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摘要: 凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)是中国主要的对虾养殖品种之一, 对低温的耐受性较差, 低于 18℃就会

停止摄食。为了探究凡纳滨对虾耐低温性状相关基因, 选用凡纳滨对虾低温胁迫组(18℃)和常温组(24℃)肝胰腺组

织为实验材料, 进行 Illumina HiSeq 2500 测序, 对测序原始数据进行拼接、注释, 以及筛选分析低温胁迫下的差异

表达基因。结果显示, 测序共获得 50921 条基因(unigene), 平均长度为 828 bp, N50 为 1589 bp, 其中 28.13%为已知

基因。基因差异表达分析共筛选得到 243 个低温胁迫相关基因, 其中 89 个上调表达, 154 个下调表达。功能富集分

析发现, 差异表达基因多富集在生物结合和催化过程、过氧化物酶、溶酶体、精氨酸和脯氨酸的代谢以及氨基酸

的生物合成途径中。进一步根据 Q-值共筛选出 10 个差异表达最显著的基因, 其中 ATP 结合盒 B 亚家族 6 转运蛋

白基因(ATP-binding cassette sub-family B member 6, ABCB6)、C 型凝集素基因(C type lectin)、谷氨酰胺合成酶基因

(glutamine synthetase, GS)在低温胁迫下均呈下调表达, 推测可能参与了凡纳滨对虾低温应答反应。利用 Real time 
RT-PCR 验证转录组数据, 结果证明基于转录组测序筛选低温胁迫下的差异表达基因是可行的。本研究为揭示凡纳

滨对虾耐低温分子调控机制提供了基础数据和理论依据。 
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei), 俗称南

美白对虾, 原产于太平洋西岸水域秘鲁北部至墨

西哥桑诺拉一带, 自 1998 年从美国夏威夷引进到

中国后, 其养殖面积和产量逐年攀升, 已成为中

国养殖产量最多的对虾品种之一[1-2]。但凡纳滨对

虾种源依赖国外进口, 造成种质资源退化, 严重

制约了凡纳滨对虾养殖业的发展。为解决此问题, 
中国对凡纳滨对虾进行了自主选育, 目前经全国

水产原种和良种审定委员会审定的凡纳滨对虾新

品种有 7 个, 包括“中兴 1 号”[10]、“中科 1 号” [9]、

“科海 1 号” [8]、“桂海 1 号” [4]、“壬海 1 号” [5]、“广
泰 1 号” [7]、“海兴农 2 号” [6], 选育的优良性状包

括生长速度、抗病、耐低温、养殖存活率等, 为实

现凡纳滨对虾良种本土化打下了良好的基础[4-10]。 
耐低温性状是由微效多基因控制的数量性状[11], 

具有复杂的分子响应机制。近年来随着基因组学

和生物信息学等学科的飞速发展, 高通量测序技

术越来越成熟, 并被广泛应用于功能基因挖掘、

分子标记筛选及信号转导等研究中, 为耐低温分

子机制的研究提供了有效的技术手段。曾地刚等[12]

利用 454 高通量测序技术分析了凡纳滨对虾的肝

胰腺组织的转录组信息 , 共获得 20225 条基因

(unigenes), 平均长度为 507 bp, 最大长度为 8980 bp, 
其中 68%为已知基因。杨铭等[13]通过分析凡纳滨
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对虾的转录组序列, 共挖掘到 14767 条微卫星序

列(simple sequence repeats, SSR), 且 SSR 出现的

频率为 16.76%。Huang 等[14]利用 RNA-seq 技术, 
分析了凡纳滨对虾低温组(13℃)和常温组(28℃)
的转录组序列, 得到 72 个差异表达基因, 并发现

