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基于 PacBio Iso-Seq 红棕象甲 

全长转录组测序分析* 
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摘  要  【目的】 建立红棕象甲 Rhynchophorus ferrugineus 全长转录组数据库，深入挖掘红棕象甲基因

数据信息。【方法】 采用高通量测序平台，利用二代测序（Illumina RNA-seq）校正三代测序（PacBio Iso-Seq）

的方法对红棕象甲进行全长转录组测序，并对转录组数据进行生物信息学分析。【结果】 红棕象甲全长转

录组平均长度为 2 302 bp，N90 长度为 1 321 bp，N50 长度为 2 785 bp；经 CD-Hit 程序去冗余，获得转录

本 63 801 条，主要长度范围为 0.5-6 k。基因功能注释表明，在 NR、Swiss-Prot、KEGG、KOG、GO、NT

和 Pfam 数据库中，分别有 50 280、40 109、47 197、33 511、27 707、27 253 和 27 707 条转录本被注释；

其中，12 508 条转录本均在 7 个数据库中有注释，54 999 条转录本至少在一个数据库有注释。此外，经鉴

定或预测，获得 2 184 个可变剪接（AS）、66 230 个 SSR、2 084 个转录因子（TFs）和 9 618 条长链非编

码 RNA（LncRNA）。CDS 长度的主要分布范围为 0-2 500 nt。【结论】 本研究获得了红棕象甲全长转录组

数据库，为红棕象甲后续分子生物学基础研究奠定基础。 

关键词  红棕象甲；转录组；基因组注释；高通量测序 

Using PacBio Iso-Seq to determine the transcriptome of 
Rhynchophorus ferrugineus 

YANG Hong-Jun1, 2**  HU Jia-Meng2  WANG Zhi-Bo2  XU Dan-Ping1  ZHUO Zhi-Hang1, 2, 3*** 

(1. College of Life Science, China West Normal University, Nanchong 637002, China; 2. College of Forestry, Hainan University, 

Haikou 570228, China; 3. The Key Laboratory of Integrated Pest Management on Crops in South China,  

Ministry of Agriculture, P. R. China, Guangzhou 510642, China) 

Abstract  [Objectives]  To obtain genetic data on, and establish a transcriptome database for, Rhynchophorus ferrugineus. 

[Methods]  The transcriptome of R. ferrugineus was sequenced using a high-throughput sequencing platform with 

second-generation sequencing (Illumina RNA-seq) to correct third-generation sequencing (PacBio Iso-Seq) data, and analyzed 

with bioinformatic software. [Results]  The mean number of R. ferrugineus transcripts was 2 302 bp and the N90 and N50 

lengths were 1 321 bp and 2 785 bp, respectively. An additional 63 801 transcripts were obtained using the CD-Hit program 

with the majority ranging in length between 0.5 and 6 k. Of the transcripts found, 50 280 were annotated in the NR database, 

27 253 in the NT database, 47 197 in the KEGG database, 40 109 in the Swiss-Prot database, 27 707 in the Pfam database, 

27 707 in the GO database and 33 511 in the KOG database. 54 999 were annotated in at least one database and 12 058 were 

annotated in all databases. Furthermore, 2 184 AS, 66 230 SSR, 20 84 TFs and 9 618 LncRNA were predicted, or identified, 

respectively, and the main CDS length range was 0-2 500 nt. [Conclusion]  The transcriptome database of R. ferrugineus was 

successfully obtained. The results provide a foundation for further study of the molecular biology of this species. 

Key words  Rhynchophorus ferrugineus; transcriptome; genome annotation; high-throughput sequencing 
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红棕象甲 Rhynchophorus ferrugineus 属鞘翅

