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靶向鸡糖皮质激素受体基因的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 预测与鉴定
赵敏蝶ꎬ刘杰ꎬ赵茹茜∗

(南京农业大学动物医学院 /农业农村部动物生理生化重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本文旨在预测和筛选靶向调控鸡糖皮质激素受体( ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＧＲ)表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎮ [方法]用
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ＰｉｃＴａｒ 和 ｍｉＲＤＢ 软件分别预测靶向鸡 ＧＲ ３′ＵＴＲ ｍｉｃｒｏＲＮＡ 并取交集ꎻ构建包含鸡 ＧＲ ３′ＵＴＲ 的重组质粒及突变

质粒ꎬ通过双荧光素酶试验鉴定 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 和鸡 ＧＲ ３′ＵＴＲ 的靶向性ꎻ用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 和 ｍｉＲＤＢ 软件分别预测候选 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
的靶基因ꎬ用 ＤＡＶＩＤ 软件对预测出的共同靶基因进行 ＧＯ 功能分析ꎻ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测过表达候选 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 对鸡 ＤＦ１ 细

胞 ＧＲ 蛋白表达的影响ꎮ [结果]ｍｉＲ１２４￣３ｐ、ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ２０４ / ２１１、ｍｉＲ１８３、ｍｉＲ１８￣５ｐ 和 ｍｉＲ１８１ａ / １８１ｂ 是 ３ 种软件预测

靶向 ＧＲ ３′ＵＴＲ 的交集 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎻ双荧光素酶试验结果表明 ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ２０４ / ２１１ 和 ｍｉＲ１８￣５ｐ 靶向结合 ＧＲ ３′ＵＴＲꎮ
２ 种软件预测 ３ 个候选 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的靶基因中都有 ＧＲ 且富集分子功能不同ꎻ在 ＤＦ１ 细胞中过表达 ３ 个候选 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 后ꎬ
ｍｉＲ１４２￣３ｐ 和 ｍｉＲ２０４ / ２１１ 显著降低 ＧＲ 蛋白的表达水平(Ｐ<０.０５)ꎮ [结论]ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ２０４ / ２１１ 和 ｍｉＲ１８￣５ｐ 靶向结合

鸡 ＧＲ ３′ＵＴＲꎬ且 ｍｉＲ１４２￣３ｐ 和 ｍｉＲ２０４ / ２１ 可以降低鸡 ＤＦ１ 细胞中 ＧＲ 蛋白的表达水平ꎮ
关键词:鸡ꎻ糖皮质激素受体ꎻｍｉｃｒｏＲＮＡꎻ靶向基因
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ] Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｔｈａｔ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ(ＧＲ) . [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎ ＧＲ ３′ＵＴＲ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＴａｒｇｅｔＳｃａｎꎬＰｉｃＴａｒ ａｎｄ ｍｉＲＤＢ ｓｏｆｔｗａｒｅꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬａｎｄ ｔｈｅ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｃａｎｄｉｄａｔｅｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎ ＧＲ ３′ＵＴＲ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄꎬａｎｄ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｃｈｉｃｋｅｎ ＧＲ ３′ＵＴＲ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ ａｎｄ ｍｉＲＤＢ ｓｏｆｔｗａｒｅꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬａｎｄ ｔｈｅ
ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｃｏｍｍｏｎ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＤＡＶＩＤ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＧＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ＤＦ１ ｃｅｌｌｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]ｍｉＲ１２４￣３ｐꎬｍｉＲ１４２￣３ｐꎬｍｉＲ２０４ / ２１１ꎬ
ｍｉＲ１８３ꎬｍｉＲ１８￣５ｐꎬ ａｎｄ ｍｉＲ１８１ａ / １８１ｂ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｏｆ ３ ｓｏｆｔｗａｒｅｓ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＧＲ ３′ ＵＴＲ. Ｄｕａｌ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ１４２￣３ｐꎬｍｉＲ２０４ / ２１１ ａｎｄ ｍｉＲ１８￣５ｐ ｔａｒｇｅｔｅｄ ＧＲ ３′ＵＴＲ. Ｔｈｅ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ＧＲ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ. Ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｉｎ ＤＦ１ ｃｅｌｌꎬｍｉＲ１４２￣３ｐ ａｎｄ ｍｉＲ２０４ / ２１１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ
(Ｐ<０.０５) . [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]ｍｉＲ１４２￣３ｐꎬｍｉＲ２０４ / ２１１ ａｎｄ ｍｉＲ１８￣５ｐ ｔａｒｇｅｔ ｃｈｉｃｋｅｎ ＧＲ ３′ＵＴＲꎬａｎｄ ｍｉＲ１４２￣３ｐ ａｎｄ ｍｉＲ２０４ / ２１ ｃａｎ
ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＧＲ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ＤＦ１ ｃｅｌｌ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｃｈｉｃｋｅｎꎻｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎻｍｉｃｒｏＲＮＡꎻｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｇｅｎｅ

糖皮质激素(ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄꎬＧＣ)是机体肾上腺皮质产生的一类脂溶性类固醇激素ꎮ ＧＣ 对维持机体生

