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摘要    以日本七鳃鳗(Lampetra japonica)肝脏为材料构建 cDNA 文库, 在文库中随机挑选克隆

子进行测序共得到 10077 条有效 ESTs(expressed sequence tags)序列. ESTs 序列分析显示, 8515 条

ESTs 拼成 648 条片段重叠群, 共得到 2210 条转录本, 其中 47.06%的转录本预测为全长序列; 利
用 BLAST 程序在 GenBank 数据库中进行同源性搜索发现 2053 条转录本有同源序列匹配, 占总

转录本的 92.9%. 更进一步对这些基因产物进行 Gene Ontology 注释, 结果发现, 在日本七鳃鳗肝

脏中与有颌类免疫、凝血和代谢相关的基因大量表达, 并预测了 8 个新基因. 通过对日本七鳃鳗

与底鳉(Fundulus heteroclitus)、鼠(Mus musculus)、牛(Bos taurus)和人(Homo sapiens)肝脏转录组的

比较分析, 发现日本七鳃鳗肝脏中比其他物种优势表达的是甲壳质酶和多糖代谢等相关的基因, 
这些基因可能在日本七鳃鳗免疫中发挥重要作用. 此外, 也利用 TargetScan 软件对日本七鳃鳗肝

脏转录组中 3'UTR 区进行 microRNA 靶标识别 , 结果发现了与人类癌症基因调控同源的

microRNA 靶标, 这为研究人类癌症提供了有益的线索. 上述结果将为七鳃鳗功能基因和蛋白组

学的研究以及脊椎动物的基因组进化提供重要的理论基础. 
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日本七鳃鳗(Lampetra japonica)属圆口纲, 七鳃

鳗目, 七鳃鳗科, 七鳃鳗属, 是最原始的脊椎动物类

群, 是联系无脊椎动物与脊椎动物之间的重要桥梁. 
最近的考古发现, 现代的七鳃鳗与 3.6 亿年前的祖先

没有太大的变化, 是名副其实的“活化石”[1], 因此七

鳃鳗是研究脊椎动物起源和进化的首选材料. 目前, 
对日本七鳃鳗的研究大多局限于形态结构、生态分布

等方面[2], 而关于基因组学和蛋白组学方面的研究则

较少报道. 国内外现已有海七鳃鳗肠[3]以及日本七鳃

鳗口腔腺[4]转录组的研究报道, 但尚未见最大的消化

腺—肝脏的相关基因的报道. 本文对日本七鳃鳗

肝脏转录组的研究, 将为进一步研究脊椎动物肝脏

的起源和进化提供理论基础.  
由于七鳃鳗独特的生活方式和形态特点, 直到

19 世纪末人们对它的研究才兴起[5], 而且主要集中

在比较形态学和早期脊椎动物进化等方面, 例如实

验证实了七鳃鳗与有颌类脊椎动物脑部基因、咽结构

的同源性[6,7], 探讨了Hox基因复制的机制[8]. 肝脏作

为机体重要的代谢器官日益引起人们的重视, Savina
等人比较了七鳃鳗肝脏线粒体不同时期生物能参数
[9], Rotchell等人分析了CYP1A酶在七鳃鳗肝脏中的

催化模式[10], Gamper等人研究了七鳃鳗产卵前肝脏



 
 
 
 

 
610 中国科学 C 辑 生命科学 第 37 卷 

 

 

可逆的代谢减缓[11]. 同时肝脏也肩负一线免疫防御

的功能. 最近英国Nature杂志报道, 科学家在海七鳃

鳗类淋巴细胞的细胞上发现了新型可变受体, 利用

一种不寻常的基因重排过程来产生受体多样性, 证
明海七鳃鳗具有一种特有的适应性免疫应答[12]. 七
鳃鳗印记了从无脊椎向脊椎动物的进化历史, 包含

了各种功能基因的进化信息. 因此研究七鳃鳗肝脏

基因组及转录组具有十分重要的理论和实践意义.  
本实验室率先构建了日本七鳃鳗口腔腺[13]和肝

脏的cDNA文库 , 目前已经完成了口腔腺 1280 条

ESTs序列的生物信息学分析[4]. 本研究在构建日本七

鳃鳗肝脏cDNA文库的基础上, 随机挑选cDNA克隆进

行单次测序构建EST库, 对测得的 10077 条ESTs通过

BLAST同源性比较、Gene Ontology(GO)蛋白功能分类

等进行注释, 并与底鳉(Fundulus heteroclitus)、鼠(Mus 
musculus)、牛(Bos taurus)、人(Homo sapiens)肝脏的转

录组进行比较分析以及对 3'UTR区的micro- RNA靶标

进行预测等, 期望得到日本七鳃鳗肝脏中特异表达的

基因, 为下一步功能基因研究奠定基础.  

