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摘　要：克隆了罗氏沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）含ＤＭ结构域的Ｄｓｘ基因（ＭｒｏＤｓｘ）部分序列，ＤＭ结构域
包含５个保守的半胱氨酸（Ｃｙｓｔｅｉｎｅ）和２个组氨酸（Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ），且与中国对虾（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）Ｄｓｘ
基因ＤＭ结构域具有７３％的相似性。荧光定量ＰＣＲ（ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＰＣＲ）结果显示：ＭｒｏＤｓｘ基因
仅在性腺中特异性表达，且在精巢中的表达量显著高于卵巢；在精巢发育早期（主要是精原细胞）高表达，随

着精巢的发育ＭｒｏＤｓｘ基因的表达量逐渐降低。原位杂交（Ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＩＳＨ）结果进一步显示：ＭｒｏＤｓｘ
转录本在精原细胞表达量高，在精母细胞以及精细胞中较弱，在成熟的精子中不表达，与荧光定量的结果一

致。基于对ＭｒｏＤｓｘ转录本的表达分析，推测ＭｒｏＤｓｘ可能参与罗氏沼虾精巢的发育过程。
关键词：罗氏沼虾；Ｄｏｕｂｌｅｓｅｘ；性腺发育
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　许多水产动物雌雄个体存在性别二态性现
象，雌雄个体形态差异显著，同样，调控性别决定

与分化的基因也存在性别二态性表达，尽管不同

物种性别决定基因在进化过程中存在差异［１］，具

有种的特异性，但 Ｄｏｕｂｌｅｓｅｘ（Ｄｓｘ）和 ｍａｂ３及其
相关基因Ｄｍｒｔ１是参与性别决定和分化的最保守
的 基 因［２４］。Ｄｓｘ首 先 在 果 蝇 （Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ
ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）中发现［５］，随后在许多其他昆虫研

究中相继报道。Ｄｓｘ编码的蛋白具有一个独特的
且高度保守的结构基序，称之为 ＤＭ结构域，ＤＭ
结构域中的锌指结构包含 ６个半胱氨酸
（Ｃｙｓｔｅｉｎｅ）和２个组氨酸（Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ），与 Ｚｎ原子
形成２个结合位点（ＣＣＨＣ，ＨＣＣＣ），ＤＭ结构域羧
基端无序尾部有一个可识别 ＤＮＡ的 α螺旋，通
过它与特定的ＤＮＡ序列结合调控下游基因的表
达发挥Ｄｍｒｔ基因功能［６７］。

昆虫 Ｄｓｘ位于性别决定通路 Ｓｅｘｌｅｔｈａｌ
（Ｓｘｌ）、Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ（Ｔｒａ）、Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ２（Ｔｒａ２）和
Ｄｏｕｂｌｅｓｅｘ（Ｄｓｘ）的下游，在早期发育中调控性别分
化［８９］。作为下游转录因子，Ｄｓｘ基因受 Ｔｒａ调

控，在雄性和雌性个体中产生了不同的可变剪接

体ＤｓｘＭ和ＤｓｘＦ，从而表达不同的Ｄｓｘ蛋白调控性
别分化特异基因的表达，ＤｓｘＭ促进精巢性别分化
和雄性特征的发育［４］。ＤｓｘＦ结合到卵黄蛋白基
因的５′端，调控卵黄蛋白基因的转录，维持果蝇
的雌性特征［１０］。在南瓜实蝇（Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａｔａｕ）中，
使用双链 ＲＮＡ干扰技术敲降雌性 ＢｔａｕＤｓｘＦ的
表达，卵黄蛋白原基因的表达量降低，同时引起

了卵巢的发育缺陷，表明 Ｄｓｘ基因在南瓜实蝇性
别特征的维持上发挥着关键作用［１１］。不同于果

蝇中的性别调控机制，家蚕（Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ）中的
Ｄｓｘ在 ＢｘＲＢＰ３和 ＢｘＲＢＰ１共同作用下调控其外
显子的拼接，使其在不同性别的家蚕中产生不同

