
第  35 卷  第  7 期
Vol. 35，No. 7

188-200
2026 年  7 月

草 业 学 报
ACTA PRATACULTURAE SINICA

谢婧， 孟旭铭， 仓振， 等 . 基于转录组测序分析湖羊波浪形羔皮形成的关键基因 . 草业学报， 2026， 35（7）： 188−200.
XIE Jing， MENG Xu-ming， CANG Zhen， et al. Analysis of key genes in Hu wavy pattern lambskin based on transcriptome sequencing. Acta 
Prataculturae Sinica， 2026， 35（7）： 188−200.

基于转录组测序分析湖羊波浪形羔皮形成的关键基因

谢婧，孟旭铭，仓振，华云涛，周贤毅，茆达干*

（南京农业大学动物科技学院，江苏  南京  210095）

摘要：旨在对湖羊 4/4 直毛和 4/4 波浪形羔皮进行转录组测序，以分析影响羔皮性状的关键基因。采集 4/4 直毛和

4/4 波浪形羔皮羊的体侧部皮肤组织（n=4），提取总 RNA 进行转录组测序，筛选差异表达基因（DEGs），进行基因

本体论（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析，并进一步开展 KEGG 通路的基因集富集分析

（GSEA）及 DEGs的转录因子预测。对 7 个 DEGs进行实时荧光定量 PCR 验证（qRT-PCR），同时比较 DEGs在不同

花案面积个体羔皮直毛和波浪处的表达。结果显示，4/4 直毛和 4/4 波浪形羔皮中共筛选出 315 个 DEGs（阈值

|log2FC|≥1 且 FDR<0. 05），其中波浪形羔皮中 274 个基因下调，41 个基因上调。GO 分析发现，DEGs 主要富集在

细胞外结构组织、细胞外基质和整合素结合等 3771 个条目；KEGG 分析显示，DEGs 主要富集在细胞黏附分子、

PI3K-AKT 信号通路和 RAS 信号通路等 209 条通路。GSEA 显示，DEGs 主要与组氨酸代谢、肾素分泌和蛋白质消

化吸收等通路相关；与 4/4 直毛形羔皮相比，富集到的与毛囊有关的 RAS、PI3K-AKT 和 RAP1 信号通路在 4/4 波浪

形羔皮中呈下调趋势；转录因子预测发现编码转录因子（TFs）的差异基因共 12 个，其中上调基因 2 个，下调基因 10
个，主要包括 SRY 相关高迁移率族盒（SOX）、叉头框（FOX）和 T 盒（T-box）等 TFs 家族。qRT-PCR 结果显示，筛

选出的 7 个与羔皮性状相关的基因表达趋势与转录组测序结果一致，且 IGF1 和 MFAP5 基因在不同花案面积个体

羔皮波浪处的表达量显著低于直毛处。综上，筛选出的 AEBP1、IGF1、MMP27、MFAP5、RPTN、SPI1 和 THY1 可

作为影响羔皮性状的重要候选基因，为进一步解析湖羊波浪形羔皮形成的分子机制奠定基础。
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Analysis of key genes in Hu wavy pattern lambskin based on transcriptome sequencing
XIE Jing， MENG Xu-ming， CANG Zhen， HUA Yun-tao， ZHOU Xian-yi， MAO Da-gan*
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Abstract： The aim of this study was to conduct transcriptome sequencing on Hu lambskins with 4/4 straight hairs and 
4/4 wavy pattern， and to identify the key genes affecting lambskin traits.  Skin tissues （n=4） were collected from 
the side of the body of 4/4 straight hair and 4/4 wavy pattern Hu lambs.  Total RNA was extracted for transcriptome 
sequencing， and differentially expressed genes （DEGs） were screened and subjected to gene ontology （GO） and 
kyoto encyclopedia of genes and genomes （KEGG） enrichment analyses.  Gene set enrichment analysis （GSEA） of 
the KEGG pathways was also conducted， and the DEGs encoding transcription factors （TFs） were identified.  Seven 
DEGs were selected for verification of their transcript profiles by real-time fluorescence quantitative PCR （qRT-

