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酪氨酸对固原乌鸡黑色素分布沉积
及相关基因表达的影响

高思语，王晓娟，齐玮瑜，姜宇辰，张莉

宁夏大学动物科技学院， 银川750021 

摘要 为探究固原乌鸡黑色素分布沉积特征以及在不同日粮酪氨酸水平下黑色素相关基因表达量的变化，

明确酪氨酸对固原乌鸡黑色素形成的影响，选取 4 周龄、体质量差异不显著的健康固原乌鸡 150 只，随机分为 5
组，每组 3 个重复，每个重复 10 只。日粮酪氨酸添加水平分别为 0、0.2%、0.4%、0.6%、0.8%，饲养至 12 周龄末，

利用电镜技术观察不同组织中黑色素的分布特征，利用免疫组织化学和荧光定量 PCR 方法检测不同组织中黑

色素相关基因表达量的变化。试验结果显示：固原乌鸡皮肤、气管与小肠中存在黑色素细胞且大都已分化成熟。

TYR 在肺脏组织有阳性反应，TYRP1 在肌肉与肝脏组织有阳性反应，MITF、CREB1 在肺脏、肝脏、小肠、胸肌

组织中均有阳性结果。在不同日粮酪氨酸水平下，MITF、TYR、TYRP1 基因的表达量与黑色素含量成一定的

线性相关。结果表明，固原乌鸡组织黑色素沉积特征与组织中黑色素颗粒合成量相关，而黑色素合成过程中

TYR、MITF 可能是其主要关键调控基因，日粮中添加酪氨酸能够促进其表达。
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固原鸡又名静宁鸡、静原鸡，是宁夏唯一的地方

优良肉蛋兼用型鸡种，已被纳入《国家级畜禽遗传资

源保护名录》，属于宁夏 5 个区级畜禽遗传资源保护

品种之一［1］。固原乌鸡属于静原鸡的品系，除主要特

征为平羽外，其他主要指标如乌皮、乌骨、乌肉、乌爪

等都符合乌骨鸡国际标准，同时也兼顾了固原地方

品种乌鸡生产性能高、耐寒、耐粗饲、适应性强等优

良特点，是集观赏、肉用、蛋用为一体的固原乌鸡新

类群［2］，其肉和蛋具有较高的营养和保健价值［3］。固

原乌鸡的特征是其体内含有大量的黑色素。已有研

究表明，动物机体内的黑色素具有抗辐射、抗氧化、

抗衰老等诸多重要生理作用［4］。黑色素是反映乌骨

鸡肉质的重要标志，是发挥药效作用的物质基础，也

是影响市场价格的重要因素。

黑色素是在黑色素细胞内以酪氨酸（tyrosine，

Tyr）为底物，经过酪氨酸酶（tyrosinase，TYR）的催化

进而发生一系列的生物化学反应生成的。在成熟后

的黑色素小体中，酪氨酸经过酪氨酸酶及酪氨酸相

关蛋白的催化作用下生成多巴，进一步经过催化氧

化生成多巴醌，逐渐形成多巴色素，在酪氨酸酶及相

关蛋白和过氧化氢酶的作用下最终生成真黑色素［5］。

阿黑皮素原（POMC）是促黑素细胞激素（MSH）和促

肾上腺皮质激素（ACTH）的前体，当 MSH 与黑色素

细胞膜表面的黑皮质素受体-1（melanocortin-1 recep‐
tor，MC1R）结合后，诱导 cAMP 增加，cAMP 增加导

致 PKA 含量上升，PKA 可以将 cAMP 反应元件结合

蛋白（AMP response binding protein，CREB）磷酸化

激活，激活后的 CREB 家族与小眼球相关转录因子

（microphthalmia-associated transcription factor，
MITF）结合，并刺激诱导其转录，继而激活下游黑色

素合成过程中的限速酶如酪氨酸酶相关蛋白-1（ty‐
rosinase-related protein-1，TYRP-1）、酪氨酸酶相关

蛋 白-2（tyrosinaserelated protein-2，TYRP-2）、酪 氨

酸酶等转录和翻译，从而促进黑色素合成［6-7］。大量

研究结果表明，酪氨酸是黑色素的前体物质，日粮添

加酪氨酸后可以显著提高乌骨鸡体内黑色素的含
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量［8］。Slominski 等［9］对黑色素细胞进行培养，试验

