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摘要：DMRT家族是一类转录因子，在性别决定与分化、器官形成等早期胚胎发育中起重要的作用。本研究采用简并

PCR扩增和cDNA 末端快速扩增技术（RACE），从栉孔扇贝（Chlamys farreri）精巢中克隆得到1个全长为2 312 bp的dmrt 

cDNA序列，其开放阅读框（Open reading frame，ORF）1 110 bp，编码369个氨基酸，具有dmrt基因家族共有的DM保守结

构域。同源比对和系统进化分析结果显示，其为Cf-dmrt4-like基因。半定量RT-PCR结果显示，该基因从受精卵至匍匐

幼虫各发育时期均有表达，卵裂期表达量较高；在雄性成体的鳃和精巢以及雌性成体的外套膜、鳃、肾和闭壳肌中表达，

但卵巢中未见表达。qRT-PCR检测不同发育时期的精卵巢，以成熟期精巢表达量最高。由此推测，栉孔扇贝Cf-dmrt4-

like基因参与个体的早期发育，并在两性成体中发挥着不同的作用。［中国水产科学，2010，17（5）：930-940］
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Dmrt （Doublesex and mab-3 related transcription 

factor） 家族是近年来发现的一个与发育相关的基因

家族。该基因家族的一些成员在多细胞动物的性别

分化以及早期发育中发挥着重要的作用［1-2］。该家

族基因最早是在线虫的mab-3基因［3］ 和果蝇的dsx基

因［4］中发现，其共有1个具有DNA结合能力的DM保

守结构域。随后在人［5］、小鼠［6］、鱼类［7-11］、沼泽鳄

（Crocodylus palustris）［12］、皱 皮 蛙（Rana rugosa）［13］、赤

子爱胜蚓（Eisenial foeasa）［14］、马氏珠母贝（Pinctada 

matensii）［15］中获得dmrt基因。目前已报道了10多

个dmrt家族基因，但其功能方面的研究报道较少，其

中有些基因与性腺发育或性别分化有关［1］。如青鳉

（Oryzias latipes）的DMY（dmrt1bY）基因位于Y染色体的

雄性性别决定区，具有性别决定基因的所有特征，认

为是青鳉性别决定基因的候选者，迄今为止在其他鱼

类中还没有克隆到类似的基因［16］；dmrt1和dmrt2基

因在人、小鼠和沼泽鳄的生殖嵴形成过程和成体精巢

中表达，人的dmrt1基因位于9号染色体上，它的缺失

与XY性反转密切相关［5-6，12］； dmrt3在日本红鳍东方

鲀（Takifugu rubripes）的精巢［17］、小鼠胚胎期性腺和成

体精巢中［6］高表达。dmrt4是一个广泛参与性腺和

其他组织器官发育的基因，在小鼠胚胎期的组织和器

官［6］，奥尼罗非鱼（Oreochromis aurea）的脑［7］，青鳉的

眼、鳃、肾、嗅觉系统和性腺［18］，日本红鳍东方鲀的脾、

性腺［17］以及非洲爪蟾（Xenopus laevis）的嗅觉和神经

系统［19］的发育中广泛表达。其中在日本红鳍东方鲀、

青鳉精巢中的表达量高于卵巢［17-18］，但在小鼠胚胎

期的精卵巢中同等水平表达［6］，奥尼罗非鱼和尼罗罗

非鱼（O. niloticus）的dmrt4只在卵巢中表达［7，9］。dmrt5

在日本红鳍东方鲀的脾、小鼠的脑以及两性性腺中表

达，且在卵巢中的表达高于精巢［6，17］；dmrt7在小鼠雌

性胚胎期性腺、成体卵巢中高表达［6］。
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贝类dmrt家族基因的研究目前仅有少量报道，