1  材料和方法  

1.1  材料 

实验对象为日本七鳃鳗, 于 12 月中下旬捕于黑

龙江省松花江流域同江地区, 取其新鲜的肝脏组织. 
PCR 引物、工具酶、RNA 提取试剂盒、RT-PCR 试
剂盒、测序试剂盒、pBluescript ⅡSK(+)克隆载体以

及 E. coli JM109 Electro-cell 菌种均由宝生物工程(大
连)有限公司提供.  

1.2  cDNA 文库构建与测序 

剥离日本七鳃鳗肝脏组织 , 液氮研磨 , 使用

Trizol Reagent 试剂提取总 RNA. 利用 Oligotex-dT(30)

进行 mRNA 的分离和纯化后, 以带有 NotⅠ酶切位点

的 Oligotex-dT Linker Primer 为反转录引物合成

cDNA 第一链, 并进一步合成双链 cDNA. 于 cDNA
片段两端添加 EcoRⅠ连接位点, 酶切后克隆于带有

NotⅠ/EcoRⅠ酶切位点的 pBluescript Ⅱ SK(+)载体

上构建成 cDNA文库. 随机挑选 cDNA文库中的克隆, 
以载体两端通用引物进行 PCR 扩增. 挑选插入片段

长度大于500 bp克隆子提取质粒. 进行片段5′端单向

序列测定. 测序试剂采用 TaKaRa TaqTM Cycle Se-
quencing Kit, 序列测定采用 ABI377 型全自动分析.  

1.3  EST 拼接及全长 cDNA 的检测 

利用CAP3 软件[14]进行EST拼接, 将EST拼接成

重叠群和单一序列, 再将单一序列继续拼接直到不

再产生新的重叠群为止, 最小重叠区为 25 bp及一致

性为 75%. 利用在线工具TargetIdentifier[15](https:// 
fungalgenome.concordia.ca/tools/TargetIdentifier.html)
进行拼接后的全长检测, 预测出全长的cDNA序列. 
参数设为默认值.  

1.4  ORF 的预测和 UTR 区分析 

根据NCBI上ORFfinder软件(http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/projects/gorf/)预测所有拼接后序列的可

读框, 取最大的可读框并分离出microRNA主要的调

控作用区域 3′ UTR区, 从而进行microRNA靶标的预

测识别 .  Ta r g e t S c a n软件 [ 1 6 ] ( h t t p : / / w w w 1 . 
ncifcrf.gov/app/htdocs/appdb/drawpage.php?appname  
=miRNA)将已知库中除植物外的所有 microRNA 序

列与分离出的 3′ UTR 区进行比对 , 得到对应的

microRNA 和靶标.  

1.5  EST 注释、功能分类及新基因的寻找 

采用本地下载的BLASTX程序, 将拼接后的一致

序列以可能的 6 个可读框进行翻译, 然后与登录在

NCBI非冗余数据库(nr)中的序列进行比对. 对于有

同源性的序列, 取同源性最高的已知功能的基因注

释这一基因功能. 其余的为功能未知的蛋白质序列. 
如果有些序列在BLASTX和BLASTN程序的搜索中

都没有比对到同源产物, 再将这部分序列在整合了

PROSITE, PRINTS, Pfam, ProDom等 13 个数据库内

容 的 InterProScan[17](http://www.ebi.ac.uk/ InterPro-
Scan/)搜索界面上搜索, 如果也没有找到同源的蛋白

结构域, 就可以被认为是首次发现的EST序列. 根据

标准基因词汇体系(gene ontology, GO), 我们把具有

BLASTX注释信息的基因进行分类 , 应用Gopipe软 
件[18](1.2 版)(http://www.Fishgenome.org/bio-info/)将其

分为生物学途径、分子功能、细胞组件三类.  

1.6  转录组的比较分析   

为进行转录组比较 , 我们从NCBI的UniGene数
据库下载其他物种肝脏的EST序列, 分别下载底鳉

33369 条, 鼠 123756 条, 牛 48787 条, 人 251224 条, 
然后利用软件 Godiff [19](http://www.fishgenome.org/ 
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bioinfo/)寻找功能差异基因. Godiff是通过比较两个

物种的基因表达量概率来确定同一基因在不同物种

间表达量关系的软件. 将日本七鳃鳗的肝脏EST与上

述 4 个物种的肝脏EST进行两两比较. 确定相关性并

对结果进一步统计分析, 与底鳉、鼠、牛、人的肝脏

转录组比较, 从进化上分析表达量低的基因, 再从同

源性搜索、蛋白结构域、分子功能和参与的生物过程

等方面分析表达量高的基因, 试图揭示进化上日本

七鳃鳗肝脏与环境适应的特异表达模式.  

