
文章编号: 1000-0615(2017)07-1096-09 DOI: 10.11964/jfc.20160310313

SCP3作为栉孔扇贝初级精母细胞标记分子的研究
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摘要：为检验SCP3在无脊椎动物中是否可以标记特定的生殖细胞，实验利用RACE技术
克隆了栉孔扇贝SCP3(Cf-SCP3)的全长cDNA序列，结果显示，其长度为1 033 bp，开放阅
读框为726 bp，编码241个氨基酸。推导的氨基酸序列中包含SCP3保守的Cor1结构域和卷
曲螺旋结构域。制备了Cf-SCP3地高辛标记的RNA探针和Cf-SCP3重组蛋白的多克隆抗
体，采用原位杂交和免疫组织化学技术检测其细胞学定位，结果显示Cf-SCP3转录本和
Cf-SCP3蛋白均特异性地定位在栉孔扇贝的初级精母细胞和未受精卵中，在精巢的其他
类型细胞和卵巢中均未见表达信号。研究表明，Cf-SCP3蛋白可能与脊椎动物的SCP3蛋
白一样，作为联会复合体的组成成分参与栉孔扇贝的配子发生，同时可以作为一个栉孔
扇贝初级精母细胞的分子标记应用到体外诱导生殖细胞分化的研究。
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减数分裂是配子成熟过程中特有的分裂方

式。在第一次减数分裂前期的偶线期，同源染

色体发生配对，联会复合体是同源染色体进行配

对和联会的结构基础。在哺乳动物中，已经鉴

定了SCP1、SCP2和SCP3这3个联会复合体组成成

分，同时对它们的表达以及相互作用也有了相

关的报道 [1]。SCP3蛋白最早由大鼠初级精母细胞

中分离获得，它含有1个Cor1和2个卷曲螺旋结构

域 [2-3]。随后发现，小鼠(Mus musculus)SCP3的缺

失会导致雄性个体生精细胞凋亡，雌性个体生

殖细胞的非整倍体率增加 [4-5]。Aarabi等 [6]发现在

非梗阻性无精子症的患者(Homo sapiens)中，SCP3
基因表达量越低，患者产生的成熟精子数量越

少，生育能力也越低。除哺乳动物以外，SCP3
在其他脊椎动物中也有报道。在斑马鱼 (Danio
rerio)精巢中，SCP3只定位在初级精母细胞 [7]。

青鳉(Oryzias latipes)的SCP3特异表达在初级精母

细胞和卵母细胞中，有研究认为可以将其作为

减数分裂细胞的标记分子用于准确判断青鳉鱼

初级性母细胞 [ 8 ]。在雄性虹鳟 (Oncorhynchus

mykiss)中，SCP3转录本也是仅在初级精母细胞

中被检测到，并使用该分子检测初级精母细胞

从各时期生精细胞中分离出来的效果[9]。

软体动物中有关SCP3的研究仅限几个物种

的序列信息 [10-11]，该基因是否也像脊椎动物一

样，特异性定位于初级性母细胞中，目前尚未见

报道。本实验克隆了栉孔扇贝(Chlamys farreri)
SCP3(Cf-SCP3)的全长cDNA序列，采用原位杂交

和免疫组化技术，检测了该基因在精巢和卵巢

中的细胞学定位，旨在揭示Cf-SCP3的表达特

征，分析其作为贝类初级性母细胞标记分子的

可能性，为准确判断和筛选贝类初级性母细胞

和配子发生分子机制研究提供基础数据。

1    材料与方法

1.1    实验动物

栉孔扇贝由青岛沙子口养殖场采集，平均

壳高为(6.28±0.43)cm。根据组织学特征和性腺指

数 (GSI)，将栉孔扇贝分为休止期 (GSI :  雄贝
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3.49%，雌贝3.73%)、增殖期(GSI: 雄贝4.38%，

