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摘　要：βｃａｔｅｎｉｎ是Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路中的关键因子，参与调控性腺发育和分化。本研究首次克隆得到
福瑞鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）βｃａｔｅｎｉｎ２的 ｃＤＮＡ全长序列，采用荧光定量 ＰＣＲ技术分析了 βｃａｔｅｎｉｎ２基因的组织
表达模式及注射外源性激素对福瑞鲤βｃａｔｅｎｉｎ２基因表达的影响。结果表明，βｃａｔｅｎｉｎ２ｃＤＮＡ全长３４１１ｂｐ，
编码７８０个氨基酸，预测分子量为８５．５２ｋｕ；实时荧光定量ＰＣＲ表明，βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ在血液中表达量最高，
其次是性腺和脾脏；且βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达量在福瑞鲤性腺发育早期，随着性腺发育的成熟而升高。睾丸甾
酮（Ｔ）处理后发现：卵巢中 βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达量在 １０μｇ／ｇ２４ｈ处理组显著升高（Ｐ＜０．０５），精巢中
βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达量在１０μｇ／ｇ和５０μｇ／ｇ２４ｈ、４８ｈ处理组显著降低（Ｐ＜０．０５）。１７β雌二醇（Ｅ２）处理
后发现：精巢和卵巢中βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达量无显著变化（Ｐ＞０．０５）；以上结果表明，βｃａｔｅｎｉｎ２在福瑞鲤性
腺发育早期是必需的。
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　　β连环蛋白基因（βｃａｔｅｎｉｎ）是经典Ｗｎｔ信号
传导途径的关键基因，且在进化过程中是高度保

守的［１］。在雄性小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）性腺细胞中
βｃａｔｅｎｉｎ过表达可阻断睾丸维持雄性性征［２］，敲

除胎儿小鼠卵巢中的 βｃａｔｅｎｉｎ后导致卵巢出现
形态学上的缺陷［３］。βｃａｔｅｎｉｎ基因在鱼类发育过
程中也有重要作用，斑马鱼 （Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）
βｃａｔｅｎｉｎ１和βｃａｔｅｎｉｎ２对其发育有重要作用［４］，

尼罗 罗 非 鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）卵 巢 中
βｃａｔｅｎｉｎ１和βｃａｔｅｎｉｎ２在Ｗｎｔ信号通路中协同作
用，雌性罗非鱼中敲除βｃａｔｅｎｉｎ１和 βｃａｔｅｎｉｎ２导
致卵巢分化延缓［５］，另外βｃａｔｅｎｉｎ１对福瑞鲤
（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）性腺早期发育起着重要作用［６］。

性激素在性别调节、生殖行为和性腺发育中

起重要作用［７］。天然或者合成的性激素也会影

响硬骨鱼的性腺发育［８１２］。外源性 １７β雌二醇
可使芳香化酶基因 ｃｙｐ１９ａ１表达量增加［１３］，１７α
甲基睾酮（１７αＭｅｔｈｙｌｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＭＴ）可抑制斑

马鱼卵巢中ｃｙｐ１９ａ１的表达，ＭＴ也抑制了Ｗｎｔ信
号通路中的基因［１４］，这可能预示着 ＭＴ对斑马鱼
卵巢中βｃａｔｅｎｉｎ基因的表达有影响。还有研究显
示睾丸甾酮（Ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｔ）能够促使未成熟虹
鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）的性腺发育［１５］。雌激素

和孕激素都能激活 Ｗｎｔ信号通路，进而影响
βｃａｔｅｎｉｎ的表达水平［１６］。

福瑞鲤是本实验室以建鲤（Ｃ．ｃａｒｐｉｏｖａｒ．
ｊｉａｎ）和黄河鲤（Ｃ．ｃａｐｉｏｈａｅｍａｔｏｐｔｅｒｕｓＴｅｍｍｉｎｃｋ
ｅｔＳｃｈｌｅｇｅｌ）为原始亲本，通过１代群体选育和连
续 ４代最佳线性无偏预测法 （ＢｅｓｔＬｉｎｅａｒ
ＵｎｂｉａｓｅｄＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，ＢＬＵＰ）家系选育而得到的新
品种，与其亲本相比具有很多生长性状优

