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鳙体型差异个体转录组与 miRNA 的联合分析
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摘要：

 【目的】探究影响鳙体型差异的分子机制。
 【方法】本实验以正常鳙个体 (CK组) 和缩骨鳙 个体 (PG组) 为研究对
象，进行转录组和 miRNA测序分析。
 【结果】共获得 25 327个 Unigenes和 8 325个 miRNA，鉴定到 930个
差异表达基因 (DEGs) 和 146个差异表达 miRNA (DEMs)，包括 473个
上调和 457个下调基因，44个上调和 102个下调 miRNA。对 DEGs
和 DEMs的靶基因联合分析，获得了 140个重复基因，功能富集到细
胞周期 (ko04110)、DNA复制 (ko03030)、黏着斑 (ko04510) 和 ECM受
体相互作用  (ko04512) 等信号通路。其中，鉴定到如 exo1、mcm4、
ccna2、smc2和 ccna2等 16个参与骨骼形成发育的基因，推测可能与
鳙的体型差异形成有关。此外，通过 mRNA-miRNA网络互作分析，
挖掘到如 apob、tgfbr2a 和 col2a1b 等基因，miR-34a-5p、miR-252a和
miR-6 547-5p等 miRNAs；分析上述基因可能在调控和维持鳙的体型中
发挥作用。实时荧光定量 PCR (qPCR) 实验发现，表达差异趋势与
RNA-Seq和 sRNA-Seq数据结果一致。
 【结论】研究发现的 DEGs、DEMs和富集到的代谢通路可能与鳙的缩
骨体型差异存在关联，实验结果可为后续深入揭示鳙影响体型差异的
分子机制提供基础数据。
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鳙 (Hypophthamichthys nobilis) 是我国大宗淡水鱼之一，在我国淡

水养殖业中占据重要的地位[1]，2022年我国鳙养殖产量达到 326.85万 t，
占淡水鱼类养殖产量的 12.1%，位于淡水养殖鱼类第 3位[2]。鳙的鱼头

肉质细嫩，营养丰富，富含蛋白质和不饱和脂肪酸，广受消费者青

睐[3]。为了提升养殖效益，挑选出体型差异，尤其是头部占比存在差

异的个体，可为后续鳙的选育提供一定的基础资料。

鱼的头长、体高、全长等生长性状，不仅与鱼类进化发育有关，
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还与养殖环境、技术等密不可分，且对养殖的

