
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２３ꎬ３９(７):１５５４￣１５６６
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

孟　 科ꎬ赵　 薇ꎬ郭晨浩ꎬ等. 不同品种绵羊肌内脂肪沉积相关 ｍｉＲＮＡ 的筛选与功能预测[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０２３ꎬ３９(７):１５５４￣１５６６.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２３.０７.０１２

不同品种绵羊肌内脂肪沉积相关 ｍｉＲＮＡ 的筛选与功
能预测

孟　 科１ꎬ２ꎬ　 赵　 薇１ꎬ　 郭晨浩１ꎬ　 聂　 伟１ꎬ　 陶毛孩１ꎬ　 袁晓春１ꎬ　 孙昊然１ꎬ　 冯登侦１

(１.宁夏大学农学院ꎬ宁夏 银川 ７５００２１ꎻ ２.宁夏中卫市沙坡头区畜牧水产技术推广服务中心ꎬ宁夏 中卫 ７５５０００)

收稿日期:２０２２￣０７￣０１
基金项目:宁夏回族自治区自然科学基金项目(２０２０ＡＡＣ０３０８２)ꎻ 宁

夏回族自治区农业育种专项 (ＮＸＮＹＹＺ２０１５０１０１)
作者简介:孟　 科(１９９６－)ꎬ男ꎬ宁夏中卫人ꎬ硕士研究生ꎬ主要从事

动物遗传育种与分子育种研究ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ) １１３１９８８９６２＠
ｑｑ.ｃｏｍ

通讯作者:冯登侦ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ) ｆｄｚｈ１２６＠ ｓｏｈｕ.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 为明确不同品种绵羊(Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ)肌肉组织 ｍｉＲＮＡ 的表达情况ꎬ筛选影响绵羊肌内脂肪沉积的关键 ｍｉＲ￣
ＮＡꎬ以滩羊、杜泊羊和小尾寒羊为研究对象ꎬ测定背最长肌肌内脂肪含量并对其进行转录组测序(ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)ꎬ筛选绵

羊脂肪沉积相关的差异表达 ｍｉＲＮＡꎮ 结果表明ꎬ滩羊肌内脂肪含量显著高于杜泊羊ꎬ极显著高于小尾寒羊ꎻ杜泊羊肌

内脂肪含量显著高于小尾寒羊ꎮ 转录组测序质量良好ꎮ ３ 个品种绵羊共鉴定到 １３４ 个已知 ｍｉＲＮＡ 和 １５３ 个预测

ｍｉＲＮＡꎬ这些 ｍｉＲＮＡ 的长度主要介于２１~ ２３ ｎｔꎬ且首位碱基对 Ｕ 碱基具有明显偏好性ꎮ 以Ｐ ≤０􀆰 ０５ 和 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ >１
(ＦＣ 为差异倍数)为筛选条件ꎬ３ 个比较组共获得 ４２ 个差异表达 ｍｉＲＮＡꎻ杜泊羊与滩羊比较组中筛选出 ２２ 个差异表

达 ｍｉＲＮＡꎻ小尾寒羊与杜泊羊比较组中筛选出 ２１ 个差异表达 ｍｉＲＮＡꎻ小尾寒羊与滩羊比较组中筛选出 １２ 个差异表

达 ｍｉＲＮＡꎮ 筛选出的 ４２ 个 ｍｉＲＮＡ 靶向到 ３２６ 个靶基因ꎬ显著富集到减数分裂 Ｉ、肌肽￣寡糖 １ꎬ２￣α￣甘露糖苷酶活性和

甘露寡糖甘露糖苷酶活性等 ３０３ 个基因本体(ＧＯ)条目ꎬ以及富集到 α￣亚麻酸代谢、亚油酸代谢、多巴胺能突触、胰岛

素信号传导途径及 Ｎ￣聚糖生物合成等 ３２０ 个京都基因与基因组百科全书(ＫＥＧＧ)代谢通路ꎮ 根据 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 的功

能描述进一步筛选出 ２３ 个 ｍｉＲＮＡ 及其靶向的 １１９ 个靶基因可能参与脂肪沉积ꎮ 进一步构建 ｍｉＲＮＡ 靶向调控网络ꎬ
最终筛选到 ｏａｒ￣ｍｉＲ￣１３３、ｏａｒ￣ｍｉＲ￣４８５￣５ｐ、ｎｏｖｅｌ＿６、ｎｏｖｅｌ＿８５ 和 ｎｏｖｅｌ＿１０３ 等绵羊肌内脂肪沉积的关键 ｍｉＲＮＡꎮ 随机选

择的 ８ 个差异表达 ｍｉＲＮＡ 的实时荧光定量 ＰＣＲ 结果与转录组测序结果一致ꎬ表明转录组测序结果可靠ꎮ 本研究为

深入开展绵羊肌内脂肪沉积的分子调控机理、高品质绵羊品种的选育提供理论依据ꎮ
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ｗｅｒｅ ｒｅｌｉａｂｌｅ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｎ￣
ｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｆａｔ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｓｈｅｅｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｈｉｇｈ￣ｑｕａｌｉｔｙ ｓｈｅｅｐ ｂｒｅｅｄｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｓｈｅｅｐꎻ ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｆａｔ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅꎻ ｍｉＲＮＡ

　 　 随着生活质量的提升ꎬ人们对羊肉的需求不仅

仅满足于数量ꎬ羊肉的品质更加成为人们关注的焦

点ꎮ 羊肉的品质主要由肉质性状决定ꎬ而肌内脂肪

(ＩＭＦ)含量是评价肉品质的重要指标ꎮ ＩＭＦ 含量的

高低影响到羊肉的风味、嫩度、适口性及多汁性[１￣２]ꎮ
肌内脂肪的形成以及含量受到遗传、环境、营养等多

种因素的共同影响[３]ꎮ 已有研究结果表明肌内脂

肪含量具有较高的遗传力ꎻ在相同的环境和营养条

件下ꎬ遗传背景成为影响羊肉肌内脂肪的重要因

素[４]ꎮ 探究不同品种绵羊 ＩＭＦ 含量差异及其分子

调控机制对绵羊肉质性状改善具有重要意义ꎮ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ) 作为一类不编码的小分

