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摘　要：为进一步开发近江牡蛎Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａａｒｉａｋｅｎｓｉｓ的基因资源，探究黄河口与长江口近江牡蛎的遗

传差异，采用Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＨｉＳｅｑ　４０００测序平台对东营垦利和南通海门的近江牡蛎进行高通量转录组测序。

对测序数据进行拼接后分别得到８３６８０条和７１２６９条ｕｎｉｇｅｎｅ，并对ｕｎｉｇｅｎｅ进行了基因功能注释和正

选择基因的富集分析。结果表明，同源基因经筛选得到正选择基因２５９个，ＧＯ（Ｇｅｎｅ　Ｏｎｔｏｌｏｇｙ）功能分

析中共涉及到９６７个相关功能类别，其中有关到生物学过程的分类条目占比最多，为５９０项。总体上

看，与细胞器、代谢过程、结合以及催化活性相关的类别占主导地位。ＫＥＧＧ（Ｋｙｏｔｏ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ

Ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　Ｇｅｎｏｍｅｓ）富集分析表明，共涉及４８个代谢通路，其中与核糖体、细胞凋亡相关的通路占比最

大。上述结果不仅加深了对黄河口以及长江口近江牡蛎基因表达水平差异的认识，同时也为今后进行

近江牡蛎各类遗传学分析和一些关键基因的克隆以及具体功能分析提供了基础数据。
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引　言

近江牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａａｒｉａｋｅｎｓｉｓ），是世界性广分布种类，一般栖息于江河入海口的低盐海区，并由
此而得名。广泛的分布性使近江牡蛎表现出了高度的遗传多样性，研究表明可能是由于地理隔离造成了
基因流的阻塞，各地理群体为适应不同环境而产生新的性状［１］。
河口生态系统处于河流与海洋的交汇处，是两种不同生态系统物质交换的重要场所，占全球沿海水域

的１５％［２］，是一类非常重要的生态系统。黄河口位于山东省东营垦利县境内，地处渤海湾与莱州湾的交汇
处，其水文因素较为单一，冲淡水受渤海水团影响较大［３］，故而水温与同纬度其他海域相比较低。长江口是
我国最大的入海河口，其外海域受台湾暖流影响较大，其在夏季可为长江口带来高温暖流，水温较高。基于
两地之间生态环境的差异，本实验将黄河口与长江口作为近江牡蛎研究区域具有一定的代表性。
随着分子生物学的发展，近江牡蛎与香港巨牡蛎之间混杂的分类关系以及近江牡蛎自身大跨度的维

度适应性越来越引起研究人员的关注。本实验通过转录组测序技术对黄河口和长江口两海域近江牡蛎
进行测序与分析，首次从转录组学角度探讨长江口与黄河口近江牡蛎以及渤海湾长牡蛎之间在基因表达
水平的差异，同时也为有关近江牡蛎基因组学研究提供了基础数据。

１　材料与方法

１．１　样品采集
本研究所用近江牡蛎分别于２０１６年取自山东东营垦利和江苏南通海门，均为健康成贝。每个取样

点取一个个体，解剖后立即采集外套膜、鳃、闭壳肌、唇瓣和性腺组织。所有样品储藏在－８０℃冰箱，以便
后续使用。

＊ 基金项目：中央高校基本科研业务费专项（２０１７６２０１４）；山东省科技发展计划项目（２０１６ＺＤＪＳ０６Ａ０６）；青岛市产业培育计划项目（１７－
３－３－６４－ｎｓｈ）资助
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１．２　样品鉴定
每个样品取少量闭壳肌，以苯酚氯方法提取ＤＮＡ。通过ＰＣＲ扩增后对ＣＯＩ基因进行测序，并与

ＮＣＢＩ基因库进行比对，确定两个个体均为近江牡蛎。

１．３　总ＲＮＡ的提取与处理

每种组织取５０－１００ｍｇ加入１ｍＬ　ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ａｍｂｉｏｎ公司，美国），置于匀浆机中匀浆。按照操作
说明分别提取垦利和海门近江牡蛎五种组织的总ＲＮＡ，使用ＤＮａｓｅ　Ｉ处理去除总ＲＮＡ样品中残留的

ＤＮＡ。ＮａｎｏＤｒｏｐ　２０００分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，美国）检测其质量和浓度均符合要求，琼脂
糖凝胶电泳检测其完整性符合要求。

１．４　转录组文库制备
同一个体不同组织ＲＮＡ提取检测合格后等量混合，用带有Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的磁珠富集 ｍＲＮＡ。随后加

入ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ将ｍＲＮＡ打断成短片段，以ｍＲＮＡ为模板，用六碱基随机引物合成单链ｃＤＮＡ，
然后加入缓冲液、ｄＮＴＰｓ和ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｉ和ＲＮａｓｅ　Ｈ合成双链ｃＤＮＡ，再用ＡＭＰｕｒｅ　２２
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图２　垦利近江牡蛎与海门近江牡蛎基因ＧＯ功能分类

Ｆｉｇ．２　Ｇｅｎｅ　ｏｎｔｏｌｏｇｙ　ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｕｔａｔｉｖｅ　ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｃ．ａｒｉａｋｅｎｓｉｓ　ｉｎ　Ｋｅｎｌｉ　ａｎｄ　Ｈａｉｍｅｎ

２．３　ＧＯ功能分类与ＫＥＧＧ富集分析

对正选择基因进行ＧＯ功能分析，大致可以将基因归类到三大类别：细胞组分、生物学过程和分子功能。

对垦利近江牡蛎与海门近江牡蛎正选择基因进行分析可以发现（表２）：细胞组分分类中共有１５３个分类条

目，代表类型为细胞成分、胞内受体和胞内组分等；富集到生物学过程的正选择基因最多，共５９０个分类条

目，占主导地位的类别有细胞代谢过程、有机物生物合成过程等；分子功能分类涉及到２２４个分类条目，其中

催化活性和结构分子活性占据优势地位。垦利近江牡蛎与海门近江牡蛎正选择基因ＫＥＧＧ富集分析结果

显示一共涉及到４８个代谢通路，其中核糖体通路最为富集，其次是过氧化物酶体通路（表３）。

表２　垦利近江牡蛎与海门近江牡蛎正选择基因ＧＯ注释中富集前１０组分

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｏｐ　ｔｅｎ　ＧＯ　ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｔｈｒｅｅ　ｔｅｒｍｓ　ｏｆ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　Ｃ．ａｒｉａｋｅｎｓｉｓ

ｉｎ　Ｋｅｎｌｉ　ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｔｏ　Ｃ．ａｒｉａｋｅｎｓｉｓ　ｉｎ　Ｈａｉｍｅｎ

ＧＯ类别
Ｇｅｎｅ　ｏｎｔｏｌｏｇｙ　ｔｅｒｍ

功能描述
ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

差异基因数目
ＤＥＧ　ｉｔｅｍｓ

ｐ值
ｐ－ｖａｌｕｅ

细胞组分
ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

细胞成分Ｃｅｌｌ　ｐａｒｔ　 ６１　 ３．７６Ｅ－０３
胞内受体Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　 ６０　 ９．６３Ｅ－０４
胞内组分Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐａｒｔ　 ５９　 ２．３９Ｅ－４
细胞器 Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ　 ４７　 ２．３６Ｅ－２
细胞质Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ　 ３２　 ２．２９Ｅ－０５
细胞质组分Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ　ｐａｒｔ　 ２６　 ５．４５Ｅ－０５
无膜细胞器Ｎｏｎ－ｍｅｍｂｒａｎｅ－ｂｏｕｎｄｅｄ　ｏｒｇａｎｅｌｌｅ　 ２２　 ５．５９Ｅ－０３
核糖核蛋白复合体Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｍｐｌｅｘ　 １８　 ２．５５Ｅ－０８
核糖体Ｒｉｂｏｓｏｍｅ　 １５　 １．１７Ｅ－０８
类囊体Ｔｈｙｌａｋｏｉｄ　 ４　 ５．３６Ｅ－１１

生物学过程
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ

代谢过程 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｐｒｏｃｅｓｓ　 ７１　 ５０５６Ｅ－０９
细胞代谢过程Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｐｒｏｃｅｓｓ　 ６１　 １．０１Ｅ－０３
有机物生物合成过程Ｏｒｇａｎｉｃ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｐｒｏｃｅｓｓ　 ４１　 １．１４Ｅ－０４
生物合成过程Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｐｒｏｃｅｓｓ　 ４１　 １．５５Ｅ－０４
细胞生物合成过程Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｐｒｏｃｅｓｓ　 ３９　 ４．６７Ｅ－０４
基因表达Ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　 ３８　 ２．８６Ｅ－０３
蛋白质代谢过程Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｐｒｏｃｅｓｓ　 ２５　 ７．１４Ｅ－０４
细胞组分起源Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ　 ２０　 ７．５３Ｅ－０４
细胞蛋白质代谢过程Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｐｒｏｃｅｓｓ　 ２０　 １．９Ｅ－０３
单个有机体代谢过程Ｓｉｎｇｌｅ－ｏｒｇａｎｉｓｍ　ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｐｒｏｃｅｓｓ　 １８　 ２．０４Ｅ－０５



