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摘要： 旨在探索广西特有的优良地方品种右江鹅白羽和灰羽颜色的分子机制。 试验采用转录组测序 （ＲＮＡ－ｓｅｑ） 技术比较白羽和灰羽右江鹅的

毛囊组织转录组差异， 通过 ＤＥＳｅｑ２ 软件分析两组样品的基因表达差异， 使用 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ Ｒ 软件包进行基因本体 （ＧＯ） 功能注释和京都基因与

基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 通路富集分析。 结果： 共有 ２７５ 个基因在白羽和灰羽组中差异表达， 候选基因包括酪氨酸酶相关蛋白 １ （ＴＹＲＰ１）、 酪

氨酸酶 （ＴＹＲ）、 瞬时受体电位阳离子通道亚家族 Ｍ 成员 １ （ＴＲＰＭ１）、 转化生长因子 β 受体 ２ （ ＴＧＦＢＲ２）、 性别决定区域 Ｙ 盒蛋白 ５ 基因

（ＳＯＸ５）、 磷脂酶 Ｃβ２ （ＰＬＣＢ２）、 黑素亲和素 （ ＭＬＰＨ）、 黑色素 Ａ （ ＭＬＡＮＡ）、 谷胱甘肽过氧化物酶 ３ （ ＧＰＸ３） 和 Ｂ 型内皮素受体 ２
（ＥＤＮＲＢ２）； ＧＯ 分析显示差异基因主要富集于 Ｇ 蛋白偶联受体信号通路、 生长相关通路以及有机磷分解代谢过程； ＫＥＧＧ 分析表明， 差异基因

主要集中在过氧化物酶体增殖物激活受体 （ＰＰＡＲ） 信号通路、 甘油脂质代谢和谷胱甘肽代谢等通路。 试验结果为进一步研究基于羽色筛选右江

鹅遗传选育提供一定的理论支持。
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　 　 羽毛是家禽重要的皮肤附属物， 羽色在禽类求偶

