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摘要: 从半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)全基因组序列中获得肿瘤抑制基因 WT1a 的部分序列, 然后利用 RACE 技术克隆了WT1a 基因的全长, 运用组织学方法, 对半滑舌鳎性腺分化早期的组织切片进行了观察, 并分析了该阶段WT1a 的表达特征。克隆结果显示, WT1a 基因cDNA全长为1 886 bp, 开放阅读框(ORF)长为1 470 bp, 编码490个氨基酸, 并且包含 KTS 三肽, 5′-UTR 和3′-UTR 分别长为245 bp 和171 bp。在 ORF 末端发现2个微卫星(SSR)序列和2个跨膜螺旋区域, 而在其他物种中未发现这些区域。氨基酸序列分析显示, WT1a 基因的保守性很高, 与人的同源性高达90%。通过组织切片观察发现, 该批半滑舌鳎在56 d时性腺开始分化, 并且卵巢分化早于精巢。荧光实时定量分析结果显示, WT1a 在半滑舌鳎成鱼性腺中表达量显著高于其他各组织, 在肝、肾、脾、心脏等组织中有微量表达, 并且在成鱼性腺中, 雄鱼表达量显著高于雌鱼, 雌鱼显著高于伪雄鱼。在胚胎发育各时期以及初出膜后WT1a的表达结果显示, 在12 h (原肠早期)显著升高, 20 h (神经胚期)达到最高。在性腺分化早期雌雄性腺中的表达结果显示, WT1a 在雌雄半滑舌鳎16~66 d 的性腺中表达量持续平稳升高, 在性腺分化时期表达量并没有特殊的变化。这些研究结果说明, WT1a 基因是半滑舌鳎性别相关基因, 并在半滑舌鳎的性腺分化、发育过程中持续表达, 但可能对性腺的分化过程并不起决定作用。
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WT1 (Wilms’ tumor gene) 的发现源于对 Wilm 瘤的研究, Wilm 瘤又称肾母细胞瘤或肾胚胎瘤[1]。Wilms’ 肿瘤抑制基因(WT1)编码一种含有4个锌指结构的转录因子[2−3]。人类中 WT1 基因的突变会引起肾和性腺发育异常, 并引起一系列泌尿和生殖相关的症状[4−5]。除了使人类泌尿生殖器发生障碍, 进一步证实, WT1 在小鼠的泌尿生殖系统发育过程中也起着基本作用, 无 WT1 基因的小鼠缺乏完整的肾和性腺结构, 并且会在妊娠中期死亡[6]。这些研究表明 WT1 在哺乳动物的性腺和肾的发育过程中有重要的作用。哺乳动物的肾和性腺是协调发展的, 然而, 在鱼类中, 性腺和肾的发育是分开的, 其发育机制也有很大不同, 因此 WT1 基因是否在鱼类性腺和肾的分化发育过程中也起重要作用需进一步研究。目前, 在硬骨鱼类中, 有关 WT1 的研究多数是与肾相关的, 涉及性腺的研究较为罕见, 如在成年斑马鱼(Danio rerio)中, 检测到 WT1a 和 WT1b 都在性腺、肾、心脏、脾和肌肉中显著表达[7], 未见与性腺发育相关的研究。相比哺乳动物、爬行动物和两栖动物, 鱼类有两个 WT1 同源基因[8], 分别命名为 WT1a 和 WT1b。本研究仅对 WT1a 基因与半滑舌鳎性腺发育的关系进行了相关研究, 以填补上述空白, 并着重研究了在半滑舌鳎性腺分化时期 WT1a 的表达变化。