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶信号通路在冷适应中可

能起重要作用。 
凡纳滨对虾的适宜生长温度为 25~35℃, 对

低温的耐受性较差 , 低于 18℃时则停止摄食 [3], 
低温限制了凡纳滨对虾的养殖季节和地域, 影响

对虾养殖的经济效益。本研究利用 Illumina Hiseq 
2500 转录组测序技术, 比较分析凡纳滨对虾常温

组 (24℃ )和低温组 (18℃ )的肝胰腺转录组信息 , 
筛选低温胁迫下差异表达的基因及与低温相关的

代谢途径。期望研究结果为揭示凡纳滨对虾的耐

低温分子机制提供基础数据, 为运用分子辅助育

种技术培育耐低温新品种提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
实验所用凡纳滨对虾取自中国水产科学研究

院黄海水产研究所农业部海水遗传育种中心(青岛

即墨市鳌山卫镇)2014 年培育的 G3 育种群体。 
1.2  低温胁迫实验 

实验于 2014 年 10 月, 待凡纳滨对虾长至 3
月龄, 体重为(11.8500±2.3850) g 后开始。随机取

3 个荧光标记的凡纳滨对虾家系, 每个家系 48 尾, 
设置低温胁迫组(LT)和对照组(CK), 同时每组设

置 3 个平行组(每组每个家系 8 尾), 分别放于 6 个

整理箱(81 cm×59 cm×51 cm)中混合充气暂养。低

温胁迫组采用冰块降温的方法, 水温从 24℃开始

以每天 2℃的速度降温, 直至水温降至 18℃后维

持(18.0±0.5)℃至 48 h 时取样; 对照组水温维持在

(24.0±0.5)℃, 与低温胁迫组同时取样。低温胁迫

组和对照组每个家系各取 3 尾虾(共计 18 尾), 活
体解剖取肝胰腺组织立即置于液氮中速冻, 然后

放–80℃冰箱保存备用。 
1.3  RNA 提取及转录组 Illumina Hiseq 2500 测序 

按常规 Trizol 法提取每尾虾的肝胰腺组织

Total RNA。通过 1%琼脂糖凝胶电泳和 Nanodrop 

ND-1000 spectrophotometer (Thermo, 美国)检测

RNA 质量及浓度。Total RNA 的浓度要大于    
250 ng/μL, OD260/OD280 介于 1.8~2.2 之间, OD260/ 
OD230 值应大于等于 2.0, 以确保 RNA 无降解, 无
污染。最后将 Total RNA 送交北京诺禾致源生物

信息科技有限公司测序。 
1.4  转录组序列组装及注释 

测序原始数据经过质量分析, 去除带接头、

低质量和 N(表示无法确定碱基信息 )比例大于

10%的序列, 质控后的序列用 Trinity 软件进行无

参拼接, 每个基因以拼接得到的最长序列为该基

因序列(unigene), 即参考序列[15]。将基因序列分

别与 NCBI Nt, NCBI Nr, Pfam (http://pfam.sanger. 
ac.uk/), KOG/COG (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CO/), 
Swiss-prot (http://www.ebi.ac.uk/uniprot/), KEGG (http:// 
www.genome.jp/kegg/), GO (http://www.geneontol ogy. 
org/) 7 大数据库进行比对注释。 
1.5  差异表达分析及差异基因富集分析 

本研究采用 FPKM (expected number of fragments 
per kilobase of transcript sequence per millions base 
pairs sequenced) 方法计算基因的表达量[16]。再利

用 DEGseq 软件包筛选差异表达基因, 筛选阀值

为 Fold change>2 和 Q-value<0.05, 且 Q-value 越

小基因表达量差异越显著 [17]。最后 , 分别利用

GOseq R 和 KOBAS 软件包进行差异表达基因的

GO 和 KEGG 富集分析(false discovery rate, FDR< 
0.05)[18-19]。 
1.6  Real time RT-PCR 验证 

随机取 10 个差异表达基因, 其中包含 5 个上

调和 5 个下调表达的基因。利用 Primer 5.0 软件

设计特异性引物(表 1), 送交生工生物工程(上海)
股份有限公司合成。Real time RT-PCR 验证实验

采用 TaKaRa 相对荧光定量试剂盒, 以 18S rRNA
为内参基因, 每个样品 3 次重复, 并利用 2–CT 法

分析基因的相对表达量[20], 与测序数据进行比较

分析。 

2  结果与分析 

2.1  转录组拼接 
本研究对 Illumina Hiseq 2500 测序得到的原
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始数据进行拼接, 结果如表 2 所示。拼接后共得