势［１７１８］。但是选育提高其生长性状的分子机制

尚不清楚。本实验室前期已经进行了不同生长

速度福瑞鲤肌肉组织的转录组测序，并对 β
ｃａｔｅｎｉｎ１、ｉｇｆ３基因在其性腺中的功能进行了研
究［６，１９］。在此基础上，本研究将进一步对福瑞鲤
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性腺发育有重要作用的 βｃａｔｅｎｉｎ２基因进行克隆
和表达特性研究，为鱼类新品种优良性状的遗传

分子机制解析奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物与样品采集
本实验所用的福瑞鲤均来自于中国水产科

学研究院淡水渔业研究中心宜兴屺亭科研实验

基地。挑选健康、大小均一的福瑞鲤暂养于温室

循环水养殖系统，投喂配合饲料，实验过程中水

温为（２８±１）℃。
采集实验样品时先用丁香油（湛云化学有限

公司，上海）轻微麻醉，取其卵巢（ＯｖａｒｙＯＶ）、精
巢（ＴｅｓｔｉｓＴＴ）、肾脏（ＫｉｄｎｅｙＫＮ）、心脏（Ｈｅａｒｔ
ＨＥ）、肌肉（ＭｕｓｃｌｅＭＵ）、肝脏（ＬｉｖｅｒＬＶ）、脾脏
（ＳｐｌｅｅｎＳＰ）、肠（ＩｎｔｅｓｔｉｎｅＩＮ）、血（ＢｌｏｏｄＢＬ）、皮
（ＳｋｉｎＳＫ）、脑（ＨｅａｄＨＤ）；性腺各期的样品采集
信息如表１所示。将采集到的样品分别置于１．５
ｍＬ微量离心管中，液氮速冻后储存于 －８０℃冰
箱待用。性激素处理后性腺组织的采集方法同

上。

表１　性腺发育各期组织样品的采集信息
Ｔａｂ．１　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｏｆｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍ
ｖａｒｉｏｕｓｓｔａｇｅｓｏｆｇｏｎａｄａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

采集时间

Ｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅ
样品时期

Ｓａｍｐｌｅｐｅｒｉｏｄ
２０１５年４月 性腺完全成熟期，Ｔ１／Ｏ１
２０１５年７月 性腺衰退期，Ｔ２／Ｏ２
２０１５年１０月 下一个性腺发育周期的早期阶段，Ｔ３／Ｏ３
２０１６年１月 下一个性腺发育周期的中期阶段，Ｔ４／Ｏ４

１．２　ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ合成
使用ＥＡＳＹ组织／细胞超纯ＲＮＡ提取试剂盒

（原平皓生物科技有限公司，天津）从福瑞鲤性腺

组织中提取总 ＲＮＡ，总 ＲＮＡ浓度通过 ＵＶ分光
光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００，Ｔｈｅｒｍｏ，Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，ＤＥ，
ＵＳＡ）测量，根据光密度 ＯＤ２６０／２８０检测其纯度，１％
琼脂糖凝胶电泳检查总 ＲＮＡ的质量和完整性。
只选取ＯＤ２６０／２８０（＞１．８０）显示有效吸光度的样品
用于ｃＤＮＡ合成。ｃＤＮＡ的合成采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴａＫａＲａ，Ｏｔｓｕ，Ｊａｐａｎ）试剂盒进
行，反应程序为３７℃１５ｍｉｎ反转录，８５℃５ｓ灭
活反转录酶。

