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摘要: 镉(Cd)作为生物非必需、毒性极强的蓄积性重金属, 易通过食物链进入人体, 严重威胁人类健康。扇贝相对

于其他贝类具有特异性蓄积镉的能力, 成为水产品安全领域关注的焦点。为了阐释扇贝高蓄积镉的分子机制, 本研

究以镉胁迫的栉孔扇贝(Chlamys farreri)消化盲囊组织为研究对象, 通过转录组测序技术进行基因转录水平分析。

通过比较转录组拼接获得 105071 个 unigene 和 3800 个差异基因, 对所得 unigene 进行功能注释, 发现这些基因集

中在蛋白绑定、细胞黏附、免疫应答、细胞凋亡和能量代谢等方面。对这些蛋白的分子功能进行注释, 发现该类

蛋白主要属结合蛋白(40.45%)、催化活性蛋白(34.27%)和转运蛋白(5.62%)。这些功能基因和预测通路为理解扇贝

体内解毒和免疫系统奠定了基础。获得的转录组数据为深入研究双壳贝类应对海洋污染物的分子机制提供了丰富

的基因资源。 
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栉孔扇贝(Chlamys farreri)是中国北方沿海省

份广泛养殖的重要经济物种。近年来, 由于各种

原因 , 比如高温或者人类活动引起的环境污染 , 

导致扇贝养殖被大规模破坏[1]。很多化学污染物, 

包括石油产物、生活和城市垃圾、有机氯化合物、

重金属等, 即使以低水平释放, 仍被认为对养殖

环境具有严重的副作用[2]。扇贝由于滤食特性对

重金属具有生物累积性。之前针对贝类的相关研

究主要集中在抗氧化酶活性 [3], 脂质过氧化 [4], 

组织中生物累积量[5], DNA 链断裂[6], 基因标志

物发掘等[7–8]。然而, 这些研究受限于基因组资源

的缺乏。对扇贝转录组表达谱的全面了解有助于

深入阐释扇贝蓄积镉的机制。 

镉(cadmium, Cd)是一种蓄积性重金属, 其污

染可通过食物链传递、富集和放大, 是世界卫生

组织(WHO)确定的优先研究的污染食品的 17 种

毒物之一, 也是毒性最大的重金属之一 [9]。根据

2001—2005 年的生态评价, 渤海湾的镉污染非常

严重[10]。镉污染已经成为影响水产品质量与安全

的主要问题之一, 尤其对于扇贝。因此, 理解扇贝

的毒性机制极为必要。 

近年来, 二代测序技术被成功应用于基因分

析、差异基因筛选、无参考基因组信息或非模式

生物中新转录本的发掘等[11]。例如, RNA-seq 测

序被应用于各种无脊椎动物中 , 像中华绒螯蟹

(Eriocheir sinensis)、桔小实蝇 (Bactrocera dor-
salis)、马氏珠母贝(Pinctada martensii), 以及其他

双壳贝类等[12–17]。 

本研究主要目的是寻找镉蓄积相关的功能基因

并阐明栉孔扇贝代谢和免疫通路潜在的分子机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

成熟栉孔扇贝采集于青岛某养殖场。栉孔扇



第 4 期 张辉等: 栉孔扇贝在镉污染胁迫下消化盲囊组织的转录组分析 803 

 

贝的养殖与组织取样参照涉及动物生化研究 

的国际指导准则。选择健康有活力的个体进

行实验。海水取自青岛鳌山卫海边, 过滤, 盐度

30, 温度(20±1)℃。日换水 100%, 扇贝投喂螺旋

藻粉 3 g/(cm3 海水·d)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  镉暴露及 RNA 提取  将栉孔扇贝分为两

组: 对照和 CdCl2·2.5 H2O 胁迫组。水中最终 Cd2+

浓度为 0.2 mg/L, 为《中国渔业水质量标准》[18]

