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摘要：盐度是影响鱼类各种生理活动的重要环境因素，为探讨急性盐度胁迫对经济海水
鱼类日本黄姑鱼基因表达水平的影响，实验基于 Illumina HiSeqTM 2500高通量测序平台，
对不同盐度条件下日本黄姑鱼幼鱼肌肉组织进行转录组测序并开展生物信息学分析。结
果显示，高盐组、低盐组和对照组分别获得 46 379 598、36 130 844和 38 715 820条 Clean
reads，总碱基数分别为 5.27、4.87和 5.53 GB。经组装得到 91 667条转录本，去冗余后
拼接得到 61 601条 Unigenes。与对照组相比，高盐组和低盐组分别有 2 230和 1 377个差
异 Unigene上调，1 959和 2 447个差异 Unigene下调，随机选取 6条差异表达基因进行
实时荧光定量 PCR验证，结果与转录组测序一致。通过对显著差异表达基因进行筛选，
在高盐组和低盐组中分别发现 21和 41个差异表达基因与离子通道相关，共有的离子通
道相关基因为 15个，其中 14个基因表达趋势一致。而在高盐组和低盐组发现的离子转
运体基因分别为 6和 10个。GO功能富集分析发现，差异基因显著富集在蛋白酶体、补
体激活方面， KEGG通路富集分析发现，差异基因富集在绑定、催化活性、信号传导和
分解代谢等方面。研究表明，日本黄姑鱼对急性盐度胁迫的适应可能是一个涉及多组织
和多基因的复杂过程，盐度变化能够影响肌肉组织的离子通道、离子转运体，蛋白降解
和免疫系统功能。研究结果为今后深入开展日本黄姑鱼盐度适应的调控机制及养殖育种
研究提供了参考。
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盐度是影响鱼类分布、生长发育、免疫代

谢以及行为活动的重要环境因子之一，鱼类对

不同盐度的适应能力是对环境变化长期选择性

进化的结果，也是遗传信息特异性表达的具体

表现 [1-3]。盐度的骤变会引发鱼体内外渗透压的

动态调节，使其摄食、呼吸代谢、酶和激素水

平产生相应变化，造成内环境紊乱和生理生化

指标的异常 [1, 4-5]。采用转录组测序 (RNA-seq)技

术能够检测环境胁迫下关键基因表达水平的变

化趋势，从整体水平研究基因功能结构并探究

生物代谢途径的调控规律 [6]。利用该技术解析生

物对环境适应的分子机制，已成为生态学、进

化遗传学和环境科学等多学科关注的热点[7-9]。

鲈形目 (Perciformes)是硬骨鱼类中种类和数

量最多的一个类群，全球有 25亚目 160科 1 539
属 10 033种，绝大多数分布在海洋中，其中石
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首鱼类是我国沿海地区重要的捕捞和养殖对象，

在海洋渔业中占有重要地位[10-11]。日本黄姑鱼 (Nibea
japonica)俗称黑毛鲿、白鮸，是石首鱼科 (Sci-
aenidae)黄姑鱼属 (Nibea)近海暖温性中下层经济

