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摘要: Twist2 在调控动物发育过程发挥了重要作用。为解析鳜(Siniperca chuatsi) twist2 基因的表达模式以及参与肌

肉发育调节的功能和机制, 本研究从鳜基因组数据库获得 twist2 基因序列, 采用生物信息学方法对 Twist2 蛋白特

征和同源进化进行了分析。鳜 twist2 基因所编码的蛋白由 162 个氨基酸组成, 具有一个保守功能域 bHLH 结构域。

基于氨基酸序列的多序列比对结果显示, Twist2 蛋白在脊椎动物中具有较高的相似性; 采用 RT-qPCR 技术分析了

鳜 twist2 基因的时空表达规律, 发现 twist2 基因在不同发育阶段存在表达差异, 原肠期之前表达水平较低, 从神经

胚期开始显著上升, 尾芽期表达最高; 在鳜组织中的表达情况显示, 该基因在脾脏中表达量较高, 其次是脑和红

肌。采用整胚原位杂交技术检测其早期胚胎不同发育阶段的 twist2 基因定位, 发现其主要在神经胚层和体节中特

异性表达。采用 Targetscan 和 RNAhybrid 工具对可能靶向鳜 twist2 基因的 miRNAs 进行预测, 结果发现 miR-30a、

miR-30b、miR-30e-5p 和 miR-204 可能作用于 twist2 3ʹUTR, 提示 twist2 是 miR-30a、miR-30b、miR-30e-5p 和 miR-204

的潜在靶基因。鳜短期饥饿胁迫实验显示, 在饥饿 3 d 时 twist2 的表达与上述 miRNAs 的表达呈明显的负相关, 表

明 twist2 与上述 4 个 miRNAs 存在潜在的调控关系。因此, 本研究结果将有助于从分子水平了解 twist2 基因的序列

特征、时空表达规律以及其调控肌肉生长发育的潜在功能, 为鱼类发育生物学以及健康养殖提供理论依据。 
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twist2 (twist basic helix-loop-helix transcription 

factor 2)也称为 dermo1, 属于碱性螺旋-环-螺旋

(basic Helix-Loop-Helix, bHLH)家族成员, 在调控

动物发育过程发挥了重要作用。在脊椎动物中 , 

Twist 家族包括 twist1 和 twist2 两个基因, 两者所

编码的蛋白在结构上相似 , 功能部分重叠 [1-2]。

twist2 所编码的蛋白在机体中发挥转录因子的功

能, 可调节骨骼和肌肉细胞增殖和分化, 其保守

结构域 bHLH 能与 DNA 启动子上特定的 E-box 

(CANNTG)序列元件结合, 招募互作蛋白形成功

能性的异源二聚体, 从而调控靶基因的表达[3-4]。 

Twist2 可抑制肌源性 bHLH 蛋白的转录活性, 

如生肌决定因子 MyoD (myogenic differentiation, 

MyoD)、肌细胞增强因子 2 (myocyte enhancer factor 

2, Mef2), 对肌肉生成基因行使负调控作用[5-6]。

在转染过表达 twist 基因的细胞中, 肌源性调节因

子 MyoD 的表达水平显著降低, 且肌细胞生成素

(myogenin, MyoG)和肌肉分化标志物 MyHc 的表

达也降低, 证实了 Twist 家族蛋白与肌肉发育相

关基因的互作相关性 [7] 。然而 , 在小鼠 (Mus 

musculus)中发现, 表达 Twist2 的肌源性祖细胞是

一种以前未被识别的纤维型特异性干细胞 , 

Twist2 的表达使前体细胞处于未分化状态, 在适

当的信号抑制表达的情况下, 可以启动肌细胞分

化生长, 并参与出生后的肌肉生长和再生[8]。至目

前, twist2 基因在鱼类中的表达模式和调控作用尚
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不清楚, 亟待深入研究。 

