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　 　 摘要:　 本研究旨在解析嗜水气单胞菌(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ)感染对中华绒螯蟹(Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)基因表达

调控的影响机制ꎬ通过 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 比较雌雄个体在病原侵染 ２４ ｈ 后肝胰腺组织的基因差异表达谱ꎬ初步分析雄性中

华绒螯蟹和雌性中华绒螯蟹是否存在免疫二态性ꎮ 结果显示ꎬ雌性中华绒螯蟹感染组和对照组共富集到３ ４４７个差

异表达基因ꎬ包括１ ４２４个上调表达基因和２ ０２３个下调表达基因ꎻ雄性中华绒螯蟹感染组和对照组共富集到３ ０３５个
差异表达基因ꎬ包括１ ４６２个上调表达基因和１ ５７３个下调表达基因ꎮ 雌蟹和雄蟹富集到免疫相关的差异表达基因

主要有泛素蛋白连接酶基因、Ｔｏｌｌ 样受体基因、Ｃ 型凝集素基因、热休克蛋白基因、溶菌酶基因等ꎮ ＧＯ 富集分析结

果显示ꎬ大量差异表达基因被富集在免疫相关的生物过程ꎮ ＫＥＧＧ 富集分析结果表明ꎬ差异表达基因显著富集在

１１８ 个通路ꎬ其中免疫相关的代谢通路主要有溶酶体、细胞外基质(ＥＣＭ)受体相互作用、过氧化物酶体和吞噬体

等ꎮ 此外ꎬ挑选转录组数据中的 ９ 个免疫相关基因进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证ꎬ验证结果与 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 结果一致ꎮ 本研究初

步探究了中华绒螯蟹肝胰腺响应嗜水气单胞菌侵染的分子机制ꎮ
关键词:　 中华绒螯蟹ꎻ 嗜水气单胞菌ꎻ 肝胰腺组织ꎻ 转录组ꎻ 差异表达基因
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　 　 中华绒螯蟹ꎬ俗名河蟹、大闸蟹ꎬ是中国重要的

