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摘要    为探究企鹅珍珠贝贝壳内表面珍珠质层不同区域颜色差异形成的原因, 选取 9 个生物矿化

相关基因, 利用实时荧光定量 PCR 扩增技术对其在外套膜不同部位的表达水平进行测定, 并利用扫

描电子显微镜对贝壳珍珠质层不同区域的内表面及纵断面的微观结构进行观察。结果表明: 有 8 个

矿化基因在企鹅珍珠贝外套膜远端膜区和中央膜区的表达量具有显著差异(P<0.05); 贝壳珍珠质层

内表面颜色不同的两个区域(生长区和中心区)表面的超微结构和纵断面文石板片厚度均存在差异。

研究推测, 矿化基因可能是通过在外套膜不同区域的差异表达, 影响企鹅珍珠贝珍珠质的形成, 进

而影响珍珠质层的颜色。而文石板片厚度很可能与贝壳珍珠质层颜色无关, 而是与贝壳珍珠质层分

泌的早晚有关。研究为探究企鹅珍珠贝珍珠质层内表面颜色显著不同区域的形成机制提供理论基础。 
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企鹅珍珠贝(Pteria penguin)是一种广泛分布于热

带和亚热带海区的海洋双壳贝类, 在我国广东、海南

等省主要用于生产附壳珍珠。贝壳是由外套膜分泌形

成的 , 贝壳的珍珠质层是具有彩虹光泽的内部生物

矿物层, 与大珠母贝(Pinctada maxima)和马氏珠母贝

(Pinctada fucata)相同, 企鹅珍珠贝贝壳珍珠质层内

表面也呈现明显的颜色分区 , 在靠近贝壳外缘的珍

珠质层(以下称生长区)呈现绿色、古铜色等混合颜色, 

而在贝壳内表面中心区域(以下称中心区)呈白色(蒙

钊美, 1996; 陈明强等, 2020)。企鹅珍珠贝等育珠母贝

在进行珍珠培育时, 将贝的外套膜远端膜区(分泌生

长区珍珠质层的外套膜)切成小片, 插入育珠母贝体

内, 进行珍珠培育。研究发现, 小片培育的珍珠与小

片所在贝的贝壳生长区颜色相同 , 此贝壳生长区珍

珠质层颜色的形成原因一直受到广泛关注。目前关于

珍珠质层颜色的理论主要有金属元素致色假说(杨明

月等 , 2004; 姜琦等 , 2019)、类胡萝卜素致色假说

(Urmos et al, 1991; 闻海波等 , 2012; 李西雷等 , 

2018)、有机质大分子致色假说(孔蓓等, 2002; 张妮等, 

2004; 李耿等, 2007; 李雪英等, 2007; 严俊等, 2011, 

2013)等, 但是目前尚无定论。 

企鹅珍珠贝中心区曾经是其生长区 , 即中心区

在由生长区变为中心区的过程中 , 其颜色也逐渐由

彩色变为白色。因此, 研究生长区和中心区不同颜色

形成的机理 , 不仅可以研究贝壳珍珠质层颜色变化

的机理 , 同时也可以为珍珠质层颜色形成机理的研

究提供理论参考。企鹅珍珠贝的贝壳分为三层, 由文

石板片构成的珍珠质层位于贝壳内侧 , 由方解石构

成的棱柱层位于贝壳的中间 , 贝壳表面为角质层

(Kinoshita et al, 2011)。矿化基因在外套膜表达, 调节

外套膜的蛋白质分泌活动 , 外套膜分泌的蛋白质形

成生物矿物框架并调节碳酸钙的成核和生长

(Sarashina et al, 2006; Marin et al, 2007), 调控无定形

碳酸钙转化为文石或方解石(Weiss et al, 2002; Addadi 
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et al, 2003; Gehrke et al, 2005), 进而形成珍珠质层和

棱柱层。珍珠质层和棱柱层中存在多种基质蛋白, 比

如 MSI60、N16家族, nacrein等, 基质蛋白最主要的

功能是诱导并调控碳酸钙晶体的晶体形状与类型

(Marin et al, 2007; Marin, 2012), 甚至可以调控贝壳

形成的整个生物矿化过程 (Miyamoto et al, 1996; 

