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摘　要：为进一步了解 ＷＮＴ４在三角帆蚌性别决定过程中的作用，通过 ＲＡＣＥ（ＲａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡ
ｅｎｄｓ）技术克隆获得了三角帆蚌ＷＮＴ４基因的全长ｃＤＮＡ，共１５６０ｂｐ，其中５′ＵＴＲ３９６ｂｐ、３′ＵＴＲ２４ｂｐ，开放
阅读框（ＯＲＦ）为１１４０ｂｐ，可以编码３７９个氨基酸，且该序列含有ＷＮＴ家族特有结构域。对ＷＮＴ４的氨基酸
序列进行同源性分析后，发现该基因在物种间的进化关系和结构功能具保守性。通过实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＲＴＰＣＲ）分析发现ＷＮＴ４基因在三角帆蚌雌雄多个组织（外套膜、闭壳肌、鳃、性腺、斧足和肝）中均有表
达，表明其参与了多样的生物学过程，在鳃、斧足和肝中表达量较高，在性腺、闭壳肌和斧足中雌雄间有显著性

差异，且雌性三角帆蚌的性腺、闭壳肌表达量显著高于雄性。原位杂交结果显示，ＷＮＴ４在雌性三角帆蚌的卵
母细胞上有明显的杂交信号，推测ＷＮＴ４基因与性别决定相关。
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　　中国是世界上最大的淡水珍珠生产国，其中
超过８０％的淡水珍珠是由三角帆蚌（Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓ
ｃｕｍｉｎｇｉｉ）生产的［１］。在蚌养殖中发现，不育群体

和单性群体具有十分明显的优势。性腺不发育

可使能量转向体细胞生长，提高个体的生长速

度［２］。三角帆蚌雌雄异体，雌雄间的产珠性能存

在显著性差异，成年雄蚌较雌蚌显现出较好的产

珠性能［３］。目前，性别决定和分化调控基因及发

育调控机制在高等脊椎动物中已相继被发现，但

对三角帆蚌雌雄性别分化相关的分子机制研究

较少。找到一种行之有效的分子技术鉴定方法，

可以在不损害蚌体本身的基础上，有助于优质雄

性育珠蚌的筛选。

ＷＮＴ（ＷｉｎｇｌｅｓｓｔｙｐｅＭＭＴＶ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｓｉｔｅ
ｆａｍｉｌｙ）基因家族通过编码分泌型糖蛋白信号分
子可以激活多种信号通路，在脊椎动物中广泛存

在，最初是在小鼠 （Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）［４］和果蝇
（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）［５］中发现的。目前，在
高等脊椎动物中，共发现了１９种 ＷＮＴ家族成员

基因，且均具有分泌型生长因子的特点［６］。ＷＮＴ
具有较高的保守性，参与生物体内多种发育过

程，可以调控生物体细胞的增殖、分化和迁移，在

动物体的早期发育和器官形成过程中起着重要

的作用［７８］。

ＷＮＴ４是 ＷＮＴ家族中重要的成员，是调节
ＷＮＴ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的关键蛋白。目前在人
类（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）、小鼠、非洲爪蟾 （Ｘｅｎｏｐｕｓ
ｌａｅｖｉｓ）、斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）、栉孔扇贝（Ｃｈｌａｍｙｓ
ｆａｒｒｅｒｉ）、厚壳贻贝（Ｍｙｔｉｌｕｓｃｏｒｕｓｃｕｓ）中均有发现。
研究表明，在哺乳动物中 ＷＮＴ４基因在雌性性腺
分化过程中发挥着重要的作用。维持雌性生殖