高端水产品ꎬ广受消费者的青睐ꎬ江苏、浙江一带是

中华绒螯蟹的主要养殖区ꎬ市场需求量很大ꎮ 近年

来ꎬ中华绒螯蟹的养殖密度不断增加ꎬ种质资源退化

和抗病力减弱等问题凸显[１]ꎮ 中国水产养殖业因

病害问题导致的年均损失高达１×１０１０元ꎬ其中甲壳

类占 １１％~２８％ꎮ 由细菌感染引发的病害是中华绒

螯蟹最常见病害ꎬ目前已经发现的中华绒螯蟹致病

菌主要有气单胞菌等革兰氏阴性菌[２]ꎮ
研究人员对江苏省各主要中华绒螯蟹养殖区进

行流行病学调查ꎬ发现中华绒螯蟹病害总体具有流

行范围广、传播速度快、病原种类多、发病率和死亡

率高等特点ꎬ 其中细菌性疾病占比较高ꎬ 达到

３９􀆰 ６１％[３]ꎮ 宫子慧等[４]研究结果表明ꎬ流行于江苏

省中华绒螯蟹主养区最多的病原细菌为弧菌科嗜水

气单胞菌ꎬ该菌的侵染会破坏中华绒螯蟹免疫系统ꎬ
导致其行动迟缓甚至死亡[５]ꎮ 虽然嗜水气单胞菌

对中华绒螯蟹致病性很强ꎬ但目前生产上仍缺乏对

中华绒螯蟹细菌性疾病的有效防治方法ꎮ 开展中华

绒螯蟹抗病育种研究是解决这一问题的重要手段ꎬ
通过筛选中华绒螯蟹重要抗病、抗逆等性状关键基

因ꎬ开展相关基因功能研究和基因组选择、分子设计

等基础研究ꎬ建立和应用分子标记辅助育种技术是

推进中华绒螯蟹抗病育种的基础ꎬ这对提高其抗病

能力、实现产业可持续发展至关重要[６]ꎮ
本研究采用 ＲＮＡ 高通量测序技术ꎬ针对嗜水气单

胞菌侵染后的中华绒螯蟹肝胰腺组织进行转录组测序

分析ꎮ 通过生物信息学方法系统筛选与先天免疫相关

的差异表达基因ꎬ并对其进行 ＧＯ 功能分类注释及

ＫＥＧＧ 代谢通路富集研究ꎮ 为验证测序数据的可靠性ꎬ
选取 Ｔｏｌｌ 样受体(ＴＬＲ)等 ９ 个重要免疫相关差异表达

基因ꎬ运用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术开展表达量验证试

验ꎮ 旨在探索甲壳类动物抗菌免疫的关键调控基因及

其作用通路ꎬ不仅为阐明中华绒螯蟹应对病原微生物

侵袭的分子防御机制提供理论依据ꎬ同时为其遗传改

良和病害防治策略的制订积累重要试验数据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与来源

本试验所用中华绒螯蟹为 ２０２４ 年 ７ 月选自江

苏省农业科学院宿迁农业科学研究所中华绒螯蟹育

种基地选育的霸王蟹 １ 号 Ｇ１ 世代群体ꎬ雄性体重

为(６４.８２± ２􀆰 １３) ｇꎬ雌性体重为 (５６.９７± １􀆰 ６８) ｇꎮ
试验开始前ꎬ使用循环水自动温控杀菌系统暂养 １４
ｄꎬ暂养期间水温控制在(２６±２) ℃ꎬ每日投喂中华

绒螯蟹专用配合饲料 ２ 次ꎬ暂养后挑选活力强的中

华绒螯蟹用于试验ꎬ每个试验组随机挑选 １５ 只进行

试验ꎮ 挑取纯培养嗜水气单胞菌菌株ꎬ经扩繁、提纯

后用无菌１×ＰＢＳ 缓冲液重悬菌体ꎬ并将浓度调至 １
ｍＬ １×１０７ ＣＦＵꎮ
１.２　 人工感染试验

为比较雌蟹和雄蟹对嗜水气单胞菌感染响应机

制的异同ꎬ将健康的中华绒螯蟹分为雄性感染组、雄
性对照组和雌性感染组、雌性对照组ꎬ每组各设置 ３
个生物学平行ꎮ 分别向感染组中华绒螯蟹注射 １００
μＬ 的嗜水气单胞菌菌液稀释液ꎬ对照组分别注射等

