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摘  要：海水酸化是由于海水吸收空气中的二氧化碳形成碳酸，使海水酸度上升，可对海洋生物的生

长和繁殖产生一定影响。随着工农业的发展，海水酸化现象日趋明显。为探究海水酸化对矛尾复鰕虎

鱼（Synechogobius hasta）幼鱼鳃基因转录表达的影响，以体质量为（9.0±0.5）g 的矛尾复鰕虎鱼为

研究对象，设置 pH 8.0 为对照组，pH 7.5 和 pH 7.0 为试验组。酸化处理 14 d 后，采用高通量测序技

术对对照组和试验组的矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组织进行转录组测序和分析。结果表明，pH 7.0 组筛选

到 570 个差异表达基因，其中 339 个基因表达上调，231 个基因表达下调；pH 7.5 组筛选到 888 个差

异表达基因，其中 556 个基因表达上调，332 个基因表达下调。KEGG 通路富集分析结果显示，与免

疫相关的信号通路主要有细胞粘附分子、MAPK 信号通路和 IgA 产生的肠道免疫网络等；与代谢相

关的信号通路主要有氨基酸生物合成、类固醇生物合成和氮代谢等。酸化海水促进了热休克蛋白 70
（HSP70）、主要组织相容性复合体 I 类（MHC-I）和细胞色素 P450 亚酶 1A1（CYP1A1）等免疫相

关基因的表达。在海水酸化条件下，磷酸甘油酸变位酶（PGAM）、核苷二磷酸激酶（NDPK）和 P 型

钙离子转运蛋白 2A 型（ATP2A）等基因表达上调，而肌醇 -1- 磷酸合酶（MIPS1）、羟甲基戊二酰辅

酶 a 合酶（HMGCS）和酪氨酸氨基转移酶（TAT）等基因表达下调。海水酸化对矛尾复鰕虎鱼鳃的

免疫和代谢产生一定影响，可为研究矛尾复鰕虎鱼幼鱼对酸化水体的响应机制提供参考。
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Effects of seawater acidification on the transcriptome of 
gill tissues of juvenile Synechogobius hasta
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Abstract：Seawater acidification is caused by seawater absorbing carbon dioxide in the air to form 
carbonic acid，which makes the acidity of seawater rise，which can have a certain impact on the growth 
and reproduction of marine life. With the development of industry and agriculture，seawater acidification is 
becoming more and more obvious. In order to explore the effect of seawater acidification on the transcription 
and expression of gill genes of Synechogobius hasta，the S. hasta with a body weight of（9.0±0.5）g was 
taken as the research object，with pH 8.0 as the control group and pH 7.5 and 7.0 as the experimental groups. 
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海水海水 pHpH 是影响海洋生物生存、发育和繁 殖的是影响海洋生物生存、发育和繁 殖的

重要环境因素之一重要环境因素之一［［1-21-2］］。从 工业革命开始，海水。从 工业革命开始，海水 pHpH
降 低即海洋酸化 现 象日趋 显著降 低即海洋酸化 现 象日趋 显著［［33］］。在酸 性 水 环境。在酸 性 水 环境

下，鱼类会表现出一些异常的行为，从而导致摄食效下，鱼类会表现出一些异常的行为，从而导致摄食效

率以及生长速率的降低率以及生长速率的降低［［4-54-5］］。。

矛尾 复 鰕 虎 鱼（矛尾 复 鰕 虎 鱼（Synechogobius hastaSynechogobius hasta）隶 属于）隶 属于

鲈形目（鲈形目（PerciformesPerciformes）、鰕虎鱼科（）、鰕虎鱼科（GobiidaeGobiidae）、复鰕虎）、复鰕虎

鱼属（鱼属（SynechogobiusSynechogobius），俗称沙光鱼、虾虎鱼。其广泛），俗称沙光鱼、虾虎鱼。其广泛

分布于我国黄渤海、东海以及朝鲜、日本等地的沿海分布于我国黄渤海、东海以及朝鲜、日本等地的沿海

区域，为鰕虎鱼科中个体较大的种类区域，为鰕虎鱼科中个体较大的种类［［66］］。其口味鲜。其口味鲜

美且肉质细嫩、肌间刺少，有美且肉质细嫩、肌间刺少，有 ““ 十月沙光赛羊汤十月沙光赛羊汤 ”” 的的

美称，具 有较高的经济价值美称，具 有较高的经济价值［［77］］。目前关于矛尾复鰕。目前关于矛尾复鰕

虎鱼的研究多集中于生殖虎鱼的研究多集中于生殖［［88］］、病原菌感染、病原菌感染［［99］］和金属和金属

离子胁迫离子胁迫［［1010］］等方面，而有关海水酸化对矛尾复鰕虎等方面，而有关海水酸化对矛尾复鰕虎

鱼鳃组织转录组的影响迄今尚未见报道。鱼鳃组织转录组的影响迄今尚未见报道。

高通 量 测序 技 术（高通 量 测序 技 术（RNA sequencingRNA sequencing，，RNA-SeqRNA-Seq））

能够准确获取特定组织在某一状态下转录组基因的能够准确获取特定组织在某一状态下转录组基因的

全面信息，是目前研究各种因子对生物转录组影响全面信息，是目前研究各种因子对生物转录组影响

的有效方法的有效方法［［1111］］。黄昇。黄昇［［1212］］对酸化海水引起中华乌塘对酸化海水引起中华乌塘

鳢（鳢（Bostrychus sinensisBostrychus sinensis）皮肤溃烂病进行了转录组分）皮肤溃烂病进行了转录组分

析，发现无菌酸化海水对中华乌塘鳢体内细胞骨架析，发现无菌酸化海水对中华乌塘鳢体内细胞骨架

类基因的表达有一定抑制作用，但是会促进免疫相关类基因的表达有一定抑制作用，但是会促进免疫相关

因子的表达。因子的表达。WangWang 等等［［1313］］研究了海洋酸化对研究了海洋酸化对亚洲鲈亚洲鲈

鱼（鱼（Lates calcariferLates calcarifer）幼鱼转录组的影响，结果表明亚）幼鱼转录组的影响，结果表明亚

洲鲈鱼幼鱼的生长和行为未出现明显变化，但海洋酸洲鲈鱼幼鱼的生长和行为未出现明显变化，但海洋酸

化对其神经系统产生了不利影响。本研究利用化对其神经系统产生了不利影响。本研究利用 RNA-RNA-
SeqSeq 测序技术对不同测序技术对不同 pHpH下的矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组下的矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组

织进行转录组测序，分析海水酸化对矛尾复鰕虎鱼幼织进行转录组测序，分析海水酸化对矛尾复鰕虎鱼幼

鱼生长情况的影响，以期为深入探究海水酸化对水产鱼生长情况的影响，以期为深入探究海水酸化对水产

养殖鱼类的影响机制提供数据参考。养殖鱼类的影响机制提供数据参考。

1  1  材料与方法材料与方法

1.1  1.1  材料材料

试验用的矛尾复鰕虎鱼幼鱼采集于连云港赣榆正试验用的矛尾复鰕虎鱼幼鱼采集于连云港赣榆正

大水产苗种有限公司。选取健康、活力较好的个体作为大水产苗种有限公司。选取健康、活力较好的个体作为

试验对象，体质量（试验对象，体质量（9.0±0.59.0±0.5））gg，体长（，体长（6.0±0.56.0±0.5））cmcm。用。用

41 cm×28.5 cm×22 cm41 cm×28.5 cm×22 cm 的养殖箱暂养的养殖箱暂养 7 d7 d，每个养殖箱，每个养殖箱

12 L12 L 海水、海水、2020 尾幼鱼，暂养条件为：水温（尾幼鱼，暂养条件为：水温（18±218±2））℃℃，盐，盐

度度 25±125±1，，pH 8.0±0.1pH 8.0±0.1，水体进行充分曝气，按体质量的，水体进行充分曝气，按体质量的

0.5%0.5% 每天投喂每天投喂 22 次颗粒饲料，换水次颗粒饲料，换水 1/21/2 体积。体积。

1.2  1.2  试验方法试验方法

以以 pH 8.0pH 8.0 为对照组，试验组为对照组，试验组 pHpH 分别设置为分别设置为 7.07.0
和和 7.57.5，每组，每组 33 个重复。试验鱼养殖水体个重复。试验鱼养殖水体 pHpH 在在 12 h12 h 内内

