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长牡蛎 dpp 同源基因的克隆及其在贝壳发生中的功能研究 

刘  刚1, 2, 郇  聘1, 刘保忠1 

(1. 中国科学院 海洋研究所, 山东 青岛 266071; 2. 中国科学院大学, 北京 100049) 

摘要: dpp 是转化生长因子 β 家族的重要成员, 在胚胎发育中作为形态发生子参与体轴形成及附肢发

育等过程。为了研究牡蛎 dpp 同源基因在贝壳发生中的作用, 揭示贝壳发生的分子机理, 作者克隆了

一种长牡蛎(Crassostrea gigas)的 dpp 基因, 命名为 cgdpp。序列和进化分析显示, cgdpp 分子中不同位

点的氨基酸残基变异程度不同。作者用整装原位杂交的手段研究了 dpp 同源基因在长牡蛎早期发育中

的表达情况。结果表明, dpp 同源基因参与了从贝壳形成区开始分化到早期贝壳形成的全过程。在担轮

幼虫(Trochophore)中, dpp 同源基因似乎调控了贝壳的形状与扩张速度; 在早期 D 形幼虫中, dpp 同源基

因表达量突然下降至痕量水平, 并与贝壳发育区无明显的关联, 提示 dpp 同源基因可能仅仅参与了贝

壳的发生, 不参与其进一步的发育过程。  
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软体动物是仅次于节肢动物的第二大多细胞动

物门, 形态、颜色各异的贝壳是除头足类的大多数软

体动物最显著的特征。鉴于贝壳在该类物种中的重

要作用, 围绕贝壳发生、钙化机制等的研究一直是热

点问题[1-5]。贝壳的发生起始于胚胎发育早期[6-7]。在

原肠作用还未开始或刚开始时, 胚胎背部细胞开始

变形、内陷, 其范围逐渐扩大。与此同时, 内陷的细

胞开始分泌贝壳物质, 形成贝壳。早期贝壳继续扩大, 

逐渐包裹整个幼虫; 与此同时, 碳酸钙开始沉积, 双

壳类中形成铰合部而将贝壳分为两片。至 D 形幼虫

时期 , 贝壳发育较完善 , 已经完全钙化且可以包裹

整个幼虫, 称作Ⅰ期胚壳。 

目前的研究表明, 在贝壳发生的过程中 dpp 基

因发挥了重要的调控作用, 可能调控了新生贝壳的

发生时间、形状等关键方面。dpp基因属于转化生长

因子 β超家族(TGF-β)骨形成蛋白(BMP)家族的分子, 

在序列上与哺乳动物 BMP2/4同源[8]。在模式生物中

的研究还表明, dpp 基因在体轴决定(背腹轴)和附肢

发育中发挥重要作用[9-12]。 

作为世界范围内的重要经济贝类 , 长牡蛎

(Crassostrea gigas)是贝类研究的模式种之一。作者

鉴定了一种长牡蛎 dpp 基因, 研究了该基因在胚胎

发育早期的时空表达情况, 证实了其参与贝壳的发

生过程; 同时作者的结果与前人报道亦有差别, dpp

在贝壳铰合部发生中的功能可能有待进一步确认。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物与幼虫培养 

性成熟的长牡蛎购自青岛市水产市场, 解剖后

取精子和卵细胞, 使其在海水中受精。受精卵在 25℃

水温下发育, 持续充气。分别取卵细胞、胚胎及担轮

幼虫等样品, 经 4%多聚甲醛固定后梯度甲醇脱水, 

保存于–20℃中备用。 

1.2  长牡蛎 dpp 基因的克隆 

首先从牡蛎 EST 数据库搜索得到一条 dpp 同源

序列 HS140609。HS140609 来自于 cDNA 克隆的 3′

测序, 比对到 dpp基因的 3′端。分别以该 cDNA克隆

的 5′和 3′EST序列(HS140608和 HS140609)设计了引

物 cgdpp-F1(TACACACGGGATTATTTACT)和 cgdpp- 

R1(CGCAAATAAATAATATCACA), 从长牡蛎幼虫

cDNA 中成功获得了长牡蛎的 dpp 同源基因的全长

cDNA序列, 命名为 cgdpp。 
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1.3  序列特征和进化分析 

通过生物信息学工具分析了 cgdpp 编码的氨基

酸序列的一些特征: 利用 Expasy 网站提供的工具

(http: //web.expasy.org/compute_pi/)预测了分子量和

等电点; 利用 SignalP 网站工具预测了信号肽序列

(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/); 利用 NCBI 的

CDD数据库检索了 cgdpp中的保守结构域情况(http: 

