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摘要：三角帆蚌是我国特有的淡水育珠蚌，在养殖业中占有重要地位，在实际养殖过程中，
雄性个体有着明显的产珠优势，因此对性别决定的相关研究至关重要。研究发现 Sox9 基
因在许多物种中起到性别决定的作用，kinase X 基因是蛋白激酶 (PKA) 合成中至关重要的
基因，而 Sox9 基因很可能受到 PKA 激酶的调控。实验通过 RACE 法克隆 kinase X 基因的
全长 cDNA 序列，使用荧光定量 PCR 的方法检测该基因在 2 龄雌雄三角帆蚌各组织中的
相对表达量，利用 RNA 干扰技术研究干扰链对 kinase X 基因及下游基因 Sox9 基因表达的
影响。结果显示，kinase X 基因全长 1 652 bp，编码 430 个氨基酸；荧光定量 PCR 结果显
示，kinase X 基因在雄性性腺中表达量最高，雌雄间差异极显著；RNA 干扰结果显示，合
成的干扰链均对 kinase X 基因有着一定的干扰效率，其中干扰链 1 的干扰率最高，在雌性
中的干扰率为 83.1%，雄性中为 81.9%，同时干扰链 1 干扰后 Sox9 基因的表达量在雌性中
下降了 90.3%，雄性中下降了 56.6%，推测这两个基因可能参与性别决定过程。本实验为
三角帆蚌性别决定和雄性单性化育种研究提供理论基础。
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三角帆蚌 (Hyriopsis cumingii) 是我国特有的

淡水育珠蚌，在珍珠养殖业中，70% 以上的珍珠

都产自三角帆蚌 [1]。而在三角帆蚌的养殖过程中

发现，雄性三角帆蚌产出的珍珠质量更好，产量

也更高，带来的经济效益也更为可观 [2]。在三角

帆蚌的性别相关研究中，性别决定与性别分化相

关基因的研究是性别调控网络的研究热点，目前，

关于三角帆蚌的性别决定机制以及性别调控基因

研究鲜见报道，因此，探索三角帆蚌的性别决定

机制，对于三角帆蚌雄性单性化育种，创造更高

的经济效益具有重大意义[3]。

生物体内存在着广泛的信号系统，这些系统

中包含不同的蛋白质，其中，蛋白激酶的作用尤

为重要 [4]。例如有研究表明，PKA (protein kinase
A) 在哺乳动物生理学中占有重要地位，在有关小

鼠的研究中，PKA 某一位点单倍体功能不全会造

成雄性小鼠的生育缺陷且 PKA 激酶可能参与精子

获能过程，缺少 PKA 的精子无法获能；而卵母细

胞成熟的关键在于细胞内 cAMP 水平和 PKA 活性，

在卵泡发育后期细胞内 cAMP 水平不再升高、

PKA 活化停止，这些都说明了 PKA 可能参与性

别分化过程[5-10]，但由于研究受限，PKA 在贝类中
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研究较少，但在一些鱼类的研究中，PKA 可以影

