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厚壳贻贝Wnt4基因时空表达
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摘要：  为探究Wnt4基因在厚壳贻贝幼虫发育阶段和组织生长过程中的作用，通过
RACE技术克隆了厚壳贻贝Wnt4基因cDNA全长序列，该序列全长3342 bp，开放阅读框为
1074 bp，编码357个氨基酸。该序列与人、小鼠、海胆、栉孔扇贝和长牡蛎等物种的同
源性分别为61%、61%、60%、71%和76%。通过实时荧光定量PCR(qRT-PCR)分析Wnt4基
因在厚壳贻贝成体多个组织中(外套膜、闭壳肌、鳃、雌雄性腺、足和消化腺)均有表
达，其中在外套膜中表达量最高，推测可能与贝壳形成有关；Wnt4基因在厚壳贻贝幼虫
发育阶段高表达主要集中在壳顶期，并推测Wnt4基因可能参与了贝壳形态结构发生转变
的过程以及某些器官的形成与发育。本研究为进一步开展双壳贝类Wnt基因家族的功能
研究提供了理论依据。
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Wnt基因家族是一类通过编码分泌性糖蛋白

信号分子，调节并控制生物体细胞存活、增殖

和分化等过程，在生物早期发育和器官形成中

起着非常重要的作用 [1 -4]。在线虫、环节动物、

节肢动物、棘皮动物和脊椎动物体内都发现Wnt蛋
白 [5-7]。在人类中，Wnt信号通路被阻断导致发育

紊乱 [8]。Wnt3a在小鼠体内调控着增殖刺激以及

决定造血干细胞的命运[9]。Wnt-2在果蝇体内通过

引导色素细胞和肌肉前体细胞的迁移进而控制

着雄性生殖特性[10]。

Wnt4是Wnt家族成员之一，该基因已在人

(Homo sapiens)、小鼠(Mus musculus)、非洲爪蟾

(Xenopus laevis)、斑马鱼 (Danio rerio)、海胆

(Heliocidaris erythrogramma)、果蝇(Drosophila
melanogaster)、沙蚕(Platynereis dumerilii)、栉孔

扇贝 (Chlamys farrer i )、长牡蛎 (Crassostrea
gigas)和日本血吸虫(Schistosoma japonicum)等中

均有相关基因表达和功能的研究 [3-4, 11-16]。在人类

中，Wnt4是一个性别决定基因，与DAX1协同调

控女性发育并阻止睾丸的形成[17]。Wnt4在果蝇中

不但参与调控视网膜轴突的正确导向[18]，而且通

过调节黏着斑促使细胞运动进而参与卵巢形态

发生[19]。Wnt4 mRNA首先表达在斑马鱼体节期的

脑部，对细胞的运动具有抑制作用[20]。在许多无

脊椎动物和脊索动物中，Wnt信号通路参与调控

个体生长发育，如刺胞动物(Hydra vulgaris)体轴

形成、多毛类(Hydroides elegans和Capitella sp.
I)体型分节、海鞘(Halocynthia roretzi)脊索细胞的

形态发生运动及苔藓虫(Bugula neritina)变态过

程[21-24]。

在贝类中，Wnt4基因在栉孔扇贝成体的各

个组织(雌雄性腺、外套膜、闭壳肌、鳃和肝胰

腺 )中均有表达，而在成熟的性腺中表达量最

高，并认为Wnt4基因对性腺生殖细胞的成熟具

有重要作用[3]。Wnt4基因在长牡蛎各种组织中(雌
雄性腺、消化腺、鳃、外套膜和唇瓣 )均有表
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达，且Wnt4基因在胚胎发育的桑葚期表达量最