过程需要ＷＮＴ４，其在卵泡发育各个阶段都有表
达，包括缪勒氏管的形成［９］、类固醇的生成、卵母

细胞的存活［１０］，是卵巢分化的重要调控因子。在

人类中，ＷＮＴ４能够与 ＤＡＸ１基因协同调控女性
发育，并阻止睾丸形成［１１］，在小鼠中，ＷＮＴ４在其
缪勒氏管中有表达，缺失该基因会导致雌性胚胎

发生雄性化，但过表达该基因则不会使雄性胚胎
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雌性化［１０１２］。在黑鲷（Ａｃａｎｔｈｏｐａｇｒｕｓｓｃｈｌｅｇｅｌｉ）
中，ＷＮＴ４参与了卵巢的早期发育、生长和成熟，
但并未参与性别分 化［１３］。但 在 半 滑 舌 鳎

（Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ）中，卵巢的表达量显著低
于精巢［１４］。在一些硬骨鱼中，如斑马鱼、青

!

（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）、虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）中具
有两个 ＷＮＴ４（ＷＮＴ４ａ和 ＷＮＴ４ｂ），其中 ＷＮＴ４ａ
具有高保守性，在性腺等组织中均具有较高的表

达量，而ＷＮＴ４ｂ保守性较低。
然而在无脊椎动物中，特别是在贝类中，

ＷＮＴ４研究较少，仅在栉孔扇贝、厚壳贻贝等海水
贝类中有研究。本实验以三角帆蚌为实验对象，

通过ＲＡＣＥ法获取了 ＨｃＷＮＴ４基因序列全长，并
通过荧光定量技术研究了其在三角帆蚌不同组

织和不同发育时期的相对表达量，通过原位杂交

技术，定位分析其在雌雄性腺中的分布情况，初

步探究了 ＨｃＷＮＴ４基因在三角帆蚌的性别决定
及分化中的作用，为进一步开展三角帆蚌中ＷＮＴ
基因家族研究提供参考资料。

１　材料与方法

１．１　实验动物
本实验所用三角帆蚌均选自浙江省武义养

殖基地，其中１月龄、２月龄、３月龄的个体放置
于装有ＲＮＡＳｔｏｒｅ试剂（天根，北京）的离心管中
保存带回实验室，４至８月龄幼蚌每月定时取样，
成熟２龄三角帆蚌带回实验室（２６±２）℃暂养１
周，适当投喂小球藻。选取成熟２龄雌雄三角帆
蚌各９只，分别取其鳃、肝脏、斧足、闭壳肌、外套
膜和性腺组织放入液氮，并于－８０℃保存。

１．２　总ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ合成
采用ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）提取各组织总

ＲＮＡ，通过 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００Ｃ（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
美国）测定 ＲＮＡ含量，并通过１％琼脂糖凝胶电
泳检查 ＲＮＡ的完整性。用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＴａＫａＲａ，日本）试剂
盒参照操作指南获得ｃＤＮＡ模板，反应体系如下：
５×ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒＢｕｆｆｅｒ５μＬ，ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ１μＬ，
ｔｏｔａｌＲＮＡ适量（５００ｎｇ），ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ补足
至１０μＬ，４２℃ 反应２ｍｉｎ；在上述反应液中加入
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘＩ１μＬ，ＲＴＰｒｉｍｅｒＭｉｘ
４μＬ，５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ４μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅ
ｄＨ２Ｏ１μＬ，３７℃ １５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ，４℃保存，使
用前稀释５倍。
１．３　ＨｃＷＮＴ４序列全长的获取

从本实验室三角帆蚌珍珠囊转录组库［１５］中

获取ＨｃＷＮＴ４基因部分序列，通过 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ
５．０软件设计引物（表１）。使用ＳＭＡＲＴ５′ＲＡＣＥ
＆３′ＲＡＣＥ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，美国）试剂盒合成 ｃＤＮＡ第
１条链，并参照说明进行３′和５′扩增。ＰＣＲ扩增
体系为 ２５μＬ，反应程序如下：９４℃预变性 ３
ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，３０个循
环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。用１％琼脂
糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ扩增产物，用 ＴａＫａＲａ
ＭｉｎｉＢＥＳＴＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．４．０
（ＴａＫａＲａ，日本）纯化目的片段后，克隆到 ｐＣＥＭ
ＴＥａｓｙ（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国）载体上，１６℃ 连接１６ｈ，
并转入ＤＨ５α感受态细胞（天根，北京）中，涂平
板，３７℃过夜。挑选阳性克隆样品送至生工（上
海）测序，与已知序列进行比对并进行拼接，获得

