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拟穴青蟹Sp-Sox14基因在胚胎发育和性腺发育过程中的表达
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摘要：为了解Sox14基因在拟穴青蟹胚胎发育和性腺发育过程中可能起到的调控作用，
实验从青蟹性腺转录组数据库中得到全长为2558 bp的Sp-Sox14 cDNA序列，该序列编码
一个包含427个氨基酸的蛋白，包含一个HMG-box。进化树分析表明，Sp-Sox14与其他节
肢动物的Sox14亲缘关系较近。实时定量PCR结果显示，Sp-Sox14在成蟹雌雄各组织中均
有不同程度的表达，其中在卵巢和雄蟹心脏中的表达量最高。在胚胎发育过程中，Sp-
Sox14在复眼色素形成期的表达量显著高于其他时期。在性腺不同发育阶段，Sp-Sox14在
卵黄发生前期(O2)的表达量显著高于卵巢其他发育阶段；而在精巢发育过程中，其表达
量在成熟精子期(T3)高于精母细胞期(T1)和精子细胞期(T2)。推测其参与卵巢的前期发育
以及精子成熟等过程。整胚原位杂交结果显示，Sp-Sox14在青蟹胚胎复眼色素形成期阳
性信号定位于头部以及鄂足附近，在近孵化期定位于复眼附近，幼体孵出期则在头部仍
有少量信号，暗示其与青蟹神经器官的形成以及体节附肢的发生有关。
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早在1990年，Gubbay等 [1]在小鼠体内第一次

发现了Sry (Y染色体上性别决定区域，sex determ-
ining region of Y chromosome)基因，之后与其序

列中保守的HMG-box (高迁移率结构域，high mo-
bility group box)具有高度相似性的Sox(sry-like
high-mobility group box)基因家族相继被发现与证

实 [ 2 - 4 ]。HMG结构域蛋白中含有2到多个典型

HMG结构域，该结构域一般含有80个左右的氨

基酸残基，形成一个L型，并且含有3个a螺旋和

一个N端的B片层 [5]，使得Sox蛋白能以空间特异

性的方式与DNA结合，从而调节靶基因的转录[2]。

对脊椎动物的不同细胞及不同组织的Sox基因

的突变和敲除的大量研究表明，Sox基因编码的

蛋白作为一类重要的转录因子，对胚胎发育、

器官形成、性别决定 [1，6]、神经系统形成 [7-10]、骨

骼发育 [11]和血细胞生成 [12-13]等多个过程起着不可

或缺的作用。基于对Sox基因的完整HMG-box、
基因结构、氨基酸序列及其在不同发育过程的

广泛表达功能的比较，可将Sox基因分成A~J 共
10个亚族 [14-16]，其中，SoxB又可分为SoxB1和
SoxB2两个亚族。SoxB1(Sox1、Sox2和Sox3)作为

转录激活子，而SoxB2(Sox14和Sox21)作为转录

抑制子。SoxB2中的HMG-box结构域的C末端中

含有一个转录抑制域，且Sox14比Sox21的转录抑

制效果更为强烈。通过该C末端转录抑制域，

SoxB2与SoxB1竞争结合DNA或者与其他蛋白相

互作用，来调节神经系统的发育和分化[17]。神经

发生(神经元发育)始于胚胎期，此时神经前驱蛋

白能使 S o x 1 4和 S o x 2 1基因上调表达，干扰

SoxB1转录激活子的活性[18]。Sox14作为转录阻遏

物，可能在脊髓和脑神经的腹侧中间神经特化

中产生作用，与Sox1-3拮抗从而促进神经细胞分
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化 [19-20]。SoxB基因除了被发现在神经祖细胞有表

