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虾夷扇贝不同性别类型 2 个 Dmrt 基因 DM 结构域分析 
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摘要: 为探讨虾夷扇贝(Patinopecten yessoensis)性别决定和雌雄同体形成的分子机制, 利用兼并引物, 

以闭壳肌基因组 DNA 为实验材料, 扩增和克隆了虾夷扇贝 Dmrt 基因的 DM 结构域, 雌性、雄性和雌

雄同体 3 种性别共获得 2 个具有不同 DM 序列的克隆, 序列长度均为 141bp, 分别命名为 PyDmrt3 和

PyDmrt4。PyDmrt3 在 3 种性别类型中均有克隆, 而雄性中还克隆出 PyDmrt4。结果表明, 在虾夷扇贝

不同性别中, Dmrt 基因家族的成员可能会有不同; 雄性 pyDmrt3 的 DM 结构域核苷酸和氨基酸变异频

率高, 其次是雌雄同体, 雌性的较保守, 与其他软体动物 DM 结构域比对, 该基因家族在进化上仍然高

度保守, 由此推测, 部分雄性可能是发生了性逆转的雌雄同体, 这种较高的变异性可能也是雌雄同体

的一个特点, PyDmrt4 可能参与调控雄性性别的形成。 
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虾夷扇贝(Patinopecten(Mizuhopecten) yessoensis 

(Jay)), 属 瓣 鳃 纲 (Lamellibranchia) 、 珍 珠 贝 目

(Pterioida)、扇贝科(Pectinidae), 是我国北方海区重

要养殖经济物种, 每年 2~5 月份是虾夷扇贝的繁殖

季节 , 绝大多数表现为雌雄异体形 , 但养殖群体中

常见有较高比例的雌雄同体, 且该比例呈现逐年上

升趋势[1]。课题组历时 3 年(2011~2013 年)开展了成

熟期虾夷扇贝生殖腺观察及组织切片分析, 也发现

雌雄同体生殖腺随着水温的升高呈现雌性向雄性逆

转的趋势。然而, 关于产生该现象的遗传原因尚未见

有报道, 课题组基于他人已构建的遗传连锁图谱筛

选出雌性和雌雄同体特异性 AFLP 分子标记, 证明

雌雄同体的基因组DNA与雌性和雄性的存在明显差

异, 推测雌雄同体可能是一个单独的群体。为进一步

证明这个推论, 并探讨虾夷扇贝性别决定和雌雄同

体形成的分子机制 , 本研究拟利用兼并引物 , 以闭

壳肌基因组 DNA为实验材料, 扩增和克隆不同性别

类型虾夷扇贝 Dmrt基因的 DM结构域, 且进一步了

解贝类 Dmrt基因的进化。 

Dmrt(Doublesex and Mab-3 related transcription 
factor)基因家族与果蝇的性别决定基因 Dsx 及线虫

的性别决定基因 Mab-3 有一个共同的结构特征, 所

编码的蛋白质都含有一个具有DNA结合能力的保守

序列——DM结构域, 该结构域能以锌指方式与特定

的 DNA 序列相结合, 并调控下游基因的表达, 从而

控制性别的分化及早期发育 [2-4]。张月圆等 [5]认为 , 

Dmrt 基因家族对胚胎性别分化、性器官发育、配子

的形成具有重要作用, 且对雄性的作用大于雌性。在

虾蟹类、鱼类、两栖类等水产动物中都检测到了 Dmrt

基因的存在, 该基因家族 DM 结构域的碱基序列在

进化上具有高度的保守性, 但功能上存在物种的差

异性[6-8]。Dmrt1已被证实在鱼类、两栖类、爬行类、

鸟类和哺乳类动物等脊椎动物的性腺分化中起着极

其重要的作用, 一个很重要的发现是 Dmrt1 不仅仅

在不同发育阶段的生殖腺中表达有差异, 而且仅在

特定的发育阶段及特定的雄性配子中有表达, 因此, 

Xia等[9]认为开展其他种类尤其是存在有雌雄同体或

性逆转的 Dmrt基因的研究将会打开一个新的视角。

软体动物中有关 Dmrt基因家族的研究较少, 仅牡蛎、

扇贝、马氏珠母贝和海兔见有报道。于菲菲等就双壳

类性转化现象及其机理进行了探讨 [10], 克隆了马氏
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珠母贝 Dmrt5基因, 并进行了时序表达模式分析[11]。

