
 

中华鳖 dnd基因克隆及在生殖细胞中的表达
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摘要：为了研究龟鳖类生殖细胞发育分化机制，实验通过 RACE技术克隆获得了中华鳖
dead end (dnd) 基因全长 cDNA，RT-PCR分析了其在不同组织的转录表达情况，并通过原
位杂交技术检测了 dnd mRNA在中华鳖雌雄性腺配子发生过程中的表达变化。结果显示，
中华鳖 dnd cDNA 全长 1 251 bp (GenBank登录号为 OL757532)，包括 234 bp的 3' 端非翻译
区和 1 017 bp开放读码框，开放读码框编码 338个氨基酸。氨基酸序列比对和系统进化树
分析结果表明，中华鳖 Dnd蛋白与其他物种同源蛋白一样，均具有 6个保守的结构域，其
中高度保守的 RNA识别结构域是主要的功能结构域。中华鳖 Dnd与绿海龟 Dnd氨基酸序
列一致性最高，亲缘关系最近。RT-PCR结果显示，Psdnd 特异性地在中华鳖性腺组织中
表达，且在卵巢中的表达明显高于精巢。原位杂交分析结果显示，Psdnd mRNA在生殖细
胞中特异表达。在卵巢中，Psdnd mRNA主要在Ⅱ期初级卵母细胞的细胞质中表达，随着
卵母细胞的增大，在Ⅳ期及以后的卵母细胞中检测不到其表达。在精巢中，Psdnd mRNA
信号在初级精母细胞中表达最强，在次级精母细胞和精原细胞中表达水平次之，在精子细
胞中未检测到信号。研究表明，dnd 基因可能在调控中华鳖雌雄生殖细胞的发育中起重要
作用。
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Dead end (Dnd) 是一种脊椎动物生殖细胞特

异性标记的因子，属于 RNA结合蛋白 (RNA-bind-
ing proteins，RBPs) 家族，对维持原始生殖细胞

(primordial germ cells，PGCs) 的生存、迁移等至

关重要 [1-2]。在很多物种中，Dnd的功能缺失可使

PGCs的迁移被阻断，导致 PGCs在向性原基迁移

的过程中分化成其他细胞类型，造成生殖细胞的

完全缺失而致使动物不育[3-5]。因此，Dnd对脊椎

动物生殖细胞的生存和发育是必不可少的 [1-4]。

dnd 基因存在于各种脊椎动物中，且已被鉴

定为大多数脊椎动物的生殖细胞标记基因[1]。dnd
首次在斑马鱼 (Danio rerio) 中被克隆出来，对其

功能的研究发现，Dnd负责斑马鱼 PGCs的极化

和迁移，敲除 dnd 导致斑马鱼 PGCs的异常迁移

和生殖细胞消失 [6]。在小鼠  (Mus musculus) 中，

dnd1基因表达的蛋白有 2个异构体：Dnd1-α 主要

在早期胚胎和胚胎性腺中表达；Dnd1-β 特异性地

在成体精巢中表达[5, 7]；Dnd1ter 突变导致精巢肿瘤

癌症的发生和不能形成早期精原细胞[5, 7]。鸡 (Gal-
lus gallus) Dnd同源蛋白 CDH在 PGCs和 2种性别
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的生殖细胞中都有表达 [8]。在非洲爪蟾  (Xenopus
laevis) 中，dnd 仅在卵巢中表达[9]；Dnd先后定位

于皮层的生殖质、核周的生殖质然后进入细胞核

中，这表明 Dnd可携带 RNA进入细胞核引发生

殖细胞系的特化 [10]。Dnd在青鳉  (Oryzias latipes)
中已被鉴定为一个保守的 PGCs标记因子[11-12]。在

西里伯斯青鳉  (O.  celebensis) 中，dnd 也决定了

PGCs的特化，其RNA在雌、雄性腺中均有表达[12]。

在其他鱼类，如稀有鮈鲫  (Gobiocypris rarus)[13]、
异育银鲫 (Carassius auratus gibelio)[14]、牙鲆 (Parali-
chthys olivaceus)[15]、中华鲟 (Acipenser sinensis)[16]，
dnd 在成体组织中的表达模式比较相似，特异性

