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综  述 

全转录组学在畜牧业中的应用 

石田培，张莉 
中国农业科学院北京畜牧兽医研究所，北京 100193 

摘要: RNA 作为一种大分子参与基因编码、解码、调控、表达等多种生物学过程。目前，对 RNA 的功能研究

主要通过全转录组测序方法来完成。全转录组研究可以对基因结构与功能进行更深层次地分析和探究，揭示基

因表达与生命现象之间的内在联系。现阶段，基于高通量测序技术的转录本结构研究、基因表达水平研究及非

编码区域功能研究在模式动物、猪、禽类中已大量开展，但在羊上却鲜有报道。本文介绍了利用 RNA-seq 及

Small RNA-seq 技术研究全转录组的一般流程及常用策略，综述了全转录组学技术在畜牧业领域中的研究进展。 
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Application of whole transcriptomics in animal husbandry 

Tianpei Shi, Li Zhang 

Institute of Animal Science, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China 

Abstract: RNA is a polymeric molecule which is involved in various biological processes including the coding, 

decoding, regulation, and expression of genes. Whole transcriptome sequencing is the dominant method for studying RNA 

functions which assists researchers to deepen the exploration and analysis of gene structure and function and to reveal 

intrinsic links between gene expression and life phenomena. To date, extensive research has been done in animal husbandry 

models including swine and poultry by using high-throughput RNA sequencing technology. These studies included 

transcript structure, gene expression level and non-coding region function. In this review, we briefly introduce the general 

processes and strategies of RNA-seq and small RNA-seq technologies, and summarize the various achievements of the 

application of whole transcriptomics in animal husbandry. 
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在后基因组学研究中，转录组学是解读基因组

功能元件和揭示细胞及组织分子机制的基础，在生

物表型和基因表达研究中占据了重要地位[1]。转录

组一般指狭义转录组，即能够编码蛋白的 RNA，   
而生物学中的转录本概念则为生物体特定细胞或 
组织在某一特定条件下的所有转录产物，涵盖了编
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码 RNA (mRNA)和非编码 RNA (non-coding RNA, 
ncRNA)[2]。同相对稳定的基因组比较，转录组会根

据生理状态、生长阶段、生长环境的变化而变化[3]，

具有高度动态可变的特性。除此之外，转录组图谱

中含有丰富的生物学信息，包括基因表达丰度及差

异、基因结构、反义转录本、选择性剪切、单核苷

酸多态性和基因融合等。 
生物体是一个错综复杂的网络，构成复杂有机

体的任何简单分子都不能孤立存在或行使功能，如

转录组中的各类 RNA。这些不同类型的 RNA 生物
学功能各异，参与众多信号通路的调控。单一的

mRNA或 ncRNA研究缺乏关联性，对多种 RNA 信
息进行整合分析，探索潜在的网络调控机制则成为

转录组学研究的趋势。在传统转录组学(以 mRNA[4]

为主)研究中，样品总 RNA 的提取通常利用 Oligo 
(dT)磁珠富集法，该方法能有效发掘富含 poly (A)
尾巴的 RNA[5]，包括 mRNA和一小部分长链非编码
RNA (long non-coding RNA, lncRNA)，但过滤掉了
其他 poly (A) minusRNA组分，即无 poly (A)尾RNAs，
因此导致 circRNA (circular RNA)和部分 lncRNA的
丢失，不能全面地反映转录本的真实情况。Yang等[6]

首次提出了基于 poly (A) minus富集的 RNA-seq方
法，可将 sno-lncRNAs (small nucleolar RNAs)、ciRNAs 
(circular intronic RNA)和 circRNAs等这类非 poly (A)
结尾的新型 RNA分子富集并保留下来。至此，包括
miRNA[7]、lncRNA[8,9]和 circRNA[10,11]等非编码 RNA