鱼类，喜栖息于 100 m以内水深的岩礁和泥沙底

质海域，主要分布于我国东海、南海及日本南

部 [9]。国内也有部分学者按照形态学和分子系统

学特征将其纳入白姑鱼属 (Argyrosomus)，命名为

日本白姑鱼 (A. japonicus)[12-14] 或日本银身䱛 (A.
japonicus)[15]。日本黄姑鱼作为我国重要的广盐性

海洋经济鱼类，其适宜的盐度范围为 18~30[16]，
在纯淡水和盐度为 55的情况下，最长存活时间

分别可达到 3和 33 h[17]。其肉质鲜美、营养丰富、

生长迅速且抗逆性强，成为近年来海水增养殖

的优良品种 [18-22]。目前关于盐度对日本黄姑鱼影

响的研究主要集中在胚胎发育 [21]、生理生态 [22]、

养殖试验 [17]、生长免疫 [16] 等方面，盐度变化导

致鱼类鳃丝、肠道、脑、肾脏及肝脏基因表达

差异改变的报道较多 [23-26]，但与日本黄姑鱼肉质

密切相关的肌肉组织盐度适应机制及其功能基

因表达与调控途径的研究尚未见。

本实验基于 Illumina HiSeqTM 2500高通量测

序平台，对不同急性盐度胁迫下日本黄姑鱼幼

鱼肌肉组织进行转录组测序，通过基因富集分

析及差异表达基因注释，找到与盐度变化相关

的功能基因，采用实时荧光定量 PCR技术测定

盐度胁迫下基因的表达量，验证转录组数据的

可靠性，为鱼类对盐度的适应机制研究提供资

料，也为后续开展日本黄姑鱼功能基因挖掘和

遗传育种研究提供理论基础。 

1    材料与方法
 

1.1    样本来源及实验设计

实验于 2019年 8月在浙江省海洋水产研究

所西轩岛养殖试验基地进行，实验用水为盐度

22的天然海水，经过消毒、过滤和沉淀，并充

分曝气 24 h以上获得。挑选 100尾 (体长 3.6~4.0
cm、体质量 0.9~1.1 g)健康日本黄姑鱼幼鱼暂养

于直径 2 m的室内 PE桶内，并使用充氧泵不间

断充氧，保持水中溶解氧含量高于 5.0  mg/L，
24.5~27.7 °C，pH 7.8~8.1。暂养期间每日 8:00和

14:00分别投喂饵料 1次，投喂量为幼鱼体质量

的 3%~5%，以减小水体中残饵量。每天清晨换

水 1次，换水同时清除底部污垢。1周后随机选

取 30尾幼鱼进行急性盐度胁迫实验，采取添加

去氯自来水和海水素的方式，分别调整盐度至 10
(低盐组，LS)和 33(高盐组，HS)，另设盐度 22
的天然海水为对照组 (C)。将每组 10尾幼鱼直接

置于不同盐度组别的玻璃水族箱中 (长60 cm×宽
35 cm×高 45 cm) 24 h过夜处理后，各选取 3尾幼

鱼用 MS-222麻醉，剪取适量肌肉组织置于北京

全式金生物 RNAhold组织保存液中固定，带回

实验室保存于−80 °C超低温冰箱备用。 

1.2    RNA提取、文库构建和高通量测序

使用常规 Trizol法分别提取 3个组别 (高盐、

对照、低盐)肌肉组织总 RNA，1%琼脂糖凝胶

电泳检测 RNA样品降解情况及是否存在基因

组 DNA污染 [27]。采用 Nanodrop 2000、Qubit  2.0
和 Aglient 2100方法检测 RNA样品纯度、浓度和

完整性，检验合格的样品送生工生物工程 (上海)股份

有限公司，采用NEBNext® UltraTM RNA Library Prep
Kit完成 cDNA文库的构建，基于 Illumina HiSeqTM

2500高通量平台，以 Paired-end 150 bp双末端测

序模式分别对 3个样本进行转录组测序。 

1.3    转录组质控、组装和基因注释

使用 FastQC对测序获得的原始数据进行质

量评估，利用 Trimmomatic[28] 对接头进行剪切后

得到相对准确的有效数据。使用 Trinity 2.4[29] 软件

对处理后的有效数据进行拼接和 De novo 组装，使

用软件TGICL 2.1[30] 将得到的转录本 (Transcripts)去
冗余后，取聚类最长的转录本作为 Unigene。运用

Bowtie 2软件 [31] 将有效数据比对到拼接所得的

Unigene上，并统计 Mapping信息。采用 NCBI数
据库中 Blast+[32] 工具包 (E-value<1×10−6)将Unigene
与 KOG(custers  of  orthologous  groups  of  proteins)、
GO  (gene  ontology)、 COG  (clusters  of  orthologous
groups  of  proteins)、 NR (NCBI  non-redundant   pro-
tein sequences)、PFAM (protein family)、NT (NCBI
nucleotide sequences)、Swiss-Prot (a manually anno-
tated and reviewed protein sequence database)、KEGG
(Kyoto  encyclopedia  of  genes  and genomes)等多个

数据库进行比对，获得与给定的 Unigene具有最

高序列相似度的蛋白，从而得到其蛋白功能注

释信息。 
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1.4    差异表达基因的 GO功能富集和 KEGG
通路富集分析

使用 DESeq 2软件包 [33] 检测差异表达基因

DEGs(differentially expressed genes)，以实现表达

差异分析结果的可视化，将 Q value<0.05且差异倍

数 |fold change|>2设为筛选标准，获得样品间的

差异表达基因集。将DEGs与 CDD、KOG、COG、

NR、NT、 PFAM、 Swissprot和 TrEMBL等数据

库进行比对，再以 E-value < 10−6 为阈值，运用

Blast 2软件GO[34] 将注释结果转换为可信的 GO
注释。通过KAAS(KEGG automatic annotation server)
软件[35] 对差异基因进行 KEGG通路富集分析，以

