
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２３ꎬ３９(２):４４４￣４５２
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

魏清宇ꎬ吴鹏飞ꎬ叶红心ꎬ等. 边鸡快长型与慢长型品系胚胎骨骼肌发育中差异可变剪切[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０２３ꎬ３９(２):４４４￣４５２.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２３.０２.０１７

边鸡快长型与慢长型品系胚胎骨骼肌发育中差异可变
剪切

魏清宇１ꎬ　 吴鹏飞２ꎬ　 叶红心１ꎬ　 李培峰１ꎬ　 崔少华１ꎬ　 张　 旗１ꎬ　 张　 丽１ꎬ　 张跟喜２

(１.山西农业大学动物科学学院ꎬ山西 太原 ０３００３２ꎻ ２.扬州大学动物科学与技术学院ꎬ江苏 扬州 ２２５００９)

收稿日期:２０２２￣０６￣０４
基金项目:山西省重点研发项目(２０１７０３Ｄ２２１０２２￣３)ꎻ生物育种工程

项目(ｙｚｇｃ１２９)ꎻ国家肉鸡产业技术体系项目(ＣＡＲＳ￣４１)ꎻ
江苏高校优势学科建设工程项目(ＰＡＰＤ)ꎻ山西省现代农

业产业技术体系建设专项资金资助项目(２０２２￣０７)
作者简介:魏清宇(１９７３－)ꎬ男ꎬ山西太谷人ꎬ硕士ꎬ副研究员ꎬ主要从

事家禽育种研究工作ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ) ｘｍｓｚｊｃ＠ １２６. ｃｏｍꎮ 吴鹏

飞为共同第一作者ꎮ
通讯作者:张跟喜ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｇｘｚｈａｎｇ＠ ｙｚｕ.ｅｄｕ.ｃｎ

　 　 摘要:　 骨骼肌生长发育对肉鸡产业至关重要ꎬ可变剪切(ＡＳ)作为生物体内一种普遍存在的调控机制ꎬ在骨

骼肌发育过程中发挥着重要作用ꎮ 本研究以快长型、慢长型边鸡品系为试验材料ꎬ收集受精蛋后孵化至 １４ 胚龄和

２０ 胚龄ꎬ然后采集鸡胚腿肌进行转录组测序ꎬ用于分析骨骼肌发育过程中的差异可变剪切事件ꎮ 在 １４ 胚龄慢长型

(Ｓ１４)与 １４ 胚龄快长型(Ｆ１４)比较组中共发生 ２３０ 个差异可变剪切事件ꎬ其对应了 ２００ 个基因ꎬ在 ２０ 胚龄慢长型

(Ｓ２０)与 ２０ 胚龄快长型(Ｆ２０)比较组中共发生 ３７３ 个差异可变剪切事件ꎬ其对应了 ３２４ 个基因ꎬ且 ２ 个比较组中存

在 ４７ 个相同的基因ꎮ ＧＯ 富集分析结果表明ꎬ前 ２０ 个富集条目中包括丝氨酸家族氨基酸分解代谢过程、肌球蛋白

ＩＩ 细丝组装和肌动球蛋白结构组织等与骨骼肌发育相关的生物学过程ꎮ ＫＥＧＧ 通路富集分析结果表明ꎬ前 ２０ 条通

路中有多条通路与骨骼肌发育相关ꎬ包括黏附连接、肌动蛋白细胞骨架调节和黏着斑等ꎮ 基于 ＳＴＲＩＮＧ 数据库对所

有差异可变剪切事件的来源基因进行蛋白质互作网络分析ꎬ然后利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ(３.８.２)软件中的插件 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 筛

选核心基因ꎬ结合富集分析结果在 Ｓ１４ 与 Ｆ１４ 比较组中发现 ＴＬＮ２、ＰＡＲＶＢ 和 ＩＴＧＡ６ 等多个关键候选基因ꎬ在 Ｓ２０ 与

Ｆ２０ 比较组中发现 ＬＤＢ３、ＰＤＬＩＭ３、ＩＴＧＢ５、ＤＭＤ、ＴＮＳ３ 和 ＲＡＣ１ 等多个关键候选基因ꎬ同时ꎬ筛选到的 ＰＤＬＩＭ５ 和

ＧＩＴ１ 候选基因在 １４ 胚龄、２０ 胚龄边鸡骨骼肌发育中均发挥重要作用ꎮ 本研究结果为进一步解析骨骼肌发育调控

机理奠定了基础ꎬ也为黄羽肉鸡的选育工作提供一定参考ꎮ
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　 　 可变剪切(ＡＳ)是指前体 ｍＲＮＡ 在剪切体作用

