
低氧胁迫下斑马鱼鳃中核糖体蛋白基因家族的表达分析
贾若南,林枫,许强华

Differential expression analysis of the ribosomal protein gene family in
zebrafish gills under hypoxia stress
JIA Ruonan,LIN Feng,XU Qianghua

在线阅读 View online: https://doi.org/10.12024/jsou.20210403367

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

somatostatin1基因突变斑马鱼仔鱼转录组分析

Transcriptome sequencing analysis of somatostatin 1 gene mutation in zebrafish larvae

上海海洋大学学报. 2021, 30(5): 777   https://doi.org/10.12024/jsou.20200403009

红鳍东方卵巢与精巢的蛋白质组比较分析

Comparative proteome analysis of ovary and testis in tiger puffer Takifugu rubripes

上海海洋大学学报. 2020, 35(6): 847   https://doi.org/10.16535/j.cnki.dlhyxb.2020-007

反义抑制miR-202引起斑马鱼早期胚胎发育异常研究

miR-202 inhibition leads to early termination of zebrafish embryonic development

上海海洋大学学报. 2017, 26(1): 1   https://doi.org/10.12024/jsou.20160301705

基因编辑酪氨酸酶(TYR)基因不同功能区对鱼类体色的影响

Fish coloration change from disrupting different functional regions in tyrosinase (TYR) gene by gene editing technology

上海海洋大学学报. 2020, 29(6): 811   https://doi.org/10.12024/jsou.20191202872

一种通过体表注射斑马鱼性腺的简易投药方法

A simple and feasible method for drug administration from body surface injection into zebrafish gonad

上海海洋大学学报. 2018, 27(1): 24   https://doi.org/10.12024/jsou.20170502047

http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20210403367
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20200403009
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.16535/j.cnki.dlhyxb.2020-007
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20160301705
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20191202872
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20191202872
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20170502047


文章编号：１６７４５５６６（２０２２）０２０３１８１０ ＤＯＩ：１０．１２０２４／ｊｓｏｕ．２０２１０４０３３６７

低氧胁迫下斑马鱼鳃中核糖体蛋白基因家族的表达分析

收稿日期：２０２１０４０１　　　修回日期：２０２１０５２４

基金项目：国家重点研发计划（２０１８ＹＦＣ０３１０６００）；国家自然科学基金面上项目（３１７７２８２６）；上海市教委重点科技创新项目（２０１７

０１０７００１０Ｅ０００６０）

作者简介：贾若南（１９９５—），女，硕士研究生，研究方向为渔业资源分子生物学。Ｅｍａｉｌ：１８６１６８３１７８５＠１６３．ｃｏｍ

通信作者：许强华，Ｅｍａｉｌ：ｑｈｘｕ＠ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

贾若南
１
，林　枫１，许强华１，２，３，４

（１．上海海洋大学 海洋科学学院，上海　２０１３０６；２．上海海洋大学 大洋渔业资源可持续开发教育部重点实验室，上海
　２０１３０６；３．国家远洋渔业工程技术研究中心，上海　２０１３０６；４．远洋渔业协同创新中心，上海　２０１３０６）

摘　要：为研究斑马鱼核糖体蛋白应对低氧胁迫的生物学功能，对低氧胁迫和常氧条件下斑马鱼（Ｄａｎｉｏ
ｒｅｒｉｏ）鳃组织进行转录组分析，利用高通量测序检测在低氧胁迫与常氧条件下斑马鱼鳃转录组中核糖体蛋白
家族基因的表达差异。结果表明：在两个不同浓度的低氧胁迫下，斑马鱼鳃组织中６０个核糖体蛋白基因的表
达量显著上调，其中，大亚基核糖体蛋白基因３５个，小亚基核糖体蛋白基因２５个。在低氧胁迫下斑马鱼鳃中
显著差异表达基因ＧＯ富集的前１５条通路中均包括核糖体蛋白基因，且其中的５条通路与核糖体蛋白组装
合成相关。在富集到“ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ”ＧＯ通路中，富集到４４个核糖体蛋白基因。另外，利用前期筛选出的低氧条
件下斑马鱼鳃中显著低表达的２个ｍｉＲＮＡｓ，针对低氧下表达量显著上调的６０个核糖体蛋白基因进行靶基因
预测，结果表明：斑马鱼ｍｉＲ４５５３ｐ可以同时靶向核糖体蛋白基因ｒｐｌ１３和ｒｐｌｐ１来调控斑马鱼对低氧环境的
适应。

关键词：低氧；斑马鱼；靶基因预测；转录组分析；核糖体蛋白
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　 　 斑 马 鱼 （Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）隶 属 硬 骨 鱼 纲
（Ｏｓｔｅｉｃｈｔｈｙｅｓ）鲤 形 目 （Ｃｙｐｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ）鲤 科
（Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ）短担尼鱼属（Ｄａｎｉｏ），是一种原产于
南亚地区的小型热带淡水鱼。自 ＳＴＲＥＩＳＩＮＧＥＲ
教授于２０世纪７０年代将斑马鱼作为实验对象进
行遗传、发育等方面的研究［１］后，斑马鱼一直用