ＨｃＷＮＴ４基因序列全长。

表１　本实验所需引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｓｎａｍｅ
序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ
Ｗ３′１ ＧＣＧＡＧＡＧＴＣＴＧＡＴＴＧＧＴＴＴＧＧ ３′ＲＡＣＥｏｕｔｅｒ
Ｗ３′２ ＴＧＡＣＧＡＣＡＴＴＣＡＧＡＧＡＧＧＴＧＧ ３′ＲＡＣＥｉｎｎｅｒ
Ｗ５′１ ＡＴＴＣＣＡＴＴＴＣＣＴＣＡＧＣＧＧＧＡＧＴＴＧＣＧ ５′ＲＡＣＥｏｕｔｅｒ
Ｗ５′２ ＧＡＴＣＡＡＴＧＡＣＧＡＣＡＴＴＣＡＧＡＧＡＧＧＴＧＧＧ ５′ＲＡＣＥｉｎｎｅｒ
ＨＷαＦ ＣＡＧＧＣＣＧＣＧＴＣＴＧＴＡＡＴＡＡＡ 荧光定量正向引物

ＨＷαＲ ＣＡＴＣＧＣＡＣＡＴＡＡＣＡＧＣＡＣＣＡ 荧光定量反向引物

ＥＦｌαＦ ＧＧＡＡＣＴＴＣＣＣＡＧＧＣＡＧＡＣＴＧＴＧＣ 内参正向引物

ＥＦｌαＲ ＴＣＡＡＡＡＣＧＧＧＣＣＧＣＡＧＡＧＡＡＴ 内参反向引物

ＩＷαＦ ＣＡＧＧＣＣＧＣＧＴＣＴＧＴＡＡＴＡＡＡ 原位杂交正向引物

ＩＷαＲ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＴＣＧＣＡＣＡＴＡＡＣＡＧＣＡＣＣＡ 原位杂交反向引物

２０８
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１．４　ＨｃＷＮＴ４序列分析及系统进化分析
使用 ＮＣＢＩ数据库中的 Ｂｌａｓｔ（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）确认 ＨｃＷＮＴ４基因
的序列。使用ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／）测定 ＨｃＷＮＴ４的氨基酸序列。
使 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析 ＨｃＷＮＴ４的物理参数。使用
ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）
预测三级结构。使用 ＣｌｕｓｔａｌＷ２程序和 ＭＥＧＡ
７．０中的邻接（ＮＪ）方法构建系统进化树。
１．５　ＨｃＷＮＴ４荧光定量分析

检测反转后的各组织 ｃＤＮＡ产物浓度，分别
稀释到 １００ｎｇ／μＬ，利用 ｑＲＴＰＣＲ技术检测
ＨｃＷＮＴ４基因在三角帆蚌各个组织中表达量情
况。研究表明 ＥＦｌα在三角帆蚌各组织表达稳
定，选其作为参照基因。使用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０
软件对ＨｃＷＮＴ４基因ＯＲＦ区设计 ｑＲＴＰＣＲ特异
性引物（表 １）。使用 ＴＢＧｒｅｅｎＴＭ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
Ⅱ （ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ，ＴａＫａＲａ，日本）和 ＣＦＸ９６仪
（ＢｉｏＲａｄ）测定相对基因表达水平。反应体系
（２０μＬ）：１０μＬ２×ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，６．８
μＬＲＮａｓｅＦｒｅｅ水，０．８μＬ上游引物和０．８μＬ下
游引物，１．６μＬｃＤＮＡ模板。反应条件：９５℃ ３
ｍｉｎ，９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，共 ４０个循环。使用
２－ΔΔＣＴ法计算ＨｃＷＮＴ４基因相对表达量。
１．６　原位杂交