中规定的 Cd2+浓度的 40 倍(Cd2+≤0.005 mg/L)。

暴露 15 d, 从两组中各取 5 只扇贝的消化盲囊用

于 RNA-seq。每组 2 个生物学平行(XC1 VS XC2; 

XD1 VS XD2；XC 为处理组, XD 为对照组)。总

RNA 的提取采用 TRIzol 法。分别采用 Agilent2100

和 NanoDrop 检测 RNA 的完整性和纯度。总 RNA

采用 DNase I 于 37℃消化 1 h 除去 DNA 残留。 

1.2.2  转录组测序及序列组装  样品检测合格后, 

用带有 Oligo(dT)的磁珠富集 mRNA。随后加入

fragmentation buffer 将 mRNA 打断成短片段, 以

mRNA 为模板, 用随机引物合成一链 cDNA, 然

后加入缓冲液、dNTPs、DNA polymerase I 和

RNase H, 合成二链 cDNA, 再用 AMPure XP 

beads 纯化双链 cDNA。纯化的双链 cDNA 先进行

末端修复、加 A 尾并连接测序接头, 再用 AMPure 

XP beads 进行片段大小选择。最后进行 PCR 扩增, 

并用 AMPure XP beads 纯化 PCR 产物, 得到最终

文库。文库构建完成后, 先使用 Qubit 2.0 进行初

步定量, 稀释文库至 1.5 ng/μL, 随后使用 Agilent 

2100 对文库的 insert size 进行检测, 使用 Q-PCR

方法对文库的有效浓度进行准确定量(文库有效

浓度＞2 nmol/L), 以保证文库质量。得到的 raw 

data 里面含有带接头的、低质量的 reads, 对其过

滤后得到 clean data。 

1.2.3  功能注释   首先通 过 blastn 程序将

unigenes 比对到 NCBI-Nt 核酸数据库。通过 blastx

程序将 unigenes 比对到蛋白质数据库。蛋白质数

据库包括 NR、Swisse-Prot、KEGG、GO 和 KOG, 

E＜10–5。其中, unigenes 通过 KOG、GO 和 KEGG

数据库的分类参考[19]的方法。 

1.2.4  差异表达基因分析  我们选取 FDR 值为

0.001 和|log2FoldChange|≤1 作为评判基因表达差

异是否显著的标准。所有的差异表达基因通过

KEGG 数据库进行通路富集分析。 

1.2.5  荧光定量 PCR验证  选取 6 个差异表达基

因进行荧光定量 PCR验证, 采用 SYBR Premix Ex 

Taq Kit 试剂盒法。β-actin 作为内参基因。相对定

量法参考[20]。 

2  结果与分析 

2.1  转录组数据组装 

采用 Illumina HiSeq 2000 高通量测序技术对

栉孔扇贝消化盲囊组织转录组进行了测序,  

共得到 227673 条转录本。裸数据上传至

NCBI SRA 数据库(序列号: SRR1563103)。采用

Trinity 软件去除 adapter 和低质量 reads 之后, 拼接

得到 105,071 条 unigene, 平均长度 829 bp, N50 长

度为 1573 bp(表 1)。其中 61828 条(58.84%)长度小

于 500 bp, 19393 条(18.46%)长度在 500~1000 bp, 

13377 条(12.73%)长度在 1000~2000 bp, 10473 条

(9.97%)长度大于 2000 bp(图 1)。 

 
表 1  栉孔扇贝消化盲囊 Illumina 转录组序列拼接概况 
Tab. 1  Summary of Illumina transcriptome sequencing 

and assembly for digestive gland of C. farreri 

分类 term 数目 numbers

总数 total number of reads 227673 

总碱基数/bp total base pairs 260210188 

平均长度/bp average read length 1143 

unigenes 总数 total number of unigenes 105071 

unigenes 平均长度/bp meanlength of unigenes 829 

unigenes 的 N50 长度/bp N50 length of unigenes  1573 

 

 
 

