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热应激对羊成肌细胞部分 ｍｉＲＮＡ 的影响
及其生物信息学分析与靶基因预测

卢佳伟１ꎬ赵鹏１ꎬ刘媛１ꎬ魏宗友２ꎬ李惠侠１∗

(１.南京农业大学动物科技学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５ꎻ２.太仓市农业农村科技服务中心ꎬ江苏 太仓 ２１５４００)

摘要:[目的]本文旨在探究热应激对羊成肌细胞部分 ｍｉＲＮＡ 的影响ꎬ并对 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 进行

生物信息学分析与靶基因预测ꎬ揭示热应激下 ｍｉＲＮＡ 影响骨骼肌发育的调控机制ꎮ [方法]通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技术研究热应

激对羊成肌细胞 ｍｉＲＮＡ 表达量的影响ꎻ利用 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库获取不同物种中 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ
的前体序列和成熟序列ꎬ并利用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件构建系统进化树进行相似性分析ꎻ通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＤＢ、ＲＮＡ２２、ｍｉＲＷａｌｋ
对上述 ｍｉＲＮＡ 进行靶基因预测ꎬ使用 ＤＡＶＩＤ 对预测出的共同靶基因进行 ＧＯ 功能与 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎬ最后进行

ｍｉＲＮＡ、共同靶基因与 ＫＥＧＧ 通路的关联分析ꎮ [结果]热应激显著下调羊成肌细胞在增殖阶段与分化阶段 ｍｉＲＮＡ 的表

达ꎮ ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣３０ａ 在不同物种间的保守性较高ꎬ除了牛的 ｍｉＲ￣２４ 以外ꎬ成熟序列基本相同ꎬ种子序

列完全一致ꎮ 预测出的共同靶基因主要富集在细胞增殖、分化、周期、凋亡、迁移等 ＧＯ 条目ꎬ以及 ｍＴＯＲ、ＴＧＦβ、ＭＡＰＫ、
Ｒａｓ、ＥｒｂＢ、ＦｏｘＯ 和 ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 等 ＫＥＧＧ 通路ꎮ 关联分析表明 ｍｉＲ￣２４ 和 ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 可能靶向 ＮＬＫ 和 ＴＡＯＫ１ 以参与 ＭＡＰＫ 和

ＦｏｘＯ 信号通路来调控骨骼肌的发育ꎮ [结论]ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣３０ａ 在不同物种中保守性较高ꎬ热应激下调

羊成肌细胞部分 ｍｉＲＮＡ 的表达ꎬ可能影响骨骼肌的发育ꎮ
关键词:热应激ꎻ成肌细胞ꎻｍｉＲＮＡꎻ生物信息学ꎻ靶基因
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(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＮａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬＣｈｉｎａꎻ
２.Ｔａｉｃａｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｓｅｒｖｉｃｅ ＣｅｎｔｅｒꎬＴａｉｃａｎｇ ２１５４００ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ] Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｐａｒｔｉａｌ ｍｉＲＮＡ ｉｎ ｍｙｏｂｌａｓｔｓꎬ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｂｙ
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２３ａꎬｍｉＲ￣２４ꎬｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ａｎｄ ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐꎬｓｏ ａｓ ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｉＲＮＡ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｉｎ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ
ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ. Ｔｈｅ ｍｉＲＢａｓｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２３ａꎬｍｉＲ￣２４ꎬｍｉＲ￣
２７ａ￣３ｐ ａｎｄ ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓꎬｔｈｅｎ ＭＥＧＡ Ｘ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｆｏｒ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ.
Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｍｉＲＮＡ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＴａｒｇｅｔＳｃａｎꎬｍｉＲＤＢꎬＲＮＡ２２ ａｎｄ ｍｉＲＷａｌｋꎬａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｃｏｍｍｏｎ ｔａｒｇｅｔｓ
ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＤＡＶＩＤ ｆｏｒ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ. Ｕｌｔｉｍａｔｅｌｙꎬｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｍｉＲＮＡꎬｃｏｍｍｏｎ ｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｉｎ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ ａｔ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅｓ. Ｔｈｅ ｍｉＲ￣２３ａꎬｍｉＲ￣２４ꎬｍｉＲ￣２７ａ ａｎｄ ｍｉＲ￣３０ａ ｓｈｏｗｅｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ
ａｎｄ ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｍｉＲ￣２４ ｏｆ Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓꎬ ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍｉＲＮＡ ｗｅｒｅ ｂａｓｉｃａｌｌｙ ｔｈｅ ｓａｍｅꎬａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ
ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｔｈｅ ｓａｍｅ. Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｃｏｍｍｏｎ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＧＯ ｉｔｅｍｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｃｅｌｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅꎬｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｍＴＯＲꎬＴＧＦβꎬＭＡＰＫꎬＲａｓꎬＥｒｂＢꎬＦｏｘＯꎬａｎｄ ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ
ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ. Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ￣２４ ａｎｄ ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ｍａｙ ｔａｒｇｅｔ ＮＬＫ ａｎｄ ＴＡＯＫ１ ｔｏ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ
ｉｎ ｔｈｅ ＭＡＰＫ ａｎｄ ＦｏｘＯ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｔｈｅ ｍｉＲ￣２３ａꎬｍｉＲ￣２４ꎬｍｉＲ￣２７ａ ａｎｄ
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ｍｉＲ￣３０ａ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｍｉＲＮＡ ｗａｓ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ
ｓｔｒｅｓｓꎬｔｈｅｒｅｂｙ ｉｔ ｍｉｇｈｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓꎻｍｙｏｂｌａｓｔꎻｍｉＲＮＡꎻｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎻｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

骨骼肌约占机体总体重的 ４０％~６０％ꎬ由肌肉纤维(也称为肌纤维或肌细胞)、脂肪组织和相关结缔组

织构成ꎬ能够维持机体的运动和基础能量代谢[１]ꎮ 因此ꎬ骨骼肌是动物重要的组织之一ꎮ 骨骼肌的发育

是一个非常复杂且精细的过程ꎬ会受到外界环境、遗传特性、基因[２－３]、短链非编码 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ
ｍｉＲＮＡ) [４－５]、长链非编码 ＲＮＡ( ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬｌｎｃＲＮＡ) [６]、环状 ＲＮＡ(ｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡꎬｃｉｒｃＲＮＡ) [７－８]、信
号通路[９－１０]、转录后修饰的调控[１１－１２]ꎮ 骨骼肌起始于体节干细胞ꎬ其分化形成肌肉祖细胞ꎬ肌肉祖细胞经

