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　 　 摘要:　 为探究急性低氧胁迫下蜕壳后期中华绒螯蟹表皮基因表达响应特征ꎬ本研究通过使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 第二代

测序技术ꎬ检测了对照与急性低氧胁迫处理[(１.０±０􀆰 １ ｍｇ / Ｌ处理 １ ｈ)]处于蜕壳后期的中华绒螯蟹表皮基因表达

谱差异ꎮ 结果表明ꎬ急性低氧胁迫处理中华绒螯蟹蜕壳后期表皮基因与对照相比有 ６９１ 个差异表达ꎬ主要富集在

角质层结构成分、几丁质结合等生理活动和氮代谢、甘油酯代谢、糖酵解途径等代谢通路ꎬ从中筛选出 ９ 个显著差

异表达基因ꎬ并进行了实时荧光定量 ＰＣＲ 验证ꎮ 本研究结果初步阐明了处于蜕壳后期的中华绒螯蟹表皮应对急性

低氧胁迫的分子机制ꎬ为后续深入开展低氧胁迫对中华绒螯蟹蜕壳生长的影响奠定了基础ꎮ
关键词:　 中华绒螯蟹ꎻ 急性低氧胁迫ꎻ 蜕壳后期ꎻ 表皮基因ꎻ 转录组分析

中图分类号:　 ＴＰ３９１ꎻＳ５６５.１　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２５)０４￣０７２４￣０９

Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｕｔｉｃｌｅ ｕｎｄｅｒ ａｃｕｔｅ
ｈｙｐｏｘｉａ ｓｔｒｅｓｓ

ＺＨＡＮＧ Ｔｉｎｇ１ꎬ２ꎬ　 ＣＨＵ Ｊｕｎｄｏｎｇ１ꎬ２ꎬ　 ＷＡＮＧ Ｄａｎ１ꎬ２ꎬ　 ＺＨＯＵ Ｊｕｎ２ꎬ　 ＤＥＮＧ Ｙａｎｆｅｉ２ꎬ　 ＺＨＡＮＧ Ｈｕｉｍｉｎ２ꎬ　
ＸＵ Ｊｉａｎｈｅ１ꎬ　 ＬＩ Ｘｕｇｕａｎｇ２

(１.Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍａｒｉｎｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｏｃｅａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｌｉａｎｙｕｎｇａｎｇ ２２２００５ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ / Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ｃｒｕｓｔａｃｅａｎꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１７ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｔｉｃｌｅ ｏｆ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｓｔ￣ｍｏｌｔ ｓｔａｇｅ ｕｎ￣
ｄｅｒ ａｃｕｔｅ ｈｙｐｏｘｉａ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｕｔｉｌｉｚｅｄ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ｓｅｃｏｎｄ￣ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｕｔｅ ｈｙｐｏｘｉａ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｎａｍｅｌｙ (１.０±０.１) ｍｇ / Ｌ ｆｏｒ １ ｈ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ６９１ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｕｔｅ ｈｙｐｏｘｉａ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.
Ｔｈｅｓｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｃｕｔｉｃｌｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓꎬ

ｃｈｉｔｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇꎬ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ａｎｄ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｎｉｎｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｃｕｔｉｃｌｅ ｉｎ Ｅ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ ａｔ ｔｈｅ
ｐｏｓｔ￣ｍｏｌｔ ｓｔａｇｅ ｔｏ ａｃｕｔｅ ｈｙｐｏｘｉａ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｌａｙｉｎｇ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａ￣
ｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｓｔｒｅｓｓ
ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｌｔｉｎｇ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｅ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ.

