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摘要: 为探究牛磺酸对红鳍东方鲀的热应激调控的影响, 以初始体重为(32.28±0.20) g 的红鳍东方鲀(Takifugu ru-

bripes)作为研究对象, 实验随机分为 3组, 每组设置 3个重复, 通过在低鱼粉饲料中分别添加 3个水平的牛磺酸[0% 

(T1, 对照)、1.0% (T2)和 5.0% (T3)], 配制 3 组实验饲料。养殖 56 d 后, 水温(28±0.3) ℃, 急性热应激 30 min, 取

肝脏。使用 RNA-Seq 测序技术对 3 组红鳍东方鲀肝脏转录组进行分析, 并分别对 3 个转录组测序文库进行两两比

较, 设置显著差异基因筛选条件为 P<0.05, 共获得 167 个差异表达基因, 其中上调基因 111 个, 下调基因 56 个。

GO 功能分析发现, 在 T3vsT1 组中, 差异表达基因(DEGs)显著富集在蛋白质分解过程、丝氨酸型内肽酶活性、丝

氨酸型肽酶活性、丝氨酸水解酶活性、内肽酶活性、L-氨基酸肽的肽酶活性和肽酶活性。KEGG 富集分析发现, 

T2vsT1 组中, 这些 DEGs 主要参与细胞黏附分子、神经活性配体-受体相互作用通路; 而 T3vsT1 组中, 这些 DEGs

主要参与神经活性配体受体相互作用和代谢途径。选取 3 个显著差异表达基因进行实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)

验证, 结果证明, 转录组测序分析可靠; 饲料中添加牛磺酸后, 在急性热胁迫条件下, 红鳍东方鲀可通过细胞黏附

分子和神经活性配体-受体相互作用通路调控机体对温度的响应; 随着牛磺酸添加量的升高, 红鳍东方鲀主要通过

代谢调节、神经活性配体-受体相互作用通路调控机体对温度的响应。本研究旨为研究牛磺酸对红鳍东方鲀的热应

激调控的影响和牛磺酸抗应激功能提供参考数据。 
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红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)俗称河鲀, 是
一种性情凶猛的底栖肉食性、狭温性鱼类[1], 在工

厂养殖过程中, 由于温度的升高易产生热应激反

应, 致使养殖效益下降[2]。研究表明, 在遭受过强

的应激后, 鱼类机体细胞内稳态和生理性能会遭

到破坏, 进而引起其他免疫反应的变化[3]。热应激

是动物体最基本的细胞保护机制, 生存环境温度

的上升所导致的体温升高是机体经常出现的生理

反应, 因而对活体动物各重要器官在热应激下的

反应进行研究更具实用意义[4]。 

牛磺酸(taurine), 又称牛胆素、牛胆碱, 为 β
型含硫氨基酸, 化学名为 2-氨基乙磺酸, 其相对

分子质量为 125.15, 有独特酸味, 常温下为白色

或黄色针状结晶, 易溶于水, 不溶于无水乙醇和

乙醚, 在体内各组织、器官中含量丰富[5-7], 主要

存在于组织间液和细胞内液中[8]。 
牛磺酸不仅能促进鱼类的生长, 提高其免疫

能力[9-12], 还能够提高鱼类抗胁迫能力。水产动物

应激时的生理变化与机体营养状况密切相关, 研
究表明, 牛磺酸可使日本鳗鲡(Anguilla japonica)
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的生殖细胞不受氧化应激的影响[13], 黄斑蓝子鱼

