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摘要: 利用 PCR 技术和生物信息学方法获得了海湾扇贝(Argopecten irradians irradians) Dmrt1 基因(AiDmrt1)的

cDNA 序列。采用实时定量 PCR 技术确定 AiDmrt1 在不同组织、性腺发育阶段及胚胎和幼虫发育阶段的表达模式, 

并结合 RNA 干扰(RNA interference, RNAi)技术敲降 AiDmrt1 表达后检测了精巢中性腺发育相关基因的表达特征。

结果显示, AiDmrt1 开放阅读框长度为 918 bp, 编码 305 个氨基酸, 其编码蛋白具有保守的 DM 结构域。AiDmrt1

的 mRNA 在精巢中特异性表达, 在精巢发育至生长期阶段表达水平最高。AiDmrt1 在囊胚期前表达量无显著差异, 

但在原肠期表达水平极显著升高(P<0.01)。敲降 AiDmrt1 表达后, 精巢发育相关基因 Sox7、Sox11 和 Fem-1 显著或

极显著上调表达(P<0.05 或 P<0.01), 而 Dmrt4 的表达显著下调(P<0.05); 卵巢发育相关基因 FoxL2、Wnt4、β-catenin、

GATA-1 和 GATA-3 均显著或极显著上调表达(P<0.05 或 P<0.01)。研究结果表明, AiDmrt1 是海湾扇贝精巢特异性表

达基因, 参与调控海湾扇贝性腺发育与分化。 
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有性生殖是多细胞动物中普遍存在的生物过

程, 性别决定、性别分化及其调控机制一直是有

性生殖研究的热点和难点。性别决定是指性别在

遗传或环境因素调控下形成的过程, 而性别分化

则是指未分化的性腺转化为卵巢和精巢的过程[1]。

因此, 对于雌雄异体的动物来说, 性发育可以看

作由一个介导性分化的基因表达启动、最终建立

性别间表型差异的复杂遗传网络[2]。在模式生物

中的研究已揭示了一些性别决定主基因及调控性

别分化的复杂通路[3-5]。但截至目前, 双壳贝类是

否存在性染色体及性别是由一个主基因控制还是

多个基因控制仍无明确定论。 

双壳贝类在进化过程中发展了不同的繁殖策

略, 即它们大多数为雌雄异体, 但有些贝类终生

雌雄同体, 如海湾扇贝(Argopecten irradians irra-

dians), 有些贝类可发生性逆转 , 如太平洋牡蛎

(Crassostrea gigas)[6]。此外, 许多雌雄异体的双壳

贝类的性别分化不稳定, 如合浦珠母贝(Pinctada 

fucata)和华贵栉孔扇贝(Chlamys nobilis), 通常出

现雌雄同体或性逆转现象[7-8]。这表明双壳贝类是

研究性别决定/分化和生殖调控的优良动物模型。

近年来, 人们在雌雄异体型贝类中发掘了一些与

模式生物同源的性别相关基因, 如雄性性别决定

相 关 基 因 Dmrt1 (double-sex and mab-3-related 

transcription factor 1)、SoxE (sry-box E)、SoxH 和

Dsx (doublesex)等[9-11], 以及雌性性别决定相关基

因 β-catenin、FoxL2 (forkhead box transcription 

factor)和 FoxL2os 等[12-15]。然而, 性别相关基因在

雌雄同体型贝类中的研究鲜有报道。 

Dmrt 与果蝇(Drosophila melanogaste) Dsx
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基 因 和 线 虫 (Caenorhabditis elegans) Mab-3 