图 1  拼接 unigene 与转录本长度分布图 

Fig. 1  Length distributions of clean reads 
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unigenes序列通过 Transeq 程序翻译为蛋白序

列, 然后与 NR 和 Swiss-Prot 蛋白数据库比对。

24576 个 unigene 通过 NR 数据库比对注释。24493

个 unigene 通过 GO 功能分为三大类: 生物过程, 

细胞成分, 分子功能。生物学过程中, 细胞过程

(10.41%)和代谢过程(8.68%)所占比重最大；分子

功能中 , 绑定(9.81%)和催化活性(7.05%)是主要

组分；细胞成分中 , 细胞 (5.41%)和细胞组分

(5.40%)是主要代表(图 2)。12028 个 unigene 被分

为 26 个 KOG 功能家族, 包括生化代谢, 信号转

导机制, 防御系统, 细胞结构, 和基因表达等(图

3)。7849 个 unigene 被分为不同的 KEGG 通路(图

4)。最有代表性的是信号转导通路(1349 个), 碳水

化合物代谢(751 个), 运输和代谢(563 个)(表 2)。 

 

 
 

图 2  基因本体(GO)分类图 

纵坐标为 GO 3 个大类的下一层级的 GO term, 横坐标为注释到该 term 下(包括该 term 的子 term)的基因个数及其个数占被注

释上的基因总数的比例。3 种不同分类表示 Go term 的 3 种基本分类(从上往下依次为生物学过程, 细胞组分, 分子功能). 

Fig. 2  GO annotations of transcriptomic data in C. farreri 
A total of 141273 contigs are assigned to three GO terms (Y axis) including biological process, cellular component and molecular function. 
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图 3  KOG 分类图 

纵坐标为 KOG 的 26 个 group 的名称, 横坐标为注释到该 group 下的基因个数占被注释上的基因总数的比例. 

Fig. 3  KOG classification of the 105071 unigenes 
Possible functions of unigenes areclassified and subdivided into 26 categories. 

 

 
图 4  KEGG 分类图 

纵坐标为 KEGG 代谢通路的名称, 横坐标为注释到该通路下的基因个数及其个数占被注释上的基因总数的比例. 将基因根据

参与的 KEGG 代谢通路分为 5 个分支: A–细胞过程, B–环境信息处理, C–遗传信息处理, D–代谢, E–有机系统. 
Fig. 4  KEGG classification of the unigenes 

Genes were divided into five branches according to the involvement of KEGG pathway. A–cellularprocesses; B–environmental  
information processing; C–genetic information processing; D–metabolism; E–organismal systems. 
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表 2  栉孔扇贝消化盲囊的 KEGG 生化图谱 
Tab. 2  KEGG biochemical mappings for digestive gland of C. farreri 

