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摘要! 为发掘达氏鳇的功能基因!采用新一代高通量测序技术对达氏鳇肌肉组织转录组进行

测序% 结果获得原始数据 45 55: 244 233 X3!拼接获得了 99 9/4 条单基因序列" ?@;M2@2#!长

度范围 /33 B/2 84/ X3!平均长度 154 X3% 利用生物信息学方法对 ?@;M2@2进行了非冗余蛋白

质数据库"%C#相似搜索!此外还进行了 J"的功能注释和 P,JJ代谢通路分析% 结果一共有

23 :/9 条 ?@;M2@2"/:1/5H#与 %C数据库中的己知基因同源'根据 J"功能可分为生物过程$

细胞组分和分子功能 / 大类 98 分支'依据 P,JJ代谢通路分析可以分成 213 类%

关键词! 达氏鳇' 肌肉组织' 基因' 转录组

中图分类号! G:09' *1891466666666 文献标志码(&

66 达 氏 鳇 # A*+, B$*'(!*+$ 隶 属 硬 骨 鱼 纲

#"<L2;B>L>O2<$"鲟形目 #&B;32@<2C;R/C92<$"鲟科

#&B;32@<2C;A:2$" 鳇 属
&4'

" 与 欧 洲 鳇 # L.1*4$

+2*'4.,)$是世界上仅存的两种鳇鱼"其自然种群主

要分布在黑龙江中下游
&2'

"用其卵所生产的鱼子酱

有*黑黄金+的美誉"是一种营养价值)经济价值和

科研价值都很高的大型淡水鱼类
&/'

( 由于环境污

染和利益驱动"渔民对鲟鳇鱼捕捞强度的逐年加大

等原因"自然水域达氏鳇种群已经成为濒危物种"

种群的数量越来越少"捕捞个体规格越来越小
&5'

"

严重威胁其产业的健康持续发展"因此"应用分子

生物学手段"加快开展达氏鳇生长)免疫)抗逆和性

别等重要经济性状相关的功能基因的筛选研究"进

而克隆全长并研究基因水平的表达和调控"对于揭

示达氏鳇的生长)抗病和抗逆能力"培育优势养殖

品种和保护这一濒危物种资源至关重要(

转录组技术利用高通量测序对特定组织或细

胞中所有 $%&反转录而成的 B4%&文库进行测

序"并可在没有研究物种基因信息的情况下"直接

对任何物种的转录组进行分析
&9'

"是目前进行基因

发现)查找控制特异性状的潜在主效基因和研究基

因表达调控的有效方法"而且还可用于单核苷酸多

态性 # <;@M02@?B02/L;A23/0O9/C3>;<9" *%6$ 鉴

定
&8'

)简单重复序列#<;9302<2T?2@B2C232:L"**$$

鉴定
&:'

)差异表达基因鉴定
&0'

)可变拼接位点的识

别
&1'

等( 应用转录组技术对鱼类的研究工作也已

经陆续展开"包括湖鲟#3!(#.)+.'I*19.+!.)+$

&43'

)

虹鳟#-)!,'/")!/*+0"7(++$

&44'

)大西洋鳕 #;$B*+

0,'/*$$

&42'

及鲤#&"#'()*+!$'#(,$

&4/'

等"并已经成

功应用于基因的大规模筛选和鉴定(

目前"达氏鳇基因组研究较少"本研究利用转

录组技术构建达氏鳇养殖群体肌肉组织转录组文

库"旨在为进一步揭示达氏鳇相关功能基因特点"

永久保存其基因资源奠定基础"对解决达氏鳇基

因进化)遗传育种及其资源恢复等诸多方面问题

提供重要信息(

46材料与方法

!'!(实验材料

实验用达氏鳇取自河北省涉县泉溪鲟鱼生态

园有限公司"234/ 年 9 月在养殖场取 23 尾刚刚

性成熟)体质量 433 VM 左右)生长状态良好的健
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康雌性达氏鳇"取背鳍下方肌肉组织"取样规格