(maleabnormal-3)基 因 同 源 [16-17], 该 基 因 家 族 成

员均含有保守的锌指 DNA 结合结构域(doublesex 

and mab-3, DM domain)。其中, Dmrt1 在进化过程

中表现出高度保守性[18], 且已证明 Dmrt1 处于性

别调控通路的上游, 并作为转录因子在雄性性腺

分化、多种组织和器官形成及功能维持方面发挥

重要调控作用[19-22]。然而, Dmrt 基因在贝类中的

研究相对滞后, 主要工作集中在分子鉴定、表达

分析及组织定位[23-27]。考虑到性控育种在经济贝

类种质创新中不可或缺的作用, 贝类性别决定相

关基因的研究亟待深入。 

海湾扇贝隶属瓣鳃纲 (Lamellibranchia)、珍

珠 贝 目 (Pterioida)、 扇 贝 科 (Pectinidae), 是 我 国

1982 年从美国大西洋沿岸引进的第一个 Argope-

cten 属扇贝[28], 由于其生长快, 养殖周期短, 深

受养殖业户的欢迎, 并由此引发了我国水产养殖

业的又一个发展高潮, 成为我国北方沿海主要扇

贝养殖种类[29]。目前, 有关雌雄同体型扇贝性腺

分化及其调控机制的研究甚少。本研究以雌雄同

体型的海湾扇贝为研究对象 , 分析了海湾扇贝

Dmrt1 基因的序列特征及该基因在不同组织、性

腺发育阶段及胚胎和幼虫发育阶段的表达特征 , 

利用 RNA 干扰(RNA interference, RNAi)技术敲降

Dmrt1 基因表达后, 检测了海湾扇贝精巢中其他

性腺发育相关基因表达变化, 旨在为研究雌雄同

体型扇贝性腺分化的调控机制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与样品采集 

2019 年 3 月, 海湾扇贝种贝在莱州养殖场进

行群体诱导催产与受精, 受精后在不同发育阶段

(受精卵、2~4 细胞、囊胚、原肠胚、D 型幼虫和

眼点幼虫)取样 , 样品液氮速冻后‒80 ℃保存待

用。附着后的稚贝经池塘中间培育后, 在烟台市

东口海区进行筏式养殖。2019 年 7—12 月, 每两

周取海湾扇贝性腺样品 1 次, 海湾扇贝运回实验

室后暂养 24 h 取样。其中, 性腺的卵巢和精巢部

分液氮速冻后–80 ℃保存待用; 同时, 性腺的中

间部分于 4%多聚甲醛中固定 24 h, 经梯度乙醇

(70%, 80%, 90%, 95%, 100%)脱水, 于二甲苯透明

后进行石蜡包埋。性腺组织切片厚度为 5 μm, 二

甲苯中脱蜡后经梯度乙醇(100%, 95%, 80%, 70%)

复水, 性腺切片经苏木精-伊红染色、二甲苯透明、

中性树胶封片后显微镜拍照, 用于判断海湾扇贝

性腺发育时期。此外, 选取活力好的成体海湾扇

贝解剖取其卵巢、精巢、外套膜、鳃、肝胰腺、

闭壳肌等组织, 液氮速冻后于‒80 ℃保存。 

1.2  总 RNA 提取与 cDNA 合成 

采用 TRIzol 试剂盒(Invitrogen, 美国)分别提

取每个实验样品的总 RNA, 加入无 RNA 酶的

DNA 酶 I (TaKaRa, 中国)清除基因组 DNA, 利用

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, 美国)和 1.0%

琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 样品的浓度和完整性。

随后, 使用 PrimeScript™反转录试剂盒(TaKaRa, 

中国)将总 RNA 反转录为 cDNA, –20 ℃保存待用。 

1.3  海湾扇贝Dmrt1基因 cDNA序列扩增与拼接 

分析海湾扇贝性腺转录组获得 1 条 unigene, 

其与欧洲大扇贝(Pecten maximus) Dmrt1 基因序

列相似度高达 78.38%, 命名为 AiDmrt1。设计基

因特异性引物 Dmrt1-F 和 Dmrt1-R (表 1), 用于扩

增中间的开放阅读框(open reading frame, ORF)片

段。PCR 反应体系终体积 25 μL, 包括 2.5 μL 10× 

PCR Buffer、2.0 μL dNTP Mix、1.0 μL cDNA 模板、

0.5 μL 正反向引物(10 μmol/L)、18.3 μL DEPC- 

H2O 和 0.2 μL Taq 聚合酶(TaKaRa, 中国)。反应程

序为: 94 ℃预变性 2 min, 35 个循环(94 ℃变性

30 s, 58 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 90 s), 72 ℃延伸

10 min。将 PCR 产物进行 1.2%琼脂糖凝胶电泳, 目

的条带切胶纯化后的 PCR 产物与 pMD18-T 质粒连

接。随后, 将融合质粒转入大肠杆菌 DH5α 感受

态细胞, 采用菌落 PCR 扩增筛选阳性克隆并送生

工(上海)股份有限公司测序。将正确的测序结果

与海湾扇贝基因组、性腺转录组数据进行比对 , 

最终拼接出 AiDmrt1 基因的 cDNA 序列。 

1.4  生物信息学分析 

利用 NCBI 数据库中 BLAST 模块(http://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)进行序列比对; ORF Fin-

der (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)在

线预测基因的开放阅读框和氨基酸序列; SMART
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程序(http://smart.embl-heidelberg.de/)预测 AiDmrt1