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) 俗称牛舌头、鳎目、鳎板、细鳞、鳎米等, 是中国珍贵的海水养殖鱼类, 其自然种群广泛分布于中国的黄海、渤海、东海等区域, 朝鲜、日本沿海也有一定的分布。它具有生长快、食性温和、营养等级低、出肉率高、口感鲜美、市场价值高等特点, 同时半滑舌鳎自然资源量少, 是一种理想的增养殖对象。但是半滑舌鳎普遍存在性逆转现象[9], 应用本实验室建立的遗传性别鉴定技术[10], 检测到半滑舌鳎伪雄鱼平均约占雄鱼的40%左右。而且半滑舌鳎雌雄个体差异显著, 成熟雌鱼全长及体质量均可达雄鱼的数倍[11]。以上因素严重制约了半滑舌鳎养殖业的发展, 因而研究半滑舌鳎性别相关基因及性别决定机制, 对于半滑舌鳎性别控制和单性育种具有重要意义, 这也是目前国际上亟待解决的一大难题。有关半滑舌鳎 WT1a 基因克隆与表达, 目前国内外均未见报道。本研究主要探讨 WT1a 基因在半滑舌鳎胚胎发育中的表达, 在性腺分化早期的表达以及雌、雄成鱼不同组织中的表达, 尤其是与同批仔鱼性腺分化早期的组织学观察相结合, 阐明 WT1a 基因是否在半滑舌鳎的性腺分化关键时期有表达量的变化, 从而明确该基因是否在性腺分化过程中起一定的作用。本研究的方法及结果也可为寻找半滑舌鳎性别分化关键基因以及培育全雌半滑舌鳎苗种提供理论依据和参考。
1  材料与方法
1.1  实验材料
半滑舌鳎受精卵、仔鱼和成鱼均取自山东海阳黄海水产公司。分别收集受精后4 h(多细胞期)、10 h(低囊胚期)、12 h(原肠早期)、16 h(原肠末期)、20 h(神经胚期)、24 h (胚孔关闭)、26 h(尾芽形成)、30 h(胚体绕卵黄囊1/2)、36 h (胚体绕卵黄囊3/4)、40 h(胚体绕卵黄囊近1周和仔鱼孵化)[12]、52 h、64 h、76 h、88 h 的胚胎或仔鱼各30~40个; 出膜后16~66 d 和116 d 仔鱼各22~40条(2012年5月26日出膜, 表1); 2龄成鱼的雌、雄半滑舌鳎的脑、皮肤、肝、肾、脾、肌肉、心、肠、鳃、垂体、性腺组织。以上样品均迅速放入液氮中, 然后转到80℃ 冰箱保存, 用于总 RNA 的提取。取15~65 d 对应仔鱼和2龄成鱼的尾鳍于100%酒精中保存, 并采用酚∶氯仿法提取基因组 DNA。另各取10~24条15~65 d 和116 d 的仔鱼(与上述仔鱼同批), 分别取性腺部位, 以及成鱼的部分性腺用 Bouin’s 固定液固定, 用于石蜡切片。
1.2  性腺分化早期观察以及生理性别和遗传性别鉴定
仔鱼和成鱼生理性别鉴定按照邓思平等[12]的方法进行。遗传性别利用本实验室筛选出的半滑舌鳎性别特异微卫星标记引物CseF-SSR1-a/s[13] (表2)进行鉴定, 15 μL体系包括: ddH2O 10.6 μL、10×PCR Buffer 1.5 μL、dNTP (2.5 mmol/L) 0.8 μL、引物(10 mol/l)各0.5 μL、Taq DNA 聚合酶(5 U/l) 0.1 μL、模板 cDNA 1 μL。PCR 程序为94℃预变性5 min; 然后94℃变性30 s、58℃退火30 s、72℃延伸30 s, 进行30个循环; 最后72℃ 延伸7 min。95℃变性5 min 后迅速放于冰上冷却, 通过聚丙烯酰胺凝胶电泳检测。 

