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基于 WGCNA分析挖掘调控莱芜猪肉色相关基因
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摘 要  为筛选影响莱芜猪肉色的关键候选基因，本研究利用莱芜猪转录组数据，通过加权基因共表达网络分析

（Weighted gene co-expression network analysis， WGCNA）对 33 头莱芜猪测定了 45 min 及 24 h 的肉色（包括 L、a、

b），对其背最长肌样本开展了转录组测序，挖掘影响猪肉色的关键基因。结合转录组数据和表型数据利用 R 语言

WGCNA 软件包开展了 WGCNA 分析，在剔除 2 个离群样本后利用 31 个样本数据构建基因共表达网络，筛选目标

模块及模块中的关键基因。结果表明：1）通过 WGCNA 分析，共获得 20 个共表达模块，其中 4 个模块与 2 个及以上

肉色性状显著相关（|相关性系数 |≥0. 35 且显著性 P<0. 01），分别为 Floral white、Dark green、Pink 及 Orangered 4 模

块。2）功能富集分析发现，目标模块内基因显著富集在线粒体结构和功能、蛋白修饰、脂肪沉积和代谢、肌肉结构

和功能等相关的 GO 项和通路中。3）以模块基因表达量与模块特征值的相关性系数绝对值>0. 85 且基因表达量

与至少 2 个肉色性状的相关性系数绝对值>0. 3 为标准筛选目标模块基因，并将筛选到的基因进行蛋白互作分析，

最 终 从 4 个 模 块 中 筛 选 到 8 个 影 响 肉 色 的 候 选 基 因 MYO9A、NDUFA13、COX5B、MRPL12、RPL8、ROBO4、

EGFL7 和 CIDEC。综上，本研究通过 WGCNA 分析鉴别到影响肉色的 4 个目标模块及 8 个候选基因，为猪肉色分

子调控机制研究与肉色育种改良奠定了理论基础。
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Abstract To screen for key candidate genes that affect the color of pork in Laiwu pigs， this study utilized 

transcriptome data from Laiwu pigs and identified key genes affecting pork color using weighted gene co 

-expression network analysis （WGCNA）.  The color of the meat， including L， a， and b， was measured at 45 
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m and 24 h postmortem for a total of 33 Laiwu pigs.  RNA sequencing was conducted on the longissimus 

dorsi muscles of these pigs.  Based on the transcriptome data and phenotype data， WGCNA analysis was 

conducted using the WGCNA package of R.  After removing two outlier samples， 31 samples were used to 

construct a gene co-expression network for the identification of target modules and key genes.  The results 

showed that： 1）Through WGCNA analysis， a total of 20 co-expression modules were identified.  Among 

these modules， Floral white， Dark green， Pink， and Orangered 4 demonstrated significant correlations with 

two or more meat color traits， with a |correlation coefficient| ≥0. 35 and a significance P value <0. 01.  2）

Functional enrichment analysis revealed that genes within the target module were significantly enriched in 

GO terms and pathways related to mitochondrial structure and function， protein modification， fat deposition 

and metabolism， muscle structure and function， etc.  3）Identification of key genes in the target module 

involved applying an absolute correlation coefficient greater than 0. 85 between gene expression and 

module eigengene， as well as an absolute correlation coefficient greater than 0. 3 between gene expression 

and meat color traits for at least two traits.  Subsequently， these genes were carried out protein-protein 

interaction analysis.  A total of eight candidate genes affecting meat color， including MYO9A， NDUFA13， 

COX5B， MRPL12， RPL8， ROBO4， EGFL7， and CIDEC， were obtained from the four target modules.  In 

summary， this study identified four target modules and eight candidate genes regulating meat color in Laiwu 

pigs through WGCNA， laying the foundation for exploring the molecular regulatory mechanisms of pig meat 

color trait and making advancements in meat color improvement through breeding.

