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miR-462-731 对草鱼线粒体功能的影响 

宋安康, 孙甜甜, 林钧曌, 刘红, 王焕岭 

华中农业大学水产学院, 农业农村部淡水生物繁育重点实验室, 武汉 430070 

摘要: 硬骨鱼特有的 miR-462 与 miR-731 位于同一基因簇(简写为 miR-462-731), 在低氧环境中表达量会显著上调。

为了进一步研究 miR-462-731 簇的作用, 本研究以草鱼(Ctenopharyngodon idella)肝脏细胞为对象, 分析 miR-462 与

miR-731 过表达对细胞线粒体生物学功能的影响。结果显示 miR-462 与 miR-731 过表达后三羧酸循环中关键基因

mdh、ogdh、cs 的 mRNA 表达水平以及 ATP 含量均显著降低, 线粒体膜电位下降; 细胞中活性氧(reactive oxygen 

species, ROS)的含量显著增加, 同时总抗氧化能力(total antioxidant capacity, T-AOC)及超氧化物歧化酶(superoxide 

dismutase, SOD)活性显著下降 , 而丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量升高 ; 电子显微镜观察发现 miR-462 与

miR-731 过表达后细胞线粒体结构损伤。由此推测, miR-462-731 簇可通过影响细胞线粒体膜电位、代谢及氧化应

激等参与线粒体活动, 研究结果可为草鱼及其他硬骨鱼类低氧调节机制提供基础资料。 
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氧气对于鱼类的生存是至关重要的。与陆地

环境不同, 水体环境很容易由于自然原因或人为

活动而处于低氧状态, 而溶氧不足会对鱼类生存

造成严重威胁[1]。草鱼(Ctenopharyngodon idella)

作为中国传统四大淡水养殖鱼类之一, 养殖广泛

且经济价值较高, 但在养殖过程中同样受到低氧

的影响。低氧环境能够导致鱼类氧化应激造成细

胞损伤 [2], 降低采食量, 而长期采食量不足会影

响鱼类生长、繁殖和生理代谢等[3-4]。 

微小 RNA (microRNAs, miRNAs)是一类进化

上高度保守的非编码小分子 RNA, 也是细胞中最

丰富的基因调控分子, 在脊椎动物中大约 30%的

mRNA 都受到 miRNAs 的调控[5]。这些 miRNA 可

结合多个靶基因参与基因调控[6], 在鱼类生殖、生

长、免疫、代谢、渗透压调节及低氧应答等过程

中发挥重要作用[7-9]。miR-462 和 miR-731 为硬骨

鱼所特有, 成簇存在于基因间(简写为miR-462-731), 

由人和软骨鱼类的miR-191和miR-425进化而来[10], 

并且在多种硬骨鱼类中高度保守[11]。该基因簇在

鱼类造血系统及心脏、肝脏等组织发育中发挥重

要作用[11-13], 而且还参与抗细菌、病毒感染和干

扰素的应答过程 [14-15]。在斑马鱼(Danio rerio)中

miR-462-731 能够通过低氧诱导因子 (hypoxia- 

inducible factor 1 alpha, Hif-1α)参与低氧应答, 影响

糖酵解及氧化磷酸化等通路[12]。氧气进入机体后在

线粒体中参与有氧呼吸, 线粒体是细胞能量代谢

中心, 是氧化磷酸化发生的场所。因此, 在低氧环

境显著上调的 miR-462-731 很可能与线粒体功能

相关。 

鉴于该基因簇的保守性, 本研究以草鱼为研

究对象, 通过分析 miR-462-731 过表达后三羧酸

循环过程中关键基因表达、线粒体膜电位、ATP

含量、抗氧化酶活性以及细胞超微结构等变化 , 

从而探讨 miR-462-731 对线粒体生物学功能的影
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响, 为应对草鱼养殖过程中低氧问题提供一定的

