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摘要：海洋球石藻 Emiliania huxleyi 及其特异性裂解病毒 E. huxleyi virus (EhVs) 在调节海洋碳、硫循环

及全球气候变化中起着重要作用，也是开展真核生物病毒–宿主相互作用研究的良好模型系统之一。

为了探究病毒感染条件下 E. huxleyi 基因表达水平的变化，以海洋球石藻 E. huxley–BOF 92 及其专一

性裂解病毒 EhV-99B1 为研究对象，利用 Illumina HiSeq 2000 高通量测序技术，分别对 E. huxleyi 病毒感

染组 (Exp) 和非感染对照组 (Con)6 h 和 45 h 的藻细胞样品进行转录组测序分析。共得到 32 909 条平

均长度为 1 153 bp 的基因。病毒感染 6 h 和 45 h 分别得到 2 617 和 5 229 个差异表达基因，其中共差异

表达基因 465 个。随机选取 10 条差异表达基因，采用 qRT-PCR 进行实验验证，结果证实转录组分析

可靠。GO 功能注释和 KEGG 通路富集，发现大量基因与氧化应激反应、脂类代谢、碳水化合物代谢

及信号转导等代谢过程相关，其中变化最显著的是谷胱甘肽代谢途径。从病毒感染球石藻转录组中

筛选出部分与氧化应激反应相关的基因，其中 9 个基因显著上调，11 个基因显著下调，表明宿主能够

通过体内的氧化应激反应响应病毒胁迫。
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1　引言

海洋球石藻（Coccolithphores）是一种全球广泛分

布且具有重要生态功能的真核微型浮游植物，其中赫

氏圆石藻（Emiliania huxleyi）是球石藻中最为重要, 也

是迄今研究最多的一种，几乎每年都在大洋中形成大

面积赤潮 [1– 2]。E. huxleyi 因其可以产生由碳酸钙构成

的“球石粒”及高产二甲基巯基丙酸内盐 (dimethylsulf-

oniopropionate, DMSP) 的能力，在海洋碳、硫生物地化

循环中具有重要作用 [3– 5]。自然海域中，某些株系的

E. huxleyi 能够被特异性病毒（E. huxleyi virus, EhVs）感

染，并通过诱导宿主细胞凋亡及自噬（即细胞程序性

死亡，Programmed Cell Death, PCD）控制赤潮消亡及宿

主的种群动力学过程 [6– 8]。因此，E. huxleyi 已成为当

今研究海洋碳、硫生物地化循环及气候变化的一个

关键物种，而且由于该藻赤潮的瓦解有赖于病毒感染

而更显重要。

EhVs 是一种大型核质双链 DNA 病毒，属于球石

藻病毒属（Coccolithoviruses）。目前分离到的大部

分病毒株系为裂解性病毒，其基因组大小为 320～

407 kb[9–11]。该病毒与宿主之间具有高度的特异性，即

一株病毒只专一地感染一个宿主株系，这种藻类病毒

宿主范围的高度特异性对浮游植物多样性和种群结

构具有很大影响，改变着我们对微藻种群动力学过程
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的认识。因此，E. huxleyi-EhV 相互作用是决定海洋碳

