
第52卷 第4期

2024年7月

河南师范大学学报(自然科学版)
JournalofHenanNormalUniversity(NaturalScienceEdition)

 Vol.52 No.4
 Jul.2024

黄河鲤肌间骨转录组分析及斑马鱼bmp1 基因敲除模型构建

董传举a,b,贾颖颖a,申亚伟a,李学军a,b

(河南师范大学a.水产学院;b.三农法律问题研究中心,河南 新乡453007)

摘 要:肌间骨(IBs)由肌膈间的肌腱骨化而来,仅存在于低等硬骨鱼类中,研究选取黄河鲤(Cyprinuscarpio
haematopterus)肌间骨发育前后两个关键阶段进行转录组测序,并对差异表达基因进行功能富集分析.结果表明:测
序共获得高质量有效序列120356780条,共筛选出差异表达基因3454个(上调1283个,下调2171个).GO和

KEGG分析显示差异基因主要富集于胞外区域、跨膜运输、氧化还原过程、催化活性、蛋白结合等功能,参与次生代

谢物的生物合成、PI3K-Akt信号通路、AMPK信号通路、糖酵解等.经qRT-PCR验证差异基因表达谱与RNA-seq结

果基本一致后,为进一步了解其生物功能,选取两阶段中显著上调基因bmp1,利用CRISPR/Cas9建立bmp1 突变的

嵌合体斑马鱼(Daniorerio).测序验证bmp1 突变品系已成功构建,表型观察结果发现突变型明显发育迟缓且尾部

出现脊椎畸形.
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肌间骨俗称肌间刺,是大宗淡水鱼类遗传育种的重要性状[1],但其存在严重影响黄河鲤食用安全及食品

加工业的发展.自20世纪60年代起,人们开始集中于肌间骨形态、数目、骨化模式等研究[2-5].陈琳等[6]对黄

河鲤仔稚鱼肌间骨骨化时期的形态进行染色观察,发现伴随鱼体生长,肌间骨由尾向头依次骨化.随着相关

研究的深入,人们着力探索肌间骨发育的分子机制,目前已有大量研究表明肌间骨的骨化与游泳模式[7]、鱼
类倍性[8]以及生长环境等多方面相关,其发育受到TGF-β、Wnt等多种信号通路的复杂调控,也与肌腱发育

及骨骼发育的关键基因存在密切联系[9].研究发现scxa 基因的缺失能够使斑马鱼中肌间骨生长数量显著减

少,并且发现斑马鱼同时存在肋骨矿化缺陷、游泳行为异常、肌肉体积减小等不良发育现象[10-11].LIU等[12]

明确Bmp,Wnt,Fgf等信号通路在肌间刺发生发育过程中的调控作用,发现scxa、bmp6、runx2b 等基因在

不同程度上调控了鱼类肌间刺的发生发育[13].以上研究表明肌间骨的发育可能受到多种关键基因的调控,
存在复杂的分子调控机制.

转录组分析是一种深度测序技术,在鱼类育种中被广泛应用.2015年,WAN等[14]首次对6月龄团头鲂

(Megalobramaamblycephala)肌间骨和包含肌间骨的结缔组织的miRNA分子特征进行比较分析,结果表

明 MiR-206抑制成骨细胞分化,mam-miR-221、mam-miR-222a、mam-miR-92a和 mam-miR-26a在肌间骨

发育中发挥一定作用.LIU等[12]对团头鲂进行全基因组测序及基因表达分析,进一步确认了所观察到的基

因表达差异确实与肌间骨的形成和功能有关.何苹萍等[15]对禾花鲤(C.carpiovar.Quanzhounensis)和建鲤
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(C.carpiovar.Jian)肌间骨进行miRNA的高通量测序,发现肌间骨的发育可能是通过下调促进及上调抑

制成骨miRNA的表达量来抑制成骨过程,禾花鲤肌间骨细小柔软的特性可能与之密切相关.
CRISPR/Cas9技术是由crRNA和tracrRNA互补配对结合,形成能指导Cas9核酸酶特异性识别、剪

