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摘要    为探讨病原菌胁迫下刺参(Apostichopus japonicus)基因组DNA甲基化水平和转录组表达的

差异，本研究采用人工攻毒侵染胁迫，获得刺参化皮体壁组织，并以未攻毒组的健康体壁组织为对

照，对刺参 2 种体壁组织进行全基因组甲基化测序(WGBS)和转录组高通量测序，解析刺参体壁基

因组 DNA 甲基化差异，筛选响应病原胁迫的差异甲基化区域和差异表达基因。同时，通过基因组

甲基化和转录组联合分析，筛选负相关关联基因，为解析刺参响应灿烂弧菌(Vibrio splendidus)侵染

的分子机理提供基础数据。结果显示，刺参对照组和侵染组基因组总甲基化水平分别为(3.59±0.04)%

和(3.87±0.27)%，侵染组甲基化水平显著升高；在发生甲基化的位点中，攻毒组和对照组的 mCpG

占比分别为 83.06%和 81.91%，mCpG 为最主要的甲基化形式。本研究共筛选出差异甲基化区域

(DMRs) 626 677 个，注释到 23 706 个功能基因。转录组测序共检测到 29 290 个基因，筛选到差异

表达基因 496 个，其中，上调基因 214 个，下调基因 282 个。在基因组甲基化与转录组的关联分析

中，筛选到 180 个负相关关联基因，其中，差异甲基化区域位于启动子区域的负相关基因为 60 个。

对负相关关联基因的 GO 和 KEGG 富集分析，筛选到相关通路和 LRR、hsp20 和 CARD 等关键基因。

本研究将为解析刺参抗病的表观遗传调控机制提供数据，也为刺参抗病性状选育提供科学参考。 

关键词    刺参；DNA 甲基化；转录组；关联分析 

中图分类号 S968.9   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2022)03-0176-10 

仿刺参又称刺参(Apostichopus japonicus)，具有 重要的营养价值和药用价值，是我国第五次海水养殖
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浪潮的代表性物种之一，其养殖业为我国沿海经济结

构调整和渔民增收开辟了一条新途径 (王印庚等 , 

2014)。在人工养殖刺参过程中，刺参的病害问题日

益凸显，给刺参养殖业造成了严重的经济损失，严重

制约了该产业的稳定发展。开展刺参抗病机制解析对

刺参良种选育和病害防控具有重要意义。DNA 甲基

化是表观遗传修饰的主要方式，在不改变 DNA 序列

的前提下，改变遗传表现在调控基因表达和染色质构

象等方面发挥着重要作用(Moore et al, 2013)。研究表

明，刺参在肠道组织再生、夏眠、化皮及倍性等过程

或现象中，相关组织均有显著的基因组甲基化水平差

异变化，表明甲基化在刺参相关生理过程中发挥重要

的调控作用(Yang et al, 2020; Zhao et al, 2015; Sun 

et al, 2020; Han et al, 2021; 高杉等, 2017; 李晓妮, 

2018; 赵业, 2015)。本研究以刺参腐皮综合征重要致

病原——灿烂弧菌(Vibrio splendidus)为病原对刺参

苗种进行人工攻毒侵染实验，以攻毒后发病个体和未

攻毒的健康个体的体壁组织为样本，采用全基因组甲

基化测序技术(WGBS)和转录组高通量测序技术，分

析灿烂弧菌胁迫下刺参体壁 DNA 甲基化水平变化及

基因表达差异变化，并进一步对甲基化位点和转录组

差异进行关联分析，筛选出关键位点及关联基因，为

解析刺参响应灿烂弧菌侵染的分子机制提供基础数

据，也有助于为刺参抗病性状选育提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本研究所用健康苗种取自山东青岛瑞滋集团有

