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摘要：壬基酚 (nonylphenol，NP) 是广泛存在于水体中的环境内分泌干扰物，对生物体的
生长发育造成影响。为了探究壬基酚致红鲫发育畸形的机制，本研究以红鲫为研究对象，
采用 Illumina HiSep 2500 对正常神经胚期胚胎 (NC)、正常 21 体节期胚胎 (SC) 和暴露 5 μmol/L
NP 中发育畸形的神经胚期胚胎 (NNP)、畸形 21 体节期胚胎 (SNP) 进行转录组测序 (RNA-
seq)，并结合实时荧光定量 PCR(qRT-PCR) 验证差异表达基因 (differential expression gene,
DEG)。RNA-seq 共得到 89 166 条高质量 unigenes，其中 30 319 条 unigenes 获得注释结果。
NC、SC、NNP 和 SNP 两两比较分析发现，NC/NNP 中 DEGs 153 个，SC/SNP 中 DEGs
10 个，NC/SC 中 DEGs 6 121 个，NNP/SCP 中 DEGs 7 270 个。KEGG 分析发现，上述
DEGs 多数聚集在细胞过程、环境信息处理和新陈代谢通路上。利用 qRT-PCR 验证了生
长、发育、细胞骨架及心血管循环相关的 25 个 DEGs，它们的表达变化在 qRT-PCR 和
RNA-seq 中结果一致，一方面说明了 RNA-seq 结果可靠，另一方面初步挖掘出 NP 胁迫
致红鲫胚胎发育畸形的候选基因，为后续深入探讨 NP 致畸的分子机制研究提供前期数据。
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壬基酚聚乙氧基化物 (NPEOs) 是一种广泛

用于制造业的表面活性剂，在环境中普遍存在[1]。

NPEOs 本身及其分解产物对环境和健康有很大

危害，被许多国家禁止使用[2]。壬基酚 (NP) 是NPEOs

生物降解产物之一，是一种内分泌干扰物 [3]，它

可以模拟体内雌激素与其受体结合，干扰内分

泌代谢并对生物体产生毒性作用 [4]。研究发现

NP 可导致雄性生殖功能障碍，影响精巢发育，

导致雄性生育能力和精子数量下降[5-6]。Tanaka 等[7]

的研究表明，暴露于 NP 中雌雄同体花式溪鳉(Rivu-
lus marmoratus) 性腺发育异常，精巢发育不全。剑

尾鱼 (Xiphophorus hellerii) 短期 (3 d) 和相对长期 (60 d)

暴露于 NP 的实验表明，短期 NP 暴露的剑尾鱼

精巢中存在生殖损伤，长期的 NP 暴露影响了其

生长 [8]。青鳉(Oryzias latipes) 精子短暂接触 NP 后

其运动精子的百分比显著低于对照组 [9]，长牡蛎

(Crassostrea gigas) 精子暴露于 NP 中获得了同样

的结果[10]。

NP 不仅影响成鱼，同样对鱼类的胚胎发育

影响很大。玫瑰无须鲃 (Puntius conchonius) 胚胎

暴露于 NP 中，胚胎出现卵凝结、脊椎畸形以及

发育延迟等变化 [5]。斑马鱼 (Danio rerio) 胚胎暴
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露在不同浓度的 4-NP 溶液中，其胚胎尾部畸形

率和仔鱼的心包囊肿率显著增加，其中胚胎尾

部畸形率随着处理浓度的增高而增加，其剂量—
效应关系呈正相关；经 4-NP 暴露处理的斑马鱼

仔鱼的体长及 30 s 心跳数较对照组均显著下降[11]。

NP 对金鱼 (Carassius auratus) 胚胎也具有明显的

发育毒性，且金鱼胚胎对 NP 具有较高敏感性[12]。

目前，关于 NP 对水生动物的毒性研究主要集中

在成体组织变化、精子活性、胚胎存活率、半

致死浓度 (LC50) 以及胚胎发育过程中的形态学变

化等方面，对其生物毒性影响的分子机制的研

究还相对较少。

转录组测序 (RNA-seq) 技术可以快速、全面

地获得某一特定物种中特定细胞或组织的基因

表达信息，已广泛运用在动植物应激反应中基

因差异表达的研究 [13]。邓素贞等 [14] 运用 RNA-seq
对高温胁迫下的大黄鱼 (Larimichthys crocea) 进行

分析，发现大量差异表达基因 (differentially expressed
genes, DEGs) 的功能与氧化还原反应、蛋白质折

叠和去折叠、糖和脂代谢以及某些疾病的发生

相关。姜宇等 [15] 利用 RNA-seq 探索了高铁环境

下生存的斑马鱼与野生型斑马鱼基因表达的不

同，发现铁过载对骨形成蛋白 2 (BMP2) 有抑制

作用，导致成骨代谢异常。张辉等 [16] 通过 RNA-
seq 技术对镉胁迫的栉孔扇贝 (Chlamys farreri) 消
化盲囊组织进行测序，对差异表达基因进行注

释发现，基因集中在蛋白绑定、细胞黏附、免

疫应答、细胞凋亡和能量代谢等方面。RNA-seq
为在分子水平揭示基因表达和调控机理提供了基础

数据。

红鲫 (Carassius auratus red var.) 性成熟早、

繁殖力强、耐低氧、适应温度广，易于人工饲

养；其体型小、杂食性、饲养成本低，体色全

红，便于观察淘汰变异个体，上述优点满足红

鲫作为实验动物的基本要求 [17]，同时红鲫对 NP
的敏感性高[18]，因此，本研究以红鲫胚胎为实验

材料，用不同浓度 NP 对其进行处理，观察胚胎

发育的形态学特征，并记录孵化时间和胚胎死

亡数；用 RNA-seq技术对正常神经胚期胚胎

(neuroblast stage embryos in control group, NC)、正

常 21 体节期胚胎 (21 somite stage in control group,
SC)、暴露 5 μmol/L NP 中发育畸形的神经胚期胚

胎 (monstrous  embryos  in  neural stage  exposed  to  5

μmol/L NP, NNP) 及畸形 21 体节期胚胎 (monstrous
embryos in 21 somite stage exposed to 5 μmol/L NP,
SNP) 这 4 组胚胎进行测序；结合生物信息学分

