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摘　要：为了探究ＫＬＨＬ１０基因在三角帆蚌性别分化中的作用，利用ＲＡＣＥ（ＲａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ）
克隆了其ｃＤＮＡ全长，使用实时荧光定量分析比较其在６个不同组织（性腺、鳃、肝胰腺、斧足、闭壳肌、外套
膜）、早期发育阶段（１～８月龄）性腺及１２、２４、３６月龄雌雄性腺中表达水平的差异，运用ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）对
其功能进行初步探究。结果显示ＫＬＨＬ１０基因ｃＤＮＡ全长为２３６１ｂｐ，其中５′非编码区长９３ｂｐ，３′非编码区长
４４７ｂｐ，开放阅读框（ＯＲＦ区）长１８２１ｂｐ，编码６０６个氨基酸；ｑＲＴＰＣＲ结果显示ＫＬＨＬ１０基因在精巢中高表
达；早期发育阶段在６月龄时表达量最高；１２、２４、３６月龄的表达结果显示，ＫＬＨＬ１０基因在精巢中的表达量均
高于同时期在卵巢中的表达量（Ｐ＜０．０５）。同时，设计ＫＬＨＬ１０基因的３条ｄｓＲＮＡ干扰链，结果显示ＲＮＡ干
扰能有效减少ＫＬＨＬ１０基因在性腺组织的表达量。根据以上结果推测ＫＬＨＬ１０基因在三角帆蚌中是雄性相关
基因，其可能参与三角帆蚌的性别分化与精巢发育。
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　　三角帆蚌（Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ）是我国淡水珍
珠行业的主要育珠品种之一，在人工养殖的淡水

蚌中，三角帆蚌的育珠量占８０％以上［１］。三角帆

蚌所产珍珠珠质细腻光滑、色泽鲜艳、形状较

圆［２３］，但是三角帆蚌的育珠能力与性别相关，雄

性三角帆蚌培育的珍珠在总质量、直径、色泽等

方面均优于雌性三角帆蚌所育珍珠［４］。目前，三

角帆蚌性别决定和性别分化基因尚未发现，性别

决定机制还不清楚，所以研究相关基因以实现单

性化养殖至关重要。

ＫＬＨＬ１０ 是 大 型 ＢＴＢ （Ｂｒｏａｄｃｏｍｐｌｅｘ，
Ｔｒａｍｔｒａｃｋ，ａｎｄＢｒｉｃａｂｒａｃ）ｋｅｌｃｈ蛋白家族的成
员，又称为ＢＢＫ（ＢＴＢ、ＢＡＣＫ和 Ｋｅｌｃｈ）蛋白家族。
ＫＬＨＬ１０基因的特征是氨基末端的ＢＴＢ／ＰＯＺ结构
域和羧基末端的６个 ｋｅｌｃｈ重复序列［５６］。在哺

乳动物中，其对受精、雄性生殖器形态发生、雄性

生殖腺发育、精细胞的发展至关重要［７］。小鼠中，

ＫＬＨＬ１０蛋白在生长和成熟的精子细胞中表达，
且ＫＬＨＬ１０一个等位基因的突变会导致雄性小鼠
不育，因为基因突变使精子形成被破坏，精子成

熟不同步，晚期精子数量减少［８１０］。在软体动物

方面，已证明 ＫＬＨＬ１０基因与雄性玛雅章鱼
（Ｏｃｔｏｐｕｓｍａｙａ）的生殖能力有关［１１］。但 是

ＫＬＨＬ１０基因的功能在其他贝类尚未报道。
ＲＮＡｉ近年来普遍应用于基因功能探究和信

号转导通路等方面［１２１３］。目前已广泛应用于贝

类基因功能的研究［１４１６］，但是不同干扰链的干扰

效率存在很大的差异［１７］。本研究初次克隆了三

角帆蚌 ＫＬＨＬ１０基因，通过荧光定量技术（ｑＲＴ
ＰＣＲ）检测了其在多个组织及不同年龄性腺组织
中的表达量，同时利用干扰技术对 ＫＬＨＬ１０在性
腺中的功能进行初探，为探索 ＫＬＨＬ１０基因在三
角帆蚌性别分化和决定中的功能和作用做准备。
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１　材料与方法

１．１　实验材料
１～８月龄和１２、２４、３６月龄健康三角帆蚌取

自浙江省金华市武义伟明水产有限公司养殖基

地，带回实验室后取样，取２４月龄三角帆蚌的性
腺、鳃、闭壳肌、斧足、外套膜、肝胰腺，及１～８月
龄、１２月龄和３６月龄三角帆蚌的性腺组织，立即
保存在液氮中，－８０℃冰箱保存备用，每组３个
重复。

