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　 　 摘要:　 为了探究 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的生物学特性ꎬ鉴定其在脂肪分化过程中的表达模式ꎬ应用生物信息学分析方

法ꎬ研究 ｍｉＲ￣１５ａ 在不同物种中的保守性ꎬ预测其潜在靶基因ꎬ并对其进行功能富集分析ꎮ 应用实时荧光定量 ＰＣＲ
(Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ)技术鉴定 ｍｉＲ￣１５ａ 在牛背最长肌、皮下脂肪中的相对表达

量ꎬ探究其在肌内前体脂肪细胞不同分化阶段的表达模式ꎮ 结果表明ꎬｍｉＲ￣１５ａ 在不同物种间具有高度保守性ꎻ借
助 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＷａｌｋ 软件共预测出７ ５８２个候选靶基因ꎬ整合后得到 ４６２ 个候选的共有靶基因ꎻ靶基因主要在对

生长因子的应答、细胞分化的负调控及 Ｗｎｔ 信号通路等基因本体(ＧＯ)条目上富集ꎮ 基于京都基因与基因组百科

全书(Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ＧｅｎｏｍｅｓꎬＫＥＧＧ)数据库的信号通路富集分析结果显示ꎬ其靶基因主要富集在

Ｎｏｔｃｈ、丝裂原活化蛋白质激酶(ＭＡＰＫ)、鞘脂等信号通路中ꎮ 进一步通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析发现ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在安格

斯牛、西门塔尔牛皮下脂肪中的相对表达量极显著高于背最长肌中的相对表达量(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ并且其在西门塔尔牛

皮下脂肪中的相对表达量显著高于安格斯牛皮下脂肪中的相对表达量(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ在安格斯牛中ꎬ成年牛背最长肌

组织中的相对表达量极显著高于犊牛背最长肌组织(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 研究还发现ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在牛肌内脂肪分化阶段

的时序表达过程中呈现先上升后下降的变化ꎮ 上述结果表明ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在牛脂肪的沉积过程中扮演重要角色ꎬ
为探究其在脂肪细胞成脂分化过程中的调控作用奠定了基础ꎮ
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　 　 近年来ꎬ随着居民膳食结构的调整ꎬ优质牛肉越

来越受到消费者的青睐ꎮ 脂肪是家畜育肥饲养过程

中的关键营养物质沉积形式ꎬ牛肉中的肌内脂肪含量

会直接影响其嫩度、色泽等食用特性[１]ꎮ 脂肪组织是

一种复杂的内分泌器官ꎬ在机体的代谢、能量平衡中

扮演着重要角色[２]ꎮ 脂肪组织的发育是一个复杂的

生物学过程ꎬ涉及多种基因和信号通路之间的精准调

控ꎮ 脂肪组织的增殖分化主要包括以下 ４ 个时期:
(１)间充质干细胞增殖ꎬ随后定向分化生成前体脂肪

细胞ꎻ(２)前体脂肪细胞经过克隆增殖、分化ꎬ生成前

脂肪细胞ꎻ(３)前脂肪细胞生成多室脂肪细胞ꎬ并出现

大量小脂滴ꎻ(４)随着细胞中脂质的形成ꎬ大量小脂滴

汇聚成大脂滴ꎬ在细胞内占据大部分体积[３]ꎮ 多室脂

肪细胞可以生成单室脂肪细胞ꎬ即成熟脂肪细胞ꎮ 已

有研究发现ꎬ在间充质干细胞向成熟脂肪细胞分化的

过程中ꎬ主要经历前脂肪细胞、脂肪祖细胞和成熟脂

肪细胞等关键阶段ꎬ在这个过程中ꎬ一系列转录因子

如 ＰＰＡＲγ、Ｃ / ＥＢＰ、ＳＲＥＢＰ 等被激活[４]ꎬ调控脂肪细

胞分化相关基因的表达ꎬ从而促进前体脂肪细胞分化

为脂肪细胞ꎬ最终诱导脂肪生成ꎮ 近年来ꎬ大量研究

证实ꎬ微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)在脂肪分化过程

中发挥着重要的调控作用[５]ꎮ
ｍｉＲＮＡ 是一类长度为１９~２５ 个核苷酸的内源性

非编码小型 ＲＮＡ 分子[６]ꎮ ｍｉＲＮＡ 通过与靶 ｍＲＮＡ
的 ３′非翻译区部分互补性结合ꎬ抑制其转录和翻

译[７￣８]ꎮ 研究发现ꎬｍｉＲＮＡ 通过影响其转录因子及信

号通路来调控脂肪细胞的增殖和分化ꎮ 例如ꎬｍｉＲ￣
３２６ 通过靶向调控 Ｃ / ＥＢＰαꎬ抑制细胞的成脂分化[９]ꎻ
ｍｉＲ￣２７ｂ 可以通过调节脂代谢相关基因 ＰＰＡＲγ 的表