下选择性去除或保留外显子和内含子ꎬ最终形成成

熟 ｍＲＮＡ 的过程[１￣２]ꎬ该过程普遍存在于高等真核

生物中ꎬ它是真核生物体内基因表达调控的一种重

要机制ꎬ是导致真核生物体中转录本差异和蛋白质

组多样化的重要原因[３￣６]ꎮ
人类基因组中发生可变剪切的基因达 ９０％以

上[３￣４]ꎬ可变剪切主要包含以下 ７ 种(图 １)[３ꎬ ７]ꎮ 近年

来ꎬ可变剪切调控在人类疾病中的作用逐渐被重视并

揭示[８￣９]ꎬ此外ꎬ广泛存在的各种形式的可变剪切还参

与多种正常生命活动和生物学调控过程ꎬ包括骨骼肌

的发育[１０]ꎮ 骨骼肌是保持人、动物身体健康并维持运

动能力的基础ꎮ 在畜禽行业ꎬ骨骼肌的生长发育情况

决定了畜禽的屠宰性能ꎬ直接影响经济效益ꎮ 心肌细

胞增强因子 ２Ｄ(ＭＥＦ２Ｄ)是转录因子 ＭＥＦ２ 家族成员ꎬ
在肌生成调控过程中发挥着重要作用[１１]ꎬＭＥＦ２Ｄ 基因

通过可变剪切形成互斥型外显子(ＭＸＥ)剪切体亚型

ＭＥＦ２Ｄα１、ＭＥＦ２Ｄα２[１２]ꎬＭＥＦ２Ｄα１ 在肌肉分化过程中

发挥抑制作用ꎬ而ＭＥＦ２Ｄα２却发挥着促进作用ꎮ 在骨

骼肌中ꎬ胰岛素和胰岛素生长素 １(ＩＧＦ１)均能通过与胰

岛素受体(ＩＮＳＲ)结合激活 ＰＩ３Ｋ/ ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 通路ꎬ调
控肌肉肥大[１３]ꎬ然而ꎬ在转录过程中ꎬＩＮＳＲ 基因通过可

变剪切能形成 ２ 种亚型 ＩＮＳＲ￣Ａ 和 ＩＮＳＲ￣Ｂꎬ其中ꎬＩＮＳＲ￣
Ａ 亚型缺乏第 １１ 外显子ꎬ其编码的蛋白质与胰岛素、
ＩＧＦ１ 均不结合ꎬ反而与胰岛素生长素 ２(ＩＧＦ２)结合ꎬ而
ＩＮＳＲ￣Ｂ 亚型包含第 １１ 外显子ꎬ其编码的蛋白质对胰岛

