
第４０卷 第１期

２０２１年　１月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．４０　No．１

Jan．２０２１,１２０~１２８

费佳敏,石林林,李艳和．克氏原螯虾sexＧlethal基因的克隆与表达分析 [J]．华中农业大学学报,２０２１,４０(１):１２０Ｇ１２８．

DOI:１０．１３３００/j．cnki．hnlkxb．２０２１．０１．０１５

收稿日期:２０２０Ｇ０６Ｇ２０
基金项目:国家自然科学基金青年基金项目(３１５０１８５８);中央高校基本科研业务费专项(２６６２０２０SCPY００４);湖北省第二批现代农业产业

技术体系“稻田综合种养创新团队”
费佳敏,EＧmail:１２５５８６４５４５＠qq．com
通信作者:李艳和,EＧmail:liyanhe＠mail．hzau．edu．cn

克氏原螯虾sexＧlethal 基因的克隆与表达分析
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摘要　为探究克氏原螯虾sexＧlethal基因(Sxl)的功能与分子机制,采用 RACE(rapidamplificationofcDＧ
NAends)技术克隆获得４个克氏原螯虾SxlcDNA序列,利用荧光定量PCR技术检测其在不同组织以及早期

发育时期的表达情况.生物信息学分析发现,PcSxlβ 和PcSxlδ 比PcSxlγ 多了一段７７bp的碱基序列,而

PcSxlβ和PcSxlδ预测所得的氨基酸序列较PcSxlγ短.克氏原螯虾的Sxl氨基酸序列与红螯螯虾的序列相似

性较高(７５．７６％ ).保守结构域分析显示,这４种转录异构体序列预测的氨基酸序列都具有２个相同的高度保守

的RRM 结构域.表达分析结果显示,PcSxl在成年雄性克氏原螯虾的触角腺和鳃中表达量较高,在成年雌性中

则是中肠和前肠的表达量较高,雌性卵巢中的表达量要显著高于雄性精巢.早期发育时期中,无节幼体时期的

表达量最高,在蚤状幼体期表达量出现下降,但在出膜后第１天表达量又有所升高,随后整体则呈现出逐渐下降

的趋势.以上结果表明克氏原螯虾PcSxl与其性别分化有关.
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　　克氏原螯虾(Procambarusclarkii),俗称小龙

虾,因其生长迅速、适应性强、肉味鲜美、蛋白质含量

高等特点,目前已成为我国重要的淡水经济养殖品

种之一.在自然发育和人工养殖过程中,雌雄个体

间的生长速度存在一定的差异.在达到性成熟之

前,雌雄个体相差不大且生长速度相当;接近性成熟

时,由于雌虾需要为卵巢提供大量的营养物质,雄虾

的体长和体质量增长较雌虾快[１].因此,研究克氏

原螯虾中与性别分化相关的基因,将有利于人为控

制其性别的分化,达到在养殖过程中进行单性养殖

以获得更高利益的目的,并推动我国小龙虾产业的

发展.
目前有关昆虫雌雄性别发育相关基因的研究已

有一定 的 进 展,其 中 关 于 黑 腹 果 蝇 (Drosophila
melanogaster)性别决定机制的研究最为成熟,可为

其他物种的研究提供一定的参考作用.在昆虫的体

细胞中性别决定信号的调控是由一系列涉及多个基

因的联级反应组成的,其中一些基因编码 RNA 结

合蛋白来控制前体 mRNA的性别特异性剪接[２],从
而达到对昆虫性别分化的调控作用.在这些性别决

定相关的基因中,Sxl位于联级反应的最上游,被认

为是黑腹果蝇性别决定的关键基因,是控制着体细

胞的性别分化、生殖细胞的分化以及剂量补偿的枢

纽[３],其表达受到 X∶A 的信号调控[２].当 X∶A
(２X∶２A)的比值为１时,Sxl被激活产生有活性的

Sxl蛋白,调控下游性别分化相关基因的表达,使果

蝇个体发育成雌性.相反当X∶A(XY∶２A)为０．５
时,Sxl没有被激活,一系列的联级调控反应无法进

行,促使果蝇个体发育成雄性[４].
在一些甲壳动物中,与性别决定联级反应有关

的一些基因已经被报道,如,罗氏沼虾(MacrobraＧ
chiumrosenbergii)的１个Sxl基因,２个Dmrt转

录异构体[５];南美白对虾(Penaeusvannamei)的

Sxl 基 因[６];中 华 绒 螯 蟹 的 (Eriocheirsinensis)



