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摘　要：２甲基异茨醇（２ｍｅｔｈｙｌｉｓｏｂｏｒｎｅｏｌ，２ＭＩＢ）是由多种放线菌土壤生物、蓝细菌等产生的一种挥发性有
机物，在水体中广泛存在。为探究２ＭＩＢ对鱼类会产生哪些影响，将斑马鱼饲养在２ＭＩＢ质量浓度为４２ｎｇ／Ｌ
的水中２４ｈ后，进行鳃组织的转录组分析，发现２ＭＩＢ处理组有１６３个基因显著上调、５６５个基因显著下调。
ＫＥＧＧ通路富集显示氧化磷酸化相关的生化过程上调，而免疫相关信号通路发生下调，ＲＴｑＰＣＲ进一步显
示，２ＭＩＢ显著上调氧化磷酸化相关基因 ｎｄｕｆｂ７、ｍｔｃｙｂ、ｍｔｎｄ４、ｍｔｎｄ６、ｍｔｃｏ２和 ｍｔａｔｐ６的表达，而 Ｔｏｌｌｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ相关免疫基因ｒｅｌａ、ｃｄ４０、ｉｋｂｋｂ、ｍａｐｋ８ｂ、ｍａｐｋ３、ｒｉｐｋ１ｌ显著下调。２ＭＩＢ暴露后，鳃和
肝脏组织中超氧化物歧化酶ＳＯＤ活性升高。研究表明：２ＭＩＢ会提高斑马鱼氧化磷酸化水平，同时降低 Ｔｏｌｌ
样受体信号通路相关基因的表达。
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　　无论是自然捕捞还是人工养殖的鱼类，都不
同程度地存在土腥味。特别是淡水鱼类，如莫桑

比 克 罗 非 鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｍｏｓｓａｍｂｉｃｕｓ）、鲤
（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ）、 鲢 （Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓ
ｍｏｌｉｔｒｉｘ）、草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）等土腥
味尤为严重［１］。土腥味成分复杂，指的是多种化

合物质的一个总称［２］，主要的化合物是土味素

Ｇｅｏｓｍｉｎ （Ｔｒａｎｓ１， １０ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓ９ｄｅｃａｌｏｌ，
反１，１０二甲基反９萘烷醇）和 ２甲基异茨醇
（２ｍｅｔｈｙｌｉｓｏｂｏｒｎｅｏｌ， ２ＭＩＢ）， 由 放 线 菌

（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ）和浮游藻类产生。近年来，我国
的东钱湖、滇池和熊河水库等水体中的鱼类都发

现存在２ＭＩＢ异味问题［３５］。水产品养殖、加工、

销售等整个产业链也会因异味问题而造成巨大

的经济损失［６７］。

２ＭＩＢ是 由 水 体 中 放 线 菌 和 蓝 细 菌
（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）等产生的单萜类化合物［８］，具有

强烈的霉味。２ＭＩＢ是水中土腥味的主要来源，
饮用水中的土腥味已成为消费者投诉中最常见

的问题［９］。研究表明，９～４２ｎｇ／Ｌ的２ＭＩＢ就能
使水体及水产品产 生 土 腥 味［１０］。鱼 腥 藻

（Ａｎａｂａｅｎａ）、颤藻（Ｏｓｃｉｌｌａｔｏｒｉａ）和念珠藻（Ｎｏｓｔｏｃ
ｃｏｍｍｕｎｅＶａｕｃｈ）等 淡 水 藻 类 可 以 产 生
２ＭＩＢ［１１１２］，该代谢产物通过鱼鳃进入鱼体累积，
导致鱼体产生特有的腥味，降低鱼肉的品质，进

而影响养殖业的经济效益［１３１５］。因此，了解 ２
ＭＩＢ在鱼体内的分子机制，对水产养殖业具有重
要意义。

同为土腥味的萜类化合物土味素 Ｇｅｏｓｍｉｎ，
已发现在斑马鱼胚胎发育过程中可同时诱导多

种反应，包括氧化应激、细胞凋亡和内分泌紊

乱［１６］，而２ＭＩＢ对鱼类的影响尚没有引起重视。
本研究通过２ＭＩＢ暴露斑马鱼，调查其对斑马鱼
基因表达的影响，进一步了解２ＭＩＢ对斑马鱼的
免疫机能产生哪些影响。