到 61098 条转录本(Transcripts), 其拼接长度范围

在 200~37499 bp, 平均长度为 1000 bp, N50 为

2043 bp, 长度大于 2000 bp 的有 8569 条, 约占全

部 Transcript 的 14%。同时得到 50921 条基因

(unigenes), 其拼接长度范围在 200~37499 bp, 平
均长度为 828 bp, N50 为 1589 bp, 其中长度大于

2000 bp 的有 5130 条, 约占总基因(unigene)的
10%。拼接结果说明原始数据拼接质量较高, 可用

于后续功能注释和差异表达基因分析。 
2.2  转录组序列注释 

利用 Nr、Nt、Pfam、KOG/COG、Swiss-prot、
KEGG、GO 七大数据库对凡纳滨对虾转录组数据

进行\基因功能注释, 结果见表 3。比对发现 14329
条基因在 Nr 数据库中有注释, 占比为 28.13%; 
18988 条基因在至少其中一个数据库中获得注释, 
占总数的 37.28%; 1573 条基因在上述七大数据库

中均获得注释, 占全部基因的 3.08%。 
2.3  差异基因表达谱   

通过对 3 个家系在低温胁迫(18℃)和常温(28℃)
条件下的差异表达基因分析结果绘制火山图(图
1)。结果显示, 在低温胁迫条件下, 家系 1 有 641
个基因上调表达, 有 1036 个基因下调表达; 家系

2 有 630 个基因上调表达, 1343 个基因下调表达; 
家系3有212个基因上调表达, 475个基因下调表达。 

为了排除不同遗传背景对实验结果的影响 , 
本研究将 3 个家系在低温胁迫下的差异表达基因

再次进行比较, 绘制维恩图, 寻找在低温胁迫下

共有的差异表达基因。如图 2 所示, 在低温胁迫

条件下, 3 个家系间有 243 个共同的差异表达基因,  

其中 89 个基因上调表达, 154 个基因下调表达。这

243 个共同的差异表达基因极有可能与凡纳滨对

虾响应耐低温胁迫的分子机制有关。 
本研究为了进一步筛选得到与凡纳滨对虾耐

低温性状相关的基因, 又依据 Q-value 越小, 差异

表达越显著的原则, 从 3 个家系在低温胁迫下共

同差异表达的 243 个基因中, 筛选到差异表达最

显著的前 10 个基因, 如表 4 所示。 
 

表 1  用于转录组数据验证的引物 
Tab. 1  Genes and specific primers used for validation of 

RNA-seq data by real time PCR 
引物名称 primer name 序列(53) sequence (53) 

c11627_g1F CGGCATCCCACCTGAATTAT 

c11627_g1R ATATGGCAGCCAGGACAACAT 

c26036_g1F GAGTCCCCTTTGTCGATGCA 

c26036_g1R GACGTCCACGGTTGCTCAT 

c21423_g1F GCTGCTGGACGTCGAACTC 

c21423_g1R CGTGATTCGGTCTCCGTAGAA 

c24044_g1F TGGGCACGTGATTGTATTTG 

c24044_g1R ACGACCTGAAAATGCCACAT 

c27619_g2F TCAGACAAAGAACCGATCCAAAC

c27619_g2R GTCTGTCAGCATTTTGGCAAAG 

c24517_g1F CCGGACACAGCACCAGACT 

c24517_g1R CCGTGGGTGCAAGTGAAAG 

c6363_g1F TACGGCTCCGTCATGCACTAC 

c6363_g1R TCCTCCGTGACGATGGTCTT 

c26712_g1F CCCATCACGAGGGCATCA 

c26712_g1R CCCAGATGGTTCGGATTTTG 

c28803_g1F GAGAGCCAGAATAGGGTTGCA 

c28803_g1R TGCCCTCTCGACCTTTGG 

c22778_g2F CACACCGCTCTTGGCAATG 

c22778_g2R GTCCTCGTGCAACATCTTCAGTA 

18S F TATACGCTAGTGGAGCTGGAA 

18S R GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT 

 
 

