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摘要： foxl2 在脊椎动物卵巢分化、发育和功能维持等方面具有重要作用，然而其在三疣梭子蟹（Por-
tunus trituberculatus）卵巢发育中的功能尚不明确。本研究首先克隆了三疣梭子蟹 foxl2（Ptfoxl2）基

因 cDNA 全长序列，该基因 5′和 3′非编码区域（UTR）长度分别为 701 bp 和 211 bp，开放阅读框的长

度为 1 590 bp。基因表达分析结果显示，foxl2 在三疣梭子蟹不同组织中均有表达，但在卵巢中表达量

最高；其在卵巢发育不同时期的表达存在显著差异，在 V 期表达量最高；切除眼柄后，该基因的表达

出现显著下降；干扰该基因表达后，卵巢 vtg 基因的表达显著上调。上述结果表明， foxl2 可能在三疣

梭子蟹卵巢发育调控中发挥重要功能，能够抑制卵巢组织中卵黄蛋白的合成。为进一步分析该基因

的表达调控方式，利用生物信息学方法，预测了靶向 foxl2 的 miRNA，并通过双荧光素酶报告基因检测

实验，从细胞水平验证了这些 miRNA 对 Ptfoxl2 的调控作用；分析了其在卵巢发育不同时期以及切除

眼柄后的表达模式。结果显示，共转染 miR-9 类似物和包含 foxl2 3 ′UTR 的 pmirGLO 质粒组，萤火虫

酶与海肾荧光素酶活性比值出现显著下降，且在卵巢发育过程及切除眼柄后与 foxl2 表达模式相反。

该结果初步证实 miR-9 可以从转录后水平调控三疣梭子蟹 foxl2 基因的表达。
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1　引言

foxl2（ forkhead box protein L2）是 Forkhead转录因

子超家族的一员，是哺乳动物卵巢发育最早的标志性

启动基因 [1]，也是第一个被认定在卵巢发育中发挥重

要作用的常染色体基因 [2]。2001年，Crisponi等 [3] 在对

睑裂狭小综合征伴随卵巢早衰患者致病基因的定位

研究中，首次发现 foxl2 编码基因与卵巢发育相关，研

究结果显示，所有被检测的卵巢早衰患者的 foxl2 基

因都发生了突变。通过观察 foxl2 基因突变或缺失对

小鼠卵巢的影响，进一步确认了 foxl2 基因在卵巢发

育中的重要作用。通过基因敲除的方法，发现 foxl2
缺失的纯合子（foxl2-/-）雌鼠的卵巢呈现小而不规则状

态，并且其中没有初级卵泡的形成，卵巢发生退化，没
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有生育能力 [4– 6]； foxl2 的突变也会造成卵巢发育的异

