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摘要：为了解非编码 RNA在锦鲤体色分化变异中的分子调控机制，在课题组前期对锦
鲤皮肤组织转录组测序的基础上，筛选到 4条在 3种皮肤 (黑色、红色、白色)组织中显
著差异表达的 lncRNA；基于RNAhybrid 和 TargetScan 靶基因预测软件，发现 lncRNA172145
与黑色素合成通路中 miR-206之间存在靶向结合位点。借助 CPC、CPAT及 CNIT软件，
对 lncRNA172145编码能力进行分析，证实该序列为 lncRNA，不具备编码蛋白的能力。
然后，利用 qRT-PCR 技术对该序列时空表达水平进行了检测，发现在眼睛、黑色皮肤、
鳍条及血液中表达量显著高于其他组织；自原肠胚时期表达量开始显著上升，高水平趋
势一直持续到孵化后 20 d。通过双荧光素酶报告实验，进一步证实 lncRNA172145与 miR-
206之间存在靶向调控关系。最后，通过合成 miR-206拮抗剂，对 miR-206进行体内沉
默，发现与注射阴性对照拮抗剂组和 PBS组相比，miR-206拮抗剂组的 lncRNA172145
表达水平显著升高。研究表明，lncRNA172145可能通过靶向到 miR-206，参与到黑色素
合成通路的调控，这为后续深入挖掘二者在黑色素合成通路中具体的分子机制提供了基
础资料。
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长 链 非 编 码 RNA  (long  non-coding  RNA,
lncRNA)是一类分布于细胞核或细胞质内，片段

长度大于 200核苷酸 (nt)的非编码 RNA，因其分

子内部存在特定复杂的二级空间结构，能与

DNA、RNA或蛋白质发生特异性的相互作用，

进而参与到多种细胞、组织及个体的生理调控

中 [1-2]。通常， lncRNA可通过表观遗传、转录及

转录后等多种方式调控如 DNA甲基化、组蛋白

修饰及染色质重构等过程，进而使目的基因沉

默或激活 [3]。此外， lncRNA与 miRNA间也存在

相互调控，如 lncRNA可通过“分子海绵”的作用，

抑制 miRNA表达；也可通过与 miRNA竞争性结

合到靶向 mRNA的 3′-UTR (untranslated region)
端，间接抑制 miRNA对 mRNA的调控 [4]。近年

来，随着高通量测序技术的飞速发展， lncRNA
在水产动物中的研究也逐渐增多。如 Hu等 [5] 通

过高通量测序，分析了异源四倍体及普通鲤

(Cyprinus carpio)精巢组织的 lncRNA信息，分别
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鉴定到 1 575条及 939条特异性表达 lncRNA。在

对尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloticus)雌、雄性腺

差异 lncRNA转录组分析的过程中，彭锟等 [6] 发

现 lncRNA Tcons_02477925在卵母细胞及性别分

化的调控中可能发挥着重要作用。朱彦雨等 [7] 在

对黄喉拟水龟 (Mauremys mutica)性别调控相关

的 lncRNA研究中发现，精巢与卵巢组织中存在

9 573个差异表达 lncRNA，功能注释分析差异转

录本主要参与到龟鳖动物性别分化和性腺发育

等相关信号通路中。由此看来， lncRNA可广泛

参与到生物体各种生理活动过程，而深入解析

lncRNA具体的调控方式，则有利于加强对水产

动物功能基因与非编码基因间互作机制的认识。

锦鲤 (Cyprinus carpio var. koi)隶属于鲤形目

(Cypriniformes)，为鲤的一个变种，其体色多姿、

体型修长、食性杂、易饲养，在国内外观赏鱼

市场中具有重要的地位 [8]。本课题组前期借助

Illumina测序平台，已经对锦鲤 3种不同颜色 (红、

黑、白 )皮肤组织的 lncRNA、mRNA及 miRNA
信息进行了挖掘，筛选到一些与色素细胞分化、

沉着密切关联的基因和调控通路 [9-10]。与此同时，

研究鉴定到一条在黑色素合成通路中扮演重要

角色的 miRNA，即 miRNA-206，并解析了其与

靶基因 mc1r (melanocortin-1 receptor)之间的作用

机制 [11]。基于此，本研究在 lncRNA测序结果的

基础上，进一步借助 CPC、CPAT和 CNIT软件，

以及 qRT-PCR、双荧光素酶报告系统和 miRNA
拮抗剂沉默技术，初步分析了 Ccr-lncRNA172145
(以下简写为 lncRNA172145)序列的编码能力、时