的可变剪接体，以此调控家蚕性别，当ＢｘＲＢＰ３和
ＢｘＲＢＰ１过表达时，抑制Ｄｓｘ基因第３和第４个外
显子的拼接，使雌性家蚕转变为雄性［１２］。

虽然在许多昆虫中已经报道了Ｄｓｘ基因的特
征和功能，但是在甲壳类动物中的研究却相对较

少，仅在环境决定性别物种大型蟤（Ｄａｐｈｎｉａ
ｍａｇｎａ）中证明 Ｄｓｘ基因参与雄性特征的发育与
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维持。与果蝇等昆虫 ＤｓｘｐｒｅｍＲＮＡ可变剪切形
式不同，大型蟤 Ｄｓｘ１基因呈现性别二态性表达，
参与雄性特征的分化与维持，沉默雄蟤胚胎 Ｄｓｘ１
的表达可导致卵巢及雌性特征的发育，而在雌性

胚胎中过表达Ｄｓｘ１导致了雄性特征的发育，说明
Ｄｓｘ１基因在大型蟤的性别分化和性腺发育中起
着至关重要的作用［１３１４］。另外，在中国对虾

（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）中发现了一个 Ｄｓｘ基
因［１５］，该基因在不同组织中表现出广泛的表达模

式，通过双链 ＲＮＡ干扰实验，推测 Ｄｓｘ参与中国
对 虾 的 性 别 分 化 过 程。 在 罗 氏 沼 虾

（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）中，已经发现了两个
Ｄｓｘ基因，分别命名为 ＭｒｏＤｓｘ和 ＭｒＤｓｘ［１６１７］，但
它们都不是性腺特异性表达，推测可能只是参与

雄性特征的发育与维持而与性别分化无关。

本研究在罗氏沼虾克隆了一个新的只在性

腺特异表达的 Ｄｓｘ基因（ＭｒｏＤｓｘ），并对其在不同
发育时期精巢的时空表达进行了分析，以期进一

步阐明罗氏沼虾性别分化及性腺发育分子调控

机制提供参考。

１　材料与方法

１．１　组织采集
本实验所采用的成体罗氏沼虾均购买自上

海市浦东新区果园农贸市场，选取活力良好的雌

雄罗氏沼虾，运至实验室，在淡水充氧循环系统

中饲养７ｄ，每天投喂３次饵料。然后解剖，选取
心脏、肝胰腺、肌肉、鳃、眼、脑和不同发育时期精

巢（精巢发育早期：主要是精原细胞；精巢发育中

期：主要是精细胞；精巢发育后期：主要是成熟精

子）［１８］，卵巢放至１．５ｍＬ的无酶离心管中，液氮
速冻后置于－８０℃冰箱备用。取不同发育时期
精巢组织置于多聚甲醛中，４℃冰箱固定过夜，次
日使用１×ＰＢＳ放在摇床上洗涤 ３次，每次 ３０
ｍｉｎ，然后放置于甲醇中，－２０℃冰箱保存备用。
１．２　总ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ合成

使用Ｔｒｉｚｏｌ法提取不同组织的总 ＲＮＡ［１９］，用
酶标仪检测总 ＲＮＡ的质量浓度以及 ＯＤ（ＯＤ２６０／
ＯＤ２８０）值并使用１％的琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ
的完整性。采用 ＴａＫａＲａ反转录试剂盒合成
ｃＤＮＡ第一条链，保存于－２０℃冰箱备用。
１．３　克隆ＭｒｏＤｓｘ基因部分序列

根据罗氏沼虾性腺（精巢／卵巢）转录组数据

分析得到包含 ＤＭ结构域的部分 ＭｒｏＤｓｘ序列
（６３６ｂｐ），使用 Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计基因特异性引
物（ＭｒｏＤｓｘＦ：５′ＡＣＣＧＡＣＣＣＴＡＡＴＧＡＧＣＣＴ３′；
ＭｒｏＤｓｘＲ：５′ＧＴＣＡＧＴＴＣＧＴＧＣＣＴＴＴＧＣ３′），用于
后续 的 聚 合 酶 链 式 反 应 （Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）。ＰＣＲ反应体系如下（共２０μＬ）：
ＰＣＲＭｉｘ，１０μＬ；无酶水，８．５μＬ；上下游引物各
０．２５μＬ；各组织 ｃＤＮＡ１μＬ。反应最佳条件：９５
℃预变性３ｍｉｎ，１个循环；９５℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，
７２℃３０ｓ，运行３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。将
ＰＣＲ产物，使用１．５％的琼脂糖凝胶电泳，在凝胶
成像仪下切割目的条带，根据割胶纯化试剂盒

