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　 　 摘要:　 为挖掘黑羽番鸭肉质风味相关候选基因ꎬ通过对黑羽番鸭胸肌、腿肌中挥发性风味物质进行测定ꎬ并
通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ２５００ 高通量测序进行转录组对比分析ꎬ结合参考基因组对所获得的序列进行序列比对、基因注

释和差异表达等分析ꎬ筛选出差异表达基因并进行 ＧＯ 富集分析ꎮ 通过荧光定量 ＰＣＲ(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ)
方法检测 ４ 个差异候选基因表达水平ꎬ验证测序结果的可靠性ꎮ 结果表明ꎬ黑羽番鸭胸肌中挥发性风味物质辛醛、
２ꎬ３￣辛二酮含量显著高于腿肌ꎬ３￣羟基￣２￣丁酮含量显著低于腿肌(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 通过参考基因组比对和差异表达分

析ꎬ初步获得 ６１４ 个差异表达基因ꎬ１７１ 个差异基因在黑羽番鸭腿肌组织上调表达ꎬ４４３ 个差异基因在黑羽番鸭腿肌

组织下调表达ꎮ 结合 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 富集分析ꎬ最终获得了 ２０ 个候选功能基因ꎬ它们分别参与机体氨基酸形成、
糖代谢以及脂肪代谢等生物过程ꎬ其中 １０ 个差异候选基因在黑羽番鸭胸肌中参与肌内脂肪代谢过程ꎬ这些基因可

能通过形成肌内挥发性风味物质进而影响肌肉风味ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证结果表明ꎬ筛选出的差异候选基因表达趋势与

转录组测序中表达的趋势相似ꎬ说明测序结果可靠ꎮ 在黑羽番鸭胸肌、腿肌中挥发性风味物质对比基础上ꎬ结合

ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术对黑羽番鸭肉质风味前体物质特异性形成机制进行综合分析ꎬ筛选出 ＡＣＯＴ１１、ＡＰＯＡ１、ＦＡＢＰ３ 等脂

肪代谢相关的差异基因可能与黑羽番鸭胸、腿肌肉质风味形成相关ꎮ
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　 　 番鸭(Ｃａｉｒｎａ ｍｏｓｃｈａｔａ)发源于南美洲和中美洲