Keywords Laiwu pigs； meat color； RNA sequencing； WGCNA

中国是全球猪肉生产和消费大国，据报道，中

国 的 猪 肉 消 费 量 在 总 体 肉 类 消 费 比 例 中 超 过

50% ［1］。猪肉在肉类食品市场中占据重要地位，而

猪肉品质是养殖户最为关注的经济性状之一。肉

色作为影响猪肉质性状的基本表型之一，是判定肉

品质最直观的指标，能够在很大程度上决定消费者

的购买欲望。因此，挖掘出影响肉色的关键基因对

猪肉品质的改良具有重要意义。肉色性状作为一

种微效多基因控制的数量性状，遗传力在 0. 28 左

右  ［2］，属于中等遗传力。肌红蛋白作为肉色主要的

显色物质，通常以氧肌红蛋白、脱氧肌红蛋白和肌

红蛋白 3 种形式存在，这 3 种物质的比例以及氧化

程度决定了肉质的颜色。李国辉等  ［3］利用 RNA-
seq 技术对 14 周龄的金茅黑鸡进行研究，挖掘出

PLEKHS1、MUC 等影响肉色的候选基因。Wang
等  ［4］对苏淮猪 miR-22 的多态性进行研究发现，该基

因序列上游的 G>A 突变位点与猪肉颜色的红度显

著相关；由于猪肉色与 Ca2+的平衡密切相关，研究

结果进一步证明 miR-22 对骨骼肌细胞内 Ca2+的影

响部分原因是由于抑制 ELOVL6 的表达引起的。

廖印长等  ［5］通过全基因组关联研究对宁乡猪的 pH
值以及肉色进行分析，发现 15 个与肉色显著相关的

SNP 位点，以及 2 个影响肉色的候选基因 FGF10 和

GRM4，同时该研究分析发现候选基因对肉色和 pH

的调控主要通过肌肉发育以及脂肪沉积等路径。

加权基因共表达网络分析（Weighted gene co-
expression network analysis， WGCNA）是一种系统

的生物学算法，基于相同性状的基因在表达模式中

具有共表达特征的假设，从构建的表达调控网络中

找到并鉴定目标性状的相关基因，用于筛选候选生

物标记或治疗的靶点  ［6］。近年来，通过 WGCNA 分

析探究畜禽重要经济性状调控分子机制的研究越

来越多。荣丽云等  ［7］运用 WGCNA 技术对大蒲莲

猪和长白猪的肉质性状进行分析，共识别出两个关

键模块和 21 个关键基因，其中 COL5A3、COL6A2
等 7 个基因在猪肉质性状形成中可能有重要作用。

Zhao 等  ［8］通过 WGCNA 方法对 28 头杜洛克猪中选

择的 8 个具有极高和极低滴水损失的个体进行分

析，结果共筛选出 AASS、BCKDHB、ALDH6A1、
MUT 和 MCCC15 个影响滴水损失的候选基因。

Guo 等  ［9］基于 WGCNA 对 2 个黄羽鸡品种的肉色进

行 分 析 ，鉴 定 出 ATP5L、UQCR10、COX7C、

CAV3、RBP4A、APOH 等基因可能在肉色调控中

起关键作用。

莱芜猪是我国华北型地方猪典型代表，具有繁

殖力高，抗逆性强的优良特点，其肉色鲜红、肉质细

嫩，与其他商品猪肉形成鲜明对比，视觉上直接体

现出莱芜猪肉的高端品质。因此，在莱芜猪群体中
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开展挖掘影响肉色候选基因研究，解析猪肉色的分

