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克氏原螯虾 PcDsx 基因的克隆及表达分析

石林林１,陈家豪１,石瑞雪１,费佳敏１,张龙１,李艳和１,２

１．华中农业大学水产学院/农业农村部淡水生物繁育重点实验室/

农业动物遗传育种与繁殖教育部重点实验室,武汉４３００７０;

２．长江经济带大宗水生生物产业绿色发展教育部工程研究中心,武汉４３００７０

摘要　为阐明克氏原螯虾(Procambarusclarkii)doublesex(PcDsx)的功能,采用 RACE 技术克隆获得

PcDsxcDNA序列,利用qRTＧPCR 检测该基因的表达情况.生物信息学分析结果显示,该基因cDNA 全长

１５８４bp,包括２４３bp５′UTR、７６５bpORF(编码２５４aa)和５７６bp３′UTR;PcDsx蛋白包含１个保守的DM 结

构域,与东方刺龙虾(Sagmariasusverreauxi)SvDsx的 DM 结构域相似性较高.基因表达分析结果显示,

PcDsx广泛表达于成年克氏原螯虾的各组织中,其中克氏原螯虾触角腺中该基因的相对表达量最高,性腺和肌

肉中的相对表达量也较高,并且发现该基因在成年雌虾多种组织中的表达与相应雄虾组织中的表达存在显著性

差异;克氏原螯虾早期发育不同时期表达分析结果表明,PcDsx 的表达水平在出膜后３d达到一个高峰,而幼虾

中PcDsx 的最高表达分别出现在出膜后４１d和１１５d,此外,该基因在出膜后期雌雄幼虾中的表达亦表现出显

著性差异.
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　　Doublesex(Dsx)最早在黑腹果蝇(Drosophila
melanogaste)中发现,是果蝇性别决定级联通路下

游的 两 性 基 因.该 基 因 与 秀 丽 隐 杆 线 虫 (CaeＧ
norhabditiselegans)的 性 别 决 定 基 因 MaleabＧ
normalＧ３(MabＧ３)及其同源基因均属于Dmrt基因

家族 (doublesexand MabＧ３relatedtranscription
factor),它们编码的蛋白均含有 １ 个保守的 DM
(doubleＧsexandmabＧ３)结构域[１Ｇ２].性别决定机制

