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摘要：龟足（Capitulum mitella）隶属于节肢动物门（Arthropoda）指茗荷科（Pollicipedidae）龟足属，

广泛分布于亚热带及热带近海沿岸中高潮地带。由于龟足生存环境复杂多变，可能导致其不同地理群

体形成与其生境相适应的特征。本研究基于高通量测序技术对浙江舟山、福建宁德和广东珠海 3 个典

型海域的龟足进行比较转录组分析，并利用生物信息学方法探究 3 个地理群体对环境的适应机制。结

果表明，3 个地理群体间存在 651 个（广东珠海和福建宁德群体间）至 3 738 个（浙江舟山和福建宁德

群体间）数量不等的差异表达基因（DEGs），主要涉及核糖体合成、抗原加工与递呈、分子伴侣代谢通

路。基因序列的非同义替换率（Ka）和同义替换率（Ks）之间的比例 Ka/Ks，如果其超过 1，则认为有

正选择压力作用于该基因，基因正在快速进化。3 个地理群体间龟足直系同源基因正选择压力分析结果

显示，254 个直系同源基因中有 7 个基因受到正选择压力，包括 D-天冬氨酸酶基因（Ka/Ks = 2.076）、

GTP 结合核蛋白基因（Ka/Ks = 1.001）、凋亡抑制蛋白基因（Ka/Ks = 1.008）、真核起始因子 2B 基因（Ka/Ks 

= 1.001）、RNA 聚合酶介体 II 基因（Ka/Ks = 2.867）、吡咯啉-5-羧酸还原酶基因（Ka/Ks = 1.131）和组蛋

白去乙酰化酶基因（Ka/Ks = 1.145），它们是参与龟足免疫系统调节、生长发育等生物过程的关键基因。

本研究的开展有助于初步了解龟足对外界多重环境的适应机制，为研究龟足这 3 个地理群体的遗传多

样性、种质资源保护和开发利用提供了基础数据。 
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Abstract: [Objectives] Capitulum mitella belongs to the Arthropoda, Pollicipedidae, and Capitulum, which is 

similar in size to the Tortoise’s foot. C. mitella is widely distributed in subtropical and tropical coastal high 

tide zone, mainly distributed in the sea area south of the Yangtze Estuary. Due to the great environmental 

differences in the sea areas where they live, different geographical populations of C. mitella will have different 

environmental adaptability under multiple environmental stresses. This study for the first time applied 

high-throughput sequencing to C. mitella in the Yangtze River estuary offshore of Zhoushan, Zhejiang 

Province, the southeast coast of Ningde, Fujian Province, and Zhuhai, Guangdong Province in the South 

China Sea to compare transcriptomic analysis. Differentially expressed genes (DEGs) among three 

geographical populations of C. mitella were screened to explore how the different geographic populations 

adapted to the environment. [Methods] The C. mitella samples were collected from intertidal reefs in Ningde, 

Fujian Province (120°04′04″ E, 26°52′34″ N), Zhoushan, Zhejiang Province (122°27′04″ E, 30°43′32″ N), and 

Zhuhai, Guangdong Province (114°02′33″ E, 22°05′55″ N) from September to November 2021. Morphological 

identification and mitochondrial molecular marker cytochrome c oxidase subunit I (COI) amplification 

analysis showed that all of them were C. mitella. RNA was extracted for library construction and 

transcriptome sequencing. Clean reads were obtained after raw data quality control. Trinity (v2.4.0) was used 

to assemble clean reads to obtain Unigenes, and the functional cluster analysis of Unigenes was conducted. 

Screening of differentially expressed genes (DEGs) and significant differences in expression of the threshold 

for P < 0.05 and | log2FoldChange | over 1 using DESeq2 (1.6.3). To analyze the functional characteristics and 

physiological and biochemical metabolic pathways involved in DEGs, GO and KEGG enrichment analysis of 

DEGs was conducted using GOseq (1.10.0) and KOBAS (v2.0.12), and the threshold of significant 

enrichment in DEGs was q < 0.05. Orthologs were identified to analyze the environmental adaptability of 

different geographical C. mitella populations using OrthoMCL (v2.0.3). Then, the Ka/Ks values of orthologs 

genes were calculated by the Branch Site model. If Ka/Ks > 1, the genes were evolving rapidly; if Ka/Ks = 1, 

the genes were under neutral selection; if 0 < Ka/Ks < 1, the gene is selected for purification. GO and KEGG 

enrichment for genes under positive selection pressure, and gene function and metabolic pathway were 

annotated, the threshold of significant enrichment was P < 0.05. [Results] In this study, a total of 60.9 Gb of 

clean reads were obtained from three C. mitella populations, and 61 899 Unigenes were assembled (Table 1). 

