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凡纳滨对虾低温差异表达miRNA的分析鉴定及靶基因的验证
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摘要: 为了解析miRNA及靶基因在凡纳滨对虾低温适应过程中的分子调控机制, 研究开展了凡纳滨对虾常温

(28℃)及低温锻炼(16℃, 6d)下肝胰腺小RNA文库的测序和分析。从常温对虾的小RNA文库测序获得18—32 nt
的高质量序列10690259条, 鉴定出已知的成熟miRNAs 57条; 而从低温锻炼对虾的小RNA文库获得18—32 nt
的高质量序列序列8587144条, 鉴定出已知的成熟miRNAs 48条。分析获得25个在低温锻炼下呈显著差异表

达的miRNAs。运用qRT-PCR验证了3条低温下差异极显著的miRNAs的表达模式。结果显示, 3条miRNAs的
表达模式与高通量测序结果基本一致。预测低温差异表达miRNAs的靶基因, 并与转录组分析获得的低温显

著差异表达基因进行比对, 从二者重合的基因集中挑选出4个基因, 即nuclear export mediator factor Nemf-lik、
synapse-associated protein、seleno proteins 以及DEAD-box RNA helicase Variant 1, 运用qRT-PCR验证其在不

同条件低温锻炼凡纳滨对虾肝胰腺中的表达规律, 为解析miRNAs及其靶基因在对虾低温适应过程中的分子

调控机制提供了基础数据。
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)是世界上养

殖最广泛的对虾种类之一。在养殖对虾时, 不同的

环境胁迫因子, 包括盐度、pH和温度的变化, 会导

致其生长和存活率降低, 增加疾病的易感性, 甚至

导致死亡
[1, 2]

。凡纳滨对虾起源于热带, 后被推广

至亚热带地区养殖, 低温对其生存及生长造成极大

的影响
[3]
。目前关于南美白对虾应对低温反应分子

机制的研究很少, 仅仅有运用SSH[3]
和蛋白质组学

[4]

分析南美白对虾低温反应分子机制的研究。

小RNA是能够调节蛋白质表达的短的非编码

RNA。这些核苷酸可以全部或部分互补结合到

mRNA的3′非翻译区(UTR), 这将抑制靶基因的翻

译。众所周知, miRNAs在调节许多真核细胞的过

程中有重要的作用, 包括细胞分化、增殖、凋亡、

能量代谢、癌症的发展以及免疫防御等方面有重

要的作用
[5]
。自从2001年首次发现miRNA以来, 许

多研究人员已经证明, 在许多物种中, miRNA在不

同的环境胁迫下表现出差异表达。研究已证实,
miR-1-3p、miR-14、mir-31a-3p和miR-284-3p在昆

虫低温适应过程中参与调控
[6]; tsc-miR-20a和tsc-

miR-21在龟的低温胁迫过程中参与调控
[5]
。已有的

水生生物应对低温胁迫的miRNA表达研究包括斑

马鱼脑组织在低温胁迫下的差异miRNA表达等
[7]
。

然而, 针对凡纳滨对虾的低温适应miRNAs及靶基

因的研究仍然十分匮乏。到目前为止, 对凡纳滨对

虾miRNA的研究主要集中在免疫防御方面, 如感染

白斑综合征病毒后miRNA的表达变化
[8]
。由于肝

胰腺是参与凡纳滨对虾免疫、造血、代谢、解毒
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的重要器官, 故选择其进行分析
[9]
。并且已有研究

证明, 在低温胁迫之后, 低温反应基因在凡纳滨对

虾肝胰腺中有较高的表达水平
[3]
。因此我们利用

Solexa对凡纳滨对虾在常温(28℃)及低温锻炼

(16℃, 6d)下的肝胰腺小RNA进行测序, 并运用

qRT-PCR验证差异显著的miRNAs以及靶基因的表

达模式, 以期能初步解析miRNAs在凡纳滨对虾低

温适应过程中的分子调控机制。

1    材料与方法

1.1    低温胁迫实验及样品采集

从防城港水产养殖基地获得凡纳滨对虾数

10只(3个月大, 体重10—15 g), 在广西水产科学研

究院水族馆饲养, 并在实验前一周让其适应28℃水

温, 30%—35%盐度的条件。实验组以每2小时1℃
的速度降温, 直至16℃。实验组在16℃水温维持6d,
在低温到达0、24h、72h和144h的时候分别采集对