基因的功能位点和结构域; 使用 DNAMAN 8.0 软

件的 ClustalW 程序对 Dmrt1 蛋白进行多序列比对; 

利用 MEGA 7.0 软件的邻接法(neighbor-joining, 

NJ)构建系统进化树 , 建树利用泊松模型 , boot-

strap 值设定为 1000。 

1.5  实时荧光定量 PCR 

利用实时荧光定量 PCR (quantitative real-time 

PCR, qRT-PCR)检测 AiDmrt1 基因在海湾扇贝不

同组织、胚胎发育阶段以及性腺发育阶段的表达 

模式, 实验每组设置 4 个重复。qRT-PCR 分析所

用的基因特异性引物见表 1, 延伸因子 ef-1α 作为

内参基因。反应在 ABI QuantStudioTM 5 荧光定

量 PCR 仪中进行, SYBR green II 作为荧光染料。

反应体系终体积 20 μL, 包括 10 μL 2×SYBR 

Premix Ex Taq, 0.4 μL 50×ROX Reference Dye, 

4 μL 稀释的 cDNA 模板 , 0.4 μL 正反向引物

(10 μmol/L)以及 4.8 μL ddH2O。qRT-PCR 反应程

序为: 95 ℃, 30 s; 40 个循环(95 ℃, 5 s; 60 ℃, 

35 s)。利用 2–ΔΔC
T 方法[30]计算基因的相对表达量。 

 

表 1  本研究使用的引物序列 

Tab. 1  Primer sequences used in this study 

基因 ID 
gene ID 

基因名称 
gene name 

引物序列(5′–3′) 
primer sequence (5′–3′) 

扩增片段长度/bp 
fragment length 

PCR-F: ATGTCTACGAAGAAAGAAACAAAGCC 

PCR-R: TCACTGGGTGGGGTAGCTC 
918 

qRT-PCR-F: GCCGGGGATATGTGTGTCTC 

Cluster-8657.42971 Dmrt1 

qRT-PCR-R: TTATAGGGCGTCCTCGGGTA 

164 

qRT-PCR-F: CTGAAGTCAGCATTTTCCCCGATC Cluster-8657.4824 Dmrt4 

qRT-PCR-R: CAGGTGGATAGGGCATGGCTAGTAG 

106 

qRT-PCR-F: AGAACTCACAAGCCACAA Cluster-8657.22125 Sox7 
qRT-PCR-R: GATGAAGACGAGGAAGACT 

106 

qRT-PCR-F: TGCTATGTCAACCTCCAG Cluster-8657.27993 Sox11 
qRT-PCR-R: ATGTCCAACCACTCATTCT 

102 

qRT-PCR-F: ACCAAGGATATGAAAAAGCCAACGA Cluster-8657.42818 Wnt4 
qRT-PCR-R: GCCGTAACTGTCCTTCTTGCACTG 

132 

qRT-PCR-F: TCAAGTAGGCGACATAGTT Cluster-8657.19471 GATA-1 
qRT-PCR-R: CTTTGTGATGGCAGTAGC 

139 

qRT-PCR-F: CTCGGAGGTGGATTCAATA Contig1220.9 GATA-3 
qRT-PCR-R: TGTCGTCGTAGATAAGTTCA 

123 

qRT-PCR-F: ATTCAAGGCCACTGCGAAAC Cluster-8657.29825 Vg 

qRT-PCR-R: TGTTGCCTTGTGGGATCAAGA 

120 

qRT-PCR-F: AGGACATTACCGAACCAGCG Cluster-8657.17748 β-catenin 
qRT-PCR-R: TAGACCGTAGTGGAGACGCA 

101 

qRT-PCR-F: GAAATTCGAGCATTGGTGGCAG Cluster-8306.81811 Fem-1 
qRT-PCR-R: GCGCTGGTAGTGAGAAGAACGAG 

150 

qRT-PCR-F: TGAACGCAACAAGAAAGGATGGC Cluster-8657.14582 FoxL2 
qRT-PCR-R: GTCGGCAAAAAGGGGTTTAGGAA 

164 

qRT-PCR-F: CCTTTGCCCCATCTCAACTGTC Cluster-8657.28347 ef-1α 
qRT-PCR-R: CAGCAACGTTTCCTCTCTTCAATTC 

144 

  

1.6  RNA 干扰分析 

实验用小干扰 RNA (small interfering RNA, 

siRNA)利用 T7 启动子体外转录试剂盒(TaKaRa, 

日本)按照其说明书进行合成和纯化。AiDmrt1- 

siRNA 序列(5′-GGCAACCUUGUUAUCGAUA-3′)