繁育、 躲避捕食、 热量调节、 光保护及保护身体等方

面均发挥重要作用［１］。 在家禽繁殖育种方面， 羽色

既是表型标志物又是重要的经济性状， 羽色的遗传稳

定性直接影响了品种选育、 推广及商业化进程。 鹅羽

色由羽毛中真黑色素和褐黑色素的分布、 含量和比例

所决定， 有黑、 白、 棕、 灰等颜色， 且具不同条纹和

斑点［２］。
真黑色素是一种高度异质性的聚合物， 由 ５， ６－

二羟基吲哚 （ ＤＨＩ） 和 ５， ６ －二羟吲哚 － ２ －羧酸

（ＤＨＩＣＡ） 衍生的单元组成， 使羽毛呈现黑色、 灰色

和棕色［３］。 真黑色素的形成是一个极为复杂的过程，
目前在哺乳动物和鱼类中发现超过 ６５０ 个基因与之相

关， 通过多种复杂机制共同调节皮肤和毛发的颜色变

化， 涉及多种细胞功能［４］。 当前研究较多的基因有

酪氨酸酶 （ＴＹＲ）、 黑色素前体蛋白 １７ （ＰＭＥＬ１７）、
溶质载体家族 ４５ 成员 ２ （ＳＬＣ４５Ａ２） 和黑素皮质素

受体 １ （ＭＣ１Ｒ） 等［５－６］。 此外， 研究发现多种信号

通路参与调控羽毛生长和色素沉着， 如分泌型糖蛋

白 ／ β－链蛋白通路、 活性氧 ／丝裂原活化蛋白激酶通

路、 干细胞因子 ／酪氨酸激酶受体通路， ＣＡＭＰ 应答

元件结合蛋白 ／小眼相关转录因子 ／酪氨酸酶信号途

径、 转化生长因子 β ／ Ｓｍａｄｓ 蛋白家族途径和环磷酸

腺苷 ／蛋白激酶 Ａ 通路等［７－８］。
右江鹅产于广西壮族自治区百色市右江区， 是右

江河谷独特的环境气候下形成的地区性品种， 具有强

适应性和抗病力， 性情温顺易饲， 肉质细嫩， 味道鲜

美等特点， 是广西地方优良畜禽品种之一［９］。 右江

鹅的羽色表型为白色和灰色两种， 在水禽产业中， 纯

白的羽毛及羽绒具有更高的商业价值。 研究发现不同

羽色在生产性能及免疫方面也存在一定差异。 黑色素

沉着与内寄生虫抗性、 体液免疫反应、 细胞免疫和氧

化应激抵抗力等免疫性密切相关［１０－１１］。 目前， 对鹅

的遗传育种更多集中在繁殖性能上， 对于羽色的遗传

机制探索研究不多， 尚未见对右江鹅羽色遗传机制的

研究。 为更好地挖掘右江鹅羽色的遗传机制， 本研究

通过转录组测序 （ＲＮＡ－ｓｅｑ） 技术， 对灰羽、 白羽

右江鹅皮肤毛囊样品进行转录组数据分析， 挖掘差异

表达基因并进行基因本体 （ＧＯ） 功能和京都基因与

基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 通路生物信息学分析， 初

探不同羽色右江鹅决定羽毛颜色关键候选基因与信号

通路， 为后续右江鹅选育提供理论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物及样品采集

１０ 只 １８０ 日龄同一来源 （同批孵化、 同批出雏、

同一环境） 的健康右江鹅购于国家水禽资源基因库

（中国江苏）， 白羽组 ５ 只编号为 Ｗ１～Ｗ５， 灰羽组 ５
只编号为 Ｇ１～ Ｇ５。 通过翅静脉采血， 常规离心获得

血清， 保存于－２０ ℃。 按照国家实验动物处理行为准

则进行宰杀， 宰杀后立即采集皮肤毛囊、 腿肌和胸肌

组织， 用无菌生理盐水冲洗去血迹并擦干， 放入液氮

快速冷冻， 随后移至－８０ ℃冰箱保存。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司 （美国）， 总

ＲＮＡ 提取试剂盒、 反转录试剂盒、 荧光定量试剂盒

均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。 荧光定量

引物由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成。
ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ® 分 光 光 度 计 购 于 ＩＭＰＬＥＮ 公 司，
Ｑｕｂｉｔ®２􀆰 ０ 荧光计购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， Ａｇｌｉｅｎｔ
２１００ 生物分析仪购于 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司， 荧光定量 ＰＣＲ 仪