虾肝胰腺样本。对照组水温维持在28℃, 并且和实

验组(16℃)在同样的时间点进行采样。采集的样品

立即保存在液氮或RNA保护液(上海捷瑞)中, 后转

移至–80℃超低温冰箱。

1.2    小RNA测序文库的构建及测序

常温、低温处理每个取样点选择3尾虾, 分别

用Trizol reagent (Invitrogen)提取肝胰腺的总RNA,
等量混合后, 电泳分离16—30 nt的小分子 RNA, 进
行Solexa高通量测序。小RNA 文库的Solexa测序

由北京诺禾致源生物公司完成。

1.3    生物信息学分析

在测序完成后, 首先去除接头序列及低质量序

列, 用bowtie将长度筛选后的sRNA 定位到凡纳滨

对虾的转录组参考序列上, 然后将上述mapped到参

考序列上的reads, 与Rfam database (11.0, http://
Rfam.sanger.ac.uk/)数据库进行比对, 除去snRNA、

snoRNA、rRNA、tRNA和重复序列, 剩下的序列

在miRBase (version18.0, http://www.mirbase.org/)中
进行比对, 完全匹配的为已知的成熟miRNA序列。

进一步运用miREvo[10]
和mirdeep2[11]

软件来预测新

的miRNA (novel miRNAs)。
1.4    显著差异miRNA的表达分析

在进行差异miRNA 表达分析时, 对各样本中

已知和新的miRNA进行表达量的统计, 用TPM进行

表达量归一化处理。使用DEGseq (http://www.
bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DEG-
seq.html)对常温及低温组的miRNAs进行差异表达

分析。为进一步验证获得的差异显著miRNAs的表

达规律, 采用茎环RT-qPCR对凡纳滨对虾在常温及

不同低温锻炼条件下的肝胰腺进行了相对表达量

的检测分析, 常温下肝胰腺的表达量被设定为1。
每个实验组有3只虾的肝胰腺作为生物学重复。茎

环RT-qPCR所使用的引物如表 1所示。

1.5    miRNA靶基因的表达分析

为了进一步阐明差异表达miRNAs的生物学过

程和生理功能, 对差异表达的miRNAs进行靶基因

预测, 再根据miRNA与其靶基因间的对应关系, 对
每组差异表达miRNA的靶基因的集合分别进行

Gene Ontology(GO)和KEGG富集分析。将预测出

的低温差异表达miRNAs的靶基因与课题组前期低

温转录组分析获得的低温显著差异表达基因进行

比对, 从二者重合的基因集中挑选出4个基因, 即
nuclear export mediator factor Nemf-lik、synapse-as-
sociated protein、seleno proteins 以及DEAD-box
RNA helicase Variant 1, 运用qRT-PCR验证其在低

表 1    RT-qPCR验证差异表达miRNAs使用的引物序列

Tab. 1    Primer sequences used for RT-qPCR

miRNAs的名称
Names of miRNAs

miRNAs的成熟序列Mature miRNAs
sequence (5′－3′) 引物序列Primer sequences  (5′－3′)

mja-miR-6491 GCGGUAGCCCGGGGAAGA Fwd ACACTCCAGCTGGG GCGGTAGCCCGG

Stem CTCACAGTACGTTGGTATCCTTGTGATGTCGATGCCAT
ATTGTACTGTGAGTCTTCCCC

mja-miR-6494 AGGGCGCGGUGGUGAGCGUA Fwd ACACTCCAGCTGGGAGGGCGCGGTGGTG

Stem CTCACAGTACGTTGGTATCCTTGTGATGTCGATGCCAT
ATTGTACTGTGAG TACGCTCA

novel_5 CGGCAUCUGUUGGAGUACAGUA Fwd ACACTCCAGCTGGG CGGCATCTGTTGGA

Stem CTCACAGTACGTTGGTATCCTTGTGATGTTCGATGCCAT
ATTGTACTGTGAGTACTGTAC

β-actin Fwd GGACTTCGAGCAGGAGATGACCAC

Rev ACGTCGCACTTCATGATGGAGTTG
Universal Rev CTCACAGTACGTTGGTATCCTTGTG

注: Fwd (正向引物); Stem (茎环引物); Rev (反向引物)
Note: Fwd (Forward); Stem (Stem-loop); Rev (Reverse) primers
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温不同时间点的表达规律。

