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摘　要：以抗病家系与易感家系半滑舌鳎为材料，进行哈维弧菌感染实验，并对易感家系感染前（ＣｓＳＵ）、易
感家系感染后（ＣｓＳＣ）、抗病家系感染前（ＣｓＲＵ）、抗病家系感染后（ＣｓＲＣ）４组进行转录组测序，根据ＲＮＡｓｅｑ
数据挖掘半滑舌鳎长链非编码ＲＮＡ信息；通过生物信息学分析，筛选出与抗哈维弧菌病相关的差异长链非编
码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）。结果显示，共识别出４５８４个ｌｎｃＲＮＡ座位，包含５７１４个转录本；其
基本特征与编码基因的比较分析，ｌｎｃＲＮＡ的ＧＣ含量低于编码基因，单外显子基因数多于编码基因，转录本
的平均长度长于编码基因，基因表达量低于编码基因。对４组样品进行两两比较（ＣｓＲＵｖｓＣｓＳＵ、ＣｓＲＣｖｓ
ＣｓＳＣ、ＣｓＲＣｖｓＣｓＲＵ、ＣｓＳＣｖｓＣｓＳＵ）分别筛选出８１８、８１３、２６１、１４０个差异表达ｌｎｃＲＮＡ，其中ＣｓＲＵ与ＣｓＳＵ之
间、ＣｓＲＣ与ＣｓＳＣ之间ｌｎｃＲＮＡ数目差异最多，通过聚类分析确定了各实验组的表达模式之间的联系，ＣｓＲＵ
与ＣｓＳＵ之间的表达模式最为相近。通过共表达分析，预测出ｌｎｃＲＮＡ和２７４个编码基因可能存在１４５３９种
相互关系，并进行了功能注释，进而筛选出７个关键 ｌｎｃＲＮＡ。ｑＲＴＰＣＲ结果显示，差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ的表达
模式和转录组数据得到的基本一致。研究结果为揭示 ｌｎｃＲＮＡ在半滑舌鳎抗哈维弧菌免疫调控反应中的作
用提供重要的参考数据。
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　　非编码 ＲＮＡ（ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｎｃＲＮＡ）是由
ＤＮＡ转录后但不翻译成蛋白质的ＲＮＡ，主要包括
短链非编码 ＲＮＡ和长链非编码 ＲＮＡ。其中，长
链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）长
度在几百个碱基左右，和 ｍＲＮＡ结构相似，转录
过程中有着不同的剪接方式，部分 ｌｎｃＲＮＡ作为
短链非编码ＲＮＡ的前体 ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ广泛存在
于真核生物中，并具有组织特异性［１］。

近年来，在哺乳动物和鱼类中发现了越来越

多的ｌｎｃＲＮＡ，证实了其在表观遗传修饰、转录调
控、生长发育、免疫、细胞分化、疾病发生等生物

过程中发挥重要作用。在表观遗传学方面，

ｌｎｃＲＮＡ作为支架分子结合表观遗传因子调控生
物学过程［２］；在转录水平上，ｌｎｃＲＮＡ作为诱饵分

子抑制或促进启动子或者增强子的转录［３］；在转

录后水平上，ｌｎｃＲＮＡ作为调控因子影响 ｍＲＮＡ
稳定性和翻译效率［４］。因此，ｌｎｃＲＮＡ参与了细
胞中多种生物学过程的调控，在生物体生长发育

和免疫等方面发挥了极其重要的作用。随着高

通量测序技术的发展，对 ｌｎｃＲＮＡ的研究越来越
深入，为全面分析转录组和研究基因功能调控提

供了有力条件。

半滑舌鳎（Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ）是我国重要
的名贵海水养殖鱼类［５］。然而近年来，病害问题

成为制约半滑舌鳎养殖业发展的重要因素，其中

弧菌病传播性强、致死率高，对半滑舌鳎养殖业

的影响尤为严重。哈维弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｈａｒｖｅｙｉ）是引
起半滑舌鳎腐皮、烂尾等疾病的主要病原菌之
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一［６］。目前，通常使用广谱抗菌类药物处理病

