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摘　要：本研究旨在挖掘山羊肌肉组织ｍｉＲＮＡ，获取山羊肌肉组织 ｍｉＲＮＡ表达谱并分析其生物学特征，为进一

步研究特定ｍｉＲＮＡ参与山羊肌肉细胞的增殖与分化等生长发育机制奠定理论基础。从山羊肌肉组织中提取总

ＲＮＡ，分离、构建小片段ＲＮＡ文库，利用Ｓｏｌｅｘａ方法进行测序并进行生物信息学分析，最后利用ｑＰＣＲ技术验证

ｍｉＲＮＡ在山羊肌肉组织中的表达情况。共鉴定出５１７个物种间保守的和２个山羊基因组特有的 ｍｉＲＮＡ。其中

３０６个表达量在１００以上。随机选择８个ｍｉＲＮＡ，利用ｑＰＣＲ验证其在山羊肌肉组织中的表达情况，结果与测序

结果一致。同时ｍｉＲＮＡ靶基因预测和功能分析表明，很多 ｍｉＲＮＡ可能影响一些与动物肌肉发育相关的细胞信

号通路。测序成功获取了山羊肌肉组织ｍｉＲＮＡ序列及其表达谱，山羊肌肉组织 ｍｉＲＮＡ表达丰富且表达量各异。

本研究也为进一步研究ｍｉＲＮＡ调控哺乳动物肌肉发育奠定了理论基础。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｇｏａｔ；ｍｕｓｃｌｅ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ；ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