MicroRNAs (miRNAs)是一类保守的小 RNA

分子, 抑制冗余的 mRNA, 降低翻译效率[9]。Long

等[10]的研究报道了 miR-138 通过直接靶向 Twist2

调控结直肠癌的转移, Han 等[11]通过体外和体内

实验验证了 miR-22-5p 可调节 Twist2 的表达来调

节非小细胞肺癌增殖和侵袭; miR-1236-3p 被确定

为 Twist2 的直接靶标调节肝癌细胞的增殖[12]。然

而，关于 twist2 与 miRNAs 靶向关系的研究主要

集中在癌细胞发展方面 , 但在水生动物中有关

miRNAs靶向 twist2的研究尚未报道, 本研究在鳜

中初步筛选了靶向 twist2 的相关 miRNAs。 

鳜(Siniperca chuatsi)俗称桂花鱼, 是我国大

力推广养殖的重要名贵经济鱼类之一[13-14]。研究

表明, 饥饿胁迫会影响幼鱼的生长, 且在能量利

用和肌肉品质等方面产生显著差异[15]。然而也有报

道称适当的短期禁食可以改善鱼体的肌肉品质[16]。

研究表明, miRNAs 已经成为一类新的肌肉发生的

关键调控因子, 并且参与饥饿胁迫下的基因表达调

控 [17-18]。Chu 等 [19]在鳜肌肉中系统地研究了

miRNAs 在骨骼肌中与糖、脂代谢中的可能相关

性, 并已在鳜中鉴定了 33 个 miRNA 在肌肉中高

丰度表达, 通过特定靶基因调控不同类型肌肉纤

维的发育和性能。因此, 本研究分析了鳜 twist2

基因的序列特征, 时空表达特征, 通过饥饿胁迫

实验, 挖掘可能存在靶向调控的 miRNAs, 为探

究 twist2 参与鳜肌肉发育调节的潜在生物学功能

提供有价值参考数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用鳜体重(97.74±0.35) g, 源于长沙市

望城区团山湖村鳜养殖场, 实验鱼暂养在实验室

养殖水箱中 , 以适应环境和评估鱼的健康状况 , 

期间水温(21±0.2) ℃, 溶解氧(6.20±0.21) mg/L。

养殖稳定后在冰上取脑、心、肝、肌肉等组织置

于液氮快速冷冻, 用于组织表达检测。不同发育

时序的鳜胚胎材料由湖南省水产科学研究所鳜原

种场提供, 其胚胎发育阶段的确定参考了本实验

室已发表的研究[20]。 

1.2  实验方法 

1.2.1  鳜 twist2 基因的生物信息学分析  基于鳜

UCSC 基 因 组 数 据 库 [UCSC genome browser 

gateway (igb-berlin.de)]获得 twist2 基因序列和氨

基酸序列, 采用 ProtParam 在线分析了 Twist2 蛋

白的理化性质; 采用 SOPMA 和 SWISS-MODEL

在线预测其二级和三级结构; 从 NCBI 数据库收

集其他物种 Twist2 蛋白序列, 并采用 DNAMAN

和 GENEDOC 进行多序列比对。 

1.2.2  靶向鳜 twist2 基因的 miRNAs 预测  采用

TargetScanFish (https://www.targetscan.org/fish-62/)

和 RNAhybrid (http://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld. 

de/rnahybrid)在线预测软件, 并采用斑马鱼 twist2 基

因 3ʹUTR 作为靶序列, 筛选出种子 miRNAs。通过

基因组数据库获得 twist2 的 3′UTR 序列, 根据

TargetScanFish 筛选的种子 miRNA 进行互补验证。 

1.2.3  组织和胚胎RNA提取  采用Monzol (Monad, 

中国)提取鳜成体组织及不同胚胎发育时期样品

总 RNA, 实验步骤参照公司提供的说明进行。采

用微量核酸测定仪(N60, 德国 IMPLEN公司)测定

总 RNA 的浓度和纯度, 而后采用 1%的琼脂糖凝

胶电泳检测 RNA 的质量, 用于后续逆转录反应。 

1.2.4  cDNA 的合成及 RT-qPCR 分析  mRNA

逆转录采用 PrimeScriptTM RT reagent Kit with 

gDNAEraser (Perfect Real Time)逆转录试剂盒

(TaKaRa, 中国), 以 1 μg 总 RNA 为模板, 两步法

合成 cDNA, 总反应体系为 20 μL, 反应条件 : 