PCR）， and the transcript profiles of DEGs in the site of straight hair and wavy pattern in individual lambskin with 
different wavy areas were compared.  Results showed that a total of 315 DEGs （threshold |log2FC|≥1 and FDR<
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0. 05） were screened out by comparing the transcriptomes of 4/4 straight hair and 4/4 wavy pattern lambskins.  Of 
the 315 DEGs， 274 were down-regulated and 41 were up-regulated in wavy pattern lambskin compared with straight 
hair lambskin.  The GO analysis revealed that DEGs were mainly enriched in 3771 items including extracellular 
structural tissues， extracellular matrix， and integrin binding.  The KEGG analysis showed that DEGs were mainly 
enriched in 209 pathways including the cell adhesion molecules， PI3K-AKT signaling， and RAS signaling pathways.  
The GSEA results indicated that DEGs were mainly related to pathways such as histidine metabolism， renin 
secretion， and protein digestion and absorption.  The enriched signaling pathways related to hair follicles， including 
the RAS， PI3K-AKT， and RAP1 signaling pathways， showed a down-regulated trend in the 4/4 wavy pattern 
lambskin compared with the 4/4 straight hair lambskin.  Among the DEGs， 12 encoded TFs， of which two were up-

regulated and 10 were down-regulated in wavy pattern lambskin compared with straight hair lambskin.  The down-

regulated TF DEGs included those encoding SRY-related high-mobility group box （SOX）， forkhead box （FOX）， 
and T-box （T-box） TFs.  The transcript levels of the seven candidate genes determined by qRT-PCR were 
consistent with those determined from the transcriptome analysis， and confirmed significantly lower transcript levels 
of IGF1 and MFAP5 in wavy pattern skin regions than in straight hair skin regions in individuals with different 
pattern coverage areas.  In conclusion， AEBP1， IGF1， MMP27， MFAP5， RPTN， SPI1， and THY1 were 
identified as important candidate genes affecting lambskin traits.  These results lay a foundation for further 
understanding the molecular mechanism of the formation of wavy lambskin in Hu sheep.
Key words： Hu sheep； lambskin； hair follicle development； wool crimp； transcriptome sequencing

湖羊（Ovis aries）作为我国地方特色绵羊品种，具有性成熟早、繁殖力高和四季发情等优良性状，其耐粗饲、

宜舍饲和适应性强等更是成为占据国内舍饲养殖主导地位不可或缺的优点。湖羊不仅肉质鲜美，而且小湖羊皮

（羔皮）更是作为高级衣物材料远销海外。羔皮是出生 48 h 内的湖羊幼羔宰剥而得，凭借洁白如雪、扑而不散和触

感轻柔等特点被誉为“世界软宝石”。湖羊羔皮根据毛纤维形态可分为直毛形和波浪形，其中波浪形羔皮因“S”

状弯曲形成的花纹而拥有更高的经济价值［1］。按花纹宽度可以将波浪形羔皮细分为 0. 50~1. 25 cm 的小花、

1. 25~2. 00 cm 的中花和>2. 00 cm 的大花，其中小花最好，中花次之，大花最差［2］。依据波浪形所占的羔皮面积

还可将其分为 1/4、2/4、3/4 和 4/4 花案。可根据荐部毛长、花案面积和紧致度等对小湖羊皮进行等级评定。当荐

部毛越长、花纹宽且花案不清晰时，等级越低。因此，波浪形比直毛形羔皮品质好，也是湖羊保种选育的方向［3］。

羊毛的形态变化取决于毛囊的生长发育，毛囊结构包括外根鞘、内根鞘和毛球，由角质形成细胞、毛乳头细胞

和黑色素细胞等组成［4］，位于毛球底部的毛乳头角质形成细胞的分裂和迁移速率影响羊毛的形态。毛囊可分为

初级毛囊（primary hair follicle）与次级毛囊（secondary hair follicle），前者结构完整，毛球深达真皮网状层，直径粗

大；后者毛球位于真皮浅层，直径细小。研究表明湖羊不同花案羔皮骨形态发生蛋白 7（bone morphogenetic 
protein 7， BMP7）［5］、基质金属蛋白酶 2（matrix metalloproteinase 2， MMP2）［5］和 SRY-box 转录因子 18（SRY-box 
transcription factor 18， SOX18）［6］的表达量不同，且 SOX18 可能通过影响毛乳头细胞增殖调控毛囊发育；中卫山

羊（Capra hircus）趋化因子配体 27（C-C motif chemokine ligand 27， CCL27）、白细胞介素 7（interleukin 7， IL7）和

Wnt家族成员 2（Wnt family member 2， WNT2）基因表达影响羊毛弯曲度［7］。对中国美利奴羊皮肤组织进行高通

量测序，筛选出 25 个候选 miRNAs 可能影响羊毛弯曲性状［8］。小尾寒羊角质形成细胞过表达音猬因子（sonic 
hedgehog， SHH）基 因 提 高 了 与 毛 弯 曲 相 关 的 角 蛋 白 71（keratin 71， KRT71）、β - 连 环 蛋 白（beta-catenin， 
CTNNB1）和毛透明蛋白（trichohyalin， TCHH）的表达量［9］。小鼠（Mus musculus）ETS 原癌基因 2（E26 oncogene 
2， Ets2）转录因子功能缺失会影响毛囊形态和排列的发育过程，导致毛发呈现波浪状和触须弯曲［10］。然而，针对