子机制，对商品猪等的肉色改良和分子育种具有重

要意义。本研究以莱芜猪为研究对象，在 RNA-seq
的基础上利用 WGCNA 分析，筛选影响肉色的候选

基因，解析猪肉色的分子机制，为猪肉色分子改良

和分子育种奠定理论基础并提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　试验动物

试验选用的 33 头莱芜猪由济南市莱芜猪种猪

繁育有限公司提供。猪只采用相同饲粮和饲养管

理措施进行饲养，当猪只体重达到约 100 kg 时，于

2020 年 9—12 月送至济南市东晟肉食品加工厂进行

屠宰。屠宰前空腹 24 h，采用电击麻醉、心脏放血的

方式进行屠宰。取胸腰椎结合处背最长肌 200 g 用

于肉色测定，另取 0. 2 g 背最长肌样本，存放于液氮

中用于 mRNA 转录组测序。

1. 2　表型测定

参照国家标准 NY/T 821-2019《猪肉品质测定

技术规程》，采用 Minolta CR-300 色差仪测定肉色，

测定指标包括红度（a）、黄度（b）和亮度（L）。屠宰

后 45~60 min 内测定的肉色用 L1，a1，b1 表示，将样

本置于 0~4 ℃保存至屠宰后（24 h ± 15 min）测定

的肉色用 L24，a24，b24表示。每个样品在不同位点测

量 3 次，最终测定结果为 3 次的平均值。

1. 3　总 RNA提取及 mRNA转录组测序

取黄豆大小的背最长肌肉样，使用 TRIZOL® 
Reagent（Invitrogen，SanDiego，CA，USA）试剂盒提

取 组 织 中 的 总 RNA。 通 过 Nanodrop 2000 测 定

RNA 浓度和质量 ，保证样本 OD260/OD280 数值在

1. 8~2. 1，OD260/OD230>2. 0，并通过琼脂糖电泳检

查 RNA 的完整性。转录组文库构建由诺禾致源科

技股份有限公司完成，于 Illumina HiSeq 平台进行

150 bp 双端测序。

在分析之前首先对原始数据进行过滤（去除

adaptor、含 N 和低质量的 reads），并检查 GC 含量，

得到 Clean reads。通过 HISAT2 建立猪参考基因组

（Sus scrofa 11. 1）索引，并进行比对得到 Reads 在参

考 基 因 组 的 位 置 信 息 。 采 用 subread 软 件 中 的

Feature Counts 工具对基因进行定量，并计算基因的

FPKM（Fragments per kilobase of exon model per 
million mapped reads）值  ［10］。在 33 个莱芜猪个体

中，将 FPKM 值在超过 16 个个体中均<1 的基因剔

除以提高数据的可靠性，利用剩余基因进行加权基

因共表达网络构建。

1. 4　加权基因共表达网络分析

利用 R 4. 1. 2 软件的 WGCNA 包，基于筛选后

的 FPKM 值和肉色表型值进行加权基因共表达网

络构建。首先对 33 个样本通过 hclust函数进行层次

聚类分析，以 15 000 的阈值剔除表达异常样本。基

于筛选后的样本通过 pick-Soft-Threshold（sft）函数

计算两两基因的皮尔森相关系数以构建邻接矩阵，

确定无尺度分布拓扑网络指数 R2达到 0. 85 作为最

佳软阈值（β）。通过 adjacency 函数将邻接矩阵转换

为 拓 扑 重 叠 矩 阵（Topology overlap measure，
TOM），从而基于 TOM 矩阵构建加权基因共表达

网络，将具有相似表达模式的基因聚类到相同的模

块中，并为其分配颜色。

模 块 构 建 后 ，计 算 模 块 的 特 征 值（Module 
eigengene，ME），并分别计算 ME 与肉色间的皮尔

森相关性系数 r 和显著性 P 值，选择在 2 个及以上性

状中 |r|≥0. 35 且 P<0. 01 的模块作为目标模块  ［11］。

随后对目标模块中的基因利用 DAVID ［12］数据库

（https：//david. ncifcrf. gov/）进行 GO 和 KEGG 功

能富集分析，以 P<0. 05 为阈值筛选模块内基因显

著富集的 GO 条目（GO term）和通路（Pathway）。
1. 5　蛋白互作网络构建及关键基因筛选

为了进一步从目标模块中筛选调控肉色的枢

纽基因，计算模块中基因表达量和模块 ME 的相关

系数 MM 值（Module membership）以及基因表达量

与 表 型 的 皮 尔 森 相 关 系 数 GS 值（Gene 
significance），基于 |MM|>0. 85 且 |GS|>0. 3 的标准

对目标模块的基因进行筛选，随后将筛选出的基因

导 入 STRING 数 据 库 中（https：//cn. string-db.
org），构 建 蛋 白 互 作（Protein-protein interaction， 
PPI）网络，通过 Cytoscape 3. 9. 1 软件的 cytoNCA
插件计算 PPI 网络节点的 Degree 值并对 top30 的

nodes 进 行 可 视 化（不 足 30 的 全 部 展 示），基 于

Degree 值及基因功能筛选出各模块最终的关键

基因。
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2　结果与分析

2. 1　表型数据统计

33 头莱芜猪（胴体均值为（72. 61±6. 53）kg）的
6 个肉色性状测定结果的描述性统计见表 1。结果

显示，33 头莱芜猪的 L1、a1、b1、L24、a24、b24 的均值依

次为 44. 17、15. 72、8. 94、46. 44、17. 07 和 9. 46，变异

系 数 分 别 为 7. 26%、15. 33%、12. 35%、11. 02%、

13. 05% 和 12. 92%。相对于 45~60 min 的肉色指

标，24 h 的肉色指标均有提高。除 L1之外，其余 5 个

肉色性状的变异系数均在 10% 以上，具有较大的遗

传改良潜力。

2. 2　加权基因共表达网络构建

33头莱芜猪背最长肌转录组测序共产生65. 63 Gb
的数据，平均值为 6. 56 Gb。将过滤后的 Clean reads 
比对到猪参考基因组（Sus scrofa 11. 1）中，得到的总比