433 9M"液氮保存样品( 这批达氏鳇苗种于 2335

年取自黑龙江的野生亲鱼(

!')(实验方法

总 $%&的提取与处理66取 433 9M 达氏

鳇肌肉组织"不间断加入液氮迅速研磨成粉末

状"加入 4 9'$%&;</ 60?<裂解细胞"经氯仿抽

提)异 丙 醇 沉 淀) :9H 乙 醇 洗 涤 后" 用 适 量

$%:<27RC22水 溶 解 $%&( 使 用 4%:<2

&

经

/: K水浴 /3 9;@ 消化总 $%&中残留的 4%&"

琼脂糖凝胶电泳检测其完整性"紫外分光光度

计检测其纯度及浓度(

9$%&的富集与片段化66$%&提取后"使

用 6C/92M:公司的 6/0O&ELC:BL9$%&分离系统"

按照试剂盒说明书操作"应用磁珠吸附原理"利用

"0;M/# AE$ 磁珠和磁分离器分离出 9$%&"用

EC;<7+-0缓冲液洗脱 得 到 纯 化 的 9$%&" 将

9$%&与打断试剂 $%& (C:M92@L:L;/@ $2:M2@L<

均匀混合":3 K水浴 49 9;@"立即在冰上用乙醇

回收打断产物"并溶于 $%:<27RC22水中(

转录组文库的制备66采用 E:P:$:公司的

6C;92*BC;3L

EN

4/?X02*LC:@A B4%& *O@L>2<;<P;L

试剂盒"按照说明书体系操作!使用 6C;92*BC;3L

$E:<2)随机引物"以片段化的 9$%&为模版经

52 K水浴 4 > 合成一链 B4%&"总体系 23

%

'%使

用 $%:<2+和 4%& 6/0O92C:<2)经 48 K反应

2 >":3 K加热 43 9;@ 合成双链 B4%&"总体系

458

%

'%加 5

%

'E

5

4%&6/0O92C:<2经 /: K水浴

反应 43 9;@ 补平末端"总体系 493

%

'"并经苯酚5

氯仿5异戊醇进行纯化回收( 使用 E:P:$:的

4%&&7E:;0;@M P;L经 :2 K反应 23 9;@ 进行

B4%&末 端 加 & 尾" 总 体 系 93

%

'" 并 按 照

E:P:$:N;@;8,*E4%&(C:M92@L6?C;R;B:L;/@ P;L

.2C1513 试剂盒操作进行纯化回收%利用 E

5

4%&

';M:<2将 )00?9;@:6,:A:3L2C接头连接到加 &尾

的 B4%&片段的 /Q末端%连接产物经琼脂糖凝胶

电泳回收#233 D29$ X3 的 B4%&片段"胶回收按

照 E:P:$: N;@;8,*E &M:C/<2 J20 4%&

,ULC:BL;/@ P;L.2C1513 试剂盒操作说明%利用

)00?9;@:引物 6-$6C;92C6,413 和 6-$6C;92C

6,213 进行 49 个循环的 6-$扩增"总体系

23

%

'"扩增条件为 10 K /3 <%10 K 43 <)83 K

/3 <):2 K /3 <"49 个循环":2 K延伸 9 9;@%最后

用试剂盒进行 6-$产物的纯化(

测序66转录组文库的测序"由北京基因组

研究所提供测序服务"测序平台为 )00?9;@:5

+;<2T2333"样品为刚刚性成熟的生长状态良好的

雌性达氏鳇肌肉组织混合转录组文库"测序模式

为 2 @433 X3(

数据处理与分析66对测序所得原始数据进

行统计及质量评估"去除 $2:A<中含有的测序接

头序列"使用 EC;@;LO 软件对序列进行拼接"将拼

接得到的基因参考序列进行进一步比对分析!

#4 $ 将 拼 接 得 到 的 基 因 参 考 序 列 # 所 有 的

?@;M2@2$与%-8)的 %C蛋白数据库比对获取基因

注释信息#80:<LU",7I:0?2

.

