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摘要: 为探究翘嘴鳜(Siniperca chuatsi)磷酸烯醇式丙酮酸羧基酶(phosphoenolpyruvate carboxykinase, PEPCK)及鲜

味受体(taste receptor type 1 member 1, T1R1)基因 DNA 甲基化在其转食人工饲料中的作用, 实验检测了易驯食(可

转食人工饲料)及不易驯食翘嘴鳜(只接受活鱼)的脑、肝脏和尾鳍中 pck1 和 t1r1 基因的表达及启动子区域 CpG 岛

的 DNA 甲基化水平。结果显示, pck1 基因主要在肝脏中表达(P<0.05), 且组织表达水平与 DNA 甲基化水平密切相

关但并不完全一致; 在易驯食组肝脏中的 pck1 表达水平显著低于不易驯食组(P<0.05), 且在–2169 nt 位点的甲基化

水平显著高于不易驯食组(P<0.05)。t1r1 基因主要在脑中表达(P<0.05), 而甲基化水平在不同组织间无显著性差异

(P>0.05); 在易驯食组脑 t1r1 表达量显著低于不易驯食组(P<0.05)且甲基化水平在两个组之间没有显著性差异

(P>0.05)。研究表明, pck1 基因启动子区域的 DNA 甲基化可能通过调控 pck1 基因的表达, 促进翘嘴鳜转食人工饲

料; 而 t1r1 基因的甲基化可能不是调控其表达以促进翘嘴鳜转食的主要方式。 

关键词: 翘嘴鳜; 食性转变; DNA 甲基化; pck1; t1r1 

中图分类号: S963      文献标志码: A           文章编号: 1005–8737–(2022)07–1064–09 

鱼类食性是适应环境而形成的一种特性, 受

到包括内在的遗传和生理因素及外在的如食物组

成等多种因素的影响[1]。磷酸烯醇式丙酮酸羧基

酶(phosphoenolpyruvate carboxykinase, PEPCK)是

鱼类糖异生途径的限速酶[2-3]。对虹鳟(Oncorhyn-

chus mykiss)等肉食性鱼类的研究表明 , 包括

PEPCK 基因在内的糖异生关键基因高表达是它们

不能有效适应高碳水化合物饲料的重要原因[4-6]。

鲜味受体(taste receptor type 1 member 1, T1R1)与

鱼类对鲜味化合物的敏感性有关。斑马鱼(Danio 

rerio) t1r1 基因的敲除促进了其对浮萍等通常排

斥的食物的接受[7]。团头鲂(Megalobrama ambly-

cephala) t1r1 基因的缺失促进了其适应植物食性[8]。

草鱼(Ctenopharyngodon idella) t1r1 基因的表达水

平下调促进了其从肉食性转食草食[9]。由此可见, 

pck1 和 t1r1 基因与鱼类的摄食偏好及食性密切

相关。 

DNA 甲基化是一种发生在基因组 CpG 二核苷

酸位点上的修饰, 该位点可聚集在基因的启动子区

域形成 CpG 岛, 通常与基因表达的抑制有关[10-11]。

作为一种精确调节基因表达的方式, DNA 甲基化

与鱼类的生长发育[12-13]、繁殖[14-15]、环境适应[16]、

食性转变[9,17]等紧密相关。另外, 在大山雀(Parus 

major)等小型鸟类 [18-19]及小鼠(Mus musculus)[20]

中的研究表明, 血液的 DNA 甲基化水平与肝脏、

肾脏等组织的甲基水平密切相关。但在鱼类中 , 

类似的将可重复取样组织的 DNA 甲基化水平作

为靶组织的替代研究鲜有报道。而鱼类尾鳍作为

一种可再生的组织, 在斑马鱼中的研究表明, 其

在组织再生过程中, 谱系特异性 DNA 甲基化可
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维持不变[21]。 