体积的１×ＰＢＳ 缓冲液ꎮ 根据预试验结果ꎬ在感染 ２４
ｈ 后免疫相关酶活力较强ꎬ肝胰腺组织的酶活力也

较强ꎬ因此本试验选择在注射 ２４ ｈ 后ꎬ每组生物学

平行随机挑选 ５ 只中华绒螯蟹作为混合样品ꎬ取出

肝胰腺组织ꎬ于液氮中速冻备用ꎮ
１.３　 转录组分析

１.３.１　 ＲＮＡ 提取和转录组测序　 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取

感染组与对照组中华绒螯蟹肝胰腺组织总 ＲＮＡꎬ经
质量评估合格后进行高通量测序ꎮ 测序获得的图像

文件通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 平台配套软件转化

为 ＦＡＳＴＱ 格式的原始测序数据ꎬ随后对各样本数据

进行基础质量控制分析ꎬ统计样本名称、模糊碱基比

例及 Ｑ２０ 和 Ｑ３０ 质量值(Ｑ２０:碱基质量值大于或等

于 ２０ 的碱基ꎬＱ３０:碱基质量值大于或等于 ３０ 的碱

基)等参数ꎮ 为保障分析可靠性ꎬ采用 Ｃｕｔａｄａｐｔ 工具

对原始数据进行质量控制过滤ꎬ以最小匹配长度 １０
ｂｐ(ＡＧＡＴＣＧＧＡＡＧ 序列)和允许碱基错配率 ２０％的

条件去除 ３′端接头序列ꎬ同时剔除平均碱基质量值低

于 Ｑ２０ 的低可信度数据ꎮ 将过滤后的高质量数据通

过序列比对算法比对至中华绒螯蟹参考基因组ꎬ基于

比对结果完成基因表达定量计算ꎮ 后续通过差异表

达基因筛选、功能富集分析及表达模式聚类等多维度

解析ꎬ并结合转录本重构技术对匹配数据进行序列组

装ꎬ最终获得完整的转录本结构信息ꎮ

９１０２张高伟等:嗜水气单胞菌感染后中华绒螯蟹肝胰腺的转录组分析



１.３.２　 差异表达基因分析　 通过 ＤＥＳｅｑ 算法对转

录组数据进行表达量差异显著性检测ꎮ 在差异表达

基因筛选阶段ꎬ设定严格的统计学标准ꎬ ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥
１ꎬ(ＦＣ 表示表达量变化绝对值)ꎬ且显著性检验 Ｐ<
０􀆰 ０５ꎮ 针对满足上述标准的显著性差异表达基因集

合ꎬ进行系统性分析ꎮ 差异表达基因数量统计:运用

柱状图可视化技术分别展示各试验组间上调(表达

量正向调控)与下调(表达量负向调控)的基因数量

分布特征ꎮ 跨组联合分析:整合所有试验组差异表

达基因的并集ꎬ采用 Ｐｈｅａｔｍａｐ 可视化工具实施矩阵

热图绘制ꎮ 多维聚类分析:基于欧几里得距离算法

构建表达谱相似性矩阵ꎬ分别对基因维度(行)和样

本维度(列)执行层次聚类ꎬ聚类过程中采用全连接

法确定类簇间距ꎮ 该分析方法通过双重聚类策略有

效揭示基因表达模式在样本间的相似性以及共表达

基因簇的分布规律ꎬ为后续功能解析提供可靠的定

量依据ꎮ
１.３.３　 富集分析　 在完成差异表达基因分析后ꎬ结

合基因组注释信息ꎬ对组间差异表达基因进行分类ꎬ
进而分析其参与的功能ꎮ 基于 ｔｏｐＧＯ 分析框架ꎬ利
用基因本体论数据库对差异表达基因集进行功能注

释ꎮ 计算过程中整合了分子功能、细胞组分、生物学

过程 ３ 个维度的功能单元ꎬ并通过超几何概率模型

评估各功能模块的富集显著性(显著性阈值设为Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 通过比较差异表达基因集与参考基因组的

功能分布特征ꎬ系统识别出具有统计学意义的特征

性功能模块ꎮ 同时ꎬ采用 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ 生物信息学

工具整合 ＫＥＧＧ 通路数据库进行代谢通路富集分

析ꎬ通过构建差异表达基因￣通路关联矩阵ꎬ基于超

几何分布算法计算各通路的富集概率(显著性标准

为Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
１.４　 荧光定量 ＰＣＲ 验证

选取 ９ 个与免疫相关的差异表达基因ꎬ利用实时

荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测验证转录组测序的准

确性ꎬ选用 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参基因(表 １)ꎮ 反应体系、
反应程序和数据分析方法参照赵庆[７]的方法ꎮ

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 验证差异表达基因所用到的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｖａｌｉｄａｔｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

基因名称　 　 　 　 　 　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 产物长度(ｂｐ)

