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乌蒙乌骨鸡酪氨酸酶基因克隆鉴定与
系统发育关系分析

宋兴超，李新印，李  健，孟金柱，吴震洋，赵园园，安清明 *

（铜仁学院农林工程与规划学院，贵州省梵净山地区生物多样性保护与利用重点实验室，贵州铜仁 554300）

摘 要：本研究旨在克隆鉴定乌蒙乌骨鸡酪氨酸酶（TYR）基因完整编码区并进行生物信息学分析，为明确

其影响乌骨鸡乌质特性的分子机制提供参考。以乌蒙乌骨鸡血液基因组 DNA 为模板，分别在鸡 TYR 基因 5
个外显子两端设计 5 对引物，通过 PCR、克隆及测序拼接方法获得 TYR 基因完整编码区序列（Coding DNA 
Sequence，CDS），基于生物信息学方法综合分析该基因的结构特征，利用 DNAStar 2.0 和 MEGA 7.0 软件分

别分析 12 个鸡形目和 6 个雁形目 TYR 基因 CDS 的相似性与系统发育关系。结果表明，乌蒙乌骨鸡 TYR 基

因全长 3 686 bp，包括 276 bp 5'UTR、261 bp 3'UTR，部分内含子 1~4 长度分别为 339、45、355、415 bp，
外显子 1~5 长度分别为 819、217、148、182、224 bp，CDS 长度为 1 590 bp，编码 529 个氨基酸。TYR 蛋白

分子式为 C2700H4071N739O784S29，分子质量为 60.36 kD，总原子数为 8 323，理论等电点（PI）为 6.03，属于不

稳定亲水性蛋白。乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白存在 1 个信号肽模块、1 个酪氨酸酶基因家族核心结构域、1 个表皮

生长因子样结构域及 1 个跨膜螺旋结构域。序列相似性及分子系统发育关系分析均显示乌蒙乌骨鸡与沐川乌

骨鸡、白来航鸡和原鸡等原鸡属物种的亲缘关系最近，与雁形目物种亲缘关系较远。本研究成功克隆获得乌

蒙乌骨鸡 TYR 基因 CDS 全长序列，编码蛋白包括多个功能结构模块，研究结果可为乌骨鸡乌质性状分子机

理解析及鸡形目物种进化探究提供理论依据。
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乌蒙乌骨鸡作为贵州省特色药食兼用型优良家禽地

方品种，原产地和中心产区为云贵高原黔西北部乌蒙山

区，其喙、肉髯、胫、皮肤和肉均呈乌黑色，具有一定

的食用和药用价值，目前广大消费者普遍认为深色肤色

乌骨鸡营养及药用价值较好 [1]。《本草纲目》记载，乌

骨鸡入药效果与皮及内脏器官的乌度（黑色素沉积的程

度）存在关联 [2]，同时在乌骨鸡新品种培育过程中，乌

质性状也是育种者不可忽视的一个关键目标性状，利用

分子标记辅助选择可以实现早期、高效选择，显著缩短

遗传进展。黑色素沉积主要由遗传因素决定，涉及多个

基因、调节因子及相关信号通路的复杂精密调控，其中

由酪氨酸酶基因（Tyrosinase，TYR）编码的酪氨酸酶作

为黑色素沉积过程中的一种限速酶，其浓度和活性可影

响许多畜禽被毛、羽毛及内脏器官中黑色素的沉积 [3-4]。

因此，在剖析家鸡色素沉积性状分子基础方面，TYR

基因相关研究已逐渐成为研究热点。在 TYR 基因结构

变异方面，Ferguson 等 [5] 研究表明，鸡 TYR 基因 5'UTR

含有 2 个能够调控黑色素细胞表达的保守模块；Yang

等 [6] 对不同羽色家鸡 TYR 基因测序表明，该基因的变

异可影响其羽色表型；祖盘玉等 [7] 研究表明 TYR 基因

exon 1 中 C921T 突变可能导致泰和乌骨鸡和赤水乌骨

鸡乌度不同；徐志强等 [8] 推测武定乌骨鸡 TYR 基因外

显子中 C2744T 突变形成的 CC 基因型可能会决定其乌

质性状的形成。近年来，随着大数据组学技术的不断更

新与快速发展，Yu 等 [9-10] 通过 RNA 高通量测序发现，
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肌肉黑色素生成中起重要作用的 TYR-AS1 转录变异体