４２７



Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓꎻ ａｃｕｔｅ ｈｙｐｏｘｉａ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｐｏｓｔ￣ｍｏｌｔ ｓｔａｇｅꎻ ｃｕｔｉｃｌｅ ｇｅｎｅｓꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 中华绒螯蟹(Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)又称河蟹ꎬ隶属

于节肢动物门、甲壳纲、十足目ꎬ广泛分布于中国东

南部沿海的咸淡水与淡水水域ꎬ是中国重要的经济

养殖蟹类[１]ꎮ ２０２３ 年全国中华绒螯蟹养殖面积约

５.３３×１０５ ｈｍ２ꎬ产量达８.８８６×１０５ ｔ[２]ꎮ 蜕壳贯穿中

华绒螯蟹生活史ꎬ与其生长、发育密切相关[３]ꎮ 蜕

壳周期包括蜕壳前期、蜕壳期、蜕壳后期(包括Ⅰ、
Ⅱ两个阶段)和蜕壳间期ꎬ其中蜕壳后期第Ⅰ阶段

中华绒螯蟹的新表皮柔软ꎬ吸水后能够迅速延展扩

张ꎬ从而实现跨越式增长ꎬ但与此同时ꎬ此期中华绒

螯蟹易受到低氧等不良环境的胁迫ꎬ导致其蜕壳生

长率下降ꎬ蜕壳死亡率升高ꎬ因此蜕壳后期第Ⅰ阶段

是决定中华绒螯蟹“生死存亡”的关键时期ꎮ
溶解氧是甲壳类动物蜕壳生长的关键限制因

子[４] ꎮ 低氧胁迫会激活非特异性免疫ꎬ引起氧化

应激损伤ꎬ改变能量代谢分配ꎬ抑制蜕壳生长ꎬ甚
至导致死亡ꎮ 低氧胁迫可导致凡纳滨对虾(Ｐｅｎａｅ￣
ｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ) [５] 、斑节对虾(Ｐｅｎａｅｕｓ ｍｏｎｏｄｏｎ)、小
长臂虾(Ｐａｌａｅｍｏｎｅｔｅｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ) [６] 生长速率显著降

低ꎬ蜕壳次数减少ꎬ造成太平洋蓝蟹 ( Ｃａｌｌｉｎｅｃｔｅｓ
ｓａｐｉｄｕｓ) [７] 、佛罗里达石蟹(Ｍｅｎｉｐｐｅ ｍｅｒｃｅｎａｒｉａ) [８]

和中华绒螯蟹等甲壳类动物死亡率升高ꎮ 近年

来ꎬ随着高通量测序技术的迅速发展ꎬ多组学分析

已被广泛应用于甲壳类动物应对低氧胁迫的分子

生物学机制研究ꎮ 曹梅等[９] 报道了低氧胁迫诱导

脊尾白虾产生低氧诱导因子调控下游基因表达ꎬ
促进厌氧代谢ꎬ缓解虾体对缺氧的不适ꎬ而低氧诱

导因子可通过抑制线粒体生物合成和活化线粒体

自噬系统来降低线粒体耗氧ꎻＪｉａｎｇ 等[１０] 发现低氧

胁迫损害中华绒螯蟹肠组织结构ꎬ减少了肠道上

皮杯状细胞的数量ꎬ降低了肠道微生物区系的多

样性和相对丰度ꎮ 此外ꎬ低氧胁迫诱导中华绒螯

蟹胸神经节神经组织中游离谷氨酸和 γ￣氨基丁酸

(ＧＡＢＡ)含量升高[１１] ꎬ破坏血淋巴细胞的酚氧化

酶免疫系统ꎬ引起血淋巴细胞坏死ꎬ加速病原菌的

感染ꎬ导致中华绒螯蟹死亡速度加快[１２] ꎮ 然而ꎬ关
于急性低氧对中华绒螯蟹蜕壳胁迫ꎬ尤其是蜕壳

后期表皮组织的分子响应机制的研究还很少ꎮ
本试验基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 第二代测序技术ꎬ对处于

