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摘要： 海参幼苗发育需要经历耳状幼体、樽形幼体、五触手幼体及幼苗阶段，而从浮游幼体变态发育至附着幼苗阶段的

高死亡率是热带海参繁育中的共性问题，目前有关热带海参变态发育的调控机制仍不清楚。以玉足海参 (Holothuria leu-

cospilota) 为研究对象，采集小耳幼体 (A)、中耳幼体 (B)、大耳幼体 (C) 和樽形幼体 (D) 4 个时期样品进行高通量转录

组测序分析，以探究其变态发育的分子机制。结果显示，共产生 83.6 GB Raw reads，拼接获得 93 528 个 Unigenes。对

4 个组测序文库的相邻组间 (A_vs_B, B_vs_C, C_vs_D) 进行两两比较，A_vs_B、B_vs_C 和 C_vs_D 的差异表达基因数目

分别为 17 732、11 757 和 11 319 个。GO 功能富集显示，差异基因主要富集于分子功能、催化活性等与细胞成长相关

的 GO 功能。此外对 KEGG 通路进行了分析，结果显示差异基因显著富集于 PI3K-Akt、细胞周期、癌症途径等与细胞

分化增殖、凋亡相关的信号通路中，其中在幼体由浮游的大耳状幼体变态至附着的樽形幼体过程中，癌症途径的富集

频率显著上升，表明其在幼体生长发育模式转换上发挥了关键作用。筛选的差异表达基因及预测的功能信息可为热带

海参生长发育调控机制研究、人工繁育及分子改良应用提供参考。
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Abstract: Development of sea cucumber larvae needs to go through stages of auricularia, doliolaria, pentactula and juvenile.

High mortality rate from metamorphosis and development of planktonic larvae to attachment stage of seedlings is  a common

problem in tropical sea cucumbers breeding. However, the gene regulation mechanism underlying the metamorphosis develop-

ment of tropical sea cucumber is still  unclear.  In this study, we chose larval Holothuria leucospilota from four periods of early

auricularia  (A),  mid  auricularia  (B),  late  auricularia  (C)  and  doliolaria  (D)  as  samples  for  high-throughput  transcriptome se-

quencing to investigate the molecular mechanism underlying its metamorphosis development. The results show that a total of

83.6  GB  Raw  reads  were  generated,  and  93  528  Unigenes  were  obtained  by  splicing.  Pairwise  comparisons  between  adjacent

groups of the four sequencing libraries show that the number of genes with significant differential expression in A_vs_B, B_vs_C

and C_vs_D were 17 732, 11 757 and 11 319, respectively. GO function enrichment shows that differential genes were mainly en-

riched  in  GO functions  related  to  cell  growth,  such  as  molecular  function  and catalytic  activity.  In  addition,  KEGG pathways

were analyzed, and the results show that the differential genes were significantly enriched in pathways related to cell differentia-

tion, proliferation and apoptosis, such as PI3K-Akt, cell cycle and cancer pathways. Among them, the enrichment frequency of

the pathway in cancer significantly increased during the metamorphosis process,  which indicates a key role in the transforma-

tion of larval growth and development mode. The screened differentially expressed genes and predicted functional information

can lay a foundation for the research on the regulatory mechanism of growth and development, artificial breeding and molecu-

lar improvement application of H. leucospilota.

Keywords: Holothuria leucospilota; Transcriptome sequencing; Differential genes; Pathway in cancer

 