42 ℃, 2 min; 37 ℃, 15 min, 85 ℃, 5 s; 稀释 10 倍, 

用于 qPCR 反应模板。 

miRNA 逆转录采用 One Step PrimeScript 

miRNA cDNA Synthesis Kit (Perfect Real Time)试

剂盒 (TaKaRa, 中国 ), 反应总体系为 10 μL。

Poly(A)加尾反应与 cDNA 合成反应同步进行, 反

应条件: 37 ℃, 60 min; 85 ℃, 5 min, 逆转产物

−40 ℃保存。 

从基因组数据库中检索到鳜 twist2 基因和

rpl13a 基因序列信息, 采用 Primer premier 5.0 软

件设计引物(表 1)。根据本实验室已有鳜 miRNA

数据库[19], 设计 miRNAs RT-qPCR 引物, 由擎科

生物有限公司合成 , 下游引物和内参基因均由
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miRNA 逆转试剂盒提供。采用荧光定量 PCR 仪

(CFX96, 美国 BIO-RAD 公司 ) 进行反应 , 其

RT-qPCR 反应体系为 12 μL, 分别包括 SYBR 

Premix Ex Taq TM  6 μLⅡ 、cDNA 模板 0.5 μL、

ddH2O 4.5 μL、上下游引物各 0.5 μL。反应程序: 

95 ℃预变性 3 min; 95 ℃变性 5 s; 58 ℃退火、延

伸 30 s, 反应 39 个循环, 每组反应设 3 个重复。 

1.2.5  RNA 探针制备  在 twist2 基因 cDNA 全长

序列中设计引物(表 1), 经 PCR 扩增后将特异目

的片段进行切胶回收并纯化, 置于−20 ℃中保存

备用。使用 DIG RNA Labeling Mix Kit (Roche)制

备 RNA 探针, 反应体系如下: 在无酶微量离心管

中配制 20 μL PCR 反应体系, 包含 DNA 纯化产物

10 μL、Labeling Mix 2 μL、Transcription Buffer 2 

μL、T7 酶 2 μL 和 ddH2O 4 μL, 混匀离心后 37 ℃

反应 2 h, 反应完成后加入 2 μL DNA酶 37 ℃反应

15 min, 以消化剩余模板。 

1.2.6  整体胚胎原位杂交  参考斑马鱼整胚原位

杂交技术, 并针对鳜胚胎发育特点进行优化。收

集鳜发育不同阶段胚胎样品, 加入 4%的多聚甲

醛固定, 过渡到甲醇溶液中并于−20 ℃冰箱中保

存; 开始实验时依次用 100%~25%的甲醇梯度复

水, 5 μg/mL 蛋白酶 K 消化(尾芽期前不处理, 体

节期处理 1.5 min, 肌效期处理 2 min, 心搏期

2.5 min, 血液循环期处理 8 min), 用 4% PFA 室温

再次固定后加入 1 mL HYB 杂交液(含 1 mg/L 的

RNA 探针)于 65 ℃恒温箱杂交过夜; 50%甲酰胺

漂洗后, 使用酶连地高辛抗体 4 ℃孵育过夜, 最后

加入染色液(BM Purple AP Substrate, precipitating), 

4 ℃摇床避光进行, 每 40 min 在显微镜下观察染

色情况; 染色结束后, 加入 1 mL PBST 终止显色

反应, 漂洗后在体式显微镜下观察原位杂交结果, 

对每个胚胎及时进行图像采集。 

1.2.7  短期饥饿实验  随机选 18 尾健康的鳜[平

均体重(98.32±0.53) g], 分成正常投喂组和饥饿处

理组(3 d 和 7 d), 每组 6 尾鱼。分别养殖于同一规

格的网箱里, 饥饿处理结束后进行取样, 液氮冷

冻后置于低温冰箱保存。 

1.2.8  数据统计分析  基因表达数据均以均值±

标准误差(x̄ ± SD)表示, 采用 2−ΔΔCt 法计算目的基

因在不同样本之间的相对表达量。数据满足正态

分布, 使用 SPSS 19.0 软件进行单因素方差分析

(one-way ANOVA)计算数据的显著性, 差异显著

时通过 Duncan’s 法进行多重比较检验, P<0.05 表

示具有统计学意义。 
 

表 1  荧光定量引物 

Tab. 1  The primers for RT-qPCR 

引物名称 
primer name

引物序列(5ʹ-3ʹ) 
sequence (5ʹ-3ʹ) 