理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  细胞转染 

草鱼肝脏细胞系(L8824, 取自华中农业大学

水产学院)在 28 ℃、5% CO2 的恒温培养箱(美国

Thermo 公司)中培养, 培养基为包含 10%胎牛血

清 (美国 Hyclone 公司 )、100 U/mL 青霉素、

100 U/mL 链霉素的 M199 培养基(GIBCO 公司), 

每 1~2 d 更换 1 次培养基。将细胞接种到 12 孔或

24 孔细胞培养板(SORFA 公司), 当细胞铺满培养

瓶 70%时, 利用 Lipo2000 (Invitrogen 公司)分别将

miR-462 模拟物(miR-462 mimics)、miR-731 模拟

物 (miR-731 mimics)、阴性对照 (nc)(浓度均为

80 nmol/L, 上海吉玛公司)转染到细胞中, 24 h 后

收集细胞用于后续实验, 每个实验设置 3 个重复。

用 Primer Premier 5.0 软件设计引物, 所用引物(由

擎科生物科技有限公司合成)序列见表 1。 

1.2  实时荧光定量 PCR 

利用 Trizol 法提取所收集细胞的总 RNA, 并

通过 HiSpript II Reverse Transcriptase 反转录试剂

盒 (南京诺唯赞生物 ) 反转录成 cDNA, 利用

qRT-PCR 检测基因的表达变化。qRT-PCR 的反应

体系: cDNA 模板 1 μL, SYBR Green I Master 

Mix(2×) 10 μL, 正反向引物各 0.8 μL (10 mmol/L), 

无核酸酶水 7.4 μL。反应条件: 95 ℃ 5 min; 95 ℃ 

30 s, 59 ℃ 30 s, 72 ℃ 20 s, 35 个循环; 72 ℃ 

5 min。其中 miRNA 的表达分析用 18S rRNA 作为

内参基因, 而 mRNA 的分析用 ACTB 作为内参基

因。数据采用 2−ΔΔCt法计算目的基因的相对表达量。 

1.3  线粒体膜电位检测 

利用线粒体膜电位检测试剂盒(碧云天生物)

检测 miR-462 和 miR-731 过表达后细胞线粒体膜 

 
表 1  本研究所用引物序列 

Tab. 1  The primer sequences used in this study 

引物名称 

primer name 

序列(5ʹ–3ʹ) 

sequence (5ʹ–3ʹ) 

用途 

usage 

序列来源 

sequence source

Sense: UAACGGAACCCAUAAUGCAGCU miR-462 模拟物 miR-462 mimics

Antisense: CUGCAUUAUGGGUUCCGUUAUU 

[16] 

Sense: AAUGACACGUUUUCUCCCGGAUCG miR-731 模拟物 miR-731 mimics

Antisense: GUGGCCUACAGAACUGACAGGUU 

[17] 

Sense: UUCUCCGAACGUGUCACGUTT 阴性对照 negative control 

Antisense: ACGUGACACGUUCGGAGAATT 

miRNA 
mimics 

 

RT-miR-462 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAGCTGCAT 

RT-miR-731 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCGATCCGG 

miRNA

反转录 

miR-462-F CGGGCGTAACGGAACCCATAAT 

miR-731-F GGCGGGCAATGACACGTTTTCTC 

qRT-Reverse TCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGC 

[12] 

miR-18s-R GGACACGGAAAGGATTGACAG 

miR-18s-F CGGAGTCTCGTTCGTTATCGG 

[16] 

cs-F GCGGCCAAGATCTACCGTAA 

cs-R TGAACTGTGGCTCGCTGTAG 

XM_051879024

mdh-F AGGAGATGTGTTCGGCAAGG 

mdh-R TTGGCATAGAGCCCACCAAG 

XM_051910623

ogdh-F TGCACCGCTTAAGGACTTGT 

ogdh-R CGTGTAGCACCTGAATGGCT 

XM_051903446

ACTB-F CCTTCTTGGGTATGGAATCTTG 

ACTB-R AGAGTATTTACGCTCAGGTGGG 

qRT-PCR 

[17] 
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电位的变化。在 12 孔板每孔加入 1 mL JC-1 染色