(Siganus canaliculatus)[14]浸泡牛磺酸 2 d 后可提

高鱼体抗急性拥挤胁迫能力。此外 , 在青鱼

(Mylopharyngodon piceus)幼鱼饲料中添加牛磺酸

可以增强其抗胁迫能力[15-16], 在暗纹东方鲀(Takifugu 
obscurus)饲料中添加牛磺酸可以增强机体的特异

性免疫能力和非特异性免疫能力, 减少低温引起

的氧化应激、细胞毒性和细胞凋亡, 从而增强其

抗低温胁迫能力[17]。Frosini 等[18]的研究表明, 牛
磺酸可能通过在细胞外液释放, 维持机体内环境

的平衡, 在体温调节机制中起重要作用。因此, 牛
磺酸作为一种内源性体温调节剂具有抗应激作用

的潜在功能[19]。目前, 关于牛磺酸在水产动物热

应激调节方面的研究有限, 且关于牛磺酸调节热

应激的分子机制尚未见报道。因此, 本研究以红

鳍东方鲀为研究对象, 探讨饲料中添加不同水平

的牛磺酸对红鳍东方鲀热应激调控通路表达的影

响, 为进一步研究牛磺酸对红鳍东方鲀的热应激

调控机制的影响和牛磺酸抗应激能力的发掘提供

基础参考数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验设计及饲养管理 
实验用红鳍东方鲀幼鱼购自大连天正实业有

限公司, 初始体重为(32.28±0.20) g, 于实验室暂

养 14 d, 期间投喂T1组饲料(对照组饲料, 饲料中

牛磺酸水平为 0%）, 实验开始前, 停喂 24 h, 选
取大小均匀、体表无伤、活力较好的红鳍东方鲀

幼鱼 135 尾, 随机分为 3 个组, 每组 3 个重复, 每
个重复 15 尾鱼, 放入 9 个 200 L 的方形聚乙烯水

槽中。每天 8:00 和 17:00 投喂提前分装好的置于

4 ℃冰箱的实验饲料至表观饱食, 每天 9:30 和

18:30 换水, 换水量为总水体的 2/3。24 h 连续充

气, 07:00~19:00 日光灯照明, 保持实验环境每天

12 h 光照 12 h 黑暗。实验期间及时捞出死亡鱼体

并记录体重, 每天通过 YSI 多参数水质测量仪(维
赛仪上海有限公司)测定水质, 温度 23.0~24.5 ℃, 
溶解氧浓度大于 6 mg/L, pH 为 7.3~7.8。 

养殖 56 d 后, 以水温作为实验应激主效因子, 

应激实验在 40 L 聚乙烯方形水槽中进行, 每个水

槽加入曝气处理后的海水 , 温控仪调节水温至

(28±0.3) ℃, 分别从每个重复中随机选取 3 尾个

体相近、活力较好的红鳍东方鲀幼鱼直接放入应

激试验水槽中急性升温 30 min 后采集样品, 应激

试验期间连续充气。 
1.2  实验饲料 

以酪蛋白和鱼粉为主要蛋白质源, 以鱼油和

大豆卵磷脂为主要脂肪源, 配制牛磺酸水平分别

为 0% (T1, 对照)、1.0% (T2)和 5.0% (T3)的 3 种

等能量等氮实验饲料, 用甘氨酸调平饲料中的含

氮量。具体配方及营养成分见表 1, 原料过 60 目

筛, 所有原料采用逐级混合法混合均匀, 制成直

径为 4 mm 的软颗粒饲料于–20 ℃下保存备用。 
1.3  样品采集 

应激结束后, 用 MS-222 (100 mg/L)进行麻醉, 
用灭菌处理过的剪刀镊子分离出肝脏, 每 3 尾鱼

的肝脏剪碎混合后放入液氮中冷冻, 待全部取样

结束后于–80 ℃冰箱中保存, 用于后续 RNA-seq
转录组分析和实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)。 
1.4  RNA-seq 转录组分析 
1.4.1  文库构建  用带有 Oligo(dT)的磁珠, 通过

A-T 互补配对与 mRNA 的 ployA 尾结合的方式富

集真核生物的 mRNA。随后加入破碎缓冲液

(fragmentation buffer)将 mRNA 打断成短片段, 以
mRNA 为 模 板 , 用 六 碱 基 随 机 引 物 (random 
hexamers)合成一链 cDNA, 然后加入缓冲液、dNTPs
和 DNA 聚合酶  I 合成二链 cDNA, 随后利用

AMPure XP beads 纯化双链 cDNA。纯化的双链

cDNA 再进行末端修复、加 A 尾并连接测序接头, 
然后用 AMPure XP beads 进行片段大小选择, 最
后进行 PCR 富集得到最终的 cDNA 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 ng/μL, 随后使用 Agilent 2100 对文库的

插入片段长度(insert size)进行检测, 插入片段长

度符合预期后, 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。库检合格后, 把不同文库按照有效浓度
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及目标下机数据量的需求汇集后进行 HiSeq 测序。 
 

表 1  实验基础饲料组成 
Tab. 1  Composition of the experimental basic diets 

%干物质基础 % dry matter basis 

项目 item T1 (对照 contr.) 

