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番鸭羽色遗传差异基因筛选及验证研究

陆艳凤， 张蕾， 孙国波， 段修军， 陈佳乐
（江苏农牧科技职业学院， 江苏 泰州　 ２２５３００）

摘要： 为探究番鸭羽色调控机制， 本试验以黑羽及白羽番鸭为研究素材， 运用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 高通量测序技术， 对不同羽色部位毛囊组织进行转

录组测序， 经基因本体论 （ＧＯ） 富集分析对差异表达基因功能进行解析， 实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 验证初步获得的上调差异基

因， 并开展选育后代羽色性状验证筛选研究。 结果： 以 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥６ （Ｐ＜０􀆰 ０５） 为筛选条件， 获得显著差异表达基因 １１２ 个 （上调基因 ６３ 个，
下调基因 ４９ 个）； 进一步分析获得番鸭羽色性状相关候选差异表达基因 １０ 个， 胶原肌丝生成相关基因可能参与番鸭黑白羽色性状遗传的调控过

程， 并初步筛选肌节蛋白 （ＭＹＯＴ）、 肌红蛋白 （ＭＢ）、 ５′核苷酸酶 １ 型 （ＮＴ５ＤＣ１） 等 ３ 个上调基因； 开展选育后代番鸭羽色性状表达， 筛选的

ＭＹＯＴ、 ＭＢ 可作为番鸭羽色遗传的标记候选基因。 研究结果丰富了番鸭羽色性状遗传方面的基础性研究， 对开展黑羽型番鸭育种具有积极的促

进意义和研究支撑。

关键词： 番鸭； 羽色遗传； 上调基因； 筛选与验证

中图分类号： Ｓ８３４　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２４）１２－００１６－０７

Ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｆｅａｔｈｅｒ
ｃｏｌｏｒ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｏｆ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ

ＬＵ Ｙａｎｆｅｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｌｅｉ， ＳＵＮ Ｇｕｏｂｏ， ＤＵＡＮ Ｘｉｕｊｕｎ， ＣＨＥＮ Ｊｉａｌｅ
（Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｇｒｉ－ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ Ｖｏｃａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｔａｉｚｈｏｕ ２２５３００， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｏｌｏｒ ｏｆ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋｓ， ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｕｓｅｄ ｂｌａｃｋ ｆｅａｔｈｅｒｅｄ ａｎｄ
ｗｈｉｔｅ ｆｅａｔｈｅｒｅｄ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋｓ ａｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｕｂｊｅｃｔｓ． Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｆｅａｔｈｅｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋ ａｎｄ ｗｈｉｔｅ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋｓ
ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｏｌｏｒ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ． Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ． ＲＴ－ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｏｔ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎｉｔｉａｌｌｙ； ａｎｄ ｔｈｅ
ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｏｎ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｏｌｏｒ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ １１２ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ （６３ ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ａｎｄ ４９ ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ）， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｂ⁃
ｓｏｌｕｔｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥６ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ａｓ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ １０ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｏｌｏｒ ｔｒａｉｔ ｏｆ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋｓ． Ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｍｙｏｆｉｌａｍｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔ⁃
ｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｏｒ ｗｈｉｔｅ ｐｌｕｍａｇｅ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋｓ； ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｕｐ － ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ＭＹＯＴ， ＭＢ， ＮＴ５ＤＣ１， ｗｅｒｅ ｉｎｉｔｉａｌｌｙ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｈｅｒｅ． Ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｏｌｏｒ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋｓ， ＭＹＯＴ ａｎｄ ＭＢ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｓ ｍａｒｋｅｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ Ｍｕｓｃｏ⁃
ｖｙ ｄｕｃｋｓ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｏｌｏｒ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ． Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｒｅｓｕｌｔｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｏｆ ｐｌｕｍａｇｅ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ Ｍｕｓｃｏｖｙ
ｄｕｃｋｓ， ｗｅｒｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ， ａｎｄ ｗｏｕｌｄ ｓｅｒｖｅ ａｓ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｆｅａｔｈｅｒｅｄ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ； ｆｅａｔｈｅｒ ｃｏｌｏｒ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ； ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ； ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ

　 　 羽色是家禽重要的品种特征， 也与生长速度存在

一定的相关性， 在家禽育种中， 部分质量性状 （如
羽色、 冠型、 肤色） 已成为现代家禽育种的重要经

济性状和表型标志［１］。 有研究表明， 鸟类羽色存在

结构色与色素色两种， 其中结构色的形成与羽毛细微
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结构和光照有关， 色素色的形成与黑色素表达有

关［２－４］， 家禽羽色主要是受黑色素种类、 分布和数量

等方面调控， 涉及黑色素合成、 转运及分布机制等方

面的基因 （ 酶） 水平研究较多， 如人酪氨酸酶

（ＴＹＲ）、 黑色素皮质受体 １ （ ＭＣ１Ｒ）、 肌节蛋白

（ＭＹＯＴ）、 ５′核苷酸酶 １ 型 （ＮＴ５ＤＣ１）、 肌红蛋白

（ＭＢ） 等［５－８］。 羽色是受多效微基因调控的复杂遗传

调控系统， 目前已经完成了家禽全基因组测序分析，
但影响家禽羽色形成的遗传机制仍不清楚， 还需深入
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研究［９］。
番鸭因肉质鲜美、 生长较快等特点而符合现代优

质肉鸭发展方向， 其产业规模和市场认可度得到快速

提升。 番鸭因羽色差异主要分为黑羽型、 白羽型以及

花羽型 ３ 种， 不同羽色的番鸭生产性能也有所差

异［１０］。 国内对番鸭羽色遗传的复杂性和不稳定性，
主要在番鸭羽色遗传类型分析、 番鸭羽色遗传相关基

因表达分析等方面开展研究， 针对番鸭羽色遗传机理

的深入研究较少［１１－１３］。 转录组测序 （ＲＮＡ－ｓｅｑ） 技

术作为研究基因表达的主要手段之一， 在揭示或挖掘

复杂性状遗传方面具有很大的技术优势［１４－１５］， 可作

为番鸭羽色形成机制研究的重要手段。 因此， 本研究

通过 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 技术， 对不同羽色番鸭毛囊组织进行

转录组 数 据 测 序 分 析， 开 展 基 因 本 体 论 （ ｇｅｎｅ
ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ） 富集分析等生物信息学解析， 挖掘影

