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０　 引言
贝类的生活史中有浮游幼虫阶段， 其幼虫和成体在形态结构和生活习性上差别巨大． 幼虫通过变

态过程转变为与成体形态结构和生活习性相同的稚贝． 变态是贝类发育过程的关键环节， 直接影响其

种群分布、 数量变动和物种进化［１］ ． 笠贝 （Ｌｏｔｔｉａ ｇｉｇａｎｔｅａ） 隶属软体动物门 （Ｍｏｌｌｕｓｃａ）、 腹足纲

（Ｇａｓｔｒｏｐｏｄａ）、 前鳃亚纲 （Ｐｒｏｓｏｂｒａｎｃｈｉａ）、 笠形腹足目 （Ｐａｔｅｌｌｏｇａｓｔｒｏｐｏｄａ）、 莲花青螺科 （Ｌｏｔｔｉｉｄａｅ）
（国内分类为笠贝科 （Ａｃｍａｅｉｄａｅ））， 又名加利福尼亚大戚 （Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ Ｌｉｍｐｅｔ， Ｏｗｌ Ｌｉｍｐｅｔ）， 主要分

布在美国加州北部到加利福尼亚半岛南部的太平洋沿岸． 其壳长可达 ９ ｃｍ， 寿命最长达 ２０ 年， 肉质

鲜美， 营养丰富， 是一种重要的海洋经济软体动物． 同其他贝类相比， 其基因组比较小， 成为研究进

化和发育的重要模式物种［２］ ．
在我国与笠贝同科的物种有， 鹈足青螺 （鸡爪拟帽贝，Ｐａｔｅｌｌｏｉｄａ ｓａｃｃｈａｒｉｎａ） ， 主要分布在浙江

以南各沿海海域； 花青螺 （史氏笠贝，Ｎｉｐｐｏｎａｃｍｅａ ｓｃｈｒｅｎｃｋｉｉ） ， 主要分布于我国南、 北沿海以及日

本、 朝鲜等地； 射线青螺 （细线拟帽贝，Ａｃｍａｅａ ｓｔｒｉａｔａ） ， 主要分布于台湾海峡两岸、 印度尼西亚等

地； 嫁戚 （Ｃｅｌｌａｎａ ｔｏｒｅｕｍａ） ， 主要分布于山东东海沿岸到浙江北部沿岸潮间带． 其中， 嫁戚分布纬

度与笠贝相似， 且其食物链短、 营养价值高、 活动范围小， 自然增殖年限为 ３ 龄， 是理想的岩相区域

性增殖贝类［３］ ． 研究笠贝的基因， 构建其变态相关分子网络， 对嫁戚的保护和养殖具有重要意义．
在 ＮＣＢＩ 的核酸数据库， 该物种的 ｃＤＮＡ 序列众多， 并且于 ２０１２ 年完成了基因组测序． 如何利用

这些海量的数据信息， 成为生物科学工作者面临的一个重要问题． ＮＣＢＩ 在线数字化差异显示工具

ＤＤＤ（Ｄｉｇｉｔａｌ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ Ｄｉｓｐｌａｙ，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ＵｎｉＧｅｎｅ ／ ｄｄｄ． ｃｇｉ）能够分析比较不同

ｃＤＮＡ 文库中转录子的表达差异， 为充分利用大量的 ｃＤＮＡ 文库测序信息提供了一个解决途径．
Ｂｌａｓｔ２Ｇｏ 是一个综合型的序列注释分析软件， 可以按照需要对 ＤＮＡ 序列进行比对注释和分析， 获得

不同数据库中该序列的信息． Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 是一款可图形化显示数据并具有分析和编辑功能的软件， 是

构建生物网络的常用软件．
本文采用 ＤＤＤ 筛选出笠贝变态前后的差异表达的转录子， 根据转录子的功能和表达量， 通过

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件构建了笠贝变态相关基因的调控网络， 为合理利用丰富的网络核酸数据提供一个实例．

１　 方法
１􀆰 １　 文库构建

ＤＤＤ 基于 ＵｎｉＧｅｎｅ 数据库． ＵｎｉＧｅｎｅ 将物种 ＥＳＴ 序列按最适标准的保守方法分配成群集 （Ｃｌｕｓ⁃
ｔｅｒｓ）， 每个群集代表唯一基因． ＤＤＤ 利用 ＵｎｉＧｅｎｅ 这个特点， 比较不同 ｃＤＮＡ 文库间时间序列差异的

表达谱序列， 选出特定的 ＵｎｉＧｅｎｅ Ｃｌｕｓｔｅｒ［４］ ． 在特定状态下， ｃＤＮＡ 文库的 ＵｎｉＧｅｎｅ 中存在许多差异，
其中部分差异显示序列具有重要研究价值． ＤＤＤ 利用 Ｆｉｓｈｅｒ 精确检验 （Ｔｈｅ Ｆｉｓｈｅｒ Ｅｘａｃｔ Ｔｅｓｔ） 方法，
对比发现有重要研究价值的差异显示序列． 这些序列条数越多， Ｆｉｓｈｅｒ 检验值越高， 检索对比得到的