twist2-F AAGCTCGCCTCCAGATACAT 

twist2-R GCTGACATAGACCAAGCACC 

myod-F CAACGACGCCTTTGAGACCCTG 

myod-R GTCCGAATCCCGCTGTAGTGT 

myog-F CGAGACCAACCCTTACTTCTTCCCT 

myog-R GACTCCCACACAAGCCCATCAT 

rpl13a-F CACAAGAAGGAGAAGGCTCGGGT 

rpl13a-R TTTGGCTCTCTTGGCACGGAT 

sch-miR-204-F TTCCCTTTGTCATCCTATGC 

sch-miR-30a-F TGTAAACATTCCCGACTGGA 

sch-miR-30b-F GGTGTAAACATCCTACACTCAGC 

sch-miR-30e-F TGTAAACATCCTTGACTGGAAG 

twist2-ISH-F ACGGCTTCAAAGGTGGACAA 

twist2-ISH-R 
 

TAATACGACTCACTAGGGCCATCCTCCACA
CGGAGAAC 

 

2  结果与分析 

2.1  鳜 twist2 基因序列特征和相似性分析 

twist2的 cDNA序列ORF区长度为 486 bp, 编

码 162 个 氨 基 酸 。 采 用 在 线 工 具 ExPASy- 

ProtParam 预测分析, 鳜 twist2 基因所编码蛋白理

化性质特征如表 2 所示, 其分子量为 18.33 kDa, 

等电点(pI)为 9.45。该蛋白包括 20 个(Asp、Glu)

酸性氨基酸, 26 个(Arg、Lys)碱性氨基酸, 其中亮

氨酸含量最高, 精氨酸、谷氨酸次之。Twist2 蛋

白的亲水性平均系数为−0.903, 说明该蛋白质为

亲水性蛋白。对 Twist2 蛋白进行磷酸化位点和

N-糖基化位点预测, 共有 30 个磷酸化修饰位点和

5 个 N-型糖基化修饰位点。亚细胞定位预测结果

显示, Twist2 蛋白主要定位在细胞核。采用 NCBI 

Conserved Domain Search 工具预测, 鳜 Twist2 蛋

白的保守结构域分析发现(图 1a)含有 1 个功能域

和一个 twist 框, 属于 bHLH 结构域超家族。 
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同时 , 采用在线软件 SOPMA 预测了鳜

Twist2 蛋白的二级结构(图 1b), 其蛋白中 49.38%

组成 α-螺旋, 41.98%随机卷曲结构, 3.09%的延长

链和 5.56%的 β-转角。采用在线软件 SWISS- 

MODEL 预测 Twist2 蛋白三级结构模型(图 1c), 

具有两段螺旋结构和一个环形结构, 符合 bHLH

蛋白构象。 

采用 DNAMAN 和 GENEDOC 软件将鳜

twist2 基因所编码的氨基酸序列与其他物种进行 
 

表 2  鳜 twist2 基因结构和蛋白理化特征 

Tab. 2  Summary of twist2 gene in Siniperca chuatsi 

指标 item 特征 properties

染色体 chromosome LG12 

总长度/bp total length 3 620 

CDS 长度/bp CDS length 489 

氨基酸数目/个 number of amino acids 162 

分子量/kDa molecular weight 18.33 

等电点 theoretical pI 9.45 

外显子数/个 number of exons 2 

保守结构域 conserved domain bHLH 

平均疏水性指数 average hydrophobicity index −0.903 

亚细胞定位 subcellular location 胞质、核内

多序列比对结果显示, 鳜 twist2 基因与其他脊椎

动物的氨基酸序列之间的序列相似度较高(图 2),  
 

 
 

图 1  鳜 Twist2 结构预测 

a. 保守结构域; b. 二级结构; c. 三级结构预测. 

蓝色: α-螺旋; 绿色:  β-折叠; 紫色: 无规则卷曲;  

红色: 延伸链. 

Fig. 1  Prediction of the stucture of Twist2  
in Siniperca chuatsi 

a. Conservative domain; b. Secondary structure;  
c. Tertiary structure. 

Blue: α- helix; green: β- turn;  
purple: Random coil; Red: Extended strand. 

 

 
 

图 2  鳜与其他物种 Twist2 氨基酸序列多序列比对 

氨基酸残基上的颜色表示序列之间的相似度, 相似度越高, 氨基酸残基上的颜色越深. 

