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摘要：本研究对罗氏沼虾胚胎的卵裂期I、卵裂期II、囊胚期、原肠期、前无节幼体、无节幼体、前蚤状幼体、蚤状幼体8个发育阶段进行转录组测序，共得到156.37 Gb clean data，预测得到22964个unigenes。对罗氏沼虾8个不同发育阶段的胚胎样品的unigenes进行两两比较分析，获得各个时期之间的差异表达基因数量在587到8620之间。对差异表达基因进行GO富集分析，上调表达基因主要富集在与细胞发育、生长、运动相关的GO功能类别，下调表达基因主要富集在与细胞的翻译调控、趋化、抗氧化、排毒活性相关的GO功能类别。KEEG富集分析发现，差异表达基因的pathway主要富集在与细胞的生长发育以及正常的生理生化过程相关的代谢途径。本研究为罗氏沼虾胚胎研究提供了转录组信息资源。
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Transcriptome analysis during the development of Macrobrachiumrosenbergii embryos
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Abstract: In this study, transcriptome sequencing was performed on eight developmental stages of Macrobrachiumrosenbergii embryos, including cleavage stage I, cleavage stage II, blastocyst stage, gastrula stage, naupliusproprionalis, naupliusproprionalis, and flea like larva. A total of 156.37 Gb clean data was obtained, and 22964 unigenes were predicted. A two-by-two comparative analysis of the embryonic samples from eight different developmental stages of R. rosenbergii was performed, and the number of differentially expressed genes in 8 embryonic samples of M. rosenbergii at different development stages was between 587 and 8620. GO enrichment analysis of differentially expressed genes showed that up-regulated expressed genes were mainly enriched in GO functional categories related to cell development, growth, and motility, and down-regulated expressed genes were mainly enriched in GO functional categories related to translational regulation, chemotaxis, antioxidant, and detoxification activities of cells. KEEG enrichment analysis found that pathways of differentially expressed genes were mainly enriched in metabolic pathways related to cell growth and normal physiological and biochemical processes. This study provides a transcriptome information resource for the study of R. rosenbergii embryos.
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前言
罗氏沼虾(Macrobrachiumrosenbergii)是一种淡水虾类，主要分布在热带和亚热带内陆水域中[1]。由于罗氏沼虾具有生长速度快、个体大、食性广、病害少、营养丰富、味美等特点，因此已经成为许多亚洲国家和我国重要的淡水养殖品种[2]。胚胎发育是罗氏沼虾生活史中最重要的阶段之一。近年来，已经有一些关于罗氏沼虾胚胎发育相关的研究工作报道，研究内容涉及胚胎发育的形态学[3]，胚胎的主要消化酶和同工酶活性[4]，胚胎发育初期可溶蛋白的组成及含量变化[5]，胚胎发育过程中的脂类变化[6]，以及温度对胚胎发育的影响[7]等。然而，人们对罗氏沼虾胚胎发育过程中基因表达的研究很有限，至今还缺乏罗氏沼虾胚胎的转录组信息。