的全转录组测序研究应运而生。本文综述了基于

RNA-seq 和 Small RNA-seq 技术的全转录组研究概

况，总结了全转录组测序的一般流程和常用策略，

最后对畜牧业未来的发展趋势进行展望。 

1  全转录组测序概述 

全转录组是指在一定时空状态下有机体特定细

胞或组织能够转录出的所有转录本[12]，其中蕴含着

重要的生物学调控规律。丰富的 RNA组学信息可用
于开展差异表达 ncRNA 的靶基因预测、差异表达
ncRNA和 mRNA的正负相关性分析、ceRNA (com-
peting endogenous RNAs)对靶向 mRNA的功能富集
分析及关键基因挖掘等研究。全转录测序是通过高

通量 RNA-seq 测序技术对 RNA 序列进行测序，并
通过一些定量平台和技术反应其表达量和表达差异，

从而形成表达图谱。全转录组学分析就是以表 
达谱为基础，对 RNA进行鉴定和注释，预测相应靶
细胞或编码潜能，并基于 GO(Gene Ontology)、COG 
(Clusters of Orthologous Groups)、KEGG (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes)等数据库进行
功能富集、聚类分析、信息挖掘和通路探究等。不

同于传统转录组学，全转录组学在 mRNA研究基础
上，涵盖了 lncRNA、circRNA、miRNA、siRNA(small 
interfering RNA)和 piRNA(piwi-interacting RNA)等
多种非编码 RNA 及其之间的调控网络分析。目前，
转录组测序主要集中在单一 RNA 的定量表达和注
释分析上，而全转录组学测序可同时对多种 RNA进
行鉴定及关联分析(图 1)。 

2  全转录组测序研究的一般技术流程和
方法 

2.1  测序样品的准备 

在样品采集过程中，组织中的 RNA 极易受内
源或外源 RNA酶作用而降解，同样也容易受到蛋白
质、DNA、同源和外源酚类等物质的污染，因此，
样品质量和保存条件是决定试验结果质量的关键。

不同物种不同组织部位的 RNA得率大不相同，在动
物中，肝脏、脾脏和胰脏组织的得率较大，而肌肉、

脑和心脏等组织得率较小。在皮肤、骨骼和毛发中

RNA的提取难度较大，效果也较差。在准备样品时，
首选新鲜组织，剔除非研究所需的组织类型。若组

织体积较大，多管分组置于−80℃或液氮中长期保存。 

2.2  建库测序 

2.2.1  cDNA 文库构建和 RNA 测序 

总 RNA质检后便可建库，由于 miRNA与其他
3类 RNA序列长度差异较大，需要使用 SE (single- 
end)和 PE (paired-end)两种测序策略同时建立两个
文库。链特异性建库的具体步骤如下(图 2)：(1)通过
试剂盒在样品总 RNA中去除 rRNA；(2)利用六碱基
随机引物合成第一条 cDNA链；(3)第二条 cDNA链 
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图 1  全转录组测序一般流程 
Fig. 1  General process for whole transcriptome sequencing 
 

 
 

图 2  链特异性建库流程 
Fig. 2  The construction process for chain-specific library 
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合成时，用 dUTP 代替 dTTP，使链上布满 U 位点；
(4)在 3′端加 A，加接头；(5)使用 USER酶在尿嘧啶
位置上产生一个单核苷酸缺口，借此消化掉第二条

链，只保留第一条链；(6) PCR扩增。小 RNA建库
的具体步骤如下(图 3)：(1)在 3′端加接头；(2)在 5′
端加接头；(3)反转录扩增；(4)用凝胶纯化富集扩增
的 cDNA 后测序。在测序时，理论上数据量越大越
利于后续低丰度基因的完整组装，但实际上并非数

据量越大越好，需要根据物种情况及相关研究决定

数据量的大小。 

2.2.2  原始数据预处理 

测序产生的数据是一系列不能直接使用的原始

数据，主要是 FASTQ格式的读段(reads)。其中除实
验所需的碱基质量信息之外，还包括测序仪器名称、

上机次数、试剂型号等信息。原始数据在建库过程

或者测序过程中会产生大量低质量读段、较短的序

列、含 N 序列甚至是一些污染序列(如细菌基因序
列)[13]、接头序列、载体序列等，因此在数据分析之

前，应对原始数据进行过滤、剪切和校正，以确保

后期读段定位、转录本组装、基因定量等流程的顺利

开展。目前可用的质控软件是 FastQC和 NGSQC[14]、

Qualimap2[15]、HTQC[16]、QCchain[17]、almostSigni-
fican[18]、fastq-clean[19]及 FaQCs[20]等，最常用的是

