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摘要：刺参的体腔细胞大量存在于体腔液与水管系统内，广泛参与机体的营养输送、代谢以及免疫等

多种功能。刺参吐脏时，体腔中体腔细胞近乎排尽，而后迅速恢复。波里氏囊是刺参吐脏后仅存的内

脏器官，囊腔内体腔细胞在吐脏后也快速增加，表现出积极的响应。为研究探讨刺参吐脏后再生早期

体腔细胞快速增加的作用与意义，本文分别对刺参吐脏后 6 h 与吐脏前波里氏囊腔和体腔中体腔细

胞进行转录组测序，比较了波里氏囊腔与体腔中体腔细胞在吐脏胁迫下的基因表达变化。结果显示，

波里氏囊腔内体腔细胞在吐脏前后有 267 个基因显著差异表达，差异基因大量富集至 GO 功能注释

的酶催化活性亚类以及甘氨酸、丝氨酸与苏氨酸代谢等 KEGG 通路。体腔中体腔细胞在吐脏前后有

922 个基因显著差异表达，差异基因显著富集到 GO 功能注释的细胞黏附、生物黏附等亚类以及细胞

外基质受体互作、转化生长因子-β 与 FoxO 等 KEGG 通路。研究结果对于进一步研究刺参体腔细胞

的功能及揭示刺参吐脏后的再生机制提供了重要基础。
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1　引言

刺参（Apostichopus japonicus）隶属棘皮动物门海

参纲，处于从无脊椎向脊椎动物分化的独特进化阶

段，也是国内外重要的海产经济物种 [1]。刺参具有独

特的水管系统，该系统是一个由体腔产生的充满液体

的复杂管道网络，包括石管、环状水管与辐水管等构

造。石管嵌在背悬肠膜内，其末端为筛板，生在体腔

内，因而水管内的液体来自于体腔液。波里氏囊作为

刺参水管系统的附属物悬挂于体腔中，具有调节水管

系统内压力的作用，通过调节水管系统内的体腔液流

进或流出管足而支配其运动 [2]。此外，近年来研究还

发现，刺参波里氏囊可以生成体腔细胞，是刺参的“造

血组织”之一 [3]。

刺参的体腔细胞大量存在于体腔内，同时还随着

水管系统的延伸遍布于刺参的体壁、管足，广泛参与

着机体的营养输送、代谢以及免疫等多种机能 [2]。目

前，刺参体腔细胞的相关研究多集中于体腔内游离的

体腔细胞，对组织器官及水管系统内的体腔细胞了解

较少。初步研究显示 [4]，刺参体腔中体腔细胞密度约

为波里氏囊腔内体腔细胞密度的 2 倍；波里氏囊腔内

体腔细胞与体腔中体腔细胞种类相似，但亚型组成存
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在差异，囊腔内以带伪足的球形细胞为主，淋巴细胞