１．３　βｃａｔｅｎｉｎ２ｃＤＮＡ全长克隆和序列分析
从卵巢中提取总ＲＮＡ用于５′和３′末端（５′和

３′ＲＡＣＥ）第一链 ｃＤＮＡ合成，具体步骤根据
ＳＭＡＲＴｅｒＲＡＣＥ５′／３′试剂盒（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ
Ｖｉｅｗ，ＣＡ，ＵＳＡ）进行，然后将第一链反应产物通
过 ＴｒｉｃｉｎｅＥＤＴＡ缓冲液稀释至 ９０μＬ。将所有
ｃＤＮＡ样品储存于－２０℃冰箱备用。

根据福瑞鲤转录组文库（ＮＣＢＩＳＲＡ数据库
ＳＲＰ０７８８９６）的 原 始 表 达 序 列 （ＥＳＴ）设 计
ＳＭＡＲＴｅｒＲＡＣＥＰＣＲ反应的引物（表 ２）用于
ＲＡＣＥ扩 增。采 用 ＳＭＡＲＴｅｒＲＡＣＥ５′／３′Ｋｉｔ
（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，ＭｏｕｎｔａｉｎＶｉｅｗ，ＣＡ，ＵＳＡ）进行 ５′和
３′ＲＡＣＥ扩增。ＰＣＲ反应程序如下：９４℃３０ｓ，６４
℃ ３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ，２５个循环。ＰＣＲ产物用１％
琼脂糖凝胶电泳检测纯度后，用一次性碳钢手术

刀切除目标条带，然后用 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．凝胶提取试
剂盒（ＯｍｅｇａＢｉｏＴｅｋ，Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ，ＵＳＡ）将
ｃＤＮＡ连接到载体 ｐＭＤ１８Ｔ（ＴａＫａＲａ）中，转化到
大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞中，送至上海生工生
物公司测序。

测序结果使用搜索工具（ＢＬＡＳＴ）、ＢＬＡＳＴｘ
和ＢＬＡＳＴｎ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）分析
得到核苷酸和对应的氨基酸（Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，ａａ）序
列，再通过开放阅读框（ＯＲＦ）查找工具确定该序
列的开放阅读框（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）。通过ＣｌｕｓｔａｌＷ２进行多个序列比
对（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｍｓａ／ｃｌｕｓｔａｌｏ／）。
使用 ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ）
预测信号肽的切割位点；通过ＭＥＧＡ５．０构建ＮＪ
系统发育树，通过自展法进行１０００次重复检验分
析评估可靠性。

１．４　性激素处理
将第一年４月份孵育出来的福瑞鲤饲养至

第二年１月，挑出体态良好、体质量大小均匀的
福瑞鲤进行性激素注射实验。实验鱼初始体质

量（７５±５）ｇ／尾。处理组１、２、３的注射浓度分别
为１μｇ／ｇ（１０雄 ＋１０雌）、１０μｇ／ｇ（１０雄 ＋１０
雌）、５０μｇ／ｇ（１０雄 ＋１０雌）以及对照组０μｇ／ｇ
（１０雄 ＋１０雌）。将睾丸甾酮（Ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，
ＭｅｄｃｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ，ＵＳＡ）溶于等体积的纯乙醇中，
并用０．６％的生理盐水稀释至实验浓度，进行腹
腔注射，对照组实验鱼注射与实验组等浓度的乙

醇与生理盐水混合液。Ｅ２（１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｄｒ．
ＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ，Ａｕｇｓｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）的处理方
法同雄激素。
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１．５　实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）
通过ｑＲＴＰＣＲ分析βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ在各组