Fig. 2  Multiple sequence alignment of amino acid sequence of Twist2 in Siniperca chuatsi and other species 
The color on the amino acid residues indicates the degree of similarity between the sequences.  

The higher the similarity, the darker the color on the amino acid residues. 
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尤其是结构域 bHLH 和 C 末端, 其中与大口黑鲈

(Micropterus salmoides) Twist2 氨基酸序列相似性

为 100%、与斑马鱼相似性为 91.46%, 与人类(Homo 

sapiens) Twist2 氨基酸序列相似性为 86.59%。 

2.2  靶定鳜 twist2 基因的 miRNAs 预测筛选 

根据 miRNAs 与 twist2 mRNA 3ʹUTR 区互补

结 合 的 自 由 能 和 保 守 性 , 通 过 在 线 软 件

TargetScanFish 和 RNAhybrid 筛选共有的 4 个

miRNAs 进行分析(图 3), 结果发现 miR-204、

miR-30a、miR-30b、miR-30e-5p 分别与鳜 twist2 

mRNA 的 3ʹUTR 序列存在靶结合位点。 

2.3  鳜 twist2 基因时空表达特征 

为探索 twist2 在鳜中的表达模式 , 采用

RT-qPCR 技术检测了其在鳜心、肝、脾、肾、肌

肉等组织中的表达情况。结果表明, twist2 基因在

鳜所检测的组织中均有表达 , 在脾中表达较高 , 

其次是脑和红肌, 但在肝脏中表达量较低(图 4a)。

此外, 胚胎发育不同时期的检测结果显示, twist2

基因在鳜整个胚胎发育阶段均有表达, 但在不同

发育阶段存在明显表达差异, 原肠期前表达量低, 

从神经胚期开始显著升高(P<0.05), 至尾芽期达

到峰值, 肌效期之后稳定表达(图 4b)。 
 

 
 

图 3  miRNAs 与 twist2 3ʹUTR 的结合位点预测 
Fig. 3   Prediction of binding sites between  

miRNAs and twist2 3ʹUTR 

 

 
 

图 4  鳜 twist2 基因时空表达谱 

a. 鳜 twist2 基因组织表达模式, 1. 心, 2. 肾, 3. 脾, 4. 脑, 5. 红肌, 6. 白肌, 7. 肝, 8. 肠; b. 鳜 twist2 基因胚胎发育表达模式,  

1. 未受精卵, 2. 卵裂期, 3. 囊胚期, 4. 原肠中期, 5. 神经胚期, 6. 视泡期, 7. 尾芽期, 8. 肌效期, 9. 心搏期, 10. 血液循环期,  

11. 胸鳍原基期, 12. 出膜期; 不同小写字母表示表达存在显著性差异(P<0.05). 

Fig. 4   Spatiotemporal expression profiles of twist2 gene in Siniperca chuatsi 
a.Expression patterns of mandarin twist2 gene tissue, 1. heart, 2. kidney, 3. spleen, 4. brain, 5. red muscle, 6. white muscle, 7. liver, 8. 
intestine; b.Embryonic development expression patterns of the mandarin twist2 gene, 1. unfertilized eggs, 2. cleavage, 3. blastula, 4. 

mid-gastrula, 5. neurula, 6. optic vesicle, 7. tail bud, 8. muscular effect, 9. heart beating, 10. blood circulation, 11. pectoral fin 
primordium, 12. hatching larvae; different lowercase letters indicate significant differences in expression (P<0.05). 

 

2.4  鳜 twist2 基因在胚胎发育阶段的表达及组

织定位 

利用 twist2 反义探针, 针对不同发育时期各

挑选 20 枚正常发育, 形态完整的鳜胚胎进行整胚

原位杂交, 检测 twist2 特异性表达情况。结果如

图 5 所示, 鳜 twist2 的表达在不同胚胎发育阶段

显现出不同的分布趋势, 其反义探针在原肠期之

前无特异性表达, 但在神经胚期开始出现强特异

性表达, 在尾芽期的体节中表达丰富, 值得注意

的是在胚体尾部出现持续性表达的特点。 

2.5  不同饥饿时间对鳜 twist2、myod 和 myog 基

因的表达影响 

采用 RT-qPCR 技术检测了 twist2、myod 和

myog 在鳜不同饥饿处理下肌肉中的表达情况。结

果表明(图 6), 在饥饿 3 d 时, myod 和 myog 的表达

显著下降(P<0.05), 而 twist2 基因的表达水平上升

(P<0.05); 当饥饿 7 d 时, myod 和 myog 的表达上 
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图 5  鳜 twist2 基因时空表达定位 

1. 卵裂期, 2. 囊胚期, 3. 原肠早期, 4. 神经胚期, 5. 视泡期, 6. 尾芽期, 7. 肌效期, 8. 心搏期, 9. 血液循环期. 