响卵母细胞成熟过程，推测在贝类中可能也存在

相似的机制来影响其性别决定与性别分化过程。

同时有研究表明，Sox9 基因在栉孔扇贝 (Chlamys
farreri) 和池蝶蚌 (H. schlegeli) 的雌雄性腺中均表

达，并非是单一地在某一性别表达[11-18]。在 cAMP
经典信号通路中，PKA 激酶位于 Sox9 基因的上

游，可能会影响 Sox9 基因的表达[19]。相较于其他

功能性实验，RNA 干扰技术更具有特异性和高效

性[20-21]。

本研究首次克隆了三角帆蚌 kinase X 基因的

cDNA 全长，对其进行序列分析以及蛋白质预测；

使用实时定量 PCR 技术对 2 龄三角帆蚌各组织的

基因表达量进行检测，并对 kinase X 基因进行

dsRNA 干扰，检测 kinase X 基因及 Sox9 基因的表

达，为三角帆蚌性别决定和雄性单性化育种研究

提供理论基础。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

本实验所采用的三角帆蚌取自浙江省武义县

伟明水产有限公司，选取 1~3 龄雌雄三角帆蚌带

回实验室暂养 2~5 d 后，用干热灭菌后的剪刀、

镊子、开壳器以及解剖刀等工具取相同体积的各

组织，包括性腺、鳃、闭壳肌、斧足、外套膜、

肝脏共 6 种组织，于液氮中迅速冷冻，置于−80 °C
保存备用。而幼龄样本是 1—8 月龄的幼蚌，在实

验室暂养 1~2 d 后不分性别进行取样，取幼蚌的

性腺组织于液氮中速冻，保存于−80 °C 备用。

氯仿、异丙醇、固体/液体 LB 培养基粉末、

琼脂糖、无水乙醇均购自生工生物工程上海股份

有 限 公 司 。 RNaseFree 水 、 IPTG、 2×Taq PCR
Mastermix、X-gal、Loading Buffer、DNA Marker、
DH5α 感受态细胞、Ampicillin 购自天根生化科技

有限公司。Trizol 试剂购自 Thermo Fisher 公司。

SMARTer  TMRACE  cDNA  Amplication  Kit 和 TB
SYBR Green Master Mix 购自 TaKaRa 公司。荧光

定量用 96 孔板及密封膜 (Bio-rad)、离心管、镊子、

剪刀、Rnase-free 枪头、PCR 管、一次性 1 mL 注

射器、开壳器等购自上海傲益生物科技有限公司。 

1.2    实验方法
 

　　kinase X 基因的全长克隆　　利用 Trizol 法
提取 1~3 龄性成熟雌雄三角帆蚌性腺的总 RNA，

2 龄性成熟的雌雄三角帆蚌的各组织及 1~8 月龄

的幼蚌性腺的总 RNA、cDNA 的合成按照 Prime
ScriptTM first-strand  cDNA  synthesis  Kit  (TaKaRa,大
连 ) 说明书来进行，最终 cDNA 浓度为 5 ng/μL，
从实验室已有的转录组库中筛选出 kinase X 基因，

用 Primer Primer 5.0 软件设计引物 (表 1)，由生工

生物工程上海股份有限公司合成，进行验证。

PCR 反应体系： 12.5  μL  2×Taq PCR  Mastermix、
9.5 μL ddH2O、1 μL Forward Primer、1 μL Reverser
Primer、1 μL cDNA，总反应体系为 25 μL。反应

条件：94 °C 预变性 5 min，94 °C 变性 30 s，55 °C
退火 30 s，72 °C 延伸 1 min，72 °C 终延伸 10 min，
4 °C 保存。其中变性、退火、延伸过程重复 35 个

循环。根据验证后的序列设计 3′和 5′引物，利用

RACE 法克隆出 kinase X 基因的 3′和 5′部分，得到

基因序列全长。3′RACE 和 5′RACE 的 outer 以及

inner 引物，根据说明书通过 PCR 反应得到基因的

完整 ORF 区序列。回收 PCR 产物并将其导入

DH5α 大肠杆菌中，筛选蓝白斑后将菌液送至生

表 1    实验使用的引物序列

Tab. 1    Primer sequences used in the study on H. cumingii

引物
primers

序列(5′–3′)
sequence (5′–3′)

功能
application

EF1α-F (internal) GGAACTTCCCAGGCAGACTGTGC qRT-PCR

EF1α-R (internal) TCAAAACGGGCCGCAGAGAAT qRT-PCR

kinase X-F GGTGATGACCAAGCGTCTGA fragment application

kinase X-R TGCCAATTTGAACCCTGTGC fragment application

K-3′RACE outer primer AGCATGCAAGGATTTGCGTT 3′RACE

K-3′RACE inner primer GGGAACTTTTGAGGGGATGC 3′RACE

K-5′RACE outer primer GCGGTTCAGCAGTGGCGTCGGTT 5′RACE

K-q-F CAAGCATGCAAGGATTTGCG qRT-PCR

K-q-R CCTGTGCTTAGTCTGGGTCA qRT-PCR
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工生物工程上海股份有限公司进行测序。 

　　kinase X 基因的序列分析　　使用下列工具及

软件对得到的序列进行分析，在 NCBI 上对 kinase
X 基因进行 ORF 区预测 (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/orffinder/) 及核苷酸和氨基酸序列相似性分析