空表达特征，及其与 miR-206之间的作用关联，

研究结果为后续深入探讨 lncRNA172145在黑色

素合成通路中的分子机制提供了基础资料。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验用鱼包含三色 (红、白、黑)锦鲤和全

红锦鲤两种，均取自中国水产科学研究院淡水

渔业研究中心宜兴屺亭基地。其中，三色锦鲤

体质量为 (200±4) g，用于采集各组织；全红锦鲤

体质量 (13±1) g，用于 miRNA沉默注射实验。取

样前，先于 256 L循环水系统暂养 1周。然后，

随机取 3条状态良好的三色锦鲤，用丁香油进行

麻醉；无酶水擦拭皮肤表面，并于无菌超净台

中，分别采集红皮、白皮、黑皮、血液、肾脏、

心脏、眼睛、鳃、肠、脑、脾脏、鳍条、肌肉、

肝脏及性腺组织，生理盐水清洗后，液氮速冻，

转移至−80 °C冰箱备用。

此外，于繁殖季节取锦鲤胚胎不同时期 (受
精卵、卵裂、囊胚、原肠期、器官形成期、孵

化及孵化后 20 d)样品，时期划分标准参考韩耀

全等 [12] 对乌原鲤胚胎时序划分；各期样品用滤

纸吸干水分后，置于 RNA store，然后带回实验

室，存于−80 °C冰箱备用。 

1.2    RNA提取及质量检测

总 RNA的提取按照 TRIzol (Invitrogen，美国)
试剂盒进行操作，用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测

其完整性，Nanodrop 2000核酸蛋白仪 (Thermo，
美国 )检测 RNA浓度和 OD值，并将合格 RNA
置于−80 °C低温保存备用。 

1.3    lncRNA序列编码能力分析

首先，通过 ORFfinder (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/orffinder/)在线工具对 lncRNA序列的开放

阅读框信息进行评估，若 lncRNA序列的 ORFs
值小于 300 nt，说明满足要求 [13]。其次，实验通

过 CPC (Coding Potential Calculator)[14]、CPAT (Cod-
ing  Potential  Assessment  Tool)[15] 及 CNIT  (Coding-
Non-Coding Identifying Tool)[16] 软件进一步对 lncRNA
是否具有蛋白编码能力进行分析。 

1.4    双荧光素酶报告实验

首先，进行 lncRNA172145基因双荧光素酶

报告的质粒构建，基于前期对不同皮肤组织的

转录组文库测序数据，获取 lncRNA172145的 3′
序列及突变后的种子区域序列 (mut：gGGTttttgt-
tGGtaTGTttttt，大写字母代表突变后的碱基)；通

过限制性内切酶 NheⅠ和 XhoⅠ对 pmirGLO载体

(上海宇玫博生物科技有限公司)进行双酶切，该

载体中包含萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶基

因序列。然后，经连接、转化与菌落鉴定步骤，

将含有目的序列的野生型质粒命名为 lncRNA
172145-wt，而定点突变的突变型质粒命名为 lncRNA
172145-mut。

其次，进行质粒转染，选择 HEK293T工具

细胞 (上海宇玫博生物科技有限公司)，细胞经复

苏、传代 (培养基成分：80% DMEM + 20%胎牛

血清  + 1%双抗 )后，取对数生长期细胞制成悬
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液，计数，并接种于 24孔细胞培养板中。根据

Lipofectamine 2000 (Invitrogen，USA)转染试剂说

明进行操作，将双荧光素酶报告质粒 (对照质粒

pmirGLO、lncRNA172145-wt和 lncRNA172145-mut)
与 miRNA质粒 (miRNA mimic-NC和 miRNA-206
mimic)两两分组共转染到细胞中，共分为 6个

