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摘要! !"#"基因编码 =2,=DO5R家族成员中一种 ,TA依赖的 *+,解旋酶!是决定生殖系

发育的重要调控因子之一" 采用同源克隆策略及 0[,*TD*,32技术!克隆了海洋经济
!

虫动物单环刺
!

!"#"基因的全长M=+,!该序列长 ? %<% OP!开放阅读框 $ !$$ OP!编码 >!!

个氨基酸!具有 =2,=DO5R蛋白家族共有的全部 B 个保守域" 整体原位杂交和半定量 *TD

A3*结果显示!!"#" 基因在未受精卵'受精卵'$ Y< 细胞的早期胚胎中均有明显的表达!显

示其母源性提供的特点%从囊胚开始!表达量明显降低!在原肠胚表达信号主要集中在内中

胚层细胞中%至担轮幼虫!表达信号进一步集中在消化道处%当发育至体节幼虫时!阳性细

胞分布于消化道和体节的隔膜处!进入蠕虫状幼虫!信号仅在头部的腹刚毛附近以及后肠

周围的细胞中表达" 实验结果为探知刺
!

动物生殖系的起源和分化以及低等型生殖腺的

发生提供重要的数据"

关键词! 单环刺
!

% !"#"% 克隆% 半定量*TDA3*% 原位杂交% 早期发育

中图分类号! U><"% 0B#>&&&&&&&文献标志码&,

&&!"#" 基因编码 =2,=DO5R 家族成员中一种

,TA依赖的 *+,解旋酶'# :!(

"广泛存在于从原

核生物的细菌到真核生物的酵母*植物和动物中)

#B<" 年在果蝇中首次发现 !"#" 基因"并证明是

果蝇腹节形成和生殖细胞发育过程所必须的成分

之一'?(

) b559等';(首次使用!"#"基因研究了斑

马鱼原生殖细胞#PXFE5XNF86MH66J"AQ3J$的起源*

迁移和分化) 由于该基因仅在大多数物种的生殖

细胞中特异表达#水螅*蜗牛及沙蚕等也在全能

性细胞中表达'" :<(

$"因此"!"#" 基因的表达产物

已成为公认的 AQ3J和生殖细胞的通用标记分

子"并被广泛使用'B :#%(

)

单环刺
#

#N)*$/'#,&'$'&$-,#$ 俗称 %海肠

子&"隶属于
#

虫动物门 #2MIFLX8$的无管
#

目

# H̀95P9HLJW8$" 刺
#

科 # )XHMIFN8H$" 刺
#

属

#N)*$/'#$"主要分布于俄罗斯*朝鲜半岛*我国的

黄渤海和日本北海道*本洲等海区"也是无管
#

目

在我国沿海分布的唯一种类'##(

) 因有极高的营

养价值'#$ :#!(和潜在的药用价值'#?(以及在改善底

质质量中的作用'#;(

"近年来备受关注) 面临资源

需求量剧增的现状"开展该物种育苗及养殖技术

开发的研究势在必行) 然而"有关单环刺
#

生殖

腺以及生殖系分化的数据有限"尤其是生殖腺在

何时何地发生*生殖干细胞又是如何分化等生殖

生物学基本信息目前尚不清楚) 本研究采用同源

克隆策略及 0[,*TD*,32技术"克隆了单环刺

#

!"#"基因的全长M=+,序列+采用半定量 *TD

A3*和整体原位杂交技术"对其在卵子发生和胚

胎发育过程中的表达进行了分析) 旨在揭示单环

刺
#

个体发育过程中!"#"基因的表达图式"探讨

其生殖腺的起源和分化"为单环刺
#

生殖腺的发

生*人工繁育以及丰富其生殖生物学研究等提供

理论基础)
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# 期 林&娜"等!单环刺
#

!"#"基因的早期发育表达图式 &&

#&材料与方法

%&%'材料

成体单环刺
#

购自青岛市四方路海产品市

场"产地为莱州海区) 实验用各期胚胎及幼虫由

本实验室培养获得) 选择生殖期的雌*雄个体"解

剖"从肾管中获取成熟两性生殖细胞"体外人工授

精"受精卵经 ! 次洗卵后转入 ;% MEr!% MEr

!% ME的培养箱中充气培养) 水温为室温##" Y

$% ^$"P1#>7B f%7%;$"盐度为#$B f#$) 每隔

# Y$ 天换水 # 次"每次换水量不超过原体积的 #@

$) 至担轮幼虫#约 ?< I$开始投喂单胞藻'小球

藻#+/1()*11" JP7$*金藻#+/)7#(3/7-" JP7$("每

天早晚各投喂 # 次) 体节幼虫后转入含泥沙底质

的水缸中"底质厚 " ME"培养密度为 %7$ F9N@ME

$

)