转录组是细胞在某种状态下转录出来的所有RNA的总和，通常包括括信使RNA(mRNA)、小RNA(small RNA)和非编码RNA(ncRNA)等[8, 9]。随着高通量测序技术的快速发展，Illumina、454焦磷酸测序、SOLiD、Oxford纳米孔测序、PacBio纳米孔测序等技术提供了快速、有效和高通量的转录组测序(RNA sequencing)工具[10]。与传统芯片技术相比，RNA测序具有灵敏度高、分析范围广、成本低等优势，能够高深度、灵敏可靠地分析基因表达量、基因结构和发掘新基因[11]。转录组测序技术已经被广泛应用在水产动物的研究中[12]。有关罗氏沼虾在病原体感染[13-15]和不同环境因子暴露后[16, 17]的转录组测序研究工作已经有报道。然而至今还没有罗氏沼虾胚胎的转录组研究报道。

本研究采用Illumina转录组测序技术对罗氏沼虾胚胎发育的8个不同阶段进行转录组分析，鉴定和注释与胚胎发育相关的基因，并了解胚胎不同发育时期的基因表达变化情况，为研究罗氏沼虾胚胎发育的分子调控机制提供转录组信息资源和参考。
1 材料与方法
1.1材料
罗氏沼虾由广西水产科学研究院罗氏沼虾养殖场提供。罗氏沼虾亲虾正常交配后，将30尾雌虾（平均体长15.22±0.23cm，平均体重120.05±1.64g）转移到3m×1m×1m室内水池中饲养，水温保持在28℃，盐度15‰，每日投喂饲料2次。受精卵开始发育后，每天随机取一尾雌虾，用镊子从抱卵亲虾上取少许受精卵置于载玻片上，加少许水用吸管缓缓打散，在体视解剖镜（OLYMPUS SZX16）和显微镜（OLYMPUS CX23）下观察，放大倍数为4-10倍，根据文献的方法[3]划分不同的胚胎发育阶段，每个发育阶段取3份胚胎（分别取自3尾雌虾）样品放入液氮中保存。
1.2 RNA提取
首先，将胚胎样品放入研钵中，加入液氮，快速研磨成粉末。然后将粉末放入离心管中，向其中加入Trizol试剂（Invitrogen，美国），根据制造商推荐的步骤进行处理，提取总RNA。使用DNase I（Invitrogen, 美国）除去潜在的残留污染DNA。使用1.3%琼脂糖凝胶电泳评估RNA完整性，并使用分光光度计（nanodrop，美国）测定RNA浓度。
1.3 构建cDNA文库
构建测序文库包括以下步骤：（1）使用带有寡核苷酸(dT)的磁珠收集和纯化总RNA中的mRNA。（2）用片段化缓冲液将mRNA随机片段化。（3）以mRNAs为模板，使用随机六聚体引物合成第一条cDNA链，然后加入dNTP、DNA聚合酶I、RNase H和缓冲液合成第二条cDNA链，并使用Ampure XP珠子纯化双链cDNA。（4）对纯化的cDNA进行末端修复，添加尾部，连接测序接头，并使用Ampure XP珠子选择长度约为300 bp的片段。（5）最后通过PCR扩增得到cDNA文库。
1.4cDNA文库测序和数据处理
在Illuminahiseq X10平台上对文库进行测序，以生成150 bp的双末端reads，删除接头序列和低质量reads，留下clean reads以供进一步分析。首先，使用hisat2软件[18]将clean reads与罗氏沼虾基因组（NCBI登录号：JANFXF000000000）进行匹配，并使用Stringtie软件[19]组装匹配的clean reads。然后将基因与GO、KEGG、Pfam、Swiss-Prot、eggNOG、NR、COG数据库匹配进行功能注释。随后使用Stringtie软件的最大流量算法计算基因表达量。用FKPM量化基因表达水平，计算样本组之间的差异表达水平。然后使用deseq2软件[20]鉴定两组之间的差异表达基因。差异表达基因的筛选标准为：基因表达水平差异倍数≥2和错误发现率（FDR）<0.01。用Spearman相关系数(r)评估生物学重复之间的对应关系。
2 结果与分析
2.1罗氏沼虾胚胎的显微观察、样品采集和RNA提取
在罗氏沼虾的受精卵发育期间，用解剖镜和显微镜观察胚胎发育期，根据文献的方法[3]将发育期划分为卵裂期I、卵裂期II、囊胚期、原肠期、前无节幼体、无节幼体、前蚤状幼体、蚤状幼体8个阶段，胚胎的显微形态与文献[3]的描述基本一致（图1）。每个阶段取3份胚胎样品，一共24份样品，提取RNA。电泳结果表明提取的RNA完整性好，无污染，符合构建cDNA文库的要求。
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图1 罗氏沼虾胚胎发育显微照片。a:卵裂期I；b:卵裂期；II；c:囊胚期；d:原肠期；e:前无节幼体；f:无节幼体；g:前蚤状幼体；h:蚤状幼体
Fig. 1 Micrograph of embryonic development of Macrobrachiumrosenbergii.a:cleavage stage I; b:cleavage stage II; c:blastocyst stage; d: gastrula stage; e:pre-nauplii; f:post-nauplii; g:preflea larvae; h:flea larvae.