响番鸭羽色遗传表达的候选基因， 为后期开展相关基

础研究及番鸭选育工作提供技术资料。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物来源及分组

本试验素材涉及 ４ 个番鸭群体， 分别为黑羽番鸭

（黑蹼， 购自国家水禽基因库）， 黑羽番鸭 （白蹼，
购自国家水禽基因库）， 白羽番鸭 （购自泰州丰达农

牧科技有限公司）， 白羽番鸭 （购自望江温氏畜牧有

限公司）， 在饲养至成年 （３００ 日龄） 的 ４ 个番鸭群

体中随机选取每个群体母鸭 ３ 只， 用于 ＲＮＡ－ｓｅｑ 分

析； 另随机选择验证试验用的黑羽番鸭 （黑蹼， 购

自国家水禽基因库） 雏鸭 ５００ 只 （公番鸭 １５０ 只，
母番鸭 ３５０ 只）， 成年 （３００ 日龄） 白羽番鸭 （购自

泰州丰达农牧科技有限公司） ８ 只， 其中 ５００ 只雏鸭

饲养至 ３００ 日龄， 在此群体中随机选择黑羽、 花羽番

鸭各 ８ 只， 与购自泰州丰农牧科技有限公司白羽番鸭

一并进行候选基因的表达。
１􀆰 ２　 饲养管理

４ 个番鸭试验类群群体采用地面平养的方式进行

规范饲养， 自由采食与饮水， 具体饲养管理参照

ＤＢ３２１２ ／ Ｔ １３７—２０１６ 《黑羽番鸭繁育技术规程》 的

相关要求执行。
１􀆰 ３　 样本采集

在 ４ 个番鸭类群群体中随机选择 ３ 只母番鸭， 采

集母番鸭个体翅中部区域毛囊组织样， 分别编号为

Ｂ１～ ３ （黑蹼型黑羽番鸭）、 Ｂ４ ～ ６ （白蹼型黑羽番

鸭）、 Ｗ１～３ （从泰州丰达农牧科技有限公司引种的

白羽番鸭）、 Ｗ４～ ６ （从望江温氏畜牧有限公司引种

的白羽番鸭）， 经液氮速冻后于－８０ ℃保存， 转录组

测序备用； 验证样本单独编号， 按要求采集。

１􀆰 ４　 主要仪器与试剂

总 ＲＮＡ 提取试剂盒、 反转录试剂盒、 荧光定量

试剂盒、 荧光定量引物均购自生工生物工程 （上海）
股份有限公司。 核酸电泳仪 （ＤＹＹ－６Ｃ） 购自北京六

一生物科技有限公司， 低温组织研磨仪 （ＪＸＦＳＴＰＲＰ－
ＣＬ－２４Ｌ） 购自上海净信实业发展有限公司， Ｑｕｂｉｔ 核
酸蛋白定量仪 （Ｑｕｂｉｔ ４） 购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，
Ａｇｌｉｅｎｔ ２１００ 生物分析仪购自安捷伦科技 （中国） 有

限公司， 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （ＣＦＸ Ｄｕｅｔ １２０１６２６５） 购

自 ＢＩＯ－ＲＡＤ 公司， 凝胶成像系统 （ＢＩＯＴＯＰ ８５０） 购

自上海胡珀生物科技有限公司。
１􀆰 ５　 样本 ＲＮＡ 提取

采用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取黑羽、 白羽羽色类型母番

鸭个体毛囊组织 ＲＮＡ， 其中测序用的 Ｂ１ ～ ３ 混样编

为 Ｂｌａｃｋ１， 测序用的 Ｂ４～６ 混样编为 Ｂｌａｃｋ２， 测序用

的 Ｗ１～３ 混样编为 Ｗｈｉｔｅ１， 测序用的 Ｗ４～ ６ 混样编

为 Ｗｈｉｔｅ２； 其余样本按常规要求单独提取标记备用。
琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 含量， Ｑｕｂｉｔ 核酸蛋白定量

仪检测 ＲＮＡ 浓度， Ａｇｌｉｅｎｔ ２１００ 生物分析仪检测 ＲＮＡ
完整性。
１􀆰 ６　 测序分析

用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 高通量测序平台， 对测序获得

的有效数据进行参考基因组序列比对。 为消除同一羽

色个体差异， 以白羽番鸭毛囊组织个体混样为参照组

（测定值设定为 １）， 黑羽番鸭毛囊组织个体混样为试

验组， ＦＣ 为差异倍数， 以 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥２ （Ｐ＜０􀆰 ０５）
为阈值进行基因显著差异表达筛选， 并结合 ＧＯ 数据

库， 最终筛选出羽色性状相关的上调差异表达基因

（以白羽番鸭为参照组， 黑羽番鸭为试验组， 高表达

基因为上调基因， 下同）。
１􀆰 ７　 实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 验证

选取 １􀆰 ６ 中获得的 ３ 个显著差异表达的上调基

因， 设计 ＲＴ－ｑＰＣＲ 引物 （表 １）， 引物委托自生工生

物工程 （上海） 股份有限公司合成。 以反转录得到

的番鸭毛囊样本组织 ｃＤＮＡ 为模版， 进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ
检测。 总反应体系为 ２０ μＬ： ２×ＲＴ－ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ） １０ μＬ， 上、 下游引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
各 １ μＬ， ＤＮＡ 模板 （ ＜１００ ｎｇ） １ μＬ， ０􀆰 １％ ＤＥＰＣ
水 ７ μＬ。 反应条件： ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９０ ℃ 变性