限公司，选取活力良好、健康的个体，苗种规格为

(50.0±2.0) g/只。苗种运回实验室后暂养 3 d，暂养水

温为(13.0±0.5)℃，待苗种状态稳定后用于后续实验。 

攻毒用菌株为本团队病原库中保存的分离自患腐

皮综合征的刺参病样的灿烂弧菌菌株(AJ-Vb1801)。对

该菌株用胰蛋白胨大豆肉汤培养基(TSB)固体培养基

复苏，然后用 TSB 液体培养基扩大培养。 

1.2  实验样品的采集 

灿烂弧菌人工攻毒侵染与取样：根据实验目的将

实验分为 2 组，每组设 3 个平行，每个平行实验苗种

数量为 30 头，实验水槽容积为 50 L。对照组(PT10H)

为在水质良好的自然海水中养殖的健康苗种，侵染组

(PT16S)按照水体体积在养殖水槽中添加培养的灿烂弧

菌菌液至终浓度 1×106 CFU/mL (该浓度为灿烂弧菌对

刺参苗种的半致死浓度)。养殖条件：温度(13.0±0.5)℃，

盐度(28.0±0.5)，每天换 1/3 水，换水后及时添加灿烂弧

菌菌液，使其维持在 1×106 CFU/mL。每天换水后定时

投喂刺参配合饲料，投喂量为刺参苗种体重的 2%，

养殖期间持续充气。实验期间，每天观察刺参苗种的

生理状态，及时收集侵染组发生化皮的濒死个体，分

别标记为 PT16S1、PT16S2 和 PT16S3，在相同时间

节点采集对照组健康个体，分别标记为 PT10H1、

PT10H2 和 PT10H3。剖取所采集样品的体壁组织，

置于 2 mL 冻存管后迅速放入液氮罐中，送回实验室，

–80℃保存，用于后期 DNA 和 RNA 的提取。 

1.3  DNA 和 RNA 的提取 

以对照组和侵染组的体壁组织为材料，分别采用

Omega 公司的 Mollusc DNA kit 和 QIAGEN RNeasy 

mini kit 提取各样品体壁基因组 DNA 和 RNA，1.5%

琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 和 RNA 完整性，NanoDrop

核酸测定仪测定所提取核酸样品的纯度，检测合格的

样品于–80℃保存备用。 

1.4  全基因组 DNA 甲基化测序 

将所提取的 6 个 DNA 样品送至杭州联川生物技

术股份有限公司分别构建甲基化文库，并利用

HiSeq4000 测序平台 150PE 上机策略进行测序。 

1.5  数据处理与比对 

测序完成后对原始数据进行预处理，去除可能含

有测序接头序列和低质量的测序数据(含有 N 的比例

大于 5%，以及质量值 Q≤10 的碱基数占整个 read 的

20%以上的 reads)，得到有效数据，用于后续的生物

信息学分析。 

以本团队组装的刺参全基因组序列(数据待发表)

为基础，对预处理后的有效测序数据使用 Bismark 

(Krueger et al, 2011)进行参考基因组序列比对，统计

基因组比对结果。 

1.6  刺参体壁基因组 DNA 甲基化分布特征分析 

根据基因组比对分析结果，统计所测样品各类型

甲基化 C 位点(mCpG、mCHG 和 mCHH)的数目，及

其在全部 mC 的位点中所占的比例，解析物种的全基

因组 DNA 甲基化修饰特征。 

1.7  差异甲基化区域分析 

使用 R 语言程序包中的 methylKit 筛选差异甲基

化区域(differentially methylated regions, DMRs)，默认

选择 1000 bp windows、500 bp overlap、FDR<0.05 为

差异筛选阈值，进行 DMR 分析。统计差异表达分析

中侵染组的甲基化水平显著性升高或下降的基因数
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目。对筛选到的具有 DMR 的基因进行注释，按照基