FastQC 和 HTQC。FastQC 可作为一个单独的 JAVA
程序，在速度上远超其他工具，极短时间内就可以

运行数千万的读段，输入文件的选择性也较大，如

压缩或未压缩的 EASTQ或 SAM/BAM文件。FastQC
除能列出读段的数目及质量编码以外，还能可视化

报告碱基内容及质量、读段长度和重复序列等信息。

在实际操作中，可联合使用上述质控软件以达最佳

过滤效果。 

2.2.3  读段定位及转录本重组装 

由原始数据进行深度清理及质量控制后获得待

分析数据(clean reads)，需要通过一系列软件将读段
比对到参考基因组或者转录本上，并根据实际定位

情况进行转录本组装[21]。在全转录组数据分析时，

选择比对程序时还需考虑剪接比对(unspliced aligners)
情况[22]。当生物体没有内含子或进行 miRNA 测序
时，可以使用 Quality (MAQ)[23]、Burrow-Wheeler 
Aligner (BWA)[24]和 Bowtie[25]等连续比对软件，这些 

 

 
图 3  小 RNA 建库流程 
Fig. 3  The construction process for small RNA library 
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方法用于识别已知外显子和接头，不能识别由可变

剪切所产生的新型外显子。但当读段定位至外显子−

外显子的交界接头处或作图到有内含子的基因组时，

则必须使用剪接比对程序，如 TopHat[26]、Map-
Splice[27]、STAR[28]和 GSNAP[29]等。可先将读段分

成两个短片段再参与定位，同时还可记录分割数据

以供查找后续转录本，该方法能够识别由可变剪切

产生的新转录本。一般情况下，先利用 Bowtie进行
初步匹配，用匹配成功的 reads来获取基因组覆盖区
域，预测剪接点 (splice junction)局域。然后利用
Tophat 将未成功匹配的 reads 划分到 splice junction
序列上。如果研究物种没有参考基因组或转录组时，

需要将读段自行组装成可用的参考序列，然后将所

有测序读段通过从头组装生成重叠群和单一序列，

再进行后续数据分析。目前，有多种组装程序可供

分析使用[30,31]，如 Newbler[32]、MIRA[33]、CAP3[34]、

Seq-Man[35]、TGICL[36]、stackPACK[37]、Velvet[38]、

AbySS[39]、ALLPATHS2[40]、Oases[41]、SOAPdenovo[42]、

Multiple-k method[43]、Scaffolding using translation 
mapping (STM)、Trinity[44]和 PCAP[45]等。 

2.2.4  表达量化及差异分析 

经过读段定位后，可根据读段在转录本上的分

布情况预测基因丰度。一般来说，通过软件分析获

得的注释文件中会含有转录本分布信息，能够通过

分析读段的匹配情况来识别新的转录本。在高等动

物的生命活动调控过程中，存在可变剪切(alterna-
tively splice, AS)等一系列复杂的调控系统，致使全
部转录物不能直接对应基因。此外，还存在不同转

录本外显子共享、读段不能跨越多个剪接位点等问

题。因此，需要先进行可变剪接识别[46]。现阶段，

常用转录本识别软件包括 Stringtie[47]、cufflinks[48]、

CIDANE[49]、GRIT[50]、TransComb[51]、iReckon[52]、

SLIDE[53]、Montebello[54]、Augustus[55]、IsoLassocia-
tion[56]、Scripture[57]、Traph[58]和 MITIE等。人(Homo 
sapiens)和斑马鱼(Danio rerio)等基因信息注释完整
的物种可直接进行基因预测定量分析，但对于一些

