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摘要    本研究从金乌贼(Sepia esculenta)转录组中筛选出疑似 TERT (Telomerase reverse transcriptase)
基因序列，通过系统进化和同源序列分析，鉴定出该基因为金乌贼 TERT 基因，序列长度为 2415 bp。
采用实时荧光定量 PCR 技术，检测和分析金乌贼 TERT 基因在不同组织、不同发育时期和不同性

别的相对表达量差异。结果显示，与产卵期相比，濒死期的心、肝、胰、鳃、性腺、食道上神经团

(除去视腺和视叶后的脑组织)等 6 个组织的 TERT 基因表达量呈显著下调趋势，推测与濒死期的器

官组织分裂和增殖能力下降有关。TERT 基因在金乌贼不同组织中具有明显的组织特异性，说明金

乌贼各组织器官的衰老状态并不一致。本研究结果可为深入研究头足类生殖与衰老等生命过程的端

粒酶调控机制提供基础数据。 
关键词    金乌贼；TERT 基因；qRT-PCR；系统进化树；基因差异表达分析 
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端粒是真核细胞线性染色体末端的一段特殊

DNA-蛋白复合体，使染色体的天然末端有别于一般

性的损伤断端，对维持细胞正常生命活动的生理内稳

态起关键作用(Moyzis et al, 1988; Verdun et al, 2007; 
Deng et al, 2007; Mergny et al, 2002)。衰老的端粒学

说(Telomere theory)认为端粒在细胞老化过程中起重

要作用，每次细胞分裂都会因 DNA 聚合酶功能障碍

而不能完全复制它们的染色体，端粒 DNA 序列长度

逐渐缩短，最终造成细胞衰老死亡。端粒决定了细胞

分裂的次数，故端粒又被称作生命体的“分子时钟”，
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端粒损耗的速度则是衡量“生物衰老”的方法之一

(Spivak et al, 2016)。端粒酶(Telomerase)能延长端粒

重复序列，维持染色体稳定，确保细胞复制能力

(Wright et al, 1996)。因此，端粒酶具有保持端粒稳定、

染色体完整、细胞活性和增殖能力等重要作用。端粒

酶由端粒酶模板 RNA(Telomerase RNA, TR)、端粒酶

逆转录酶(Telomerase reverse transcriptase, TERT)和
端粒酶相关蛋白构成(Wright et al, 1995)。TERT 基因

是端粒酶起作用的关键结构和主要调控亚单位，通过

逆转录端粒酶 RNA 模板序列，合成端粒 DNA 重复

序列并添加到染色体末端，从而弥补了端粒在细胞分

裂中的消耗。研究表明，在正常细胞中导入 TERT 基

因载体并表达，能够促进细胞生长，延长细胞寿命，

这些现象表明端粒酶在阻止细胞衰老的过程中具有

重要作用(Bodnar et al, 1998)。 
金 乌 贼 (Sepia esculenta) 是 头 足 类 鞘 亚 纲

(Coleoidea)的代表种，一年生且终生仅繁殖 1 次，生

殖后快速死亡，属于一次生殖类型。这种在短时间内

发生的生殖和死亡现象可以作为研究生殖、衰老和死

亡之间错综复杂关系的切入点。依据衰老的端粒学

说，金乌贼生殖后快速死亡是否与端粒 DNA 序列长

度缩短有关？生殖前后至自然死亡过程中，TERT 基

因表达有什么规律？TERT 基因表达量是否存在组织

差异性和性别差异？为了回答这些问题，本研究从课

题组前期获得的金乌贼卵巢转录组数据(Zhang et al, 
2019)中筛选出 TERT 基因，并选取了金乌贼的生长

期(Growth Stage, GS)、产卵期(Spawning Stage, SS)、
濒死期(Aging Stage, AS) 3 个关键生长发育阶段样

品，运用 qRT-PCR 技术分析不同发育阶段、不同组

织和不同性别的 TERT 基因表达规律，为揭示金乌贼 
生殖与衰老的关系奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