翘嘴鳜(Siniperca chuatsi)俗称桂花鱼 , 肉鲜

味美, 经济价值高, 自开食起终生以活鱼虾为食[22]。

但在经过驯化后, 部分翘嘴鳜可转食人工饲料[23]。

在翘嘴鳜中, You 等[24]发现 pck1 基因与其对人工

饲料的稳定摄食有关, Dou 等[17]发现 t1r1 基因与

其转食死饵有关, 但关于它们在翘嘴鳜转食人工

饲料中的作用及 DNA 甲基化发挥的作用, 目前

仍未得知。鉴于此, 本研究探索了 pck1 及 t1r1 基

因在易驯、不易驯翘嘴鳜不同组织中的差异表达

及 DNA 甲基化水平, 以期能为进一步揭示翘嘴

鳜转食人工饲料的分子机制提供参考, 为完善翘

嘴鳜人工饲料驯化技术提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼及饲料制作 

实验用翘嘴鳜[(144.07±11.30) g]来自于华中

农业大学鳜研究中心(中国, 武汉)。实验用鱼大小

一致、体表无外伤、健康。在正式实验之前, 全

部暂养于华中农业大学水产学院鳜遗传育种创新

基地的循环水系统的 3 个养殖缸中 1 周。水温保

持在(24±1) ℃, 溶解氧 6.98~7.50 mg/L, pH 为

7.01~7.64。暂养期间每天 17:30 过量投喂体重 4 g

左右的活印度麦鲮 (Cirrhinus mrigala)作为饵料

鱼。人工饲料制作于华中农业大学水产学院(中国, 

武汉), 按照 You 等[24]描述的方法制作, 所有的饲

料原料均购自高龙饲料公司(中国, 武汉)。  

1.2  翘嘴鳜食性驯化实验及取样 

翘嘴鳜食性驯化严格按照 Liang 等[23]描述的

方法进行。驯化结束后, 将能够成功转食人工饲

料的翘嘴鳜定义为易驯食组(Group C), 将从驯化

初期便拒食死饵的翘嘴鳜(一直以活饵为食)定义

为不易驯食组(Group W)。将每组鱼分养于 3 个养

殖缸中, 饲养条件完全一致, 每组鱼每天 17:30饱

食投喂活印度麦鲮 2 周以消除驯化期间食物组成

不同对翘嘴鳜可能产生的影响。在每个组中随机

选择 3 尾鱼进行基因表达及 DNA 甲基化水平分

析。最后一次投喂 4 h 后, 用 MS-222 (Redmond, 

WA, USA)(200 mg/L)将实验鱼麻醉并取样, 翘嘴

鳜尾鳍(基于特定组织的甲基化状态可能与尾鳍

的 DNA 甲基化状态密切相关这一假设)、脑(脑中

t1r1 基因的表达变化与翘嘴鳜转食死饵有关[17])

及肝脏(肝脏在鱼类营养代谢中发挥核心作用[25-26])

被取出, 并立即冻在液氮中, 随后储存在−80 ℃

超低温冰箱中待用。 

1.3  实验方法 

1.3.1  总RNA提取及实时荧光定量PCR分析  总

RNA 的提取采用 Trizol 法(TaKaRa, Tokyo, Japan), 

利用 NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA)及

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, USA)对总 RNA

的浓度与质量进行测定, 并用 2%的琼脂糖电泳

检测 RNA 的完整性。采用 Revert Aid™ Reverse 

Transcriptase (TaKaRa, Tokyo, Japan)进行总 RNA

的反转录反应。利用实时荧光定量 PCR 技术检测

pck1、t1r1 基因在不同组织中的表达水平。实时

荧光定量 PCR 在定量热循环仪(MyiQ™ 2 Two- 

Color Real-Time PCR Detection System, BIO-RAD, 

Hercules, CA, USA)上进行, 方法参照 Liang 等[27]。

利用 Primer Premier 5.0 软件来设计引物, 根据

AceQ qPCR SYBR Green Master Mix (Vazyme 

Biotech Co., Piscataway, NJ, USA)说明书的步骤

测定引物的扩增效率, 区间在 98%~105%, 引物

信息如表 1 所示。翘嘴鳜 rpl13a (60S ribosomal 

protein L13a)基因由于其在各个组织中表达稳定,  

 

