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基于高通量测序的凡纳滨对虾的转录组分析
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摘 要 凡纳滨对虾是世界养殖最广泛的甲壳动物，但是目前凡纳滨对虾的基因组及转录组数据还比较缺

乏。为了获得凡纳滨对虾的转录组信息，本研究应用 454高通量测序技术对凡纳滨对虾肝胰腺的转录组进
行测序。获得了 500 177条凡纳滨对虾 EST，平均长度 363 bp。拼接获得了 20 225条 unigene，长度范围 50~
8 980 bp，平均长度 507 bp。所有 unigene与 NCBI的非冗余蛋白质数据库(Nr)进行相似搜索(E值<10-5)，结果
一共有 13 676条 unigene (68%)与数据库中的已知基因同源。此外，还对 unigene进行了 GO、COG和 KEGG
的功能注释、分类或通路分析。我们通过高通量测序，获得了丰富的凡纳滨对虾转录组信息，为凡纳滨对虾
的新基因克隆和基因组学研究提供了有价值的数据。
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Abstract Litopenaeus vannamei shrimp is the most extensively farmed crustacean species in the world. However,
the genome and transcriptome data of Litopenaeus vannamei is still relatively lacking. To obtain transcriptome infor-
mation of Litopenaeus vanname, the transcriptome of Litopenaeus vannamei hepatopancreas was sequenced by 454
high-throughput sequencing technology. A total of 500 177 ESTs were produced, with an average length of 363 bp.
De novo assembly of ESTs data generated 20 225 unigenes between 50 and 8 980 bp in length, with an average
length of 507 bp. Similarity searches against the NCBI-Nr database revealed that 13 676 (68%) of these unigenes
have significant matches (E-value<10-5). In addition, the unigenes were similarity search against the GO, COG and
KEGG databases, and were annotated with gene functional descriptions, gene ontology terms, or pathways. By high-
throughput sequencing, we obtained abundant transcriptome information that could contribute to novel gene identi-
fication and genome research in Litopenaeus vannamei.
Keywords High-throughput sequencing, Litopenaeus vannamei, Transcriptome
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)，又称南美白
对虾，是全球对虾养殖量最大的品种之一(Zhou et al.,
2012)，也是我国南方主要的对虾养殖品种。凡纳滨对
虾具有壳薄体肥、肉质鲜嫩、生长迅速、群体增长均
匀、抗病力强等优点，而深受国内外市场的青睐(马宁
等, 2008)。由于凡纳滨对虾巨大的经济价值和重要的
进化地位，吸引了越来越多的学者对它的生长、发
育、繁殖、免疫和遗传等进行研究(Liu et al., 2010)。但

是，目前凡纳滨对虾的基因组及转录组数据还比较

缺乏，影响了这方面的研究。基因表达序列标签(ex-
pressed sequence tags, EST)可以用来进行转录组的研
究。迄今为止，GenBank已有 162 933条凡纳滨对虾
EST，这些 EST数据大多数是通过传统的 Sanger测
序方法获得的。这些 EST数据可以用于克隆功能基
因，挖掘分子标记，设计 cDNA芯片。但现有数据仍
然难以满足研究需求。此外，这些凡纳滨对虾 EST只
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有不到 1万条已经被拼接和注释，很大程度上限制
了该 EST数据的使用。目前已经有一些凡纳滨对虾
的转录组相关的研究报道 (Robalino et al . , 2007;
Clavero-Salas et al., 2007)，但是主要是使用传统的
Sanger 测序或 cDNA 芯片的方法进行的。传统的
Sanger测序方法需要先构建一个 cDNA文库，然后
用对挑选的克隆进行测序，不但实验步骤比较繁琐，

而且花费的时间和成本比较高。cDNA芯片方法虽然
是一种快速和高通量的方法，但是需要预先知道基

因的序列，而目前凡纳滨对虾对虾的基因组资源还

比较少，限制了该方法的应用。
高通量测序是在芯片上并行地对数百万计的

DNA分子进行测序，一次可以产生巨大数据量的测
序结果，它显示了测序技术划时代的变革，因此被称

为新一代测序技术。同时高通量测序能够对一个物
种的基因组或转录组进行深入的分析，因此又被称

为深度测序(Margulies et al., 2005)。下一代测序技术
又分为第二代和第三代测序技术，第二代测序技术

的核心思想是边合成边测序，即通过捕捉新合成的

末端的标记来确定 DNA的序列。第三代测序技术则
是基于纳米孔的单分子测序。目前第二代测序技术的
技术平台主要包括 Roche 454、Illumina Solexa 和
Applied Biosystems Solid (Liu et al., 2012)。这三个技
术平台各有优点，其中 Roche 454的测序片段比较
长，目前高质量的读长能达到 400 bp以上，与 ABI
的 Solid和 Illumina公司的 Solexa相比，由于读长较
长，尤其适合没有基因组参考序列的物种的基因组

