突破单个位点分析的缺陷[32], 本

研究采用位点间的连锁不平衡分析进一步判断

HcLPCAT1 基因与壳色性状的关联性, 选择了高

度连锁的位点进行单倍型构建, 发现 H1、H2 这 2

种单倍型几乎只在紫色系三角帆蚌中出现, 为紫

色三角帆蚌优势单倍型; H5 仅在白色系三角帆蚌

中出现, H3、H6 在白色系出现频率显著高于紫色

系中出现频率(P<0.05), 可作为白色三角帆蚌优

势单倍型。HcLPCAT1 基因在白蚌、紫蚌的边缘

膜中表达差异显著(P<0.05), 且表达定位在背膜

区, 与珍珠层形成相关, 紫色蚌补充投喂 β-胡萝

卜素后外套膜中 HcLPCAT1 基因的表达量与 TCC

显著上升; 筛选出了 HcLPCAT1 基因与壳色相关

的 SNP 位点和优势单倍型。推测 HcLPCAT1 基因

通过参与三角帆蚌类胡萝卜素代谢影响三角帆蚌

内壳色的形成, 可作为三角帆蚌壳色性状改良的

候选分子标记。 
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Functional analysis and SNP screening of lysophosphaticly lcholine 
acyltransferase 1 HcLPCAT1 gene and its association analysis with 
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Abstract: Lysophosphaticly lcholine acyltransferase 1 (LPCAT1) is an important lipid metabolic enzyme. In order 
to clarify the function of HcLPCAT1 gene in carotenoid metabolism and the correlation of HcLPCAT1 gene with 
the shell nacre color in Hyriopsis cumingii. The cDNA full-length sequence of HcLPCAT1 gene in H. cumingii was 
cloned by RACE. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) and in situ hybridization (ISH) were used to analyze the 
expression pattern of HcLPCAT1 in different tissues. The effect of HcLPCAT1 on carotenoid metabolism was de-
termined by supplementary feeding experiment. The direct sequencing method was used to screen the SNP sites 
related to inner shell color in the HcLPCAT1 gene. The results showed that the full-length cDNA of HcLPCAT1 
was 1675 bp with a 1296 bp-long open reading frame (ORF) encoding 431 amino acids. HcLPCAT1 was expressed 
in the white and purple mussel tissues, with the expression levels being higher in the purple mussel than in the 
white mussel, and there was significant difference (P<0.05) between hepatopancreas and fringe mantle. The situ 
hybridization analysis showed that the positive signal of HcLPCAT1 located at the outer fold of mantle, dorsal 
mantle, ventral mantle, the joint of outer fold and middle fold of mantle and part of middle fold. After supplemen-
tation with β-carotene to purple mussel, the expression of HcLPCAT1 gene in hepatopancreas, middle mantle and 
fringe mantle increased significantly (P<0.01), and total carotenoids content (TCC) in these tissues also increased 
significantly (P<0.01). The genotypes of five SNP sites on the HcLPCAT1 gene were identified to be significantly 
correlated with the inner shell color parameters of H. cumingii. Haplotype analysis revealed that the H1 and H3 
were the dominant haplotypes in the purple mussel, and the H3, H5 and H6 were the dominant haplotypes in the 
white mussel. The HcLPCAT1 gene identified in this study provides a molecular basis for analyzing the carotenoid 
metabolism and shell color formation of H. cumingii. The selected SNPs and haplotypes of HcLPCAT1 gene re-
lated to inner shell color can be used in molecular assisted breeding. 
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