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正常与性早熟中华绒螯蟹的Y-器官转录组分析
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摘要：性早熟是中华绒螯蟹养殖过程中普遍存在的一个问题。为发掘中华绒螯蟹性早熟
相关的重要功能基因，实验采用Illumina Hiseq 2000高通量测序技术获得了正常与性早熟
雌蟹的Y-器官转录组数据，并进行比较分析。结果显示，测序分别获得44 619 538和43 052 958个
clean reads，比对发现2655个差异表达基因，Gene Ontology (GO)功能分类分析将文库中
的差异表达基因归类到3大功能 (生物过程、细胞组分和分子功能 )的42个类别中。
KEGG富集分析将文库中的差异表达基因富集到134条特定的KEGG代谢途径，其中4条
是显著性富集，包括酮体合成和降解、丁酸甲酯代谢、神经营养因子信号通路和碱基切
除修复通路。通过RNA-seq技术获得了丰富的中华绒螯蟹Y-器官转录组信息，为中华绒
螯蟹新基因克隆、性早熟成因与预防和Y-器官的研究提供有价值的数据。
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中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)，又称河蟹、

毛蟹、清水蟹、大闸蟹，隶属于节肢动物门(Arth-
ropoda)、软甲纲(Malacostraca)、十足目(Decapo-
da)、方蟹科(Grapsidae)、绒螯蟹属(Eriocheir)，主

要分布在我国南北沿海各地湖泊、河流中。河

蟹味道鲜美，营养丰富，是我国特有的名优水

产品，具有较高的经济价值。性早熟是河蟹培

育过程中普遍出现的现象，据统计，长江流域

自然水体当年蟹性早熟率为5%~10%，而人工饲

养条件下若条件适宜，河蟹当年性早熟率可高

达20%~98%[1]。这些性早熟当年蟹完成青春蜕壳

后，在第二年4—5月会因蜕壳不遂大量死亡，

严重制约着河蟹养殖产量和品质。

对河蟹性早熟成因的研究多集中在养殖环

境、饲料营养和生理生化等方面，将性早熟发

生的众多因素分为外在和内在两方面。外在因

素有温度、光照、盐度、pH和营养过剩等 [2-3]，

而内在因素包括种质差异和内分泌影响等。现

已证明甲壳动物体有多种内分泌腺体，包括X-
器官-窦腺复合体、Y-器官、大颚器、脑胸神经

节、促雄性腺、性腺等。这些腺体分泌的激素

相互协调调控着甲壳动物的新陈代谢、生长发

育、蜕皮和生殖等重要生理活动。河蟹性早熟

表现为性腺提早发育成熟、生长发育延缓、蜕

皮次数减少，而整个蜕皮过程受到Y-器官分泌

的蜕皮酮控制。Y-器官作为甲壳动物重要的内

分泌器官，因其体积较小、色淡，与周围组织

很难区分导致取样困难，对这一器官功能调控

的精细研究较为少见，对其分子水平的研究更

为缺乏。根据河蟹的第三颚足外肢末端形态特

征，将河蟹的生长过程大致分为：蜕皮间期、

蜕皮前期、蜕皮和蜕皮后期这四个时期 [4-5]。而

在不同的蜕皮时期内Y-器官的结构形态和功能

存在周期性变化 [6]。其中蜕皮间期是河蟹持续时
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间最长、数量最多，同时也是最活跃且活动最

