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摘要：在脊椎动物中存在着 2种 twist 基因，即 twist1和 twist2，二者对骨骼的发育具有调
控作用。为探究唇䱻twist1和 twist2与肌间刺骨化的相关性，实验克隆得到了唇䱻twist1
和 twist2基因 cDNA序列。氨基酸序列比对结果显示，唇䱻TWIST1和 TWIST2与其他鱼
类保守性较高，都具有螺旋-环-螺旋 (HLH)结构域和色氨酸-精氨酸 (WR)结构域。系统
进化树分析表明，唇䱻TWIST1和 TWIST2与斑马鱼亲缘关系最为接近。通过荧光定量
PCR检测发现唇䱻twist1和 twist2基因在所有被检测的组织中均有表达，twist1在脑中的
表达量最高，心脏中次之，在脾脏中表达量最低。twist2在皮肤和鳃中的表达量较高，
在脾脏中的表达量最低。此外，twist1和 twist2基因的表达量在肌间刺骨化的 4个关键阶
段发生显著变化。研究表明，twist 基因与肌间刺骨化有一定的相关性。本研究首次在经
济鱼类中克隆得到了 twist 基因，并揭示了 twist 基因与肌间刺骨化的相关性。研究结果
将为进一步调查鱼类 twist 基因功能以及肌间刺形成的分子机制提供基础数据。
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唇䱻 (Hemibarbus  labeo)属 鲤 形 目 (Cyprini-
formes)鲤科 (Cyprinidae)鮈亚科 (Gobioninae)䱻属

(Hemibarbus)，淡水底栖鱼类，生活在溪流中，

以水生昆虫为食，主要分布于中国东部、日本

以及韩国。和其他鲤科鱼类一样，唇䱻也具有

很多肌间刺 [1-2]。肌间刺是位于椎骨两侧肌肉中

的膜性硬骨，由肌隔结缔组织不经软骨直接骨

化而成 [3-4]。肌间刺的发生起始于间叶细胞，由

间叶细胞转变成为成骨细胞 [5]。肌间刺的存在影

响了鱼类的食用和深加工。研究肌间刺的形态

发生及其潜在的分子机制将有助于找到消除肌

间刺的方法。

目前为止，唇䱻 [2]、斑马鱼 (Danio rerio)[3]、
鲢 (Hypophthalmichthys molitrix)[6]、团头鲂 (Mega-
lobrama  amblycephala)[7]、 淇 河 鲫 (Carassius  aur-
atus)[8]、黄河鲤 (Cyprinus  carpio  haematopterus)[9]

和合方鲫 (C. auratus cuvieri×C. auratus var. red)[10]

等个体发育过程中的肌间刺形态发生被相继报

道，发现鲤形目鱼类肌间刺骨化模式是从尾部

向躯体前部依次骨化，各种形态的肌间刺都是

从最简单的Ⅰ形发展而来的 [2-3,6-10]。同时，上述

鱼类肌间刺的骨化都是在主轴骨骼及附肢骨骼

完成之后开始的。

国内外关于鱼类肌间刺发生的分子机制方
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面的研究报道十分有限。2015年本研究团队首