A total of 651 Unigenes were significantly expressed between Zhuhai and Ningde populations, there were   

3 738 DEGs between Zhoushan and Ningde populations, and 3 619 DEGs between Zhoushan and Zhuhai 

populations (Fig. 4). Functional annotation analysis showed that DEGs were significantly enriched in 

ribosome biogenesis (GO0042254, q = 8.26 × 10﹣53) and structural constituent of ribosome (GO0003735, q = 

9.14 × 10﹣52) between Zhoushan and Zhuhai populations (Fig. 5). DEGs were further enriched in protein 

processing in endoplasmic reticulum (ko04141, q = 2.88 × 10﹣4), antigen processing and presentation 

(ko04612, q = 1.16 × 10﹣35) and ECM-receptor interaction (ko04512, q = 4.16 × 10﹣2) (Fig.6). Among them, 

genes such as agrin (q = 1.72 × 10﹣3) and solute carrier family 8 (q = 3.93 × 10﹣5) may be involved in 

regulating osmolality balance. Compared with Zhoushan and Zhuhai populations, DEGs function involved in 
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antigen processing and presentation (ko04612) and protein processing in endoplasmic reticulum (ko04141), 

among which cathepsin B (q = 6.36 × 10﹣3) and high temperature protein G (q = 9.97 × 10﹣6) were 

significantly expressed. Heat shock protein family, including HSP70 (q = 1.45 × 10﹣6) and HSP40 (q = 4.58 × 10﹣7) 

were also significantly expressed in the Zhoushan population (Table 2). Analysis of positive selection pressure 

among different geographical populations by orthologs screening showed that 7 genes under positive selection 

pressure were obtained from 254 orthologs including D-aspartate oxidase (Ka/Ks = 2.076), histone deacetylase 

(Ka/Ks = 1.145), baculoviral IAP resting-containing protein (Ka/Ks = 1.008), GTP-binding nuclear protein Ran 

(Ka/Ks = 1.001), mediator of RNA polymerase II transcription subunit (Ka/Ks = 2.867), translation initiation 

factor 2B (Ka/Ks = 1.001), and pyrroline-5-carboxylate reductase (Ka/Ks = 1.131) (Table 3). They are all 

involved in growth hormone, reproductive, nutritional, nervous, immune system regulation, and neuronal 

protection. They also participate in physiological processes such as growth and development, tissue 

differentiation, metabolism, and anti-apoptosis. [Conclusion] This study will help to understand the 

adaptation mechanism of C. mitella to multiple external environments and provide a basic foundation of 

genetic diversity, germplasm resources protection, and the development of different geographical populations 

of C. mitella.  

Key words: Capitulum mitella; Geographical population; Comparative transcriptome; Environmental adaptability 

龟足（Capitulum mitella）隶属于节肢动物

门（Arthropoda）指茗荷科（Pollicipedidae）龟

足属（刘瑞玉等 2007），因其形态与龟类的爪

子较为相似而得名，部分沿海渔民亦习惯称之

为笔架或佛手螺。龟足广泛分布于亚热带及热

带近海海域、中高潮地带，在我国主要集中分

布在长江口以南的海区，属于热带和亚热带物

种（张殿彩等 2009）。龟足作为一种重要的潮

间带海洋生物资源，在海洋生态系统中占据重

要的生态地位（Yuan et al. 2016），同时也是一

种典型的附着生活生物，具有一定程度上的污

损作用，危害近岸蟹类、牡蛎等贝类的养殖，

以及损坏船体和海洋工程设施（陈长春等 

2012）。 

近年来，研究者对龟足的基础生物学和系

统地理结构进行了一定的研究，主要涉及遗传

多样性（Lim et al. 2006，Song et al. 2013，Yoon 

et al. 2013）、发育生物学（林岗等 1994a，邱

文仁等 1994，林岗等 2003）、营养学（陈宁等 

2009）及人工养殖技术（林岗等 1994b，饶小

珍等 2010）等基础研究。在龟足遗传多样性的

研究中，Song 等（2013）通过单个 DNA 片段

分析发现韩国统营、丽水和晚才岛不同龟足种

群之间存在显著的遗传和形态差异。Yoon 等

（2013）利用线粒体 DNA 控制区基因研究了

韩国南部、东部沿海和济州岛 6 个岩石海岸的

龟足种群遗传结构，发现种群之间发生了大量

的基因流动，龟足种群之间有显著的遗传分化。

Tian 等（2020）利用龟足的线粒体基因组在分

子水平上探究其系统发育关系，发现龟足与指

茗荷科聚类，指茗荷科为单系群。早期研究发

现，龟足胚胎发育、无节幼虫的生长和变态对

温度及盐度的敏感性有所不同（饶小珍等 

2010）。一般来说，水生生物的大小、种类、形

态特征和遗传特性会根据其生活的水环境（水

温、水深、浊度等）和营养环境等环境因素而

变化。我国近海不同地理群体龟足可能会受到

多重环境胁迫，外部环境（盐度和温度）会对

龟足的生长发育产生影响（Rao et al. 2020），

开展其环境适应机制等方面的研究尤为重要。

Yuan 等（2016）利用线粒体 DNA 探究中国杭

州湾以南 8 个潮间带岩石海岸龟足的遗传多样

性和群体结构差异，结果发现中国南部海域的

龟足虽然有高度的遗传多样性，但是却没有发
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现显著不同的种群结构，并认为种群扩张和现