稳定的时期，因此本实验选取蜕壳间期的河蟹

作为实验材料。

新的RNA-seq技术已经大幅度提高了人们对

非模式物种进行转录组分析的能力，转录组测

序开拓了生物功能研究的新领域，对机制的分

析研究产生了巨大的影响 [7-8]。在NCBI-SRA数据

库中有大量不同物种的转录组原始数据，其中

包括河蟹肝胰腺、精巢和副性腺、血淋巴、促

雄性腺、眼柄等组织转录组信息，涉及河蟹胚

胎发育、群体基因组学、免疫、渗透压、雌雄

差异等方面的研究。但尚未有关于正常与性早

熟河蟹的Y-器官转录组比较的报道。本实验使

用RNA-seq技术对正常与性早熟雌性河蟹的Y-器
官进行转录组测序，为后续克隆、Y-器官功能

研究和早熟内在机制研究等奠定基础。

1    材料与方法

1.1    Y-器官解剖定位

Y-器官在不同的甲壳动物体内形态不尽相

同，且位置也有所差异。参考赵维信等 [6]人对河

蟹Y-器官解剖位置的描述，采集的Y-器官经常

规石蜡切片H.E染色后，在显微镜下观察进行鉴

定和组织定位，以确保后续实验所采集Y-器官

的准确性。

1.2    样本采集

于2015年4月22—23日期间选取饲养于上海

海洋大学崇明基地室外环境下同一池塘养殖健

康的处于蜕壳间期的正常和性早熟雌蟹，每组

6只。其中正常雌蟹腹部肚脐为半圆形，脐周围

无绒毛(图版I-1)；打开头胸甲后可以看到卵巢未

发育 (图版 I-3)。而早熟雌蟹腹部肚脐已近似圆

形，脐周围长有绒毛(图版I-2)；打开头胸甲后可

以看到紫色的卵巢 (图版 I-4)。正常幼蟹体质量

(8.89±2.01) g，甲壳长(24.35±1.64) mm，甲壳宽

(26.03±1.89) mm；性早熟蟹体质量(20.56±4.53) g，
甲壳长(33.01±2.46) mm，甲壳宽(34.20±2.64) mm。

外部相关性状测量后，用灭菌的镊子和剪刀取

河蟹的Y-器官，迅速置于去RNA酶的1.5 mL的离

心管中，并放于液氮中后转入–80 °C冰箱中保存

备用。

1.3    RNA提取以及转录组测序文库的构建

测序实验采用Illumina TruseqTM RNA sample
prep Kit方法进行文库构建(表1)。

将6只正常幼蟹和6只性早熟蟹的Y-器官分

别混合，参照RNAisoTMPlus (TaKaRa)操作说明书

进行总RNA的提取，利用Nanodrop 2000对所提

RNA的浓度和纯度进行检测，琼脂糖凝胶电泳

检测RNA完整性，Agilent 2100测定RIN值。单次

建库要求RNA总量5 μg，浓度≥200 ng/μL，OD260/280

介于1.8~2.2。
利用带有Oligo (dT)的磁珠与ployA进行A-

T碱基配对，从总RNA中分离出mRNA。加入frag-
mentation buffer，可以将富集得到的mRNA (完整

的RNA序列)随机断裂成200 bp左右的小片段。在

逆转录酶的作用下，利用随机引物(random hex-
amers)，以mRNA为模板反转合成一链cDNA，随

后进行二链合成，形成稳定的双链结构。双链

的cDNA结构为粘性末端，加入End Repair Mix将
其补成平末端，随后在3′末端加上一个碱基A，

用于连接Y字形的接头。PCR扩增15个循环进行

文库富集；用2%琼脂糖胶回收目的条带(Certified
Low Range Ultra Agarose)；TBS380(Picogreen)定
量，按数据比例混合上机；cBot上进行桥式PCR

表 1    试剂仪器表

Tab. 1    The table of reagent and instrument

实验步骤

experimental procedure
试剂仪器名称

reagent and instrument
厂商

manufacturer

mRNA分离　mRNA isolation 磁力架 Invitrogen

建库　library construction TruseqTM RNA sample prep Kit Illumina

定量　quantity TBS380 Picogreen Invitrogen

文库回收　recovery Certified Low Range Ultra Agarose Bio-Rad

桥式扩增　bridge amplification cBot Truseq PE Cluster Kit v3-cBot-HS Illumina

上机测序　sequence Hiseq2000 Truseq SBS Kit v3-HS (200cycles) Illumina
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扩增，生成clusters；最后进行IlluminaHiseq测序。

目的样品的转录组测序建库由上海美吉生

物医药科技有限公司完成。采用Illumina Hiseq
2000测序平台完成转录组测序，构建 Illumina
PE文库(200 bp)进行2×151 bp测序，对获得的测序

