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温度胁迫对幼体大海马基因转录表达的影响

潘　 霞　 徐永健　 宁　 燕　 沈锡权∗

(宁波大学海洋学院ꎬ浙江 宁波　 ３１５２１１)

摘　 要:为探究大海马幼体在高温和低温胁迫条件下基因表达水平的变化规律ꎬ采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台的

ＰＥ１５０ 测序功能对大海马幼体肝脏进行了转录组测序ꎮ 对照组、高温胁迫组和低温胁迫组测序数据组

装后获得 ２２ ５１３ 个单基因簇(Ｕｎｉｇｅｎｅ)ꎬＮ５０ 为 ２ ２２３ ｂｐꎬ平均长度为 １ １２２􀆰 ７１ ｂｐꎮ 与对照组相比ꎬ高温

胁迫组共获得 １４ ００９ 个差异表达基因ꎬ其中 ５ ５４３ 个差异表达基因上调ꎬ８ ４６６ 个差异表达基因下调ꎻ低
温胁迫组共获得 ２０ ０３０ 个差异基因ꎬ１４ ０１６ 个差异表达基因上调ꎬ６ ０１４ 个差异表达基因下调ꎮ 差异表

达基因经 ＫＥＧＧ 数据库富集发现ꎬ高 / 低温胁迫均导致大海马体内抗氧化途径相关基因表达(ＨＳＰ７０、
ＨＳＰ９０、ＳＯＤ 等)发生显著改变ꎻ另外ꎬ高温胁迫还造成大海马免疫系统相关基因(ＰＩＫ３Ｒ、Ａｋｔ、ＩＬ－１０、
ＴＬＲ 等)以及细胞凋亡相关基因(ＣＹＣＳ、ＣＡＳＰ９、ＣＡＳＰ３ 等)表达显著改变ꎻ低温胁迫造成 ＤＮＡ 损伤修复

(ＭＳＨ、ＤＤＢ２、ＸＲＣＣ２、ＲＡＤ５２、Ｏｇｇ１、ＰＭＳ２ 等)、脂肪酸代谢(ＳｔＡＲＤ７、ＡｐｏＡ４、ＣＹＰ５１、Ｆａｄｓｄ６ 等)和细胞

凋亡(Ｐ２１、Ｐ５３、ＢＡＸ 等)相关基因显著上调ꎮ 选择 ＨＳＰ７０、Ｆａｄｓｄ ６ 与 ＩＬ－１０ 等 １３ 个差异基因验证ꎬＲＴ￣
ｑＰＣＲ 结果与 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 测序结果基本一致ꎮ 本研究结果为深入探究大海马温度应激的调控机制奠定了

一定的理论基础ꎬ而且有助于预防极端温度对大海马造成损伤ꎮ
关键词:大海马ꎻ 转录组测序ꎻ 差异表达基因

ＤＯＩ:１０􀆰 １１８６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００￣８５５１􀆰 ２０２０􀆰 ０７􀆰 １４２１

　 　 海马(Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ)是中国水产经济中重要的高

价值海水鱼类ꎬ在中药、海洋水族以及纪念品市场有很

大的贸易成交量[１－２]ꎮ 中医认为ꎬ海马具有补气活血、
补肾壮阳的功效ꎬ 是治疗阳痿、 不育等疾病的佳

品[３－４]ꎮ 大海马(Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｋｕｄａ Ｂｌｅｅｋｅｒ)广泛分布

在热带印度洋－太平洋地区ꎬ通常生活在较浅的近海

栖息地ꎬ包括红树林、海草床和河口等[５]ꎮ 海马的生

长适温范围为 １２~３３℃ꎬ最适温度为 １９~２８℃ꎬ但其对

温度急性变化的适应能力差ꎬ常由于水温的急剧变化

而患病甚至死亡[６]ꎮ 水温是影响鱼类生长发育的重

要环境因素之一ꎬ水温骤变影响鱼类的摄食、代谢、生
长ꎬ还可能造成分解代谢加强ꎬ合成代谢减弱[７]ꎮ 为

了减轻和避免海马养殖过程中温度骤变所产生的有害

影响ꎬ有必要研究高 /低温影响大海马的分子生理机

制ꎮ
分析温度骤变前后的转录组学ꎬ可以较好地反映

大海马对温度的应激调控ꎮ 转录组测序(ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)结
合了转录组测序的实验方法和数字基因表达谱的信息

分析方法ꎬ可用于研究特定生物过程中基因的差异表

达ꎬ具有通量高、重复性好、检测范围广等优点[８]ꎬ已
被证明是许多非模型鱼对各种试验条件转录反应的可

靠评估方法[９]ꎬ其中在硬骨鱼研究中主要涉及发育、
适应性进化、免疫应答和应激反应等[１０]ꎮ 此外ꎬＲＮＡ￣
Ｓｅｑ 也被用于研究硬骨鱼温度适应和驯化所涉及的分

子机制ꎬ如鲶鱼[１１]、虹鳟鱼[１２] 和斑马鱼[１３]ꎮ 当前ꎬ对
海马的研究主要集中在温度、盐度、疾病等生理生化层

面ꎬ鲜有研究采用 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术分析温度胁迫下大海

马的转录表达变化ꎮ 本研究以大海马幼体为研究对

象ꎬ采用 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术对温度骤变前后大海马肝脏组

织进行转录组测序ꎬ分析不同试验组之间基因转录表

达的差异ꎬ以期挖掘温度应激调节的候选标志基因ꎬ为
阐明其分子机制提供理论基础ꎮ
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