对率为 92. 98%~96. 05%，唯一比对率为 89. 98%~
92. 84%，比对率较高，证明此次测序质量较好，可用

于后续分析。删除了在超过半数以上个体中低表达

量（FPKM<1）的基因后，利用剩下的 10 235个基因对

33个样本进行聚类（图1（a）），剔除2个离群样本LW115
和 LW122，获得 31 个样本用于后续分析（图 1（b））。
在无尺度分布拓扑网络指数 R2为 0. 85时筛选出最佳

软阈值 12，而后基于动态剪切树模型对基因进行聚类，

模块最小基因数设定为 35，共得到了 20个共表达模块

（图2），其中Dark green模块基因数目最多，为3 974个；

Dark orange 2 模块基因数最少，为 51 个；其余模块的

基因数量为 66~1 814。

2. 3　目标模块筛选及模块内基因的功能富集分析

为筛选目标模块，计算了模块特征值 ME 与肉

色表型的相关性（r）及 P 值如图 3 所示。基于 ME 与

至少 2 个肉色性状的 |r| ≥0. 35 且 P<0. 01 的标准，

表 1　莱芜猪肉色性状描述性统计

Table 1　Descriptive statistic for meat color traits of Laiwu pigs

肉色

Meat color score

L1

a1

b1

L24

a24

b24

均值

Average

44. 17
15. 72

8. 94
46. 44
17. 07

9. 46

标准差

Standard deviation

3. 21
2. 41
1. 10
5. 12
2. 23
1. 22

最大值

Max

50. 08
20. 19
11. 31
60. 83
20. 97
12. 03

最小值

Min

38. 53
11. 25

6. 73
37. 80
11. 79

7. 31

变异系数/%
Variable coefficient

7. 26
15. 33
12. 35
11. 02
13. 05
12. 92

（a） 所有样本的聚类树；（b） 样本层次聚类树及对应的肉色表型。

（a） Clustering tree of all samples； （b） Sample hierarchical clustering tree and corresponding meat color phenotype.
图 1　样本聚类及筛选

Fig. 1　Sample clustering and screening
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共筛选到 4 个目标模块：Floral white、Dark green、
Pink 及 Orangered 4。其中 Flora lwhite 模块中包含

66 个 基 因 ，模 块 特 征 值 ME 与 L1（r=0. 49，P=
5×10−3）呈 显 著 正 相 关 ，与 a1（r= − 0. 57，P=
8. 1×10−4）和 a24（r=−0. 53，P=2. 1×10−3）均呈显

著性负相关；Dark green 模块包含 1 814 个基因，ME
与 L1（r= − 0. 51，P=3. 1×10−3）呈显著性负相关，

与 a1（r=0. 48，P=6. 8×10−3）呈显著正相关；Pink
模块含有 388 个基因，ME 与 a1（r=0. 73，P=2. 6×
10−6）及 a24（r=0. 59，P=5×10−4）均呈显著性正相

关，与 L1（r= − 0. 51，P=3. 2×10−3）呈显著性负相

关；Orangered 4 模块含有 72 个基因，ME 与 L1（r=
0. 52，P=2. 5×10−3）、b1（r=0. 54，P=1. 9×10−3）、

L24（r=0. 53，P=2. 0×10−3）及 b24（r=0. 46，P=
9. 5×10−3）均呈显著性正相关。

为进一步阐明目标模块与肉色性状的关系，对 4
个目标模块内的基因开展了功能富集分析。肉色受

到线粒体结构和功能、蛋白修饰、肌内脂肪沉积和代

谢、肌肉结构和功能等因素的影响，富集分析发现 4
个目标模块内的基因均有富集在与此相关的 GO 
term 中（图 4）。Floral white 模块的基因显著富集在