数据进行质量控制，之后利用生物信息学手段

对转录组数据进行分析。

1.4    原始数据的过滤与转录组拼接

使用SeqPrep和Sickle软件对原始测序数据进

行过滤，从而得到高质量的测序数据 ( c l e a n
data)以保证后续分析的顺利进行，具体步骤：①

去除reads中的接头序列，去除由于接头自连等

原因导致没有插入片段的reads；②  将序列末端

(3′端)低质量(质量值小于20)的碱基修剪掉，如

剩余序列中仍然有质量值小于10则将整条序列剔

除，否则保留；③  去除含N比率超过 10%的

reads；④ 舍去adapter及质量修剪后长度小于30 bp
的序列。由于河蟹无参考基因组，获得RNA-
s e q 高 质 量 测 序 数 据 后 ， 采 用 T r i n i t y 软 件
[9](http://trinityrnaseq.sourceforge.net/，版本号：

trinityrnaseq_r20140413)将所有测序读段通过从头

组装生成重叠群和单一序列。此项分析是后续

处理及生物学功能分析的基础。

1.5    组装后转录组注释

利用Trinity软件提供的ORF预测程序对组装

得到的所有转录本序列进行开放阅读框预测。

通过HMMER 3.0程序对组装出来的转录本进行

蛋白质注释；将拼接所得所有核苷酸序列使

用软件 B l a s t 2 G O进行 G O注释；使用 B l a s t X
2.2.25[10]分别与NR、String、Swissprot、KEGG数

据库进行比对获得相应的注释信息。期望值E
value<1e–5。

1.6    表达量分析和表达差异分析

使用短序列比对软件Bowtie (http://bowtie-
bio.sourceforge.net/index.shtml)可将测序得到的

clean reads对应到组装得到的转录组上。使用软

件RSEM (http://deweylab.biostat.wisc.edu/rsem/)将
bowtie的比对结果进行表达量统计，首先得到每

个样品比对到每个基因上的read count数目，然后

对其进行FPKM转换，进而得到基因的表达水

平。使用软件edgeR (http://www.bioconductor.org/
packages/2.12/bioc/html/edgeR.html)将由RSEM软件

得到的gene read count数据进行差异表达计算。

该分析方法是基于负二项分布模型。本次项目

中 ， 显 著 差 异 表 达 基 因 的 筛 选 标 准 为

FDR<0.05，log2|FC|≥1。

2    结果

2.1    Y-器官解剖定位

河蟹Y-器官位于前腮腔，大颚外侧，内收

肌腹缘，靠近头胸甲内侧上皮附近，在体内左

右各1个，呈淡黄色，椭圆形球体，体积较小(图
版Ⅱ-1、2、3)。

经H.E染色后光镜观察，明显可见细胞核着

色，胞质较少的，细胞密集分布的组织，此即

为Y-器官的实质部。密集细胞间呈条索状，且

有少量血窦分布(图版Ⅱ-4)。

2.2    转录组拼接和注释

正常与性早熟河蟹的Y-器官测序共获得了

原始数据13 355 274 300 bp，去除原始序列中的

低质量、短序列和接头序列后，分别获得44 619 538
和43 052 958条序列，数据量分别为6.26 GB和

6.08 GB，GC含量分别为45.49%和46.12%。利用

Trinity软件对所有clean data进行从头组装后获得

了139 388个转录本，其中116 781个unigenes，平

均长度为602.9 bp (图1)。其中10 619，4168，11 735，
8309，19 138个unigenes分别被Pfam，KEGG，

Swissprot，String，NR数据库注释，这可以帮助

我们从整体上了解unigene序列信息。

2.3    表达差异分析

正常与性早熟河蟹的Y-器官组织比较转录

组差异表达分析共鉴定出了2655个差异表达基

因，其中1333个基因在性早熟蟹中高表达，1322
个基因低表达。

差异表达基因GO功能分类        利用GO数据

库，可以将差异基因按照它们参与的生物学过

程、构成细胞的组分、实现的分子功能等进行

分类统计。以正常幼蟹的转录组样本为对照，

上下调基因GO注释可归类到3大本体的42个类别

中(图2)。结果显示，生物过程一类中，与生物

调节 (biological regulation)、细胞过程 (cellular
process)、代谢过程(metabolic process)、生物过程

的调控(regulation of biological process)和单生物过

程(single-organism process)相关的基因富集较多；

在细胞组分一类中，与细胞(cell)、细胞部分(cell

11 期 张佳鑫，等：正常与性早熟中华绒螯蟹的Y-器官转录组分析 1669

 

http://www.scxuebao.cn

http://trinityrnaseq.sourceforge.net/
http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml
http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml
http://deweylab.biostat.wisc.edu/rsem/
http://www.bioconductor.org/packages/2.12/bioc/html/edgeR.html
http://www.bioconductor.org/packages/2.12/bioc/html/edgeR.html
http://trinityrnaseq.sourceforge.net/
http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml
http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml
http://deweylab.biostat.wisc.edu/rsem/
http://www.bioconductor.org/packages/2.12/bioc/html/edgeR.html
http://www.bioconductor.org/packages/2.12/bioc/html/edgeR.html