结果表明酪氨酸不仅是黑色素的前体，同时还可提

高酪氨酸酶的活性，进而促进黑色素的合成。王

杰［10］对 淅 川 乌 骨 鸡 的 研 究 结 果 表 明 日 粮 中 添 加

0.4%~1.0% 的酪氨酸能显著提高胸肌中黑色素含

量 。 黎 观 红 等［11］研 究 发 现 日 粮 酪 氨 酸 添 加 量 在

0.4%~0.7% 时可以提高泰和乌骨鸡胸肌、腿肌、皮

肤组织中黑色素含量。曹艳芳等［12］研究发现日粮酪

氨酸水平在 0.2%~0.8% 时，淅川乌骨鸡背肤和胸肌

黑色素含量随酪氨酸水平的提高而增加。

目前，国内外学者对乌骨鸡黑色素的沉积规律、

乌度特征以及黑色素的物理化学性质等方面进行了

大量研究［9，13］，但有关固原乌鸡体内黑色素细胞及黑

色素的形态结构研究较少［14］。本研究采用不同水平

酪氨酸的日粮饲喂固原乌鸡，通过免疫组化和荧光

定量 PCR 技术测定试验组中黑色素合成相关基因的

相对表达量，从而阐述酪氨酸对固原乌鸡黑色素形

成过程中关键因子表达的影响，有效增加黑色素沉

积量，以期为进一步研究黑色素沉积的细胞学内容

提供理论依据，提高乌骨鸡的药效作用和保健价值。

1　材料与方法

1.1　试验材料

挑选体况良好、体质量相近的 4 周龄固原乌鸡

150 只（宁夏固原市彭阳县益斌园农畜综合开发有限

公司），随机分为 5 个处理组，每组 3 个重复，每个重

复 10 只。对照组饲喂基础日粮，试验组在基础日粮

的基础上分别添加 0.2%、0.4%、0.6%、0.8% 的 L-酪
氨酸（河北华阳生物科技有限公司，纯度为 99.9%），

基础日粮组成见表 1。

试验固原乌鸡均在同一鸡舍，采用 3 层阶梯式

鸡笼饲养，试验前连续 1 周对鸡舍进行彻底清洗和

熏蒸消毒，饲养过程中人工控制温度在 18~20 ℃，

湿度为 50%~60%，保持舍内光照时间为 20 h 逐渐

减少至自然光照（每周减少 2 h）。每天自由采食和

饮水。

选用 10 只 12 周龄的固原乌鸡，处死后采取小

肠、胸部皮肤、胸肌、气管、肝脏、肺脏组织，剥去结缔

组织，经生理盐水冲洗后放入 4% 多聚甲醛和 3% 戊

二醛，用于固原乌鸡组织中黑色素细胞分布规律的

研究。

1.2　超微结构观察

样品经 2.5% 戊二醛固定 24 h，再用 1% 锇酸后

固定 2 h，逐级梯度的丙酮脱水，Ep812 包埋，用甲苯

胺蓝染色做半薄切片定位，超薄切片（60~70 nm）经

醋酸铀和枸橼酸铅染色后，用 JEM-1400 FLASH 透

射电镜观察并拍照。

1.3　免疫组织化学染色

采用石蜡包埋与切片制作，切片二甲苯脱蜡入

水，柠檬酸盐抗原修复，放入 PBS 缓冲液浸洗，在组

织上滴加内源性过氧化酶阻断剂进行阻断，室温孵

育，添加一抗（TYR、TYRP1、MITF 多克隆抗体购自

上海生工有限公司，CREB1 多克隆抗体购自武汉爱

博泰克生物科技有限公司），PBS 冲洗 3 次，滴加二

抗，PBS 冲洗 3 次，DAB 显色，使用苏木精复染，封片

并进行显微镜观察。

1.4　实时荧光定量PCR

1）提 取 组 织 中 的 总 RNA。 根 据 TaKaRa 的

RNA 提取试剂盒使用说明书进行。

2）RNA 浓度的测定。取 1 μL 总 RNA 样品用紫

外 -分 光 光 度 计 分 别 测 定 OD260 nm/OD280 nm 值 和 总

RNA 浓度，当比值在 1.8~2.0 时表示提取的 RNA 纯

度较好，DNA 和蛋白质等杂质较少，同时用凝胶电泳

检测 RNA 的完整性。

3）反转录反应。步骤严格按照 TaKaRa 的反转

表1　基础饲粮组成和营养水平

Table 1　The composition and nutrient levels of basic diets

日粮组成

Diet composition

玉米 Corn

小麦麸

Wheat bran

玉米蛋白粉

Corn gluten meal

豆粕

Soybean meal

磷酸氢钙

Dicalcium phosphate

石粉

Stone powder
食盐 Table salt

预混料

Premix mixture
赖氨酸 Lysine

蛋氨酸 Methionine
合计 Total

含量/%
Content

69.05

2.00

7.33

18.00

1.57

0.59

0.37

1.00

0.07
0.04

100.00

营养水平

Nutritional level

代谢能/(MJ/kg)
Metabolizable energy

粗蛋白质/%
Crude protein

钙/%
Calcium

有效磷/%
Available phosphorus

赖氨酸/%
Lysine

蛋氨酸/%
Methionine

成分

Composition

12.34

18.06

0.82

0.42

0.80

0.36

注：预混料含维生素、微量元素，代谢能为计算值，其他为实测值。

Note：The premix contains vitamins， trace elements. metabolizable 
energy is calculated， others are measured.
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录试剂盒使用说明书进行操作。

4）荧光定量 PCR 反应。利用相对荧光定量 PCR
的 方 法 研 究 TYR、TYRP1、CREB1 和 MITF 基 因

mRNA 的表达，荧光定量 PCR 引物见表 2，由上海生

物工程有限公司合成，以反转录得到的不同处理组、

不同组织的 cDNA 作为荧光定量 PCR 反应模板，反

应体系为 20 μL：2×TB Green Premix Ex Taq Ⅱ 10 
μL，上下游引物各 0.8 μL，模板 DNA 2 μL，用 ddH2O
补足体系。试验严格按照规范操作进行，每个样本

