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日本三角涡虫Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因干扰载体的构建
与干扰效果的鉴定

马克学，张玉梅，陈广文
（河南师范大学 生命科学学院，河南 新乡４５３００７）

摘　要：为了研究抑制Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因对涡虫再生的影响，构建了Ｌ４４４０－Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１干扰载体．将含有
重组质粒Ｌ４４４０－Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１的ＨＴ１１５细菌经ＩＰＴＧ诱导后直接喂食涡虫．结果表明，Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因经ＲＮＡ
干扰后涡虫不能正常再生，面向后端伤口再生出一个头部而不是尾．此外，Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因的沉默还能使涡虫正

常的尾转变成头．上述工作为进一步研究Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因在日本三角涡虫再生中的作用奠定良好基础．
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经典的 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路在对动物胚胎发育过程中前后（ａｎｔｅｒｉｏｒ－ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ　ａｘｉｓ）轴和背腹轴
（ｄｏｒｓａｌ－ｖｅｎｔｒａｌ　ａｘｉｓ）极性的建立非常重要［１］，其功能缺失导致动物胚胎发育异常．β－Ｃａｔｅｎｉｎ是该信号通路的
核心元件，它是一种进化上保守的多功能蛋白质，参与调控细胞增殖、细胞黏附和细胞命运的决定［２－３］．研究
发现，β－Ｃａｔｅｎｉｎ在许多癌症中上调表达，因此，β－Ｃａｔｅｎｉｎ是许多抗癌药物作用的靶点

［４－６］．
淡水涡虫具有强大的再生能力，３ｄ再生出眼点，７ｄ就能够再生出一条完整的涡虫，是研究发育和再生

的模式生物［７－８］．涡虫再生过程中前后轴极性的重建是一个重要的生物学问题，在地中海涡虫（Ｓｃｈｍｉｄｔｅａ
ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅａ）中研究表明，Ｓｍｅｄ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１对涡虫再生过程中前后轴极性的确立非常重要．ＲＮＡｉ－
Ｓｍｅｄ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１导致涡虫后端再生出头部，形成双头涡虫表型

［９－１０］．为了深入研究 Ｗｎｔ／β－Ｃａｔｅｎｉｎ信号通
路在涡虫再生中的作用机制，本研究构建了日本三角涡虫（Ｄｕｇｅｓｉａ　ｊａｐｏｎｉｃａ）Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因干扰载
体，成功制备出双头涡虫表型．该项工作为我们的后续研究奠定了良好基础．

１　材料与方法

１．１　实验材料
实验所用的日本三角涡虫（Ｄｕｇｅｓｉａ　ｊａｐｏｎｉｃａ）采集于河南省鹤壁市淇县鱼泉村．Ｌ４４４０干扰载体、大肠

杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＨＴ１１５是实验室保存．ｐＭＤ１９－Ｔ克隆载体、氨苄西林、四环素、Ｔ４连接酶、ＸｂａＩ和

ＨｉｎｄＩＩＩ限制性内切酶、Ｔａｑ酶、胶回收试剂盒，反转录试剂盒均购自ＴａＫａＲａ公司．Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（ＳＹＢＲ?Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ）购自诺唯赞生物科技有限公司，所用引物由苏州金唯智生物技术公司合
成．其他试剂均为国产分析纯试剂．
１．２　方　法

１．２．１　Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因ｃＤＮＡ片段的ＰＣＲ扩增
根据获得的Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因（Ｇｅｎｂａｎｋ注册号：ＭＧ５９９４８０）序列，设计一对特异性引物（ｆｏｒｗａｒｄ：

　　收稿日期：２０１８－０３－０５；修回日期：２０１９－０３－０８．

　　基金项目：国家自然科学基金项目（３１５７２２６７；３１４７１９６５；３１１７０３５７）；河南师范大学博士启动经费课题（ｑｄ１４１７３）．

　　作者简介：马克学（１９７２－），男，河南项城人，河南师范大学副教授，硕士生导师，研究方向为动物学．
张玉梅（１９９１－），女，河南民权人，河南师范大学硕士研究生，研究方向为动物学．