常，卵巢中的卵泡数量会减少，卵巢出现早衰 [7]。在非

哺乳类脊椎动物中， foxl2 基因与卵巢发育的密切相

关性也已被证实 [8–11]。Shi等 [12] 研究了牙鲆 foxl2 基因

的多态性与其卵巢发育之间的相关性，发现 foxl2 单

一位点的突变可以造成牙鲆卵巢指数的变化。 foxl2
在脊椎动物卵巢发育中不可或缺的作用使其成为研

究卵巢发育分子调控机制非常重要的候选基因 [7, 13]。

对脊椎动物中的研究发现， foxl2 的表达受到 mi-
croRNA（miRNA）的调控 [14]。miRNA是一类平均长度

为 22 bp的内源性单链非编码 RNA，能够与靶基因的

3′非编码区域（Untranslated Region, UTR）特异性结合，

抑制翻译或降解其 mRNA，从转录后水平对靶基因表

达进行负调控，在动物的生长、发育、生殖等过程中

都发挥重要作用 [15]。研究表明，miR-133b可以靶向调

控小鼠 foxl2 的表达，进而调节其卵巢发育过程 [16]。

近些年，miRNA对卵巢发育的调控作用已成为甲壳

动物生殖生物学研究的新热点。研究表明，miR-9能

够通过调控 ERK信号通路关键基因进而调节拟穴青

蟹（Scylla paramamosain）的卵巢发育[17]。此外，miRNA
还参与了切除眼柄诱导三疣梭子蟹卵巢成熟的过程。

目前，在无脊椎动物中有关 foxl2 的研究刚刚起

步，仅在海胆（Strongylocentrotus purpuratus）、太平洋

牡蛎（Crassostrea gigas）、栉孔扇贝（Chlamys farreri）、
中华绒螯蟹（Eriocheir sinensis）、拟穴青蟹等少数物

种中获得了相应 foxl2 基因的 cDNA序列。在对栉孔

扇贝的研究发现，干扰 foxl2 表达后，卵巢发育相关基

因的表达显著下调。而在拟穴青蟹中，敲降 foxl2 后，

卵黄蛋白原基因（vtg）的表达显著上调 [18]。上述研究

表明，该基因在贝类和甲壳类卵巢发育中均发挥作

用，但其功能可能存在差异。鉴于其在卵巢发育中具

有重要作用，开展 foxl2 表达调控研究可能会为研发

生殖调控技术提供重要参考。然而，有关无脊椎动

物 foxl2 表达调控的研究较为罕见。

三疣梭子蟹（Portunus trituberculatus）隶属于甲壳

亚门（Crustacea），十足目（Decapoda），梭子蟹科（Por-
tunidae），梭子蟹属（Portunus），广泛分布于中国、韩

国、日本等河口和沿海水域，是我国重要的海水养殖

种类。近些年，梭子蟹养殖产业发展迅速，2018年

养殖产量已达 11.38×104 t[19]。然而，由于对三疣梭子

蟹生殖调控的认知不足，未能建立起高效的生殖调控

技术，高质量苗种的产量无法满足需求，严重限制了

养殖产业的可持续发展。因此，亟需深入开展三疣梭

子蟹生殖调控机理研究。本研究克隆了三疣梭子蟹

foxl2（Ptfoxl2）基因的 cDNA全长序列；分析了其在不

同组织、不同发育时期以及切除眼柄后的表达模式；

研究了干扰该基因表达对 vtg 基因表达的影响；预测

了靶向 foxl2 的 miRNA，并在细胞水平进行了验证；分

析了 miRNA在不同发育时期以及切除眼柄后的表达

特征。研究结果有助于深入理解三疣梭子蟹生殖调

控机制，为研发生殖调控新技术提供参考。 

2　材料与方法
 

2.1    实验材料

实验所用三疣梭子蟹取自山东省昌邑市海丰水

产养殖有限责任公司昌邑实验基地。选取附肢完整

且无明显伤痕的雌性三疣梭子蟹，体重为 52～261 g。
在实验室条件下暂养 7 d。水温为（20±2）℃、盐度为

31±1、pH为 7.6±0.3，持续充氧。每天 17:00投喂鲜活

菲律宾蛤仔，8:00清除箱底排泄物及食物残渣后更

换 1/3～1/2等温度的新鲜海水。 

2.2    Ptfoxl2 cDNA全长克隆

根据三疣梭子蟹性腺转录组数据中 foxl2 基因片

段序列 [20]，使用 Primer 5.0软件设计 foxl2 3 ′和 5′特异

性引物（表 1）。利用 Trizol试剂提取三疣梭子蟹组织

总 RNA，采用 Nanodrop微量分光光度计和琼脂糖凝

胶电泳检测RNA质量以及完整性。按照 SMART RACE
Amplification Kits说明书，利用 cDNA 末端快速扩增

（Rapid Amplification of cDNA Ends，RACE）所需的 cDNA
模板，使用 Advantage 2 PCR Kit进行 3 ′和 5 ′末端扩

增。PCR产物经琼脂糖凝胶电泳、凝胶回收试剂盒

得到扩增的目的片段，用 pMD18-T载体连接所得目

的片段，并转入 DH5α感受态细胞中，涂板过夜培养，

菌落检测后进行测序分析。 

2.3    序列分析及系统进化分析

利 用 VecScreen（ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
vecscreen/）去除载体序列，由 Contig express软件进行

序 列 拼 接 、 ORFFinder（ https://www.ncbi.nlm.  nih.gov/
orffinder/）进行开放阅读框（Open Reading Frame，ORF）
预测及氨基酸翻译。利用 ExPASy（http://web.expasy.
org/compute_pi/）进行分子量及等电点的预测，利用

Interpro  Scan（ http://www.ebi.ac.uk/interpro/scan.html）进
行蛋白质功能结构域分析。使用 Bioedit软件对三疣