４种Sxl转录异构体[７];红螯螯虾(CheraxquadriＧ
carinatus)的 ４ 种 Sxl 转录 异 构 体[８];中 国 对 虾

(Fenneropenaeuschinensis)的１个TraＧ２基因[９];
日本沼虾(Macrobrachiumnipponense)的２个Sxl
异构体和１个TraＧ２基因[１０Ｇ１１].甲壳动物的这些

基因大多与昆虫的同源基因具有高度的序列相似

性,但是这些基因在甲壳动物的性别决定中的作用

仍然没有被明确,而研究与其性别调控相关基因的

结构与功能又是探明甲壳动物的性别决定机制的突

破口.因此,笔者克隆和分析克氏原螯虾性别相关

基因Sxl的结构和表达情况,以期为克氏原螯虾性

别决定和性别分化机制的研究奠定一定的基础.

1　材料与方法

1.1　动物材料

试验用虾来自华中农业大学水产养殖示范基

地,养殖水温２０~２３℃,每天投喂２次,１周换水１
次.采集健康的(２０±５)g成年雌雄克氏原螯虾的

腹部腹神经索、胸部腹神经索、食道下神经节、围食

道神经、脑、眼柄、心、肝胰腺、胃、前肠、中肠、后肠、
触角腺、肌肉、鳃、血、皮肤、精巢、输精管、促雄性腺、
卵巢等２１种组织样品,以及克氏原螯虾无节幼体期

和蚤状幼体期的受精卵,出膜后１、３、６、１３、１５、１７d
的整只虾样品,出膜后出现雌雄分化的２３、２８、３６、

４１、４８、９８、１０３、１０９、１１５d的雌雄虾的头胸甲样品,
共计２６种样品.其中每种试验样品采集３只虾为

１组,采集后的样品经液氮罐速冻后于－８０℃冰箱

保存备用.
1.2　总 RNA 的提取和 cDNA 的合成

采 用 TRIZol® Reagent(Thermo Scientific,

Waltham,MA,USA)法 提 取 各 个 试 验 样 品 的 总

RNA.取１μLRNA,使用紫外分光光度计 NanoＧ
Drop ２０００ (Thermo Scientific,Waltham,MA,

USA)进行上机检测,测定其A２６０/A２８０在１．８~２．０
之间,质量浓度在２０ng/μL以上;根据反转录试剂

盒 ReverAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(ThermoScientific,Waltham,MA,USA)操作步骤

对提取的总RNA(１μg)进行反转录,以获得cDNA
第一条 链.剩 余 RNA 样 品 以 及 反 转 录 得 到 的

cDNA样品保存于－８０℃冰箱备用.
1.3　 Sxl 的 cDNA 序列的克隆

根据 NCBI数据库中已知的甲壳类动物的Sxl
cDNA序列,利用 MEGA５．１软件,找出其高度保

守区域.遵循引物设计的原则,利用生物学软件

PrimerPremier６．０设计简并引物SxlＧF/R(表１),
扩增获得Sxl基因的部分cDNA 片段.基于获得

的 Sxl cDNA 的 中 间 序 列,按 照 SMARTerTM

RACE(TaKaRa,大 连)试 剂 盒 要 求,用 Primer
Premier６．０设计用于扩增SxlcDNA５′端的特异

性引物Sxl５′R１/２(Kit)以及３′端的特异性引物

Sxl３′F１/２(Kit)(表１).根据试剂盒的方法扩增

３′、５′末端未知序列.
表１　试验所用引物序列

Table１　Sequenceofdifferentprimersusedinthisexperiment

引物 Primer 引物序列(５′Ｇ３′)Sequence(５′Ｇ３′)