(6jEPLJC1D$ 型显微镜下观察单环刺
#

的发育"

定期取卵母细胞#用注射针管从体腔液中抽取分

离$*受精卵*$ 细胞*? 细胞*< 细胞*囊胚*原肠

胚*担轮幼虫*体节幼虫*蠕虫状幼虫和幼
#

#体

长 ; EE$等各期样本'#"(

"一部分于液氮中速冻

后"保存于:<% ^冰箱"用于提取总*+,+另一部

分于 ?S多聚甲醛中固定 #" I#? ^$"梯度脱水

后"保存于无水甲醇中# :$% ^$"用于整体原位

杂交) 担轮幼虫以后采集的样本需空胃 $ N 方能

收集)

=+,酶
#

**+,酶抑制剂*X<"= =+,聚合酶*

P[=#<DT载体以及E"*

$

和<"=

#

限制性内切酶

均购自大连保生物公司) *+,提取试剂TXFk56购

自/9dFWX5ZH9公司) [D[-4反转录酶*N+TA购自

AX5EHZ8公司) 0[,*TT[ *,32M=+,扩增试

剂盒购自3659WHMI公司) S$(*

#

*E'&4

$

*J"01

#

*

F/(

#

限制性内切酶*T

?

=+,连接酶购自+2C公

司) =/Q*+,-8OH6F9Z ]FW#0A"@T>$*=/Q+LM6HFM

,MFN =HWHMWF59 ]FW购自 *5MIH公司) 胶回收试剂

盒购自上海生物工程公司) 大肠杆菌C-$##=2!$

感受态细胞为本实验室保种)

%&('总/#$的提取和!"#$第一链的合成

取上述单环刺
#

各期样本"按照分子克隆实

验指南的方法提取总 *+,

'#>(

) 所有的 *+,样

本均用 *+,D\XHH的 =+,酶
#

消化"纯化后的

*+,经琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度仪检测

其质量后"参考 [D[-4反转录试剂盒说明将总

*+,反转录为M=+," :$% ^保存)

%&)'全长!"#$序列的获得

采用同源克隆策略"根据已报道的果蝇

# %)(#(3/'1" 0*1"&(5"#-*)$* 太 平 洋 牡 蛎

#+)"##(#-)*5'5"#$*斑马鱼#%")'( )*)'($*非洲

爪 蟾 # F*&(3,# 1"*;'#$ 以 及 小 鼠 # :,#

0,##$$,1,#$等物种的 !"#" 基因 M=+,序列"选

择保守性高的位点设计简并引物 4A."4A*#"

4A*$#表 #$+[#! 引物选用通用序列) 以单环

刺
#

成熟卵母细胞第一链 M=+,为模板"A3*

扩增目的基因片段) A3*反应体系为 $%

"

-"循

环参数!B? ^预变性 $ EF9+B? ^变性 # EF9"

;;*;"*;> ^分别退火 # EF9">$ ^延伸 # EF9"

!; 个循环+ >$ ^延伸 #% EF9) A3*产物经

#7;S琼脂糖凝胶电泳检测回收后"与 P[=#<DT

载体连接"并转化到 SK$(1'D=1;

!

