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摘要: 淡水定居型刀鲚(Coilia nasus taihuensis)又称为湖鲚, 终生生活在淡水湖泊中, 不需要进行江海洄游也能完

成整个生活史过程。栖息生境的差异及长期的地理分割, 使得湖鲚与洄游型刀鲚(Coilia nasus)选择了不同的环境适

应性进化机制。由于目前缺乏湖鲚的基因组信息, 与其环境适应相关的遗传机制缺乏系统研究。本研究以太湖的

定居型个体为实验对象, 通过 Pacific Biosciences (PacBio) high-fidelity (HiFi)测序数据组装得到高质量基因组骨架, 

利用 Hi-C 测序数据实现基因组染色体水平的组装, 结合 Nanopore 测序数据进行基因组补洞, 最终获得完整的、无

间隙的湖鲚参考基因组。湖鲚基因组大小约为 834.09 Mb, contig N50 高达 35.45 Mb, 挂载到 24 条染色体上, 挂载

率为 99.83%。基因组组装质量评估显示, BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs)评估值为 91.90%, 

表明基因组组装完整性较高。基因组注释特征显示, 基因组重复序列总长度为 382.39 Mb, 占基因组的 45.85%, 基

因结构注释共鉴定 21730 个蛋白编码基因, 其中 21666 个基因(99.71%)被功能注释。基因组共线性结果显示, 刀鲚

和湖鲚之间具有极高的基因组共线性比率(96.95%), 共鉴定到 48852 个共线性区块, 表明两者之间遗传关系密切。

本研究为后续刀鲚适应性机制研究提供素材, 为深入开展湖鲚群体遗传学研究提供重要的基因组资源。 
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刀鲚(Coilia nasus)是一种重要的溯河洄游性

经济鱼类, 主要分布在我国黄海、渤海、东海沿

岸及长江、黄河、钱塘江等通海江河[1]。每年春

季, 溯河洄游型刀鲚进入河口, 沿长江上溯至长

江干流或鄱阳湖、洞庭湖等通江湖泊中进行产卵

繁殖[2]。为了适应不断变化的环境, 刀鲚已形成两

种不同的生活史形式, 一种是江海洄游型, 另一

种就是淡水定居型, 如终生生活于太湖中的湖鲚

(Coilia nasus taihuensis)。湖鲚不进行生殖洄游, 

能够在太湖、洪泽湖、巢湖等陆封型淡水湖泊中

完成整个生活史过程。由于长期的地理隔离及栖

息生境差异, 与洄游型刀鲚相比, 湖鲚在形态特

征、渗透压调节、摄食行为等方面发生了显著的

变化[3], 袁传宓等将淡水定居型群体定为刀鲚的

新亚种, 即湖鲚[4]。 

目前, 关于湖鲚和刀鲚种群形态特征的研究, 

主要是通过形态度量学、聚类分析等方法探讨刀

鲚和湖鲚之间的系统发育关系, 结果显示两者之

间的亲缘关系较近 , 形态差异未达到亚种水平 , 

湖鲚是刀鲚为适应环境而产生形态差异的一种生

态型[5-6]。还有研究基于形态学方法分析不同湖泊

湖鲚种群之间形态变异程度, 发现太湖种群较其

他湖泊种群出现了一定程度的形态分化[7]。对于

湖鲚和刀鲚分子遗传学的研究, 主要是基于线粒

体基因、核基因及少量微卫星位点等分子标记 , 

分析刀鲚和湖鲚种群遗传变异, 结果表明湖鲚和
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刀鲚种群之间遗传分化不显著, 尚未达到种或亚

种的分化, 湖鲚是刀鲚的淡水生态型, 并非有效

物种 [8-13] 。最近的研究利用简化基因组测序

(RAD-seq)技术分析刀鲚和湖鲚之间的遗传关系, 

显示两者之间的遗传分化较低, 证明湖鲚是刀鲚

的一种生态型[14]。另外, 还有一些关于湖鲚群体

遗传多样性的研究 , 通过线粒体控制区(D-loop)