Fig. 5  Temporal and spatial expression localization of twist2 in Siniperca chuatsi 
1. cleavage; 2. blastula; 3. early-gastrula; 4. neurula; 5. optic vesicle; 6. tail bud; 7. muscular effect;  

8. heart beating; 9. blood circulation. 

 

 
 

图 6  短期饥饿胁迫后 twist2, myod, myog 基因在鳜肌肉中的表达差异 

s0、s3、s7 分别代表饥饿 0 d, 饥饿 3 d, 饥饿 7 d; *代表相对表达量具有显著性差异(P<0.05). 

Fig. 6   Differences in the expression of twist2, myod, myog gene in Siniperca chuasi muscle after short-term starvation stress 
s0, s3, and s7 represent 0 days of hunger, 3 days of hunger, and 7 days of hunger, respectively;  

* indicates significant difference in relative expression (P<0.05). 

 
升, 而 twist2 基因的表达与对照组无显著差异。

twist2 和生肌调节因子的短期饥饿应答表现为

twist2 的表达呈现先上升后下降的趋势, 而 myod

和 myog 的表达呈现先下降后上升。 

2.6  不同饥饿时间对鳜 microRNAs 表达影响 

采用 RT-qPCR 技术检测了 miR-30a、miR-30b、

miR-30e-5p、miR-204 在鳜不同饥饿处理下肌肉中

的表达情况。结果表明(图 7), 在饥饿胁迫后, 靶
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向 twist2 基因的 miRNAs 均出现显著性下降

(P<0.05)。在饥饿 3 d 后, 与饥饿 0 d 组相比, twist2

的表达与 miRNAs 的表达呈现明显的负相关, 在

饥饿 7 d 后, miR-30a, miR-30b 表达与饥饿 3 d 时

比较有所升高, 而 miR-204 表达持续下降。 
 

 
 

图 7  短期饥饿胁迫后 miRNAs 在肌肉中的表达差异 

s0、s3、s7 分别代表饥饿 0 d、饥饿 3 d、饥饿 7 d;  

*代表具有显著性差异(P<0.05). 

Fig. 7   Differences in the expression of miRNAs in  
muscle after short-term starvation stress 

s0, s3, and s7 represent 0 days of hunger, 3 days of hunger,  
and 7 days of hunger, respectively; * indicates  

significant difference (P<0.05). 
 