Ｃ 型溶菌酶基因 Ｆ:ＣＴＧＧＣＧＡＡＧＧＡＡＣＴＴＧＡＧＡＣ １９５
Ｒ:ＡＣＡＣＧＴＴＣＴＴＣＣＣＡＣＣＴＧＡＣ

溶菌酶基因 Ｆ:ＴＡＣＧＴＴＴＣＡＡＧＣＧＡＴＧＧＡＴＧ １７９
Ｒ:ＴＣＡＣＣＧＴＧＡＧＣＴＣＧＴＴＡＣＡＧ

Ｃ 型凝集素基因 Ｆ:ＧＧＣＡＧＣＡＡＧＣＡＡＧＧＡＡＣＴＡＣ １６６
Ｒ:ＣＣＡＧＴＡＧＴＣＧＧＣＧＡＴＣＴＣＡＴ

Ｔｏｌｌ 样受体基因 Ｆ:ＣＣＡＴＣＴＧＡＣＣＡＡＴＧＣＣＴＴＣＴ ２２２
Ｒ:ＴＣＡＧＣＣＴＧＴＴＧＴＣＴＧＴＧＡＧＧ

肝凝集素基因 Ｆ:ＴＧＴＴＣＣＴＣＣＴＴＧＧＡＡＣＣＴＴＧ ２１２
Ｒ:ＡＡＣＴＧＣＣＣＡＴＣＡＧＡＣＡＧＧＡＣ

热休克蛋白基因 Ｆ:ＧＧＣＴＧＣＴＧＣＴＣＴＧＡＧＡＡＧＡＴ ２４１
Ｒ:ＡＣＴＣＴＧＧＣＡＧＧＡＧＡＡＣＣＴＣＡ

胰蛋白酶基因 Ｆ:ＡＧＣＡＣＴＣＣＣＴＣＴＧＴＣＣＴＴＣＡ ２５０
Ｒ:ＡＡＧＴＡＧＧＣＣＡＣＣＴＣＡＧＣＧＴＡ

泛素蛋白连接 Ｅ３ 基因 Ｆ:ＡＧＣＴＧＡＧＣＣＧＡＧＡＧＴＣＴＧＡＧ １８９
Ｒ:ＴＴＣＴＴＣＣＴＧＡＧＧＣＴＴＧＣＡＴＴ

溶酶体硫醇还原酶(ＧＩＬＴ)基因 Ｆ:ＧＡＧＡＣＧＣＴＡＴＧＣＣＣＣＴＡＣＡＧ ２１２
Ｒ:ＡＴＣＧＴＴＧＡＡＧＴＧＧＴＣＣＴＴＧＧ

内参基因(β￣ａｃｔｉｎ) Ｆ:ＧＧＴＴＡＣＡＣＴＴＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣＡＧ ２１３
Ｒ:ＡＣＣＧＧＡＡＧＴＴＴＣＣＡＴＡＣＣＴＡＡＧ

１.５　 数据统计与分析

采用 ＳＰＳＳ 软件对试验数据进行单因素方差分

析ꎬ利用 Ｒ 语言中 ＥｎｈａｎｃｅｄＶｏｌｃａｎｏ 工具绘制火山

图ꎬ采用 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ 和 ｐａｔｈｖｉｅｗ 工具绘制通路着
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色图ꎬ利用 ＧｒａｐｈＰａｄ ｐｒｉｓｍ ６.０ 软件绘制柱状图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 转录组测序数据统计

从表 ２ 可知ꎬ本研究共获得原始测序序列

５４１ ５２１ ８１２个ꎬ除去低质量序列和接头后ꎬ共获得过

滤序列５３１ ２３９ ６５０个ꎬ碱基识别准确率在 ９９􀆰 ９０％ 以

上ꎬ碱基质量值 Ｑ２０ 的百分比均高于 ９７􀆰 ００％ꎬＱ３０ 的

百分比均高于 ９３􀆰 ００％ꎬ表明该转录组测序数据质量

良好ꎮ

表 ２　 样本测序数据与组装结果统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ

样本　 原始序列
(个)

过滤序列
(个)

Ｑ２０碱基百
分比(％)

Ｑ３０碱基百
分比(％)

雌蟹对照组 １ ４５ １７５ ３３８ ４４ ４０５ ０８６ ９７.７８ ９４.０８

雌蟹对照组 ２ ４６ ２６６ １１２ ４５ ３４０ ３３６ ９７.５６ ９３.６３

雌蟹对照组 ３ ４６ ７４５ ５６８ ４５ ８６８ １６４ ９７.５３ ９３.５１

雌蟹感染组 １ ３６ ６０５ ８７４ ３５ ９４６７ ０８ ９７.８１ ９４.１９

雌蟹感染组 ２ ４０ ９８３ ８３０ ４０ ２２９ ４５６ ９７.７８ ９４.１２

雌蟹感染组 ３ ４７ ３３１ ５５０ ４６ ４８３ ４８２ ９７.８４ ９４.２６

雄蟹对照组 １ ４７ ３０２ ０１８ ４６ ４７７ １６８ ９７.８５ ９４.３９

雄蟹对照组 ２ ４２ ７０８ ３１８ ４２ ０１７ ５９２ ９７.８８ ９４.３０

雄蟹对照组 ３ ４１ ９１４ ５４８ ４１ ０１０ ０１８ ９７.４６ ９３.６０

雄蟹感染组 １ ４３ ７５２ ５８２ ４２ ８２２ ４７６ ９７.５１ ９３.６７

雄蟹感染组 ２ ５３ １５３ ３９４ ５２ ０６１ ２４６ ９７.５８ ９３.８７

雄蟹感染组 ３ ４９ ５８２ ６８０ ４８ ５７７ ９１８ ９７.６２ ９３.９３
Ｑ２０:碱基质量值大于或等于 ２０ 的碱基ꎬＱ３０:碱基质量值大于或等
于 ３０ 的碱基ꎮ