目 Coleoptera 象甲科 Curculionidae，是棕榈科

Palmae 植物主要害虫（Vatanparast et al.，2014；

Wakil et al.，2015）。该虫起源于东南亚，之后迅

速蔓延到亚洲和大洋洲等地，严重危害棕榈科植

物（Soroker et al.，2005）。红棕象甲在我国属外

来入侵害虫，危害面积超 1 万 km2，严重威胁沿

海地区生态安全（Shi et al.，2014；Ge et al.，

2015）。该虫主要以幼虫钻蛀危害，通过破坏寄

主顶端分生组织，威胁植物机械稳定，因其生活

隐蔽且前期症状不明显，往往造成后期防治效果

不佳，树木风折坍塌严重（Ferry and Gomez，

2002；Sacchetti，2006；Hussain et al.，2013）。

目前，高通量转录组测序研究在农林学科应用已

较为成熟，在昆虫学方面，则主要集中于抗药性、

生长发育和遗传变异等方面，这将为红棕象甲挖

掘新的药效靶标、利用分子设计实现害虫防治等

提供理论依据。 

高通量转录组测序根据碱基滚动读取长度，

分为二代测序和三代测序。二代测序广泛用于基

因表达水平研究（Nagalakshmi et al.，2008；

Ekblom and Galindo，2011；Djebali et al.，2012），

如家蚕 Bombyx mori（Li et al.，2020）、赤拟谷

盗 Tribolium castaneum（Guo et al.，2019a）、大

蜡螟 Galleria mellonella（杨爽等，2019）、棉铃

虫 Helicoverpa armigera（Wang et al.，2020）和

椰子二疣犀 Oryctes rhinoceros L.（Arvind et al.，

2020）等，但二代测序读取长度短，不能跨越整

个转录本（Koren et al.，2012）。与第二代测序

相比，三代测转录组测序无需组装即可捕获全长

转录本，近年来三代测序逐渐应用于多种昆虫学

研究，如灰飞虱 Laodelphax striatellus（Zhu et al.，

2017）、白星花金龟 Protaetia brevitarsis Lewis

（Wang et al.，2019）、窗萤 Pyrocoelia pectoralis

（Fu et al.，2017）等。目前，关于红棕象甲二

代测序虽有部分研究（Antony et al.，2019；

Habineza et al.，2019；Muhammad et al.，2019），

但三代全长测序的报道相对较少。综上，红棕象

甲作为棕榈科主要蛀干害虫，本文采用二代测序

（Illumina RNA-seq）校正三代测序（PacBio 

Iso-Seq）方法，对红棕象甲进行全长转录组测序， 

并通过基因功能注释、CDS 预测、SSR 分析和

TFs 分析等，为其相关基因互作、转录表达、功

能注释及分子标记和开发提供理论依据，为进一

步从分子水平开展红棕象甲防治奠定基础，同时

也丰富鞘翅目昆虫全长转录组数据库。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

供试红棕象甲采自中国热带农业科学院椰

子研究所（海南文昌），且虫体健康活跃；采集

后，迅速用液氮冷冻并保存于﹣80 ℃低温冰箱

中备用。 

1.2  Total RNA 提取和高通量测序 

RNeasy Plus Mini Kit（Qiagen，Valencia，

CA，USA）提取样品 Total RNA；1%琼脂糖凝

胶电泳检测 RNA 降解程度及污染；Nanodrop

（NanoDrop products，USA）检测 RNA 的纯度

（OD260/280）；Qubie 对 RNA 浓度进行精确定量；

Agilent 2100 精确检测 RNA 的完整性。PacBio 

Iso-Seq 高通量测序采用红棕象甲 Total RNA 混

合样。Illumina RNA-Seq 高通量测序采用红棕象

甲单个 Total RNA 样品。红棕象甲全长转录组测

序工作主要由北京诺禾致源科技股份有限公司

协助完成。 

1.3  PacBio Iso-Seq 数据处理和校正 

SMRTlink 6.0 软件对高通量序列数据进行

处理，从 subread BAM files 获得循环一致性序列

（ Cyclic consensus sequence， CCS）并生成

CCS.BAM files；通过 pbclassify 将 CCS.BAM 

files 分为全长读取和非全长读取，并将全长和非

全长的 fasta 文件执行 isoform 聚类，最后使用 

Quiver 进行快速校正。PacBio Iso-Seq 数据通过

Illumina RNA-seq 数据和 LoRDEC 软件校正

（Salmela and Rivals，2014）。LoRDEC 采用混

合纠错的模式，首先读取 RNA-seq 测序的 reads，

利用 reads 数据构建 DBG（de Bruijn Graph）图；

然后依次读取 PacBio Iso-Seq 的 reads，在构建的

DBG 图中判断三代数据中是否有二代数据支
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持；对 DBG 图中没有二代数据支持的数据进行

