
RNA-seq揭秘澳洲鳗鱼卵黄蛋白原摄取
的重要影响因素
基于华大智造DNBSEQ平台的RNA-Seq技术表明细胞连接对卵黄原蛋白摄
取有调节作用

完整的RNA-Seq组合产品
MGIEasy RNA方向性文库制备试剂盒可搭配华大智造自动化系
统、DNBSEQ测序平台和生信分析软件；全方位赋能RNA-Seq研
究。

测序数据产出高效且质量高
DNBSEQ测序技术具有高准确性，低重复序列率以及低标签跳
跃等重要特性。

获得与调节Vtg 摄取有关的新基因信息

鳗鱼(Anguilla anguilla)的从头卵巢转录组组装和基于 RNA-seq 
对卵黄发生前期(PV)和卵黄发生期(EV)卵巢的研究，获得了可能
参与 Vtg 摄取调节的新基因信息。

推荐应用：海洋组学
推荐机型：MGISEQ-2000RS

新西兰奥塔哥大学动物学系为了研究细胞连接蛋白在调节卵黄蛋白原(Vitellogenin, Vtg)摄取中的作用，基于华大智
造DNBSEQ测序平台完成了鳗鱼(A. australis)卵巢组织的RNA-Seq测序工作，通过比较卵黄发生前 (PV) 和早期卵黄
发生期 (EV) 卵巢的转录组，发现基因表达模式可能有助于识别参与调节 Vtg 摄取的合适基因，并为A. australis提供
了新的测序数据。相关成果已于2022年发表于Cells杂志，题为“Are Cell Junctions Implicated in the Regulation 
of Vitellogenin Uptake? Insights from an RNAseq-Based Study in Eel, Anguilla australis”1。

A. australis
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背景介绍

卵生动物的胚胎在亲本体外独立发育和成熟，所以高质量的卵子是卵生动物维持后代发育所必需的2。卵
生动物的卵巢发育包括卵原细胞期、卵黄发生前期(PV)和卵黄发生期(EV)三个阶段3,4。卵黄发生是卵母细
胞发育所必需的，它通过摄取大量的卵黄蛋白原(Vitellogenin,Vtg)-卵黄蛋白的前体物质，使卵黄蛋白
(vitellin，Vn)在卵母细胞中快速积累，这将为随后的胚胎发育提供能量储备和丰富的营养物质4。

鳗鱼(Anguilla anguilla)是一种硬骨鱼，具有独特的生命周期，是研究生殖生理调节机制的理想模型5。在
鱼类中，Vtg主要在肝脏中雌激素的诱导下合成，并通过血液运输到卵巢处，由Vtg受体(VTGR)介导Vtg进
入卵母细胞中，并且VTGR是影响Vtg摄取的独特因素，卵泡内发生的不同分子事件也会影响Vtg的摄取。
因此，提出机械屏障和化学屏障假设，以探究细胞连接是否与Vtg摄取的调节有关。



在接头连接和PCR扩增后，将cDNA文库转化成
DNA纳米球并在DNBSEQ平台上完成两端100bp
(PE100)的测序。

实验方法

研究描述

新 西 兰 奥 塔 哥 大 学 动 物 学 系 基 于 华 大 智 造 的
DNBSEQ测序平台，采用MGIEasy RNA方向性文库
制备试剂套装(16RXN)构建了澳洲鳗鱼卵巢组织的
总RNA文库并进行高通量测序。通过RNA-seq比
较野生鳗鱼卵黄发生前期(PV)和卵黄发生期(EV)卵
巢组织的转录组信息，发现编码颗粒细胞层内的
紧密连接(TJ)构成蛋白的25个基因中，5个下调、
2个上调，这部分支持了机械屏障假说；并且也发
现内吞途径在 PV-EV 过渡期间被上调。因此，最
终该研究表明了基因表达模式可能有助于识别参
与调节 Vtg 摄取的合适基因，并为 A. australis 提
供了新的序列数据，包括与低密度脂蛋白受体家
族的 Lr8 和 Lrp13 成员相对应的推定Vtg受体。

