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大乳头水螅增殖细胞核抗原基因的克隆及再生进程中的表达分析
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摘要: 研究以增殖细胞标记物-增殖细胞核抗原(Proliferating cell nuclear antigen, PCNA)蛋白为切入点, 采用

RACE(Rapid amplification of cDNA ends)方法克隆了大乳头水螅(Hydra magnipapillata)PCNA基因的cDNA序

列。该cDNA序列包含1240 bp, 其中837 bp为编码区,  编码的蛋白质预测分子量为30.93 kD。把PCNA基因

ORF中的部分序列克隆到原核表达质粒pET-28b(+)中, 重组质粒转化E. coli BL21 (DE3)菌株, IPTG诱导后成

功表达重组PCNA蛋白,  再用该重组蛋白免疫新西兰兔制备多克隆抗体用于PCNA蛋白的免疫印迹分析

(Western blotting assay, WB)。采用实时定量PCR (quantitative Real-time PCR, qPCR)及WB方法检测水螅头部

再生进程中其PCNA表达水平的动态变化, 结果表明在再生进程的中后期阶段水螅PCNA表达量呈现一定程

度的上调。结果暗示水螅头部再生进程的中后期阶段其伤口及附近区域可能存在细胞分裂活动。
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再生是生物的基本特性和本能, 生物体的一部

分因自然损伤或人为切割丢失后其自身能进行一

定程度的形态和功能的重建
[1]
。动物的再生能力可

分为3个层次, 最基础的为组织层次的再生, 如皮肤

组织的创伤愈合; 其次为器官层次的再生, 如两栖

纲有尾类幼体或成体的附肢或尾部被切断后可再

生出失去的部分; 最强的为整体层次的再生
[2], 如

1个水螅个体被横切为两段, 这两部分可分别再生

成为两个个体。再生现象在进化地位不同的动物

中均普遍存在, 但不同动物类群之间再生能力的差

别较大
[3]
。进化地位较高等的动物类群已丧失器官

及整体层次再生能力, 尚保留一定程度的组织再生

能力; 而进化地位较低等的动物再生能力比较强,
其中一部分类群如海绵、水螅和涡虫等具备整体

层次的再生能力。淡水水螅具有在实验室易大规

模培养、无性繁殖速度快等优点, 已成为动物再生

的细胞和分子机制研究的模式生物
[4]
。

水螅强再生能力的主要物质基础是其体内存

在的大量可塑性强的细胞
[5], 但这些细胞是通过去

分化, 还是通过有丝分裂产生新生细胞参与再生进

程, 目前未有定论
[1, 6]

。细胞去分化进程的检测目

前在技术上较为困难
[7], 因此追踪和检测水螅再生

进程中细胞分裂及DNA复制相关指标来反映细胞

增殖活动是可行的切入点
[8]
。增殖细胞核抗原(Pro-

liferating cell nuclear antigen, PCNA)是与DNA复制

直接相关的DNA聚合酶δ的一种辅助蛋白质
[ 9 ]
。

PCNA蛋白只在增殖细胞中表达, 因此, PCNA蛋白

被广泛用作肿瘤细胞等活跃增殖细胞的监测标记

物
[10]

。基于此, 本研究首先克隆了大乳头水螅(Hy-
dra magnipapillata)PCNA基因的cDNA序列, 再利用

原核表达系统表达了PCNA重组蛋白; 以该重组蛋

白为抗原制备了PCNA多克隆抗体, 并采用实时定

量PCR (quantitative Real-time PCR, qPCR)及免疫印

迹分析(Western blotting assay, WB)方法检测了水

螅头部再生进程中PCNA表达动态。

1    材料与方法

1.1    实验材料

大乳头水螅(H. magnipapillata)原种采集于重

庆市郊区湿地, 挑取单只水螅活体标本通过无性繁
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殖建立大乳头水螅单克隆无性繁殖系
[11]
。

1.2    大乳头水螅SMART RACE cDNA文库的建

立、5′RACE及3′RACE
首先使用Clustal 2.0软件

[12]
比对3种刺胞动物

(GenBank登录号分别为: HAAD01005160、KT452624
和LSMT01000220)PCNA基因cDNA序列, 再根据比

对后筛选出的保守序列设计用于RACE反应的引物

5′PCNA及3′PCNA(表 1)。从上述大乳头水螅单克

隆无性繁殖系中取50只水螅个体, 饥饿处理2d后先

提取其总RNA, 再从中分离和纯化mRNA[11]
。RACE

cDNA文库制备、5′RACE及3′RACE相关实验操作

均按SMART RACE cDNA Amplification Kit(Clontech,
美国)说明书进行

[11]
。

1.3    PCNA基因全长cDNA序列的克隆

为扩增大乳头水螅PCNA基因全长cDNA序列,
基于5′RACE和3′RACE产物的测序结果设计一对

引物PCNA-F及PCNA-R(表  1)。PCR产物采用

TA克隆试剂盒(TaKaRa, 日本)进行分子克隆, 阳性

克隆经测序鉴定后扩大培养, 进一步提取重组质粒

pMD18-T-PCNA备用。

1.4    生物信息学分析

参考Pan等[11]
的方法进行大乳头水螅PCNA氨

基酸序列预测、PCNA蛋白二级及三级结构的预

测。另外 ,  为获得同源蛋白质氨基酸序列 ,  进行

BLAST分析(https://blast. ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)[11];