43

79

$( #2$把拼接得

到的基因参照序列与 $R:9数据库进行比对"应

用 $*,N软件 I41218 进行基因表达定量分析"

基因表达量用 (6PN值#RC:M92@L<32CV;0/X:<2/R

LC:@<BC;3L32C9;00;/@ RC:M92@L<9:332A $ 表 示(

#/$ 根据参照基因序列与 %-8)的 %C数据库

80:<L比对结果"用 80:<L2J/ 提取 J"注释信息(

#5$把拼接得到的参照基因序列与 P,JJ数据库

中的蛋白序列进行 80:<LU 比对 #,7I:0?2

.

43

79

$

从中提取 P,JJ注释信息(

26结果

)'!(总 *%&的提取

提取的总 $%&经琼脂糖凝胶电泳检测"显示

20*)40*)9*条带清晰"且 20*A40*亮度为 2A4"

表明总 $%&的完整性良好( 超微量分光光度计

测得 &2835&203 为 411 B213"表明提取到的

$%&纯度很高"可以进行后续试验(

)')(测序数据统计

达氏鳇肌肉组织转录组测序得原始数据

45 55: 244 233 X3"对得到的测序数据"分别计算

$2:A<上每个位置碱基测序质量的平均质量"得

到碱基质量分布 #图 4"图 2 $%分别计算每条

$2:A<的平均质量值"并统计相应质量值的 $2:A<

数"通过累积分布曲线反映数据的平均质量分布"

得到质量分布 #图 /"图 5$( 测序质量统计结果

显示"测序质量值 23 以上的碱基 $2:A<4 占

18183H"$2:A<2 占 1211:H%测序质量值 /3 以上

的碱基 $2:A<4 占 131:/H"$2:A<2 占 09112H"从

数据的各项指标可以看出测序质量较高"达到了

后续数据组装分析的要求(

8924
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图 !(*3-64! 的碱基质量分布

A1B'!(S-43V5-D19; 614901.5918E87*3-64!

图 )(*3-64) 的碱基质量分布

A1B')(S-43V5-D19; 614901.5918E87*3-64)

图 +(*3-64! 的质量分布

A1B'+(_5-D19; 614901.5918E87*3-64!

图 <(*3-64) 的质量分布

A1B'<(_5-D19; 614901.5918E87*3-64)

)'+(序列拼接与比对

去除 $2:A<中含有的测序接头序列"将各样

品的数据合并"用 EC;@;LO 软件按默认参数进行拼

接( 在拼接结果序列中"选最长的可变剪切序列

作为该基因的代表转录本 # ?@;M2@2$( 结果拼接

获得了 99 9/4 条单基因序列#?@;M2@2$"长度范围

从 /33 B/2 84/ X3"平均长度 154 X3#图 9$( 应用

X/SL;241313 软件将测序 $2:A<序列与拼接出的

基因参照序列# ?@;M2@2$进行比对"总体 N:33;@M

$:L2为 09184H"可以进行后续分析(

图 =(达氏鳇 5E1B3E3的长度分布

A1B'=(R3EB9:614901.5918E87F-9#:N80Z

43V53E#31E;8>$3*/!3%

66将拼接得到的所有的 ?@;M2@2与 %-8)的 %C

蛋白数据库比对"结果一共有 23 :/9 个 ?@;M2@2

#/:1/5H$与数据库中已知基因同源"而其余

/5 :18个 ?@;M2@2#82188H$与数据库中的已知基因

同源性较低"可能属于新基因( 本研究重点关注与

达氏鳇重要经济性状相关的功能基因"比对结果显

示"有 4:9 条与生长功能相关的同源序列和 95 条

与免疫相关的同源序列"此外发现 +*6#热休克蛋

白$ 基因家族成员 9 种"包 括 AF<53) AF<83)

AF<:3)AF<13 及 AF<L4"共涉及基因数量 43 条"

F-E基因家族成员 44 个"包括 F-E/3) F-E0)

F-E:)F-E1)F-E9)F-E8)F-E42)F-E4/)F-E403)

F-E5%"其中关注度最高的 F-E1 基因 2 个(

)'=(*%&分类及基因表达定量分析

把拼接得到的基因参照序列与 $R:9数据库

进行比对"将 $%&分类为 9$%&)L$%&)C$%&)