代洋流可能会促进龟足幼虫的远距离扩散。然

而，由于线粒体基因组 DNA 拷贝数多，且具

有较高突变性，想要探讨不同地理群体龟足的

遗传多样性和环境适应性，还需要进一步将研

究集中到对环境更敏感的转录组水平上。 

转录组学可以在 mRNA 和非编码 RNA 转

录的水平上研究基因的表达情况（Wilhelm 

et al. 2009），可以挖掘与环境适应或生理功能

等相关的功能基因。Ma 等（2016）利用转录

组数据，综合分析了西藏不同海拔的鱼类适应

性进化，确定了高海拔鱼类适应性遗传的候选

基因。Wang 等（2022a）对潮间带不同地理群

体的齿纹蜒螺（Nerita yoldii）的生理和遗传特

征研究发现，不同群体对适应热环境有不同的

转录和生理反应，在热休克蛋白和糖代谢相关

基因的作用下，不同地理群体的响应模式存在

差异，这可能是由于不同地理种群具有局域适

应性。此外，Jahan 等（2022）还研究了菲律

宾蛤仔（Ruditapes philippinarum）低纬度和高

纬度群体的潜在遗传差异以及对温度变化的适

应机制，确定了过氧化物酶体和细胞色素 P450

等关键基因，有助于预测温度变化下的生物

多样性趋势。而目前关于龟足转录组水平的

研究仅限于利用数据鉴定龟足幼虫时期部分

基因（李惠莲 2020），其种群环境适应机制

尚不清楚。 

在我国近岸海域，海表温度南高北低，东

海的海表温度随季节变化明显，长江口近岸海

域温度变化趋势最为显著，极端高温和低温的

出现频率高，东南沿海和南海北部也会出现极

端高温环境，这些地理环境变化可能会对各海

域生物生态系统造成较大影响（齐庆华等 

2019）。本文以我国近岸海域的龟足为研究对

象，广泛采集长江口近岸海域、东南沿海和南

海海域的 3 个地理群体样品，利用转录组测序

技术和适应性进化分析对龟足群体间的相关变

异和适应进化做了较为系统的分析和研究，揭

示龟足 3 个地理群体的适应进化机制，以期为

龟足遗传多样性的研究奠定基础，为我国龟足

种质资源的保护和开发利用提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集及总 RNA 的提取 
实验样品于 2021 年 9 月至 11 月分别采自

福建宁德（120°04′04″ E，26°52′34″ N，东南沿

海海域群体）、浙江舟山（122°27′04″ E，

30°43′32″ N，长江口近岸海域群体）和广东珠

海（114°02′33″ E，22°05′55″ N，南海海域群体）

3 个海域的潮间带礁石上（图 1）。采集样品经

形态鉴定和线粒体细胞色素 c 氧化酶亚基 I 基

因分子标记，扩增鉴定分析，比对结果均为龟

足。取低温保存的各地理群体龟足（n = 6）软

组织样品各 100 mg，经液氮速冻研磨成粉状，

使用 Trizol Reagent（Invitrogen, USA）试剂盒

提取样品总 RNA。 
 

 
 

图 1  龟足生态照 

Fig. 1  Photos of Capitulum mitella 

 

1.2  3个地理群体龟足转录组文库构建与注释

分析 
总 RNA 样品检测合格后，经 Oligo（dT）
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磁珠富集出 mRNA，采用 NanoPhotometer® 