在黑色和白色肌肉之间存在极显著差异表达，且沐川乌

骨鸡胸肌 TYR 基因表达水平极显著高于非乌骨鸡。综

上可知，TYR 基因可能通过积累黑色素含量及浓度进

而调控家禽肤色表型、羽色与乌质性状。在传统选育乌

骨鸡新品种过程中，育种者常利用肉眼判定乌度深浅，

主观性较强、遗传进展效果不明显且耗时较长，通过现

代分子标记辅助选育可加速乌质性状的选育进度，筛选

乌骨鸡乌质性状相关的主效基因或分子标记，并在实际

选育过程中对该性状开展前期选择，可达到提高乌骨鸡

乌度及缩短新品种培育时间的目的。目前，乌质性状关

联 TYR 基因调控乌蒙乌骨鸡乌度的分子遗传基础尚不明

晰，仅见乌蒙乌骨鸡 TYR 基因启动子区的相关报道 [11]，

但是乌蒙乌骨鸡该基因完整编码区序列（Coding DNA 

Sequence，CDS）尚未鉴定与公布，其重要结构功能模

块尚未明确，不能满足后续开展分子标记育种的前提条

件。本研究以 TYR 基因为突破口，从分子生物学角度

克隆鉴定乌蒙乌骨鸡该基因 CDS 及解析其序列结构特

征，并探究鸡形目、雁形目物种该基因的系统发育关系，

旨在为后续乌骨鸡新品种（配套系）的分子选育、改良

及鸡形目物种的进化研究提供生物学数据参考。

1 材料与方法

1.1  试验动物与血液采集    选取贵州省六盘水市某鸡场

健康成年雌性乌蒙乌骨鸡 10 只，翅静脉采血 5.0 mL，

用于基因组 DNA 的提取。

1.2  DNA 提取和引物设计    通过动物血液基因组 DNA

提取试剂盒（天根生化科技有限公司）完成乌蒙乌骨鸡

血液基因组 DNA 的提取，通过紫外分光光度计和琼脂

糖凝胶电泳检测浓度与纯度，保存于 -20℃。以鸡基因

组（登录号：NC_052532.1）1 号染色体 187 752 871~

187 810 203 bp 序列为模板，采用 Primer-BLAST 在线

软件分别在 TYR 基因 5 个外显子两端设计 5 对引物（表

1），由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。 

1.3 PCR 扩 增 与 克 隆 测 序    PCR 扩 增 体 系 40 μL：

2×SanTaq Fast PCR Mix 预混液（生工生物工程股份有

限公司）20 μL，上下游引物（10 pmol/μL）各 1 μL，

模板 DNA（80 ng/μL）3 μL，灭菌超纯水 15 μL。PCR

反应程序：94℃预变性 4 min；94℃变性 30 s，退火（温

度见表 1）30 s，72℃延伸（时间见表 1），共 36 个

循环；72℃延伸 10 min；4℃保存。1.0% 琼脂糖凝胶

电泳检测全部 PCR 产物，合格产物送生工生物工程股

份有限公司克隆测序。

1.4 TYR 基因结构及功能模块分析    采用 ProtParam

（https://web.expasy.org/protparam/）和 ProtScale 在线

软件 [12]（https://web.expasy.org/protscale/）分别分析

TYR 蛋白的基本理化特性与亲 / 疏水性；通过 BioEdit 

7.2 软件统计 TYR 基因编码序列氨基酸含量；乌蒙乌

骨鸡 TYR 蛋白信号肽与跨膜区由 SignalP-5.0 Server[13]

（https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP- 

5.0/）和 TMHMM Server 2.0（https://services.healthtech.

