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摘　要：为探究不同性别尼罗罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）对持续性高温生境的响应，持续监测３６℃实验组
和２８℃对照组的雌鱼和雄鱼的形态学特征变化，并取处理７０ｄ的罗非鱼脑、背部肌肉和鳃组织进行 ＴＵＮＥＬ
染色法分析，选取该实验组和常温对照组个体的背部肌肉进行转录组测序。结果显示：高温处理组的生长发

育速度明显迟缓于对照组，雄鱼生长发育比雌鱼快；ＴＵＮＥＬ染色法显示在背部肌肉组织中凋亡信号最强，而
在其他组织中信号较弱；在高温处理后的雌鱼和雄鱼中分别鉴定出３４０５个和４６４５个差异表达基因，上调基
因均多于下调基因。对这些差异表达基因的ＫＥＧＧ通路聚类分析发现，雌鱼主要涉及细胞周期、嘌呤代谢和
ＤＮＡ复制等通路，雄鱼在心肌细胞的肾上腺素信号传导、心肌收缩和紧密连接等通路显著富集。这些结果为
研究不同性别罗非鱼对高温环境的适应机制提供了分子生物学的基础信息。

关键词：尼罗罗非鱼；高温处理；肌肉；转录组

中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　尼罗罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）原产于非
洲，属于鲈形目（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）丽鱼科（Ｃｉｃｈｌｉｄｓ）口
孵非鲫属（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ）［１］。罗非鱼是变温水生
动物，持续性高温会造成发病率升高、养殖经济

效益降低等危害，对我国罗非鱼养殖业带来不良

影响［２］。生物的抗逆性受多个信号通路调控，需

要多基因共同参与表达［３］。近年来，有较多的研

究从转录水平上分析生物对环境胁迫的响应机

制。如：ＢＩＬＹＫ等［４］通过ＲＮＡＳｅｑ探究博氏南冰
#

（Ｐａｇｏｔｈｅｎｉａｂｏｒｃｈｇｒｅｖｉｎｋｉ）响应温度胁迫的分
子机制，并首次推测鱼类应对温度胁迫时基因的

转录会受性别影响；ＨＵＡＮＧ等［５］进行虹鳟

（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）的头肾组织在热应激条件
下转录组表达谱的比较分析；ＨＵ等［６］通过转录

组测序分析低温驯化的斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）和尼
罗罗非鱼响应低温环境的遗传网络调控机制。

因此，探究不同性别尼罗罗非鱼响应持续性高温

处理的适应机制，不仅可获得热适应的基因调控

网络，而且对培育出适应全球气候变暖条件下生

长的鱼类品种来说非常重要。

有研究报道 ＴＵＮＥＬ染色检测发现：在８℃
下尼罗罗非鱼鳃组织存在特异性凋亡信号［６］。

为探究尼罗罗非鱼对高温环境响应的适应机制，

取罗非鱼背部肌肉、大脑和鳃进行 ＴＵＮＥＬ染色
来分析细胞凋亡情况，并对高温下凋亡信号最强

的背部肌肉进行转录组测序分析［７］，探讨差异基

因的表达情况，初步阐明不同性别的尼罗罗非鱼

对高温环境的响应机制。为建立热应激条件下

不同性别尼罗罗非鱼的代谢途径，构建信号转导

通路、发掘耐温靶基因提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　样品采集
实验材料来自于广西水产科学研究院国家

级罗非鱼良种场，是以尼罗罗非鱼为亲本繁育１０
ｄ的苗种，将苗种随机分为２组，每组各５０尾鱼
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苗，高温实验组养殖于３６℃（自２８℃开始梯度
升温，１℃／２ｈ，直至３６℃），对照组平行养殖于
２８℃。养殖７０ｄ后，通过尼罗罗非鱼性别连锁
分子标记鉴定性别，将雌鱼和雄鱼分开［８］，并按

下列方式命名：实验组７０ｄ３６℃雌鱼（Ｌ７０ｄ３６
ＣＭ）、实验组７０ｄ３６℃雄鱼（Ｌ７０ｄ３６ＸＭ）、对照
组７０ｄ２８℃雌鱼（Ｌ７０ｄ２８ＣＭ）和对照组７０ｄ２８
℃雄鱼（Ｌ７０ｄ２８ＸＭ）。
１．２　方法
１．２．１　形态学统计

监测了实验组（３６℃）和对照组（２８℃）的雌
鱼和雄鱼生长发育情况，在处理７０ｄ时采用游标
卡尺测量其体长（精确到０．０１ｍｍ），用毛巾轻轻
将鱼体表面水分擦干，采用电子天平称重（精确