次之；体腔内则以淋巴细胞为主，带伪足的球形细胞

次之。波里氏囊腔内体腔细胞与体腔中体腔细胞组

成上的差异，提示其可能具有特殊的功能 [5]。

刺参具有吐脏与再生的特殊机制，当刺参遇到强

烈的刺激或因水质过于混浊、温度变化过大等不良

环境时，刺参会将消化道、呼吸树、性腺等内脏器官

排出体外，当环境条件适宜时，又可再生出功能完善

的内脏器官，属于一种自我保护措施 [6]。目前，有关刺

参吐脏后再生的研究多集中于肠道的再生过程。已

有研究表明 [7−8]，刺参吐脏时，肠道与胃部、肛门以及

肠系膜的连接部位分别出现断裂，从而使得肠道从体

腔中脱离下来并经由泄殖孔排出体外。这些断裂的

部位形成了新生肠道发生的原基，经过复杂的细胞增

殖、转化、去分化、组织增生等过程才逐渐形成完整

的消化系统。其中，刺参肠系膜以及肠道外层存在的

体腔上皮细胞被认为具有干细胞的功能作用，是消化

道组织再生的重要来源，刺参吐脏时，体腔中体腔液

和体腔细胞会随内脏一起被排出。已有研究表明 [9]，

刺参体腔液容积在吐脏后 2 h 即可恢复至吐脏前水

平，体腔细胞数量在吐脏后快速增加，吐脏后 6 h 时
与吐脏前已无显著差异。波里氏囊在刺参吐脏时不

会和其他内脏一起排出体外，为刺参吐脏后仅存的内

脏器官，我们先前研究发现，波里氏囊腔内体腔细胞

数量也在刺参吐脏后 6 h 快速增加（数据尚未公开），

表现出积极的响应。

本文应用 RNA-Seq 测序技术对刺参吐脏后 6 h
与吐脏前波里氏囊腔和体腔中体腔细胞进行转录组

测序，分别比较波里氏囊腔和体腔中体腔细胞在吐脏

胁迫下的基因表达变化，以期深入了解体腔细胞在刺

参吐脏后所发挥的生物学作用，进一步阐明刺参波里

氏囊腔和体腔中体腔细胞在功能方面的差异，并为解

析刺参吐脏与再生这一特殊生存机制提供资料。

2　材料与方法

2.1    实验动物

本实验所用刺参购于山东省青岛市某水产养殖

场，体重为（50.2±4.6） g，于盐城工学院水产动物免疫

与病害实验室的塑料水槽 (70 cm×50 cm×46 cm) 中充

气暂养，海水温度为 17～19℃，盐度为 30，每两天投

喂和换水 1 次，于 18:00 进行投喂，次日早上 08:00 进

行换水，1 周后进行实验。

2.2    样品准备

将健康刺参随机分为对照组和吐脏组，每组设置

3 个平行，每个平行组放养 3 头刺参，每头刺参注射

1.2 mL 0.35 mol/L 的氯化钾诱导吐脏，待吐脏后 6 h 取

样，对照组不做处理。使用无菌手术剪沿泄殖腔一端

剪开刺参腹部，将体腔中体腔液收集至一次性无菌培

养皿中，另用 1 mL 无菌注射器抽取波里氏囊腔内体

腔液，每 3 头刺参样品混合作为 1 个平行，每组 3 个

平行。各组分别标记如下：波里氏囊腔内体腔细胞对

照组（PC0 h）、波里氏囊腔内体腔细胞吐脏组（PC6 h）、
体腔中体腔细胞对照组（CC0 h）和体腔中体腔细胞吐

脏组（ CC6  h）。各组取 2.5  mL 体腔液样品经 4℃，

3 000 r/min 离心 10 min，弃上清，细胞沉淀立即置于液

氮中速冻，放入–80℃ 冰箱保存备用。

2.3    RNA 提取及质量检测

按照常规的 Trizol 法提取上述制备的体腔细胞

样品总 RNA。用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的质

量，分析样品 RNA 完整性及是否存在 DNA 污染，利

用 NanoDrop 微量分光光度计检测 RNA 浓度。

2.4    文库构建及上机测序

RNA-Seq 测序文库构建由北京诺禾致源科技股

份有限公司提供技术服务，首先通过 Oligo（dT）磁珠

富集带有 polyA 尾的 mRNA，随后将得到的 mRNA 随

机打断。以片段化的 mRNA 为模版，随机寡核苷酸

为引物，合成 cDNA 第一条链，随后用 RNaseH 降解

RNA 链，并在 DNA polymerase I 体系下，以 dNTPs 为

原料合成 cDNA 第二条链。纯化后的双链 cDNA 经

过末端修复、加 A 尾并连接测序接头，用 AMPure XP
beads 筛选 200 bp 左右的 cDNA，进行 PCR 扩增并再

次使用 AMPure XP beads 纯化 PCR 产物，最终获得文

库。文库构建完成后，分别使用 Agilent 2100 和 qRT-
PCR 对其进行检测和定量，检测合格后使用 Illumina
NovaSeq 6000 进行测序，并产生 150 bp 配对末端读数。