织、性腺发育过程和性激素处理的表达情况。根

据获得的福瑞鲤 βｃａｔｅｎｉｎ２ｃＤＮＡ全长序列
（ＧｅｎｅＢａｎｋ编号 ＭＦ４９１３９３）设计特异性引物（表
２），ＰＣＲ产物 １０２ｂｐ。使用 ＣＦＸ９６实时 ＰＣＲ
（ＢｉｏＲａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ，ＵＳＡ），具体检测根据
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（ＴａＫａＲａ，Ｏｔｓｕ，Ｊａｐａｎ）试
剂盒说明书操作。ｑＲＴＰＣＲ反应的最终体积为
２５μＬ，其中包含 １２．５μＬ２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
Ｔａｑ（ＴａＫａＲａ，Ｏｔｓｕ，Ｊａｐａｎ），１．０μＬ稀释后的
ｃＤＮＡ模板（１００ｎｇＲＮＡ），９．５μＬＰＣＲ级水和
１．０μＬ引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）。ＰＣＲ条件为９５℃ ３０
ｓ，４０个循环包括９５℃５ｓ，６２℃３０ｓ。每个样品
３个平行，内参基因选择福瑞鲤的 βａｃｔｉｎ
（Ｍ２４１１３．１）。根据序列设计引物（表２），βａｃｔｉｎ
的引物产生８５ｂｐ的ＰＣＲ产物。

表２　实验用到的引物序列
Ｔａｂ．２　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｅｓｄｉｎｔｈｅｓｔｕｄｙ

引物Ｐｒｉｍｅｒ 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

βｃａｔｅｎｉｎ２３′ＲＡＣＥ ５′ＣＧＧＡＧＣＣＣＡＴＧＧＣＣＴＧＧＡＡＣＧ３′
βｃａｔｅｎｉｎ２５′ＲＡＣＥ ５′ＴＧＧＣＡＧＣＡＣＧＧＡＣＴＣＧＣＴＧＴ３′
ｑＲＴＰＣＲβｃａｔｅｎｉｎ２Ｆ ５′ＴＧＴＡＧＡＧＡＣＧＧＣＣＣＧＧＴＧＴＡ３′
ｑＲＴＰＣＲβｃａｔｅｎｉｎ２Ｒ ５′ＴＣＡＣＡＡＧＡＧＣＧＧＧＧＡＴＴＣＣＧ３′
βａｃｔｉｎＦ ５′ＧＣＴＡＴＧＴＧＧＣＴＣＴＴＧＡＣＴＴＣＧＡ３′
βａｃｔｉｎＲ ５′ＣＣＧＴＣＡＧＧＣＡＧＣＴＣＡＴＡＧＣＴ３′

１．６　统计与分析
根据２－ΔΔＣＴ的方法计算βｃａｔｅｎｉｎ２的表达量，

根据每个样品的３个平行值计算得出均值和标
准差，βｃａｔｅｎｉｎ２基因的表达量由相对于内参基因
βａｃｔｉｎ表达倍数的差异而定。先用单因素方差
分析然后进行邓肯检验（ＳＰＳＳＩｎｃ．Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ，
ＵＳＡ），以计算实验组之间的差异显著性。使用 ｔ
检验比较处理组和对照组之间的结果，Ｐ＜０．０５
则有显著性，并以平均值 ±标准误（Ｍ±ＳＥＭ，
ｎ＝３）作为最终结果。

２　结果

２．１　βｃａｔｅｎｉｎ２ｃＤＮＡ全长克隆和序列分析
根据ＲＡＣＥＰＣＲ克隆得到福瑞鲤 βｃａｔｅｎｉｎ２

ｃＤＮＡ全长为３４１１ｂｐ（ＧｅｎｅＢａｎｋ：ＭＦ４９１３９３），开
放阅读框（Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）２３４３ｂｐ，编
码７８０个氨基酸，推测蛋白质大小为８５．５２ｋｕ，等

电点（Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｐｏｉｎｔ，ｐＩ）为５．５３。序列分析表
明，βｃａｔｅｎｉｎ２的中心区域含有 １２个 Ａｒｍａｄｉｌｌｏ
（ＡＲＭ）。另外，根据预测 βｃａｔｅｎｉｎ２编码的蛋白
含有脂蛋白Ｎ末端结构域（ＬｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＮｔｅｒｍｉｎａｌ
ｄｏｍａｉｎ，ＬＤＰＮ），此结构域出现在脂质转运蛋白
中，如卵黄蛋白原、微粒体甘油三酯转运蛋白和

