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摘　要：为了解青田田鱼（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｑｉｎｇｔｉａｎｅｎｓｉｓ，ＰａｄｄｙＦｉｅｌｄＣａｒｐ）对稻田急性溶氧变化的水环境适
应性，依据青田田鱼对低氧耐受性参数及当地稻田水环境溶氧日变化的实际情况模拟急性低氧和复氧环境，

基于ＲＮＡｓｅｑ技术对青田田鱼幼鱼常氧对照组［温度：（２５．３７±０．７６）℃，溶氧：（７．０７±０．３９）ｍｇ／Ｌ，ＣＢ组］，
低氧胁迫６ｈ组［温度：（２５．６５±０．７６）℃，溶氧：（０．５７±０．１６）ｍｇ／Ｌ，ＨＢ组］和复氧恢复 ６ｈ组［温度：
（２５．７８±０．５８）℃，溶氧：（７．２１±０．５３）ｍｇ／Ｌ，ＲＢ组］脑组织进行转录组分析。结果表明：ＨＢ组与ＣＢ组文库
比较发现存在１０９４个差异基因，其中，７３０个上调，３６４个下调；ＲＢ组与ＨＢ组文库比较发现２２８８个差异基
因，其中，８０３个上调，１４８５个下调；ＲＢ组与ＣＢ组文库比较发现２０１个差异基因，其中，８０个上调，１２１个下
调。进一步将差异表达基因进行 ＧＯ功能注释和 ＫＥＧＧ富集分析发现差异基因主要富集在糖酵解／糖异生、
ＨＩＦ１信号、ｍＴＯＲ信号及ＶＥＧＦ信号等通路上。通过 ＲＴｑＰＣＲ对糖酵解／糖异生及相关通路中的６个差异
基因进行验证，证实了转录组测序结果的可靠性。这些结果为研究青田田鱼在急性溶氧变化环境下的生理调

节机制提供了分子生物学的基础研究。

关键词：青田田鱼；低氧胁迫；复氧恢复；转录组

中图分类号：Ｓ９１７．４　　　文献标志码：Ａ

　 　 青 田 田 鱼 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ ｖａｒ．
ｑｉｎｇｔｉａｎｅｎｓｉｓ），又 名 瓯 江 彩 鲤，隶 属 于 鲤 科
（Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ）鲤属（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ），是中国浙江省青田
县和永嘉县一带特有的一种稻田养殖鲤鱼品

种［１］。稻田生境和传统池塘养殖环境不同，其水

域农作物和土壤耗氧量大［２］、水位低，致使稻田

生境溶氧低且昼夜变化大［３］，同时存在干涸的风

险并且无法进行人工辅助增氧。稻田生境一天

中存在长时间低氧期（ＤＯ＜４ｍｇ／Ｌ，６～１０ｈ），而
当水体溶氧量维持在４ｍｇ／Ｌ以上时，鱼类才能
正常生长发育［４］。溶氧（Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎ，ＤＯ）是
水体中最重要的环境因子，对鱼类的生长、繁育、

代谢等生理活动都有重要影响［５］。传统水产养

殖过程中，水体缺氧问题一直难以处理，除了依

靠人工增氧外，更多地依赖鱼类自身的适应性调

节［６］。在急性低氧环境中，鱼类更易产生氧化应

激，尤其是在低氧之后的复氧恢复过程中，氧化

应激通常会表现得更剧烈［７］。脑作为对氧敏感

型器官，缺氧对鱼类脑组织的影响不容忽视。鱼

类暴露于轻度低氧环境可以诱导大脑中各种神

经元细胞的抗氧化反应来促进机体细胞保护机

制，使其免受氧化应激，例如通过增加星形胶质

细胞中的 ＰＩ３ＫＡｋｔ信号和促红细胞生成素表达、
增加 ＭＡＰＫ信号和大脑皮层神经元中的衍生神
经营养因子表达［８］。同时低氧环境会增加大脑

中活性氧（ＲＯＳ）的生成，导致氧化还原失衡；而
ＲＯＳ水平的整体提升也会促进神经元凋亡，并最
终形成脑损伤［９１０］。此外糖原作为脊椎动物最重

要的储能物质，对维持机体的能量代谢以及其他

功能物质的合成有重要作用。在一般认知中，脑

糖原的含量远不如肌糖原和肝糖原，因而常常被

忽视［１１］，但是脑糖原含量却是脑葡萄糖的好几

倍［１２］。

目前关于青田田鱼如何适应稻田生境的研
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究，仍未得到系统的阐释。本研究通过模拟稻田