蜕壳后期的中华绒螯蟹低氧胁迫下的表皮组织转录

组进行测序ꎬ筛选低氧胁迫下中华绒螯蟹蜕壳后期

表皮组织的相关差异表达基因ꎬ鉴定抵抗低氧胁迫

的相关候选基因ꎬ讨论中华绒螯蟹蜕壳期间响应低

氧胁迫的机制ꎬ为后续深入开展低氧胁迫对中华绒

螯蟹蜕壳生长的影响奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验对象

中华绒螯蟹样本采集于江苏省淡水水产研究所

扬中基地ꎬ４５０ 只中华绒螯蟹规格均为(３０.５±２􀆰 ５)
ｇꎬ分别置于 １２ 个容量为 ２００ Ｌ 的水族箱中曝气暂

养 ７ ｄꎮ 水温维持在 ２６ ℃左右ꎬ水中溶解氧含量为

(６.８±０􀆰 １) ｍｇ / ＬꎬｐＨ 为７.５±０􀆰 ４ꎬ采用自然光源ꎮ 期

间用标准颗粒饲料定时投喂ꎬ每天进行换水吸污ꎮ
１.２　 低氧胁迫处理

根据中华绒螯蟹壳色与硬度形态学特征ꎬ结合

甲壳类动物分期方法[１３]ꎬ判别和收集处于蜕壳前期

的中华绒螯蟹ꎬ在此基础上通过换水诱导其蜕壳ꎬ选
取 １０ 只处于蜕壳后期第Ⅰ阶段的中华绒螯蟹ꎬ将试

验样品随机分成 ２ 组:低氧处理(ｎ＝ ５)覆盖保鲜膜、
通入氮气使中华绒螯蟹处于水体溶解氧含量为

(１.０±０􀆰 １) ｍｇ / Ｌ的低氧环境 １ ｈꎻ对照(ｎ＝ ５)通过

电动 增 氧 机 增 氧ꎬ 保 持 水 体 溶 解 氧 的 含 量 为

(６.８±０􀆰 １) ｍｇ / Ｌꎮ 处理期间使用 ＨＱ４０Ｄ 型便携多

参数水质分析仪(美国哈希公司产品)检测水体溶

解氧含量ꎬ配备电动增氧机ꎬ从而有效保证水体中溶

解氧含量ꎬ避免由于中华绒螯蟹本身的呼吸而造成

的水体溶解氧不足ꎮ 处理 １ ｈ 后随机收集每组 ３ 只

中华绒螯蟹头胸甲表皮组织用于项目测定ꎬ液氮速

冻－８０ ℃储存备用ꎮ
１.３　 总 ＲＮＡ 的提取

应用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取中华绒螯蟹表皮总 ＲＮＡꎬ凝
胶电泳后用安捷伦 ２１００ 生物分析仪(美国安捷伦科

技公司产品)测量总 ＲＮＡ 的纯度、质量浓度和完整

性ꎬ 以 总 量 ≥ １ μｇ、 质 量 浓 度≥ ３５ ｎｇ / μＬ、
ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０≥１􀆰 ８、ＯＤ２６０ / ＯＤ２３０≥１􀆰 ０ 为标准鉴定总

ＲＮＡ 质量ꎬ合格后用于建库ꎮ
１.４　 转录组数据预处理与拼接

从中华绒螯蟹总 ＲＮＡ 中分离并通过 Ｏｌｉｇｏ ｄＴ
富集获得 ｍＲＮＡꎬ用于分析转录组信息ꎮ 然后通过

５２７张　 婷等:急性低氧胁迫下中华绒螯蟹表皮基因表达谱分析



Ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 和磁珠得到 ３００ ｂｐ 左右的小片

段ꎮ 接着ꎬ使用逆转录酶及六碱基随机引物进行处

理ꎬ得到稳定双链结构后用 Ｅｎｄ Ｒｅｐａｉｒ Ｍｉｘ 补成平

末端ꎬ碱基 Ａ 被添加到 ３′末端成为接头ꎮ 最后 Ｉｌｌｕ￣
ｍｉｎａ 平台对中华绒螯蟹低氧组织 ｃＤＮＡ 文库完成

上机测序ꎬ使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ ( ｈｔｔｐ: / / ｔｒｉｎｉｔｙｒｎａｓｅｑ. ｓｏｕｒｃｅ￣
ｆｏｒｇｅ.ｎｅｔ)对所有样本清洁数据(Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ)进行从