再通过Clustal 2.0软件将大乳头水螅PCNA氨基酸

序列与其同源蛋白质氨基酸序列数据一起进行比

对
[11]

。基于PCNA氨基酸序列数据进行系统发生分

析时, 外群为2个植物界的同源序列, 内群为动物界

的29个同源序列。采用Modeltest 3.7筛选建树参数

模型后
[13], 再分别使用PAUP 4.0b10及MrBayes 3.2.3

软件重建系统发生树
[14—16]

。

1.5    PCNA基因的原核表达及重组蛋白的纯化、

浓缩与鉴定

首先基于PCNA蛋白二级和三级结构特点进行其

抗原表位分析
[17], 再参考抗原表位分析结果把大乳头

水螅PCNA基因编码区cDNA序列第67至第657位点

的片段确定为原核表达的靶基因。根据原核表达质粒

pET-28b(+)酶切位点及靶基因序列特征设计及合成引

物PE-PCNA-F(含BamH Ⅰ酶切位点)及PE-PCNA-
R(含Hind Ⅲ酶切位点, 表 1), 继而通过由质粒pET-
28b(+)和E. coli BL21(DE3)组成的原核表达系统

[18]
制

备重组PCNA蛋白。重组蛋白通过亲和层析Ni柱试剂

盒(Qiagen, 德国)纯化, 进而通过离心方法浓缩重组蛋

白, 再参照Pan等[18]
的方法测定重组蛋白N末端15个氨

基酸残基的序列以鉴定该重组蛋白。

1.6    多克隆抗体制备

用于免疫的新西兰兔 (约5 kg)分为免疫组

(2只)与对照组(1只), 参照张行等
[19]

的方法用重组

PCNA蛋白免疫实验兔, 采用ELISA试剂盒(默沙克

生物, 中国)检测抗血清效价, 最后参照Koolivand
等

[20]
的方法从抗血清中分离PCNA多克隆抗体。

1.7    大乳头水螅头部再生进程中PCNA表达分析

大乳头水螅的切割手术及头部再生实验　　

选取饥饿48h无芽体的水螅个体进行再生实验, 用
手术刀在每只水螅个体靠近垂唇占水螅体长(垂唇

与基盘之间的总长度)1/5处切断, 身体前段丢弃, 身
体后段用于头部再生实验 (图  1 )。第一批总共

270只水螅进行切割手术, 把得到的水螅身体后段

转移到新鲜培养液 ,并放进黑暗的培养箱 [温度

(25±0.5)℃]进行再生实验。为准备qPCR的实验材

料, 在切割手术后0、8h、16h、24h、32h、40h、
48h、56h及64h时间段分别取30只再生体放入Tri-
zol溶液(生工生物, 中国)保存(分装在3个1.5 mL离
心管, 每管放0.5 mL Trizol溶液和10只水螅再生

体)。此外, 第二批总共540只水螅进行切割手术,
把得到的水螅身体后段转移到新鲜培养液, 并放进

黑暗的培养箱[温度(25±0.5)℃]进行再生实验。为

准备Western blotting的实验材料, 在切割手术后0、
8h、16h、24h、32h、40h、48h、56h及64h时间段

分别取60只再生体放入液氮中保存(分装在3个1.5 mL

表 1   本文所用引物序列

Tab. 1   Primers used in the study

用途Usage 引物名称Primer
code 序列Sequence (5′－3′)

RACE 5′ PCNA* ATCTTCTTTAGAATCTACTG
3′ PCNA* CAGACTTATGCAATGCGT
5′ adapter
primer**

AGCAGTGGTATCAACGCAGA
GT

3′ adapter
primer**

TTCTAGAGGCCGAGGCGGCC

PCNA-F* GAAAATTTGTCTCTTCTGATT
TTAC

PCNA-R* TTTGCAAATTATAATTTCT

Prokaryotic
expression

PE-PCNA-F* CAGCAGGATCCGTTTGCAGAA
GTAAATTTTGTTTGTTCTG

PE-PCNA-R* AGTATAAGCTTAGCTTTTGTA
AACATGATGAG

qPCR Q-PCNA-F* GTCTCAATTGCGTTACTATGT
C

Q-PCNA-R* TAATAGCATCATAATCTTGAT
CTG

Q-Actin-F* ATGAGCGTTTCCGATGCCCAG
A

Q-Actin-R* GTACCACCTGATAGAACAGTG
T

注: *. 本研究设计的引物; **. SMART RACE cDNA文库构
建试剂盒自带引物

Note: *. Primers designed for this study; **. Primers provided
by  SMART  RACE  cDNA  Library  Construction  Kit  (Clontech,
USA)
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冻存管, 每管放20只水螅再生体)。
qPCR分析　　首先基于大乳头水螅PCNA基

因编码区序列设计用于qPCR的一对引物(表 1), 第
一链cDNA通过逆转录试剂盒(生工生物, 中国)合
成, 再通过CFX96-qPCR系统(Bio-Rad, 美国)和SY-
BR® Premix Ex Taq™ Kit(TaKaRa, 日本)进行qPCR
反应

