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摘要    本文以长牡蛎 27个幼虫发育阶段个体以及成体的 5个组织织作为实验材料, 采用实时荧光

定量 PCR技术对其 Dmrt家族中的 2个基因(CgDsx和 CgDmrtA2)的表达模式以及在性别决定中的作

用进行了研究。结果表明, 长牡蛎 CgDsx 基因在胚胎发育初期有大量表达, 从囊胚期到担轮幼虫初

期表达量最高, 之后表达量开始降低, 在 D 形幼虫后一直维持在极低的表达水平, 此后仅在成体的

雄性性腺中具有高度表达。由此可见, CgDsx可能也对早期胚胎发育起一定调控作用, 同时参与了性

别决定。CgDmrtA2在长牡蛎所有组织中均有表达, 各组织间表达差异不显著, 在 D形幼虫至壳顶后

期表达量较高, 说明它参与了胚胎中后期的发育过程, 可能与神经的形成相关, 但是其具体功能还

需要进一步研究。 
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Dmrt (Doublesex and mab-3 related transcription 
factor)是近年来比较受关注的一个基因家族, 因为这

个家族中的一些基因在无脊椎和脊椎动物中都与性

别决定和两性分化相关。DM 结构域最先在果蝇

(Drosophila melanogaster)的性别调控基因 Doublesex

中发现的(Burtis et al, 1989), 随后又在很多物种, 如

鱼类(Guan et al, 2000; Marchand et al, 2000; Kondo et 

al, 2002; Nanda et al, 2002; Koopman et al, 2003; 
Ohmuro-Matsuyama et al, 2003)、鸟类(Raymond et al, 

1999; Smith et al, 1999; Ren et al, 2001)、爬行类

(Raymond et al, 1999; Smith et al, 1999; Kettlewell et 
al, 2000)和哺乳类(Raymond et al, 1998; Raymond et 

al, 1999; Smith et al, 1999; De Grandi et al, 2000; 
Moniot et al, 2000; Kim et al, 2003)的同源基因中都发

现了它的存在 , 说明该家族的基因在无脊椎和脊椎

动物中都是高度保守的。长牡蛎(Crassostrea gigas)

中共编码 3 个含有 DM 结构域的基因 , 分别是

Cg-DM1(CGI_10015952), CgDsx(CGI_10019568)以及

CgDmrtA2 (CGI_10001830) (Zhang et al, 2014)。编号

为 CGI_10015952 的基因最初被 Naimi 等(2009)认定

为 Cg-DMl, 并认为该基因具有与性腺发育相关的作

用。CGI_10019568 基因含有典型的 DM 结构域, 而

且与果蝇的 Doublesex (Dsx)基因同源关系很近, 因此

被命名为 CgDsx (Zhang et al, 2014)。果蝇的 Dsx基因

与线虫的 Mab-3 以及脊椎动物的 Dmrt1 基因都对雄

性的性别决定起着关键的作用。果蝇的 Dsx基因可通

过可变剪切在卵巢和精巢中分别产生雌性和雄性两

种剪切形式(Burtis et al, 1989)。线虫的 Mab-3与脊椎

动物的 Dmrt1 基因都在雄性性腺中特异表达并促进

雄性特征的发育(Smith et al, 2009; Kopp, 2012)。 

CGI_10001830除了含有Dmrt家族共有的DM保

守结构域外 , 还含有 Dmrt 家族的亚族 (subfamily) 

DmrtA 的 DMA 结构域, 而且其与 DmrtA2(Dmrt5)同
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源性很高, 因此将其命名为 CgDmrtA2 (Zhang et al, 

