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摘要    为了探究低氧胁迫下中华圆田螺(Cipangopaludina cathayensis)肝脏组织基因的差异表达，

本研究通过高通量测序技术，分析中华园田螺低氧胁迫组(2.5 mg/L)和常氧组(6.9 mg/L)某些基因的

差异表达，并对差异基因进行生物信息学分析，进一步采用实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)对关键差

异表达基因进行验证。结果显示，测序共获得 232 379 条基因(unigenes)，与对照组比较，低氧胁迫

组筛到 176 个差异基因，包含 64 个上调基因和 112 个下调基因。GO 功能注释分析显示，差异基

因主要富集在生物学过程中的几丁质代谢过程和含氨基葡萄糖的复合代谢过程，细胞组分中的胶原

三聚体成分，分子功能中的几丁质结合功能和糖衍生物结合功能。KEGG 通路富集分析显示，差异

基因主要集中于环境信息处理、遗传信息处理、代谢和生物系统这 4 大类通路。6 个关键差异基因

的 RT-qPCR 结果显示，热休克蛋白 70B2 和热休克蛋白 β-6 基因表达量上调，几丁质酶蛋白 4、α-1

胶原蛋白(XIV)、α-4 胶原蛋白(XIV)、5-磷酸酶蛋白基因表达量下调，证实了转录组测序结果的可

靠性。本研究发现，低氧胁迫激活了中华圆田螺适应缺氧的生理活动，并获得了低氧胁迫下中华圆

田螺肝脏组织中相关功能基因的表达信息，为深入研究中华圆田螺响应低氧胁迫的调控机制提供了

基础数据和理论依据。 
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中华圆田螺(Cipangopaludina cathayensis)是我国

特有的物种(陈元晓等, 2009)，适宜生长在富含底泥

腐殖质、溶氧充足、天然饵料较丰富的微流水水域中

(杨立平, 2007)。稻田养殖田螺优先选取水源丰富、

水质清新且水体溶氧达到 5 mg/L 以上的稻田(廖建云, 

2020)。溶解氧是水体环境中最重要的因子之一，对

水产动物的生长发育、新陈代谢、繁殖繁育等一系列

生命活动都有重要影响(Small et al, 2014)。水中溶解

氧低于 2 mg/L 时，水体处于低氧或缺氧状态(王春枝

等, 2014; 王晓雯等, 2016; 徐贺等, 2016)。低氧胁迫

会使水生动物生长发育缓慢，抗病能力以及繁殖能力

下降，严重时会导致水生动物死亡(徐贺等, 2016)。

李丽萍等(2012)在研究溶解氧和体重对无齿蚌耗氧率

的影响时发现，椭圆背角无齿蚌(A. woodiana elliptica)

和圆背角无齿蚌(A. woodia pacifica)耗氧率均随水中

溶解氧降低而降低。 

RNA-seq 技术是目前筛选机体特异性状的关键

基因和研究基因表达调控机制的有效方法(Li et al, 
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2014) 。 曹 梅 等 (2021) 对 低 氧 胁 迫 下 脊 尾 白 虾

(Palaemon carincauda)的转录组分析，推测低氧诱导

因子可以激活虾体适应缺氧的一系列生理活动，增强

脊尾白虾各类物质代谢，并且能通过抑制线粒体生物

合成和活化线粒体自噬来降低线粒体氧耗。刘韬等

(2023)基于转录组分析了青田田鱼(Cyprinus carpio var. 

qingtianensis)对稻田急性溶氧变化的水环境的适应

性，为进一步研究青田田鱼在急性溶氧变化环境下的

生理调节机制提供了基础数据。 

近年来，关于中华圆田螺的研究主要集中在抗肿

瘤机制(朱涛等, 2016)、免疫应答(赵劲松等, 2019)、

营养价值评价(薛飞等, 2022)和耐抗生素性(王宏伟等, 

2017)等方面，而关于中华圆田螺在转录水平上进行

的低氧调控方面的研究尚未见报道。本研究基于

RNA-seq 技术对低氧胁迫下中华圆田螺肝脏组织进

行转录组分析，探究低氧胁迫对中华圆田螺的影响，

进而为深入研究中华圆田螺应对低氧胁迫的调控机

制奠定基础，也为中华圆田螺的健康养殖提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用的中华圆田螺均取自广西玉林陆川县养殖