梭子蟹 foxl2 氨基酸序列与从 GenBank中下载的其他

物种的 foxl2 氨基酸序列进行比对。 

2.4    Ptfoxl2 基因的表达分析

2020年 9月至 2021年 1月，收集三疣梭子蟹卵

巢发育不同时期的样本。将梭子蟹在实验室条件下
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暂养 7 d。将样本卵巢组织分为两份，一份保存于液

氮中，另一份采用 4%多聚甲醛固定。参考吴旭干等[21]

对卵巢组织分期方法，在显微镜下观察三疣梭子蟹样

品的组织学特征，并将卵巢分为 5个时期。

根据三疣梭子蟹 foxl2 序列设计特异性引物

（表 1），参照 AG SYBR Green Pro Taq HS qPCR试剂盒

说明书对三疣梭子蟹不同组织、不同发育时期 foxl2
基因相对表达量进行分析。反应体系（20 μL）：10 μL

SYBR  Green  Pro  Taq  HS  Premix  II  (2×)、 0.4  μL  ROX

Reference  Dye  II、 0.8  μL  10  μmol/L的 正 反 向 引 物 、

6.0 μL DEPC水和 2.0 μL cDNA稀释液。反应程序：

95℃ 30 s；95℃ 5 s、60℃ 34 s，40个循环。 foxl2 相对

表达量采用 2–ΔΔCt 法进行计算。 

2.5    切除眼柄实验

实验选用处于卵巢 III−IV期三疣梭子蟹雌蟹为

实验动物，切除眼柄方法采用烧红镊子紧捏眼柄基

部 3 s。将切除双侧眼柄后的三疣梭子蟹养殖于室内

循环水系统，为防止其打斗，每个 10 L的养殖缸内仅

放置 1只梭子蟹。切除眼柄后 1 d、3 d、6 d分别取 3只三

疣梭子蟹，解剖收集卵巢组织，样品均在液氮中速冻，

并保存于−80℃ 超低温冰箱用于后续基因表达分析。 

2.6    RNA干扰实验

采用 New England Biolabs公司的 HiScribe T7 High

Yield RNA Synthesis试剂盒合成 RNA干扰实验（RNA

interference，RNAi）所需的 Ptfoxl2 dsRNA，所用引物序

列见表 1。该实验以处于卵巢快速发育期（ III−IV

期）的雌蟹（体重为（206.7±5.8）g）为实验动物，以注射

绿色荧光蛋白（GFP）dsRNA的个体为对照组，以注射

Ptfoxl2 dsRNA的个体为干扰组。GFP dsRNA和 Pt-
foxl2 dsRNA的注射剂量均为 2 μg/g体重，注射部位为

第三步足基部。注射 24 h和 48 h后，对照组和干扰

组分别取 3个个体，解剖收集卵巢组织，液氮速冻，保

存于−80℃ 超低温冰箱用于后续基因表达分析。 

2.7    Ptfoxl2 相关 miRNA预测和验证

通过 miRanda和 RNAhybrid软件预测潜在靶向

Ptfoxl2 3′UTR区域的 miRNA。通过双荧光素酶报告

基因检测实验，对预测 miRNA对 Ptfoxl2 的调控作用

进行验证。将 miRNA类似物和阴性对照类似物（由

通用生物股份有限公司合成），与包含有野生型和突

变型 miRNA结合位点 3′UTR序列的 pmirGLO质粒，

分别共转染到 293T细胞中。转染 48 h后，使用 Dual-

Luciferase Reporter Assay System（Promega）测定萤火虫

荧光素酶和海肾荧光素酶活性相对值。 

2.8    Ptfoxl2 相关 miRNA的表达分析

利用 miRcute miRNA提取分离试剂盒（天根生化

科技有限公司）提取三疣梭子蟹不同组织、不同发育

时期及切除眼柄后卵巢组织的 miRNA，使用 miR-

cute增强型 miRNA cDNA第一链合成试剂盒（天根生

化科技有限公司）进行反转录，采用 miRcute增强型

miRNA荧光定量检测试剂盒（天根生化科技有限公

司）检测 miRNA在三疣梭子蟹不同组织、不同时期

以及切除眼柄后的相对表达量。反应体系（20 μL）：

表 1    实验所用引物的序列

Table 1    The sequences of the primers used in this study

引物名称 序列（5′-3′） 用途

foxl2-3′ CGGGAACTTCGCAAGCTACACACAG RACE

foxl2-5′ GGTAGTCGTCTTTCATCGTGCCGTAGG RACE

UPM CTAATACGACTCACTATAGGGC RACE

foxl2-F CGTTGTCCTGATCTCACTGC qRT-PCR

foxl2-R CGTCTTTCATCGTGCCGTAG qRT-PCR

β-actin-F CGAAACCTTCAACACTCCCG qRT-PCR

β-actin-R GGGACAGTGTGTGAAACGCC qRT-PCR

dsRNA-foxl2-T7-F GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGCAGATGCAAAGCGGGAACTT RNAi