80 000

60 000

40 000

20 000

0

1-
40

0

40
1-

60
0

60
1-

80
0

80
1-

10
00

10
01

-1
20

0

12
01

-1
40

0

14
01

-1
60

0

16
01

-1
80

0

18
01

-2
00

0

20
01

-2
40

0

24
01

-2
80

0

28
01

-3
20

0

32
01

-3
60

0

36
01

-4
00

0

40
01

-5
00

0

50
01

-6
00

0

60
01

-7
00

0

70
01

-8
00

0

80
01

-9
00

0

90
01

-1
0 

00
0

10
 0

01
-2

0 
00

0

20
 0

01
-3

0 
00

0

unigene /bp
unigene length

u
n

ig
en

e 
u

n
ig

en
e 

n
u

m
b

er

 
图 1    转录组unigene长度分布图

Fig. 1    Distribution of transcriptome contig length
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图 2    显著差异表达基因的GO分类

Fig. 2    GO classification statistics of significant differentially expressed genes
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part)、大分子配合物(macromolecular complex)、
膜(membrane)、细胞器(organelle)相关基因富集较

多；在分子功能一类中，催化活性 (cata lyt ic
activity)、酶调节活性(enzyme regulator activity)相
关基因富集较多。

KEGG Pathway显著性富集分析         为了进

一步深入了解正常与性早熟河蟹的Y-器官转录

组差异表达基因之间的相互联系，通过KEGG富

集分析，将文库中的差异表达基因富集到134条
特定的KEGG代谢途径上，其中差异基因显著性

富集的4条代谢通路分别为酮体合成和降解(synth-
esis and degradation of ketone bodies, ko00072)、丁

酸甲酯代谢(butanoate metabolism, ko00650)、神经

营养因子信号通路(neurotrophin signaling pathway,
ko04722)、碱基切除修复 (base excision repair,
ko03410)。

3    讨论

RNA-seq技术是近年来发展起来的新一代高

通量测序技术，已经被广泛关注并逐渐应用于

水产动物的研究中，该技术已在水产动物抗应

激反应、种质资源和病理等诸多方面的研究取

得了进展。本研究利用RNA-seq技术对河蟹性早

熟与正常幼蟹进行转录组测序，获得大量基因

序列及其注释信息，下面对KEGG Pathway显著

性富集的通路和筛选出的重要差异表达基因进

行初步分析和讨论。

3.1    酮体合成和降解、丁酸甲酯代谢通路差

异表达基因的初步分析

在KEGG Pathway显著性富集的酮体合成和

降解(图3)以及丁酸甲酯代谢通路(图4)中有多种

基因表达下调：乙酰CoA酰基转移酶基因(acetyl-
CoA Cacetyltransferase, AACT；E2.3.1.9)、3-羟基

丁酸脱氢酶基因 (E1.1.1.30)、乙酰乙酰基辅酶

A合成酶基因(E1.1.99.2)和2-羟基戊二酸脱氢酶基

因(E1.1.99.2)。其中AACT是甲羟戊酸途径的起始

酶，而此途径既是甲基法尼酯 (MF)合成的途

径，也是胆固醇及其衍生物合成的途径[11]。众所

周知，甲壳动物含有多种内分泌器官，如Y-器
官、大颚器和性腺等，这些器官可分泌以固醇

类为前体的多种激素，且器官间存在着相互调

节作用。王凤皎等 [12]通过荧光定量的方法发现

AACT基因在三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)