实验所用引物序列合成及测序均由生工生

物技术（上海）有限公司完成，见表１。
１．２　三角帆蚌总 ＲＮＡ提取和 ＫＬＨＬ１０基因全
长克隆

利用 ＴＲＩＺＯＬ法提取２４月龄三角帆蚌各组
织的ＲＮＡ，用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
ＵＳ）检查ＲＮＡ的纯度，再通过１．０％琼脂糖凝胶
电泳检查ＲＮＡ的完整性，根据３′ＦｕｌｌＲＡＣＥＣｏｒｅ
ＳｅｔｗｉｔｈＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴａｓｅ试剂盒反转成 ｃＤＮＡ
第一条链作为克隆３′的模板。根据已知序列设
计 ＫＬＨＬ１０基因 ３′ＲＡＣＥ引物 ＫＬＨＬ１０３′ｏｕｔｅｒ
和ＫＬＨＬ１０３′ｉｎｎｅｒ（表１），进行巢式 ＰＣＲ反应。
以ＲＡＣＥｃＤＮＡ第一链作为模板，用 ＫＬＨＬ１０３′
ｏｕｔｅｒ引物和 ３′ＲＡＣＥｏｕｔｅｒ引物进行第 １轮
ＰＣＲ，然后以第 １轮 ＰＣＲ产物作为模板，用
ＫＬＨＬ１０３′ｉｎｎｅｒ引物和３′ＲＡＣＥｉｎｎｅｒ引物进行
第２轮ＰＣＲ。ＰＣＲ产物经１．０％琼脂糖凝胶电泳
检测，切胶回收，连接到ｐＭＤ １９Ｔ载体中，转化
至感受态大肠杆菌 ＤＨ５α，蓝白斑筛选后挑选白
色菌株进行摇菌、送测。

１．３　ＫＬＨＬ１０基因生物信息学分析
通过 ＮＣＢＩ的 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ程序（ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／）获得氨基酸序
列的开放阅读框预测；通过ＢＬＡＳＴ程序（ｈｔｔｐｓ：／／
ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）将所得到的基
因序列与同源物种进行核苷酸和氨基酸序列相

似性分析；通过 ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ程序（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）预测信号肽、
通过ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ２．０程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．
ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）预测跨膜结构；通过
ＮｅｔＰｈｏｓ３．１程序 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）查 找 磷 酸 化 位 点。通 过
ＰｒｏｔＰａｒａｍ 程 序 （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／

ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）预测蛋白质的物理化学参数；ＳＭＡＲＴ
程序（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）预测蛋
白质的二级结构、ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ程序（ｈｔｔｐｓ：／／
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）预测三级结构；ＤＮＡＭＡＮ
软件将克隆的ｃＤＮＡ全长和氨基酸序列进行整理
分析；Ｂｉｏｅｄｉｔ软件进行多重序列比对；ＭＥＧＡ７．０
软件进行系统进化树的构建，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ重复１０００
次计算各物种间的置信值。

１．４　荧光定量ＰＣＲ分析
将上述所取组织利用 ＴＲＩＺＯＬ法提取 ＲＮＡ，

并按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ试剂盒（ＴａＫａＲａ，日本）反转，将３个平行
等量混合，稀释 ５倍，以此作为实时荧光定量
ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）的模板，反应体系如下：５×ｇＤＮＡ
ＥｒａｓｅｒＢｕｆｆｅｒ５μＬ，ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ１μＬ，总ＲＮＡ适
量（５００ｎｇ），ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ补足至１０μＬ，４２
℃ 反应２ｍｉｎ；在上述反应液中加入 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘⅠ１μＬ，ＲＴＰｒｉｍｅｒＭｉｘ４μＬ，５×
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ４μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ１μＬ，
３７℃ １５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ，４℃保存，使用前稀释５
倍。根据 ＫＬＨＬ１０基因的 ＯＲＦ区设计荧光定量
的引物，以ＥＦ１α作为内参，反应体系（２０μＬ）：
２×ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（ＴａＫａＲａ）１０μＬ，引
物各０．６μＬ，ｃＤＮＡ模板１．６μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．２μＬ，
每个样品 ３个重复。用 ２－ΔΔＣＴ法计算相对表达
量，用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行差异显著分析，用
ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２．３作图。
１．５　ＲＮＡ干扰

根据三角帆蚌 ＫＬＨＬ１０基因序列用 Ｐｒｉｍｅ
Ｐｒｉｍｅ５设计３对引物，长２００～５００ｂｐ，在每对正
反引物前加上 Ｔ７序列（表１），发送至生工生物
（上海）工程有限公司合成。ｄｓＲＮＡ合成步骤：
（１）通过普通ＰＣＲ扩增所需探针片段，将产物切
胶回收并进行纯化，测定其浓度，浓度符合要求