dsRNA-foxl2-T7-R GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGGGAAAGCGTCTCCAGTCATC RNAi

dsRNA-GFP-T7-F GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCGACGTAAACGGCCACAAGTT RNAi

dsRNA-GFP-T7-R GGATCCTAATACGACTCACTATAGGATGGGGGTGTTCTGCTGGTAG RNAi

miR-9 GCCTCTTTGGTTATCTAGCTGTAT qRT-PCR
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10  μL  2×miRcute  Plus  miRNA PreMix、 0.4  μL正反向

引物、2.0 μL miRNA第一链 cDNA、7.2 μL ddH2O。反

应程序：95℃ 15 s；95℃ 20 s、60℃ 34 s，40个循环。反

应完成后相对表达量采用 2–ΔΔCt 法计算。 

2.9    统计学分析

采用 SPSS19.0软件进行数据统计分析。两组之

间比较应用独立样本 t 检验，多组之间比较应用单因

素方差分析。以 p<0.05为差异有统计学意义。 

3　结果与分析
 

3.1    Ptfoxl2 基因 cDNA全长序列分析和系统进化分析

序列分析表明，Ptfoxl2 基因 cDNA全长 2 502 bp
（OK413951），3′端和 5′端基因片段长度分别为 211 bp
和 701 bp，包含 1 590 bp的开放阅读框，共编码 529个

氨基酸（图 1）。在线分析发现，Ptfoxl2 基因包含 1个

Forkhead结构域（228～323 aa）。通过 BLAST同源性

比对分析，发现三疣梭子蟹 Ptfoxl2 氨基酸序列与拟

穴青蟹 Ptfoxl2 的同源性最高，为 96%；与中华绒螯

蟹、斑节对虾（ Penaeus  monodon）的同源性分别为

86%、85%，且都含有 Forkhead结构域（图 2）。 

3.2    Ptfoxl2 基因表达分析结果

利用 Real-time PCR技术，分析了 foxl2 基因在三

疣梭子蟹不同组织的表达分布特征。结果显示，Pt-
foxl2 在所有被测组织中均有表达，其在卵巢组织中

的表达量最高（p<0.05），其次为脑神经节、肝胰腺、

胃、胸神经节等组织，在血淋巴中的表达量最低（图 3A）。

通过对 Ptfoxl2 在卵巢发育不同时期的表达分析发现，

该基因在不同时期的表达存在显著差异（p<0.05），其
在 V期卵巢组织表达量最高，其次为 III期、 IV期，

在 II期卵巢中表达量最低（图 3B）。切除眼柄后 Pt-
foxl2 表达分析结果表明，切除眼柄后第 1天、第 3
天、第 6天，该基因在卵巢组织的表达量均显著下降

（p<0.05）（图 3C）。 

3.3    Ptfoxl2 干扰实验结果

与注射 GFP dsRNA组三疣梭子蟹相比，注射 Pt-
foxl2 dsRNA的个体在 24 h和 48 h后，卵巢 Ptfoxl2 的

表达均出现了显著下调（p<0.05）（图 4A），干扰效率分别

为 60.24%和 53.15%。qRT-PCR结果显示，注射 Ptfoxl2
dsRNA组 vtg 基因的表达显著上调（p<0.05）（图 4B）。 

3.4    Ptfoxl2 相关 miRNA的预测和双荧光素酶报告基

因检测实验验证

生物信息学预测结果显示，miR-9以及本实验在

前期研究中新识别到的 2个 miRNA—novel-52和

novel-68可能与 Ptfoxl2 3 ′UTR结合。通过双荧光素

酶报告基因检测实验，对 miRNA与 Ptfoxl2 靶向调控

作用进行了验证（图 5）。结果显示，共转染 novel-52
类似物和 pmirGLO-Ptfoxl2-3′UTR组以及共转染 nov-
el-68类似物和 pmirGLO-Ptfoxl2-3′UTR组萤火虫相对

