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摘要: 盐度是影响刺参(Apostichopus japonicas)生长发育最重要的环境因子之一, 而 microRNAs (miRNAs)可通过

与靶基因的 mRNA 特异性结合, 实现对其靶基因的表达调控。为探究 Aja-miR-22 和 Aja-miR-27 及对应的两个靶

基因在刺参低盐海水胁迫下的表达情况, 本实验将刺参放入盐度 18 低盐海水中进行胁迫, 取盐度胁迫后的 3 h、6 h、

12 h、24 h、48 h 和 72 h 不同时间点和正常盐度海水中刺参的体腔液, 提取 RNA 和 miRNA, 利用 qRT-PCR 技术

进行表达分析。结果表明 Aja-miR-22 和 Aja-miR-27 这两个 miRNA 在盐度胁迫后各时段均呈现出上调表达趋势, 且

都在胁迫后 3 h 达到最大值, 分别为对照组的 36 倍和 16 倍。Aja-miR-22 和 Aja-miR-27 在胁迫后各个表达量都均

高于对照组, 其中 Aja-miR-22 在胁迫后 3 h、48 h 与对照组差异极显著(P<0.01), Aja-miR-27 在胁迫后 3 h、48 h、

72 h 与对照组差异极显著(P<0.01)。靶基因棘皮动物微管相关蛋白(77 kD echinoderm microtubule-associated protein)

与一般转录因子 IIE 亚基 2 (general transcription factor IIE subunit 2)的表达趋势基本一致, 在胁迫后 3 h降到最低值, 

其中棘皮动物微管相关蛋白(EMAP)在胁迫后各个时间点表达量均低于对照组, 除胁迫后 48 h 外其余时间点均与

对照组差异极显著(P<0.01), 而一般转录因子 IIE 亚基 2 (general transcription factor IIE subunit 2)在胁迫后 48 h 和胁

迫后 72 h 的表达量与对照组差异极显著(P<0.01)。Aja-miR-22 和 Aja-miR-27 的表达趋势与其靶基因表达模式在

24 h 前均呈现负相关关系。上述研究结果说明 Aja-miR-22 和 Aja-miR-27 及其对应的靶基因在刺参的盐度适应调

节机制中发挥作用。 
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microRNAs (miRNAs)是一类长度为 18~26 nt
并能够调节转录后内源基因表达的非编码的小

RNA。目前已有报道刺参的 miRNA 与刺参夏眠[1]、

缺氧胁迫[2]、腐皮疾病[3]、肠再生[4]、免疫调节[5]

等生理生化过程有关。Zhang 等[6]在刺参体内体外

的灿烂弧菌刺激实验中发现 miR-137 和 miR-2008
能够通过调节靶基因甜菜碱高半胱氨酸甲基转移

酶(AjBHMT)进而促进 ROS 的产生和致病细菌的

清除过程。Li 等[7]通过实验转染 miR-210 模拟物

证明其能够抑制 Toll 样受体基因(AjToll), 并且其

ROS 变化与 AjToll 的 siRNA 表现一致, miRNA- 
210 展示了一种新的免疫调节途径。Lu 等[8]发现

miR-31 在调节刺参呼吸爆发时通过靶向作用于

靶基因 Ajp105 来发挥作用。Shao 等[9]研究结果证

明在病原体和宿主之间的相互作用期间, miR-31
负向调节肿瘤坏死因子相关蛋白 9 (AjCTRP9)的
表达, 从而导致半胱氨酸蛋白酶-3 和半胱氨酸蛋

白酶-8 依赖性细胞凋亡。Lu 等[10]通过转染 miR- 
133 模拟物和 si-AjIRAK-1 的结果表明 miR-133
参与 TLR 的级联调节, 并通过双荧光素酶确定了
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miR-133 和 AjIRAK-1 的靶向关系。Lv 等[11]研究