大海马(Ｈ. ｋｕｄａ)幼体由宁波大学海马养殖研究

实验室培育ꎮ 挑选健康、活力良好的幼体ꎬ体重为

０􀆰 ３０１ ２±０􀆰 ０２７ ６ ｇꎬ体长为 ５􀆰 ３５±０􀆰 １８ ｃｍꎬ两者均无

显著性差异ꎮ 在循环水养殖系统中暂养 １ 周ꎬ以避免

其他环境因素的干扰ꎮ 暂养温度为 ２５±０􀆰 ５℃ꎬ盐度

２５‰ꎬ充氧 ＤＯ>５ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ试验用海水为经砂滤后的天

然海水ꎬ每天定时投喂 ２ 次ꎬ摄食 ２ ｈ 后进行吸污ꎮ 试

验水温设置:对照组(ＣＫ)２５℃ꎬ高温胁迫组(Ｈ￣ｔｅｓｔ)
３１℃ꎬ低温胁迫组(Ｌ￣ｔｅｓｔ)１９℃ꎬ盐度均为 ２５‰ꎮ 温度

胁迫 １２ ｈ 后ꎬ每组随机取 ５ 尾大海马的肝脏置于冻存

管ꎬ液氮速冻ꎬ于－８０℃冰箱中保存备用ꎮ
１􀆰 ２　 ＲＮＡ 提取、文库构建和测序

参考 Ｌｉｕ 等[１１] 的方法ꎬ通过混样以消除个体之间

的差异ꎮ 采用 ＲＮＡｉｓｏ ｐｌｕｓ 试剂盒(大连宝生物有限

公司)从肝脏样品中提取总 ＲＮＡꎮ 采用 Ｋ５５００ 分光光

度计(北京凯奥科技发展有限公司)测量 ２６０、２８０ ｎｍ
波长处的吸光度值ꎬ并用 １％琼脂糖电泳检查 ＲＮＡ 样

品的 纯 度 和 完 整 性ꎮ 采 用 Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００ 系 统

(Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ美国)评估 ＲＮＡ 的浓度和完整

性ꎮ 每个样品各取 ２ μｇ ＲＮＡꎬ采用 ＮＥＢＮｅｘｔ􀳏 ＵｌｔｒａＴＭ

ＲＮＡ 文库制备试剂盒(Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓꎬ美国)按

照制造商的建议构建测序文库ꎮ 在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台上测

序ꎬ测序策略为 ＰＥ１５０ [安诺优达基因科技(北京)有
限公司]ꎮ
１􀆰 ３　 转录组的组装、注释和差异表达基因分析

使用 Ｐｅｒｌ 脚本处理原始数据以确保用于信息分

析的数据质量ꎬ包括去除接头污染的 Ｒｅａｄｓ、低质量的

Ｒｅａｄｓ 以及含 Ｎ 比例大于 ５％的 Ｒｅａｄｓꎮ 过滤后得到的

Ｃｌｅａｎ Ｄａｔａꎬ统计其质量、数据量等性状ꎬ包括过滤后的

总序列中质量值大于 ３０(错误率小于 ０􀆰 １％)的碱基数

的比例(ｃｌｅａｎ Ｑ３０ ｂａｓｅｓ ｒａｔｅꎬ Ｑ３０)、数据量、碱基含量

等ꎮ 采用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件进行组装ꎬ对得到的全长转录本

进行评估ꎬ然后进行开放阅读框 (ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬ
ＯＲＦ) 预测和功能分析ꎮ 采用 ＲＰＫＭ 方法计算基因表

达量[１４]ꎬＤＥＧｓｅｑ ｖ１􀆰 １８􀆰 ０ 软件[１５] 用于差异表达基因

(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬＤＥＧｓ)分析ꎮ 选取 Ｑ≤
０􀆰 ０５ 和 ｜ ｌｏｇ２ ｒａｔｉｏ ｜ ≥１ 的基因为 ＤＥＧｓꎬ对其进行 ＧＯ
基因本体(Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ)富集分析和京都基因与基因

组百科全书 ＫＥＧＧ(Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
Ｇｅｎｏｍｅｓ)通路富集分析ꎮ

１􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ－ｑＰＣＲ)分析

选取 １３ 个 ＤＥＧｓ 对 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 结果进行验证ꎬ根据

转录组文库中的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 序列ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软

件设计特异性引物(表 １)ꎮ 以 β２－微球蛋白( ｂｅｔａ－２
ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎꎬＢ２Ｍ)为内参基因ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ法[１６] 计算

目的基因的相对表达水平ꎮ 采用 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭⅡ (Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ) (ＴａＫａＲａꎬ大连)进行定量

表达检测ꎬ在 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ｒｅａｌｐｌｅｘ４ 中进行ꎮ 每组共 ９ 尾

鱼ꎬ３ 尾大海马肝脏为一个混样ꎬ设 ３ 个重复ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 大海马肝脏 ｍＲＮＡ 测序结果及从头组装

高通量测序显示(表 ２)ꎬＣＫ、Ｈ￣ｔｅｓｔ 和 Ｌ￣ｔｅｓｔ 组分

别获得 ４９ ５５６ ３８６、４９ ４０４ ０４２、４８ ０４３ １００ 个原始读段

(ｒａｗ ｒｅａｄｓ)ꎮ 过滤后分别获得 ４７ ８８０ ３４８、４７ ９８７ ５３４
和 ４６ ５２０ ７７８ 个 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎮ Ｑ３０ 值均在 ９４％以上ꎬ
说明该数据可靠ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ高质量的测序数据用

Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件组装后生成了 ８６ ７１２ 个转录本ꎬ长度在

２００~２ ０００ ｂｐ 之间ꎬ平均长度为 １ ４４３􀆰 ２５ ｂｐꎬＮ５０ 长

度为 ２ ４８５ ｂｐꎮ 所得转录本序列进一步组装处理后获

得 ４２ ２６４ 个单基因簇(Ｕｎｉｇｅｎｅ)ꎬ平均长度为 １ １２２􀆰 ７１
ｂｐꎬＮ５０ 为 ２ ２２３ ｂｐꎮ 其中ꎬ在 ２００ ~ ６００ ｂｐ 范围内的

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 占 ５３􀆰 ２７％ꎬ６００~１ ０００ ｂｐ 占 １２􀆰 ４１％ꎬ１ ０００~
２ ０００ ｂｐ 占 １６􀆰 ３０％ꎬ ２ ０００ ｂｐ 以上的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 为

１８􀆰 ０２％ꎮ
２􀆰 ２　 基因功能注释

将获得的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数据信息分别在蛋白质家族域

数据库(Ｐｆａｍ)、蛋白质序列数据库(Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ)、非冗

余蛋白数据库 ( Ｎｒ)、真核生物蛋白相邻类的聚簇

(ＫＯＧ)、基因本体论数据库(ＧＯ)和东京基因与基因

组百科全书(ＫＥＧＧ)等数据库比对注释ꎮ 由表 ４ 可

知ꎬＮｒ 数据库中注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 所占比例最多ꎬ达
５３􀆰 ６４％ꎻ核酸序列数据库 ( Ｎｔ) 注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 占

４４􀆰 ４９％ꎻ１９ ５０６ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 在 ＧＯ 数据库中得到了注

释ꎬ占 ４６􀆰 １５％ꎻＫＥＧＧ 数据库注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 最少ꎬ共
１２ ０４６ 个ꎮ ＧＯ 分为分子功能(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ)、生
物过 程 ( ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ) 和 细 胞 组 成 ( ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ)３ 个部分ꎮ 利用 Ｔｒｉｎｏｔａｔｅ 的注释结果ꎬ统计

每个 ＧＯ 条目中注释到的基因ꎬ并根据二级 ＧＯ 条目

得到统计结果(图 １)ꎮ 生物学过程的主要类别是细胞

过程ꎬ占 ７４􀆰 ７４％ꎬ其次是生物调节和代谢过程ꎬ分别

占 ５６􀆰 ７％和 ４９􀆰 ７％ꎻ在分子功能类别中最主要的类别

是结合功能(７２􀆰 ８８％)和催化活性(３５􀆰 ３３％)ꎻ细胞组

２２４１



　 ７ 期 温度胁迫对幼体大海马基因转录表达的影响

　 　 　 　 　 表 １　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 所用基因及其引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

序号
Ｎｕｍｂｅｒ

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

基因注释
Ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

引物序列(５'－３')
Ｐｒｉｍｅｒ (５'－３')

扩增效率
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ / ％

１ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ５２８４＿ｃ０＿ｇ１ ＤＮＡ 修复蛋白 ＸＲＣＣ２
ＤＮＡ ｒｅｐａｉｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ＸＲＣＣ２

Ｆ: ＣＣＧＣＣＡＡＡＧＴＧＴＴＣＧＴＧＡ
Ｒ: ＴＧＡＴＣＣＡＡＡＴＧＣＧＣＣＡＴＧ ９９

２ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１２１６５＿ｃ０＿ｇ１ 超氧化物歧化酶
Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ)

Ｆ: ＴＣＡＣＡＴＡＣＴＴＣＡＣＧＧＧＴＴＴＣＧ
Ｒ: ＡＧＧＧＡＡＡＴＧＴＴＣＡＡＧＧＴＡＣＴＧＣ １０２

３ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１２０９６＿ｃ０＿ｇ１ 热休克蛋白 ７０
Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ７０ ｋＤａ (Ｈｓｐ７０)

Ｆ: ＧＴＣＧＧＴＧＡＡＡＴＡＡＣＡＧＧＧＡＡＣＡ
Ｒ: ＣＴＣＴＧＧＧＴＣＴＡＣＡＧＧＴＡＴＴＡＡＧＧＴＧ ９５

４ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１０７１８＿ｃ０＿ｇ５
ＳｔＡＲ 相关的脂质转移结构域蛋白 ７
ＳｔＡＲ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｄｏｍａｉｎ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ７ (ｓｔａｒｄ７)