的热带ꎬ因其鸭嘴的基部和眼圈周围具有黑色或红色

的肉瘤被称为瘤头鸭ꎬ又因其鸭肉瘦肉含量高ꎬ肉质

鲜香ꎬ具有野禽风味的特点被称为麝香鸭[１]ꎮ 番鸭按

照羽色可以分为白羽、黑羽和花羽 ３ 种类群ꎬ其中黑

羽番鸭因羽色和肉质特异性深受消费者喜爱ꎬ但是其

体型较小ꎬ生长速度较慢[２￣３]ꎮ 为进一步提高黑羽番

鸭的生产性能ꎬ江苏农牧科技职业学院自 ２０００ 年开

始ꎬ利用法国番鸭和福建黑羽番鸭进行选育ꎬ构建了

羽色、胫、爪全黑的优质黑羽番鸭类群ꎬ其具有生长速

度快、体型适中、脂肪含量低、肉质鲜美等优点[４￣５]ꎮ
孙国波等[３] 对公、母黑羽番鸭不同阶段胸、腿

肌肉质进行对比分析ꎬ结果表明黑羽番鸭胆固醇含

量较低ꎬ氨基酸丰富且含量高ꎬ公母鸭胸、腿肌营养

成分存在一定差异性ꎮ 王锦锋等[６] 研究结果表明ꎬ
黑羽番鸭胸肌的水分比腿肌高ꎬ腿肌粗蛋白质含量

比胸肌高ꎮ 吉文林等[７] 对黑羽番鸭屠宰性能和肉

质的研究结果表明ꎬ黑羽番鸭公鸭胸、腿肌的剪切力

显著高于母鸭ꎬ公鸭肌肉中(胸、腿肌)ｐＨ 值显著高

于母鸭(胸、腿肌)ꎮ 林谦等[８]对不同羽色(黑羽、白
羽以及黑白花羽)的公母番鸭进行屠宰性能测定对

比分析ꎬ发现雄性黑羽番鸭的屠宰性能较好ꎮ 钱建

中等[４]研究结果表明ꎬ黑羽番鸭脂肪含量低于北京

鸭、樱桃谷鸭ꎬ且黑羽番鸭公鸭胸肌剪切力和腿肌失

水率显著高于母鸭ꎮ 上述关于黑羽番鸭肉用性能的

相关研究仅局限于个体肉质分析水平ꎬ对于黑羽番

鸭胸、腿肌肉质性状的形成机制仍不清楚ꎮ
鸭肉的风味主要由鸭肉中的挥发性风味物质ꎬ即

鸭肉中能产生挥发性肉香味的化合物成分ꎬ经加热后

形成的特殊风味ꎬ是消费者对鸭肉食品产生的一系列

生理反应和感官评定ꎬ是影响鸭肉食用口感的一个重

要因素[３ꎬ９]ꎮ 从基因组宏观层面对黑羽番鸭肉质性状

的调控机制进行深度挖掘ꎬ可以挖掘黑羽番鸭肉质风

味形成的关键基因ꎮ 本研究以黑羽番鸭为研究对象ꎬ
通过对黑羽番鸭胸肌、腿肌中挥发性风味物质进行测

定ꎬ结合 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 转录组测序ꎬ对黑羽番鸭肉质风味

前体物质特异性沉积机制进行系统、全面的综合分

析ꎬ为培育优质肉用黑羽番鸭提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本试验所用的黑羽番鸭由江苏农牧科技职业学

院培育ꎬ选择具有相同遗传背景、同批孵化、同批出

雏的黑羽番鸭ꎬ所用个体均在同一环境下饲养至

３００ 日龄ꎮ
１.２　 样品采集

在黑羽番鸭大群体中随机抽样 ６ 只(公鸭 ３ 只ꎬ
母鸭 ３ 只)ꎬ按照国家实验动物处理行为准则进行

屠宰ꎬ分别采取同一部位的胸肌、腿肌组织样本ꎮ 将

同一样本分为 ２ 组:一组迅速放入－８０ ℃冰柜中速

冻ꎬ以供测定分析挥发性风味物质含量ꎻ另一组放入
－８０ ℃冰箱保存ꎬ以供进行转录组测序ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 挥发性风味物质测定　 参考王卫等[１０]方法ꎬ
利用气￣质联用仪(Ｔｒａｃｅ ＤＳＱ ＧＣ￣ＭＳ)进行黑羽番鸭

胸肌、腿肌中挥发性风味物质测定ꎬ并获得各成分相

对含量ꎮ
１.３.２　 ＲＮＡ 提取及转录组测序　 通过 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取

各肌肉样本组织总 ＲＮＡꎬ经 ＲＮＡ 质检后进行转录

组测序[１１]ꎮ
１.３.３　 测序数据处理及分析 　 结合测序获得的数

据ꎬ对比参考基因组ꎬ获得黑羽番鸭胸、腿肌肉组织

样本的特异转录组序列信息ꎬ完成基因组定位分析ꎮ
在上述比对结果的基础上ꎬ使用 ｈｔｓｅｑ￣ｃｏｕｎｔ(ｖ０.６.０)
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软件[１２]统计每个转录本的表达水平ꎬ而后对所有基

因进行对比分析ꎬ选取 ＦＤＲ(Ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅꎬ错
误发现率)小于 ０􀆰 ０５ 且差异倍数(ＦＣ)大于等于 ２
的基因作为候选差异基因ꎮ 最后通过 ＧＯ(Ｇｅｎｅ ｏｎ￣
ｔｏｌｏｇｙꎬ基因本体)进行差异基因功能注释分析ꎬ以及

ＫＥＧＧ(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓꎬ 京

都基因与基因组百科全书)进行通路富集分析[１３]ꎮ
１.３.４　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测　 随机抽取方法 １.３.２ 中差异

表达基因 ４ 个ꎬ以反转录得到的黑羽番鸭胸、腿肌肉

组织(样本号１~ ６)的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
(表 １)检测ꎬ检验上述基因在黑羽番鸭胸、腿肌肉组

织的表达规律与测序分析结果是否一致ꎮ

表 １　 差异表达基因 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物信息

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

基因　 　 引物序列 (５′→３′) 退火温度
(℃)

ＬＯＣ１０１７９０６７０ Ｆ:ＴＣＡＣＴＴＴＣＴＴＣＣＴＧＣＴＴＴＧＣＣ ６１

Ｒ:ＡＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＴＣＡＡＴＧＧＣ

ＬＯＣ１０１７９２６２６ Ｆ:ＣＣＣＡＧＣＡＧＡＧＴＣＣＴＧＴＡＴＧＣ ６０

Ｒ:ＧＣＧＴＧＣＧＡＧＴＧＡＴＧＡＴＴＴＣＴ

ＦＡＢＰ３ Ｆ:ＡＡＧＧＡＧＡＣＡＴＣＧＣＴＡＧＴＧＣＧ ６１

Ｒ:ＧＣＣＴＡＴＧＴＣＧＣＣＴＴＣＴＣＧＴＡ

ＰＦＫＦＢ３ Ｆ:ＧＣＣＡＣＴＴＧＡＣＣＣＴＧＡＴＧＡＣＴ ６０

Ｒ:ＣＴＴＧＣＣＣＣＴＧＴＴＧＧＡＧＡＧＡＣ

ＧＡＤＰＨ Ｆ:ＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＣ ６０

Ｒ:ＴＴＣＴＣＡＧＣＣＴＴＧＡＣＡＧＴＧＣＣ

１.４　 数据分析

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果分析采用 ２－△△Ｃｔ方法ꎬＳＰＡＳＳ ２０.
０ 软件对试验所有数据进行 ｔ 检验ꎬ以Ｐ<０􀆰 ０５ 视为

