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摘要: 为探明鲑降钙素(salmon calcitonin, sCT)对鱼类骨组织钙代谢过程的调节机制, 对虹鳟(Oncorhynchus mykiss)

幼鱼进行 sCT 腹腔注射, 并在注射后 24 h 采集鳞组织进行转录组测序, 分析其中长链非编码 RNA (long non-coding 

RNA, lncRNA)表达水平的变化。结果显示, 注射 sCT 后的虹鳟鳞组织中共鉴定出 847 个差异表达的 lncRNA, 其中

247 个表达上调, 600 个表达下调。GO 注释结果显示, 差异表达 lncRNA 靶基因主要被注释到转录调控、运输、信

号转导、膜、细胞质、金属离子结合和核苷酸结合等功能中。KEGG 通路富集结果显示, 差异表达 lncRNA 靶基因

在硫胺素代谢通路、炎症介质对 TRP 通道调节、血小板活化、谷氨酸能突触、神经营养因子通路、ARVC 通路和

NF-kappa B 信号通路等通路中显著富集。利用实时荧光定量 PCR (quantitative real-time PCR, qRT-PCR)对随机选取

的 6 个差异表达 lncRNA 的表达量进行验证, 结果显示, qRT-PCR 与 RNA-Seq 结果一致。基于上述结果, 本研究筛

选到 MSTRG.68909.2、MSTRG.39805.1、MSTRG.121429.1、MSTRG.9137.1 和 MSTRG.43721.1 共 5 个可能参与虹

鳟钙代谢的关键 lncRNA, 这些关键基因的筛选鉴别可为探明硬骨鱼类骨代谢的调控机理提供新的切入点, 为虹鳟

养殖生产实践提供参考。 
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硬骨鱼类骨骼是鱼体的钙库, 储存了体内约

99%的钙[1]。骨组织中的骨形成与骨吸收过程通常

处于动态平衡状态, 其主要表现为钙的生物矿化

以及再活化过程。当鱼体对钙需求发生变化时 , 

可能会引发骨吸收过程从而实现钙的再活化[2]。

因此, 钙代谢可作为骨骼新陈代谢的重要表征。

鳞是鱼类外骨骼的重要组成部分, 其在细胞组成

方面与其他高等脊椎动物骨骼相似[3]。据报道, 硬

骨鱼类中鳞组织的钙含量可高达机体总钙的

20%[4]。当水环境及食物中的钙源不足时, 鱼体首

先通过调用鳞组织中的钙来进行补给, 其次为鳍

条和内骨骼[5-7]。例如, 饵料中缺乏钙/磷会抑制金

鱼(Carassius auratus)鳞组织的矿化作用[8]; 水环

境中可利用钙的不足会导致尼罗罗非鱼(Oreochr-

omis niloticus)鳞组织中钙含量的显著降低[9]。由

此可知, 相较于内骨骼而言, 鳞组织中的钙更易

被活化以满足鱼体对于钙的需求[10]。此外, 鳞作

为外骨骼直接暴露于水环境且更易于采集, 因此

可作为鱼类钙代谢研究的优良载体。 

虹鳟(Oncorhynchus mykiss)属鲑形目(Salmo-

niformes)、鲑科(Salmonidae)、太平洋鲑属[大马

哈鱼属(Oncorhynchus)], 是我国养殖产量最高的

鲑鳟鱼类[11]。已有研究表明, 钙缺乏会延迟虹鳟

幼鱼骨化过程 , 影响其骨骼发育 , 造成骨骼畸  

形[12-13]。反之, 提高虹鳟幼鱼饲料中钙磷的含量

能够降低发育过程中骨骼畸形出现的概率[14]。由

此可见 , 钙在虹鳟骨骼发育过程中发挥着重要 

作用。 
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降钙素(calcitonin, CT)是一种多肽激素 , 与