态平衡有极为重要的作用ꎬ参与调节机体代谢(糖、蛋白质、脂肪合成代谢)ꎬ还具有抑制免疫应答、调节应

激反应、抗炎等作用[１－５]ꎮ ＧＣ 发挥功能时ꎬ需要与其受体ꎬ即糖皮质激素受体(ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＧＲ)
结合ꎮ ＧＲ 由核受体亚家族 ３Ｃ 组成员 １(ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ３ ｇｒｏｕｐ ｃ ｍｅｍｂｅｒ １ꎬＮＲ３Ｃ１)基因编码ꎬ
作为一种依赖配体的转录因子ꎬ广泛存在于人体和动物的各种组织和细胞中[６]ꎮ 哺乳动物中ꎬＧＲ 可作为
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癌症、免疫、精神类疾病的治疗靶点[７－９]ꎮ 在鸡中ꎬＧＲ 可以激活肝脏脂肪合成相关基因的表达而促进脂质

沉积[１０－１２]ꎻ应激状态下鸡不同组织中 ＧＲ 的表达也会发生改变[１３－１５]ꎮ 由此ꎬＧＲ 也可作为鸡代谢和应激调

控靶点ꎮ 但是ꎬ关于调控鸡 ＧＲ 表达的研究较少ꎮ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ 是一类含 ２０~２４ 个核苷酸的小分子 ＲＮＡꎬ它们主要通过与靶基因 ｍＲＮＡ 的 ３′ＵＴＲ 区域结

合ꎬ使其断裂分解或抑制 ｍＲＮＡ 的翻译ꎬ从而下调靶基因蛋白水平的表达[１６]ꎮ 在对鸡的研究中ꎬ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ 参与多种生物学过程的调控ꎬ如免疫应答、脂代谢、细胞分化以及神经调节等[１７－２０]ꎮ 研究发现ꎬ
用地塞米松皮下注射鸡 ７ ｄ 后ꎬ胸腺 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 转录组有 １２１ 个显著变化的 ｍｉＲＮＡ[１７]ꎻｍｉＲ￣２２ 参与调控鸡

肝脏脂代谢[１８]ꎻｍｉＲ￣２９ 是一种调节鸡肌肉细胞分化和增殖的重要 ｍｉｃｒｏＲＮＡ[１９]ꎻｍｉＲ￣１３８ 可增强鸡下丘脑

细胞的迁移能力[２０]ꎮ 因此ꎬｍｉｃｒｏＲＮＡ 在鸡中发挥着重要的生物学功能ꎮ 然而ꎬＧＲ 作为一种重要生理调

控的基因ꎬ有关靶向调控鸡 ＧＲ 表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的研究未见报道ꎮ
本试验拟通过生物信息学预测靶向结合鸡 ＧＲ ３′ＵＴＲ 的 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ通过双荧光素酶试验进行筛选ꎬ

再对候选 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 进行反向生物信息学靶基因预测ꎬ并在鸡 ＤＦ１ 细胞中鉴定ꎬ最终确定可以靶向调控

ＧＲ 表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ为进一步研究 ＧＲ 与调控其表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 在鸡健康与疾病中发挥的功能奠定

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

ＤＦ１ 细胞、２９３Ｔ 细胞、ｐｓｉ￣ｃｈｅｃｋ２ 质粒、ＤＨ５ａ 菌株和鸡 ＧＲ 多克隆抗体均由本实验室提供ꎮ β￣ａｃｔｉｎ
(ＡＣ００６)和 ＧＡＰＤＨ(ＡＣ００２)抗体购自 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司ꎮ 山羊抗小鼠(ＢＬ００１Ａ)和山羊抗兔(ＢＬ００３Ａ)购自

Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司ꎮ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｍｉｃ(ｍｉｃｒｏＲＮＡ 模拟物)和 ＮＣ ｍｉｍｉｃ(阴性对照模拟物)由擎科生物科技有限

公司合成(序列见表 １)ꎮ ＮｏｔⅠ(Ｒ３１８９Ｖ)和 ＸｈｏⅠ(Ｒ０１４６Ｖ)购自 ＮＥＢ 公司ꎮ Ｄｕａｌ Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ
Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ(ＤＬ１０１－０１)、普通 ＰＣＲ 扩增酶(Ｐ１１２－０１)、点突变试剂盒(Ｃ２１４－０１)、Ｔ４ 连接酶(Ｃ３０１－０１)购
自南京诺唯赞生物科技股份有限公司ꎮ ｊｅｔＰＲＩＭＥ 转染试剂(＃１０１００００４６)购自南京初晨生物科技有限公

司ꎮ 细胞裂解液(ＢＤ００３２)购自 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司ꎮ ＢＣＡ(ＤＱ１１１－０１)购自北京全式金生物技术有限公司ꎮ
表 １　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｍｉｃ 序列表信息

Ｔａｂｌｅ １　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｍｉｃ 序列 ｍｉｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