的进化过程十分迅速,但Dmrt家族是个例外,它参

与了从无脊椎动物到人类的性别发育,是一个保守

性较高的古老的性别调控基因家族.Dsx 在昆虫

性别决定的整个级联通路中最为保守,因此,Dsx
常被作为其他昆虫及昆虫以外的动物性别决定和分

化研究的突破口.
甲壳纲动物被认为与昆虫纲动物有着较近的进

化关系,昆虫类性别决定机制的研究发现给甲壳动

物性别调控相关的研究人员带来了新思路.目前,
研究者已对多种甲壳动物的Dsx 及同源基因进行

了研究.研究者在大型溞(Daphniamagna)中获

得了Dmrt９３B 基因,发现其只在精巢中表达[３];此
外,还获得Dsx 基因,其中 Dsx１已被确定为环境

性别决定过程中调控大型溞雄性特征发育的决定基

因[４].在罗 氏 沼 虾 (Macrobrachiumrosenbergii)
中,克隆出了Dmrt１１E 基因,发现其在精子发生过

程中可以定位到精原细胞和精子中[５].在东方刺龙

虾(Sagmariasusverreauxi)中还发现了１个 Y 连

锁的含有DM 结构域的基因(iDMY),是常染色体

上iDmrt１的删减版本,该基因可能通过显性负效

应调控常染色体上iDmrt１基因的功能而发挥性别

决定与分化的作用[６].
克氏原螯虾(Proambausclarkii),俗名淡水小

龙虾,是我国重要的淡水虾类养殖品种.因其独特

的风味,较高的营养价值,深受人们的喜爱,被称为

夏季消费的“网红”.克氏原螯虾整体产业在我国具

有非常重要的经济地位,２０１８年,全国小龙虾养殖

总面积达１１２万hm２,其主要养殖方式为稻田养殖



(８４万hm２)和池塘养殖(近２０万hm２),养殖总产

量达１６３．８７万t,经济总产值达３６９０亿元(中国小

龙虾产业发展报告https://www．３６０kuai．com/pc/

９０bd３９d９c１a１６c５４１? cota＝３&kuai_so＝１&sign＝
３６０_５７c３bbd１&refer_scene＝so_１).克氏原螯虾

单性养殖模式的实现,有助于提高经济效益;同时还

可以作为其传播的一道防线,降低养殖过程中逃逸

虾在外界环境中泛滥孳生,从一定程度上对生态环

境起到保护作用.
性别决定和性别分化机制的了解是实现单性选

育的基础.目前,克氏原螯虾性别调控相关基因的

研究,除了胰岛素样促雄性腺激素基因(insulinＧlike
androgenicglandhormonegene,IAG)[７]外,未见有

其他报道.因此,本研究利用 RACE技术从克氏原

螯虾中获得了PcDsxcDNA,并利用qRTＧPCR 检

测该基因在成年克氏原螯虾不同组织及早期发育阶

段不同时期的表达情况,以期为甲壳动物性别调控

机制的研究提供理论基础,为克氏原螯虾的单性选

育提供理论和技术指导.

1　材料与方法

1.1　样本收集

试验所用克氏原螯虾来自华中农业大学水产养

殖示范基地,养殖水温２０~２３℃.为了解克氏原螯

虾Dsx 基因的表达特征,采集成年克氏原螯虾(雌、
雄)个体的神经、脑、心脏、肝胰腺、肠、触角腺、肌肉、
鳃、血细胞、皮肤、性腺等组织,收集克氏原螯虾无节

幼体期、蚤状幼体期的受精卵及出膜后１、３、６、１３、

１５、１７、２３、２８、４１、４８、９８、１０３、１０９、１１５d的克氏原

螯虾头胸甲样品(n＝５).所有的样品保存于 RNA
保存液中,用于后续RNA提取.
1.2　总 RNA 提取及 cDNA 合成

取得 的 RNA 组 织 样 品 用 TRIZol法 (QIAＧ
GEN,德 国)提 取 总 RNA,用 Thermoscientific
DNaseI(RNaseＧfree)试剂盒除去基因组 DNA 后,
按RevertAidFirstStrandcDNASynthesisKit试

剂盒(ThermoFisherScientific,美国)说明书反转

录成cDNA.
1.3　克氏原螯虾 PcDsx 基因克隆

克氏原螯虾PcDsx 基因的cDNA 部分序列从

笔者所在实验室测得的克氏原螯虾Survey序列中

获得[８],利用Primer５软件设计特异性引物PcDsx
F/R,然 后,根 据 获 得 的 cDNA 部 分 序 列 按 照

SMARTer® RACE５′/３′Kit(TaKaRa,日本)的说

明书设计扩增３′和５′端序列的引物,并反转录特异

性cDNA模板,扩增PcDsx３′和５′端序列.以上引

物均由武汉擎科创新生物科技有限公司合成,扩增

PcDsxcDNA序列所用引物信息详见表１.
表１　实验所用引物信息表

Table１　Primerusedintheexperiment

引物名称

Primername
引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequence(５′Ｇ３′)
产物长度/bp

Productlength
用途

Description

PcDsxF AGTACCCTACCGACTACCCCCATCC

PcDsxR TGTCTGTGGCAACTTTGAAATGAGG
８１５ 克隆 Clone

PcDsx５′R１ GATTACGCCAAGCTTTCGCTTGCCTTTCTTCTTGGCTTCG

PcDsx５′R２ GATTACGCCAAGCTTCGGACTGTGTGGATTGTAGCCGTTTGG
约５００

About５００
克隆

Clone

PcDsx３′F１ GATTACGCCAAGCTTCTGGATGAACTGGTGCGGGAGACGT

PcDsx３′F２ GATTACGCCAAGCTTAGATGATCAACCAGGTGGTGAGGCC
约２００

About２００
克隆

Clone

PcDsxF２ CAACAGCACTCATAGCCCAC

PcDsxR２ TCGCTTGCCTTTCTTCTTGG
１６３ qRTＧPCR

１８SＧRNAF TATACGCTAGTGGAGCTGGAA

１８SＧRNAR GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT
１４７ qRTＧPCR

　注:带下划线的序列是按照 RACE试剂盒说明书添加的序列.Note:TheunderlinedsequencewasaddedintheprimeraccordingtotheinＧ