次报道了一个肌间刺发生相关基因 (muscle seg-
ment homebox-C，msx-C)[11]。也有学者报道肌间

刺的骨化与硬化蛋白基因 (sclerostin、sost)相关[8]；

另有学者报道骨形态发生蛋白家族基因 (bone
morphogenetic protein，bmp)可能与肌间刺的形成、

分布和维持相关[12-13]。肌间刺作为一种膜性硬骨，

在进化上，其发生应该与高等脊椎动物的膜性

硬刺的发生是同源的，因此可以参考高等脊椎

动物膜性硬骨发生的机理，来进行鱼类肌间刺

发生机理的研究。高等脊椎动物硬骨发育的分

子信号调控途径，在斑马鱼上也证明比较保守，

已知 msx-C、bmp2和 twist 等基因参与硬骨骨化

的各个过程[14]。

新近，本研究团队在唇䱻肌肉转录组中发

现了 twist1和 twist2基因 cDNA序列。TWIST蛋

白是高度保守的碱性螺旋 -环 -螺旋 (helix-loop-
helix，HLH)家族中的转录因子 [15-16]。在脊椎动

物中存在着两种 twist 基因，即 twist1和 twist2基

因 [17-18]。twist1和 twist2基因对骨骼的发育具有调

控作用 [19]。 twist1基因可以抑制间叶细胞向成骨

细胞转变，例如用二甲双胍抑制 twist1的表达，

可以促进间叶细胞向成骨细胞的分化 [20]。 twist1
基因也可以通过引导颅神经脊细胞的迁移分化

调控颅骨发育[21]。twist2基因在成骨细胞中表达，

可反向调控成骨细胞的分化 [22]。此外， twist2基

因与间叶细胞分化成结缔组织具有一定的相关

性 [23]。综上，推测 twist 基因的表达与肌间刺的

发生可能存在负相关性。为明确 twist 基因与肌

间刺发生的相关性，本研究将克隆唇䱻twist1和

twist2基因，确定二者在不同组织中的表达情况

及其与肌间刺骨化之间的关联，为唇䱻及其他

鲤科鱼类肌肉品质改良、肌间刺形成分子机制

的研究奠定基础。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

唇䱻仔、稚鱼样本取自浙江丽水学院实训

基地的鱼类良种场。从受精后 29 d开始，每隔 3 d
取样 1次，一直取到 62 d。用 4%多聚甲醛固定，

室温存放，用于茜素红染色。取仔、稚鱼尾部

肌肉固定于 RNA样本保存液，存放于−20 °C，
用于检测 twist 基因与肌间刺骨化的相关性。此

外，取唇䱻成鱼健康组织 (肝脏、肾脏、脾脏、

鳃、心脏、脑、肌肉、皮肤、肠)固定于 RNA样

本保存液，存放于−20 °C，用于检测 twist基因组

织差异表达。 

1.2    唇䱻twist1和 twist2基因 cDNA克隆及序

列分析

唇䱻 twist1和 twist2基因 cDNA序列来自唇

䱻肌 肉 转 录 组 ， 通 过 RT-PCR结 合 测 序 验 证

cDNA序列的真实性。首先使用 RNAiso提取唇

䱻肌肉组织总 RNA，利用 AMV反转录酶反转录

获得 cDNA第一链，随后进行 PCR扩增，琼脂

糖凝胶电泳检测，切胶回收后将 PCR产物连接

于线性化 pGEM-T载体，转化至大肠杆菌 TOP10
感受态细胞，经蓝白斑筛选后送生工生物工程

(上海)股份有限公司测序。使用ORF finder (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)在线软件查找开

放阅读框；使用 ProtParam (http://web.expasy.org/
protparam/)在线软件预测编码蛋白的理化性质；

使 用 ClustalW  (http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/)在 线

软件进行多序列比对；利用 MEGA 7.0软件采用

邻接法构建系统进化树，1 000次 Bootstraps，其

他参数均使用默认值。 

1.3    茜素红染色

为了验证唇䱻肌间刺骨化的 4个关键时期，

根据柯中和等 [6] 的方法进行茜素红染色。用超纯

水漂洗 4% PFA固定的标本 3次，每次 30 min；
样本浸泡在 1% KOH中，滴加少许 H2O2，强光

下照射去除色素；样本浸泡于胰蛋白酶消化液

[100 mL体系：65 mL ddH2O、35 mL饱和硼酸钠

盐 (Na2B4O7·10 H2O)上清液、1 g胰蛋白酶 ]中消

化，直至头部肌肉组织透明；用 1% KOH漂洗

几次后浸泡在该溶液中，滴加几滴茜素红溶液

(1 g茜素红溶于 100 mL 0.5% KOH)直至变成深

红色，染色过夜。依次经过 1% KOH∶甘油 (比
例：3∶1、1∶1、1∶3，各浸泡 24 h)，最后保存

于加有少许麝香草酚的甘油中。 

1.4    实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)

利用 RT-qPCR检测唇䱻 twist1和 twist2基因

的表达量，用 RNAiso抽提样本总 RNA，DNase
Ⅰ处理总 RNA，利用 AMV反转录酶反转录获

得 cDNA第一链。使用 BioRad CFX96 Touch实时

荧光定量PCR系统进行RT-qPCR，反应体系：SYBR
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Premix Ex Taq(2×)缓冲液 12.5 μL，cDNA模板 0.5
μL，引物 (10 μmol/L)各 1 μL，以 ddH2O补足至