表 1  实时荧光定量 PCR 引物信息 

Tab. 1  Primer sequences for the quantitative real-time PCR 

基因名称 gene name 引物名称 primer name 引物序列 5′–3′ primer sequence 5′–3′ 退火温度/℃ Tm 

rpl13a rpl13a-F CACCCTATGACAAGAGGAAGC 
 rpl13a-R TGTGCCAGACGCCCAAG 

59 

pck1 pck1-F GTCGGCTGTCCTCTACCACTCA 
 pck1-R CCTCCTCCTTGGCAATACGC 

58 

t1r1 t1r1-F AGTGTCTGAACAGGACCGTC 
 t1r1-R GGCACAAAGAGCTCATAGCA 

59 
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因此被选作为内参基因 [24]。基因表达水平利用

2−ΔΔCt 方法计算。 

1.3.2  亚硫酸氢盐硫化 PCR (bisulphite sequen-
cing polymerase chain reaction, BSP)分析 DNA
的甲基化水平  利用 TIANamp Genomic DNA Kit 

(Tiangen, Beijing)试剂盒提取基因组 DNA。采用

EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, Irvine, 

CA, USA)试剂盒根据说明书对基因组 DNA 进行

亚硫酸氢盐修饰处理。从实验室翘嘴鳜全基因组

中获取 pck1、t1r1 基因的起始密码子(ATG)上游

3500 bp 的序列, 提交至在线预测软件(网页版) Me-

thprimer (http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/ 

methprimer.cgi)以获得CpG岛(CGI)和候选CpG位

点信息。搜索参数如下: CpG 岛片段大小(Island 

size)>100 bp, GC 碱基含量(GC Percent)>50.0%, 

CpG岛观察值/预测值(Observed/Expected, Obs/Exp)>  

0.6。BSP 引物由在线预测软件 MethPrimer 推荐, 

采用 Primer Premier 5.0 软件检测是否合格, 比较

后采用特异性高的引物, 扩增引物序列见表 2。采

用 Taq plus DNA Polymerase (Vazyme Biotech, 

Nanjing, China)进行 PCR 反应。利用 Gel Purifi-

cation Kit (Sangon, Shanghai, China)试剂盒纯化

PCR 产物, 然后克隆至载体 pEASY-T1 (Transgen, 

Beijing, China)中。每个样品随机选取 10 个阳性

克隆送至上海生工(ABI3730 测序仪, Applied Bio-

systems)进行测序 , 每个组总共收集成功测序的

30 个阳性克隆, 测序结果采用在线软件(网页版) 

QUMA (QUantification tool for Methylation Analysis) 

(http://quma.cdb.riken.jp/)进行分析 , 将测序序列

与亚硫酸氢盐修饰前的序列进行比对分析, 根据

比对结果确定候选CpG位点是否发生甲基化以及

甲基化水平。 
 

表 2  翘嘴鳜 pck1 和 t1r1 基因亚硫酸氢盐测序分析引物信息 

Tab. 2  Primers of pck1 and t1r1 used in bisulfite sequencing polymerase chain reaction 

基因名称 gene name 引物名称 primer name 引物序列(5′–3′) sequence (5′–3′) 退火温度/℃ Tm 

BSP-pck1-F TTAAAATGTAGTAGAGAGGATTGTATATGA pck1 

BSP-pck1-R ACATCCACCAACAAAAAAATAAAAA 

49 

BSP-t1r1-F TTAATACGGGTAATTTAGAGTT t1r1 

BSP-t1r1-R AATACACGATAACAAAACGA 

45 

 