经济效益也非常重要。相比于其他鱼类，鳙头

部具有更高的经济价值。近年来，缩骨鳙因其

鱼头占鱼身的比例存在更高的优势，在水产养

殖业中逐渐受到关注。缩骨鳙是鳙鱼苗阶段因

生态环境等因素突变而引起的生理变化，其脊

椎骨被压缩，致使缩骨鳙比常见的鳙身体短，

鱼头比例大大增加，因而鱼价也比普通鳙高[4-5]。

由于缩骨鳙是在苗种阶段通过特定的缩骨技术

获得，因此，该性状并不能遗传，需要每年进

行处理。为获得可遗传的缩骨性状，必须对形

成缩骨的分子机理进行解析。目前，国内外学

者已对鱼类头部性状和体型变异种质开展了相

关研究，如 Chen等 [6] 将全基因组关联分析

(GWAS) 和数量性状位点 (QTL) 定位相结合对

不同家系的黄河鲤  (Cyprinus carpio haematope-
rus) 的头部性状进行分析，鉴定出了 12个单核

苷酸多态性  (SNP) 和 18个 QTL与头型存在显

著关联，筛选出了影响头部性状的候选基因

srpk2、igf1和 grb10等。Luo等[7] 对来自鳙雌核

发育家系内体型正常和畸形的个体进行了转录

组比较，鉴定出 20个关键的差异表达基因，

如 lrp2、bmp2b、col4a1等，并发现了 12条关

键的代谢通路。李强等 [8] 对鲫  (Carassius aur-
atus) 不同群体开展了线粒体 Cyt b 基因和控制

区的遗传分析，发现缩骨鲫与淇河鲫、红鲫和

野鲫的亲缘关系较近，推测可能属于野鲫的一

个地方种群。杨扬等[9] 对缩骨鲫的 mc4r 基因进

行克隆表达分析，在 mc4r 的编码区内发现了 6
个与生长相关的 SNPs。上述研究，为鱼类体型

变异的遗传解析和调控机制奠定了基础。然而，

针对鳙体型差异个体的解析工作还有待开展。

现阶段，高通量测序因其在基因水平表达

差异和调控机制研究中的便利优势，已广泛应

用于鱼类表型和环境适应的分子机制研究 [10]。

高通量测序在鱼类生长、发育、免疫和营养代

谢等方面，特别是在经济性状相关功能基因和

调控网络的挖掘方面被广泛应用 [11-12]。已有研

究进行了全州禾花鲤 (C. carpio var. quanzhoun-
ensis)、 建 鲤  (C.  carpio  var.  jian) 和 团 头 鲂

(Megalobrama amblycephala) 肌间刺的信使 RNA
(mRNA) 和小 RNA (miRNA) 联合分析，探究了

骨形成过程中关键基因和调控机制 [13-14]。本研

究通过高通量技术对鳙的正常体型和缩骨体型

个体进行了转录组和 miRNA测序，探索影响鳙

体型差异的关键通路和候选基因，为揭示鳙的

生长与骨骼发育的分子机制提供数据支持，为

鳙的体型优势改良提供参考。 

1    材料与方法
 

1.1    实验鱼的采集

实验鱼取自无锡瑞顺水产养殖科技有限公

司，随机挑选 20日龄、体长为 (2.0±0.5) cm的

正常鳙仔鱼 15尾  (CK组) 和缩骨鳙仔鱼 15尾

(PG组)，每组 5尾鱼混样为 1管，共各取 3管，

液氮速冻后置于−80 °C冰箱中保存。取样后剩

余的实验鱼养至鱼种阶段即体长 10.5~13.0
cm时，拍照对比两种鱼体型的差异 (图 1)。实

验过程中操作人员严格遵守动物福利伦理规范，

并按照中国水产科学研究院淡水渔业研究中心

学术伦理委员会制定的规章制度执行。 

1.2    RNA 提取、文库构建和测序

采用 TRIzol试剂 (Invitrogen, 美国) 提取实

验鱼的总 RNA，用 1%的琼脂糖凝胶电泳和

Nanodrop 2000微量分光光度计  (Thermo Fisher
Scientific, BRIMS,  Cambridge,  美国 ) 检测 RNA
的 纯 度 ， Agilent  2100  Bioanalyzer精 确 检 测

RNA的完整性。RNA样品检测合格后，进行

cDNA文库的构建，库检合格后进行测序，测

序平台为 Illumina NovaSeq 6000，测序读长为

PE150，测序原始结果已提交到 NCBI SRA数据

库 (SRP468011)。
 

(a)

(b) 
图 1    实验所用的正常体型 (a) 和缩骨体型 (b) 鳙

Fig. 1　H. nobilis individuals with normal body shape (a)
and shortened body shape (b) used in the experiment
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以总 RNA为起始样品，使用 small  RNA
Sample Pre Kit试剂盒构建文库，文库构建完成
后，使用 Qubit 2.0对文库的浓度进行检测，使
用 Agilent 2100 Bioanalyzer对 Insert Size进行检
测，使用荧光定量 PCR (qPCR)方法对文库的有
效浓度进行准确定量，以保证文库质量。库检
合格后，用 NovaSeq 2500平台进行高通量测序，
测序读长为 single-end (SE) 50 bp。所有数据已
提交到 NCBI SRA数据库 (PRJNA1205518)。 

1.3    转录组组装、功能注释和 miRNA 测序质

量评估

对原始数据 (Raw Data) 进行过滤，去除其
中的接头序列及低质量读本 (Reads)，获得高质
量的净数据 (Clean Data)。用 HISAT2软件[15] 将
过滤后的测序片段与鳙参考基因组  (https://ftp.
cngb.org/pub/CNSA/data3/CNP0000974/CNS0209
134/CNA0019189/) 进行序列比对，然后使用

StringTie软件 [16] 组装转录本。使用 7个数据库
对拼接所获得的 Unigene序列进行功能注释，
包括 COG、GO、KEGG、KOG、Pfam、Swiss-
porot和 Nr数据库。