如于非非等［15］克隆了马氏珠母贝的dmrt基因； Naimi

等［2］报 道 了 太 平 洋 牡 蛎（Crassostrea gigas）的DMl

（DMRT-like）基因在幼贝、成体性腺和组织中的表达，

发现在精巢中的表达明显高于卵巢；目前还未见关

于栉孔扇贝（Chlamys farreri）性别分化与性腺发育相

关dmrt基因的研究报道。栉孔扇贝隶属软体动物

门（Mollusca）、瓣鳃纲（Lamellibranchia），其肉鲜味美、

营养丰富，是中国山东半岛、辽宁大连北部沿海地区

贝类养殖的主要品种之一，具有较高的经济价值［20］。

本研究克隆了栉孔扇贝的Cf-dmrt4-like基因的全长

cDNA序列，并进一步对其时空表达特征以及两性性

腺发育周期中的表达水平差异进行了分析，为贝类

性别分化和性腺发育机制的研究提供学术依据。

1  材料与方法

1.1 材料

实验所用栉孔扇贝购自青岛水产批发市场。选

择健康的雌雄个体，解剖并获取性腺、闭壳肌、外套

膜、鳃、肾、肝胰腺等组织。分别剪成约0.2 cm3 的组

织块，液氮中速冻后，存于- 80℃冰箱备用。

栉孔扇贝各期胚胎和幼虫为本实验室培养。

亲贝取自海阳育苗场，采用阴干（15 ℃，1 h）升温

（18 ℃）充气的方法诱导生殖细胞排放。按照精卵

数量8︰1的比例进行人工授精。受精30 min后洗卵

2次，20 ℃培养，48 h后适量充气和投喂等鞭金藻。

定期收集各期胚胎、幼虫，于液氮速冻后，- 80 ℃冰

箱保存备用。

实验所用Hae III 内切酶、r-Taq DNA聚合酶、

pMD18-T克隆载体购自大连宝生物公司、SMARTTM 

RACE cDNA扩增试剂盒购自Clontech 公司。M-MLV 

反 转录 酶、dNTP购自 Promega 公 司。SYBR Green 

Master 荧光定量PCR试剂盒购自Roche公司。

1.2 总RNA的提取和cDNA第一链的合成

取上述栉孔扇贝性腺等组织，按照分子克隆

实验指南［21］的方法提取总RNA，所有的RNA样本

均用 RNA-free DNase I消化，纯化后的RNA经琼脂

糖凝胶电泳和紫外分光光度仪检测其质量后，参

考M-MLV反转录试剂盒说明将总RNA反转录为

cDNA，- 20℃保存。

1.3 基因全长cDNA序列的获得

根 据 斑 马 鱼、青 鳉、奥 尼 罗 非 鱼、小鼠、人 的

dmrt1基因的cDNA序列及氨基酸序列，在DM保守

结构域内设计1对简并引物P1 和P2（表1），以栉孔

扇贝成熟期精巢的cDNA为模板，PCR扩增目的基

因片段。PCR反应体系为20 μL，循环参数为：94 ℃ 

5 min；94 ℃ 30 s，53 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，35个 循 环；