2.2 转录组测序和基因注释
提取的RNA样品经过mRNA分离纯化后，构建cDNA文库，然后进行Illumina高通量测序。测序获得的原始数据经过质量控制，共得到156.37Gb clean data（包含522609342条clean reads），平均每个样品的clean data达到6.07Gb，各样品的平均Q30碱基百分比（质量值大于或等于30的碱基所占的百分比）都超过94.23%，表明测序的质量很好。测序数据已经提交到NCBI的SRA数据库（登录号：PRJNA890910）。
将各样品的Clean Reads与罗氏沼虾基因组（NCBI登录号：JANFXF000000000）进行序列比对，匹配率为86.75%-93.03%。基于比对结果，预测得到22964个unigenes。将unigenes与Swiss-Prot、eggNOG、GO、KEGG、NR、Pfam、COG数据库进行比对，分别有7583、16142、17187、16726、18594、18431、4469个unigenes得到注释，在这7个数据库中单独得到注释的unigenes数量分别为10、40、48、529、903、969、18个，在7个数据库中都得到注释的unigenes有2630个（图2）。物种同源性分析显示，罗氏沼虾的unigenes与NR数据库中的凡纳滨对虾（Litopenaeusvannamei）同源序列比例最高，达到10.22％，其次是与海七鳃鳗（Petromyzonmarinu）的同源序列比例，为3.19％（图3）。
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图2 罗氏沼虾胚胎转录组基因注释的统计。a:在不同数据库中注释的基因数量的花瓣图，数据库名称下方括号中的数字表示在该数据库中得到注释的基因数，花瓣中的数字表示单独在该数据库中得到注释的基因数；b:在Nr数据库中注释的基因的同源物种分布比例。
Fig. 2 Statistics of gene annotation of embryonic transcriptome of Macrobrachiumrosenbergii.a: Petal map of the number of genes annotated in different databases. The number in brackets below the database name represents the number of genes annotated in the database, and the number in petals represents the number of genes annotated in the database alone; b: Distribution proportion of homologous species of genes annotated in Nr database.
2.3罗氏沼虾胚胎不同发育阶段的差异表达基因及GO、pathway富集
对罗氏沼虾8个不同时期的胚胎转录组测序获得的unigenes集进行两两比较分析，根据基因表达水平差异倍数≥2和错误发现率（FDR）<0.01的阈值获得各个时期之间的差异表达基因。各个时期之间的差异表达基因数量在587到8620之间，一般地，两个不同时期之间的时间间隔越长，差异表达基因的数量越大，而且大多数时期上调表达基因的数量大于下调表达基因的数量（图3）。
对差异表达基因进行GO富集分析，并根据GO富集的频率绘制热图，发现上调表达基因较多地富集在chemorepellent activity（化学排斥活性）、metallochaperone activity（金属伴侣活性）、electron carrier activity（电子载体活性）、cell killing（细胞杀伤）、chemoattractant activity（趋化活性）、morphogen activity（形态发生素活性）、presynaptic process involved in chemical synaptic transmission（涉及化学突触传递的突触前过程）、synapse（突触）、cell junction（细胞连接）、biological adhesion（生物粘附）、locomotion（运动）、signaling（信号传递）、rhythmic process（周期过程）、synapse part（突触部分）、growth（生长）、behavior（行为）等GO分类功能（图4），这些功能大多数与细胞发育、生长、运动相关。

下调表达基因主要富集在translation regulator activity（翻译调控活性）、protein tag（蛋白质标签）、nucleoid（类核素）、metallochaperone activity（金属伴侣活性）、chemoattractant activity（趋化活性）、electron carrier activity（电子载体活性）、antioxidant activity（抗氧化活性）、detoxification（排毒）等GO分类功能（图5），这些功能主要与细胞的翻译调控、趋化、抗氧化、排毒活性等功能相关。
对差异表达基因进行KEGG富集分析，并根据pathway富集的频率绘制热图，发现上调表达基因较多地富集在Lysosome（溶酶体）、Phagosome（噬菌体）、Ribosome（核糖体）、Neuroactive ligand-receptor interaction（神经活性配体受体相互作用）、Purine metabolism（嘌呤代谢）、RNA transport（RNA转运）等代谢途径（图6），这些代谢途径与细胞的生长发育以及正常的生理生化过程密切相关。

下调表达基因主要富集在Endocytosis（内分泌细胞增生）、Lysosome（溶酶体）、Autophagy – animal（自噬-动物）、Protein processing in endoplasmic reticulum（内质网中的蛋白质加工）、Lysine degradation（赖氨酸降解）、RNA transport（RNA转运）等代谢途径（图7），这些代谢途径同样也与细胞的生长发育以及正常的生理生化过程密切相关。
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图3罗氏沼虾胚胎不同发育阶段样品两两比较的差异表达基因数量。胚胎的不同发育阶段包括：a:卵裂期I；b:卵裂期；II；c:囊胚期；d:原肠期；e:前无节幼体；f:无节幼体；g:前蚤状幼体；h:蚤状幼体。
Fig. 3 Numbers of pairwise comparison of differentially expressed genes in samples at different developmental stages of Macrobrachiumrosenbergii embryos. The different developmental stages of embryo include: a:cleavage stage I;b:cleavage stage II;c:blastocyst stage;d: gastrula stage;e:pre-nauplii;f:post-nauplii;g:preflea larvae;h:flea larvae.