载脂蛋白，且在脊椎动物和无脊椎动物中都是高

度保守的（图１）。
２．２　βｃａｔｅｎｉｎ２的氨基酸序列比对

根据 ＣｌｕｓｔａｌＸ多重序列比对研究福瑞鲤 β
ｃａｔｅｎｉｎ２与其他物种的 βｃａｔｅｎｉｎ２和 βｃａｔｅｎｉｎ１的
同源性。结果显示，福瑞鲤 βｃａｔｅｎｉｎ２与斑马鱼
βｃａｔｅｎｉｎ２（ＤａｎｉｏｒｅｒｉｏＢＣ０５６２７６．１）、墨西哥脂鲤
βｃａｔｅｎｉｎ２（ＡｓｔｙａｎａｘｍｅｘｉｃａｎｕｓＥＮＳＡＭＸＴ０００
００００２９９５）、尼罗罗非鱼 βｃａｔｅｎｉｎ２（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ
ｎｉｌｏｔｉｃｕｓＥＮＳＯＮＩＴ０００００００２５９４）的同源性分别为
９７．１％、９６．８％、９１．４％；福瑞鲤 βｃａｔｅｎｉｎ２与鲫
鱼βｃａｔｅｎｉｎ１（ＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓＡＣＩ０２１２３．１）、人
βｃａｔｅｎｉｎ１（ＨｏｍｏｓａｐｉｅｎｓＮＰ＿００１８９５．１）、福瑞鲤
βｃａｔｅｎｉｎ１（ＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＫＸ４２６５７２．１）、小家鼠
βｃａｔｅｎｉｎ１（ＭｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓＮＰ＿０３１６４０．１）、大西洋
鲑βｃａｔｅｎｉｎ１（ＳａｌｍｏｓａｌａｒＮＰ＿００１１６７４０９．１）、尼
罗 罗 非 鱼 βｃａｔｅｎｉｎ１（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ
ＥＮＳＯＮＩＴ０００００００９１１６）的同源性分别为９７．４％、
９７．４％、９７．３％、９７．３％、９６．５％、９５．１％。
２．３　βｃａｔｅｎｉｎ２的系统发育分析

通过ＭＥＧＥ６．０软件进行遗传距离分析，并
根据Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统发育树，构建
发育树时选取了已经公布的一些鱼类、哺乳动

物、以及两栖类的 βｃａｔｅｎｉｎ基因的氨基酸序列
（图２）。鱼类 βｃａｔｅｎｉｎ１基因的氨基酸序列有：
斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ１ＥＮＳＤＡＲＴ０００００１４８３７９）、鲤
（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ ＫＸ４２６５７２）、尼 罗 罗 非 鱼
（ＯｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓＥＮＳＯＮＩＴ０００００００９１１６）、鲫
（ＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓＡＣＩ０２１２３．１）、大西洋鲑（Ｓａｌｍｏ
ｓａｌａｒＮＰ＿００１１６７４０９．１）；鱼类 βｃａｔｅｎｉｎ２基因的
氨基酸序列有：斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ２ＢＣ０５６２７６．
１）、鲤（ＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＭＦ４９１３９３）、尼罗罗非鱼
（ＯｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓＥＮＳＯＮＩＴ０００００００２５９４）、墨
西 哥 脂 鲤 （ Ａｓｔｙａｎａｘ ｍｅｘｉｃａｎｕｓ
ＥＮＳＡＭＸＴ０００００００２９９５）；哺乳类 βｃａｔｅｎｉｎ基因
的氨基酸序列有：人（ＨｏｍｏｓａｐｉｅｎｓＮＰ＿００１８９５．
１）、小家鼠（ＭｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓＮＰ＿０３１６４０．１）；两栖类
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βｃａｔｅｎｉｎ基因的氨基酸序列选择非洲爪蟾
（ＸｅｎｏｐｕｓｓａｐｉｅｎｓＮＰ＿００１０８４０４５．１）。
２．４　βｃａｔｅｎｉｎ２的表达模式