72 ℃ 10 min。PCR扩增产物经1.5% 琼脂糖凝胶检

测、回收后，与pMD18-T载体连接，并转化入大肠杆

菌DH5α感受态细胞中。阳性克隆的PCR产物经

Hae III酶切鉴定后送上海生工生物工程技术公司测

序，所得cDNA片段序列与GenBank核酸数据库中的

已知序列进行Blastx同源性分析。

根 据 已 获 得 的 栉 孔 扇 贝cDNA序 列 设 计3 ′

RACE引物P3以及5 ′ RACE引物P4和P5（表1）。按

照 SMARTTM RACE cDNA合成试剂盒的方法，从栉

孔扇贝成熟期精巢中分别扩增目的基因cDNA的3 ′

和5 ′端序列。循环参数为：68℃退火30 s，72℃延伸

2 min，其他程序同上。

1.4 目的基因核酸序列特征及氨基酸序列相似性

分析

用 NCBI中 的BLAST2软 件 将 获 得 的3 ′和5 ′

cDNA序列进行拼接，得到目的基因的全长cDNA

序列；用DNASTAR程序搜索开放阅读框并预测氨

基 酸 序 列。 采 用Clustalx1.83和MEGA3.1软 件，以

Bootstrap法根据不同物种的DMRT蛋白的氨基酸序

列进行进化树构建。

1.5 半定量RT-PCR分析

用1.2中的方法得到实验用cDNA模板，根据目

的 基 因 的 全 长cDNA序 列，设 计1对RT-PCR特 异

引物P6和P7（表1），以 栉 孔 扇贝β-actin基 因 序 列

（GenBank注册号AY335441）设计内参引物P8和P9

（表1）。PCR反应体系为20 μL，58 ℃退火30 s，72 ℃

延 伸 45 s，30个 循 环；β-actin的cDNA扩 增为23个
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循环，其他参数同1.3。实验重复2次。

1.6 相对定量qRT- PCR分析

依据组织学切片观察（图版I），分别取增殖期

（滤泡壁由单层生殖细胞组成）、生长期（精巢中滤泡

壁由多层细胞组成，滤泡腔明显；卵巢中卵母细胞多

附着于滤泡壁上，胞体大，呈倒梨型，滤泡腔明显）和

成熟期（滤泡腔内充满生殖细胞）的栉孔扇贝精巢和

卵巢组织各3个个体的样本，用1.2中的方法分别获

得它们的cDNA模板，依据1.4获得的cDNA全长序

列，设计1对qRT- PCR特异引物P10和P11（表1），依

据1.5中的栉孔扇贝β-actin基因序列设计1对内参

引物P12和P13（表1）。20 μL的PCR反应体系中含

有模板cDNA 1 μL，PCR Master mix 10 μL，RNAase- 

free H20 7 μL，上游和下游引物（2 μmol /L）各1 μL。

循环参数为：95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，40

个循环，扩增反应在ABI 7500 Real-time PCR仪中进

行。每个cDNA样品重复1次。

用 2-ΔΔCt 法计算目的基因mRNA的相对表达

量，计算中将雌性增殖期目的基因mRNA的表达量

设定为1，以 SPSS 13.0软件包中One-way ANOVA进

行显著性分析，Turkey法进行多重比较（P < 0.05为

显著水平），用Microsoft Office Excel作图。

表1　本实验所用引物序列
Tab. 1　Primer sequences used in the study

引物
Primer

序列（5 ′→ 3 ′） 
Sequence （5 ′→ 3 ′）

P1 AA（GA）GG（CATG）CA（CT）AA（GA）（AC）G（ACG）T（AT）CTG
P2 T（TC）（TC）TC（TC）TC（TC）TG（TGA）GC（TC）TG（TC）TG
P3 AACGCGTGATGGCGGCACAAGTAGCG
P4 GCCGCCATCACGCGTTGTCTTTCTGC
P5 GTCGTCCGGAGCCTCTCTGACCTTGC
P6 GCTGATTCTTCAAGGCTGTG
P7 TGAATGCCATGAAAGAGTCT
P8 ATGCCCTCCCTCACGCTAT
P9 GCCAGACTCGTCGTATTCCT