25 μL。反应程序：94 °C预变性 300 s；95 °C 30 s，

60 °C 30 s，72 °C 30 s，40个循环。RT-qPCR检测

结果使用 2−ΔΔCt 方法分析 [24]。以唇䱻18S rRNA 作

为内参基因，所用引物见表 1。每个样品重复 4次。 

1.5    数据分析

所有数据均以平均值±标准误表示。使用

IBM公司 SPSS 13.0软件进行单因素方差分析，

P<0.05表示有显著性差异。 

2    结果
 

2.1    唇䱻twist1和 twist2基因序列分析

唇䱻twist1基因 cDNA序列 (GenBank登录号：

MN478415)由 744个核苷酸组成，包含一个由

522个核苷酸组成的开放阅读框，可编码 173个

氨基酸。预测唇䱻TWIST1蛋白大小为 19.7 ku，
理论等电点为 7.67。唇䱻 twist2基因 cDNA序列

(GenBank登录号：MN478416)由 1 095个核苷酸

组成，开放阅读框包含 495个核苷酸，可编码

164个氨基酸。TWIST2蛋白大小为 18.7 ku，理

论等电点为 9.48。多序列比对显示鱼类 TWIST1
和 TWIST2保守性较高，且二者都具有螺旋-环-
螺旋结构域和色氨酸-精氨酸 (tryptophan-arginine，
WR)结构域 (图 1)。系统发育树分析显示唇䱻

TWIST1和 TWIST2与同为鲤科鱼类的斑马鱼的

TWIST1和 TWIST2最为接近 (图 2)。 

2.2    唇䱻肌间刺在 4个主要发育阶段的形态

特征

为了验证唇䱻肌间刺骨化的 4个关键阶段，

用茜素红对唇䱻进行整体骨骼染色 (图 3)。染色

结果表明，唇䱻尾部肌间刺骨化经历了 4个阶段。

第Ⅰ阶段：孵化后 29 d(体长 17 mm)，除肌间刺

外，唇䱻所有主轴骨骼和附肢骨骼均已骨化完

全 (图 3-a)；第Ⅱ阶段：孵化后 35 d(体长 21 mm)，
尾部第 36~41肌节出现 12枚较短的肌间刺，第

36肌节处肌间刺长度约为 0.57 mm(图 3-b)；阶段

Ⅲ：孵化后 41 d(体长 24 mm)，尾部第 36~41肌

节肌间刺不再增多，但是肌间刺仍继续向前部

骨化，第 36肌节处肌间刺长度约为 0.81 mm(图 3-c)；
第Ⅳ阶段：孵化后 56 d(体长 30 mm)，尾部肌间

刺数量不再发生变化，此时肌间刺已具备成熟

的形态，第 36肌节处肌间刺长度约为 1.26 mm
(图 3-d)。与此同时，肌间刺也从尾部到头部出

现在整个鱼体内。 

2.3    唇䱻twist1和 twist2基因组织差异表达

利用荧光定量 PCR检测 twist1和 twist2基因

在唇䱻成鱼不同组织中的表达情况，结果显示，

twist1在脑中的表达量最高，心脏中次之，在脾

脏中表达量最低。twist1在脑中的表达量是在脾

脏中的 4.5倍。相对于 twist1，twist2在不同组织

间的表达量差异较大，twist2在皮肤和鳃中的表

达量较高，在脾脏中的表达量最低，在皮肤中

的表达量是在脾脏中的 140.6倍 (图 4)。 

2.4    肌间刺骨化过程中 twist1和 twist2基因的

表达

在肌间刺骨化的 4个关键阶段，检测了

twist1和 twist2基因的表达情况，结果显示，twist1

表 1    引物序列

Tab. 1    Oligonucleotide primers used in this study

名称

primers
序列(5′–3′)

sequence (5′–3′)
用途

application

twist1-t(+) CAGGAAGAACGGAGAGGACT 目的基因荧光定量引物

twist1-t(−) CTGAGCTTGTCCGAGGGTAA 目的基因荧光定量引物

twist2-t(+) TTTGCGCAAAATCATCCCCA 目的基因荧光定量引物

twist2-t(−) TCCATCCTCCACACCGAAAA 目的基因荧光定量引物

18S rRNA-t(+) AGAAACGGCTACCACATCCA 内参基因荧光定量引物

18S rRNA-t(−) CCGAGATCCAACTACGAGCT 内参基因荧光定量引物

注：+. 上游引物，−. 下游引物

Notes: +. forward primer, −. reverse primer
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基因随着肌间刺的发育，表达量逐渐降低，与