感受态细胞

中) 挑取阳性克隆进行测序#上海博亚公司$"

将测序结果与 QH9C89] 核酸数据库中的已知序

列作 C68JẀ 同源性分析)

表 %'引物序列

012&%'O6E86=!67;:@45.647

引物

PXFEHX

引物序列#;_D!_$

JHgLH9MH

4A. ,TQQ3+TQbQ3+3,*,3+QQ

4A*# ,,*333,T*T3b,*3,T+3TQT3

4A*$ ,,*333,T*T3b,*3,T+3Q,T3

[#!D#?>$ 3Q33,QQQTTTT333,QT3,3Q,3

[#!D#?<$ ,Q3QQ,T,,3,,TTT3,3,3,QQ,

4Q0A# Q,Q,,,Q3,3TQ33TT3,,3,33,TQ3

4Q0A$ QQ,QQQ,3,T3,QTT3Q33,T3,Q3

4*T# QQ,3,T3,QTT3Q33,T3,Q3

4*T$ QQQ,Q,QQ,,,Q,TQ33,,QT,Q

,. TQQ3,T3,3,33TT3T,3,,3Q,

,* ,Q33,QQ,T,Q,Q33,33Q,

40 333,,Q3TT3T,Q3,QTT,3QQT,3Q

4, T,,QQQQ,,TT33,,3,3,,T3,Q

T> T,,T,3Q,3T3,3T,T,QQ,

0A" ,TTT,QQTQ,3,3T,T,Q,,

&&根据已获得的单环刺
#

!"#" 基因的部分

M=+,序列"分别设计 ;_及 !_*,32特异引物

4Q0A#"4Q0A$ #表 # $) 按照 0[,*T *,32

M=+,扩增试剂盒说明"从单环刺
#

卵细胞中分

别扩增该基因 M=+,的 !_和 ;_端序列) A3*参

数分别为 B? ^ ; EF9+B? ^ # EF9"""7B ^ #

""
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EF9">$ ^ ! EF9"!% 个循环+>$ ^延伸 #% EF9#!_

端序列$) B? ^ ; EF9+B? ^ !% J""< ^ !% J">$

^ !EF9"$; 个循环+>$ ^延伸 #% EF9 #;_端序

列$) 克隆程序和测序同%整体原位杂交&)

%&*'目的基因的核酸序列特征和氨基酸序列系

统进化分析

用+3C/中的 C68JW程序进行序列同源性比

对和相似性搜索"以C68JW$ 软件进行序列拼接获

得全长 M=+,序列+用 =+,JW8X软件包中的

[HZ,6FZ9 程序分析同源蛋白质序列之间的相似

性和趋异进化程度+采用 36LJW8Wi 程序和

[2Q,!7# 软件" 以邻位相连法 # +HFZIO5XD

'5F9F9Z"+'$构建系统进化树)

%&+'半定量/0H3C/分析

根据已获得的单环刺
#

!"#" 全长 M=+,序

列设计*TDA3*引物4*T# 和4*T$#表 #$"用引

物,.和,*#表 #$扩增的单环刺
# #

T"$-'& 基因

#QH9C89]登录号!Q);B$#><$片段作为内参照"

检测 !"#" 基因在上述各样本中的表达情况)

A3*程序为 B? ^ ; EF9+B? ^ ;% J";B ^ ;% J"

>$ ^ ;% J"$! 个循环+>$ ^延伸 #% EF9) 实验重

复 $ 次)

%&,'整体原位杂交

探针制备&&根据单环刺
#

!"#" 基因全长

M=+,序列"选择 ;_端设计 *+,探针引物 40*

4,#表 #$"A3*扩增获得产物长 ?B! OP#$?!% :

$B$$$) A3*参数为 B? ^ $ EF9+B? ^# EF9"

"% ^ # EF9">$ ^ !% J"!% 个循环+>$ ^延伸

; EF9) 按照=/Q*+,-8OH6F9Z ]FW#0A"@T>$"以

上述扩增片段作为模板合成地高辛标记的正义和

反义*+,探针)

胚胎和幼虫的整体原位杂交&&无水甲醇中

保存的样品经梯度甲醇复水"ACT#AC0"%7#S

TGHH9D$%$洗 ! 次"蛋白酶 h#;% 9Z@E-$!> ^消

化 $% EF9""% ^预杂交 " I"然后于含有探针的杂

交液中 "% ^过夜) 使用抗地高辛碱性磷酸酶复

合物检测杂交信号#=/Q+LM6HFM,MFN =HWHMWF59

]FW"*5MIH$"并于 +F]59 2<%F显微镜下观察和

拍照)

$&结果

(&%'目的基因的全长!"#$序列特征

*,32扩增产物经纯化*克隆*测序和片段拼

接"获得目的基因的全长 M=+,序列) 该序列长

为 ? %<% OP"包括 ;_)T*#L9WX89J68WHN XHZF59"非编

码区$ !$$ OP"开放阅读框# 5PH9 XH8NF9Z \X8EH"

(*.$$ !$$ OP"编码 >!! 个氨基酸"!_)T*# ?!"