过多次的增殖和分裂后ꎬ形成成肌细胞[１３]ꎮ 成肌细胞不断增殖为肌细胞ꎬ随后相互融合形成肌管ꎬ肌管逐

渐汇合形成肌纤维ꎬ最终形成骨骼肌[１４]ꎮ 成肌细胞是肌肉运动和再生的关键组分ꎬ其进行增殖和分化ꎬ从
而融合形成新的肌肉纤维ꎬ维持骨骼肌的健康[１５]ꎮ

气候和环境条件的变化会导致环境温度的升高ꎬ当人类或动物的体温高于其恒温点时ꎬ就会出现热应

激(ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓꎬＨＳ)ꎬ从而影响生理功能[１６]ꎮ 严重或者持续的热应激会造成器官损伤甚至是致命的生理功

能障碍[１７]ꎮ 研究发现ꎬ持续热应激会抑制小鼠 Ｃ２Ｃ１２ 细胞的增殖、分化和迁移ꎬ影响肌管的发育[１８]ꎮ 热

应激也会诱导小鼠 Ｃ２Ｃ１２ 细胞发生凋亡ꎬ通过改变肌源性调节因子 ＭｙｏＤ、ｍｙｏｇｅｎｉｎ 和 ＭｙＨＣ 的表达扰乱

肌管的生成[１９]ꎮ 持续热应激还会促进鸡成肌细胞的凋亡[２０]ꎮ
ｍｉＲＮＡ 是一种长约 ２２ 个核苷酸、内源性启动的短链非编码 ＲＮＡꎬ其广泛表达于动物各种组织和细胞

中[２１]ꎮ ｍｉＲＮＡ 通过与靶基因的 ３′非翻译区(３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬ３′ＵＴＲ)结合来负调控靶基因的表达ꎬ
ｍｉＲＮＡ 还会引导 ＲＮＡ 诱导的沉默复合物(ＲＮＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘꎬＲＩＳＣ)结合靶基因的 ３′ＵＴＲꎬ导
致靶基因被降解或其翻译过程被抑制ꎬ从而实现基因沉默[２２]ꎮ ｍｉＲＮＡ 能够调控众多细胞过程ꎬ如细胞增

殖、分化、凋亡和迁移等[２３]ꎮ 最近ꎬ很多研究探明了 ｍｉＲＮＡ 在骨骼肌发育中的调控作用ꎬ如 ｍｉＲ￣２３ａ￣５ｐ 能

够促进 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞的增殖ꎬ抑制分化过程[２４]ꎻｍｉＲ￣２４￣３ｐ 可促进 Ｃ２Ｃ１２ 细胞的肌发生过程[２５]ꎻｍｉＲ￣
２７ａ 可促进 Ｃ２Ｃ１２ 细胞的增殖和分化[２６]ꎻ此外ꎬｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 会抑制鸡成肌细胞的增殖ꎬ促进分化过程[２７]ꎮ
由此表明 ｍｉＲＮＡ 可调控成肌细胞的生长和发育ꎮ 目前ꎬ对热应激下成肌细胞增殖与分化过程的研究主要

集中在小鼠 Ｃ２Ｃ１２ 细胞上ꎬ而在羊等家畜中的研究非常少ꎬ热应激对羊成肌细胞 ｍｉＲＮＡ 影响尚未见报

道ꎮ 因此ꎬ本研究以羊成肌细胞 ｍｉＲＮＡ 为研究对象ꎬ利用 ＲＴ￣ｑＲＣＲ 探究热应激对羊成肌细胞 ｍｉＲＮＡ 的

影响ꎻ通过生物信息学方法预测 ｍｉＲＮＡ 的靶基因ꎬ并对共同预测出的靶基因进行 ＧＯ 功能与 ＫＥＧＧ 信号

通路的富集分析ꎬ为进一步探究热应激条件下 ｍｉＲＮＡ 调控成肌细胞的增殖与分化过程提供理论参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物

本试验所用成肌细胞分离于健康的 １ 月龄山羊(江苏南京六合某羊场)ꎮ 山羊屠宰后立即采集第 １３
胸椎至第 ３ 腰椎的背最长肌ꎬ放入含 ５％(体积分数)双抗(青霉素 /链霉素)的磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)中ꎬ在
１ ｈ 内运回实验室ꎬ分离羊的成肌细胞并进行体外培养ꎬ以完成后续试验ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 羊成肌细胞的分离与体外培养　 采取酶消化法和差速贴壁法分离羊的成肌细胞ꎮ 具体步骤如下:
先将肌肉组织在 ７５％乙醇中浸泡 １０ ｓꎬ用含 ５％双抗的 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ充分去除其表面的血迹ꎻ再将肌肉

组织置于无菌平皿中ꎬ剔除筋膜和脂肪等组织ꎬ用眼科剪将肌肉组织充分剪碎ꎬ随后转移至无菌 １５ ｍＬ 离

心管中ꎬ加入适量 ＰＢＳꎬ吹打混匀ꎬ静置 ３ ｍｉｎ 后弃掉上清液ꎻ加入适量含 ０.１％ Ｉ 型胶原酶的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２
(ＤＦ１２)ꎬ３７ ℃水浴锅消化 １ ｈꎬ每 ５ ｍｉｎ 上下颠倒 １ 次ꎬ然后 １２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎻ加入适

量 ０.２５％胰蛋白酶ꎬ３７ ℃ 水浴锅消化 １５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎻ经 ７０ μｍ 细胞筛过滤后ꎬ１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心

５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎻ最后用含 ２０％(体积分数)胎牛血清、１０％(体积分数)马血清和 １％(体积分数)双抗的

ＤＦ１２ 培养基进行重悬ꎬ接种于 Ｔ２５ 细胞培养瓶ꎬ于 ３７ ℃、５％(体积分数)的 ＣＯ２ 培养箱中培养 ２.５ ｈꎬ再将

培养液转移至新的 Ｔ２５ 细胞培养瓶中继续培养 ２.５ ｈꎬ最后移至新的 Ｔ２５ 细胞培养瓶ꎬ即得到纯净的羊原

代成肌细胞ꎮ 当细胞长满 ８０％左右时ꎬ进行传代:弃掉原有培养基ꎬＰＢＳ 洗涤 １ 次ꎬ加入 １ ｍＬ 提前预热的
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０.２５％胰蛋白酶ꎬ放入 ３７ ℃培养箱中消化 １ ｍｉｎꎬ加入 １ ｍＬ 培养液吹打均匀终止消化ꎬ３００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ
弃上清液ꎬ加入 １ ｍＬ 培养液重悬沉淀ꎬ１ ∶２ 传至新的细胞培养板ꎮ

羊成肌细胞增殖阶段使用生长培养液进行培养ꎬ即含 ２０％胎牛血清、１０％马血清和 １％双抗的 ＤＦ１２ꎬ
隔天换液ꎻ当细胞长满 ９０％时ꎬ换用分化培养液诱导分化ꎬ即含 ２％马血清和 １％双抗的 ＤＦ１２ꎬ隔天换液ꎬ
观察肌管的生成情况ꎮ
１.２.２　 羊成肌细胞的热应激处理 　 增殖阶段热应激处理:当羊成肌细胞长满 ９０％时ꎬ放入 ４２ ℃、５％的

