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摘　要：观察了细锯脂鲤脂鳍和背鳍形态和骨骼发育，在此基础上比较了脂鳍、背鳍原基和背鳍共３个组织
的转录组，发现细锯脂鲤背鳍原基２８ＤＡＨ（ＤａｙＡｆｔｅｒＨａｔｃｈ，ＤＡＨ）出现，３０ＤＡＨ仔鱼背鳍鳍条已出现分化，
３５ＤＡＨ背鳍鳍条已硬骨化，脂鳍在３２ＤＡＨ开始出现。背鳍原基、背鳍和脂鳍这３个组织共同表达基因有
１４１１５条，分别占背鳍原基转录组的８４．０１％、背鳍的８３．１９％、脂鳍的８４．１４％，提示脂鳍发育的主要调控机
制与背鳍发育较为相似。相同基因表达水平差异方面，相比脂鳍，背鳍原基和背鳍之间的基因表达模式要更

为相似。发现有些与鳍发育相关的基因在背鳍和脂鳍转录组中存在差异。这些研究结果为进一步深入了解

脂鳍发育奠定了基础。
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　　脂鳍位于背鳍和尾鳍之间，往往缺少鳍条等
骨 骼 支 撑［１－２］，广 泛 分 布 在 水 珍 鱼 目

（Ａｒｇｅｎｔｉｎｉｆｏｒｍｅｓ）、仙女鱼目（Ａｕｌｏｐｉｆｏｒｍｅｓ）、脂鲤
目（Ｃｈａｒａｃｉｆｏｒｍｅｓ）、灯笼鱼目（Ｍｙｃｔｏｐｈｉｆｏｒｍｅｓ）、
胡 瓜 鱼 目 （Ｏｓｍｅｒｉｆｏｒｍｓ）、 鲑 鲈 目

（Ｐｅｒｃｏｐｓｉｆｏｒｍｅｓ）、鲑形目（Ｓａｌｍｏｎｉｆｏｒｍｅｓ）、鲇形目
（Ｓｉｌｕｒｉｆｏｒｍｅｓ）和巨口鱼目（Ｓｔｏｍｉｉｆｏｒｍｓ）等９个目
的７５科的六千多种鱼类［３］。鲑形目鲑科的脂

鳍，主要由表皮组织、结缔组织和角质组成［４］，鲇

形目
!

科的脂鳍由表皮层、胶原纤维层和脂肪层

组成［５］。有些脂鲤目和鲇形目的脂鳍中存在鳍

条状结构［６］，尼罗双背鳍
!

（Ｍｏｃｈｏｋｕｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）
脂鳍中的鳍条和其他奇鳍的鳍条非常相似［７］。

有些种类的脂鳍中有鳍条，也有相应的支持结

构，如一些灯笼鱼目和胡瓜鱼目鱼类的脂鳍基底

存在小软骨［１］。此外，一些巨口鱼目种类在腹部

也有脂鳍［８］。

脂鳍发育有两种模式：一种是鲑形目类型，

脂鳍和奇鳍一样，同时在鳍褶尚未完全退化的基

础上发育而成；另一种是脂鲤目类型，脂鳍是在

鳍褶完全退化后，再在已形成的背鳍与尾鳍之间

发育为脂鳍。鲑形目类型脂鳍发育和背鳍的前

期发育类似［８］。背鳍发育被认为分为３个阶段：
第一阶段是鳍褶从鱼类头部后到肛门沿中轴线

形成一层膜；第二阶段是在背鳍发生的位置出现

背鳍原基，随着发育，鳍褶消失；第三阶段是背鳍

原基继续分化至出现了支鳍骨和真皮骨骼，背鳍

发育完成［９］。如衰白鲑（Ｃｏｒｅｇｏｎｕｓｍａｒａｅｎａ）脂鳍
的发育，有类似背鳍发育的第一和第二阶段，但

缺少第三阶段［８］，脂鳍发育和背鳍前期的发育机

制是否相似，目前尚不清楚。脂鲤目类型的脂鳍

发育模式，是在鳍褶完全退化后再发育而成的，

相比鲑形目类型脂鳍，其似乎与背鳍发育模式相

差较大。

为了解脂鲤目鱼类脂鳍发育和背鳍发育的

关系，本文观察了脂鲤目的细锯脂鲤（Ｐｒｉｓｔｅｌｌａ
ｍａｘｉｌｌａｒｉｓ）的脂鳍和背鳍发育，并利用高通量测
序技术比较了细锯脂鲤的背鳍原基、背鳍鳍条分

化和脂鳍的转录组，为理解脂鳍与背鳍发生的异

同提供了分子信息。
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１　材料和方法

１．１　材料来源
细锯脂鲤饲养在上海海洋大学水产与生命

学院实验室。筛选成熟度好的亲鱼进行人工繁

殖，受精后２４ｈ仔鱼出膜，在２８℃恒温光照箱饲
养，出膜后第３天开始投喂轮虫，到８ＤＡＨ（Ｄａｙ
ＡｆｔｅｒＨａｔｃｈ，ＤＡＨ）开始投喂卤虫无节幼体。
１．２　骨骼染色