P10 GCTGATTCTTCAAGGCTGTGGC
P11 CCCAGTGTTATACCAGGGAATGC
P12 TTCTTGGGAATGGAATCTGC
P13 ATTGTGCTACCACCGGAAAG

2  结果与分析

2.1 目的基因全长cDNA序列特征

RACE扩增产物经纯化、克隆、测序和片段拼接，

得到目的基因的全长cDNA为2 312 bp （GenBank 注册

号为GQ995585），包括5 ′非编码区（Untranslated region，

UTR）179 bp，3 ′ UTR 1 023 bp且含32 bp的poly（A）尾，

开放阅读框（Open reading frame，ORF） 1 110 bp，含1个

ATG启动子和1个TGA终止子，编码369个氨基酸（图

1）。推导的氨基酸序列含有DMRT家族共有的DM

保守结构域（由54个氨基酸组成）、锌指结构（CCHC 

的Site I和HCCC 的Site II）和1个位于Site I锌指结构

内的核定位信号序列（Nuclear localization signal，NLS）

KGHKR （图2A）。在C端还有1个DMRT4和DMRT5蛋

白特有的DMA保守基序（由29个氨基酸组成）和7个

氨基酸（KSAFSPL/I）组成的短保守序列（图2B）。

2.2 序列比对及系统进化分析

选择哺乳类、两栖类、爬行类、鱼类和双壳贝

类等物种的DM保守结构域的氨基酸序列进行比

对（图2A），结果显示，DM保守结构域中LKGHKR、

RQRVMAAQVALRRQQ，Site I中的CCHC和Site II中

HCCC、第3位和5位的R、第6位的N和第8位的G以

及第32位的L，共33个氨基酸在不同进化地位的物

种中是相同的。 
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图1　栉孔扇贝Cf-dmrt4-like全长cDNA序列及推导的氨基酸序列
阴影部分分别为DM保守结构域和DMA保守基序，DM保守结构域中的锌指结构成员用黑框标出，单下划线为短保守序列，双下划线示起始密

码子ATG和终止密码子TGA.
Fig. 1　Nucleotide and deduced amino acid sequence of full-length Cf-dmrt4-like cDNA in Chlamys farreri

Conservative domain DM and conservative motif DMA are shaded. Members of zinc finger motif are boxed. A short conservative motif is underlined. Start 

codon ATG and stop codon TGA are double underlined.
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氨 基 酸 序 列分 析 显 示，该 基因DM保 守 结 构

域与太 平 洋 牡 蛎DMl的相似 性为100%，与小鼠、

山 地 麻 蜥（Eremias brenchley）、月 光 鱼（Xiphophorus 

maculates）和红鳍东方鲀DMRT4的相似性分别为

96%、96%、96%和98%；与小鼠、月光鱼和红鳍东方

鲀DMRT5的相似性均为96%，与小鼠其他DMRT的

相似性为70%～ 85%（图2A）。DMA氨基酸序列与

太平洋牡蛎DMl的相似性为82%，与小鼠DMRT4 和

DMRT5的相似性均为72%（图2B）。

核苷酸序列分析显示，该基因DM结构域与太

平洋牡蛎DMl的相似性为80%，与小鼠、月光鱼和红

鳍东方鲀DMRT4的相似性分别为78%、79%和80%；

与小鼠、月光鱼和红鳍东方鲀DMRT5的相似性分别

为74%、78%和80%（图2C）。

图2　DM结构域和DMA基序的序列比对
A图为DM结构域的氨基酸序列；B图为DMA结构域的氨基酸序列；C图为DM结构域的核苷酸序列；方框为栉孔扇贝dmrt4-like基因序列.

Fig. 2　Sequence alignment of DM domain and DMA motif
 A shows deduced amino acid sequences of DM domain. B shows deduced amino acid sequences of DMA motif. C shows nucleotide sequences of DM 

domain. Sequences of Chlamys farreri’s dmrt4-like are boxed. 

   Takifugu rubripes：红鳍东方鲀；Rana rugosa：皱皮蛙；human：人；mouse：小鼠；Eremias brenchley：山地麻蜥；Crassostrea gigas：太平洋牡蛎；

Chlamys farreri：栉孔扇贝；Xiphophorus maculatus：月光鱼； Lepidochelys olivacea：太平洋丽龟；Monopterus albus：黄鳝.

AB201461 Takifugu rubripes DMRT1
AB272609 Rana rugose DMRT1
BC040847 human DMRT1
NM015826 mouse DMRT1
NM145831 mouse DMRT2
NM177360 mouse DMRT3
AF542047 mouse DMRT4
AY145837 mouse DMRT5
AF542046 mouse DMRT7
DQ010120 Eremias brenchley DMRT4
EU046234 Crassotrea gigas DMl
GQ995585 Chlamys farreri DMRT4-like
AF350427 Xiphophorus maculates DMRT4
AB201464 Takifugu rubripes DMRT4
AB201465 Takifugu rubripes DMRT5
DQ335470 Xiphophorus maculates DMRT5