溶氧变化环境，对青田田鱼进行急性低氧胁迫（６
ｈ）后的复氧恢复（６ｈ）实验处理，为青田田鱼对
稻田溶氧环境的适应性提供理论依据，也为其他

鱼类在急性溶氧变化过程中的生理调节机制提

供参考。

１　材料与方法

１．１　实验用鱼与暂养管理
实验用鱼购自浙江省青田县愚公生态农业

有限公司同一批次繁育的青田田鱼幼鱼，选取活

力好，健康无损伤，体长为（１６．９３±１．６１）ｃｍ，体
质量为（８０．６７±４．６７）ｇ的幼鱼运送至上海海洋
大学生态与渔业实验室进行２周暂养，正式实验
前１周随机选取２７尾平均放入３个容量为１５０Ｌ
（实验水体为１００Ｌ）的实验桶中。
１．２　实验设计

在２５℃条件下进行预试验，测定青田田鱼
幼鱼（５０～７０ｇ）低氧耐受参数：浮头时溶氧为
０．３１ｍｇ／Ｌ，低氧翻转点的溶氧为０．２６ｍｇ／Ｌ，窒
息点的溶氧为０．１７ｍｇ／Ｌ。根据预试验结果并结
合实际监测到的稻田溶氧变化情况，设定溶氧为

０．５ｍｇ／Ｌ作为低氧胁迫阈值，低氧胁迫和复氧恢
复时长定为６ｈ。

为减少其他应激干扰，正式实验直接在３个
实验桶中进行。正式低氧胁迫实验前，完成常氧

组的取样，此时的溶氧为（７．０７±０．３９）ｍｇ／Ｌ，水
温为（２５．３７±０．７６）℃，样品编号记为 ＣＢ。随后
往水中注入Ｎ２，待水中溶氧下降到０．５ｍｇ／Ｌ时，
调节氮气和空气的注入流速来控制水中的溶氧，

待低氧胁迫６ｈ时进行低氧胁迫６ｈ组实验样品
取样，胁迫期间水中的溶氧为（０．５７±０．１６）ｍｇ／
Ｌ，水温为（２５．６５±０．７６）℃，样品编号记为 ＨＢ。
待低氧胁迫实验取样结束后，停止氮气注入并增

大空气注入流速，待水中溶解氧含量升至７ｍｇ／Ｌ
时，调节空气注入量维持水中的溶氧含量，待复

氧恢复６ｈ后进行样品取样，恢复期间水中的溶
氧为（７．２１±０．５３）ｍｇ／Ｌ，水温为（２５．７８±
０．５８）℃，样品编号记为 ＲＢ。整个实验期间，每
１０ｍｉｎ监测１次水中的溶氧和水温。
１．３　样品采集

每个实验桶每次取３尾幼鱼，共９尾。将其
置于质量浓度为３００ｍｇ／Ｌ的 ＭＳ２２２溶液中快

速麻醉，之后将幼鱼搁置在冰板上进行解剖，取

下全脑并用滤纸吸干表面血液后，每个样品单独

置于２ｍＬ的 ＲＮＡｆｒｅｅ管中，经过液氮预冷后放
置在－８０℃冰箱保存以备后续实验使用。
１．４　总ＲＮＡ提取、文库构建和转录组测序

从－８０℃冰箱中取出样品，在提前预冷的研
钵中加入液氮研磨成粉末，使用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总
ＲＮＡ。运用琼脂糖凝胶电泳（１％琼脂糖）和
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００对提取的总 ＲＮＡ进行完整性、浓
度和纯度等方面的质量检测。根据 ＬＩＵ等［１３］将