OP"含有 !% 个碱基的 P56j#,$尾"且在 P56j#,$

尾上游 #< OP处可见单一的 P56j#,$加尾信号序

列 ,,T,,,#图 #$) 推导的氨基酸序列具有

=2,=DO5R 家族蛋白共有的 B 个保守基序!

,UTQ0QhT*AT*2-4*QQ*TAQ**=2,=*0,T*

-4.42*,*Q-=和 2.A*ATA/U) 在非保守区

域"该基因的氨基酸序列同样与其他物种的

4,0,蛋白具有很多结构相似性!其 +末端存在

? 个*QQ重复序列和 # 个甘氨酸#Z6jMF9H"Q$富

集区#前 $?! 个氨基酸残基中甘氨酸占 !?S$"

*QQ重复区在许多昆虫和脊索动物 4,0,相关

蛋白 的 + 末 端 区 域 普 遍 存 在'#< :#B(

" 在 人

I9*+A)蛋白中显示该重复区可结合 *+,

'$%(

"

因此4,0,相关蛋白中的 *QQ重复域也被认为

是*+,结合区域+上述结果初步表明"本实验获

得的M=+,序列编码单环刺
#

的 4,0,蛋白"并

被命名为N,T!"#")

(&('序列比对及系统进化分析

拼接后的单环刺
#

全长 M=+,经 C68JẀ 分

析"发现该序列与褐家鼠#G"--,#&();*5'$,#$"非

洲 爪 蟾" 斑 马 鱼" 果 蝇" 沙 蚕 # B1"-7&*)*'#

4,0*)'1''$"太平洋牡蛎"海鞘#+'(&" '&-*#-'&"1'#$

的!"#"基因具有较高的相似性"相似度分别为

;<S*;"S*"%S*;;S*;BS*;<S*;?S)

由所构建的+'系统进化树可见#图 $$"本实

验中)LD4,0,氨基酸序列与4,0,亚家族成员

的进化关系明显近于=2,=DO5R的另外两个亚家

族成员#A-#% 和 A"< 亚家族蛋白$"进一步表明

该M=+,编码的蛋白质就是单环刺
#

4,0,蛋

白"而非其他=2,=DO5R亚家族蛋白) 此外"单环

刺
#

4,0,蛋白在进化树中的进化地位与其生

物学分类地位是相一致的)

(&)'/0H3C/分析;0<!"#"的发育表达特点

半定量 *TDA3*检测结果显示"单环刺
#

!"#"基因在体腔液中的各期未成熟的生殖细胞*

成熟的卵细胞*受精卵*$ 细胞*? 细胞*< 细胞*囊

胚*原肠胚*担轮幼虫*体节幼虫*蠕虫状幼虫及幼

#

等发育阶段均有程度不同的表达#图 !$) 在卵

母细胞发生过程中"以近成熟期个体中的卵母细

#"
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# 期 林&娜"等!单环刺
#

!"#"基因的早期发育表达图式 &&

胞表达量最高"卵母细胞成熟后表达下降+在个体

发育过程中"以卵裂期胚胎#尤其是 < 细胞胚$的

表达最高"至囊胚开始减弱"并在担轮幼虫中表达

量最低+之后的体节幼虫*蠕虫状幼虫和幼
#

中的

表达量又稍有增强)

图 %'单环刺
!