βｃａｔｅｎｉｎ２基因在血液中的表达量最高，其次
是精巢、卵巢以及脾脏，在心脏、肌肉、脑、皮、肾、

肠、肝中的表达量都比较低（图３）。在性腺发育
过程中，βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达水平在性腺发育早
期阶段，随着性腺发育而升高。在精巢中（图

４ａ），βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达水平在其发育完全成
熟期（Ｔ１）呈最低水平，在其发育的衰退期（Ｔ２）
和发育早期（Ｔ３）呈中等水平，在其发育的中期
（Ｔ４）达到最高水平；在卵巢中（图４ｂ），βｃａｔｅｎｉｎ２
ｍＲＮＡ表达水平在其发育的完全成熟期（Ｏ１）和
衰退期（Ｏ２）呈最低水平，在其发育的早期（Ｏ３）
呈中等水平，在其发育的中期（Ｏ４）达到最高水
平。

图１　福瑞鲤βｃａｔｅｎｉｎ２核苷酸及其预测的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆβｃａｔｅｎｉｎ２ｉｎＣ．ｃａｒｐｉｏ

灰色区域表示重复的ＡＲＭ结构域，方框中的区域为脂蛋白Ｎ末端结构域（ＬＤＰＮ）

ＴｈｅｇｒａｙａｒｅａｓｈｏｗｓａｒｅｐｅａｔｉｎｇＡＲＭｄｏｍａｉｎ，ｔｈｅａｒｅａｉｎｔｈｅｂｏｘｉｓｔｈｅｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｄｏｍａｉｎ（ＬＤＰＮ）
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图２　ＮＪ法构建的福瑞鲤与其他物种
βｃａｔｅｎｉｎ蛋白系统进化树

Ｆｉｇ．２　Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅ
βｃａｔｅｎｉｎｐｒｏｔｅｉｎｕｓｉｎｇｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＣ．ｃａｒｐｉｏａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

图３　福瑞鲤 βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ在各组织中的表达量
Ｆｉｇ．３　Ｔｉｓｓｕｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔβｃａｔｅｎｉｎ２

ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎＣ．ｃａｒｐｉｏ
各组织中上标的不同小写字母（ａ，ｂ，ｃ）表示差异显著（Ｐ＜
０．０５）
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ（ａ，ｂ，ｃ）ｏｆｔｈｅｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｉｎｅａｃｈ
ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）

２．５　性激素处理后 βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ在性腺中
的表达模式

通过ｑＲＴＰＣＲ检测了腹腔注射雄激素 Ｔ和
Ｅ２后在２４、４８和 ７２ｈ性腺中 βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ
表达水平。１０和５０μｇ／ｇＴ处理组和对照组相
比，在处理 ２４ｈ和 ４８ｈ后精巢中 βｃａｔｅｎｉｎ２
ｍＲＮＡ的表达水平显著下降（Ｐ＜０．０５），而处理
７２ｈ后βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达水平没有显著变化
（Ｐ＞０．０５），与对照组相比处理组１的Ｔ处理２４、
４８、７２ｈ后 βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ在精巢中表达水平
均无显著变化（Ｐ＞０．０５，图５ａ）；与对照组相比，
１μｇ／ｇ处理组在７２ｈ、１０μｇ／ｇ处理组在２４ｈ后
卵巢中βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达水平显著升高（Ｐ＜
０．０５），其他均无显著变化（图５ｂ）。相较于对照
组，Ｅ２处理后精巢中 βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达水平
无显著变化（Ｐ＞０．０５，图５ｃ）；与对照组相比，卵

巢中βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达水平无显著变化（Ｐ＞
０．０５，图５ｄ）。

３　讨论

本研究首次克隆了福瑞鲤 βｃａｔｅｎｉｎ２基因全
长，其含有１２个重复的 ＡＲＭ保守结构。系统发
育树结果显示，福瑞鲤 βｃａｔｅｎｉｎ２基因首先与斑
马鱼和墨西哥脂鲤（Ａｓｔｙａｎａｘｍｅｘｉｃａｎｕｓ）等鱼类
的βｃａｔｅｎｉｎ２相聚，然后与 βｃａｔｅｎｉｎ１聚集，且遗
传距离由近及远依次为鱼类、两栖类、哺乳类，但