1.3  总RNA的提取、cDNA的合成以及仔鱼性腺部位的获得
15~65 d 的仔鱼取腹部末端性腺部位0.025~ 0.2 cm3 大小的组织块, 将每个组织块置于装有液氮的研钵中, 用杵子将其断成18小块, 平均每块约0.025 cm3, 将各小块用镊子取出后分别提取 RNA, 并反转录成cDNA。由于在半滑舌鳎中 Dmrt1 基因仅在雄性性腺中表达[14], 因此可用 Dmrt1 基因的引物 Dmrt1-a/s(表2)对每一小块的 cDNA 进行半定量检测, 有扩增条带的即为性腺所在的小块(图1), 这种方法可以更加精确地定位仔鱼性腺的位置。同理, 对于遗传性别鉴定为雌性的仔鱼, 用雌性性腺特异表达基因P450a的引物 P450a-a/s(表2)检测[15], 定位性腺位置(图1)。
各时期胚胎、仔鱼、仔鱼性腺组织块及成鱼各组织均利用 Trizol 试剂(Invitrogen)提取总 RNA。用 NanoVue™ Plus 超微量分光光度计检测 RNA 浓度和其他参数, 用琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的质量。cDNA 利用 Takara 反转录试剂盒合成; RACE-Ready-cDNA (雄性成鱼肾组织cDNA)利用 BD SmartTM RACE cDNA 扩增试剂盒(Clontech)合成。
1.4  半滑舌鳎WT1a 基因全长cDNA克隆
根据半滑舌鳎基因组测序所得的 WT1a 的 cDNA 片段设计引物 WT1a-a/s(表2), 以半滑舌鳎雄性肾组织的 cDNA 为模板进行扩增。将扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳, 并用 Zyppy Plasmid Miniprep Kit 回收纯化, PMD18-T Vector 试剂盒(Takara)连接, 克隆后, 将菌液送到华大基因测序。根据测序结果设计5′-RACE 和3′-RACE 特异引物(表2), 用于 RACE 实验。
按照 SMARTer™ RACE cDNA Amplification Kit 手册中的方法和步骤, 设计特异引物W- GSP1和W-GSP2(表2), 利用 5′-RACE 和3′-RACE PCR反应得到5′和3′ cDNA片段, 将片段回收、纯化, 连接、克隆, 挑菌, 菌液送到华大基因公司测序。
1.5  半滑舌鳎WT1a基因序列分析
利用生物学软件 DNASTAR 对所得序列进行序列拼接、开放阅读框搜索及蛋白翻译, 在 NCBI 数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)中分析全长, 用 protein blast 搜索同源蛋白序列。并用 Clustal X 软件比对18个不同物种的 WT1 氨基酸序列, 利用MEGA5.0软件构建系统树。
1.6  实时荧光定量PCR
根据得到的WT1a序列设计荧光定量PCR 特异引物rWT1a-a/s(表2), 以β-actin-a/s(表2)作为内参, 进行实时荧光定量PCR, 用ABI 7500 Real- time PCR 仪(Applied Biosystems, USA)进行相对定量分析。采用 SYBR Premix Ex Taq 试剂盒(TaKaRa)。PCR 扩增用20 μL 体系, 包括 RNase Free H2O 8.3 μL, SYBR Premix Ex Taq(2×) 10 μL, ROX Reference Dye II (50×) 0.4 μL, 上下游引物各0.4 μL, cDNA 模板0.5 μL。每个样品设置3个平行, 按照说明书进行实验。

1.7  数据统计分析
所得数据均表示为平均数±标准误(
[image: image1.wmf]x

±SE),  采用SPSS统计软件进行单因素方差分析并进行Duncan多重比较, 当P<0.05时认为差异显著。
2  结果与分析
2.1  半滑舌鳎WT1a基因序列特征及其编码的蛋白结构分析
将得到的半滑舌鳎 WT1a 基因全长序列提交到GenBank数据库(Accession Number: KC261942)。半滑舌鳎WT1a基因全长为1 886 bp, 开放阅读框(ORF)长1 470 bp, 编码489个氨基酸, 5′-UTR和3′-UTR 分别长245 bp和171 bp。在ORF末端有2个微卫星(SSR)序列、2个跨膜螺旋区域和3个锌指结构, 并且编码KTS三肽(图2)。
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图1  半滑舌鳎仔鱼性腺精确定位示例

M: marker; G: 含性腺的组织小块; W: 不含性腺的组织小块.

Fig. 1  Examples for gonad accurate location in Cynoglossus semilaevis fry

M: marker; G: tissue block with gonad; W: tissue block without gonad.
表1  16~116 d半滑舌鳎仔鱼样本信息
Tab.1  Information of 16−116 days Cynoglossus semilaevis fry
	日龄/d