１５ ｓ， ６０ ℃退火 ２０ ｓ， 共 ４０ 个循环。
１􀆰 ８　 数据分析

转录组数据采用皮尔逊相关分析方法。 ＲＴ －
ｑＰＣＲ 结果采用 ２－ΔΔＣｔ相对定量法表示目的基因表达

量， 应用单因素数据间的 ｔ 检验分析， Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差

异显著， 试验结果以 “平均数±标准差” 表示。
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表 １　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 引物信息

相关基因 引物序列 （５′→３′） 退火温度 ／ ℃

ＭＹＯＴ
Ｆ： ＴＧＡＣＡＣＴＧＧＴＧＴＡＧＧＣＡＧＧＡ
Ｒ： ＴＧＧＡＴＴＴＴＣＣＣＴＡＣＡＧＣＣＴＡＧＡＡＧ

６０

ＮＴ５ＤＣ１
Ｆ： ＣＧＴＧＧＡＣＡＧＡＣＴＡＣＣＡＧＧＴＣ
Ｒ： ＡＴＣＣＡＧＣＧＧＴＡＡＡＴＣＴＧＣＡＡ

６０

ＭＢ
Ｆ： ＧＣＣＡＴＡＧＧＣＡＧＣＡＣＴＴＧＡＧＡ
Ｒ： ＧＧＴＧＧＴＣＡＴＧＧＡＡＡＡＧＴＣＴＣＡＴＣ

６０

β－ａｃｔｉｎ
Ｆ： ＣＴＣＴＧＡＣＴＧＡＣＣＧＣＧＴＴＡＣＴ
Ｒ： ＴＡＣＣＡＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＣＣＴＧＡＴ

６０

２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同羽色番鸭毛囊组织转录组文库数据分析

表 ２ 可知， 经过筛选后 （去除接头污染的、 低

质量的、 含 Ｎ 比例大于 ５％的） 获得了 ２９ ３３７ ８０３ ～
４２ ４１４ ６５８ 条有效数据， 其比例在 ９５􀆰 ５７％ ～ ９５􀆰 ８５％
之间， 准确率在 ９９􀆰 ９％ 以上的碱基数比例 （Ｑ３０ 值）
为 ９３􀆰 ３７％～９３􀆰 ９６％。 此外， 对样本经皮尔逊相关分

析后， 表明测序结果良好， 重复性良好 （图 １）。 表

明， 构建的番鸭毛囊组织样本符合要求， 转录组文库

质量较好， 可用于后续测序研究。

表 ２　 样本数据质量评价分析

样本组别 原始数据 ／ 条 有效数据 ／ 条 有效数据比例 ／ ％ Ｑ３０ 值 ／ ％

Ｂｌａｃｋ１ ４４ ２５１ ０７９ ４２ ４１４ ６５８ ９５􀆰 ８５ ９３􀆰 ６８

Ｂｌａｃｋ２ ３１ １６６ ３４４ ２９ ８６３ ２９２ ９５􀆰 ８２ ９３􀆰 ９６

Ｗｈｉｔｅ１ ３０ ６９８ ６５７ ２９ ３３７ ８０３ ９５􀆰 ５７ ９３􀆰 ３７

Ｗｈｉｔｅ２ ３６ ９８３ ５７１ ３５ ３５８ ９９５ ９５􀆰 ６１ ９３􀆰 ６７

图 １　 番鸭毛囊组织样皮尔逊相关分析

２􀆰 ２　 不同羽色番鸭毛囊组织差异基因筛选

将黑羽、 白羽羽色类型母番鸭个体的毛囊组织样

本混合， 进行不同羽色番鸭的 ＲＮＡ－ｓｅｑ 分析， 在火

山图的分析结果中， 初步筛选出不同羽色番鸭毛囊组

织显著差异表达基因 １６ ４５０ 个； 以 ｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ ≥２
（Ｐ＜０􀆰 ０５） 为阈值， 获得 ２ ２２４ 个差异基因 （图 ２），
以 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥６ （Ｐ＜０􀆰 ０５） 为阈值， 获得 １１２ 个差