７５００ 购于 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司。
１􀆰 ３　 总 ＲＮＡ 提取及转录组测序

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ， 分别使用 ＮａｎｏＰｈｏ⁃
ｔｏｍｅｔｅｒ®分光光度计和 Ｑｕｂｉｔ®２􀆰 ０ 荧光计检测 ＲＮＡ 样

品浓度， Ａｇｌｉｅｎｔ ２１００ 生物分析仪检测 ＲＮＡ 完整性，
１％琼脂糖凝胶检测 ＲＮＡ 是否有降解或杂质。 检测合

格后的总 ＲＮＡ 送至北京诺禾致源科技股份有限公司

进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序分析。
１􀆰 ４　 原始数据过滤及质控分析

过滤原始数据中含有测序接头、 无法确定碱基信

息及测序质量较低的 ｒｅａｄｓ 以获得有效数据， 分别计

算 Ｑ３０ 值及 ＧＣ 含量百分比， 评估测序质量， 随后的

差异表达分析及富集分析均基于过滤后的有效数据。
通过 ＨＩＳＡＴ２ 软件进行序列比对， 并定位至参考基

因组。
１􀆰 ５　 基因差异表达及富集分析

对有效数据使用 ＤＥＳｅｑ２ Ｒ 软件包 （１􀆰 １６􀆰 １） 分

析两组中基因差异表达。 使用 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ－Ｈｏｃｈｂｅｒｇ 方

法对所得的 Ｐ 值进行调整。 得到检测基因的参考差

异倍数 （ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ 值， ＦＣ 值）， 以 ｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ ≥１
且调整后的 Ｐ 值≤０􀆰 ０５ 为显著差异表达的阈值， ＧＯ
和 ＫＥＧＧ 数据库对差异表达基因进行功能注释和通

路富集分析。 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ Ｒ 软件包用于检测富集的

ＧＯ 功能注释及 ＫＥＧＧ 通路是否具有统计学差异。
１􀆰 ６　 荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 验证

在 １􀆰 ５ 中获得的差异表达基因中随机选择 １０ 个，
分别为长链脂肪酰辅酶 Ａ 合成酶 １ （ＡＣＳＬ１）、 膜联

蛋白 Ａ１ （ＡＮＸＡ１）、 纤维蛋白原样蛋白 ２ （ＦＧＬ２）、
Ｇ０ ／ Ｇ１ 开关基因 ２ （ Ｇ０Ｓ２）、 脂蛋白脂酶 （ ＬＰＬ）、
谷胱 甘 肽 过 氧 化 酶 ４ （ ＧＰＸ４ ）、 脂 滴 包 被 蛋 白

（ＰＬＩＮ１）、 脂肪甘油三酯脂酶 （ ＰＮＰＬＡ２）、 ＲＡＳ 样
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家族 １１ 成员 Ａ （ＲＡＳＬ１１Ａ）、 Ｒｈｏｐｈｉｌｉｎ ｒｈｏ ＧＴＰ 酶结

合蛋 白 １ （ ＲＨＰＮ１ ）、 甘 油 醛 － ３ － 磷 酸 脱 氢 酶

（ＧＡＰＤＨ）， 引物设计如表 １， 反转录获得右江鹅皮

肤组织样品的 ｃＤＮＡ 为模板， 进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测，
反应条件如下： ９５ ℃ 预变性 １０ ｍｉｎ； ９５ ℃ １０ ｓ，
６０ ℃ ４０ ｓ， ９５ ℃ １５ ｓ， 共 ４０ 个循环； 熔解曲线

６０ ℃ ６０ ｓ， ９５ ℃ ３０ ｓ 及 ６０ ℃ １５ ｓ。 以 ＧＡＰＤＨ 为内

参基因， 采用 ２－ΔΔＣｔ法计算上述基因的相对表达量，
以验证其表达规律是否与转录组测序一致。
１􀆰 ７　 数据统计与分析

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 进行两组数据间的 ｔ 检验

分析， 以及 ＲＴ－ｑＰＣＲ 与 ＲＮＡ－ｓｅｑ 结果相关性分析，
数据以 “平均值±标准差” 表示， Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异显