析和文献资料选取 DEGs，采用实时荧光定量

PCR(qRT-PCR) 对 DEGs 进行验证，以期挖掘出

NP 胁迫下影响红鲫胚胎发育的关键基因及调控

通路，为进一步探讨 NP 影响红鲫发育畸形的机

制研究提供前期数据。

1    材料与方法

1.1    实验动物

实验所用红鲫由湖南师范大学淡水鱼类发

育生物学国家重点实验室提供。3 对性成熟雌、

雄红鲫的卵和精子采用半干法授精，将受精卵

放置于盛有曝气水的培养皿中孵育，2 min 后将

培养皿中的曝气水换成相应浓度的实验液，弃

去未受精的卵及形态异常的胚胎再进行下一步

实验[18]。

1.2    胚胎毒性实验与取材

经过预实验计算出红鲫胚胎在 NP 处理 74 h
时的半致死浓度为 3.2 μmol/L，5 μmol/LNP 处理

下红鲫胚胎表型更加明显，7 μmol/LNP 处理下

胚胎的存活率极低，因此选择 NP 浓度为 3、5 和

7 μmol/L 作为实验组。将刚受精的胚胎分别暴露

于浓度为 3、5、7 和 0 μmol/L(空白对照，0.01%
无水乙醇) 的 NP 溶液，胚胎孵育和暴露在直径

为 25 cm 的玻璃培养皿中进行 (25 ± 1 °C)，每个

浓度设置 5 个平行，每个平行约 300 个胚胎 [19]。

每隔 4 h 换 1 次水，并测量水温，保持 NP 浓度

相对恒定，同时用胶头滴管及时剔除死亡胚胎，

以保持水质清洁，记录各组胚胎死亡数及各组

胚胎发育情况，并确定 NP 暴露下红鲫胚胎的半

致死浓度 (LC50)。
根据下列公式计算胚胎畸形率和存活率：

畸形率 (%)=畸形数/存活数×100%
存活率 (%)=存活数/受精数×100%
RNA-seq 样本采集浓度 0 和 5 μmol/L，将正

常神经胚期胚胎 (受精后 12.5 h，12.5 hpf)、正常

21 体节期胚胎 (25.5 hpf)、暴露 5 μmol/L NP 中发

育畸形的神经胚期胚胎 (2.5 hpf) 及畸形 21 体节

期胚胎 (25.5 hpf)4 组胚胎收集在冻存管中，每组

3 个重复，液氮速冻后−80 °C 保存备用。
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1.3    转录组文库构建及测序

采用 TRIzol 法提取 NNP、SNP、NC 和 SC
4 组红鲫胚胎总 RNA，每组胚胎重复 3 次，共

12 个样品，1% 琼脂糖电泳法和酶标仪测定总

RNA 质量及浓度，−80 °C 保存备用[20]。带有 Oligo
(dT) 的磁珠富集胚胎的 mRNA，加入Fragmenta-
tion  Buffer 将 mRNA 进行随机打断，以 mRNA
为模板，使用六碱基随机引物 (random hexamers)
和 M-MuLV 逆转录酶合成第一条 cDNA链，然后

加入RNase H 和DNA polymerase I 合成第二条cDNA
链，利用 AMPure XP 磁珠纯化 cDNA，纯化的双

链 cDNA 再进行末端修复、加 A 尾并连接测序

接头，利用 AMPure XP beads 进行片段大小选择，

最后通过 PCR 扩增得到 cDNA 文库。文库构建

完成后，分别使用 Qubit  2.0 荧光计和安捷伦

2100 生物分析仪对文库的浓度和插入片段大小

进行检测，使用 qRT-PCR 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 Illumina Hiseq 2000 进行高通量测序 [21-22]，此工

作委托百迈客生物科技有限公司完成。

1.4    转录组数据组装及去冗余后的基因序列

(unigene) 功能注释

在进行后续分析之前，去除带接头的序列

(reads) 以及低质量值 reads 得到过滤后数据 (clean
data)，使用 Trinity 软件对 clean data 进行序列组

装，获得 unigene。使用 BLAST[23] 软件将 unigene
序列与NR、Swiss-Prot、GO、COG、KOG、eggNOG
4.5、KEGG 数据库比对，使用 KOBAS 2.0 软件得

到 unigene 在 KEGG 中的 KEGG  Orthology结果，

预测完 unigene 的氨基酸序列之后，使用 HMMER
软件与Pfam 数据库比对，获得 unigene 的注释信息。

1.5    DEGs筛选

采用 Bowtie 工具 [24] 将测序得到的 reads 与

unigene 库进行比对，根据比对结果，结合 RSEM
软件 [25] 进行表达量水平分析，利用 FPKM(frag-
ments  per  kilobase  of  exon  per  million  fragments
mapped) 方法[26] 计算 unigene 的表达量。使用 edgeR
软件包 [27] 进行差异表达分析，获得 2 个样品之

间的差异表达基因。采用 Benjamini-Hochberg 方

法对 P-value 进行校正，即错误发现率 (false dis-
covery rate，FDR) 作为 DEGs筛选指标。2 个样品

组 间 差 异 表 达 基 因 为 FDR≤0.05且 |差 异 倍 数

(Fold Change, FC)|≥2 的基因。

采用GO 数据库 (http://www.Geneontology.org/)
对 DEGs 进行 GO 功能富集显著性分析，同时使

用 KOBAS 软件对 DEGs 进行 KEGG 代谢通路富

集性分析[28-29]。

1.6    qRT-PCR验证 RNA-seq结果

为了验证 RNA-seq 的结果，选择 25 个 DEGs，
其中编号 1~4 的 DEGs 只在 NC/SC 中差异表达，

在 NNP/SNP 中表达正常；编号 5~9 的 DEGs 只

在 NNP/SNP 中差异表达，在 NC/SC 中并未出现

差异表达现象；编号 10~17 的 DEGs 在 SC/SNP 中

差异表达，编号 18~25 的 DEGs 在 NC/NNP 中差

异表达。使用 Primer premier 5 软件设计引物 (表 1)。
采用 ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA
Remover (Toyobo, Japan) 合成 cDNA，SYBR Green®