基因注释信息不完整的物种需要先进行转录本的预

测。目前已完成的大量转录组测序数据快速完善了

遗传数据库，反复检验校对了基因注释信息，推动

了分子生物学的研究进展。 
测序过程中测序深度、基因片段大小、运用算

法、实验批次等因素极易造成误差，所以在定量时

应使用标准化的方法消除差异，最常用的样本内标

准化方法包括 RPKM[59]、FPKM、TMP[60]和 KPKM
等。根据比对到基因上的 reads或者 fragments数目，
进行基因长度和测序总量归一化后，即可统计表达

量。常用的转录本定量软件包括 HTSeq[61]、feat-
ureCounts[62]、 StringTie、 Cufflinks、 RSEM[63]、

Sailfish[64]、kallisto[65]、IsoLasso和 NURD[66]等。为

确定在不同条件或平台的表达差异情况，经过量化

和标准化表达水平的基因仍需利用测序覆盖度估测

表达丰度分布[67,68]。 
RNA-seq数据的差异表达(differential expression, 

DE)分析往往以单变量的方式进行，很难拟合出一个
普遍适用的统计模型，因此根据生物统计学原理将

DE 分析软件进行下列分析对比(表 1)。为使表达分
布符合统计方法的假设，RNA-seq 数据会被某种方 

 
表 1  差异表达分析软件 
Table 1  Softwares for differential expression analysis 
软件名称 所属类型 原理方法 特点 

edgeR R-Bioconductor 负二项计数 高保守性 

DESeq R-Bioconductor 负二项计数 高保守性，低假阳性 

DESeq2 R-Bioconductor 负二项计数 保守性较高 

tweeDESeq R-Bioconductor 特威迪分布族计数 普适性差 

ebSeq R-Bioconductor 异构体反褶积 可反应差异表达的异构体 

Limma[73] R-Bioconductor 连续数据的线性模型 需要将计数转换成连续的值 

SAMSeq[74] R包 非参数检验 需要多次重复 

Cuffdiff Linux命令行 异构体反褶积 可反应差异表达的异构体及基因 
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式归一化。按照归一化在 DE 分析中的前后顺序可
将常用软件分为两类：第一类是先进行标准化处理

再通过统计学原理计算表达差异，包括 TMM[69]、

DESeq[70]、PoissonSeq[71]和 UpperQuartile[72]等；第

二类是将归一化作为 DE 分析的步骤，在处理时直
接执行归一化，如 FPKM、RPKM和 TPM，但可信
度较差。 

2.3  基因功能分析 

生物信息学主要用数学及统计学的方法对生物

信息进行存储、分配、检索及分析，是一门集合生

命科学、自然科学与信息科学的新学科。目前，生

物信息学在生命科学研究中应用十分广泛，在全转

录组研究中也占据重要地位。在全转录组学分析中

主要以差异基因的功能富集、候选基因的功能预测、

调控网络的构建等分析为主。当前以 GO、COG 及
KEGG 数据库为基础的分析工具包、软件和网站众
多，如基于 R语言的 GSA、PADOG、SAFE、Globaltest、
Sigpathway、GAGE、GSVA、PLAGE、ZSCORE、
SSGSEA、MRGSE、ANCOVA、CAMERA、SPIA、
TopoGSA、ToPASeq、NetGSA、NEA和 GOGANPA
等工具包；DAVID、GOstat、GenMAPP、GOMiner、
Onto-Express、EnrichNet和NOA等网站；MetaCore、
Cytoscape和GSEA等软件。以上分析软件各有千秋，
功能也不尽相同，在数据处理与分析时，应根据实

