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摘要    合理选择盐度驯化方式是目前虹鳟(Oncorhynchus mykiss)养殖生产所要解决的重要问题之

一。本研究通过分析盐度驯化对虹鳟幼鱼外骨骼(鳞组织)中基因表达水平的影响，重点探讨了盐度

对鱼类骨代谢的影响机制。首先，分别采集海水(盐度 28)驯化 7 d 和常规淡水养殖(对照)条件下的

虹鳟鳞组织，采用 Illumina HiSeq 4000 测序平台进行转录组测序(RNA-Seq)。以 log2|fold change|≥1

且 P<0.05 作为显著差异表达基因(DEGs)筛选条件，共筛选出 1714 个 DEGs，其中，484 个基因显

著上调，1230 个基因显著下调。GO 功能注释分析结果显示，上述 DEGs 主要被注释在细胞膜、细

胞质、细胞核、运输、信号转导、金属离子结合和 ATP 结合等功能中。KEGG 通路富集分析结果

显示，DEGs 在氧化磷酸化、药物代谢–细胞色素 P450、蛋白酶体、p53 信号通路和心肌收缩等通

路中显著富集。利用实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)对随机选取的 8 个 DEGs 的表达量进行验证，结

果显示，RT-qPCR 与 RNA-Seq 结果一致，表明 RNA-Seq 数据可靠。结果表明，以 4/d 的盐度提升

速率对虹鳟进行盐度驯化，对其 Mmp-2、Mmp-9、Acp5b、Alpl、Osteocalcin、OPG 和 Col12a1 等

骨代谢相关基因及 NF-kB、MAPK-(JNK、p38、ERK1/2 和 STAT3)、Wnt/β-catenin、BMP/Smads 和

OPG-RANK-RANKL 等骨代谢相关信号通路影响不显著，说明本研究所采用的驯化模式较为合理。

本研究结果可为虹鳟的养殖生产实践提供参考，所获得的基因信息、功能注释和通路富集信息可为

探究硬骨鱼类骨代谢的调控机理及其应对环境变化的演化规律提供新视角。 

关键词    虹鳟；鳞；盐度驯化；转录组测序；实时荧光定量 PCR 
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骨的新陈代谢(骨代谢)包括骨的形成和吸收，由

成骨、破骨细胞行使功能，主要表现为钙的生物矿化

及再活化(钙代谢)。硬骨鱼类的耳石、鳞、鳍及其内

骨骼作为鱼体的钙库，涵盖了鱼体约 99%的钙(Flik et al, 

1986)。鱼类钙的稳态调节主要通过鳃、肠等组织的

离子交换及营养吸收作用完成(Loewenac et al, 2016)。

当饵料中的钙摄入量不足时，鱼类可通过鳃、肠等组

织吸收水环境中的 Ca2+进行补充。鱼体对 Ca2+的吸收
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效率还受到盐度的影响。例如，在高盐(如海水)水体

中，金头鲷(Sparus aurata)肠道对 Ca2+的吸收效率更

高(Guerreiro, 2004)。班红琴等(2010)研究发现，虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)血清 Ca2+浓度随盐度的升高呈