Realtime  PCR  Master  Mix(Toyobo,  Japan) 试 剂 和

StepOnePlus  Real-Time  PCR  System(ABI,  USA) 进
行 qRT-PCR。各样品重复 3 次，以 β-actin 为内

参[30]，按 2–△△CT 相对定量法[31] 计算相对表达量，通

过单因素方差分析分析 25 个基因的表达水平 (表
示为平均值±标准偏差 )，使用 SPSS Statistics 20
软件进行 Dunnett's 多重比较检验，P<0.05 表示

差异显著。

2    结果

2.1    NP暴露引起胚胎畸形

将红鲫胚胎暴露于 NP 溶液中，随着暴露时

间的增加，NP 处理组胚胎存活率不断降低。NP
处理后 5 h 胚胎存活率开始下降，15 h 下降最明

显，24~55 h 存活率下降速度趋于稳定，74 h 高

浓度 NP 处理组的胚胎存活率再次明显降低 (图 1)。
NP 处理组和对照组的胚胎存活率在处理后

9 h 内并无明显差异，15 h 后 5 μmol/L 及 7 μmol/L
NP 溶液中红鲫胚胎存活率相较于对照组和 3
μmol/L NP 处理组显著降低 (P<0.05)，但是 5 μmol/L
NP 处理组胚胎存活率要小于 7 μmol/L NP 处理组

的胚胎存活率。7 μmol/L NP 处理组胚胎在处理

后 74 h 存活率开始小于 5 μmol/L NP 处理组，仅

有 4.6% (表 2)。
暴露于 NP 的红鲫胚胎发育出现形态学上的

异常，包括脊柱弯曲、尾部畸形、心包异常和

血栓  (图版)。利用 SPSS 的线性回归法计算得出
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NP 对红鲫胚胎74 h 的半致死浓度(LC50) 为3.2 μmol/L

(表 2)。

2.2    测序数据的组装与质量分析

对照组 (NC 和SC) 及NP 处理组 (NNP 和SNP)
胚胎进行 RNA-seq，原始测序数据上传至 NCBI

数据库，登录号为 SRR6981193~SRR6981201，去

除低质量 reads 后，获得 clean data 达 94.67 G (表 3)，
各样品 clean data 均达到 7.0 G，Q30 (Q30 表示质

量值≥30 的碱基所占百分比 ) 均达到 90%，CG
含量在 47% ~50% 之间。

clean data 组装后共得到 89 166 条 unigene，其

表 1    qRT-PCR所用引物

Tab. 1    Primers used in qRT-PCR

编号

no.
基因ID
gene ID

基因名称

gene name
正向引物

forward primer
反向引物

reverse primer

  1 c120573.graph_c0 TET2 CCTGCTTATCCTCTCTCTGACC CTCAGAGTCATTCGGAAAGCCT

  2 c137711.graph_c1 Frmpd1 ATTCAGTTGTTCCTTTAGCG TACGCCAATCTGCCTTTCCT

  3 c150556.graph_c0 Gfra2 CGGCAATCAGGAGGAAGAGTGT CGGCAATCAGGAGGAAGAGTGT

  4 c138218.graph_c1 cadherin CGGGCTTCCTCTTGTTGCTA CTCTGTGTTTGCCGTGGTTG

  5 c152327.graph_c0 GATA1 AATGGGATGAGTGGCTGTAGAC GTGTAACGCTTGCGGACTCTAT

  6 c151648.graph_c2 SNAP-25 GACACACGACGACACTTCCT AGAAATGCTTTGGCTCCCCT

  7 c150901.graph_c0 mGluR7 ATTTCTAAGCAACAAGCGGC ACGACCATAGAGCCTTTCAA

  8 c155811.graph_c1 β-dystrobrevin ACTCAGTGGATGACGGTTTG CTATGTGCGAATGCCAGAGA

  9 c143520.graph_c0 MCM6 TGATGAGGTGGAAAAGCAGGAG ATGAGACTCTTCTTGGCGACGA

10 c146410.graph_c0 ApoD CAATCTTGGCAGTTCCCTCA TGGGAGAGTGTAGCCAAGCC

11 c161675.graph_c5 / AGACAGCGGGGAAGTCGTTA GGGGGTGGCGACTGTTTACT

12 c165175.graph_c1 / GAAGCCAACTATTCAGCCCT CTGGCAGACCCGACAGAGAT

13 c152695.graph_c1 / AGCCGCTAACAGGCATTGAT CCGTTCGCTCGCCACTACTA

14 c147376.graph_c0 / CAAATCCTGACGAACTCCGA GATTTGATGCCCGATTATTA

15 c158361.graph_c0 / TCACTGAGGAATGAAAAGGAGG AGTTCCCATAGCAAATCAAAAT

16 c153211.graph_c1 / TCTAACTTCGGTCCGTGAT ACCTTTTATCCGTTGAGCGACA

17 c153211.graph_c3 / CGAAGTTACGGGGGCATTTT ACGATGCGGATAAAAAGTGG

18 c83315.graph_c0 CD59 ACAGAAGTCCGTCTAAATGATG GATTCAACTTCCCTCCATTCAT

19 c133534.graph_c0 RPS29 ATCGCTTGAGTTCAGGGG GGGTCTCGCTGTATCGCTCA

20 c146956.graph_c0 Pou12 GAGGCGGATGAGAGAATGCT TTACGACAATACGGGGAGGG

21 c149202.graph_c0 VMO AGCCTGAGCCTTTGAAGAGACT TCTGTCCGAGTGGAACATACGC

22 c144939.graph_c0 Ca7 TGGTGGTGGAGTTCACGGAC TCCAATGAACCAGATGAAGC

23 c132866.graph_c0 LIS1 CGGCTCCGTATGTCGTCA GGTGGGTGAGAACCGTGG

24 c139229.graph_c0 natterin-3 CTTTGTCACCGTAGGGGTAATG GTTCGCCGAGCAGTAGAGCAAG

25 c163252.graph_c0 MICAL CGGTTTCCCTCGTCTTCTCATC TGGAGTTGGAGTGGAGGCTTCG

β-actin GGCCTCCCTGTCTATCTTCC TTGAGAGGTTTGGGTTGGTC

注：/ 表示基因无命名

Notes: / means that the genes have no name
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中长度在 1 kb 以上的 unigene 有 28 775 条，最大

