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摘要 采用RT-PCR法从黄鳝(Monopterusalbus)性腺 mRNA中克隆获得了WT1基因,根据其氨基酸序

列有无KTS区将黄鳝WT1基因分为2种类型:WT1(-KTS)为1236bp,WT1(+KTS)为1245bp。与NCBI/

GenBank上其他物种进行氨基酸序列比对,发现它们与斜带石斑鱼的 WT1a相似性最高,分别为93.2%和

93.0%,并且它们均在羧基端具有相似性很高的锌指结构区域。系统进化树分析发现,黄鳝WT1基因与斜带石

斑鱼WT1a聚类为一支。WT1基因在黄鳝性腺、肾、肠、脾和心脏组织中都有表达,且该基因在黄鳝雌性、间性

和雄性性腺中的表达量在各时期都有先升高后降低的表达趋势。
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  黄鳝(Monopterusalbus),隶属硬骨鱼纲(Os-
teichthyes)、辐 鳍 亚 纲 (Actinopterygii)、合 鳃 目

(Synbranchiformes)、合鳃科(Symbranchidae)、黄
鳝属,为温热带淡水鱼类,具有由雌到雄转变的性逆

转现象[1]。对黄鳝性逆转机制的研究不仅对阐明黄

鳝的发育机制具有重要理论意义,而且对黄鳝的科

学养殖具有重要的应用价值[2]。目前对黄鳝性逆转

机制研究主要集中在阐明主要的性别相关基因上,
如 P450arom[3]、SOX9[4]、DMRT1[5]、JNK1[6]和

VASA[7],这些基因已被证实与黄鳝的性逆转有关。

WT1基因(Wilms’tumorsuppressorgene)能
编码一种羧基末端含有4个锌指结构且氨基末端富

含脯氨酸和谷氨酸盐的蛋白质[8],早期研究发现该

基因与哺乳动物性腺发育有关,该基因的突变或缺

失会导致哺乳动物生殖系统发育异常,造成多种相

关畸变[9]。目前研究发现,WT1基因在鱼类性腺组

织中也有表达[10-11],且在斑马鱼生殖腺形成过程中

显著表达[12]。但WT1基因与黄鳝性腺发育是否有

关还没有相关研究。笔者以黄鳝为研究对象,克隆

获得 WT1基因的cDNA 序列并进行分析,比较

WT1基因在黄鳝性腺不同发育时期中的差异表达,

以期为阐明黄鳝性逆转的分子机制提供部分理论

依据。

1 材料与方法

1.1 供试鱼

黄鳝于2012年5-6月购自湖北省武汉市白沙

洲大市场,为野生群体,体长15~25cm,体质量

50~120g,体质健康,试验前暂养于华中农业大学

的水产实验创新中心实验室内。
1.2 黄鳝组织样品采集

用颈椎切断法处死黄鳝,打开腹腔,取其完整性

腺和其他组织(血液、脑、肌肉、肾、脾、心、肝、皮肤、
眼)。将性腺组织分为两部分,一部分用Bouin氏液

固定,采用石蜡包埋、HE染色方法制作组织切片,
以确定各性腺发育时期。通过黄鳝性腺组织学切

片,获得9个时期的黄鳝性腺样本,其中,根据卵母

细胞的成熟度将雌性性腺分为雌性Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ期;根
据卵母细胞的退化程度和精巢组织的发育程度将间

性性腺分为间性Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ期;根据精巢和精子的成

熟度将雄性性腺分为雄性Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ期[13]。另一部

分剪成长度约0.5cm样品分装入1.5mL冻存管,
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放入液氮中速冻,待样品取完后,转入-80℃保存

直至样品检测。
1.3 总 RNA 提取

试验用的器具经过0.1% DEPC(diethypyro-
carbonate,焦碳酸二乙酯)水浸泡过夜、双蒸水冲

洗、高温高压灭菌。从冻存管中取出经组织切片鉴

定处于同一时期的性腺样品(n=2),分 别 提 取

RNA,然后将其他组织样品(n=3)分别混合后提取

RNA,提取方法按照TrizolReagent说明书的步骤

进行。
1.4 引物设计

根据已发表和登录在NCBI/GenBank上已知

鱼类WT1基因序列,用ClustalW法比对序列并在

其保守区用PrimerPremier5.0和Oligo7软件设

计1对兼并引物(L-WT1F和 L-WT1R),并根据

WT1基因的测序结果设计1对特异性引物(WT1F
和 WT1R)。定量PCR以18SrRNA(JX103158.1)
为内参基因,扩增引物为18S-F和18S-R。引物由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成(表1)。
表1 被检测基因的引物序列