差异显著ꎬＰ<０􀆰 ０１ 视为差异极显著[１４]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 黑羽番鸭胸肌、腿肌中挥发性风味物质含量

对黑羽番鸭胸肌、腿肌中的挥发性风味物质进行

分离鉴定ꎬ通过 ＮＩＳＴ 数据库进行检索ꎬ而后结合参考

文献[１５]ꎬ筛选出可能与黑羽番鸭肉质风味相关的 ７
种挥发性风味物质ꎮ 由表 ２ 可知ꎬ黑羽番鸭胸肌中辛

醛、２ꎬ３￣辛二酮含量显著高于腿肌ꎬ３￣羟基￣２￣丁酮含

量显著低于腿肌ꎬ而正戊醇、甲基庚烯酮、壬醛以及正

庚醇在胸、腿肌中含量无显著差异ꎮ

表 ２　 黑羽番鸭胸肌、腿肌中挥发性风味物质含量

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｆｌａｖｏｒ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ａｎｄ ｌｅｇ
ｍｕｓｃｌｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ

挥发性　 　
风味物质　 　 气味描述　 　 　

含量(μｇ / ｋｇ)

胸肌 腿肌

正戊醇 果香、酒香 １.４４±０.２７ａ １.３９±０.２１ａ

辛醛 坚果香、杏仁香 １.１３±０.４５ａ ０.０４±０.０４ｂ

３￣羟基￣２￣丁酮 甜香、奶香、油腻脂肪香 １.０６±０.３０ｂ １２.３６±２.５２ａ

２ꎬ３￣辛二酮 果香、奶香 ６.８８±１.４５ａ １.２５±０.１６ｂ

甲基庚烯酮 果香、霉香、酮香 ０.３６±０.０７ａ ０.６１±０.１３ａ

壬醛 脂肪味、花香、柑橘香 ２.５３±０.５７ａ ２.３３±０.５７ａ

正庚醇 木香、青草香、脂肪味 ０.７３±０.２２ａ ０.２４±０.１１ａ
同行不同小写字母表示显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２.２　 黑羽番鸭胸肌、腿肌转录组测序分析

共构建 ３００ 日龄公、母黑羽番鸭的胸肌、腿肌各

３ 个组织样品的转录组文库ꎬ对测序初始文库进行

质量控制筛选ꎬ去除带接头、无法确定碱基信息以及

低质量的测序数据(ｒｅａｄｓ)ꎬ获得的筛选数据结果如

表 ３ 所示ꎮ ３００ 日龄公、母黑羽番鸭的胸肌、腿肌 １２
个样品测序后获得３９ ５２７ １３２~５４ ９７７ １７６条初始数

据ꎬ而后经去除接头以及低质量数据筛选ꎬ获得

３７ ８２４ ８７８~５２ ５４２ ５２６条有效数据ꎮ 过滤后有效数

据占原始数据的比例大于 ９４％ꎬ表明本试验构建的

黑羽番鸭胸肌、腿肌 １２ 个样品文库质量较好ꎮ 另

外ꎬ过滤后有效数据中准确率在 ９９􀆰 ９％以上的碱基

总数占 ９３％以上ꎬ进一步说明本试验测序结果质量

较好ꎮ 综上所述ꎬ本试验构建的公、母黑羽番鸭的胸

肌、腿肌 １２ 个组织转录组文库质量较好ꎬ可用于后

续差异基因功能分析ꎬ保证了研究结果的可靠性ꎮ
２.３ 　 黑羽番鸭腿肌与胸肌差异基因筛选及功能

分析

　 　 通过 ＦＰＫＭ 值[９] 计算转录组测序所捕获的基

因参考表达值ꎬ以黑羽番鸭腿肌组织为对照ꎬ黑羽番

鸭胸肌组织为试验组ꎬ计算所捕获基因的差异倍数

(Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ 值)ꎮ 为聚焦关键基因ꎬ筛选黑羽番鸭

腿肌对比黑羽番鸭胸肌基因表达差异值 ｜ ｌｏｇ２ Ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ ｜≥１ (Ｐ<０􀆰 ０５)的差异基因作为黑羽番鸭胸