2.5    数据质控

测序获得的原始数据中包含少量带有测序接头

或测序质量较低的基因片段。为了保证数据分析的

质量及可靠性，需要对原始数据进行过滤。从原始数

据中去除带接头、含 N（N 表示无法确定碱基信息）和

低质量（Qphred≤20 的碱基数所占比例超过 50%）的

基因片段，从而获得过滤后数据。同时，对过滤后数

据进行 Q20、Q30 和 GC 含量计算。后续所有分析均

是基于过滤后数据进行的高质量分析。

2.6    测序数据与参考基因组比对

刺参参考基因组和基因模型注释文件从基因组

网站下载（ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCA/002/
754/855/GCA_002754855.1_ASM275485v1/GCA_00275
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4855.1_ASM275485v1_genomic.fna.gz）。使用 HISAT2

v2.0.5 构建参考基因组的索引，并使用 HISAT2 v2.0.5

将配对末端过滤后数据与参照基因组比对。

2.7    差异表达基因的筛选和富集分析

使用 FPKM（ expected number of Fragments Per Ki-

lobase of  transcript  sequence  per  Millions  base  pairs  se-

quenced）法估算样本的基因表达水平。随后用 DESeq2

软件（版本 1.16.1）对两组间的差异表达进行分析。利

用 Benjamini-Hochberg 方法调整所得 p 值（padj）以控

制错误发现率。padj<0.05 以及 |log2（Fold change） |>1

作为显著差异表达的阈值。通过 clusterProfiler R 软

件实现差异表达基因的基因本体（ Gene  Ontology,

GO）和 KEGG 富集分析，将 padj<0.05 作为显著性富

集的阈值。

2.8    qRT-PCR 验证

为了验证 RNA 测序结果，针对两组样品各选择

5 个差异基因进行 qRT-PCR 验证。其中波里氏囊腔

中体腔细胞检测金属肽酶含血小板反应蛋白基元 -

9（A disintegrin and metalloproteinase with thrombospond-

in motifs  9,  ADAMTS9）、基质金属蛋白酶 -16（matrix

metalloproteinase-16, MMP16）、维甲酸受体 -β（ retinoic

acid  receptor  beta,  RARB）、钠依赖性脯氨酸转运体

（sodium-dependent proline transporter, SLC6A7）、磷酸丝

氨酸转氨酶-1（phosphoserine aminotransferase-1, PSAT1）

等基因，体腔中体腔细胞检测 ADAMTS9、MMP16、

RARB、 SLC6A7、 IgG-Fc 片段结合蛋白（ IgGFc-bind-

ing  protein,  FCGBP）等基因。利用 SYBR® Premix  Ex

Taq 试剂盒和实时荧光定量 PCR 系统进行荧光定量

PCR。验证基因的引物通过 Primer Premier 5.0 设计，

基因引物序列见表 1。以 β-actin 作为内参基因，各样

品每个基因设置 3 次重复，用 2−△△CT 法算出每个基因

的相对表达量。

3　结果与分析

3.1    测序结果概述

通过 Illumina 测序平台分别对吐脏前后共 6 个波

里氏囊腔内体腔细胞样品与 6 个体腔中体腔细胞样

品文库进行测序，测序原始数据已经提交至 NCBI（登

录号为 SRP262929，SRP261739）。波里氏囊腔内体腔

细胞样本获得的原始数据区间为 48 395 496～58 695 018，

去除低质量序列后，共获得 308 646 822 个过滤后数据；

体 腔 中 体 腔 细 胞 样 本 获 得 的 原 始 数 据 区 间 为

41 285 400～60 069 216，去除低质量序列后，共获得

271 994 432 个过滤后数据。两组样本与刺参参考基

因组的比对率区间分别为 66.06%～68.25% 和 61.10%～

64.88%。碱基质量及组成分析显示，各样品的 Q20

值（%）均不小于 94.87%（表 2）。

3.2    差异表达分析

将过滤后数据比对到刺参的参考基因组上，PC0 h

组和 PC6 h 组的比较组合共获得 25 049 个差异基因，

其中 1 254 个基因在 PC0 h 组中特异表达，1 538 个基

因在 PC6 h 组中特异表达，两组共表达基因 22 257

个。CC0 h 组和 CC6 h 组的比较组合共获得 25 682 个

差异基因，其中 1 433 个基因在 CC0 h 组中特异表达，

2 793 个基因在 CC6 h 组中特异表达，两组共表达基