原料 ingredient 

鱼粉 fishmeal 15 

磷虾粉 krill meal 5 

豆粕 soybean 10 

小麦粉 flour 9 

玉米蛋白粉 corn gluten meal 10 

酪蛋白 casein 20 

啤酒酵母 beer yeast 2 

α-淀粉 α-starch 8 

羧甲基纤维素 carboxyl methyl cellulose 2.4 

大豆卵磷脂 soybean lecithin 5 

鱼油 fish oil 5 

螺旋藻 Spirulina 1 

甜菜碱 betaine 0.3 

胆碱 choline 0.3 

维生素混合物 a vitamin mixture a 1 

矿物质混合物 b mineral mixture b 1 

牛磺酸 taurine 0 

甘氨酸 glycine 5 

营养水平分析 nutrient analysis 

水分 moisture 31.33 

粗蛋白 crude protein 47.28 

粗脂肪 crude lipid 14.69 

粗灰分 ash 7.26 

牛磺酸 taurine 0.06 

注 : a. 维生素混合物 (IU/kg 或  mg/kg 预混料 ): 维生素 A, 
1000000 IU; 维生素 D3, 300000 IU; 维生素 E, 4000 IU; 维生素

K3, 1000 mg; 维生素 B1, 2000 mg; 维生素 B2, 1500 mg; 维生素

B6, 1000 mg; 维生素 B12, 5 mg; 烟酸, 1000 mg; 维生素 C, 5000 mg; 
泛酸钙, 5000 mg; 叶酸, 100 mg; 肌醇, 10000 mg; 载体葡萄糖

及水≤10%. b. 矿物质混合物(0.025 mg/g 预混料): NaCl, 107.79; 
MgSO4·7H2O, 380.02; NaHPO4·2H2O, 241.91; KH2PO4, 665.20; 
Ca(H2PO4)·2H2O, 376.70; 柠檬酸铁 , 82.38; 乳酸钙 , 907.10; 
Al(OH)3, 0.52; ZnSO4·7H2O, 9.90; CuSO4, 0.28; MnSO4·7H2O, 
2.22; Ca(IO3)2, 0.42; CoSO4·H2O, 2.77. 
Note: a. Vitamin mixture (IU/kg or mg/kg of premix): vitamin A, 
1000000 IU; vitamin D3, 300000 IU; vitamin E, 4000 IU; vitamin 
K3, 1000 mg; vitamin B1, 2000 mg; vitamin B2, 1500 mg; vitamin 
B6, 1000 mg; vitamin B12, 5 mg; nicotinic acid, 1000 mg; vitamin C, 
5000 mg; Ca pantothenate, 5000 mg; folic acid, 100 mg; inositol, 
10000 mg; carrier glucose, H2O≤10%. b. Mineral mixture (0.025 mg/g 
of premix): NaCl, 107.79; MgSO4·7H2O, 380.02; NaHPO4·2H2O, 
241.91; KH2PO4, 665.20; Ca(H2PO4)·2H2O, 376.70; Fe citrate, 82.38; 
Ca lactate, 907.10; Al(OH)3, 0.52; ZnSO4·7H2O, 9.90; CuSO4, 0.28; 
MnSO4·7H2O, 2.22; Ca(IO3)2, 0.42; CoSO4·H2O, 2.77. 