２.２　 差异表达基因分析

对嗜水气单胞菌感染 ２４ ｈ 后对照组和感染组

的中华绒螯蟹雄蟹和雌蟹肝胰腺组织的转录组文库

进行差异表达基因分析ꎬ结果显示ꎬ雌性感染组和对

照组中华绒螯蟹存在３ ４４７个差异表达基因ꎬ包括

１ ４２４个上调表达基因和２ ０２３个下调表达基因(图
１Ａ)ꎻ雄性感染组和对照组中华绒螯蟹存在３ ０３５个
差异表达基因ꎬ包括１ ４６２个上调表达基因和１ ５７３
个下调表达基因(图 １Ｂ)ꎮ
２.３　 差异表达基因的 ＧＯ 富集分析

为深入解析嗜水气单胞菌感染对中华绒螯蟹的

分子调控机制ꎬ本研究基于差异表达基因注释信息

构建了功能注释图谱(图 ２)ꎬ主要的条目涉及生物

学过程、分子功能、细胞组分ꎬ雌雄中华绒螯蟹感染

组均呈现显著的代谢与应激响应特征ꎮ 从雌性中华

绒螯蟹对照组和感染组差异表达基因 ＧＯ 功能注释

(图 ２Ａ)可见ꎬ１８ 个生物学过程条目显著富集ꎬ２ 类

分子功能(酶结合和催化活性)显著激活ꎻ从雄性中

华绒螯蟹对照组和感染组差异表达基因 ＧＯ 功能注

释(图 ２Ｂ)可见ꎬ１８ 个生物学过程条目富集特征与

雌性中华绒螯蟹差异表达基因 ＧＯ 功能注释高度相

似ꎬ但多了细胞组分中超分子纤维组装调控条目ꎬ分
子功能中除催化活性条目外ꎬ三磷酸腺苷(ＡＴＰ)结
合功能呈现特异性激活ꎮ 两性差异表达基因在免疫

相关功能模块中均呈现协同富集现象ꎬ包括模式识

别受体介导的先天性免疫应答机制(ＧＯ:０００２３７６)、
活性氧代谢调控(ＧＯ:００４５４５４)以及微生物防御反

应通路(ＧＯ:００４２７４２)ꎮ

Ａ:雌性中华绒螯蟹感染组和未感染组差异表达基因ꎻＢ:雄性中华绒螯蟹感染组和未感染组差异表达基因ꎮ ＦＣ:表达量变化绝对值ꎻＰ 表示

基因表达差异度ꎮ
图 １　 雌性和雄性中华绒螯蟹肝胰腺组织差异表达基因火山图

Ｆｉｇ.１　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ
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Ａ:雌性中华绒螯蟹对照组和感染组差异表达基因 ＧＯ 功能注释ꎻＢ:雄性中华绒螯蟹对照组和感染组差异表达基因 ＧＯ 功能注释ꎮ Ｐ 表示基

因功能富集度ꎮ
图 ２　 中华绒螯蟹对照组和感染组差异表达基因 ＧＯ 富集分析

Ｆｉｇ.２　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ

２.４　 差异表达基因的 ＫＥＧＧ 富集分析

中华绒螯蟹对照组和感染组差异表达基因

ＫＥＧＧ 通路富集分析结果显示ꎬ显著富集到 １１８ 个

通路ꎬ主要有细胞外基质(ＥＣＭ)受体相互作用、过
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氧化物酶、溶酶体和吞噬体等免疫相关通路ꎮ 其中ꎬ
雌性中华绒螯蟹对照组和感染组与免疫相关的代谢