基地，其生活水温为(26.5±0.5) ℃，溶氧量(6.9±0.2) mg/L，

氨氮含量<0.5 mg/L，采用微流水稻田养殖模式。随

机选择健康且螺壳无机械损伤的田螺进行实验。选取

田螺的壳宽、壳高及体重见表 1。 
 

表 1  中华圆田螺基础指标 
Tab.1  Basic traits of C. cathayensis 

基础指标 Basic traits 数据 Data 

壳宽 Shell width /mm 30.57±7.51 

壳高 Shell height /mm 44.62±11.33 

壳口宽 Shell mouth width /mm 24.58±6.51 

壳口高 Shell mouth height /mm 18.14±3.95 

体重 Body weight /g 22.33±10.38 

 

1.2  低氧胁迫实验 

中华圆田螺运至实验室后于 40 L 塑料桶中暂养 1

周，温度维持在 26 ℃，溶氧量维持在(6.9±0.1) mg/L。

将中华圆田螺随机设置为低氧胁迫组和常氧对照组，

每组 3 个重复，每个重复 30 只。低氧胁迫处理方法：

溶解氧在 1 h 之内从 6.9 mg/L 下降到 2.5 mg/L 左右，

维持 24 h。在低氧培养期间，不投喂饵料，同时利用

HQ30D 型便携式溶氧仪每 1 h 测定一次水体中溶氧

含量。对照组维持溶氧为(6.9±0.1) mg/L，24 h 后与低

氧组同时取样。2 组各取 15 只田螺(每个平行组随机

取 5 只田螺)，活体解剖，取肝脏组织立即置于液氮

中速冻，然后在–80 ℃冰箱中保存备用。 

1.3  总 RNA 的提取 

分别取低氧组和对照组田螺的肝脏组织(每个平

行组随机取 5 只田螺的肝脏组织并混合)，利用 Trizol

法提取总 RNA，通过 1%琼脂糖凝胶电泳检测其质量，

利用紫外分光光度计检测其纯度及浓度。总 RNA 的浓

度>250 ng/μL，OD260 nm/OD280 nm 介于 1.8~2.2 之间，

OD260 nm/OD230 nm≥2.0，确保 RNA 无降解、无污染。 

1.4  mRNA 文库构建及测序 

利用试剂盒(Qubit RNA)精确定量 RNA，确定构

建 mRNA 文库加入量。根据试剂盒(Hieff NGS™)说

明书，用 Tris Buffer 重悬磁珠对提取的总 RNA 进行

成熟 mRNA 富集和纯化，按照其建议构建文库。利

用 Illumina Hiseq™平台进行测序，使用 FastQC 平台

对数据进行可视化质量评估，以确保质量达标。 

1.5  转录组序列组装及注释 

将原始数据使用 Trimmomatic 去除低质量碱基、

含 N 序列以及 reads 接头序列，质控后的序列利用

Trinity 软件组装 clean data 得到每个转录本中最长序

列作为 unigene，即参考序列(Grabherr et al, 2011)。

将 unigene 分别与 Blast+、NCBI、NR、GO、KEGG、

KOG 数据库进行比对注释。 

1.6  差异表达分析 

采用 DESeq 分析差异表达基因 (differentially 

expressed genes, DEGs)，筛选阈值为 Fold change>2

及 Q-value<0.05，Q-value 越小，则基因表达量差异

越显著(Anders et al, 2010)。选取 DEGs 进行 GO 功能

注释和 KEGG 富集分析。 
 

1.7  实时荧光定量 PCR 分析 

选 取 6 个 DEGs 进 行 实 时 荧 光 定 量 PCR 

(RT-qPCR)验证，以此评价 RNA-seq 技术鉴定差异基

因的可靠性。利用 Primer 5.0 软件设计特异性引物 

(表 2)，并在生工生物工程(上海股份有限公司)完成引

物合成。使用反转录试剂盒(TaKaRa)将每组 RNA(样

本数目及提取方法同 1.3)反转录为 cDNA，之后以

cDNA 为模板、β-actin 为内参进行 RT-qPCR 检测。

每个样品 3 次重复，采用 2–ΔΔCt 方法计算各基因的相

对表达量。 
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表 2  中华圆田螺肝脏差异表达基因 RT-qPCR 分析引物 
Tab.2  Primers used for the RT-qPCR analysis of differentially expressed genes in the C. cathayensis 