到０．０１ｍｇ），用 ＧｒａｐｈＰａｄ软件对其体长和体质
量变化进行统计分析。

１．２．２　ＴＵＮＥＬ染色
取实验组和对照组处理７０ｄ的罗非鱼脑、鳃

和背部肌肉进行组织包埋，制作石蜡切片，随后

取切片进行 ＴＵＮＥＬ染色，具体操作步骤参考
Ｖａｚｙｍｅ公司的 ＴＵＮＥＬＦＩＴＣＡｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｋｉｔ，将处理好的样品使用 Ｌａｓｅｒｃｏｎｆｏｃａｌ显微镜进
行拍照分析。

１．２．３　ＲＮＡ提取
每个处理组分别取 ５个罗非鱼背部肌肉样

本，用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的 ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ试剂盒
提取样品总 ＲＮＡ，将５个 ＲＮＡ样品等浓度混合
后用于文库构建。抽提 ＲＮＡ的纯度均满足 ＯＤ
值（２６０／２８０）为１．８～２．２，且含量大于３μｇ，浓度
大于２００ｎｇ／μＬ。
１．２．４　ＲＮＡ测序和质量控制

ＲＮＡ样品质检合格后可进行制备测序文库，
用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ×Ｔｅｎ进行测序。对原始数据
进行过滤，去除低质量的碱基，得到有效数据。

１．２．５　差异表达基因ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析
转录组序列，通过计算 ＦＰＫＭ值来确定基因

的表达量，采用 ＤＥＳｅｑ［９］软件包进行基因差异表
达分析，筛选阈值为 ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ≥２，ＦＤＲ＜
０．０５。利用 ＧＯ［１０］、ＫＥＧＧ［１１］等数据库对差异表
达基因进行功能注释。为了确定与高温应激相

关的功能类别，利用 ＤＡＶＩＤ（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．
ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／）在 ＧＯ数据库中通过计算差异表达
基因参与生物学过程、细胞组分、分子功能的超

几何分布，进行功能分类注释和富集分析。同

时，利用ＫＥＥＧ数据库获得 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的代谢通路
注释信息。以上分析均以 Ｐ＜０．０５作为统计学
显著性的阈值。

２　结果

２．１　形态学统计
监测了实验组和对照组雌鱼和雄鱼在处理

７０ｄ的生长发育状况，记录其体质量和体长，利
用ＧｒａｐｈＰａｄ软件进行统计分析和作图。由图 １
可以看出，在高温处理７０ｄ之后，实验组的生长
发育速度显著迟缓于对照组（Ｐ＜０．００１），均表现
为雄鱼生长发育比雌鱼快。

２．２　ＴＵＮＥＬ染色法分析罗非鱼组织凋亡情况
取实验组和对照组处理７０ｄ的罗非鱼的背

部肌肉、大脑和鳃进行 ＴＵＮＥＬ染色来分析细胞
凋亡情况。通过 ＴＵＮＥＬ染色法发现，在罗非鱼
的肌肉组织中有高水平的 ＴＵＮＥＬ标记，凋亡信
号十分强烈（图２），在其他组织中信号较弱。推
测肌肉组织可能与罗非鱼对环境温度升高的响

应有关系。

２．３　转录组测序结果
经过测序质量控制，各样品 Ｑ３０碱基百分比

均不小于９１．５９％，ＧＣ含量在４９％左右。比对效
率是ＲＮＡｓｅｑ数据利用率的直接体现。各样品
的ＭａｐｐｅｄＲｅａｄｓ与尼罗罗非鱼参考基因组的比
对效率均为 ８５．７５％ ～８９．８１％，ＵｎｉｑＭａｐｐｅｄ
Ｒｅａｄｓ的比对效率均为８１．５０％ ～８５．５５％，可以
进行后续的分析与研究。见表１。
２．４　转录组注释和差异表达基因分析

在 ＧＯ、ＫＥＧＧ、ＣＯＧ、ＫＯＧ、ＮＲ和 ｅｇｇＮＯＧ５
个数据库中，Ｌ７０ｄ２８ＣＭ和 Ｌ７０ｄ３６ＣＭ实验组共
注释到３３２１个基因，Ｌ７０ｄ２８ＸＭ和Ｌ７０ｄ３６ＸＭ实
验组共注释到４５２９个基因。通过比较雌鱼高温
处理组与对照组以及雄鱼高温处理组与对照组

在 ７０ｄ时的基因表达量变化。Ｌ７０ｄ２８ＣＭ 与
Ｌ７０ｄ３６ＣＭ进行比较，共鉴定出３４０５个差异表达
基因，其中上调基因１９６６个，下调基因１４３９个；
Ｌ７０ｄ２８ＸＭ与 Ｌ７０ｄ３６ＸＭ进行比较，共鉴定出
４６４５个差异表达基因，其中上调基因３４６０个，下
调基因１１８５个，均表现为在３６℃时上调基因数
量多于下调基因。