肌动蛋白丝组织（GO：0007015，P=8. 18×10−3）、肌

动蛋白丝结合（GO：0051015，P=2. 27×10−2）、肌动

蛋白结合（GO：0003779，P=3. 70×10−2）等与肌肉

结构和功能相关的 GO项中。Dark green模块的基因

显 著 富 集 在 线 粒 体 呼 吸 链 复 合 物 I 组 装（GO：

0032981，P=8. 87×10−6）、线粒体 NADH 到泛醌的

电子传递（GO：0006120，P=1. 44×10−2）、线粒体

（GO：0005739，P=1. 22×10−19）、线粒体内膜（GO：

0005743，P=3. 50×10−12）、氧化还原酶活性（GO：

0016684，P=3. 72×10−2）等与线粒体结构及其功能

相关的 GO 项；也富集在血红素分解代谢过程（GO：

0042167，P=4. 76×10−2）等与肌肉色素代谢相关的

GO 项 ；以 及 肌 肉 结 构 成 分（GO：0008307，P=
8. 03×10−3）、Z 盘（GO：0030018，P=1. 20×10−3）等

与肌肉结构和功能相关的 GO 项。Pink 模块的基因

显著富集在肌动蛋白细胞骨架（GO：0030036，P=
2. 93×10−3）、肌动蛋白细胞骨架重组的调控（GO：

20000249，P=4. 02×10−3）、细 胞 骨 架（GO：

0005856，P=3. 47×10−3）等与肌肉细胞结构和功能

相关的 GO 项中。Orangered 4 的基因显著富集在脂

肪 细 胞 分 化 的 正 调 控（GO：0045600，P=
5. 20×10−3），棕色脂肪细胞分化（GO：0050873，P=
4. 42×10−3）等脂肪沉积相关的 GO项中。

对 4个目标模块内的基因的KEGG富集分析发现

（图 5），Floral white、Dark green 和 Pink 模块中的基因

显著富集在氧化磷酸化（ssc00190，P=1. 53×10−10），

代谢途径（ssc01100，P=2. 94×10−5），AMPK 信号通

路（ssc04152，P=2. 05×10−2），细 胞 粘 附 分 子

（ssc04514，P=1. 05×10−2）等与肉色相关的通路。而

Orangered 4 模块富集到了脂肪细胞脂解的调控

（ssc04923，P=4. 24×10−7）、PPAR 信 号 通 路

（ssc03320，P=3. 07×10−6）等与脂肪代谢相关的通路，

该结果进一步表明肉色可能受到脂质沉积的影响。

以上功能富集结果表明筛选到的 4个目标模块与肉色

性状密切相关。

图 2　基因聚类树和模块划分

Fig. 2　Gene clustering tree and module partitioning
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2. 4　PPI网络构建及关键基因鉴定

基于 |MM|>0. 85 且 |GS|>0. 3 的标准初步筛选

目标模块的关键基因，对模块中关键基因进行 PPI
网络构建（图 6），筛选基因编码蛋白与模块中其他

蛋白存在高互作，且基因功能与肉色密切相关的基

因作为模块的关键基因（表 2）。Floral white 模块筛

选出 26 个基因，PPI 网络分析中包含 12 个蛋白（节

点），筛选到 1 个与肉色相关的关键基因 MYO9A，

其编码蛋白与 2 个蛋白存在互作；Dark green 模块中

筛选出 229 个基因，PPI 网络分析中包含 162 个蛋

白，共筛选到的 4 个关键基因 NDUFA13、COX5B、

MRPL12 和 RPL8 所编码的蛋白与其他 16~21 个蛋

白存在互作；Pink 模块筛选出 69 个基因，所构建的

PPI 网络共包含 29 个基因，筛选出 2 个关键基因

ROBO4、EGFL7 编码的蛋白分别与其他 6 和 3 个蛋

白存在互作；Orangered 4 模块筛选出 17 个基因，所

构建的 PPI 网络节点数最少，仅包含 7 个蛋白，筛选

出 1 个关键基因 CIDEC，该基因所编码的蛋白与其

他 5 个蛋白存在互作。

3　讨  论

在猪肉的生产工业中，肉色是评价肉品质的重要

模块特征值与肉色性状的相关性分析，红色代表正相关，绿色代表负相关。每组数据表示模块与表型的相关性系数 r值，括号内数值为显著

性 P 值。

Correlation analysis between modules eigengene and meat color traits.  Red represents positive correlation， green represents negative 
correlation.  Each group of data represents the correlation coefficient r value between the module eigengene and phenotype values， and the values in 
parentheses represent the significance P value.

图  3　模块与肉色性状的相关性热图

Fig. 3　Heatmaps of the module-trait relationships between detected modules and meat color traits
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指标之一，也是决定消费者购买行为的直接因素，因

此肉色的改良对猪肉生产者及市场营销具有重大意

义 ［13］。目前，有关猪肉质性状的研究已经有了较大的

进展，根据猪 QTL 数据库中的数据（https：//www.

animalgenome. org/cgi-bin/QTLdb/SS/index），现已

发现 892 个与肉色相关的 QTL。但由于肉色性状的

复杂性，且肉色的评价中利用了多个存在密切关系的

指标（L1、a1、b1、L24、a24和 b24）参与评价，致使目前尚未

（a）Floral white 模块；（b）Dark green 模块；（c）Pink 模块；（d）Orangered 4 模块。

（a）Floral white module；（b）Dark green module；（c）Pink module：（d）Orangered 4 module.
图  4　目标模块内基因显著富集的与肉色相关 GO项