3  讨论 

3.1  twist2 基因序列分析 

Twist2 作为一种转录因子, 参与诸多基因的

转录调控, 如直接或间接与 MyoD、Mef2 结合, 在

肌肉的发育过程中起到负调控作用[6,21]。哺乳动

物 Twist2 包含 3 个功能结构域 : 基本结构域

(basic)、螺旋–环–螺旋结构域 (HLH)和扭曲框

(twist)[22]。笔者采用生物信息学方法对鳜 Twist2

蛋白序列进行分析, 结果表明鳜转录因子 Twist2

同样具有 bHLH 结构域, 该结构域包含 basic 结构

域和 HLH 区域, 介导高亲和力 DNA 与特定六核

苷酸序列的结合, 并能与其他蛋白质相互作用形

成具有功能性的二聚体。其与大口黑鲈、斑马鱼、

人等物种的序列相似性在 85%以上, 在脊椎动物

中具有较高的相似性。据报道小鼠 Twist 的功能

结构域与 MyoD 的转录元件发生相互作用, 这种

联系被认为是 Twist 调节脊椎动物肌肉生成的一

种机制[7]。这些结果表明, twist2 基因在鳜与其他

物种中高度保守, 推测 twist2 基因在不同物种中

可能发挥相似的生物学功能。 

3.2  twist2 基因的时空表达 

Twist 家族的转录因子在中胚层分化中发挥

重要作用, 并参与肌肉发育和细胞增殖等过程的

转录网络调控 , 是胚胎发育的关键基因 [23-24]。

Barnes 等[24]发现 twist2 在果蝇(Drosophilidae)胚

胎发育时期的肌肉前体细胞中表达, 与中胚层和

肌肉的形成相关。在斑马鱼胚胎中, twist 基因的

表达存在于头部间质、中间中胚层、尾芽和心脏

瓣膜 [25]。在虹鳟 (Oncorhynchus mykiss)胚胎中 , 

twist2 在形成真皮和肌肉的外细胞层中表达[26]。

本研究结果显示, 鳜 twist2 在胚胎发育阶段显示

出发育时序的明显差异, 其在原肠期前表达量低, 

从神经胚期开始显著升高 , 尾芽期表达出现峰

值。整胚原位杂交结果表明, 鳜 twist2 的表达在

不同胚胎发育阶段显现出不同的分布趋势, 其反

义探针在原肠期之前无特异性表达, 但在神经胚

期开始出现强特异性表达, 在尾芽期的体节中表

达丰富, 这说明它在早期发育中对于神经和肌肉

的形成具有重要作用, 提示可能控制脊索和肌肉

的形成和定位, 对胚胎器官的形成过程具有重要

意义。神经胚期是脊索动物早期胚胎发育中继原

肠胚后的重要发育阶段, 在这一阶段脊索两侧中

胚层慢慢增厚发育成体节。由于不同物种在胚胎

发育过程中的表达变化存在差异, 因此在其他物

种中研究表达模式, 有利于深入剖析 Twist 家族

成员在胚胎发育中的作用。 

已有研究表明, twist2 的表达不仅具有发育时

序的差异性, 还具有组织的特异性。陈洁等[27]的

研究报道, twist2 䱻基因在唇 (Hemibarbus labeo)

皮肤、鳃和肌肉中有较高的表达。斑马鱼 twist2

在皮肤和鳞片组织中表达, 确定其在发育和再生

过程中具有维持鳞片、形状和组织的功能[28]。在

金鲳鱼(Trachinotus ovatus)各组织中 twist 表达较

高的是脾脏和胃, 其次是大脑和肾脏[29]。本研究

分析了 twist2 基因在鳜不同组织中的表达差异, 

在脾脏和脑中表达量较高 , 但肝脏中表达量较

低。这些结果表明, twist2 可能对神经胚期之后的

器官形成以及在脾脏、肌肉等组织器官有重要生
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理功能。值得注意的是, 䱻在唇 脾脏中的 twist2

