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基于表达谱芯片筛选鸡不同部位皮肤

组织差异表达基因
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要!旨在筛选鸡不同部位"背部和腿部#皮肤组织中的差异表达基因!探讨二者皮肤毛囊出现表型差异的分子

机制'以处于上市日龄的"

.*

日龄#商品代肉鸡为素材!利用
E

@

$A5-7

鸡全基因组表达谱芯片对皮肤厚度(毛囊密度

和直径出现显著差异的背部和腿部皮肤组织
;=DE

表达水平进行检测!对与皮肤毛囊发生发育相关的候选基因

及信号通路进行系统筛查!并运用实时荧光定量
<G=

技术对部分差异表达基因进行验证'结果显示!芯片分析共

筛选到差异表达基因
.N.

个"

(

PG

(%

0

!

3

'

&'&1

#!以腿部皮肤为参照!背部皮肤组织中上调基因
00*

个!下调基

因
)1*

个'荧光定量
<G=

验证部分差异表达基因的表达趋势与芯片结果基本一致'

MU

分析表明!差异表达基因

参与细胞增殖和凋亡调控(

a-7

信号通路(神经元分化(细胞间黏附调节(细胞命运的确定等生物学过程'

bRMM

信号通路分析发现!除了部分已知的与皮肤毛囊生长发育相关的信号通路"

a-7

和
W5"

@

5B#

@

信号通路#!

RG̀

受

体相互作用(黏着(细胞黏附分子(黏合连接等信号通路也被富集'蛋白互作网络分析表明!这些差异表达基因相

互作用形成一个调控网络!可能通过影响皮肤毛囊的生长发育和周期变化来影响皮肤毛囊的性状!推测
RG̀

受体

相互作用(黏着(运输等调控通路及
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等基因可能是参与鸡不同部位皮肤毛囊

性状出现差异的重要调控通路和候选基因'

关键词!鸡&不同部位&皮肤&毛囊&表达谱芯片

中图分类号!

>(*%'0

!!!!

文献标志码!

E

!!!!

文章编号!

&*..!./.)

"

0&%(

#

&%!&&*.!%&

收稿日期!

0&%N!&.!0N

基金项目!国家自然科学基金项目"

*%1N0*1(

#&江苏省科技支撑计划项目"

HR0&%1*))

#&江苏省农业自主创新基金项目"

GX

"

%1

#

%&&/

#&江苏省

自然科学基金项目"

Hb0&%.%*00

#&现代农业产业技术体系建设专项资金"

GE=>!)%

#

作者简介!姬改革"

%/(1!

#!女!河南洛阳人!硕士!助理研究员!主要从事家禽遗传育种研究!

R!;9$A

$

NN(1)0&%/

#\\

'4#;

&束婧婷"

%/(&!

#!女!

江苏宿迁人!博士!副研究员!主要从事家禽遗传育种研究!

Q5A

$

&1%)!(11//&N.

!

R!;9$A

$

,B6

+

$-

@

7$-

@#

%.*'4#;

'二人共为第一作者

"

通信作者!邹剑敏!研究员!

R!;9$A

$

+\

,S

+

;

#

%.*'4#;

U6)/02:2;-024/4:W2::)+)/02-..

5

LP

=

+)33)6M)/)3@)0B))/W2::)+)/0*432024/34:

7(2;V)/9V2/X-3)64/M)/)LP

=

+)3324/T2;+4-++-

5

IZM9$!

@

5

!

>WTI$-

@

!7$-

@

!

>WEDO9-!

+

6

!

VWEDM $̀-

@

!

QTO6-!

+

$5

!

LZTO$!]9-

!

ITX$9#!

+

6-

!

VUTI$9-!;$-

"

"

6&

7

8$9+'$#+'

7:

+'3+=5#'

7

M&)&#("@$)AH'&&A()

>

+

:

I($)

>

@=3'+4()"&

!

I($)

>

@=<)@#(#=#&+

:

3+=5#'

7

-"(&)"&

!

R$)

>

B,+=001%01

!

C,()$

#

?@30+-;0

$

QB59$;,#]7B$,,76"

:

5̂357#,4355-"$]]535-7$9AA

:

5Y

2

35,,5"

@

5-5,#],C$-7$,,6597"$]!

]535-7

2

#,$7$#-,

"

"#3,9A9-"A5

@

#

#]4B$4C5-

!

9-"$-85,7$

@

9757B5;#A546A93;54B9-$,;#]

2

B5-#!

7

:2

$4"$]]535-45,'G#;;534$9AK3#$A534B$4C5-,

"

.*"9

:

,#A"

#

5̂35,5A5475"9,;9753$9A,

!

E

@

$A5-7

4FDE;$43#9339

:

9-9A

:

,5, 5̂354#-"6475"7#"5753;$-5

@

5-55Y

2

35,,$#-

2

3#]$A5,#]"#3,9A9-"A5

@

,C$-7$,,65, $̂7B,$

@

-$]$49-7"$]]535-45,$-,C$-7B$4C-5,,

!

B9$3]#AA$4A5"5-,$7

:

9-""$9;5753'E

,

:

,75;97$4$"5-7$]$497$#-#]49-"$"975

@

5-5,9-",$

@

-9A$-

@2

97B̂ 9

:

,9,,#4$975" $̂7B,C$-]#AA$4A5$-!

$7$97$#-9-""585A#

2

;5-7 5̂354#-"6475"

!

9-"

\

=Q!<G=9,,9

:

, 5̂356,5"7#89A$"9757B5;$43#93!



!

%

期 姬改革等$基于表达谱芯片筛选鸡不同部位皮肤组织差异表达基因

39

:

B

:

K3$"$S97$#-35,6A7,'E7#79A#].N.

@

5-5, 5̂35,4355-5"

"

PG

%

0

!