1.4.2  测序数据及信息分析  采用 Illumina 测序

平台进行测序, 测序后每个样本得到的待分析数

据(clean reads)不少于 6G, 将 clean reads 对比到参

考基因组。进行基因定量分析和基于基因表达水

平的各项分析, 并对筛选出的样本间差异表达基

因进行 GO 功能显著性富集分析和 KEGG 显著性

富集分析等。 
1.5  实时荧光定量 PCR (RT-qPCR) 

从转录组测序结果中选取 3 个差异表达显著

的基因进行 RT-qPCR 验证, 选用 β-actin 作为内参

基因, 使用 Primer Premier 5.0 针对选定基因设计

引物, 引物由生工生物工程(上海)股份有限公司

合成, 引物序列如表 2 所示。 
 

表 2  用于转录组数据验证的引物 
Tab. 2  Genes and specific primers used for validation of 

RNA-seq data by real time PCR 

引物 primer 引物序列(5‒3)  primer sequence (5‒3) 

SREBP-2-F ATGGACACGACTTTAGCAGAAC 

SREBP-2-R TTAGGAGGCAGCAATGGTC 

prss59.1-F CGTGTTGAAGTGCGTCTTGGCGA 

prss59.1-R GGTGAGGCTGGGAGTAGGGCGTG 

sat1b-F AAAGAGTAAAAGAAGAAAATGGA 

sat1b-R GCGATGAGGCAATGGTAAAACGG 

β-actin-F AGTATTTACGCTCAGGTGGG 

β-actin-R ATCCGTAAGGACCTGTATGC 

 

2  结果与分析 

2.1  转录组测序与生物信息学分析 
2.1.1  原始数据质量控制与参考序列对比分析  
对 3 组红鳍东方鲀肝脏 RNA-Seq 进行质量检测

(表 3), 3 组测序数据在测序长度范围内碱基的错

误率低于 0.03%; GC 比例在正常范围内; 碱基质

量的 Q20 和 Q30 值均高于 94%, 表明本次测序质

量较高, 满足后续分析要求。reads 与红鳍东方鲀

参考基因组比对情况统计中, 3 组测序序列的定

位百分比均高于 93%, 其中具有多重定位的测序

序列百分比高于 11%, 具有唯一定位的测序序列

百分比高于 79%。 
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表 3  转录测序产出数据质量评估及 reads 与参考基因组比对结果 
Tab. 3  Summary of sequencing data quality and the statistics of the transcriptome assembly 

n=3; x ±SD; % 

样本名称
sample name 

错误率
error rate 

Q20 比例
Q20 ratio 

Q30 比例
Q30 ratio 

GC 比例
GC ratio

总定位百分比/% 
total mapped percentage

多重定位 multiply 
mapped percentage 

唯一定位 unique 
mapped percentage

T1 0.02±0.00 98.06±0.10 94.64±0.20 53.01±0.57 93.87±0.15 11.04±1.20 82.84±1.26 

T2 0.02±0.01 98.03±0.18 94.61±0.42 53.88±0.04 93.88±0.32 11.54±0.48 82.34±0.76 

T3 0.02±0.01 97.93±0.16 94.36±0.42 54.66±0.27 93.85±0.26 14.29±0.37 79.56±0.15 

注: T1、T2、T3 分别取自牛磺酸含量为 0% (对照)、1.0%和 5.0%的实验组. 
Note: T1, T2 and T3 denote the samples from the experiment groups supplemented with 0% (control), 1.0% and 5.0% taurine, respectively.  
 
2.1.2  基因表达水平分析  根据定位到基因外显

子区域或基因组区域的 reads 数可以估计基因的

表达水平, FPKM (expected number of fragments 
per kilobase of transcript sequence per millions base 
pairs sequenced)是每百万碎片(fragment)中来自

某一基因每千碱基长度的数目, FPKM 数值对基

因 表 达 水 平 估 算 则 同 时 考 虑 了 基 因 长 度 和

fragment 测序深度对 fragment 计数的影响。如表

4 所示, T1 组、T2 组、T3 组均在区间 0~1 内的比

例最高。 
 

表 4  不同表达水平区间的基因数量统计表 
Tab. 4  FPKM intervals and the total genes of each library 

n=3; x ±SD; % 

基因表达水平区间 interval of gene expression level样品名称 
sample 
name 0‒1 1‒3 3‒15 15‒60 >60 