雌贝4.32%)、生长期 (GSI:  雄贝5.42%，雌贝

5 . 3 9 % )和成熟期 ( G S I :  雄贝 1 2 . 4 8 %，雌贝

14.29%)4个发育时期 [12]。根据公式GSI(%)=性腺

重/软体重×100，计算各时期精巢和卵巢的GSI。
解剖取栉孔扇贝性腺组织，一部分于4%多

聚甲醛中固定24 h (4 °C)，然后置于梯度甲醇(25%,
50%, 75%和100%)中脱水，并在100%甲醇中保存

(–20 °C)，用于原位杂交和免疫组化实验。另一

部分性腺组织立即置于液氮中冷冻，并储存于

–80 °C用于总RNA和总蛋白提取。

利用阴干流水刺激法诱导成熟期栉孔扇贝

排精、产卵。收集未受精卵，再按照成熟精子

与成熟卵为10∶1的比例进行混合，人工授精

后，收集受精卵。按照上述方法固定和保存成

熟卵子和受精卵，用于原位杂交和免疫组化实验。

1.2    总RNA提取及RACE cDNA第一链合成

按照分子克隆实验指南 [13]提取生长期精巢

组织的总RNA，使用RNase-free的DNase I消除基

因组DNA，紫外分光光度仪和1%琼脂糖凝胶电

泳检测总RNA质量。使用SMARTerTM RACE cDNA
Amplification Kit (Clontech，美国)并按照操作指

南合成RACE cDNA第一链。

1.3    全长cDNA克隆及序列分析

从栉孔扇贝转录组数据库中获得SCP3 cDNA
片段序列，设计两条RACE引物，5′-RACE: 5′-
ATCGTCTGTAGCGACTTTCTCACATTGG-
3 ′和3 ′ -RACE:  5 ′ -ACAGAAGCTTTTCCAGC
AAGCCAGAGTG-3′。以生长期精巢cDNA为模

板，利用SMARTTM RACE cDNA Amplification
Kit分别进行5′-和3′-RACE扩增。扩增产物经胶

回收、连接 p M D 1 8 - T载体、转化大肠杆菌

DH5α后，挑取单菌落，送至华大基因进行测序。

利用DNAstar软件中的SeqMan，将所获得的

5′-RACE和3′-RACE片段序列进行拼接以获得全

长cDNA序列。BlastX分析目的序列的结构域及

相似性高的基因，利用ClustalX进行多序列比

对，并将比对结果导入MEGA 5.0软件中，采用邻

接法(Neighbor-Joining, NJ)构建系统发生进化树。

1.4    原位杂交

根据Cf-SCP3全长cDNA序列设计引物，其

中正向引物为5′-GTTGAATTCTCCTTATGGA
TACTCAACAGC-3′，反向引物为5 ′ -CCGAA

GCTTGGATTTACCTTTAATTACTTT-3′，PCR
扩增获得一个316 bp的片段。将扩增产物回收并

构建重组质粒，利用DIG RNA Labeling kit (Roche，
瑞士 )并按照操作指南进行体外转录，获得Cf-
SCP3 DIG标记的RNA探针。

取各发育时期的栉孔扇贝性腺，常规石蜡

切片，切片厚度为5 μm。将切片粘贴到涂有0.1%
多聚赖氨酸的载玻片上，37 °C烤片10 h后，依次

进行二甲苯脱蜡和梯度酒精复水，2 μg/mL蛋白

酶K消化15 min (37 °C)，原位杂交按照Feng等 [14]

所描述的步骤进行。显色结束后利用1%中性红

进行复染，封片后使用Nikon E80i显微成像系统

进行观察和拍照。

取未受精卵和受精卵，梯度甲醇复水后，

2 μg/mL蛋白酶K 37 °C作用30 min，其他步骤同

上，但无需中性红复染，Nikon E80i显微镜观察

并拍照。

1.5    抗体制备和免疫印迹

根据Cf-SCP3全长cDNA序列设计一对引物

以扩增其全长ORF序列，正向引物为5′-CGCGG
ATCCATGCCTCCAGCCCGTG-3 ′ (下划线为

BamH I酶切位点)，反向引物为5′-CCGCTCGAG
AAACAACATCGTCTGTAGCGAC-3′(下划线为

Xho I酶切位点)，以栉孔扇贝生长期精巢cDNA为

模板进行PCR扩增。回收和纯化扩增产物并连接

pMD-18T载体，再转入DH5α感受态细胞中，送

至华大基因测序。将含有目的基因ORF序列的

pMD-18T载体与pET-28a表达载体分别用BamH
I和Xho I双酶切，回收片段后连接、转化到表达

菌BL21中，37 °C倒置培养过夜。次日以1∶100
接种扩大培养，当OD值在600 nm波长下达到

0.5时，加入1 mmol/L异丙基-β-D-硫代半乳糖苷

(Isopropyl-β-D-thiogalactoside，IPTG)诱导表达5 h，
收集总蛋白。8 mol/L的尿素溶解包涵体蛋白并

利用镍柱纯化重组蛋白，将纯化后的蛋白送至

上海生工有限公司进行多克隆抗体的制备。

通过western blot检测Cf-SCP3多克隆抗体的

有效性和特异性。利用动物组织蛋白提取试剂

盒(CoWin，中国)提取成熟期栉孔扇贝精巢、卵

巢、闭壳肌和肝胰腺的总蛋白，SDS-PAGE电泳

后，按照正极-5层滤纸-PVDF膜-SDS-PAGE胶-
5层滤纸-负极的顺序依次将其放入转膜仪(BIO-
RAD，美国)中15 V电压下转膜30 min。按1∶2000
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的比例将Cf-SCP3多克隆抗体稀释于3% BSA中，