　　通信作者：陈广文（１９６３－），男，教授，博士生导师，研究方向为淡水涡虫资源与保护，Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｇｗ０１８３＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ．



５＇－ＡＣＡ　ＡＣＣ　ＡＴＣ　ＧＡＡ　ＴＣＴ　ＴＡＴ　ＣＣＧ　ＣＣＡ　Ｇ－３＇；ｒｅｖｅｒｓｅ：５＇－ＣＡＴ　ＴＧＴ　ＧＴＡ　ＡＣＣ　ＧＡＡ　ＴＴＡ　ＴＧＴ
ＣＴＧ　Ｔ－３＇）扩增目的基因ｃＤＮＡ序列，将目的片段与ｐＭＤ１９－Ｔ载体连接，提取重组质粒测序验证结果．
１．２．２　Ｌ４４４０载体的构建和鉴定
将上述测序正确的重组质粒与Ｌ４４４０质粒分别用ＸｂａＩ和 Ｈｉｎｄ　ＩＩＩ进行双酶切，琼脂糖凝胶电泳后回

收目的片段用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，重组质粒转化大肠杆菌 ＨＴ１１５感受态细胞．挑选阳性菌落ＰＣＲ检测，
提取重组质粒送测序验证．
１．２．３　ｄｓＲＮＡ诱导表达和喂食涡虫
将含重组质粒Ｌ４４４０－Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１的 ＨＴ１１５细菌接种于含０．１ｇ／ｍＬ氨苄西林和０．０１２　５ｇ／ｍＬ四

环素的ＬＢ液体培养基中，３７℃恒温振荡培养至 ＯＤ６００约为０．４～０．５时，加ＩＰＴＧ 诱导表达ｄｓＲＮＡ　４ｈ
后，４℃离心收集细菌．将细菌与牛肝混匀后喂食涡虫，每隔３ｄ喂食一次，喂食５次后咽前咽后切割三段让
其再生，期间每天显微镜下观察涡虫再生情况，并拍照．对照组用含有Ｌ４４４０空载体的 ＨＴ１１５细菌喂食
涡虫．
１．２．４　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测干扰后涡虫Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因表达变化
随机挑选对照组和ＲＮＡｉ干扰组中央片段再生７ｄ的涡虫用液氮研磨成粉末后加入ＲＮＡｉｓｏ　Ｒｅａｇｅｎｔ

试剂抽提总ＲＮＡ［１１］，反转录合成ｃＤＮＡ．我们设计一对基因特异性引物（ｆｏｒｗａｒｄ：５＇－ＣＴＧ　ＡＡＧ　ＣＡＧ　ＣＣＣ
ＡＡＧ　ＣＧＴ　ＣＡＡ　ＴＡ－３＇；ｒｅｖｅｒｓｅ：５＇－ＴＣＧ　ＧＴＡ　ＣＧＡ　ＡＡＴ　ＴＡＣ　ＡＡＧ　ＧＡＧ　ＡＣ－３＇），用实时荧光定量ＰＣＲ
技术检测干扰后Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因表达变化．涡虫的ＤｊＥＦ２基因（ｆｏｒｗａｒｄ：５＇－ＡＡＧ　ＡＣＧ　ＡＴＧ　ＡＡＧ　ＴＴＧ
ＣＴＡ　ＴＴＧ　Ｃ－３＇；ｒｅｖｅｒｓｅ：５＇－ＡＡＣ　ＴＣＣ　ＧＡＣ　ＡＡＧ　ＡＣＣ　ＡＣＡ　ＧＡＴ－３＇）作为内参．用相对ＣＴ值法即２－ΔΔＣＴ

法［１２］来计算干扰后Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因ｍＲＮＡ的相对表达量．仪器为ＡＢＩ７５００ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　Ｓｙｓｔｅｍ，每个处理
重复３次．用ＳＰＳＳ　１３．０对Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ获得的数据单因素方差分析，Ｐ＜０．０１为显著性差异．

２　结　果

２．１　Ｌ４４４０干扰载体的构建
首先采用ＰＣＲ方法获得目的基

因Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１ｃＤＮＡ片段，结果
（如图１Ａ）所示，条带为１　３００ｂｐ左
右，与预期大小一致．将目的基因与