Sxl３′F１(Kit)
GATTACGCCAAGCTT

GCAGACTGGCTATTCGTTTGGCTTCG

Sxl３′F２(Kit)
GATTACGCCAAGCTT

TACCAGAAGCCCGAAGATGCCGC

Sxl５′R１(Kit)
GATTACGCCAAGCTT

AATGGCTTTAGCGGCATCTTCGGG

Sxl５′R２(Kit)
GATTACGCCAAGCTT

TACTCCACAAAGCCGAAGCCAAACG
SxlＧF ATGGCCATACCCATATTCCAA
SxlＧR CTACTTGATGCGTTTATGCTG
SxlＧqF AGACTGGCTATTCGTTTGG
SxlＧqR TACTTGATGCGTTTATGCTG

　注:表中下划线部分为按照 RACE 试剂盒要求所添加的序列.

Note:Inthetable,thesequencewiththeunderlinedwereaddedin

accordancewiththerequirementsoftheRACEkit．

1.4　序列分析

使用Seqman软件对序列进行拼接,得到Sxl
cDNA全长.用在线生物软件Blast(https://blast．
ncbi．nlm．nih．gov/Blast．cgi)将获得的全长与其他物

种的Sxl 序列进行比对,用 ORFfinder(https://

www．ncbi．nlm．nih．gov/orffinder/)预 测 其 ORF
区,用DTUBioinformatics(http://www．bioinforＧ
matics．dtu．dk/)和 ExPASy(https://web．expasy．
org/compute_pi/)推导其氨基酸序列结构特点,并
分析其蛋白质分子质量和等电点,通过SMART在

线软件(http://smart．emblＧheidelberg．de/)预测结

构域.使用DNAMAN软件的ClustalW 对各物种

的Sxl 氨基酸序列 (表 ２)进行比较分析.使用

MEGA５．１构建系统进化树(邻接法),其中分支节

点值(bootstrapＧvalue)设置为１０００次重复抽样试

验,检验各节点的置信度.
1.5　荧光定量 PCR

基于 已 获 得 的 PcSxlα、PcSxlβ、PcSxlγ 和

PcSxlδ４种转录异构体序列的保守区域,遵循引物
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表２　序列比对及聚类分析所用Sxl氨基酸序列信息

Table２　InformationofSxlusedinsequencealignmentandphylogenyanalysis

名称 Name 物种 Organism 登录号 Accessionnumber
DpSxl Daphniapulex EFX７５３９４．１
CqSxl１ Cheraxquadricarinatus QCZ２４９３０．１
CqSxl２ Cheraxquadricarinatus QCZ２４９３１．１
CqSxl３ Cheraxquadricarinatus QCZ２４９３２．１
CqSxl４ Cheraxquadricarinatus QCZ２４９３３．１
PvSxl Penaeusvannamei AUS８９４４６．１
MrSxl Macrobrachiumrosenbergii APO１４３２３．１
MnSxl Macrobrachiumnipponense AGI４４５７７．１
LsSxl Lepeophtheirussalmonis ADD３８０３１．１
CfSxl Camponotusfloridanus EFN６５８６０．１
EsSxl Eriocheirsinensis AHA３３３９１．１
PtSxl Portunustrituberculatus QBA３０９５３．１
DmSxl Drosophilamelanogaster AAO４１６３８．２
BmSxl Bombyxmori NP_００１１６６８５４．１
PcSxlα Procambarusclarkii MT６８０９０９(本研究克隆,obtainedinthisstudy)

PcSxlβ Procambarusclarkii MT６８０９１０(本研究克隆,obtainedinthisstudy)

PcSxlγ Procambarusclarkii MT６８０９１１(本研究克隆,obtainedinthisstudy)

