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河南省高等学校青年骨干教师考核报告



项目名称：      淅川乌骨鸡遗传多样性研究      
                 及优异性状的保护与利用       


起止时间：         2018.01   至  2020.12       


培养对象姓名：  蒋瑞瑞  专业技术职务： 副教授　


学    校：　　 　　　　河南农业大学         　


　　填表日期：             2020.11.30              



河 南 省 教 育 厅 制


一、基本情况
	姓名
	蒋瑞瑞
	性别
	女
	民族
	汉
	出生日期
	1982.05

	所在单位
	河南农业大学
动物科技学院
	行政职务
	系副主任
	专业职务
	副教授

	研究专长
	家禽种质资源创新利用
与营养调控
	学历
	博士
	学位
	博士

	电子信箱
	Jrrcaas@163.com
	电  话
	15837182372

	研

究

项

目
	项目名称
	淅川乌骨鸡遗传多样性研究及其优异性状的保护与利用

	
	一级学科
	畜牧学
	学科门类
	农学

	
	研究类别
	1、基础      2、应用      3、教学类      

	
	资助金额    3  万元
	学校配套金额          0     万元

	
	成果形式
	A．著作　    B. 论文　     C.教材

	
	获奖情况
	国家科技进步二等奖（8/10）、河南省高层次人才（C类）

	主要参加人
	姓名
	单位
	职称
	承担任务

	
	蒋瑞瑞
	河南农业大学
动物科技学院
	副教授
	实验设计

	
	韩瑞丽
	河南农业大学
动物科技学院
	副教授
	指导研究生构建乌肤基因调控网络和功能基因的验证

	
	李  红
	河南农业大学
动物科技学院
	讲  师
	数据分析

	
	李东华
	河南农业大学
动物科技学院
	讲  师
	淅川乌骨鸡的遗传多样性研究和乌肤基因调控网络构建

	
	周艳婷
	河南农业大学
动物科技学院
	研究生
	酪氨酸对淅川乌骨鸡黑色素沉积的影响




二、总结报告
	主要内容：项目预期计划执行情况；成果内容、特色及创新点，主要学术价值和应用价值；在教学水平、科研能力、团队建设、社会服务等方面的完成情况；不足之处及努力方向。
1、 项目预期计划执行情况
全面完成了项目申请书中拟定的研究内容，包括：①通过对淅川乌骨鸡全基因组重测序，从全基因组水平分析淅川乌骨鸡基因组特有变异，对淅川乌骨鸡的优良特性进行分子遗传评估；分析淅川乌骨鸡与其它品种之间的遗传多样性，驯化过程中的进化选择模式；
②通过对淅川乌骨鸡乌肤和黄肤个体转录组测序，构建与lncRN-mRNA 相关的乌肤基因调控网络；
③通过添加不同水平的酪氨酸，研究营养因素对淅川乌骨鸡组织黑色素含量及黑色素生成相关基因的影响。
2、 成果内容、特色创新
淅川乌骨鸡是稀有的地方鸡种，主要分布于我国河南省淅川县。具有典型的五黑特征（即 喙、皮肤、骨骼、腿和肉等身体五个部位），是乌骨鸡中的重要遗传资源。乌骨鸡黑色素的形成是由酪氨酸酶催化产生的，在乌骨鸡中，酪氨酸代谢、基因与黑色素沉积之间可能存在一种协调调控机制，调控皮肤组织黑色素沉积。该项目利用高通量测序技术和外源添加剂筛选调控皮肤黑色素沉积的关键基因，并通过体外和体内实验对筛选出的基因进行营养水平表达调控特性研究，探索营养素和色素沉积关键基因表达及黑色素沉积之间的关系。为完善家禽色素沉积形成的分子机制奠定基础，同时也为实际生产中研究营养性添加剂调控淅川乌骨鸡背肤颜色提供了更多的研究靶点和思路。主要取得以下成果：
①基于全基因组重测序筛选淅川乌骨鸡肤色相关的候选基因
