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表达谱芯片筛选獭兔毛色相关候选差异表达基因
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要!本研究旨在了解青紫蓝色獭兔和白色獭兔毛色形成的分子遗传学机理'试验分为
*

组!每组包含全同胞

青紫蓝獭兔和白色獭兔各
%

只'利用安捷伦基因芯片技术分析不同分组之间差异基因表达情况!并通过实时荧光

定量
]?2

方法对部分差异显著基因进行验证'差异表达分析结果显示!

*

组青紫蓝色獭兔对白色獭兔分别筛选出
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#分类结果显示!这些基因主要参与细胞分化(增殖(凋亡(发育(离子转运(免疫应答等生物学过程'通过实时

荧光定量
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基因在组织样中的表达量进行检测!结果与表达谱芯片一致'

通过表达谱芯片结果结合生物信息学分析和文献报道!筛选出了
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等对毛色

形成可能具有重要影响的候选基因'
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獭兔的毛皮柔软美观(轻便保暖!一直以来都备

受人们的喜爱!特别是其自然形成的多种多样的毛

色!更能满足不同消费者的审美需求'培育多色獭

兔既可以增加獭兔的特色附加价值!也可以提高养

兔业的经济效益'在獭兔的选育工作中!一般通过

杂交方法!组合不同的基因型!培育出多种色型的獭

兔'青紫蓝獭兔是獭兔的一个品种!全身被毛基部

为瓦蓝色!中段为珍珠灰色!毛尖部为黑色'颈部毛

色略浅于体侧部!背部毛色较深!腹部毛色呈浅蓝或

白色'因为其被毛类似于青紫蓝兔!故得名'毛色

遗传作为可以利用的遗传标记!在人(鼠(猪等多种

哺乳动物中都有研究*

%!0

+

'哺乳动物的毛色是遗传

基础复杂的质量性状!而后天的环境也会对毛色有

一定的调控作用*

*

+

'

;'?'XD--D99

等*

)

+研究表明!

小鼠体内控制毛色形成的多个通路中包含大约
%0=

个基因'哺乳动物的皮毛之所以出现从白到黑的多

种颜色!主要是由体内黑色素细胞产生的真黑素和

棕黑素之间的相对数量与分布决定的*

1!.

+

'高文

玉*

=

+通过对獭兔毛色遗传资料的收集整理!发现影

响獭兔毛色的基因至少涉及
%&

个系统或座位!其可

通过等位基因和不同位点基因间的相互作用决定獭

兔毛色的具体表达'许多研究已证实!
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等基因参与了黑色素的

产生!并与哺乳动物毛色的形成过程相关*
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自
%//%

年基因芯片概念被首次提出开始*

%)

+

!

基因芯片技术因其自动化(高通量(微型化检测等优

点!迅速成为生命科学界的研究热点*

%1

+

!随着各种

相关技术的发展!基因芯片已成为,后基因组时代-

基因功能分析研究的最重要技术之一'基因芯片技

术是一项由分子生物学(微电子学(物理学(化学和

计算机学等多学科交叉融合而成的高新技术!高通

量筛选的特点使其在基因表达分析(疾病诊断和治

疗(新药发现等众多领域得到广泛应用*

%.

+

'本研究

利用家兔全基因表达谱芯片技术筛选青紫蓝色獭兔

和白色獭兔背部皮肤组织差异表达基因!探索对毛

色形成可能具有重要影响的功能基因!初步揭示相

关基因的差异表达模式!为进一步筛选调控獭兔体

内黑色素生成(多种多样毛色形成相关的主效基因

以及毛色的进一步选育改良工作提供参考'

#

!

材料与方法

#E#
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样本采集

选取
%)

日龄青紫蓝色和白色獭兔各
*

只"由浙

江省余姚市欣农兔业有限公司提供#!来自于
*

对獭

兔全同胞个体!其中每对全同胞个体均含有青紫蓝

色獭兔和白色獭兔各
%

只'取背中部靠近脊椎处约

%'17A

0 皮肤样!剪去表层毛发后将其剪成小块放

入去
234

酶指形管!于液氮中保存备用'

#E!
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基因芯片

本试验采用
4
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兔全基因组
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#!购自上海伯豪生物芯片有限公司'
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提取和纯化

采用
CI$G#8

法提取样品的总
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!所得总
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4
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E

#纯化总
234

'

#E%
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荧光标记

采用
4

6

$8D-9

表达谱芯片配套试剂盒提取试验

样品总
234

!按照
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R
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#的要求!

对样品总
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中的
A234

进行放大和荧光标记!