使用 Cutadapt (v2.10)[17] 软件对测序序列进
行质量控制及处理，去除接头和低质量序列后，
得到后续分析使用的高质量 Clean Read序列。
利用 Bowtie  (v1.2.2)[18] 软件，将 Clean  Data与

miRBase (v21) 数据库、Rfam (v14.1) 数据库和
Repbase数据库进行序列比对，筛选出核糖体
RNA (rRNA)、转运 RNA (tRNA)、核内小 RNA
(snRNA)、 核 仁 小 RNA  (snoRNA)等 非 编 码
RNA (ncRNA) 以及重复序列，最后鉴定出已知
的 miRNAs。用 Mireap (v0.2)[19] 软件对前体序列
进行 miRNA结构预测，获得新的 miRNA。 

1.4    差异表达基因和差异 miRNA 的鉴定及靶

基因预测

采用 FPKM (Fragments Per Kilobase of tran-
script  per  Million fragments mapped)[20] 作为衡量

转录本或基因表达水平的指标，通过对不同实

验组间进行显著性差异基因筛选，可获得差异

表达基因，根据两组样品之间的相对高低，差

异表达基因可以划分为上调基因和下调基因。

采用 DESeq2[21] 软件进行差异筛选，将|log2Fold
Change|≥1且 FDR≤0.05作为筛选标准。利用

Perl脚本对差异基因进行 GO数据库聚类分析

和 KEGG通路富集分析。
对各样本中 miRNA进行表达量统计，并

用 TPM算法对表达量进行归一化处理。处理公
式：比对到某一 miRNA的 Reads数目×106 比对
参考序列上的 Reads数目，采用 DESeq2软件
进行差异筛选，以|log2Fold Change|≥1且 FDR≤
0.05为标准。根据发现的 miRNA与对应物种的
基因序列信息，使用软件 Miranda (v3.3a)[22] 进
行靶基因预测。然后，使用 BLAST (2.10.1)[23]

软件将靶基因序列与 NR、 Swiss-Prot、GO、

COG、KOG、KEGG、Pfam数据库比对，获得
靶基因的注释信息。 

1.5    qPCR 验证

2−∆∆Ct

为了验证测序结果的准确性，从转录组数
据分析结果中随机挑选 20个差异表达基因
(DEGs)和 10个差异表达  miRNA (DEMs)进行
验证。通过 Primer Premier 6.0软件设计 mRNA
荧 光 定 量 PCR引 物 ， miRprimer2软 件 设 计

miRNA引物 (表 1)，并由生工生物工程 (上海)
股份有限公司合成。分别以 β-actin 和 U6作为
DEGs和 DEMs相对表达量计算的内参，qPCR
在 ABI PRISM 7 500 Real-time PCR系统 (美国 )
上进行。mRNA荧光定量反应体系为 10 μL：
2×TB Green Premix TaqⅡ 5 μL，上、下游引物
各 0.4 μL，cDNA 0.8 μL，RNase Free ddH2O 3.4
μL。反应程序：95 °C 5 min预变性；95 °C 15 s
变性，60 °C 45 s退火，共 40个循环。miRNA
荧光定量反应体系为 25 μL：2×TB Green Pre-
mix TaqⅡ 12.5  μL，miRNA  Specific  Primer  0.5
μL， mRQ3 ′  Primer  0.5  μL， cDNA  2.5  μL，
RNase Free ddH2O 9 μL。反应程序：95 °C 15 s
预变性，95 °C 5 s变性，60 °C 20 s退火，共
40个循环。采用 法[24] 计算基因相对表达量。 

2    结果
 

2.1    转录组测序和差异表达基因的鉴定

通过测序组装，共获得 83.01  Gb  Clean
Reads，Q30碱基百分比在 93.91%以上  (表 2)，
说明组装和测序质量较好，可用于后续分析。

在 COG、 GO、 KEGG、 KOG、 Pfam、 Swiss-
porot、Nr数据库中对获得的 25 371个基因进行

搜索和功能注释  (图 2-a)。其中，通过 KEGG
和 Pfam数据比对库的 Unigenes数最高，分别
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为 25  327个 和 21  390个 ， 占 比 为 99.83%和

