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摘　要：　本研究通过ＲＡＣＥ技术获得了长牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ）Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ基因ｃＤＮＡ全长序列，并分析了其

编码蛋白和系统进化关系。通过ＲＴ－ＰＣＲ技术对采集的长牡蛎周年样品（２０１５年５月～２０１６年４月的性腺样品，２０１５年

夏季各组织样品以及不同胚胎幼虫发育时期的样品）进行了表达分析。研究显示，长牡蛎Ｆｅｍ－１ｂ全长２　５８０ｂｐ，编码６３６
个氨基酸；Ｆｅｍ－１ｃ全长２　４１７ｂｐ，编码６２２个氨基酸。蛋白结构预测显示，两基因分别含有６和７个典型的锚定蛋白重复

序列（Ａｎｙｒｉｎ　ｒｅｐｅａｔ）。ＲＴ－ＰＣＲ结果显示，目的基因在精巢中的表达量显著高于其他组织（Ｐ＜０．０５）；Ｆｅｍ－１ｂ在６、７月的

精巢中和Ｆｅｍ－１ｃ基因在３、４月的精巢中的表达量显著高于在其他组织中的表达量（Ｐ＜０．０５）。胚胎幼虫表达分析显示，

目的基因在胚胎发育早期的表达量显著高于胚胎发育中后期，并在囊胚期达到最高值。我们推测Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ可能

参与了性别决定和性别分化的过程。
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　　Ｆｅｍ－１（Ｆｅｒｍｉｎａｚａｔｉｏｎ－１）基因最早是在秀丽隐杆
线虫（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ）的研究中被发现，并且
在其性别决定通路中发挥了十分关键的作用。该基因
不但对雄性体组织具有致雄化作用，还可以对雄性和
雌雄同体个体中的雄性生殖细胞产生调控作用［１－４］。
在秀丽隐杆线虫的性别决定通路中，Ｆｅｍ 基因既可以
负调控下游的Ｔｒａ－１基因，又受到了上游 Ｔｒａ－２和
Ｔｒａ－３的负调控［５－７］。除了线虫以外，Ｆｅｍ－１基因家族也
在人类、小鼠和斑马鱼中被发现［８－１１］。截止目前的研究表
明，Ｆｅｍ－１基因家族包含Ｆｅｍ－１ａ，Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ三个
基因，尽管这３个基因的具体功能还不明确，但是它们
编码的氨基酸序列存在一定的相似性而且在脊椎动物

和线虫之间存在一定的保守性。由此推测脊椎动物中

Ｆｅｍ－１基因的功能可能与线虫相似，在调节细胞凋亡
方面发挥重要作用［１２］。迄今，双壳贝类中Ｆｅｍ－１基因
的研究目前仅在长牡蛎基因组和转录组的研究中有所

报道［１３］。
长牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ）又称太平洋牡蛎，隶属

软体动物门（Ｍｏｌｌｕｓｃａ）瓣鳃纲（Ｌａｍｅｌｌｉｖｒａｎｃｈｉａ）翼形

亚纲（Ｐｔｅｒｉｍｏｒｐｈｉａ）珍珠贝目（Ｐｔｅｒｉｏｉｄａ）牡蛎科（Ｏｓｔ－
ｒｉｄａｅ）巨蛎属（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ）。作为我国优良的海水养
殖贝类，长牡蛎具有抗逆性强、体型大、生长速度快、营
养丰富、肉质鲜美等特点，具有重要的市场经济价值，
现已成为我国北方牡蛎养殖的主要品种。然而，长牡
蛎在繁殖过程中存在很多特殊的繁殖生理现象，比如
性逆转和雌雄同体等现象。截止目前，这些现象的机
理还不清楚，长牡蛎性别决定和分化机制还不明
确［１３－１５］。本文通过ＲＡＣＥ技术和荧光定量技术对长牡
蛎Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ两个基因进行克隆并且利用采集
的周年样品和不同胚胎发育时期的样品进行表达分

析。通过本研究，旨在为长牡蛎性腺发育的分子机制
研究提供基础数据。

１　材料与方法

１．１实验动物

２０１５年５月—２０１６年４月每月在齐东路水产市场
购买来自乳山海域的长牡蛎２０～２５个。对样品进行解
剖得到一部分性腺组织保存于波恩氏液中固定２４ｈ，
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经过数次酒精洗涤后最终保存于７０％酒精溶液中等待
组织切片的制作，用于观察确定样品所处的性腺发育
时期。解剖取得的目标组织保存于 ＲＮＡ保存液中，