[21]
。每个qPCR反应设3个生物学重复, 以大乳

头水螅Actin基因作为内参(表 1)。2–ΔΔCt
法进行原始

数据处理
[22], 运用SSPS 22.0进行单因素方差分析,

P<0.05设定为差异显著。

Western blotting分析　　通过Western Blot-
ting试剂盒(百奥莱博, 中国)进行Western Blotting检
测

[19, 23], 使用ECL试剂盒(碧云天, 中国)进行显色反

应。以Actin为内参蛋白, 所用大乳头水螅Actin多
克隆抗体为本实验室自备。所有Western Blot-
ting实验均设3个生物学重复, 运用SSPS 22.0进行

单因素方差分析, P<0.05设定为差异显著。

2    结果

2.1    大乳头水螅PCNA基因cDNA及编码蛋白氨基

酸序列分析

本研究首先进行了3′RACE及5′RACE, 再根

据RACE产物的测序结果设计特异性引物通过分

子克隆方法获得了总长为1240 bp的大乳头水螅PCNA
基因cDNA序列(GenBank登录号: MK123983), 其
中包括101 bp的5′非编码区, 302 bp的3′非编码区

及837 bp的编码区, 编码的蛋白质预测分子量为

30.93 kD。

与人类PCNA氨基酸序列比对结果表明, 二者

间完全保守位点为156个, 氨基酸序列保守性占比

约56%。另外, 基于分子系统发生分析的结果表明,
以植物界2个物种PCNA序列为外群, 动物界框架中

拓扑结构基本符合基于形态学的各种动物类群间

系统发生关系, 其中大乳头水螅PCNA所在的刺胞

动物支系与扁形动物支系聚合成一单系群, 该单系

群位于系统树的基部(图 2)。
蛋白质二级结构分析结果显示大乳头水螅

PCNA包含36.20%的α-螺旋、24.73%的β-折叠、

5 . 3 8 %的β -转角及3 3 . 6 9 %的无规则卷曲线。

SWISS-MODEL同源建模结果显示该蛋白三级结

构整体形似哑铃, 其中α-螺旋和β-折叠分别位于哑

铃状结构纵轴方向的两侧。

2.2    大乳头水螅PCNA基因的原核表达及多克隆

抗体制备

根据抗原表位预测结果(图 3A), 再结合相关区

域cDNA序列特征, 选择了大乳头水螅PCNA基因编

A B

TE

BD

HY

OI

BD

WO

AP

PP

WO

3 mm 3 mm

图 1    切割手术前及切割手术后水螅的形态

Fig. 1    The morphology of H. magnipapillata before and after operation
A. 切割手术前水螅个体; B. 切割手术后的形态; AP. 身体前段; BD. 基盘; HY. 垂唇; OI. 切割手术的切口位置; PP. 身体后段; TE. 触手;
WO. 伤口

A. Morphology of H. magnipapillata before operation; B. Morphology of H. magnipapillata after operation; AP. anterior part; BD: basal
disc; HY. hypostome; OI. operative incision; PP. posterior part; TE. tentacle; WO. wound
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码区cDNA序列第67位点至657位点的片段为原核

表达的靶区域。DNA测序及双酶切的结果均证实

本研究成功制备了原核表达重组质粒pET-28b(+)-
PCNA(图 3B), 细胞内含有pET-28b(+)-PCNA的E.
coli BL21(DE3)菌株经IPTG诱导后成功表达重组