先降低后升高的变化趋势。由此可见，盐度变化对鱼

体内的钙代谢过程具有显著影响。 

鳞是鱼类特有的皮肤衍生物，也是鱼类外骨骼的

重要组成部分，其细胞组成和骨化机制与内骨骼十分

相似。某些硬骨鱼类鳞的钙含量可达鱼体总钙的

20%，是鱼类潜在的钙储存库(Persson et al, 1995)。已

有研究表明，当鱼体对钙的需求显著增加(如性成熟

时期 )或钙缺乏较多且不能通过其他途径得到补充

时，会通过吸收鳞中的钙(钙活化)进行弥补(Guerreiro 

et al, 2002)。据报道，金鱼(Carassius auratus)及虹鳟

的钙活化优先发生于鳞中，其次为鳍条，而内骨骼为

最终选择(Persson et al, 1997; Shinozaki et al, 2000)。

由此可见，相较于内骨骼，鳞中的矿化钙更易被调用

(Berg, 1968)。此外，鳞作为鱼类的外骨骼，直接暴露

于水环境且更易于采集，可作为钙代谢研究的优良载

体，还可为进一步揭示盐度变化对鱼类骨代谢的影响

提供理想模型。 

虹鳟属鲑形目(Salmoniformes)、鲑科(Salmonidae)、

太平洋鲑属(大马哈鱼属)(Oncorhynchus)，是原产于

北美洲的一种冷水性鱼类(贾素文等, 2016)。近年来，

全球鲑鳟鱼养殖年产量超过 200 万 t (户国等, 2017)，

其中，虹鳟是我国养殖产量最高的鲑鳟鱼类。虹鳟属

广盐性鱼类，体重在 35 g 以上的幼鱼经半咸水过渡

即可适应海水生活，且海水养殖虹鳟在生长速度、抗

病力和肉质等方面更具优势(班红琴等, 2010; 贾素文

等, 2016)。我国大部分海域夏季温度过高，不适合虹

鳟的网箱养殖，而虹鳟的海水工厂化养殖处于起步阶

段，目前仍以淡水养殖为主(杨静雯等, 2019)。因此，

虹鳟的盐度驯化是目前虹鳟养殖生产面临的主要问

题之一。研究盐度驯化对虹鳟骨代谢的调节机制，不

仅可为虹鳟养殖生产实践提供参考，还可为探明硬骨

鱼类骨代谢的调控机理及其应对环境变化的演化规

律提供新视角。 

近年来，针对脊椎动物代谢过程的分子机制研究

已成为热点。随着各种组学技术的发展，转录组学

(transcriptomics)技术因其在发现基因、查找控制特异

性状的潜在主效基因和研究基因表达调控方面最为

简单有效，被广泛采用(Li et al, 2014)。本研究利用转

录组测序(RNA-Seq)技术筛选与盐度适应及骨代谢相

关功能基因，分析盐度驯化对虹鳟鳞组织基因表达水

平的影响。通过对差异表达基因(differentially expressed 

genes, DEGs)进行功能注释和通路富集，获取上述基

因的功能分类及显著富集的功能分析结果；采用实时

荧光定量 PCR(RT-qPCR)技术对盐度驯化下基因表达

量进行检测，验证转录组数据的可靠性，相关结果可

为鱼类骨代谢调控相关功能基因的挖掘提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用虹鳟幼鱼共计 180 尾[体长(17.00±1.65) cm，