４期 黄河口与长江口近江牡蛎的比较转录组分析 ９５　　　

分子功能
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ

催化活性Ｃａｔａｌｙｔｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ ３３　 ４．７２Ｅ－０２
结构分子活性Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ １８　 ８．６４Ｅ－０５
核糖体的结构组成Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ　ｏｆ　ｒｉｂｏｓｏｍｅ　 １４　 ３．２２Ｅ－０７
氧化还原酶Ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ ８　 ９．１６Ｅ－１０
酶活性抑制剂Ｅｎｚｙｍｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ａｃｔｉｖｉｔｙ ７　 ３．５３Ｅ－０２
双氧化活性Ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ ２　 ２．０５Ｅ－０６

顺式还原酮加双氧酶活性
Ａｃｉｒｅｄｕｃｔｏｎｅ　ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ［ｉｒｏｎ（ＩＩ）－ｒｅｑｕｉｒｉｎｇ］ａｃｔｉｖｉｔｙ

２　 １．３５Ｅ－０３

翻译因子活性Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　ａｃｔｉｖｉｔｙ ２　 ２．２３Ｅ－０２
辅因子结合Ｃｏｆａｃｔｏｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ ２　 １．９９Ｅ－０２

半胱氨酸型肽链内切酶抑制剂活性
Ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｔｙｐｅ　ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２　 ５．５７Ｅ－０３

表３　垦利近江牡蛎与海门近江牡蛎正选择基因ＫＥＧＧ通路富集分析

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ＫＥＧＧ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｐａｔｈｗａｙｓ　ｏｆ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　Ｃ．ａｒｉａｋｅｎｓｉｓ

ｉｎ　Ｋｅｎｌｉ　ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｔｏ　Ｃ．ａｒｉａｋｅｎｓｉｓ　ｉｎ　Ｈａｉｍｅｎ

通路ＩＤ

ｐａｔｈｗａｙ　ＩＤ

信号通路

ｐａｔｈｗａｙ

基因数目

ｇｅｎｅ　ｎｕｍｂｅｒ

ｐ值

ｐ－ｖａｌｕｅ

ｋｏ０３０１０ 核糖体Ｒｉｂｏｓｏｍｅ　 ９　 ３．１９Ｅ－１１

ｋｏ０４１４６ 过氧物酶体Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ　 ２　 ２．２７Ｅ－０２

ｋｏ００２７０ 半胱氨酸和蛋氨酸代谢Ｃｙｓｔｅｉｎｅ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ　ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ　 １　 １．０６Ｅ－０５

ｋｏ０４５２０ 阿尔茨海默病Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ＇ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ　 １　 ３．９６Ｅ－０３

Ｋｏ０３３２０ 过氧化物增生物激活受体信号通路ＰＰＡＲ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ　 １　 ４．９５Ｅ－０２

ｋｏ０４９１５ 雌激素受体信号传导通路Ｅｓｔｒｏｇｅｎ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ　 １　 ５．１１Ｅ－０２

３　讨论

作为比较基因组学的一个热门分支，高通量比较转录组技术在水产动物遗传与进化中得到广泛运
用［４－６］。相对于线粒体基因测序和核基因测序来说，转录组测序能更精准定位蛋白编码基因，在不借助参
考基因组的情况下对所研究物种进行测序分析以研究生物在不同条件下基因的表达情况，进而高效而精
确地定位表型相关基因。本研究通过对位于黄河口的垦利近江牡蛎和位于长江口的海门近江牡蛎的５
种组织分别进行转录组文库构建，并在没有参考基因组的情况下使用Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｈｉｓｅｑ　４０００进行测序，两
组原始数据经过质控之后分别得到４９２５８１０６和３９３４５５１０条ｃｌｅａｎ　ｒｅａｄｓ。经过组装和拼接后，最终获得

８３６８０和７１２６９条ｕｎｉｇｅｎｅｓ。将从头组装得到的ｕｎｉｇｅｎｅｓ与七大数据库进行比对，分别有３８．０１％
（８３６８０条）和３１．３８％（７１２６９条）的ｕｎｉｇｅｎｅｓ能够匹配到已知的七大数据库中，其余基因与所选数据库
中已知基因同源性较低，未被注释。推测其原因主要有两种，首先测序所得转录组数据中本身有一部分
是属于非编码序列，不能编码蛋白质；其次是注释情况受限于数据库本身收录的相近物种的基因注释数
据量，现有的牡蛎基因组注释完善程度不够充分，无法提供全面的注释信息。