玉足海参 (Holothuria leucoisplota) 隶属于楯手

目、海参科、海参属[1]，是一种具有较高经济价值

的热带海参。在我国主要分布于海南、广东等南部

沿海海域的岩礁、珊瑚礁、泥沙质浅海。其体形呈

圆筒状，后部比前端粗大，成参可以长到 20 cm 以

上，口偏于腹面，居维氏器很发达，腹面散生有大

量呈乳状突起的管足且排列不规则[2]。玉足海参具

有环境适应能力强、耐应激的特点[3]，在维持近岸

海洋生态系统稳定中扮演了关键角色，是进行放流

移植及岛礁生态环境修复工程的理想种类 [ 3 - 4 ]。

此外，海参自古以来便被视为滋补珍品，在东亚地

区被广泛食用以及用作制药原料[5-6]。国内外学者

对海参进行营养组成测定和营养评价，发现其富含

胶原蛋白、多糖、皂苷、维生素、多肽、脑苷酸等

多种活性物质。此外，对这些活性因子的研究也在

逐步深入，目前已经证实其具有抗肿瘤、抗氧化、抗

凝血、抗病毒和提高机体免疫力等多种生理功效[7-9]。

随着人们对海参营养价值认知的提高，对其需

求也日益增大，导致热带海参的过度捕捞，使其自

然资源急剧减少[10]。目前，全球超过一半的海参

资源被过度开发，约 30% 的海参渔业已经崩溃[11]。

市场需求的剧增以及资源的枯竭使得热带海参人工

繁育和养殖技术的研发显得尤为迫切[12]。目前，

已有几种热带海参成功实现了人工繁殖[3, 13-16]，但

这些人工繁育技术尚处于探索阶段，其繁育规模

小、幼苗数量少，与应用于人工养殖及增殖放流仍

有一定距离。玉足海参的繁育和养殖研究尚处于起

步阶段，目前可实现人工催产和孵化[3-4,17]。玉足海

参幼虫在耳状幼体期间体积逐渐膨大，而在受精

约 15 d 后 (水温为 29~33 ℃)，体积开始明显缩小

形成樽形幼体，生活状态也由浮游变为底栖[4]。而

这一变态过程的高死亡率是热带海参繁育过程中的

共性问题，其背后的机制至今不明。本研究基于全

长转录组测序技术[18-20]，使用 Illumina 测序平台

对 4 个不同发育时期的海参幼体 (小耳幼体、中耳

幼体、大耳幼体和樽形幼体) 进行了高通量测序分

析。通过研究其幼体不同时期的基因表达差异，探

究与海参生长发育相关的重要信号通路并发掘关联

基因，旨在提高对该物种生长发育机制的认识，为

其育苗和养殖提供分子层面的育种研究借鉴，并为

热带海参增养殖业发展及科学研究提供参考依据。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

实验海参捕捞于深圳大鹏湾海域，并于广东省

茂名市电白区金阳生物技术有限公司养殖基地暂

养。玉足海参亲本的性腺成熟时期一般在 6 —

8 月，此时是其最佳的繁育时期。因此，本实验在

2022 年 7 月进行海参亲本的采集、人工繁育及不

同发育时期幼体样品的收集。首先从池中捞出亲本
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进行阴干处理，然后放入桶中待产卵排精。收集精

子和卵子，经湿法受精后转入孵化池进行孵化。其

后对其幼体发育过程进行监测，并分别收集小耳幼

体、中耳幼体、大耳幼体和樽形幼体 4 个生长发育

时期的个体 (图 1) ，其中每个时期采集 3 份样品，

每份样品包含 3 个同一时期的个体。将收集的样品

立即放入液氮罐中冷冻，运至实验室于−80 ℃ 冰

箱中保存备用。

 1.2    RNA 提取与转录组测序

按常规 Trizol 法提取玉足海参幼体样品的总

RNA，并标记如下：小耳幼体 (A 期)、中耳状幼

体 (B 期)、大耳状幼体 (C 期)、樽形幼体 (D 期)，

每个时期的 3 个重复样品用 1、2 和 3 区别。总

RNA 的质量浓度大于 100 ng·μL−1，OD260 与 OD280

比值介于 1.8~2.2，OD260 与 OD230 比值大于 2.0，

确保实验室中所提取的 RNA 无污染、无降解。将

提取的 RNA 样品送至上海美吉生物有限公司，经

文库构建后采用 Illumina HiSeqTM 6000 高通量测

序平台进行转录组测序。

 1.3    转录组从头组装

测序所获得的初始图像数据经 Base Calling 处

理转成序列数据，使用 fastp 软件去掉 reads 中的接

头序列和低质量的序列，从而得到高质量的测序数

据 (Clean reads)。使用 Trinity 软件在默认程序设置

下对测序数据进行组装，首先将 reads 拼接成长的

片段 contigs，然后去除掉冗余 contigs，将 con-

tigs 进行分组，连接成两端不能再延长的转录片段

(Unigenes)。

 1.4    转录组生物信息学分析

将该次转录组测序获得的所有转录本与 6 大

数据库分别进行比对注释分析。着重对 GO 和

KEGG 进行分析。GO 注释包含 3 个大分支，即细

胞组分 (Cellular component, CC)、生物过程 ((Bio-

logical process, BP) 和分子功能 (Molecular function,

MF)；所有已知基因序列都会被注释到其中，随着

分支的展开，基因所具有的功能也越来越详细的注

释出来。KEGG 通路可分为细胞过程、药物开发、

代谢、遗传信息处理、环境信息处理、生物体系统

(a) (b)