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)；使用 DNA-
MAN 6.0软件进行氨基酸序列分析；在线分析蛋

白 质 结 构 (https://swissmodel.expasy.org/) 与 特 性

(http://www.expasy.org/)；TMHMM (http://www.cbs.
dtu.dk/services/TMHMM/) 用来预测蛋白质的跨膜

结构域和分子量；使用 MEGA 7.0 软件，采用邻

接法 (NJ) 构建 kinase X 基因的系统进化树；使用

BioEdit 软件进行多序列比对，使用 SPSS 软件进

行显著性分析。 

　　kinase X 基因的组织表达　　以不同组织的

cDNA为 qRT-PCR 的模板，荧光定量的引物根据

kinase X 基因的 ORF 区设计 (表 1)，利用 BIO-
RAD CFX ConnectTM 荧光定量仪检测 kinase X 基因

在 2 龄三角帆蚌不同组织中的相对表达量，以三

角帆蚌通用内参引物 EF1α-F、EF1α-R 为内参，实

验中反应体系为 10 μL SYBR Green Mix (TaKaRa)、
0.8  μL  q-F、 0.8  μL  q-R、 1.6  μL  cDNA 和 6.8  μL
ddH2O。反应程序为 95 °C 预变性 30 s，95 °C 变

性 5 s，60 °C退火 35 s，72 °C 延伸 10 s，其中变

性、退火、延伸过程重复 39 个循环，使用 2−ΔΔCt

计算基因的相对表达量，每组 3 个平行，计算平

均值。雌雄间差异使用显著性分析来计算，

P<0.05 为差异显著，P<0.01 为差异极显著。 

　　kinase X 基因的 dsRNA 干扰　　参考 Wang
等[2] 的方法合成 dsRNA 干扰链，保存于−80 °C 备

用。用 1 龄的三角帆蚌作为实验材料，每只使用

1 mL 一次性注射器注射 100 μL 的干扰链，即总

物质的量为 20 μg 的干扰链，注射部位为闭壳肌，

每组 10只，以注射 GFP 的 1 龄三角帆蚌作为阴性

对照，7 d 后取样，Trizol 法提取 RNA，并使用

“kinase X 基因的全长克隆”中所述方法合成 cDNA。

荧光定量检测 kinase X 基因以及 Sox9 的相对表达

量。分别计算 3 组干扰链的干扰率，并通过比较

获得干扰率最高的干扰链。 

2    结果
 

2.1    三角帆蚌 kinase X 基因的序列分析

本实验通过 RACE 克隆得到 kinase X 基因的

全长 cDNA 为 1 652 bp，其中 3′ UTR 长为 314 bp，
5′ UTR 长为 45 bp，开放阅读框 (ORF 区) 为 1 293
bp，预测氨基酸 430 个，该基因的氨基酸序列存

在一个 STKYc 结构域，位于 381~1 179 bp；根据

TMHMM 及 ProtParam 预测结果：kinase X 基因存

在一个跨膜结构域，蛋白质的分子质量 (MW) 为
49.00  ku，理论等电点 (pI) 为 8.22，其中 Leu(L)
是含量最高的氨基酸，占 9.8%。根据预测的氨基

酸序列，利用 Bioedit 软件做出与虾夷扇贝 (Pat-
inopecten yessoensis，XP_021341741.1)、栉孔扇贝

(ASE04571.1)、 企 鹅 珍 珠 贝 (Pteria penguin，
AYE21114.1)、 虹 鳟 (Oncorhynchus  mykiss， NP_
001117742.1)、犬 (Canis lupus familiaris，sp|Q7YRJ
7.1)、家鼠 (Mus  musculus，NP_035578.3) 以及美