鱼，但是抗菌类药物的使用对养殖水环境和半滑

舌鳎本身会造成若干不良后果。因此，有必要利

用现代生物技术手段了解半滑舌鳎抗哈维弧菌

病的免疫调控机理。本研究利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序技
术进行抗病家系和易感家系半滑舌鳎感染哈维

弧菌前后转录组测序，获得大量的 ｌｎｃＲＮＡ数据，
并通过比较分析，筛选出与哈维弧菌抗病相关的

ｌｎｃＲＮＡ。

１　材料与方法

１．１　原始数据
所用数据来源于本实验室半滑舌鳎转录组

测序数据［７］，目前已上传至ＳＲＡ数据库（ＮＣＢＩ登
录号：ＳＲＰ１８６７７０），见表 １。该数据以抗病家系
（１４Ｌ００３家系）与易感家系（１４Ｌ０１３家系）半滑舌

鳎为材料（图１），在未感染哈维弧菌时，分别对抗
病家系与易感家系半滑舌鳎各３尾取样测序；在
感染哈维弧菌２４ｈ时，再分别对抗病家系与易感
家系半滑舌鳎各３尾取样测序。

图１　所用半滑舌鳎家系死亡率的比较
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｕｍｕｌａｔｅｄｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅ

ｉｎｔｈｅｆａｍｉｌｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ

表１　１２个半滑舌鳎样本信息概览
Ｔａｂ．１　ＳｕｍｍａｒｙｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｆｏｒｔｗｅｌｖｅｓａｍｐｌｅｓｏｆＣｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ

样品名

Ｓａｍｐｌｅｎａｍｅ
物种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ
家系类别

Ｆａｍｉｌｙ
处理方法

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
原始数据

Ｒａｗｒｅａｄｓ
组别

Ｇｒｏｕｐ
ＳＵ１ 半滑舌鳎 易感家系 未感染哈维弧菌 ９３３８３９７４ ＣｓＳＵ
ＳＵ２ 半滑舌鳎 易感家系 未感染哈维弧菌 １０４６７２１４２ ＣｓＳＵ
ＳＵ３ 半滑舌鳎 易感家系 未感染哈维弧菌 ８００９５７１８ ＣｓＳＵ
ＲＵ１ 半滑舌鳎 抗病家系 未感染哈维弧菌 ８５６６０８８４ ＣｓＲＵ
ＲＵ２ 半滑舌鳎 抗病家系 未感染哈维弧菌 ９１１３４３４２ ＣｓＲＵ
ＲＵ３ 半滑舌鳎 抗病家系 未感染哈维弧菌 ９１２２６４５２ ＣｓＲＵ
ＳＣ１ 半滑舌鳎 易感家系 感染哈维弧菌２４ｈ １０１９００４３０ ＣｓＳＣ
ＳＣ２ 半滑舌鳎 易感家系 感染哈维弧菌２４ｈ １０４２１６０８２ ＣｓＳＣ
ＳＣ３ 半滑舌鳎 易感家系 感染哈维弧菌２４ｈ １００３２０，０３８ ＣｓＳＣ
ＲＣ１ 半滑舌鳎 抗病家系 感染哈维弧菌２４ｈ １０６５８１７２８ ＣｓＲＣ
ＲＣ２ 半滑舌鳎 抗病家系 感染哈维弧菌２４ｈ １０５８７８５０６ ＣｓＲＣ
ＲＣ３ 半滑舌鳎 抗病家系 感染哈维弧菌２４ｈ １００８２８９０８ ＣｓＲＣ

１．２　实验方法
１．２．１　ｌｎｃＲＮＡ的识别

从转录组数据中识别ｌｎｃＲＮＡ，由图２可知具
体步骤：使用 ＲＮＡＱＣＣｈａｉｎ软件［８］对原始数据

进行质量控制，去除含有ＰｏｌｙＡ、接头的序列以及
低质量序列。使用ＨＩＳＡＴ２软件［９］将测序数据分

别比对到半滑舌鳎参考基因组（ＮＣＢＩ登陆号：
ＧＣＦ＿０００５２３０２５．１）上。使用 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ软件［１０］基