体重(52.90±11.65) g]，采集于山东省潍坊市临朐县淡

水虹鳟养殖基地。分别将虹鳟幼鱼置于 6 个有效体积

为 1000 L (直径 1.6 m，高 0.6 m)的 PE 桶中(30 尾/桶)，

水深约为 PE 桶高度的 1/2，流水暂养 3 d (淡水，水

温为 14~16℃，水体硬度约为 35.75 mmol/L)，光周期

条件为 12 h:12 h，每天 08:00 和 16:00 投喂配合饲料

(总投喂量约为鱼体重的 3%)。 

本实验设置海水(盐度 28)驯化组(seawater group, 

SW)和常规淡水养殖组(对照，control group, CG) (水

体盐度约为 3)，每组设置 3 个平行。其中，SW 以 4/d

的盐度提升速率对虹鳟进行盐度驯化，盐度升至 28

后维持不变。进行盐度驯化的第 1 天记为 1 d，驯化

至 7 d 时进行取样。海水由海水素(青岛海之盐水族科

技有限公司)配制。每个平行组分别采集 2 尾虹鳟鳞

组织(所有鳞组织样品均采集于鱼体左侧，背鳍基部

下方至尾柄处，面积约 1 cm2)，立即投入液氮速冻，

再转移至–80℃冰箱保存备用。 

1.2  总 RNA 提取及 cDNA 第一链的合成 

虹鳟鳞组织，按照 Trizol (Invitrogen, 美国)常规

法提取总 RNA。通过 1.5%琼脂糖凝胶电泳和核酸测

定仪分别检测总 RNA 的完整性及浓度，根据

PrimeScriptTM Ⅱ 1st strand cDNA synthesis 试剂盒

(TaKaRa)说明书，将 1 μg 总 RNA 反转录合成第一链

cDNA，并保存于–40℃冰箱，用于 RT-qPCR 验证。 

1.3  转录组文库构建及高通量测序 

将质检合格的 RNA 样品送至杭州联川生物技术

股份有限公司完成 RNA-Seq 文库制备及测序。去除

合格样品中核糖体 RNA 后，以 cDNA 文库的平均插

入尺寸为 2×150 bp (PE 150)的规则进行文库构建。将

建好的测序文库在 Illumina HiSeq 4000 平台上按照说

明书的要求进行配对测序。 

1.4  转录组数据处理与分析 

将 Illumina HiSeq 4000 平台上得到的原始图像数
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据经过 Base Calling 转化为原始测序序列数据。使用

Cutadpter V1.10 (Martin, 2011)对原始数据进行预处

理，并使用 Fast QC (http://www.bioinformatics.babraham. 

ac.uk/projects/fastqc/)在线工具对样本的测序数据质

量进行可视化评估。通过一系列的质量控制筛选，得

到高质量的 clean data，再使用 Bowtie 2 (Langmead et al, 

2012)和 Hisat 2 (Kim et al, 2015)映射读取基因组数

据，最后每个样本的映射读本使用 StringTie 软件

(Pertea et al, 2015)进行序列拼接与合并。将经过拼接

合并之后的转录本去冗余后，取聚类最长的转录本作

为 unigene，构建本研究的 unigene 库。 

1.5  差异表达基因筛选及其 GO 注释和 KEGG 富集

分析 

采用 Bowtie 2 (Langmead et al, 2012)将测序得到

的 read 与 unigene 库进行比对，基因表达量用 FPKM 
(fragments per kilobase of exon per million fragments 
mapped)进行估算，计算公式： 

FPKM=cDNA fragments/mapped fragments (millions)/ 
transcript lengths (kb) 

为了检测基因表达水平，将每个样品中的 clean

读数映射到组装的转录组以获得每个基因的读数。在

筛选过程中，以 log2|fold change|≥1 作为不同组间

DEGs 的筛选阈值，P<0.05 具有统计学意义，使用

edgeR (Smyth, 2010)进行样本两两之间的差异表达分

析，获得 2 个样品之间的 DEGs，来估算各转录本的

表达水平。 

用 Blast2GO 软件(默认参数)对得到所有 DEGs

的 GO (gene ontology)注释信息，并对 DEGs 进行 GO

功能分类统计。根据 GO 的 3 个 ontology，对基因的

分子功能、所处的细胞位置以及参与的生物过程进行

描述(Zhu et al, 2016)。使用 Cluster Profiler 对 DEGs

进行 KEGG (Kyoto encyclopedia of genes and genomes)

通路富集分析，当矫正后的 P<0.05 时，表示该功能

存在显著富集(Zhu et al, 2016)。 

1.6  实时荧光定量 PCR 分析 

基于 SW 和 CG 虹鳟鳞组织中基因 FPKM 值变化

倍数，在 log2|fold change|≥1 且 P<0.05 的条件下，

随机取 8 个 DEGs (表 1)，通过 RT-qPCR 技术检测转

录组数据的可靠性。以核糖体 18S rRNA 基因作为内

参，使用 Primer Premier 5.0 软件，根据基因 cDNA

序列分别设计相应的特异性引物(表 2)，并由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成，利用 LightCycler480 

Ⅱ型实时荧光定量 PCR 仪，根据 SYBR® Premix Ex 

TaqTM (TliRNase H Plus)试剂盒(TaKaRa)说明进行操

作，各样品设置 3 个重复。所有引物均经过扩增效率

检测(E>90%; R2>0.990)，RT-qPCR 产物经测序验证。 

根据测得的 Ct 值，采用 2–ΔΔCt 法(邝杰华等, 2020)