高，推测Wnt4基因可能参与了某些器官的形成[4]。

近期有研究发现Wnt基因参与了合浦珠母贝(Pinc-
tada fucata)贝壳再生修复[25]。

厚壳贻贝(Mytilus coruscus)是我国重要的海

产贝类，也是主要的贻贝养殖品种[26]。以往的研

究主要通过药理学 [27-29]、分子微生物学 [30-31]和神

经发育生物学[32]等角度阐述厚壳贻贝附着变态机

制，对于Wnt信号通路是否调控双壳贝类附着变

态过程仍是未知。本研究通过RACE技术克隆了

厚壳贻贝的Wnt4基因全长cDNA序列，利用qRT-
PCR技术分析该基因在成体不同组织和幼虫不同

发育阶段的表达特点。旨在为探究Wnt4基因是

否参与幼虫生长发育和附着变态过程，以及在

厚壳贻贝个体生长发育过程中的作用，为贝类

相关的Wnt家族基因的功能研究提供一定的理论

基础和数据支撑。

1    材料与方法

1.1    实验材料

厚壳贻贝亲贝来自浙江省舟山市枸杞岛，

解剖获取外套膜、闭壳肌、鳃、足、消化腺、

雌性和雄性性腺共7个组织样品。本实验根据

Yang[31]等所述方法进行人工受精和幼虫培育。用

海水清洗亲贝，置于冰中过夜后，将亲贝放入10 L
过滤海水(FSW)中，保持水温为18 °C。当亲贝个

体开始产卵时，将其单独转移到含2 L FSW的玻

璃烧杯中。用移液管将精子和卵子转移到一个

含 2  L  FSW烧杯中，混匀受精。受精卵放于

18 °C培养，每个2 L烧杯幼虫密度为5个/mL。收

集厚壳贻贝担轮幼虫、D形幼虫、壳顶幼虫、眼

点幼虫和稚贝5个发育阶段的样品。样品置于

RNAlater中4 °C保存，24 h后弃RNAlater，–80 °C
冰箱保存以便用于RNA的提取。

1.2    RNA提取和cDNA合成

采用Molluse RNA kit试剂盒(OMEGA，美国)
提取厚壳贻贝鳃组织总RNA，用Nanodrop 2000超
微量分光光度计(Thermo Scientific，美国)检测所

提取的RNA浓度，并用1%琼脂糖电泳检测RNA
的完整性。用SMARTerTM RACE cDNA Amplification
Kit (Clontech，日本)按照操作指南合成RACE cDNA
第一条链。

1.3    Wnt4基因克隆

根据厚壳贻贝转录组文库的注释信息，利

用Primer Premier 5.0软件设计引物Wnt4-F1、Wnt4-
R1(表1)扩增目的片段，25 μL体系为：10 ×PCR
Buffer 2.5 μL，dNTP Mixture(各2.5 mmol/L)
0.5 μL，正反向引物 (F/R)(10 μmol /L)各1 μL，

Taq(5U /μL)0.3 μL，ddH2O 18.7 μL，cDNA 1 μL。

PCR反应程序为：94 °C预变性4 min；94 °C 30 s，
55 °C 30 s，72 °C 1 min 30 s，35个循环；72 °C终

延伸  10 min。用1%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产

物，DNA回收试剂盒(生工生物，上海)纯化目的

表 1    厚壳贻贝Wnt4基因引物序列

Tab. 1    Sequences of primers used for amplification of M. coruscus Wnt4 gene

引物名称

primer name
序列 (5′-3′)

sequence
用途

usage

Wnt4-F1 AAGAGAAGCGTCGTTTGTGC 目的片段克隆

Wnt4-R1 TAAAGGCAATGTGCTGAAA 目的片段克隆

Wnt4-3′RACE-F1 CACATTGCCTTTATCTTGCCTTCA 3′RACE

Wnt4-3′RACE-F2 ATCATGTGCGACTGTAGGTTGGTC 3′RACE

Wnt4-5′RACE-R1 AACACCCTGACCATTCAAATCCCT 5′RACE

Wnt4-5′RACE-R2 TGAGCTACACCAGCAGACGAAAGC 5′RACE

Wnt4-RT-F AAATTGGGCACAAGAGAAGC qRT-PCR

Wnt4-RT-R TGTCTGAACACCCTGACCAT qRT-PCR

18S rRNA-F GACCTCGGTTCTATTTTG qRT-PCR

18S rRNA-R GGTATCTGATCGTCTTCG qRT-PCR
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片段后连接到pMD 19-T载体(TaKaRa，大连)上，

转入大肠杆菌感受态细胞Escherichia coli DH5α
(天根，北京)，涂平板，37 °C过夜培养，挑选阳

性克隆样品送上海生工测序后与已知序列进行

比对。

根据获得的Wnt4基因序列，分别设计3′ 和
5′RACE特异性引物(表1)，按照Clontech RACE说

明书分别进行3′RACE和5′RACE扩增，PCR产物

电泳、胶回收、连接和转化，挑选阳性克隆样

品送上海生工测序，将所获序列和已知序列进

行拼接，获得Wnt4基因的全长。

1.4    序列分析

在NCBI数据库中利用在线ORF Finder(http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)查找开放阅读