Ｆ: ＣＧＴＴＴＧＧＣＴＣＣＴＴＴＴＧＴＧＣ
Ｒ: ＧＣＧＧＧＴＴＴＧＴＣＴＡＣＴＣＣＴＣＴＧ ９７

５ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１２４２５＿ｃ０＿ｇ１ 羊毛甾醇 １４α－脱甲基酶
Ｌａｎｏｓｔｅｒｏｌ １４α￣ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ (ＣＹＰ５１Ａ１)

Ｆ: ＣＧＣＣＴＧＧＴＴＧＧＧＴＴＴＣＴＴ
Ｒ: ＴＣＡＡＡＣＡＡＣＧＣＴＣＣＡＡＣＡＧＧ １０２

６ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１２６８４＿ｃ０＿ｇ１ Δ－６ 脂肪酰基去饱和酶
Ｄｅｌｔａ－６ ｆａｔｔｙ ａｃｙｌ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ (Ｆａｄｓｄ６)

Ｆ: ＴＧＧＴＧＣＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＡＣＣＴＴＣＧ
Ｒ: ＣＴＴＧＡＴＧＣＴＴＣＴＣＧＴＧＧＴＣＧ １０４

７ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１５３０７＿ｃ０＿ｇ５ 硬脂酰辅酶 Ａ 去饱和酶
Ｓｔｅａｒｏｙｌ￣ＣｏＡ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ (Δ－９￣ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ)

Ｆ: ＴＣＣＣＴＧＧＧＧＴＴＧＡＴＧＧＴＧＴ
Ｒ: ＴＧＧＴＡＣＴＴＣＴＧＧＧＧＣＧＡＧＴＣ １０１

８ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ９６９３＿ｃ０＿ｇ１ 载脂蛋白 Ａ￣Ⅳ
Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａ￣Ⅳ (ａｐｏＡ４)

Ｆ: ＣＧＴＣＴＴＣＧＴＴＴＴＧＧＣＴＧＴＴＴ
Ｒ: ＴＣＴＴＴＴＣＣＧＡＧＡＴＣＣＧＡＣＴＧＴ １０３

９ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１２２１９＿ｃ３＿ｇ４ Ｂｃｌ－２ 相关的 Ｘ 蛋白
Ｂｃｌ－２￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ４ (ＢＡＸ)

Ｆ: ＣＣＣＧＣＡＧＴＣＡＧＴＧＡＡＧＧＡＧＡ
Ｒ: ＣＧＡＧＧＣＴＧＴＡＧＡＧＴＴＧＧＧＡＧＴＴ ９６

１０ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１２３３５＿ｃ０＿ｇ２
ＲＡＣ－γ 丝氨酸 / 苏氨酸－蛋白激酶
ＲＡＣ￣ｇａｍｍａ ｓｅｒｉｎｅ / ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ￣ｐｒｏｔｅｉｎ

ｋｉｎａｓｅ (ＡＫＴ３)

Ｆ: ＧＣＧＡＣＧＧＡＧＡＡＧＴＴＧＴＴＧＡＧ
Ｒ: ＧＴＴＧＴＣＡＡＧＧＡＡＧＧＡＴＧＧＧＴＣ ９６

１１ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１４７３７＿ｃ１＿ｇ１ 白细胞介素 １０
Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １０ (ＩＬ－１０)

Ｆ: ＧＧＡＧＧＡＣＡＣＧＡＧＧＧＡＣＴＴＧＡ
Ｒ: ＧＣＣＴＴＴＧＴＴＴＴＧＣＡＴＣＴＧＡＣＴＧ １００

１２ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１４６１６＿ｃ０＿ｇ４ Ｔｏｌｌ 样受体 ２
Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ (ＴＬＲ２)

Ｆ: ＡＧＣＡＧＣＴＡＣＴＧＣＣＡＴＧＴＣＴＧＧ
Ｒ: ＧＣＴＧＴＴＧＡＣＡＡＡＡＴＧＣＣＧＴＧＡ ９８

１３ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ９７５３＿ｃ０＿ｇ１ 同种异体移植炎症因子 １ 样
Ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ １￣ｌｉｋｅ (ＡＩＦ１Ｌ)

Ｆ: ＡＣＧＣＣＡＴＣＡＡＴＧＡＧＧＣＴＴＴＴ
Ｒ: ＴＣＴＴＧＧＣＡＡＧＴＣＣＣＡＧＴＴＴＣＴ １０２

１４ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１４２３５＿ｃ１＿ｇ１ β２－微球蛋白
Ｂｅｔａ－２ ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ (Ｂ２Ｍ)

Ｆ: ＴＡＣＡＣＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＧＧＡＡＡ
Ｒ: ＧＧＡＣＴＣＧＡＣＧＡＣＡＴＣＧＡＡＣＡＴＣ １００

表 ２　 大海马测序数据的统计汇总

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｏｆ Ｈ.ｋｕｄａ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

原始序列数
Ｒａｗ ｒｅａｄｓ ｎｕｍｂｅｒ

过滤后序列数
Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ ｎｕｍｂｅｒ

过滤后碱基数
Ｃｌｅａｎ ｂａｓｅｓ ｎｕｍｂｅｒ

过滤后序列质量值大于
３０ 的碱基数比例

Ｑ３０ / ％

对照组 ＣＫ ４９ ５５６ ３８６ ４７ ８８０ ３４８ ７ １８２ ０５２ ２００ ９４􀆰 ０３

高温胁迫组 Ｈ￣ｔｅｓｔ ４９ ４０４ ０４２ ４７ ９８７ ５３４ ７ １９８ １３０ １００ ９４􀆰 ０８

低温胁迫组 Ｌ￣ｔｅｓｔ ４８ ０４３ １００ ４６ ５２０ ７７８ ６ ９７８ １１６ ７００ ９４􀆰 ３２

成部分中代表性的类别为细胞部分(８７􀆰 ２５％)、细胞器

(５７􀆰 ２４％) 和细胞器部分(４５􀆰 ３６％)ꎮ 在 ＫＯＧ 数据库

中 １５ ４５４ 个基因注释到了 ２５ 个直系同源组(图 ２)ꎬ其
中信号转导机制 ( Ｔꎬ２１􀆰 ２６％) 与一般功能预测 (Ｒꎬ
２１􀆰 ０６％)代表了最大的类群ꎬ其次是翻译后修饰 /蛋白

质周转 /分子伴侣(Ｏꎬ８􀆰 ２９％)ꎮ
由图 ３ 可知ꎬＨ￣ｔｅｓｔ ｖｓ ＣＫ 获得 １４ ００９ 个差异表达

基因ꎬ其中显著上调 ５ ５４３ 个ꎬ显著下调 ８ ４６６ 个ꎻＬ￣
ｔｅｓｔ ｖｓ ＣＫ 获得 ２０ ０３０ 个差异表达基因(１４ ０１６ 个差

异基因显著上调ꎬ６ ０１４ 个差异表达基因显著下调)ꎮ
高温胁迫组上调基因数量低于下调基因ꎬ而低温胁迫

组中上调基因数量占比更高ꎮ 由图 ４ 可知ꎬ两两比对

后三组均显著差异表达的基因有 ２ ８５１ 个ꎬＨ￣ｔｅｓｔ ｖｓ
ＣＫ 与 Ｌ￣ｔｅｓｔ ｖｓ ＣＫ 之间有 ７ ３２４ 个差异表达基因相

３２４１
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注:１: 细胞过程ꎻ２: 生物调节ꎻ３: 代谢过程ꎻ４: 发育过程ꎻ５: 细胞部分组织或生物合成ꎻ６: 定位ꎻ７: 刺激反应ꎻ８: 多细胞生物过程ꎻ９: 免疫

系统反应ꎻ１０: 生物黏附ꎻ１１: 生殖过程ꎻ１２: 移动ꎻ１３: 多机体过程ꎻ１４: 细胞增殖ꎻ１５: 行为ꎻ１６: 信号ꎻ１７: 生长ꎻ１８: 节律过程ꎻ１９: 化学性