引物 Primer 
Unigene ID 基因 Gene 

正向 Forward (5ʹ~3ʹ) 反向 Reverse (5ʹ~3ʹ) 

DN72529_c3_g1 Beta-actin CTGGAAGGTGGACAGAGAGG AAATCATCGCTCCACCAGAG

TDN76189_c0_g5 Heat shock protein 70 B2 ATTCGATACACCTCCCGCAC AGAAACTGAGCAGCAGCGAT

TDN59468_c0_g4 Heat shock protein beta-6 GTCGCGAAGTACACTGACCA AATTAACGGTTCACGCCAGC

TDN70295_c1_g2 Chitinase-like protein 4 TCCAGTGACCAGAACATGGC GTGCAGTCACAACCATACGC

TDN75616_c0_g1 Collagen alpha-1(XIV) chain CCAAGCAGTCTTGCGAATGG AGGCTCTCAGTGTTGAAGGC

TDN57666_c0_g1 Collagen alpha-4(Ⅵ) chain ACGTAGACGTTCCCAAGCAG TTCGGATGATCTCGCTCGTG 

TDN74463_c0_g1 Phospholipid phosphatase-related 
protein type 5 

TATGAAGTGCCTGTGCGTGT ACTGTCACTGCGAGGTTCTG 

 

2  结果与分析 

2.1  测序结果及转录组拼接 

使用 Trimmomatic 处理 Illumina Hiseq™测序得

到的原始数据(raw reads)，去除低质量与含接头的

reads 后，利用 Trinity 软件对所得数据进行组装，得

到 500 584条转录本(transcript)和 232 379条 unigenes，

转录本与 unigenes的 N50分别为 1 674 bp和 1 127 bp。

组装数据统计见表 3，unigenes 长度分布见图 1。由

拼接结果判断出原始数据拼接的质量较高，可用于后

续功能注释和 DEGs 分析。 

2.2  基因功能注释 

将 unigenes 信息分别在 Swiss-Prot、GO、KOG、

Nr 和 KEGG 数据库进行序列比对及功能注释。共有

232 379 条 unigenes 得到注释，各数据库注释到的

unigenes 数量及百分比见表 4。 
 
 

与 Nr 蛋白数据库进行同源性比对后，有 26 636

条 unigenes 与已知基因同源，与中华圆田螺相关的注

释信息较少(图 2)。注释信息占比最高为海兔(Aplysia 

california, 6 470)，随后依次是霸王莲花青螺(Lottia 

gigantea, 3 121)、光滑双脐螺(Biomphalaria glabrate, 
 

表 3  组装结果统计 
Tab.3  Statistics of assembly results 

序列长度 
Length range 

转录本
Transcript 

单基因簇
Unigene 

≥500 bp 222 895 79 176 

≥1 000 bp 128 141 37 541 

总计 Count 500 584 232 379 

最大长度 Max length /bp 36 115 36 115 

最小长度 Min length /bp 201 201 

平均长度 Mean length /bp 891.24 686.65 

N50 1 674 1 127 

N90 323 270 

 
 

图 1  unigenes 序列长度分布 
Fig.1  Length distribution of unigenes 
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表 4  Unigenes 注释统计 
Tab.4  Statistics of unigenes annotated 

注释数据库 

Annotated  
database 

单基因簇数量 

Number of 
unigenes 

百分比 

Percentage 
/% 

Nr 26 636 11.46 

GO 22 907 9.86 

Swiss-Prot 20 061 8.63 

KOG 13 290 5.72 

KEGG 4 179 1.8 

合计 Total 232 379 100 

 
3 110)、太平洋牡蛎(Crassostrea gigas, 2 976)、舌形贝

(Lingula anatine, 994) 、 双 唇 海 鲶 (Octopus 

bimaculoides, 967)、紫色球海胆 (Strongylocentrotus 

purpuratus, 428)、海葵(Exaiptasia pallida, 370)、囊舌

虫 (Saccoglossus kowalevskii, 300) 和 文 昌 鱼

(Branchiostoma floridae, 276)。 
 

 
 

图 2  Nr 同源物种分布 
Fig.2  Homologous species distribution of Nr 

 

2.3  Unigenes 的 GO 分析 

将所有 unigenes 进行 GO 统计分析，共有 22 907

条 unigenes 得到注释。unigenes 在生物学(biological 

process)、细胞组分(cellular component)和分子功能

(molecular function)中均有分布，得到注释的基因数

目分别为 6 737、8 759、7 411 个(图 3)。 

 