剂(1×), 37 ℃孵育 20 min, 加入 JC-1 染色缓冲液

(1×)洗涤 2 次, 每孔加入 1 mL M199 培养基, 利用

倒置荧光显微镜在 490 nm 激发波长、530 nm 发

射波长观察绿色荧光, 525 nm 激发波长、590 nm

发射波长观察红色荧光。 

1.4  ROS 含量检测 

利用 ROS 检测试剂盒(南京建成生物)检测细

胞 ROS 含量。去除细胞培养基, 加入 10 μmol/L

的 DCFH-DA 后 28 ℃孵育 20 min, 用无血清

M199 培养基洗涤细胞 2 次, 去除残余的 DCFH- 

DA, 然后利用倒置荧光显微镜在 487 nm 激发波

长、524 nm 发射波长下观察荧光强度。 

1.5  ATP 含量检测 

利用 ATP 检测试剂盒(碧云天生物)检测细胞

ATP 含量。去除细胞培养基, 用 PBS 清洗后加入

裂解液裂解细胞, 4 ℃、12000 r/min 离心 6 min

取上清, 在 96 孔板每孔加入 100 μL ATP 检测液

以及 10 μL 上清液混匀后室温静置 5 min, 然后利

用酶标仪在 480 nm 激发波长、525 nm 发射波长

下检测 ATP 含量。 

1.6  抗氧化能力检测 

收集细胞超声破碎后, 4 ℃、12000 r/min 离

心 5 min 取上清, 利用抗氧化能力检测试剂盒(碧

云天生物)检测细胞中的 SOD 活性以及 T-AOC 和

MDA 含量, 具体步骤按照说明书进行操作。 

1.7  细胞超微结构观察 

将细胞收集到离心管中 , 1000 r/min 离心

8 min, 用 1 mL 2%戊二醛重悬细胞, 并在 4 ℃固

定 4 h, 然后 4000 r/min 离心 10 min, 细胞沉淀通

过乙醇脱水、石蜡包埋、切片、复水、染色等处

理, 利用 100 kV 透射电子显微镜(日本 Hitachi)观

察细胞的结构。 

1.8  数据处理 

利用 SPSS Statistics 24.0 对数据进行分析, 采

用 Duncan’s 进行多重比较, 数值均采用平均值±

标准误( x ±SE)表示 , P<0.05 认为差异显著 , P< 

0.01 认为差异极显著。结果使用 GraphPad Prism 8

软件作图, Image J 软件分析荧光强度。 

2  结果与分析 

2.1  miR-462-731 过表达导致三羧酸循环关键酶

基因表达及 ATP 含量变化 

miRNA mimics 转染 L8824 细胞后, 通过

qRT-PCR 检测 miR-462 和 miR-731 的表达量。结

果显示, miR-462 和 miR-731 表达量显著上调

(P<0.01, 图 1a)。另外, 与对照组相比, 转染 miR- 

462 mimics、miR-731 mimics 后三羧酸循环过程

中关键基因苹果酸脱氢酶(malate dehydrogenase, 

mdh)、α-酮戊二酸脱氢酶(oxoglutarate dehydrogenase, 
 

 
 

图 1  miR-462-731 过表达后三羧酸循环关键基因 mRNA 表达及 ATP 含量的变化 

a. miR-462 和 miR-731 表达水平; b. 三羧酸循环中关键基因的表达量; c. ATP 含量.  

nc 为对照组, *表示差异显著(P<0.05), **表示差异极显著(P<0.01). 

Fig. 1  Changes of the mRNA expression of key genes in the tricarboxylic acid cycle and  
ATP contents after miR-462-731 overexpression 

a. Expression level of miR-462 and miR-731; b. mRNA expression of key genes in the tricarboxylic acid cycle; c. ATP contents.  
nc: control, * means significant difference (P<0.05), ** means extremely significant difference (P<0.01). 
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ogdh)、柠檬酸合酶(citrate synthetase, cs)的 mRNA

水平均显著下降 (P<0.05, 图 1b), 同时细胞中

ATP 含量也显著降低(P<0.01, 图 1c), 说明 miR- 

462 和 miR-731 过表达可以抑制细胞三羧酸循环

过程, 进而减少 ATP 生成, 降低细胞能量代谢。 

2.2  miR-462-731 过表达影响线粒体膜电位 

正常细胞中 JC-1 染料以聚合物形式聚集在线

粒体中而发出红色荧光, 膜电位下降后 JC-1 变成

单体存在于胞质中而发出绿色荧光。基于 JC-1 检

测结果显示, 与对照组相比, 转染 miR-462 模拟

物和 miR-731 模拟物后细胞中红色荧光信号减弱

而绿色荧光信号显著增强(P<0.01, 图 2), 说明

miR-462 和 miR-731 过表达会降低细胞线粒体膜

电位。 
 

 
 

图 2  miR-462-731 过表达导致草鱼细胞线粒体膜电位降低 

a. miR-462-731 过表达后线粒体膜电位的检测, 红色荧光表示正常细胞 JC-1 以聚合物形式存在, 绿色荧光表示 

细胞膜电位下降 JC-1 以单体形式存在; b. 红绿荧光强度比值. **表示差异极显著(P<0.01). 

Fig. 2  miR-462-731 overexpression leading to decrease in the mitochondrial membrane potential of Ctenopharyngodon idella cells 
a. The mitochondrial membrane potential detection after miR-462-731 overexpression, red fluorescence indicated that JC-1 exicting  

in polymer form in normal cells, and green fluorescence indicated that JC-1 exicting in monomer form after the cell membrane 
potential decreased; b. Red-green fluorescence intensity ratio. nc for control, ** means extremely significant difference (P<0.01). 

