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企鹅珍珠贝 Dmrt 2 基因的克隆及表达分析 

潘珍妮1, 余祥勇2, 王梅芳2, 曲炳良1, 陈耀辉1, 唐小玉1, 于非非1 
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摘要: 本研究利用 RACE-PCR 技术获得企鹅珍珠贝(Pteria penguin)一个 Dmrt2 基因 cDNA 的全长序列, 

通过荧光定量 PCR 分析 Dmrt2 基因在各组织中的表达特征, 以及在早期卵巢、成熟期卵巢、早期精巢、

成熟期精巢和排放期精巢中的表达变化。结果表明, Dmrt2 基因全长 1 257bp, 其中开放阅读框(open 

reading frame, ORF)为 951 bp, 编码 316 个氨基酸, 5′非编码区(untranslated region, UTR)为 52 bp, 3′UTR

为 254 bp, 第 20 位到第 73 位氨基酸为 DM 结构域。预测其分子质量为 36.61ku, 等电点为 9.80。氨

基酸序列比对显示该企鹅珍珠贝 Dmrt2 基因与黑蝶真珠蛤 (Pinctada margaritifera)和马氏珠母贝

(Pinctada martensii)的 Dmrt2 基因同源性(identity)最高, 分别为 46.0%和 45.7%。其中在 DM 结构域高

度同源。荧光定量 PCR 分析组织表达特征显示, Dmrt2 在企鹅珍珠贝的外套膜、鳃、消化盲囊、足、

精巢和卵巢均有表达, 其中在精巢中表达量最高(P<0.05), 足为其次, 在闭壳肌中没有检测到 Dmrt2 表

达。对性腺发育不同时期的表达量分析发现, Dmrt2 在发育早期和成熟期卵巢中表达量都很低, 在发育早

期精巢中表达量较高, 在成熟期精巢检测到最大表达量(P<0.05), 到精巢排放期表达显著下降, 推测 Dmrt2

可能与企鹅珍珠贝精巢的发育有关, 可能参与了企鹅珍珠贝雄性性别分化和性腺发育这一生理过程。  

关键词: 企鹅珍珠贝(Pteria penguin); ppDmrt2; 基因克隆; 表达分析; 性别决定和性腺发育 

中图分类号: Q341    文献标识码: A      文章编号: 1000-3096(2017)10-0117-08 

DOI: 10.11759/hykx20170417002 

Dmrt(doublesex and mab-3-related transcription 
factor)基因家族是指与果蝇(Drosophila melanogaste)

性别决定基因 Doublesex (Dsx)和秀丽隐杆线虫

(Caenorhabditis elegans)性别决定基因 Maleabnor-

mal-3 (Mab-3)同源的一类基因 [1], 是一个古老的与

性别决定有关的基因家族[2]。该家族基因编码的蛋白

质含有一个高度保守的 DM 结构域, 通过锌指结构

识别并结合特定 DNA来调控目的基因的转录, 从而

参与性别决定与发育 [3-4]。迄今为止已发现了 Dmrt

基因家族多个成员, 其生理作用涉及性别决定、胚胎

发育和调控肌肉发育等多个方面[5-6]。Dmrt2 基因是

Dmrt 基因家族的重要组成成员之一, 被认为对胚胎中

期体节形成以及胚胎后期器官形成起到重要作用[7-8], 

但是否参与了性别决定和分化则没有定论。在人类

基因图谱中, 基因 Dmrt1、Dmrt2和 Dmrt3位于 9号

染色体短臂 2区 4带 3亚带(9p2.4.3), 该片段缺失会

引起精巢发育不全, 甚至引起雄性胚胎向雌性逆转; 