判定差异基因主要影响的生物学功能和通路。 

1.5    盐度适应相关基因预测和 qRT-PCR验证

为预测 3个梯度实验中与盐度相关的差异

表达基因，随机选择了 6个差异表达基因，使

用 Primer Premier 6.0软件 [36] 设计引物，并由生工

生物工程 (上海 )股份有限公司合成，进行实时

荧光定量 PCR验证。

使用Promega公司 ImProm-IITM Reverse Transc-
ription System试剂盒将总 RNA逆转录合成 cDNA，

再以逆转录产物为模板、以 β-actin为内参基因

(正向引物：β-actin-F 5′- AAGACTCCATACCGA
GGAAAGA-3′，反向引物：β-actin-R 5′-TGAG
CAGGAAATGGGCACT-3 ′)，使用 TaKaRa公司

SYBR® Premix Ex TaqTM (TliRNase H Plus) 试剂盒，

在 Step One PULS型 (ABI, USA)荧光定量 PCR仪

上进行表达量分析。总体积 25 μL的反应体系：

稀释 10倍后的 cDNA模板 2.0 μL，SYBR Premix

Ex Taq(2×)12.5 μL，正反向引物各 0.5 μL，RNase-
Free ddH2O 9.5 μL。反应程序：95 °C 30 s，95 °C
5 s，60 °C 30 s，40个循环；最后在 55~95 °C制

作熔解曲线。每组样品的每个基因均重复 3次，

采用 2−ΔΔCt 法分析基因的相对表达量，ΔΔCt=ΔCt

(test)−ΔCt(control)， 其 中 ΔCt(test)=Ct(test,  target)−
Ct(test,  reference)，ΔCt(control)= Ct(control,  target)−
Ct(control, reference)。 

2    结果
 

2.1    测序数据、De novo组装和功能基因注释

基于边合成边测序 (sequencing by synthesis，
SBS)技术，使用 Illumina HiSeqTM 2500高通量测

序平台进行转录组测序。高盐组 (HS)、低盐组

(LS)和对照组 (C)分别获得 7.37、5.72和 6.11 GB
的原始数据，过滤后分别得到约 5.27、4.87和

5.53 GB的 Clean reads，相关数据已上传 SRA数

据 库 (登 录 号 SAMN15963199,  SAMN15963200,
SAMN15963201)，具体信息见表 1。使用 Trin-
ity软件进行 De novo 组装后，分别获得 91 667条

转录本，进一步去冗余后拼接得到61 601条Unigenes
(表 2)，分别在 CDD (conserved  domain  database，
17 995个，29.21%)、KOG (16 451个，26.71%)、NR
(34 646个，56.24%)、NT (45 130，73.26%)、PFAM
(13  930， 22.61%)、 Swiss-Prot  (27  569， 44.75%)、
TrEMBL  (European  molecular  biology  laboratory
nucleotide sequence database, 33 946，55.11%)、GO
(30 888，50.14%)和 KEGG (2 542，4.13%)数据库

中得到注释，其中有 562条 Unigenes在所有的蛋

表 1    各样本转录组测序数据信息

Tab. 1    Information of transcriptomic reads of each sample

样本

samples
高盐组 (HS)

high salinity group
低盐组 (LS)

low salinity group
对照组 (C)
control group

原始读长　raw reads 49 158 278 38 158 758 40 732 610

原始碱基/bp　raw bases 7 373 741 700 5 723 813 700 6 109 891 500

有效读长　clean reads 46 379 598 36 130 844 38 715 820

有效碱基/bp　clean base 5 272 138 031 4 874 249 496 5 530 276 773

有效碱基比率/%　clean bases ratio 94.35 94.69 95.05

平均读长/bp　average read length 113.67 134.91 142.84

Q30碱基比率/%　Q30 bases ratio 93.80 93.62 93.79

GC碱基比率/%　GC bases ratio 50.57 50.99 50.20
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白质数据库中均得到注释。不同盐度条件下，