肌、腿肌组织的候选差异基因ꎬ而后根据差异基因的

Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ 对数值以及统计学显著程度绘制候选

差异基因的火山图(图 １)ꎬ以标示黑羽番鸭胸肌、腿
肌组织差异基因的分布情况ꎮ 最终筛选出 ６１４ 个差

异基因ꎬ其中 １７１ 个差异基因上调表达(黑羽番鸭

１４７段修军等:基于 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 鉴定黑羽番鸭肉质风味差异的候选基因



腿肌对比黑羽番鸭胸肌)ꎬ４４３ 个差异基因下调表达 (黑羽番鸭腿肌对比黑羽番鸭胸肌)ꎮ

表 ３　 样本数据质量预处理评价分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｑｕａｌｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｓａｍｐｌｅ ｄａｔａ

样品编号 Ｒａｗ 读数
Ｒａｗ 基数

(Ｇ) 净读数
净读数比例

(％)
碱基质量(Ｑ３０)

(％)

ＨＦＴ１.Ｇ ５４ ９７７ １７６ ８.２５ ５２ ５４２ ５２６ ９５.５７ ９３.０７

ＨＦＴ２.Ｇ ４３ ３６５ ８３８ ６.５１ ４１ ４７５ ３１６ ９５.６４ ９３.１０

ＨＦＴ３.Ｇ ３９ ５２７ １３２ ５.９３ ３７ ８２４ ８７８ ９５.６９ ９３.２８

ＨＦＴ１.Ｍ ４２ ６２０ ２４２ ６.３９ ４０ ８０４ ７１６ ９５.７４ ９３.５８

ＨＦＴ２.Ｍ ４４ ０１５ ０６２ ６.６０ ４２ ２０６ ９００ ９５.８９ ９３.７５

ＨＦＴ３.Ｍ ４５ １０８ ２８８ ６.７７ ４２ ８２５ ４４４ ９４.９４ ９３.０２

ＨＦＸ１.Ｇ ４５ ８５０ ７９４ ６.８８ ４３ ７０１ ４００ ９５.３１ ９３.０６

ＨＦＸ２.Ｇ ４０ ８９８ ０９８ ６.１４ ３９ ０５９ ６１８ ９５.５０ ９３.２５

ＨＦＸ３.Ｇ ４１ ３９４ ３３４ ６.２１ ３９ ４８０ ９７０ ９５.３８ ９３.１３

ＨＦＸ１.Ｍ ４４ ０６５ ６３４ ６.６１ ４２ １２８ ２６２ ９５.６０ ９３.４６

ＨＦＸ２.Ｍ ４３ ０８５ ４１６ ６.４６ ４１ ３２８ ５６２ ９５.９２ ９３.７７

ＨＦＸ３.Ｍ ４５ ４５６ ５２６ ６.８２ ４３ ４０３ １００ ９５.４８ ９３.２２
Ｒａｗ 读数:每个样本的测序获得的初始数据ꎻＲａｗ 基数:每个样本测序所获得的初始碱基数ꎻ净读数:过滤后的测序有效数据数ꎻ净读数比例:过
滤后有效数据占初始数据的比例ꎻ碱基质量:过滤后ꎬ总序列中质量值大于 ３０(错误率小于 ０.１％)的碱基数占初始碱基数的比例ꎮ

Ａ:黑羽番鸭腿肌对比黑羽番鸭胸肌差异表达基因火山图ꎬ图中每一个点表示一个基因ꎬ灰色为非显著差异的基因ꎬ红色为显著上调基因ꎬ绿
色为显著下调基因ꎻＢ:差异表达基因数量统计柱状图ꎬ红色为显著上调基因ꎬ绿色为显著下调基因ꎮ

图 １　 黑羽番鸭腿肌对比黑羽番鸭胸肌差异表达基因统计

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｒｅａｓｔ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｌｅｇ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｂｌａｃｋ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ

２.４　 黑羽番鸭腿肌与胸肌差异基因 ＧＯ 功能富集

分析

　 　 为探究黑羽番鸭腿肌与黑羽番鸭胸肌差异基因

的功能ꎬ结合 ＧＯ 数据库对上述筛选获得的 ６１４ 个

显著差异表达基因 ( ｜ ｌｏｇ２ Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｜ ≥１ (Ｐ<
０􀆰 ０５)进行基因功能富集分类ꎬ差异基因分别富集

至分子功能 ( Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ＭＦ)、 细胞组分

(Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬＣＣ)以及生物过程( Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓꎬＢＰ)３ 个方面ꎮ 为进一步聚焦 ６１４ 个显著差