突触中参与突触前膜过程ꎻ２０: 色素ꎻ２１: 细胞杀伤ꎻ２２: 细胞聚集ꎻ２３: 解毒ꎻ２４: 再生ꎻ２５: 生物相ꎻ２６: 氮代谢ꎻ２７: 碳水化合物利用ꎻ２８: 细

胞部分ꎻ２９: 细胞器ꎻ３０: 细胞器部分ꎻ３１: 膜ꎻ３２: 膜部分ꎻ３３: 大分子复合体ꎻ３４: 细胞间区域组分ꎻ３５: 胞间连丝ꎻ３６: 细胞间区域ꎻ３７: 突触

部分ꎻ３８: 膜结合腔体ꎻ３９: 超分子复合体ꎻ４０: 突触ꎻ４１: 细胞ꎻ４２: 核状体ꎻ４３: 其他有机体部分ꎻ４４: 病毒粒子部分ꎻ４５: 病毒粒子ꎻ４６: 结合

功能ꎻ４７: 催化活性ꎻ４８: 分子功能调节剂ꎻ４９: 转运因子活性ꎻ５０: 转录调控因子活性ꎻ５１: 信号传导活性ꎻ５２: 分子感应器活性ꎻ５３: 结构分

　 　 　 　 　子活性ꎻ５４: 抗氧化剂活性ꎻ５５: 劫持分子活性ꎻ５６: 翻译调控因子活性ꎻ５７: 分子载体活性ꎻ５８: 蛋白标签ꎻ５９: 营养受体活性ꎻ
Ｎｏｔｅ: １: Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ. ２: Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ. ３: Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ. ４: Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ. ５: Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｒ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ.
６: Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ. ７: Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓ. ８: Ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ. ９: Ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ｐｒｏｃｅｓｓ. １０: Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ. １１: Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ
ｐｒｏｃｅｓｓ. １２: Ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ. １３: Ｍｕｌｔｉ－ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓ. １４: Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ. １５: Ｂｅｈａｖｉｏｒ. １６: Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ. １７: Ｇｒｏｗｔｈ. １８: Ｒｈｙｔｈｍｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ. １９:
Ｐｒｅｓｙｎａｐｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ. ２０: Ｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ. ２１: Ｃｅｌｌ ｋｉｌｌｉｎｇ. ２２: Ｃｅｌｌ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ. ２３: Ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ. ２４:
Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. ２５: Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｈａｓｅ. ２６: Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ. ２７: Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ. ２８: Ｃｅｌｌ ｐａｒｔ. ２９: Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ. ３０: Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ｐａｒｔ. ３１:
Ｍｅｍｂｒａｎｅ. ３２: Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐａｒｔ. ３３: Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘ. ３４: Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｐａｒｔ. ３５: Ｃｅｌｌ ｊｕｎｃｔｉｏｎ. ３６: Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ. ３７: Ｓｙｎａｐｓｅ
ｐａｒｔ. ３８: Ｍｅｍｂｒａｎｅ－ｅｎｃｌｏｓｅｄ ｌｕｍｅｎ. ３９: Ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘ. ４０: Ｓｙｎａｐｓｅ. ４１: Ｃｅｌｌ. ４２: Ｎｕｃｌｅｏｉｄ. ４３: Ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐａｒｔ. ４４: Ｖｉｒｉｏｎ ｐａｒｔ.
４５: Ｖｉｒｉｏｎ. ４６: Ｂｉｎｄｉｎｇ. ４７: Ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ. ４８: Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ. ４９: Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ. ５０: Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ. ５１:
Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ. ５２: Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ. ５３: Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ. ５４: Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ. ５５: Ｈｉｊａｃｋｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　 　 　 　 　 ｆｕｎｃｔｉｏｎ. ５６: Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ. ５７: Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃａｒｒｉｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ. ５８: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｔａｇ. ５９: Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

图 １　 ＧＯ 统计柱状图

Ｆｉｇ.１　 ＧＯ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ

表 ３　 组装结果统计表

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｓｓｅｍｂｌｙ ｒｅｓｕｌｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

序列长度
Ｌｅｎｇｔｈ ｒａｎｇｅ

组装的转录本
Ｔｒｉｎｉｔｙ

单基因簇
Ｕｎｉｇｅｎｅ

２００~６００ ｂｐ ３３ ６５９ ２２ ５１３
６００~１ ０００ ｂｐ １１ ２６４ ５ ２４７
１ ０００~２ ０００ ｂｐ １９ ２６４ ６ ８８７
> ２ ０００ ｂｐ ２２ ５２５ ７ ６１７
总计 Ｃｏｕｎｔ ８６ ７１２ ４２ ２６４
最小长度 Ｍｉｎ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ ２０１ ２０１
最大长度 Ｍａｘ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ １８ ３０７ １８ ３０７
平均长度 Ｍｅａｎ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ １ ４４３􀆰 ２５ １ １２２􀆰 ７１
Ｎ５０ ２ ４８５ ２ ２２３
Ｎ９０ ６４６ ４０６

　 　 注:Ｎ５０ 代表序列从大到小排列ꎬ当其累计长度刚刚超过全部序列

总长度 ５０％时ꎬ最后一个序列的大小即为 Ｎ５０ 的大小ꎮ Ｎ９０ 代表序列

从大到小排列ꎬ当其累计长度刚刚超过全部序列总长度 ９０％时ꎬ最后一

个序列的大小即为 Ｎ９０ 的大小ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｎ５０ ｍｅａｎｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｆｒｏｍ ｌａｒｇｅ ｔｏ ｓｍａｌｌꎬ

ａｎｄ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｌｅｎｇｔｈ ｊｕｓｔ ｅｘｃｅｅｄｓ ５０％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｎｔｉｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ Ｎ５０. Ｎ９０ ｍｅａｎｓ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｆｒｏｍ ｌａｒｇｅ ｔｏ ｓｍａｌｌꎬ ａｎｄ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ
ｌｅｎｇｔｈ ｊｕｓｔ ｅｘｃｅｅｄｓ ９０％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ
ｔｈｅ ｌａｓｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ Ｎ９０.

表 ４　 各个数据库的注释汇总表

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｃｏｍｍｅｎｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｄａｔａｂａｓｅ

数据库
Ｄａｔａｂａｓｅ

单基因簇数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｕｎｉｇｅｎｅｓ

百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

/ ％

非冗余蛋白数据库 Ｎｒ ２２ ６７１ ５３􀆰 ６４

核酸序列数据库 Ｎｔ １８ ８０１ ４４􀆰 ４９
东 京 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书
ＫＥＧＧ １２ ０４６ ２８􀆰 ５０

蛋白质序列数据库 Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ １８ ２７６ ４３􀆰 ２４

蛋白质家族域数据库 Ｐｆａｍ １４ ２４８ ３３􀆰 ７１

基因本体论数据 ＧＯ １９ ５０６ ４６􀆰 １５

基因进化谱系:非监督直系
同源群体 ｅｇｇＮＯＧ １７ ２２８ ４０􀆰 ７６

真核生物蛋白相邻类的聚簇 ＫＯＧ １５ ４５４ ３６􀆰 ５７

总单基因簇 Ｔｏｔａｌ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ４２ ２６４ １００

同ꎬ而 ６ ６８５ 个差异基因仅在 Ｈ￣ｔｅｓｔ ｖｓ ＣＫ 显著表达ꎬ
１２ ７０６ 个差异基因仅在 Ｌ￣ｔｅｓｔ ｖｓ ＣＫ 显著表达ꎮ
２􀆰 ３　 差异基因的 ＫＥＧＧ 富集分析

ＫＥＧＧ 是一个综合数据库ꎬ大致分为系统信息、基
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图 ２　 ＫＯＧ 功能分类统计图