(c) (d)

100 μm 100 μm

100 μm 100 μm

 
图1    玉足海参幼体 4 个发育时期的形态

注: a. 小耳幼体 (A 期)； b. 中耳幼体 (B 期)；c. 大耳幼体 (C 期)；d. 樽形幼体 (D 期)。

Fig. 1    Morphology of H. leucospilota larva at four developmental stages

Note: a. Early auricularia (Stage A); b. Mid auricularia (Stage B); c. Late auricularia (Stage C); d. Doliolaria (Stage D).
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和人类疾病 7 大类别。随着各类别的展开，对类别

所包含的注释基因描述就越清晰。采用 FPKM 方

法来测量基因的表达量水平。在比较不同时期的样

本后，使用 DEGseq2 软件包筛选一定条件下的差

异表达基因，所设定的阈值为 |log2(FoldChange)|>

1。按照通用默认值设定 Padjust<0.05，则该基因为

显著差异表达基因。采用 Goatools 软件对差异表

达的基因进行 GO 功能富集分析，当经过校正的

Padjust<0.05 时，则认为此 GO 功能类别存在显著富

集情况。KEGG 通路富集分析计算原理同 GO 功能

富集分析一致，即经过校正的 Padjust<0.05 时，则认

为此 KEGG 通路存在显著富集情况。

 1.5    实时荧光定量 PCR
随机选择 6 个在玉足海参发育过程中表达量显

著变化的基因进行实时定量 PCR 检测，对转录组

数据的可靠性进行验证。用 Trizol 试剂提取玉足海

参幼体总 RNA (上海百赛生物技术有限公司)，使

用 HiScript II Q RT SuperMix for qPCR (+gDNA

wiper)(南京诺唯赞生物科技股份有限公司) 合成

cDNA 第一链。按照 TB Green® Premix Ex Taq™ II

(上海百赛生物技术股份有限公司) 说明书进行实时

定量 PCR，并使用 SPSS 24.0 软件 进行独立样本 t
检验，P<0.05 为显著性差异，荧光定量检测数据

结果使用 2–ΔΔCt 方法计算分析。以 β-Actin 作为内

参基因，所用引物见表 1，所设计引物的扩增效率

和特异性使用 cDNA 样品的标准曲线确定和依据熔

解曲线分析确定。玉足海参的 12 个样品均进行检

测，每个样品技术重复 3 次。

 2    结果

 2.1    测序数据统计与组装结果

采集 4 个不同发育时期的海参幼体样品进行全

长转录组测序分析。通过高通量测序后获得了

87.38 Gb Raw data。在经过原始数据过滤处理后，

每个样品的清洁读数从 42 974 554 到 59 419 634 不

等，有效读数比率为 98.9%。详细统计结果见

表 2，包括原始碱基、有效碱基、Q20、Q30、

GC 含量等。随后通过 Trinity 软件进行 denovo 组

装，共得到 93 528 个 Unigenes。

 2.2    转录组注释

将获得的 U n i g e n e s 分别与 G O、K E G G、

COG、NR、Pfam、Swissprot 数据库进行比对，获

得玉足海参幼体 Unigenes 在各个数据库的注释信

息。结果有 48 087 个 Unigenes 得到注释，占整个

组装转录本的 51.41%，GO、KEGG、COG、NR、

Pfam 和 Swissprot 数据库中的同源序列注释条数分

别为 36 422 (38.94%)、31 013 (33.16%)、36 608

(39.14%)、47 228 (50.49%)、35 775 (38.25%) 和

表1    引物信息
Table 1    Primer information

基因 ID　　　　
Gene ID　　　　

正向引物
Forward primer

反向引物
Reverse primer

U_57660 CACTCACGCAGAAGATGT CCAGCAATTCCAAGTTCAAT

U_166100 CCTCATCCTTGCTGCTATT GTCACTCCAACACCAACA

U_10254 AGTCACAGAACAGAGGTAAT CGAACGGTCCACATATCA

U_21303 ACACCGAACACAGGAATC CCGTTAAGGAGTAAGAGTCA

U_27749 TCATTGTTCGGATTGATTGC AACTGCTGACATTGACCAT

U_179808 GGATGGCAAGATGAATACTG CGTCGCTATTAAGATTAGGAG