尼罗罗非鱼βｃａｔｅｎｉｎ２基因的氨基酸序列独立形
成一个分支且与其他物种 βｃａｔｅｎｉｎ基因的遗传
距离较远，这与序列比对的结果一致。本研究发

现βｃａｔｅｎｉｎ２基因的氨基酸序列中含有脂蛋白Ｎ
末端结构域（ＬＤＰＮ），ＷＡＮＧ等［１０］的研究表明福

瑞鲤βｃａｔｅｎｉｎ１基因的氨基酸序列Ｎ末端含有糖
原合酶激酶３（Ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３，ＧＳＫ
３）结构域，这可能预示着福瑞鲤 βｃａｔｅｎｉｎ１和 β
ｃａｔｅｎｉｎ２功能方面有差异性，福瑞鲤 βｃａｔｅｎｉｎ１和
βｃａｔｅｎｉｎ２的Ｃ末端结构不同，这可能是导致福
瑞鲤 βｃａｔｅｎｉｎ１和 βｃａｔｅｎｉｎ２遗传距离较远的原
因。另外，尼罗罗非鱼 βｃａｔｅｎｉｎ２单独聚集的原
因可能是βｃａｔｅｎｉｎ的 Ｃ末端包含能够激活与其
关联基因所需要的结构域［２０］，而ＷＵ等［５］发现尼

罗罗非鱼βｃａｔｅｎｉｎ２氨基酸的 Ｃ末端有９８个氨
基酸与鱼类和四足动物的存在明显差异。

βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ在福瑞鲤各组织中均有表
达，且在血液中表达量最高，其次是精巢、脾脏和

卵巢组织。βｃａｔｅｎｉｎ２在福瑞鲤血液中高表达的
原因可能是其编码的蛋白属于分泌蛋白，通过血

液运输实现，且其在免疫方面有重要作用。另

外，βｃａｔｅｎｉｎ２基因广泛存在于很多生物的各个组
织中，如斑马鱼的 βｃａｔｅｎｉｎ２在组织中广泛表达，
且对其胚胎发育有重要作用［４］，在神经系统和背

腹轴发育中也有重要作用。作为 βｃａｔｅｎｉｎ基因
的亚型之一的βｃａｔｅｎｉｎ１也分布于福瑞鲤各种组
织并在精巢和血液中表达量最高［６］，除此之外，

尼罗罗非鱼中 βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ在肝、精巢和肾
脏中表达水平高［５］。βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ在尼罗罗非
鱼和福瑞鲤性腺中的表达水平都相对较高，表明

βｃａｔｅｎｉｎ１和 βｃａｔｅｎｉｎ２在鱼类性腺发育中具有
重要作用。
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图４　福瑞鲤βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ在性腺各期相对表达量
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆβｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆｇｏｎａｄａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎＣ．ｃａｒｐｉｏ

同一组织不同时期中标记的不同小写字母（ａ，ｂ，ｃ）表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ（ａ，ｂ，ｃ）ｍａｒｋｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）

图５　性激素处理后βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ在精巢和卵巢中的表达量
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｅｘｈｏｒｍｏｎｅｏｎβｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｅｓｔｉｓａｎｄｏｖａｒｙｏｆＣ．ｃａｒｐｉｏ

同一处理时间下不同浓度处理组中标记的不同小写字母（ａ，ｂ，ｃ）表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ（ａ，ｂ，ｃ）ｍａｒｋｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓａｔｔｈｅｓａｍｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）
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６期 董娟娟，等：福瑞鲤βｃａｔｅｎｉｎ２基因的克隆与表达分析

　　在福瑞鲤性腺发育过程中，βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ
表达量在性腺发育早期，随着性腺发育的成熟逐