于半滑舌鳎基因组对转录组数据进行组装。并

使用 ＴＡＣＯ软件［１１］对各组样品的转录本进行整

合。去除疑似 ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ前体的转录
本。使用Ｃｕｆｆｃｏｍｐａｒｅ软件和转录组注释文件相
比较后，去除编码基因的转录本，将剩下长度大

于 ２００ｂｐ的非编码基因转录本作为候选
ｌｎｃＲＮＡ。使用 ｈｍｍｓｃａｎ软件［１２］与 Ｐｆａｍ数据
库［１３］比对去除含有结构功能域的转录本。使用

ＦＥＥＬｎｃ软件［１４］预测候选 ｌｎｃＲＮＡ的编码能力，
去除具有编码能力的转录本。使用 ＲＳＥＭ软
件［１５］对转录本进行定量，确定所有转录本的

ＦＰＫＭ均小于０．５。
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图２　长链非编码ＲＮＡ的识别流程
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｆｌｏｗｃｈａｒｔｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｌｎｃＲＮＡ

１．２．２　不同实验组ｌｎｃＲＮＡ表达谱ＰＣＡ分析
为研究４组实验组中３个生物学重复样本间

ｌｎｃＲＮＡ的表达情况，使用 Ｒ语言中的主成分分
析方法（ＰＣＡ）对１２个样本的 ｌｎｃＲＮＡ表达量进
行比较分析。

１．２．３　ｌｎｃＲＮＡ的差异表达分析
使用ＨＴＳｅｑｃｏｕｎｔ软件［１６］统计读段数目，随

后通过ＤＥｓｅｑ２软件［１７］检测两组之间的差异表达

ｌｎｃＲＮＡ，以 ａｄｊｕｓｔｅｄＰｖａｌｕｅ＜０．０１作为评价
ｌｎｃＲＮＡ表达差异统计学意义的阈值，使用 Ｒ语
言中的Ｈｅａｔｍａｐｓ软件对４个实验组的所有差异
表达基因进行系统分析，得到聚类结果。

１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ验证差异表达ｌｎｃＲＮＡ
在４组比较中分别随机选择 ６个差异表达

ｌｎｃＲＮＡ，使用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ软件设计引物（表２），使
用ｑＲＴＰＣＲ验证差异表达ｌｎｃＲＮＡ。

采用 ＴａＫａＲａ荧光定量试剂盒，使用 ＡＢＩ
７５００ｆａｓｔｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪器，转录组测序的
ｃＤＮＡ为模板，验证分析引物的扩增效率，并确定
ｃＤＮＡ的稀释倍数。以半滑舌鳎 βａｃｔｉｎ为内参
基因，ｑＲＴＰＣＲ的反应体系如下：１０μＬＳＹＢＲ
ＰｒｉｍｉｘＥｘＴａｑ，１μＬ正向引物，１μＬ反向引物，２
μＬｃＤＮＡ，６μＬ灭菌水，共２０μＬ。ｑＰＣＲ采用两
步法，反应条件：９５℃，３０ｓ；９５℃，５ｓ，６０℃，
３４ｓ，４０个循环；反应完成后直接进行熔解曲线分
析。

根据 ｑＰＣＲ得出的 Ｃｔ值，采用相对定量的
２－ΔΔＣｔ法，分析出基因的相对表达量，由 Ｍｅａｎ±
ＳＥ来表示。使用 Ｐｒｉｓｍｖｅｒｓｉｏｎ７．０ａ统计软件对