dtu.dk/services/TMHMM-2.0/）完成；采用 SMART（http://

smart.embl.de/） 在 线 软 件 [14] 分 析 TYR 蛋 白 功 能 模

块；基于功能蛋白相关网络 STRING 在线软件（https://

cn.string-db.org/）构建乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白互作网络。

1.5 鸡形目与雁形目 TYR 基因相似性比对与系统进化分

析    沐川乌骨鸡（登录号：MG672516）、原鸡（登录

号：S81675）、白来航鸡（登录号：AB023291）、火鸡

表 1  引物信息

引物 序列（5'→3'） 产物长度 ,bp 退火温度 ,℃ 延伸时间 ,s

C-TYR-1
F：TCATTTTGAAACCAGTCGGG

1 226 56.9 75
R：CCAGATAGCGCACCTCACTT

C-TYR-2
F：CCACAGTAGGGTGATGTTTTCT

697 56.9 45
R：GGATTTAGGGTTTGGTGTAGTC

C-TYR-3
F：ATTTCATCTTTGCTATGCCTT

502 55.6 31
R：TCCAGTGAACGTAAGGACAGT

C-TYR-4
F：ACTGAAGAAGCTAACCCCAAAC

560 58.2 38
R：GATGAGAAATGTGAAAACTTGC

C-TYR-5
F：ATAGTAAACCCAGTTCCCTTCA

701 57.2 45
R：AAGCCAGTCAGATTCACAGGAG
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（登录号：XM_003203534）、盔珠鸡（登录号：XM_ 

021382303）、环颈雉（登录号：XM_031612426）、

日本鹌鹑（登录号：NM_001323239）、小草原松鸡（登

录 号：XM_052669925）、艾 草 松 鸡（登 录 号：XM_ 

042839847.1）、岩雷鸟（登录号：XM_048940165）、

白尾雷鸟（登录号：XM_042891702）、凤头潜鸭（登

录号：XM_032206816.1）、绿头鸭（登录号：XM_00

5029583）、棕硬尾鸭（登录号：XM_035329184.1）、

黑天鹅（登录号：XM_035542570.1）、疣鼻天鹅（登

录号：XM_040544288.1）和鸿雁（登录号：XM_0131 

78156）TYR 基 因 编 码 区 核 苷 酸 及 氨 基 酸 序 列 由

GenBank 数据库获得，通过 DNASTAR 软件分析不同

物种 TYR 基因序列相似性；以小家鼠 TYR 基因（登录

号：D00440）作为外群，由 ClustalX 1.83 和 MEGA 7.0

软件中 Maximum Parsimony（MP）方法分析不同物种

TYR 基因的系统进化关系。

2  结果与分析

2.1  PCR 扩增    利用乌蒙乌骨鸡基因组 DNA 作为模板，

C-TYR-1、C-TYR-2、C-TYR-3、C-TYR-4 和 C-TYR-5

为引物，经 PCR 扩增得到 5 段特异性产物，1.0% 琼脂

糖凝胶电泳检测表明，各条带致密且清晰，并与预期扩

增产物大小基本一致（图 1）。

 