命运的一个主要因素，并在重塑海洋生物群落结构、

全球生态系统物质循环及地质演变中占据重要地

位。随着对该病毒−宿主复杂的基因组结构、基因间

水平转移现象以及病毒和宿主丰富的遗传多样性特

点等的逐渐认识，E. huxleyi-EhV 已成为研究真核生物

宿主−病毒相互作用关系的关键模式系统 [11– 13]。但迄

今为止，对其相互作用机制尚不十分清楚，不能在分

子水平上系统阐释病毒−藻类宿主的互作机制。

近年来，随着各种组学和系统生物学的兴起，为

揭示病毒−宿主互作网络关系提供了有力的实验和理

论工具。Kegel 等 [14] 利用表达序列标签（EST）结合微

阵列法，分析 EhV-86 感染海洋球石藻 E. huxleyi-
CCMP 1516 后基因差异表达情况，发现病毒感染对宿

主光合作用、转录与翻译、信号转导、新陈代谢（特

别是脂质代谢和糖酵解）等多种生物过程产生明显影

响。随后的研究表明病毒感染抑制宿主光系统Ⅱ的

功能，叶绿体结构受损、光合效率显著下降 [15]。采用

RNA-seq 高通量测序技术结合代谢组学比较 EhV-
201 感染 E. huxleyi-CCMP 2090 后早期（1 h）和中期

（24 h）宿主和病毒转录组差异表达情况，发现 EhV 感

染重构了宿主靶向脂肪酸合成的转录组以支持病毒

组装，如感染早期脂肪酸合酶（Fatty Acid Synthase,
FAs）显著上调并伴随多数游离脂肪酸（C8-C16 脂肪

酸）水平升高 [16]。有趣的是，对 EhV-86 和 E. huxleyi-
CCMP 1516 全基因组测序注释发现，在共进化过程

中，EhV 通过基因水平转移从宿主基因组中“劫获”了
一组鞘脂类从头生物合成途径（Sphingolipid Biosyn-
thesis Pathway, SBP）中的关键酶基因，这些基因从未

在任何其他病毒基因组中发现 [ 1 0 ]。在感染过程中

EhV 通过表达这些鞘脂代谢相关酶在一定程度上掌

控了宿主鞘脂代谢途径，合成病毒特有的新型鞘糖脂

（Virus Glycosphingolipid, vGSL） [17– 18]，这些 vGSL 似乎

被定位在膜质“脂筏”区域作为病毒出入宿主细胞的

门户 [19]。另外，vGSL 还能作为一种脂质信号分子严

格控制 EhV 的产生和宿主的胞内应答，诱发自由基

（Reactive Oxygen Species, ROS） [20] 及 NO[21] 的产生，进

而诱导宿主 PCD 过程 [22– 24]。病毒诱导的氧化胁迫导

致宿主细胞裂解死亡，这一过程加剧了对海洋碳、硫

生物地化循环的影响。尽管 E. huxleyi-EhV 相互作用

过程在调节海洋碳、硫生物地化循环及及全球气候

变化过程中具有举足轻重的作用。但目前我们对调

控 EhV 感染的细胞、生化和分子过程的了解仍十分

有限。本文以海洋球石藻 E. huxleyi-BOF 92 及其特异

性裂解病毒 EhV-99B1 为研究对象，利用 Illumina
HiSeq 2000 高通量测序技术分析 EhV 感染的转录组

差异表达特点，从中挖掘关键基因及其调控途径，深

度解析海洋球石藻与病毒之间的互作关系特别是

EhV 感染诱导的细胞胁迫应答反应，了解 E. huxleyi-
EhV 在激烈的互利共生和敌对 (Jekyll-and-Hyde)“双
重”关系相互转化过程中的共进化意义。

2　材料与方法

2.1    微藻的培养

本研究所用的海洋球石藻株系 Emiliania huxleyi-
BOF 92 及其特异性裂解病毒株系 E. huxleyi virus-
99B1 均由挪威卑尔根大学生物系微生物研究所 Gunnar
Bratbak 教授赠送并保存于作者的实验室。球石藻的

