
书书书

!

第
!"

卷
!

第
#

期
!

"$""

年
#

月

中 国 海 洋 大 学 学 报
%&'()*(+,-).)+&,/0/(1&'2(34).+5(/,

!"

!

#

"#

$6$

!

$#"

,

7

89

$

"$""

急性高温低氧胁迫下刺参体腔液细胞
:;'/,

表达谱的构建和靶标基因的功能分析
"

尹英超<

!

"

!刘富祥6

!张玉钦6

!陈慕雁<

!

"

""

!

<9

中国海洋大学水产学院$山东 青岛
"==$$6

%

"9

海水养殖教育部重点实验室!中国海洋大学"$

山东 青岛
"==$$6

%

69

烟台中集蓝海洋科技有限公司$山东 烟台
"=#$$$

"

摘
!

要#

!

为了探究刺参应对极端高温&低氧环境的内在分子调控机制$促进刺参养殖产业的可持续发展'本研究以刺参

体腔液细胞作为研究对象$分别构建了高温&低氧下
:;'/,

的差异表达谱并分析了差异表达
:;'/,>

的靶基因功能'研

究表明#高温组中共发掘了
"$

个差异表达
:;'/,

$其中
<<

个上调$

?

个下调%低氧组中共发掘了
<$

个差异表达
:;'/,

$

其中
=

个上调$

#

个下调'高温和低氧胁迫下共同显著差异表达的
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'以三代全长转录组为参考文库$利用
:;'G@HG

软件对差异表达
:;'/,

的靶基因进行预测$靶标基因

I&JJ

富集分析显示$高温组中共显著富集到
6=

条通路$低氧组中共显著富集到
6F

条通路'其中磷脂酰肌醇激酶
E

丝氨

酸(苏氨酸激酶信号通路!

%(6IE,KL>;

M
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P

"&癌症通路!
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"&黏着斑!
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"&丝裂原活

化蛋白激酶信号通路!

R,%I>;

M

@GD;@

M7

GLNOG

P

ESD

P

"等在高温组和低氧组中均有显著富集'研究结果表明$

:;'/,

在刺参

响应高温&低氧胁迫中参与了一系列关键的免疫相关过程的调控'
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"$广泛分布于中

国&日本&韩国和俄罗斯等东北亚沿海)

<

*

'刺参作为底

栖生物以底泥&碎屑为食$在维持生态系统平衡中发挥

着重要的作用)

"

*

'此外$刺参具有很高的营养价值和

药用价值$长期以来在亚洲市场上作为一种食品和民

间药物备受欢迎$是中国重要的海水养殖经济品种之

一$目前已经成为北方水产养殖中的支柱性产业)

<

$
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'

全球气候的变化导致海水温度升高和缺氧现象已

成为一个世界性环境问题$严重影响到海洋生物的生

存',厄尔尼诺-是导致太平洋海水表面温度异常升高

的重要因素之一$可以引发严重而广泛的天气变化$如

高温和暴雨)

#

*

'

"$<6

年夏末以来$中国山东&河北两省

因,厄尔尼诺-现象引发的连续高温暴雨天气$导致海

水温度高达
6$\

$溶解氧水平降至
":

M

(

-

以下%由于

刺参长期营底栖生活$活动缓慢$受环境因素影响非常

显著$极端高温&低氧胁迫可导致刺参大量死亡$严重

制约刺参养殖产业的可持续发展'为了给刺参应对逆

境关键指标筛选和抗逆品种选育提供理论支持$刺参

在急性高温&低氧胁迫下内在分子调控机制的科学研

究亟待开展'

棘皮动物通常缺乏特异性免疫$体腔液是棘皮动

物进行机体防御的重要免疫组织'刺参体腔液中悬浮

着各种体腔液细胞$同时也含有凝集素&水解酶&酚氧

化酶&超氧化物歧化酶类白介素和类补体样因子等体

液免疫因子$两者共同作用负责刺参的天然免疫防

御)

!E=

*

'已有大量研究表明棘皮动物在响应外界温度&
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:;'/,

表达谱的构建和靶标基因的功能分析

盐度&溶解氧和
7

5

等环境胁迫因子时$体腔液及其细

胞的相关免疫抗病能力会发生变化)

FE<$

*

'
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是一类长度为
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!

"#@L

的内源性非编码

'/,

$

:;'/,

能够通过种子序列与特定的靶基因位点

相结合$引起
:'/,

降解或抑制
:'/,

翻译$从而对

靶基因的表达起到调节作用'目前$关于
:;'/,

介导

高温&低氧胁迫的调节机制在水生生物中进行了广泛

研究'

ZNC@

M

等在日本对虾!

.,/$*

"

0-,0*$

+

,

"

#-'%

(*$

"体内共发掘了
<!