著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 为差异极显著。

表 １　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证引物信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ 引物名称 引物序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ＡＣＳＬ１－Ｆ ＧＧＡＡＣＣＴＴＴＴＧＧＣＡＣＡＧＡ

ＡＣＳＬ１－Ｒ ＣＴＧＧＣＴＴＴＧＧＡＧＧＣＡＴＡＧ
１２２

ＡＮＸＡ１－Ｆ ＣＣＡＴＣＡＴＴＧＣＣＡＴＣＴＴＧＡＣ

ＡＮＸＡ１－Ｒ ＧＣＣＣＴＴＡＡＴＴＣＴＴＣＡＧＣＡＴＣ
１８４

ＦＧＬ２－Ｆ ＴＧＧＧＴＡＡＡＡＧＣＡＡＧＴＧＧＡＡ

ＦＧＬ２－Ｒ ＡＴＧＡＴＧＡＡＡＡＧＧＡＣＡＴＴＧＡＧＣ
１０１

Ｇ０Ｓ２－Ｆ ＡＣＡＣＧＡＧＧＧＣＡＡＡＴＧＣＴ

Ｇ０Ｓ２－Ｒ ＧＣＴＧＴＧＧＧＧＣＴＣＴＴＡＧＧ
１２０

ＧＰＸ４－Ｆ ＧＣＴＴＴＣＣＣＴＧＣＡＡＣＣＡＧＴ

ＧＰＸ４－Ｒ ＧＧＣＴＧＣＴＣＣＴＴＣＡＴＣＣＡ
１５７

ＬＰＬ－Ｆ ＡＣＡＴＴＧＣＴＴＴＣＡＣＡＴＴＧＣＣ

ＬＰＬ－Ｒ ＴＴＴＴＣＴＧＡＧＴＴＴＣＧＣＣＴＧＡ
１９８

ＰＬＩＮ１－Ｆ ＡＣＣＣＧＣＴＧＴＣＣＴＴＣＣＴＧ

ＰＬＩＮ１－Ｒ ＧＧＣＴＧＴＡＧＡＧＧＴＴＧＧＣＧＴＡ
１９８

ＰＮＰＬＡ２－Ｆ ＣＧＡＡＡＧＡＡＧＣＡＣＧＧＡＡＧＡ

ＰＮＰＬＡ２－Ｒ ＣＣＧＣＧＴＧＡＧＧＧＡＡＡＴＡＣ
１４３

ＲＡＳＬ１１Ａ－Ｆ ＧＡＣＴＡＣＧＡＧＣＣＣＡＡＣＡＣＣ

ＲＡＳＬ１１Ａ－Ｒ ＴＣＧＡＧＴＡＧＡＣＣＡＣＧＡＧＧＡＡ
１８１

ＲＨＰＮ１－Ｆ ＧＧＣＴＴＴＧＧＧＴＴＣＡＣＧＣＴ

ＲＨＰＮ１－Ｒ ＣＡＧＴＣＣＴＴＧＣＣＧＣＴＣＡＣ
１２５

ＧＡＰＤＨ－Ｆ ＴＧＧＣＡＴＣＣＡＡＧＧＡＧＴＡＡＧＣ

ＧＡＰＤＨ－Ｒ ＧＧＧＣＴＣＣＡＡＣＡＡＡＧＧＧＴ
７２

２　 结果

２􀆰 １　 不同羽色右江鹅皮肤组织转录组分析与验证

在自然选择的情况下， 右江鹅主要分为白鹅和灰

鹅两种， 两者体型均为船形， 背宽胸广， 腹部下垂，

头部肉瘤较小， 咽喉无咽袋。 灰鹅的头部、 背部和尾

部呈灰棕条纹， 颈部和腹部呈白色， 嘴为黑棕色， 脚

蹼为橘红色， 头顶、 背部和尾部的灰棕色羽毛的从羽

片顶端至羽根处颜色为灰棕色至白色渐变 （图 １Ａ）。
白鹅全身羽毛洁白， 嘴和脚蹼为橘红色 （图 １Ｂ）。

图 １　 灰羽 （Ａ） 和白羽 （Ｂ） 右江鹅外观及头顶、 背部、 尾部羽毛特写

　 　 从灰羽和白羽右江鹅毛囊组织中提取总 ＲＮＡ，
共构建 １０ 个 ｃＤＮＡ 文库， 通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量平台测

序得到原始数据。 过滤后， 每个样品的有效数据量均

超过 ４􀆰 ２×１０７条， 有效数据的 Ｑ３０ 值均大于 ９２􀆰 ５１％，
ＧＣ 含量约为 ５０％ （表 ２）， 说明转录组文库构建质量

较好。 样本有效数据映射至鹅参考基因组的比率均大

于 ７２􀆰 １６％ （ ｆｔｐ： ／ ／ ｆｔｐ． ｅｎｓｅｍｂｌ． ｏｒｇ ／ ｐｕｂ ／ ｒｅｌｅａｓｅ － １０１ ／

ｆａｓｔａ ／ ａｎｓｅｒ＿ｃｙｇｎｏｉｄｅｓ ／ ）。 试验原始数据已提交 ＮＣＢＩ
数据库 （ＳＵＢ８３１４３３７）。 通过皮尔逊相关分析发现每

组的 Ｒ２值均大于 ０􀆰 ８１ （图 ２Ａ）， 表明组内样品重复

性好。 随机挑选的 １０ 个基因进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证，
结果显示所有基因的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 表达趋势与转录组结