冯政夫等 [12]从栉孔扇贝精巢中克隆得到 Cf-dmrt4- 

like基因, 并认为该基因在两性成体中发挥着不同的

作用。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

2011年 3月~5月和 2012年 1~5月, 从青岛市南

山水产品市场多批次购买虾夷扇贝, 据调查样品来

源分属山东威海、长岛、荣成、烟台和辽宁大连等

海区, 均为人工养殖 2~3龄扇贝。依据生殖腺外观区

分性别: 橘红色生殖腺为雌性, 乳白色为雄性, 橘红

色与乳白色镶嵌者为雌雄同体, 组织切片观察进一

步确定性别类型, 雌性、雄性、雌雄同体各 30 只。

壳高范围 7.5~9.5cm。 

1.2  DNA 提取、PCR 扩增和 DM 克隆 

采用《分子克隆》(第三版)Sambrook(1989)的经

典方法, 从闭壳肌中提取基因组 DNA。将同种性别

的基因组 DNA等量混合用作 PCR模板 DNA。参照

文献 [6], 设计简并引物如下 : D5: 5′-TGCG(AGC) 

(AC)G(AG)TGC(AC)G(AG)AA(CT)CACGG-3′; D6: 
5′-C(GT)(GC)AG(GC)GC(GC)ACCTG(GC)(AGCT)GG
CCAT-3′, 交由上海生工生物工程有限公司合成。预实

验反应体系设为 25uL; 退火温度摸索成功后, 反应体

系为 50uL。循环参数为 95℃预变性 5min, 94℃变性 30s, 

58℃退火 30s, 72℃延伸 1min, 35个循环, 72℃在延伸

10min。PCR 扩增产物经 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测

后拍照。 

PCR扩增产物送华大基因公司进行 TA克隆, 该

公司通过蓝白斑筛选、菌落 PCR 和质粒酶切方法筛

选阳性克隆, 并测序。 

1.3  DM 序列的分析 

将获得的阳性克隆测序的碱基序列输入

www.ncbi.nlm.nih.gov 网站, 通过 blastn 在线检索, 

依据与其他贝类已获得 Dmrt 基因 DM 结构域的

DNA 及氨基酸序列相似性确定名称 , 并进行同源

性比对。通过 Clustal X 软件对相应的氨基酸序列

进行分析 , 系统进化树通过 MEGA 5.2 软件

UPGMA 法构建。由于所测 DM 结构域的 DNA 序

列高度一致 , 后续分类、系统分化及同源性比对均

简化为典型序列的分析。  

2  结果与分析 

2.1  扩增结果 

简并引物在 3种性别类型基因组 DNA中扩增均

获得长为 141bp 的片段, 琼脂糖凝胶电泳并没有明

显性别差异(图 1)。 

 
 

图 1  虾夷扇贝雌性(F)、雄性(M)和雌雄同体(H)3 种性别

DM结构域序列 PCR扩增结果 

Fig.1  The PCR amplification result of DM domain in three 
sex types of Patinopecten yessoensis 

 