unigene 长度为 16 402 bp (c166470.graph_c0)，最

小 unigene 长度为 201 bp (c100072.graph_c0)，uni-
gene 的 N50 (unigene 从长到短进行排列，然后相

加，当恰好加到序列全长的 50% 时，这一条 uni-
gene 的长度) 为 2 247 bp(图 2 和表 4)。

2.3    差异表达基因的筛选

使用 edgeR 软件进行对照组和 NP 处理组的

差异基因表达分析，FPKM 法计算基因表达水平，

将|Fold Change|≥2，FDR<0.05 的基因定义为DEGs，
以此为标准分别获得差异表达基因集合。NC、

SC、NNP 和 SNP 两两比较的 DEGs 共 13 554 个，

其 中 NC/SC， NC/NNP， SC/SNP 和 NNP/SNP 中

DEGs 数量分别为 6 121、153、10 和 7 270 (表 5)。
基于火山图和 MA 图对差异基因的 FDR、表达

丰度和差异倍数的统计学显著性进行了可视化

处理。结果发现，在对照组，与神经胚期相比，

红鲫胚胎 21 体节期有 4 267 条 unigene 呈现出上

调趋势，有 1 854 条 unigene 呈现出下调趋势；

与对照组相比，NP 处理下神经胚期胚胎有 38
条 unigene 呈现出上调趋势，有 115 条 unigene 呈

现出下调趋势；与对照组相比，NP 处理下 21 体

节期胚胎有 7 条 unigene 呈现出上调趋势，有 3
条 unigene 呈现出下调趋势；在 NP 处理组，与

神经胚期相比，红鲫胚胎 21 体节期有 5 161 条

unigene 呈现出上调趋势，有 2 109 条 unigene 呈

现出下调趋势 (图 3)。在本次实验中，以基因表

达的 FPKM 值为参考，对 NC、SC、NNP 和 SNP
4 组胚胎的差异表达基因做聚类分析，从结果图

颜色上可以看出 NC 和 SC、NNP 和 SNP 之间基

因表达差异十分大，这是基因在胚胎发育过程

中时序表达的结果；在 NC 和 NNP、SC 和 SNP
之间也有较多基因表达有差异，这与 NP 处理有

关 (图 4)。

2.4    差异表达基因的 GO富集分析

所有 DEGs(13  554 个 ) 比对到 GO 数据库，

共有 10 0461 条 GO 注释信息。对这些信息进行

GO 分类，发现在“分子功能”、“细胞组分”和“生
物学过程”三大类中，生物学过程 DEGs 的数量

最多，有 47 697 个 GO 注释；细胞组分次之，

有 33 207 个 GO 注释；分子功能最少，有 19 557
个 GO 注释。在 GO 二级分类中分子功能中的

“黏合”拥有最多的 DEGs(8 851 条)，其次是生物

学过程中的 “细胞过程 ”(8  742 条 )，细胞组分

中的“胶原蛋白三聚物”和“细胞区域”并列第三

表 2    不同浓度 NP暴露下 74 h红鲫胚胎毒性效应

Tab. 2    Toxic effects of NP-stressed
C. auratus red var. embryos for 74 h

NP处理浓度/
(μmol/L)

NP treatment
concentration

畸形率/%
malformation rate

存活率/%
survival rate

半致死浓度

LC50/(μmol/L)
semilethal

concentration

0     2.3 84.8  
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图 1    不同浓度 NP处理 74 h内红鲫存活率

Fig. 1    Survival rate of C. auratus red var.within 74 h
treated with different concentrations of NP

1 mm 1 2

43

1 mm

1 mm 1 mm

 
图版    体视镜观察红鲫仔鱼

1~4 分别为 0，3，5，7 μmol/L NP 处理 74 h 后红鲫仔鱼在体视镜

下的图像

Plate    Stereoscope observation of
C. auratusred var. larvae

1-4. images of C. auratus red var. larvae under stereoscope at 74 h after
0, 3, 5 and 7 μmol/L NP treatment
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(7 284 条)。NC/SC 中DEGs 占了总DEGs 的 45.1%，

有 2 883 条，在生物学过程中的“单一生物过程”、
“细胞过程”和“生物调节”占比例较高，在细胞组

分中，“细胞”、“细胞部分”所占比例较高，在分

子功能中，“黏合”和“催化活性”所占比例较高

(图 5-a)。NC/NNP 中 DEGs 在 GO 各二级功能中

的注释情况于 NC/SC 类似，但是 NC/NNP 的 DEGs
在“激素分泌”中有注释，NC/SC 则无  (图 5-b)。
在 NC/SC 中，生物学过程的“细胞聚集”、细胞