表 2  转录组拼接结果 
Tab. 2  Assembly statistic of transcripts and unigenes 

 最小值/bp min length 平均值/bp mean length 中间值/bp median length 最大值/bp max length N50 N90 总数 total

转录本 transcripts 201 1000 451 37499 2043 346 61098

基因 unigenes 201 828 393 37499 1589 296 50921

注: N50 和 N90 分别为将拼接转录本按长度从长至短排序, 累加转录本的长度, 到不小于总长 50%和 90%的拼接转录本的长度. 
Note: N50 and N90 are the lengths of the spliced transcripts from long to short, and the length of the transcripts is increased to not less than 
the length of the spliced transcript of 50% and 90% of the total length. 
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表 3  凡纳滨对虾转录组数据在七大数据库中的注释成功率统计表 
Tab. 3  The success rate of note records of Litopenaeus vannamei transcriptome data in the seven databases 

项目 item 基因数目 number of unigenes 比例/% percentage 

Nr 注释 annotated in Nr 14329 28.13 

Nt 注释 annotated in Nt 2707 5.31 

KOG 注释 annotated in KOG 6810 13.37 

Swiss-prot 注释 annotated in Swiss-Prot 11741 23.05 

Pfam 注释 annotated in Pfam 14992 29.44 

GO 注释 annotated in GO 15373 30.18 

KOG 注释 annotated in KOG 8733 17.15 

全部数据库均有注释 annotated in all databases 1573 3.08 

至少一个数据库有注释 annotated in at least one database 18988 37.28 

unigenes 总数 total unigenes 50921 100 

 

 
 

图 1  低温胁迫下凡纳滨对虾差异表达基因的火山图分析 
a. 家系 1 差异基因火山图; b. 家系 2 差异基因火山图; c. 家系 3 差异基因火山图. 图中横线为 Q<0.05 阈值,  

并且越靠近左边或右边的点表达差异越显著. 图中红色圆点表示低温胁迫时上调表达基因, 绿色圆点表示低温 
胁迫时下调表达基因, 蓝色圆点表示非差异表达基因. 

Fig. 1  The ‘volcano plot’ picture of differentially expressed genes of Litopenaeus vannamei under cold challenge 
a. The volcanic plot of the family 1 differential gene; b.The volcanic plot of the family 2 differential gene; c. The volcanic plot of the 

family 3 differential gene. The horizontal line in the figure shows the Q<0.05 threshold, and the closer the point to the left or the right 
is, the more significant the difference is. In the figure, the red dot indicates the up-regulated gene, the green dot indicates the 

down-regulated gene, and the blue dot indicates the non-differentially expressed gene. 
 

2.4  低温胁迫下凡纳滨对虾差异表达基因GO富

集分析 
对低温胁迫下差异表达基因(包括 243 个共同

差异表达基因)做 GO 功能分类统计, 结果如图 3
所示。差异基因在生物过程类、细胞成分类和分

子功能类中均有分布, 以生物过程类居多。在生

物过程类中, 代谢途径、细胞途径以及单有机体

过程是包含差异基因最多的 3 类; 在细胞成分类

中, 最多的是细胞组分和细胞两类; 而在分子功

能类中, 则是结合和催化活性这两类包含了最多

的差异基因。 

2.5  低温胁迫下凡纳滨对虾差异表达基因 KEGG
富集分析 

从 KEGG 富集分析中选取富集最显著的 20
个代谢途径(pathway), 做 KEGG 富集散点图(图 4)。
在此图中, KEGG 富集程度通过 Rich factor、Q-value
和富集到此通路上的基因个数来衡量[19]。Q-value 的

取值范围为[0, 1], 越接近于零, 表示富集越显著。

研究结果发现, 差异表达基因主要集中在过氧化物酶 
(peroxisome)、溶酶体(lysosome)、精氨酸和脯氨

酸的代谢(arginine and proline metabolism)以及氨基

酸的生物合成(biosynthesis of amino acid)途径中。 
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图 2  低温胁迫下凡纳滨对虾 3 个家系差异表达基因维恩图 
图中不同颜色的圆形分别表示 3 个不同家系, 重叠部分数字

表示家系间共同的差异基因数目, 未重叠部分数字表示各家

系独有的差异基因数目. 
Fig.2  Venn diagram of differentially expressd genes of Lito-

penaeus vannamei under cold stress 
Circles of different colors indicate three different families, the 
overlapping part number indicates the number of  differential 
genes common among families, while the non-overlapping part 

number indicates the number of differential genes unique to 
each family. 