素更加敏感ꎬ可调控肌肉肥大[１４]ꎮ 不同可变剪切对骨

骼肌发育影响差异较大ꎬ甚至造成相反的功效ꎬ因此ꎬ
对可变剪切的研究具有重要意义ꎮ

ａ:外显子跳跃型可变剪切或盒式可变剪切ꎻｂ:５′端可变剪切ꎻｃ:
３′端可变剪切ꎻｄ:内含子滞留型可变剪切ꎻｅ:互斥外显子型可变

剪切ꎻｆ:选择性启动子型可变剪切ꎻｇ:选择性多聚核苷酸化型可

变剪切ꎮ
图 １　 ７ 种可变剪切事件

Ｆｉｇ.１　 Ｓｅｖｅｎ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｅｖｅｎｔｓ

　 　 胚胎期是骨骼肌发育的关键时期ꎬ直接影响肌

纤维的数量ꎮ 本研究拟以慢长型、快长型边鸡品系

为试验材料ꎬ分别在 １４ 胚龄和 ２０ 胚龄运用转录组

测序技术(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)筛选胚胎期慢长型、快长型边

鸡品系骨骼肌发育中的差异可变剪切事件ꎬ寻找影

响骨骼肌发育的关键可变剪切事件及其来源基因ꎬ
以期为进一步解析并完善骨骼肌发育中可变剪切的

作用机理奠定基础ꎮ
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１　 材料与方法

１.１　 试验材料

边鸡是山西省的优良地方鸡品种ꎬ具有耐严寒、
耐粗饲料等特点ꎮ ３００ 日龄时ꎬ收集慢长型、快长型

边鸡品系中具有半同胞关系的种蛋进行统一孵化ꎬ
孵化至 １４ 胚龄、２０ 胚龄时破除蛋壳ꎬ对胚胎进行质

量称量ꎬ同时ꎬ在 １４ 胚龄时采集尿囊液、２０ 胚龄时

采集微量全血用于性别鉴定ꎬ最后ꎬ统一采集右侧腿

肌置于液氮中保存ꎮ
母鸡发育过程中右侧性腺退化ꎬ通过解剖雏鸡

初步判断其性别ꎮ 然后利用鸡尿囊液或微量全血进

行 ＣＨＤ１ 基因 ＰＣＲ 扩增ꎬ快速准确鉴定其性别[１５]ꎮ
本研究中使用的 ＣＨＤ１ 基因引物为 Ｆ:５′￣ＧＴＴＡＣＴ￣
ＧＡＴＴＣＧＴＣＴＡＣＧＡＧＡ￣３′ꎬ Ｒ: ５′￣ＡＴＴＧＡＡＡＴＧＡＴＣ￣
ＣＡＧＴＧＣＴＴＧ￣３′ꎬ使用的 ＰＣＲ 试剂为 ２× Ｔａｑ Ｐｌｕｓ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (Ｄｙｅ)ꎮ ＰＣＲ 反应体系为:尿囊液 ２􀆰 ０ μｌ
或血 液 ０􀆰 ５ μｌꎬ 正、 反 向 引 物 各 ２􀆰 ０ μｌ ( １０􀆰 ０
μｍｏｌ / Ｌ)、２×Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (Ｄｙｅ)２５􀆰 ０ μｌꎬ用
灭菌双蒸水补足至 ５０􀆰 ０ μｌꎮ ＰＣＲ 反应条件为:９４
℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ
进行 ３５ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎬ４ ℃保温 １０ ｍｉｎꎮ
最后ꎬ在 １４ 胚龄快长型 ( Ｆ１４)、 １４ 胚龄慢长型

(Ｓ１４)、 ２０ 胚龄快长型 ( Ｆ２０) 和 ２０ 胚龄慢长型

(Ｓ２０)中分别选择体质量最接近的 ４ 只母鸡的腿

肌ꎬ提取 ＲＮＡ 用于转录组测序ꎮ
１.２　 总 ＲＮＡ 提取及文库构建

采用传统 ＴＲＩｚｏｌ 法提取鸡胚腿部组织 ＲＮＡꎬ样
品质检合格后委托北京诺禾致源科技股份有限公司

构建测序文库[１６]ꎬ测序文库质检合格后利用测序仪

器 ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ ( Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司产品) 进行双端测

序ꎬ测序原理是边合成边测序ꎬ最后生成 １５０ ｂｐ 长

度的原始测序序列ꎬ用于后续生物信息学分析ꎮ
１.３　 测序数据质控

原始数据中包含少量带有测序接头或测序质量

较低的测序序列ꎬ需对其进行过滤:(１)去除带接头

的测序序列ꎻ(２)去除 Ｎ(Ｎ 表示无法确定的碱基)
占比大于 ０􀆰 ００２ 的测序序列ꎻ(３)去除低质量测序

序列ꎮ
１.４　 测序数据比对分析

将过滤得到的有效测序数据比对到基因组后用

于后续分析ꎬ比对软件采用 Ｈｉｓａｔ２( ｈｔｔｐ: / / ｃｃｂ. ｊｈｕ.

ｅｄｕ / ｓｏｆｔｗａｒｅ / ｈｉｓａｔ２) [１７]ꎬ 参 考 基 因 组 为 ＧＲＣｇ６ａ
( ｆｔｐ: / / ｆｔｐ. ｅｎｓｅｍｂｌ. ｏｒｇ / ｐｕｂ / ｒｅｌｅａｓｅ￣９７ / ｆａｓｔａ / ｇａｌｌｕｓ ＿
ｇａｌｌｕｓ / ｄｎａ / )ꎮ
１.５　 可变剪切事件差异分析及其功能富集