转染组 (表 1)，观察培养 24 h后各组细胞的生长

情况。

最后，按照Dual-Luciferase Reporter Assay Sys-
tem试剂  (Promega，USA)说明书进行操作，于

Synergy HT酶标仪 (BioTek，美国)上检测荧光素

酶活性，记录荧火虫荧光素酶活性值。然后加

入 Stop  & Glo® Reagent试剂，移液枪吹打混匀

2次，测定记录海肾荧光素酶的活性值，即为报

告基因的发光值。按照海肾荧光素酶活性值 /萤
火虫荧光素酶活性值公式，计算相对荧光素酶

活性值。 

1.5    体内沉默实验

首先，合成 miR-206拮抗剂 (湖州河马生物

科技有限公司 )，其具体序列为 5 ′-CsCsACAC
ACACUUCCUUACAUUsCsCsAs-Chol-3′；阴性

对 照 拮 抗 剂 序 列 为 5 ′-CsAsCGGUUCCAGGC
ACUGUsGsUsAs-Chol-3 ′。两组中全链碱基均

经过 2-甲氧基修饰，其中 5 ′端含 2个硫代修饰

(用小写字母“s”表示 )，3′端含 4个硫代修饰 (用
小写字母“s”表示)和胆固醇修饰 (用缩写词“Chol”
表示)；另设一组为 PBS对照。然后，参考 Dong
等 [11] 实验筛选的最佳注射浓度，将全红锦鲤随

机分为 3组 (20尾 /组 )，通过尾静脉注射方法分

别对每组实验鱼注射 miR-206拮抗剂、阴性对照

拮抗剂及 PBS溶液。最后，按照注射后 0、12、24、

48和 72 h时间点，分别对各组进行采样 (3尾 /
次)，取样部位为背部皮肤，样品采集完成后迅

速置于液氮中，−80 °C保存，用于后续定量分析。 

1.6    荧光定量实验

以 β-actin 作为内参，应用 Primer Premier  5
软件设计相关基因引物 (上海生工生物工程股份

有限公司 )，引物序列信息见表 2。按照 Prime
ScriptTM RT Master Mix试剂盒 (大连宝生物有限公

司)合成第一链 cDNA，再按照 SYBR® Premix Ex
TaqTM Ⅱ荧光定量试剂盒进行操作，在 CFX96TM

Real-time System (Bio-Rad，美国)系统上进行。采

用 2−ΔΔCt 方法[17] 计算目的基因相对表达水平。 

1.7    数据分析

实验数据均以平均数±标准差 (mean±SD)表
示，用 SPSS 22.0软件进行单因素方差 (One-Way
ANOVA)分析，并进行 LSD和 Duncan氏多重比

较，P<0.05为具有差异统计学意义。
 

2    结果
 

2.1    体色调控相关 lncRNA筛选

在前期的研究中，通过转录组测序技术，

对 lncRNA在 3种不同颜色 (红色、黑色、白色)
皮肤中的差异表达情况进行了挖掘，并对黑色

素合成通路中 miR-206与 mc1r 基因间的调控机

表 1    荧光素酶报告共转染实验分组

Tab. 1    Grouping of luciferase reporter
co-transfection experiments

组别

group
成分

content

1 pmirGLO + miRNA-NC

2 pmirGLO + miRNA-206

3 lncRNA172145-wt + miRNA-NC

4 lncRNA172145-wt + miRNA-206

5 lncRNA172145-mut + miRNA-NC

6 lncRNA172145-mut + miRNA-206

表 2    各序列的引物信息

Tab. 2    Primers information for each sequence

名称

name
序列(5＇— 3＇)

sequence

β-actin-F CGTGATGGACTCTGGTGA

β-actin-R ACAGTGTTGGCATACAGGT

lncRNA172145-F GCCACCACCCAAGAAGATCA

lncRNA172145-R ATTTGTGTAGACTCGGGCCAG

lncRNA131643-F GCCAGGTTCGTCTGTCCAAT

lncRNA131643-R GGACCTTACCTTGTCCGTCC

lncRNA89636-F AGRCACGACTCAGGGAGACA

lncRNA89636-R AGCGCTTGGTTCCTGCTAAA

lncRNA15058-F ACACCATCCATCTGGCACGAG

lncRNA15058-R CGGCCACATCAGACGAACAT

miR-206 GCGCGTGGAATGTAAGGAAGT
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制进行了解析。本实验筛选到 4条显著差异表达