Ｆｉｇ.２　 ＫＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｈａｒｔ

图 ３　 大海马肝脏转录组中差异表达基因个数统计图

Ｆｉｇ.３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ Ｈ.ｋｕｄａ

因组信息和化学信息三大类ꎬ有助于了解生物系统的

高级功能和实用性ꎬ如在基因和分子水平了解细胞、生
物和生态系统的信息ꎬ其对差异表达基因的 Ｐａｔｈｗａｙ
注释分析有助于进一步解读基因的功能[１７]ꎮ 差异表

达基因在 ＫＥＧＧ 数据库中富集ꎬ以 Ｑ<０􀆰 ０５ 为标准ꎬ对
ＫＥＧＧ 中每个 Ｐａｔｈｗａｙ 应用超几何检验进行富集分

析ꎬ找出差异表达基因中显著性富集的 Ｐａｔｈｗａｙꎮ 其中

Ｑ 值为多重假设检验校正之后的 Ｐ 值ꎬＱ 值越小ꎬ表示

差异表达基因在该通路中的富集显著性越高[１８]ꎮ 本

研究中ꎬＨ￣ｔｅｓｔ ｖｓ ＣＫ 的差异表达基因富集到 ３３２ 条通

路ꎬ显著富集的通路主要是蛋白质消化吸收、类固醇生

图 ４　 大海马肝脏转录组中差异基因韦恩图

Ｆｉｇ.４　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌｉｖｅｒ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ Ｈ.ｋｕｄａ

物合成以及细胞外基质 ＥＣＭ－受体相互作用ꎬＬ￣ｔｅｓｔ ｖｓ
ＣＫ 的差异表达基因富集到 ３３２ 条通路ꎬ显著富集的通

路为同源重组及 ＤＮＡ 复制ꎮ
表 ５、表 ６ 为富集得到的前 ２０ 个 ＫＥＧＧ 代谢通
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路ꎬ其中高温胁迫组中免疫途径(如 ＥＣＭ－受体相互作

用、ＩｇＡ 肠道免疫网络、军团菌病、ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路

等)、代谢通路(如蛋白质消化吸收、类固醇生物合成、
脂肪消化吸收、甘油酯代谢等)及细胞凋亡(依赖于铁

的程序性细胞死亡)等受到影响ꎮ 涉及的显著表达基

因主要有 ＳＯＤ、ＨＳＰ７０、ＨＳＰ９０、ＰＩＫ３Ｒ、ＣＹＣＳ、ＣＡＳＰ９、
ＣＡＳＰ３、Ｐ２１、Ａｋｔ、ＩＬ－１０、ＴＬＲ、ＣＣＲ９、ＭＨＣ２ 等ꎮ 低温胁

迫主要涉及 ＤＮＡ 损伤修复(如同源重组、ＤＮＡ 复制、
细胞周期、核苷酸切除修复、碱基切除修复等)及代谢

(花生四烯酸代谢、谷胱甘肽代谢、糖酵解等)等过程ꎮ
筛选发现 ＳＯＤ、ＨＳＰ７０、ＨＳＰ９０、Ｐ２１、Ｐ５３、ＢＡＸ、ＨＳＰ７０、
ＨＳＰ９０、 ＳｔＡＲＤ７、 ＡｐｏＡ４、 ＣＹＰ５１、 Ｆａｄｓｄ６、ＭＳＨ、 ＤＤＢ２、
ＸＲＣＣ２、ＲＡＤ５２、Ｏｇｇ１、ＰＭＳ２ 等基因在低温应激中发挥

重要作用ꎮ

表 ５　 Ｈ￣ｔｅｓｔ ｖｓ ＣＫ 差异基因富集的前 ２０ 个 ＫＥＧＧ 代谢通路

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｏｐ ２０ ＫＥＧＧ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ Ｈ￣ｔｅｓｔ ｖｓ ＣＫ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ

通路 ＩＤ
Ｐａｔｈｗａｙ ＩＤ

上调差异基因数
Ｕｐ ＤＥＧｓ

下调差异基因数
Ｄｏｗｎ ＤＥＧｓ

Ｑ 值
Ｑ ｖａｌｕｅ

代谢通路注释
Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

ｍａｐ０４９７４ ２３ ４５ ０􀆰 ００４ ９ 蛋白质消化吸收
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｍａｐ００１００ ３ １３ ０􀆰 ００５ ９ 类固醇生物合成
Ｓｔｅｒｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｍａｐ０４５１２ ２２ ４４ ０􀆰 ０１２ ３ ＥＣＭ－受体相互作用
ＥＣＭ￣ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｍａｐ０４９２３ ９ ３１ ０􀆰 ０７３ ８ 脂肪细胞脂解调控
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｏｌｙｓｉｓ ｉｎ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ

ｍａｐ０４９７５ ２０ ５ ０􀆰 １９４ ７ 脂肪消化吸收
Ｆａｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｍａｐ００５６１ １７ １９ ０􀆰 １９４ ７ 甘油酯代谢
Ｇｌｙｃｅｒｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ｍａｐ０４６７２ ７ ８ ０􀆰 １９４ ７ ＩｇＡ 肠道免疫网络
Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ｆｏｒ ＩｇＡ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｍａｐ０５１３４ ２１ ４ ０􀆰 １９４ ７ 军团杆菌病
Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌｏｓｉｓ

ｍａｐ０５１４５ ３１ ２３ ０􀆰 １９４ ７ 弓形体病
Ｔｏｘｏｐｌａｓｍｏｓｉｓ

ｍａｐ０４９７８ １２ ９ ０􀆰 ２１５ ３ 矿质元素吸收
Ｍｉｎｅｒａｌ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｍａｐ０４１５１ ６２ ８１ ０􀆰 ２１５ ３ ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路
ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

ｍａｐ０４９３０ ６ ２４ ０􀆰 ２１５ ３ Ⅱ型糖尿病
Ｔｙｐｅ Ⅱ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ

ｍａｐ００６０４ ６ ５ ０􀆰 ２３５ １ 神经鞘糖脂生物合成￣ｇａｎｇｌｉｏ 系列
Ｇｌｙｃｏｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ￣ ｇａｎｇｌｉｏ ｓｅｒｉｅｓ

ｍａｐ００８３０ １１ ８ ０􀆰 ２３５ １ 视黄醇代谢
Ｒｅｔｉｎｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ｍａｐ０４７２１ １７ １９ ０􀆰 ２３５ １ 突触囊泡循环
Ｓｙｎａｐｔｉｃ ｖｅｓｉｃｌｅ ｃｙｃｌｅ

ｍａｐ０２０１０ １８ １６ ０􀆰 ２８０ ２ ＡＢＣ 转运
ＡＢＣ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ

ｍａｐ００５２０ ２３ ５ ０􀆰 ２８０ ２ 氨基糖和核苷酸糖代谢
Ａｍｉｎｏ ｓｕｇａｒ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｕｇａｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ｍａｐ０５４１４ ２７ ２４ ０􀆰 ３５３ ４ 扩张型心肌病(ＤＣＭ)
Ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ (ＤＣＭ)

ｍａｐ０４６１２ １９ １ ０􀆰 ６３４ ９ 抗原加工提呈
Ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ

ｍａｐ０４２１６ １８ ４ ０􀆰 ６３４ ９ 铁凋亡
Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
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２􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果

为验证基于 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 方法检测的结果是否准确ꎬ
随机选取 １３ 个差异表达基因(表 １) 进行验证ꎮ 以

Ｂ２Ｍ 作为内参基因ꎬ采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 相对定量方法检

测这些基因在试验组与处理组中的转录表达差异ꎮ 将

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 方法检测结果与转录组分析结果进行比较ꎬ
结果表明ꎬ１３ 个被测基因的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 相对表达与

