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团头鲂肌腱发育相关基因 tnmd/xirp2a 的克隆和表达
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摘要　为分析肌腱发育相关基因tnmd/xirp２a 与团头鲂肌间骨发育之间的相关性,通过克隆获得团头鲂

tnmd/xirp２a的cDNA序列,其中tnmd 的cDNA全长为１４２０bp,开放阅读框为９０６bp,共编码３０１个氨基酸;

xirp２a的cDNA全长为１１７１５bp,包括开放阅读框９５２２bp,编码３１７４个氨基酸.系统进化研究表明,tnmd/

xirp２a基因在不同脊椎动物中保守性很低,且相比哺乳类和家禽类,鱼类tnmd 基因存在一段氨基酸的缺失.

采用荧光定量方法比较分析tnmd/xirp２a在团头鲂成鱼不同组织及肌间骨发生发育４个关键时期的表达情况,

结果显示,tnmd/xirp２a在肌肉和肌间骨中的表达量均显著高于其他组织,且肌肉中tnmd 基因表达高于肌间

骨(P＜０．０５),而xirp２a在肌间骨中的表达高于肌肉组织(P＜０．０５).在肌间骨发育４个关键时期(Ⅰ:尾部尚

未出现肌间骨;Ⅱ:尾部出现少量肌间骨;Ⅲ:尾部肌间骨大量出现且长度增加;Ⅳ:肌间骨从尾部到背部全部出

现且形态成熟)中,tnmd 在第Ⅲ时期的表达水平显著高于另外３个时期;在第Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ时期之间,xirp２a 的表

达水平没有显著性差异.此结果表明,tnmd 基因在肌间骨的发育过程中存在潜在作用,而xirp２a 基因与肌间

骨的发育之间的相关性还需进一步研究.
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　　肌间骨(intermuscularbone),指椎骨两侧肌间

隔中的硬骨小刺,由肌膈中的肌腱分化而来[１],仅存

在于真骨鱼类中,且普遍存在于低等真骨鱼类(非棘

鳍鱼类)中[２Ｇ３].肌间骨根据其自身的附着或连接位

置可分为３种:髓弓小骨、椎体小骨和脉弓小骨[３].
我国淡水养殖的鱼类如草鱼(Ctenopharyngodon

idella)、鲢 (Hypophthalmichthys molitrix)、鳙

(Aristichthysnobilis)、鲤 (Cyprinuscarpio)、鲫

(Carassiusauratus)、团 头 鲂 (MegalobramaamＧ
blycephala)等以其产量高、价格低、营养高的特点

受到了人们的青睐.然而,它们大部分具有数量多

且复杂的肌间骨,极大地影响了其经济价值.
在鱼类骨骼系统的研究中,已有很多关于椎骨

研究的报道,但对肌间骨的研究并不多,大多数只停

留在肌间骨的表型研究,且对肌间骨发生发育的分

子机制尚不清楚.国外主要是 Patterson等[３]和

Johnson等[４]对真骨鱼类的１２５属进行了详细的观

察和分析,但针对中国主要淡水养殖的鲤科鱼类,仅
描述了鱼骨 属一种.国内也仅对鲤形目鱼类的鲢、
鲤、斑马鱼(Daniorerio)、团头鲂、唇鱼骨(HemibarＧ
buslabeo)以及合鳃鱼目的黄鳝(Monopterusalbus)
和鳗鲡目的日本鳗鲡(Anguillajaponica)的肌间

骨的发育和骨化时间进行了研究[５Ｇ９].Moav等[１０]

的早期研究表明,由于基因型－环境相互作用,肌间

骨的存在可能受到１个或２个基因的控制.目前,
关于肌间骨分子调节的研究主要集中在间充质干细

胞向成骨细胞分化以及后续的成骨细胞骨化、矿化

相关因子上面,如硬化蛋白(sclerostin,SOST)基因

在淇河鲫肌间骨骨化过程及不同分布位置中的表达

调控作用[１１Ｇ１２]、肌肉片段同源基因 C(musclesegＧ
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menthomeoboxC,MsxC)在唇鱼骨肌间骨发育过程