基于比对结果ꎬ利用 ｒＭＡＴＳ 软件[１８] 对可变剪

切事件进行统计分析、 定量分析和差异分析ꎮ
ｒＭＡＴＳ 软件可分析 ５ 种可变剪切事件ꎬ分别为外显

子跳跃型可变剪切(ＳＥ)、内含子滞留型可变剪切

(ＲＩ)、互斥外显子型可变剪切(ＭＸＥ)、５′端可变剪

切(Ａ５ＳＳ)和 ３′端可变剪切(Ａ３ＳＳ)ꎮ
差异可变剪切事件来源基因的功能富集分析涉

及 ＧＯ 和 ＫＥＧＧꎮ ＧＯ 是描述基因功能的综合性数据

库ꎬ包括分子功能(ＭＦ)、生物过程(ＢＰ)和细胞组成

(ＣＣ)３ 个部分ꎮ ＫＥＧＧ[１９] 是整合了基因组和系统功

能信息的综合性数据库ꎬ在生物体内ꎬ不同基因相互

协调行使其生物学功能ꎬ通过 ＫＥＧＧ 通路富集分析可

以探寻差异表达可变剪切事件来源基因参与的最主

要生化代谢途径和信号转导途径ꎮ 本研究利用 ＧＯｓ￣
ｅｑ[２０]软件进行 ＧＯ 富集分析ꎬ用 ＫＯＢＡＳ(３􀆰 ０) [２１] 软

件进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎮ
１.６　 基于蛋白质互作网络筛选关键核心基因

利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库进一步对 ２ 个比较组中所

有差异可变剪切事件来源基因进行蛋白质互作网络

分析(ＰＰＩ)ꎬ用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ(３.８.２)软件中的插件 Ｃｙｔｏ￣
Ｈｕｂｂａ 采用最大集团中心性(ＭＣＣ)算法筛选核心

基因ꎬ筛选标准为 ＭＣＣ 值>５０ꎮ
１.７　 统计分析方法

本研究利用 ＳＰＳＳ１３.０ 软件对体质量进行显著

性分析ꎬ采用的方法为独立样本 ｔ 检验ꎬ最终数据以

平均值±标准差的形式进行表示ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 个体体质量统计

对送样个体体质量进行统计ꎬ Ｓ１４: (９.２６±
０􀆰 ５５) ｇꎻＦ１４:(１１.２４±０􀆰 ５４) ｇꎻＳ２０:(３２.６０±１􀆰 ４７)
ｇꎻＦ２０:(３９.２６± ２􀆰 ０７) ｇꎮ 独立样本 ｔ 检验结果显