3

'

&'&1

#!

4#;

2

935"

$̂7B7B5A5

@

,C$-

!

9;#-

@

7B5;

!

00* 5̂356

2

!35

@

6A975"5Y

2

35,,$#-

@

5-5,9-")1* 5̂35"#̂ -!35

@

6!

A975"5Y

2

35,,$#-

@

5-5,$-"#3,9A,C$-'=59A!7$;5<G=35,6A7, 5̂354#-,$,75-7 $̂7B;$43#9339

:

35!

,6A7,$-7B55Y

2

35,,$#-735-"#]

2

937$9A"$]]535-7$9AA

:

5Y

2

35,,5"

@

5-5,

"

FRM,

#

'MU9-9A

:

,$,

,B#̂ 5"7B977B5FRM, 5̂35$-8#A85"$-7B535

@

6A97$#-#]45AA

2

3#A$]5397$#-9-"9

2

#

2

7#,$,

!

a-7

,$

@

-9A$-

@2

97B̂ 9

:

!

-563#-9A"$]]535-7$97$#-

!

35

@

6A97$#-#]45AA!45AA9"B5,$#-

!

45AA]9754#;;$7;5-7

9-"#7B53K$#A#

@

$49A

2

3#45,,5,'bRMM

2

97B̂ 9

:

9-9A

:

,$,35859A5"7B97

!

$-9""$7$#-7#

2

937A

:

C-#̂ -,$

@

-9A$-

@2

97B̂ 9

:

,9,,#4$975" $̂7B,C$-]#AA$4A5"585A#

2

;5-7

"

a-79-"W5"

@

5B#

@

,$

@

-9A$-

@

2

97B̂ 9

:

,

#!

RG̀ !3545

2

7#3$-753947$#-

!

P#49A9"B5,$#-

!

G5AA9"B5,$#-;#A546A5,

"

GE ,̀

#!

E"B5!

35-,

+

6-47$#-,$

@

-9A$-

@2

97B̂ 9

:

, 5̂359A,#5-3$4B5"'<3#75$-$-753947$#--57̂ #3C9-9A

:

,$,,B#̂ 5"

7B977B5FRM,

@

5-5,$-7539475" $̂7B594B#7B537#]#3;935

@

6A97#3

:

-57̂ #3C7B97;9

:

9]]5477B5

,C$-]#AA$4A5739$7,K

:

9]]547$-

@

7B5

@

3#̂ 7B9-""585A#

2

;5-7#]7B5,C$-]#AA$4A59-"7B5

2

53$#"$4

893$97$#-'RG̀ !3545

2

7#3$-753947$#-

!

P#49A 9"B5,$#-

!

739-,

2

#3753

2

97B̂ 9

:

, 9-" J66%

!

QEO*E

!

-22

!

0M0%9-"<M0%

@

5-5,;9

:

K5$;

2

#379-735

@

6A97#3

:2

97B̂ 9

:

,9-"49-"$"975

@

5-5,$-8#A85"$-7B5"$]]535-45,#],C$-]#AA$4A5739$7,$-"$]]535-7

2

#,$7$#-,#]7B54B$4C5-,C$-'

A)

5

B4+63

$

4B$4C5-

&

"$]]535-7

2

#,$7$#-,

&

,C$-

&

B9$3]#AA$4A5

&

5Y

2

35,,$#-;$43#9339

:

!!

我国居民对鸡肉的传统消费一直是以活鸡为

主!具有良好肌肉品质的地方品种鸡在活鸡市场占

有绝对优势'然而!自
0&%*

年以来!

WND/

"

W1D.

#

病毒反复来袭!政府出于对公共卫生安全的考虑!会

暂时性的或者永久关闭活禽交易市场!提倡以冷鲜(

冷冻的方式销售禽类产品!给以活鸡方式上市交易

的优质肉鸡产业带来了毁灭性的打击'在屠宰上市

后!原本能代表地方品种优势的外观性状如羽色等

将不复存在!胴体外观的均一度(皮肤弹性和颜色(

皮肤厚度以及毛囊直径(密度的大小等会受到越来

越多的关注'

毛囊是动物皮肤重要而复杂的附属器官!其发

生发育依赖于上皮细胞和真皮间充质细胞间的相互

作用来实现)

%

*

'关于其中存在的信号分子的研究!

大多集中在哺乳动物'已发现皮肤毛囊的发育受到

多个信号分子及信号通路的协同调控!是一个复杂

的分子调控过程'基因组表达谱芯片技术可用来在

全基因组水平上比较不同生理过程同一组织或者不

同组织中差异表达基因!进一步挖掘和筛选出与性

状相关的信号通路和关键基因!应用广泛'在羊上!

表达谱芯片技术被用来筛选影响羊毛纤维直径性状

的差异表达基因)

0

*和不同毛囊发育阶段的差异基因

表达)

*

*

'在禽类!陈兴勇等)

)

*采用表达谱芯片技术

检测鹅换羽前后的差异表达基因!筛选与羽绒再生

相关的重要基因'目前!在禽类皮肤毛囊方面的研

究!主要集中在在肤色(羽色和产绒性能方面!如
I'

['VB9-

@

等)

1

*采用转录组测序技术比较不同肤色

鸡"白色皮肤和黑色皮肤#个体皮肤组织基因表达差

异!筛选出影响色素沉着的主要调控基因&高广

琦)

.