β-Actin GTCAGGTCATCACTATCGGCAAT AGAGGTCTTTACGGATGTCAACGT

表2    转录本组装结果统计分析
Table 2    Statistics analysis of transcript assembly results

项目类型
Item type

数量
Number

总序列数 Total sequence number 93 528

碱基总数 Total base 287 791 031

最长转录本长度 Maximum transcript length 9 920

最短转录本长度 Minimum transcript length 133

转录本平均长度 Average transcript length 3 077.06

N50 长度 N50 length 3 608

E90N50 长度 E90N50 length 3 575

GC 百分比 GC percent 38.67%

Mapped 率 Mapped percent 73.71%
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35 567 (38.04%)。NR 物种注释表明 (图 2)，玉足海

参与仿刺参 (Apostichopus japonicus) 同源性最高

(73%)，其次是绿海胆 (Lytechinus variegatus)、紫

色球海胆 (Strongylocentrotus purpuratus)、长棘海

星 (Acanthaster planci) 和蝠海星 (Patiria miniata)。

GO 功能注释显示基因功能聚类排名前三位的分别

是细胞组分类别的细胞部分、分子功能类别的组合

和催化活性 (图 3)。KEGG 通路注释显示功能基因

参与排名前三位的生物学通路分别是环境信息处理

类别的信号转导、人类疾病类别的癌症概述和神经

退行性疾病 (图 4)。

 

 2.3    差异表达转录组分析

为探究玉足海参幼体变态发育过程中的基因表

达变化情况，本实验对海参的 4 个不同发育时期的

转录组测序文库进行了比较分析，共检测到 43 720

个差异表达基因，其中 A 期与 B、C、D 期比较，

表达量差异显著的基因数目分别为 17 732 个 (上调

9 863 个，下调 7 869 个)、17 189 个 (上调 10 025

个，下调 7 164 个)、24 081 个 (上调 13 700 个，下

调 10 381 个)；B 期与 C、D 期比较，表达量差异

显著的基因数目分别为 11 757 个 (上调 6 229 个，下

调 5 528 个)、20 990 个 (上调 10 877 个，下调 10 113

个)； C 期与 D 期比较，表达量差异显著的基因数

目为 11 319 个 (上调 6 727 个，下调 4 592 个)。A

期与 D 期差异基因数最悬殊，表明玉足海参发育

至樽形幼体后，基因表达数量发生显著变化，使机

体得以适应变态发育过程。相邻组间  (A_vs_B,

B_vs_C, C_vs_D) 上调和下调基因数量虽然基本

均呈下降趋势 (图 5)，但上调基因远多于下调基

因，说明在变态发育过程中，更多的基因被释放

表达。同时也表明一些基因只在特定时期的表达发

生显著变化，这可能与特定的生长发育表达调控

相关。

 2.4    GO 和 KEGG 富集分析

为探究玉足海参响应变态发育的分子机制，对

差异表达的基因进行 GO 功能富集和 KEGG 通路

分析。相邻组间 (A_vs_B, B_vs_C, C_vs_D) 差异基

因分别富集于 579、371、441 个 GO 功能类别。其

中，富集频率排名靠前的主要是分子功能、细胞成

分、催化活性等与细胞成长相关的生物学功能。

KEGG 通路富集分析显示 A_vs_B、B_vs_C 和

C_vs_D 的差异基因分别涉及 342、340 和 339 个通

路，而且绝大部分被富集的信号通路与生长发育密

切相关，包括细胞增殖分化相关通路 (细胞周期、

基因复制等)、细胞凋亡通路  (癌症途径、Wnt

等)、糖类代谢及脂类相关通路等 (图 6)。说明玉足海

参变态发育是一个复杂的过程，受到多个基因的

调控。

 2.5    与生长相关的基因分析

随着玉足海参幼体的生长发育，其体型大小在

变态附着阶段会发生转折。首先在耳状幼体时期幼

体体积会不断膨大成树突状幼虫 (图 1-c)，而后在

樽形幼体时期幼体体积逐渐收缩成椭圆状幼虫

(图 1-d)。对相邻组间差异基因分析的结果显示，

与生长性状调控相关的基因在特定发育时期显著差

34 208 (72.43%)

2 348 (4.97%)

1 592 (3.37%)

1 526 (3.23%)

1 364 (2.89%)

1 346 (2.85%)

694 (1.47%)

283 (0.6%)