切靶点的二级结构RNA[16].CRISPR/Cas9系统的结构简单,操作方便,比之前其他基因编辑技术应用的更

加广泛.斑马鱼作为被广泛研究的模式生物,体型小、易饲养、生长速度快、繁殖周期短、体外完成受精和胚胎

发育、透明的非黏性卵等特点都让其成为CRISPR/Cas9技术的良好材料.HWANG等[17]首次将CRISPR/

Cas9技术应用在斑马鱼上并成功敲除etsr基因和gata5 基因.庞天抒等[18]利用该技术发现msxC 基因缺失

斑马鱼尾部肌间骨平均缩短了15%以上,验证了msxC 基因的缺失影响肌间刺与大侧肌的形成与发育.
ZHANG等[19]在团头鲂肌间骨发育相关研究中运用CRISPER/Cas9技术,构建了两个bmp3 斑马鱼敲除品

系,进行表型差异观察及bmp3 上下游调控基因表达变化的探讨,揭示了bmp3 对骨形成的负调控作用,为

BMPs在团头鲂肌间骨发生发育中发挥的作用提供了理论依据.
基于以上探究,为培育无刺新品种鱼类,促进淡水鱼养殖产业发展,本研究聚焦于黄河鲤这一地方特色

物种,通过对黄河鲤肌间骨发育前后两阶段仔鱼进行茜素红染色,对其尾部组织样本进行转录组测序,挖掘

其肌间骨发育前后的关键基因及通路,并对其表达水平进行了测定.继而选定差异表达显著上调的基因

bmp1,以斑马鱼这一模式生物为载体,采用CRISPR/Cas9基因编辑技术分析,期望通过观察胚胎发育,比较

突变型和野生型的肌间骨形态以及其他骨骼形态差异,明确bmp1 是否参与肌间骨的形成和发育以及可能

的调控途径.研究为深入揭示黄河鲤肌间骨的发育分子机制,鲤科鱼肌间骨选择性育种提供理论支撑.

1 材料和方法

1.1 鱼类样品制备

黄河鲤选自河南师范大学水产养殖基地.从孵化后第5天开始,每2d采集1次黄河鲤样品进行茜素红

染色观察.直至肌间骨发育完全,共持续12d,以确定肌间骨发育前后的准确阶段.收集仔鱼臀鳍末端到尾鳍

前部的各时期组织样本提取RNA,每阶段设置3个生物学重复.每个重复15个样本.
1.2 RNA提取、cDNA文库构建和RNA序列分析

利用RNAisoPlus试剂盒(TaKaRa,中国)从2个阶段共6个黄河鲤尾部组织样本中提取RNA.使用

NanoDrop2000分光光度计(Thermo,美国)及质量分数1%琼脂糖凝胶电泳检测RNA浓度及质量.将合格

的样品取3μgRNA反转录为cDNA.使用NEBNextUltraTMRNALibraryPrepKit(Illumina)生成测序

文库,继而在IlluminaHiseq2000平台上对文库进行测序,生成125bp/150bp的双端序列.
1.3 序列拼接和比对

将所得的原始序列通过FastQC进行质控,TrimGalore处理获得cleanreads,通过Hisat2(2.0.5)软件

与黄河鲤参考基因组(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/? term=txid7962%5Borgn%5D)比对,通
过HTSeq包计算counts值,并计算归一化的TPM值(每百万映射读数每千碱基的转录本).
1.4 差异表达基因分析

按照|log2(foldchange)|>2且padj<0.05的标准,通过DESeq2筛选差异表达基因.随后,对差异表达

基因进行GO功能和KEGG通路的富集分析(P<0.05).
1.5 通过定量实时PCR进行验证

为了验证测序数据结果的正确性,随机挑选10个骨发育相关的差异表达基因在PrimerPremier5引物

设计软件中设计2~3对引物,送公司合成,验证后选取一对引物用于qRT-PCR实验.qRT-PCR使用No-
voStartSYBRqPCRSuperMixplus(SYBRGreen)试剂盒,设3个平行重复,内参基因采用β-actin.
1.6 利用CRISPR/Cas9建立bmp1突变品系