2014)。DmrtA家族成员包括 Dmrta1(Dmrt4), Dmrta2 

(Dmrt5), Dmrta3(Dmrt3) (Volffet al, 2003)。在小鼠中, 

Dmrt4在各组织中都有表达(Balciunieneet al, 2006)。

牙鲆(Paralichthys olivaceus)的 Dmrt4 在精巢中表达

量很高, 在卵巢中几乎没有表达, 另外在脑部和鳃中

的表达量也远远高于其它组织, 因而牙鲆的Dmrt4在

性腺 , 神经以及感觉器官的发育过程中可能起到重

要作用(Wen et al, 2009) 鳉。而该基因在青 中的表达模

式却很特殊, 只在耳板和苦胆中表达(Winkler et al, 

2004)。在斑马鱼胚胎发育时期, Dmrt5在原肠胚后期

表达量很高 , 并主要表达于胚胎时期的中枢神经系

统, 特别是中脑及中后脑的神经系统, 而且其在斑马

鱼的雌雄性腺的生殖细胞中均有表达 (Guoet al, 

2004)。在斑马鱼体节发生过程中, Dmrt5 只在端脑, 

中脑和嗅板中表达, 其对后部-背部端脑细胞的分化

起着重要的作用(Yoshizawa et al, 2011)。Dmrt5在非

洲爪蟾蜍胚胎发育过程中 , 对于神经系统的发生具

有重要的调节作用(Parlier et al, 2013)。另外, Dmrt5

对小鼠胚胎早期大脑的皮层及腹侧中脑神经系统的

发育都是不可或缺的(Kim et al, 2003; Gennet et al, 

2011; Konno et al, 2012; Saulnier et al, 2013)。在斑马

鱼中, Dmrta3即 Dmrt3对于嗅板、神经管和生殖细胞

的发育都具有潜在的影响(Li et al, 2008)。在小鼠和鸡

中, Dmrt3 只在胚胎中表达, 其中在小鼠胚胎的前脑, 

神经管和鼻腔结构中表达, 在鸡胚胎早期形成的体节, 

体节前中胚层以及勒氏管中表达(Smith et al, 2002)。 

Cg-DM1(CGI_10015952)基因已被详细报道过

(Naimiet al, 2009)。Zhang等(2014)通过对基因组和转

录组的分析发现 CgDmrtA2 可能和性别决定无关, 而

CgDsx可能和性别决定有关。鉴于 Zhang等的结果是

基于有限的转录组数据 , 因此作者进一步通过实时 

荧光定量 PCR 分析对 Zhang 等的转录组结果加以印

证, 对长牡蛎的 CgDsx 以及 CgDmrtA 两个基因进一

步分析, 研究这两个基因在长牡蛎的雌雄个体、组织

间的表达特征以及在幼虫各发育时期的时空表达模

式 , 以确定这两者在长牡蛎性别决定中可能发挥的

作用。 

1  材料与方法 

1.1 实验材料 

实验所用成体长牡蛎于 2013 年 5 月取自青岛市

崂东养殖场, 为处于成熟期的二龄牡蛎, 用显微镜检

验雌雄后分别取三只雌性和三只雄性的外套膜、鳃、

闭壳肌和性腺组织样品用于 RNA 提取。幼虫样品也

取自青岛崂东海珍品良种培育有限公司 , 发育时期

通过显微镜观察确定后 , 在适当的时间点取样。样

品取出后立刻用液氮冷冻 , 随后转移到–80°C 冰箱

保存。  

1.2 总 RNA的提取及 cDNA模板的合成 

将取得的样品用液氮充分研磨之后取 100mg 左

右的干粉将之加入 Trizol Reagent (Invitrogen)中并按

照说明书进行总 RAN 的提取。提取到的总 RNA 用

1%的琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的完整性 , 用

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)检测纯度与浓度。

cDNA的合成使用 PrimeScript® RT reagent Kit With 

gDNA Eraser (TaKaRa)试剂盒 , 根据使用说明 , 每

20μL反应体系加入 1μg的总 RNA进行反转录, 得到

的 cDNA用于下一步的荧光定量 PCR反应。 

1.3 引物设计 

本实验所涉及的引物序列详见表 1。引物使用

Primer Premier 5.0软件进行设计, 送上海生工(Sangon)

生物技术有限公司合成。引物稀释成 10μmol/mL 的浓

度备用。 

表 1  实验涉及引物名称、序列及产物长度 
Tab.1  Primer name, sequence, and product length used in this study 

引物名称 引物序列(5′→3′) 产物长度(bp) 

CgDsx-F CTCATCCCTGTTTCTCGGTTTC 

CgDsx-R ATCCAAAAGGCTCCATCTGCT 
197 

CgDmrtA2-F GTAAAGCCCTCCGTCCCATC 

CgDmrtA2-R TCACCAAATCTCCATTACAGCCT 
163 

EF2-F AGTCACCAAGGCTGCACAGAAAG 

EF2-R TCCGACGTATTTCTTTGCGATGT 
214 

RS18-F GCCATCAAGGGTATCGGTAGAC 

RS18-R CTGCCTGTTAAGGAACCAGTCAG 
168 
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1.4  序列比对 