的 lncRNA，发现这些 lncRNA在黑色皮肤中的表

达水平高于红色及白色皮肤 (表 3)。同时，通过

RNAhybrid[18]和 TargetScan[19] 靶基因预测软件，

分析了 4条序列中可能与 miR-206存在互补位点

的 lncRNA。 lncRNA172145序列的 414~424 nt (全
长 1 212 nt)位置与 miR-206之间存在结合位点

(图 1)。 

2.2    lncRNA172145序列编码能力分析

首先，对该序列 ORF阅读框进行在线分析，

结果发现序列中最长的阅读框碱基数目为 165 nt
(起始：580 nt，终止：416 nt)，位于负链端，对

应 54个氨基酸 (表 4)；其他序列区域中阅读框的

碱基数均小于该数值，可见 lncRNA172145序列

中没有可连续编码的碱基阅读框 (碱基数≥300 nt)，
说明其不满足mRNA编码蛋白的要求[13, 20]。同时，

又基于 3种软件 (CPC、CPAT、CNIT)，进一步

对 lncRNA172145序列是否具有蛋白编码能力进

行了分析。其中，CPC软件预测结果证实，该

序列的 ORF_FrameFinder覆盖率仅为 8.42%，结

构解析中也未发现有编码能力的碱基区域，说

明该序列为非编码序列 (表 5)。CPAT软件分析

发现，该序列的 Coding Lable显示为“no”，可能

编码蛋白的概率为 0.000 183，说明其为非编码

RNA序列 (原始数据略 )。CNIT的分析结果中，

通过将序列的总长度 (1 212 nt)转换为密码子长

度 (Codon length)之后，发现红色线条 (编码阅读

框)中 MMLCDS(The most-like CDS region)的评分

值较低 (0.392 49)，可能编码氨基酸的碱基片段

长度极短 (495~593 bp)，证实其不具备编码蛋白

表 3    3种皮肤组织中 lncRNA的差异表达水平

Tab. 3    Differentially expressed lncRNA among three skin tissues

lncRNA名称

lncRNA-name
红皮

RS-std
黑皮

BS-std
白皮

WS-std
FC值
log2FC

P值
P value

FDR值
FDR

类型

gene_biotype

lncRNA172145 — 114.4     10.24   3.961 2.12×10−13 5.88×10−10 lncRNA

lncRNA131643 — 547.56 171.38   2.425 2.03×10−5 0.007 7 lncRNA

lncRNA89636   1.12 128.04 — −7.745 9.43×10−7 0.000 7 lncRNA

lncRNA15058   0.88   63.32 — −7.138 2.4×10−5 0.012 4 lncRNA

注：“—”表示样本中未检测到该lncRNA，FDR是针对显著性P值进行校正后的结果

Notes: “—” means that the lncRNA is not detected in the sample, and FDR is the result after correction for the significance of P value; RS. red skin, BS.
black skin, WS. white skin

表 4    lncRNA172145的 ORF阅读框分析

Tab. 4    Open reading frame analysis of the lncRNA172145

链端

strand
起始位置

start
终止位置

stop
长度(核苷酸/氨基酸)

length (nt/aa)

− 580 416 165/54

+ 956 1 114 159/52

− 360 202 159/52

+ 871 1 026 156/51

+ 686 802 117/38

− 967 860 108/35

注：“+”表示RNA信息对应5′—3′序列方向的正义链，“−”表示相反

方向的反义链

Notes: “+” indicates the sense strand of the RNA message corresponding
to the 5′—3′ sequence direction and “−” indicates the antisense strand in
the opposite direction