两两组间差异表达基因韦恩图显示 3组样本共

有 223个 DEGs，其中胁迫组与对照组 (HS vs. C
和 LS vs. C)之间的差异相较于两个胁迫组之间

(HS vs. LS)要更大。

TPM(transcripts per million)代表每百万 reads
中来自于某转录本的 reads数，可用于衡量基因

的相对表达量，能够对基因长度和测序深度进

行标准化处理，更适合比较同一基因在不同样

本间表达丰度的差异[37]。以基因表达量 log2(TPM)
为纵坐标，不同组别为横坐标，每个区域的盒

形图对应数据中的 5个统计量 (至上而下分别为

最大值、上四分位数 75%、中值 50%、下四分位

数 25%和最小值)绘制箱线图，以直观反映数据

的对称性和分布的分散程度 (图 1)。从图中可知，

LS组差异基因表达水平相较于对照组明显偏

低。表达差异分析统计结果表明，不同组间共有

4 608个 (HS vs. C 2 230个、LS vs. C 1 377个、HS
vs. LS 1 001个)差异基因上调，4 455个 (HS vs. C

1 959个、LS vs. C 2 447个、HS vs. LS 49个)差异

基因下调。 

2.2    盐度胁迫下差异表达基因的 GO和 KEGG
富集

GO数据库是一个国际化的基因功能标准分

类体系，通过 GO功能显著性富集分析能确定差

异表达基因行使的主要生物学功能。对得到的

差异表达基因进行 GO富集分析，61 601条 Uni-
genes共有 30 888条得到了 GO功能注释，占所

有 Unigenes总量的 50.14%，这些基因分别富集

到生物过程、细胞组分和分子功能 3个类别体系

中。其中，细胞组分类别中的细胞、细胞组件

和细胞器、生物过程中的细胞过程以及分子功

能中的绑定和催化活性功能相关的 Unigene数目

最多，而在成形素活性 (morphogen activity)方面

存在的差异表达基因数量最少，仅 2个。从差异

表达基因的 GO富集分布散布图来看，HS vs C
和 LS vs C两组均在细胞质方面富集量最高；HS
vs LS组则在补体激活中显示出最大的 Rich Factor
值，表明该 GO条目富集程度最大；而 3组都在

胞外囊泡、胞外区部分、细胞外泌体等方面有

富集 (图 2)。
以 KEGG代谢途径数据库为依据，对差异

表达基因 KEGG的富集结果进行分类，并用超

几何分布检验的方法计算每个 Pathway条目中差

异基因富集的显著性，以寻找不同样品的差异

基因可能与哪些细胞通路的改变有关。富集结

果显示，日本黄姑鱼肌肉组织 Unigenes代谢途

径可分成细胞进程、环境信息处理、遗传信息

处理和新陈代谢 4大类，33个亚类。其中，两

个胁迫组与对照组之间，与信号传导相关的通

路均最多；而高盐组和低盐组之间除上述通路

最多以外，转运与分解代谢通路也较多。此外，

从 KEGG富集散点图来看，MAPK、Rap1、NF和

hedgehog等信号通路均得到富集，这些信号通路

表 2    3组实验组装结果统计

Tab. 2    Statistics for the assembly of three experimental groups

类别

category
数目

number
≥500 bp ≥1 000 bp N50 N90

全长/bp
total length

平均长度/bp
average length

转录本　transcript 91 667 47 392 30 393 2 085 390 98 642 848 1 076.1

基因　unigene 61 601 25 457 14 380 1 621 297 51 200 974 831.17

注：“N50 / N90”为按照长度将拼接转录本从大到小排序，累加转录本的长度，到不小于总长50% / 90%的拼接转录本的长度

Notes: N50 or N90 is computed by sorting all contigs from largest to smallest and by determining the minimum set of contigs whose sizes total 50% or
90% of the entire genome
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图 1    不同处理组差异基因表达水平的比较

Fig. 1    Comparison of DEGs expression levels in
different treatment groups
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图 2    差异表达基因的 GO富集分布散点图

(a)高盐组 vs. 对照组，(b)低盐组 vs. 对照组，(c)高盐组 vs. 低盐组。1. GO: 1905369-内肽酶复合物，2. GO: 1905368-肽酶复合物，3. GO:
1903561-胞外囊泡，4. GO: 1901575-有机物分解代谢过程，5. GO: 1901564-有机氮化合物代谢过程，6. GO: 0072376-蛋白质激活级联，

7. GO: 0070062-胞外体，8. GO: 0061135-内肽酶调节活性，9. GO: 0061134-肽酶调节活性，10. GO: 0044444-细胞质部分，11. GO: 0044429-
线粒体部分，12. GO: 0044421-胞外区部分，13. GO: 0044248-细胞分解代谢过程，14. GO: 0043292-收缩纤维，15. GO: 0043230-细胞外细

胞器，16. GO: 0030414-肽酶抑制剂活性，17. GO: 0030016-肌原纤维，18. GO: 0022624-蛋白酶体复合物，19. GO: 0009056-分解代谢过程，

20. GO: 0006959-体液免疫反应，21. GO: 0006957-补体激活、替代途径，22. GO: 0006956-补体激活，23. GO: 0006508-蛋白质水解，24. GO:
0005838-蛋白酶体调节粒子，25. GO: 0005739-线粒体，26. GO: 0005737-细胞质，27. GO: 0005615-细胞外间隙，28. GO: 0005576-胞外区，

29. GO: 0004866-内肽酶抑制剂活性，30. GO: 0000502-蛋白酶体复合物，31. GO: 1990904-核糖核蛋白复合物，32. GO: 004449-收缩纤维

部分，33. GO: 0044424-细胞外部分，34. GO: 0043227-膜结合细胞器，35. GO: 0032991-蛋白质复合物，36. GO: 0031975-被膜，37. GO:
0031967-细胞器膜，38. GO: 0031966-线粒体膜，39. GO: 0030017-肌原纤维节，40. GO: 0019866-细胞器内膜，41. GO: 0005743-线粒体内