Table1 Sequencesofprimersforthegenestested

引物名称

Primer’sname
引物序列(5′-3′)
Primersequence

产物大小/bp
Productsize

L-WT1F ATGGGBTCDGAHGTDCGTGAC
L-WT1R TCAGATGGHNAGCTGVAGCTTG

1239

WT1F CACGCCGCACCTGACCAA
WT1R CTGCTGCTCACCCATAGTGTTCTG

167

18S-F GTGGAGCGATTTGTCTGGTTA
18S-R CGGACATCTAAGGGCATCAC

143

1.5 WT1 基因的克隆、测序及标准品构建

取1μg的总RNA作为模板,采用TaKaRa提

供的PrimeScript® RTreagentKitWithgDNAE-
raser(PerfectRealTime)在20μL体系中合成第1
链cDNA。以2μL雄性cDNA为模板,分别采用简

并引物L-WT1F和L-WT1R进行PCR扩增。PCR
反应条件为:95℃预变性3min,95℃变性30s,

55℃退火30s,72℃延伸1min,40个循环,72℃
延伸10min。PCR反应体系为:25μL反应体系中

含2μLcDNA模板,上下游引物各0.5μL,9.5μL
双蒸水,12.5μLPremixTaq(TaKaRa)。将目的片

段回收、克隆,并送往华大基因测序。
将含有WT1基因的菌液扩大培养,用普通质

粒小提试剂盒(天根生化科技有限公司)提取质粒作

为标准品,并用NANODROP2000c(Thermo)测定

质粒浓度,根据公式,拷贝数/mL=(X×6.02×

1023)/(Y×1×106×660),(X:样 品 质 量 浓 度,

ng/μL;Y:片段长度(bp,vector+insert)),计算出

标准品的拷贝数。最后将标准品按10倍逐级稀释

成7个梯度,构建标准曲线。
1.6 序列分析及系统进化树构建

在GenBank中查询所有已登录物种的WT1的

cDNA序列及其相应的氨基酸序列,利用 Megalign
软件中ClustalW 法将推导出的黄鳝WT1基因的

氨基酸序列与其他10个物种的氨基酸序列及其相

似度进行比对分析,并用 MEGA5.05软件采用 NJ
法(neighbor-joiningmethod)构建了黄鳝与其他物

种WT1基因的核苷酸系统发育树,用自展法(boot-
strap)进行1000次重复,获得一致系统树,并用一

致性指数(consistencyindex,CI)来衡量分析结果的

可靠性。
1.7 半定量 PCR

采用18SrRNA为内参基因,以检测 WT1基

因的表达情况。取1μg的总RNA反转录产物作为

模板cDNA。反应体系为25μL,其中10倍稀释的

cDNA2μL,10mmol/L的引物各0.5μL,Premix
Taq(TaKaRa)12.5μL。PCR反应条件为:95℃预

变性3min,95℃变性30s,60℃退火30s,72℃延

伸30s,18SrRNA 为13个循环,WT1为35个循

环,72℃延伸10min。聚合酶链式反应产物在1%
的琼脂糖凝胶电泳上检测。
1.8 实时荧光定量 PCR

实时荧光定量PCR反应在 Rotor-Gene2000
(QIANGEN)荧光检测系统中进行。取1μg的总

RNA反转录产物作为模板cDNA。反应体系均为

25μL,其中2μLcDNA模板,上下游引物各0.5

μL,9.5μL双蒸水,12.5μLSYBRGreen(TaKa-
Ra)。PCR反应条件为:95℃热启动30s,95℃变

性5s,53℃退火60s,72℃延伸30s,30个循环,

72℃延伸时采集荧光信号。阴性对照以无RNase
的水代替cDNA模板,每个样品及阴性对照均设

3个重复。根据溶解曲线判断引物的特异性。在相

同阈值下,Ct值采用Rotor-GeneQSeriesSoftware
1.7(QIANGEN,USA)进行计算,然后根据标准曲

线计算每个样本的表达量。GraphPadPrism.v5.0
作图,以 平 均 值 ± 标 准 差 表 示,试 验 数 据 用

SPSS18.0软 件 进 行 单 因 素 方 差 分 析 (one-way
ANOVA),然后用最小显著差数法(LSD)比较各样

本数据之间的差异显著性,显著性水平为P<0.05。
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2 结果与分析

2.1 WT1 cDNA 序列的克隆结果及序列分析

PCR扩增后在1000~2000bp内获得1条较

亮的条带(图1)。连接测序后获得2个黄鳝 WT1
序列,比对发现,区别存在于羧基端的锌指结构区域

内,通过3个氨基酸残基(lysine-threonine-serine,

 M:2000DNAmarker;图中箭头所指为目的条带 Targetband

ispointedbyarrow.