　　ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类新发现的长约２２

ｎｔ非编码的小分子 ＲＮＡ。ｍｉＲＮＡ通过与靶标特

异性的碱基互补配对，引起靶 ｍＲＮＡ降解、稳定性

下降或者抑制其翻译，从转录后水平调节基因的表

达，从而参与动物的生殖、生长、发育等多种生命活

动［１３］。研究山羊肌肉组织 ｍｉＲＮＡ表达谱和特征

对于进一步揭示其在山羊肌肉细胞增殖、分化等生

长发育过程中的作用及机理具有重要意义。

哺乳动物骨骼肌的发育过程中，多种调节因子，

包括转录因子和细胞信号分子在肌肉细胞增殖和分

化过程中起关键作用［３］。近来的研究表明，ｍｉＲＮＡ

通过序列、结构、丰度和转录方式的多样性，在基因

表达调控领域介导了一个全新层次上的基因表达调

控方式［４］。由基因组中非蛋白质编码区或内含子编

码的ｍｉＲＮＡ参与了骨骼肌的增殖与分化调控过

程［５］。ｍｉＲＮＡ能调节平滑肌细胞（ＳＭＣＳ）的表型

在增殖和分化之间发生转变，如 ｍｉＲ２５能调节平

滑肌细胞的增殖［６］；而抑制 ｍｉＲ２６ａ能加速平滑肌

细胞的分化［７］。ｍｉＲ２０６和ｍｉＲ４８６则能通过直接

与Ｐａｘ７基因３′ＵＴＲ结合来下调Ｐａｘ７的表达，从

而调控肌细胞的合成，影响肌肉发育［８］。另外，Ｔ．

Ｇ．ＭｃＤａｎｅｌｄ等分离猪骨骼肌组织中的ｍｉＲＮＡ，并

分析了猪骨骼肌ｍｉＲＮＡ在不同时期和不同组织的

表达情况，为进一步研究肌肉 ｍｉＲＮＡ调控作用提

供了基础［９］。除此之外，ｍｉＲ１、ｍｉＲ２６、ｍｉＲ２７、

ｍｉＲ１３３、ｍｉＲ２０６和 ｍｉＲ２２２等 ｍｉＲＮＡ 在山羊、

奶牛、鸡等家养动物的骨骼肌发育过程中差异性表

达［１０１２］，暗示这些小ＲＮＡ对动物的骨骼肌发育可

能具有重要的调控作用。这些研究成果都充分体现

了ｍｉＲＮＡ对肌肉发育有重要的调控作用。

目前，ｍｉＲＢａｓｅ１８．０数据库中尚未收录山羊

ｍｉＲＮＡ信息，而关于山羊肌肉组织特异性 ｍｉＲＮＡ

测序与表达谱情况的研究亦未见报道。本研究拟通

过对山羊肌肉组织小ＲＮＡ 进行Ｓｏｌｅｘａ测序，挖掘

山羊肌肉组织 ｍｉＲＮＡ，并进行ｑＰＣＲ试验验证和

生物信息学分析，为研究 ｍｉＲＮＡ在山羊肌肉细胞

增殖、分化等生长发育过程中作用机理提供生物学

基础。

１　材料与方法

１．１　材料

试验动物为出生日期相同的３只安徽白山羊，

采自合肥博大牧业科技开发有限责任公司。在相同

的饲养管理条件下饲养至６月龄屠宰，宰后迅速采

集背最长肌样品，装入无 ＲＮａｓｅ的离心管中，立即

置于液氮中保存，用于总 ＲＮＡ的提取。

１．２　方法

１．２．１　总ＲＮＡ提取　　按照Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，

Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ，ＵＳＡ）一步法提取山羊肌肉总

ＲＮＡ，柱纯化后用 ＮａｎｏｄｒｏｐＮＤ１０００（Ｎａｎｏｄｒｏｐ

Ｎｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，ＤＥ）分析浓度，用Ａｇｉ

ｌｅｎｔＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ２１００（ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｐａｌｏ

Ａｌｔｏ，ＣＡ）进行质量检测。总ＲＮＡ于－７０℃冰箱

保存备用。

１．２．２　山羊肌肉Ｓｏｌｅｘａ测序　　利用１５％变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳技术（ＰＡＧＥ）从总ＲＮＡ中分离

小片段１５～３０ｎｔＲＮＡ，纯化后对分离的小片段

ＲＮＡ连接３′和５′接头。再运用ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅡ反转

录酶将连接有５′和３′接头的ＲＮＡ进行反转录，合

成ｃＤＮＡ。并进行ＰＣＲ扩增，扩增程序：９８℃预变

性３０ｓ；９８℃变性１０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸

１５ｓ，１４个循环；７２℃ 延伸８ｍｉｎ；４℃保存。扩增

后的ｃＤＮＡ经纯化检测合格后，送深圳华大基因科

技有限公司进行Ｓｏｌｅｘａ测序。

１．２．３　肌肉 ｍｉＲＮＡ获取　　对上述测序获得的

序列数据进行去除污染、去除接头的处理，然后进行

序列统计，获得有效序列用作后续分析。将有效序

列比对到相应的生物信息数据库（ＧｅｎＢａｎｋ、Ｒｅｐｅａｔ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ、Ｒｆａｍ数据库），去除ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｓｎｏＲ

ＮＡ、ｓｎＲＮＡ等非编码小ＲＮＡｓ；然后将剩余序列比

对到 ｍｉＲＢａｓｅ１８．０中绵羊、牛、猪、马、狗５个哺乳

动物已知ｍｉＲＮＡ的成熟序列或前体序列，从而得

到在山羊及这５个物种间保守的ｍｉＲＮＡ；最后将剩

余序列比对到山羊 ＥＳＴ 数据库，通过截取与小

２８４
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ＲＮＡ匹配的５０～７０ｂｐ的ＥＳＴ序列，利用 Ｍｉｒｅａｐ

软件预测山羊特有的ｍｉＲＮＡ。

１．２．４　物种间保守的 ｍｉＲＮＡｓ鉴定　　由于

ｍｉＲＢａｓｅ１８．０目前还没有收录山羊的 ｍｉＲＮＡｓ，所

以首先将有效序列比对到基因组中（ｈｔｔｐ：／／ｓｏａｐ．

ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ．ｃｎ），ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ），Ｒｆａｍ 数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒ

ｂａｓｅ．ｏｒｇ），有效去除ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｓｎＲ

ＮＡ和ｒｅｐｅａｔ等非编码小ＲＮＡｓ，然后将剩余序列

比对到 ｍｉＲＢａｓｅ１８．０中绵羊、牛、猪、马、狗５个哺

乳动物已知ｍｉＲＮＡｓ的成熟序列或前体序列，从而

得到在山羊、绵羊、牛、猪、马、狗６个物种间保守的

ｍｉＲＮＡｓ。

１．２．５　山羊特有 ｍｉＲＮＡ预测　　由于目前山羊

的全基因组序列还没有公布，所以将鉴定为保守

ｍｉＲＮＡｓ以外的序列比对到 ＧｅｎＢａｎｋ上的山羊

ＥＳＴ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃ

ｅｓｔ？ｔｅｒｍ＝ｃａｐｒａ％２０ｈｉｒｃｕｓ），通过截取与小ＲＮＡ

匹配的５０～７０ｂｐ的山羊ＥＳＴ序列，利用商业软件

Ｍｉｒｅａｐ（华 大，ｈｔｔｐ：／／ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／

ｍｉｒｅａｐ／）探寻其发夹结构和Ｄｉｃｅｒ酶切位点信息，

预测山羊特有的 ｍｉＲＮＡｓ。预测标准：初步分析序

列长度为１５～２６ｎｔ；本文筛选ｍｉＲＮＡ参考序列长

度２０～２４ｎｔ；Ｄｒｏｓｈａ／Ｄｉｃｅｒ酶切位点最小深度为

３；参考 ｍｉＲＮＡｓ最大拷贝数为２０；最大允许的

ｍｉＲＮＡ前体自由能为－１８ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１；ｍｉＲＮＡ

与ｍｉＲＮＡ 之间最大空间为３５；ｍｉＲＮＡ 与 ｍｉＲ

ＮＡ最小碱基对为１４；ｍｉＲＮＡ与 ｍｉＲＮＡ间最大

隆起为４；ｍｉＲＮＡ／ｍｉＲＮＡ最大不对称为５；ｍｉＲ

ＮＡ前体侧翼序列长度为１０。

１．２．６　实时定量ＰＣＲ验证（ｑＰＣＲ）　　在上述分

析获得序列结果中随机选取８个 ｍｉＲＮＡ，以 Ｕ６

ｓｎＲＮＡ作为内参基因，采用 ＴａｑＭａｎｍｉＲＮＡＡｓ

ｓａｙｓ定量试剂盒，检测选取 ｍｉＲＮＡ在山羊肌肉组

织中的表达量，试验步骤参照试剂盒说明书进行，相

对表达量结果采用２ΔΔＣｔ法进行计算分析
［１３］。ｍｉＲ

ＮＡ及内参基因探针序列见表１。

表１　８个选取犿犻犚犖犃定量检测的引物序列

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳８犿犻犚犖犃犳狅狉狇犘犆犚

内参基因和ｍｉＲＮＡ

ＣｏｎｔｒｏｌｇｅｎｅａｎｄｍｉＲＮＡ

ＴａｑＭａｎ探针序列（５′３′）

ＴａｑＭａｎｐｒｏｂｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

测序表达量

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｏｌｅｘａｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