７２４
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表示两个温度处理组差异性极显著（Ｐ＜０．００１）；表示两个温度处理组差异性极显著（Ｐ＜０．０００１）。

 ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｒｅｗａｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．００１）；
ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｒｅｗａｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｔｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０００１）．

图１　不同温度雌鱼和雄鱼生长指标
Ｆｉｇ．１　Ｇｒｏｗｔｈｉｎｄｅｘｏｆｆｅｍａｌｅｓａｎｄｍａｌｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

图２　罗非鱼组织ＴＵＮＥＬ凋亡检测
Ｆｉｇ．２　ＭｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙＴＵＮＥＬａｓｓａｙｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｉｌａｐｉａ

表１　与参考基因组的序列比对结果
Ｔａｂ．１　Ｍａｐｐｉｎｇｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｗｉｔｈｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｏｍｅ

样品编号

ＩＤ
有效数据

Ｃｌｅａｎｄａｔａ
比对到参考基因组上的有效数据数目

Ｍａｐｐｅｄｒｅａｄｓ
比对到参考基因组唯一位置的有效数据数目

Ｕｎｉｑｕｅｍａｐｐｅｄｒｅａｄｓ
Ｌ７０ｄ２８ＣＭ ２２４２６２７７ ８９．８１％ ８５．５５％
Ｌ７０ｄ２８ＸＭ ２９４３０３１３ ８６．７４％ ８３．０８％
Ｌ７０ｄ３６ＣＭ ２７６１５１８１ ８８．１０％ ８３．１２％
Ｌ７０ｄ３６ＸＭ ２３０８８３５４ ８５．７５％ ８１．５０％
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２．５　ＧＯ功能分析和ＫＥＧＧ聚类分析
为确定与高温适应相关的功能类别，根据差

异基因分析的结果对差异基因进行 ＧＯ功能注释
分析。在 Ｌ７０ｄ２８ＣＭ和 Ｌ７０ｄ３６ＣＭ实验组中，生
物过程部分主要以ＤＮＡ整合、ＤＮＡ介导的转座、
基于微管的运动、免疫反应和细胞趋化性的功能

为主；细胞组分中主要以 ＭＣＭ复合体、动力蛋白
复合体和微管的组成成分为主；分子功能主要以

趋化因子活性、催化活性、血红素结合和药物跨

膜转 运 蛋 白 活 性 为 主；在 Ｌ７０ｄ２８ＸＭ 和

Ｌ７０ｄ３６ＸＭ实验组中，生物过程部分主要以 ＤＮＡ
整合、ＤＮＡ介导的转座、药物转膜运输、神经递质
转运和钠离子跨膜运输；细胞组分中主要以肌球

蛋白复合体、动力蛋白复合体和膜的组成成分为

主；分子功能主要以血红素结合、催化活性、跨膜

运输和转运活性为主（图３）。
　　利用 ＫＥＧＧ数据库对筛选到的、不同生长温
度的差异表达基因进行聚类分析后发现，罗非鱼

在高温响应过程中，不仅与环境信息处理有关，

还与鱼的生长发育、新陈代谢通路有关。

Ｌ７０ｄ２８ＣＭ和Ｌ７０ｄ３６ＣＭ两个雌性组的差异表达
基因主要聚类在细胞过程和代谢过程，其中嘌呤

代谢富集的差异基因数最多，细胞周期、嘧啶代

谢和 ＤＮＡ复制通路富集的差异基因数较多；
Ｌ７０ｄ２８ＸＭ和Ｌ７０ｄ３６ＸＭ两个雄性组的差异表达
基因主要集中在代谢过程和组织系统过程，包括

药物代谢细胞色素 Ｐ４５０、心肌细胞的肾上腺素
信号传导、心肌收缩和紧密连接等通路上，其中

紧密连接和心肌细胞的肾上腺素信号传导富集

的差异基因数最多（图４）。

（ａ）雌鱼差异表达基因ＧＯ功能注释图

ＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃａｔｅｇｏｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｏｆｆｅｍａｌｅ
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（ｂ）雄鱼差异表达基因ＧＯ功能注释图

ＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｏｆｍａｌｅ

图３　显著差异表达基因的ＧＯ功能注释
Ｆｉｇ．３　ＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ

　　ＫＥＧＧ通路分析显示，不同性别罗非鱼在受
到持续性高温处理后，通过不同的代谢途径来调

节生命活动以维持机体正常生长。在雌鱼中，随

着高温应激反应的持续，ＤＮＡ复制这条通路的下
调基因也随着增多，主要集中在 Ｍｃｍ蛋白家族、
增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、ＤＮＡ聚合酶复合体、复

