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摘 要:为研究日本囊对虾(Marsupenaeusjaponicus)耐高亚硝酸盐的分子调控机制,利用新一代高通量Illumina
测序技术,对日本囊对虾在高亚硝酸盐胁迫下的肝胰腺进行转录组测序,通过对高质量序列的拼接组装以及功能

基因的注释和分类,发掘与耐高亚硝酸盐相关性状的候选基因。实验结果表明:①10个文库共获得920785608个

净读本,数据量为6.48G~7.34G。②Q30>93.07%。利用 Trinity软件组装后获得46308条单基因簇,N50为

1833bp。③与对照组相比,高亚硝酸盐组分别识别出593、606、1089、497和988个差异表达基因。④对DEGs进

行功能注释,得到与免疫和代谢相关的通路和基因。⑤采用qPCR对随机选择的9个差异基因(DPD、ABCH、

ProPOb、ACADL、CYP2J、PAT4、BHMT、CLEC 和PEPCK)在高亚硝酸盐胁迫下的表达情况进行检测,其表达

量与转录组测序技术(RNASequencing,RNA-seq)趋势一致。本研究结果丰富了对虾cDNA数据库的信息,为日

本囊对虾在高亚硝酸盐胁迫下的分子机制研究奠定了基础。
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日本囊对虾(Marsupenaeusjaponicus)是全球最具有经济价值的甲壳类动物之一,广泛分布于印度-西
太平洋、日本、中国和澳大利亚等地区[1-4],养殖规模呈逐年升高态势,其养殖方式包括集约化和半集约化养

殖[5]。国内对该虾类的养殖方式已逐渐由室外土池养殖转变为室内高集约化养殖,以满足市场日益增长的

需求[6-7]。要提高集约化养殖的生产效率和经济效益,水质控制格外重要[8]。近年来,在集约化养殖中,由于

过多的投饵量和不彻底的养殖池排污,使高含氮(N)排泄物和残饵在水体中累积,超过了养殖水体中亚硝化

细菌和硝化细菌的代谢能力,使得亚硝酸盐氮的质量浓度达到了较高水平[9-10]。
亚硝酸盐氮是氨氧化成硝酸盐的中间产物,它使氧合血蓝蛋白转化为脱氧血蓝蛋白,降低血淋巴对

氧的亲和性,降低机体的输氧能力,最终造成水产动物缺氧甚至死亡[11-13]。大量研究已经证实亚硝酸盐

氮对多种虾类具有较强的毒性[14-18],包括损坏器官[19]、生长和发育变慢[20-21]、降低存活率[22]和免疫能

力[23-24]等。值得一提的是,盐度下降会导致虾类对亚硝酸盐的耐受性降低[15,25],pH下降时亚硝酸盐应激

会导致虾类氮的排泄、离子调节和气体交换被干扰,并可能导致载氧能力下降[26]。过去的研究中,发现

亚硝酸盐胁迫对日本囊对虾的免疫和代谢均能产生影响,在亚硝酸盐胁迫下,日本囊对虾血淋巴中氧血

色素苷、蛋白质,以及氧血色素苷/蛋白质的比值减少,氮代谢和酸碱平衡发生改变,渗透压降低,尿素增
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加[27-29]。血淋巴亚硝酸盐和血淋巴尿素随环境亚硝酸盐和暴露时间的增加而增加[29]。此外,Zheng
等[30]克隆了与凋亡相关的基因caspase-3和DAD-1,初步探讨了亚硝酸盐胁迫对免疫相关基因和凋亡相

关蛋白的遗传响应的分子机制。
在甲壳类生物学领域,利用转录组测序技术(RNA-seq)研究基因表达已广泛用于比较生理学、生态学、

进化、环境监测和商业化养殖中[31]。近年来,关于亚硝酸盐胁迫下甲壳类转录组的研究仅见于凡纳滨对虾

(Litopenaeusvannamei)[32]和日本沼虾(Macrobrachiumnipponense)[33],研究显示凡纳滨对虾和日本沼虾

在亚硝酸盐胁迫下的免疫相关通路和凋亡通路非常活跃,已筛选得到许多与免疫反应、解毒、凋亡途径相关

的候选基因。然而,有关亚硝酸盐胁迫下日本囊对虾的分子机制仍然知之甚少。甲壳类动物的肝胰腺不仅

是重要的消化器官,在脂质、碳水化合物等代谢过程中起重要作用,而且是不可或缺的免疫器官,跟解毒和免

疫息息相关[33-34]。因此,本研究通过转录组测序技术获得在高亚硝酸盐胁迫下日本囊对虾肝胰腺转录组信

息,为探讨高亚硝酸盐胁迫下的分子机制、丰富cDNA数据库的信息、识别免疫和凋亡等通路的差异基因提

供分子证据。

1 材料和方法

1.1 实验材料

由广东国联水产有限公司提供第3代健康的120日龄混合家系日本囊对虾,其平均体长(49.28±4.79)

mm,平均体重(1.39±0.38)g。实验前,将日本囊对虾在水温(28±0.2)℃、盐度(29.8±0.2)、溶解氧(Dis-
solvedOxygen,DO)6.0mg/L条件下于水泥池中驯化7d,以减轻应激反应。