金乌贼野生幼体于 2016 年 9 月捕捞自山东青岛

沿海，经过近 1 年人工培育性成熟并自然交配，于

2017 年 7 月获得受精卵。受精卵在水温 19℃~20℃、

盐度 29~30 条件下孵化 30 d 后，获得初孵幼体。幼

体和成体培育水温为 20℃~23℃，盐度为 29~30，0~30
日龄投喂活体糠虾(Opossum shrimp)，30 日龄后投喂

活体小虾和小鱼，每天投喂 2 次，每次投饵至饱食。

从 2017 年 7 月~2018 年 7 月跟踪采集金乌贼样品。

选取生长期、产卵期、濒死期 3 个关键时期的金乌贼

样品，每个时期雌、雄各取 3 只，共采集 18 只金乌

贼的肝脏、胰脏、性腺、鳃、食道上神经团(除去视

腺和视叶后的脑组织)、心脏等组织样品，将 18 组样

品液氮速冻后，随即转入80℃冰箱冻存备用。 

1.2  实验方法 

1.2.1  TERT 基因的筛选与鉴定    从课题组前期获

得的金乌贼卵巢转录组数据(Zhang et al, 2019)中筛

到疑似 TERT 基因片段序列信息。将疑似金乌贼

TERT基因序列信息与 NCBI数据库(https://www.ncbi. 
nlm.nih.gov)下载的已知物种 TERT 基因序列比对分

析(表 1)。用 ClustalX 对所有序列进行比对排序并去

除两端冗余序列，保留共有序列 2415 bp。使用 MEGA 
6.0 软件分析序列的核苷酸组成、变异位点数等，采用 

 
表 1  TERT 基因序列信息 

Tab.1  TERT gene sequence information 

物种 
Species 

分类 
Type 

序列长度 
Sequence length (bp) 

GenBank No. 

金乌贼 Sepia esculenta 软体动物门 头足纲 十腕目 2415 本研究 This study

加州双班蛸 Octopus bimaculoides 软体动物门 头足纲 八腕目 30352 NW014724770.1

美洲牡蛎 Crassostrea virginica 软体动物门 双壳纲 牡蛎目 3233 XM022469838.1

虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis 软体动物门 双壳纲 海扇蛤目 6018 XM021523133.1

福寿螺 Pomacea canaliculata 软体动物门 腹足纲 中腹足目 5212 XM025238462.1

舌形贝 Lingula anatina 腕足动物门 无铰纲 舌形贝目 3553 XM013525154.2

斑马鱼 Danio reri 脊索动物门 硬骨鱼纲 鲤形目 3530 EF202140.1 

地松鼠 Ictidomys tridecemlineatus 脊索动物门 哺乳纲 啮齿目 4311 XM005340748.2

太平洋斑纹海豚 agenorhynchus obliquidens 脊索动物门 哺乳纲 鲸目 4090 XM027125435.1

食蟹猕猴 Macaca fascicularis 脊索动物门 哺乳纲 灵长目 4007 XM005556550.2

眼镜猴 Carlito syrichta 脊椎动物门 哺乳纲 灵长目 3246 XM021717883.1
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邻接法(Neighbour-joining, NJ) 构建分子系统进化树，

经 1000 次重复抽样(Bootstraps)检测其置信度(图 1)。
同时，使用 DNAman 软件，保留共有序列，对金乌

贼以及其相物种进行同源序列分析，确定该序列与已

知 TERT 基因的同源性。 
1.2.2  RNA 提取与反转录    使用 TaKaRaTM Mini 
BEST Universal RNA Extraction Kit 提取 RNA，1%琼

脂糖凝胶电泳检测 RNA 完整性。使用 NanoDrop2000 
(Thermo)检测 RNA 浓度与纯度，选择条带清晰纯度

高 RNA 样品。 
按照 Vazyme 公司 HiScript ®Ⅱ Q RT SuperMix for 

qPCR (+gDNA wiper)试剂盒推荐反应体系，以前期提

取合格 RNA 为模板，反转录合成 cDNA。 
1.2.3  引物设计    使用 Primer 5.0 设计 TERT 基因

特异性扩增引物 QTERT1、QTERT2 和内参基因 18S
的特异性扩增引物 Q18S，用于定量分析(表 2)。 
1.2.4  实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)    本研究采用