膜， 42. GO: 0005740-线粒体包膜， 43. GO: 2000257-蛋白质激活级联调节， 44. GO: 0072562-血液微粒， 45. GO: 0030247-多糖结合，

46. GO: 0019724-B细胞介导免疫，47: GO: 0017171-丝氨酸水解酶活性，48. GO: 0016064-免疫球蛋白介导的免疫反应，49. GO: 0008236-
丝氨酸型肽酶活性，50. GO: 0006958-补体激活、经典途径，51. GO: 0006955-免疫应答，52. GO: 0006952-防御应答，53. GO: 0004857-酶
抑制剂活性，54. GO: 0004252-丝氨酸型内肽酶活性，55. GO: 0003823-抗原结合，56. GO: 0002526-急性炎症反应，57. GO: 0002455-循环

免疫球蛋白介导的体液免疫反应，58. GO: 0002449-淋巴细胞介导免疫，59. GO: 0002252-免疫效应过程，60. GO: 0001871-结合模式，61. GO:
0001848-补体结合

Fig. 2    GO enrichment scatters of the DEGs
(a) HS vs. C, (b) LS vs. C, (c) HS vs. LS, 1. GO: 1905369-endopeptidase complex, 2. GO: 1905368-peptidase complex, 3. GO: 1903561-extracellular
vesicle,  4.  GO:  1901575-organic  substance  catabolic  process,  5.  GO:  1901564-organonitrogen  compound  metabolic  process,  6.  GO:  0072376-protein
activation cascade, 7. GO: 0070062-extracellular exosome, 8. GO: 0061135-endopeptidase regulator activity, 9. GO: 0061134-peptidase regulator activity,
10. GO: 0044444-cytoplasmic part, 11. GO: 0044429-mitochondrial part, 12. GO: 0044421-extracellular region part, 13. GO: 0044248-cellular catabolic
process, 14. GO: 0043292-contractile fiber,  15. GO: 0043230-extracellular organelle,  16. GO: 0030414-peptidase inhibitor activity, 17. GO: 0030016-
myofibril, 18. GO: 0022624-proteasome accessory complex, 19. GO: 0009056-catabolic process, 20. GO: 0006959-humoral immune response, 21. GO:
0006957-complement activation, alternative pathway, 22. GO: 0006956-complement activation, 23. GO: 0006508-proteolysis, 24. GO: 0005838-protea-
some regulatory particle, 25. GO: 0005739-mitochondrion, 26. GO: 0005737-cytoplasm, 27. GO: 0005615-extracellular space, 28. GO: 0005576-extra-
cellular region, 29. GO: 0004866-endopeptidase inhibitor activity, 30. GO: 0000502-proteasome complex, 31. GO: 1990904-ribonucleoprotein complex,
32.  GO: 004449-contractile  fiber  part,  33.  GO: 0044424-intracellular  part,  34.  GO: 0043227-membrane-bounded organelle,  35.  GO: 0032991-protein-
containing complex, 36. GO: 0031975-envelope, 37. GO: 0031967-organelle envelope, 38. GO: 0031966-mitochondrial membrane, 39. GO: 0030017-
sarcomere,  40.  GO:  0019866-organelle  inner  membrane,  41.  GO:  0005743-mitochondrial  inner  membrane,  42.  GO:  0005740-mitochondrial  envelope,
43. GO: 2000257-regulation of protein activation cascade, 44. GO: 0072562-blood microparticle, 45. GO: 0030247-polysaccharide binding, 46. GO: 0019724-
B cell mediated immunity, 47: GO: 0017171-serine hydrolase activity, 48. GO: 0016064-immunoglobulin mediated immune response, 49. GO: 0008236-
serine-type  peptidase  activity,  50.  GO:  0006958-complement  activation,  classical  pathway,  51.  GO:  0006955-immune  response,  52.  GO:  0006952-
defense response, 53. GO: 0004857-enzyme inhibitor activity, 54. GO: 0004252-serine-type endopeptidase activity, 55. GO: 0003823-antigen binding,
56. GO: 0002526-acute inflammatory response, 57. GO: 0002455-humoral immune response mediated by circulating immunoglobulin, 58. GO: 0002449-
lymphocyte mediated immunity, 59. GO: 0002252-immune effector process, 60. GO: 0001871-binding pattern, 61. GO: 0001848-complement binding
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参与了许多生物学过程，与渗透压调节也有一