于各方面的研究。斑马鱼体积小，饲养方便，且

容易繁殖，发育快，相比于小鼠等哺乳类动物操

作简单，且节约费用，这使得斑马鱼成为继小鼠

后又一重要的模式生物［２］。此外，斑马鱼的应激

调节系统、心血管功能系统的功能各方面都与人

类高度相似。可见，斑马鱼作为模式生物，有其

独特的优势［３４］。

核糖体蛋白的经典功能是与核糖体 ＲＮＡ一
起进行蛋白质的合成过程。但是，目前越来越多

的研究发现，核糖体蛋白在其经典功能的基础上

可能承担着核糖体以外的其他生物学功能［５７］。

生物体在遭受刺激的情况下，部分核糖体蛋白会

出现形成核糖体以外的生物学功能，帮助机体恢

复正常的生理活动来协助细胞适应应激环境［８］。

例如，核糖体蛋白的多核糖体缔合在人类细胞中

被低氧改变，低氧是肿瘤微环境的特征，缺氧影

响人核糖体蛋白 Ｓ１２的多聚体分布和核糖体蛋
白ｍＲＮＡ的选择性剪接［９］。研究［１０］发现，斑马

鱼基因组中编码核糖体蛋白的一些基因有着非

常重要的功能。例如，利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术成
功编辑了斑马鱼 ｒｐｌ１５基因，ｒｐｌ１５突变体产生了
类似先天性纯红细胞再生障碍性贫血疾病的表

型。低温诱导的斑马鱼 ｒｐｌ１１表达量降低，导致
Ｐ５３表达量缓慢升高［１１］。斑马鱼早期胚胎中，

ｒｐｌ５和ｐｒｌ１１的缺陷将产生红细胞再生障碍性贫
血患者症状，导致类似的血液生发障碍及胚胎的

轻度畸形［１２］。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）可以通过调控其靶基因
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的表达水平从而参与细胞的各类进程，并参与许

多关键的生理进程与病理过程，其作用非常重

要［１３］。已有研究［１４］表明：一些核糖体基因的表

达受到 ｍｉＲＮＡ的调控。例如，ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ是
调控缺血人结肠微血管内皮细胞（ＣＭＥＣ）增殖的
核心 ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ２２３３ｐ可通过调节核糖体
蛋白 ｒｐｓ６ｋｂ１／ＨＩＦ１α信号通路，抑制缺血 ＣＭＥＣ
血管新生的迁移和增殖过程，从而降低血管新生

能力。ｍｉＲ４５５３ｐ通过靶向调控 ｆａｂｐ４，从而抑
制卵巢癌细胞增殖、迁移，有望成为卵巢癌的潜

在治疗靶点［１５］。另外，目前有很多研究表明，

ｍｉＲＮＡ是对植物和动物中的环境胁迫做出响应
的关键调节剂。通过调节基因表达，ｍｉＲＮＡ可以
恢复或重建新的表达程序，从而增强细胞对压力

的耐受性［１６］，而低氧环境则属于分环境胁迫中的

重要一种［１７］。本项目前期研究中，对低氧胁迫和

常氧条件下斑马鱼鳃进行了小 ＲＮＡ组测序比
较，结果发现，仅有２个ｍｉＲＮＡｓ在低氧胁迫下的
斑马鱼鳃中表达量显著下降。这两个显著低表

达的ｍｉＲＮＡｓ很可能调控着低氧胁迫下鳃中显著
高表达的基因。

鱼类鳃器官与外界水体环境直接接触，最先

感知水体溶氧变化［１８］，是绝大部分水生动物氧气

交换的直接器官［１９］，本文选择斑马鱼作为实验对

象，通过对低氧胁迫与常氧条件下斑马鱼鳃组织

转录组测序分析，比较低氧胁迫与常氧条件斑马

鱼鳃中核糖体蛋白家族基因的表达差异，希望为

揭示斑马鱼的低氧适应机制提供新思路。

１　材料与方法

１．１　材料
实验所用野生型的斑马鱼（ＷＴ）来自于大洋

渔业资源可持续开发教育部重点实验室，饲养水

体溶解氧质量浓度为 ６．７ｍｇ／Ｌ，养殖温度为 ２８
℃。每日 ８：００、１８：００喂食丰年虫。

试验试剂包括 Ｔｒｉｚｏｌ试剂（吉泰生物公司），
ＤＥＰＣ水（生物生工有限公司）、氯仿（２４∶１）、异
丙醇和无水乙醇。

实验器材包括移液器、各类枪头、剪刀、镊

子、锡纸、ＥＰ管、研磨管、研磨棒、超净工作台、冰
块（均购自上海生工生物有限公司）、离心机（德

国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ有限公司）、旋涡仪和低氧驯化箱
（长沙华晓电子科技有限公司定制）。

１．２　方法
１．２．１　转录组测序

转录组测序样本为本实验室培养的多代斑

马鱼，分别放置于２．０ｍｇ／Ｌ与１．０ｍｇ／Ｌ的低氧
驯化箱中，进行为期两周的低氧胁迫，利用质量

浓度６．７ｍｇ／Ｌ的氧作为常氧对照组。低氧和常
氧采用的斑马鱼样本为相同品系，且饲养条件等

完全相同。

两周后，取出３种不同氧质量浓度条件下的
斑马鱼并进行解剖，取出鳃组织。为保证 ＲＮＡ
提取的质量，每个氧质量浓度下养殖１５条斑马
鱼，解剖这些斑马鱼的鳃，并分作两组重复。