者将作为后续的体外转录反应模板。（２）体外转
录体系为模板 ＲＮＡ适量（共 １μｇ），５×Ｔ７
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ４μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬＮＴＰＭｉｘ８μＬ，Ｔ７
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＥＭｉｘ２μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ补足
至 ２０μＬ，ＰＣＲ仪３７℃孵育２ｈ。（３）去除ＤＮＡ，
退火形成双链ＲＮＡ，并去除单链ＲＮＡ。取相同浓
度的ＲＮＡ混匀，置于ＰＣＲ仪中７０℃、１０ｍｉｎ，随
后室温放置２０ｍｉｎ，然后每２０μＬ体系中加入１
μＬＲＮａｓｅＳｏｌｕｔｉｏｎ和 １μＬＤＮａｓｅⅠ，ＰＣＲ仪 ３７

０９３
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℃孵育３０ｍｉｎ。（４）纯化双链ＲＮＡ。上述液体中
加入１／１０体积的３ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠和相同体积的
异丙醇，混匀，冰浴５ｍｉｎ，高速离心１０ｍｉｎ；去上
清后加入０．５ｍＬ的７０％乙醇洗涤；去除乙醇，室
温风干 １５ｍｉｎ，将纯化后的 ｄｓＲＮＡ用无酶水溶
解，稀释至一定浓度后，－８０℃冰箱保存。将３
条干扰链分别命名为Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３。

干扰实验所用１２月龄三角帆蚌在实验室暂

养７ｄ后开始注射，分为４组，空白对照组、干扰
组１（Ｇ１）、干扰组２（Ｇ２）和干扰组３（Ｇ３），每组
１０只，分别置于箱体中。将３条干扰链均稀释为
１２０ｎｇ／μＬ，实验组每只蚌注射１００μＬ干扰链，注
射部位为闭壳肌，７ｄ后进行性腺组织取样，并提
取 ＲＮＡ。将反转后的 ｃＤＮＡ进行荧光定量。每
组３只三角帆蚌ＲＮＡ进行混样。

表１　引物名称及序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列（５′３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ｔｏ３′）

目的

Ｐｕｒｐｏｓｅ
ＫＬＨＬ１０１Ｆ ＣＧＣＴＧＧＡＴＡＧＴＴＴＧＴＧＡＣＧＣ
ＫＬＨＬ１０１Ｒ ＴＣＡＧＴＧＣＣＡＴＴＧＡＡＧＣＣＴＣＣ
ＫＬＨＬ１０２Ｆ ＡＧＡＡＴＧＡＡＣＡＣＴＧＧＧＧＡＡＣＧ
ＫＬＨＬ１０２Ｒ ＴＴＧＣＴＧＡＧＧＣＧＧＴＧＧＴＡＣＧＧ
ＫＬＨＬ１０３Ｆ ＡＴＧＴＣＡＡＣＧＧＴＴＴＧＧＴＣＡＡＡ
ＫＬＨＬ１０３Ｒ ＴＡＴＣＴＡＴＣＧＣＴＧＣＣＧＴＴＣＣＧ

片段序列验证

ＫＬＨＬ１０３′ｏｕｔｅｒ ＣＣＴＧＣＣＡＡＡＴＧＴＴＣＡＡＧＡＣＴ
３′ＲＡＣＥｏｕｔｅｒ ＴＡＣＣＧＴＣＧＴＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴ
ＫＬＨＬ１０３′ｉｎｎｅｒ ＡＣＡＡＧＣＡＡＧＡＧＧＡＣＡＡＣＡＡＧ
３′ＲＡＣＥｉｎｎｅｒ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧ

３′ＲＡＣＥ克隆

ＱＫＬＨＬ１０Ｆ ＴＡＴＧＡＣＧＧＣＣＡＴＡＡＣＡＧＧＣＡ
ＱＫＬＨＬ１０Ｒ ＣＧＧＣＧＴＴＡＴＴＣＡＡＧＣＡＣＴＣＡ

荧光定量引物

ＥＦｌαＦ ＧＧＡＡＣＴＴＣＣＣＡＧＧＣＡＧＡＣＴＧＴＧＣ
ＥＦｌαＲ ＴＣＡＡＡＡＣＧＧＧＣＣＧＣＡＧＡＧＡＡＴ

内参引物

Ｇ１Ｆ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＧＡＡＣＧＧＣＡＧＣＧＡＴＡＧＡＴＡＡ
Ｇ１Ｒ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＴＡＧＧＧＣＴＧＡＧＧＡＡＣＴＣＧＣＡＴ

干扰链Ｇ１引物

Ｇ２Ｆ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＴＣＣＧＣＣＴＴＧＧＴＣＴＣＣＴＴＡＣ
Ｇ２Ｒ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＡＧＧＧＣＧＴＣＡＣＡＡＡＣＴＡＴＣＣ

干扰链Ｇ２引物

Ｇ３Ｆ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＴＡＧＴＴＴＧＴＧＡＣＧＣＣＣＴＴＧＡ
Ｇ３Ｒ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＣＴＣＣＡＡＧＡＧＣＧＴＡＡＡＴＧＴＧ