（天根）说明进行纯化，并将纯化产物在 Ｔ４ＤＮＡ
连接酶的作用下与 ｐＧＭＴ载体相连，过夜连接产
物转化至大肠杆菌，挑取阳性克隆送公司测序。

１．４　ＭｒｏＤｓｘ蛋白ＤＭ结构域序列分析
克隆获得包含 ＤＭ结构域的部分 ＭｒｏＤｓｘ序

列后，使用ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ将核苷酸序列翻译成氨基
酸序列。将ＭｒｏＤｓｘ基因的氨基酸序列导入ＮＣＢＩ
数据库蛋白ＢＬＡＳＴ，进行同源性比对。利用在线
网址 ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／进行结构
域分析。

１．５　ＭｒｏＤｓｘ基因在组织中的表达分布
采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）技术，以

不同组织（心脏、卵巢、肝胰腺、肌肉、鳃、眼、脑）

以及以不同发育时期精巢组织的 ｃＤＮＡ为模板，
使 用 基 因 特 异 性 引 物 （ｑＰＣＲＦ： ５′
ＧＧＣＡＧＡＧＣＡＡＧＧＡＴＧＴＡＴＧＡ３′； ｑＰＣＲＲ：５′
ＡＡＡＣＣＣＴＧＡＧＧＴＡＧＡＴＧＧＣＴ３′）以及 βａｃｔｉｎ作
为 内 参 基 因 （ βａｃｔｉｎＦ： ５′
ＣＧＡＣＧＧＴＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＣＡ３′；βａｃｔｉｎＲ：５′
ＡＣＧＴＣＧＣＡＣＴＴＣＡＴＧＡＴＧＧＡ３′）分析 ＭｒｏＤｓｘ组
织分布。配制体系：ＳＹＢＲｍｉｘｔｕｒｅｂｕｆｆｅｒ（２×），
１０μＬ；ｑＰＣＲＦ，０．２５μＬ；ｑＰＣＲＲ，０．２５μＬ；模
板，１．０μＬ；无酶水，８．５μＬ。扩增程序包括：９５
℃预变性３ｍｉｎ，１个循环；９５℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，
７２℃ ３０ｓ，运行４０个循环；６０℃检测溶解曲线。
使用２－ΔΔＣｔ法计算不同组织中 ＭｒｏＤｓｘ基因的相
对表达量。利用ＳＰＳＳ１０．０软件对结果进行统计
分析，检验显著性（Ｐ＜０．０５为显著水平）。用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行作图。

４５
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１．６　ＭｒｏＤｓｘ基因转录本在不同发育时期精巢
中的细胞学定位

使用基因特异性引物 ＭｒｏＤｓｘＲ和 ＭｒｏＤｓｘＦ
以早期精巢ｃＤＮＡ为模板，制备重组质粒，根据反
转录试剂盒说明，利用Ｔ７和ＳＰ６ＲＮＡ聚合酶，体
外转录合成正义链和反义链地高辛标记的 ＲＮＡ
探针。取甲醇中保存的性腺组织制备原位杂交