//www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)。通

过比较 cgdpp 编码蛋白序列与其他种属动物 dpp 同

源序列的比较, 以 Neighbor-Joining 方法构建了进

化树[13]。 

1.4  整装原位杂交 

整装原位杂交使用的探针选择了部分 ORF 序列, 

利用引物 cgdpp-F2(TTCTCTGGGAGAGAGCGTCA)

和 cgdpp-R2(CTACCGGCAACCACAGCCTTC)扩增

得到 PCR 产物后, 连接入 pGEM-T 载体(Promega), 

克隆入大肠杆菌(DH5α)内增殖。质粒经酶切线性化

后作为模板, 以 T7或 SP6 RNA聚合酶体外转录合成

RNA; 使用 DIG RNA Labeling Mixture试剂盒(Roche)

以获得地高辛标记 RNA 探针。利用正义 RNA 探针

作为阴性对照, 在卵细胞, 各时期胚胎及担轮幼虫、

D 形幼虫中进行整装原位杂交以研究 cgdpp 的时空

表达规律。整装原位杂交的流程按照 Maures[14]报道

的方法进行。 

2  结果 

2.1  cgdpp 基因 

扩增得到的 cgdpp 基因 cDNA 全长 1448bp, 包

括 131bp 的 5’UTR, 1257bp 的编码序列(ORF)以及

60bp 的 3’UTR, 编码一个含 418 个氨基酸的前体蛋

白, 其理论分子量为 48.09 kDa, 理论等电点 9.59。

该序列已提交至 GenBank(Accession No. KC56-

1778)。其中第 1~20 个氨基酸被预测为信号肽序列

(SP), 保证新生蛋白进入内质网-高尔基体以接受必

要的翻译后修饰, 如糖基化等。在距离 C端 106~146

个氨基酸处长达 30个氨基酸的序列中有众多的位点

符合 R(K)-X-X-R(K)的序列 , 它们都是潜在的蛋白

酶作用位点(图 1)[15]。在距 C端 105个氨基酸之内的

成熟肽部分有 7 个半胱氨酸残基, 在人 BMP2 和

Cgdpp中保守存在, 参与形成必要的分子内二硫键。

整个分子的结构见图 1。 

 

图 1  Cgdpp前体蛋白的结构 

Fig.1  A scheme of Cgdpp 

整个分子可以分为 3部分, N端存在一个信号肽序列(SP), 之后是一段前结构域(Pro-domain), 在分子成熟过程中, 前结构域被切除, 形

成成熟肽 (mature domain)。Cgdpp 的蛋白酶切割位点 (PS)可能并不固定 , 在从 273 到 312 个氨基酸的序列范围存在多个符合

R(K)-X-X-R(K)规则的潜在切割位点(R和 K残基用粗体表示)。在成熟肽中存在保守的 7个半胱氨酸残基(C) 

Cgdpp is comprised of three domains. The signal peptide locates at the N terminal, followed by the Pro-domain and mature domain. The 
molecule is cleaved at a consus site R(K)-X-X-R(K) between the two domains and release mature domain. There are multiple putative 
proteolytical sites (PSs) in Cgdpp. Seven conserved cysteine residuals in the mature domain of Cgdpp 

 

2.2  进化分析 

基于 cgdpp 所编码的氨基酸序列及其他物种的

同源序列, 构建了系统进化树(图 2)。cgdpp首先和其

他两种双壳贝类的的 dpp 基因聚为一支, 再与腹足

类的 dpp基因形成软体动物分支; 人(Homo sapiens)、

鼠 (Rattus norvegicus)、斑马鱼 (Danio rerio)等的

BMP2 和 BMP4 则形成脊椎动物分支; 果蝇(Dros-

ophila melanogaster)等节肢动物形成节肢动物分支; 

线虫则单独占据一个分支。 

2.3   cgdpp 在长牡蛎早期发育中的时空表

达分析 

利用整装原位杂交技术在长牡蛎卵细胞、受精

卵至受精后 14 h(14 hours post fertilization, 14 hpf)内

的数个时间点研究了长牡蛎 cgdpp 的表达情况(图

3)。在卵细胞及 4细胞时期(2 hpf)未能检测到 cgdpp表

达。自 4 hpf起, cgdpp开始在胚胎背部的两个细胞中表

达, 这种表达模式一直保持到原肠胚时期(8 hpf); 同时

在这两个细胞周围逐渐出现一些较弱的表达。值得 



 

