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摘要：  Dkkl1 基因在哺乳动物睾丸发育和精子发生过程中扮演着重要角色，然而其在龟鳖类动物中的研究十分

有限。为探索龟鳖类 Dkkl1 基因的潜在功能和作用机制，克隆了中华鳖 (Pelodiscus sinensis) Dkkl1 基因的 cDNA 片段，

分析其序列特征、表达模式以及对外源性激素处理的响应。克隆获得的 D k k l 1 基因 c D N A 序列长度为

823 bp，其中 3'-非编码区 (UTR) 为 67 bp，5' UTR 为 90 bp，开放阅读框为 666 bp，共编码 222 个氨基酸。中华鳖

Dkkl1 蛋白是一种稳定性较差、亲水性较强的碱性蛋白，其二级结构和三级结构主要以 α-螺旋和无规则卷曲为主。氨

基酸序列同源性比对结果显示其与中华草龟  (Chinemys reevesi i)  Dkkl1 蛋白的相似性较高  (81%)，与棱皮龟

 (Dermochelys coriacea) Dkkl1 蛋白的同源性较低 (70%)。通过 RT-PCR 和 RT-qPCR 分析发现，中华鳖 Dkkl1 
mRNA 在 3 冬龄成体精巢中极显著性高表达 (P<0.001)，而在其余体组织中几乎不表达。并且随着年龄的增长，中华鳖

精巢中 Dkkl1 基因的表达量逐渐上升，并在 3 冬龄时达到顶峰。此外，17β-雌二醇 (E2) 和 17α-甲基睾酮 (17α-MT) 处理

均可显著抑制成体中华鳖精巢中 Dkkl1 基因的表达 (P<0.05)。研究表明，Dkkl1 基因可能在中华鳖睾丸发育和精子发生

过程中起着重要作用。
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Abstract: Dkkl1 gene plays an important role in mammalian testicular development and spermatogenesis, but the research of

Dkkl1 gene in turtles is still limited. Therefore, in order to explore its potential function and mechanism of action in turtles, we

cloned a cDNA fragment of Dkkl1 gene from Chinese soft-shelled turtle (Pelodiscus sinensis), and analyzed its sequence charac-

teristics, expression pattern and response to exogenous hormone treatment. The cDNA of Dkkl1 gene was 823 bp in length, with

3' UTR of 67 bp, 5' UTR of 90 bp, open reading frame of 666 bp, and encoded 222 amino acids in total. Dkkl1 protein is a kind

of alkaline protein with poor stability and high hydrophilicity. The secondary and tertiary structures of Dkkl1 protein are mainly

dominated by  α-helix  and  irregular  coil.  Amino  acid  sequence  homology  comparison  showed  high  similarity  with Chinemys

reevesii Dkkl1 protein (81%), but low homology with Dermochelys coriacea Dkkl1 protein (70%). RT-PCR and RT-qPCR analy-

ses  reveal  that Dkkl1 mRNA  was  significantly  highly  expressed  in  spermathecae  of  3-winter-age P.  sinensis adults  (P<0.001),

while it was hardly expressed in the rest of somatic tissues. Moreover, the expression of Dkkl1 gene in P. sinensis spermathecae

gradually increased with age and peaked at 3-winter-age. In addition, both 17β-estradiol and 17α-methyltestosterone treatments

significantly inhibited the expression of Dkkl1 gene in adult P. sinensis spermathecae (P<0.05). The results suggest that the Dkkl1

gene might play an important role in the process of testicular development and spermatogenesis in P. sinensis.