　 　 ｍｉＲ１２４￣３ｐ 　 　 Ｆ:ＴＴＡＡＧＧＣＡＣＧＣＧＧＴＧＡＡＴＧＣＣＡ / Ｒ:ＴＧＧＣＡＴＴＣＡＣＣＧＣＧＴＧＣＣＴＴＡＡ
　 　 ｍｉＲ１４２￣３ｐ 　 　 Ｆ:ＴＧＴＡＧＴＧＴＴＴＣＣＴＡＣＴＴＴＡＴＧＧ / Ｒ:ＣＣＡＴＡＡＡＧＴＡＧＧＡＡＡＣＡＣＴＡＣＡ
　 　 ｍｉＲ１８３ 　 　 Ｆ:ＴＡＴＧＧＣＡＣＴＧＧＴＡＧＡＡＴＴＣＡＣＴＧ / Ｒ:ＣＡＧＴＧＡＡＴＴＣＴＡＣＣＡＧＴＧＣＣＡＴＡ
　 　 ｍｉＲ１８￣５ｐ 　 　 Ｆ:ＴＡＡＧＧＴＧＣＡＴＣＴＡＧＴＧＣＡＧＴＴＡ / Ｒ:ＴＡＡＣＴＧＣＡＣＴＡＧＡＴＧＣＡＣＣＴＴＡ
　 　 ｍｉＲ２０４ / ２１１ 　 　 Ｆ:ＴＴＣＣＣＴＴＴＧＴＣＡＴＣＣＴＡＴＧＣＣＴ / Ｒ:ＡＧＧＣＡＴＡＧＧＡＴＧＡＣＡＡＡＧＧＧＡＡ
　 　 ｍｉＲ１８１ａ / １８１ｂ 　 　 Ｆ:ＡＡＣＡＴＴＣＡＡＣＧＣＴＧＴＣＧＧＴＧＡＧＴ / Ｒ:ＡＣＴＣＡＣＣＧＡＣＣＧＣＧＴＴＧＡＡＴＧＴＴ

１.２　 试验方法

１.２.１　 生物信息学预测　 使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对鸡、人、小鼠、大鼠 ＧＲ ３′ＵＴＲ 区域的同源性进行比较ꎮ 使

用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ. ｏｒｇ / ｍｍｕ ＿ ８０ / )、 ＰｉｃＴａｒ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｉｃｔａｒ. ｍｄｃ￣ｂｅｒｌｉｎ. ｄｅ / )、 ｍｉＲＤＢ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｉｒｄｂ.ｏｒｇ / ) ３ 种在线软件分别预测靶向鸡 ＧＲ ３′ＵＴＲ 的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 并取交集ꎬ获得潜在的

ｍｉｃｒｏＲＮＡꎮ 使用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 和 ｍｉＲＤＢ 两种软件分别预测交集 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的靶基因ꎬ使用 ＤＡＶＩＤ(ｈｔｔｐｓ: / /
ｄａｖｉｄ.ｎｃｉｆｃｒｆ.ｇｏｖ / ｔｏｏｌｓ.ｊｓｐ)在线软件对共同靶基因进行 ＧＯ 分析ꎮ
１.２.２　 ＧＲ ３′ＵＴＲ 重组质粒的构建　 以鸡的肝脏 ｃＤＮＡ 作为模板ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增(ＧＲ￣Ｆ / Ｒ:５′￣ＧＧＡＧＧＧ￣
ＡＴＣＧＴＧＡＴＧＧＡＣＴＴＣ￣３′ / ５′￣ＧＣＣＴＡＡＡＴＣＴＴＧＧＣＣＣＴＣＴＧＴ￣３′ꎻＧＲＶＸ￣Ｆ / Ｒ:５′￣ＧＡＧＴＴＣＣＣＡＧＡＡＡＴＧＴＴＧＧＣＡＧ￣
３′ / ５′￣ＣＡＣＣＴＧＡＡＣＴＧＣＣＡＴＧＡＡＡＣＧ￣３′)ꎮ 使用 ＮｏｔⅠ和 Ｘｈｏ Ⅰ酶对 ＰＣＲ 扩增产物和 ｐｓｉ￣ｃｈｅｃｋ２ 载体质粒

于 ３７ ℃双酶切 ３ ｈꎬ产物 １６ ℃过夜连接后转化大肠肝菌 ＤＨ５αꎬ挑取菌落ꎬ３７ ℃下于恒温摇床中振荡 １４ ｈ
后取样送交测序和序列比对ꎮ
１.２.３　 ２９３Ｔ 和 ＤＦ１ 细胞的培养和转染 　 用 １ ｍＬ 胰酶消化培养皿中的 ２９３Ｔ 和 ＤＦ１ 细胞 １ ｍｉｎꎬ加入

３ ｍＬ 含体积分数 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＤ 培养基终止消化ꎬ８００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ接种 １２ 孔板ꎬ在 ５％ ＣＯ２ 细

胞培养箱中 ３７ ℃ 培养ꎮ 细胞密度达到 ５０％左右时ꎬ用 ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｍｉｃ 和 ＮＣ ｍｉｍｉｃ 转染细胞:按照