在Chopchop网站上设计多对bmp1 基因的靶点.为确保破坏基因的功能,靶点一般选择在基因的保守

片段或功能区.合成sgRNA,靶序列信息如下(sgRNA,5'GAATTAATACGACTCACTATAGGACTGA-
CAGTCCGATGCCCCGGTTTAAGAGCTATGCTGG3').挑选斑马鱼亲本进行培育,人工控制光周期,促进
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斑马鱼产卵.将sgRNA与购自美国NEB公司的Cas9蛋白EnGenSpyCas9NLS(M0646T)及酚红按照1∶
1∶1体积比混合,常温静置10min.将斑马鱼受精卵置于无菌凹槽模具中,在显微注射系统下进行单细胞期

胚胎注射,1μL混合物约可注射200颗受精卵.注射后的受精卵置于28℃孵化.在体式显微镜下观察并记录

其出膜情况.用于突变分析的基因组DNA从混合对照和注射胚胎中提取[20].
1.7 统计分析

qRT-PCR实验结果采用2-△△ct差异倍数法来计算肌间骨骨化前后两时期各基因的相对表达量,以柱状

图的形式呈现各基因表达量水平的平均值±标准差.

2 结 果

2.1 样本确定

根据染色结果最终确定了出膜后第11天为肌间骨尚未出现的最后时间,出膜后第20天为肌间骨发育

完全的初始时间(图1),故取该2个发育阶段的组织样本提取RNA,分别设为肌间骨未出现阶段NIB与肌

间骨完全出现阶段PIB,后进行转录组测序.

2.2 测序数据概述

测序后分别获得20571647、24497356、23575378、25811334、26259664个rawreads.经数据过滤质

控,删除显著离群样本NIB3和PIB3.约有99%作为cleanreads被保留,共获得120356780条序列进行下

游分析,各阶段cleanreads为20521064~26172251条;GC含量为46%~47%;Q20均在99.87%以上,

Q30在97.00%左右;两阶段cleanreads的比对率为

91.5%~92.5%(附录表S1).转录组测序质量较高,数据

可满足生物信息学分析相关要求.
2.3 差异表达基因分析

获得所有样本的基因表达量FPKM 之后,对各组样

本进行差异基因表达分析.共获得差异表达基因3451个,
上调1283个,下调2168个(图2).此外,发现在上调基

因中,与骨形态发生蛋白相关的基因bmp1、bmp2 显著差

异表达;在下调基因中,bmp7 显著差异表达.热图显示

(图3),肌间骨两发育阶段的差异基因呈现不同的表达聚

类模式,两发育阶段主要的高表达基因簇存在明显差异.
2.4 DEGs的功能注释和路径分配

GO分析表明,两阶段DEGs均能显著富集到生物过

程、细胞组分及分子功能,其中涉及细胞组分的条目最多、
生物过程的最少(图4).KEGG分析发现,两阶段DEGs显

著富集到细胞过程、环境信息处理、人类疾病、新陈代谢、生物体系统5类途径,除人类疾病等部分通路外,主要
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涉及次生代谢物的生物合成、PI3K-Akt信号通路、
糖酵解、MAPK信号通路等(图5).
2.5 通过荧光定量PCR验证转录组测序