通过预实验,确定高亚硝酸盐胁迫质量浓度为80mg/L(在此质量浓度下,胁迫96h的存活率约为

80%)。实验分为对照组(CG)和高亚硝酸盐组(N)。以新鲜海水作为对照(亚硝酸盐质量浓度<0.02
mg/L)。采用分析纯(NaNO2)溶于新鲜海水配制质量浓度为2000mg/L母液,贮藏于阴暗干燥环境备用,
实验时通过稀释母液配制高亚硝酸盐(80mg/L)。

采用1500L塑料桶进行对照组和高亚硝酸盐组实验,其他实验条件与驯化条件一致。实验期间不投

饵,持续96h,每24h用高亚硝酸盐试纸测定1次质量浓度,以保持恒定水平。实验设置3个重复组。于6、

12、24、48和96h分别从高亚硝酸盐组(N6、N12、N24、N48和N96)和对照组(CG6、CG12、CG24、CG48和

CG96)取样,每个时间点各取9尾虾采集肝胰脏,保存于含1mLRNAhold的离心管中。样品在4℃下保存

过夜,然后在-20℃下保存,直到提取RNA。

1.2 RNA提取及Illumina测序

利用TRIzol试剂(Invitrogen,US)从肝胰脏中提取总RNA,用1%琼脂糖凝胶电泳检测RNA降解和

污染状况。分别通过NanoPhotometer分光光度计(Implen,CA,USA)和Qubit RNAAssayKitandQu-
bit2.0荧光计(LifeTechnologies,CA,USA)检查RNA纯度和浓度。采用生物分析仪2100系统(Agilent
Technologies,CA,USA)中的RNANano6000检测试剂盒评估RNA完整性。本研究使用Illumina 的

NEBNext UltraTMRNALibraryPrepKit(NEB,USA)生成,共构建了10个文库。首先,利用带有 Oligo
(dT)的磁珠从1μg总RNA中富集有poly-A尾的 mRNA;然后,加入FragmentationBuffer,将 mRNA随

机断 裂 成 200bp 左 右 的 小 片 段;第 3 步,采 用 SuperScriptDouble-StrandedcDNA SynthesisKit
(Invitrogen)试剂盒,加入六碱基随机引物(Illumina),以mRNA为模板反转录合成第1链cDNA,进行第2
链合成,形成稳定的双链结构;第4步,双链的cDNA结构为黏性末端,加入EndRepairMix将其补成平末

端,随后在3'末端加上1个A碱基,用于连接Y字形的接头,具体步骤参见试剂盒说明书;最后,Agencourt
AMPureXP(BeckmanCoulter,Brea,CA,USA)对PCR产物进行纯化,并在Agilent2100生物分析仪系统
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上对文库质量进行评估。库检合格后,把不同文库按照有效浓度及目标下机数据量的需求混合(pooling)
后,使用NovaSeq6000仪器进行(Illumina,美国)测序。

1.3 测序数据过滤和组装

为了得到高质量的测序数据,必须将测序得到的原始测序序列(SequencedReads)或粗读本(Raw
Reads)过滤为净读本(CleanReads):①去掉含测序接头(Adapter)的读数;②去掉N(N代表无法确定碱基

信息)的比例>10%的读数;③去除低质量读数,即碱基质量(Phredscore,Qphred≤20的碱基数占整个碱基

的50%以上的读数)。同时,计算cleanreads的Q>20、30的碱基,以及G和C的数量总和占总的碱基数量

的百分比(Q20、Q30和GC含量)。所得到的高质量cleanreads用于后续分析,并采用Trinity软件对claan
reads进行组装[35]。

1.4 基因差异表达分析及功能注释

首先,利用bowtie2软件[36]将净读本比对到转录组序列上;然后,使用RSEM[37](http:∥deweylab.bio-
stat.wisc.edu/rsem/)对bowtie2软件的比对结果进行统计,进一步得到每个样品比对到每个基因上的read
count数目,并对其进行(FragmentsPerKilobaseMillion,FPKM)转换[38]。先使用edgeRv.3.0.8软件和1
个尺度归一化因子调整每个序列库的读计数,而后采用TMM 对readcount数据进行标准化处理,再使用

DEGseq对N组和GC组之间的DEGs进行差异分析,需q值(q-value)结合差异倍数(FoldChange,FC)来
筛选,q≤0.05且|log2FC(Sample2/Sample1)|(基因表达量差异倍数是以2为底数的对数值)≥1,则该基因