个
:;'/,

参与高温胁迫应答$

靶标基因的预测和功能分析表明这些
:;'/,

参与了

信号传导&转录&抗胁迫应激等细胞过程)
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*

'

ZNAY

等

研究发现虹鳟鱼!

1-(#/)

2

-()*$3

2

4'$$

"在致死温度

""]!\

胁迫
#WN

下$头&肾组织中共发掘出
<"

个上调

和
!

个下调的
:;'/,

$

=

个差异表达的
:;'/,

共预

测到
""

个靶基因$注释结果表明在热应激下
:;'/,

主要参与了虹鳟鱼的代谢和免疫反应)

<"

*

'

5GH

T

E

RAY>>G

等发现
:;'/,

调控的代谢抑制是保障洪堡鱿

鱼!

5#$'6'(*$

7

'

7
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"能够在缺氧水域生存的重要机

制$在缺氧诱导下鱿鱼的大脑&外套膜肌肉和心脏中表

达量变化的
:;'/,

主要参与了关键细胞功能维持和

细胞保护的过程)
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'
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等在南美白对虾!
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-,0*$9,--,30'

"应对缺氧的研究中$鉴定出许多与缺

氧耐受相关的
:;'/,

$其差异表达的
:;'/,

可能通过

调节应激反应基因!如
:;<=,

和
"

>?

"的表达来调节宿

主对缺氧的反应$并影响与缺氧适应相关的关键细胞事

件)

<#

*

'

2Y@

等在黒鲈!

.'(/#

"

&0/*$$,@3#'60$

"缺氧胁迫

的研究中筛选出的
<6

个差异表达的
:;'/,>

的靶基因

在血管内皮生长因子!

1&J.

"信号通路&丝裂原活化蛋

白激酶!

R,%I

"信号通路和磷脂酰肌醇信号系统中显

著富集)
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'关于刺参
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研究起步较晚$最早于

"$<"

年
-;

等从刺参的体腔液细胞中鉴定到
:;'E

/,>

)

<=

*

$之后的研究表明
:;'/,

广泛参与了刺参补

体系统&脂多糖以及
3ADD

样受体的调控)

<FE""

*

'近年来$

关于
:;'/,

在刺参响应环境胁迫中的调控作用研究也

相继开展'

-;

等构建了刺参在高温胁迫下的
:;'/,

表达谱$发现大量差异表达的
:;'/,

参与免疫过程相

关的调节)

"6

*

%

5YA

等在刺参缺氧胁迫研究中发现

:;'/,

可能在氧化还原&运输以及耐缺氧胁迫中发挥

作用)

"#

*

'

3;G@

等研究发现
:;'E<$

可能通过靶标

ABC=5>

基因参与低盐胁迫下刺参的能量调节$并在

维持细胞稳态方面起到了关键作用)

"!

*

'

5YA

等以刺参

呼吸树为研究对象$构建了在高温&低氧胁迫下刺参的

:;'/,

表达谱$并在高温!

"=\

"&低氧!

":

M

(

-

"和高

温低氧复合胁迫条件下$分别鉴定出
"<

&

"=

和
""

个差

异表达
:;'/,

$

J)

和
I&JJ

通路分析显示差异

:;'/,

的潜在靶基因参与了生物合成&代谢&免疫&细

胞生长和死亡&翻译及信号转导等过程)

"=

*

'

本研究以刺参高温&低氧胁迫下的体腔液细胞为研

究对象!由于高温低氧协同组的刺参全部死亡$无法进行

后续的研究"$采用
(DDY:;@G

测序技术$结合生物信息学

分析$构建了刺参在高温&低氧胁迫下的
:;'/,

表达

谱$使用
:;'G@HG

软件$以构建的三代全长转录组为参

考文库$预测了差异表达
:;'/,

的靶标基因$并对候

选靶标基因进行
J)

和
I&JJ

富集分析$发掘了刺参

在高温&低氧胁迫下的差异
:;'/,

参与调控的关键通

路$探讨了
:;'/,

在刺参体腔液细胞响应高温&低氧

胁迫中的潜在调控机制$为筛选刺参抗逆关键指标提

供理论支持'

<

!

材料与方法

<9<

材料

<9<9<

实验动物暂养
!!

实验所用的成熟刺参于
"$<?

年
#

月采集于威海刺参养殖场$低温运到实验室'挑

选
<"$

头健康无病&发育良好的刺参!体质量!

<"$_

"$

"

M

"分别放入
<"

个大小&形状&材质一致的蓝色避光

的养殖水箱中$每个水箱中放置
<$

头刺参$为了消除

环境因素的差异$在海边收集大小不一的碎石经消毒

清洗后$放入水箱中供刺参附着$箱内水温!

A

"为!