湖羊波浪形羔皮形成的分子机制尚不明晰。
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本研究运用转录组测序技术，以直毛和波浪两种不同羔皮性状的湖羊皮肤组织为对象，进行差异表达基因筛

选、基因本体论（gene ontology， GO）和京都基因与基因组百科全书（kyoto encyclopedia of genes and genomes， 
KEGG）等功能富集，并对差异表达基因进行验证，挖掘影响湖羊羔皮性状的关键基因，为深入解析湖羊羔皮性状

形成的分子机制以及我国湖羊选育与保种工作提供参考依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

试验于 2024 年 11 月在江苏乾宝牧业有限公司进行。选择出生 48 h 内的羔羊使用皮肤取样器（8. 0 mm，美

国）采集体侧部皮肤组织。根据羔皮类型选择 4/4 直毛（S 组）和 4/4 波浪形（W 组）羔羊（n=4），采集的皮肤组织

生理盐水冲洗后，一部分置于 4% 多聚甲醛溶液固定，用于苏木素 -伊红（hematoxylin-eosin staining， HE）组织学

染色分析，另一部分液氮速冻后于-80 ℃冰箱保存，用于转录组测序和实时荧光定量 PCR（real-time quantitative 
PCR， qRT-PCR）分析。同时采集 1/4、2/4、3/4 花案面积羔皮（n=3）直毛处和波浪处皮肤组织，用于 qRT-PCR
分析。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　HE 染色观察　  采集的皮肤组织固定 24 h 后，经 70% 乙醇→80% 乙醇→90% 乙醇→100% 乙醇Ⅰ →
100% 乙醇Ⅱ→100% 乙醇Ⅲ进行脱水，50% 乙醇与 50% 二甲苯的混合液→二甲苯Ⅰ→二甲苯Ⅱ进行透明，进行

石蜡包埋、切片（厚度=5 μm）和染色。将切片置于显微镜（Pannoramic Scan，匈牙利）下扫描拍照，测定初级和次

级毛囊的数量和直径，每个样本重复测定 3 个视野。

1. 2. 2　总 RNA 提取　  采用 FastPure Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit V2（RC112-00，Vazyme，南京）依照

说明书提取总 RNA。使用 NanoDrop 2000 分光光度计（Thermo Scientific，美国）鉴定 RNA 纯度和浓度。随后委

托武汉影子基因科技有限公司进行后续测序。

1. 2. 3　 转 录 组 文 库 构 建 及 测 序　  使 用 试 剂 盒 VAHTS Universal V8 RNA-seq Library Prep Kit for MGI
（NRM605-02， Vazyme，南京）依照说明书构建转录组文库。取 500 ng 的总 RNA，首先使用 VAHTS mRNA 
Capture Beads（N401-02， Vazyme，南京）富集 mRNA，打断至 300~400 bp。然后合成 cDNA 第一条链和第二条

链，对双链 cDNA 进行末端修复及 3′-末端加 A，通过 TA 连接的方式加上测序接头。接着通过接头引物序列进

行 PCR 扩增。利用 KAPA Pure Beads（KS8002，KAPA BIOSYSTEMS）对 PCR 产物进行纯化回收和片段分选。

使用 Agilent 2100 生物分析仪（2100，美国）检测文库片段大小和浓度，质检合格后使用 Illumina novaseq 6000 进行

测序，测序策略为 PE 150。
1. 2. 4　新转录本鉴定　  使用 Stringtie（V 2. 2. 1）软件通过组装和评估这些未被注释的转录本，利用 CNCI（V 
2. 0）和 CPC2（V 0. 1）软件进行编码潜能鉴定。

1. 2. 5　转录组数据分析　  使用 featureCounts（V 2. 0. 3）对所有样本进行基因水平定量，使用每百万碱基的转

录本（transcripts per kilobase million， TPM）作为基因表达水平的指标。采用 R 包 DESeq 2（V 1. 36. 0，有重复）或

edgeR（V 3. 38. 4，无重复）进行差异分析，以阈值 |log2FC|≥1 且 FDR<0. 05 为标准筛选差异基因。基于 R 包

clusterProfiler（V 4. 4. 4）对差异基因进行 GO 和 KEGG 富集分析，并进一步开展 KEGG 通路的基因集富集分析

（gene set enrichment analysis， GSEA）及转录因子预测。

1. 2. 6　实时荧光定量 PCR 验证　  从差异基因中选取 7 个与毛囊发育有关的候选基因进行 qRT-PCR 分析，验

证转录组测序结果的准确性。以 GAPDH 为内参基因，计算目的基因的相对表达量，通过 NCBI 数据库查询候选

基因的编码序列（coding sequences， CDS）并设计基因的引物（南京擎科生物科技有限公司合成，表 1）。将提取的

RNA 反转录成 cDNA，采用 ChamQ Blue Universal SYBR qRT-PCR Master Mix（Q312-02， Vazyme，南京）10 
μL，上下游引物各 0. 4 μL，cDNA 4 μL 进行扩增。每组设 3 个生物学重复，每个重复检测 3 次。反应条件：95 ℃ 
30 s；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，共 40 个循环。
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1. 3　数据统计分析