序列价值就越高［５］ ． 将有价值的 ＵｎｉＧｅｎｅ 的群集下载到本地系统， 可以进行后续 ＥＳＴ 的拼接和组装

工作［６］ ．
本研究利用 ＤＤＤ 对笠贝 （Ｌ􀆰 ｇｉｇａｎｔｅａ） ＥＳＴ 数据库进行筛选， 将不同的 ｃＤＮＡ 文库按照不同发育

时间分成 ３ 个文库 （ｐｏｏｌ）， 获得在统计学上表达量有显著差异的基因的 ＥＳＴ 序列． 文库构建标准及

每个文库包含的 ＥＳＴｓ 数量见表 １． 这些差异基因的表达量数据是本文进一步数据分析的基础．
１􀆰 ２　 序列拼接与结果筛选

将 ＤＤＤ 筛选的 ＥＳＴｓ 以转录子为单位打包下载， 使用 ＵｎｉＧｅｎｅ 自身的名称 “Ｌｇｉ􀆰 ＸＸＸ” 对 ＥＳＴｓ
命名． 使用信息学软件 ＤＮＡｓｔａｒ 中的 Ｓｅｑｍａｎ 功能对下载获得的所有 ＥＳＴ 序列分别进行拼接． 分别将

拼接获得的 Ｃｏｎｔｉｇｓ 序列另存为 ｆａｓｔａ 格式文件， 并以对应的 “Ｌｇｉ􀆰 ＸＸＸ” 命名．

·０４３·
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表 １　 ＤＤＤ 文库构建标准及 ＥＳＴｓ 数量

Ｔａｂ． １　 Ｓｔａｎｄａｒｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＥＳＴｓ ｆｏｒ ＤＤＤ ｌｉｂｒａｒｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

文库名
Ｌｉｂｒａｒｙ Ｎａｍｅ

发育时间
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｔｉｍｅ

发育时期
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｓｔａｇｅ

ＥＳＴ 数目
ＥＳＴ Ｎｕｍｂｅｒ

子文库名
Ｓｕｂ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｎａｍｅ

ｐｏｏｌＡ ３ ～ １８ ｈ 面盘幼体
Ｖｅｌｉｇｅｒ ４９３８８

ＣＢＢＧ Ｌ． ｇｉｇａｎｔｅａ １２，１５，１８ ｈ ｅｍｂｒｙｏｓ
ＣＢＧＢ Ｌ． ｇｉｇａｎｔｅａ ３，６，９，１２ ｈ ｅｍｂｒｙｏｓ
ＣＢＧＣ Ｌ． ｇｉｇａｎｔｅａ １５，１８ ｈ ｅｍｂｒｙｏｓ

ｐｏｏｌＢ ２６ ～ ６１ ｈ 变态前 Ｂｅｆｏｒｅ
Ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓ １９８９６ ＣＢＢＨ Ｌ． ｇｉｇａｎｔｅａ ２６，３７，６１ ｈ Ｌａｒｖａｅ （Ｍ）

ＣＢＢＩ Ｌ． ｇｉｇａｎｔｅａ ２６，３７，６１ ｈ Ｌａｒｖａｅ （Ｌ）

ｐｏｏｌＣ ７２ ～ １２０ ｈ 变态后 Ａｆｔｅｒ
Ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓ １６６２０ ＣＢＢＮ Ｌ． ｇｉｇａｎｔｅａ ３，４，５，６． ５ ｄ Ｌａｒｖａｅ （Ｍ）

１􀆰 ３　 序列分析与本体论分类

Ｂｌａｓｔ２Ｇｏ 是一个综合型的序列注释分析软件． 优点是易使用、 高通量， 且各部分相互协作， 可以

自主进行调配， 按照需要对数据进行整理统计并做成想要的形式， 支持 ＧＯ、 ＫＥＧＧ ｍａｐｓ、 Ｉｎｔｅｒｐｒｏ 和

Ｅｎｚｙｍｅ Ｃｏｄｅｓ 等数据库［７］ ．
从 Ｂｌａｓｔ２Ｇｏ 官网（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． Ｂｌａｓｔ２Ｇｏ． ｃｏｍ ／ ｂ２ｇｈｏｍｅ）下载并安装 Ｂｌａｓｔ２Ｇｏ ２􀆰 ８ ＰＣ 端 （５００ ＭＢ），