计算各基因的相对表达量。所得数据均以平均值±标

准差( ͞x±SD, n=3)表示，使用 SPSS 19.0 中的单因素方

差分析(one-way ANOVA)法及 Duncan´s 多重比较，分

析各基因表达量在 2 种不同盐度条件下的差异水平，

若 P<0.05，表示有显著差异；若 P<0.01，则差异极

显著。 

2  结果与分析 

2.1  转录组测序数据及比对分析 

对 SW (SW-1、SW-2 和 SW-3)和 CG (CG-1、CG-2

和 CG-3)的虹鳟鳞组织进行 RNA-Seq，共获得 75.1 Gb 

clean data。测序样品的数据质量及比对结果详见表 3，

各样品的 clean data 均达到 11.22 Gb，Q30 碱基百分

比均在 97.99%以上。将各样品的 clean read 与虹鳟鱼

基因组进行序列比对，比对效率均在 86.05%以上。 
 

表 1  用于 RT-qPCR 验证的差异表达基因 
Tab.1  Differentially expressed genes for RT-qPCR verification 

基因 ID Gene ID 基因名 Gene name Log2 变化倍数 Log2(fold change) 基因注释 Gene annotation 

MSTRG.114849 HSP90a +2.94 (↑) Heat shock protein HSP 90-alpha 

MSTRG.4309 BAG3 +2.72 (↑) BAG family molecular chaperone regulator 3

MSTRG.21935 Mapk1 –2.12 (↓) Mitogen-activated protein kinase 1 

MSTRG.97830 CA –3.04 (↓) Carbonic anhydrase 

MSTRG.143385 CDH13 –4.37 (↓) Cadherin 13 

MSTRG.25011 CRTAC1 –4.42 (↓) Cartilage acidic protein 1 

MSTRG.41651 Syt2 –7.50 (↓) Synaptotagmin 2 

MSTRG.46492 Krt19 –13.21 (↓) Keratin, type I cytoskeletal 19 

注：“↑”和“↓”分别代表 DEGs 的表达上调和下调。 

Note: The symbols“↑”and“↓”indicate the up-regulated and down-regulated EDGs. 
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表 2  本实验所用引物 
Tab.2  Primers used in this study 