因 21 456 个。本研究中，将|log2 (Fold change)|>1 和 padj<

0.05 定义为显著差异基因，PC6 h 组和 PC0 h 组相比，

共筛选出 267 个显著差异基因，其中上调基因 200

个，下调基因 67 个。CC6 h 组和 CC0 h 组相比，共筛

选出 922 个显著差异基因，其中上调基因 803 个，下

调基因 119 个（图 1）。

3.3    GO 富集分析

对 PC6 h 组和 PC0 h 组间的 267 个显著差异表达

基因进行 GO 功能富集分析，这些差异表达基因被富

表 1    用 qRT-PCR 验证所用引物序列

Table 1    The sequence of primers used for qRT-PCR validation

基因名称 上游引物序列 下游引物序列

ADAMTS9 TGTGATGCTGGTGATTGCTTA GCCTTCGTCTTCGGCTTTA

MMP16 TGGAAGTGGAATCGGTGGT GGATGTAAAGCGAAGTTAGGGT

RARB GCTCCAACCAGCACCTACCTT AAACCCTTACACCCTTCGCA

SLC6A7 AAGTCATCGGGCAAGGTCG GAAACAAGCAAAGCATCTCGGT

FCGBP GAAGAACATCCTTGCCCCG GACATCATACACGCAGTCATCATAG

PSAT1 GTAATGAGGGATTGGAAAAGCA ACGCAACCCACCGACAGA
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集到 223 个 GO 亚类中，包括 110 个生物过程亚类，

22 个细胞组分亚类，91 个分子功能亚类，其中分子功

能类别中富集最为显著。在分子功能类别中，分子功

能调节、肽酶抑制活性、肽酶调节活性、酶抑制活

性、酶调节活性中的差异表达基因较多。

对 CC6 h 组和 CC0 h 组间的 922 个显著差异表达

基因进行 GO 富集分析，这些差异表达基因被富集到

385 个 GO 亚类中，其中生物过程亚类 202 个，细胞组

分亚类 27 个，分子功能亚类 156 个。生物过程类别

中，蛋白质水解、G 蛋白偶联受体信号通路、单一生

物转运、神经递质转运、细胞黏附、生物黏附中的差

异表达基因较多。细胞组分类别中，细胞外区、

细胞外基质中的差异表达基因较多。分子功能类别

中，分子功能调节、肽链内切酶活性、肽链内切酶抑

表 2    12 个文库的基本信息

Table 2    The basic characteristic of reads in the 12 libraries

样本 原始测序数据 过滤后数据 过滤后碱基数/Gb Q20值/% Q30值/% 比对率/%

PC0 h-1 58 695 018 57 363 038 8.60 97.10 92.31 68.25

PC0 h-2 56 482 646 55 367 354 8.31 97.04 92.24 66.83

PC0 h-3 49 941 732 48 766 610 7.31 96.97 92.03 66.06

PC6 h-1 52 553 492 51 358 414 7.70 97.05 92.24 68.17

PC6 h-2 49 356 694 48 272 958 7.24 97.08 92.27 67.93

PC6 h-3 48 395 496 47 518 448 7.13 97.13 92.38 68.12

CC0 h-1 60 069 216 58 262 406 8.74 95.56 89.17 62.47

CC0 h-2 43 214 102 42 043 190 6.31 95.00 87.97 63.08

CC0 h-3 41 985 400 40 917 640 6.09 94.87 87.93 61.10

CC6 h-1 45 151 132 43 809 166 6.57 95.36 88.82 64.00

CC6 h-2 43 699 300 42 464 320 6.37 95.36 88.80 64.88

CC6 h-3 45 650 930 44 497 710 6.67 95.89 89.84 61.13

　　注：PC0 h代表吐脏前波里氏囊腔内体腔细胞；PC6 h代表吐脏后6 h波里氏囊腔内体腔细胞；CC0 h代表吐脏前体腔中体腔细胞；CC6 h代表吐脏后

6 h体腔中体腔细胞。
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图 1    PC6 h 组与 PC0 h 组（a）及 CC6 h 组与 CC0 h 组（b）的显著差异基因分布火山图

Fig. 1    Volcano plot significantly differential expression genes distribution between PC6 h and PC0 h (a) and between CC6 h and CC0 h (b)