4 °C下孵育过夜，再用HRP标记的羊抗兔IgG抗

体室温孵育3 h，利用DAB显色试剂盒(Roche，瑞

士)进行显色，凝胶成像系统中拍照。

1.6    免疫组化

取各发育时期的栉孔扇贝性腺，将制成的

切片复水。室温下，切片于3% H2O2(甲醇稀释)
中15 min以去除内源性过氧化物酶，EDTA溶液

中40 min (85 °C)进行抗原修复。3% BSA室温封

闭切片1 h，按1∶2000比例将Cf-SCP3多克隆抗体

稀释于3% BSA中，4 °C下孵育过夜。利用HRP标
记的羊抗兔IgG抗体室温孵育3 h，利用DAB显色

试剂盒进行显色，苏木精复染，Nikon E80i显微

成像系统进行观察和拍照。

2    结果

2.1    Cf-SCP3全长cDNA的克隆及序列特征分析

通过RACE扩增获得了长为744 bp的5′-RACE
片段和长为520 bp的3′-RACE片段。通过拼接，

获得了全长为1033 bp的cDNA序列(GenBank注册

号：KT260166)，它由28 bp的5′非翻译区(untran-
slated region，UTR)，726 bp的开放阅读框(open
reading frame，ORF)和279 bp的3′UTR组成。该

ORF序列编码241个氨基酸的蛋白，其预测分子

质量为28.26 ku，等电点为8.86。
Blast分析表明，该预测蛋白的氨基酸序列

包含1个SCP3保守的结构域Cor1和2个卷曲螺旋

结构(图1-a)。此外，它与其他物种的SCP3蛋白

具有很高的同源性，与小狮爪海扇蛤(Nodipecten
subnodosus)SCP3的一致性高达90%，与太平洋牡

蛎 ( C .  g i g a s )的一致性为 7 1 %，与非洲爪蟾

(Xenopus laevis)的一致性为59%。系统进化分析

表明，该预测蛋白首先与小狮爪海扇蛤SCP3聚
为一支，然后依次与太平洋牡蛎、脊椎动物的

非洲爪蟾等聚类(图1-b)，显示该基因的系统进化

与物种的系统进化规律基本一致。

2.2    Cf-SCP3 mRNA在性腺中的细胞学定位

原位杂交结果显示，在不同发育时期的卵

巢内，无论是卵原细胞还是卵母细胞均未检测

到Cf-SCP3的表达，然而在排放后的成熟卵子(未
受精卵)中Cf-SCP3 mRNA阳性信号明显(图版Ⅰ-
1~9)。在精巢中，Cf-SCP3特异性地表达在初级