点击 Ｆｉｌｅ 中的 Ｌｏａｄ ＦＡＳＴＡ Ｆｉｌｅ （􀆰 ｆａｓｔａ）， 将所有拼接结果的 ｆａｓｔａ 文件导入软件中． 运行 Ｂｌａｓｔ 中的

Ｒｕｎ ＢＬＡＳＴ， 并将 Ｂｌａｓｔ Ｐｒｏｇｒａｍ 设置为 Ｂｌａｓｔｘ， Ｂｌａｓｔ ＤＢ 选择为 ｎｒ， Ｂｌａｓｔ Ｅｘｐｅｃｔｖａｌｕｅ 设置为１􀆰 ０Ｅ － ３．
运行 Ｂｌａｓｔ 完毕后， 再选择运行 Ｍａｐｐｉｎｇ 中的 Ｒｕｎ ＧＯ⁃Ｍａｐｐｉｎｇ， 接着运行 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ 中的 Ｒｕｎ Ａｎｎｏｔａ⁃
ｔｉｏｎ， 参数设置如下： Ｅ⁃Ｖａｌｕｅ⁃ｉｔ⁃ｆｉｌｔｅｒ 为 １􀆰 ０Ｅ⁃６， Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ⁃Ｃｕｔｏｆｆ 为 ５５， Ｇｏ⁃Ｗｅｉｈｇｔ 为 ５． 通过点击

Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ 中的各项获得相关的统计学数据． 通过运行 Ａｎａｌｙｓｉｓ 中的Ｍａｋｅ Ｃｏｍｂｉｎｅｄ Ｇｒａｐｈ 绘制本体论分

类图， 并导出其 Ｅｘｃｅｌ 格式文件．
１􀆰 ４　 表达趋势归类

将 Ｂｌａｓｔ２Ｇｏ 的输出结果与表达量、 序列信息一一对应整合入 Ｅｘｃｅｌ 表格中． 统计并制作各基因在

不同时期的表达量变化趋势图． 按变化趋势对基因进行分类． 本文将稚贝 ３ 个变化阶段 （受精到面

盘幼体、 面盘幼体到变态前、 变态前到变态后） 不同表达趋势的基因分为以下几类：
Ⅰ） 表达量升高， 即受精至稚贝表达量一直上升；
Ⅱ） 表达量降低， 即受精至稚贝表达量一直下降；
Ⅲ） 表达量先升高后降低， 即变态阶段的表达量最高， 高于变态前和变态后；
Ⅳ） 表达量先降低后升高， 即变态阶段的表达量最低， 低于变态前和变态后．
对各分类间基因变化关系进行分析， 并依据 Ｗｉｌｌｉａｍ［８］ 的分类标准， 将筛选获得的 １２４ 条变态相

关基因分为 ９ 大类： 钙离子结合、 分子相互作用、 代谢、 免疫应激、 膜蛋白、 基质蛋白、 细胞骨架、
核糖体组分和信号传递． 结合表达趋势， 获得基因功能的表达趋势分类结果．
１􀆰 ５　 表达量数据标准化与调控相关系数计算

对表达趋势归类中单独列出的基因的表达量数据进行对数转换后做标准化处理［９］ ． 公式为：

Ｚ ｔ ＝ （Ｘｔ － 􀭺Ｘｔ） ／ ∑
Ｎ

ｔ ＝ １
（Ｘｔ － 􀭺Ｘ） ２ ／ ３ ，（Ｎ ＝ １，２，３），

其中： Ｘｔ 为该基因 ｔ 时序时对数处理后的表达量向量， ｔ 为表达时序， Ｎ 为 ｔ 的具体取值范围， Ｚ ｔ 为

标准化的表达量向量． 利用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数评估不同基因之间表达量相似性， 以进一步确定它们之

间是否有调控关系， 筛选出起调控作用的基因［１０］ ．
使用矩阵中任意基因 Ｅ 和 Ｆ 的标准化表达量向量计算 Ｅ、 Ｆ 的相关系数 ｒｅｆ ． 公式为：

ｒｅｆ ＝ ∑
Ｎ

ｔ ＝ １
（Ｚｅｔ － Ｚｅ）（Ｚ ｆｔ － Ｚ ｆ） ／∑

Ｎ

ｔ ＝ １
（Ｚｅｔ － Ｚｅ） ２∑

Ｎ

ｔ ＝ １
（Ｚ ｆｔ － Ｚ ｆ） ２，

（Ｎ ＝ １，２，３；Ｚｅ ＝ Ｚｅ１，Ｚｅ２，…，Ｚｅｔ；Ｚ ｆ ＝ Ｚ ｆ１，Ｚ ｆ２，…，Ｚ ｆｔ） ．
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当 ｒ 值为 １ 时， 说明两条基因是正调控； 当 ｒ 值为 － １ 时， 说明两条基因是负调控； 当 ｒ 值为 ０ 时， 说