由由 8.08.0 逐渐降至逐渐降至 7.57.5 和和 7.07.0。各组盐 度均为。各组盐 度均为 2525，水温，水温

为为 22 ℃22 ℃，配制，配制 0.1 mol/L0.1 mol/L 的盐酸（的盐酸（HClHCl）和）和 0.1 mol/L0.1 mol/L 的的

氢氧化钠（氢氧化钠（NaOHNaOH）调节水体）调节水体 pHpH，使用，使用 pHpH 计（计（S20S20，，

After 14 days of acidification，high-throughput sequencing technique（RNA-Seq）was used to sequence 
and analyze the transcriptome of the gill tissue of the control group and the experimental group. The results 
showed that the number of differentially expressed genes was 570 in pH 7.0 group，of which 339 genes were 
up-regulated and 231 genes were down-regulated. The number of differentially expressed genes screened 
in pH 7.5 group was 888，of which 556 genes were up-regulated and 332 genes were down-regulated. 
The enrichment analysis of KEGG pathway showed that the signal pathways related to immunity mainly 
included cell adhesion molecules，MAPK signal pathway and intestinal immune network produced by IgA. 
The signal pathways related to metabolism mainly included amino acid biosynthesis，steroid biosynthesis 
and nitrogen metabolism. Acidified seawater promoted the expression of immune-related genes such as Heat 
shock protein 70（HSP70），Major histocompatibility complex I（MHC-I）and Cytochrome P450 subunit 
1A1（CYP1A1），suggesting that these genes may be involved in the immune response of the body. Under 
the condition of seawater acidification，the expressions of Phosphoglycerate mutase（PGAM），Nucleoside 
diphosphate kinase（NDPK）and P-type Ca2+ transporter 2A（ATP2A）were up-regulated，while the expres-
sions of Myo-inositol-1-phosphate synthase（MIPS1），Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase（HMGCS）

and Tyrosine aminotransferase（TAT）were down-regulated. Seawater acidification has a certain effect on 
the immunity and metabolism of the gill of the pike-tailed tiger fish，which provides a reference for studying 
the response mechanism of the young pike-tailed tiger fish to acidified water.
Key words：seawater acidification；Synechogobius hasta；juvenile；gill；transcriptome
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梅特勒托利多仪器有限公司）测定海水梅特勒托利多仪器有限公司）测定海水 pHpH。分别在。分别在

上述规格的上述规格的 99 个养殖箱中进行试验，养殖密度均为个养殖箱中进行试验，养殖密度均为

11 尾尾 /L/L。每组各放入。每组各放入 99 尾活力较好、个体差异较小的尾活力较好、个体差异较小的

幼鱼，体质量（幼鱼，体质量（9.5±0.59.5±0.5））gg，体长（，体长（6.5±0.56.5±0.5））cmcm，试 验，试 验

时间时间 14 d14 d。试验期间养殖方法同暂养，换水后调节。试验期间养殖方法同暂养，换水后调节

各组各组 pHpH。试验结束后每组随机选取。试验结束后每组随机选取 33 尾幼鱼，取其尾幼鱼，取其

鳃组织置于液氮中速冻，鳃组织置于液氮中速冻，−80 ℃−80 ℃ 保存备用。保存备用。

1.3  1.3  转录组测序与组装转录组测序与组装

采用采用 TrizolTrizol 法 提 取 矛尾 复 鰕 虎 鱼幼鱼 鳃 组织法 提 取 矛尾 复 鰕 虎 鱼幼鱼 鳃 组织

的总的总 RNARNA。。RNARNA 质量和纯度分别使用质量和纯度分别使用 Bioanalyzer Bioanalyzer 
21002100 和和 Agilent 2100Agilent 2100 进行分析。由北京百迈客生物进行分析。由北京百迈客生物

科 技有限公司进行测序，采用科 技有限公司进行测序，采用 Illumina HiseqIllumina Hiseq 高通高通

量测序平台构建量测序平台构建 cDNAcDNA 文库。对测序所得原始数据文库。对测序所得原始数据

进行质控，筛选掉接头序列及短序列后，用进行质控，筛选掉接头序列及短序列后，用 TrinityTrinity
软件进行组装，获得矛尾复鰕虎鱼幼鱼的单基因序软件进行组装，获得矛尾复鰕虎鱼幼鱼的单基因序

列（列（UnigeneUnigene）库）库［［1414］］。。

1.4  1.4  差异表达基因分析及富集分析差异表达基因分析及富集分析

采 用采 用 DESep2DESep2 进 行 样 品 组 间的 差 异表 达 基 因进 行 样 品 组 间的 差 异表 达 基 因

（（differently expressed genesdifferently expressed genes，，DEGsDEGs）分析，筛选条）分析，筛选条

件 为件 为 |Fold Change||Fold Change|≥≥22 且且 FDR<0.01FDR<0.01，对 筛 选 出 的，对 筛 选 出 的

DEGsDEGs 进行进行 GOGO 富集分析、富集分析、COGCOG 分类和分类和 KEGGKEGG 通路通路

富集分析。富集分析。

1.5  qRT-PCR1.5  qRT-PCR 验证验证

随机挑选随机挑选 44 个上调表达基因和个上调表达基因和 44 个下调表达基个下调表达基

因，共因，共 88 个个 DEGsDEGs 进行验证。量化实时聚合酶链式反进行验证。量化实时聚合酶链式反

应（应（quantitative real-time polymerase chain reactionquantitative real-time polymerase chain reaction，，  
qRT-PCRqRT-PCR）又称实时荧光定量）又称实时荧光定量 PCRPCR 或定量或定量 PCRPCR，反应，反应

体系总体积体系总体积 20 μL20 μL，包含，包含 SYBR Premix Ex Taq 10 μLSYBR Premix Ex Taq 10 μL、、

Rox Reference DyeRox Reference Dye（（50×50×））0.4 μL0.4 μL、、cDNAcDNA 模板模板 2 μL2 μL、正、正

反向特异性引物（反向特异性引物（20 μmol/L20 μmol/L）各）各 0.8 μL0.8 μL 及及 ddHddH22O 6 μLO 6 μL。。

引物使用引物使用 Primer Premier 6.0Primer Premier 6.0 设计，将设计，将 ββ--actinactin 作为内作为内

参基因。反应程序为：参基因。反应程序为：95 ℃95 ℃ 预变性预变性 1 min1 min，，94 ℃ 10 s94 ℃ 10 s，，
60 ℃ 30 s60 ℃ 30 s，共，共 4040 个循环；溶解曲线分析：个循环；溶解曲线分析：95 ℃ 15 s95 ℃ 15 s，，
60 ℃ 1 min60 ℃ 1 min。实验重复。实验重复 33 次，结果运用次，结果运用 22–∆∆Ct–∆∆Ct 法进行法进行

计算，通过计算，通过 GraphPad Prism 9.5GraphPad Prism 9.5 进行数据统计分析，进行数据统计分析，

所用引物序列见表所用引物序列见表 11。。

表 1   qRT-PCR 引物序列
Table 1    Primer sequences used in qRT-PCR

基因 引物序列（5'~3'） 表达趋势

内参基因（β-actin） F：GTGCGTGACATCAAGGAGAAG
R：GGACATCTAAGGGCATCACA —

磷酸甘油酸变位（Phosphoglycerate mutase，PGAM）
F：TCATCGTTCCAGAAGGGCAGGG
R：ATCAGCAAGGAGCGGCGGTA 上调

核苷二磷酸激酶（Nucleoside diphosphate kinase，NDPK）
F：CCGCAGCTCGTCTTCACAAGT
R：ATCTCGCCGCACAGTCCTCT 上调