采用 IBM SPSS Statistics 26 软件中的 t 检验对所有结果进行统计学分析。运用 Graph Pad Prism 10 软件进

行绘图。P<0. 05 表示差异显著；P<0. 01 表示差异极显著。

2　结果与分析

2. 1　直毛和波浪形羔皮毛囊比较

4/4 直毛和 4/4 波浪形羔皮组织形态学观察发现，初级毛囊和次级毛囊构成毛囊群（图 1）。测定初级毛囊

（P）和次级毛囊（S）直径以及次级毛囊与初级毛囊数量比值（S/P），结果如表 2 所示。4/4 直毛羔皮 S/P、初级和

次级毛囊直径均极显著大于 4/4 波浪形（P<0. 01）。

2. 2　转录组测序数据质控

经检验，送测的 8 个湖羊皮肤组织样本 RNA 无明显降解和条带污染，符合测序要求。对原始测序数据进行

Q20 和 Q30 质控，得到了 40044654~46929166 bp 的原始测序读数（raw reads）和 40044652~46924146 bp 的过滤

图  1　直毛和波浪形羔皮组织形态学特性

Fig. 1　Histomorphological characteristics of straight hair and wavy pattern lambskins
 P： 初级毛囊 Primary hair follicle； S： 次级毛囊 Secondary hair follicle.

表 1　实时荧光定量 PCR引物序列

Table 1　qRT-PCR primer sequences

基因

Gene

AEBP1

IGF1

MMP27

MFAP5

RPTN

SPI1

THY1

GAPDH

名称

Name

AE结合蛋白 1AE binding protein 1

胰岛素样生长因子 1Insulin-like 
growth factor 1

基质金属肽酶 27Matrix metallopepti⁃
dase 27

微纤维相关蛋白 5Microfibril-associat⁃
ed protein 5

重复素 Repetin

Spi-1原癌基因 Spi-1 proto-oncogene

Thy-1细胞表面抗原 Thy-1 cell surface 
antigen

甘油醛-3-磷酸脱氢酶 Glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase

基因库编号

Genebank number

XM_012176971. 5

XM_027965761. 2

XM_004015972. 5

XM_015094961. 3

XM_060396929. 1

XM_027979753. 3

XM_060399793. 1

NM_001190390. 1

引物序列

Primer sequence （5′-3′）

F： CTCATGCAATACCTGTGCCG

R： TCCCAAACTCTGAGCCCATC

F： TTCTATCTGGCCCTGTGCTTG

R： CCCCGTGGGCTTGTTGAAATA

F： TGCTGTCTTGCCAGATTATCCC

R： GGGTCACTTCATCATACCTCCAG

F： TCAAGCCTTCTACCGATGACC

R： TTCTCATCCCGGCACTCTGT

F： AGAATGGGGACTCCACCTCA

R： CTGGGTCATTTGGTCTCCTGA

F： CAACGCCAAACGCACGAATA

R： TCCCAGTAATGGTCGCTGTG

F： CCTCCTGCTGACAGTCTTACA

R： AACTCATACTGCATGGGCGT

F： TCGGAGTGAACGGATTTGGC

R： ACGATGTCCACTTTGCCAGT

产物长度

Product length （bp）

142

138

149

70

93

71

132

76
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后读数（clean reads）（表 3）。 8 个样本的 Q20、Q30
值和 GC 含量分别为 99. 40%、97. 18% 和 47. 44%
及以上，质量合格，可进行下一步测序。

2. 3　差异表达基因分析

以 |log2FC| ≥1，且错误发现率（false discovery 
rate， FDR）<0. 05 为筛选条件共得到 315 个差异表

达基因（differentially expressed genes， DEGs），其中

274 个基因下调，41 个基因上调（图 2A）。聚类结果

显示，湖羊羔皮性状直毛（S）与波浪形（W）两组组

内 4 个样本的基因表达模式高度相似，但组间表达

模式差异明显（图 2B）。

2. 4　DEGs 的 GO 富集分析

对 S 和 W 组中的差异表达基因进行 GO 富集分

析，发现共富集在 3771 个 GO 条目。其中富集在生

物过程（biological process， BP）的条目有 3123 条，

表 2　直毛和波浪形羔皮毛囊比较

Table 2　Comparison of hair follicles between straight hair and wavy pattern lambskins