因结构绘制柱状统计图。 

1.8  转录组中差异表达基因的筛选 

将所采集的 6 个样品的 RNA 送至杭州联川生物

技术股份有限公司分别构建 cDNA 文库，采用

Illumina NovaseqTM 6000 进行测序，测序读长为双端

2×150 bp (PE150)。使用 String Tie 软件计算不同样品

间各基因表达定量的结果，以 FPKM (fragments per 

kilobase of exon model per million mapped reads)为单

位对已知基因统计其在不同样本中的表达丰度，筛选

差异表达基因(different expression genes, DEGs)。 

1.9  DNA 甲基化与转录组联合分析 

对转录组测序和基因甲基化测序数据进行联合

分析，统计 DMRs 和 DEGs 注释的共有基因，检测这

些共有基因的 DMR 甲基化水平与 DEG 表达水平之

间的相关性，统计 DMR 甲基化水平与 DEG 表达水

平存在负相关的基因，分别采用 GOseq 和 KOBAS

软件对筛选到的差异甲基化基因进行 GO 和 KEGG 

pathway 富集分析，采用 ggplot2 软件绘制差异甲基 

化基因的 KEGG 散点图。 

2  结果 

2.1  甲基化测序结果统计 

对实验获得的对照组(PT10H)和侵染组(PT16S)

的 6个样品的WGBS测序和数据统计分析结果见表 1。

高通量测序平均每个样品产出 165 510 349 条的原始

数据，对原始数据进行预处理后，截去测序数据的测

序接头和去除低质量的数据，得到均值为 23.20 Gb

的有效数据，有效序列占比在 99.18%以上，Q30 以

上的数据占比大于 91.96%，有 37.31%~39.81%的

mapped reads 可比对到刺参的参考基因组，说明测序

数据的质量较好。 

2.2  基因组中甲基化位点统计 

根据基因组比对分析结果，表 2 统计了对照组和

侵染组刺参体壁组织中 C 位点以及不同类型(CG、

CHG 和 CHH)的平均甲基化水平。侵染组样品基因组 

 
表 1  WGBS 测序数据统计 

Tab.1  Statistics of the WGBS sequencing data 

有效数据 Valid data 组别 
Group 

样品编号
Sample No. 

原始数据序列数
Raw data reads 序列数 Reads 碱基数 Bases

有效数据比例
Percentage of 
valid data /% 

Q30/% 
比对率 

Mapping rate /%

PT10H1 176 325 924 176 033 898 25.21 G 99.83 92.26 37.31 

PT10H2 161 152 798 160 856 756 22.95 G 99.82 92.14 37.46 

对照组 PT10H 

PT10H3 166 891 706 166 500 024 23.53 G 99.77 92.67 38.28 

PT16S1 162 682 240 161 584 352 22.61 G 99.33 92.94 39.81 

PT16S2 155 081 068 153 806 718 21.48 G 99.18 92.72 39.38 

侵染组 PT16S 

PT16S3 170 928 362 170 077 824 23.44 G 99.50 91.96 39.40 

 
表 2  不同类型 C 位点甲基化水平 

Tab.2  Methylation level of different cytosine contexts  

组别 
Group 

样品编号 
Sample No. 

mC 比例 
mC percentage /%

mCpG 比例 
mCpG percentage /%

mCHG 比例 
mCHG percentage /% 

mCHH 比例 
mCHH percentage /%

PT10H-1 3.55 24.06 0.53 0.45 

PT10H-2 3.57 24.13 0.54 0.46 

PT10H-3 3.65 24.23 0.61 0.51 

对照组 PT10H 

平均值 Mean 3.59±0.04* 24.14±0.07 0.56±0.04 * 0.47±0.03* 

PT16S-1 3.92 24.48 1.08 0.78 

PT16S-2 4.17 24.88 1.32 0.96 

PT16S-3 3.52 23.31 0.54 0.53 

侵染组 PT16S 

平均值 Mean 3.87±0.27 24.22±0.67 0.98±0.33 0.76±0.18 

注：*代表有显著差异(P<0.05)。下同 
Note: * represents a significant difference (P<0.05). The same as below 
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甲基化 C 位点占全部 C 位点数的(3.87±0.27)%，对照