ＲＮＡ￣ｓｅｑ 相对表达水平趋势基本一致(图 ５、图 ６)ꎬ证
明了转录组分析结果的可靠性ꎮ

表 ６　 Ｌ￣ｔｅｓｔ ｖｓ ＣＫ 差异基因富集的前 ２０ 个 ＫＥＧＧ 代谢通路

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｏｐ ２０ ＫＥＧＧ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ Ｌ￣ｔｅｓｔ ｖｓ ＣＫ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ

通路 ＩＤ
Ｐａｔｈｗａｙ ＩＤ

上调差异基因数
Ｕｐ ＤＥＧｓ

下调差异基因数
Ｄｏｗｎ ＤＥＧｓ

Ｑ 值
Ｑ ｖａｌｕｅ

代谢通路注释
Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

ｍａｐ０３４４０ ３９ １ ０􀆰 ００２ ７ 同源重组
Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

ｍａｐ０３０３０ ３４ ０ ０􀆰 ００９ ２ ＤＮＡ 复制
ＤＮＡ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｍａｐ００５９０ ２７ ６ ０􀆰 ２５９ ４ 花生四烯酸代谢
Ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ｍａｐ０４１１０ ９２ ２ ０􀆰 ２５９ ４ 细胞周期
Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ

ｍａｐ０３４６０ ４０ ４ ０􀆰 ２５９ ４ 范可尼贫血途径
Ｆａｎｃｏｎｉ ａｎｅｍｉａ ｐａｔｈｗａｙ

ｍａｐ０４７２４ ８０ ３２ ０􀆰 ２５９ ４ 谷氨酸能突触
Ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ ｓｙｎａｐｓｅ

ｍａｐ００４８０ ３３ ３ ０􀆰 ２５９ ４ 谷胱甘肽代谢
Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ｍａｐ００２４０ ６２ ９ ０􀆰 ２５９ ４ 嘧啶代谢
Ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ｍａｐ０４９７７ ２５ ４ ０􀆰 ２５９ ４ 维生素消化吸收
Ｖｉｔａｍｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｍａｐ０３４２０ ３２ ０ ０􀆰 ２６８ ５ 核苷酸切除修复
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｅｘｃｉｓｉｏｎ ｒｅｐａｉｒ

ｍａｐ００５２０ ３５ ４ ０􀆰 ５０９ ３ 氨基糖和核苷酸糖代谢
Ａｍｉｎｏ ｓｕｇａｒ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｕｇａｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ｍａｐ０３４１０ ２５ １ ０􀆰 ５０９ ３ 碱基切除修复
Ｂａｓｅ ｅｘｃｉｓｉｏｎ ｒｅｐａｉｒ

ｍａｐ０００１０ ４４ ６ ０􀆰 ５０９ ３ 糖酵解 / 糖异生
Ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ / Ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ

ｍａｐ００３４０ １１ ７ ０􀆰 ５０９ ３ 组氨酸代谢
Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ｍａｐ０３４３０ １５ ０ ０􀆰 ５０９ ３ 错配修复
Ｍｉｓｍａｔｃｈ ｒｅｐａｉｒ

ｍａｐ０４１１４ ８０ １２ ０􀆰 ５０９ ３ 卵母细胞减数分裂
Ｏｏｃｙｔｅ ｍｅｉｏｓｉｓ

ｍａｐ０３０５０ ２８ ０ ０􀆰 ５０９ ３ 蛋白酶体
Ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ

ｍａｐ００２３０ １１３ １４ ０􀆰 ５０９ ３ 嘌呤代谢
Ｐｕｒｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ｍａｐ０４７４２ ２４ １２ ０􀆰 ５０９ ３ 味觉转导
Ｔａｓｔｅ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

ｍａｐ０５４１４ ５９ １５ ０􀆰 ５４１ ６ 扩张型心肌病(ＤＣＭ)
Ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ (ＤＣＭ)
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图 ５　 高温胁迫组 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 及 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 的比较分析

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ａｎｄ ＲＮＡ￣Ｓｅｑ ｉｎ Ｈ￣ｔｅｓｔ

图 ６　 低温胁迫组 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 及 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 的比较分析

Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ａｎｄ ＲＮＡ￣Ｓｅｑ ｉｎ Ｌ￣ｔｅｓｔ

３　 讨论

夏季高温或冬季寒潮[１９] 以及人工养殖过程中换

水等水温骤变对水产生物的生长、发育和摄食等方面

均有较大影响[２０]ꎮ 本研究分析了高 /低温胁迫处理的

幼体大海马肝脏转录组变化ꎬ高 /低温胁迫组与对照组

相比分别获得差异表达基因 １４ ００９ 个和 ２０ ０３０ 个ꎬ表
明温度胁迫可能激活了多种细胞代谢ꎬ以应答温度应

激对大海马幼体造成的伤害ꎮ 高 /低温胁迫均造成了

抗氧化以及细胞凋亡方面相关基因表达的显著改变ꎬ
如超氧化物歧化酶 ( ＳＯＤ)、 热休克蛋白 ( ＨＳＰ７０、
ＨＳＰ９０)、 细 胞 色 素 Ｃ ( ＣＹＣＳ )、 半 胱 天 冬 酶 － ９
(ＣＡＳＰ９)、半胱天冬酶－３(ＣＡＳＰ３)、细胞周期蛋白依赖

性激酶抑制剂(Ｐ２１)、肿瘤蛋白 Ｐ５３、Ｂｃｌ－２ 相关的 Ｘ
蛋白(ＢＡＸ)等ꎮ 此外ꎬ高温胁迫组中免疫途径中磷脂

酰肌醇 ３－激酶调节亚基(ＰＩＫ３Ｒ)、Ｐ２１、ＲＡＣ－γ 丝氨

酸 /苏氨酸－蛋白激酶(Ａｋｔ)、白细胞介素 １０( ＩＬ－１０)、

Ｔｏｌｌ 样受体(ＴＬＲ)等基因表达发生显著变化ꎮ 而低温

胁迫组中脂肪酸合成和 ＤＮＡ 损伤修复的相关基因表

达差异显著ꎬ如 ＳｔＡＲ 相关脂质转移结构域蛋白 ７
(ＳｔＡＲＤ７)、载脂蛋白 Ａ￣Ⅳ (ＡｐｏＡ４)、羊毛甾醇 １４α－脱
甲基酶(ＣＹＰ５１)、Δ－６ 脂肪酰基去饱和酶(Ｆａｄｓｄ６)、
ＤＮＡ 错配修复蛋白 (ＭＳＨ)、 ＤＮＡ 损伤结合蛋白

ＤＤＢ２、ＤＮＡ 修复蛋白 ＸＲＣＣ２、ＤＮＡ 修复蛋白 ＲＡＤ５２、８
－氧代鸟嘌呤糖基化酶(Ｏｇｇ１)、错配修复核酸内切酶

ＰＭＳ２ 等ꎮ 此外ꎬ本研究发现(图 ３)低温胁迫组上调基

因数是高温胁迫组的 ２􀆰 ６ 倍ꎬ说明低温胁迫较高温胁

迫组诱导了更多基因表达ꎬ在斑马鱼幼体[２１] 和大黄鱼

幼体[１９]中也发现了这样的现象ꎬ可能与大海马幼体阶

段的耐寒能力有关ꎮ
温度胁迫会增加水生生物体内的活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ

ｏｘｙｇｅｎꎬ ＲＯＳ)含量ꎬ其积累到一定程度会激发体内抗

逆性和抗感染的重要生物分子 ＨＳＰ７０、ＨＳＰ９０[２２] 和

ＳＯＤ 等基因的表达量显著上调[２３]ꎮ 本研究中ꎬ高 /低
温胁迫处理均造成了 ＨＳＰ７０、ＨＳＰ９０ 和 ＳＯＤ 等抗氧化

相关基因显著上调ꎬ可能是为了消除体内的 ＲＯＳꎬ而
热休克蛋白(ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬＨＳＰｓ)作为分子伴侣