KEGG 分类 KEGG categories represented 总基因数 background number  样品数 sample number

代谢 metabolism   

碳水化合物代谢 carbohydrate metabolism 751 67 

能量代谢 energy metabolism 138 11 

脂质代谢 lipid metabolism 554 56 

核苷酸代谢 nucleotide metabolism 299 17 

氨基酸代谢 amino acid metabolism 514 48 

氨基酸生物合成 biosynthesis of amino acids 107 10 

其他氨基酸的代谢 metabolism of other amino acids 141 18 

多糖生物合成和代谢 glycan biosynthesis and metabolism 397 30 

辅助因子和维他命的代谢 metabolism of cofactors and vitamins 215 18 

萜类和酮类化合物代谢 metabolism of terpenoidsand polyketides 20 4 

其他次级代谢物生物合成 biosynthesis of other secondary metabolites 38 8 

外源性生物降解和代谢 xenobiotic biodegradation and metabolism 201 19 

脂肪酸代谢 fatty acid metabolism 66 6 

甲烷代谢 methane metabolism 47 1 

基因信息过程 genetic information processing   

转录 transcription 176 8 

翻译 translation 331 12 

折叠, 分类, 降解 folding, sorting and degradation 488 57 

复制和修复 replication and repair 147 8 

膜转运 membrane transport   

ABC 转运子 ABC transporters 82 20 

信号转导 signal transduction 1349 207 

信号分子与交互作用 signal molecules and interaction 204 13 

细胞过程 cellular process   

转运和分解代谢 transport and catabolism 563 95 

细胞运动 cell motility 139 20 

细胞生长和死亡 cell growth and death 568 37 

细胞通讯 cell communication 427 51 

人类疾病 human diseases   

癌症 cancers 60 13 

 
2.2  差异表达基因的功能注释 

共筛选出 3800 个差异表达序列(图 5)。大部

分差异基因参与的生物学过程包含 ATP 结合转运

子(ABC 蛋白)、氧化磷酸化、真核细胞的核糖体

生物合成、MAPK 信号通路、谷胱甘肽代谢、丝

氨酸和苏氨酸代谢、甾体激素生物合成。 

2.3  差异表达基因的验证 

选取 6 个差异表达基因进行荧光定量 PCR 验

证, 引物如下表所示(表 3)。结果表明 6 个基因的

电泳条带全部与预期大小一致 , PCR 产物通过

Sanger 测序验证。全部 6 个基因的表达趋势与转

录组数据一致(图 6)。 

2.4  生物学重复 

实验设置 2 个生物学重复。XC1 vs XC2 的

Pearson 系数为 0.852, XD1 vs XD2 的 Pearson 系

数为 0.86(图 7)。 

3  讨论 

无脊椎动物由于缺乏免疫球蛋白发展了独特

的生物防御系统(先天性免疫)[21]。但是免疫系统 
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图 5  样品间基因差异表达分析火山图 

横坐标代表基因在不同实验组中/不同样品中表达倍数变化；

纵坐标代表基因表达量变化的统计学显著程度, 校正后的 P
越小, –log10(校正后的 P 越大, 即差异越显著. 图中的散点代

表各个基因, 蓝色圆点表示无显著性差异的基因, 红色圆点

表示有显著性差异的上调基因, 绿色圆点表示有显著性差异

的下调基因. 

Fig. 5  Volcanic map of analysis of differentially  
expressed gene between samples 

The X-axis indicates the fold change of gene expression in 
different samples. The Y-axis indicates the statistically sig-
nificant degree of change in gene expression level. When 

corrected P is smaller, –log10 (corrected P) is bigger, which 
showing the more significant the difference of gene expres-
sion. The scatters represent genes. The blue dot indicates no 
significant difference, red one indicates significantly differ-

ence of up-regulated genes, green one indicates 
down-regulated genes significantly. 

 
表 3  荧光定量 PCR 分析测定基因的引物 

Tab. 3  Primer sequences of the tested genes used in the 
quantitative RT-PCR analysis 

基因名称 
gene name 

引物(53)  
primer (53) 

产物大小/bp
products size

F CTCCCTCACGCTATCCTCCG 177 β-actin 

R CTGGGCACCTGAACCTTTCG  

F CGAGGCTCGACCTTCAGA 180 CYP3A 

R TGGTCCACGCATTTGTCT  

F CAACCTGAAGTGGCTGGAC 185 HSP70 

R CCGTATTTGACCCTCCCT  

F CCTTTGACCGACTTCCAC 222 SULT 

R CCTCGACCTTCTCCCAGT  

F TAACTGCCCATGTCCAAG 172 MT 

R GCCACAAGAGCAAGACCC  

F CGGGTTTCATTCACCGAGTT 195 MTP 

R ACGATACCGGAGGCCAGA  

F TAGCGGTGACGAAGACAT 112 DMT 

R GACGTGAATCGCAAGCAG  

 

 
 

图 6  差异表达基因的荧光定量 PCR 验证 

Fig. 6  Quantitative RT-PCR validation of differentially ex-
pressed genes between control and Cd exposure groups 

CYP3A: cyto-chrome P450, family 3, subfamily A; HSP70: 
heat shock protein 70; SULT: sulfotransferase; MT: metal-
lothionein; MTP: metal tolerance protein; DMT1: divalent 

metal transporter 1. verticalbarsrepresent the mean±SD (n=3) 
relative to the control. 