并用
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A$-$U$9
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>M4K@3

!
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#对标记

后的
7234

进行纯化'

#E$
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芯片杂交

按照
4

6

$8D-9

表达谱芯片所提供的杂交标准流

程和配套试剂盒!将
%'.1

'

6

的
7234

样在
.1m

滚

动杂交炉中
%&I

/

A$-

c%滚动杂交
%=F

!并在洗缸中

洗片!洗片所用的试剂为
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芯片的洗涤及扫描

从杂交炉中取出已经完成杂交的芯片!用
K@

JB,FXOSSDI

洗涤芯片!并用
4

6

$8D-9Z$7I#BIIB

E

<7B--DI

进行扫描'用
aDB9OID@H9IB79$#-,#S9TBID
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读取数据!最后采用
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6

<#S9TBID

%%'&

进行归一化处理!所用的算法为
>OB-9$8D

'
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数据分析

将读取的数据进行归一化处理后!以
2B9$#

(

0

或
2B9$#

)
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筛选差异表达基因'对于筛选出的未
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知基因!根据其登录号在
3?XM

上搜索其功能注释'

#EI
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荧光定量
2Z)

验证

利用与芯片同一批组织样提取
234

进行荧光

定量
]?2

验证!随机选取
*

个芯片结果中的差异表

达基因!以
=!AF;

作为内参基因!采用
<NX2

KIDD-

*

法进行荧光定量试验!以验证芯片结果的

可靠 性!预 混 体 系
8̂9IB<NX2 Z$H9OID

"

J$9F

2̀ :

#购自北京康为世纪生物科技有限公司'引物

利用
8̀$

6

#=

软件根据芯片探针相对应的核酸序列

设计"表
%

#'采用
CBLB2B

公司的
]I$AD<NX

0

]DISD792DB8C$AD

试剂盒制备
7;34

!标准曲线由

7;34

梯度稀释后建立'每个样品设置
*

个重复!

利用
4XM=1&&

荧光定量
]?2

仪"
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#分析
]?2

过程中的荧光信号值!并获得

各样品和基因的
?9

值!以
0

c

11

?9方法计算基因表达

的差异倍数'

表
#

!

实时荧光定量
2Z)

的引物序列

F.A8,#

!

2/5J,/-,

Y

7,60,-:3/

Y
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基因名称
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结
!

果
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差异表达基因

本试验利用兔的表达谱芯片初步得到不同毛色

全同胞獭兔皮肤组织表达谱!以每组的白色獭兔基

因表达值为对照!青紫蓝色獭兔基因的表达值分别

与其对比!按照差异倍数
(

0

或
)

&'1

的标准筛选差

异基因!

*

组分别筛选出了
1)1

(

%.(&

和
0&/0

个差

异表达基因!经韦恩分析后发现
*

组共有差异表达

基因
%=0

个"图
%

#'在第
%

组中!

%%%

个基因在青紫

蓝色獭兔皮肤组织中表达上调!

.%

个基因表达下

调&在第
0

组中!

%&=

个基因在青紫蓝色獭兔皮肤组

织中表达上调!

.1

个基因表达下调&在第
*

组中!

/0

个基因在青紫蓝色獭兔皮肤组织中表达上调!

(&

个

基因在青紫蓝色獭兔皮肤组织中表达下调'

%=0

个

基因中有
(/

个在
*

组中表达趋势一致!其中
.0

个

基因在青紫蓝色獭兔皮肤组织中表达上调!

0=

个基

因在青紫蓝色獭兔皮肤组织中表达下调'表
0

列出

了其中的
0&

个差异表达基因'

!E!

!

;[

分类结果

筛选得到的差异基因经过
K̀

"

F99

R
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TTT'
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D-D#-9#8#

6E

'#I

6

%#进行功能分类!结果见表
*

'这

些差异基因参与生物学过程的调控(细胞(代谢等生

物学过程"图
0

#'其中生物学过程的调控(生物学

调节(细胞过程(代谢过程占
%&Y

以上!多细胞有机

图
#

!

H

组差异基因的
V,66E

分析

N5

4

E#

!

V,66E.6.8

C

-5-3:91,L<;-56H

4

/37

>

-

体过程(发育过程(定位(建立定位(一体化过程都占

1Y

(

%&Y

!其他的生物学过程都占
1Y

以下'

!EH

!

