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　 　 摘要:　 为探究 ｌｅｔ￣７ｂ 在鸡不同生长时期和不同组织中的表达规律及生物信息学特点ꎬ以苏禽 ３ 号肉鸡为试验材

料ꎬ检测鸡 ｌｅｔ￣７ｂ 在不同时期和不同组织中的表达变化ꎬ通过生物信息学工具对常见脊椎动物的 ｌｅｔ￣７ｂ 序列特点及基

因组定位进行分析ꎬ构建系统进化树ꎬ并对靶基因进行预测ꎮ 结果表明ꎬ在鸡大脑、心、胸肌和腿肌中ꎬｌｅｔ￣７ｂ 的相对表

达量较高ꎬ且 ９０ 日龄相对表达量显著高于 ３ 日龄ꎮ ｌｅｔ￣７ｂ 位于 １ 号染色体基因间隔区ꎬ不同物种 ｌｅｔ￣７ｂ 的成熟序列同

源性较高ꎬ进化树分析结果表明ꎬ鸡 ｌｅｔ￣７ｂ 与鸟类聚为一类ꎮ 靶基因预测分析共获得 ２６３ 个靶基因ꎬ对获得的靶基因

进行基因本体(ＧＯ)功能富集分析ꎬ发现靶基因主要富集到蛋白质泛素化、ｍｉＲＮＡ 介导的翻译抑制和 ｍＲＮＡ ３′￣非翻

译区(３′￣ＵＴＲ)结合等方面ꎮ ＫＥＧＧ 通路分析发现ꎬ靶基因主要富集到丝裂原活化蛋白激酶(ＭＡＰＫ)、转化生长因子 β
(ＴＧＦ￣β)通路和卵母细胞减数分裂等通路ꎮ 总之ꎬ鸡 ｌｅｔ￣７ｂ 在组织中广泛表达ꎬ物种间较为保守ꎻ结合靶基因富集分

析结果ꎬ推测 ｌｅｔ￣７ｂ 可能通过靶向 ＭＡＰＫ 和 ＴＧＦ￣β 等信号通路参与调控鸡肌肉生长及细胞增殖分化ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｆｏｒ ｔｈｅ ｏｂｊｅｃｔ ｏｆ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｌｅｔ￣７ｂ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎｓꎬ Ｓｕｑｉｎ ３ ｂｒｏｉｌｅｒ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ
ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｌｅｔ￣７ｂ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｔｏｏｌｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｃｈａｒ￣
ａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｔ￣７ｂ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓꎬ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ
ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｅｔ￣７ｂ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎꎬ ｈｅａｒｔꎬ ｐｅｃｌｏｒａｌｉｓ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｌｅｇ
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ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｄａｙｓ ａｇｅ. Ｇｅｎｅ ｍａｐｐｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔꎬ ｌｅｔ￣７ｂ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ

ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｒｅｇｉｏｎ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｌｅｔ￣７ｂ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｈｉｇｈ
ｈｏｍｏｌｏｇｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｔｈａｔꎬ ｌｅｔ￣７ｂ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｎｄ ｌｅｔ￣７ｂ ｏｆ ｂｉｒｄｓ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｉｎｔｏ
ｏｎｅ ｃａｔｅｇｏｒｙ. Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔꎬ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ
２６３ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｔｈｒｏｕｇｈ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈ￣
ｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ｆｏｒ ｔｈｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔａｒｇｅｔ
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ｇｅｎｅｓꎬ ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔꎬ ｌｅｔ￣７ｂ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎꎬ ｍｉＲＮＡ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ３′￣ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ (３′￣ＵＴＲ) ｂｉｎｄｉｎｇ. ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎ￣
ｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ (ＭＡＰＫ) ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣β (ＴＧＦ￣β) ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｏｏｃｙｔｅ ｍｅｉｏｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｌｅｔ￣７ｂ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｉｓ ｗｉｄｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ
ｉｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｏｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｉｔ ｉｓ ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｔｈａｔ ｌｅｔ￣７ｂ
ｍａｙ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｓｕｃｈ ａｓ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＭＡＰＫ ａｎｄ ＴＧＦ￣β.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｌｅｔ￣７ｂꎻ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｃｈｉｃｋｅｎ

　 　 肉鸡可以提供肌肉产品ꎬ如何提高肌肉的产量

和质量ꎬ是肉鸡育种研究的重要领域之一[１]ꎮ 近年

来ꎬ在肉鸡饲料配方没有突破性改进的情况下ꎬ对于

肉鸡肌肉生长的研究主要集中在功能基因的研究

上ꎮ 多个调控肌肉生长的功能基因被克隆出来ꎬ其
在各个组织中的表达规律也被研究ꎬ但是对这些功

能基因的调控ꎬ却缺乏深入研究[２￣３]ꎮ 研究相关

ｍｉＲＮＡ 在组织中的表达变化规律ꎬ对其靶基因进行

预测分析ꎬ能够在生物信息学基础上深入了解相关

ｍｉＲＮＡ 的调控机制ꎮ
ｌｅｔ￣７ 是 ２１ 世纪初在秀丽隐杆线虫(Ｃａｅｎｏｒｈａｂ￣

ｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ)中首先发现的 ｍｉＲＮＡꎬ在细胞的分化、
增殖和凋亡等过程中发挥着重要作用[４]ꎮ 有研究