共得到 648 个重叠群(contig)和 1562 条单一序列. 
Contig 全长为 641486 bp, 平均长度 990 bp. 重叠群

分布(表 1)表明, 大部分 contig 是由两个 ESTs 组成, 
其中高重叠群所对应的同源蛋白见表 2. 从组成同源

蛋白的 EST 数目可以大致估计该蛋白的表达量, 所
以研究结果显示, 血浆阿朴脂蛋白 LAL2、 纤维蛋白

原、 卵黄蛋白原、 核糖体蛋白 L4、 胸腺细胞 cDNA
及酸性哺乳动物甲壳质酶在肝脏中表达量较高.  

运用在线工具TargetIdentifier对拼接好的序列进

行全长检测, 共预测出 1040 条全长 cDNA, 其中

65.12%的片段重叠群(422 条)和 39.56%的单一序列

(618 条)预测为全长序列, 可以看出将近 50%的转录

本预测为全长. 根据 ORF 的分布结果(表 3)可以看出

编码框大多集中在 100~600 bp 之间, 大于 300 bp 的

ORF 有 627 条, 说明该序列大部分编码蛋白质. 大于

1000 bp 的 ORF 有 29 条, 按照同源比对结果对这 29
条序列进行初步分析(表 4), 其中几种较长的序列预

测功能分别为核糖体蛋白、纤维蛋白原、热激蛋白、

甲壳质酶和巨噬细胞 cDNA 等, 而且其分值和期望值

(E)都说明序列的相似度极高, 证实了拼接之后序列的

可信度. 

2  结果  

2.1  cDNA 文库的构建和 EST 测序 

效价测定表明日本七鳃鳗肝脏 cDNA 文库的容

量为 4.6×106 pfu/mL, 插入片段的平均大小为 1.2 kb, 
符合建库标准. 从 cDNA 文库中随机挑取克隆从 5′
端单向测序, 去除低质量序列、载体来源和污染序列

最后共得到 10077 条有效 ESTs 序列.  

2.2  EST 拼接、片段重叠群分析和全长 cDNA 拼
接检测 

利用 CAP3 软件对 10077 条 ESTs 序列进行拼接 

 
表 1  重叠群分布情况表 

每个重叠群含 EST数目 重叠群数目 占全部重叠群百分数/% EST 数目 占全部 EST 百分数/% 

2 263 40.59 526 5.22 

3 103 15.90 309 3.07 

4 59 9.10 236 2.34 

5 27 4.17 135 1.34 

6 26 4.01 156 1.55 

7 14 2.16 98 0.97 

8 9 1.39 72 0.71 

9 12 1.85 108 1.07 

10 7 1.08 70 0.69 

>10 128 19.75 8367 83.03 

合计 648 100 10077 100 

 
表 2  高重叠群的 EST 数目 

重叠群序列 含有 EST 数目 长度/bp 同源蛋白功能 

contig401 3255 1077 血浆阿朴脂蛋白 LAL2 

contig35 777 5385 纤维蛋白原 

contig547 669 6050 卵黄蛋白原 

contig277 265 3425 核糖体蛋白 L4 

contig168 202 2958 胸腺细胞 cDNA 

contig582 191 3454 酸性哺乳动物甲壳质酶 
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表 3  ORF 分布 