spectrophotometer（IMPLEN，CA，USA）进

行纯化并质控。取质控合格的 3 µg mRNA 样

品，采用 NEBNext® Ultra™ RNA Library Prep 

Kit（NEB，USA）构建文库，后经 Illumina Hiseq 

2500测序平台进行双端测序，测序读长150 bp。

原始数据经质控后获得 clean reads。采用Trinity

（v2.4.0）软件（Grabherr et al. 2011）对 clean 

reads 进行混池拼接获得 Unigenes，并进行

Unigenes 的功能聚类分析。 

1.3  3个地理群体龟足的差异表达基因筛选与

功能注释 
采用 RSEM（Li et al. 2011）中 Bowtie2 软

件预测 Unigenes 表达水平，以每百万 fragments

中来自某一基因每千碱基长度的 fragments 数

目（expected number of fragments per kilobase of 

transcript sequence per millions base pairs 

sequenced，FPKM）表示，FPKM 值大于 0.3

为最低可信表达阈值。采用 DESeq2（1.6.3）

软件（Love et al. 2014）筛选差异表达基因 

（differentially expressed genes，DEGs），显著

差异表达阈值为 P < 0.05 且| log2FoldChange |

值大于 1。 

为分析差异表达基因的功能特性和参与的

生理生化代谢途径，采用 GOseq（1.10.0）

（Young et al. 2010）和 KOBAS（v2.0.12）软

件（Mao et al. 2005）对差异表达基因（DEGs）

进行基因本体论（gene ontology，GO）和京都

基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of 

genes and genomes，KEGG）富集分析，其展

现了物种差异基因序列在两数据库中的分布状

况，在 DEGs 中显著富集的阈值（q）不超过

0.05。 

1.4  3个地理群体龟足直系同源基因的选择压

力分析 
为分析 3 个地理群体龟足的环境适应性，

采用 OrthoMCL（v2.0.3）软件（Li et al. 2003）

鉴定 3 个不同地理群体龟足间编码基因的同源

基因簇（orthogroups），筛选获得一一对应的直

系同源基因。应用 PAML（4.7）软件（Yang 2007）

中的枝位点模型计算直系同源基因的非同义替

换率（Ka）和同义替换率（Ks）之间的比例 Ka/Ks

值，如果 Ka/Ks > 1，则认为有正选择压力作用

于该基因，基因正在快速进化；如果 Ka/Ks = 1，

则存在中性选择；如果 0 < Ka/Ks < 1，基因则

受到纯化选择。对受正选择压力的基因进行

GO 和 KEGG 功能富集，注释基因功能和代谢

途径，显著富集的阈值为 P < 0.05。 

2  结果 

2.1  3个地理群体龟足转录组构建与注释分析 
对来自 3 个不同地理群体的龟足进行外部

形态特征观察。各地理群体外部形态特征相似，

均具有由 8 块壳板形成的壳室，柄部被小鳞片

规则覆盖，上唇脊缘无齿，大颚有 5 齿，小颚

呈叶瘤状。对不同群体分别进行 COI 基因的分

子鉴定，来自浙江舟山、福建宁德和广东珠海

龟足群体的 COI 基因与 NCBI 数据库中的龟足

的同源基因序列（GenBank 登录号：ON495538.1）

相似度均达到 99.71%以上。3 个不同地理群体龟

足转录组文库包含 raw reads 共 62.5 Gb（SRA 数

据库登录号为 PRJNA856037）。质控后分别获

得 19.6 Gb、19.8 Gb 和 21.5 Gb 的 clean reads。

各组数据的 Q20 数值均大于 97.5%，且 GC 含

量在 59.10% ~ 60.92%之间。混池拼接组装后，

获得 125 458 个 Transcript，平均长度为 1 390 

bp，N50 长度为 2 353 bp；去除冗余后获得

61 899个Unigenes，平均长度为1 068 bp且N50

长度为 1 821 bp（表 1）。 

将我国近海龟足转录组文库注释到 7 大数

据库，其中 27 916 个 Unigenes（45.09%）至少

注释到一个数据库中，有 3 310 个 Unigenes 

（5.34%）在所有数据库中均被注释（表 1）。

GO 功能聚类分析表明，21 311 个 Unigenes 在

GO 数据库的 3 大功能分类（43 个功能条目）

中成功聚类，占所有 Unigenes 的比例为

34.42%。在生物过程大类中，基因在细胞过程

（12 164 个 Unigenes）和代谢过程（10 656 个 
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表 1  3 个不同地理群体龟足的转录组文库基本信息表 

Table 1  Transcriptome library basic information of three geographic populations of Capitulum mitella 

地理群体 Geographic population 

项目 Term 浙江舟山 
Zhoushan,  
Zhejiang  

福建宁德 
Ningde,  
Fujian 

广东珠海 
Zhuhai,  

Guangdong  

原始数据过滤后的碱基数 Clean bases (Gb) 19.6 19.8 21.5 

Phred 数值大于 20 的碱基占总碱基的百分比 
The percentage of bases with Phred values greater than 20 in total bases (Q20) (%) 97.92 97.54 97.99 

过滤后的原始数据中 G 与 C 占四种碱基的百分比 
Percentage of G and C in the four bases in clean reads (%) 60.47 59.10 60.92 

Transcript 数量 Number of Transcript (bar) 125 458 

Unigene 数量 Number of Unigene (bar) 61 899 

Transcript 平均长度 Mean length of Transcript (bp) 1 390 

Unigene 平均长度 Mean length of Unigene (bp) 1 068 

从长到短累加 Transcript 的长度，到不小于总长 50%的 Transcript 的长度 
The length of the Transcript from long to short shall be accumulated to the length of not 
less than 50% of the total length of the Transcript (N50 of Transcripts) (bp) 

2 353 

从长到短累加 Unigene 的长度，到不小于总长 50%的 Unigene 的长度 
The length of the Unigene from long to short shall be accumulated to the length of not 
less than 50% of the total length of the Unigene (N50 of Unigenes) (bp) 

1 821 

NR 注释的基因数目及其占总基因数的比例  
Unigenes annotated in NR and its proportion to the total numbers 20 718 (33.47%) 

NT 注释的基因数目及其占总基因数的比例  
Unigenes annotated in NT and its proportion to the total numbers 6 758 (10.91%) 

KEGG 注释成功的基因数目及其占总基因数的比例  
Unigenes annotated in KEGG and its proportion to the total numbers 10 893 (17.59%) 

SwissProt 注释成功的基因数目及其占总基因数的比例  
Unigenes annotated in SwissProt and its proportion to the total numbers 16 540 (26.72%) 

PFAM 注释成功的基因数目及其占总基因数的比例  
Unigenes annotated in PFAM and its proportion to the total numbers 21 313 (34.43%) 

GO 注释成功的基因数目及其占总基因数的比例  
Unigenes annotated in GO and its proportion to the total numbers 21 311 (34.42%) 

KOG 注释成功的基因数目及其占总基因数的比例  
Unigenes annotated in KOG and its proportion to the total numbers 9 539 (15.41%) 

在所有数据库注释成功的基因数及其占总基因数的比例  
Annotated in all Databases and its proportion to the total numbers 3 310 (5.34%) 

至少在一个数据库注释成功的基因数及其占总基因数的比例  
Annotated in at least one Database and its proportion to the total numbers 27 916 (45.09%) 

 
Unigenes）等条目聚类较多；在细胞组分中，

细胞解剖实体（10 056 个 Unigenes）、细胞内

质（5 588 个 Unigenes）和蛋白复合物（3 747

个 Unigenes）等条目聚类较多；结合（10 637

个 Unigenes）和催化活性（8 171 个 Unigenes）

等分子功能条目聚类较多（图 2）。 

KEGG 功能聚类分析表明，在我国近海龟

足转录组文库中共有 10 893 个 Unigenes 被聚

类成 5 个功能大类，其中内分泌系统、碳水化

合物代谢、翻译、信号转导和转运及代谢分解

过程条目涉及的Unigenes最多，分别有 697个、

603 个、1 213 个、1 395 个和 960 个 Unigenes

被聚类（图 3）。 

2.2  3个地理群体龟足的差异表达基因筛选与

功能注释 
为了比较 3 个不同地理群体龟足间基因表 
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图 2  3 个不同地理群体龟足的转录组 Unigenes GO 功能注释 