对 5 只淅川乌骨鸡进行全基因组重测序，与数据库中下载的 24 个中国地方鸡重测序数据进行主成分分析和群体结构分析，结果表明与其他品种相比，淅川乌骨鸡是一个明显的分支；连锁不平衡分析结果表明，淅川乌骨鸡的选择强度高于其他鸡品种。我们着重关注了乌鸡受到的选择区域，通过注释分析有 1,469 个基因受到选择，pathway通路富集结果显示，这些受选择基因主要富集在神经活性配体-受体相互作用通路，cAMP信号通路，嘌呤代谢，甘油酯代谢，Wnt信号通路。20 号染色体 10.74Mb-10.89Mb 区间的 EDN3、SLMO2，ATP5e 和 LOC101747896 受到的选择强度最强，这一区域可能与淅川乌骨鸡的乌肤有关，可能是长期人工选择的产物。其中 LOC101747896 是一个新的长链的非编码 RNA，且位于 EDN3、 SLMO2 和 ATP5e 附近。EDN3 和 LOC101747896 基因的系统进化树分析表明，乌鸡（丝羽 乌骨鸡、东乡绿壳蛋鸡和淅川乌骨鸡）聚集在一个大分支上，进一步说明 LOC101747896 可能对黑色素沉积有影响。
②基于转录组测序筛选淅川乌骨鸡肤色相关的候选基因
采用NR型色差仪检测淅川乌骨鸡黄肤和乌肤背肤颜色，结果表明乌肤的L值低于黄肤；黄肤和乌肤背肤组织 HE 染色表明，在乌肤的皮肤基底层和毛囊有大量的黑色素颗粒存在，黄肤中没有明显的黑色素颗粒。对 1 日龄黄肤和乌肤淅川乌骨鸡皮肤进行转录组测序，构建了淅川乌骨鸡不同背肤 6 个 mRNA 文库，筛选到 17,148 个 mRNAs，16, 608 个 mRNAs 在黄肤和乌肤中都表达。345和 195 个 mRNAs 分别在黄肤和乌肤中特异表达。对黄肤和乌肤淅川乌骨鸡背肤组织中 mRNAs 进行差异表达分析，结果显示，黄肤与乌肤组织中的 mRNA 有 171 (147 上调和 24 下调)表达水平差异显著（Fold-change ≥ 2，且 P-value ≤ 0.05）。采用 CNCI、CPAT、CPC、Pfam 四种分析软件对淅川乌骨鸡皮肤进行 lncRNAs 筛选，共获得 1,089 个 lncRNAs。其中有 56 个 lncRNA 差异表达（Fold-change≥2，且 P-value ≤ 0.05）。我们主要关注黑色素原生成通路，在基因表达分析中发现，6 个基因（DCT、TYR、EDNRB2、MC1R、cAMP和 KIT 基因）乌肤组织中的表达量明显高于黄肤组织（P<0.05）。lncRNA-mRNA共表达网络互作分析，发现已知的位于20号染色体差异表达的黑色素基因，如EDN3，SLMO2和ATP5e，分别位于TCONS_00054154附近且表达模式呈正相关，TCONS_00054154可能在淅川乌骨鸡乌肤黑色素沉积中起重要作用，为进一步从转录组水平研究lncRNA在鸡肤色色素沉积中的作用提供了理论依据。全基因组重测序乌鸡受选择的1, 469个基因和转录组测序黄肤和乌肤差异表达的171个基因关联分析，有13个基因是两者共有的，其中有EDN3、SLMO2，ATP5e和LOC101747896基因，这些基因可能和色素沉积有关。
③非编码RNA LMEP生物学功能研究
利用NCBI数据库对LOC101747896和TCONS54154进行BLAST比对，LOC101747896和TCONS54154都在20号染色体上，TCONS54154和LOC101747896的 transcript variant X5序列有100%相似性。生物信息学分析TCONS54154位于20染色体，RACE试验获得TCONS54154（LMEP）序列全长3093 nt，包含6个外显子。编码能力预测分析表明为非编码RNA，符合lncRNA的特征。采用蛋白酶II和胰酶消化法，体外分离培养淅川乌骨鸡黑色素细胞，对细胞进行形态学观察可知黑色素细胞呈三角形、梭状或者树突状；黑色素细胞生长曲线结果表明黑色素细胞前期生长缓慢，7 d后呈现指数增长，10 d后黑色素细胞的增殖能力有所下降；采用多巴染色、细胞免疫荧光染色、透射电镜观察等方法对分离的黑色素细胞进行鉴定，结果表明成功分离了淅川乌骨鸡黑色素细胞。