子 ＲＮＡꎬ主要通过与 ｍＲＮＡ 的 ３′ＵＴＲ 区结合来抑

制靶基因的表达而发挥作用[５] ꎮ 近年来ꎬ国内外

许多学者研究报道 ｍｉＲＮＡ 在动物脂肪的形成过程

中发挥重要的调控作用ꎮ 邵静等[６] 研究发现ꎬ
ｍｉＲ￣１７￣３ｐ 通过靶向调控 ＫＣＴＤ１５ 基因的表达从

而影响延边黄牛前体脂肪细胞分化ꎻＭａ 等[７] 研究

结果表明ꎬ ｍｉＲ￣２６ｂ￣５ｐ 通过靶向调控 ＦＧＦ２１ 基因

促进脂肪生成ꎬ参与调控山羊肌内脂肪细胞的分

化ꎮ Ｃｈｅｎ 等[８] 研 究 发 现 ｍｉＲ￣３７６ａ 靶 向 调 控

ＫＬＦ１５ 基因ꎬ参与秦川牛的脂肪细胞增殖分化过

程ꎻＤｅｎｇ 等[９]发现 ｍｉＲ￣２７ａ 通过特异性结合视黄

醇 Ｘ 受体 α( ＲＸＲα) 抑制绵羊前脂肪细胞的分

化ꎮ 随着测序技术不断发展ꎬ应用转录组测序

(ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)技术探究影响 ＩＭＦ 沉积的研究也越来

越多ꎮ Ｃｈｅｎｇ 等[１０]通过 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术比较了不同

肌内脂肪含量猪背最长肌的 ｍｉＲＮＡ 表达情况ꎬ筛
选到 １８ 个差异 ｍｉＲＮＡ 可能参与调控脂肪酸合成

和脂质代谢ꎻ喻世刚等[１１] 通过比较高和低肌内脂

肪含量鸡胸中 ｍｉＲＮＡ 的表达差异ꎬ筛选到 ５ 个

ｍｉＲＮＡ 参与到脂肪生成过程ꎻＨｕａｎｇ 等[１２] 通过比

较中国沼泽水牛肌肉和脂肪组织之间的差异 ｍｉＲ￣
ＮＡꎬ筛选到 ８ 个 ｍｉＲＮＡ 在水牛肌内脂肪沉积过程

中发挥重要作用ꎮ 上述研究结果表明ꎬ应用 ＲＮＡ￣
Ｓｅｑ 技术探究 ＩＭＦ 沉积相关 ｍｉＲＮＡ 表达谱的研究

较为成熟且已取得一定成果ꎮ 但目前有关不同品

种绵羊肌内脂肪沉积相关 ｍｉＲＮＡ 的研究较少ꎮ 本

研究基于杜泊羊、滩羊和小尾寒羊 ３ 个品种绵羊

的肌内脂肪含量差异ꎬ通过 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术鉴定并

筛选绵羊 ＩＭＦ 沉积过程中差异表达的 ｍｉＲＮＡꎬ探
索 ｍｉＲＮＡ 调节绵羊肌内脂肪沉积的分子机制ꎮ 旨

在为探究分子水平调控绵羊肉质性状提供参考ꎬ
为高品质绵羊品种的选育提供科学依据ꎮ

５５５１孟　 科等:不同品种绵羊肌内脂肪沉积相关 ｍｉＲＮＡ 的筛选与功能预测



１　 材料与方法

１.１　 试验材料

从宁夏宇泊科技有限公司石嘴山威震肉羊繁育

场选择饲养条件一致的 ８ 月龄健康绵羊品种杜泊

羊、滩羊和小尾寒羊各 ８ 只(公母各 ４ 只)为试验材

料ꎮ 对绵羊进行屠宰后ꎬ取第 ３ 肋骨到第 １２ 肋骨之

间的背最长肌组织作为样品ꎬ放置于液氮中冷藏备

用ꎮ
１.２　 绵羊肌内脂肪含量的测定

采用索氏脂肪抽提法对试验绵羊的肌内脂肪含

量进行测定ꎮ 具体测定方法是:(１)取适量冷藏样品ꎬ
剔除肉样筋膜后ꎬ绞为肉糜ꎬ６５ ℃烘干ꎬ测定 １００ ｇ 样

品中水分含量记为 Ａꎻ(２)取测试样称质量记为 Ｗ
(ｇ)ꎬ用滤纸包好ꎻ(３)在 １０２ ℃烘箱中烘干至恒质

量ꎬ记为 Ｗ１(ｇ)ꎻ(４) 将滤纸包好的样品放入索氏抽

提器的抽提筒内ꎬ倒入 ２ / ３ 体积的乙醚后接上冷凝装

置ꎬ在 ５５ ℃恒温水浴中抽提６~８ ｈꎮ 抽提结束后ꎬ在
１０２ ℃烘箱中烘干至恒质量ꎬ记为 Ｗ２(ｇ)ꎮ 每品种 ３
个重复ꎮ 肌内脂肪含量(ＩＭＦＣ)计算公式为:

ＩＭＦＣ＝(Ｗ１－Ｗ２) / [(１００－Ａ)×Ｗ]ꎮ
１.３　 总 ＲＮＡ 提取与质量控制

选择上述 ３ 个绵羊品种母羊各 ３ 只ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ
法提取样品背最长肌组织的总 ＲＮＡꎬ利用琼脂糖凝

胶电泳、Ｎａｎｏｄｒｏｐ 分光光度计(Ｔｈｅｒｏｍ 公司产品ꎬ美
国)和 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物分析仪(Ａｇｉｌｅｎｔ 公司产品ꎬ
美国)检测 ＲＮＡ 样品的浓度、纯度以及完整性ꎮ
１.４　 ｃＤＮＡ 文库的构建与测序