结果发现 miR-137 在海参发病机制中具有调节作

用。Lv 等[12]通过转染 miR-200 的模拟物分析靶基

因 AjTollip 及其下游分子的表达 , 结果表明了

miR-200 能增强体细胞的抗菌活性。Zhang 等[13]通

过高通量测序和 PCR 筛选的方法确定了 miR-92a
的潜在靶基因 SMURF 和 MEGF。 

盐度是影响刺参生理生态学最重要的环境因

子之一。目前盐度对刺参影响的研究工作主要集

中在刺参的生长 [14-15]、能量代谢 [15-16]和生理 [17]

等方面。胡炜等[14]将刺参置于盐度骤降的环境中, 
发现当盐度降低时会导致刺参的摄食率和食物转

化率的下降。当养殖环境盐度在 31 时刺参对蛋白

消化能力最强并且蛋白酶活力达到最高[18-19]。董

晓亮[20]研究表明低盐条件对刺参的耗氧率、排氨

率以及生长情况有着不同程度的影响。Zhang 等[21]

鉴定了刺参在低盐和高盐的环境中适应盐度变化

的渗透特异性差异表达基因(DEG)。田燚等[22]通

过低盐胁迫条件下对 DD104 基因在仿刺参不同

组织、时间的表达量变化规律分析, 认为 DD104
基因可能与渗透胁迫密切相关。傅意然等[23]通过

低盐胁迫分析了 4 个基因定量表达变化, 结果表

明热休克蛋白 70 基因、甘氨酸转运蛋白基因、锌

转运蛋白基因、神经乙酰胆碱受体基因在刺参盐

度胁迫过程中发挥重要作用。Tian 等[24-25]分析了

溶菌酶基因在盐度胁迫下的表达变化及其溶菌

酶基因干扰后的变化。目前已有研究表明盐度会

影响刺参的生长发育及其生理活动 [24-25], 但

microRNA 参与刺参盐度适应方面的相关研究结

果相对较少。本文以低盐 18 psu 胁迫后的高通量

测序结果为基础, 从差异表达的 microRNA 中筛

选出 Aja-miR-22 和 Aja-miR-27, 预测获得其对应

的靶基因, 分析这两个 miRNA 及靶基因在盐度

胁迫过程中的表达情况, 为刺参的盐度适应过程

提供重要的依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
实验刺参取自河北唐山海域, 并暂养于大连

海洋大学北方海水增养殖重点实验室, 选择状态

良好、肉刺坚挺、湿重量为(22.84±2.79) g 的健康

刺参作为实验材料。将 30 头刺参放置于盐度为

18 的低盐海水中进行低盐胁迫, 在胁迫后的 3 h、
6 h、12 h、24 h、48 h 和 72 h 不同时间段各自选

取 3 头刺参的体腔液, 用于后续实验分析。同时

有正常盐度 32 的刺参作为对照组(0 h)。  
1.2  实验方法 

总 RNA 的提取以及 mRNA 的反转录和 qPCR
实验方法参照傅意然等[23]的研究进行操作。 
1.2.1  miRNA 的提取   采用 TRIzol 法提取

miRNA, 并用 miRcute miRNA cDNA 第一链合成

试剂盒 (KR201)进行 miRNA 反转录。提取的

miRNA 首先进行加尾反应, 以加尾后的 miRNA
作为模板进行反转录反应 , 反应体系为 : RNA 
2000 ng, 2×miRNA RT Reaction Buffer 10 μL, 
miRNA RT Enzyme Mix 2 μL, 加 RNase-free 
ddH2O 至 20 μL。离心混匀后在 PCR 仪按照 42 ℃, 
1 h; 95 ℃, 3 min 条件进行反转录。合成的 cDNA
反应液, 通过琼脂糖凝胶电泳检测反转录的结果, 
放置于‒20 ℃保存用于后续的定量表达分析。 
1.2.2  miRNA 的靶基因预测   Aja-miR-22 和

Aja-miR-27 的靶基因是通过 miRanda 软件预测分

析所得 , 根据 miRNA 与靶基因的序列匹配、

miRNA-mRNA 双链之间的热稳定性和靶位点保

守性为参数, 检测到分数 S>90(单残基对分数)并
且最小自由能低于‒17 kCal/mol 的候选目标, 被
选作首选的靶基因作进一步分析。miRNA 5ʹ端的