@B$%&等( 结 果 表 明 9$%& 含 量 最 多" 占

:5100H% L$%& 占 22141H% C$%& 占 2155H%

9;$%&占 3135H% <@/$%& 占 3132H( 应 用

:924
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$*,N软件 I41218 进行基因表达定量分析"基因

表达量用(6PN值表示"将基因表达量按照极低表

达基因#3 B319$)低表达基因#319 B9$)中等表达

基因#9 B93$)高表达基因#93 B933$)极高表达基

因# C933$分为 9 个等级( 结果显示"454 个基因

未检测到表达量"转录本表达丰度集中在极低表达

#9310H$"其次是低表达#/:152H$"43145H为中

等表达"高表达和极高表达占 41/0H( 分析测序饱

和度可以看出"随测序量的增加检测到的表达基因

数量的增加趋向平缓"所以样品的测序量接近饱

和"完全可以用于后续基因分析#图 8$(

图 >(达氏鳇测序饱和度曲线

A1B'>(O-950-918E#50G38743V53E#1EB 1E;8>$3*/!3%

)'>(Q̂ 功能注释及分类

根据参照基因序列与 %-8)的 %C数据库

80:<L比对结果"用 80:<L2J/ 提取 J"注释信息(

结果表明"一共有 43 34: 条 ?@;M2@2#40135H$与

数据库中的基因具有相似性( J"功能大致可分

为生 物 过 程 # X;/0/M;B:03C/B2<<$) 细 胞 组 分

#B200?0:CB/93/@2@L$ 和 分 子 功 能 # 9/02B?0:C

R?@BL;/@$/ 大类 98 亚类#图 :$"例如生化过程)代

谢过程)生长)发育和免疫防御等过程( 数量统计

结果显示"达氏鳇肌肉组织转录组中细胞杀伤)拟

核)病毒粒子)通道调节活性)化学引诱物活性)化

学排斥物活性)金属伴侣活性)形态发生素活性)

蛋白标记)受体调节器活性和翻译调节活性 44 个

功能 亚类 的 ?@;M2@2较少" 其 余 功 能 亚 类 的

?@;M2@2分布比较均衡( 其中"分子功能中具有代

表性的功能类别为与整合)催化活性)酶活性调

节)分子转导活性和转运活性等相关%生物学过程

中占优势的为生物调节)细胞过程)代谢过程和单

生物体过程等%细胞组分的代表类型为细胞部分)

细胞膜和细胞器等(

图 W(达氏鳇基因的 Q̂ 功能分类

A1B'W(Q3E38E98D8B; #D-44171#-918E87F59-91G375E#918E4879:3;8>$3*/!3%

0924
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)'W(M̂ 代谢途径注释及富集分析"MJQQ#

P,JJ代谢通路的分析有助于进一步了解基

因的生物学功能以及基因产物的相互作用( 把拼

接得到的参照基因序列与 P,JJ数据库中的蛋

白序列进行 80:<LU 比对 #,7I:0?2

.

43

79

$从中提

取 P,JJ注释信息( 分析结果"一共有49 /42条

?@;M2@2# 2:19:H$ 被注释"并被归类到 213 个

P,JJ通路( 基因数量排名靠前的代谢途径包括

N&6P信号通路)肌动蛋白细胞骨架调节)胞吞

作用)嘌呤代谢和钙信号途径等(

/6讨论

+'!(转录组文库测序分析

转录组技术是利用高通量测序法对组织或细

胞中所有 $%&反转录而成的 B4%&文库进行测

序( 由于和传统的基因芯片技术相比"其可在没

有研究物种基因信息的情况下"直接对任何物种

的转录组进行分析"而且提供更高的检测通

量
&45'

)更精准的数字信号)更广泛的检测范围)花

费更低成本和时间
&49'

"使得转录组测序成为一种

极其有效的新基因发现途径
&48'

( 近年来"已广泛

应用于各种植物和动物的转录组研究中"对于鱼

类转录组的研究工作也已经陆续展开"包括湖鲟

鱼)虹鳟)欧洲鳗鲡#3)4*(11$ $)4*(11$$

&4:'