**利用转录组测序技术检测与鸡羽毛色素沉着

有关的基因&

L'VB9-

@

等)

N

*采用高通量测序技术检

测鸭不同羽区"正羽和绒羽#皮肤毛囊的
;$=DE

表

达谱等!但是关于鸡皮肤厚度(毛囊密度和直径方面

的研究较少!利用表达谱芯片技术鉴别影响不同部

位皮肤厚度(毛囊直径和密度等差异候选基因的研

究还未见报道'

本试验采用
E

@

$A5-7

鸡全基因组表达谱芯片对

鸡不同部位"背部和腿部#的皮肤毛囊进行差异表达

基因筛选!通过对差异基因进行
MU

(

bRMM

信号通

路以及蛋白表达网络分析!研究影响鸡不同部位皮

肤毛囊性状的主效基因和可能的分子机制!为筛选

影响鸡皮肤外观胴体性状的候选基因和冷鲜鸡新品

系选育提供理论依据'

#

!

材料与方法

#G#

!

试验动物

试验动物来源于江苏省家禽科学研究所与常州

立华公司联合培育的处于上市日龄"

.*

日龄#的冷

鲜鸡配套组合!随机选择处于上市日龄的
)

只鸡"公

母各半#进行屠宰!屠宰后分别立即检测背部和腿部

04;l04;

内皮肤毛囊的数目!并分别采集约
04;l

04;

大小的背部和腿部皮肤样品!其中!背部皮肤样

N*



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)/

卷
!

品采集以背部正中线为轴!分左右两侧&腿部采集大腿

部皮肤作为样品'将左侧背部皮肤样品和大腿部皮肤

样品置于
%&J

甲醛溶液中固定!用来检测毛囊直径和

皮肤厚度!右侧背部皮肤样品和大腿部皮肤样品迅

速置于液氮速冻!然后转入
f(&o

冰箱保存!用于

=DE

抽提和芯片分析'

#G!

!

皮肤毛囊性状测定

毛囊密度检测$对背部左侧和腿部皮肤
04;l

04;

内毛囊进行计数"个0

4;

f0

#'

皮肤厚度检测$用游标卡尺测定
%&J

甲醛固定

液中采集到的皮肤样品的厚度"

;;

#!每个样品测

定
*

次!求平均值'

毛囊直径检测$对采集到的
%&J

甲醛固定液中

的皮肤毛囊样品进行测定!每个样品随机挑选
*

&

)

个完整毛囊!采用游标卡尺测定毛囊直径!每个毛囊

测定
*

&

)

次!计算平均值"

;;

#'

#GK

!

<H?

提取&质量检测及纯化

采用
=DE

提取试剂盒提取皮肤组织总
=DE

"

E

22
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,75;,

!

E %̀1.%

#&利用
D9-#F3#

2

DF!0&&&

"

QB53;#>4$5-7$]$4

#定量并经
E
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H$#9-9A

:

S530%&&

"

E
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$A5-7Q54B-#A#
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$5,

#检测
=DE

完整性&质检合格后使用
=D59,

:

$̀-$b$7

"

[ZE!
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!

N)%&.

#纯化总
=DE

'

#G%
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芯片杂交

所用芯片为
E

@

$A5-7

公司的鸡全基因组
)l))b

芯片"

F5,$

@

-ZF

$

&0.))%

#'参照
E

@

$A5-7

公司表达谱

芯片标准流程!将
(

个皮肤组织样本"背部和腿部皮

肤各
)

个#的总
=DE

反转录成双链
4FDE

!进一步合

成用
G

:

9-$-5!*!GQ<

"

G

:

*

#标记的
4=DE

!纯化后在

.&o

温浴
*&;$-

进行片段化!加入
0lMRYW

:

K3$"!

$S97$#-H6]]53

混匀!上芯片杂交'洗脱后利用
E

@

$A5-7

>49--53M01&1G

"

E

@

$A5-7Q54B-#A#

@

$5,

#扫描!分辨率

为
1

+

;

!扫描仪自动以
%&&J

和
%&J<̀ Q

各扫描

%

次!

0

次结果
E

@

$A5-7

软件可自动合并'采用

P597635RY73947$#-

软件"

853,$#-%&'N'%'%

!

E

@

$A5-7

Q54B-#A#

@

$5,

#处理原始图像提取原始数据'接着

利用
M5-5,

2

3$-

@

软件"

853,$#-%*'%

!

E

@

$A5-7Q54B-#A#!

@

$5,

#进行
\

69-7$A5

标准化和后续处理'标准化后的

数据进行过滤!在用于比较的每组样本中至少有
%

组

%&&J

标记为
F575475"

的探针留下进行后续分析'

#GD

!

芯片数据分析

利用
Q

检验的
3

值和倍数变化值进行差异基

因筛选!筛选的标准为上调或者下调倍数变化值

"

P#A"4B9-

@

5

#的绝对值
%

0'&

且
3

&

&'&1

'功能富

集分析和调控通路分析以鸡的注解信息为依据!采

用
MURE>Q

软件!对上调和下调的差异表达基因

进行基因功能分类"

M5-5#-7#A#

@:

!

MU

#!得到差异

表达基因参与的所有
MU

&基于
bRMM

数据库
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%

C5

@@

%#!利用
P$,B53

精

确检验和卡方检验对差异表达基因参与的
<97B̂ 9

:

进行显著性分析!计算各通路中基因富集的显著程

度!按照
3

'

&'&1

进行筛选!得到显著性的
MU

和

<97B̂ 9

:

'

>Q=ZDM

数据库是一个搜寻已知蛋白质

之间和预测蛋白质之间相互作用的数据库!利用在

线
>Q=ZDM

软件"

B77

2

$%%

,73$-

@

!"K'#3

@

%#!基于鸡

的数据库!对部分差异表达基因进行蛋白网络分析!

查询这些基因之间的相互作用关系!下载
>Q=ZDM

网站的相互作用关系对!采用
4

:

7#,49

2

5*'*

软件绘

制蛋白之间的相互作用网络关系图'

#GS

!