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图4 罗氏沼虾胚胎不同发育阶段样品两两比较的上调表达基因GO功能富集热图。右上角的图例表示GO功能分类的富集频率。胚胎的不同发育阶段包括：a:卵裂期I；b:卵裂期；II；c:囊胚期；d:原肠期；e:前无节幼体；f:无节幼体；g:前蚤状幼体；h:蚤状幼体。
Fig. 4 Heat map of GO function enrichment of up-regulated genes in pairwise comparison of samples at different developmental stages of Macrobrachiumrosenbergii embryos. The legend in the upper right corner indicates the enrichment frequency of GO functional classification. The different developmental stages of embryo include: a:cleavage stage I; b:cleavage stage II; c:blastocyst stage; d: gastrula stage; e:pre-nauplii; f:post-nauplii; g:preflea larvae; h:flea larvae.
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图5罗氏沼虾胚胎不同发育阶段样品两两比较的下调表达基因GO功能富集热图。右上角的图例表示GO功能分类的富集频率。胚胎的不同发育阶段包括：a:卵裂期I；b:卵裂期；II；c:囊胚期；d:原肠期；e:前无节幼体；f:无节幼体；g:前蚤状幼体；h:蚤状幼体。
Fig. 5 Heat map of GO function enrichment of down-regulated genes in pairwise comparison of samples at different developmental stages of Macrobrachiumrosenbergii embryos. The legend in the upper right corner indicates the enrichment frequency of GO functional classification. The different developmental stages of embryo include: a:cleavage stage I; b:cleavage stage II; c:blastocyst stage; d: gastrula stage; e:pre-nauplii; f:post-nauplii; g:preflea larvae; h:flea larvae.
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图6 罗氏沼虾胚胎不同发育阶段样品两两比较的上调表达基因pathway富集热图，显示富集最多的30个pathway。右上角的图例表示pathway的富集频率。胚胎的不同发育阶段包括：a:卵裂期I；b:卵裂期；II；c:囊胚期；d:原肠期；e:前无节幼体；f:无节幼体；g:前蚤状幼体；h:蚤状幼体。
Fig. 6 Heat map of pathways enrichment of up-regulated genes in pairwise comparison of samples at different developmental stages of Macrobrachiumrosenbergii embryos, showing the most enriched 30 pathways. The legend in the upper right corner indicates the enrichment frequency of pathways. The different developmental stages of embryo include: a:cleavage stage I; b:cleavage stage II; c:blastocyst stage; d: gastrula stage; e:pre-nauplii; f:post-nauplii; g:preflea larvae; h:flea larvae.
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图7 罗氏沼虾胚胎不同发育阶段样品两两比较的下调表达基因pathway富集热图，显示富集最多的30个pathway。右上角的图例表示pathway的富集频率。胚胎的不同发育阶段包括：a:卵裂期I；b:卵裂期；II；c:囊胚期；d:原肠期；e:前无节幼体；f:无节幼体；g:前蚤状幼体；h:蚤状幼体。
Fig. 7 Heat map of pathways enrichment of down-regulated genes in pairwise comparison of samples at different developmental stages of Macrobrachiumrosenbergii embryos, showing the most enriched 30 pathways. The legend in the upper right corner indicates the enrichment frequency of pathways. The different developmental stages of embryo include: a:cleavage stage I; b:cleavage stage II; c:blastocyst stage; d: gastrula stage; e:pre-nauplii; f:post-nauplii; g:preflea larvae; h:flea larvae.
