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摘  要 : 分析捻转血矛线虫敏感株和耐药株中长链非编码 RNA (Long non-coding RNA，lncRNA)的表达谱，探讨

lncRNA 与捻转血矛线虫丙硫咪唑耐药机制的关联性，为捻转血矛线虫耐药机理提供依据。文中对捻转血矛线虫

敏感株和耐药株进行 cDNA 测序文库构建，使用 Illumina HiSeq 4000 平台进行双端测序，筛选出差异的 lncRNA，

基于顺式调控  (cis) 和反式调控  (trans) 对差异显著的 lncRNA 进行靶基因预测，并对靶基因进行过 Gene 
Ontology (GO)功能注释和 KEGG Pathway 富集分析，利用 FPKM 法估计 lncRNA 和 mRNA 的表达水平。结果表

明，敏感株和耐药株候选 lncRNA 分别为 6 377 和 6 356 个，两个文库中筛选出 168 个差异显著的 lncRNA，其中

在敏感株中表达上调有 92 个，表达下调 76 个。筛选得到的差异显著 lncRNA 候选靶基因 416 个，这些基因共注

释到 641 条 GO terms 和 92 条信号通路；其中富集到耐药性相关的通路有药物代谢-其他酶、药物代谢-细胞色素

P450、细胞色素 P450 对异生素的代谢等。综上表明，部分 lncRNA 介导的靶基因与捻转血矛线虫丙硫咪唑耐药

性相关， lncRNA 在捻转血矛线虫耐药性中具有潜在的重要的调节作用。探究了对于敏感虫株和耐药虫株中

lncRNA 的表达谱，发现了敏感虫株和耐药虫株中差异表达的 lncRNA，有助于找出捻转血矛线虫如何抵抗丙硫咪

唑的发生机制，为探讨捻转血矛线虫丙硫咪唑耐药机制提供科学的依据。 

关键词 : 捻转血矛线虫，丙硫咪唑，耐药性，转录组，长链非编码 RNA 
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Transcriptome sequencing and analysis of lncRNA related to 
albendazole resistant strain of Haemonchus contortus 
Xueliang Zhao, Wenlong Wang, and Huhebateer 
Key Laboratory of Clinical Diagnosis and Treatment Technology in Animal Disease, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, College of 
Veterinary Medicine, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, Inner Mongolia, China 

Abstract:  The objective of this study was to explore the link between long non-coding RNAs (lncRNAs) and resistance 
mechanism of albendazole in Haemonchus contortus by analyzing the gene expression profile of lncRNA in sensitive and 
resistant strains. This study provided the base for the resistance mechanism of Haemonchus contortus. In this experiment, the 
cDNA sequencing libraries were collected constructed for the sensitive and resistant strains of Haemonchus contortus, and the 
sequencing was performed using Illumina HiSeq 4000 platform, and differentially expressed lncRNAs (DEIncRNAs) were 
screened. Then the cis-targeted and trans-targeted genes of DElncRNAs were predicted, and the GO enrichment, KEGG 
pathway enrichment analysis were also made. The results displayed that 6 377 and 6 356 candidate lncRNA transcripts of 
sensitive and resistive strains were respectively obtained, 168 DElncRNAs of which were selected. Compared with resistive 
strains, there were 92 up-regulated and 76 down-regulated lncRNAs in sensitive strains. Meanwhile, 416 candidate target 
genes of DElncRNAs were obtained. The analytical results indicated that these genes participated in 641 GO terms and 92 
signal pathways. The pathways involved in drug resistance are drug metabolism-other enzymes, drug metabolism-cytochrome 
P450, metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 and so on. In conclusion, these findings inferred that some 
lncRNA-mediated target genes were associated with the resistance of Haemonchus contortus, and lncRNA may play an 
important role in the resistance of Haemonchus contortus. This study explored the expression profile of lncRNA in the 
Haemonchus contortus of sensitive and resistant strains. It was found that DElncRNAs in the sensitive and resistant strains, 
which helped to find out the Haemonchus contortus resistance mechanism of albendazole and provided a scientific basis for 
exploring the mechanism of resistance to Haemonchus contortus. 