ｊｅｔＰＲＩＭＥ 转染试剂的要求配制混合液(每孔 １００ μＬ ｂｕｆｆｅｒ、１０ μＬ ｍｉｍｉｃ、２ μＬ ｊｅｔＰＲＩＭＥ)ꎬ静置 １５ ｍｉｎ 后
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加入到每个孔中ꎮ ２４ ｈ 后收取细胞进行下一步试验ꎬ每组设 ３ 个重复ꎮ
１.２.４　 双荧光素酶试验　 按照双荧光素酶报告检测试剂盒说明书的步骤进行试验:弃去转染 ２４ ｈ 的细胞

培养基后 ＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ加入 １００ μＬ 细胞裂解液ꎬ室温静置 ５ ｍｉｎꎻ吹打并吸取细胞裂解产物至 １.５ ｍＬ 离

心管中ꎬ１２ ０００ ｇ 离心 ２ ｍｉｎꎬ取上清液用于后续检测ꎮ 使用生物发光仪分别检测萤火虫荧光素酶( ｆｉｒｅｆｌｙ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ)以及海肾荧光素酶( ｒｅｎｉｌｌａ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ)活性反应强度值ꎮ 结果用海肾荧光素酶 /萤火虫荧光素酶

活性强度比值来表示ꎮ
１.２.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 用细胞裂解液提取转染 ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｍｉｃ 和 ＮＣ ｍｉｍｉｃ ２４ ｈ 后细胞的总蛋白ꎬ
ＢＣＡ 法测定蛋白浓度后进行蛋白变性(１００ ℃ꎬ１０ ｍｉｎ)ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ:蛋白上样量为 ２０ μｇꎬ８０ Ｖ ３０ ｍｉｎ 后

１２０ Ｖ １.５ ｈꎬ１００ Ｖ １.５ ｈ 转膜ꎬ５０ ｇ􀅰Ｌ－１脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎮ 加 ＧＲ 兔多克隆抗体(１ ∶１ ０００)、β￣ａｃｔｉｎ 兔多克

隆抗体(１ ∶１０ ０００)、ＧＡＰＤＨ(１ ∶１０ ０００)鼠单克隆抗体(均自制)ꎬ４ ℃过夜ꎻＴＢＳＴ 洗 ３ 次后室温孵育二抗

(１ ∶１００ ０００)２ ｈꎬ使用 Ｔａｎｏｎ 发光仪获取图像ꎬ再用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对其灰度值进行分析ꎮ
１.３　 数据的处理与统计

数据结果均以平均值±标准误(􀭰ｘ±ＳＥ)表示ꎬ用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件分析数据并绘图ꎬ采用 Ｏｎｅ￣Ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ 进行单因素方差分析和差异显著性检测(分析 ０.０５、０.０１ 和 ０.００１ 水平上的差异显著性)ꎮ

图 １　 生物信息学预测靶向鸡 ＧＲ ３′ＵＴＲ 的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎ ＧＲ ３′ＵＴＲ

　 　 Ａ. 鸡、人、小鼠、大鼠的 ＧＲ ３′ＵＴＲ 区域同源性比较(左右角数据代表同源性)ꎻＢ. ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ＰｉｃＴａｒ 和 ｍｉＲＤＢ ３ 种软件预测靶向鸡

ＧＲ ３′ＵＴＲ 的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的数量及交集结果ꎻＣ. ８ 个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 在 ＧＲ ３′ＵＴＲ 上的位置ꎮ
Ａ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＧＲ ３′ＵＴＲ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎꎬｈｕｍａｎꎬｍｏｕｓｅ ａｎｄ ｒａｔ(Ｌｅｆｔ ａｎｄ ｒｉｇｈｔ ｃｏｒｎｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ)ꎻＢ. Ｔｈｅ

ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｃｒｏｓｓｏｖｅｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎ ＧＲ ３′ＵＴＲ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＴａｒｇｅｔＳｃａｎꎬＰｉｃＴａｒ ａｎｄ ｍｉＲＤＢꎻＣ. Ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ８ ｍｉｃｒｏＲＮＡ
ｏｎ ＧＲ ３′ＵＴＲ.

２　 结果与分析

２.１　 生物信息学预测靶向鸡 ＧＲ ３′ＵＴＲ 的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
利用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对鸡、人、小鼠、大鼠的 ＧＲ ３′ＵＴＲ 区域的同源性进行比较ꎬ结果显示(图 １－Ａ)ꎬ鸡

ＧＲ ３′ＵＴＲ 同其他三者的同源性分别为 ５８.８％、６０.９％、６１.３％ꎮ 用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ＰｉｃＴａｒ 和 ｍｉＲＤＢ ３ 种软件分

１９４
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别预测靶向鸡 ＧＲ ３′ＵＴＲ 的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的数量分别为 １４ 个、１２ 个和 ７３ 个ꎬ交集得到的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 有 ８ 个ꎬ
分别是 ｍｉＲ１２４￣３ｐ、ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ２０４ / ２１１、ｍｉＲ１８３、ｍｉＲ１８￣５ｐ 和 ｍｉＲ１８１ａ / １８１ｂ(图 １－Ｂ)ꎮ ８ 个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
在 ＧＲ ３′ＵＴＲ 上的位置见图 １－Ｃꎮ