days of age
	平均全长/mm

average length
	实验鱼总数/尾
total number

	16
	12.2
	32

	26
	15.7
	40

	36
	21.5
	39

	46
	31.2
	43

	56
	36.0
	64

	66
	41.1
	58

	116
	—
	48


2.2  WT1a 基因同源性分析
在NCBI数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)中, 用 protein blast 搜索 WT1a 同源蛋白序列(表3), 显示WT1a基因的保守型很高, 与斑马鱼(Danio rerio)和虹鳟(Oncorhynchus mykiss)的同源性最高, 达97%, 与点带石斑鱼(Epinephelus coi​oides)、青鳉(Oryzias latipes)和青斑河鲀(Tetrao​don nigroviridis)同源性均为94%, 与人(Homo sapiens)也有90%的同源性。
利用 MEGA5.0 软件构建系统树(图3), 结果显示, 哺乳动物、鸟类和爬行动物的 WT1 聚为一支, 鱼类中的 WT1a 和 WT1b 分别聚为一支, 且无交叉。在鱼类中 WT1a 基因和其同源基
表2 实验中所用的特异引物
Tab. 2  Primer sequences used in the experiments

	引物名称
primer
	引物序列(5′−3′)
sequence(5′−3′)

	CseF-SSR1-a
	TACGACGTACTCCGGTGGTTTT

	CseF-SSR1-s
	GAGGCCGACAGGATCGTAC

	Dmrt1-a
	CAGGTAGGAGGTTGCTGGGTA

	Dmrt1-s
	CAGGAGGAAGAACTTGGGATTT

	P450a-a
	GGTGAGGATGTGACCCAGTGT

	P450a-s
	ACGGGCTGAAATCGCAAG

	WT1a-a
	GCAGCTTGGTCATGTTCCTCT

	WT1a-s
	AGGTGGCCCGTAACCAGACAG

	W-GSP1
	CAGAGAGGAGTAAGGGGAAACGGCGGT

	W-GSP2
	GAGGAACCCATACAACAGCCACGCAGC

	rWT1a-a
	GGGCTGGTGGTGATGTGC

	rWT1a-s
	ACCGCCGTTTCCCCTTAC

	β-actin-a
	GCTGTGCTGTCCCTGTA

	β-actin-s
	GAGTAGCCACGCTCTGTC


表3 用于构建NJ树的氨基酸序列

Tab. 3  Amino acid sequences used for NJ tree

	中文名
Chinese name
	拉丁文名
Latin name
	NCBI检索号
GenBank accession number
	基因符号

gene

	点带石斑鱼
	Epinephelus coioides
	AFV66805
	WT1a

	虹鳟
	Oncorhynchus mykiss
	NP_001117766
	WT1a

	斑马鱼
	Danio rerio
	NP_571121
	WT1a

	青鳉
	Oryzias latipes
	BAC10628
	WT1a

	青斑河鲀
	Tetraodon nigroviridis
	CAF97509
	WT1a

	青鳉
	Oryzias latipes
	NP_001098390
	WT1b

	点带石斑鱼
	Epinephelus coioides
	AFV66806
	WT1b

	青斑河鲀
	Tetraodon nigroviridis
	CAG05705
	WT1b

	红鳍东方鲀
	Takifugu rubripes
	CAA16491
	WT1b

	褐家鼠
	Rattus norvegicus
	NP_113722
	WT1

	小家鼠
	Mus musculus
	P22561
	WT1

	人类
	Homo sapiens
	CAC39220
	WT1

	原鸡
	Gallus gallus
	NP_990547
	WT1

	红耳龟
	Trachemys scripta
	AAB70832
	WT1

	猪
	Sus domesticus
	O62651
	WT1

	红腹蝾螈
	Cynops pyrrhogaster
	BAA76399
	WT1
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ctcglgactgaagaaagttagctgeglicaccacaatccticecgticggectaaacttcaggittittttttecccaaactecccagagigagt