ORF 核苷酸数目/bp 全长序列数目 百分数/% 

>1000 29 2.79 

1000~600 87 8.37 

600~300 511 49.13 

300~100 405 38.94 

<100 8 0.77 

总计 1040 100 
 

表 4  ORF 大于 1000 bp 基因的功能预测 

序列 核苷酸数目 同源蛋白功能 E 值 分值 

502 4955 核糖体 S27α蛋白 3.00×10−62 239 

65 2452 纤维蛋白原α-1 链前体  0 817 

187 1791 40S 核糖体蛋白 S4  1.00×10−138 493 

119 1731 热激蛋白 90-α  0 827 

582 1575 酸性哺乳动物甲壳质酶前体  1.00×10−109 400 

504 1508 甜菜碱-高半胱氨酸转甲基酶  0 638 

515 1488 纤维蛋白原β链  0 914 

252 1392 核糖体蛋白 S6  1.00×10−112 411 

34 1371 丝氨酸蛋白酶抑制剂  0 686 

208 1347 骨髓巨噬细胞 cDNA 0 800 

447 1323 丝氨酸蛋白酶抑制剂  4.00×10−87 325 

410 1318 α-2 微管蛋白  0 810 

439 1302 S-腺苷高半胱氨酸水解酶   0 765 

35 1299 纤维蛋白原γ链  0 796 

325 1241 核糖体蛋白 L5a      1.00×10−129 463 

308 1224 丝氨酸蛋白酶抑制剂  6.00×10−37 157 

250 1218 真核翻译起始因子 3   1.00×10−84 317 

470 1215 染色体 3 SCAF14679 0 635 

296 1185 控制翻译的肿瘤蛋白  1.00×10−64 250 

401 1164 血浆阿朴脂蛋白 LAL2 前体  5.00×10−78 295 

514 1155 眼科新糖蛋白 1.00×10−58 138 

218 1125 核糖体蛋白 L17  6.00×10−79 298 

360 1125 β肌动蛋白  0 553 

518 1095 纤维蛋白原γ链多肽 9.00×10−58 144 

321 1059 血浆阿朴脂蛋白 LAL2 前体  5.00×10−6 55 

595 1050 ADP/ATP 移位酶  1.00×10−147 523 

280 1020 MGC81823 蛋白  1.00×10−145 518 

22 1014 细胞色素 P450, 4 家族  1.00×10−102 373 

21 1005 血清凝集素前体  0 661 

 

2.3  3′非翻译区(3′ UTR)的 microRNA 靶标分析 

通过 TargetScan 软件将库中除植物外的所有 

microRNA 通过不完全碱基配对的方式和分离得到

的 791 条 3' UTR 区序列比对, 其中 611 条和 2568 种

microRNA 对应了 25500 个靶标位点. 配对到动物 
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microRNA 的靶标位点有 23107 个, 线虫 1895 个, 病
毒 498个. 不同物种的microRNA具有高度的保守性,  
统计筛选出有 18 个物种的 miR-92 家族 microRNA 分

别对应同一靶标位点. 其次 17 个物种的有 miR-7, 
miR-18 家族, 接下来 16 个物种的有 miR-19a 家族, 
15 个物种的有 miR-16, miR-17 家族, 14 个物种的有

miR-15a, miR-20, miR-29, miR-100, miR-103, miR- 
181 和 miR-106 家族等.  

2.4  EST 的注释和新基因的发现 

利用 BLASTX 程序进行同源性比对后发现, 共
有 2053 条转录本在数据库中可以找到同源物, 占总

数的 92.9%, 其中 1686 条转录本推测的蛋白编码产

物与数据库中功能已知的蛋白序列具有同源性, 367
条与推测的、假想的或功能未知的蛋白质序列具有同

源性. 统计 BLASTX 比对后的结果, 发现有许多转

录本的比对产物为同一蛋白质产物, 其中数目最多

的是核糖体蛋白的各个亚型共 123 条, 其次是巨噬细

胞 cDNA51 条, NADH 脱氢氧化酶 38 条, 胸腺细胞

cDNA32 条, 血浆阿朴脂蛋白 28 条, 与甲壳质代谢

相关的酶 22 条等. 另外还发现 T 细胞受体(TCR)、B
细胞受体(BCR)、主要相容性复合物(MHC-Ⅰ, MHC-
Ⅱ) 、补体因子(C3)、补体因子 B(CFB)、转铁蛋白、

热激蛋白以及与免疫相关的因子和蛋白等.  
大规模测序产生 EST 和利用生物信息学方法对

EST 数据库进行检索,可以筛选新的基因. 本研究在

BLASTX 和 BLASTN 程序的搜索中都没有比对到同

源产物的有 18 条. 将这 18 条序列在 InterProScan 搜

索界面上搜索, 又有 4 条能找到同源的蛋白结构域, 
剩下的 14 条 ORF 编码框大于 300 bp 的有 8 条, 因此

这部分序列可以初步被认为是首次发现的 EST 序列

( 分别为 contig68, contig600, LLLNSEM008FB09, 
LLLNSEM011FG11, LLLNSEM055FD08, LLLNSE- 
M134FD08, LLLNSEM120FF10 和 LLLNSEM064FD- 
09), 为下一步新基因的克隆和功能研究提供了基础.  

2.5  蛋白功能分类 

将上面 BLASTX 的结果用 Gopipe 软件进行功能

分类, 结果显示生物学途径 693 条, 分子功能 764 条, 
细胞组件 565 条. 在生物学途径中(图 1)最多的是生

理过程(664 条), 其次是新陈代谢(526 条)、细胞生长

(220 条)、转运(158 条). 在分子功能中(图 2)最多的是

绑定功能(356 条). 细胞组件中最多的是细胞内结构

的组成(427 条)(图 3)(每个基因注释的不同功能可以

在 3 种分类中交叉体现). 