合成的 siRNA 用来沉默 AiDmrt1 基因的表达。将

上述 siRNA 随机打乱顺序获得阴性对照 AiDmrt1- 

random-siRNA 序 列 (5′-AGUGUCAACUGUAU-

CCAUG-3′)。合成的 siRNAs 纯化后溶于 siRNA

缓冲液(50 mmol/L Tris–HCl, 100 mmol/L NaCl, pH 

7.5), 利用 1.0%琼脂糖凝胶电泳和 Nanodrop 2000 

(Thermo Scientific, 美国)检测 siRNA 的片段完整
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性和浓度。 

RNAi 实 验 具 体 操 作 如 下 : 利 用 注 射 器 将

15 μL AiDmrt1-siRNA (30 μg)或 AiDmrt1-random- 

siRNA (30 μg)注入海湾扇贝(24.59 g±5.08 g)围心

腔中; 在第一次注射后的 24 h 和 48 h, 以同样方

法再次给海湾扇贝注射 30 μg 的 AiDmrt1-siRNA

或 AiDmrt1-random-siRNA。同时, 给海湾扇贝注

射相同体积的 PBS 作为阳性对照。在第 3 次注射

后的 24 h、48 h 和 72 h, 每个处理组随机解剖 5 只

海湾扇贝取卵巢和精巢, 液氮速冻后–80 ℃保存待

用。利用 qRT-PCR 检测 AiDmrt1 基因在实验海湾扇

贝卵巢和精巢中的表达, 用于分析 siRNA 的干扰效

率。RNAi 实验的每个处理组设 4 个生物学重复。 

1.7  敲降 AiDmrt1 基因表达后其他性别相关基

因的表达模式 

敲降 AiDmrt1 基因的表达后, 利用 qRT-PCR

检测了 10 个性腺发育相关基因在海湾扇贝性腺

中的表达模式, 这些基因包括精巢发育相关基因

Dmrt4、Sox7、Sox11 和 Fem-1(Ferminazatione-1), 

以及卵巢发育相关基因 Wnt4 (Wingless-type MMTV 

integration site family)、GATA-1 (GATA zinc finger 

domain-containing protein 1)、GATA-3、FoxL2、

β-catenin 和 Vg (Vitellogenin)。用于 qRT-PCR 分

析的基因特异性引物见表 1, 延伸因子 ef-1α 作为

内参基因。 

1.8  统计分析 

利用 SPSS 16.0 软件对实验数据进行统计学

分析, 数据以平均值±标准差( x ±SD)表示, 采用

单因素方差(one-way ANOVA)和 Duncan’s 法分析

数据间的差异显著性, P<0.05 (*)和 P<0.01 (**)分

别表示数据间存在显著和极显著差异。 

2  结果与分析 

2.1  海湾扇贝 AiDmrt1 的序列特征 

生物信息学分析结果如图 1 所示, 海湾扇贝

Dmrt1 基因的 mRNA 由 3 个外显子组成, 长度分

别为 259 bp、212 bp 和 463 bp。AiDmrt1 的 cDNA

序列包含一段 132 bp 的 5′非编码区(untranslated 

region, UTR), 一段 230 bp 的 3′ UTR, 以及一段长

度为 918 bp 的 ORF, 编码 305 个氨基酸。结构域

预测结果显示, AiDmrt1 的 DM 结构域为第 17~70

个氨基酸。 

 

 
 

图 1  海湾扇贝 Dmrt1 基因结构框架图 

gDNA、mRNA 和 cDNA 中各元件上的数字代表核苷酸个数(bp). 

Fig. 1  Schematic structures of Dmrt1 in Argopecten irradians irradians 
The numbers on different elements in gDNA, mRNA and cDNA represent the nucleotide number (bp). 

  

将海湾扇贝 DM 结构域与已报道的其他物种

DM 结构域进行多序列比对, 结果如图 2 所示, 海

湾 扇 贝 DM 结 构 域 与 栉 孔 扇 贝 和 虾 夷 扇 贝

(Mizuhopecten yessoensis)的 DM 结构域同源性最

高, 均达到 98%。此外, 海湾扇贝与斑马鱼(Danio 

rerio) 、 中 华 鳖 (Trionyx sinensis) 、 原 鸡 (Gallus 

gallus)和小鼠(Mus musculus)的 DM 结构域的同源

性均为 58%, 但与三疣梭子蟹(Portunus trituber-

culatus) DM 结构域的同源性较低, 仅为 42%。 

利用不同动物门 18 个 Dmrt1 的蛋白序列构建

NJ 进化树, 如图 3 所示, 进化树的拓扑结构明显

分为 2 个大分支。海湾扇贝 Dmrt1 首先与紫扇贝 
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图 2  不同物种 Dmrt1 中 DM 结构域的多序列比对 

预测的锌指结构以红色框(SnF1)和绿色框(SnF2)表示. 