Ｕ６ｓｎＲＮＡ ＣＡＡＧＧＡＴＧＡＣＡＣＧＣＡＡＡＴＴＣＧ

ｍｉＲ２６ａ ＴＴＣＡＡＧＴＡＡＴＣＣＡＧＧＡＴＡＧＧＣＴ ７１２３６

ｍｉＲ２０６ ＴＧＧＡＡＴＧＴＡＡＧＧＡＡＧＴＧＴＧＴＧＧ ５９８７６８

ｍｉＲ２７ａ ＴＴＣＡＣＡＧＴＧＧＣＴＡＡＧＴＴＣＣＧＣ ２７６３

ｍｉＲ３８３ ＡＧＡＴＣＡＧＡＡＧＧＴＧＡＴＴＧＴＧＧＣＴ １０

ｍｉＲ３２０ ＡＡＡＡＧＣＴＧＧＧＴＴＧＡＧＡＧＧＧＣＧＡ １２５６０

ｍｉＲ１８７ ＴＣＧＴＧＴＣＴＴＧＴＧＴＴＧＣＡＧＣＣＧＧＡ ８２

ｍｉＲ２７ｂ ＡＧＡＧＣＴＴＡＧＣＴＧＡＴＴＧＧＴＧＡＡＣ ３２５５

ＪＲｍ０００２ ＧＣＡＧＡＡＧＣＣＴＧＧＡＴＧＧＴＧＴＣＡ ２６８

１．２．７　ｍｉＲＮＡｓ靶基因预测及功能分析　　由于

目前山羊全基因组序列尚未公布，所以将 ｍｉＲＮＡｓ

比对到ＧｅｎＢａｎｋ上的山羊ｕｎｉｇｅｎｅ数据库（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｕｎｉｇｅｎｅ／？ｔｅｒｍ＝ｃａ

ｐｒａ％２０ｈｉｒｃｕｓ），利用ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ软件（ｈｔｔｐ：／／ｂｉ