PcSxlδ Procambarusclarkii MT６８０９１２(本研究克隆,obtainedinthisstudy)

设计原则,利用 PrimerPremier６．０设计荧光定量

PCR引物SxlＧqF/R(表１),使用 SYBR®Premix
ExTaqTMⅡ荧光染料试剂(TaKaRa,大连),以及

QuantStudio６荧光定量PCR仪(ThermoScientifＧ
ic,Waltham,MA,USA)对成年雌雄克氏原螯虾各

组织以及各发育阶段的组织样品中的Sxl表达情

况进行定量分析.每个样品重复３次,反应程序如

下:９５℃预变性１０min;９５℃变性３０s;５９℃退火

４５s;７２ ℃ 延 伸 ３０s;４０ 个 循 环. 同 时 选 用

１８SRNA为内参基因进行对照.
使用２－△△Ct法分析克氏原螯虾Sxl基因在不

同组织及发育时期的相对表达情况.使用生物统计

学软件 GraphPadPrism７对数据进行统计分析,使
用单因素方差分析和多因素方差分析的方法进行显

著性差异分析.P＜０．０５代表存在显著性差异,

P＜０．０１代表存在极显著性差异.

2　结果与分析

2.1　克氏原螯虾 Sxl 基因的序列分析

从雄性克氏原螯虾精巢中扩增出了４个不同转

录异构体的SxlcDNA 序列,分别命名为PcSxlα、

PcSxlβ、PcSxlγ 和PcSxlδ,序列提交至 Genbank
数据库,登录号分别为 MT６８０９０９~MT６８０９１２.其

中,PcSxlα 有１０２bp５′UTR、６９６bpORF(编码

２３１aa)和３９２bp３′UTR;起始密码子和终止密码

子分 别 为 ATG 和 TAA,３′端 有 １ 个 加 尾 信 号

AATAAA;预测的PcSxlα多肽的分子质量为２５．７５
ku,理 论 等 电 点 pI为 ９．０６.PcSxlβ 有 １０２bp
５′UTR、６４８ bp ORF(编 码 ２１５aa)和 ５１８ bp
３′UTR;起始密码子和终止密码子分别为 ATG 和

TGA,３′端无加尾信号 AATAAA,但有 U 元素富

集区;预测的 PcSxlβ多肽的分子质量为２４．２４ku,
理论等电点pI为９．１３.PcSxlγ 有１０２bp５′UTR、

９３９bpORF(编码３２２aa)和１１２８bp３′UTR;起始

密码子和终止密码子分别为 ATG和 TGA,３′端有

１个加尾信号 AATAAA;预测的 PcSxlγ多肽的分

子质量为３３．９７ku,理论等电点pI为９．２５,有２个

NＧ糖基 化 位 点 N２８３ 和 N２９３.PcSxlδ 有 １０２bp
５′UTR、７１７bp ORF(编 码 ２３８aa)和 １４２９bp
３′UTR;起始密码子和终止密码子分别为 ATG 和

TGA,３′端 有 １ 个 加 尾 信 号 AATAAA;预 测 的

PcSxlδ多肽的分子质量为２６．５９ku,理论等电点pI
为９．３６.这４种不同的PcSxlcDNA 序列及编码

的氨基酸序列具体如图１A所示.
如图１B所示,这４种不同剪接方式的PcSxl

mRNA具有相同的５′UTR 及部分相同的 ORF.