阶段Ⅰ比较， twist1基因在阶段Ⅲ和Ⅳ中的表达

量显著降低，此时肌间刺正在快速骨化。 twist2
基因从阶段Ⅰ到阶段Ⅲ的表达量并未发生显著

变化，到了阶段Ⅳ其表达量才显著降低 (图 5)。 

3    讨论

为探究唇䱻 twist1和 twist2基因与肌间刺发

生的相关性，本研究克隆得到了唇䱻 twist1和

twist2基因 cDNA序列。氨基酸序列分析结果显

示，唇䱻TWIST1和 TWIST2都具有 HLH和 WR
结构域。HLH结构域功能通常涉及生长调控、

骨骼、肌肉和神经发生 [25-26]。WR结构域可与

RUNX2蛋白互作 [27]，RUNX2蛋白是成骨细胞分

化所必须的，在骨骼发育早期， twist1和 twist2
在 runx2阳性的细胞内表达，TWIST蛋白可迟滞

成骨细胞的分化，TWIST蛋白不影响 runx2 的基

因表达，而是通过抑制 RUNX2蛋白活性，从而

实现对成骨分化的调节[28]。氨基酸序列比对结果

显示鱼类 TWIST1和 TWIST2蛋白都含有高度保

守的HLH和WR结构域。上述结果提示，TWIST1
和 TWIST2蛋白可能在鱼类骨骼发育过程中扮演

着重要角色。

通过荧光定量 PCR检测发现唇䱻 twist1和

twist2基因在所有被检测的组织中都有表达，

twist1在所检测组织中广泛分布，其中在脑中的

表达量最高，心脏中次之，在脾脏中表达量最

低。相对于 twist1，twist2基因主要在皮肤、鳃和

肌肉中表达，在其他组织中的表达量较低，在

皮肤中的表达量较高，而在脾脏中的表达量最

低。在斑马鱼胚胎中，发现 twist 基因在头部神

经嵴、生骨节和侧板中胚层均有表达[29]。生骨节
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图 1    TWIST1和 TWIST2氨基酸序列比对

灰色表示相似氨基酸残基 (阈值为 60%)，黑色表示相同氨基酸残基，结构域标注于序列上方

Fig. 1    Multiple alignment of TWIST1 and TWIST2 sequences
The threshold for shading was 60%, similar residues are marked with a grey shadow, identical residues with a black shadow. The predicted domains are
indicated above the alignment
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位于胚胎体节的腹侧正中，生骨节围绕神经管

和脊索形成脊椎骨。 twist 基因在生骨节被检测

到，表明其在体节发生和成骨细胞形成过程中

扮演着重要角色 [30]。此外，在青鳉中敲除 twist1
基因，生骨节细胞的迁移没有受到抑制，而是

抑制了生骨节细胞分化为成脊椎骨[31]。上述结果

共同证实了 twist 基因对于脊椎发生的必要性。

本研究虽未检测 twist 基因在骨骼中的表达，但

是 twist 基因在肌肉中的表达也暗示着鱼类 twist
基因与骨骼发生的相关性。

在哺乳动物中， twist 基因对骨骼的发育调

控作用已明确 [19]。 twist1可以调控间叶细胞向成

骨细胞转变 [20]。 twist2与间叶细胞分化成结缔组

织相关[23]。这些功能与肌间刺骨化均有关联。因

此，实验检测了唇䱻 twist1和 twist2基因在肌间

刺骨化的 4个关键时期的表达。结果显示，随着

肌间刺的骨化，唇䱻twist1基因的表达量逐渐降

低，与阶段Ⅰ比较，在阶段Ⅲ和Ⅳ的表达量显

著降低，此时肌间刺正处于快速骨化阶段。twist2
基因从阶段Ⅰ到阶段Ⅲ的表达量并没有发生显

著变化，到了阶段Ⅳ其表达量才显著降低，表

明 twist2的调控晚于 twist1。此外， twist 基因对

于肌间刺的形成都是负调控的，在阶段Ⅳ，twist1
和 twist2均显著下调，提示着二者在肌间刺发生
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图 2    基于 TWIST1和 TWIST2蛋白氨基酸序列构建的系统发育树