按照NucleoSpin RNA试剂盒说明书提取卵巢总 RNA
后 测 量 总 R N A 浓 度 并 测 定 相 对 纯 度 水 平 ， 其
260/280 nm 吸光度比约为2；使用 Agilent 5300片
段分析仪进一步检测RNA的质量和完整性，获得
RNA完整性数(RIN)：7.1±1.5(PV阶段，n=6)和10
(EV 阶段，n = 6)。

总 RNA 通过华大智造MGIEasy RNA方向性文库制
备试剂套装V2.1构建成链特异性cDNA文库并进行
高通量测序。简要步骤如下：首先通过oligo-dT
富集样本中的mRNA，然后再片段化和逆转录；

该团队从埃尔斯米尔湖(新西兰南岛；2019年)捕
获野生短鳍鳗。根据形态特征辨别PV和EV鳗鱼，
测量总体重、解剖后称量卵巢和肝脏以计算体细
胞指数：性腺体指数(GSI)和肝体指数(HSI)。将卵
巢片段固定在4% 多聚甲醛中用于组织学分析，并
快速冷冻用于 RNA 提取和二代测序。

样本收集及RNA提取

样本收集及RNA提取

生信分析及目标基因的确定

通过FastQC v0.11.9评估数据质量，然后使用Trini-
ty v2.845进行从头转录组组装，并指定Trinity中每
个样本的卵巢发育阶段(PV/EV)。使用Trinity附带
的align_and_estime.pl脚本处理原始读取，使用
Bowtie v1.2.0校准读取，然后使用RSEM v1.3.2和
SAMtools v1.8在基因水平上进行量化。使用Trans-
decoder v5.5.0识别组装的转录本序列中的候选编
码区。通过Trinotate v3.2.1并结合UniProtKB/Swis-
sProt数据库中BLASTx和BLASTp的信息进行功能
注释。

在注释的转录组上搜索编码构成细胞连接蛋白的
靶基因，即 GJs 和 TJs，以及参与网格蛋白介导的
内吞作用、细胞内囊泡运输和 Vtg 加工的基因，检
索其推导的蛋白序列，同时通过NCBI-BLASTp搜
索它们对应于欧洲鳗鱼的基因命名，并对这些靶
基因进行差异表达(Differential Expression，DE)分
析。对于过滤后的基因，当发现多个基因ID与相
同的功能注释相关联时，根据其最高读取计数仅
使用一个基因ID，除非它们在核苷酸和蛋白质比
对后确认对应于不同的基因序列。此外，使用 
DeSeq2 v1.26.0进行计数转换后，使用R包pheat-
map v1.0.12可视化与Vtg摄取相关途径的基因热
图。

根据Vtgr的完整开放阅读框推导出其对应的蛋白质
序列，使用NCBI上的CD-Search工具对其保守结
构域进行分析，并进行系统发育分析。为了构建
系统发育树，从NCBI中检索了不同物种中LDLR家
族成员(低密度脂蛋白受体8，LR8；低密度脂蛋白
受体相关蛋白13，Lrp13；低密度脂蛋白受体相关
蛋白4，LRP4)的氨基酸序列。在使用ClustalW算
法对齐序列后，使用最大似然法在MEGA v7中构建
系统发育树。 



结果

当从PV阶段发展到EV阶段时，GSI、HIS和OD都
显著增加。进一步的卵巢组织学分析，证实了根
据形态学特征确认的发育阶段。与PV卵母细胞相
比，由于脂滴和卵黄蛋白的大量积累(Vtg掺入)，
EV卵母中的卵母细胞大小明显增加，PV卵母细胞
仅显示少量脂滴，而其细胞质中没有Vtg积累的迹
象(图1)。

卵巢发育阶段的特征

采用DNBSEQ平台设备进行测序；每个样本的平
均测序数据量为1425万条PE100 reads，共产生了
282469个来自171620个推测基因的转录本，其中
功能注释了25.6%。滤除低表达基因后，对保留
的32447个基因中的20810个基因(64.1%)进行了功
能注释。初始聚类分析后表明，样本聚集成两个
不同的表型类别，分别为PV和EV。