达以外，在神经嵴及其衍生的组织细胞也有表

达，神经嵴在胚胎随后的发育过程中，可迁移

至特殊区域，进一步发育形成外周神经系统以

及眼睛等重要器官结构[21]。与脊椎动物相比，无

脊椎动物SoxB基因的研究甚少。有文献指出，在

黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)胚胎形成过程

中，Sox14基因广泛且微量地表达 [22]；三角涡虫

(Dugesia japonica)的SoxB基因特异表达于头部和

肠道，且对三角涡虫头部进行切除后，SoxB基因

的表达可参与促进头部和神经再生[23]；中华绒螯

蟹(Eriocheir sinensis)中发现一个SoxB2基因在性腺

中特异表达 [24]。有关拟穴青蟹(Scylla paramamo-
sain) Sox14基因在性腺发育和胚胎发育中可能作

用的研究尚未报道。

拟穴青蟹隶属于甲壳纲(Crustacea)，十足目

(Decapoda)，梭子蟹科 (Portunidae)，青蟹属

(Scylla)，在我国主要分布于南方沿海各省海域。

由于其肉质细嫩鲜美、营养丰富、经济价值

高，且个体大、生长快、适应性较强等优点，已

成为我国东南沿海重要的海洋经济蟹类之一[25-26]。

目前人工养殖的苗种仍主要来自海区捕捞[27]，近

十几年来青蟹养殖面积不断扩大，而可捕捞的

蟹苗资源越来越少，苗种问题已成为青蟹养殖

的瓶颈，限制了青蟹养殖业的发展[28]，对青蟹胚

胎发育的研究将有助于其人工繁育的开展。大

部分蟹类在发育过程中存在变态现象，胚胎与

成蟹在形态上具有较大差异，同时神经器官和

生殖器官的结构也发生相应变化，故研究蟹类

胚胎发生发育的规律，对了解其体节分布、附

肢形成以及神经系统的形成有重要作用。蟹类

胚胎发育研究目前多侧重于形态学上的观察 [29]，

胚胎发育的分子机制研究甚少，对于胚胎时期

神经系统的发生发育的分子机制的研究更是薄

弱。本实验室在前期的转录组中获得了拟穴青

蟹Sp-Sox14序列(GenBank登录号：FJ613627.1)，
鉴于Sox家族在胚胎发育、性别决定、神经系统

发育等方面的作用，本实验首先对Sp-Sox14序列

进行生物信息学分析，同时结合实时定量PCR和

整胚原位杂交技术，研究Sp-Sox14基因在拟穴青

蟹各组织，性腺各发育阶段和胚胎发育中的

表达，推测其在性腺发育和胚胎发育中的可能

作用。

1    材料与方法

1.1    实验材料

拟穴青蟹购自福建省厦门市集美农贸市场，

不同发育阶段性腺的分期参照本实验室已发表

的方法 [30]。不同发育阶段的雌雄青蟹各取5只，

成熟个体除取性腺外，另取肝胰腺、鳃、肌

肉、眼柄、胸神经节、脑神经节、胃、肠等组

织，立即放入液氮速冻过夜后转移置–80 °C保存

备用。实验拟穴青蟹各期胚胎取自2016年1月和

2016年2月，分两批从漳州诏安县购入已受精拟

穴青蟹共15只，体长约10~13 cm，体质量为

330~500 g。青蟹饲养于集美大学海水场，定期

进行干露促其抱卵，并用镊烫法去除青蟹单侧

眼柄，进一步促进其抱卵。按照陈锦民[31]的阶段

划分，将每一时期胚胎的一部分置于RNAlater，
4 °C过夜后转至 – 2 0  ° C保存，用于实时定量

PCR实验；另一部分置于4%多聚甲醛(PFA，par-
aformaldehyde)，4 °C固定过夜后，用1×PBS洗
去PFA，并依次于70%、80%、90%、100%甲醇

中梯度脱水，每次20 min，最后于新的100%甲

醇，–20 °C保存，用于整胚原位杂交实验。

RNA抽提试剂盒Total RNA Kit 2(OMEGA，

USA)； 逆转录试剂盒RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Lithuania，EU)与T7 RNA聚合酶

(Lithuania，EU)购自Thermo Scientific公司；

AceQ®qPCR SYBR®Green Master Mix购自南京诺

唯赞公司；10 × DIG-RNA Labeling Mix (Indiana-
polis，IN，USA)与Anti-Digoxigenin-AP Fab Frag-
ments (Indianapolis，IN，USA)购自罗氏公司。