structionsoftheRACEkit．

1.4　生物信息学分析

将测得的序列修剪后进行拼接 (DNASTAR
Lasergene,USA),拼接后的序列用在线软件 ORＧ
Ffinder(https://www．ncbi．nlm．nih．gov/orffindＧ
er/)和 Blast (NCBI,https://blast．ncbi．nlm．nih．

gov/Blast．cgi)分析,用 DTU Bioinformatics (htＧ
tp://www．bioinformatics．dtu．dk/)和ExPASy(htＧ
tps://web．expasy．org/compute_pi/)推导其氨基酸

序列,并 分 析 其 蛋 白 分 子 质 量 和 等 电 点,通 过

SMART在线软件(http://smart．emblＧheidelberg．
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de/)预 测 结 构 域.用 在 线 软 件 IＧTASSER(htＧ
tps://zhanglab．ccmb．med．umich．edu/IＧTASSＧ
ER/)预测蛋白的三维结构.各物种的同源氨基酸

序列来自 NCBI,在 MEGA５．１软件上,用clustalW
法对各物种DsxDM 结构域氨基酸序列进行比较分

析,并用邻接法(NJ)构建系统进化树,各物种 Dsx
DM 结构氨基酸序列如表２所示.
表２　序列比对及建树所用的Dsx/Dmrt氨基酸序列信息

Table２　ThesequencesinformationofDsx/Dmrtusedin

sequencealignmentandphylogenetictreeanalysis

缩写
Abbreviation

物种
Species

序列号
Accession
number

基因名
Gene
name

DpDmrt３ Daphniapulex EFX８９０５４．１ Dmrt３

MrDmrt９９B Macrobrachium
rosenbergii

AHI４７０２５．１ Dmrt９９B

MrDmrt１１E Macrobrachium
rosenbergii

AHI４７０２４．１ Dmrt１１E

DmDmrt Daphniamagna A０A０P６CC９１ Dmrt
PvDmrt１ＧlikePenaeusvannamei XP_０２７２３０５０１．１ Dmrt１Ｇlike

AvDmrtA１ Armadillidium
vulgare

RXG７０６３７．１ DmrtA１

HsDmrt１ Homosapiens Q９Y５R６ Dmrt１
DrDmrt１ Daniorerio Q７１MM５ Dmrt１
MmuDmrt１ Musmusculus Q９QZ５９ Dmrt１

SviDMY Sagmariasus
verreauxi ARK３６６２３．１ iDMY

SviDmrt１ Sagmariasus
verreauxi ARK３６６２０．１ iDmrt１

SvDmrt１１E Sagmariasu
verreauxi ARK３６６２２．１ Dmrt１１E

EsDmrtＧlike Eriocheirsinensis ADH１５９３４．１ DmrtＧlike

AfDsx１ Artemia
franciscana

A０A２S０XSU１ DoublesexＧ１

SvDsx Sagmariasus
verreauxi ARK３６６２１．１ Doublesex

PchDsx Penaeuschinensis AFU６０５５２．１ Doublesex
MmaDsx Moinamacrocopa BAM３３６１３．１ Doublesex

DmeDsx Drosophila
melanogaster

AAF５４１６９．１ Doublesex

PcDsx Procambarusclarkii / Doublesex
1.5　qRTＧPCR

通过qRTＧPCR 检测克氏原螯虾 PcDsx 的表

达情况.反应体系为 ２０μL,包括 F/R 引物 (１０

μmol/L)各０．２μL、双 蒸 水 ８．６μL、cDNA 模 板

１μL和SYBRGreen(TaKaRa,日本)１０μL.反应

程序为:９５℃预变性５min;９５℃变性１５s５７℃
退火３０s,７２ ℃延 伸 ３０s,共 ４０ 个 循 环.１８SＧ
RNA作为内参基因,用２－ΔΔCt法计算PcDsx 的相