－３０℃待用。目标组织包括所有样品的性腺组织，以
及５—８月样品的外套膜、唇瓣、消化腺、闭壳肌和鳃组
织。２０１６年８月采集长牡蛎胚胎各发育时期样品，置
于ＲＮＡ保存液中－３０℃保存待用。

１．２长牡蛎Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ基因克隆

　　采用Ｔｒｉｚｏｌ法对长牡蛎各组织总ＲＮＡ进行提取。
提取结束后利用Ｎａｎｏｄｒｏｐ检测所提的ＲＮＡ的浓度，
接着利用１．５％琼脂糖凝胶电检测所提ＲＮＡ完整性。
利用试剂盒ＳＭＡＲＴＴＭ　ＲＡＣＥ　ｃＤＮＡ完成ＲＡＣＥ　ｃＤＮＡ
第一链的合成。在ＮＣＢＩ数据库中下载人（Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉ－
ｅｎｓ）、小 鼠 （Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ）、池 蝶 蚌 （Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓ

ｓｃｈｌｅｇｅｌｉｉ）和加州海兔（Ａｐｌｉｓｉａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）等物种的

Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ蛋白序列，利用这些序列与长牡蛎
基因组数据库进行比对获得预测长牡蛎Ｆｅｍ－１ｂ和

Ｆｅｍ－１ｃ基因片段。根据所得片段设计引物扩增核心序
列并验证。根据验证所得的核心序列设计 ＲＡＣＥ引
物，采用巢式ＰＣＲ的方法扩增得到２个基因的３′和５′
端序列。实验所用引物见表１。利用１．５％琼脂糖凝胶
电检测得到ＰＣＲ产物长度符合预期后采用ＤＮＡ凝胶
回收纯化试剂盒的操作对目的片段进行纯化回收。将
目的片段连接至ｐＥＡＳＹ－Ｔ１载体，后转化至大肠杆菌
感受态细胞中。通过蓝白斑筛选的方式挑取阳性克
隆，经过菌液ＰＣＲ检测。根据检测结果挑选合适的菌
液送至北京华大基因测序。根据测序结果对目的基因
片段进行拼接得到目的基因ｃＤＮＡ全长序列。

表１　Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ引物信息

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｆｅｍ－１ｂ　ａｎｄ　Ｆｅｍ－１ｃ　ｇｅｎｅｓ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｉｎ　Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ

引物Ｐｒｉｍｅｒ 序列（５′－３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′） 功能Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＦＥＭ１ＢＦ　 ＣＡＧＡＴＧＴＣＡＡＴＣＡＴＧＣＣＡＣＡ