!"#"基因全长!"#$核酸序列及其编码的氨基酸序列

M=+,顺序为 ;_D!_+ 黑色箭头为正*反向简并 A3*引物+红色@绿色箭头分别为 ;_*!_*,32引物+起始密码子 ,TQ*终止密码子

T,Q及末端加尾信号88W888显示为红色字符+ =2,=DO5R家族蛋白的 B 个保守结构域用黑色框标出+ +末端*QQ重复和 Q位点

分别用粉色框和下划线标出)

B5>&%'#8!<6;D59676E86=!61=99698!691.5=; 1!5976E86=!6;:

DF6;&0-)$)-$80#!"#" :8<<H<6=>DF!"#$

TIHM=+,FJ6FJWHN \X5E;_W5 !_"\5XG8XN 89N XHdHXJHPXFEHXJ8XHXHPXHJH9WHN Oj XFZIWD89N 6H\WDP5F9WF9Z 8XX5GIH8NJ"XHJPHMWFdH6j7TIH

JLZZHJWHN JW8XWM5N59 ,TQ"JW5PM5N59 T,Q89N PLW8WFdHP56j8NH9j68WF59 JFZ986J8XHF9NFM8WHN F9 XHN 6HWWHXJ7TIH9F9HGH66DM59JHXdHN E5WF\J

5\WIH=2,=DO5R PX5WHF9 \8EF6j 8XHO5RHN F9 O68M]7Q6jMF9H#Q$DXFMI XHZF59 F9 +DWHXEF9868XHL9NHX6F9HN7,XZF9F9HDZ6jMF9HDZ6jMF9HE5WF\J

8XHIFZI6FZIWHN GFWI PF9] O5RHJ7

$"
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图 ('"W$"H2;?中的 ) 个亚家族蛋白"T$O$#3R%V#3,Z$的系统进化树

采用36LJW86i 程序和[2Q,!7# 软件"以邻位相连法构建系统进化树) 物种的蛋白同源性#S$如图所示) 各蛋白的基因登录号

如下!*4-Q#褐家鼠+,,C!!!"?$"[41#小鼠+C,,%!;<?$"4,0#人类+,,.<";<;$"341#红原鸡+C,C#$!!>$" 4̀-Q##非洲爪

蟾+C,,!">##$"(E48J8#虹鳟+C,,<<%;B$"4-Q#斑马鱼+3,,>$>!;$"3/=2,=#,#玻璃海鞘+C,,!">##$"A54,0##淡水海绵+

C,C#!!#%$"394,0##水螅+C,C#!!%>$"(j4-Q#太平洋牡蛎+,,*!>!!>$"AN4,0#沙蚕+3,'!<<%!$"Q-1D# #线虫+A!?"<B$"

4,0,#黑腹果蝇+A%B%;$$"CE4-Q#家蚕+C,,#B;>$$"0Z4-#蝗虫+,,(#;B#?$"A64,0##三角涡虫+C,C#!!#!$"=m4-QC#海带+

C,,!?BB?$",W,*8J#拟南芥菜+,,=$!%%# $"=CA# #酿酒酵母++A%#;$%"$"[(3$ #裂殖酵母+C,,$;!$? $"39A-#% #水螅+

C,C#!!%"$"A5A-#%#淡水海绵+C,C#!!%B$"A-#%#小鼠+,,,!BB?$$"A-#%,#斑马鱼+3,,>!!?B$"A"<#小鼠+3,,?";<#$"A"<

#酿酒酵母+3,,!"<>?$)

B5>&('3FA<;>6=6D5!1=1<A757;:DF6T$O$H%3R%VH1=93,ZH46<1D69@4;D65=7:4;.

DF466"W$"H2;? @4;D65=7782H:1.5<567

0HgLH9MH86FZ9EH9WG8JXH86FkHN LJF9Z 36LJW86i 89N [2Q, !7#7.X5E WIFJ86FZ9EH9W8NFJW89MHO8JHN PIj65ZH9HWFMWXHHG8J

M59JWXLMWHN Oj WIH+HFZIO5XD'5F9F9Z#+'$86Z5XFWIE7TIHC55WJWX8P PX5O8OF6FWFHJ#S$8XHJI5G9 59 H8MI OX89MI7QH9C89] ,MMHJJF59 +57