PCNA蛋白(图 3C), 其分子量与预期大小(26.84 kD)
接近。经优化诱导表达条件后发现在诱导温度

27℃时该重组蛋白主要以可溶性形式表达(图 3C第
5—6泳道)。亲和层析Ni柱纯化重组蛋白(图 3C第

7泳道), 进一步浓缩后其浓度约为350 μg/mL。N末

端氨基酸残基序列测定结果(MGSSHHHHHHS
SGLV)也直接证明了本研究成功表达了重组PCNA
蛋白。另外, ELISA检测结果表明以上述浓缩后的

重组PCNA蛋白为抗原对实验兔进行免疫后得到的

抗血清效价为1:364500(图 3D)。

2.3    大乳头水螅头部再生进程中PCNA表达分析

qPCR结果表明, 切割手术后0、8h及16h时水

螅再生体PCNA基因转录水平较为平稳, 而切割手

术24h后再生体PCNA基因转录水平逐渐升高 ,
56h后开始降低, 64h时降至与切割手术后0、8h及
16h相类似的表达水平(图 4A)。WB检测结果表明

切割手术后32h、40h及48h时水螅再生体PCNA蛋

白表达水平明显上调(图 4B、4C)。

3    讨论

从水螅身体上分离的片段(至少包含数百个细

胞, 触手和基盘部位除外)可以再生成独立的小水

螅
[24]; 甚至将完整的水螅个体通过特殊的物理和化

学方法“打散”成独立的单细胞, 再把含有这些水螅

单细胞的溶液用离心机离心, 待离心完成后离心管

Aves

Chordate

95/0.80 NP_989501 Gallus gallus

Reptilia

Invertebrate

79/0.60 ACH45338 Taeniopygia guttata

Mammalia

92/0.95 XM_006035146 Alligator sinensis

Osteichthyes

94/0.90 XP_003230305 Anolis carolinensis

Amphibia

66/0.61 970.92

NP_071776 Rattus norvegicus

Cephalochordata

94/0.90

EHH65526 Macaca fascicularis

Urochordata

100/1.00

NP_002583 Homo sapiens

Mollusca

99/0.78 NP_571479 Danio rerio

Arthropoda

97/1.00

ACM08803 Salmo salar

Platyhelminthes

96/0.98
AGA54130 Dicentrarchus labrax

Cnidaria

100/1.00 NP_001007921 Xenopus tropicalis

Outgroup

98/1.00
XP_018427627 Nanorana parkeri

100/1.00

XP_002588880 Branchiostoma floridae

86/0.81

XP_002131861 Ciona intestinalis

991.00

BAE47144 Botryllus primigenus

90/0.86

AAC37303 Styela clava

72/0.74

AOX15711 Haliotis diversicolor

66/0.63

XP_005092985 Aplysia califormnica

99/1.00

AFV81453 Scrobicularia plana

57/0.60 

ABM66815 Fenmeropendeus chinensis

94/0.89

BAM20028 Papilio xuthus

100/1.00

XP_001361053 Drosophila pseudoobscura

720.68

XP_001662644 Aedes aegypti

60/0.55

CAX71138 Schistosoma japonicum

100/1.00

BAD89370 Dugesia japonica

99/1.00

MK123983 Hyclra magnipapilata*

100/1.00

PFX23041 Stylophora pillata

ANF06847 Eupyllia ancora

XP_015771691 Acropora digitifera

NP_001241553 Glcine max

NP_172267 Arabidopsis thaliana

图 2    基于PCNA氨基酸序列数据重建的ML树及BI树
Fig. 2    Maximum likelihood tree and Bayesian inference tree based on amino acid sequences of PCNA

系统树的节点支持值以ML树(自引导值)/BI树(后验概率检测的置信度)的顺序显示,节点支持值小于50%的在图中不显示; *: 大乳头

水螅

Nodal support values are shown in ML tree (bootstrap value)/Bayesian inference tree (posterior probability value) order. Nodal support
values smaller than 50% are not shown; *: H. magnipapillata

4 期 吴香恒等: 大乳头水螅增殖细胞核抗原基因的克隆及再生进程中的表达分析 793



底部的沉淀即为这些细胞的聚集体, 2—3d后该细

胞聚集体将重建成一条完整的水螅
[25]

。水螅这种

强大再生能力的物质基础可能源于以下两个方面:

(1)相对简单的身体结构。一只水螅个体是由体壁

围成的中空柱状结构, 柱状结构中间空腔为原肠腔,
柱状结构的一端是其头部(主要由口、垂唇和触手
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图 3    PCNA抗原表达及抗体制备

Fig. 3    PCNA antigen expression and antibody preparation
A. 大乳头水螅PCNA抗原表位分析结果. NS. PCNA cDNA序列; PS. PCNA氨基酸序列; 网格示预测的抗原决定簇相关区域; B. 通过

双酶切方法鉴定重组质粒pET-28b(+)-PCNA. 泳道1. 被HindⅢ酶切后的产物; 泳道2. DNA分子量标准; 泳道3. 被BamHⅠ及HindⅢ双

酶切后的产物; C. 重组PCNA蛋白的SDS-PAGE分析. 该PAGE胶采用考马斯亮蓝方法进行蛋白质染色; 泳道1. 含有重组质粒(pET-
28b(+)-PCNA)的大肠杆菌BL21(DE3)菌株被IPTG诱导前总蛋白; 泳道2. 含有重组质粒的大肠杆菌BL21(DE3)菌株被IPTG诱导4h后的

总蛋白; 泳道3. 不含有重组质粒的大肠杆菌BL21(DE3)菌株被IPTG诱导4h后总蛋白; 泳道4. 蛋白质分子量标准; 泳道5. 含有重组质粒

的大肠杆菌BL21(DE3)菌株被IPTG诱导4h后菌体经超声破碎后的沉淀; 泳道6. 含有重组质粒的大肠杆菌BL21(DE3)菌株被IPTG诱导

4h后菌体经超声破碎后的上清; 泳道7. 经His标签亲和层析柱纯化的重组PCNA蛋白; 箭头. 指向重组PCNA蛋白; D. 基于ELISA方法

的重组PCNA蛋白抗血清效价测定结果. 滴定曲线基于不同稀释倍数抗血清相对应的吸收值

A. Epitope analysis for PCNA from H. magnipapillata. NS. cDNA sequence of PCNA; PS. Amino acid sequence of PCNA; Grid region
represents the predicted epitope domain; B. Identification of recombinant vector pET-28b(+)-PCNA by double restriction enzymes. Lane 1.
The recombinant vector was digested by HindIII; Lane 2. Molecule weight marker of DNA; Lane 3. The recombinant vector was digested by
BamHI and HindIII; C. SDS-PAGE of the recombinant PCNA protein. The PAGE gel was stained with coomassie bright blue; Lane 1. The
total proteins from E. coli BL21(DE3) with pET-28b(+)-PCNA at 0 after induction of IPTG; Lane 2. The total proteins from E. coli
BL21(DE3) with pET-28b(+)-PCNA at 4h after induction of IPTG; Lane 3. The total proteins from induced E. coli BL21(DE3) without pET-
28b(+)-PCNA at 4h after induction of IPTG; Lane 4. Molecule weight marker of protein; Lane 5. The insoluble cell fraction from induced E.
coli BL21(DE3) with pET-28b(+)-PCNA after sonic treatment; Lane 6. The soluble cell fraction from induced E. coli BL21(DE3) with pET-
28b(+)-PCNA after sonic treatment; Lane 7. The recombinant PCNA protein purified via His-tag affinity chromatography; Arrow. Pointing
to the recombinant PCNA protein; D. Titration of antiserum to the recombinant PCNA protein using indirect enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). The graph is based on absorbance values of the wells treated with different dilutions of the antiserum
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组成), 另一端为起固着作用的基盘。其体壁由外