破骨细胞的降钙素受体相结合, 抑制破骨细胞的

活性 , 从而减少骨吸收 [15-16]。对帚齿非鲫(Saro-

therodon mossambicus)注射 CT 后, 其鳞组织中的

成骨细胞数量明显增加 , 细胞体积明显增大 [17], 

表明 CT 具有促进鳞生长的作用。鲑降钙素

(salmon calcitonin, sCT)是由鲑鳟鱼类体内甲状腺

滤泡旁细胞分泌的一种降钙素。在目前发现的 8

种降钙素中, sCT 的生物活性最高, 约为人降钙素

的 45~50 倍[18]。因此, sCT 因其对动物体内降钙素

受体具有更强的亲和力或更强的抗代谢降解作用, 

被广泛应用于各类研究中[19]。据报道, sCT 能够显

著降低翠鳢(Channa punctatus)血浆钙含量并抑制

抗 酒 石 酸 酸 性 磷 酸 酶 (tartrate-resistant acid 

phosphatase, TRACP)活性, 表明 sCT 在抑制破骨

细胞活性方面发挥了作用[20]。此外, sCT 还可以提

高欧洲鳗鲡(Anguilla anguilla)骨骼中成骨细胞碱

性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)活性, 促进

骨组织形成[21]。因此, 研究 sCT 对虹鳟鳞组织中

钙代谢水平的影响, 可为探明其骨代谢的调控机

制提供新思路。 

长链非编码 RNA (long non-coding RNA, 

lncRNA)是指长度超过 200 nt 的一类非编码 RNA, 

主要从蛋白质编码基因的反义链以及间隔区转录

出来[22]。据报道, 米非司酮(RU486)处理的尼罗罗

非鱼在性别分化早期表现出性别二型性, 其性腺

中的 lncRNA 表达水平发生显著变化, 表明这些

差异表达 lncRNA 可能与性别分化和性逆转具有

密切关系[23]。研究表明, lncRNA 能竞争性结合

miRNA, 调节靶基因蛋白丰度并以此来参与免疫

应答[24-25]。例如, 不同品系虹鳟感染嗜冷黄杆菌

(Flavobacteria cryophilus)后, 筛选到的差异表达

lncRNA 基因组定位与多种免疫相关蛋白编码基

因(包括补体成分、细胞因子、趋化因子和参与免

疫的多种信号分子)重叠, 表明这些 lncRNA 可能

参与其免疫调节过程 [26]。此外 , 感染鳗弧菌

(Vibrio anguillarum)或内毒素的硬骨鱼类脾脏中

IRAK4-related lncRNA (IRL)的表达上调, IRL 与

miR-27c-3p 相互作用, 能够减轻 miR-27c-3p 对炎

症反应相关基因 IRAK4 的抑制作用, 从而促进免

疫应答 [27]。抗病毒相关 lncRNA (AANCR)作为

miR-210 的竞争性内源 RNA (ceRNA), 可促进抗

鳜 鱼 弹 状 病 毒 (Siniperca chuatsi rhabdovirus, 

SCRV)关键基因 MITA 的表达, 从而抑制 SCRV 复

制并加强抗病毒反应[28]。在鱼类骨代谢方面, 在研

究团头鲂(Megalobrama amblycephala)肌间骨的生

长机制中 , 发现 lncRNA 在骨髓间充质干细胞

(mesenchymal stem cells, MSCs)向成骨细胞分化

过程中起到重要作用, 同时筛选到的差异 lncRNA

富集到在骨形成中具有关键作用的 MAPK 信号通

路[29]。由此可见, lncRNA 在鱼类胚胎发育、生殖调

控、性别决定、免疫调节等过程中均发挥着重要作用。 

据此, 本研究选取 lncRNA 作为鱼类骨代谢

调节机制的研究对象, 通过对虹鳟幼鱼进行 sCT

腹腔注射, 随后采集鳞组织进行转录组测序。通

过对测序结果中的 lncRNA 进行注释, 分析统计

其表达量, 筛选差异表达 lncRNA, 并基于 GO 注

释和 KEGG 通路富集对 lncRNA 进行分类注释及

相关靶基因的功能富集; 最后, 采用实时荧光定

量 PCR (Quantitative real-time PCR, qRT-PCR)技

术对筛选到的部分差异 lncRNA 进行表达水平检

测, 验证转录组数据的可靠性。相关结果可为探

明硬骨鱼类骨代谢的分子调控机制提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  样品制备 

虹鳟幼鱼[体长(16.33±1.30) cm, 体重(52.21± 

7.24) g]采集于山东省潍坊市临朐县淡水虹鳟养

殖基地。实验开始前将虹鳟置于有效体积为 1000 L 

(直径 1.6 m, 高 0.6 m)的 PE 桶中, 水深约为 PE 桶

高度的 1/2, 流水暂养 3 d (盐度 27, 水温 14~16 ℃), 

光周期条件为 12 h∶12 h, 每天早上 8:00 和下午

4:00 投喂配合饲料(总投喂量约为鱼体重的 3%)。 

本研究设置实验组(SI)与对照组(CG), 每组 3

个重复, 实验组腹腔注射 sCT (上海源叶生物科技

有限公司, 纯度≥97%; 注射量按 2 μg/kg 鱼体重), 

