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翘嘴鳜(Siniperca chuatsi) miR-133a-5p的时空
表达特征及饥饿对其节律性表达的影响
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摘 要:为了解翘嘴鳜(Siniperca chuatsi) miR-133a-5p的时空表达规律以及短期饥饿对其昼夜节律性表达的影
响,本研究利用实时荧光定量 PCR检测了 miR-133a-5p在翘嘴鳜不同组织、不同胚胎发育阶段的表达谱,以及
短期饥饿后 miR-133a-5p昼夜节律的表达特征。结果显示, miR-133a-5p在红肌中表达最高,在白肌和心肌组织
中表达较高,在其他组织中的表达较低; miR-133a-5p在胚胎发育的 2细胞期就有较高表达,随着胚胎的发育
其表达量逐渐降低,从囊胚晚期开始直至出膜期,其表达均维持在一个较低的水平,且各阶段的表达无显著性
差异; miR-133a-5p在正常投喂的翘嘴鳜白肌中的表达没有明显的昼夜节律性,而在饥饿 5 d后其表达呈现昼
高夜低的节律性。本研究结果表明, miR-133a-5p在翘嘴鳜肌源性组织中高表达,推测其在肌肉组织中有重要
作用; miR-133a-5p呈母源性高表达,推测其调控的靶基因可能抑制胚胎早期的发育; miR-133a-5p在饥饿 5 d
后呈节律性表达,提示其可能通过调节生物节律参与饥饿胁迫下的适应性调控。
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Spatio-temporal Expression Characteristics of miR-133a-5p and
Effect of Fasting on Its Rhythmic Expression in Siniperca chuatsi

XIE Min1, 2, DING Ying1, RU Hui1, QIN Jiaxin1, HE Yazhi1, YI Qiaoru1,
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Abstract: To understand the spatio-temporal expression pattern of miR-133a-5p and the effect of short-
term fasting on circadian rhythm of its expression in Siniperca chuatsi, real-time fluorescence quantitative
PCR was used to detect the miR -133a -5p expression in different tissues and embryonic developmental
stages and its circadian rhythm after short-term fasting. The results showed that the expression of miR -
133a-5p was highest in slow-twitch muscles, higher in fast-twitch muscles and myocardium, but lower in
other tissues. The expression level of miR-133a-5p was high at the two-cell stage during embryonic develop-
ment, and gradually decreased with the development of the embryo. It maintained at a low level from the
late blastula stage to the hatching larvae with no significant difference between each stage. The expression of
miR-133a-5p showed no obvious circadian rhythm in fast-twitch muscles of normally fed S. chuatsi, but a
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翘嘴鳜(Siniperca chuatsi)是真鲈科鳜属鱼类,
又称桂鱼、季花鱼等, 属于淡水名贵经济鱼类。翘
嘴鳜肉质细嫩且易消化, 具有高优质蛋白质、低
脂肪等特点, 因此有较高的经济价值[1]。肌肉组织
既是鱼类的主要结构组织, 也是人类食用的主要
部位, 同时其功能正常对机体能量代谢平衡和健
康具有重要意义[2]。目前, 翘嘴鳜肌肉生长和生理
特性的分子调控机制尚未完全阐明, 有待进一步
的研究来揭示。

微 RNA (microRNA, miRNA)是一类内生的、
长度为 20~24个核苷酸的非编码小 RNA。近年来
的研究显示, miRNA可调节脂质和糖等物质的代
谢[3-4],对体内代谢平衡有至关重要的作用, 但其作
用机制和调控方式,尤其在经济鱼类中,还有待深
入研究。miRNA的调控是一个复杂的网络调控过
程, 一个 miRNA可以调控多个靶基因的表达, 或
者几个 miRNA通过组合来精细地调控某个基因的
表达[5-6]。在动物体内, miRNA与靶基因 mRNA 3忆
非翻译区(3忆-untranslated region, 3忆-UTR)不完全
碱基配对, 抑制靶基因 mRNA翻译或者促进靶基
因 mRNA降解。研究显示, 一系列与肌肉增殖、生
长分化相关的miRNA在肌肉组织中呈现高水平表
达, 被称为肌肉特异性 miRNA, 其中 miR-133是
对肌肉组织中的基因表达影响最大的肌肉特异性

miRNA之一[7-8]。miR-133家族有miR-133a和miR-
133b两个成员,其中miR-133a在肌肉组织中有较
高表达,其在肌细胞分化过程中被诱导,能指导成
肌细胞分化为成熟的肌管[9-10]。目前,关于miR-133a
在经济鱼类中的表达特征以及功能的研究较少。