结果表明ꎬｌｅｔ￣７ 有高度的保守性、组织特异性和时空

表达性[５]ꎮ 目前ꎬ共发现 １３ 个 ｌｅｔ￣７ 家族成员ꎬ广泛

存在于动物各个组织细胞中ꎮ 赫晓燕等[６] 研究了

成年羊驼耳部和背部皮肤组织中的 ｍｉＲＮＡ 差异ꎬ发
现 ｌｅｔ￣７ｂ 可能参与了皮肤和毛囊更新、生长发育及

毛发生长品质的调控ꎮ 吴明林等[７] 利用 Ｓｏｌｅｘａ 测

序技术从牙鲆中成功鉴定出 ｌｅｔ￣７ 家族的 １０ 个成

员ꎬ研究发现ꎬｌｅｔ￣７ 是时序发育过程中的重要调控因

子ꎬ在促进幼体向成体转变的发育过程中起着极其

重要的作用ꎮ 曹蕊[８] 研究了 ｌｅｔ￣７ 家族在不同类型

猪卵泡中的表达变化ꎬ并通过多种试验技术验证了

ｌｅｔ￣７ 对颗粒细胞的影响ꎬ推测 ｌｅｔ￣７ 家族参与调控猪

卵泡闭锁过程ꎬ促进颗粒细胞凋亡ꎮ 江倩[９] 研究了

ｌｅｔ￣７ａ 在绒山羊毛囊发育周期中的表达ꎬ发现其在不

同生育时期均有表达ꎬ且 Ｃｍｙｃ 和 ＦＧＦ５ 是 ｌｅｔ￣７ａ 的

靶基因ꎮ 目前对 ｌｅｔ￣７ 的研究ꎬ大部分集中在其对哺

乳动物卵泡颗粒细胞增殖凋亡方面ꎬ对家禽特别是

鸡肌肉生长的研究还比较少ꎮ
鉴于 ｌｅｔ￣７ｂ 与肌肉生长及卵母细胞增殖分化的

关系密切ꎬ本研究以苏禽 ３ 号肉鸡为试验材料ꎬ通过

文献和 ｍｉＲＢａｓｅ 检索脊椎动物的 ｌｅｔ￣７ｂ 序列ꎬ利用

Ｅｎｓｅｍｂｌ 数据库确定典型物种的 ｌｅｔ￣７ｂ 在基因组中

的位置ꎬ根据 ｌｅｔ￣７ｂ 前体序列构建系统进化树ꎻ使用

ｍｉＲｍａｐ、ｍｉＲＤＢ 和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 网站预测 ｌｅｔ￣７ｂ 靶基

因ꎬ并进行基因本体(ＧＯ)功能富集分析和 ＫＥＧＧ
信号通路分析ꎻ利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技术检测不同生长时

期鸡 ｌｅｔ￣７ｂ 在各个组织中的表达变化ꎬ为进一步揭

示 ｌｅｔ￣７ｂ 在鸡骨骼肌生长及细胞增殖分化中的调控

作用提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

选取江苏省家禽科学研究所选育的苏禽 ３ 号肉

鸡为试验对象ꎬ随机选取 １ 日龄健康雏鸡(母鸡)３００
羽ꎬ在相同的管理条件下饲养ꎬ自由采食与饮水ꎬ并按

常规免疫程序接种ꎮ 试验在江苏省家禽科学研究所

邵伯试验基地进行ꎮ 肉鸡 ３ 日龄(生长初期)和 ９０ 日

龄(上市前)时ꎬ分别随机选取 ５ 羽母鸡取心、肝、肾、
胸肌、腿肌、大脑和卵巢等样品ꎬ液氮冷冻保存备用ꎮ
１.２　 主要试剂与仪器

ｍｉＲｃｕｔｅ ｍｉＲＮＡ 提取分离试剂盒 ( ＤＰ５０１)、
ｍｉＲｃｕｔｅ 增强型 ｍｉＲＮＡ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒

(ＫＲ２１１)、ｍｉＲｃｕｔｅ 增强型 ｍｉＲＮＡ 荧光定量检测试

剂盒(ＦＰ４１１))均购自天根生化科技(北京)有限公

司ꎻ９６ 孔荧光定量 ＰＣＲ 板和 ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ、无
酶枪头、离心管均购自生工生物工程(上海)股份有

限公司ꎮ ５８１０Ｒ 高速离心机和 ＰＣＲ 仪均购自德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎬ７５００ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪购自美

国 ＡＢＩ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎮ
１.３　 引物设计与合成

根据 ｍｉＲｂａｓｅ 上鸡 ｇｇａ￣ｌｅｔ￣７ｂ 序列 (登录号:
ＭＩＭＡＴ００２６５０３)ꎬ利用 ｍｉＲＮＡ Ｄｅｓｉｇｎ Ｖ１.０１ 软件设

计实时荧光定量引物(加尾法)ꎬ以 Ｕ６ 为内参基因ꎬ
引物均由生工生物工程(上海)股份有限公司合成ꎬ
引物信息如表 １ 所示ꎮ
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表 １　 ｌｅｔ￣７ｂ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｌｅｔ￣７ｂ

引物名 登录号　 　 引物序列 (５′→３′) 退火温度
(℃)

ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ０００１１０２ ＣＡＧＴＧＡＧＧＴＡＧＴＡＧＧＴＴＧＴＧ ６０.０

ＧＧＴＣＣＡＧＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＡＡＣＣＡ

Ｕ６ ＸＲ＿００３０７２５９４ ＴＡＡＧＣＣＴＧＧＡＣＴＧＡＧＴＡＡＧＡＧＣＧ ６０.０

ＣＣＡＴＡＴＴＡＧＡＡＧＣＣＣＣＴＴＴＴＴＧＴ

１.４　 ｍｉＲＮＡ 第一链 ｃＤＮＡ 的反转录合成

采用 ｍｉＲＮＡ 提取分离试剂盒分别提取各组织

样品总 ＲＮＡꎮ 每个样品取 ３ μｌ 总 ＲＮＡꎬ采用加 Ａ
法进行 ｍｉＲＮＡ 第一链 ｃＤＮＡ 的反转录ꎬ具体步骤按

试剂盒说明书进行操作ꎮ ２０􀆰 ０ μｌ 反应体系为:Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ ２ μｇꎬ２×ｍｉＲＮＡ ＲＴ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ １０􀆰 ０ μｌꎬ１×
ｍｉＲＮＡ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ ２􀆰 ０ μｌꎬＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 补

至 ２０􀆰 ０ μｌꎮ 反应程序为 ４２ ℃ ６０ ｍｉｎꎬ９５ ℃ ３ ｍｉｎꎮ
合成的 ｃＤＮＡ 反应液可放置于－２０ ℃保存ꎬ以备下

游荧光定量检测ꎮ

１.５　 ｌｅｔ￣７ｂ 在鸡不同组织内的定量表达检测

采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 嵌合荧光法进行 ｍｉＲＮＡ 荧

光定量检测ꎬ反应条件和程序按照 ｍｉＲｃｕｔｅ 增强型

ｍｉＲＮＡ 荧光定量检测试剂盒说明书操作ꎮ ＰＣＲ 反

应在 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ７５００ 荧光定量 ＰＣＲ 系统中

进行ꎬＵ６ 作为内参基因ꎮ ２０􀆰 ０ μｌ 反应体系:２×ｍｉＲ￣
ｃｕｔｅ Ｐｌｕｓ ｍｉＲＮＡ ＰｒｅＭｉｘ (ＳＹＢＲ＆ＲＯＸ) １０􀆰 ０ μｌ、上
游引物 １􀆰 ０ μｌ、下游引物 ０􀆰 ４ μｌ、ｍｉＲＮＡ 第一链 ｃＤ￣
ＮＡ １􀆰 ０ μｌ、５０×ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ １􀆰 ６ μｌꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ
补足ꎮ 反应程序为 ９５ ℃ １５ ｍｉｎꎬ预变性ꎻ９４ ℃变性

２０ ｓꎬ６０ ℃延伸 ３４ ｓꎬ４５ 个循环ꎻ熔解曲线分析ꎮ 每

个样本重复 ３ 次ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ计算 ｍｉＲＮＡ 相对表达

量ꎮ
１.６　 ｌｅｔ￣７ｂ 序列的获得

从 ｍｉＲＢａｓｅ ２２.１(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｍｉｒｂａｓｅ. ｏｒｇ / ) [１０]

网站下载全部物种 ｍｉＲＮＡ 成熟序列ꎬ筛选 ｌｅｔ￣７ｂ 序

列ꎬ去除植物以及不常见物种的 ｍｉＲＮＡ 序列ꎬ只保

留脊椎动物的 ｍｉＲＮＡ 成熟序列及前体序列ꎮ ｌｅｔ￣７ｂ
序列统计结果如表 ２ 所示ꎮ

表 ２　 不同物种 ｌｅｔ￣７ｂ 序列信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｔ￣７ｂ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

名称　 　 　 　 登录号　 　 　 物种名称　 　 　 　 　 　 序列 (５′→３′) 　 　 　 　 　

ａｍｉ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００３８００３ 短吻鳄(Ａｌｌｉｇａｔｏｒ ｍｉｓｓｉｓｓｉｐｐｉｅｎｓｉｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ａｃａ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００２１６９４ 绿蜥蜴(Ａｎｏｌｉｓ ｃａｒｏｌｉｎｅｎｓｉｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵ

ａｂｕ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００４２１３８ 慈鲷鱼(Ａｓｔａｔｏｔｉｌａｐｉａ ｂｕｒｔｏｎｉ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｂｔａ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ０００４３３１ 牛(Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｃｊａ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００３９３２５ 普通狨(Ｃａｌｌｉｔｈｒｉｘ ｊａｃｃｈｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｃｆａ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ０００９８３６ 家犬(Ｃａｎｉｓ ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｃｈｉ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００３５８８２ 山羊(Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｃｐｏ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００４６８２０ 豚鼠(Ｃａｖｉａ ｐｏｒｃｅｌｌｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｃｐｉ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００３７５９８ 锦龟(Ｃｈｒｙｓｅｍｙｓ ｐｉｃｔａ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｃｇｒ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００２３７１７ 灰仓鼠(Ｃｒｉｃｅｔｕｌｕｓ ｇｒｉｓｅｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｃｃｒ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００２６１９０ 鲤鱼(Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｄｒｅ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ０００１７６０ 斑马鱼(Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｄｎｏ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００４７４７７ 九带犰狳(Ｄａｓｙｐｕｓ ｎｏｖｅｍｃｉｎｃｔｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｄｍａ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００４９２５８ 狐猴(Ｄａｕｂｅｎｔｏｎｉａ ｍａｄａｇａｓｃａｒｉｅｎｓｉｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｆｒｕ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ０００３０１６ 河鲀(Ｆｕｇｕ ｒｕｂｒｉｐｅｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｇｇａ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ０００１１０２ 鸡(Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｇｇｏ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００２４０７７ 大猩猩(Ｇｏｒｉｌｌａ ｇｏｒｉｌｌａ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵ

ｈｓａ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ０００００６３ 人(Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｉｐｕ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００２９３７５ 斑点叉尾鱼回( Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ ｐｕｎｃｔａｔｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵ

ｍｍｌ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ０００６１５２ 猕猴(Ｍａｃａｃａ ｍｕｌａｔｔａ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

１３４黄正洋等:鸡 ｌｅｔ￣７ｂ 在不同生长时期及不同组织中的表达及其生物信息学分析与靶基因预测



续表２　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ２

名称　 　 　 　 登录号　 　 　 物种名称　 　 　 　 　 　 序列 (５′→３′) 　 　 　 　 　

ｍｚｅ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００４２３７６ 斑马宫丽鱼(Ｍｅｔｒｉａｃｌｉｍａ ｚｅｂｒａ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｍｍｒ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００４９１８７ 小嘴狐猴(Ｍｉｃｒｏｃｅｂｕｓ ｍｕｒｉｎｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｍｄｏ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ０００４１６２ 短尾负鼠(Ｍｏｎｏｄｅｌｐｈｉｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｍｍｕ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００００５２２ 小鼠(Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｎｂｒ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００４２５６４ 巴氏新亮丽鲷(Ｎｅｏｌａｍｐｒｏｌｏｇｕｓ ｂｒｉｃｈａｒｄｉ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｏｈａ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００３６６３４ 眼镜王蛇(Ｏｐｈｉｏｐｈａｇｕｓ ｈａｎｎａｈ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｏｎｉ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００４２７４３ 罗非鱼(Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｏａｎ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ０００６８９７ 鸭嘴兽(Ｏｒｎｉｔｈｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ａｎａｔｉｎｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｏｃｕ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００４８０７８ 家兔(Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｏｌａ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００２２５５１ 青鳉(Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵ

ｏｇａ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００４９６２０ 小耳大婴猴(Ｏｔｏｌｅｍｕｒ ｇａｒｎｅｔｔｉｉ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｏａｒ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００１４９６３ 绵羊(Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵ

ｐｐａ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００４９０９２ 倭黑猩猩(Ｐａｎ ｐａｎｉｓｃｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｐｔｒ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ０００７９３７ 黑猩猩(Ｐａｎ ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｐｈａ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００４９５０８ 狒狒(Ｐａｐｉｏ ｈａｍａｄｒｙａｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｐｏｌ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００２５４１４ 牙鱼平(Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｐｍａ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００１９５６５ 海七腮鳗(Ｐｅｔｒｏｍｙｚｏｎ ｍａｒｉｎｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＵＵＧＵＡＧＵＵ

ｐｐｙ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００１５７２２ 婆罗洲猩猩(Ｐｏｎｇｏ ｐｙｇｍａｅｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｐｎｙ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ００４２９４６ 维鲷(Ｐｕｎｄａｍｉｌｉａ ｎｙｅｒｅｒｅｉ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｐｂｖ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００３８７９６ 蟒蛇(Ｐｙｔｈｏｎ ｂｉｖｉｔｔａｔｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｒｎｏ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００００７７５ 褐家鼠(Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｓｓａ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００３２７０１ 大西洋鲑鱼(Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｔｇｕ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００１４５０９ 斑胸草雀(Ｔａｅｎｉｏｐｙｇｉａ ｇｕｔｔａｔａ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｔｎｉ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ０００３０１７ 绿河鲀(Ｔｅｔｒａｏｄｏｎ ｎｉｇｒｏｖｉｒｉｄｉｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ

ｘｌａ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ＭＩＭＡＴ００４６３９７ 非洲爪蛙(Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＵＵＵＧＵＧＵＡＧＵＵ

ｘｔｒ￣ｌｅｔ￣７ｂ ＭＩＭＡＴ０００３５５０ 热带爪蟾(Ｘｅｎｏｐｕｓ ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ) ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＵＵＵＧＵＧＵＡＧＵＵ

１.７　 ｌｅｔ￣７ｂ 基因定位及序列分析

采用 Ｅｎｓｅｍｂｌ 数据库的 ＢＬＡＳＴ 程序(ｈｔｔｐ:/ / ａｓｉａ.
ｅｎｓｅｍｂｌ.ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)ꎬ以牛、家犬、山羊、斑马鱼、鸡、
人、小鼠、家兔、绵羊和斑胸草雀等 １０ 个物种的 ｌｅｔ￣７ｂ
前体序列作为查询序列对其基因组数据库进行搜索ꎬ
以确定 ｌｅｔ￣７ｂ 在基因组染色体上的位置ꎮ 选取 ４６ 种典

