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摘要! 近年来!转录组学技术及其在水产动物中的研究备受研究者的广泛关注% 转录组学技

术主要有基于杂交技术和测序技术为基础的两大类技术'两类技术在水产动物的转录组学研

究中均得到了广泛运用% 尤其是二代测序技术的出现使得水产动物的转录组学研究达到了前

所未有的热度% 本实验综述了近年来水产动物在免疫应答$生长发育$生物进化和毒理学方面

的转录组学研究进展% 在综述已有成果的基础上!分析了转录组学技术自身存在的局限性和

现阶段转录组学在水产动物研究中面临的问题与挑战!并对未来水产动物转录组学研究趋势

进行了展望%

关键词! 水产动物' 转录组学' 基因表达' 生物信息学

中图分类号! E;5' *04;11666666666文献标志码(&

66近年来"转录组学&基因组学和蛋白质组学等

各种组学技术在揭示水产动物抗病免疫&生长发

育&系统进化和生物毒理过程及相应机理方面的

研究中越来越重要) 通过组学研究"可以深刻理

解水产动物各种生命活动规律的内在联系和分子

机制"并根据相应结果进一步运用到抗病育种&药

物筛选&种质资源保护和环境监测等多个研究领

域) 在各种组学技术中"转录组学技术是伴随着

后基因组学的到来而率先发展起来并得到广泛应

用的科学
'4(

) 转录组学是研究特定细胞&组织或

器官在特定生长发育阶段或某种生理状况下所有

转录本的科学
'2(

) 这所有的转录本就称之为转

录组"包括编码蛋白质的 ;$%&和非编码 $%&

#3$%&"I$%&和其他 G8$%&$

'/(

) 与基因组相对

稳定不同的是"转录组是随着生长发育阶段&生理

状态和外界环境的改变而变化的) 因此"转录组

分析成为研究生物生长发育&应激生理&抗病免疫

等作用机制的有力工具) 通过对转录组图谱的分

析"可以得到丰富的信息"包括基因表达信息&可

变剪切&反义转录本&基因结构&新基因&差异表达

基因和单核苷酸多态性等) 即使所研究的物种没

有现成的基因组信息可供参考"同样可以进行 JB

G/T/ 测序研究"将所得序列信息通过 JBG/T/ 组

装拼接"得到该物种的单一基因序列集数据) 进

一步可以对基因进行功能注释&基因差异表达分

析&R"富集分析&?<IXV<F 富集分析&蛋白互作网

络分析和单核苷酸多态性分析等
'4"/ 75(

) 转录组

的复杂性必然要求有相应高通量的转录组学技术

作为研究工具)

依据转录组学技术原理的不同"可以将其划

分为两类技术#图 4$

'8(

) 一种是基于杂交的转录

组学 技 术" 如 利 用 84%& 微 阵 列 # 84%&

;=83/<33<F$和 4%&宏阵列#4%&;<83/<33<F$进

行检测的转录组学技术%一种是基于测序的转录

组学 技 术" 如 84%& 文 库 或 表 达 序 列 标 签

#BW23BCCBJ CBUQBG8BI<MC",*@$文库测序技术"基

因 表 达 系 列 分 析 # CB3=<0<G<0FC=C /7 MBGB

BW23BCC=/G"*&R,$ 技 术 和 大 规 模 平 行 测 序
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#;<CC=TB0F 2<3<00B0C=MG<IQ3BCBUQBG8=GM">?**$技

术"以及近年来发展起来的下一代高通量测序技

术# GBWIMBGB3<I=/G CBUQBG8=GM"%R*$"即 $%&测

序#$%&CBUQBG8=GM"$%&9CBU$技术等)

图 ')主要转录组测序技术的工作流程 'U)

C4D(')L@3=421&8%3%5%=9%<3A1;.4238.29584&3%;1&=.3<%8;9

'U)

66以杂交为基础的技术通常是通过原位合成或

微阵列方法将众多序列已知的核酸探针固定于支

持物上"然后与带荧光标记的样品进行序列杂交"

检测杂交信号位置和强弱以分析样品中的基因序

列及其表达量
';(

) 自该技术于 4005 年首次运用

开始"微阵列技术就广泛运用于转录组的研究

中
'8(

) 微阵列技术在鱼类生物学的研究中同样

得到了广泛的运用"其研究历史已超过 43 年
'9(

)