培养采用 70% 海水配制 f/2-Si 加富培养基，光照强度

为 40～50 μmol/(m2·s)、  温度（16±1）℃、光周期为

14∶10（光∶暗）。

2.2    病毒制备、感染及样品收集

将海洋球石藻接种于 2 L 的 f/2-Si 加富培养基中

培养至指数生长期，加入适量 EhV-99B1 病毒超滤液，

继续培养直至藻细胞彻底裂解，培养物变得澄清（约

7～10 d 左右），于 8 000 r/min 离心去除细胞碎片（4℃，

5 min），上清液分别经 0.45 μm 和 0.22 μm 滤膜过滤

后，用切向流超滤系统（MASTERFLEX，Sigma 公司，

Minimate TM TFF Capsule 82213D）进行超滤浓缩，病

毒浓缩液保存于 4℃ 备用。

将 4 L 处于指数生长期（密度约为 2.37×106 个/mL）
的 E. huxleyi-BOF 92 平均分成两组，一组不作病毒处

理设为对照组（Con），一组按 1:50（EhV : Eh）的体积比

加入浓缩的病毒裂解液作为实验组（Exp）（感染体系

中病毒的起始丰度约为 2.8×106 个/mL）。在病毒加入

后的 6 h 和 45 h，分别离心（7 000 r/min, 5 min）收集实

验组和对照组细胞样品，立即置于液氮中速冻，然后

−80℃ 保存备用。每个时间点的每组样品设置 2 个平

行，共 4 组，8 个样品。

2.3    RNA 提取、cDNA 文库构建及测序

藻细胞样品的后续处理包括总 RNA 的提取（天

根生化科技有限公司植物总 RNA 提取试剂盒）、纯

化、质控分析、cDNA 文库构建以及转录组测序工作

由深圳华大基因完成。将去除接头和低质量序列后

得到的有效读段（Clean reads）使用 Bowtie2 [ 2 5 ] 和

HISAT[26] 软件比对球石藻 E. huxleyi-CCMP1516 参考

基因组（https://genome.jgi.doe.gov/Emihul/Emihul,
home.html）。
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2.4    转录组数据分析

logFC
2

使用 RSEM [27 ] 工具进行基因表达水平的定量。

在实验过程中，病毒对宿主细胞的感染是非同步的，

即细胞被感染的时间或被感染的藻细胞的生理状态

不尽相同，因此感染和非感染不同时间点的每组样品

的定量结果显示的是这一过程中的平均值[14]。将 P ≤

0.05 且 绝对值大于 1 作为差异表达筛选条件，并

将所有差异表达基因映射到 Gene Ontology（GO）数据

库（http://www.geneontology.org/）和 KEGG 公共数据库

进行功能注释和代谢通路富集分析。

2.5    实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）

随机选择 10 个差异表达基因，用 Primer 5.0 设计

引物（表 1），进行 qRT-PCR 分析。将建库使用的总

RNA 采用第一链 cDNA 合成试剂盒（Promega 公司）

反转录为 cDNA，以反转录产物为模板，以微管蛋白

（β-tubulin）为内参，使用 ChamQTM Universal SYBR qP-

CR Master Mix 荧光定量预混酶（诺唯赞生物科技有

限公司），利用 7300 qRT-PCR 系统（Applied Biosys-

tems）进行荧光定量检测。每个样品每个基因设置

3 个实验重复，采用 2−Δ ΔCT 法进行相对定量计算 [28]。

3　结果

3.1    转录组数据组装与分析

RNA-Seq 测序 8 个样品，平均产生 23 651 203 条

原始读段，去除低质量读段数据，剩余的有效读段平

均数目为 23 508 824，每个样品测序数据量统计情况

见表 2（NCBI 登录号为 SRP189555）。有效读段比对

到 E. huxleyi-CCMP 1516 参考基因组，平均比对率为

表 1    实验所用的引物

Tab. 1    Primers used in the experiments

基因 正向引物序列 (5′-3′) 反向引物序列 (5′–3′)