异基因在黑羽番鸭胸、腿肌肉组织风味物质形成中

的作用ꎬ筛选在上述 ３ 类分组中前 １０ 的功能亚类

(图 ２)ꎮ 在 ＭＦ 功能中ꎬ黑羽番鸭胸、腿肌肉组织的

差异表达基因在无机分子实体跨膜转运蛋白活性

(Ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｎｔｉｔｙ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙ)与底物特异性通道活性( Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｃｈａｎｎｅｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ)中所占比例最大ꎬ分别聚集到 ３３ 和

２４ 个差异表达基因ꎮ 在 ＢＰ 功能中ꎬ细胞通讯的调

控( Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ) 与信号调节

(Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ)富集到的差异基因数目最

多ꎬ各有 ６０ 个差异基因ꎮ 在 ＣＣ 功能中ꎬ差异基因
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在质膜组成成分(Ｉｎｔｅｇｒａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍ￣
ｂｒａｎｅ)中所占的比例最高(４６ 个差异基因)ꎬ信号调

节(Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ)次之(３６ 个差异基因)ꎮ

图 ２　 黑羽番鸭腿肌对比黑羽番鸭胸肌差异表达基因 ＴＯＰ１０ ＧＯ 注释

Ｆｉｇ.２　 Ｔｏｐ ｔｅｎ ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｒｅａｓｔ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｌｅｇ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｂｌａｃｋ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ

２.５　 黑羽番鸭腿肌与胸肌差异基因 ＫＥＧＧ 通路

注释

　 　 为深入解析差异基因在黑羽番鸭胸肌、腿肌风

味物质形成中的作用ꎬ通过 ＫＥＧＧ 信号通路数据库

对上述筛选获得的 ６１４ 个显著差异表达基因进行通

路注释ꎬ共富集到 １０９ 条差异表达的信号通路ꎮ 以

差异表达基因在此 Ｐａｔｈｗａｙ 全部基因中所占的比例

(ＧｅｎｅＲａｔｉｏ)和 ｐ 值进行筛选ꎮ ＧｅｎｅＲａｔｉｏ 越大ꎬ表
示富集的程度越大ꎻｐ 值越接近于 ０ꎬ表示富集越显

著ꎮ 由此筛选出富集最显著的 １０ 条差异信号通路

(图 ３)ꎬ包括焦点黏连(Ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ)信号通路、
ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ(ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ)信号通路以

及 Ｈｉｐｐｏ(Ｈｉｐｐｏ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ)信号通路等ꎮ
２.６　 黑羽番鸭风味物质相关的差异表达基因筛选

结合上述测序结果、差异基因筛选及功能分析ꎬ

获得多个与风味物质形成有关的基因存在显著差异ꎬ
表 ４ 列举出黑羽番鸭胸肌、腿肌转录组中与风味物质

相关的差异表达前 ２０ 个基因(ＴＯＰ２０)及其功能描

述ꎮ 根据 ＧＯ 分析以及 ＫＥＧＧ 功能注释ꎬ其中基因

ＬＯＣ１０１７９３５２９、ＬＯＣ１０１７９４７２１、ＮＩＭ１Ｋ 和 ＳＨＭＴ１ 与氨

基酸形成有关ꎬ基因 ＧＰＩ、ＬＤＨＢ 、ＰＦＫＦＢ３、ＰＫＭ 参与

糖代谢生物过程ꎬ剩余大部分差异基因与机体脂肪、
脂肪 酸 代 谢 相 关ꎬ 例 如 基 因 ＡＣＯＴ１１、 ＡＣＳＢＧ１、
ＦＡＢＰ３、ＥＬＯＶＬ６ 和 ＬＯＣ１０１７９０６７０ 等ꎮ
　 　 为了进一步研究这些差异基因之间的互作关

系ꎬ使用 ＳＴＲＩＮＧ(ｖ.１１.５)数据库构建蛋白质互作网

络分析图ꎮ 在黑羽番鸭胸肌、腿肌组织风味物质相

关差异基因 ＴＯＰ２０ 中ꎬ共鉴定出 １５ 种已知编码蛋

白质ꎬ其中 １３ 种蛋白质被发现参与 ２ 组蛋白质相互

作用(图 ４)ꎮ
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图 ３　 黑羽番鸭腿肌对比黑羽番鸭胸肌 ＫＥＧＧ 富集分析

Ｆｉｇ.３　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｒｅａｓｔ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｌｅｇ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｂｌａｃｋ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ

表 ４　 黑羽番鸭胸肌、腿肌组织风味物质相关差异基因 ＴＯＰ２０
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｏｐ ２０ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｅａｔ ｆｌａｖｏｒ

ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ａｎｄ ｌｅｇ ｍｕｓｃｌｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ

基因名称
相对

表达量
上调 /
下调

基因功能描述

ＡＣＯＴ１１ －２.１１ 下调 酰基辅酶 Ａ 硫酯酶 １１亚型 Ｘ４

ＡＣＳＢＧ１ －２.４２ 下调 长链脂肪酸———辅酶 Ａ 连接酶 ＡＣＳ￣
ＢＧ１亚型 Ｘ５

ＡＰＯＡ１ －２.００ 下调 载脂蛋白 Ａ￣Ｉ

ＡＰＯＤ －３.２７ 下调 载脂蛋白 Ｄ

ＣＲＡＴ １.７１ 上调 肉碱 Ｏ￣乙酰转移酶

ＣＳＲＰ３ －９.２１ 下调 富含半胱氨酸和甘氨酸的蛋白质 ３

ＥＬＯＶＬ６ －１.８５ 下调 超长链脂肪酸蛋白质 ６的伸长

ＦＡＢＰ３ －３.６７ 下调 脂肪酸结合蛋白ꎬ心脏

ＧＰＩ １.５３ 上调 葡萄糖￣６￣磷酸异构酶

ＬＤＨＢ －２.３２ 下调 Ｌ￣乳酸脱氢酶 Ｂ 链

ＬＯＣ１０１７９０６７０ ３.２３ 上调 脂肪酰辅酶 Ａ 水解酶前体ꎬ中链前体
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ

ＬＯＣ１０１７９２３１７ １.７９ 上调 胆固醇 ２４羟化酶

ＬＯＣ１０１７９２６２６ －１.９７ 下调 脂肪酸结合蛋白ꎬ脂肪细胞

ＬＯＣ１０１７９３５２９ －１０.４３ 下调 丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶 ＴＮＮＩ３Ｋ

ＬＯＣ１０１７９４７２１ ３.８１ 上调 顺乌头酸脱羧酶

ＮＩＭ１Ｋ ３.７８ 上调 丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶 ＮＩＭ１

ＰＦＫＦＢ３ ２.９１ 上调 ６￣磷酸果糖￣２￣激酶 / 果糖￣２ꎬ６￣双磷酸
酶 ３亚型 Ｘ３

ＰＫＭ １.７３ 上调 丙酮酸激酶 ＰＫＭ 亚型 Ｘ１

ＳＣＤ －２.５１ 下调 酰基辅酶 Ａ 去饱和酶

ＳＨＭＴ１ －１.４８ 下调 丝氨酸羟甲基转移酶ꎬ胞浆

２.７　 黑羽番鸭腿肌与胸肌差异表达基因荧光定量

验证

　 　 为验证黑羽番鸭胸、腿肌转录组差异基因测序

结果ꎬ分别选择表 ４ 中黑羽番鸭腿肌高表达基因

ＬＯＣ１０１７９０６７０、 ＰＦＫＦＢ３ 和 胸 肌 高 表 达 基 因

图 ４　 黑羽番鸭腿肌与胸肌 ＴＯＰ２０ 差异基因编码蛋白质互作网

络图

Ｆｉｇ.４　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ Ｔｏｐ ２０ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ａｎｄ ｌｅｇ ｍｕｓｃｌｅｓ ｏｆ
ｂｌａｃｋ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ

ＬＯＣ１０１７９２６２６、ＦＡＢＰ３ 以 ＧＡＤＰＨ 为内参基因进行

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果(图 ５)显示:上述 ４
个差异基因在黑羽番鸭胸肌和腿肌组织中的上、下
调表达规律与本试验通过黑羽番鸭胸肌和腿肌组织

转录组测序获得的上、下调表达规律一致ꎬ证实本试

验转录组测序获得的结果较为准确ꎬ所筛选出的差

异基因可信ꎬ可用于后续的功能验证分析ꎮ

３　 讨 论

黑羽番鸭生长速度快、体型适中ꎬ其鸭肉中瘦肉

含量高、肉质鲜美ꎬ又因其具有独特的野禽风味而深

受广大消费者喜爱[１￣２]ꎮ 本课题组前期研究结果表
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ａ:ＬＯＣ１０１７９０６７０ꎻｂ:ＬＯＣ１０１７９２６２６ꎻｃ:ＦＡＢＰ３ꎻｄ:ＰＦＫＦＢ３ꎮ
图 ５　 黑羽番鸭腿肌与胸肌差异表达基因 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证结果

Ｆｉｇ.５ 　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
ｂｒｅａｓｔ ａｎｄ ｌｅｇ ｍｕｓｃｌｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ

明ꎬ黑羽番鸭腿肌中胆固醇含量以及肌苷酸含量均

低于胸肌[３]ꎮ 而有关畜禽肉中风味物质研究结果

表明ꎬ胆固醇、肌苷酸和挥发性风味物质等是形成其

肉质风味的主要来源[１５]ꎮ 基于前期研究结果ꎬ本研

究进一步对黑羽番鸭胸肌、腿肌中的挥发性风味物

质进行对比分析ꎬ并结合 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术挖掘黑羽番

鸭肉质风味的调控基因ꎬ为进一步培育优质肉用黑

羽番鸭以及探究肉质风味调控机制提供参考ꎮ
禽肉中醛类、醇类及酮类含量不同可能是造成

禽肉风味有差异的原因[１６]ꎮ 本试验对黑羽番鸭胸

肌、腿肌中挥发性风味物质进行分离鉴定ꎬ筛选出可

能与黑羽番鸭肉质风味相关的 ７ 种挥发性风味物

质ꎬ其中辛醛、２ꎬ３￣辛二酮含量在黑羽番鸭胸肌中显

著高于腿肌ꎬ３￣羟基￣２￣丁酮含量显著低于腿肌(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ而正戊醇、甲基庚烯酮、壬醛以及正庚醇在

胸肌和腿肌中含量无显著差异ꎮ 辛醛由油酸氧化而

形成ꎬ具有坚果香、杏仁香味ꎬ对肉香味的贡献较大ꎬ
在黑羽番鸭胸肌中含量(１􀆰 １３ μｇ / ｋｇ)显著高于腿肌

(０􀆰 ０４ μｇ / ｋｇ)ꎮ ２ꎬ３￣辛二酮是脂质氧化的另一重要

产物ꎬ在含量低时有果香、奶香味ꎬ黑羽番鸭胸肌中

含量(６􀆰 ８８ μｇ / ｋｇ)显著高于腿肌(１􀆰 ２５ μｇ / ｋｇ)ꎬ说
明胸肌中酮类物质含量较高ꎬ酮类物质又可结合脂

质产生焦糖味[１７]ꎬ从而有益于胸肌肉质的风味提

升ꎮ ３￣羟基￣２￣丁酮是某些风味物质形成过程中的中

间产物ꎬ具有甜香、奶香和油腻脂肪香味ꎬ黑羽番鸭

胸肌中含量 ( １􀆰 ０６ μｇ / ｋｇ) 显著低于腿肌 ( １２􀆰 ３６
μｇ / ｋｇ)ꎬ但是由于其香味阈值高ꎬ需要在高含量下

才能产生嗅觉反应[１５]ꎬ因此对黑羽番鸭肉质风味的

整体贡献不高ꎮ 黑羽番鸭胸肌与腿肌挥发性风味物

质对比后ꎬ筛选出辛醛、２ꎬ３￣辛二酮以及 ３￣羟基￣２￣丁
酮这 ３ 类含量存在显著差异的物质ꎬ这可能与黑羽

番鸭胸肌与腿肌肉质风味区别相关ꎮ
进一步对黑羽番鸭胸肌、腿肌进行转录组对比

分析ꎬ筛选出 ６１４ 个差异基因ꎬ其中上调差异表达基

因 １７１ 个ꎬ下调差异表达基因 ４４３ 个ꎮ 结合 ＧＯ 基

因功能分析以及 ＫＥＧＧ 富集分析ꎬ筛选出黑羽番鸭

胸肌、腿肌转录组中与风味物质相关的 ＴＯＰ２０ 显著

性差异基因ꎮ ＴＯＰ２０ 显著性差异基因参与机体脂

肪代谢相关的差异基因占绝大多数:与胸肌相比ꎬ黑
羽番 鸭 腿 肌 中 大 多 数 基 因 ＡＣＯＴ１１、 ＡＣＳＢＧ１、
ＡＰＯＡ１、ＡＰＯＤ、ＥＬＯＶＬ６、ＦＡＢＰ３ 和 ＳＣＤ 等均呈现下

调 表 达ꎬ 少 数 基 因 ＣＲＡＴ、 ＬＯＣ１０１７９０６７０ 和

ＬＯＣ１０１７９２３１７ 等呈上调表达ꎮ 酰基辅酶 Ａ 硫酯酶

１１(ＡＣＯＴ１１)作为酰基辅酶 Ａ 硫酯酶(ＡＣＯＴ)家族

成员之一ꎬ是一类催化脂肪酰基辅酶 Ａ 水解形成游

离脂肪酸和辅酶 Ａ 的酶ꎬ在脂类的合成与分解过程

中发挥着巨大的作用ꎬ能减少能量消耗同时保存体

内热量[１８]ꎮ ＡＣＯＴ１１ 基因能促进小鼠体内游离脂肪

酸浓度升高[１９]ꎬ将该基因敲除后ꎬ小鼠脂肪酸氧化

效率增加ꎬ脂质沉积减少[２０]ꎬ可以抵抗饮食导致的

肥胖以及肝脏脂肪变性[２１]ꎮ 脂肪酸结合蛋白 ３
(Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎬＦＡＢＰ３)作为脂肪酸结