地在性腺中表达，且在卵巢中的表达量高于精巢。

虽然，dnd 在从鱼类到哺乳动物中对维持 PGCs的
生存和迁移过程中的作用较为保守，但在生殖细

胞发育过程中的表达模式又因物种不同而呈现出

差异。因此，鉴于 dnd 在脊椎动物 PGCs迁移和

生殖细胞发育过程中的重要作用，在龟鳖类动物

中进行 dnd 序列特征、基因表达和分布研究，对

后续开展龟鳖类 PGCs的起源、形成及配子发生

发育等研究具有重大意义。

中华鳖 (Pelodiscus sinensis) 是四足动物中最

古老的一类，在研究物种形态演化、生殖方式进

化等领域具有独特的科研价值。此外，中华鳖营

养丰富、药用价值高，在我国淡水养殖中占有重

要地位。本研究以中华鳖为模型，采用 RACE方

法克隆了中华鳖 dnd 基因 (命名为 Psdnd) cDNA全

长序列，分析了其序列特征，检测了 Psdnd 转录

本在不同组织器官中的表达情况，观察分析了

Psdnd mRNA在中华鳖雌、雄生殖细胞发育过程

中的表达模式。研究结果为进一步探明龟鳖类动

物生殖细胞发生发育机制提供理论参考，为爬行

动物生殖发育调控机制的研究奠定基础。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

实验用中华鳖购自重庆市合川区某中华鳖养

殖场。随机选取 1冬龄雌、雄中华鳖各 3只，经

消毒后在实验室无菌环境中麻醉，放血解剖，对

心脏、脑、肝脏、脾脏、肾脏、精巢和卵巢组织

进行取样，液氮冷冻后存于–80 °C冰箱冷冻保存，

用于 RNA的提取。此外，随机选取 2冬龄雌、雄

中华鳖各 3只，取其性腺组织，用 4%多聚甲醛

(paraformaldehyde，PFA) 固定处理后，用于切片

实验。实验过程中操作人员严格遵守实验动物相

关伦理规范。

 1.2    中华鳖组织 RNA的提取和 cDNA合成

使用 TRIzol Reagent将保存的 1冬龄雌、雄

中华鳖体组织 (心脏、脑、肝脏、脾脏、肾脏、精

巢和卵巢) 进行总 RNA提取，并用 NanoDrop 2000
微量分光光度计和琼脂糖凝胶电泳检测 RNA浓度

和质量，质检合格的 RNA备用。使用生工生物工

程 (上海)股份有限公司生产的 3′RACE试剂盒合

成 3 ′RACE  cDNA  (用 于 3 ′RACE  PCR)， 使 用

TaKaRa  PrimeScript  RT  reagent  Kit  with  gDNA
Eraser Kit反转录获得 cDNA (用于 RT-PCR)，存于

−20 °C冰箱保存备用。

 1.3    Psdnd全长 cDNA克隆

从美国国家生物技术信息中心数据库 (National
Center for Biotechnology Information, NCBI) 中获取

中华鳖 dnd 相关序列信息 (表 1)，经序列分析发现

该 dnd 的编码区序列 3′端不完整。因此，根据已

有序列，使用 Primer premier 6.0软件设计特异引物

(表 1)，使用生工生物工程 (上海)股份有限公司生

产的 3′RACE试剂盒进行 PCR扩增，PCR反应体

表 1    实验所用引物

Tab. 1    Primer sequences used in this study

引物名称
primer names

引物序列 (5′→3′)
sequences

用途
usage

Psdnd-3′ RACE out GGCAAGCTCCCGCAGGACATCTACG 3′端扩增
3′RACEPsdnd-3′ RACE in GCGGCTTCGCCTACGCCAAGTATGG

Psdnd-F ATGTGGAGCGATGCTGTCAATC 克隆cDNA
cloning cDNAPsdnd-R ACCTACAACAAACACGCTGAACA