84.31%。只有 403条 Unigenes注释到 COG数

据库，占比 1.59%。

基于表达量对样本相关性分析结果显示，
重复样品之间的相关系数较高 (0.86~0.99)，说
明样品采集合理。此外，样品间基于基因表达
进行的主成分分析结果显示，2组实验样本能
获得有效区分；检测到差异表达基因 930个，
其中 473个上调，457个下调 (图 2-b，c)。其中，

观察到一些和生长、骨骼发育相关的基因，如
骨形态发生蛋白 2 (bmp2)、col2a1b、胰岛素样
生长因子结合蛋白 1 (igfbp1) 和转化生长因子 β
受体 2a (tgfbr2a) 等。 

2.2    差异表达基因的GO 和KEGG 通路富集分析

对差异表达基因进行 GO功能注释分析，
在分子功能方面，主要富集在病毒粒子结合

 

表 1    mRNA 和 miRNA 的 qPCR 引物序列

Tab. 1    Sequences of qPCR primers for mRNAs and miRNAs

基因名称
gene name

正向引物序列(5′-3′)
forward primer sequence (5′-3′)

反向引物(5'-3')
reverse primer sequence (5'-3')

krt18a.1 ATGAAGCAGTCACAGCGAAGA TTTCAAGTCTGTGGTGCTGGT

si:dkey-183i3.5 ATTCGAGCTTGCGTATCAGT CCAGCCCCAAAACCTACACC

gys2 TACTATGAACCATGGGGCTAC TCAGCTGGTTACACGACTC

p2ry1 ACATTGCCTTTCAAATCAAACCC CCCCTGTTTTAAAGGTAATTCCA

enam ACAGCCCTGCAGTTGATGGA TGAGCACCAGTAGGAACAACACC

rho AGAATATCATCAATGCCGACT GCAAACAGTGTGATGCCAAA

si:dkey-91i10.3 ATCTTCGCTGCTTTTGCCACA ACCTCTTTGATCACGCAGTCC

fkbp10b TCCGCTACCACTACAATGCC CCTGCAAGCCTTTATCTATGCC

krtt1c19e GCAGGTAAAGAACACAGTCCAC CCATCTCCTCATTGAGCCCTT

zgc:136930 GCAGGTAAAGAACACAGTCCAC CCATCTCCTCATTGAGCCCTT

agt CTTGACTGCTGTGACTGACCT TCCCTCTGCCATCTCAAACAC

grb10a GTTCTTGCGCCGTTCTGG TCTTTCTGCCCGTCGTCA

LOC125276551 TGATGCTCTTCTCTCCTCCCA TGCCACAGGTAAACCACTCTC

hpda GAGGAAATGGGGGAGCATCTT GTGGGTTGTGTCTCCGTAAGT

scarb1 TGAAGTAAGGATGGCGGTGTC GGAGAGTTCGTTCTTCGGGTT

apoeb CAAGGACACTGAGGAGATCCG ATGGCTCTAAACGGTCCTTCG

abhd4 CGTCTACGTCTTTGACCTGCT ATAGGATCATGCGTTCCAGCC

c7b AATGGGCTGGATCAGTGAAGG CAGTGCCCTCTTTAGGTGGAG

si:ch211-153b23.3 GTGGGCCTTAGTGGTCTC TTTAGCACGTAGCGTTGG

acsl1b GACTCGCACATCTCCTACC ACGAATGTCACCCTGGAA

β-actin CTCTGCTATGTGGCTCTTGAC ATGGAGTTGAAGGTGGTCTC

miR-5119 CGCAGCATCTCATCCTG TGGAACGCTTCACGAATTTGCG

miR-223 CGCAGGAGTATTTGACAGAC TGGAACGCTTCACGAATTTGCG

miR-5108 GCAGGTAGAGCACTGGATG TGGAACGCTTCACGAATTTGCG

miR-6547-5p TGGGATGTGGGGACG TGGAACGCTTCACGAATTTGCG

m2059-3p CGCAGAGTGGAATATTCTGA TGGAACGCTTCACGAATTTGCG

miR-7446-3p CAGGCGGACGTGTGA TGGAACGCTTCACGAATTTGCG

miR-200b-5p GCATCTTACTGGGCAGCA TGGAACGCTTCACGAATTTGCG

miR-252b-5p GCTAAGTAGTACTGCCGCA TGGAACGCTTCACGAATTTGCG

miR-34a-5p CAGTGGCAGTGTGGATAG TGGAACGCTTCACGAATTTGCG

U6 GGAACGATACAGAGAAGATTAGC TGGAACGCTTCACGAATTTGCG

 

表 2    样品 mRNA 测序数据统计

Tab. 2    Sample mRNA sequencing data statistics

样品编号
sample ID

条目数 /条
read no.