<!_

<

"

\

$盐度为
6$_<

$

7

5

为
W]$_$]!

$充气保持溶解氧

!

*)

"为
W:

M

(

-

$在此环境中驯化
"

周'期间每日上午

定时清除水箱底部的粪便和剩余的饲料$饲料与底泥

按
<̀ 6

比例混合投喂'

<9<9"

实验处理
!!

对照组的条件设置为
Aa<!\

&

*)aW:

M

(

-

$高温处理组
Aa6$\

$

*)aW:

M

(

-

$低

氧处理组
Aa<!\

$

*)a":

M

(

-

$高温低氧处理组

Aa6$\

$

*)a":

M

(

-

'高温设置方法为使用功率

<$$$^

的加热棒加热来达到实验所需的水温$并通过

控温器来保持水温$水温升高速率为
"\

(

N

'低氧设置

方法为向水体中充入氮气$控制氮气充入速率$使溶解

氧下降速率保持在
$]W:

M

(

-

'达到实验所需溶氧条

件后$使用塑料薄膜覆盖水箱的水面$在低氧胁迫期间

使用便携式溶氧仪实时监测溶解氧水平'对照组和实

验组分别设置
6

个平行$对照组和实验组在达到所需

温度溶氧条件后
#WN

进行取样'

<9<96

样品收集
!!

每个平行组中取
#

头刺参$设
6

个平

行组$每个处理组共取
<"

头刺参'将每个刺参的体腔液

分别取
6

份$每份体积为
<:-

$在
#\

$

<$$$8

(

:;@

的冷

冻离心机中离心
6$>

$去掉上清液后将剩余细胞混合$加

入
<:-

的
38;bAD

试剂$立即放入液氮中速冻后转入

cW$\

超低温冰箱中保存备用'由于刺参无法耐受

#WN

的高温低氧!

Aa6$\

$

*)a":

M

(

-

"的协同作用

而全部死亡$无法取得该实验组样品进行后续分析'

<6
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文库构建

采用
38;bAD

法提取细胞总
'/,

$具体步骤见李兴

可等)

"F

*

'使用
/G@AH8A

7

检测
'/,

的纯度!

)*"=$

(

"W$

比值"%使用
dYV;L

对
'/,

浓度进行精确定量%使

用
,

M

;DC@L"<$$

精确检测
'/,

的完整性'使用
/&eE

/CUL

#

RYDL;

7
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#

!
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$

02,

"生成测序文库$文库中对照组为

+)<

&

+)"

&

+)6

$高温组为
52<

&

52"

&

526

$低氧组为

54<

&

54"

&

546

$建库流程如图
<

所示'

图
<

!

(DDY:;@G

样品检测&建库和测序的流程图
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M
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!
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$
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M
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测序与数据分析

采用
(DDY:;@G5;>C

[

"!$$

进行
:;'/,

测序$去除

低质量的
8CGH>

!质量值小于等于
"$

的碱基占整个

8CGH>

的
6$f

以上"%去除
/

!

/

表示无法确定碱基信

息"的比例大于
<$f

的
8CGH>

%去除接头污染的
8CGH>

%

去除
6

.接头序列%去除
7

AD

P

,

(

3

(

J

(

+

的
8CGH>

'选择

一定长度的
QDCG@8CGH>

用于下游的分析$

:;'/,

的长

度集中在
"<

!

""@L

'将小
'/,

标签映射到
'C

7

CGLE

RG>KC8

和
'SG:

数据库$除去源自蛋白质编码基因&重

复序列&

8'/,

&

L'/,

&

>@'/,

和
>@A'/,

等'用

VAOL;C

将长度筛选后的
>'/,

定位到刺参基因组

!

/+e(e;A%8A

T

CQL(*
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"?$"6#W=

"序列上$分析
>:GDD

'/,

在参考序列上的分布情况'

<9#:;'/,

的鉴定和差异表达分析

使用
:;'eG>C"$]$

作为参考$鉴定已知的
:;'/,

%

结合
:;'/,

前体发夹结构特征$采用软件
:;'&BA

和

:;8HCC

7

"

预测新的
:;'/,

'将所有
>'/,

标签与成

熟
:;'/,

进行比对$检测可能有碱基编辑的
:;'/,

$

已知的
:;'/,

使用
:;.G:9HGL

!

NLL

7

#((

OOO9:;8E

VG>C9A8

M

(

SL

7

9>NL:D

"查找家族'将新的
:;'/,

前体提

交到
'SG:

库!

NLL

7

#((

8SG:9>G@

M

C89GQ9YK

(

>CG8QN

("$以

寻找
'SG:

家族'根据下面算法$应用
3%R

!每百万转

录本"估算
:;'/,

表达水平'

规范化表达式
a

!映射的读数(总读数"

g

<$$$$$$

'

使用
*&2C

[

'

软件包!