X-窦腺、Y-器官和大颚器中表达量较高，并认

为三个内分泌器官间功能密切关联。

现已证实甲壳动物Y-器官可以合成和分泌

蜕皮酮，主要调节蜕皮等生理过程；大颚器主

要分泌MF；X-器官-窦腺复合体主要分泌蜕皮抑

制激素(MIH)、高血糖激素、性腺抑制激素和大

颚器抑制激素；而性腺分泌17β-雌二醇(E2)和睾

酮等。在Y-器官中，胆固醇先被Neverland蛋白催

化为7-脱氢胆固醇，然后由细胞色素P450逐渐转

化为α-蜕皮酮，α-蜕皮酮进入血液后在20-羟基蜕

皮甾酮酶的作用下，形成具有活性的20-羟基蜕

皮酮(β-蜕皮酮)[13]。甲壳动物血淋巴中20-羟基蜕

皮酮的含量随着蜕皮周期变化而变化，大致为

蜕皮间期含量较低，蜕壳前期达到最大值，经

过蜕壳20-羟基蜕皮酮含量降低，而后进入下一

次蜕壳准备期[14]。本研究发现正常雌性幼蟹与性

早熟蟹Y-器官转录组内蜕皮激素合成相关的

Neverland，CYP307A1/2、CYP306A1、CYP302A1
等细胞色素P450基因无显著差异。这可能是所

取材料属于蜕壳间期，此时河蟹并不会大量合

成和分泌蜕皮酮造成的。

MF是一种倍半萜类化合物，与昆虫保幼激

素Ⅲ结构相似。MF作用于Y-器官可使其分泌蜕

皮甾类含量明显增加[15]，在一定程度上会使甲壳

动物蜕皮加速。但同时MF能刺激性腺发育成

熟，如果大颚器大量合成和分泌MF会导致河蟹

性早熟[16]。本转录组分析发现，甲基法尼酯环氧

酶基因(CYP15A1)两组的表达无显著差异，而保

幼激素环氧化物水解酶(JHEH)基因在早熟蟹表

达上调。这表明河蟹Y-器官可以将大颚器分泌

的MF环氧化生成保幼激素Ⅲ，JHEH基因表达上

调可能是诱发河蟹性早熟的原因之一。

众多研究认为，X-器官-窦腺复合体生成的

MIH作用于Y-器官，会对蜕皮酮的合成产生抑制

作用，进而影响蜕壳。Lee等[17]研究发现蓝蟹(Call-
inectes sapidus)MIH的mRNA蜕皮周期中含量变化

规律与上述20-羟基蜕皮酮变化相反，这一研究

结果也支持上述观点。Nakatsuji等 [18]对克氏原螯

虾(Procambarus clarkii)Y-器官体外培养的研究发

现MIH可能与环化核苷酸磷酸二酯酶(PDE)存在

拮抗作用。在本研究转录组分析中发现PDE基因

下调，这一下调是否会引起MIH作用增强进而影

响蜕皮酮合成以及对蜕皮调控尚不清楚。本研

究还发现 Y -器官中琥珀酸半醛脱氢酶基因
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(ALDH5A1, E1.2.1.24)上调，即丁酸甲酯代谢通路

图中红色基因，此酶是抑制性神经递质γ-氨基丁

酸(GABA)代谢过程中的一个关键酶。有研究已

发现，GABA通过调控X-器官细胞的Cl–通道蛋白

受体来调控河蟹眼柄神经内分泌的兴奋性和分

泌活动 [ 1 9 ]。ALDH5A1基因的上调是否预示着

GABA对性早熟蟹Y-器官保护性抑制作用的减弱

还需要进一步验证。

河蟹血淋巴E2的含量与性早熟有关，性早

熟雌蟹E2浓度要明显高于正常发育的河蟹[20]。类

固醇脱氢酶家族(17β-HSDs)通过调节靶组织包括

E2在内的甾体类激素活性相互转化，起着甾体

类激素受体前调节的分子开关作用。本实验中

也注释到了17β-HSDs成员，其中17β-HSD2表达

上调。已有研究证实，17β-HSD2参于了E2转化

为低活性形式的雌酮(E1)的过程 [21]。该基因的差

异表达预示着Y-器官受到性腺分泌激素的调

控，性早熟蟹的出现可能与17β-HSD2差异表达

相关。

3.2    神经营养因子信号通路、碱基切除修复

差异表达基因的初步分析

KEGG显著富集的另外2条通路为神经营养

SYNTHESIS AND DEGRADATION

OF KETONE BODIES

Fatty acid degradation

Pyruvate metabolism

(S)-3-Hydroxy-

3-methylglutaryl-CoA

Glycolysis

2.3.1.9
Acetoacetyl-CoA

Acetyl-CoA

Acetoacetate

Butanoate

metabolism

00072 8/30/13

(c) Kanehisa Laboratories

Acetone (R)-3-Hydroxybutanoate

1.1.1.304.1.1.4

4.1.3.4

2.3.3.10

2.8.3.5

 
图 3    差异表达基因在酮体合成和降解代谢通路中的定位

Synthesis and degradation of ketone bodies：酮体合成和降解代谢；Fatty acid degradation：脂肪酸降解；Pyruvate metabolism：丙酮酸代谢；