对照组腹腔注射同体积生理盐水。注射 24 h 后, 每

组各随机采集 3 尾鱼。幼鱼经 300 mg/L MS-222 (3-

氨基苯甲酸乙酯)麻醉后, 刮取鱼体左侧鳞, 立即置

于液氮中保存, 后转移至−80 ℃保存直至组织提取。 
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1.2  总 RNA 提取及 cDNA 第一链合成 

按照 Trizol(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)法

提取鳞组织总 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 PrimeScript Rtase 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−20 ℃冰箱待用(qRT-PCR 验证)。 

1.3  文库构建和测序 

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转录组测序(RNA sequencing, 

RNA-Seq)和文库制备。去除合格样品中的核糖体

RNA (rRNA depletion), 打成片段连接测序接头, 

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。使用 Illumina HiSeq 

4000 进行配对测序。 

1.4  数据处理及分析 

将 Illumina HiSeq 4000 平台上得到的原始图

像数据经过 Base Calling 转化为原始测序序列数

据。CutAdapt 用于去除含有接头污染、低质量碱

基和未确定碱基的阅读片段。然后使用 FASTQC_ 

0.10.1 (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/ 

projects/fastqc/)在线工具进行质量控制分析。通过

hisat_2.0.4 进行基因组比对。 

1.5  差异 lncRNA 筛选 

利用 StringTie_1.3.0, 通过计算 FPKM (fragments 

per kilobase of exon per million fragments mapped)

来确定 lncRNA 的表达水平, 计算公式: FPKM= 

cDNA fragments/[mapped fragments (millions)× 

transcript lengths (kb)]。通过将每个样品中的

Clean 读数映射到组装的转录组以获得每个基因

的读数 , 来检测基因表达水平。去除已知的

mRNA 和小于 200 bp 的转录本后, 使用 CNCI_2.0 

(Coding Potential Calculator)和 CPC_0.9-r2 (Coding 

Non-Coding Index) 软件对剩下的转录本进行

lncRNA 预测, 判定无编码潜能的转录组序列为

候 选 lncRNA 。 在 筛 选 过 程 中 , 以 log2|fold 

change|≥1 作为不同组间差异表达 lncRNA 的筛

选阈值, P<0.05 具有统计学意义, 使用 edgeR 进

行 lncRNA 差异表达分析, 获得两个样品间的差

异 lncRNA, 来估算各转录本的表达水平。 

1.6  GO 注释和 KEGG 富集分析 

基于基因本体论数据库 (http://geneontology. 

org)进行 GO 注释分析, 研究 lncRNA 的功能, 并

对 lncRNA 进行 GO 功能分类统计, 分别对参与的

生物学过程 (biological process, BP)、细胞组分

(cellular component, CC) 和 基 因 的 分 子 功 能

(molecular function, MF)进行描述。利用京都基因

与基因组百科全书 (KEGG)数据库 (http://www. 

kegg.jp/kegg)进行信号通路富集分析 , 确定可能

的功能通路, 当校正后的 P 值(Q value)<0.05 时, 

表示该功能存在显著富集。 

1.7  qRT-PCR 验证差异表达的 lncRNA 

基于RNA-Seq结果, 随机选取6个差异 lncRNA, 

采用 Primer Premier 5.0 软件设计引物 , 利用

analytikjena-qTOWER2.2 型荧光定量 PCR 仪进行

验证实验。引物由北京擎科生物科技有限公司广

州分公司合成, 引物信息见表 1。内参基因选择

18S rRNA。qRT-PCR 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), PCR 产物经测序

验证。 
 

表 1  本研究所用引物 

Tab. 1  Primer used in this study 

引物名称 primer name 上游引物(5′−3′) forward primer (5′−3′) 下游引物(5′−3′) reverse primer (5′−3′) 