型物种的 ４６ 条 ｌｅｔ￣７ｂ 的成熟序列ꎬ使用 ＭＥＧＡ １１.０ 软

件[１１](ｈｔｔｐｓ:/ / ｗｗｗ.ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ.ｎｅｔ / )中 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 程

序对 ｌｅｔ￣７ｂ 基因的成熟序列进行多序列比对(Ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔꎬＭＳＡ)ꎬ分析序列特点ꎮ
１.８　 系统发生分析

选取 ４６ 种典型物种的 ４６ 条 ｌｅｔ￣７ｂ 的前体序

列ꎬ使用 ＭＥＧＡ １１.０ 软件中 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 程序进行多

序列比对分析ꎬ采用基于距离参数的邻接法(Ｎｅｉｇｈ￣

ｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ＮＪ)ꎬ并自展分析(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ) １ ０００次ꎬ
构建 ｌｅｔ￣７ｂ 基因的系统进化树ꎮ
１.９　 ｌｅｔ￣７ｂ 靶基因预测及功能分析

利 用 ３ 个 在 线 软 件 ｍｉＲｍａｐ[１２] ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｍｉｒｍａｐ. ｅｚｌａｂ. ｏｒｇ / )、 ｍｉＲＤＢ[１３￣１４] ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｍｉｒｄｂ. ｏｒｇ / . ｏｒｇ / )和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ[１５] ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｔａｒ￣
ｇｅｔｓｃａｎ. ｏｒｇ / ｖｅｒｔ ＿ ７１ / ) 预测 ｇｇａ￣ｌｅｔ￣７ｂ 的靶基因ꎮ
选取在 ３ 个软件预测中至少出现 ２ 次的基因ꎬ既可

以防止预测到的靶基因过少无法进行后续分析ꎬ
也能够降低预测结果的假阳性ꎮ 对获得的靶基因

使用 在 线 工 具 ＤＡＶＩＤ[１６] ( ｈｔｔｐｓ: / / ｄａｖｉｄ. ｎｃｉｆｃｒｆ.
ｇｏｖ / )进行 ＧＯ ( Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ) 功 能 分 析 和

ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅ￣
ｎｏｍｅｓ ｐａｔｈｗａｙ)富集分析ꎮ
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１.１０　 数据处理

采用 ２－△△Ｃｔ法分析 ｌｅｔ￣７ｂ 基因在鸡不同组织中

的相对表达量ꎬ每个样品重复 ３ 次ꎮ 试验结果用平

均数±标准差(Ｍｅａｎ±ＳＤ)来表示ꎮ 用 ＳＰＳＳ ２６.０ 软

件单因素方差分析进行差异性分析ꎬ以Ｐ<０􀆰 ０５ 作为

差异显著的标准ꎬＰ<０􀆰 ０１ 作为差异极显著的标准ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ｌｅｔ￣７ｂ 在鸡不同组织中的表达检测

对鸡胸肌、腿肌、心和肝等组织中的 ｌｅｔ￣７ｂ 表达

变化进行了检测ꎬ结果(图 １)显示ꎬｌｅｔ￣７ｂ 在鸡大脑、
心、胸肌和腿肌中的相对表达量显著高于其他组织

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 对 ３ 日龄和 ９０ 日龄的母鸡组织器官中

ｌｅｔ￣７ｂ 表达变化进行检测ꎬ发现与 ３ 日龄的雏鸡相

比ꎬ９０ 日龄鸡大脑、心、胸肌和腿肌中 ｌｅｔ￣７ｂ 的相对

表达量都显著上升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ肝、卵巢和肾中 ｌｅｔ￣７ｂ
的相对表达量差异不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２.２　 ｌｅｔ￣７ｂ 基因定位

通过文献和 ｍｉＲＢａｓｅ 检索共搜索 ４６ 种脊椎动物

４６ 条 ｌｅｔ￣７ｂ 序列ꎬ发现鸡、人、小鼠、家犬和绵羊等 ４６
种脊椎动物都只具有 ｌｅｔ￣７ｂ 一种形式ꎮ 由于家族基

因命名的不同ꎬ导致 ｌｅｔ￣７ｂ 呈现出以下 ２ 种名称变化:
ｌｅｔ￣７ｂ 和 ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐꎬ在鸡中也只发现了一种ｌｅｔ￣７ｂ的成

熟体ꎮ

不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 １　 ｌｅｔ￣７ｂ 在鸡不同生长时期的相对表达量变化

Ｆｉｇ. １ 　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｅｔ￣７ｂ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ

　 　 以鸡、人、小鼠和斑马鱼等 １０ 个物种的 ｌｅｔ￣７ｂ 前

体序列作为查询序列ꎬ分别对这些生物的基因组进行

ＢＬＡＳＴ 搜索ꎬ确定各序列在基因组中的位置ꎬ基因定

位结果(表 ３)显示ꎬｌｅｔ￣７ｂ 家族的成员均位于基因间

隔区ꎬ且主要分布在 １ 号和 ５ 号等染色体上ꎬ大部分

在过氧化物酶体增殖物激活受体基因(ＰＡＲＡＡ)和无

翅型鼠乳腺肿瘤病毒(ＭＭＴＶ)整合位点家族成员 ７Ｂ
基因(ＷＮＴ７Ｂ)附近ꎮ 其中鸡 ｌｅｔ￣７ｂ 位于 １ 号染色体

上 ＷＮＴ７Ｂ 与 ＰＰＡＲＡ 基因间隔区ꎮ

表 ３　 ｌｅｔ￣７ｂ 在基因组中的定位

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｏｍｉｃ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｔ￣７ｂ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