2    结果

2.1    肝胰腺中获得的miRNAs的基本特征

分别从常温组和低温组对虾的肝胰腺小

RNA文库中获得14754823和14945246条原始序

列。去除低质量序列、接头序列和短序列后, 分别

筛选出18—32 nt的10690259和8587144条高质量序

列进行进一步的分析。

2.2    已知miRNAs的鉴定

用bowtie将长度筛选后的sRNA 定位到凡纳滨

对虾转录组参考序列上, 将定位成功的序列与Rfam
database 数据库进行比对, 除去tRNAs、rRNAs、
snRNA或noRNAs和重复序列, 从常温和低温组对

虾肝胰腺小RNA文库中分别获得892001条与

858237条miRNAs。再将获得的miRNAs序列在

miRBase中进行比对, 常温和低温组分别鉴定出

57及48条已知的成熟miRNAs。
2.3    未知miRNAs的预测

运用miREvo[10]
和mirdeep2[11]

软件来预测新的

miRNAs, 从常温和低温组对虾肝胰腺小RNA文库

中分别获得38及46条novel miRNAs。这些未知的

miRNAs在表达水平上存在极大的差异, 从几十到

几千不等(TPM)。
2.4    miRNAs的差异表达分析及验证

通过差异表达分析获得25个低温锻炼下显著

差异表达的miRNAs, 其中有9个极显著上调, 2个极

显著下调(表 2)。
为了进一步验证这些miRNAs的表达模式, 运

用实时荧光定量PCR对肝胰腺进行相对表达量的

检测。选取2条已知的miRNAs (mja-miR-6494、
mja-miR-6491)及1条未知的miRNAs (novel_5)进行

验证。结果表明, mja-mir-6491、mja-mir-6494和
novel_5在低温相对于常温呈现上调的趋势。其中,
mja-miR-6494及mja-miR-6491在低温0表达水平迅

速增加, 并达到峰值, 之后逐渐减少。而novel_5则
是在低温0表达水平开始增加 ,  在72h达到峰值

(图 1)。
2.5    差异表达miRNAs的靶基因预测

对差异表达的miRNAs进行靶基因预测, 再对

每组差异表达miRNA的靶基因的集合分别进行

GO和KEGG富集分析。GO总共分为3大功能类, 分

表 2    miRNAs显著表达差异倍数分析结果

Tab. 2    The fold-change of significantly differentially expressed miRNAs

miRNAs的名称Names of
miRNAs

低温组的表达量Expression level of cold-
acclimated team (TPM)

常温组的表达量Expression
level of control

差异倍数(低温组/常温
组)log2.Fold_change

mja-miR-6489-5p 3047.708 368.2083566 3.0491
novel_5 11625.39 1596.136456 2.8646

mja-miR-6491 304.0797 47.6204803 2.6748

novel_37 189.7357 29.76280019 2.6724

novel_54 87.95694 20.40877727 2.1076

bta-miR-2478 15.07833 62.92706325 –2.0612

mja-miR-6494 15.07833 1.700731439 3.1482

novel_20 11.30875 0 3.7332

novel_68 1.256528 12.75548579 –3.3436

novel_40 10.05222 1.700731439 2.5633
novel_41 7.539167 0 3.9144

注: 每百万的转录本
Note: TPM, transcripts per million
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图 1    通过实时荧光定量RT-PCR检测miRNAs在常温及不同低温锻炼条件下的表达模式

Fig. 1    The relative expression of miRNAs under normal and cold-acclimated conditions assayed by qRT-PCR
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别描述基因的分子功能(Molecular function)、所处

的细胞位置(Cellular component)和参与的生物过程

(Biological process)。GO分析的结果表明, 这些差

异表达miRNAs的靶基因主要涉及生物过程(BP)中
的生化过程(Biological process)、细胞过程(Cellu-
lar process)、代谢过程(Metabolic process); 细胞位

置(CC)中的细胞组分(Cellular component); 生物过

程(BP)中的分子功能(Molecular funcion)、结合

(Binding)、蛋白结合(Protein binding)、催化活性

(Catalytic activity)等等。KEGG数据库记录细胞中

基因产物的功能以及基因产物的相互作用网络。

最显著富集的KEGG通路为脂肪酸的降解 (Fatty
acid degradation)及甘油酯代谢(Glycerolipid meta-
bolism, 图 2)。
2.6    差异表达miRNAs的靶基因验证

被选取进行荧光定量PCR验证相对表达量的

4个基因: synapse-associated protein、nuclear export
mediator factor、seleno proteins和DEAD-box RNA
helicase Variant 1均为差异表达倍数极高的miRNAs