ＦＥＭ１ＢＲ　 ＡＴＡＴＧＣＴＡＡＣＣＴＴＧＣＣＴＡＡＡＣＣ

核心片段引物ＦＥＭ１ＣＦ　 ＡＴＣＡＴＧＧＣＡＴＧＴＣＧＴＡＡＴＧＧ

ＦＥＭ１ＣＲ　 ＧＡＡＧＧＧＡＡＡＧＡＡＣＡＧＡＣＴＧＧＡ

ＦＥＭ１Ｂ－３′ＲＡＣＥ－１ ＡＴＣＴＣＧＣＣＧＡＡＡＡＣＣＧＡＴＧＣＣ
Ｆｅｍ－１ｂ　３′ＲＡＣＥ引物ＦＥＭ１Ｂ－３′ＲＡＣＥ－２ ＧＣＧＡＣＴＴＴＧＣＴＧＡＧＧＡＣＡＴＣＣＧＴＴＣ

ＦＥＭ１Ｂ－５′ＲＡＣＥ－１ ＡＣＡＡＣＧＴＣＣＡＧＣＣＧＴＣＣＡＴＣ
Ｆｅｍ－１ｂ　５′ＲＡＣＥ引物ＦＥＭ１Ｂ－５′ＲＡＣＥ－２ ＧＣＧＣＣＣＴＣＴＡＡＡＡＣＧＡＡＣ

ＦＥＭ１Ｃ－３′ＲＡＣＥ－１ ＣＧＣＣＡＡＴＧＴＧＡＡＴＧＣＴＧＴ
Ｆｅｍ－１ｃ　３′ＲＡＣＥ引物ＦＥＭ１Ｃ－３′ＲＡＣＥ－２ ＴＧＴＣＴＧＣＣＣＧＣＡＡＡＡＴＡＧ

ＦＥＭ１Ｃ－５′ＲＡＣＥ－１ ＡＡＣＡＡＣＧＴＴＴＡＣＣＡＡＣＴＣＧＡＣＴＣ
Ｆｅｍ－１ｃ　５′ＲＡＣＥ引物ＦＥＭ１Ｃ－５′ＲＡＣＥ－２ ＧＡＣＣＴＴＴＧＡＴＧＧＧＧＡＡＡＣＧＡＧＴＧＡＡ

ＦＥＭ１Ｂ－ＲＴ－Ｆ　 ＴＴＡＧＴＡＧＣＡＧＣＧＧＡＡＴＧＴＧＧ

ＦＥＭ１Ｂ－ＲＴ－Ｒ　 ＣＣＴＣＧＧＡＡＴＡＴＧＡＴＧＧＧＡＴＧ
荧光定量引物ＦＥＭ１Ｃ－ＲＴ－Ｆ　 ＣＧＧＡＡＴＡＴＧＡＴＧＧＧＡＴＧＧＧＧＡＡＣ

ＦＥＭ１Ｃ－ＲＴ－Ｒ　 ＡＧＧＴＣＧＧＴＴＴＣＴＣＣＡＣＴＣＣＧＴＣＧＴＣ

Ｍ１３Ｆ ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ
菌液ＰＣＲ引物Ｍ１３Ｒ ＧＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧ

ＵＰＭ（ｌｏｎｇ）
ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴ－
ＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧ ＳＭＡＲＴＴＭＲＡＣＥ试剂盒

引物
ＵＰＭ（ｓｈｏｒｔ） ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ

ＮＵＰ　 ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＣＧＣＡＧＡＧＴ

ＥＦ２－Ｆ　 ＴＴＧＴＴＧＴＴＧＡＣＴＧＣＧＴＡＴＣＴＧＧＴＧＴ

ＥＦ２－Ｒ　 ＧＧＧＴＴＧＴＣＴＴＣＧＡＴＴＣＣＡＴＡＧＧＴＡＧ
荧光定量内参引物１８Ｓ－Ｆ　 ＧＣＣＡＴＣＡＡＧＧＧＴＡＴＣＧＧＴＡＧＡＣ

１８Ｓ－Ｒ　 ＣＴＧＣＣＴＧＴＴＡＡＧＧＡＡＣＣＡＧＴＣＡＧ

６４
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１．３长牡蛎Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ基因序列分析和系统进
化分析

　　利用ＯＲＦ　ｆｉｎｄｅｒ软件对目的基因开放阅读框进行
预测。氨基酸序列的同源性比对由 ＮＣＢＩ网站上的

ＢＬＡＳＴ程序完成。通过 ＮＪ法建立的进化树通过

ＭＥＧＡ５．０软件完成。除此之外，等电点以及相对分子
质量的预测则是通过在线软件工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘ－
ｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ／）进行预测。

１．４ＲＴ－ＰＣＲ分析
根据周年样品性腺石蜡切片的结果将长牡蛎性腺

样品分为增殖期、生长期、成熟期、排放期和休止期（休
止期无法分辨雌雄）５个时期。选择每月占多数时期的
样品雌雄各３个组成周年样品。他们对应的生长发育
时期依次是１０月至次年２月为休止期，３月为增殖期，

４、５月为生长期，６、７月为成熟期，８、９月为排放期。组
织分布的分析选择６、７月中处于成熟期个体的雌雄性
腺、外套膜、闭壳肌、唇瓣、消化腺和鳃。不同胚胎时期
的样品包括受精卵、２细胞期、４细胞期、囊胚期、壳顶
幼虫，Ｄ形幼虫和眼点幼虫。通过 Ｔｒｉｚｏｌ法对所有目
的组织样品进行总 ＲＮＡ 的提取，然后利用 Ｐｒｉｍｅ－
Ｓｃｒｉｐｔ　ＴＭＲＴ　ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉｔ进行ｃＤＮＡ 第一链的合成。
根据 克 隆 所 得 的 目 的 基 因 片 段 设 计 荧 光 定