为检验转录组测序数据的准确性和可靠性,
随机选择9个包含骨发育相关的差异基因进行

了荧 光 定 量 PCR 验 证,所 选 的 基 因 分 别 是

bmp1、bmp2、bmp7、igf1、annexin A2、ALP、

OC、troponinI、coll.荧光定量PCR的表达趋势

和RNA-seq的结果类似,这说明转录组测序数据

的准确性较高,以上分析结果具有可靠性(图6).
2.6 利用CRISPR/Cas9产生bmp1突变品系

通过差异基因的筛选,发现bmp1 差异表达

明显,显著上调.而BMP(骨形态发生蛋白)在脊

椎动物骨形成中的作用被广泛认可,且有研究表

明bmp 家族多个基因可能在团头鲂肌间骨的形

成分化中发挥作用,因此选取bmp1 进行敲除,
探索其是否参与肌间骨的形成和发育以及可能

的调 控 途 径.利 用 CRISPR/Cas9技 术 建 立 了

bmp1 敲除模型,其选定的部分基因结构分别由128、214、251和941bp的4个外显子和3个内含子组成.在

bmp1 的第19外显子中选择了一个包含与PAM相邻的NlaIII限制性内切酶位点的靶点(附录图S1).根据

测序结果可观察到成功敲除后在靶点附近出现的杂峰,嵌合体斑马鱼相较于野生型出现明显的碱基缺失(附
录图S2),bmp1 突变的嵌合体斑马鱼构建成功,可进行后续胚胎发育观察.
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2.7 bmp1缺失影响肌间骨的发育

敲除后斑马鱼受精4d后才开始出膜,
受精第6天后基本全部出膜,明显晚于野生

型斑马鱼的出膜时间.敲除成功个体在仔鱼

阶段表现异常,可明显观察到突变体较野生

型发育迟缓、个体偏小,且尾部出现脊椎畸

形(图7).初步表明bmp1 的缺失可能对包含

肌间骨在内的骨骼发生发育产生影响.

3 讨 论

肌间骨因其纤细、密集和难以除去的特

点给常见鲤科鱼类的食用和深度加工带来

极大的阻碍[20].鲤科鱼类肌间骨从尾部向头

部骨化,尾部分布的数量最多但形态较为简

单,靠近头部的数量较少但形态更为复杂[21].本文以黄河鲤尾部组织为材料,选定肌间骨未出现和完全出现

的两个阶段,采用高通量测序技术进行转录组分析.这将有利于捕获肌间骨骨化前后相关调控基因并探究黄

河鲤肌间骨发育的分子机制.研究发现黄河鲤肌间骨发育前后两阶段的差异基因数目是3454个.两阶段差

异基因表达的筛选结果显示,显著上调的基因中有骨形态发生蛋白相关基因bmp1 和bmp2(XP_
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042588976.1和XP_042591968.1).而骨形态发生蛋白(BMP)在脊椎动物发育期间的骨形成中具有公认的作

用,并且在体内也表现出多种功能[22].目前多种bmp 基因已被报道在骨骼发育中发挥重要作用,bmp2 在

Prx1-Cre小鼠和Col2-Cre细胞系中被条件性敲除会导致软骨发育不良、骨膜附着不良、自发性骨折或缺损

性骨折修复[23];bmp3 敲除的小鼠表现出明显的高骨量[24];bmp4 在Col2-CreER细胞系中条件性敲除结果

显示微小的软骨细胞的缺陷[25];敲除bmp5 或bmp6 的小鼠,分别表现出骨骼形态异常和轻微的骨化延迟.
这表明BMP家族基因对骨骼发育十分重要,也使得本研究构建bmp1 突变的嵌合体斑马鱼有据可依.

肌间骨是间充质细胞不经过软骨阶段直接骨化而来.首先间充质细胞先迁移至肌膈间,分化为胚型结缔

组织膜,衍生血管,为细胞增殖分化提供养分和氧.随后间充质细胞在胚型结缔组织膜内直接骨化为肌间

骨[20].因此,肌间骨出现前期需要细胞大量的增殖分化.本研究中差异基因的GO富集结果显示,两阶段差异

基因在膜组成部分(integralcomponentofmembraneGO:0016021)、胞外区域(extracellularregionGO:

0005576)、细胞外隙(extracellularspaceGO:0005615)、胞外基质(extracellularmatrixGO:0031012)、胶原

细胞外基质(collagen-containingextracellularmatrixGO:0062023)等细胞组分部分显著富集,且富集条目

最多.研究发现胞外基质相关的GOterm与细胞增殖及调节细胞生长发育有关[26],由于这两阶段是肌间骨

从无到有的产生过程,间充质细胞增殖分化等相关的分子机制可能被激活.
在分子功能部分,核糖体的结构组成(structuralconstituentofribosomeGO:0003735)、钙离子结合