异基因， 其中上调基因 ６３ 个， 下调基因 ４９ 个 （图
３）， 并以每千个碱基的转录每百万映射读取的片段

（ＦＰＫＭ 值） 为表达水平， 进行差异基因层次聚类。

注： 火山图中每一个点表示一个基因， 蓝点代表下调差异表达基

因， 红点代表上调差异表达基因， 灰点表示无显著性差异表达基因。

图 ２　 不同羽色番鸭毛囊组织差异表达基因火山图
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注： 红色表示高表达基因， 蓝色表示低表达基因， 颜色从蓝到

红， 表示基因表达量越高。

图 ３　 １１２ 个差异基因层次聚类分析

２􀆰 ３　 差异表达基因的功能富集分析

结合 ＧＯ 数据库对获取的 １１２ 个差异表达基因进

行基因功能富集分类， 包括生物过程 （ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ）、 细胞组分 （ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ） 和分子功能

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ） 这 ３ 个方面， 本研究挑选了富集

最显著的 ９ 个 ＧＯ 功能注释进行 ＧＯ 富集基因空间位

置 制 图 （ 图 ４ ）， 发 现 细 胞 外 区 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｒｅｇｉｏｎ）、 细胞外区域部分 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｐａｒｔ）、
细胞外液 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｐａｃｅ） 等富含的差异基因最

多。 在此基础上， 又进行了 ＧＯ 富集分析空间位置与

功能图绘制 （图 ５）， 进一步揭示其内在相关性。 结

合 ＧＯ 数据库， 进一步开展 ＧＯ 富集功能柱状图分析

（图 ６）， 提示胶原肌丝生成相关基因 （ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｒｉｌ
ｏｒｇａｎｎｉｚａｔｉｏｎ） 可能与番鸭羽毛颜色相关， 并从其富

含的 １０ 个差异基因中， 选择了表达差异显著的 ３ 个

上调差异基因 ＭＹＯＴ、 ＮＴ５ＤＣ１、 ＭＢ。

图 ４　 差异基因 ＧＯ 富集基因空间位置

图 ５　 差异基因 ＧＯ 富集分析空间位置与功能
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图 ６　 差异基因 ＧＯ 富集功能

２􀆰 ４　 候选差异基因验证分析

表 ３ 可知， ３ 个上调基因均存在羽色间的显著差

异 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 差异基因表达情况与其转录组分析结

果存在一定偏差， 仅 ＮＴ５ＤＣ１ 基因不同羽色间差异不

显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 但下调趋势一致， 表明 ＲＮＡ－ｓｅｑ
分析结果具有一定的准确性和可靠性， 这与段修军

等［１１］的研究结果相类似。

表 ３　 筛选出的上调基因 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测分析

差异基因 基因类型 样本数 ／ 只 黑羽番鸭 白羽番鸭

ＭＹＯＴ 上调基因 ３０ ３􀆰 ６７±０􀆰 ４５∗ １

ＮＴ５ＤＣ１ 上调基因 ３０ １􀆰 ２３±０􀆰 ２４ １

ＭＢ 上调基因 ３０ ２􀆰 ７５±０􀆰 ３３∗ １

　 　 注： 样本公母均各半，∗表示相同基因不同羽色间差异显著 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 下同。