β-Tublin (17257729) TCATGTGCTCCTACTCGGTCTTC TTCAGCGTGCGGAAACAGA

ATG13 (17261891) GCGAAACTGCGTCCAGAAGA CGCTCGAGAAGCACGAGATG

MC1 (17277722) TTATCAGCGACGAGGACAGTTC GCTCAACATGCCCTCCCTAG

MC2 (17251088) TGGGGCTTTTCAGAGGAAGAT CCGTCGCCTGAGTAAAAGATAA

MC3 (17269785) CGACTGGCTGAATGAGGAGAA ACCTTGTGGCTCTTGAGCATG

MC4 (17283241) TCGCTGATGGTCTTTATGGA TCCCTCGGAGGTCTCGTA

hSPT (17255778) TCTCGGACACGCTCAACCA CCCTCGACGATGATGATGATC

ATG3 (17287351) TCAAGACAGTCACCCTCGAGTC GGATGACGGAGGAGATGAACT

FADS (17253431) CTTCTCCGAGATGCCCTTCTA CAGTAGCCGAGAAACTCGGA

AMO (17252058) GCTTGTGGTAACCTTCGTCC GTGACCGCGTGAAACCAGT

DLD2 (19046437) AATCATCGGGTCGGGGTAC CATGGGGCTGGGCTACTAA

表 2    测序数据量统计结果

Tab. 2    Statistics results of the sequencing data

样品 原始数据大小/bp 原始读段量 有效数据大小/bp 有效读段量 有效数据比率/%

Con_45_1 1 206 811 650 24 136 233 1 197 441 650 23 948 833 99.22

Con_45_2 1 206 812 550 241 362 51 1 197 176 200 23 943 524 99.20

Con_6_1 1 200 867 450 24 017 349 1 194 086 550 23 881 731 99.43

Con_6_2 1 206 840 250 24 136 805 1 200 300 350 24 006 007 99.45

Exp_45_1 1 206 808 350 24 136 167 1 200 167 600 24 003 352 99.44

Exp_45_2 1 206 837 050 24 136 741 1 200 482 550 24 009 651 99.47

Exp_6_1 1 206 850 000 24 137 000 1 200 301 150 24 006 023 99.45

Exp_6_2 1 018 654 150 20 373 083 1 013 573 600 20 271 472 99.50
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68.10%，每个样品与参考基因组比对情况见表 3

对组装获得的 32 909 条基因进行长度统计。基

因平均长度为 1 153 bp，主要集中于 2 500 bp 以下。

其中，数目最多的是分布在 500～1 000 bp 之间的转

录本，有 12 397 条，占转录本总数的 37.67%；其次是

分布在 1 000～1 500 bp 之间和小于等于 500 bp 的转

录本，分别有 7 874 条（占总转录本 23.93%）和 5 446

条（占总转录本 16.55%）（图 1）。对转录本进行开放

阅读框（ORF）预测，88.6% 的转录本 ORF 的长度小于

等于 600 bp，其中 56.10% 的 ORF 长度小于 300 bp。

3.2    转录本的表达水平分析

对实验组和对照组不同时间点的转录本表达水

平进行比较分析，病毒感染 6 h（Exp 6 vs Con 6) 差异

表达基因 2 617 个，其中上调 674 个，下调 1 943 个；病

毒感染 45 h (Exp 45 vs Con 45) 差异表达基因 5 229

个，其中上调 828 个，下调 4 401 个；病毒感染 6 h 和

45 h 共差异表达基因 465 个（图 2）。

3.3    实时荧光定量 PCR 验证基因的表达变化

随机选取 10 个病毒感染条件下差异表达的基因

(其中 6 个上调基因和 4 个下调基因)，分别是宿主丝

氨酸棕榈酰转移酶（hSPT）、半胱天冬蛋白酶（MC1、
MC2、MC3、MC4）、自噬相关蛋白（ATG3、ATG13）、
脂肪酸去饱和酶（FADS）、硫辛酰胺脱氢酶（DLD2）以
及烷烃单加氧酶（AMO）等。利用 qRT-PCR 进行实验

组和对照组基因差异表达分析，qRT-PCR 结果与转录

组测序结果的表达趋势基本一致（图 3），转录组测序

结果可靠。

表 3    有效读段与参考基因组比对结果

Tab. 3    Clean reads mapped to reference genome

样品 总读段量 总映射读段占比/% 单一位点映射占比/% 多位点映射占比/% 未映射读段占比/%

Con_45_1 23 948 833 78.52 30.71 47.81 21.48

Con_45_2 23 943 524 80.59 30.67 49.92 19.42

Con_6_1 23 881 731 62.24 24.60 37.64 37.77

Con_6_2 24 006 007 76.02 31.18 44.84 23.99

Exp_45_1 24 003 352 42.84 16.69 26.15 57.16

Exp_45_2 24 009 651 53.74 20.94 32.80 46.26

Exp_6_1 24 006 023 75.69 30.36 45.33 24.31

Exp_6_2 20 271 472 75.19 30.54 44.65 24.81
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图 1    转录本的长度分布

Fig. 1    Length distribution of the transcripts
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图 2    病毒感染不同时间点差异表达基因的韦恩图

Fig. 2    The Venn diagram of differentially expressed genes in 6 h and 45 h post infection

a. 上调差异基因韦恩图；b 下调差异基因韦恩图

a. The number of up-regulation differentially expressed genes; b. the number of down-regulation differentially expressed genes
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3.4    差异基因的功能分析