或转录组测序(You et al., 2011)。本研究我们采用 454
焦磷酸测序技术，对凡纳滨对虾的肝胰腺进行高通

量转录组测序，并对所得的 EST进行数据分析。在本
研究中，我们获得了超过 50万条高质量的 EST序
列，并进行了序列拼接、功能注释和 KEGG通路分析
等研究，这些测序结果和分析为凡纳滨对虾的基因

组学研究提供了丰富的资源，促进了我们对凡纳滨

对虾转录组的了解。

1结果与分析

1.1测序和序列拼接

我们用凡纳滨对虾肝胰腺提取的 mRNA构建
了 cDNA文库，对文库进行 454焦磷酸测序。所得高
通量测序数据提交至 NCBI sequence read archive
(SRA)，登录号 SRX181883。去除原始序列中的低质
量、短序列和接头序列后，结果获得了 500 177条凡

纳滨对虾 EST序列，长度范围从 41 bp至 620 bp，平
均长度 363 bp。拼接获得了 20 225 条单基因序列
(unigene)，长度范围从 50 bp至 8 980 bp，平均长度
507 bp (图 1)。

图 1 Unigene的长度分布
注: X轴表示 unigene的长度(bp); Y轴表示相应的基因数量
Figure 1 Length distribution of unigenes
Note: The X axis shows the unigene length (bp); the Y axis shows
the number of the corresponding unigenes

1.2基因功能注释

所有的 unigene与 NCBI (National Center of Bi-
otechnology Information)的非冗余蛋白质数据库(Nr)
进行相似搜索(E值<10-5)，结果一共有 13 676个 uni-
gene (68%)与数据库中已知基因同源，而其余 6 549个
unigene (32%)与数据库中的已知基因同源性较低，
可能属于新基因。

1.3 COG功能注释及分类

COG是一个用来归类基因产物的数据库，其中
每一个蛋白质被假定为来自同源的祖先蛋白质，整

个数据库是根据细菌、藻类和真核细胞具有完整的
基因组编码蛋白以及清晰的系统演化关系进行构建

的(Tatusov et al., 2000)。将所有 unigene与 COG数据
库进行比对，结果有 4 645个 unigene得到注释，并被
分为 25个 COG类(图 2)。其中，一般功能预测(gen-
eral function prediction only)所占的比例最大，其次是
翻译后修饰，蛋白质折叠，分子伴侣(posttranslational
modification, protein turnover, chaperones)和信号传
导机制(signal transduction mechanisms)。而核结构
(nuclear structure)、防御机制(defense mechanisms)和
细胞活动(cell motility)等类别所占的比例最小。

1.4 GO功能注释及分类

GO是一个采用动态更新的标准词汇表来描述
基因和其产物功能的数据库，目前被广泛应用于生
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图 2 Unigene的 COG分类
注:图中的百分数代表各个 COG功能分类所占的比例
Figure 2 COG classification of the unigenes
Note: The percentages in the figure represent the proportion of different COG categories

物的转录组数据分析研究中(Conesa and Gotz, 2008)，
GO总共分为 3大功能类，分别描述基因的分子功能
(molecular function)、所处的细胞位置 (cellular com-
ponent)和参与的生物过程(biological process)。所有
的 unigene与 GO数据库进行比对的结果表明，一共
有 4 067 条 unigene (20%)被注释和分类到 49 个功
能亚类中(图 3)。结果显示，凡纳滨对虾的细胞杀伤
(cell killing)、节律过程 ( rhythmic process)、突触
(synapse)、通道调节活动(channel regulator activity)、
金属分子伴侣活动(metallo chaperone activity)、核酸
结合的转录因子的活动 (nucleic acid binding trans
cription factor activity) 和转录调节活动(translation
regulator activity)等 8 个功能亚类的 Unigene 很少，
而其余的功能亚类的 Unigene分布比较均衡。