Fig. 2  GO function annotation of Unigenes in three geographic populations of Capitulum mitella 

 
达的差异，进行 DEGs 的筛选分析。东南沿海

海域（福建宁德）群体和南海海域（广东珠海）

群体之间有 651 个 DEGs，其中 452 个下调表

达，199 个上调表达；长江口近岸海域（浙江

舟山）群体和东南沿海海域群体间有 3 738 个

DEGs，其中 1 397 个下调表达，2 341 个上调

表达；长江口近岸海域群体和南海海域群体间

有 3 619个DEGs，其中 1 560个下调表达，2 059

个上调表达（图 4）。我国 3 个不同海域龟足群

体间存在不同的基因表达模式，东南沿海海域

群体与南海海域群体表达差异较小，而长江口

近岸海域群体具有特异性较大的表达模式。 

对 DEGs 进行 GO 和 KEGG 富集分析，东

南沿海海域群体与南海海域群体间 DEGs 的功

能富集较少，仅显著富集到跨膜转运活性过程

（基因注释得到对应的 GO 号为 GO0022857，

q = 2.61 × 10﹣2）。长江口近岸海域群体与东南

沿海海域群体间富集的 DEGs 在分子功能分类

中聚类 2 个条目、细胞组分分类 2 个条目、生

物学过程分类 2 个条目。其中显著富集的分类

条目有核糖体生物发生（GO0042254，q = 4.44 × 

10﹣15）、结构分子活性（GO0005198，q = 1.65 × 

10﹣14）和核糖体结构组成（GO0003735，q =  

6.04 × 10﹣14）。而长江口近岸海域群体与南海海

域群体间 DEGs 显著富集的 GO 功能条目共有

14 条，其中细胞组分和生物学过程较多（各有

5 条），细胞组分次之（4 条）。显著富集的分类

条目同样有核糖体生物发生（GO0042254，q = 
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图 3  3 个不同地理群体龟足的转录组 Unigenes KEGG 代谢通路 

Fig. 3  KEGG metabolic pathway of Unigenes in three geographic populations of Capitulum mitella 

 

8.26 × 10﹣53）、核糖体结构组成（GO0003735，

q = 9.14 × 10﹣52）和翻译（GO0006412，q = 9.67 × 

10﹣46）等，这些均与核糖体与核糖体生物构成

相关（图 5）。 

长江口近岸海域群体与东南沿海海域群体

间的 DEGs 功能显著富集的 5 条通路分别是核

糖体（基因注释到的 KO 号为 ko03010，q =  

4.39 × 10﹣16）、内质网蛋白质加工（ko04141，q = 

2.88 × 10﹣4）、核糖体生物发生（ko03008，q = 

1.16 × 10﹣3）、抗原呈递加工（ko04612，q = 1.16 × 

10﹣35）和 ECM 受体相互作用（ko04512，q =  

4.16 × 10﹣2）。长江口近岸海域群体与南海海域

群体间的 DEGs 功能，除了与人类疾病相关的

军团杆菌病通路外，富集最显著的 3 条通路分

别是核糖体（ko03010，q = 1.55 × 10﹣50）、抗

原呈递加工（ko04612，q = 1.26 × 10﹣4）和核 
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图 4  3 个不同地理群体龟足间差异表达基因数目火山图 

Fig. 4  Volcanoplot of differential expressed gene numbers in three geographic populations of Capitulum mitella 

a. 宁德与珠海群体；b. 舟山与宁德群体；c. 舟山与珠海群体。纵坐标的虚线代表基因差异表达的阈值为 1.3，横坐标的两条虚线外侧代表

差异表达倍数超过 1。 

a. Ningde and Zhuhai population; b. Zhoushan and Ningde population; c. Zhoushan and Zhuhai population. The dashed line of the ordinate 

represents a threshold of 1.3 for differential expression of genes, and the two dashed lines outside the abscissa represent fold change over 1. 

 

 
 

图 5  3 个不同地理群体龟足差异表达基因 GO 富集 

Fig. 5  Enrichment analysis of the gene ontology (GO) terms of differentially expressed  

genes of three geographic populations of Capitulum mitella 

a. 宁德与珠海群体；b. 舟山与宁德群体；c. 舟山与珠海群体。红色代表生物过程条目，蓝色代表细胞成分条目，绿色代表分子功能条目。 

a. Ningde and Zhuhai population; b. Zhoushan and Ningde population; c. Zhoushan and Zhuhai population. Red represents biological process term, 

blue represents cellular component term and green represents molecular function term. 
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糖体生物发生（ko03008，q = 6.68 × 10﹣4）。此

外，还富集到雌激素信号通路（ko04915，q = 

2.28 × 10﹣3）和 MAPK 信号通路（ko04010，q = 

1.92 × 10﹣2）等信号通路（图 6）。 

在长江口近岸海域（舟山）群体与南海海

域（珠海）群体中以及长江口近岸海域（舟山）

群体与东海海域（宁德）群体间富集到 ECM

受体相互作用通路、核糖体生物发生通路、抗

原呈递加工通路和内质网蛋白质加工通路中的

DEGs 见表 2。 

2.3  3个地理群体龟足直系同源基因的选择压

力分析 
在筛选的 254 个直系同源基因中，有 7 个

基因受到正选择压力作用（表 3）。 

 

 
 

图 6  龟足舟山与宁德群体（a）和舟山与珠海群体（b）差异表达基因的 KEGG 通路富集 

Fig. 6  KEGG pathway enrichment for DEGs of Zhoushan population vs. Ningde population (a),  

and Zhoushan population vs. Zhuhai population (b) of Capitulum mitella 

点的颜色表示 q 值的大小，点的大小表示基因数量。 

The q-value is shown in color, and the size of the point represents the number of genes. 