引物名称 Primer 序列 Sequence (5′~3′) 用途 Usage 

18S-F CTTAGAGGGACAAGTGGCGTTCAGC

18S-R CACGAGTGGGGTTCATCGGGTT 

内参基因 
Internal control gene 

Hsp90AA1-F TGACAGACCCGACCAAGATG 

Hsp90AA1-R GCGGAGTAGAAACCCACACC 

Hsp90AA1 的表达 
Expression of Hsp90AA1 

BAG3-F AGACTGCCGCCATCCATATCC 

BAG3-R ATCTCCTGCTCCTGCTCCATTC 

BAG3 的表达 
Expression of BAG3 

Mapk1-F TTTGGGCTGGCACGGATAG 

Mapk1-R GAGCCAAGGATGCCCAGTATG 

Mapk1 的表达 
Expression of Mapk1 

CA-F AAAGGTTCTGGATGCTCTGGAG 

CA-R TGGGTAAGGCTGACACTGATTG 

CA 的表达 
Expression of CA 

CDH13-F CAACCATCTGCCTGTCTTCACT 

CDH13-R GCCTCGTTCTCTACACTGACTG 

CDH13 的表达 
Expression of CDH13 

CRTAC1-F AATCACTGGCTGCGTGTAATCC 

CRTAC1-R GCGACAGGCTCCATCTCACA 

CRTAC1 的表达 
Expression of CRTAC1 

Syt2-F GCAGCACAATGGGAAACGAATC 

Syt2-R ACTCCTGTGGCACCGTAACC 

Syt2 的表达 
Expression of Syt2 

Krt19-F TGTGGTGCTGTGAATGTGGAGA 

Krt19-R CTCTGTGGTGCTGGTGGTGAT 

Krt19 的表达 
Expression of Krt19 

 
表 3  各样本转录组测序数据信息 

Tab.3  Information of transcriptomic read of each sample 

组别 
Group 

数目 
Total read 

总碱基数 
Clean data /G 

碱基质量≥30 百分比 
Q30 /% 

比对到参考基因组上的 read 数 
Mapped read 

CG-1 89 658 290 13.45 98.71 77 837 136 (86.82%) 

CG-2 86 266 528 12.94 98.58 78 047 660 (90.47%) 

CG-3 74 812 354 11.22 98.25 64 591 320 (86.34%) 

SW-1 84 319 514 12.65 98.59 72 864 251 (86.41%) 

SW-2 83 602 640 12.54 98.10 71 937 217 (86.05%) 

SW-3 82 017 856 12.30 97.99 71 369 583 (87.02%) 

 

2.2  差异表达基因分析 

将 2 组虹鳟鳞组织的测序结果进行比较，在

log2|fold change|≥1 且 P<0.05 条件下，筛出 1714 个

DEGs，其中，上调表达的 DEGs 数量为 484 个，下

调的数量为 1230 个，并对 DEGs 分析结果绘制火山

图(图 1)。 

2.3  差异表达基因 GO 功能注释分析 

对 DEGs 进行 GO 功能注释分析，将所有 DEGs

归类到 GO 三大分支：生物过程、细胞组分和分子功

能。包括 50 个功能小类，涉及的生物过程有 15 个，

细胞组分 15 个，分子功能 20 个，其中，生物过程部

分以 DNA 为模板的转录调控、运输和信号转导等功 

能为主；细胞组分中以膜、膜的组成部分、细胞核、

细胞质和细胞膜等功能为主；分子功能以金属离子结

合、ATP 结合、核苷酸结合、钙离子结合和锌离子结

合为主(图 2)。 

2.4  KEGG 通路富集分析 

按照 KEGG 通路类型分类，虹鳟鳞组织 DEGs

分别注释到细胞过程、环境信息处理、遗传信息加工、

人类疾病、新陈代谢和有机系统 6 个分支(图 3)。其

中，虹鳟鳞组织 DEGs 在新陈代谢、环境信息处理和

有机系统这 3 个一级通路分类(KEGG main class)中富

集较多。KEGG 二级通路分类(KEGG subclass)富集结

果显示，在信号转导、信号分子与相互作用、运输和

分解代谢以及真核生物细胞群落等通路中富集的 
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图 1  差异表达基因的火山图分析 
Fig.1  The volcano plot of differentially expressed genes 

图中横线为 P<0.05 阈值，并且越靠近左边或右边的

圆点的表达差异越显著。图中红色圆点表示盐度驯化时上

调表达基因，绿色圆点表示盐度驯化时下调表达基因，灰

色圆点表示非差异表达基因。 
The horizontal line in the figure shows the P<0.05 

threshold, and the closer the dot to the left or the right is, the 
more significant the difference is. In the figure, the red dot 
indicates the up-regulated gene, the green dot indicates the 

down-regulated gene, and the gray dot indicates the 
non-differentially expressed gene. 

 