装片。按照如下步骤进行原位杂交：（１）６０℃，
烘片１ｈ；（２）脱蜡：二甲苯（Ⅰ），１５ｍｉｎ→二甲苯
（Ⅱ），１５ｍｉｎ→二甲苯∶乙醇（１∶１），１５ｍｉｎ→
１００％乙醇，５ｍｉｎ→１００％乙醇，５ｍｉｎ→９０％乙
醇，５ｍｉｎ→９０％乙醇，５ｍｉｎ→８０％乙醇，５ｍｉｎ→
７０％乙醇，５ｍｉｎ→１×ＰＢＳ，５ｍｉｎ；（３）蛋白酶 Ｋ
消化标本：将样本放入到２０ｍｇ／ｍＬ的蛋白酶 Ｋ
中，３７℃水浴锅反应２０ｍｉｎ；（４）１×ＰＢＳ，摇床上
漂洗２次，每次５ｍｉｎ；（５）乙醇脱水：７０％乙醇，１
ｍｉｎ→９０％乙醇，１ｍｉｎ→１００乙醇，１ｍｉｎ，放在干
净的纸上空气干燥１５ｍｉｎ；（６）预杂交：仅加杂交
液２００μＬ，小心地用封口膜覆盖，５５℃杂交仪杂
交１ｈ；（７）杂交：将探针稀释５倍，ＰＣＲ仪７２℃，
４ｍｉｎ变性，每个样品玻片上滴加探针∶杂交液
（３∶２００）２００μＬ，小心地用封口膜覆盖，杂交仪杂
交１ｈ；（８）严格洗片；（９）免疫检测：室温湿盒上
滴加１ｍＬ封闭液，封闭１５ｍｉｎ；（１０）１μＬＡｎｔｉ
ＤＩＧＡＰｆｒａｇｍｅｎｔｓ和８００μＬ的马来酸混合均匀，
滴加到样品玻片上，放到湿盒，避光 ４℃过夜；
（１１）室温使用ＰＢＳＴ洗片３次，每次５ｍｉｎ；（１２）
室温滴加 ４００μＬＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色 １０ｍｉｎ；（１３）
ＰＢＳＴ洗片，３次，每次５ｍｉｎ；（１４）中性树脂封片，
显微镜观察。

２　结果与分析

２．１　ＭｒｏＤｓｘＤＭ结构域序列比对分析
根据罗氏沼虾转录组分析得到的部分序列

设计引物，利用 ＲＴＰＣＲ克隆了包含 ＤＭ结构域
的部分ＭｒｏＤｓｘｃＤＮＡ序列（６３６ｂｐ），将罗氏沼虾
ＭｒｏＤｓｘ与其他物种 Ｄｓｘ基因编码的蛋白 ＤＭ结
构域进行序列比对（图１）发现：罗氏沼虾 ＭｒｏＤｓｘ
基因蛋白的 ＤＭ结构域分别与中国对虾（Ｆ．
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）、东部岩龙虾（Ｓａｇｍａｒｉａｓｕｓｖｅｒｒｅａｕｘｉ）以
及红鳌螯虾（Ｃｈｅｒａｘｑｕａｄｒｉｃａｒｉｎａｔｕｓ）Ｄｓｘ基因蛋
白具有７３％、５２％、５２％相似性，此外，各个物种
间组氨酸和半胱氨酸残基也具有极高的相似性。

黑色和灰色背景分别表示相同和相似的氨基酸。星号表示组

氨酸和半胱氨酸位置。ＤｍｅＤｓｘ．果蝇 Ｄｓｘ（ＮＰ＿７３１１９７．１）；

ＢｍｏＤＳＸ．家蚕Ｄｓｘ（ＮＰ＿００１１０４８１５．１）；ＡａｅＤｓｘ．埃及伊蚊 Ｄｓｘ

（ＡＣＹ７８７０１．１）；ＴｃａＤｓｘ．赤拟谷盗 Ｄｓｘ（ＥＦＡ０７５５６．２）；

ＰｃｈＤｓｘ．中国对虾Ｄｓｘ（ＡＦＵ６０５５２．１）；ＳｖｅＤｓｘ．东部岩龙虾Ｄｓｘ

（ＡＲＫ３６６２１．１）；ＣｑｕＤｓｘ．红螯螯虾 Ｄｓｘ（ＱＤＭ５５３４６．１）；

ＭｒＤｓｘ．罗氏沼虾 Ｄｓｘ（ＱＤＥ１０５１６．１）．ＭｒＤｓｘ．罗氏沼虾 Ｄｓｘ

（ＱＤＥ１０５１５．１）。

Ｉｄｅｎｔｉｃａｌａｎｄｓｉｍｉｌａｒａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｔｅｓｗｅｒｅｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｂｌａｃｋａｎｄ

ｇｒａｙ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｎｄ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ

ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｒｅｓｉｄｕｅｓａｒｅｄｅｎｏｔｅｄｂｙａｓｔｅｒｉｓｋ．ＤｍｅＤｓｘ：Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ

ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒＤｓｘ（ＮＰ＿７３１１９７．１）；ＢｍｏＤＳＸ：ＢｏｍｂｙｘｍｏｒｉＤｓｘ

（ＮＰ＿００１１０４８１５．１）；ＡａｅＤｓｘ：ＡｅｄｅｓａｅｇｙｐｔｉＤｓｘ（ＡＣＹ７８７０１．

１）；ＴｃａＤｓｘ：ＴｒｉｂｏｌｉｕｍｃａｓｔａｎｅｕｍＤｓｘ（ＥＦＡ０７５５６．２）；ＰｃｈＤｓｘ：

ＰｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＤｓｘ（ＡＦＵ６０５５２．１）；ＳｖｅＤｓｘ：Ｓａｇｍａｒｉａｓｕｓ

ｖｅｒｒｅａｕｘｉＤｓｘ（ＡＲＫ３６６２１．１）；ＣｑｕＤｓｘ：Ｃｈｅｒａｘｑｕａｄｒｉｃａｒｉｎａｔｕｓ

Ｄｓｘ（ＱＤＭ５５３４６．１）；ＭｒＤｓｘ：Ｍ．ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉＤｓｘ（ＱＤＥ１０５１６．

１）；ＭｒｏＤｓｘ：Ｍ．ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉＤｓｘ（ＱＤＥ１０５１５．１）．

图１　ＤＭ结构域的氨基酸序列比对
Ｆｉｇ．１　Ｍｕｌｔｉｐｌｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

ａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＤＭ ｄｏｍａｉｎ

２．２　ＭｒｏＤｓｘ组织特异表达模式
利用实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测 ＭｒｏＤｓｘ

转录本在成体不同组织中表达模式，结果显示

（图２）：ＭｒｏＤｓｘ转录本仅在雌雄罗氏沼虾的性腺
中表达，在精巢中的表达量明显高于卵巢中的表

达量（Ｐ＜０．０５），且在卵巢中的表达量极低。又
进一步探究了在不同发育时期精巢中的表达量，

结果显示（图３）：ＭｒｏＤｓｘ转录本在精子发育早期
高表达，随着精子发育，ＭｒｏＤｓｘ转录本的表达量
逐渐降低，且ＭｒｏＤｓｘ转录本在精巢发育早期的表
达量显著高于精巢发育中期和后期的表达量，约

为中期表达量的３倍及后期表达量的１０倍。
２．３　ＭｒｏＤｓｘｍＲＮＡ在精巢中的细胞学定位

精子发生过程涉及一系列细胞学事件，最初

的精原细胞经过有丝分裂增加细胞数量，然后通

过减数分裂发育成精母细胞，再经过精细胞发育

为成熟的精子。采用原位杂交技术（ＩＳＨ）检测
ＭｒｏＤｓｘ基因ｍＲＮＡ在成体不同发育时期精巢中
的细胞学定位，结果显示（图版）：使用反义链ＲＮＡ

５５
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探针，ＭｒｏＤｓｘ转录本主要在精原细胞的细胞质中
表达，在精母细胞以及精细胞中表达较弱，而在

成熟的精子中不表达。使用正义链 ＲＮＡ探针，
在精子发生的任何时期都未检测到信号。

１．心脏；２．卵巢；３．精巢；４．肝胰腺；５．肌肉；６．鳃；７．眼睛；
８．脑。表示差异性显著（Ｐ＜０．０５）。
１．Ｈｅａｒｔ；２．Ｏｖａｒｙ；３．Ｔｅｓｔｉｓ；４．Ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ；５．Ｍｕｓｃｌｅ；
６．Ｇｉｌｌ；７．Ｅｙｅ；８．Ｂｒａｉｎ．Ｔｈｅ“”ｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
（Ｐ＜０．０５）．

图２　ＭｒｏＤｓｘ在雌雄成体罗氏沼虾
不同组织中的表达模式

Ｆｉｇ．２　ＭｒｏＤｓｘｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ
ｏｆｆｅｍａｌｅａｎｄｍａｌｅａｄｕｌｔｐｒａｗｎｓ