明两条基因没有调控关系． ｒ 值越接近 １ 或 － １， 两条基因相关性越显著［９］ ． 使用 ＳＰＡＳＳ 软件计算 ｒ
值， 并检验其显著性 Ｐ， 取 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 的 ｒ 值 （显著差异） 作为网络构建的依据［９，１１ － １２］ ．
１􀆰 ６　 核心调控网络生成

将获得的基因、 Ｂｌａｓｔ２Ｇｏ 结果、 表达量数据、 调控关系和相关系数运用 ＣＳＶ 文件编辑器软件，
按照 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 格式 （基因 １、 基因间的关系、 基因 ２） 编辑生成 ｇｅｎｅｌｉｓｔ 格式的文件， 将文件导入 Ｃｙ⁃
ｔｏｓｃａｐｅ 中生成初步调控网络图［１３］ ． 从初步网络中筛选出与神经发育、 细胞分化、 次生壳形成、 能量

代谢相关的基因， 构建核心调控网络．

２　 结果
２􀆰 １　 序列分析与分类

用 Ｂｌａｓｔ２Ｇｏ 软件对序列拼接和筛选得到的 ２０３ 条序列进行 Ｂｌａｓｔ、 Ｍａｐｐｉｎｇ 和 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ 分析， 剔

除无结果序列 （２４ 条）、 结果重复及错误序列 （１３ 条） 和只有假定蛋白序列 （４２ 条）， 最终选出具

有有效功能注释的序列 １２４ 条． 通过基因本体论 （ＧＯ） 分类， 可以将这些基因归为细胞组分 （ｃｅｌｌｕ⁃
ｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）、 分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ） 和生物学过程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ） ３ 类， 分别占到总

基因 （２０３ 条） 的 ６６􀆰 ００％ 、 ５５􀆰 ６６％和 ８８􀆰 １８％ （如图 １ 所示）．

图 1 基因 GO 注释一级和二级分布

Fig.1 Distribution of GO annotations of identified genes that belong to both the primary and secondary functions

说明：1—细胞；2—细胞器；3—高分子配合物；4—胞外区域；5—膜；6—膜封闭腔；7—结合；8—催化活性；9—结构分子活
性；10—运输活性；11—酶调节活性；12—分子传递活性；13—核酸结合转录因子活性；14—细胞过程；15—代谢过程 ；
16—单一生物过程；17—组织起源细胞组件；18—局部过程；19—刺激反应 ；20—发育过程 ；21—繁殖 ；22—生物调节 ；
23—信号；24—多细胞生物过程；25—运动；26—免疫系统过程；27—生长；28—生物黏附.
Notes:1—cell;2—organelle;3—macromolecular complex;4—extracellular region;5—membrane;6—membrane—enclosed lumen;7—binding;
8—catalytic activity;9—structural molecule activity;10—transporter activity;11—enzyme regulator activity;12—molecular transducer activity;
13—nucleic acid binding transcription factor activity;14—cellular process;15—metabolic process;16—single—organism process;17—cellular
component organization or biogenesis;18—localization;19—response to stimulus;20—developmental process;21—reproduction;22—biological
regulation;23—signaling;24—multicellular organismal process;25—locomotion;26—immune system process;27—growth;28—biological adhesion.
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在 １３４ 条具有细胞组分注释的基因中， 细胞 （ ｃｅｌｌ）、 细胞器 （ ｏｒｇａｎｅｌｌ） 和高分子配合物

（ｍａｒｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘ） 条数最多， 分别为 ４７ 条、 ４２ 条和 ３０ 条， 占差异基因的 ２３􀆰 １５％ 、
２０􀆰 ６９％和 １４􀆰 ７８％ ． 有分子功能注释的基因有 １１３ 条， 其中具有结合 （ｂｉｎｄｉｎｇ）、 催化活性 （ｃａｔａｌｙ⁃
ｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ） 和结构分子活性 （ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ） 功能的基因条数最多， 分别为 ４５ 条、 ４３ 条
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和 １５ 条， 占差异基因的 ２２􀆰 １７％ 、 ２１􀆰 １８％和 ７􀆰 ３９％ ． 具有生物学过程注释的基因有 １７９ 条， 其中细

胞过程 （ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ）、 代谢过程 （ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ） 和单一的生物过程 （ｓｉｎｇｌｅ⁃ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓ）
条数最多， 分别为 ５５ 条、 ５２ 条和 １９ 条， 占差异基因的 ３０􀆰 ７３％ 、 ２９􀆰 ０５％和 １０􀆰 ６１％ ．
２􀆰 ２　 表达趋势归类及网络构建

根据表达趋势划分的 ４ 类基因 （见表 ２） 中， Ⅰ类 （表达量升高） 基因有 ４２ 条， 占总数的

３３􀆰 ８７％ ， 其中代谢最多 （１２ 条）， 信号传递次之 （８ 条）， 基质蛋白和免疫应激并列第三 （５ 条），
核糖体组分最少 （１ 条）． Ⅱ类 （表达量降低） 基因有 ５０ 条， 占总数的 ４０􀆰 ３２％ ， 其中， 代谢最多