1.5 KEGG Pathway注释

KEGG数据库记录细胞中基因产物的功能以及
基因产物的相互作用网络，基于 KEGG通路的分析有
助于我们进一步了解基因的生物学功能(Ogata et al.,
1999)。分析结果，一共有 4 104条 unigene (20%)被注
释，并被归类到 176个 KEGG通路。图 4显示了基因
数量排名前 20 位的 KEGG 通路，包括代谢途径
(metabolic pathways)、吞噬体(phagosome)、粘着(focal
adhesion)、紧密连接 (tight junction)、粘合连接 (ad-
herens junction)、次生代谢生物合成(biosynthesis of
secondary metabolites)、溶酶体 (lysosome)、核糖体 (ri

bosome)、氧化磷酸化 (oxidative phosphorylation)、蛋
白质消化吸收(protein digestion and absorption)、酪氨
酸代谢(tyrosine metabolism)、过氧化物酶体(peroxi-
some)、细胞色素 P450 介导的外源物代谢(metab-
olism of xenobiotics by cytochrome P450)、氨基糖和
核苷酸代谢(amino sugar and nucleotide sugar metab-
olism)、内质网中的蛋白质过程(protein processing in
endoplasmic reticulum)、脂肪酸代谢(fatty acid metab-
olism)、核黄素代谢(riboflavin metabolism)、氨基苯甲
酸降解(aminobenzoate degradation)、异喹啉类生物碱
生物合成 (isoquinoline alkaloid biosynthesis)和 RNA
运输(RNA transport)。

2讨论

转录组是在一个或多个细胞中表达的 RNA转
录物的集合(Etebari et al., 2011)。通过转录组分析可
以帮助我们在整体水平上研究细胞中基因转录的情

况及转录调控规律。过去的转录组研究通常采用
Sanger测序和 cDNA芯片方法，而现在的转录组研
究越来越多采用高通量测序技术。和 cDNA芯片方
法相比，高通量转录组测序不需要预先针对已知序

列设计探针，可以对任意物种的转录组进行测序，提

供更高的检测通量和花费更低成本和时间，是研究

转录组更理想的方法。目前已经有一些甲壳动物，例
如罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)、中华绒鳌蟹
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图 3凡纳滨对虾基因的 GO功能分类
注: X轴表示 GO功能的亚类; Y轴表示注释基因的百分比
Figure 3 Gene Ontology (GO) classification of putative functions of unigenes from Litopenaeus vannamei
Note: X axis: Subgroups of molecular functions from GO classification; Y axis: The percentage of the matched unigenes

图 4 Unigene的 KEGG分析,显示基因数量排名前 20位的 KEGG通路
注: X轴表示 KEGG分类, Y轴表示匹配的基因数量
Figure 4 KEGG Classification of the unigenes, the top 20 most abundant KEGG pathways are shown
Note: The x axis shows pathways from KEGG classification and the y axis shows the number of the matched unigenes

(Eriocheir sinensis)和藤壶(Balanus amphitrite)等用高
通量测序技术进行了转录组研究(de Gregoris et al.,
2011; He et al., 2012; Jung et al., 2011)。本研究采用
454焦磷酸高通量测序技术，对凡纳滨对虾肝胰腺的

转录组进行测序和功能分析，拼接共得到 20 225条
unigene，与 NCBI非冗余蛋白质数据库(Nr)比对的结
果显示，有 6 549条 unigene与数据库中的已知基因
同源性较低，占总数的 32%，可能是未知基因。其余
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的 13 676 条 unigene (68%)与数据库中的已知基因
同源性比较高，其中和数据库已有的凡纳滨对虾序

列匹配的仅占 5.11%，而大部分是和其它物种匹配。
这说明数据库中已有的凡纳滨对虾基因序列还很

少，我们获得的 unigene大大丰富了现有数据库中的
凡纳滨对虾基因资源。本研究测序获得的序列平均
长度为 363 bp，这已经和传统 Sanger测序的读长相
差不大。比较长的测序读长可以有效减少拼接的错
误，提高拼接重叠群的长度，对于没有参照基因组的

物种的测序尤为重要(Franssen et al., 2011)。截至目
前，凡纳滨对虾还没有全基因组测序的报道。我们在
没有参照基因组的情况下，对测序所得的序列进行从

头拼接(de novo assembly)，获得了 20 225条 unigene，
平均长度为 507 bp，通过抽样与 GenBank中的序列
比对发现，拼接的质量很好，没有发现拼接错误的情