合蛋白家族中的重要成员ꎬ可以通过长链脂肪酸的

摄取、转运等调节体内脂肪和葡萄糖代谢过程ꎬ从而

影响肌内脂肪沉积[２２￣２３]ꎮ 相关研究结果表明ꎬ
ＦＡＢＰ３ 的表达水平与３０~ ９０ 日龄的哈萨克绵羊肌

肉组织中的脂肪含量呈显著正相关[２４]ꎬ与拜城油鸡

肌肉组织中的脂肪含量相关[２５]ꎬ与 ６ 周龄北京鸭的

腹脂率呈显著负相关关系[２６]ꎻ在前体脂肪细胞中过

表达可以有效促进脂肪合成[２７￣２８]ꎮ
上调表达基因表达的蛋白质中ꎬＧＰＩ (Ｇｌｕｃｏｓｅ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅꎬ 葡萄糖￣６￣磷酸异构酶)是一种多

功能蛋白酶ꎬ 主要参与糖酵解和糖异生这 ２ 个生物

过程ꎬ能够催化葡萄糖￣６￣磷酸和果糖￣６￣磷酸之间的

可逆反应[２９]ꎬ目前研究多集中于医学方面ꎬＧＰＩ 与非

球型血红细胞贫血症、类风湿关节炎等疾病密切相

关[３０￣３１]ꎮ ＰＦＫＦＢ３ ( ６￣ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏ￣２￣ｋｉｎａｓｅ / ｆｒｕｃｔｏｓｅ￣
２ꎬ６￣ｂｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ３ꎬ６￣磷酸果糖 ２￣激酶 /果糖￣２ꎬ６￣二
磷酸酶 ３)参与生物体糖酵解反应ꎬ调节糖代谢通路

和能量代谢过程[３２]ꎬ研究证实ꎬＰＦＫＦＢ３ 与肿瘤、血管

钙化、糖尿病等疾病的发生相关[３３￣３６]ꎮ 其余上调表达

５４７段修军等:基于 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 鉴定黑羽番鸭肉质风味差异的候选基因



基因如 ＬＯＣ１０１７９０６７０、ＬＯＣ１０１７９２３１７ 等ꎬ从 ＧＯ 功能

注释中可发现与脂肪代谢相关ꎮ 但是ꎬ上述这些基因

尚未有与肉质风味相关的研究报道ꎮ
肉质风味形成的主要原因之一是肌肉组织中含

有大量的脂质ꎬ其风味的差异与肌内脂肪有着一定

的关系ꎮ 肌内脂肪作为风味物质的主要前体之一ꎬ
在体内合成与分解的过程中形成大量的挥发性化合

物ꎬ如酮类、醇类、酸类等ꎬ是挥发性风味物质的主要

来源[２４]ꎮ 本试验发现黑羽番鸭胸肌中挥发性风味

物质较腿肌中高ꎬ且通过转录组筛选获得大量参与

机体脂肪代谢相关的差异基因ꎮ 通过蛋白质网络互

作图分析发现ꎬ这些差异基因的表达蛋白 ＡＣＳＢＧ１、
ＡＰＯＡ１、ＡＰＯＤ、ＥＬＯＶＬ６、ＦＡＢＰ３、ＳＣＤ 和 ＣＲＡＴ 呈现

出清晰的互作效应ꎬ这些基因可能共同作用于黑羽

番鸭胸肌和腿肌的脂肪沉积过程ꎬ从而影响黑羽番

鸭肉质风味ꎬ其具体的调控机制有待结合黑羽番鸭

胸肌和腿肌的脂肪含量及各类脂肪酸比例进行深入

研究ꎮ

４　 结 论

本研究在黑羽番鸭胸肌、腿肌中挥发性风味物

质对比基础上ꎬ结合 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术对黑羽番鸭肉质

风味前体物质特异性沉积机制进行了系统、全面的

综合分析ꎬ筛选出的 ＡＣＯＴ１１、ＡＰＯＡ１、ＦＡＢＰ３ 等脂肪

代谢相关差异基因可能与黑羽番鸭肉质风味形成相

关ꎮ 本研究结果为深入探讨黑羽番鸭肉质风味形成

机理以及优质肉用黑羽番鸭的选育提供了参考依

据ꎮ
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