荧光定量
*7<

选取
1

个差异表达基因!以
!COH

作为内参基

因!采用
>OH=M355-Z

法进行荧光实时定量
<G=

反应!以验证芯片结果的可靠性'根据
M5-H9-C

中

的基因序列设计引物!引物运用
<3$;531'&

软件进

表
#

!

荧光定量
*7<

引物

'-@.)#

!

*+2>)+3)

I

8)/;)383)6:4+

I

R*7<

基因名称

M5-5-9;5

上游引物"

1_!*_

#

P#3̂93"

2

3$;53

下游引物"

1_!*_

#

=5853,5

2

3$;53

产物大小%
K

2

<3#"647A5-

@

7B

-22 QQMMQEGQGEGMMGQGGQGQE EGEGQGQMQGQGQMQGGG %00

H?3(H QEGQGEMGGQEGQEGQMGME GEGMQQMQQMQQMGQMQG %(.

<M0% GGEGEEMMMEEQEMQMMEQME GEMEMGMQMGEMEQQQEMM %&%

333%=*G MEQEGEQMMEEMEGQQEGEGMM MGEMMEMMGEEMQGEEQEM %&)

3O3/? GEQQGMQGMEQQQMQEMGQGQ MGEQEMQQGMEQEGQGGEEGG %%%

!COH QMGQMQMQQGGGEQGQEQGM QQMMQMEGEEQEGGMQMQQGE %1&

(*
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期 姬改革等$基于表达谱芯片筛选鸡不同部位皮肤组织差异表达基因

行设计"引物序列见表
%

#!采用
Q3$S#A

法提取背部

和腿部皮肤总
=DE

"

QZEDMRD

!

F<)0)

#!采用反

转录试剂盒"

QZEDMRD

!

b=%&.!&0

#进行
4FDE

合

成!然后用
>OH=M355-

试剂盒"

[ZEMRD

!

0&(&1)

#

在
9̀Y*&&&<

荧光定量
<G=

仪"爱普拜斯#上进行

荧光定量
<G=

验证试验'每个样品设置
*

个重复'

相对定量的结果采用
0

f

**

G7法进行计算'

!

!

结
!

果

!G#

!

鸡背部与腿部皮肤毛囊性状比较

对鸡的背部和腿部皮肤毛囊性状进行比较!结

果见表
0

!背部和腿部皮肤在皮肤厚度(毛囊密度和

直径方面都表现出显著差异'皮肤厚度方面是背部

皮肤厚度极显著高于腿部"

3

'

&'&%

#!毛囊密度同样

是背部皮肤毛囊密度极显著高于腿部"

3

'

&'&%

#!而

背部皮肤毛囊直径则极显著低于腿部"

3

'

&'&%

#'

!G!

!

鸡背部与腿部皮肤中的差异表达基因筛选及荧

光定量
*7<

验证

!!

采用
E

@

$A5-7

鸡全基因组表达谱芯片比较鸡的

背部和腿部皮肤组织基因表达谱差异!共发现差异

倍数在
0

倍及以上的基因
.N.

个"

PG

%

0

!

3

'

&'&1

#!

以腿部皮肤作为参照!背部皮肤中上调基因
00*

个!

下调基因
)1*

个'基于已发表的文献报道!找到了

一些与皮肤(毛囊生长发育相关的重要基因!详见表

*

'以腿部皮肤为对照!背部皮肤中
3O3/?

(

/./0

(

-%&&H

(

J66%

(

-.U%(

(

<M0%

(

333%=*G

等

基因的表达是上调的!而
6/O!3%&!)

(

N/NM

(

QEO*E

(

0M0%

(

0*J1

(

H?3(H

(

0.UE%

(

J8U*

(

3CJ2N

(

-22

等基因的表达是下调的'

表
!

!

鸡不同部位皮肤毛囊性状比较

'-@.)!

!

74>

=

-+234/4:3V2/;(-+-;0)+2302;3-062::)+)/03V2/

=

432024/34:;(2;V)/

性状

Q39$7

背部皮肤

F#3,9A,C$-

腿部皮肤

L5

@

,C$-

3

值

389A65

皮肤厚度%
;;>C$-7B$4C-5,, *'01n&'%% 0'&1n&'&N 0'N1R!&*

毛囊密度%"个0

4;

f0

#

W9$3]#AA$4A5"5-,$7

:

1')*n&'N) 0'.(n&')% /'()R!&1

毛囊直径%
;;W9$3]#AA$4A5"$9;5753 0'(1n&'&) *'N(n&'&1 0')(R!&1

表
K

!

鸡不同部位皮肤组织部分差异表达基因

'-@.)K

!

*-+02-.62::)+)/02-..

5

)P

=

+)33)6

F

)/)3-062::)+)/03V2/

=

432024/34:;(2;V)/

基因名称

M5-5-9;5

基因描述

M5-5"5,43$

2

7$#-

M5-H9-C

登录号

M5-H9-CZF

差异倍数

P#A"4B9-

@

5

3O3/?

2

3#75$-7

:

3#,$-5

2

B#,

2

B979,5

!

3545

2

7#37

:2

5

!

` HX/*%&(% )'/)

/./0 3545

2

7#37

:

3#,$-5C$-9,5!A$C5#3

2

B9-3545

2

7#30 G=*10101 )')/

-%&&H >%&&49A4$6;K$-"$-

@2

3#75$-H HX/*0%). )'*%

J66% "$4CC#

2

]aDQ,$

@

-9A$-

@2

97B̂ 9

:

$-B$K$7#3% EO&)/&%N *'0.

-.U%( >=O

"

,5Y"5753;$-$-

@

35

@

$#-O

#

!K#Y%( D`

1

0&)*&/ 0'N%

<M0% $-,6A$-!A$C5

@

3#̂ 7B]947#3%

"

,#;97#;5"$-G

#

D`

1

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

333%=*G

2

3#75$-

2

B#,

2

B979,5%

!