用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计特异性引物，并在
下 游 引 物 ５′端 加 入 Ｔ７ 启 动 子 序 列
（ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ）。纯化所得 ＰＣＲ
产物作为体外转录模板，使用 Ｔ７ＨｉｇｈＥｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ试剂盒（全式金，北京）及 ＤＩＧＲＮＡ
ＬａｂｅｌｉｎｇＭｉｘ（Ｒｏｃｈｅ，德国）得到标记探针，于
－８０℃冰箱保存。
选择２龄成熟雌雄三角帆蚌，将性腺组织在

４％多聚甲醛中与焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）４℃固定
２４ｈ，然后在 ７０％乙醇中保存。将组织梯度脱
水、包埋制片，用石蜡切片机（Ｌｅｉｃａ，德国）切片，
厚度 ８～１０μｍ。然后根据 ＤＩＧｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｋｉｔ（ＳＰ６／Ｔ７；Ｒｏｃｈｅ，德国）说明书进行
原位杂交，用 ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色剂避光处理，使用
ＬｅｉｃａＤＭ２５００显微镜（Ｌｅｉｃａ，德国）观察杂交信
号并拍照。

１．７　数据分析
使用 ＳＰＳＳ１８．０软件，采用单因素方差分析

各组织及其各个时期之间的差异，并且 Ｐ＜０．０５
被认为具有统计学意义，使用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２．５绘
制条形图。

２　结果与分析

２．１　ＨｃＷＮＴ４全长ｃＤＮＡ的克隆及序列特征
通过ＲＡＣＥ法克隆获得ＨｃＷＮＴ４序列全长为

１５６０ｂｐ（登录号：ＭＮ８６６３６７），其中 ５′ＵＴＲ为
３９６ｂｐ、３′ＵＴＲ为 ２４ｂｐ，开放阅读框（ＯＲＦ）为
１１４０ｂｐ，编码了３７９个氨基酸（图１）。预测其蛋
白相对分子质量为 ４２．５１ｋｕ，理论等电点为
８．８２，为亲水性蛋白。
２．２　ＨｃＷＮＴ４系统进化分析

同源性比对结果显示，三角帆蚌 ＨｃＷＮＴ４与
栉孔扇贝和虾夷扇贝相似性最高，分别为

７１．０７％和 ７０．５１％，与厚壳贻贝相似性为
６７．８８％，与非洲爪蟾相似性较低，为６１．８６％。

从ＮＣＢＩ数据库中下载 ８个代表性物种的
ＷＮＴ４氨基酸序列，使用 ＭＥＧＡ７．０软件构建
ＷＮＴ４的 ＮＪ系统进化树。结果表明，三角帆蚌
ＨｃＷＮＴ４与栉孔扇贝和虾夷扇贝的蛋白进化关系
最近，与其他双壳类贝类序列聚类，远离斑马鱼

和小鼠序列。因此，来自多种物种的 ＷＮＴ４之间
存在高度序列保守性，表明其进化和结构具有保

守性，推断具有功能相似性（图２）。通过 ＳＷＩＳＳ
ＭＯＤＥＬ程序预测了 ＨｃＷＮＴ４蛋白质三级结构
（图３），ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ建模结果显示，同源模板
与序列的相似性为 ５２．４３％，ＧＭＱＥ为 ０．６８，
ＱＭＥＡＮ为－２．２１，说明该蛋白与模板蛋白匹配
度较高，其中，α螺旋占３９％，β折叠为１７％，ＴＭ
螺旋占４％，无规则卷曲为３４％。
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６期 刘斐斐，等：三角帆蚌中ＷＮＴ４基因克隆及表达分析