ＲＮＡ 样品检测合格后ꎬ使用小 ＲＮＡ 样品制备

试剂盒(Ｓｍａｌｌ ＲＮＡ Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅ Ｋｉｔ)进行 ｃＤＮＡ 文库

的构建ꎮ 构建方法为:首先利用小 ＲＮＡ 的 ３′和 ５′
端的特殊结构ꎬ以总 ＲＮＡ 为起始样品在小 ＲＮＡ 两

端加上接头ꎬ进行反转录合成 ｃＤＮＡꎬ随后经过 ＰＣＲ
扩增和 ＰＡＧＥ 胶电泳对目标 ＤＮＡ 片段进行分离ꎬ切
胶回收后得到 ｃＤＮＡ 文库ꎮ 对构建好的文库进行检

验ꎬ检验合格后在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台进行测序ꎮ
１.５　 ｍｉＲＮＡ 鉴定与表达分析

获得原始序列后经过数据质量控制得到有效序

列ꎬ对有效序列进行小 ＲＮＡ 的种类和长度筛选ꎮ 使

用 Ｂｏｗｔｉｅ＿０.１２.９ 软件将筛选得到的长度为１８~３５ ｎｔ
的小 ＲＮＡ 对比到绵羊基因组(Ｏａｒ＿ｒａｍｂｏｕｉｌｌｅｔ＿ｖ１.０)
参考序列上ꎮ 将对比到参考序列的数据与 ｍｉＲＢａｓｅ

数据库进行比对ꎬ注释分析已知的 ｍｉＲＮＡꎻ在 ｍｉＲ￣
Ｂａｓｅ 数据库未比对到的数据ꎬ通过 ｍｉＲＥｖｏ＿ｖ１.１ 软件

预测新的 ｍｉＲＮＡꎬ并利用 ｍｉｒｄｅｅｐ２＿０＿０＿５ 软件进行

分析ꎮ 对鉴定到的 ｍｉＲＮＡ 利用 Ｓｔｒｉｎｇｔｉｅ ｖ１.３.３ 软件

进行表达量计算ꎬ采用 ＴＰＭ(ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ)值
作归一化处理ꎮ 利用 ＤＥＳｅｑ＿１.２.１０ 软件分析样本间

ｍｉＲＮＡ 的表达差异ꎬ以Ｐ≤０􀆰 ０５ 且 ｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ ≥１(ＦＣ
为差异位数)作为标准筛选表达差异 ｍｉＲＮＡꎮ
１.６　 差异 ｍｉＲＮＡ 靶基因预测及功能注释和富集

分析

　 　 使用 ｍｉＲａｎｄａ￣３.３ａ 和 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ ｖ２.０ 软件预测

表达差异 ｍｉＲＮＡ 的靶基因ꎬ取交集作为预测结果ꎮ
ｍｉＲａｎｄａ￣３.３ａ 软件参数设置为:￣ｓｃ １４０ ￣ｅｎ ￣１０ ￣ｓｃａｌｅ
４￣ｓｔｒｉｃｔ ￣ｏｕｔꎻＲＮＡｈｙｂｒｉｄ ｖ２.０ 软件参数设置为:￣ｅ １０ ￣ｐ
０.０５ꎮ 以Ｐ≤０􀆰 ０５ 为显著阈值ꎬ分别对表达差异 ｍｉＲ￣
ＮＡ 的靶基因进行基因本体(ＧＯ)功能注释及京都基

因与基因组百科全书(ＫＥＧＧ)富集分析ꎮ
１.７　 候选 ｍｉＲＮＡ 与其靶基因的互作网络分析

利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.９.１ 软件对筛选到的靶基因绘

制互作网络图ꎮ
１.８　 测序结果可靠性分析

为验证测序数据的准确性ꎬ利用实时荧光定量

聚合酶链式反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)技术ꎬ测定不同绵羊品

种 ８ 个差异表达 ｍｉＲＮＡ 的相对表达量ꎬ与 ＲＮＡ￣ｓｅｑ
测序表达量进行一致性比较ꎮ 利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ
６.０ 软件并采用颈环法设计 ｍｉＲＮＡ 引物ꎬ以 Ｕ６ 作

为内参基因(表 １)ꎮ 荧光染料为 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ Ｔａｑ ＴＭⅡ(ＴａＫａＢａꎬ大连)ꎬ所用的引物由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成ꎮ ＰＣＲ 反应体系

为:２×ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ １０􀆰 ０ μｌꎬ正向引物

０􀆰 ８ μｌꎬ反向引物 ０􀆰 ８ μｌꎬｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μｌꎬＲＮａｓｅ￣
ｆｒｅｅ 双蒸水 ６􀆰 ４ μｌꎮ ｑＰＣＲ 扩增程序为:９５ ℃预变性

２ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ５８ ℃退火 ３０ ｓꎬ３９ 个循环ꎻ９５
℃延伸 ５ ｓꎬ６０ ℃维持 １ ｍｉｎꎮ 每个样品设置 ３ 次重

复ꎮ
１.９　 统计分析

以 ２－△△Ｃｔ方法进行 ｍｉＲＮＡ 相对表达量的计算ꎬ
利用 ＳＰＳＳ ２６.０ 软件对 ３ 个品种绵羊的肌内脂肪含

量和 ｍｉＲＮＡ 的表达量进行单因素方差分析ꎮ 以Ｐ<
０􀆰 ０５ 表示差异显著ꎬＰ<０􀆰 ０１ 表示差异极显著ꎮ 实

时荧光定量结果图片由 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ Ｖ８.０ 软件

绘制ꎮ
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表 １　 实时荧光定量聚合酶链式反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ)

基因　 　 　 　 正向引物((５′→３′) 　 　 　 　 反向引物((５′→３′) 　 　 　 　 　 　

Ｕ６ ＡＣＧＧＡＣＡＧＧＡＴＴＧＡＣＡＧＡＴＴ ＴＣＧＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＴＡＡＧＡＡ

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣９９ａ ＡＧＧＴＧＴＴＣＡＡＣＣＣＧＴＡＧＡＴＣＣ ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣２６ａ ＡＡＧＣＴＧＡＧＴＴＣＡＡＧＴＡＡＴＣＣＡＧＧ ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣３７４ｂ ＣＣＡＣＧＴＣＧＣＧＡＴＡＴＡＡＴＡＣＡＡＣＣＴＧ ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣１９ｂ ＡＣＴＴＣＣＴＣＴＧＴＧＣＡＡＡＴＣＣＡＴＧ ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｎｏｖｅｌ＿９ ＡＡＣＧＡＴＡＡＡＣＣＣＧＴＡＧＡＴＣＣＧＡ ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｎｏｖｅｌ＿２０２ ＡＡＣＡＧＡＴＧＡＧＡＣＣＴＣＣＧＧＧＴ ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｎｏｖｅｌ＿８２ ＡＧＴＣＡＴＧＣＧＣＧＣＡＧＡＧＧＴＡＡＡ ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｎｏｖｅｌ＿６２ ＡＣＧＴＡＴＧＣＡＣＣＧＡＴＴＴＣＴＣＣＴ ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

２　 结果与分析

２.１　 绵羊肌内脂肪含量差异分析

３ 个绵羊品种肌内脂肪含量如表 ２ 所示ꎮ 滩羊

肌内脂肪含量最高ꎬ达 ５􀆰 ４２％ꎬ而小尾寒羊肌内脂

肪含量最低ꎬ２.１０％ꎮ 滩羊肌内脂肪含量显著高于

杜泊羊ꎬ且极显著高于小尾寒羊ꎻ杜泊羊肌内脂肪含

量显著高于小尾寒羊ꎮ
２.２　 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 数据分析

本研究建立 ３ 个品种绵羊的 ９ 个背最长肌组织

样品文库ꎬ通过 ｌｌｕｍｉｎａ 平台进行深度测序后ꎬ获得

原始序列共１０８ ８１３ ５３７条ꎬ质控后获得有效序列共

１０７ １６６ ３９０条ꎮ 每个样本的 Ｑ２０ 在 ９９％以上ꎬＱ３０
在 ９６％以上ꎬ错误率均为 ０􀆰 ０１％ꎬ碱基组成稳定均

衡(表 ３)ꎮ 上述结果表明测序质量良好ꎬ可用于进

一步分析ꎮ

表 ２　 ３ 个绵羊品种肌内脂肪含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｆａｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｈｅｅｐ ｂｒｅｅｄｓ

品种 肌内脂肪含量(％)

滩羊　 　 ５.４２±０.８３Ａａ

杜泊羊　 ３.１４±０.４１ＡＢｂ

小尾寒羊 ２.１０±０.３１Ｂｃ
数据后不同大写字母表示品种间肌内脂肪含量差异极显著 ( Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ不同小写字母表示品种间肌内脂肪含量差异显著 ( Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ

表 ３　 测序数据质量评估

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｑｕａｌｉｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ

品种 样品 原始序列(条) 有效序列(条) 错误率(％) Ｑ２０(％) Ｑ３０(％) Ｇ＋Ｃ 含量(％)

杜泊羊　 １ １１ ３０２ ２０４ １１ １８５ １７０ ０.０１ ９９.１５ ９６.５１ ４８.９７

２ １０ ６１７ ４８２ １０ ３８０ ７８０ ０.０１ ９９.１８ ９７.１３ ４９.５３

３ １２ ０５８ ８９３ １１ ６０２ ４００ ０.０１ ９９.２０ ９６.８７ ４９.１７

滩羊　 　 １ １２ ４４９ ５００ １２ ３１２ ４０５ ０.０１ ９９.３７ ９７.５４ ４７.６７

２ １３ ７７１ １７９ １３ ６４５ ５１２ ０.０１ ９９.３９ ９７.５５ ４６.５４

３ １３ ５４８ ７０１ １３ ４００ ９６９ ０.０１ ９９.３６ ９７.４７ ４６.５４

小尾寒羊 １ １３ ８７９ ４８９ １３ ７２９ ２７５ ０.０１ ９９.１６ ９６.７０ ４４.８８

２ １０ ４０８ ６３８ １０ ２５４ ６９４ ０.０１ ９９.３１ ９７.２８ ４７.２６

３ １０ ７７７ ４５１ １０ ６５５ １８５ ０.０１ ９９.３５ ９７.４２ ４７.８７

２.３　 ｍｉＲＮＡ 的注释与鉴定

在 １８~ ３５ ｎｔ 范围内ꎬ筛选各样品中的有效序

列[１３]ꎮ 筛选到的有效序列长度在 ２２ ｎｔ 的序列所占

比例最高ꎬ滩羊和小尾寒羊 ２２ ｎｔ 的 ｒｅａｄ 所占比例高

于杜泊羊(图 １)ꎮ 每个样本至少有 ８７％以上的小

ＲＮＡ 序列比对到了绵羊基因参考序列上(表 ４)ꎮ 在

３ 种绵羊肌肉组织中共鉴定到 １３４ 个已知 ｍｉＲＮＡ 和

１５３ 个预测 ｍｉＲＮＡꎮ 对鉴定到的 ｍｉＲＮＡ 进行首位碱

基偏好性分析发现ꎬ已知 ｍｉＲＮＡ 和预测 ｍｉＲＮＡ 的首

位碱基均对 Ｕ 碱基具有明显偏好性(图 ２)ꎮ
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图 １　 ３ 个不同品种绵羊肌肉组织中小 ＲＮＡ 长度的分布

Ｆｉｇ.１　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｌｅｎｇｔｈ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｈｅｅｐ ｂｒｅｅｄｓ

表 ４　 筛选出的小 ＲＮＡ 与参考基因组比对结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｓｍａｌｌ ＲＮＡｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｏｍｅ

品种 样品 总 ｒｅａｄ 数
比对到参考

序列的 ｒｅａｄ 数 已知 ｍｉＲＮＡ 数目 预测 ｍｉＲＮＡ 数目

杜泊羊　 １ １０ ５９３ ７００ (１００.００％) ９ ４８５ ４９２ (８９.５４％) １０６ １２５

２ ９ １２４ ４４３ (１００.００％) ７ ９９６ １４６ (８７.６３％) １０１ １１３

３ ９ ９４２ ２９９ (１００.００％) ８ ８７２ ０７１ (８９.２４％) １０７ １２１

滩羊　 　 １ １１ ４３１ ８５６ (１００.００％) １０ ９１４ １９３ (９５.４７％) １０４ １２１

２ １３ ４０７ ５３０ (１００.００％) １２ ９６３ ３６２ (９６.６９％) １０２ １０７

３ １３ １２９ １２４ (１００.００％) １２ ５９９ ８６９ (９５.９７％) １０４ １１９

小尾寒羊 １ １３ ０７７ １５９ (１００.００％) １２ ５９３ ９０９ (９６.３０％) １１１ １０２

２ ９ ６５９ ２２２ (１００.００％) ９ ０８７ ９３０ (９４.０９％) １０６ １１５

３ １０ ３６６ ２０３ (１００.００％) ９ ２８３ ５３２ (８９.５６％) １００ １１４

Ａ:已知 ｍｉＲＮＡꎻ Ｂ:预测 ｍｉＲＮＡꎮ
图 ２　 ｍｉＲＮＡ 的首位碱基偏向好分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｂａｓｅ ｏｆ ｍｉＲＮＡｓ

２.４　 差异表达 ｍｉＲＮＡ 的筛选与分析

对 ３ 个绵羊品种 ｍｉＲＮＡ 的表达量进行两两比较

分析ꎮ 杜泊羊与滩羊比较组中筛选出差异表达 ｍｉＲ￣
ＮＡ ２２ 个ꎬ其中上调表达 １３ 个ꎬ下调表达 ９ 个ꎻ小尾寒
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羊与杜泊羊比较组中筛选出 ２１ 个差异表达 ｍｉＲＮＡꎬ
其中上调表达 １３ 个ꎬ下调表达 ８ 个ꎻ小尾寒羊与滩羊

比较组中筛选出 １２ 个差异表达 ｍｉＲＮＡꎬ其中上调表

达 ９ 个ꎬ下调表达 ３ 个(图 ３)ꎮ ３ 个比较组中没有共

表达的差异表达 ｍｉＲＮＡꎬ小尾寒羊与滩羊比较组与

杜泊羊与滩羊比较组ꎬ小尾寒羊与杜泊羊比较组之间

均有 ４ 个共表达的差异表达 ｍｉＲＮＡꎬ杜泊羊与滩羊比

较组与小尾寒羊与杜泊羊比较组之间有 ５ 个共表达

的差异表达 ｍｉＲＮＡꎮ ３ 个比较组中共筛选出 ４２ 个差

异表达 ｍｉＲＮＡ(图 ４)ꎮ 筛选出的 ｍｉＲＮＡ 包括 ２３ 个

已知 ｍｉＲＮＡ 和 １９ 个新预测的 ｍｉＲＮＡꎮ 筛选出的已

知 ｍｉＲＮＡ 的差异表达信息如表 ５ 所示ꎮ

Ａ:杜泊羊与滩羊比较组ꎻＢ:小尾寒羊与杜泊羊比较组ꎻＣ:小尾寒羊与滩羊比较组ꎮ
图 ３　 ｍｉＲＮＡ 表达量差异分析

Ｆｉｇ.３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｍｉＲＮＡｓ

图 ４　 差异表达 ｍｉＲＮＡ 韦恩图

Ｆｉｇ.４　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲＮＡｓ

２.５　 差异表达 ｍｉＲＮＡ 靶基因预测及功能分析

筛选出的 ４２ 个差异表达 ｍｉＲＮＡ 预测到 ３２６ 个靶
基因ꎬ形成 ４１１ 个靶向关系对ꎮ 其中ꎬｎｏｖｅｌ ＿８５、ｏａｒ￣
ｍｉＲ￣１３３ 和 ｏａｒ￣ｍｉＲ￣４８５￣５ｐ 预测到的靶基因数量较多ꎮ
ｎｏｖｅｌ＿８５ 预测到 ９９ 个靶基因ꎬ包括糖原合酶基因