但在该片段缺失的性逆转患者中, Dmrt1和 Dmrt2均

缺失, 由于Dmrt1是性别决定与分化的关键基因, 因

此无法确定性逆转中 Dmrt2是否起到关键作用[9]。随

着研究的深入, Matsushita等[10]研究发现 Dmrt2在粗

皮蛙(Rana rugosa)精巢中表达, 可能参与精子的形

成以及性别的分化。Yu 等[11]通过免疫组化分析发现

Dmrt2基因主要在马氏珠母贝(Pinctada martensii)的

精巢中表达, 在卵巢中未检测到表达, 暗示Dmrt2基

因参与马氏珠母贝精子形成过程。 

企鹅珍珠贝 (Pteria penguin), 属软体动物门

(Mollusca), 双壳纲 (Bivalvia), 珍珠贝科 (Pteriidae), 

珍珠贝属(Pteria)[12]。企鹅珍珠贝具有生长速度快、

珍珠质分泌速度快的特点, 是培育优质海水珍珠的
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大型珍珠贝[13]。本研究建立了企鹅珍珠贝转录组数

据库 , 利用 RACE-PCR 技术克隆到企鹅珍珠贝

Dmrt2 基因的 cDNA 全长序列, 利用荧光定量 PCR

技术分析 Dmrt2 基因在企鹅珍珠贝各组织中的表达

差异以及性腺发育不同时期中的表达差异, 以阐述

Dmrt2在企鹅珍珠贝性腺发育中的重要作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

本实验所用企鹅珍珠贝采自广西北海涠洲岛野

生群体, 300~350 g。 

1.2  企鹅珍珠贝 Dmrt2 基因 cDNA 全长克隆 

使用上海生工 UNIQ-10柱式 Trizol总 RNA抽提

试剂盒分别提取企鹅珍珠贝各组织(外套膜、鳃、闭壳

肌、消化盲囊、足、性腺)的总 RNA, 按照 SMARTer ® 

RACE 5′/3′Kit 说明书合成企鹅珍珠贝 Dmrt2 的

3′RACE模板和 5′RACE模板。根据企鹅珍珠贝转录

组测序结果, 设计企鹅珍珠贝Dmrt2基因 5′RACE的

特异性引物和 3′RACE 的特异性引物(表 1)。采用巢

式 PCR扩增法进行 5′RACE和 3′RACE扩增, 5′RACE

和 3′RACE PCR反应体系为 2×SeqAmp Buffer 10 μL, 

SeqAmp DNA Polymerase 0.5μL, 5′RACE 或 3′RACE 

cDNA模板(100 ng/µL) 1μL, 10×UPM (10×Universal 

Primer Mix) 2 μL , 5′RACE或 3′RACE outer引物(见

表 1)(10μmol/L) 0.5 μL, PCR-Grade H2O 6 μL。使用

touch-down PCR程序扩增: 94  30 s, 72℃ ℃ 2 min, 5个

循环; 94  30 s, 70  ℃ ℃ 30 s, 72  2 min, 5℃ 个循环; 

94  30 s, 68  30 s, 72  2 min, 25℃ ℃ ℃ 个循环。第二轮

巢式 PCR扩增反应体系为 50μL: 第一轮 PCR扩增产

物 2μL, 5′RACE或 3′RACE inner引物(10μmol/L) 2μL, 

NUP 引物(10μmol/L) 2μL, 2×EasyTaq® PCR Super-

Mix 25μL, PCR-Grade H2O 19μL。得到的 PCR产物

经电泳分离、纯化后与 pEASY®-T1 Cloning Vector

连接, 转化, 过夜培养。筛选阳性克隆测序, 将获得

的 3′端序列与 5′端序列进行拼接。根据拼接序列设

计 3′和 5′验证引物, PCR验证拼接序列的正确性, 从而

获得Dmrt2 cDNA 全长序列。利用VecScreen软件(http: 

//www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen. html)去

除载体序列, 获得企鹅珍珠贝 Dmrt2 基因的 cDNA

全长序列。 

1.3  Dmrt2 基因的生物信息学分析 

通过 ORF Finder 工具, 推导企鹅珍珠贝 Dmrt2

基因编码的氨基酸序列; 通过 Expasy 网站(http: // 

web.expasy.org/compute_pi/)分析其相对分子质量和

等电点; 经 ProtScale软件分析氨基酸序列的疏水性; 