制因子Ｃ（ＲＦＣ）等。长期的高温环境可能会导致
复制叉的减慢或停滞，ＤＮＡ复制过程受到抑制，
进而抑制了细胞的增殖和分化；但该通路在雄鱼

中富集不明显，表明在雄鱼中，这一过程受高温

环境的影响不大。
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圆圈代表一个ＫＥＧＧ通路，纵坐标为通路名称，横坐标为富集因子，圆圈颜色代表Ｐ，颜色越红代表显著富集性越可靠，圆圈越大代
表富集的基因数目越多。

ＣｉｒｃｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｏｎｅＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ，ｏｒｄｉｎａｔｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｎａｍｅｏｆｔｈｅｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄｔｈｅａｂｓｃｉｓｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｆａｃｔｏｒ，ｔｈｅ
ｃｏｌｏｒｏｆｔｈｅｃｉｒｃｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓＰ．Ｔｈｅｄａｒｋｅｒｔｈｅｒｅｄｃｏｌｏｒ，ｔｈｅｍｏｒｅｒｅｌｉａｂｌｅｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ，ａｎｄｔｈｅｌａｒｇｅｒｔｈｅｃｉｒｃｌｅ，ｔｈｅｇｒｅａｔｅｒ
ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｅｎｒｉｃｈｅｄｇｅｎｅｓ．

图４　差异表达基因ＫＥＧＧ通路
Ｆｉｇ．４　ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ
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３　讨论

温度与鱼类生存息息相关，热应激是影响鱼

体生长发育最严重的环境胁迫［１２］。热应激会抑

制ＤＮＡ复制，导致复制叉的减慢或停滞［１３］，也会

影响蛋白质、脂质、碳水化合物等代谢调节［１４］。

广温性鱼类适应温度变化的策略有调节细胞周

期、改变细胞膜脂质成分、激活免疫应答反应基

因、调节酶的催化活性和催化效率等［１５］。在目前

全球气候变暖的背景下，揭示其热应激胁迫的分

子机制，培育出耐高温的新品种显得尤为迫切。

在环境因子胁迫下，大多数胁迫相关基因的转录

水平会上升，而生长发育相关基因的转录水平有

所下降，这是由转录因子与靶基因启动子的顺式

作用元件的特异性结合引起的［１６］。

使用ＲＮＡＳｅｑ分析的方法，对高温处理组和

对照组的不同性别尼罗罗非鱼肌肉组织进行差

异基因的表达谱分析，结果表明了两种性别具有

各自特有的抗性机制：在雌鱼中显著富集的途径

是嘌呤代谢、嘧啶代谢、细胞周期和 ＤＮＡ复制，
其中嘌呤代谢和嘧啶代谢相关基因发生上调，而

ＤＮＡ复制通路（图５）和细胞周期通路（图６）相
关基因如 ＰＣＮＡ、Ｍｃｍ、ｃｄｃ７等发生显著性下调，
与ＢＩＬＹＫ等［４］的研究结果细胞周期通路中 Ｍｃｍ
下调一致，表明温度升高会导致细胞增殖和蛋白

质生物合成普遍减慢；而在雄鱼中显著富集在心

肌收缩、心肌细胞的肾上腺素信号转导、碳代谢

和药物代谢等通路上，相关基因 ｃｄｃ７、ｐ３８ＭＡＰＫ
和Ｅ２Ｆ等发生上调。本研究通过转录组分析获
得的差异表达基因，其功能、代谢途径及相关生

理特性的具体机制还需要进一步试验验证。

方框左边为雌鱼，右边为雄鱼。红色为上调基因，绿色为下调基因。

Ｌｅｆｔｏｆｔａｂｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｆｅｍａｌｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ｒｉｇｈｔｏｆｔａｂｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｍａｌｅ．Ｇｒｅｅｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ｒｅｄ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ．

图５　ＤＮＡ复制通路
Ｆｉｇ．５　ＤＮＡｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙ
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方框左边为雌鱼，右边为雄鱼。红色为上调基因，绿色为下调基因。

Ｌｅｆｔｏｆｔａｂｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｆｅｍａｌｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ｒｉｇｈｔｏｆｔａｂｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｍａｌｅ．Ｇｒｅｅｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ｒｅｄ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ．

图６　细胞周期通路
Ｆｉｇ．６　Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐａｔｈｗａｙ

　　综上所述，不同性别的罗非鱼响应高温环境
的适应机制不同：雌鱼主要表现在细胞增殖和代

谢系统调节；雄鱼则主要表现在代谢系统和组织

系统调节。不同的 ＫＥＧＧ途径为我们提供了可
能导致鱼类暴露于持续高温发生的不可逆组织

损伤的触发因素，从转录水平的调控机制给不同

性别的鱼类适应高温环境的研究提供新思路。
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