组织样品进行混合的方法来消除个体间差异，本

实验将各组３尾鱼的全脑组织样品进行等量混
合，每组取其中的１μｇＲＮＡ用于 ｃＤＮＡ文库构
建及 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序。本次研究中的文库构建和
Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序均由美吉生物科技有限公司完成，
建库 试 剂 为 ＴｒｕｓｅｑＴＭ ＲＮＡ ｓａｍｐｌｅｐｒｅｐＫｉｔ
（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ＣＡ，ＵＳＡ）；测 序 系 统 为 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｎｏｖａｓｅｑ６０００，测序模式为２×１５０ｂｐ。
１．５　筛选差异表达基因和富集分析

使 用 ＲＳＥＭ１．３．１ 软 件，采 用 ＴＰＭ
（ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｓＰｅｒＭｉｌｌｉｏｎ）定量标准，先对基因长度
进行均一化再对测序深度均一化，统一不同样本

的总表达量获得 ｒｅａｄｃｏｕｎｔｓ分析样本之间的基
因差异表达情况。使用 ＤＥＧｓｅｑ２ｖ．１．２４．０软
件［１４］进行ｒｅａｄｃｏｕｎｔｓ的标准化处理并筛选差异
表达基因（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ），
以Ｐ＜０．０５与｜ｌｏｇ２（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）｜≥１作为差异
表达的阈值。利用ＧＯ（Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ）［１５］、ＫＥＧＧ
（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ）［１６］等
数据库对差异表达基因进行功能注释。使用

Ｇｏａｔｏｏｌｓｖ．０．６．５软件［１７］和 ＫＯＢＡＳｖ．２．１软
件［１８］运用Ｆｉｓｈｅｒ检验分别对ＤＥＧｓ进行ＧＯ功能
富集分析和ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ代谢通路进行富集分
析。当Ｐ＜０．０５，认为差异表达基因在 ＧＯ功能
和ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ代谢通路存在显著富集。

２　结果与分析

２．１　转录组测序结果
检测９个样本质控序列的碱基分布和测序

质量，ＧＣ含量为４５．５７％～４６．４７％，Ｑ２０（测序精
确率９９％）为９８．４８％～９８．６３％，Ｑ３０（测序准确
率 ９９．９％）为 ９５．３４％ ～９５．７０％，错配率为
０．０２３％～０．０２４％，可以进行后续的分析与研究。

０８
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比对结果统计如表１所示。本实验转录组测序
结 果 已 上 传 至 ＮＣＢＩ（Ｎａｔｉｏｎａｌｃｅｎｔｅｒｆｏｒ

ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ），注册号为ＳＲＰ２５１３３４。

表１　青田田鱼脑组织 ＲＮＡｓｅｑ文库原始序列和质控序列的统计
Ｔａｂ．１　ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｏｆｔｈｅｒａｗａｎｄｃｌｅａｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｔｈｅＲＮＡｓｅｑｌｉｂｒａｒｙｏｆ

ｂｒａｉｎｓａｍｐｌｅｓｉｎＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｑｉｎｇｔｉａｎｅｎｓｉｓ

样品名称

Ｓａｍｐｌｅ
原始序列

Ｒａｗｒｅａｄｓ
质控序列

Ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ
质控数据库

Ｃｌｅａｎｂａｓｅｓ
错配率

Ｅｒｒｏｒｒａｔｅ／％ Ｑ２０／％ Ｑ３０／％ ＧＣ含量
ＧＣｃｏｕｎｔｓ／％

ＣＢ１ ５７５９７６２０ ５７１５９９１６ ８．５６ ０．０２４ ９８．５４ ９５．４７ ４６．１１
ＣＢ２ ５６３１６１０２ ５５８９１１００ ８．３７ ０．０２４ ９８．５６ ９５．５０ ４６．１３
ＣＢ３ ５０７５２３２４ ５０３３５１０４ ７．５４ ０．０２４ ９８．５１ ９５．３７ ４５．９９
ＨＢ１ ５３６８２６８２ ５３２６６５９８ ７．９９ ０．０２４ ９８．４８ ９５．３４ ４５．９９
ＨＢ２ ５４６５０２７２ ５４２７１２９６ ８．１３ ０．０２４ ９８．６０ ９５．６２ ４６．２７
ＨＢ３ ５３６５５４７８ ５３２８５１３６ ７．９９ ０．０２４ ９８．５６ ９５．５０ ４６．４４
ＲＢ１ ５４４８９３６４ ５４１０８５８４ ８．１２ ０．０２３ ９８．６３ ９５．７０ ４６．４６
ＲＢ２ ４９１７３１９８ ４８７９８５９２ ７．３２ ０．０２４ ９８．６０ ９５．６２ ４５．５７
ＲＢ３ ５０１７６８９２ ４９７６３０９６ ７．４８ ０．０２４ ９８．５５ ９５．４８ ４６．４７