示ꎬ快长型个体 １４ 胚龄时的平均体质量极显著高于

慢长型个体(Ｐ＝ ０􀆰 ００５)ꎬ２０ 胚龄时快长型个体平均

体质量也极显著高于慢长型个体(Ｐ＝ ０􀆰 ００４)ꎮ 说

明快长型个体与慢长型个体的体质量在胚胎期具有

较大的表型差异ꎮ
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２.２　 测序数据质控及比对结果分析

对原始数据进行质控分析ꎬ发现每个个体有效

测序序列正确识别率>９９􀆰 ９０％(Ｑ３０)的碱基数占

９３􀆰 ９９％以上ꎬ正确识别率>９９􀆰 ００％(Ｑ２０)的碱基数

占 ９８􀆰 ００％以上ꎮ 同时ꎬ每个个体有效测序序列中

(Ｇ＋Ｃ)含量为４５􀆰 ２６％~ ４８􀆰 ４９％ꎬ无碱基分离现象ꎬ
以上结果表明测序数据良好ꎮ

与参考基因组进行比对ꎬ发现测序序列可比对

到外显子、内含子和基因间区 ３ 个部分ꎬ且比对到外

显子的比例最高ꎬ符合预期ꎬ可用于后续分析ꎮ
２.３　 差异可变剪切事件统计结果

以错误发现率(ＦＤＲ)≤０􀆰 ０１ 为筛选标准ꎬ对可

变剪切事件进行统计(图 ２)ꎬ在 １４ 胚龄快长型个体

与 １４ 胚龄慢长型个体之间发生了 ２３０ 个差异可变

剪切事件ꎬ其中外显子跳跃型可变剪切事件有 １９２
个ꎬ内含子滞留型可变剪切事件有 ７ 个ꎬ互斥外显子

型可变剪切事件有 ２１ 个ꎬ５′端可变剪切事件只有 １
个ꎬ３′端可变剪切事件有 ９ 个ꎮ 对 ２０ 胚龄快长型个

体与 ２０ 胚龄慢长型个体之间发生的可变剪切事件

进行统计分析ꎬ共发现 ３７３ 个差异可变剪切事件ꎬ其
中ꎬ外显子跳跃型可变剪切事件有 ２８５ 个ꎬ互斥外显

子型可变剪切事件有 ４９ 个ꎮ 外显子跳跃型可变剪

切事件在 １４ 胚龄快长型与慢长型比较组和 ２０ 胚龄

快长型与慢长型比较组中所占比例均为最高ꎬ且远

高于其他类型ꎬ推测该种可变剪切在生物体内普遍

存在并发挥着重要作用ꎮ

Ｆ１４:１４ 胚龄快长组ꎻＳ１４:１４ 胚龄慢长组ꎻＦ２０:２０ 胚龄快长组ꎻＳ２０:２０ 胚龄慢长组ꎮ
图 ２　 可变剪切事件统计结果

Ｆｉｇ.２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｅｖｅｎｔｓ

２.４　 差异可变剪切事件来源基因功能富集分析

对差异结果进行深入分析ꎬ发现 Ｓ１４ 与 Ｆ１４ 比较

组中得到的 ２３０ 个差异可变剪切事件对应了 ２００ 个

来源基因ꎬＳ２０ 与 Ｆ２０ 比较组中得到的 ３７３ 个差异可

变剪切事件对应了 ３２４ 个来源基因ꎬ２ 个比较组中相

同的来源基因共 ４７ 个ꎮ 分别对 Ｓ１４ 与 Ｆ１４、Ｓ２０ 与

Ｆ２０ 比较组中得到的可变剪切事件来源基因进行 ＧＯ
富集分析和 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎮ ＧＯ 富集分析结果

(图 ３)表明ꎬ在 Ｓ１４ 与 Ｆ１４ 比较组中显著富集的前 ２０
个条目中有 １３ 个生物学过程(ＢＰ)条目ꎬ包含丝氨酸

家族氨基酸分解代谢过程和肌球蛋白 ＩＩ 细丝组装等

与骨骼肌发育相关的条目ꎻ在 Ｓ２０ 与 Ｆ２０ 比较组中显

著富集的前 ２０ 个条目中只有 ３ 个 ＢＰ 条目ꎬ其中线粒

体钙离子转运和肌动球蛋白结构组织与骨骼肌发育

相关ꎮ 此外ꎬ骨骼肌收缩的调节、肌原纤维组装和肌

细胞内稳态等显著富集的前 ２０ 个条目之外的其他

ＢＰ 条目也与骨骼肌发育相关ꎮ
　 　 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果(图 ４)表明ꎬ在 Ｓ１４
与 Ｆ１４ 比较组中前 ２０ 条富集通路中有 ４ 条达到显

著水平ꎬ分别为细胞外基质(ＥＣＭ)受体相互作用、２￣
氧羰基酸代谢、氨基酸的生物合成和黏附连接ꎬ它们

均在动物骨骼肌发育过程中发挥重要作用ꎻ在 Ｓ２０
与 Ｆ２０ 比较组中前 ２０ 条 ＫＥＧＧ 通路中筛选到 ８ 条

显著富集的通路ꎬ其中 ｍＴＯＲ 信号通路、肌动蛋白

细胞骨架调节和黏附连接等对骨骼肌的生长发育具

有重要调节作用ꎮ 在 ２ 个比较组的前 ２０ 条 ＫＥＧＧ
通路中发现 ４ 条共同富集的通路ꎬ分别为黏附连接、
肌动蛋白细胞骨架调节、黏着斑和真核生物核糖体

生物发生ꎬ其中黏附连接是唯一共同显著富集的通

路ꎬ说明这 ４ 条通路及其基因以及发生的可变剪切

事件可能在鸡胚 １４ 胚龄、２０ 胚龄骨骼肌发育时均

发挥着重要作用ꎮ
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Ｓ１４、Ｆ１４、Ｓ２０、Ｆ２０ 见图 ２ 注ꎮ
图 ３　 ＧＯ 功能富集分析结果