所取样本用４％的多聚甲醛固定过夜，再转
移到９５％乙醇中保存，用作骨骼染色。对２８、３０、
３２和３５ＤＡＨ的细锯脂鲤骨骼进行了染色。详
细骨骼染色方法参考文献［１０］～［１２］。先用
９５％乙醇和去离子无菌水３∶１、１∶１、１∶３漂洗样本
各３０ｍｉｎ，以去除甲醛；用 ＴＢＳＴ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ，ｐＨ７．４，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，体积分数为
０．１％ 的Ｔｒｉｔｏｎ１００）温和震荡漂洗２次，每次３０
ｍｉｎ，用去离子水洗 ３０ｍｉｎ，以去除残余的 ＴＢＳＴ
溶液；漂洗完后直接转移至新鲜配置的阿利新蓝

溶液［１０ｍｇ阿利新蓝，７０ｍＬ无水乙醇，３０ｍＬ冰
乙酸（ｐＨ≤１．０）过滤，４℃］中，进行软骨染色，染
色２０ｍｉｎ。染色后转移至１％ ＫＯＨ溶液，漂洗后
转移至胰蛋白酶消化液［１００ｍＬ体系：６５ｍＬ去
离子水，３５ｍＬ饱和四硼酸钠盐 （Ｎａ２Ｂ４Ｏ７·
１０Ｈ２Ｏ）上清液，１ｇ胰蛋白酶］消化直至头部肌
肉组织透明；将透明的标本转移至新配置的１％
ＫＯＨ溶液中，滴加茜素红染色液进行染色，后以
１％ ＫＯＨ溶液洗去组织中残余的染色液；经含
１５％、７５％、５０％、３０％ 、９０％ 和１００％的甘油梯
度脱水，最后保存在含少许麝香草酚的甘油中。

取样样本和骨骼染色后的样本用 ＳＭＺ１５００
（Ｎｉｋｏｎ）解剖显微镜拍照。
１．３　总ＲＮＡ提取及ｍＲＮＡ分离

分别取２８、３０和３５ＤＡＨ细锯脂鲤各５０尾，
ＭＳ２２２麻醉之后在解剖镜下剪取背鳍原基、背鳍
和脂鳍组织，分别抽取总 ＲＮＡ。总 ＲＮＡ提取按
照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的 ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ说明书进行。
用 Ｄｙｎａｂｅａｄｓ Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）２５（Ｌｉｆｅ，美国）进行
ｍＲＮＡ纯化。
１．４　ｃＤＮＡ文库构建和转录组测序

ｃＤＮＡ文库构建方法主要参考魏利斌等 ［１３］。

取１００ｎｇ纯化的ｍＲＮＡ，用ＲＮＡＬｉｂｒａｒｙＰｒｅｐＫｉｔ
ｆｏｒＩｌｌｕｍｉｎａ（ＮＥＢ，美国）构建文库。首先加入破

碎缓冲液将ｍＲＮＡ随机打断成片段，以这些ＲＮＡ
片段为模板，先合成第１条ｃＤＮＡ链，再合成第２
条ｃＤＮＡ链。末端修复 ｃＤＮＡ后加 ｐｏｌｙ（Ａ）并连
接测序接头，得到 ３００～５００ｂｐ范围的 ｌｉｇａｔｅｄ
ｃＤＮＡ，最后进行 ＰＣＲ扩增得到可测序的文库。
取１０μｇ的文库在 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ２５００中进行
双向测序。

１．５　序列分析和注释
利用Ｉｌｌｕｍｉｎａ平台将测序所得的图像数据转

化为相应的核苷酸序列数据，对所产生的原始序

列文件进行质量评估和可信度分析，并去除测序

过程中低质量的序列和不确定的序列（Ｑ＜２０）。
Ｃｌｅａｎｄａｔａ通过 Ｔｒｉｎｉｔｙ软件（版本 ２．０．６，参数
ｍｉｎ＿ｋｍｅｒ＿ｃｏｖ２其他默认参数）完成组装。通过
Ｔｒｉｎｉｔｙ将测序数据组装成转录本，取用每个
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｃｌｕｓｔｅｒ中最长的转录本作为Ｕｎｉｇｅｎｅ，作
为后续分析的参考序列。将预测得到的蛋白编