Fig. 2  Multiple sequence alignment of the DM domain in Dmrt1 from different species 
The predicted zinc finger domains are shown in red (SnF1) and green (SnF2) boxes. 

 

 
 

图 3  不同物种 Dmrt1 蛋白的系统进化分析 

利用 MEGA 7.0 软件构建 NJ 进化树, bootstrap 值设为 1000, 代表进化关系远近的数值在树枝上表示,  

海湾扇贝 AiDmrt1 以黑三角标注. 

Fig. 3  Phylogenetic analysis of Dmrt1 proteins from different species 
Neighbor-joining tree was constructed with MEGA 7.0 software. A bootstrap analysis of 1000 replications was  

carried out on the tree; the values are shown at each branch of the tree. AiDmrt1 from  
Argopecten irradians irradians is marked with the black triangle. 

  

聚在一起, Argopecten 属扇贝 Dmrt1 明显聚为一支, 

然后再与其他海洋无脊椎动物的 Dmrt1 聚类。哺

乳动物、鸟类、爬行动物和鱼类的 Dmrt1 聚为脊

椎动物的大分支。 

2.2  海湾扇贝 AiDmrt1 基因组织特异性分布 

组织特异性表达结果如图 4 所示, AiDmrt1 基

因在海湾扇贝精巢中特异性高表达(P˂0.01), 在

其他检测的组织(卵巢、外套膜、鳃、肝胰腺和闭

壳肌)中表达量极低, 可认为不表达。 

 

2.3  海湾扇贝 AiDmrt1 在不同发育时期性腺中

的表达模式 

AiDmrt1 在海湾扇贝不同发育时期性腺中的

表达模式如图 5 所示, AiDmrt1 在精巢中的表达量

极显著高于相同发育时期的卵巢(P˂0.01)。此外, 

AiDmrt1 在精巢不同发育时期的表达量均存在

显 著 差 异 (P˂0.05), 表 现 为 在 精 巢 的 生 长 期 表

达量最高 , 在精巢的成熟期、休止期和增殖期依

次递减。  
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图 4  海湾扇贝 AiDmrt1 基因的组织特异性表达 

*代表数据间存在显著差异(* P<0.05, ** P<0.01). 

Fig. 4  Tissue specific expression of AiDmrt1 in Argopecten 
irradians irradians 

The statistically differences are represented with asterisk  
(* P<0.05, ** P<0.01). 

 

 
 

图 5  海湾扇贝 AiDmrt1 基因在不同发育 

时期性腺中的表达模式 

不同字母表示不同数据间存在显著性差异(P<0.05). 

Fig. 5  The expression patterns of AiDmrt1 in Argopecten 
irradians irradians gonads at different developmental stages 

Different letters indicate that there are significant  
differences between different data (P<0.05). 

 

2.4  海湾扇贝 AiDmrt1 在胚胎和幼虫不同发育

时期的表达模式 

将 AiDmrt1 在受精卵中的表达水平设为对照

进行数据分析, 结果如图 6 所示, AiDmrt1 在囊胚

期之前恒定表达 , 其表达量在原肠期显著升高

(P<0.05)并达峰值, 随后 AiDmrt1 的表达量逐渐下

降并在眼点幼虫期恢复至在受精卵中的表达水平。 

2.5  海湾扇贝 AiDmrt1-siRNA 的干扰效率 

合成的 siRNA 对海湾扇贝精巢中 AiDmrt1 基

因 的 干 扰 效 率 见 图 7 。 与 对 照 组 相 比 ,  注 射

AiDmrt1-siRNA 干扰 48 h 和 72 h 可极显著抑制  

 
 

图 6  海湾扇贝 AiDmrt1 在胚胎和幼虫 

不同发育时期中的表达模式 

Bs: 囊胚期, Cs: 卵裂期, D-larvae: D 型幼虫,  

E-larvae: 眼点幼虫. Fe: 受精卵, Gs: 原肠期;  

*代表数据间存在显著差异(* P<0.05, ** P<0.01). 

Fig. 6  The expression patterns of AiDmrt1 in Argopecten  
irradians irradians during different embryonic and  

larval development stages 
Bs: blastula stage, Cs: cleavage stage, D-larvae: D-larvae stage, 
E-larvae: eyespot-larvae stage, Fe: fertilized eggs, Gs: gastrula 

stage. The statistically differences are represented with  
asterisk (* P<0.05, ** P<0.01). 