对表达量.
1.6　数据分析

试验数据在 MicrosoftExcel２０１６软件上进行

统计,所有试验数据均以平均数±标准差(mean±
SD)表示,在SPSS２３．０ 软件上进行单因素方差分

析(OneＧwayANOVA),采用LSD法进行多重比较

检验差异显著性,以字母或“∗”代表差异显著性

(P＜０．０５),用软件 GraphPadPrism７作图.

2　结果与分析

2.1　克氏原螯虾 PcDsx 基因的克隆

从精巢组织中获得了PcDsxcDNA 全长序列

(１５８４bp),包括２４３bp５′UTR、７６５bpORF(编码

２５４aa)和５７６bp３′UTR(图１).该基因的３′UTR
区有２个 mRNA快速降解信号(ATTTA),在降解

信号 之 后 有 １ 个 GT 富 集 和 ２ 个 “TTTTTT”
(图１).该基因编码的蛋白有２５４aa,相对分子质量

和等电点分别为２８５５９．８０和６．４６,预测的PcDsx
蛋白含有１个 NＧ糖基化位点(N７８)和１个由５５个

氨基酸残基组成的 DM 结构域,其二级结构和三维

结构如图２所示.
利用 MEGA５．１软件将表２中所有基因的DM

结构域氨基酸进行多重序列比较及进化树分析,结
果如图３A和图３B所示.克氏原螯虾PcDsx与南

美白对虾(Penaeusvannamei)Dmrt１Ｇlike、中国明

对虾(Fenneropenaeuschinensis)PchDsx、东方刺龙

虾SvDsx的 DM 结构域有５个保守的半胱氨酸残

基(C),可以形成一个锌结合位点(CCHC),在进化

树中其蛋白也聚为一支,其中PcDsx与SvDsx的同

源性最高;而果蝇和丰年虫(Artemiafranciscana)
的Dsx 以及甲壳类、哺乳类Dmrt的 DM 结构域则

有６个保守的半胱氨酸残基(C),可以形成２个锌

结合位点(CCHC和 HCCC),而其蛋白与PcDsx的

同源性也较远(图３B).
2.2　 PcDsx 在成年克氏原螯虾各组织中的表达

情况

　　PcDsx 在成年雌雄克氏原螯虾不同组织中的

表达情况如图４所示,在成年雄性克氏原螯虾中,触
角腺中PcDsx 表达量最高,其次是食道下神经节、
肌肉组织、精巢、心脏,其他各组织PcDsx 表达相对

较低,尤其在血和皮肤中;在成年雌性克氏原螯虾

中,PcDsx 表达量最高的组织亦是触角腺,其次是

卵巢、肝胰腺、后肠和肌肉.此外,除了食道下神经

节、脑、肌肉组织、精巢、心脏和血中的PcDsx 表达

水平在雌雄个体间不存在差异,其他组织中PcDsx
的表达在雌雄个体间均有显著性差异,其中,在雌性

的触角腺、卵巢、肝胰腺、前肠、中肠、后肠、鳃和皮肤

中表达水平显著性高于雄性组织.
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　起始密码子(ATG)用红色字体表示,终止密码子(TGA)用红色字体及下方加∗表示;mRNA快速降解信号(ATTTA)用黄色表示;GTF
富集和TTTTTTT用蓝色表示.预测的NＧ糖基化位点用绿色斜体字体表示,DM(doublesexDNAＧbindingmotif)结构域用斜体加下滑线表