胚层、中胶层和内胚层构成
[26]; (2)水螅体内富含干

细胞性质的细胞。体壁的中胶层无细胞分布, 而外

胚层和内胚层主要由上皮肌肉细胞(Epitheliomus-
cular cell, 简称皮肌细胞)组成, 皮肌细胞是一种特

殊的上皮细胞, 其通过细胞分裂只能形成新的皮肌

细胞、而不能形成其他类型细胞
[27]; 除此之外, 水

螅还具备一种干细胞, 即相对于皮肌细胞而言体积

较小的间质干细胞(Interstitial stem cell), 该细胞主

要分布在外胚层。间质干细胞是一种多能干细胞,
能分化成其他功能终端细胞(不具备干细胞性质,
主要包括刺细胞(Stinging cell)、腺细胞(Gland
cell)、感觉细胞(Sensory cell)和神经细胞(Nerve
cell))[28], 以及在环境条件剧烈改变(如水温骤降或

食物缺乏)时分化为性细胞以形成临时性的生殖腺
[29]
。

干细胞有两个重要特性, 即具备转分化能力和

分裂增殖形成新生细胞的能力
[30]

。水螅再生进程

中其体内的干细胞是通过转分化的形式(Morphal-
laxis, 或称为“变形再生”, 指的是在没有细胞增殖

的情况下发生的再生类型, 涉及将现有身体部位或

组织转化为新组织的结构)、还是通过分裂增殖的

形式(Epimorphosis, 或称为“新建再生”, 通过细胞

增殖在伤口部位产生新组织)参与再生过程? 这个

问题目前颇有争议
[1, 6]

。为了探讨该问题, 基于增

殖细胞核抗原(PCNA)蛋白的表达水平与细胞分裂

增殖水平直接相关
[10], 本研究克隆了大乳头水螅的

PCNA基因, 并在重组PCNA蛋白的基础上制备了

多克隆抗体, 进而运用实时定量PCR(qPCR)及免疫

印迹(WB)方法分析PCNA基因及编码蛋白在水螅

头部再生进程中表达水平的动态变化。qPCR结果

显示 ,  水螅头部再生进程的早期(切割手术后0、
8h及16h)再生体PCNA基因转录水平波动较小, 而
切割手术后24h后再生体PCNA基因转录水平逐渐

升高, 56h后开始降低, 致64h时降至与再生进程早

期类似的转录水平(图 4A)。WB检测结果表明切

割手术后32h、40h及48h时水螅再生体PCNA表达

水平明显上调(图 4B、4C)。从形态发育结构特点

看(图 4B), 水螅头部再生进程的早期主要是手术
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图 4    大乳头水螅头部再生进程中PCNA的表达动态

Fig. 4    Dynamic expression of PCNA during the process of head regeneration of H. magnipapillata
A. 基于qPCR分析显示的大乳头水螅头部再生进程中PCNA基因相对表达水平. Actin基因作为对照基因; 误差线代表基于3次重复实

验的标准差; 相同字母标识组彼此无显著差异, 而不同字母标识组之间呈显著差异(P<0.05); B. 大乳头水螅头部再生进程中形态学变

化(图底部)及PCNA表达免疫印迹分析结果(图上部); C. 基于免疫印迹分析的PCNA相对表达量柱状图, 相同字母标识组彼此无显著

差异, 而不同字母标识组之间呈显著差异(P<0.05); BHY. 新生垂唇芽; BTE. 新生触手芽; HY. 垂唇; TE. 触手; WO. 手术伤口

A. QPCR analyses of the relative expression levels of the PCNA transcript during the process of head regeneration of H. magnipapillata.
Actin gene is used as a control to normalize the transcript level, the error bars exhibit the standard deviation of triplicate experiments. There
is no significant difference between groups marked by the same letter, while there is significant difference between groups marked by the
different letters (P<0.05); B. Morphological changes of H. magnipapillata during the process of head regeneration (the bottom half of the
figure) and western blotting of PCNA expression (the upper half of the figure); C. Histogram showing the relative expression levels of
PCNA, and there is no significant difference between groups marked by the same letter, while there is significant difference between groups
marked by the different letters (P<0.05); BHY. bud of new hypostome; BTE. bud of new tentacle; HY. hypostome; TE. tentacle; WO.
wound
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伤口的愈合, 这个时期PCNA表达水平较低, 反映

了这个阶段可能是外胚层和内胚层中的原有旧皮

肌细胞进行转分化参与伤口的愈合; 而再生进程的

中后期(切割手术后32h、40h及48h)PCNA表达水

平明显上调, 这个时期主要涉及水螅垂唇和触手等

头部重要结构重建, 特别是切割手术后40h时垂唇

和触手开始萌芽, 至48h时垂唇和触手结构已基本

形成。垂唇和触手的主体结构也是由外胚层和内

胚层中的皮肌细胞构成
[31], 这些部位的皮肌细胞仍

然可能来自伤口附近原有旧皮肌细胞的转分化; 但
为了辅助捕食, 水螅头部结构的表面(外胚层), 特
别是在触手外胚层的皮肌细胞之间通常分布有大

量刺细胞
[32], 触手再生时势必要及时补充外胚层中

的刺细胞。而刺细胞与腺细胞、感觉细胞和神经

细胞等其他功能终端细胞一样, 不能通过转分化途

径获得, 只能由外胚层中的间质干细胞自身先分裂

增殖, 再由获得的新生细胞分化而来
[33]

