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基于RNAＧseq的黄尾鲴肝脏转录组测序与分析
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摘要:为了发掘黄尾鲴(Xenocyprisdavidi)功能基因特别是免疫相关基因,为其种质资源评价、群体遗传学多样

性分析、基因连锁图谱构建、免疫相关功能基因地位以及分子标记辅助育种提供基础信息,采用IlluminaHiSeq
２５００高通量技术平台对黄尾鲴肝脏进行转录组测序.通过去除低质量的rawreads,共获得了５０７０２０４６条

cleanreads,组装得到５３５２７ 条 Unigenes.采用 BLAST 相似性比对方法,把这些序列比对 NR、String、SwisＧ
sprot、KEGG和Pfam 数据库,共有２６６１３条 Unigenes得到了注释.有１５５３２条 Unigenes获得了 GO注释并分

类到６４个功能类别中,有７７３７条 Unigenes被归纳到 COG的２６个功能分类,共有１４６４２条获得了 KEGG注

释,共参与３３条代谢通路中.根据免疫系统分类,共有１２９９条 Unigenes参与了１６条代谢通路.从 ５３５２７个

Unigenes中共找到９８８２６个单核苷酸多态性位点(SNP)(转换６４３９６个,颠换 ３４４３０个)和１８１１９个 SSR 位

点.研究结果为黄尾鲴免疫学、基因组学、基因克隆以及分子标记辅助育种提供了重要依据.
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　　黄尾鲴(Xenocyprisdavidi)隶属于鲤科(CypＧ
rinidae)、鲴亚科(Xenocyprininae)、鲴属(XenocypＧ
ris),为底层鱼类,通常生活在江河、湖泊的中下层,
尤其喜栖息于多水草、软泥底质的水域底层,是一种

中小型淡水鱼类(叶富良,１９８７).由于其具有肉厚

质实、味道鲜美、营养价值高、调控水质等特点,已成

为当前水产养殖品种结构调整中首选的优良品种之

一.近年来,由于黄尾鲴野生资源被过度捕捞,导致

其野生资源量锐减,市场供不应求,促进了人工养殖

的发展.随着黄尾鲴养殖规模的不断扩大,特别是

池塘高密度养殖条件下,其病害频繁爆发,并且由于

近交等因素引起种质衰退,导致经济损失巨大.
黄尾鲴为我国特有种类,国外未见有相关研究

报道.从２０世纪５０年代开始移入池塘驯养,至６０
年代初人工繁殖获得成功,目前国内在人工繁殖、育
苗、养殖方面已有相关的研究与报道(凌志勇,２００２;
冯晓宇等,２００５;黄邦新,２００６);但其免疫学、分子遗

传学、基因序列和分子标记方面未见报道,导致有关

黄尾鲴的免疫机制、防御机理的遗传信息、基因序列

不足以及分子标记缺乏等.肝脏作为动物个体最大

的代谢器官,其在个体生命活动中承担着极其重要

的作用,参与了很多疾病的发生和消亡过程.因此,
本研究利用Illumina测序技术对黄尾鲴肝脏进行

了转录组测序分析,旨在发掘其功能基因特别是免

疫相关基因,期望为今后黄尾鲴免疫系统和免疫防

御机制提供资源;同时开发一批分子标记,为其种质

资源评价、群体遗传学多样性分析、基因连锁图谱构

建、免疫相关功能基因地位以及分子标记辅助育种

提供基础信息.

１　材料与方法

１．１　试验材料

试验用黄尾鲴由江西省萍乡市水产科学研究所

自繁后池塘养殖的成鱼.选择个体大、体表无损伤

的黄尾鲴个体,体重为(２０４．２±２８．９)g,在该所水族

箱中充气暂养１周.尾部放血,取其肝脏(３尾混

合),经液氮速冻后,用干冰运送至上海美吉生物有

限公司进行转录组测序.