Glycolysis：醣酵解，图中蓝色框代表背景基因产物，绿色的表示下调基因，下同

Fig. 3    Differentially expressed genes location in pathway of synthesis and degradation of ketone bodies
Background gene products are marked by blue boxes, down-regulated genes are marked by green rectangle, the same below
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因子信号通路(图5)和碱基切除修复(图6)。神经

营养因子信号通路中ARMS、Rap1和MAPKAPK2
下调，而CREB、cAb1、FKHRL1和C3G上调。神

经营养因子可对神经元的生长、发育、分化、

存活、凋亡和损伤后修复进行调节。碱基切除

修复中XRCC1下调，Pok上调，而可以注释到

PARP的两个基因分别上调和下调。其他与DNA
修复相关的基因表达情况为：ALKBH4、RAD54、
Mre11、MLH1下调；RFC、CSB、RFC上调。甲

壳动物的Y-器官与昆虫的前胸腺同源[22]。许多昆

虫的前胸腺会随着变态过程出现细胞凋亡而消

失，河蟹Y-器官类似的现象已被证实 [6]。本研究

所发现上述基因的上调或下调是否参与了此过

程还有待进一步证明。此外，本研究发现Na+，

K+-ATPase基因下调。Na+，K+-ATPase可以维持细

胞膜内外跨膜电化学梯度以及渗透压，对生物

体能量代谢以及生理活动正常进行有着重要意

义。如果细胞内Na+，K+-ATPase活性降低，可能

产生物质代谢和能量代谢紊乱，从而会使细胞

结构、形态以及功能产生异常，严重会导致细

胞 凋 亡 [ 2 3 ] 。 此 外 ， 核 糖 体 蛋 白 L 5 、 L 1 1 、

L51/S25基因上调，线粒体蛋白、与细胞内的第

二信使cAMP相关的PI3K-Akt和MAPK信号通路、

DNA复制、细胞周期、细胞凋亡、离子转运等

过程相关基因表达存在差异。

3.3    其他重要差异表达基因的初步分析

光照和温度也是诱发河蟹性早熟的原因。
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图 4    差异表达基因在丁酸甲酯代谢通路中的定位

Butanoate metabolism：丁酸甲酯代谢；Alanine，aspartate and glutamate metabolism：丙氨酸，天冬氨酸和谷氨酸代谢；Arginine and proline
metabolism：精氨酸和脯氨酸代谢；Vitamin B6 metabolism：维生素B6代谢；Citrate cycle：柠檬酸循环；Biosynthesis of type II polyketide
backbone：Ⅱ型聚酮骨架的生物合成，图中红色的表示上调基因，下同

Fig. 4    Differentially expressed genes location in pathway of butanoate metabolism
Up-regulated genes are marked by red rectangle, the same below
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与光传导相关的cry基因可以调节许多物种的昼

夜节律，是一个关键的生物钟基因。它还与昆

虫类的滞育现象相关 [24]，同时cry基因还对果蝇

有抗衰老功能 [25]，若提高cry基因表达则延长果

蝇的寿命，而cry基因缺失时果蝇突变体中生命

体功能加速下降，同时有更大氧化损伤的积

累。而本研究发现性早熟蟹的cry基因表达明显

下调。热休克蛋白(heatshock protein)，是一组具

有高度保守性的应激蛋白，在许多与高温等环

境胁迫的的研究中都出现显著增加 [26-27]。本研究

在性早熟蟹中同样发现HSP70基因表达上调。另

外，很多报道指出GABA参与了热应激过程 [28]，

上文中提到的其关键代谢酶ALDH5A1表达上

调，此酶可能会通过GABA调控热应激过程。

此外，在转录组差异表达基因中也发现了

与维生素代谢相关的酶基因。全反式视黄醇脱

氢酶(SDR16C5)基因表达下调，此酶可以将维生

素A代谢为视黄醛，是内源性视黄酸生成的限速

步骤 [29]，维生素A及其代谢产物与脂质代谢相

关。磷酸吡哆醇氧化酶(PNPO)基因下调，PNPO
是生物体内维生素B6代谢调控的关键点 [30]，维生

素B6与氨基酸代谢相关。而叶酸及其生物活性的
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图 5    差异表达基因在神经营养因子信号通路中的定位