红点代表 log2 (Fold change)>1 和 padj<0.05 的上调基因；绿点表示 log2 (Fold change)<−1 和 padj<0.05 的下调基因；蓝点代表没有显著差异的基因

Red points represent up-regulated genes with log2(Fold change)>1 and padj<0.05; green points represent down-regulated genes with log2(Fold change)<−1 and

padj<0.05; blue points represent genes with no significant difference
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制活性、肽链内切酶调节活性、肽酶调节活性、肽酶

抑制活性、酶调节活性、酶抑制活性中的差异表达基

因较多。图 2 列出了生物过程、细胞组分和分子功

能 3 个类别中差异基因显著富集的前 30 个亚类。

3.4    KEGG 富集分析

通过 KEGG 富集分析结果显示，PC6 h 组和 PC0 h
组间显著差异基因共富集到 15 条通路上，如甘氨酸、

丝氨酸和苏氨酸代谢、氨基酸生物合成、FoxO 信号

通路、吞噬体等，其中显著富集的通路是甘氨酸、丝

氨酸和苏氨酸代谢通路（图 3a）；CC6 h 组和 CC0 h 组

间显著差异基因共富集到 35 条通路上，其中显著富

集的通路包括细胞外基质受体互作通路、转化生长

因子 -β 信号通路、 FoxO 信号通路、吞噬体、AGE-
RAGE 信号通路（图 3b）。表 3 列出了显著富集通路

中的差异表达基因。

3.5    qRT-PCR 验证

qRT-PCR 结果显示，刺参吐脏后，波里氏囊腔中

体 腔 细 胞 的 ADAMTS9、 MMP16、 RARB、 SLC6A7、
PSAT1 等 基 因 及 体 腔 中 体 腔 细 胞 的 ADAMTS9、
MMP16、RARB、SLC6A7、FCGBP 等基因的表达量高