ＣＯ２ 培养箱中培养 ３ ｈꎻ分化阶段热应激处理:当羊成肌细胞分化出明显的肌管时放入 ４２ ℃、５％的 ＣＯ２ 培

养箱中培养 ３ ｈꎮ
１.２.３　 免疫荧光鉴定羊成肌细胞　 将羊成肌细胞传至 ３５ ｍｍ 细胞培养皿中培养ꎬ取诱导分化前后的羊成

肌细胞ꎬ弃掉培养基ꎬ在摇床上用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ加入 １ ｍＬ ４％多聚甲醛ꎬ４ ℃过夜后弃掉多聚

甲醛ꎮ 在摇床上用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ吸干 ＰＢＳꎮ 加入 ０.５％(体积分数)Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００(１×ＰＢＳ 配

制)室温通透 ２０ ｍｉｎꎻ在摇床上用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ吸干 ＰＢＳꎮ 用 ５％牛血清白蛋白(ＢＳＡ)室温

封闭 １ ｈꎮ 分别用 ＰＡＸ７(ＡｆｆｉｎｉｔｙꎬＡＦ７５８４ꎬ１ ∶ ５００)、ＭＹＦ５(ＡｆｆｉｎｉｔｙꎬＤＦ３０８９ꎬ１ ∶ ５００)和 ＭＹＨＣ (Ａｂｃａｍꎬ
Ａｂ１１０８３ꎬ１ ∶５００)一抗 ４ ℃孵育过夜ꎬ在摇床上用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ吸干 ＰＢＳꎮ 加入荧光二抗室

温避光孵育 １ ｈꎬ在摇床上用 ＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ吸干 ＰＢＳꎮ 用 ＤＡＰＩ 染核避光孵育 １５ ｍｉｎꎬ滴加防

荧光淬灭剂后ꎬ在激光共聚焦显微镜下观察并拍照ꎮ
１.２.４ 　 细胞总 ＲＮＡ 的提取与反转录(ＲＴ) 　 热应激后ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取成肌细胞的总 ＲＮＡꎬ参照

ｍｉＲＮＡ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ(ｂｙ ｓｔｅｍ￣ｌｏｏｐ)反转录试剂盒(南京诺唯赞)的说明书ꎬ采用茎环法合

成 ｍｉＲＮＡ 的 ｃＤＮＡꎮ 试验过程:吸取 １ μｇ 细胞总 ＲＮＡꎬ加入 ２ μＬ ５×ｇＤＮＡ Ｗｉｐｅｒ Ｍｉｘꎬ再加入 ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ
ｄｄＨ２Ｏ 至 １０ μＬꎬ吹打混匀ꎬ４２ ℃反应 ２ ｍｉｎꎬ去除基因组的 ＤＮＡꎮ 反应完成后ꎬ加入 １ μＬ Ｓｔｅｍ￣ｌｏｏｐ ｐｒｉｍｅｒ
(２ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎬ２ μＬ １０×ＲＴ Ｍｉｘꎬ２ μＬ ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ 和 ５ μＬ ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏꎬ吹打混匀ꎬ进行如

下反应:２５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ５０ ℃ １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ即得到 ｍｉＲＮＡ 的 ｃＤＮＡꎮ 最后用 ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 稀释 ３
倍ꎬ－８０ ℃保存ꎮ
１.２.５　 ｍｉＲＮＡ 的引物设计与实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ) 　 依据 Ｃｌｅｙｓ 等[２８] 的研究结果ꎬ选择 ｍｉＲ￣
２３ａ、ｍｉＲ￣２４、 ｍｉＲ￣２６ａ￣５ｐ、 ｍｉＲ￣２７ａ￣５ｐ、 ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ、 ｍｉＲ￣２９ｃ￣３ｐ、 ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ、 ｍｉＲ￣３０ａ￣３ｐ、 ｍｉＲ￣３７９￣５ｐ 和

ｍｉＲ￣３７９￣３ｐ 来探讨热应激对 ｍｉＲＮＡ 的影响ꎮ 在 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｍｉｒｂａｓｅ.ｏｒｇ / )中查找 ｍｉＲＮＡ
的成熟序列ꎬ在上海生工生物工程股份有限公司官网合成各 ｍｉＲＮＡ 的茎环引物、上游引物与下游引物ꎬ随
后交由北京擎科生物科技有限公司合成ꎮ 引物序列见表 １ꎮ

表 １　 各 ｍｉＲＮＡ 的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｍｉＲＮＡ

引物 Ｐｒｉｍｅｒｓ 登录号 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ 引物序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ(５′→３′)

Ｕ６ ＸＭ＿０１８０６２０６２.１ 　 Ｆ:ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ
　 Ｒ:ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

ｍｉＲ￣２３ａ ＭＩＭＡＴ００３６０８７
　 ＲＴ:ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＧＧＡＡＡＴ
　 Ｆ:ＡＡＧＧＴＴＧＴＡＴＣＡＣＡＴＴＧＣＣ
　 Ｒ:ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｍｉＲ￣２４ ＭＩＭＡＴ００３６０９１
　 ＲＴ:ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＧＴＴＣＣＴ
　 Ｆ:ＡＣＧＧＡＡＣＴＧＧＣＴＣＡＧＴＴＣＡＧ
　 Ｒ:ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｍｉＲ￣２６ａ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００３６１０１
　 ＲＴ:ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＧＣＣＴＡ
　 Ｆ:ＡＡＧＣＴＧＡＧＴＴＣＡＡＧＴＡＡＴＣＣＡＧＧ
　 Ｒ:ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｍｉＲ￣２７ａ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００３６１０５
　 ＲＴ:ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＧＣＴＣＡ
　 Ｆ:ＡＴＡＴＴＣＡＧＡＧＧＧＣＴＴＡＧＣＴＧＣＴ
　 Ｒ:ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ＭＩＭＡＴ００３６１０６
　 ＲＴ:ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＧＧＡＡＣ
　 Ｆ:ＣＴＧＧＣＴＡＧＴＴＣＡＣＡＧＴＧＧＣＴＡ
　 Ｒ:ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｍｉＲ￣２９ｃ￣３ｐ ＭＩＭＡＴ００３６１１７
　 ＲＴ:ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＡＣＣＡＡ
　 Ｆ:ＡＡＣＡＣＧＴＧＴＡＧＣＡＣＣＡＴＴＴＧＡＡ
　 Ｒ:ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ
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续表 １　 Ｔａｂｌｅ １ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ

引物 Ｐｒｉｍｅｒｓ 登录号 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ 引物序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ(５′→３′)

ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００３６１２１
　 ＲＴ:ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＧＣＴＴＣ
　 Ｆ:ＡＧＣＧＡＡＴＧＴＡＡＡＣＡＴＣＣＴＣＧＡＣ
　 Ｒ:ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｍｉＲ￣３０ａ￣３ｐ ＭＩＭＡＴ００３６１２２
　 ＲＴ:ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＴＧＣＡＡ
　 Ｆ:ＡＣＧＴＡＴＧＣＣＴＴＴＣＡＧＴＣＧＧＡＴ
　 Ｒ:ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｍｉＲ￣３７９￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００３６１９５
　 ＲＴ:ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＣＴＡＣＧ
　 Ｆ:ＣＧＡＣＧＣＴＴＧＧＴＡＧＡＣＴＡＴＧＧＡ
　 Ｒ:ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｍｉＲ￣３７９￣３ｐ ＭＩＭＡＴ００３６１９６
　 ＲＴ:ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＧＴＴＡＧＴ
　 Ｆ:ＡＡＴＣＧＧＣＧＴＡＴＧＴＡＡＣＡＴＧＧＴＣ
　 Ｒ:ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

　 　 注:Ｆ:上游引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒꎻＲ:下游引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒꎻＲＴ:茎环引物 Ｓｔｅｍ￣ｌｏｏｐ ｐｒｉｍｅｒ.

以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ参照 ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒(南京诺唯赞)的说明书ꎬ对
ｍｉＲＮＡ 进行定量分析ꎬ采用 ２０ μＬ 体系:１０ μＬ ２×ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ２ μＬ ｃＤＮＡꎬ
０.４ μＬ 上游引物ꎬ０.４ μＬ 下游引物ꎬ７.２ μＬ ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应条件:９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ
６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ９５ ℃ １５ ｓꎮ 以 Ｕ６ 为内参基因ꎬ每组 ３ 个重复ꎮ 采用 ２－ΔΔＣＴ法

对 ｍｉＲＮＡ 的相对表达量进行定量分析ꎮ
１.２.６　 ｍｉＲＮＡ 的序列分析　 在 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库中查找山羊、人、绵羊、小鼠、大鼠、牛、鸡、野猪和家犬的

ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ、ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的成熟序列ꎬ并对不同物种 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ、ｍｉＲ￣
３０ａ￣５ｐ 的成熟序列和种子序列进行分析ꎬ比较各 ｍｉＲＮＡ 的保守性ꎮ
１.２.７　 ｍｉＲＮＡ 系统进化树的构建　 通过 ＭＥＧＡ Ｘ 软件对 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ、ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的前

体序列进行比对ꎬ计算各模型组合的贝叶斯信息准则分数(Ｂａｙｅｓｉａｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｒｉｔｅｒｉｏｎꎬＢＩＣ)ꎬ选择 ＢＩＣ 最

低的组合ꎮ ｍｉＲ￣２３ａ 选用 Ｊｕｋｅｓ￣Ｃａｎｔｏｒ 模型ꎬｍｉＲ￣２４ 和 ｍｉＲ￣２７ａ 选用 Ｋｉｍｕｒａ ２￣Ｐａｒａｍｅｔｅｒ 模型和 Ｇａｍｍａ 分

布ꎬｍｉＲ￣３０ａ 选用 Ｋｉｍｕｒａ ２￣Ｐａｒａｍｅｔｅｒ 模型ꎬ分别构建 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣３０ａ 的系统进化树ꎮ
１.２.８　 ｍｉＲＮＡ的靶基因预测及功能分析　 利用 ４ 个在线网站 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ ８.０(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ.ｏｒｇ /
ｖｅｒｔ＿８０ / )、ｍｉＲＤＢ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｍｉｒｄｂ. ｏｒｇ / )、ｍｉＲＷａｌｋ( ｈｔｔｐ: / / ｍｉｒｗａｌｋ. ｕｍｍ. ｕｎｉ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ)和 ＲＮＡ２２
(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｍ.ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ.ｅｄｕ / ｒｎａ２２ / )对 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的靶基因

进行预测ꎮ
使用 ＤＡＶＩＤ(ｈｔｔｐｓ: / / ｄａｖｉｄ.ｎｃｉｆｃｒｆ. ｇｏｖ)对预测出的共同靶基因进行 ＧＯ( ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ)功能分析和

ＫＥＧＧ(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ)信号通路富集分析ꎬ只保留 Ｐ<０.０５ 的条目ꎬ并利用联川生

物 ＯｍｉｃＳｔｕｄｉｏ 云工具绘制 ＧＯ 富集柱状图和因子图以及 ＫＥＧＧ 富集柱状图和因子图ꎮ
１.３　 数据分析

试验结果用平均值±标准误(􀭰ｘ±ＳＥ)表示ꎬ使用 ＳＰＳＳ ２３.０ 软件进行单因素方差(ＡＮＯＮＡ)分析ꎬ并用

Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 法进行多重比较ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 羊成肌细胞增殖与分化阶段的判定

通过免疫荧光染色检测了成肌细胞增殖标志基因和分化标志基因的蛋白表达ꎮ 如图 １ 所示:成肌细

胞增殖标志蛋白 ＰＡＸ７ 和 ＭＹＦ５ 在肌卫星细胞中表达ꎬ成肌细胞分化标志蛋白 ＭＹＨＣ 在分化后的细胞中

呈阳性表达ꎬ并且能看到明显分化的肌管ꎮ 以上结果表明该细胞为羊的成肌细胞ꎬ分别处于增殖阶段与分

化阶段ꎮ
２.２　 热应激对羊成肌细胞 ｍｉＲＮＡ 的影响

如图 ２－Ａ 所示:热应激后ꎬ羊成肌细胞增殖阶段 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２６ａ￣５ｐ、ｍｉＲ￣２９ｃ￣３ｐ、ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ、ｍｉＲ￣
３０ａ￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣３７９￣５ｐ 的相对表达量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣５ｐ、ｍｉＲ￣３７９￣３ｐ(Ｐ<０.０１)和 ｍｉＲ￣
２７ａ￣３ｐ(Ｐ<０.００１)的相对表达量极显著降低ꎮ 如图 ２－Ｂ 所示:热应激后ꎬ羊成肌细胞分化时期 ｍｉＲ￣２３ａ、
ｍｉＲ￣２６ａ￣５ｐ、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣３７９￣５ｐ 的相对表达量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬｍｉＲ￣２４ 和 ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 相对表达
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量极显著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 上述结果说明热应激会影响羊成肌细胞部分 ｍｉＲＮＡ 的表达ꎮ

图 １　 羊成肌细胞标志蛋白的免疫荧光检测

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ
　 　 ＰＡＸ７:配对盒转录因子 ７ Ｐａｉｒｅｄ ｂｏｘ ７ꎻＭＹＦ５:成肌细胞决定蛋白 ５ Ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ５ꎻＭＹＨＣ:肌球蛋白重链 Ｍｙｏｓｉｎ ｈｅａｖｙ
ｃｈａｉｎꎻＦＩＴＣ:荧光素 ５－异硫氰酸酯 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎻＤＡＰＩ:４′ꎬ６－二氨基－２－苯基吡啶 ４′ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ.