１．２　总RNA提取

总RNA的提取根据 Trizolreagent试剂盒说

明书操作.总RNA的浓度和纯度用紫外分光光度

计进行检测,并用 ０．８％的琼脂糖凝胶电泳检测和

A２６０/A２８０比率确定 RNA 的完整性,用带有 Oligo
(dT)的磁珠富集 mRNA.



１．３　文库构建与测序

采用 IlluminaTruseqTM RNAsampleprep
Kit方法构建黄尾鲴肝脏文库.制备好的文库用IlＧ
luminaHiSeq２５００进行测序.采用Illumina双末

端测序(PairedＧend,PE)方法进行高通量测序,原
始测序结果去除制备文库时产生的接头序列、两端

低质量序列和低度复杂序列.利用 Trinity (htＧ
tp://trinityrnaseq．sourceforge．net)软件对样品数

据进行组装,获得 RNAＧseq高质量测序数据后,将
所有测序读段通过从头组装生成重叠群(contig)和
单一序列(singleton).

１．４　功能注释、分类和代谢途径

将拼接组装后的序列,使用 BlastX 分别与

NR、String、Swissprot、KEGG、Pfam 数据库进行比

对获得相应的注释信息.

１．５　SSR和SNP位点搜索

利用 MISA 软件对黄尾鲴转录组中筛选得到

Unigene进行简单重复序列(simplesequencereＧ
peats,SSR)位点分析,搜索标准为:单、二、三、四、
五、六核苷酸基序(motif),至少重复次数分别为

１０、６、４、４、４、４,对查找的 SSR 类型进行特征分析.
利用Samtools(http://samtools．sourceforge．net/)
和 VarScanv．２．２．７(http://varscan．sourceforge．
net/)软件寻找候选SNP.

２　结果与分析

２．１　测序结果与数据组装

采用IlluminaHiSeq２５００高通量测序技术对

黄 尾 鲴 肝 脏 转 录 组 进 行 测 序,总 计 产 出

５４４６０３９８个reads片段,去除低质量和含有接头的

reads 后,得 到 ５０７０２０４６条clean reads,共 计

４９４２９００８９０个 核 苷 酸,GC 含 量 平 均 值 为

４７５７％,Q２０为９８８２％,Q３０为９３．５３％.数据表

明,转录组测序数据量和质量都比较高,可为后续的

数据组装提供很好的原始数据.
利用 Trinity软件对所得的reads片段进行组

装得到５３５２７条 Unigenes,平均长度为９４６bp,

N５０为１９２５bp(表１).其中,Unigenes长度为１~
４００bp的有２５３４５条,占总体的４７．３５％,长度为

４００~６００bp 的 有 ７１７０ 条,占 １３．４０％,长 度 ＞
１０００bp的占２７．５２％;转录本长度为１~４００bp的

有３１０６３ 条,占 总 体 的 ３６．９２％;长 度 为 ４００~
６００bp的有１０４９２条,占１２．４７％,长度＞１０００bp
占３３２５％.

表１　黄尾鲴转录组Transcript和

Unigene数据组装质量统计

Tab．１　DataassemblyforTranscriptandUnigene

inthetranscriptomeofX．davidi
长度范围/

bp

Transcript Unigene
数量 占比/％ 数量 占比/％

１~４００ ３１０６３ ３６．９２ ２５３４５ ４７．３５
４０１~６００ １０４９２ １２．４７ ７１７０ １３．４０
６０１~８００ ６０８０ ７．２３ ３６８９ ６．８９
８０１~１０００ ４６７５ ５．５６ ２５９１ ４．８４
１００１~１２００ ３８４２ ４．５７ ２０２５ ３．７８

    