Ｔｒｉｚｏｌ法提取的 ＲＮＡ进行电泳检测，这样共取得
６个样本，分别为常氧下鳃组织Ｇ１、Ｇ２；１．０ｍｇ／Ｌ
氧质量浓度下鳃组织１．０Ｇ１、１．０Ｇ２；２．０ｍｇ／Ｌ氧
质量浓度下鳃组织２．０Ｇ１、２．０Ｇ２。以上实验步骤
均选择在冰上进行。

１．２．２　转录组分析
鳃组织低氧转录组数据使用本实验室已测

除热休克蛋白基因［１９］外均未发表的低氧数据和

已发表的常氧数据［２０］，使用 Ｐｙｔｈｏｎ的相关包获
取其ｃｌｅａｎ数据，使用 ｈｉｓａｔ２将其转换为 ｂａｍ格
式，使用 ｓａｍｔｏｏｌｓ将其排序后使用 ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ软件
进行差异基因分析。使用 Ｒｓｔｕｄｉｏ软件以及其程
序包ｃｌｕｓｔｅｒｐｒｏｆｉｌｅ，ｏｒｇ．Ｄｒ．ｅｇ．ｄｂ等 Ｒ包进行 ＧＯ
富集的分析，使用 ｇｇｐｌｏｔ２、ｐｈｅａｔｍａｐ等绘图相关
的Ｒ包进行图形绘制。
１．２．３　靶基因预测

使用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎＦｉｓｈ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．
ｏｒｇ／ｆｉｓｈ＿６２／）和 ｍｉＲａｎｄａ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｃｒｏｒｎａ．
ｏｒｇ／ｍｉｃｒｏｒｎａ／ｈｏｍｅ．ｄｏ）两 个 网 站 同 时 进 行
ｍｉＲＮＡ的靶基因预测。已知生物体在面对环境
变化时会通过改变蛋白或者调节 ｍＲＮＡ的翻译
以适应环境，本文对鳃进行低氧胁迫后对与蛋白

的变化以及 ｍＲＮＡ的翻译调节有关的表达显著
的核糖体蛋白差异基因进行分析，使用在低氧胁

迫下斑马鱼鳃中表达量显著下降的２条 ｍｉＲＮＡｓ
（ｍｉＲ４５５３ｐ和 ｍｉＲ１２５ｂ５ｐ）对核糖体蛋白差
异的６０个基因进行靶基因预测。
１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ验证