然而该技术也存在一些固有的局限性"例如该技

术常常依赖于已知的基因组或 84%&序列的信

息%一些非特异杂交会导致高背景噪音%一些高丰

度转录本会导致信号饱和%另一些低丰度的转录

本则难以检测到%另外很难比较不同研究下的表

达水平等
'0(

) 除此之外"微阵列技术运用于鱼类

转录组学研究中还存在一个商业化微阵列平台很

少的问题) 由于微阵列的开发多数依赖于基因组

或 ,*@序列信息"而大多数鱼类的相关信息还很

少"因此商家通常只为少数的模式水产动物生产

微阵列平台
'43(

)

以测序为基础的技术则是通过直接测定

84%&的序列而获得转录组信息) 这种方法依赖

于样本中产生可代表转录本的特定 ,*@标签"在

经过连接&扩增&克隆等步骤后得到测序片段"最

后对标签序列进行测定即可得到转录组"如常见

的 *&R,和 >?**等
'8"44(

) 该类技术不仅可用于

转录组测序"也可对不同发育阶段和生理条件下

的组织表达进行定量分析"研究基因表达差异和

挖掘新基因) 此类技术也在水产动物转录组研究

中有所运用) :XBGM 等
'42(

就采用高通量 $%&9

*&R,测序技术研究了雌雄斑马鱼#;('"< &>&"<$

的肝脏转录组"探索雌雄鱼肝脏性别差异的分子

基础) 然而这类技术是以昂贵的 C<GMB3测序法为

基础"实验过程复杂"克隆步骤也费时费力
'4/(

"分

析结果还常常带有序列偏好性"难以区分不同亚

型和等位基因的表达等
'2(

"因此在应用上受到一

定的限制)

近年来"高通量测序技术的迅速发展不仅给

基因组领域带来革命性的突破"同时也给转录组

检测方法带来重大革新) 新一代高通量测序仪可

以通过测定细胞或组织全部转录产物序列"通过

005
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序列拼接得到最后的转录组"该技术即为 $%&

测序技术#$%&9CBU$"这一技术几乎克服了以上

技术的所有局限#表 4$"因此目前已经广泛运用

于转录组表达谱分析"差异表达基因鉴定和可变

剪切分析等研究之中) 其研究流程包括文库构

建&测序"生物信息学分析和后期实验验证等步

骤) 即先从样本中提取 $%&"再将其反转录成

84%&"断裂成小片段后进行 ?-$扩增"再利用合

适的测序平台对扩增出来的转录本进行直接测

序) 目前常用的测序平台有 )00Q;=G<5*/0BW<和

&P5*"'=4等) 测序获得的大量序列信息需要经

过比对&拼接&注释等生物信息学分析过程进而获

得相关研究结果) $%&测序技术由于其不依赖

于基因组序列信息"对于未知基因组序列信息的

非模式生物来说尤其具有应用价值) 因此近年来

$%&测序技术在水产动物的研究中得到了大量

应用
'8"41(

)

表 ')Q*+#GTg技术与其他转录组学技术的比较 ',)

-./(')P%;&.849%2%<Q*+#G1?F43A%3A18;13A%69<%89@871:42D 38.29584&3%;1

',)

技术

IB8XG/0/MF

微阵列技术

I=0=GM ;=83/<33<F

*&R,5>?**5

,*@等
$%&9*BU

原理 23=G8=20B 杂交 *<GMB3测序 高通量测序

分辨率 3BC/0QI=/G 数个 <433 H2 单碱基 单碱基

信号 C=MG<0 荧光模拟信号 数字化信号 数字化信号

通量 IX3/QMX2QI 高 低 高

周转时间 IQ3G<3/QGJ I=;B 长 长 短

$%&样本量 <;/QGI/7$%&C<;20BC 多 多 少

分析成本 8/CI/7<G<0FC=C 高 高 低

背景噪声 H<8SM3/QGJ G/=CB 高 低 低

是否依赖现有基因组数据 3B0=<G8B/G BW=CI=GM MBG/;=8CBUQBG8B 是 否 否

发现未知转录区的能力 <H=0=IF I/ J=C8/TB3QGSG/VG I3<GC83=HBJ 3BM=/GC 有限 能 能

区分不同亚型和等位基因的能力

<H=0=IF I/ J=CI=GMQ=CX J=77B3BGI=C/7/3;C<GJ <00B0=8BW23BCC=/GC

有限 有限 能

发现突变的能力 <H=0=IF I/ J=C8/TB3;QI<I=/GC 有限 能 能

确定剪切位点的能力 <H=0=IF I/ JBIB3;=GBC20=8=GM C=IBC 有限 能 能

#@$C的识别 =JBGI=7=8<I=/G /7#@$C 有限 有限 能

66水产动物是人类的优质蛋白源"在人类食谱

中占据重要位置"对水产动物的研究历来受到研

究者们的重视) 近年来许多研究者在水产动物上

开展了转录组学研究) 本文将从水产动物免疫

学&发育生物学&进化生物学和水产生物毒理学的

角度综述其相应的转录组学研究进展"并分析转

录组学在水产动物研究中现阶段面临的问题与挑

战以及未来的发展趋势)