分析不同湖泊湖鲚群体的遗传多样性水平和遗传

结构特征, 发现不同湖泊湖鲚种群间没有明显的

遗传分化[15-16]。综上, 现有研究仅局限于形态特

征、线粒体基因以及核基因等分子标记, 解析力

度较低, 对湖鲚相关遗传信息挖掘还不够深入。

目前, 湖鲚的参考基因组尚未有报道, 这制约了

对其适应性进化遗传机制的解析。 

随着技术不断发展, 以 Pacific Biosciences (简

称 PacBio)公司开发的高精度长读长(HiFi)测序和

Oxford Nanopore Technologies 公司(简称 ONT)开

发的 Nanopore 纳米孔测序为代表的第三代测序

技术, 呈现出长读长、准确度高、高通量、实时

读取等多种优势 , 能够解锁基因组的复杂区域 , 

使得无间隙基因的构建成为可能。ONT ultra-long

测序因其超长读长 , 轻松跨越基因组复杂区域 , 

有效减少基因组的 gap, 提高了基因组的完整性

和连续性。PacBio HiFi 测序兼具超长读长和超高

精度, 成为构建无间隙基因组的理想工具。本研

究首先利用 PacBio HiFi、Nanopore 测序以及 Hi-C

辅助组装技术构建湖鲚无间隙基因组, 以期获得

高质量湖鲚 gap-free 基因组序列。先前研究综合

利用 PacBio HiFi、ONT ultra-long 和 Hi-C 等多种

基因组测序技术及多种组装策略, 成功获得了完

全连续、无间隙(gap-free)刀鲚高质量基因组[17]。

在此基础上, 对湖鲚和刀鲚基因组进行共线性比

对分析, 鉴定基因组间的共线性区块。本研究结

果将为丰富湖鲚基因组信息及鲚属鱼类遗传学研

究积累基础资料, 并为后续开展湖鲚适应性进化

遗传机制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  样本采集及生活史验证 

2021 年 9 月 17 日在中国江苏省苏州太湖水 

域(120°17′4.44298″E, 31°19′27.28645″N)采集了 1

尾雌性湖鲚成鱼样本用于全基因组测序。首先将

新鲜的湖鲚样本置于冰盘上, 进行上颌骨长度、

头长、全长、体重等表观生物学测量, 保证所采

集的样本为典型的长颌型(上颌骨长度与头长的

比值大于 1) (图 1a)。随后用无菌剪刀和镊子取 2 g

肌肉组织装入 2 mL 冻存管中, 立即置于液氮中迅

速冷冻, 并保存于−80 ℃超低温冰箱中, 直至进

行 DNA 提取。耳石微化学技术通过对湖鲚左矢

耳石中锶 Sr 和钙 Ca 进行定量线分析, 并将 Sr: Ca

值标准化为 Sr/Ca×1000, 来反演其生活史特征及

生境履历 [18], 结果显示所采集的湖鲚样本耳石

Sr/Ca×1000 比值均处于小于 3 的低水平, 表现为

淡水履历的生境特征, 保证本研究用于全基因组

测序的样本为淡水定居型个体(图 1b)。 
 

 
 

图 1  湖鲚样本形态特征(a)及其耳石从 

核心到边缘 Sr/Ca 比值(b) 

Fig. 1  Morphological characteristics of sampled  
Coilia nasus taihuensis (a), and Sr/Ca ratio of its  

otolith from core to the edge (b) 
 

1.2  文库构建和基因组测序 

首先通过 DNeasy Blood & tissue Kit (Qiagen)

试剂盒进行基因组 DNA 的提取, 并利用 Qubit 荧

光定量仪和 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 样品的

浓度和完整性。对质检合格的 DNA 样本使用
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Covaris E220 超声发生器(Covaris, Brighton, UK)

进行片段化处理。选择 300~400 bp 左右的 DNA

片段经末端修复后在 3′端加上“A”碱基, 接入测序

接头, 随后对片段进行单链分离、环化处理和滚

环复制(rolling circle amplification, RCA), 生成

DNA 纳米球(DNA nano ball, DNB)。对质控合格

的短读长(short-read)文库在 DNBSEQ 平台上进行

高通量测序, 并保证每个样品的数据量达到要求。 

HiFi 文库构建流程与二代测序大致相似, 利

用 Megaruptor 随机打断全基因组 DNA, 筛选出长

度为 13~16 kb 的 DNA 片段, 并在片段两端连接

环状单链 PacBi 接头 (adaptor), 形成 “哑铃形 ” 