DEGs 较多；在能量代谢、其他氨基酸代谢和异生物

素生物降解与代谢等通路中富集的 DEGs 比例较高。

在利用 KEGG 数据库对 DEGs 进行通路富集分析时，

以 P<0.05 为阈值，选取了前 20 条显著富集的代谢通

路(图 4)。虹鳟鳞组织的 DEGs 在氧化磷酸化、药物

代谢–细胞色素 P450、谷胱甘肽代谢、蛋白酶体、p53

信号通路、细胞色素 P450 对异生物的代谢、金黄色

葡萄球菌感染、碳代谢、柠檬酸循环(TCA 循环)和心

肌收缩等通路中显著富集。其中，参与氧化磷酸化的

DEGs 数目最多(38 个)，其次为参与 p53 信号通路的

DEGs (33 个)。 

2.5  实时荧光定量 PCR 验证 

为验证 RNA-Seq 结果的准确性，本研究采用

RT-qPCR 对随机挑选的 8 个 DEGs (2 个上调和 6 个下

调表达基因)的表达水平进行检测，结果如图 5 所示，

各基因的表达情况与 RNA-Seq 结果一致。 

3  讨论 

本研究首次对虹鳟鳞组织进行 RNA-Seq，结果

显示，Q30 碱基百分比最低为 97.99%，clean read 与

虹鳟参考基因组序列的比对效率均在 86.05%以上。

已报道的虹鳟其他组织的 RNA-Seq 结果中，Q30 碱

基百分比最低为 89.62%，clean read 与虹鳟参考基因

组序列比对的效率在 66.17%以上(李永娟, 2018; Kim, 

2021; Cleveland et al, 2021)。相比之下，本研究中虹

鳟鳞组织的碱基比对效率较高。 

本研究筛选到的 DEGs 主要为能量代谢、以糖代

谢为主的物质代谢过程及渗透压调节相关基因。尽管

鳞组织并未直接参与鱼类的渗透压调节过程，但它作

为鱼类的皮肤衍生物和外部保护屏障，与水环境接触

最充分，在虹鳟盐度驯化的过程中可能发挥了一定作

用。由此可见，鳞组织可作为候选对象，用于鱼类环

境适应性的调控机制研究。 

本研究中，与应激和高渗调节相关的基因，如热

休克蛋白 90a (heat shock protein HSP 90-alpha, 

Hsp90a)和 BAG 家族分子伴侣调节剂 3 (BAG family 

molecular chaperone regulator 3, BAG3)等基因的表达

水平显著上调。Hsp90 是细胞应激和内源性保护蛋白

的生物标志物(Cqza et al, 2021)，其表达情况反应了

鱼类的应激程度。据报道，盐度胁迫处理下的三疣梭

子蟹(Portunus trituberculatus) (Zhang et al, 2009)、大

西洋鲑 (Salmo salar) (Pan et al, 2000) 和大黄鱼

(Pseudosciaena crocea) (李明云等, 2015)等物种，其

HSP90a mRNA 的表达量均显著增加。此外，将三疣

梭子蟹 HSP90a 蛋白转入大肠杆菌(Escherichia coli)

可显著增强大肠杆菌的盐度耐受性(覃烨等, 2012)。

本研究中，推测虹鳟通过上调 Hsp90a 提高其盐度适

应性。BAG3 作为一种存活蛋白，通常在细胞受到如

高温、高盐、重金属和蛋白酶体抑制等刺激时被激活。

推测在鱼类适应盐度变化的过程中，BAG3 的上调可

能通过促进蛋白质的识别和转运，提高机体损伤或变

性蛋白质代谢水平(Minoia et al, 2014)。此外，与低渗

调节相关的碳酸酐酶(carbonic anhydrase, CA)基因显

著下调。CA 是一类含锌金属的酶，具有促进鱼体对

Na+吸收的作用(冉凤霞等, 2020)。斑马鱼(Danio rerio) 

CA2a 和 CA15a 在低 Na+水体中表达显著下调，在高

Na+水体中表达显著上调，表明其在鱼类应对低渗环

境过程中可能发挥重要作用(Ito et al, 2013)。 

虹鳟在从淡水驯化(过渡)至海水(盐度 28)的过程

中，与 Ca2+结合和运输相关基因，如钙粘着蛋白 13 

(Cadherin 13, CDH13)、软骨酸性蛋白 2 (cartilage acidic 

protein 1, CRTAC1)和突触结合蛋白 2 (Synaptotagmin 

2, Syt2)等基因的表达被抑制。推测其原因，可能是高

渗环境导致鱼体 Ca2+的吸收低于排出速率，Ca2+处于

较低水平，机体为维持钙稳态的平衡，从而抑制了钙

代谢相关基因的表达(班红琴等, 2010)。 
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图 2  差异表达基因 GO 富集分析 
Fig.2  GO enrichment analysis of differentially expressed genes 

纵坐标为富集的 GO term，横坐标为该 term 中差异基因个数。不同颜色用来区分生物过程、细胞组分和分子功能。 
The ordinate is the enriched gene ontology (GO) term, and the abscissa is the number of differentially expressed genes in the term. 