在生工生物进行序列合成（表１），每个样本、
每个基因设置 ３个平行实验，配制好后放入
ｑＰＣＲ仪进行检测，后将检测到的数据导出分析。
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表１　实时荧光定量 ＰＣＲ引物
Ｔａｂ．１　 ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒｑＲＴＰＣＲ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
序列（５′３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ｒｐｓ１５ａＦ ＧＧＡＧＧＣＴＧＡＡＣＡＡＧＴＧＴＧＧＣ
ｒｐｓ１５ａＲ ＴＣＴＴＣＧＴＧＧＴＣＣＡＴＧＡＴＧＣＣ
ｒｐｌ１３ａＦ ＴＧＧＡＧＧＡＣＴＧＴＡＡＧＡＧＧＴＡＴＧＣＴ
ｒｐｌ１３ａＲ ＧＧＡＣＡＡＣＣＡＴＧＣＧＣＴＴＴＣＴＣ
ｒｐｓ８ａＦ ＧＣＴＧＧＴＧＡＧＡＡＣＣＡＡＧＡＣＣＣ
ｒｐｓ８ａＲ ＣＴＴＣＣＴＣＡＧＧＧＧＴＣＡＧＴＴＴＧＧ
ｒｐｌ１０ａＦ ＣＧＣＣＡＡＡＡＴＧＡＧＣＡＡＧＧＴＣＴ
ｒｐｌ１０ａＲ ＧＣＴＧＡＴＣＴＧＧＡＧＴＴＣＣＡＣＧＧ
ｒｐｓ７Ｆ ＧＧＴＧＧＴＡＧＣＡＧＧＡＡＡＧＣＣＡＴ
ｒｐｓ７Ｒ ＡＧＧＣＡＧＧＡＴＴＣＴＴＣＴＣＴＧＴＧＣ
ｒｐｌ１８Ｆ ＧＴＴＣＴＧＴＴＧＴＣＴＧＧＡＣＣＣＣＧ
ｒｐｌ１８Ｒ ＣＴＴＡＧＴＧＴＣＴＧＣＧＡＣＣＡＣＧＧ
ｒｐｌ５ｂＦ ＣＡＧＣＣＴＡＣＴＣＣＣＡＴＧＡＧＣＴＧ
ｒｐｌ５ｂＲ ＡＡＡＣＴＴＧＴＴＴＡＡＣＡＧＣＣＴＧＣＧＧ
ｒｐｓ３ａＦ ＴＧＧＴＣＡＡＧＡＡＧＴＧＧＣＡＧＡＣＡＡ
ｒｐｓ３ａＲ ＣＴＧＧＴＧＣＴＧＴＧＣＡＴＡＧＧＡＧＧ
ｒｐｌ１１Ｆ ＣＧＣＴＡＣＡＣＴＧＴＧＣＧＡＴＣＣＴＴ
ｒｐｌ１１Ｒ ＣＧＴＡＣＴＣＧＣＧＣＡＣＣＴＴＣＡＡＴ
ｒｐｌ３６Ｆ ＴＴＣＣＧＧＴＴＴＧＧＡＣＧＣＣＡＴＴＡ
ｒｐｌ３６Ｒ ＧＴＴＴＧＧＴＣＡＧＡＣＧＣＣＣＴＣＴＣ
ｒｐｌ２４Ｆ ＣＣＡＧＡＡＧＣＣＴＧＡＡＧＴＧＣＧＴＡ
ｒｐｌ２４Ｒ ＧＣＴＧＡＴＴＴＡＧＣＡＧＧＡＧＣＣＴＴＧ
ｒｐｌ３２Ｆ ＣＴＡＧＡＧＡＣＡＧＧＣＴＧＡＡＡＣＧＧＣ
ｒｐｌ３２Ｒ ＧＧＴＴＴＴＣＴＣＣＡＧＴＴＴＧＣＣＣＴＧＡ
ｒｐｌｐ１Ｆ ＴＴＡＣＴＣＣＧＣＴＣＴＧＡＴＣＣＴＣＣＡ
ｒｐｌｐ１Ｒ ＣＡＣＧＣＴＧＧＣＣＡＧＡＧＣＣＴＴＡ
ｒｐｓ２７ａＦ ＣＣＡＣＡＣＴＴＣＡＴＣＴＧＧＴＧＣＴＧＡ
ｒｐｓ２７ａＲ ＴＧＣＣＡＴＴＣＴＣＧＴＣＡＡＣＣＴＴＧＴＡＧ
ｒｐｌ１３Ｆ ＣＴＴＧＧＡＧＧＡＧＣＴＧＡＡＧＧＣＡＧ
ｒｐｌ１３Ｒ ＧＡＣＡＴＴＧＧＣＣＴＧＣＡＧＡＧＡＣＴ
βａｃｔｉｎＦ ＡＣＧＧＣＣＡＡＧＴＣＡＴＣＡＣＣＡＴＴ
βａｃｔｉｎＲ ＴＧＡＴＧＣＴＧＴＴＧＴＡＧＧＣＧＧＴＴ

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
提取常氧、１．０ｍｇ／Ｌ低氧质量浓度条件下的

斑马鱼鳃组织蛋白，从每个样本提取 ３０μｇ的蛋
白进行 １２％ ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白胶电泳。用孔径为
０．２２μｍ的 ＰＶＤＦ膜 （Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）在３００ｍＡ下
转膜 ７０ｍｉｎ。封闭后分别用 ＡｎｔｉＲＰＬ１１抗体
（１∶１０００）和ＡｎｔｉＡＣＴＩＮ抗体 （１∶１０００）孵育过
夜。再用 ＰＢＳＴ洗涤３次 （每次１０ｍｉｎ），二抗孵
育 （１∶１００００），室温下静置１ｈ。用 ＰＢＳＴ洗涤３
次，加入显影液，使用化学发光成像仪成像，检测

蛋白的表达。

１．２．６　靶基因验证
将性成熟的斑马鱼于前一夜进行交配，取其

产的受精卵，使用显微注射技术将 ｔｏｌ２ＥＧＦＰ
ｒｐｌ１３和ｔｏｌ２ＥＧＦＰｒｐｌｐ１质粒，稀释质粒为终质量
浓度１００ｎｇ／μＬ并与５０μｍｏｌ／ＬｍｉＲ４５５３ｐ（实
验组）、５０μｍｏｌ／ＬＮＣ（阴性对照组）共同注射至
野生型斑马鱼Ⅰ细胞期受精卵中，空质粒（空白
对照组）单独注射至受精卵中，２４～４８ｈ后拍照
观察荧光强度变化。收集注射后的斑马鱼受精

卵，用 ＰＢＳ洗涤 ３次，然后用 ＲＩＰＡ缓冲液
（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，中国）和蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ（Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）在冰上裂解３０ｍｉｎ，
随后放入４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将上清
吸入新的１．５ｍＬＥＰ管内，加入４ＸＳＤＳＢｕｆｆｅｒ，煮
１０ｍｉｎ后放入－２０℃备用。

２　结果与分析

２．１　鳃组织转录组基因表达差异分析
转录组分析结果显示，在当低氧质量浓度为

１．０ｍｇ／Ｌ时，发现５１７９个基因表达量有显著变
化，占表达基因总数的２９．０８％。２．０ｍｇ／Ｌ氧质
量浓度胁迫下斑马鱼鳃组织中，有５１７１个显著
差异表达的基因，占总表达基因数的 ２９．０４％。
差异基因统计如图１所示。