1.4  统计分析 

采用软件 SPSS 25 (IBM, Chicago, IL, USA)的

Shapiro-Wilk 法标准化数据。利用软件 SPSS 25, 

通过独立样本 T 检验或单因素方差分析(one-way 

ANOVA)分析所有数据, 数据表示为平均值±标准

误(x̄±SE), P<0.05 则判定存在显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  翘嘴鳜 pck1 和 t1r1 基因在不同组织中的表

达及 DNA 甲基化水平 

pck1 基因在肝脏中的表达量显著高于脑和尾

鳍(P<0.05), 在脑中的表达水平高于尾鳍 , 但无

显著性差异(P>0.05)(图 1)。t1r1 基因在脑中的表

达量显著高于肝和尾鳍(P<0.05), 在肝中的表达

水平高于尾鳍 , 但无显著性差异 (P>0.05)(由于

pck1 及 t1r1 基因在易驯食组与不易驯食组中的组

织表达趋势一致, 因此图 1 和图 2 展示了不易驯

食组的结果)。 

 

 
 

图 1  不易驯食组尾鳍、肝脏及脑中 

pck1 基因表达水平 

*表示在不同组织之间存在显著性差异(P<0.05). 

Fig. 1  Expression levels of pck1 in caudal fin,  
liver and brain of Chinese perch in Group W 

* means significant difference between  
different tissues (P<0.05). 
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图 2  不易驯食组尾鳍、肝脏及脑中 t1r1 基因表达水平 

*表示在不同组织之间存在显著性差异(P<0.05). 

Fig. 2  Expression levels of t1r1 in caudal fin,  
liver and brain of Chinese perch in Group W 

* means significant difference between  
different tissues (P<0.05). 

 

pck1 基因在–2169 nt 及–2077 nt 位点, 肝脏中

的 DNA 甲基化水平显著低于脑和尾鳍(P<0.05), 

在–2160 nt 位点肝脏中 DNA 甲基化水平显著低于

脑(P<0.05) (图 3)。另外, 在–2199 nt、–2106 nt

和–2086 nt 位点, 肝脏中 DNA 甲基化水平显著低

于尾鳍 (P<0.05), 和脑相比没有显著性差异 (P> 

0.05)。t1r1 基因所有位点的 DNA 甲基化水平在

不同组织之间均无显著性差异(P>0.05) (图 4)。 

2.2  易驯、不易驯食组不同组织中 pck1 及 t1r1
基因的表达水平 

与不易驯食组相比, pck1 基因在易驯食组肝 

脏中的表达水平显著降低(P<0.05)(图 5b), 在脑

和尾鳍中, pck1 基因在两组之间的表达水平无显

著性差异(P>0.05)(图 5a, 5c)。与不易驯食组相比，

t1r1 基因在易驯食组的脑中表达水平显著降低 

(P<0.05)(图 6c), 在肝脏和尾鳍中两个组之间无显

著性差异(P>0.05)(图 6a, 6b)。  

2.3  易驯、不易驯食组不同组织中 pck1 及 t1r1
基因 DNA 甲基化水平 

与不易驯食组相比, 易驯食组肝脏中 pck1 基

因在–2169 nt 位点的 DNA 甲基化水平显著升高

(P<0.05), 而在脑及尾鳍中 pck1 基因的所有 CpG

位点的 DNA 甲基化水平在两组之间均无显著性

差异(P>0.05)(图 7)。在脑、肝脏和尾鳍中, t1r1 基

因的所有 CpG 位点的 DNA 甲基化水平在易驯、

不易驯食组之间均无显著性差异(P>0.05) (图 8)。 

3  讨论 

3.1  翘嘴鳜 pck1 及 t1r1 基因组织表达及 DNA 甲

基化水平分析 

pck1 基因主要在翘嘴鳜的肝脏中表达, 这与

在其他鱼类上的研究结果基本一致 [28-31]。并且, 

pck1 基因的所有 CpG 位点在肝脏中的甲基化水

平均低于脑和尾鳍, 尽管在有的位点上没有显著

性差异。这表明 pck1 基因在翘嘴鳜肝脏中较高的

表达水平可能与其较低的甲基化水平有关。但其 
 

 
 