重复 3 次。

1.5　指标测定方法

采用相对定量法检测日粮酪氨酸水平对固原乌

鸡黑色素相关基因表达量的影响。采用 2-ΔΔCt 法分

别计算 CREB1、TYR、TYRP1 和 MITF 基因在某一

样品中的相对表达量。

1.6　数据分析

所有数据结果以“平均值±标准差”表示。计算

后采用 SPSS 对数据结果进行显著性分析。

2　结果与分析

2.1　固原乌鸡黑色素细胞超微结构

由图 1 可见，固原乌鸡真皮内胶原纤维大小均

一，排列整齐。固原乌鸡皮肤内黑色素细胞主要见

于表皮基底层，呈不规则的卵圆形或椭圆形，细胞顶

部存在细长呈分支样的突起，能伸入基底细胞与棘

细胞之间，但没有桥粒结构与之相连接。黑色素细

胞外形细长，细胞核呈不规则的椭圆形，电子密度

低，细胞内散在分布大小不等，数量不等，电子密度

高，质地均匀的黑色素小体，大多数呈圆形或椭圆

形。在固原乌鸡表皮黑色素细胞内，4 个时期的黑色

素小体均有分布，但Ⅳ期含量居多。

由图 2 可见，在固原乌鸡气管的黏膜下层存在少

量黑色素细胞，黑色素细胞形态呈不规则形，胞体较

小，细胞质成分较少；细胞核染色质分布均匀，固原

乌鸡气管黑色素细胞内的黑色素小体主要为Ⅳ期。

黑色素小体形状与皮肤内相似多为圆形或椭圆形。

由图 3 可见，在小肠中黑色素细胞位于黏膜层和

黏膜下层的交界处，黑色素细胞已经裂解，胞浆内容

物丢失，可以观察到少数成熟的黑色素小体。黑色

素小体主要为Ⅳ期，且形状主要为圆形或椭圆形。

2.2　免疫组织化学染色结果

在固原乌鸡各组织中，利用免疫组化方法对黑

色素合成相关蛋白 TYR 进行定位，由图 4 可见，TYR
在固原乌鸡小肠、肝脏、胸肌中均无表达，在肺脏的

细支气管中有阳性反应。

在固原乌鸡各组织中，利用免疫组化方法对黑

色素合成相关蛋白 TYRP1 进行定位，由图 5 可见，

TYRP1 在固原乌鸡小肠、肺脏中均无表达；在肝实

质细胞中有阳性反应；在胸肌的骨骼肌细胞的胞质

中有弱阳性反应。

在固原乌鸡各组织中，利用免疫组化方法对黑

色素合成相关蛋白 MITF 进行定位，由图 6 可见，

MITF 在固原乌鸡小肠、肺脏、胸肌、肝脏中均有表

达；在肝实质细胞中有阳性反应；在胸肌的骨骼肌细

胞胞质中有阳性反应；在肺脏的细支气管与肺泡中

有阳性表达；在小肠的黏膜下层、小肠腺、肌层均有

阳性反应。

在固原乌鸡各组织中，利用免疫组化方法对黑

表 2　荧光定量PCR引物

Table 2　The primers of fluorescent quantitative PCR

基因

Genes

GADPH

TYR

TYRP1

CREB1

MITF

引物序列（5´→3）́

Primer sequences（5´→3）́

F:GGGTAGTGAAGGCTGCTGCTGAT

R:CCGCATCAAAGGTGGAGGAAT

F:CACTCTTAGGTGGCTCCAATGTG
R:CAGTCCCAGTAGGGGATGGTGAA

F:GCAGTTCGAAGCCTTCACAA
R:GCCACTCATCAAACACAGCA

F:CAGACGACCCTCCTACA
R:AATTGCTCCTCCTTGC

F:GGTCAACAGGGTCATCAAACAAGAA

R:CCGAGGTTGTCACTGAAGGTGAT

产物长度/bp
Product length

114

156

130

187

135

退火温度/℃
Annealing temperature

60

60

60

60

60
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A：皮肤的表皮；B、C、D：皮肤的真皮。F：成纤维细胞；f：胶原纤维；MC：黑色素细胞；MS：黑色素小体；DS：桥粒；Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ为黑色素