为显著差异表达基因[39]。
基于非冗余蛋白质数据库(Non-RedundantProteinSequenceDatabase,Nr)、非冗余核苷酸数据库

(NucleotideSequenceDatabase,Nt)、蛋白质和真核生物的同源群(euKaryoticOrthologGroups/Clusters
ofOrthologousGroupsofProteins,KOG/COG)、蛋白质家族(Proteinfamily,Pfam)、京都基因与基因组

百科全书(KyotoEncyclopediaofGenesandGenomes,KEGG)[40]和GO(GeneOntology,GO)数据库[41]

对基因功能进行注释。

1.5 荧光定量验证转录组数据

随机选择9个DEGs,进行qPCR验证,分别是:ATP结合盒转运蛋白(ATP-bindingcassettetransport-
ers,ABCtransporters)、二氢嘧啶脱氢酶(dihydropyrimidinedehydrogenase,DPD)、酚氧化酶原b(prophe-
noloxidaseb,proPOb)、长链脂酰辅酶A脱氢酶(long-chainspecificacyl-CoAdehydrogenase,LCAD)、细胞

色素家族(cytochromeP450,family2,subfamilyJ,CYP2J)、质子偶联氨基酸转运蛋白4(Proton-coupled
AminoacidTransporter4,PAT4)、甜菜碱同型半胱氨酸S-甲基转移酶(betaine-homocysteineS-methyl-
transferase,BHMT)、C型凝集素(C-typelectin,CLEC)和磷酸烯醇丙酮酸羧基激酶(phosphoenolpyruvate
carboxykinase,PEPCK),对上述9个DEGs进行qPCR验证。利用Primer5.0软件设计特异性引物(表1),
送至生工生物工程(上海)股份有限公司合成。

qPCR使用TransStartTipGreenSuperMix(北京全式金生物科技有限公司)试剂,以延伸因子1α
(EF1α)为参考基因,通过罗氏LightCycler480II实时荧光定量PCR系统进行扩增。扩增在384孔板上进

行,反应总体积为10μL,包括:1μLcDNA、每个基因特异性正向和反向引物各0.2μL、5μLTransStartTip
GreenqPCRSuperMix和3.6μL无酶水。qPCR步骤为:94℃30min;94℃5s,60℃15s,72℃10s(45
个循环);95℃10s,65℃60s,95℃1s。相对表达量采用2-ΔΔCT法计算,数据为平均值±标准差(Means
±SD),通过SPSS19.0软件中的单因素方差分析(onewayANOVA)进行统计学检验,差异显著性为P<
0.05,差异极显著为P<0.01。
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表1 qPCR引物合成

Table1 PrimersequencesforqPCRvalidation.

引 物 序列(5'-3') 引 物 序列(5'-3')

ABCHF CATCTACGCCGTGACTGACATA PAT4F GAAGGGTCTAGGCATGTGGA

ABCHR ATCAAAATTGGGTATCCGCTCT PAT5R TAACCCAGCACTTTCCAAGG

DPYDF CCAAATTAGGCCTCCACACATA BHMTF GAGTACTGGGAGAACCTCAGACCTT

DPYDR GAGCTCAAGCCCCCTACATACT BHMTR TTTTTGGTCTTGAGAAGCTTGATCT

ProPObF GGTCGTCTAGACAGGACTCCACT CLECF AGTGCCAGTGCCCCTCTACT

ProPObR ACGTAAGAACCGTTTTCATGGAT CLECR CTGGAGAGCGTCCTGCAT

ACADLF CTGCCACCATGTCTGGGATG PEPCKF TGTCACCTGAAGAGCTGAAGAAG

ACADLR AAGGACGTAAGCTGGAGAAGATG PEPCKR AGTCTTGTTCAGCAAGTGTGTCC

CYP2JF AATTCAAAAAGGATTATGGCAACAT

CYP3JR GTATTGAACGTGAAGATGTTGAAGG

  注:空白处无数据。

2 结 果

2.1 转录组的测序和从头组装

转录组测序后,从CG组和NG组构建的10个文库中共产生961590184个rawreads,除去包含适配

器序列或poly-N序列的读取和原始读取中的低质量读取,共获得920785608个cleanreads。在所有的文

库里,碱基质量及组成分析显示,各样品Q30均≥93%,GC含量为50.29%~52.95%(表2)。利用 Trinity
软件对获得的cleanreads进行组装,去除冗余之后分别获得74856条转录本(Transcripts)和46308条单