１　材料与方法

１．１　样本来源及实验设计
本实验斑马鱼采购于上海市岚灵花鸟市场。
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饲养３ｄ［（２７．０±１）℃］，每天早晚各饲喂１次，
适应环境［１７］。将３月龄的斑马鱼暴露于质量浓
度为４２ｎｇ／Ｌ的２ＭＩＢ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，ＵＳＡ）２４ｈ
（每隔４ｈ换１次药物，保证药物质量浓度不变），
对照组为未经２ＭＩＢ处理的斑马鱼。２ＭＩＢ处理
组和未经２ＭＩＢ处理的对照组各设３个平行（每
组１５尾）。
１．２　ＲＮＡ提取、文库构建和高通量测序

使用Ｔｒｉｚｏｌ法分别提取用２ＭＩＢ处理２４ｈ和
未经 ２ＭＩＢ处理的斑马鱼的鳃组织 ＲＮＡ，采用
ＮＥＢＮｅｘｔＲ ＵｌｔｒａＴＭ ＲＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔｆｏｒ
ＩｌｌｕｍｉｎａＴＭ（ＮＥＢ，ＵＳＡ）完成 ｃＤＮＡ文库的构建，
基于ｉｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａｓｅｑ６０００ＴＭ高通量平台，进行转
录组测序。

１．３　生物信息学分析
对测序得到的 ｆａｓｔｑ格式的原始读长进行过

滤，去除低质量读长，获得净读长。选取 ＨＩＳＡＴ
软件将过滤后的测序序列进行基因组定位分析，

比对到ＲＮＡＳｅｑ测序数据中的 ｓｐｌｉｃｅｄｒｅａｄ。使
用 ＤＥＳｅｑ进行差异基因 ＤＥＧｓ（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ）分析，筛选标准为 Ｐ＜０．０５。采
用差异基因表达量 ＦＰＫＭ层次聚类分析，分别用
Ｈｃｌｕｓｔｅｒ、Ｋｍｅａｎｓ和 ＳＯＭ等３种方法对差异基
因的相对表达水平值 ｌｏｇ２ｒ进行聚类。采用
ＧＯｓｅｑ进行ＧＯ富集分析。使用 ＫＯＢＡＳ（２．０）进
行Ｐａｔｈｗａｙ富集分析，确定差异表达基因参与的
最主要生化代谢途径和信号转导途径。

１．４　荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）
Ｔｒｉｚｏｌ法提取鳃、肝脏及头肾总 ＲＮＡ，使用

ＨｉＳｃｒｉｐｔⅢ ＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ （＋ｇＤＮＡ
ｗｉｐｅｒ）（Ｖａｚｙｍｅ，南京）反转录成 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ
为模板，选择 ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ（ｅｌｆａ）作为
内参基因，使用 ＡＢＩ７５００实时荧光定量 ＰＣＲ仪
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）进行 ＲＴｑＰＣＲ［１８］。使
用 ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＹＥＮＳＥＮ，上
海），体系为总体积２０μＬ（其中包含２μＬ特异性
引物和１μＬ的 ｃＤＮＡ），按照以下步骤进行 ＰＣＲ
反应：在９５℃初始变性２ｍｉｎ；随后进行４０个循
环（９５℃ １０ｓ，６０℃ ３０ｓ）。设置３个重复组，相
对表达量计算采用２－ΔΔＣｔ法，使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ

６．０软件统计分析，实验结果用平均值 ±标准误
（Ｍｅａｎ±ＳＥ）表示，采用 Ｍｕｌｔｉｐｌｅｔｔｅｓｔｓ比较各基
因的表达差异。所涉及到的基因引物序列在表１
中列出。