。所以本研

究发现在水螅再生进程的中后期PCNA表达水平

上调的现象实际上可能反映了间质干细胞在这个

时期启动了分裂增殖, 以此及时补充再生体中刺细

胞等功能终端细胞。到再生进程晚期(切割手术后

64h)口、垂唇和触手等头部主要结构全部再生完

成, 其PCNA表达水平降至与再生进程早期类似的

基础水平(图 4A—C)。
综上所述, 本研究揭示的大乳头水螅头部再生

进程中PCNA基因及其编码蛋白的表达水平动态特

点的解释都是基于以下两个推测: (1)再生组织两个

胚层中的皮肌细胞是由伤口附近区域旧的皮肌细

胞转分化而来; (2)再生组织中的功能终端细胞是由

间质干细胞增殖形成的新生细胞分化而来。这两

个推测根据何在? 首先, 水螅身体结构简单仅具两

个胚层, 没有像许多三胚层动物具备的专门储存营

养的结构
[34]

。如连续给水螅喂食, 水螅身体无法储

存过多的营养, 但这些获得的营养能直接刺激水螅

体内皮肌细胞及间质干细胞连续分裂, 结果就是在

水螅身体出芽区(Budding region)产生许多芽体(Bud),
芽体不断长大直至自身发育完全后脱离母体

[35]
。在

高频率喂食水螅的情况下, 水螅体就是靠干细胞不

断分裂形成芽体的方式排除过多的营养; 而在低频

率喂食水螅的条件下(如3d喂一次水螅), 水螅获得

的营养可能刚满足其基本生命活动的需要, 水螅体

不产生芽体, 水螅身体也不缩小; 但停止喂食水螅

后, 水螅不但不产生芽体, 反而身体逐渐缩小, 这是

因为水螅饥饿后无法从体外获得营养物质, 但水螅

体自身一部分细胞以细胞自噬或细胞凋亡的形式

被分解和吸收以保持其基本生命活动需要
[36], 所以

水螅个体越来越小。以上的事实说明了由于水螅

无储存营养的结构导致必须通过喂食让水螅临时

获得营养使其体内干细胞启动分裂增殖; 反过来说

就是水螅体内干细胞分裂增殖的先决条件是通过

喂食获得临时性的营养积累, 没有临时的营养积累

水螅干细胞不会启动分裂增殖。水螅切割手术后

其头部再生过程类似于正常水螅体饥饿状态时的

情况, 因为头部再生完成前水螅无法进食, 继而无

法获得外部营养, 所以再生组织中构成水螅身体结

构主体的新生皮肌细胞最有可能由伤口附近区域

旧皮肌细胞转分化而来(变形再生); 其次, 水螅身体

中的刺细胞、腺细胞、感觉细胞和神经细胞等功

能终端细胞不具备干细胞性质, 无转分化能力, 因
此再生组织中的这些功能终端细胞的来源只有一

个, 即由间质干细胞分裂后获得的新生细胞分化而

来
[5, 32, 37]

。而间质干细胞分裂增殖的营养和能量从

何而来? 有报道认为是来源于部分皮肌细胞的自噬

或凋亡
[36, 38]

。

总之, 本研究初步揭示了水螅头部再生进程的

中后期阶段水螅PCNA表达量呈现一定程度的上

调, 这个结果暗示水螅头部再生进程的中后期阶段

其伤口及附近区域可能存在细胞分裂增殖活动, 其
中涉及的细胞和分子机理值得深入研究。

参考文献:

Bosch T C.  Why polyps  regenerate  and we don’t:  to-
wards a cellular and molecular framework for Hydra re-
generation  [J].  Developmental  Biology,  2007,  303(2):
421-433.

[1]

Fujisawa T. Hydra regeneration and epitheliopeptides [J].
Developmental Dynamics, 2003, 226(2): 182-189.

[2]

Siebert S, Anton-Erxleben F, Bosch T C. Cell type com-
plexity in the basal metazoan Hydra is maintained by both
stem cell based mechanisms and transdifferentiation [J].
Developmental Biology, 2008, 313(1): 13-24.

[3]

Galliot B. Hydra, a fruitful model system for 270 years
[J].  International  Journal  of  Developmental  Biology,
2012, 56(6-8): 411-423.

[4]

Bosch T C. Hydra  and the evolution of stem cells  [J].
Bioessays, 2009, 31(4): 478-486.

[5]

Agata K, Saito Y, Nakajima E. Unifying principles of re-
generation I: Epimorphosis versus morphallaxis [J]. De-
velopment, Growth & Differentiation, 2007, 49(2): 73-78.

[6]

Gurusinghe S, Young P, Michelsen J, et al. Suppression
of dedifferentiation and hypertrophy in canine chondro-
cytes through lentiviral vector expression of Sox9 and in-
duced pluripotency stem cell factors [J]. Biotechnology
Letters, 2015, 37(7): 1495-1504.