tgtaaaccaggagcgatcctecggagtgaggagaagacactcgtcagacggtggaggatttaaggetgeecgggtecactcacgeccaaacag
gaaggaggtccagatcagatttgaaaacagcccaccttetetectetetecacctecaggteccaccATGAATTCAGACGTCCGTGACCTCA
M NS DV R DL
CCCTGACCCGTGACCTGAACTCCCTGCTGACCCCGCTCCCTCCGTGCCCCAGCCCCAGCTGCCCGGCTCTGCCCGTCAGCACGGCCCCTC
T L TRDULNSTLILTW®PLU®PPCPSPSICPALUPYVSTAP
AGTGGGCTCCCGTCCTGGACTTTCACACCGCCGTTTCCCCTTACTCCTCTCTGGCCCCTCACGCCTCCATGGGCTCCCACTCCTTCATCA
Q WAPVLDVFHTAVYVSPYSSLAPHASMGSHSFI
AGCAGGAGCCCACCTGGGGGGCCACGGGCGACCCCCTGCACCACGACACCGACCCTCACTGCGGCCTCAGCGCCTTCACAGTTCACTTCT
K Q EPTWGATS GDU®PULMHHDTDZPHT CGLSATFTV HF
CGGGTCAGTTCACGGGCACGGGCGCCTGCAGGTACGGGGCGGCGTTTGGGGCCCCTCCGCCGCCAGCCCCCTCCCAGCCTCAGCCTGTGA
S GQ FTGTS GACRYG GAAFGAPPPPAPSIQPQZPYV
CAGCTGCACATCACCACCAGCCCCCCAGCAGGATGTTCAGTAACCCACCCTACGTCACCAACTGTATGGACACCCAGCAGGCGGCCCGCA
T AAHHHQPPSRMFS SNPPYVTNTCMDTU GQQAAR
ACCAGACAGGTTACGGCGCGGTGGCGTTTGACGGAGCTTCAAACTACGGCCACACTCCTTCACACCACAGCTCTCAGTTCTCCAACCACT
NQTGYGAV AFDOGASNYG GHT?PSHHSSGQFSNH
CCTTCAAACATGAAGACGCTCTGACTCAGCAGAACAGCATGGTAGGTGAGCAGCAGTACCCTGTGCCTCCACCAGTCTATGGATGTCACA
S F KHEDALTIQQN-SMVGEQQY PV P PP VY G CH
CACCTACAGACAGCTGTACAGGCAGTCAGGCCCTGCTGCTGAGGAACCCATACAACAGCCACGCAGCAGGTTACGAAAGCGACCCCAGCA
T P TDSCTOGSQALT LI LI RNPYNZSHAAGYESTDTPS
CCCCGATGGTGTACAGCTGCAGCACGCAGTACCGCATACACACACACGGAGTCATCAGAGGCATACAGGATGTGAGGAGGGTCCCCGGTA
T PMVYSCSTA QY RTITHTHGYTIIRGTIZ QDVRI RV PG
TCGCTCCGACCATCGTCCGCTCACAGACCAGTGAGAAGCGGCCCTTCGTGTGTGCCTACCCCGGCTGCAACAAGCGCTACTTCAAACTGT
I APTIVRSQTSEZEKRPTFVCAYPGCNTE KT RYTFEZK.IL
CTCACCTCCAGACGCACGGTCGCAAACACACAGGAGATAAACCGTACCAGTGTGACTTTACGGACTGTGGTCGAAGGTTTTCCCGCTCCG
S HL Q THG ﬁr=?%=ﬁ= T ¢G DK PY QCDFTDT CGRIRTFS RS
ACCAACTGAAAAGGCACCAGAGGAGACACACAGGTTTGACACCTTTGCCTCAGTCTGCATTTCTGTTTATTTATTATCCGTTTTATTTTA
D Q LKRHQRRHTGLTPLPO QSATFILFTIYVYZPTFETYF]
TTTTATTCACTTCCTGCGGTGCCCTCAGTCTTTGTGTTTACGACTTGACATCCGCTGCCGTTCGCATGTCACCCACACGGTGTCGTCTTT
I L F TS CGALSLTZCUVYIDLTS SAAVRMSPTTR RTCTR RIL

L TDTVQQQLANLUWNGPFRTC CR[PLLYSTITFTFTLTCUV]
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图2  半滑舌鳎 WT1a 基因的 cDNA 核苷酸序列和推测的氨基酸序列
ATG、TAA 分别为起始密码子和终止密码子, 下划线表示poly(A)信号, KTS 是选择性剪接, 阴影部分表示2个微卫星序列, 方框标出的是两个跨膜螺旋区域, 两个相对的箭头指示一个锌指结构区.