46转录组学技术在水产动物免疫学中的

运用

水产动物的免疫系统习惯上被分成先天性免

疫#非特异性免疫$和获得性免疫#特异性免疫$)

先天性免疫通常先于获得性免疫而激活并决定获

得性免疫的性质和特点"二者相互配合"共同维持

机体的内稳态) 因此在机体抵抗疾病的过程中先

天性免疫发挥着更加重要的作用
'45(

) 目前转录

组学在水产动物免疫方面的研究主要集中在细

菌&病毒和寄生虫感染前后一些免疫相关基因的

差异表达和分子标记的发现等方面)

'(')细菌性疾病转录组学研究

在人工高密度养殖环境下"细菌性疾病是对

养殖鱼类危害较大的主要疾病) 由于细菌性鱼病

具有发病频率高&症状复杂且病程长等特点"给水

产养殖业带来了巨大的经济损失) 因此在转录组

学研究中也是备受关注和研究最多的一类)

>Q 等
'48(

首先构建了嗜水气单胞菌攻毒后

42 小时的大黄鱼#K(&"."*:,:0#*&<*>($脾脏转录

组"并以此为参考序列研究了嗜水气单胞菌攻毒

后 19 X 的大黄鱼脾脏数字基因表达谱) 分析发

现"与正常脾脏相比"攻毒后脾脏中有 4 008 个基

因表达存在差异"其中 ;2; 个基因表达明显上调"

338
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190 个基因表达明显下调) 这些基因主要集中在

@/0090=SB通路&!&D9*@&@&>&?D通路和 @细胞

受体信号通路) 同时发现 )'99&@%(&@'$&.<C2

等多个免疫相关基因在大黄鱼感染嗜水气单胞菌

后的免疫调节中起到重要作用) A<GM 等
'4;(

运用

混合分群结合转录组测序技术研究了斑点叉尾

#5*,()%&%#@%'*,(,%#$ 和长鳍 叉尾 # 5*,()%&%#

S%&*(,%#$抗肠道败血症相关候选基因和疾病相关

的表达差异显著的单核苷酸多态性#*%?$) 结果

发现在抗病鱼群和易感鱼群有 4 255 个差异表达

的基因"在抗病鱼群中有 4/3 个基因上调表达"01

个基因下调表达%而易感鱼群中有 ;;4 个基因上

调表达"180 个基因下调) 这些差异表达的基因

主要是一些急性期反应基因"如 --趋化因子"

@/00样受体"补体成分蛋白">+-和 @%(等) 另

外在易感鱼群和抗病鱼群的 1 /31 个非冗余基因

序列上发现了 58 140 个显著的 *%?) -Q=等
'49(

用含有微球菌&溶藻弧菌和毕赤酵母等 / 种病原

菌的水体浸泡中华绒螯蟹 #L&"<*:>"&#"'>'#"#$幼

体 4 X 后"将所有幼体混合制备样品"研究其转录

组图谱) 研究者将测序得到的 3B<JC组装成

433 252个基因序列"非冗余基因为 85 5/5 个"其

中 4; 30;个非冗余基因在 %-P)的非冗余蛋白数

据库中得到注释) 此外有 2/ 499 个基因序列得

到了 R"功能富集分析"45 3;4 条和 9 5;1 条基

因序列分别在 -"R和 D,RR中得到注释) 进一

步分析发现"有许多基因与多种免疫通路有关"包

括 @/00&免疫缺陷&!&D信号转导&转录活化因子

和 >&?D通路) 其中一些基因"如 @$&(8&(R(&

?@?&!)?4 等均是首次在中华绒螯蟹中被确认)

'=等
'40(

则用微球菌&溶藻弧菌和毕赤酵母等 / 种

病原菌的混合液注射到成熟雌性中华绒螯蟹体

内"9 X 后取其肝胰脏用于转录组分析) 结果获得

了 ;3 /33 条 #G=MBGBC"其中有 52 3;1 条非冗余

#=MBGBC) 非冗余基因中有 4; 84; 条在 %3中得到

注释) 随后的功能分类和通路分析中"49 ;/1 条

#=MBGBC归入 R"分类中"42 21/ 条 #=MBGBC归类

到 -"R中的 25 类基因功能中"9 09/ 条 #=MBGBC

归类到 D,RR通路中) 进一步分析发现"分别有

21&41&1; 和 4/2 条 #=MBGBC被归入免疫相关的

@/00&免疫缺陷& !&D9*@&@和 >&?D通路中)