验目选择合适的方法。如需更系统地反映分子调控

机制，还可结合其他基因组学手段如全基因组测序、

RNA甲基化、表观修饰等数据进行联合分析。 

3  全转录组学技术在畜牧业中的应用 

3.1  全转录组测序在猪中的应用 

猪(Sus scrofa)的饲养对畜牧业发展乃至民生都
至关重要。不同品种猪的肌纤维类型对猪肉品质有

很大影响，但潜在的分子机制仍不清楚。近年来，

有关猪非编码 RNA的功能研究开展得很多。为探究
miRNA 在猪骨骼肌中的作用，Mcdaneld 等[75]分别

选取了增殖中的卫星细胞(4~代)、胚胎(60、90、105
日龄)、出生胎儿和成年猪组织进行了全转录组研究，

发现了 12个新型miRNA与肌肉生长发育密切相关，
其中肌肉特异性 miR-206 在卫星细胞中近乎缺失，
但在其他发育阶段表达量却很高；miR-1 在成年猪
中的表达丰度最高；miR-133 在胚胎期和初生时的
丰度极低甚至检测不到，但 miR-368、miR-376 和
miR-423-5p 在初生猪中极高；miR-432 表达量在胚
胎发育早期最高，随后逐渐降低。该研究是对猪胚

胎发育期骨骼肌 miRNA较为全面的转录组分析，为
深入探究猪骨骼肌 miRNA 调控机制提供了理论基
础。沈一飞[76]利用 RNA-seq和 Small RNA-seq技术
对瘦肉型约克夏猪和脂肪型金华猪进行了甲状腺组

织的 mRNA、lncRNA和 miRNA共表达鉴定与比较，
结果发现差异表达 mRNA 492个，差异表达 lncRNA 
48个和 miRNA 18个。通过功能分析和聚类，共有
256 个 RNA(其中 18 个 miRNA、1 个 lncRNA)参与
到同一个调控网络中。在整个调控网络中，发现 ssc- 
miRNA-221-5p、ssc-miRNA-708-5p、ssc-miRNA-532- 
3p 和 novel_12 等发挥重要调控作用。Li 等[77]对从

胎儿期到成年期期间获得的组织混合物制备的 10
个小 RNA 测序文库中的荣昌猪(Rongchang pigs) 
miRNA 进行全面检测，通过哺乳动物 miRNA、前
体发夹(pre-miRNA)、高覆盖率猪基因组装配(2009
年 4 月 )和表达序列标签 (EST)的分析，将猪
miRNAome 的所有组成部分扩展到 867 个 pre- 
miRNAs (623个基因组坐标)，编码 1004个miRNA，
其中 777个是独特的。对 47个组织特异性样品中选
定的 30个 miRNA进行 qRT-PCR实验，发现测序数
据和试验结果一致。Sun等[78]对长白猪(Landrace)和
兰塘猪(Lantang pigs)背最长肌进行了全转录组测序
研究，从 22 469个编码转录物中筛选出 547个差异
表达 mRNA，通过生物信息学分析挖掘出与肌肉生
长发育相关的  17 个基因。此外还发现差异表达
的 5566个 lncRNA和 4360个 circRNA。其中，3376
个 lncRNA和 1401个 circRNA在 Lantang文库中上
调表达，而 1590 个 lncRNA 和 2959 个 circRNA 下
调表达。通过结合匹配的 miRNA 谱分析测序数据，
鉴定出 26种参与 ceRNA网络的海绵载体，包括 19
种 lncRNA、40 种 circRNA 和 9 种 mRNA。全转录
组研究提供了一种全新的分析方法，对解析猪肌肉

生长发育规律和疾病发生机制具有重要意义。 
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3.2  全转录组测序在禽类中的应用 

我国家禽遗传资源丰富，地方品种各具特色，

但由于总体生产水平较低，许多优良性状利用效率

不高。随着分子生物学和生物信息学的发展与融合，

通过各种技术和手段，已鉴定出一批与生长、繁殖

等重要经济性状相关的分子标记和候选基因。Yu
等[79,80]选取了 6 和 10 日龄的鸡胚左(L)、右(R)卵巢
作为样品，通过全转录组测序技术对卵巢的退化进

行了研究。在 6R样品中产生 31 066 414个序列读数，
在 6L 样品中产生 31 900 200 个序列读数，在 10R
样品中产生 31 400 070个序列读数，在 10L样品中
读取 35 504746个序列。这些数据中，大约 73.33%
的序列可以定位到鸡胚卵巢的参考基因组序列上。

