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翘嘴鳜mtf-1表达特征分析及镉胁迫对其节律性表达的影响
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摘要: 为了研究翘嘴鳜(Siniperca chuatsi)金属调节转录因子-1(Metal-regulated transcription factor-1, mtf-1)序列

特征、组织表达及重金属镉胁迫对其昼夜节律性表达的影响, 研究对翘嘴鳜mtf-1基因启动子顺式调控元件和

序列特征, 以及该基因在不同组织中的表达模式进行了分析, 并对水体镉胁迫下翘嘴鳜脑组织中mtf-1基因表

达昼夜节律性变化进行了研究。结果表明 ,  翘嘴鳜mtf-1启动子中存在锌指蛋白ZNF136、ZNF384和
ZNF143结合位点, 表明其表达受金属离子的潜在调控, 另外, 翘嘴鳜mtf-1启动子中还发现核心生物钟基因

RORβ结合位点, 表明mtf-1基因可能参与昼夜节律调控。基因结构域分析表明翘嘴鳜mtf-1基因存在一个高度

保守的DNA结合域及一个不保守的反式激活域。mtf-1基因在翘嘴鳜不同组织中均有表达, 其中脑组织中表

达量最高、肾脏其次。在自然条件下, 翘嘴鳜脑组织中mtf-1基因呈现昼低夜高的表达趋势, 其基因表达峰值

相位为ZT 12.65h(一日中的黄昏时期), 这与翘嘴鳜昼伏夜出, 黄昏最活跃的生活习性相符。在水体镉胁迫下,
翘嘴鳜脑组织mtf-1基因昼夜都呈现持续低表达, 昼夜表达差异不显著, 表明水体镉胁迫能显著抑制翘嘴鳜

mtf-1基因表达, 破坏鳜鱼脑组织mtf-1昼夜节律。

关键词: mtf-1;   组织表达;   镉胁迫;   昼夜节律;   翘嘴鳜

中图分类号: Q344+.1           文献标识码: A           文章编号: 1000-3207(2023)02-0316-07

 

金属硫蛋白(Metallothioneins, MTs)基因参与了

鱼类对水体重金属胁迫下的解毒反应, 它通过与细

胞内重金属结合, 降低游离重金属离子浓度从而降

低重金属的毒性, 其基因表达的精准调控对鱼类抵

抗重金属毒性具有重要意义。金属调节转录因子-
1 (mtf-1)是金属诱导MTs基因表达调控的关键转录

因子
[1], 其通过与MTs基因启动子上的金属响应元

件(Metal-responsive elements, MREs)的结合, 进而

调控MTs的表达。mtf-1属于核质穿梭蛋白, 在细胞

未受到外界刺激的条件下, 大部分mtf-1存在于细胞

质中, 当细胞受到重金属胁迫时, 它会积聚到细胞

核中, 与基因启动子上的MREs元件结合, 通过激活

MTs等靶基因的转录, 在重金属的解毒、氧化应激

的保护等生理过程中发挥重要作用
[2—4]

。mtf-1基因

序列高度保守, 在小鼠(Rattus norvegicus)、人类

(Homo sapiens)、果蝇(Drosophila melanogaster)、
斑马鱼(Danio rerio)和水豚(Hydrochoerus hydro-
chaeris)等多个物种中均被鉴定研究

[5], 其蛋白质序

列包含一个高度保守的DNA结合域和一个由三种

转录激活域组成的反式激活域, 3种转录激活域分

别为酸性、脯氨酸和富含丝氨酸/苏氨酸的区域
[6]
。

关于mtf-1功能的研究主要集中在哺乳动物
[7, 8], 小

鼠肝脏敲低mtf-1基因后对重金属的耐受性大大减

弱, mtf-1参与了哺乳动物谷胱甘肽合成等抗氧化通

路的调控
[9], mtf-1基因在鱼类的研究相对较少

[1, 10, 11]
。

镉是一种生物非必需的有毒重金属, 由于生物

半衰期长, 即使是较低的浓度, 也容易在生物体内

蓄积, 进而导致器官损伤等毒性作用。鱼类作为长

期生活在水中的低等脊椎动物, 直接与水体中的重

金属接触, 对镉具有较高的敏感性
[12]

。镉在鱼类中
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主要通过鳃和胃肠道的吸收, 在鳃、肝脏和 肾脏等