Keywords:  Haemonchus contortus, albendazole, drug resistance, transcriptome, long non-coding RNA 

捻转血矛线虫是反刍动物最常见的消化道线

虫之一，由于缺乏有效的疫苗，长期以来对捻转

血矛线虫病的防治几乎主要依靠丙硫咪唑、伊维

菌素等化学药物。然而，随着该药物几十年以来

的反复频繁使用，导致捻转血矛线虫耐药性的逐

渐产生，给畜牧业造成严重的经济损失[1]。检测

影响捻转血矛线虫丙硫咪唑耐药相关基因表达情

况是了解耐药机制的基础，同时可以筛选与丙硫

咪唑耐药相关的候选基因。1986 年，在南非首次

报道了寄生虫对丙硫咪唑的耐药性，由于驱虫药

物频繁使用，使寄生虫多次与药物接触后，对药

物敏感性下降甚至消失，导致药物对寄生虫无  

效[2]。国内外许多学者在捻转血矛线虫耐药性流

行病学调查、耐药性检测方法和耐药分子机制的

研究中取得了大量的研究成果。但有关捻转血矛

线虫耐药性组学的研究较少[3]，尤其是关于长链非

编码 RNA (Long non-coding RNA，lncRNA) 的研

究仍属未知。 
lncRNA 是长度大于 200 bp 的非编码 RNA，

调控方式主要分为两类，一类为顺式调控，另一

类为反式调控。研究表明，lncRNA 在细胞周期、

表观遗传和天然免疫等众多生命活动中发挥重要

作用[4]。近年来，在人、绵羊、野猪上均鉴定到

lncRNA，部分 lncRNA 与人类癌症耐药、肿瘤耐

药有着密切的联系。Li 等通过对 lncRNA 测序研

究，揭示了 lncARSR 在肝脏癌症细胞中对阿霉素

耐药性中的关键作用，表明 lncARSR 可作为肝癌

预后生物标志物和药物治疗靶点[5]。相比于人类

疾病耐药 lncRNA，寄生虫耐药相关的 lncRNA 功

能研究较滞后。本研究利用 RNA-seq，对捻转血
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矛线虫丙硫咪唑敏感株和耐药株中 lncRNA 与