相关差异表达基因信号通路富集

%=0

个共同差异表达基因中!大部分基因处于

已研究发现的
L@KK

(

X$#7BI9B

信号通路!他们存在

于多条
L@KK

(

X$#7BI9B

信号通路中!例如
/'&@%

基

因处于丝裂素活化蛋白激酶信号通路"

Z4]L$-B,D

<$

6

-B8$-

6

]B9FTB

E

#等
%0

个
X$#7BI9B

信号通路!以

及黑素生成"

ZD8B-#

6

D-D,$,

#等
1

个
L@KK

信号通

路'本试验找出了一些与色素形成相关的信号通路

以及相关的差异基因"表
)

#'

&=1
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)

期 施丽娟等$表达谱芯片筛选獭兔毛色相关候选差异表达基因

表
!

!

H

组中表达趋势一致的
!"

个差异基因

F.A8,!

!

!"03JJ36@5::,/,695.88

C

,=

>

/,--,@

4

,6,-56H

4

/37

>

-

基因名称

KD-D,-BAD

KD-XB-U

登录号

KD-XB-UB77D,,$#--OAWDI

差异倍数
a#8"7FB-

6

D

第
%

组
KI#O

R

%

第
0

组
KI#O

R

0

第
*

组
KI#O

R

*

/'&@% 3?

1

&%*.=1'% *'*( 0'*1 0'.(

=)$

D

3?

1

&%*../'% *'=1 0'=0 *'=*

5; 4a)/*1).'% *'&= 0'(% 0'..

=)$%) 3?

1

&%*../'% 0'%0 0'01 0'&%

?BAU0B 3?

1

&%*.=%'% 0'0= 0')1 *'*.

I$

L

S%0 3Z

1

&%*(=%'* 1'*/ 0'1. 0'(1

!"#)0 3?

1

&%*.()'% 0'&1 0'&* 0'&0

F90% 3Z

1

&%&&/%'* 0'*. 0'%0 0'1.

-5%!( 3?

1

&%*.=)'% *'%. *'0= *'%(

5#) 3?

1

&%*.=1'% 1')& 1')/ *'*)

>&

1

) 3?

1

&%*.(%'% 0'&. )'&. 0'(1

;#'1W 3?

1

&%*.=1'% )'%. 0'&1 0'.1

PS

R

%% 3Z

1

%=0).0') 0'&= 0'%. &'0(

B

1

:

2

% 3?

1

&%*./&'% 0'&. *'*1 *'/1

!4'@S0 3Z

1

%==&=('* 0'&= *'(& 0'0*

-"#' 3?

1

&%*.=1'% &'*0 &'0/ &'%0

/

1

$ 3?

1

&%*.(&'% &'*% &'). &'&(

R)#0 3Z

1

&&%%=%&)0'% &'*% &')% &'*(

F)$,". 3Z

1

&&%*=&'% &'%% &'). &')0

G

12

' 3?

1

&%*.=('% &')= &'). &'*.

表
H

!

分子生物学过程相关基因
;[

分类

F.A8,H

!

;[9,/J93

4

,6,56A5383

4

50.8

>

/30,--

基因功能分类

CFDSO-79$#-B878B,,$S$7B9$#-#S

6

D-D,

基因数

3OAWDI#S

6

D-D,

K̀

分类号

K̀ 3#'

生物学过程的调节
2D

6

O8B9$#-#SW$#8#

6

$7B8

R

I#7D,, %*0 &&1&=(/

生物学过程的负调控
3D

6

B9$VDID

6

O8B9$#-#SW$#8#

6

$7B8

R

I#7D,, *1 &&)(1%/

生物学过程的正调控
]#,$9$VDID

6

O8B9$#-#SW$#8#

6

$7B8

R

I#7D,, *( &&)(1%(

生物学调节
X$#8#

6

$7B8ID

6

O8B9$#- %*1 &&.1&&=

一体化过程
ZO89$!#I

6

B-$,A

R

I#7D,, =& &&1%=&)

建立定位
@,9BW8$,FAD-9#S8#7B8$GB9$#- (1 &&1%0*)

定位
5#7B8$GB9$#- /& &&1%%=/

刺激应答
2D,

R

#-,D9#,9$AO8O, )0 &&1&(/.

运动
5#7#A#9$#- *0 &&)&&%%

生长
KI#T9F ) &&)&&&=

发育过程
;DVD8#

R

AD-9B8

R

I#7D,, /& &&*01&0

繁殖
2D

R

I#"O79$#- * &&&&&&*

免疫系统过程
MAAO-D,

E

,9DA

R

I#7D,, )( &&&0*=.

代谢过程
ZD9BW#8$7

R

I#7D,, %** &&&(%10

细胞生理过程
?D88O8BI

R

I#7D,, %*( &&&//(=

解剖结构形成
4-B9#A$7B8,9IO79OIDS#IAB9$#- 0& &&%&/0.