 
 

图 3  Unigenes 的 GO 功能分类 
Fig.3  Unigenes GO functional classification 

 

2.4  Unigenes 的 KOG 功能分析 

对所有 unigenes 进行 KOG 功能注释，有 13 290

条 unigenes 得到注释。其中，信号转导机制(signal 

transduction mechanisms, 2 543)是最大的类群，占

19.13%，其次是转录(transcription, 1 593)和蛋白质翻

译后修饰、转换和伴侣(posttranslational modification, 

protein turnover, chaperones, 1 270)相关的 unigenes 较

多，各占 11.99%和 9.56%，而与细胞运动(cell motility, 

21)相关功能基因占比很少，低于 1% (图 4)。 

2.5  Unigenes 的 KEGG pathway 分析 

根据 KEGG 数据库，进一步对中华圆田螺肝脏

unigenes 进行注释，共有 4 179 条 unigenes 得到注释，

分布于新陈代谢(metabolism)、有机系统(organismal 

systems)、遗传信息处理(genetic information processing)、

环境信息处理(environmental information processing)

和细胞过程(cellular processes)这 5 大类通路(图 5)。 

2.6  差异表达基因筛选 

通过 DEseq 进行差异表达分析，设置 2 倍 fold 
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图 4  KOG 分类柱状图 
Fig.4  Column chart of KOG classification 

 

 
 

图 5  KEGG pathway 分类柱状图 
Fig.5  KEGG pathway classification histogram 

 
change 以及 Q-value=0.05 为筛选标准，综合 3 次平行

重复结果，共得到 176 个 DEGs，包括 64 条上调基因，

112 条下调基因(图 6)。 

2.7  DEGs 的 GO 功能富集分析 

与对照组相比，低氧胁迫组中 DEGs 的 GO 功能

富集分析结果在生物学过程上主要集中于几丁质代

谢过程(chitin metabolic process, GO: 0006030)、含氨

基葡萄糖的复合代谢过程(glucosamine-containing 

compound metabolic process, GO: 1901071)和氨基糖

代谢途径 (amino sugar  metabolic process,  GO: 

0006040)等；在细胞组成上主要集中于胶原三聚体

(collagen trimer, GO: 0005581)等；在分子功能上主要

集中于几丁质结合(chitin binding, GO: 0008061)、糖 
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图 6  A 组和 B 组差异表达基因统计火山图 
Fig.6  Volcano plot of DEGs in A and B groups 

A：低氧胁迫组；B：对照组 
A: Hypoxia group; B: Control group 

 
衍 生 物 结 合 (carbohydrate derivative binding, GO: 

0097367)、细胞外基质结构组分(extracellular matrix 

structural constituent, GO: 0005201)和糖衍生物结合

(carbohydrate derivative binding, GO: 0097367)等(图 7)。 

2.8  DEGs 的 KEGG pathway 富集分析 

对中华圆田螺 DEGs 进行 KEGG pathway 富集分

析 ， 其 注 释 结 果 主 要 集 中 于 环 境 信 息 处 理

(environmental information processing, 3)、遗传信息处

理(genetic information processing, 4)、代谢(metabolism, 6)

和生物系统(organismal systems, 7)这 4 大类通路(图 8)。 

在这些通路中，信号转导(signal transduction, 3)、

折叠排序与降级(folding sorting and degradation, 3)和

内分泌系统(endocrine system, 4)的 DEGs 最多，其次

是运输和分解代谢(transport and catabolism, 1)、转录

(transcription, 1)、氨基酸代谢(amino acid metabolism, 

1)、碳水化合物代谢(carbohydrate metabolism, 2)、脂

质代谢(lipid metabolism, 1)、核苷酸代谢(nucleotide 

metabolism, 1)、衰老(aging, 1)和免疫系统(immune 

system, 2)。在 KEGG pathway 中有 7 个 DEGs 表达量

上调，13 个 DEGs 表达量下调(表 5)。 

2.9  RT-qPCR 验证 

为验证转录组结果，选取 6 个 DEGs 进行

RT-qPCR 验证。热休克蛋白 70B2 与热休克蛋白 β-6

基因表达水平上调；几丁质酶蛋白 4 (chitinase-like  

 

 
 

图 7  低氧组中华圆田螺肝脏中差异表达基因的 GO 功能富集图 
Fig.7  GO functional enrichment map of DEGs in liver of C. cathayensis under hypoxia group 



第 4 期 殷丽坤等: 低氧胁迫下中华圆田螺的肝脏转录组学分析 173 

 

 
 

图 8  差异表达基因 KEGG 分类 
Fig.8  KEGG classification map of differentially expressed genes 

深色柱体表示所有基因的注释情况，浅色柱体表示差异表达基因的注释情况。 
The dark column represents the annotation of unigenes, and the light column represents the annotation of DEGs. 