组为(3.59±0.04)%，说明在病原菌侵染胁迫下，基因

组甲基化 C 位点占比显著升高(P<0.05)。不同类型

(CpG、CHG 和 CHH)的平均甲基化水平统计结果显

示，对照组 mCpG、mCHG 和 mCHH 占 CpG、CHG

和 CHH 的比例分别为 24.14%、0.56%和 0.47%，而

侵染组的 mCpG、mCHG 和 mCHH 占 CpG、CHG 和

CHH 的比例分别为 24.22%、0.98%和 0.76%。由此可

见，对于刺参基因组来说，CpG 位点发生甲基化的比

例显著高于 CHG 和 CHH。从对照组和侵染组不同类

型位点甲基化对比结果可以看出，侵染组的 mCHG

和 mCHH 比例显著高于对照组。 

对照组和侵染组基因组 DNA 不同形式甲基化 C

位点占总甲基化 C 位点的比例见图 1。如图 1 所示，

在总的 mC 位点中，侵染组和对照组 mCpG 占比分别

为 83.06%和 81.91%，mCHH 占比分别为 13.41%和

14.28%，mCHG 占比分别为 3.53%和 3.81%，说明甲

基化位点主要集中在 CpG 二核苷酸序列的胞嘧啶上，

CpG 甲基化是主要的甲基化形式。 
 

 
 

图 1  对照组(PT10H)和侵染组(PT16S) mCpG、 

mCHG 和 mCHH 占总 mC 的百分比 
Fig.1  Methylation percentage of mCpG, mCHG, and  

mCHH to total mC in PT10H and PT16S groups 
 

2.3  差异甲基化区域分析 

使用 R 语言程序包中的 methylKit 分析自对照组

和侵染组样品测序结果中筛选到的 626 677 个

DMRs。根据分组的差异比较结果，对发生显著甲基

化的基因数量的统计结果见图 2。从对照组和侵染组

共筛选到的启动子区域 DMRs共有 40 329个(6.44%)，

其中，甲基化水平升高的有 22 613 个，下降的有

17 716 个；外显子区域存在 58 522 个 DMRs (9.34%)，

其中，升高的有 29 731 个，下降的有 28 791 个；内

含子区域 DMRs 共有 109 635 个(17.49%)，其中，升

高的有 56 603 个，下降的有 53 032 个；基因间区

DMRs 共有 401 174 个(64.02%)，其中，升高的有

216 152 个，下降的有 185 022 个；CGI.CG 岛 DMRs

共有 17 017 个(2.72%)，其中，升高的有 8877 个，下

降的有 8140 个。刺参基因间区的差异甲基化基因比

例最高，CGI.CG 岛区域的差异甲基化比例最低。 
 

 
 

图 2  不同基因功能区域的 DMR 数量 
Fig.2  The number of DMRs in different gene  

functional regions 
 

2.4  转录组显著性差异基因表达分析 

由对照组和侵染组转录组测序分析共检测出

29 290 个基因，对所检测的基因表达进行差异显著性

分析，共筛选到 496 个显著性差异表达基因(DEGs)，

其中，上调性基因 214 个，下调性基因有 282 个(图 3)。

从整体上来看，下调基因数目多于上调基因数目。 
 

 
 

图 3  PT16S 与 PT10H 差异表达基因火山图 
Fig.3  Valcano plot of DEGs between PT16S and PT10H 

 

2.5  基因组甲基化与转录组关联分析  

对 DMRs 功能基因注释筛选到的 23 706 个功能

基因和 DEGs 筛选到的 496 个功能基因进行比对，筛
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选到 DMRs 和 DEGs 注释的共有基因有 261 个(图 4)。