(calciumionbindingGO:0005509)、碳水化合物结合(carbohydratebindingGO:0030246)、细胞外基质的结

构组成(extracellularmatrixstructuralconstituentGO:0005201)、肌球蛋白V结合(myosinVbindingGO:

00314489)等GOterm显著富集.在生物过程中富集较少,主要集中在骨化与骨重塑(ossificationinvolvedin
boneremodelingGO:0043932)、胶原原纤维组织(collagenfibrilorganizationGO:0030199)、胶原蛋白分解

代谢过程(collagencatabolicprocessGO:0030574)、果糖6-磷酸代谢过程(fructose6-phosphatemetabolic
processGO:0006002)、蛋白激酶C的正调控(positiveregulationofproteinkinaseCGO:1900020)等GO条

目中.其中部分条目与运动组织、代谢、钙离子结合及骨化与骨重塑相关.因此,在肌间骨出现后,肌间骨的骨

化可能已从大量间充质细胞的分化向肌节、肌纤维的发育以及能量代谢转变且已经基本完成.肌间骨在鱼类

中主要起支持作用是公认的,也有研究认为肌间骨和肌纤维一样都可以在运动中传递力[27].结合差异基因

显著富集在肌球、骨化、糖代谢等GOterm上,本研究认为肌层、肌纤维的发育可能与肌间骨的发育有直接

关系.
由KEGG通路富集结果可以看出:差异基因主要富集到次生代谢物的生物合成、糖酵解及AMPK信号

通路.腺苷酸活化蛋白激酶(AMPK)可以上调过氧化物酶体增殖物激活受体γ辅激活因子-1α(PGC-1α)的转

录活性而激发线粒体的生物合成[19].与我们的GO富集结果一致,不仅是细胞增殖分化的时期,糖酵解等多

种生命活动能量相关的通路被显著富集.这表明分化和增殖已不再是发育的重点.NIE等[10]在对团头鲂肌间
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骨发育关键阶段的转录组和蛋白组综合分析中,也发现多个骨相关基因在蛋白和 mRNA水平上表达趋势

不一致.骨发育相关通路上的基因是否参与肌间骨骨化中的调控以及具体的机制,还需要进一步的验证.
BMP由具有诱导骨形成的能力而得名,在进化上高度保守,属于TGF-β家族,其能刺激DNA合成和细

胞复制,从而促进间充质细胞定向分化为成骨细胞.经过统计筛选,将骨发育相关的差异基因作为影响参与

肌间骨发育调控的候选基因,即bmp1、bmp2 和bmp7.研究结果显示,bmp1 和bmp2 均为显著上调基因,

bmp7 为下调基因.据相关研究表明,在团头鲂肌间骨发育过程中多个BMP家族基因差异表达,这些基因可

能对肌间骨的骨化和形态维持有重要作用.研究认为bmp3、bmp4、bmp5、bmp8a 参与刺激间充质细胞向肌

间骨生长部位迁移、聚集和成骨细胞分化;bmp7b、bmp16 参与成骨细胞分化;bmp2a、bmp2b对肌间骨形态

维持起更重要的作用[28].近年来对bmp7 基因的研究多集中在软骨形成及组织纤维化等,舒灵等[29]在研究

拟穴青蟹(Scyllaparamamosain)卵黄发育中发现bmp7 基因表达含量随着卵黄的成熟而逐渐降低.本研究

认为bmp2 主要是维持肌间骨形态,bmp7 可能参与调控肌间骨发育的形成.
bmp1 虽然能够诱导骨和软骨发育,但最初分离的bmp1 与其他BMP家族基因无序列同源性,隶属于

细胞外基质金属蛋白酶超家族中的Tolloid蛋白酶家族.它作为一种金属蛋白酶,在胶原成熟过程中作为前

胶原C-蛋白酶发挥作用,不属于TGF-β超家族[30].雷小灿等[31]发现bmp1 在体外培养水牛颗粒细胞的表达

随着时间显著增加,bmp1 能通过调控相关基因的表达促进体外培养水牛颗粒细胞的增殖并抑制其凋亡,在
水牛卵泡发生过程中具有重要的调控功能;YANG[32]在探究卵形鲳鲹骨骼发育研究中测定其仔鱼孵化0~
18d内bmp1 的表达水平,发现孵化后18d明显高于孵化后0d.本研究针对黄河鲤的bmp1 表达量测定与