第 2~8 个核苷酸作为核心种子序列, 与靶 mRNA
特异性配对。前体 miRNA(pre-miRNA)切割形成

的双链 miRNA 载入 AGO2 形成 RNA 诱导沉默复

合物(RISC), 最终 miRNA 中一条单链保留在复合

物中，另一条链会讲解。RISC 通过 miRNA 的 5ʹ
端与靶基因碱基配对实现识别结合目标。 

引物的设计与荧光定量 PCR 反应从刺参盐度

胁迫后 miRNA 的文库中选取存在显著差异表达

的 2 个 miRNA(Aja-miR-22 和 Aja-miR-27)和对应

的 2 个靶基因(EMAP, gtf2e2), 通过普通 PCR 结合

荧光定量 PCR 对引物进行筛选, 获得特异性的引

物。利用 Primer 5.0 软件对所选的 2 个基因设计荧

光定量引物, 引物是由上海生工生物工程股份有
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限公司合成, 实验方法及步骤参考庚宸帆[26]的方

法。2 个 miRNA 和 2 个靶基因及内参基因的引物

序列见表 1。 
 

表 1  荧光定量 RT-PCR 引物序列 
Tab. 1  Sequences of the qRT-PCR primers  

used in the experiment 

基因 gene 引物序列 primer sequence 

Aja-miR-22 TATTGCACTTGTCCCGGCCG 

Aja-miR-27 CTATTGCACTTGTCCCGGCCTAT 

U6 ACGCAAATTCGTGAAGCGTT 

gtf2e2-F 5ʹ-ACCAGTTGTGGAAAAGAAAAAGCC-3ʹ

gtf2e2-R 5ʹ-TAGTTGAAACCAGCCGGAGAGGAT-3ʹ 

EMAP-F 5ʹ-CGCACCTAGCAAGACTCTAGCC-3ʹ 

EMAP-R 5ʹ-AACGTCATCATTGTGACCCAAATA-3ʹ 

β-actin-F 5ʹ-CGGCTGTGGTGGTGAAGGAGTA-3ʹ 

β-actin-R 5ʹ-TCATGGACTCAGGAGACGGTGTG-3ʹ 

 
1.3  数据统计分析 

所有数据均采用 SPSS22.0 软件进行分析 , 
并通过单因素方差分析(one-way ANOVA)和 LSD
比较数据差异显著水平, P<0.05 时表示差异显著, 
并采用 Origin8.1 软件绘制柱状图。 

2  结果与分析 

2.1  Aja-miR-22 和 Aja-miR-27 在盐度胁迫的

表达 
Aja-miR-22 和 Aja-miR-27 在盐度胁迫下各时

段的表达结果如图 1 所示。Aja-miR-22 和 Aja- 
miR-27 这两个 miRNA 在盐度胁迫后各时段呈现

相同的表达趋势, 2 个 miRNA 都呈现出上调表达, 
且都在胁迫后 3 h 达到最大值, 分别为对照组的

36 倍和 16 倍。胁迫 3 h 后表达量有所降低, 在胁

迫后 48 h 又开始升高, 然后降低。Aja-miR-22 和

Aja-miR-27 在胁迫后各个表达量都均高于对照组, 
其中 Aja-miR-22 在胁迫后 3 h、48 h 与对照组差异

极显著(P<0.01), Aja-miR-27 在胁迫后 3 h、48 h、
72 h 与对照组差异极显著(P<0.01)。 
2.2  靶基因在盐度胁迫下各时间段的表达 

2 个靶基因棘皮动物微管相关蛋白(EMAP)和
一般转录因子 IIE 亚基 2 (gtf2e2)的表达结果如图

2 所示。2 个靶基因的表达趋势基本一致, 在胁迫 

 
 

图 1  Aja-miR-22 与 Aja-miR-27 盐度 
胁迫后不同时段的表达 

“*”表示对照组与实验组之间差异显著(P<0.05);  
“**”表示对照组与实验组之间差异极显著(P<0.01). 
Fig. 1 Aja-miR-22 与 Aja-miR-27 expression profiles  

in different time under low salinity stress 
“*” indicates the significant difference between the  

control and the experiment group (P<0.05); “**” indicates 
extremely significant difference between the control  

group and the experiment group (P<0.01). 
 