通路主要有内质网中的蛋白质加工和泛素介导的蛋

白质水解等(图 ３Ａ)ꎻ雄性中华绒螯蟹对照组和感

染组与免疫相关的代谢通路主要有溶酶体、糖酵解 /
糖异生、吞噬体和嘌呤代谢等(图 ３Ｂ)ꎮ

Ａ:雌性中华绒螯蟹对照组和感染组差异表达基因的 ＫＥＧＧ 通路富集ꎻＢ:雄性中华绒螯蟹对照组和感染组差异表达基因的 ＫＥＧＧ 通路富

集ꎮ Ｐ 表示 ＫＥＧＧ 通路富集度ꎮ
图 ３　 中华绒螯蟹对照组和感染组差异表达基因 ＫＥＧＧ 通路富集分析

Ｆｉｇ.３　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ

２.５　 免疫相关基因 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 Ｃ 型溶菌酶基因、溶菌酶基

因、Ｃ 型凝集素基因、Ｔｏｌｌ 样受体基因、肝凝集素基

因、热休克蛋白基因、胰蛋白酶基因、泛素蛋白连接

Ｅ３ 基因、溶酶体硫醇还原酶基因等 ９ 个与免疫相关

差异表达基因ꎬ以进一步验证转录组测序的准确性ꎬ
结果(图 ４)表明ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证结果与 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 检

测结果具有一致性ꎮ

３　 讨 论

嗜水气单胞菌是中华绒螯蟹养殖过程中的常见

病原菌ꎬ其感染会导致中华绒螯蟹肝胰腺、性腺及鳃

等组织发生坏死、解体等病理变化ꎬ进而引发中华绒

螯蟹“腹水病”、“抖抖病”等疾病[８￣９]ꎮ 作为甲壳类

特有的多功能消化腺体ꎬ中华绒螯蟹的肝胰脏复合

器官兼具代谢中枢与免疫防御的双重作用ꎮ 当遭遇

外源性病原刺激时ꎬ该器官可通过激活以细胞色素

ａ:Ｃ 型溶菌酶基因ꎻｂ:溶菌酶基因ꎻｃ:Ｃ 型凝集素基因ꎻｄ:Ｔｏｌｌ 样
受体基因ꎻｅ:肝凝集素基因ꎻｆ:热休克蛋白基因ꎻｇ:胰蛋白酶基

因ꎻｈ:泛素蛋白连接 Ｅ３ 基因ꎻｉ:溶酶体硫醇还原酶基因ꎮ
图 ４　 免疫相关基因 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果与 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 检测结果

对比

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ ＲＮＡ￣Ｓｅｑ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ
ｉｍｍｕｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

Ｐ４５０ 酶系为核心的生物转化网络ꎬ启动三级解毒防
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御程序来完成毒性物质的清除ꎬ还能与先天免疫系