物种　 　 　 　 基因　 　 　 　 　 染色体位置 基因定位　 　 　 　 　 　 　

牛(Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ) ｂｔａ￣ｌｅｔ￣７ｂ ５ 号染色体 ＷＮＴ７Ｂ 与 ＰＰＡＲＡ 基因间隔区

家犬(Ｃａｎｉｓ ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ) ｃｆａ￣ｌｅｔ￣７ｂ １０ 号染色体 ＡＴＸＮ１０ 与 ＥＮＳＣＡＦＧ０００３０００７６７５ 基因间隔区

山羊(Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ) ｃｈｉ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ５ 号染色体 ＥＮＳＣＨＩＧ０００１０００３１１６ 与 ＰＰＡＲＡ 基因间隔区

斑马鱼(Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ) ｄｒｅ￣ｌｅｔ￣７ｂ １ 号染色体 ＰＰＡＲＡＡ 与 ＷＮＴ７Ｂ 基因间隔区

鸡(Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ) ｇｇａ￣ｌｅｔ￣７ｂ １ 号染色体 ＷＮＴ７Ｂ 与 ＰＰＡＲＡ 基因间隔区

人(Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ) ｈｓａ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ ２２ 号染色体 ＰＰＡＲＡ 与 ＰＲＲ３４ 基因间隔区

小鼠(Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ) ｍｍｕ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ １５ 号染色体 ＷＮＴ７Ｂ 与 ＧＭ３４６２２ 基因间隔区

家兔(Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ) ｏｃｕ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ １４ 号染色体 ＥＮＳＯＣＵ００００００３６１２４ 与 ＰＰＡＲＡ 基因间隔区

绵羊(Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ) ｏａｒ￣ｌｅｔ￣７ｂ ３ 号染色体 ＥＮＳＯＡＲＧ００００００２１８４８ 和 ＥＮＳＯＡＲＧ００００００１９４２７ 基因间隔区

斑胸草雀(Ｔａｅｎｉｏｐｙｇｉａ ｇｕｔｔａｔａ) ｔｇｕ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣５ｐ １Ａ 号染色体 ＰＰＡＲＡ 与 ＷＮＴ７Ｂ 基因间隔区

２.３　 ｌｅｔ￣７ｂ 序列分析

选取 ４６ 种典型物种的 ４６ 条 ｌｅｔ￣７ｂ 的成熟序列

进行多序列比对分析ꎬ结果如图 ２ 所示ꎬｌｅｔ￣７ｂ 的成

熟序列同源性很高ꎬ序列长度相近ꎬ均为２１~ ２２ ｎｔꎬ

保守的碱基数 １８ 个ꎬ分别为第１~ １１ 位碱基、第１３~
１４ 位碱基、第１６~ １８ 位碱基以及第２０~ ２１ 位碱基ꎬ
说明 ｌｅｔ￣７ｂ 在不同物种间高度保守ꎮ 图 ２ 显示ꎬｌｅｔ￣
７ｂ 在部分物种中第 １２ 位和第 １５ 位碱基出现了Ｇ>Ｕ

３３４黄正洋等:鸡 ｌｅｔ￣７ｂ 在不同生长时期及不同组织中的表达及其生物信息学分析与靶基因预测



突变ꎬ在第 １９ 位碱基出现了Ｇ>Ａ 突变ꎬ在第 ２２ 位

末端的碱基存在不同程度的缺失ꎮ

“∗”表示序列一致ꎬ“－”表示碱基缺失ꎬ１~４６ 表示序号ꎮ
图 ２　 ｌｅｔ￣７ｂ 的成熟序列比对

Ｆｉｇ.２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｌｅｔ￣７ｂ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

２.４　 ｌｅｔ￣７ｂ 系统进化树的构建

采用 ＭＥＧＡ １１.０ 软件ꎬ以代表性物种的 ｌｅｔ￣７ｂ 序

列构建基于距离参数的邻接法系统发育进化树ꎮ 结果

(图 ３)显示ꎬｌｅｔ￣７ｂ 基因主要分布于哺乳类、鸟类、鱼类

和两栖类动物中ꎬ而鸡的 ｌｅｔ￣７ｂ 与斑胸草雀等其他鸟类

聚为一类ꎬ哺乳动物的 ｌｅｔ￣７ｂ 独自聚为一类ꎮ 这表明

ｌｅｔ￣７ｂ 基因在鸟类、鱼类和哺乳动物中广泛存在ꎮ
２.５　 ｌｅｔ￣７ｂ 靶基因预测及功能分析

使用 ３ 种 ｍｉＲＮＡ 在 线 靶 基 因 预 测 软 件

(ｍｉＲＤＢ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 和 ｍｉＲｍａｐ) 分别预测到 ５６４
个、３６０ 个和 ７１７ 个 ｇｇａ￣ｌｅｔ￣７ｂ 靶基因ꎬ取 ３ 个软件

图中各个物种 ｌｅｔ￣７ｂ 名称见表 ２ꎮ
图 ３　 基于距离参数的邻接法构建 ｌｅｔ￣７ｂ 系统发育进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｔ￣７ｂ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