组别

Group

4/4 直毛  4/4 straight hair

4/4 波浪 4/4 wavy pattern

次级毛囊数量/初级毛囊数量 Number of secondary 
hair follicles/number of primary hair follicles （S/P）

4. 24±0. 25a

2. 67±0. 25b

初级毛囊直径 Primary hair 
follicle diameter （PD， μm）

176. 65±6. 84a

138. 21±6. 50b

次级毛囊直径 Secondary hair 
follicle diameter （SD， μm）

60. 05±2. 84a

45. 55±3. 56b

注： 同列不同字母表示差异极显著（P<0. 01）。

Note：  Different letters in the same column indicate extremely significant differences （P<0. 01）.

表 3　数据质控表

Table 3　Data quality control sheet

样本名称

Sample

S1

S2

S3

S4

W1

W2

W3

W4

原始测序读数

Raw reads 
（bp）

41094942

40508630

46929166

40044654

41862838

43925888

40125986

42378798

过滤后读数

Clean reads 
（bp）

41094936

40508628

46924146

40044652

41859348

43925882

40125986

42375874

Q20 
（%）

99. 40

99. 40

99. 53

99. 54

99. 51

99. 48

99. 49

99. 45

Q30 
（%）

97. 18

97. 25

97. 87

97. 95

97. 71

97. 60

97. 67

97. 48

GC 含量

GC content 
（%）

48. 65

48. 60

48. 88

48. 63

48. 47

48. 88

47. 44

47. 76

Q20： 碱基质量>20 的占比 Percentage of bases with a Phred quality score 
of 20 or higher； Q30： 碱 基 质 量 >30 的 占 比 Percentage of bases with a 
Phred quality score of 30 or higher.

图  2　湖羊 4/4直毛和 4/4波浪形羔皮的差异表达基因

Fig. 2　Differentially expressed genes in Hu lambskins with 4/4 straight hair and 4/4 wavy pattern
A： 差异表达基因的火山图 Volcano map of differentially expressed genes； B： 差异表达基因聚类分析图 Cluster analysis diagram of differentially 
expressed genes. S： 直毛 Straight hair； W： 波浪 Wavy pattern. Padj： 校正后 P 值 Adjusted P-value； FC： 倍数变化 Fold change. 下同 The same below.
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主要包括细胞外结构组织（33 个基因）、细胞外基质组织（30 个基因）和细胞间黏附（23 个基因）。富集在细胞成分

（cellular component， CC）的条目有 283 条，主要包括细胞外基质（33 个基因）、含胶原的细胞外基质（17 个基因）和

胶原三聚物（36 个基因）。富集在分子功能（molecular function， MF）的条目有 365 条，主要包括整合素结合（16 个

基因）、细胞黏附分子结合（21 个基因）和肝素结合（15 个基因）。根据 P 值将富集到的 GO 功能在 BP、CC 和 MF 3
个分类中进行排序，选取 TOP 15 的 GO 条目绘制柱状图（图 3A）。此外，DEGs 还富集在与毛囊发育有关的 GO
功能，如毛囊形态发生（2 个基因）、毛囊发育的调节（1 个基因）和毛囊发育（2 个基因）。

2. 5　DEGs 的 KEGG 通路富集分析

对 DEGs 进行 KEGG 通路富集分析，共富集到 209 条通路。根据 P 值将 Top 20 的通路绘制气泡图（图 3B），

主 要 包 括 细 胞 黏 附 分 子（18 个 基 因）、ECM-receptor 交 互（10 个 基 因）和 磷 脂 酰 肌 醇 -3-激 酶 -蛋 白 激 酶 B
（phosphatidylinositol 3-kinase-protein kinase B， PI3K-AKT）信号通路（17 个基因）。此外，还发现一些可能与毛囊

发育有关的通路，包括无翅型 MMTV 整合位点（Wnt）（3 个基因）、RAS（7 个基因）以及丝裂原活化蛋白激酶

图 3　差异表达基因的 GO和 KEGG 通路富集分析

Fig. 3　GO and KEGG pathway enrichment analysis of differentially expressed genes
A： GO 富集分析 GO enrichment analysis； B： KEGG 富集分析 KEGG enrichment analysis.
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（mitogen-activated protein kinase， MAPK）信号通路（5 个基因）等。针对 PI3K-AKT 信号通路进行具体分析，发