<9W96

"对两个实验组进行差

异表达分析'使用
eC@

T

G:;@;h5AQNVC8

M

方法调整
D

值'默认情况下$

D

#

$]$!

为显著差异表达'

<9!

靶标基因的预测和分析

利用
:;'G@HG

分析软件$以前期构建的三代全长

转录组数据作为参考文库$从中提取
6

.非编码区域$预

测靶标基因'将筛选参数设置为自由能小于
cW6]=W

KX

(

:AD

和得分阈值大于
<#$

'

<9=J)

和
I&JJ

富集分析

基于
J)>C

[

的
ĜDDC@;Y>

非中心超几何分布调整

基因长度偏差$用于
J)

富集分析'

%GLNOG

P

显著性富

集分析以
I&JJ%GLNOG

P

为单位$应用超几何检验$该

分析计算公式如下#

"

E

<

F

$

3

F

<

'

E

$

.

'

%

&

'

(

G

F

.

-

F

'

%

&

'

(

G

-

%

&

'

(

'

得到的
D

值经
eA@SC88A@;

方法校正$以校正后的
D

值

小于
$]$!

定义为显著富集的
7

GLNOG

P

'

<9F

[

'3E%+'

验证

应用
24e'

#

%8C:;U&U3G

[

3R

((I;L

!

3GKG8G

$

XG

7

G@

$

+GL/A9''W"$

"试剂盒$分别取刺参对照组&高

温组&低氧组的样品各
!

个平行$每个平行样品设置
6

个技术重复$将成熟
:;'/,

!

"<

!

"6@L

"的完整序列用

作
:;'/,

特异性
!

.端引物$引物序列如表
<

所示'

[

%+'

的
6

.端引物使用试剂盒提供的
:'d6

.通用

引物$以
0=

作 为 内 参 基 因$其 引 物 序 列 为#

.

#

JJ,,+J,3,+,J,J,,J,33,J+

$

'

#

3JJ,,+JE

+33+,+J,,333J+J

'变性的反应条件#

?!\<$>

$

?!\!>

$

=$\"$>

$

#$

个循环'融解曲线的反应条件#

?!\=$>

$

!!\6$>

$

?!\6$>

'使用
"

c

$$

+L法计算

:;'/,

的相对表达水平$使用单因素方差分析
:;'/,

的

组间差异显著性$以
D

#

$]$!

为差异显著'

"6



#

期 尹英超$等#急性高温低氧胁迫下刺参体腔液细胞
:;'/,

表达谱的构建和靶标基因的功能分析

表
<

!

:;'/,

[

'3E%+'

的引物序列

3GVDC<

!

%8;:C8>C

[

YC@QC>AS:;'/,SA8

[

'3E%+'

:;'/,

名称

:;'/,(*

引物序列!

!

.

)

6

."

%8;:C8>C

[

YC@QC

!

!

.

)

6

."

>

7

YE:;'E<66 333JJ3++++33+,,++,J++J3

>

7

YE:;'EF<

3J,,,J,+,3JJJ3,J3E

J,J,33

>

7

YE:;'E<$

,,+++3J3,J,3++J,,333E

J3J

>

7

YE:;'E"$<" 3,J3,+3JJ+,3,3JJ,+,33J

>

7

YE:;'E"$$E6

7

3,,3,+3J3+3JJ3J,3J,3E

J33

>

7

YE:;'E"$$= J,J+,+,+33JJ3,J+JJ3J++

/ABCDE#6 ,,J+,++,J33,,,,3+,J,J+

/ABCDE6" +3,3,+,,++3J+3,J+333++

"

!

结果与分析

"9<

测序结果分析

建库之后$利用
(DDY:;@G5;2C

[

3R

"!$$

测序平台

将原始图像数据文件经过碱基识别转化为测序序列$

得到的
'GO*GLG

以
.,23d

格式储存$原始数据已上

传至
/+e(

!

e;A%8A

T

CQL(*

#

%'X/,F"66=?

$

2YV:;>E

>;A@(*

#

20e?!$#W??

"'检查测序错误率异常的碱基

位置分布$发现
?

个文库测序结果中每个位置碱基的

错误率都低于
$]!f

$详细结果见附表
<

'

"9">'/,

的测序分析结果

为了保证信息分析的质量$对得到的
'GO*GLG

数

据进行过滤$得到
-CG@*GLG

$筛选出
>'/,

进行后续

的分析$详细结果见附表
"

'

用
VAOL;C

将长度筛选后的
>'/,

比对到刺参参

考基因组序列上$发现每组中
?$f

以上
>'/,

能够比

对上参考基因组$其中
546

组能比对到参考基因组的

数量最少!

?<]?=f

"$

54<

组能比对上参考基因组的数

量最多!