定的相关性。 

2.3    离子通道和离子转运体相关基因

通过对离子通道相关的显著差异表达基因

进行筛选，发现高盐组共有 21个基因表达量发

生了显著改变，其中 10个基因上调、11个基因

下调。低盐组有 41个基因表达量发生了显著变

化，表现为 14个基因上调、27个基因下调。取

两个胁迫组显著差异表达基因的交集进行分析，

共检测到 15个与离子通道相关的基因 (表 3)，仅

1个基因 (TRINITY_DN12918_c0_g1)在两组中表

达趋势相反。14个均呈现出相同表达趋势的基

因中，有 4个基因上调、10个基因下调。对这

一个表达趋势相反的基因进行了 2个生物学重复

的定量 PCR验证，发现高盐组与低盐组表达趋

势是一致的。该基因在NT数据库中注释为 FXYD12
(FXYD domain-containing ion transport regulator 12)
基因。此外，在高盐组中发现 6个离子转运体基

因显著差异表达，其中 4个基因上调，2个基因

下调；在低盐组发现 10个离子转运体基因显著

差异表达，其中 4个基因上调，6个基因下调。 

2.4    实时荧光定量 PCR

从两组实验分析结果中随机挑选 6条差异

表达显著的基因，使用荧光定量 PCR相对定量

法检测胁迫组与对照组基因的表达情况，并与

转录组分析结果进行比较，得到的基因表达量

的结果与转录组测序所得结果趋势一致，证实

了转录组分析结果的可靠性 (图 3)。 

表 3    显著差异表达的离子通道相关基因

Tab. 3    Significantly differentially expressed related genes on ion channels

基因编号

gene ID

高盐组 (HS)
high salinity group

低盐组 (LS)
low salinity group 注释

annotation上调/下调

up/down
对数化倍数

log2(fold change)
上调/下调

up/down
对数化倍数

log2(fold change)

TRINITY_DN16810_c0_g2 上调 1.145 上调 1.122 离子通道调节蛋白

ion channel regulatory protein

TRINITY_DN17809_c2_g1 下调 −1.195 下调 −1.384 三磷酸腺苷门控阳离子通道

ATP-gated cation channel

TRINITY_DN18319_c5_g1 下调 −1.247 下调 −1.336 多囊蛋白阳离子通道

polycystin cation channel

TRINITY_DN19120_c2_g6 下调 −1.018 下调 −1.097 电压依赖性阴离子通道1
voltage-dependent anion channel 1

TRINITY_DN17668_c2_g1 下调 −1.249 下调 −1.222 瞬时受体电位阳离子通道

transient receptor potential cation channel

TRINITY_DN18606_c2_g1 下调 −1.980 下调 −1.771 电压依赖性阴离子通道2
voltage-dependent anion channel 2

TRINITY_DN19042_c4_g6 上调 1.178 上调 1.123 钾离子通道

K+ channel

TRINITY_DN17894_c2_g2 上调 5.037 上调 4.380 电压门控性钙通道活性

voltage-gated calcium channel activity

TRINITY_DN18240_c4_g1 上调 1.945 上调 1.352 离子通道结合

ion channel binding

TRINITY_DN12942_c0_g1 下调 −1.618 下调 −1.692 离子通道活性

ion channel activity

TRINITY_DN12918_c0_g1 下调 −1.696 上调 3.230 离子通道活性

ion channel activity

TRINITY_DN14528_c0_g1 下调 −1.803 下调 −3.156 离子通道活性

ion channel activity

TRINITY_DN18945_c3_g4 下调 −2.115 下调 −2.417 电压门控离子通道活性

voltage-gated ion channel activity

TRINITY_DN18609_c2_g1 下调 −2.323 下调 −2.322 钙离子通道活性

Ca2+ channel activity

TRINITY_DN18656_c11_g2 下调 −3.001 下调 −3.033 氯离子通道活性

Cl− channel activity
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3    讨论

本研究首次利用高通量测序技术，比较了

两种盐度胁迫模式下日本黄姑鱼肌肉转录组和

差异基因的表达情况。通过比较发现，在低盐

条件下，日本黄姑鱼转录组差异基因表达水平

相较于高盐组偏低，与离子通道相关的上、下

调基因数量也均多于高盐组。推测低盐环境条

件对日本黄姑鱼影响更大。广盐性鱼类在不同

盐度下维持渗透压所消耗的能量不同[38]，从而造

成生长和食物转化效率的改变。例如大西洋鳕

(Gadus morhua)[39] 和斜带石斑鱼 (Epinephelus coio-
ides)[40] 在低盐度条件下的成活率、生长率和食物

转化率均高于天然海水。因此，选育能够适应

低盐环境，积累更多能量用于生长的品种，是

海水鱼类遗传育种的一个重要方向。

GO功能富集中，HS vs. C和 LS vs. C组在

蛋白酶体相关功能上 Rich Factor值最大，蛋白酶

体的主要作用是降解细胞不需要的或受到损伤

的蛋白质，这一作用是通过打断肽键的化学反

应来实现的[41]。盐度急性改变对于鱼类来说是一

种环境胁迫，细胞内液盐度的改变可能会使某

些蛋白质变性，机体通过蛋白酶体做出应激反

应 (图 2中 24. GO)。GO功能分类中，分子功能

大类中的绑定和催化活性方面有较多富集，对

日本蟳 (Charybdis japonica)[42]、黄盖鲽 (Pseudopleu-
ronectes yokohamae)[43] 和暗纹东方鲀(Takifugu obs-
curus)[44] 等海洋生物盐度调控机制的研究也发现，