 

 
 

图 7  siRNA 对海湾扇贝精巢中 AiDmrt1 的干扰效率 

Control 代表注射 PBS 的阳性对照组, random-siRNA 代表

注射 random-siRNA 的阴性对照组, AiDmrt1-siRNA 为 

实验组. *代表数据间存在显著差异 

(* P<0.05, ** P<0.01). 
Fig. 7  The silencing efficiency of siRNA on AiDmrt1  

in testis of Argopecten irradians irradians 
Control represents positive control group after PBS  

injection, Random-siRNA represents negative control  
group after random-siRNA injection and AiDmrt1-siRNA  

is injection group. The statistically differences  
were represented with asterisk  

(* P<0.05, ** P<0.01). 
 

AiDmrt1 基因的表达 (P<0.01), 干扰效率分别为

43.6%和 60.7%。因此, 选择注射 AiDmrt1-siRNA
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干扰 72 h 作为敲降 AiDmrt1 基因的最适时间, 用

于进行后续实验分析。 

2.6  敲降 AiDmrt1 表达后性腺分化相关基因的

表达 

敲降 AiDmrt1 表达后, 海湾扇贝精巢中性腺

发育相关基因的表达模式如图 8 所示, 精巢发育

相关基因 Sox7、Sox11 和 Fem-1 的表达显著或极

显著上调(P<0.05 或 P<0.01), 而 Dmrt4 的表达受到

显著抑制(P<0.05); 卵巢发育相关基因 GATA-3、

GATA-1、Wnt4、FoxL2 和 β-catenin 表达均显著或

极显著上调(P<0.05 或 P<0.01), Vg 的表达虽无显

著差异但呈现上调表达的趋势。 
 

 
 

图 8  敲降 AiDmrt1 表达后精巢中性腺发育 

相关基因的表达分析 

*代表数据间存在显著差异(*P<0.05; **P<0.01). 

Fig. 8  Expression analysis of gonad development-related 
genes in the AiDmrt1-knockdown testis 

The statistically differences are represented with asterisk  
(* P<0.05, ** P<0.01). 