Ｌ４４４０ 载 体 双 酶 切 后 连 接 转 化

ＨＴ１１５细菌，挑选阳性克隆，提取

Ｌ４４４０－Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１重组质粒，用

ＸｂａＩ和 Ｈｉｎｄ　ＩＩＩ对重组质粒进行双
酶切，酶切后释放出１　３００ｂｐ左右
的目的条带，表明Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基
因已插入质粒载体 Ｌ４４４０ 中（图

１Ｂ）．重组质粒测序结果与 Ｄｊ－β－
ｃａｔｅｎｉｎ－１基因序列完全一致，说明
已经成功构建Ｌ４４４０－Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１
重组质粒．菌液扩大培养，保存菌种
于－８０℃．
２．２　ＲＮＡｉ－Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因对涡虫再生的影响
含有Ｌ４４４０－Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１重组质粒的 ＨＴ１１５细菌经ＩＰＴＧ诱导产生ｄｓＲＮＡ，将细菌喂食涡虫进行

Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因干扰实验．干扰后的涡虫从咽前咽后切割成３段观察再生表型变化（如图２Ａ）．再生７ｄ
后，头部片段的后端再生出两个眼点（如图２Ｂ），表型率为２６／３０．中央片段的两端都能再生出眼点（如图
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２Ｃ），表型率为２０／３０．令人惊奇的是，ＲＮＡｉ－Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因不仅能使再生涡虫的后端形成眼点，而且还
能使正常涡虫尾部结构改变，在正常的涡虫尾部形成双眼点（如图２Ｄ），表型率为１２／３０．由此可见，ＲＮＡｉ－
Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因使涡虫前后轴极性发生改变．

２．３　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因干扰
效果

采用 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ 技术检测干扰后涡虫

Ｄｊ－β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因的表达变化．结果显示，与对照
组相比，ＲＮＡｉ涡虫体内该基因表达量极显著下
将，是对照水平的０．１倍（如图３）．

３　讨　论

淡水涡虫是一个非常神奇的动物，将其横切后
总是面向前端的伤口再生出头，面向后端的伤口再
生出尾．著名遗传学大师摩尔根认为，涡虫从前到
后有一种物质浓度梯度决定了涡虫前后轴的极性．
在地中海涡虫中研究表明：β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因主要在
涡虫后端表达．干扰β－ｃａｔｅｎｉｎ－１表达能导致涡虫前
后轴极性逆转，涡虫后端再生出眼点，形成异位头

部［１３－１４］．β－Ｃａｔｅｎｉｎ是 Ｗｎｔ／β－Ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的重要组成部分，它进入细胞核与转录因子Ｔｃｆ／Ｌｅｆ结合激
活靶基因转录．但是，抑制β－ｃａｔｅｎｉｎ－１引起哪些基因表达的改变并不清楚．ＨＯＸ同源基因沿前后体轴分布对
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动物个体的发育非常重要．抑制β－ｃａｔｅｎｉｎ－１对 ＨＯＸ基因的表达模式有何影响并不清楚．为了深入研究β－
ｃａｔｅｎｉｎ－１对下游基因的调控作用，制备出双头涡虫是解决这一问题的基础．

Ｌ４４４０是一个含有双启动子的干扰载体，经ＩＰＴＧ诱导后在细菌体内形成ｄｓＲＮＡ．喂食含有ｄｓＲＮＡ的
细菌干扰基因表达已经在线虫和涡虫等多种动物中广泛应用［１５］．我们将日本三角涡虫β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因构建
到Ｌ４４４０干扰载体上，诱导产生ｄｓＲＮＡ喂食涡虫，这种方法表现出很好的干扰效果．喂食细菌后的涡虫切
割后后端再生出眼点，形成头部．ｑＲＴ－ＰＣＲ检测表明干扰后涡虫体内内源性β－ｃａｔｅｎｉｎ－１基因的表达量显
著下降．Ｌ４４４０干扰载体的成功构建和双头涡虫模型的建立为后续研究工作奠定了良好的基础．
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