（１７ 条）， 分子相互作用基因次之 （１０ 条）， 细胞骨架基因第三 （８ 条）， 核糖体组分基因最少 （１
条）． Ⅲ类 （变态表达量最高） 基因有 ２８ 条， 其中核糖体组分基因最多， 有 ７ 条； 信号传递基因次

之， 有 ５ 条； 没有发现钙离子结合功能的基因． ＩＶ 类 （变态表达量最少） 基因仅有 ４ 条， 其中 ３ 条

属于代谢基因， １ 条属于信号传递基因．

表 ２　 基因表达量及功能分类

Ｔａｂ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｇｅｎｅｓ
条

类别
Ｃａｔｅｇｏｒｙ

钙离子
结合

Ｃａｌｃｉｕｍ
ｂｉｎｄｉｎｇ

分子相互
作用

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

代谢
Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

免疫应激
Ｉｍｍｕｎｅ
ｓｔｒｅｓｓ

膜蛋白
Ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ

基质蛋白
Ｍａｔｒｉｘ ｐｒｏｔｅｉｎ

细胞骨架
Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ

核糖体组分
Ｒｉｂｏｓｏｍｅ

信号传递
Ｓｉｇｎａｌ

ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ

总计
Ｔｏｔａｌ

Ⅰ １ ４ １２ ５ ３ ５ ３ １ ８ ４２

Ⅱ １ １０ １７ ４ ２ ２ ８ １ ５ ５０

Ⅲ ０ ３ ４ ２ １ ３ ３ ７ ５ ２８

Ⅳ ０ ０ ３ ０ ０ ０ ０ ０ １ ４

总计
Ｔｏｔａｌ ２ １７ ３６ １１ ６ １０ １４ ９ １９ １２４

２􀆰 ３　 分子相互作用网络构建

用统计学软件 ＳＰＳＳ 对所有基因两两之间的表达量相关系数 ｒ 进行计算． 结果共获得 ７０９９ 个配

对， 其中显著性结果有 ５６０ 个， 占总结果数的 ７􀆰 ９％ ； 极显著结果有 ２１６ 个， 占总结果数的 ３􀆰 ０％ ．
运用 Ｅｘｃｅｌ 提取 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 的 ｒ 值， 并使对应的基因一一配对． 将前期获得的注释结果、 变化趋势和相

关系数经 ＣＳＶ 文件编辑器处理后， 提交到 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件中生成初步相互作用网络． 从初步网络中手

工筛选神经发育、 组织分化、 次生壳形成、 能量代谢相关基因 ３８ 个， 再以这 ３８ 个基因构建核心调控

网络 （见表 ３、 图 ２）．
由表 ３、 图 ２ 可见， 网络有 ７ 个核心基因， 分别是辅酶合成加氧酶 ７ 同系物 （ ｃｏｑ７）、 刺猬蛋白

（ｈｈ）、 下连合器脊椎蛋白 （ ｓｓｐｏ）、 ＤＮＡ 结合蛋白抑制剂 （ ｉｄ２）、 Ｇ 蛋白亚基 １ （ｇｎｇ１）、 神经增殖及

分化和控制蛋白 １ （ｎｐｄｃ１）、 未知软体动物壳蛋白 １３ （ ｌｕｓｐ⁃１３）． 以它们为中心， 分别形成了 ２ 个大集

团 （集团 １ 和集团 ２） 和 １ 个小集团 （集团 ３）． 集团 １ 主要由 ＩＩＩ 类和 ＩＶ 类基因组成． 核心分子 ｃｏｑ７
为 ＩＩＩ 类基因， 与其他相互作用分子有正相关关系， 并且这些相互作用分子几乎都为Ⅲ类基因． 另一

个核心分子 ｈｈ 与集团 ２ 的核心分子 ｎｐｄｃ１ 具有正相关关系， 将两个集团联系起来． 集团 ２ 主要由 Ｉ 类
和 ＩＩ 类基因组成， 形成了 ２ 条具有正相关关系的相互作用链 ｄｐｙｓ⁃ｆｌｏｔ１⁃ｔｒｙ⁃３⁃ｃｓａｄ⁃ｎｐｄｃ１⁃ｓｓｐｏ 和 ｃｙｔ⁃ｃ⁃
ｄｙｎｌｌ２⁃ｎｘｎｌ⁃ｉｄ２⁃ｈ３ｆ３ａ⁃ｎｐｄｃ１， １ 条具有负相关关系的作用链 ｄｐｙｓ⁃ｇａｂａｒａｐ⁃ｎｌｐ⁃ｄｙｎｌｔ１⁃ｉｆ⁃ｈ３ｆ３ａ⁃ ｎｐｄｃ１． 此