小体的 4 个发育时期； N：细胞核；SMC：平滑肌细胞。A：The epidermidis of skin； B，C and D：The dermis of skin. F：Fibroblast； f：Collage‐
nous fiber； MC：Melanocyte； MS：Melanosomes； DS：Desmosome；Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ and Ⅳ are the four phases of melanin bodies； N：Cell nucleus； 
SMC：Smooth muscle cell.

图1 固原乌鸡皮肤黑色素细胞的超微结构

Fig.1 Ultrastructure of skin melanocytes of Guyuan silky fowl

A、C：气管的黏膜下层；B：A 图的局部放大；D：C 图的局部放大。MC：黑色素细胞；MS：黑色素小体；N：细胞核。A，C：Submucosa of 
trachea； B：Local amplification of A graph； D：Local amplification of C graph. MC：Melanocyte； MS：Melanosomes； N：Cell nucleus.

图2 固原乌鸡气管黑色素细胞的超微结构

Fig.2 Ultrastructure of trachea melanocytes of Guyuan silky fowl
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色素合成相关蛋白 CREB1 进行定位，由图 7 可见，

CREB1 在固原乌鸡小肠、肺脏、胸肌、肝脏中均有表

达；在肝实质细胞中有阳性反应；在胸肌的骨骼肌细

胞与肌细胞间毛细血管中有阳性反应；在肺脏的细支

气管与肺泡中有阳性表达；在小肠的黏膜下层、小肠

腺、肌层均有阳性反应。在固原乌鸡各组织中，利用

免 疫 组 化 方 法 对 黑 色 素 合 成 相 关 蛋 白 TYR、

TYRP1、MITF、CREB1 进行定位，采用 BM2000 光

学显微镜统计不同组织 400 倍视野中的阳性的分布

A：小肠；B：肝脏；C：胸肌；D：肺脏；小写字母为其阴性对照；“→”

表示阳性着色。下同。A：Small intestine； B：Liver； C：Chest mus‐
cle； D：Lung. Lowercase letters are the negative control； “→” indi‐
cates positive staining. The same as below.

图4 固原乌鸡组织器官TYR免疫组化图（400×）
Fig.4 TYR immunohistochemistry of Guyuan silky fowl

图5 固原乌鸡组织器官TYRP1免疫组化染色图（400×）
Fig.5 TYRP1 immunohistochemistry 

of Guyuan silky fowl

A：小肠黏膜层和黏膜下层；B：A 图的局部放大。 MM：黏膜肌层；MS：黑色素小体。A：The mucosa and submucosa of small intestinal； 
B：Local amplification of A graph. MM：Muscularis mucosa； MS：Melanosomes.

图3 固原乌鸡小肠黑色素细胞超微结构

Fig.3 Ultrastructure of small intestine melanocytes of Guyuan silky fowl
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面积，由表 3 可见，添加 0.8% 酪氨酸组中，肺脏中