经 SignalP 4.1、TMHMM和 SoftBerry-Psite分别预测

其信号肽、跨膜结构及氨基酸基本功能位点 ; 经

SMART 对其进行功能结构域分析; 利用 Clustal X 

(1.8)软件进行氨基酸同源比对, 用MEGA6软件构建

系统进化树。 

1.4  荧光定量 PCR 检测目的基因的表达特征 

分别提取企鹅珍珠贝外套膜、鳃、闭壳肌、消化

盲囊、足、精巢和卵巢的 RNA, 反转录合成第一链

cDNA, 进行荧光定量 PCR检测。以 18S rRNA基因作

为内参, 以企鹅珍珠贝的外套膜为对照, 采用 2–Ct法

计算 Dmrt2 基因在不同组织中的表达水平, 每组设 3

个重复, 组间重复性和差异显著性用 SPSS16.0分析。

分别提取企鹅珍珠贝发育早期卵巢、成熟期卵巢、发

育早期精巢、成熟期精巢和排放期精巢的 RNA, 反转

录合成第一链 cDNA, 进行荧光定量 PCR。方法同上。 
 

表 1  企鹅珍珠贝 Dmrt2 基因克隆及表达分析引物 
Tab. 1  Primers used for cloning and expression analysis of Dmrt2 in Pteria penguin 

引物 序列(5′-3′) 用途 

Dmrt2-5′-outer GCAATATCTAGCTCTCGGTCAG 5′RACE基因特异引物 

Dmrt2-5′-inner GATTACGCCAAGCTTGGGATTCTGCTGACTGGTG 5′RACE基因特异引物 

Dmrt2-3′-outer CAACGTGTGATGGCAGCTC 3′RACE基因特异引物 

Dmrt2-3′-inner CACCAGTCAGCAGAATCCC 3′RACE基因特异引物 

Dmrt2-cDNA-F CAGAAGGTGATAAGTATCAGAGACG cDNA全长验证引物 

Dmrt2-cDNA-R GCAGACGAGCCTGTCTGTATTGTATCCA cDNA全长验证引物 

Dmrt2-F GGGACAGAATTTACAGCGCAG 荧光定量目的基因特异引物 

Dmrt2-R CATTGGCAATCACGCCATCT 荧光定量目的基因特异引物 

18S rRNA-F ATGTCTGCCCTATCAACTTTC 荧光定量内参基因引物 

18S rRNA-R TGCTGCCTTCCTTGGATGT 荧光定量内参基因引物 
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2  结果与分析 