表 5    CPC软件分析 lncRNA172145的编码能力

Tab. 5    Coding capacity analysis of
the lncRNA172145 by CPC

编号/ID
lncRNA172145

编码/非编码

coding/noncoding
非编码

noncoding

同源性特征

homology features
编码潜力值    coding potential score −1.290 2

靶向数目    target number 0

分值    score 0

框架分值    frame score 0

ORF检索

ORF_FrameFinder
覆盖率/%    coverage 8.42

log-odds得分    log-odds score 24.14

5′ ..... GCCAUUUUGUUCCUAACAUUUUU.....lncRNA172145

GGUGUGUGAAGGAAUGUAAGGU3′ miR-206 
图 1    miR-206与 lncRNA172145结合位点分析

Fig. 1    Binding site analysis between miR-206 and
lncRNA172145
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的能力 (图 2)。综上所述，证实了这条通过高通

量测序获得的 lncRNA172145序列不具备蛋白编

码能力，为长链非编码 RNA。 

2.3    lncRNA172145在锦鲤中的时空表达特征

为了进一步检测 lncRNA172145序列的表达

变化水平，通过实时荧光定量技术分析了其在

锦鲤不同组织和不同发育阶段的表达规律。在

不同组织的分析中， lncRNA172145的整体表达

趋势波动范围较大，其中，眼睛、黑色皮肤中

的表达水平极显著 (P<0.01)高于其他各组织，而

血液及鳍条中的表达水平显著 (P<0.05)高于其他

组织 (图 3-a)。在对不同发育时期的检测中，发

现 lncRNA172145的表达水平在原肠胚时期开始

显著 (P<0.05)上升，当胚胎发育至神经胚时期，

表达水平极显著 (P<0.01)升高；此后的高表达水

平一直持续到孵化后 20 d (图 3-b)。 

2.4    双荧光素酶报告实验

为了观察 lncRNA172145与 miR-206之间是

否存在结合，通过双荧光素酶报告对二者关系

进一步验证。首先，对经酶切、连接和转化后

的菌落进行 PCR扩增，琼脂糖凝胶电泳结果发

现野生型质粒 (lncRNA172145-wt)和突变型质粒

(lncRNA172145-mut)片段大小与预期一致；对阳

性菌落进一步测序，发现质粒构建过程中未产

生新的突变，突变型质粒序列 (突变区域：gGGT-
ttttgttGGtaTGTttttt)与设计序列一致，说明两种质

粒构建成功。然后，对培养 24 h后各组细胞的

生长情况进行观察，发现转染后各组细胞培养

情况良好，密度较高 (图版)；通过对带有荧光标

记的基因 (PE-GFP)组照片进行细胞密度计数，

以间接反映各组细胞转染效率，结果发现其转

染效率在 80%以上，说明质粒转染成功。
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图 2    CNIT软件分析 lncRNA172145的编码能力

“MMLCDS”表示相似度最高的 CDS区域，红色线条表示正确

的转录阅读框，其他颜色线条代表另外几种转录阅读框

Fig. 2    Coding ability analysis of
the lncRNA172145 by CNIT

“MMLCDS” indicates the CDS region with the highest similar-
ity.  Red line  represents  the  correct  transcription reading frame
and  the  other  five  lines  (blue)  represent  the  other  five  reading
frames
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图 3    lncRNA172145的相对表达水平

不同字母表示组间差异显著 (P<0.05)，下同；(a) 1. 血液，2. 肾脏，3. 心脏，4. 眼睛，5. 鳃，6. 肠，7. 脑，8. 脾脏，9. 鳍条，10. 肌肉，

11. 肝脏，12. 性腺，13. 黑色皮肤，14. 红色皮肤，15. 白色皮肤； (b) 1. 受精卵，2. 卵裂期，3. 囊胚期，4. 原肠胚期，5. 神经胚期，