表达较低, 而在鳜和金鲳鱼脾脏中表达较高, 说

明 twist2 的表达模式和功能在物种间存在差异。 

3.3  短期饥饿对 twist2 和 miRNAs 表达影响 

在食物缺少或者饥饿的状态下 ,鱼类一方面

通过降低代谢水平、自身消耗等途径形成对饥饿

胁迫的忍耐能力, 另一方面机体受到饥饿胁迫后, 

受到某种信号调控转录因子的表达[30-31]。由于肌

肉生长机制依赖于 MyoD、MyoG 等的表达, 而这

些生长因子又会受到外界因素的影响, 因此可建

立短时间的限食模型。对尼罗罗非鱼进行短期的

禁食(5 d 和 10 d), 检测 myod 和 myog 的 mRNA

水平, 与正常投喂相比, 其表达量显著降低[32]。

研究表明 Twist2 的敲除会导致 MyoG 上调, MyoG

是肌源性分化的关键转录开关 [33]。本研究表明 , 

饥饿 3 d 后, 鳜肌肉 myod、myog 和 twist2 基因的

表达发生显著变化, 与饥饿 0 d 相比, twist2 的表

达水平显著升高, 而 myod 和 myog 显著下降, 骨

骼肌的增殖与分化受到抑制, 可能机体在接收到

饥饿信号后, 为了节约能量, 维持蛋白质稳态的

一种保护机制, 推测 twist2 也参与了应答饥饿胁

迫的调控。 

为进一步探究 twist2 基因在鳜中的表达调控

机制, 利用在线的生物学方法预测筛选了潜在靶

向 twist2 3ʹUTR 的 miRNAs。miRNAs 已经成为发

育和生理过程的重要转录后调节因子[19,34-35]。随

着 对 miRNAs 研 究 的 深 入 , 越 来 越 多 新 的

miRNAs 被鉴定参与靶基因的调控[36]。通过在线

工具预测筛选到 miR-204、miR-30a、miR-30b、

miR-30e-5p 与鳜 twist2 mRNA 的 3ʹUTR 序列存在

结合的靶位点。在本研究的饥饿实验中, 在饥饿

3 d 后预测靶向 twist2 基因的 miRNAs 表达水平也

出现了显著变化, 上述 4 种 miRNAs 和 twist2 基

因在正常摄食和饥饿状态下的鳜肌肉中表现出相

反的表达模式。miRNA-30-5p 被报道可调节肌肉

分 化 和 肌 肉 相 关 基 因 的 选 择 性 剪 切 [37], 而

miR-30b 参与血管平滑肌细胞钙化[38], miR-204 可

以靶向 Pax7、IGF1 和 MEF2C, 调节靶基因的表

达, 并与骨骼肌再生密切相关[39]。本研究通过在

线工具初步筛选到靶向鳜 twist2 基因的相关

miRNAs, 这些 miRNAs 可能通过靶向鳜 twist2 基

因参与了肌肉增殖与分化的调控, 但具体的调控

机制有待进一步研究。 

本研究分析了鳜 twist2 基因的序列结构特征

和在鳜不同胚胎发育阶段的时空定位和表达模式, 

结合 miRNA 的靶基因预测, 及饥饿处理实验, 推

测 miR-30a、miR-30b、miR-30e-5p、miR-204 可能

参与鳜 twist2 基因的表达调控, 为进一步深入分

析 twist2 基因在鱼类早期发育, 参与调控鱼类肌

肉生长分化提供了重要的理论依据。 
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Sequence characterization, spatiotemporal expression patterns and 
predictive analysis of miRNAs targeting twist2 in Siniperca chuatsi 
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Abstract: Twist2 (Twist family transcription Factor 2) is a member of the basic Helix-Loop-Helix (bHLH) family 
that plays an important role in the regulation of animal development. However, the expression patterns and 
regulatory roles of twist2 genes in fishes are poorly understood. This study aimed to understand the expression 
pattern of the twist2 gene and its functions in the regulation of muscle development in Siniperca chuatsi. The 
twist2 gene sequence was obtained from the transcriptome database of S. chuatsi and Twist2 protein 
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characterization and homology were analyzed using bioinformatic methods. The protein encoded by the twist2 
gene of S. chuatsi consists of 162 amino acids with a conserved functional bHLH structural domain and the results 
of multiple sequence comparison based on the amino acid sequences showed that the Twist2 protein has a high 
similarity in vertebrates. The spatiotemporal expression pattern of the twist2 gene of S. chuatsi was analyzed by 
RT-qPCR and the expression pattern of the twist2 gene was found to be differentially expressed at different 
developmental stages. The expression level was low before the mid-gastrula stage, increased significantly from the 
neurula stage, reached its highest level in the tail-bud stage, and was widely expressed in S. chuatsi tissues; its 
expression was highest in the spleen, followed by the brain and red muscle. Whole embryo in situ hybridization 
was used to detect the localization of twist2 at different developmental stages in early embryos and it was found to 
be specifically expressed mainly in the neuroectoderm and somites. Targetscan and RNAhybrid tools were used to 
predict miRNAs that might target the mandarin twist2 gene. miR-30a, miR-30b, miR-30e-5p, and miR-204 were 
found to potentially act on the twist2 3' UTR, suggesting that twist2 is a potential target gene for miR-30a, 
miR-30b, miR-30e-5p, and miR-204. The short-term starvation stress experiment in S. chuatsi showed that the 
expression of twist2 after three days of starvation was significantly negatively correlated with the expression of the 
above miRNAs, suggesting that there is a potential regulatory relationship between twist2 and the above four 
miRNAs. Therefore, the results of this study will contribute to understanding the sequence characteristics and 
spatiotemporal expression patterns of the twist2 gene and the functions of potential upstream miRNAs in 
regulating muscle growth and development at the molecular level, which will provide a theoretical basis for the 
developmental biology of fish, as well as for healthy aquaculture. 
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