mRNA 的结构特征 (长度分布、ORF 长度、外显

子数目 ) 以及表达量进行比较，对差异表达

lncRNA 进行筛选，并基于反式调控机制进行靶基

因预测以及功能注释分析，筛选出关键 lncRNA。

从 lncRNA 水平深入探索绵羊捻转血矛线虫对丙

硫咪唑耐药机制，同时有望确定绵羊捻转血矛线

虫丙硫咪唑耐药功能基因，为进一步从转录组水

平阐释捻转血矛线虫丙硫咪唑耐药机制提供重要

理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
本研究捻转血矛线虫丙硫咪唑敏感株和耐药

株均采自内蒙古自治区乌兰察布市察右后旗(北
纬 41°3′–41°59′，东经 112°42′–113°30′，平均海拔

1 500 m 左右)，具体方法见参考文献[6]。 

1.2  RNA 提取及质控 
选取敏感株雌虫、敏感株雄虫、耐药株雌虫

和耐药株雄虫各 30 条，参照 Qiagen+TRK1002 
(LC Science，Houston，TX) 说明书分别对 4 个样

本进行总 RNA 提取，用 Bioanalyzer 2100 和 RNA 
6000 Nano Lab Chip Kit 进行总 RNA 质量和浓度

检测，以 RIN 值>7.0 为合格的标准。 

1.3  去 rRNA 链特异性文库构建 
四个样本总 RNA 经过质检合格后，将敏感 

株雌虫及雄虫核苷酸等量混合，将耐药株的雌虫

及雄虫核苷酸等量混合，然后进行敏感株和耐药

株文库构建。利用 Illumina 公司的 Ribo-Zero™ 
rRNA Removal Kit 试剂盒分别对 rRNA 进行捕获

去除，剩余的 RNA 在高温条件下利用二价阳离子

进行片段化。以此为模板，用六碱基随机引物合

成第一链 cDNA，随后加入大肠杆菌 Escherichia 
coli DNA polymeraseⅠ与 RNase H 进行第二链

cDNA 合成，将这些 DNA 与 RNA 的复合双链转

化成 DNA 双链，同时在二链中掺入 dUTP，将双

链 DNA 的末端补齐为平末端。再在其两端各加

上一个 A 碱基，使其能够与末端带有 T 碱基的接

头进行连接，利用磁珠对其片段大小进行筛选和

纯化。以 UDG 酶消化二链，再通过 PCR，使其

形成片段大小为 300 bp (±50 bp) 的文库。最后使

用 Illumina HiSeq 4000 (LC Bio，China)测序平台

按照标准操作对其进行双端测序，读长 2×150 bp。 

1.4  转录组数据分析 
首先使用 Cutadapt[7]去除测序过程中测序接

头及低质量序列，然后利用 Bowtie2[8]和 Tophat2[9]

软件将测序得到的序列比对到捻转血矛线虫参考

基因组上，再利用 StringTie[10]对转录本进行组装。 
识别 lncRNA 的关键是如何区分编码转录本

和非编码转录本，本研究首先去除已知 mRNA 和

具有编码潜能的未知 mRNA，然后去除小于 200 bp

和 reads 覆盖度小于 3 的转录本，再利用 CPC_Score 

(Score ≤ −1)[11] 和 CNCI_Score(Length ≥ 200 且

exon≥1 且 score≤0)[12]软件综合预测 lncRNA，能

较好地从预测得到的新转录本中排除具蛋白编码

能力的转录本，通过转录本含外显子数目≥1、已

知 lncRNA 信息确定、与捻转血矛线虫非 lncRNA

序列比对等一系列过滤条件后，利用类代码(Class 

code)o (与参考转录本的外显子重叠)、I (内含子区

域的转录本)、u (基因间转录本)、j (已知转录本

的潜在亚型) 及 x (与参考转录本反义链的外显子

重叠) 作为新 lncRNA 转录本的候选。 
对敏感株和耐药株 lncRNA的表达量 (FPMK

值)进行差异分析，以|log2(差异倍数)|>1 且 P<0.05

作为显著差异表达基因筛选的阈值。将顺式调控

定义为染色体上下游 100 kb 范围内存在差异表达

的 lncRNA 与差异表达的 mRNA，反式调控定义

为 lncRNA 跨染色体调控基因的表达，主要基于

lncRNA 与 mRNA 序列之间形成二级结构所需要

自由能的大小 [13]。并然后利用 GO 和 KEGG 

Pathway 数据库对 lncRNA 靶向的差异 mRNA 进

行功能注释和代谢通路分析。 
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2  结果与分析 

2.1  RNA-Seq 测序质量评估 
对捻转血矛线虫敏感株和耐药株分别构建

cDNA 文库并进行转录组测序，将得到的数据进

行质控和组装，去除低质量的数据，敏感株和耐

药株分别获得 86 162 364 和 89 454 054 个读长，

Q30 质量值百分率分别达到了 97.53%和 97.38%，

表明测序质量较高，符合后续分析要求。将有效序

列比对到捻转血矛线虫参考基因组，结果显示，敏

感虫株与参考基因组的比对率为 85.97%，耐药虫

株与参考基因组的比对率为 94.56%。 

2.2  lncRNA 的鉴定和特征比较 
使用带有“u”、“i”、“x”、“j”和“o”的 5 类代码作为

新 lncRNA 转录本的候选，共鉴定出 6 505 个新的

lncRNA，其中敏感株 6 377 个，耐药株 6 356 个 (表
1)，同时鉴定出 16 209 个 mRNA。对 lncRNA 与

mRNA 的结构特征 (长度分布、和外显子数目) 
进行统计，结果表明，长度小于 500 bp 的 lncRNA
在总 lncRNA 中的分布密度较高，占 58.4%，而