基因簇(UniversalGene,Unigenes)。转录本的N50长度(将转录本按照长度从长到短排序,依次累加转录

本的长度,当累计转录本长度达到转录本总长的50%时,拼接的转录本的长度为 N50,可用于评估拼接效

果)和N90的长度分别为2408和470bp,unigenes的N50和N90的长度分别为1833和435bp。对组装

出来的unigenes进行长度分布统计,其最小长度为301bp,分布在300~500bp的有18954条,占总数的

40.93%,数量最多;大于2000bp只有6323条,只占总数的13.65%,平均长度为1300bp(表3和表4)。
将Trinity软件拼接得到的转录本序列,作为后续分析的参考序列。

表2 样本测序数据质量汇总

Table2 Summaryofsamplesequencingdataquality

样 本 rawreads/个 cleanreads/个 净据/G 错误率/% Q20/% Q30/% GC/%

CG6 95787748 91109572 6.83 0.02 98.11 94.53 51.82

CG12 96161432 92512196 6.94 0.03 97.87 93.97 51.43

CG24 93332104 89650404 6.72 0.02 98.05 94.38 51.84

CG48 95880860 91441792 6.86 0.02 98.1 94.5 51.12

CG96 92941212 88924092 6.67 0.02 98.01 94.29 50.29

N6 104200656 97918092 7.34 0.03 97.67 93.44 52.21

N12 95827780 93386896 7.00 0.03 97.56 93.2 52.95

N24 95217992 92696684 6.95 0.03 97.52 93.07 51.11

N48 91905620 86424960 6.48 0.03 97.86 93.89 51.44

N96 100334780 96720920 7.25 0.03 97.57 93.22 50.74
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表3 拼接长度分布

Table3 Splicinglengthdistribution

拼接长度/bp transcripts unigenes

最小长度 301 301

平均长度 1300 1098

中间长度 634 577

最大长度 99700 99700

N50 2408 1833

N90 470 435

表4 长度频数分布

Table4 Lengthfrequencydistribution

拼接频数/条 transcripts unigenes

300~500bp 28686 18954

500~1000bp 19892 14119

1000~2000bp 12350 6912

>2000bp 13928 6323

总数 74856 46308

  采用单拷贝直向同源数据库BUSCO对拼接得到的unigenes进行拼接质量评估,结果显示:有978个

BUSCO被完全覆盖,完全匹配到的单拷贝(CompleteandSingle-Copy)的unigenes为902条,占总数的

92.2%;多拷贝(CompleteandDuplicated)、部分片段匹配(Fragmented)和没有匹配(Missing)的unigenes
分别为28、26和22条,分别占总数的2.9%、2.7%和2.2%(表5)。

表5 拼接转录本BUSCO评估

Table5 Buscoevaluationofsplicingtranscripts

类 型
单拷贝 多拷贝 部分片段匹配 没有匹配

个数/条 占总数比例/% 个数/条 占总数比例/% 个数/条 占总数比例/% 个数/条 占总数比例/%

cluster 902 92.2 28 2.9 26 2.7 22 2.2

unigene 902 92.2 28 2.9 26 2.7 22 2.2

trinity 619 63.3 312 31.9 27 2.8 20 2.0

注:cluster代表富集簇。

2.2 基因的功能注释

将拼接得到的48807条unigenes通过NR、NT、Swiss-Prot、PFAM、KO、KOG和GO七大数据库进行

基因功能注释,注释到的 unigenes数量(比例)分别为:25833(55.78%)、21342(46.08%)、22628
(48.86%)、25015(54.01%)、3615(7.8%)、9474(20.45%)和25015(54.01%)条。在7个数据库中至少注

释到1个数据库的unigenes数量为34361条,占总数的74.2%,而在7个数据库都注释到的unigenes数量

为1501条,占unigenes总数的3.24%(表6)。其中,比对到NR数据库的数据根据物种来源来分析,注释到

前3位的物种分别是美洲钩虾(Hyalellaazteca),日本囊对虾(Marsupenaeusjaponicus)和凡纳滨对虾

(Litopenaeusvannamei),匹配unigenes数量分别占总数的31.6%、14.4%和6.6%(图1)。
将全部unigenes进行GO数据库比对,结果显示:一共有25015条unigenes被成功注释和分类到生物

过程(BiologicalProcess)(25个亚类)、细胞组分(CellularComponent)(20个亚类)和分子功能(Molecular
Function)(10个亚类)三大类中。在生物过程中,参与细胞过程(GO:0009987)、代谢过程(GO:0008152)、
单细胞组织过程(GO:0044699)最多,分别注释到14335(57.31%)、13080(52.29%)和12325(49.27%)条

unigenes;在细胞组分中,主要与细胞组分(GO:0044464)、细胞(GO:0005623)和膜(GO:0016020)有关,
分别注释到6724(26.88%)、6724(26.88%)和5159(20.62%)条unigenes;在分子功能中,主要与结合功能
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和催化活性有关,分别注释到11937(47.72%)和11516(46.04%)条unigenes(图2)。