SiteⅠ SiteⅡ

GQ995585 Chlamys farreri DMRT4-like
EU046234 Crassotrea gigas DMl
AF542047 mouse DMRT4
AB201464 Takifugu rubripes DMRT4
AF350427 Xiphophorus maculates DMRT4
AY145837 mouse DMRT5
DQ335470 Xiphophorus maculates DMRT5
AB201461 Takifugu rubripes DMRT1
AB272609 Rana rugose DMRT1
AF335421 Lepidochelys olivacea DMRT1
AF421347 Monopterus albus DMRT1
BC040847 human DMRT1

DMA 短保守序列  Short conservative motif

GQ995585 Chlamys farreri dmrt4-like
EU046234 Crassotrea gigas DMl
AB201464 Takifugu rubripes dmrt4
AF350427 Xiphophorus maculates dmrt4
AF542047 mouse dmrt4
AB201465 Takifugu rubripes dmrt5
AY145837 mouse dmrt5
DQ335470 Xiphophorus maculates dmrt5

GQ995585 Chlamys farreri dmrt4-like
EU046234 Crassotrea gigas DMl
AB201464 Takifugu rubripes dmrt4
AF350427 Xiphophorus maculates dmrt4
AF542047 mouse dmrt4
AB201465 Takifugu rubripes dmrt5
AY145837 mouse dmrt5
DQ335470 Xiphophorus maculates dmrt5

GQ995585 Chlamys farreri dmrt4-like
EU046234 Crassotrea gigas DMl
AB201464 Takifugu rubripes dmrt4
AF350427 Xiphophorus maculates dmrt4
AF542047 mouse dmrt4
AB201465 Takifugu rubripes dmrt5
AY145837 mouse dmrt5
DQ335470 Xiphophorus maculates dmrt5

A

B

C
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图3　DMRT家族蛋白的系统进化分析
阴影示栉孔扇贝DMRT4-like.

Fig. 3　Phylogenetic analysis of DMRT family proteins
DMRT4-like of Chlamys farreri was shaded.

DMRT家族系统进化分析显示，根据本实验所

获栉孔扇贝目的基因推导的氨基酸序列与小鼠、山

地麻蜥、人、非洲爪蟾、鱼类的DMRT4、太平洋牡蛎

的DMl蛋白的氨基酸序列相似性最高，聚为一类；

人、小鼠、非洲爪蟾、鱼类的DMRT5聚为一类；欧非

肋突螈（Pleurodeles waltl）、小鼠、非洲爪蟾、沼泽鳄、

人、鱼类的DMRT1蛋白聚在一起；果蝇DSX和线虫

的MAB-3位于进化树的最下方（图3）。综合分析并

依据目前dmrt家族基因的分类原则，即与小鼠dmrt

基因DM结构域的相似性最高者而定名［14，22-23］，本

研究把获得的目的基因初步定名为Cf-dmrt4-like。

2.3 Cf-dmrt4-like基因的时空表达

半定量RT-PCR结果显示，Cfdmrt4-like mRNA在

胚胎发育各期和幼虫期均有表达，卵裂至囊胚期的表

达量较高，原肠胚期最低，之后在壳顶幼虫和匍匐幼

虫逐渐增高（图4）；在成体雌性各组织中较广泛表达，

以外套膜中的表达量最高，但肝胰腺和成熟期的卵巢

中未见表达（图5）；在雄性成体的鳃和成熟期的精巢

中表达，前者表达量较高（图6）；qRT-PCR 结果显示，

Cf-dmrt4-like mRNA在不同发育时期的精卵巢中均有

表达；在卵巢各发育时期的表达量均无显著性差异

（P > 0.05）；增殖期和生长期精巢的表达量亦无显著性
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DQ010120山地麻蜥DMRT4 Eremias brenchleyi DMRT4