差异基因的火山图如图２所示。图２（ａ）和
图２（ｂ）是１．０ｍｇ／Ｌ低氧条件下，与常氧条件下
鳃组织差异基因比较。图２（ｃ）和图２（ｄ）是２．０
ｍｇ／Ｌ低氧条件下，与常氧条件下鳃组织差异基
因比较。图２（ｂ）和图２（ｄ）是两种低氧胁迫下核
糖体蛋白基因表达差异变化比较。

图１　不同氧质量浓度下斑马鱼鳃中差异基因统计图
Ｆｉｇ．１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｉｎｇｉｌｌｔｉｓｓｕｅｕｎｄｅｒ

ｎｏｒｍｏｘｉａａｎｄｈｙｐｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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横坐标代表基因不同样品中表达倍数变化，纵坐标代表基因表达量变化的统计学显著程度，图中的散点代表各个基因，灰色圆点表

示无显著性差异的基因，红色圆点表示显著上调的差异基因，蓝色圆点表示显著下调的差异基因。（ａ）１．０ｍｇ／Ｌ低氧与常氧条件

下斑马鱼鳃组织差异基因比较；（ｂ）１．０ｍｇ／Ｌ低氧与常氧条件下斑马鱼鳃组织核糖体差异基因比较；（ｃ）２．０ｍｇ／Ｌ低氧与常氧

条件下斑马鱼鳃组织差异基因比较；（ｄ）２．０ｍｇ／Ｌ低氧与常氧条件下斑马鱼鳃组织核糖体差异基因比较。

ｔｈｅａｂｓｃｉｓｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｃｈａｎｇｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ，ｏｒｄｉｎａｔｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｅｖｅｌ，ｔｈｅｓｃａｔｔｅｒｉｎｔｈｅｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｅａｃｈｇｅｎｅ，ｇｒａｙｄｏｔｓａｉｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｇｅｎｅ，ｒｅｄｄｏｔｓａｉｄｒｉｓｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｇｅｎｅ，ａｎｄｂｌｕｅｄｏｔｓａｉｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎｓ．（ａ）Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｇｉｌｌ

ｔｉｓｓｕｅｕｎｄｅｒ１．０ｍｇ／Ｌｈｙｐｏｘｉａａｎｄｎｏｒｍｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；（ｂ）Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｉｂｏｓｏｍｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｇｉｌｌｔｉｓｓｕｅｓｕｎｄｅｒ１．０

ｍｇ／Ｌｈｙｐｏｘｉａａｎｄｎｏｒｍｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；（ｃ）Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｇｉｌｌｔｉｓｓｕｅｕｎｄｅｒ２．０ｍｇ／Ｌｈｙｐｏｘｉａａｎｄｎｏｒｍｏｘｉａ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；（ｄ）Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｉｂｏｓｏｍｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｇｉｌｌｔｉｓｓｕｅｕｎｄｅｒ２．０ｍｇ／Ｌｈｙｐｏｘｉａａｎｄｎｏｒｍｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．

图２　不同低氧质量浓度下斑马鱼鳃组织中差异基因的火山图
Ｆｉｇ．２　ＶｏｌｃａｎｏＰｌｏｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｇｉｌｌａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｘｙｇｅｎｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

　　在两种低氧胁迫下，不同氧质量浓度下的差
异基因的差别较小（图１）。因此，选择１．０ｍｇ／Ｌ
氧质量浓度与常氧质量浓度下的鳃组织转录组

数据来比较分析斑马鱼核糖体蛋白基因的变化

情况。差异基因 ＧＯ富集分析结果显示：在低氧
胁迫下鳃中差异基因 ＧＯ富集（生物过程）的前
１５条ＧＯ通路中，均包括核糖体蛋白基因。５条
通路与核糖体蛋白组装合成相关，包括核糖体生

物发生 “ｒｉｂｏｓｏｍｅｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ”，核糖体大亚基生物
发生“ｒｉｂｏｓｏｍａｌｌａｒｇｅｓｕｂｕｎｉｔｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ”，核糖体

组装“ｒｉｂｏｓｏｍｅａｓｓｅｍｂｌｙ”，核糖体大亚基组装
“ｒｉｂｏｓｏｍａｌｌａｒｇｅｓｕｂｕｎｉｔａｓｓｅｍｂｌｙ”，核糖体小亚
基“ｒｉｂｏｓｏｍａｌｓｍａｌｌｓｕｂｕｎｉｔ”这５条通路（表２）。
　　值得一提的是，在不同浓度的低氧胁迫下，
发生显著改变的核糖体蛋白基因的表达量均为

上调。在两个质量浓度的低氧胁迫下鳃中６０个
核糖体蛋白基因同时显著上调，其中，大亚基核

糖体蛋白基因共有３５个，小亚基核糖体蛋白基
因有２５个，见图３。
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表２　１．０ｍｇ／Ｌ低氧胁迫下鳃中差异基因ＧＯ富集分布
Ｔａｂ．２　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｇｉｌｌｓｕｎｄｅｒ１．０ｍｇ／Ｌｈｙｐｏｘｉａｓｔｒｅｓｓ