图1 WT1基因的PCR扩增结果

Fig.1 TheresultsofPCRamplificationofWT1gene

KTS)的差异将该基因分别记为 WT1(-KTS)和

WT1(+KTS)。WT1(-KTS)为1236bp,WT1
(+KTS)为1245bp(图2),并且已将序列提交至

NCBI/GenBank,登 录 号 分 别 为 KC015038 和

KC015039。
通过NCBI中BLAST查找GenBank中已登录

的同源序列,结果显示试验获得的核苷酸序列均与

已知的WT1核苷酸序列之间具有很高的相似性,
它 们 都 与 斜 带 石 斑 鱼 WT1a(GenBank No.
JX564598.1)相似性最高,都为89%。通过与其他

10个物种的15个序列之间氨基酸序列相似度进行

比较后发现,用DNAstar软件包中的EditSeq软件

推测获得的黄鳝 WT1(-KTS)和 WT1(+KTS)

ORF的氨基酸序列相似度达到98.8%,它们与斜

带石斑鱼 WT1a(AFV66805.1)的氨基酸序列的相

似度最高,分别为93.2%和93.0%(图3)。
用 MEGA5.05软件采用 NJ法(neighbor-join-

ingmethod)构建了黄鳝与10个物种WT1基因的

核苷酸系统发育树(图4)。结果表明,以小鼠和人

为外群,黄鳝的WT1(-KTS)和WT1(+KTS)与
斜带石斑鱼WT1a聚类为一支(bootstrap74)。

 Mon:Monopterusalbus;Epi:Epinepheluscoioides,WT1a|AFV66805.1,WT1b|AFV66806.1;Ory:Oryziaslatipes,WT1a|

ABG36853.1,WT1b|ABG36854.1;Onc:Oncorhynchusmykiss,WT1a|NP_001117766.1,WT1b|AAK52720.1;Dan:Daniorerio,

WT1a|AAI62638.1,WT1b|AAI24088.1;Sal:Salmosalar,NP_001167249.1;Xen:Xenopuslaevis,NP_001079057.1;Cyn:Cynops

pyrrhogaster,BAA76399.1,Rat:Rattusnorvegicus,NP_113722.2;Hom:Homosapiens,AAH32861.1.

图2 10个物种 WT1氨基酸序列比较

Fig.2 AlignmentofpartialWT1aminoacidsequenceoftenspecies

57



  华 中 农 业 大 学 学 报 第33卷 

图中物种缩写同图2ThesameabbreviationsofspeciesinFig.2.

图3 10个物种 WT1氨基酸序列相似度比较

Fig.3 AlignmentofWT1aminoacidsequenceidentityofelevenspecies

图中物种缩写同图2ThesameabbreviationsofspeciesinFig.2.

图4 WT1基因核苷酸系统发育树

Fig.4 PhylogenetictreebasedonWT1nucleotidesequencesusingNJmethod

2.2 WT1 基因在黄鳝组织中的差异表达

WT1基因在黄鳝性腺发育的不同时期均有表

达(图5A)。黄鳝WT1基因在肾、肠、脾、心、肝脏

中有较高水平表达,肌肉中的表达量较低,而在脑、
皮肤、血细胞和眼中几乎检测不到该基因的表达

(图5B)。
实时荧光定量PCR结果表明,WT1基因在IV

和V期的卵巢中的表达量显著高于其他发育时期

(P<0.05)(图6)。另外,不管是在Ⅲ期、Ⅳ期、Ⅴ期

的卵巢,还是在间性性腺或Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期的精巢

中,该基因的表达都有先显著升高(P<0.05)后略

有下降的趋势,但在雄性中具有显著性下降趋势

(P<0.05)。在雌性时期中,该基因在Ⅳ期卵巢中

的表达量最高。在间性性腺发育的3个时期内,该
基因在Ⅱ期性腺中的表达量最高。在雄性中,该基

因在Ⅱ期精巢中的表达量最高。
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 A:WT1基因在黄鳝性腺发育不同时期的差异表达(♀:雌性;♀/♂:间性;♂:雄性)ExpressionofWT1geneduringdifferentstages

ofgonadaldevelopmentinMonopterusalbus(♀:female,♀/♂:intersex,♂:male);B:WT1基因在黄鳝不同组织间的表达差异 Ex-

pressionofWT1geneindifferenttissuesinMonopterusalbus.