35

@

6A97#3

:

,6K6-$7*G X`

1

)0*%&0 0'*%

6/O!3%&!) C5397$-9,,#4$975"

2

3#75$-%&!) D`

1

&&%&*//./ f1)'(.

N/NM 5

2

$35

@

6A$- D`

1

&&%&&%0&* f)*'..

QEO*E $̂-

@

A5,,!7

:2

5``Q?$-75

@

397$#-,$75]9;$A

:

!

;5;K53*E D`

1

&&%%N%.&% f%/'/

0*J1 ]3$SSA5"4A9,,3545

2

7#31 D`

1

&&%*&10%. f('%(

H?3(H K#-5;#3

2

B#

@

5-57$4

2

3#75$-(K HT)00)1N f1'(*

0.UE% ]#3CB59"K#YD% X`

1

)%1(%. f1'*%

J8U* "$,79A!A5,,B#;5#K#Y* D`

1

0&)(&) f.'N1

3CJ2N

2

3#7#49"B53$-N G=*((/N% f.'0(

0M0% ]$K3#KA9,7

@

3#̂ 7B]947#3% >(0(0) f0'//

-22 ,#-$4B5"

@

5B#

@

D`

1

0&)(0% f0'/1

/*
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在筛选到的差异表达基因中!随机挑选了
1

个

进行荧光定量
<G=

验证!其中上调的
*

个"

<M0%

(

333%=*G

(

3O3/?

#!下 调 的
0

个 "

H?3(H

(

-22

#!结果见表
)

'

1

个差异表达基因在荧光定量

<G=

的检测结果与芯片中检测到的变化趋势相同!

说明芯片检测结果是可信的'

!GK

!

鸡不同部位皮肤差异表达基因的
MN

功能分类

!!

对差异表达基因进行
MU

"

M5-5#-7#A#

@:

#功能

注释!共发现
1%

个显著性
MU

"

3

'

&'&1

#!主要分为

生物学过程"

*0

个显著性
MU

#(细胞组分"

%*

个显

著性
MU

#(分子功能"

.

个显著性
MU

#

*

个方面'在

生物学过程方面!如表
1

所示!上调的差异表达基因

主要富集在凋亡过程的负调控!上皮细胞增殖的正

调控作用(正调控血管生成(细胞增殖的正调控(神

经元凋亡过程的负调控等&下调的差异表达基因主

要富集在
a-7

信号通路(神经元分化(细胞间黏附

调节(细胞命运的确定(轴突导向等'

表
%

!

芯片结果与荧光定量
*7<

结果的比较

'-@.)%

!

74>

=

-+234/4:+)38.03-0><H?.),).34:)-;(

F

)/)@)0B))/>2;+4-++-

5

-/6

I

<'R*7<

基因

M5-5

芯片
$̀43#9339

:

荧光定量
\

=Q!<G=

差异倍数"背皮%腿皮#

P#A"4B9-

@

5

"

F#3,9A,C$-

%

L5

@

,C$-

#

3

值

389A65

差异倍数"背皮%腿皮#

P#A"4B9-

@

5

"

F#3,9A,C$-

%

L5

@

,C$-

#

3

值

389A65

表达调节

=5

@

6A97$#-

H?3(H f1'(* &'&*. %'&1 &'&1%

下调

<M0% 0'.. &'&00 %'11 &'&)0

上调

333%=*G 0'*% &'&*( )'%0 &'&01

上调

3O3/? )'/) &'&*N %'N/ &'&*/

上调

-22 f0'/1 &'&&. )'(. &'&0N

下调

表
D

!

差异表达基因富集的
MN

生物学过程分析

'-@.)D

!

?/-.

5

3234:MN@24.4

F

2;-.

=

+4;)334:62::)+)/02-..

5

)P

=

+)33)6

F

)/)3)/+2;(>)/0

MU

编号

MUZF

MU

生物学过程

MUK$#A#

@

$49A

2

3#45,,

基因数量

D6;K53

3

值

389A65

上调基因
T

2

!35

@

6A975"

@

5-5,

MU

$

&&)*&.. -5

@

97$8535

@

6A97$#-#]9

2

#

2

7#7$4

2

3#45,, ) %'%(R!&0

MU

$

&&1&.N/

2

#,$7$8535

@

6A97$#-#]5

2

$7B5A$9A45AA

2

3#A$]5397$#- 0 0'..R!&0

MU

$

&&)1N..

2

#,$7$8535

@

6A97$#-#]9-

@

$#

@

5-5,$, 0 0'..R!&0

MU

$

&&&(0()

2

#,$7$8535

@

6A97$#-#]45AA

2

3#A$]5397$#- * *')%R!&0

MU

$

&&)0)/* 35,

2

#-,57#"36

@

0 *'()R!&0

MU

$

&&)*10) -5

@

97$8535

@

6A97$#-#]-563#-9

2

#

2

7#7$4

2

3#45,, 0 )'N0R!&0

下调基因
F#̂ -!35

@

6A975"

@

5-5,

MU

$

&&%.&11 a-7,$

@

-9A$-

@2

97B̂ 9

:

N 1'N1R!&)

MU

$

&&*&%(0 -563#-"$]]535-7$97$#- ) %'0&R!&*

MU

$

&&00)&N 35

@

6A97$#-#]45AA!45AA9"B5,$#- * %'N/R!&*

MU

$

&&)1%.1 45AA]9754#;;$7;5-7 * *'..R!&*

MU

$

&&&N)%% 9Y#-

@

6$"9-45 ) 1'*NR!&*

MU

$

&&1&(0/ "5]5-,535,

2

#-,57#M39;!-5

@

97$85K94753$6; * .')&R!&*

MU

$

&&)0)N0 $--53593;#3

2

B#

@

5-5,$, * .')&R!&*

MU

$

&&)1../

2

#,$7$8535

@

6A97$#-#]#,75#KA9,7"$]]535-7$97$#- * %'&%R!&0

MU

$

&&1&.N/

2

#,$7$8535

@

6A97$#-#]5

2

$7B5A$9A45AA

2

3#A$]5397$#- * %'0*R!&0

MU

$

&&&(%10 ;579K#A$4

2

3#45,, ( %'/NR!&0

&)
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期 姬改革等$基于表达谱芯片筛选鸡不同部位皮肤组织差异表达基因

!G%

!