ｂｉｓｅｒｖ．ｔｅｃｈｆａｋ．ｕｎｉｂｉｅｌｅｆｅｌｄ．ｄｅ／ｒｎａｈｙｂｒｉｄ／）预测

ｍｉＲＮＡｓ在山羊基因组中所有的潜在靶基因位点，

然后对所有靶基因进行 ＫＥＧＧ功能通路分析（ｈｔ

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｊｐ／ｋｅｇｇ），探索 ｍｉＲＮＡｓ可能

调控的靶基因及参与的细胞信号通路。靶基因预测

标准如下：小ＲＮＡ与靶标之间不超过４个碱基的

错配（ＧＵ 错配按０．５个碱基计算）；在 ｍｉＲＮＡ与

靶标配对中相邻的错配碱基不超过２个；在ｍｉＲＮＡ

与靶标配对２～１２碱基位置没有相邻的错配（５′ｏｆ

ｍｉＲＮＡ）；在ｍｉＲＮＡ与靶标配对１０～１１碱基位置

没有错配；在 ｍｉＲＮＡ与靶标配对１～１２碱基中错

配碱基不超过２．５（５′ｏｆｍｉＲＮＡ）；ｍｉＲＮＡ与靶标

配对最小自由能（ＭＦＥ）≥７５％。
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２　结　果

２．１　犚犖犃提取结果

用 ｍｉｒＶａｎａＴＭ ｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ（Ａｍｂｉ

ｏｎ）提取的小ＲＮＡ质量鉴定是由去除小片段ＲＮＡ

后得到的ＲＮＡ副产品用琼脂糖凝胶电泳检测，１％

琼脂糖凝胶电泳结果，与Ｔｒｉｚｏｌ法提取的肌肉组织

总ＲＮＡ相比可以看出在５Ｓ位置几乎看不到条带

（图略）。１８Ｓ和２８Ｓ条带清晰，说明ＲＮＡ完整无降

解。也预示着提取的小ＲＮＡ质量良好。

２．２　犛狅犾犲狓犪测序结果及数据处理

测序获得８．９１ｍｉｌｌｉｏｎ（Ｍ）的Ｔｏｔａｌｒｅａｄｓ原始

的数据后，对其进行去接头，去低质量ｒｅａｄｓ，去污染

等处理，得到８．６０ｍｉｌｌｉｏｎ（Ｍ）干净的序列，其中所

得数据质量如表２所示。然后统计小 ＲＮＡ（ｓＲ

ＮＡ）的种类及数量，并对小ＲＮＡ做长度分布统计，

通过长度分布的峰能判断小ＲＮＡ的种类，如 ｍｉＲ

ＮＡ集中在２１或２２ｎｔ，ｓｉＲＮＡ集中在２４ｎｔ，大部

分序列长度位于２１～２３ｎｔ（图１），其中长度为２２ｎｔ

的序列占５０．２３％。通过ＳＯＡＰ将ｓＲＮＡ定位到基

因组，分析ｓＲＮＡ在基因组上的表达和分布情况。

其中测序数据中ＵｎｉｑｕｅｓＲＮＡｓ比对到基因中的有

５１７６５（１２．８６％），总ＴｏｔａｌｓＲＮＡｓ比对到基因组上

的有６５９５９６，占８．１６％。

表２　小犚犖犃测序所得质量情况

犜犪犫犾犲２　犛狌犿犿犪狉狔狅犳犱犪狋犪犮犾犲犪狀犻狀犵狅犳狋犪犵狊狆狉狅犱狌犮犲犱犫狔狊犿犪犾犾

犚犖犃狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵

片段类型

Ｔｙｐｅ

数量

Ｃｏｕｎｔｓ

百分比／％

Ｐｅｒｃｅｎｔ

Ｔｏｔａｌ＿ｒｅａｄｓ ８９１２６０５

Ｈｉｇｈ＿ｑｕａｌｉｔｙ ８６０６７５８ １００．００

３′ａｄａｐｔｅｒ＿ｎｕｌｌ ７０５７５ ０．８２

Ｉｎｓｅｒｔ＿ｎｕｌｌ １０９３１ １．２７

５′ａｄａｐｔｅｒ＿ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔｓ １８９３５ ０．２２

Ｓｍａｌｌｅｒ＿ｔｈａｎ＿１５ｎｔ ３２７５４３ ３．８１

ｐｏｌｙＡ ０ ０．００

Ｃｌｅａｎ＿ｒｅａｄｓ ８０７９６７７ ９３．８８

２．３　已知犿犻犚犖犃比对与表达谱分析

由于 ｍｉＲＢａｓｅ１８．０目前还没有收录山羊的

ｍｉＲＮＡ，所以有效去除ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、

ｓｎＲＮＡ和ｒｅｐｅａｔ等非编码小ＲＮＡｓ后，将剩余序

列比对到 ｍｉＲＢａｓｅ１８．０中绵羊、牛、猪、马、狗５个

哺乳动物已知 ｍｉＲＮＡ的成熟序列或前体序列（默

认ＧＵ配对，允许１～２个碱基错配），从而得到山

羊基因组中存在的在这５个物种间保守的ｍｉＲＮＡ。

共比对上５１７个ｍｉＲＮＡ，其中表达量在１００以上的

有３０６个。表达量前１０位的ｍｉＲＮＡ如表３所示，

其表达量都在１０００００以上。

图１　所有测序所得 犚犖犃长度分布状况

犉犻犵．１　犔犲狀犵狋犺犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳狋犪犵狊狆狉狅犱狌犮犲犱犫狔狊犿犪犾犾

犚犖犃狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵

２．４　山羊特有犿犻犚犖犃预测与表达信息

ｍｉＲＮＡ前体的标志性发夹结构，能够用来预

测新的ｍｉＲＮＡ。通过对截取一定长度ｓＲＮＡ比对

上的基因组序列，探寻其二级结构及Ｄｉｃｅｒ酶切位

点信息、能量等特征，采用ｍｉＲＮＡ预测软件Ｍｉｒｅａｐ

（ｈｔｔｐ：／／ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｍｉｒｅａｐ／），由于

目前山羊的全基因组序列还没有公布，所以将鉴定

为保守 ｍｉＲＮＡ以外的序列比对到 ＧｅｎＢａｎｋ上的

山羊ＥＳＴ数据库，通过截取与小ＲＮＡ匹配的５０～

７０ｂｐ的山羊ＥＳＴ序列，利用上述软件预测山羊特

有的ｍｉＲＮＡ。表４中显示预测出的新 ｍｉＲＮＡ的

表达谱信息。由于目前山羊的全基因组序列还没有

公布，所以将鉴定为保守 ｍｉＲＮＡｓ以外的序列比对

到ＧｅｎＢａｎｋ上的山羊ＥＳＴ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃｅｓｔ？ｔｅｒｍ ＝ ｃａｐｒａ％