２．２　Unigene功能注释、分类与代谢途径

２．２．１　序列注释与相似性　为了预测黄尾鲴 UniＧ
gene功能,将获得的 ５３５２７ 个 Unigenes分别与

NR、Swissprot、KEGG、Pfam、String等公共数据库

进行比对,进行 Unigenes的序列相似性分析(表

２).在 NR数据库中注释成功的 Unigenes的数量

最多(４９．５９％),其后依次为 Swissprot(３９．５７％)、

Pfam (３０．０９％)、KEGG (２７．３５％)、String
(２５５０％).对该５组数据库进行拓扑分析,其结果

如图１,共有７９８９条 Unigenes在５个数据库中同

时标注成功,占总 Unigenes数的 １４．９２％;并且在

以上５个数据库中至少 １ 个数据库注释成功的

Unigenes 有 ２６ ６１３ 条,占 总 Unigenes 数 的

４９７２％.
以 NR数据库为例进行黄尾鲴 Unigenes的序

列相似性分析,２６４０６条 Unigenes在 NR数据库中

可以找到相似序列.在大于４％相似序列匹配的近

缘物种中,斑马鱼所占比例最高(７９．４１％),随后依

次是墨西哥脂鲤(６．１５％)、虹鳟(１．７０％)、罗非鱼

(１１０％)(图２).E 值在０区间内的 Unigenes数

量最多(１８１７８个,占总体的６８．８４％),匹配结果最

高,E 值介于０~１０３０之间的 Unigenes有３５１７个

(１３．３２％),而 E 值介于１０１０到 １０５之间的 UniＧ
genes数量最少(８４２个,３．１９％);匹配序列相似度

表２　黄尾鲴基因注释成功率

Tab．２　SuccessrateofgeneannotationinX．davidi

数据库 Unigenes数 比例/％

Nr ２６５４３ ４９．５９
Swissprot ２１１７９ ３９．５７
KEGG １４６４２ ２７．３５
Pfam １６１０４ ３０．０９
String １３５６１ ２５．５０

至少１个数据库注释成功 ２６６１３ ４９．７２
上述数据库中均注释成功 ７９８９ １４．９２

总 Unigenes ５３５２７ １００
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达到８０％以上的 Unigenes数量最多,有２２２９０个

(８４．４１％),相 似 度 ４０％ ~８０％ 的 Unigenes 有

４１１２个(１５．５７％),相似度低于４０％的 Unigenes
数量最少,仅有４个(０．０２％)(图３).

图１　注释信息统计Venn图

Fig．１　Annotationinformationdisplayedon
aVenndiagram

图２　物种分类

Fig．２　Speciesdistribution

２．２．２　Unigene的 GO 分类　黄尾鲴共有１５５３２
条 Unigene在 GO数据库中３大类６４个功能中找

到对应(图４).可以看出,３３３３９个 GO 条目归属

于细胞组分,１８９６４个 GO 条目归属于分子功能,

６１９９９个 GO 条目归属于生物学过程,这一分类结

果显示了黄尾鲴肝脏基因表达谱的总体情况.其中

生物学进程组中较大的是细胞进程(９９６０个);细
胞成分组中较大的是细胞组分(６６８３个)和细胞

(６６８３个);分 子 功 能 组 中 较 大 的 是 结 合 活 性

(８４７８个)和催化活性(５８１０个).

２．２．３　Unigene的 KEGG 通路注释　KEGG 是系

统分析基因产物在细胞中的代谢途径以及基因产物

功能的数据库.根据 KEGG 数据库的注释信息能

进 一 步 得 到 Unigene 的 pathway 注 释. 结 合

KEGG数据库,对黄尾鲴的１４６４２条 Unigene可能

参与或涉及的代谢途径进行了统计分析.结果表

明,黄尾鲴 Unigene归属于 A(代谢)、B(遗传信息

处理)、C(环境信息处理)、D(细胞过程)和 E(有机

系统)五大类;其代谢途径主要包括信号转导、免疫

系统、运输与代谢、能量代谢、脂类物质代谢、氨基酸

代谢、蛋白折叠、转录与翻译等 ３３ 类代谢通路(图

５).其中注释数量最多的通路有癌症通路 (６６１
个)、P１３KＧAkt信号通路(６４０个)、粘合斑信号通路

(５４１个)、MAPK 信号通路(４７７个)等;另外,根据

免疫系统分类,共有１２９９条 Unigenes参与了１６
条代谢通路,包括趋化因子信号通路 (Chemokine
signalingpathway),白细胞经上皮移行机制(LeuＧ
kocytetransendothelialmigration),T 细胞受体信

号途径 (Tcellreceptorsignalingpathway)和 Toll
样受体信号途径 (TollＧlikereceptorsignalingpathＧ
way)(图６).在这些免疫系统代谢通路中,参与到

趋化因子信号通路的 Unigenes数量最多.