鸡胚卵巢的发育受许多基因和信号通路的调控，通

过对差异表达基因比对和通路功能聚类发现了 22
个与卵巢发育和退化相关的基因。其中转录水平排

名前 20的卵巢基因可能与碳代谢、吞噬体及钙信号
传导密切相关。Glazov 等[81]在已发现的 miRNA 基
础上进行了深度挖掘，将 3个小 RNA文库同时比较
并严格区分真正 miRNA 前体与结构相似的 RNA，
共鉴定到 361个新的 miRNA、88个新的 miRNA候
选物、18 个 mirtrons (包括 6 个新的非典型 mirtron
候选物)和 21个 mirtron候选物。为识别潜在的禽类
特异性 miRNA，同时与人、狗(Canis lupus familiaris)、
斑马鱼、爪蟾(Xenopus laevis)和蜥蜴(Bachia Oxyrhinas)
进行保守进化分析，结果表明只有 6种 miRNA在非
禽类脊椎动物中具有保守性，剩余 miRNA可能具有
鸟类和/或鸡系特异性。Li 等[80]分别从孵育 10 天、
12天、14天和 18天的白来航鸡(White Leghorns)蛋
胚中收集骨骼肌(胸大肌)，经过 RNA-seq 技术测序
并与已发布的数据库进行比对，筛选到 281 个新型
基因间 lncRNA，对这些 lncRNA 进行保守性分析，
并利用 UCSC 数据库评分，结果表明以上 lncRNA
的保守性均高于随机非编码序列，但远低于蛋白质

编码基因。该研究是首例有关白来航鸡骨骼肌

lncRNA的分析，鉴定出的新型 lncRNA极大丰富了
鸡 ncRNA数据库。 
近年来，鹅(Anser cygnoides orientalis)以其适应

性强、生长快、营养成分丰富和投入要求低而备受

关注。此前，Kang 等[82]通过抑制性消减杂交(supp-
ression subtractive hybridization, SSH)方法鉴定了一
些与鹅从产卵阶段到产蛋阶段繁殖相关的差异表达

基因，Guo 等[83]也使用相同的方法在产蛋阶段和育

雏阶段发现了若干差异表达的基因。Xu等[84]采用短

读序列技术(Illumina)对 10只 380日龄的雌性浙东白
鹅(Goose)的卵巢样本进行了从头转录组装配，使用
Illumina RNA-seq和 DGE深度测序并绘制出鹅卵巢
组织的转录组图谱，得到 67 315 996个 100 bp的短
读数，组装成 130 514 个独特序列。基于已知蛋白
质的 BLAST结果，分析鉴定到 52 642个目标序列。
该研究分析了鹅产蛋、育雏期间的转录变化情况，

鉴定出大量与卵泡发育和生殖相关的基因。 
病理性肥胖是鸭养殖业所面临的重要问题之一，

其分子机制仍然未知。Chen等[85]对家养鸭与野鸭两

个品种腹部脂肪进行转录组测序分析，预测了 23 
699 个未注释基因，确定了 753 个差异表达基因。
在北京鸭(Anatinae)中，一些与脂质代谢的相关基因
(IGF2、FABP5 和 BMP7 等)和致癌基因(RRM2、
AURKA 和 CYR61 等)上调表达，而与肿瘤抑制和免
疫相关的基因 (TNFRSF19、TNFAIP6、 IGSF21 和
NCF1 等)被下调，这些数据表明鸭的肿瘤发生可能
与病理性肥胖密切相关。此外，发现 280 576 个单
核苷酸变异在两个品种之间存在差异，包括 8641个
异构变异，富含参与脂质和免疫相关途径的基因，