PcSxlα、PcSxlβ、PcSxlγ 与PcSxlδ 相比,PcSxlα
只有前７２９bp与PcSxlδ相同,而图１B中黄色方块

区域则是与PcSxlδ不同的序列;PcSxlβ缺失了２个

片段,一段在PcSxlδORF,长度为６９bp,另一段在３′
端,长度为９１４bp;PcSxlγ缺失７７bp,缺失的区域包

含PcSxlδ的部分 ORF序列和部分３′端序列.
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　A:４种不同的PcSxlcDNA序列及预测的氨基酸序列.图中蓝色阴影加下划线为PcSxls的２个RRM 结构域.B:PcSxlmRNA对比

图.A:ThenucleotidesequencesanddeducedaminoacidsequencesofPcSxlcDNA．ThetwoRRMdomainsofPcSxlareindicatedbyblue
shadewithanunderline．B:ThecomparisonofPcSxls．

图１　４种不同的PcSxl结构图

Fig．１　FourdifferentPcSxlstructure
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2.2　克氏原螯虾 Sxl 氨基酸序列分析

在DANMAN软件上,用 ClustalW 算法将测

得的序列与其他物种的Sxl氨基酸序列和 RRM 结

构域氨基酸序列分别进行多重比较分析,所得到的

结果见图２A.通过多序列比较分析发现,螯虾类的

Sxl氨基酸序列一致性高达７５．７６％;虾蟹类的高达

７２．２４％;而 整 个 甲 壳 类 的 一 致 性 则 为 ６８．９８％.

PcSxlα与 红 螯 螯 虾 (Cheraxquadricarinatus)的

Sxl４(CqSxl４)一致性达６６．４７％;PcSxlγ与CqSxl１
的一致性高达８７．５４％;PcSxlδ与CqSxl３的一致性

　A:甲壳动物Sxl氨基酸序列的多重比较.彩色背景标识的氨基酸残基为保守性大于５０％的氨基酸残基.克氏原鳌虾的Sxl氨基酸序列

在图中用红色方框标出.B:预测的PcSxl蛋白结构域.RRM 表示 RNA识别模体区,粉色方块表示低复杂区.A:ThemultipleＧsequence

alignmentanalysesofdeducedSxlaminoacidsequencesindifferentcrustaceans．Theaminoacidresiduesidentifiedbycolorbackgroundin

thefigurearethosewhoseconservationisgreaterthan５０％．TheP．clarkiiSxlaminoacidsequenceswereshownintheredbox．B:ThepreＧ

dicteddomainsofPcSxls．RRMrepresentstheregionofRNArecognitionmotif,andthepinksquarerepresentstheregionoflowcomplexity．

图２　克氏原螯虾Sxl氨基酸序列分析

Fig．２　AminoacidsequenceanalysisofProcambarusclarkiiSxl
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　克氏原螯虾的Sxl序列在图中用黑色三角标出.TheSxlaminoacid

sequencesoftheredswampcrayfishwereshowninblacktriangles．

图３　Sxl氨基酸序列的系统进化树

Fig．３　PhylogenetictreeanalysisofSxlaminoacidsequence
为６９．８３％;而 PcSxlβ 与 CqSxl３ 的 一 致 性 只 有

６３．２％.总的来说整个甲壳类的Sxl氨基酸序列较

为一致.
如图２B所示,在相同的 ORF序列中,其对应编

码的氨基酸序列包含２个 RRM 结构域,即这４个

PcSxl转录异构体拥有相同的 RRM 结构域,其中１
个RRM结构域包含７４个氨基酸,另１个包含７６个

氨基酸,２个RRM结构域之间还有１２个氨基酸.
使用 MEGA５．１软件对Sxl基因氨基酸序列

进行系统进化分析,采用邻接法构建系统进化树,

bootstrapＧvalue设置为１０００次用于计算重复.构

建的系统发育进化树如图３所示,其中,弗罗里达弓

背蚁 (Camponotusfloridanus)、黑 腹 果 蝇 (DroＧ
sophilamelanogaster)和家蚕(Bombyxmori)３种

昆虫聚为一支;淡水枝角水溞(Daphniapulex)和
鲑疮痂鱼虱(Lepeophtheirussalmonis)又各聚为一

支;整个虾蟹类单独聚为一支,而在虾蟹一支中,又
分枝为螯虾类(P．clarkii和C．quadricarinatus)、
对虾类(P．vannamei)、沼虾类(M．rosenbergii和