Fig. 2  cDNA sequence and deduced amino acid sequence of WT1a in Cynoglossus semilaevis
ATG and TAA show the start codon and the stop codon, respectively. The poly (A) signal sequence is underlined. KTS is the 
alternative splice. Two SSR sequences are indicated in the shadow. Two transmembrane helix regions are indicated in the frame. 
Two opposite arrows indicate a zinc finger domain.
因 WT1b 基因两支中, 青鳉、点带石斑鱼和青斑河鲀的 WT1a 亲缘关系较近, 而与青鳉、点带石斑鱼和青斑河鲀本身的 WT1b 较远。相比于鱼类中 WT1b 基因, WT1a 与哺乳动物、鸟类和爬行动物的 WT1 基因相似性更高。

2.3  性腺分化早期鱼苗遗传性别鉴定部分结果

遗传性别的鉴定结果数量繁多, 不一一列出, 以部分16 d 仔鱼的鉴定结果为例(图4)。
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图3  基于 WT1 氨基酸序列构建的 NJ 树
Fig. 3  NJ tree based on WT1 amino acid sequences and GenBank numbers
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图4  半滑舌鳎16 d仔鱼遗传性别的鉴定结果
Fig. 4  Result for genetic sex identification of 16-days Cynoglossus semilaevis larva
对2龄成鱼的性腺遗传性别和生理性别进行鉴定，以区分雌鱼、雄鱼和伪雄鱼。遗传性别和生理性别一致的鱼是正常雌、雄鱼；遗传性别为雌性, 而生理性别为雄性的鱼是伪雄鱼。
2.4  实时荧光定量PCR检测结果
对半滑舌鳎雌鱼和雄鱼2龄成鱼各组织(脑、皮肤、肝、肾、脾、肌肉、心、肠、鳃、垂体、性腺)的表达进行检测, 结果显示 WT1a 基因在雌鱼和雄鱼各组织中的表达量差异很大(图5、6)。在雌鱼中, WT1a 在卵巢中表达显著高于其他各组织(P<0.05), 在肝、肾、脾、心脏和肠中有微量表达; 在雄鱼中, WT1a 在精巢中表达同样显著高于其他各组织(P<0.05), 在肝、肾、脾和心脏中有微量表达。这与 Bollig 等[6]在斑马鱼中的研究, Armstrong 等[16]和 Rackley等[17]在哺乳动物中的研究结果基本一致。WT1a 在雄鱼、雌鱼和伪雄鱼中的性腺中表达结果显示, WT1a 在正常雄鱼性腺中表达量最高, 显著高于在雌鱼和伪雄鱼中的表达, 在伪雄鱼中表达量最低(图7), 说明 WT1a 基因是性别相关基因。

WT1a 基因在胚胎各时期的表达情况(图8)显示 WT1a 基因在胚胎发育各时期持续表达, 在12 h(原肠早期)出现显著升高, 在20 h(神经胚期)达到最高, 在之后的24 h(胚孔关闭)、26 h(尾芽形成)、30 h(胚体绕卵黄囊1/2)、36 h(胚体绕卵黄囊3/4)、40 h(胚体绕卵黄囊近一周和仔鱼孵化)、出膜后(52、64、72、84 h) 一直处于较低的表达状态。且孵化期及出膜后(40~84 h)有表达升高的趋势。WT1a 基因在20 h (神经胚期) 的表达量最高, 这是细胞分化的关键时期, 也是性腺形成的关键时期, 可能是性腺的形成导致了WT1a 基因表达量的升高。

WT1a 基因在半滑舌鳎雌雄性腺分化早期的表达(图10)显示该基因在雌雄鱼苗16~66 d 性腺中持续表达并呈现一个逐渐平稳上升的趋势。并且表达量没有在性腺分化的关键时期出现大的起伏, 因而该基因可能不是半滑舌鳎性别分化的关键基因。
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图5  WT1a 基因在2龄半滑舌鳎雌鱼各组织中的表达

Br: 脑; Sk:皮肤; Li: 肝; Ki: 肾; Sp: 脾; He: 心脏; In: 肠; Gi: 鳃; Pi: 垂体; Go: 性腺; Mu: 肌肉. 不同字母表示组织间存在显著性差异 (P<0.05).