根据Sp-Sox14序列设计定量引物和原位杂交

引物及内参18S rRNA引物，交由上海捷瑞生物

工程有限公司合成(表1)

1.2    实验方法

生物信息学分析         序列同源性比对用

BLAST软件(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
进行；用NCBI中的ORF finder (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)进行开放阅读框确定及

序列翻译；使用Compute pI/Mw tool (http://www.
expasy.org/tools/pi_tool.html)推测蛋白的等电点和

分子质量；用InterProScan sofware (http://www.
ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan5/)查找基因的保守结构

域；利用NetNGlyc1.0 Server (http://www.cbs.dtu.
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dk/services/NetNGlyc/)查找糖基化位点，NetPhos
3.1 Server (http://www.cbs.dtu.d k/services/NetPhos/)
查找磷酸化位点；采用 S i g n a l P  3 . 0  S e r v e r
(http://www.cbs. dtu.dk/services/SignalP/)寻找信号

肽；TMHMM 2.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/
servi ces/TMHMM-2.0/)预测蛋白跨膜结构域；用

MEGA 7.0软件中的Neighboor-Joining(NJ)法构建

系统进化树。

总RNA提取与实时定量PCR        根据Total
RNA Kit 2(OMEGA，USA)说明书操作方法，提

取青蟹胚胎各时期 (卵裂期、囊胚期、原肠胚

期、无节幼体期、五对附肢期、七对附肢期、

复眼色素形成Ⅰ期、复眼色素形成Ⅱ期、复眼色

素形成Ⅲ期、近孵化期、孵化期)、不同组织(性
腺、心脏、肌肉、鳃、胃、肠、脑神经节、胸

神经节、肝胰腺、眼柄)和性腺发育不同时期(卵
巢发育时期：增殖期、卵黄发生前期、卵黄发

生早期、卵黄发生中期、卵黄发生晚期。精巢

发育时期：精母细胞期、精子细胞期、成熟精

子期 )的总RNA。用分光光度计Nanodrop 2000
(Thermo Scientific，USA)测定RNA浓度和纯度，

同时取0.5 μL样品用1%琼脂糖凝胶电泳检测其完

整性；取2 μg总RNA，在逆转录前用DNase I处
理，然后根据逆转录试剂盒的具体操作说明，

利用随机引物合成cDNA第一条链，稀释适当倍

数用作定量PCR模板；定量检测时每个样品做

5个平行，使用青蟹18S rRNA作为内参基因。基

因表达水平由相对表达量(relative quantification，
RQ)的平均值±标准误(mesn±SE)表示；利用SPSS
20.0软件对数据进行单因素方差分析 (One-Way
ANOVA)，P<0.05为显著性差异。

整胚原位杂交        PCR扩增目的基因片段，

目的产物经电泳检测，割胶回收后，连接到

PGEM-T载体，使得目的片段的5′端带有T7启动

子。转化后进行单克隆检测以确认目的片段插

入方向；T7-F引物与目的基因正向引物 (Sp-
Sox14-ISH-F)能检测出的阳性克隆为反向插入；

T7-F与目的基因反向引物(Sp-Sox14-ISH-R)能检测

出的阳性克隆为正向插入；然后提取质粒并测

序，并且分别用T7-F与目的基因正反向引物，以

质 粒 为 模 板 进 行 P C R 反 应 ， 以 制 备 线 性 化

cDNA作为体外转录模板；利用T7 RNA聚合酶进

行体外转录制备正义 (正向插入的 cDNA为模

板)与反义(反向插入的cDNA为模板)RNA探针：

探针于–80 °C保存备用。根据文献 [32]中的方

法，进行整胚原位杂交实验。实验后使用德国

徕卡公司Leica DM5500B正置显微镜观察并拍照。

2    结果

2.1    Sp-Sox14基因序列分析

Sp-Sox14 cDNA全长2558 bp (图1)，序列包括

77 bp的5′UTR，1284 bp的开放阅读框和1196 bp
的3′UTR (包括poly A尾)。3′UTR含有典型的加

尾信号AATAA。Sp-Sox14 cDNA序列可编码含427
个氨基酸的蛋白，预测的蛋白分子量约为47.43 ku，
等电点约为6.04。Sp-Sox14蛋白第50~116位氨基