况。我们测序的结果表明，454测序是一种高效率、低
成本和高通量的转录组分析方法。

GO、COG和 KEGG注释对于深入了解基因的
功能很重要。我们获得的 unigene只有大约 20%被注
释到 GO、COG和 KEGG数据库，这主要是因为目前
国际公共基因数据库中收录甲壳动物基因还比较

少，本研究获得的很多凡纳滨对虾 unigene都搜索不
到同源基因序列。尽管这样，这 3个数据库注释结果
可帮助我们了解更多凡纳滨对虾生物学特性。通过
这些注释，我们可以了解基因的分子功能、所处细胞
位置、参与的生物过程、所处的代谢途径或信号通路
等等，这为今后发掘凡纳滨对虾功能基因、研究相关
生理功能提供了数据。例如，我们发现几百个基因和
细胞免疫功能相关，这些基因序列将来可以用来制

作基因表达谱芯片，可用来检测凡纳滨对虾的免疫

水平，作为凡纳滨对虾抗病品系选育的生化指标。
本研究通过高通量测序，获得了大量的凡纳滨

对虾的转录组信息，为凡纳滨对虾的基因克隆、分子
标记发掘和基因组学研究等提供了有价值的数据。
今后，还将进行比较转录组的研究，包括不同发育阶

段、不同性状、病毒感染和环境因子胁迫的凡纳滨对
虾的转录组研究。部分工作目前正在进行当中。

3材料与方法

3.1材料

实验对虾采自广西南美白对虾遗传育种中心的

无特定病原(SPF)凡纳滨对虾家系，共 20尾，平均体
重约 11 g。实验对虾暂养在 25~26℃水温度的海水
中。采样时取虾的肝胰腺组织，保存在液氮中备用。

3.2 方法

3.2.1 RNA提取

使用 Trizol试剂盒(Qiagen)，按照说明书的步骤
提取凡纳滨对虾肝胰腺的总 RNA。用分光光度计测
定 RNA浓度，并通过 1.5% (重量 /体积)琼脂糖凝胶
电泳检测 RNA的完整性。RNA提取后，使用 PolyA
Ttract mRNA 分离系统(Promega)纯化 mRNA，并使
用 Reasy RNA试剂盒(Qiagen)收集。然后将 20个样
品的 mRNA进行等量混合，用于 cDNA合成。

3.2.2 cDNA文库构建和测序

用 RNA Fragment reagent 试剂盒(illumina)将混
合的 mRNA碎裂成 300~800 bp的小片段。片段化完
成后，用 Reasy RNA cleaning试剂盒(Qiagen)对片段
化产物进行回收，回收后用随机引物和MMLV进行反
转录合成第一链，合成完第一链后用 DNA Polymerase
Ⅰ和 RNase H合成第二链。过程如下：(1)将回收后的
14 μL RNA 加 2 μL 400 μmol/L N6 Radom Primer，
68℃温浴 10 min；(2)向上述 RNA管中加 2 μL dNTP，
2 μL DTT，6 μL 5×First Strand Buffer，2 μL MMLV
RTase和 2 μL H2O，42℃反应 30 min；(3)向上述反应
液中加 5 μL 10×DNA PolymeraseⅠBuffer，1 μL DNA
PolymeraseⅠ(10U)，1μLRNaseH (6U)，加水至 50μL，
16℃温浴 2 h；(4)反应完成后用MinElute DNA Clean-
ing试剂盒(Qiagen)回收产物；(5)接头连接：取上述回
收产物 15 μL，向其中加 1 μL Adptor 和 2 μL 10×
DNA Ligase Buffer和 2 μL T4 DNA Ligase，25℃温浴
10 min，温浴完毕用MinElute DNA Cleaning试剂盒
回收产物，在 454 GS FLX系统(Roche)进行测序。

3.2.3序列拼接、功能注释、分类和通路分析

用 SeqClean 程序 (http://compbio.dfci.harvard.e-
du/tgi/software)去除接头的序列和低质量的序列。用
iAssembler 程序 (http://bioinfo.bti.cornell.edu/tool/i-
Assembler)进行序列拼接(Zheng et al., 2011)。拼接所
得 unigene分别与与 NCBI Nr、SwissProt、GO、COG、
KEGG等数据库进行比对(E值<10-5)，并选取最佳注
释(Zhang et al., 2010)。Nr的注释工具采用 blastx，COG
和 SwissProt的注释采用 blastx，GO注释采用 blast-
2GO，KEGG pathway 注释采用 blastx 和 GenMAPP
2.1 (http://www.genmapp.org/)。
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