试验验证用的黑羽番鸭 （黑蹼） 雏鸭在第一次

换羽前期 （９０ 日龄）， 按相同方法采集毛囊组织， 检

测 ＭＹＯＴ、 ＮＴ５ＤＣ１、 ＭＢ 等 ３ 个候选差异基因的

ｍＲＮＡ 相对表达情况， 公番鸭选留 ３ 个候选差异基因

ｍＲＮＡ 表达最高个体 （按占群体总数的 ２０％的比例

选留）， 母番鸭按 ３ 个候选差异基因 ｍＲＮＡ 表达最低

个体选留 （数量要求同公番鸭）， 分组 （群） 后观测

饲养全过程 （９０ ～ ３００ 日龄） 的羽毛变化情况 （表
４）。

由表 ４ 可知， 黑羽番鸭羽色存在黑羽白化现象

（主要在颈部、 翅部出现白羽）， 且发生较多白羽化

现象的主要集中于第二次换羽期 （产蛋期）； 在 ３ 个

候选差异基因中， ＭＢ 基因选留组两次换羽后黑羽率

最高， 其中公番鸭组黑羽率最理想， 两次换羽后分别

达到 ９５􀆰 ８８％和 ８３􀆰 ３３％， ＭＹＯＴ 基因选留组黑羽率次

之， ＮＴ５ＤＣ１ 基因选留组两次换羽后黑羽率最低， 并

结合 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测分析 （表 ５）， 发现 ＭＹＯＴ、 ＭＢ
验证效果较好。