数据进行样本显著性差异分析及作图。

１．２．５　半滑舌鳎ｌｎｃＲＮＡ共表达分析
使用４个实验组识别出的 ｌｎｃＲＮＡ和已知的

编码基因的表达水平分析 ｌｎｃＲＮＡ和编码基因的
共表达。使用ｐｅｒｌ脚本计算 ｌｎｃＲＮＡ和编码基因
的表达水平之间的 Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数。使用
ＤＡＶＩＤ和ＫＯＢＡＳ软件进行功能注释分析。

２　结果

２．１　半滑舌鳎ｌｎｃＲＮＡ的识别
对半滑舌鳎的转录组数据全部分析获得

４５８４个ｌｎｃＲＮＡ座位，包含５７１４个转录本。对
ｌｎｃＲＮＡ和编码基因的基本特征进行比较分析，结
果显示，ｌｎｃＲＮＡ的 ＧＣ含量低于编码基因（图 ３
ａ）；ｌｎｃＲＮＡ的单外显子数目多于编码基因（图３
ｂ）；ｌｎｃＲＮＡ转录本平均长度大于编码基因（图３
ｃ）；ｌｎｃＲＮＡ的平均表达量低于编码基因（图 ３
ｄ）。
２．２　半滑舌鳎ｌｎｃＲＮＡ表达水平ＰＣＡ分析

使用Ｒ语言中的主成分分析方法（ＰＣＡ）对
半滑舌鳎的 ４个实验组（ＣｓＳＵ、ＣｓＳＣ、ＣｓＲＵ、
ＣｓＲＣ）的 １２个样本（ＳＵ１、ＳＵ２、ＳＵ３、ＳＣ１、ＳＣ２、
ＳＣ３、ＲＵ１、ＲＵ２、ＲＵ３、ＲＣ１、ＲＣ２、ＲＣ３）进行比较
分析。如图４所示，两个主成分（ＰＣ１和 ＰＣ２）方
差之和为９８．１％，表明分析基本包含了所有样本
的ｌｎｃＲＮＡ数据。此外，１２个样本中感染哈维弧
菌半滑舌鳎聚为一类，未感染哈维弧菌的半滑舌

鳎聚为一类。
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表２　实验所需引物
Ｔａｂ．２　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

长链非编码ＲＮＡｌｎｃＲＮＡ 正向引物 ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ 反向引物 ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ

ｌｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．３５３８．１０ ＴＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＡＣＡＡＣＣＧＣＡＡＣＣ ＡＴＴＴＣＣＡＧＡＧＣＡＧＡＣＣＴＧＡＧＡＣＣ
ｌｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．３９８．５ ＡＡＡＣＡＧＴＣＧＣＡＣＣＡＡＣＴＧＡＡＣＴＧ ＣＴＣＣＴＣＡＴＧＣＣＡＧＴＴＣＣＴＴＣＡＧＡ
ＭＳＴＲＧ．１６４８．１ ＴＧＧＡＧＡＧＣＡＧＴＣＴＧＡＴＧＧＡＣＡＴＧ ＴＴＣＡＴＣＴＴＧＧＣＧＧＣＡＧＡＡＴＧＴＴＣ
ｌｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．５６９７．１ ＡＡＡＡＴＣＡＣＣＧＣＡＧＣＴＴＴＣＡＣＡＧＴ ＧＡＣＧＣＴＧＣＴＧＣＡＣＡＴＧＡＡＴＡＧＡＣ
ｌｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１５１７４．１ ＧＴＡＧＧＧＴＧＡＡＧＡＧＣＡＧＡＧＧＡＣＴＧ ＣＴＣＴＧＴＡＡＣＴＧＧＧＴＧＣＴＡＧＧＣＴＴ
ｌｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．２９２０．９ ＧＡＧＡＧＴＧＧＡＡＧＴＣＣＴＧＣＡＴＣＡＣＴ ＡＣＡＣＧＡＣＡＴＣＴＧＴＧＧＧＧＡＡＧＡＡＡ
ｌｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１７７３５．２ ＣＴＧＣＴＣＡＴＣＣＴＣＡＣＣＴＡＴＧＣＴＧＴ ＡＧＡＣＣＴＧＣＡＧＣＡＴＣＣＴＡＧＧＡＡＡＧ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１５３７８．１ ＴＣＴＧＧＧＡＣＴＧＧＴＧＴＡＣＡＴＧＡＡＧＣ ＣＣＣＣＡＧＴＣＣＡＡＣＴＡＣＡＴＧＴＣＣＡＴ
ｌｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１５００１．１ ＣＣＡＡＴＣＡＧＧＴＣＡＧＧＣＡＧＡＧＡＧＡＡ ＣＣＣＣＡＴＡＣＴＣＴＧＣＡＴＣＡＣＴＣＡＣＡ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１６５１６．１ ＴＧＴＧＴＣＴＧＴＧＣＣＴＣＡＴＧＴＣＡＡＧＡ ＣＣＡＣＡＡＣＴＣＴＣＡＴＧＴＣＡＡＴＧＣＣＣ
ｌｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１６９１５．２ ＧＡＡＣＣＴＴＴＴＣＡＣＣＧＡＴＧＧＡＧＣＴＧ ＧＧＣＡＡＡＣＧＴＡＧＴＣＣＣＴＴＴＣＧＡＴＧ
ｌｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１７０３１．１ ＴＧＧＧＣＣＴＧＧＡＣＴＣＣＴＴＴＴＡＡＡＣＡ ＡＣＡＴＡＣＴＧＣＡＴＣＣＴＣＧＡＣＧＴＧＡＡ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１５３７６．１ ＧＧＡＡＴＴＴＧＣＣＧＡＣＧＣＡＴＴＴＣＡＡＣ ＴＡＧＡＡＣＴＧＣＣＧＴＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１５２２９．１ ＧＣＡＴＴＧＡＧＣＡＴＴＧＡＧＧＣＡＧＧＡＴＴ ＴＣＧＡＴＧＴＡＣＴＧＡＧＧＧＡＧＣＧＡＡＡＧ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１５２２８．１ ＴＣＧＡＴＧＴＡＣＴＧＡＧＧＧＡＧＣＧＡＡＡＧ ＧＣＡＴＴＧＡＧＣＡＴＴＧＡＧＧＣＡＧＧＡＴＴ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．９０３２．１ ＧＡＴＣＧＧＡＣＴＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＡＧＣＴ ＣＧＧＣＴＡＡＣＧＴＡＡＧＡＣＴＧＴＣＴＣＧＡ
ｌｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．９８６０．１ ＡＧＧＣＡＣＡＡＧＧＡＴＡＴＣＡＡＣＣＡＧＣＴ ＡＣＧＡＧＡＧＡＡＣＡＡＧＡＴＣＴＧＧＧＡＧＣ
ｌｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．３９８８．１ ＣＡＴＴＣＴＴＣＴＣＧＧＡＧＣＴＣＣＡＧＡＣＡ ＴＧＡＧＡＴＴＴＧＧＣＴＧＡＣＧＧＡＧＡＧＡＧ
ｌｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１１７１３．１ ＴＴＣＣＣＡＡＡＡＣＣＣＴＧＧＡＧＧＡＧＴＴＴ ＣＴＧＡＧＧＴＴＣＣＴＣＴＧＡＧＧＴＣＣＡＴＧ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．８２６０．２２ ＴＣＴＧＴＧＣＣＡＡＧＴＧＴＴＴＡＧＧＴＣＣＡ ＣＴＧＧＡＣＡＴＧＧＴＴＣＴＴＧＣＴＧＧＡＡＣ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．８２６０．２１ ＣＧＡＣＣＡＣＴＧＴＧＡＴＧＡＣＡＡＡＣＣＴＧ ＴＧＴＣＴＴＧＴＣＣＣＣＡＡＣＡＴＧＴＴＴＧＣ
ｌｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１９１．２ ＴＣＴＧＧＴＴＧＧＡＧＡＧＧＴＴＧＴＧＴＧＴＴ ＴＧＡＴＣＴＧＧＣＴＡＣＴＣＣＴＣＴＧＧＣＴＡ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．８２７５．１ ＴＧＡＴＧＡＧＡＣＡＣＡＣＡＣＣＡＡＣＣＴＧＴ ＧＧＡＣＡＴＣＡＡＴＧＧＴＣＴＧＴＧＣＣＡＡＧ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．８２６０．７ ＴＣＴＧＴＧＣＣＡＡＧＴＧＴＴＴＡＧＧＴＣＣＡ ＡＡＧＡＣＡＣＣＴＧＧＡＣＴＴＣＣＴＴＧＧＡＣ