MSTRG.39805.1 GGAACCCTTTAGTCTAAG CTATGATACAGTAGGAGATC 

MSTRG.48032.2 TGCCATCAGAACAGCCTAA GGAAGCATTGGAGTGAACAT 

MSTRG.100239.1 CGGACCATTATGTTCAGAG TGATTACCATTGTCGTGTG 

MSTRG.121429.1 CCTGCTTCCTACAATCACA GCCCATAATGACACCAGAA 

MSTRG.9137.1 CAGCGATTTAGGGAGGTCTA GCATGTTGGATCTCTGTGTT 

MSTRG.92554.2 CTCTAAGGTTGTAGCAGTTGT GGCAAGACTCCATGAAGAT 

18S rRNA CTTAGAGGGACAAGTGGCGTTCAGC CACGAGTGGGGTTCATCGGGTT 
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根据 qRT-PCR 测得的 Ct 值, 采用 2–ΔΔC
t法计

算各样品的基因相对表达量。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两种不同处理方

式下的差异水平 , 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  测序数据及其对比分析 

实验组(SI-1、SI-2 和 SI-3)和对照组(CG-1、

CG 和 CG-3)的虹鳟幼鱼鳞组织转录组测序共获

得 75.48 Gb Clean Data。测序样品的数据质量及

比对结果详情见表 2, 各样品的Clean Data均达到

11.38 Gb, Q30 碱基百分比均在 97.99%以上。将各

样品的 Clean read 与虹鳟基因组进行序列比对, 

比对效率均在 85.97%以上。各项数据显示测序数

据的质量较好, 可以进行后续分析。 

2.2  lncRNA 差异表达分析 

实验组与对照组间的差异表达 lncRNA 的层

次聚类分析结果如图 1。结果显示, 同一 lncRNA

在同一组内的表达量基本一致, 组内的样本间差

异较小。与对照组相比, 实验组 lncRNA 的表达水

平变化显著, 且下调表达的 lncRNA 多于上调表

达的 lncRNA。 

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

以−lg(P 值 )为纵坐标 , 以 log2 (倍数变化 , fold 

change, FC)为横坐标绘制的差异表达 lncRNA 火

山图显示, 本研究筛选出差异表达的 lncRNA 共 

847 条, 其中 247 条 lncRNA 上调, 600 条 lncRNA

下调(图 2)。其中, 筛选到的差异 lncRNA 中有 5

个与钙代谢密切相关: MSTRG.68909.2 靶基因 rac1

富集到 MAPK 信号通路(04010)和 Wnt 信号通路

(04310); MSTRG.121429.1靶基因 LOC110524573 富

集到 MAPK 信号通路(04010); MSTRG.9137.1 靶

基因 LOC110533847 富集到 Wnt 信号通路(04310); 

MSTRG.39805.1 靶基因 LOC110490697 编码丛状

蛋白 B2 (plexin-B2); MSTRG.43721.1 靶基因

LOC110492264 注释到钙离子结合(GO: 0005509)

功能, 并且富集到钙信号通路(04020)。 

2.3  差异表达 lncRNA 靶基因的 GO 注释和

KEGG 富集分析 

对差异表达 lncRNA 靶基因进行 GO 功能分

析并注释到生物学过程(BP)、细胞组分(CC)和分

子功能(MF) 3 大条目。通过 BLASTx 比对, 在已

知基因组中共注释了 8309 个基因, 涉及到 25 个生

物学过程、15 个细胞成分和 10 个分子功能。其中, 

生物学过程包括转录调控、运输、信号转导、磷酸

化和细胞黏附等; 细胞组分包括膜、膜的组成部分、

细胞质和质膜等; 分子功能包括金属离子结合、分

子功能、核苷酸结合和锌离子结合等(图 3)。 

利用 KEGG 数据库将差异表达 lncRNA 靶基

因富集到相关通路中, 以 P<0.05 为阈值, 选取前

20 条显著富集的信号通路(图 4)。结果表明, 差异

lncRNA 靶基因主要富集在硫胺素代谢通路、炎症

介质对 TRP 通道调节、血小板活化、谷氨酸能突

触、神经营养因子通路、ARVC 通路和 NF-kB 信号

通路等。其中, 富集到血小板活化通路的 lncRNA 

 
表 2  各样本转录组测序数据信息 

Tab. 2  Information of transcriptomic reads of each sample 

组别  
group 

数目  
total read 

总碱基数/ 
G clean base 

碱基质量≥30 所占 

的百分比/% Q30 
比对到参考基因组上的 reads 数(比对效率) 

mapped reads (comparision efficiency) 