Fig. 5  Expression of WT1a in various tissues of two year old female Cynoglossus semilaevis
Br: brain; Sk: skin; Li: liver; Ki: kidney; Sp: spleen; He: heart; In: intestinal; Gi: gill; Pi: pituitary; Go: testis; Mu: muscular.
Different letters indicate significant difference (P<0.05, one-way ANOVA, followed by Duncan’s).
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图6  WT1a 基因在2龄半滑舌鳎雄鱼各组织中的表达

Br:脑; Sk:皮肤; Li:肝; Ki:肾; Sp:脾; He:心脏; In:肠; Gi:鳃; Pi:垂体; Go:性腺; Mu:肌肉. 不同字母表示组织间存在显著性差异 (P<0.05).

Fig. 6  Expression of WT1a in various tissues of two year old male Cynoglossus semilaevis

Br:brain; Sk:skin; Li:liver; Ki:kidney; Sp:spleen; He:heart; In:intestinal; Gi:gill; Pi:pituitary; Go:testis; Mu:muscular. 
Different letters indicate significant difference (P<0.05, one-way ANOVA, followed by Duncan’s).
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图7  WT1a 基因在2龄半滑舌鳎成鱼性腺中的表达

M: 雄鱼; F: 雌鱼; R: 伪雄鱼. 不同字母表示各性别成鱼间存在显著性差异(P<0.05).
Fig. 7  Expression of WT1a in gonads of two year old Cynoglossus semilaevis
M: male fish; F: female fish; R: sex-reversal female fish. Different letters indicate significant difference (P<0.05, one-way ANOVA, followed by Duncan’s).
3  讨论
WT1 是泌尿生殖系统发育的一个关键调节器, 其蛋白结构含有1个Pro-Glu富含区, 并编码一种含有连续4个(Cys)2(His)2型锌指结构的转录因子, 在WT1基因中存在两个选择性剪接片段, 第一个长51 bp, 编码共17个氨基酸残基的肽段(17aa); 第二个仅9 bp, 编码3个氨基酸(KTS)[18-19]。KTS位于5′C 末端第三和第四个锌指结构之间, 这

3个氨基酸的有无标记为 WT1(+KTS) 和 WT1 (–KTS)[3,20]。有报道指出位于剪接位点的单点突变或小片段缺失能够使 mRNA 剪接发生错误, 造成部分结构域丢失[3], 另外移框突变也可以导致锌指结构域缺失[21], 本研究中克隆的半滑舌鳎 WT1a 基因发现缺失了锌指结构4(图2), 很有可能是上述原因之一造成的。在人类中, 80%的男性假两性畸形患者(Denys-Drash syndrome , DDS)在WT1锌指结构中都发生突变[22], WT1锌指结构的突变是否与半滑舌鳎性逆转有关需要进一步的研究。另外, 半滑舌鳎WT1a基因克隆得到的序列与其他物种包括哺乳动物、鸟类、爬行类和硬骨鱼类的WT1基因序列比对发现, 半滑舌鳎 WT1a基因在锌指结构2和3之间插入了2段其他物种没有的跨膜螺旋区域, 其中包含2个微卫星序列(TG)n, 发生这种变异可能是这段序列是半滑舌鳎特有序列或者是发生了某些突变, 从测序结果预测该微卫星序列具有一定的多态性。
    Nakamura等[23]通过对罗非鱼的研究, 认为卵巢腔的形成是判别卵巢分化方向的一个可靠标志, 人们已经普遍接受了这一观点。半滑舌鳎性腺分化的时间无统一结论, 这可能与水温、季节和鱼 
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图8  WT1a 基因在半滑舌鳎胚胎发育各时期及初出膜后的表达

4 h: 多细胞期; 10 h: 低囊胚期; 12 h: 原肠早期; 16 h: 原肠末期; 20 h: 神经胚期; 24 h: 胚孔关闭; 26 h: 尾芽形成; 30 h: 胚体绕卵黄囊1/2; 36 h: 胚体绕卵黄囊3/4; 40 h: 胚体绕卵黄囊近1周和仔鱼孵化. 不同字母表示胚胎发育各时期间存在显著性差异(P<0.05).