示.Thestartcodon(ATG)wasmarkedwithred,andthestopcodon(TGA)wasmarkedwithredandindicatedwith“∗”．ThemRNA

rapiddegradationsignal(ATTTA)wasshowninyellow．GTＧrichand“TTTTTT”weremarkedwithblue．PredictedNＧglycosylatedsites

wereindicatedingreenitalicfont．ThededuceddoublesexDNAＧbindingmotif(DM)sequenceswereindicatedbyitlicsandunderlined．

图１　PcDsxcDNA序列及推导的其氨基酸序列

Fig．１　NucleotidesequenceanddeducedaminoacidsequenceofPcDsxcDNA

　A:预测的PcDsx蛋白结构域.“DM”表示 DM 结构域,红色区域

为低复杂度区域.B:预测的 PcDsx蛋白三维结构图.A:ThePreＧ
dicteddomainsofPcDsx．“DM”indicatesdoublesexDNAＧbinding
motif,andredboxindicateslowcomplexityregion．B:Thepredicred
threeＧdimensionastructureofPcDsx．

图２　预测的PcDsx蛋白结构域及三维结构图

Fig．２　PredicteddomainsandthreeＧdimensional
structureofPcDsx

2.3　 PcDsx 在克氏原螯虾早期发育不同时期的表

达情况

　　PcDsx 在克氏原螯虾早期发育不同时期的表

达情况如图５所示.从无节幼体期开始PcDsx 的

表达水平逐渐升高,在出膜后１~３d出现高峰,此

后,PcDsx 的表达水平逐渐降低,在可以通过外部

结构鉴别雌雄(出膜后２３d)后,雌性幼虾中PcDsx
的表达水平在出膜后４１d最高,在出膜后９８d次

之,而在雄性幼虾中 PcDsx 表 达 水 平 在 出 膜 后

１１５d最高,在出膜后１０９d次之.有意思的是,在

出膜后２３d,雌性幼虾中PcDsx 表达水平明显高

于雄性,在出膜后４１、９８、１０３d亦是如此;而在出

膜后２８、４８、１０９d和１１５d则是雄性幼虾明显高

于雌性.
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　A:Dsx/DmrtDM 结构域的多重比较分析,多序列比较的方法为clustalW 法,保守性大于５０％的氨基酸残基用彩方形背景突出.

B:Dsx/DmrtDM 结构域的进化分析.在 MEGA５．１软件上采用 NeighborＧJoining法构建进化树,bootstrap值设置为１０００次计算重复;克
氏原螯虾加红色方框标记.多重比较及建树所用 Dsx或 Dmrt相关序列信息见表２.A:MultiplealignmentanalysisofDsx/DmrtDMdoＧ
mains．ThealignmentwasperformedbytheclustalWalgorithm．Theidenticalresiduesitesinregionswithmorethan５０％conservedlevel
werehighlightedwithacoloredsquarebackground．B:EvolutionaryanalysisofDsx/Dmrtaminoacidsequences．TheanalysiswasconstrucＧ
tedbytheNeighborＧJoiningmethodwithbootstrapping１０００replicates,usingMEGA５．１software．P．clarkiiwasmarkedwitharedbox．
TheDsx/DmrtrelatedinformationusedformultiplealignmentandevolutionaryanalysiswerelistedinTable２．

图３　多重比较及进化分析

Fig．３　Multiplealignmentandevolutionaryanalysis

　VG:腹部腹神经索 Ventralganglia;TG:胸部腹神经索 Thoracicganglia;SG:食道下神经节Subesophagealganglia;PN:围食道神经 PerＧ
iesophagealnerve;Br:脑Brain;Hea:心脏 Heart;Hep:肝胰腺 Hepatopancreas;FG:前肠 Foregut;MG:中肠 Midgut;HG:后肠 Hindgut;AnＧ
Gl:触角腺 Antennaryglands;Mu:肌肉 Muscle;Gi:鳃 Gill;Hem:血 Hemocytes;Hy:皮肤 Hypodermis;Te:精巢 Testis;Ov:卵巢 Ovary;

TD:输精管 Testicularducts;AG:促雄性腺 Androgenicgland;∗:P ＜０．０５;∗∗:P＜０．０１.PcDsx 在成年雄性克氏原螯虾各组织中表达