2.1  企鹅珍珠贝 Dmrt2 基因的克隆和序列

分析 

运用 RACE-PCR快速扩增技术得到 Dmrt2基因

的 cDNA 全长序列并分析。企鹅珍珠贝的 Dmrt2 基

因 cDNA 全长 1257bp, 其中开放阅读框 (ORF)为

951 bp, 编码 316个氨基酸, 5′非编码区(UTR)为 52 bp, 

3′UTR为 254 bp, 包含 30 bp的 polyA尾巴, 如图 1

所示。登录号为: KY670720.1。 

2.2  Dmrt2 基因蛋白理化性质预测和分析 

经 ExPASy 预测企鹅珍珠贝 Dmrt2 蛋白分子质

量为 36.61ku, 等电点为 9.80。疏水性分析得知Dmrt2

氨基酸序列总平均亲水系数为–0.843, 预测该蛋白

属于亲水性蛋白。经 TMHMM 2.0 进行跨膜结构域

预测, 显示没有跨膜区。SignalP4.1 预测其不存在信

号肽, 属于非分泌型蛋白质。SoftBerry-Psite 在线预

测该序列功能位点, 发现酪蛋白激酶 II磷酸化位点 6

个, N-糖基化位点和 N-豆蔻酰化位点各一个, 蛋白

激酶 C磷酸化位点 9个, CAAX box 1个, C-末端定位

信号序列微体 6个。同时使用 SMART软件分析得出

第 20位到第 73位氨基酸为 DM结构域(图 1)。 

2.3  Dmrt2 氨基酸序列同源性分析 

采用 Clustal X软件将企鹅珍珠贝的 Dmrt2基因

与其他物种的 Dmrt2 基因编码氨基酸进行多序列比

对, 结果显示, 该基因与黑蝶真珠蛤(Pinctada mar-

garitifera, AIE16095.1)和马氏珠母贝(Pinctada mar-

tensii, ADD97887.1)的 Dmrt2基因同源性(identity)最

高 , 分别为 46.0%和 45.7%; 与人 (Homo sapiens, 

AAF86295.1)和小鼠(Mus musculus, EDL41636.1)的

Dmrt2 基因同源性最低, 都为 27.5%。其中, 保守位

点主要集中在 DM 结构域(图 2)。将该企鹅珍珠贝

Dmrt2基因命名为 ppDmrt2。 

 

 图 1 企鹅珍珠贝 Dmrt2基因序列分析 

Fig. 1  The Dmrt2 cDNA and the deduced amino acid sequence of Pteria penguin 

小写字母代表非编码序列(UTR); 大写字母代表开放阅读框(ORF); 方框代表起始密码子和终止密码子; 灰色框代表 DM结构域 

5′UTR and 3′UTR regions are shown in small letters; open reading frame is shown in capital letters; initiation codon and termination codon are 
shown in boxes; DM domain is shown in gray boxes 
 

分别选取马氏珠母贝、黑蝶真珠蛤、光滑双脐

螺(Biomphalaria glabrata, XP_013083870 )creb、鸭嘴

海豆芽(Lingula anatina, XP_013397304.1)、尾曳鳃虫

(Priapulus caudatus, XP_014675559.1)和热带爪蟾
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(Astyanax mexicanus, AAI35448.1)等物种的 Dmrt2基

因编码的氨基酸进行聚类分析, Neighbor-joining(NJ)

树如图 3所示: 企鹅珍珠贝、马氏珠母贝和黑蝶真珠

蛤都属于软体动物瓣鳃纲, 其 Dmrt2 编码的氨基酸 

 

图 2  企鹅珍珠贝与其他物种 Dmrt2基因编码氨基酸比对 

Fig. 2  Amino acid alignment of Dmrt2 among Pteria penguin and other species 

采用 Clustal W软件对企鹅珍珠贝(P. penguin)、斑马鱼(D.rerio, NP_571027.1)、人(H.apiens, AAF86295.1)、小鼠(M.musculus, EDL41636.1)、马氏

珠母贝(P.martensii, ADD97887.1)和黑蝶真珠蛤(P.margaritifera, AIE16095.1)的Dmrt2基因氨基酸序列进行排序, 相同的氨基酸涂灰色表示 

The alignment of Dmrt2 among Pteria penguin, Danio rerio, Homo sapiens, Mus musculus, Pinctada martensii, and Pinctada margaritifera by 
ClustalW. Those amino acids with 100% identity are marked in gray 
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图 3  企鹅珍珠贝与其他物种 Dmrt2氨基酸序列的系统进化树(NJ) 

Fig. 3  Phylogenetic tree of Dmrt2 from Pteria penguin and other species 

 
聚为一个小的进化分支; 光滑双脐螺、鸭嘴海豆芽和

尾曳鳃虫聚为一个小的进化分支; 以上所有的动物

聚为一个大的进化分支, 而热带爪蟾这一脊椎动物

作为外群物种单独列为一个进化分支。 

2.4  基因的组织定量分析 

采用 qRT-PCR技术分析 Dmrt2基因在企鹅珍珠

贝外套膜、鳃、闭壳肌、消化盲囊、足、精巢和卵

巢中的组织表达差异, 结果显示(图 4), 除在闭壳肌

未检测到 Dmrt2 基因的表达外, 在企鹅珍珠贝各个

组织中均检测到 Dmrt2基因表达。其中, 在精巢中表

达量最高 (P<0.05), 其次是足和消化盲囊 , 在外套

膜、鳃和卵巢中的表达量较低。 

不同发育时期性腺的 qRT-PCR 分析发现, 在发

育早期雌性性腺、成熟期雌性性腺、发育早期雄性

性腺、成熟期雄性性腺、排放期雄性性腺中都可检 

 