现共富集到差异基因 17 个，其中上调基因 1 个，下调基因 16 个，主要参与 PI3K-AKT 信号通路的 3 种途径（图 4）：

一种是通过生长因子-受体酪氨酸激酶-胰岛素受体底物 1-磷脂酰肌醇 3-激酶 IA 型，一种是通过细胞外基

质-整合素 α 亚基、整合素 β 亚基、黏着斑激酶-磷脂酰肌醇 3-激酶 IA 型，还有一种是 G 蛋白 βγ 亚基-磷脂酰肌

醇 3-激酶 IB 型。

2. 6　基因集富集分析（GSEA）

对 KEGG 数据集进行 GSEA，显示富集到 331 条通路，包括组氨酸代谢、肾素分泌和蛋白质消化吸收等。还

富集到与毛囊发育有关的如 RAS（273 个基因，核心基因 88 个，图 5A）、PI3K-AKT（411 个基因，核心基因 135 个，

图 5B）和 RAP1（278 个基因，核心基因 128 个）信号通路，这些通路在波浪形羔皮中呈下调趋势。

2. 7　差异表达转录因子分析

转录因子（transcription factor， TF）可促进功能基因的表达和信号传递。在直毛和波浪形羔皮的转录组测序

中，发现编码 TFs 的差异基因共 12 个，其中上调基因 2 个，下调基因 10 个，主要包括 Y 染色体性别决定区（sex-

determining region of the Y chromosome， SRY）相 关 高 迁 移 率 族 盒（SRY-related HMG-box， SOX）、叉 头 框

（forkhead box， FOX）和 T 盒（T-box）等转录因子家族。

2. 8　DEGs 的实时荧光定量 PCR 验证

将转录组测序检测到的差异基因与实验室前期全基因组重测序注释的基因进行比较，筛选出 7 个可能影响

羔皮性状的候选基因 AEBP1、IGF1、MMP27、MFAP5、RPTN、SPI1 和 THY1 进行实时荧光定量 PCR 验证（图

6A）。结果发现这 7 个基因在 4/4 直毛和 4/4 波浪形的表达模式与转录组测序结果一致，在波浪形羔皮中的表达

均下调，表明转录组测序结果数据的可靠性。对其中的 2 个基因 IGF1 和 MFAP5 在不同花案面积羔皮的直毛与

波浪处皮肤组织中的表达量进行检测（图 6B），结果显示 2 个基因在直毛处的表达量均显著高于波浪处

（P<0. 05）。

图 5　KEGG 通路基因集富集分析结果

Fig. 5　Gene set enrichment analysis （GSEA） results of KEGG pathway
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3　讨论

3. 1　毛囊发育与毛发弯曲

毛囊的发育与毛发的弯曲密切相关。本研究 4/4 直毛羔皮的次级毛囊与初级毛囊数量的比值（S/P）大于 4/
4 波浪形羔皮，与 145 d 胎龄中国美利奴羊胎羊［11］和初生内蒙古绒山羊［12］相近，可能说明次级毛囊主要维持直毛