>/3B=3<等
'23(

通过构建菲律宾蛤仔 # D%+",(@>#

@:")"@@"'(&%.$含有血细胞免疫相关序列的微阵

列来研究菲律宾蛤仔感染溶藻弧菌后血细胞的转

录基因谱) 结果发现"5;0 条差异表达的转录本)

研究者将这些差异表达的转录本进行 R"功能注

释和富集分析"发现蛤仔一些随着感染时间增加

而不同的反应机制) 即在感染 / X 后"与信号传

递&转录和细胞凋亡相关的基因如 )'94;4"%(9SP

或钙调蛋白等都有典型的表达) 而作为与免疫密

切相关的基因如 ?R$?C"($,?C和防卫蛋白等则

在感染后 9 X 出现) 这一免疫触发反应在感染

21 X后被激活"并影响大量的免疫相关过程) 功

能研究也表明这一时段细胞凋亡&细胞坏死和细

胞迁移增多) 而 ;2 X 后免疫水平恢复正常) 超

过 53L的基因下调并以一种负反馈的方式降低

先前的活性反应)

'(,)病毒性疾病转录组学研究

制约水产养殖健康发展的另一个主要病害是

水产动物的病毒病) 病毒个体微小"可在宿主体

内复制并长期潜伏"从而导致病毒病症状复杂多

变"传染性强"死亡率高且难以防控"严重危害水

产动物的健康) 但目前对于水产动物机体抗病毒

机制方面研究不多) 转录组学技术的飞速发展给

这一领域带来了发展机遇"转录组技术可以从基

因水平研究机体抗病毒机制)

*X=等
'24(

利用转录组学技术研究了草鱼

#6,>'<@:(&0'$<+<' "+>))($感染出血病病毒后机

体在 2&21&19&;2&08 和 423 X 时肠道&鳃&肝脏和

脾脏的转录组图谱) 结果表明"与对照组相比"草

鱼感染病毒后的 1 种组织和 8 个时间点上共有

0 383条 QG=UQBC差异表达) 进一步 R"功能分

析"发现 1 种组织中均发生了免疫反应"并且发现

在草鱼感染病毒后每一个器官中的脂代谢和糖代

谢均出现代谢失调) D,RR代谢通路分析发现补

体系统和细胞免疫在病毒感染过程中发挥着重要

作用) 肝脏和肠道组织易感出血病病毒可能就是

由于病毒降低了这两种组织中补体途径的活性)

进一步分析还发现"在 1 种组织中 >+-

"

和

>+-

%

均存在差异表达"其中 >+-

"

上调表达

而 >+-

%

则下调表达) 许宝红
'22(

也对草鱼出血

病进行了转录组学研究"结果发现草鱼感染出血

病后与对照草鱼存在 /2 824 条差异表达的

QG=MBGBC"其中 23 928 条上调表达"44 ;05 条下调

表达) 进一步 D,RR代谢通路分析发现"差异表

达的 QG=MBGBC中有 0 048 条富集在 24; 条通路中)
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(4$

%

3135 的通路有 /2 条"差异最显著的 1 条与

凝血和免疫紧密相关的通路是凝血 7补体通路"

造血细胞谱系通路"细胞吞噬体通路和细胞 7细

胞互作通路"其中凝血 7补体通路和细胞因子受

体互作通路是上调表达因子显著富集的两条通

路) >Q 等
'2/(

利用 ?0/F )

!

-刺激大黄鱼"构建了

刺激后 42 X 的脾脏转录组"共获得 45 402 条

QG=MBGBC) 进一步 D,RR通路分析中有 5 /90 个

基因得到注释并得到许多免疫相关通路) 这些免

疫相关基因和通路主要是抗病毒免疫因子"如模

式识别受体&信号转导&干扰素和干扰素刺激基

因&炎症细胞因子和受体&补体成分&P细胞和 @

细胞抗原活化分子等) 用 $@9?-$进一步验证发

现"@/00样受体信号通路&$)R9)样受体信号通

路&!&D9*@&@信号通路和 @细胞受体信号通路

的部分基因在 ?0/F )

!

-刺激后发生了相应的变

化"表明这些信号通路可能被病毒类似物 ?0/F )

!