外， ｇｎｇ１ 等 ３ 个变态期表达量最高的基因与钙调蛋白 （ｃａｍ） 形成一个具有正相关作用的小集团．
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表 ３　 核心网络中基因注释结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｃｏｒｅ ｎｅｔｗｏｒｋ

序号
Ｎｕｍｂｅｒ

注释
Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

基因
Ｇｅｎｅ

功能分类
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

类别
Ｃａｔｅｇｏｒｙ

１ 神经外营养蛋白 Ｎｕｃｌｅｏｒｅｄｏｘｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｎｘｎｌ 代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ⅱ
２ 细胞色素 Ｃ Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ ｃｙｔ⁃ｃ 代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ⅱ
３ 视网膜色素上皮脊椎蛋白 Ｒｐｅ⁃ｓｐｏｎｄｉｎ ｒｐｅｓｐ 代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ⅳ
４ 死亡相关蛋白 Ｄｅａｔｈ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｐ 代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ⅳ
５ 二氢嘧啶酶 Ｄｉｈｙｄｒｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎａｓｅ ｄｐｙｓ 代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ⅰ
６ 假定酪氨酸酶蛋白 ３ Ｐｕｔａｔｉｖｅ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒ⁃３ ｔｒｙ⁃３ 代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ⅰ
７ 半胱亚磺酸脱羧酶 Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｓｕｌｆｉｎｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ｐａｒｔｉａｌ ｃｓａｄ 代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ⅰ
８ ＮＡＤＨ 脱氢酶亚基 ６ Ｎａｄｈ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ６ ｎｄ６ 代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ⅲ

９ 肌动蛋白抑制蛋白 Ｐｒｏｆｉｌｉｎ ｐｆｎ 分子相互作用
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ Ⅱ

１０ 微管蛋白阿尔法 ３ 链 Ｔｕｂｕｌｉｎ ａｌｐｈａ⁃３ ｃｈａｉｎ ｔｕｂ３ 分子相互作用
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ Ⅱ

１１ 下连合器脊椎蛋白 Ｓｃｏ⁃ｓｐｏｎｄｉｎ ｓｓｐｏ 分子相互作用
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ Ⅰ

１２ 神经增殖、分化和控制蛋白 １
Ｎｅｕｒａｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｎｐｄｃ１ 分子相互作用

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ Ⅰ

１３ 钙调蛋白 Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ ｃａｍ 钙离子结合
ＣａｌｃｉｕｍＢｉｎｄｉｎｇ Ⅱ

１４ ４０Ｓ 核糖体蛋白质 Ｓ６ ４０ Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ６ ｒｐｓ６ 核糖体组分
Ｒｉｂｏｓｏｍｅ Ⅲ

１５ 珍珠质样蛋白 ２ Ｎａｃｒｅｉｎ⁃ｌｉｋｅ ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｎｌｐ 基质蛋白 Ｍａｔｒｉｘ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ⅰ
１６ 未知软体动物壳蛋白 １３ Ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｓｈｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ １３（ｕｓｐ１３） ｌｕｓｐ１３ 基质蛋白 Ｍａｔｒｉｘ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ⅲ
１７ 筑丝蛋白 ３ Ｔｅｋｔｉｎ⁃３ ｔｅｋｔ３ 基质蛋白 Ｍａｔｒｉｘ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ⅲ
１８ 筑丝蛋白 ３ 样蛋白 Ｔｅｋｔｉｎ⁃３⁃ｌｉｋｅ ｔｅｋｔ３⁃ｌｉｋｅ 基质蛋白 Ｍａｔｒｉｘ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ⅲ
１９ 组蛋白 Ｈ３． ３ Ｈｉｓｔｏｎｅ ｈ３． ３ ｈ３ｆ３ａ 免疫应激 Ｉｍｍｕｎｅ Ｓｔｒｅｓｓ Ⅱ
２０ 细胞质膜微囊蛋白⁃１（窖蛋白） Ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ ｃａｖ１ 膜蛋白 Ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ⅱ
２１ 浮舰蛋白 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ｆｌｏｔ１ 膜蛋白 Ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ⅰ
２２ 鞘脂激活蛋白原 Ｐｒｏａｃｔｉｖａｔｏｒ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｐｓａｐ 膜蛋白 Ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ⅲ
２３ 外周致密纤维蛋白 ３ Ｏｕｔｅｒ ｄｅｎｓｅ ｆｉｂｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ｏｄｆ３ 细胞骨架 Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ Ⅱ
２４ 胞质动力蛋白轻链 ２ Ｄｙｎｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ２， ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ⁃ｌｉｋｅ ｄｙｎｌｌ２ 细胞骨架 Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ Ⅱ
２５ 胞质动力蛋白轻链 １ Ｄｙｎｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ｔｃｔｅｘ⁃ｔｙｐｅ １ ｄｙｎｌｔ１ 细胞骨架 Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ Ⅱ
２６ 软骨基质蛋白 Ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｍａｔｒｉｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｍｐ 细胞骨架 Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ Ⅰ
２７ 细胞质中间丝蛋白 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｆｉｌａｍｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａ ｉｆ 细胞骨架 Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ Ⅰ
２８ 肌球蛋白必需轻链 Ｍｙｏｓｉｎ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ｍｅｌｃ 细胞骨架 Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ Ⅲ
２９ 轴丝相关蛋白 ｍｓｔ１０１ Ａｘｏｎｅｍｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｓｔ１０１⁃ｌｉｋｅ ｃｅｐ１０１ 细胞骨架 Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ Ⅲ