Keywords: Pelodiscus sinensis; Dkkl1 gene; Testicular development; Spermatogenesis; Bioinformatics analysis; Exogenous hor-

mones

 

Dkkl1 (Dickkopf-like 1) 是 Dickkopf (DKK) 基因家族中

的一员，属于分泌型糖蛋白，最初是在非洲爪蟾 (Xenopus

laevis) 中被鉴定为胚胎头部诱导剂和 Wingless (Wnt) 拮抗

剂[1]。已有研究证明 Dkkl1 可以在脊椎动物的多种细胞类

型中抑制 Wnt 诱导的 β-catenin 的稳定性[2-3]。在小鼠 (Mus

musculus) 中，Dkkl1 由单个基因编码，其表达首先在 2 细

胞期和 4 细胞期中检测到[4]，在胚胎第 15 天时，Dkkl1 基

因在发育中的骨骼和眼睛中表达，但在性腺原基中不表

达。然而在成年小鼠中，Dkkl1 基因的表达只限于睾丸，

Dkkl1 mRNA 在发育中的精母细胞中丰富表达，首先在发

育中的顶体中表达，然后在成熟精子的顶体中积累[5]。不

仅如此，Dkkl1 还是一种 N-糖基化蛋白，在精母细胞成熟

过程中参与精子合成[6]，它标志着发育中的精母细胞和精

子细胞，通过靶向敲除 Dkkl1 基因，小鼠胚胎正常发育，

形成可育后代[7]。但是，Dkkl1 基因的缺失会导致精子体外

受精能力严重受损，而这种作用在体内受精中似乎得到了

某种因素的补偿。此外，Dkkl1 基因还与人 (Homo sapiens)

的弱精子症 [ 8 ] 和不育症 [ 9 ] 密切相关。上述研究表明，

Dkkl1 基因在哺乳动物睾丸发育和精子发生过程中扮演着十

分重要的角色，但是目前关于 Dkkl1 基因在龟鳖类动物中

的研究还鲜有报道。

爬行纲在物种进化过程中具有特殊的进化位置，是第

一批真正摆脱水环境依赖而登陆的脊椎动物，也是羊膜动

物中最早的一种，既能进化为哺乳类，又能演化为鸟类，

在动物学研究中占有举足轻重的地位[10]。中华鳖 (Pelodis-

cus sinensis) 隶属于爬行纲、龟鳖目、鳖科、中华鳖属，是

我国淡水特种养殖中的重要品种，因其独特的营养价值[11]

和药用价值[12] 而深受市场青睐，直接经济价值超过百亿。

随着年龄的增长，中华鳖睾丸发育呈现出不同的形态特

征，大致可分为 4 个时期：精原细胞期、精母细胞期、精

子细胞期和精子期。1 冬龄雄性中华鳖精巢中的细胞分

散，曲细精管内主要由精原细胞组成；2 冬龄曲细精管中

的生精上皮除了有精原细胞外，初级精母细胞也逐渐分化

形成；3 冬龄精巢已具备各种类型的精细胞，曲细精管腔

内出现大量精子[13-14]。中华鳖的睾丸发育和精子发生受多

基因的调控，例如：L i 等 [ 1 5 ] 发现中华鳖中 H m g b 2

基因的表达呈现睾丸特异性，主要存在于圆形精子细胞和

精子中，证实其在中华鳖的精巢发育和精子生成过程中具

有重要功能；Lei 等[16] 发现 Spats1 是一个雄性表达特异的

基因，其主要存在于中华鳖的初级精母细胞、次级精母

细胞和精子中，与中华鳖的精子发生和释放密切相关；

Zhou 等[17] 使用 RNA 干扰技术成功敲除 Amh 基因，证明

其在促进中华鳖的睾丸发育和精子发生方面具有必要和充

分的作用。然而，除了关键基因之外，外源性激素也可以

在一定程度上调控睾丸发育和精子发生[18-19]，且在不同发

育时期发挥着不同的作用[20]。例如：意大利壁蜥 (Podarcis

sicula) 在高浓度 17β-雌二醇 (E2) 和低浓度甲基睾酮 (MT)

中会阻滞精子发生[21]，而在低浓度 E2 和高浓度 MT 中可诱

导精子发生的恢复[22]。锯盖鱼 (Centropomus undecimalis)