-所 调 节) ?B3B=3/ 等
'21(

分 别 对 5 组 大 菱 鲆

#9*<@:,:().%#.(B".%#$ 肌 肉 注 射 诺 达 病 毒

#>3%.$"腹腔注射出血性败血症病毒#.+*.$"

肌肉注射 2>-.#一种用于构建 4%&疫苗的表

达载体"空的 2>-.可作为双链 4%&病毒刺激

物$"免疫 ?;8T9R983#一种 4%&疫苗$后分别在

不同时间点取脑&鳃&肝脏&脾脏和头肾等组织用

于转录组测序"获得 045 248 条高质量的 3B<JC"组

装获得 55 131 个 8/GI=MC) 进一步分析发现"大菱

鲆在上述处理后免疫相关基因表达水平增加"在

补体系统&@/00样受体信号通路&P细胞信号通

路&@细胞信号通路&细胞凋亡和细胞程序性死

亡&细胞因子和其他一些免疫分子都有显著表达

差异)

'(!)寄生虫性疾病转录组学研究

水产动物集约化高密度养殖过程中的疾病暴

发给水产养殖业带来了巨大的经济损失"其中寄

生虫病也占据相当大的比例) 寄生于水产动物机

体的寄生虫种类繁多"大多寄生于体表及体内各

种器官上"导致水产动物生长缓慢"繁殖力降低"

抵抗继发感染能力下降"严重时可造成水产动物

大量死亡) 以前对水产动物寄生虫病的研究主要

集中在危害&流行性&区系发生及药物防治等方

面"对寄生虫致病机制及宿主机体抗寄生虫机制

尚未深入研究) 随着转录组技术的出现"使得研

究者可以从基因水平深入开展寄生虫致病机制及

宿主抵抗寄生虫相关免疫应答的研究)

*QIXB30<GJ 等
'25(

利用微阵列技术研究了大西

洋鲑 # 9().< #()(&$& 大 麻 哈 鱼 # C'*<&:0'*:%#

N>,($和细鳞大麻哈鱼#C=$<&/%#*:($在感染大麻

哈鱼虱#K>@><@:,:>"&%##().<'"#$后头肾和皮肤的

转录组变化) 研究结果表明"大麻哈鱼虱感染后

/ 种鱼类头肾和皮肤转录组均有大量差异表达的

基因存在) 在感染鱼虱后 8 J"大西洋鲑&大麻哈

鱼和细鳞大麻哈鱼头肾中分别有 442&415 和 429

个基因上调表达"/1&415 和 424 个基因下调表

达) 其中差异表达的免疫相关基因有补体&模式

识别受体&急性期反应和炎症相关基因"如 -/&

-;&-型凝集素家族 19>&多聚免疫球蛋白受体&

肥大细胞免疫受体信号传导分子等) @<J=C/

等
'28(

也利用微阵列技术"研究了大西洋鲑感染大

麻哈鱼虱后皮肤和脾脏的转录组变化) 结果发

现"鱼虱感染 4 J 后"大西洋鲑即发生大规模高度

复杂的转录组反应"感染 45 J"大西洋鲑的皮肤和

脾脏分别有 2 1/9 和 022 个差异表达基因) 这些

差异表达基因涉及细胞免疫&体液免疫和炎症反

应的相关基因"如鼠李糖结合凝集素 A-'4"甘露

糖受体 -92"-4U 样蛋白 1"急性期血清淀粉样蛋

白 &"转铁蛋白等) $=H<C等
'2;(

采用插管技术将

粘孢子虫接种到大菱鲆肠道"然后分别于 1&;&

41&25 和 /1 J 取其脾脏&头肾&胸腺&肝脏和幽门

盲囊"分别构建对照组和接种组两个 84%&文库

用 *<GMB3法测序"共获得/ 31/个序列) 结合已发

表的大菱鲆 *<GMB3法测序所得序列进行注释和

进一步分析得到许多免疫相关基因"并发现几种

新的免疫相关基因"如急性期反应和炎症相关的

成分或家族成员"应激或疾病抵抗反应的成分等)

26转录组学技术在水产动物发育生物学

中的运用

发育生物学的目的是要阐明生物体从精子和

卵子发生&受精&发育&生长到衰老&死亡的过程及

其机理) 其中有关水产动物生殖细胞发生&受精

等过程的研究是水产动物人工繁殖&遗传育种&动

物胚胎与生殖工程等生产应用技术发展的理论基

础) 有关细胞分化机理&基因表达调控与形态模

式形成及生物功能的关系研究"是解决水产动物

重大疾病的基础"也是水产动物基因工程发展的

基础) 因此近年来许多研究者运用转录组学技术
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开展了水产动物发育生物学各个领域的研究

工作)