表明与鸭的代谢功能和免疫相关功能密切相关。 

3.3  全转录组测序在反刍动物中的应用 

近年来国内牛羊肉市场需求不断增加，这对牛

羊的育种和养殖工作提出了更高的要求，只有充分

了解牛羊生长发育与繁殖等性状的发生机制，才能

提高生产效率，全转录组学则为其提供了全新的研

究手段。Di 等[86]在滩羊(Tan)和小尾寒羊(STH)的卵
巢中鉴定出 483个 miRNA (包括 97个已知的、369
个保守的和 17个预测的新 miRNA)。基于 KEGG分
析，一些差异表达 miRNA的靶基因参与生殖激素相
关途径(如类固醇生物合成、雄激素和雌激素代谢和
GnRH 信号传导途径)以及卵泡和黄体发育相关途 
径，这对绵羊的繁育具有重要意义。Chang 等[87]使

用新一代测序技术(Solexa 高通量测序技术)研究了
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绵羊黄体期卵巢组织，鉴定出 267 种新的 miRNA，
并利用 qRT-PCR和 Northern印迹证实了在绵羊卵巢
和睾丸中表达的一种新型 miRNA (ovis_aries_ovary 
m0033_3p)。根据序列和结构的一致性，推测 ovis_ 
aries_ovarym0033_3p具有类似于 hsa-miR-214-3p的
功能，能够参与细胞存活、胚胎发育、繁育生殖和

卵巢癌抗性的精细调节。张世芳等[88]采用 Solexa技
术对 5 头特克赛尔羊(Texel)进行 miRNA 深度测序，
获得了 16 532 850条原始序列读数。通过与哺乳动
物成熟 miRNA 数据库、miRNA 前体序列、绵羊基
因组数据库的比对分析，更新 miRNA前体序列库至
1529 条，编码的 miRNA 成熟体序列增至 1999 条。
Miao 等[89]对道赛特绵羊(Dorset)和小尾寒羊(Han)卵
巢组织测序，鉴定出可能参与繁殖力调节的候选基

因，这些候选基因参与各种细胞活动，如代谢级联、

催化功能和信号转导。此外，通过 miRNA谱分析鉴
定了每组绵羊特有的特异性 miRNA，发现若干与生
殖力调控相关的 miRNA。 

Billerey 等[90]检测了 9 头利木赞牛犊(Limousin)
的胸肌样本，每个文库约获得 14~45百万个配对末端
读数，发现 418种 lincRNA (large intergenic non-coding 
RNAs)，与已知的 10 775种蛋白编码基因存在显著
差异。Sun等[91]利用 Ribo-Zero RNA-seq技术深度剖
析了胚胎、犊牛和成年牛骨骼肌的转录组谱，发现

犊牛和成年牛之间的表达水平高度相关。在胚胎期

有数百个基因显著表达，但在出生后至少减少了 10
倍，表明这些基因在肌肉发育中具有潜在作用。此

外，该研究首次分析了牛骨骼肌中全部转录异构体，

发掘出 36 694个新型异构体，检测到 185 036个 SNP
和 12 428个短插入缺失(InDel)位点。研究发现可变
剪接事件、SNP 和 InDel 的数量在胚胎中比在犊牛
和成年牛中更多，这表明基因表达在胚胎中最活跃。

Cánovas 等[92]通过转录组学测序对 7 头荷斯坦奶牛
(Holstein cow)的乳样品进行了 SNP筛选，共检测到
19 175个差异表达基因，100 734个 SNP位点，其
中 33 045个与荷斯坦奶牛 SNP位点重合，这些 SNP
位于泌乳期间表达基因的编码区中，可用于荷斯坦

奶牛乳用性状的基因变异分析和关联研究。 
在梅花鹿(Cervus nippon taiouanus)的育种研究

中，Yao 等 [93]对鹿茸进行了转录组测序，组装出

89 001个独特序列(平均大小 450 bp)，发现了一些高
度表达的基因参与鹿茸快速生长的调节，包括转录

因子、信号分子和细胞外基质蛋白。这些数据是当

前梅花鹿最全面的序列资源，为鹿的分子遗传学和

功能基因组学的研究提供了理论基础。 

3.4  全转录组测序在马属动物中的应用 

全转录组研究在马属动物中开展得较少，目前

主要是通过转录组学测序技术进行基因挖掘、注释

和功能预测。Xie等[94]从头组装了驴(Equus africanus 
asinus)白细胞的转录组，鉴定出 264 714个不同序列，
预测了 38 949 个蛋白质片段。通过比较驴、马
(E. caballus)和野马(E. przewalskii)的蛋白质序列，将
驴蛋白片段与哺乳动物表型相关联。通过比较驴和