mRNA 的长度分布主要集中在大于 1 000 bp，占

总 mRNA 的 44.0% (图 1)。外显子统计结果表明，

鉴定出的 lncRNA中有很大一部分仅含有1–2个外

显子，占 lncRNA 总数的 81.6%，mRNA 中的外显

子个数分布则较均匀 (图 2)。利用 FPKM 值归一

化转录本表达量，根据中位数可以看出 mRNA 表

达水平高于 lncRNA (图 3)。 

2.3  lncRNA 差异表达分析 
利用 FPKM 值对两样本进行归一化处理，以

P<0.05 及 log2 (fold change)>1 或 log2 (fold change) 

 
表 1  lncRNA 的鉴定 
Table 1  Identification of lncRNA 

Sample 
Class code 

Total 
i j o u x = 

HC 509 450 85 4 952 379 0 6 377 
HC_BZ 503 449 87 4 937 382 0 6 356 

 
 

图 1  敏感株与耐药株 lncRNA 和 mRNA 转录本长度

分布 
Fig. 1  Transcript length distribution of lncRNA and 
mRNA in sensitive and resistant strains. 
 

 
 

图 2  敏感株与耐药株 lncRNA 和 mRNA 外显子数目

分布 
Fig. 2  Exon number distribution of lncRNA and mRNA 
in sensitive and resistant strains. 
 

 
 

图 3  lncRNA 和 mRNA 转录本表达水平及数量 
Fig. 3  Expression level and quantity of lncRNA and 
mRNA transcript. 
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<−1 为标准筛选差异 lncRNA。结果表明，筛选条

件下共获得 168 个差异显著的 lncRNA，其中表达

上调的有 92 个，表达下调的有 76 个 (图 4)。 
 

 
 

图 4  样本间的差异 lncRNA 散点图 
Fig. 4  Scatter plot of differentially expressed lncRNA. 

 