TYR 的 阳 性 反 应 较 对 照 组 有 所 增 加 ；TYRP1 在

0.8% 酪氨酸组的胸肌和肝脏中的阳性反应比对照组

有所增加；MITF 在 0.8% 酪氨酸组的胸肌和肝脏中

的 阳 性 反 应 比 对 照 组 有 所 增 加 ；CREB1 在 0.4%、

0.6%、0.8% 酪氨酸组的胸肌中的阳性反应较对照组

都有所增加。

2.3　TYR、TYRP1、MITF和CREB1基因相对表达

量分析

由表 4 可见，肌肉组织中，0.2%、0.4%、0.6%、

0.8% 酪氨酸组的 CREB1 基因表达量与对照组相比

均差异不显著，但 CREB1 基因表达量均有不同程度

的提高。在小肠、皮肤、肝脏组织中，各处理组的

CREB1 基因表达量与对照组之间差异不显著。

由表 5 可见，肝脏组织中，0.6%、0.8% 酪氨酸组

的 MITF 基 因 相 对 表 达 量 显 著 高 于 对 照 组（P<
0.05）；皮肤组织中，0.2%、0.4%、0.6%、0.8% 酪氨酸

组 的 MITF 基 因 表 达 量 均 显 著 高 于 对 照 组（P<
0.05）；肌肉组织和小肠组织中，对照组与处理组无显

著差异。

由表 6 可见，在肌肉组织中，0.2%、0.4%、0.6%、

0.8% 酪氨酸组的 TYR 基因相对表达量与对照组差

异不显著，但 TYR 基因表达量均有不同程度的提

高。在皮肤组织中，0.6%、0.8% 酪氨酸组的 TYR 基

因表达量显著高于对照组及 0.2%、0.4% 酪氨酸组

（P<0.05）；在肝脏组织和小肠组织中，对照组与处

理组无显著差异，但 0.4%、0.6%、0.8% 酪氨酸组与

对照组的 TYR 基因表达量均有不同程度的提高。

由表 7 可见，在肌肉组织中，0.2%、0.4%、0.6%、

0.8% 酪氨酸组的 TYRP1 基因表达量与对照组差异

不显著，但 TYRP1 基因表达量均有不同程度的提高；

在肝脏组织中，0.2%、0.4%、0.6%、0.8% 不酪氨酸组

与对照组差异显著；在皮肤与小肠组织中，对照组与

处理组差异也不显著。

2.4　黑色素含量与基因表达量关联性分析

由图 8 可见，MITF、TYR、TYRP1 基因的表达

量与组织中黑色素含量呈一定的线性关系。结果表

明，固原乌鸡组织 MITF、TYR、TYRP1 基因的相对

图6 固原乌鸡组织器官MITF免疫组化染色图（400×）
Fig.6 MITF immunohistochemistry of Guyuan silky fowl

图7 固原乌鸡组织器官CREB1免疫组化染色图（400×）
Fig.7 CREB1 immunohistochemistry 

of Guyuan silky fowl
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表3　不同日粮酪氨酸水平对固原乌鸡组织中TYR、TYRP1、MITF和CREB1分布的影响

Table 3　Effect of dietary tyrosine levels on the distribution of TYR，TYRP1，MITF，and CREB1 in Guyuan silky fowl

分组 Groups

对照组(TYR) The control group
0.2%(TYR)
0.4%(TYR)
0.6%(TYR)
0.8%(TYR)

对照组(TYRP1)The control group
0.2%(TYRP1)
0.4%(TYRP1)
0.6%(TYRP1)
0.8%(TYRP1)

对照组(MITF) The control group
0.2%(MITF)
0.4%(MITF)
0.6%(MITF)
0.8%(MITF)

对照组(CREB1) The control group
0.2%(CREB1)
0.4%(CREB1)
0.6%(CREB1)
0.8%(CREB1)

肝脏 Liver

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

++
++
++
++
++
++
++

+++
++
++

肌肉 Muscle

-

-

-

-

-

+
+
+
+

++
++
++
++
++

+++
++
++

+++
+++
+++

皮肤 Skin

-

-

-

-

-

++
++
++
++

+++
++
++
++

+++
+++

++
++
++
++
++

小肠 Small intestine

++
++
++
++

+++
-

-

-

-

-

++
++
++
++
++
++
++
++
++
++

注：“-”表示阴性反应，“+”表示阳性分布面积的多少。“+++”较多，“++”中等，“+”较少。Note：“-” means negative reaction. “+” 
represents the area of the positive distribution. “+++” for more. “++” for medium degree. “+” for less.

表4　不同日粮酪氨酸水平下固原乌鸡不同组织CREB1基因的相对表达量

Table 4　The relative expression of CREB1 gene in different tissues of Guyuan silky fowl under 
different dietary tyrosine levels

分组 Groups

对照组 The control group
0.2%
0.4%
0.6%
0.8%

肝脏 Liver

1.05±0.38
0.94±0.16
0.88±0.38
1.01±0.42
1.13±0.40

肌肉 Muscle

1.06±0.46
1.11±0.34
1.22±0.54
1.32±0.33
1.38±0.27

皮肤 Skin

1.11±0.53
0.94±0.57
1.21±0.4

0.98±0.23
1.13±0.44

小肠 Small intestine

1.03±0.30
1.06±1.03
1.33±0.66
0.89±0.49
1.01±0.26

 注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05），相同字母或者无字母标注表示差异不显著（P>0.05）。下同。Note： Different lowercase let‐
ters indicate the difference is significant（P<0.05）， and the same letter or no letter indicate the difference is not significant（P> 0.05）.The same 
as below.