149 (0.32%)
146 (0.31%)

130 (0.28%)
129 (0.27%)

121 (0.26%)
2 980 (6.13%)

仿刺参 Apostichopus japonicus

绿海胆 Lytechinus variegatus

紫色球海胆 Strongylocentrotus purpuratus

长棘海星 Acanthaster planci

蝠海星 Patiria miniate

红海盘车 Asterias rubens

日本海羊齿 Anneissia japonica

囊舌虫 Saccoglossus kowalevskii

褐岩海参 Holothuria glaberrima

玉足海参 Holothuria leucospilota

指形鹿角珊瑚 Acropora digitifera

文昌鱼 Branchiostoma floridae

透明海葵 Exaiptasia diaphana

紫贻贝 Mytilus edulisother

其他 Others

212 (0.45%)

 
图2    NR 数据库比对统计图

Fig. 2    Comparison chart of NR database
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图3    Unigene GO 功能注释结果

Fig. 3    GO annotation results of unigene
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图4    Unigene KEGG 功能注释结果

Fig. 4    KEGG annotation results of unigene

第 6 期 吴晓鹏等:  玉足海参变态附着阶段转录组分析 89



异表达。如随着幼体体积的变化，cox 1 和 tll 1 基

因表达量在 A 至 C 期逐渐上调，然后在 D 期显著

下调。cts l2 基因在 B 期显著上调而在 D 期显著下

调，c-lectin 2 基因仅在 D 期显著上调，survivin 基

因只在 D 期显著下调。这说明机体依据变态阶段

不同生长发育时期的反馈任务去执行相应的表达程

序，控制有效调节因子去执行细胞增殖、分化和凋

亡功能，使其能够正常渡过变态附着阶段[21-22]。

 2.6    实时荧光定量 PCR 分析

随机挑选 6 个差异表达显著的基因，对目标转

录本进行定量分析以验证玉足海参转录组测序结果

数据和分析的准确性。结果如图 7 所示，实时荧光

定量 PCR 分析得到的表达趋势与 Illumina 测序得

到的表达趋势相似，但几个基因的表达差异幅度存

在一定差异。这可能是两种方法的灵敏度不同所

致。据报道，RNA-Seq 对目的评估基因更为敏感，

说明使用测序分析所验证的差异表达转录本较为

可靠[23]。

 3    讨论

 3.1    注释信息分析

玉足海参幼虫发育需经历浮游生活到附着生活

的转变，这个过程受到环境和遗传因素的共同影

响[24-25]。本研究对组装得到的 Unigenes 进行生物

学功能注释，共检测到 43 720 个差异表达基因。

通过 NR 物种相似度功能注释分析，有三分之一

的 Unigenes 与库中已知基因同源，相似度排名靠

前的均为海洋无脊椎动物，玉足海参与这些物种具

有较高的亲缘性，尤其是以仿刺参、海星等为代表

的棘皮动物相似度最高；它们的许多基因是由共同

祖先基因分化演变而成。本实验所获得的 NR 序列

比对呈现出注释率数值较小，这可能是由于国际公

共数据库收录的相近物种基因信息较为匮乏，并且

也受到实验条件和测序水平等因素的限制。另外有

一小部分序列未注释匹配成功，可能原因是这些序

列与现有数据库中的基因序列匹配度较低，可能为

无翻译能力的 RNA 或者无表达功能的结构域序

列[26]；它们有可能参与重要的生命活动，并且在

生物体内发育功能和过程中起重要作用。对 3 个相

邻组间 GO 注释富集分析 (表 3)，其中，生物过程

最主要的 GO 类别聚集是细胞过程、代谢过程，细

胞组分最主要的 GO 类别聚集是细胞部分、膜部

分，分子功能最主要的 GO 类别聚集是组合、催化

活性。不同比较组间转录本 GO 类别与功能富集多

数与细胞的完整性及其功能相关，这意味着随着生

长周期的延长，细胞内的碳水化合物、脂质等活性

物质含量逐渐积累，细胞数量和体积也逐渐增长，

相关转录本的功能多与细胞周期调控、细胞组合及

催化活性紧密相关。在大耳到樽形幼体生长模式的

转换过程中，细胞黏附类别富集频率显著增加，其

生物学功能是通过细胞的识别与黏附使具有相同表

面特性的细胞聚集在一起形成组织和器官，这很可

能是幼体从浮游期到附着期特定器官生长变化的关
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图5    相邻组间差异表达基因火山图