图３　比对结果eＧvalue分布及相似度分布

Fig．３　EＧvalueandsimilaritydistributions
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图４　黄尾鲴 Unigene的 GO分类

Fig．４　GOfunctionalcategoriesofX．davidiUnigenes

２．２．４　Unigene的COG注释结果　在黄尾鲴 UniＧ
gene数据库的COG 功能注释中,有７７３７条 UniＧ
gene被归纳到COG 的２６个功能类别中(图７;A:

RNA 加工与修饰,B:染色体结构与活力,C:能量生

成和转换,D:细胞周期控制、细胞分裂、染色体区

分,E:氨基酸运输和代谢,F:核苷酸运输和代谢,G:
碳水化合物运输和代谢,H:辅酶运输和代谢,I:脂

质运输和代谢,J:翻译、核糖体结构和代谢,K:转
录,L:复制、重组和修复,M:细胞膜生物合成,N:细
胞运动,O:翻译后修饰,蛋白质折叠和分子伴侣,P:
矿物质运输和代谢,Q:次生代谢物合成、运输和代

谢,R:一般功能基因,S:未知功能,T:信号传导机

制,U:细胞内转运、分泌和小泡运输,V:防卫机制,

W:胞外结构,Y:核结构,Z:细胞构架).其中参与
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到一般功能的 Unigenes数目最多,共１８５５条,占

２３．７８％;其次是复制、重组和修复以及信号传导机

制相关的 Unigenes较多,分别有７４８条和７３７条,
各占９．６７％和９．５２％.参与翻译、核糖体结构和氨

基酸运输和代谢、脂质运输和代谢等的 Unigenes较

为普遍,然而细胞核结构、细胞外基质结构、细胞膜

生物合成、细胞运动以及 RNA 加工和修饰等所占

的比例都很少,都低于１％;另外,还发现有３５条

Unigenes参与到免疫防御机制中,其出现可能与黄

尾鲴的免疫防御有关,需进一步进行研究.

图５　KEGG注释统计

Fig．５　KEGGannotationstatistics

图６　参与到免疫系统代谢通路的Unigenes分布

Fig．６　ClassificationofUnigenesbasedontheimmunesystempathway
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２．２．５　SNP 和SSR 统计分析　本次试验表明,利
用Samtools和 VarScan软件检测到了９８８２６个预

测 的 SNP 位 点,其 中 包 括 ６４３９６个 转 换 和

３４４３０个颠换.不同转换形式(A/G 和 C/T)的个

数基本相似,但不同形式的颠换(A/T、A/C、G/T
和 G/C)的个数存在一定的差异(表３).

根据 SNP所在 ORF的位置对SNP位点进行

分类,在所有预测的 SNP 位点中,能够被注释的

SNP位点总计有４２１２８个,其中位于编码区的有

２８０７５个,位于５′和３′UTR 区域的SNP有１４０５５
个,由于 NCBI中未见黄尾鲴的基因数据,因此有

５６６９８个 SNP位点没有被注释.