图 ２　 鸡 ＧＲ ３′ＵＴＲ 重组质粒构建以及双荧光素酶试验筛选

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ＧＲ ３′ＵＴＲ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ ｍｅｔｈｏｄ
　 　 Ａ. 构建的 ｍｉＲ１２４￣３ｐ￣ｍｉＲ１４２￣３ｐ 区域重组质粒 ＧＲ￣ｐｓｉ￣ｃｈｅｃｋ２ 序列和结构图ꎻＢ. 构建的 ｍｉＲ１８３￣ｍｉＲ１８１ａ / １８１ｂ 区域重组质粒 ＧＲＶＸ￣
ｐｓｉ￣ｃｈｅｃｋ２ 序列和结构图ꎻＣ. ２９３Ｔ 细胞中转染重组质粒和 ＮＣ / ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｍｉｃ 后双荧光素酶检测结果ꎮ

Ａ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ＧＲ￣ｐｓｉ￣ｃｈｅｃｋ２ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ１２４￣３ｐ￣ｍｉＲ１４２￣３ｐꎻＢ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ＧＲＶＸ￣ｐｓｉ￣ｃｈｅｃｋ２ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ１８３￣ｍｉＲ１８１ａ / １８１ｂꎻＣ. Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ ｏｆ ２９３Ｔ

ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ＮＣ / ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｍｉｃ. ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｌｏｗ.

２.２　 鸡 ＧＲ ３′ＵＴＲ 重组质粒构建以及双荧光素酶试验初筛结果

根据 ８ 个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 所在位置ꎬ选取鸡 ＧＲ ３′ ＵＴＲ ２ 个区域 (ｍｉＲ１２４￣３ｐ—ｍｉＲ１４２￣３ｐꎬｍｉＲ１８３—
ｍｉＲ１８１ａ / １８１ｂ)构建 ２ 个不同的野生型重组质粒 ＧＲ / ＧＲＶＸ￣ｐｓｉ￣ｃｈｅｃｋ２(ＷＴ ＧＲ / ＧＲＶＸ)(图 ２－Ａ、Ｂ)ꎮ 使

用双荧光素酶试验进行初步筛选ꎬｍｉＲ１２４￣３ｐ、ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ２０４ / ２１１、ｍｉＲ１８３ 和 ｍｉＲ１８￣５ｐ 使荧光素酶活

性显著(Ｐ<０.０５)或极显著(Ｐ<０.０１)降低(图 ２－Ｃ)ꎮ
２.３　 突变质粒构建以及双荧光素酶试验验证

分别构建 ｍｉＲ１２４￣３ｐ、ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ２０４ / ２１１、ｍｉＲ１８３ 和 ｍｉＲ１８￣５ｐ 结合位点的突变质粒(图 ３－Ａꎬ删
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除 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合 ＧＲ 位点的种子序列)ꎬ并命名为 ｍｕｔ￣１２４ / １４２ / １８ / １８３ / ２０４ / ２１１ꎮ 双荧光素酶试验进一

步表明 ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ１８￣５ｐ 和 ｍｉＲ２０４ / ２１１ 可以靶向结合 ＧＲ ３′ＵＴＲ(图 ３－Ｂ)ꎮ

图 ３　 突变质粒构建以及双荧光素酶法验证

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ
　 　 Ａ. 不同 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的突变位点ꎻＢ. ２９３Ｔ 细胞中转染重组质粒、突变质粒及 ＮＣ / ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｍｉｃ 后海肾荧光素酶 / 萤火虫荧光素酶(双

荧光素酶相对)活性ꎮ ∗Ｐ<０.０５ꎮ
Ａ. Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｉｃｒｏＲＮＡꎻＢ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｉｎ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄꎬｍｕｔａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ＮＣ / ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｍｉｃ. ∗Ｐ<０.０５.

２.４　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 预测靶基因的 ＧＯ 分析

使用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 和 ｍｉＲＤＢ ２ 种软件分别预测 ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ１８￣５ｐ 和 ｍｉＲ２０４ / ２１１ 的靶基因ꎬ取共同

靶基因ꎬ发现编码 ＧＲ 的基因 ＮＲ３Ｃ１ 存在于共同靶基因中(图 ４－Ａ)ꎮ 使用 ＤＡＶＩＤ 在线软件对共同靶基

因进行 ＧＯ 分子功能分析ꎬ结果表明 ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ１８￣５ｐ 和 ｍｉＲ２０４ / ２１１ 预测的靶基因富集的主要分子

功能不同(图 ４－Ｂ)ꎮ
２.５　 ＤＦ１ 细胞中过表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 后 ＧＲ 蛋白表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测在 ＤＦ１ 细胞中过表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｍｉｃ 后 ＧＲ 蛋白的表达水平ꎮ 结果(图 ５)显示ꎬ过
表达 ｍｉＲ１４２￣３ｐ 和 ｍｉＲ２０４ / ２１１ 后ꎬＤＦ１ 细胞中 ＧＲ 蛋白表达量显著(Ｐ<０.０５)或极显著(Ｐ<０.０１)降低ꎮ

３　 讨论

目前关于调控 ＧＲ 表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 研究大多是在哺乳动物上ꎬ而靶向调控鸡 ＧＲ 表达的确切