2.4  lncRNA 靶基因预测 
通过皮尔森相关系数和自由能值对 lncRNA

进行靶基因预测，结果显示，共得到 562 个潜在

靶基因，其中潜在顺式调控(cis)靶基因 146 个，

潜在反式调控(trans)靶基因 416 个。以 P<0.05 及

log2(fold change)>1 或 log2(fold change)<−1 为阈

值，差异显著的靶基因 416 个。敏感株和耐药株

差异倍数前 10 的 lncRNA 及靶基因如表 2 所示。 

2.5  差异 lncRNA 靶基因 GO 和 KEGG 富集

分析 
通过对鉴定出的所有 lncRNA 和 mRNA 的表

达量情况进行相关性分析，而后从中筛选出与

lncRNA 的表达模式极显著相关的 mRNA，从而

对该 lncRNA 靶基因进行功能的预测和 KEGG 富

集分析。 

GO 分析结果显示，差异显著 lncRNA 的靶 
基因共注释到 641 条 GO terms，其中生物学过程

317 条，细胞组分 113 条，分子功能 211 条。主

要注释到代谢过程、蛋白水解、线虫发育、虫卵

孵化死亡；细胞膜、细胞器、细胞质；转移酶     
活性、核苷酸结合、ATP 结合、蛋白结合等     
(图 5)。 

KEGG 富集分析结果显示，捻转血矛线虫敏

感株和耐药株差异表达 lncRNA 的靶基因共富集

到 92 条通路，富集程度较高的前 10 条通路如表

3 所示，其中与耐药性相关的通路有药物代谢-
其他酶 (Drug metabolism-other enzymes)、药物

代 谢 - 细 胞 色 素 P450 (Drug metabolism- 
cytochrome P450)、细胞色素 P450 对异生素的代

谢  (Metabolism of xenobiotics by cytochrome 
P450) 等。 

3  讨论 

细菌的耐药机制较为简单，研究较成熟，而

多细胞真核生物的耐药性显然要复杂得多，涉及

真核生物和真核细胞双重的药物代谢、药效机制。

随着高通量测序的发展，越来越多的 lncRNA 受

到广大学者的关注，目前已经鉴定的 lncRNA 主

要与癌症、肿瘤耐药相关[14-15]。迄今为止，关于

寄生虫耐药性的 lncRNA，特别是有关捻转血矛线

虫的研究未见报道。在本研究中以捻转血矛线虫

耐药性为出发点，对敏感株和耐药株进行比较转

录组学测序分析，鉴定出 lncRNA 并筛选出差异

候选 lncRNA 的靶基因，在转录组层面为探讨捻

转血矛线虫耐药性与 lncRNA 的关联提供有价值

的数据。并且 mRNA 表达水平高于 lncRNA，与

组织中的表达趋势一致[15]。 
在敏感株和耐药株中分别鉴定出 6 377 个和   

6 356 个 lncRNA，以 log2 (差异倍数)>1 或 log2  
(差异倍数)<−1 且 P<0.05 为阈值进行显著差异分

析，共获得 168 个差异显著的 lncRNA。并预测  
出差异靶基因 562 个，GO 分析靶基因，共注释

到 3 大功能中的 641 条 GO terms，其中生物学过

程 317 条，细胞组分 113 条，分子功能 211 条。

在生物学过程中，差异的靶基因较多注释在代谢 
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图 5  GO 分析差异 lncRNA 靶基因 
Fig. 5  GO analysis of the target genes of DElncRNAs. 

 
表 2  差异表达基因最大的 10 个 lncRNA 及其上调和下调靶基因 
Table 2  Top 10 up and down-regulated lncRNA with the greatest fold changes and its targer genes 

LncRNA Log2 (Sensitive/Resistant) Predicted target genes 
MSTRG.12738 −9.84 HCOI_01448700(Ribosomal protein L38e) 
MSTRG.4271 −10.59 HCOI_00455500(Similar to piggyBac-derived 2) 
MSTRG.20243 −10.46 HCOI_02146000(Cytochrome P450) 
MSTRG.17393 −7.71 HCOI_01885300(C. briggsae CBR-LGC-18 protein) 
MSTRG.17550 −7.65 HCOI_01723300(Zinc finger domain containing protein) 
MSTRG.8198 10.58 HCOI_00835800(Deoxynucleoside kinase) 
MSTRG.9190 7.58 HCOI_00938300(Protein Y57G11C.48) 
MSTRG.10083 7.40 HCOI_01020700(Protein UNC-89) 
MSTRG.2723 6.75 HCOI_00304700(Von Willebrand factor and C-type lectin) 
MSTRG.13136 6.04 HCOI_01486200(Fps Fes Fer CIP4 homology and RhoGAP) 
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表 3  DElncRNA 差异靶基因 KEGG 富集前 10 通路 
Table 3  Top 10 enriched KEGG pathways of DElncRNA 

KEGG pathway DEGs number Total DEGs number P-value 
Drug metabolism-other enzymes 4 70 3.24×10–4 
P450 Drug metabolism-cytochrome P450 4 70 1.16×10–4 
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 4 70 1.32×10–3 
Glutathione metabolism 4 70 6.47×10–3 
Apoptosis 2 70 5.59×10–3 
Carbon metabolism 12 70 2.74×10–7 
Endocytosis 12 70 2.30×10–6 
Fatty acid metabolism 8 70 1.25×10–4 
Valine, leucine and isoleucine degradation 8 70 7.03×10–5 
MAPK signaling pathway 6 70 1.42×10–5 