３０ ＤＮＡ 结合蛋白抑制剂 ＤＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｉｄ⁃２ ｉｄ２ 信号传递
Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ Ⅱ

３１ γ⁃氨基丁酸受体相关蛋白
Ｇａｍｍａ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇａｂａｒａｐ 信号传递

Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ Ⅱ

３２ 刺猬蛋白 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｈｅｄｇｅｈｏｇ ｈｈ 信号传递
Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ Ⅳ

３３ 前列腺癌抗原 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｄ３⁃３⁃ｌｉｋｅ ｄｄ３ 信号传递
Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ Ⅰ

３４ Ｇ 蛋白亚基 １ Ｇｕａｎｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｕｂｕｎｉｔ ｇａｍｍａ⁃１ ｇｎｇ１ 信号传递
Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ Ⅲ

３５ 细胞周期 Ｓ 期激酶相关蛋白 １ Ｓ⁃ｐｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｓｋｐ１ 信号传递
Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ Ⅲ

３６ Ｂ 细胞迁移基因 Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ １ ｂｔｇ１ 信号传递
Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ Ⅲ

３７ 超气门蛋白 Ｕｓｐ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｆｏｒｍ １ ｕｓｐ 信号传递
Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ Ⅲ

３８ 辅酶合成加氧酶 ７ 同系物 Ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｑ７ ｈｏｍｏｌｏｇ ｃｏｑ７ 信号传递
Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ Ⅲ
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　 第 ５ 期 尹诚， 等： 笠贝幼虫变态相关基因筛选及分子网络构建

图 2 笠贝幼虫变态相关基因相互作用核心网络

Fig.2 Core network of L. gigantea larval of metamorphosis鄄related genes
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共表达 Co-Express
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类别ⅢCategoryⅢ

类别ⅣCategoryⅣ

３　 讨论
利用表达量数据构建分子调控网络是分子生物学系统研究分子相互作用的新方法， 它能有效利用

几何级数增长的生物信息数据， 从更宏观、 更全面的角度去研究各类生物学问题［１４］ ． ＮＣＢＩ 的 ＤＤＤ
基因差异表达分析， 是通过比较不同 ｃＤＮＡ 文库中同一基因 ＥＳＴ 数量， 来获得这一基因的表达差异

的， 其本质上与比较二代测序转录组差异基因分析是相同的． 而且 ＤＤＤ 利用的 ｃＤＮＡ 文库是 ＮＣＢＩ 整
理认可的， 文库测序数据皆由实验获得， 其可信度有保障［１５］ ． 目前有很多利用二代测序转录组的方

式进行基因变态差异的研究， 定量 ＰＣＲ 的结果与测序分析具有很好的一致性［１６ － １８］ ． 这表明基于测序

的基因差异表达分析具有较高的可信度． 本文的分析方法是对爆炸性增长的测序数据发掘利用的一次

尝试．
笠贝与鲍同属于腹足类， 变态过程类似． 笠贝已经完成基因组测序， 转录组数据非常丰富． 利用

笠贝丰富的核酸序列资源， 能够方便地获得笠贝幼虫变态的基因表达过程． 这对分析相近物种鲍的变

态分子机制， 具有重要参考意义． 笠贝是目前在 ＤＤＤ 中与杂色鲍唯一近缘的物种， 其原产地在北美，
材料获取困难， 因此本研究结果并未进行定量 ＰＣＲ 的验证． 但是笔者根据本文预测结果， 在杂色鲍

中进行相关基因的定量 ＰＣＲ 检测， 其结果与构建的网络一致性很好． 这表明 ＤＤＤ 的分析结果具有较

高的可靠性． 利用 ＤＤＤ 中的近缘物种进行分析， 能够提高研究的目的性．
在所获得差异表达基因中， 参与细胞学过程的基因最多， 细胞、 细胞器相关基因占总体比例最