 
表 5  差异表达基因的 KEGG 富集结果 

Tab.5  Enrichment results of KEGG of DEGs 

 
通路名称 

KEGG pathway 
差异表达基因数
Number of DEGs

 通路名称 
KEGG pathway 

差异表达基因数
Number of DEGs

信号转导 Signal transduction 2 免疫系统 Immune system 1 

折叠排序和降级  
Folding sorting and degradation 

2 
运输和分解代谢  
Transport and catabolism 

1 

氨基酸代谢 Amino acid metabolism 1 信号转导 Signal transduction 1 

碳水化合物代谢  
Carbohydrate metabolism 

2 
折叠排序和降级  
Folding sorting and degradation 

1 

脂质代谢 Lipid metabolism 1 衰老 Aging 1 

核苷酸代谢 Nucleotide metabolism 1 转录 Transcription 1 

内分泌系统 Endocrine system 3 内分泌系统 Endocrine system 1 

下调 
Down 

免疫系统 Immune system 1 

上调
Up 

  

 
protein 4)、α-1 胶原蛋白(XIV)[collagen alpha-1 chain 

( X I V ) ]、 α - 4 胶原蛋白 ( X I V )、 5 -磷酸酶蛋白

(phosphatase-related protein type 5)基因表达水平下

调。结果显示，虽然 RT-qPCR 定量和 RNA-seq 表达

存在表达量上的偏差，但其变化趋势一致，由此证明 

了本研究转录组分析结果的可靠性(图 9)。 

3  讨论 

高通量测序技术可用于检测基因表达量、揭示转

录组复杂性、分析代谢的调控机制等。转录组学连接 
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图 9  中华圆田螺肝脏组织差异表达基因 RT-qPCR 验证 
Fig.9  Validation of DEGs in liver tissue of  