)大西洋

鳕)鲤及大菱鲆# F!,#/2/$10*+0$G(0*+$

&40'

等"但

未见关于达氏鳇转录组的报道( 本研究通过对

23 尾刚刚性成熟的健康雌性达氏鳇肌肉组织进

行转录组文库构建"并采用)00?9;@:5+;<2T2333 高

通量测序平台"在没有参照基因组的情况下对其

转录组进行测序"获得原始数据 45 55: 244 233

X3"测 序 质 量 值 23 以 上 的 碱 基 $2:A<4 占

18183H"$2:A<2 占 1211:H%测序质量值 /3 以上

的碱基 $2:A<4 占 131:/H"$2:A<2 占 09112H"从

测序数据的各项指标可以看出测序质量较高"达

到了后续数据组装分析的要求( 经过对测序数据

的组装和聚类拼接"获得了 99 9/4 条非冗余

?@;M2@2序列"其中长度大于 4 333 X3 的有 49 333

条"大于 2 333 X3 有 8 333 条"平均长度 154 X3"

而且测序 $2:A<序列与拼接出的基因参照序列

# ?@;M2@2$ 进 行 比 对" 总 体 N:33;@M $:L2为

09184H"这说明本研究的数据组装质量较高"可

以进行后续生物信息学分析"这些数据极大地丰

富了达氏鳇肌肉组织基因序列数据资源"为达氏

鳇乃至鲟鳇鱼类后续功能基因和基因组学的研究

奠定了基础(

+')(转录组文库功能分析

将拼接的所有 ?@;M2@2序列与 %-8)的 %C蛋

白数据库比对获取基因注释信息"结果一共有

23 :/9条 ?@;M2@2序列与数据库中已知基因同源"

占 /:1/5H"而其余 82188H #/5 :18 条$ ?@;M2@2

序列与数据库中的已知基因相似性较低"未被注

释"同样的问题也出现在其他生物转录组中"在赵

晓霞
&41'

构建的马氏珠母贝 #<()!2$B$ 0$'2.)+(($

珍珠囊转录组文库中 432 :82 条 ?@;M2@2序列"只

有 /8 101 条 ?@;M2@2序列 #约 /9111H$被注释%

,0;等
&23'

构建的珊瑚幼虫转录组文库的 82 89: 条

?@;M2@2序列只有 9 //3 #约 019H$条注释"其余

的 ?@;M2@2序列比对相似性较低"未被注释"造成

这一问题的原因是目前国际公共基因数据库中收

录的相近物种基因注释信息较少( 由于鲟鳇鱼分

子基础研究薄弱"遗传背景了解不足"因此本研究

得到的达氏鳇转录组基因注释信息较少"其中未

被注释的基因序列中"那些比较短的 ?@;M2@2序

列"有可能是 /Q或者 9Q的非翻译区"非编码 $%&"

或者是不含有功能结构域的序列"而那些超过

933 X3 长度的 ?@;M2@2序列"有很大的可能是未

被记录的新基因"对这些未知基因的研究有可能

揭示鱼类某些重要的生物学过程"也将是今后需

要重点关注的基因(

本实验还对达氏鳇肌肉组织转录组文库组装

的 99 9/4 条 ?@;M2@2序列进行了 J"功能分类和

P,JJ代谢通路等分析"结果一共有 43 34: 条

?@;M2@2#约 40135H$与 J"数据库中的基因具有

相似性"包括生物学过程)细胞组分和分子功能 /

大类 98 亚类"主要的 J"类型包括催化活性)酶活

性调节)生物调节)细胞过程等%代谢通路分析得到

49 /42 条 ?@;M2@2序列#约 2:19:H$注释"并被归

类到 213 个 P,JJ通路"包括转录和翻译调控)信

号转导)物质代谢和次生代谢产物合成等"尽管本

实验得到的注释信息相对较少"但是"通过这些注

释"获得了大量的达氏鳇肌肉组织转录组信息"初

步阐明了达氏鳇肌肉组织基因的功能)参与的生物

过程)所处的代谢途径或信号通路等"这对于今后

深入了解基因的功能很重要"为发掘达氏鳇相关功

能基因)研究相关生理功能提供了基础数据(

+'+(部分候选功能基因的分析

达氏鳇是一种营养价值)经济价值和科研价
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值都很高的大型淡水鱼类"近年来达氏鳇自然种