3  讨论 

雌雄异体的贝类中经常发现有雌雄同体或性

逆转的个体, 但雌雄同体的贝中尚未发现有雌雄

异体的个体, 二者性别决定或性腺分化的调控机

制尚待深入研究。与雌雄异体的贝类相比, 雌雄

同体的贝类性别或性腺分化相关基因的研究起步

晚、基础薄弱。本研究分析了雌雄同体型海湾扇

贝 AiDmrt1 基因的序列特征, 检测到 AiDmrt1 在

精巢中特异性表达, 具有明显的性别二态性表达

特征, 并在精巢发育至生长期(精子发生期)时表

达水平显著升高。AiDmrt1 在海湾扇贝胚胎和幼

虫发育各个阶段均有表达, 并在原肠胚时期表达

量达到峰值。此外, 利用 RNAi 技术敲降 AiDmrt1

的表达水平可显著影响精巢发育相关基因的表达, 

且卵巢发育相关基因的表达量显著升高, 初步确定

AiDmrt1 参与调控海湾扇贝性腺发育和分化。 

海湾扇贝 AiDmrt1 的转录本由 3 个外显子拼

接而成 , 在海湾扇贝精巢转录组中仅发现 1 条

Dmrt1 转录本, 未发生可变剪接现象, 这与栉孔

扇贝 Dmrt1 的序列特征极为一致[24]。然而, 鱼类

的 Dmrt1 基因往往存在可变剪接现象, 可产生多

条 Dmrt1 转录本[31-32]。推测的 AiDmrt1 蛋白有一

段含 54 个氨基酸序列的 DM 结构域, 与栉孔扇贝

和虾夷扇贝 Dmrt1 基因 DM 结构域的同源性高达

98%, 且在其 DM 结构域内均包含一段保守的

“C2H2C4”锌指结构。研究认为 DM 结构域中保守

的锌指蛋白与受控基因的启动子序列结合以调节

下游目的基因的表达, 继而调控精巢的发育[33]。

此外 , AiDmrt1 与已报道的 Argopecten 属扇贝

Dmrt1 明显聚为一支 , 说明 AiDmrt1 属于贝类

Dmrt1 基因家族成员。 

在大多数雌雄异体的鱼类中, Dmrt1 基因主

要在精巢中特异性表达[32,34-35]。在雌雄同体的鱼

类 中 , 卵 巢 先 成 熟 的 鱼 如 金 头 鲷 (Sparus aura-

tus)[36]由卵巢转化为精巢过程中, Dmrt1 基因表达

水平明显升高, 而精巢先成熟的鱼如点带石斑鱼

(Epinephlus coioides)[37]由精巢转化为卵巢过程中, 

Dmrt1 基 因 表 达 水 平 明 显 下 降 。 本 研 究 中 , 

AiDmrt1 在精巢中特异性表达, 在卵巢、鳃、外套

膜、肝胰腺和闭壳肌中微量表达, 表明 AiDmrt1

主要在海湾扇贝精巢中合成并发挥作用, 而其他

组织中分布的 AiDmrt1 可能是由血窦渗透而来。

栉孔扇贝(存在一定比例的雌雄同体) CfDmrt1 的

组织分布特征与本研究结果相似, 半定量结果显

示 CfDmrt1 在精巢中特异表达, qRT-PCR 结果表

明 CfDmrt1 在卵巢中微量表达[24]。雌雄异体的耳

鲍(Haliotis asinine) HaDmrt1 也在精巢中特异性

表达[27]。但三角帆蚌(Hyriopsis cumingii) HcDmrt1

在成体组织中广泛分布, 且 HcDmrt1 在雄性的性

腺、外套膜和斧足中的表达水平显著高于雌性[23]。

综上, Dmrt1 在雌雄异体和雌雄同体动物中的组
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织分布特征存在一定的差异, 但总体表现为精巢

特异性表达的特点, 表明 Dmrt1 基因在不同物种

性别决定和精巢分化中的作用是非常保守的。 

大量研究表明, 很多动物 Dmrt1 基因表达具

有性别二态性, 即在动物精巢中特异性表达或在

精巢中的表达水平显著高于卵巢[38-41]。本研究中, 

AiDmrt1 在相同发育时期精巢中的表达量远高于

卵巢, 具有明显的性别二态性特征。此外, Dmrt1

基因性别二态表达性特征在栉孔扇贝和虾夷扇贝

中也得以确证[12,24], 表明不同物种中 Dmrt1 表达

的性别二态性特征具有很高的保守性。在海湾扇

贝精巢发育过程中, AiDmrt1 的表达量呈先升高

后下降的趋势, 并在生长期达到峰值。与本研究

结果类似, 栉孔扇贝 CfDmrt1 在精巢发育至生长

期时表达水平最高[24]。双壳贝类精巢生长期(II 期)

滤泡壁上精原细胞快速分化并分裂增殖, 此时精

巢滤泡中精原细胞和精母细胞大量存在, 处于活

跃的精子发生期[42]。AiDmrt1 在海湾扇贝精巢生

长期特异性高表达提示, AiDmrt1 参与调控精巢

发育和精子发生过程。类似的研究结果在鱼类中

也得到了证实[38,43]。 

合子基因组激活前 , 母源基因产物(mRNAs

和蛋白质)几乎调控动物早期胚胎发育的所有方

面[44]。随着胚胎的发育, 母源基因产物逐渐降解

而合子基因转录激活, 即母源合子转化(maternal- 

to-zygotic transition)[45]。本研究中, AiDmrt1 的表

达量在囊胚期之前恒定表达, 而在原肠期显著升

高, 一方面说明海湾扇贝的合子基因组在原肠期

已经激活, 另一方面暗示海湾扇贝的原始生殖细

胞可能最早出现在原肠期。因为早有研究表明 , 

硬骨鱼的原始生殖细胞(primordial germ cells)最

早发现于原肠胚时期[46-47]。 

Sox (sry-type HMG box)是一类包含 HMG- 

box 保守基序的转录因子, 在脊椎动物精巢决定

和雄性育性维持中发挥重要作用[48]。Fem-1 基因

不但参与调控雄性性别决定, 而且对雄性和雌雄

同体动物雄性生殖细胞的产生具有调控作用[49]。

转录因子 GATA 家族成员具有保守的锌指结构, 

除参与造血细胞的发育和分化外, 与动物卵巢发

育相关雌激素的合成有关[50]。Wnt4 是调节 WNT 

/β-catenin 信号通路的关键分子, 在哺乳动物卵巢

发育和分化过程中发挥重要作用[51]。为进一步研

究 AiDmrt1 在海湾扇贝性腺发育中的调控作用, 

利用 RNAi 技术敲降 AiDmrt1 的表达水平显著影

响 海 湾 扇 贝 精 巢 发 育 相 关 基 因 (Sox7、 Sox11、

Fem-1 和 Dmrt4)的表达 , 而卵巢发育相关基因

(GATA-3、GATA-1、Wnt4、FoxL2、β-catenin)表达

均显著上调。与本研究结果相似, 在尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus) Dmrt1 基因缺陷的精巢中, 