昼夜节律是生物体各种生理机能适应外界环

境昼夜变化而建立起的规律周期, 又称近日节律,
是机体行为、生理和生化呈近似 24 h周期性的变
化规律。昼夜节律与生理周期的脑波活动、激素生

产、细胞再生及其他生理活性模式相关联, 在所有
动物确定睡眠和进食模式中起重要作用[11]。节律

性振荡不仅存在于生物节律中枢, 也存在于外周
器官、组织及细胞, 其产生依赖于节律基因转录、
转录后及翻译后水平调控。miRNA作为基因表达
的调控因子, 能够直接靶向节律基因或其他基因,
从而调控外周生物节律[12]。相关研究报道, 在翘嘴
鳜红肌及白肌组织中有 21个 miRNA具有显著的
昼夜节律性[13], 表明 miRNA可能参与调控翘嘴鳜
红肌和白肌生理功能的节律性。

外界环境因子(包括营养限制)会影响生物体
昼夜节律的表达, 能使节律重新设置[14]。由于季节
更替或环境剧变以及食物分布在空间上的不均匀

等因素, 鱼类经常会在生活周期的一定阶段面临
食物资源缺乏, 从而受到饥饿胁迫[14]。受到饥饿胁
迫的鱼类可通过调动体内不同器官的储能物质,
调节自身的能量分配, 降低代谢水平, 以适应食
物的缺乏[15-16]。在人工饲养条件下, 由于饵料分配
不均或者个体之间争夺, 部分翘嘴鳜也很可能会
受到饥饿胁迫。前期研究显示, 在饥饿复投喂处
理的翘嘴鳜中, 一些 miRNA对营养变化能快速
应答[17], 说明 miRNA参与翘嘴鳜饥饿胁迫下的适
应性调控, 但其具体的功能及机制尚不明确。本
研究聚焦 miR-133a-5p在翘嘴鳜的时空表达谱
及饥饿胁迫下的节律表达特征, 以期为揭示 miR-
133a-5p的功能及饥饿胁迫下的适应性调控机制
提供基础资料。

1 材料与方法

1.1 实验材料

翘嘴鳜人工繁殖实验亲鱼来自于湖南水产科

学研究所鳜鱼原种场, 用于组织表达谱研究以及
饥饿实验的翘嘴鳜购自湖南省长沙市望城区团山

湖村绿康之星鳜鱼养殖场。

1.2 实验方法

1.2.1 翘嘴鳜不同发育阶段胚胎的收集

翘嘴鳜的人工繁殖与胚胎孵化培养等操作技

circadian rhythm appeared after 5 days of fasting, with high expression during the day and low at night. Taken
together, miR-133a-5p was specifically highly expressed in muscle related tissues, suggesting that it may
play an important role in the muscular tissue. Its high expression during embryonic development revealed
that the target genes regulated by miR-133a-5p may inhibit early embryonic development of S. chuatsi. The
rhythmic expression of miR -133a -5p after fasting indicated that miR -133a -5p may be involved in the
adaptive regulation of S. chuatsi muscles in response to fasting stress by regulating biological rhythm.
Key words: miR-133a-5p; Siniperca chuatsi; expression pattern; short-term fasting; circadian rhythm