SMRT bell 文库, 在三代测序平台 Pacbio Sequel II 

(Pacific Biosciences, USA)上应用 SMRT 测序技术

以环状共有序列(CCS)模式进行单分子荧光测序。

Hi-C 文库构建不需要提取 DNA, 直接对细胞进

行甲醛交联固定, 然后完成限制性内切酶酶切、

末端修复、DNA 连接酶环化、DNA 纯化及目的

DNA 片段捕获等操作过程 , 经 PCR 扩增后在

DNBSEQ 平台上测序。对于 ONT ultra-long 文库

的构建, 使用 BluePippin/Pippin HT/Sage HLS 全

自动核酸回收系统筛选大片段 DNA, 对 DNA 进

行损伤修复和末端修复; 在纯化后的 DNA 末端

加“A”碱基, 并对 DNA 进行接头连接, 使 DNA 片

段带有可被识别的特异接头序列 ; 最后使用

Qubit 荧光仪(Invitrogen, 美国)对基因组文库进行

精确定量, 测定浓度并计算回收率。建库完成后, 

在华大基因研究中心 Nanopore PromethION 平台

(Oxford Nanopore Technologies)上测序。 

1.3  基因组大小和杂合度评估 

基于二代短读长数据, 采用 K-mer 分析方法

评估湖鲚基因组大小和杂合度。首先使用 Jellyfish 

(v2.2.6)软件快速统计 K-mer 频数(K=21), 再利用

GenomeScope 软件评估基因组大小、杂合度、重

复序列、测序深度等基因组特征[19-21]。 

1.4  基因组组装 

基因组组装策略为: 首先利用 Pacbio HiFi 测

序数据完成基因组的初步组装, 结合 Hi-C 测序技

术获得基因在染色体上的相对位置, 完成基因组

染色体水平的组装, 再结合 Nanopore 的超长读长

数据进行基因组补洞, 最终获得 Gap-free 的基因

组(图 2)。使用 CCS v4.0.0 和 SMRTLink v8.0.0 算

法对 PacBio Sequel II CCS 测序下机的原始数据进

行过滤处理, 参数为“--minPasses 3--min Predicted 

Accuracy 0.99--minLength 500”。利用 Hifiasm 

(v0.15.1)的默认参数进行初步组装 ,  随后使用

Purge Haplotigs 程序去除冗余序列, 获得 contigs

水平基因组草图。对 Hi-C 测序下机得到的原始数

据 ( raw da ta )进行质控 ,  得到高质量的 c lean 

data[22-23]。利用 Juicer v1.5 软件通过 BWA 将 clean 

data 比对到组装的基因组上, 进行比对分析[24]。再

根据比对结果, 使用 3D DNA v180922 软件对组装

好的 contigs 进行聚类、排序和定向, 辅助基因组

锚定在染色体上, 完成 Hi-C 技术辅助基因组染色  
 

 
 

图 2  湖鲚基因组组装流程图 

Fig. 2  Genome assembly flow chart of Coilia nasus taihuensis 
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体水平组装, 获得染色体长度的 Scaffolds[25-26]。对

于基因组中存在的少量 gap 区域, 使用LR_gapcloser

和 TGS_gapcloser 补洞软件通过 Nanopore 测序获

得的超长序列及 Necat 组装结果来填充, 得到湖鲚

gap-free 基因组[27-28]。最后, 基于有胚植物数据库

actinopterygii_odb10, 利用 BUSCO (Benchmarking 

Universal Single-Copy Orthologs) v5.2.2 对基因组

完整性进行评估[29]。 

1.5  基因组注释 

首先, 利用同源序列比对(homolog)和从头预

测(de novo)两种方法对湖鲚基因组进行重复序列

识别。使用 Tandem Repeat Finder v 4.10.0 软件和

LTR-FINDER v1.0.79 软件分别鉴定出基因组序列

中的串联重复序列和长末端重复序列[30-31]。利用

基于 RepBase 数据库的 RepeatMasker v4.0.7 软件

和 RepeatProteinMasker v4.0.7 软件分别对基因组

中的 DNA 和蛋白质转座元件进行筛选[32-33]。为

了获得蛋白质编码基因, 结合同源预测、从头预

测和 RNA-Seq 辅助预测三种预测方法进行基因

结构预测。对于同源注释, 利用从 NCBI 数据库

下载的 6个近缘物种[大西洋鲱(Clupea harengus)、

斑马鱼(Danio rerio)、齿鲱(Denticeps clupeoides)、

电鳗(Electrophorus electricus)、虹鳟(Oncorhynchus 
mykiss)、沙丁鱼(Sardina pilchardus)]基因组组装