头组装ꎬ并对组装结果进行优化评估ꎮ
１.５　 转录组注释

通过 ＢＬＡＳＴ 软件对转录本在 ＮＣＢＩ 中的 ＮＲ 数

据库、Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ 数据库、ＧＯ 数据库、ＥｇｇＮＯＧ 数据库

和 ＫＥＧＧ 数据库中进行全面注释ꎮ 测序获得的 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅｓ 的开放阅读框(ＯＲＦ)采用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 方法进行预

测ꎮ
１.６　 转录组中差异表达基因的筛选

为了筛选低氧胁迫下中华绒螯蟹蜕壳后期表皮

中差异表达的基因ꎬ将两组间发生差异表达的基因

应用 ＤＥＳｅｑ ２ 软件(阈值为: ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥１、Ｐａｄｊｕｓｔ<
０􀆰 ０５)进行筛选(ＦＣ:差异倍数ꎬＰａｄｊｕｓｔ:校正后的 Ｐ
值)ꎮ
１.７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

从表 １ 可知ꎬ对富集通路中 ９ 个显著差异表达

的基因(ＤＥＧ)进行定量分析以进一步验证测序的

准确性ꎬ其中包括前 ３ 通路中 ６ 个上调表达的基因:
钙相关表皮蛋白(ＣＡＰ４７、ＣＡＰ８、ＣＡＰ１９、ＣＡＰ２１)基
因和弹性蛋白多肽(ＲＬＰ１、ＲＬＰ２)基因ꎻ３ 个下调表

达的基因:碳酸酐酶 ( ＣＡ２、ＣＡ１３) 基因和淀粉酶

(ａｍｙＡ)基因ꎮ 以 β￣Ａｃｔｉｎ 为内参基因所筛选的引物

序列用于鉴定相关基因的相对表达量ꎬ每组进行 ３
个重复(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 转录组的测序和组装

使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台对对照、低氧胁迫处理中华

绒螯蟹蜕壳后期的表皮组织进行高通量测序ꎮ 筛选

获得 ９６􀆰 ７８ Ｇｂ Ｃｌｅａｎ ｄａｔａꎬ Ｑ３０ 碱 基 百 分 比 在

９１􀆰 ９２％以上ꎬＧ＋Ｃ 含量为５０􀆰 ７４％~ ５５􀆰 ８０％ꎮ 测序

组装后得到平均长度为１ ８２８ ｂｐ 的中华绒螯蟹相关

基因９５ ０１５个ꎮ 基于统计数据ꎬ对基因进行 ＥｇｇＮＯＧ
功能分类统计ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ 对这些经过拼接

的基因序列进行 ＧＯ、ＫＥＧＧ、ＥｇｇＮＯＧ、ＮＲ、Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ
以及 Ｐｆａｍ 注释ꎬ 对应得到 １５ ３８７ 个 ( ２５􀆰 ０６％)、

１１ ８８３个 ( １９􀆰 ３５％)、 １６ ８３３ 个 ( ２７􀆰 ４１％)、 １９ ９７３
( ３２􀆰 ５３％)、 １４ ９０３ 个 ( ２４􀆰 ２７％) 和 １６ ３６１ 个