Psdnd-rt-F GGCGTGTTGGACCGTCTGAA RT-PCR
RT-PCR

Psdnd-rt-R TGCCCGACATATCCGCTTTGAG

Psβ-actin-rt-F AAAGGGAAATTGTGCGTGAC 内参
referencePsβ-actin-rt-R TTCCATACCCAGGAAGGATG
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系和程序均按说明书进行。将获得的 3′端编码区

和非翻译区  (untranslated region，UTR) 与已知序

列进行拼接，获得 dnd 的 cDNA全长序列。进一

步设计全长引物，以中华鳖性腺组织的 cDNA为

模板，使用 TaKaRa PrimeSTAR® Max DNA Poly-
merase进行 RT-PCR，反应体系配制和反应程序

均按说明书进行，经 DNA A-Tailing Kit加 A后连

接 pGEM-T easy载体，转化大肠杆菌感受态 Top
10后，PCR鉴定阳性克隆后测序，获得基因序列

后提交至 GenBank获得登录号 (OL757532)。引物

合成和基因测序全部交由北京擎科生物科技有限

公司完成。

 1.4    生物信息学分析

通过 NCBI网站上的 ORF  finder在线工具

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)获 得 开 放

读码框  (Open read frame，ORF)，使用 DNAMAN
8.0软件将核苷酸序列翻译成氨基酸序列。采用

Vector NTI 11软件对其推导的氨基酸序列进行多

重序列比对分析。采用 Mega 6.0软件中的 Clustal
W进行比对后，用 Neighbor-joining法进行系统发

育分析，bootstrap值设置为 1 000。

 1.5    Psdnd在中华鳖不同组织中的表达分析

为了确定中华鳖 Psdnd 的组织表达特异性，

根据 Psdnd 的全长 cDNA序列设计 RT-PCR定量

引物，选择中华鳖的 β-actin (登录号：EU727174)
作为内参基因，引物序列见表 1。RT-PCR反应体

系：上、下游引物各 0.8 μL，2×Taq Master Mix 10
μL，ddH2O 7.4 μL，模板 cDNA 1 μL，共 20 μL。
反应程序：95 °C 5 min，95 °C 15 s，60 °C 30 s，
72 °C 30 s，第 2~4步进行 32个循环。PCR产物

用 2%琼脂糖凝胶电泳检测。

 1.6    冷冻切片制备

将性腺组织样本解剖，4% PFA固定过夜，

用磷酸盐缓冲盐 (phosphate buffer saline，PBS) 冲
洗后，在 30%蔗糖-PBS缓冲液中浸泡并 4 °C过

夜。然后将样本浸入 OCT包埋剂 (Tissue-Tek) 中，

用 Leica低温恒温切片机将精巢 (4 μm)和卵巢切

片 (8 μm)。将冷冻组织切片贴附在载玻片后保存

于−80 °C备用。

 1.7    原位杂交分析

原位杂交分析的实验步骤参照已有文献 [17]。

即使用限制性内切酶 Aat Ⅱ和 Sal Ⅰ分别对携带

Psdnd 基因片段的质粒进行酶切，获得制备探针

的线性化模板，分别使用 SP6/T7 Enzyme Mix和

Digoxigenin (DIG) RNA Labeling Kit合成正义和反

义探针，使用 DNase和 LiCl纯化探针后，琼脂糖

凝胶电泳检测。使用 BCIP/NBT显色液对探针信

号进行显色，用碘化丙啶  (propidium iodide，PI)
对细胞核进行染色。所有图像均使用 ZEISS Vert
A1显微镜和 ZEISS Axiocam 506 color成像系统进

行观察和拍照。

 2    结果

 2.1    中华鳖 dnd基因 cDNA克隆及生物信息学

分析

实验根据已有序列设计特异性引物，通过

3′RACE获得了 Psdnd 的 3′序列 (图 1-a)，然后通

过拼接获得了中华鳖 dnd 基因的 cDNA全长序列。

进一步采用 RT-PCR获得了该基因的 cDNA全长

(图 1-b)，命名为 Psdnd，登录至 GenBank，登录

号为 OL757532。该序列与 NCBI数据库中预测的

中华鳖 dnd 序列一致性为 98.87%。本研究克隆获

得 的 Psdnd  cDNA全 长 1  251  bp  (图 2)， 包 括

3 ′UTR  234  bp和编码 338个氨基酸的 1  017  bp
ORF，其中高度保守的 RNA识别结构域  (RNA
recognition motif，RRM) 是主要的功能结构域 (用
灰色阴影标注，Glu41~Val123)。
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图 1    Psdnd基因 3′RACE (a) 和全长 cDNA PCR (b)