２．３　差异表达ｌｎｃＲＮＡ的筛选
使用 ＤＥｓｅｑ２对 ４组比较（ＣｓＲＵｖｓＣｓＳＵ，

ＣｓＲＣｖｓＣｓＳＣ，ＣｓＲＣｖｓＣｓＲＵ，ＣｓＳＣｖｓＣｓＳＵ）进
行差异表达 ｌｎｃＲＮＡ进行筛选。如图５所示，在
上述４组比较中，共筛选出 ２０３２个差异表达
ｌｎｃＲＮＡ，其中，ＣｓＲＵ和ＣｓＳＵ的比较分析中，共筛
选到８１８个差异表达 ｌｎｃＲＮＡ，５２９个 ｌｎｃＲＮＡ在
ＣｓＲＵ的表达量显著高于 ＣｓＳＵ；在 ＣｓＲＣ和 ＣｓＳＣ
的比较分析中，共筛选到 ８１３个差异表达
ｌｎｃＲＮＡ，２１３个ｌｎｃＲＮＡ在ＣｓＲＣ的表达量显著高
于ＣｓＳＣ；在ＣｓＲＣ和ＣｓＲＵ的比较分析中，共筛选
到 ２６１个差异表达 ｌｎｃＲＮＡ，１３５个 ｌｎｃＲＮＡ在
ＣｓＲＣ的表达量显著高于 ＣｓＲＵ；在 ＣｓＳＣ和 ＣｓＳＵ

的比较分析中，共筛选到 １４０个差异表达
ｌｎｃＲＮＡ，５９个 ｌｎｃＲＮＡ在 ＣｓＳＣ的表达量显著高
于ＣｓＳＵ。

为评价差异表达ｌｎｃＲＮＡ在不同实验条件下
的表达模式，对 ４个实验组半滑舌鳎的 ｌｎｃＲＮＡ
进行聚类分析（图６ａ），发现未感染哈维弧菌的
抗病家系与易感家系半滑舌鳎的表达模式最为

相似。同时，为进一步研究不同组比较的差异表

达ｌｎｃＲＮＡ之间的联系，我们利用ＣｓＲＵｖｓＣｓＳＵ，
ＣｓＲＣｖｓＣｓＳＣ，ＣｓＲＣｖｓＣｓＲＵ，ＣｓＳＣｖｓＣｓＳＵ比
较组中产生的差异表达ｌｎｃＲＮＡ构建维恩图（图６
ｂ），结果显示没有筛选到在所有４组比较中均有
的差异表达ｌｎｃＲＮＡｓ。
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（ａ）．ＧＣ含量比较；（ｂ）．外显子数目比较；（ｃ）．转录本长度比较；（ｄ）．表达量比较
（ａ）．ＴｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＧＣｃｏｎｔｅｎｔ；（ｂ）．Ｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｏｎｎｕｍｂｅｒ；（ｃ）．Ｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｌｅｎｇｔｈ；（ｄ）．Ｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

图３　ＬｎｃＲＮＡ和编码基因的比较分析
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｎｃＲＮＡｇｅｎｅｓａｎｄｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅｓ

图４　不同样品的ＰＣＡ分析图
Ｆｉｇ．４　ＰＣＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ

图５　ｌｎｃＲＮＡ的统计情况
Ｆｉｇ．５　Ｎｕｍｂｅｒｓｏｆｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｌｎｃＲＮＡ
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（ａ）．差异表达ｌｎｃＲＮＡ整体ＦＰＫＭ层次聚类图；（ｂ）．差异表达ｌｎｃＲＮＡ维恩图

（ａ）．ＨｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｌｎｃＲＮＡｏｆｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ；（ｂ）．Ｖｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｌｎｃＲＮＡｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎｔｒａｓｔｓ

图６　差异表达ｌｎｃＲＮＡ的分析
Ｆｉｇ．６　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｌｎｃＲＮＡｉｎｔｈｅＲＮＡｓｅｑｌｉｂｒａｒｙｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ

２．４　半滑舌鳎ｌｎｃＲＮＡ共表达基因的功能注释
使用共表达分析和 ｃｅＲＮＡ理论预测了

ｌｎｃＲＮＡ在编码基因中的潜在靶基因。在ｌｎｃＲＮＡ
和编码基因之间共检测到１４５３９个相互作用关
系（１４１５７个正相关和３８２个负相关），其中对应
半滑舌鳎参考基因组中 ２７４个编码基因。根据
ｌｎｃＲＮＡ对应的靶基因进行功能注释，结果（图７）
显示共表达基因共富集到１２７个 ＧＯ条目，其中
生物学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ）下 ５８个，细胞组
分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）下 ３３个，分 子 功 能
（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）下３６个。值得注意的是，其
中包含多个免疫相关的 ＧＯ条目：免疫反应

（ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＧＯ：０００６９５５）、刺激反应
（ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｔｉｍｕｌｕｓ，ＧＯ：００５０８９６）、细胞因子活
性（ｃｙｔｏｋｉｎｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ＧＯ：０００５１２５）和趋化因子活
性（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ＧＯ：０００８００９）等。同时根
据ＧＯ注释结果筛选出７个关键 ｌｎｃＲＮＡ（表３），
且其连接度均大于１４。
２．５　差异表达ｌｎｃＲＮＡ的验证

使用ｑＰＣＲ的方法验证筛选到的差异表达
ｌｎｃＲＮＡ的表达模式。由图８可知，使用 ｑＰＣＲ检
测２４个 ｌｎｃＲＮＡ差异表达水平的分析结果与
ＲＮＡｓｅｑ的分析结果基本一致，说明筛选差异表
达ｌｎｃＲＮＡ的数据是真实可靠的。

表３　哈维弧菌胁迫下半滑舌鳎的关键ｌｎｃＲＮＡ
Ｔａｂ．３　ＴｈｅｋｅｙｌｎｃＲＮＡｏｆＣｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓｕｎｄｅｒＶｉｂｒｉｏｈａｒｖｅｙｉｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

长链非编码ＲＮＡｌｎｃＲＮＡｓ 连接度 Ｄｅｇｒｅｅ ＧＯ编号 ＧＯＩＤ ＧＯ条目名称 ＧＯｎａｍｅ

ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１６１０７ １８ ＧＯ：０００６９５５ ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１５３４７ １４ ＧＯ：０００６９５５ ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１５１１８ １２１ ＧＯ：０００６９５４ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１５７３２ ２１ ＧＯ：０００６９５４ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１７１３３ ９９ ＧＯ：０００６９５４ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．１７２２５ ９４ ＧＯ：０００６９５４ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｌｉｎｃ＿ＭＳＴＲＧ．９９５３ １３０ ＧＯ：０００６９５４ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ
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图７　长链非编码ＲＮＡ对应靶基因的ＧＯ注释
Ｆｉｇ．７　ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｓｏｆｌｎｃＲＮＡ

图８　差异表达ｌｎｃＲＮＡ验证
Ｆｉｇ．８　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｌｎｃＲＮＡｂｙｑＰＣＲ
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３　讨论