Fig. 4　Target module genes significantly enriched in the meat color-related GO terms
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发现影响猪肉色主效基因。WGCNA 分析可用于多

性状的综合分析，通过系统性地整合大量基因表达数

据，揭示基因模块之间的关联性，进而识别与多个性

状紧密相关的关键基因网络。因此，本研究以莱芜猪

的 6个肉色指标为表型，通过 WGCNA 分析以挖掘影

响肉色性状的候选基因，为探究调控猪肉色的关键基

因和功能通路提供参考，以期为肉色调控机制的深入

研究奠定基础。

3. 1　WGCNA 在单一和多个性状基因挖掘研究中

的应用探索

WGCNA 是一种系统的生物学算法，基于相同

性状的基因在表达模式中具有共表达特征的假设，

从构建的表达调控网络中找到并鉴定目标性状的

相关基因。肉色、IMF、pH 值、滴水损失等性状均

是影响肉质的关键因素，综合分析各性状、挖掘莱

芜猪肉质特色基因对解析莱芜猪肉质性状的遗传

机理具有非常重要的意义。本研究也尝试利用多

性状进行 WGCNA 分析，但由于性状过多，在分析

过程中发现存在一些问题：一是性状较多的情况

下，存在较多性状与某一模块相关性极高，但该模

块的基因在进行分析时，发现模块内的基因一般为

核酸合成、代谢等基础生命活动；二是性状与模块

内的基因普遍存在相关性不高，基于 |MM|>0. 85 
且 |GS|>0. 3 的标准筛选基因进行下一步  PPI 分
析，筛选出的基因数量极少或者筛选不到基因，且

由于基因数太少在  PPI 分析时其编码的蛋白不存

在互作。另外，在目前有关猪肉质性状的  WGCNA 
研究文献报道中，一般为较少性状的分析，例如：

Chen 等  ［14］基于 WGCNA 对宁乡猪的背膘组织发育

进行研究，共挖掘出 13 个与背膘发育相关的枢纽基

因；Wang 等  ［15］对 147 头杜长大商品猪的 IMF 及肉

色 a 值 进 行 分 析 ，发 现 MYC、SOX9、CEBPB 和

PPAGRC1A 可能对 IMF 及肉色的 a 值有共同作

用；其原因可能与  WGCNA 分析本身的算法相关，

较少的性状更有利于挖掘出与该性状高度相关的

图  5　目标模块基因富集的与肉色相关的 KEGG 通路

Fig. 5　Target module genes significantly enriched in the meat color-related KEGG pathway
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（a）Floral white 模块；（b）Dark green 模块；（c）Pink 模块；（d）Orangered 4 模块。

（a）Floral white module；（b）Dark green module；（c）Pink module；（d）Orangered 4 module.
图  6　关键模块基因的 PPI网络互作