中的表达调控作用[１３]、bmp 家族基因在团头鲂肌间

骨发生发育过程中以及鲤肌间骨不同分布位置的表

达调控作用等[１４].随着高通量测序技术的发展,

Wan等[１５]开展了团头鲂肌间骨发生发育关键时期

的RNA转录组和小 RNA 组比较研究以及肌间骨

和肌间骨外周结缔组织研究,Liu等[１６]比较了３种

关键组织(肌间骨、肌间骨外周结缔组织、背部白肌)
的RNA转录组分子特征,这些基因资源的开发为

进一步探讨鱼类肌间骨形成机制奠定了基础.

鱼类肌间骨经历了肌隔结缔组织骨化[６],以及

后续的矿化、生长和形态演化[１７].Danos等[１]通

过研究不同发育系统的鱼类肌间骨形态和数量

与肌腱 的 关 系,提 出 肌 间 骨 可 能 由 肌 腱 骨 化 而

来.笔者克隆获得了团头鲂肌腱发育相关基因

tnmd 和xirp２a,并分析其在团头鲂不同组织和

肌间骨４个关键发育时期的表达情况,以期为鱼

类肌间骨发生发育分子机制的探讨提供一定的

基础资料.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验所用团头鲂均来自湖北百容水产良种有限

公司(湖北省黄冈市团风县团风镇白鹤林村).按照

万世明等[９]的方法采集团头鲂肌间骨发育４个关键

时期样品(S１:尾部尚未出现肌间骨,约孵出后１７d;

S２:少量肌间骨出现在尾部,约孵出后２４d;S３:尾
部肌间骨数目增多,长度增加,约孵出后２９d;S４:
肌间骨全部出现且形态成熟,约孵出后４２d).分别

取２尾２龄团头鲂肋骨、肌间骨、鳍条、脑、肝脏、肌
肉、心脏、脾脏８种组织样品.将上述样品置于液氮

中速冻后,迅速转入－８０℃冰箱保存、备用.

1.2　总 RNA 提取及 cDNA 合成

取－８０℃冻存的团头鲂肌间骨发育４个时期

及８种组织样品,Trizol法(TAKARA,大连)提取

总RNA并电泳检测完整性,NanoDropNDＧ２０００核

酸蛋白仪(Thermo,美国)测定 RNA 浓度及 OD
值. 按 照 PrimeScriptTM RT reagent Kit with

gDNAEraser试剂盒(TaKaRa,大连)的说明书合

成各样品的cDNA,将合成的cDNA稀释５倍后,置
于－２０℃冰箱保存.

1.3　团头鲂 tnmd 和 xirp2a 基因克隆

NCBI上查找斑马鱼tnmd 和xirp２a 基因的

cDNA序列,与课题组之前已获得的团头鲂尾部肌

肉转录组序列进行blast,获得多个目的基因cDNA
片段.利用 PrimerPremier５．０软件设计简并引

物,由武汉擎科公司合成(表１),以合成的cDNA为

模板进行 PCR 扩增,用１％琼脂糖检测产物单一

性,将条带单一的PCR产物送往武汉天一辉远有限

公司测序.将测序获得的目的基因片段通过 Mega
６．０软件进行拼接,并通过与斑马鱼基因序列比对

判断所拼接序列的编码区是否完整.
表１　基因克隆相关引物信息

Table１　Primerinformationforgeneclone

引物名称

Primername
引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequence(５′Ｇ３′)