洲短吻鳄 (Alligator mississippiensis，KYO30924.1)
等 7 个物种的序列比对图 (图 1)，其中三角帆蚌与

虾夷扇贝、栉孔扇贝等贝类的相似度较高；基于

kinase X 基因的氨基酸序列与长牡蛎 (Crassostrea
gigas，XP_011419205.1)、美洲牡蛎 (C. virginica，
XP_022326862.1)、虾夷扇贝、斑马鱼 (Danio rerio，
XP_005171320.1)、光滑双脐螺 (Biomphalaria glab-
rata， XP_013062016.1)、 黑 腹 果 蝇 (Drosophila
melanogaster，NP_724 426.3)、家鼠 (M. musculus，
XP_006528548.1) 以 及 智 人 (Homo  sapiens， NP_
001274274.1) 等 8 个物种使用 NJ 法构建的系统进

化树 (图 2)，结果显示，三角帆蚌与长牡蛎及美洲

牡蛎亲缘关系较近，而与哺乳类遗传距离比较远。

kinase X 基因的蛋白质三级结构预测图中，α-螺旋

和 β-折叠同时存在且结构复杂，表明该基因的功

能较多。 

2.2    2 龄三角帆蚌 kinase X 基因在各组织中的

相对表达量

利用 q-PCR 的方法检测 2 龄三角帆蚌各组织

中 kinase X 基因的相对表达量，SPSS 软件分析雌

雄差异，其中 kinase X 基因在雄性性腺中表达量

高而在雌性性腺中表达量较低，雌雄表达差异极

显著 (P<0.01)(图 3)。
在 1~3 龄雌雄三角帆蚌性腺组织中，kinase

X 基因在雄性性腺中的表达量均高于雌性性腺，

雌雄差异极显著，其中 2 龄性腺中的表达量高于

1 龄和 3 龄 (图 4)。 

2.3    dsRNA 干扰

对 dsRNA 干扰后的三角帆蚌性腺组织的 cDNA
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使用 q-PCR 的方法检测 kinase X 基因和 Sox9 基因

的相对表达量 (图 5)，结果显示，3 条 dsRNA 中，

干扰链 1 kinase X 基因在雌性中干扰率达到 83.1%，

在雄性中为 81.9%；干扰链 2 在雌性中的干扰率

为 76.0%，在雄性中为 25.7%；干扰链 3 在雌性中

的干扰率为 24.0%，在雄性中为 67.7%。即在合成

的 3 条干扰链中，干扰链 1 的干扰效率最高，而

在干扰链 1 干扰后的三角帆蚌性腺中，Sox9 基因

的表达量在雌性中下降了 90.3%，在雄性中下降

了 56.6%(图 6)。说明在三角帆蚌中，kinase X 基

因的表达会影响 Sox9 基因的表达，二者可能共同

作用，影响三角帆蚌性别决定与性别分化过程。 

3    讨论

本研究利用 RACE 克隆技术获得了三角帆蚌

kinase X 基因的全长 cDNA 序列，并对其氨基酸

序列进行了分析。kinase X 基因包含 1 个 STKYc
结构域。STKYc 结构域是蛋白激酶的保守结构域，
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图 1    kinase X 基因与其他 7 个物种的氨基酸比较

图片中不同的颜色表示一致的程度，一致的程度越高，颜色越深

Fig. 1    Amino acid comparison of kinase X gene with 7 other species
Different colors in the picture indicate the level of coincidence, the higher the coincidence, the darker the color
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通常是某种蛋白激酶的特征结构域，拥有该结构