肌醇 -1- 磷酸合酶（Myo-inositol-1-phosphate synthase，MIPS1） F：TGCCTGAAGAATGCGTTGACCA
R：AGCGTGTGAGTGTGCGTGTG 下调

热休克蛋白 70（Heat shock protein 70，HSP70） F：GCTGCGAGTCGTTGAAGTAGG
R：GGCGAGACCAAGGCGTTCTA 上调

细胞色素 b5 还原酶（Cytochrome-b5 reductase，CYB5R）
F：ATAGCCGCCTCATCCCACAAG
R：AATGGACGCCAATGACACAGC 下调

乳酸脱氢酶（L-lactate dehydrogenase，LDH）
F：GGAGACTCTAGTGTGCCTGTGT
R：CCTGTTTGTGAACCGCTTTCCA 上调

酪氨酸氨基转移酶（Tyrosine aminotransferase，TAT）
F：TCTGAGGCGTGCTGTTGAGGAT
R：TGGATGGCGGTTGGGATGGAT 下调

羟甲基戊二酰辅酶 a 合酶（Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase，HMGCS）
F：GCCACCATAGCACGCATTAGTT

R：TGGAGGTTGGGACAGAGACGAT 下调

2  2  结果结果

2.1  2.1  转录组测序与组装转录组测序与组装

完 成完 成 99 个 样 品的 转 录 组 测 序，去 除 掉 低 质 量个 样 品的 转 录 组 测 序，去 除 掉 低 质 量

和 含 有 接 头 的 数 据 后，共 获 得和 含 有 接 头 的 数 据 后，共 获 得 68.7 GB68.7 GB 高 质 量 数高 质 量 数

据。各 样品 数 据均 达 到据。各 样品 数 据均 达 到 6.96 GB6.96 GB，样品，样品 GCGC 含 量 为含 量 为

42.93%~45.91%42.93%~45.91%，，Q30Q30 碱基百分比在碱基百分比在 93.40%93.40% 及以上及以上

（见表（见表 22）。）。

表 2   样品测序数据评估统计
Table 2    Evaluation statistics of sample sequencing data

组别 读数 总碱基数 GC 含量 /% Q30/%
pH 7.0 组 24 448 426±1 155 914 7 308 104 060±343 443 096 44.895±1.015 93.865±0.465
pH 7.5 组 25 918 208±292 898.5 7 749 864 733±85 423 217.5 44.220±1.220 94.050±0.340
pH 8.0 组 26 133 548±1 835 888 7 812 859 409±546 309 209.5 44.205±1.275 94.015±0.145

注：Q30 是指 Clean data 质量值≥30 的碱基所占的百分比。

许星鸿等：海水酸化对矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组织转录组的影响
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2.2  2.2  差异表达基因分析差异表达基因分析

2.2.1  2.2.1  差异表达基因筛选差异表达基因筛选

如图如图 11 所示，将矛尾复鰕虎鱼幼鱼试验组的鳃所示，将矛尾复鰕虎鱼幼鱼试验组的鳃

组织转录组文库与对照组进行比较分析。如图组织转录组文库与对照组进行比较分析。如图 1a1a 所所

示，示，pH 7.0pH 7.0 组 和组 和 pH 8.0pH 8.0 组 对 比 得 到组 对 比 得 到 339339 个上 调 表个上 调 表

达 基 因和达 基 因和 231231 个下调 表 达 基 因，共个下调 表 达 基 因，共 570570 个个 DEGsDEGs。。

其中有其中有 449449 个个 DEGsDEGs 得到注释，包括得到注释，包括 COG 126COG 126 个，个，

GO 396GO 396 个，个，KEGG 402KEGG 402 个。如图个。如图 1b1b 所示，所示，pH 7.5pH 7.5 组组

和和 pH 8.0pH 8.0 组 对比结果得到组 对比结果得到 556556 个上调表 达 基因和个上调表 达 基因和

332332 个下调表 达 基因，共个下调表 达 基因，共 888888 个个 DEGsDEGs。其中有。其中有 861861
个个 DEGsDEGs 得到注释，包括得到注释，包括 COG 182COG 182 个，个，GO 765GO 765 个，个，

KEGG 779KEGG 779 个。个。
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图 1   差异表达基因火山图
Fig. 1    Volcanic diagram of differentially expressed genes

2.2.2  2.2.2  差异表达基因差异表达基因 GOGO 分类分类

将基因注释结果在将基因注释结果在 GOGO 数据库的数据库的 11 级分类水平级分类水平

上对上对 DEGsDEGs 进行分类统计，结果 表明进行分类统计，结果 表明 GOGO 分类 显著分类 显著

富集于生物学功能、分子功能和细胞组分。富集于生物学功能、分子功能和细胞组分。pH 7.0pH 7.0 组组

中共 有中共 有 396396 个个 DEGsDEGs 被归类到被归类到 22 级功能分类中，其级功能分类中，其

中生物学功能主要富集在细胞过程（中生物学功能主要富集在细胞过程（276276）、生物调节）、生物调节

（（209209）、代谢过程（）、代谢过程（183183）以及应激反应（）以及应激反应（156156）；在分）；在分

子功能中主要富集在结合（子功能中主要富集在结合（265265）、催化活性（）、催化活性（164164）、）、

转运活性（转运活性（3333）以及分子功能调节剂（）以及分子功能调节剂（3333）；在细胞组）；在细胞组

分中主要富集在细胞解剖实体（分中主要富集在细胞解剖实体（323323）、细胞内（）、细胞内（218218））
以及含蛋白质的复合物（以及含蛋白质的复合物（6363）等功能（见表）等功能（见表 33）。）。

表 3   pH 7.0 组与对照组鱼体差异表达基因 GO 分类
Table 3    GO classification of differentially expressed genes 

in fish between pH 7.0 group and control group
1 级分类 2 级分类 注释基因总数 差异基因数 登录号

生物学
功能

细胞过程 16 667 276 GO：0009987
生物调节 11 197 209 GO：0065007
代谢过程 10 828 183 GO：0008152
应激反应 6 761 156 GO：0050896

分子
功能

结合 15 060 265 GO：0005488
催化活性 8 270 164 GO：0050896

转运蛋白活性 1 335 33 GO：0005215
分子功能调节剂 1 656 33 GO：0098772

细胞
组分

细胞解剖实体 17 660 323 —
细胞内 14 032 218 GO：0005622

含蛋白质的复合物 5 684 63 GO：0032991

注：注：“—”“—” 表示基因在该数据库无注释。表示基因在该数据库无注释。

在在 pH 7.5pH 7.5 组中共有组中共有 765765 个个 DEGsDEGs 被归类到被归类到 22 级级

功能分类中，其中生物学功能主要富集在细胞过程功能分类中，其中生物学功能主要富集在细胞过程

（（547547）、生物调节（）、生物调节（457457）、代谢过程（）、代谢过程（329329）以及应激）以及应激

反应（反应（313313）；在分子功能中主要富集在结合（）；在分子功能中主要富集在结合（502502）、）、

催化活性（催化活性（275275）、分子功能调节剂（）、分子功能调节剂（6969）以及分子传）以及分子传

感 器 活性（感 器 活性（6666）；在 细胞 组分中主 要富集 在 细胞 解）；在 细胞 组分中主 要富集 在 细胞 解

剖实体（剖实体（617617）、细胞内（）、细胞内（404404）以及含蛋白质的复合物）以及含蛋白质的复合物

（（112112）等功能（见表）等功能（见表 44）。）。

表 4   pH 7.5 组与对照组鱼体差异表达基因 GO 分类
Table 4    GO classification of differentially expressed genes 

in fish between pH 7.5 group and control group
1 级分类 2 级分类 注释基因总数 差异基因数 登录号

生物学
功能

细胞过程 16 667 547 GO：0009987
生物调节 11 197 457 GO：0065007
代谢过程 10 828 329 GO：0008152
应激反应 6 761 313 GO：0050896