C. cathayensis by RT-qPCR 

 
着生物的基因组遗传信息和蛋白质组功能信息，是基

因表达与表型特征的桥梁(Zheng et al, 2011)。梁雪茹

等 (2022)研究发现，在马氏珠母贝 (Pinctada fucata 

martensii)不同发育阶段的转录组中表达了 12 个组蛋

白 H1 基因，表明组蛋白 H1 参与调控马氏珠母贝的

生长发育。杨凯等(2020)采用 Illumina HiSeq-2500 分

别对 5 个不同高温处理组的大菱鲆 (Scophthalmus 

maximus)肾脏组织进行转录组测序，得到 68 525 条

unigenes，初步建立了大菱鲆热应激肾脏转录组数据

库。赵晓霞(2011)在基于 RNA 测序技术的马氏珠母

贝珍珠囊转录组及数字基因表达谱分析中发现，被注

释的 unigenes 仅有 35.99%。Meyer 等(2009)在研究珊

瑚虫转录组中发现，只有 8.5%的 unigenes 得到注释，

剩余 unigenes 未能得到注释。本研究中，中华圆田螺

转录组组装得到的 232 379 条 unigenes，只有 11.46% 

unigenes 得到注释。部分基因未得到注释的原因可能

与各类公共基因数据库收录相近物种基因信息较少、

注释信息不够全面有关。对中华圆田螺 DEGs 进行

GO 功能富集分析，发现 DEGs 主要与生物学过程中

的代谢有关，且集中在氨基糖代谢和几丁质代谢过

程。同时，DEGs KEGG pathway 分析结果表明，中华

圆田螺在低氧胁迫下，通过抑制细胞生长、加速细胞衰

老凋亡来应对氧化应激。  

3.1  低氧胁迫下热休克蛋白的调控作用 

热休克蛋白(HSPs)是机体受到外界刺激后而产

生的蛋白质，当生物体受到外界刺激时，体内细胞会

自动关闭正常的蛋白合成，转而合成一系列的 HSPs

来快速调整应激过程中细胞的存活性，协助细胞快速

适应外界环境的变化，又称为应激蛋白(Zhang et al, 

2016)。Yuan 等(2010)研究发现，小鼠急速运动后处

于低氧状态时，腓肠肌中 Hsp70 表达量明显上升。

HSPs 是低氧诱导因子(HIFs)的靶基因，在低氧状态下

HIF-1 能诱导 Hsp70 的转录表达(Yeh et al, 2010; Goel 

et al, 2010)。王婷(2017)通过转录组测序对长牡蛎

(Crassostrea gigas)低氧信号通路分子作用机制的研

究，分析了HIF与羟化酶 PHD的互作关系，发现HIF-α

是长牡蛎适应低氧过程的关键基因。曹梅等(2021)基

于低氧胁迫下对脊尾白虾进行转录组学分析发现，低

氧诱导因子 1 (HIF1) 2 个亚基 HIF1α和 HIF1β表达量

上调，推测脊尾白虾细胞在低溶氧环境下诱导 HIF

产生，刺激机体增加血液氧的供应能力。布会敏等

(2011)在研究慢性间歇性低压低氧对发育大鼠心肌热

休克蛋白表达中发现，大鼠通过增加 Hsp27、Hsp70 

mRNA 的表达来保护心肌细胞免受低氧损伤。由此推

测，处于低氧环境胁迫下的中华圆田螺通过提高

Hsp70 mRNA 的表达量来保护机体肝脏免受低氧损

伤，协助机体快速适应环境的改变。本研究中，中华

圆田螺肝脏中热休克蛋白 Hsp70 B2、Hspβ-6、Hsp9β

基因发生了显著上调，由此推测，肝脏中热休克蛋白

受低氧胁迫时激发表达特性，从而使中华圆田螺尽可

能地避免低氧带来的损伤，提高机体耐低氧能力与存

活力。 

3.2  低氧胁迫下几丁质的调控作用 

几丁质又称甲壳质或甲壳素，是以 N-乙酰-D-氨

基葡萄糖为单体，通过 β-1,4 糖苷键连接而成的高分

子多聚物(姜竹峪等, 2016)。几丁质的降解与合成是

甲壳类动物进行生长发育的重要生理过程，与机体的

营养代谢、免疫病害防御等功能密切相关(吕黎等 , 

2011; Covi et al, 2012)。当水生甲壳类受到外源性刺

激时，机体几丁质酶基因表达会发生显著变化，参与

生物体的免疫防控(李旭光等, 2017)。王俊等(2017)

研究栉孔扇贝(Chlamys farreri)几丁质酶的功能鉴定

中推测，几丁质酶通过水解几丁质来保证有机框架的

有序性，从而对贝壳外形起到调控作用。宋柳等(2019)

通过克隆三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus) Group 

5 的几丁质酶基因 PtCht6，分析 PtCht6 基因作为免疫

基因参与机体的病原免疫防御机制。本研究中，通过

GO 功能富集分析得出低氧胁迫下中华圆田螺 DEGs

部分集中在几丁质代谢过程中，RT-qPCR 验证了几丁

质酶蛋白 4、胶原 α-1 蛋白表达基因显著下调，表明
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低氧胁迫影响了中华圆田螺肝脏中的几丁质、胶原蛋

白的合成，可能在软体动物外壳的非生物胁迫响应中

起到重要作用。由于目前软体动物的非生物胁迫机理研

究较为薄弱(Bueter et al, 2013)，这一发现还需进一步验

证是否与中华圆田螺耐低氧性状相关，才能进行更深入

的研究。 

综上所述，本研究为了解中华圆田螺在应对低氧胁

迫过程中的生理调节机制，从转录组层面对常氧组和低

氧组的中华圆田螺肝脏组织进行研究分析。低氧胁迫

24 h 后，相对于常氧组，低氧组表达下调的 DEGs 数目

多于表达上调，且多集中于代谢过程，说明中华圆田

螺通过抑制更多的代谢通道来应对低氧胁迫下的氧

化应激，如降低氨基酸代谢和脂质代谢途径为机体保

留能量；而表达上调的 HSPs 基因说明中华圆田螺通过

增强免疫代谢系统来避免机体受到低氧损伤。本研究

结果为探究中华圆田螺低氧胁迫响应的分子调控机制

提供了基础数据，可为发展中华圆田螺健康养殖技术和

进一步研究中华圆田螺低氧胁迫响应的性状提供参考。 
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Transcriptome Analysis of Liver Tissue of  
Cipangopaludina cathayensis Under Hypoxic Stress 