１．５　斑马鱼ＳＯＤ活性的测定
取２ＭＩＢ处理组和对照组斑马鱼的鳃、肝脏

组织，并用预冷０．９％生理盐水进行冲洗，用滤纸
吸干称重后置于１．５ｍＬ离心管中，依照总 ＳＯＤ
活性检测试剂盒说明书（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，上海）加入样
品制备液，冰上研磨取上清液作为待测样品，按

照ＳＯＤ说明书采用黄嘌呤氧化酶法，使用酶标仪
进行测定，所有测定均重复３次，使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ６．０软件对数据进行ｔｔｅｓｔ（ｕｎｐａｉｒｅｄ）分析。

表１　用于荧光定量ＰＣＲ的引物序列
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

基因名

Ｇｅｎｅ
Ｓｙｍｂｏｌ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ｅｌｆａ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＴＴＣＴＣＡＧＧＣＴＧＡＣＴＧＴＧＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＣＧＣＴＡＧＣＡＴＴＡＣＣＣＴＣＣ

ｎｄｕｆｂ７
Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＣＡＣＣＡＧＡＡＡＣＡＣＧＡＣＴＧＧＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＧＣＴＧＧＣＴＴＧＧＴＴＡＡＧＡＧＴＴＧＴＴ

ｍｔｃｙｂ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＧＣＣＴＡＡＡＣＣＣＣＡＡＣＡＴＧＧＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＧＡＧＧＧＴＴＡＧＣＡＧＧＧＧＴＧＡＡ

ｍｔｎｄ４
Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＣＧＧＡＣＣＡＴＡＡＴＣＣＴＣＧＣＴＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＡＧＡＴＧＴＴＣＴＣＧＧＧＴＧＴＧＧＧ

ｍｔｎｄ６
Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＴＣＧＡＧＣＴＧＡＴＧＴＡＡＧＣＧＧＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＧＣＡＣＧＡＡＧＣＡＣＡＣＣＡＴＡＡＣ

ｍｔｃｏ２
Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＡＣＡＣＣＣＴＧＣＡＣＡＡＣＴＡＧＧＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＡＡＴＧＡＴＧＧＣＣＧＧＡＡＧＧＡＣＴ

ｍｔａｔｐ６
Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＴＴＣＣＴＧＣＴＣＣＡＡＣＡＴＣＡＣＧＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＧＴＣＣＴＡＧＧＧＣＡＡＴＡＧＴＣＧＧＴ

ｒｅｌａ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＴＴＴＣＣＡＣＣＧＧＴＡＧＧＧＡＴＧＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＧＧＴＣＴＧＡＴＣＣＧＴＧＡＣＡＡＴＧＴＧ

ｃｄ４０
Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＴＧＧＡＣＣＡＧＧＴＡＣＧＡＧＧＡＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＧＣＡＴＴＣＡＴＴＴＣＧＧＣＴＧＧＴＣ

ｉｋｂｋｂ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＡＧＡＴＣＣＡＧＴＣＴＴＡＣＡＧＣＡＧＣＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＴＣＡＧＧＡＡＣＡＴＣＴＣＴＣＧＣＣＧ

ｍａｐｋ８ｂ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＣＡＣＣＡＧＣＧＡＴＣＡＣＧＧＡＴＡＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＧＡＧＴＣＡＣＴＧＣＴＣＡＣＴＧＣＴＧ

ｍａｐｋ３
Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＡＣＣＧＡＣＴＣＣＴＣＴＴＣＧＡＣＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＧＡＴＴＣＣＧＣＣＡＴＣＧＴＴＴＣＴＧ

ｒｉｐｋ１ｌ
Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＴＧＣＧＡＴＴＣＡＧＡＴＣＧＧＧＡＧＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＡＣＧＡＧＣＣＡＣＴＴＧＣＴＴＣＣＡＧ
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２期 李育媚，等：２甲基异茨醇对斑马鱼氧化磷酸化及免疫相关基因表达的影响