统的模式识别受体协同作用ꎬ构成机体抵御病原入

侵的重要分子屏障[１０￣１２]ꎮ 本研究旨在通过对嗜水

气单胞菌感染后的中华绒螯蟹肝胰腺组织转录组的

研究ꎬ筛选出免疫应答相关基因ꎬ为揭示中华绒螯蟹

抵御嗜水气单胞菌感染的分子机制提供基础数据ꎮ
目前ꎬ高通量测序技术在甲壳动物的免疫防御、

生长发育、环境胁迫、遗传育种和宿主免疫反应等研

究中被广泛应用ꎬ获得大量相关基因表达数据[１３]ꎮ
Ｘｕａｎ 等[１４]从分子层面探究以大个体作为亲本在中

华绒螯蟹育种工作中所具备的优势ꎬ通过转录组测

序得到 ３２４ 个在中华绒螯蟹生殖、免疫以及生长等

重要生理过程中发挥关键作用的差异表达基因ꎮ 本

研究结果显示ꎬ雌性中华绒螯蟹感染组和对照组共

富集到３ ４４７个差异表达基因ꎬ包括１ ４２４个上调表

达基因和２ ０２３个下调表达基因ꎻ雄性中华绒螯蟹感

染组和对照组共富集到３ ０３５个差异表达基因ꎬ其中

１ ４６２个上调表达基因和１ ５７３个下调表达基因ꎬ这
表明嗜水气单胞菌的入侵诱导了中华绒螯蟹的非特

异性免疫应答ꎮ 雌蟹的差异表达基因较雄蟹更多ꎬ
这提示雌蟹应对细菌侵染的响应机制与雄蟹可能有

差异ꎮ Ｒｅｎ 等[１５]借助二代测序技术ꎬ对感染副溶血

弧菌和白斑综合症病毒及健康状态的日本对虾

(Ｐｅｎａｅｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ)肝胰腺转录组进行测序ꎬ发现差

异表达基因涵盖多种类型ꎬ如天冬氨酸蛋白水解酶

在生理生化过程中发挥着特定的催化功能ꎻ抗菌蛋

白对维持机体的免疫防御具有重要意义ꎻ泛素偶联

蛋白 Ｅ２ 参与细胞内的蛋白质修饰与调控等ꎮ Ｆａｎｇ
等[１６]为探究不饱和脂肪酸对三疣梭子蟹(Ｐｏｒｔｕｎｕｓ
ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ)肝胰腺的影响ꎬ在三疣梭子蟹饲料中

添加了不饱和脂肪酸ꎬ投喂 ５６ ｄ 后进行转录组特征

分析ꎬ发现共有１ １２６个基因的表达出现了显著变

化ꎮ 本研究中转录水平显著激活的基因主要涵盖模

式识别受体家族(Ｔｏｌｌ 样受体)、糖结合蛋白(Ｃ 型凝

集素)、应激响应分子(热休克蛋白)、抗菌效应蛋白

(溶菌酶)以及免疫调控因子(干扰素诱导蛋白和泛

素连接酶系统)等功能类别ꎬ这表明中华绒螯蟹能

够通过多维度免疫调控机制响应嗜水气单胞菌感

染ꎬ特别是通过模式识别受体介导的病原识别通路

及抗微生物效应通路的协同激活ꎮ
通过转录组获得的差异表达基因数据为剖析宿

主免疫应答机制及免疫防御过程提供了数据基

础[１７]ꎮ 溶菌酶基因是甲壳动物重要的抗菌效应蛋

白基因ꎬ其表达主要受 Ｔｏｌｌ 通路、免疫缺陷(ＩＭＤ)通
路及 ＪＡＫ / ＳＴＡＴ 信号通路调控[１８]ꎮ 本研究中ꎬＴｏｌｌ
样受体基因的表达提示 Ｔｏｌｌ 通路可能通过调控抗菌

肽基因的表达ꎬ促使溶菌酶等发挥抗菌或溶菌活性ꎬ
从而应对嗜水气单胞菌的侵染ꎮ 研究结果证实ꎬ热
休克蛋白 Ｈｓｐ７０ 可直接或间接参与阻断半胱天冬

酶的激活过程[１９]ꎮ 本研究中ꎬ热休克蛋白 Ｈｓｐ７０ 基

因表达量显著上调ꎬ提示中华绒螯蟹在应对嗜水气

单胞菌侵染时ꎬ可能通过阻断半胱天冬酶依赖型细

胞凋亡途径发挥防御作用ꎮ 肝凝集素(ＨＬ)属于 Ｃ
型凝集素超家族(ＣＴＬ)成员ꎬ作为模式识别受体

(ＰＲＲ)ꎬＣＴＬ 在固有免疫系统中扮演关键角色ꎮ 在

生物体内ꎬＣＴＬ 广泛参与黏附、内吞、病原体识别及

内毒素中和等生物学过程ꎬ其通过依赖 Ｃａ２＋的碳水

化合物识别域ꎬ实现对病原体及细胞间相互作用的

识别[２０￣２３]ꎮ 本研究中ꎬ肝凝集素基因表达量显著上

调ꎬ表明其可能在中华绒螯蟹抗感染免疫中发挥作

用ꎬ承担模式识别受体的功能ꎮ
本研究基于差异表达基因的 ＧＯ 分析结果显

示ꎬ雄性中华绒螯蟹感染组显著富集的条目涵盖生

物学过程(ＢＰ)、分子功能(ＭＦ)、细胞组分(ＣＣ)ꎬ而
雌性中华绒螯蟹感染组只涵盖了生物学过程(ＢＰ)、
分子功能(ＭＦ)ꎮ 其中ꎬ雄性中华绒螯蟹感染组细胞

组分中只有超分子纤维组装调控显著富集ꎬ分子功

能包括催化活性显著富集ꎬ雌性中华绒螯蟹感染组

分子功能显著富集到催化活性和酶结合ꎮ 此外ꎬ大
量差异表达基因富集于免疫相关进程ꎬ如免疫应答、
细胞对刺激的反应、对其他微生物反应等ꎮ ＫＥＧＧ
富集分析结果表明ꎬ雌性中华绒螯蟹感染组与对照