高， 表明幼虫变态过程中细胞分化增殖剧烈， 这与变态过程中新组织的形成和幼虫特有组织的崩解凋

亡相关． 参与代谢过程的基因数量次之， 表明变态过程中能量分配对变态成功率有重要影响， 这与

Ｍｏｒａｎ 和 Ｓｈｉｌｌｉｎｇ 的研究结果相符 ［１９ － ２０］ ． 贝类幼虫变态前能量的储备是变态成功的关键， 一般个体较

大的幼虫变态率较高［２１］ ． 处于变态期的幼虫同初期面盘幼虫相比， 自身体重增加显著， 其为保持浮

游状态需要消耗更多能量． 变态期幼虫运动活跃， 面盘纤毛摆动力度和频率都明显增加． 这些因素可

能是代谢相关基因占总体比重较高的部分原因．
根据表达趋势划分的 ４ 类基因中， Ｉ 类基因可能与幼虫的发育成熟关系较大， 它们为变态后幼虫

的存活进行物质和功能上的储备． 如， ＯＤＣ 是多胺产生的关键酶． 多胺参与昆虫卵黄发生、 胚胎发

育、 变态、 行为等生理调节过程［２２］； ＣＳＡＤ 是牛磺酸和亚牛磺酸合成的关键酶， 二者能促进脂肪及脂

溶性维生素的消化吸收． ＣＹＰ３５６Ａ１ 可能与外源性生物转化、 类固醇代谢有关［２３］ ． 这些基因表达量

的上升表明幼虫在消化系统方面一直在完善， 与鲍幼虫具有 “ ‘Ａｎｔｉｃｉｐａｔｏｒｙ’ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｐｒｏｇｒａｍ”
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的现象一致［２４］ ． ＩＩ 类基因与胚胎发育关系密切， 所以随着发育进程结束表达量逐渐降低． Ⅱ类基因

中代谢类的基因最多， 其中变化最剧烈的 ５ 个基因 ｃｏｘ２、 ｃｏｘ３、 ｃｙｔ － ｃ、 ｎｄ２、 ｎｄ３ 都参于氧化磷酸化

过程， １７ 条代谢类基因中有 １２ 条与氧化磷酸化有直接关系． 这表明笠贝胚胎发育至面盘幼虫阶段能

量消耗巨大， 且与 Ｖａｖｒａ 等［２５］在红鲍中的研究结果一致． ＩＩＩ 类基因在变态过程表达量最高， 可能是

变态过程的重要参与者． Ⅲ类基因中核糖体组分最多， Ｄｏｎｇ 等［２６］ 在研究棉铃虫 （Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ
ａｒｍｉｇｅｒａ） 的变态过程时也发现核糖体组分基因差异的表达， 可能如文献 ［２１］ 所说是与作为细胞增

殖和细胞凋亡的调节蛋白直接参与了变态过程有关； 信号传递基因数量次之， 表明这一时期幼虫的信

号传递系统进一步完善， 能够响应外界变态诱导因子启动变态过程， 这是贝类变态的特点之一［２１，２８］ ．
ＩＶ 类基因只有 ４ 个， 分别是 ｄａｐ、 ｈｈ、 ａｂａｔ、 ｒｐｅｓｐ， 它们可能是变态过程的抑制因子． 例如 ｄａｐ 与

ＴＧＦＢ 相关， 共同调节细胞凋亡［２８］； ｈｈ 能影响 ＭＡＰＫ 通路， 抑制脂肪细胞发育［２９］ ． 在核心分子网络

中， 集团 １ 主要由 ＩＩＩ 类和 ＩＶ 类基因组成， ｃｏｑ７ 和 ｈｈ 是其核心分子． 与 ｃｏｑ７ 相关的基因主要以能量

代谢为主， 如 ｕｓｐ 是蜕皮激素受体靶标基因， 参与脂肪代谢， 而 ｎｄ６ 和 ｃｏｘ３ 参与氧化磷酸化过程； 与

ｈｈ 相关的基因有 ｃｍｐ、 ｌｕｓｐ － １３、 ｒｐｅｓｐ、 ｓｋｐ１、 ｄａｐ 等， 它们与细胞周期有密切联系． 集团 ２ 以 ｎｐｄｃ１
为核心分子， 形成了 ２ 条具有正相关关系的相互作用链和 １ 条具有负相关关系的作用链， 多与神经发

育有关．
目前关于软体动物的各类研究成果， 相对于人、 鼠等高等生物来说比较少， 数据的可获得性和数

据质量在一定程度上限制了网络的预测精度． 另外， 本文中选取的神经发育、 组织分化、 次生壳形

成、 能量代谢相关基因的限制范围较小， 对最终的结果有一定影响， 这也是本研究的局限之一． 随着

生物信息学技术的不断进步和可利用的生物信息学研究方法的完善， 将不断有更简便、 高效、 准确的

方法诞生， 同时数据库的样本丰度也会不断提高． 下一步， 笔者将会使用更先进的数据筛选和关联模

型， 通过增加差异化表达数据来源， 参考同源比对、 亚细胞定位、 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ 信息来进一步提高

网络模型的预测精度．
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