精母细胞中，其他生精细胞(精原细胞、次级精

母细胞、精细胞和精子)中未检测到Cf-SCP3的表

达(图版Ⅰ-10~15)。此外，利用正义探针均未在

性腺中检测到阳性杂交信号 (图版Ⅰ -1、5、7、
12和14)。

2.3    栉孔扇贝Cf-SCP3蛋白在性腺中的细胞学

定位

Western blot结果显示，Cf-SCP3抗体在栉孔

扇贝精巢蛋白提取物中检测出一条特异性条

带，其分子量约为29 ku，符合预期值。在卵巢、

闭壳肌和肝胰腺提取物中均未检测到任何条带

(图版Ⅱ-1)。
免疫组化结果显示，Cf-SCP3蛋白在卵巢内

生殖细胞和受精卵中均未显示阳性信号，但它

特异地表达在成熟卵子 (未受精卵 )中 (图版Ⅱ -
2~9)。在精巢中，阳性杂交信号特异性地出现

在初级精母细胞中，其他类型细胞中未见表达

(图版Ⅱ-10~15)。Cf-SCP3蛋白在性腺中的细胞学

定位与Cf-SCP3 mRNA的类似。

3    讨论

SCP3蛋白参与调节DNA与染色单体轴的结

合、姐妹染色单体的结合以及同源染色体联会

和重组 [15-17]。目前认为SCP3序列中的Cor1结构域

在调节姐妹染色单体结合中发挥重要作用，卷

曲螺旋结构域参与纤维合成 [15， 18-19]。Miyamoto
等 [20]报道，人SCP3蛋白卷曲螺旋结构域的断裂

会导致它在体外与正常联会复合体蛋白间的相

互作用下降，并且干预了其在培养细胞中的纤

维形成。本研究显示，在由克隆的栉孔扇贝全

长 c D N A序列所推导的氨基酸序列中，包含

SCP3保守的1个Cor1结构域和2个保守的卷曲螺

旋结构域，并且它们与其他物种的SCP3高度保

守。因此认为，本实验获得的cDNA序列为栉孔

扇贝SCP3全长cDNA序列，将其命名为Cf-SCP3。
SCP3蛋白在小鼠精巢的初级精母细胞中被

首次发现，随后在人、硬骨鱼类如青鳉、斑马

鱼和虹鳟中逐渐被鉴定 [3，7-9]。Roig等 [21]发现，人

SCP3在细线前期的初级卵母细胞细胞核中表

达，并且一直持续到粗线期。在雄性小鼠中，

SCP3基因的缺失致使联会复合体无法形成，并

且导致大量的生精细胞凋亡 [4]。在雌性小鼠减数

分裂过程，卵母细胞SCP3蛋白的缺失引起胚胎
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染色体的非整倍体形成而导致死亡 [ 5 ]。尽管

SCP3基因的缺失在雌雄小鼠个体中产生的影响

不同，但该基因都只在性母细胞中表达。由

此，有学者使用SCP3基因作为性母细胞的标记

分子，以鉴别初级性母细胞，用于体外诱导生

殖细胞分化的研究。Yano等[9]发现，SCP3特异性

地表达在虹鳟精巢的初级精母细胞中，在利用

流式细胞术分离出虹鳟精巢各时期生精细胞以

后，将SCP3用作初级精母细胞的标记分子，检

测其分离效果。Bukovsky等[22]根据SCP3基因的表

达情况，检测人和猴卵巢中卵细胞的再生。

Hübner等[23]使用小鼠SCP3基因鉴定了由胚胎干细

胞体外诱导形成的小鼠卵母细胞是否进入减数

分裂。本研究结果显示，Cf-SCP3特异性地表达

在栉孔扇贝精巢的初级精母细胞中，与已报道

其他物种SCP3表达特征一致，暗示着Cf-SCP3可
能同样作为联会复合体组成成分参与初级精母

细胞的减数分裂过程。由此，提出该基因可以

作为一个潜在的标记分子，用于鉴定栉孔扇贝

的初级精母细胞。此外，Cf-SCP3在栉孔扇贝卵

巢中未见表达信号，但在排放的成熟卵(未受精

卵)中呈现明显的阳性信号，并在卵子受精后信

号消失。任素莲等 [24]报道，栉孔扇贝卵子受精

后，其第一极体和第二极体才相继产生，这说

明未受精卵在受精前并未完成第一次减数分

裂。因此，本研究认为，栉孔扇贝卵母细胞中

的联会复合体应该是在卵子排放后的未受精卵

中形成的。
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A potential role of SCP3 as a molecular marker of
primary spermatocytes in Chlamys farreri

MA Xiaoshi ,     YANG Dandan ,     JI Aichang ,     LIANG Shaoshuai ,     MA Xiaoru ,     ZHANG Zhifeng *

(Key Laboratory of Marine Genetics and Breeding ,Ocean University of China, Ministry of Education, Qingdao    266003, China)

Abstract: Synaptonemal complex protein 3 (SCP3) is a meiosis-specific component of the synaptonemal complex
essential for gametogenesis. In vertebrates, SCP3 protein is specifically localized in primary spermatocytes and
many researchers have used it as a molecular marker to identify and separate primary spermatocytes from all types
of germ cells. To measure whether SCP3 can mark any specific germ cells in invertebrates, we cloned a 1 033 bp
full-length cDNA of Chlamys farreri SCP3 (Cf-SCP3) that contains a 726 bp open reading frame encoding 241
amino acids with one conserved Cor1 domain and two coiled-coil domains. Then we synthesized the DIG-labeled
RNA probe, expressed the Cf-SCP3 recombinant protein and generated the anti-Cf-SCP3 polyclonal antibody. In
situ hybridization and immunohistochemistry observations showed that Cf-SCP3 transcripts and Cf-SCP3 protein
were specifically expressed in primary spermatocytes and unfertilized eggs, while no expression was detected in
any other spermatogenic cells or ovarian cells of C. farreri. Thus, it suggested that the Cf-SCP3 protein might
participate in meiosis of gametogenesis as a component of the synaptonemal complex like that in vertebrates and
could  be  used  as  a  candidate  molecular  marker  for  identifying  the  primary  spermatocytes  in  germ  cells
differentiation study of C. farreri.
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图 1    不同物种SCP3的多序列比对(a)和系统进化分析(b)