SI-1 75841578 11.38 98.11 66484165 (87.66%) 

SI-2 90352240 13.55 98.38 77672604 (85.97%) 

SI-3 87054418 13.06 98.38 76792719 (88.21%) 

CG-1 84319514 12.65 98.59 72864251 (86.41%) 

CG-2 83602640 12.54 98.10 71937217 (86.05%) 

CG-3 82017856 12.30 97.99 71369583 (87.02%) 
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图 1  lncRNA 差异表达聚类分析 

Fig. 1  Cluster analysis of lncRNA differential expression 
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图 2  差异表达 lncRNA 火山图 

Fig. 2  Volcanic map of differentially expressed lncRNAs 
 

数目最多, 涉及16条差异 lncRNA; 富集到硫胺素代

谢的 lncRNA 差异最显著, 涉及 2 条差异 lncRNA。 

2.4  qRT-PCR 验证差异表达的 lncRNA 

本研究通过 qRT-PCR 实验对随机挑选的 6 个

lncRNA 进行验证, 其中包括 1 个上调表达基因和

5 个下调表达基因(图 5)。各 lncRNA 经 qRT-PCR

验证后的表达趋势与测序结果一致。 

3  讨论 

本研究共筛选到 4 个可能与虹鳟钙代谢相关

的差异表达 lncRNA (表达上调、下调各 2 个)。表

达水平下调的 2 个 lncRNA 中, MSTRG.121429.1

靶向对应基因 LOC110524573, 该基因编码盘状

蛋白结构域受体 2 (discoidin domain-containing 

receptor 2, Ddr2)。据报道, DDR2 具有抑制软骨细 

 

 
 

图 3  差异表达 lncRNA 靶基因的 GO 注释 

Fig. 3  GO annotation of target genes of differentially expressed lncRNAs 
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图 4  差异表达 lncRNA 的靶基因 KEGG 信号通路分析 

Fig. 4  KEGG signaling pathway analysis of target genes of differentially expressed lncRNAs 
 

 
 

图 5  差异表达 lncRNA 的 qRT-PCR 验证 

Fig. 5  qRT-PCR verification of differentially 
 expressed lncRNAs 

 

胞增殖、促进成骨细胞凋亡的作用[30]。另一表达

下调的MSTRG.9137.1靶向对应基因LOC110533847, 

该基因编码 Wnt-11。Wnt-11 作为一种富含半胱氨

酸的分泌型脂糖蛋白, 对细胞的增殖与分化具有

重要调控作用[31]。Wnt-11 表达水平降低会引起小

鼠椎骨中成骨细胞数量增加及破骨细胞数量减少, 

从而增加椎骨的骨密度 (bone mineral density, 

BMD)[32]。Wnt-11 还具有促进骨形态发生蛋白 9 

(bone morphogenetic protein 9, Bmp9)表达的作用, 

从而诱导间充质干细胞(mesenchymal stem cells, 

MSCs)向成骨细胞分化[33]。此外, KEGG 富集分析

显示 2 个下调 lncRNA 靶基因同时富集到

Wnt/β-catenin 信号通路, 该通路通过参与调节骨

髓间充质干细胞早期分化来调控成骨分化过   

程[34-35]。综上, 上述 2 个 lncRNA 可能在 sCT 调

节虹鳟钙代谢的过程中发挥重要作用。 

本研究筛选到的上调 lncRNA 中 , MSTRG. 