果一致， 以上验证了 ＲＮＡ－ｓｅｑ 结果的准确性和可靠

性 （图 ２Ｂ 和 Ｃ）。
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表 ２　 样本转录组数据质量分析

组别 样品编号 原始数据 ／ 条 总映射数 ／ 条 有效数据∗ ／ 条 Ｑ３０ 值 ／ ％ ＧＣ 含量 ／ ％ 总映射数比 ／ ％

灰羽

Ｇ１ ４８ ０９５ ８７６ ４７ ０１９ ２１４ ３５ ３２３ ８３３ ９２􀆰 ５９ ５２􀆰 ２ ７５􀆰 １３

Ｇ２ ６０ ６１７ ４１２ ５９ ４８９ ８９６ ４４ ４８０ １１５ ９２􀆰 ９ ５１􀆰 ６ ７４􀆰 ７７

Ｇ３ ４３ ５４７ ７５４ ４２ ６１０ ９８４ ３２ ２３７ ３９１ ９２􀆰 ５１ ５０􀆰 ３７ ７５􀆰 ６６

Ｇ４ ６６ ９８８ ４９４ ６５ ６５８ ６７４ ４８ ９３６ ２６２ ９３􀆰 １３ ５２􀆰 １２ ７４􀆰 ５３

Ｇ５ ５６ ６１６ ２１６ ５５ ６７１ ６２６ ４２ ８３２ ９９８ ９３􀆰 １ ５１􀆰 ８４ ７６􀆰 ９４

白羽

Ｗ１ ６２ ３２３ ８８４ ６１ ３０５ ８３４ ４４ ２３７ ５６５ ９２􀆰 ７ ５３􀆰 ２ ７２􀆰 １６

Ｗ２ ６５ ２０９ ６１０ ６３ ９７７ ９４８ ４７ ４１４ ９９９ ９２􀆰 ５５ ５２􀆰 ４６ ７４􀆰 １１

Ｗ３ ５８ ３８０ ３４８ ５７ ４０１ ３０８ ４３ ３０２ ３０４ ９２􀆰 ７６ ５２􀆰 ０５ ７５􀆰 ４４

Ｗ４ ５３ ６７４ ４４２ ５２ ４６４ １５４ ３９ １６８ ３０５ ９３􀆰 ０８ ５１􀆰 ０３ ７４􀆰 ６６

Ｗ５ ５３ １２１ ８７４ ５２ ２０３ １１２ ３８ ９４０ ０３１ ９２􀆰 ５３ ５２􀆰 ０９ ７４􀆰 ５９

　 　 注：∗有效数据为删除原始数据中含有适配器、 ｐｌｏｙ－Ｎ 和低质量的数据。

Ａ． 两组的皮尔逊相关性； Ｂ． 差异表达基因 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证； Ｃ． 随机选择的验证基因 ＲＴ－ｑＰＣＲ 结果和 ＲＮＡ－ｓｅｑ 结果之间的相关系数： ｘ 轴表

示通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 确定的表达的 ｌｏｇ２ＦＣ， ｙ 轴表示通过 ＲＮＡ－ｓｅｑ 确定的表达中的 ｌｏｇ２ＦＣ。

图 ２　 转录组数据验证与相关性分析

２􀆰 ２　 差异表达基因及功能富集分析

两组不同羽色的皮肤组织样品转录组分析结果如

图 ３。 聚类分析结果 （图 ３Ａ） 表明每组样品具有良

好的重复性。 两组共表达基因有 １２ ６４３ 个， 灰羽组

中有 ４２２ 个特异表达基因， 而白羽组有 ３９１ 个基因特

异性表达。 火山图 （图 ３Ｂ） 显示白羽组相较于灰羽

组， 共有 ４５ 个基因表达显著上升， 有 ２７５ 个基因表

达显著下降， 有 ２０ ０４８ 个基因没有改变。
对已获得的右江鹅不同羽色表型的差异表达基因

进行基因功能富集和 ＫＥＧＧ 通路富集， 发现共富集

了 ３１８ 个 ＧＯ 条目 （图 ４Ａ、 Ｂ）， 其中， Ｇ 蛋白偶联

受体信号通路条目、 生长条目及有机磷分解代谢过程
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条目均有显著富集； ＫＥＧＧ 显著富集途径分别为过氧