注：A_vs_B. B 期以 A 期为参照基准比较；B_vs_C. C 期以 B 期为参照基准比较；C_vs_D. D 期以 C 期为参照基准比较。后图同此。

Fig. 5    Volcano map of differentially expressed genes between adjacent groups

Note: A_vs_B. Stage B was compared with Stage A; B_vs_C. Stage C was compared with Stage B; C_vs_D. Stage D was
compared with Stage C. The same case in following figures.
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图6    相邻组间差异表达基因 KEGG 通路分析

Fig. 6    KEGG pathway analysis of differentially expressed genes between adjacent groups
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键功能。同样的，对相邻比较组间转录本参与的

KEGG 注释通路进行富集分析，发现其注释多与神

经和肌肉发育代谢过程相关。这说明在变态附着发

育期间，很多控制神经、肌肉和皮肤等组织表达通

路里的转录因子很可能是影响生物体正常发育的关

键因素，如肌动蛋白细胞骨架调节、ECM-受体相

互作用、钙等信号通路，这有待更为深入的研究。

 3.2    变态附着阶段差异基因分析

玉足海参在浮游幼体期主要是以海洋藻类等浮

游有机质为食，大耳幼体后期变态为樽形幼体附着

后转而以浅层沉积物质为主要摄食对象。因此，这

两种截然不同的生活方式可能涉及到两套非常不同

的基因调控网络[27]。对 4 个时期幼体观察研究发

现，樽形幼体时期的死亡率达到 54%，这在玉足

海参变态发育以及整个生长过程中为最高[3]。然

而，目前针对这一阶段的基因调控基础仍不清楚，

基因层面的机制受控很可能使变态延迟或变态失

败，最终导致幼虫可能因能量消耗过多和环境变化

而死亡[28]。分析 4 个时期的差别，A 和 D 期之间

的差异基因数目最多 (24 081 个)，而 C 和 D 期之

间的差异基因数目最少 (11 319 个)。表明有较多的

调控基因参与了幼体发育过程，多种机制的协同与

拮抗作用反馈影响幼体发育的相关基因的激活与抑

制。此外，相邻时期表达的差异基因数量逐渐减少

且放缓。这表明变态发育引起的玉足海参体内的反

应从最开始不稳态到过渡新稳态，至樽形幼体时期

达到一个新的平衡。分析比较组间基因表达量差异

结果，有高 FPKM 值的基因与能量代谢、蛋白质

代谢、催化活性、细胞骨架等基本过程相关。它们

在体内干细胞正常发育、组织维持和血管生成中可

能发挥了重要作用。如在 B 期显著上调和 D 期显

著下调的 cts l2 基因，它是一种重要的半胱氨酸蛋

白酶，与溶酶体蛋白酶类似，能够清除细胞中多余

的蛋白质[29]；研究发现，cts l2 可以使仿刺参三倍

体的生长速度快于二倍体[30]。此外，也有一些基

因虽然并无显著差异的表达，但在变态附着阶段中

可能起到至关重要的作用。如作为执行凋亡程序

的 caspase-3 基因，在很多生物体内的细胞凋亡过

程中起重要作用，在玻璃海鞘 (Ciona intestinalis)

幼体变态发育的研究中，capsase-3 依赖性细胞凋亡

是通过磷酸化 ERK 执行了尾部的退化过程[31-33]，

其在玉足海参 D 期的表达水平较高。还有作为负

调节动物骨骼肌发育和生长因子的肌肉生长抑制素

(myostatin) 基因，能通过抑制成肌细胞增殖和多核

肌管分化来调节肌肉质量 [ 3 4 - 3 6 ]，其在玉足海参

A 和 D 期的表达水平较高。因此，差异显著基因

可能在玉足海参变态附着的过程中，对机体适应新

的生长模式起非常重要的作用。它们可以作为玉足

海参选育潜在的候选基因，推动整个幼体繁育的生

物学过程研究。
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图7    qRT-PCR 验证 RNA-seq 结果

Fig. 7    RNA-Seq results verified by qRT-PCR
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表3    相邻组间差异表达基因 GO 富集分析 (前 5)
Table 3    GO enrichment analysis of differentially expressed genes between adjacent groups (Top five)

相邻组间
Intergroup GO ID

GO 分类
GO Term

频率
Frequency

P 值
P value

类型
Type

A _vs _B

GO: 0071840
细胞成分组织或生物发生
Cellular component organization or biogenesis 0.072 0.091 233