ＧＯ功能分析是基因功能国际标准分类体系［７］，对ｄｉｖｅｒｇｅｎｔ（Ｋａ／Ｋｓ＞１）基因进行ＧＯ分析可以发

掘出正选择基因在机体中所参与的生物过程、分子功能以及相关细胞组分。本研究运用ＧＯｓｅｑ［８］对垦利

近江牡蛎和海门近江牡蛎的正选择基因进行ＧＯ功能分析表明，细胞组分类别中与细胞器相关的分类条
目（细胞器、无膜细胞器）、与胞内活动相关的分类条目（胞内受体、胞内组分）以及与细胞质相关的分类条
目（细胞质、细胞质组分）所占比例最大；生物学过程类别中与代谢过程以及生物合成相关的分类条目占
据主导地位；在分子功能类别中，与各类结构分子活性作用相关的分类条目富集最为显著。这些富集结
果可能与两地近江牡蛎的生存环境有关，相较于海门近江牡蛎，垦利地区近江牡蛎显然更能适应低温环
境［９］。研究表明，在一定的温度范围内，贝类代谢速率与外界温度变化成正相关［１０］。在两地差异温度条
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件下机体为了维持生命活动而调节代谢速率，该过程主要在细胞质内进行，同时需要调节膜内外各项活
动以及胞内各种细胞器的共同作用才能完成。低温或高温刺激会使生物机体内各项合成、代谢过程发生
紊乱，垦利近江牡蛎和海门近江牡蛎为响应不同温度条件，与能量代谢相关的通路差异化发展，同时有机
体生物合成过程又需要各类催化因子的辅助作用，低温下酶活性抑制剂可以帮助降低特定酶活性以降低
能量消耗，对抗外界环境因子作用。

ＫＥＧＧ是有关Ｐａｔｈｗａｙ的主要公共数据库［１１］，可以用于获取差异表达基因所涉及的信号通路，通过
对关键信号通路的分析进一步掌握其生物学功能。本研究通过ＫＯＢＡＳ软件［１２］对垦利近江牡蛎和海门

近江牡蛎的正选择基因进行ＫＥＧＧ富集分析可以发现，富集最显著的是核糖体通路，核糖体是蛋白合成
场所［１３］，ＲＮＡ转运是核糖体与蛋白之间的桥梁，而蛋白则是机体各项生命活动的主要承担者，由此可
知，核糖体合成蛋白在两地近江牡蛎适应不同环境时发挥了重要作用。除了核糖体以外，还有一些基因
富集到了与氨基酸和糖类有关的代谢通路上（半胱氨酸和蛋氨酸代谢），这类代谢通路受环境影响作用较
大［１４］。推测两地近江牡蛎在不同环境下，氨基酸与糖类的合成和代谢产生了不一样的变化。此外还有
两项与过氧化物相关的通路（过氧化物酶体和过氧化物增生物激活受体信号通路），过氧化物酶体与脂质
分解、生物合成相关，参与大部分代谢过程；过氧化物增生物激活受体信号通路与特定基因的转录相关，
推测可能参与到近江牡蛎在不同环境下的基因表达。富集通路中还有一项是阿尔茨海默病，看似与近江
牡蛎的生理活动没有直接联系，其实该通路所导致的生理现象和细胞凋亡有关。细胞凋亡对于机体稳态
的维持有重要作用［１５］，内在或外在因素都会触发该程序，受到外界刺激作用时细胞会自发启动凋亡程
序［１６］，由此清除衰老或突变细胞，我们推测这可能与两地近江牡蛎在适应各自环境过程中的自我保护机
制有关。
综上所述，对黄河口和长江口近江牡蛎的比较转录组分析可以发现，正选择基因主要集中于与细胞

器相关、与代谢相关的功能上，以及与核糖体、细胞凋亡等相关的通路上。相关功能与通路可能与两地近
江牡蛎在不同环境条件下应激表达有关。本研究从分子水平解释了黄河口与长江口近江牡蛎特定适应
性的遗传机制，补充和完善了近江牡蛎基因数据库资源，为今后开展与近江牡蛎相关遗传学以及组学方
面的研究提供了基础资料。
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