 Marine Sciences / Vol. 38, No. 9 / 2014 9 

 

图 2  cgdpp的进化分析, 节点处的数值表示 1000次重复抽样所得的 bootstrap值 

Fig. 2  A phylogenetic tree of dpp-homologs constructed through the Neighbor-Joining method. The bootstrap values were 
calculated from 1000 replicates 

 
注意的是 , 随着贝壳发生区自 6 hpf 起变得明显 , 

cgdpp 的表达部位很清晰地被定位于正在发生中的

贝壳的上下两端。在担轮幼虫中(11 hpf), cgdpp的表

达区域发生变化, 由贝壳中部的上下两端演变为沿

新生贝壳的边缘分布(贝壳两侧的信号不甚清晰)。在

担轮幼虫后的早期 D形幼虫中(14 hpf), 整个幼虫都

能检测到微弱的 cgdpp 表达, 但是没有明显的集中

部位, 似乎是广泛表达的。为了更清晰地展示 cgdpp

在贝壳发生过程中的表达模式, 作者在图 4 中展示

了在原肠胚(8hpf)和担轮幼虫(11hpf)中贝壳形成区

与 cgdpp的表达区域间的关系。 

3  讨论与结论 

作者从长牡蛎幼虫 cDNA 中克隆到了 dpp 同源

序列 cgdpp, 其序列具有 TGF-β家族的诸多特征, 如

信号肽序列, 保守的功能域, 蛋白酶切割位点等。值

得关注的是在成熟肽部分的 7 个保守的半胱氨酸残

基, 在人类 BMP2和 cgdpp中毫无变化, 说明这些残

基在进化过程中承受了巨大的选择压力, 其突变可

造成巨大的影响(可能是致死的)。此外, 在距 C 端

105 个氨基酸范围内并没有发现其他的半胱氨酸残

基 , 这表明可能除了在进化中保守的二硫键外 , 

cgdpp中并没有其他的二硫键存在。 

进化分析表明各物种的 dpp 依其种属来源聚在

一起, 说明从整体序列上来看不同的种类间具有一

定的差异, 暗示 cgdpp 的部分序列可以在进化中积

累变异。这些序列可能来自功能氨基酸之间连接的

部分, 这与在多序列比对过程中发现这些部分保守

性较差的观察结果一致。另外, 软体动物和脊椎动物

在各自聚成一支后又一起形成了更大的一个分支(图

2), 这与其种属关系并不一致。作者观察到这个大分

支的 bootstrap 值相对比较低(只有 45), 可信度远不

及其他分支, 推测这种现象可能是由于 cgdpp 中的

部分序列, 如蛋白切割位点及成熟肽部分比较保守

导致的。 

作者用整装原位杂交的方法研究了 cgdpp 在长

牡蛎由卵细胞、受精卵至早期 D 形幼虫中的表达情

况, 其结果对于研究 cgdpp的功能具有启示意义。首

先, 在卵细胞中未能检测到 cgdpp 表达, 说明 cgdpp

并不是母体效应基因 , 这与 Kin 等 [16]在刺牡蛎

(Saccostrea kegaki)中的观察一致。受精后的一段时

间内(4hpf到 8hpf), 贝壳形成区变平、内陷继而扩张, 

为后续贝壳物质的分泌和最早期贝壳的形成做准

备。在此期间, cgdpp在开始并在较长时间内表达于

胚胎背部的两个细胞中。Ninov等[17]的相关研究中揭

示, dpp信号通路可以直接调控细胞的运动性和内陷, 

作者认为 cgdpp 应该也调控了长牡蛎胚胎背部细胞

的变形和内陷等运动过程。此外, 在运动过程中, 显

然这些细胞还发生了分化, 由普通的外胚层细胞获

得了分泌贝壳物质的能力。这些细胞分化过程也应

该有 dpp 信号通路的参与, 正如果蝇翅形成过程中

前后端细胞的分化过程一样[18]。除此之外, 考虑到

dpp 在体轴决定中的重要作用[8, 12], cgdpp 表达于背

部细胞中也提示 dpp 信号通路可能控制了长牡蛎早

期体轴决定过程中的背部化过程。 

在担轮幼虫之后 , 随着贝壳形成区的扩张 , 
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cgdpp 的表达由两个细胞扩展到贝壳外边缘的一系