２０ｈｉｒｃｕｓ），通过截取与小 ＲＮＡ匹配的５０～７０ｂｐ

的山羊ＥＳＴ序列，利用商业软件 Ｍｉｒｅａｐ（华大，ｈｔ

ｔｐ：／／ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｍｉｒｅａｐ／）探寻其发

夹结构和 Ｄｉｃｅｒ酶切位点信息，预测山羊特有的

ｍｉＲＮＡｓ。预测标准：初步分析序列长度为１５～２６

ｎｔ；本研究筛选ｍｉＲＮＡ 参考序列长度２０～２４ｎｔ；

Ｄｒｏｓｈａ／Ｄｉｃｅｒ酶切位点最小深度为３；参考 ｍｉＲ

ＮＡｓ最大拷贝数为２０；最大允许的 ｍｉＲＮＡ前体自

由能为－１８ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１；ｍｉＲＮＡ与ｍｉＲＮＡ之间

最大空间为３５；ｍｉＲＮＡ与 ｍｉＲＮＡ最小碱基对为

１４；ｍｉＲＮＡ与 ｍｉＲＮＡ间最大隆起为４；ｍｉＲＮＡ／
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ｍｉＲＮＡ最大不对称为５；ｍｉＲＮＡ前体侧翼序列长

度为１０。表４中显示预测出的新ｍｉＲＮＡ的表达谱

信息。并预测其发卡结构，如图２所示。

表３　表３　山羊测序中已知犿犻犚犖犃表达量（前１０的表达谱）

犜犪犫犾犲３　犛狌犿犿犪狉狔狅犳犽狀狅狑狀犿犻犚犖犃犻狀犵狅犪狋狊犪犿狆犾犲（犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳狋犺犲狋狅狆１０）

ｍｉＲＮＡ家族 ｍｉＲＮＡｆａｍｉｌｙ 表达量 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ｍｉＲ１３３ｃ １５２１５３６ ＴＴＧＧＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＣＡＧＣＴＧ

ｍｉＲ１３３ａ １５０７８４２ ＴＴＧＧＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＣＡＧＣＴＧＴ

ｍｉＲ１３３ｂ １４６２５２５ ＴＴＴＧＧＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＣＡＧＣＴＧＴ

ｍｉＲ３７８ １１８７２０６ ＡＣＴＧＧＡＣＴＴＧＧＡＧＴＣＡＧＡＡＧＧＣ

ｍｉＲ１ １１２３５６２ ＴＧＧＡＡＴＧＴＡＡＡＧＡＡＧＴＡＴＧＴＡＴ

ｍｉＲ２０６ ５９８７６８ ＴＧＧＡＡＴＧＴＡＡＧＧＡＡＧＴＧＴＧＴＧＧ

ｍｉＲ１４３ ３６７４２６ ＴＧＡＧＡＴＧＡＡＧＣＡＣＴＧＴＡＧＣＴＣＴ

ｍｉＲ１６ａ ２２０６５０ ＴＡＧＣＡＧＣＡＣＧＴＡＡＡＴＡＴＴＧＧＡＧ

ｍｉＲ１６ｂ ２１６１５６ ＴＡＧＣＡＧＣＡＣＧＴＡＡＡＴＡＴＴＧＧＡ

ｌｅｔ７ａ １２５０２６ ＴＧＡＧＧＴＡＧＴＡＧＧＴＴＧＴＡＴＡＧＴＴ

表４　山羊肌肉新犿犻犮狉狅犚犖犃

犜犪犫犾犲４　犖狅狏犲犾犿犻犚犖犃狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀犻狀犿狌狊犮犾犲狊狅犳犵狅犪狋

样品Ｓａｍｐｌｅｓ 表达量 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ 位置Ｌｏｃａｔｉｏｎ 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＪＲｍ００１ １７ ５′ ＣＴＴＣＴＣＣＴＣＡＣＴＣＣＧＴＣＣＡＧＴ