Kong et al, 2009)。因此生物矿化基因可以通过调控基

质蛋白影响碳酸钙晶体的结构与方向 , 从而使珍珠

质层呈现出各种颜色(刘晓丽, 2015)。一般情况下, 外

套膜的边缘膜区形成棱柱层 , 远端膜区和中央膜区

分别形成贝壳珍珠质层的生长区和中心区。贝壳的内

部珍珠质层由多边形文石板片组成 , 文石板片通过

薄的有机夹层附着在片状结构上, 形成“砖浆”的微结

构。在贝壳的形成期间, 角质层先形成贝壳的外表面, 

随后形成棱柱层 , 最后珍珠质层在棱柱层上面形成

(Crenshaw, 1972; Kawaguchi et al, 1993)。 

前人研究认为由于企鹅珍珠贝贝壳生长区和中心

区文石板片厚度不同, 导致珍珠质层呈现颜色差异, 由

此我们推测: 由于贝壳中心区曾经是生长区, 因此, 其

靠近棱柱层位置的文石板片厚度应与生长区文石板片

厚度相似、与靠近贝壳内表面的文石板片厚度应呈显著

差异, 而分泌中心区和生长区的外套膜中央膜区和远

端膜区中矿化基因的表达模式也应呈显著差异。因此, 

我们检测 9 个矿化基因在企鹅珍珠贝外套膜两个区域

的表达模式及贝壳两个区域表面的超微结构和贝壳纵

断面 4个位置文石板片厚度的差异, 进而研究贝壳中心

区和生长区颜色形成的机理。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用企鹅珍珠贝采集自海南海昌虾苗繁育基地, 