干扰链Ｇ３引物

２　结果

２．１　ＫＬＨＬ１０基因ｃＤＮＡ全长和氨基酸序列分析
本实验克隆获得了三角帆蚌 ＫＬＨＬ１０基因

ｃＤＮＡ全长，为２３６１ｂｐ（登录号：ＭＴ２５７２６３），包
括９３ｂｐ的５′非编码区（５′ＵＴＲ）、４４７ｂｐ的３′非
编码区（３′ＵＴＲ）和１８２１ｂｐ的ＯＲＦ区，编码６０６
个氨基酸（图１）。评估该蛋白质分子质量约为
６９．３ｋｕ，理论等电点（ＰＩ）为５．２０，不具备信号肽
和跨膜结构，磷酸化位点分析发现 １７个丝氨酸

（Ｓ）磷酸化位点，２０个苏氨酸（Ｔ）磷酸化位点，１１
个酪氨酸（Ｙ）磷酸化位点。利用 ＳＭＡＲＴ进行结
构域分析发现 ＫＬＨＬ１０基因具有 ＢＴＢ／ＰＯＺ结构
域（３７～１３４位氨基酸）、ＢＡＣＫ结构域（１３９～２４２
位氨基酸）和６个 ｋｅｌｃｈ（２９０～５７２位氨基酸）重
复序列（图 ２ａ）。利用 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ预测了
ＫＬＨＬ１０基因的蛋白三级结构（图 ２ｂ），ＱＭＥＡＮ
为－３．５６，说明该蛋白与模板蛋白匹配度较高。
其中α螺旋占２７％，β折叠占３２％，无规则卷曲
为１２％。
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小写字母表示３′ＵＴＲ和５′ＵＴＲ。起始密码子和终止密码子

由方框标出。预测蛋白的 ＢＴＢ／ＰＯＺ结构域、ＢＡＣＫ结构域和

ｋｅｌｃｈ重复序列分别由阴影、下划线及波浪线标出；加尾信号

由粗线标出。

Ｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ３′ＵＴＲ ａｎｄ５′ＵＴＲ．Ｔｈｅｂｏｘｅｓ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｓｔａｒｔａｎｄｓｔｏｐｃｏｄｏｎｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｓｈａｄｅｄａｎｄ

ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｐｏｒｔｉｏｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅＢＴＢ／ＰＯＺａｎｄＢＡＣＫｄｏｍａｉｎｓ

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｋｅｌｃｈｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｗａｖｅｌｉｎｅｓ；

Ｔａｉｌｓｉｇｎａｌｉｓｍａｒｋｅｄｂｙｔｈｉｃｋｌｉｎｅ．

图１　ＫＬＨＬ１０ｃＤＮＡ
完整序列及编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ．１　ＦｕｌｌｃＤＮＡｌｅｎｇｔｈａｎｄｅｎｃｏｄｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＫＬＨＬ１０ｇｅｎｅ

２．２　ＫＬＨＬ１０基因系统发育分析
利用ＮＣＢＩ数据库将三角帆蚌的 ＫＬＨＬ１０氨

基酸序列与其他物种的ＫＬＨＬ１０氨基酸序列比对
显示，三角帆蚌 ＫＬＨＬ１０与智人（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）、
小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）的同源性分别为５５．５７％和
５５．４１％，与美洲牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｖｉｒｇｉｎｉｃａ）、长牡

蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ）、虾夷扇贝（Ｍｉｚｕｈｏｐｅｃｔｅｎ
ｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ）的同源性分别为 ７５．００％、７５．００％和
６９．９８％。通过 ＢｉｏＥｄｉｔ进行多序列比对，发现三
角帆蚌ＫＬＨＬ１０基因与其他９个物种的结构域相
似度较高（图３），表明 ＫＬＨＬ１０基因在进化过程
中相对保守。

图２　结构预测
Ｆｉｇ．２　Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ

　　采用 ＭＥＧＡ７．０软件，以邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ
ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统进化树，进化树分为两大支，
脊椎动物为一支，无脊椎动物为一支。其中，无

脊椎动物中三角帆蚌与其他贝类聚为一支，果蝇

单独为一支，三角帆蚌的 ＫＬＨＬ１０基因与美洲牡
蛎和长牡蛎亲缘关系较近（图４）。
２．３　ＫＬＨＬ１０基因在不同时期和不同组织中的
表达分析

以ＥＦ１α为内参，通过实时荧光定量ＰＣＲ检
测ＫＬＨＬ１０基因在２４月龄三角帆蚌性腺、鳃、闭
壳肌、外套膜、斧足和肝胰腺６个组织，１～８月龄
性腺以及１、２、３龄雌雄性腺中的表达情况。结
果显示，ＫＬＨＬ１０基因在雌雄６个组织中均有表
达，在精巢中的表达量最高，且显著高于其他组