2.6  转录组比较分析 

与其他物种肝脏转录组进行比较, 结果显示在日

本七鳃鳗肝脏中低量表达的是与 RNA 剪接、DNA 修

复、细胞调亡的负调节等相关的序列; 而高表达的则

大都是多糖水解活性蛋白, 包括甲壳质代谢酶以及

氨基葡萄糖代谢酶等, 它们的表达量远远大于其他

物种(表 5). 表达上述功能的序列共有 22 条, 其中 12
条同源性搜索结果为酸性哺乳动物甲壳质酶, 其表

达量分别是底鳉、鼠、牛和人的 123, 142, 70, 166 倍. 
保守结构寻找发现, 日本七鳃鳗肝脏中的甲壳质酶

与人类甲壳质酶有同样的蛋白结构域, 都属于多糖

水解结构域 18 家族. 

3  讨论 

3.1  日本七鳃鳗 cDNA 文库构建和 EST 测序 

日本七鳃鳗在分类学上属于脊椎动物门、圆口

纲、七鳃鳗目, 是最原始的脊椎动物类群, 也是研究

动物进化方面的重要材料之一. 目前日本七鳃鳗资

源量相当匮乏, 处于易危状态, 且尚无有效的保护措

施, 因此建立日本七鳃鳗不同组织的 cDNA文库不仅

为进化遗传学的研究提供依据, 也将为这一物种遗

传资源的保存做出贡献.  

3.2  日本七鳃鳗肝脏转录组的注释 

根据重叠群中含有 EST 数目的多少和转录本的

比对产物为同一蛋白质的重复数量可以初步估计该

蛋白的表达量, 我们通过序列同源性比对, 发现核糖

体蛋白, 血浆阿朴脂蛋白 LAL2, 纤维蛋白原, 卵黄

蛋白原, NADH 脱氢氧化酶, 胸腺细胞 cDNA, 巨噬

细胞 cDNA, 酸性哺乳动物甲壳质酶等这几种蛋白在

日本七鳃鳗肝脏中表达量较高. 更进一步研究揭示

日本七鳃鳗肝脏中也存在与有颌类脊椎动物免疫相

关基因同源的表达片段, 包括上面高表达量的巨噬

细胞 cDNA, 胸腺细胞 cDNA, 甲壳质代谢酶以及热

激蛋白, TCR, BCR, MHC-Ⅰ, MHC-Ⅱ, 补体因子 C3, 
C2, CFB, 干扰素和转铁蛋白等(表 6). 肝脏内富有巨

噬细胞, 利用它可以吞噬消化和清除血中及经肠道

吸收的微生物异物等有害物质, 通过吞噬、隔离和消 
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图 1 生物学途径 
 

 
 

图 2 分子功能 
 
除来改造入侵和内生的各种抗原; 未成熟的T淋巴细

胞在胸腺中培育, 而且胸腺素还能提高淋巴细胞的

杀伤能力诱导B细胞成熟[20]. 甲壳质是动物食用纤维, 
具有多种生物活性, 有强化生物体免疫功能, 提高生

物体抗病能力, 因此甲壳质代谢也与免疫相关[21]. 这
3 种基因表达量如此之高说明它们在日本七鳃鳗肝

脏免疫方面起着重要的防御作用. 
补体系统是先天免疫系统中的中心辅助系统 , 

其进化史可以追溯到棘皮动物(海胆)、非脊椎动物(棘
皮动物、海鞘类)和圆口纲动物, 它们拥有最原始的

补体系统(凝集素途径); 干扰素系统是目前所知的机

体防御反应中出现最早的细胞功能调节系统, 也是 
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图 3  细胞组件 
 

表 5  日本七鳃鳗肝脏转录组表达量高于其他物种的基因功能 

GO 号 GO 功能 底鳉(倍数) 鼠(倍数) 牛(倍数) 人(倍数) 