的显著性差异用大写字母表示(P＜０．０５),PcDsx 在成年雌性克氏原螯虾各组织中表达的显著性差异用小写字母表示(P＜０．０５),PcDsx
在雌雄相同组织中表达的显著性差异用星号表示.DifferentupperＧcaselettersindicatedsignificantdifferencesintheexpressionlevelsof
PcDsxindifferenttissuesofmaleP．clarkii(P＜０．０５)．DifferentlowerＧcaselettersindicatedsignificantdifferencesintheexpressionlevels
ofPcDsxindifferenttissuesoffemaleP．clarkii(P＜０．０５)．AsterisksindicatedsignificantdifferencesintheexpressionlevelsofPcDsxbeＧ
tweenmaleandfemalethesametissue．

图４　 PcDsx在成年克氏原螯虾组织中的表达模式

Fig．４　ExpressionpatternofPcDsxinadultP．clarkii
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　NS:无 节 幼 体 期 Naupliusstage;ZS:蚤 状 幼 体 期 Zoeastage;

１Ｇ１１５d:出膜后第１~１１５天 ThefirstＧ１１５daysafterhatching．

图５　PcDsx在克氏原螯虾早期不同发育时期的表达模式

Fig．５　ExpressionpatternofPcDsxintheearly
developmentperiodofP．clarkii

3　讨　论

在本研究中,我们获得了PcDsxcDNA的全长

序列,该基因具有Dmrt基因家族的特征,与同源性

较高的南美白对虾 Dmrt１Ｇlike、中国明对虾 PchDＧ
sx、东方刺龙虾SvDsx的 DM 结构域相同,都只含

有１个锌结合位点(CCHC),而同源性较远的果蝇

和丰年虫的Dsx 以及甲壳类和哺乳类Dmrt的DM
结构域则含有２个锌结合位点(CCHC和 HCCC).
在PcDsx 中发现了２个降解信号,降解信号会影响

mRNA的稳定性,不知该基因的 mRNA 的稳定性

在雌雄克氏原螯虾间是否有差异,进而影响其在不

同性别的克氏原螯虾中的功能.
在东方刺龙虾中,对性发育相关基因SvTKIR

和SvDmrt１的研究发现,这２个基因在雌雄未成年

虾的触角腺中表达水平均较高,而在成年虾的触角

腺中的表达则表现出性别二态性,雌性中的表达水

平显著高于雄性[９].在本研究中,PcDsx 在成年雌

性克氏原螯虾的触角腺组织中表达水平最高,且表

达水平显著高于雄性,笔者所在研究小组在对克氏

原螯虾PcSxl的研究中发现,该基因在成年雄虾触

角腺组织中表达最高,而在雌性中的表达远低于雄

性(数据待发表).目前,尚无法解释这些基因在触

角腺中的性别二态性表达现象.触角腺在虾蟹类中

的作用类似于哺乳动物的肾脏,用于调节渗透压和

离子平衡以及代谢废弃物如尿液的排泄.有证据表

明尿液中混有独特的物质,可以传达社会地位、交

配、聚合退敌、协调公共生活及其他社会行为的化学

信号[１０Ｇ１２],如若触角腺参与这些信号或者交配信号

的调节过程,那么这些基因在触角腺中表现出性别

二态性表达也有据可依[９],但目前未见相关报道,尚
需进一步深入研究.

在甲壳动物中,有的与昆虫性别决定通路上的

基因的同源基因,其表达水平对性别具有偏好性,例
如,Sxl 多 具 有 偏 雄 性 表 达 的 特 点,日 本 沼 虾

(M．nipponense)[１３]和中华绒蟹(EriocheirsinenＧ
sis)[１４]如此,南美白对虾中的SxlＧ１、SxlＧ３、SxlＧ５
和SxlＧ６[１５]亦是如此.日本沼虾中FemＧ１和FemＧ
１b[１６Ｇ１７]的表达对性别也具有偏好性.甲壳动物性