和基因注释文件, 使用 GeMoMa 软件进行基因结

构预测[34]。对于肝、脑、胃的转录组数据, 使用

HISAT2 将 RNA-seq 数据比对到基因组, 然后使

用 StringTie 进行转录本的拼接。使用 GeMoMa

软件整合以上三种策略获取的所有结果, 生成非

冗余基因集[35-36]。另外, 利用本课题组组装的刀

鲚、短颌鲚、凤鲚和七丝鲚基因组(数据未发表), 

评估鲚属物种在基因、CDS、外显子和内含子水

平上的分布特征。最后, 对获得的基因进行基因

功能注释, 通过将注释得到的基因集与功能数据

库 KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome, 

http://www.genome.jp/kegg/)、Swissport (http://www. 

gpmaw.com/html/swiss-prot.html)、TrEMBL (http:// 

www.gpmaw.com/html/swiss-prot.html)进行比对, 注

释蛋白质的生物学通路和功能, 使用 InterProScan

注释蛋白质结构域和基序[37]。 

1.6  共线性分析 

为了评估两个基因组的染色体水平共线性, 根

据先前研究得到的刀鲚全基因组序列(https://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_02747535

5.1/)[17], 利 用 MUMmer 软 件 (http://mummer. 

sourceforge.net/)中的 nucmer程序对湖鲚和刀鲚基

因组进行比对, 寻找基因组间的共线性区块[38]。

通过共线性分析获得的 collinearity 文件, 利用

MUMmer 软件工具中的 mummerplot 对基因组间

的共线性区块进行可视化。 

2  结果与分析 

2.1  基因组测序数据统计 

为了构建高质量的湖鲚基因组, 本研究共获取

了 599.32Gb 原始测序数据量, 总测序深度为 230×。

构建 1 个 short-reads 文库, 过滤得到 57.22Gb clean 

reads (25×)。构建 1 个 20 kb HiFi 文库, 通过 CCS

过滤得到 1.48M 条 HiFi reads, 获得 21.16Gb 的

PacBio HiFi reads (67×)。构建 1 个 ONT ultra-long

文库, 过滤得到 0.35M 条 clean reads, 获得 15.33Gb

的 ONT ultra-long reads (18×)。构建 1 个 Hi-C 文

库, 过滤得到 101.75Gb Hi-C reads (120×) (表 1)。 

2.2  Survey 分析及基因组大小 

对于 DNBseq 测序平台获取的短读长数据进 

 
表 1  湖鲚基因组测序数据统计 

Tab. 1  Sequencing data for genome assembly of Coilia nasus taihuensis 

测序文库 
sequencing library 

插入片段大小/bp 
insert size 

过滤后数据量/Gb  
clean data 

平均长度/bp  
average length 

测序深度/× 
sequence coverage 

WGS 300‒400 57.22 150 25 

PacBio HiFi 20000 21.16 14297 67 

Hi-C 300‒400 101.75 150 120 

ONT  15.33 61129 18 
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行基因组 survey, 评估基因组大小。经 21-mer 分

析估计基因组大小为 612.76 Mb, 杂合度为 1.31%, 

属于高杂合基因组(图 3)。 
 

 
 

图 3  基于 K-mer 频率分布估计湖鲚基因组大小 

最高峰为纯合峰, 所对应的为 K-mer 分布最多的深度. 蓝色

区域代表实际观测值; 黑色拟合线代表除去错误部分之后剩

下的所有 K-mer; 黄色拟合线代表基因组非重复区域的

K-mer 分布; 橙红色拟合线代表深度过低的 K-mer; 垂直的

黑色虚线代表预测最低深度峰的整倍数覆盖度. 

Fig. 3  K-mer distribution analysis to estimate the  
genome size of Coilia nasus taihuensis 

The tallest peak represents the homozygous peak, corresponding 
to the depth where the K-mer distribution is the most abundant. 
Blue area: observed K-mer frequencies (raw data); black fitted 
curve: filtered k-mer distribution after error correction; yellow 
fitted curve: K-mer profile of non-repetitive genomic regions 
(unique sequence); orange-red fitted curve: low-coverage 
k-mers (errors); vertical black dashed line: predicted whole- 
genome coverage multiples (x-fold). 