图 3  翘嘴鳜 pck1 基因 CpG 岛分布、CpG 位点信息及不易驯食组脑、肝脏及尾鳍中 pck1 基因 

CpG 岛的 DNA 甲基化水平 

每组 CpG 位点的 3 个柱子上不同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  The distribution and locations of CpG islands of pck1 gene in Chinese perch and the DNA methylation  
statue of pck1 gene CpG islands in the brain, liver and caudal fin of Chinese perch in Group W 

Different letters on the bar at the same CpG site indicate significant differences (P<0.05). 
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图 4  翘嘴鳜 t1r1 基因 CpG 岛分布、CpG 位点信息及不易驯食组脑、肝脏及尾鳍中 t1r1 基因 

CpG 岛的 DNA 甲基化水平 

Fig. 4  The distribution and locations of CpG islands of t1r1 gene in Chinese perch and the DNA  
methylation statue of t1r1 gene CpG islands in the brain, liver and caudal fin of Chinese perch in Group W 

 

 
 

图 5  翘嘴鳜易驯、不易驯食组 pck1 基因在尾鳍、肝脏和脑中表达水平 

易驯食组的基因表达量被归为 1. *表示在两组之间存在显著性差异(P<0.05). 

Fig. 5  The pck1 relative expression levels in the caudal fin, liver and brain of Chinese perch in Group W and C 
The expression levels of Group C are set to 1. * means significant difference between two groups (P<0.05). 

 

 
 

图 6  翘嘴鳜易驯、不易驯食组 t1r1 基因在尾鳍、肝脏和脑中表达水平 

易驯食组的基因表达量被归为 1. *表示在两组之间存在显著性差异(P<0.05). 

Fig. 6  The t1r1 relative expression levels in the caudal fin, liver and brain of Chinese perch in Group W and C 
The expression levels of Group C are set to 1. * means significant difference between two groups (P<0.05). 

 

组织表达水平与 DNA 甲基化水平并不完全一致, 

例如 pck1 基因在脑中的表达水平高于尾鳍, 但在

–2169nt 及–2160nt 位点的 DNA 甲基化水平也高

于尾鳍。这种基因在不同组织中的表达与甲基化 
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图 7  翘嘴鳜易驯、不易驯食组肝脏中 pck1 基因 

在不同 CpG 位点上的甲基化水平 

*表示在同一个位点上两组之间存在显著性差异(P<0.05). 

Fig. 7  DNA methylation patterns of pck1 CpG sites in the 
liver of Chinese perch in Group W and Group C 

* means significant difference at the CpG site between  
Group W and Group C (P<0.05). 

 

 
 

图 8  翘嘴鳜易驯、不易驯食组脑中 t1r1 基因 

在不同 CpG 位点上的甲基化水平 

Fig. 8  DNA methylation patterns of t1r1 CpG sites in the 
brain of Chinese perch in Group W and Group C 

 