扩增产物电泳图

M. 标准物质 2000。

Fig. 1    Electrophoretic profile of PCR products of
Psdnd 3′RACE (a) and full-length cDNA (b)

M. marker 2000.
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用 Vector NTI 11软件对中华鳖 Dnd蛋白与

其他物种同源蛋白序列进行多重比对。结果发现，

中华鳖与其他物种的 Dnd氨基酸序列一样，均具

有 6个保守的结构域：1个位于 N端的结构域 (N-
terminal region，NR)，1个典型的 RRM和 4个 C
端的结构域 (C-terminal region，CR：CR1~4) (图 3)。
中华鳖 Dnd与绿海龟 Dnd的氨基酸序列一致性最

高，达 80%；其次与爬行动物中扬子鳄 Dnd的氨

基酸序列一致性较高，为 71%；与哺乳类动物人、

鸡和小鼠等 Dnd的氨基酸序列一致性分别为 57%、

57%和 56%；与两栖类非洲爪蟾 Dnd的氨基酸序

列一致性也为 56%；然而，与鱼类 (异育银鲫、斑

马鱼、青鳉和中华鲟) Dnd的氨基酸序列一致性较

低，为 35%~41%。

基于中华鳖和其他物种 Dnd的氨基酸序列，

通过Mega 6.0软件采用邻接法构建了系统发育树，

评估预测的 PsDnd与其他物种的同蛋白之间的进

化关系 (图 4)。结果显示，Dnd主要聚为四足动物

类 (哺乳类、鸟类、爬行类、两栖类) 和硬骨鱼类

两大分支。中华鳖 Dnd聚类到爬行类，与绿海龟

和乌龟聚为一支；与爬行类亲缘关系最高、与哺

乳类亲缘关系较高，与两栖类亲缘关系较低，与

硬骨鱼类亲缘关系最低 (图 4)。

 2.2    中华鳖 dnd mRNA的组织特异性表达分析

以 1冬龄中华鳖各组织 RNA反转录获得的

第一条链 (cDNA) 为模板，以 Psβ-actin 为内参基

因，利用特异性引物，以 RT-PCR分析中华鳖

dnd 在不同组织 (心脏、脑、肝脏、脾脏、肾脏、

精巢、卵巢) 中的转录表达丰度。电泳检测 PCR
产物结果显示，中华鳖卵巢对应清晰单一的条带，

精巢对应微弱的条带，而在各组织中没有条带。

说明 Psdnd mRNA仅在性腺组织中有表达，且在

卵巢中的表达量明显高于为精巢 (图 5)。

 2.3    中华鳖 dnd mRNA在卵子发生过程中的表

达分布

为明确 dnd mRNA在中华鳖卵巢各期生殖细
胞中的表达，分析其在卵巢发育过程中的调控作
用，实验对中华鳖卵巢组织冷冻切片进行了化学
原位杂交分析。根据滤泡细胞结构、透明带等相
关特征发现，中华鳖卵子发生过程分为 10个连续
的阶段 (即Ⅰ~Ⅹ期)，包括卵原细胞、初级卵母细
胞 (Ⅰ~Ⅴ期)、生长期卵母细胞 (Ⅵ~Ⅸ期) 和成熟
卵母细胞 (X期)[18]。实验前期结果发现 2冬龄中
华鳖卵巢的卵母细胞包含了各个发育时期[19]，所
以本实验采用 2冬龄中华鳖卵巢组织为研究材料，
结果显示，在 2冬龄中华鳖的卵巢组织中，Psdnd
mRNA主要在Ⅱ期初级卵母细胞的细胞质中表达，