图 ２　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测热应激下羊成肌细胞 ｍｉＲＮＡ 的相对表达量

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｉｎ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ
Ａ. 增殖阶段 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅꎻＢ. 分化阶段 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ. 圆点表示每个数值ꎮ Ｔｈｅ ｄｏｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅａｃｈ ｖａｌｕｅ.

ＣＯＮ:对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＨＳ:热应激组 Ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｇｒｏｕｐ. ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗ Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗ Ｐ<０.００１.

２.３　 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣３０ａ 的序列分析

根据热应激下羊成肌细胞 ｍｉＲＮＡ 的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果ꎬ我们选择了 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和

ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 进行后续的生物信息学分析以及靶基因预测ꎮ 对不同物种 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和

ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的成熟序列进行比对ꎬ结果(表 ２)发现ꎬｍｉＲ￣２３ａ 在不同物种的成熟序列基本相同ꎬ同源性很

高ꎬ且序列长度基本相同ꎬ均为 １９~２２ ｎｔꎬ其中有 １９ 个碱基保守ꎬ即第 １~１９ 位碱基ꎬ并且不同物种的 ｍｉＲ￣
２３ａ 的种子序列完全一致(ＵＣＡＣＡＵＵ)ꎬ仅 ３′端末尾个别碱基存在不同程度的缺失ꎮ 表 ３ 展示了不同物种

ｍｉＲ￣２４ 的成熟序列ꎬ从表中发现除了牛的成熟序列外ꎬ其余物种 ｍｉＲ￣２４ 的成熟序列基本相同ꎬ序列长度

均为 ２０~２３ ｎｔꎬ其中有 ２０ 个碱基保守ꎬ即第 １ ~ ２０ 位碱基ꎬ并且这些物种 ｍｉＲ￣２４ 的种子序列完全一致

(ＧＧＣＵＣＡＧ)ꎬ也是 ３′端末尾个别碱基存在缺失情况ꎮ 如表 ４ 所示:ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 在不同物种中的成熟序列

也基本相同ꎬ同源性很高ꎬ且序列长度基本相同ꎬ均为 ２０ ~ ２１ ｎｔꎬ其中有 ２０ 个碱基保守ꎬ即第 １ ~ ２０ 位碱
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基ꎬ并且不同物种的 ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 的种子序列完全一致(ＵＣＡＣＡＧＵ)ꎬ只是 ３′端末尾 Ｃ 碱基存在缺失情况ꎮ
表 ５ 展示了不同物种 ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的成熟序列ꎬ从表中发现不同物种 ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的成熟序列基本相同ꎬ序
列长度均为 ２２~２４ ｎｔꎬ其中有 ２２ 个碱基保守ꎬ即第 １~２２ 位碱基ꎬ并且这些物种 ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的种子序列完

全一致(ＧＵＡＡＡＣＡ)ꎬ也是 ３′端末尾个别碱基存在缺失情况ꎮ 由此说明 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和

ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 具有较高的保守性ꎮ
表 ２　 不同物种 ｍｉＲ￣２３ａ 的序列信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｍｉＲ￣２３ａ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

ｍｉＲＮＡ 登录号 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ 物种名称 Ｎａｍｅｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ 成熟序列 Ｍａｔｕｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

ｃｈｉ￣ｍｉＲ￣２３ａ ＭＩＭＡＴ００３６０８７ 山羊 Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ 　 ＡＵＣＡＣＡＵＵＧＣＣＡＧＧＧＡＵＵＵＣＣ
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ ＭＩＭＡＴ０００００７８ 人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ 　 ＡＵＣＡＣＡＵＵＧＣＣＡＧＧＧＡＵＵＵＣＣ
ｏａｒ￣ｍｉＲ￣２３ａ ＭＩＭＡＴ００００５３２ 绵羊 Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ 　 ＡＵＣＡＣＡＵＵＧＣＣＡＧＧＧＡＵＵＵＣＣＡ
ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣２３ａ ＭＩＭＡＴ００３００４８ 小鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ 　 ＡＵＣＡＣＡＵＵＧＣＣＡＧＧＧＡＵＵＵＣＣ
ｒｎｏ￣ｍｉＲ￣２３ａ ＭＩＭＡＴ００００７９２ 大鼠 Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ 　 ＡＵＣＡＣＡＵＵＧＣＣＡＧＧＧＡＵＵＵＣＣ
ｂｔａ￣ｍｉＲ￣２３ａ ＭＩＭＡＴ０００３８２７ 牛 Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ 　 ＡＵＣＡＣＡＵＵＧＣＣＡＧＧＧＡＵＵＵＣＣＡ
ｓｓｃ￣ｍｉＲ￣２３ａ ＭＩＭＡＴ０００２１３３ 野猪 Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ 　 ＡＵＣＡＣＡＵＵＧＣＣＡＧＧＧＡＵＵＵＣＣ
ｃｆａ￣ｍｉＲ￣２３ａ ＭＩＭＡＴ０００６６４０ 家犬 Ｃａｎｉｓ ｌｕｐｕｓ ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ 　 ＡＵＣＡＣＡＵＵＧＣＣＡＧＧＧＡＵＵＵ

　 　 注:下划线表示 ｍｉＲＮＡ 的种子序列ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｍｉＲＮＡ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

表 ３　 不同物种 ｍｉＲ￣２４ 的序列信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｍｉＲ￣２４ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

ｍｉＲＮＡ 登录号 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ 物种名称 Ｎａｍｅｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ 成熟序列 Ｍａｔｕｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

ｃｈｉ￣ｍｉＲ￣２４ ＭＩＭＡＴ００３６０９１ 山羊 Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ 　 ＵＧＧＣＵＣＡＧＵＵＣＡＧＣＡＧＧＡＡＣ
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４ ＭＩＭＡＴ０００００８０ 人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ 　 ＵＧＧＣＵＣＡＧＵＵＣＡＧＣＡＧＧＡＡＣＡＧ
ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣２４ ＭＩＭＡＴ００００２１９ 小鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ 　 ＵＧＧＣＵＣＡＧＵＵＣＡＧＣＡＧＧＡＡＣＡＧ
ｒｎｏ￣ｍｉＲ￣２４ ＭＩＭＡＴ００００７９４ 大鼠 Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ 　 ＵＧＧＣＵＣＡＧＵＵＣＡＧＣＡＧＧＡＡＣＡＧ
ｓｓｃ￣ｍｉＲ￣２４ ＭＩＭＡＴ０００２１４３ 野猪 Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ 　 ＵＧＧＣＵＣＡＧＵＵＣＡＧＣＡＧＧＡＡＣＡＧ
ｃｆａ￣ｍｉＲ￣２４ ＭＩＭＡＴ０００６６１４ 家犬 Ｃａｎｉｓ ｌｕｐｕｓ ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ 　 ＵＧＧＣＵＣＡＧＵＵＣＡＧＣＡＧＧＡＡＣＡＧＧ
ｇｇａ￣ｍｉＲ￣２４ ＭＩＭＡＴ０００１１８８ 鸡 Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ 　 ＵＧＧＣＵＣＡＧＵＵＣＡＧＣＡＧＧＡＡＣＡＧ
ｂｔａ￣ｍｉＲ￣２４ ＭＩＭＡＴ０００９２５０ 牛 Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ 　 ＧＵＧＣＣＵＡＣＵＧＡＧＣＵＧＡＵＡＵＣＡＧＵ