的形成，S/P 值的降低导致没有足够的次级毛囊支撑使得毛发弯曲形成波浪形羔皮。研究表明，羊毛弯曲主要源

于毛囊有丝分裂细胞增殖的不对称性；此外，还受到毛乳头中角质形成细胞分裂和迁移速率的影响。当细胞分裂

和迁移速率过慢时，角质化过程可能会发生在毛乳头内部，造成毛球受力不均，从而导致毛发弯曲［13］。本研究中

4/4 直毛的初级毛囊和次级毛囊直径大于 4/4 波浪形个体，与前人对小花与大花的组织学观察结果一致，大花的

初级毛囊和次级毛囊直径均大于小花［5］，提示直毛由于 S/P 值高和毛囊直径大能够支撑毛发直挺，而波浪形羊毛

由于 S/P 值低和小直径毛囊导致毛发细软容易弯曲。这与滩羊二毛期羊毛越细卷曲度越大结果类似［14］。同样，

在中国美利奴羊［15］和新西兰两用羊［16］中，羊毛平均纤维曲率与平均纤维直径均呈负相关。因此，毛囊直径的大小

以及毛囊类型影响湖羊的羊毛弯曲状态，导致波浪形羔皮形成。

3. 2　影响湖羊直毛和波浪形羔皮性状的差异基因

本研究 315 个 DEGs 中波浪形羔皮个体的下调表达基因为 274 个，上调表达基因为 41 个。Sun 等［5］在 3 对湖

羊小花和大花皮肤组织的转录组测序中筛选出在大花皮肤组织上调表达基因分别为 100、55 和 54 个，下调表达基

因分别为 37、82 和 83 个。相比于小花和大花的转录组测序，本研究检测到了更多的 DEGs。GO 功能富集到毛囊

形态发生和发育调节等与毛囊有关的条目。KEGG 富集到与毛囊发育有关的通路，包括 PI3K-AKT、Wnt 以及

RAS 通路等。Chen 等［17］使用 PI3K-AKT 特异性抑制剂处理小鼠，结果抑制了表皮干细胞和皮肤衍生前体，影响

毛囊再生，表明 PI3K-AKT 信号通路是毛囊发育的重要通路。本研究发现富集到的 PI3K-AKT 信号通路的基因

主要通过 3 条途径，且富集到此通路的差异基因大部分下调，表明 PI3K-AKT 信号通路影响毛囊的发育进而导致

羊毛弯曲。Zhou 等［18］研究发现切样同源盒 1（cut like homeobox 1， CUX1）可以促进湖羊真皮细胞增殖并影响

Wnt/β-catenin 信号通路关键基因的表达；Urban 等［19］研究发现 RAS 信号通路上游和下游元件突变会导致心面皮

肤综合征和 Costello 综合征，患者会出现头发异常，证实 RAS 信号通路在毛发生长中起到重要作用，本研究结果

与上述结果基本一致。因此，湖羊波浪形羔皮的形成可能受到 PI3K-AKT、Wnt以及 RAS 信号通路的影响。

常规的 KEGG 富集分析依赖于显著上调或下调的基因，容易遗漏部分不显著但具有重要生物学意义的基

因。GSEA 分析能有效解决这种问题，其不需要明确的阈值，根据整体的趋势更有效地挖掘基因的信息［20］。本研

图 6　实时荧光定量 PCR检测候选基因表达量

Fig. 6　Expression of candidate genes detected by real-time quantitative PCR
A： 4/4 直毛和 4/4 波浪形羔皮 7 个候选基因表达 Expression of seven candidate genes lambskins with 4/4 straight hairs and 4/4 wavy pattern； B： 不同

波浪面积羔皮个体直毛与波浪处 IGF1 和 MFAP5 的表达 Expression of IGF1 and MFAP5 at straight hair site and wavy pattern site in individual 
lambskins with different wavy areas. *： P<0.05； **： P<0.01.
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究对 KEGG 数据集进行 GSEA 分析，富集到 331 条通路，主要包括组氨酸代谢、肾素分泌和蛋白质消化吸收等。

此外，富集到的一些与毛囊有关的如 RAS、PI3K-AKT 和 RAP1 信号通路呈下调趋势，提示毛囊可能处于功能抑

制状态，导致毛囊周期停滞（如退行期或静止期）、细胞增殖减弱，进而影响羔皮性状。

转录因子（TFs）作为蛋白质分子可以调节基因转录，也可以直接影响生物表型［21］。本研究发现来自 SOX、

FOX 和 T-box 等多个转录因子家族的差异基因。目前已有研究证明 SOX［22］、FOX［23］和 T-box［24］等家族中的部分

基因与毛囊的生长发育有着密切联系。其中 FOX 家族在器官的发育中起到重要作用，家族成员叉头框蛋白 N1
（forkhead box N1， FoxN1）可以促进羊毛弯曲的形成［23］，叉头框 D2 反义 RNA（forkhead box D2 antisense RNA 1，
FOXD2-AS1）也被认为是可以治疗斑秃的靶点［25］。因此，可以推测这些转录因子可能在湖羊不同羔皮性状的形