CgDsx 以及 CgDmrtA2 的蛋白序列可从 http:// 

oysterdb.cn/上获得, 并在 NCBI 上搜索相关的同源蛋

白序列, 用于蛋白序列比对分析。 

1.5  实时荧光定量 PCR检测 

根据已知的CgDsx以及CgDmrtA2序列进行引物

设计 , 幼虫时期的内参基因使用 Ribosomal protein 

S18 (RS18), 成体时期的内参基因使用 (Eukaryotic 

translation elongation factor 2 (EF2))。采用相对定量的

方法对长牡蛎这两个 DM 家族基因在成体各组织及

幼虫各时期的表达进行测定。实验采用 ABI7500 Fast

荧光定量 PCR仪, SYBR Green I 荧光染料。反应体

系如下:  

2×SYBR Green PCR Mix (TaKaRa)    10μL 
10mmol/L正向引物(F)             0.4μL 

10mmol/L反向引物(R)             0.4μL 

稀释 10倍的 cDNA                 2μL 

灭菌水补足到 20μL 

反应条件: 95°C 30s, 一个循环; 95°C 5s, 60°C 

30s, 40个循环。每个样品做 3个重复, 另外再做 3个

无模板的阴性对照。通过 ABI 7500 V2.0.2软件输出

反应的 Ct值, 采用 2–ΔΔCt法对这两个基因在不同组织

和不同幼虫时期的表达差异进行相对定量研究。 

2  结果 

2.1  长牡蛎 CgDsx 与 CgDmrtA2 基因的同源比较与

进化分析 

2.1.1  CgDsx 的同源比较与进化分析    CgDsx 的

序列分析及同源关系比对已经在 Zhang等(2014)的文

章中详细阐述过 , 这里仅展示其与其它物种同源基

因的蛋白序列比对结果(图 1)。从图 1中可以看出, 长

牡蛎的 CgDsx 氨基酸序列与其它物种的同源性不高, 

DM家族的成员之间除了共有的一个DM结构域之外, 

其它序列的保守性很低(Kopp, 2012)。 

2.1.2  CgDmrtA2的同源比较与进化分析    长牡蛎

的 CgDmrtA2的 ORF长 1173bp, 编码 390个氨基酸, 

含有 2个外显子。该基因除了含有典型的 DM结构域

外, 还含有一个 DmrtA家族特有的 DMA结构域。而

且该基因与 Dmrta2/Dmrt5 亲缘关系较近, 因此被命

名为 DmrtA2 (Zhang et al, 2014)。CgDmrtA2与小鼠的

Dmrta2(Dmrt5)同源性达到 79% (e-value 5e-31), 与人

类的同源性为 77% (e-value 2e-31), 与斑马鱼的同源

性为 36% (e-value 2e-46), 与东方红鳍豚的同源性为

37% (e-value 3e-44)。目前没有软体动物 Dmrta2/ 

Dmrt5 方面的报道, 也没有相关的数据可供比对, 目

前数据显示, 牡蛎 CgDmrtA2 与哺乳动物的 Dmrta2 

(Dmrt5)同源性更高。 

2.2  长牡蛎 CgDsx和 CgDmrtA2基因的时空表达分析 

2.2.1  长牡蛎CgDsx和CgDmrtA2基因在幼虫时期的

表达分析    实验测定了包括卵子在内, 直至稚贝

的 27个时期(见表 2)的表达模式。CgDsx在卵子到 D

型幼虫中后期的表达量较高, D型幼虫后期到稚贝期

表达量开始降低, 卵子到 D 型幼虫中后期的表达量

平均值是其后表达量平均值的 4.15倍。CgDmrtA2在

卵子和二细胞期的表达量都很低 , 到桑椹期开始增

高, 到D4期的时候达到最高, 随之稍有下降, 到U11

期又达到一个较高的水平, 到 U30期降到低点, 之后

未有明显升高。 

表 2  幼虫分期明细 
Tab.2  Details of larval stages 

样品编号 发育时期 距受精时间 

Egg 卵 0: 00 

TC 二细胞期 1: 17 

BS 囊胚期 4: 30 

GS 原肠期 7: 35 

T2 担轮幼虫 2 9: 35 

T6 担轮幼虫 6 13: 35 

D4 D形幼虫 4 18: 35 

D10+ D形幼虫 10 1d 0: 30: 00 

D11 D形幼虫 11 2d 

D13 D形幼虫 13 4d 

U1 壳顶期前期 1 5d 

U5 壳顶期 2 9d 

U11 壳顶期 8 15d 

U15 壳顶期 12 19d 

U19 壳顶期 16 23d 

U22 壳顶期 19 26d 

U30 壳顶期 27 34d 

P2 眼点期 2 38d 

F6h 附着后 6h  

F12h 附着后 12h  

F24h 附着后 24h  

F2d 附着后 2d  

F4d 附着后 4d  

F6d 附着后 6d  

F10d 附着后 10d  

F16d 附着后 16d  

J 稚贝期  
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图 1  长牡蛎和其它物种 Doublesex同源基因的氨基酸序列比对 
Fig.1  Alignment of Doublesex homolog amino acid sequences of C. gigas and other species 