表 ４　 不同物种 ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 的序列信息

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

ｍｉＲＮＡ 登录号 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ 物种名称 Ｎａｍｅｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ 成熟序列 Ｍａｔｕｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

ｃｈｉ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ＭＩＭＡＴ００３６１０６ 山羊 Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ ＵＵＣＡＣＡＧＵＧＧＣＵＡＡＧＵＵＣＣＧ
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ＭＩＭＡＴ０００００８４ 人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＵＵＣＡＣＡＧＵＧＧＣＵＡＡＧＵＵＣＣＧＣ
ｏａｒ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ＭＩＭＡＴ００３００５３ 绵羊 Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ ＵＵＣＡＣＡＧＵＧＧＣＵＡＡＧＵＵＣＣＧＣ
ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ＭＩＭＡＴ００３００５３ 小鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ＵＵＣＡＣＡＧＵＧＧＣＵＡＡＧＵＵＣＣＧＣ
ｒｎｏ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ＭＩＭＡＴ００００７９９ 大鼠 Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ ＵＵＣＡＣＡＧＵＧＧＣＵＡＡＧＵＵＣＣＧＣ
ｂｔａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ＭＩＭＡＴ０００３５３２ 牛 Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ ＵＵＣＡＣＡＧＵＧＧＣＵＡＡＧＵＵＣＣＧ
ｓｓｃ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ＭＩＭＡＴ０００２１４８ 野猪 Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ ＵＵＣＡＣＡＧＵＧＧＣＵＡＡＧＵＵＣＣＧＣ
ｃｆａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ＭＩＭＡＴ０００６６４１ 家犬 Ｃａｎｉｓ ｌｕｐｕｓ ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ ＵＵＣＡＣＡＧＵＧＧＣＵＡＡＧＵＵＣＣＧ

表 ５　 不同物种 ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的序列信息

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

ｍｉＲＮＡ 登录号 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ 物种名称 Ｎａｍｅｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ 成熟序列 Ｍａｔｕｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

ｃｈｉ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００３６１２１ 山羊 Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ ＵＧＵＡＡＡＣＡＵＣＣＵＣＧＡＣＵＧＧＡＡＧＣＵ
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ０００００８７ 人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＵＧＵＡＡＡＣＡＵＣＣＵＣＧＡＣＵＧＧＡＡＧ
ｏａｒ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００３００５５ 绵羊 Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ ＵＧＵＡＡＡＣＡＵＣＣＵＣＧＡＣＵＧＧＡＡＧ
ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００００１２８ 小鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ＵＧＵＡＡＡＣＡＵＣＣＵＣＧＡＣＵＧＧＡＡＧＣ
ｒｎｏ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００００８０８ 大鼠 Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ ＵＧＵＡＡＡＣＡＵＣＣＵＣＧＡＣＵＧＧＡＡＧ
ｇｇａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ０００１１３５ 鸡 Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ ＵＧＵＡＡＡＣＡＵＣＣＵＣＧＡＣＵＧＧＡＡＧ
ｂｔａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ０００３８４１ 牛 Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ ＵＧＵＡＡＡＣＡＵＣＣＵＣＧＡＣＵＧＧＡＡＧＣＵ
ｓｓｃ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００１０１９３ 野猪 Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ ＵＧＵＡＡＡＣＡＵＣＣＵＣＧＡＣＵＧＧＡＡＧ
ｃｆａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ０００６６０４ 家犬 Ｃａｎｉｓ ｌｕｐｕｓ ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ ＵＧＵＡＡＡＣＡＵＣＣＵＣＧＡＣＵＧＧＡＡＧ
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２.４　 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣３０ａ 的系统进化树

利用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件对 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣３０ａ 在山羊、人、绵羊、小鼠、大鼠、鸡、牛、野猪

和家犬等物种的前体序列进行比对分析ꎬ构建系统进化树ꎬ发现 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣３０ａ 在

进化中保守性较高ꎬ成熟序列基本相同(图 ３)ꎮ

图 ３　 ｍｉＲ￣２３ａ(Ａ)、ｍｉＲ￣２４(Ｂ)、ｍｉＲ￣２７ａ(Ｃ)和 ｍｉＲ￣３０ａ(Ｄ)的系统进化树

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２３ａ(Ａ)ꎬｍｉＲ￣２４(Ｂ)ꎬｍｉＲ￣２７ａ(Ｃ)ａｎｄ ｍｉＲ￣３０ａ(Ｄ)
　 　 ｏａｒ:绵羊 Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓꎻｂｔａ:牛 Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓꎻｈｓａ:人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓꎻｃｈｉ:山羊 Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓꎻｓｓｃ:野猪 Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａꎻｃｆａ:家犬

Ｃａｎｉｓ ｌｕｐｕｓ ｆａｍｉｌｉａｒｉｓꎻｍｍｕ:小鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓꎻｒｎｏ:大鼠 Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓꎻｇｇａ:鸡 Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ.

图 ４　 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ(Ａ)、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４(Ｂ)、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ(Ｃ)和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ(Ｄ)的靶基因预测

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ(Ａ)ꎬｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４(Ｂ)ꎬｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ(Ｃ)ａｎｄ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ(Ｄ)

２.５　 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的靶基因预测

通过 ４ 个在线网站工具 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＤＢ、ＲＮＡ２２ 和 ｍｉＲＷａｌｋ 对 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣
３ｐ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 进行靶基因的预测ꎬ分别预测到 １４１、３１７、３８３ 和 １１ 个共同靶基因(图 ４)ꎮ

９９１



南　 京　 农　 业　 大　 学　 学　 报 第 ４７ 卷

图 ５　 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的靶基因 ＧＯ 功能分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａꎬｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４ꎬｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ａｎｄ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ
ＡꎬＢ. ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａꎻＣꎬＤ. ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４ꎻＥꎬＦ. ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐꎻＧꎬＨ. ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ.