预测结果中至少出现 ２ 次的基因ꎬ并集后共得到

２６３ 个靶基因(图 ４)ꎮ

括号外数据为靶基因数ꎬ括号内数据为靶基因数占总基因数的

比例ꎮ
图 ４　 ｇｇａ￣ｌｅｔ￣７ｂ 靶基因预测分析

Ｆｉｇ.４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｇａ￣ｌｅｔ￣７ｂ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

　 　 对预测获得的靶基因使用在线工具 ＤＡＶＩＤ 进

行 ＧＯ 功能富集分析ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 在生物学

过程分类中ꎬ靶基因主要富集到 ＤＮＡ 模板的转录调

控、细胞对氨基酸刺激的反应、泛素依赖性蛋白质分
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解代谢过程、蛋白质泛素化、细胞迁移的正调控、
ｍｉＲＮＡ 介导的翻译抑制、蛋白激酶 Ｂ 信号的正调

控、基因表达调控和细胞对转化生长因子 β(ＴＧＦ￣β)
刺激的反应等过程ꎮ 在细胞组分分类中ꎬ靶基因主

要富集到细胞质、细胞核、核膜、细胞内膜结合的细

胞器、细胞质 ｍＲＮＡ 加工体、ＩＶ 型胶原三聚体和干

细胞因子(ＳＣＦ)泛素连接酶复合物中ꎮ 在分子功能

分类中ꎬ靶基因主要富集到金属离子结合、转录因子

活性(序列特异性 ＤＮＡ 结合)、细胞外基质结构成

分、核苷酸结合、受体信号蛋白丝氨酸 /苏氨酸激酶

活性、ｍｉＲＮＡ 结合和 ｍＲＮＡ ３′￣非翻译区(３′￣ＵＴＲ)
结合等分子功能ꎮ 对靶基因进行 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 富

集分析ꎬ结果如图 ６ 所示ꎬ靶基因主要富集到焦点粘

连、细胞外基质受体的相互作用、丝裂原活化蛋白激

酶(ＭＡＰＫ)信号通路、卵母细胞减数分裂、ＴＧＦ￣β 信

号通路和孕酮介导的卵母细胞成熟等通路ꎮ

３′￣ＵＴＲ:３′￣非翻译区ꎻＳＣＦ:干细胞因子ꎮ
图 ５　 ｇｇａ￣ｌｅｔ￣７ｂ 靶基因基因本体(ＧＯ)注释分析

Ｆｉｇ.５　 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｇａ￣ｌｅｔ￣７ｂ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

ＴＧＦ￣β:转化生长因子 βꎻＭＡＰＫ:丝裂原活化蛋白激酶ꎻＥＣＭ:细
胞外基质ꎮ
图 ６　 ｇｇａ￣ｌｅｔ￣７ｂ 靶基因 ＫＥＧＧ 通路富集分析

Ｆｉｇ.６　 Ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｇａ￣ｌｅｔ￣７ｂ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

３　 讨 论

ｌｅｔ￣７ｂ 是 ｌｅｔ￣７ 家族的重要成员之一ꎬ ｌｅｔ￣７ 家族

成员在颗粒细胞的闭锁及细胞凋亡过程中发挥着重

要作用ꎬ所以 ｌｅｔ￣７ｂ 在这个过程中也发挥着重要的

功能ꎮ 众所周知ꎬｍｉＲＮＡ 是一种起调控作用的内源

性基因ꎬ参与了多种调控过程ꎮ 先前的研究发现ꎬ
ｍｉＲＮＡ 主要是通过序列中的种子序列与靶基因的

３′ＵＴＲ 碱基互补配对ꎬ从而发挥调控功能ꎮ
罗文[１７]通过筛选参与调控鸡成肌细胞增殖和

分化的候选 ｍｉＲＮＡｓꎬ发现 ｌｅｔ￣７ｂ 和 ｍｉＲ￣１２８ 的表达

以及 ＭＡＰＫ 通路活性在不同类型骨骼肌中存在显

著差异ꎮ 赵博文[１８] 基于公开的鱼类小 ＲＮＡ 组信

息ꎬ系统分析了鱼类 ｌｅｔ￣７ 的系统进化ꎬ并以团头鲂

(Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａ ａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ)为研究对象ꎬ探讨了 ｌｅｔ￣
７ 对鱼类生长和性腺发育的表达调控作用ꎬ结果发