图７　COG分类统计结果

Fig．７　ResultsofCOGclassification

表３　SNP统计

Tab．３　SNPstatistics

类型 数目 频率/kb 占比/％
转

换

C/T ３２３０３ ０．３１ ３２．６９
A/G ３２０９３ ０．３０ ３２．４７

颠

换

A/T １１８０９ ０．１１ １１．９５
A/C ８５９８ ０．０８ ８．７０
T/G ８５３８ ０．０８ ８．６４
C/G ５４８５ ０．０５ ５．５５
总计 ９８８２６ ０．９５

　　利用 MISA软件在黄尾鲴５３５２７条 Unigenes
的１３２２０条中共检测到１８１１９个SSR位点,总体

上SSR出现频率为３３．８５％.Unigenes序列中各种

类型的SSR出现的频率不同(表４),单碱基、二碱基

和三 碱 基 重 复 类 型 占 优 势,分 别 占 总 SSR 的

５６４０％、１９．５１％和２１．３０％,其他３种重复类型所

占比例相对较少,四核苷酸重复占２．４％,五核苷酸

重复占０．３１％,六核苷酸重复占０．０７％.所有SSR
中以≥１３次重复数目的SSR 最多,占２４．１４％,１０
次重复数目的 SSR 占 １９．２４％,４ 次重复数目的

SSR占１５．１４％(表４).另外,还发现单核苷酸酸重

复基 元 中,A/含 量 最 高;二 核 苷 酸 重 复 基 元 中,

AC/GT含量最高,其次是AG/CT.在所有的重复

基元类型中CG/CG发生频率最低.

表４　黄尾鲴ESTＧSSR重复类型及数量

Tab．４　 RepeattypeandnumberofESTＧSSRinX．davidi
重复基

元长度

重复次数

４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ ≥１３

总

计

占比/

％
单核苷酸 ３０７１ １７６３ １０１２ ４３７４ １０２２０ ５６．４０
二核苷酸 １２２８ ７０９ ５０５ ５６０ ４１６ １１４ ３ ０ ３５３５ １９．５１
三核苷酸 ２３７３ ８２２ ４４４ ２１３ ８ ０ ０ ０ ０ ０ ３８６０ ２１．３０
四核苷酸 ３０２ １２６ ７ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４３５ ２．４０
五核苷酸 ５５ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ５６ ０．３１
六核苷酸 １３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １３ ０．０７
总　计 ２７４３ ９４９ １６７９ ９２２ ５１３ ５６０ ３４８７ １８７７ １０１５ ４３７４ １８１１９ １００
占比/％ １５．１４ ５．２４ ９．２７ ５．０９ ２．８３ ３．０９ １９．２４ １０．３６ ５．６０ ２４．１４

３　讨论

为了获得黄尾鲴的转录组信息,本研究对其进

行了高通量转录组测序,通过序列的预处理 Trinity
软件组装、拼接、转录本功能注释等步骤,得到了数

据量为５．４６G的转录组信息.大量的黄尾鲴转录本

信息,可为其今后的疫学、基因组学、基因克隆以及

分子标记辅助育种提供重要依据(车荣波,２０１５).

３．１　转录组质量

从转录组质量来看,本研究利用 Trinity软件

对所得的reads片段进行组装得到５３５２７条 UniＧ

genes,长度为２０１~１６６７８bp,平均长度为９４６bp,
长度＞１０００bpUnigenes所占比例达３３．２５％.其

中 N５０为１９２５bp,N５０值越大说明组装得到的长

片段越多,组装效果越好(车荣波,２０１５).碱基 Q３０
为９３．５３％,当 Q３０值在８０％以上就认为测序质量

非常可靠.因此,本文构建的转录组数据库为后续

黄尾鲴基因克隆及功能验证提供了基础数据.

３．２　数据库注释

从数据库注释上看,黄尾鲴在 NR、Swissprot、

KEGG、Pfam、String等公共数据库中均得到注释,
对深入了解基因功能有重要帮助.但从数量上看,
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各类数据库中可注释的基因占比例较少,在２５．５％
~４９．５９％,５０．２８％的 Unigene可能是由于序列片

段过短而、非编码序列或者是特有的新基因等未与

公共数据库中的序列匹配上(赵刚等,２０１６),说明国

际公共数据库中收录的黄尾鲴数据较少.但各数据

注释结果可以帮助了解黄尾鲴更多的生物学信息,
了解基因的分子功能、免疫机制、所参与的生物学过

程、所处的代谢途径和信号通路等.