2.2  Dmrt 基因 DM 结构域 

从 3种性别的克隆产物中分别挑取 60个阳性克

隆测序, 其中 42 个雌性(F)克隆测序成功, 雌雄同体

(H)44个, 雄性(M)53个, 合计 139个。这 139个 Dmrt

基因 DM 保守区序列经 UPGMA 聚类, 共分为 2 大

类, 一类在 3种性别类型中均有出现, 另一类仅雄性

中克隆出。第一类 DM保守区碱基序列不能完全将 3

类性别区分开, 但多数雌雄同体、雄性、雌性分别聚

在一起。 

通过 blastn 在线检索 , 在 GenBank 查找到与

虾夷扇贝 Dmrt序列相近的软体动物 Sequence ID 4

个 : ABS88697.1(Crassostrea gigas1)、EKC22641.1 

(Crassostrea gigas2)、ADK55063.1(Azumapecten farreri)

和 XP_005096932.1(Aplysia californica)。于菲菲等[13]

从马氏珠母贝 Pinctada matensii(Dunker)基因组中克

隆获得的 3 种 Dmrt 基因 DM 序列 (pmDmrt2、

pmDmrt3、pmDmrt4)。为清楚地展示 DM 结构域的

变异情况, 作者分别从 3 种性别中选取发生碱基变

异的氨基酸序列与上述物种的进行比对(图 2)。经

UPGMA 聚类 , 雄性 M-F09 和 M-C11 首先与

Crassostrea gigas1、Azumapecten farreri、pmDmrt4

聚为一类, 命名为 PyDmrt4; 其余的氨基酸序列, 雌

性(F)先聚在一起, 然后与雌雄同体(H)和雄性(M)相
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聚成一类 , 最终与 pmDmrt3 聚在一起 , 命名为

PyDmrt3(图 3), 所克隆的虾夷扇贝 DM 结构域存在

较高的核苷酸变异频率, 其中雄性的变异频率为最

高, 多为非同义突变; 雌雄同体的变异频率稍低, 但

全部都是非同义突变; 雌性全部为同义突变(表 1 和

图 2)。尽管如此, DM 结构域编码的 47 个氨基酸中

仍有 23 个在其他 5 种软体动物中是完全相同的, 体

现出较高的保守性。 

PyDmrt3、PyDmrt4 与 pmDmrt3、 pmDmrt4 

DNA 序列比对结果见图 4, 与氨基酸序列比对结

果一致 , PyDmrt3 和 pmDmrt3 相近 , PyDmrt4 和

pmDmrt4 相近。  

 

图 2  虾夷扇贝 13条 Dmrt基因 DM结构域和相近物种的氨基酸序列比对 

Fig.2  Amino acid sequence alignment of DM domain in Dmrt gene between Patinopecten yessoensis and related species 

 

3  讨论 

3.1  虾夷扇贝 2 个 Dmrt 基因可能的功能 

本研究采用简并引物 PCR法, 对雌性、雌雄同

体和雄性 3 种性别类型虾夷扇贝基因组 DNA 进行

扩增, 获得完全不同的 2 类 Dmrt 基因 DM 结构域: 

pyDmrt3 和 pyDmrt4。其中 pyDmrt4 仅在雄性基因

组中扩增出来, 这是否预示着 pyDmrt4 参与调控虾

夷扇贝雄性性别的形成还有待该基因在生殖腺中

的表达情况的研究来考证。冯政夫等 [12]研究表明 , 

Cf-dmrt4-like mRNA在未受精卵、胚胎和幼虫发育

各期均有表达 , 在成体性腺中也有表达 , 但成熟期

精巢的表达量几乎高于卵巢成熟期的 20 倍, 认为

Dmrt4 基因参与了栉孔扇贝已分化性腺的正常发育

和功能维持, 并认为 Dmrt4 在不同物种中会表现出

不同的功能。 鲀日本红鳍东方 、 鳉青 的 dmrt4 和太

平洋牡蛎的 DMl 基因[14-15, 4] 具有与它相似的表达

方式, 然而奥尼罗非鱼和尼罗罗非鱼的 dmrt4 仅在

卵巢中检测到[16, 17]。果蝇的性别是由 X染色体上的

雌性决定因子(X)与常染色体上的雄性决定因子(A)