小写字母表示３′ＵＴＲ和５′ＵＴＲ。大写字母表示编码区（上部为核苷酸，下部为氨基酸）。方框内ＡＴＧ／ＴＡＡ为起始密码子／终止密

码子；阴影部分为ＨｃＷＮＴ４保守区域氨基酸序列

Ｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ３′ＵＴＲａｎｄ５′ＵＴＲ．Ｕｐｐｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎ（ｔｈｅｕｐｐｅｒｐａｒｔｉｓｔｈｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｔｈｅｌｏｗｅｒ

ｐａｒｔｉｓｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄ）．Ｉｎｔｈｅｂｏｘ，ＡＴＧ／ＴＡＡｉｓｔｈｅｓｔａｒｔｃｏｄｏｎ／ｓｔｏｐｃｏｄｏｎ；ｔｈｅｓｈａｄｅｄｐａｒｔ：ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｒｅｇｉｏｎ

ｏｆＨｃＷＮＴ４

图１　三角帆蚌ＨｃＷＮＴ４基因ｃＤＮＡ序列及编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＨｃＷＮＴ４ｇｅｎｅｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｅｎｃｏｄｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ

２．３　ＨｃＷＮＴ４雌雄各组织表达差异分析
ｑＲＴＰＣＲ结果（图４）显示，ＨｃＷＮＴ４基因在

雌雄三角帆蚌的６个组织（性腺、鳃、外套膜、斧
足、闭壳肌和肝脏）中均有表达，其中雌雄三角帆

蚌均在斧足中相对表达量最高，在性腺、闭壳肌

中雌性表达量均显著高于雄性，而在外套膜中雌

性三角帆蚌显著低于雄性。

２．４　ＨｃＷＮＴ４在不同发育阶段性腺表达量分析
由图５可知，在三角帆蚌幼龄性腺发育阶段，１

月龄表达量最高，２月龄次之，之后逐渐下降，在５
月龄左右再次上升，之后趋于平缓，不同发育阶

段性腺表达量存在显著性差异。

２．５　原位杂交结果分析
对ＨｃＷＮＴ４基因在２龄成熟雌雄三角帆蚌性

腺进行定位分析。原位杂交的结果显示在实验

组中，雌性性腺中存在明显的蓝紫色杂交信号，

主要位于卵母细胞的细胞膜上，但在雄性性腺中

信号较弱，对照组中均无信号（图版）。
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基于ＭＥＧＡ７．０使用邻接（ＮＪ）方法构建，节点上的数字表示

重复１０００次的自举（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）检验置信值

ＴｈｅｔｒｅｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙＭＥＧＡ７．０ｕｓｉｎｇｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｕｒ

ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）ｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈ１０００ｂｏｏｔｓｔｒａｐｒｅｐｅａｔｓ

图２　不同物种ＨｃＷＮＴ４
氨基酸序列构建的系统进化树

Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＨｃＷＮＴ４
ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓ

图３　ＨｃＷＮＴ４三级结构预测
Ｆｉｇ．３　ＨｃＷＮＴ４ｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

３　讨论

ＷＮＴ信号通路在进化上是一条极保守的信
号传导途径，从无脊椎动物果蝇到脊椎动物斑马

鱼、小鼠和人类中都存在这条信号通路，它对于

调控生物体内多种生物学过程都具有重要的作

用。ＷＮＴ家族包含许多成员，目前为止，在哺乳
动物中已经报道了１９种 ＷＮＴ基因（Ｗｎｔ１、Ｗｎｔ２、
Ｗｎｔ２ｂ、Ｗｎｔ３、Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ４、Ｗｎｔ５ａ、Ｗｎｔ５ｂ、Ｗｎｔ６、

Ｗｎｔ７ａ、Ｗｎｔ７ｂ、Ｗｎｔ８ａ、Ｗｎｔ８ｂ、Ｗｎｔ９ａ、Ｗｎｔ９ｂ、
Ｗｎｔ１０ａ、Ｗｎｔ１０ｂ、Ｗｎｔ１１和 Ｗｎｔ１６）。其功能需要
与卷曲蛋白受体和ＬＲＰ共受体结合［１６］。ＷＮＴ蛋
白参加生物体内多种发育过程，包括细胞增殖分