码序列与ＮＲ、ＫＥＧＧ、ＧＥＮＥＳ、ＫＯＧ等数据库进行
ｂｌａｓｔｐ比对，获得最佳注释（Ｅｖａｌｕｅ＜１ｅ－５）。

２　结果

２．１　细锯脂鲤的背鳍和脂鳍的发育
细锯脂鲤的背鳍在鳍褶完全退化之后开始

发育。２８ＤＡＨ的细锯脂鲤在后来背鳍形成的位
置出现了一个背鳍原基，即在背鳍发育出来的位

置长出一个小小的透明凸起（图版Ａ２），通过阿
利新蓝染色发现，尾鳍已经发育出少许鳞质鳍

条，支鳍骨形成，臀鳍原基也发育出来，支鳍骨形

成。到３０ＤＡＨ仔鱼背鳍发育成形，可以观察到
支鳍骨和鳞质鳍条都已经形成。同时尾鳍和臀

鳍的支鳍骨和鳞质鳍条也发育完善。

细锯脂鲤的脂鳍也是在鳍褶完全退化之后

开始发育。３２ＤＡＨ的仔鱼，在背鳍与尾鳍之间
出现小小的脂鳍，一层透明薄膜，类似于背鳍原

基（图版Ａ４），此时，背鳍也已发育完成。与背鳍
不同的是，脂鳍的下方并没有支鳍骨形成。

２．２　背鳍原基、背鳍、脂鳍三者转录本基因的异
同

在细锯脂鲤中，脂鳍组织有１６７７５个基因表
达，背鳍原基组织有１６８００个基因表达，背鳍组
织基因表达数相对高一些，共有１６９６７个基因表
达（图１）。背鳍原基、背鳍、脂鳍这３个组织共同
表达基因有１４１１５条，分别占背鳍原基转录组的

２０８
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８４．０１％、背鳍的８３．１９％、脂鳍的８４．１４％。背鳍
原基和背鳍共有１５１１３个基因表达，分别占背鳍
原基转录组的８９．９５％，背鳍转录组的８９．０７％；
脂鳍和背鳍原基共有１５１１７个基因表达，分别占
脂鳍转录组的 ９０．１２％，占背鳍原基转录组的
８９．９８％；脂鳍和背鳍共有１５２８７个基因表达，分
别占脂鳍转录组的 ９１．１３％，占背鳍转录组的
９０．１％。

脂鳍单独拥有的基因有４２６条占２．２４％，背
鳍原基单独拥有的基因有６２５条占３．２８％，背鳍
单独拥有的基因有６８２条占３．３０％。
２．３　背鳍原基、背鳍、脂鳍三者转录本基因的表
达水平差异

背鳍原基、背鳍、脂鳍三者转录本基因的表

达水平差异见图版。图版中纵轴树对这些基因

作了一个聚类，同一类的基因可能在一条信号通

路上；横轴是３个转录样本，脂鳍和背鳍的相似
度小于背鳍和背鳍原基，和背鳍相对背鳍原基要

近一些。图版中每一行代表一个基因，显示红色

表示基因在该组织表达量高，显示绿色表示基因

在该组织表达量低。从图版中能够直观地看出，

背鳍基因表达水平总体表现较高。相比脂鳍，背

鳍原基和背鳍之间的基因表达模式更为相似。

通过统计和比较３个转录本信息，脂鳍和背鳍原
基相比，上调基因有１８６个，下调基因有２３９个；
脂鳍与背鳍相比，上调基因有 １３４个，下调基因
有３３６个；背鳍原基与背鳍相比，上调基因有
８６个，下调基因有１４８个。

图１　背鳍原基、背鳍、脂鳍的基因异同分析
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆ
ｄｏｒｓａｌｆｉｎｂｕｄ，ｄｏｒｓａｌｆｉｎａｎｄａｄｉｐｏｓｅｆｉｎ

圈内交叉的部分是它们两两或３个共有的基因数量

Ｃｉｒｃｌｅｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎｉｓｂｏｔｈｏｆｔｈｅｔｗｏｏｒｔｈｒｅｅｃｏｍｍｏｎｕｎｉｇｅｎｅ

ｎｕｍｂｅｒ

２．４　已知与鱼类鳍发育相关基因在３个样本中
的差别

已知与鳍发育相关的基因，有１０５个基因在
背鳍原基、背鳍和脂鳍组织都有表达，而少数与

鳍发育相关的基因，在此３个组织转录组表达不
一样。如ｂｍｐ４只在背鳍有表达，在背鳍原基和
脂鳍里不表达；成对附肢发育中关键的一个基因

ｔｂｘ５在脂鳍中有表达，而在背鳍和背鳍原基中没
有表达；而 Ｓａｌｌ４基因在脂鳍和背鳍的转录本中
有，而在背鳍原基处没有（表１）。

表１　已知鱼类鳍发育相关基因在３个样本转录组的差异分布
Ｔａｂ．１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｋｎｏｗｎｆｉｓｈｆｉｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｔｈｒｅｅｓａｍｐｌｅｓｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓ
基因序号