荧光素酶活性未出现显著变化（p>0.05），而共转染miR-9
类似物和 pmirGLO-Ptfoxl2-3′UTR组萤火虫荧光素酶

和海肾荧光素酶活性比值显著降低（p<0.05），表明

miR-9能够与 Ptfoxl2 基因 3′UTR靶向结合。 

3.5    Ptfoxl2 相关 miRNA的表达分析结果

组织表达分布结果显示，miR-9在三疣梭子蟹各

组织中均有表达，其在鳃、卵巢和胃中的表达量显著

高于其他组织（p<0.05），其次为肌肉、胸神经节，脑神

经节中的表达量最低（图 6A）。miR-9在不同发育时

期卵巢组织中的表达量存在显著差异（p<0.05），随着

卵巢发育其表达量先上升后下降，在 IV期达到最高，

在 V期表达量出现显著降低（图 6B）。切除眼柄后，

卵巢组织中 miR-9的表达量出现显著变化（p<0.05），
在第 1天表达量出现显著上调，在第 3天达到最高

值，在第 6天开始降低（图 6C）。 

4　讨论

本研究克隆了三疣梭子蟹 foxl2 基因 cDNA全长

序列，预测氨基酸序列包含 1个高度保守的 Fork-
head结构域和 1个核定位信号序列。同源性分析显

示，Ptfoxl2 与其他蟹类 foxl2 序列具有较高的同源性，

其中与拟穴青蟹同源性高达 96%，提示 Ptfoxl2 可能

与拟穴青蟹 foxl2（Spfoxl2）功能具有相似性。但是，

Ptfoxl2 与 Spfoxl2 组织表达分布存在差异 [18]。虽然 Pt-
foxl2 与 Spfoxl2 都在卵巢组织中高表达，但 Ptfoxl2 在

所检测的组织中均有表达，而 Spfoxl2 仅在卵巢、精巢

和肝胰腺中表达，表明 Ptfoxl2 的功能可能具有多效性。

大量研究发现，foxl2 在脊椎动物卵巢颗粒细胞分

化、卵巢发育和功能维持等方面具有重要作用。目

前， foxl2 基因序列已在数种无脊椎动物中克隆获得，

但针对其功能的研究却鲜有报道。Liu等 [22] 发现，

foxl2 在栉孔扇贝中的表达呈明显的性别二态性，在

卵巢中的表达远高于精巢，推测该基因在卵巢发育中

发挥作用。Wei等 [23] 发现，海湾扇贝幼贝中 foxl2 的

表达与雌激素的水平呈正相关，推测该基因通过调控

雌激素水平，进而调节性腺分化过程。在对中华绒螯

蟹的研究发现， foxl2 在卵巢成熟期表达量显著上调，

与 DDX20和 FTZ-F1结合，抑制卵巢中 vtg 基因的表

达。在不同组织中的表达分析结果显示，Ptfoxl2 在卵

巢组织中的表达量最高，显著高于其他组织，暗示其
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图 1    Ptfoxl2 基因 cDNA全长序列以及推导的氨基酸序列

Fig. 1    Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of Ptfoxl2 gene

FH结构域用阴影表示；起始密码子和终止密码子用方框标出；下划线标注区域依次分别为 miR-9、novel-68和 novel-52的预测结合位点；左侧

数字为核苷酸和氨基酸位置

FH domain was marked with shadow; initiation codon and stop codon were marked with black box; the underlined regions were the predicted binding sites for

miR-9, novel-68, and novel-52 in turn; the numbers on the left indicate the positions of nucleotide and amino acid
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可能参与了三疣梭子蟹卵巢发育调控过程。该基因