4 期 毛宁等：我国近海龟足 3 个地理群体比较转录组及环境适应性研究 ·573· 

 

表 2  龟足舟山与宁德群体和舟山与珠海群体差异表达基因 KEGG 通路显著富集的基因列表 

Table 2  List of significant enriched genes in the KEGG pathway for DEGs of Zhoushan population vs. 

Ningde population, and Zhoushan population vs. Zhuhai population of Capitulum mitella 

舟山与宁德群体 
Zhoushan population vs.  

Ningde population 

舟山与珠海群体 
Zhoushan population vs. 

Zhuhai population 通路/基因名称 
Pathway/Gene name 

上下调 
Up/Down 

差异倍数 
log2FoldChange

q 值 
q-value 

差异倍数 
log2FoldChange 

q 值 
q-value 

ECM 受体相互作用 ECM-receptor interaction (ko04512) 

聚集蛋白 Agrin 下调 Down ﹣3.092 4 1.39 × 10﹣5 ﹣2.704 3 1.72 × 10﹣3

溶质载体家族 8 Solute carrier family 8, SLC8A 下调 Down ﹣2.677 2 1.98 × 10﹣4 ﹣3.470 2 3.93 × 10﹣5

电压门控钾离子通道蛋白 
Voltage-gated Potassium channel protein, KCNN4 

下调 Down ﹣4.981 7 2.81 × 10﹣2 ﹣6.168 5 9.50 × 10﹣4

真核生物核糖体生物发生 Ribosome biogenesis in eukaryotes (ko03008) 

烟碱乙酰胆碱受体 Nicotinic acetylcholine receptor, nAChR 下调 Down ﹣3.788 5 4.46 × 10﹣2 ﹣2.847 8 4.83 × 10﹣2

神经肽受体 Y1 Neuropeptide Y receptor type 1, NPY1R 下调 Down ﹣3.840 3 3.12 × 10﹣3 ﹣3.631 5 8.50 × 10﹣5

抗原呈递加工 Antigen processing and presentation (ko04612) 

热休克蛋白 70 Heat shock 70kDa protein, HSP70 上调 Up 2.125 2 7.37 × 10﹣3 1.838 2 3.69 × 10﹣2

组织蛋白酶 B Cathepsin B, Cath B 上调 Up 6.175 5 2.70 × 10﹣2 6.520 2 6.36 × 10﹣3

组织蛋白酶 L Cathepsin L, Cath L 上调 Up 7.098 0 2.95 × 10﹣2 7.521 6 2.43 × 10﹣3

内质网蛋白质加工 Protein processing in endoplasmic reticulum (ko04141) 

热休克蛋白 40 Heat shock 40kDa protein, HSP40 上调 Up 3.198 6 3.24 × 10﹣6 2.881 7 4.58 × 10﹣7

热休克蛋白 70 Heat shock 70kDa protein, HSP70 上调 Up 4.627 7 4.39 × 10﹣2 9.319 0 1.45 × 10﹣6

分子伴侣高温蛋白 High temperature protein G, HtpG 上调 Up 4.604 3 2.35 × 10﹣2 8.520 0 9.97 × 10﹣6

转内质网 ATP 酶 
Transitional endoplasmic reticulum ATPase, TERATPase 

上调 Up 6.659 3 2.25 × 10﹣2 7.025 7 2.92 × 10﹣3

含硫氧还蛋白  
Thioredoxin domain-containing protein, TXNDC 

上调 Up 6.728 8 1.86 × 10﹣3 8.015 7 2.06 × 10﹣5

 

表 3  我国近海 3 个地理群体龟足间受正选择压力基因列表 

Table 3  List of genes subject to positive selection pressure among three geographic populations of  

Capitulum mitella in Offshore China 

基因名称 Gene name 直系同源基因 Orthologs Ka/Ks值 Ka/Ks-value 

D-天冬氨酸基因 D-aspartate oxidase, DDO OG03832 2.076 

GTP 结合核蛋白基因 GTP-binding nuclear protein, Ran OG00690 1.001 

组蛋白去乙酰化酶基因 Histone deacetylase 4/5, HDAC4_5 OG02099 1.145 

真核起始因子 2B 基因 Eukaryotic initiation factor 2B, EIF2B OG03021 1.001 

凋亡抑制蛋白基因 Baculoviral IAP repeat-containing protein, BIRC OG03088 1.008 

RNA 聚合酶介体 II 基因 Baculoviral mediator of RNA polymerase II, MED OG03715 2.867 

吡咯啉-5-羧酸还原酶基因 Pyrroline-5-carboxylate reductase, PYCR OG03557 1.131 

 

3  讨论 

气候变化的影响遍布全球，气候变暖导致 

沿海水域和大陆架的水温升高，这在许多方面

影响着海洋生物的分布（Poloczanska et al. 