[7]

Orii H, Sakurai T, Watanabe K. Distribution of the stem[8]

796 水   生   生   物   学   报 44 卷



cells (neoblasts) in the planarian Dugesia japonica  [J].
Development Genes and Evolution,  2005, 215(3): 143-
157.
Naryzhny S N. Proliferating cell nuclear antigen: a pro-
teomics view [J].  Cellular & Molecular Life Sciences,
2008, 65(23): 3789-3808.

[9]

Park S Y,  Jeong M S,  Han C W, et  al.  Structural  and
functional insight into proliferating cell nuclear antigen
[J]. Journal of Microbiology and Biotechnology,  2016,
26(4): 637-647.

[10]

Pan H C, Yang H Q, Zhao F X, et al. Molecular cloning,
sequence analysis, prokaryotic expression, and function
prediction  of  foot-specific  peroxidase  in  Hydra  mag-
nipapillata  Chinese strain [J]. Genetics and Molecular
Research, 2014, 13(3): 6610-6622.

[11]

Larkin M A, Blackshields G, Brown N P, et al. Clustal W
and  Clustal  X  version  2.0  [J].  Bioinformatics,  2007,
23(21): 2947-2948.

[12]

Posada D, Buckley T R. Model selection and model ave-
raging in phylogenetics: advantages of akaike informa-
tion criterion and bayesian approaches over likelihood ra-
tio tests [J]. Systematic Biology, 2004, 53(5): 793-808.

[13]

Jeon H K, Park H, Lee D, et al. Molecular detection of
Spirometra decipiens  in  the United States  [J].  Korean
Journal of Parasitology, 2016, 54(4): 503-507.

[14]

Ronquist F, Teslenko M, van der Mark P, et al. MrBayes
3.2: efficient Bayesian phylogenetic inference and model
choice across a large model space [J]. Systematic Biology,
2012, 61(3): 539-542.

[15]

Chen L L,  Liu J  H,  Li  Q F,  et  al.  The significance of
phylogenetic position of unicellular green algae endosym-
biotic in Hydra sinensis inferred from nuclear and chloro-
plast  gene sequences [J].  Acta Hydrobiologica Sinica,
2017, 41(6): 1265-1272. [陈磊磊,  刘俊红,  李全发,  等.
基于核及叶绿体基因序列探讨中国绿水螅共生单细胞

绿藻系统发生地位  [J].  水生生物学报,  2017,  41(6):
1265-1272.]

[16]

Berger  P,  Lapthorn  A  J.  The  molecular  relationship
between antigenic domains and epitopes on hCG [J]. Mo-
lecular Immunology, 2016, 76(2016): 134-145.

[17]

Pan H C, Song D X, Zhou K Y, et al. Cloning and proka-
ryotic  expression of  major ampullate spidroin gene of
spider [J]. Chinese Journal of Biotechnology, 2007, 23(3):
446-451. [潘红春, 宋大祥, 周开亚, 等. 蜘蛛大壶状丝蛋

白基因的克隆与原核表达  [J].  生物工程学报,  2007,
23(3): 446-451.]

[18]

Zhang H, Tian X X, Dong W F, et al. Molecular cloning,
antibody preparation and expression analysis of ascorbate
peroxidase in Hydra  sinensis  [J]. Acta Hydrobiologica
Sinica, 2019, 43(2): 305-314. [张行, 田晓晓, 董文芳, 等.
中国绿水螅抗坏血酸过氧化物酶基因的克隆、抗体制

备及表达分析  [J].  水生生物学报,  2019,  43(2):  305-
314.]

[19]

Koolivand D, Bashir N S, Behjatnia S A, et al. Produc-
tion of polyclonal antibody against Grapevine fan leaf virus
movement protein expressed in Escherichia coli [J]. The
Plant Pathology Journal, 2016, 32(5): 452-459.

[20]

Dong W F, Zhang H, Wang R M, et al. Molecular clon-
ing, antiserum preparation and expression analysis during
head regeneration of α-crystallin type heat shock protein
in Hydra vulgaris [J]. Journal of Genetics, 2018, 97(4):
911-924.

[21]

Ali-Benali M A, Alary R, Joudrier P, et al. Comparative
expression of five Lea genes during wheat seed develop-
ment  and  in  response  to  abiotic  stresses  by  real-time
quantitative RT-PCR [J]. Biochimica et Biophysica Acta,
2005, 1730(1): 56-65.

[22]

Fraune J, Alsheimer M, Volff J N, et al. Hydra meiosis
reveals  unexpected  conservat ion  of  s t ructural
synaptonemal  complex  proteins  across  metazoans  [J].
Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 2012, 109(41): 16588-16593.

[23]

Holstein T W, Hobmayer E, Technau U. Cnidarians: an
evolutionarily conserved model system for regeneration
[J]. Developmental Dynamics, 2003, 226(2): 257-267.

[24]

Gierer A, Berking S, Bode H, et al. Regeneration of hy-
dra  from reaggregated  cells  [J].  Nature  New Biology,
1972, 239(91): 98-101.

[25]

Bode H. Axis formation in hydra [J]. Annual Review of
Genetics, 2011, 45(1): 105-117.

[26]

Juliano C E, Reich A, Liu N, et al. PIWI proteins and PI-
WI-interacting RNAs function in  Hydra  somatic  stem
cells [J].  Proceedings of the National Academy of Sci-
ences of the United States of America, 2014, 111(1): 337-
342.

[27]

Boehm A M, Bosch T C. Migration of multipotent inter-
stitial  stem  cells  in  Hydra  [J].  Zoology  (Jena),  2012,
115(5): 275-282.