（Life Science Research，2023，27（4）：283-289）
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术参考刘希良等[18]的研究方法。待胚胎发育至 2
细胞期(2-cell, 1 h)、32细胞期(32-cell, 2.5 h)、囊
胚早期(early-blastula, 5 h)、囊胚晚期(late-blastula,
7 h)、原肠早期(early-gastrula, 12 h)、原肠晚期(late-
gastrula, 17 h)、神经胚期 (neurula, 18 h)、视泡期
(optic vesicle, 20 h)、尾芽期(tail bud, 23 h)、肌效期
(muscular effect, 38 h)、心搏期(heart beating, 41 h)
和出膜期(hatching larvae, 58 h), 分别取 30枚胚胎
保存于装有 1 mL Trizol试剂的离心管中, 然后立
即置于-80 益超低温冰箱内备用。
1.2.2 翘嘴鳜短期饥饿处理及组织样品的收集

挑选健康无病、体重相近的翘嘴鳜(145 g依12 g)
114尾, 所有翘嘴鳜先采用 12 h光照、12 h黑暗
的 LD (light-dark)光制进行 30 d的驯养试验。随
机挑选 6尾翘嘴鳜用于组织表达谱研究, 在冰上
分别取其心(heart)、肝(liver)、脾(spleen)、肠(gut)、肾
(kidney)、近尾部侧线处红肌(slow-twitch muscle)以
及背部(dorsal)、腹部(ventral)和尾部(tail)白肌(fast-
twitch muscle)组织, 置于液氮快速冷冻后保存于
-80 益超低温冰箱备用。将剩余的翘嘴鳜随机分
为正常投喂组和饥饿组, 每组 54尾, 饥饿组经饥
饿处理 5 d。正常投喂组和饥饿组的采样时间均设
置在一昼夜的 9个时间点,即 06: 00、09: 00、12: 00、
15: 00、18: 00、21: 00、24: 00、次日的 03: 00和 06: 00,
它们分别对应区时(zone time, ZT) ZT0、ZT3、ZT6、
ZT9、ZT12、ZT15、ZT18、ZT21 和 ZT24。每个采样
时间点随机选 6尾鱼, 取背部白肌, 用液氮快速
冷冻, 随后保存于-80 益超低温冰箱内备用。
1.2.3 RNA提取及 cDNA合成
胚胎样品和组织样品的总 RNA 使用 Trizol

法提取[RNAiso Plus, 宝日医生物技术(北京)有限
公司], 用核酸检测仪与琼脂糖凝胶电泳测定其浓
度和纯度。cDNA合成使用 One Step PrimeScript誖
miRNA cDNA Synthesis Kit [宝日医生物技术(北
京)有限公司]。多腺苷酸[polyadenylic acid, poly
(A)]加尾反应与 cDNA合成反应同步进行, 反应程
序为 37 益、60 min [poly(A)加尾和反转录反应 ];
85 益、5 s (酶的失活反应)。

1.2.4 引物设计与合成

根据本实验室前期鉴定的翘嘴鳜 miRNA数
据库[19],设计 miR-133a-5p荧光定量 PCR引物,以
RPL13基因作为荧光定量的内参基因[19-20]。引物
通过 Primer 5.0 软件设计, 具体序列见表 1, 设计
后由北京擎科生物科技有限公司合成。

1.2.5 荧光定量 PCR
在荧光定量 PCR仪上进行反应, 反应总体系

为 12.5 滋L, 包括 SYBR Premix Ex TaqTM 域 6 滋L、
逆转录得到的 cDNA 1 滋L、灭菌纯水 4.5 滋L、上
游引物和下游引物各 0.5 滋L。反应程序: 95 益预
变性 3 min, 95 益变性 5 s, 60 益退火和延伸 20 s,
39个循环。每组反应设 3个技术重复。
1.2.6 数据处理