按照 Elisabeth Strack的划分标准, 采集 6个企鹅珍珠

贝的外套膜远端膜区和中央膜区, 20 °C保存于 RNA

贮存液(Takara, 大连)中, 同时将其贝壳用清水冲刷数

次, 除去表面污垢, 去除内部组织后, 用去离子水冲

洗数次, 室温下自然晾干, 用于贝壳结构观察。 

1.2  总 RNA提取及 cDNA合成 

采用 TRIzol 试剂(ThermoFisher Scientific, USA), 

根据说明书进行 6 个个体外套膜远端膜区和中央膜区

总RNA的提取, 利用1%琼脂糖凝胶电泳法检测其完整

性 , 用微量分光光度计 (NanoDrop 2000, Thermo 

Scientific, USA)检测其浓度和质量。以提取的总 RNA

为模板, 按照 PrimeScript ™ RT reagent Kit with gDNA 

Eraser(Takara, 大连)说明书进行逆转录, 得到 cDNA。 

1.3  组织荧光定量分析 

检测反转录后的 cDNA 产物浓度 , 并稀释至

100 ng/μL, 选取 9 个矿化基因特异性引物(表 1), 由

铂尚生物技术公司合成。以 Li等(2017)在实验中所用

的 β-actin 基因为内参基因 , 使用 QuantStudio™ 6 

Flex Real-Time PCR 扩增仪按照 TB Green ® Premix 

Ex Taq ™ (Takara, 大连)的使用说明进行实时荧光定

量 PCR 扩增反应 , 反应体系为 20 μL, TB Green 

Premix Ex Taq 10 μL, 上下游引物各 0.4 μL 

(10 μmol/L), cDNA模板 1 μL, ddH2O 8.2 μL, 反应程

序为 95 °C预变性 30 s; 95 °C变性 5 s, 52 °C退火 30 s, 

循环 40 次; 融解曲线反应程序为 95 °C 15 s, 60°C 

1 min, 95 °C 15 s。以 β-actin基因为内参, 以外套膜

远端膜区为对照, 运用公式 2ΔΔCt 计算各基因的相

对表达量, 公式中 ΔΔCt=(Ct 目的基因 − Ct 内参基因)中央膜区− 

(Ct 目的基因 − Ct 内参基因)远端膜区。运用 Excel进行 T检验, 对

实验数据进行统计学分析, P<0.05表示差异显著, 用

Excel软件作图。 

1.4  扫描电镜观察和文石板片厚度测量 

企鹅珍珠贝珍珠质层光学照片如图 1所示, 贝壳

经机械破碎 , 取颜色各异的生长区与中心区碎片若

干, 贝壳碎片纵截面如图 1 右下角插图所示, 上方黑

色层为棱柱层, 下方白色层为珍珠质层, A、B表示电

镜观察位置, A为靠近棱柱层的文石层, B为靠近珍珠

质层内表面的文石层。生长区的观察区域为 G-A、

G-B, 中心区的观察区域为 C-A、C-B, 每个贝壳碎片

分别观察生长区和中心区的内表面及纵断面的上述

四个区域。制作完成的贝壳碎片样品置于去离子水中

超声清洗 8 min, 室温下自然晾干, 对贝壳珍珠质层

表面及纵断面进行镀金处理 , 采用场发射扫描电子

显微镜进行观察, 仪器型号为 Thermoscientific Verios 

G4 UC, 加速电压 10-20kV。 

采用 Image J 软件测量贝壳 G-A、G-B、C-A、

C-B四个区域文石板片的厚度(图 1), 数据以平均值±

标准差表示, 用 Excel 软件进行 T 检验, P<0.05 表示

差异显著。 

2  实验结果 

2.1  矿化基因在外套膜不同区域的表达模式 

荧光定量 PCR结果显示, 除 N16外, 其他 8个矿

化基因在企鹅珍珠贝外套膜远端膜区和中央膜区的表

达量均具有显著差异, 其中 Nacrein 和 MSI60-related  
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表 1  基因特异性荧光定量 PCR 引物 
Tab.1  Gene-specific qPCR primers 

基因 引物名称 引物序列(5′~3′) 

Chitin-F CTGAGCCCGGATCTTGTAGG 
Chitin synthase 

Chitin-R TCTTGTCACGGTGGGAGTTG 

Chitinase-F ACTGGGATGATCCACTACAA 
Chitinase 

Chitinase-R GTAATCAGAGCCTGGACCTA 

Nacrein-F AGAAACCTGCACATTCATCG 
Nacrein 

Nacrein-R CTGGCAACCTCAAGAAATACAC 

Shematrin-1-F TCATCAACTCAAACTTACAGGGTC 
Shematrin-1 

Shematrin-1-R CGATAGGTCCAGTTCCCAAG 

MSI60-F CAAGTCTCCTCCCGAAGAAC 
MSI60-related gene 

MSI60-R AGCATCAGCTAGGGCTCAAC 

Mantle3-F GAGGCTGTTTCGCTCGTTGGTT 
Mantle gene 3 

Mantle3-R CGTCACTGGTGTAAGGGTTCCC 

Aspein-F CAAGCTCATTTGTGGTTTTATC 
Aspein 

Aspein-R TGTCGTCACTCATTTCGGTATC 

N16-F TGCATCTCAGTTTAATTTTACG 
N16 

N16-R TTATTGCTCTCGGTTGTCTCTT 

Tyr-F GTTTGGTAATGGCAGAGGGTC 
Tyr 

Tyr-R TCGATAAAGGTATGGTGGAACC 

β-actin-F CGGTACCACCATGTTCTCAG 
β-actin 

β-actin-R GACCGGATTCATCGTATTCC 

 

 

图 1  (a) 企鹅珍珠贝贝壳内表面珍珠质层光学照片; (b) 

生长区纵断面; (c) 中心区纵断面 
Fig.1  (a) Optical photos of the nacreous layer of Pteria 

Penguin; (b) Longitudinal section of growth area; (c) 
Longitudinal section of central area 

注: G和 C分别表示生长区和中心区; A和 B表示电镜观察位置 

 
gene 在中央膜区的表达量显著高于远端膜区 , 而

Chitin synthase、 Chitinase、 Shematrin-1、 Mantle 

gene 3、Aspein、Tyr在中央膜区的表达量显著低于远

端膜区(图 2)。 

2.2  贝壳扫描电镜图 

图 3 为企鹅珍珠贝贝壳生长区与中心区内表面

的扫描电镜图 , 可见生长区内表面成熟文石板片较

多, 形状较规则, 呈近似六边形, 边缘平整, 且排列

整齐 , 局部放大可见文石板片的堆叠以及未成形的

文石板片晶体; 中心区内表面成熟文石板片较少, 边

缘模糊。 

 

图 2  9个生物矿化基因表达模式 
Fig.2  Nine biomineralized genes expression patterns 

注: 柱上不同字母表示各组织间的表达量存在显著差异(P<0.05) 
 