可防止有害蛋白质聚集ꎬ促进蛋白质正确折叠并帮助

修复[２４]ꎮ
细胞凋亡指为维持内环境稳定ꎬ由基因控制的细

胞自主的有序死亡ꎮ 高 /低温胁迫均会导致细胞凋亡

相关基因表达差异显著ꎬ但两者表达差异基因不同ꎮ
本研究发现高温胁迫组中显著上调的基因主要是

Ｐ２１、ＣＹＣＳ、ＣＡＳＰ９ 和 ＣＡＳＰ３ꎮ 而低温胁迫组差异表达

的凋亡相关基因有 Ｐ５３、Ｐ２１、ＢＡＸꎮ 细胞色素 Ｃ 大量

释放会激活 Ｃａｓｐａｓｅ－９ꎬ进而激活 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 后诱导细

胞凋亡[２５]ꎮ Ｐ５３ 参与多种修复 ＤＮＡ 损伤途径ꎬ如染

色质重塑、碱基切除修复等[２６]ꎮ 而 Ｐ２１ 是位于 Ｐ５３ 基

因下游的细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子ꎬ主要作

用是减少受损 ＤＮＡ 的复制和积累ꎬ抑制细胞凋亡[２７]ꎮ
此外ꎬＢＡＸ 表达 Ｂｃｌ－２ 相关的 Ｘ 蛋白ꎬ通过抗氧化机

制影响细胞凋亡[２８]ꎮ 本研究结果表明ꎬ高温胁迫激活

了 ｃａｓｐａｓｅ 依赖的细胞凋亡途径ꎬ而低温胁迫则造成与

抑制细胞凋亡的相关基因上调ꎬ并激活大量 ＤＮＡ 损伤

修复基因ꎬ以抵抗低温伤害ꎮ
生物体受到温度、ｐＨ 值等刺激或细胞毒性损伤

时ꎬＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号传导途径会调节细胞凋亡、蛋白质

合成和细胞周期等重要过程[２９]ꎮ 本研究结果表明ꎬ在
高温胁迫下ꎬＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号途径相关基因的表达受到

显著影响(表 ５)ꎬ共有 ６２ 个基因上调ꎬ８１ 个基因显著

下调ꎮ 此途径中的 ２ 个关键基因 ＰＩＫ３Ｒ１ 以及 ＡＫＴ３
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的表达均显著下调ꎮ 而低温胁迫下ꎬＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号传

导途径总体未受到较大影响ꎮ Ｓｕｎ 等[３０] 在杂色鲍

(Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ)中也发现在热应激或缺氧及病原

体攻击时ꎬＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 基因表达显著下调ꎮ 此外ꎬ此途

径中涉及免疫的差异基因有 ＩＬ－１０、ＴＬＲ 等显著上调ꎬ
显著下调的差异基因有 ＣＣ 趋化因子受体 ９ 型

(ＣＣＲ９)、主要组织相容性复合物(ＭＨＣ２)等ꎮ ＩＬ－１０
可下调 Ｔ 辅助细胞因子(Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２)、趋化因子和

ＭＨＣ Ⅱ类抗原的表达ꎬ是免疫和炎症的关键调节因

子[３１]ꎮ ＴＬＲ 信号通路也在先天免疫防御机制中起关

键作用[３２]ꎮ 以上结果表明ꎬ高温胁迫相较低温胁迫更

可能导致大海马体内免疫系统紊乱ꎬ最终导致患病率

上升ꎮ
本研究中ꎬ低温胁迫组中与脂肪酸代谢等有关的

基因ꎬ如 Ｆａｄｓｄ６、ＡｐｏＡ４、ＳｔＡＲＤ７ 和 ＣＹＰ５１ 等基因表达

显著上调ꎬ而高温胁迫组中仅 ＡｐｏＡ４ 显著上调ꎮ 鱼的

脂肪酸代谢对温度变化很敏感[３３]ꎬ膜脂肪酸去饱和被

认为是鱼适应低温的一种重要机制ꎬ对维持膜的流动

性、酶活力和细胞的正常功能至关重要[３４]ꎮ 研究发

现ꎬ低水温可以增加硬骨鱼类 Δ６－去饱和酶基因表达ꎬ
而水温升高导致几种淡水鱼的 Δ６－去饱和酶活性降

低[３５]ꎮ 这可能是因为低温胁迫导致鱼体细胞中脂肪

酸组成发生改变ꎬ增加膜脂的不饱和脂肪酸比率ꎬ以维

持细胞膜流动性ꎮ 载脂蛋白可能用于细胞增殖和组织

修复期间支持细胞生长材料的运输ꎮ 而 ＳｔＡＲ 蛋白是

介导胆固醇生物合成中线粒体转运的限速蛋白[３６]ꎬ
ＣＹＰ５１ 是 ＣＹＰ 超家族中进化最保守的成员ꎬ而且是甾

醇生物合成的关键酶[３７]ꎮ 本研究中低温胁迫导致类

固醇及不饱和脂肪酸等相关基因表达上调ꎬ而在高温

胁迫中相反ꎬ可能是因为脂肪酸对于大海马幼体抵抗

低温应激有重要作用ꎮ
环境刺激会造成氧化和抗氧化系统之间的平衡被

打破ꎬ导致 ＤＮＡ 受到损伤ꎮ 细胞周期调节、蛋白质伴

侣蛋白、ＤＮＡ 修复等过程有降低 ＤＮＡ 损伤的作用[３８]ꎮ
本研究中ꎬ低温胁迫组富集了多条 ＤＮＡ 损伤修复途径

(表 ６)ꎬ如同源重组、ＤＮＡ 复制、细胞周期、嘧啶代谢、
核苷酸切除修复、碱基切除修复、错配修复、嘌呤代谢

等ꎮ 筛选得到的上调基因有 ＭＳＨ、 ＤＤＢ２、 ＸＲＣＣ２、
ＲＡＤ５２、Ｏｇｇ１、ＰＭＳ２ 等ꎮ 上述基因中ꎬ高温胁迫中显

著上调的仅有 ＰＭＳ２ꎬ说明低温胁迫可能导致鱼体内

产生 ＤＮＡ 损伤ꎬ诱导修复基因显著表达以抵抗低温应

激ꎮ

４　 结论

本研究采用 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术ꎬ在新一代 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测

序平台ꎬ采用 ＰＥ１５０ 测序策略ꎬ构建了幼体大海马肝

脏转录组数据库ꎬ获得了大量幼体大海马的转录组数

据信息ꎬ并分别构建高温和低温应激后的基因表达数

据库ꎬ对 ３ 个数据库进行从头拼接、组装和分析ꎬ挖掘

了温度胁迫相关的基因ꎮ 通过转录组研究手段了解幼

体大海马的温度应激反应ꎬ并初步了解其所涉及的重

要过程和途径ꎬ为进一步研究温度应激的确切机制提

供了基础ꎬ而且有助于预防极端温度对大海马造成损

伤ꎮ
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ｔｈｅｒｍａｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｍａｌｌ ａｂａｌｏｎｅ Ｈａｌｉｏｔｉｓ
ｄｉｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ[Ｊ] . Ｆｉｓｈ ａｎｄ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ ５９: ４９２ －

５０８
[３１]　 Ｋａｂｅｒｙ Ｋꎬ Ａｎｉｓｕｚｚａｍａｎ Ｍꎬ Ｊｅｏｎｇ Ｕ Ｃꎬ Ｌｅｅ Ｄ Ⅰꎬ Ｙｕ Ｈ Ｓꎬ Ｋａｎｇ Ｓ

Ｊ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓａｃｃｈａｒｉｎａ
ｊａｐｏｎｉｃａ ａｌｇａｅ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ (ＩＬ)－１０ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｓｅａ ｃｕｃｕｍｂｅｒ Ａｐｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ[ Ｊ] . Ａｎｎｕａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
ａｎｄ Ｒｅｖｉｅｗ ｉｎ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１８ꎬ ２９(２): １－１１