2.2  克隆测序与鉴定    5 对引物的克隆测序结果通过拼

接，得到长度为 3 686 bp 的核苷酸序列，获得 GenBank

登 录 号 ON49713458，经 过 UCSC 和 NCBI 数 据 库 比

对鉴定，获得序列与 UCSC 数据库中的鸡基因组序列

1 号 染 色 体 部 分 区 域（Chromosome 1：189 153 108~

189 203 064 bp）一致性为 99.9%（图 2）。通过 NCBI 数

据库 BLAST 比对发现，该序列 1~1 113 bp、1~1 226 bp

与 Genbank 数据库中原鸡（登录号：L46805.1）和日本

鹌鹑（登录号：AB024279.1）TYR 基因序列中 1 850~ 

3 076 bp 和 1 524~2 637 bp 的一致性分别为 99.67% 和

96.14%，表明扩增产物来源可靠，初步判定本研究获

得了乌蒙乌骨鸡 TYR 基因完整编码区。

2.3  TYR 基因序列碱基组成及推导蛋白基本理化特性    

参考原鸡等其他物种 TYR 基因编码区序列结构分析表

明，乌蒙乌骨鸡该基因包括 5 个外显子，长度分别为

819、217、148、182、224 bp，起始密码子为 ATG，

终止密码子为 TAA，完整编码区长度为 1 590 bp，碱

基 A、C、G、T 含量分别为 27.17%、25.28%、22.01%

和 25.53%，A+T 含量略高于 G+C 含量。推导的乌蒙乌

骨鸡 TYR 蛋白由 529 个氨基酸编码，氨基酸种类为 20

种，含量最高的为亮氨酸（Leu），占比 8.9%，色氨酸

（Trp）含量最低为 2.3%（图 3）。Prot Param 分析显

示，带正电荷的氨基酸残基（Arg+Lys）存在 46 个，

占比 11.1%，带负电荷的氨基酸残基（Asp+Glu）存

在 53 个，占比 13.9%。乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白分子式为

C2700H4071N739O784S29，总原子数达 8 323 个，分子质量、

半衰期、理论等电点、不稳定系数和脂溶性指数分别为

60.36 kD、30 h、6.03、56.84 和 72.85，初步推断该蛋

白属于不稳定蛋白（系数 <40 表明稳定，系数 >40 表

明不稳定）和非脂溶性蛋白（<80）。亲水性总平均值

GRAVY（Grand Average of Hydropathicity）为 -0.363，

推测乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白质存在较强的亲水性。

2.4  TYR 蛋白亲疏水性分析    ProtScale 在线软件分析

乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白亲疏水性，结果见图 4，其中分

析标准为 Hphob./Kyte &. Doolittle，负值表示亲水性，

该值越小表明蛋白亲水性越强，正值表示疏水性，该值

越大表明蛋白疏水性越强。结果显示，TYR 蛋白平均

亲水性指数为 -0.363，属于亲水性蛋白，第 9 位亮氨酸

（Leu）最高分值（疏水性最强）为 3.022，第 307 位

丝氨酸（Ser）最低分值（亲水性最强）为 -2.944，标

度值 <0 的区域比 >0 的区域密集，即 TYR 蛋白的亲水

性氨基酸残基数量多于疏水性氨基酸，说明乌蒙乌骨鸡

TYR 蛋白为亲水性蛋白。

2.5  信号肽、跨膜区及亚细胞定位    由图 5 可知，乌蒙

乌骨鸡 TYR 蛋白第 1~18 个氨基酸具有一段信号肽，剪

切位点为 18G~19Q（G 代表甘氨酸，Q 代表谷氨酰胺），

属于分泌型蛋白。由图 6 可知，乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白

M：DNA 相对分子质量标准；泳道 1~4、5~8、9~12、13~16 和 17~20 分别为引物

C-TYR-1、C-TYR-2、C-TYR-3、C-TYR-4 和 C-TYR-5 的扩增产物。

图 1 乌蒙乌骨鸡 TYR 基因 PCR 扩增结果

bp
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第 19~476 位氨基酸位于膜外（Outside），498~529 位

氨基酸位于膜内（Inside），477~497 位氨基酸为跨膜

螺旋蛋白（TMhelix）。

2.6 保守结构功能域与蛋白互作网络分析    SMART、

NCBI 蛋白保守结构域 CD Search 在线软件预测保守结

构功能域（图 7）显示，乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白属于酪

氨酸酶超家族（Tyrosinase Superfamily）成员，含有 1

个信号肽模块（Signal Peptide），1 个表皮生长因子样

结 构 域（Epidermal Growth Factor-like Domain，EGF），

1 个酪氨酸酶基因家族核心结构模块（Tyrosinase）和 1

个跨膜螺旋结构域（Transmembrane Helix Region），

柱形上方括号内阿拉伯数字代表每种氨基酸的数量，括号外数字代表每种氨基酸占总氨基酸的比例（%）。

图 3  乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白氨基酸组成

图 2 乌蒙乌骨鸡 TYR 基因序列与 UCSC 数据库比对

圆圈分别代表第 9、307 位氨基酸。

图 4  乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白亲疏水性预测

Hphob. / Kyte & Doolittle
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图 5  乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白信号肽分析
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分别位于 1~18、84~113、170~403 和 474~496 位氨基