基因ＩＤ

ＧＯＩＤ

基因描述

Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ＧｅｎｅＲａｔｉｏ

（３１６４）

ＢｇＲａｔｉｏ

（１６７４８）
Ｐ

ＧＯ：０００６４１２ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ １６７／３１６４ ４９２／１６７４８ ６．７８ｅ１６
ＧＯ：００４３０４３ ｐｅｐｔｉｄｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｒｏｃｅｓｓ １６７／３１６４ ４９６／１６７４８ １．５７ｅ１５
ＧＯ：００４２２５４ ｒｉｂｏｓｏｍｅｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ８５／３１６４ ２０４／１６７４８ ３．７３ｅ１４
ＧＯ：００４２２７３ ｒｉｂｏｓｏｍａｌｌａｒｇｅｓｕｂｕｎｉｔｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ３４／３１６４ ５７／１６７４８ １．１３ｅ１１
ＧＯ：００２２６１３ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ １０３／３１６４ ２９０／１６７４８ １．２９ｅ１１
ＧＯ：００４２２５５ ｒｉｂｏｓｏｍｅａｓｓｅｍｂｌｙ ２８／３１６４ ４２／１６７４８ １．６０ｅ１１
ＧＯ：０００００２７ ｒｉｂｏｓｏｍａｌｌａｒｇｅｓｕｂｕｎｉｔａｓｓｅｍｂｌｙ １５／３１６４ １９／１６７４８ ２．４２ｅ８
ＧＯ：０００２１８１ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ２８／３１６４ ５７／１６７４８ ２．３１ｅ７
ＧＯ：００４２２７４ ｒｉｂｏｓｏｍａｌｓｍａｌｌｓｕｂｕｎｉｔ ２９／３１６４ ６１／１６７４８ ３．４４ｅ７
ＧＯ：００３４４７０ ｎｃＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ７５／３１６４ ２３１／１６７４８ ５．１４ｅ７
ＧＯ：０００６３６４ ｒＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ４９／３１６４ １３５／１６７４８ １．４１ｅ６
ＧＯ：００３００９９ ｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ６１／３１６４ １８３／１６７４８ ２．２０ｅ６
ＧＯ：００３００９７ ｈｅｍｏｐｏｉｅｓｉｓ １２４／３１６４ ４４７／１６７４８ ２．４７ｅ６
ＧＯ：００１６０７２ ｒＲＮＡｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ５０／３１６４ １４４／１６７４８ ４．８２ｅ６
ＧＯ：００４８５３４ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｏｒｇａｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ １２５／３１６４ ４５９／１６７４８ ６．１１ｅ６

图中的颜色代表了不同基因在低氧胁迫后的表达量，其中颜

色由蓝到黄到红代表了表达量依次增加。

Ｔｈｅｃｏｌｏｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｇｅｎｅｓａｆｔｅｒｈｙｐｏｘｉａｓｔｒｅｓｓ，ｗｈｅｒｅｔｈｅｃｏｌｏｒｓｆｒｏｍｂｌｕｅｔｏｙｅｌｌｏｗｔｏ
ｒｅｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ．

图３　低氧胁迫下核糖体家族基因
在鳃组织中差异表达分析

Ｆｉｇ．３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆｒｉｂｏｓｏｍａｌｆａｍｉｌｙｇｅｎｅｓ

ｉｎｇｉｌｌｔｉｓｓｕｅｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉａｓｔｒｅｓｓ

　　选择１５个上述上调核糖体蛋白基因通过
ｑＲＴＰＣＲ进行验证，结果表明：在低氧条件下，１５
个核糖体蛋白基因的表达量均为上调（图４）。

另外，利用购买到的抗体 ＲＰＬ１１通过
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ进行验证，结果表明，在低氧条件下，
ｒｐｌ１１蛋白的表达明显升高（图５）。

 表示与对照组差异显著（Ｐ＜０．０５）；表示与对照组差

异极显著 （Ｐ＜０．０１）；表示与对照组差异极其显著

（Ｐ＜０．００１）。

 ｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜

０．０５）；ｍｅａｎｓｖｅｒｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜０．０１）；   ｍｅａｎｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜０．００１）．

图４　低氧胁迫下核糖体家族基因在
鳃组织中ｑＲＴＰＣＲ差异表达分析
Ｆｉｇ．４　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｒｉｂｏｓｏｍｅｆａｍｉｌｙｇｅｎｅｓｉｎ
ｇｉｌｌｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉａｓｔｒｅｓｓｂｙｑＲＴＰＣＲ
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图５　低氧胁迫下核糖体家族基因ｒｐｌ１１
在鳃组织中ＷＢ差异表达分析

Ｆｉｇ．５　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ｆａｍｉｌｙｇｅｎｅｒｐｌ１１ｉｎｇｉｌｌｔｉｓｓｕｅｓｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉａｓｔｒｅｓｓ

　　转录组结果表明，核糖体家族基因 ＧＯ富集
中，在“ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ”中共发现了４４个差异的核糖
体蛋白基因在其上富集（图６）。结合上文，认为
在受低氧胁迫的情况下，生物体通过改变核糖体