分子
功能

结合 15 060 502 GO：0005488
催化活性 8 270 275 GO：0003824

分子功能调节剂 1 656 69 GO：0098772
分子传感器活性 884 66 GO：0060089

细胞
组分

细胞解剖实体 17 660 617 —
细胞内 14 032 404 GO：0005622

含蛋白质的复合物 5 684 112 GO：0032991

2.2.3  2.2.3  差异表达基因差异表达基因 COGCOG 分类分类

利用利用 COGCOG 数 据库 将矛尾 复 鰕 虎 鱼幼鱼 的数 据库 将矛尾 复 鰕 虎 鱼幼鱼 的 pH pH 
7.07.0 组、组、pH 7.5pH 7.5 组分别和组分别和 pH 8.0pH 8.0 组的组的 DEGsDEGs 进 行直进 行直
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系同源分类（见图系同源分类（见图 22）。在）。在 pH 7.0pH 7.0 组和组和 pH 8.0pH 8.0 组的对组的对

比中共获得比中共获得 126126 个注释信息，其中富集基因数量较个注释信息，其中富集基因数量较

多的功能有：脂质运输和代谢（多的功能有：脂质运输和代谢（1616），翻译后修饰、蛋），翻译后修饰、蛋

白质转换和伴侣蛋白（白质转换和伴侣蛋白（1515），能源生产和转换（），能源生产和转换（1515）以）以

及信号传导机制（及信号传导机制（1414）（见图）（见图 2a2a）。在）。在 pH 7.5pH 7.5 组和组和 pH pH 

8.08.0 组的对比中共获得组的对比中共获得 206206 个注释信息，其中富集基个注释信息，其中富集基

因数量较多的功能有：仅限一般功能预测（因数量较多的功能有：仅限一般功能预测（2424），翻），翻

译后修饰、蛋白质转换和伴侣蛋白（译后修饰、蛋白质转换和伴侣蛋白（2222），脂类运输），脂类运输

和代谢（和代谢（2222），信号传导机制（），信号传导机制（1414）以及细胞壁）以及细胞壁 // 膜膜 //
外被生物合成（外被生物合成（2020）（见图）（见图 2b2b）。）。

功能分类
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                                      a  pH 7.0 组 vs pH 8.0 组                                                                           b  pH 7.5 组 vs pH 8.0 组

注：注：C—C— 能源生产和转换，能源生产和转换，D—D— 细胞周期调控、细胞分裂、染色体分离，细胞周期调控、细胞分裂、染色体分离，E—E— 氨基酸运输和代谢，氨基酸运输和代谢，F—F— 核酸运输和代谢，核酸运输和代谢，G—G— 碳水化合物运碳水化合物运

输和代谢，输和代谢，H—H— 辅酶转运和代谢，辅酶转运和代谢，I—I— 脂类转运和代谢，脂类转运和代谢，J—J— 翻译、核糖体结构和生物合成，翻译、核糖体结构和生物合成，K—K— 转录，转录，L—L— 复制、重组和修复，复制、重组和修复，M—M— 细胞壁细胞壁 // 膜膜 //
外被生物合成，外被生物合成，N—N— 细胞运动，细胞运动，O—O— 翻译后修饰、蛋白质转换和伴侣蛋白，翻译后修饰、蛋白质转换和伴侣蛋白，P—P— 无机离子转运和代谢，无机离子转运和代谢，Q—Q— 次级代谢物的合成、转运和分解，次级代谢物的合成、转运和分解，R—R—
仅限一般功能预测，仅限一般功能预测，S—S— 未知功能，未知功能，T—T— 信号传导机制，信号传导机制，U—U— 胞内运输、分泌和膜泡转运，胞内运输、分泌和膜泡转运，V—V— 防御机制，防御机制，W—W— 细胞外结构，细胞外结构，X—X— 移动：前吞噬移动：前吞噬

体、转座子，体、转座子，Y—Y— 核结构，核结构，Z—Z— 细胞骨架。细胞骨架。

图 2   差异表达基因 COG 功能分类
Fig. 2    COG functional classification of differentially expressed genes

2.2.4  2.2.4  差异表达基因差异表达基因 KEGGKEGG 富集分析富集分析

为了明确为了明确 DEGsDEGs 的生物学功能，选取富集 显著的生物学功能，选取富集 显著

的的 2020 个信号通路进行个信号通路进行 KEGGKEGG 富集分析。在富集分析。在 pH 7.0pH 7.0
组和组和 pH 8.0pH 8.0 组的对比中，共有组的对比中，共有 214214 个个 DEGsDEGs 注释到注释到

182182 个代谢通路中。其中富集到细胞粘附分 子信号个代谢通路中。其中富集到细胞粘附分 子信号

通路中的差异表达基因数量最多为通路中的差异表达基因数量最多为 1717 个，其次是细个，其次是细

胞因子胞因子 -- 细胞因子受体相互作用（细胞因子受体相互作用（1414）、氨基酸生物）、氨基酸生物

合成（合成（1111）、糖 酵 解）、糖 酵 解 // 糖异 生（糖异 生（1010）、）、PPARPPAR 信号 通 路信号 通 路

（（88）和类固醇生物合成（）和类固醇生物合成（88）等信号通路。上调表达）等信号通路。上调表达

基因主要富集于细胞粘附分子、热生成以及基因主要富集于细胞粘附分子、热生成以及 D-D- 精氨精氨

酸和酸和 D-D- 鸟氨酸代谢等信号通路；下调表达基因主要鸟氨酸代谢等信号通路；下调表达基因主要

富集于氨基酸的生物合成、类固醇生物合成、细胞因富集于氨基酸的生物合成、类固醇生物合成、细胞因

子子 -- 细胞因子受体相互作用以及糖酵解细胞因子受体相互作用以及糖酵解 // 糖异生等糖异生等

信号通路（见图信号通路（见图 33）。）。

类固醇生物合成
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图 3   pH 7.0 组与对照组鱼体差异表达基因 KEGG 通路富集分析
Fig. 3    Enrichment analysis of KEGG pathway of differentially expressed genes in fish between pH 7.0 group and control group

在在 pH 7.5pH 7.5 组和组和 pH 8.0pH 8.0 组的对比中，共有组的对比中，共有 393393 个个

DEGsDEGs 注释 到注释 到 164164 个代 谢通 路中。其中富集到细胞个代 谢通 路中。其中富集到细胞

粘附分子信号通路中的差异表达基因数量最多为粘附分子信号通路中的差异表达基因数量最多为 3131

个，其次是细胞因子个，其次是细胞因子 -- 细胞因子受体相互作用（细胞因子受体相互作用（3131）、）、

MAPKMAPK 信号 通 路（信号 通 路（2525）、）、CC 型 凝 集 素受 体信号 通 路型 凝 集 素受 体信号 通 路

（（1313）、类固醇生物合成（）、类固醇生物合成（1212）、）、IgAIgA 产生的肠道免疫产生的肠道免疫

许星鸿等：海水酸化对矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组织转录组的影响
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网络（网络（1212）及）及 ErbBErbB 信号通路（信号通路（1010）等信号通路。上调）等信号通路。上调

表达基因主要富集在细胞粘附分子、表达基因主要富集在细胞粘附分子、IgAIgA 产生的肠道产生的肠道

免疫网络以及细胞因子免疫网络以及细胞因子 -- 细胞因子受体相互作用等细胞因子受体相互作用等

信号通路；下调表达基因主要富集在类固醇生物合信号通路；下调表达基因主要富集在类固醇生物合

成、成、MAPKMAPK 信号通路以及萜类骨架生物合成等信号信号通路以及萜类骨架生物合成等信号

通路（见图通路（见图 44）。）。

细胞因子 - 细胞因子受体相互作用
类固醇生物合成

IgA 产生的肠道免疫网络
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ErbB 信号通路
MAPK 信号通路

Toll 样受体信号通路
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图 4   pH 7.5 组与对照组鱼体差异表达基因 KEGG 通路富集分析
Fig. 4    Enrichment analysis of KEGG pathway of differentially expressed genes in fish between pH 7.5 group and control group