酸，信号肽模块和跨膜螺旋结构域与 2.5 预测结果相符。

Motif Scan 在线程序分析表明，乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白

酪氨酸酶基因家族核心结构模块中存在 1 个酪氨酸酶

铜 -A 结 合 区 域 信 号（Tyrosinase CuA-binding Region 

Signature，TYROSINASE 1）：202~219 位氨基酸 H····

FL··HR··L···E），1 个 酪 氨 酸 酶 铜 -B 结 合 区 域 信 号

（Tyrosinase CuB-binding Region Signature，TYROSINASE 

2）：383~394 位氨基酸（DP·F···H···D），CuA 和 CuB

结合区域存在 3 个保守的组氨酸残基（His，H）。

功 能 蛋 白 相 关 网 络 STRING 在 线 网 站 分 析（图

8）表明，与乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白相互作用的关键

因 子 包 括 小 眼 畸 形 相 关 转 录 因 子（Microphthalmia-

associated Transcription Factor，MITF）、前黑素小体

蛋白（Premelanosome Protein，PMEL）、黑色素瘤抗

原蛋白（Melanoma Antigen Protein，MLANA）、酪氨

酸羟化酶（Tyrosine Hydroxylase，TH）、黑色素细胞

膜蛋白（OCA2 Melanosomal Transmembrane Protein，

OCA2）、多巴胺脱羧酶（Dopa Decarboxylase，DDC）、

黑素细胞刺激激素受体（Melanocyte-stimulating Hormone 

Receptor，MC1R）、胺氧化酶（Amine Oxidase，IL4I1）、

苯丙氨酸羟化酶辅助因子（BH4_AAA_HYDROXYL_2 

Domain-containing Protein，THL）、甲状腺过氧化物酶

（Thyroid Peroxidase，TPO）。其中，MITF、PMEL、

OCA2 和 MC1R 均为黑色素合成信号通路（Melanog 

enesis）中的重要蛋白，4 种蛋白综合预测互作得分分

别为 0.975、0.957、0.926 和 0.915。

 

2.7  鸡形目与雁形目 TYR 基因相似性与分子系统进化

分析    由表 2 可知，乌蒙乌骨鸡与艾草松鸡、白尾雷鸟、

岩雷鸟、小草原松鸡、日本鹌鹑、环颈雉、盔珠鸡、火

鸡、原鸡、白来航鸡、沐川乌骨鸡等鸡形目物种 TYR

基因编码区核苷酸序列相似性为 95.8%~99.9%，氨基酸

序列相似性为 95.8%~100.0%。与疣鼻天鹅、鸿雁、棕

硬尾鸭、黑天鹅、凤头潜鸭、绿头野鸭等雁形目物种核

苷酸序列相似性为 91.5%~92.0%，氨基酸序列相似性为

92.6%~93.2%。其中，乌蒙乌骨鸡与白来航鸡和沐川乌

骨鸡该基因核苷酸和氨基酸序列相似性均最高，分别为

99.9% 和 100.0%，与疣鼻天鹅核苷酸序列相似性最低，

为 91.5%，与凤头潜鸭氨基酸相似性最低，为 92.6%，

表明 TYR 基因编码区核苷酸和氨基酸序列在鸡形目和

雁形目物种个体间保守性较强，差异较低。 

为了精准分析鸡形目和雁形目不同物种的进化

关系，以小家鼠 TYR 基因编码区氨基酸序列作为外

群，采 用 Mega 5.0 软 件 中 的 最 大 简 约 法（Maximum 

Parsimony），构建鸡形目和雁形目共计 18 个物种的系

统发育树。结果显示（图 9），系统发育树分为 2 枝：

鸡形目（Galliformes）构成第一支，包括原鸡属、盔珠

鸡属、鹌鹑属、火鸡属、雉属、雷鸟属、艾草松鸡属和

草原松鸡属；第二支为雁形目（Anseriformes），包括

潜鸭属、鸭属、硬尾鸭属、雁属和天鹅属，这与物种形

态学分类结果一致，表明基于 TYR 基因编码核苷酸序

列构建的系统发育树可以较好地反映鸡形目和雁形目物

种的进化历程。

3 讨  论

TYR 基因属于酪氨酸酶基因家族中的一个重要成

员，主要在皮肤、肌肉、内脏等组织的黑色素小体中表达，

图 6  乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白跨膜结构分析
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图 7  乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白保守功能模块分析
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图 8  乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白互作网络分析
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是一个与黑色素合成存在直接关系的限速酶 [15-17]。因此，

如能在乌蒙乌骨鸡新品种选育过程中开发出调控其乌度

的分子标记对于缩短家禽育种周期及提高产业经济价值

具有重要意义。本研究通过克隆测序获得 3 686 bp 乌

蒙乌骨鸡 TYR 基因序列，CDS 区序列长 1 590 bp，共

编码 529 个氨基酸。在 TYR 基因 CDS 长度方面，人 [18]

和原鸡 [19] 为 1 590 bp，家兔 [20]、牛 [21]、山羊 [22] 和猪 [23]

等农业经济动物均为 1 593 bp，而黄颡鱼 [24]、虹鳟 [25]

等硬骨鱼类分别为 1 602 bp 和 1 629 bp，说明不同物种

TYR 基因 CDS 长度存在较大差异。蛋白理化特性分析

表明，乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白属于酸性不稳定亲水蛋白，

与郭跃跃等 [26]、王瑞宁等 [27] 和宋兴超等 [28] 分别对黑

貉 TYRP1 蛋白、赤狐 TYRP2 蛋白和水貂 TYR 蛋白分

析的理化特性基本一致，充分表明同属酪氨酸酶基因家

族的成员具有相似的理化特性。亲水蛋白由于含有较多

的亲水氨基酸残基，倾向于与水分子形成氢键，从而保

证蛋白质易于在水中溶解或在水相环境中稳定存在，通

常在细胞外或细胞质中发挥生物学功能 [29]。ProtScale

表 2  鸡形目和雁形目物种 TYR 基因序列的相似性

 