现 ｌｅｔ￣７ａ / ｂ 在团头鲂不同发育时期卵巢、脑和垂体

中表达量最高ꎬｌｅｔ￣７ａ / ｂ 在团头鲂性腺发育过程中可

５３４黄正洋等:鸡 ｌｅｔ￣７ｂ 在不同生长时期及不同组织中的表达及其生物信息学分析与靶基因预测



能扮演着重要角色ꎮ 路璐等[１９] 对鹅不同生殖周期

内的 ｌｅｔ￣７ 表达变化以及基因序列进行了分析ꎬ结果

发现 ｌｅｔ￣７ｇ 与 ｌｅｔ￣７ｈ 在就巢期的表达量显著高于其

他时期ꎬ说明 ｌｅｔ￣７ 在鹅生殖周期内有着一定的调节

作用ꎮ 王建蒙等[２０] 以内蒙古绒山羊皮肤为试验材

料ꎬ探索了褪黑激素(ＭＴ)对 ｌｅｔ￣７ 家族成员及其靶

基因周期性表达的影响ꎬ发现褪黑激素可通过影响

ｌｅｔ￣７ 家族重要成员的表达水平ꎬ进而在皮肤毛囊的

周期性生长过程中发挥重要作用ꎮ 在本研究中ꎬ对
鸡胸肌、腿肌、心和肝等组织的 ｌｅｔ￣７ｂ 表达变化进行

了检测ꎬ结果发现 ｌｅｔ￣７ｂ 在鸡大脑、心、胸肌和腿肌

中的相对表达量高于其他组织ꎮ 对 ３ 日龄和 ９０ 日

龄的母鸡组织器官中 ｌｅｔ￣７ｂ 的相对表达量进行检

测ꎬ发现与 ３ 日龄的雏鸡相比ꎬ９０ 日龄母鸡的大脑、
心、胸肌和腿肌中 ｌｅｔ￣７ｂ 相对表达量都显著上升ꎬ
肝、卵巢和肾脏中 ｌｅｔ￣７ｂ 的相对表达量差异不显著ꎮ
这表明ꎬ在鸡生长发育的早期ꎬ新陈代谢活动旺盛ꎬ
抑制因素较少ꎻ但是到了生长发育的中期ꎬ个体已经

到达成熟期ꎬ有多个因素制约生长发育活动ꎬ此时

ｌｅｔ￣７ｂ 表现为高表达ꎮ
目前ꎬ已经发现 ｌｅｔ￣７ｂ 存在于不同的物种之中ꎬ

有多个靶基因ꎬ如 ＧＨＲ[２１]、 ＩＧＦ２ＢＰ３[２２]、 ＥＤＡ[２３]、
ＴＧＦβＲ Ｉ[２４]、Ｐｅｎｋ１[２５]、ＭＡＰ３Ｋ１[２６]、和 ＦＧＦ５[２７] 等ꎮ
这表明ꎬｌｅｔ￣７ｂ 可能具有多个靶基因ꎬ其作用的发挥

可能是通过作用多个靶基因ꎬ从而从多个通路来调

控细胞增殖、凋亡的过程ꎮ
生物信息学分析发现ꎬ在 ４６ 种常见的脊椎动物

中共发现 ４６ 条 ｌｅｔ￣７ｂ 序列ꎬ也就是说几乎所有物种

都只有 １ 条成熟序列ꎻ对 ｌｅｔ￣７ｂ 进行基因定位分析ꎬ
发现鸡 ｌｅｔ￣７ｂ 位于 １ 号染色体上的 ＰＰＡＲＡ 与

ＷＮＴ７Ｂ 基因间隔区ꎮ 结构决定功能ꎬ这说明 ｌｅｔ￣７ｂ
的功能正常发挥ꎬ可能与 ＰＰＡＲＡ 与 ＷＮＴ７Ｂ 基因关

联密切ꎮ 常见物种 ｌｅｔ￣７ｂ 成熟序列多序列比对分析

结果表明ꎬ不同物种 ｌｅｔ￣７ｂ 的序列较为保守ꎬ这表明

ｌｅｔ￣７ｂ 可能发挥着重要的生理功能ꎮ 进化树分析结

果表明ꎬ鸡 ｌｅｔ￣７ｂ 与斑胸草雀等其他鸟类聚为一类ꎬ
这表明 ｌｅｔ￣７ｂ 在鸟类进化过程中是保守的ꎮ ｌｅｔ￣７ｂ
靶基因预测和功能分析发现共有 ２６３ 个靶基因ꎮ
ＧＯ 功能富集分析结果表明ꎬ靶基因主要富集到

ＤＮＡ 模板的转录调控、细胞对氨基酸刺激的反应、
泛素依赖性蛋白质分解代谢过程、蛋白质泛素化、细
胞迁移的正调控、ｍｉＲＮＡ 介导的翻译抑制、蛋白激

酶 Ｂ 信号的正调控、基因表达调控和细胞对 ＴＧＦ￣β
刺激的反应等生物学过程ꎬ细胞质 ｍＲＮＡ 加工体、
ＩＶ 型胶原三聚体和 ＳＣＦ 泛素连接酶复合物等细胞

组分ꎬ金属离子结合、转录因子活性(序列特异性

ＤＮＡ 结合)、受体信号蛋白丝氨酸 /苏氨酸激酶活

性、ｍｉＲＮＡ 结合和 ｍＲＮＡ ３′￣ＵＴＲ 结合等分子功能ꎮ
ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 分析结果表明ꎬ靶基因主要富集到焦

点粘连、细胞外基质受体的相互作用、ＭＡＰＫ 信号通

路、卵母细胞减数分裂、ＴＧＦ￣β 信号通路和孕酮介导

的卵母细胞成熟等通路ꎮ 这些通路均与细胞增殖分

化密切相关ꎮ 本研究首次研究了 ｌｅｔ￣７ｂ 在鸡不同生

长阶段和不同组织中的表达规律ꎬ并对其进行了生

物信息学分析ꎬ预测了其在鸡肌肉生长过程中的功

能ꎬ但是 ｌｅｔ￣７ｂ 的作用机制及其靶基因的靶向关系

验证尚待进一步的试验研究ꎮ
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