(ＧＹＳ１)、组蛋白脱乙酰酶 ３ 基因(ＨＤＡＣ３)、胰岛素样生

长因子 ＩＩ 基因(ＩＧＦ２)等ꎻｏａｒ￣ｍｉＲ￣１３３ 预测到 ５５ 个靶

基因ꎬ包括肌球蛋白 ＩＡ 基因(ＭＹＯ１Ａ)、鸟氨酸脱羧酶

１ 基因(ＯＤＣ１)、磷脂酶 Ａ２ 基因(ＰＬＡ２)等ꎻｏａｒ￣ｍｉＲ￣
４８５￣５ｐ 预测到 ２９ 个靶基因ꎬ包括甘露糖￣６￣磷酸异构酶

基因(ＭＰＩ)、羟酰基谷胱甘肽水解酶基因(ＨＡＧＨ)、跨
膜丝氨酸蛋白酶 ２ 基因(ＴＭＰＲＳＳ２)等ꎮ 对每组预测到

的靶基因进行功能分析ꎮ ＧＯ 功能富集分析发现ꎬ杜泊

羊与滩羊比较组显著富集到 １１１ 个 ＧＯ 条目ꎬ其中生物

学过程 ５１ 个ꎬ细胞组分 ２４ 个ꎬ分子功能 ３６ 个ꎻ小尾寒

羊与杜泊羊比较组显著富集到 ９７ 个 ＧＯ 条目ꎬ其中生

物学过程 ５１ 个ꎬ细胞组分 １１ 个ꎬ分子功能 ３５ 个ꎻ小尾

寒羊与滩羊比较组显著富集到 ９５ 个 ＧＯ 条目ꎬ其中生

物学过程 ４１ 个ꎬ细胞组分 ６ 个ꎬ分子功能 ４８ 个ꎮ 根据

Ｐ 值大小每组前 ２０ 的 ＧＯ 条目如图 ５ 所示ꎬ显著富集

在减数分裂、减数分裂前期、清道夫受体活性、货物受

体活性、肌肽￣寡糖 １ꎬ２￣α￣甘露糖苷酶活性和甘露寡糖

甘露糖苷酶活性等 ＧＯ 条目ꎮ ＫＥＧＧ 信号通路富集分

析发现ꎬ杜泊羊与滩羊比较组富集到 １０６ 个通路ꎬ７ 个

通路显著富集ꎻ小尾寒羊与杜泊羊比较组富集到 １６８
个通路ꎬ４ 个通路显著富集ꎻ小尾寒羊与滩羊比较组富

集到 ４６ 个通路ꎬ５ 个通路显著富集ꎮ 根据 Ｐ 值大小每

组前 ２０ 个信号富集通路如图 ６ 所示ꎬ显著富集的通路

主要有 α￣亚麻酸代谢、亚油酸代谢、多巴胺能突触、胰
岛素信号传导途径、Ｎ￣聚糖的生物合成和苯丙氨酸、酪
氨酸和色氨酸的生物合成等代谢通路ꎮ 根据 ＧＯ 和

ＫＥＧＧ 的功能描述筛选出 ２３ 个差异表达 ｍｉＲＮＡ 及其

靶向的 １１９ 个基因可能参与脂肪沉积ꎮ
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表 ５　 三个比较组中差异表达的已知 ｍｉＲＮＡ
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｋｎｏｗｎ ｍｉＲＮＡｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｇｒｏｕｐｓ

组别　 　 　 　 　 　 　 ｍｉＲＮＡ　 　 　 ｌｏｇ２ＦＣ Ｐ 值

杜泊羊与滩羊比较组 ｏａｒ￣ｍｉＲ￣１３３ －１.１６３ ６ １.７８６ ５×１０－４

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣１４３ －１.３９０ ６ ８.５５２ ５×１０－１０

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣２６ａ －１.０７０ ８ １.４１８ ７×１０－７

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣２７ａ －１.００２ ８ ６.１０１ １×１０－４

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣２９ｂ １.０８１ ３ ３.０４８ ５×１０－３

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣３６２ １.０５４ ０ ８.８０３ ９×１０－４

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣３８０￣３ｐ －１.１０３ ７ ４.０３９ ３×１０－３

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣３９５６￣５ｐ １.００６ ２ ４.２７５ ９×１０－２

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣９９ａ －１.００３ ４ ３.６８６ ２×１０－６

小尾寒羊与杜泊羊比较组 ｏａｒ￣ｌｅｔ￣７ｂ １.１２３ ４ ３.９２３ ４×１０－２

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣１２７ １.３４７ ８ ７.６６０ ０×１０－５

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣１９ｂ １.７９３ １ ３.５５２ ６×１０－４

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣２００ｃ －１.６６０ ３ ５.２４４ １×１０－３

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣２２１ －１.１２８ ４ ４.４０５ １×１０－３

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣３６２ －１.４９０ ６ ３.０６０ ０×１０－９

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣３７６ａ￣５ｐ １.３０４ ９ ２.１６４ ９×１０－２

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣３８０￣３ｐ １.１９１ ４ １.４８７ ９×１０－２

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣３９５５￣５ｐ １.０５９ ６ ３.０３９ １×１０－２

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣４１１ｂ￣５ｐ １.２２４ ２ ３.５９３ ４×１０－２

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣４３２ １.４９５ ８ ４.４６５ ５×１０－３

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣４３３￣３ｐ １.５９９ ７ ６.００３ １×１０－３

小尾寒羊与滩羊比较组 ｏａｒ￣ｌｅｔ￣７ｂ １.０６９ ５ ３.９９９ ３×１０－２

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣１９ｂ ２.０２２ ９ ８.１５０ ０×１０－５

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣２６ａ －１.１３０ ９ １.５４０ ０×１０－１０

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣３７４ｂ １.１８１ ５ ２.３０８ ３×１０－４

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣３７６ｃ￣５ｐ １.０８７ ７ ４.３９２ ９×１０－２

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣３８１￣３ｐ １.１６９ ２ １.７３０ ９×１０－２

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣３９５５￣５ｐ １.１１０ １ １.９５１ ０×１０－２

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣４８５￣５ｐ １.１２４ ５ ４.２４８ ３×１０－２

ｏａｒ￣ｍｉＲ￣９９ａ －１.２１５ ４ ３.５７０ ０×１０－１０

ＦＣ:差异倍数ꎮ

２.６　 ｍｉＲＮＡ 靶向调控网络

筛选出的 １１９ 个可能参与脂肪沉积的靶基因与

２３ 个差异表达 ｍｉＲＮＡ 构成 １２９ 个靶向关系对ꎬ其调

控网络如图 ７ 所示ꎮ 通过调控网络图发现ꎬｏａｒ￣ｍｉＲ￣
１３３、ｏａｒ￣ｍｉＲ￣４８５￣５ｐ、ｎｏｖｅｌ＿６、ｎｏｖｅｌ＿８５ 和 ｎｏｖｅｌ＿１０３ 靶

向到较多的靶基因且构成了完整的调控网络ꎬ故推测

其可能是调控绵羊脂肪沉积的关键 ｍｉＲＮＡꎮ

２.７　 ｍｉＲＮＡ 表达验证

利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 得到 ３ 个绵羊品种 ８ 个差异表

达 ｍｉＲＮＡ ( ｏａｒ￣ｍｉＲＮＡ￣９９ａ、 ｏａｒ￣ｍｉＲ￣２６ａ、 ｏａｒ￣ｍｉＲ￣
３７４ｂ、ｏａｒ￣ｍｉＲ￣１９ｂ、ｎｏｖｅｌ＿９、ｎｏｖｅｌ＿２０２、 ｎｏｖｅｌ＿８２、ｎｏ￣
ｖｅｌ＿６２)的相对表达量与 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 测序得到的这 ８
个 ｍｉＲＮＡ 表达趋势基本保持一致(图 ８)ꎬ说明测序