在卵巢发育过程中的表达模式与中华绒螯蟹相似，同

样在卵巢近成熟期和成熟期表达量显著升高。该时

期卵黄发生以外源性卵黄合成为主，即在肝胰腺内合

成，通过血淋巴转运到卵巢组织，而卵巢内的卵黄合

成减少。此外，干扰 Ptfoxl2 表达后，卵巢组织 vtg 基

因的表达显著上调，这与拟穴青蟹 foxl2 干扰实验结

果一致 [18]。上述结果表明，foxl2 可能在三疣梭子蟹卵

巢发育中发挥重要作用，能够显著抑制内源性卵黄

合成。

迄今，关于甲壳动物 foxl2 表达调控的研究还未

见报道。切除眼柄是生产中常用的刺激甲壳类性腺

成熟的方法，此方法通常认为是通过去除眼柄中 X-

器官窦腺复合体分泌的性腺抑制激素（GIH）来刺激

性腺成熟，但是切除眼柄会损伤亲体，且会造成卵质

量下降、孵化率降低等问题 [24]。近些年，为了探寻替

代眼柄切除的促熟新方法，国内外研究者针对切除眼

柄诱导性腺发育的分子机制开展了较为深入的研

究。已有研究表明，切除眼柄诱导卵巢成熟是一个涉

及多种分子和信号通路的复杂过程。Uawisetwathana

等 [25] 发现，切除斑节对虾眼柄能够激活性腺激素释放

激素信号通路、孕酮介导的卵母细胞成熟等信号通

路。本实验室前期研究发现，切除眼柄后，三疣梭子

蟹 Cdk7、Cyclin H 等基因表达均出现显著上调，表明

切除眼柄能够激活成熟促进因子（Maturation-Promot-

ing Factor，MPF），从而促进卵母细胞成熟分裂 [26– 27]。

此外，切除眼柄会促进三疣梭子蟹甲基法尼酯合成相

关蛋白的表达，激活钙离子信号通路 [28]。本研究中，

三疣梭子蟹卵巢 foxl2 基因的表达在切除眼柄后第

1天、第 3天、第 6天均出现了显著下调。因此，我们

推测 Ptfoxl2 受眼柄神经内分泌因子的调控，参与了

切除眼柄诱导卵巢成熟的过程。切除眼柄能够抑制

foxl2 的表达，进而促进卵黄合成。

近些年，miRNA已被证实在甲壳动物卵巢发育

中发挥重要作用。Song等 [29] 发现，miR-2和 miR-133

通过调控 Cyclin B 的表达，控制中华绒螯蟹卵母细胞

成熟过程。Jia等 [30] 对拟穴青蟹的研究表明，miR-277

参与眼柄中卵巢发育相关重要神经肽—卵黄抑制

激素的表达调控。目前，miRNA是否参与了甲壳动

物 foxl2 基因的表达调控仍未知。本研究利用生物信
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图 2    4种甲壳动物 foxl2 氨基酸序列多重比对

Fig. 2    Multiple alignments of the amino acid sequences of foxl2 in four crustacean species

右侧数字为氨基酸位置；各物种 foxl2 基因序列 GenBank登录号：三疣梭子蟹（OK413951）、拟穴青蟹（MN412580.1）、中华绒螯蟹（KF806733.1）、

斑节对虾（XM_037939236.1）；黑色代表氨基酸残基同源性 100%；红色代表氨基酸残基同源性 75%；蓝色代表氨基酸残基同源性 50%

The numbers on the right indicate the positions of the amino acids; the GenBank accession numbers of foxl2 gene were as follows: Portunus trituberculatus

(OK413951), Scylla paramamosain (MN412580.1), Eriocheir sinensis (KF806733.1), Penaeus monodon (XM_037939236.1); black represents 100% homo-

logy of amino acid residues; red represents 75% homology of amino acid residues; blue represents 50% homology of amino acid residues
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息学方法预测了其靶基因，并通过双荧光素酶报告基

因检测实验，从细胞水平进行了验证。结果显示，

miR-9能够与 Ptfoxl2  3 ′UTR靶向结合。分析显示，

miR-9在鳃、肝胰腺组织和胃中表达量较高，但在这

3个组织间无显著差异，表明 miR-9可能具有多种功

能。同一 miRNA可能调控多个靶基因，其在不同组

织中可能也发挥不同的作用 [31]。在卵巢 V期（成熟

期），miR-9表达量显著下调，而 Ptfoxl2表达则显著上调。

此外，切除眼柄后，卵巢 miR-9的表达显著出现上调，

而 Ptfoxl2 表达趋势与之相反，进一步表明，miR-9能

够从转录后水平调控 Ptfoxl2 的表达。
 

5　结论

本研究克隆得到 Ptfoxl2 基因 cDNA全长序列，分

析了该基因在不同组织、不同发育时期卵巢组织以

及切除眼柄后的表达模式，研究了干扰其表达对卵巢
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图 3    Ptfoxl2 基因在三疣梭子蟹不同组织（A）、不同卵巢发育时期（B）以及切除眼柄后（C）的表达