$B<J=GM 等
'29(

采用 151 焦磷酸测序法研究了

条纹鲈#!<&<'>#(B(,")"#$的卵巢转录组学) 研究

者分别采集成熟条纹鲈不同阶段的卵巢组织#卵

母细胞生长阶段"包括早期生长&后期生长和卵黄

生长阶段"卵母细胞成熟和闭孔阶段以及排卵阶

段$"并将这些组织样品混合建库测序"共获得

2/3 454 个序列表达标签"过滤后组装获得 44 239

个 8/GI=MC"其中有 2 091 个 8/GI=MC大于 533 H2)

P0<CIW 比对获得 5 192 个直系同源基因"1 423 个

得到 R"注释"其中超过 4 /33 个基因与繁殖和

发育过程相关的) $B<J=GM 等
'20(

在此研究基础

上"结合公共数据库的数据制备了包含 2// 个基

因的微阵列"并将其运用于研究条纹鲈母体卵巢

基因表达与受精卵质量和胚胎发育能力的关系)

结果表明"利用母体卵巢转录组预测受精卵质量

时"并不能从单个基因的表达情况来预测受精卵

质量"而是要根据转录组中一系列基因的集体协

调表达来预测) 相应的候选基因相关性分析发

现"泛素928C蛋白酶体"-"?0 信号小体和随后对

细胞周期控制的功能障碍导致了胚胎发育失能)

*QG 等
'/3(

采用 )00Q;=G<测序技术研究了斑点叉尾

精巢的转录组"测序得到 28018 > 高质量的

3B<JC"组装得到 40/ 182 条 %53 为 938 H2 的

8/GI=MC"进一步比对得到 25 /3; 条 QG=MBGBC"其中

包括 48; 条未在斑点叉尾 上鉴定的 QG=MBGBC)

在精巢和雌核 #双单倍体雌性$表达基因的比较

分析中得到 5 153 个优先在精巢中表达的基因)

研究者将这部分基因视为雄性相关基因池"进一

步的分析发现"这些雄性相关基因中的许多基因

涉及性腺发生&精子发生&配子发育&性腺分化和

性别分化)

/6转录组学技术在水产动物进化生物学

中的运用

动物的遗传进化和对环境的适应性一直以来

都是进化生物学中的研究热点"而要清楚地阐述

遗传进化和生物对环境适应性的分子基础却是进

化生物学的一个巨大挑战) 基因型的多样性通常

被认为是生物表型差异及对环境适应性差异的潜

在机制之一) 转录组学技术的发展为这一领域的

研究带来了巨大的机遇"运用该技术可以在没有

参考基因组数据的背景下研究生物体在不同状态

下基因的差异表达情况"进而可以深入地研究生

物的遗传进化和环境适应性的分子基础)

*8XQGIB3等
'/4(

采用 $%&9CBU 法研究了德氏

三鳍
#

#1&"@,>&0$"<' +>)("#"$交配策略中雄性二态

性的分子基础) 在繁殖季节"一部分雄性德氏三

鳍
#

可以改变体色并筑巢来吸引雌性#筑巢型$"

另一部分雄性则并不改变体色也不筑巢"依靠偷

袭来繁殖#偷袭型$) 研究者通过对筑巢型&偷袭

型雄鱼和雌性大脑的转录组进行研究"共获得

/9 358 /94条 3B<JC"从头组装获得 /29 585 条

8/GI=MC"进一步分析发现两种雄性间的显著差异

表达基因达到 833 条"其中筑巢型雄鱼比偷袭型

雄鱼高表达的基因有 /83 条"而偷袭型雄鱼比筑

巢型雄鱼高表达的基因有 213 条) 另外也发现两

种雄性间显著差异表达的基因数量远多于雄性与

雌性间的差异表达基因数量"这表明在德氏三鳍

#

繁殖季节中"表型可塑性比雌雄相异性在表型

间产生了更大的基因表达模式差异) A<GM 等
'/2(

利用 $%&9CBU 技术研究了不同体色表型性状瓯

江彩鲤 #60@&"'%#*(&@"< T<31*<)<&$的皮肤转录

组"分别从体色为红色带大黑点的鲤 #60@&"'%#

*(&@"<$ # $P$ 皮肤转录组中获得 139 991 条

3B<JC"从白色鲤鱼#AA$皮肤转录组中获得 /29

814 条 3B<JC) 结合 %-P)中已登录的普通鲤转录

组数据#2 440 449条 3B<JC$组装获得 518 8;8 条

*=GM0BI/GC和 1/ 02/ 条 )C/I=MC) 进一步注释获得

超过 43 333 条基因) 在与斑马鱼的 41; 条着色

基因比对后发现有 50/ 条 )C/I=MC比对上了斑马鱼

的 00 条着色基因"有 534 条 *=GM0BI/GC比对上了

05 条着色基因) 这 534 条 *=GM0BI/GC中有 204 条

来自 AA"243 条来自 $A 型鲤) 同时发现有 ;;