荧光定量 PCR数据利用 2-驻驻Ct法计算目的基
因的相对表达量[21]。各组相对表达量数据用 SPSS
16.0软件进行单因素方差分析, 数据结果表示为
平均值依标准误(x依sx), 当 P<0.05时两组数据之间
存在显著差异[22]。

miR-133a-5p在翘嘴鳜白肌的昼夜节律性表
达数据经显著性分析后, 采用 MATLAB软件进行
余弦曲线拟合, 方程式为 f(t)=M+Acos(t仔/12-渍)。
式中, f(t)表示给定时间内基因的表达水平; t表示
以小时为单位的给定时间; M表示各时间点基因
表达的平均值; A 代表振荡振幅; 渍表示峰值相
位, 是最高振幅所在时间点所换算出的角度。当
显著性差异 P<0.05, MATLAB 输出 P<0.3时, 该
基因具有昼夜节律性[23]。

2 结果与分析

2.1 miR-133a-5p在翘嘴鳜不同组织的表达分析
为了解 miR-133a-5p 在翘嘴鳜不同组织的

表达分布情况, 利用荧光定量 PCR检测了 miR-
133a-5p在心、肝和白肌等 7个组织的相对表达水
平。如图 1所示, miR-133a-5p在红肌的表达量最
高, 在心脏和白肌的表达次之, 其中在背部、腹部
和尾部白肌之间的表达无显著性差异 , 而且在
肝、脾、肾和肠都只检测到少量的表达, 这表明

表 1 荧光定量 PCR引物序列
Table 1 The primers for real-time fluorescence quantitative PCR

Primer
miR-133a-5p-F
RPL13-RT-F1
RPL13-RT-R1

Sequence (5忆-3忆)
CGAGCTGGTAAAATGGAACC
CACAAGAAGGAGAAGGCTCGGGT
TTTGGCTCTCTTGGCACGGAT

Annealing temperature/益
58
58

Amplification efficiency/(%)
97.4
98.6
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miR-133a-5p主要在肌源性组织中高表达。

2.2 miR-133a-5p在翘嘴鳜胚胎不同发育阶段
的表达分析

为了解 miR-133a-5p在翘嘴鳜不同胚胎发
育阶段的表达情况, 利用荧光定量 PCR 检测了
miR-133a-5p 在 2 细胞期(受精 1 h)、32 细胞期
(2.5 h)、囊胚早期(5 h)、囊胚晚期(7 h)、原肠早期
(12 h)、原肠晚期(17 h)、神经胚期(18 h)、视泡期
(20 h)、尾芽期(23 h)、肌效期(38 h)、心搏期(41 h)
和出膜期(58 h)的相对表达水平。如图 2所示, miR-
133a-5p在翘嘴鳜胚胎的 2细胞期就有表达, 且
此时的表达量最高, 说明 miR-133a-5p的表达具
有母源性; 随后, 32细胞期至囊胚早期的表达量
显著降低; 而且, 随着胚胎的发育, miR-133a-5p
的表达量进一步降低, 从囊胚晚期至出膜期其表
达均维持在一个较低的水平, 且各发育阶段的表
达无明显差异。

2.3 饥饿 5 d后 miR-133a-5p的昼夜节律性表
达分析

为确定 miR-133a-5p在正常投喂和短期饥
饿状态下的表达是否具有节律性, 本研究利用荧
光定量 PCR分别检测了正常投喂和饥饿 5 d的
翘嘴鳜在一昼夜 9个时间点的 miR-133a-5p相
对表达水平。如图 3所示, miR-133a-5p的表达在
正常投喂翘嘴鳜白肌中无明显节律性(P=0.51), 振

幅是 0.39, 表达的平均值为 1.56, 峰值相位对应
的时间点为 ZT0.81。饥饿 5 d 后, 白肌中 miR-
133a-5p的表达具有显著的昼夜时间差异性(图4),
即 miR-133a-5p的表达呈现昼夜节律性(P=0.01),
为昼高夜低的节律性振荡, 振幅为 0.51, 达到峰
值相位的时间点为 ZT8.97。相比于正常投喂组,
饥饿导致 miR-133a-5p的表达峰值出现时间推
迟约 8 h。以上结果说明, 在正常情况下, miR-
133a-5p不呈现节律性表达, 但是饥饿后外周生
物钟可能通过调控 miR-133a-5p的节律性表达
调节翘嘴鳜肌肉在逆境下的适应性生理功能。