群资源遭到严重破坏"已经濒临灭绝"严重威胁其

产业健康可持续发展"因此加快开展达氏鳇生长)

免疫)抗逆和性别等重要经济性状相关的功能基

因的筛选尤为重要( 本实验应用 8'&*E相似性

搜索注释"在构建的达氏鳇肌肉组织转录组中筛

选出 4:9 条与生长功能相关的同源序列和 95 条

与免疫相关的同源序列"这些基因可用于后续生

长和免疫基因在达氏鳇不同发育时期的差异表达

分析"对生长相关基因的研究为揭示达氏鳇的生

长机理提供理论依据%对免疫基因的研究为提高

达氏鳇防病)抗病能力提供重要的理论依据"这些

基因序列将来可以制成基因表达谱芯片"用来检

测达氏鳇的生长和免疫水平"作为达氏鳇优良品

种选育的指标(

此外"本实验还筛选出 AF<基因家族成员 9

种" 包 括 AF<53) AF<83) AF<:3) AF<13 及

AF<L4"共涉及基因数量 43 条"其中 AF<:3 是国

内外学者的研究热点"它的主要作用是分子伴侣

作用)协同免疫作用)抗细胞凋亡作用和抗氧化作

用
&24'

( 目前关于鲟鳇鱼的 AF<:3 的研究较少"

只 是 克 隆 了 杂 交 鲟) 匙 吻 鲟 # <,1",B,)

+#$2/*1$$

&22'

和西伯利亚鲟 # 3!(#.)+.'%$.'(($

AF<:3

&2/'

基因全长"但关于 AF<:3 在抗逆环境胁

迫中的作用一直未有深入了解( 由于达氏鳇栖息

在水中"环境比较复杂"更容易受到环境因子的影

响"因此"关于达氏鳇转录组中热休克蛋白的研

究"将有利于增强对达氏鳇在不良环境下抵抗力

水平的认识(

鱼类由于进化上的原始性"性别决定机制比

较复杂"具有原始性)多样性和易变性
&25'

( 近年

来研究比较多的是与性别决定相关的基因"如

F-E基因家族):@KH4 基因
&29'

等( 本研究中发

现了 F-E基因家族成员 44 个"包括 F-E/3)

F-E0)F-E:)F-E1)F-E9)F-E8)F-E42)F-E4/)

F-E403)F-E5%"其中关注度最高的可能与性别

决定相关的 F-E1 基因 2 个( 在虹鳟中发现存在

两种 F-E1 基因并且只在精巢中表达
&28'

"在斑马

鱼#:$)(, '.'(,$ 中存在两种 F-E1 基因"其中

F-E1$ 在脑)肾)肌肉)精巢和胸鳍中呈现泛表达

模式"而 F-E1% 仅仅在卵巢中被检测到
&2:'

%F-E1

基因在 4 B/ 年龄史氏鲟的大脑)心脏)肝脏)眼

睛)胰脏)肾脏)精巢和卵巢等 0 种组织中均有表

达"只是表达量随发育阶段和组织的不同而稍有

差异
&20'

( F-E1 在西伯利亚鲟中的表达具明显的

组织差异性和时间差异性
&21'

( 基于上述研究"达

氏鳇肌肉组织中发现的 F-E1 基因与其性别决定

和分化是否相关还有待证实"目前只作为一个重

点关注的候选基因(

80:<L相似性搜索注释是一种推测查询基因

序列生物学功能的快速)有效的方法"但其也只是

为确定其编码蛋白质的功能提供暂定的线索"要

彻底认识和了解一个基因的功能"还需要做基因

表达定位的研究和基因功能验证( 另外"本研究

对达氏鳇肌肉组织转录组中筛选出的这些基因的

功能不能明确定位"还需进行更深入的研究(
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