水平并不完全一致的结果在过去对鲤 (Cyprinus 

carpio)[32]及乌鸡(Gallus domesticlus brisson)[33]的

研究中也有报道。t1r1 基因在翘嘴鳜脑中表达量

最高, 但其所有 CpG 位点的甲基化水平在 3 个组

织之间均无显著性差异。这表明翘嘴鳜 t1r1 基因

的组织表达与 DNA 甲基化水平不具有相关性。

另外, 在小型鸟类及小鼠中的研究发现, 红细胞

(可重复取样组织)的绝对甲基化水平与其肝脏、

肾脏(不可重复取样组织)等组织的绝对甲基化水

平之间密切相关, 可以将血液的 DNA 甲基化水

平作为特定组织甲基化水平的指示物[18-20]。然而, 

在本研究中, 未发现翘嘴鳜的脑、肝脏组织中的

pck1 及 t1r1 基因 DNA 甲基化水平与尾鳍的 DNA

甲基化水平之间的关联。因此, 在翘嘴鳜中, 通过

研究尾鳍等可重复取样组织的甲基化水平以了解

肝脏、脑等特定组织的甲基化水平, 尚且需要更

进一步的研究。 

3.2  翘嘴鳜 pck1 基因 DNA 甲基化在其食性转变

中的作用 

翘嘴鳜在经过驯化后, 部分可转食人工饲料

(易驯食组), 部分则只接受活鱼(不易驯食组)。

You 等[24]研究发现, 与厌食人工饲料的翘嘴鳜相

比, 稳定摄食人工饲料的鱼肝脏中糖异生关键基

因 pck1 的表达水平更低, 血糖水平更低, 食欲更

高, 而这些因素是其能够对人工饲料保持稳定摄

食的重要生理基础。本研究中, 也发现易驯食组

pck1 基因在肝脏中表达水平显著低于不易驯食

组。综上可知, pck1 基因表达水平更低的翘嘴鳜

更容易转食人工饲料, 或许与其血糖及食欲水平

有关。本研究比较了 2 组翘嘴鳜 pck1 基因的 DNA

甲基化水平, 结果发现, pck1 基因在易驯食组肝

脏中的–2169 nt 位点甲基化水平显著高于不易驯

食组。过去的研究也表明, 作为一种稳定的表观

遗传标记, 启动子区域的 DNA 甲基化可以通过干

扰转录因子与启动子识别位置的结合或影响染色

质结构等多种方式抑制基因的转录表达[10-11]。由

此可知, pck1 基因的 DNA 甲基化水平与翘嘴鳜转

食人工饲料密切相关, 并且其影响驯食的机制可

能是通过调控 pck1 基因的表达来实现。 

3.3  翘嘴鳜 t1r1 基因 DNA 甲基化在其食性转变

中的作用 

在哺乳动物中, 味觉受体基因不仅仅在味蕾

细胞中表达, 也在其他组织譬如脑中表达[34-35]。

来自食物中的谷氨酸等氨基酸通过与鲜味受体

T1R1 结合, 不仅可以激活该受体产生鲜味, 同时

还可调节自发放电的速率从而起到神经递质的作

用[35-36]。然后大脑可以通过味觉受体和下游信号

分子在外周发挥作用, 进而实现大脑中枢对稳态

的调节[37]。因此大脑 t1r1 表达水平的改变可能与

食物中化学成份的变化有关, 也就意味着它可能

促进动物适应新的饮食习惯。本研究发现, t1r1 基

因在易驯食组脑中的表达量显著低于不易驯食组, 
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Dou 等[17]的研究指出, 与经历一次驯化的翘嘴鳜