不同盐度胁迫下差异基因功能主要富集在催化

活性条目下。此外，GO功能富集结果显示，HS
vs C和 LS vs C组在细胞质方面显著富集的基因

数量最多，并且 3组实验中的细胞外组分 (胞外

囊泡、细胞外泌体和胞外区部分)均有显著富集

(图 2中的 3. GO、7. GO和 12. GO)。前者与细胞

液相关，后者与细胞外液相关，推测盐度可能

改变了这些液体的渗透压，进而影响了细胞的

内外环境，使得生物有机体对此做出应答。

HS vs. LS组在急性炎症反应条目呈现显著

富集 (图 2中的 56. GO)，急性炎症反应主要以细

胞免疫为主，表明盐度变化改变了鱼类的先天

免疫。此外，体液免疫即获得性免疫也得到显

著富集 (图 2中的 20. GO)，有研究将虹鳟 (Onco-
rhynchus mykiss)由淡水移植到海水环境中后，发

现特异性抗体数量减少[45]。自然免疫反应过程中，

当补体系统的某些激活物被活化后，会生成具

有溶菌和调理作用的酶，将先天免疫和获得性

免疫有机结合起来[46]。本研究中，HS vs. LS组在

与免疫相关的补体激活方面 Rich Factor值最高

(图 2中的 21. GO)，补体激活的 3条途径均需要

钙离子和镁离子的参与，盐度改变可能会影响

这些离子的浓度，进而影响免疫系统。例如，盐

度急剧变化会导致褐牙鲆 (Paralichthys olivaceus)
血清中凝血活性、溶菌酶以及补体因子 C3等非

特异性免疫因子的改变[47]。此外，还有研究表明，

盐度驯化改变了宽吻海龙 (Syngnathus typhle)免疫

细胞的增殖活性，低盐度驯养条件下宽吻海龙

免疫细胞增殖和免疫基因表达较正常环境条件

下偏低[48]。表明盐度变化影响免疫功能是多方面

的，机体的众多生化反应需要无机离子的参与，

而盐度变化通过影响无机离子的动态平衡进而
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图 3    实时荧光定量 PCR与转录组检测基因

差异倍数的比较分析

(a)高 盐 组 ， (b)低 盐 组 。 1.  TRINITY_DN13955_c0_g1基 因 ，

2. TRINITY_DN17393_c2_g3基因， 3. TRINITY_DN16894_c3_g4基
因 ， 4.  TRINITY_DN17965_c0_g4基 因 ， 5.  TRINITY_DN23523_
c0_g1基因，6. TRINITY_DN15840_c0_g1基因

Fig. 3    Comparative analysis of DEGs by
qRT-PCR and transcriptome

(a)  high  salinity  group,  (b)  low  salinity  group,  1.  TRINITY_
DN13955_c0_g1 gene, 2. TRINITY_DN17393_c2_g3 gene, 3. TRINITY_
DN16894_c3_g4 gene, 4. TRINITY_DN17965_c0_g4 gene, 5. TRINITY_
DN23523_c0_g1 gene, 6. TRINITY_DN15840_c0_g1 gene
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影响免疫功能。

对差异表达基因的 KEGG通路分析结果表

明，HS vs. C和 LS vs. C均表现为信号传导相关

通路最多，HS vs. LS除此以外还在运输和分解

代谢信号通路方面也有较多富集，鱼类调节机

体渗透压以适应不同盐度环境，依赖于溶质和

水分子的被动和主动运输。无机离子可以改变

某些酶的催化活性，进而触发一系列代谢反应[49]。

丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 (mitogen-activated  protein
kinase，MAPK)是一种存在于真核生物细胞中的