表5　不同日粮酪氨酸水平下固原乌鸡不同组织MITF基因的相对表达量

Table 5　The relative expression of MITF gene in different tissues of Guyuan silky fowl under
 different dietary tyrosine levels

分组 Groups

对照组 The control group

0.2%

0.4%

0.6%

0.8%

肝脏 Liver

1.29±0.35b

1.23±0.33b

1.27±0.26b

1.88±1.1ab

2.80±2.26a

肌肉 Muscle

1.46±0.50

1.59±0.44

1.60±0.81

1.77±0.66

2.20±0.63

皮肤 Skin

2.09±1.12b

4.29±2.14a

4.73±1.88a

4.38±1.34a

4.86±1.70a

小肠 Small intestine

1.80±0.83

2.08±0.99

2.21±0.96

2.08±0.90

2.35±0.58

199



第 43 卷  华 中 农 业 大 学 学 报

表达量在饲喂不同日粮酪氨酸水平中整体呈现上升

的趋势，CREB1 基因表达量在胸肌组织中呈现上升

趋势，但在其他组织的差异不明显。

3　讨 论
3.1　固原乌鸡黑色素及黑色素细胞的分布特征

黑色素细胞起源于胚胎神经嵴细胞。神经嵴细

胞沿背外侧迁移，定位到交感神经节、背根神经节和

生皮肌节和外胚层下形成黑色素母细胞，然后继续

迁移到皮肤等部位［5］；固原乌鸡的皮肤分为表皮、真

皮和皮下组织 3 层。表皮由 2 类细胞组成：一类称角

质形成细胞，数量最多，构成表皮组织的主要细胞；

另一类为非角质形成细胞，数量较少，零散分布在角

质形成细胞之间，其中黑色素细胞就是非角质形成

的细胞之一。固原乌鸡皮肤黑色素细胞分布广泛，

电镜观察其主要分布在真皮组织中，位于胶原纤维

图 8 CREB1、MITF、TYR、TYRP1基因表达量与黑色素含量间的相关性

Fig.8 Correlation analysis of gene expression levels of CREB1， MITF， TYR， TYRP1 and melanin content

表7　不同日粮酪氨酸水平下固原乌鸡不同组织TYRP1基因的相对表达量

Table 7　The relative expression of TYRP1 gene in different tissues of Guyuan silky 
fowl under different dietary tyrosine levels

分组 groups

对照组 The control group

0.2%

0.4%

0.6%

0.8%

肝脏 Liver

1.06±0.43

0.97±0.20

0.95±0.46

0.94±0.21

1.43±0.60

肌肉 Muscle

1.05±0.39

1.21±0.29

1.30±0.66

1.34±0.17

1.41±0.61

皮肤 Skin

1.01±0.14

0.95±0.36

1.31±0.60

1.13±0.48

1.23±0.40

小肠 Small intestine

1.03±0.33

0.95±0.35

1.18±0.54

1.13±0.38

1.11±0.19

表6　不同日粮酪氨酸水平下固原乌鸡不同组织TYR基因的相对表达量

Table 6　The relative expression of TYR gene in different tissues of Guyuan silky
fowl under different dietary tyrosine levels

分组 Groups

对照组 The control group

0.2%

0.4%

0.6%

0.8%

肝脏 Liver

1.08±0.42

1.01±0.24

1.16±0.41

1.39±0.68

1.54±0.88

肌肉 Muscle

1.09±0.45

1.29±0.58

1.62±1.04

1.63±0.82

1.80±0.65

皮肤 Skin

1.23±0.38b

1.35±0.57b

1.49±0.19b

2.67±1.20a

3.52±1.03a

小肠 Small intestine

1.13±0.66

1.00±0.50

1.41±1.15

1.27±0.82

1.54±0.61
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之间，黑色素小体电子密度高，大多呈圆形或椭圆