之间的平衡关系所决定的, 但 X: A的比值是果蝇性

别决定的原始信号, 它涉及一个阶梯式的基因的级

联调控: 当 X: A≥1时, sxl基因(sexual lethal)生成雌

性特有的转录产物, 该产物调控 tra(transformer)基

因表达成雌性特有的转录物 , 此产物又调控

dsx(doublesex)基因表达雌性特有的转录物 , dsx 蛋

白启动雌性性别分化, 并进一步活化其下游基因如

卵黄蛋白基因等的表达。当 X: A<0.5 时 , sxl 基因失

活 , 其转录产物无功能 , 导致 tra 基因不能正常表

达 , 进而决定其下游 dsx基因的原始转录物剪接成

雄性特有的转录产物 , 该产物抑制雌性性状 , 促

进雄性分化 , 如果胚胎的 dsx 基因缺失 , 不产生任

何一种转录物 , 则雌雄生殖器同时发育而产生间

性性别 [18]。  
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图 3  虾夷扇贝 13条 Dmrt基因 DM结构域和相近物种的氨基酸序列 UPGMA聚类图 

Fig.3  The UPGMA clustering figure of amino acid sequence of DM domain in Dmrt gene between Patinopecten yessoensis 
and related species 

 
表 1  虾夷扇贝 PyDmrt3 核苷酸与氨基酸在不同性别类型中的变异情况 

Tab.1  The DNA and amino acid variation in PyDmrt3 sequences of three sex types of Patinopecten yessoensis 

性别 序列条数 核苷酸变异位点数 氨基酸变异位点数 

雌性  42 5 0 

雄性  43 11 9 

雌雄同体 44 5 4 

 

图 4  PyDmrt3、PyDmrt4与 pmDmrt3、pmDmrt4 DNA序列比对及 UPGMA聚类图 

Fig.4  Alignment and UPGMA clustering figure of DNA sequences of DM domain of PyDmrt3, PyDmrt4, pmDmrt3 and pmDmrt4. 
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栉孔扇贝与虾夷扇贝在分类地位上同科不同属, 