组显著富集的通路包含内质网中的蛋白质加工、泛
素介导的蛋白质水解等ꎻ雄性中华绒螯蟹感染组和

对照组显著富集溶酶体、吞噬体、嘌呤代谢等通路ꎬ
表明雌性中华绒螯蟹和雄性中华绒螯蟹免疫相关通

路表达上有差异ꎮ 综上ꎬ嗜水气单胞菌感染会使中

华绒螯蟹宿主产生强烈免疫应答ꎬ但也提示雌性和

雄性中华绒螯蟹的先天性免疫可能存在性别二态

性ꎮ
这些显著富集的通路在中华绒螯蟹抵御嗜水气

单胞菌侵染的机制中有着关键作用ꎮ 溶酶体作为先

天免疫防御的重要参与者ꎬ能够借助吞噬作用以及

在体液中释放水解酶的方式发挥免疫防御功能ꎮ 当
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溶酶体受到外界刺激导致细胞膜受损时ꎬ溶酶体中

的水解酶将被释放到细胞质基质中ꎬ导致细胞损

伤[２４￣２６]ꎮ 本研究中溶酶体通路存在差异表达基因ꎬ
这或许与溶酶体的结构和功能遭受干扰相关ꎮ 吞噬

作用在抵御病原细菌感染时至关重要ꎬ它能够吞入

并破坏入侵的外源物质[２７￣２８]ꎮ 吞噬流程分为 ３ 个

关键步骤ꎬ即病原细菌吸附于吞噬细胞表面、抗原受

体复合物形成吞噬体、吞噬体内部清除病原ꎬ在这个

过程中ꎬ吞噬体依靠细胞骨架成分被运输至溶酶

体[２９]ꎮ 本研究中ꎬ溶酶体和吞噬作用两个免疫相关

的信号通路均被雄性中华绒螯蟹显著富集ꎬ这说明

雄性中华绒螯蟹在对抗嗜水气单胞菌过程中吞噬作

用和溶酶体通路可能协同发挥作用ꎮ 动物应对外界

异物侵染的生理响应是一个消耗能量的过程ꎬ维持

蛋白质的结构、功能对于机体抵抗细菌侵染非常关

键[３０]ꎬ本研究结果显示ꎬ嗜水气单胞菌侵染对中华

绒螯蟹的能量代谢及蛋白质加工相关通路存在显著

影响ꎮ 其中ꎬ糖酵解通路基因表达发生明显变化ꎬ这
表明中华绒螯蟹可能通过调节糖类利用与能量代谢

效率来应对嗜水气单胞菌的侵染ꎮ 而内质网中的蛋

白质加工、泛素介导的蛋白质水解等过程ꎬ原本对维

持蛋白质的结构与功能、修复细胞膜具有重要作用ꎬ
在中华绒螯蟹应对嗜水气单胞菌侵染过程中或许出

现了蛋白质加工合成异常ꎮ

４　 结 论

本研究利用 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术对嗜水气单胞菌感

染后的中华绒螯蟹的免疫应答进行分析ꎬ获取了大

量显著差异表达基因ꎬ涵盖溶酶体、内质网中的蛋白

质加工、泛素介导的蛋白质水解、糖酵解途径、吞噬

作用以及嘌呤代谢等ꎬ其中免疫信号通路尤为关键ꎬ
同时初步分析了雌性和雄性中华绒螯蟹应对细菌侵

染的分子差异ꎮ 本研究结果为阐明中华绒螯蟹针对

嗜水气单胞菌侵染的应答机制提供了参考依据ꎬ丰
富了中华绒螯蟹的基因转录表达数据库ꎬ同时为后

续开展中华绒螯蟹抗病育种提供了数据基础ꎮ
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