于对照，基因表达量的差异倍数与转录组测序结果大

致相同。结果表明，qRT-PCR 结果和转录组测序结果

一致，证明了 RNA-Seq 结果的可靠性（图 4）。

4　讨论

刺参吐脏后，体腔中体腔细胞近乎排尽，随后迅

速恢复，有研究表明 [9]，体腔中体腔细胞数量在吐脏

后 6 h 时与吐脏前已无显著差异。此外，我们先前研

究发现，刺参波里氏囊腔内体腔细胞数量在吐脏后也

快速增加，吐脏后 6 h 达到峰值，之后缓慢下降（数据

尚未公开）。因此，本实验选择吐脏后 6 h 对刺参波

里氏囊腔和体腔中体腔细胞进行转录组测序，通过与

正常刺参转录组数据进行差异分析，分别筛选波里氏

囊腔和体腔中体腔细胞在吐脏胁迫下的差异表达基

因，比较波里氏囊腔和体腔中体腔细胞对吐脏胁迫的

响应差异，探讨体腔细胞在刺参吐脏后的生物学作用。

相对于体腔中体腔细胞在刺参吐脏前后的表达

变化，波里氏囊腔中体腔细胞基因表达变化较小，共

获得 267 个显著差异基因。差异基因偏少的原因可

能与刺参吐脏时波里氏囊及囊腔内体腔细胞不被排

出体外，吐脏刺激对囊腔中体腔细胞的基因表达水平

影响较小有关。然而，通过对差异基因的功能富集分

析发现，囊腔内体腔细胞的差异基因所富集的功能和

通路非常集中，差异基因大量富集至 GO 功能注释的

酶催化活性亚类。差异基因通路富集分析表明，仅

有 1 条代谢通路（甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢通

路）被显著富集，其中 PSAT1、甘氨酸-N-甲基转移酶

（glycine N-methyltransferase,  GNMT）、肌氨酸脱氢酶

（ sarcosine  dehydrogenase,  mitochondrial,  SARDH）、 甜

菜碱高半胱氨酸甲基转移酶（betaine-homocysteine S-
methyltransferase, BHMT）基因均显著上调表达。已有

研究表明 [10−11]，丝氨酸和甘氨酸的代谢在细胞增殖过

程中起着至关重要的作用，PSAT1 被认为是连接代谢

途径（糖酵解）和氨基酸（丝氨酸）的生物合成途径中

起着重要作用的转氨酶，PSAT1 已被证明在体外能够

促进细胞增殖。因此，刺参波里氏囊腔内体腔细胞在

吐脏胁迫下，差异基因显著富集到甘氨酸、丝氨酸和

苏氨酸代谢通路，可能与波里氏囊腔内体腔细胞数量

在吐脏后早期快速增加有关。

吐脏前后刺参体腔中体腔细胞共筛选出 922 个

显著差异基因，基因表达变化非常明显，这与刺参吐

脏时几乎排尽体腔中原有体腔细胞有关。吐脏后体

腔中的体腔细胞包括由造血组织新生成的细胞以及

由其他组织部位（如水管系统）迁移而来的体腔细胞，

这些细胞在基因表达上可能不同于原有细胞，另一方

面在吐脏胁迫下，体腔细胞亦可发生相应的表达变

化。总之，吐脏后体腔中体腔细胞与正常刺参体腔中

体腔细胞存在极大的表达差异。在 GO 富集分析生

物学过程分类中，体腔中体腔细胞差异基因在细胞黏

附、生物黏附等亚类富集最显著，在 KEGG 通路中，

显著富集到细胞外基质受体互作通路、转化生长因子-β
信号通路、FoxO 等信号通路，这与波里氏囊腔内体

腔细胞转录组所得结果存在很大差异。

细胞外基质是存在于所有组织和器官中的非细

胞成分，它不仅为细胞成分提供了必要的物理支持，

而且还与组织的形态发生、分化和内稳态有关，在创

面愈合和组织重建等方面发挥着重要作用 [12−13]。有研

究表明 [14−15]，细胞外基质重建与海参吐脏后肠道再生

过程中的伤口愈合和组织恢复有关，海参肠系膜的愈

合和局部生长大部分是因为肠系膜边缘的组织重组，

而不是来自于有丝分裂。此外，García-Arrarás 等 [15] 通

过光镜和免疫组化研究显示，海参肠道再生过程中，

肠系膜结缔组织与新生消化道的结缔组织相连处出

现了正在迁移的变形细胞、血细胞、淋巴细胞和桑椹

胚细胞。孙丽娜 [16] 研究发现，刺参新生肠壁的内部结

缔组织大约有 4 种类型细胞：未分化细胞、变形细

胞、桑椹胚细胞、淋巴细胞，4 种细胞的数目在再生

过程中都表现出先增高后降低的趋势，最终恢复到正
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常水平。本研究中，体腔中体腔细胞差异表达基因被

显著富集到细胞外基质受体互作通路，其中软骨寡聚

基质蛋白（ cartilage oligomeric  matrix  protein,  COMP）、

胶原蛋白Ⅳ型α5 链（collagen alpha-5(IV) chain, COL4A5）、

胶原蛋白Ⅸ型α2 链（collagen alpha-2(IX) chain, COL9A2）、

血小板反应蛋白（ thrombospondin-1, THBS-1）和基底
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图 2    GO 富集分析中显著差异基因的功能分类

Fig. 2    Functional categorization of significantly differential expression genes in Gene Ontology

PC6 h 和 PC0 h 间显著差异基因的 GO 分析 (a)；CC6 h 与 CC0 h 间显著差异基因的 GO 分析 (b)。x 轴表示 GO 分析中的亚类；y 轴表示差异基因

的数量；蓝色和绿色分别代表上调基因和下调基因

GO analysis between PC6 h and PC0 h (a); GO analysis between between CC6 h and CC0 h (b). The x-axis shows the 2nd level term of Gene Ontology;

the y-axis shows the number of DEGs; the blue and brown represent up- and down-regulated genes, respectively
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表 3    显著富集通路中的差异表达基因