表6 基因注释成功率统计

Table6 Statisticsofsuccessrateofgeneannotation

数据库 注释成功的unigenes/条 占总unigenes的比例/%

NR 25833 55.78

NT 21342 46.08

SwissProt 22628 48.86

PFAM 25015 54.01

KO 3615 7.80

KOG 9474 20.45

GO 25015 54.01

全部数据库均有注释 1501 3.24

至少一个数据库有注释 34361 74.20

总数 46308 100.00

图1 NR库比对物种分布

Fig.1 ComparablespeciesdistributionintheNRdatabase

将unigenes与KOG数据库进行比对,结果显示,9474条unigenes被成功注释并按26个KOG进行分

类:①注释到一般功能预测(GeneralFunctionPredictionOnly)的unigenes最多,为1364条,占总数的

14.40%;②翻译后修饰、蛋白质转化和分子伴侣(PosttranslationalModification,ProteinTurnover,Chaper-
ones)、信号转导机制(SignalTransductionMechanisms)、氨基酸运输和代谢(AminoAcidTransportand
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图2 GO注释分类统计

Fig.2 ClassificationstatisticsofGOannotationclassificationstatistics

Metabolism)及翻译、核糖体结构与生物发生(Translation,RibosomalStructureandBiogenesis)注释到的

unigenes分别有957(10.10%)、882(9.31%)、801(8.45%)和718(7.58%)条;③未知蛋白(UnamedProtein)
注释到的unigenes最少,仅占总数的0.02%(图3)。

图3 KOG注释分类统计

Fig.3 ClassificationstatisticsofKOGannotation

对3615条unigenes进行KO成功注释后,根据unigenes参与的KEGG代谢通路进行分析,将其分为

细胞过程(A)、环境信息处理(B)、遗传信息处理(C)、代谢(D)和有机系统(E)五个分支,分别占总unigenes
的13.67%、12.72%、16.74%、53.72%和23.82%。代谢通路的过程很多,其中富集的前3条通路分别为碳水

化合物代谢(CarbohydrateMetabolism)、信号转导(SignalTransduction)和氨基酸代谢(AminoAcid
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Metabolism),富集的unigenes数量分别为364(10.07%)、362(10.01%)和332(9.18%)条。另外,信号转导

(SignalTransduction)和免疫系统(ImmuneSystem)通路也被显著富集(图4)。

注:色柱旁数字为注释到该通路下的unigenes数量,单位为条。

图4 KEGG代谢通路分类统计

Fig.4 ClassificationstatisticsofKEGGmetabolicpathway

2.3 差异基因表达分析

针对日本囊对虾在5组不同处理时间进行了N组和CG组两两比较分析,识别出亚硝酸盐胁迫下发生

变化的基因,并绘制火山图(图5)。结果显示,日本囊对虾在亚硝酸盐协迫下N组与CG组两两相比共筛选

出3733个差异表达基因(DifferentiallyExpressedGenes,DEGs);与对照组相比,N6、N12、N24、N48和N96
组分别识别出593、606、1089、497和988个DEGs(表7),其中差异基因数量最多的为N24(1089个),最少

的为N48(497个)。总的来说,下调的DEGs数量(1943个)比上调的DEGs数量(1830个)多,在N12、N48
和N96组,下调的DEGs比上调的多,而在N6和N24组则相反。

将N6vsCG6、N12vsCG12、N24vsCG24、N48vsCG48和N96vsCG96各组的DEGs数量进行统计,
绘成韦恩图(VennDiagram),找到在亚硝酸盐胁迫下5组不同处理时间的19个共同 DEGs(图6)。把

DEGs分别与NR、NT、KOG/COG、PFAM、Swiss-Prot、KEGG和GO七个数据库进行比对和功能注释,至
少注释到1个数据库的概率分别为89.88%、89.93%、90.36%、89.54%和90.49%(表7)。19条共同的

DEGs注释和上下调情况如表8,结果显示有8个假定蛋白基因(HypotheticalProtein),其他的多为免疫基

因,如ATP结合盒转动体(ATP-bindingcassettetransporter)、C型凝集素(C-typelectin)、磷酸烯醇丙酮

酸羧激酶醇(phosphoenolpyruvatecarboxykinase)、磷脂氢过氧化物(phospholipid-hydroperoxidegluta-
thioneperoxidase)、谷胱甘肽过氧化物酶(prophenoloxidaseb)和预测:细胞色素P4509e2亚型X1(cyto-
chromeP4509e2isoformX)等。
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注:log2FC代表基因在不同实验组中表达倍数变化;-lg(padj)代表基因表达量变化的统计学显著程度;

q值越小,-lgq越大,则差异越显著,左边为亚硝酸盐胁迫组(N组),右边为对照组(CG组)。

图5 差异基因的火山图

Fig.5 Volcanomapofdifferentialgenes

表7 DEGS的数目及注释率

Table7 QuantityandannotationrateofDEGs

分组项目 DEGs数目/个 上调/个 下调/个 注释成功的DEGs数目/个 比例/%

N6vsCG6 593 303 290 533 89.88

N12vsCG12 606 235 371 545 89.93

N24vsCG24 1089 615 474 984 90.36

N48vsCG48 497 187 310 445 89.54

N96vsCG96 988 490 498 894 90.49
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注:图中圈内所有数字之和代表比较组合差异基因总数;重叠区域表示组合间共有的差异基因个数。