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的研究未见报道ꎮ 本研究通过生物信息学预测靶向结合 ＧＲ ３′ＵＴＲ 的 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ并筛选出可以

靶向结合 ＧＲ ３′ ＵＴＲ 的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 有 ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ２０４ / ２１１ 和 ｍｉＲ１８￣５ｐꎬ在 ＤＦ１ 细胞中鉴定出的

ｍｉＲ１４２￣３ｐ 和 ｍｉＲ２０４ / ２１１ 可以使 ＧＲ 蛋白表达下降ꎬ补充了调控鸡 ＧＲ 表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 研究的空白ꎮ 在

本研究基础上ꎬ可以通过调节筛选出的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的表达ꎬ实现对 ＧＲ 功能的干预ꎬ为调控禽类应对各种外

源刺激提供新思路ꎮ
ＧＲ 是一种调控数千种靶基因表达的转录因子ꎬ在人和哺乳动物的应激、免疫、代谢等方面起重要的

调节作用ꎬ具有重要的生理功能[２１－２３]ꎮ 在一些疾病治疗中ꎬＧＲ 作为靶基因被激活或抑制[２４－２５]ꎮ 例如ꎬＧＲ
拮抗剂 ＲＵ４８６ 有助于纠正创伤应激引起的小鼠恐惧和焦虑失调[２６]ꎻＧＲ 激动剂改善新生大鼠博莱霉素诱

导的肺部炎症[２７]ꎻ肝脏 ＧＲ 特异性敲除小鼠的餐后葡萄糖摄取、磷酸化和糖原储存被破坏[２８]ꎮ ｍｉｃｒｏＲＮＡ
作为一种降低靶基因表达的天然小型非编码 ＲＮＡ 分子ꎬ已被开发成核酸药物ꎮ 哺乳动物中ꎬｍｉｃｒｏＲＮＡ 对
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图 ４　 ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ１８￣５ｐ 和 ｍｉＲ２０４ / ２１１ 预测靶基因的交集(Ａ)及其 ＧＯ 分析(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｍｉＲ１４２￣３ｐꎬｍｉＲ１８￣５ｐ ａｎｄ ｍｉＲ２０４ / ２１１(Ａ)

ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ(Ｂ)

ＧＲ 表达的调控在多种疾病中发挥作用ꎬ例如抑郁症、糖尿病等[２９－３１]ꎮ 因此ꎬ通过调控 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ进而改

变 ＧＲ 的表达是疾病治疗的方法之一ꎮ 本研究通过软件 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 对鸡、人、小鼠、大鼠的 ＧＲ ３′ＵＴＲ 区域

进行比较ꎬ发现鸡 ＧＲ ３′ＵＴＲ 同另外 ３ 个物种的同源性均低于 ７０％ꎬ说明ꎬ在哺乳动物中已发现的靶向调

控 ＧＲ 表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 不一定适用于鸡ꎮ 因此ꎬ对于靶向调控鸡 ＧＲ 的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的研究十分必要ꎮ
本研究使用的 ３ 种不同软件预测出的 ６ 个不同的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 在人、大鼠、小鼠和鸡中的保守性相对较

高ꎮ 研究表明ꎬ在大鼠和小鼠中ꎬ大脑中 ｍｉＲ１２４￣３ｐ 表达水平的升高与 ＧＲ 水平和 ＧＣ 敏感性的降低以及

抑郁样症状的增加相关[２９－３０ꎬ３２]ꎮ Ｆｉｓｃｈｅｒ ３４４ 大鼠室旁核 ｍｉＲ１８ａ 表达水平增加ꎬ使得 ＧＲ 表达水平减少ꎬ
对重复应激无适应性反应ꎬ应激相关障碍增加[３３]ꎮ 小鼠肾上腺被刺激后ꎬｍｉＲ１４２￣３ｐ 和 ＧＲ 的表达发生改

变ꎬ且 ｍｉＲ１４２￣３ｐ 可以靶向 ＧＲ ３′ＵＴＲ 区域并降低前期表达水平[３４]ꎮ 大鼠反复注射冰毒增加纹状体 ｍｉＲ￣
１８３￣５ｐ 的表达ꎬ并通过调节 ＧＲ 的表达改变行为[３５]ꎮ 在靶向调控鸡 ＧＲ 的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 研究中ꎬ强直性静止

持续时间短的肉鸡下丘脑中预测靶向 ＧＲ 的 ｍｉＲ￣２２、ｍｉＲ￣１８１ａ 和 ｍｉＲ￣２１１ 表达水平显著降低[１３]ꎮ 本研究

最终确认 ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ２０４ / ２１１ 和 ｍｉＲ１８￣５ｐ 可以靶向结合 ＧＲ ３′ＵＴＲꎬ在 ＤＦ１ 细胞中鉴定出的 ｍｉＲ１４２￣
３ｐ 和 ｍｉＲ２０４ / ２１１ 可以使 ＧＲ 蛋白表达水平下降ꎮ 由于不同软件对于预测的计算算法不同ꎬ交集出来的
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图 ５　 ＤＦ１ 细胞中 ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ１８￣５ｐ、ｍｉＲ２０４ / ２１１ 调控 ＧＲ 蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定(Ａ)和统计(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ(Ａ)ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ(Ｂ)ｏｆ ｍｉＲ１４２￣３ｐꎬｍｉＲ１８￣５ｐꎬｍｉＲ２０４ / ２１１ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ

ＧＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＤＦ１ ｃｅｌｌｓ

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 并不代表所有结果ꎬ同时由于细胞特异性ꎬ可能在其他细胞中会有不同的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 可以降低

ＧＲ 的表达水平ꎮ
本研究使用不同软件预测 ｍｉＲ１４２￣３ｐ、ｍｉＲ２０４ / ２１１ 和 ｍｉＲ１８￣５ｐ 的靶基因ꎬ发现 ＧＲ 存在共同靶基因ꎬ

对共同靶基因进行 ＧＯ 分子功能富集分析ꎬ不同 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的靶基因富集到的主要分子功能不同ꎬ表明这

些 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 在机体内发挥的主要功能不同ꎮ 另外ꎬ已有研究证明在小鼠和大鼠中ꎬｍｉＲ１４２￣３ｐ 和 ｍｉＲ１８￣
５ｐ 可以靶向降低 ＧＲ 的表达水平[２９ꎬ３４]ꎮ 由此ꎬ本研究结果具有一定意义ꎬ同时还需要进一步研究鉴定

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 介导 ＧＲ 参与调控机体的具体机制ꎮ
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Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２１ꎬ１６６:１０５３３４.
[９] Ｄｒｅｕｍｏｎｔ ＮꎬＭｉｍｏｕｎ ＫꎬＰｏｕｒｉé Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｒｅｓｔｏｒｅｓ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｍｅｍｏｒｙ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｉｎ ａ

ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１２ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２１ꎬ５８(３):１０２４－１０３５.
[１０] Ｗａｎｇ Ｘ ＪꎬＳｏｎｇ Ｚ ＧꎬＪｉａｏ Ｈ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ[Ｊ] . Ｓｔｒｅｓｓꎬ２０１２ꎬ１５(４):４４３－４５６.

[１１] Ｏｍｅｒ Ｎ ＡꎬＨｕ Ｙꎬ Ｉｄｒｉｓｓ Ａ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｄｉｅｔａｒｙ ｂｅｔａｉｎｅ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｅｇｇ￣ｌａｙｉｎｇ ｒａｔｅ ｉｎ ｈｅｎｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｈｙｐｏｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣
ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｌｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ[Ｊ] . Ｐｏｕｌｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２０ꎬ９９(６):３１２１－３１３２.

[１２] 李炎林ꎬ蒋文夺ꎬ冯跃ꎬ等. 泽泻粉对高能低蛋白日粮诱导的蛋鸡肝脏脂沉积的缓解作用[Ｊ] . 畜牧与兽医ꎬ２０２３ꎬ５５(１２):１３－２０.

Ｌｉ Ｙ ＬꎬＪｉａｎｇ Ｗ ＤꎬＦｅｎｇ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ａｌｉｓｍａ ｐｏｗｄｅｒ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｈｉｇｈ ｅｎｅｒｇｙ ａｎｄ ｌｏｗ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｅｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｌｉｐｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｌａｙｉｎｇ ｈｅｎｓ[Ｊ] .
Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ２０２３ꎬ５５(１２):１３－２０( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .
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[１３] Ｗａｎｇ ＳꎬＮｉ ＹꎬＧｕｏ Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｆｅａｒ￣ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｓｈｏｒｔ ｏｒ ｌｏｎｇ ｔｏｎｉｃ
ｉｍｍｏｂｉｌｉｔｙ[Ｊ] . Ｄｏｍｅｓｔｉｃ Ａｎｉｍａｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ２０１４ꎬ４７:６５－７２.

[１４] Ｄｕａｎ Ｙ ＪꎬＦｕ Ｗ ＹꎬＷａｎｇ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｄｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ(ＣＯＲＴ) ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｐｅｃｔｏｒａｌｉｓ ｍａｊｏｒ ｏｆ ｂｒｏｉｌｅｒ
ｃｈｉｃｋｅｎｓ[Ｊ] . Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ Ｐａｒｔ Ａ:Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ＆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２０１４ꎬ１７６:５９－６４.

[１５] Ａｈｍｅｄ Ａ ＡꎬＭａ Ｗ ＱꎬＮｉ Ｙ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｉｎ ｏｖｏ ｍｏｄｉｆｉｅｓ ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ￣ｐｉｔｕｉｔａｒｙ￣ｇｏｎａｄａｌ ａｘｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｉｃｋｅｎ[Ｊ] . Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０１４ꎬ１４６(３ / ４):１９３－２０１.

[１６] Ｋｒｏｌ ＪꎬＬｏｅｄｉｇｅ ＩꎬＦｉｌｉｐｏｗｉｃｚ Ｗ. Ｔｈｅ ｗｉｄｅｓｐｒｅａｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎬｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｃａｙ[ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ２０１０ꎬ
１１(９):５９７－６１０.