对这 261个基因的 DMRs差异和基因表达差异进行关

联分析，结果见表 3。共筛选到 180 个负相关关联基

因，其中，甲基化水平高而基因表达下调的负相关关

联基因有 58 个，甲基化水平低而基因表达上调的负

相关关联基因有 122 个。对所筛选的负相关关联基因

差异甲基化区域进行统计，差异甲基化区域位于启动

子区域的负相关基因有 60 个。 
 

 
 

图 4  差异表达基因和差异甲基化区域 

共注释基因的韦恩图 
Fig.4  Venn graph between the differentially expressed 

genes and the differentially methylated regions 
 
对所筛选的甲基化和转录组负相关的 180 个基

因进行 GO 富集分析，结果显示(图 5)，甲基化水平

与表达水平呈负相关的 180 个基因中，有 124 个基因

注释到 896 个 GO terms，其中，50 个 GO terms 显著

富集(P<0.05)。富集到生物过程的 GO terms 主要包括

细胞粘附、DNA 转录模板、先天性免疫应答、氧化

还原过程、RNA 聚合酶Ⅱ对转录的负调控等；富集

到细胞成分的 GO terms 主要包括膜的组成部分、细

胞质、细胞膜、细胞核等；富集到分子功能的 GO terms

主要包括蛋白结合、金属离子结合、钙离子结合、ATP

结合、锌离子结合、DNA 结合、转运蛋白活性等。

筛选到的功能基因包括免疫球蛋白、富含亮氨酸的重

复序列(LRR)、有机阴离子转运蛋白多肽(OATP)、半

胱天冬酶募集结构域 (CARD)、黄素结合单加氧酶

(almA)、CD36、血红素结合蛋白等。 

利用 KEGG 数据库对差异表达基因进行 pathway

分析，结果见图 6，甲基化水平与基因表达水平呈负

相关的有 180 个基因，其中，39 个富集基因注释到

112 个 KEGG 信号通路中，有 20 个通路显著富集

(P<0.05)，内质网中的蛋白质加工、破骨细胞分化、

乙型肝炎、维生素消化吸收这 4 个通路注释基因最

多，均有 3 个负相关关联基因富集在相应通路上，筛

选到的功能基因包括 hsp20 和 CD36 等。 

3  讨论 

3.1  甲基化检测和基因组测序对检测效果的影响 

DNA 甲基化是表观遗传学研究的重要内容，是

基因组 DNA 的一种重要修饰方式，参与生物体或细

胞的生物调控过程(Moore et al, 2013)。水生生物在响

应温度、病原、饲料、倍性及杂种优势过程中 DNA

甲基化均发生了改变(吴彪等 , 2016; 高杉等 , 2017; 

卓梅琴等, 2019; Han et al, 2021; 李炎璐等, 2019)。 

目前，水产动物研究中常用的 DNA 甲基化检测

方法有基于限制性酶切预处理的甲基化敏感扩增多

态性技术(MASP)和基于高通量测序的亚硫酸氢盐处理

的全基因组 DNA 甲基化测序技术(WGBS)。MASP 技

术具有简便、高效和可靠的特点。研究人员利用该技术

探究了刺参不同群体(左之良等, 2016; 左闪等, 2021)、 

 
表 3  基因组甲基化 DMRs 与转录组 DEGs 关联分析筛选基因统计 

Tab.3  Statistics of gene number detected by association analysis between DMRs and DEGs 

项目 Items 基因数目 Number of genes

差异基因总数 
Total genes selected by correlation analysis 

261 

DNA 甲基化水平升高–基因表达下降的基因 
Genes with higher DNA methylation level and decreased gene expression 

58 

DNA 甲基化水平降低–基因表达上升的基因 
Genes with lower DNA methylation level and increased gene expression 

122 

启动子区域 DNA 甲基化水平升高–基因表达下降的基因 
Genes with higher DNA methylation level and decreased gene expression in promoter region 