(２６􀆰 ６４％)注释结果(图 ２Ａ)ꎮ 根据 ＮＲ 数据库的匹

配结果可知ꎬ有 ５８.３７％的基因表现出与凡纳滨对虾

基因类似ꎬ而中华绒螯蟹的基因表现出了 １􀆰 ８４％的

类似基因(图 ２Ｂ)ꎮ

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

引物　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　

ＣＡＰ４７￣Ｆ ＴＣＣＧＡＣＡＣＡＧＴＧＴＴＣＡＧＣＴＡＣＧＡ

ＣＡＰ４７￣Ｒ ＴＧＴＡＧＧＡＧＣＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧ

ＣＡＰ８￣Ｆ ＡＧＧＡＧＡＡＣＡＧＣＧＡＣＧＧＣＡＡＣＡ

ＣＡＰ８￣Ｒ ＧＴＣＡＧＣＣＴＣＧＴＡＧＴＴＣＡＣＧＧＴＣＴ

ＣＡＰ１９￣Ｆ ＴＣＴＣＡＡＧＧＴＣＧＴＣＣＴＧＣＴＧＴＣＣ

ＣＡＰ１９￣Ｒ ＣＴＣＣＴＧＧＧＣＡＣＣＧＡＡＧＴＣＧＴＴＡ

ＣＡＰ２１￣Ｆ ＡＣＧＣＣＧＴＧＡＡＧＧＡＣＧＡＣＴＡＴＴＣ

ＣＡＰ２１￣Ｒ ＡＧＴＡＧＧＴＧＣＣＣＴＧＧＧＴＧＴＴＧＴＡ

ＲＬＰ１￣Ｆ ＣＧＴＧＴＧＣＧＡＣＴＧＧＴＧＧＴＴＣＡＡ

ＲＬＰ１￣Ｒ ＣＣＧＴＴＧＣＣＧＴＴＣＣＴＡＣＣＧＴＴＡＣ

ＲＬＰ２￣Ｆ ＴＣＧＴＣＣＴＣＡＧＧＣＴＡＧＧＣＣＡＴＣＴ

ＲＬＰ２￣Ｒ ＴＣＣＧＴＣＣＧＴＣＧＣＴＧＴＴＣＴＣＴＡＣ

ＣＡ２￣Ｆ ＧＡＧＣＡＣＡＣＣＧＴＧＡＡＴＧＧＣＡＡＣＡ

ＣＡ２￣Ｒ ＴＣＣＴＣＣＧＡＡＧＡＣＡＧＴＴＣＣＡＧＣＡＴ

ＣＡ１３￣Ｆ ＡＣＧＧＣＡＣＣＴＡＣＴＧＧＡＣＡＴＡＣＧＧ

ＣＡ１３￣Ｒ ＧＧＣＧＧＴＡＧＴＴＣＴＣＣＡＣＧＡＧＴＴＣＴ

ａｍｙＡ￣Ｆ ＣＣＡＡＣＴＣＡＡＧＴＧＧＣＴＧＧＴＣＡＡＣＴ

ａｍｙＡ￣Ｒ ＴＧＴＣＣＴＣＧＣＴＧＧＴＴＡＴＣＧＴＧＧＴＴ

β￣Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＧＣＡＴＣＣＡＣＧＡＧＡＣＣＡＣＴＴＡＣＡ

β￣Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣ

　 　 在本试验中ꎬ按照 ＧＯ 分类ꎬ共有５７ ３３８个 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅｓ 归类到 ３ 个功能类别ꎬ共计 ４９ 个功能集合(图
３Ａ)ꎮ 其中ꎬ细胞成分类别有 １５ 个、生物过程类别

有 ２１ 个、分子功能类别有 １３ 个ꎮ 此外ꎬ共有１８ ９９４
个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 与 ＫＥＧＧ 注释相匹配ꎬ并且富集到新陈