碱基数 /个
base no.

GC含量 /%
GC

质控Q30 /%
Q30

CK1 45 868 459 1.376 1E+10 47.97 94.00

CK2 51 212 092 1.536 4E+10 50.09 94.26

CK3 47 371 564 1.421 1E+10 48.19 94.06

PG1 43 656 851 1.309 7E+10 50.26 93.91

PG2 42 670 830 1.280 1E+10 47.69 94.42

PG3 45 930 915 1.377 9E+10 46.84 94.31
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(GO:0046790)、岩藻糖结合  (GO:0042806)等通
路；在生物学过程中，大部分富集在巨噬细胞
活化参与免疫应答 (GO:0002281)、肠道胆固醇
吸收  (GO:0030299)、胆固醇稳态  (GO:0042632)
等通路；在细胞组分方面，主要注释在中间纤
维 (GO:0005882)、细胞外空间 (GO:0005615) 等
通路 (图 3-a)。此外，KEGG通路富集分析结果
显示，差异表达基因显著富集在嘧啶代谢、
DNA复制、PPAR信号通路、错配修复、FoxO
信号通路等 15条代谢通路上 (图 3-b)。经过研
究发现，一些差异基因富集在与生长、骨骼发
育相关的通路上，如 FoxO信号通路、MAPK
信号通路、TGF-β信号通路、钙信号通路、
Wnt信号通路和肌动蛋白细胞骨架信号通路，
这些通路中的关键基因值得进一步研究。 

2.3    miRNA 测序和差异表达 miRNA 的鉴定

共获得 7 755.98 Mb Raw Data，Q30碱基百

分比在 95.70%以上 (表 3)。通过与 NR、Swiss-
Prot、GO、COG、KOG、KEGG、Pfam数据库

比对 ，获得靶基因注释信息。其中，通过 NR
和 Pfam数据库比对的靶基因数最高，分别为

5  791和 5  164个，占比为 99.93%和 89.11%
(图 4-a)。样品间的主成分分析结果表明，2组

实验样本能获得有效区分  (图 4-b)。共检测到

8 325个 miRNA，其中  5 610个为已知，2 715
个为新发现。筛选出 146个差异表达 miRNA，

其中 44个上调，102个下调 (图 4-c)。 

2.4    差异表达 miRNA 靶基因的 GO 和 KEGG
通路富集分析

对差异表达 m iRNA 靶基因的 GO 和
KEGG通路富集分析发现，生物学过程中显著
富集的是细胞黏附  (GO:0007155)、神经系统

发育  (GO:0007399)和 rRNA加工  (GO:0006364)
等通路；细胞组分中显著富集的是细胞骨架 (GO:
0005856)、胶原蛋白三聚体 (GO:0005581)和黏

着斑 (GO:0005925)等通路；分子功能中显著富

集的是转录因子结合 (GO:0008134)、ATP结合
(GO:0005524) 和 DNA结合转录因子  (GO:000
3700) 的活性等通路 (图 5-a)。KEGG注释显著

富集在 Notch信号通路、ECM与受体的相互作
用、Wnt信号通路、黏着斑、黏附连接等 11条

代谢通路上  (图 5-b)。其中，Notch信号通路、
ECM与 受 体 的 相 互 作 用 、Wnt信 号 通 路 、
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图 2    公共数据库中 Unigenes 注释统计的饼状图 (a)、

样品间 PCA 分析 (b) 和差异表达基因火山图 (c)

Fig. 2　Pie chart of Unigenes annotation statistics in
public databases (a), inter-sample PCA

analysis (b) and the volcano plot (c)
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VEGF信号通路、MAPK信号通路、黏着斑通