Table 3    The differential expression genes in significant enrichment pathways

基因名称 基因描述 表达倍数

Glycine，serine and threonine metabolism

PSAT1 phosphoserine aminotransferase isoform X1 1.71

GNMT glycine N-methyltransferase 1.79

SARDH Sarcosine dehydrogenase, mitochondrial 1.72

BHMT betaine-homocysteine S-methyltransferase 1 1.48

ECM-receptor interaction

COL4A5 collagen alpha-5(IV) chain-like isoform X2 2.71

THBS-1 thrombospondin-1 2.49

COL9A2 collagen alpha-2(IX) chain 3.37

HSPG2 basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein 2.58

COMP cartilage oligomeric matrix protein 1.51

FoxO signaling pathway

PCK1 Phosphoenolpyruvate carboxykinase 2.40

GRB2 growth factor receptor-bound protein 2 1.54

NLK2 serine/threonine-protein kinase NLK2 isoform X1 1.91

Cyclin B cyclin B −2.06

PLK polo-like kinase −2.20

TGF-beta signaling pathway

FST follistatin isoform X2 3.00
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图 3    显著差异基因的 KEGG 通路富集分析

Fig. 3    KEGG pathway enrichment of significantly differential expression genes

PC6 h 与 PC0 h 间显著差异基因的 KEGG 通路富集 (a)；CC6 h 和 CC0 h 间显著差异基因的 KEGG 通路富集 (b)。圆点的颜色表示 padj 值，圆点

的大小表示注释到 KEGG 通路上的基因数

KEGG pathway enrichment between PC6 h and PC0 h (a); KEGG pathway enrichment between CC6 h and CC0 h (b). The color of the dot represents padj and

size of the dot represents the number of DEGs mapped to the reference pathways
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膜特异性硫酸肝素蛋白多糖核心蛋白（basement mem-

brane-specific heparan sulfate, HSPG2）等基因均显著上

调。因此，我们推测刺参吐脏后再生早期，体腔中体

腔细胞可能通过自身的迁移黏附和大量分泌细胞外

基质，参与刺参内脏器官的再生过程。

关于海参体腔细胞的来源，目前研究还没有确切

结论，不过普遍认为是由“造血组织”产生一种类似于

造血干细胞的祖原细胞，在体腔中再分化形成其他类

型的体腔细胞 [3, 17−18]。本研究中，刺参吐脏后体腔中体

腔细胞差异基因显著富集到 FoxO 信号通路，细胞周

期蛋白 B（ Cyclin  B）和 POLO 样蛋白激酶（ polo-like

kinase, Plk）基因显著下调。Cyclin B 是细胞周期前期/

中期转变的重要调控因子，它通过激活 cdc28 蛋白激

酶和相应底物的磷酸化来促进多种生物进入有丝分

裂 [19−20]。Plk 是细胞分裂的重要正向调节因子，在有丝

分裂、双极纺锤体形成、染色体分离和胞质分裂等过

程中起关键作用 [21−22]。因此，本实验中 Cyclin B 和 Plk

基因的下调表达，提示刺参吐脏后再生早期，体腔中

体腔细胞的有丝分裂活动减弱。我们先前研究发现，

刺参吐脏后体腔中体腔细胞近乎排尽，而在吐脏后 6 h

细胞数量快速增加，与吐脏前已无显著差异。综合转

录组结果分析认为，刺参吐脏后再生早期体腔中体腔

细胞数量快速增加的原因，并不是由造血组织快速增

殖产生，而主要是由其他组织部位（如水管系统）迁移

而来。

TGF-β 信号通路可通过调节细胞的生长、增殖、

分化、迁移和凋亡等过程，在组织与器官的发生和形

成、机体的免疫反应等生物过程发挥重要的功能 [23]。

本研究中，体腔中体腔细胞差异表达基因被显著富集

到 TGF-β 信号通路，其中骨形成蛋白（bone morpho-

genetic protein, BMP）、THBS-1 等基因显著上调。已

有研究证实，作为 TGF-β 超家族成员，BMP 的功能不

仅在骨骼，而且在胚胎早期形成以及许多器官和组织

的发育和分化过程中都发挥重要作用 [24]。近年来，越

来越多的学者关注该基因家族与再生的关系，发现它

们参与诱导动物再生，如蝾螈晶状体再生 [25]、海参消

化道再生 [26]、大鼠的指尖再生 [27]、非洲爪蟾幼体的尾
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图 4    qRT-PCR 验证 RNA-Seq 结果