形。这与泰和乌鸡的研究结果相似［14］。另外有研究

报道，黑色素仅在皮肤的黑色素细胞内合成［15］，但电

镜发现固原乌鸡的气管与小肠中也存在黑色素细

胞，而且气管和皮肤中黑色素小体数量多且密集，小

肠中只发现少量黑色素小体，在固原乌鸡的皮肤中，

黑素细胞合成黑色素的过程分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ 4 个时

期，Ⅰ期的黑色素小体为不规则的椭圆形，个体较

小，呈浅灰色，电子密度极低；Ⅱ期的黑色素小体为

圆形，个体较小，呈灰色，电子密度较低；Ⅲ期的黑色

素小体为卵圆形或椭圆形，个体较大，呈深灰色，电

子密度低；Ⅳ期的黑色素小体为椭圆形或圆形，个体

有大有小，呈黑色，黑色素颗粒充满整个黑素小体，

电子密度较高，且黑色素细胞主要分布于结缔组织

中，与已有的相关报道结果［16］一致。有关鸡胚的研

究报道中，鸡胚皮肤中的黑色素细胞大多处于不成

熟的状态［17］，推测这可能与其生长发育阶段有关。

固原乌鸡的皮肤、气管与小肠组织的电镜图片显示，

黑色素细胞合成的黑色素处在Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ时期的很

少，主要集中在第Ⅳ时期，且黑色素细胞都已分化成

熟，说明可从胞质内释放成熟的黑色素小体进入周

围的结缔组织；其中气管的黑色素主要分布在黏膜

下层，黑色素小体多，或与呼吸道抵抗病原微生物入

侵相关，从而提高机体的免疫力。笔者团队前期的

试 验 结 果 表 明 ，给 固 原 乌 鸡 日 粮 中 添 加 0.6% 和

0.8% 酪氨酸，肺脏、气管、腹部皮肤和回肠中黑色素

颗粒与对照组相比有不同程度的增加［13］，这说明酪

氨酸能够提高乌鸡黑色素颗粒的数量。而本试验采

用电镜观察到黑色颗粒，因视野面积小，故只能探测

细胞内黑色素的特征结构，无法进行数量统计。

3.2　黑色素合成的路径及调控因素

黑色素合成是一个复杂的过程，是由多个基因

共同参与和调控的结果。α-MSH/MC1R/cAMP 信

号通路在黑色素生成过程中起着重要作用［6］。其中，

α -MSH 广 泛 存 在 于 动 物 的 下 丘 脑 和 皮 肤 组 织 ，

MC1R 与 α-MSH 结合形成复合体，在 G 蛋白参与下

激 活 cAMP，再 激 活 cAMP 反 应 元 件 结 合 蛋 白

（CREB），引 发 MITF 表 达 水 平 上 调 ，促 进 TYR、

TYRP、TYRP2 的表达量增加，调控黑色素合成速

度［7］。 MITF 基 因 主 要 通 过 调 控 动 物 机 体 组 织 中

TYR 基因的表达量，促进黑色素生成，另外对黑色素

细 胞 的 迁 移 、分 化 起 着 决 定 性 作 用［18］。 TYR、

TYRP1、TYRP2 是黑色素合成过程中的关键酶，大

多数研究学者认为黑色素的生成是由这 3 种酶催化

黑色素合成的不同阶段从而产生黑色素。TYR 主要

催化底物酪氨酸形成多巴醌，TYRP1 可以催化 5，6-
二羟基吲哚羧酸生成 5，6-吲哚醌羧酸，TYRP2 能够

催化多巴色素大部分生成 5，6-二羟基吲哚，小部分

形成 5，6-二羟基吲哚羧酸。谢光跃［19］利用免疫组织

化学方法对乌骨山羊黑色素细胞分布进行研究，发

现 MITF 只在皮肤中有表达，在其他各内脏中均无表

达。王良炎等［20］在对黄河鲤酪氨酸酶的定位研究中

发现，TYR 基因在黄河鲤皮肤黑色素细胞中有阳性

表达。高莉等［21］对羊驼的研究发现 TYR 基因在羊

驼毛囊中有阳性表达。成磊［22］发现 TYRP1 蛋白在

山羊皮肤组织中有阳性表达。本试验结果发现，固

原乌鸡在肌肉、小肠、肺脏与肝脏中也有阳性反应，

MITF 在 0.8% 酪氨酸组胸肌和肝脏中的阳性反应比

对照组有所增加；CREB1 在 0.4%、0.6%、0.8% 酪氨

酸组胸肌中的阳性反应较对照组都有所增加。添加

0.8% 酪氨酸组中，肺脏中 TYR 的阳性反应较对照组

有 所 增 加 ；在 0.8% 酪 氨 酸 组 的 胸 肌 和 肝 脏 中

TYRP1 的阳性反应比对照组有所增加；而笔者团队

前期的试验结果表明，日粮中添加一定量的酪氨酸

可以提高血清中的黑色素细胞刺激素、血清中与组

织中的酪氨酸酶的活性，并增加黑色素含量［13］。这

与本研究中 CREB1、MITF、TYRP1 基因的蛋白表

达升高结果也相吻合，说明添加酪氨酸后通过影响

这 3 种蛋白的生成，从而正向调控黑色素沉积，促进

组织中黑色素的生成。

3.3　影响黑色素生成的相关基因

祖盘玉［23］对赤水乌骨鸡与泰和乌鸡的研究表

明，TYR 和 MITF 基因高表达可促进乌骨鸡黑色素

的生成。张立恒［24］研究发现日粮中酪氨酸、苯丙氨

酸水平可以影响丝毛乌骨鸡组织中 TYR、TYRP1 基

因在组织中的表达，而 TYRP1 可能是黑色素合成的

主效基因；刘薇［25］在对白莱航鸡与丝羽乌骨鸡的研

究中也发现，TYRP1 可能是黑色素沉积性状的主效

基因。辛清武等［26］对莆田黑鸭的研究结果表明，

MITF 基因的表达量与黑色素含量成正相关，是黑色

素沉积调控的主效候选基因。杜晓明［27］对边鸡的研

究结果表明，TYR 基因是控制边鸡黑色素合成的主

效基因，与徐志强等［28］对武定乌骨鸡黑色素沉积机

制的研究结论一致。王杰［10］通过对淅川乌骨鸡饲喂

不同水平的酪氨酸日粮研究发现，提高日粮酪氨酸

水平能上调 MITF 基因的表达，而其组织的黑色素含
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量也相应增加，MITF 基因可能是黑色素合成的关键

基因，这与本研究结果相一致。陈阳等［29］对不同毛

色獭兔的研究发现，CREB1 基因对黑色素的形成有

明显的促进作用。本研究结果表明，固原乌鸡组织