Different colors are used to distinguish biological processes, cellular components and molecular functions. 
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图 3  差异表达基因 KEGG 通路富集分析 
Fig.3  KEGG pathway enrichment analysis of differentially expressed genes 

纵坐标为富集的 KEGG 二级分类，横坐标为富集到该分类中基因比例，每个二级分类条目上的数字代表该条目上富集到

差异基因的数目不同颜色用来区分细胞过程、环境信息处理、遗传信息加工、人类疾病、新陈代谢和有机系统。 
The ordinate is the enriched KEGG subclass, and the abscissa is the percent of genes enriched in this subclass, the number on 
each KEGG subclass item represents the number of differentially expressed genes on that item. Different colors are used to 

distinguish cellular processes, environmental information processing, genetic information processing,  
human diseases, metabolism and organismal systems. 
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图 4  差异表达基因显著富集的前 20 条 KEGG 通路 
Fig.4  Top 20 KEGG pathways with significant enrichment of differentially expressed genes 

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 值， 

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。 
Ordinate represents the name of the pathway, and the abscissa represents the enrichment factor, the color of the circle represents P. 
The deeper the red color, the more reliable the significant enrichment, and the larger the circle, the greater the number of enriched genes. 

 
 

 
 

图 5  差异表达基因的 RT-qPCR 验证 
Fig.5  RT-qPCR verification of differentially expressed genes 

已有研究表明，Mmp-2、Mmp-9、Acp5b、Ctsk、

TNF-α、Alpl、Osterix、Osteocalcin、OPG 和 Col12a1

等(Kitaura et al, 2020; Metz et al, 2014; Vrieze et al, 

2011)基因均有可能参与骨形成、骨吸收及成骨细胞

和破骨细胞活性的调节，但 RNA-Seq 结果显示，这

些基因在虹鳟鳞组织中的表达水平未见显著变化。据

此推测，本研究所采用的盐度驯化方式未对骨代谢相

关基因的表达水平产生显著影响，可见虹鳟作为广盐

性鱼类，对水体盐度变化的适应能力较强，在较为缓

慢的盐度驯化模式下其骨代谢水平较为稳定。 

虹鳟鳞组织 DEGs 的 KEGG 通路富集结果显示，

DEGs 在蛋白酶体通路和能量代谢相关通路上被显著
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富集。蛋白酶体的主要作用是降解细胞内受到损伤的