测序得到的基因中共有 20 872 条获得 GO 功能

注释，包括生物过程、细胞组分及分子功能 3 个本体

化。其中，注释到分子功能上的基因数目最多，为

9 602 个，其次是细胞组分 6 473 个，生物过程 4 797

个。KEGG 功能注释 11 959 条基因，归属于 218 条代

谢通路，包括细胞过程、环境信息、遗传信息处理、

代谢途径及生物系统等 5 类代谢途径。其中，数量最

多的是参与代谢途径相关的基因，包括脂类代谢、能

量代谢、碳水化合物代谢、氨基酸代谢及核苷酸代谢

等多种代谢途径。

3.4.1    差异基因的 GO 功能显著性富集分析

差异表达基因 GO 功能富集分析显著的术语结

果见图 4。在这些功能分类中，与 ATP 结合、锌离子

结合、DNA 结合、核酸结合、膜的整体组分及细胞核

功能相关的差异表达基因数目较多。其中，感染早期

（6 h）（图 4a），膜的整体组分类别中涉及的差异表达

基因最多，感染晚期（45 h）（图 4b），ATP 结合类别中

涉及的差异表达基因最多。

3.4.2    差异基因的 Pathway 显著性富集分析

差异表达基因 KEGG Pathway 显著性富集分析显

示，感染早期，富集较显著的是碳代谢、DNA 复制、

嘧啶代谢、核糖体生物发生、次生代谢物的生物合

成、糖酵解/糖异生、氨基酸的生物合成与代谢、谷胱

甘肽（glutataione, GSH）代谢、甘油磷脂代谢及过氧化

物酶体参与的代谢等过程。感染晚期，除上述代谢过

程外，内质网蛋白质加工、剪接、泛素介导的蛋白降

解、自噬调节、三羧酸循环（TCA 循环）及氨酰基 -
tRNA 生物合成等代谢途径也显著富集。选择其中与

细胞氧化胁迫相关且变化显著的 GSH 代谢绘制代谢

通路图（图 5），感染过程中参与 GSH 合成的大多数酶

基因表达下调，而参与 GSH 降解及氧化的大多数酶

基因表达上调。

3.5    病毒胁迫下氧化应激反应相关基因的差异表达

氧化应激是指机体在遭受各种有害刺激时，体内

高活性分子产生过多，如 ROS 的积累，从而产生的一

种负面作用。一方面，病毒感染引起 ROS 释放；另一

方面，ROS 在病毒感染的进程中也能激活机体免疫系

统，起到正面的调节作用。本文筛选 36 个与氧化应

激反应相关的差异表达基因，如超氧化物歧化酶（su-
peroxide dismutase, SOD）、过氧化物酶（peroxidase,
POD）、硫氧还蛋白（thioredoxin, Trx）、谷胱甘肽 S-转
移酶（glutathione S-transferase, GST）、谷胱甘肽过氧化
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物酶（glutathione peroxidase, GPx）、谷胱甘肽还原酶及