tnmd引物１
tnmdprimer１

F:AAATAGTCTGAGCTGGAG
R:CACGAATGCTGGGACGAA

tnmd引物２
tnmdprimer２

F:GCACGAATGCTGGGACGAA
R:GGTTCCATTCCATGTGGTTT

xirp２a引物１
xirp２aprimer１

F:ACACCACCATAACCCAGAA
R:TTAGCCAGGGCAAGGTTC

xirp２a引物２
xirp２aprimer２

F:TTCACATCAGCACCAGAC
R:GGCTTTGCCTGTATCACT

1.4　团头鲂 tnmd/xirp2a 基因生物学信息分析

基因开放阅读框利用 NCBI的 ORFfinder程

序(https://www．ncbi．nlm．nih．gov/orffinder/)分
析;使用 ProtParam(http://web．expasy．org/protＧ
param/)分 析 Tnmd/Xirp２a 的 理 化 性 质.使 用

DNAman软件对不同脊椎动物tnmd/xirp２a 基因

进行同源性分析,并使用 MAGE７．０软件构建基因

系统进化树.
1.5　qRTＧPCR 扩增

参照基因克隆获得的tnmd 和xirp２a 序列信

息,以βＧactin 为内参,利用 PrimerPremier５．０设

计其定量引物,由武汉擎科公司合成(表２).荧光

定 量 PCR 使 用 SYBR® Premix Ex TaqTM II
(TliRNaseHPlus)试剂盒(TaKaRa,大连),以团头

鲂肌间骨不同发育时期样品和２龄团头鲂不同组织

样品 cDNA 为 模 板,参 照 试 剂 盒 反 应 体 系 进 行

qRTＧPCR 反 应.采 用 ２－ΔΔct法 进 行 目 的 基 因 的

mRNA相对表达水平计算.使用 SPSS软件中的

Duncan’sMultipleRangeTest来比较基因在肌间

骨不同发育时期及不同组织中的相对表达水平差

异性.

２



　第２期 陈宇龙 等:团头鲂肌腱发育相关基因tnmd/xirp２a的克隆和表达 　

表２　基因荧光定量PCR引物信息

Table２　PrimerinformationforrealtimePCRofgenes

基因名称

GeneID
引物序列(５′Ｇ３′)
Primersequence

tnmd
F:TCAGGGCTCAAACCAAAG
R:CTCCTCCACGTCCTCTAC

xirp２a
F:TGGGCAAGTCCTCTAACA
R:TGGAAGGGTCTCGCTCAT

βＧactin
F:CGTGCTGTTTTCCCTTCCATT
R:CAATACCGTGCTCAAAGGATACTT

2　结果与分析

2.1　团头鲂 Tnmd 和 Xirp2a 理化性质分析

利用同源克隆拼接核心序列,获得了团头鲂

tnmd 和xirp２a 的cDNA 核心序列,其中tnmd 为

１４２０bp,包括开放阅读框９０３bp;xirp２a 为１１７１５
bp,开放阅读框为９５２５bp.ProtParam 软件预测

结果显示,团头鲂Tnmd由３０１个氨基酸残基构成,
分 子式为C１５８３H２４２７N４３１O４５１S２３,分子质量为３５．４５

ku,理论等电点(pI)为５．６６,为酸性蛋白.氨基酸残

基 中 Arg(７．３％)、Glu(８．６％)、Ile(７．６％)、

Leu(７．３％)的频率较高,极性氨基酸占５３．６％,其中

包括２４．２％的中性氨基酸、１４．８％的碱性氨基酸、

１４．６％ 的酸性氨基酸;非极 性 氨 基 酸 占 ４６．１０％
(图１A).消 光 系 数 (M－１cm－１γ＝２８０ nm)为

６２９６５,其不稳定系数为３４．５８,属稳定类蛋白;疏水

指数为７９．３４,平均亲水性为－０．４５,属可溶性蛋白.