非特异性荧光标记 SYBR Green 对 TERT 基因在金乌

贼各发育阶段的组织样品中进行相对荧光定量 PCR
检测。使用 ABI 7500 型实时荧光定量 PCR 系统，

TaKaRaTM TB Green Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒，反应

体系 20 μl：ROXⅡ 0.4 μl；上游引物 0.4 mmol/L；下

游引物 0.8 mmol/L；TB Green 10 μl；H2O 6 μl。使用 

18S 作为 qPCR 内参基因。 
反应条件为两步法 PCR 扩增标准程序：95℃预

变性 30 s；95℃ 5 s，60℃ 34 s，40 个循环。 

1.3  数据处理 

根据荧光实时定量 PCR 测得的 Ct 值，运用 2Ct 

法计算 TERT 基因的表达量。每个处理组的数据独立

分析，即同一个处理组内每个样品的 ΔΔCt 值为该样

品 ΔCt 值减去组内最大 ΔCt 值，通过计算得出 2ΔΔCt

值便可以估算在同一处理组内各个样品的相对表达

量的差异。 
分析结果均以平均值±标准误(Mean±SE)表示，

并利用 SPSS 16.0 软件中的单因素方差 (One-way 
ANOVA)分析 TERT mRNA 表达量在不同组织及各发

育时期间的差异水平。使用 GraphPad Prism 5 软件绘

制每个处理组相对表达量的差异图。 

2  结果与分析 

2.1  TERT 基因的筛选与鉴定 

在 NJ 系统进化树中(图 1)，金乌贼的疑似 TERT
基因首先与同为头足纲的加州双班蛸 ( O c t o p u s 
bimaculoides)的 TERT 基因聚为一支，自展支持率为 

 
表 2  TERT 与内参基因 18S qRT-PCR 引物信息 

Tab.2  qRT-PCR primer information of TERT and 18S 

引物名称 
Primer name 

序列 
Sequence (5~3) 

引物长度 
Primer length (bp) 

产物大小 
Product size (bp) 

QTERT1F GCAACATTTGGACTGAGGCTTTC 23 

QTERT1R GTCCCTGGCACATCTACATCCT 22 
160 

QTERT2F CCATGGTGTGGATTGTTGATTG 22 

QTERT2R GGGTCAGGTTCACAGTTAGTATG 23 
168 

18S F CAGTGGCGGCTTAGTGGTTGAC 22 

18S R AGTCCTTCTGGCAGTTGTTGTTGG 24 
100 

 

 
 

图 1  TERT 基因 NJ 系统进化树 
Fig.1  NJ phylogenetic tree of TERT gene 
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100；然后，与其他软体动物聚为一个大的类群。脊

索动物门的 5 个种则聚成另外一个独立分支，与无脊

椎动物形成 2 个并列分支。DNAman 软件同源序列分

析结果表明，金乌贼 TERT 基因序列与加州双班蛸

TERT 基因序列一致性为 58.28%。NJ 系统进化树分

析与同源序列分析将金乌贼转录组数据中筛选到的

疑似 TERT 基因鉴定为金乌贼 TERT 基因。 

2.2  不同组织 TERT 基因表达规律 

雌性金乌贼卵巢的 TERT 基因相对表达量最高，

食道上神经团次之，接下来是心脏。随着金乌贼生长

发育过程的推进，性腺和心脏的 TERT 基因表达量呈

逐渐下调的趋势(P<0.05)，而食道上神经团在产卵期

的表达量显著高于生长期和濒死期(P<0.05)，肝、胰、

鳃等组织的表达量则一直很低(图 2)。 

 

 
 

图 2  雌性金乌贼 TERT 基因在不同组织 3 个时期的表达 
Fig.2  Female S. esculenta TERT gene expression  

in different tissues at three stages 

上方字母不同表示差异显著(P<0.05)。下同 
Different letters indicate significant difference (P<0.05).  

The same as below 
 

与雌性金乌贼相似，雄性的性腺也是 TERT 基因

相对表达量最高的组织，食道上神经团次之，接下来

是心脏。但雄性金乌贼的胰脏 TERT基因表达量较高，

与心脏相当。在雄性金乌贼的生长发育过程中，性腺

的生长期和产卵期该基因表达水平均较高(P>0.05)，
濒死期却显著下降(P<0.05)；胰脏和心脏的 TERT 基

因表达量呈逐渐下调的趋势(P<0.05)；食道上神经团

在 3 个阶段呈先上升后下降的趋势，且产卵期的表达

量极显著高于生长期和濒死期(P<0.01)；虽然肝脏和

鳃的表达量较低，但呈现出与食道上神经团类似的趋

势(图 3)。 
 

 
 