ＪＲｍ００２ ２６８ ３′ ＧＣＡＧＡＡＧＣＣＴＧＧＡＴＧＧＴＧＴＣＡ

图２　山羊肌肉中２个新犿犻犮狉狅犚犖犃发卡结构

犉犻犵．２　犜狑狅狀犲狑犿犻犮狉狅犚犖犃犺犪犻狆犻狀狊狋狉狌犮狋狌狉犲犻狀犵狅犪狋犿狌狊犮犾犲

２．５　狇犘犆犚验证结果

使用ｑＰＣＲ检测了８个随机选择的山羊肌肉

ｍｉＲＮＡ的表达水平。从图３的结果显示，８个

ｍｉＲＮＡ的山羊肌肉中都有表达，且表达趋势与Ｓｏｌ

ｅｘａ测序的结果（表１）一致。

１．ｍｉＲ２６ａ；２．ｍｉＲ２０６；３．ｍｉＲ３８３；４．ｍｉＲ２７ａ；５．

ｍｉＲ３２０；６．ｍｉＲ１８７；７．ｍｉＲ２７ｂ；８．ｍｉＲ０００２
图３　山羊肌肉中８个犿犻犚犖犃的相对表达量

犉犻犵．３　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犲犻犵犺狋狉犪狀犱狅犿犾狔狊犲犾犲犮狋犲犱

犿犻犚犖犃犳狉狅犿犵狅犪狋犿狌狊犮犾犲

２．６　犿犻犚犖犃靶基因预测及功能分析

将ｍｉＲＮＡ比对到ＧｅｎＢａｎｋ上的山羊ｕｎｉｇｅｎｅ

数据库，利用ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ软件预测ｍｉＲＮＡ在山羊

基因组中潜在靶基因位点，然后对所有靶基因进行

ＫＥＧＧ功能通路分析，探索 ｍｉＲＮＡ可能调控的靶

基因及参与的细胞信号通路［１４］。对 Ｍｉｒｅａｐ预测出

的ｍｉＲＮＡ进行靶基因预测，得到可预测出靶基因
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的ｍｉＲＮＡ数量以及这些 ｍｉＲＮＡ的预测靶基因数