２　结果

２．１　２ＭＩＢ暴露对鳃组织转录组表达水平的影响
通过对２ＭＩＢ处理组和对照组各 ３个平行

的斑马鱼鳃组织进行转录组测序，共获得

３２７０７９３６８条净读长，各样品 Ｑ２０正确率均在
９６．８５％以上，Ｑ３０正确率均在９１．８３％以上，ＧＣ

含量分布在４６％到４８％之间，可见测序数据质量
较高，见表２转录组测序数据质量。
　　对比２ＭＩＢ处理组和对照组，暴露２ＭＩＢ的
斑马鱼展现出明显的差异基因表达谱［图 １
（ａ）］。与对照组相比，２ＭＩＢ处理组共发现７２８
个差异表达基因（Ｐ＜０．０５），其中１６３个基因上
调，５６５个基因下调［图１（ｂ）］。

表２　转录组测序数据质量
Ｔａｂ．２　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄａｔａｑｕａｌｉｔｙ

样品

Ｓａｍｅｐｌｅｎａｍｅ
原始读长

Ｒａｗｒｅａｄｓ
净读长

Ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ
正确碱基数

Ｃｌｅａｎｂａｓｅｓ
错误率

Ｅｒｒｏｒｒａｔｅ／％
Ｑ２０正确率
Ｑ２０／％

Ｑ３０正确率
Ｑ３０／％

ＧＣ含量
ＧＣｃｏｎｔｅｎｔ／％

Ｋ＿Ｓ１ ５３３１５１４６ ５２０８９１３０ ７．８１Ｇ ０．０３ ９７．２７ ９２．６３ ４７．７１
Ｋ＿Ｓ２ ６４４２７７０４ ６２９００１０４ ９．４４Ｇ ０．０３ ９７．３３ ９２．７７ ４７．３３
Ｋ＿Ｓ３ ５０８３３０２６ ４９５８８１９４ ７．４４Ｇ ０．０３ ９６．９０ ９１．８３ ４６．８１
Ｍ＿Ｓ１ ５４９２１６２８ ５３９３３０７２ ８．０９Ｇ ０．０３ ９７．３４ ９２．７４ ４７．１７
Ｍ＿Ｓ２ ６６２７７７９０ ６４７９０６２８ ９．７２Ｇ ０．０３ ９７．１５ ９２．４０ ４７．１３
Ｍ＿Ｓ３ ４４６５２１００ ４３７７８２４０ ６．５７Ｇ ０．０３ ９６．８５ ９１．８６ ４７．６９

注：Ｋ＿Ｓ１、Ｋ＿Ｓ２和Ｋ＿Ｓ３表示对照组的３个平行样，Ｍ＿Ｓ１、Ｍ＿Ｓ２和Ｍ＿Ｓ３表示２ＭＩＢ处理组的３个平行样。
Ｎｏｔｅｓ：Ｋ＿Ｓ１，Ｋ＿Ｓ２ａｎｄＫ＿Ｓ３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｔｈｒｅｅｐａｒａｌｌｅｌｓａｍｐｌｅｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄＭ＿Ｓ１，Ｍ＿Ｓ２ａｎｄＭ＿Ｓ３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｔｈｒｅｅｐａｒａｌｌｅｌ
ｓａｍｐｌｅｓｉｎｔｈｅ２ＭＩＢｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．

（ａ）聚类分析图，红色表示基因表达水平高，绿色表示基因表达水平低；（ｂ）差异基因火山图，有显著性差异表达的基因用红色点

（上调）和绿色点（下调）表示，无显著性差异表达的基因用蓝色点表示；横坐标代表基因在不同样本中表达倍数变化；纵坐标代表

基因表达量变化差异的统计学显著性。

（ａ）Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｄｉａｇｒａｍ，ｒｅｄｉｎｄｉｃａｔｅｓｈｉｇｈｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ，ｇｒｅｅｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｌｏｗｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ；（ｂ）ＶｏｌｃａｎｏＰｌｏｔｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓ，ｗｉｔｈｒｅｄｄｏｔｓ（ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ）ａｎｄｇｒｅｅｎｄｏｔｓ（ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｇｅｎｅｓｗｉｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，

ａｎｄｂｌｕｅｄｏｔｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｇｅｎｅｓｗｉｔｈｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｔｈｅａｂｓｃｉｓｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ；Ｔｈｅｏｒｄｉｎａｔｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

图１　聚类分析图与差异基因火山图
Ｆｉｇ．１　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｄｉａｇｒａｍａｎｄｖｏｌｃａｎｏｐｌｏｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓ
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２．２　ＧＯ富集与ＫＥＧＧ代谢通路分析
根据ＧＯ分析，共筛选出３０条重要的富集记

录，其中包括９个生物学过程，１２个细胞成分和９
个分子功能［图２（ａ）］。如ＧＯ注释所示，生物过
程中的“ｐｒｏｔｅｉｎｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ（蛋白质代谢过
程）”，细胞成分中的“ｏｒｇａｎｅｌｌｅ（细胞器）”和分子
功能中的“ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｍｏｌｅｃｕｌｅａｃｔｉｖｉｔｙ（结构分子活
性）”的类别术语最具有代表性。分别对上调差

异基因、下调差异基因进行 ＧＯ富集分析［图 ２
（ｂ）和（ｃ）］。其中：上调差异基因富集到的 ＧＯ
生物过程包括细胞酰胺代谢过程（ｃｅｌｌｕｌａｒａｍｉｄｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ）、肽代谢过程（ｐｅｐｔｉｄｅｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ）、细胞蛋白质代谢过程（ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ）、细胞大分子生物合成（ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｒｏｃｅｓｓ）等；下调差异
基因富集到的ＧＯ生物过程包括蛋白磷酸化过程
（ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ）、磷代谢过程（ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ）、信号转导的正调控（ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ）、细 胞 通 信
（ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ）等。

对差异基因进行 ＫＥＧＧ分析，其中上调差异
基因富集到的 ＫＥＧＧ通路显著性较高的分别是
Ｒｉｂｏｓｏｍｅ（线粒体）、Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ（氧
化磷酸化）、Ｃａｒｄｉａｃｍｕｓｃｌｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ（心肌收缩）
［图２（ｄ）］。在下调差异基因ＫＥＧＧ通路中与免
疫相关的通路主要有 Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ（Ｔｏｌｌ样受体信号通路）、ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ（ＮＯＤ 样 受 体 信 号 通 路）、
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（沙门氏菌感染）、ＲＩＧＩｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ（ＲＩＧＩ样受体信号通
路）及 Ａｄｉｐｏｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ（脂肪细胞
因子信号通路）［图２（ｅ）］。
２．３　２ＭＩＢ对氧化磷酸化相关基因表达和 ＳＯＤ
活性的影响

基于转录组结果 ＫＥＧＧ通路中氧化磷酸化
通路表达上调，利用ＲＴｑＰＣＲ检测氧化磷酸化相
关的基因在对照组和２ＭＩＢ处理组中的表达情
况。与对照组相比，２ＭＩＢ处理组斑马鱼鳃和肝
脏中，氧化磷酸化通路中的 ｎｄｕｆｂ７、ｍｔｃｙｂ、ｍｔ
ｎｄ４、ｍｔｎｄ６、ｍｔｃｏ２、ｍｔａｔｐ６基因ｍＲＮＡ表达水平
上调，差异极显著（Ｐ＜０．０１）［图３（ａ）和（ｂ）］。