图 3  雄性金乌贼 TERT 基因在不同组织 3 个时期的表达 
Fig.3  Male S. esculenta TERT gene expression  

in different tissues at three stages 
 

2.3  金乌贼 TERT 基因表达性别差异 

比较雌、雄金乌贼相同组织的TERT基因表达量，

生长期，仅有胰脏和食道上神经团雄性表达量高于雌

性(P<0.05)，肝脏、性腺、鳃、心脏在雌、雄间均无

显著性差异(P>0.05)(图 4)。产卵期，卵巢 TERT 基因

表达量极显著高于精巢(P<0.01)，其他 5 个组织 TERT
基因的表达量均较低，且不存在性别差异(P>0.05) 
(图 5)。濒死期，卵巢组织的 TERT 基因表达量急剧

下降，导致卵巢中该基因表达量极显著低于精巢组织

(P<0.01)，其他 5 个组织的表达量依旧较低，且不存

在性别差异(P>0.05)(图 6)。 
 

 
 

图 4  生长期金乌贼不同组织 TERT 基因 
雌、雄表达差异比较 

Fig.4  Comparison of TERT gene expression in different 
tissues of male and female S. esculenta at growth stage 
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图 5  产卵期金乌贼不同组织 TERT 基因 
雌、雄表达差异比较 

Fig.5  Comparison of TERT gene expression in different 
tissues of male and female S. esculenta at spawning stage 

 

 
 

图 6  濒死期金乌贼不同组织 TERT 基因 
雌、雄表达差异比较 

Fig.6  Comparison of TERT gene expression in different 
tissues of male and female S. esculenta at aging stage 

 

3  讨论 

衰老又称老化，是生物发育成熟后的一个持续发

展的、动态的、缓慢的自身机能减退，结构、组分逐

步退行性病变并趋向死亡的不可逆转的现象(马少缔

等, 2017)。金乌贼以其生殖后快速衰老、死亡的特点，

成为研究衰老的一个理想物种。近年来，科研工作者

主要从繁殖生物学、遗传育种学、胚胎发育学等方面

展开研究(王亮等, 2017; 何暮春等, 2018; 刘长琳等

2018; 尹亚南等, 2018; 汪金梅等, 2017)。如果能充分

了解金乌贼的衰老过程及其分子调控机制，并应用于

生产，则能为渔业产量增长做出巨大贡献，并对人类

衰老研究提供一个新的视角。 
TERT 基因是端粒酶维持端粒长度的关键结构和

主要调控亚单位。虽然端粒酶活性变化规律在人、小

鼠、大鼠等物种的不同组织中已得到确认(Kim et al, 
1994; Wright et al, 1996; Ulaner et al, 1997)。但是，关

于海洋生物该基因的转录和调控规律却所知甚少，其

中一个复杂的问题是调控可能具有组织和细胞特异

性(Cong et al, 2002; Ducrest et al, 2002; Mergny et al, 
2002; Liu et al, 2004)。本研究发现，不同发育阶段的