硫氧还蛋白还原酶等，其中感染早期 6 个基因显著下

调，2 个基因显著上调（表 4）；感染晚期 5 个基因显著

下调，7 个基因显著上调（表 5）。

4　讨论

自然海域中病毒感染、杀死和裂解浮游植物是海

洋生态系统中的普遍现象，且病毒感染是导致浮游植

物自然死亡的主要因素之一。病毒可以通过减少宿

主种群数量或防止藻类宿主种群数量达到高峰的方

式控制浮游植物动力学指标 [7]。因此，病毒−宿主之

间相互作用对于海洋生态系统的重塑具有重要的生

态学意义和进化动力学作用。目前关于海洋真核微

藻类病毒与宿主相互关系的知识了解甚少，病毒的感

染和宿主的防御机制在分子水平上体现为两者在基

因传递与表达、信号转导及代谢调控等方面的变

化。海洋病毒（特别是噬菌体）在感染过程中通过创

建“病毒细胞代谢”这一独特新兴代谢模式，触发了一

个显著的代谢重构过程，为病毒生产另辟蹊径 [13]。尽

管有明确证据表明感染过程中，病毒在一定程度上掌

控了宿主某些代谢通路，但目前我们对病毒劫持策略

及宿主防御反应之间的关系及其分子机制尚不清楚，

特别是在这一具有重要生态意义的 E. huxleyi-EhV 互

作模式系统中。

本实验中，EhV-99B1 感染球石藻 E. huxleyi BOF92

平均产生 23 508 824 条有效读段，68.10% 能够比对到

E. huxleyi-CCMP 1516 参考基因组，与 Bochenek 等 [29]

报道的 E. huxleyi-CCMP 1516 硫限制条件下 82.22%

的比对率相比偏低，这可能是由于 E. huxleyi-BOF

92 与 E. huxleyi-CCMP 1516 株系基因组间存在一定的

种内差异所致 [ 3 0 – 3 1 ]。病毒感染早期差异表达基因

2 617 个，感染晚期差异表达基因 5 229 个，显著大于

硫限制条件下差异表达的 1 718 个基因，表明病毒感

染导致转录组发生了较大规模的变化，病毒与宿主相

互作用过程更为复杂。如，E. huxleyi 的生活史中存在

具有球石粒的二倍体世代和具有鞭毛可游动的单倍

体世代，病毒感染过程中，宿主可以通过改变其倍性

来抵御病毒侵染 [32]。这种复杂的生活史可能伴随着

 

谷氨酸代谢

OPase L-谷氨酸

L-谷胱氨酸

谷胱甘肽

半胱氨酸和蛋氨酸代谢 牛磺酸和亚牛磺酸代谢L-氨基酸

L-γ-谷氨酸-L-氨基酸

L-γ-谷氨酰半胱氨酸

R-S-半胱氨酰甘氨酸

甘氨酸

R-S-半胱氨酸硫醇酸

R-S-谷胱甘肽

L-谷氨酸盐

双-γ-谷氨酰半胱氨酸

log2 FC

L-半胱氨酰甘氨酸 甘氨酸

氰氨基酸代谢

谷胱甘肽二硫化物

谷胱甘肽亚精胺

精氨酸生物合成

GGT

MAP GSH

MAP

GSHS

GDA3

GDA5

RX

GGT

GR

GGT

5-羟脯氨酸

腐胺 亚精胺

ODase

L-鸟氨酸

NADPH NADP+G6PDH

GPx

SSase

<1

<1

<0−1≤

0≤

1≤
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Fig. 5    Glutathione metabolic pathways responding to virus infection
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与 DNA 损伤、减数分裂及单倍体特异性转录因子等

相关的转录组基因表达水平的变化。病毒感染诱导

的差异表达基因中，下调转录本的数量（早期 1 943

个，晚期 4 401 个）明显高于上调的数量（早期 674 个，

晚期 828 个），这与 Rosenwasser 等 [ 1 6 ] 报道的 EhV-

201 感染 E. huxleyi-CCMP 2090 转录组大部分基因（30 658/

42 385）的表达水平下调的结果类似，表明病毒感染

在很大程度上抑制了宿主基因的表达。

EhV-201 感染 E. huxleyi-CCMP 2090 导致与转录

和翻译、脂肪酸生物合成、氨基酸和核苷酸生物合

成、脂质代谢、糖酵解及信号转导等代谢通路发生明

显变化 [15]。本文 EhV-99B1 感染 E. huxleyi-BOF 92 的

转录组研究结果进一步强调病毒感染重塑了宿主脂

质代谢、糖酵解、氨基酸及核苷酸等关键代谢过程。

作为大的 DNA 双链病毒，EhV 具有更高的代谢需求

以满足构建自身的脂类、DNA 及蛋白合成。特别是

细胞脂质代谢在病毒感染中具有重要意义，脂类不仅

提供了代谢需要的能量，参与多重防御信号级联过

程，而且是细胞内膜的重要结构成分 [19, 33]。另外，鞘磷

脂、鞘糖脂及胆固醇等还是作为病毒出入宿主细胞

门户—“脂筏”的主要脂质成分 [19]。EhV 正是利用

“脂筏”作为进出细胞的策略，借助自身基因编码合成

表 4    病毒感染 6 h 显著差异表达的氧化应激反应酶

Tab. 4    Oxidative stress enzymes that are significantly differentially expressed in 6 hpi