AJ290654人DMRT4 Homo sapiens DMRT4

AY648303非洲爪蟾DMRT4 Xenopus laevis DMRT4

AB201464红鳍东方鲀DMRT4 Takifugu rubripes DMRT4

AF350424月光鱼DMRT4 Xiphophorus maculatus DMRT4

AB055958青鳉DMRT4 Oryzias latipes DMRT4

EU046234太平洋牡蛎DMI Crassostrea gigas DMI

GQ995585栉孔扇贝DMRT4-like Chlamys farreri DMRT4-like

AJ301580人DMRT5 Homo sapiens DMRT5

AY145837小鼠DMRT5 Mus musculus DMRT5

DQ335470月光鱼DMRT5 Xiphophorus maculatus DMRT5

DQ329358非洲爪蟾DMRT5 Xenopus laevis DMRT5

AB083691青鳉DMRT5 Oryzias latipes DMRT5

AB201465红鳍东方鲀DMRT5 Takifugu rubripes DMRT5

NM145831小鼠DMRT2 Mus musculus DMRT2

AF130729人DMRT2 Homo sapiens DMRT2

AB264329皱皮蛙DMRT2 Rana rugosa DMRT2

BR000192玻璃海鞘DMRT2 Ciona intestinalis DMRT2

EU555179石斑鱼DMRT1 Epinephelus merra DMRT1

EU561663鳕DMRT1 Gadus morhua DMRT1

NM001124269虹鳟DMRT1 Oncorhynchus mykiss DMRT1

NM205628斑马鱼DMRT1 Danio rerio DMRT1

EU526597沼泽鳄DMRT1 Crocodylus palustris DMRT1

AK313594人DMRT1 Homo sapiens DMRT1

AB201112非洲爪蟾DMRT1 Xenopus laevis DMRT1

NM015826小鼠DMRT1 Mus musculus DMRT1

DQ265802欧非肋突螈DMRT1 Pleurodeles waltl DMRT1

NM177360小鼠DMRT3 Mus musculus DMRT3

AB201463红鳍东方鲀DMRT3 Takifugu rubripes DMRT3

NM021240人DMRT3 Homo sapiens DMRT3

DQ010119山地麻蜥DMRT3 Eremias brenchleyi DMRT3

NM169202果蝇DSX Drosophila melanogaster DSX

NM182109线虫MAB-3 Caenorhabditis elegans MAB-3
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图4　Cf-dmrt4-like mRNA在栉孔扇贝胚胎和幼虫中的表达
M：DL 2000 分子量标准；1：水；2：匍匐幼虫；3：壳顶幼虫；4：原肠胚；5：囊胚；6：桑椹胚；7：8-16细胞；8：受精卵 

Fig. 4　Expression of Cf-dmrt4-like mRNA in embryos and larvae of Chlamys farreris analyzed by RT-PCR
M：DL 2000 marker；1：water；2：creeping larva；3：umbo larva；4：gastrula；5：blastula；6：morula；7：8-16 cells；8：fertilized egg.

图5　Cf-dmrt4-like mRNA在雌性栉孔扇贝组织中的表达
M：DL 2000 分子量标准；1：水；2：肝胰腺；3：肾；4：鳃；5：外套膜；6：闭壳肌；7：成熟期卵巢；8：成熟期精巢（对照）.

Fig. 5　Expression of Cf-dmrt4-like mRNA in tissues of female Chlamys farreris analyzed by RT-PCR
M：DL 2000 marker；1：water；2：hepatopancreas；3：kidney；4：gill；5：mantle；6：adductor muscle；7：ovary at mature stage；8：testis at mature stage （control）.

图6　Cf-dmrt4-like mRNA 在雄性栉孔扇贝组织中的表达
M：DL 2000 分子量标准；1：水；2：肝胰腺；3：肾；4：鳃；5：外套膜；6：闭壳肌；7：成熟期精巢.

Fig. 6　Expression of Cf-dmrt4-like mRNA in tissues of male Chlamys farreri analyzed by RT-PCR
M：DL 2000 marker；1：water；2：hepatopancreas；3：kidney；4：gill；5：mantle；6：adductor muscle；7：testis at mature stage.