3讨论
胚胎发育是罗氏沼虾生长发育中重要的过程。然而，在人工培养过程中，经常出现罗氏沼虾幼体死于胚胎发育异常的情况，造成了育苗生产的严重经济损失[21]。转录组研究将有助于理解胚胎发育的分子机制，对于研究罗氏沼虾胚胎发育和指导育苗生产有重要的意义。然而，目前还没有罗氏沼虾胚胎的转录组研究报道。
为了进行罗氏沼虾胚胎的转录组测序，我们连续采集了罗氏沼虾胚胎的不同发育时间的样品，通过显微镜观察，根据文献把它们分为卵裂期I、卵裂期II、囊胚期、原肠期、前无节幼体、无节幼体、前蚤状幼体、蚤状幼体8个阶段[3]。罗氏沼虾是以抱卵的方式进行胚胎发育的，罗氏沼虾的抱卵数大约是几千粒到数万粒左右，在28℃的水温其胚胎发育时间约为20天。因此，罗氏沼虾胚胎的采集和发育阶段的划分相对比较容易，我们通过显微镜观察到的罗氏沼虾胚胎发育的形态也和文献的描述基本一致。llumina高通量测序技术是一个功能强大的发现新基因和研究基因表达模式的方法[22]。在本研究中，我们使用了Illumina测序来研究罗氏沼虾胚胎不同发育阶段的转录组差异。我们共鉴定了22964个unigenes，数量明显少于其他一些文献报道的成年罗氏沼虾组织的转录组测序获得的unigenes数量（59,050-96,362）[23-26]，其主要原因可能是其他文献报道的转录组测序没有将clean reads与罗氏沼虾的基因组进行比对，另一方面原因可能是胚胎的基因表达量比成年罗氏沼虾组织少，因此检测到的转录本相对较少。我们将获得的unigenes与Swiss-Prot、eggNOG、GO、KEGG、NR、Pfam、COG数据库进行比对，大多数的unigenes得到了注释。物种同源性分析显示，罗氏沼虾的unigenes与NR数据库中的凡纳滨对虾同源序列比例最高，达到10.22％，说明这两个物种的亲缘关系比较接近。
我们对罗氏沼虾胚胎8个不同时期的转录组进行两两比较，获得了各个比较组之间的差异表达基因。分析发现不同发育阶段的基因表达差异较大，上调表达和下调表达基因的数量都较大，差异表达基因数量在587到8620之间，说明随着胚胎发育的进程，有一部分基因的表达逐渐增加，而有一部分基因的表达逐渐减少。随后我们对差异表达基因进行GO富集分析。GO是一个标准化的基因功能分类系统，它提供了一个动态更新的功能类别和严格定义的分类术语全面描述生物组织的基因及其产物的性质[27]。为了探索罗氏沼虾胚胎不同发育阶段转录组代表的功能类别的概况，我们用GO来分类各个阶段差异表达基因的功能。我们发现上调表达基因较多地富集在与细胞发育、生长、运动相关的GO功能类别，这可能是由于胚胎从受精卵发育成蚤状幼体的过程中，细胞在不断分裂生长，各组织的机能逐渐形成和完善，因此与细胞生长发育以及运动相关的基因逐渐表达。而下调表达基因主要富集在与细胞的翻译调控、趋化、抗氧化、排毒活性等功能相关的GO功能类别，这表达随着胚胎的发育，这些功能在细胞中的活跃程度逐渐降低了。我们还对差异表达基因进行pathway富集分析。结果发现差异表达基因较多地富集在与细胞的生长发育以及正常的生理生化过程相关的代谢途径，这说明随着胚胎的不断发育，这些代谢过程的活跃程度的差异比较大。
胚胎发育是多细胞生物个体生命活动的起点，通过对罗氏沼虾胚胎发育的转录组测序，我们获得了胚胎的大量转录本信息，为今后进一步研究罗氏沼虾胚胎的发育生物学和生理学奠定了基础。
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