校正，输出校正后的序列。并经 CD-HIT-EST 程

序去冗余后，获得红棕象甲全长转录组（Fu 

et al.，2012）。 

1.4  生物信息学分析 

功能注释：通过 NR、NT、Pfam、KOG、

Swiss-Prot、KEGG 和 GO 数据库分别对红棕象

甲全长转录组进行功能注释（E-value≤1×10-5）。 

转录因子（TFs）鉴定：通过动物转录因子

数据库（Animal TFDB 2.0 database）进行转录因

子鉴定（Zhang et al.，2015）。不在数据库中的

物种，由 HMMSEARCH 软件根据转录因子家族

的蛋白质家族数据库文件（Pfam files）鉴定。 

长链非编码 RNA（lncRNAs）预测：通过

Coding-Non-Coding-Index （ CNCI ）（ Altschul 

et al.，1997），Coding Potential Calculator（CPC）

（Kong et al.，2007），Pfam-scan（Finn et al.，

2016）和 PLEK（Li et al.，2014a）鉴定转录组

lncRNAs。 

可变剪接（AS）分析：使用编码基因组重

建工具（Cogent v3.1，https://github.com/Magdoll/ 

Cogent）和 SUPPA（https://github.com/comprna/ 

SUPPA，默认设置）对红棕象甲全长转录组 AS

进行分析。 

编码序列（CDS）预测及微卫星序列 SSR

分析：ANGEL pipeline 可实现 ANGEL 长读取，

能确定全长互补脱氧核糖核酸（cDNAs）的蛋白

质编码序列（CDS）。本文采用红棕象甲及其近

缘物种的蛋白序列进行 ANGLE 测试，然后对给

定序列进行 ANGLE 预测（Shimizu et al.，2006）。

同时，通过 MIS（http://pgrc.ipk-gatersleben.de/ 

misa/misa.html）分析红棕象甲全长转录组的

SSR。 

2  结果与分析 

2.1  全长转录组数据统计 

PacBio Iso-Seq 测序结果表明，红棕象甲全

长转录组数据库包含 454 369 条 CCSs，362 466

条全长序列（Full length reads），81 424 条非全

长序列（Nonfull-length reads），330 973 条全长

非嵌合体序列（Ull-length non chimera），平均长

度为 2 332 bp。Illumina RNA-seq 测序结果表明，

红棕象甲转录组数据库包含 642 179 304 条原始

序列（Raw reads）和 625 983 256 条干净序列

（Clean reads）。此外，PacBio Iso-Seq 测序结果

含有 10 172 136 条子序列（Subreads），181 405

条共识序列（Consensus reads）；其中，共识序列

平均长度 2 305 bp，N90 长度 1 327 bp，N50 长

度 2 790 bp。共有 181 405 条 PacBio Iso-Seq 序

列经过 Illumina RNA-seq 序列校正后，共识序列

平均长度 2 302 bp，N90 长度 1 321 bp，N50 长

度 2 785 bp。通过 CD-Hit 程序去冗余和校正共

识序列再聚类，获得转录本 63 801 条，主要长

度分布范围 0.5-6 k（图 1）。 
 

 
 

图 1  PacBio Iso-Seq 获得红棕象甲基因的长度分布 

Fig. 1  Length distribution of Rhynchophorus 
ferrugineus unigenes obtained by PacBio Iso-Seq 

 

2.2 功能注释 

为获得红棕象甲全长转录组功能注释，本文

通过 7 个数据库对 63 801 条转录本进行注释，

结果表明：在 NR、Swiss-Prot、KEGG、KOG、

GO、NT 和 Pfam 数据库中，分别有 50 280、

40 109、47 197、33 511、27 707、27 253 和 27 707

条转录本被注释；其中，12 508 条转录本均在 7

个数据库中有注释，54 999 条转录本至少在一个

数据库有注释（图 2）。 

2.3  TFs 鉴定 

动物转录因子数据库及HMMSEARCH软件 
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图 2  红棕象甲转录本功能注释 

Fig. 2  Function annotation of Rhynchophorus 
ferrugineus transcripts 

NR：NCBI 官方的蛋白序列数据库；SwissProt：蛋白序

列数据库；KEGG：京都基因和基因组百科全书； 

KOG：真核直系同源组；GO：基因功能描述的分类系

统；NT：NCBI 核酸序列数据库；Pfam：蛋白结构域注

释的分类系统；At least one database：至少在一个数据库

注释成功的转录本数目；All databases：在所有数据库中

注释成功的转录本数目。 

NR: NCBI non-redundant protein sequences; SwissProt: 
Protein sequence database; KEGG: Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes; KOG: euKaryotic Ortholog Groups; 
GO: Gene function description classification system; NT: 
NCBI nucleotide sequences; Pfam: Classification system 
for annotation of protein family; At least one database: 

Number of transcripts successfully annotated in at least one 
database; All databases: Number of transcripts successfully 

annotated in all databases. 