亚细胞定位LMEP主要位于细胞质中。不同浓度酪氨酸处理黑色素细胞后，LMEP的表达量随着酪氨酸浓度的升高而显著增加（P＜0.05）。LMEP在不同浓度酪氨酸处理的20周龄背肤组织中的表达量结果表明，相对于对照组，LMEP的表达量随着酪氨酸的浓度增加而增加，但是差异不显著（P＞0.05）。过表达或者干扰LMEP后，检测细胞内酪氨酸酶的含量，相对于对照组，过表达LMEP后细胞内酪氨酸酶的含量显著升高（P＜0.05），干扰LMEP后细胞内的酪氨酸酶含量下降（P＜0.05）。说明LMEP可能在色素沉积过程中起重要作用，为后续研究重点。
④外源添加酪氨酸对LMEP基因表达和黑色素合成的影响 
本试验通过细胞水平验证添加不同浓度（0、10-9、10-8、10-7、10-6 mol/L）的酪氨酸对黑色素细胞72 h形态和细胞内酪氨酸酶含量的影响，添加浓度为10-6 mol/L时细胞数量显著增多，黑色素细胞的胞质变大最为明显，且细胞内酪氨酸酶的含量最高。添加浓度为10-9 mol/L时能使黑色素细胞显著增殖（P＜0.05），随着酪氨酸添加量的增加呈下降趋势，但是高于对照组，说明酪氨酸可以促进黑色素细胞的增殖，但是有一定的剂量依赖效应。细胞水平检测LMEP和色素沉积相关基因在不同处理组的表达量，结果表明，相对于对照组，添加不同浓度的酪氨酸可以显著提高LMEP和色素相关基因的表达量（P＜0.05），进一步说明外源性营养添加剂酪氨酸可以影响色素相关基因的表达，酪氨酸和LMEP存在反馈调节作用。 
六组不同的日粮酪氨酸添加水平饲喂0～20周龄淅川乌骨鸡，分为对照组（0%）、处理组Ⅰ～Ⅴ（0.2%、0.4%、0.6%、0.8%、1.0%）。在酪氨酸添加量为0.8%时，20周龄淅川乌骨鸡血清中酪氨酸酶含量、背肤组织黑色素含量和皮肤颜色显著升高（P＜0.05）。与对照组相比，在20周龄背肤组织中，LMEP和色素沉积相关基因的表达量有所升高，但是差异不显著（P＞0.05），说明色素沉积是多因素造成的，需要多层面进行后续研究。
特色在于首次整合全基因组重测序和转录组测序技术对淅川乌骨鸡进行分析。创新在于通过lncRNA-mRNA共表达网络互作分析，发现了新的长链非编码RNA--TCONS_00054154（LMEP），生物学功能研究表明LMEP可能在色素沉积过程中起重要作用。
3、 主要学术价值和应用价值
学术价值：整合全基因组重测序和转录组测序，筛选和色素沉积相关的基因，并在细胞水平和个体水平进行验证，发现新基因LMEP可以增加黑色素细胞中酪氨酸酶的含量，不同添加量的酪氨酸可以使LEMP表达量的升高，说明LMEP和酪氨酸之间有反馈作用。
应用价值：从外源性添加营养物质进而影响基因的表达，为实际生产中酪氨酸的最适添加剂量及酪氨酸在淅川乌骨鸡日粮中的合理利用提供科学依据，加深了对乌骨鸡黑色素沉积分子调控机制的理解，为淅川乌骨鸡黑色素沉积相关的营养调控和遗传育种提供基础。
4、 在教学水平、科研能力、团队建设、社会服务等方面的完成情况
①教学水平
立足岗位，做教学先锋。在完成岗位基本教学任务的基础上，深入学习“新农科”建设的相关政策和指导思想，积极思考畜牧学科对创新型人才培养提出的更高要求。不断进行教学研究，探索教学改革，主持申报的教改项目——“新农科”背景下智慧教学在《家畜环境卫生学》课程中的探索与实践——获得2020年度河南农业大学教学改革研究与实践重点项目立项。该项目力争从目标融合创新、内容融合创新、技术融合创新和模式融合创新四个方面进行探索和实践，有效提升课程的高阶性、创新性、挑战度，培养学生解决农林业复杂问题的综合能力。本学期教学质量中期检查工作中，本人承担《家畜环境卫生学》课程被学院评选为优秀课程，作为教学公开课供青年教师现场观摩，受到老师和领导们的一致好评。积极参与教材编写工作，作为参编者申报的教材《动物生产学》，获得河南省普通高等教育“十四五”规划教材重点立项，目前正在组织编撰，本人负责“第五篇：畜牧场规划设计和环境控制”（共五篇）。