量特异性引物。成熟期各组织表达分析方面，利用

ＥＦ２基因的表达量作为内参而对于胚胎幼虫表达分析
采用１８Ｓ基因的表达量作为内参［１６］。实验所用引物见
表１。实验使用Ｒｏｃｈｅ４８０荧光定量ＰＣＲ仪对目标实
验样品进行分析，每一组设置３个样品。ＰＣＲ实验的
反应条件如下：９４℃条件下５ｓ，６０℃３０ｓ总共进行４５
个循环。采用２–ΔΔＣｔ法 对基因的相对表达量进行分
析。所得数据以３样本平均值±标准误（Ｘ±ＳＥ）来表
示，使用 ＳＰＳＳ　１６．０进行单因素方差分析（Ｏｎｅ－Ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），使用 Ｔｕｒｋｅｙ　Ｂ检验法对其进行两两差异
比较，以Ｐ＜０．０５作为显著性差异水平。

２　实验结果

２．２长牡蛎Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ基因序列特征及系统进
化分析

　　通过测序结果进行拼接得到长牡蛎Ｆｅｍ－１ｂ和
Ｆｅｍ－１ｃ　ｃＤＮＡ全长序列（见图１）。Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ　ｃＤＮＡ
序列全长为２　５８０ｂｐ，开放阅读框１　９１１ｂｐ，共编码了

６３６个氨基酸。通过在线软件Ｅｘｐａｓｙ　ｃｏｍｐｕｔｅ　Ｐｉ／Ｍｗ
推测 Ｃｇ－Ｆｅｍ１ｂ 的分子量为 ７１．３２ｋＤａ，等电点为
５．４６。Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ基因全长为２　１４７ｂｐ，其中开放阅读
框１　８６９ｂｐ，编码６２２个氨基酸，等电点为４．９３，相对
分子质量为１７．７１ｋＤａ。

７４



中　国　海　洋　大　学　学　报 ２　０　１　８年

（小写字母表示非编码区序列，大写字母表示编码区序列。Ｔｈｅ　ｌｏｗｅｒｃａｓｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ　ｒｅｇｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｇ－Ｆｅｍ１ｂ　ａｎｄ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ，ｗｈｉｌｅ　ｔｈｅ　ｕｐ－

ｐｅｒｃａｓｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｏｐｅｎ　ｒｅａｄｉｎｇ　ｆｒａｍｅ．）

图１　Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ基因核苷酸和预测的氨基酸序列信息

Ｆｉｇ．１　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ａｎｄ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｆｅｍ－１ｂ　ａｎｄ　Ｆｅｍ１ｃ　ｇｅｎｅ　ｆｒｏｍＣｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ

　　Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ编码蛋白结构的预测显示，Ｃｇ－
Ｆｅｍ－１ｂ的氨基酸序列具有６个典型的锚定蛋白重复序
列（Ａｎｙｒｉｎ　ｒｅｐｅａｔ）模体结构而Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ序列含有７
个ＡＮＫ模体结构（见图２）。

Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ两序列比对结果显示，
两序列之间同源性较低，只有３７％。然而在与其他物
种的氨基酸的序列比对中却发现它们与相应基因的具

有较高的同源性。Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ与池蝶蚌的相似度可以
达到５９％。此外，相似度较高的物种大多是双壳贝类，
比如Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ与加州海兔和光滑双脐螺（Ｂｉｏｍｐｈａ－
ｌａｒｉａ　ｇｌａｂｒａｔａ）的相似度分别为５０％和５１％。Ｃｇ－
Ｆｅｍ－１ｃ与池蝶蚌的相似度高达７９％。除此之外，与章
鱼（Ｏｃｔｏｐｕｓ　ｂｉｍａｃｕｌｏｉｄｅｓ）和光滑双脐螺也具有较高的
相似度，分别是７２％和６４％。通过 ＮＣＢＩ的数据库下
载获得大量模式动物及近缘种的Ｆｅｍ－１基因的氨基酸
序列（见表２），使用软件 ＭＥＧＡ５．０通过ＮＪ法建立系
统进化树（见图３）。经过对长牡蛎基因组的筛选，我们
得到包括本文２个目的基因在内的一共８个被标注为
长牡蛎Ｆｅｍ－１基因的序列。通过８个序列与模式动物
中Ｆｅｍ－１ａ、Ｆｅｍ－１ｂ、Ｆｅｍ－１ｃ以及近缘基因Ｆｅｍ－３基因

的进化树构建，我们发现Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ与其他模式动物的

Ｆｅｍ－１ｂ基因聚为一支而Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ与其他双壳贝类的

Ｆｅｍ－１ｃ聚为一支。除此之外，其他被标注为长牡蛎

Ｆｅｍ－１基因的序列则没有与模式动物的Ｆｅｍ－１基因聚
类。具体的聚类分支结果与相似性比对结果基本一
致，Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ都优先与池蝶蚌的相应
基因聚为一支，与脊椎动物进化关系较远。