3 讨论

一些 miRNA具有组织特异性, 例如 miR-1、
miR-133家族、miR-206和 miR-208a/b等仅在骨
骼肌和心肌中呈现高水平表达, 又被称为肌肉特
异性 miRNA[9, 24-25], 它们的表达与肌肉相关组织的
生长、发育密切相关。习欠云等[26]的研究结果表
明, miR-133在不同品种猪的肌肉组织中存在特
异性表达, 这些特征在某种程度上与骨骼肌发育
紧密相关。吴秋雪等[27]对散养和笼养肉仔鸡各部
位肌肉组织中的 miR-133进行了表达量分析, 结
果显示散养鸡翅肌和腿肌中 miR-133的表达量
比笼养鸡要低, 而笼养鸡心肌和胸肌的 miR-133
表达量比散养鸡要低。以上信息说明 miR-133可
根据环境的变化调节不同部位肌肉组织的生长、

图 1 miR-133a-5p在翘嘴鳜不同组织中的相对表达水平
图中不同字母代表不同组织中的表达水平存在显著性差
异(P<0.05)。
Fig.1 Relative expression levels of miR-133a-5p in dif原
ferent tissues of S. chuatsi
Different letters in the figure represent significant differences
(P<0.05) in different tissues.

图 2 miR-133a-5p在翘嘴鳜胚胎不同发育阶段的相对
表达水平
图中不同字母代表不同发育阶段的表达水平存在显著性

差异(P<0.05)。
Fig.2 Relative expression levels of miR-133a-5p in dif原
ferent embryonic stages of S. chuatsi
Different letters in the figure represent significant differences
(P<0.05) in different developmental stages.
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图 3 miR-133a-5p在正常投喂翘嘴鳜白肌中 24 h内的表达水平
ZT: 区时; 黑色虚线为余弦拟合曲线; 横轴中 ZT0~ZT12为光照阶段, ZT12~ZT24为黑暗阶段; 图中不同字母表示不同时间
点的表达水平有显著差异性(P<0.05)。
Fig.3 Expression levels of miR-133a-5p in fast-twitch muscles of normally fed S. chuatsi within 24 h
ZT: Zone time. The black dotted line is a fitted cosine curve. On the horizontal axis, ZT0~ZT12 are the light period, and ZT12~
ZT24 are the dark period. Different letters in the figure indicate significant differences (P<0.05) at different time points.

图 4 miR-133a-5p在饥饿 5 d后的翘嘴鳜白肌中 24 h内的表达水平
ZT: 区时; 黑色虚线为余弦拟合曲线; 横轴中 ZT0~ZT12为光照阶段, ZT12~ZT24为黑暗阶段; 图中不同字母表示不同时间
点的表达水平有显著差异性(P<0.05)。
Fig.4 Expression levels of miR-133a-5p in S chuatsi fast-twitch muscles within 24 h after 5 days of fasting
ZT: Zone time. The black dotted line is a fitted cosine curve. On the horizontal axis, ZT0~ZT12 are the light period, and ZT12~
ZT24 are the dark period. Different letters in the figure indicate significant differences (P<0.05) at different time points.
发育, 使该物种更好地适应所处环境。张伟等[28]对
巴什拜羊的 miR-133 做了表达分析, 结果显示
miR-133在骨骼肌以及心肌组织中呈现高水平表
达, 当 miR-133水平上调时, 骨骼肌卫星细胞的
增殖受到抑制, 细胞逐渐向分化状态转变。还有
研究表明, miR-133a可能与平滑肌向骨样细胞转
化以及间充质干细胞分化为成肌细胞有关[29-30]。本

研究对 miR-133a-5p在翘嘴鳜的心、肝、脾、肠、
肾、红肌和白肌组织中的表达进行了分析。结果显

示, miR-133a-5p 在红肌中的表达水平最高, 在
白肌和心肌的表达水平次之, 在肝、肾、脾、肠中
仅有少量表达(图 1), 表明 miR-133a-5p在翘嘴鳜
中的表达也呈肌肉特异性。但目前关于 miR-
133a-5p在翘嘴鳜肌肉中的功能及作用机理尚不
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明确, 仍需进一步研究。
动物骨骼肌发育形成的关键时期是胚胎期,