②科研能力
全面完成本项目的目标任务。发表论文7篇，其中第一作者发表SCI论文1篇，通讯作者发表中文核心期刊论文4篇，会议论文2篇，获授权发明专利1项。
项目执行期内，主持的国家自然科学基金青年项目“鹌鹑Leptin基因经JAK-STAT信号通路调控采食的分子机制研究”和河南省教育厅重点项目“基于BSA策略及目标区域捕获测序技术定位鸡真皮黑色素抑制基因”顺利结题。作为骨干成员，参与“国家蛋鸡产业技术体系遗传育种岗位专项资金”、“教育部创新团队发展计划”、“河南省重大科技专项”等项目的实施工作。2018年，获批国家留学基金委青年骨干教师项目资助，2018.10-2019.10前往美国克莱姆森大学访学1年，开拓了科研思路和提升科研能力。
参与完成的成果“地方鸡种质资源保护利用体系的创建与应用”获得2018年度国家科技进步二等奖（8/10）；本人于2019年入选河南省高层次人才（C类）；作为第4完成人获授权国家发明专利4项。
③团队建设
积极参加学科平台和团队建设。本人是教育部“长江学者和创新团队发展计划”及农业部“农业科研杰出人才及其创新团队培养计划”2个国家级创新团队的骨干成员，承担团队的日常管理和项目实施工作。同时，作为动物科技学院畜牧工程学科带头人，2019年引进中国农业大学博士生1名，计划2021年分别从中国农业科学院和中国农业大学引进1名博士，完善团队学缘结构、加强畜牧工程学科建设。参加河南农业大学畜牧学研究生教育创新培养基地建设，与三高农牧有限公司合作共建研究室培养基地，指导研究生以生产实践为出发点，坚持问题导向，与企业共同开展相关科学研究工作，既培养了学生，又帮助企业解决了实际问题。 
④社会服务
深入生产实践一线，通过参与“国家蛋鸡产业技术体系品种改良岗位任务”“三门峡市人才引进项目”的实施工作，为三高农牧股份有限公司、三门峡市优鲜道生态养殖有限公司、湖南省吉泰农牧有限公司等提供技术服务。与三门峡市科技局合作，通过推广豫粉1号蛋鸡配套系，开展精准扶贫工作。本人于2019年7月至2021年7月，被聘为湖南省醴陵市科技专家服务团专家。
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三、培养期成果一览
	1、承担主要教学科研项目及获奖、获得专利情况
（请注明项目名称、项目来源、项目经费、项目起讫时间、所有项目完成人姓名以及项目完成人排序等。如成果获得相应科技奖励，请注明授奖单位、奖励名称、级别及日期；如成果获得专利，请注明获准专利国别、类别及专利号）
教改项目：
[bookmark: _Hlk57618769]“新农科”背景下智慧教学在《家畜环境卫生学》课程中的探索与实践，河南农业大学教学改革项目，3万，2020.09-2022.09，蒋瑞瑞，黄河天，李东华，李改英
科研项目：
1. 鹌鹑Leptin基因经JAK-STA T信号通路调控采食的分子机制研究(31501948)，国家自然科学基金青年项目，25.2万，2016.01-2018.12，蒋瑞瑞，刘小军，田亚东，王丹丹，任俊晓，蒋可人，主持，结题
2. 基于BSA策略及目标区域捕获测序技术定位鸡真皮黑色素抑制基因（15A230003），河南省教育厅基础研究重点项目，5万，2016.01-2019.12，蒋瑞瑞，康相涛，李转见，杨朋坤，王丹丹，贾丽娟，主持，结题
奖励：
地方鸡保护利用技术体系创建与应用，中华人民共和国国务院，国家科技进步奖，二等，2018.12.12，康相涛，田亚东，李国喜，孙桂荣，韩瑞丽，李转见，闫峰宾，蒋瑞瑞，赵河山，苏耀辉
专利：
用于降解黄曲霉毒素B1的枯草芽孢杆菌及其应用，中国，发明专利，专利号：ZL201710077742.8，发明人：王彦彬，魏单平，闫峰宾，蒋瑞瑞，李转见，田亚东，刘小军，康相涛，授权时间：2019.06.28
荣誉：
河南省高层人才（C类），河南省人民政府，2019