 

2.3  miR-462-731 过表达导致 ROS 含量升高 

DCFH-DA 荧光分子探针本身没有荧光, 当

其进入细胞内会被水解为 DCFH, 而 ROS 可以氧

化 DCFH 发出强绿色荧光。基于 DCFH-DA 检测

发现, 与对照组相比, miR-462 mimics 和 miR-731 

mimics 转染后绿色荧光的强度明显增强(P<0.01, 

图 3), 说明 miR-462-731 过表达会引起细胞中

ROS 含量上升。 

2.4  miR-462-731 过表达影响细胞抗氧化能力 

为了解 miR-462-731 对细胞抗氧化能力的影

响, 本研究分析了 miR-462-731 过表达后 SOD 活

性及 T-AOC 和 MDA 含量的变化。结果如图 4 所

示, miR-462 mimics 和 miR-731 mimics 转染后都

会导致 T-AOC 及 SOD 活性显著下降(P<0.05), 而

MDA 含量显著升高(P<0.01), 这说明 miR-462 和

miR-731 过表达会降低细胞抗氧化能力。 
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图 3  miR-462-731 过表达导致 ROS 含量升高 

a. miR-462-731 过表达后 ROS 含量检测, DCFH 被 ROS 氧化可发出绿色荧光; b. 绿色荧光强度. **表示差异极显著(P<0.01). 

Fig. 3  Overexpression of miR-462-731 resulting in elevated ROS content 
a. The ROS detection after miR-462-731 overexpression, DCFH was oxidized by ROS and emitted green fluorescence;  

b. Green fluorescence intensity. ** means extremely significant difference (P<0.01). 
 

 
 

图 4  miR-462-731 过表达降低细胞抗氧化能力 

a. T-AOC; b. SOD 活性; c. MDA 含量. *表示差异显著(P<0.05). **表示差异极显著(P<0.01). 

Fig. 4  Overexpression of miR-462-731 reduced cellular antioxidant capacity 
a. T-AOC; b. SOD activity; c. MDA content. nc for control, * means significant difference (P<0.05),  

** means extremely significant difference (P<0.01). 
 

2.5  细胞超微结构观察 

透射电子显微镜结果显示 , 对照组细胞线

粒体数量较多而且线粒体结构完整 , 没有损伤 , 

而 miR-462 mimics 和 miR-731 mimics 处理后会

损伤线粒体嵴结构 , 出现空泡化 (图 5), 说明

miR-462 和 miR-731 过表达都会导致线粒体结

构受损。  

3  讨论 

水中溶解氧是影响鱼类生长的重要因素, 低

氧能够降低线粒体有氧呼吸及供能, 进而影响鱼

类的正常生理活动。本研究在草鱼肝脏细胞过表

达在低氧应答中显著上调的 miR-462-731 簇, 分

析 miR-462-731 在草鱼线粒体中的作用。 

三羧酸循环是生物体内产生能量的主要途径[18], 

关键酶发生异常, 细胞的能量代谢将会受到严重的

影响[19], 进而影响组织器官正常生理活动[20-21]。

本研究中, 过表达 miR-462-731 后发现三羧酸循

环关键酶基因 mdh、ogdh、cs 表达量显著降低, 且

ATP 含量显著下降。基于转录组分析也发现

miR-462-731 敲降后与氧化磷酸化及糖酵解相关

的通路显著富集[12], 说明 miR-462-731 参与细胞

能量代谢。线粒体膜电位形成于内膜两侧质子及

其他离子浓度的不对称分布, 线粒体膜电位的降

低会抑制 ATP 生成, 进而影响细胞能量代谢, 造

成细胞凋亡[22]。线粒体嵴是重要的线粒体超微结

构, 线粒体嵴基粒中含有 ATP 合成酶, 能利用呼

吸链产生的能量合成 ATP, 而嵴的缺失会导致线

粒体能量代谢异常[23]。斑马鱼中 miR-462-731 过

表达可以促进细胞凋亡[12], 而本研究也发现该基 
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图 5  miR-462-731 过表达后细胞超微结构变化 

箭头表示线粒体. 

Fig. 5  Ultrastructural changes in cells after overexpression of miR-462-731 
Arrows indicated mitochondria. 