采用 ImageJ 软件测量珍珠质层纵断面中文石板

片的厚度(图 4), 结果表明, 贝壳 4个区域的文石板片

平均厚度之间存在显著性差异, C-A>G-A>G-B>C-B 

(P<0.05)(表 2)。其中, 中心区靠近棱柱层的 C-A区文 
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图 3  珍珠质层内表面扫描电镜图 
Fig.3  The scanning electron microscope images of the shell nacreous layer 

注: a: 生长区; b: 中心区 
 

 

图 4  内壳珍珠质层纵断面不同区域扫描电镜图 
Fig.4  The scanning electron microscope images of longitudinal 

section of the shell nacreous layer 
注: a: G-A区; b: C-A区; c: G-B区; d: C-B区 

表 2  珍珠质层纵断面不同部位文石板片厚度 
Tab.2  Thickness of aragonite sheets in different areas of 

longitudinal section in nacreous layer 

区域 生长区(G区) 中心区(C区) 

A 0.43 ± 0.08 0.51 ± 0.11 

B 0.34 ± 0.06 0.31 ± 0.06 

 

石板片厚度最大, 为(0.50±0.13) μm。而且, 不论是中

心区还是生长区, 靠近棱柱层(A 位置)的文石板片厚

度均显著大于 B位置(P<0.05)。 

3  讨论 

9 个检测的矿化基因中, 8 个基因的表达模式在

企鹅珍珠贝外套膜中央区域和远端膜区存在显著差

异(P<0.05)。其中 2 个基因 Nacrein 和 MSI60 在外套

膜中央膜区的表达量显著高于远端膜区 , Miyamoto

等(1996)在 1996年发现 Nacrein在外套膜中央膜区表

达水平较高 , 而在与棱柱层形成有关的外褶中几乎

不表达; 在 2005年发现 Nacrein在马氏珠母贝的外套

膜上皮细胞中表达量较高, 通过抑制 CaCO3 的沉淀, 

在贝壳和外套膜之间的膜外空间的钙化中发挥负调

控作用 , 在钙质棱柱层和文石珍珠质层的形成中都

起着重要作用(Miyamoto et al, 2005)。MSI60是参与

贝壳珍珠质层形成的蛋白之一, Takeuchi 等(2006)在

2005 年发现其在马氏珠母贝外套膜的中央膜区表达

量较高。另外 5个基因包括 Chitin synthase、Chitinase、

Shematrin-1、Mantle gene 3、Aspein、Tyr在外套膜中

央膜区的表达量显著低于远端膜区, 几丁质是 β-(1-4)

连接的 N-乙酰葡萄糖胺的线性聚合物, 是仅次于纤

维素的第二丰富的天然高分子多糖 , 是软体动物贝

壳和珍珠质层形成的关键成分; Chitin synthase 在外

套膜上皮细胞中表达 , 是几丁质合成过程中的关键

酶, 而Chitinase则是最大的几丁质水解酶类之一, 能

将几丁质分解成 N-乙酰葡糖胺。Levi-Kalisman 等

(2001)利用冷冻透射显微镜研究Atrina serrata的珍珠

质层结构时发现 , 文石层间的片层主要是由高度有

序排列的 β-几丁质纤维组成; 另外 Zhan 等(2020)在

2020 年发现在企鹅珍珠贝珍珠质层的生长区与中心

区, Na、Mg、P、B、Li、Mo几种元素的分布水平具

有显著性差异 , 他们认为这与两个区域的颜色差异

有关; 因此我们推测 Chitin synthase和 Chitinase通过

调控几丁质的合成与分解来调控珍珠质层中有机基

质的形成 , 而不同区域的有机基质又与不同种类的
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元素相结合 , 从而导致企鹅珍珠贝内部珍珠质层生