的靶基因, 同时为课题组前期低温转录组分析获得

的低温显著差异表达基因。部分显著差异表达

miRNAs的靶基因列表如表 3所示。荧光定量PCR
的引物序列见表 4。如图 3所示, synapse-associated
protein及nuclear export mediator factor为低温下调

基因, 而seleno proteins及DEAD-box RNA helicase
Variant 1为低温上调基因。synapse-associated pro-
tein的表达量在低温72h达到最低, nuclear export
mediator factor在低温24h达到最低。而DEAD-box
RNA helicase Variant 1及seleno proteins的表达量在

低温72h达到最高。

3    讨论

自2001年首次发现miRNAs以来, 许多研究人

员已经证实了miRNAs在多种动物应对环境压力下

的作用。在海龟中, 一些miRNAs, 包括tsc-miR-
20a和tsc-miR-21, 可以调节缺氧和低温反应下细胞

的关键变化
[12]

。在昆虫中, miR-1-3p和miR-284-
3p被鉴定出在低温反应中起重要的作用

[13]
。然而,
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图 2    差异表达miRNAs的靶基因KEGG通路预测

Fig. 2    Prediction of target gene KEGG pathway for differentially expressed miRNAs
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凡纳滨对虾低温反应miRNAs的数据仍然十分匮

乏。迄今为止, 凡纳滨对虾miRNAs的研究主要集

中在免疫防御上
[7]
。为了研究miRNAs在凡纳滨对

虾低温适应中的作用, 我们设计了低温锻炼实验。

通过高通量测序, 我们从常温和低温组对虾肝胰腺

小RNA文库中鉴定出了miRNAs。表达分析表明,
25个miRNAs在低温下存在显著的差异表达。在鉴

定出的差异表达miRNAs中, mja-miR-6494和mja-
miR-6491已被报道与日本对虾的病毒感染有关

[14]
。

此外, bta-miR-2478已被报道与牛的病毒感染有关
[15]
。

因此我们推测miRNA在多种胁迫响应中具有复杂

的调节作用。

mja-miR-6491、mja-miR-6494和novel_5在低

温组对虾肝胰腺的表达水平显著高于常温组。而

在我们之前的研究中, 低温胁迫下的凡纳滨对虾,
包括胃蛋白酶、胰蛋白酶和淀粉酶在内的消化酶

的活性变化显示出与此相反的模式, 即低温胁迫

24h后, 肝胰腺和胃肠道中这些消化酶的活性开始

显著降低
[16]

。类似的研究表明低温应答型miRNA

表 3   部分显著差异表达miRNAs的靶基因

Tab. 3   Partially significant differential expression of target genes
for miRNAs

miRNAs的名称
Names of miRNAs

靶基因的名称
Names of target genes

mja-miR-6491 DEAD-box RNA helicase Variant 1
tca-miR-750-3p Nuclear export mediator factor

dme-miR-315-5p Ribosomal protein

mja-miR-6489-5p DEAD-box RNA helicase Variant 1

mja-miR-6494 Protein histidine kinase
complex//nucleus

novel_20 Seleno proteins

novel_20 Synapse-associated protein

novel_5 Caspase

novel_68 Protein tyrosine phosphatase
CDC14

novel_40 Threonine protein kinase

表 4   差异表达miRNAs的靶基因的荧光定量PCR扩增引物

Tab. 4   Primer sequences used for RT-qPCR of the targets of
differentially expressed miRNA

靶基因的名称
Names of target

genes
引物序列Primer sequences (5′－3′)

Synapse-
associated protein

Fwd TTACGCTTACACTCGCCATCAC

Rev CCCACATAATCCCTCCTCCAAA
TAC

Nuclear export
mediator factor

Fwd ACAATGGCGAGCAGGTCAAC

Rev CGAGGAGGTGGAGGGAAAGG
Seleno proteins Fwd GCTCTCTGCTTTGGGCTATTTC

Rev TTATGTAACTCTGCTGCTTCTT
GG

DEAD-box RNA
helicase Variant 1

Fwd GATGTGTAGATGTGGATGATG
TGAAG

Rev GTCTGCTGTGAAGAATGTGTAT
GC

β-actin Fwd GGACTTCGAGCAGGAGATGAC
CAC

Rev ACGTCGCACTTCATGATGGAGT
TG

注: Fwd (正向引物); Rev (反向引物)
Note: Fwd (Forward); Rev (Reverse) primers
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图 3    通过实时荧光定量RT-PCR检测靶基因在常温及不同低温锻炼条件下的表达模式