器官中持续蓄积, 进而导致鱼类器官损伤, 代谢紊

乱等毒性效应
[13]

。近年来, 越来越多的研究表明镉

会对生物体的昼夜节律产生毒性干扰, 其通过扰乱

脑组织核心生物钟基因节律性表达, 进而导致生物

代谢紊乱, 氧化应激损伤等 [14—16]
。与哺乳类一样,

鱼类活动也具有稳定的昼夜节律性, 我们前期在翘

嘴鳜中克隆得到了与哺乳类同源的全部核心生物

钟基因(CLOCKs、BMAL1、PERs、CRYs、RORs
和REV-ERBs等), 证实了翘嘴鳜和哺乳类一样, 具有

同样的由核心生物钟基因振荡调控的昼夜节律性

机制
[17]

。mtf-1作为细胞对重金属响应和MTs基因

表达的重要调节因子, 其是否介导了重金属镉的节

律毒性效应还并未有研究。

翘嘴鳜(Siniperca chuatsi)是中国特有的淡水名

贵鱼类, 被广泛养殖
[18]

。但翘嘴鳜对水质要求较高,
对水体环境污染的耐受性差, 易受水质影响而导致

存活率较低
[19]

。本研究鉴定得到翘嘴鳜mtf-1的
cDNA全长序列, 对其组织表达模式及序列特征进

行了分析, 并研究了其在翘嘴鳜脑组织中的昼夜表

达特征, 及镉对翘嘴鳜mtf-1昼夜节律的影响, 为探

究重金属镉对鱼类生物节律毒性效应提供了资料。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

实验翘嘴鳜均从长沙市望城区团山湖村翘嘴

鳜养殖场购入, 翘嘴鳜平均体重为 200 g, 将翘嘴鳜

置于室内实验基地进行养殖, 所有鱼每天在早上

9:00和下午5:00饱食投喂饵料鱼2次, 保证实验鱼的

生物周期性一致。翘嘴鳜首先在LD光制(12h光照/
12h黑暗)下驯养2周, 在驯养结束后, 进行正式实验,
养殖用水为已曝气去氯的自来水。实验中所用的

镉为CdCl2·2.5H2O, 购自上海国药控股有限公司。

通过一定比例将CdCl2·2.5H2O和蒸馏水混合配制

为原液, 保存待用。

 1.2    实验方法

组织表达实验鱼的养殖及样本的收集　　采

购的翘嘴鳜用12h光照/12h黑暗的LD光制驯养两

周, 待翘嘴鳜状态稳定, 禁食24h后, 选取规格一

致、健康的翘嘴鳜6尾(雌雄鱼比例1﹕1)进行取样。

用100 mg/L MS-222(3-氨基苯甲酸乙酯甲磺酸)对
鱼进行麻醉, 然后放置在冰上解剖, 快速取其肠道

(中肠)、肝脏、脑、肾脏、脾脏、心脏、鳃和肌肉

(背肌上的白肌)8个组织, 置入无RNA酶EP管中, 液
氮速冻后, 放入–80℃冰箱保存备用。

镉胁迫实验鱼的养殖及样本的收集　　采购

的翘嘴鳜分为正常组和胁迫组两个处理组, 随机放

入6个50 cm×50 cm×90 cm的室内玻璃缸中, 用
12h光照/12h黑暗的LD光制驯养两周, 在驯养结束

后, 进行时期两周的镉胁迫养殖。在此期间, 每天

提供持续通气, 保证溶氧充足。每天早上9:00和下

午5:00饱食投取饵料鱼2次、0.5h后清理剩余饵料

鱼和粪便、用已曝气去氯的自来水换取缸中30%
的水。镉胁迫组换的水中要溶入适量的CdCl2原液,
经稀释后加入缸中, 保持水体中的Cd浓度在20 μg
Cd/L。用pH测定计分别测定缸中pH, 使pH维持在

7.2—7.4、水温(24±1)℃。两周胁迫结束, 翘嘴鳜禁

食24h后开始取样。取样时间节点分别是06:30(ZT0)、
09:30(ZT3)、12:30(ZT6)、15:30(ZT9)、18:30(ZT12)、
21:30(ZT15)、24:30(ZT18)、次日03:00(ZT21)和次