5\PX5WHF9J8XHF9NFM8WHN OH65G7*4-Q#G"--,#&();*5'$,#+ ,,C!!!"?$"[41#:,#0,#$,1,+ C,,%!;<?$"4,0#E(0( #"3'*&#+

,,.<";<;$" 341# A"11,#5"11,#+ C,C#$!!> $" 4̀-Q# # F*&(3,#1"*;'#+ C,,!">## $" (E48J8# .&$()/7&$/,#07@'##+

C,,<<%;B$" 4-Q# %"&'( )*)'(+ 3,,>$>!; $" 3/=2,=#,# +'(&" '&-*#-'&"1'#+ C,,!">## $" A54,0# # S3/74"-'" H1,;'"-'1'#+

C,C#!!#%$"394,0##E74)" 0"5&'3"3'11"-"+ C,C#!!%>$"(j4-Q#+)"##(#-)*" 5'5"J+ ,,*!>!!>$"AN4,0#B1"-7&*)*'#4,0*)'1''+

3,'!<<%!$" Q-1D# # +"*&()/"64'-'#*1*5"&#+ A!?"<B $" 4,0,# %)(#(3/'1" 0*1"&(5"#-*)+ A%B%;$ $" CE4-Q# J(06790()'+

C,,#B;>$$" 0Z4-# 2$/'#-($*)$" 5)*5")'"+ ,,(#;B#? $" A64,0# # %,5*#'" 4()(-($*3/"1"+ C,C#!!#! $" =m4-QC# L"0'&")'"

C"3(&'$"+ C,,!?BB? $" ,W,*8J# >)"6'4(3#'#-/"1'"&"+ ,,=$!%%# $" =CA# # 2"$$/")(07$*#$*)*;'#'"*+ +A%#;$%" $" [(3$

# 2$/'8(#"$$/")(07$*#3(06*+ C,,$;!$? $" 39A-#% # E74)" 0"5&'3"3'11"-"+ C,C#!!%" $" A5A-#% # S3/74"-'" H1,;'"-'1'#+

C,C#!!%B$"A-#% #:,#0,#$,1,#+ ,,,!BB?$ $"A-#%,#%"&'( )*)'(+ 3,,>!!?B $"A"< #:,#0,#$,1,#+ 3,,?";<# $"A"<

#2"$$/")(07$*#$*)*;'#'"*+ 3,,!"<>?$7

%"
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# 期 林&娜"等!单环刺
#

!"#"基因的早期发育表达图式 &&

图 )'/0H3C/检测!"#"不同发育阶段的表达

#7非生殖期个体体腔液中的早期卵母细胞+ $7生殖期个体体

腔液中的生长期卵母细胞+ !7生殖期个体肾管中的成熟卵母

细胞+ ?7非生殖期个体体腔液中的生殖细胞团+ ;7受精卵+

"7$ :细胞+ >7? :细胞+ <7< :细胞+ B7囊胚+ #%7原肠胚+

##7担轮幼虫+ #$7体节幼虫+ #!7蠕虫状幼虫+ #?7幼
#

)

B5>&)'06.@;41<6?@46775;=;:!"#" /#$5=

95::646=D96I6<;@5=> 7D1>672A /0H3C/

#728X6j 55MjWHF9 M5H65EFM\6LFN NLXF9Z 959DXHPX5NLMWFdHJW8ZH+

$74FWH665ZH9FM55MjWHF9 M5H65EFM\6LFN NLXF9Z XHPX5NLMWFdH

JW8ZH+ !7[8WLXH55MjWHF9 9HPIXFNF86M8986NLXF9Z XHPX5NLMWFdH

JW8ZH+ ?7QHXE MH66E8JJF9 M5H65EFM\6LFN NLXF9Z 959D

XHPX5NLMWFdHJW8ZH+ ;7.HXWF6FkHN HZZJ+ "7$DMH66+ >7?DMH66+ <7<D

MH66+ B7C68JWL68+ #%7Q8JWXL68+ ##7TX5MI5PI5XH+ #$705EFWH

68Xd8+ #!7i5XED6F]H68Xd8+ #?7'LdH9F6H7

(&*'整体原位杂交检测 ;0<!"#" 在单环刺
!