基因ID log2 (倍数) P 描述

jgi|Emihu1|434150 −1.65 2.79×10−13 L-ascorbate peroxidase L-抗坏血酸过氧化物酶

jgi|Emihu1|444342 −2.36 3.57×10−19 L-ascorbate peroxidase L-抗坏血酸过氧化物酶

jgi|Emihu1|63449 9.58 1.24×10−20 thioredoxin reductase 硫氧还蛋白还原酶

jgi|Emihu1|74843 −11.38 1.39×10−15 Thioredoxin 硫氧还蛋白

jgi|Emihu1|109275 −6.71 1.30×10−3 glutathione S-transferase 谷胱甘肽 S-转移酶

jgi|Emihu1|447453 −1.59 5.98×10−6 glutathione-S-transferase 谷胱甘肽 S-转移酶

jgi|Emihu1|439607 7.16 2.10×10−5 glutathione dehydrogenase 谷胱甘肽脱氢酶

jgi|Emihu1|115948 −1.50 1.65×10−5 glutathionedehydrogenase 谷胱甘肽脱氢酶

　　注：hpi为感染后小时数。

表 5    病毒感染 45 h 显著差异表达的氧化应激反应酶

Tab. 5    Oxidative stress enzymes that are significantly differentially expressed in 45 hpi

基因ID log2 (倍数) P 描述

jgi|Emihu1|103927 8.21 6.41×10−4 glutathione peroxidase 谷胱甘肽过氧化物酶

jgi|Emihu1|433534 6.03 1.87×10−16 glutathione peroxidase 谷胱甘肽过氧化物酶

jgi|Emihu1|464198 1.24 4.00×10−3 peroxidase/catalase 过氧化物酶/过氧化氢酶

jgi|Emihu1|241133 −8.61 1.89×10−5 cytochrome c peroxidase 细胞色素c过氧化物酶

jgi|Emihu1|74843 11.08 4.51×10−12 thioredoxin 硫氧还蛋白

jgi|Emihu1|59424 10.06 7.34×10−6 thioredoxin 硫氧还蛋白

jgi|Emihu1|198128 −1.25 5.00×10−4 thioredoxin 硫氧还蛋白

jgi|Emihu1|66962 1.49 6.48×10−5 glutathione S-transferase 谷胱甘肽 S-转移酶

jgi|Emihu1|446089 1.31 2.33×10−7 glutathione S-transferase 谷胱甘肽 S-转移酶

jgi|Emihu1|109275 −8.32 1.89×10−5 glutathione S-transferase 谷胱甘肽 S-转移酶

jgi|Emihu1|63987 −1.22 1.18×10−9 glutathione reductase 谷胱甘肽还原酶

jgi|Emihu1|63016 −1.03 7.00×10−3 glutathione reductase 谷胱甘肽还原酶

　　注：hpi为感染后小时数。
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病毒特有的鞘糖脂胞膜与宿主细胞膜融合、内吞侵

入宿主细胞；子代病毒粒子同样可以借助其鞘糖脂膜

包裹以出芽的方式释放到细胞外 [17– 19]。因此在 EhV
感染早期，宿主细胞的膜组分发生了大规模的重构以

利于病毒的识别与感染。感染晚期，随着病毒粒子的

大量复制、组装和释放，对核酸、蛋白及脂质等资源

的需求大幅度增加，进而诱导 ATP 结合组分中如

ATP 酶的大量合成以提供充足的能量供给。特别是

由 ABC 转运蛋白（ATP-Binding Cassette Transporter）
介导的脂质合成、分泌及跨膜转运过程加速了 ATP
的水解。可见，病毒感染通过构建倾向于脂质生物合