化、原肠腔发育、组织器官分化和成体细胞组织

内维持稳态等。

表示雌雄间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｓｔｅｒｉｓｋｓ（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１）
图４　ＨｃＷＮＴ４在２龄三角帆蚌各组织中相对表达量

Ｆｉｇ．４　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨｃＷＮＴ４
ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆ２ｙｅａｒｏｌｄＨ．ｃｕｍｉｎｇｉｉ

不同字母（ａ，ｂ，ｃ，ｄ）表示性腺不同发育时期表达存在显著
性差异（Ｐ＜０．０５），标有相同字母表示组间无显著性差异，
ａｂ，ｂｃ含有相同字母，表示组间差异不显著；１ｍ．１月龄；２ｍ．
２月龄；３ｍ．３月龄；４ｍ．４月龄；５ｍ．５月龄；６ｍ．６月龄；７ｍ．
７月龄；８ｍ．８月龄
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓ（ａ，ｂ，ｃ，ｄ）ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｏｎａｄｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓ（Ｐ＜０．０５），
ｉｄｅｎｔｉｃａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ，
ａｂ，ｂｃｗｈｉｃｈｈａｖｅｏｎｅｉｄｅｎｔｉｃａｌｌｅｔｔｅｒｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓａｒｅｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｅａｃｈｏｔｈｅｒ；１ｍ．１ｍｏｎｔｈ；
２ｍ．２ｍｏｎｔｈｓ；３ｍ．３ｍｏｎｔｈｓ；４ｍ．４ｍｏｎｔｈｓ；５ｍ．５ｍｏｎｔｈｓ；６ｍ．
６ｍｏｎｔｈｓ；７ｍ．７ｍｏｎｔｈｓ；８ｍ．８ｍｏｎｔｈｓ

图５　１—８月龄性腺组织相对表达量
Ｆｉｇ．５　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｏｎａｄｔｉｓｓｕｅ

ｆｒｏｍ１ｔｏ８ｍｏｎｔｈｓ
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　　ＷＮＴ４能够激活性腺发育中的经典 ＷＮＴ信
号传导途径［１７１８］。研究表明，ＷＮＴ４在不同生物
内的多种组织中均有表达。在栉孔扇贝［１９］、厚壳

贻贝［２０］和栉江珧（Ａｔｒｉｎａｐｅｃｔｉｎａｔａ）［２１］中，其性
腺、闭壳肌、鳃、外套膜中均有表达，推测ＷＮＴ４可
能参与了多种组织细胞的生命过程。本研究中，

在雌雄三角帆蚌的６个组织中均有表达，且雌雄
间存在差异，在卵巢中相对表达量显著高于其在

精巢中的表达量，推测 ＨｃＷＮＴ４可能与卵巢发育
有关，参与了三角帆蚌两性分化过程。在黑鲷和

牙鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）中有相似的结果，
ＷＮＴ４在卵巢中表达量均显著高于精巢［１３，２２］。

在小鼠中，敲除其 ＷＮＴ４基因，并转入新型
ＷＮＴ４，会导致卵巢卵泡细胞生成受损，雌性小鼠
生育能力降低，最终导致卵巢早退，由此推测，

ＷＮＴ４在卵泡细胞发育中起着至关重要的作
用［２３］。在人类中，ＷＮＴ４基因突变可能会导致以
缺乏子宫和输卵管以及雄激素过多的临床体征

为特征的综合征，这表明 ＷＮＴ４基因在女性生殖
道发育中起着关键作用［２４］。而在栉孔扇贝［１９］和

虹鳟中［２５］，结果却相反，精巢的表达量高于卵巢，

这可能是因为物种差异及 ＷＮＴ４的多功能性所
致。

早期表达中，幼蚌性腺在１月龄时表达量最
高，之后逐渐下降，５月龄再次上升后又缓慢下
降，逐渐趋于平缓，推测 ＨｃＷＮＴ４参与了早期发
育和性别分化过程。在栉江珧中，ＷＮＴ４在不同
发育阶段的性腺中均有表达，在囊胚期和原肠