日06:30(ZT24), ZT0表示每天光照开始的时间。每

个时间点随机选取3尾鱼, 用100 mg/L MS-222对鱼

进行麻醉, 然后放置在冰上解剖, 快速取脑组织, 置
入无RNA酶EP管中, 液氮速冻后, 放入–80℃冰箱

保存备用。

总RNA的提取以及cDNA的合成　　冷冻的

组织样品放入已加研磨珠和1 mL RNAios Plus的无

酶EP管中, 使用高速匀浆仪匀浆。后续步骤参照

TaKaRa的RNAiso Plus说明书进行。为验证总

RNA浓度和纯度, 采用超微量核酸蛋白分析仪对其

进行测定。总RNA的完整性通过1%的琼脂糖凝胶

电泳检测, 当28s与18s条带亮度为2﹕1且条带清晰可

见时, 表明提取的RNA具有较高的完整性。取1 μg
的总RNA采用TaKaRa公司的PrimeScriptTM RT re-
agent Kit with gDNA Eraser(Perfect Real Time)试剂

盒进行逆转录。合成的单链cDNA收集保存至

–80℃供后续分析。

引物合成及序列分析　　采用Primer 5.0软件

设计qPCR引物, 并送擎科生物有限公司合成(表 1)。
采用Megalign v7.1.0软件对翘嘴鳜mtf-1与其他物种

的同源性进行分析。使用bioedit v7.2.5默认设置的

ClustalW程序进行多序列比对, 再通过GeneDoc

表 1   定量引物

Tab. 1   Quantitative primers

引物名称
Primers

引物序列
Forward primer sequences (5′—3′)

用途
Application

Sc-mtf-1 CATCCTCTGGTCGGGTGTA
CCATCAGGGTCAGTCATAAA RT-qPCR

Sc-mtf-1 TTAGCAGCCAGTACAGTTTG
GACAGTAGCGGTGACAGAG RT-PCR

Sc-rpl-13
CACAAGAAGGAGAAGGCTCG
GGT
TTTGGCTCTCTTGGCACGGAT

内参引物

Sc-β-actin CCACAGCCGAGAGGGAAAT
CCATCTCCTGCTCGAAGTC 内参引物
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v6中文版进行优化编辑, 得到序列比对结果。使用

JASPER 2022(https://jaspar.genereg.net)转录因子预

测数据库对翘嘴鳜mtf-1基因转录起始位点上游2 kb
区域进行转录因子结合位点预测。

实时荧光定量PCR　　通过实时荧光定量

PCR(RT-qPCR)检测基因表达量。在RT-qPCR分析

中, 每个样品检测3个技术重复。RT-qPCR的反应

总体系一共为25 μL, 反应成分为SYBR Premix Ex
TaqTM

Ⅱ 12.5 μL, cDNA 1 μL, 上下游引物各为1 μL,
ddH2O 9.5 μL。qPCR条件为: 95℃预变形1min;
95℃变性5s; 58℃退火、延伸30s; 39个循环; 溶解

温度在65—95℃。组织表达实验以rpl-13为内参,
节律分析实验以β-actin为内参。

 1.3    数据处理及分析

f (t)=M+A cos(t =12¡')

f (t)
'

所有数据以mean±SE表示。荧光定量PCR采

用2–∆∆Ct
方法计算基因的相对表达量。采用SPSS

20.0软件进行统计分析, 利用单因素方差分析(One-
way ANOVA)和Tukey’s multiple comparisons test比
较不同组织之间的差异, P<0.05水平下差异显著。

翘嘴鳜脑组织mtf-1基因的昼夜节律通过SPSS
20.0独立样本t检验进行显著性分析后, 采用matlab
7.0通过函数方程式 对

定量数据进行余弦拟合。方程中 给定时间内

基因表达水平; M为平均值; A为振荡振幅; 为峰

值相位, 即最高振幅所在时间点换算出的角度。当

不同时间点基因表达量单因素方差分析显著性差

异P<0.05和余弦拟合P<0.3时, 则视该基因具有昼

夜节律性
[20, 21]

。

 2    结果

 2.1    mtf-1基因氨基酸序列比对及同源性分析

翘嘴鳜mtf-1 cDNA全长为2758 bp, 由816个氨

基酸组成。氨基酸比对结果表明, 翘嘴鳜mtf-1具有

一个典型的DNA结合域和一个反式激活域(包括:

酸性、脯氨酸和丝氨酸/苏氨酸丰富区域), 以及核

定位信号(NLS)和核输出信号(NES) (图 1), 其中

DNA结合域高度保守, 反式激活域区域高度可变。

mtf-1氨基酸序列同源性分析表明, 翘嘴鳜mtf-1与其

他物种具有较高的序列同源性, 其中与斑马鱼mtf-
1基因同源性为77.1%, 与人类mtf-1基因同源性为

56.8%, 表明在进化中不同物种mtf-1趋向保守。

 2.2    mtf-1上游转录因子结合位点预测

对翘嘴鳜mtf-1基因转录起始位点上游2 kb序
列进行转录因子结合位点预测分析, 鉴定得到多个

重要转录因子结合位点(图 2), 如核心时钟基因类

视黄醇相关孤儿受体β(RORβ)、MAF蛋白家族中

的MAFF和MAFG、锌指转录因子Klf4以及多种锌

指蛋白结合位点等, 但翘嘴鳜mtf-1基因启动子区域

并未找到金属响应元件(MRE)。
 2.3    mtf-1基因的组织表达

为了研究翘嘴鳜mtf-1基因在不同组织中的表

达水平 ,  对8个不同组织(心、肝、脾、肾、鳃、

肠、脑和白肌 )的cDNA进行半定量PCR(RT-
PCR)及实时荧光定量PCR ( RT-qPCR ) 检测(图 3),
翘嘴鳜mtf-1在所检测的组织中均有表达, 其在脑组

织中表达量最高, 其次是肾脏以及心脏组织, 在肠

道、鳃、肌肉和肝脏中低表达 ,  实时荧光定量

PCR分析和半定量PCR两种不同检测方法, 检测结

果相似。

 2.4    mtf-1基因在脑的昼夜节律表达分析

采用实时荧光定量对翘嘴鳜脑组织中mtf-1基
因24h昼夜节律表达进行分析, 并使用matlab分析其

昼夜节律性, 结果表明mtf-1基因在正常组的翘嘴鳜

脑中表现出昼低夜高的表达趋势, 其表达峰值对应

的时间点为ZT=12.65(黄昏时期; 表 2), 镉胁迫后,
mtf-1基因呈现持续低表达, 昼夜表达差异不显著,
且在多个时间点表达量均低于对照组(图 4), 表明

重金镉抑制了翘嘴鳜脑组织mtf-1基因表达, 并导致

Sc-mtfl DNA binding site Transactivation domain
160

1

336

350 666

8l6
155 161 357 365

CLSDLSLIS

NES

Nuclear export

QREVKRY

NLS

Nuclear imporit

Acidic
425/427

Pro-rich Ser/thr-rich
543571

图 1    翘嘴鳜mtf1结构域

Fig. 1    Function domain of mtf1 of Siniperca chuatsi
鳜鱼 mtf1 基因结构域参考斑马鱼基因结构域预测，包括DNA结合域、反式激活域、核定位信号(NLS)和核输出信号(NES)[22]

The functional domains of Sc-mtf1 were predicted according to mtf1 of zebrafish, including DNA binding domain, transactivation domain,
nuclear localization signal (NLS) and nuclear export signal (NES)[22]
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翘嘴鳜mtf-1表达由昼低夜高变为昼夜持续低表达。

 3    讨论

转录因子mtf-1协调MTs基因的表达, 对于降低

重金属对机体的毒性作用有重要意义。翘嘴鳜mtf-

1由816个氨基酸组成, 只有1个mtf-1亚型, 与绝大多

数哺乳类和鱼类只有1个mtf-1亚型一致, 但在大西

洋鲑和鲤中发现2个以上mtf-1亚型, 这可能是由于

鲤科鱼类和鲑科鱼类特有的全基因组倍增所导致
[23, 24]