GO: 0016043
细胞成分组织
Cellular component organization 0.068 0.303 803

GO: 0044281
小分子代谢过程
Small molecule metabolic process 0.066 0.000 836

生物过程
Biological process

GO: 0007017
基于微管的过程
Microtubule-based process 0.039 0.000 702

GO: 0019752
羧酸代谢过程
Carboxylic acid metabolic process 0.037 0.000 818

GO: 0005575
细胞组分
Cellular_component 0.661 0.081 363

GO: 0110165
细胞解构实体
Cellular anatomical entity 0.594 0.061 953

GO: 0005576
细胞外区
Extracellular region 0.053 0.000 702

细胞组分
Cellular component

GO: 0042995
细胞投影
Cell projection 0.031 0.000 858

GO: 0099080
超分子复合物
Supramolecular complex 0.030 0.001 038

GO: 0043167
离子结合
Ion binding 0.325 0.014 108

GO: 0016787
水解酶活性
Hydrolase activity 0.170 0.000 939

GO: 0036094
小分子结合
Small molecule binding 0.163 0.000 962

分子功能
Molecular function

GO: 1 901 265
核苷磷酸结合
Nucleoside phosphate binding 0.151 0.001 825

GO: 0000166
核苷酸结合
Nucleotide binding 0.151 0.001 825

B_vs_C

GO: 0044281
小分子代谢过程
Small molecule metabolic process 0.063 0.097 450

GO: 0005975
碳水化合物代谢过程
Carbohydrate metabolic process 0.030 0.000 614

GO: 0019637
有机磷代谢过程
Organophosphate metabolic process 0.026 0.289 465

生物过程
Biological process

GO: 0044283
小分子生物合成过程
Small molecule biosynthetic process 0.021 0.076 630

GO: 0006091
前体代谢物和能量的产生
Generation of precursor metabolites and energy 0.018 0.011 235

GO: 0005575
细胞组分
Cellular_component 0.676 0.001 002

GO: 0110165
细胞解构实体
Cellular anatomical entity 0.597 0.085 132

GO: 0031224
膜的内在成分
Intrinsic component of membrane 0.307 0.071 058

细胞组分
Cellular component

GO: 0016021
膜的组成部分
Integral component of membrane 0.306 0.087 041

GO: 000557 6
细胞外区
Extracellular region 0.067 0.000 566

GO: 0043169
阳离子结合
Cation binding 0.204 0.134 971

GO: 0046872
金属离子结合
Metal ion binding 0.204 0.121 753

GO: 0016491
氧化还原酶活性
Oxidoreductase activity 0.090 0.002 897

分子功能
Molecular function

GO: 0005215
转运蛋白活性
Transporter activity 0.075 0.029 888

GO: 0005509
钙离子结合
Calcium ion binding 0.073 0.000 626
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 3.3    关键发育信号通路分析

在本次转录组测序中，KEGG 注释显示玉足海

参 4 个不同发育时期幼体的功能基因涉及细胞周

期、Wnt、PI3K-Akt、磷酸戊糖、胰岛素信号转

导、蛋白质消化吸收、胆固醇代谢、MAPK 信号通

路等 8 个与变态发育密切相关的信号通路。如细胞

周期信号通路中的 cdk、cyclin 基因家族网络调控

生长发育在其他水生动物的研究中已有报道，

cdk 基因通过与 cyclin 基因结合形成复合物，从而

调节细胞增殖和分化。对文蛤 (Meretrix meretrix)