 
 

图 2  低盐胁迫下棘皮动物微管相关蛋白(EMAP)和一般

转录因子 IIE 亚基 2 (gtf2e2)基因不同时段的表达 
“*”表示对照组与实验组之间差异显著(P<0.05);  

“**”表示对照组与实验组之间差异极显著(P<0.01). 
Fig. 2  The endothelial monocyte-activating polypeptide  

and general transcription factor IIE subunit 2 gene  
expression in different time under low salinity stress 
“*” indicates the significant difference between the  

control and the experiment group (P<0.05); “**” indicates 
extremely significant difference between the control  

group and the experiment group (P<0.01). 
 

后 3 h 降到最低值, 是对照组的 89%, 然后开始逐

渐升高, 至胁迫后 48 h 达到最大值, 是对照组的

13 倍。其中 EMAP 在胁迫后各个时间点的表达量

均低于对照组, 除胁迫后 48 h 外, 其余时间点均

与对照组差异极显著(P<0.01)。而 gtf2e2 在胁迫后

1.5 h、3 h、24 h、48 h 和 72 h 的表达量与对照组
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差异极显著(P<0.01)。 
2.3  两个 miRNA 与其靶基因间 3ʹ-UTR 区域结合 

2 个 miRNA 及其靶基因间的 3ʹ-UTR 区域序

列对比如图 3 所示。Aja-miR-22 的“种子区”与
EMAP 3ʹ-UTR 区域的 879~886 位点相结合, 序列

对比得分 156.00 高于阈分数 90, 最小自由能

‒19.51 kCal/mol, 得分数值越大或自由能越低都

表明 miRNA 与靶 mRNA 结合复合物结构越稳定。

Aja-miR-22 的 2~12 位点与 gef2e2 的 493~514 位点

序列对比得分 151.00, 最小自由能‒21.75 kCal/mol; 
Aja-miR-27 的 2~18 bp 与 EMAP 的 865~887 bp 序

列对比得分 156.00, 最小自由能‒19.42 kCal/mol, 
Aja-miR-27 的“种子区”序列与 EMAP 3ʹ-UTR 碱基

完全互补; Aja-miR-27 的 2~12 bp 与 gef2e2 的

493~514 bp 序列对比得分 151.00, 最小自由能

‒21.75 kCal/mol。 
 

 
 

图 3  Aja-miR-22 与 Aja-miR-27 及其靶基因的 3ʹ-UTR 区域序列对比 
Fig. 3  Comparison of the 3ʹ-UTR region sequences of Aja-miR-22 and Aja-miR-27 and their target genes 

 
2.4  两个 miRNA 及其靶基因在低盐胁迫下不同

时间段的表达 
2 个 miRNA 与其对应靶基因的 mRNA 表达

量如图 4 所示, 在盐度胁迫 24 h 内呈典型的负向

调节趋势。Aja-miR-22 和 Aja-miR-27 表达趋势分

别升高、降低、升高、降低, 与 EMAP 和 gtf2e2
的表达趋势分别降低、升高、降低、升高相反。

在盐度胁迫 48 h 和 72 h 这两个时间点, gtf2e2 也 
 

 
 

图 4  低盐胁迫下 Aja-miR-22 与 Aja-miR-27 
不同时段的表达趋势 

Fig. 4  Expression of Aja-miR-22 and Aja-miR-27 in  
different periods under low salt stress 