成中起到重要作用。

3. 3　影响湖羊直毛和波浪形羔皮性状的候选基因

结合前期实验室的全基因组重测序结果对 DEGs 进行筛选，最终得到 7 个与羔皮性状有关的基因。其中

MFAP5 和 RPTN 在湖羊中已有相关报道。研究人员对湖羊小花和直毛的毛乳头细胞进行单细胞测序，发现

MFAP5 和 RPTN 在小花中呈下调趋势［26］，本研究 qRT-PCR 试验结果与其一致。本研究还发现不同花案面积个

体中 MFAP5 在波浪形羔皮处的表达量低于直毛处。MFAP5 富含丝氨酸和苏氨酸，在纤维化和细胞外基质重塑

中起到重要作用。Lee 等［27］利用原位空间转录组学研究发现 MFAP5 在脂膜肌和间质成纤维细胞下缘表达，表明

MFAP5 可能通过局部的细胞外基质弹性和收缩力导致毛发弯曲；此外，成纤维细胞是组成毛乳头的重要成分，

因此 MFAP5 可能通过影响毛乳头细胞进而影响毛发弯曲导致羔皮性状改变。RPTN 作为一种蛋白质编码基

因，与角蛋白中间丝的形成有关，在皮肤和头发根髓鞘细胞表面的形成中起到重要作用［28-29］。在对毛发性状的研

究方面，RPTN 在欧洲人和东亚人中的突变频率高于非洲人，因此被认为可能促进欧洲人和东南亚人的直发形

成［30］，这也提示 RPTN 的表达量上升可能促进直毛的形成，本研究中直毛处 RPTN 表达量高于波浪处的结果与

其一致，因此，MFAP5 和 RPTN 表达下调可能促进毛发弯曲进而形成波浪形羔皮。

本研究中筛选出的 AEBP1、IGF1、MMP27 和 SPI1 在其他品种的羊中已被证实影响毛囊的生长发育。对藏

绒山羊细绒和粗绒蛋白质组学以及皮肤组织转录组学的研究发现，AEBP1 是影响羊绒性状的潜在候选基因［31］。

AEBP1 是编码羧肽酶 A 的蛋白家族成员之一，作为转录抑制因子在脂肪生成和平滑肌细胞分化中发挥作用。研

究发现，AEBP1 相关的 Ehlers-Danlos 综合征患者存在脱发症状，表明 AEBP1 可能和毛囊的生长发育存在联

系［32］。IGF1 被认为是直接或者间接参与毛囊生长发育的基因［33］，其在皮肤中的表达量会随着绵羊的生长周期而

改变，且存在品种差异性［34］。 IGF1 和 FGF1 间接参与美利奴羊和小尾寒羊毛囊生长发育和纤维性状的调控［35］。

MMP27 是基质金属蛋白酶家族的一员，该家族参与胚胎发育、繁殖和组织重塑以及关节炎中细胞外基质的分解

等。研究表明，绒山羊中褪黑激素通过下调活化 B 细胞核因子 κB 和激活蛋白 1 转录因子，抑制 MMP27 等基因表

达，同时上调组织金属蛋白酶抑制剂-1/-2/-3 的表达，从而延缓皮肤衰老、优化次级毛囊微环境，最终促进次级毛

囊活化影响其生长发育［36］。SPI1 是一种蛋白质编码基因，通过编码 ETS 结构域转录因子在骨髓和 B 淋巴细胞发

育过程中激活基因表达。研究发现 lncRNA018392 通过募集转录因子 SPI1 促进集落刺激因子 1 受体转录，加速

绒山羊毛囊真皮成纤维细胞周期，促进增殖并抑制凋亡，而真皮成纤维细胞可以通过调控毛囊干细胞影响毛囊发

育和生长［37-38］。此外，SPI1 还在雄激素性脱发中起关键作用［39］。以上研究表明，AEBP1、IGF1、MMP27 和 SPI1

可能会通过影响毛囊的生长发育进而影响湖羊羔皮性状。

THY1 编码位于细胞表面的糖蛋白以及免疫球蛋白超家族成员，不仅参与多种类型的细胞黏附和细胞通讯，

而且被广泛用作造血干细胞的标志物。THY1 虽然在羊的毛囊发育中未有研究，但对小鼠的毛发研究发现，

THY1 作为未成熟间充质细胞的标记物，与波形蛋白、CD34 和巢蛋白等共同识别出位于玻璃膜外、具有干细胞性

质且无增殖活性的 A3 阳性纺锤形间充质细胞［40］，这提示 THY1 可能通过调控毛乳头形成、细胞外基质重塑参与

毛囊发育、周期性再生及毛发弯曲的调控。Yes相关蛋白（yes-associated protein， YAP）是调控表皮增殖的关键转

录因子，而 THY1 作为细胞-基质和细胞-细胞互作的重要调节分子，可通过对皮肤稳态控制和再生调控中的
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YAP 活性作用，间接调控毛囊的生长与再生，从而影响毛囊的生长发育［41］。因此，本研究中的 THY1 可能通过影

响毛囊的生长发育进而作用于湖羊羔皮性状。

4　结论

本研究对 4/4 直毛和 4/4 波浪形羔皮进行转录组测序分析，筛选出差异基因 315 个，其中波浪形羔皮中 274 个

基因下调，41 个基因上调。差异基因富集在 3771 个 GO 条目和 209 条 KEGG 通路，其中 PI3K-AKT、Wnt 以及

RAS 信号通路等可能是影响羔皮性状的重要调控途径，SOX、FOX 和 T-box 等是影响羔皮性状的重要转录因子。

AEBP1、IGF1、MMP27、MFAP5、RPTN、SPI1、THY1 是影响羔皮性状的重要候选基因。研究结果可为进一步

解析湖羊波浪形羔皮性状的形成机制奠定基础。
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