根据显著富集的根据显著富集的 2020 个个 KEGGKEGG 信号通路显示，信号通路显示，

海水酸化 对矛尾复 鰕虎鱼幼鱼 影响较大的免疫相海水酸化 对矛尾复 鰕虎鱼幼鱼 影响较大的免疫相

关通路主要有细胞粘附分子、关通路主要有细胞粘附分子、MAPKMAPK 信号通路以及信号通路以及

ErbBErbB 信号通路等；代谢相关的通路主要有氨基酸生信号通路等；代谢相关的通路主要有氨基酸生

物合成、类固醇生物合成以及糖酵解物合成、类固醇生物合成以及糖酵解 // 糖异生等，其糖异生等，其

中氨基酸生物合成通路的富集因子最为突出。中氨基酸生物合成通路的富集因子最为突出。

细胞粘附分子通路分析结果见图细胞粘附分子通路分析结果见图 55。。
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图 5   细胞粘附分子通路分析
Fig. 5    Analysis of cell adhesion molecular pathway
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海水酸化可引起矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃主要组织海水酸化可引起矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃主要组织

相容性复合体相容性复合体 II 类（类（Major histocompatibility complex Major histocompatibility complex 
II，，MHC-IMHC-I）、主要组织相容性复合体）、主要组织相容性复合体 IIII 类（类（Major his-Major his-
tocompatibility complex IItocompatibility complex II，，MHC-IIMHC-II）、）、MM 型 蛋白酪 氨型 蛋白酪 氨

酸 磷 酸 酶 受 体（酸 磷 酸 酶 受 体（Protein tyrosine phosphatase receptor Protein tyrosine phosphatase receptor 
type Mtype M，，PTPRMPTPRM）和 白 细 胞 分 化 抗 原）和 白 细 胞 分 化 抗 原 88（（Cluster of Cluster of 

differentiation 8differentiation 8，，CD8CD8）等基因表达显著上调；细胞分）等基因表达显著上调；细胞分

化抗原化抗原 2222（（Cluster of differentiation 22Cluster of differentiation 22，，CD22CD22）、神经）、神经

钙黏蛋白（钙黏蛋白（Neural-cadherin/cadherin-2Neural-cadherin/cadherin-2，，CDH2CDH2）和细胞）和细胞

分 化 抗 原分 化 抗 原 3434（（Cluster of differentiation 34Cluster of differentiation 34，，CD34CD34）等）等

基因表达显著下调。基因表达显著下调。

氨基酸生物合成通路分析结果见图氨基酸生物合成通路分析结果见图 66。。

注：红色代表基因表达上调，绿色代表基因表达下调，蓝色代表两种均有。

图 6   氨基酸生物合成通路分析
Fig. 6    Analysis of amino acid biosynthesis pathway

pHpH 降 低 引 起 矛尾 复 鰕 虎 鱼 幼 鱼 鳃 的 磷 酸 丝降 低 引 起 矛尾 复 鰕 虎 鱼 幼 鱼 鳃 的 磷 酸 丝

氨 酸 氨 基 转 移 酶（氨 酸 氨 基 转 移 酶（Phosphoserine aminotransferasePhosphoserine aminotransferase，，

PSATPSAT）、谷氨酰胺合成酶（）、谷氨酰胺合成酶（Glutamine synthetaseGlutamine synthetase，，GSGS））

和丙酮酸激酶（和丙酮酸激酶（Pyruvate kinasePyruvate kinase，，PKPK）等基因表达显）等基因表达显

许星鸿等：海水酸化对矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组织转录组的影响
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表 5   海水酸化下矛尾复鰕虎鱼幼鱼的主要 DEGs
Table 5    Main DEGs of young Synechogobius hasta under seawater acidification

基因编号 基因名称 COG 分类注释 KOG 分类注释 差异倍数对数值

TRINITY_DN363_c0_g1 磷酸甘油酸变位酶（PGAM） 碳水化合物的运输和代谢 碳水化合物的运输和代谢 +5.80

TRINITY_DN117_c0_g2 核苷二磷酸激酶（NDPK） 核苷酸转运和代谢 核苷酸转运和代谢 +5.38

TRINITY_DN9478_c0_g1 P 型钙离子转运蛋白 2A 型
（ATP2A）

无机离子转运和代谢 无机离子转运和代谢 +4.69

TRINITY_DN4262_c0_g4 烯醇化酶（ENO） 碳水化合物的运输和代谢 碳水化合物的运输和代谢 +4.46

TRINITY_DN54904_c2_g1 磷脂酶 D（PLD1/2） — 细胞周期控制、细胞分裂、染
色体分割

+4.21

TRINITY_DN6074_c0_g1 热休克蛋白 70（HSP70） 翻译后修饰、蛋白质转换和伴
侣蛋白

翻译后修饰、蛋白质周转和
伴侣蛋白

+4.14

TRINITY_DN286_c0_g2 乳酸脱氢酶（LDH） 能源生产和转换 能源生产和转换 +3.74

TRINITY_DN22073_c0_g1 细胞色素 P450 亚酶 1A1
（CYP1A1）

次生代谢物的生物合成、运输
和分解代谢；防御机制

次生代谢物的生物合成、运
输和分解代谢

+3.40

TRINITY_DN3894_c0_g2 肌醇 -1- 磷酸合酶（MIPS1） 脂质运输和代谢 脂质运输和代谢 −4.09

TRINITY_DN6546_c0_g2 细胞色素 b5 还原酶（CYB5R） — 辅酶转运和代谢；能源生产
和转换

−3.55

TRINITY_DN6793_c3_g1 δ7- 甾醇 5- 去饱和酶（ERG3） 脂质运输和代谢 脂质运输和代谢 −2.41

TRINITY_DN5260_c0_g1 酪氨酸氨基转移酶（TAT） 氨基酸运输和代谢 氨基酸运输和代谢 −2.37

TRINITY_DN6264_c0_g1 法呢基二磷酸合酶（FDPS） 辅酶转运和代谢 辅酶转运和代谢 −2.30

TRINITY_DN12380_c0_g1 羟甲基戊二酰辅酶 a 合酶
（HMGCS）

脂质运输和代谢 脂质运输和代谢 −2.26

著上 调。著上 调。6-6- 磷 酸 果 糖 激 酶磷 酸 果 糖 激 酶 11（（6-phosphofructokinase 6-phosphofructokinase 
11，，PFK-1PFK-1）、胱硫醚）、胱硫醚 γ-γ- 裂解酶（裂解酶（Cystathionine gamma-Cystathionine gamma-
lyaselyase，，CSECSE）、磷 酸 甘 油 酸 激 酶（）、磷 酸 甘 油 酸 激 酶（Phosphoglycerate Phosphoglycerate 
kinasekinase，，PGKPGK）和）和 5-5- 甲基四氢叶酸甲基四氢叶酸 -- 高半胱 氨 酸甲高半胱 氨 酸甲

基转移酶（基转移酶（5-methyltetrahydrofolate--homocysteine 5-methyltetrahydrofolate--homocysteine 
methyltransferasemethyltransferase，，MTRMTR）等基因表达显著下调。）等基因表达显著下调。

海水酸化条件下，矛尾复鰕虎鱼幼鱼主要海水酸化条件下，矛尾复鰕虎鱼幼鱼主要 DEGsDEGs
筛选结果见表筛选结果见表 55。表达上调的。表达上调的 DEGsDEGs 主要有磷酸甘主要有磷酸甘

油酸变位酶（油酸变位酶（Phosphoglycerate mutasePhosphoglycerate mutase，，PGAMPGAM）、）、

核苷二磷酸激酶（核苷二磷酸激酶（Nucleoside diphosphate kinaseNucleoside diphosphate kinase，，

NDPKNDPK）、）、PP 型 钙 离子 转 运 蛋白型 钙 离子 转 运 蛋白 2A2A 型（型（P-type CaP-type Ca2+2+  
transporter type 2Atransporter type 2A，，ATP2AATP2A）、 热 休 克 蛋 白）、 热 休 克 蛋 白 7070
（（Heat shock protein 70Heat shock protein 70，，HSP70HSP70）和 乳 酸 脱 氢 酶）和 乳 酸 脱 氢 酶