注：对角线上方为氨基酸序列相似性，对角线下方为核苷酸序列相似性。1：乌蒙乌骨鸡；2：沐川乌骨鸡；3：原鸡；4：白来航鸡；5：火鸡；6：盔珠鸡；7：环颈雉；8：日

本鹌鹑；9：小草原松鸡；10：艾草松鸡；11：岩雷鸟；12：白尾雷鸟；13：凤头潜鸭；14：绿头鸭；15：棕硬尾鸭；16：黑天鹅；17：疣鼻天鹅；18：鸿雁。

物种 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 100.0 99.8 100.0 96.4 97.4 96.8 96.4 97.4 96.6 95.8 96.4 92.6 93.0 93.2 93.2 93.0 93.2

2 99.9 99.8 100.0 96.4 97.4 96.8 96.4 97.4 96.6 95.8 96.4 92.6 93.0 93.2 93.2 93.0 93.2

3 99.7 99.8 99.8 96.2 97.2 96.6 96.2 97.2 96.4 95.7 96.4 92.4 92.8 93.0 93.0 92.8 93.0

4 99.9 99.9 99.7 96.4 97.3 96.8 96.4 97.3 96.6 95.8 96.4 92.6 93.0 93.2 93.2 93.0 93.2

5 96.4 96.5 96.6 96.5 97.2 96.5 96.2 96.6 96.6 96.8 95.8 93.4 93.7 94.6 93.2 93.3 93.5

6 96.3 96.4 95.2 96.3 95.7 96.8 96.2 97.4 97.0 96.4 96.7 93.0 93.4 93.6 93.4 93.4 93.2

7 96.2 96.4 96.4 96.3 97.2 95.2 96.4 97.2 96.8 96.2 95.8 93.0 93.3 93.3 92.4 92.4 92.6

8 96.2 96.4 96.2 96.3 95.7 95.4 95.4 96.4 95.8 95.5 95.7 92.1 92.4 92.4 92.2 91.9 92.1

9 96.2 96.4 96.4 96.3 97.3 95.4 97.5 95.2 98.9 97.7 97.8 93.2 93.7 93.7 92.8 93.1 93.7

10 95.8 96.0 96.0 95.9 97.2 95.0 97.0 95.0 98.9 97.7 97.2 93.0 93.4 93.6 92.8 93.0 93.6

11 96.0 96.1 96.2 96.0 97.4 95.0 97.1 95.1 98.6 98.5 98.2 92.6 93.0 93.8 92.8 93.0 93.8

12 95.9 96.1 96.2 96.0 96.9 95.0 96.7 95.1 98.7 98.4 99.0 91.8 92.3 92.5 92.1 92.3 92.8

13 91.9 92.1 92.0 92.0 92.0 91.9 91.3 91.8 91.3 91.3 91.3 90.5 99.6 97.0 96.6 96.4 96.6

14 92.0 92.1 92.1 92.1 92.1 91.8 91.5 91.7 91.5 91.4 91.3 90.7 99.2 97.4 97.0 96.8 97.0

15 91.6 91.8 91.7 91.7 92.3 91.6 91.3 91.5 91.8 91.6 91.4 90.4 96.7 96.7 97.4 97.6 97.8

16 91.7 91.8 91.8 91.7 91.5 91.5 90.4 91.2 90.9 91.0 90.8 90.2 96.6 96.5 97.2 99.4 98.5

17 91.5 91.6 91.6 91.5 91.6 91.6 90.6 91.4 91.1 91.1 90.8 90.5 96.6 96.4 97.3 99.4 98.7

18 91.6 91.8 91.7 91.7 91.8 91.4 90.8 91.3 91.4 91.3 91.1 90.4 96.7 96.6 97.6 98.7 98.9

▲ 代表乌蒙乌骨鸡 TYR 基因编码核苷酸序列；分枝节点数字表示重复建树 1000 次 Bootstrap 自展值。

图 9  基于 TYR 基因序列的系统发 育关系
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在线软件分析乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白的亲水性氨基酸残