３．３　分子标记

本研究挖掘出１８１１９个SSR和９８８２６个SNP
位点信息,SNP和SSR是利用转录组数据开发最多

的两类标记(Weeksetal,２００１;Hinomotoetal,

２００５).目前,已经有很多研究者通过转录组数据库

发掘分子标记(Zhaietal,２０１３;袁文成,２０１５;Liet
al,２０１６;全迎春等,２０１６;龚诗琦等,２０１６),与传统

开发分子标记的方法相比,具有成本低、时间短、信
息量等优点.本研究将为黄尾鲴后续的多态性检

测、群体遗传多样性分析以及分子鉴定等方面打下

基础,同时还可用于鯝亚科鱼类遗传多样性分析、品
种鉴定、遗传图谱构建、重要性状辅助选择等研究,
有助于促进鯝亚科鱼类分子生物学的发展.

本研究首次采用IlluminaHiSeq２５００高通量

测序技术对黄尾鲴转录组进行从头测序和无参考基

因组的情况下进行从头组装.除了对黄尾鲴转录组

的基本生物学信息学进行了分析,还得到了大量新

功能基因和分子标记.尤其是那些免疫相关基因可

以为黄尾鲴的免疫系统和疾病防御提供大量的资

源.另外,在本研究中获得分子标记可以用于今后

黄尾鲴遗传多样性分析、种质鉴定、基因连锁图谱构

建以及基因功能定位分析等.
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TranscriptomeAnalysisofXenocyprisdavidiBleekerBasedonRNASequencing

ZHANGYanＧping１,ZHANGHaiＧxin１,CUICui２,FUYiＧlong１,LIUZhiＧfang２,FAN HongＧchao２

(１．FisheriesResearchInstituteofJiangxiProvince,Nanchang　３３００００,P．R．China;

２．FisheriesResearchInstituteofPingxiang,Pingxiang　３３７０００,P．R．China)

Abstract:XenocyprisdavidiBleekerisaspeciesconsideredexcellentforaquaculturebecauseofitshigh
nutritionalquality,delicioustasteandgoodadaptability．WhilethereisahighmarketdemandforX．daviＧ
di,wildpopulationshaverapidlydeclinedbecauseofoverfishingandledtorapiddevelopmentofartificial
culturing．However,diseaseoutbreaksinintensiveaquaculturepondsandlossofgeneticdiversityare
problematic．Inthisresearch,thetotalRNAofX．davidiBleekerwasextractedandageneticlibrarywas
establishedforthespecies．ThetranscriptomeofX．davidiwasdevelopedandfunctionalgenes,particuＧ
larlythoserelatedtotheimmunesystem,wereidentifiedtolayasolidfoundationformolecularbiologyreＧ
search．TheX．daviditranscriptomewassequenceddenovoontheIlluminaplatform．Afterdatacleaning
andtesting,５０７０２０４６highＧqualityreadswereobtainedand５３５２７unigeneswereassembled．After
searchingagainstNR,String,Swissprot,KEGGandPfamdatabases,２６６１３unigenesweresuccessfully
annotated:１５５３２unigeneswereclassifiedinto６４functionalcategoriesunderthreeGOontologies;７７３７
unigeneswereassignedtoCOG,groupedinto２６functionalcategories;and１４６４２unigeneswithsignifiＧ
cantmatchesinthedatabasewereassignedto３３KEGGpathways．AccordingtoanimmunesystemclassiＧ
fication,１２９９unigenesareinvolvedin１６metabolicpathways．Atotalof９８８２６SNPs(６４３９６transitions
and３４４３０transversions)and１８１１９SSRsweredetectedinthe５３５２７unigenes．Thisstudyprovidesa
foundationforfuturegeneticresearchandmolecularmarkerＧassistedbreedingofX．davidi．
Keywards:XenocyprisdavidiBleeker;transcriptome;highＧthroughputsequencing;functionannotation
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