272 多糖分解代谢 62.74 72.45 44.91 79.49 

44247 细胞内多糖分解代谢 124.53 71.90 65.14 123.96 

4568 甲壳质酶激活 123.57 160.53 70.03 246.01 

5529 糖结合 81.77 21.34 22.41 23.94 

6030 甲壳质代谢 123.57 142.69 70.03 166.65 

6032 甲壳质分解代谢 123.57 160.53 70.03 246.01 

6040 氨糖代谢 41.19 36.69 28.01 35.14 

6041 葡萄糖胺代谢 41.19 45.86 28.01 41.00 

6043 葡萄糖胺分解代谢 123.57 160.53 70.03 172.20 

6044 乙酰氨基葡萄糖胺代谢 41.19 45.86 28.01 44.10 

6046 乙酰氨基葡萄糖胺分解代谢 123.57 160.53 70.03 246.01 

46348 氨糖分解代谢 123.57 160.53 70.03 172.20 

8061 甲壳质结合 123.57 1284.28 120.05 469.65 

 
在生物中普遍存在的一个很保守的先天免疫系统 ; 
转铁蛋白具有抗菌杀菌、自我保护的抗病性能, 是抑

制细菌繁殖的重要因子[22], 因此可知日本七鳃鳗非

特异性免疫系统在其自身抗病作用中发挥更大作用. 
日本七鳃鳗属于半寄生性动物, 主要靠吸食其他鱼

类血肉为食, 非特异性防御机制在防止感染中扮演

重要角色, 潜在的非特异性防御机制可以在微生物

入侵时发生作用, 能更有效地清除、降解病原微生物

和其他有害物质. 
七鳃鳗已经表现出适应性免疫系统的一些特  

征 [ 23~25], 它们有一种适应性免疫响应, 但不是我们

在有颌类脊椎动物中看到的重组抗原受体, 而是利

用一种不寻常的基因重排过程来产生受体多样性[12]. 
Mayer等人[3]在海七鳃鳗肠中发现有与小鼠类似的淋

巴细胞, 但没有发现B细胞、T细胞受体和MHC等关

键因子, 所以认为免疫系统还没进化到有颌类阶段. 
而我们的研究却发现上述各种因子在日本七鳃鳗肝

脏中都存在, 不过量很少, 相似度也很低. 在基因注

释中发现热激蛋白的数目还是比较多的. 越来越多

的证据表明 ,  热激蛋白能参与特异性和非特异 
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表 6  日本七鳃鳗肝脏中免疫相关基因 

数目 基因 数目 基因 

51 骨髓巨噬细胞 cDNA 1 杀伤细胞免疫球受体 

32 胸腺细胞 cDNA 1 干扰素-γ诱导蛋白 

18 CD11c +ve 抗原 1 人类白细胞抗原 B 关联性转录物 1 

12 酸性哺乳动物甲壳质酶 1 MHC Ⅰ 类抗原 

7 热激蛋白 11 MHC Ⅱ 类抗原 

6 蛋白酶体 26S ATP 酶 1 淋巴毒素 

5 ABC 转运子  11 杀伤细胞凝集素受体 

4 C3 补体前体 11 B 细胞移动基因蛋白 

2 巨噬细胞激动蛋白 11 B 细胞受体 

2 七鳃鳗蛋白酶体 LMPX(7) 11 CD3 信号传感器 

2 补体因子 B 1 树突状细胞蛋白(GA17 protein) 