图6 差异基因韦恩图

Fig.6 VenndiagramofDEGs

表8 不同胁迫时间下共同差异基因筛选情况

Table8 Screeningofcommondifferentialgenesunderdifferentstresstimes

差异基因NR数据库描述 N6vsCG6 N12vsCG12 N24vsCG24 N48vsCG48 N96vsCG96

假定蛋白BRAFLDRAFT_206907 上调 上调 下调 上调 下调

假定蛋白BRAFLDRAFT_78594 下调 下调 下调 下调 上调

假定蛋白DAPPUDRAFT_207173 下调 下调 上调 下调 下调

假定蛋白DAPPUDRAFT_302851 下调 上调 下调 上调 下调

假定蛋白DAPPUDRAFT_31637,partial 上调 下调 上调 上调 上调

假定蛋白 DAPPUDRAFT_328375 上调 下调 下调 下调 下调

假定蛋白LOTGIDRAFT_233044 下调 上调 下调 上调 上调

假定蛋白LOTGIDRAFT_233044 下调 上调 下调 上调 下调

ATP结合盒转运体 下调 下调 上调 下调 上调

C型凝集素 上调 上调 上调 下调 上调

磷酸烯醇丙酮酸羧激酶 下调 下调 上调 下调 下调

磷脂氢过氧化物

谷胱甘肽过氧化物酶
上调 下调 上调 下调 下调

预测:细胞色素P4509e2亚型X1 上调 上调 上调 上调 上调

预测:类似二氢嘧啶脱氢酶[NADP(+)] 下调 上调 上调 上调 上调

预测:长链特异性酰基辅酶a脱氢酶,类线粒体 下调 下调 下调 下调 下调

酚氧化酶原b 下调 上调 上调 上调 上调

前列腺素还原酶1 下调 下调 下调 下调 下调

质子耦联氨基酸转运体4 上调 下调 上调 下调 下调

原名:完全=细胞色素P4502L1 上调 上调 上调 上调 上调
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2.4 差异基因的GO功能分类和KEGG富集分析

对N6vsCG6、N12vsCG12、N24vsCG24、N48vsCG48和 N96vsCG96五组比较所得的DEGs分别

进行GO富集分析,共富集到1758~2399个GOtermstype。DEGs富集到生物过程中的数量最多,占总

数的58.76%~61.06%,分子功能次之(表9)。对5组显著富集(P<0.05)的GO相关的上调基因(红色)和
下调基因(蓝色)的分类统计做成柱状图(图7),由图7可见,N24vsCG24组DEGs显著富集到生物过程、
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注:BF代表BiologicalProcess,CC代表CeallularComponenl,MF代表 MolecularFunction。

图7 差异基因的GO富集分析图

Fig.7 Goenrichmentanalysisofdifferentialgenes

细胞组分和分子功能,其他组富集到生物过程和分子功能;在生物过程中,几丁质代谢过程、含氨基葡萄糖的

复合代谢过程和氨基糖代谢过程富集到所有组中;另外,氧化还原过程在N6vsCG6、N12vsCG12和N48
vsCG48组中显著富集且富集到DEGs最多;在分子功能中,氧化还原酶活性、铁离子结合、血红素结合和几
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丁质结合富集于所有组中;在N24vsCG24中富集到最多DEGs的3个细胞组分是细胞外区、线粒体和线粒

体部分。

表9 差异基因GO富集分析

Table9 GOenrichmentanalysisofdifferentialgenes

DEG组
GOterms
类型/个

生物过程

数量/个

生物过程

比率/%

细胞组分

数量/个

细胞组分

比率/%

分子功能

数量/个

分子功能

比率/%

N6vsCG6 1773 1044 58.88 261 14.72 468 26.40

N12vsCG12 1816 1075 59.20 240 13.22 501 27.59

N24vsCG24 2399 1438 59.94 339 14.13 622 25.93

N48vsCG48 1758 1033 58.76 265 15.07 460 26.17

N96vsCG48 2386 1457 61.06 313 13.12 616 25.82

对N6vsCG6、N12vsCG12、N24vsCG24、N48vsCG48和 N96vsCG96的DEGs数量分别进行

KEGG通路富集分析,结果显示,分别有82、100、174、73和166个通路发生激活或抑制。对每组的前20个

(top20)通路富集做散点图(图8)。如图8所示,发生显著富集的KEGG 通路有溶酶体(ko04142)、TGF-β
信号通路(ko04350)、AMPK信号通路(ko04152)、PI3K-Akt信号通路(ko04151)、p53信号通路(ko04115)、
过氧化物酶体(ko04146)、吞噬体(ko04145)、细胞凋亡(ko04210)、PPAR信号通路(ko03320)、胆碱代谢