[１７] Ｚｈｏｕ Ｙ ＴꎬＴｉａｎ Ｗ ＨꎬＺｈａｎｇ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｔｈｙｍｕｓ[ Ｊ] .
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１９ꎬ１２０(４):６５７０－６５７９.

[１８] Ｍａ ＺꎬＬｉ ＨꎬＺｈｅｎｇ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｈｅｐａｔｉｃ ＥＬＯＶＬ６ ｍＲＮＡ ｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｇｇａ￣ｍｉＲ￣２２￣３ｐ ｉｎ ｅｇｇ￣ｌａｙｉｎｇ ｈｅｎ[Ｊ] . Ｇｅｎｅꎬ２０１７ꎬ６２３:７２－７９.
[１９] Ｌｉ Ｙ ＦꎬＺｈａｉ ＢꎬＹｕａｎ Ｐ Ｔꎬｅｔ ａｌ. ＭｉＲ￣２９ｂ￣１￣５ｐ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｔｓ

ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｔａｒｇｅｔｓ[Ｊ] . Ｐｏｕｌｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２２ꎬ１０１(２):１０１５５７.
[２０] Ｋｉｓｌｉｏｕｋ ＴꎬＭｅｉｒｉ Ｎ. ＭｉＲ￣１３８ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｅｌｉｎ[ Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅꎬ

２０１３ꎬ２３８:１１４－１２４.
[２１] Ｌｕ Ｃ ＬꎬＲｅｎ ＪꎬＭｏ Ｊ Ｗꎬｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｍｅｄｉａｔｅ ｓｔｒｅｓｓ ｖｕｌｎｅｒａｂｉｌｉｔｙ[Ｊ] . Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ２０２２ꎬ９２(３):

２０４－２１５.
[２２] Ｌｏｆｔ ＡꎬＳｃｈｍｉｄｔ Ｓ ＦꎬＣａｒａｔｔｉ Ｇꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ￣ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｘｉｓ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ｆａｓｔｉｎｇ ｋｅｔｏｇｅｎｅｓｉｓ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ

２０２２ꎬ３４(３):４７３－４８６.
[２３] Ｎｉｃｏｌａｉｄｅｓ Ｎ Ｃ. Ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｅｔａ:ｆｒｏｍ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｔｏ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ２０２２ꎬ１６３(１１):

１－７.　
[２４] Ｌｅｓｏｖａｙａ Ｅ ＡꎬＣｈｕｄａｋｏｖａ ＤꎬＢａｉｄａ Ｇꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｌｏｎｇ ｗｉｎｄｉｎｇ ｒｏａｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓａｆｅｒ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ(ＧＲ) ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅｒａｐｉｅｓ[Ｊ] . Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔꎬ

２０２２ꎬ１３:４０８－４２４.
[２５] Ｍｏｌｉｔｃｈ Ｍ Ｅ. Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｌｏｃｋｅｒｓ[Ｊ] . Ｐｉｔｕｉｔａｒｙꎬ２０２２ꎬ２５(５):７３３－７３６.
[２６] Ｌｉｎ Ｃ ＣꎬＣｈｅｎｇ Ｐ ＹꎬＨｓｉａｏ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＲＵ４８６ ｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｅａｒ￣ｒｅｌａｔｅｄ

ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ:ｅａｒｌｙ ｖｅｒｓｕｓ ｌａｔｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０２２ꎬ２３(１０):５４９４.
[２７] Ｉｓｈｉｋａｗａ ＳꎬＯｇｉｈａｒａ ＴꎬＹａｍａｏｋａ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ￣ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｇｏｎｉｓｔ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｌｖｅｏｌａｒ ｓｉｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｅｗｂｏｒｎ ｒａｔｓ[Ｊ].

Ｐｅｄｉａｔｒｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２３ꎬ９３(６):１５５１－１５５８.
[２８] Ｐｒæｓｔｈｏｌｍ Ｓ ＭꎬＣｏｒｒｅｉａ Ｃ ＭꎬＧｏｉｔｅａ Ｖ Ｅꎬｅｔ ａｌ. Ｉｍｐａｉｒｅｄ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｒｕｐｔｓ ｆｅｅｄｉｎｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ

ｇｌｕｃｏｓｅ ｕｐｔａｋｅꎬａｎｄ ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｔｏｒａｇｅ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ２０２１ꎬ３７(５):１０９９３８.
[２９] Ｖｒｅｕｇｄｅｎｈｉｌ Ｅꎬ Ｖｅｒｉｓｓｉｍｏ Ｃ Ｓ ＬꎬＭａｒｉｍａｎ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. ＭｉｃｒｏＲＮＡ １８ ａｎｄ １２４ａ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ

ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ[Ｊ] . Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ２００９ꎬ１５０(５):２２２０－２２２８.
[３０] Ｗａｎｇ Ｓ ＳꎬＭｕ Ｒ ＨꎬＬｉ Ｃ Ｆꎬｅｔ ａｌ. ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣１２４ ｔａｒｇｅｔｓ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｄ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ￣ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ[ Ｊ] . Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ

Ｎｅｕｒｏ￣Ｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ２０１７ꎬ７９:４１７－４２５.
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