 

2.3  基因组组装及组装质量评估 

结合 PacBio HiFi、ONT ultra-long 和 Hi-C 测

序数据进行基因组组装, 获得了一个 24 条染色体

的高质量基因组(图 4)。基因组 contig 水平基因组

大小为 829.28 Mb, contig N50 为 0.68 Mb, 经过

Hi-C 挂载, 其中挂载到染色体的基因组 827.94 Mb, 

染色体挂载率为 99.83%。获得染色体级别的基因

组后, 利用 Nanopore 测序得到的 ONT ultra-long 

reads 填补 HiFi 组装的 gap 区域, 得到湖鲚 gap-free

基因组大小为 834.09 Mb, contig N50 为 35.46 Mb, 

基因组的 GC 含量为 44%, 与硬骨鱼类的基因组含

量基本一致(表 2)。使用 BUSCO 对基因组组装质

量进行评估, 共组装出 3344 个(91.90%)单拷贝直

系同源基因, 只有 208 个(5.7%)基因未检测到, 表

明基因组组装完整性较好(表 3)。基因组测序原始

数据上传至美国国家生物技术信息中心(National 

Center for Biotechnology Information)Sequence 

Read Archive (SRA) 数 据 库 中 , 序 列 号 为

PRJNA1054695。 

2.4  基因组注释 

本研究对湖鲚基因组进行了重复序列注释、

基因结构预测和基因功能注释。基因组重复序列

长度为 382.39 Mb, 占基因组的 45.85%, 其中长

末端重复序列(LTR, 11.44%)、长散在重复序列

(LINE, 11.03%)和短散在重复序列(SINE, 0.4%)共

同构成了较大的比例, 占比为 22.87%。此外, 对

注释出的重复序列进行分类统计发现 DNA 转座

子占基因组的 15.76%, 还包含 1.73%未被分类的

重复序列(表 4)。结合从头预测、同源比对和转录

组数据辅助注释对湖鲚基因组进行注释, 共注释

出 21730 个蛋白质编码基因, 基因平均长度、CDS

平均长度、外显子平均长度和内含子平均长度分别

为 22130 bp、1560 bp、172 bp 和 2542 bp (表 5)。

与近缘物种刀鲚、短颌鲚、凤鲚和七丝鲚相比, 基

因模型的长度在基因、CDS、外显子和内含子水

平上具有相似的分布趋势(图 5)。 

将基因结构预测得到的基因集与 Nr、Interpro、

KEGG、Swissport、TrEMBL 和 KOG 等数据库进

行比对, 对基因进行功能注释。其中 Nr 数据库基

因组注释基因最多 , 占总基因数的 99.66%。

Swissport 数据库注释 20501 个基因, 占比 94.34%。

KEGG 数据库注释 17625 个基因, 占比 90.92%。

GO 数据库共比对出 15588 个基因, 占比 71.73%。

综合所有数据库的注释结果, 21666 个基因(99.71%)

被至少一个数据库注释(表 6)。其中 16976 个基因

在五个数据库中均被注释出, 占总注释基因数的

78.35% (图 6)。 

2.5  基因组共线性分析 

利用 MUMmer 软件将刀鲚和湖鲚基因组相

互比对来进行全基因组共线性分析 ,  结果显示 , 

刀鲚和湖鲚之间具有极高的基因组共线性比率

(96.95%), 共鉴定到 48852 个共线性区块。根据刀

鲚的基因组序列绘制共线性比对图, 每个共线性

区域为 1∶1 的比对, x 轴为刀鲚基因组的染色体 
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图 4  湖鲚染色体 Hi-C 互作图(带宽为 500 kb) 

颜色由浅到深表示互作强度增加, 对角线表示染色体内的相互作用最强. 

Fig. 4  Genomic-wide Hi-C heatmap of Coilia nasus taihuensis (bin=500 kb) 
The color from light to dark represents the contact density from low to high, with the  

diagonal line reflecting the highest-intensity intra-chromosomal interactions. 
 