别调控机制具有复杂多样性,性别偏好性表达现象

在不 同 物 种 中 可 能 不 尽 相 同,如 淡 水 枝 角 水 溞

(D．pulex)中的 Tra 基因[１８]和中国明对虾中的

TraＧ２基因[１９]的表达存在性别二态性,而大型溞中

的Tra[２０]和斑节对虾(P．monodon)中的TraＧ２[２１]

在雌雄间表达则并无明显差异;本研究中PcDsx 在

雌性克氏原螯虾的卵巢组织中的表达水平高于雄性

精巢,而同源性较高的中国明对虾Dsx 以及长牡蛎

Dsx 则在雄性性腺中高表达 [２２Ｇ２３].

IAG 是目前唯一被证实参与雄性甲壳动物性

别分化的关键因子[２４Ｇ２５],其可能与Dsx 间存在直接

或间接的调节关系.在罗氏沼虾中,Dmrt１１E 基因

的沉默会引起IAG 转录水平下调[５],同样的,在中

国明对虾中,dsRNA干扰Dsx 基因的表达后,也会

使IAG 基因表达水平下降,并且在IAG 启动子区

域上预测出了Dsx 结合位点,推测Dsx 基因可能是

IAG 基 因 上 游 调 节 基 因[２２]. 根 据 PcDsx 和

PcIAG 在克氏原螯虾早期发育时期的表达情况分

析,推测PcIAG 基因在直接或间接接收到PcDsx
的调节信号后做出相应的反应,在出膜后１~３d表

达水平达到最高,进而调控克氏原螯虾的雄性第二

性征,在出膜后２３d长出雄性特化的第一游泳足,
至于克氏原螯虾性别形成的时间我们无法判断,还
有待于深入研究.
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MolecularcloningandexpressionanalysisofPcDsxinProcambarusclarkii

SHILinlin１,CHENJiahao１,SHIRuixue１,FEIJiamin１,ZHANGLong１,LIYanhe１,２

１．KeyLabofFreshwaterAnimalBreeding,MinistryofAgricultureandRuralAffair/

KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics,BreedingandReproduction,

MinistryofEducation,CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China;

２．EngineeringResearchCenterofGreenDevelopmentforConventionalAquatic
BiologicalIndustryintheYangtzeRiverEconomicBelt,MinistryofEducation,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　Toelucidatethefunctionofthedoublesex(PcDsx)geneinProcambarusclarkii,the
PcDsxcDNAsequencewasobtainedbytherapidamplificationofcDNAends(RACE)andtheexpresＧ
sionofPcDsx wasdeterminedbyquantitativerealＧtimePCR(qRTＧPCR)．Theresultsofbioinformatics
analysisshowedthatthefullＧlengthPcDsxcDNAwas１５８４bp,witha２４３bp５′untranslatedregion,a
７６５bpopenreadingframe(ORF)(coded２５４aa)anda５７６bp３′untranslatedregion．ThededucedproＧ
teinofPcDsxwas２５４aaandthepredictedPcDsxproteinwasfoundtocontainaconservedDMdomain．
PhylogeneticanalysisrevealedthatthePcDsxDM domainsharehighsimilaritytotheDM domainof
Sagmariasusverreauxidoublesex．ThegeneexpressionanalysisshowedthatPcDsx waswidelyexＧ
pressedinvarioustissuesoftheadultcrayfish,highestintheantennaryglands,followedbythemuscle
andgonads．TheexpressionofPcDsxinvariousadultfemaletissueswassignificantlydifferentfromthat
inadultmaletissues．DuringtheearlydevelopmentofP．clarkii,theexpressionlevelofPcDsxreached
apeakat３dayafterhatching,whilethehighestexpressionofPcDsxinmaleandfemalejuvenilesapＧ
pearedat４１and１１５dayafterhatching,respectively．Besides,theexpressionofPcDsxalsoshowedsigＧ
nificantdifferencesbetweenmaleandfemalejuveniles．

Keywords　Procambarusclarkii;Dsx;sexdetermination;molecularcloning;geneexpression;

monosexcultivation;sexＧregulatedgenes
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