注：ＣＢ１ＣＢ３为常氧组的３个平行实验组样品，ＨＢ１ＨＢ３为低氧胁迫６ｈ组的３个平行实验组样品，ＲＢ１ＲＢ３为复氧恢复６ｈ组的３个
平行实验组样品。

Ｎｏｔｅｓ：ＣＢ１ＣＢ３ａｒｅｔｈｅｔｈｒｅｅｐａｒａｌｌｅｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓａｍｐｌｅｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＨＢ１ＨＢ３ａｒｅｔｈｅｔｈｒｅｅｐａｒａｌｌｅｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓｏｆｔｈｅ
ｈｙｐｏｘｉｃ６ｈｇｒｏｕｐ，ａｎｄＲＢ１ＲＢ３ａｒｅｔｈｅｔｈｒｅｅｐａｒａｌｌｅｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓａｍｐｌｅｓｏｆｔｈｅｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ６ｈｇｒｏｕｐ．

２．２　样本间基因表达水平相关分析
对样本数据进行主成分分析，发现从横坐标

ＰＣ１看，样本的按照处理条件排布，ＣＢ组聚在一
起，ＨＢ组聚在一起，ＲＢ组聚在一起，说明本次实
验数据可靠，样本选择合理，可进行后续分析（图

１）。

图１　主成分分析
Ｆｉｇ．１　ＰｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＮＡｓｅｑ

ｏｆ９ｓａｍｐｌｅｓＤＥＧｓ

２．３　差异表达基因分析
对ＨＢｖｓＣＢ组、ＲＢｖｓＨＢ组和 ＲＢｖｓＣＢ３

个比较组进行 ＤＥＧｓ的筛选。ＨＢｖｓＣＢ组筛选
出１０９４个ＤＥＧｓ，其中，上调表达７３０个，下调表
达３６４个；ＲＢｖｓＨＢ组筛选出２２８８个 ＤＥＧｓ，其

中，上调表达 ８０３个，下调表达 １４８５个；ＲＢｖｓ
ＣＢ筛选出２０１个ＤＥＧｓ，其中，上调表达８０个，下
调表达１２１个（图２）。
２．４　ＤＥＧｓ的ＧＯ功能及 ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ富集
分析

为确定青田田鱼脑组织在适应急性溶氧变

化过程中差异表达基因所涉及的生理调控，对

ＤＥＧｓ进行ＧＯ功能注释分析，发现ＤＥＧｓ分布于
生物学（ＢＰ）、细胞组分（ＣＣ）和分子功能（ＭＦ），
其中富集到生物学功能的 ＤＥＧｓ数目最多。在
ＨＢｖｓＣＢ组中主要以糖酵解过程（Ｇｌｙｃｏｌｙｔｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ，ＧＯ：０００６０９６）、ＡＴＰ再生（ＡＴＰｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｆｒｏｍ ＡＤＰ，ＧＯ：０００６７５７）、氧 化 还 原 过 程
（Ｏｘｉｄａｔｉｏｎｒｅｄｕｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ，ＧＯ：００５５１１４）、免疫
过程（Ｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍｐｒｏｃｅｓｓ，ＧＯ：０００２３７６）和应
激反应（Ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｔｉｍｕｌｕｓ，ＧＯ：００５０８９６）等功
能为主；在 ＲＢｖｓＨＢ组中主要以免疫反应过程
（Ｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍｐｒｏｃｅｓｓ，ＧＯ：０００２３７６）、ＡＤＰ代谢
过程（ＡＤＰｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ，ＧＯ：００４６０３１）、生理
调控（Ｃｉｒｃａｄｉａｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＧＯ：
００３２９２２）、蛋白质羟化（Ｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ，ＧＯ：
００１８１２６）和碳水化合物合成过程（Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｒｏｃｅｓｓ，ＧＯ：００１６０５１）等功能为主；在
ＲＢｖｓＣＢ组中主要以生理节律 （Ｃｉｒｃａｄｉａｎ
ｒｈｙｔｈｍ，ＧＯ：０００７６２３）、单糖代谢过程（Ｃｉｒｃａｄｉａｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＧＯ：０００５９９６）和ＤＮＡ
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结合转录因子活性（ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ，ＧＯ：０００３７００）等功能为主。在低
氧胁迫与复氧恢复过程中，能量代谢、应激反应