?W]"Ff

"$与参考基因组方向相同链的
8CGH>

数占全部
QDCG@8CGH>

数的
W6f

以上$方向相反链的

8CGH>

数占全部
QDCG@8CGH>

数的
<$f

以下$结果如表
"

所示'

"96

已知
:;'/,

与
@Q'/,

分析

所有样本中共比对到
66

个已知的
:;'/,

$比对

上的
>'/,

的种类有
6"#"

种'对
/ABCD:;'/,

成

熟体&前体&种类和总数进行统计$详细结果见附表
6

'

总共匹配到的前体和成熟体的数目分别为
<#?

和
<!?

$

详细结果见附表
#

'

表
"

!

>'/,

与参考基因组比对结果统计

3GVDC"

!

2LGL;>L;Q>AS:G

77

;@

M

8C>YDL>AS>'/,O;LN8CSC8C@QC

M

C@A:C

样品 总
>'/,

比对到的
>'/,

比对到正链的
>'/,

比对到负链的
>'/,

2G:

7

DC 3ALGD>'/, RG

77

CH>'/,

,

i

-

RG

77

CH>'/,

,

c

-

RG

77

CH>'/,

+)" <<$<=$##

!

<$$9$$f

"

<$6#6W?!

!

?69?$f

"

?!?<6!6

!

WF9$Ff

"

F!"!#"

!

=9W6f

"

+)< <!!!#?="

!

<$$9$$f

"

<#?<?6"<

!

?!9?<f

"

<6???W"<

!

?$9$$f

"

?<?!$$

!

!9?<f

"

+)6 <!$#?##$

!

<$$9$$f

"

<##"$<<"

!

?!9W"f

"

<6#=W?$F

!

W?9!$f

"

?!<"$!

!

=96"f

"

54< <#W=!"=6

!

<$$9$$f

"

<#=$F6F"

!

?W9"Ff

"

<#6#W<!?

!

?=9!"f

"

"!?"<6

!

<9F#f

"

54" <"F"W6W"

!

<$$9$$f

"

<<W6?F#=

!

?69$"f

"

<$!=F#W#

!

W69$"f

"

<"F""="

!

<$9$$f

"

546 <"=<$??=

!

<$$9$$f

"

<<!?=!?6

!

?<9?=f

"

<$F=<!F#

!

W!966f

"

W6!$<?

!

=9="f

"

52" <$6F<F!?

!

<$$9$$f

"

??F<$F!

!

?=9<#f

"

?"6#W"?

!

W?9$#f

"

F6="#=

!

F9<$f

"

52< <6"?!FF!

!

<$$9$$f

"

<"#?F6$?

!

?69??f

"

<<#"6W6<

!

W!9?"f

"

<$F6#FW

!

W9$Ff

"

526 <<?"6F=W

!

<$$9$$f

"

<<#F#=$!

!

?=9"6f

"

<$FW!!?W

!

?$9#!f

"

=W?$$F

!

!9FWf

"

"9#:;'/,

家族分析

对检测到的已知
:;'/,

和新预测到的
:;'/,

进行家族分析$结果显示$已知
:;'/,

和新
:;'/,

总共属于
6<

个不同的
:;'/,

家族$其中
DCLEF

在物种

中的分布最丰富'大多数
:;'/,

只检测到一个前体$

:;'E<$

&

:;'E<"#

和
:;'E"!

检测到
6

个前体'

:;'/,

家族分析部分结果见附表
!

'

"9!:;'/,

差异表达分析

在
52

组中共发掘出
"$

个差异表达的
:;'/,

$其

中
<<

个上调$

?

个下调%在
54

组中共发掘出
<$

个差

异表达的
:;'/,

$其中
=

个上调&

#

个下调!见表
6

"'

两组中共同差异表达的
:;'/,

有
=

个#

@ABCDE"6

&

@ABCDE#6

&

@ABCDE#!

&

@ABCDE#?

&

:;'E"$$E6

7

和
:;'EF<

'

为验证结果的准确性$分别从高温组和低氧组中随机

66



中
!

国
!

海
!

洋
!

大
!

学
!

学
!

报
"$""

年

表
6

!

高温组和低氧组差异表达
:;'/,

的详细结果

3GVDC6

!

*CLG;DCH8C>YDL>AS:;'/,>H;SSC8C@L;GDCU

7

8C>>CH;@

LNCNCGL>L8C>>

M

8AY

7

G@HLNCN

P7

AU;G

M

8AY

7

:;'/,

名称 倍数变化
D

值

:;'/,(* .ADHQNG@

M

C DEBGDYC

高温组!

5CGL>L8C>>

"

/ABCDE<6! c"9=F6= $9$$$<??#!