蛋白调节翻译来适应低氧环境。

２．２　ｍｉＲＮＡ靶向核糖体蛋白基因预测结果
生物信息学表明，改变的 ｍｉＲＮＡ与预测的

ｍＲＮＡ的表达呈负相关。在不同质量浓度的低氧
胁迫下，发生显著改变的核糖体蛋白基因的表达

量均为上调（图３），推测这可能受到表达量下降
的ｍｉＲＮＡ的调控。

图６　鳃组织低氧差异核糖体蛋白基因ＧＯ富集
Ｆｉｇ．６　ＧｉｌｌｔｉｓｓｕｅｈｙｐｏｘｉｃｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

　　因此，选择前期筛选出的在低氧条件下斑马
鱼鳃中表达量显著下降的２个 ｍｉＲＮＡｓ，对６０个
核糖体蛋白基因进行靶基因预测。通过靶基因

预测得知：ｍｉＲ４５５３ｐ可以同时靶向 ｒｐｌ１３和
ｒｐｌｐ１，其结合位点和目标匹配区域如表３所示。

表３　鳃中差异ｍｉＲＮＡ靶向核糖体蛋白基因靶点
Ｔａｂ．３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｉＲＮＡｔａｒｇｅｔｉｎｇｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｓｉｎｔｈｅｇｉｌｌｓ

基因名称

Ｇｅｎｅ
结合位点

ＢｉｎｄｉｎｇＳｉｔｅｓ（ｄｒｅｍｉＲ４５５３ｐ）
目标区域的预测配对

Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｐａｉｒｉｎｇｏｆｔａｒｇｅｔｒｅｇｉｏｎ
５′．．．ＡＵＧＡＡＡＵＧＡＣＣＵＣＡＵＧＣＡＣＡＵＡＧ

ｒｐｌ１３ ５６７～５７３ 　　　　　　　 ｜ ｜｜　　｜｜｜｜｜｜｜
３′　 ＧＣＵＡＣＡＵＣＡＧＧＵＵＣＣＣＧＵＧＵＡＵ
５′．．．ＧＣＡＡＡＵＵＡＡＵＵＧＡＡＡＧＧＣＡＣＡＵＧ

ｒｐｌｐ１ ６６５～６７１ 　　　 ｜｜　｜｜｜　 ｜｜｜｜｜｜｜｜｜
３′　 ＧＣＵＡＣＡＵＣＡＧＧＵＵＣＣＣＧＵＧＵＡＵ

　　构建 ｔｏｌ２ＥＧＦＰｒｐｌ１３和 ｔｏｌ２ＥＧＦＰｒｐｌｐ１质 粒，稀释质粒为终质量浓度 １００ｎｇ／μＬ并与 ５０
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μｍｏｌ／ＬｍｉＲ４５５３ｐ（实验组）、５０μｍｏｌ／ＬＮＣ（阴
性对照组）共同注射至野生型斑马鱼Ⅰ细胞期受
精卵中，空质粒（空白对照组）单独注射至受精卵

中。２４～４８ｈ后拍照观察荧光强度变化（图７），
并且将卵收集，提取总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，以

检测其荧光蛋白的表达（图７）。结果表明，ｍｉＲ
４５５３ｐ分别与 ｒｐｌ１３和 ｒｐｌｐ１共同注射的荧光强
度以及表达量显著低于对照组，进一步验证了

ｍｉＲ４５５３ｐ靶向作用于ｒｐｌ１３和ｒｐｌｐ１。

图７　斑马鱼显微注射检测ＧＦＰ荧光表达
Ｆｉｇ．７　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＦＰｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

３　讨论

３．１　低氧胁迫下斑马鱼鳃组织核糖蛋白的表达
与功能

对斑马鱼在不同低氧质量浓度（１．０ｍｇ／Ｌ、
２．０ｍｇ／Ｌ）下进行为期两周的低氧胁迫，并取常
氧（６．７ｍｇ／Ｌ）作为对照。通过高通量测序测定
在３种氧质量浓度下斑马鱼鳃组织的转录组，并
分析相对于常氧，两个低氧质量浓度下鳃组织中

的核糖体蛋白的变化。结果显示，在不同质量浓

度的低氧胁迫下，发生显著改变的核糖体蛋白基

因的表达量均为上调（图３）。选择的１５个核糖
体蛋白基因 ｑＲＴＰＣＲ验证结果与转录组数据一
致。通过ＧＯ富集分析可以看出，遗传信息处理
过程富集的第一条通路为“ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ”，在该条通
路中共发现了４４个差异的核糖体蛋白基因（图
６）。可以推测，在受低氧胁迫的情况下，生物体
通过改变核糖体蛋白调节翻译来适应低氧环境。