T1 37.38±2.15 15.47±1.02 31.52±1.15 11.41±1.52 4.21±0.22

T2 40.00±3.77 17.05±1.89 29.72±3.21 9.46±2.41 3.76±0.15

T3 42.46±2.56 19.46±1.53 27.67±2.05 7.46±1.72 2.94±0.42

注: T1、T2、T3 分别取自牛磺酸含量为 0% (对照)、1.0%和 5.0%
的实验组. 
Note: T1, T2 and T3 denote the samples from the experiment 
groups supplemented with 0% (control), 1.0% and 5.0% taurine, 
respectively. 
 
2.1.3  差异基因表达分析  如图 1 所示, 在急性

热应激后, T2 vs T1 组共得到 13 个差异表达基因, 
其中包括 11 个上调表达基因, 2 个下调表达基因; 
T3 vs T1 组共得到 154 个差异表达基因, 其中包

括 100 个上调表达基因, 54 个下调表达基因。对

所有基因进行 FPKM 层次聚类分析, 得到结果如

图 2 所示。以 log2(ratios)值进行聚类, 图中红色代

表基因高表达, 蓝色代表基因低表达, 从红到蓝

表明 log2(ratios)值从大到小, 即基因表达量从高

到低。 
 

 
 

图 1  差异表达基因火山图 
a. T2 vs T1 差异基因火山图; b. T3 vs T1 差异基因火山图. 

T1、T2、T3 分别取自牛磺酸含量为 0% (对照)、 
1.0%和 5.0%的实验组. 

Fig. 1  Volcanic map of differentially expressed genes (DEG) 
a. Volcanic map of differential genes in T2 vs T1 group; b. Volcanic 
map of differential gene in T3 vs T1 group. T1, T2 and T3 de-

note the samples from the experiment groups supplemented 
with 0% (control), 1.0% and 5.0% taurine, respectively. 
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图 2  差异表达基因聚类图 
T1、T2、T3 分别取自牛磺酸含量为 0% (对照)、 

1.0%和 5.0%的实验组. 
Fig. 2  Cluster map of differentially expressed genes 

T1, T2 and T3 denote the samples from the experiment groups 
supplemented with 0% (control), 1.0% and 5.0% taurine, respectively. 
 
 

2.1.4  差异基因 GO 富集  GO 富集分类统计结

果表明, 差异基因在生物过程、细胞组分和分子

功能中均有分布(表 5), T2 vs T1 组经 GO 富集的

生物过程的类别 121 个, 细胞组分的类别 13 个, 
分子功能的类别 72 个; T3 vs T1 组经 GO 富集的生 
 

表 5  差异基因 GO 富集分类 
Tab. 5  Go enrichment classification of  

differentially expressed genes 

组别 
group 

类别 
classification 

功能信息数量 
number of function 

information 

T2 vs T1 生物过程 biological process 121 

 细胞组分 cellular component 13 

 分子功能 molecular function 72 

T3 vs T1 生物过程 biological process 515 

 细胞组分 cellular component 99 

 分子功能 molecular function 245 

注: T1、T2、T3 分别取自牛磺酸含量为 0% (对照)、1.0%和 5.0%
的实验组. 
Note: T1, T2 and T3 denote the samples from the experiment 
groups supplemented with 0% (control), 1.0% and 5.0% taurine, 
respectively. 