化物酶体增殖激活受体 （ＰＰＡＲ） 信号通路、 甘油脂

代谢、 谷胱甘肽代谢、 局灶性黏附、 神经活性配体－
受体相互作用、 药物代谢－细胞色素 Ｐ４５０、 铁死亡和

胆固醇代谢 （图 ４Ｃ、 Ｄ）。
结合富集结果对差异表达基因进行进一步梳理，

发现如 ＴＹＲ、 ＴＹＲＰ１、 瞬时受体电位阳离子通道亚家

族 Ｍ 成员 １ （ ＴＲＰＭ１）、 转化生长因子 β 受体 ２

（ＴＧＦＢＲ２）、 性别决定区域 Ｙ 盒蛋白 ５ 基因 （ＳＯＸ５）、
磷脂酶 Ｃβ２ （ＰＬＣＢ２）、 黑素亲和素 （ＭＬＰＨ）、 黑色

素 Ａ （ＭＬＡＮＡ）、 谷胱甘肽过氧化物酶 ３ （ＧＰＸ３）
和 Ｂ 型内皮素受体 ２ （ＥＤＮＲＢ２） 多种羽色合成相关

基因存有差异性表达 （表 ３）， 本研究首次发现 ＳＯＸ５
和 ＰＬＣＢ２ 在在白羽与灰羽组中差异表达， 为探索不

同羽色右江鹅的遗传育种提供一定的方向。

Ａ． 白羽组和灰羽组数据的聚类分析； Ｂ． 白羽与灰羽组差异表达基因的火山图。

图 ３　 转录组结果分析
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Ａ． 显著富集 ＧＯ 条目； Ｂ． 前 ３０ 显著丰富的 ＧＯ 条目； Ｃ． 前 ２０ 显著富集的 ＫＥＧＧ 通路； Ｄ． 前 ２０ 显著富集的 ＫＥＧＧ 途径。

图 ４　 ＧＯ 富集及 ＫＥＧＧ 富集分析

表 ３　 显著变化的黑色素表达相关基因

基因名称 白羽组 灰羽组 ｌｏｇ２ＦＣ 调整后的 Ｐ 值 涉及功能

ＴＹＲＰ１ ０ ５８􀆰 ７７ －８􀆰 ３３３ ３４ ０􀆰 ０１６ ９８０ 黑色素合成

ＴＹＲ ０􀆰 ３９ ４１􀆰 ７４ －６􀆰 ６８７ ７７ ０􀆰 ００１ ８５３ 黑色素合成

ＴＲＰＭ１ ３６􀆰 ９３ １２２􀆰 ８３ －１􀆰 ７３６ ７２ ０􀆰 ０１７ ４７７ 黑色素合成

ＴＧＦＢＲ２ ９２５􀆰 ０７ １ ６０４􀆰 ４６ －０􀆰 ７９３ ９５ ０􀆰 ０３２ ７５３ 黑色素细胞特化与发育

ＳＯＸ５ ６９􀆰 ５２ １４４􀆰 ８３ －１􀆰 ０５６ ０５ ０􀆰 ０１３ ８９４ 黑色素细胞特化与发育； 黑色素合成

ＰＬＣＢ２ ３４２􀆰 １７ ６４８􀆰 ５７ －０􀆰 ９２１ ３５ ０􀆰 ０２６ ４１９ 可能黑色素颗粒形成与迁移

ＭＬＰＨ ５２􀆰 ３２３ ４６ １２３􀆰 １５６ ３ －１􀆰 ２３０ ９９ ０􀆰 ００２ ２０１ 黑色素转运

ＭＬＡＮＡ ０ １０７􀆰 ５８７ ９ －９􀆰 ２０５ １９ ０􀆰 ００２ ７６５ 黑色素小体合成

ＧＰＸ３ ３ ６２５􀆰 １４３ ８ ３９８􀆰 ２９５ －１􀆰 ２１２ ０５ ０􀆰 ０１６ ６４４ 黑色素合成

ＥＤＮＲＢ２ ２７􀆰 ９０７ ２ １９４􀆰 ２９５ １ －２􀆰 ７９９ ７８ ０􀆰 ０００ ０７４ 黑色素细胞的增殖、 分化与迁移

３　 讨论

右江鹅是中国广西的一种优质地方品种鹅， 具有

肉质细嫩鲜美及抗病性强等优势， 自然条件下表现为

白羽和灰羽［９］。 羽毛是鹅重要的皮肤附属物。 它既

能发挥飞行、 调节体温和保护躯体的作用， 同时是极

具经济价值的商品原料。 成年鸟类的黑色素细胞主要

存在于羽毛毛囊和表皮中， 其特有黑色素小体产生真

黑色素 （黑色） 和褐黑色素 （黄色至红色）， 共同组

成鸟类皮肤和羽毛的斑斓色彩。 Ｂａｘｔｅｒ 等［４］ 系统性归

纳了基因与色素表型的关系， 发现了数百个与色素表

型相关的基因。 禽类羽色是遗传和环境效应相互影响

后的产物， 表型变化非常复杂， 主要影响因素可以归

纳为以下 ４ 大类： 黑色素细胞的特化与发育， 黑色素

小体的组成、 合成调节、 转运， 黑色素的合成， 成熟

黑色素转运至黑色素细胞树突和角质细胞［１２］。
黑色素细胞的分化、 迁移、 增殖、 存活等一系列

生理生化过程， 受到复杂基因网络在时空上的有序调

控， 其中任一环节的改变， 都可能对鹅羽色表型产生

影响。 本研究发现， ＥＤＮＲＢ２、 ＴＧＦＢＲ２ 和 ＳＯＸ５ 可

能参与了右江鹅黑色素细胞发育与特化， 产生灰白两

种羽色。 内皮素受体 （ＥＤＮＲ） 是一类 Ｇ 蛋白偶联受

体， 家族中共有 ３ 个同源异构体 Ａ、 Ｂ 和 Ｃ。 在黑色

素细胞中， 内皮素 ３ （ＥＤＮ３） 与受体 ＥＤＮＲＢ 相互作

用， 调节黑色素细胞的增殖分化， ＥＤＮＲＢ 基因突变

会导致斑点性状。 禽类不同于真兽亚目纲， 它具有一

种旁系同源基因 ＥＤＮＲＢ２， 其是研究禽类羽色调控机

制的热点基因之一。 研究发现 ＥＤＮＲＢ２ 通过抑制黑
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色素细胞在胚胎期间黑色素细胞向其他躯干部位的迁