组分中的“病毒体”和“细胞外基质”以及分子功能

中“甲脒基核苷酸交换系数”等功能中出现 DEGs，

在 NC/NNP 中没有，可能与 NC/NNP中 DEGs 只

有 78 条，仅占总 DEGs 的 1.2% 有关。在 SC/SNP
中只有 1 个 DEGs 得到了注释，与生物学过程的

“定位”、细胞组分中的“胞外区”、分子功能的“
黏合”以及“转运活性”有关 (图 6-a)。NNP/SNP 中

的 DEGs 最多，占了总 DEGs 的 53.6%，共有 3 417
条，其 DEGs 在 GO 各二级功能中的注释情况与

NC/SC 基本一致 (图 6-b)。

2.5    KEGG代谢通路显著性富集分析

通过 KEGG 代谢通路富集分析，可以揭示

DEGs 参与的主要生理活动途径，KEGG 代谢通

路将差异基因富集到 6 大类一级通路中，分别为

“细胞过程”、“环境信息处理”、“遗传信息处理”、

“人类疾病”、“新陈代谢”和“有机系统”。NC/SC

(图 7) 中有 2 408 个 DEGs 在 KEGG 数据库中得到

注释，参与 50 条二级分支代谢体系，其中一级

通路细胞过程中的“黏着斑”、“调节肌动蛋白细

胞骨架”和环境信息处理过程中的“MAPK 信号

通路”占据该二级通路的前三位，DEGs 数量分

别为 140、79 和 91，占 DEGs 总数的 5.8%、3.2%

和 3.7%。此外，在“ECM-受体相互作用”、“钙

信号通路”、“胞吞作用”、“心肌细胞中的肾上腺

素能信号传导”等途径也富集了一定数量的 DEGs。

表 3    样品测序数据评估统计表

Tab. 3    Sample sequencing data evaluation statistical table

样品

samples
读数数量/个
read number

碱基数量/个
base number

GC含量/%
GC content

≥Q30/%

NC-1 26 901 742 8 037 462 014 48.6 90.1

NC-2 27 165 454 8 115 806 590 49.0 90.4

NC-3 23 393 678 6 990 363 052 48.5 89.7

SC-1 25 594 033 7 652 706 352 49.4 89.7

SC-2 30 471 725 9 086 340 760 49.9 90.0

SC-3 25 523 487 7 634 133 108 48.9 90.5

NNP-1 27 116 622 8 112 771 808 47.4 89.3

NNP-2 23 583 621 7 048 216 124 48.6 89.9

NNP-3 27 342 933 8 169 791 638 48.3 89.6

SNP-1 30 386 245 9 086 087 254 48.7 90.0

SNP-2 23 762 950 7 095 798 524 48.1 89.7

SNP-3 25 529 373 7 638 119 634 48.8 90.8
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图 2    unigene长度分布图

Fig. 2    unigene length distribution
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NC/NNP(图 8) 中有 61 个 DEGs 得到注释，其中

一级通路细胞过程中的“黏着斑”、环境信息处理

过程中的 “TGF-β 信号通路 ”、 “细胞黏附分子

(CAMs)”和“ECM-受体相互作用”占比例较大，

DEGs 数量分别为 4、 3、 3 和 3，占 DEGs 总数

的 6.5%、4.9%、4.9% 和 4.9%。SC/SNP 中 DEGs
未得到注释，可能是 SC/SNP 中 DEGs 较少的原

因。NNP/SNP(图 9) 中有 2 829 个 DEGs 得到注释，

与 NC/SC 相似，DEGs 在一级通路细胞过程中的

“黏着斑”、“调节肌动蛋白细胞骨架”和环境信息

处理过程中的“MAPK 信号通路”中所占比例较

大，DEGs 数量分别为 149、86 和 98，占 DEGs
总数的 5.2%、3.0% 和 3.4%。此外，在“紧密连

接”、“Wnt 信号通路”、“胰岛素信号通路”、“嘌
呤代谢”等途径也富集了一定数量的 DEGs。

2.6    qRT-PCR验证 RNA-seq结果

从 NC/SC、 NC/NNP、 SC/SNP 和 NNP/SNP
转录组数据中挑选 25 个基因，qRT-PCR 检测 25
个基因的表达情况。25 个 DEGs 包括 3 个部分：

第1 部分为基因1~9，只在NC/SC(1~4) 或者NNP/SNP
(5~9) 中差异表达 (图 10-a)，这 9 个基因的 qRT-
PCR 结果与 RNA-seq 结果一致 (图 10-b)；第 2 部

分为基因 10~17，RNA-seq 中这 8 个基因在 SC/SNP
中差异表达 (图 11-a)，qRT-PCR 结果与 RNA-seq
结果一致 (图 11-b)；第 3 部分为基因 18~25，它

们在 NC/NNP中差异表达 (图 12-a)，它们的表达

在 qRT-PCR 和 RNA-seq 中一致 (图 12-b)，(图 10~

图 12 中出现的基因编号 1~25 分别对应表 1 中的

基因编号 1~25)。

3    讨论

本研究建立了 NP 处理组 (3、5 和 7 μmol/L)
和对照组，观察记录不同浓度 NP 处理下红鲫胚

胎发育形态及存活率，结合发育状况、LC50 和

存活率，选取 5 μmol/L NP 处理下发育至神经胚

期和 21 体节期的胚胎进行 RNA-seq，对差异表

达基因进行 qRT-PCR 验证。实验表明，NP 处理

组的红鲫胚胎发育异常，具体表现包括脊柱弯

曲，尾部畸形，心包异常和血栓形成，这表明

NP 可能影响其脊椎发育和心血管循环。RNA-
seq 获得了 89  166 个高质量的 unigenes，NC/SC
中有 6121 个 DEGs，NC/NNP 中有 153 个 DEGs，
SC/SNP 中 有 10 个 DEGs， NNP/SNP 中 有 7  270
个 DEGs。NC/SC 和 NNP/SNP 中 DEGs 数量极大，

这可能与基因的时序表达有关；NC/NNP 中 DEGs
数量多于 SC/SNP，说明 NP 对神经胚期 (13 hpf)
影响较大，体节期 (26 hpf) 影响较小。RNA-seq
结果与胚胎毒性实验结果相吻合，红鲫  胚胎暴

露于 NP 溶液后 9~15 h，胚胎存活率大幅度降低，

而暴露于 NP 溶液 24~32 h 胚胎存活率变化不大，

这说明红鲫胚胎在 NP 胁迫 9~15 h 所受影响大于

其在 NP 胁迫 24~32 h 时所受影响，有更多差异

表达基因。在 NP 对玫瑰无须鲃胚胎的毒性实验

中 [5]，也出现了相似的结果，5 μmol/L NP 处理玫

表 4    组装结果统计表

Tab. 4    Assembly results statistics

序列种类

sequence types
200~300

bp/个
300~500

bp/个
500~1 000

bp/个
1 000~2 000

bp/个
≥2 000 bp/个

总长度/bp
total length

N50长度/bp
N50 length

平均长度/bp
mean length

转录本

transcripts
25 916 26 515 39 429 44 641 55 184 304 122 107 2 619 1 586.5

单基因

unigenes
22 595 18 084 19 712 13 880 14 895 100 612 599 2 247 1 128.3

表 5    差异表达基因数量统计表

Tab. 5    Statistical table of differentially expressed genes

DEG组

DEG_set
所有DEG数量/个

all_DEGs
上调数量/个
up-regulated

下调数量/个
down-regulated

NC/SC 6 121 4 267 1 854 

NC/NNP    153      38    115 

SC/SNP      10        7        3 

NNP/SNP 7 270 5 161 2 109 
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图 3    各组间差异基因火山图及MA图