其结果一致.张泽成等[30]发现bmp1 通过水解其他BMP的抑制物,促进其他BMP信号传导,通过相互作用

在胚胎发育背腹沿线建立稳定的BMP信号梯度.JASUJA等[33]将bmp2、bmp7 与bmp1 前结构域序列纯

化,证明了bmp1 前结构域能够在体内外调节bmp2、bmp7 的信号传导.因此,进一步利用基因编辑技术对

bmp1 的功能进行深入研究十分必要.
近年来,随着基因编辑技术的成熟,针对鱼类遗传育种发展方向进行基因功能性研究愈发简单.为验证

bmp1 是否参与调控肌间骨发育的形成,本研究通过常用的基因编辑技术即CRISPER/Cas9系统,对bmp1
基因进行编辑,发现一个有效靶点,成功构建一个bmp1 突变嵌合体斑马鱼品系.研究观察到已敲除的斑马

鱼仔鱼表现出个体短小、发育迟缓,且尾部出现明显的畸形弯曲,但是否是因为bmp1 基因突变引起,还需要

进一步的验证.本研究为后续探讨bmp1 对肌间骨骨化的影响,提供了良好的实验材料.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2023.01.11.0002).
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TranscriptomeanalysisofintermuscularboneinYellowRivercarpand
constructionofbmp1geneknockoutmodelinZebrafish

DongChuanjua,b,JiaYingyinga,ShenYaweia,LiXuejuna,b

(a.CollegeofFishery;b.ResearchCenteronLegalIssuesConcerningAgriculture,CountrysideandFarmers,

HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

  Abstract:Intermuscularbones(IBs)arisefromtheossificationofthetendonsbetweenthemusclediaphragmandare
foundonlyinlowerbonyfishes.Inthisstudy,transcriptomesequencingwasperformedinCyprinuscarpiohaematopterusat
twokeystagesofintermuscularbonedevelopment.Transcriptomedatawereanalyzedtoidentifydifferentiallyexpressedgenes,

andfunctionalenrichmentanalysiswasconductedforthem.Theresultsshowedthatatotalof120356780highqualityreadse-

quenceswereobtained,and3454differentiallyexpressedgenes(1283up-regulatedand2171down-regulated)werescreened.
ByGOandKEGGanalysis,differentialgenesweremainlyenrichedinextracellularregions,transmembranetransport,RED-
OXprocess,catalyticactivity,proteinbindingandotherfunctions,andinvolvedinbiosynthesisofsecondarymetabolites,

PI3K-Aktsignalingpathway,AMPKsignalingpathway,glycolysisandsoon.AfterqRT-PCRverifiedthatthedifferential

geneexpressionprofilewasbasicallyconsistentwiththeresultsofRNA-seq,inordertofurtherunderstanditsbiologicalfunc-
tion,thesignificantlyup-regulatedgenebmp1wasselectedintwostages,andCRISPR/Cas9wasusedtoestablishchimericze-
brafishwithbmp1mutation.Sequencingconfirmedthatthemutantstrainofbmp1hadbeensuccessfullyconstructed,andphe-
notypicobservationshowedthatthemutanthadobviousdevelopmentalretardationandvertebraldeformitiesinthetail.

Keywords:intermuscularbone;YellowRivercarp;transcriptome;bmp1;geneknockout
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  附 录

表S1 样本测序结果汇总

Tab.S1 Summaryofthesequencingresultsfromsamples

Category Rawreads Cleanreads GCrate/% Q20rate/% Q30rate/% OverallAlignmentrate/%

NIB1 20571647 20521064 47 99.89 96.99 92.2

NIB2 24497356 24449574 47 99.90 97.06 91.9

PIB1 23575378 23523799 46 99.89 96.55 92.5

PIB2 25811334 25690092 46 99.87 96.62 92.0