1 CD9-蛋白 1 补体调节 GPI-锚定蛋白 

1 CD63-蛋白 1 补体受体 2 

1 胸腺素 1 补体受体 1 

1 T 细胞受体 1 补体因子 H-related 5 

1 蛋白酶体β4 亚型(PSMB4) 1 C2 补体前体 

1 蛋白酶体β7 亚型(PSMB7) 1 CD81 抗原 

1 蛋白酶体α2 亚型 (PSMA2) 1 CD68 抗原 

1 蛋白酶体α3 亚型(PSMA3) 1 转铁蛋白 

 
性免疫反应, 认为热激蛋白之所以能促进特异性免

疫反应, 是因为它能作为分子伴侣携带抗原信息, 激
发机体的免疫反应, 但有时候热激蛋白也可以直接

激发免疫反应 [26,27]. 由于七鳃鳗中存在极少的B细

胞、T细胞受体和MHC等关键抗原呈递分子, 推测日

本七鳃鳗在适应性免疫的早期阶段尝试用热激蛋白

作为呈递抗原或直接激活适应性免疫反应. 以上证

据表明日本七鳃鳗已经具备了但不同于有颌类适应

性免疫的一些免疫应答机制, 这仍需更进一步的实

验验证. 
表达量高的另一类为参与物质代谢的血浆阿朴

脂蛋白LAL1 和LAL2, 核糖体蛋白以及能量代谢的

NADH脱氢氧化酶、细胞色素氧化酶和ATP合成酶等. 
以前的研究发现血浆阿朴脂蛋白LAL1 和LAL2 在七

鳃鳗的血液中大量表达[28], 我们的结果也发现在日

本七鳃鳗肝脏中它们也是高表达. 阿朴脂蛋白是由

阿朴E基因控制, 在肝脏中分泌, 主要起着转运、溶

解胆固醇和磷脂的作用. 而且脂蛋白还诱导巨噬细

胞胆固醇酯蓄积,显著促进巨噬细胞增殖, 增强非特

异性免疫机制. 小鼠肝脏SAGE数据分析也显示阿朴

脂蛋白mRNA的表达占总表达的百分比>3.8%. 日本

七鳃鳗肝脏中高表达的基因也编码血浆蛋白. 此外, 
我们的研究结果也显示共有 123 条序列与核糖体蛋

白的 73 个亚型匹配.  
最后一类为凝血因子, 包括纤维蛋白原的α, β, γ

链, 凝血因子Ⅶa 和Ⅸa 以及凝血素等. 纤维蛋白原

的高表达是因为肝脏是体内合成凝血因子的场所 , 
其中最重要的就是纤维蛋白原[29], 所以本研究也说

明了日本七鳃鳗的凝血机制可能已较为完善.  
还有一些低表达的基因, 比如仅有一条 EST 序

列注释的基因有 634 个, 两条的有 108 个, 表明肝脏

中表达的基因种类繁多. 大量注释基因的获得为进

一步了解七鳃鳗肝脏的机制及获取相关基因提供了

重要的序列信息.  

3.3  microRNA 靶标分析 

microRNA是最近发现的一类约有 18~24 个核苷

酸的非编码的小RNA分子, 这些小RNA分子起着负

调控基因表达作用 , 但是绝大多数动物中的

microRNA 并不导致靶mRNA的降解, 仅降低其靶基

因的蛋白质表达水平, 其mRNA水平几乎没有受到

什么影响[30], 所以在EST水平我们就可以通过预测
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出microRNA相应的靶标, 来寻找可能的负调控表达

模式.  
俄亥俄州立大学的Volinia等人[31]通过分析来自

肺部、胸部、胃部、前列腺、结肠和胰腺等处的癌细

胞样品 540 份 , 发现了由过量表达的大部分

microRNA组成的实体癌症信号 , 在这些microRNA
中 包 括 miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-92, 
miR-106a和miR-155 家族. 而在我们的结果中找到

miR-92, miR-17, miR-20, miR-106 家族的microRNA
分别对应的靶标位置. 成年型B细胞慢性淋巴型白血

病(CLL)病人常有miR-15a 和miR-16-1 基因簇的缺

失或是表达下调[30]. 我们也发现miR-15a和miR-16 家

族的靶标位置. 日本七鳃鳗和人类癌症基因调控的

microRNA家族有如此的相似, 因此可以成为一种新

的与人类癌症疾病相关的动物研究模型.  

3.4  转录组的比较 

通过不同基因组之间的比较可以获得大量的遗

传进化信息, 对系统发育中代表性物种之间全方位

表达基因和基因家族的比较分析更可以揭示转录组

和表达基因在进化过程中的演变, 为探讨脊椎动物

起源提供一些重要的启示[32]. 七鳃鳗代表着从无脊

椎动物到脊椎动物进化过程中的一个重要过渡阶段, 
通过日本七鳃鳗和现有的完整肝脏转录组的底鳉、

鼠、牛和人比较可以追踪进化过程中某些基因的变化, 
从而提供了有关脊椎动物起源和进化的线索. Godiff
是寻找不同转录组之间功能基因差异表达的软件 , 
我们通过比较发现在日本七鳃鳗肝脏中比其他物种