（（Lactate dehydrogenaseLactate dehydrogenase，，LDHLDH）等基因；表达下调）等基因；表达下调

的的 DEGsDEGs 主要有肌醇主要有肌醇 -1--1- 磷酸合酶（磷酸合酶（Myo-inositol-1-Myo-inositol-1-
phosphate synthasephosphate synthase，，MIPS1MIPS1）、细胞色素）、细胞色素 b5b5 还原酶还原酶

（（Cytochrome b5 reductaseCytochrome b5 reductase，，CYB5RCYB5R）、酪氨酸氨基）、酪氨酸氨基

转 移 酶（转 移 酶（Tyrosine aminotransferaseTyrosine aminotransferase，，TATTAT）和 羟 甲）和 羟 甲

基戊二酰辅酶基戊二酰辅酶 aa 合酶（合酶（Hydroxymethylglutaryl-CoA Hydroxymethylglutaryl-CoA 
synthasesynthase，，HMGCSHMGCS）等基因。）等基因。

2.3  2.3  差异表达基因差异表达基因 qRT-PCRqRT-PCR 验证结果验证结果

为验证海水酸化下矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组织转为验证海水酸化下矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组织转

录组测序结果的准确性，排除测序技术可能存在的录组测序结果的准确性，排除测序技术可能存在的

系统性误差，以广泛使用的系统性误差，以广泛使用的 β-actinβ-actin 作为内参，对随作为内参，对随

机选择的机选择的 88 个个 DEGsDEGs 进行进行 qRT-PCRqRT-PCR 验证，验证，88 个个 DEGsDEGs

包括包括 pH 7.0pH 7.0 组的组的 PGAMPGAM，，NDPKNDPK，，MIPS1MIPS1，，CYB5RCYB5R 以以

及及 pH 7.5pH 7.5 组 的组 的 HSP70HSP70，，LDHLDH，，TATTAT，，HMGCSHMGCS。实 验。实 验

结果表明，基因表达水平测定的上调与下调结果与结果表明，基因表达水平测定的上调与下调结果与

高通量测序所得结果趋势一致，表明转录组测序结高通量测序所得结果趋势一致，表明转录组测序结

果准确（见图果准确（见图 77）。）。
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相
对

表
达

水
平

基因

RNA-Seq

qRT-PCR

PGAM NDPK HSP70 LDH MIPS1 CYB5R TAT HMGCS

注：红色代表基因表达上调，绿色代表基因表达下调，蓝色代表两种都有。

图 7   差异表达基因 qRT-PCR 验证
Fig. 7    qRT-PCR verification of differentially expressed genes
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3  3  讨论讨论

3.1  3.1  海水酸化对矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组织转录组的海水酸化对矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组织转录组的

影响影响

GOGO 功能分类结果显示在海水酸化条件下，矛尾功能分类结果显示在海水酸化条件下，矛尾

复鰕虎鱼幼鱼鳃组织中的复鰕虎鱼幼鱼鳃组织中的 DEGsDEGs 显著富集于细胞过显著富集于细胞过

程、生物调节、代谢过程以及应激反应等功能；程、生物调节、代谢过程以及应激反应等功能；COGCOG
功能分类显示功能分类显示 DEGsDEGs 富集在脂质运输和代谢、能源富集在脂质运输和代谢、能源

生产和转换、信号传导机制以及翻译后修饰、蛋白质生产和转换、信号传导机制以及翻译后修饰、蛋白质

转换和伴侣蛋白等方面。这些功能与生物自身免疫、转换和伴侣蛋白等方面。这些功能与生物自身免疫、

调节、代谢等方面密切相关，表明酸化海水可使矛尾调节、代谢等方面密切相关，表明酸化海水可使矛尾

复鰕虎鱼幼鱼的免疫功能和物质代谢、运输等功能复鰕虎鱼幼鱼的免疫功能和物质代谢、运输等功能

受到较大影响，从而促使其免疫调节因子参与到机受到较大影响，从而促使其免疫调节因子参与到机

体的免疫应答过程；与代谢相关的基因表达变化导体的免疫应答过程；与代谢相关的基因表达变化导

致脂质、氨基酸和碳水化合物等物质的代谢均受到致脂质、氨基酸和碳水化合物等物质的代谢均受到

一定程度影响。一定程度影响。

曾姣曾姣［［1515］］对水体酸化后的大黄鱼（对水体酸化后的大黄鱼（Larimichthys Larimichthys 
croceacrocea）幼 鱼 的 肝 脏 组 织 进 行 了 转 录 组 分 析，共）幼 鱼 的 肝 脏 组 织 进 行 了 转 录 组 分 析，共