２．２长牡蛎Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ基因在不同组织、周年
样品性腺以及不同胚胎幼虫发育时期的表达分析

　　通过荧光定量ＰＣＲ实验分别分析了Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ
和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ在处于成熟期的长牡蛎个体的各组织
（闭壳肌，鳃，消化腺，外套膜，唇瓣以及雌性性腺）的表
达模式。整体上看，在各组织的内参基因ＣＴ值均小于

２５且各组织目的基因的ＣＴ值较小，因此我们可以发
现Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ的表达具有广泛表达的特
点，且精巢的表达量显著高于其他组织（Ｐ＜０．０５）。除
此之外，Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ在唇瓣，闭壳肌中也有相对于除精
巢外其他组织显著高的表达量（Ｐ＜０．０５），而Ｃｇ－Ｆｅｍ－
１ｃ在除精巢外的其他组织之间不存在显著性差异（Ｐ＞
０．０５）（见图４）。
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（Ａ．Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ码蛋白结构的预测；Ｂ．Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ编码蛋白结构的预测。Ａ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ．Ｂ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ．）

图２　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ编码蛋白结构的预测

Ｆｉｇ．２　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ　ａｎｄ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ

（ＧｅｎＢａｎｋ注册号见表２Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒｓ　ａｒｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｉｎ　Ｔａｂｌｅ　２）

图３　长牡蛎与其他代表物种Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ氨基酸序列的系统进化分析

Ｆｉｇ．３　Ａ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　Ｆｅｍ－１ｂ　ａｎｄ　Ｆｅｍ－１ｃ　ｆａｍｉｌｙ　ｍｅｍｂｅｒｓ　ｏｆ　Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ　ｓｐｅｃｉｅｓ
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表２　Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ系统进化树中氨基酸序列的来源信息

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　Ｆｅｍ－１ｂ　ａｎｄ　Ｆｅｍ－１ｃ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ

名称Ｓｐｅｃｉｅｓ 登录号Ｇｅｎｂａｎｋ 名称Ｓｐｅｃｉｅｓ 登录号Ｇｅｎｂａｎｋ

人Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ　Ｆｅｍ－１ｃ　 ＮＰ＿０６４５６２．１ 人Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ　Ｆｅｍ－１ａ ＮＰ＿０６１１７８．１

鼠Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ　Ｆｅｍ－１ｃ　 ＮＰ＿７７５５９９．１ 鼠Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ　Ｆｅｍ－１ａ ＮＰ＿０３４３２２．３

鸡Ｇａｌｌｕｓ　ｇａｌｌｕｓ　Ｆｅｍ－１ｃ　 ＸＰ＿４２８８１６．３ 鸡Ｇａｌｌｕｓ　ｇａｌｌｕｓ　Ｆｅｍ－１ａ ＸＰ＿４１８２７１．３

蛙Ｘｅｎｏｐｕｓ　ｌａｅｖｉｓ　Ｆｅｍ－１Ｃ　 ＮＰ＿００１０９０１６３．１ 斑马鱼Ｄａｎｉｏ　ｒｅｒｉｏ　Ｆｅｍ－１ａ ＮＰ＿９５６１３１．１

斑马鱼Ｄａｎｉｏ　ｒｅｒｉｏ　Ｆｅｍ－１ｃ　 ＡＡＯ６４４３１．１ 青鱂Ｏｒｙｚｉａｓ　ｌａｔｉｐｅｓ　Ｆｅｍ－１ａ ＸＰ＿００４０７９２２６．１

池蝶蚌Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓ　ｓｃｈｌｅｇｅｌｉｉ　Ｆｅｍ－１ｃ　 ＡＩＧ６２９００．１ 长牡蛎Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ　Ｆｅｍ－１ｌｉｋｅ　 ＸＰ＿０１１４４１０６２．１

海兔Ａｐｌｙｓｉａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ　Ｆｅｍ－１ｃ　 ＸＰ＿００５０９７４３４．１ 长牡蛎Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ　Ｆｅｍ－１ｌｉｋｅ　 ＸＰ＿０１１４３９２９８．１

毛蟹Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ　ｓｉｎｅｎｓｉｓ　Ｆｅｍ－１ｃ　 ＡＫＳ２５８６６．１ 长牡蛎Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ　Ｆｅｍ－１ｌｉｋｅ　 ＸＰ＿０１９９２４２４５

人Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ　Ｆｅｍ－１ｂ　 ＮＰ＿０５６１３７．１ 长牡蛎Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ　Ｆｅｍ－１ｌｉｋｅ　 ＸＰ＿０１１４２９０５４．１

鼠Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ　Ｆｅｍ－１ｂ　 ＮＰ＿００１１０１６２７．１ 长牡蛎Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ　Ｆｅｍ－１ｌｉｋｅ　 ＸＰ＿０１１４１８２６６．１

鸡Ｇａｌｌｕｓ　ｇａｌｌｕｓ　Ｆｅｍ－１ｂ　 ＮＰ＿００１０２５７２４．１ 长牡蛎Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ　Ｆｅｍ－１ｌｉｋｅ　 ＸＰ＿０１９９２４２０３．１

青鱂Ｏｒｙｚｉａｓ　ｌａｔｉｐｅｓ　Ｆｅｍ－１ｂ　 ＸＰ＿００４０８６２５０．１
秀丽隐杆线虫 Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ
Ｆｅｍ－３

ＮＰ＿００１２５５３６５．１

斑马鱼Ｄａｎｉｏ　ｒｅｒｉｏ　Ｆｅｍ－１ｂ　 ＸＰ＿６９５５０２．４
腐生水果线虫Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｒｅｍａｎｅｉ
Ｆｅｍ－３

ＡＡＸ１６０８４．１

蛙Ｘｅｎｏｐｕｓ　ｌａｅｖｉｓ　Ｆｅｍ－１ｂ　 ＮＰ＿００１０８５６８５．１
广 杆 线 虫 Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｂｒｉｇｇｓａｅ
Ｆｅｍ－３

ＡＡＮ３７４０５．１

毛蟹Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ　ｓｉｎｅｎｓｉｓ　Ｆｅｍ－１ｂ　 ＡＫＳ２５８６５．１

　　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ表达具有明显的性别二
态性，即精巢中的表达量显著高于卵巢（见图４）。除此
之外，休止期（２０１５年１０月—２０１６年２月）的表达量显
著低于其他性腺发育时期（Ｐ＜０．０５）。精巢中Ｃｇ－
Ｆｅｍ－１ｃ在３月（增殖期）和４月（生长期）表达量显著高
于其他组（Ｐ＜０．０５）。相比之下，Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ在６月

（成熟期）才出现显著地上调，并在之后的７月（成熟
期）保持在了显著高于其他组的水平（Ｐ＜０．０５）。相比
之下，卵巢中两基因的表达量，除了７月表达量显著高
于其他组外，其他月份卵巢中的表达量之间没有明显
变化（Ｐ＞０．０５）（见图５）。

（Ａ．Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ在不同组织中的表达情况；Ｂ．Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ在不同组织中的表达情况。不同的字母代表差异性显著（Ｐ＜０．０５，平均值±标准差，ｎ＝３）。

Ａ．Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１　ｂ．Ｂ．Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ（Ｐ＜０．０５，

Ｍｅａｎｓ±ＳＥ，ｎ＝３）．）

图４　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ在不同组织中的表达情况

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ　ａｎｄ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｓｓｕｅｓ
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（Ａ．Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ在周年性腺样品中的表达情况。Ｂ．Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ在周年性腺样品中的表达情况。不同的字母代表差异性显著（Ｐ＜０．０５，平均值±标准

差，ｎ＝３）。Ａ．Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ　ｕｒｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｏｎｔｈｓ．Ｂ．Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ　ｄｕｒｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｏｎｔｈｓ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ

ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ（Ｐ＜０．０５，Ｍｅａｎｓ±ＳＥ，ｎ＝３）．）

图５　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ在周年性腺样品中的表达情况

Ｆｉｇ．５　Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ　ａｎｄ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ　ｄｕｒｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｏｎｔｈｓ

　　针对不同胚胎幼虫发育阶段的荧光定量实验结果显
示，Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ的整体表达模式类似，最高
表达量都出现在囊胚期并且显著高于其他时期（Ｐ＜
０．０５）。Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ在囊胚期的表达量是受精卵表达量
的５．５６倍，而Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ在囊胚期的表达量是受精卵
时期表达量的１８．３８倍（见图６）。除此之外，Ｃｇ－Ｆｅｍ－
１ｂ在２细胞期、４细胞期以及幼虫期显著高于除囊胚期

外的其他时期（Ｐ＜０．０５）。Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ
在胚胎发育早期，即２细胞期和４细胞期以及幼虫期也
有显著高于除囊胚期外其他时期的高表达模式（Ｐ＜
０．０５）。Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ在受精卵、担轮幼
虫、Ｄ形幼虫、壳顶幼虫以及眼点幼虫表达量显著低于其
他时期（Ｐ＜０．０５）且彼此之间不存在显著性差异（Ｐ＞
０．０５）。