进一步检测超氧化物歧化酶ＳＯＤ活性变化，
与对照组相比，２ＭＩＢ处理组斑马鱼鳃和肝脏的

ＳＯＤ活性均升高，且差异极显著（Ｐ＜０．０１）［图３
（ｃ）］。
２．４　２ＭＩＢ对 Ｔｏｌｌ样受体信号通路基因表达的
影响

基于转录组结果ＫＥＧＧ通路中免疫通路Ｔｏｌｌ
样受体信号通路表达下调，利用ＲＴｑＰＣＲ进一步
检测该通路相关基因在斑马鱼鳃、肝脏和头肾的

表达情况。与对照组相比，２ＭＩＢ处理组斑马鱼
鳃、肝脏和头肾中，ｒｅｌａ、ｃｄ４０、ｉｋｂｋｂ、ｍａｐｋ８ｂ、ｒｉｐｋ１ｌ
基因表达水平显著下调（Ｐ＜０．０５）［图 ４（ａ）、
（ｂ）和（ｃ）］ｍａｐｋ３基因表达除了在肝脏中表达无
显著性差异外，在鳃和头肾组织中均显著下调

［图４（ｂ）］。

３　讨论

３．１　２ＭＩＢ提高斑马鱼氧化磷酸化水平
通过ＫＥＧＧ通路分析发现，在２ＭＩＢ暴露处

理斑马鱼鳃转录组中，氧化磷酸化（ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ）信号通路的显著富集。氧化磷酸
化参与细胞三磷酸腺苷（ＡＴＰ）的产生，此过程发
生于线粒体中，参与氧化磷酸化的体系是由５种
复合物组成，分布于线粒体的内膜上，构成电子

传递链。ｎｄｕｆｂ７基因和 ｍｔｎｄ４基因都编码复合
物Ⅰ（ＮＡＤＨ氧化酶）的亚基，且ｎｄｕｆｂ７基因编码
的亚基具有结合ＮＡＤＨ和氧化功能，复合物Ⅰ负
责将电子从 ＮＡＤＨ转移到呼吸链中［１９２０］。ｍｔ
ｃｙｂ、ｍｔｎｄ６、ｍｔａｔｐ６基因则是线粒体代谢是否正
常的重要指标［２１］。ｍｙｃｙｂ基因编码复合物Ⅲ
（细胞色素ｃ氧化还原酶）中的细胞色素 ｃ，其负
责催化电子从泛醇转移到细胞色素 ｃ，在能量产
生中具有重要作用［２２］。复合物Ⅳ（细胞色素ｃ氧
化酶）在催化氧还原为水的过程中起着核心作

用，而ｍｔｃｏ２基因突变会影响复合物Ⅳ中亚基Ⅱ
的活性［２２］。ｍｔａｔｐ６基因编码复合物 Ｖ（ＡＴＰ合
成酶）的亚基，负责协助质子参与 ＡＴＰ合成［２３］。

２ＭＩＢ处理斑马鱼，诱导 ｎｄｕｆｂ７、ｍｔｃｙｂ、ｍｔｎｄ４、
ｍｔｎｄ６、ｍｔｃｏ２、ｍｔａｔｐ６等氧化磷酸化相关基因在
鳃和肝脏中表达，表明水体中的２ＭＩＢ会刺激斑
马鱼提高氧化磷酸化水平。氧化磷酸化产生的