马的外耳性状相关蛋白，鉴定出 3 种与耳形大小相
关的蛋白质 HIC1、PRKRA 和 KMT2A。Scott 等[95]

通过转录组测序对马的 lncRNA 进行注释，发现了
20 800 新型转录本，证明了 lncRNA 独有的特征，
包括低表达、低外显子多样性和低水平的序列保守

性。该研究结果所提供的候选基因可作为日后

lncRNA注释的基准。 
近年来发表了大量关于马运动机能、骨骼发育

的文献报道，一部分是通过马组织的 RNA-seq数据
改进蛋白质编码基因的结构注释，另一部分是对

RNA 序列的分析。如 Park 等[96]对 6 匹纯种马运动
前后的血液和肌肉进行全转录测序，通过与前人的

研究对比，发现超过 19 417个新型单基因簇，鉴定
出 189 973 个单核苷酸位点变异(single nucleotide 
variants, SNV)。使用差异表达分析，确定了多个运
动调节基因：血液中有 62 个上调基因和 80 个下调
基因，肌肉中有 878个上调基因和 285个下调基因。
结果表明，在差异表达的基因中有 91个转录因子编
码基因，其中包括 56个功能未知的转录因子候选物
可能与早期调节运动机制相关；此外，还发现了新

型 RNA表达模式：同一基因的不同可变剪接形式在
运动前后表现出反向表达模式。该研究首次提供了

马转录组数据和较为全面的分析结果，包括运动前

后表达的基因，以及与运动相关的候选基因：6 个
运动相关基因和 91 个早期调节转录因子，3 个高
SNV密度的基因，以及 4个交替表达的剪接体。 
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3.5  全转录组测序在其他特种经济动物中的

应用 

特种经济动物养殖已成为调整农村产业结构、

发展特色经济的新亮点，为了发挥皮毛的最大经济

价值，科研人员开始研究关于被毛颜色的调控机制。

牛晓艳等[97]首先对不同毛色的獭兔(Rex rabbit)进行
测序和差异基因分析，找到 12 408个差异表达基因，
然后通过 KEGG分析将得到的差异基因聚类富集到
相关代谢通路上，结果发现 8 个与黑素细胞分化相
关的差异基因。宋兴超[98]利用 RNA-seq技术对水貂
(Lutreola)被毛色素沉积机理进行了研究，鉴定出不
同时期被毛黑素含量的变化，并根据水貂皮肤组织

中成熟黑素细胞的分布特点，开展 SNPs 检测，将  
不同基因突变体与水貂毛色表型进行关联分析。

mRNA 定量表达验证结果表明，KITLG、LEF1、  
DCT、TYRP1、PMEL、TYR、Myo5a、Rab27a 和
SLC7A11 等基因参与了黑素细胞发育、黑素小体前
体形成、黑素小体转运和真黑和褐黑色素合成等生

物学过程。 

4  结语与展望 

全转录组学以其精准、系统、直观的技术优势

为畜禽重要经济性状功能基因的挖掘、鉴定与验证

提供了新的技术平台和手段，并已广泛地运用在临

床医学、药学、生物学、水产学和农林学等多个领

域，为人类疾病研究、新药研发和动植物育种等开

辟了新的思路。但是，全转录组学在畜牧领域的研

究较其他领域而言起步较晚，研究还不够深入，尤

其在羊上，转录组的研究目前还主要集中在小 RNA
测序和基因注释上。本研究团队将开展绵羊全转录

组研究，并对其生长性状、肉用性状等重要经济性

状进行解析和应用。 
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