表 2  湖鲚基因组组装信息统计 

Tab. 2  Statistics of the assembled contigs and scaffolds for Coilia nasus taihuensis genome 

无间隙组装 gap-free assembly 初步组装 primal contig 
基因组组装指标 genome assembly 

长度/bp length 数量 number 长度/bp length 数量 number 

N50 35455198 12 683430 279 

N90 29405414 22 102740 1498 

最大长度 maximum length 43425900  8165644  

gap 数量 gap number 0 0 0 0 

总长 total length 834090801  829283070  

总数量 total number  72  3193 

GC 含量/% GC content  44.0  44.0 
 

表 3  湖鲚基因组 BUSCO 评估 

Tab. 3  BUSCO scores of the assembled Coilia nasus taihuensis genome 

类型 type 数量 count 比例/% percentage 

完整的 BUSCOs (C) complete BUSCOs (C) 3344 91.9 

完整的单拷贝 BUSCOs (S) complete and single-copy BUSCOs (S) 3276 90 

完整的重复序列 BUSCOs (D) complete and duplicated BUSCOs (D) 68 1.9 

碎片 BUSCOs (F) fragmented BUSCOs (F) 88 2.4 

未比对上的 BUSCOs (M) missing BUSCOs (M) 208 5.7 

总的 BUSCO total BUSCO 3640 100 
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表 4  湖鲚基因组重复序列信息 

Tab. 4  Information on repetitive sequence of Coilia nasus taihuensis genome 

类型 type 序列长度/bp sequence length 百分比/% percentage 

LTR/Copia 1836103 0.22 

LTR/Gypsy 31820184 3.82 

LTR/Other 61757601 7.40 

SINE 3306257 0.40 

反转录转座子 retrotransposon 

LINE 91992097 11.03 

EnSpm 131421912 15.76 

Harbinger 7571243 0.90 

hAT 47469205 5.69 

Helitron 25540061 3.06 

Mariner 2150949 0.26 

MuDR 1488226 0.18 

P 1934830 0.23 

DNA 转座子 DNA transposon 

other 157778939 18.92 

其他 other  31822582 3.82 

未知 unknown  14464702 1.73 

 
表 5  湖鲚基因结构注释信息 

Tab. 5  General statistics of predicted protein-coding genes in Coilia nasus taihuensis genome 

注释方法 
annotation 

method 

物种 
species 

基因数量 
number of 

gene 

基因平均 

长度/bp 
average gene 

length 

CDS 平均 

长度/bp 
average CDS 

length 

基因平均外 

显子数量 
average exon  

per gene 

外显子平均 

长度/bp 
average exon 

length 

内含子平均

长度/bp 
average intron 

length 

从头预测 
de novo 

 51617 8555 1150 6 204 1596 

大西洋鲱 
Clupea harengus 

24957 22870 1716 10 181 2488 

齿鲱 
Denticeps clupeoides 

20461 25268 1780 10 173 2533 

斑马鱼 
Danio rerio 

21311 23686 1745 10 183 2571 

电鳗 
Electrophorus electricus 

19583 25302 1762 10 172 2542 

虹鳟 
Oncorhynchus mykiss 

22229 25123 1755 10 174 2576 

同源预测 
homolog 

沙丁鱼 
Sardina pilchardus 

27664 14707 1185 5 217 3033 

转录预测 
transcript 

 29918 22030 3224 10 320 2074 

总计 total  21730 22130 1560 9 172 2542 

 

尺度, y 轴为湖鲚基因组的染色体尺度, 染色体的

链接依次为 Chr1 到 Chr24 (图 7), 接近平滑的直

线显示出刀鲚与湖鲚基因组间的高度相似的共线

性, 证明两者基因组的相似性高度一致。 

3  讨论 

3.1  湖鲚基因组组装质量 

长读长测序技术(long-read sequencing, LRS) 
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图 5  湖鲚与其他近缘物种基因组的基因结构注释信息比较 

Fig. 5  Comparison of gene structure features of Coilia nasus taihuensis with other fish species 
 

表 6  湖鲚基因功能注释表 

Tab. 6  Functional annotations of Coilia nasus taihuensis 

数据库 
database 

数量 
number 

百分比/% 
percentage 

Nr 21657 99.66 

Swissport 20501 94.34 

KEGG 19758 90.92 

KOG 17652 81.23 

TrEMBL 21656 99.66 

Interpro 21233 97.71 

GO 15588 71.73 

总计 total 21666 99.71 

可以产生长度≥10 kb 的连续序列, 为基因组探

索提供了强有力的工具, 使得无间隙基因组组装

成为可能。无间隙基因组能够全面地识别基因组

信息, 被广泛视为基因组组装的最终目标。先前

的研究已经在多个物种中发布了无间隙基因组 , 

包括刀鲚(Coilia nasus)、东亚江豚(Neophocaena 
asiaeorientalis sunameri)、水稻(Oryza sativa)、西