Fig. 3    The expression of Ptfoxl2 in different tissues (A), in different ovarian developmental stages (B) and after eyestalk ablation (C)

不同字母代表数据差异显著（p<0.05）；*表示对照组和切除眼柄组表达存在显著差异（p<0.05）

Different letters indicate significant difference (p<0.05); * indicates a significant difference between the control group and eyestalk ablation group (p<0.05)
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Fig. 4    Relative expression of Ptfoxl2 (A) and vtg (B) in ovary after injecting Ptfoxl2 dsRNA and GFP dsRNA

*表示存在显著差异（p<0.05）

* indicates a significant difference (p<0.05)
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+表示实验体系中存在该 miRNA类似物或质粒；−表示实验体系中不存在该 miRNA类似物或质粒；不同字母代表数据差异显著（p<0.05）
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different letters indicate significant difference (p<0.05)
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图 6    miR-9在三疣梭子蟹不同组织（A）、不同卵巢发育时期（B）以及切除眼柄后（C）的表达

Fig. 6    The expression of miR-9 in different tissues (A), in different ovarian developmental stages (B) and after eyestalk ablation (C)

不同字母代表数据差异显著（p<0.05）；*表示对照组和切除眼柄组表达存在显著差异（p<0.05）

Different letters indicate significant difference (p<0.05) ; * indicates a significant difference between the control group and eyestalk ablation group (p<0.05)
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组织 vtg 基因表达的影响，初步证实 Ptfoxl2 参与三疣

梭子蟹卵巢发育调控，能够抑制内源性卵黄合成。预

测了靶向 Ptfoxl2 的 miRNA，并在细胞水平进行了验

证。结合 miR-9在卵巢发育不同时期以及切除眼柄

后的表达分析，首次证实 miRNA（miR-9）能够从转录

后水平调控 Ptfoxl2 的表达。研究结果为深入开展三

疣梭子蟹卵巢发育调控机制，研发生殖调控新技术提

供了重要参考。
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Preliminary functional study of foxl2 in Portunus trituberculatus and
analysis of its related miRNA
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ory  of  Sustainable  Development  of  Marine  Fisheries, Ministry  of  Agriculture  and  Rural  Affairs, Yellow Sea  Fisheries  Research  Institute,
Chinese  Academy  of  Fisheries  Science, Qingdao 266071, China;  3. Laboratory for  Marine  Fisheries  Science  and  Food  Production  Pro-
cesses, Pilot  National  Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao 266237, China;  4. Key Laboratory of  Aquatic
Genomics, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qing-
dao 266071, China)

Abstract: The foxl2 plays essential roles in regulating ovarian differentiation, development and functional mainten-
ance of vertebrate. However, its function in ovarian development of the swimming crab Portunus trituberculatus re-
mains unknown. In the present study, we firstly cloned the full-length cDNA of P. trituberculatus  foxl2  (Ptfoxl2)
which contained a 5′ untranslated region (UTR) of 701 bp, a 3′ UTR of 211 bp, and an open reading frame (ORF)
1 590  bp.  Gene  expression  analysis  in  different  tissues  showed  that Ptfoxl2  exhibited  the  highest  expression  in
ovary. There were significant  differences in its  expression in different  stages of  ovarian development,  and its  ex-
pression was the highest in stage V. After eyestalk ablation, Ptfoxl2 expression decreased significantly. In addition,
RNAi of Ptfoxl2 resulted in a significant reduction in vitellogenin expression of ovary. Taken together, these res-
ults indicated that Ptfoxl2 played an important role in the regulation of ovarian development of P. trituberculatus by
inhibiting endogenous vitellogenesis in maturation stage. In order to further analyze the post-transcriptional regula-
tion of Ptfoxl2, the miRNAs targeting Ptfoxl2 was predicted by bioinformatics analysis and the interaction between
the miRNAs and Ptfoxl2 was verified using the dual luciferase reporter assay. The results showed that the relative
luciferase activity was significantly reduced after co-transfection of miR-9 mimics and pmirGLO-Ptfoxl2-3′ UTR.
Expression analysis showed that miR-9 exhibited opposite pattern at ovarian maturation stage and after eyestalk ab-
lation. Collectively, the results demonstrated that miR-9 can regulate Ptfoxl2 expression in the swimming crab.

Key words: Portunus trituberculatus；foxl2；eyestalk ablation；ovarian development；miRNA
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