2016）。早期研究发现，北海海洋鱼类和底栖无

脊椎动物物种的分布变化受到气候变化的影响

（Hiddink et al. 2015）。Kumagai 等（2018）通
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过研究日本群岛热带至接近北极地区大约    

3 000 km 的大型藻类和珊瑚范围迁移，发现由

于气候变暖等原因，热带珊瑚扩张加速，导致

大型藻类转变为珊瑚群落。同样，在温度等环

境因子变化的驱动下会对纹藤壶（Balanus 
amphitrite）和指茗荷（Pollicipes polymerus）
胚胎发育和幼虫生存产生影响，也可能会影响

其物种的分布特征（Lewis et al. 1975，Anil et al. 

2001）。之前的一项研究也发现温度和盐度交互

作用会对龟足生长发育影响极为显著，并探讨

了福建龟足发育及幼虫生长的最适温度及盐度

（饶小珍等 2010）。在本研究中，东南沿海海

域群体和南海海域群体之间有 651 个 DEGs，

其中 4 5 2 个下调表达， 1 9 9 个上调表 

达；长江口近岸海域群体和东南沿海海域群体

间有 3 738 个 DEGs，其中 1 397 个下调表达，

2 341 个上调表达；长江口近岸海域群体和南海

海域群体间有 3 619 个 DEGs，其中 1 560 个下

调表达，2 059 个上调表达。因此，我国近岸海

域不同地理群体龟足间在转录组水平上存在显

著的差异，且 3 个不同海域龟足群体间存在不

同的基因表达模式，东南沿海海域群体与南海

海域群体表达差异较小，推测这两个地理群体

间环境变化因素较小，特别是温度和盐度等的

变化梯度较小。相较而言，长江口近岸海域龟

足群体明显具有特异性较大的转录表达模式，

其受到海域环境因素变化的影响更显著。对 3

组不同地理群体龟足间筛选出的 DEGs 分别进

行 KEGG 富集分析，发现它们均参与了核糖体

生物发生、离子交换、代谢和免疫等相关通路。 

甲壳类在其自然栖息地总是暴露在不同的

盐度下，由于缺乏某些有效的渗透调节因子，

当面临生境盐度波动时，甲壳类可能无法表现

出快速渗透调节能力（Chen et al. 2015）。另外，

外部环境引起的温度升高和海水盐度变化也将

直接影响甲壳类的渗透调节功能（Marshall 

2005），造成渗透失衡，这会损害甲壳类的新陈

代谢、免疫、生殖和其他生理过程（Nurdiani   

et al. 2007）。长江口近岸海域龟足群体也可能

受到多重强烈的外界环境压力，导致其渗透调

节能力下降，相较于南海海域群体，在其 ECM-

受体相互作用通路中，Agrin、SLC8A 和 KCNN4

相关基因均呈下调表达模式。当盐度变化时，

海洋动物可以通过调节离子与环境交换的不同

生化机制来实现渗透平衡（Velotta et al. 2017），

SLC8A 通过对离子的主动运输维持离子梯度，

而离子通道设定膜电位，利用膜电化学梯度特

异性地将离子和溶质移入或移出细胞，控制生

物 pH 值和渗透压（Romero et al. 2009）。在高

盐度条件下，龟足必须排出从高渗环境中获得

的多余离子，有研究发现溶质载体基因家族可

能会增加 Na+和 HCO3−的共同转运，从而将更

多的 Na+输送进血浆（Furukawa et al. 2011），

同时，该家族基因也可以促进 Cl−的摄取和

HCO3−的分泌（Lam et al. 2014），为了驱动 Na+

离开血浆，长江口近岸海域龟足 DEGs 中显著

富集的 SLC8A 可能会将部分 Na+、K+和 Cl−输

送到细胞内。同样，Agrin 基因的表达可能会

增加细胞膜Ca2+通过电压门控钙离子通道转运

能力，从而引起神经元的兴奋性增加（Ramseger 

et al. 2009）。电压门控钾离子通道也表现出强

烈的离子选择性和电压依赖性，类似于其他电

压门控离子通道，包括电压门控钠、钾和钙通

道（Brown et al. 2011）。另外，在内质网蛋白

质加工通路中，ATP 酶和热休克蛋白基因在长

江口近岸海域龟足群体中显著上调表达，推测

TERATPase直接参与了该龟足群体细胞内离子

反应和体内渗透压平衡，该酶利用 ATP 水解的

能量，使离子通过细胞质进入内质网，维持细

胞内离子含量，保持渗透压平衡（Vieira et al. 

2015）。我们观察到与离子吸收相关的几个基因

的显著表达，因此推测在盐度变化的环境下，

龟足总能主动吸收和排出生存环境中的离子，

离子相关基因在龟足主动吸收环境中的离子减

少盐分损失方面发挥重要作用。 

不同温度变化会影响龟足的生长发育，也

是龟足在不同生活环境下所需适应的环境压

力，我们筛选出了抵御温度变化的相关基因，
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为龟足在应对不同生境温度变化时的压力适应