(a)~(d) 分别为 NC/SC、 NC/NNP、 SC/SNP 以及 NNP/SNP 的差异基因表达火山图； (e)~(h) 分别为 NC/SC、 NC/NNP、 SC/SNP 以及

NNP/SNP 的差异基因表达 MA 图

Fig. 3    The volcano and MA plots associated with DEGs
(a)-(d). volcano plots of differentially expressed genes among NC/SC, NC/NNP, SC/SNP and NNP/SNP, respectively; (e)-(h). MA plots of differentially
expressed genes among NC/SC, NC/NNP, SC/SNP and NNP/SNP, respectively
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瑰无须鲃胚胎， 12~20 h 时胚胎存活率下降了

10%，而 20~26 h 时胚胎存活率只下降了 5%，说

明 NP 胁迫对玫瑰无须鲃早期发育影响更大。

从 NC、SC、NNP 和 SNP 中挑选出两两比

较的 DEGs，qRT-PCR 对选择的 25 个基因进行验

证，结果与 RNA-Seq 结果一致，表明 RNA-seq

结果可靠。25 个DEGs 中TET2(基因 1)、Frmpd1(基
因 2)、Gfra2(基因 3)、 cadherin(基因 4)、GATA1
(基因 5)、SNAP-25(基因 6)、mGluR7(基因 7)、β-
dystrobrevin(基因 8)、MCM6(基因 9)、ApoD(基因

10)、CD59(基因 18)、RPS29(基因 19)、Pou12(基
因 20)、VMO(基因 21)、Ca7(基因 22)、LIS1(基因

3

2
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T01 T02 T03 T04 T05 T06 T07 T08 T09 T10 T11 T12

 
图 4    差异表达基因聚类热图

横向为样品聚类，纵向为基因聚类；不同颜色代表相对表达量，红色表示表达量高，绿色表达表达量低；T01~T03 为 NC，T04~T06
为 SC，T07~T09 为 NNP，T10~T12 为 SNP

Fig. 4    Cluster heat map of differentially expressed genes
Horizontal  clusters  are  sample  clusters  and  vertical  clusters  are  gene  clusters;  different  colors  represent  relative  expression  levels,  red  indicates  high
expression levels and green indicates low levels; T01-T03 represent NC T04-T06 represent SC, T07-T09 represent NNP, and T10-T12 represent SNP
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细胞过程　cellular process 

单一生物过程　single-organism process

代谢过程　metabolic process

生物调节　biological regulation

多细胞生物过程　multicellular organismal process

发育过程　developmental process

对刺激的反应　response to stimulus

定位　localization

信号　signaling

细胞成分的组织或生物发生
cellular component organization or biogenesis

运动　locomotion

免疫系统过程　immune system process

生物黏附　biological adhesion

发育　growth

-多种生物过程　organism process multi

生殖过程　reproductive process

生殖　reproduction

节律过程　rhythmic process

生物相　biological phase

细胞聚集　cell aggregation

细胞杀伤　cell killing

激素分泌　hormone secretion

细胞　cell

细胞组分　cell part

细胞器　organelle

膜　membrane

膜成分　membrane part

大分子复合物　macromolecular complex

细胞器组成　organelle part

细胞外区域　extracellular region

膜封闭腔　membrane enclosed lumen

细胞连接　cell junction

细胞外区域组成　extracellular region part

突触　synapse

细胞外基质　extracellular matrix

突触组成　synapse part

胶原三聚体　collagen trimer

病毒　virion

细胞外基质组成　extracellular matrix part

核苷　nucleoid

病毒体部分　virion part

结合　binding

催化活性　catalytic activity

转运活性　transporter activity

分子换能器活性　molecular transducer activity

核酸结合转录因子活性
nucleic acid binding transcription factor activity

受体活性　receptor activity

酶调节活性　enzyme regulator activity

结构分子活性　structural molecule activity
鸟嘌呤核苷酸交换因子活性

guanyl-nucleotide exchange factor activity

蛋白结合转录因子活性
protein binding transcription factor activity
电子载体活动　electron carrier activity

抗氧化活性　antioxidant activity

通道调节活性　channel regulator activity

受体调节活性　receptor regulator activity

趋化活性　chemoattractant activity

金属伴侣活性　metallochaperone activity

形态发生活性　morphogen activity

翻译调节活性　translation regulator activity

化学驱除活性　chemorepellent activity
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图 5    不同处理组间差异基因的 GO注释图

(a) NC 与 SC 的差异基因 GO 注释图；(b) NC 与 NNP 的差异基因 GO 注释图；横坐标轴上第 1 排数字表示差异表达基因个数，第 2 排

数字表示所有基因个数；下同

Fig. 5    GO annotation map associated with DEGs
(a) GO annotation map of differential genes between NC and SC; (b) GO annotation map of differential genes between NC and NNP; the first row of
numbers on the abscissa represent the number of DEGs, and the second represent the number of all genes; the same below
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图 6    不同处理组间差异基因的 GO注释图

(a) SC 与 SNP 的差异基因 GO 注释图；(b) NNP 与 SNP 的差异基因 GO 注释图

Fig. 6    The GO annotation map associated with DEGs
(a) GO annotation map of differential genes between SC and SNP; (b) GO annotation map of differential genes between NNP and SNP
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图 7    NC与 SC间差异基因的 KEGG分类图

Fig. 7    KEGG classification of differential genes between NC and SC
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图 8    NC与 NNP间差异基因的 KEGG分类图