路、黏附连接、Apelin 信号通路与生长、骨骼

发育相关。 

2.5    miRNA-mRNA 联合分析

为了预测 mRNA与差异表达 miRNA间的

调控关系，在发现的 191个靶基因对中选取连

通性较高的 21个关键基因和 25个关键 miRNA，

构建了 miRNA-mRNA互作网络，这些 mRNA
和 miRNA可能与生长和骨骼发育相关。每个

miRNA可能靶向单个或多个基因，每个基因可

能受单个或多个 miRNA调控。结果显示，

apob、tgfbr2a、col2a1b、mcm2受到miR-34a-5p、
m0774-5p、m0920-5p、m2125-5p、m2320-3p等

负调控 (图 6-a)。差异 miRNA靶基因和差异基

因共获得 140个共同基因，选取前 16个关键

基因绘制互作网络 (图 6-b)，其中，mcm4、ccna2、
smc2和 chek2都富集在细胞周期信号通路上。 

2.6    qPCR 验证

为了验证 sRNA-Seq和 RNA-Seq测序的准

确性，分别随机挑选了 10个 miRNAs和 20个

mRNAs进行 qPCR验证，结果与 sRNA-Seq和

RNA-Seq数据一致，说明 sRNA-Seq和 RNA-
Seq数据具有较高的可信度 (图 7)。 

3    讨论

为探究鳙的生长与骨骼发育的分子机制，

本研究通过高通量测序分析比较鳙正常体型和

缩骨体型个体的调控差异，获得了 83.01 Gb的

转录本序列和 7 755.98 Mb的 miRNA序列，Q30
碱基百分比分别在 93.91%和 95.70%以上，对

样品间的基因表达进行了主成分分析，能有效

区分 2组样品，qPCR验证结果与转录组数据一

致，说明本研究具有较高的可信度，可以为缩

骨鳙形成机制提供分子数据支撑，为进一步开

展鳙体型优势改良提供参考。

鱼类的体型差异主要受遗传和环境因素决

定 [25]。本研究在相同的养殖环境下，探究鳙体
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图 3    差异表达基因 GO 富集条形图 (a) 和 KEGG 通路富集散点图 (b)

Fig. 3　GO enrichment bar graphs (a) and KEGG pathway enrichment scatter diagram (b) of
differentially expressed genes

 

表 3    样品 miRNA 测序数据统计

Tab. 3    Sample miRNA sequencing data statistics

样品编号
sample ID

条目数 /条
read no.

碱基数 /个
base no.

GC含量 /%
GC

质控Q30 /%
Q30

CK1 12 632 478 644 256 378 54.51 95.70

CK2 30 993 626 1 580 674 926 54.06 96.24

CK3 35 345 207 1 802 605 557 55.12 96.31

PG1 22 286 008 1 136 586 408 53.41 95.86

PG2 32 338 800 1 649 278 800 53.1 96.38

PG3 18 481 829 942 573 279 53.56 96.54
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型差异个体的基因表达情况，研究中共得到了