（Ａ．Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ在不同胚胎及幼虫发育时期中的表达情况；Ｂ．Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ在不同胚胎及幼虫发育时期中的表达情况。不同的字母代表差异性显著

（Ｐ＜０．０５，平均值±标准差，ｎ＝３）。Ａ．Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ　ｄｕｒｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ａｎｄ　ｌａｒｖａｌ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　ｓｔａｇｅｓ；Ｂ．Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘ－

ｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ　ｄｕｒｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ａｎｄ　ｌａｒｖａｌ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　ｓｔａｇｅｓ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ（Ｐ＜０．０５，

Ｍｅａｎｓ±ＳＥ，ｎ＝３）．）

图６　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ在不同胚胎及幼虫发育时期中的表达情况

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ　ａｎｄ　Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ　ｄｕｒｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ａｎｄ　ｌａｒｖａｌ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　ｓｔａｇｅｓ

３　讨论

总体来看，Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ在组织分布
情况中具有类似的表达模式。Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－
１ｃ在所有检测组织（闭壳肌，鳃，消化腺，外套膜，唇瓣
以及雌性性腺）均有表达。在这种广泛表达的特征在
许多动物的研究中都有所体现，比如池蝶蚌、线虫、东
亚飞蝗和毛蟹等物种［１７－２０］。这种不同存在于不同物种

之间相似的表达特征说明了Ｆｅｍ－１基因在基因表达上
具有一定的保守性。由此我们推测长牡蛎中Ｆｅｍ－１ｂ
和Ｆｅｍ－１ｃ两个基因可能参与了基础并且广泛的生物
学过程，比如在秀丽隐杆线虫中Ｆｅｍ－１基因参与细胞
凋亡的调控［１２］。尽管Ｆｅｍ－１基因在不同物种中都有广
泛表达的模式，但是其具体的表达模式却各有特点。
在人类和小鼠的研究中发现，Ｆｅｍ－１ａ在成体骨骼肌和
心脏中具有高表达的特征，而Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ则在
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睾丸中表达丰富，研究者推测Ｆｅｍ－１ｂ参与了雄性性别
决定的过程，而Ｆｅｍ－１ｃ在精子发生过程中发挥了重要
的作用［９－１０］。在本实验中Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ除了在精巢中高
表达之外，在闭壳肌以及唇瓣中也有显著高于其他组
织的表达特点。东亚飞蝗的研究表明，Ｆｅｍ－１基因在
精巢中的表达量显著高于其他组织［２１－２３］。在毛蟹的研
究中发现Ｆｅｍ－１ａ、Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ三个基因的最高
表达量分别出现在肝胰腺、精巢和肌肉中［２０］。这种表
达模式被认为与毛蟹的性别决定和分化过程具有重要

的关联，因为有研究表明在毛蟹中肝胰腺可以为性腺
的发育提供大量的能量［２３－２４］。由此我们推测，Ｃｇ－Ｆｅｍ－
１ｂ在闭壳肌中的高表达可能暗示了在肌肉为精巢的发
育提供了能量。此外，Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ除了在精巢中表达量
显著高于其他组织外，其他组织的表达量之间不存在
显著性差异。池蝶蚌Ｆｅｍ－１ｃ在精巢中表达量最高，此
外在肝胰腺、肠和卵巢中也有较高表达量而在肾脏中
则几乎不表达［１７］。在已有的长牡蛎组织表达谱中发
现，长牡蛎的Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ都在血淋巴中具有较
高的表达水平，除了血淋巴之外，Ｆｅｍ－１ｂ在唇瓣和卵巢
中具有较高表达量而Ｆｅｍ－１ｃ在闭壳肌中具有较高的
表达［１３］。这与我们的研究结果有一定差别，我们推测
这种差别可能是样品所处的不同海域的海区环境条件

不同造成的。综上，在长牡蛎中 Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－
Ｆｅｍ－１ｃ两个基因都具有精巢中的高表达模式，我们推
测它们很可能都参与了长牡蛎精巢的发育和精子的形

成。此外，Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ在闭壳肌以及唇瓣中也具有相
对较高的表达模式，我们推测Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ在闭壳肌中
的高表达可能与精巢发育过程中的能量供应有关。
在秀丽隐杆线虫的研究中发现Ｆｅｍ－１在性别决定