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

２.５　 蛋白质互作网络筛选关键核心基因

利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库进一步对 ２ 个比较组中差

异可变剪切事件来源基因进行蛋白质互作网络分

析ꎬ图 ５ 为前 １００ 个蛋白质的互作网络图ꎬ颜色越深

表示其所处位置越核心ꎮ 以 ＭＣＣ 值>５０ 为条件ꎬ同
时结合 ＫＥＧＧ 分析结果ꎬ在 Ｓ１４ 与 Ｆ１４ 比较组中我

们发现多个具有调控作用的核心蛋白质ꎬ包括

ＴＬＮ２、ＰＡＲＶＢ 和 ＩＴＧＡ６ꎮ 同时ꎬＫＥＧＧ 结果显示ꎬ在
前 ２０ 条通路中ꎬＴＬＮ２、ＰＡＲＶＢ 和 ＩＴＧＡ６ 基因均富集

在黏着斑通路中ꎬＩＴＧＡ６ 也富集在细胞外基质受体

相互作用和肌动蛋白细胞骨架调节通路中ꎻ在 Ｓ２０
与 Ｆ２０ 比较组中发现多个调控生长发育的核心蛋白

质ꎬ 包 括 ＬＤＢ３、 ＰＤＬＩＭ３、 ＩＴＧＢ５、 ＤＭＤ、 ＴＮＳ３ 和

ＲＡＣ１ 等ꎬ其中ꎬＬＤＢ３ 的 ＭＣＣ 值最高ꎮ ＫＥＧＧ 结果

显示ꎬ在前 ２０ 条通路中ꎬＲＡＣ１ 基因富集的通路高达

５ 条ꎬ包括肌动蛋白细胞骨架调节、黏附连接、黏着

斑等骨骼肌发育重要信号通路ꎬＩＴＧＢ５ 基因富集在

肌动蛋白细胞骨架调节和黏着斑 ２ 条骨骼肌发育相
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Ｓ１４、Ｆ１４、Ｓ２０、Ｆ２０ 见图 ２ 注ꎮ
图 ４　 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果

Ｆｉｇ.４　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

关通路中ꎮ 此外ꎬ我们发现 ＰＤＬＩＭ５ 和 ＧＩＴ１ 在 １４
胚龄和 ２０ 胚龄快长型、慢长型边鸡骨骼肌发育过程

中均具有调控作用ꎬ结合可变剪切事件发生类型进

行分析ꎬ发现在 １４ 胚龄快长型与慢长型比较组中

ＰＤＬＩＭ５ 基因发生了 ＳＥ 型和 ＭＸＥ 型 ２ 种差异的可

变剪切事件ꎬ而在 ２０ 胚龄快长型与慢长型比较组中

只发生 ＳＥ 型差异可变剪切事件ꎬＧＩＴ１ 基因在 ２ 个

不同胚龄快长型与慢长型比较组中均发生了 ＳＥ 型

差异可变剪切事件ꎮ

３　 讨 论

可变剪切是真核生物体内一种重要的调控机制ꎬ
它能使同一基因产生多种蛋白质ꎬ极大丰富了生物体

内蛋白质的多样性[２２]ꎮ 目前ꎬ关于可变剪切的研究

涉及癌症[２３]、衰老[７] 以及脂肪肝[２４] 等ꎮ 同样ꎬ骨骼

肌的发育也离不开可变剪切ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[２５] 通过

Ｒｂｍ２４ 基因敲除的小鼠活体试验结果证明了 Ｒｂｍ２４
能通过调控 ＭＥＦ２Ｄ、Ｎａｃａ、Ｒｏｃｋ２ 和 Ｌｒｒｆｉｐ１ 等肌源性

基因的可变剪切进而调节成年小鼠的骨骼肌再生ꎻＬｉ
等[２６]采集兔子的肥胖模型和对照个体腿肌后进行转

录组测序和 ＤＮＡ 甲基化测序联合分析ꎬ结果发现 １５
个基因可通过可变剪切和 ＤＮＡ 甲基化这 ２ 种类型的

遗传修饰共同调控骨骼肌生长发育ꎻＳｈｕ 等[２７]采集肌

内脂肪含量不同的 ２ 种猪背最长肌用于转录组测序

分析ꎬ结果发现 ＭＲＰＬ２７、ＡＡＲ２、ＰＹＧＭ、ＰＳＭＤ、ＭＹＬ１、
ＴＮＮＴ３ 和 ＴＮＮＴ１ 等基因的可变剪切亚型可调控肌内

９４４魏清宇等:边鸡快长型与慢长型品系胚胎骨骼肌发育中差异可变剪切



三角形表示 Ｓ２０ 与 Ｆ２０ 比较组蛋白质ꎻ菱形表示 Ｓ１４ 与 Ｆ１４ 比较组蛋白质ꎻ圆形表示 Ｓ２０ 与 Ｆ２０ 比较组和 Ｓ１４ 与 Ｆ１４ 比较组中共有的蛋白