随着卵母细胞的发育，信号逐渐减弱，在Ⅳ期及

以后的卵母细胞中检测不到信号 (图版Ⅰ)。

 2.4    中华鳖 dnd mRNA在精子发生过程中的表

达分布

中华鳖的精巢由曲细精管组成，内衬有生精

1

1

91

31

181

61

271

91

361

121

451

151

541

181

631

211

721

241

811

271

901

301

991

331

1 081

1 171

gtggctggtccggggcgggggccgggtgtgcggacgtgctgtaagctggtcttacagggcgaggtgctgagcagccgcctccgcccccgg
ccgctcggtttggtttctctgttcagcgtgtttgttgtaggttttaaatgtttgggctctgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 

图 2    中华鳖 dnd基因 cDNA序列及其推导的氨基酸序列

起始密码子、终止密码子为粗体，灰色阴影部分为 RRM结构域。

Fig. 2    The sequences of nucleotide and deduced amino acids of P. sinensis dnd
Initiation codon and termination codon are in bold, the RRM is shaded gray.
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物种　species 一致性/%　identity

中华鳖　Pelodiscus sinensis 100
绿海龟　Chelonia mydas 82
扬子鳄　Alligator sinensis 71
人　Homo sapiens 57
鸡　Gallus gallus 57
小鼠　Mus musculus 56
非洲爪蟾　Xenopus laevis 56
中华鲟　Acipenser sinensis 41
青鳉　Oryzias latipes 38
斑马鱼　Danio rerio 37
异育银鲫　Carassius auratus gibelio 35
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241

1

 
图 3    中华鳖和其他脊椎动物 Dnd氨基酸序列的多重对比

其他脊椎动物的Dnd氨基酸序列来源于NCBI，方框内为Dnd的保守结构域。NR. N端结构域，RRM. RNA识别基序，CR1~CR4. C端结构域。

Fig. 3    Multiple alignment of Dnd amino acid sequences of P. sinensis and other vertebrates
All the other sequences of Dnd homologues were obtained from NCBI. The conserved motifs are indicated in the frame. NR. N-terminal region; RRM.
RNA recognition motif; CR1-CR4. C-terminal regions.

小鼠　Mus musculus (NP_775559.2)

人　Homo sapiens (NP_919225.1)

鸡　Gallus gallus (XP_040538760.1)

扬子鳄　Alligator sinensis (XP_006034211.1)

中华鳖　Pelodiscus sinensis (OL757532)

绿海龟　Chelonia mydas (XP_043377463.1)

乌龟　Mauremys reevesii (XP_039341344.1)

非洲爪蟾　Xenopus laevis (AAQ63637.1)

热带爪蟾　Xenopus tropicalis (NP_001037899.1)

中华鲟　Acipenser sinensis (AJC64506.1)

斑马鱼　Danio rerio (NP_997960.1)

异育银鲫　Carassius auratus gibelio (ANG60756.1)

青鳉　Oryzias latipes (NP_001157988.1)

牙鲆　Paralichthys olivaceus (AKD44207.1)
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图 4    Dnd蛋白的系统进化树

Dnd蛋白的系统进化树用邻接法在Mega 6.0软件中进行 1 000 次 bootstraps 验证。

Fig. 4    Phylogenetic tree of Dnd proteins
The phylogenetic relationship of Dnd proteins was analyzed by Mega 6.0 with the neighbor joining method (1 000 replicates).
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上皮，其中包括体细胞和发育中的生殖细胞：精