M．nipponense)以及蟹类(E．sinensis 和P．trituＧ
berculatus).
2.3　克氏原螯虾 Sxl 在成年雌雄不同组织中的表

达分析

　　 对 成 年 雌 雄 克 氏 原 螯 虾 的 腹 部 腹 神 经 索

(VN)、脑(Br)、眼柄(Es)、触角腺 (AnGl)、肌肉

(Mu)、鳃(Gi)、血(Hem)、精巢(Te)、输精管(TD)、
促雄性腺(AG)、卵巢(Ov)等各组织的Sxl表达情

况进行了分析.结果显示,Sxl在所检测的雄性和

雌性组织中均有所表达,但不同的组织中存在着较

大的差异(图４).

　雌雄间的差异用“∗”(P＜０．０５)和“∗∗”(P＜０．０１)表示,各组织间的差异用标字母法表示(P＜０．０５).VN:腹部腹神经索;TN:胸部腹

神经索;SN:食道下神经节;PN:围食道神经;Br:脑;Es:眼柄;Hea:心脏;Hep:肝胰腺;St:胃;FG:前肠;MG:中肠;HG:后肠;AnGl:触角

腺;Mu:肌肉;Gi:鳃;Hem:血;Hy:皮肤;Te:精巢;TD:输精管;AG:促雄性腺;Ov:卵巢.Thedifferencebetweenmalesandfemaleswas

markedby“∗”(P＜０．０５)and“∗∗”(P＜０．０１)．Differencesbetweentissuesareindicatedbyalphabeticalnotation(P＜０．０５)．VN:Ventral

nervecord;TN:Thoracicventralnervecord;SN:Subesophagealnerve;PN:Periesophagealnerve;Br:Brain;Es:Eyestalk;Hea:Heart;Hep:HepaＧ

topancreas;St:Stomach;FG:Foregut;MG:Midgut;HG:Hindgut;AnGl:Antennaryglands;Mu:Muscle;Gi:Gill;Hem:Hemocytes;Hy:HypoＧ

dermis;Te:Testis;TD:Testicularducts;AG:Androgenicgland;Ov:Ovary．

图４　PcSxl在成年雌雄克氏原螯虾组织中的表达情况

Fig．４　ExpressionpatternofPcSxlinadultmaleandfemaletissues
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　　从图４中可以看出,PcSxl在成年雄性克氏原

螯虾的触角腺和鳃中表达量最高,其次是心脏、中
肠、腹部腹神经索、后肠及肌肉组织,其他各组织

PcSxl表达相对较低,特别是在眼柄和皮肤中;PcＧ
Sxl在成年雌性克氏原螯虾的中肠中表达量最高,
其次是前肠、肌肉和卵巢,而在其他组织中PcSxl
表达相对较低,尤其是在围食道神经、眼柄和血中.
此外,PcSxl在胃中的表达水平不存在雌雄差异;在
雌性的前肠、中肠、皮肤和卵巢中PcSxl的表达量

极显 著 高 于 雄 性 相 应 组 织 中 PcSxl 的 表 达 量

(图４);而在触角腺和鳃及其他组织中,PcSxl在雄

性组织中的表达水平要高于雌性相应组织中PcSxl
表达水平.
2.4　克氏原螯虾 Sxl 在不同发育时期的表达分析

PcSxl在不同发育时期的表达模式如图５所

示,荧光定量 PCR 的结果显示PcSxl在所检测的

发育时期中都有所表达,其在蚤状幼体期的表达量

达到高峰,出膜后的１~６dPcSxl的表达水平量

次之;并且从出膜后的第１天起其表达量整体呈

现出下降趋势;在出膜后第２３天和第２８天,雄性

幼虾的PcSxl表达水平显著高于雌性PcSxl表达

水平.