在 15 和 30 mg·kg–1 的 MT 下可刺激睾丸的发育和生长并加

速精子发生[23]；产后 15~30 d 的大鼠暴露于 E2 下会延迟精

子发生[24]。然而，近年有关 Dkkl1 基因的研究十分匮乏，

且现有的研究还远不足以阐明中华鳖精子发生的背后机

制。因此本研究克隆了中华鳖 Dkkl1 基因的 cDNA 序列，

对其序列特征进行详细分析，探索其在不同体组织和不同
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时期性腺中的表达模式，以及其对外源性激素 [E2 和 17α-

甲基睾酮 (17α-MT)] 处理的响应，为深入探讨 Dkkl1 基因

在中华鳖睾丸发育和精子发生中的功能研究提供基础数据。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料的收集

本研究所用中华鳖采购自广东省惠州市财兴实业有限

公司，选取 1、2、3 冬龄健康中华鳖，麻醉后放血。取

3 冬龄中华鳖的心脏、肝脏、脾脏、肾脏、脑、肌肉、卵

巢和 1、2、3 冬龄的精巢组织于无酶冻存管中，并将其迅

速放入液氮中速冻，于−80 ℃ 超低温冰箱保存，每种组织

均取 3个生物重复。

 1.2    总 RNA 提取及 cDNA 第一链合成

使用 Trizol 法提取中华鳖各组织的总 RNA，提取

RNA 的浓度和质量由 NanoQTM 核酸检测仪和 1% (w) 琼脂

糖凝胶电泳检测。使用 HiScript® III RT SuperMix for qPCR

(+gDNA wiper) 反转录试剂盒 (Vazyme，中国) 去除基因组

DNA污染，合成 cDNA第一链。

 1.3    中华鳖 Dkkl1 cDNA 的克隆

参考 NCBI GenBank 公布的中华鳖 Dkkl1 基因序列信

息 (XM_014572465) 设计引物 Dkkl1-F/Dkkl1-R (表 1)，以

3 冬龄中华鳖精巢 cDNA 为模板，将 Dkkl1 基因的开放阅

读框 (Open reading frame, ORF) 区域进行扩增，并使用

1% 琼脂糖凝胶电泳对 PCR 产物进行检测。目的片段使用

Gel Extraction Kit (Omega，中国) 胶回收试剂盒进行回收，

连接至 pMD19-T (TaKaRa，中国) 载体上，将连接产物转

化至 DH5α 感受态细胞 (TaKaRa，中国) 中。最后，从转化

后的细胞中筛选出阳性克隆，并送至广州天一辉远基因科

技有限公司进行测序。

 1.4    Dkkl1 基因的生物信息学分析

使用 ExPASy (https://web.expasy.org/translate/) 在线网

站预测开放阅读框[25]，采用 DNAMAN 软件进行氨基酸序

列的翻译和同源性比较[26]、ClustalW (BioEdit) 软件进行氨

基酸序列的多重比对[27-28]，通过 ProtParam 分析 Dkkl1 蛋白

的理化性质[29] 和 SOPMA 分析 Dkkl1 蛋白二级结构[30]，利

用 SWISS-MODLE同源建模构建 Dkkl1蛋白质三级结构[31]。

 1.5    组织表达分析

运用 Primer 软件设计实时荧光定量 PCR (RT-qPCR) 所

需引物 Dkkl1-qF/Dkkl1-qR，同时选择中华鳖的 Ef1α 基因

作为内参基因[32] (表 1)。以中华鳖不同组织的 cDNA 作为