等调控过程中差异基因富集较为显著，这表明青

田田鱼脑组织产生了大量参与调控代谢等相关

的活动过程（图３）。

图２　各比较组中差异表达基因统计图
Ｆｉｇ．２　ＳｔａｔｉｓｔｉｃｓｆｉｇｕｒｅｏｆＤＥＧｓａｍｏｎｇｅａｃｈｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｇｒｏｕｐ

　　为了进一步探究在持续性高温胁迫下差异
表达基因的生物学功能，对 ＤＥＧｓ进行 ＫＥＧＧ
ｐａｔｈｗａｙ富集分析，发现 ＨＢｖｓＣＢ组中的 ＤＥＧｓ
主要富集在新陈代谢与环境信息处理过程，其中

ＨＩＦ１信 号 通 路 （ＨＩＦ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ，
ｋｏ０４０６６，４４个）富集 ＤＥＧｓ数量较多，糖酵解／糖
异生（Ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ／Ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ，ｋｏ０００１０，２１
个），果糖和甘露糖代谢途径 （Ｆｒｕｃｔｏｓｅａｎｄ
ｍａｎｎｏｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，ｋｏ０００５１，１６个），ＮＯＤｌｉｋｅ受
体信号通路（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，
ｋｏ０４６２１，２２个）及造血细胞调控（Ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ
ｃｅｌｌｌｉｎｅａｇｅ，ｋｏ０４６４０，１１个）等通路也有不同程度
富集；在 ＲＢｖｓＨＢ组中，ＤＥＧｓ主要富集在新陈
代谢和机体系统，包括 ｍＴＯＲ信号通路（ｍＴＯＲ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｋｏ０４１５０），ＶＥＧＦ信号通路
（ＶＥＧＦｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｋｏ０４３７０），果糖和甘露
糖代谢途径（Ｆｒｕｃｔｏｓｅａｎｄｍａｎｎｏｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，
ｋｏ０００５１）及 蛋 白 质 消 化 吸 收 通 路 （Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ，ｋｏ０４９７４）等；在ＲＢｖｓＣＢ
组中，仅富集了 ５个通路，且仅生理节律
（Ｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍ，ｋｏ０４７１０）差异性显著，其余通
路虽有少数ＤＥＧｓ富集，但无显著性差异（图４）。
２．５　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）验证ＲＮＡ
ｓｅｑ结果

为验证 ＲＮＡｓｅｑ的准确性，随机选取了 ｈｉｆ

１ａ（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，低氧诱导因子）、ｈｋ
（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ，己 糖 激 酶 ）、ｐｄｋ３（ｐｙｒｕｖａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｋｉｎａｓｅｉｓｏｚｙｍｅ３，丙酮酸脱氢酶激
酶同工酶 ３）、ｐｆｋａ（６ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏｋｉｎａｓｅ，６磷酸
果糖激酶）、ｌｄｈ（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，乳酸脱氢
酶）和 ｖｅｇｆａ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ，
血管内皮生长因子）等６个ＤＥＧｓ（ＨＢｖｓＣＢ组：６
个上调；ＲＢｖｓＨＢ组：６个下调）进行ＲＴｑＰＣＲ定
量验证。结果显示，在 ＨＢｖｓＣＢ组中上调 ＤＥＧｓ
和ＲＢｖｓＨＢ组中下调ＤＥＧｓ的ＲＴｑＰＣＲ定量和
ＲＮＡｓｅｑ表达虽然存在表达量上的不同，但其上
下调变化趋势一致，证明了 ＲＮＡｓｅｑ的结果准确
可靠，可以进行后续研究分析（图５）。