FoxL2 等卵巢发育相关基因的表达上调[52]。此外, 

Dmrt1 基因突变可导致青鳉(Oryzias latipes) 精巢

向卵巢型分化[53]。综上, 本研究可以确定 AiDmrt1

基因在海湾扇贝性腺的发育与分化过程中发挥

作用。  
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Abstract: In mammals and birds, sex is mainly determined by master sex-determination genes on sex chromo-
somes, which are essential genetic switches controlling sex determination and gonadal differentiation. The 
sex-determination genes, such as Sry (Sex-determining region Y), Dmrt1 (Doublesex and Mab-3 related transcrip-
tion factor 1) and DM-W (W-linked DM-domain) genes, are highly conserved in higher vertebrates. In lower ver-
tebrates such as teleost fishes, sex determination can be divided into three categories: genetic sex determination, 
environmental sex determination and combination of the both. Until now, Dmy/Dmrt1bY (the DM-domain gene on 
the Y chromosome), Sox3Y (Sry-related high-mobility group box transcription factor 3 on Y chromosome) and 
GsdfY (gonadal soma derived growth factor on the Y chromosome) have been identified as Sex-determination 
genes in fishes. In invertebrates, DM domain-containing genes, such as the Dsx, (doublesex) gene first isolated in 
Drosophila melanogaster, which was differentially spliced between males and females, are found to be involved in 
regulating the differentiation of sex-specific cell types. Dmrt1 and other DM-domain containing genes seem to be 
the major sex-determination genes across metazoan animals. Molluscan reproduction has been an interesting issue 
in biological research owing to the diverse reproduction strategies evolved in this phylum. In bivalve molluscs, 
most are dioecism, and some are lifelong hermaphroditic (e.g., bay scallop), and yet some are capable of sex re-
versal (e.g., Pacific oyster). In addition, the sex of many dioecious bivalves, such as Pinctada fucata and Chlamys 
nobilis, is not stable and often shows hermaphroditism and sexual reversal. As the importance of sex control in 
commercial bivalve breeding is concerned, further studies on molecular mechanisms of sex determination and 
gonad differentiation in molluscs are definitely warranted. To date, there is no clear evidence for the existence of 
sex chromosomes in bivalves, and whether their sex is controlled by a major gene or multiple genes is still incon-
clusive. Although some research has been conducted in different bivalves, most have focused on genes homolo-
gous to key sex-related genes in model species. For instance, some male-determining genes, including Dmrt, SoxE 
(Sry-box E), SoxH and Dsx, as well as female-determining genes, including β-catenin, Wnt4 (Wingless-type 
MMTV integration site family), FoxL2 (forkhead box transcription factor) and its natural antisense transcript 
FoxL2os, have been reported in some bivalves. Furthermore, genome-wide studies on sex-determining pathways in 
molluscs are rare due to lack of reference genomes. Dmrt1 is an evolutionarily conserved gene playing vital roles 
in sex determination from lower vertebrates to mammals. The cDNA sequences of Dmrt1 were obtained from Ar-
gopecten irradians irradians by PCR and bioinformatics methods. The expression patterns of AiDmrt1 in different 
tissues and at different gonadal, embryonic and larval developmental stages were determined by quantitative 
real-time PCR. Furthermore, the expression characteristics of gonad development-related genes were detected in 
the AiDmrt1-knockdown testis combined with RNA interference (RNAi) technique. Results showed that the open 
reading frame of AiDmrt1 was 918 bp encoding 305 amino acids, and the deduced amino acid sequence contained 
a conserved DM domain. The mRNAs of AiDmrt1 were specifically expressed in testis, reaching a peak value in 
the testis at growing stage. Compared with fertilized eggs stage, no significant difference in expression levels of 
AiDmrt1 was observed before the blastula stage, while the expression levels increased significantly at the gastrula 
stage. When AiDmrt1 was knocked down, testis development-related genes (Sox7 and Sox11) were significantly 
up-regulated while the expression of Dmrt4 was found to be down-regulated. However, the expression of ovary 
development-related genes (FoxL2, Wnt4, β-catenin, GATA-1 and GATA-3) was up-regulated significantly. These 
findings suggested that AiDmrt1 was a testis-specific gene in A. irradians irradians, which was involved in regu-
lation of gonadal development and differentiation in the bay scallop. 
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