Fig. 3    The relative expression of target genes under normal and cold-acclimated conditions assayed by qRT-PCR
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的靶基因在新陈代谢等生物学过程中富集
[5]
。因此

推测, 凡纳滨对虾应对低温主要的适应包括快速降

低新陈代谢率等。在本研究中, KEGG途径分析表

明, 靶基因主要富集到与脂肪酸代谢有关的一些途

径中。此结果与前人的研究结果相符合。在大黄鱼

中, 脂肪酸的脱饱和是维持膜在低温胁迫下流动性

的重要适应机制
[17]

。在泥鳅中, 超长链脂肪酸延伸

酶6 (elovl6)已被证明在适应低温方面起主要作用
[18]
。

本课题组前期运用SSH及转录组测序筛选出

低温差异表达基因DEAD-box RNA helicase Variant
的变异体- LvDDX5A, 并验证出其表达规律为在

18℃、15℃、13℃和11℃低温胁迫36h均被诱导表

达, 并随着15℃和13℃低温胁迫时间的增加呈先上

升后下降的表达模式, 在48h达到峰值
[19]

。在本研

究验证的差异miRNA靶基因中, DEAD-box RNA
helicase Variant 1为低温上调基因, 表达量在16℃低

温锻炼72h达到最高, 此结果与课题组前期研究相

符。另外3个差异miRNA的靶基因-synapse-associa-
ted protein、nuclear export mediator factor及seleno
proteins也是项目组前期进行低温转录组测序中筛

选出的显著差异基因。因此 ,  这4个低温差异

miRNAs的靶基因很可能为凡纳滨对虾的耐寒相关

基因。为了进一步验证miRNAs对靶基因的调控,
课题组计划将运用RNA 免疫共沉淀 CLIP-Seq 技
术对miRNAs及其靶基因进行验证。

参考文献:

Ponce-Palafox J, Martinez-Palacios C A, Ross L G. The
effects of salinity and temperature on the growth and sur-
vival rates of juvenile white shrimp, Penaeus vannamei
[J]. Aquaculture, 1997, 157(1-2): 107—115

[1]

Kumlu M,  Turkmen S. Combined effects of temperature
and salinity oncritical thermal minima of Pacific white
shrimp Litopenaeus vannamei (Crustacea: Penaeidae) [J].
Journal of Thermal Biology, 2010, 35(6): 302—304

[2]

Peng J X, Wei P Y, Chen X L, et al. Identification of cold
responsive genes in Pacific white shrimp (Litopenaeus
vannamei) by suppression subtractive hybridization [J].
Gene, 2016, 575(2): 667—674

[3]

Fan L F, Wang A L, Miao Y T, et al. Comparative pro-
teomic identification of the hepatopancreas response to
cold stress in white shrimp, Litopenaeus vannamei  [J].
Aquaculture, 2016, (454): 27—34

[4]

Biggar K K, Storey K B. Exploration of low temperature
microRNA function in an anoxia tolerant vertebrate ecto-
therm, the red eared slider turtle (Trachemys scripta ele-
gans) [J]. Journal of Thermal Biology, 2017, 69(PartA):
139—146

[5]

Lyons P J, Poitras J J, Courteau L A, et al. Identification[6]

of differential lyregulated micrornas in cold-hardy insects
[J]. Cryo Letters, 2013, 34(1): 83—89
Yang R L, Dai Z H, Chen S, et al. MicroRNA-mediated
gene regulation plays aminor role in the transcriptomic
plasticity of coldac climated Zebrafish brain tissue [J].
BMC Genomics, 2011, (12): 605—622

[7]

Sun X Y, Liu Q H, Yang B, et al. Differential expression
of microRNAs of Litopenaeus vannamei in response to
different virulence WSSV infection [J]. Fish & Shellfish
Immunology, 2016, (58): 18—23

[8]

Shekhar M S, Kiruthika J, Ponniah A G. Identification
and expression analysis of differentially expressed genes
from shrimp (Penaeus monodon) in response to low sali-
nity stress [J]. Fish & Shellfish Immunology, 2013, (35):
1957—1968

[9]

Wen M, Shen Y, Shi S, et al. miREvo: An Integrative mi-
croRNA evolutionary analysis platform for next-genera-
tion sequencing experiments [J].  BMC Bioinformatics,
2012, (13): 140

[10]