金乌贼 TERT 基因在肝、胰腺、性腺、鳃、食道上神

经团和心脏中均有表达，并随着生长阶段变化，性腺、

心脏、胰等组织的基因表达量呈持续下降趋势。据

Kong 等(2008)研究报道，TERT 基因表达的差异化与

目标组织细胞的增殖能力有关。组织细胞增殖能力的

高低也是体现其衰老状态的一个重要因素。因此，

TERT 基因表达量的下降，揭示在金乌贼生命周期中，

其性腺、心脏和胰脏等器官组织的分裂和增殖能力处

于下降趋势。金乌贼性腺等组织的 TERT 基因表达下

降与细胞增殖分裂能力的变化是否与其产卵后快

速自然死亡存在有一定相关性，尚需要进一步工作来

证实。 
值得注意的是，雌、雄金乌贼食道上神经团的

TERT 基因相对表达量是在产卵期均大幅上调，濒死

期却又大幅下调。研究发现，动物繁殖性能的高低很

大程度上取决于下丘脑一垂体一性腺(HPG)轴的调

节。在鱼类中，鱼类的性腺发育和生殖活动是由脑下

垂体控制和调节的，而脑下垂体又在下丘脑控制之下

(王良臣, 1987)。而头足类中枢神经系统的食道上神

经团支配视腺调节性腺发育与成熟，视腺类似于脊椎

动物的脑垂体，而食道上神经团类似于脊椎动物的下

丘脑(Wells et al, 1959、1972)。推测产卵盛期的金乌

贼受中枢神经系统的食道上神经团调控，激活 TERT
基因，从而增强性腺细胞的增殖能力，促进金乌贼性

腺成熟和产卵，以适应金乌贼产卵期的生理需求。 
通过实验发现，TERT 基因在金乌贼不同组织中

具有明显的组织特异性，食道上神经团与性腺中高表

达，在其他组织中低表达，尤其在肝、鳃和心脏组织

中表达量最低，说明金乌贼各组织衰老状态并不一

致。这一结果与青鳉(Oryzias latipes)的相关研究结果

相似。在青鳉中胚胎期和成体分化组织中均有 TERT
基因表达，在成体组织中性腺和脑发现了 TERT 基因

高表达(Frank et al, 2008)。同时，黑点青鳉(Oryzias 
melastigma) (Yu et al, 2006)和河豚(Takifugu rubripes) 
(Yap et al, 2005)中的 TERT 基因组织间差异表达与本

研究结果相似，均表现为性腺 TERT 基因高表达，而

肝脏、鳃、心脏等组织均低表达。本研究结果显示

的性腺与其他组织的表达差异更大。  
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本研究结果还显示，金乌贼 TERT 基因表达具有

雌、雄性别间差异。产卵期，雌性金乌贼性腺组织

TERT 基因相对表达量显著高于雄性(P<0.05)；濒死

期，雄性金乌贼性腺组织 TERT 基因相对表达量显著

高于雌性(P<0.05)，其他组织低表达，无显著差异

(P>0.05)。这种性别差异与大西洋鳕(Gadus morhua)
和欧洲鳕(Merluccius merluccius) (López de et al, 2014)
的研究结果并不一致，大西洋鳕与欧洲鳕 TERT 基因

在性腺表达不具有显著差异，这种差异可能是物种差

异性造成的。 

4  小结 

本研究从金乌贼转录组数据中成功筛选出端粒

酶 TERT 基因，鉴定出的序列长度为 2415 bp，NJ 系

统进化树分析显示，金乌贼与加州双班蛸的 TERT 基

因遗传距离较近，二者同源性为 58.28%。金乌贼生

活史关键阶段的 TERT 基因相对表达差异分析表明，

与产卵期相比，濒死期的心、肝、胰、鳃、性腺、食

道上神经团(除去视腺和视叶后的脑组织)等 6 个组织

TERT 基因表达量呈显著下调趋势，推测与濒死期的

器官组织分裂和增殖能力下降有关。TERT 基因在金

乌贼不同组织中具有明显的组织特异性，说明金乌贼

各组织器官的衰老状态并不一致。 
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Gene Identification and Tissue Differential Expression Analysis of  
Sepia esculenta Telomerase Reverse Transcriptase 
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Abstract    Telomerase reverse transcriptase (TERT) gene is a key structure and major regulatory 
subunit of telomerase. TERT synthesizes telomeric DNA repeats by reverse transcription of telomerase 
RNA template sequences and adds them to the ends of chromosomes to maintain and extend the ends. 
Golden cuttlefish (Sepia esculenta) is an annual species that dies quickly after spawning. This 
characteristic makes it a potential research object for the study of reproduction and aging. In this study, 
the phylogenetic and homologous sequence analysis revealed that the gene was a Sepia esculenta TERT 
gene with a sequence length of 2415 bp. Quantitative Real-time PCR (qRT-PCR) was used to detect the 
relative expression of TERT gene in the growth stages, spawning stages and aging stages of S. esculenta, 
and to analyze life cycle differences and gender differences. The research results show that TERT gene 
expression in six tissues, including heart, liver, pancreas, gill, gonad and esophageal nerve mass, showed a 
downward trend, which was supposed to be related to the decline of organ division and proliferation in the 
near-death stage. TERT gene has obvious specificity in different tissues of, Sepia esculenta. It shows that 
the aging status of different tissues and organs of Sepia esculenta is different. The results of this study can 
provide basic data for the further study of the regulation mechanism of Telomerase in reproduction and 
senescence of cephalopod. 
Key words    Sepia esculenta; TERT gene; qRT-PCR; Phylogenetic tree; Gene differential expression 
analysis 
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