其中 miR-133能抑制血清反应因子(serum respon-
se factor)的表达, 从而起到促进成肌细胞增殖和
抑制分化的作用[9]。本研究采用实时荧光定量PCR
对 miR-133a-5p在翘嘴鳜胚胎不同发育时期的
表达水平进行了检测, 结果显示 miR-133a-5p在
翘嘴鳜胚胎发育的 2细胞期就有高水平的表达,
但表达量随发育阶段的进行逐步降低, 从囊胚晚
期开始其仅呈低水平的表达(图 2)。以上结果说明,
miR-133a-5p在翘嘴鳜呈母源性表达, 暗示 miR-
133a-5p抑制其靶基因在胚胎早期的表达, 从而
使靶基因主要在胚胎发育后期发挥作用。Mishima
等[7]在斑马鱼的研究显示, miR-133 在胚胎发育
过程中调节肌动蛋白相关基因、肌动蛋白结合基

因和囊泡运输基因的表达, 影响肌动蛋白的编排,
从而参与肌节的组装过程。Yin等[31]的研究揭示,
miR-133通过调节 Mps1 和 Cx43的表达来发挥
心肌细胞增殖的内源性抑制剂作用。另外, Huang
等[32]发现 miR-133a的下调会引起肌细胞过度增
殖, 导致斑马鱼胚胎的心脏缺陷和功能障碍。上
述研究都表明, miR-133对斑马鱼胚胎期的肌肉
组织发育有重要作用, 但是 miR-133a-5p在翘嘴
鳜胚胎期肌肉发育中的调控作用及其靶基因还需

进一步的研究。

骨骼肌是维持动物个体蛋白质代谢稳态的重

要组织, 当肠道吸收的氨基酸受限时, 骨骼肌就
充当氨基酸的主要来源库[33-34]。肌肉质量和肌纤维
大小的调节本质反映了蛋白质的转换, 即肌纤维
中蛋白质合成和降解之间的平衡[35]。骨骼肌占鱼
体质量的 40%~60%, 肌肉组织中蛋白质的氨基酸
分解代谢可以提供饥饿期间机体所需的葡萄糖[36]。
在外界食物来源匮乏的状态下, 饥饿胁迫很可能
会通过改变部分生物钟基因以及成肌因子的表达

进而影响到鱼类肌肉的生长[37]。因此, 本研究对
miR-133a-5p在正常投喂以及饥饿 5 d的翘嘴鳜
白肌中的表达进行了 24 h内连续 9个时间点的
检测, 发现 miR-133a-5p的表达在正常情况下无
昼夜节律性(图 3), 但在饥饿 5 d之后出现明显的
节律性(图 4)。一些研究也表明 miRNA可以影响
生物节律的调节, 多种 miRNA已经被证明在多
个器官中与时钟基因转录后的调节有关[38-39]。肌肉
特异性 miR-206不仅能调节肌肉发育, 而且在转
录后水平参与哺乳动物昼夜节律调控[11]。常雪蕊

等 [40]的研究发现, miR-133a-5p可能通过介导生
物钟基因 RORA 的表达调节各物质在猪体内的
分泌和代谢, 从而影响生理活动。结合本研究结
果可知, miR-133a-5p可能不参与翘嘴鳜正常状
态下的生物节律性, 但是能在特定条件下(如饥饿)
通过调控生物节律对肌肉的生理功能或生长发育

起到调控作用。

总之, 本研究对 miR-133a-5p在翘嘴鳜不同
组织、不同胚胎发育阶段的表达量以及其在翘嘴

鳜饥饿 5 d后的节律性表达进行了初步研究, 为
深入探究 miR-133a-5p 在翘嘴鳜中的功能以及
利用生物节律提高翘嘴鳜养殖效益等提供了一些

新的参考。
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