期、稚贝阶段表达量较高，推测其在性腺生长过

程中起着重要的作用，这一现象与牙鲆性腺中结

果相似［２２］。而在长牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ）中，
ＷＮＴ４在胚胎发育早期表达量较高，猜测该基因
在早期发育阶段参与了某些器官的形成［７］，在哺

乳动物中存在相似的结果，ＷＮＴ４参与哺乳动物
早期胚胎发育，以及多种器官的发育，如肾脏、乳

腺和生殖系统等。

为进一步了解 ＨｃＷＮＴ４基因在成熟三角帆
蚌性腺中的表达位置，通过组织切片，地高辛标

记法对２龄三角帆蚌雌雄性腺进行原位杂交，结
果显示，在雌性三角帆蚌卵母细胞的细胞膜上有

明显的蓝紫色杂交信号，而在精巢中信号较弱，

这与实时荧光定量 ＰＣＲ结果一致，推测 ＨｃＷＮＴ４
与雌性性腺分化和卵子形成有关。有研究表明，

ＷＮＴ４基因在卵泡发育过程中的颗粒细胞上均有
表达，可以上调Ａｍｈ的表达，对缪勒式管的形成、
卵泡的发育必不可少［１０］。而在扩展莫尼茨绦虫

（Ｍｏｎｉｅｚｉａｅｘｐａｎｓａ）中，通过核酸原位杂交分析发
现，ＷＮＴ４基因在虫体的雌雄生殖细胞里均有表
达，推测ＷＮＴ４可能参与了其生殖细胞的发育过
程［２６］。

本实验克隆了三角帆蚌 ＨｃＷＮＴ４基因序列
全长，原位杂交结果显示，在雌性卵母细胞的细

胞膜上有较明显的杂交信号，而在雄性精巢中杂

交信 号 较 弱，与 ｑＲＴＰＣＲ 结 果 一 致，推 测
ＨｃＷＮＴ４基因可能与雌性性腺的分化和卵子形成
有关。
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ＭｏｌｅｃｕｌａｒＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０１２，７９（１）：

５１６３．

［２６］　王正荣，张艳艳，薄新文，等．扩展莫尼茨绦虫ｗｎｔ基因

在虫体不同发育体节的差异表达［Ｊ］．畜牧兽医学报，

２０１６，４７（１２）：２４８３２４９２．

ＷＡＮＧＺＲ，ＺＨＡＮＧＹＹ，ＢＯＸＷ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｗｎｔｇｅｎｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｇｌｏｔｔｉｄｅｓｏｆＭｏｎｉｅｚｉａ

ｅｘｐａｎｓａ［Ｊ］．ＡｃｔａＶｅｔｅｒｉｎａｒｉａｅｔＺｏｏｔｅｃｈｎｉｃａＳｉｎｉｃａ，２０１６，

４７（１２）：２４８３２４９２．
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６期 刘斐斐，等：三角帆蚌中ＷＮＴ４基因克隆及表达分析

ＣｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＷＮＴ４ｇｅｎｅｉｎｔｈｅＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ

ＬＩＵＦｅｉｆｅｉ１，ＣＵＩＸｉａｏｙｕ１，ＤＯＮＧＳａｉｓａｉ１，ＤＵＡＮＳｈｅｎｇｈｕａ１，ＷＡＮＧＧｕｉｌｉｎｇ１，２，３，ＬＩＪｉａｌｅ１，２，３

（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅａｎｄＲｕｒａｌＡｆｆａｉｒｓ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＳｈａｎｇｈａｉＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｏｆＡｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；３．ＮａｔｉｏｎａｌＤｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＦｉｓｈｅｒｉｅｓＳｃｉｅｎｃｅＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＩｎｏｒｄｅｒｔｏｆｕｒｔｈｅｒｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｔｈｅｒｏｌｅｏｆＷＮＴ４ｉｎｔｈｅｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆＨｙｒｉｏｐｓｉｓ
ｃｕｍｉｎｇｉｉ，ｔｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｏｆＷＮＴ４ｇｅｎｅｗａｓｃｌｏｎｅｄｂｙＲＡＣＥｍｅｔｈｏｄ（ＲａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡ
ｅｎｄｓ），ｗｈｉｃｈｗａｓ１５６０ｂｐ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ５′ＵＴＲ３９６ｂｐａｎｄ３′ＵＴＲ２４ｂｐ．Ｔｈｅｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ（ＯＲＦ）
ｗａｓ１１４０ｂｐ，ｅｎｃｏｄｅｄａｐｕｔａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆ３７９ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｔｈａｔｃｏｎｔａｉｎｅｄａＷＮＴｆａｍｉｌｙｓｐｅｃｉｆｉｃｄｏｍａｉｎ．
ＨｏｍｏｌｏｇｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＷＮＴ４ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐａｎｄ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎｅｗｅｒｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｍｏｎｇｓｐｅｃｉｅｓ．ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＷＮＴ４ｇｅｎｅｉｎｔｈｅｍａｌｅａｎｄｆｅｍａｌｅｔｉｓｓｕｅｓ（ｔｈｅｍａｎｔｌｅ，ｔｈｅａｄｄｕｃｔｏｒｍｕｓｃｌｅ，ｔｈｅｇｉｌｌ，ｔｈｅｇｏｎａｄ，
ｔｈｅｆｏｏｔａｎｄｔｈｅｌｉｖｅｒ），ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｉｔｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｄｉｎｄｉｖｅｒｓｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓ．Ｉｔｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ
ｇｉｌｌ，ｆｏｏｔ，ａｎｄｌｉｖｅｒ．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｍａｌｅａｎｄｆｅｍａｌｅｉｎｇｏｎａｄｓ，ａｄｄｕｃｔｏｒｍｕｓｃｌｅ，
ａｎｄｆｏｏｔ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｅｍａｌｅｇｏｎａｄｓａｎｄａｄｄｕｃｔｏｒｍｕｓｃｌｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｍａｌｅｓ．
Ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｉｎｔｈｅｆｅｍａｌｅｏｏｃｙｔｅｃｅｌｌ．Ｉｔｗａｓ
ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄｔｈａｔＷＮＴ４ｇｅｎｅｗａｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ；ｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ；ＷＮＴ４；ｑＲＴＰＣＲ；ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ
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１．雌性实验组；２．雄性实验组；３．雌性局部放大；４．雄性局部放大；５．雌性阴性对照组；６．雄性阴性对照组；Ｏｏ．卵母细胞；Ｆｗ．滤

泡壁

１．ＦｅｍａｌｅｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；２．ＭａｌｅｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；３．Ａｐａｒｔｉａｌｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔｏｆｆｅｍａｌｅ；４．Ａｐａｒｔｉａｌｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔｏｆｍａｌｅ；

５．Ｆｅｍａｌｅｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；６．Ｍａｌｅｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｏｏ．Ｏｏｃｙｔｅ；Ｆｗ．Ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｗａｌｌ

图版　ＨｃＷＮＴ４在２龄三角帆蚌性腺原位杂交
Ｐｌａｔｅ　ＨｃＷＮＴ４ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｉｎ２ｙｅａｒｏｌｄｏｆＨ．ｃｕｍｉｎｇｉｉｇｏｎａｄｓ
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