框(ORF)；使用ProtParam(http://web.expasy.org/
protparam/)预测编码蛋白的理化性质；Signal 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)预测信号肽

序列；NetPhos 2.0 Server(http://www.cbs.dtu.dk/
s e rv i ce s /Ne tPhos / )预测蛋白质磷酸化位点；

NetNGlyc 1.0 Server (http:/ /www.cbs.dtu.dk/
services/NetNGlyc/)预测糖基化位点；ClustalX软

件进行氨基酸序列多重比对；MEGA 5. 1软件采

用邻位法(Neighbor-Joining)构建系统进化树。

1.5    实时荧光定量PCR

分别提取厚壳贻贝不同发育阶段幼虫(担轮

幼虫、D形幼虫、壳顶幼虫、眼点幼虫 )、稚贝

及成贝不同组织(外套膜、闭壳肌、鳃、足、消

化腺、雌性和雄性性腺)的总RNA，并分别反转

录成cDNA。根据已获得的Wnt4基因序列，设计

荧光定量引物Wnt4-RT-F、Wnt4-RT-R(表1)，以

18S rRNA为内参基因 [33]。用FastStart Essential
DNA Green Master试剂盒(Roche，瑞士)进行qRT-
PCR反应，使用LightCycler 96 System荧光定量

PCR仪(Roche，瑞士)进行Wnt4基因在厚壳贻贝成

体不同组织和各发育阶段幼虫的定量表达分

析，反应体系20 μL：FastStart Essential DNA
Green Master Mix 10 μL，Primer FR(10 μmol /L)
各1 μL，ddH2O 3 μL，cDNA 5 μL，每个样品做

3个平行检测。PCR反应条件为：95°C 10 min；
95°C 10 s，60°C 10 s，72°C 10 s，45个循环。采

用相对定量2- ΔΔCt法计算目的基因的相对表达量。

基因的表达量用平均值±标准误(Mean ±SE)来表

示，使用SPSS 19.0进行单因素方差分析 (One-
Way ANOVA)，P<0.05表示有显著性差异，P<0.01
表示存在极显著性差异。

2    结果与分析

2.1    Wnt4基因全长cDNA序列特征和系统进化

分析

通过RACE克隆技术得到了厚壳贻贝Wnt4基
因全长(GenBank登录号：KX082977)。该基因全

长3 342 bp，包含567 bp的5′端非编码区，1701 bp
的 3 ′  端非编码区，其中开放阅读框 (ORF)为
1074 bp，编码357个氨基酸，3′ 端非编码区有典

型的多聚腺苷酸加尾信号序列AATAAA和PolyA
尾。预测厚壳贻贝Wnt4蛋白分子量为40.121 ku，
等电点为9.16。该蛋白序列含有24个Wnt蛋白家

族最重要的半胱氨酸残基序列，2个N-糖基化位

点 (7和91)，一段长为26个氨基酸的信号肽序

列，以及100多个保守的Wnt4蛋白保守位点(图1-
a)。此外，磷酸化位点预测结果发现12个Ser、
4个Thr和3个Tyr可能为蛋白激酶磷酸化位点。

将厚壳贻贝Wnt4蛋白序列和人(H. sapiens)、
小鼠(M. musculus)、海胆(Paracentrotus lividus)、
长牡蛎(C. gigas)和栉孔扇贝(C. farreri)进行同源

性比对，相似度分别为61%，61%，60%，76%和

71%。使用MEGA 5.1软件对厚壳贻贝及其他12个
物种Wnt4的氨基酸序列构建系统进化树。结果

显示，厚壳贻贝首先与双壳贝类的长牡蛎和栉孔扇

贝聚为一支，之后与腹足纲海蜗牛(Aplysia californica)
聚为一支，再依次与棘皮动物海胆(P. lividus)和
脊索动物文昌鱼(Branchiostoma floridae)等聚为一