ｌｎｃＲＮＡ是一类内源性 ＲＮＡ，它可以调控基
因表达，从而影响生物性状。本研究通过ｌｎｃＲＮＡ
识别从转录组数据中获得大量的 ｌｎｃＲＮＡ座位。
通过基因组等容线结构分析发现ＧＣ含量高的基
因组区域有更多的编码基因［１８］，因此编码基因的

ＧＣ含量高于 ｌｎｃＲＮＡ；ｌｎｃＲＮＡ多为单外显子，
ｌｎｃＲＮＡ中单外显子所占的比例远高于编码基因，
然而就外显子和转录本的平均长度而言，ｌｎｃＲＮＡ
均大于具有相同外显子数目的编码基因；ＲＡＮ
等［１９］发现编码基因的平均表达量高于 ｌｎｃＲＮＡ，
与本实验统计结果相似。通过 ｌｎｃＲＮＡ和编码基
因基本特征的比较结果说明，ｌｎｃＲＮＡ基本特性符
合普遍规律，满足后续分析。

ｌｎｃＲＮＡ已经在模式生物的免疫调控研究上
广泛应用。在斑马鱼中，利用转录组数据在两个

实验组中分别挖掘出 ２８４２和 ３４３３个差异
ｌｎｃＲＮＡ，并通过 ｑＰＣＲ获得差异表达较大的
ｌｎｃＲＮＡ，随后利用原位杂交技术筛选出 ３条
ｌｎｃＲＮＡ，证明它们调控的 ｐｌｋ３和 ｓｙｔ１０基因与免
疫应答反应相关［２０］。关于 ｌｎｃＲＮＡ在半滑舌鳎
免疫功能上的研究未见报道。本研究通过

ｌｎｃＲＮＡ差异表达分析，共筛选出２０３２个差异表
达ｌｎｃＲＮＡ。值得注意的是，抗病家系和易感家系
之间差异 ｌｎｃＲＮＡ数目占了大多数，这些差异
ｌｎｃＲＮＡ可能与抗病家系和易感家系的免疫力差
异有着密切联系。在共表达分析中，基于表达相

关系数，检测出２８５个 ｌｎｃＲＮＡ与２７４个编码基
因可能存在１４５３９种共表达关系。其中，１６０个
编码基因被成功注释，主要涉及信号转导、转录

调控和生物合成过程，有３个基因注释为“免疫
反应”和“炎症反应”功能，例如 ｉｌ１β、ｃｃｌ２０、
ｃｃｌ２８。ＹＵ等［２１］发现 ｉｌ１β基因在半滑舌鳎注射
鳗弧菌８ｈ时头肾和肝脏的表达量显著升高，表
明ｉｌ１β基因在半滑舌鳎免疫应答中扮演着重要
作用［２１］。ＳＣＨＵＴＹＳＥＲ等［２２］研究发现 ＬＰＳ、肿瘤
坏死因子、干扰素 γ都能诱导 ｃｃｌ２０基因表达，随
后ｃｃｌ２０基因在炎症反应中引起 ＣＤ４＋Ｔ细胞的
增加。此外，ｃｃｌ２８基因通过趋化因子受体 ＣＣＲ３
和ＣＣＲ１０调节Ｂ细胞和Ｔ细胞的迁移［２３］。研究

结果表明７个关键ｌｎｃＲＮＡ可能在半滑舌鳎免疫
调控方面起到了重要作用。

ｌｎｃＲＮＡ在免疫应答调控、表观遗传学等方面
扮演着重要的角色［２４２６］。然而半滑舌鳎 ｌｎｃＲＮＡ
的研究仍处于初步阶段，本研究从半滑舌鳎转录

组数据中识别出大量的 ｌｎｃＲＮＡ，并通过比较分
析，筛选出可能与抗哈维弧菌相关的差异

ｌｎｃＲＮＡ，并通过共表达分析获得２７４个候选的靶
基因，通过功能注释筛选出７个与半滑舌鳎免疫
应答中的关键 ｌｎｃＲＮＡ，为后续研究 ｃｅＲＮＡ网络
构建奠定数据基础。
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