深蓝色表示完全相同的序列, 粉色表示序列相同程度≥75%, 绿色表示序列相同程度≥50%。“…”代表氨基酸缺失。Dm-M: 果蝇

Doublesex基因雄性亚型; Dm-F: 果蝇 Doublesex基因雌性亚型; Ce: 线虫 Mab-3基因; Bm-M: 家蚕 Doublesex基因雄性亚型; Bm-F: 家蚕

Doublesex基因雌性亚型; Dr: 斑马鱼 Dmrt1基因; Mm: 小鼠 Dmrt1基因; Hs: 人 Dmrt1基因。 

注册号: Cgdsx-KJ489413, Dm-M-AAF54169.1, Dm-F-AAN13385.1, Ce-CAB16489.1, Bm-M-NP_001104815.1, Bm-F-NP_001036871.1, Dr- 

AAQ04555.1, Mm- AAF12826.1, Hs-AAD40474.1 
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图 2  长牡蛎和其它物种 Dmrta2/Dmrt5基因的氨基酸序列比对 
Fig.2  Alignment of Dmrta2/Dmrt5 homolog amino acids sequences of C. gigas and other species 

粉色表示序列相同程度≥75%, 绿色表示序列相同程度≥50%。“…”代表氨基酸缺失。Cg: 长牡蛎; Dr: 斑马鱼; Tr: 东方红鳍豚; Mm: 小

鼠; Hs: 人 

注册号: KC22641.1, Dr- NP_001007065.2, Tr- NP_001033039.1, Mm- AAN10254.1, Hs- AAI43801.1 
 

2.2.2  长牡蛎CgDsx和CgDmrtA2基因在不同组织中

的表达分析    实验所用成体牡蛎均为二龄成熟期

个体, 实验结果显示, CgDsx 基因在雄性性腺中的表

达量显著(P<0.01)高于其它组织, 雄性性腺的表达量

是雌性性腺的 8.9倍。在除性腺之外的体细胞组织中, 

CgDsx 表达量低, 彼此间无太大差异。CgDmrtA2 基

因在各组织中均有表达, 在雄性性腺中表达量最低, 

在雌性性腺中最高 , 雌性性腺的表达量是雄性性腺

的 5倍, 在另外 3个组织中差异也不明显。 

3  讨论 

Dmrt 家族基因的共有特征就是一个含有锌指结

构可与特异 DNA序列结合的保守结构域-DM结构域

(Dmrt8除外(Veith et al, 2006))。该家族基因在许多种

类, 包括节肢动物, 线虫类以及脊椎动物中都参与调

控性别的分化与发育 , 因而该基因家族可能是首例

广泛分布的性别调控基因。在线虫 C. elegans中, 含

有 DM 结构域的 Mab-3 基对于雄性的发育是必需的, 

它与果蝇中的 Doublesex 基因发挥类似的作用(Shen 

et al, 1988; Yi et al, 1999)。在脊椎动物中, Dmrt1基因

展示出在早期的雄性性腺中特异表达的模式

(Zarkower, 2001, 2002)。含有 Dmrt1基因的区域被报

道与人类男性的性逆转相关 (Bennett et al, 1993; 

Crocker et al, 1988; Flejter et al, 1998; Guioli et al, 
1998; Veitia et al, 1997, 1998), 而且 Dmrt1基因还是

小鼠出生后精巢发育所必需的(Raymond et al, 2000)。

珊瑚虫中也发现一种含有DM结构域的基因, 它同样

表现出具有与性别决定和分化相关的功能(Miller et 

al, 2003)。 

长牡蛎基因组中共发现 3 个含有 DM 结构域的

Dmrt 家族基因, 分别是 Cg-DM1 (CGI_10015952), 

CgDsx (CGI_10019568)以及 CgDmrtA2 (CGI_10001830) 

(Naimi et al, 2009; Zhang et al, 2014)。而在线虫、果

蝇和人类中的该家族基因的数目分别是 11 个、4 个

和 7个(Matson et al, 2012)。Cg-DM1(CGI_10015952)