　NS:无节幼体;ZS:蚤状幼体;１~１１５d:出膜后１~１１５d.显著性

差异 在 图 中 用 标 字 母 法 表 示 (P＜０．０５).NS:Naupliusstage;

ZS:Zoeastage;１Ｇ１１５d:１Ｇ１１５daysafterhatching．Thesignificant

differencesareindicatedbyalphabeticalnotation(P＜０．０５)．

图５　PcSxl在早期不同发育时期的表达模式

Fig．５　ExpressionpatternofPcSxlinthe
earlystagesofdevelopment

3　讨　论

Sxl在黑腹果蝇中可以通过性别特异性的剪接

对体细胞的性别分化起到调控作用,但是在其他非

果蝇的物种,如家蚕、地中海实蝇、中华绒螯蟹中,

Sxl在雌雄两性中均有表达,并且在 mRNA和蛋白

质表达水平上并没有明显的差异性.由此可见,

Sxl的雌雄特异性剪接并不是普遍适用于其他非果

蝇昆虫[１２Ｇ１３].在甲壳动物中虽然有关于在同一物种

中Sxl不同剪接异构体的报道[７Ｇ８],如在罗氏沼虾

中发现４种Sxl异构体,红螯螯虾中发现４种,中华

绒螯蟹和日本沼虾中发现２种,而在南美白对虾中

报道有６种不同异构体的存在,但是却还没有关于

其存在性别特异性剪接异构体的相关报道.虽然

Sxl在不同的物种中存在着不同的转录异构体以及

不同的功能,但是Sxl家族蛋白在不同生物体中具

有较高的同源性,均具有２个保守的 RRM 结构

域[１４Ｇ１５].在本研究中,我们从克氏原螯虾的雄性性

腺中一共克隆了４种PcSxlcDNA 序列,预测的氨

基酸序列也具有２个保守的 RRM 结构域.由于这

４种转录异构体的PcSxl有部分相同的序列,所以

它们的RRM 结构域也是相同的.在甲壳类氨基酸

序列比对中发现,尽管Sxl家族蛋白在 NＧ端和CＧ端

部分没有明显的保守性,但 RRM 结构域的氨基酸

序列都表现出较高的保守性,这也可以说明虾蟹类

处于同一个进化水平,系统进化树显示聚为一支.

４种PcSxl转录异构体cDNA 的核苷酸序列

大小顺序为PcSxlα＜PcSxlβ＜PcSxlγ＜PcSxlδ,
预 测 的 氨 基 酸 序 列 大 小 PcSxlβ＜PcSxlα＜
PcSxlδ＜PcSxlγ.PcSxlα 从７５５bp始到 PolyA
位点的这段序列与另外３种转录异构体的序列均不

同;PcSxlγ 的cDNA序列不是最长的,但预测的氨

基酸序列是最长的,PcSxlβ与其相比少了２段核苷

酸序列而多１段７７bp核苷酸序列,而且这３段序

列不连续;PcSxlβ多的这段７７bp的核苷酸序列靠

近于３′端,同时也存在于PcSxlδ 中,因此PcSxlδ
在翻译时提前终止.同样的情况也存在于中华绒螯

蟹[７]和日本沼虾[１０]中,其被认为是一个选择性剪接

的内含子,并且克氏原螯虾中的这段７７bp的序列

与中华绒螯蟹及日本沼虾相比具有较高的保守

性[１３].虽然PcSxlβ和PcSxlδ 都含有这个选择性

剪接内含子,并使得翻译提前终止,但是 PcSxlβ、

PcSxlγ、PcSxlδ都具有２个相同的 RRM 结构域.
因此推测其仍然具有完整的 RNA 结 合 蛋 白 的

功能.
克氏原螯虾PcSxl在成年雄性触角腺的表达
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量显著高于雌性的,表现出性别二态性表达.在东