68909.2 靶向对应基因 rac1, 该基因的过表达能够

加强钙粘蛋白 (N-cadherin)的合成从而促进软骨

形成[36]; 而 rac1 基因缺失则会造成软骨中骨小梁

的缺失并延迟软骨骨化过程[37]。另一个关键上调

lncRNA MSTRG.39805.1靶向对应基因LOC110490697 

(丛状蛋白 B2 编码基因, plexin-B2), 该基因与破

骨细胞分泌的血管生成素(angiogenin, ANG)编码

基因组成 ANG/plexin-B2 轴, plexin-B2 表达上调

会抑制骨血管内皮细胞衰老[38]。据此, 上述 2 个

上调 lncRNA 及其靶基因可能为虹鳟钙代谢过程

的关键调节因子, 可作为后续研究的目标基因。 



1098 中国水产科学 第 29 卷 

 

GO 注释分析结果显示, 本研究筛选到的差

异 lncRNA 中有 230 条富集于金属离子结合功能, 

表明虹鳟鳞组织中与钙代谢相关的基因, 尤其是

与钙离子结合、钙离子运输等功能相关基因的表

达受到 sCT 的影响。KEGG 富集结果也显示, 差

异 lncRNA 靶基因主要富集于与钙代谢密切相关

的核转录因子 κB (NF-κB)信号通路、硫胺素代谢

信号通路、炎症介质对 TRP 通道调节信号通路和

血小板活化等。这些信号通路中的关键基因, 如

骨保护素(osteoprotegrin, OPG)/NF-κB 受体活化

因 子 配 体 (receptor activator of nuclear factor 

kappaB ligand, RANKL)等会参与调节血管钙化过

程; 而 RANKL 作为破骨细胞分化调节因子, 在

诱导破骨细胞分化过程中会引起 lncRNA 表达水

平的显著变化[39]。TRP 作为钙离子进入细胞的通

道在调节胞内钙离子平衡方面也具有重要作用[40]。

此外, 血小板活化过程中, rac1 活性会伴随着钙

离子通过质膜的内流过程不断增加, 表明该信号

通路中的部分基因可能参与钙代谢调节[41]。本研

究中, 靶基因富集于上述信号通路的差异 lncRNA

受到 sCT 的影响, 可能在虹鳟钙代谢过程中具有

潜在调控作用。本研究筛选的差异表达 lncRNA

可作为后续研究的目标基因, 为阐明虹鳟钙代谢

的调节机制提供重要参考。后续研究将侧重在

ceRNA 调控网络分析, 特别是 lncRNA 与 miRNA

互作关系研究等内容, 为揭示鱼类骨代谢的分子

调控网络奠定基础。 
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Effects of salmon calcitonin on the expression of lncRNA in rainbow 
trout (Oncorhynchus mykiss) scales 
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1. College of Fisheries, Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524025, China; 
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Abstract: Fish growth and development, reproduction regulation, immune regulation, and many other life activities are 
regulated by long non-coding RNA (lncRNA). As a polypeptide hormone, calcitonin plays an important role in 
regulating calcium metabolism in vertebrates. Notably, salmon calcitonin (sCT) has the highest biological activity. 
To explore the effect of sCT on the expression level of lncRNAs in the skeletal tissue of teleosts, intraperitoneal 
injection of sCT was administered to young rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), and their scales were collected 
24 h after the injection. The lncRNA expression profile was analyzed using high-throughput sequencing 
technology and bioinformatics methods. A total of 847 differentially expressed lncRNAs, including 247 
upregulated and 600 downregulated lncRNAs, were identified in the scales of rainbow trout administered with sCT. 
Six lncRNAs were randomly selected for quantitative real-time PCR (qRT-PCR) analysis; the results of which 
indicated that the expression pattern of these lncRNAs aligned with the RNA-Seq results. GO annotation revealed 
that the target genes of the aforementioned differentially expressed lncRNAs were mainly annotated in the 
functions of transcription regulation, transportation, signal transduction, membrane, cytoplasm, metal ion binding, 
and nucleotide binding. KEGG pathway enrichment analysis showed that target genes of the differentially expressed 
lncRNAs were significantly enriched in thiamine metabolism, inflammatory mediator regulation of TRP channels, 
platelet activation, glutamatergic synapse, neurotrophin signaling pathway, arrhythmogenic right ventricular 
cardiomyopathy (ARVC), and NF-kappa B signaling pathway. Accordingly, five lncRNAs (MSTRG.68909.2, 
MSTRG.39805.1, MSTRG.121429.1, MSTRG.9137.1, and MSTRG.43721.1) and their target genes might participate 
in the molecular regulation of O. mykiss calcium metabolism, and identification of these genes could provide a 
valuable dataset to elucidate the molecular regulation of bone metabolism in fish. 
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