物过程的类别 515 个, 细胞组分的类别 99 个, 分
子功能的类别 245 个。如图 3 所示, T3 vs T1 组中

7 条被富集的 GO 类别包括: 蛋白质分解过程、丝

氨酸型内肽酶活性、丝氨酸型肽酶活性、丝氨酸

水解酶活性、内肽酶活性、L-氨基酸肽的肽酶活

性、肽酶活性。 
2.1.5  差异表达基因 KEGG 分析  除对差异基

因进行 GO 富集分析外, 还对其进行了 KEGG 通

路富集分析, 选取 T2 vs T1 组中富集最显著的 4
条途径和 T3 vs T1 组中富集最显著的 20 条途径, 
做 KEGG 富集散点图(图 4), 本实验测序结果中, 
以P<0.05为阈值, 热应激后, T2 vs T1组中细胞黏

附分子、神经活性配体-受体相互作用是显著富集

的途径, 富集到的差异基因数量为 4, T3 vs T1 组 
中代谢过程、类固醇生物合成、神经活性配体-

受体相互作用、牛磺酸与牛磺酸代谢的调节是显

著富集的通路 , 其中代谢途径和神经活性配体-

受体相互作用富集的差异基因数量较多, 且其中 T2 
vs T1 组细胞黏附分子、神经活性配体-受体相互

作用通路中差异基因表达显著上调, T3 vs T1 组

代谢过程、牛磺酸与牛磺酸代谢、类固醇生物合

成通路差异基因表达量显著下调, 神经活性配体

-受体相互作用通路差异基因表达显著上调。 
2.2  RT-qPCR 验证 

如图 5 所示, 为验证测序结果的准确性, 从
转录组测序结果中选取 3 个差异表达基因, 进行

RT-qPCR 分析 , 对转录组测序结果进行验证 , 
RNA-seq 结果中基因表达差异倍数与 RT-qPCR 结

果中基因表达差异倍数相近, 且两种结果的相关

系数为 0.97, 表明了转录组测序分析结果的可靠性。 

3  讨论 

3.1  红鳍东方鲀转录组测序 
在水产动物的研究中, 转录组测序技术作为

研究生物生理机制的重要技术手段已经被广泛应

用[20-24], 李永娟[25]在基于 RNA-seq 技术探究热应

激条件下虹鳟(Oncorhynchus mykiss)肝脏和头肾

转录组差异的过程中, 通过对 6 组肝脏样品进行

转录组测序, 获得了 44643742~51705292 条原始

数据(raw reads), 且碱基错误率均低于 0.1%, 并 
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图 3  差异表达基因 GO 富集分析柱状图 
a. T2 vs T1 组差异表达基因 GO 富集分析柱状图; b. T3vsT1 组差异表达基因 GO 富集分析柱状图.  

T1、T2、T3 分别取自牛磺酸含量为 0% (对照)、1.0%和 5.0%的实验组. 
Fig. 3  GO enrichment results of differentially expressed genes 

a. GO enrichment results of differentially expressed genes in T2 vs T1 group; b. GO enrichment results of differentially  
expressed genes in T3 vs T1 group. T1, T2 and T3 denote the samples from the experiment groups  

supplemented with 0% (control), 1.0% and 5.0% taurine, respectively. 
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图 4  差异表达基因 KEGG 富集散点图 
a. T2 vs T1 组差异基因 KEGG 富集散点图; b. T3 vs T1 组差异表达基因 KEGG 富集散点图.  

T1、T2、T3 分别取自牛磺酸含量为 0% (对照)、1.0%和 5.0%的实验组. 
Fig. 4  KEGG enrichment results of differentially expressed genes 

a. KEGG enrichment results of differentially expressed genes in T2 vs T1 group; b. KEGG enrichment results of  
differentially expressed genes in T3 vs T1 group. T1, T2 and T3 denote the samples from the experiment  

groups supplemented with 0% (control), 1.0% and 5.0% taurine, respectively. 
 

对热应激下肝脏的基因表达调控机制、代谢响应

机制、肝脏免疫响应机制进行了深度分析; 韩兆

方 [26]通过对密集胁迫前后大黄鱼(Larimichthys 
crocea)腹部皮肤转录组进行测序分析 ,  共获得 
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图 5  RT-qPCR 与 RNA-seq 检测基因差异倍数比较图 
Fig. 5  Comparison of gene expression levels by using 