酸为Sox基因家族保守结构域HMG-box。
SignalP分析未发现其有信号肽，THMHMM

分析其无跨膜区。NetPhos 3.1 Server预测显示其

含有40个丝氨酸磷酸化位点，17个苏氨酸磷酸化

位点和5个酪氨酸磷酸化位点。NetNGly 1.0 Serv-

表 1    实验中使用的引物及序列

Tab. 1    Oligonucleotide primers used in this study

引物名称

primer name
核酸序列(5′-3′)

nucleotide sequence
用途

usage

Sp-Sox14 RT-F GTTCACCTGTGCGACAACAC 荧光定量 PCR q-RT PCR

Sp-Sox14 RT-R GGTACTTGCTGTGGGTTCGT

18s rRNA-F ATGATAGGGATTGGGGTTTCC

18s rRNA-R AGTAGCGACGGGCGGTGT

Sp-Sox14- ISH-F GTGGAGAAGGGGCGAGTGT 整胚原位杂交　WISH

Sp-Sox14- ISH-R TGGGGCAGGGCTGATAGA

T7-F TAATACGACTCACTATAGG
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er预测其有3个糖基化位点。

使用MEGA 7.0软件对拟穴青蟹及其他18个
物种的Sox14氨基酸序列构建系统进化树，采用

NJ法分析，结果显示，拟穴青蟹的Sp-Sox14与盲

蝽(Lygus hesperus)和茧蜂(Fopius arisanus)聚为一

小支，之后与地中海实蝇(Ceratitis capitata)和黑

腹果蝇聚为一大支，而脊椎动物Sox14聚为另一

支(图2)。
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图 1    Sp-Sox14 cDNA全长及其编码的氨基酸序列

字体加粗表示起始和终止密码子；灰色阴影表示保守结构域HMG-box；糖基化位点由方框标示；磷酸化位点由双下划线标出

Fig. 1    The cDNA and deduced amino acid sequence of Sp-Sox14 from S. paramamosain
The initiation codon (atg) and the stop codon (taa) are all characterized in bold; the HMG-box is in gray; the glycosylation sites are presented with a
frame; the phosphorylation sites are indicated in double underline
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图 2    根据19个物种构建的Sox14氨基酸序列的系统进化树

Sp-Sox14用三角形标出

Fig. 2    The phylogenetic tree of Sox14 amino acid sequences from different species
Sp-Sox14 is marked by triangle
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2.2    Sp-Sox14 mRNA在胚胎各发育时期的表达