和分化过程中发挥了关键的作用［１－２］。在很多物种的
研究中都发现了Ｆｅｍ－１基因，并且呈现出与性别相关
的特征。研究者在大马哈鱼虱（Ｃａｌｉｇｕｓ　ｒｏｇｅｒｃｒｅｓｓｅｙｉ）
的研究中通过对雌雄个体的转录组测序结果进行筛选

得到了Ｆｅｍ－１ｂ，发现其具有性别表达差异的模式［２５］。
同样是通过雌性性腺的转录组分析，斑马鱼中发现

Ｆｅｍ－１ｃ基因在卵巢中具有高表达的特征，然而其具体
的功能还不明确［２６］。在斑胸草雀（Ｚｅｂｒａ　ｆｉｎｃｈ）发现

Ｆｅｍ－１ｃ基因存在２个拷贝，分别位于Ｚ和 Ｗ 两条性染
色体中［２７］。斑节对虾的研究中发现Ｆｅｍ－１基因上存在
一个与性别决定有着明显关联的ＳＮＰ位点［２８］。在长
牡蛎中，Ｆｅｍ－１ｂ和Ｆｅｍ－１ｃ在精巢中表达量显著高于
其他组织，而且在各个繁殖期精巢的表达量都显著高
于休止期。２个基因不同的是，Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ在６～９月
（成熟期和排放期）的表达量显著高于其他时期，这暗
示了Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ基因可能在精巢功能的维持以及诱发
精子排放等发面发挥了重要的作用。反观Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ

基因则是在３和４月的（增殖期和生长期）表达量显著
高于其他组，这种在精巢发育初期高表达的模式说了

ＣｇＦｅｍ１ｃ可能参与了精巢早期的发育以及精子的形
成。在东亚飞蝗的研究中发现，随着精巢的发育Ｆｅｍ－１
三个基因表达量都有显著的上调，相比Ｆｅｍ－１ｃ在第３
天有显著性上调，Ｆｅｍ－１ａ和Ｆｅｍ－１ｂ基因的上调发生
在第１２天［１８］。我们推测长牡蛎的Ｆｅｍ－１基因的表达
可能与东亚飞蝗类似，即Ｆｅｍ－１ｃ表达量的显著性提高
的时期与Ｆｅｍ－１ｂ有所不同，这暗示了２个目的基因在
精巢发育中可能起到了不同的作用。然而具体作用如
何，还需要进一步的分析。在小鼠的研究中发现通过
外源干扰的手段降低了Ｆｅｍ－１ｃ基因的表达，并没有导
致雌性幼崽数量的显著提高，研究者得出结论Ｆｅｍ－１ｃ
可能与小鼠的性别分化和性别决定没有关系［２９］。这暗
示了Ｆｅｍ－１ｃ基因在性别分化作用中不保守的特点，因
此其基因的具体功能还需要进一步的探究。针对不同
胚胎幼虫发育阶段的荧光定量实验结果显示，Ｃｇ－Ｆｅｍ－
１ｃ在胚胎发育期的表达模式与Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ类似，即都
在２细胞和４细胞期显著上调，在之后的囊胚期继续上
调至最高值，后随着胚胎幼虫的发育表达量逐渐降低。
两者不同的是Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ在囊胚期表达量是其在受精
卵时期表达量的１８．８３倍，而Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ只有５．５６
倍。随着幼虫发育，Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ表达量
持续降低并在壳顶幼虫和眼点幼虫时达到最低水平。
在毛蟹的研究中也有类似的表达模式，Ｆｅｍ－１基因从
受精卵开始表达，持续上调至囊胚期后剧烈下降并保
持在低水平［２０］。囊胚期是细胞分化的关键时期，Ｃｇ－
Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ在胚胎发育早期，特别是囊胚的
高表达模式暗示了其在组织器官早期发育中的作用以

及可能参与了性别决定和分化的过程。

４　结论

对不同胚胎发育时期的样品分析显示，Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ
和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ具有类似的表达模式，即都是在胚胎发
育早期表达量上升并在囊胚期达到最大值。囊胚期是
组织器官形成以及细胞分化的重要时期，我们推测Ｃｇ－
Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ可能参与了性别决定和性别分
化的过程。研究还发现，Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ两
基因虽然同源性较低，但是它们的表达模式相像。究
竟Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ在性腺发育中起到怎样的
作用以及Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｂ和Ｃｇ－Ｆｅｍ－１ｃ之间的相互作用关
系如何还有待进一步研究。
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