25 

启动子区域 DNA 甲基化水平降低–基因表达上升的基因 
Genes with lower DNA methylation level and increased gene expression in promoter region 

35 
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图 5  甲基化与基因表达负相关基因 GO 富集 
Fig.5  GO enrichment of negative correlated genes detected by association analysis between DMRs and DEGs 

 

 
 

图 6  甲基化与基因表达负相关基因 KEGG 富集 
Fig.6  KEGG enrichment of negative correlated genes detected by association analysis between DMRs and DEGs 
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不同组织(郭婷婷, 2013)、高温胁迫(李尚俊等, 2017)、

夏眠(赵业, 2015)和化皮(高杉等, 2017)的甲基化水平

差异。但 MASP 无法完全准确地显示基因组中甲基

化情况的全貌及具体的甲基化位点的序列等信息。 

随着高通量测序技术的发展，WGBS 成为检测

DNA 甲基化的最可靠技术之一，该方法可以直观地

反映全基因组 DNA 甲基化的详细信息，可以直接提

供筛选出的位点及其对应的信息序列。Yang 等(2020)

运用该技术筛选到夏眠期刺参的 DMR 区域和关键功

能基因；温争争等(2021)利用 WGBS 技术完成了刺参

高温胁迫下基因组 DNA 甲基化水平及模式的变化研

究；Sun 等(2020)利用该技术筛选到了高浓度灿烂弧

菌侵染下刺参化皮组织 DMR 区域。全基因组序列信

息是开展 WBGS 分析的关键，参考基因组拼接的完

整性对 DMR 区域的筛选和注释效果产生直接影响。

Zhang 等(2017)和 Li 等(2018)获得 NCBI 数据库中的

刺参基因组序列信息，共包括 3821 个 Scaffolds (N50

为 786 kb)。 Sun 等 (2020)利用高浓度灿烂弧菌

(5×109 CFU/mL)攻毒制备化皮实验材料，利用 NCBI

中的全基因组数据比对筛选得到 116 522 个 DMRs。

本团队于 2020 年采用纳米孔测序技术和染色体构象

捕获技术(Hi-C)开展了刺参基因组精细图谱绘制，拼

接获得 911 Mb 的染色体水平的刺参基因组，共定位

到 23 条染色体，N50 为 39.61 Mb (相关数据未发表)，

基因组拼接质量得到较大提升。 

本研究利用灿烂弧菌半致死浓度(1×106 CFU/mL)