与 miRNA 呈现负向调节趋势, 而 EMAP 与其

miRNA 呈现正向的变化趋势。 

3  讨论 

miRNA 是一类高度保守的非编码 RNA, 能够

在生物体中表达, 并通过与靶基因的完美或不完全

互补性结合沉默靶基因, 调节基因的表达[27-31]。

在盐度胁迫相关的 miRNA 报道中, Wang 等[32]在

花鳗鲡(Anguilla marmorata)研究中发现 miR-10b- 
5p、miR-181、miR-26a-5p、miR-30d 和 miR-99a- 
5p 在 3 个盐度下呈现上调表达, 分析认为这 5 个

miRNA 在渗透调节中具有重要作用, 其中 miR- 
10b-5p 只有在海水盐度为 10 环境下参与鱼类渗

透压的调控。Yan 等[33]在尼罗罗非鱼(Oreochromis 
niloticus)的渗透胁迫研究发现当渗透压逐渐升高, 
miR-429 的表达量下调与渗透胁迫转录因子

(OSTF1)表达量相应上调一致, 表明 miR-429 与

OSTF1 的靶向关系及其在渗透胁迫响应发挥重要

作用。Yan 等[34]也发现罗非鱼的 miR-30c 可以直

接靶向调控 HSP70 基因, 通过抑制 miR-30c 的表

达 , 使鱼体血浆中的离子浓度升高 , 表明 miR- 
30c 是参与罗非鱼体内渗透调节的重要物质。

Flynt 等[35]在斑马鱼(Danio rerio)中发现 miR-8 家
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族的 miRNA 在离子细胞中表达丰富, 并通过调