Fig. 4    Verification of the RNA-Seq results using the

qRT-PCR method

PC6 h 和 PC0 h 间的 RNA-Seq 验证结果（a）；CC6 h 和 CC0 h 间的

RNA-Seq 验证结果（b）

Verification of the RNA-Seq results between PC6 h and PC0 h (a);

verification of the RNA-Seq results between CC6 h and CC0 h (b)

续表 3

基因名称 基因描述 表达倍数

THBS-1 thrombospondin-1 2.49

BMP2 bone morphogenetic protein 2-A 3.21

BMP bone morphogenetic protein 1.72

Phagosome

THBS-1 thrombospondin-1 2.49

COMP cartilage oligomeric matrix protein 1.51

AGE-RAGE signaling pathway in diabetic
complications

EGR1 early growth response protein 1-B-like isoform X1 3.89

PLCD1 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase delta-1 3.93

COL4A5 collagen alpha-5(IV) chain-like isoform X2 2.71
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部和肢体再生 [28] 等。本研究中，刺参吐脏后体腔中体

腔细胞 BMP 和 THBS-1 基因上调表达，提示刺参吐脏

后体腔中体腔细胞可能通过分泌释放生长因子，进而

参与内脏器官的再生过程。

综上，本文分别对刺参吐脏后 6 h 与吐脏前波里

氏囊腔和体腔中体腔细胞进行转录组测序，比较了波

里氏囊腔与体腔中体腔细胞在吐脏胁迫下的基因表

达变化。研究结果表明，刺参波里氏囊腔与体腔中体

腔细胞对吐脏胁迫的响应存在明显差异，这对进一步

研究刺参体腔细胞的功能及揭示刺参吐脏后的再生

机制提供了重要基础。
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Transcriptome analysis provides insights into the response of coelomocytes
in polian vesicle and coelomic cavity of sea cucumber

Apostichopus japonicus to evisceration

Shi Weibo 1,2，Wang Yi’nan 1，Wang Haowen 1，Ren Yuan 3，Wang Qingkui 2，Li Qiang 1

(1. College of Marine and Biology Engineering, Yancheng Institute of Technology, Yancheng 224051, China; 2. College of Fisheries, Tianjin
Agricultural University, Tianjin 300384, China; 3. College of Fisheries and Life Science, Dalian Ocean University, Dalian 116023, China)

Abstract: Coelomocytes in Apostichopus japonicus, present in coelomic fluid and water-vascular system, are con-
sidered to participate in a variety of biological functions including nutrition transport, metabolism and immunity. In
the process of evisceration, coelomocytes in coelom are nearly exhausted and then recovered in a short period. The
polian  vesicle,  as  the  only  remained  internal  organ  after  evisceration,  shows  positive  response  that  coelomocytes
within  it  increased  rapidly.  Coelomocytes  in  coelom  are  nearly  exhausted  after  evisceration,  and  then  recovered
quickly. To further investigate the function and significance of the rapid increase of coelomocytes in the early stage
of regeneration after evisceration, transcriptome sequencing was performed for coelomocytes in polian vesicle and
coelom of A. japonicus at 6 h after evisceration and pre-evisceration, respectively. The gene expression differences
of coelomocytes in polian vesicle and coelom after evisceration were analyzed compared to those of healthy A. ja-
ponicus. These results showed that 267 genes were differentially expressed in coelomocytes of polian vesicle at 6 h
after evisceration, and most of these genes were enriched into the enzyme catalytic activity subclasses according to
GO functional annotation and glycine, serine and threonine metabolism pathway according to KEGG pathways an-
notation, respectively. Additionally, 922 differential genes were significantly expressed in coelomocytes of coelom
at 6 h after  evisceration,  and these genes were enriched into cell  adhesion and biological  adhesion subclasses ac-
cording to GO functional annotation and ECM-receptor interaction, TGF-β signaling pathway, FoxO signaling path-
way according to KEGG pathways annotation, respectively. The results provide an important basis for further func-
tional research and the regeneration mechanism of coelomocytes after evisceration in A. japonicus.

Key words: Apostichopus japonicus；coelomocytes；polian vesicle；evisceration；transcriptome
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