１．精巢发生早期 （主要是精原细胞）；２．精巢发生中期 （主要
是精细胞）；３．精巢发生后期 （主要是成熟精子）。表示差
异性显著（Ｐ＜０．０５）。
１．Ｅａｒｌｙｔｅｓｔｉｓ（ｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉｕｍ ａｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ）；２．Ｍｉｄｔｅｓｔｉｓ
（ｓｐｅｒｍａｔｉｄａｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ）；３．Ｌａｔｅｔｅｓｔｉｓ（ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａａｒｅ
ｄｏｍｉｎａｎｔ）．Ｔｈｅ“”ｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．
图３　成体不同发育时期精巢中ＭｒｏＤｓｘ基因的表达量
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＭｒｏＤｓｘｉｎｔｅｓｔｉｓｏｆ
ａｄｕｌｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅｓ

３　讨论

本研究克隆了罗氏沼虾 Ｄｓｘ基因部分序列，
并对 ＤＭ结构域进行比对分析。结果显示：ＤＭ
结构域在不同物种间存在着极高的相似性，但是

ＤＭ结构域以外的部分相似性却非常低（图１）。
另外，值得注意的是，迄今为止，所有已报道虾的

Ｄｓｘ基因，其 ＤＭ结构域仅包含５个半胱氨酸，２
个组氨酸，不同于昆虫中的 Ｄｓｘ基因。有研究表
明Ｄｍｒｔ基因家族功能的多样性和它的结构密切
相关，所以推测罗氏沼虾 ＤＭ结构域的差异性可
能和物种特异性有关，但是在罗氏沼虾中具体起

什么作用，需要进一步去探究证明。

继在果蝇Ｄｓｘ基因鉴定后，在其他动物发现
了与Ｄｓｘ基因同源的Ｄｍｒｔ基因家族，在性别分化
和性腺发育中扮演着一个重要的角色。在大型

蟤（Ｄ．ｍａｇｎａ）中发现了３个 Ｄｍｒｔ家族基因分别
是Ｄｍｒｔ１１Ｅ、Ｄｍｒｔ９９Ｂ和 Ｄｍｒｔ９３Ｂ，其中，Ｄｍｒｔ１１Ｅ
和Ｄｍｒｔ９９Ｂ在卵巢中的表达水平高于精巢中的
表达水平，Ｄｍｒｔ９３Ｂ在精巢中特异性表达［２０］。十

足目动物中，本实验室在中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ）中克隆了精巢特异性表达的 Ｄｍｒｔ基因，
命名为 ＥｓＤｍｒｔｌｉｋｅ，该基因在精巢的发育过程中
发挥着至关重要的作用［２１］。在东部岩龙虾（Ｓ．
ｖｅｒｒｅａｕｘｉ）中发现了第一个 Ｙ染色体偶联的 Ｄｍｒｔ
家族基因，命名为 ＳｖｉＤｍｙ，该基因参与东部岩龙
虾的雄性分化过程：仅仅当 ＳｖｉＤｍｙ不表达时，
ＳｖｉＤｍｒｔ１被预测才能促进雌性特征的发育［２２］。

迄今为止，虽然已经在罗氏沼虾（Ｍ．ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）
中发现了８个Ｄｍｒｔ家族基因，但都不是性腺特异
表达基因，其中 Ｄｍｒｔ１１Ｅ、Ｄｍｒｔ９９Ｂ、ｉＤｍｒｔ１ｂ和
Ｄｓｘ基因在精巢中的表达量高于在卵巢中的表达
量，猜测其可能参与精巢的发育以及雄性特征的

维 持［１，１６１７］。 另 外，已 报 道 的 日 本 沼 虾

（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ）Ｄｍｒｔ１１Ｅ基因以及中
国对虾Ｄｓｘ基因在精巢中的表达量也是高于卵巢
中的表达量，推测可能参与精巢的发育过