移［１３］， 导致身体部分或整体黑色素沉积的缺失， 外

观上呈现熊猫羽色 （鹌鹑） ［１４］ 或者黑色斑纹 （鸭）。
ＥＤＮＲＢ２ 在鹅羽色变化的报道较少， 仅 Ｒｅｎ 等［１５］ 报

道 ＥＤＮＲＢ２ 在灰羽鹅组中表达显著高于白羽鹅， 本

研究中也呈现相似变化， 进一步说明 ＥＤＮＲＢ２ 可能

为鹅羽色调控的重要候选研究基因。 黑色素细胞的发

育分化也受多种信号通路的调控。 ＴＧＦＢＲ２ 是转化生

长因子 β （ＴＧＦβ） 的重要受体， ＴＧＦβ 信号通路在黑

色素细胞分化及维持毛囊内黑色素干细胞均发挥重要

作用。 角质细胞或间充质干细胞分泌 ＴＧＦβ 作于黑色

素细胞， 通过与转化生长因子 β 受体 １ （ＴＧＦＢＲ１）
和 ＴＧＦＢＲ２ 的协同结合， 激活 Ｓｍａｄｓ 蛋白， 抑制配对

盒 ３ （ＰＡＸ３） 和小眼相关转录因子 （ＭＩＴＦ） 的表

达， 最终抑制黑色素的合成［１６］。 本研究 ＲＮＡ－ｓｅｑ 结

果显示， ＴＧＦＢＲ２ 在灰羽组中表达显著高于白羽组，
这一结果可能与 ＴＧＦβ ／ Ｓｍａｄｓ 通路在毛囊形成后， 维

持毛囊膨大区黑色素干细胞， 持续向毛母质提供黑色

素细胞密切相关［１７］。 同时， 灰羽组表达升高的转录

因子 ＳＯＸ５ 参与了黑色素细胞发育及黑色素合成过

程。 ＳＯＸ５ 属于一类拥有一个或多个高迁移率组转录

因子的基因家族， ２００２ 年 Ｋｕｒｏｉｗａ 等［１８］报道 ＳＯＸ５ 基

因位于鸡染色体 １ 的 ｐ１􀆰 ６→ｐ１􀆰 ４ 上， 其在人类和家

鸡上都高度保守。 全基因组检测发现 ＳＯＸ５ 是形成淡

紫色的候选调控基因。 ＳＯＸ５ 可通过调节牡蛎转录因

子 ＳＯＸ１０ 的活性［１９］， 在黑色素细胞中发挥调控作

用， 并在青鳉鱼色素细胞发育中起着命运开关的作

用［２０］。 针对不同毛色的小鼠研究发现， 不同表达水

平 ＳＯＸ５ 对 ＭＩＴＦ 具有上调［２１］ 和抑制［２２］ 的双向调节，
进而影响黑色素的形成， 同时也发现 ＭＩＴＦ －Ｍ 对

ＳＯＸ５ 具有负调控作用， 但本研究中未发现 ＭＩＴＦ 在

灰白羽色右江鹅中的转录表达变化。 因此， ＳＯＸ５ 对

鹅羽变化的影响机制， 尚需进一步探索研究。 黑色素

小体是生成黑色素细胞生成黑色素的特殊细胞结构，
本研究发现 ＭＬＡＮＡ 在白羽组转录组表达为 ０，
ＭＬＡＮＡ 几乎只在产生黑色素的细胞中表达， 编码构

成黑素小体成熟所必需的结构蛋白［２３］。 研究者在

鸡［２４］及暗眼灯草鹀［２５］的白羽或浅色羽个体中均观察

到 ＭＬＡＮＡ 表达显著下调。 ｓｉＲＮＡ－ＭＬＡＮＡ 会引起未

成熟黑色素小体形态异常， 导致眼部白化病［２６］。 虽

然白羽组的 ＭＬＡＮＡ 转录表达为 ０， 但是白羽右江鹅

的虹膜呈黑色， 而非白化的红眼。 因此， 是否存在右

江鹅白羽表型是否与 ＭＬＡＮＡ 表达密切相关， 且

ＭＬＡＮＡ 在右江鹅不同组织中是否存在表达特异性，
都有待深入探索。

黑色素合成的直接关键基因和间接涉及的信号通

路是目前关于羽色或被毛颜色调控研究最多也是最为

成熟的部分。 本文在灰羽组特异表达基因中发现多种

研究较多的直接影响黑色素形成的基因， 且相较于白

羽组表达显著， 如 ＴＹＲ、 ＴＹＲＰ１、 ＴＲＰＭ１ 和 ＧＰＸ３。
ＴＹＲ 和 ＴＹＲＰ１ 参与一系列从 Ｌ－酪氨酸开始合成黑色

素及真黑色素的反应［２７］， 酪氨酸是黑色素的前体氨

基酸， 在 ＴＹＲ 基因编码的酪氨酸酶的作用下形成真

黑色素， ＴＹＲ 突变可诱导稀释表型［２８］ 或诱发白

化病［２９］。
ＴＹＲＰ１ 有助于 ＴＹＲＰ 复合物形成， ＴＹＲＰ１ 蛋白

通过催化 ＤＨＩＣＡ 氧化为吲哚－５， ６－醌－２－羧酸， 在

黑色素生物合成途径中发挥关键作用［２７］。 ＴＹＲＰ１ 启

动子含有一个可以与小眼转录因子结合的区域， 在黑

素细胞的激活色素沉着、 细胞增殖及分化等方面发挥

重要作用［３０］。 鸡的 ＴＹＲＰ１ 基因发生的错义突变会改

变黑色素小体数量和结构的变化使羽色呈巧克力

色［３１］。 在黑羽鹌鹑中也观察到 ＴＹＲＰ１ 表达显著低于

栗色鹌鹑［３２］。 ＧＰＸ３ 编码谷胱甘肽过氧化物酶 ３ 蛋

白， 是谷胱甘肽过氧化物酶家族的唯一细胞外谷胱甘

肽过氧化物酶蛋白， 催化谷胱甘肽还原有机氢过氧化

物和过氧化氢， 从而保护细胞免受氧化损伤［３３］。 与

其他细胞内抗氧化酶不同， 敲除 ＧＰＸ３ 不导致小鼠胚

胎死亡， 且正常饲养条件下 ＧＰＸ３－ ／ －的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠

表型与野生型一致［３４］。 Ｙｕ 等［３５］ 挖掘黑羽白羽乌骨

鸡转录组测序结果， 并结合已知 ＧＰＸ３ 可以催化谷胱

甘肽形成谷胱甘肽二硫化物减少真黑色素和黑色素合

成过程中产生的过氧化氢量［３６－３７］， 发现 ＧＰＸ３ 可能

是影响乌骨鸡羽毛黑色素沉着的候选基因之一［３７］。
本研究中也发现灰羽组中 ＧＰＸ３ 的表达要显著高于白

羽组， 且谷胱甘肽过氧化物酶家族另一成员谷胱甘肽

过氧化物酶 ４ （ ＧＰＸ４） 在两组中表达差异显著。
ＧＰＸ４ 被认为是一种 “兼职” 蛋白， 它有可能在成熟

精子中发挥过氧化物酶和结构蛋白的双重功能［３８］，
我们推测 ＧＰＸ４ 可能是鹅羽黑色素沉着另一候选基

因， 有待进一步研究。
形成羽色及图案的最后一步是成熟黑色素的顺利

转运。 ＭＬＰＨ 基因编码黑素亲和素， 属于突触结合蛋

白类似蛋白家族， 与 ＧＴＰ 结合蛋白 （Ｒａｂ２７ａ）、 肌球

蛋白 Ｖａ 形成的三元复合物参与成熟黑色素的转运，
其中任一蛋白功能缺失， 直接影响黑色素小体沿微管

从细胞核周聚集至黑色素细胞树突末梢， 表现为被毛

颜色的稀释。 转录组结果显示 Ｒａｂ２７ａ 和肌球蛋白 Ｖａ
的转录水平未见显著差异， 但 ＭＬＰＨ 在灰羽组高表

达， 显示其可能是限制转运三元复合蛋白数量的关键

基因， 黑色素转运的差异性可能是造成种群中自然形

成两种羽色的因素之一， 有待进一步探索研究。 鸡的
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ＭＬＰＨ 基因有 ７ 个 ＳＮＰ 位点， 外显子上 ｃ． １０３Ｃ＞Ｔ 导