实时定量PCR结果表明，Sp-Sox14 mRNA在

青蟹胚胎各时期都有表达(图3)，但在复眼色素

形成1、2、3期表达量显著高于其他时期(P<0.05)。

2.3    Sp-Sox14 mRNA在雌雄各组织中的表达

以18S作为内参基因，实时定量PCR结果显

示，Sp-Sox14在拟穴青蟹雌雄各组织中均有不同

程度的表达(图4)，其中在卵巢和雄蟹心脏中的

表达量最高；在雌雄青蟹的肌肉中均有较高水

平的表达； Sp-Sox14在雌蟹肝胰腺中的表达量显

著高于雄蟹。

2.4    Sp-Sox14 mRNA在性腺各发育时期的表达

在卵巢不同发育阶段，Sp-Sox14的表达量在

O2期(卵黄发生前期)显著高于其他卵巢发育阶段

(P<0.05)；在精巢不同发育阶段，Sp-Sox14的表

达量虽然呈上升趋势，但并无显著性差异(P>0.05)；
同时发现，Sp-Sox14在卵巢发育O2期(卵黄发生

前期)显著高于性腺发育各时期(P<0.05)(图5)。

2.5    Sp-Sox14 整胚原位杂交

用地高辛标记的cRNA探针用于整胚原位杂

交的结果显示，Sp-Sox14在复眼色素形成期阳性

信号定位于胚胎头部以及复眼附近；在近孵化

期，Sp-Sox14阳性信号呈条带状位于复眼边缘，

同时亦有点状阳性信号分散在复眼之中；到孵

化期，Sp-Sox14阳性信号主要呈点状分布于复眼

之间头部位置(图版)。

3    讨论

在脊椎动物中已有大量的研究表明，Sox基
因家族参与动物性别分化、早期胚胎发育、神

经发育等多种重要生物过程，但Sox14基因在蟹
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图 3    Sp-Sox14 mRNA在胚胎各发育时期的表达情况

1. 卵裂期；2. 囊胚期；3. 原肠胚期；4. 无节幼体期；5. 五对附

肢期；6. 七对附肢期；7. 复眼色素形成Ⅰ期；8. 复眼色素形成

Ⅱ期；9. 复眼色素形成Ⅲ期；10. 近孵化期；11. 孵化期。* 代表

显著性差异(P<0.05)

Fig. 3    The expression of Sp-Sox14 mRNA
during embryogenesis

1. cleavage；2. blastula；3. gastrula；4. nauplius；5. 5 pairs of ap-
pendages；6. 7 pairs of appendages；7. eye-pigment formation
stageⅠ；8. eye-pigment formation stageⅡ；9. eye-pigment formation
stageⅢ；10. prehatching；11. hatching；  *represents significant dif-
ference (P<0.05)
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图 4    Sp-Sox14 mRNA在雌雄各组织中的表达情况

1. 性腺(卵巢和精巢)；2. 脑神经节；3. 眼柄；4. 鳃；5. 血细胞；

6. 肝胰腺；7. 心脏；8. 肠；9. 肌肉；10. 胃；11. 胸神经节。柱

上不同字母代表具有显著性差异(P<0.05)，下同

Fig. 4    The expression of Sp-Sox14 mRNA in
different tissues of female and male S. pamaramosain

1. ovary and testis; 2. brain; 3. eyetalk; 4. gill; 5. haemocytes; 6. hepato-
pancreas; 7. heart; 8. intestines; 9. muscle; 10. stomach; 11. thoracic. Bar
with different letters indicates significant differences (P<0.05), the same below
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图 5    Sp-Sox14 mRNA在性腺各发育时期的表达情况

1~5. 卵巢各发育时期：1. 增殖期；2. 卵黄发生前期；3. 卵黄发

生早期；4. 卵黄发生中期；5. 卵黄发生晚期。6~8. 精巢各发育

时期：6. 精母细胞期；7. 精子细胞期；8. 成熟精子期

Fig. 5    The expression of Sp-Sox14 mRNA during           
different stages of gonadal development

1-5 represents different stages of ovary development: 1. proliferation;
2. previtellogenesis; 3. primary vitellogenesis; 4. secondary vitellogenes-
is; 5. tertiary vitellogenesis. 6-8 represents different stages of testis de-
velopment: 6. the spermatocyte stage. 7. the spermatid stage; 8. the ma-
ture sperm stage
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类中的研究尚未见报道。本研究在已获得拟穴

青蟹Sp-Sox14 全长cDNA的基础上，通过生物信

息学分析，确定其在第50~116位氨基酸处含有

Sox基因家族保守结构域HMG-box。进一步通过

系统进化树分析表明，青蟹与茧蜂和盲蝽聚为

一小支，再与果蝇和实蝇聚为一大支，表明节

肢动物的Sox14基因可能与哺乳动物有不同的进

化过程，有待进一步研究。

目前较多的研究着重于SoxB基因对于中枢

神经系统的早期建立及发育 [33-35]。例如在小鼠和

鸡中，Sox14基因仅在大脑和脊髓的神经元中有

限地表达[36]，而在爪蟾中该基因只在下丘脑、背

侧丘脑和视顶盖中表达 [37]。但有一些研究表明，

SoxB基因也可能参与性腺发育过程。许宝红等 [38]

发现Sox14基因在成熟大鲵(Megalobatrachus dav-
idianus)的性腺中表达量远高于其他组织，普晓梅[39]