 

 
 

图 7  样品间基因表达量相关性分析 

R2: Pearson 相关系数的平方. 

X 轴与 Y 轴分别表示不同样品的 log10 (FPKM+1)值. 
Fig. 7  The Pearson correlation between samples 

The X-axis and Y-axis represent log10 (FPKM+1) of different 
samples. R2: square of Pearson correlation. rho: spearman cor-

relation. tau: kendall-tau correlation. 
 

准确的分子基础仍需进一步研究。例如 , 一些

unigene 编码热激蛋白(HSP)家族, 包括 HSP22、

HSP70、HSP90、HSP 转录因子, 参与很多物种的

压力反应[22]。HSP家族转录本高表达与 Hou(2011)

的研究一致[23]。另外, 还检测到编码参与生物解

毒代谢过程蛋白的 unigene, 例如 CYP 家族, 谷胱
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甘肽硫转移酶, 谷胱甘肽过氧化物酶, 过氧化氢

酶, 超氧化物歧化酶。 

尽管双壳贝类中免疫相关的基因信息有所增

加, 可用的信息仍很缺乏[24]。KEGG 分析鉴定免

疫通路相关的 unigene, 像 Toll 样受体信号通路, 

趋化因子信号通路, NOD 样受体信号通路, 补体

和凝血级联反应。Toll 样受体是一个古老的模式

识别受体家族, 在激活免疫系统和鉴别非己物质

中发挥重要作用。我们鉴定到编码 C3 和 C1q 的

unigene, 其是构成机体蛋白紧密网络的补体系统

的重要组分, 在机体防御和炎症反应中发挥重要

作用。另外, MAPK、PI3K、p38 基因, 在相关的

通路中均被检测到, 在外界压力刺激和细胞反应

中发挥重要作用。因此, 我们在转录组数据中鉴

定出一系列免疫和代谢相关基因, 这些基因在栉

孔扇贝防御中发挥重要作用, 这显著提高了我们

对扇贝相关通路分子机制的全面理解。 

镉暴露后, 栉孔扇贝消化盲囊组织中的 ABC

转运蛋白家族, HSP 家族和 CYP 家族的表达均上

调。之前 Luckenbach 等[25]的研究表明 ABCB 和

ABCC 型转运子在双壳贝类鳃中构成环境与组织

的屏障, 起到抵抗多种外界物质的作用。这种保

护机制被看作是水生生物体中普遍存在的。另外, 

Kingtong 等[26]的研究表明, ABC 转运子在水生无

脊椎动物对抗各种有毒化学物质的解毒代谢机制

中起重要作用。这些研究可以解释消化盲囊中

ABC 家族表达显著上调的原因。细胞色素 P450

家族成员之一, CYP3A 被认为参与很多生物体内

一系列毒物代谢过程, 同时被应用到很多结构上

不相关的外源物质的代谢中[27]。哺乳动物中, 红霉

素N-脱甲基酶ERND(erythromycin-N-demethylase)

被认为与 CYP3A 部分相关, 是评价环境污染物

负面效应的有效生物标志物[28]。之前的研究证明

某些鱼中 CYP3A 的表达可以被某些外源物质诱

导[29–30]。然而, 本研究中消化盲囊中的 CYP3A 表

达下调, 可能与不同的物种、组织、暴露时间、

剂量或所用污染物有关。金属硫蛋白(MT)是一种富

含丝氨酸的低分子量蛋白, 在重金属解毒代谢中

起重要作用[31]。据报道, MT 可以通过与金属颗粒结

合作为水生环境中重金属污染的生物标志物。Geret

等[32]研究发现, 暴露于 200 μg/L 镉中 4 d 的紫贻贝

(Mytilus edulis), 其消化盲囊中 MT 蛋白表达水平明

显上调。Zorita 研究表明, 暴露于 200 μg/L 镉 2 d 和

9 d 的地中海贻贝(Mytilusgallo provincialis)消化盲囊

中 MT 含量升高[33]。斑马贻贝(Dreissena polymorpha)