Xirp２a由 ３１７４ 个 氨 基 酸 残 基 构 成,分 子 式 为

C１５５６３H２５１３４N４３０２O５１２０S９５,分子质量为３５７．４８ku,理
论等电点(pI)为５．３９,为酸性蛋白.氨基酸残基中

Glu(１１．４％)、Lys(９．５％)和Ser(９％)的频率较高,极
性氨基酸占６３．９％,其中包括３４．２％中性氨基酸、

１５．３％的碱性氨基酸、１４．４％的酸性氨基酸;非极性氨

基酸占３４．１％(图１B).消光系数(M－１cm－１γ＝２８０
nm)为２０３８６５,其不稳定系数为５９．０１,属不稳定类

蛋白;疏水指数为６９．７,平均亲水性为－０．８１５,属可

溶性蛋白.

图１　基因tnmd(A)和xirp２a(B)氨基酸频率分布图

Fig．１　Aminoacidfrequencydistributionoftnmd (A)andxirp２a (B)

2.2　团头鲂 tnmd 和 xirp2a 同源性分析

使用 DNAman软件对人(Homosapiens)、鼠
(Musmusculus)、鸡(Gallusgallus)、团头鲂及其

他鱼类tnmd/xirp２a 氨基酸序列进行同源性比较,
并使用 MAGE软件构建进化树.结果表明:团头

鲂tnmd 的 氨 基 酸 序 列 与 鲤 (８５．９８％)、斑 马 鱼

(８２．６２％)具有高度同源性(图２A),在进化树中距

离最近 (图 ３A);与 其 他 鱼 类 具 有 中 度 同 源 性

(６３％~５５％);与人(３９．６３％)、牛(３９．０２％)、小鼠

(３８．７２％)、家鸡(３８．１１％)具有低度同源性;在进化

树中鱼类与哺乳类和家禽类的遗传距离比较远,形

成两个大分支.团头鲂xirp２a 与斑马鱼的同源性

较高(７２％)(图２B),在进化树中距离最近(图３B),
与其他物种的同源性较低.通过比对不同脊椎动物

tnmd 氨基酸序列,发现在鱼类中存在一段氨基酸

序列的缺失(图４).
2.3　 tnmd 和 xirp2a 基因在团头鲂不同组织中的

表达

　　 不 同 组 织 的 定 量 表 达 结 果 显 示,tnmd 和

xirp２a 基因在肌间骨和肌肉里面有很高的表达量,
与 其 他 组 织 中 的 表 达 水 平 存 在 显 著 差 异

(P＜０．０５).tnmd基因在肌肉中的表达量显著高

３
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　１:鲤Cyprinuscarpio;２:斑马鱼Daniorerio;３:斑点叉尾鮰Ictaluruspunctatus;４:黄鳝 Monopterusalbus;５:大黄鱼LarimＧ

ichthyscrocea;６:牙鲆Paralichthysolivaceus;７:青鳉Oryziaslatipes;８:亚马逊花鳉PoeciliaFormosa;９:斑点雀鳝LepisosteＧ

usoculatus;１０:半滑舌鳎Cynoglossussemilaevis;１１:红鳍东方鲀Takifugurubripes;１２:人 Homosapiens;１３:牛Bostaurus;

１４:鼠 Musmusculus;１５:鸡Gallusgallus;１６:斑马鱼 Daniorerio;１７:斑点叉尾鮰Ictaluruspunctatus;１８:大黄鱼 LarimichＧ

thyscrocea;１９:青鳉Oryziaslatipes;２０:半滑舌鳎 Cynoglossussemilaevis;２１:红鳍东方鲀 Takifugurubripes;２２:人 Homo

sapiens;２３:鼠 Musmusculus．

图２　 团头鲂tnmd(A)和xirp２a(B)与其他脊椎物种的同源性比较

Fig．２　Comparisonofhomologybetweentnmdandxirp２ainM．amblycephalaandothervertebrates

　A:Megalobramaamblycephala:MK_０３３２４６,Cyprinuscarpio:XP_０１８９７１２６９,Daniorerio:NP_００１１０７８８５,PoeciliaFormosa:

XP_０１６５１７０４９,Oryziaslatipes:XP_００４０７３１１９,Paralichthysolivaceus:XP_０１９９４８０１４,Cynoglossussemilaevis:XP_０２４９１９０３０,

Takifugurubripes:XP_００３９７０６５９,Larimichthyscrocea:XP_０１０７３０２９７,Monopterusalbus:XP_０２０４５１６６０,Ictaluruspunctatus:

XP_０１７３２８９２３,Lepisosteusoculatus:XP_０１５２０７０１６,Gallusgallus:NP_９９６８６８,Bostaurus:NP_００１０９３４１８,Musmusculus:NP_

０７１７１７,Homosapiens:NP_０７１４２７;B:Megalobramaamblycephala:MK_０３３２４５,Daniorerio:XP_００５１６５８４２,CynoglossussemＧ

ilaevis:XP_００８３２３０５１,Ictaluruspunctatus:XP_０１１６０９１８４,Larimichthyscrocea:XP_０１９１１０７９３,Musmusculus:NP_００１０１９７８９,

Homosapiens:NP_００１１８６０７３．

图３　tnmd(A)和xirp２a(B)基因的系统进化树

Fig．３　Phylogenetictreeoftnmdandxirp２a

图４　 不同脊椎动物tnmd部分序列比对分析

Fig．４　Partialalignmentsequenceoftnmdindifferentvertebrates

４
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　１:鳍 Fin;２:性 腺 Gonad;３:心 Heart;４:肾 Kidney;５:脑

Brain;６:肌间骨Intermusclebone;７:肌肉 Muscle;８:肝 Liver;

９:脾Spleen．不 同 的 大 写 字 母 和 小 写 字 母 分 别 表 示tnmd 和

xirp２a在不同组织中的差异显著性(P＜０．０５).Uppercaseand

lowercaselettersindicatesthesignificantdifferencefortnmdand

xirp２ainthedifferenttissues,respectively(P＜０．０５)．

图５　tnmd和xirp２a在团头鲂不同组织中的相对表达量

Fig．５　Relativeexpressionlevelsoftnmdandxirp２a
indifferenttissuesofM．amblycephala

于在 肌 间 骨 中 的 表 达 量 (P ＜０．０５),但 肌 肉 中

xirp２a 的表达水平要显著低于肌间骨(P＜０．０５),
另外tnmd 基因在心脏中也存在一定的表达量

(图５).
2.4　 tnmd 和 xirp2a 基因在团头鲂肌间骨不同发

育时期的表达分析

　　不同时期表达量结果显示,tnmd 在第Ⅰ时期

的表达量最低,在第Ⅲ时期的表达量最高,整体呈现

先上升后下降的趋势.xirp２a 在第Ⅰ时期的表达

水平也是最低的,在其他３个时期的表达水平较高,
但没有显著差异(P＞０．０５)(图６).

　不同的大写字母和小写字母分别表示tnmd 和xirp２a 在不同

时期中的差异显著性(P＜０．０５).Uppercaseandlowercaseletters

indicatesthesignificantdifferencefortnmdandxirp２ainthedifＧ

ferenttissues,respectively(P＜０．０５)．

图６　Tnmd/xirp２a在团头鲂肌间骨

发育不同时期的相对表达量

Fig．６　Relativeexpressionoftnmd/xirp２aindifferent

developmentstagesofintermuscularbones

3　讨　论

本研究通过PCR、基因克隆和高通量测序等技

术获得团头鲂tnmd/xirp２a 基因的 CDs核酸序

列,并通过ProtParam 分析了 Tnmd蛋白和 Xirp２a
蛋白的理化性质,可为研究团头鲂tnmd/xirp２a 基

因在肌间骨发育过程中的分子特性提供理论依据.
通过对团头鲂tnmd/xirp２a 基因序列分析发现,其
长度和编码的氨基酸数量与其他物种相似.同源性

在某种程度上可以反映物种的亲缘关系,团头鲂

tnmd 和xirp２a 基因在鲤科鱼类中同源性较高,但
在不同物种中的同源性变异性较大(tnmd:３８％~
８６％;xirp２a:１３％~７２％),说明二者在进化发育