2.6  转录组数据的 real time RT-PCR 验证 
从 3 个凡纳滨对虾家系筛选到的 243 个共差

异表达基因中, 随机选取 10 个差异表达基因, 其
中 c21423_g1、c11627_g1、c24044_g1、c27619_g2、
c26036_g1 这 5 个基因在低温胁迫下呈上调表达, 
c6363_g1、c28803_g1、c26712_g1、c22778_g2、
c24517_g1 这 5 个基因呈下调表达。利用 real time 
RT-PCR 对转录组测序结果进行验证。转录组结果

中上调表达的 5 个基因其验证结果也为上调表达, 
转录组结果中下调表达的 5 个基因其验证结果也

为下调表达, 表明基于转录组测序数据的基因差

异表达分析结果是可信的(图 5)。 

3  讨论 

3.1  凡纳滨对虾低温转录组分析 
凡纳滨对虾的肝胰腺组织是一个非常重要的

器官, 具有解毒、消化吸收和储存营养物质等功

能。已有研究表明温度胁迫可影响凡纳滨对虾肝 
 

表 4  低温胁迫下凡纳滨对虾差异表达最显著的前 10 个基因 
Tab. 4  The top 10 differentially expressed genes of Litopenaeus vannamei under cold challenge 

基因 ID 
gene ID 

NR 注释 
annotated in NR 

log2(差异倍数) 
log2(fold change) 

表达模式
regulation

c27619_g2 藤壶幼虫特异性表达基因 BCS-2 5.62 上调 up 

c28389_g2 未知基因 unknown gene 3.97 上调 up 

c26629_g1 假定蛋白: DAPPUDRAFT_305386 hypothetical protein: DAPPUDRAFT_305386 –3.36 下调 down

c19076_g1 C 型凝集素 C type lectin –3.78 下调 down

c4419_g1 假定蛋白:DAPPUDRAFT_207173 hypothetical protein: DAPPUDRAFT_207173 –3.37 下调 down

c26837_g1 未知基因 unknown gene 4.26 上调 up 

c23354_g1 ATP 结合盒 B 亚家族 6 转运蛋白 ATP-binding cassette sub-family B member 6, ABCB6 –2.48 下调 down

c28638_g1 谷氨酰胺合成酶 glutamine synthetase, GS –2.39 下调 down

c27619_g1 未知基因 unknown gene 5.92 上调 up 

c28803_g1 丝氨酸羟甲基转移酶 serine hydroxymethyltransferase, SHMT –3.03 下调 down

 
胰腺组织的抗氧化酶和消化酶活性, 以及生长代

谢和能量代谢等[46-47]。因此本研究以选育凡纳滨

对虾的肝胰腺组织为实验材料, 通过高通量测序

技术分析其在低温胁迫和常温条件下转录水平的

差异。为了消除遗传差异对结果的影响, 选用了 3
个家系分别对其转录组差异进行比较 ,  共获得

50921条基因(unigenes), 其中 28.13%为已知基因, 
并在家系 1、2、3 中分别筛选到 1677、1973、687
个差异表达基因, 其中有 243 个基因在 3 个家系

中共表达, 这在一定程度上丰富了凡纳滨对虾的

转录组数据资源库。基因富集结果显示, 低温胁迫

下差异表达基因多富集在过氧化物酶、溶酶体、精

氨酸和脯氨酸的代谢以及氨基酸的生物合成途径

中。已有研究表明低温可影响尼罗罗非鱼(Oreochromis 
niloticus)、锯缘青蟹(Scylla serrata)、点蓝子鱼

(Siganus guttatas)、斑马鱼(Barchydanio rerio var)、
皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai)等水产动物的抗