Neurotrophin signaling pathway：神经营养因子信号通路；MAPK signaling pathway：MAPK信号通路；Ubiquitin mediated proteolysis：泛素

介导的蛋白质降解；Regulation of actin cytoskeleton：肌动蛋白细胞骨架调节；Long-term potentiation：长时程增强；Apoptosis：细胞凋亡

Fig. 5    Differentially expressed genes location in neurotrophin signaling pathway
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代谢产物参与了氨基酸转换、蛋白质合成和核

酸的代谢[31]，其代谢相关的亚甲基四氢叶酸脱氢

酶(MTHFD)基因下调。

综上所述，正常与性早熟河蟹的Y-器官转

录组分析发现，性早熟的河蟹Y-器官中，热休

克蛋白HSP70、MF的水解酶JHEH、GABA代谢

中ALDH5A1以及E2代谢酶17β-HSD2等基因表达

上调。而与酮体合成和降解、丁酸甲酯代谢的

许多酶基因，cry基因，若干与维生素A、维生素

B 6和叶酸代谢相关的酶基因，以及Na +，K + -
ATPase基因表达均下调。本实验通过转录组高

通量测序技术，利用生物信息学的方法获得了

正常与性早熟河蟹Y-器官转录组注释信息，并

筛选出正常与性早熟蟹Y-器官的差异表达基因

进行初步分析，同时为河蟹Y-器官转录组的研

究提供基础资料。

张佳鑫与徐敏杰为本文共同第一作者。
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图 6    差异表达基因在碱基切除修复通路中的定位

Base excision repair：碱基切除修复

Fig. 6    Differentially expressed genes location in pathway of base excision repair
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Transcriptome sequencing and functional analysis of Y-organs between normal
and precocious Chinese mitten crabs (Eriocheir sinensis)

ZHANG Jiaxin ,     XU Minjie ,     HUANG Genyong ,    
ZHANG Cong ,     YANG Zhigang ,     CHENG Yongxu ,     YANG Xiaozhen *

(Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture,
Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture, National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education,

Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: Precocity is a common problem in aquaculture of Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis). To discover
and clone important functional genes, the transcriptome of Y-organs of precocious and normal female crabs were
sequenced by Illumina Hiseq 2000 high-throughput sequencing technology, and comparative transcriptome study
was conducted. The results showed that precocious and normal crabs had 44 619 538 and 43 052 958 clean reads,
respectively. Comparison between the sequencing data from precocious and normal female crabs revealed 2 655
differentially expressed genes. The differentially expressed genes GO functions in the transcriptome library were
broadly divided into three major ontology (biological processes, cellular component and molecular function
categories) of 42 branches. Data in the transcriptome from 134 differentially expressed genes could be divided into
4 classes taking the KEGG database as a reference, according to the metabolic pathway, including synthesis and
degradation of ketone bodies, butanoate metabolism, neurotrophin signaling pathway, and base excision repair. By
RNA-seq, we obtained abundant transcriptome information that could contribute to novel gene identification,
causes and prevention of precocity, and research of Y-organs in Eriocheir sinensis.
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图版 Ⅰ    正常与性早熟中华绒螯蟹对照

1. 正常蟹的形态，2. 早熟蟹的形态，3. 正常蟹的解剖图，4. 早熟蟹的解剖图

Plate Ⅰ    Comparison of normal and precocious E. sinensis
1. morphology of normal crab, 2. morphology of precocious crab, 3. anatomical images of normal crab, 4. anatomical images of precocious crab
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图版 Ⅱ    中华绒螯蟹Y-器官的解剖位置和形态结构

1. Y-器官在背面位置（红框内），2. Y-器官在腹面位置（红框内），3. Y-器官外观图，4. Y-器官的组织结构

Plate Ⅱ    Anatomical position，morphology and structure of Y-organ in E. sinensis
1. location of Y-organ in back shells (In the red box), 2. location of Y-organ in front shells (In the red box), 3. external view of Y-organ, 4. the
histological structure of Y-organ
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