模板，利用 Applied Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR

Systems (Applied Biosystems，新加坡) 对其进行实时荧光定

量 PCR 分析。反应体系为 20 μL，其中 2×iTaq Universal

SYBR Green (BIO-RAD，美国) 10 μL，引物 Dkkl1-qF/Dkkl1-

qR 各 0.5 μL，cDNA 模板 2 μL，双蒸水 (ddH2O) 7 μL。半

定量分析使用与 RT-qPCR 相同的特异性引物   (Dkkl1-

qF/Dkkl1-qR)，采用各组织的 cDNA 作为模板进行普通

PCR (RT-PCR) 扩增。扩增产物通过 1% 琼脂糖凝胶分离并

进行拍照 (GenoSens2200，中国)。

 1.6    成体雄性中华鳖外源性激素处理

选取体表无伤、活跃的 3 冬龄雄性中华鳖 33 只，其

中 30 只平均分为 2 组 (E2 处理组和 17α-MT 处理组)，从腿

部肌肉注射 E2 和 17α-MT，质量浓度为 50 μg·μL−1，剂量

为 10 mg·kg−1[16]；另外 3 只注射等剂量的溶剂作为空白对

照组，分别于激素处理后第 6、第 12、第 24、第 48 小时

和第 7 天随机采集 3 只雄性性腺，置于液氮中进行总

RNA提取和实时荧光定量 PCR分析。

 1.7    数据分析

x̄±sx̄

使用 2−ΔCt 法于第 6、第 12、第 24、第 48 小时计算目

的基因的相对表达量[15]，每个实验至少独立重复 3次，所有数

据均以“平均值±标准误 ( )”表示。采用 SPSS 20.0 软

件进行单因素方差分析，P<0.05 表示具有显著性差异。

 2    结果

 2.1    中华鳖 Dkkl1 基因克隆结果及其编码蛋白氨

基酸序列分析

克隆获得的中华鳖 Dkkl1 cDNA 序列长为 823 bp，其

中 3' 非编码区 (UTR) 长 67 bp，5' UTR 长 90 bp，ORF 长

666 bp，共编码 222 个氨基酸 (图 1)。中华鳖 Dkkl1 蛋白的

相对分子质量为 24.924 77 kD，理论等电点为 10.8，不稳

定系数为 58.71，脂溶系数为 84.91，总平均亲水系数为

−0.418，表明 Dkkl1 蛋白是一种稳定性较差、亲水性较强

的碱性蛋白质。其二级结构主要由 α-螺旋、β-折叠、无规

则卷曲和延伸链组成，其中 α-螺旋占 33.78%，β-折叠占

表1    中华鳖 Dkkl1 cDNA 克隆和表达分析的引物
Table 1    Primers used for cDNA cloning and expression analysis of

P. sinensis Dkkl1

名称
Name

序列 (5'—3')
Sequences (5'–3')

用途
Purpose

Dkkl1-F GGGACAGGGAAGGGAAAC
cDNA 克隆

Dkkl1-R GCAAGAAAGACCAAGGAGTAGG

Dkkl1-qF ATGGCTAGCAGCCTGTGTCT 实时荧光定
量和半定量
分析Dkkl1-qR GACCTGGCAAAGAGATGGAG

EF1αF ACTCGTCCAACTGACAAGCCTC
内参基因

EF1αR CACGGCGAACATCTTTCACAG
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5.86%，无规则卷曲占 46.85%，延伸链占 13.51%，三级结