域的基因通常参与许多生理生化过程 [22-26]，在生

物生殖发育过程中起到至关重要的作用。如果该

结构域发生折叠或构造发生改变，会对蛋白激酶

的功能产生影响，细胞生长和应激过程受到影响，

从而对个体的生殖发育过程造成无法挽回的损伤。

cAMP 通路不仅在垂体中起着至关重要的作用，

控制细胞分化和存活以及维持内分泌功能，还可

以调节生长激素的转录和释放以及细胞增殖。有

研究表明，cAMP-PKA 介导的信号通路负调控卵

母细胞成熟过程，可以终止胰岛素诱导的卵母细

胞成熟，这些均说明经典 cAMP 通路可能参与雌

性性别分化过程 [27-29]。同时，PKA 激酶功能不全
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图 2    基于 kinase X 基因的系统发育树

Fig. 2    Phylogenetic tree based on kinase X gene
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图 3    kinase X 基因在 6 个组织中的表达模式

** 代表 P<0.01，下同；1. 性腺，2. 鳃，3. 闭壳肌，4. 斧足，5. 外
套膜，6. 肝脏

Fig. 3    Expression pattern of kinase X gene in 6 tissues
**  represents P<0.01,  the  same  below;  1.  gonads,  2.  gill,  3.  adductor
muscle, 4. foot, 5. mantle, 6. liver
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图 4    kinase X 基因在 1~3 龄性腺组织中的表达模式

Fig. 4    Expression pattern of kinase X gene in
gonad of 1-3 years
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图 5    kinase X 基因干扰后表达模式

干扰周期为 7 d，以 GFP 为参照；1.干扰链 1，2.干扰链 2，3.干扰

链 3，4.阴性对照

Fig. 5    Expression pattern of kinase X gene
after interference

Interference  period  is  7  d,  with  GFP  as  reference;  1.  interference  1,
2. interference 2，3. interference 3, 4. GFP
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图 6    kinase X 基因干扰后 Sox9 表达模式

1.雄性，2.雌性

Fig. 6    Sox9 expression pattern after kinase X
gene interference

1. male, 2. female
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会造成生育缺陷，缺少 PKA 激酶的精子无法获能，

这表明，cAMP-PKA 介导的信号通路对雄性个体

的生殖活动有至关重要的影响；而雌性小鼠中卵

母细胞成熟的关键在于细胞内 cAMP 水平和 PKA
活性，在卵泡发育后期细胞内 cAMP 水平不再升

高、PKA 活化停止，这些都说明了 kinase X 基因

可能参与早期性别决定与性别分化过程，而在后

期性别分化过程结束时趋于稳定，同时 Sox9 基因

作为公认的性别决定基因，在许多贝类中都参与

了性别决定与性别分化过程，由于 kinase X 基因

位于 Sox9 基因的上游，推测可能共同通过 cAMP-
PKA 介导的信号通路影响性别分化和性别决定

过程。

RNA 干扰实验表明，合成的三条干扰链均

对 kinase X 基因的表达起到抑制作用且干扰链 1
的干扰效率最高，同时检测到 Sox9 基因的表达也

有所下降，说明在三角帆蚌中，Sox9 基因位于

kinase X 基因的下游且对 kinase X 基因的抑制会

使 Sox9 基因的表达量下降，二者是正相关关系；

qRT-PCR 的结果表明，kinase X 基因在雌雄性腺

中的表达水平差异极显著，其中 2 龄性腺中的表

达量远高于 1 龄和 3 龄，雄性性腺中表达量极高，

结合以往研究，表明 kinase X 基因可能影响精子

获能过程[30-32]，推测 kinase X 基因可能参与了与精

子发生相关过程，在 1~3 龄三角帆蚌雌雄性腺的

表达中，雄性性腺的表达量均高于雌性且雌雄差

异极显著，推测 kinase X 基因参与雄性性别分化

过程，在三角帆蚌的性别分化和性别决定等过程

中，kinase X 基因和 Sox9 基因可能共同起作用；

对 kinase X 基因的干扰可能会影响三角帆蚌的性

别分化。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Preliminary study on cloning and the functions of kinase X gene in
Hyriopsis cumingii