。

翘嘴鳜mtf-1序列包含1个DNA结合域和3个不同的

POU4F1

ZNF384

RORB

DMRTC2

MAFF

VENTX

MAFG PRDM1

FOXA1

KLf4

SPIC

ZNF136

SOX8

Nr2e1

ZNF143

TSS

TATCTTTATA GAATATTTGC AAAAGGTAAT GCAGTGAATT CCATACATAT TTTTTGTTGT −1940

TTTGACATTG TATCCTAGTA CACTGGGTTT GAAATGAAAC AATGATTGAG GTCACAGTGC −1880

TGACTTTCAA CTTGAAGGCT ACATGTGTAC ATTTGCTACA CTGTTCAATT AATGCTGAAA −1820

GTCAGCAATT TAACCTCATA GTCATTGTTT AATTTCAGAT ACAATATTCT GAAATACTGA −1760

GGCAATGCAA AAAAAATGTA TTTCTGTCTA ATCTGTCTGT CTGATGGACA ATTTGAATGA −1700

ATCCTTGGAT GCAATGATTC TCATTTTGCA CCTACTACAT TTCAAAACAT GCAGATTCTG −1640

CTCAACAATT GTCCTTGACT CTGTATTGAC TTGCAGCGGG CAGTAACCAC TCAGTAGCAG −1580

AGGCCTTGCT TCTCTTCCTA GATGCCCTCC CAGAGCCTGT GGTTCCCTTC TCCTTTTATC −1520

AACAGTGCCT TGAAAGCTGC TCAAATGCCA GTCAGTGTGA GAAAGTGAGT GAGACAGGCC −1460

ACTGTTAATC GCTGTTAATT ACCATTAATC TATTACAAAG ATGTGTTAAA ATTCTAAAAG −1400

TTAACCTCTG GCTTTTTTGA TATAATGTTA ATTTCTTTTG TCTCTAGGTT ATTTCCATGC −1340

TACCTCAGTG CCATCAAAAT GTGTTCAACT ATTTAGCTGC CTTTCTCCGC GAACTGTTGA −1280

AGAATTCTGC TAGCAACCGA TTAGATGTCA ACATCTTGGG TAAGAAAAGG AAGCAGGTTG −1220

CACTTCAGTC TCTTTCATTT GTGAATGTGT TATTATTAGG TTTTGCTTTG TGCTTTAGTC −1160

AGCATGTGTT AAGTGAAGAG AAATACGAAT AAAGCAGTGG GAAGTGAAAA TGAATGAATG −1100

AAAATCCTGT TTTATTCTGT TATATTTATG ACTCGAGGAC TGTTTGCACT TACTTTCTTT −1040

TCAATACTCT AAGGGAAGGG ACTATAAGGG AATTGTAAGA ACGTGTAAAT ATGATAATTA −980

TTTAAAATCC TTCATTTTTT ACATTGAATT TTTTTCTCAT CTTCTGTCAC ATTCGTTGAA −920

ACATGAAAAA AAATTACTCT GCTAATAAAG ATAGATAATA AACATTACAA CTAAGAAAAG −860

GAATCTGTTA TACTATGCAA TATGAATAAT TTATTTTCTT TCTGCATAGC CACCATTTTT −800

GCCTCCTTGC TCCTGAAATC ACCCATGAAG CAGGATCTTG CAGAAAAGCG GAAGACTCAG −740

GAGTTCTTTC AGAACTTCCT GACCCAAGGC TCCTCCTAGA TGGAGGCCTT GTCCTTCATG −680

CTGAAGTTGA ACACTAAAAA ATATACAGTC CAGTATTTGA AATAAACTGT AATGATTTCT −620

TATATTCTTA GATGGATCTT TGTATAGATA TATAGTATAA TTACTGTGAG ATGAAGAGAA −560

AAGTGACAGC TCTTATCTGA TATTAGTTTG TTTCAAAGCA ATGTTTGTGA TCTGTTTATG −500

CACAAAGTTT ATTGTATATT GTTGAGCGTC TGTAGAGACC TAACAATTTT TAATGTCTGT −440

ATATTTTATT TAAAAAAAAA TAATTTGTAT TTTAGTGTTT CTGATTTCAA CAGCATATTG −380

ATTTTATATA TAAAACTATT GGAAACAAGG TGTTTGTCAC TGGTGATTTT TTCAAATAAA −320

ATTTTATTCT GAGTCCATGT TGCCAATCAC AAGCAAATAA ATTAACACTA ATTTGTTTAT −260