也发现，Sox14在大鲵性腺中高表达，并随性腺

的发育表达量增加。林浴霜等 [40]发现，文昌鱼

(Branchiostoma belcheri)的SoxB2在雄性生殖上皮

细胞和生精细胞中有少量表达，在雌性的卵母

细胞细胞质中有高表达。中华绒螯蟹的SoxB2-1
mRNA高表达于精原细胞和精母细胞，而蛋白则

在精细胞和精子中表达[24]。本研究结果显示，青

蟹的Sp-Sox14基因在雌蟹卵巢中的表达量远高于

其他组织，并在卵黄发生前期表达量最大，但

在神经器官中也有少量表达。姚波等[41]发现，斜

带石斑鱼(Epinephelus coioides)中的一个SoxB基因

在脑组织及未发育成熟的卵巢中大量表达，而

在发育成熟的卵巢中几乎没有表达。Sp-Sox14与
其有着类似表达模式，推测其可能参与卵巢的

发育过程。根据上述研究结果，Sp-Sox14氨基酸

序列虽然在 H M G - b o x结构上与其他物种的

Sox14高度保守，但该基因的表达和功能在不同

生物中，尤其是高等脊椎动物与低等无脊椎动

物有所不同，推测造成这种结果的原因可能与

物种进化过程中受到的环境压力不同有关。

如前所述，SoxB对于中枢神经系统的早期

建立和发育是不可或缺的 [ 3 4 - 3 5 ]。 SoxB2中的

Sox14和Sox21两个基因作为转录阻遏物，表达于

发育中的中枢神经系统，与SoxB1拮抗从而促进

神经细胞分化 [17， 20]。上述研究结果多以高等脊

椎动物为研究对象，在较低等的脊索动物和节

肢动物中，有研究发现SoxB基因也发挥同样的功

能。如文昌鱼胚胎发育过程中，SoxB2出现于神

经外胚层，之后SoxB2出现于发育中的神经管；

成体文昌鱼中Sox14的转录产物都在神经索中检

测到，暗示了SoxB2在中枢神经系统发育中的功

能保守性[40]。在蜜蜂(Apis mellifera)的胚胎发育后

期，SoxB2主要在中枢神经和脑中表达 [35]。在黑

腹果蝇的神经系统中，Sox14基因对于树突和轴

突的形成和神经元数量的微调有重要作用[42]。节

肢动物的神经系统在胚胎时期及幼体阶段对调

控其体节分布、附肢的组成有密切的关系[43]。在

青蟹胚胎复眼色素形成期，腹部尚未退化，与

头胸部也尚未完全愈合，其神经系统为梯状神

经系统，神经节不愈合[44]，虽然胚胎不能营自由

生活，但已经具有7对附肢以及相关的身体分

节，本研究结果显示，Sp-Sox14基因在复眼色素

形成期的表达量远远高于其他胚胎发育时期，

推测Sp-Sox14基因在此时参与青蟹胚胎的神经发

育与分化、复眼视神经的形成和调控身体分节。

青蟹的胚胎发育需经历卵裂期、囊胚期、

原肠胚期、无节幼体期、五对附肢期、七对附

肢期、复眼色素形成期、近孵化期、孵化期等

9个阶段[31]。甲壳动物的复眼除了具有视觉功能，

还有着重要的神经、激素调节作用[31]。在青蟹胚

胎复眼色素形成期的这三个阶段，2个视叶神经

节与大、小触角神经节合并成脑，附肢的雏形

出现，胸腹褶已分开形成胸部和腹部，并且腹

部已开始分节 [31]，实时定量PCR结果显示，Sp-
Sox14 mRNA在复眼色素形成三个时期的表达量

显著高于其他胚胎发育时期，推测Sp-Sox14参与

了这一系列的特征发生。整胚原位杂交结果表

明，Sp-Sox14 mRNA在复眼色素形成期阳性信号

大量定位于幼体头部，并呈长棒状分布，少量

点状阳性信号分布于颚足附近。参考以往学者

对青蟹胚胎发生的形态研究，头部阳性信号定

位的位置可认定为脑部 [ 4 5 - 4 6 ]，推测此阶段Sp-
Sox14可能参与了脑神经的形成，并且可能参与

调控身体及附肢的分节。在近孵化期阶段，有

少量Sp-Sox14阳性信号呈长条状分布于复眼周

围，此时胚胎第一颚足已明显分节[45]，复眼视叶

长度达到卵径一半，头胸部附肢发育基本完

成，推测此阶段Sp-Sox14可能参与调控附肢的分

节及发育。在幼体孵化出膜后，仍有极少量的

Sp-Sox14 mRNA阳性信号分散于幼体复眼及头

部，推测Sp-Sox14可能参与青蟹的神经及其分泌

激素的调节，为后续变态发育提供条件。
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本研究根据拟穴青蟹Sp-Sox14在性腺不同发

育时期的表达及在胚胎各时期的表达与定位，

初步推测其在拟穴青蟹的神经发育和分化过程

中以及在性腺发育过程中起着一定的作用，为

甲壳动物胚胎时期神经系统发育和性腺发育的

研究奠定了基础。
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Expression analysis of Sp-Sox14 gene during embryonic and
gonadal development in Scylla paramamosain

LIANG Keying 1,     ZHANG Ziping 2,     LIAO Jiaqian 1,     ZOU Zhihua 1,     WANG Yilei 1*

(1. Key Laboratory of Healthy Mariculture for East China Sea, Ministry of Agriculture,
Fisheries College, Jimei University, Xiamen    361021, China;