制备化皮实验材料，利用染色体水平基因组序列筛选

得到的 DMRs 数目为 626 677 个，显著高于 Sun 等

(2020)筛选到的 116 522 个 DMRs，所筛选的 DMRs

的差异数除了与实验条件差异有关外，对比时所选用

的基因组拼接质量是产生此差异的主要原因之一。 

3.2  刺参基因组甲基化特征及其响应病原胁迫的变化 

高通量测序获得的所有样品的基因组甲基化水

平检测结果表明，本研究所测定的刺参体壁组织甲基

化水平为 3.52~4.17%。Yang 等(2020)测定的夏眠期

刺参基因组甲基化水平在 3.5%左右；Sun 等(2020)检

测刺参甲基化水平在 4%左右。可以看出，刺参基因

组整体甲基化水平较低，这与 Tweedie 等(1997)发现

的无脊椎动物基因组甲基化水平通常低于脊椎动物

的结果相一致。 

对刺参的不同类型 C 位点甲基化水平的统计结

果可以看出，CG 类型位点的甲基化比例较高，而

CHG 和 CHH 位点甲基化比例很低，与目前已报道的

其他海洋无脊椎动物 CG 类型甲基化水平范围(20%~ 

50%)相一致(曹哲明等, 2009; 于涛等, 2010; Sun et al, 

2014)。进一步对发生甲基化 C 位点的分型比例统计

结果可以看出，mCpG 占甲基化位点的比例达到 80%

以上，表明 mCpG 是最主要的甲基化形式。与李玉强

等(2018)利用 methylRAD-seq 技术对仿刺参的甲基化

图谱研究结果相一致。这些结果表明海洋动物的

DNA 甲基化模式都有一定的相似性和保守性。 

对病原侵染刺激下基因组甲基化水平的变化可

以看出，侵染组样本的甲基化水平显著高于对照组。

虽然 CG 位点甲基化比例未发生显著变化，但 CHH

和 CHG 的甲基化比例显著升高，证明病原胁迫会引

起基因组甲基化水平的升高。高杉等(2017)、Yang

等(2020)、Sun 等(2020)和温争争等(2021)研究结果也

表明，温度和高浓度病原刺激等外界胁迫会引起基因

组甲基化水平的升高，尤其是 CHH 和 CHG 的甲基化

比例的升高。虽然 mCpG 是刺参最主要的甲基化形

式，但在不同刺激影响下的占比仍存在差异。本研究

在病原半致死浓度刺激下，mCpG 的占比在 82%左

右。Sun 等(2020)测定的在致死浓度病原刺激下，

mCpG 的占比为 87%~89%，但在温度刺激或夏眠状

态下，mCpG 的占比达到 94%以上。相关对比分析证

明，不同的刺激形式造成的基因组甲基化存在差异。 

3.3  刺参响应灿烂弧菌侵染差异甲基化位点和差异

表达基因分析 

本研究利用染色体水平基因组为基础，筛选得到

626 677 个 DMRs，且在侵染组中筛选到的高甲基化

DMR 数量大于低甲基化 DMR 数量，这与侵染组全

基因组甲基化水平增高相一致。根据这些 DMR 所在

的功能区域的位置统计结果可以看出，基因间区的差

异甲基化位点数量最高，这与李玉强 (2018)利用

methylRAD-seq技术分析结果解释的甲基化标签较大

比例分布于基因间区的结果相一致。对筛选的 DMR

区域进行功能基因注释得到 23 706 个功能基因，所

注释的功能基因数目也远高于 Sun 等(2020)，这可能

也与实验条件的差异和比对所选用的基因组序列不

同有关。转录组测序结果表明，侵染组筛选到的下调

基因数目多于上调基因数目，这个趋势与侵染组筛选

到高甲基化位点数目较多正好相反，也从侧面验证了

Choy 等(2010)提出的甲基化水平的升高会抑制基因

表达，二者存在负调控关系。在所筛选到的 496 个差

异表达基因中发现 DNA 甲基化转移酶的表达显著上

调，相关结果与 Yang 等(2020)和李尚俊等(2017)检测

到的相关基因上调表达相一致，也解释了该基因上调

表达与基因组甲基化水平的升高直接相关。 
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3.4  刺参响应病原胁迫的基因组甲基化与基因表达