Fig. 8    KEGG classification of differential genes between NC and NNP
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23)、natterin-3(基因 24) 和 MICAL(基因 25)，都与

生长发育及免疫反应有关。GATA1，SNAP-25，
mGluR7，β-dystrobrevin，MCM6 这 6 个基因在正

常神经胚期和 21 体节期表达相似，在 NP 暴露

的神经胚期和 21 体节期之间差异表达，NP 胁迫

可能影响了这些基因的表达，从而使 NP 暴露下

的红鲫胚胎出现了多种形态学上的畸形。TET2、
Frmpd1、Gfra2 和 cadherin 在正常神经胚期和 21
体节期中差异表达，这种表达变化可能是胚胎

正常发育所需要的；NP 暴露下，这 4 个基因在

神经胚期和 21 体节期中表达变化不大，可能是

NP 胁迫影响了这部分基因的表达模式，造成胚

胎了异常发育。ApoD 是一种脂质运载蛋白，其

功能的缺失会增加氧化应激的敏感性和脑脂质

过氧化水平，损害运动和学习能力；过表达会

产生相反的作用，增加存活并阻止氧化剂处理

后脑脂质过氧化物的升高 [32]。在 SC/SNP 中 ApoD
差异表达；NP 暴露下，21 体节期胚胎中 ApoD
表达量增大，可能是机体在外界胁迫下为细胞

提供的一种保护防御机制。natterin-3 和 MICAL

是 NC/NNP 中的 DEGs，Natterins 是炎症反应白

细胞与内皮细胞相互作用的有效抑制剂[33]。MICAL
家族参与细胞骨架动力学控制及其相关生物过

程，如细胞分化和迁移，神经肌肉接头的形成，

血管生成等，MICAL 过表达与多种疾病有关 [34]。

NC/NNP 中 natterin-3 表达量下降，可能是机体受

到 NP 胁迫后免疫系统发生了免疫应答；MICAL
表达量上升，可能会影响 MICAL 参与的细胞骨

架动力学控制过程。

KEGG 分析显示，注释基因主要富集在细

胞过程、环境信息处理和新陈代谢，其中细胞

过程中“黏着斑”通路中的基因数量最多。黏着斑

参与调节细胞生长或者死亡、细胞运动、细胞

骨架重建和基因表达的变化，将细胞嵌合在正

确的位置上，从而保持细胞的正常结构和发挥

其正常功能[35-37]。NC/SC 中的DEGs 有 140 个注释到

“黏着斑”通路中，SC/SNP 中有 149 个，比 NC/SC
多 9 个；NC/NNP 中有 4 个 DEGs 注释到“黏着斑”
通路中，NP 胁迫可能影响了胚胎发育过程中细

胞骨架的构建，导致其发育畸形。NC/NNP 中的
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内质网中蛋白质加工　protein processing in endoplasmic reticulum

沙门氏菌感染　salmonella infection
单纯疱疹感染　herpes simplex infection

精氨酸和脯氨酸代谢　arginine and proline metabolism
半胱氨酸和蛋氨酸代谢　cysteine and methionine metabolism

甘氨酸，丝氨酸和苏氨酸的代谢　glycine, serine and threonine metabolism
氨基糖和核苷酸糖代谢　amino sugar and nucleotide sugar metabolism

糖酵解/糖异生　glycolysis / gluconeogenesis
磷酸肌醇代谢　inositol phosphate metabolism

丙酮酸代谢　pyruvate metabolism
淀粉和蔗糖代谢　starch and sucrose metabolism
氨基酸的生物合成　biosynthesis of amino acids

碳代谢　carbon metabolism

甘油磷脂代谢　glycerophospholipid metabolism
嘌呤代谢　purine metabolism

心肌细胞的肾上腺素信号传导　adrenergic signaling in cardiomyocytes 
心肌收缩　cardiac muscle contraction

血管平滑肌收缩　vascular smooth muscle contraction
脂肪细胞因子信号通路　dipocytokine signaling pathway

GnRH 信号通路　GnRH signaling pathway
胰岛素信号通路　insulin signaling pathway

黑色素生成　melanogenesis
PPAR 信号通路　PPAR signaling pathway

孕激素介导的卵母细胞成熟　progesterone-mediated oocyte maturation

 
图 9    NNP与 SNP间差异基因的 KEGG分类图

Fig. 9    KEGG classification of differential genes between NNP and SNP

10 期 田雨苏，等：壬基酚致红鲫发育畸形的机制 1631

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries https://www.china-fishery.cn

https://www.china-fishery.cn


DEGs 在 “TGF-β 信号通路 ” 、 “ 细胞黏附分子

(CAMs)”和“ECM-受体相互作用”也有较多的注

释。转化生长因子-β(TGF-β) 信号通路在多种细

胞过程中起重要作用，包括细胞生长、分化、

黏附、迁移、细胞凋亡及细胞外基质形成和免

疫抑制 [38]。研究表明，TGF-β 是纤维化疾病 (主

要发生器官包括心血管系统、眼睛、神经系统

和骨骼等) 中成纤维细胞活化的关键调节因子[39]，

TGF-β 表达和信号转导失常会导致骨骼发育和血

管生长异常 [40-41]。NC/NNP 中的 DEGs 在“TGF-β

信号通路”得到注释，表示在 NP 胁迫下“TGF-β
信号通路”出现了异常表达，这可能与胚胎发育

畸形有关。CAMs 参与细胞的识别、活化、增殖、

分化、伸展与移动，是免疫应答、炎症发生、凝

血等一系列重要生理和病理过程的分子基础 [42]。

NC/NNP 中 CAMs 通路基因的差异表达可能是红

鲫胚胎在 NP 胁迫下发生了免疫应答和炎症反应。

ECM 是由细胞分泌到细胞外间质中的大分子物

质，具有重要的生物学作用，能够影响细胞的

存活、死亡、控制细胞分化、参与细胞增值与

迁移 [43]。ECM 通路异常会引起结缔组织病 (皮肤

病、成骨不全症、遗传性多发性外生骨疣、假

性软骨发育不全等)，器官系统相关病症 (血管发

育不全、纤维化 ) 以及癌症等 [44]。NC/NNP 中的
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图 10    基因 1~9在 RNA-seq和 qRT-PCR的表达