提供潜在的分子机制。在抗原加工与呈递通路

中，与南海海域龟足群体相比，Cath B、Cath L
和 HSP 基因在长江口近岸海域龟足群体中显

著上调表达，表明这些基因在抵御温度变化时

起作用。Cath B 基因参与发育过程中的蛋白水

解活性和应激反应（Shindo et al. 2008），还有

研究表明，其参与了生物体在慢性应激下的调

控，并在造成损伤和行为缺陷时有显著的高表

达（Zhang et al. 2022），也对物种的冷损伤耐受

性具有调节作用（Chen et al. 2021）。同时，具

有蛋白水解功能的重组Cath L还可以调节免疫

相关关键基因的转录表达，研究发现，其通过

减少细胞凋亡来提高正常细胞的冷冻抵抗力

（Chiang et al. 2022，Wang et al. 2022b）。应激

蛋白可以通过结合和重新折叠受损的蛋白质来

帮助细胞在有害条件下存活，在不同的热休克

蛋白家族中，HSP70 的保守度最高（Carnevali 

et al. 2003）。有研究通过热休克蛋白 HSP70 的

表达变化推测出贝类（Limecola balthica）利用

有效防御和补偿机制提高对不利环境条件的广

泛耐受性和较强的适应能力（Sokołowski et al. 

2018）。HtpG 是真核生物热休克蛋白 HSP90 的

原核同系物，具有 ATP 酶活性，可以发挥分子

伴侣作用和辅助新合成蛋白的折叠。有研究发

现沙门氏菌（Salmonella）在盐胁迫和冷胁迫下，

HtpG 参与了应激反应且基因表达都有所增加

（Pasqua et al. 2013）。由于这些基因在长江口

近岸海域龟足群体中显著表达上调，我们推测

相较于南海海域龟足群体，龟足可能在长江口

近岸海域遭受温差大等不利环境因素时，热休

克蛋白、分子伴侣和组织蛋白酶基因共同作用，

抵御环境温度胁迫。温度变化不仅会扰乱水生

生物的能量代谢，还会减缓脂肪代谢，这两者

最终都可能导致水生动物的抗应激和能量利用

机制失效（Sun et al. 2019），nAChR 最初被描

述为配体门控离子通道蛋白，其功能涉及调节

线粒体通道的形成，释放促凋亡物质，如细胞

色素 c 或活性氧等（Gergalova et al. 2012）。线

粒体为细胞提供能量，并通过控制内部细胞凋

亡途径来调节其存活，其中多种 nAChR 亚型协

同作用并参与了多种信号传导途径来调节凋亡

机制（Skok 2021）。我们推测在长江口近岸海

域龟足群体受到环境高低温压力后，新陈代谢

降低，ATP 能量消耗增加，相应的通路基因表

达也会提高，来应对不利的环境压力。这些基

因在通路中的显著富集，表明龟足在遭受温度

胁迫时，可能通过相关基因调控，产生抗应激

反应，以保证正常的新陈代谢过程。 

代谢紊乱和过度免疫可能会引发细胞凋

亡，从而移除老化、过剩、受损、坏死或具有

潜在危险的细胞（Jin et al. 2017）。在我们的研

究中与抑制细胞凋亡相关的基因有 TXNDC 和

NPY1R。TXNDC 对入侵病原体具有先天的免疫

调节，而且对生物体具有抗氧化和抗凋亡作用

（Udayantha et al. 2021）。NPY1R 是参与动物许

多生理过程的多样化信号分子，通过其偶联受

体和信号通路调节吞噬作用，并有研究发现其

参与了拟穴青蟹（Scylla paramamosain）的免

疫过程（Hökfelt et al. 2003，Xu et al. 2022）。

还有研究表明神经肽 mRNA 主要集中在长牡

蛎（Crassostrea gigas）的内脏神经节、消化盲

囊和血细胞组织中，不仅能对免疫刺激做出反

应，还能调节免疫因子和凋亡相关基因的表达，

从而有效地参与牡蛎病原体的清除并维持其生

长发育（Li et al. 2019）。此外，热休克蛋白基

因 HSP40 和 HSP70 在长江口近岸海域龟足群

体中上调表达，表明 HSP 基因可能是龟足细胞

凋亡的负调控因子，可以延缓细胞凋亡（Polier 

et al. 2008）。 

对 3 个不同地理群体龟足的选择压力分析

筛选到 7 个受到正选择压力的基因，对其功能

注释分析发现，涉及对生长激素、生殖、营养、

神经和免疫系统的调节以及神经元保护，还参

与生长发育、组织分化、代谢和抗细胞凋亡等

生理过程。其中包括 D-天冬氨酸基因（DDO），

其广泛存在于动物组织中，主要作为一种神经

递质，在生长、繁殖、神经和内分泌介导功能
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中发挥重要作用（Li et al. 2018）。有研究发现，

通过诱导凋亡抑制蛋白基因（BIRC）表达量的

增加可以抑制 HepG2 细胞的凋亡（Chuturgoon 

et al. 2015）。推测龟足为了适应多重环境胁迫，

这些基因受到正选择压力，促进了龟足在损失

ATP 后脂质补充，生长发育调节和抵御不利因

素时的免疫调节和细胞抗凋亡过程。 

本文对我国近岸海域的长江口近岸海域、

东南沿海和南海海域的 3 个不同地理群体龟足

进行转录组特异性和适应性进化分析，研究了

不同地理群体龟足之间的不同途径和基因在环

境变化下差异表达，筛选出了与离子交换、新

陈代谢失衡和免疫应答相关的基因，初步探究

不同地理群体龟足环境适应策略的分子机制，

为龟足种群分布特征、遗传多样性的研究奠定

基础，为我国龟足种质资源的保护和开发利用

提供基础数据。 
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