丝氨酸 /苏氨酸 (Ser/Thr)蛋白激酶，最早由 Ray
等 [50] 从 3T3-L1脂肪母细胞提取物中分离纯化而

来，在细胞内起着协调代谢与能量平衡的重要

作用，其活性主要受 AMP和 ATP的比例调控[51]。

HS vs. C和 LS vs. C两组均在 MAPK信号通路中

有富集。盐度变化通过改变代谢反应而影响能

量的产生，也即 AMP和 ATP的比例，从而影响

了MAPK信号通路的活性。

通过对离子通道相关基因进行筛选，高渗

组特有的离子通道基因数量低于低渗组，本研

究发现高渗组和低渗组共有的离子通道相关基

因的表达变化趋势一致，仅有 1个基因出现相反

趋势。高渗和低渗对机体的胁迫性具有相似性，

只是浓度梯度的方向不同，而机体离子通道相

关基因对其做出的应激调整策略是相似的。本

研究中发现钙离子通道也参与了渗透压调节，

表明渗透压调节是通过多种阳离子、阴离子通

道互相作用实现的，包括钠离子、氯离子、钾

离子和钙离子通道。除离子通道相关基因外，

还发现了一定数量的离子转运体基因，表明渗

透压调节包括顺浓度梯度的被动转运，也包括

消耗 ATP的主动转运。FXYD12基因通过调节

NKA(钠 -钾 ATP酶 )活性来维持内环境平衡 [52]。

本研究中 FXYD12基因转录组数据与定量 PCR数

据存在不一致现象，其与盐度作用的关系有待

于进一步研究。

本研究基于 Illumina Hiseq TM 2500测序平台，

采用 RNA-Seq技术探究了日本黄姑鱼在不同渗

透压环境下的适应和调节的过程。研究发现，

肌肉组织表达基因发生了较大改变，表明不仅

鳃和肾脏对盐度改变有响应，其他组织也不同

程度地参与了盐度适应的生理过程，例如心脏

组织搏动受钾离子通道影响，盐度改变会影响

钾离子通道从而影响心脏组织。箱线图显示低

盐组和对照组之间的差异基因表达水平具有明

显不同，GO富集分析在多个条目显著富集，适

应盐度胁迫环境下的日本黄姑鱼肌肉组织MAPK、

催化活性、信号传导通路都产生了变化，离子

通道相关基因发生显著变化。以上结果表明日

本黄姑鱼对盐度适应是一个涉及多器官、多基

因的复杂过程，低盐对离子通道相关基因影响

更大。本研究结果可为日本黄姑鱼盐度驯化和

遗传育种研究提供科学依据。
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Transcriptome analysis of Nibea japonica under acute salinity stress

MENG Wei ,     XU Kaida ,     LI Zhenhua ,     SHI Huilai ,     ZHOU Yongdong *

(Marine Fishery Research Institute of Zhejiang Province,
Key Laboratory of Sustainable Utilization of Technology Research for Fisheries Resources of Zhejiang Province,

Scientific Observing and Experimental Station of Fishery Resources for Key Fishing Grounds,
Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Zhoushan    316021, China)

Abstract: Salinity is an important environmental factor that affects the physiological activities of fish. In order to
investigate the changes of gene expression level in Nibea japonica, an economic marine fish treated by acute salin-
ity stress, the transcriptomes of muscle tissues under different salinity conditions were sequenced based on the Illu-
mina  HiSeqTM 2500  high-throughput  sequencing  platform and  the  data  were  analyzed  by  bioinformatics  tools  in
this  study.  A total  of  46  379 598 (5.27  Gb),  36  130 844 (4.87  Gb)  and  38  715 820 (5.53  Gb)  clean  reads  were
obtained  in  the  high  salinity  group  (HS),  the  low  salinity  group  (LS)  and  the  control  group  (C),  respectively.
91 667 transcripts were assembled and 61 601 unigenes were spliced after removing redundancy. Compared with
the control group, 2 230 and 1 377 differential expression genes (DEGs) were up-regulated, while 1 959 and 2 447
DEGs were down-regulated in the high salinity group and the low salinity group, respectively. Six DEGs were ran-
domly selected for quantitative real-time PCR (qRT-PCR), and the results were consistent with the RNA-seq. 21
and 41 ion channel genes were obtained from all significant DEGs in high salinity group and low salinity group,
respectively. Fourteen of 15 shared genes showed the same trend. By contrast, 6 and 10 ion transporter genes were
acquired from the significant DEGs of two groups. The results of GO functional enrichment showed that the DEGs
were significantly enriched in proteasome and complement activation, and KEGG pathway enrichment suggested
that the DEGs were enriched in binding, catalytic activity,  signal transduction and catabolism. The results   indic-
ated that the salinity adaptation of N. japonica is a complex process involving multiple tissues and genes. Besides
the  change  of  ion  channels  and  ion  transporters,  the  change  of  salinity  also  affects  the  protein  degradation  and
immune system. The findings will provide important references for further study on the regulation mechanism of
salinity adaptation and breeding of N. japonica.

Key words: Nibea japonica; acute salinity stress; muscle; RNA-seq; ion channel; ion transporter
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