差异（P > 0.05），但成熟期精巢的表达量显著高于增殖

期和生长期的精巢和各期的卵巢（P < 0.05，图7）。

3  讨论

Dmrt家族是一类在无脊椎和脊椎动物间皆保

守存在的性别决定和分化相关基因，其DM保守结

构域是DMRT家族基因的唯一共有特征，不同物种

的dmrt基因以及同一物种的不同dmrt基因在此结

构域以外的相似性一般很低，因此，大多数学者依

据该结构域序列与小鼠或人dmrt基因的相似性最

高者来划分其所属 ［14，22-23］。目前，在线虫中已获得

具有DM结构域的基因11个，脊椎动物也获得许多

dmrt基因，明显的聚为7类［1，22］，然而有关其功能方

面的研究报道较少，线虫的mab-3是1个性别调控基
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因，而其下游的mab-23是第2个性别发育调控基因；

而脊椎动物的dmrt1、 dmrt2、dmrt4、dmrt5参与胚胎

期性腺发育、成体性腺的功能维持以及在组织、器官

发育中发挥作用［1，22］。 

本实验从栉孔扇贝的精巢中获得1个全长为

2 312 bp的cDNA序列，氨基酸序列分析显示，其具

有DMRT家族共有的DM保守结构域，且在C端含有

dmrt4、dmrt5基因特有的DMA保守基序。其DM结

构域的核苷酸序列与小鼠dmrt4和dmrt5的相似性

分别为78%和74%；氨基酸序列与小鼠DMRT4和

DMRT5的相似性均为96%，而与小鼠其他DMRT的

相似性低于86%。系统进化分析表明，其氨基酸序

列与人、小鼠和鱼类等物种的DMRT4的同源性最

高，聚为一类。此外，该基因的表达特征与已报道

的dmrt4类似［17-18］，由此推断其为dmrt4基因。进一

步分析还发现它的NLS位于DM保守结构域的Site I

锌指结合位点内，类似于人、斑马鱼DM结构域中的

NLS序列，推测其DM结构域可能具有调控DNA转

录和蛋白质向细胞核转运的功能［24-25］。

本文首次报道了贝类dmrt基因的发育表达图

式。RT-PCR和原位杂交结果（另文发表）显示，栉

孔扇贝Cf-dmrt4-like mRNA在未受精卵、胚胎和幼虫

发育各期均有表达，其中8～ 16细胞期的表达量最

高，之后开始下降，原肠胚期达到最低，随后又逐渐

升高。这可能是8～ 16细胞期合子基因转录启动的

结果，但随着发育的进行，储存的母源mRNA已消耗

殆尽，而此时进行Cf-dmrt4-like mRNA合成的细胞数

量相对细胞总数的比例下降，故原肠胚期表现为Cf-

dmrt4-like mRNA降低。类似的表达方式也出现在

青鳉中［18］。说明dmrt4参与早期胚胎发育并在幼贝

发育中发挥着一定的作用。

栉孔扇贝的Cf-dmrt4-like mRNA也在成体性腺

中表达，且精巢中的表达量高于卵巢，以成熟期精巢

的表达量最高，几乎是卵巢成熟期的20倍，相似的

表达方式还有青鳉、日本红鳍东方鲀的dmrt4和太

平洋牡蛎的DMl基因，它们在成体精巢的表达高于

卵巢 ［2，17-18］；而小鼠dmrt4 mRNA 在胚胎期的两性

性腺中同等水平表达［6］；相反，奥尼罗非鱼和尼罗

罗非鱼的dmrt4仅在卵巢中检测到［7，9］。这些结果

表明dmrt4基因还参与动物已分化性腺的正常发育

和功能维持，但在不同的物种中表现不同。 

据报道dmrt4基因也在成体组织中广泛表达。

栉孔扇贝的Cf-dmrt4-like基因与太平洋牡蛎的DMl

基因均在两性个体的鳃和雌性外套膜、闭壳肌中表

达，且在鳃和外套膜中的表达量明显高于性腺的表

达量［2］。Dmrt4所体现的组织表达广泛性和性别中

的差异表达现象也出现在其他物种中，奥尼罗非鱼

的dmrt4在脑中表达，且雌性个体脑中的表达高于雄

性［7］，青鳉dmrt4在成体脑、嗅觉系统中表达［18］，日

本红鳍东方鲀的dmrt4基因在成体脾中表达［17］。这

图7　qRT-PCR分析 Cf-dmrt4-like 在栉孔扇贝不同发育周期性腺中的表达
        Fig. 7　Expression of Cf-dmrt4-like mRNA in Chlamys farreri’s gonad during developmental cycles analyzed by qRT-PCR
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暗示dmrt4还参与成体组织的功能维持，可能在鱼

类的神经系统、嗅觉系统和免疫系统以及贝类的呼

吸器官中发挥作用。有关Cf-dmrt4vlike在栉孔扇贝

性腺、组织发育等方面的作用将在RNAi干扰实验中

进行更深入的研究。
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Cloning，characterization and expression analysis of Cf-dmrt4-like 
gene in Chlamys farreri
FENG Zhengfu�1，2�，SHAO Mingyu�1�，SUN Dapeng�3�，ZHANG Zhifeng�1

（1. Key Laboratory of Marine Genetics and Breeding of Ministry of Education，Ocean University of China，Qingdao 266003，China；2. 