[28]

Bosch T C, David C N. Male and female stem cells and
sex reversal in Hydra polyps [J]. Proceedings of the Na-
tional Academy of Sciences of the United States of Ame-
rica, 1986, 83(24): 9478-9482.

[29]

Molony C, McIntyre J, Maguire A, et al. Label-free dis-
crimination analysis of de-differentiated vascular smooth
muscle cells, mesenchymal stem cells and their vascular
and osteogenic progeny using vibrational spectroscopy
[J]. Biochimica et Biophysica Acta-Molecular Cell Re-
search, 2018, 65(2): 343-353.

[30]

Buzgariu W, Wenger Y, Tcaciuc N, et al. Impact of cyc-
ling cells and cell cycle regulation on Hydra regeneration
[J]. Developmental Biology, 2018, 433(2): 240-253.

[31]

McLaughlin S. Evidence that polycystins are involved in
Hydra  cnidocyte  discharge  [J].  Invertebrate  Neuros-
cience, 2017, 17(1): 1.

[32]

Beckmann A, Özbek S. The nematocyst: a molecular map
of the cnidarian stinging Organelle [J]. The International

[33]

4 期 吴香恒等: 大乳头水螅增殖细胞核抗原基因的克隆及再生进程中的表达分析 797

http://dx.doi.org/10.7541/2017.157
http://dx.doi.org/10.3321/j.issn:1000-3061.2007.03.016
http://dx.doi.org/10.7541/2019.038
http://dx.doi.org/10.1016/j.zool.2012.03.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.zool.2012.03.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.zool.2012.03.004
http://dx.doi.org/10.7541/2017.157
http://dx.doi.org/10.3321/j.issn:1000-3061.2007.03.016
http://dx.doi.org/10.7541/2019.038
http://dx.doi.org/10.1016/j.zool.2012.03.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.zool.2012.03.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.zool.2012.03.004


Journal of Developmental Biology, 2012, 56(6-8): 577-
582.
Claybrook D L, Eakin R E. A nutritional requirement for
asexual reproduction of hydra [J]. Journal of Experimen-
tal Zoology, 1960, 145(1): 179-189.

[34]

Qian X C, Li X F, Liu Z L, et al. The effect of nutrition
accumulation on the process of basal disc renewal in hy-
dra [J]. Chinese Journal of Histochemistry & Cytoche-
mistry, 2013, 22(2): 115-120. [钱小成, 李晓飞, 刘正亮,
等. 水螅营养积累对基盘组织更新进程的影响 [J]. 中国

[35]

组织化学与细胞化学杂志, 2013, 22(2): 115-120.]
Buzgariu W, Chera S, Galliot B. Methods to investigate
autophagy during starvation and regeneration in hydra [J].
Methods in Enzymology, 2008, 451(1): 409-437.

[36]

David C N. Interstitial stem cells in Hydra: multipotency
and decision-making [J]. The International Journal of De-
velopmental Biology, 2012, 56(6-8): 489-497.

[37]

Böttger A, Alexandrova O. Programmed cell death in Hy-
dra [J]. Seminars in Cancer Biology, 2006, 17(2): 134-
146.

[38]

CLONING AND EXPRESSION ANALYSIS OF PROLIFERATING CELL
NUCLEAR ANTIGEN GENE DURING REGENERATION

IN HYDRA MAGNIPAPILLATA

WU Xiang-Heng, CHENG Xiu-Zhen, WANG Ru-Meng, DUAN Li-Li and PAN Hong-Chun
(Provincial Key Laboratory of the Conservation and Exploitation of Biological Resources in Anhui, Provincial Key Laboratory of

Biotic Environment and Ecological Safety in Anhui, College of Life Sciences, Anhui Normal University, Wuhu 241000, China)

Abstract: Freshwater polyp Hydra is an excellent model organism for studying tissue regeneration, and its strong re-
generation capacity originates from a large number of stem cell-like cells in the body. However, whether these cells un-
dergo dedifferentiation or mitosis to produce new cells during regeneration is still unclear. Here, we focus on prolifera-
ting cell nuclear antigen (PCNA) protein, a marker of proliferating cells. The cDNA sequence of PCNA in Hydra mag-
nipapillata was cloned by rapid amplification of cDNA ends (RACE) method. The total length of the obtained cDNA is
1240 bp, including a 101 bp 5′ non-coding region, a 302 bp 3′ non-coding region and a 837 bp open reading frame
(ORF). The PCNA of H. magnipapillata has 278 amino acids with a putative molecular weight of 30.93 kD. H. mag-
nipapillata PCNA ORF fragment was subcloned into the prokaryotic expression plasmid pET-28b(+), and then trans-
formed into E. coli BL21 (DE3) strain, and finally the recombinant PCNA protein was successfully expressed after in-
duction by IPTG (isopropyl-β-d-thiogalactopyranoside). The recombinant protein was used to prepare the rabbit poly-
clonal antibodies for western blotting assay (WB). The quantitative real-time PCR (qPCR) and the WB results showed
that PCNA expression increased at the middle and late regeneration stage in H. magnipapillata. In conclusion, our re-
sults suggest that there might be cell proliferation at wound site and nearby areas of hydra at the middle and late regenera-
tion stage.

Key words: Hydra magnipapillata;  Proliferating cell  nuclear antigen; Regeneration; Quantitative real-time PCR;
Western blotting assay
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