Friedlander M R, Mackowiak S D, Li N, et al. MiRDeep2
accurately identifies known and hundreds of novel mi-
croRNA genes in seven animal clades [J]. Nucleic Acids
Research, 2012, 40(1): 37—52

[11]

Krichevsky A M, Gabriely G. MiR-21: a small multi-fa-
ceted RNA [J]. Journal of Cellular and Molecular Medi-
cine, 2009, 13(1): 39—53

[12]

Lyons P J, Crapoulet N, Storey K B, et al. Identification
and profiling of miRNAs in the freeze-avoiding gall moth
Epiblema scudderiana via next-generation sequencing [J].
Molecular and Cellular Biochemistry, 2015a, 410(1-2):
155—163

[13]

Huang T, Xu D, Zhang X. Characterization of host mi-
croRNAs that respond to DNA virus infection in a crusta-
cean [J]. BMC Genomics, 2012, (13): 159—165

[14]

Evgeny A, Glazov1, Kritaya Kongsuwan, et al.  Reper-
toire of bovine miRNA and miRNA-like small regulatory
RNAs  expressed  upon  viral  infection  [J].  PLoS  One,
2009, 4(7): 6349—6358

[15]

He P P, Wei P Y, Zhao Y Z, et al. Effects of different low
temperature stress on activities of digestive enzymes in
Litopenaeus vannamei [J]. Southwest China Journal of
Agricultural Science, 2017, 30(1): 233—237 [何苹萍, 韦
嫔媛,  赵永贞,  等.  不同程度低温胁迫对凡纳滨对虾主

要消化酶活性的影响. 西南农业学报, 2017, 30(1): 233—
237]

[16]

Xu H, Zhang D L, Yu D H, et al. Molecular cloning and
expression analysis of scd1 gene from large yellow croa-
ker  Larimichthys  crocea  under  cold  stress  [J].  Gene,
2015, 568(1): 100—108

[17]

Chen J, Cui Y, Yan J, Jiang J, et al. Molecular characte-
rization  of  elongase  of  very  long-chain  fatty  acids
6(elovl6) genes in Misgurnus anguillicaudatus and their
potential roles in adaptation to cold temperature [J]. Gene,

[18]

1208 水   生   生   物   学   报 43 卷



2018, 666(5): 134—144
Peng J X, Lü L H, Wei P Y, et al. Cloning and expres-
sion  analysis  of  DEAD-box  RNA helicase  gene  from
Litopenaeus vannamei  induced by low temperature [J].

[19]
Acta Hydrobiologica Sinica, 2016, 40(3): 474—480 [彭
金霞,  吕丽虹,  韦嫔媛,  等.  低温诱导型凡纳滨对虾

DEAD-box RNA解旋酶基因的克隆与表达分析.  水生

生物学报, 2016, 40(3): 474—480]

IDENTIFICATION AND ANALYSIS OF DIFFERENTIALLY EXPRESSED MIRNA
UNDER LOW TEMPERATURE AND VALIDATION OF TARGET GENES IN

LITOPENAEUS VANNAMEI

ZHUO Xiao-Fei1, HE Ping-Ping2, WEI Pin-Yuan2, CHEN Xiao-Han2 and PENG Jin-Xia2

(1. College of Animal Science and Technology, Guangxi University, Nanning 530004, China; 2. Guangxi Academy of Fisheries
Science, Guangxi Key Laboratory of Aquatic Genetic Breeding and Healthy Aquaculture, Nanning 530021, China)

Abstract: To examine the molecular regulatory mechanism of microRNAs and target genes in Litopenaeus vannamei
during cold adaptation, we conducted microRNAs (miRNAs) analysis on the hepatopancreas of L. vannamei under nor-
mal temperature of 28℃ and cold acclimation (16℃ for 6 days) by using Solexa sequencing. In total, 10690259 and
8587144 unique sequences of 18—32 nt length were obtained from small RNA libraries at room temperature and low
temperature, including 57 and 48 known mature miRNAs, respectively. Expression analysis revealed 25 significantly
differential expressed miRNAs between groups, and three of them were further confirmed by PCR. Moreover, we also
observed that cold regulated target genes of significantly differential expressed miRNAs including the nuclear export
mediator factor Nemf-lik, synapse-associated protein, seleno proteins and DEAD-box RNA helicase Variant 1. These
results suggest that miRNAs and their target genes may mediate the cold adaption in L. vannamei.

Key words: Litopenaeus vannamei; Cold stress; miRNA; Target genes; qRT-PCR
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