筛 选 出筛 选 出 828828 个 差 异 表 达 基 因，包 括个 差 异 表 达 基 因，包 括 450450 个上 调 表个上 调 表

达 基 因和达 基 因和 378378 个下调 表 达 基 因。个下调 表 达 基 因。LeeLee 等等［［1616］］报 道 在报 道 在

酸 化 条 件（酸 化 条 件（pH 7.6pH 7.6）下，在 南 极 大 理 石 花 纹 岩 鳕 鱼）下，在 南 极 大 理 石 花 纹 岩 鳕 鱼

（（Notothenia rossiiNotothenia rossii）的头肾 组织中筛 选出）的头肾 组织中筛 选出 7575 个差个差

异表 达基因，包括异表 达基因，包括 3939 个上调表 达基因和个上调表 达基因和 3636 个下调个下调

表达基因。表达基因。HorngHorng 等等［［1717］］从酸化 水体（从酸化 水体（pH 5pH 5）下的斑）下的斑

马鱼胚胎中筛选出马鱼胚胎中筛选出 114114 个差异表达基因，包括个差异表达基因，包括 7474 个个

上调表达基因和上调表达基因和 4040 个下调表达基因。本试验在矛尾个下调表达基因。本试验在矛尾

复鰕虎鱼幼鱼复鰕虎鱼幼鱼 pH 7.0pH 7.0 组中，共筛选到组中，共筛选到 570570 个差异表个差异表

达 基因。其中，达 基因。其中，339339 个上调 表 达 基因，个上调 表 达 基因，231231 个下调 表个下调 表

达基因；在达基因；在 pH 7.5pH 7.5 组中，共筛选出组中，共筛选出 888888 个差异表 达个差异表 达

基因。其中，基因。其中，556556 个上调表 达 基因，个上调表 达 基因，332332 个下调表 达个下调表 达

基因。其中多数的基因。其中多数的 DEGsDEGs 与免疫防御功能以及物质与免疫防御功能以及物质

代谢有关，主要涉及环境变化引起的应激反应，包括代谢有关，主要涉及环境变化引起的应激反应，包括

HSP70HSP70 和和 CYP1A1CYP1A1 等免疫相关基因的表达上调，以等免疫相关基因的表达上调，以

及及 MIPS1MIPS1，，HMGCSHMGCS 和和 TATTAT 等代谢相关基因的表达等代谢相关基因的表达

下调。下调。

3.2  3.2  海水酸化对矛尾复鰕虎鱼幼鱼免疫与代谢的影响海水酸化对矛尾复鰕虎鱼幼鱼免疫与代谢的影响

本研究发现，矛尾复鰕虎鱼幼鱼在海水酸化条本研究发现，矛尾复鰕虎鱼幼鱼在海水酸化条

件 下，件 下，HSP70HSP70，，ENOENO，，LDHLDH，，PGAMPGAM 和和 CYP1A1CYP1A1 等 基等 基

因表达显著上调，表明这些基因在幼鱼机体内应对因表达显著上调，表明这些基因在幼鱼机体内应对

海水酸化现象具有一定作用。海水酸化现象具有一定作用。HSP70HSP70 具有高度的保具有高度的保

守 性，且 广泛分布于真 核 及 原核 生物中守 性，且 广泛分布于真 核 及 原核 生物中［［1818］］。正常。正常

情况下，情况下，HSP70HSP70 在细胞中的表 达 水平较低，在 生物在细胞中的表 达 水平较低，在 生物

体受到外界刺激（如重金属污染、盐度和体受到外界刺激（如重金属污染、盐度和 pHpH 波动）波动）

下，表达会上调，含量将会显著增加，从而提高机体下，表达会上调，含量将会显著增加，从而提高机体

抗 应 激 的 能 力抗 应 激 的 能 力［［1919］］。。KouKou 等等［［2020］］在 敲 除凡 纳 滨 对 虾在 敲 除凡 纳 滨 对 虾

（（Litopenaeus vannameiLitopenaeus vannamei）仔 虾 体 内的）仔 虾 体 内的 HSP70HSP70 后，后，

发现其对发现其对 pHpH 和盐度的耐受性降低、存活率下降。丛和盐度的耐受性降低、存活率下降。丛

岩懿等岩懿等［［2121］］发现海洋线虫（发现海洋线虫（Litoditis marinaLitoditis marina）体内的）体内的

HSP70HSP70 在低在低 pHpH 下的表 达量显著升高，与本试 验 结下的表 达量显著升高，与本试 验 结

果一致。果一致。ENOENO 是一种金属结合酶且是糖酵解过程中是一种金属结合酶且是糖酵解过程中

的关键酶之一，常见于原核和真核细胞的表面的关键酶之一，常见于原核和真核细胞的表面［［2222］］，，

其主要功能是催化其主要功能是催化 2-2- 磷酸甘油酯转化为磷酸烯醇磷酸甘油酯转化为磷酸烯醇

式丙 酮 酸式丙 酮 酸［［2323］］。有研 究 表明，酸化 水体可能导 致 鱼。有研 究 表明，酸化 水体可能导 致 鱼

类的免疫系统功能下降，从而增加鱼类感染细菌病类的免疫系统功能下降，从而增加鱼类感染细菌病

毒的可能毒的可能［［2424］］，而，而 ENOENO 在鱼类感染链球菌方面有一在鱼类感染链球菌方面有一

定的免疫功能定的免疫功能［［2525］］。根据研究结果推测海水酸化可。根据研究结果推测海水酸化可

能导致 矛尾复 鰕虎鱼幼鱼的免疫系统功能受到一能导致 矛尾复 鰕虎鱼幼鱼的免疫系统功能受到一

定程度的影响，机体促进定程度的影响，机体促进 HSP70HSP70 和和 ENOENO 等免疫和等免疫和

代 谢 相关 基因的表 达 从而提高机体对 海水酸化的代 谢 相关 基因的表 达 从而提高机体对 海水酸化的

适应能力。适应能力。

LDHLDH 广泛存在于植物、微 生物、软体动物及哺广泛存在于植物、微 生物、软体动物及哺

乳动物细胞内，是 一种重要的糖酵解酶。当生物体乳动物细胞内，是 一种重要的糖酵解酶。当生物体

内缺乏葡萄糖时，内缺乏葡萄糖时，LDHLDH 可以将乳酸氧化生成丙酮酸可以将乳酸氧化生成丙酮酸

并经葡 萄糖异生作用转变为葡 萄糖并经葡 萄糖异生作用转变为葡 萄糖［［26-2726-27］］。陶易凡。陶易凡

等等［［2828］］在 克 氏 原 螯 虾（在 克 氏 原 螯 虾（Procambarus clarkiiProcambarus clarkii）的 低）的 低

pHpH 胁迫实验中发现，克氏原螯虾鳃中的胁迫实验中发现，克氏原螯虾鳃中的 LDHLDH 的活的活

力随 胁 迫时间（≤力随 胁 迫时间（≤96 h96 h）的增 加而呈现 上 升 趋 势；）的增 加而呈现 上 升 趋 势；

LDHLDH 的表达上调对葡萄糖的生成存在一定的促 进的表达上调对葡萄糖的生成存在一定的促 进

作用。作用。PGAMPGAM 是 一种分布广泛的糖酵解酶，可以使是 一种分布广泛的糖酵解酶，可以使

3-3- 磷酸甘油酸和磷酸甘油酸和 2-2- 磷酸甘油酸在糖酵解和糖异生过磷酸甘油酸在糖酵解和糖异生过

程中相互转化程中相互转化［［2929］］，并在生长发育、新陈代谢、碳水化，并在生长发育、新陈代谢、碳水化

合物转运以及催化活性等过程中起重要作用合物转运以及催化活性等过程中起重要作用［［3030］］。崔。崔

国岐国岐［［3131］］在低氧胁迫试验中得出在低氧胁迫试验中得出 PGAMPGAM 表达上调，表达上调，

可能与生物的生长发育和新陈代谢等方面有一定影可能与生物的生长发育和新陈代谢等方面有一定影

响。响。CYP1A1CYP1A1 在鱼类体内主要参与外源物质的代 谢在鱼类体内主要参与外源物质的代 谢

转化过程转化过程［［3232］］，杨志刚等，杨志刚等［［3333］］在试验中明确指出，中华在试验中明确指出，中华

绒螯蟹（绒螯蟹（Eriocheir sinensisEriocheir sinensis）肝胰腺中）肝胰腺中 CYP1A1CYP1A1 基因基因

的表达量随的表达量随 pHpH 的降低而升高，并且在的降低而升高，并且在 pH 5.5pH 5.5 时表时表

达量达到最高。达量达到最高。CYP1A1CYP1A1 的表达上调可能促 进鱼鳃的表达上调可能促 进鱼鳃

对水体中外源物质的代谢能力。对水体中外源物质的代谢能力。

海水酸化条件下，矛尾复鰕虎鱼幼鱼体内与碳海水酸化条件下，矛尾复鰕虎鱼幼鱼体内与碳

水化合物、核苷酸和无机离子代谢相关的水化合物、核苷酸和无机离子代谢相关的 PGAMPGAM，，

NDPKNDPK 和和 ATP2AATP2A 等基因的表达被促进，而与脂质以等基因的表达被促进，而与脂质以

及氨基酸的运输和代谢相关的及氨基酸的运输和代谢相关的 MIPS1MIPS1，，HMGCSHMGCS 和和

TATTAT 等基因的表达则被抑制，表明酸化海水对矛尾等基因的表达则被抑制，表明酸化海水对矛尾

复鰕虎鱼幼鱼的物质代谢可产生一定影响。复鰕虎鱼幼鱼的物质代谢可产生一定影响。

许星鸿等：海水酸化对矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组织转录组的影响
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3.3  3.3  海水酸化对矛尾复鰕虎鱼幼鱼免疫与代谢相关海水酸化对矛尾复鰕虎鱼幼鱼免疫与代谢相关

通路分析通路分析

本研究通过本研究通过 KEGGKEGG 富集通路分析，发现多个与富集通路分析，发现多个与

免 疫相关的信号 通 路，包括 细胞粘附分 子、免 疫相关的信号 通 路，包括 细胞粘附分 子、MAPKMAPK
信号 通 路、细胞因子信号 通 路、细胞因子 -- 细胞因子受体 相互作用、胞细胞因子受体 相互作用、胞