系统中保守性低,但在同一科中存在高度保守性.
通过比对不同脊椎动物tnmd 基因的氨基酸序列,
发现鱼类中存在一段氨基酸序列的缺失.Tnmd蛋

白是一种主要在肌腱中表达的II型跨膜糖蛋白[１８],

其基因启动子由scx 激活[１９].已有研究表明,tnmd
基因的遗传变异与Ⅱ型糖尿病(T２DM)、中心性肥

胖和葡萄糖代谢受损相关[２０Ｇ２１],Tolppanen等[２２]提

出tnmd 的遗传变异与低度炎症有关.鱼类具有潜

在糖尿病体质,糖代谢能力低,在自然环境中几乎不

摄食高淀粉饵料[２３].因此,我们推测tnmd 基因在进

化过程中增加的氨基酸片段,有可能改变了物种的糖

代谢能力.
在团头鲂不同组织表达谱中,tnmd 和xirp２a

基因在肌间骨和肌肉中均显示高 mRNA 水平;并
且肌间骨发育４个关键时期中,tnmd 基因的表达量

变化与肌间骨发育存在同步性.tnmd 和xirp２a
作为肌腱、韧带以及隔膜发育的关键因子,说明肌腱

和肌间骨之间可能存在潜在的分子联系.肌腱是一

种连接骨骼肌与骨骼的结缔组织,在医学上,当人肌

腱受到某些外界因素影响后,会出现一种典型的获

得性异位骨化,即肌腱钙化[２４],Mcclure[２５]利用老鼠

建立肌腱切断模型,观察发现全部模型在１０周后均

发生了肌腱钙化.Asai等[２６]在肌腱受损的小鼠模

型上发现了一种损伤源性肌腱祖细胞,这类细胞比

普通肌腱祖细胞具有更强的成软骨能力,推测这类

细胞可能成为肌腱钙化的细胞源.除此之外,Chen
等[２７]以斑马鱼为模型,利用原位杂交和免疫组化等

方法,发现在斑马鱼的颅面以及肌隔处存在肌腱标

５
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志物 的 表 达,如 Tnmd (tenomodulin),Scleraxis
(Scx),typeIcollagen.基于斑马鱼与哺乳动物肌

腱的基因表达、形态学、胶原超微结构排列和发育调

节的相似性,斑马鱼模型可为研究脊椎动物遗传系

统中的肌腱生物学提供新途径.由此说明,鱼与人

的肌腱存在着同源性,并且可能出现类似肌腱钙化

的现象,也为肌间骨由肌腱分化而来这一理论提供

了一定支持.
肌间骨的形成涉及到膜内骨化的多类细胞群.