ｇｅｎｅＩＤ
ＮＲ功能注释
ＮＲｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＫＯＧ注释
ＫＯＧａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

转录本

ｓａｍｐｌｅｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
长度／ｂｐ
ｌｅｎｇｔｈ

ＴＲ１３７８６１
ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ：Ｔｂｏｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒＴＢＸ５ｌｉｋｅ
－ 脂鳍 ２９８

ＴＲ１２９７７２
ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ：ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ

ｐｒｏｔｅｉｎ４ｌｉｋｅ
－ 背鳍原基、背鳍 ２７５

ＴＲ１０６８６６ ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ：ｓａｌｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ４
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｒｅｐｒｅｓｓｏｒＳＡＬＭ

背鳍、脂鳍 ２４２

３　讨论

３．１　细锯脂鲤背鳍和脂鳍发育顺序
细锯脂鲤的脂鳍发育模式属于典型的脂鲤

目类型，出膜后由鳍褶从头部到肛门，随后鳍褶

退化之后再发育出脂鳍。脂鳍在鳍褶完全退化

后再发育出来，也间接提示我们脂鳍不应该是痕

迹器官，虽然其目前的功能尚不清楚［２，１４－１５］。虹

鳟鱼脂鳍基部存在肌肉结构，以及脂鳍在鱼类进

化过程中多次进化的现象，也提示脂鳍不应该是

痕迹器官［３，１６］。细锯脂鲤背鳍条硬骨化的时间持

续较短，从３２ＤＡＨ到３５ＤＡＨ，鳍条和支鳍骨骨

３０８
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化已经完成。与背鳍形成相比，细锯脂鲤脂鳍没

有鳍条形成，也没有相应的支鳍骨。比较有趣的

是，在２８ＤＡＨ背鳍原基出现的时候，鳍褶已经完
全退化，这在其他鱼类中是不多见的［６］。

３．２　脂鳍和背鳍转录组比较分析
３个样本的转录组分析表明，脂鳍和背鳍原

基，或脂鳍和背鳍都有近似 ９０％相同表达的基
因，表明脂鳍发育的主要调控机制应该与背鳍发

育非常相似。比较有趣的是，根据共有基因的相

互比较，脂鳍和背鳍共有基因数，不但多于脂鳍

和背鳍原基的共有基因数，而且多于背鳍原基和

背鳍的共有基因数，表明虽然从发育过程上，脂

鳍与背鳍原基发育非常相似，但可能在组成脂鳍

的性质上，虽然没有鳍条，但具备了形成鳍条的

成分，只是不能形成鳍条的形态。例如，鲑形目

鲑科的脂鳍，其中已有角质成分存在［４］。背鳍原

基、背鳍、脂鳍三者转录本基因的表达水平差异

表明，相比脂鳍，背鳍原基与背鳍之间的基因表

达模式要更为相似，和背鳍原基与背鳍之间相

比，脂鳍与背鳍原基或背鳍之间的上调和下调的

基因数变化更大，表明在基因表达水平上也较多

体现了脂鳍与背鳍发育的差异。

ｔｂｘ５基因可以诱导腹鳍以及前附肢的发育，
在附肢发育中有很重要的作用［１７－１８］。ｔｂｘ５只有
在细锯脂鲤脂鳍中表达，而没有在背鳍和背鳍原

基中表达，提示我们ｔｂｘ５基因可能与脂鳍的出现
密切相关。此外，Ｓａｌ基因与鳍形成发育相关，可
以诱导胸鳍的发育［１９］，而 Ｓａｌｌ４基因只在细锯脂
鲤脂鳍和背鳍的转录本中有，而在背鳍原基处没

有，提示我们其可能与角质成分形成有关。ｂｍｐ４
基因只在背鳍有表达，在原基和脂鳍里是不表达

的。但在鳍条分化阶段，ｂｍｐ４不管是胸鳍还是背
鳍，都发挥着重要的作用［２０－２１］，提示我们，脂鳍

没有鳍条和支鳍骨可能与ｂｍｐ４没有表达有关。
总之，转录组比较分析发现，无论在基因相

似性还是基因表达水平方面，都说明了脂鳍与背

鳍发育调控方面存在高度相关性，个别基因在脂

鳍和背鳍上的差异表达，也为下一步的功能验证

提供了候选基因，为更好地理解脂鳍发育的调控

打下了基础。
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图版　细锯脂鲤背鳍和脂鳍发育及转录组差异的分析
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