 

因簇过表达会降低线粒体膜电位, 导致线粒体结

构异常, 说明该基因簇可通过影响线粒体功能参

与细胞过程。有研究表明 miR-462-731 靶向作用

于 aldh9a1、pdhb 和 dlat 基因[12]。aldh9a1 参与糖

代谢等过程[24]; pdhb 是连接糖酵解和三羧酸循环

的关键基因, 在氧化磷酸化中有重要作用, pdhb

的过表达能够促使丙酮酸代谢进入三羧酸循环过

程, 进而抑制细胞增殖与生殖[25-26]; dlat 基因能够

通过柠檬酸循环-氧化磷酸化途径参与物质能量

代谢过程[27]。因此, 本研究推测 miR-462-731 可

能通过 aldh9a1、pdhb 和 dlat 基因参与线粒体能

量代谢, 进而影响草鱼生长, 然而这种调控关系

有待进一步研究。 

本研究还发现过表达 miR-462-731 后细胞

ROS 含量显著升高, 同时 T-AOC 以及 SOD 活性

降低, 而 MDA 含量增加。线粒体是机体产生 ROS

的关键场所[28], ROS 的过量产生会对线粒体代谢

产生不良影响。ROS 还具有促进脂质过氧化生成

的作用, 其中 MDA 是重要标志物之一[29], MDA

在细胞发生氧化应激时会大量生成, 造成细胞损

伤。ROS 的升高还能造成 SOD 活性下降[30], SOD

是生物体内非常重要的抗氧化酶, T-AOC 包含生

物体内多种抗氧化大分子与抗氧化小分子, SOD

与 T-AOC 降低会导致细胞抗氧化能力减弱[31-32]。

研究发现 miR-462-731 靶向作用于 foxO1 与

foxO3[12], 而这两个基因参与机体氧化应激等途

径[33-34]。因此, 本研究推测 miR-462-731 可能通

过 foxO1 与 foxO3 基因参与机体氧化应激过程进

而参与草鱼低氧调节。 

综上, 本研究发现 miR-462-731 过表达能够

损伤草鱼线粒体, 降低线粒体有氧呼吸, 对草鱼

健康养殖产生不利影响。同时进一步完善了

miR-462-731 的功能研究, 为草鱼及其他硬骨鱼

类低氧调节机制及耐低氧品系的选育提供一定的

理论基础。 
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Effects of miR-462-731 on the mitochondrial function of grass carp, 
Ctenopharyngodon idalla 

SONG Ankang, SUN Tiantian, LIN Junzhao, LIU Hong, WANG Huanling 

College of Fisheries, Huazhong Agricultural University; Key Laboratory of Freshwater Biological Breeding, Ministry 
of Agriculture and Rural Affairs, Wuhan 430070, China 

Abstract: Oxygen is necessary for fish survival, and low oxygen levels affect the growth, reproduction, and 
survival of fish. miR-462 and miR-731 are located in the same gene cluster (miR-462-731), which is unique to 
teleost fish; the expression of this gene cluster is significantly upregulated in hypoxic environments. Mitochondria 
are the centers of energy metabolism and use oxygen for aerobic respiration to power the body. The function of 
miR-462-731 is speculated to be related to the mitochondria. To investigate whether the miR-462-731 cluster 
could regulate mitochondrial function in grass carp (Ctenopharyngodon idella), we analyzed the effects of 
miR-462 and miR-731 overexpression on the biological function of mitochondria in grass carp liver cells. The 
mRNA expression levels of key enzyme genes in the tricarboxylic acid cycle were detected by qRT-PCR after the 
overexpression of miR-462 and miR-731, and the expression of mdh, ogdh and cs significantly decreased. 
Simultaneously, the ATP content was significantly reduced. The JC-1 probe was used to detect the mitochondrial 
membrane potential of cells after transfection. The content of reactive oxygen species (ROS) in the cells increased 
significantly, whereas the total antioxidant capacity (T-AOC) and superoxide dismutase (SOD) activity decreased 
significantly; however, the content of malondialdehyde (MDA) increased. Electron microscopy revealed that the 
overexpression of miR-462 and miR-731 led to mitochondrial structural damage. In conclusion, this study found 
that overexpression of miR-462-731 could reduce cellular energy metabolism and the antioxidant capacity of grass 
carp liver, destroy mitochondrial structure, and affect mitochondrial function. This study further improved the 
functional study of miR-462-731 and provided a theoretical basis for the hypoxic regulation mechanism and 
hypoxic tolerance of grass carp and other bony fishes. 

Key words: Ctenopharyngodon idalla; miR-462-731; energy metabolism; mitochondrial membrane potential; 
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