构主要以 α-螺旋和无规则卷曲为主。氨基酸序列同源性比

对结果显示：其与中华草龟 (Chinemys reevesii) 的相似性较

高 (81%)，与棱皮龟 (Dermochelys coriacea) 的相似性较低

(70%)，与绿海龟 (Chelonia mydas)、三趾箱龟 (Terrapene

carolina triunguis)、巴西红耳龟 (Trachemys scripta elegans)、

西部锦龟 (Chinemys picta bellii) 的同源性分别为 80%、

79%、78%、78% (图 2)。

 2.2    中华鳖 Dkkl1 基因的组织表达

RT-qPCR 结果显示，中华鳖 Dkkl1 mRNA 在 3 冬龄成

体精巢中极显著性高表达 (P<0.001)，而在心脏、肝脏、脾

脏、肾脏、脑、肌肉和卵巢中几乎不表达 (图 3-a)。RT-

PCR 结果显示，该基因仅在 3 冬龄中华鳖成体精巢组织中

检测到目的条带，而在其他体组织中均未检测到 (图 3-b)。

 2.3    中华鳖不同发育时期精巢中 Dkkl1 基因的表达

变化

通过 RT-qPCR 检测中华鳖 Dkkl1 基因在不同发育时期

精巢中的表达变化。结果显示，随着中华鳖年龄的增长，

其精巢中 Dkkl1 基因的表达量逐渐上升，并在 3 冬龄时达

到顶峰。此外，Dkkl1 基因在 2 冬龄和 3 冬龄精巢中的表达

量极显著高于 1 冬龄 (P<0.001)，而 2 冬龄和 3 冬龄精巢之

间的表达差异不显著 (P>0.05) (图 4)。

 2.4    E2 和 17α-MT 处理对中华鳖精巢 Dkkl1 基因

表达的影响

对雄性中华鳖进行 E2 和 17α-MT 激素处理后，其精巢

中 Dkkl1 基因的表达量显著降低 (P<0.05)。E2 处理后，精

巢中 Dkkl1 基因的表达量持续下降，至第 48 小时几乎为

0，但是在 7 d 后得到部分恢复；17α-MT 处理后，精巢中

Dkkl1 基因的表达量同样受到显著性抑制 (P<0.05)，在第

48小时达到最低值，但在第 7天显著上升 (P<0.05) (图 5)。

 3    讨论

本实验通过克隆得到中华鳖 Dkkl1 基因的 cDNA 序

列，序列长 823 bp，共编码 222 个氨基酸，氨基酸序列比

对和 NJ 进化树结果表明其与爬行类亲缘关系最近。RT-

qPCR 和 RT-PCR 结果显示 Dkkl1 mRNA 在精巢组织中高

表达且极显著高于卵巢等其他组织   (P<0 .001)，表明

Dkkl1 基因表达在中华鳖中具有性别二态性和组织特异性。

这与在小鼠和人类中发现的两性差异表达模式类似。

Dkkl1 基因的组织分布研究表明，Dkkl1 mRNA 仅在睾丸中

表达丰富，而在附睾和其他组织中几乎不表达。此外，人

类基因芯片结果显示 Dkkl1 基因在成年男性睾丸中的杂交

信号强度是胎儿睾丸的 405.56 倍，对人体多个组织的 RT-

PCR 分析表明，Dkkl1 mRNA 仅在睾丸中表达，Western

blot 分析也表明 Dkkl1 基因主要在人睾丸中表达[5]。综上所

述，推测 Dkkl1 基因在中华鳖睾丸形成或功能维持上可能

具有重要的调控作用。

同时，本实验发现，随着中华鳖年龄的增长，其精巢

中 Dkkl1 基因的表达量逐渐上升，并在 3 冬龄时达到顶

峰，Dkkl1 基因在中华鳖成体睾丸中的表达与其睾丸发育和

精子发生的过程大致吻合。1 冬龄中华鳖的睾丸主要由精

原细胞组成；2 冬龄时逐渐分化为初级精母细胞和次级精

母细胞，并且在生精管中观察到少量精子；3 冬龄时已经

完全性成熟，睾丸中产生大量成熟精子[33]。Dkkl1 基因这种

特殊的表达模式与睾丸发育成熟程度呈正相关，并且很可

能参与了精子发生过程。因此，在生产实践中通过 Dkkl1

基因的相对表达量可预估中华鳖睾丸的发育成熟程度，这

可为选育高繁殖力和优秀的雄性亲本提供新的生物指标。
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图1    中华鳖 Dkkl1 基因核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

Fig. 1    Nucleotide of P. sinensis Dkkl1 gene and its encoded protein sequence
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精子发生是雌激素与雄激素共同调节的结果[34]。E2 是