方岩石龙虾(Sagmariasusverreauxi)的２个性别

发育相关基因SvTKIR 和SvDmrt１的研究中发

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

性二态性,雌性中的表达水平显著高于雄性[１６].虾

蟹类的触角腺的作用类似于哺乳动物的肾脏,具有

排泄和调节渗透压及离子浓度的功能[１７].有研究

表明龙虾的尿液中具有一些特殊的物质,可以传达

交配、聚合退敌、划分领地及其他社会行为的化学信

号[１８Ｇ２０].如果触角腺在克氏原螯虾中参与了这些信

号的调节过程,那么也就可以解释Sxl基因在触角

腺中表现出性二态性表达的现象,但目前尚未见相

关报道,还需进一步深入研究.
在成年雌雄克氏原螯虾的眼柄中PcSxl的表

达量均较低,这与中华绒螯蟹的EsSxl在眼柄中的

表达情况相似,但是在摘除中华绒螯蟹的眼柄之后,

EsSxl在雌性卵巢中的表达量下调,在雄性中出现

上调的情况[７];除此之外,PcSxl在雄性精巢中的表

达量 要 明 显 低 于 雌 性 的 卵 巢,而 在 红 螯 螯 虾 中

CqSxls的精巢表达量要显著高于雌性卵巢,但其在

红螯螯虾中并未表现出性别特异性[８].PcSxl在无

节幼体期表达量达到顶峰,但出膜后其表达量逐渐

下降;出现性别分化之后,更是表现出性别表达差

异.调控雄性性别分化的PcIAG 基因则是恰恰相

反,在出现性别分化前表达量都较低,但是在出膜第

２３天,出现性别分化时,其在雄性中的表达量达到

最高[２０].由此推测,在早期性别发育中,PcSxl可

能直接或间接正调控下游的性别分化基因PcIAG,
从而影响克氏原螯虾的性别分化.这些都可以说明

克氏原螯虾中PcSxl与其性别分化相关,但其具体

作用机制仍有待进一步的探究与验证.此外,本研

究中各转录异构体的表达情况是否存在差异和存在

不同的功能亦需要进一步的研究.
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CloningandexpressionanalysesofsexＧlethalgeneinProcambarusclarkii

FEIJiamin１,SHILinlin１,LIYanhe１,２

１．CollegeofFisheries/KeyLabofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgricultureandRuralAffair/

KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics,BreedingandReproduction,

MinistryofEducation,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．EngineeringResearchCenterofGreenDevelopmentforConventionalAquatic
BiologicalIndustryintheYangtzeRiverEconomicBelt,MinistryofEducation,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　InordertoexplorethefunctionandmolecularmechanismofsexＧlethalgeneinProcamＧ
barusclarkii,fourSxlcDNAsequencesfrom P．clarkii wereobtainedusingrapidamplificationof
cDNAends,andtheirexpressionindifferenttissuesandatearlydevelopmentalstagesweredetectedby
quantitativefluorescencePCR．BioinformaticsanalysesrevealedthatPcSxlβandPcSxlδwere７７bplonＧ
gerthanPcSxlγ,andthepredictedaminoacidsequenceofPcSxlβandPcSxlδwereshorterthanthatof
PcSxlγ．ThePcSxlsequenceswashighlysimilartothatofCheraxquadricarinatus (７５．７６％)．The
analysisofconservativedomainshowedthatallthepredictedaminoacidsequencesofthefourtranscripＧ
tionalisomershadtwohighlyconservativeRRMdomains．TheexpressionanalysesshowedthatPcSxl
washighlyexpressedintheantennalglandsandgillsofadultmales,andinthemidgutandforegutof
adultfemales,andwassignificantlyhigherinthefemaleovariesthanthemaletestis．Duringtheearly
developmentalperiodofthecrayfish,theexpressionofthegeneswasthehighestatthenaupliusstage,

butdecreasedatthezoeastage;however,theexpressionlevelincreasedatthefirstdayafterhatching,

andthenshowedagraduallydecreasingtrend．TheresultsofthisstudysuggestedthatPcSxlwasinＧ
volvedinsexualdifferentiationinP．clarkii．

Keywords　Procambarusclarkii;sexＧlethalgene;sexＧdetermination;sexualＧregulatedgenes;tranＧ
scriptionisoform;geneexpression;monosexcultivation
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