织（Ｐ＜０．０１），见图 ５；幼龄时期的结果显示，
ＫＬＨＬ１０基因在三角帆蚌 ６月龄时表达量最高
（图６）；在１２、２４、３６月龄雌雄性腺中，ＫＬＨＬ１０基
因在精巢中的表达量均高于同龄卵巢中的表达

量，且２４月龄时的表达量最高（图７）。
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图３　三角帆蚌与其他物种ＫＬＨＬ１０氨基酸序列比对
Ｆｉｇ．３　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＫＬＨＬ１０ａｍｉｎｏａｃｉｄｂｅｔｗｅｅｎＨ．ｃｕｍｉｎｇｉｉａｎｄｏｔｈｅｒｓ
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基于ＭＥＧＡ７．０使用ＮＪ法构建，节点上的数字表示重复１０００次的Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ检验置信值。

ＴｈｅｔｒｅｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙＭＥＧＡ７．０ｕｓｉｎｇｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈ１０００Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｒｅｐｅａｔｓ．

图４　三角帆蚌与其他物种ＫＬＨＬ１０蛋白质进化树
Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＫＬＨＬ１０ｐｒｏｔｅｉｎｂｅｔｗｅｅｎＨ．ｃｕｍｉｎｇｉｉａｎｄｏｔｈｅｒｓ

１．性腺；２．鳃；３．外套膜；４．斧足；５．闭壳肌；６．肝胰腺；

表示雌雄间存在显著性差异（．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜

０．０１）。

１．Ｇｏｎａｄ； ２．Ｇｉｌｌ； ３．Ｍａｎｔｌｅ； ４．Ｆｏｏｔ； ５．Ａｄｄｕｃｔｏｒ；

６．Ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ； Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ

ａｓｔｅｒｉｓｋｓ（．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１）．

图５　ＫＬＨＬ１０基因在雌雄各组织中的表达
Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＬＨＬ１０

ｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆｆｅｍａｌｅａｎｄｍａｌｅａｄｕｌｔｓ

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。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓ（ａ，ｂ，ｃ，ｄ）ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｏｎａｄｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓ（Ｐ＜０．０５），

ｉｄｅｎｔｉｃａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ．

图６　ＫＬＨＬ１０基因在早期（１～８月龄）性腺组织中的
表达

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＬＨＬ１０ｉｎｇｏｎａｄｓ
ａｔｅａｒｌｙｓｔａｇｅ
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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７　ＫＬＨＬ１０基因在１２、２４、３６月龄
雌雄性腺中的相对表达

Ｆｉｇ．７　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＬＨＬ１０ｉｎｆｅｍａｌｅ
ａｎｄｍａｌｅｇｏｎａｄｓａｔ１２，２４，ａｎｄ３６ｍｏｎｔｈｏｌｄ

２．４　三条ｄｓＲＮＡ的干扰结果
ｑＲＴＰＣＲ检测干扰后三角帆蚌性腺组织中

ＫＬＨＬ１０基因ｍＲＮＡ的表达量，结果（图 ８）显示
本实验合成的３条干扰链均起到了一定的干扰
作用。ＳＰＳＳ分析结果显示：在雌性三角帆蚌中，
Ｇ１、Ｇ２和Ｇ３干扰后 ＫＬＨＬ１０基因 ｍＲＮＡ的表达
量与空白组差异显著（Ｐ＜０．０５）；在雄性三角帆
蚌中，Ｇ１干扰后ＫＬＨＬ１０基因的表达量与空白组
差异显著（Ｐ＜０．０５），Ｇ２和 Ｇ３与空白组的比较
结果为差异极显著（Ｐ＜０．０１）；３条干扰链对雌
性三角帆蚌的干扰率分别为 ８４．６％、７６．２％和
９５．８％，对雄性三角帆蚌的干扰率分别为
１５．７％、８７．７％和８６．７％。

３　讨论

本实验首次克隆了三角帆蚌ＫＬＨＬ１０基因的
ｃＤＮＡ全长序列，包含１个长为６０６个氨基酸的
ＯＲＦ区。蛋白质结构预测显示其含有 ＢＴＢ蛋白
家族特有的ＢＴＢ／ＰＯＺ结构域和 ｋｅｌｃｈ重复序列，
多序列比对结果表明三角帆蚌ＫＬＨＬ１０基因的氨
基酸序列与其他物种相似度较高，特别是与美洲