代谢、组织系统、细胞过程、人类疾病、遗传信息处理

和环境信息处理这 ６ 大类生物学功能中ꎬ其中富集

基因最多的通路分别是碳水化合物代谢(５８０ 个)、
内分泌系统(８５６ 个)、运输和代谢(９３８ 个)、癌症概

述(１ ００８个)、翻译(１ ２１０个)以及信号转导(１ ４８０
个)(图 ３Ｂ)ꎮ
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Ａ:ＲＮＡ 加工和修饰ꎻＢ:染色体结构和动力ꎻＣ:能量产生与转换ꎻＤ:细胞周期控制、细胞分裂和染色体分裂ꎻＥ:氨基酸转运和代谢ꎻＦ:核酸转

运和代谢ꎻＧ:碳水化合物转运和代谢ꎻＨ:辅酶转运和代谢ꎻＩ:脂质转运和代谢ꎻＪ:翻译ꎬ核糖体结构与合成ꎻＫ:转录ꎻＬ:复制、合成、修复ꎻＭ:
细胞壁与细胞膜合成ꎻＮ:细胞运动ꎻＯ:翻译后修饰ꎬ蛋白质转运ꎻＰ:无机离子转运和代谢ꎻＱ:次要代谢物合成、代谢以及转运ꎻＴ:信号转导ꎻ
Ｕ:胞内转运ꎬ分泌及小泡运输ꎻＶ:防御机制ꎻＹ:核酸结构ꎻＺ:细胞骨架ꎮ

图 １　 ＥｇｇＮＯＧ 功能分类统计柱状图

Ｆｉｇ.１　 ＥｇｇＮＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ

Ａ:注释到各数据库的功能基因数目柱状图ꎻＢ:与 ＮＲ 数据库的物种类别的基因注释匹配饼状图ꎮ 数字与比例分别代表在 ＮＲ 数据库中 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅｓ 与不同物种之间相似基因的数量与占比ꎮ

图 ２　 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ功能注释统计分析

Ｆｉｇ.２　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅｓ

２.２　 差异基因的富集分析

通过以 ２.０ 倍(Ｐ<０􀆰 ０５)为阈值筛选低氧胁迫

处理中华绒螯蟹蜕壳后期表皮中差异表达的基因ꎬ
结果显示ꎬ有 ６９１ 个差异表达基因ꎬ其中 ３８１ 个基因

表达上调ꎬ３１０ 个基因表达下调(图 ４)ꎮ 在 ＧＯ 富集

分析中可以发现ꎬ差异表达的基因主要集中于角质

层结构成分、细胞外区域、几丁质结合等生理活动

(图 ５Ａ)ꎮ 在 ＫＥＧＧ 数据库中富集主要体现在氮代

谢、甘油酯代谢等代谢相关通路ꎬ以及胰腺分泌等组

织系统通路(图 ５Ｂ)ꎮ

７２７张　 婷等:急性低氧胁迫下中华绒螯蟹表皮基因表达谱分析



Ａ:ＧＯ 分类统计图ꎻＢ:ＫＥＧＧ 分类统计柱状图ꎮ
图 ３　 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析

Ｆｉｇ.３　 ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
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红蓝点分别代表上调及下调表达基因ꎬ灰色点代表表达没有变

化的基因ꎻ横坐标代表对照差异表达基因的可视化程度ꎬ纵坐标

代表低氧处理差异表达基因的可视化程度(以 ｌｇＴＰＭ 表示)ꎮ
ＴＰＭ:每百万转录本ꎮ
图 ４　 低氧胁迫处理与对照间差异表达基因分布趋势

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ａｃｕｔｅ ｈｙｐｏｘｉａ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ

２.３　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证分析

经过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎬ转录组数据中的 ９ 个基因

表达存在显著差异ꎬ并且这些基因的表达水平(包
括上调和下调的趋势)与 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 分析结果相吻