(a) 基因的 RPKM 值； (b) 基因在 qRT-PCR 中的表达，表达量的

值为 2−△△CT，以 NC 中基因 1 的表达为基准 (1.0)；其中，1~4 为

NC/SC 中差异表达，而 NNP/SNP 中表达相似；5~9 为 NNP/SNP
中差异表达，而 NC/SC 中不差异表达；*. 表示显著性差异；图

中基因编号与表 1 一致；下同

Fig. 10    Expression of genes 1-9 in RNA-seq and
qRT-PCR

(a) RPKM value of the gene, (b) expression of the gene in qRT-PCR, the
expression  value  is  2−△△CT,  based  on  the  expression  of  gene  1  in  NC
(1.0).  1-4  is  differentially  expressed  in  NC/SC,  while  expression  was
similar in NNP/SNP; 5-9 is differentially expressed in NNP/SNP, while
NC/SC is not differentially expressed; *. indicates significant difference;
the gene number in the figure is consistent with table 1; the same below
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图 11    基因 10~17在 RNA-seq和 qRT-PCR的表达

(a) 基因的 RPKM 值， (b) 基因在 qRT-PCR 中的表达，表达量的

值 为 2−△△CT， 以 SC 中 基 因 10 的 表 达 为 基 准 (1.0)； 10~17 为

SC/SNP 中差异表达的基因；*. 表示显著性差异

Fig. 11    Expression of genes 10-17 in RNA-seq and
qRT-PCR

(a) RPKM value of the gene, (b) expression of the gene in qRT-PCR, the
expression  value  is  2−△△CT,  based  on  the  expression  of  gene  10  in  SC
(1.0);  10-17  is  a  differentially  expressed  gene  in  SC/SNP;  *.  indicates
significant difference
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DEGs 注释到“ECM-受体相互作用”信号通路中，

说明在 NP 处理可能影响了 ECM 及其受体的表

达，导致了胚胎发育畸形。

4    结论

NP 胁迫影响红鲫胚胎发育，出现脊柱弯

曲、尾部畸形、心包异常和血栓等形态学畸形。

5 μmol/L NP 处理和正常发育至神经胚期和 21 体

节期的红鲫胚胎进行 RNA-seq，结合生物信息学

分析和文献阅读，利用 qRT-PCR 对其中 25 个

DEGs 进行验证，qRT-PCR 和 RNA-seq 结果一致，

说明 RNA-seq 结果可靠。25 个 DEGs 大部分与生

长、发育、细胞骨架及心血管循环相关，NP 暴

露影响了这些基因的表达变化，可能导致胚胎

发育畸形。NP 胁迫下 DEGs 的 KEGG 通路富集

分析发现，大量 DEGs 在“黏着斑”、“TGF-β 信

号通路”、“细胞黏附分子 (CAMs)”和“ECM-受
体相互作用”高度富集。本研究通过转录组表达

谱分析挖掘了 NP 胁迫下影响红鲫胚胎发育的候

选基因，并初步阐述了 NP 胁迫影响发育的信号

通路，对于后续深入探讨 NP 影响红鲫胚胎发育

畸形的分子机制研究提供了前期数据基础。
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Fig. 12    Expression of genes 18-25 in RNA-seq
and qRT-PCR

(a) RPKM value of the gene, (b) expression of the gene in qRT-PCR, the
expression  value  is  2−△△CT,  based  on  the  expression  of  gene  18  in  NC
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Preliminary studies on the mechanism of nonylphenol-induced
malformation of Carassius auratus red var.

TIAN Yusu 1,     SUN Yuandong 1*,     OU Mi 2*,     LIU Yufang 1,     CUI Xiaojuan 1,    
ZHOU Dinggang 1,     CHE Wen’an 1,     CHEN Kunci 2

(1. School of Life Sciences, Hunan University of Science and Technology, Xiangtan    411201, China;
2. Key Laboratory of Tropical and Subtropical Fishery Resources Application and Cultivation, Ministry of Agriculture and Rural

Affairs, Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou    510380, China)

Abstract:  Nonylphenol  (NP)  is  the  environmental  endocrine  disruptor  that  is  widely  present  in  water,  which
affects the growth and development of species. In order to explore the mechanism of nonylphenol-induced devel-
opmental malformation in red crucian carp (Carassius auratus red var.), red crucian carp was used as the research
object,  transcriptome  sequencing  (RNA-seq)  of  normal  embryos  in  neural  stage  (NC),  normal  embryos  in  21
somites  stage  (SC),  monstrous  embryos  in  neural  stage  and  monstrous  embryos  in  21  somite  stage  exposed  to
5 μmol/L NP (SNP) were performed on Illumina HiSep 2500 platform. Furthermore, differentially expressed genes
(DEGs)  were  verified  by  quantitative  real-time  PCR  (qRT-PCR).  A  total  of  89  166  high-quality  unigenes  were
obtained from RNA-seq, of which 30 319 unigenes were annotated. Pairwise comparison among NC, SC, NNP and
SNP showed that there were 153 DEGs in NC/NNP, 10 DEGs in SC/SNP, 6 121 DEGs in NC/SC and 7 270 DEGs
in NNP/SCP.  KEGG  pathway  analysis  revealed  that  most  of  these  above  DEGs  were  enriched  to  cellular  pro-
cesses, environmental information processing and metabolism signal pathways. 25 DEGs related to growth, devel-
opment, cytoskeleton and cardiovascular circulation were verified by qRT-PCR. Their expression changes are con-
sistent in qRT-PCR and RNA-seq. On the one hand, this consistency indicates that the RNA-seq results are reli-
able, on the other hand, the candidate genes of developmental malformation caused by NP stress are preliminarily
excavated, which provides prophase data for further study on the molecular mechanism of NP teratogenesis.

Key words: Carassius auratus red var. embryo; nonylphenol; transcriptome sequencing; qRT-PCR
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