蛋白质(Schubert et al, 2020)。盐度变化会影响鱼类的

渗透压调节系统，而由此产生的细胞内液离子浓度的

改变则可能会导致某些蛋白质损伤甚至变性，这种情

况下，鱼体可能通过调节蛋白酶体通路相关基因的表

达量进行响应(孟玮等, 2021)。如具有蛋白质转运功

能的 BAG3 mRNA 表达水平增强，可进一步提高变性

或损伤蛋白质的降解效率。孟玮等(2021)对日本黄姑

鱼(Nibea japonica)进行急性盐度胁迫后，筛选到的

DEGs 在急性炎症反应条目显著富集，表明鱼体在胁

迫下产生强烈应激反应。尽管本研究中部分 DEGs 在

药物代谢–细胞色素 P450、p53 信号通路和急性髓性

白血病等与机体免疫和损伤相关的通路上也得到显

著富集，但相关基因数量较少，且这些基因并未富集

到较多的应激相关通路。这些结果从另一角度证明了

本研究选取的驯化模式较为安全合理。 

最后，虹鳟鳞组织中的 unigene 多被富集在

MAPK、Wnt 和钙信号通路等与骨代谢相关通路中，

表明鳞组织可作为骨代谢研究中外骨骼部分的理想

模型。然而，DEGs 在 NF-kB、MAPK (JNK、p38、ERK1/2

和 STAT3)、Wnt/β-catenin、BMP/Smads、Notch、

Jak/Sart、TGF-β 和 OPG-RANK-RANKL 等骨代谢相

关信号通路富集不显著(Boyle et al, 2003; Kitaura et al, 

2020; 熊燕琴等, 2014)，表明以 4/d 的盐度提升速率

对虹鳟进行盐度驯化，未对其鳞组织的骨代谢相关基

因表达水平产生显著影响。 
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Analysis of the Transcriptomic Response to Salinity Acclimation  
in the Scale of Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) 

ZHOU Qiling1, MA Qian1,2①
, MAO Feifan1, YANG Erjun1,  

WANG Liuyong1, CHEN Gang1,2 
(1. College of Fisheries, Guangdong Ocean University, Zhanjiang, Guangdong  524025, China;  

2. Southern Marine Science and Engineering Guangdong Laboratory (Zhanjiang), Zhanjiang, Guangdong  524025, China) 

Abstract    The reasonable selection of salinity acclimation is one of the most important problems in 

Oncorhynchus mykiss culture. Calcium metabolism in fish varies with changing environmental salinity, 

and is a crucial component of salt metabolism. The scale compartment constitutes a significant, readily 

accessible calcium source in fish, as it can contain up to 20% of the body´s total calcium. In terms of 

complexity, scales resemble bone better than cultured osteoblast or osteoclast cell lines. Therefore, scales 

are ideal models for calcium metabolism and bone research. To provide more reliable data to decipher the 

bone metabolism at the molecular level, an analysis of the transcriptomic response to salinity acclimation 

was performed on rainbow trout scales. Fish were subjected to seawater (salinity 28) acclimation or 

freshwater maintenance for seven days. RNA sequencing (RNA-Seq) was performed using the Illumina 

HiSeq 4000 sequencing platform. By setting the screening conditions for the significant differentially 

expressed genes (DEGs) as log2|fold change|≥1 and P<0.05, 1714 DEGs were identified, whereof 484 

and 1230 were significantly upregulated and downregulated, respectively. Gene Ontology function 

annotation analysis showed that the DEGs were primarily annotated in biological functions such as cell 

membrane, cytoplasm, nucleus, transportation, signal transduction, metal ion binding, and ATP binding. 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes pathway enrichment analysis showed that the DEGs were 

significantly enriched in pathways such as oxidative phosphorylation, drug metabolism-cytochrome P450, 

proteasome, p53 signaling pathway, and myocardial contraction. Furthermore, quantitative real-time PCR 

(RT-qPCR) was used to examine the expression of eight randomly-selected DEGs, and the results of the 

RT-qPCR and RNA-Seq were consistent, indicating the reliability of the RNA-Seq data. Unigene in 

rainbow trout scales are predominantly enriched in bone metabolism-related pathways, such as the MAPK, 

Wnt, and calcium signaling pathways, indicating that scales can be used as a model for bone metabolism 

research. The results of this study showed that the salinity acclimation of O. mykiss was carried out at a 

rate of salinity 4 per day; bone metabolism-related genes, such as Mmp-2, Mmp-9, Acp5b, Alpl, 

Osteocalcin, OPG and Col12a1; and bone metabolism-related signaling pathways, such as NF-kB, 

MAPK-(JNK, p38, ERK1/2, STAT3), Wnt/β-catenin, BMP/Smads, and OPG-RANK-RANKL, did not 

have a significant influence, indicating that the acclimation model adopted in this study was reasonable. 

The results could help clarify the regulatory mechanism of O. mykiss bone metabolism in response to 

altered salinity, and lay a theoretical foundation for aquaculture industry development.  
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