一种天然的雌激素[35]，17α-MT 是一种具有雄激素效应的内

分泌干扰物[36]，这两种物质已被广泛用于与睾丸发育和精

子发生有关的功能研究[37-38]。本实验通过向雄性中华鳖注

射外源性激素 E2 和 17α-MT 后，发现两者均可显著抑制

Dkkl1 基因的表达。相比于 17α-MT，E2 对 Dkkl1 基因的抑

制作用更强，在注射 12 h 后，其表达量几乎为零。有研究

表明，外源性雌激素可通过影响雌激素受体途径诱导精子

发生障碍，并对精子的质量和受精潜力产生负面影响[39]，

低剂量的 E2 可延迟精子产生，而高剂量的 E2 则会完全抑

制精子产生[40]。Dkkl1 基因在精子发生过程中被定位在成熟

的精子或精子的顶体中[4]，同时还发现 Dkkl1 基因在小鼠胎

盘发育和精子发生过程中表达，并且具有促进精子穿透透

明带的能力，将其敲除后，小鼠体外受精能力显著降

低[6]。因此，外源性激素 E2 处理可能是抑制 Dkkl1 基因表

达的关键因素。雌、雄激素通过不同的受体途经影响精子

发生，而雄激素大多是通过雄激素特异性受体 AR 介导

的 [ 4 1 ]。本实验中，通过注射外源性激素 17α-MT 导致

Dkkl1 基因的表达受到显著抑制。Dakhova 等 [ 4 2 ] 发现

Dkkl1 基因是睾酮产生的负调控因子，敲除 Dkkl1 基因导致

类固醇生成酶基因 Cyp11a 和 Cyp17 表达量增加，使睾酮的

合成局部上调。而注射外源性激素 17α-MT 会导致生物体

内睾酮水平瞬间升高[43]，从而可能抑制中华鳖 Dkkl1 基因

的转录，以响应体内睾酮水平的升高。

 4    结论

本实验通过克隆得到中华鳖 Dkkl1 基因的 cDNA 片

段，对其进行生物学信息分析，发现中华鳖在进化关系上
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图2    中华鳖与其他物种的 Dkkl1 氨基酸序列同源相似性比对

注：所有的氨基酸序列来自于 NCBI 数据库：巴西红耳龟，XM_034791724.1；绿海龟，XM_037888484.1；三趾箱龟，

XM_026659251.1；中华草龟，XM_039510142.1；西部锦龟，XM_024113109.1；棱皮龟，XM_038381465.2。黑色阴影为氨基酸序列比对相

同的位点，灰色阴影为相近位点。

Fig. 2    Homologous comparison of Dkkl1 amino acid sequence of P. sinensis with other species

Note: All amino acid sequences come from NCBI database: T. scripta elegans, XM_034791724.1; C. mydas, XM_037888484.1;

T. carolinatriunguis, XM_026659251.1; C. reevesiis, XM_039510142.1; C. picta bellii, XM_024113109.1; D. coriacea, XM_038381465.2.

The black and gray shadows represent the same and similar sites, respectively.
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与爬行类动物相近。运用 RT-PCR 和 RT-qPCR 对 Dkkl1 基

因在雌、雄中华鳖各组织和精巢不同发育时期的表达差异

进行了分析，确定 Dkkl1 基因在 3 冬龄成体精巢中显著高

表达，并且随着年龄的增长其表达量逐渐升高。通过注射

外源性激素 E2 和 17α-MT，发现其可显著抑制 Dkkl1 基因

在精巢中的表达。由以上结果可以推论，Dkkl1 基因在中华

鳖睾丸发育和成熟过程中起着重要作用，可能与精子发生

密切相关，且可受外源性激素调控，这为今后龟鳖类动物

睾丸发育及精子发生机制的研究拓展了新思路。
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图3    中华鳖 Dkkl1 基因在 3 冬龄成体组织中的表达情况

注：***. P<0.001；M. DL2000 Marker。

Fig. 3    Expression of Dkkl1 gene in tissues of

3-winter-age adult P. sinensis
Note: ***. P<0.001; M. DL2000 Marker.
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图4    中华鳖 Dkkl1 基因在不同发育时期精巢中的表达情况

注：**. P<0.01表示差异极显著。

Fig. 4    Expression of P. sinensis Dkkl1 gene in different

developmental periods of testis

Note: **. P<0.01 represents very significant difference.
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图5    中华鳖精巢中 Dkkl1 基因对 17β-雌二醇和

17α- 甲基睾酮处理后的表达响应

注：不同小写字母表示组间存在显著性差异 (P<0.05)。

Fig. 5    Expression response of Dkkl1 gene in testis of

P. sinensis to E2 and 17α-MT treatment

Note: Different lowercase letters represent significant differences

between groups (P<0.05).
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