胚

胎和幼虫中的表达

与*TDA3*检测结果类似"单环刺
#

的未受

精卵*受精卵*各期胚胎和幼虫中均检测到了 N,T

!"#" E*+,分布#图 ?$)

原位杂交结果显示"阳性信号均匀分布在未

受精卵*受精卵以及囊胚期以前的各期胚胎细胞

的胞质中#图 ?D#Y;$"至原肠胚期"杂交信号主要

集中于原肠胚的内中胚层细胞中#图 ?D>$) 发育

至担轮幼虫"杂交信号进一步集中在消化道处

#图 ?D<$) 伴随着体节的产生"担轮幼虫发育成

为体节幼虫"此时阳性信号除了继续分布于消化

道周围细胞外"在体节隔膜处也出现少量表达细

胞#图 ?DB$) 受精后 ?% N"虫体纤毛环及体节消

失"变态为蠕虫状幼虫) 此时"阳性信号在消化道

的大部分区域和体节隔膜处消失"仅在头部腹面

腹刚毛附近的体壁内侧以及后肠周围的细胞中表

达#图 ?D#% Y#$$)

!&讨论

本研究采用同源克隆的策略"首次从
#

虫动

物中克隆得到了 !"#" 基因) 同源分析表明该基

因编码的蛋白质与哺乳动物*两栖类*鱼*昆虫以

及一些无脊椎动物的 4,0,氨基酸序列均具有

较高的相似性+该基因编码的氨基酸序列除具有

图 *'原位杂交检测;0<!"#" ./#$

在单环刺
!

胚胎及幼虫中的表达

N,T!"#" E*+,阳性信号呈现蓝色) #7未受精卵+$7受精卵+

!7$ 细胞+?7? 细胞+;7多细胞+"7早期原肠胚阴性对照+>7原

肠胚+<7担轮幼虫+B7体节幼虫+#%7蠕虫状幼虫的头部#腹面

观$+##7蠕虫幼头部#侧面观$+#$7蠕虫幼尾部#侧面观$)

40!腹刚毛+(2!食道+ +!腹神经索+ ,!肛门+ 1Q!后肠)

B5>&*'W?@46775;=@1DD64=;:;0<!"#" ./#$5=

;&0-)$)-$80#6.24A;71=9<14I16

2A )-#)80FA24595[1D5;=

TIHP5JFWFdHJFZ986J5\N,T!"#" E*+, 8XHF9 O6LH7#7

L9\HXWF6FkHN HZZ+ $7\HXWF6FkHN HZZ+ !7$DMH66+ ?7?DMH66+ ;7EL6WFD

MH66+ "7H8X6j Z8JWXL688J9HZ8WFdHM59WX56GFWI JH9JHPX5OH+ >7

Z8JWXW68+ <7WX5MI5PI5XH+ B7J5EFWH68Xd8H+ #%7WIH\X59WXHZF59 5\

G5XED6F]H68Xd8H#dH9WX86dFHG$+ ##7WIH\X59WXHZF59 5\G5XED

6F]H68Xd8H#68WHX86dFHG$+ #$7WIHM8LN86XHZF59 5\G5XED6F]H

68Xd8H#68WHX86dFHG$7

40!dH9WX86JHW8+ (2! 5HJ5PI8ZLJ+ +! dH9WX869HXdHM5XN+ ,!

89LJ+ 1Q!IF9NDZLW7

=2,=DO5R家族共有的 B 个保守基序之外"还具

有一些4,0,亚家族专一性的特征结构+系统进

化树分析结果显示"该基因编码的氨基酸序列属

于4,0,亚家族成员"而与 =2,=DO5R 其他亚家

族蛋白#如A-#%"A"<$的亲缘关系较远) 上述分

析验证均表明"本实验已成功地克隆了单环刺
#

!"#"基因的全长M=+,序列)

有学者在=2,=DO5R亚家族系统进化分析过

程中发现"!"#" 相关基因与动物的 A-#% 相关基

因进化关系最近"其次才同酵母和植物的 A-#%

相关基因形成分支"因而认为!"#"亚家族基因起

&"
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源于BL#% 家族基因"同时指出酵母和部分植物

的基因组中未鉴定出!"#"相关基因的存在"从而

推测更古老的生物中不存在 !"#" 基因'"(

) 但在

本实验中构建的系统进化树显示"4,0,*A-#%

和A"< 亚家族成员均各成一支"前两者的进化关

系比较近"表明 =2,=DO5R 家族成员之间具有较

高的同源性"但同一亚家族中各成员的进化关系

更为紧密) 系统进化树同时显示"!"#" 基因在进

化过程中具有较高的保守性"在许多后生动物中

均鉴定出它的存在"表明!"#"基因在后生动物的

生命活动中发挥着重要的作用)