[３２]　 Ｗａｎｇ Ｍ Ｑꎬ Ｗａｎｇ Ｌ Ｌꎬ Ｊｉａ Ｚ Ｈꎬ Ｙｉ Ｑ Ｌꎬ Ｓｏｎｇ Ｌ Ｓ. Ｔｈｅ ｖａｒｉｏｕｓ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｍｐｌｉｅｄ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｆｉｅｄ Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ( ＴＬＲ )
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍｏｌｌｕｓｋ Ｃｈｌａｍｙｓ ｆａｒｒｅｒｉ[Ｊ] . Ｆｉｓｈ ａｎｄ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１８ꎬ ７４: ２０５－２１２

[３３]　 Ｆａｒｋａｓ Ｔꎬ Ｃｓｅｎｇｅｒｉ Ⅰꎬ Ｍａｊｏｒｏｓ Ｆꎬ Ｏｌáｈ Ｊ. Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ
ｉｎ ｆｉｓｈ: Ⅲ. Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｉｅｔ ｏｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｃａｒｐꎬ Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ Ｌｉｎｎａｅｕｓ １７５８[ Ｊ] . Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅꎬ １９８０ꎬ ２０
(１): ２９－４０

[３４]　 许友卿ꎬ 郑一民ꎬ 丁兆坤. 冷应激对水生动物代谢的影响及调控

研究进展[Ｊ] . 中国水产科学ꎬ ２０１７ꎬ ２４(５): １１４９－１１５９
[３５] 　 Ｔｏｃｈｅｒ Ｄ Ｒꎬ Ｆｏｎｓｅｃａ￣Ｍａｄｒｉｇａｌ Ｊꎬ Ｄｉｃｋ Ｊ Ｒꎬ Ｎｇ Ｗ Ｋꎬ Ｂｅｌｌ Ｊ Ｇꎬ

Ｃａｍｐｂｅｌｌ Ｐ Ｊ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｉｅｔｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐａｌｍ
ｏｉｌ ｏｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｒａｉｎｂｏｗ ｔｒｏｕｔ (Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ) [ Ｊ] .
Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ Ｐａｒｔ Ｂ: Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００４ꎬ １３７(１): ４９－６３

[３６]　 Ａｌｚａｉｄ Ａꎬ Ｈｏｒｉ Ｔ Ｓꎬ Ｈａｌｌ Ｊ Ｒꎬ Ｒｉｓｅ Ｍ Ｌꎬ Ｇａｍｐｅｒｌ Ａ Ｋ. Ｃｏｌｄ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｔｒｅｓｓ ｈｏｒｍｏｎｅ ａｎｄ ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｌｅｖｅｌｓ
ｉｎ ｃｕｎｎｅｒ ( Ｔａｕｔｏｇｏｌａｂｒｕｓ ａｄｓｐｅｒｓｕｓ)ꎬ ａ ｆｉｓｈ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ[Ｊ] . Ｇｅｎｅｒａｌ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１５ꎬ ２２４
(１): １２６－１３５

[３７]　 Ｚｈａｎｇ Ｌ Ｍꎬ Ｄｏｎｇ Ｘ Ｃꎬ Ｗａｎｇ Ｃ Ｇꎬ Ｚｕｏ Ｚ Ｈꎬ Ｃｈｅｎ Ｍ.
Ｂｉｏａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍａｒｉｎｅ ｍｅｄａｋａ ( Ｏｒｙｚｉａｓ ｍｅｌａｓｔｉｇｍａ ) ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ
ｄｉｆｅｎｏｃｏｎａｚｏｌｅ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１７ꎬ ５２:
９８－１０４

[３８]　 Ｃｈｅｎｇ Ｃ Ｈꎬ Ｙｅ Ｃ Ｘꎬ Ｇｕｏ Ｚ Ｘꎬ Ｗａｎｇ Ａ Ｌ. Ｉｍｍｕｎｅ ａｎｄ
ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｐｕｆｆｅｒｆｉｓｈ (Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｏｂｓｃｕｒｕｓ) ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄ
ｓｔｒｅｓｓ[Ｊ] . Ｆｉｓｈ ａｎｄ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１７ꎬ ６４: １３７－１４５
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｕｃｌｅａｒ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
２０２０ꎬ３４(７):１４２１~１４３１

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ Ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ Ｇｅｎｅｓ’ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｊｕｖｅｎｉｌｅ Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｋｕｄａ Ｂｌｅｅｋｅｒ

ＰＡＮ Ｘｉａ　 ＸＵ Ｙｏｎｇｊｉａｎ　 ＮＩＮＧ Ｙａｎ　 ＳＨＥＮ Ｘｉｑｕａｎ∗

(Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍａｒｉｎｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎｉｎｇｂｏ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇꎬ Ｎｉｎｇｂｏ　 ３１５２１１)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｊｕｖｅｎｉｌｅ Ｈ. ｋｕｄａ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｊｕｖｅｎｉｌｅ’ ｓ ｌｉｖｅｒ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＰＥ１５０ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｓｔｒａｔｅｇｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ｐｌａｔｆｏｒｍ. Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｌｏｗ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｔｏｔａｌｌｙ ２２ ５１３ ｓｉｎｇｌｅ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ (Ｕｎｉｇｅｎｅ) ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄꎬ ｗｉｔｈ ａｎ Ｎ５０ ｏｆ ２
２２３ ｂｐ ａｎｄ ａｎ ａｖｅｒａｇｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ １ １２２􀆰 ７１ ｂｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ １４ ００９ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ５ ４４３ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ８ ４１６ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ.
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ２０ ０３０ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ (１４
０１６ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ６ ０１４ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ). Ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｂｙ ＫＥＧＧ ｄａｔａｂａｓｅꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ￣
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ / ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｂｏｔｈ ｃａｕｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐａｔｈｗａｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ (ＨＳＰ７０ꎬ ＨＳＰ９０ꎬ ＳＯＤꎬ ｅｔｃ.) ｉｎ ｊｕｖｅｎｉｌｅ Ｈ. ｋｕｄａ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｌｓｏ ｃａｕｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ (ＰＩＫ３Ｒꎬ ＡＫＴꎬ ＩＬ－１０ꎬ ＴＬＲꎬ ｅｔｃ.) ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣
ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ (ＣＹＣＳꎬ ＣＡＳＰ９ꎬ ＣＡＳＰ３ꎬ ｅｔｃ.)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｃａｕｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｒｅｐａｉｒ (ＭＳＨꎬ ＤＤＢ２ꎬ ＸＲＣＣ２ꎬ ＲＡＤ５２ꎬ ＯＧＧ１ꎬ ＰＭＳ２ꎬ ｅｔｃ.)ꎬ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ (ＳｔＡＲＤ７ꎬ
ＡＰＯＡ４ꎬ ＣＹＰ５１ꎬ Ｆａｄｓｄ６ꎬ ｅｔｃ.) ａｎｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ (Ｐ２１ꎬ Ｐ５３ꎬ ＢＡＸꎬ ｅｔｃ.) . Ｔｈｉｒｔｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ
ｓｕｃｈ ａｓ ＩＬ－１０ꎬ ＨＳＰ７０ ａｎｄ ｓｔｅａｒｏｙｌ￣ＣｏＡ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｖａｌｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ｗｅｒｅ ａｌｍｏｓｔ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ ｃａｎ ｌａｙ ａ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ
ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ｈ. ｋｕｄａꎬ ａｎｄ ｈｅｌｐ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ ｅｘｔｒｅｍｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｈ. ｋｕｄａ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｋｕｄａ Ｂｌｅｅｋｅｒꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

１３４１