表 ４　 选留后黑羽番鸭羽色变化情况统计

基因 性别数量 ／ 只
第一次换羽期 第二次换羽期

花羽 ／ ％ 黑羽 ／ ％ 花羽 ／ ％ 黑羽 ／ ％

ＭＹＯＴ
♂ ２４ ８􀆰 ３３ ９１􀆰 ６７ ２０􀆰 ８３ ７９􀆰 １７

♀ ６２ ４􀆰 ８４ ９５􀆰 １６ １６􀆰 １３ ８３􀆰 ８７

ＮＴ５ＤＣ１
♂ ２４ ２５􀆰 ００ ７５􀆰 ００ ３３􀆰 ３３ ６６􀆰 ６７

♀ ６２ １７􀆰 ７４ ８２􀆰 ２６ ３０􀆰 ６５ ６９􀆰 ３５

ＭＢ
♂ ２４ ４􀆰 １２ ９５􀆰 ８８ １６􀆰 ６７ ８３􀆰 ３３

♀ ６２ ６􀆰 ４５ ９３􀆰 ５５ １２􀆰 ９０ ８１􀆰 １０

表 ５　 番鸭选留群候选差异基因 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测分析

基因 类型 数量 ／ 只 测定值

ＭＹＯＴ

黑羽番鸭 ８ ３􀆰 ８３±０􀆰 ４５∗

花羽番鸭 ８ １􀆰 ７７±０􀆰 ２１

白羽番鸭 ８ １􀆰 ００

ＮＴ５ＤＣ１

黑羽番鸭 ８ １􀆰 ４４±０􀆰 ３０

花羽番鸭 ８ １􀆰 ３５±０􀆰 ２７

白羽番鸭 ８ １􀆰 ００

ＭＢ

黑羽番鸭 ８ ２􀆰 ９５±０􀆰 ３６∗

花羽番鸭 ８ １􀆰 ５８±０􀆰 １７

白羽番鸭 ８ １􀆰 ００

　 　 注： 黑羽番鸭、 花羽番鸭检测样本来源于表 ４ 中的番鸭群体， 白

羽番鸭来自于表 ３ 中的番鸭群体， 检测数量以表 ４ 中 ３００ 日龄番鸭最

低样本数为准 （公母各半）。
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３　 讨论

禽类羽毛由皮肤毛囊发育形成， 具有保暖、 求

偶、 信息传递、 环境拟合等方面的作用［１６－１７］。 家禽

品种有种多羽色， 其羽色遗传较为复杂， 控制羽色的

基因也较多， 如已报道确认的鸡羽色性状调控基因座

有 ８ 个［７］， 番鸭羽色相关基因座有 １０ 个［１８］。 在家禽

羽色表观遗传中， 作为酪氨酸衍生物的黑色素在羽色

形成过程中发挥重要作用［１９］。 由于黑色素存在羽毛

所覆盖的皮肤角质细胞中， 因此家禽的皮肤或毛囊组

织是羽色遗传研究的理想材料［２０－２１］。
ＲＮＡ－ｓｅｑ 技术是基于第二代高通量测序开展生

物信息学视域下的生物细胞或组织转录组水平的大数

据分析， 具有测序的快速、 准确、 便捷、 全面等特

点， 为研究基因遗传多样性和生物信息功能提供了强

大技术支撑［２２］。 段修军等［１１］ 利用 ＲＮＡ－ｓｅｑ 技术分

析了番鸭不同羽色的遗传机制和在黑羽番鸭与白羽番

鸭皮肤中获得番鸭羽色性状相关候选差异表达基因

２０ 个， 进一步分析后发现溶质载体家族 ２４ 成员 ４
（ＳＬＣ２４Ａ４）、 溶质载体家族 ２４ 成员 ５ （ ＳＬＣ２４Ａ５）、
酪氨酸酶相关蛋白 １ （ ＴＹＲＰ１）、 多巴色素异构酶

（ＤＣＴ）、 溶质载体家族 ７ 成员 １１ （ＳＬＣ７Ａ１１） 和小眼

畸形相关转录因子 （ＭＩＴＦ） 这 ６ 个功能基因可能参

与调控番鸭羽色遗传。 王乾昆等［２３］ 以北京白羽鹌鹑

（♂） 和朝鲜栗羽鹌鹑 （♀） 为素材， 通过 ＲＮＡ－ｓｅｑ
技术分析鹌鹑羽色与性别调控间的内在关联， 经 ＧＯ
富集分析、 ＫＥＧＧ 通路注释分析后， 筛选得到了

ＤＣＴ、 细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞识别黑色素抗原 （ＭＬＡ⁃
ＮＡ）、 溶质载体家族 ４５ 成员 ２ （ＳＬＣ４５Ａ２）、 ＴＹＲＰ１、
瞬时受体式基因 １ （ＴＲＰＭ１） 和干细胞因子 （ＫＩＴ）
等关联候选基因。 Ｌｉ 等［２０］ 针对地方鸭黑、 白羽形成