AGTGCGTGTG TGCACAAGAG AATATCTTTA CATACATTCA GCTTATTTAA TCATATCTAC −200

AACATAAAAA GTCAAAAAGT TGCATCTTTA GAAAGAATAA GGTTTGATGT TTTAATTTAG −140

CATTAGGAAT TATATTTAAT TTCCCATAAT TCATCACGAA TGGCTGTAAG TCTGTGACGT −80

TGTATGGTAT CCTAGGGAGG GGATAGAAAG AAAGTGCTAA ACATCCAAAG CATAGGAATA

CCAAAGCATA

−20

+40AGGCTTAAAT ATTAACACAG GGGAGGGGAT AGAAAGAAAG TGCTAAACAT 

图 2    翘嘴鳜mtf-1基因5′上游2 kb区域预测的转录因子结合位点的示意图.
Fig. 2    Schematic representation of predicted putative transcription factor binding motifs in the 2 kb region upstream of the 5′-upstream of
the Siniperca chuatsi mtf-1 gene.
用下划线突出显示的序列表示预测的转录因子结合位点, TSS指转录起始位点Sequences highlighted with underlining show putative
transcription factor binding sites, TSS refer to transcription start site
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激活域(富含酸性氨基酸的区域、接着是富含脯氨

酸的区域以及富含丝氨酸/苏氨酸的区域), 此外还

有核定位信号(NLS)和核输出信号(NES), 与哺乳类

mtf-1基因功能域结构高度一致。序列同源性分析

发现翘嘴鳜mtf-1氨基酸序列与斑马鱼mtf-1基因同

源性为77.1%, 与人类mtf-1基因同源性为56.8%, 虽
然翘嘴鳜mtf-1序列与哺乳动物mtf-1序列保守性不

高, 但其DNA结合区域却与哺乳类mtf-1基因DNA
结合域高度相似, 说明翘嘴鳜mtf-1基因可能与哺乳

类mtf-1基因调控相似的靶基因表达。

组织表达分析表明翘嘴鳜mtf-1在所检测的各

个组织均有表达, 其中在脑、肾脏及心脏中具有较

高表达。鲤中的研究也发现mtf-1基因在脑组织中

最高表达
[12], 与本研究结论相似。研究表明mtf-1对

中枢神经系统组织的发育是不可缺少的
[25], 此外,

小鼠中的研究发现mtf-1还对小鼠胚胎肝脏的正常

发育和功能尤为重要
[26, 27], 表明mtf-1在机体发育过

程中发挥着重要的作用。我们对翘嘴鳜mtf-1的
5′上游区域转录因子结合位点进行预测, 在翘嘴鳜

mtf-1启动子上鉴定到多个转录因子靶向位点, 包括

锌指蛋白ZNF136、ZNF384、ZNF143、RORβ、
MAFF、MAFG和SPIC等。类视黄醇相关孤儿受体

β(RORβ)核心生物钟基因, 在生物的昼夜节律维持

中发挥着重要的作用
[28]

。锌指蛋白(ZNFs)是蛋白

质中含量最丰富的一类, 它涉及转录调控、DNA修

复、细胞迁移等众多过程
[29]

。研究表明, 在黄颡鱼

和鲍等物种mtf-1启动子上存在MRE位点
[1, 30], 表明

mtf-1存在自调节, 但在翘嘴鳜启动子上并没有发现

MRE位点, 说明mtf-1自调节在鱼类中并不是普遍存在。

昼夜节律支配着大多数物种的休息/活动周期,
并影响生物体代谢水平与周期变化

[31]
。大量研究

表明, 重金属镉通过诱导氧化应激进而导致器官损

伤, 代谢紊乱等毒性效应
[32, 33]

。近期, 越来越多的

研究也表明包括镉在内的重金属具有很强的内分

泌毒性效应, 会通过影响脑垂体褪黑素等激素的分

泌, 进而导致生物昼夜节律发生紊乱
[34, 35]

。鱼类中

的研究表明脑组织是水体重金属镉的重要毒性靶

器官
[36], 但关于重金属镉对鱼类昼夜节律影响的相

关研究还较少。本研究发现水体镉胁迫导致翘嘴

鳜脑组织mtf-1基因昼夜节律发生紊乱, 正常组mtf-

表 2   翘嘴鳜脑mtf-1基因的节律性参数

Tab. 2   Rhythmical parameters of mtf-1 gene in brain of Siniperca
chuatsi

分组
Team

振幅
Amplitude

中值
Mesor

峰值相位
Acrophase

峰值对
应区时

P
value P

正常投喂
Control 0.11 2.91 3.31 ZT12.65 0.97 <0.05

镉胁迫处理
Cd exposure 0.32 2.65 0.97 ZT3.71 0.12 <0.05
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图 3   mtf-1在翘嘴鳜不同组织的表达水平