6. 器官形成期，7. 孵化期，8. 孵化后 20 d

Fig. 3    Relative expression level of lncRNA172145
Different lowercases indicate significant difference between groups (P<0.05), the same below; (a) 1. blood, 2. kidney, 3. heart, 4. eye, 5. gill, 6. intestine,
7. brain, 8. spleen, 9. fin, 10. muscle, 11. liver, 12. gonad, 13. black skin, 14. red skin, 15. white skin; (b) 1. zygote, 2. cleavage, 3. blastula, 4. gastrula, 5.
neurula, 6. organogenesis, 7. hatching, 8. 20 days post-hatching
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荧光素酶活性的检测结果如图 4，经统计学

分析，发现 miRNA-NC及 miR-206 mimic对 pmir-
GLO空载体组的荧光活性无影响；共转染miRNA-
206和野生型 lncRNA172145-wt组中，荧光素酶

活性显著降低 (P<0.05)，降低比例约 31%；而

miRNA-206 + lncRNA172145-mut组、miRNA-NC +
lncRNA172145-wt组和miRNA-NC + lncRNA172145-
mut组中，荧光素酶的活性变化均不明显。表明

miR-206能与 lncRNA172145基因的靶位点特异

性结合，前期生物信息学分析结果可靠。 

2.5    miR-206的体内沉默实验

为了进一步探究 miR-206与 lncRNA172145
在锦鲤色素细胞调控过程中的关联作用，通过

特殊化学修饰合成 miR-206拮抗剂，并对其进行

体内沉默。通过实时荧光定量分析，发现注射

后 12 h，实验组中 miR-206的表达水平显著 (P<
0.05)低于阴性对照及 PBS组，而对照组和 PBS
组间 miR-206的表达水平无显著差异；在 24、
48及 72 h的分析结果中，发现实验组 miR-206
的表达水平仍显著 (P<0.05)低于其他两组 (图 5-a)。
此外，在对 lncRNA172145的表达水平检测中发

现 miR-206拮抗剂组，在注射 12 h后，相对表达

量较其他两组开始显著 (P<0.05)上升，而阴性对

照组和 PBS组中 lncRNA172145的表达水平无显

著差异；在之后的各取样时间点，miR-206沉默

组中 lncRNA172145的表达水平均较高，而其他

两组无显著变化 (图 5-b)。 

3    讨论

在基因进化过程中， lncRNA曾被认为是

“垃圾序列”，但随着测序技术的飞速发展，越来

越多的 lncRNA被鉴定出参与到生物体细胞分化、

发育、免疫等众多生命活动过程中 [21]。近年来，

有关 lncRNA与 miRNA、mRNA之间互作的研究

也越来越多。Cesana等 [22] 在对人和小鼠骨骼肌

分 化 的 研 究 中 发 现 ， 具 有 miRNA应 答 元 件

(miRNA response element, MRE)的 lncRNA转录本，

可以竞争性结合 miRNA，进而调控 miRNA及其

靶基因的表达水平。Feng等 [23] 在对不同壳色的

长牡蛎(Crassostrea gigas)高通量测序研究中，分

别发现了 427条及 349条差异表达的 lncRNA和

mRNA，分析主要参与到色素沉着、生物矿化等

生物学过程。Song等 [24] 对 igf3基因被干扰前后

鲤的性腺组织进行高通量测序，结果挖掘到 14
199个 lncRNAs，其中 69个表达上调，55个表达

1 2

3 4 
图版    细胞培养 24 h后的转染效率

1. 空白对照组 293T细胞白光照片；2. lncRNA172145-wt + miR-
206组白光照片； 3. lncRNA172145-mut + miR-206组白光照片；

4. 带有 PE-GFP基因的质粒单转组荧光照片。比例尺为 100 μm

Plate    Representative images of plasmid transfection
efficiency after 24 h of 293T cell culture

1.  white  light  photo  of  NC  control  293T  cells,  2.  white  light  photo  of
lncRNA172145-wt + miR-206,  3.  white  light  photo of  lncRNA172145-
mut  +  miR-206,  4.  fluorescence  photo  of  plasmid  single  transfer  group
with PE-GFP gene. Scale bar is 100 μm
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图 4    不同处理组的双荧光素酶活性检测结果