RNA-seq and RT-qPCR 
 
1.296×108 条 raw reads, 并对密集胁迫下基因表达

模式及应急通路进行了深入探讨。本研究对 3 组

肝脏样品进行转录组测序, 在测序长度范围内 3
组测序数据碱基的错误率低于 0.03%; GC 比例在

正常范围内; 碱基质量的 Q20 和 Q30 值均高于

94%, 表明本次测序质量较高。本研究首次探讨了

饲料中添加牛磺酸对红鳍东方鲀转录组的影响 , 
通过对 3 组肝脏样品进行转录组测序及一系列的

GO、KEEG、差异基因筛选等分析, 为红鳍东方

鲀的急性热应激调控提供重要的分子信息。 
3.2  转录组文库注释及分析 

鱼类在应激时, 为了维持机体内稳态, 其生

理机制必须做出适当的响应。杨凯 [27]对大菱鲆

(Scophthalmus maximus)热胁迫条件下的肝脏转录

组进行分析得出, GO 注释中细胞进程、单生物代

谢过程、代谢过程等 8 个 GO 类别富集到的差异

基因较多, KEGG 注释中富集了包括代谢途径、遗

传信息处理、细胞过程、环境信息和生物系统在

内的 5 条途径。王骏[28]在转录组学水平上探讨暗

纹东方鲀盐度耐受机制的研究中表明, 通过 GO
分类注释, 胞内细胞器、细胞器、高分子配合物

和结构分子活性富集到的差异基因数量最多 ; 
KEGG 注释中共富集了 17 条通路, 且其中胆汁分

泌和甲状腺激素合成途径富集到的差异基因数量

最多。赵永丽[29]在花斑裸鲤(Gymncypris eckloni)
低氧胁迫后的转录组研究中得出, GO 功能富集分

析中富集到的差异基因主要与分子功能、细胞组

分和生物学过程相关; KEGG 注释中富集了糖酵

解途径功能和糖异生作用途径。这些 GO 类别和

KEGG 通路的富集, 为转录组水平的进一步研究

提供了一定的基础。本实验中, 通过对 GO 类别

进行显著性分析, 发现 T3 vs T1 组中差异基因参

与的过程主要包括蛋白质分解过程、丝氨酸型内

肽酶活性等 7 个途径; KEGG 通路注释中共注释

了细胞黏附分子、代谢途径、神经活性配体-受体

相互作用、类固醇生物合成等多种途径, 这些功

能基因和通路途经的发现为红鳍东方鲀分子水平

上应激机理的研究提供了较为全面的基础数据。 
3.3  热应激下肝脏响应分析 

鱼类的应激反应是具有损伤性的各种环境因

子对鱼体产生超常刺激后, 鱼体产生的一系列特

异性和非特异性反应[30]。在温度作为环境胁迫因

子的研究中发现, 代谢通路的变化是鱼类机体胁

迫响应的主要方式之一[31-33]。同时, 细胞黏附分

子在水产动物免疫防御中起着重要作用。细胞黏

附分子是位于细胞膜表面的跨膜蛋白, 在细胞识

别、黏附等过程中具有重要作用[34]。本研究结果

表明, 高含量牛磺酸主要通过降低代谢过程、牛

磺酸与牛磺酸代谢、类固醇生物合成, 并增强神

经活性配体-受体相互作用通路引起红鳍东方鲀

温度响应, 而低含量牛磺酸主要通过增强细胞黏

附分子、神经活性配体-受体相互作用通路引起红

鳍东方鲀温度响应。与此不同, 文鑫[35]在探究暗

纹东方鲀应对低温胁迫的分子机制的研究中发现, 
真核生物的核糖体合成、二羧酸代谢、RNA 转运、

PPAR 信号通路、脂肪酸合成是暗纹东方鲀温度

响应的重要通路。这表明饲料中添加牛磺酸可能

改变了红鳍东方鲀的温度响应方式, 且牛磺酸添

加量不同时, 其响应方式也存在一定差异。本实

验中, 在急性热应激的作用下, 细胞黏附分子、神

经活性配体-受体相互作用通路差异基因的表达

量出现上调, 与此相反, 代谢通路的差异基因表

达量出现下调, 其中如 itpkcb、chkb、urad、EXT1、
hmgcs1、ebp、hao2 及一些新的代谢基因的转录

水平出现下调 , 而鲇(Silurus asotus)[36]和胡瓜鱼

(Osmerus mordax)[37]在受到热应激后, 其代谢水

平明显上调, 饥饿斑马鱼(Danio rerio)[38]在冷应

激后, 主要通过减少细胞损伤和改善能量代谢进

行温度响应, 但南极鱼(Pagothenia borchgrevinki)[39]