鸡不同部位皮肤差异表达基因的信号通路分析

利用
bRMM

数据库对差异表达基因进行信号

通路分析!结果如表
.

所示'上调的差异表达基因

主要参与细胞外基质"

RY73945AA6A93;973$Y

!

RG̀

#

受体相互作用(黏着(细胞黏附分子"

GE ,̀

#(淀粉

蔗糖代谢(血管平滑肌收缩(

EHG

转运蛋白和泛酸

和辅酶
E

的生物合成等'下调的差异表达基因被

富集到多条信号通路!包括黑色素生成(过氧化物酶

体(咖啡因的代谢(

W5"

@

5B#

@

信号通路(肌动蛋白

细胞骨架调节(

<<E=

信号通路(

a-7

信号通路(脂

肪酸代谢(

`E<b

信号通路(黏合连接以及背腹轴

的形成(

R3KH

信号通路等'

表
S

!

差异表达基因富集的
ALMM

途径分析

'-@.)S

!

ALMM

=

-0(B-

5

-/-.

5

3234:62::)+)/02-..

5

)P

=

+)33)6

F

)/)3)/+2;(>)/0

bRMM

编号

bRMMZF

通路名称

Q53;"5,43$

2

7$#-

基因数目

D6;K53

3

值

389A65

上调基因
T

2

!35

@

6A975"

@

5-5,

@@

9&)1%0 RG̀ !3545

2

7#3$-753947$#- N %'*&R!&)

@@

9&)1%& P#49A9"B5,$#- / %'(/R!&*

@@

9&)1%) G5AA9"B5,$#-;#A546A5,

"

GE ,̀

#

. ('&%R!&*

@@

9&&1&& >7934B9-",643#,5;579K#A$,; * %'(NR!&0

@@

9&)0N& ?9,46A93,;##7B;6,4A54#-73947$#- 1 0'&.R!&0

@@

9&0&%& EHG739-,

2

#3753, * 0'%)R!&0

@@

9&&NN& <9-7#7B5-9759-"G#EK$#,

:

-7B5,$, 0 0'.&R!&0

下调基因
F#̂ -!35

@

6A975"

@

5-5,

@@

9&)/%. 5̀A9-#

@

5-5,$, %% %')/R!&)

@@

9&)%). <53#Y$,#;5 %& %'(/R!&)

@@

9&&0*0 G9]]5$-5;579K#A$,; * %'0NR!&*

@@

9&)*)& W5"

@

5B#

@

,$

@

-9A$-

@2

97B̂ 9

:

. *'1/R!&*

@@

9&)(%& =5

@

6A97$#-#]947$-4

:

7#,C5A57#- %0 /')&R!&*

@@

9&**0& <<E=,$

@

-9A$-

@2

97B̂ 9

:

. %'%(R!&0

@@

9&)*%& a-7,$

@

-9A$-

@2

97B̂ 9

:

/ %')&R!&0

@@

9&%0%0 P977

:

94$";579K#A$,; 1 %')&R!&0

@@

9&)10& E"B535-,

+

6-47$#- . 0'%*R!&0

@@

9&)&%& `E<b,$

@

-9A$-

@2

97B̂ 9

:

%0 *'0NR!&0

@@

9&)*0& F#3,#!85-739A9Y$,]#3;97$#- * *'.%R!&0

@@

9&)&%0 R3KH,$

@

-9A$-

@2

97B̂ 9

:

. *'.(R!&0

!GD

!

鸡不同部位皮肤差异表达基因的蛋白调控网络

分析

!!

为了进一步了解差异表达基因之间的调控网络

关系!我们从差异表达的基因中选择了一些差异倍

数比较大(

MU

和
bRMM

信号通路分析中发现的或

已知的与皮肤毛囊生长发育相关的基因!通过

>Q=ZDM

软件查询这些基因间的相互作用关系!下

载相互作用关系对!并采用
4

:

7#,49

2

5*'*

软件绘制

蛋白网络关系图!将游离的分支网络去掉!重点关注

差异表达基因的主网络关系图"图
%

#'从图中可以

看出!下调的差异表达基因"绿色#在关系网络图中

占比例较高'

a-7

信号通路中的
aDQ*E

(

aDQ)

(

aDQ.

(

PVF*

(

PVF1

(

PVF%&

等大都表现为下调!

Fbb%

(

ZMP%

(

F=F)

等表现为显著上调'

>WW

(

aDQ*E

(

PMP%

(

Fbb%

(

ZMP%

(

aDQ.

等基因的色

块比较大!说明在网络中这些基因与周边的基因联

系较多!在网络中的重要程度也大'

>LG.E)

(

>LG%E*

(

>LG1E%

(

>LG%*E%

(

>LG%1E%

等多个溶

质载体家族的成员也出现在网络图中'

%)
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红色表示上调蛋白!绿色表示下调蛋白!色块的大小表示在网络中与周边蛋白联系程度的多少

6

2

!35

@

6A975"

2

3#75$-,935,B#̂ 5"$-35"

!