CUI Xiaoyu 1,     DONG Saisai 1,     DUAN Shenghua 1,     WANG Guiling 1,2,3,1*,     LI Jiale 1,2,3

(1. Key Laboratory of Genetic Resources for Freshwater Aquaculture and Fisheries,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

3. Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: Hyriopsis cumingii is a unique freshwater pearl mussel in our country. It occupies an important position
in  the  aquaculture  industry.  In  the  actual  breeding  process,  male  individuals  have  a  more  obvious  advantage  in
pearl  production than female individuals.  Therefore,  research on the sex determination of H. cumingii is  crucial.
Previous studies have found that Sox9 gene plays a role in male sex determination in many species, kinase X gene
is an important gene in the synthesis of protein kinase (PKA), and PKA plays a vital role in many physiological
and biochemical processes, especially in the process of spermatogenesis. In this process, PKA has a very obvious
effect on sperm capacitation. The kinase X gene and Sox9 gene are both located in cAMP-PKA pathway. And the
relationship of the kinase X gene and Sox9 gene is upstream and downstream. It is speculated that the Sox9 gene
may be regulated by PKA. The results showed that the kinase X gene was 1 652 bp in length, the 3′ UTR was 314
bp, while the length of the 5′ UTR was 45 bp, encoding 430 amino acids, and there was an STKYc structure
domain which was located at 381-1 179 bp, kinase X gene has a transmembrane domain and the Molecular weight
(Mw) of the kinase X protein was 49.00 ku and the theoretical Isoelectric point (pI) was 8.22, among which Leu(L)
was  the  most  abundant  amino acid,  accounting  for  9.8%;  the  homology analysis  showed that H. cumingii had  a
high  similarity  with  other  shellfishes  such  as Mizuhopecten  yessoensis, Chlamys  farreri.  The  phylogenetic  tree
showed that H. cumingii had a close relationship with Crassocras gigas and Crassostrea virginica, but had a long
genetic  distance  with  mammals.  The  fluorescence  quantitative  PCR  results  showed  that  the kinase  X gene  was
expressed in 6 tissues including gonads, gill,  adductor muscle, foot,  mantle,  liver of the 2-year-old H. cumingii ,
and the kinase X gene was expressed the highest in the male gonads while expressed the lowest in the female liver.
And in 1-3 years of H. cumingii, the expression of kinase X gene in male was all higher than that in female, and the
difference between male and female was extremely significant. Among them, the expression of kinase X gene in 2-
year-old H. cumingii was highest among 1-3 years. Due to the high expression of the kinase X gene of the 2-year-
old H. cumingii near the sexual maturity stage, the sperm occurrence rate was high; after 7 days of interference, the
expression of kinase X gene decreased. RNA interference results show that the synthesized 3 interference chains
had a certain interference efficiency on the kinase X gene, and the interference rate of the interference chain 1 was
the  highest.  The  interference  rate  was  83.1% in  females  and  81.9% in  males,  while  interference  chain  2  had  an
interference rate of 76.0% in females and 25.7% in males; interference chain 3 had an interference rate of 24.0% in
females  and  67.7%  in  males.  At  the  same  time,  the Sox9  gene  expression  decreased  by  90.3%  in  females  and
56.6% in males after the interference of interfere chain 1. This improved the synthesis of kinase X gene was posit-
ively correlated with the synthesis of Sox9 gene. It was speculated that the two may work together to participate in
the  sex  determination  process  through  the  cAMP-PKA-mediated  signaling  pathway.  In  this  experiment,  through
preliminary functional exploration of the kinase X gene, it was found that there was the upstream and downstream
relationship  between kinase  X gene  and Sox9  gene  and  the  two  were  positively  correlated,  and  it  effectively
interfered with the kinase X gene, which is important in cAPM-PKA of H. cumingii. This study provides a theoret-
ical basis for the study of sex determination and male parthenogenesis of H. cumingii.

Key words: Hyriopsis cumingii; kinase X gene; Sox9 gene; gene cloning; expression analysis; RNAi
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