930个差异表达基因和 146个差异表达 miRNA，

其中发现了与生长和骨骼发育相关的基因，

如 tgfbr2a、 grb10、 igfbp1、 fgf19、 col2a1b 和

ccna2等。基于现有研究报道，这些基因可能与

鱼类的头部形态和大小有关。例如，在对黄河

鲤进行 QTL定位研究中，grb10和 igf1已经被

鉴定为与头型大小相关的候选基因 [6]。对鲇

(Silurus asotus) 的头长、头宽和头高进行研究，

发现 igf1、itga11b 和 fgf5基因控制头骨的形态

和大小 [26]。本实验在鳙中筛选到上述与体型相

关基因的同源基因，如 itga11b、igfbp1和 fgf19。
此外，col2a1b 是软骨发育和软骨内骨化的关键

调节蛋白，是编码 I型胶原 α1、α3和 α2链的

关键基因[27]，col2a1b 在鱼类背侧肌肉的表达水

平显著，尤其在鱼类肌间刺全部出现时期表达

水平达到最高 [28]。在本研究筛选出与生长和骨

骼发育相关基因中下调倍数最大的是 col2a1b，
说明缩骨鱼在肌肉生长和骨形成过程中受到了

抑制。tgfbr2a 是 TGF-β家族中的一员，作为一

种多功能调节蛋白，同时参与 FoxO信号通路、

MAPK信号通路和 TGF-β信号通路，在水产动

物免疫防御、生长发育以及生殖调节过程中发

挥重要作用[29]。研究表明，tgfbr2a 等差异表达

基因可能与缩骨鱼形成和维持存在联系。

对差异 miRNA的靶向基因和转录组测序

的 DEGs的联合分析鉴定到一些关键基因，如

mcm2、 mcm4、 mcm10、 exo1、 ccna2。 mcm2、
mcm4、mcm10都是 MCM家族成员，对 DNA
复制至关重要，具有多种生化活性，尤其是细

胞分化和增殖。mcm2具有促进细胞凋亡的作用，

mcm2的高表达会导致骨髓细胞的增殖 [30]，

mcm4可能与成骨细胞的形成有关 [31-32]，mcm10
是 DNA复制中重要的蛋白质，可以在遗传水平

上调节软骨细胞的产生和凋亡[33]。exo1是核酸

外切酶，在 DNA修复中起到关键作用，与癌症

有关， exo1表达与骨肉瘤致病机制相关 [34]。

ccna2是细胞周期蛋白，在骨生成和软骨生成中

起到重要作用 [35]。 apob 在 DEGs与差异表达

miRNA间的调控关系中连通性较高，前人研究

发现 apob 是载脂蛋白 B，参与脂蛋白代谢过程，

与骨密度存在联系，可能会导致骨质疏松症[36]。

通过分析得到了 19个关键的 miRNA，包含 6
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图 4    公共数据库中 miRNA 靶基因注释统计的

饼状图 (a)、样品间 PCA 分析 (b) 和
差异表达 miRNA 火山图 (c)

Fig. 4　Pie chart of annotation statistics of miRNA
target genes in public databases (a), inter-sample

PCA analysis (b) and differentially
expressed miRNA volcano plot (c)
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个已知的 miRNA和 13个未知的 miRNA。miR-
34a-5p是促进间充质干细胞的增殖和成骨细胞

的分化的关键调节因子，可以通过靶向 mRNA
促进细胞增殖，阻碍细胞凋亡 [37]。本研究中

miR-34a-5p靶向 apob 和 mybl2b，可能在鳙的头

部发育过程中起到重要作用。miR-252家族可

以调节细胞分化、生物体发育和氧化应激等，

Sun等[38] 发现 miR-252家族在仿刺参 (Stichopus
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图 5    miRNA 靶基因 GO 富集条形图 (a) 和 KEGG 通路富集散点图 (b)

Fig. 5　GO enrichment bar graphs (a) and KEGG pathway enrichment scatter diagram (b) of miRNA target genes
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japonicus) 的肠道再生中发挥重要作用。miR-6 538
参与蛋白质的合成，可能与患糖尿病小鼠的心

肌细胞存活[39]、肝损伤[40] 密切相关。通过对不

同体型的鳙进行差异表达分析，发现的关键差

异基因和差异 miRNA参与生长、发育、代谢和

免疫等多种生命活动，对鳙体型有重要的影响，

有望为后续的研究筛选分子标记，基于基因编

辑手段调控骨骼发育过程，创制新种质。

基因的表达往往存在互作效应，并通过代

谢通路对表型和生命过程发挥作用。本研究检

测所得的差异表达基因和差异表达 miRNA，存

在于诸多代谢通路，可能在鳙的生长与骨骼形
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图 7    qPCR 验证结果