曾被报道过(Naimi et al, 2009)。CgDsx (CGI_10019568)

与果蝇的 doublesex、线虫的 Mab-3 以及脊椎动物的

Dmrt1 是同源基因。CgDsx虽然含有 3 个外显子, 但

没有表现出雌雄相关的可变剪切(Zhang et al, 2014)。

定量 PCR 结果表明它在雄性性腺中表达量最高 ,  
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图 3  Real-time qPCR检测 CgDsx和 CgDmrtA2在幼虫时期的表达模式 
Fig.3  Expression profiles of CgDsx and CgDmrtA2 in larval stages 

幼虫分期详见表 2 
 

 

图 4  CgDsx和 CgDmrtA2在不同成体组织中的表达模式 
Fig.4  Expression profiles of CgDsx and CgDmrtA2 in different adult tissues 

 

这和转录组结果一致 , 它很可能在长牡蛎的性别决

定中起关键作用或促进雄性发育。其在雌性性腺中也

稍有表达, 雄性性腺的表达量是雌性性腺的 8.9 倍, 

这或许意味着雌性性腺中存在着休眠的精子 , 随时

为性别转变做着准备。牡蛎的性腺中同时存在着两种

生殖细胞, 这或许是性别转变的先决条件(Cole, 1941; 

Guo et al, 1998; Zhang et al, 2014)。 

通过 DM 结构域的同源比对及进化分析发现 , 
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CgDsx 与果蝇的 doublesex 聚到一起。CgDsx 与无脊

椎动物的同源基因进化距离较近 , 与脊椎动物的

Dmrt1进化距离较远(Zhang et al, 2014)。CgDsx在囊

胚期到担轮幼虫初期表达量较高 , 说明在该段时期

的发育需要 CgDsx的参与。 

Cg01830(CGI_10001830)是 Dmrt 家族的亚族

DmrtA 中的一员。通过同源比对及进化分析发现 , 

Cg01830与 Dmrta2/Dmrt5同源关系较近(Zhang et al, 

2014)。据报道, Dmrt5对大脑以及神经系统的发育具

有重要的作用 (Kim et al, 2003; Guo et al, 2004; 

Gennetet al, 2011; Yoshizawa et al, 2011; Konno et al, 
2012; Parlier et al, 2013; Saulnier et al, 2013)。在长牡

蛎中, 该基因在卵子和二细胞期的表达量很低, 到桑

椹期开始增高 , 到 U22 期一直保持较高的表达量 , 

U30 期降到低点 , 之后未有明显升高。这说明 , 

CgDmrtA2主要在长牡蛎的 D形到 U22期幼虫阶段合

成 , 在这期间发挥的作用可能也与其在斑马鱼及小

鼠的胚胎中行使的功能类似 , 与神经系统的形成相

关。在成体中, 该基因在所有组织中均有表达, 雌性

性腺中表达量最高, 其次是鳃和外套膜, 在雄性性腺

中表达量最低, 但各组织间表达差异都不显著。因此

该基因应不参与长牡蛎的性别决定和分化等功能 , 

其具体功能还需要进一步探索与研究。 
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EXPRESSION OF TWO Dmrt FAMILY GENES IN THE PACIFIC OYSTER 
CRASSOSTREA GIGAS 

ZHANG Na1, 2,  HUANG Wen1, 2,  XU Fei1,  LI Li1,  ZHANG Guo-Fan1,  GUO Xi-Ming3 

(1. National & Local Joint Engineering Laboratory of Ecological Mariculture, Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, 
Qingdao 266071, China; 2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China; 

 3. Rutgers University, New Jersey, USA, 08349) 

Abstract    We detected the expression profiles of two Dmrt family genes in the larval of different stages in adult tissues, 

and their possible roles were also conducted in the Pacific oyster Crassostrea gigas. Quantitative real-time PCR was used 

to determine mRNA expression at 27 larval stages in 5 adult tissues. The result shows that the CgDsx gene was expressed 

during early embryonic development and peaked between blastula and early trochophore stages, then decreased after 

D-stage. Our findings indicate that CgDsx may play a role in regulating embryonic development in addition to its role in 

sex determination. CgDmrtA2 was expressed in all adult tissues with no significant difference; it was highly expressed in 

swimming larvae between D- and late umbo stages, suggesting that CgDmrtA2 may be involved in larval development, 

perhaps related to nerve development. More studies are called in the future on exact function of the genes. 

Key words    Crassostrea gigas;  Dmrt family genes;  larval development;  tissue specific expression;  sex determination 

 