条着色基因同时出现在 )C/I=MC和 *=GM0BI/GC之

中"有 22 条仅存在于 )C/I=MC中"49 条仅存在于

*=GM0BI/GC中) 将 $P和 AA 中比对上着色基因

的 3B<JC进行比较发现有 49; 条 =C/I=MC至少有 2

倍以上的表达差异"其中有 438 条在 AA 鲤中高

表达"94 条在 $P鲤中高表达) !BQSBGC等
'//(

利

用 $%&9CBU 技术研究了短小型和正常鲱形白鲑

#6<&>$<'%#*)%@>(S<&."#C221$的适应性转录组变

化"结果发现"正常的鲱形白鲑过表达基因主要与

蛋白质合成有关"而短小型过表达基因主要与免

疫"4%&复制和修复以及能量代谢有关)

/38
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16转录组学技术在水产动物毒理学中的

运用

人类活动导致越来越多的污染物进入水环

境"这些污染物在水环境中尽管可以发生一些转

化和降解"但这一过程仅能除去一部分污染物"另

一部分污染物则存留下来并可能形成新的污染

物"从而不可避免地给水产动物带来危害) 水中

微量或痕量有毒污染物通常不会导致水产动物死

亡"但却能改变其生理生化反应"特别对水产动物

的生长&发育&繁殖以及健康产生不利影响) 水产

动物毒理学是研究水产动物和环境中有毒因素之

间相互作用的科学"传统方法是从剂量...反应

关系中得出污染物对水产动物体的毒性"但只能

从表观上研究污染物对生物体的毒害"难以揭示

污染物对生物体的内在毒性作用机制"因而存在

一定的缺陷) 转录组学技术的高速发展为这一领

域的研究提供了前所未有的机遇) 它可以在分子

水平上研究水产动物响应污染物毒性相关基因的

差异表达"进一步从基因水平阐述污染物对水产

动物的内在毒性机制"进而达到预测&预防和消除

污染物对环境的破坏和对水产动物的毒害的

目的)

+QCC<=GY<J<等
'/1(

用微阵列技术研究了雄性

斑马鱼急性暴露于 / 种浓度的氯化镍&氯化钴和

重铬酸钠 / 种金属污染物中的全鱼转录组图谱)

比较分析发现"斑马鱼暴露于 / 种污染物中既有

相同的差异表达基因"也有各自特有的差异表达

基因) 与对照组相比"暴露于氯化镍&氯化钴和重

铬酸钠的斑马鱼差异表达基因分别有 29;&184 和

808 个"其中对 / 种金属污染物响应共有的差异

表达基因数量为 438 条"氯化镍和氯化钴共有的

差异表达基因有 10 条"氯化镍与重铬酸钠共有的

有 89 条"氯化钴与重铬酸钠共有的有 00 条) 进

一步运用基因本体论和转录因子富集算法分析表

明"金属污染物毒性扰乱了多种生物学过程"相应

的转录调节介导了基因表达的变化) 金属污染物

毒性差异激活的生物学过程主要与核糖体生物合

成&蛋白酶体降解和 25/ 信号级联放大相关"以及

抑制与氨基酸和脂类代谢相关的氧气产生途径)

P/QM<C等
'/5(

采用微阵列技术研究了黄金鲈

#->&*( S)(R>#*>'#$暴露于不同浓度的镍和镉之中

的转录组谱) 结果发现在不同浓度的镍和镉中分

别有 29; 和 4;8 条基因显著差异表达) 其中二者

共有的差异表达基因有 438 条) 进一步分析发

现"两种金属主要影响有关铁代谢&转录和转化过

程&维生素代谢&血液凝结和钙转运相关基因的转

录水平) RQ/ 等
'/8(

采用 $%&9CBU 技术研究了凡

纳滨对虾 #K",<@>'(>%#R(''(.>"$暴露于亚硝酸

盐中 的 转 录 组 图 谱) $%&9CBU 测 序 共 获 得

52 990 902条高质量 3B<JC"组装后获得 02 924 条

8/GI=MC"进一步组装成 12 //8 条 QG=MBGBC) 通过

与多个数据库比对后获得注释的 QG=MBGBC有

2/ 5/2条) 进一步分析确定了许多与免疫反应"