基数量多于疏水性氨基酸，从不同角度证明了该蛋白的

亲水性物理特性。

本研究表明，乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白 N- 端含有一

段信号肽，由 18 个氨基酸构成，表明乌蒙乌骨鸡 TYR

蛋白属于一种能够在细胞外发挥其功能的分泌蛋白。前

人研究发现，信号肽是一段长度为 5~30 个氨基酸的短

肽链，主要位于氨基酸序列 N 端，可引导新合成的蛋

白与细胞特定区域分泌通路转移并与细胞膜中特定受体

结合进而完成跨膜转运的调控作用 [30]，由此推测乌蒙

乌骨鸡 TYR 蛋白肽链 N 端信号肽的存在能够确保其发

挥正常的调控功能。这与山羊 [22]、猪 [23] 和食蟹猕猴 [31]

等哺乳动物该蛋白结构解析获得的结果基本一致。另外，

跨膜螺旋结构模块在线软件预测到乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋

白 C 端存在由 21 个氨基酸（477~497 位）组成的一个

跨膜螺旋结构域。前人研究发现，山羊 [22]、水貂 [28]、

朱鹮 [32]、西里伯斯青鳉 [33]、日本树蛙 [34] 和豹蛙 [35] 等

脊椎动物 TYR 蛋白均存在 1 个由不同数量和种类氨基

酸构成的跨膜螺旋结构模块，提示乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋

白该跨膜结构在色素积累过程中可能发挥关键调控功

能。另外，EGF 结构域、Tyrosinase 核心结构模块的分

析结果也从侧面反映了乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白在调节色

素合成方面的关键作用。在与乌蒙乌骨鸡 TYR 蛋白存

在相互作用的蛋白中，MITF、PMEL、OCA2 和 MC1R

均为黑色素合成信号通路（Melanogenesis）中的重要

蛋白，OCA2 蛋白是存在于黑色素细胞中的一种重要膜

蛋白，主要参与黑色素的合成与运输，可调控黑色素体

的酸碱平衡 [36]。本研究由生物信息学在线软件预测分

析 TYR 基因的相关结构特性尚需通过后续实验进行进

一步验证，目前在缺少乌蒙乌骨鸡该基因相关基础数据

的前提下，可为进一步解析该基因调控乌质性状的分子

机理提供有价值的功能线索。

鸡 形 目（Galliformes）和 雁 形 目（Anseriformes）

在生物分类学上属于鸟纲（Aves）、今鸟亚纲（Ornithurae）

中的 2 个目。目前，鸡形目和雁形目动物的系统进化关

系一直是国内外研究的热点。在鸡形目系统分类方面，

Hoyo 等 [37] 研究表明，Galliformes 目的一个公认分类

包括 7 个科：冢雉科、凤冠雉科、珠鸡科、齿鹑科、松

鸡科、雉科和吐绶鸡科。Crowe 等 [38] 提出了一个初步

修订的鸡形目分类方法，包括 5 科：冢雉科、凤冠雉科、

珠鸡科、雉科、齿鹑科，其中雉科包括 7 个亚科：山鹧

鸪亚科（Arborophilinae）、鹌鹑亚科（Coturnicinae）、

孔雀亚科（Pavoninae）、原鸡亚科（Gallininae）、吐

绶鸡亚科（Meleagridinae）、松鸡亚科（Tetraoninae）、

雉亚科（Phasianinae）。随着生物技术的快速发展，

分子生物学方法已成为解析动物分类和系统进化尤为

重要的一种手段，特别是线粒体 DNA（Mitochondrial 

DNA，mtDNA）、核基因序列及 DNA 条形码已成为

鸟类分类学的几种常用方法。Shen 等 [39] 研究表明，线

粒体基因组分析恢复了强大的系统发育关系，并提出鸡

形目形成了一个研究形态和行为进化的模型组。崔丽君

等 [40] 基于黑素皮质激素受体 1（MC1R）基因序列构建

了 12 个鸡形目物种的系统分化树，表明火鸡和珠鸡最

早聚为一类，其次与鹌鹑、蓝胸鹑聚在一个分支。本研

究利用 TYR 基因构建的鸡形目与雁形目物种系统发育

树显示，盔珠鸡属的盔珠鸡首先与乌蒙乌骨鸡等原鸡属

聚为一类，然后与鹌鹑属的日本鹌鹑聚在一个分支，该

结果与前人 [40] 获得的结果基本一致，说明作为核基因

的 TYR 基因可用于进行鸡形目物种的系统发育分析。

传统分类学一般认为，雁形目除南极大陆外，在世界范

围内广泛分布，现存约 43 属 150 种，其中，鸭科是雁

形目最大的一科，多数存在季节性迁徙的习性 [41]。在

系统分类方面，联合传统形态学和现代分子生物学方法

有效助推了雁形目鸟类分类学的定性发展。吕小燕等 [42]