在热应激后没有明确的响应, 这可能是由于不同
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鱼类在受到环境因子刺激后存在不同的适应机制。 

4  结论 

采用高通量测序技术对投喂牛磺酸添加量为

0%、1.0%和 5.0%饲料的红鳍东方鲀肝脏进行转

录组测序分析, 结果表明, 随着饲料中牛磺酸添

加量的增加, 红鳍东方鲀的热应激调控机制出现

变化, 高添加量组中代谢调节、神经活性配体-受

体相互作用是红鳍东方鲀温度响应的重要组成部

分, 低添加量组中细胞黏附分子、神经活性配体-

受体相互作用是红鳍东方鲀温度响应的主要通路。 
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Transcriptome analysis of the response mechanisms to acute heat 
stress with dietary taurine supplementation in Takifugu rubripes 
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Abstract: Takifugu rubripes is a fierce, benthic, carnivorous, and stenothermic fish species. With global warming, 
physiological reactions such as stress are more common, due to rising temperatures in factory cultures, which re-
sult in declined breeding benefits. Stress can disrupt intracellular homeostasis and cause changes in other physio-
logical and immune responses. Temperature is an important environmental variable that affects immune respon-
sivity in fish. Among temperature stressors, heat stress is considered the most basic mechanism of cell protection 
in animals. Increased body temperature due to changes in the environmental temperature is a natural physiological 
response in fish, so it is practical to study the response of the vital organs of fish under heat stress. Taurine pro-
motes fish growth, improves immune ability and stress resistance, and is closely related to the physiological and 
nutritional status of aquatic animals under stress. To explore the relationships between taurine and acute heat stress 
tolerance in fish, three diets of 0% (T1, control), 1.0% (T2), and 5.0% (T3) taurine were fed to T. rubripes [initial 
body weight: (32.28±0.20) g] for 56 d. At the end of the breeding experiment, a high-temperature [(28±0.3) ℃) 
stress test was conducted for 30 min, and the three experimental groups were analyzed for their liver transcrip-
tomes by RNA-Seq. The differentially expressed genes (DEGs) were screened with a threshold criterion of P<0.05. 
In total, 167 DEGs were identified under acute heat stress among which 111 genes were up-regulated and 56 genes 
were down-regulated. Gene ontology (GO) enrichment analysis showed that most of the DEGs in the T3 vs T1 
group were significantly enriched in the proteolysis, serine-type peptidase activity, serine-type endopeptidase ac-
tivity, serine hydrolase activity, endopeptidase activity, L-amino acid peptidase activity, and peptidase activity 
pathways. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analysis showed that most of the 
DEGs were involved in cell adhesion molecules and neuroactive ligand-receptor interaction pathways in T2 vs T1, 
while most of the DEGs were involved in the neuroactive ligand-receptor interaction and metabolic pathways in 
T3 vs T1. These results suggest that dietary taurine supplementation can change the temperature response of T. 
rubripes under acute heat stress and that the response varied with the amount of taurine. Real-time PCR (RT-PCR) 
was used to verify the transcriptome sequencing results, and the results showed similar expression patterns for 3 
different genes in the RNA-seq and RT-PCR data. This indicates that the gene expression results of the transcrip-
tome sequencing are credible. This study provides foundational information to further studying the effects of die-
tary taurine supplementation on the acute heat stress response in T. rubripes. This study also serves as an indicator 
of taurine’s ability to resist heat stress. 
Key words: Takifugu rubripes; taurine; transcriptome sequencing; response mechanism; heat stress 
Corresponding author: HAN Yuzhe. E-mail: hanyuzhe@ dlou.edu.cn 