的关联分析 

基因组 DNA 甲基化作为基因的表达调控的重要

方式，在通常情况下，DNA 低甲基化会激活基因的

转录，而高甲基化则抑制基因的转录(Bird, 2002)。如

早期的海胆(Sphaerechinus granularis)甲基化研究报

道了 DNA 甲基化对于海胆发育具有重要意义(Tosi 

et al, 1995)。本研究自甲基化和转录组关联分析中筛

选到 261 个共同注释的基因，其中 180 个为负相关基

因，占比为 68.97%，说明所筛选到的基因其 DNA 甲

基化对基因表达发挥了重要作用。这些负相关基因是

后期解析刺参表观调控需要重点关注的对象。 

本研究对所筛选的 180 个负相关基因进行 GO 和

KEGG 分析。在甲基化和转录组负相关的 180 个基因

的 GO 富集分析中，筛选到生物进程、细胞成分和分

子功能多个 GO terms 中的富含亮氨酸的重复序列

LRR 基因，该基因包含许多抗病基因，能参与固有免

疫(Gou et al, 2010)。富集到的 CARD 蛋白参与先天

性免疫应答、细胞质、ATP 结合、乙型肝炎、RIG-I

样受体信号通路、麻疹、甲型流感等通路，进而参与

包括炎症反应、免疫、分化、细胞生长、肿瘤发生和

凋亡等许多生物过程(Beg et al, 1994)。此外，筛选到

的免疫球蛋白能够避免免疫系统的过分激活，降低炎

症反应。虽然在 KEGG 通路中富集的负相关基因数

量仅为 39 个，但筛选到的 Hsp20 和 CD36 基因参与

免疫调控、细胞粘附等多种生理和病理过程(Li et al, 

2015; 魏书磊等, 2013)。这些重要的功能基因将成为

解析刺参响应病原侵染分子机理的重要关注点。 

综上所述，本研究以染色体水平的基因组序列为

基础，通过对病原侵染后化皮和健康样品体壁组织的

WGBS 和转录组测序分析，筛选到相应的差异甲基化

位点和差异表达基因，进一步通过关联分析筛选到刺

参响应病原侵染的关键基因及其甲基化特征，相关结

果将为解析刺参抗病调控机理奠定基础。 
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Genomic DNA Methylation Levels and Transcriptome  
Differences of Apostichopus japonicus in Response to Vibrio  

splendidus Infection and Their Association Analysis 

LI Xinrong1,2, LIAO Meijie2,3①
, LI Bin2,3, RONG Xiaojun2,3, CHANG Mengyang2,3,  

WANG Yingeng2,3, YU Yongxiang2,3, ZHANG Zheng2,3, FAN Ruiyong4, LIU Qingbing4 
(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China; 2. Key Laboratory of 

Sustainable and Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yellow Sea Fisheries Research 
Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao, Shandong  266071, China; 3. Pilot National Laboratory for Marine 

Science and Technology (Qingdao), Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Qingdao,  
Shandong  266071, China; 4. Qingdao Ruizi Company, Qingdao, Shandong  266408, China) 

Abstract    DNA methylation is an important epigenetic modification that plays a key role in gene 

expression regulation. In this study, two groups of sea cucumbers (Apostichopus japonicus) were prepared. 

One group had skin ulceration syndrome body wall (PT16S) under stress from Vibrio splendidus infection 

at a concentration of 1×106 CFU/mL (LD50); the other group had a healthy body wall (PT10H). Genomic 

DNA methylation levels and gene expression differences between the two groups were detected using 

whole-genome bisulfite sequencing (WGBS) and transcriptome sequencing. The key gene ontology (GO) 

terms and KEGG terms engaged in the immune response were selected using association analysis. The 

results showed that the total methylation levels of the A. japonicus genome of PT10H and PT16S were 

(3.59±0.04)% and (3.87±0.27)%, respectively. The methylation levels of the A. japonicus genome under 

pathogen challenge significantly increased; mCpG accounted for 83.06% and 81.91% of all the 

methylated sites in PT16S and PT10H, respectively, indicating that mCpG was the most important 

methylation form in the sea cucumber. A total of 626 677 differentially methylated regions (DMRs) were 

screened and annotated into 23 706 functional genes. A total of 496 differentially expressed genes were 

screened, including 214 up-regulated and 282 down-regulated genes. A total of 180 negatively correlated 

genes were isolated using association analysis between genomic methylation and transcriptome, of which 

60 genes had DMRs located in promoter regions. Based on GO and KEGG enrichment of the 180 

negatively correlated genes, key genes such as LRR, Hsp20, and CARD were selected to play a critical 

role in the immune response. The results would provide primary data for the epigenetic regulatory 

mechanisms of A. japonicus and provide a theoretical reference for A. japonicus breeding. 

Key words    Apostichopus japonicus; DNA methylation; Transcriptome; Association analysis 
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