体内的间充质干细胞形成细胞团,然后部分干细胞

分化成骨原细胞并形成骨质中心,与此同时血管开

始增生为骨原细胞的增值分化提供营养,随后骨质

开始 矿 化 成 骨,并 由 成 骨 细 胞 形 成 的 骨 膜 所 包

围[２８].Zhang等[２９]提出肌腱干细胞的分化是不可

逆的,而肌间骨的形成最终来源于体内的干细胞,

Gemball等[３０]认为肌间骨是一种骨化肌健,推测肌

间骨的形成可能由附着于肌腱组织周围的肌腱干细

胞分化而来.肌腱干细胞是一种类似间充质干细

胞,具有高增殖潜能及分化潜能的细胞[３１],为肌腱

骨化是由肌腱干/祖细胞分化而来提供了理论支

持[３２].在医学上,Rui等[３３]就异位骨化提出肌腱骨

化是肌腱干细胞错误分化.在肌腱修复方面,肌腱

干/祖细胞成为了一种新型细胞源.大量的研究已

报道肌腱干/祖细胞与成骨分化的相关性,一些与肌

腱发育相关的分子标记如 Tnmd、Scleraxis、typeI
collagen等,在肌腱干/祖细胞中的表达量要明显高

于骨髓间充质干细胞[３４Ｇ３６].通过成骨、脂肪分化的

两个关键因子(Runx２和 PPAPγ),可以诱导肌腱

干/祖细胞定向分化为成骨/脂肪[３７Ｇ３８],而且在肌腱

干/祖细胞中可以通过 Wnt/t/肌腱干细胞信号通道

来调节肌腱发育相关基因scx、mkx 和tnmd 的

表达[３８].

Xirp２a 对肌隔的发育发挥重要作用,Otten
等[３９]发现xirp２a 基因的表达定位于骨骼肌,并且

局限于肌腱连接处(myotendinousjunction,MTJ),
在斑马鱼孵化２４h时,xirp２a 在体肌节处存在高

度的表达,在孵化４８h后,xirp２a 的表达衍生到其

他类型的骨骼如胸鳍.在幼鱼期,肌间骨的发育是

与体长有关的[９].随着体长的增长,鱼的肌肉逐渐

加强,肌隔组织也不断发育,但大侧肌的肌隔纤维膜

不足以支持运动,需要骨来支持肌肉的运动[６].随

着肌间骨的成熟,骨原细胞定向分化开始减弱,

runx２a 基因表达量下降,随后出现骨组织的增大成

熟[１７].但在鱼生长过程中,肌肉的发育始终伴随着

肌隔的发育,因此,在肌间骨发育的Ⅱ、Ⅲ、Ⅵ时期

中,xirp２a 始终表现高表达量.
本研 究 通 过 肌 腱 发 育 相 关 基 因 tnmd 和

xirp２a 的克隆及同源性分析,推测tnmd 在不同脊

椎动物的氨基酸差异性可能存在糖代谢调节能力不

同的作用.通过团头鲂不同组织和肌间骨发育４个

关键时期的定量表达分析,为肌间骨是由肌腱发育

而来提供一定的理论支持.
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Abstract　Inordertoinvestigatetherelationshipbetweenthetendondevelopmentrelatedgenes
(tnmd/xirp２a)andtheintermuscularboneinbluntsnoutbream (Megalobramaamblycephala),we
firstlyobtainedthecDNAsequenceoftnmd/xirp２abycloning．ThefullＧlengthcDNAoftnmdis１４２０
bp,includinganopenreadingframe(ORF)of９０６bpencoding３０１aminoacids．ThecDNAsequencesof
xirp２ais１１７１５bpinlength,includinganORFof９５２２bpencoding３１７４aminoacids．Phylogenetic
analysisshowedthatthetnmdgenewaslowlyconservedamongdifferentvertebrates．Thetnmdprotein
hadasequencedeletioncomparedtomammalsandpoultry．Thetnmd/xirp２aexpressioninthemuscle
andintermuscularbonewassignificantlyhigherthanthatinothertissues(P＜０．０５)．ThetnmdexpresＧ
sioninthemusclewassignificantlyhigherthanthatintheintermuscularbone(P＜０．０５),whilethereＧ
sultofxirp２a wastheexactopposite．Duringintermuscularbonedevelopment,thetnmd mRNA was
significantlyhigheratstageⅢthanthatattheotherthreestages．However,therewasnosignificant
differencesofthexirp２aexpressionamongstagesⅡ,ⅢandⅣ (P＞０．０５)．Ourresultsindicatethatthe
tnmdgenemayplaypossibleregulationrolesduringtheintermuscularbonedevelopment,whiletherelaＧ
tionshipbetweenthexirp２ageneandtheintermuscularbonedevelopmentneedstobefurtherstudied．
Theresultsofthisstudyprovidetheoreticalsupportforthederivationofintermuscularbonefromthe
tendon．
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