(ko05231)、亚油酸代谢(ko00591)、精氨酸和脯氨酸代谢(ko00330)等。
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图8 差异基因KEGG通路富集散点图

Fig.8 EnrichmentscatterplotofdifferentialgenesinKEGGpathway

2.5 qPCR验证RNA-seq

采用qPCR 检测在高亚硝酸盐胁迫下9个差异基因(DPD、ABCH、ProPOb、ACADL、CYP2J、

PAT4、BHMT、CLEC 和PEPCK)的表达情况。qPCR结果显示,基因在不同时间的高亚酸盐胁迫下,呈
现显著上调或下调(P<0.05或 P<0.01),且与RNA-seq趋势一致。这一结果进一步验证了RNA-seq的

可靠性和准确性(图9)。

3 讨 论

日本囊对虾集约化的养殖模式容易引起亚硝酸盐的积累,从而影响该虾类的健康养殖[14]。为了在分子

水平上更好地了解虾类对亚硝酸盐胁迫反应,采用转录组测序研究高亚硝酸盐胁迫下日本囊对虾调控机制

和差异基因表达。研究利用Illumina测序平台,获得了不同时间(6、12、24、48和96h)高亚硝酸盐胁迫下日

本囊对虾肝胰腺的转录组数据。通过Trinity软件对获得的净读本进行组装,去除冗余之后获得46308条

unigenes,N50和N90分别为1833bp和435bp,平均长度为1098bp。墨吉明对虾(Fenneropenaeusmer-
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注:*代表P<0.05;**代表P<0.01。

图9 9个差异表达基因的qRT-PCR与转录组的比较

Fig.9 Comparisonof9DEGsbyqRT-PCRandtranscriptome
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guiensis)的转录组获得41877条unigenes,N50为1533bp[42]。凡纳滨对虾的转录组获得52073条uni-
genes,平均长度为520bp,N50为745bp[43]。日本囊对虾组装的unigenes数量比凡纳滨对虾少,而比墨吉

明对虾多,但组装长度大于凡纳滨对虾和墨吉明对虾。采用BUSCO对拼接得到的unigenes进行质量评

估,结果显示有978个BUSCO被完全覆盖,完全匹配到的unigenes为902条,占总数的95.1%,部分片段匹

配和没有匹配的unigenes分别占总数的2.7%和2.2%。因此,认为该转录组具有高质量的组装拼接数据。
甲壳类动物缺乏适应性免疫系统,而完全依赖于先天免疫系统抵制入侵的病原体或响应环境胁迫[44-45]。

甲壳类动物免疫学研究主要集中在识别感染过程中激活的防御机制和生化途径,如凝集素、酚氧化酶原系统

(proPO)、吞噬和包围等[46-47]。例如,中国对虾被 WSSV感染后,吞噬体、补体和凝血级联反应等与免疫应答有

关的通路以及免疫基因可被激活[48]。本研究对差异基因进行KEGG注释,发现吞噬体(ko04145)通路在6、24
和48h时被富集,且该通路的差异基因显著上调,这表明在高亚硝酸盐胁迫下通过激活吞噬体通路来参与免疫

调节应答,这与中国对虾相似。另外,还发现大量与免疫相关其他的通路,如溶酶体(ko04142)、TGF-β信号通

路(ko04350)、PI3K-Akt信号通路(ko04151)、p53信号通路(ko04115)、吞噬体(ko04145)、细胞凋亡(ko04210)、

PPAR信号通路(ko03320)等。Guo等[32]研究了高亚硝酸盐胁迫凡纳滨对虾的转录组同样发现了凋亡信号通

路、p53信号通路、PPAR信号通路、MAPK信号通路以及吞噬作用通路,这与本研究一致。而溶酶体

(ko04142)、TGF-β信号通路(ko04350)在亚硝酸盐胁迫日本沼虾的转录组中也被富集到[33]。这些研究结果表

明,亚硝酸盐胁迫下,对虾的这些免疫通路起着至关重要的作用,具体的机制还有待进一步研究。
根据差异基因韦恩图以及注释结果,我们选择了9个DEGs进行qPCR分析,结果显示高亚硝酸盐胁迫后,