Fig. 6　PPI network interactions of key module genes

表  2　目标模块关键基因

Table 2　Key genes of the target module

基因

Gene

MYO9A

NDUFA13

COX5B

MRPL12

RPL8

ROBO4

EGFL7

CIDEC

所属模块

Module

Floral white

Dark green

Pink

Orangered 4

|MM|

0. 88

0. 87

0. 90

0. 94

0. 90

0. 86

0. 93

0. 85

|GS|

L1

0. 55

0. 34

0. 41

0. 49

0. 34

0. 36

0. 58

0. 42

a1

0. 37

0. 02

0. 05

0. 11

0. 03

0. 01

0. 20

0. 43

b1

0. 59

0. 46

0. 52

0. 51

0. 40

0. 64

0. 60

0. 29

L24

0. 52

0. 36

0. 38

0. 35

0. 31

0. 60

0. 52

0. 10

a24

0. 07

0. 00

0. 01

0. 12

0. 04

0. 13

0. 10

0. 52

b24

0. 26

0. 03

0. 09

0. 15

0. 05

0. 13

0. 09

0. 31

Degree 值

Degree

2

21

18

18

16

6

3

5
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重要调控基因，而基于较多性状的共性基因挖掘方

面该算法较为欠缺。

3. 2　筛选到的目标模块与肉色密切相关

通过 WGCNA 分析将基因划分为 20 个模块，从

中筛选出 4 个与肉色相关的关键模块：Floral white、
Dark green、Pink和 Orangered 4。Dark green模块基因

显著富集到线粒体呼吸链复合物 I，IV组装、线粒体电

子转运 NADH对泛醌的正调控、呼吸链等多条与线粒

体相关的条目，说明该模块中包含了大量与线粒体相

关的基因。Guo 等  ［9］对黄羽肉鸡肉色的 WGCNA 关

键模块富集分析同样发现了大量与线粒体相关的条

目。研究发现，线粒体与肌红蛋白的相互作用与肉色

存在密切联系。肌红蛋白（Myoglobin，Mb）是肉色呈

色的主要物质。Mb存在的形式主要有 3种：脱氧肌红

蛋 白（Deoxymyoglobin，DeoMb）、氧 合 肌 红 蛋 白

（Oxymyoglobin， OxyMb）、高 铁 肌 红 蛋 白

（Metmyoglobin，MetMb），不同程度的肉色取决于 Mb
的含量。而线粒体的氧化还原作用与肌红蛋白存在

很大的相关性。肌红蛋白可以促进线粒体吸收氧的

能力，是由于线粒体基于 NADH通过电子传递复合物

III和 IV传递的电子促进MetMb还原生成OxyMb ［16］。

另外，线粒体与 Mb的相互作用也影响肉色变化的稳

定性  ［17］。Wu 等  ［18］在基于线粒体蛋白组学的肉色稳

定性研究中发现，有 21种线粒体蛋白在肉色较差的肌

肉中过表达，这些蛋白限制了线粒体的功能并降低了

Mb 的稳定性。同时，不同类型的肌纤维由于肌纤维

中的线粒体及 Mb含量不同也与肉色密切相关，如氧

化型的Ⅰ型和ⅡA 型肌纤维富含线粒体且 Mb含量相对

较多，外观上呈现红色；酵解型的 IIB 型肌纤维 Mb及

线粒体含量相对较少，颜色更浅；IIX 型肌纤维的肉色

则介于两者之间 ［19］。Ryu等 ［20］报道称，猪背最长肌肉

色的 L值与Ⅰ型和ⅡA型肌纤维数量呈负相关。以上结

果均表明，线粒体与肌红蛋白的含量及互相作用在决

定肉色品质方面具有重要地位。

另外，Dark green 模块基因除富集到与线粒体

相关的条目，也富集到很多与蛋白质修饰的条目，

如：蛋白质磷酸化的正调控、组蛋白去乙酰化的正

调控及蛋白酶体泛素依赖性蛋白分解代谢过程的

正调控等条目，表明 Orangered 4 模块中的基因也参

与蛋白质修饰的过程。蛋白质修饰为共价键作用，

通过对蛋白质或氨基酸残基添加修饰基团改变其

本质。目前已知的蛋白质修饰有 300 多种，最常见

的蛋白质修饰方式为：磷酸化，乙酰化，泛素化

等  ［21-22］。Ono 等  ［23］研究发现 PSE 肉中的磷酸化酶 α
活性较高，可能导致对应激敏感的猪糖原分解速度

提升。Li 等  ［24］对绵羊胸肌和腰肌进行肉色稳定性

研究，结果显示蛋白质磷酸化显著影响羊肉色泽和

嫩度，肉色稳定性与肌浆蛋白的磷酸化呈负相关；

这说明蛋白质磷酸化可能通过调节糖酵解和肌红

蛋白的氧化还原稳定性参与肉色发育。Li 等  ［25］、

Zhou 等  ［26］等研究了蛋白质乙酰化对肉质性状的调

控，并提出 AMPK（5'单磷酸腺苷激活蛋白激酶）可

以靶向调控屠宰后的肌肉代谢，减少家禽出现 PSE
肉的概率。以上结果均表明，筛选到的 Dark green
模块是影响肉色的关键模块。

Orangered 4 模块显著富集到多条与脂肪细胞