活性氧，如过氧化氢、超氧化物等产生的自由基

会造成细胞损伤甚至病变［２４２５］。超氧化物歧化

酶（ＳＯＤ）是一种抗氧化酶，催化超氧阴离子自由
基（Ｏ－２·）歧化为Ｈ２Ｏ２和Ｏ２

［２６］。当产生的活性
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（ａ）总差异基因的ＧＯ富集柱状图，纵坐标为富集的ＧＯｔｅｒｍ，横坐标为该 ｔｅｒｍ中差异基因个数；（ｂ）显著上调基因的 ＧＯ归类；
（ｃ）下调差异基因的ＧＯ归类；（ｄ）上调差异基因ＫＥＧＧ富集散点图；（ｅ）下调差异基因ＫＥＧＧ富集散点图，纵轴表示ｐａｔｈｗａｙ名
称，横轴表示Ｒｉｃｈｆａｃｔｏｒ，点的大小表示此ｐａｔｈｗａｙ中差异表达基因个数多少，而点的颜色对应于不同的ｑｖａｌｕｅ范围。
（ａ）ＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｏｆｔｏｔａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓ，ＴｈｅｏｒｄｉｎａｔｅｉｓｔｈｅｅｎｒｉｃｈｅｄＧＯｔｅｒｍ，ａｎｄｔｈｅａｂｓｃｉｓｓａｉｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｉｎ
ｔｈｅｔｅｒｍ；（ｂ）ＧＯｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓ；（ｃ）ＧＯｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓ；（ｄ）
ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｐｌｏｔｏｆｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ；（ｅ）Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｐｌｏｔｏｆｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓ
ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ，ＴｈｅｖｅｒｔｉｃａｌａｘｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓＰａｔｈｗａｙｎａｍｅ，ｔｈｅｈｏｒｉｚｏｎｔａｌａｘｉｓＲｉｃｈｆａｃｔｏｒ，ｔｈｅｄｏｔｓｉｚｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｔｈｉｓＰａｔｈｗａｙ，ａｎｄｔｈｅｄｏｔｃｏｌｏｒｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｓｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｑｖａｌｕｅｒａｎｇｅｓ．

图２　ＧＯ富集与ＫＥＧＧ代谢通路分析
Ｆｉｇ．２　ＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎｄＫＥＧＧｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙａｎａｌｙｓｉｓ
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（ａ）氧化磷酸化相关基因在鳃的表达；（ｂ）氧化磷酸相关基因在肝脏的表达；（ｃ）对照组和２ＭＩＢ处理组斑马鱼鳃、肝脏ＳＯＤ活
性； Ｐ＜０．０５， Ｐ＜０．０１， Ｐ＜０．００１， Ｐ＜０．０００１具有显著统计学差异，无显著性差异未显示。
（ａ）Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｇｉｌｌｓ；（ｂ）ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｘｉｄａｔｉｖｅＰｈｏｓｐｈｏｒｉｃＡｃｉｄＲｅｌａｔｅｄＧｅｎｅｓｉｎＬｉｖｅｒ；（ｃ）
ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｇｉｌｌａｎｄｌｉｖｅｒｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ２ＭＩＢｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ； Ｐ＜０．０５， Ｐ＜０．０１， Ｐ＜０．００１，
 Ｐ＜０．０００１ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ，ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｎｏｔｓｈｏｗｎ．

图３　氧化磷酸化相关基因表达差异分析和ＳＯＤ活性变化
Ｆｉｇ．３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｈａｎｇｅｏｆＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ

（ａ）免疫相关基因在鳃的表达；（ｂ）免疫相关基因在肝脏的表达；（ｃ）免疫相关基因在头肾的表达； Ｐ＜０．０５， Ｐ＜０．０１，
Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０００１具有显著统计学差异，无显著性差异未显示。
（ａ）Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｇｉｌｌｓ；（ｂ）Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｌｉｖｅｒ；（ｃ）Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｏｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ
ｉｎｈｅａｄｋｉｄｎｅｙ； Ｐ＜０．０５， Ｐ＜０．０１， Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０００１ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ，ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｎｏｔｓｈｏｗｎ．

图４　Ｔｏｌｌ样受体信号通路相关基因表达差异分析
Ｆｉｇ．４　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

氧超过生物体的抗氧化防御系统能力时，过多的

超氧阴离子自由基会引起膜脂的过氧化，干扰细

胞代谢甚至造成细胞死亡，因此超氧阴离子自由

基被认为是污染物致毒的重要途径和机制［２７２８］。

研究［２９］发现，经锑处理的斑马鱼鳃和肝脏 ＳＯＤ
活性均比对照组高，由于暴露在锑中，氧化胁迫

加剧，使得ＳＯＤ产生代偿性表达。２ＭＩＢ处理组
鳃和肝脏ＳＯＤ活性均比对照组高，这表明暴露在
２ＭＩＢ中，斑马鱼体内自由基大量产生。研究［３０］

表明，自由基的累积会引发氧化应激反应，而氧

化应激会导致机体各种生理功能紊乱。

３．２　２ＭＩＢ降低斑马鱼Ｔｏｌｌ样受体信号通路相
关基因的表达

２ＭＩＢ暴露处理斑马鱼，转录组分析显示
Ｔｏｌｌ样受体信号道路、ＮＯＤ样受体信号道路、沙
门氏菌感染、ＲＩＧⅠ样受体信号道路、脂肪细胞
因子信号道路等免疫相关通路发生下调，提示水