氧化酶活性[21-25], 而溶酶体则在低温诱导的细胞 
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图 3  低温胁迫下凡纳滨对虾差异表达基因 GO 富集分析柱状图 
Fig. 3  GO enrichment results of differentially expressed genes of Litopenaeus vannamei under cold challenge 

 
程序性死亡中也发挥重要作用[26]。在植物中, 低
温胁迫会致使脯氨酸大量积累, 以增加细胞质浓

度, 防止细胞脱水, 来抵御低温对机体的危害[27-28], 
这一结论已被普遍证实。此外王以斌等[29]发现脯

氨酸在南极冰藻耐寒机制中也发挥着重要作用。

由此推测低温胁迫会引起凡纳滨对虾细胞凋亡以

及影响其抗氧化酶系统、精氨酸和脯氨酸代谢及

氨基酸的生物合成。 
3.2  凡纳滨对虾耐低温性状相关基因 

在鱼类中发现的抗冻蛋白(antifreeze protein, 
AFP)/抗冻糖蛋白(antifreeze glycoprotein, AFGP)
是发现较早的与耐低温相关的基因[30], 而目前文

献报道的与凡纳滨对虾耐低温性状相关的基因主

要有: 热休克蛋白基因 (HSPBl、HSP10、TCP- 
1-Beta), 金属硫蛋白基因(MT), 外被蛋白基因

(COPE), DEAD-box RNA 解旋酶基因, 腺苷酸转

移酶(ANT2)[31-36]。其中 ANT2 基因和热休克蛋白

基因在拟穴青蟹(Scylla paramamosain)、南极美露

鳕(Dissostichus mawsoni)、吉富罗非鱼(GIFT 
Oreochromis niloticus)等多种水产动物中也曾被

报道与低温应答有关[37-39]。本研究从 243 个共差

异表达基因中筛选出 10 个差异表达最显著的基

因, 包括藤壶幼虫特异性表达基因(BCS-2)、C-型
凝集素基因(C-type lectin)、ATP 结合盒蛋白 B 类

基因(ABCB6)、谷氨酰胺合成酶基因(GS)、丝氨 
酸羟甲基转移酶(SHMT)、假定蛋白: DAPPUDRAFT_ 
305386、假定蛋白: DAPPUDRAFT_207173 和 3
个未知基因。其中 ABCB6 基因编码 ABC 转运蛋

白, 参与机体内的 ABC 转运机制, 已有研究发现

ABC 转运蛋白与植物多种非生物胁迫有关[40], 并
与扇贝(Patinopecten yessoensis)响应镉胁迫的分

子机制有关[41]。C-型凝集素作为一种免疫因子在

先天性免疫防御中发挥着重要作用, 并已被证实

温度能影响其在大菱鲆(Psetta maxima)和文蛤

(Meretrix meretrix)体内的表达量[42-43]。GS 参与调

节甲壳动物的氨氮代谢, 已有研究表明, 温度可

影响凡纳滨对虾的氨氮代谢[44], 且有文献报道温

度能影响水稻中 GS 的活性 [ 4 5 ]。本研究发现

ABCB6、C-型凝集素以及 GS 在凡纳滨对虾受到

低温胁迫时均表现为下调表达模式, 因此推测低

温可影响凡纳滨对虾的 ABC 转运机制、免疫调节 
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图 4  低温胁迫下凡纳滨对虾差异表达基因 KEGG 富集分析散点图 
Q-值的大小用点的颜色来表示, Q-value 越小则颜色越接近红色,  

每个通路下包含的差异基因的多少用点的大小来表示. 
Fig. 4  KEGG enrichment results of differentially expressed genes of Litopenaeus vannamei under cold challenge 

The size of Q-value is represented by the color of dots. The smaller the Q-value, the closer the color is to red.  
The number of differential genes contained in each pathway is represented by the size of dots. 

 

 
 

图 5  低温下凡纳滨对虾差异表达基因的 Real time RT-PCR 验证 
横坐标为基因 ID, 纵坐标为差异倍数(Fold change). 