Fig. 3   Expression levels of mtf-1 in different tissues of Siniperca
chuatsi
A. mtf-1半定量胶图; B. 翘嘴鳜mtf-1不同组织表达水平; 所得结

果均以平均值±标准误(means±SE)表示; 字母表示显著性水平;
P<0.05表示显著差异

A. semi-quantitative gel map of mtf-1; B. expression levels of mtf-
1 in different tissues; the obtained results are expressed as mean±
standard error (means±SEM); letters indicate the significance
level; P<0.05 indicates a significant difference
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图 4   镉胁迫对翘嘴鳜脑组织mtf-1基因的节律表达

Fig. 4   The effect of cadmium on rhythmic expression of mtf-1
gene in the brain of Siniperca chuatsi
白色条带为光照阶段, 黑色条带为黑暗阶段; *表示正常组与胁

迫组不同时间点组织表达的显著差异(P<0.05); 图中数据均为

平均值±标准误差(n=3)
The white band is the light stage, and the black band is the dark stage;
* indicates the significant difference in tissue expression between
the normal group and the Cd stress group at different time points
(P<0.05). The data in the figure are the mean±standard error (n=3)
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1基因在翘嘴鳜脑组织中呈现昼低夜高的表达趋势,
峰值对应区时ZT 12.65h, 在镉胁迫下, mtf-1基因相

比正常组持续低表达 ,  基因表达峰值提前至  ZT
3.71h, 同时增幅减弱, 昼夜表达差异不显著。研究

发现, 物质代谢和细胞稳态等都受生物节律调控,
如肝脏中发现100多个代谢相关的基因呈现昼夜节

律性变化, 扰乱生物节律则会导致代谢紊乱, 细胞

损伤
[37, 38]

。mtf-1作为重要的重金属解毒反应调控

基因, 其脑组织基因表达昼夜节律紊乱将对镉毒性

效应具有较大的促进作用。本研究也表明水体镉

胁迫对鱼类脑组织具有昼夜节律毒性效应。
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CHARACTERISTICS OF MTF-1 AND CADMIUM STRESS ON RHYTHMIC
EXPRESSION IN CHINESE PERCH SINIPERCA CHUATSI

PAN Ya-Xiong1, ZHOU Jun1, ZHANG Yu1,2, TAO Jin-Sheng1, PAN Jia-Lin1, TANG Zhao-Yang1, FAN Yi-Wei1, HU
Ming-Guang1, LI Hui-Ju1, ZHANG Jian-She1 and CHU Wu-Ying1

(1. School of Biological and Environmental Engineering, Changsha University, Changsha 410022, China; 2. School of Marine and
Biological Engineering, Yancheng Institute of Technology, Yancheng 221051, China)

Abstract: To study the characteristics of mtf-1 gene of Siniperca chuatsi and the effects of cadmium stress on the circa-
dian rhythm of mtf-1 gene in brain, we analyzed cis-regulatory elements of mtf-1 gene promoter, sequence characteris-
tics and tissues expression patterns of mtf-1 gene, and explored the circadian rhythm changes of mtf-1 gene expression
in brain of Siniperca chuatsi under cadmium stress. The results showed that there were binding sites of zinc finger pro-
teins including ZNF136, ZNF384 and ZNF143 in the mtf-1 promoter of S. chuatsi, indicating that their expression is po-
tentially regulated by metal ions. In addition, RORβ binding sites of the core clock gene were also found in the mtf-1
promoter of S. chuatsi, indicating that the mtf-1 gene is potentially involved in circadian rhythm regulation. The analy-
sis of function domain indicated that mtf-1 gene has a highly conserved DNA binding domain and a non-conserved
trans-activation domain. mtf-1 gene is expressed in different tissues of S. chuatsi, among which the highest expression
level is found in brain tissue, followed by kidney. Under natural conditions, mtf-1 gene showed a trend of high expres-
sion at night and low expression in the brain at day. The expression peak phase occurs at ZT 12.65h (nightfall), which is
consistent with its life habits. Under cadmium stress, the mtf-1 gene in the brain of S. chuatsi presented continuous low
expression level, and with no significant difference between day and night, indicating that the mtf-1 gene expression in
the brain of S. chuatsi could be significantly inhibited by cadmium, and the circadian rhythm of mtf-1 in the brain tis-
sue of S. chuatsi is damaged.

Key words: mtf-1; Tissue expression; Cadmium stress; Circadian rhythm; Siniperca chuatsi
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