节钠氢交换调节因子(Nherf1)的表达来调控钠离

子的转运, 从而保护胚胎细胞。在本文中刺参的

Aja-miR-22 和 Aja-miR-27 在盐度胁迫下 2 个

miRNA 都呈现出上调的表达趋势(图 1), 与上述

miRNA 研究结果一致, 说明这两个 miRNA 能够

被盐度诱导表达, 并可能参与刺参的盐度调节适

应过程 , 还需要进一步的实验进行验证。2 个

miRNA 表达量的最大值出现在刺参盐度胁迫后

的 3 h(图 1), 我们推测 miRNA 可能会在低盐应激

的条件下做出相应的反应, 来更好地适应刺参体

内的盐度变化带来的影响。miRNA 能够通过与靶

基因的完美或不完全互补性结合直接沉默靶基因

达到负向调节靶基因的作用[36-37]。 
miRNA 与靶基因在胁迫 24 h 内呈典型的负

相关(图 4), 有很多报道也证实了miRNA与靶基因

存在负向调节关系[29-31], 在盐度胁迫 48 h 和 72 h
这两个时间点, EMAP 与其 miRNA 呈现正向的变

化趋势。这种正向调节变化是一个值得关注的现

象, 推测在盐度胁迫过程中, 除了 Aja-miR-22 和

Aja-miR-27 对 EMAP 有调控作用外, 可能在盐度

胁迫后期还有其他的 miRNA 对 EMAP 具有调节

作用, 也可能是 EMAP 在盐度胁迫过程中具有重

要的作用, 需要 EMAP 高表达来更好地适应盐度

胁迫对刺参机体内部变化的影响, 当然还需要进

一步的实验进行验证。 
微管相关蛋白(MAPS)是真核细胞中微管上

的主要交感蛋白, 由于在海胆, 沙钱和海星中含

量丰富, 被命名为棘皮动物微管相关蛋白[38]。当

胚胎细胞进入有丝分裂时期, EMAP 磷酸化程度

增加, 并且随着胚胎有丝分裂结束, 其磷酸化会

降低[39]。Tabur 等[40]通过与对照组的大麦分生细胞

对比发现, 在 NaCl 含量为 0.30 mol/L、0.35 mol/L
和 0.40 mol/L 的培养基上生长的植物, 其有丝分

裂指数呈显著降低。Kammerer 等[41]在罗非鱼中

证明了盐度变化能够增加富含线粒体细胞的有丝

分裂。这些结果说明盐度变化对有丝分裂会产生

一定影响, 进而影响 EMAP 磷酸化的过程。本实

验中低盐胁迫后 EMAP能够被诱导(图 2), 并且体

现差异表达趋势, 可能说明盐度胁迫可能导致细

胞损伤, 需要启动有丝分裂过程来增加细胞的数

量, 这个过程中需要 EMAP 的表达参与。生物体

在环境胁迫下, 会需要启动一系列的蛋白质或酶

类来协调机体对环境做出一定的反应, 这就需要

启动基因的转录与表达过程。真核生物转录起始

过程比较复杂, 至少存在 6 种蛋白质因子和 RNA
聚合酶 II 相互作用, 该系列因子统称为一般转录

因子(GTF), 包括 TFIID、TFIIA、TFIIB、TFIIF、
TFIIE、TFIIH[42]。Drapkin 等[43]结果证明 TFIIE 能

够负调节 ERCC3解旋酶活性; Guzder等[44]在酵母

(Saccharomyces cerevisiae)中证明了 TFIIE 对 ERCC3
解旋酶活性的负向调节是 RNAPII 转录所必需的。

He 等[45]在小麦中证明了转录因子 TaMYB73 基因

能够改善离子抗性并在盐度耐受性方面发挥了重

要作用。Hu 等[46]在拟南芥(Arabidopsis thaliana)
中证明转录因子 WRKY8 的抑制因子 VQ9 蛋白可

以通过维持 W 的盐度胁迫后的适应过程, 同时在

这个过程中有 miRNA 参与其过程, 并且在一定

时间段内靶基因和 miRNA 还存在一定程度的负

相关(图 4), 可能说明 miRNA 和对应的靶基因均

需要通过调整其表达丰度来参与刺参的盐度适应

过程。 
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Expression profiles of Aja-miR-22 and Aja-miR-27, and their target 
genes, in sea cucumber under salinity stress 

GUO Ran, WU Weijie, SHANG Yanpeng, QIU Xuemei, DING Jun, LI Xiang, TIAN Yi 

Key Laboratory of Mariculture & Stock Enhancement in North China’s Sea, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; 
Dalian Ocean University, Dalian 116223, China 

Abstract: Salinity is one of the most important environmental factors affecting the growth and development of sea 
cucumbers. microRNAs (miRNAs) can regulate the expression of their target genes by specifically binding to tar-
get mRNA. The expression profiles of Aja-miR-22 and Aja-miR-27, and two target genes, were detected in sea 
cucumbers that were under low salt stress. RNA and miRNA were extracted from coelomocytes of sea cucumbers 
in normal salinity seawater and were, after 3 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, and 72 h exposure to salinity stress, analyzed 
by qRT-PCR. The results showed that the expression profile of Aja-miR-22 was consistent with that of Aja-miR-27 
at each time point after initial salinity stress. Two miRNAs were induced to up-regulate and reached maximum 
expression at 3 h after stress. The expression maximums of Aja-miR-22 and Aja-miR-27 were 36 times and 16 
times more than in the control group, respectively. The expression levels of Aja-miR-22 and Aja-miR-27 were 
higher than those of the control group under salinity stress, and Aja-miR-22 was significantly different from the 
control group at 3 h and 48 h after initial stress exposure (P<0.01). Aja-miR-27 was significantly different from 
the control group at 3 h, 48 h, and 72 h under salinity stress. The expression of the target gene echinoderm micro-
tubule-associated protein (EMAP; 77 kD) was also consistent with the general transcription factor IIE subunit 2, 
which reached the minimum value at 3 h under salinity stress. The expression level of EMAP was lower than that 
of the control group at each time point after salinity stress. The general transcription factor IIE subunit 2 (General 
Transcription Factor IIE Subunit 2) was significantly different from the control group at 48 h and 72 h under sa-
linity stress (P<0.01). The expression trends of Aja-miR-22 and Aja-miR-27 were negatively correlated with their 
target gene expression patterns before 24 h. The above results indicated that Aja-miR-22 and Aja-miR-27, and 
their corresponding target genes, are involved in the salinity adaptation mechanism of sea cucumber. 
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