Fig. 5  Validation of differentially expressed genes of Litopenaeus vannamei using real time RT-PCR 
The abscissa is gene ID, the ordinate is the fold change value. 
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系统和氨氮代谢, 且 ABCB6、C-型凝集素和 GS
可能参与凡纳滨对虾的低温胁迫应答反应。 

简而言之, 本研究结果可为揭示凡纳滨对虾

的耐低温分子调控机制提供基础数据, 但这些差

异表达基因还需要进一步验证是否与凡纳滨对虾

耐低温性状密切相关, 才能进行更深入的研究。 
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Abstract: Litopenaeus vannamei is native to the northern waters from the Pacific West Coast to Sonora, Mexico. 
Since its introduction to China from Hawaii in 1998, its area and product have increased every year and have be-
come one of the most widely produced shrimp species in China. It is suitable for growth at temperatures of 25–35℃; 
below 18℃, it stops feeding. Low temperature limits the farming season and area of L. vannamei, thus affecting 
the economic benefits. In order to explore the genes related to the low temperature tolerance of L. vannamei, 
hepatopancreases were chosen from the low temperature stress group (18℃) and the normal temperature group (24℃) 
of three families to conduct Illumina HiSeq 2500 sequencing. The analysis of the sequencing data via splicing, 
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annotation, and differential expression revealed that a total of 214.6 million clean reads were obtained and assem-
bled into 50921 final unigenes with an average length of 828 bp (N50=1534 bp). The assembled unigenes con-
tained 14329 significant unigenes (28.13% of all unigenes) after BLASTX against the Nr database (E-value cut-off 
of 10−5). Seven databases, Nr, Nt, GO, KEGG, Swiss-prot, KOG, and Pfam, were used to annotate 1573 unigenes, 
accounting for 3.08% of all unigenes. The results comparing the digital gene expression data between the chal-
lenged and control shrimp showed that under low temperature stress, the expression of 641 genes was up-regulated 
and 1036 genes were down-regulated in family 1; 630 genes were up-regulated and 1343 genes were 
down-regulated in family 2; and 212 genes were up-regulated and 475 genes were down-regulated in family 3. 
Furthermore, 243 genes were differentially expressed in all three families, including 89 and 154 genes whose ex-
pressions were up- and down-regulated, respectively, under low temperature stress. The functional enrichment 
analysis revealed that the differentially expressed genes were more abundant during binding, catalytic activity, the 
biosynthesis of amino acids, and peroxisome, lysosome, arginine, and proline metabolism. According to the 
Q-value, three of the top 10 genes included the ATP-binding cassette subfamily B member 6 (ABCB6), C-type 
lectin, and glutamine synthetase (GS). The ABCB6 gene encodes the ABC transporter and participates in the ABC 
transport mechanism. It has been found that the ABC transporter is involved in many abiotic stresses in plants. 
C-type lectin, as an immunological factor, plays an important role in the innate immune defense, and it has been 
demonstrated that temperature can affect its expression in both Psetta maxima and Meretrix meretrix. Glutamine 
synthase (GS) is involved in the regulation of ammonia nitrogen metabolism in crustaceans. Studies have shown 
that temperature can affect the metabolism of ammonia nitrogen in L. vannamei. C-type lectin and GS are both 
down-regulated under low temperature stress, so they may participate in the low temperature response mechanisms 
of L. vannamei, but further verification is needed. In this study, we selected 10 genes from 243 differentially ex-
pressed genes; five of the genes were up-regulated and five were down-regulated. Real time RT-PCR was used to 
verify the transcriptome sequencing results. The results showed that RNA-seq and real time RT-PCR produced 
similar expression patterns for the 10 different genes, which indicates that the differential gene expression results 
based on the transcriptome sequencing were credible. This study laid the foundation for the discovery of low 
temperature-related genes and molecular markers. It also provides a theoretical basis for in-depth discussion on the 
molecular determinant mechanism of low temperature resistance in L. vannamei and may guide the molecular 
breeding of L. vannamei in future studies. 
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