凋亡
;DB9F %/ &&%.0.1

生殖过程
2D

R

I#"O79$VD

R

I#7D,, ( &&00)%)

生物黏附
X$#8#

6

$7B8B"FD,$#- %0 &&00.%&

多细胞有机体过程
ZO89$7D88O8BI#I

6

B-$,AB8

R

I#7D,, %%0 &&*01&%

%=1
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图
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分子生物学过程相关基因
;[

分类

N5

4

E!

!

;[9,/J93

4

,6,56A5383

4

50.8

>

/30,--

表
%

!

色素形成相关的信号通路

F.A8,%

!

K5

4

6.8

>

.91D.

C

/,8.9,@93

>

5

4

J,69:3/J.9536

通路名称

3BAD#S

R

B9FTB

E

差异表达基因

;$SSDID-9$B88

E

DH

R

ID,,D"

6

D-D,

黑素生成
ZD8B-#

6

D-D,$, R)#0

(

=)$

D

(

F90%

(

/'&@%

黑素细胞发展和色素通路

ZD8B-#7

E

9D"DVD8#

R

AD-9B-"

R

$

6

AD-9B9$#-

R

B9FTB

E

/'&@%

酪氨酸代谢
C

E

I#,$-DAD9BW#8$,A 5;

丝裂素活化蛋白激酶信号通路

Z4]U$-B,D,$

6

-B8$-

6R

B9FTB

E

I$

L

S%0

(

/'&@%

!E%

!

荧光定量
2Z)

验证差异基因

为验证芯片结果的可靠性!本研究从芯片杂交

结果中选取
)

个基因进行荧光定量
]?2

验证'芯

片和实时定量
]?2

的结果比较见表
1

'结果显示!

/'&@%

(

R)#0

(

=)$

D

和
=)$%)

各基因的表达谱芯片

和荧光定量两个试验所得的表达倍数虽然不同!但

二者的表达趋势基本相同"图
*

#!因此认为芯片的

筛查结果可靠'

H

!

讨
!

论

表达谱芯片是基因芯片的一个重要分支!其方

法已经相对成熟!并研制出许多物种的商品化表达

谱芯片产品*

%=

+

'杨静等*

%(

+利用表达谱芯片技术筛

选子宫颈上皮内瘤变发展成子宫颈癌危险性相关的

差异表达基因发掘了
!HC>F0&!%

(

K<JI)

(

-HN

K>F

等
%*

个在子宫颈癌发生的早期阶段发挥重要

作用的基因'李挺*

%/

+通过表达谱芯片技术找到了

新西兰白兔与福建黄兔背肌和腿肌中共有的

5))"%

(

I

6

+1W

(

5

L

3*

等
=

个影响兔肌肉生长发育

的基因'本研究利用
4

6

$8D-9

兔全基因组表达谱芯

片筛选出了青紫蓝色獭兔相对于白色獭兔的差异表

达基因!并且选取部分基因进行荧光定量
]?2

验

证!结果显示!芯片结果与荧光定量结果中基因表达

量基本一致!说明利用表达谱芯片技术筛选毛色性

状相关候选基因是可靠的途径'

本试验利用
K̀

功能分类对筛选的差异表达基

因进行生物学过程分析!结果显示!差异表达基因主

要参与细胞黏附(增殖(分化及凋亡等细胞过程!以

及发育(离子转运等生物学过程'本研究通过表达

谱芯片结果结合生物信息学分析和文献报道!筛选

出
5;

(

/'&@%

(

R)#0

(

F90%

(

=)$

D

(

I$

L

S%0

等与獭

兔毛色形成过程相关性较大的候选基因!与前人的

研究结果一致'本研究中酪氨酸羟化酶基因

"

C

E

I#,$-DF

E

"I#H

E

8B,D

!

5;

#在
*

组不同毛色獭兔

0=1
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期 施丽娟等$表达谱芯片筛选獭兔毛色相关候选差异表达基因

表
$

!

荧光定量
2Z)

与表达谱芯片的基因表达比较

F.A8,$

!

F1,03J

>

./5-363:

4

,6,,=

>

/,--5368,Q,8A,9D,,6

Y

7.695:50.9536)FP2Z).6@015

>

基因

KD-D,

组别

KI#O

R

,

表达谱芯片差异倍数

a#8"7FB-

6

D7F$

R

实时荧光定量
]?2

差异倍数

\

2C!]?2S#8"7FB-

6

D

/'&@% % *'*( )'*1

0 0'*1 0'0(

* 0'.( *'0*

R)#0 % &'*% &'(*

0 &')% &'**

* &'*( &')0

=)$

D

% *'=1 0'&1

0 0'=0 *'(1

* *'=* 0'))

=)$%) % 0'%0 %'((

0 0'01 0'1.