吞作用和溶酶体等通路。值得注意的是差异表达基吞作用和溶酶体等通路。值得注意的是差异表达基

因在细胞粘附分子和细胞因子因在细胞粘附分子和细胞因子 -- 细胞因子受体相互细胞因子受体相互

作用信号通路中显著富集，表明矛尾复鰕虎鱼幼鱼作用信号通路中显著富集，表明矛尾复鰕虎鱼幼鱼

在海水酸化条件下，机体的免疫系统可通过细胞的在海水酸化条件下，机体的免疫系统可通过细胞的

活化、增殖和分化等途径进行免疫应答。细胞粘附活化、增殖和分化等途径进行免疫应答。细胞粘附

分子信号通路中的主要组织相容性复合体（分子信号通路中的主要组织相容性复合体（MHCMHC））

在脊椎动物的适应性免疫功能中有着非常关键的作在脊椎动物的适应性免疫功能中有着非常关键的作

用用［［3434］］。。MHC-IMHC-I 位于 有 核 的 细 胞 上，在 机体 出现 受位于 有 核 的 细 胞 上，在 机体 出现 受

感 染 细 胞 时，感 染 细 胞 时，MHC-IMHC-I 会 在 细 胞 表 面 将 内 源 性 衍 生会 在 细 胞 表 面 将 内 源 性 衍 生

的 蛋白质 呈 递 给 细 胞 毒 性的 蛋白质 呈 递 给 细 胞 毒 性 CD8CD8++TT 细 胞，细 胞，CD8CD8++TT 细细

胞 则会 破坏受 感 染 细胞胞 则会 破坏受 感 染 细胞［［3535］］。而。而 MHC-IIMHC-II 则是能 够则是能 够

激 活激 活 BB 细 胞 分 化 为 浆 细 胞，并且 能 够 产生 对入侵细 胞 分 化 为 浆 细 胞，并且 能 够 产生 对入侵

病原体 和 记忆 细 胞 具 有特 异性的 抗体，从而保留病原体 和 记忆 细 胞 具 有特 异性的 抗体，从而保留

过 去 的 感 染 记 录过 去 的 感 染 记 录［［3636］］。留 存 的。留 存 的 BB 细 胞 和细 胞 和 CD4CD4++TT 细细

胞能够 使 生物 机体更快 地 对 相同病症做出反 应，胞能够 使 生物 机体更快 地 对 相同病症做出反 应，

并 增 强 机 体 的 免 疫 保 护 能 力并 增 强 机 体 的 免 疫 保 护 能 力［［3737］］。。LandisLandis 等等［［3838］］发发

现 虹 鳟 鱼（现 虹 鳟 鱼（Oncorhynchus mykissOncorhynchus mykiss）在 感 染 病 毒 后，）在 感 染 病 毒 后，

鱼 体 内鱼 体 内 MHC-IMHC-I 类类 BB 基 因 的 表 达 量 上 升；大 菱 鲆基 因 的 表 达 量 上 升；大 菱 鲆

（（Scophthalmus maximusScophthalmus maximus） 感 染 鳗 弧 菌） 感 染 鳗 弧 菌 96 h96 h 后，后，

MHC-IIMHC-II 类类 BB 基因在 肝脏、脾脏和头肾基因在 肝脏、脾脏和头肾 33 个 组织中个 组织中

的表达量均上升的表达量均上升［［3939］］。。MHCMHC 在免疫方面有较强的作在免疫方面有较强的作

用，且对鱼类生长起辅助作用用，且对鱼类生长起辅助作用［［4040］］。。MHC-IMHC-I 和和 MHC-MHC-
IIII 基因在海水酸化下表达上调，推测细胞粘附分子基因在海水酸化下表达上调，推测细胞粘附分子

信号通路可能在矛尾复鰕虎鱼幼鱼的免疫应答过程信号通路可能在矛尾复鰕虎鱼幼鱼的免疫应答过程

中起一定作用，也可能与试验所用材料为幼鱼有关。中起一定作用，也可能与试验所用材料为幼鱼有关。

本研 究中，本研 究中，DEGsDEGs 显著富集的代 谢 相关 信号 通显著富集的代 谢 相关 信号 通

路主要有氨基酸生物合成、碳代谢、类固醇生物合路主要有氨基酸生物合成、碳代谢、类固醇生物合

成 和 氧化 磷 酸 化 等，以氨 基 酸 生物 合成信号 通 路成 和 氧化 磷 酸 化 等，以氨 基 酸 生物 合成信号 通 路

中中 DEGsDEGs 富集最多。氨基酸与生物骨骼肌的生长、富集最多。氨基酸与生物骨骼肌的生长、

骨骼、内脏器官的发育、免疫功能以及代 谢 和生理骨骼、内脏器官的发育、免疫功能以及代 谢 和生理

途 径息息相关途 径息息相关［［4141］］。对于鱼类而言，存在。对于鱼类而言，存在 1010 种其本种其本

身不能合成或合成速率不能满足自身要求的必需氨身不能合成或合成速率不能满足自身要求的必需氨

基酸，氨 基酸的缺 乏会 影响鱼体的正常生长基酸，氨 基酸的缺 乏会 影响鱼体的正常生长［［4242］］。。

氨基酸生物合成通路中的磷酸甘油酸激酶（氨基酸生物合成通路中的磷酸甘油酸激酶（PGKPGK））

是糖 酵 解途 径中的关 键酶，通 过是糖 酵 解途 径中的关 键酶，通 过 11，，3-3- 二磷酸 甘 油二磷酸 甘 油

酸（酸（11，，3-DPG3-DPG）转 化 为）转 化 为 3-3- 磷 酸 甘 油 酸（磷 酸 甘 油 酸（3-PGA3-PGA）来）来

产生三磷酸腺苷（产生三磷酸腺苷（ATPATP））［［4343］］。碳 水化合物是机体产。碳 水化合物是机体产

生生 ATPATP 的主要来源之一。在机体缺乏能量时，的主要来源之一。在机体缺乏能量时，6-6- 磷磷

酸果糖激酶酸果糖激酶 11（（PKF-1PKF-1）会被激活使糖酵解反应的速）会被激活使糖酵解反应的速

率提升，从而增加率提升，从而增加 ATPATP 的生 成的生 成［［4444］］。氨 基酸 生物合。氨 基酸 生物合

成通 路中成通 路中 PGKPGK 的表 达下调会抑制的表 达下调会抑制 ATPATP 的产生，而的产生，而

PKF-1PKF-1 的表达下调会降低的表达下调会降低 ATPATP 的生产。与碳水化合的生产。与碳水化合

物的运输与代谢相关的酶，如物的运输与代谢相关的酶，如 PGAMPGAM 和和 ENOENO 表达表达

上调，这表明海水酸化会在一定程度上促进碳水化上调，这表明海水酸化会在一定程度上促进碳水化

合物的运输和代谢。本试验过程中，海水酸化下鱼体合物的运输和代谢。本试验过程中，海水酸化下鱼体

内碳水化合物的代谢增加，而内碳水化合物的代谢增加，而 PGKPGK 的表达下调以及的表达下调以及

PKF-1PKF-1 的表达下调均会抑制能量的产生。表明在酸的表达下调均会抑制能量的产生。表明在酸

化水体中，矛尾复鰕虎鱼幼鱼能量的消耗有所上升，化水体中，矛尾复鰕虎鱼幼鱼能量的消耗有所上升，

但能量的合成以及与脂质的运输和代谢相关的基因但能量的合成以及与脂质的运输和代谢相关的基因

表达被抑制。表达被抑制。

4  4  结论结论

在海水酸化条件下，矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组织在海水酸化条件下，矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组织

DEGsDEGs 主要涉及代谢、防御及信号传导等功能，对机主要涉及代谢、防御及信号传导等功能，对机

体中的氨基酸和能量等物质的代谢方面有一定抑制体中的氨基酸和能量等物质的代谢方面有一定抑制

作用。海水酸化会促进矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组织中作用。海水酸化会促进矛尾复鰕虎鱼幼鱼鳃组织中

PGAMPGAM，，NDPKNDPK，，ENOENO，，HSP70HSP70，，LDHLDH 和和 CYP1A1CYP1A1 等等

基因的表达，抑制基因的表达，抑制 MIPS1MIPS1，，CYB5RCYB5R，，ERG3ERG3，，FDPSFDPS 和和

HMGCSHMGCS 等基因的表达。本试验 结果可为矛尾复鰕等基因的表达。本试验 结果可为矛尾复鰕

虎鱼幼鱼 对 海水酸化的响应机制研究提 供基础资虎鱼幼鱼 对 海水酸化的响应机制研究提 供基础资

料，也为探究海水酸化对水产养殖动物的影响机制料，也为探究海水酸化对水产养殖动物的影响机制

提供参考依据。提供参考依据。
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