合ꎬ如图 ６ 所示ꎮ

３　 讨 论

甲壳类动物具有坚硬的外骨骼ꎬ能够防御病原

物侵袭和不利环境的危害ꎬ为机体提供保护和支撑ꎬ
但硬化的外骨骼也限制了其生长ꎬ所以甲壳类动物

在生长发育期间普遍需要进行周期性蜕壳并合成新

表皮ꎮ 蜕壳后期的新表皮吸水后能够迅速延展扩

张ꎬ从而实现跨越式增长ꎬ但与此同时ꎬ失去外骨骼

防护的机体也最容易受到环境胁迫ꎮ 在中华绒螯蟹

养殖过程中ꎬ水体溶解氧昼夜波动大ꎬ空间分布不

均ꎬ直接影响着中华绒螯蟹的规格与产量ꎬ但目前缺

乏蜕壳后期中华绒螯蟹表皮组织应对低氧胁迫分子

机制的研究ꎮ 本研究通过转录组测序分析中华绒螯

蟹蜕壳后期表皮基因应对低氧胁迫的表达响应ꎬ共
筛选出 ６９１ 个差异表达基因ꎬ涉及角质层结构成分、
几丁质结合、氮代谢、甘油酯代谢、糖酵解途径等ꎮ

蜕壳伴随着新表皮的合成与硬化ꎮ 表皮蛋白作

为甲壳动物表皮中重要的结构性蛋白质ꎬ与几丁质

螺旋堆叠相互作用ꎬ形成稳定表皮的复杂结构[１４]ꎮ
在本研究中ꎬ低氧胁迫下中华绒螯蟹表皮蛋白弹性

蛋白多肽(ＲＬＰ)和钙化相关肽(ＣＡＰ)基因的表达

显著上调ꎬ这与 Ｇｒａｈａｍ 等[１５] 和 Ｔａｎｇ 等[１６] 在虎斑

猛水蚤(Ｔｉｇｒｉｏｐｕｓ ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃｕｓ)及松墨天牛(Ｍｏｎｏｃｈａ￣
ｍｕｓ ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ)上的研究结果相一致ꎮ 弹性蛋白多