原细胞、初级精母细胞、次级精母细胞、圆形精

子细胞、延长精子细胞和精子[20]。本实验前期结

果发现，2冬龄中华鳖精巢包含了精子发生过程

中的绝大多数时期细胞 (精原细胞、初级精母细胞、

次级精母细胞、精子细胞)[19]。因此，本实验选用

2冬龄中华鳖精巢作为研究材料，制备其精巢组

织的冷冻切片，然后通过化学原位杂交分析，PI
染核，检测 dnd 转录本在中华鳖精子发生过程中

的表达模式。结果显示，Psdnd 仅在生殖细胞中

表 达 ， 在 体 细 胞 中 未 检 测 到 其 表 达 。 Psdnd
mRNA在精母细胞中较强表达，在精原细胞中有

弱表达，在精子细胞中不表达 (图版Ⅱ) 。

 3    讨论

 3.1    中华鳖 dnd基因 cDNA序列鉴定

通过序列拼接和 RT-PCR获得中华鳖 dnd
cDNA全长，该序列与 NCBI数据库预测的中华

鳖 dnd 序列  (XM_025188074.1) 一致性为 98.87%。

该基因编码的蛋白有 338个氨基酸，具有 1个典

型的 RRM结构域和其他 5个保守的结构域，与其

他物种 Dnd蛋白具有高度同源性。中华鳖 Dnd与

绿海龟、扬子鳄等爬行动物 Dnd氨基酸序列一致

性较高；与人、鸡和小鼠等哺乳动物和非洲爪蟾

Psdnd

Psβ-actin

1 2 3 4 5 6 7 
图 5    中华鳖 dnd基因在各组织中的表达特征

1. 心脏，2. 脑，3. 肝脏，4. 脾脏，5. 肾脏，6. 精巢，7. 卵巢。

Fig. 5    RT- PCR of dnd expression in
different tissues of P. sinensis

1. heart, 2. brain, 3. liver, 4. spleen, 5. kidney, 6. testis, 7. ovary.
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图版Ⅰ    原位杂交分析 Psdnd mRNA在中华鳖卵巢中的表达

1~3. 2冬龄中华鳖卵巢组织切片原位杂交分析，dnd mRNA信号使用碱性磷酸酶，信号为紫色，图片 2和图片 3分别为图片 1中方形区域

的放大。2冬龄中华鳖卵巢组织中，dnd mRNA信号在Ⅱ期初级卵母细胞的细胞质中最强，随着卵母细胞发育，信号减弱，在Ⅳ期及以后

卵母细胞和体细胞中未检测到信号；Ⅱ~Ⅴ期为初级卵母细胞，Ⅶ~Ⅸ期为生长期卵母细胞；*表示体细胞。

Plate Ⅰ    Chemical in situ hybridization (CISH) detection of the expression of Psdnd mRNA in ovary of P. sinensis
1-3. CISH analysis of ovary in 2-year-old P. sinensis, the CISH signals were stained in purple by alkaline phosphatase (AP). 2, 3. exhibiting magnifica-
tion of square areas in picture 1, respectively. Psdnd signals were mainly detected in the cytoplasm of stage Ⅱ primary oocytes, then weaken with the
development, and not detected in oocytes stage Ⅳ onwards. Stage Ⅱ-Ⅴ, primary oocytes, stage Ⅶ-Ⅸ, growth oocytes. Somatic cells were labeled with stars.
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等两栖类 Dnd氨基酸序列一致性次之；与异育银

鲫、斑马鱼、青鳉和中华鲟等的 Dnd氨基酸序列

一致性最低。通过 NJ法构建的系统发育树分析结

果同样表明，中华鳖 Dnd聚类到爬行类，与绿海

龟和乌龟聚为一支；与爬行类亲缘关系最高，与

哺乳类亲缘关系较高，与两栖类亲缘关系较低，

与硬骨鱼类亲缘关系最低 (图 4)。这些结果表明，

中华鳖 Dnd既有与其他物种相同的保守结构域，又

与其他物种的 Dnd序列的一致性有差异，表明其

在行使保守功能的同时又展示了其功能的物种特

异性。

 3.2    中华鳖 dnd mRNA在生殖细胞中的表达

RT-PCR检测 Psdnd mRNA的组织表达发现，

在心脏、脑、肝脏、脾脏和肾脏等组织中难以检

测到其表达，而在性腺组织中表达，且在卵巢组

织中的表达明显高于精巢，与 dnd 在西里伯斯青

鳉 [12]、稀有鮈鲫 [13]、异育银鲫 [14]、牙鲆 [15] 和中华

鲟[16] 中的表达模式相似，与非洲爪蟾只在卵巢中

表达不一致 [9]，与小鼠的 dnd1-β 仅在精巢中有表

达不一致[7]。

原位杂交结果显示，Psdnd mRNA同样主要

在生殖细胞中表达，在体细胞中未检测到表达信

号  (图版Ⅰ，图版Ⅱ)。在中华鳖卵巢组织中，

Psdnd mRNA 在初级卵母细胞的细胞质中表达，

且在Ⅱ期初级卵母细胞中信号最强，随着卵母细

胞的发育，信号逐渐减弱，在Ⅳ期及以后的卵母

细胞中未检测到信号 (图版Ⅰ)。这与 dnd 在异育

银鲫[14] 和牙鲆[15] 卵子发育过程中的表达有相似之
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图版Ⅱ    原位杂交分析 Psdnd mRNA在中华鳖精巢中的表达