致 Ｒ３５Ｗ 错义突变与淡紫羽色相关， 使真黑色素和褐

黑色素被稀释为灰色和米黄色［３９］。 鸟类的 ＭＬＰＨ 基

因高度保守， 提示其在不同鸟中具有相似的功能。 与

鸡稍有不同， 鹅 ＭＬＰＨ 基因具有 １６ 个外显子和 １５ 个

内含子， 两个多态位点位于外显子 １１ 上均为错义突

变， 仅表达在眼睛、 背部、 腹部和脚蹼皮肤［４０］， 但

对形成不同羽色的影响尚不明确。 ＰＬＣＢ２ 在调节羽

色或被毛颜色方面的报道较少， 仅 Ｌｕｏ 等［４１］ 对金背

鲫两种不同颜色皮肤成因的研究中报道， ＰＬＣＢ２ 可

能影响黑色素颗粒的形成和移动， 本文报道了

ＰＬＣＢ２ 在灰白羽鹅中的表达情况， 其是羽色调节的

候选基因， 具体涉及的机制有待进一步探索。
综上， 本研究在灰白羽色右江鹅的转录组差异，

发现发生显著变化的基因主要集中在黑色素细胞的分

化与发育， 黑色素小体生成转运， 黑色素合成及成熟

黑色素 转 运 等 环 节， 有 研 究 较 为 深 入 的 ＴＹＲ、
ＴＹＲＰ１、 ＴＲＰＭ１、 ＭＬＡＮＡ 和 ＧＰＸ３， 也有首次在鹅

羽色表型比较中报道的 ＭＬＰＨ、 ＰＣＬＢ２ 和 ＳＯＸ５。 本

研究为继续深入研究基于羽色筛选的右江鹅的遗传育

种提供理论基础。
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ａｎｄ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ （ ＴＹＲＰ１） ｗｉｔｈ ｍｅｌａｎｉｃ ｐｌｕｍａｇｅ
ｃｏｌｏｒ ｉｎ Ｋｏｒｅａｎ ｑｕａｉｌｓ （Ｃｏｔｕｒｎｉｘ ｃｏｔｕｒｎｉｘ） ［ Ｊ］ ． Ａｓｉａｎ－Ａｕｓｔｒａｌａｓ Ｊ
Ａｎｉｍ Ｓｃｉ， ２０１３， ２６ （１１）： １５１８－１５２２．

［３３］ ＢＩＥＲＬ Ｃ， ＶＯＥＴＳＣＨ Ｂ， ＪＩＮ Ｒ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｐｌａｓｍａ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ （ ＧＰｘ － ３） ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ

Ｃｈｅｍ， ２００４， ２７９ （２６）： ２６８３９－２６８４５．
［３４］ ＯＬＳＯＮ Ｇ Ｅ， ＷＨＩＴＩＮ Ｊ Ｃ， ＨＩＬＬ Ｋ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｇｌｕｔａｔｈｉ⁃

ｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ （Ｇｐｘ３） ｂｉｎｄｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｔｏ ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｏｆ
ｍｏｕｓｅ ｒｅｎａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｔｕｂｕｌｅ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｎａｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ，
２０１０， ２９８ （５）： １２４４－１２５３．

［３５］ ＹＵ Ｓ， ＷＡＮＧ Ｇ， ＬＩＡＯ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｐｒｏｆｉｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｂｌａｃｋ ａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｐｌｕｍａｇｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｂｌａｃｋ－ｂｏｎｅ
ｃｈｉｃｋｅｎ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１８， ４６ （６）： ２３７３－２３８４．

［３６］ ＭＥＹＳＫＥＮＳ Ｆ Ｌ， ＦＡＲＭＥＲ Ｐ， ＦＲＵＥＨＡＵＦ Ｊ Ｐ． Ｒｅｄｏｘ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｉｎ ｈｕｍａｎ ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｍｅｌａｎｏｍａ ［Ｊ］ ． Ｐｉｇｍｅｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ， ２００１，
１４ （３）： １４８－１５４．

［３７］ ＢＥＮＡＴＨＡＮ Ｍ． Ｏｐｐｏｓｉｔｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ ａｎｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ｂｙ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｈｉｏｌｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ．
Ａｒｃｈ Ｄｅｒｍａｔｏｌ Ｒｅｓ， １９９７， ２８９ （６）： ３４１－３４６．

［３８］ ＷＡＮＧ Ｑ， ＺＨＡＮ Ｓ， ＬＩＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｗ－Ｓｅ ｄｉｅｔ ｃａｎ ａｆｆｅｃｔ ｓｐｅｒｍ
ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ．
Ｂｉｏｌ Ｔｒａｃｅ Ｅｌｅｍ Ｒｅｓ， ２０２１， １９９ （１０）： ３７５２－３７５８．

［３９］ ＶＡＥＺ Ｍ， ＦＯＬＬＥＴＴ Ｓ Ａ， ＢＥＤ􀆳ＨＯＭ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｓｉｎｇｌｅ ｐｏｉｎｔ－ｍｕｔａ⁃
ｔｉｏｎ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｍｅｌａｎｏｐｈｉｌｉｎ ｇｅｎｅ ｃａｕｓｅｓ ｔｈｅ ｌａｖｅｎｄｅｒ ｐｌｕｍａｇｅ ｃｏｌｏｕｒ
ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｉｃｋｅｎ ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｇｅｎｅｔ， ２００８， ９： ７．

［４０］ 刘杰， 刘毅， 王翠， 等． 鹅 ＭＬＰＨ 基因分子克隆、 组织表达及

ＳＮＰ 检测 ［Ｊ］ ． 中国家禽， ２０１６， ３８ （１２）： ４－９．
［４１］ ＬＵＯ Ｍ， ＺＨＡＮＧ Ｘ， ＺＨＵ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｎｃｏｖｅｒｓ

ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｉｎｄｉｇｅ⁃
ｎｏｕｓ ｃｒｕｃｉａｎ ｃａｒｐ （Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ｇｉｂｅｌｉｏ） ｉｎ Ｄｏｎｇ􀆳ｓ Ｒｉｃｅ Ｆｉｓｈ
Ｄｕｃｋ Ｓｙｓｔｅｍ ［Ｊ］ ． Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ， ２０２３， ５７３： ７３９５８６．
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