Cor1是一个保守的结构域，它代表了染色体轴的组成成分，在图中由方框标出。两个卷曲螺旋结构由下划线标出。其中黑色区代表

氨基酸同源性为100%，深灰色区代表氨基酸的同源性为75%以上，浅灰色区代表氨基酸的同源性为50%

Fig. 1    Multiple alignment (a) and phylogenetic analysis (b) of the SCP3 from different species
Cor1, a conserved motif standing for a component of the chromosome core was framed. Two coiled-coil domains were underlined. The black region is
100% homologous sequence among different species, dark gray region is 75%, light gray region is 50%

1102 水    产    学    报 41 卷

 

http://www.scxuebao.cn



 
图版 Ⅰ    Cf-SCP3 mRNA在栉孔扇贝性腺中的细胞学定位

1、5、7、12、14．以正义探针进行实验的对照，未见深蓝色显色反应，其余图为以反义探针进行实验，阳性信号呈现深蓝色。2，
10. 休止期；3，11. 增殖期；4，13. 生长期；6，15. 成熟期。1~6. 卵巢；7，8. 成熟卵子(未受精卵)；9. 受精卵；10~15. 精巢。Oc. 卵母

细胞；Og. 卵原细胞；Psc. 初级精母细胞；Sg. 精原细胞；Ssc. 次级精母细胞；St. 精细胞；Sz. 精子细胞 . 7~9. 标尺为30 μm，其余标尺

为20 μm

Plate Ⅰ    Location of the Cf-SCP3 mRNA in adult C. farreri gonads
The negative ISH control conducted with sense probe is not stained in 1, 5, 7, 12 and 14. while the rest conducted with anti-sense probe is stained in dark
blue. 2 and 10. resting stage; 3 and 11. proliferative stage; 4 and 13. growing stage; 6 and 15. mature stage. 1–6.  ovary;  7,  8.  mature oocyte
(unfertilized egg); 9. fertilized egg; 10–15. testis. Oc.oocyte; Og. oogonium; Psc.primary spermatocyte; Sg. spermatogonium; Ssc.
secondary spermatocyte; St. spermatid; Sz. spermatozoon. Bar for 7–9 is 30 μm, Bar for the rest is 20 μm
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图版 Ⅱ    Cf-SCP3蛋白在栉孔扇贝配子发生过程中的细胞学定位

1. Western blot检测在栉孔扇贝精巢提取物中出现一条特异条带。3、7、11和14.以免疫前血清实验进行的对照，未见棕色显色反应。

其余图为以Cf-SCP3多克隆抗体进行实验，阳性信号呈现棕色。2，10.休止期；4, 12.增殖期；5, 13.生长期；6，15. 成熟期。2~6.卵
巢；7, 8.未受精卵；9.受精卵；10~15.精巢。Oc.卵母细胞；Og.卵原细胞；Psc.初级精母细胞；Sg.精原细胞；Ssc.次级精母细胞；St.精
细胞；Sz.精子细胞。7~9. 标尺为30 μm，其余的标尺为20 μm

Plate Ⅱ    Location of the Cf-SCP3 protein in adult C. farreri gonads during gametogenesis
A specific band was detected in testis extracts by Western blot in 1. The negative control conducted with pre-immune serum is not stained in 3, 7, 11 and
14, while the rest conducted with anti-Cf-SCP3 antibody was present in brown. 2 and 10. resting stage; 4 and 12. proliferative stage; 5
and 13. growing stage; 6 and 15. mature stage. 2–6. ovary; 7 and 8. unfertilized egg; 9. fertilized egg; 10–15. testis. Oc. oocyte;
Og. oogonium; Psc. primary spermatocyte; Sg. Spermatogonium; Ssc. Secondary spermatocyte; St. Spermatid; Sz. Spermatozoon.
Bar for 7–9 is 30 μm, Bar for the rest is 20 μm
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