量。共预测出８２６２个 ｍｉＲＮＡ靶基因位点。其中

参与 Ｗｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ信号通路的靶基因就

有２８８个。除此之外，还有多个表达量较高的ｍｉＲ

ＮＡ参与了生长发育相关的信号通路（数据略）。

３　讨　论

３．１　犿犻犚犖犃参与肌肉生长发育调控

近年来，生长发育相关基因组学研究的趋势之

一是逐渐从基因结构和功能分析转到基因表达调控

机理上。而ｍｉＲＮＡ的调控功能是基因表达调控的

重要方面，其在转录后水平上介导了一个全新层次

的基因表达调控方式。ｍｉＲＮＡ通过调控一些转录

因子及一些信号传导因子来调节肌肉形成过程中细

胞增殖、分化，与肌肉发育密切相关［９，１５］。所以除了

研究蛋白编码基因外，还须研究肌源 ｍｉＲＮＡ的调

控作用才有可能阐明骨骼肌生长发育分子调控机制

的全部内容。

本研究运用Ｓｏｌｅｘａ技术对安徽白山羊肌肉组

织中的小ＲＮＡ进行测序，获取山羊肌肉ｍｉＲＮＡ表

达谱。结果发现山羊肌肉组织小ＲＮＡ文库中大部

分都是保守ｍｉＲＮＡ。同时，在山羊ｕｎｉｇｅｎｅ数据库

中对这些ｍｉＲＮＡ进行靶基因预测和功能分析，结

果发现一些保守的ｍｉＲＮＡ参与一些与动物肌肉生

长发育相关的细胞信号通路。

３．２　分析数据库选择与分析

由于目前山羊全基因组序列尚未公布，ｍｉＲＢａｓｅ

ｖ１８．０也未收录山羊ｍｉＲＮＡ信息
［１６］，因此只能利用

山羊近缘物种（哺乳动物）的 ｍｉＲＮＡ结合山羊ＥＳＴ

序列与ｕｎｉｇｅｎｅ信息进行山羊ｍｉＲＮＡ相关研究。

本研究共发现了５１７个物种间保守的ｍｉＲＮＡ，

这些ｍｉＲＮＡ均来自同源比对，很大程度地依赖于

ｍｉＲＢａｓｅｖ１８．０中的数据数量与质量。但从理论上

对候选 ｍｉＲＮＡ都需要进行ｑＰＣＲ验证
［１７］。本研

究随机选取了８个 ｍｉＲＮＡ进行ｑＰＣＲ定量验证，

所选ｍｉＲＮＡ都有表达，进一步证实测序分析结果

的可靠性。同时，本研究利用山羊ＥＳＴ序列信息仅

预测出山羊特有的２个ｍｉＲＮＡ，造成这种结果的原

因是由于ＧｅｎＢａｎｋ中山羊的ＥＳＴ序列信息同样匮

乏，这点与Ｙ．Ｗｅｉ等
［１８］和Ｙ．Ｆｕ等

［１９］的研究一致。

３．３　肌肉犿犻犚犖犃表达谱研究

现阶段关于猪、牛、绵羊等家养动物肌肉 ｍｉＲ

ＮＡ的研究较多
［９，１１，２０］。研究发现大量 ｍｉＲＮＡ普

遍与它们的宿主基因共表达，且 ｍｉＲＮＡ的表达具

有组织特异性［２１］。Ｔ．Ｇ．ＭｃＤａｎｅｌｄ等
［９］分离猪骨

骼肌组织中的 ｍｉＲＮＡ，结果显示 ｍｉＲ２０６等多个

ｍｉＲＮＡ在骨骼肌中高表达。已有研究显示山羊中

乳腺和皮肤中存在大量的ｍｉＲＮＡ，而有关山羊肌肉

ｍｉＲＮＡ的研究鲜有报道
［２２２３］。

动物机体中，ｍｉＲＮＡ一般通过作用于靶 ｍＲ

ＮＡ的特定位点实现其对靶基因表达的转录后调

控，抑制靶基因表达或降解靶 ｍＲＮＡ
［２４］，所以本研

究中山羊肌肉中高表达的ｍｉＲＮＡ可能参与肌肉细

胞增殖与分化相关的一些靶基因的表达，从而影响

山羊的生长发育。在本试验测序获得山羊肌肉

ｍＲＮＡ表达谱表达量前１０的 ｍｉＲＮＡ 中，ｍｉＲ

１３３ｃ、ｍｉＲ１３３ａ、ｍｉＲ１３３ｂ、ｍｉＲ１、ｍｉＲ３７８、ｍｉＲ

２０６、ｍｉＲ１４３和ｌｅｔ７ａ这些ｍｉＲＮＡ是在猪和小鼠等

动物骨骼肌中高表达的ｍｉＲＮＡ
［４，９］。其中ｍｉＲ１在

猪肥育期表达量最高，而在其他时期呈中等表达水

平；ｍｉＲ１３３在肥育期呈现中等表达，而在胚胎期和

新生仔猪中则低表达［９］。

Ｂ．Ｚｈｏｕ等
［２５］研究了妊娠第９０天胎猪和１２０

日龄猪背最长肌中ｍｉＲＮＡ表达谱，结果表明，妊娠

第９０天的胎猪中 ｍｉＲ２０６、ｌｅｔ７等的表达丰富，而

１２０日龄猪中 ｍｉＲ１ａ、ｍｉＲ１３３ａ、ｍｉＲ２６ａ和 ｍｉＲ

１８２６的表达丰富。有研究表明 ｍｉＲ１４３具有促进

正常脂肪细胞分化与脂肪沉积的作用［２６］，另外，Ｊ．

Ｈｕａｎｇ
［２７］研究表明 ｍｉＲ１４３可能参与哺乳动物性

腺内分泌以及妊娠维持等生殖活动。这说明 ｍｉＲ

１４３在哺乳动物的发育和生殖过程中都起到重要作

用，可见ｍｉＲＮＡ功能的多样性与复杂性，这也给人

们探明ｍｉＲＮＡ功能带来了挑战。

４　结　论

本研究挖掘了山羊肌肉组织 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，并获

取山羊肌肉 ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱情况及其生物学特

征。山羊肌肉组织 ｍｉＲＮＡ 表达丰富且表达量各

异。ｍｉＲＮＡ 靶基因预测和功能分析表明，很多

ｍｉＲＮＡ可能影响一些与动物肌肉发育的细胞信号

通路。也为进一步研究ｍｉＲＮＡ调控哺乳动物肌肉

发育奠定了理论基础。
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