渐升高，随着性腺衰退期逐渐降低。福瑞鲤 β
ｃａｔｅｎｉｎ１ｍＲＮＡ的表达水平也是随着性腺发育逐
渐升高［６］，此外ＷＵ等［５，２１］研究发现尼罗罗非鱼

卵巢发育过程中 βｃａｔｅｎｉｎ１和 βｃａｔｅｎｉｎ２具有相
似的表达模式，βｃａｔｅｎｉｎ１ｍＲＮＡ在孵化后２０、６０
和９０ｄ的卵巢中表达水平逐渐上升，βｃａｔｅｎｉｎ２
ｍＲＮＡ的表达水平在孵化后２０和９０ｄ的卵巢显
著升高，而此时正是尼罗罗非鱼卵母细胞发生减

数分裂的关健时刻［２２］。这些研究结果表明 β
ｃａｔｅｎｉｎ２也很可能与福瑞鲤性腺发育相关，且在
性腺发育过程中福瑞鲤 βｃａｔｅｎｉｎ１和 βｃａｔｅｎｉｎ２
具有相似的表达模式。

本研究中不同浓度 Ｔ处理福瑞鲤后对精巢
中βｃａｔｅｎｉｎ２表达量有抑制作用。有研究表明雄
激素受体在精巢、卵巢中大量表达，且精巢表达

量显著高于卵巢［２３］，精巢对雄激素刺激更敏感，

因此可能精巢中的 βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达水平变
化较明显。该研究中不同浓度 Ｔ处理后福瑞鲤
卵巢中βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达水平显著上升。研
究表明硬骨鱼类精巢和卵巢中都存在 ｃｙｐ１９基
因［２４２５］，而其编码的蛋白细胞色素 Ｐ４５０芳香酶
能够将雄激素转化为雌激素［１５］，ＷＡＮＧ等［１６］的

研究表明雌激素对福瑞鲤卵巢中 βｃａｔｅｎｉｎ的表
达影响既有促进也有抑制，与雌激素的剂量无直

接关系。此外精巢与卵巢发育不同步，这也可能

是导致Ｔ处理后卵巢中 βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达水
平有显著变化的原因［６］。

不同浓度 Ｅ２处理福瑞鲤后，精巢和卵巢中
βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达水平无显著影响。ＷＡＮＧ
等［６］的研究表明 Ｅ２处理后对卵巢中 βｃａｔｅｎｉｎ１
ｍＲＮＡ的表达水平有影响，而各浓度 Ｅ２对精巢
中βｃａｔｅｎｉｎ１ｍＲＮＡ表达水平没有显著影响。也
有研究表明很多类固醇类激素既可引起基因组

反应也可引起非基因组反应，因此雌激素也可能

引起细胞的非基因组效应，即不通过经典的核受

体做出反应，而在质膜通过表面受体来调节［２６］。

还有研究表明 Ｅ２参与早期阶段卵巢发育，促进
卵黄发生和卵泡生长［２７］，而该研究进行时是福瑞

鲤性腺发育即将成熟的１月份，这可能导致性腺
对性激素刺激不敏感，以上因素均可能是导致Ｅ２
处理后福瑞鲤性腺中 βｃａｔｅｎｉｎ２ｍＲＮＡ表达水平

无显著变化的原因。

综上所述，本研究克隆了福瑞鲤 βｃａｔｅｎｉｎ２
ｃＤＮＡ全长序列，进行了序列分析，并研究了其在
各种组织分布和性腺发育不同阶段的表达模式。

研究发现随着福瑞鲤性腺早期发育，βｃａｔｅｎｉｎ２基
因的表达量增加。Ｔ处理后主要对精巢中的 β
ｃａｔｅｎｉｎ２基因的表达量有影响。这些结果表明，β
ｃａｔｅｎｉｎ２是福瑞鲤性腺发育所需的重要蛋白质，
可能参与了福瑞鲤的性腺早期发育。
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