程［１５，２３］。本研究荧光定量结果显示（图 ２）：
ＭｒｏＤｓｘ转录本呈现雄性偏向性表达模式，在精巢
中高表达，在卵巢中表达量极低，在两性的体组

织中不表达。进一步检测 ＭｒｏＤｓｘ转录本在精巢
周期中的表达量，结果显示（图 ３）：随着精巢发
育，ＭｒｏＤｓｘ基因转录本的表达量越来越低，暗示
ＭｒｏＤｓｘ也可能参与雄性罗氏沼虾性腺的发育过
程。ＭｒｏＤｓｘ转录本在不同时期精巢组织中的细
胞学定位与精巢周期中表达量高度一致，原位杂

交结果显示（图版）：ＭｒｏＤｓｘ转录本在精原细胞表
达量高，在精母细胞以及精细胞中较弱，在成熟
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１期 王其梁，等：罗氏沼虾Ｄｏｕｂｌｅｓｅｘ基因的ｃＤＮＡ克隆及性别二态性表达分析

的精 子 中 不 表 达，这 一 结 果 与 罗 氏 沼 虾

ＭｒｏＤｍｒｔ１１Ｅ表达定位相似，ＭｒｏＤｍｒｔ１１Ｅ转录本
信号只在精原和精母细胞中检测到，推测该基因

也参与罗氏沼虾精巢发育或者是性别分化［１］。

１，２，３．精原细胞；４，５，６．精母细胞；７，８，９．精细胞；１０，１１，１２．成熟精子。

１，２，３．ｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉｕｍ；４，５，６．ｓｐｅｒｍａｔｏｃｙｔｅ；７，８，９．ｓｐｅｒｍａｔｉｄ；１０，１１，１２．ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａ．

图版　ＭｒｏＤｓｘ转录本在不同时期精巢中的细胞学定位
Ｐｌａｔｅ　ＣｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＭｒｏＤｓｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｉｎｔｈｅｔｅｓｔｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓ

　　果蝇性别决定通路下游基因是 Ｄｓｘ，在秀丽
隐杆线虫（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ）中下游基因是
与Ｄｓｘ同源的Ｍａｂ３基因［２４］，在某些脊椎动物中

下游基因是Ｄｓｘ同源的 Ｄｍｒｔ基因［２５２６］，可见 Ｄｓｘ
基因在不同物种的性别决定中具有一定的保守

性［２６］，所以推测在甲壳动物中Ｄｓｘ也参与其性别
决定过程。在中国对虾（Ｆ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）中，使用双
链ＲＮＡ干扰 Ｄｓｘ基因的表达，发现 ＩＡＧ（Ｉｎｓｕｌｉｎ
ｌｉｋｅａｎｄｒｏｇｅｎｉｃｇｌａｎｄｈｏｒｍｏｎｅ，甲壳动物的性别分

化基因）［２７２９］基因的表达产物也同时降低，并且

在ＩＡＧ的启动子区域找到了 Ｄｓｘ基因的结合位
点，所以推测 Ｄｓｘ基因位于 ＩＡＧ基因的上游且通
过调控ＩＡＧ的表达控制中国对虾的性别分化［１５］。

在罗氏沼虾（Ｍ．ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）中，通过双链ＲＮＡ干
扰ＭｒＤｓｘ基因的表达，ＩＡＧ的表达量也随之降
低，暗示该基因也许可以通过调节 ＩＡＧ的表达参
与雄性特征的发育［１６］。但是，通过干扰ＩＡＧ的表
达，并未引起 ＭｒｏＤｓｘ基因表达的变化［１７］，进一
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步暗示：在罗氏沼虾中，ＭｒｏＤｓｘ也可能位于 ＩＡＧ
基因的上游，通过调控 ＩＡＧ的表达参与罗氏沼虾
的性别分化过程。通过以上事例发现，甲壳动物

性别决定通路的研究仍旧处于起步阶段，现在仅

仅证明了ＩＡＧ参与甲壳动物的性别分化过程，那
么ＩＡＧ基因的下游是否也存在调控性别的基因，
ＩＡＧ的上游调控因子尚不清楚，参考其他甲壳动
物关于 ＩＡＧ基因的实验思路［２７２９］：干扰 ＭｒｏＤｓｘ
基因的表达是否也影响 ＩＡＧ基因的表达，是否也
能成功引起性别反转，需要作进一步地研究，以

期为甲壳动物的性别调控通路的研究提供参考。
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