YIN Likun1, HUANG Kai1①
, YU Kai1, SU Zhijian2, GUO Ruijie1, YANG Xuhong1, WU Yaoting1  
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2. Decheng Market Supervision Administration, Dezhou  253011, China) 

Abstract    Cipangopaludina cathayensis is a snail species unique to China. Domestic research on 

C. cathayensis has mainly focused on aquaculture technology, especially the paddy field breeding 

method, where water quality plays a critical role in the cultivation of C. cathayensis. Dissolved 

oxygen is one of the most important factors in the aquatic environment because it impacts a series of 

biological activities such as the growth and development, metabolism, reproduction, and breeding of 

aquatic animals. When the dissolution of oxygen in water is less than 2 mg/L, the water is in a low 

oxygen or anoxic state. Hypoxia can slow the growth and development of aquatic animals, reduce 

their disease resistance and reproductive ability, and, in serious cases, can lead to their death. In 

recent years, research on C. cathayensis has mainly focused on the anti-tumor mechanism, immune 

response, nutritional value evaluation, and antibiotic resistance. However, there is currently no report 

on the regulation of response to hypoxia in C. cathayensis either domestically or internationally. The 

purpose of this study was to explore the differential expression of genes in the liver of C. cathayensis 

under hypoxic stress.  

In this study, healthy C. cathayensis without mechanical damage were cultured in a hypoxia 

stress group (2.5 mg/L) and a normoxia (control) group (6.9 mg/L), with 90 C. cathayensis in each 

group and 3 replicates. For the low oxygen stress treatment, dissolved oxygen was decreased from 

6.9 mg/L to 2.5 mg/L within 1 h and maintained for 24 h. The liver tissue was taken as the 

experimental material in both the hypoxia stress group and normoxic group. The total RNA was 

extracted and an mRNA library was constructed. The liver tissue samples of C. cathayensis from both 

groups were sequenced and analyzed using an Illumina HiSeq-2500 technology platform, and 

unigenes were compared and annotated in GO, KOG, Nr, and KEGG databases. The differentially 

expressed genes were analyzed using DESeq. Bioinformatics analysis was performed on the function 

of GO and KEGG of differentially expressed genes, and the key differentially expressed genes were 

further validated by qPCR. 

Transcriptome analysis results showed that 500 584 transcripts were assembled from the original 

data and 23 379 unigenes were obtained by sequencing, with an average length of 686.65 bp and N50 

of 1 127 bp. Among the unigenes, 26 636 were found to be homologous to genes in the Nr protein 

database. Additionally, 22 907 unigenes were annotated in the GO database, 13 290 in the KOG 

database, and at least 4 179 in the KEGG database. Compared with the control group, 176 

differentially expressed genes were screened in the hypoxia stress group, among which 64 and 112 

were up- and down-regulated, respectively. Further, GO functional enrichment analysis found that the 

differential genes were mainly enriched in chitin metabolic and glucosamine-containing compound 

metabolic processes in the biological process. Differential genes were also enriched in collagen trimer 
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in the cellular component and chitin binding in the molecular function. The enrichment analysis 

results of the KEGG pathway mainly focused on four pathway categories, namely environmental 

information processing, genetic information processing, metabolism, and organismal systems. Finally, 

the qPCR results of six key differentially expressed genes were obtained by RT-qPCR. Among the 

up-regulated genes under hypoxic stress were the heat shock proteins 70B2 and beta-6, and the 

down-regulated genes were chitinase-like protein 4, collagen alpha-1 chain (XIV), collagen alpha-4 

chain (XIV), and phosphatase-related protein type 5, which confirmed the reliability of the 

transcriptome sequencing results.  

Studies have shown that, through transcriptome sequencing, the expression information of relevant 

functional genes in C. cathayensis liver tissues under hypoxic stress can be obtained. Among them, the 

expression of heat shock protein genes were up-regulated, indicating that hypoxic stress activated the 

physiological activities of C. cathayensis to adapt to hypoxia and protected the body from hypoxic 

damage. In addition, the down-regulated expression of related genes in the metabolic pathway indicates 

that the growth of C. cathayensis is affected under hypoxic environments. In conclusion, the results of this 

study provide basic data and a theoretical basis for the in-depth study of the regulatory mechanism of 

C. cathayensis in response to hypoxic stress. 
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