体中的２ＭＩＢ可能降低鱼类的免疫力。Ｔｏｌｌ样受
体能识别特定病原体，可诱导肿瘤坏死因子

（ＴＮＦ）、白细胞介素（ＩＬ）及干扰素（ＩＦＮ）等刺激
细胞产生清除病原体的效应分子［３１３３］。在草鱼

感染多子小瓜虫（Ｉｃｈｔｈｙｏｐｈｔｈｉｒｉｕｓｍｕｌｔｉｆｉｌｉｉｓ）早期，

４１３



２期 李育媚，等：２甲基异茨醇对斑马鱼氧化磷酸化及免疫相关基因表达的影响

Ｔｏｌｌ样受体信号通路表达上调［３４］。在 Ｔｏｌｌ样受
体信号通路中，ｒｉｐｋ１ｌ基因编码的 ＲＩＰ１蛋白，可
激活 ＭＡＰＫ信号通路和 ＮＦκＢ信号通路［３５］。

ｍａｐｋ３基因和ｍａｐｋ８ｂ基因属于ＭＡＰＫ家族成员，
ＭＡＰＫ在细胞内对各种细胞外刺激的反应中起着
关键作用［３６］。ＭＡＰＫ可作用于激活蛋白１
（ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ１），从而参与调节细胞增
殖、分化、凋亡以及炎症等多种过程［３７］。有研

究［３８］发现，ｍａｐｋ３基因参与斑马鱼抵抗鲤春病毒
血症病毒（Ｓｐｒｉｎｇｖｉｒｅｍｉａｏｆｃａｒｐｖｉｒｕｓ，ＳＶＣＶ）感
染反应。在Ｔｏｌｌ样受体信号通路中，ＲＩＰ１蛋白促
进了 ｉｋｂｋｂ基因编码的 ＩＫＫβ蛋白的活化，激活
ＮＦκＢ信号通路从而参与免疫反应［３９］。ｒｅｌａ基
因属于ＮＦκＢ家族成员，调节性 Ｔ细胞（Ｔｒｅｇｓ）
在免疫稳态和预防自身免疫性疾病中起重要作

用，研究［４０］发现，调节性 Ｔ细胞缺失 ｒｅｌａ基因后
引发炎症，ｒｅｌａ基因对于维持调节性 Ｔ细胞生物
学功能具有重要作用。在半滑舌鳎（Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓ
ｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ）中发现ｃｄ４０基因参与抵抗哈维氏弧菌
（Ｖｉｂｒｉｏｈａｒｖｅｙｉ）的免疫应答反应［４１］。２ＭＩＢ暴
露，抑制了斑马鱼鳃、肝脏和头肾等主要免疫组

织的Ｔｏｌｌ样受体信号通路相关基因的表达，ｒｅｌａ、
ｃｄ４０、ｉｋｂｋｂ、ｍａｐｋ８ｂ、ｍａｐｋ３、ｒｉｐｋ１ｌ在经 ２ＭＩＢ处
理后均显著下调。这提示我们：广泛存在于水体

中的２ＭＩＢ，除了会导致鱼类产生土腥味外，还会
降低Ｔｏｌｌ样受体信号通路相关基因的表达；而２
ＭＩＢ会不会降低鱼类对病原体的识别能力，有待
进一步的探究。

本研究首次发现暴露２ＭＩＢ提高斑马鱼氧
化磷酸化水平，同时降低 Ｔｏｌｌ样受体信号通路相
关基因的表达，这为我们在土腥味研究方面提供

重要启示，除了考虑导致水产品异味外，２ＭＩＢ等
土腥味物质还会影响水生动物的生理功能。
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