支(图1-b)，表明Wnt4基因的系统进化关系符合传

统进化关系。

2.2    厚壳贻贝Wnt4基因成体各组织的表达分

析

利用qRT-PCR技术检测Wnt4基因在厚壳贻

贝不同组织中的表达情况，将厚壳贻贝Wnt4基
因在雌性性腺的表达量设为1，其他以与其的倍

数表示各样本的表达量(图2)。实验结果表明厚

壳贻贝Wnt4 mRNA在外套膜、闭壳肌、鳃、足、

消化腺、雌性和雄性性腺中均有表达，但组织

间存在差异，在外套膜中表达量最高，且差异极

显著(P<0.01)，在其余6个组织中表达量都较低。

10 期 徐跃峰，等：厚壳贻贝Wnt4基因时空表达 1569

 

http://www.scxuebao.cn



2.3    Wnt4基因在厚壳贻贝不同发育阶段的表

达分析

将厚壳贻贝Wnt4基因在担轮幼虫的表达量

设为1，其他以与其的倍数表示各样本的表达

量，Wnt4基因在厚壳贻贝幼虫发育过程中的定

量表达结果显示，Wnt4基因在壳顶幼虫中表达

量最高，极显著高于其他发育阶段的厚壳贻贝

(P<0.01)，表达量分别为担轮幼虫、D形幼虫、

眼点幼虫和稚贝的17、38、34和28倍。其他各个

时期幼虫或稚贝中的Wnt4表达量都相对较低，

(图1 Fig.1)
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各组间无显著性差异(P>0.05)(图3)。

3    讨论

Wnt信号通路是一条保守的信号传导路径，

对于调节和控制生物体内许多重要的生物学过

程具有十分重要的作用。关于Wnt信号通路研究

已有大量报道，但对于贝类的报道则相对较

少。本研究表明，厚壳贻贝Wnt4基因编码357个
氨基酸，有2个N-糖基化位点和24个保守的半胱

氨酸残基，且含有100个以上的保守位点。这符

合Wnt基因家族的特点 [6]。通过氨基酸序列比对

分析表明厚壳贻贝Wnt4与同属双壳类的长牡

蛎、栉孔扇贝同源性最高，分别为76%和71%，

并且与海胆、人和小鼠的Wnt4同源性也有60%以

上，Wnt4基因的系统进化关系符合传统进化

关系。

附着变态过程是双壳贝类生长发育中非常

重要的一个阶段。Wnt信号通路在多毛类(Pseudo-
polydora vexillosa)幼虫成为具有附着变态能力的

 
图 1    不同物种Wnt4氨基酸序列多重比对分析(a)和基于厚壳贻贝Wnt4氨基酸序列构建的系统进化树(b)

黑色区域：相同序列；灰色区域：50%以上的相似序列；“*”表示相同的氨基酸，“.”表示相似的氨基酸

Fig. 1    Multiple alignment of the Wnt4 amino acid sequence from different species (a) and
phylogenetic tree of M. coruscus Wnt4 based on the homology of the amino acids (b)

Blank background：identical sequence；grey background：similar sequence；“ *”indicates the same amino acid；“.”indicates amino acid
with similarity

 
图 2    厚壳贻贝Wnt4基因在

成体不同组织中的表达情况

1.雌性性腺；2.雄性性腺；3.鳃；4.外套膜；5.闭壳肌；6.足；

7.消化腺。“*”表示差异极显著(P<0.01)

Fig. 2    The expression of the Wnt4 gene in different
tissues of M. coruscus

1. female gonad; 2. male gonad; 3. gill; 4. mantle; 5. adductor
m u s c l e ;  6 .  f o o t ;  7 .  d i g e s t i v e  g l a n d .  “ * ” r e p r e s e n t  h i g h l y
significant difference (P<0.01)
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幼虫(competent larvae)和变态过程中信号转导方