瓜(Citrullus lanatus)等[17,39-41]。与二代短读长测序

技术相比, 三代测序能够有效跨越高度重复的基

因组区域, 并且能够填补二代测序技术在组装中

难以解决的空缺, 从而显著提高基因组的整体连 
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图 6  基因功能注释结果 Venn 图 

Fig. 6  Venn diagram of gene function annotation  
results in the five databases of NR, Interpro,  

KEGG, Swissprot and KOG  
 

续性。本研究以太湖湖鲚为材料 , 整合 PacBio 

HiFi、ONT ultra-long 和 Hi-C 等多种测序技术以 

及多种组装策略完成了湖鲚的 gap-free 基因组组

装。湖鲚基因组大小为 834.09 Mb, contig N50 达

到了 35.46 Mb, BUSCO 评估完整性为 91.90%。

PacBio 和 Nanopore 平台提供的长读长测序技术

促进了基因组的组装, 显著提高了基因组连续性

或完整性 [42]。本研究获得的湖鲚基因组大小为

834.09 Mb, 与先前发表的洄游型刀鲚(851.67 Mb)

相比, 基因组长度存在差异[17]。随着 PacBio 和

Nanopore 三代测序技术的不断升级, 基因组组装

指标 contig N50 有明显提升, contig N50 由数 Mb

提升至上百 Mb 的水平。本研究获得的湖鲚 gap- 

free 参考基因组 contig N50 达到了 35.46 Mb, 与

刀鲚基因组(N50 35.42 Mb)质量处于同一水平, 

表明湖鲚基因组组装结果的可靠性[17]。从基因组

组装完整性来看, BUSCO 评价湖鲚的基因组完整

度为 91.9%, 表明湖鲚基因组装的高度完整性。另

外, 与 2020 年公布的养殖刀鲚基因组相比[43], 本

研究组装的基因组在连续性(contig N50 值)和完

整度上有明显提升, 其中 contig N50 从 1.6 Mb 提 
 

 
 

图 7  湖鲚与刀鲚基因组序列共线性比较 

Fig. 7  Collinearity of the genomes of Coilia nasus and Coilia nasus taihuensis 
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升至 35.46 Mb, 完整度也由 87.1%提高到 91.9%,