结果真实可靠ꎮ
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图 ５　 预测靶基因前 ２０ 个 ＧＯ 条目

Ｆｉｇ.５　 Ｔｏｐ ２０ ＧＯ ｅｎｔｒｉｅｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ
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图 ６　 预测靶基因前 ２０ 个 ＫＥＧＧ 通路

Ｆｉｇ.６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ２０ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ
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Ｖ 形为靶基因ꎬ椭圆形为 ｍｉＲＮＡꎬ连线表示两者存在靶向关系ꎮ
图 ７　 ｍｉＲＮＡ 与靶基因的调控网络图

Ｆｉｇ.７　 Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｍｉＲＮＡｓ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

３　 讨 论

３.１　 ３ 个品种绵羊肌内脂肪含量差异

肉质性状是绵羊关键的经济性状ꎬ也是育种者

关注的重要问题ꎮ ＩＭＦ 含量的高低影响羊肉的食用

价值ꎮ 滩羊作为中国特有的裘皮绵羊品种ꎬ其肉质

细嫩、无膻味ꎻ杜泊羊原产自南非国家ꎬ产肉性能高ꎬ
是育肥生产中优质品种ꎻ而小尾寒羊具有繁殖率高

的特点ꎬ是一产多羔的代表性品种[１４]ꎮ ３ 个品种

中ꎬ滩羊的肌内脂肪含量最高ꎬ而小尾寒羊最低ꎮ 滩

羊和杜泊羊作为优质的肉羊品种ꎬ肌内脂肪含量均

高于小尾寒羊ꎮ
３.２　 ３ 个品种绵羊背最长肌 ｍｉＲＮＡ 的鉴定及特征

　 　 微小核糖核酸(ｍｉＲＮＡ)是由２０~ ２４ 个核苷酸

碱基组成的非编码内源性小分子 ＲＮＡ[１５]ꎮ 本研究

从 ３ 个品种绵羊背最长肌中共鉴定到 １３４ 个已知

ｍｉＲＮＡ 和 １５３ 个预测 ｍｉＲＮＡꎬ其长度主要分布在

２１~２３ ｎｔꎬ且长度为 ２２ ｎｔ 的 ｍｉＲＮＡ 占比最高ꎬ符合

ｍｉＲＮＡ 的长度分布特征ꎮ 对鉴定到的 ｍｉＲＮＡ 进行

首位碱基偏向性分析ꎬ发现首位碱基偏向于 Ｕ 碱

基ꎮ 这与 Ｌｉｕ 等[１６] 在绵羊骨骼肌中鉴定到 ｍｉＲＮＡ
的首碱基偏向性和付雪峰等[１７] 在藏绒山羊皮肤组

织中鉴定出的 ｍｉＲＮＡ 的首位碱基偏向性一致ꎮ
ｍｉＲＮＡ 的首位碱基对 Ｕ 碱基的偏好性可能与 ｍｉＲ￣

ＮＡ 的形成以及其对靶基因的沉默机制有关[１８]ꎮ
３.３　 绵羊肌内脂肪含量相关 ｍｉＲＮＡ 的筛选

本研究在杜泊羊、滩羊和小尾寒羊的背最长肌

中筛选获得 ４２ 个差异表达 ｍｉＲＮＡꎬ包括 ２３ 个已知

的 ｍｉＲＮＡ 和 １９ 个预测的 ｍｉＲＮＡꎮ 进一步通过表达

量差异筛选出 ２３ 个可能与绵羊背最长肌脂肪沉积

相关的 ｍｉＲＮＡꎮ 筛选出的这些已知 ｍｉＲＮＡ 已有部

分被证实参与调节脂肪沉积和脂质代谢ꎮ 例如ꎬ
ｍｉＲ￣４３３￣３ｐ 对支链酮酸脱氢酶 β(ＢＣＫＤＨＢ)有负调

控作用ꎬ影响绵羊前体脂肪细胞分化从而参与调节

绵羊的脂肪代谢[１９]ꎻ ｍｉＲ￣２７ａ 通过调节靶基因

ＲＸＲα 的表达来增强绵羊前脂肪细胞增殖并抑制绵

羊前脂肪细胞分化ꎬ在调节绵羊肌肉脂肪和皮下脂

肪组织之间的差异脂肪积累中起重要作用[９]ꎻｍｉＲ￣
１４３ 是与脂质代谢密切相关的 ｍｉＲＮＡ 之一ꎬ通过调

节靶基因的表达来调节奶牛脂肪细胞分化和甘油三

酯合成[２０]ꎮ Ｗａｎｇ 等[２１] 研究发现 ｍｉＲ￣２６ａ 和 ｍｉＲ￣
１４３ 在成年肉牛肌内脂肪中的表达量显著高于皮下

脂肪ꎻ 汪海洋等[２２] 研究发现 ｍｉＲ￣１４３ 在西门塔尔

牛肌内脂肪组织中表达量高于皮下脂肪ꎮ 本研究

中ꎬｍｉＲ￣２６ａ 作为杜泊羊与滩羊比较组和小尾寒羊

与滩羊比较组中筛选出共有的差异表达 ｍｉＲＮＡꎬ在
滩羊肌肉组织中表达量显著高于杜泊羊和小尾寒

羊ꎬ且杜泊羊的表达量略高于小尾寒羊ꎻ同样ꎬｍｉＲ￣
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图 ８　 差异表达 ｍｉＲＮＡ 表达量验证

Ｆｉｇ.８　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

１４３ 在杜泊羊与滩羊比较组中被筛选出来ꎬ该 ｍｉＲ￣
ＮＡ 在滩羊肌肉组织中表达量高于杜泊羊ꎮ 在 ３ 个

品种绵羊肌内脂肪含量分析中ꎬ滩羊 ＩＭＦ 含量最高

而小尾寒羊最低ꎬ上述 ２ 个 ｍｉＲＮＡ 表达量的研究结

果也符合该特征ꎮ 同样ꎬｌｅｔ￣７ｂ 是小尾寒羊与杜泊

羊比较组和小尾寒羊与滩羊比较组中筛选出共有的

差异表达 ｍｉＲＮＡꎬ且与 ｍｉＲ￣２６ａ 在 ３ 个品种绵羊肌

肉组织中的表达趋势一致ꎬ即高肌内脂肪含量的组

织中 ｌｅｔ￣７ｂ 表达量亦高ꎮ 这个结果与喻世刚等[１１]