 
过程、转运过程等，除了这些常规的注释过程外，

蛋白水解、线虫发育、虫卵孵化死亡等生物学过

程也占了较大的比重，此结果可能是耐药株在药

物的选择压力下，为响应药物选择压力的原因。

在细胞组分中，差异的靶基因较多注释到细胞膜、

细胞器和细胞质上。在细胞组分中，差异的靶基

因除了较多注释到转移酶活性、核苷酸结合等常

规的功能外，另外还富集到 ATP 结合、GTP 结合、

ATP 酶活性、β-微管蛋白结合、微管结合、微管

运动和 G 蛋白偶联 GABA 受体活性等。ATP 蛋白

属于转运蛋白的一种，研究发现该蛋白可以将药

物泵出细胞外从而产生耐药性，据报道 ATP 结合

蛋白在肿瘤耐药、癌症耐药中扮演了很重要的角

色[16-17]。在本研究中该蛋白显著富集，推测该蛋

白参与捻转血矛线虫丙硫咪唑耐药性的产生。丙

硫咪唑以 β-微管蛋白为靶点，阻止寄生虫微管蛋

白聚合组装，从而导致虫体死亡[18]，本研究中 β-
微管蛋白结合、微管结合、微管运动等在差异表

达基因中均被富集，推测 β-微管蛋白在耐药虫株

中发挥重要作用，与前人研究结果一致[19]。 
KEGG Pathway 富集结果显示前 10 条通路

中，包括药物代谢-其他酶 (Drug metabolism-other 
enzymes) 、 药 物 代 谢 - 细 胞 色 素  (P450 Drug 
metabolism-cytochrome P450)、细胞色素 P450 对

异生素的代谢  (Metabolism of xenobiotics by 

cytochrome P450)、谷胱甘肽代谢  (Glutathione 
metabolism) 等，这些信号通路均与耐药性有关，

可能是 DElncRNA 共表达基因的重要 KEGG 途

径，相关的 lncRNA 可能潜在地参与捻转血矛线

虫丙硫咪唑耐药性的过程。该通路下的 lncRNA
可能在丙硫咪唑药物选择压力下，通过基因表达

量的变化来发挥耐药性的作用。 
在差异表达基因最大的 10 个 lncRNA 中，其

靶基因细胞色素 P450 在敏感株中的表达水平显

著低于耐药株。细胞色素 P450 是寄生虫体内药物

代谢过程重要的系统，主要起着解毒等作用，目

前在昆虫、按蚊对杀虫剂耐药性中研究较多[20-21]。

Yilmaz 等[22]通过荧光定量 PCR 对阿苯达唑不同

敏感程度的捻转血矛线虫敏感株和耐药株 P450
家族进行检测，结果表明该家族基因在阿苯达唑

耐药株中的表达量比敏感株高 2.4–3.7 倍，与本研

究结果一致。差异表达 lncRNA 的靶基因除细胞

色素 P450 与捻转血矛线虫阿苯达唑耐药性相关

外，笔者未发现其他的靶基因与捻转血矛线虫耐

药性有相关联系性的研究。但是锌指结构域含有

蛋白 (Zinc finger domain-containing protein)、脱氧核

苷激酶 (Deoxynucleoside kinase) 等基因同样参

与了细胞凋亡、多重耐药的过程。有关捻转血矛

线虫阿苯达唑耐药性中部分信号通路及耐药基因

的研究仍属未知，下一步可对样本间差异表达的 
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lncRNA 进行生物功能注释分析及生物学功能验

证，进一步对差异表达的 lncRNA 进行功能及代

谢通路富集分析，以阐述捻转血矛线虫 lncRNA

对丙硫咪唑耐药性产生的分子调控机制。 

4  结论 

本研究采用 RNA-Seq 测序技术对捻转血矛

线虫敏感株和耐药株进行转录组学测序，筛选出

差异的 lncRNAs，并对差异显著的 lncRNAs 与其

共表达的差异 cis 和 trans 调控靶基因进行生物信

息学分析，推测 lncRNA 可能对捻转血矛线虫丙

硫咪唑耐药性具有重要的调节作用，为从 lncRNA

角度分析捻转血矛线虫敏感株和耐药株的差  

异及丙硫咪唑耐药机制的进一步研究提供理论

基础。 
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