/ABCDE6" c"9=F$" !9?"gC

c<?

/ABCDE#? c"9!"$?

#96$gC

c<$

/ABCDE#! c"9"=<# W9F"gC

cW

/ABCDE<?6 c<9F=$6 $9$$"?W!W

/ABCDE"6 c<9=#<# "9F=gC

c<=

:;'E6F! c<9!#F6 $9$$$<6"<<

/ABCDE<6< c<9"??! $9$"$=6#

/ABCDE"? c$9?<WFW $9$66W<

/ABCDEF c$9!6"W! $9$$6W?F!

/ABCDE! c$9#W"<" $9$#$66"

:;'E"$$E6

7

$9#6"W# $9$#?$?#

:;'EF< $9##?6F $9$<$#=6

/ABCDE<= $9!$<"? $9$$F#<?<

:;'E"$<" $9!F!?F $9$""<F

:;'E<$ $9=!"" $9$$?<!!!

/ABCDE< $9=W"$F $9$$6!<="

/ABCDE#6 $9WW<=# $9$$WW6<=

/ABCDE"< <9!!=" $9$$F<=<

:;'E<66 <9?6"6 $9$$$"$#!F

低氧组!

5

P7

AU;G

"

/ABCDE#? c"9"#W" $9$$$<!=<W

/ABCDE"6 c<9F#$!

W9<$gC

c=

/ABCDE#! c<9=FW! $9$$<#??"

:;'E?"Q c$9==#" $9$6!"WF

:;'E"$$E6

7

$9W!?F" $9$<6W""

:;'EF< $9?!6W# $9$$?##W!

:;'E< <9"!WF $9$$$"W=!6

/ABCDE#6 <9=W"! $9$$$"=WF"

:;'E"$$= "9<"!? $9$$=$?"<

/ABCDE<=$ "9""!F $9$<$"!<

注#表头中倍数变化是指样本间表达量的差异倍数$对其取以
"

为底的

对数'

/ALC

#

RYDL;

7

DCQNG@

M

C;@LNCNCGHC88CSC8>LALNCH;SSC8C@QC:YDL;

7

DCAS

CU

7

8C>>;A@

[

YG@L;L

P

VCLOCC@>G:

7

DC>

$

ON;QN;>LGKC@G>LNCDA

M

G8;LN:

VG>CHA@"9

选取了
<$

个差异
:;'/,

$其中高温组选取
:;'E<66

&

:;'EF<

&

:;'E<$

&

:;'E"$<"

&

:;'E"$$E6

7

和
/ABCDE6"

$

低氧组选取
:;'E"$$=

&

:;'EF<

&

:;'E"$$E6

7

和
/ABCDE

#6

$利用荧光定量
%+'

进行验证'结果表明$高通量

测序结果和
[

'3E%+'

结果趋势相同!见图
"

"'

"9=

靶基因预测和功能富集分析

我们以刺参的三代全长转录组中的
<?<<#<

个转录

本作为参考文库$预测差异表达
:;'/,

的靶基因'结

果表明$高温组中
"$

个差异表达
:;'/,

共预测到

<#W"F

个靶基因$低氧组中
<$

个差异表达的
:;'/,

共预测到
W!FF

个靶基因'

我们对每组的差异表达
:;'/,

的靶基因分别进

行了
J)

和
I&JJ

富集分析'富集分析结果显示$在

高温胁迫组中$差异表达
:;'/,

的靶向基因在细胞组

分中聚类最明显的是细胞成分$在分子功能项中聚类

最明显的是转运活性和跨膜转运体活性!

38G@>:C:E

V8G@CL8G@>

7

A8LC8GQL;B;L

P

"$在生物学进程中跨膜运输

!

38G@>:C:V8G@CL8G@>

7

A8L

"聚类最为明显'在低氧胁

迫组中$差异表达
:;'/,

的靶向基因在细胞组分中聚

类最显著的是细胞成分和膜部分!

RC:V8G@C

7

G8L

"%在

分子功能项中聚类最显著的是转运活性$在生物学进

程中内肽酶活性!

&@HA

7

C

7

L;HG>CGQL;B;L

P

"聚类最显著$

详细结果如图
6

所示'

I&JJ

富集分析结果显示$高温组中显著富集的

通路有
6=

个$其中富集到基因数目较多的通路主要集

中在磷脂酰肌醇激酶
E

丝氨酸(苏氨酸激酶信号通路

!

%(6IE,KL>;

M

@GD;@

M7

GLNOG

P

"&癌症通路!

%GLNOG

P

>

;@QG@QC8

"&内质网蛋白质加工!

%8ALC;@

7

8AQC>>;@

M

;@

C@HA

7

DG>:;Q8CL;QYDY:

"和黏着斑!