1~4. 2冬龄中华鳖精巢组织切片原位杂交分析；1, 3. dnd mRNA 信号使用碱性磷酸酶，信号为紫色；2, 4. 用 PI 染精巢细胞的细胞核呈红色；

3. 图 1中矩形框的局部放大图；dnd mRNA 信号在精母细胞中最强，在精原细胞中次之，在精子细胞和体细胞中未检出； Sg. 精原细胞，

Sc1. 初级精母细胞，Sc2. 次级精母细胞，St. 精子细胞，*表示体细胞。

Plate Ⅱ    Chemical in situ hybridization (CISH) detection of the expression of Psdnd mRNA in
the testis of Pelodiscus sinensis

1-4. CISH analysis of testis in 2 year-old P. sinensis.  The CISH signals were in purple stained by alkaline phosphatase (AP) (1, 3), and sections were
counterstained by propidium iodide (PI) for nuclear staining in red color (2,  4).  3.  Exhibiting magnification of circle areas in picture 1. Psdnd signals
were mainly detected in primary spermatocytes (Sc1) and secondary spermatocytes (Sc2), then weaken in spermatogonia (Sg), and not detected in sperm-
atids (St) and somatic cells. Somatic cells were labeled with stars.
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处。此外，异育银鲫 dnd 在其卵原细胞和Ⅰ期卵

母细胞中可以检测到较弱信号，随着卵母细胞的

生长和卵黄发生前阶段的到来，该信号逐渐增强，

并在Ⅱ期达到峰值，随后逐渐减弱 [14]。牙鲆 dnd
在其Ⅱ期卵母细胞的胞质中检测到强的信号，而

在Ⅴ期的卵母细胞中未检测到信号 [15]。Dnd 在西

里伯斯青鳉[12]、稀有鮈鲫[13] 和中华鲟[16] 中均是在初级

卵母细胞中表达较强，随着卵子的发生而逐渐

减弱。

在中华鳖精巢组织中，Psdnd mRNA信号在

初级和次级精母细胞中表达最强，在精原细胞中

次之，在精子细胞中未检测到表达信号 (图版Ⅱ)，
与 dnd 在小鼠或鱼类等雄性生殖细胞发育过程中

的表达模式均不同。小鼠 dnd1基因表达的蛋白有

两个异构体：Dnd1-α 主要在早期胚胎和胚胎性腺

中表达；Dnd1-β 却在减数分裂开始和减数分裂后

的精巢生殖细胞中表达，在延长的精子细胞中表

达量最高[7]。Dnd mRNA在西里伯斯青鳉[12]、稀有鮈

鲫[13]、异育银鲫[14]、牙鲆[15] 和中华鲟[16] 等精原细

胞中表达信号最强，随着精子发生进程，信号逐

渐减弱，在精子细胞和精子中消失。

本实验结果显示，中华鳖 dnd 的组织特异

性表达与鱼类相似，均在性腺中特异性表达，

且在卵巢中的表达量高于精巢。在雌性配子发

生过程中，dnd 在生殖细胞中的动态表达模式

与鱼类也有相似之处，均在初级卵母细胞的早

期有较高转录丰度。但 Psdnd 在雄性配子发生

过程中，其动态表达模式与小鼠和鱼类均有差

异。由此可见，在进化上，龟鳖类作为低等脊

椎动物与哺乳动物的中间物种，dnd 在其雌性

配子发育过程中与低等脊椎动物有相似之处，

在雄性配子发育过程中又异于低等脊椎动物和

哺乳动物，表现出其特异性。本研究结果推测，

Psdnd 在中华鳖生殖细胞发育过程中也扮演着

重要角色。

综上所述，Psdnd mRNA在中华鳖生殖细胞

中特异性表达，且在中华鳖两性配子发生过程中

动态表达，表明 dnd 在中华鳖卵子和精子发生过

程中具有重要的调控作用。研究结果将为今后利

用 dnd 研究龟鳖类及其他爬行动物的生殖发育调

控机制奠定基础。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Cloning of dead end (dnd) gene in Chinese soft-shell turtle
(Pelodiscus sinensis) and its expression in germ cells