2. College of Animal Sciences, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou    350002, China)

Abstract: In this study, a full-length 2558 bp Sp-Sox14 cDNA sequence was obtained from Scylla paramamosain
gonadal transcriptome database. The encoded protein consists of 427 amino acids and includes an HMG box do-
main. Phylogenetic tree analysis showed that Sp-Sox14 was closely clustered with Sox14 of other arthropods.
Quantitative real-time PCR displayed that Sp-Sox14 had different expression levels in different tissues from ma-
ture male and female crabs with the highest expression in ovary and the heart of male crabs. During embryogenes-
is, Sp-Sox14 expression was the highest in eye-pigment formation stage. During the different stages of ovarian de-
velopment, Sp-Sox14 was expressed at the highest level in previtellogenesis stage (O2) and which was signific-
antly higher than other stages. During the testis development, the expression level of Sp-Sox14 was higher in ma-
ture sperm stage (T3) than in spermatocyte stage (T1) and spermatid stage (T2). It was speculated that Sp-Sox14
was involved in the early development of ovary and the process of sperm maturation. The whole mount in situ hy-
bridization (WISH) results indicated that the positive signals of Sp-Sox14 were mainly distributed in the head and
near the maxillipede at eye-pigment formation stage, and near the compound eyes at prehatching stage. A small
number of Sp-Sox14 positive signals were still present in the head and near the appendages at hatching stage. The
results of WISH implied that Sp-Sox14 was involved in the formation of the nervous organ as well as related to the
occurrence of somite appendages.

Key words: Scylla paramamosain; Sp-Sox14; embryogenesis; gonadal development; gene expression
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图版    Sp-Sox14整胚原位杂交结果

Sp-Sox14反义链杂交结果：1和1′.复眼色素形成期；3和3′.近孵化期；5和5′：孵化期；1′右上小图为图中圈出部分放大。Sp-Sox14正义

链杂交结果：2.复眼色素形成期；4.近孵化期；6.孵化期。黑色箭头标示的为Sp-Sox14阳性信号

Plate    Whole mount in situ hybridization of Sp-Sox14
The positive signal of Sp-Sox14: 1 and 1′. eye-pigment formation stage; 3 and 3′. prehatching stage; 5 and 5′. the hatching stage. The
counterparts (framed) in 1, and 1′ are the larger magnification.The negative signal of Sp-Sox14: 2. eye-pigment formation stage; 4. prehatch-
ing stage; 6. hatching stage.The black arrows point to the postive signals of Sp-Sox14
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