.AQGDGHNC>;A@

"'在

低氧组中显著富集的通路有
6F

个$富集靶基因数目较

多的通路主要集中在黏着斑!

.AQGDGHNC>;A@

"&癌症通

路&磷脂酰肌醇激酶
E

丝氨酸(苏氨酸激酶信号通路和丝

裂原活化蛋白激酶信号通路!

R,%I>;

M

@GD;@

M7

GLNE

OG

P

ESD

P

"$结果如图
#

所示'

6

!

讨论

随着高通量测序技术的快速发展$刺参不同组织

中!肠道&肌肉&体壁&管足以及体腔液等"

:;'/,

表达

谱得到广泛的构建)

""

*

$表达谱分析表明
:;'/,

在刺

参生物学过程中具有潜在的关键调控作用$但在刺参

体腔液细胞中
:;'/,

响应高温&低氧胁迫的调控机制

的研究还少有报道'

体腔液作为刺参内外环境的渗透介质$外界环境

的变化可能影响体腔液细胞的活性和功能$高温和低

氧是目前影响刺参生存最重要的环境因子'本研究共

构建了
?

个刺参体腔液细胞的
:;'/,

文库$测序结果

显示大部分成熟体
:;'/,

长度分布在
"<

!

"6@L

$峰

值大小为
""@L

$这与大部分海洋无脊椎动物的研究结

果相似$略微的差异可能是由物种差异和组织特异性

导致的'

#6



#

期 尹英超$等#急性高温低氧胁迫下刺参体腔液细胞
:;'/,

表达谱的构建和靶标基因的功能分析

图
"

!

差异表达
:;'/,>

的
[

'3E%+'

验证结果

.;

M

9"

!

3NCH;SSC8C@L;GDD

P

CU

7

8C>>CH:;'/,>QA@S;8:GL;A@V

P[

'3E%+'

!!

本研究从刺参的体腔液细胞中共鉴定到
66

个已

知的
:;'/,

和
<#?

个
/ABCD:;'/,

'多数
:;'/,

在各物种中是高度保守的$发挥了广泛而重要的调控

作用'其中高温组中
:;'E<66

&

:;'E<$

&

:;'E"$<"

&

:;'E"$$E6

7

&

:;'EF<

和低氧组中
:;'E<

&

:;'E"$$=

&

:;'E"$$E6

7

&

:;'EF<

都有显著差异表达'有研究表明$

:;'E<$

是刺参体腔液细胞中最丰富的
:;'/,

)

<=

*

$且

在细胞凋亡)

"W

*

&蛋白合成)

"?

*

&胚胎发育和分化)

6$E6<

*

&造

血干细胞调动)

6"

*和炎症)

66

*等生物过程中发挥着重要

的调控作用$这表明
:;'E<$

在刺参响应高温胁迫中同

样可能参与调控多个生理学过程'

*C-C@QG>L8CCLGD

等

研究发现
:;'EF<

与细胞的衰老和
*/,

损伤反应有

关)

6#

*

$另有研究发现
:;'EF<

同样可以增强对热休克和

氧化应激的抗性)

6!

*

'

5YA

等最近研究发现
:;'EF<

家

族成员在高温胁迫中是显著上调的)

"=

*

$这和本文的结

果一致$也暗示了本研究中
:;'EF<

在刺参响应高温&

低氧胁迫下的潜在功能'

:;'E<

已被证实与凋亡相关

基因如热休克蛋白基因相关$并间接调节
C/)>

以及细

胞凋亡)

6=

*

$以往研究也发现刺参呼吸树中
:;'E<

在低

氧胁迫下显著上调)

"#

*

$这和本文的研究结果一致'

:;'E<66

家族因为在抑制人类癌症发生中的关键作用

被充分研究)

6F

*

$在心肌细胞中
:;'E<66

通过靶向

5>

7

F$

抑制细胞凋亡)

6W

*

$相关研究还直接证明
:;'E<66

通过靶向
,

T

(',IE<

参与
3ADD

样受体!

3-'

"级联调节$

从而促进刺参体腔细胞吞噬功能)

6?

*

'本研究中
:;'E<66

在高温胁迫下显著上调$这暗示了
:;'E<66

可能参与了

高温胁迫下体腔液细胞抗凋亡过程和免疫应激'

:;'E

"$$

家族是哺乳动物中最著名的
:;'/,

家族之一'作

为该家族的重要一员$

:;'E"$$E6

7

被报道参与细胞增殖&

凋亡和肿瘤发生等生物学过程)

#$E#<

*

'本课题组在刺参夏

眠的研究中也发现了
:;'E"$$E6

7

能够通过靶向
,

T

&5E

5,*5

和
,

T

+,

参与刺参夏眠期间氧化损伤和细胞周

期调控)