Fig. 2    Phylogenetic tree based on the complete amino acid sequences of the TWIST1 and TWIST2 proteins
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图 3    唇䱻肌间刺骨化的 4个关键时期

(a)阶段Ⅰ，尾部肌间刺未出现； (b)阶段Ⅱ，尾部出现较短的

肌间刺； (c)阶段Ⅲ，尾部肌间刺变长且增多； (d)阶段Ⅳ，尾

部的肌间刺骨化成最终形态；IB.肌间刺

Fig. 3    Development characteristics of
intermuscular bones in the four key development

stages of H. labeo
(a) Stage Ⅰ. the intermuscular bones haven’t emerged; (b) Stage
Ⅱ.  a few intermuscular bones of small length have emerged in the tail;
(c) Stage   Ⅲ.  more  intermuscular  bones  of  greater  length  gradually
emerged in the tail; (d) Stage Ⅳ. all of the intermuscular bones in the tail
have a mature morphology and length; IB. intermuscular bone
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过程中可能具有重叠的作用，也可能存在相互

作用。二者功能重叠也体现在二者具有相似的

结构域，即都具有 HLH和 WR结构域。另有研

究发现，外源 twist1可激活内源 twist2的表达，

外源 twist2反过来可激活内源 twist1的表达，表

明二者相互作用 [28]。综上，提示 twist 基因与肌

间刺骨化有一定的相关性。

综上，本研究克隆得到了唇䱻twist1和 twist2
基因 cDNA序列，分析了其编码蛋白的氨基酸序

列特征。基因表达分析显示 twist1和 twist2基因

在肌肉等组织中表达，同时 twist1和 twist2基因

的表达与肌间刺骨化存在一定的相关性。研究

结果将为进一步调查鱼类 twist 基因功能以及肌

间刺形成的分子机制提供基础数据。
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Molecular characterization of two twist genes in barbel steed (Hemibarbus
labeo) and their relationship with intermuscular bone development

CHEN Jie 1,     LÜ Yaoping 1*,     DAI Qingmin 1,     ZHANG Le 2,     YANG Luying 1

(1. College of Ecology, Lishui University, Lishui    323000, China;
2. College of Medicine and Health, Lishui University, Lishui    323000, China)

Abstract:  There  are  two  twist genes  in  vertebrates,  namely  twist1 and  twist2,  which have a  regulatory  effect  on
bone  development.  To  explore  the  relationship  between  twist1,  2  and  intermuscular  bone  development  in  barbel
steed  (Hemibarbus  labeo),  cDNAs  of  the  twist1  and  twist2  genes  of  H.  labeo  were  cloned  and  sequenced.
Sequence analysis revealed that H. labeo TWIST1 and TWIST2 were conserved in most of the teleosts, and they
all had a helix-loop-helix (HLH) domain and a tryptophan-arginine (WR) domain. Phylogenetic tree analysis indic-
ated that H. labeo twist1 and twist2 were closely related to that of zebrafish (Danio rerio). Expression of twist1 and
twist2 transcripts were detected in all the tested tissues. twist1 was the highestly expressed in the brain, followed by
the heart, and the lowest in the spleen. twist2 had higher expression levels in skin and gill, and the lowest expres-
sion in spleen.  The transcript  levels of the  twist1 and  twist2 gene significantly changed during the four develop-
mental stages of intermuscular bone development, suggesting that there is a certain correlation between twist genes
and intermuscular  bone development.  This  study,  for  the  first  time,  cloned the  twist genes  in  economic  fish  and
revealed the correlation between  twist genes and intermuscular bone development. The results will  provide basic
data for further investigation of twist gene function and its regulation role in intermuscular bone development.
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