列细胞中 , 与贝壳的形状一致(图 3、图 4), 提示

cgdpp 调控了贝壳的形状和形成速度。这与

Nederbragt等[2]在一种腹足类(Patella vulgata)贝壳发

生过程中的观察结果相同。Nederbragt 等还观察到

dpp和 engrailed在 P. vulgata的贝壳发生过程中各自

形成一个表达界面。他们认为, 与果蝇翅的发生等许

多发育事件相同, dpp和 engrailed形成的表达界面界 

 

图 3  长牡蛎 cgdpp的在早期发育中的表达情况 

Fig. 3  Expression pattern of cgdpp mRNA during early 
development of C. gigas 

在 14hpf 的样品中沿壳边缘存在一些非特异性吸附信号(白色星

号部分), Sf. 贝壳发生区, 标尺=50 μm 

Non-specific staining occurred around the shell plates at 14 hpf 
(white stars), Bar = 50 μm 

 

图 4  长牡蛎 cgdpp在原肠胚(8 hpf)和担轮幼虫(11 hpf)中

的表达模式 

Fig. 4  Schemes of the cgdpp expression pattern in the 
gastrula (8 hpf) and trochophore (11 hpf) of C. gigas 

灰色部分表示 cgdpp 的表达范围, 其由贝壳发生区(sf)的上下两

端逐渐扩展到沿贝壳分布。在担轮幼虫的示意图中, 实线部分表

示稳定观察到的信号, 虚线部分表示疑似的表达范围 

Gray regions indicate the distributions of cgdpp mRNA 

定了贝壳形成细胞与其他普通外胚层细胞的区别。

在长牡蛎中可能也存在类似的过程, 如果后面的研

究中能够将长牡蛎 dpp和 engrailed基因同时定位应

该能够解答这个问题。在早期 D形幼虫中, cgdpp表

达量突然下降至痕量水平, 并与贝壳发育区无明显

的关联, 提示 cgdpp可能仅仅参与了贝壳的发生, 不

参与其进一步的发育过程。长牡蛎幼虫贝壳的发育

可能是一个正反馈的调节过程, 其形成过程一旦起

始, 则可以自发进行下去, 其起始信号(如 Dpp等)不

是维持其发育的必要条件。 

Kin 等[16]在刺牡蛎中研究了 dpp 基因的表达情

况 , 其结果与作者的观察大部分一致 , 但有一个十

分关键的不同点。在担轮幼虫向 D 形幼虫发育的过

程中, Kin 认为 cgdpp 表达于新生的铰合部, 在参与

铰合部形成的同时还调控了其形状。但是作者的观

察结果与其完全不同, 并没有明确地观察到 cgdpp

在铰合部的表达, 而是与之前的在腹足类的观察类

似, 即在新生贝壳的外缘观察到 cgdpp的 mRNA。这

种差别可能是由于贝类幼虫在显微镜下不易分辨而

导致的观察上的差异。采用更加精准的观察手段, 如

激光共聚焦显微镜或者电子显微镜等或许可以给出

更加确定的结果。 

总之, 在早期发育中长牡蛎胚胎通过细胞运动

和细胞分化过程形成了贝壳形成区, 为早期贝壳提

供了结构基础, cgdpp作为重要的调控分子可能涉及

其中。正如绝大多数发育事件一样, 当中必然还涉及

到其他调控分子与 cgdpp 协同作用, 这些调控分子

是下一步研究中的重要研究目标。 
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Abstract: Dpp is an important member of the transforming growth factor (TGF) β family, which acts as a 

morphogen in many animals. It was revealed that dpp gene was involved in the shell formation of mollusks. The 

Pacific oyster (Crassostrea gigas) is a world-wide economic bivalve species, and is a potential model organism of 

bivalves. In this work, we cloned a dpp-homolog from C. gigas (cgdpp), which exhibited typical characteristics of 

TGF-β members. The expression pattern of cgdpp was investigated in the early development of C. gigas using 

whole mount in situ hybridization. The results indicated that cgdpp might participate in cell motility and 

differentiation during development of the shell field. In trochophore, the cgdpp might regulate the shape and 

extension of the shell. Only trace mount of cgdpp was detected in the early D-veliger, suggesting that the cgdpp is 

not involved in the later development of shells since D-veliger. In addition, different from previous report, our 

results did not support the involvement of cgdpp in the formation of the shell hinge. Our studies demonstrated the 

roles of cgdpp in the shell formation of C. gigas, which would help to reveal the mechanism of shell formation. 
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