３　讨论

３．１　ＲＮＡｓｅｑ测序质量评估
在青田田鱼（瓯江彩鲤）转录组的研究中：陈

晓雯等［１９］探究不同转录组拼接方法对瓯江彩鲤

的适用性，结果表明基于序列比对优先策略注释

７７６０１个转录本，基于从头拼接共６９４０６个；钱
永生［２０］在对４种不同体色瓯江彩鲤的脾脏被嗜
水气单胞菌侵染实验中，共获得１７３５７０条转录
本。原始数据经过质控检测处理后，获得的质控

后序列与鲤鱼基因组进行序列比对分析的总比

对率为８２．９２％～８３．５％，这是由于青田田鱼长期

２８
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圆圈代表一个ＧＯ二级条目，圆圈颜色代表Ｐ值，颜色越红代表显著富集性越可靠，圆圈越大代表富集的基因数目越多。

ＯｒｄｉｎａｔｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｎａｍｅｏｆｔｈｅＧＯｔｅｒｍ，ｔｈｅｃｏｌｏｒｏｆｔｈｅｃｉｒｃｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓＰａｄｊｕｓｔ．Ｔｈｅｄｅｅｐｅｒｔｈｅｒｅｄｃｏｌｏｒ，ｔｈｅｍｏｒｅｒｅｌｉａｂｌｅｔｈｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ，ａｎｄｔｈｅｌａｒｇｅｒｔｈｅｃｉｒｃｌｅ，ｔｈｅｇｒｅａｔｅｒｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｅｎｒｉｃｈｅｄｇｅｎｅｓ．

图３　各比较组中差异表达基因ＧＯ富集分析（富集排名前２０）
Ｆｉｇ．３　ＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＥＧｓｉｎｅａｃｈｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｇｒｏｕｐ（ｔｏｐ２０）
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图４　各比较组中差异表达基因ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ富集分析（富集排名前２０）
Ｆｉｇ．４　ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｆｕｎｃｔｉｏｎｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＥＧｓｉｎｅａｃｈｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｇｒｏｕｐｓ（ｔｏｐ２０）
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图５　ＲＴｑＰＣＲ验证ＲＮＡｓｅｑ结果图
Ｆｉｇ．５　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆＲＮＡｓｅｑｒｅｓｕｌｔｓ

ｂｙＲＴｑＰＣＲ

生活在山区稻田环境，加上自然和人工双重选择

压力会造成基因遗传突变［２１２２］。本研究根据转

录本和基因外显子对应关系，共筛选出６５０２１个
表达基因，再与鲤鱼基因组中已注释的６９４９４个
表达基因进行比对，比对注释率达到９３．６８％，这
能较好说明测序结果中筛选得到表达基因的功

能。根据筛选的６个候选 ＤＥＧｓ基因表达量，在
ＨＢｖｓＣＢ组中显示各基因在ＲＴＰＣＲ和ＲＮＡｓｅｑ
检测中皆呈上调趋势，且两个方法得出的表达量

基本一致，除了 ｌｄｈ基因和 ｖｅｇｆａ基因；在 ＲＢｖｓ
ＣＢ组中各基因的表达趋势皆为下调趋势，表达
量基本一致除了 ｌｄｈ基因和 ｖｅｇｆａ基因，这可能
是因为基因在不同生理状态下会对自身的转录

体表达量产生影响［２３］。虽然个别基因的表达量

有些许差异，但总体基因表达量及变化趋势一

致，验证了ＲＮＡｓｅｑ准确性。
３．２　基因表达差异分析

脑组织中上调表达 ＤＥＧｓ数目（７３０）多于下
调表达ＤＥＧｓ基因（３６４），表明脑组织通过上调更
多的基因表达来应对急性低氧环境刺激。花斑

裸 鲤 （Ｇｙｍｎｃｙｐｒｉｓ ｅｃｋｌｏｎｉ）［２４］、 团 头 鲂

（Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａ ａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ）［２５］、 大 黄 鱼