牡蛎等软体动物相似度更高，证明 ＫＬＨＬ１０基因
在进化过程中高度保守，也暗示 ＫＬＨＬ１０基因在
软体动物中的功能可能与脊椎动物相似。

　　ＢＢＫ蛋白家族是ＢＴＢ蛋白家族的一大成员，

首先在果蝇中发现，含有 ＢＴＢ／ＰＯＺ结构域，参与
多种生物学过程，例如迁移，细胞骨架排列，细胞

形态调节，蛋白质泛素化和基因表达［１８２１］。目前

关于ＫＬＨＬ１０基因的研究并不多，大多数是关于
其 ＢＴＢ／ＰＯＺ结构域的研究，功能性研究较
少［２２２５］。文献［２６］表明，ＫＬＨＬ１０基因与精子息
息相关，在人类中，ＫＬＨＬ１０基因是生殖细胞特异
性基因，男性不育往往伴随着 ＫＬＨＬ１０基因的错
误和剪切突变。同时，ＫＬＨＬ１０基因在小鼠的精
子延长分化过程中也具有重要作用［２７］。在斑点

乌鳢中也已证明ＫＬＨＬ１０基因是精子发育相关基
因［２８］。在果蝇中也发现 ＫＬＨＬ１０蛋白通过与
Ｃｕｌｌｉｎ３泛素化作用激活精子发育所需的半胱天
冬酶［２９］。

表示与对照组存在显著性差异（．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜

０．０１）。

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｓｔｅｒｉｓｋｓ（．Ｐ＜０．０５；

．Ｐ＜０．０１）．

图８　ＲＮＡ干扰后ＫＬＨＬ１０基因
在雌雄性腺组织中的相对表达

Ｆｉｇ．８　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＬＨＬ１０ｉｎｆｅｍａｌｅ
ａｎｄｍａｌｅｇｏｎａｄｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

本实验利用 ｑＲＴＰＣＲ检测 ＫＬＨＬ１０基因在
三角帆蚌成熟个体中的表达情况，结果显示其在

性腺、鳃、闭壳肌、斧足、外套膜和肝胰腺中均有

表达，除了在精巢中特异性高表达外，在其他组

织中均是微量表达。而 １２、２４、３６月龄时期，
ＫＬＨＬ１０基因在精巢中的表达量先升后降，其中
１２月龄三角帆蚌性腺处于增殖期，２４月龄时期
性腺处于成熟生长阶段，此时期性腺组织由原始

性腺细胞开始转化为原始生殖细胞，３６月龄时期

５９３
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性腺发育完全成熟，具有大量成熟可排放的生殖

细胞［３０］。ＫＬＨＬ１０基因在１２月龄到２４月龄精巢
中表达量升高，表明 ＫＬＨＬ１０基因可能参与三角
帆蚌性腺的增殖发育，同时 ＫＬＨＬ１０基因在 １２、
２４、３６月龄精巢中高表达，推测ＫＬＨＬ１０基因是雄
性相关基因，并参与精巢和生殖细胞发育。同

时，幼龄阶段ＫＬＨＬ１０基因的表达结果显示，其在
６月龄时期高表达，而三角帆蚌在５月龄开始性
别分化［３１］，由此猜测 ＫＬＨＬ１０基因除了参与精巢
发育外，还参与三角帆蚌性别分化。由于

ＫＬＨＬ１０基因相关功能研究文献较少，此次实验
主要基于基因表达分析，其在三角帆蚌中的功能

值得进一步深究。

通过 ＲＮＡ干扰发现不同的干扰链对同１个
基因的干扰效果有所不同。本实验中，３条干扰
链Ｇ１、Ｇ２和Ｇ３对雌性三角帆蚌的干扰率分别为
８４．６％、７６．２％和９５．８％，对雄性三角帆蚌的干
扰率分别为１５．７％、８７．７％和８６．７％。其中，干
扰链Ｇ３在雌雄性腺中的干扰率均在８０％以上，
表明干扰链Ｇ３对三角帆蚌 ＫＬＨＬ１０基因具有明
显的干扰效果，此链将用于后续研究 ＫＬＨＬ１０基
因在三角帆蚌性腺发育中的作用。本实验为进

一步研究三角帆蚌的性别分化和性别决定相关

基因及机制提供一定参考价值。
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ｅｎｃｏｄｅｓａＤｒｏｓｏｐｈｉｌａｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎｔｈａｔｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈｔｈｅｆｔｚ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｅｇｉｏｎａｎｄｓｈｏｗｓａｎｏｖｅｌｅｍｂｒｙｏｎｉｃ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎ［Ｊ］．ＴｈｅＥＭＢＯＪｏｕｒｎａｌ，１９９０，９（１）：

２０７２１６．

［１９］　ＧＯＤＴＤ，ＣＯＵＤＥＲＣＪＬ，ＣＲＡＭＴＯＮＳＥ，ｅｔａｌ．Ｐａｔｔｅｒｎ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｌｉｍｂｓｏｆＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ：ｂｒｉｃàｂｒａｃｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｉｎｂｏｔｈａｇｒａｄｉｅｎｔａｎｄａｗａｖｅｌｉｋｅｐａｔｔｅｒｎａｎｄｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒ

ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｐｅｒｓｅｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔａｒｓｕｓ［Ｊ］．

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９３，１１９（３）：７９９８１２．

［２０］　ＣＯＵＤＥＲＣＪＬ，ＧＯＤＴＤ，ＺＯＬＬＭＡＮＳ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｂｒｉｃà

ｂｒａｃｌｏｃｕｓｃｏｎｓｉｓｔｓｏｆｔｗｏｐａｒａｌｏｇｏｕｓｇｅｎｅｓｅｎｃｏｄｉｎｇＢＴＢ／

ＰＯＺ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ａｃｔｓ ａｓ ａ ｈｏｍｅｏｔｉｃ ａｎｄ

ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｉｍａｇｉｎａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ

Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２００２，１２９（１０）：２４１９２４３３．

［２１］　ＬＨＲＩＧＳ，ＫＯＬＢＳ，ＭＥＬＬＩＥＳＮ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｎｏｖｅｌＢＴＢ

ｋｅｌｃｈｐｒｏｔｅｉｎ，ＫＢＴＢＤ８，ｉｓｌｏｃａｔｅｄｉｎｔｈｅＧｏｌｇｉａｐｐａｒａｔｕｓ

ａｎｄｔｒａｎｓｌｏｃａｔｅｓｔｏｔｈｅｓｐｉｎｄｌｅａｐｐａｒａｔｕｓｄｕｒｉｎｇｍｉｔｏｓｉｓ［Ｊ］．

ＣｅｌｌＤｉｖｉｓｉｏｎ，２０１３，８（１）：３．

［２２］　ＷＡＮＧＳＨ，ＺＨＥＮＧＨＬ，ＥＳＡＫＩＹ，ｅｔａｌ．Ｃｕｌｌｉｎ３ｉｓａ

ＫＬＨＬ１０ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｄｕｒｉｎｇ

ｌａｔｅｓｐｅｒｍｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＢｉｏｌｏｇｙｏｆＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，２００６，７４

（１）：１０２１０８．

［２３］　ＰＩＮＴＡＲＤＬ，ＷＩＬＬＥＭＳＡ，ＰＥＴＥＲＭ．Ｃｕｌｌｉｎｂａｓｅｄｕｂｉｑｕｉｔｉｎ

ｌｉｇａｓｅｓ：Ｃｕｌ３ＢＴＢｃｏｍｐｌｅｘｅｓｊｏｉｎｔｈｅｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．ＴｈｅＥＭＢＯ

Ｊｏｕｒｎａｌ，２００４，２３（８）：１６８１１６８７．

［２４］　ＰＡＬＬＥＴＴＭＡ，ＲＥＮＨＷ，ＺＨＡＮＧＲＹ，ｅｔａｌ．Ｖａｃｃｉｎｉａ

ｖｉｒｕｓＢＢＫＥ３ｌｉｇａｓｅａｄａｐｔｏｒＡ５５ｔａｒｇｅｔｓｉｍｐｏｒｔｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ＮＦκＢａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓＣＤ８＋ＴＣｅｌｌｍｅｍｏｒｙ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＶｉｒｏｌｏｇｙ，２０１９，９３（１０）：ｅ０００５１１９．

［２５］　ＳＴＯＧＩＯＳＰＪ，ＰＲＩＶＥＧＧ．ＴｈｅＢＡＣＫｄｏｍａｉｎｉｎＢＴＢｋｅｌｃｈ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００４，２９

（１２）：６３４６３７．

［２６］　ＹＡＴＳＥＮＫＯＡＮ，ＲＯＹＡ，ＣＨＥＮＲＨ，ｅｔａｌ．Ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅ

ｇｅｎｅｔｉｃｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙｕｓｉｎｇｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａｌＲＮＡ：

ＫＬＨＬ１０ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｏｌｉｇｏｚｏｏｓｐｅｒｍｉｃ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｉｍｐａｉｒ

ｈｏｍｏｄｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＨｕｍａｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００６，１５

（２３）：３４１１３４１９．

［２７］　ＨＯＮＤＡＳ，ＭＩＫＩＹ，ＭＩＹＡＭＯＴＯＹ，ｅｔａｌ．Ｏｏｃｙｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｇｅｎｅＯｏｇ１ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅｓｉｎｏｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０１８，６４（４）：２９７３０１．

［２８］　ＲＯＹＡ，ＢＡＳＡＫＲ，ＲＡＩＵ．Ｄｅｎｏｖｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎｄ

ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｅｓｔｉｃｕｌａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｐｈａｓｅｓｉｎｆｒｅｓｈｗａｔｅｒｓｐｏｔｔｅｄｓｎａｋｅｈｅａｄＣｈａｎｎａ

ｐｕｎｃｔａｔｕｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１７，１２（３）：ｅ０１７３１７８．

［２９］　ＡＲＡＭＡＥ，ＢＡＤＥＲＭ，ＲＩＥＣＫＨＯＦＥＧ，ｅｔａｌ．Ａｕｂｉｑｕｉｔｉｎ

ｌｉｇａｓｅｃｏｍｐｌｅｘｒｅｇｕｌａｔｅｓｃａｓｐａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｓｐｅｒｍ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ［Ｊ］．ＰＬｏＳＢｉｏｌｏｇｙ，２００７，５

（１０）：ｅ２５１．

［３０］　潘彬斌．池养三角帆蚌性腺发育组织学研究［Ｄ］．上海：

上海海洋大学，２０１０．

ＰＡＮＢＢ．Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｇｏｎａｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ

Ｈｙｒｉｐｏｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｔｈｅｐｏｎｄ［Ｄ］．Ｓｈａｎｇｈａｉ：

ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１０．

［３１］　薛婷．淡水珍珠蚌ＤＵＩ发生及性腺发育研究［Ｄ］．上海：

上海海洋大学，２０１６．

ＸＵＥＴ．ＳｔｕｄｙｏｎＤＵＩｏｃｃｕｒｒｉｎｇａｎｄｇｏｎａｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ

ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒｐｅａｒｌｍｕｓｓｅｌｓ［Ｄ］．Ｓｈａｎｇｈａｉ：ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１６．

７９３
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ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＫＬＨＬ１０ｇｅｎｅｉｎｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ
ｍｕｓｓｅｌＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ

ＤＯＮＧＳａｉｓａｉ１，ＣＵＩＸｉａｏｙｕ１，ＤＵＡＮ Ｓｈｅｎｇｈｕａ１，ＸＩＡ Ｓｉｙｕ１，ＬＩＵ Ｆｅｉｆｅｉ１，ＧＥ Ｊｉｎｇｙｕａｎ１，ＷＡＮＧ
Ｇｕｉｌｉｎｇ１，２，３，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：ＩｎｏｒｄｅｒｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｔｈｅＫＬＨＬ１０ｇｅｎｅｉｎｔｈｅｓｅｘｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ，
ｔｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｏｆｉｔｓｃＤＮＡｗａｓｃｌｏｎｅｄｕｓｉｎｇＲＡＣＥ，ａｎｄＫＬＨＬ１０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｓｉｘｔｉｓｓｕｅｓ（ｇｏｎａｄ，
ｇｉｌｌ，ａｄｄｕｃｔｏｒｍｕｓｃｌｅ，ｆｏｏｔ，ｍａｎｔｌｅ，ａｎｄｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．Ｆｕｒｔｈｅｒ，ｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｃｏｍｐａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｌｅｖｅｌｓｂｅｔｗｅｅｎ１８ｍｏｎｔｈｓｏｆａｇｅａｎｄ１２，２４，ａｎｄ
３６ｍｏｎｔｈｏｌｄＨ．ｃｕｍｉｎｇｉｉ，ａｎｄｉｔｓｆｕｎｃｔｉｏｎｗａｓｅｘｐｌｏｒｅｄｕｓｉｎｇＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｏｆｔｈｅＫＬＨＬ１０ｇｅｎｅｗａｓ２３６１ｂｐ，ａｎｄｔｈｅ５′ｎｏｎｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｗａｓ９３ｂｐ，ｔｈｅ３′ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ｒｅｇｉｏｎｗａｓ４４７ｂｐ，ａｎｄｔｈｅｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅｗａｓ１８２１ｂｐｗｈｉｃｈｅｎｃｏｄｅｄ６０６ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ．ｑＲＴＰＣＲ
ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｇｅｎｅｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｔｅｓｔｉｓ，ａｎｄｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｔｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｌｅｖｅｌａｔ６
ｍｏｎｔｈｓｏｆａｇｅｉｎｅａｒｌｙｓｔａｇｅ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｉｎ１２，２４，ａｎｄ３６ｍｏｎｔｈｏｌｄｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ，ＫＬＨＬ１０ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｔｅｓｔｉｓｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｏｖａｒｉｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ｔｈｅｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄ
ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅａｌｓｏｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇｔｈｒｅｅｄｓＲＮＡｓｔｒａｎｄｓ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＬＨＬ１０ｉｎｇｏｎａｄｗａｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｄｕｃｅｄ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅａｂｏｖｅｒｅｓｕｌｔｓ，ｉｔｉｓ
ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅＫＬＨＬ１０ｇｅｎｅｉｓａｍａｌｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｉｎＨ．ｃｕｍｉｎｇｉｉ，ｗｈｉｃｈｍａｙｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎｓｅｘ
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