#"E#6

*

'在本研究中$

:;'E"$$E6

7

在高温和低氧胁

迫下均显著上调$揭示了
:;'E"$$E6

7

可能在刺参响应高

温&低氧胁迫下参与了广泛的生物学功能调节'目前关

于
:;'E"$<"

的功能研究还有待开展'
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为进一步发掘
:;'/,

潜在的调控机制$我们以三

代转录组数据为参考文库$预测了差异表达
:;'/,

的

候选靶基因'单个
:;'/,

可以靶向多个靶基因$每个

靶基因也可以被多个
:;'/,

调控$因此$

:;'/,

通过

介导复杂的网络结构发挥调控功能'靶基因
J)

分析

结果显示$大多数靶基因与细胞组分&转运以及跨膜转

运活性有关'靶基因
I&JJ

通路富集分析发现多数基

因在丝裂原活化蛋白激酶信号通路&磷脂酰肌醇激酶
E

丝氨酸(苏氨酸激酶信号通路&寡聚化核苷酸结合结构

域样受体信号通路!

/)*ED;KC8CQC
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M

@GD;@

M7

GLNE

OG

P

"&黏着斑等信号通路中显著富集'

R,%I

级联协

同传递各种细胞外信号$从而控制大量不同甚至相反

的细胞过程$如增殖&分化&生存&发育&应激反应和凋

亡)

##

*

$有研究发现
R,%I

在调节凡纳滨对虾!
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0%

-,0*$9,--,30'

"&香港牡蛎!

C/,$$#$&/0,)#-

7

4#-

7

0-%

$'$

"等多种水生生物的先天免疫过程中发挥着重要作

用)

#!E#=

*

'同样在刺参体腔液高温胁迫的研究中发现

7

##

(

#"R,%I

可能通过靶向
7

?$'2I

参与温度诱导

的代谢抑制)

#F

*

'

%Ie

(

,KL

通路同样能够介导多种细

胞功能$包括血管生成&代谢&生长&增殖&存活&免疫&

转录和细胞凋亡)

#W

*

$在水产动物的研究中发现
,KL

基因可能参与介导水产动物机体的免疫防御'如香

港牡蛎!

C/,$$#$&/0,)#-

7

4#-

7

0-$'$

"在受到溶藻弧菌等

病原菌感染后$其体内
,KL

基因表达上调)
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'研究

发现海胆中第二大免疫受体家族是
/)*ED;KC

受体
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/-'>

"$而在哺乳动物中的
/-'>

通过充当支架蛋

白来组装蛋白复合物$从而激活
/.Ke

和
R,%I

信号

通路$在免疫应答中发挥作用)

=

*

'在刺参研究中同样

发现
,

T

/-'%<$

蛋白参与了对细菌感染的先天免疫

应答)
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'这些都表明了本研究中
:;'/,

通过靶向

这些免疫相关通路参与刺参响应高温&低氧胁迫下的

信号传导&氧化应激以及免疫反应等过程'
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期 尹英超$等#急性高温低氧胁迫下刺参体腔液细胞
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表达谱的构建和靶标基因的功能分析
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中
!

国
!

海
!

洋
!

大
!

学
!

学
!

报
"$""

年

#

!

结语

本研究以高温组&低氧组和对照组的体腔液细胞为

研究对象$利用
(DDY:;@G

测序平台构建了
?

个
:;'/,

文库$有效补充了刺参体腔液细胞的
:;'/,

表达谱$

并筛选了在高温胁迫和低氧胁迫下差异表达的
:;'E

/,>

'基于差异表达的
:;'/,>

$以三代全长转录组

为参考文库预测了其候选靶基因$

I&JJ

富集分析表

明靶基因主要参与了刺参应激&存活和免疫等重要生

物学过程$进一步揭示了差异表达的
:;'/,>

在刺参

应对高温胁迫和低氧胁迫过程中的重要调控作用'后

期将利用功能实验验证关键
:;'/,>

及其靶基因的互

作关系$进一步探讨关键差异
:;'/,

在刺参应对高

温&低氧胁迫过程中的调控作用$以期为刺参应对高

温&低氧逆境关键分子标记的筛选和刺参抗逆品种与

品系的选育提供理论指导'
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ÂDLC8;@

M

XR

$

*Y8>LA@,X

$

*GB;H'9R;'E<$8C

7

8C>>C>5AUe<G

G@H5AUe6G;@bCV8GS;>N

)

X

*

9%-A2)@C

$

"$$W

$

6

!

<

"#

C<6?=9

)

6"

*

!

X;@%

$

Ĝ@
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表达谱的构建和靶标基因的功能分析
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样品测序产出原始数据质量评估情况
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种类和数量统计
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各样本已知
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比对情况统计表
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预测的新
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与之比对情况统计表
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家族分析结果!部分"
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