(a) mRNA验证结果, (b) miRNA验证结果。

Fig. 7　qPCR validation results
(a) mRNA validation results, (b) miRNA validation results.
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成等过程中发挥作用，从而影响鳙的体型差异。
本研究发现的 MAPK信号通路、ECM受体相
互作用和 TGF-β信号通路与 Luo等 [7] 的研究结
果一致。通过 KEGG分析发现，显著富集的通
路可能与生长和骨骼发育相关，如 FoxO信号
通路、MAPK信号通路、ECM受体相互作用、
Wnt信号通路和 Notch信号通路等 8条代谢通
路，FoxO是一类重要的转录因子，参与了多个
生物学过程的调控，FoxO1家族成员还是成骨
细胞增殖分化的关键转录因子，与 mTOR信号
通路和 VEGF信号通路相互作用，调节骨骼发
育 [41]。MAPKs是一种丝氨酸-苏氨酸激酶，是
一类高度保守的蛋白激酶家族，参与细胞增殖、
分化、衰老和凋亡等生命活动，诱导蛋白质合
成并促进骨骼肌生长[42-43]。此外，p38作为MAPKs
家族的一员，激活后在骨骼增殖和分化中发挥
重要作用[44]。ECM受体相互作用和黏着斑信号
通路在生长发育中也发挥重要的作用 [45]，黏着
斑是具有整合素的多蛋白组装体，通过细胞骨
架连接着周围细胞外基质 (ECM) 的质膜，可以
通过影响细胞信号转导，调节肌肉细胞与骨骼
细胞的形成 [46]。Wnt信号通路在骨骼发育和内
环境平衡中发挥核心作用，促进成骨细胞分化，
诱导破骨细胞的形成，调控软骨的生成 [47]。鱼
类的体型形成可能与骨骼的形成和发育有关，
Notch信号通路对骨骼发育和骨骼重塑至关重
要，是破骨细胞发育的调节因子[48]，Notch是一
种跨膜受体，在未成熟的骨细胞中通过抑制
Wnt信号传导阻碍成骨细胞形成，在成熟的骨
细胞中抑制细胞分化功能 [49]。综上，本研究发
现的关键基因和代谢通路可为鳙生长和骨骼发
育调控相关候选基因挖掘提供依据，为开展基
于体型优势的遗传改良和品种创制提供参考。
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Integrated analysis of transcriptome and miRNA expression in
Hypophthamichthys nobilis individuals with different body shapes

DENG Yujie 1,     ZHU Wenbin 2,     FU Jianjun 2,     LUO Mingkun 2,     WANG Lanmei 2,    
LIANG Zhengyuan 3,     DONG Zaijie 1,2*

1. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of Education,
Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China;

2. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resource Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi　214081;

3. Wuxi Raysun Fishery Sceince and Technology Co., Ltd., Wuxi　214000

Abstract: To explore the molecular mechanisms affecting the body shape differences in Hypophthamichthys nobilis, morpholo-

gical different H. nobilis individuals with normal body shape (CK group) and with shortened body (PG group) were collected

for transcriptome and miRNA sequencing analysis in this study. The results showed that a total of 25 327 unigenes and 8 325

miRNAs  were  obtained.  930  differentially  expressed  genes  (DEGs)  and  146  differentially  expressed  miRNAs  (DEMs)  were

identified, including 473 up-regulated genes and 457 down-regulated genes, as well as including 44 up-regulated miRNAs and

102 down-regulated  miRNAs,  respectively.  By comparing  the  DEGs and target  genes  of  DEMs,  140 overlapped genes  were

obtained,  which were mostly enriched in cell cycle (ko04110), DNA replication (ko03030), adhesion plaques (ko04510), and

ECM receptor interaction (ko04512) signaling pathways. Additionally, 16 overlapped DEGs were identified to be involved in

bone formation and development, such as exo1, mcm4, ccna2, smc2 and ccna2, which were hypothesized to be associated with

H.  nobilis  body  shape  differences.  In  addition,  through  mRNA-miRNA  interaction  network  analysis, DEGs including  apob,

tgfbr2a and col2a1b as well as DEMs including miR-34a-5p, miR-252a and miR-6 547-5p were detected as core members in

the network; these DEGs and DEMs may play important roles in regulating and maintaining the morphologically in H. nobilis.

Validation  experiments  using  qPCR  revealed  that  the  trends  of  relative  expression  differences  between  CK  with  PG  groups

were consistent  with  the  RNA-Seq and sRNA-Seq data.  These DEGs,  DEMs,  and enriched metabolic  pathways identified in

this study may be associated with H. nobilis body shape difference. This study may provide basic data for further exploration of

the molecular mechanisms affecting body shape differences in H. nobilis.

Key words:  Hypophthamichthys  nobilis;  body  shape;  skeletal  development;  differentially  expressed  genes;  differentially

expressed miRNAs
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