相比, 二次驯化(更易摄食死饵)的鱼 t1r1 基因表

达水平也显著降低。动物通常会被鲜味或者甜味吸

引, 这表明该食物含有较高的能量, 因此鲜味或

者甜味可以通过食物奖赏机制影响摄食行为[38]。

这意味着, 对鲜味物质感受能力的降低可能导致

翘嘴鳜食物奖励系统部分功能的缺陷, 该缺陷可

能对食物奖励调控的摄食行为产生深远的影响 , 

如更好地摄食死饵或人工饲料等其通常拒食的食

物。然而在鱼类中关于味觉信息如何传递到中枢

并影响动物摄食行为的机制仍存在许多困惑, 需

要更多的研究。另外, DNA 甲基化水平检测发现, 

t1r1 基因在所有 CpG 位点中的甲基化水平在两组

间均无显著性差异, 这意味 DNA 甲基化可能不

是调控 t1r1 基因表达的主要方式。 

4  总结 

本研究分析了 pck1 及 t1r1 基因在易驯、不易

驯食翘嘴鳜不同组织中的表达及甲基化水平, 初

步表明了 pck1及 t1r1基因与翘嘴鳜转食人工饲料

密切相关, 并发现 pck1 基因的 DNA 甲基化可能

在此过程中发挥了重要的作用。另外发现, pck1

基因的组织表达水平与其 DNA 甲基化水平密切

相关但并不完全一致, t1r1 基因则无明显相关性。

本研究结果有助于进一步了解翘嘴鳜转食人工饲

料的分子机制, 为完善翘嘴鳜人工饲料驯化技术

提供理论依据。 
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Association of DNA methylation of pck1 and t1r1 with the food habits 
of Chinese perch, Siniperca chuatsi 
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Abstract: One of the most economically-important fish cultivated in China, the Chinese perch (Siniperca chuatsi), 
refuses any dead prey fish or artificial diets as they begin to consume the feed. This special food habit markedly 
increases the production costs and reduces the economic benefits of Chinese perch aquaculture. However, some of 
these fish can be trained to change their inborn feeding habits to consuming artificial diets after food habit 
domestication. The roles of phosphoenolpyruvate carboxykinase-1 (pck1) and taste 1 receptor 1 (t1r1) and the 
possible regulatory mechanism mediated by DNA methylation in food habits transformation were explored. Two 
groups of mandarin fish were used in the study after domestication: Group W, which consumed live prey fish, and 
Group C, which consumed artificial diets. The expression levels and DNA methylation status in the upstream 
region of the transcriptional initiation site of pck1 and t1r1 were detected in the caudal fin, liver, and brain of the 
fishes from the two groups. The mRNA level of pck1 was significantly higher in the liver than that in the brain and 
caudal fin (P<0.05). Methylation of pck1 was generally less frequent in the liver compared with that in the brain 
and caudal fin; however, the expression levels of pck1 were not necessarily related to the DNA methylation extent 
in different tissues. For example, compared with caudal fin, the pck1 mRNA levels were relatively higher in the 
brain; however, some CpG sites were highly methylated. Compared with the caudal fin and liver, a higher 
expression level of t1r1 was found in the brain (P<0.05). However, no differences were found in the methylation 
levels at the CpG sites in these tissues (P>0.05). Compared with Group W, the expression levels of pck1 were 
significantly lower in the liver, aligning with a greater extent of methylation at –2169 nt in Group C (P<0.05). The 
transcription levels of t1r1 were lower in the brain of Group C (P<0.05), and the DNA methylation extent did not 
significantly differ between the two groups at any of the CpG sites in the brain (P>0.05). Herein, no evidence 
supported the hypothesis that the DNA methylation status of pck1 and t1r1 in the brain and liver (tissues that can 
be sampled repeatedly) could be deduced from that in the caudal fin (a tissue that cannot be sampled repeatedly) 
despite the strong correlations found between the absolute methylation levels in red blood cells (cells that can be 
sampled repeatedly) and those in the liver, kidney, and brain (tissues that cannot be sampled repeatedly) in 
previous studies using small songbird. These studies also revealed that the DNA methylation status in the blood 
cells is a potential biomarker for the DNA methylation status in other tissues. Nonetheless, our results indicate that 
pck1 and t1r1 might be responsible for the food habit transformation of Chinese perch from consuming live prey 
fish to artificial diets. Further, the DNA methylation levels in the CpG island of pck1 might be pivotal for fish as 
their food habits could be successfully transformed into consuming artificial diets via the regulation of pck1 
expression. Of note, the DNA methylation of t1r1 may not be the major regulatory factor in food habit 
transformation. Collectively, our findings enable a better understanding of the role of pck1 and t1r1 in the food 
habit transformation of Chinese perch and serve as a reference for future research on the genetic regulatory 
mechanism of food habit transformation in Chinese perch, especially based on DNA methylation. 
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