这些参与免疫应答的基因表达水平均发生显著变化。Wei等[49]和 Wang等[50]研究表明,C型凝集素在先天性

免疫中起着重要的作用,能有效识别和消灭病原体。当细菌感染凡纳滨对虾[48]和中国对虾[50]时,C型凝集素

基因的表达水平会升高。在本研究中,C型凝集素基因的表达水平呈现上升-下降-上升的趋势,在早期(6~24
h)显著上调,到48h时受到抑制,而96h时又显著上调。墨吉明对虾的C型凝集素基因表达量在感染弧菌后

的早期(12h前)显著上升,而在24和48h时下降[51],与本研究类似。因此,C型凝集素基因在对虾环境胁迫下

起着重要的调节作用。甲壳类动物的酚氧化酶原(proPO)系统在非自我识别与宿主免疫反应中起重要作

用[52-54]。Prophenoloxidaseb有助于甲壳类动物血浆的黑色素化,为先天免疫系统的一个主要组成部分[55]。在

本研究中发现,Prophenoloxidaseb的表达水平在亚硝酸盐胁迫下早期显著下调,12h之后显著上调,推测酚氧

化酶原b(ProPOb)基因主要通过促进表达来参与免疫应答。同时,在共同差异基因中还发现了与免疫相关的

磷脂氢谷胱甘肽过氧化物酶(PhospholipidHydroperoxideGlutathionePeroxidase,PHGPx)和细胞色素P450
(cytochromeP450)异构体基因。谷胱甘肽过氧化物酶(GlutathionePeroxidase,GPx)在脂质和过氧化氢的解

毒过程中起重要作用,脂质和过氧化氢在吞噬或生理代谢过程中,随着谷胱甘肽的氧化而迅速形成[56]。

PHGPx是谷胱甘肽过氧化酶(GPx)家族中的一种抗氧化酶,它能降低磷脂的过氧化氢,维持生物膜的完整

性[57]。已有研究表明,在LPS应激下,拟穴青蟹(Scyllaparamamosain)肝胰腺中的PHGPx 表达水平分别在

6和12h显著上调,之后表达量逐渐下调至正常水平[58]。在本研究中发现PHGPx 在亚硝酸盐胁迫下表达量

呈现上调和下调交替的现象,与拟穴青蟹中PHGPx 的表达情况类似,推测PHGPx 在日本囊对虾的免疫调节

中起着重要作用。细胞色素P450(CytochromeP450)是一种重要的解毒酶,在甲壳类动物体内外源性和内源性

化合物的生物转化中起着重要作用[59-60]。在共同差异基因中发现一个细胞色素P450的异构体基因,该基因的

表达水平在高亚硝酸盐胁迫6~96h内显著上升。在凡纳滨对虾转录组中同样发现了很多与P450相关的基

因,这些发现为深入研究无脊椎动物的解毒反应提供了丰富的信息[31]。因此,推测这些免疫基因可能参与了亚

硝酸盐胁迫的免疫应答,具体功能仍需要进一步研究。
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TranscriptomeAnalysisofHepatopancreasof
MarsupenaeusjaponicusUnderHighNitriteStress

CHENTing-jun,LIZhi-min,YUANLe,LIUJian-yong,LIANGCai-feng
(CollegeofFisheries,GuangdongOceanUniversity,Zhanjiang524088,China)

Abstract:InordertostudythemolecularregulatorymechanismofMarsupenaeusjaponicusunderhighnitritestress
thehepatopancreasofM.japonicusfromboththehighnitritestressgroupsandthecontrolgroupsweresequenced.
ThetranscriptomeofhepatopancreasofMarsupenaeusjaponicuswasanalyzedbythenewgenerationofhigh-through-
putsequencingtechniqueofIllumina,andthefunctionalgenesassociatedwithhighnitritetoleranceofMarsupenaeus
japonicaswasexploredthroughtheassemblyofhighqualitysequences,geneannotationandclassification.Theresults
wereasfollows:atotalof920785608cleanreadswereobtainedfrom10librarieswiththedatavolume6.48G~7.34G
andQ30morethan93.07%.46308unigenesand1833bpN50wereobtainedbyTrinitysoftware.Comparedwiththe
controlgroup,593,606,1089,497and988DEGswereobtainedandDEGswereannotatedtospeculatethepathways
andgenesrelatedtoimmunityandmetabolism.Theexpressionofninedifferentialgenesspeculate(DPD,ABCH,

ProPOb,ACADL,CYP2J,PAT4,BHMT,CLECandPEPCK)wasdetectedbyqPCR,andtheexpressionlevel
wasconsistentwiththetrendofRNA-seq.ThisstudyenrichedtheprawncDNAdatabaseinformationofprawn,and
laidafoundationforthemolecularmechanismofMarsupenaeusjaponicusunderhighnitritestress.
Keywords:Marsupenaeusjaponicus;transcriptome;highnitritestress;quantitativereal-timePCR
(qRT-PCR);differentialgeneexpression
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