解毒作用"细胞凋亡途径有关的候选基因) 研究

者选择了 43 条与免疫反应和细胞凋亡有关的候

选基因采用实时定量 ?-$进行验证"结果发现暴

露于亚硝酸盐后这 43 条差异表达的基因均上调

表达"表明这 43 条基因与亚硝酸盐应激有关)

56小结与展望

转录组研究作为一种从整体上研究基因表

达&基因结构和功能"揭示特定生物学过程以及疾

病发生过程分子机理的高效技术已经在水产动物

中有了一定的研究) 尤其是二代测序技术为代表

的高通量测序技术在转录组学研究中运用后"该

领域的研究得到突飞猛进的发展) 近年来研究者

利用高通量测序技术获得了大量的转录本信息以

及基因结构功能和差异表达信息"这些数据对我

们深入理解水产动物疾病发生&机体生长发育以

及进化演变等具有重要作用) 但同时转录组测序

技术本身还存在一定的局限性"如随机测序可能

导致一些低丰度表达的基因序列被忽略%测序深

度和准确率还有待进一步提高"测序读长较短"基

因覆盖度不高等) 随着测序平台进步和测序成本

的迅速降低"测序技术的短板有望在近些年获得

突破"届时更高的测序质量和更充分的测序量将

是转录组测序新的趋势) 同时水产动物普遍缺少

参考基因组信息"无法对测序数据进行全面的基

因注释与基因组准确定位%另一方面"测序获得了

海量信息"这对于生物信息学也是一个巨大的挑

战"如何从这些海量的信息中快速简便地挖掘出

数据中蕴含的有用信息将是今后相当长一段时间

努力的方向) 转录组学研究的另一个不可避免的

局限在于基因的转录丰度与基因表达产物的活性

并不具有必然的联系"蛋白质组学与转录组学研

究结果的比较表明二者的相关性是很低的
'/;(

)
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因此"在利用转录组学的数据解释生物生命活动

规律"抗病免疫"生物进化以及应激适应等机制时

还需要慎重) 针对这个问题"转录组测序技术与

蛋白质组学&代谢组学&甲基化组学等方法结合的

策略受到越来越多的重视) 在可以预见的将来"

多组学综合分析将是未来转录组学研究发展的一

大特色)

水产动物作为重要的经济养殖动物"在转录

组学研究领域占有极为重要的地位"但比较而言"

水产动物转录组学研究还相对落后"尤其是在转

录组数据的生物信息学分析时存在较大困难) 由

于水产动物种类繁多"种间差异巨大) 在大多数

种类的基因组信息还相当缺乏的情况下只能将一

些无参考基因组物种的数据与少数模式种比对"

进而进行基因注释) 这就必然导致一些转录本难

以注释"因此需要加快对重要经济养殖品种的基

因组测序) 就目前水产动物转录组学的研究而

言"还主要集中在转录组 JBG/T/ 测序"新转录本

发现"差异基因表达与定量"*%?和 **$#简单序

列重复"C=;20BCBUQBG8B3B2B<I$的寻找等方面)

而对于重要表型性状相关联的候选基因"进一步

深入挖掘鉴定基因的功能等方面的研究还很少)

目前"水产经济动物转录组学研究基本上是用整

个组织&器官或某个器官与组织中的混合细胞"而

没有区分其中的不同类型细胞%很少应用单细胞

转录组测序等技术开展研究) 但在有些器官或组

织中不同类型细胞行使的功能及其基因表达情况

是不一样的) 随着单细胞转录组测序技术进步和

成本下降"今后可以考虑应用单细胞转录组测序

技术"以详细&深入地研究不同细胞的基因表达情

况) 另外"今后还需要拓展转录组学研究范围"例

如将转录组学技术应用到养殖生态学的研究"观

察养殖生态环境改变对于基因表达情况的影响"

了解生态环境因子对于水产动物生长&发育&免疫

等等生理过程影响的机理"为养殖生态环境调控

和健康养殖技术的建立提供理论基础)

综上所述"尽管转录组学研究技术本身目前

还面临着许多挑战"但随着技术的进步"尤其是

$%&测序技术是以定量的方式对转录组进行超

高通量分析的直接测序方法"它将有望给生物

生命活动规律的分子生物学研究带来新的机

会) 无论是测序技术的进步还是分析手段的更

新"都为水产动物的研究提供了有力的工具)

而转录组学与蛋白质组学&基因组学以及代谢

组学等多种组学技术的结合研究必然会帮助我

们不断拓展和深入理解水产动物生长发育&生

物进化&抗病免疫等的分子机制"从而为水产动

物分子育种&养殖生产&病害防治等的研究提供

理论基础)
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