MITF、TYR、TYRP1 基因的相对表达量随日粮中酪

氨酸水平的逐步提高而整体呈现上升趋势，CREB1
基因表达量在胸肌组织中呈现上升趋势，其他组织

差异不明显，这说明日粮中添加酪氨酸后，能够影响

黑色素合成过程中关键基因的表达。荧光定量 PCR
的 结 果 和 免 疫 组 化 的 结 果 相 比 较 ，其 中 MITF 和

CREB1 的 mRNA 和蛋白的表达结果一致，而 TYR
和 TYRP1 在不同的组织中表达量稍有差异，这可能

与翻译后修饰有关。
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Effects of content of tyrosine in diet on distribution and deposition of 
melanin and expression of melanin-related gene in

Guyuan silky fowls

GAO Siyu,WANG Xiaojuan,QI Weiyu,JIANG Yuchen,ZHANG Li

College of Animal Science and Technology， Ningxia University， Yinchuan 750021， China

Abstract The effects of tyrosine on the formation of melanin in Guyuan silky fowls were studied to 
investigate the characteristics of the distribution and deposition of melanin in Guyuan silky fowls， and the 
changes in the expression of melanin-related gene under different content of tyrosine in diet. 150 healthy 
Guyuan silky fowls at 4 weeks of age with no significant difference in body weight were randomly divided 
into 5 groups， with 3 replicates in each group and 10 chickens in each replicate. The content of tyrosine 
added in diet was 0， 0.2%， 0.4%， 0.6%， and 0.8%， respectively， and the fowls were fed until the end 
of 12 weeks of age. The electron microscopy was used to observe the characteristics of the distribution of 
melanin in different tissues of Guyuan silky fowls. The immunohistochemistry and fluorescence quantitative 
PCR method were used to detect changes in the expression of melanin-related genes in different tissues of 
Guyuan silky fowls. The results showed that there were melanocytes in the skin， trachea， and small intes‐
tine of Guyuan silky fowls， and most of them were differentiated and matured. TYR had a positive reaction 
in lung tissue， TYRP1 had a positive reaction in muscle and liver tissue， and MITF and CREB1 had posi‐
tive results in lung， liver， small intestine， and breast muscle tissue. The expression level of MITF， TYR， 
and TYRP1 gene was linearly correlated with the content of melanin under different content of tyrosine in 
diet. It is indicated that the characteristics of melanin deposition in tissues of Guyuan silky fowls are related 
to the amount of melanin granules synthesized in the tissues， and TYR and MITF may be the main key 
regulatory genes during the synthesis of melanin. Adding tyrosine to the diet can promote the expression of 
melanin-related genes.

Keywords Guyuan silky fowl； tyrosinase； melanocyte； deposition and distribution； gene expression
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