在PV和EV转化过程中，3个生物学过程(内吞作

De Novo转录组和下游分析

PV-EV发展过渡期间细胞连接的基因表达

用、膜组织和阳离子跨膜转运调控)和1个分子功
能(钾离子通道抑制活性)基因表达上调，但在各
GO组别中有15项存在下调，而这些基因主要与
RNA代谢和卵壳形成有关。最终发现共有4878个
基因存在差异表达，当从PV阶段发展到EV阶段
时，有2851个基因表达上调，2027个基因表达下
调(如图2和3)。

在已鉴定的25个编码不同类型的TJ组成蛋白基因
中，有7个基因存在差异表达。在PV向EV转化的
过程中，只有2个基因表达上调，而5个基因表达
下调。目前，与来自从其他硬骨鱼类获得的证据
相比，这进一步强化了TJ组成蛋白丰度的阶段特
异性变化可能有助于调节VTG细胞间转运这一观
点。另外，发现了5个编码间隙连接(Gap Junc-
tion, GJ)蛋白的基因在不同阶段表达没有明显的
差异，因此不支持间隙连接蛋白参与调节VTG摄
取的化学屏障假设(如表1)。
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图1. 野生欧洲鳗鱼(2019 年)的卵黄发生前期 (PV: (A)) 和卵黄形成早期 (EV: (B,C)) 卵巢的组织切片。卵母细胞大小的显着增加和卵
黄蛋白(箭头)的存在将 EV 阶段和 PV 阶段区分开。 如 (B) 所示，EV 卵巢通常含有很少的 PV 卵母细胞。 黑色箭头：脂滴。

图2. (A) 当从 PV 阶段进展到 EV 阶段时，欧洲鳗鱼卵巢中所有上调的 GO 类别。 (B) 在 PV-EV 过渡期间，来自生物过程 (BP)、
分子功能 (MF) 和细胞成分 (CC) 类别的 15 个下调的 GO 类别。 膜的组成部分和相同的蛋白质结合类别带有红色星号。
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3.1. Characterisation of Ovarian Developmental Stage 

When progressing from the PV to the EV stage, significant increases were seen in the 

GSI (from 0.89 ± 0.17% to 3.28 ± 0.69%, t = 7, df = 10, p value < 0.0001), the HSI (from 0.57 ± 

0.04% to 1.04 ± 0.13%, t = 7.11, df = 10, p value < 0.0001), and the OD (from 109 ± 6 m to 

271 ± 6 m, t = 14.56, df = 10, p value < 0.0001), respectively. Further histological analysis 

of ovaries confirmed the developmental stages assigned using morphological traits while 

sampling. An evident increase in oocyte size due to great accumulation of lipid droplets 

and yolk proteins (Vtg incorporation) was seen in EV oocytes when compared to PV oo-

cytes, which only showed a few lipid droplets and no signs of Vtg accumulation in their 

cytoplasm (Figure 1). 

 

Figure 1. Histological section from pre-vitellogenic (PV: (A )) and early vitellogenic (EV: (B ,C )) ova-

ries from wild-caught A. australis (year 2019). A noticeable increase in oocyte size and the presence 

of yolk proteins (arrows) differentiate the EV stage from the PV stage. EV ovaries normally contain 

few PV oocytes, as noted in (B ). Black arrowhead: lipid droplets. 

3.2. De Novo Transcriptome and Downstream Analysis 

An average of 14.25 million 100 bp paired-end reads per sample were sequenced 

(min: 12.73, max: 14.65). The de novo assembly generated 282,469 transcripts for 171,620 

putative genes, of which 43,975 (25.6%) were functionally annotated. After filtering out 
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Figure 2. (A ) All up-regulated GO terms in A. australis ovary when progressing from the PV stage 

to the EV stage. (B ) Fifteen most down-regulated GO terms from Biological Process (BP), Molecular 

function (MF), and Cellular Component (CC) categories during the PV-EV transition. The integral 

component of membrane and identical protein binding terms are accompanied by a red asterisk. 
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Figure 4. Heatmap of differentially expressed genes involved in clathrin-mediated endocytosis, ves-

icle trafficking, and proteolysis that could be involved in Vtg uptake pathway in A. australis. Ovarian 

gene expression, represented by colour intensity, is compared between the PV stage and the EV 

stage. Colour scale gradient from red to blue represents levels of gene expression ranging from large 

to small, respectively. Up- and down-regulated genes during the PV-EV transition are shown. Each 

row represents the expression of a gene across all biological replicates from the PV stage or the EV 

stage (columns). 