发现的鸡胸肌内脂肪含量与 ｌｅｔ￣７ｂ 表达量的关系一

致ꎮ 上述结果也进一步说明本研究筛选出的 ｍｉＲ￣
ＮＡ 作为与绵羊肌内脂肪含量相关的候选 ｍｉＲＮＡ 的

可靠性ꎮ 但这些 ｍｉＲＮＡ 对绵羊肌肉脂肪含量的影

响机制还需进一步研究ꎮ
３.４　 差异 ｍｉＲＮＡ 的靶基因预测及功能分析

筛选出的 ４２ 个差异表达 ｍｉＲＮＡ 预测到 ３２６ 个

靶基因ꎬ形成 ４１１ 个靶向关系对ꎮ 值得注意的是 ｎｏ￣
ｖｅｌ＿８５ 预测到 ９９ 个靶基因ꎬ为差异表达 ｍｉＲＮＡ 中

靶向到最多候选基因的 ｍｉＲＮＡꎮ 这些候选的靶向

基因可以参与脂肪沉积ꎮ ＧＹＳ１ 基因与糖原代谢相

关ꎬ其突变影响到肌糖原的沉积[２３]ꎻＨＤＡＣ３ 蛋白的

复合物使过氧化物酶体增殖物激活受体 γ２(Ｐｅｒｏｘｉ￣
ｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ２ ) 基 因

(ＰＰＡＲＧ２)转录失活ꎬ从而参与到脂肪生成过程[２４]ꎻ
ＩＧＦ２ 基因的突变造成猪肌内脂肪和脂肪酸含量存

在差异ꎬ可以参与到脂肪组织中脂肪酸的形成ꎮ 上

述研究结果表明ꎬｎｏｖｅｌ＿８５ 可能是参与绵羊脂肪沉

积及脂肪代谢的关键 ｍｉＲＮＡꎮ 另外也有一些差异

表达 ｍｉＲＮＡ 靶向的基因与脂肪沉积和脂肪代谢相

关的研究ꎮ 如 ｏａｒ￣ｍｉＲ￣１３３ 和 ｏａｒ￣ｍｉＲ￣４８５￣５ｐ 同时

靶向的谷胱甘肽硫转移酶基因(Ｐ１ＧＳＴＰ１)可以参

与到脂质代谢过程[２５]ꎻｎｏｖｅｌ＿１０３ 靶向的丙酮酸脱
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氢酶激酶 ４ 基因(ＰＤＫ４)ꎬ在中国草原红牛的研究中

发现该基因的多态性与其肌内脂肪含量相关[２６]ꎻ
ｏａｒ￣ｍｉＲ￣４３３￣３ｐ 靶向的色氨酸 ３ 基因(ＳＥＳＮ３)参与

调节前脂肪细胞脂肪生成[２７]ꎮ 为了进一步了解筛

选出的差异 ｍｉＲＮＡ 的功能ꎬ对其预测的靶基因进行

功能分析ꎮ ＧＯ 功能富集分析发现ꎬ富集显著的条

目包括糖原代谢过程、油酸酯水合酶活性、三羧酸循

环过程、低密度脂蛋白颗粒受体结合等与糖代谢及

脂质代谢相关的条目ꎮ ＫＥＧＧ 信号通路富集分析发

现ꎬ可以富集到 α￣亚麻酸代谢、亚油酸代谢、多巴胺

能突触、胰岛素信号传导途径以及脂肪的消化和吸

收通路ꎮ 已有研究结果表明ꎬα￣亚麻酸会影响奶牛

乳腺中的脂肪酸代谢[２８]ꎬ亚油酸可以增加呼吸链解

偶联蛋白 １(ＵＣＰ１)和肉碱￣棕榈油转移酶 １ (ＣＰＴ１)
的表达ꎬ促进脂肪降解[２９]ꎬ并且不同共轭亚油酸对

小鼠的脂肪沉积具有显著差异[３０]ꎮ 上述研究结果

表明ꎬ筛选出差异表达 ｍｉＲＮＡ 的靶基因可能参与脂

肪沉积ꎮ 根据 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 的功能描述筛选出可能

参与绵羊脂肪沉积的 １１９ 个靶基因ꎬ并对靶向关系

进行调控网络构建ꎮ 研究认为ꎬ ｏａｒ￣ｍｉＲ￣１３３、 ｏａｒ￣
ｍｉＲ￣４８５￣５ｐ、ｎｏｖｅｌ＿６、ｎｏｖｅｌ＿８５ 和 ｎｏｖｅｌ＿１０３ 可能是

参与绵羊肌内脂肪沉积的关键 ｍｉＲＮＡꎮ 但 ｍｉＲＮＡ
对靶基因和 ＩＭＦ 沉积的影响和调控机制尚需进行

进一步阐明ꎮ

４　 结 论

杜泊羊ꎬ滩羊和小尾寒羊这 ３ 个品种绵羊 ＩＭＦ
含量存在差异ꎬ滩羊肌内脂肪含量最高而小尾寒羊

最低ꎮ 筛选出 ２３ 个已知的和 １９ 个未知的差异表达

ｍｉＲＮＡ 可能参与绵羊肌内脂肪沉积ꎬｏａｒ￣ｍｉＲ￣１３３、
ｏａｒ￣ｍｉＲ￣４８５￣５ｐ、ｎｏｖｅｌ＿６、ｎｏｖｅｌ＿８５ 和 ｎｏｖｅｌ＿１０３ 可能

是绵羊肌内脂肪沉积的关键调控 ｍｉＲＮＡꎮ
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