对!"#" 基因表达的研究发现"许多物种#如

斑马鱼*果蝇*沙漠蝗虫等'$# :$!(

$!"#" 基因的表

达在胚胎发育早期由母源性提供"之后随着胚胎

发育的进行"才逐渐开启!"#"的合子表达) 本实

验利用半定量*TDA3*和原位杂交技术均检测出

!"#"基因在单环刺
#

两性生殖细胞及早期胚胎

中有明显地表达"说明单环刺
#

早期胚胎中 !"#"

基因的表达是由母源性提供的+*TDA3*显示"从

受精卵至 < 细胞胚期表达呈明显增强趋势"推测

受精后逐步启动了!"#"的合子表达+囊胚期和原

肠胚的表达有所减弱"到担轮幼虫表达量极其微

弱"之后的发育阶段又逐渐增强"推测产生这种差

异的原因"一方面可能是母源性产物完全消耗"个

体中仅靠合子基因表达提供"且表达量由少渐增+

另一方面也可能是由于随着发育"胚胎中表达

!"#"基因的细胞在个体总细胞数中的比例逐渐

减少所致"后者一定程度上可由原位杂交结果所

证实)

本实验原位杂交结果显示"随着发育!"#" 阳

性信号越来越集中地在少数细胞中表达"如从原

肠胚的内中胚层细胞渐集中到担轮幼虫和体节幼

虫的消化道周围细胞中分布"并于蠕虫状幼虫仅

在身体的前部#头部腹刚毛$和后部#后肠$定位"

其中在后肠处的定位"与性腺发生部位相近'$?(

"

推测个体发育至蠕虫状幼虫时"原始生殖细胞已

抵达生殖嵴周围) 在 ; EE幼
#

中"阳性信号集

中在头部腹刚毛及尾部后肠附近"而信号在后肠

的位置与未来性腺发生的位置相近)

由 N,T!"#" E*+,在单环刺
#

中的发育表

达图式可见"N,T!"#" E*+,在发育至晚期幼虫

#蠕虫状幼虫$时才特异性的定位在未来生殖腺

将发生的地方"尽管目前没有足够的证据显示此

处表达目的基因信号的细胞就是原生殖细胞或其

前身"但根据该标记分子在单环刺
#

发育至幼虫

晚期才特异性定位"推测单环刺
#

生殖细胞的起

源可能为后成模式)

有学者发现在水螅和涡虫中"!"#" 基因除了

特异性的表达在生殖系细胞中之外"还在一些多

潜能的体细胞中大量表达'" :<(

) (j8E8等'$;(也

报道"!"#" 基因在环节动物寡毛纲中的颤蚓

#<,6'H*9-,6'H*9$未来体节组织和生殖系中表达+

在沙蚕中也有类似的表达"!"#" 基因除在生殖系

中表达外"在中胚层带*后生长带中也有表达'<(

)

上述表达!"#" 基因的体细胞的共性是都具有强

烈的增殖能力和分化潜能"所以有学者认为 !"#"

对保持干细胞分化全能性和再生性有一定作用)

本实验对单环刺
#

!"#" 基因发育表达图式的研

究发现"N,T!"#" 的表达特点与环节动物该基因

的表达图式类似"两者的!"#"基因除了在生殖系

中特异表达外"还在体节组织细胞中表达) 单环

刺
#

体节幼虫的体节数量往往表现为在较短的时

间内## 周$快速增加"体长大幅度的延伸#由 $?%

"

E伸长至 B%%

"

E$"表明该处细胞分裂旺盛"推

测单环刺
#

N,T!"#"在此期的大量表达也暗示其

可能参与了体节组织细胞的分化过程) 但由于单

环刺
#

与环节动物后期发育模式的不同#前者在

一个短暂的体节幼虫之后"体节消失"而后者终生

保持分节状态$"致使二者在后期的 !"#" 基因表

达图式不同)
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