图 4  Dmrt2基因在企鹅珍珠贝各组织的表达水平 

Fig. 4  The expression of Dmrt2 in different tissues of Pte-
ria penguin 

M. 外套膜, G. 鳃, AM. 闭壳肌, DD. 消化盲囊, F. 足, T. 精巢, 

O. 卵巢 

相同字母表示差异不显著(P>0.05), 不同字母表示差异显著(P<0.05) 

M. mantle; G. gill; AM. adductor muscle; DD. digestive diverticu-
lum; F. foot; T. testis; O. ovary 
The same letters indicate no significant difference (P>0.05); differ-
ent letters indicate significant difference (P<0.05) 

测到 pmDmrt2 基因转录本的存在, 但在雄性性腺中

表达水平显著高于各期雌性性腺, 其中成熟期雄性

性腺中表达量最高, 显著高于发育早期和排放期雄

性性腺(P<0.05, 图 5)。这暗示着 pmDmrt2基因可能

参与了企鹅珍珠贝的雄性分化和性腺发育。 

 

图 5  Dmrt2基因在企鹅珍珠贝不同时期性腺的表达水平 

Fig. 5  The expression of Dmrt2 in different growth periods 
of gonads of Pteria penguin 

EO. 发育早期卵巢, MO. 成熟期卵巢, ET. 发育早期精巢, MT. 成

熟期精巢, EMT. 排放期精巢 

相同字母表示差异不显著(P>0.05), 不同字母表示差异显著(P<0.05) 

EO. early ovary; MO. mature ovary; ET. early testis; MT. mature 
testis; EMT. emission testis. 
The same letters indicate no significant difference (P>0.05); differ-
ent letters indicate significant difference (P<0.05) 

 

3  讨论 

目前已在不同物种中发现了多个Dmrt家族成员[14], 

其中哺乳动物发现了 8 个 Dmrt 基因, 分别命名为

Dmrt1~8[15], 鸟类中发现了 Dmrt1~4 共 4 个基因[16], 

爬行类发现了 Dmrt1~6 共 6 个基因[17], 两栖类发现

了 Dmrt1~5 共 5 个基因[18], 鱼类中发现了 Dmrt1-5

共 5 种[19]。软体动物主要发现了 Dmrt1~5 共 5 个基

因[20]。在已发现的 Dmrt基因家族中, 除了人类与小

鼠的 Dmrt8基因编码蛋白质的 DM结构域不完整外, 
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其他 Dmrt基因均含有保守的 DM结构域, 且 DM结