分化及脂质氧化代谢相关的条目，及 PPAR 等与脂

肪调控相关的通路，此外该模块基因还富集到与

PSE 形成相关的 AMPK 通路，表明 IMF 含量及脂

质代谢与肉色有密切的关联。肌内脂肪含量也会

显著影响肉色，主要是由于脂肪在外观上呈现白

色，肌内脂肪含量越高，肉色越亮  ［27］。本课题组前

期 的 研 究 结 果 发 现 莱 芜 猪 IMF 含 量 与 屠 宰 后

45 min 及 24 h 的 肉 色 均 呈 极 显 著 正 相 关

（P<0. 01） ［28］。在 GWAS 研究中也发现了 IMF 含

量和肉色可定位到相同的最强关联位点，如熊信

威  ［29］对莱芜猪的肉质性状进行 GWAS 分析，发现

位于 12 号染色体上的 MYH4 基因存在一个突变位

点 rs222，不仅能够显著提升 IMF 的含量，而且对 a
等肉色也有正向调控作用；Cho 等  ［30］对西方商品猪

和韩国本地猪杂交猪种进行 GWAS 分析，也发现了

同时影响 IMF 含量和肉色指标的最强关联位点；

Li 等  ［31］对杜长大进行肉色及 IMF 的 GWAS 分析，

发现 IMF 与肉色表型呈现极显著相关。

Floral white 模块基因、Pink 模块的基因和 Dark 
green 模块基因均有在肌动蛋白结合、肌动蛋白细胞

骨架、钙粘蛋白介导的细胞-细胞粘附负调控、肌肉

结构成分、Z 盘等与肌肉结构和功能相关的 GO 项

中显著富集。研究已发现，肉色不仅受到生化因素

的影响，还取决于肌肉的物理结构和光的散射，包

含肌浆蛋白的组成、肌球蛋白变性、细胞骨架的完

整性以及细胞粘附蛋白的变化等  ［32］。完整的细胞

骨架蛋白能够为肌原纤维收缩提供框架并带来更

多的光散射，从而影响肉色  ［33-34］。此外，Z 盘降解和
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肌浆蛋白的活性可能会影响光的散射进而影响

肉色。

3. 3　筛选的候选基因与肉色形成密切相关

本研究基于 |MM|>0. 85 且与至少 2 个性状 |GS|
>0. 3 的选择标准筛选关键模块的基因随后进行

PPI 网络构建，最终 4 个模块共筛选出 8 个关键基因

MYO9A、NDUFA13、COX5B、MRPL12、RPL8、

ROBO4、EGFL7 和 CIDEC。Dark green 模块筛选

到的关键基因 NDUFA13 是线粒体复合物 I 的一个

辅 助 亚 基 ，对 于 线 粒 体 膜 电 位 的 维 持 至 关 重

要  ［35-36］；COX5B 是编码线粒体复合物 IV（细胞色素

C 氧化酶）的一个结构亚基，线粒体可能通过细胞色

素 c 与 Mb 相互作用。Guo 等  ［9］基于 WGCNA 分析

发现 COX7C 是影响黄羽肉鸡肉色的重要基因，

COX7C 及 COX5B 均为细胞色素 c 氧化酶的家族成

员，可能是物种的原因致使研究结果存在差别。

MRPL12 编码线粒体核糖体蛋白 12，目前已有研究

表明，敲除 COX5B 或 MRPL12 均会引起线粒体功

能障碍  ［37-40］，这些基因可能通过影响线粒体的功能

影响肉色。Dark green 模块筛选的关键基因 RPL8

编码的蛋白是铁死亡标志蛋白之一，铁死亡是一种

铁依赖性脂质过氧化物积累引起的细胞变化过

程  ［41］，表明肉色的调控与脂质氧化过程存在一定的

相互作用。另外 Orangered 4 筛选到的关键基因

CIDEC 也与脂质代谢密切相关，CIDEC 为 CIDE 家

族蛋白的一个成员，在脂肪组织分化和脂肪细胞脂

质代谢的调节中起着重要作用  ［42］；也有学者发现

CIDEC 与人体脂肪组织中的线粒体及脂质代谢相

关基因 PLIN1 存在相互影响  ［43］。Pink 模块的关键

基因 EGFL7 属于表皮生长因子（EGF）样家族成

员，Yang 等  ［44］报道称，EGFL7 可以增强细胞粘附、

增 强 细 胞 骨 架 和 减 少 细 胞 间 聚 集 。 MYO9A 和

EGFL7 基因可能是通过影响肌肉结构影响肉色。

Pink 的另一关键基因 ROBO4 在维持血管稳定，抑

制血管生成和血管通透性方面起到关键作用  ［45］。

目前为止，虽未见血管生成等在肉色调控中作用的

相关报道，但血管自身的颜色可能对肉色造成影

响。本研究基于 WGCNA 初步筛选出与肉色相关

的基因，但由于样本有限，这些关键基因调节肉色

形成的功能还需进行细胞甚至个体层面的功能验

证，从而进一步指导肉质改良工作。

4　结  论

本研究利用莱芜猪背最长肌的 RNA-seq 数据，

通过 WGCNA 构建了 20 个共表达网络模块，筛选

出 4 个与肉色相关的关键模块并对模块基因进行富

集分析，结合 PPI 网络等分析方法筛选出 8 个与肉

色调控相关的潜在关键基因 MYO9A、NDUFA13、
COX5B、MRPL12、RPL8、ROBO4、EGFL7 和

CIDEC。本研究基于 WGCNA 初步筛选出与肉色

相关的基因，为猪肉色分子调控机制研究与肉色育

种改良奠定了理论基础。
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