值得一提的是：在鳃中表达量相对较高的差

异核糖体蛋白基因中，发现有部分基因（如：ｒｐｓ３、
ｒｐｓ２７等）在应激状态下有其他生物学功能。ｒｐｓ３
是在低氧胁迫下斑马鱼鳃中高表达的核糖体蛋

白（图３）。研究表明，在外界刺激造成ＤＮＡ损伤
后，ｒｐｓ３会过表达并参与修复 ＤＮＡ损伤［２１］。与

此同时，ｒｐｓ３也是一种蛋白依赖蛋白，能够调节
纺锤体在有丝分裂过程中的运动并影响细胞周

期的进程［２２］。ｒｐｓ２７也是在低氧胁迫下斑马鱼鳃
中显著高表达的核糖体蛋白（图３）。有研究［２３］

表明，机体在受到刺激并造成 ＤＮＡ损伤时会过
表达ｒｐｓ２７以响应ＤＮＡ损伤。还有研究［２４］表明，

ｒｐｓ２７ａ有着保护细胞正常形态的作用。
Ｐ５３基因是一种重要的抑癌基因，在调节细

胞增殖、凋亡和细胞周期中起关键作用，鼠微双

蛋白（ＭＤＭ２）皆可以负性调节 Ｐ５３抑癌基因，在
应激条件下 Ｐ５３会被不同的基因激活或者稳定
以保证细胞正常的凋亡，保持基因组的完整并清
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除衰老细胞，而 ｒｐｌ２３与 ｒｐｌ７在应激条件下可以
与ＭＤＭ２结合进而激活 Ｐ５３基因［２５］。核糖体蛋

白ｒｐｌ２２可以阻断 Ｐ５３ＭＤＭ２的通路以保护 Ｐ５３
基因免被降解［２６］，同时也有报道［２７］称 ｒｐｌ１１可以
结合并抑制ＭＤＭ２的泛素连接酶，从而促进 ｐ５３
的稳定。

从差异基因的 ＧＯ富集结果中可以看出，有
大量的核糖体蛋白通过调节 ｍＲＮＡ的翻译以面
对低氧胁迫。结合核糖体蛋白在面对环境变化

时具有其他生物学功能（如：修复受损ＲＮＡ，控制
细胞的不正常凋亡，调节细胞周期，维持细胞的

正常形态等），可以推测，在低氧下核糖体蛋白基

因的高表达将有助于适应低氧环境。

３．２　低氧胁迫下调控核糖体蛋白表达的ｍｉＲＮＡ
生物体在面对环境的变化时会通过改变蛋

白或者调节 ｍＲＮＡ的翻译以适应环境。选择前
期筛选出的在低氧条件下斑马鱼鳃中表达量显

著下降的２个ｍｉＲＮＡｓ，对６０个核糖体蛋白基因
进行靶基因预测。靶基因预测结果显示，ｍｉＲ
４５５３ｐ可以同时靶向 ｒｐｌ１３和 ｒｐｌｐ１，并通过显微
注射技术和蛋白免疫印迹技术进行靶基因验证，

结果与预测相符。

有研究报道，核糖体蛋白基因 ｒｐｌｐ１对于登
革热病毒和其他蚊媒黄病毒的复制是必要的。

ｒｐｌｐ１减轻了登革热病毒包膜编码序列中的核糖
体悬浮，从而提高了蛋白质的稳定性。研究还发

现，ｒｐｌｐ１的缺失可以影响少数细胞ｍＲＮＡ核糖体
密度。这表明ｒｐｌｐ１在多通道跨膜蛋白的生物发
生中发挥作用。另外，ｒｐｌｐ１对核糖体的延伸具有
重要的作用。ｒｐｌｐ１可以通过提高共翻译折叠的
效率来提高蛋白质稳定性［２８］。可以预测，在低氧

胁迫下的斑马鱼鳃中低表达的 ｍｉＲ４５５３ｐ通过
靶向提高 ｒｐｌｐ１的表达，从而提高了低氧胁迫下
蛋白质的稳定性。

另外，有研究报道，在单核细胞趋化蛋白中，

核糖体基因ｒｐｌｐ１的敲除降低了心肌细胞的增殖
和分化，同时增加了成纤维细胞。在果蝇胚胎阶

段中，心脏特异性ｒｐｌ１３的敲除，将导致“无心脏”
表型［２９］。可以推测，在低氧下斑马鱼鳃中低表达

的ｍｉＲ４５５３ｐ将通过靶向提高 ｒｐｌ１３的表达，有
可能增强了细胞的增殖以应对低氧胁迫。

总体而言，虽然目前关于鱼类鳃低氧应激相

关的 ｍｉＲＮＡ研究较少，但从这些 ｍｉＲＮＡ在低氧

条件下参与其他物种的作用可以推测，这些

ｍｉＲＮＡ可能有着抑制细胞凋亡，增强器官的低氧
耐受性，保护细胞免受缺氧带来的损伤等一系列

功能。在低氧下斑马鱼鳃中低表达的 ｍｉＲ４５５
３ｐ同时靶向两个显著上调的核糖体蛋白基因
ｒｐｌ１３和ｒｐｌｐ１，根据 ｒｐｌ１３和 ｒｐｌｐ１已报道的功能，
可以合理推测，ｍｉＲ４５５３ｐ靶向提高 ｒｐｌ１３和
ｒｐｌｐ１基因的表达，可以提升斑马鱼对低氧环境的
适应性。
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