２.６　 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的靶基因 ＧＯ 功能分析

分别对预测出的 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的靶基因进行 ＧＯ 功能

分析ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ １４１ 个 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ 靶基因显著富集在 ５１ 个 ＧＯ ｔｅｒｍｓ(Ｐ<０.０５)ꎬ其中生物过程

２９ 个、细胞组分 １１ 个、分子功能 １１ 个(图 ５－Ａ)ꎬ并且主要富集在细胞增殖的负向调控、细胞周期和细胞
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迁移等过程(图 ５－Ｂ)ꎮ ３１７ 个 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４ 靶基因显著富集在 １２３ 个 ＧＯ ｔｅｒｍｓ(Ｐ<０.０５)ꎬ其中生物过程

７３ 个、细胞组分 ２８ 个ꎬ分子功能 ２２ 个(图 ５－Ｃ)ꎬ并且主要富集在细胞增殖的负向调控、细胞凋亡和迁移

等(图 ５－Ｄ)ꎮ ３８３ 个 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 靶基因显著富集在 １８５ 个 ＧＯ ｔｅｒｍｓ(Ｐ<０.０５)ꎬ其中生物过程 １１０ 个、
细胞组分 ３７ 个、分子功能 ３８ 个(图 ５－Ｅ)ꎬ并且主要富集在细胞增殖、周期、迁移和骨骼肌细胞分化等

(图 ５－Ｆ)ꎮ １１ 个 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 靶基因富集在 ２ 个 ＧＯ ｔｅｒｍｓ(Ｐ<０.１０ꎬ图 ５－Ｈ)ꎬ即细胞组分 ２ 个(图 ５－Ｇ)ꎮ
ＧＯ 功能分析结果提示 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 可能参与调控成肌细胞的增殖、分化、
周期、凋亡、迁移等过程ꎬ进而调控骨骼肌的发育ꎮ

图 ６　 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 的靶基因 ＫＥＧＧ 通路富集分析

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａꎬｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４ ａｎｄ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ
ＡꎬＢ. ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａꎻＣꎬＤ. ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４ꎻＥꎬＦ. ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ.

２.７　 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的靶基因 ＫＥＧＧ 通路富集分析

ＫＥＧＧ 通路富集分析结果如图 ６ 所示ꎮ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ 的靶基因显著富集在 ２ 条通路上(Ｐ<０.０５ꎬ图 ６－Ｂ)ꎮ
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４ 的靶基因显著富集在 １９ 条通路(Ｐ<０.０５ꎬ图 ６－Ｄ)ꎬ如 ＭＡＰＫ、Ｒａｓ、ＥｒｂＢ、ＦｏｘＯ 和 ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信
号通路ꎮ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 的靶基因显著富集在 ３１ 条通路(Ｐ<０.０５ꎬ图 ６－Ｆ)ꎬ如 ｍＴＯＲ 信号通路、ＴＧＦβ 信
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号通路、ＭＡＰＫ 信号通路、Ｒａｓ 信号通路、ＥｒｂＢ 信号通路、ＦｏｘＯ 信号通路和 ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路ꎮ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣
３０ａ￣５ｐ 的靶基因无显著富集的通路ꎮ 以上结果表明 ｍｉＲ￣２４ 和 ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 可能参与调控相关信号通路ꎬ
从而影响骨骼肌的发育过程ꎮ
２.８　 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 与靶基因、ＫＥＧＧ 通路的关联分析

将 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 与靶基因、ＫＥＧＧ 通路进行关联分析ꎬ从结果(图 ７)中发现:ＮＬＫ 与

ＴＡＯＫ１ 是 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 的共同靶基因ꎬ可能调控 ＭＡＰＫ 与 ＦｏｘＯ 信号通路ꎮ 此外ꎬｈｓａ￣
ｍｉＲ￣２４ 还可能通过调控 ＰＩ３ＫＲ３ 基因的表达ꎬ来参与 Ｒａｓ、ＥｒｂＢ、ＦｏｘＯ、ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 和 ｍＴＯＲ 信号通路ꎮ
ＮＡＲＳ、ＫＲＡＳ 和 ＳＯＳ１ 作为信号通路的交互靶基因ꎬｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 可能靶向 ＮＡＲＳ、ＫＲＡＳ 和 ＳＯＳ１ 调控

ＭＡＰＫ、Ｒａｓ、ＥｒｂＢ、ＦｏｘＯ、ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 和 ｍＴＯＲ 信号通路ꎮ 以上结果说明 ｍｉＲ￣２４ 和 ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 可能通过调

控靶基因影响相关信号通路ꎬ进而调控成肌细胞的增殖、分化、凋亡、迁移等过程ꎬ从而影响骨骼肌的发育ꎮ
ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 对热应激下成肌细胞增殖、分化、凋亡、迁移等调控作用还需

要后续的试验来深入探究ꎮ

图 ７　 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 与靶基因、ＫＥＧＧ 通路的关联分析

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４ꎬｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ ｗｉｔｈ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ
　 　 ＰＩ３ＫＲ３:磷酸肌醇 ３ 激酶基因 Ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ￣３￣ｋｉｎａｓｅꎬ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｕｎｉｔ ３ ｇｅｎｅꎻＮＬＫ:Ｎｅｍｏ 样激酶基因 Ｎｅｍｏ￣ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ ｇｅｎｅꎻ
ＴＡＯＫ１:ＴＡＯ 激酶 １ 基因 ＴＡＯ ｋｉｎａｓｅ １ ｇｅｎｅꎻＮＡＲＳ:Ａｓｐａｒａｇｉｎｙｌ￣ｔＲＮＡ 合成酶基因 Ａｓｐａｒａｇｉｎｙｌ￣ｔＲＮＡ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ｇｅｎｅꎻＫＲＡＳ:Ｋｉｒｓｔｅｎ 大鼠肉瘤

病毒癌基因同源物 Ｋｉｒｓｔｅｎ ｒａｔｓ ａｒｃｏｍａｖｉｒａｌ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇꎻＳＯＳ１:七子基因编码因子基因 Ｓｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｎｌｅｓｓ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ.

３　 讨论

ｍｉＲ￣２３ａ 抑制 Ｃ２Ｃ１２ 细胞的肌分化[２９]ꎬｍｉＲ￣２４ 促进肌分化[３０]ꎬｍｉＲ￣２７ａ 通过靶向肌生长抑制素基因

来促进猪成肌细胞的增殖[３１]ꎬｍｉＲ￣３０ａ 家族会促进小鼠 Ｃ２Ｃ１２ 细胞的分化过程[３２]ꎮ 然而ꎬ目前有关热应

激是否会影响 ｍｉＲＮＡ 表达的研究鲜有报道ꎬ热应激如何通过调控 ｍｉＲＮＡ 的表达来影响成肌细胞的增殖、
分化、凋亡等过程也尚不清楚ꎮ 本研究通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技术发现热应激抑制羊成肌细胞增殖阶段和分化阶

段大部分 ｍｉＲＮＡ 的表达ꎬ其中ꎬｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 的表达极显著降低ꎮ 由此表明热应激会影响羊成肌细胞