CHEN Kaili ,     LI Yulin ,     BAN Wenzhuo ,     XU Jianfei ,     TAN Zhimin ,     XU Hongyan *

(Key Laboratary of Freshwater Fish Reproduction and Development,
Ministry of Education, Key Laboratory of Aquatics Science of Chongqing, College of Fisheries,

Southwest University, Chongqing　402460, China)

Abstract:  Dead end (dnd) is a germ cell-specific molecular marker in most vertebrates, belonging to RNA-bind-
ing  protein  family.  It  is  essential  for  the  maintenance  of  the  survival  and  migration  of  primordial  germ  cells
(PGCs). In many species, dnd deficiency could block the migration of PGCs, and then they transdifferentiate into
other cell  types,  resulting in complete loss of germ cells  and sterility.  Thus, dnd  is  essential  for the survival  and
development of vertebrate germ cells. Dnd is originally identified in Danio rerio, proved that deletion of Dnd leads
to abnormal polarization and migration of PGCs and loss of germ cells. Thereafter, dnd1 is characterized in Mus
musculus  and  Dnd1-β  is  specifically  expressed  in  adult  testis.  However,  chicken  Dnd  homologue  (CDH)  is
expressed in both gonads. In Xenopus laevis, dnd is only expressed in ovary. In teleosts, dnd has been identified as
a  PGCs  marker  and  is  specifically  expressed  in  gonads  that  the  expression  level  is  higher  in  ovary  than  testis.
Therefore, dnd  shows distinct  expression patterns  among species.  Although dnd plays a  conserved role  in  main-
taining the survival and migration of PGCs from teleosts to mammals, its expression pattern in gametogenesis var-
ies with species. Thus, it is of great significance to identify the sequence characteristics, gene expression and distri-
bution of dnd in turtles, to lay the foundation for studying on the origin and formation of PGCs, and gametogen-
esis of turtles. Pelodiscus sinensis is one of the oldest tetrapods and has unique scientific research value in study of
animal morphological and reproductive evolution. Additionally, because of its high medicinal and economic val-
ues, P. sinensis occupies an important position in freshwater aquaculture in China. Here, in order to study the
development and differentiation mechanism of turtles’ germ cells, the full-length cDNA of dnd was obtained
by  RACE  form  P.  sinensis.  The  total  length  of  P.  sinensis  dnd  (Psdnd)  cDNA  was  1  251  bp  (GenBank  ID
OL757532), including 254 bp 3' untranslated region and 1 017 bp open reading frame encoding 338 amino acids.
Multiple alignment and phylogenetic tree analysis showed that Psdnd had 6 conserved domains, the same as homo-
logous proteins of other species had, and the highly conserved RNA recognition domain was the main functional
region. Besides, Psdnd had the highest sequence identity with and was the closest relative to Chelonia mydas dnd.
RT-PCR showed that Psdnd was specifically expressed in gonads and the mRNA level was higher in ovary than
testis. Chemical in situ hybridization showed that Psdnd mRNA was specifically expressed in germ cells. Particu-
larly, Psdnd mRNA was  mainly  expressed  in  the  cytoplasm  of  stage  Ⅱ primary  oocytes,  and  not  expressed  in
oocytes stage Ⅳ onwards. Moreover, Psdnd mRNA signals were strongly detected in primary spermatocytes, fol-
lowed by secondary spermatocytes and spermatogonia, and barely in spermatids. Our study indicates that dnd may
play a key role in regulating the development of male and female germ cells in P. sinensis.  This  study lays  the
basis for further study of turtles’ germ cells development and differentiation mechanism.
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