（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓｃｒｏｃｅａ）［２６］等在低氧胁迫中也有类
似结果，不同点在于差异基因表达数量不同，这

可能是由胁迫处理时间、溶氧质量浓度及靶器官

的敏感性的差异所致。经过６ｈ复氧恢复后（ＲＢ
ｖｓＨＢ），上调表达的 ＤＥＧｓ数量（８０３）明显少于
下调表达的ＤＥＧｓ数量（１４８５），表明脑组织通过
下调更多的基因表达来缓解复氧对机体造成的

应激响应。对复氧恢复６ｈ组和常氧组进行比较
（ＲＢｖｓＣＢ），上调表达的 ＤＥＧｓ数量（８０）略少于
下调表达的 ＤＥＧｓ数量（１２１），而两组之间的
ＤＥＧｓ数量（２０１）远少于整个测序得到的 ＤＥＧｓ

数量（６５０２１），这说明经过６ｈ的复氧恢复，脑组
织的基因表达水平已基本恢复到常氧组水平，这

与沙尖鱼（Ｓｉｌｌａｇｏｓｉｈａｍａ）鳃组织［２７］低氧后再恢

复比较的转录实验的结果类似，只是由于恢复时

间和鱼类本身恢复能力的差异会存在一定的

ＤＥＧｓ数目区别。
３．３　差异表达基因调控功能分析

通过 ＧＯ功能及 ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ富集分析得
出ＤＥＧｓ大多集中于能量代谢和响应环境信号两
大通路上，因此我们着重从这两个角度分析青田

田鱼在应对急性溶氧环境变化的适应情况。

３．３．１　能量代谢
鱼类在应对急性低氧环境时，通常会有提高

血液循环、增强血氧亲和力、提高呼吸频率和增

强能量代谢等相关策略进行适应性调整［２８］。若

上述调控措施无法满足自身的能量需求，就会开

启无氧糖酵解通路，通过碳水化合物代谢提供能

量［２９３０］。本研究中在急性低氧胁迫过程（ＨＢｖｓ
ＣＢ）中发现，ｌｄｈ（乳酸脱氢酶）、ｈｋ（己糖激酶）和
ｐｆｋａ（６磷酸果糖激酶）等基因均上调表达，这与
急性低氧胁迫尼罗罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）
会增强其能量代谢的研究［３１］相似。ｈｋ和 ｐｆｋａ基
因作为调控己糖激酶和６磷酸果糖激酶表达的
主效基因，参与调控葡萄糖的糖酵解过程，其表

达量的上调促进葡糖糖的磷酸化过程并生成大

量的丙酮酸和ＮＡＤＨ，加速脑组织的供能代谢，以
应对低氧胁迫带来的氧化应激。在缺氧环境下

丙酮酸会在乳酸脱氢酶的催化下生成乳酸，ｌｄｈ
基因表达量上调也印证了丙酮酸转化为乳酸的

速率增强。ｐｆｋ、ｈｋ和ｌｄｈ基因的上调表达以增强
糖酵解和乳酸代谢途径，而 ａｃｌｙ基因下调则抑制
ＴＣＡ循环，从而导致脑细胞有氧呼吸和无氧呼吸
呈“此消彼长”的效应［３２］。在低氧胁迫的研究

中，鲤科鱼类糖酵解的主要终产物为乙醇［３３］，而

催化乙醇合成的最后环节需要乙醇脱氢酶

（Ａｌｃｏｈｏｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＡＤＨ）的参与，但本研究
并未发现ＡＤＨ基因的低氧诱导表达，此结果与低
氧胁迫花斑裸鲤（Ｇｙｍｎｃｙｐｒｉｓｅｃｋｌｏｎｉ）［２４］重要组织
（肝胰脏、脑、心脏、肌肉和血液组织）转录结果一