TFs 鉴定结果表明：红棕象甲全长转录组含 2 084

个转录因子，其中 Zf-C2H2（27.35%）、ZTBB

（22.84%）、TF_bzip（4.85%）和 bHLH（4.08%）

是主要转录因子家族（图 3）。 

2.4  AS 分析 

Cogent 和 SUPPA 分析结果表明，红棕象甲

全长转录组包含 2 184 个 AS，其中选择性 3剪

接位点（Alternative 3′ splice sites）、互斥外显子

（ Mutually exclusive exons ）、 跳 跃 外 显 子

（ Skipping exon ）、 选 择 性 5 剪 接 位 点

（ Alternative 5′ splice sites ）、 保 留 内 含 子

（ Retained introns ） 和 选 择 性 第 一 外 显 子

（Alternative first exons）为主要的 AS。保留内

含子最多（134 个，占 6.14%），其他 5 种类型

AS 占比均不到 2%。 

2.5  LncRNA 预测 

红棕象甲全长转录组 LncRNA 分析结果表

明，cnci、pfam、plek 和 cpc 分别预测 lncRNAs：

18 897、32 552、17 481 和 34 066 个，同时预测

lncRNAs：9 618 个（图 4）。此外，通过 mRNA

与预测的 lncRNA 长度分布密度比较结果表明：

相比 mRNA，lncRNA 更倾向于短转录本分布

（图 5）。 
 

 
 

图 3  SMRT 预测的前 29 个转录因子的数量和家族 

Fig. 3  Number and family of top 29 transcription factors predicted by SMRT 

横坐标代表不同的转录因子家族。 

The abscissa represents different transcription factor families. 
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图 4  利用 cnci、pfam、plek 和 cpc 预测的 

lncRNA 维恩图 

Fig. 4  Venn diagram of lncRNA transcripts identified 
from cnci, pfam, plek and cpc 

 

 
 

图 5  LncRNA 和 mRNA 在红棕象甲中的长度分布 

Fig. 5  Length distribution of LncRNA and mRNA  
in Rhynchophorus ferrugineus 

 

2.6  CDS 预测 

CDS 是一种编码蛋白质产物的序列，它与蛋

白质的密码子完全一致。在全长转录组的测序结

果中，预测蛋白质编码区有助于基因的初步分

析，也是后续蛋白质结构分析的基础。基于

PacBio Iso-Seq 红棕象甲全长转录组测序分析，

利用 ANGEL 软件对获得的全长转录组进行

CDS 预测，结果表明 CDS 长度的主要分布范围

为 0-2 500 nt（图 6）。 

2.7  SSR 分析 

MISA 软件 SSR 分析结果表明：每个单位尺

寸的最小重复次数为 1-10、2-6、3-5、4-5、5-5、 

 
 

图 6  红棕象甲转录本编码序列的数量、 

百分比和长度分布图 

Fig. 6  Number, percentage and length distributions  
of coding sequences of Rhynchophorus  

ferrugineus transcripts 

 
6-5。此外，红棕象甲全长转录组共鉴定出 66 230

个 SSR 位点；其中，单核苷酸重复（Mono 

nucleotide motifs）最多（75.34%），其后依次为

双核苷酸重复（Di nucleotide motifs，19.12%）、

三核苷酸重复（Tri nucleotides，5.09%）、四核苷

酸重复（Tetra nucleotides，0.29%）、五核苷酸重

复（Penta nucleotides，0.05%）和六核苷酸重复

（Hexa-nucleotide motifs，0.10%）（图 7）。 

 

 
 

图 7  红棕象甲转录本的简单序列重复散点图 

Fig. 7  Scattergram of simple sequence repeats of 
Rhynchophorus ferrugineus transcripts 

Mono-：单核苷酸重复；Di-：双核苷酸重复； 

Tri-：三核苷酸重复；Tetra-：四核苷酸重复； 

Penta-：五核苷酸重复；Hexa-：六核苷酸重复。 

Mono-: Mono nucleotide motifs; Di-: Di nucleotide motifs; 
Tri-: Tri nucleotides; Tetra-: Tetra nucleotides;  

Penta-: Penta nucleotides; Hexa-: Hexa-nucleotide motifs. 
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3  讨论 