的研究发现，cdk 基因在各实验组的表达情况与其

壳长生长正相关，推测 cdk 基因在文蛤早期苗种生

长中发挥了重要作用 [ 3 7 ]。与胚胎发育相关的

Wnt 信号通路也有相关报道，在对半球美螅水母

(Clytia hemisphaerica) 研究中，wnt3 基因通过影响

受体基因的表达量来维持其胚胎发育的体轴模式系

统中口端和反口端的稳定[38]。在对贝螅 (Hydrac-
tinia) 的研究中，通过分析 frizzled 和 β-catenin 这

两个 Wnt 信号通路关键基因，以及 gsk-3 基因的阻

断，证实了经典 Wnt 信号通路参与了贝螅功能干

细胞的调控过程[39]。而 PI3K-Akt、磷酸戊糖等通

路的基因对生长发育的调控在其他生物中也有报

道[40-42]，它们在细胞的存活、分化、生长、运动和

凋亡等多种生理和病理过程中起到重要作用。这些

通路中的基因在玉足海参变态发育过程中如何调控

关键生物学过程有待进一步研究。

此外，根据实验观察 (图 1)，玉足海参在大耳

幼体变态成樽形幼体的过程中，颜色逐渐加深、体

型逐渐变小，这个过程中的通路调控网络主要是控

制幼体发生了细胞凋亡、增殖分化等生命活动，最

终大耳幼体在这些程序正常执行之后变成了樽形幼

体。此庞大的运作机制是一个最为复杂且极为重要

的步骤，这可能是导致其高死亡率的主要原因。对

这一时期富集通路的分析发现，癌症途径发挥了关

键作用 (图 6)，其富集注释基因数量显著上升，富

集频率在这一时期也居首位。它涉及到很多生长调

控和凋亡基因，正常的细胞凋亡会抑制致癌转化，

并控制器官形成和免疫反应。如此途经的 ap-1
基因是信号传导的第三信使，在 D 期显著上调表

达。它的基因产物能够诱导 D N A  与保守的

　续表 3 to be continued

相邻组间
Intergroup GO ID

GO 分类
GO Term

频率
Frequency

P 值
P value

类型
Type

C_ vs _D

GO: 0005975
碳水化合物代谢过程
Carbohydrate metabolic process 0.025 0.162 444

GO: 0044283
小分子生物合成过程
Small molecule biosynthetic process 0.023 0.022 217

GO: 0007166
细胞表面受体信号通路
Cell surface receptor signaling pathway 0.022 0.113 132

生物过程
Biological process

GO: 0006790
硫化合物代谢过程
Sulfur compound metabolic process 0.021 0.000 184

GO: 0032259
甲基化
Methylation 0.020 0.014 144

GO: 0031224
膜的内在成分
Intrinsic component of membrane 0.325 0.000 333

GO: 0016021
膜的组成部分
Integral component of membrane 0.325 0.000 332

GO: 0005576
细胞外区
Extracellular region 0.063 0.000 185

细胞组分
Cellular component

GO: 0005581
胶原蛋白三聚体
Collagen trimer 0.031 0.000 184

GO: 0005615
细胞外空间
Extracellular space 0.019 0.000 207

GO: 0003674
分子功能
Molecular_function 0.820 0.000 312

GO: 0043169
阳离子结合
Cation binding 0.214 0.000 417

GO: 0046872
金属离子结合
Metal ion binding 0.214 0.000 382

分子功能
Molecular function

GO: 0140096
催化活性，作用于蛋白质
Catalytic activity, acting on a protein 0.113 0.020 871

GO: 0016491
氧化还原酶活性
Oxidoreductase activity 0.095 0.000 247
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bZIP 结构结合，其活性在信号传导过程中会被

MAPK 信号通路的磷酸化调控[43]。通过影响相关

免疫、生长基因的转录表达过程，进而参与生物体

内的免疫系统防御、细胞增殖分化、编程性死亡等

过程[44]。该基因在青蛤 (Cyclina sinensis) 受到免疫

刺激后显著上调，其不仅影响免疫应答过程，同时

也可能参与了细胞的编程性死亡[43]。该基因也参

与了青海湖裸鲤 (Gymnocypris przewalskii) 肌肉生

长和分化过程，其在肌肉中的表达量显著上调[45]。

此外，survivin 基因作为凋亡蛋白抑制因子也在这

时期显著下调，survivin 基因能抑制 fas、bax 及

caspase 3/7 基因诱导的细胞凋亡[46]。这说明癌症途

径参与了细胞凋亡响应的重要过程，具体在玉足海

参变态附着阶段如何调控生物学过程也有待进一步

研究。

 4    结论

本实验通过转录组分析研究了玉足海参变态附

着阶段的分子调控机理，结果显示玉足海参幼体生

长发育和细胞凋亡发生的信号转导途径具有多样

性，其差异基因和通路彼此间相互促进或制约形成

了错综复杂的调控网络。针对玉足海参附着阶段死

亡率过高的问题，本研究推测主要与细胞是否正常

执行凋亡相关，对这些相关差异基因和通路进行内

在机理的探索，有助于揭示玉足海参的生长发育规

律，为后续开展玉足海参的规模化繁育技术研究奠

定基础，同时也可为其他热带海参的人工繁育提供

参考。
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