致。在复氧恢复过程（ＲＢｖｓＨＢ）中，ｌｄｈ、ｈｋ和
ｐｆｋ基因表达量均显著下调，表明青田田鱼在复氧
恢复过程中其脑细胞中的糖酵解途径受到抑制。

研究发现，在ＨＢｖｓＣＢ组和ＲＢｖｓＨＢ组中，磷酸
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戊糖途径只在低氧胁迫过程中显著被激活，一方

面磷酸戊糖途径可以提供大量的还原力ＮＡＤＰＨ，
可以减少氧化应激带来的损伤；另一方面，磷酸

戊糖途径的中间产物存在五碳糖，可以为基因转

录上调表达提供充足的碳骨架［３４］。在低氧胁迫

过程中，氨基酸和脂类代谢为糖异生途径提供底

物以及保障供能代谢［３５］，同时脂质和氨基酸合成

也受到抑制［３６］。在复氧恢复过程中，丙酮酸和乳

酸作为能量代谢主要原料生成的糖类既维持循

环中的血糖水平［３７］，也是大脑发挥正常功能的必

需品［３８］；其他糖类利用减少也增强脂质和氨基酸

的合成［３７］。

３．３．２　响应环境信号
ｈｉｆ１α（缺氧诱导因子１α）是 ＨＩＦ１家族重

要成员之一，对维持调节机体内氧稳态具有重要

作用［３９］。ｈｉｆ１α基因能在缺氧环境下高度表达，
并以其为主体串联下游信号通路。具有血管生

成功能的 ｖｅｇｆａ基因在 ｈｉｆ１α基因诱导下启动
ＶＥＧＦ转录，使表达量大幅增加。本次研究发现
青田田鱼经过６ｈ急性低氧胁迫后（ＨＢｖｓＣＢ），
ｈｉｆ１α基因和 ｖｅｇｆａ基因显著上调，而在复氧恢
复６ｈ处理后，ｈｉｆ１α基因和ｖｅｇｆａ基因表达量都
显著下调，这表明 ｈｉｆ１α基因受到低氧环境刺激
后通过其表达量上下调节来应对机体应激反应，

而连带下游ｖｅｇｆａ基因受到ｈｉｆ１α基因诱导使其
表达趋势与ｈｉｆ１α基因一致。当鱼类受到低氧胁
迫时，低氧诱导因子会与细胞膜上特异性受体结

合，从而引发细胞内信号传递，触发级联反应影

响功能代谢［４０］。如ｍＴＯＲ（哺乳动物雷帕霉素靶
蛋白）通路得到增强，其在细胞生长和诱发细胞

凋亡中发挥重要作用，ＳＲＩＮＩＶＡＳ等［４１］发现

ｍＴＯＲ和ＡＭＰＫ（ＡＭＰ激活的蛋白激酶）依赖 ｈｉｆ
１α基因对细胞自噬起活化调节作用来调控细胞
的成熟和分化来完成细胞内能量代谢的适应性

调节。

综上所述，本研究为了解青田田鱼在应对急

性溶氧变化过程中的生理调节机制，从转录组层

面对常氧组（ＣＢ）、低氧胁迫６ｈ组（ＨＢ）及复氧
恢复６ｈ组（ＲＢ）的青田田鱼脑组织进行研究分
析。在低氧胁迫６ｈ后（ＨＢｖｓＣＢ），上调表达的
ＤＥＧｓ数多余下调表达，说明青田田鱼在应对低
氧胁迫过程中增强更多的代谢通道来应对氧化

应激，如增强糖酵解和磷酸戊糖途径为机体提供

能量和还原力；经过６ｈ复氧恢复（ＲＢｖｓＣＢ）后
下调表达的 ＤＥＧｓ更多，说明脑通过抑制更多的
代谢过程来完成适应性恢复，如糖异生途径加

强，恢复期间合成大量糖源补充低氧消耗的糖

量。在响应信号方面 ｈｉｆ１α基因调控 ＶＥＧＦ和
ｍＴＯＲ通路来调节细胞的增殖和分化以达到适应
细胞内的能量代谢。特别是经过复氧恢复（ＲＢ
ｖｓＣＢ）后青田田鱼脑组织９５％以上的基因表达
量基本恢复到常氧组水平（ＣＢ），表明青田田鱼已
基本适应稻田中急性溶氧变化的环境。
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