1. pmirGLO + miRNA-NC组，2. pmirGLO + miRNA-206组，3. lncRNA
172145-wt + miRNA-NC组，4. lncRNA172145-wt + miRNA-206组，

5.  lncRNA172145-mut  +  miRNA-NC组 ， 6.  lncRNA172145-mut  +
miRNA-206组

Fig. 4    Dual luciferase activity in
different treatment groups

1.  pmirGLO  +  miRNA-NC  group,  2.  pmirGLO  +  miRNA-206  group,
3.  lncRNA172145-wt  +  miRNA-NC  group,  4.  lncRNA172145-wt  +
miRNA-206 group, 5. lncRNA172145-mut + miRNA-NC group, 6. lnc-
RNA172145-mut + miRNA-206 group
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下调，这些差异 lncRNAs可能参与调控鲤性腺发

育。但是，在水产动物中有关 lncRNA的研究还

不够完善，且多借助于测序技术筛选大批量的

差异表达基因数目，而深入开展分子调控机制

的报道仍较少。

MiRNA通常结合到基因的 3 ′端非编码区，

降解靶 mRNA或者阻遏靶 mRNA的翻译，从而

调节基因的功能 [25]。与此同时，miRNA也可以

通过直接或间接作用于 lncRNA，降低 lncRNA的

稳定性，进而调节 lncRNA并影响生物进程；由

于 lncRNA也有 3 ′非编码区结构，因此 miRNA
可以像作用于 mRNA一样，与 lncRNA的 3′端结

合从而直接抑制 lncRNA[26]。在本研究中，基于

前期测序分析结果，筛选到 lncRNA172145序列

在黑色皮肤中显著差异表达，并通过靶基因预

测软件分析其与 miR-206之间存在 10个互补碱

基位点，从而推测它可能参与到黑色素合成过

程的调控。通常用于预测编码蛋白 RNA和非蛋

白编码 RNA的方法有两种：一是基于碱基比对

原理 (alignment-based)，可以更好识别保守性较

好的蛋白编码基因，如 CPC、PhyloCSF等软件；

二是根据 coding和 non-coding转录本序列的特征

来进行划分，包括 CNIT、CPAT等软件[27]。本研

究中，为了提高结果的准确性，采用了 3种软件

同时对 lncRNA172145序列进行分析，其 ORF阅

读框最长为 165 nt，编码能力得分均较低，结果

均证实其不具备连续编码氨基酸的能力。

在对时空表达水平的检测中，实验发现

lncRNA172145在眼睛、黑色皮肤、血液及鳍条

组织中的含量显著高于其他组织 (P<0.05)，这与

前期在对 mc1r 基因表达特征分析时的结果基本

一致，分析可能与这些组织中黑色素细胞含量

相对丰富有关[11]。此外，在对不同发育阶段的检

测中，发现胚胎发育至神经胚时，表达水平极

显著上升 (P<0.01)，且高表达的水平一直持续到

孵化后 20 d；这与锦鲤早期色素形成一致 [28]，分

析是由于此阶段神经嵴细胞开始形成，而色素

前体细胞起源于神经嵴细胞，并向色素细胞分

化造成 [29]。由此间接说明 lncRNA172145可能参

与早期色素细胞的迁移和分化过程。

此 外 ， 通 过 双 荧 光 素 酶 报 告 实 验 ， 对

lncRNA172145与 miR-206是否存在互作关系进

行了验证。通常，miRNA可作用于靶基因 3′端
非编码区域而发挥功效，故可将目的基因结合

区域构建至载体中报告基因 luciferase后面，通

过比较过表达或干扰 miRNA后，报告基因表达

的改变 (检测荧光素酶活性变化 )，可定量反映

miRNA对目的基因的抑制作用，也即用荧光值来

判断miRNA是否与靶基因结合[30]。实验结果证实，

过表达 miRNA-206和野生型 lncRNA172145-wt的
转染组中，荧光素酶活性相比其他组显著下降

(比例约 31%)(P<0.05)；而在突变组 lncRNA172145-
mut中荧光素酶活性下降不显著，由此说明 miR-
206与 lncRNA172145序列间存在互作关系。同
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图 5    体内沉默实验中基因相对表达量