Fig. 8  Expressions of WT1a in Cynoglossus semilaevis embryonic and post-embryonic period

4 h:Multi-cells stage; 10 h:Low blastula stage; 12 h:Early gastrula stage; 16 h: Late gastrula stage; 20 h: Neurula stage; 24 h: Closure of blastopore stage; 26 h:Tail-bud forming stage; 30 h: Embryo encircling1/2 of the yolk-sac; 36 h: Embryo encircling3/4 of the yolk-sac; 40 h: Embryo encircled stage; 52–84 h: post-embryonic period. Different letters indicate significant difference (P<0.05, one-way ANOVA, followed by Duncan’s).
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图 9  WT1a 基因在半滑舌鳎幼苗时期性腺中的表达

不同小写字母表示孵化后不同天数的雌鱼间存在显著性差异(P<0.05); 不同大写字母表示孵化后不同天数的雄鱼间存在显著性差异(P<0.05).
Fig. 9  Expressions of WT1a gene in gonads of Cynoglossus semilaevis in different seedling periods

Different small letters indicate significant difference between female fishes of different days post hatching, and different capital letters indicate significant difference between male fishes of different days post hatching (P<0.05, one-way ANOVA, followed by Duncan’s).
苗本身有关。马学坤等[24]发现, 在50日龄以前,原始性腺形成但未分化, 62日龄(40.5mm)时, 雌性性腺开始分化。邓思平等[12]发现在温度为24℃的培育条件下, 孵化后30 d 的仔鱼性腺开始分化。梁卓等[25]观察了25日龄和56日龄的仔鱼性腺发育早期组织学切片, 发现25日龄时雌鱼和雄鱼性腺无明显差别, 而在56日龄时雌雄鱼的性腺结构有了差别, 处于分化前期的准备期。结合上述有关舌鳎性腺发育和分化时期的划分标准,本研究发现WT1a基因在雌雄鱼苗性腺分化的关键时期表达持续平稳, 说明WT1a可能不是半滑舌鳎性别分化的关键控制基因。但是本文中的实验方法为寻找半滑舌鳎性别分化的关键控制基因提供了一定的技术基础。此外, 在56 d之前 WT1a基因在雄鱼中的表达高于雌鱼, 66 d时则低于雄鱼, 原因可能与56 d性腺开始分化有关, 也有可能是性腺的取样有一定的误差, 需要进一步的研究。
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WT1a gene molecular cloning and expression analysis during gender differentiation in half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis)
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Abstract: Half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis) females grow two to three times faster than males. Thus, the development of an all-female stock would be of significant benefit for aquaculture. To develop an all-female C. semilaevis stock, investigation of sex determination mechanisms is necessary. The Wilms’ tumor suppressor gene (WT1) encodes a zinc-finger transcription factor that plays an essential role in organ development, most notably in the kidney and gonad. Despite its importance for sex determination, information on WT1 expression regulation is scarce. Here, the full-length cDNA of a C. semilaevis WT1a gene was obtained by RACE-cloning. Sequence analysis revealed that the full-length cDNA was 1 886 bp containing a 1 470 bp open reading frame (ORF), a 245 bp 5′-UTR, and a 171 bp 3′-UTR. This sequence encoded 489 amino acids containing a KTS alternative splice. Two SSR sequences and two transmembrane helix regions were found in the end of the OFR. We infer that they are C. semilaevis specific sequences. Alignment analysis revealed that the C. semilaevis WT1a gene was highly homologous to that of Danio rerio and Oncorhynchus mykiss. An NJ-phylogenetic tree indicated that the fish WT1a gene is more closely related to the WT1 gene of other species than it is to the fish WT1b gene. Real-time quantitative PCR results revealed that WT1a was expressed in the six tissues types examined but was far higher in the gonad. Notably, expression in the testis was significantly higher than that in the ovaries and gonads of sex-reversal female fish. It was lowest in the gonad of sex-reversal female fish. Therefore, we can conclude that WT1a is a sex-related gene. The gene was expressed in all of the developmental stages analyzed, from early embryo to 66-day-old fry. Its expression level was highest at neurula stage (20 h) and gently in 16–66 days, however, no abnormalities were observed in the key gonad differentiation stages. Therefore, WT1a may be not the key gene controlling gonad differentiation. Our results provide a foundation for the development of an all-female C. semilaevis stock and future investigations on the sex determination mechanism. Furthermore, we have provided a good method for identifying the key gene controling gonad differentiation.
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