4. Discussion 

A de novo transcriptome from A. australis ovarian tissue was successfully constructed, 

and an RNAseq approach was used to compare the transcriptomes from PV and EV ova-

ries. After histological analysis, the sampled groups of wild-caught eels (n = 6 per stage) 

were a clear representation of these developmental stages, characterising the progression 

into the early period of vitellogenic growth, when Vtg uptake and accumulation starts to 

be evident. Great ultrastructural changes occur to the ovarian tissue during development, 

表1. 欧洲鳗鱼卵巢组织从 PV 阶段到 EV 阶段的过程中编码细胞连接的基因表达。

图 4. 参与网格蛋白介导的内吞作用、囊泡运输和蛋白水解的差异表达基因的热图，这些基因可能参与 A. australis 的 Vtg 摄取途
径。以颜色强度表示在 PV 阶段和 EV 阶段之间比较的卵巢基因表达。 从红色到蓝色的色阶梯度分别代表从高到低的基因表达水
平。 显示了 PV-EV 转换过程中上调和下调的基因。 每行代表一个基因在 PV 阶段或 EV 阶段(列)生物复制中的表达。

PV-EV转化过程中与受体介导的内吞机制和
VTG加工相关基因的表达

利用RNA-seq进一步分析与VTG识别、网格蛋白介
导的内吞作用、囊泡运输的分子机制和VTG蛋白
水解相关的基因表达。在欧洲鳗卵巢转录组中发
现了2个编码特定的Vtgrs基因(来自LDLR家族的

Lr8和Lrp13)，但是它们在EV和PV阶段间在表达上
没有明显的差异，强化了推定Vtgr的表达不是VTG
摄取的限制因素的观点。在转录组学中发现，除
了组织蛋白酶L1和nothepsin基因表达下调外，大
部分组织蛋白酶在PV和EV阶段没有差异表达，表
明组织蛋白酶可能在转录后受到调控。

5

图3. (A) 火山图显示 PV 和 EV 阶段欧洲鳗鱼卵巢组织之间的表达基因有显著的差异。 在选定的阈值(q 值 < 0.05；；1 ≥ log2FC 
≥ 1)下，32447 个基因中共有 4878 个基因存在差异表达。 虽然 2027 个基因表达下调(蓝点)，但在 PV-EV 过渡期间，2851 个
基因表达上调(红点)。 (B) 热图显示欧几里得距离的样本聚类。 每个样本(编号 1-6)代表对应于 PV 或 EV 阶段的生物复制。



基因测序仪MGISEQ-2000

总结

本研究确定了编码TJ组成蛋白的基因在PV-EV转
化过程的差异表达表明了其对调控Vtg进入卵母
细胞表面的作用；网格蛋白介导的内吞作用和囊
泡转运元件的基因在PV-EV转化过程也明显上
调，表明它们可能是调控Vtg到达卵泡膜积累的
重要因素；在欧洲鳗中发现了两个编码Vtgrs的基
因 ， 分 别 代 表 L D ， L R 表 基 因 家 族 的 L r 8 ( 包 括
Lr8+/-变体)和Lrp13成员。

本研究中RNA-Seq测序方案采用了华大智造相关
建库试剂盒并在DNBSEQ测序平台上完成了相关
测序工作。MGISEQ-2000采用全新的载片系统，
能够灵活支持多种不同的测序模式，并采用优化
设计的光学及生化系统，满负荷PE100(FCL)测序
仅需约38小时。
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