ｍｉＲＮＡ 的表达ꎬ进而影响成肌细胞的各种生物学过程ꎮ
通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试验结果ꎬ本研究筛选了 ４ 个 ｍｉＲＮＡ(ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ)进

行后续的生物信息学分析与靶基因预测ꎬ并利用 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库查询山羊、人、绵羊、小鼠、大鼠、牛、鸡、野
猪和家犬的 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ、ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的成熟序列ꎬ经过序列比对后发现 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、
ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ、ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的成熟序列在各物种中基本相同ꎬ种子序列完全一致ꎮ ｍｉＲＮＡ 的种子序列是

ｍｉＲＮＡ ５′端第 ２~８ 个核苷酸ꎬ通常与靶基因 ３′ＵＴＲ 完全互补[３３]ꎮ 本研究结果表明 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣
２７ａ￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的保守性较强ꎬ其在不同物种的进化中发挥着重要作用ꎮ 生物信息学分析表明山

羊、人、绵羊、小鼠、大鼠、牛、鸡、野猪和家犬的 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ、ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的成熟序列都只

有 １ 条ꎮ 通过 ｍｉＲＤＢ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＷａｌｋ 和 ＲＮＡ２２ 预测 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ、ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的靶

基因ꎬ分别预测到 １４１、３１７、３８３ 和 １１ 个共同靶基因ꎮ 因上述数据库没有羊的 ｍｉＲＮＡ 信息ꎬ且羊的这 ４ 个

ｍｉＲＮＡ 的成熟序列与人的基本相同ꎬ故而以人 ｍｉＲＮＡ 的成熟序列进行预测ꎮ
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ＧＯ 富集分析结果表明 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ａ、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 的靶基因主要富

集在细胞增殖的负向调控、细胞周期、细胞凋亡、骨骼肌细胞分化和细胞迁移等生物学过程ꎮ 已有相关研

究报道了上述 ｍｉＲＮＡ 能够调控小鼠 Ｃ２Ｃ１２ 细胞的增殖、分化、凋亡和迁移等[５ꎬ１０ꎬ２４]ꎮ 本研究 ＫＥＧＧ 通路

富集分析结果表明靶基因主要富集在 ＭＡＰＫ、Ｒａｓ、ＥｒｂＢ、ＦｏｘＯ、ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 和 ｍＴＯＲ 信号通路ꎮ ＭＡＰＫ 能够

调控细胞的增殖和分化等过程ꎬ细胞外信号相关激酶(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅｓꎬＥＲＫ１ / ２ / ５)、Ｐ３８
ＭＡＰＫ 和 Ｊｕｎ 氨基末端激酶(Ｊｕｎ ａｍｉｎｏ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅｓꎬＪＮＫ１ / ２ / ３)都属于 ＭＡＰＫ 家族[３４]ꎮ ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 也是

细胞生长的重要信号因子[３５]ꎮ 研究表明 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路调控 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞的增

殖[３６]ꎮ 哺乳动物中有 ４ 个 ＦＯＸＯ 基因ꎬ即 ＦＯＸＯ１、ＦＯＸＯ３、ＦＯＸＯ４ 和 ＦＯＸＯ６ꎬ这 ４ 种转录因子参与多种细

胞生物学途径[３７]ꎮ Ｒａｓ(Ｈ￣、Ｋ￣或 Ｎ￣Ｒａｓ)是许多小 ＧＴＰ￣结合蛋白中的一种ꎬ作为分子开关调节活性 ＧＴＰ￣
和非活性 ＧＤＰ 的结合状态ꎮ 在骨骼肌成肌细胞中ꎬＲａｓ 被认为是一种强烈的肌生成抑制剂ꎬ调节骨骼肌

祖细胞的迁移ꎮ 成红细胞癌基因 Ｂ(ｅｒｙｔｈｒｏｂｌａｓｔｉｃ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ＢꎬＥｒｂＢ)属于表皮生长因子受体酪氨酸激酶受

体家族(ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＥＧＦＲ)ꎬ该家族由 ＥｒｂＢ１(也称为 ＥＧＦＲ)、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３ 和 ＥｒｂＢ４
组成ꎬ能够调节细胞的生长、凋亡和分化[３８]ꎮ 由此表明 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２４、ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ 可能

通过参与 ＭＡＰＫ、Ｒａｓ、ＥｒｂＢ、ＦｏｘＯ、ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 和 ｍＴＯＲ 信号通路ꎬ来调控成肌细胞的增殖、凋亡和分化等过

程ꎬ从而影响骨骼肌的发育ꎮ
本研究发现ꎬｈｓａ￣ｍｉＲ￣２４ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ 可能都会调控 ＮＬＫ 与 ＴＡＯＫ１ 基因ꎬ参与 ＭＡＰＫ、Ｒａｓ、

ＥｒｂＢ、ＦｏｘＯ、ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 和 ｍＴＯＲ 信号通路ꎮ 研究发现 Ｒａｓ / ＥＲＫ / ＳＲＦ / ＥＬＫ 信号传导需要 ＮＬＫ(Ｎｅｍｏ￣ｌｉｋｅ
ｋｉｎａｓｅ)通过磷酸化 ＳＲＦ 和拮抗 ＳＲＦ / ＭＫＬ 途径来调节骨骼肌发育ꎬ在 ＮＬＫ 敲除小鼠中ꎬ肌纤维会肥大生

长ꎬ增加肌肉和体重ꎬ表明 ＮＬＫ 能够调节体内肌肉发育[３９]ꎮ ＴＡＯＫ１( ｔｈｏｕｓａｎｄ ａｎｄ ｏｎｅ ａｍｉｎｏ￣ａｃｉｄ ｋｉｎａｓｅ １)
是步骤 ２０ｐ 蛋白激酶家族的一部分ꎬ在丝裂原活化蛋白激酶级联的上游发挥重要作用ꎬ参与多个细胞生物

学过程ꎮ ＴＡＯＫ１ 也称为 ＰＳＫ２、ＴＡＯ１ 或 ＭＡＲＫＫꎬ通过 ｃ￣Ｊｕｎ Ｎ 末端激酶和 Ｒｈｏ 激酶 １ 参与凋亡[４０]ꎮ
ＴＡＯＫ１ 在炎症反应和癌症的调节过程中发挥着重要作用ꎬ已被广泛证实为癌症药物的潜在靶点[４１]ꎮ 然

而ꎬＴＡＯＫ１ 是否调控骨骼肌的发育还不清楚ꎮ
综上ꎬ本研究首次探明了热应激对羊成肌细胞部分 ｍｉＲＮＡ 的影响并进行了生物信息学分析ꎬ预测了

靶基因与调控成肌细胞的生物学功能与信号通路ꎬ但是热应激条件下 ｍｉＲＮＡ 的具体作用机制及其与靶基

因的靶向关系还有待于深入研究ꎮ
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