图5 黄鳝性腺发育不同时期以及不同组织间 WT1基因的表达差异

Fig.5 ExpressionofWT1geneduringdifferentstageofgonadaldevelopmentanddifferenttissuesinMonopterusalbus

   显著性水平为P<0.05SignificantdifferenceisP<0.05.

图6 黄鳝性腺 WT1基因在性腺不同发育时期的拷贝数

Fig.6 ThecopiesofWT1geneduringdifferentstage

ofgonadaldevelopmentinMonopterusalbus

3 讨 论

本研究克隆获得了黄鳝WT1基因的2种剪切

产物,WT1(+KTS)和WT1(-KTS),同时对该基

因在黄鳝性腺不同发育时期以及不同组织间的表达

差异进行了研究。通过黄鳝WT1基因开放阅读框

序列与其他物种的 WT1氨基酸序列比较后发现,
它们的相似性在羧基端很高,这段相似性很高的区

域为(Cys)2(His)2型的锌指结构区,该区域在不同

物种间是相当保守的,而且 WT1与DNA结合的活

性可能是通过该锌指结构来实现的[14],这说明该结

构可能对WT1基因功能的行使是非常重要的。在

此区域内,根据3个氨基酸残基(lysine-threonine-
serine,KTS)的有无,我们将黄鳝2种类型的WT1
基因称 为 WT1(+KTS)和 WT1(-KTS),黄 鳝

WT1存在这2种类型,可能是由于该基因RNA 剪

接、编辑和翻译起始过程中存在选择性的结果[15],

WT1基因的这2种表达产物对早期和中后期的性

腺发育起重要作用[16],而且WT1基因存在的2种

剪切方式在脊椎动物进化中是保守的且在其转录调

节和剪切功能上也是保守的[16-17]。另外,哺乳类、两
栖类和鱼类 WT1氨基酸序列最显著的差异是第

398位、401位和426位,鱼类这些位点分别由T(苏
氨酸)、G(甘氨酸)和E(谷氨酸)代替了哺乳类和两

栖类的K(赖氨酸)、E(谷氨酸)和 K(赖氨酸)。系

统发育树的结果表明,黄鳝WT1基因序列与斜带

石斑鱼的亲缘关系最近。
在对哺乳动物的研究中发现,WT1基因在肾、

性腺和 脾 中 都 有 较 高 水 平 表 达[18-19],在 对 青 鱂

(Oryziaslatipes)[20]和斑马鱼(Daniorerio)[10]的
研究中发现,该基因在心脏、肾、脾、肌肉和性腺中都

有高水平表达,本研究WT1基因在黄鳝的肾、肠、
脾、心脏和性腺中也都有较高水平表达。敲除青鱂

WT1基因会导致前肾发育异常[20],斑马鱼 WT1a
表达水平下降会造成肾间组织和前肾发育缺陷;

WT1b表达水平下降会造成胚胎肾小球和肾小管囊

肿[21],哺乳类WT1基因突变会导致肾、性腺和脾等

器官缺陷[22],如敲除WT1基因的小鼠会导致肾、性
腺和肾上腺的发育受阻以及心脏和脾的形成障

碍[23]。因此,该基因在黄鳝肾等器官中有高水平表

达可能对该器官的形态与功能的维持起到了一定的

作用。

WT1基因的表达起始于泌尿生殖嵴、性腺和中

肾等胚胎中胚层中[24]。在对小鼠的研究中发现,

WT1基因表达最早出现在胚胎发育第9天的中胚

层,随后在性腺生殖嵴的支持细胞中表达;在性腺分
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化过程中,WT1只在精巢的支持细胞中表达以及只