* 0'&% %'/0

图
H

!

芯片与荧光定量
2Z)

结果比对

N5

4

EH

!

F1,03J

>

./5-36-36.6.8

C

-5-/,-7893:J50/3.//.

C

.6@

Y

)FP2Z)

表达谱芯片中的差异表达倍数均大于
0

!提示该基

因可能与獭兔毛色形成相关!其编码的酪氨酸羟化

酶是一种以酪氨酸为底物!并催化酪氨酸形成多巴

的酶!是多巴和儿茶酚胺生物合成过程中的关键步

骤和第一个限速酶*

0&

+

'韩宇等*

0%

+认为!

5;

基因控

制家蚕体内黑色素的形成'本研究中
74Z]

反应

元件结合蛋白基因"

74Z]ID,

R

#-,DD8DAD-9W$-"!

$-

6R

I#9D$-

!

?IDW%

#在
*

组不同毛色獭兔表达谱芯

片中也具有差异表达'

74Z]

反应元件结合蛋白是

K

蛋白耦合受体信号"

K]?2

#中最重要的一个核转

录因子'卜今*

00

+的研究表明!丹皮酚能通过活化

_3L

%

<4]L

途径!激活下游的酶性蛋白!抑制磷酸

化
/'&@

!进而下调
I(#

2

基因!减少
5

6

'

基因的表

达!抑制黑素合成'

/'&@%

基因是该
/'&@

家族基因

中非常重要的一员!

@'2']I$7D

等*

0*

+研究发现!在正

常的黑色素细胞中!色素沉着信号从
I"%'

基因传

递到
I(#

2

基因需要
/'&@%

基因的参与'在筛选得

到的差异基因中!

R)#0

是
J-9

家族的成员之一!

J-9

%

&

!7B9D-$-

通路是一条保守的信号通路!广泛存

在各种动物细胞内'

J-9

家族是一个非常庞大的

*=1
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多基因家族!主要参与细胞的增殖与分化过程'

J-9

可以与细胞表面的
aI$GG8D"

受体结合!通过

K]?2

激活
"$,FDVD88D"

"

;b5

#蛋白从而调节
&

!

7B9D-$-

*

0)

+

'

F90

在
J-9

信号通路激活过程中!介导

J-9

信号传递到不同的途径!起着信号分流作用'

K'Z'X#8B-"

等*

01

+研究发现!过量表达
F90%

基因

能够使
&

!7B9D-$-

在胞质中稳定积累'于秋菊等*

0.

+

研究表明!

&

!7B9D-$-

在棕色羊驼皮肤组织中的基因

表达量高于白色羊驼!可能与羊驼毛色形成具有相

关性'

L']FBA

等*

0=

+研究发现!

R)#0

在恶性黑色

素瘤中过表达'

=)$

D

基因编码的
K-B

\

蛋白是异

源三聚体
K

蛋白中
B

亚基下游中的亚基基因!其功

能是将信息从细胞表面受体传递到细胞内!在黑素

细胞内皮素
X

受体中发挥重要作用!存在于包括皮

肤在内的各种组织中'

Z'4';BV$D,

等*

0(

+研究指

出!黑色素细胞中
K-B

\

蛋白的突变体和其他一些

基因协作诱导小鼠黑色素瘤的形成'

?';'bB-

2BBA,"#-U

等*

0/

+研究表明!

=)$

D

超效等位基因的

突变会引起真皮内黑色素细胞增加从而导致皮肤色

素扩散'

I$

L

S%0

基因编码的丝裂素活化蛋白激酶

"

Z4]L

#参与生物体内的多种受体信号传递途径!

?';'bB-2BBA,"#-U

等*

*&

+研究表明!

Z4]L

信号

通路作用于黑色素小体的转运!可能在眼色素瘤和

色素痣中发挥作用'

%

!

结
!

论

本研究利用基因芯片技术筛选出同一窝出生的

青紫蓝色獭兔和白色獭兔中差异表达基因!共筛选

出
%=0

个基因!参与了细胞的增殖(分化(凋亡!信号

传递(离子转运(催化酶的活性(蛋白结合等多种细

胞生物学过程'其中
/'&@%

(

=)$

D

(

I$

L

S%0

(

5;

(

R)#0

(

F90%

基因的差异表达!表明这些基因可能是

对獭兔毛色形成具有重要影响的候选基因'
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