暴露于 34 μg/L 镉 5 d 和 20 μg/L 镉 63 d 后 MT

含量均被诱导升高[34–35]。本实验中, MT 表达被  

0.2 mg/L 镉显著诱导。因此, MT 合成被显著诱导

可作为对抗镉毒性的保护机制。金属耐受性蛋白

(MTP)属于阳离子扩散协助蛋白家族, 广泛存在

于细菌, 真菌, 植物, 动物中。MTP 是二价阳离子

转运子, 对于有效地转运 Zn、Cd, 和其他重金属

十分必要[36]。本研究中, Cd 诱导栉孔扇贝消化盲

囊中 MTP 表达升高。肠腔表面非血红素离子的转

运子是二价离子转运子(DMT1), 是一种 H+偶联

的电膜转运蛋白, 属于进化中高度保守的整合膜

蛋白家族。该实验中, Cd 处理组 DMT1 的表达下

降 , 表明 Cd 抑制了离子转运 , 该结果与之前

Desmond 等[37]的研究一致。 

4  结论 

本研究基于 Illumina 测序平台生成了栉孔扇

贝消化腺组织的转录组。共组装成 105071 个

unigene, 其中 24576 个得到明确的注释。很多基

因参与解毒代谢免疫通路。这些结果大量补充了无

参考基因组信息的栉孔扇贝现有基因组资源。另外, 

差异表达基因被鉴定并得以注释。基因信息提供

了海洋污染物胁迫下潜在的贝类分子生物标志物, 

更好地理解参与代谢与免疫通路的分子机制。 
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Discovery of genes associated with cadmium accumulation from the 
digestive gland of scallop Chlamys farreri by using high-throughput 
sequencing 
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Abstract: Heavy metal pollution in food is one of the major problems affecting food safety. Cadmium is a kind of 
heavy metal that is non-essential, highly toxic, and easily accumulated. It enters the food chain and poisons ani-
mals and humans. Shellfish easily accumulate heavy metals because of their low metabolic rate. Scallops can ac-
cumulate high amounts of cadmium, especially compared to other shellfish, and the content of cadmium in the 
edible part of scallops was several times higher than that considered the national standard; hence, this has become 
the focus of attention. In order to understand the molecular mechanisms of high accumulation of cadmium, this 
study was designed to obtain transcript sequence data and assess gene expression in the digestive gland of the 
scallop Chlamys farreri exposed to cadmium by using molecular technology. In all, 105071 unigenes were ob-
tained with an average size of 829 bp and a N50 length of 1573 bp. All the predicted protein sequences (unigene 
sequences were translated using the Transeq program of the EMBOSS suite) were searched against the NR and 
Swiss-Prot protein sequence databases for gene annotation. Further, 24493 unigenes were assigned to at least one 
GO term under one of the three categories: biological process, cellular component, and molecular function. A total 
of 12028 unigenes were classified functionally into 26 KOG families, including biochemical metabolism, signal 
transduction mechanism, defense system, cellular structure, and gene expression. Moreover, 7849 unigenes were 
assigned to different KEGG pathways. The most represented pathways were signal transduction (1349 members), 
carbohydrate metabolism (751 members), and transport and catabolism (563 members). Most of them were in-
volved in biological progress, e.g., ATP-binding cassette transporters, oxidative phosphorylation, ribosome bio-
genesis in eukaryotes, MAPK signaling pathway, glutathione metabolism, serine and threonine metabolism, and 
steroid hormone biosynthesis. These data would provide potential molecular targets in bivalves exposed to marine 
pollutants for functional studies of genes and to better understand the molecular mechanisms involved in meta-
bolic and immune pathways. 
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