二者间存在非常大的遗传差异, 在性别表型方面也

存在较大的差异, 如虾夷扇贝雌雄同体的比例明显

高于栉孔扇贝。尽管 pyDmrt4与 Cf-dmrt4-likeDM结

构域氨基酸序列一致, 但核酸序列仍有 6 个碱基的

差异, 估计这两种扇贝原始性别决定方式即便一样

也还要受到 dmrt 等基因的多重调控, 所以, 相同的

基因在不同的物种中的表达会存在很大的差异。陈

启龙等[19]认为, Dmrt 基因家族在性别决定及发育中

的作用主要表现为广泛参与雄性的性别决定与分化, 

Kondo 等[20]认为 Oryzias latipes 的 Dmrt2 和 Dmrt4

可能与精子的发生有关。 

pyDmrt3 在雄性中表现出较高的变异频率, 其

次是雌雄同体 , 雌性的氨基酸序列则较保守 , 由此

推测, 部分雄性可能是由雌雄同体发生性逆转变成

的, 这种较高的变异性可能也是雌雄同体的一个特

点, 当然 pyDmrt3 基因突变与虾夷扇贝性逆转是否

有关还有待进一步研究。水怡等[21]认为 Dmrt3 可能

与熊猫睾丸发育有关, 因为她发现在人类、小鼠以及

鱼类中, Dmrt3基因恰好位于 Dmrt1基因的 3′端, 它

与 Dmrt1 基因一起被认为与人类 9 号染色体短臂缺

失引起的性反转相关联。而 Dmrt1 基因已被很多的

学者证实与雄性性别相关, Matsuda 等 [22]发现了只

鳉限于青 精巢中表达的位于 Y 染色体上的雄性性别

决定基因 dmy, 是 Dmrt1基因的一个拷贝, 鳉是青 调

控雄性发育的一个主效基因。郑江霞等 [23]的实验结

果也支持了Dmrt1是鸟类睾丸发育决定因子的假说。

陆怡等[24]认为, 在进化地位不同的物种中, Dmrt3的

表达模式存在着差异 , 说明在进化过程中 , 其表达

模式可能发生迁移(shift), 而这种迁移在 Dmrt 基因

家族成员中较为普遍。我们通过对雌雄同体虾夷扇

贝生殖腺进行组织切片观察发现, 虾夷扇贝存在性

逆转现象 , 主要是雌性向雄性的逆转 (另有文章说

明), 这与 pyDmrt3 基因在雌性中稳定表达, 而在雌

雄同体, 尤其是雄性中高频率非同义突变的结果是

一致的。 

3.2  虾夷扇贝 Dmrt 基因 DM 结构域的保

守性 

blastn在线检索结果表明, 各种动物 Dmrt基因

家族的基因成员在结构和功能上具有高度的保守

性, 说明 Dmrt 基因家族在性别分化中的作用是保

守的。不同物种 Dmrt基因 DM结构域核苷酸序列和

氨基酸序列的同源性与变异性可反映出它们进化地位

的差异[5]。虾夷扇贝 pyDmrt3 和 pyDmrt4 的核苷酸和

氨基酸序列与软体动物、无脊椎动物的同源性高, 与尾

索和头索动物的同源性也较高, 但与脊椎动物的同源性

相对较远, 恰好体现其在物种进化中的地位。不同物种

的 Dmrt 基因 DM 结构域均有一定的保守区域, 又有其

自身的特异性位点或变异位点, 这些位点有可能对雌雄

同体的产生起决定性的作用。pyDmrt3和 PyDmrt4基因

DM 结构域有 5 个高度保守的区域: LRRCRNHG、

SW(A)LKGH 、 RH(Y)CK (R)F(W)K(R)D 、

A(V)CQ(A)KCN(T)LI、I(V)MAAQVALR, 合计 38个

氨基酸, 在47个氨基酸中占 80.9%, 这些氨基酸序列的

保守性也暗示了这两个基因功能上的保守性。 

pyDmrt3 碱基变异频率高, 有同义突变也有非

同义突变, 徐玲花等[25]认为 CCHC 和 HCCC 锌离子

结合位点是高度保守的, 彭巧玲等[26]也证实 C2/H2

型锌指结构的保守性, 然而在本研究中, 75个克隆中

雌雄同体 H-D03和雄性M-A02氨基酸突变位点就发

生在第 24位半胱氨酸(C)的位置, 这表明虾夷扇贝不

同于其他物种，有可能是性逆转的分子依据，待今

后实验加以考证。 
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Abstract: In order to study the molecular mechanism of sex determination and the causes of formation of her-

maphrodite scallops in cultured Patinopecten yessoensis populations, we used degenerate PCR to amplify the Dmrt 

gene conserved DM domain from three sex types of genomic DNA. The PCR products have a length of 141 bp, and 

after DNA cloning and sequencing analysis, 2 different DM domain sequences were identified and named as 

pyDmrt3 and pyDmrt4. pyDmrt3 existed in three sex types, while pyDmrt4 was only cloned from male scallops ge-

nomic DNA. Differences presented in Dmrt gene sequences of different sex types. Comparing to other mollusks, the 

DM domain is evolutionarily conserved, while the highest variation frequency of the DNA and amino acid se-

quences was in male pyDmrt3, secondly in hermaphrodite pyDmrt3, but relatively high degree of sequence homol-

ogy in female DM domain. It is inferred that part of males might come from hermaphrodite sex reversal, and the 

higher degree variation frequency may be one feature of hermaphrodite scallops. PyDmrt4 participates in the male 

sex determination possibly. 
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