机理， 运用 ＲＮＡ－ｓｅｑ 技术筛选不同羽色毛囊组织的

差异表达基因， 揭示了干细胞因子受体 （Ｃ－Ｋｉｔ） 和

ＭＩＴＦ 基因可能是导致地方鸭白羽的关键基因。 蒋兵

兵等［２４］构建连城白鸭和樱桃谷鸭的正反交 Ｆ１代资源

群体， 借助 ＲＮＡ－ｓｅｑ 技术分析手段， 获得 ２３１ 个差

异表达基因 （上调差异基因 １７５ 个， 下调差异基因

５６ 个 ）， 进 一 步 地 分 析 发 现 ＴＹＲＰ１、 ＴＹＲ、 ＫＩＴ、
ＤＣＴ、 ＳＬＣ４５Ａ２、 ＴＲＰＭ１、 ＭＬＡＮＡ、 鹅 黑 素 亲 和 素

（ＭＬＰＨ）、 性别决定区 Ｙ 框蛋白 １０ 基因 （ＳＯＸ１０）、
Ⅱ型眼皮肤白化病基因 （ＯＣＡ２） 等可能是鸭白羽的

潜在关键基因， 且酪氨酸代谢和黑色素合成信号通路

对鸭羽色表达产生了重要作用。 为进一步探究番鸭羽

色调控机制， 本研究对白羽番鸭和江苏农牧科技职业

学院自主培育的黑羽番鸭的翅中部区域毛囊组织采

样， 进行转录组测序分析， 共筛选到 １１２ 个差异基

因， 其中上调差异基因 ６３ 个， 下调差异基因 ４９ 个，
经过 ＧＯ 分析等最终获得了 ＭＹＯＴ、 ＮＴ５ＤＣ１、 ＭＢ 这

３ 个上调差异基因。
现有关于家禽羽色研究主要是围绕黑色素合成、

转移、 沉积等方面的相关基因［３，２４］， 如段修军等［１１］

筛 选 出 了 ＳＬＣ２４Ａ４、 ＳＬＣ２４Ａ５、 ＴＹＲＰ１、 ＤＣＴ、
ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＭＩＴＦ 这 ６ 个可能参与番鸭羽色遗传调控

的关键基因； Ｗｕ 等［１２］ 探究了内皮素受体 Ｂ２ 基因

（ＥＤＮＲＢ２） 在 ４ 种番鸭羽色类型中的遗传差异， 揭

示 ＥＤＮＲＢ２ 基因影响番鸭羽色调控； 郑嫩珠等［１３］ 发

现 ＴＹＲ 和 ＭＣ１Ｒ 在不同羽色番鸭中表达的显著差异；
李华等［２５］发现 ０ ～ ２８ 日龄的樱桃谷鸭羽毛颜色和换

羽与 ＴＹＲ 基因和血管内皮生长因子 （ＶＥＧＦＡ） 的抑

制表达有关。 此外， 针对 ＭＣ１Ｒ［７，８，２６－２７］、 刺鼠信号

蛋白 （ＡＳＩＰ） ［２８］、 ＴＹＲＰ１［２９－３０］、 ＭＩＴＦ［３１－３２］ 等也开展

了较多的家禽羽色遗传研究， 而本研究并未发现上述

基因存在显著表达差异， 筛查出的 ＭＹＯＴ、 ＮＴ５ＤＣ１、
ＭＢ 这 ３ 个上调差异基因， 也未见有与家禽羽色表达

相关的文献报道。
本研究采集黑、 白羽色番鸭的毛囊组织， 借助

ＲＮＡ－ｓｅｑ 技术， 开展转录组对比分析， 提示胶原肌

丝生成相关基因可能与番鸭羽毛颜色相关， 并在此基

础上获得了 ３ 个上调差异表达基因。 ＭＹＯＴ 基因具有

在畜禽肌肉发育中调节和改良肉质的作用， Ａｄｏｌｉｇｂｅ
等［３３］、 Ｍａｈｏｕｇｎｏｎ［３４］、 朱志明等［３５］ 认为 ＭＹＯＴ 基因

在成肌分化中有着重要的作用； ＭＢ 基因在家禽育种

中也主要用于肉质选育 ［３６－３７］； ＮＴ５ＤＣ１ 基因多应用

于肺功能疾病方面的研究， 发现 ＮＴ５ＤＣ１ 基因可作为

慢性阻塞性肺病 （ＣＯＰＤ） 易感性和肺功能调控有关

的关键基因之一［３８］。 但上述 ３ 个功能基因均未见有

与家禽羽色表达相关的文献报道， 其在番鸭羽色性状

遗传调控中的作用机制需进一步挖掘。

４　 结论

本研究基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 高通量测序， 分析番

鸭不同羽色在分子遗传学的差异， 结合 ＧＯ 数据库，
发现有 １１２ 个高表达差异基因， 其中上调差异基因

６３ 个， 下调差异基因 ４９ 个， 在此基础上进一步分

析， 筛选出可能与番鸭羽色遗传相关的 ３ 个上调差异

基因 ＭＹＯＴ、 ＮＴ５ＤＣ１、 ＭＢ， 经 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检验和个

体羽色表观性状分析， 确定了 ＭＹＯＴ、 ＭＢ 基因可作

为番鸭羽色分子辅助选育的候选功能基因。
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