质ꎮ 颜色越深表示蛋白质处于越核心位置ꎮ Ｓ１４、Ｆ１４、Ｓ２０、Ｆ２０ 见图 ２ 注ꎮ
图 ５　 差异可变剪切事件来源基因编码的蛋白质网络互作图

Ｆｉｇ.５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｈｏｓｔ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ

脂肪沉积ꎮ
鸡肉是人类获取动物蛋白质的重要来源ꎬ它具有

“一高两低”(高蛋白质、低脂肪和低热量)的特点ꎬ同
时利于人体吸收ꎬ在市场上广受欢迎ꎮ 黄羽肉鸡作为

中国地方品种种质资源ꎬ具有抗病力强ꎬ肉质鲜美等

特点ꎬ满足了市场对优质肉鸡的需求ꎬ但黄羽肉鸡生

长速度较慢ꎬ屠宰性能低ꎬ严重制约了产业化进程ꎬ因
此ꎬ提升黄羽肉鸡生长速度迫在眉睫ꎮ 腿肌是骨骼肌

的重要组成部分ꎬ腿肌率是肉鸡屠宰性能测定中的一

项重要指标ꎬ直接影响了鸡肉的产量ꎬ因此ꎬ研究腿肌

生长发育的分子调控机理ꎬ对于提高黄羽肉鸡的生长

速度具有重要指导作用ꎮ 邹小利[２８] 的研究结果表

明ꎬ１４ 胚龄是地方鸡品种肌纤维形成的关键时期ꎬ１７
胚龄之后形成完整的肌纤维轮廓ꎬ肌纤维数量也基本

确定ꎬ出生后主要通过肌纤维肥大促进骨骼肌发

育[２９]ꎬ因此ꎬ胚胎期肌纤维的形成对骨骼肌发育至关

重要ꎮ 可变剪切在生物体内普遍存在ꎬ并且在多种生

物学过程中发挥着重要作用ꎬ鸡的骨骼肌生长发育同

样受可变剪切调控[１０]ꎬ然而对于可变剪切在鸡骨骼

肌发育中所起作用的研究较少ꎮ
本研究分别收集慢长型、快长型边鸡群体的受

精蛋ꎬ孵化过程中采集 １４ 胚龄(肌纤维形成关键时

期)、２０ 胚龄(肌纤维数量已固定且未出壳)母鸡腿

肌用于转录组测序研究ꎬ对筛选得到的差异可变剪

切事件来源基因进行 ＧＯ 功能富集和 ＫＥＧＧ 通路富

集分析ꎬ同时结合 ＳＴＲＩＮＧ 数据库预测得到蛋白质

互作网络ꎬ进行关键候选基因分析ꎮ 在 Ｓ１４ 与 Ｆ１４
比较组中发现的关键候选来源基因包括 ＴＬＮ２、
ＰＡＲＶＢ 和 ＩＴＧＡ６ꎬ在 Ｓ２０ 与 Ｆ２０ 比较组中发现的关

键基因包括 ＬＤＢ３、 ＰＤＬＩＭ３、 ＩＴＧＢ５、 ＤＭＤ、 ＴＮＳ３、
ＲＡＣ１ 等ꎬ同时ꎬ发现 ＰＤＬＩＭ５ 和 ＧＩＴ１ 对 １４ 胚龄、２０
胚龄边鸡的生长发育均具有调控作用ꎮ

在 Ｓ１４ 与 Ｆ１４ 比较组的前 ２０ 条通路中ꎬ我们发

现 ＴＬＮ２、ＰＡＲＶＢ 和 ＩＴＧＡ６ 均富集在黏着斑通路中ꎬ
此外ꎬＩＴＧＡ６ 也富集在细胞外基质受体相互作用和

肌动蛋白细胞骨架调节通路中ꎮ 黏着斑是细胞中的
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一种特殊结构ꎬ这种结构中的整合素受体可以与细