肽通过氨基酸双酪氨酸和三酪氨酸的间隔共价交联

在一起ꎬ与几丁质形成具有高度灵活性和流动性的

复合物ꎮ 在水生甲壳类动物中ꎬＲＬＰ 主要分布于表

皮软组织和关节部位ꎬ通过与几丁质结合影响表皮

形态ꎬ进而影响渗透压及溶解氧[１７]ꎻ在陆生昆虫中ꎬ
ＲＬＰ 主要分布于气管顶端细胞外基质层ꎬ低氧胁迫

引起弹性蛋白多肽表达显著上调ꎬ气管导管顶端细

胞外基质增厚ꎬ维持气管形态结构与氧气供应ꎬ敲除

弹性蛋白肽基因ꎬ降低弹性蛋白多肽含量导致顶端

细胞外基质变薄ꎬ气管弹性下降ꎬ造成供氧不足ꎮ
ＣＡＰ 通过 Ｒ＆Ｒ 结构域与几丁质相结合ꎬ多肽 Ｎ 端

和 Ｃ 端区域延伸至纤维间隙ꎬ形成水填充的非共价

键网络ꎬ对保持表皮的柔韧性不可或缺[１８]ꎮ 高

茜[１９]研究发现ꎬ中华锯齿米虾 ＣＡＰ 主要在蜕壳前

期和蜕壳后期表达ꎬ敲除钙相关表皮蛋白基因 Ｎｄ￣
ＣＡＰ￣１ 后ꎬ会导致中华锯齿米虾蜕壳前期步足刚毛

伸展不流畅ꎬ出现卷曲ꎻ敲除钙相关表皮蛋白基因

ＮｄＣＡＰ￣２ 后ꎬ蜕壳后期中华锯齿米虾步足表面凹凸

不平ꎬ出现大面积的褶皱ꎮ 本研究中急性低氧胁迫

下中华绒螯蟹表皮蛋白 ＲＬＰ 和 ＣＡＰ 显著上调ꎬ暗
示低氧胁迫通过干预表皮蛋白 ＲＬＰ 和 ＣＡＰ 的合成

进而影响外骨骼的形态结构ꎮ
　 　 碳酸酐酶(ＣＡ)催化二氧化碳(ＣＯ２)水合为碳

酸氢盐(ＨＣＯ－
３)和质子(Ｈ＋)的反应ꎬ在机体内的生

物矿化过程中起着关键作用ꎮ 在缺氧环境下ꎬ细胞

通过调节转录因子 ＨＩＦ￣１α 增加碳酸酐酶产生ꎬ形成

细胞微环境的酸性缺氧特征ꎮ Ｃａｌｈｏｕｎ 等[２０]报道了

蜕壳周期中蓝蟹(Ｃａｌｌｉｎｅｃｔｅｓ ｓａｐｉｄｕｓ)碳酸酐酶活性

与表皮组织中的钙、镁含量呈显著正相关ꎬ表明碳酸

酐酶参与甲壳类动物外骨骼的矿化ꎮ Ｏｓｔｒｏｗｓｋｉ
等[２１]进一步研究发现ꎬ注射外源蜕壳激素能提高碳

酸酐酶基因的表达ꎬ进而影响青蟹外骨骼矿化速度ꎮ
本研究中低氧胁迫下中华绒螯蟹表皮碳酸酐酶 ＣＡ２
和 ＣＡ１３ 表达显著下调ꎬ可能会抑制外骨骼矿化ꎬ导
致蜕壳周期时间延长ꎬ这与戴恬美[２２] 的研究结果一

致ꎮ
低氧胁迫不仅会影响甲壳类动物表皮角质层形

成与矿化ꎬ还会改变能量代谢途径ꎮ 在低氧胁迫下

９２７张　 婷等:急性低氧胁迫下中华绒螯蟹表皮基因表达谱分析



Ａ:差异表达基因的 ＧＯ 富集分析ꎻＢ:差异表达基因的 ＫＥＧＧ 通路富集图ꎮ
图 ５　 差异表达基因的富集分析

Ｆｉｇ.５　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

０３７ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２５ 年 第 ４１ 卷 第 ４ 期



ＦＣ:基因表达差异倍数ꎮ
图 ６　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证差异表达基因的表达结果

Ｆｉｇ. ６ 　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

甲壳类动物的消化分解类活性受到抑制ꎬ有氧糖代

谢趋于减弱ꎬ糖酵解和无氧糖代谢的相关通路代谢

增强ꎮ 无氧代谢能迅速提供能量ꎬ减少氧气消耗ꎬ是
对低氧胁迫下能量代谢的适应ꎮ 淀粉酶是水生动物

生长发育中不可缺少的水解酶[２３]ꎮ 石华洪等[２４] 研

究发现ꎬ淀粉酶等消化酶类活性随着溶解氧浓度降

低而降低ꎻＰａｔｋａｅｗ 等[２５]研究发现ꎬ过饱和溶解氧会

增强凡纳滨对虾 α￣淀粉酶的活性ꎮ 本研究中的淀

粉酶(ａｍｙＡ)基因表达下调ꎬ说明中华绒螯蟹从有氧

糖代谢转向糖酵解厌氧途径以产生能量来临时补充

蜕壳所需的能量ꎬ表明中华绒螯蟹在低氧应激反应

中调整了能量代谢ꎮ

４　 结 论

本研究报道了急性低氧胁迫下蜕壳后期中华绒

螯蟹表皮基因表达谱ꎬ并对基因富集重点通路和差

异表达基因的功能进行了分析ꎬ初步阐明在急性低

氧胁迫下ꎬ中华绒螯蟹处于蜕壳后期的表皮应对低

氧胁迫的分子水平响应机制ꎮ 但由于缺乏长周期低

氧胁迫与中华绒螯蟹蜕壳关系的认识ꎬ后续将进一

步验证长期低氧胁迫对中华绒螯蟹蜕壳的影响ꎬ为
中华绒螯蟹大规格养殖提供参考依据ꎮ
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