在卵巢的颗粒细胞中表达,而这2种细胞均能促进

生殖细胞的成熟[25]。并且WT1基因敲除会使小鼠

肾脏坏死以及导致性腺发育不全,这表明WT1对

性腺分化是必需的[26]。也有一些研究表明,小鼠

WT1基因功能的缺失会引起性细胞的缺失[9,27]。
在硬骨鱼类中,首次发现WT1基因在青鱂性腺发

育过程中表达,WT1基因突变并不会对性腺的发育

产生影响,但该基因的突变极大地降低了鱼类胚胎

PGC(原始生殖细胞)细胞的数量[20]。此外,WT1
在控制生殖细胞存活的营养细胞中表达,这对支持

细胞和生殖细胞的形成和功能的正常行使是非常重

要的[27]。本研究发现,WT1基因在黄鳝雌性、间性

和雄性性腺中都有表达,且存在表达量的显著差异,
这似乎也预示着WT1基因在黄鳝性腺发育和分化

中存在一定的作用。在其他对WT1基因的研究中

也有证据表明,WT1可以通过调控其他性别相关基

因的表达来影响性腺发育的,如 WT1通过调节

SOX9基因的表达来影响精巢发育的,且对生殖嵴

细胞的存活和增殖非常重要[28];WT1可以通过调

节SRY基因的表达来影响哺乳动物的性别[14];在
性腺 发 育 早 期,WT1可 能 与 类 固 醇 生 成 因 子-1
(SF-1,sertoidofenicfactor-1)作用进而促进中性性

腺嵴的形成[29];WT1也可以通过调节β-连锁蛋白

的表达进而调节性腺的发育[30];而且 WT1能够与

苗勒 氏 管 抑 制 物 基 因(MIS,mullerian-inhibiting
substance)等下游基因结合,调节接下来的性别分

化过程,同时 WT1也可以通过与SF-1或SOX9的

相互作用来共同调节MIS的表达,进而对性别分化

也起到一定的调控作用[31]。黄鳝WT1基因在雌性

阶段表达量最高,且在Ⅳ、Ⅴ期卵巢中的表达量显著

高于Ⅲ期卵巢,这种表达模式与黄鳝另一性别相关

基因 JNK1相反(Ⅰ、Ⅱ期卵巢大于Ⅲ、Ⅳ期卵

巢)[6],结果表明WT1可能对诱导卵母细胞的成熟

起到重要作用。此外,在黄鳝性腺发育过程中,

WT1基因不管是在雌性Ⅲ期、Ⅳ期、Ⅴ期,还是在间

性或雄性的Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期都有先升高后降低的趋

势,说明该基因不管是对卵母细胞的生长和成熟,还
是对精母细胞的生长以及精子的成熟都起到了一定

的作用。
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SequenceanalysisandexpressionoftheWilms’tumorsuppressorgene(WT1)
duringsexreversalinricefieldeel,Monopterusalbus

HUQing1 YANGJiao-yan2 GAOYu1 GUOWei1 LIDa-peng1

1.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/

FreshwaterAquacultureCollaborativeInnovationCenterofHubeiProvince,Wuhan430070,China;

2.CollegeofLifeSciences,CentralChinaNormalUniversity,Wuhan430079,China

Abstract Twomajorisoforms,withaninsertion(+KTS)orexclusion(-KTS)inaminoacidse-
quences,resultingfromalternativesplicing,wereclonedfromthegonadofricefieldeelMonopterusalbus
byRT-PCR.ThelengthofcDNAsequenceofthetwoWT1isoforms,WT1(-KTS)andWT1(+
KTS),were1236bpand1245bp,respectively.Theresultsshowedthattheaminoacidsequencesof
WT1(-KTS)andWT1(+KTS)inM.albusshared93.2%and93.0%identitywithWT1ainEpi-
nepheluscoioidesrespectively.Theyalsocontainedhighlysimilarzincfingerdomains.Thephylogenetic
analysesshowedthatthetwoisoformsandWT1aofE.coioideswereclusteredinthesamebranch.The
semi-quantizationresultsrevealedthathighexpressionlevelsofWT1genecanbefoundingonads,kid-
ney,intestine,spleenandheart.Thereal-timePCRresultsshowedthatWT1genewasexpressedateach
stageofthegonaddevelopment,andtheexpressionincreasedfirstandthendecreased.

Keywords Monopterusalbus;theWilms’tumorsuppressorgene;sequenceanalysis;geneexpres-
sion;sexreversal
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