通过线粒体基因组序列将同属天鹅属的黑天鹅和疣鼻天

鹅聚在同一个分支，本研究中，6 种鸭科动物共分为 4

个分支，潜鸭属和鸭属、硬尾鸭属、雁属、天鹅属，黑

天鹅和疣鼻天鹅聚在一支，与前人 [42] 研究一致，特别

有趣的是潜鸭属和鸭属聚为一类，亲缘关系最近，尚需

通过其他分类方法进行确认分析。通过对选取的鸡形目

和雁形目 TYR 基因序列进行系统发育分析，获得的初

步结果与动物传统形态学分类结果基本一致，表明核基

因 TYR 适宜开展物种系统进化分析，可对通过线粒体

基因序列进行物种起源进化研究具有较好的补充作用。

4 结  论

本研究克隆鉴定了 1 590 bp 乌蒙乌骨鸡 TYR 基因

完整编码区序列，共编码 529 个氨基酸，TYR 蛋白存

在 EGF 结构域、Tyrosinase 家族核心结构模块、CuA 和

CuB 结合区域信号，通过 TYR 基因编码区序列构建的系
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统发育树能够反映鸡形目与雁形目物种的进化关系。
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不同海拔牦牛骨骼肌 HSP70 相关基因的
表达分析

付一依，权君莲，张勤文 *

（青海大学农牧学院，青海西宁 810016）

摘 要：为了探究不同海拔对牦牛（Bos grunniens）骨骼肌中 HSP70 相关基因的表达特点及其低氧适应机

制，试验选取青海省化隆县（海拔 1 900 m，简称低海拔组）、海晏县（3 200 m，简称中海拔组）和班玛县

（4 500 m，简称高海拔组）的健康雄性成年牦牛各 5 头，屠宰后取骨骼肌（股四头肌）组织置于 4% 多聚甲

醛溶液固定，另取部分组织在液氮中保存。以低海拔牦牛作为对照，用实时荧光定量 PCR 和蛋白免疫印迹技

术检测不同海拔牦牛骨骼肌 HSP70 相关基因的 mRNA 和蛋白的表达变化。结果表明，低氧会诱导缺氧诱导

因子 1（Hypoxia-Inducible Factor-1，HIF1）的产生，并且长期的缺氧环境会造成骨骼肌中线粒体的损伤，同

时诱导一些热应激因子发挥作用，共同维持细胞代谢和能量代谢的守恒，从而增强机体对低氧的适应。本研

究为青海地区高原动物的低氧适应机制以及高原病的治疗提供了理论依据和新的思路。

关键词：高原牦牛；骨骼肌；HSP70；低氧适应机制
中图分类号：S823.2                                      文献标识码：A                             DOI 编号：10.19556/j.0258-7033.20250610-03

机体发生应激过程中会产生一系列生理变化，激

活热休克转录因子（Heat Shock Transcription Factor，

HSF）， 并 介 导 热 休 克 蛋 白 70（Heat Shock Protein 

70，HSP70）基因与蛋白表达发生变化 [1]。研究发现，

热休克转录因子 1（Heat Shock Transcription Factor 1，

HSF1）和热休克转录因子 4（Heat Shock Transcription 

Factor 4，HSF4）是 HSF 中比较关键的 2 个成员。低

氧等应激条件下，HSF1 调节热休克蛋白（Heat Shock 

Protein，HSP）的表达为：在细胞质中 HSF1 和 HSF4

形成三聚体，进入细胞核后与 HSP 启动子上的热休克

元件（Heat Shock Element，HSE）相结合，促进 HSP 

蛋白的表达 [2]。HSP 的转录、HSF1 的激活和 HSF1 与

HSE 的结合都是 HSP 的转录调控的，在正常生理状态

下，HSF1 与 HSE 很难结合；而在应激条件下，两者的

结合力会快速增加，且在短时间内达到高峰 [3]。研究发

现，在应激发生时，检测到 HSP70 表达上调是由 HSF1

所介导的 [4]。低氧环境中会发生氧化应激反应和炎症反
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