Qingdao Agricultural University，Qingdao 266103，China；3. Liaoning Ocean and Fisheries Science Research Institute，Liaoning Key 
Laboratory of Marine Fishery Molecular Biology，Dalian 116023，China）

Abstract：The dmrt genes encode a large family of transcription factors involved in sex determination，gonad 

differentiation，and organ formation during early development. The genes were first found in dsx of Drosophila 
melanogaster and mab-3 of Caenorhabditis elegans, and contain DM domain，a conservative DNA binding motif. In 

the present study，a complete cDNA of dmrt gene was cloned from testis of Chlamys farreri by using degenerate PCR 

and Rapid Amplification of cDNA End(RACE) methods. The full-length of dmrt cDNA is 2 312 bp，containing a 3 ′  

untranslated region（UTR） of 1 023 bp，a 5 ′ UTR of 179 bp，and an open reading frame（ORF） of 1 110 bp which 

encodes a peptide of 369 amino acids. The putative amino acid sequence shares the DM domain which is common to 

DMRT family. Phylogenetic tree revealed that the DMRT was clustered with DMRT4, and was most closely related 

to DMRT4. Therefore, it was named Cf-dmrt4-like gene. Cf-dmrt4-like mRNA was detected by RT-PCR in the 

developmental stages from fertilized eggs to creeping larva, during which high level expression occured at cleavage 

embryo stage. The Cf-dmrt4-like gene was also expressed in gill and testis of adult male, as well as in mantle, gill, 

kidney and adductor muscle of adult female, but not in ovary. The result of qRT-PCR during developmental cycles of 

both sexual gonads showed high expression of Cf-dmrt4-like gene in testis of mature stage. It could be concluded that 

Cf-dmrt4-like gene might be involved in early development of C. farreri, and takes on different functions in tissues 

and gonad development of both male and female. ［Journal of Fishery Sciences of China，2010，17（5）：930-940］

Key words：Chlamys farreri；dmrt gene；full-length cDNA；sequence characterization；tissue expression
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图版Ⅰ　栉孔扇贝不同发育时期性腺的组织学观察

A：精巢；B：卵巢；A1、B1：增殖期；A2、B2：生长期；A3、B3：成熟期；MO：成熟卵；Oc：卵母细胞；Og：卵原细胞；Sc：精母细胞；

Sg：精原细胞；St：精细胞；Sz：精子；标尺= 25 μm.

PlateⅠ　Histological observation on gonads of Chlamys farreri in different developmental phases
A：testis；B：ovary；A1，B1：proliferative stage；A2，B2：growing stage；A3，B3：mature stage；MO：mature ovum；Oc：oocyte；Og：

oogonium；Sc：spermatocyte；Sg：spermatogonium；St：spermatid；Sz：sperm；scale bar = 25 μm.
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