目前，RNA-seq 二代转录组测序广泛运用于

昆虫学相关研究，特别是基因表达水平和差异基

因表达模式等（Fatih and Patrice，2010），如家

蚕（Li et al.，2020）、赤拟谷盗（Guo et al.，2019a）、

白蜡虫 Ericerus pela（赵遵岭等, 2019）、棉铃虫

（Wang et al., 2020）和椰子二疣犀（Arvind 

et al.，2020）等。但二代测序具有读取长度短、

剪接转录不完整、难以准确预测基因结构及功能

注释错误等缺点（Coghlan et al.，2008；Koren 

et al.，2012；Lin et al.，2017；Li et al.，2018）。

与第二代测序相比，三代转录组测序无需组装即

可捕获全长转录本，具有可识别多种可变剪切形

式和剪接位点、检测新功能基因、补充基因组注

释等优点，逐渐应用于多种昆虫学研究。如小菜

蛾 Plutella xylostella（Zhao et al.，2019）、日本

栎蚕蛾 Antheraea yamamai（Kim et al.，2018）、

家蚕（Kawamoto et al.，2019）等。然而，三代

测序虽然具有超长读取优势，其单碱基读取错误

率较高，需要第二代测序校正（Au et al.，2013；

Li et al.，2014b）。 

为建立红棕象甲全长转录组数据库，深入挖

掘红棕象甲基因数据，为该虫分子生物学研究提

供数据支撑，本文同时采用高通量测序 PacBio 

Iso-Seq 和 Illumina RNA-seq 对红棕象甲进行全

长转录组测序，并对转录组数据进行生物信息学

分析。结果表明红棕象甲全长转录组平均长度为

2 302 bp，N90 长度为 1 321 bp，N50 长度为 2 785 

bp；经 CD-Hit 程序去冗余，获得转录本 63 801

条，主要长度范围为 0.5-6 k。与二代测序数据量

相比，二代测序结合三代测序获得红棕象甲转录

组数据高于其它多种二代测序鞘翅目昆虫，如松

墨天牛 Monochamus alternatus（Li et al.，2019a）、

暗黑鳃金龟 Holotrichia parallela（Yi et al.，

2018）、咖啡果小蠹 Hypothenemus hampei（Noriega 

et al.，2019）等。此外，基因功能注释表明 86.20%

红棕象甲转录本能成功注释，注释率高于其它多

种二代测序鞘翅目昆虫，如茄二十八星瓢虫

Henosepilachna vigintioctopunctata（Guo et al.，

2019b）、刀角瓢虫 Serangium japonicum（Hu 

et al.，2020）、条背萤 Sclerotia aquatilis（Chanchay 

et al.，2019）等。与此同时，相较于其他利用

PacBio Iso-Seq 测 序 的 昆 虫 ， 如 白 背 飞 虱

Sogatella furcifera（Chen et al.，2020a）测序获

得了 29 700 条转录本，莲草直胸跳甲 Agasicles 

hygrophila（Jia et al.，2018）测序获得 28 982 条

转录本，家蚕 Bombyx mori（Chen et al.，2020b）

丝腺的测序获得了 11 697 条转录本，本研究获

得了更多的昆虫全长转录组数据。通过动物转录

因子数据库及 HMMSEARCH 软件分析，本文获

得 2 048 个 TFs，而不同 TFs 可能参与不同的代

谢过程，并可能具有多种不同的功能（Chen and 

Rajewsky，2007）。例如 AhR/ARNT 可能调节与

农药抗性相关的多个解毒基因的表达（Pan 

et al.，2019）；转录因子 MaPacC 是耐热性的负

调节因子，在蝗虫免疫方面发挥着独特的作用

（Zhang et al.，2020）；转录因子 FTZ-F1 和顺式

作用元件介导 CYP6BG1 的表达，能够调控小菜

蛾对杀虫剂（氯虫酰胺）的抗药性（Li et al.，

2019b）。综上，TFs 分析将为进一步研究红棕象

甲免疫和抗药性提供数据支撑。此外，本文通过

Cogent 和 SUPPA 分析获得 2 184 个 AS，通过

MISA 软件分析获得 66 230 个 SSR，通过

lncRNAs 预测获得 9 618 个 lncRNAs，这都将为

进一步挖掘红棕象甲新的药效靶标、利用分子设

计实现害虫防治等提供理论依据。综上，本文基

于 PacBio Iso-Seq，成功获得了红棕象甲全长转

录组，并成功注释了红棕象甲全长转录组相关基

因功能信息，不仅丰富了鞘翅目昆虫基因数据

库，也将为下一步红棕象甲的分子标记开发、行

为生态学研究、捕获其免疫和抗药性基因等研究

提供数据支撑。 
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