面具有重要的作用[34]。而本研究的结果与作者的

假设截然不同，Wnt4基因并没有在厚壳贻贝眼

点幼虫(具有附着变态能力的幼虫)和稚贝期间高

表达。在本研究中，厚壳贻贝中Wnt4基因的高

表达主要集中在壳顶幼虫阶段，推测该基因可

能参与了某些器官的形成与发育。相反，Wnt4
基因在长牡蛎(C. gigas)在壳顶幼虫阶段表达量相

对较低，而在早期胚胎发育阶段表达量较高，

因此推测长牡蛎的Wnt4基因可能通过信号分子

的形式参与多种组织细胞的生命过程 [4]。Wnt4基
因在厚壳贻贝和长牡蛎表达的差异，这可能由

于物种间的差异所致，但具体原因尚有待进一

步的解析。Wnt信号通路在合浦珠母贝担轮幼虫

至D形幼虫时期之间显著富集 [25]。D形幼虫也是

胚壳开始形成的时期 [25]。厚壳贻贝从D形幼虫发

育到壳顶幼虫阶段，其贝壳的形态结构发生了

转变，厚壳贻贝变态过程的显著特征是幼虫的

面盘脱落、鳃的发育和次生壳的形成 [31]，推测

Wnt4基因可能参与了这个过程。综上所述，我

们推测可能其他Wnt家族基因参与了厚壳贻贝附

着变态过程，对于Wnt家族基因调控附着变态过

程的分子机制值得进一步研究。

先前的研究表明Wnt家族基因参与调控了生

物体的生物矿化过程，如骨骼、龟甲和贝壳生

长等。在哺乳动物小鼠中，Wnt家族基因参与长

骨的形成，Wnt4基因过表达导致软骨细胞减少

增殖并影响软骨细胞的成熟[35]。同样，Wnt4基因

在小鼠中不但能够增强骨骼形成和成骨细胞分

化，而且能抑制小鼠破骨细胞的形成和骨吸

收，此外Wnt4蛋白还能减轻骨质疏松的骨质流

失 [36-37]。在海龟中，20个Wnt家族基因都在胚胎

发育TK14时期表达，但仅有Wnt5基因在海龟的

背甲生长区域表达，并推测Wnt5基因可能与背

甲发育相关[38]。贝类的外套膜是一个与生物矿化

相关的组织，通过许多贝壳有机质的分泌和离

子的转运，调控CaCO3晶体沉淀形成贝壳 [39]。在

贝类中，Wnt信号通路中的三个基因β-catenin,
Dishevelled和T-cell factor在合浦珠母贝外套膜中

均有表达，且贝壳切口后第4天，这些基因的表

达量显著上升，作者推测可能与贝壳的形成有

关 [14]。同样，Wnt4基因在长牡蛎(C. gigas)和栉孔

扇贝(C. farreri)外套膜中均有表达 [3-4]。在本研究

中，Wnt4基因在厚壳贻贝各个已检测组织中均

有表达，尤其在外套膜中表达量最高，表明该

基因可能在贝壳形成方面具有重要作用。而作

为同属双壳贝类的长牡蛎，Wnt4基因则在唇

瓣、消化腺和鳃中高表达 [4]，我们推测Wnt4基因

在厚壳贻贝和长牡蛎成体组织内表达的差异可

能是由于不同物种的生物学功能以及进化中的

变异所引起的。

本研究克隆得到了厚壳贻贝Wnt4基因全

长，推测该基因在生物矿化和贝壳形态发生方

面具有重要作用。对该基因的准确生理功能和

调控机制还需深入研究，为进一步开展双壳贝

类Wnt基因家族的功能研究提供了理论依据。
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Temporal-spatial expression of Wnt4 gene in the mussel Mytilus coruscus

XU Yuefeng1,    LI Yifeng1,    LIANG Xiao1,    CHEN Yuru1,    YANG Jinlong1,2 *

(1. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Shanghai Ocean University,
Ministry of Education, Shanghai    201306, China;

2. Institutes of Marine Science, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: To understand the potential mechanisms of the Wnt4 gene at different development stages and adult
tissues of the mussel Mytilus coruscus, the Wnt4 gene was cloned by RACE technique. The full length of Wnt4
gene was 3 342 bp with 1 074 bp of open reading frame (ORF) encoding 357 amino acids. Homologous analysis of
the amino acids of Wnt4 gene in M. coruscus shared high similarity with Homo sapiens (61%), Mus musculus
(61%), Paracentrotus lividus (61%), Chlamys farreri (71%) and Crassostrea gigas (76%). qRT-PCR showed that
Wnt4 mRNA expression was detected in all tissues (mantle, adductor muscle, gill, foot, digestive gland, male and
female gonad) and the highest expression was found in mantle, indicating that Wnt4 gene may play an important
role in shell formation. Relative gene expression of Wnt4 during larval development stages including trochophore,
D-shaped, umbo, pediveliger and the juvenile stage was also detected. The Wnt4 mRNA was highest expressed in
umbo stage larvae, suggesting that Wnt4 gene may participate in the process of shell morphological structure
change and certain organ formation and development. Taken together, the finding provides a new insight into
investigating the function of Wnt gene family.
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