(a)不同时间点各处理组中 miR-206的表达水平；(b)不同时间点各处理组中 lncRNA172145的表达水平

Fig. 5    Relative gene expression in in vivo silencing experiments
(a) expression level of miR-206 in each treatment group at different time points, (b) expression level of lncRNA172145 in each treatment group at differ-
ent time points
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时，通过进一步合成经化学试剂修饰的 miR-206
antagomir，其作用原理是与体内成熟 miRNA竞

争性结合，从而阻止 miRNA与靶 mRNA的互补

作用，抑制 miRNA发挥作用 [31]，探究 miR-206
与 lncRNA172145在体内的作用关联。研究结果

发现沉默 miR-206后，lncRNA172145在背部皮肤

中的表达水平相对于阴性对照 antagomir组和

PBS组，有显著上升的趋势 (P<0.05)。之前的研

究也表明沉默 miR-206后，能显著上调靶基因

mc1r 的表达水平 (P<0.05)；而 mc1r 基因在黑色

素合成通路中起着类似“开关”的作用，其表达水

平的高低与黑色素生成种类 (真黑色素、褐黑

色素)密切相关 [11]。由此说明，lncRNA172145可

能通过结合 miR-206，而间接参与调控黑色素

合成，但 lncRNA172145与 miR-206之间，以及

lncRNA172145在黑色素合成通路中是通过什么

样的分子机制来发挥作用，mc1r 仅仅是作为靶

基因受到 lncRNA172145和 miR-206的调控，还

是会对二者进行反馈调节，需要进一步研究，本

实验的开展为后续深入分析提供了理论资料。
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Preliminary study on the role of Ccr-lncRNA172145 in targeting miR-206 in
the regulation of skin color of Cyprinus carpio var. koi

LUO Mingkun 1,2,     WANG Lanmei 2,     ZHU Wenbin 2,     FU Jianjun 2,     DONG Zaijie 1,2*

(1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi    214128, China;
2. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,

Freshwater Fisheries Research Centre, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi    214081, China)

Abstract: Long non-coding RNA (lncRNA) is a type of RNA with a length of over 200 nucleotides that can inter-
act with DNA, RNA, or proteins to regulate target genes at the transcriptional, post-transcriptional, and epigenetic
levels. Based on the previous transcriptome sequencing data of Cyprinus carpio var. koi skin tissues, we screened
four lncRNAs that were significantly differentially expressed in three skin tissues (black, red and white). In order
to further explore the function of these lncRNAs in skin color differentiation and synthesis, a preliminary study of
the relationship between their functions and miRNAs was also conducted. Firstly, the target binding sites between
lncRNA172145 and miR-206 in the melanogenesis pathway were identified through RNAhybrid and TargetScan
target  gene tools.  Then,  the coding ability  of  lncRNA172145 was detected by CPC, CPAT, and CNIT software,
and the results confirmed that this sequence was lncRNA with no protein coding ability. The temporal and spatial
expression levels of this sequence were further analyzed by qRT-PCR, and it was demonstrated that the levels were
significantly  higher  in  the  eyes,  black  skin,  fins  and  blood than  those  in  other  tissues;  and  the  expression  levels
started to increase significantly from the gastrulation stage, and the high-level trend continued until 20 days after
hatching. Additionally, with the help of dual luciferase reporter assay, the existence of a targeted regulatory rela-
tionship between lncRNA172145 and miR-206 was further verified. Finally, miR-206 was silenced in vivo by syn-
thesizing miR-206 antagonist, and the results showed that the expression level of lncRNA172145 in the miR-206
antagonist group, was significantly higher compared to the negative control antagonist group and the PBS group.
These findings suggest that lncRNA172145 could be involved in the regulation of the melanogenesis pathway by
targeting to miR-206, providing the fundamental information for further research into the specific molecular mech-
anisms of their roles in the melanogenesis pathway, as well as the role of long non-coding RNAs in regulating fish
body pigmentation and differentiation.
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