"#̂ -!35

@

6A975"

2

3#75$-,935,B#̂ 5"$-

@

355-'QB54#A#3$-75-,$7

:

$-"$4975$7,"5

@

355

#]9,,#4$97$#- $̂7B7B5,633#6-"$-

@2

3#75$-,$-7B5-57̂#3C

图
#

!

部分差异表达基因构建的蛋白调控网络

E2

F

G#

!

*-+02-.62::)+)/02-..

5

)P

=

+)33)6

F

)/)3;4/30+8;02/

F

-+)

F

8.-04+

5

/)0B4+V4:

=

+40)2/3

K

!

讨
!

论

KG#

!

不同部位皮肤毛囊差异表达基因筛选

不同部位皮肤的毛囊因为着生的毛发类型(发

生的早晚(所处周期等的不同!形态和分布上可能会

有所差别'本研究通过对处于上市日龄的商品代肉

鸡的背部和腿部皮肤厚度(毛囊密度和直径进行比

较!发现背部皮肤厚度显著高于腿部!与乌仁套迪

等)

(

*的研究结果基本一致!可能与背部皮下脂肪的

沉积要明显多于腿部皮肤有关'单位面积内的毛囊

密度同样是背部皮肤显著高于腿部!毛囊直径则是

腿部皮肤显著高于背部'

X'O'GB5-

等)

/

*研究认

为!不同品种鸡同一部位皮肤毛囊密度和直径的差

异!与耐热性有关'生活在热带地区的鸡背部皮肤

毛囊密度显著低于温带!而直径则显著高于温带地区

的鸡种'不同部位的皮肤毛囊密度和直径的差异可

能是为了平衡整体散热!以应对高温天气!是动物为

了适应生活环境而长期进化的结果'对于冷鲜上市

的优质鸡!皮肤毛囊密而细!更易受到消费者的青睐'

因此!利用鸡全基因组表达谱芯片技术筛选毛囊密度

和直径具有显著差异的不同部位皮肤毛囊的差异表

达基因!探索对毛囊密度等性状具有重要影响的功能

基因!为优质鸡胴体外观性状遗传改良提供参考'

课题组前期采用多因素方差分析发现!同一部

位皮肤组织的皮肤厚度(毛囊密度和直径在不同性

别间差异均不显著!因此将公母联合在一起进行分

析'以腿部皮肤为对照!以组间
0

倍差异为标准!筛

选到
.N.

个差异表达基因'随机选取其中的
1

个基

因进行荧光定量
<G=

验证!与芯片结果的变化趋势

基本一致!说明芯片得出的结果是可信的'部分差

异表达基因如
3O3/?

)

%&

*

(

N/NM

)

%%

*

(

-%&&H

)

%0

*

(

<M0%

)

%*

*

(

-.U%(

)

%)

*

(

0M0%

)

%1

*

(

J8U*

)

%.

*等已被报

道分布在皮肤(毛囊组织中!在皮肤毛囊的发育和周

期变化中具有重要作用'

MU

生物学过程分析发

现!上调的差异表达基因主要富集在细胞增殖的正

0)



!

%

期 姬改革等$基于表达谱芯片筛选鸡不同部位皮肤组织差异表达基因

调控作用(凋亡过程的负调控(神经元凋亡过程的负

调控等'下调的差异表达基因主要富集在
a-7

信

号通路(神经元分化(细胞间黏附调节(细胞命运的

确定(轴突导向等'不同部位皮肤毛囊的发育(分布

等很大程度上都要受到神经活动的支配!发育过程

中存在于真皮细胞和上皮细胞之间大量的信号分子

通过复杂的相互作用共同调节细胞群体的增殖和分

化!因此与神经活动(黏附及调控细胞增殖与凋亡等

生物学过程有关的基因都被富集到'

本研究中!

bRMM

信号通路分析结果显示!上

调的基因主要参与
RG̀

受体相互作用(黏着(细胞

黏附分子"

GE ,̀

#(糖代谢和转运等信号通路!推测

不同部位皮肤毛囊性状的差异!可能与所处的周围

环境有关!细胞与细胞之间及细胞与细胞外基质之

间相互作用的信号分子表达的上调!增加了背部皮

肤厚度和毛囊密度'

Q'X'I$9-

@

等)

%N

*的研究发现!

黏附分子是独立调节!并在皮肤附属物的形态发生

不同阶段做出贡献'下调的差异表达基因参与的信

号通路!常见的如
a-7

信号通路(

W5"

@

5B#

@

信号通

路!

`E<b

信号转导通路都被富集到!其中
a-7

信

号通路是目前研究最多的!被认为在毛囊的发生发

育和分化中起重要的作用)

%(

*

'

W5"

@

5B#

@

信号通

路)

%/

*

(

`E<b

信号通路(

<<E=

信号通路(

R3KH

信

号通路等在哺乳动物上已有报道与毛囊的生长发育

相关)

0

!

0&

*

'除了常见的通路外!咖啡因的代谢(肌动

蛋白细胞骨架调控等信号通路也被富集到!这些信

号通路与皮肤毛囊发育之间的关系目前研究较少'

KG!

!