表明湖鲚基因组实现了高质量组装。Hi-C 挂载到

了 24 条染色体上, 与染色体核型分析的染色体数

目(2n=48)一致, 挂载率达 99.83%及 Hi-C 互作图

均反映出染色体水平的基因组组装效果良好。 

3.2  湖鲚基因组注释特征 

与大多数鱼类基因组一样, 湖鲚基因组的重复

元件占比较高。基因组重复序列注释显示, 湖鲚基

因组重复序列主要由 SINE、LINE、LTR 和 DNA

转座子四种类型组成, 序列总长度为 382.39 Mb, 

占基因组的 45.85%, 揭示了湖鲚基因组内重复元

件的复杂组成。湖鲚基因组重复序列的总长度和

比例显著高于养殖刀鲚注释到的重复序列(长度

为 245.66Mb, 占基因组的 31.24%), 表明本研究

获得的湖鲚基因组重复序列的注释更加完善[43]。

结合同源预测、从头预测和 RNA-Seq 辅助预测多

种策略注释得到 21730 个蛋白质编码基因, 与其

他硬骨鱼基因数目相比, 湖鲚编码基因的数目接

近于鳀科鱼类黄鲫(Setipinna tenuifilis), 低于大口

黑鲈(Micropterus salmoides)[44-45]。从编码基因的

结构来说, 湖鲚基因平均长度和 CDS 平均长度分

别为 22130 bp 和 1560 bp, 与刀鲚、短颌鲚、凤鲚

和七丝鲚基因组注释的基因平均长度、CDS 平均

长度、外显子平均长度和内含子平均长度分布具

有相似性, 表明湖鲚与已发表的刀鲚基因组具有

相似的基因结构分布模式[17]。基因功能注释得到

21666 个功能基因, 占比 99.71%, 为进一步的基

因功能研究和通路分析提供了丰富的信息资源。

以上结果均表明, 本研究获得的湖鲚基因组注释

结果质量较高, 将为进一步阐明湖鲚基因组层面

的分子机制提供重要的基因组资源。 

3.3  基因组共线性分析 

共线性分析是比较基因组学中的重要内容之

一, 在共线性区域内, 基因的序列及其相对位置

在一定程度上是保守的[46]。通过对湖鲚和刀鲚全

基因组序列进行比对, 结果显示, 两基因组之间

表现出极高的共线性(相似度 96.95%), 表明两者

有着极近的亲缘关系, 进一步支持了湖鲚为刀鲚

淡水生态型这一结论[12]。共线性片段的大小与分

化时间密切相关, 分化时间较短的群体间由于积

累的变异较少能够保留更多祖先遗传的特征; 而

分化时间较长的群体间则因变异累积较多, 导致

共有的特征减少, 共线性片段较短。湖鲚和刀鲚

共线性比对图显示, 染色体之间除少数基因存在

倒置或插入外 , 各染色体整体呈一一对应关系 , 

表明两者在整个基因组水平上表现出高度的保守

性。本研究通过刀鲚和湖鲚比较基因组共线性分

析, 鉴定出 48852 个共线性区块。基于先前研究

揭示的湖鲚和刀鲚较短的分化时间 (约 3 千年

前)[12], 两者之间较大的共线性区块表明湖鲚积

累的变异较少, 在基因组序列和功能上具有高度

保守性, 也从侧面印证了湖鲚良好的基因组组装

效果。 
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Gap-free genome assembly of freshwater resident Coilia nasus 

MA Fengjiao1, WANG Hui1, REN Long2, LIU Kai1, 2* 

1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081, China;  
2. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture and Rural 

Affairs; Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China 

Abstract: As one of the ecotypes of anadromous Coilia nasus, the freshwater resident Coilia nasus taihuensis is 
unable to conduct anadromous behavior due to the existence of physical barriers. C. nasus taihuensis can grow and 
reproduce independently in freshwater habitats such as Lake Taihu. Genetic differences in the genome have been 
demonstrated between anadromous C. nasus and non-anadromous C. nasus taihuensis due to geographical 
isolation and the significant difference in living environment. The genetic mechanisms related to environmental 
adaptation of C. nasus taihuensis were hindered by the lack of reference genomes. To conduct comprehensive and 
systematic analysis of the genomic characteristics of C. nasus taihuensis, a freshwater resident individual from 
Lake Taihu was selected as the experimental object. The first complete, gap-free reference genome of C. nasus 
taihuensis was constructed using a combination of PacBio (Pacific Biosciences) high-fidelity reads and ONT 
(Oxford Nanopore Technologies) ultra-long reads and Hi-C datasets. Based on a K-mer value of 21, we estimated 
the genome size as 612.76 Mb with a heterozygosity rate of 1.31%. The results of genome assembly showed a 
gap-free C. nasus taihuensis genome with an assembly size of 834.09 Mb. A contig N50 of 35.45 Mb was obtained 
through library construction, sequencing, assembly, chromosome mounting and gaps filling. Compared with the 
genome of cultured C. nasus, our gap-free genome substantially improved contiguity and completeness, where 
contig N50 increased from 1.6 Mb to 35.46 Mb. The integrity also increased from 87.1% to 91.9%, representing 
the highest quality genome. By Hi-C data, the assembled sequences were anchored and oriented onto all the 24 
chromosomes with a total length of 829.28 Mb, covering 99.83% of the scaffold-level genome. After gap filling 
using ONT ultra-long reads, all 24 chromosomes were assembled without gaps, representing the highest assembly 
quality. BUSCO analysis based on the actinopterygii_odb10 database showed that 91.9% of the expected 
actinopterygii_odb10 genes (single-copy genes: 90%; duplicated genes: 1.9%) were identified as complete, 
suggesting that the assembled C. nasus taihuensis genome is highly complete. Furthermore, a total of 382.393 Mb 
of repetitive sequence, accounted for 45.85% of the genome. Using a combination of de novo prediction, protein 
homology and RNA-seq annotation, a total of 21730 protein-coding genes were identified. Approximately 99.71% 
(21666 genes) of the total predicted genes were assigned with at least functional annotation, showing a more 
complete annotation. Furthermore, the conservation synteny between C. nasus taihuensis and C. nasus was 
compared to validate the chromosome assembly, and the results showed that the genomic sequences of C. nasus 
and C. nasus taihuensis were highly consistent (96.95%). Such highly conserved synteny and strict correspondence 
of chromosome assignment indicated a close genetic relationship between the two ecotypes. The high-quality 
gap-free assembled genome of C. nasus taihuensis can provide material for studying the freshwater adaptability of 
C. nasus and accumulate basic data for further studies on the population genetics of C. nasus. 
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