构域的序列成为 Dmrt 家族成员命名的有力佐证。

Wang 等[21]发现 Dmrt1 和 Dmrt2 基因只含有 DM 结

构域, 而 Dmrt3~5同时含有 DM结构域和 DMA结构

域。本研究获得的企鹅珍珠贝 Dmrt基因编码的蛋白

质序列只含有DM结构域; 同源性分析显示, 该企鹅

珍珠贝 Dmrt基因与马氏珠母贝 Dmrt2基因具有最高

的同源性 , 两者相互印证 , 故确定了该企鹅珍珠贝

Dmrt基因为 ppDmrt2。 

近年来对多个物种 Dmrt2 基因的组织表达特征

进行了分析, 许宝红等[22]研究发现 Dmrt2 在中国大

鲵(Andrias davidianus)的精巢和肌肉中高表达, Ya-

maguchi 等 [23] 鲀报道在成年的红鳍东方 中(Takifugu 

rubripes)的眼、鳃、心脏、肠、头肾、肝脏、肌肉和

脾都有表达, 但在性腺中表达最高。Dmrt2在斑马鱼

中的精巢、卵巢、脑、肌肉和肝中都有表达, 其中在

肌肉中表达量最高, 其次是精巢, 且Dmrt2在精巢中

的表达量高于卵巢中的表达 [24] 鳉。成鱼青 (Oryzias 

latipes)Dmrt2 基因在精巢和卵巢中表达 [25]。

pamrg-Dmrt基因在黑蝶真珠蛤中的精巢中的高表达, 

而在卵巢中只有微弱表达[26]。本文利用 qRT-PCR技

术检测 Dmrt2 基因在不同组织中以及在雄性和雌性

性腺中的表达情况, 结果显示, Dmrt2 基因在精巢中

的表达量最高, 尤其在成熟精巢中表达量显著高于

发育期精巢和排放期精巢, 而在卵巢及其他组织中

的表达量低, 这与已有报道相吻合。 

因 Dmrt2 和 Dmrt1 在染色体上的位置较近, 而

已确定 Dmrt1是鱼类[27]、两栖类[28]、爬行类[29]、鸟

类[30]、哺乳类[31]的重要性别决定和分化基因, 因此

Dmrt2 的功能曾经是有争议的, 有的学者认为是因

为 Dmrt1 的突变或缺失影响了 Dmrt2 的功能才导致

动物由雄性转为雌性, Dmrt2本身并不是性别分化和

性腺发育的关键基因。但是, 越来越多的研究表明

Dmrt2 参与了性别分化和性腺发育, 如 Yu 等[11]对马

氏珠母贝中雌雄性腺发育不同阶段的原位杂交实验

显示, Dmrt2在马氏珠母贝雄性性腺成熟和性别分化

过程中起了重要作用。结合我们的实验结果和已有

报道, 我们推测在与马氏珠母贝亲缘关系很近的企

鹅珍珠贝的雄性性别分化和性腺发育过程中, Dmrt2

可能与起到了重要作用。 

此外, Dmrt2基因在企鹅珍珠贝的足中也有较高

的表达, 足是贝类的运动器官, 足中通常有 4对收缩

肌 , 即前后收足肌 , 前伸足肌和和中举举足肌各一

对[32]。这可能与 Dmrt2在肌肉中的高表达相一致[22, 24]。 
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Abstract: Dmrt2 (doublesex and mab-3-related transcription factor 2) is an important member of the Dmrt gene 

family with a highly conserved zinc finger-like DM domain and plays an important role in somite formation, organ 

formation, and skeletal patterning. This study was conducted to investigate the role of Dmrt2 in sex determination 

and gonadal development in Pteria penguin. The full-length cDNA of Dmrt2 gene was characterized from P. pen-

guin by RACE-PCR, and real-time PCR was performed to assess the expression of Dmrt2 in different tissues and 

gonads of different growth periods. The results showed that the full-length cDNA of Dmrt2 was 1257 bp, including 

a 5′UTR of 52 bp, a 3′UTR of 254 bp, and an open reading frame of 951 bp, which encoded a deduced protein of 

317 amino acids. The DM domain was from 20 to 73 amino acids. The predicted molecular weight was 36.61 ku, 

and the isoelectric point was 9.80. The amino acid sequence alignment showed that Dmrt2 of P. penguin shared 

46.0% and 45.7% sequence identity with Dmrt2 of Pinctada margaritifera and Pinctada martensii, respectively. 

The real-time PCR results showed that Dmrt2 was constitutively expressed in the mantle, gill, digestive diverticu-

lum, foot, testis, and ovary, except in the adductor muscle. The expression level was highest in the testis (P < 0.05), 

followed by the foot. The expression analysis in gonads of different growth periods revealed that Dmrt2 had lower 

expression in early ovary and mature ovary, higher expression in early testis and emission testis, and the highest 

expression in mature testis (P < 0.05). This study showed that ppDmrt2 might play a role in sex determination and 

gonadal development in P. penguin. 
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