与皮肤毛囊生长发育相关的差异表达基因

本研究基于
MU

和
bRMM

分析中发现的或者

已有文献报道的与皮肤毛囊发育相关的基因!在

>Q=ZDM

网站中的鸡数据库中查询这些基因之间

的相互作用关系!绘制蛋白相互作用网络图'通过

网络分析发现!下调的基因占比例较高!背部皮肤厚

度(毛囊密度的增加可能与这些基因表达的下调有

关&线条大都集中在
a-7

家族基因附近"图
%

#!代表

有较多的证据支持这些蛋白间存在相互关系'从色

块的大小来看!表达上调的
J66%

(

<M0%

和表达下

调的
QEO*E

(

-22

等基因的色块较大!线条汇集

多!彼此相互联系!说明这些基因与周边基因相互作

用较强!起到主要调控作用!能够调控周边基因的表

达!可能在不同部位皮肤厚度(毛囊密度和直径的表

型性状差异方面具有重要的作用'

QEO*E

属于
a-7

基因家族!主要通过经典的

a-7

信号通路起作用'经典的
a-7

信号通路是通

过与
P3$SSA5"

(

L=<

等受体结合!调控
%

!4975-$-

磷

酸化!使其在细胞内富集!激活下游靶基因的转录和

表达!广泛参与了毛囊发生的各个阶段!尤其是起始

阶段!如毛基板(真皮凝集(毛胚芽的形成等'在鼠

上!

QEO*E

被报道在色素细胞和表皮干细胞的增

殖与分化中起重要的作用)

0%!00

*

'

QEO*E

能够以

剂量依赖的方式在毛囊不同的发育阶段起作用)

0*

*

!

在鼠生长期的毛囊能检测到
QEO*E

的高表达!在退

化期表达会逐渐下降!在静止期的毛囊中!几乎检测

不到
QEO*E

的表达'

W'>B$-

等)

0)

*用
aDQ*E

处

理在体外培养的人真皮乳头细胞!发现
8&

:

%

(

3OMN/0

的表达量都出现显著升高!与本研究结果

QEO*E

表达量出现显著下调!

8&

:

%

(

3OMN/0

出

现下调的结果是一致的&同时发现
PMP

信号通路(

H̀ <

信号通路(胞外基质信号和受体的相关基因同

样受到
aDQ*E

不同程度的表达调控!与本研究中

相关信号通路基因表达出现显著变化的结果是一致

的'尽管
QEO*E

在
a-7

信号通路中有重要的作

用!但目前关于其对皮肤厚度(毛囊密度和直径影响

的研究还很少'

Fbb

能够通过与
a-7

信号通路受体
L=<

等

的结合!抑制经典的
a-7

信号通路的激活'鼠上的

研究显示!

J66%

能够通过对毛囊周期的调控!影

响毛囊长度)

01

*

'

>'>$4C

等)

0.

*研究发现!

Fbb

和

aDQ

通过反应扩散"

=5947$#-!"$]]6,$#-

#机制决定

毛囊之间的距离'

`'X'L5$

等)

0N

*报道!在鼠毛囊

再生过程中!注射
Fbb%

会抑制毛囊的增大'提

示!在本研究结果中!

J66%

可能与
a-7

信号通路

的其他基因相互协调!在调节皮肤毛囊密度和直径

大小方面具有重要的作用'

-22

是脊椎动物中编码
W5"

@

5B#

@

蛋白的基

因之一!在细胞增殖和真皮乳头的形成方面具有重

要的作用)

0(

*

'在鸡胚中!过表达
-22

能够使皮肤

毛囊的极性发生改变)

0/

*

'在鼠上!

QEO1E

被认

为是
-22

的一个调控目标)

*&

*

!本试验发现!背部

皮肤中
-22

表达量显著下调
0'/

倍!

QEO1E

的

下游
0.UE%

表达显著下调
1'*

倍!同时发现调控

0.UE%

基因表达的
/./0

显著上调
)'1

倍!这与

鼠上敲除毛囊细胞中的
/./0

!导致
0.UE%

基因

表达显著下调!功能被抑制是相矛盾的)

*%

*

'物种不

同基因的调控途径可能会存在差异'在禽类上!

-22

可能存在于不同于哺乳动物的作用方式!调

*)
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控鸡皮肤毛囊的生长发育'

胰岛素样生长因子
%

"

Z-,6A$-!A$C5

@

3#̂ 7B]94!

7#3!%

!

ZMP%

#是动物生长轴上的重要基因!能够通过

影响毛囊细胞增殖和分化(组织重塑(调控毛囊的生

长周期等!在毛囊的形态发生中具有重要的作

用)

%*

!

*0

*

'敲除
<M0%

的受体
<M0%=

!皮肤的表皮厚

度显著下调!但不会影响分化或凋亡)

**

*

'过表达

<M0%

能够使新出生的小鼠皮肤异常变厚和毛囊发

育提前)

*)

*

'与之相似!本研究中!

<M0%

在背部皮肤

组织中的表达显著升高!提示
<M0%

可能在调节不

同部位皮肤厚度和毛囊发育方面具有重要的作用'

溶质载体家族"

>#A675!4933$53

@

5-5,6

2

53]9;$A

:

!

>LG

#是一个庞大的基因家族)

*1

*

!主要编码膜转运

蛋白!负责细胞膜上的几种物质如氨基酸(核酸(激

素等的运输'本研究发现!筛选出的
0/

个
>LG

家

族基因!其中上调的有
(

个!下调的有
0%

个'毛囊

的发生发育离不开上皮和间充质细胞间的信号传递!

推测分布于膜上的
>LG

家族相关基因的差异表达可

能在不同部位皮肤毛囊的表型差异中具有重要的作

用!将这些基因作为影响皮肤厚度(毛囊密度和直径

等的候选基因进行深入的研究具有一定的意义'

%

!

结
!

论

本试验采用表达谱芯片技术!筛选出鸡不同部

位"背部和腿部#皮肤组织中的差异表达基因
.N.

个!差异表达基因主要参与了细胞增殖和凋亡的正

负调控(神经元的分化(细胞间黏附分子等生物学过

程和
RG̀

受体相互作用(黏着(

W5"

@

5B#

@

(

a-7

等

信号通路&

J66%

(

QEO*E

(

-22

(

0M0%

(

<M0%

等

基因可能是影响不同部位皮肤厚度(毛囊密度和直

径出现显著差异的重要候选基因'
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