长区与中心区的颜色变化。Yano 等(2006)在 2006 年

发现 Shematrin-1 只在马氏珠母贝的外套膜中表达, 

特别是在外套膜的远端膜区, 许多 shematrins 在外套

膜边缘合成, 并分泌到外壳的棱柱层, 在一定程度上

决定了贝壳的韧性。Mantle gene 3是一种碱性蛋白, 

Wang等(2011)在 2011年发现其在马氏珠母贝外套膜

的远端膜区特异性表达 , 并能促进碳酸钙晶体在体

外的形成, 在贝壳生物矿化中起着重要作用。Aspein

是一种酸性壳基质蛋白, 2012年, Isowa等(2012)发现

其在棱柱层中方解石的沉淀过程中起重要作用 , 仅

在外套膜的远端膜区表达, 并在近缘物种大珠母贝、

企鹅珍珠贝中发现了其同源物。Tyr 在远端膜区的表

达水平较高, Yu等(2018)发现其在企鹅珍珠贝黑色素

合成和珍珠质层颜色形成中起着关键作用。本文的荧

光定量结果与马氏珠母贝和大珠母贝等的研究结果

基本一致。因此我们推测上述矿化基因的表达差异从

分子水平上导致了生长区与中心区颜色的差异。 

由扫描电镜图得知 , 企鹅珍珠贝贝壳的超微结

构与大珠母贝、马氏珠母贝类似, 具有典型的文石板

片和有机基质通过周期性堆叠形成的层状结构。由于

受到扫描电子显微镜视域的影响 , 同一区域文石板

片厚度较均一。通过分析表 2中文石板片平均厚度可

知, 无论是在生长区还是中心区, 靠近棱柱层的文石

板片平均厚度显著大于靠近内表面的文石板片平均

厚度 ; 生长区靠近棱柱层的文石板片平均厚度小于

中心区 , 但靠近内表面的文石板片平均厚度却大于

中心区。首先, 这表明在生长区和中心区, 沿棱柱层

至贝壳内表面的方向 , 文石板片呈现逐渐变薄的趋

势; 而且, 中心区靠近棱柱层的文石板片应为此区过

去作为生长区时形成的 , 但是中心区靠近棱柱层的

文石板片厚度显著大于生长区靠近棱柱层和靠近内

表面的文石板片厚度 , 说明文石板片厚度很可能与

贝壳珍珠质层颜色无关, 这与 Zhang 等(2016)的研究

结果存在差异 , 我们认为文石板片厚度与贝壳珍珠

质层分泌的早晚有关, 在检测的四个区域中, 分泌的

越早, 文石板片厚度越大。 

4  结论 

本研究测定 9 个矿化基因在企鹅珍珠贝外套膜

远端膜区和中央膜区的表达水平, 其中 8个矿化基因

在上述两个区域的表达量具有显著差异(P<0.05), 因

此矿化基因的表达差异可能从分子水平导致贝壳珍

珠质层内表面生长区与中心区颜色的差异。生长区和

中心区表面的超微结构和纵断面文石板片厚度均存

在显著差异(P<0.05), 但该差异与生长区和中心区的

颜色差异并无显著联系 , 我们认为贝壳珍珠质层分

泌的早晚影响文石板片的厚度。 
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EFFECT OF GENE EXPRESSIONS AND SHELL ULTRASTRUCTURE ON THE COLOR 
OF NACREOUS LAYER IN PTERIA PENGUIN 

ZHANG Jia-Yi1, 2,  YANG Lei1, 2,  CHEN Yi1, 2,  WANG Ai-Min1, 2,  ZHAN Xin1, 2 
(1. State Key Laboratory of Marine Resource Utilization in South China Sea, Haikou 570228, China; 2. College of Marine Science, 

Hainan University, Haikou 570228, China) 

Abstract    To understand the mechanism of coloration in the shell nacreous areas of Pteria penguin, real-time 

fluorescent quantitative PCR amplification technology was used to determine expression levels of nine biomineralization 

genes in different parts of the mantle, and the microstructure of shell nacreous layer with different colors were observed 

with the scanning electron microscope. The thickness of aragonite sheet in different shell areas was measured with the 

software Image J. The results reveal significant differences in the expression levels of 8 biomineralization genes among 

two areas of Pteria penguin mantle (P<0.05), and significantly different microstructure (P<0.05) between growth area and 

central area on the inner surface of nacre. The biomineralization genes may affect the structure of nacreous layer and the 

thickness of aragonite sheet, and the nacreous color may be impaired by the surface structure of the shell. This study 

provided information for understanding the mechanism of color formation of shell nacreous layer in Pteria penguin.  

Key words    Pteria penguin;  nacreous layer;  biomineralization genes;  scanning electron microscope 

 