成的代谢流为自身的复制、组装及释放营造良好的

细胞环境。最近，我们对病毒 EhV-99B1 感染 E. hux-
leyi-BOF 92 的脂质组学研究结果也进一步支持了本

研究中病毒介导脂质代谢的转录组重构特点，如感染

早期宿主脂代谢向着三酰甘油（Triacylglycerol, TGAs）
生物合成方向进行重编程以支持病毒生产，同时

TGAs 还可以对宿主在感染早期产生的脂毒性 FAs 进

行解毒，防止 ROS 的产生，在预防宿主细胞过早死亡

方面起着至关重要的作用；而在感染后期，宿主细胞

面临高水平的氧化胁迫，动员和利用储备的 TGAs 有

助于感染后期脂肪酸的积累，以支持病毒的装配（未

发表数据）。另外，EhV 感染还通过调控宿主 SBP 途

径合成病毒特有的 vGSL，该物质作为一种脂质信号

分子严格控制 EhV 的产生和宿主的胞内应答，诱发 ROS
（H2O2） [20] 和 NO[21] 的产生。表明 EhV 通过重塑宿主

脂质代谢、诱导宿主氧化还原代谢过程的失衡，从而

增加了宿主对病毒入侵的易感性并最终导致宿主细

胞死亡。

O−2

值得注意的是，除了上述代谢通路外，EhV 感染

早期和晚期与氧化应激反应相关的 GSH 代谢酶（图 5）
及过氧化物酶基因如 GST、Trx、POD 及 GPx 等均发

生显著差异表达。GSH 是生物体内普遍存在的小分

子抗氧化物质，在氧化还原敏感的信号传导调节以及

响应生物与非生物环境胁迫中起着重要作用。EhV
感染导致了诸如 H2O2 及 等活性氧细胞信号分子的

合成 [20, 23]，同时也通过调节氧化胁迫相关基因的表达

以应答细胞的氧化胁迫，如 GSH 水平的升高可以防

止在高度氧化的细胞环境中过早地诱导宿主细胞

PCD[22]，而 H2O2 和 GSH 的共同作用在触发细胞自噬

过程中起着重要作用 [22– 23]。因此，病毒感染一方面引

起 ROS 释放；同时，ROS 在病毒感染的进程中也能激

活机体免疫系统，起到正面的调节作用。可见，氧化

应激反应也是海洋球石藻宿主响应病毒胁迫的一种

天然免疫应激反应。
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Transcriptome analysis of marine microalga Emiliania huxleyi
in response to virus infection

Tian Xue 1,2，Cai Weicong 1,2，Su Jinjing 1,2，Wu Shuyan 1,2，Liu Jingwen 1,2

(1. Food and Bioengineering College of Jimei University, Xiamen 361021, China; 2. Key Laboratory of Food Microbiology and Enzyme En-
gineering of Fujian Province, Xiamen 361021, China)

Abstract: Emiliania huxleyi, the numerically dominant coccolithophore in the modern oceans and its specific lytic
virus  EhV exert  a  critical  impact  upon the  oceanic  carbon,  sulfur  cycle  and global  climate,  thus  serving as  a  key
host-pathogen model system. Despite their impact on biogeochemical cycling, the transcriptional dynamics of these
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important oceanic events is still poorly understood. To understand the host-virus interaction in E. huxleyi-EhV sys-
tem, the transcriptome of E. huxleyi BOF92 involved in virus infection was investigated by using Illumina HiSeq
2  000  high-throughput  sequencing  technology.  Two  cDNA  libraries,  generated  6  h  and  45  h  after  viral  infection
(Exp) were compared with two libraries from the corresponding times uninfected cultures (Con). A total of 32 909
unigenes with an average length of 1 153 bp were generated. Totally 2 617 and 5 229 differentially expressed genes
(DEGs)  associated with  viral  infection were  identified in  6  hpi  and 45 hpi,  respectively,  among which 465 genes
were the common DEGs in the two time points.  Ten DEGs were random selected for quantitative RT-PCR (qRT-
PCR) analysis, and the results confirmed that the transcriptome analysis was reliable. Furthermore, the DEGs were
subject to GO and KEGG enrichment analysis. The results showed that most of the DEGs were involved in oxida-
tion-reduction reactions, glutathione metabolism, lipid metabolism, carbohydrate metabolism and signal transduc-
tion. Some of the reactive oxygen species (ROS) scavenging genes were screened out,  in which 9 genes were up-
regulated and 11 genes were down-regulated.  These results  suggested that  ROS signaling molecules might  play a
central role during host-virus interaction.

Key words: Emiliania huxleyi；virus infection；transcriptome sequencing；differentially expressed genes；qRT-PCR；oxid-
ative stress
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