胞外基质和肌动蛋白细胞骨架相连ꎬ黏着斑在细胞

中起着机械连接和信号传递的作用ꎬ与生长发育密

切相关[３０￣３１]ꎮ 细胞外基质由不同的胶原蛋白、蛋白

多糖和糖蛋白组成[３２]ꎬ与细胞表面受体相结合形成

复杂的网络ꎬ可以进行信号传导ꎬ调控细胞生长、迁
移和分化等[３３]ꎮ 肌动蛋白细胞骨架是细胞骨架的

重要组成部分ꎬ它在骨骼肌的收缩过程中起着关键

作用[３４]ꎮ
在 Ｓ２０ 与 Ｆ２０ 比较组的前 ２０ 条通路中ꎬＲＡＣ１

富集的通路高达 ５ 条ꎬ包括肌动蛋白细胞骨架调节、
黏附连接、黏着斑等骨骼肌发育重要信号通路ꎮ 有

研究发现ꎬＲＡＣ１ 可在骨骼肌分化后期发挥重要作

用ꎬ在成肌细胞融合过程中必不可少[３５]ꎻ其次为 ＩＴ￣
ＧＢ５ꎬ本研究发现该基因主要富集在肌动蛋白细胞

骨架调节和黏着斑 ２ 条骨骼肌发育相关通路中ꎮ 通

过蛋白质互作网络筛选关键核心基因ꎬ发现 ＬＤＢ３
的 ＭＣＣ 值最高ꎮ Ｙａｍａｓｈｉｔａ 等[３６] 汇总了 ６ 种 ＬＤＢ３
的可变剪切亚型ꎬ发现肌强直性营养不良Ⅰ型患者

体内包含外显子 １１ 的 ＬＤＢ３ 可变剪切亚型极显著

升高ꎬ该亚型可能对骨骼肌发育造成不良影响ꎮ 肌

营养不良蛋白基因(ＤＭＤ)突变可导致杜氏肌营养

不良症ꎬ主要引起骨骼肌、心肌退化[３７]ꎮ
在 Ｓ１４ 与 Ｆ１４、Ｓ２０ 与 Ｆ２０ 比较组中我们同时发

现了多条与骨骼肌发育相关的可变剪切事件ꎬ其来

源基因包括 ＰＤＬＩＭ５ 和 ＧＩＴ１ꎮ Ｈｅ 等[３８] 研究发现ꎬ
ＰＤＬＩＭ５ 可以通过激活 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶

(ＭＡＰＫ)信号通路进而调控鸡骨骼肌卫星细胞

(ＳＭＳＣｓ)的增殖和分化ꎮ Ｂａｈｒｉ 等[３９] 证实了 ＧＩＴ１
基因在果蝇胚胎肌肉发育中必不可少ꎬ对其发育具

有引导作用ꎮ 在 １４ 胚龄快长型与慢长型比较组中

发现了 ＰＤＬＩＭ５ 基因 ＳＥ 型和 ＭＸＥ 型 ２ 种差异的可

变剪切事件ꎬ而在 ２０ 胚龄快长型与慢长型比较组中

只发现了 ＳＥ 型差异可变剪切事件ꎻＧＩＴ１ 基因在 ２
个不同胚龄快长型与慢长型比较组中均发生了 ＳＥ
型差异可变剪切事件ꎬ提示不同可变剪切在骨骼肌

发育中作用不同ꎬ不同胚龄骨骼肌发育过程可能由

相同或不同可变剪切调控ꎮ

４　 结 论

本研究利用转录组测序技术在快长型、慢长型

边鸡品系胚胎期鉴定出多个与生长发育相关且存在

差异的可变剪切事件ꎬ对其来源基因进行 ＧＯ 富集

分析ꎬ结果发现前 ２０ 个条目中肌球蛋白 ＩＩ 细丝组

装和肌动球蛋白结构组织等与骨骼肌发育相关ꎮ
ＫＥＧＧ 通路富集分析结果表明ꎬ前 ２０ 条通路中包含

了黏附连接和黏着斑等与骨骼肌发育相关的通路ꎮ
对差异可变剪切事件来源基因进行蛋白质互作网络

分析ꎬ鉴定出多个与骨骼肌发育相关的关键来源基

因ꎬ包括 ＴＬＮ２、ＰＡＲＶＢ、 ＬＤＢ３、ＰＤＬＩＭ３、ＲＡＣ１、ＰＤ￣
ＬＩＭ５ 和 ＧＩＴ１ 等ꎮ 以上研究结果对进一步理解和解

析骨骼肌生长发育中可变剪切的调控机理具有重要

意义ꎬ同时ꎬ本研究结果对边鸡及中国其他黄羽肉鸡

的育种工作具有一定的参考作用ꎮ
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