	2、代表性著作、论文
（请注明著作或论文名称、出版单位或发表刊物名称、期号、出版或发表时间、所有著、作者姓名以及作者排序等）

1. [bookmark: _Hlk57620743]Identification of genes related to effects of stress on immune function in the spleen in a chicken stress model using transcriptome analysis. Molecular Immunology, 2020,124:180-189. Yujie Guo, Ruirui Jiang, Aru Su, Huihui Tian, Yanhua Zhang, Wenting Li, Yadong Tiana, Kui Li, Guirong Sun, Ruili Han, Fengbin Yan*, Xiangtao Kang* (共同一作)
2. 广西瑶鸡与青胫黄麻羽新品系配套利用研究.中国畜牧杂志, 2018,54(11):35-40.付亚伟, 蒋瑞瑞*, 马翔, 孙桂荣, 韩瑞丽, 田亚东, 康相涛, 李东华, 孙建. 通讯作者
3. [bookmark: OLE_LINK4]豫粉1号蛋鸡祖代D系用作优质肉鸡母本的杂交效果分析, 中国畜牧杂志, 2018, 54(11):50-54. 马雪杰, 蒋瑞瑞*, 韩瑞丽, 田亚东, 孙桂荣, 康相涛, 马翔, 孙建.通讯作者
4. “豫粉1号蛋鸡”祖代D系种鸡产蛋率及其累计产蛋数曲线拟合.河南农业科学，2018,47(9):138-143. 付亚伟, 蒋瑞瑞*, 李东华, 孙桂荣, 田亚东, 康相涛, 李孝法通讯作者
5. 不同青胫黄麻羽肉鸡杂交配套组合研究,中国家禽,2018,5:6-12. 李翠翠, 马翔, 孙艳艳, 田亚东, 孙桂荣, 刘小军, 康相涛, 孙健, 蒋瑞瑞*.通讯作者
6. Transcriptome Analysis of the Breast Muscle of Xichuan Black-Bone Chickens Under Tyrosine Supplementation Revealed the Mechanism of Tyrosine-Induced Melanin Deposition. Donghua Li, Xinlei Wang, Yawei Fu, Chenxi Zhang, Yanfang Cao, Jie Wang, Frontiers in Genetics, 2019.10:Article 457. Yanhua Zhang, Yuanfang Li, Yi Chen, Zhuanjian Li, Wenting Li, Ruirui Jiang, Guirong Sun, Yadong Tian, Guoxi Li* and Xiangtao Kang*. 12/16
7. 不同水平酪氨酸对淅川乌骨鸡组织乌度及屠宰性状的影响，中国畜牧杂志，曹艳芳，张晨曦，陶艺庆，宋素芳，付亚伟，孙桂荣，蒋瑞瑞，田亚东，康相涛，李东华*. 7/10







四、资助项目决算表
	项目金额
	3 万元

	列出经费使用方向，包括购实实验仪器设备、耗材、图书资料、学术交流等费用。
到账经费3万元，合计支出2.447万元。其中2.267万元用于购买试剂耗材，0.18万元用于研究生前往实验基地采样的交通费用。


五、考核结论
	主要内容包括：项目完成情况，在教学水平、科研能力、团队建设、社会服务等方面完成培养计划情况，今后发展意见建议和努力方向。考核等次意见。





　　　　　　　　　　　　　考核专家组长：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　年　　月　　日



六、鉴定专家名单
	姓名
	职称
	学科专业领域
	单位
	签字

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


七、学校意见
	







                                  校长签名：
         　　　　　　　　　　     公　　章
                                                      年   月   日