表达量少的基因有RNA剪接、DNA修复、细胞调亡

的负调节等, 而且随着进化地位的上升其表达量也

逐级升高, 这说明肝脏在这些方面的功能进化机制

越来越完善. 而筛选出日本七鳃鳗肝脏中高表达的

则大都是多糖水解活性, 包括甲壳质代谢以及氨基

葡糖代谢等, 它们的表达量大于其他物种 100 倍左右. 
在前面BLASTX的同源注释中发现它本身的表达量

也较高, 所以推测甲壳质酶在日本七鳃鳗肝脏中的

大量表达定有它重要的作用机制.  
甲壳质酶是普遍存在的以甲壳质为底物的糖苷

水解酶,为单基因所编码. 在日本七鳃鳗肝脏中优势

表达的甲壳质酶根据同源性分析多为酸性哺乳动物

甲壳质酶(AMCase), 该酶2001年首次在人体中发现[33], 
推测在胃肠消化管和肺脏中起消化和防卫作用. 同

年Suzuki等人[34]报道AMCase基因在牛的肝脏中表达, 
推测牛可以防御甲壳类病原微生物. 在小鼠中克隆

和表达酸性哺乳动物甲壳质酶可以水解红色毛癣菌

和白念珠菌细胞壁, 具有潜在的抗真菌功能[35]. Yang
等人[36]发现了一种在感染丝虫机体中特异高表达的

甲壳质酶CV-CHI-I, 在正常情况下数据显示该酶表

达可以达到 22%, 但感染后可达到 42%~62%. 同时

IgG3 表达量增高, 外周单个核细胞(PBMC)也增多, 
巨噬细胞在七鳃鳗肝脏中的优势表达就是一个有利

证据, 而且被酶分解的甲壳质的免疫功能已被国际

所公认. Nishimura等人[37]往小鼠腹腔内注射经醋酸

处理的脱乙酰基几丁质的多孔株, 结果发现该物质

可刺激小鼠产生白介素 1 及增强体内巨噬细胞的活

性. 几丁聚糖的分解产物氨基葡萄糖也能活化自然

杀伤细胞(NK)、淋巴因子激活的杀伤细胞(LAK). 壳
多糖还能诱发局部巨噬细胞增生, 并使其活性增强, 
有免疫功能[38], 所以甲壳质酶与免疫相关.  

综合以上结果可推测日本七鳃鳗肝脏中甲壳质

酶免疫的代谢途径: 首先由甲壳质酶完成甲壳类病

原微生物细胞壁的“瓦解任务”, 接下来壳多糖刺激

巨噬细胞增生, 使肝脏中大量巨噬细胞被激活, 再利

用它吞噬消化和清除血中及经肠道吸收的微生物异

物等有害物质来进行非特异性免疫. 日本七鳃鳗肝

脏内分解该活性物质的甲壳质酶高表达可能也与日

本七鳃鳗特异的生活方式有关, 甲壳质广泛存在于

自然界低等菌类、虾、蟹、昆虫等甲壳动物的外壳及

高等植物的细胞壁中. 我们知道仔七鳃鳗营泥砂中

生活主要以浮游类为食物, 待到成体时大部分日本

七鳃鳗为半寄生性动物, 既营寄生生活, 又能独立生

活, 寄生时经常用吸盘附在其他鱼体上, 用吸盘内和

舌上的角质齿锉破鱼体, 吸食其血与肉. 营独立生活

时, 则以浮游生物为食, 所以推测吸取血液中的病原

微生物和浮游类生物可能是甲壳质的来源.  
联系以上 MHC-Ⅰ, MHC-Ⅱ, C3, CFB, 干扰素、

转铁蛋白、热激蛋白以及与免疫相关的蛋白和因子参

与免疫应答的证据, 特别是转录组比较得出的甲壳

质代谢、氨基葡萄糖代谢以及巨噬细胞激活的大量表

达的结果, 可以初步推断日本七鳃鳗免疫中占有重

要地位的可能是非特异性机制, 特有的免疫应答应

与甲壳质代谢有关. 此外根据日本七鳃鳗具有一定

的适应性免疫能力以及存在适应免疫所必备的因子, 
推测日本七鳃鳗可能已经进化到一个接近但不同于
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高等有颌类适应性免疫的原始阶段.  

4  结论 
目前, 除人类及少数的模式动植物、微生物之外, 

大多数生物的基因组测序工作尚未完成, 日本七鳃

鳗在进化上处于特殊的地位, 所以构建 cDNA文库具

有相当重要的意义. 本研究成功构建了日本七鳃鳗

肝脏的 cDNA 文库, 测序得到 10077 条 ESTs, 这些序

列基本能反映日本七鳃鳗肝脏组织表达的信息. 通
过对日本七鳃鳗肝脏 EST 的序列分析有三方面的发

现: 一是通过拼接、注释和功能分类揭示了日本七鳃

鳗肝脏中蛋白的表达特点, 并分析了蛋白高效表达

的原因和机制; 二是通过对 3′ UTR 区的分析发现了

与人类癌症基因调控相关的 microRNA 家族的靶标

位点, 希望由此能为治疗人类各种癌症带来福音; 三
是通过与其他物种肝脏转录组的比较发现了一些日

本七鳃鳗特异表达的功能基因, 并着重分析了在日

本七鳃鳗肝脏中比其他物种优势表达的甲壳质酶 , 
进一步根据功能注释的信息推测日本七鳃鳗在免疫

方面进化的阶段和特有的应答模式. 我们实验室对

日本七鳃鳗不同组织转录组做了系统的研究, 有着

重要的学术意义和应用前景, 为下一步功能基因的

克隆筛选和蛋白组学的研究奠定了基础.  
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