达量来促进脂肪细胞分化[１０]ꎻｍｉＲ￣４５０ｂ￣３ｐ 可以直接

靶向 ＳＩＲＴ１ 并通过 Ｗｎｔ / β￣Ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路促进脂肪

形成[１１]ꎻｍｉＲ￣１５ａ、ｍｉＲ￣１５ｂ 是 ｍｉＲ￣１５ 家族中的 ２ 个

重要成员ꎮ 近年来的研究发现ꎬｍｉＲ￣１５ａ 可能通过调

控靶基因 ＡＣＯＸ１、ＳＣＰ２、ＡＢＣＤ３ 的表达进而参与鸡肌

内脂肪的沉积过程[１２]ꎬ而 ｍｉＲ￣１５ｂ 通过调控靶基因

ＦＯＸＯ１ 相对表达量的增加ꎬ从而抑制猪前体脂肪细

胞的 分 化[１３]ꎮ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 是 牛 特 异 性 表 达 的

ｍｉＲＮＡꎬ通过与靶基因 ＣＤ１６３ 结合从而降低奶牛乳腺

炎的发生率[１４]ꎮ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 可以通过抑制奶牛细胞

活力及 β￣酪蛋白、甘油三酯和乳糖的分泌ꎬ从而影响

奶牛的泌乳功能[１５]ꎮ 然而ꎬ目前关于 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在

牛肌内脂肪生成过程中作用的报道较少ꎬ并且其调控

机制尚不明确ꎮ
鉴于此ꎬ本研究利用数据库对不同物种的 ｍｉＲ￣

１５ａ 成熟序列、种子序列进行保守性分析ꎬ并构建系

统进化树ꎬ利用生物信息学方法预测 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的

靶基因ꎬ并对其进行基因本体论 ( Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ
ＧＯ)功能注释和京都基因与基因组百科全书(Ｋｙｏｔｏ
Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ＧｅｎｏｍｅｓꎬＫＥＧＧ)数据库

信号通路富集分析ꎮ 进一步采用实时荧光定量

ＰＣＲ 方法检测 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在牛背最长肌、皮下脂

肪中的相对表达量ꎬ探究 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在牛肌内脂肪

３０２１马欣雨等:牛 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 靶基因的预测及其在脂肪细胞分化过程中的表达模式鉴定



不同分化阶段的时序表达模式ꎮ 本研究结果旨在为

解析 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在肉牛肌内脂肪沉积过程中的调

控机制提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与试剂

采集在同一饲养条件下的 ２４ 月龄的成年的健

康安格斯牛、西门塔尔牛的皮下脂肪、背最长肌及 ６
月龄健康安格斯犊牛的背最长肌组织ꎮ

ＴＲＩｚｏｌ、Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒꎬ购自宝生物工程(大连)有限公司ꎻ２×Ｍ５ Ｈｉ￣
Ｐｅｒ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＥｓＴａｑꎬ购自北京聚合美生物科技

有限公司ꎻ油红 Ｏꎬ购自北京索莱宝科技有限公司ꎻ
磷酸缓冲盐溶液、油红 Ｏ、胎牛血清(ＦＢＳ)、３￣异丁

基￣１￣甲基黄嘌呤 ( ３￣Ｉｓｏｂｕｔｙｌ￣１￣ｍｅｔｈｙｌｘａｎｔｈｉｎｅꎬ ＩＢ￣
ＭＸ)、罗格列酮和地塞米松等ꎬ购自西格玛奥德里奇

(上海)贸易有限公司ꎻ无水乙醇、甲醛、三氯甲烷和

异丙醇等ꎬ均为国产分析纯ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的生物信息学分析 　 从美国国

家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ)中获取牛(Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ)、野猪( Ｓｕｓ
ｓｃｒｏｆａ)、鸡(Ｇａｌｌｕｓ)、鼠(Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ)、人(Ｈｏｍｏ)、
山羊(Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ)、马(Ｅｑｕｕｓ ｃａｂａｌｌｕｓ)的 ｍｉＲ￣１５ａ
序列(表 １)ꎮ 用 ＭＥＧＡ １２.０ 软件进行不同物种间

ｍｉＲ￣１５ａ 序列的保守性分析ꎬ并构建系统进化树ꎻ用
Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ、ｍｉＲＷａｌｋ 在线工具预测 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的

靶基因ꎮ 将用 ２ 种算法预测的靶基因通过 Ｖｅｎｎｙ 进

行整合ꎬ得到共同预测的靶基因ꎮ 通过 Ｓｔｒｉｎｇ 对整

合得到的靶基因进行筛选ꎬ获得 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 高置信

度的关键靶基因ꎮ 用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ( ｈｔｔｐ: / / ｍｅｔａｓｃａｐｅ.
ｏｒｇ)数据库对靶基因进行 ＧＯ 功能注释、ＫＥＧＧ 信号

通路富集分析ꎬ得到靶基因主要参与的生物学过程

与主要参与的信号通路ꎮ

表 １　 不同物种间 ｍｉＲ￣１５ａ 的成熟序列及种子序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｔｕｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｅｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｉＲ￣１５ａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

物种　 　 　 　 　 　 　 成熟序列(５′→３′) 种子序列(５′→３′) ＮＣＢＩ 登录号

牛(Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ) ＴＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＡＴＧＧＴＴＴＧＴ ＡＧＣＡＧＣＡＣ ＮＲ＿０３０７９３.１

野猪(Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ) ＴＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＡＴＧＧＴＴＴＧＴ ＡＧＣＡＧＣＡＣ ＮＲ＿０３５３６４.１

鸡(Ｇａｌｌｕｓ) ＴＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＡＴＧＧＴＴＴＧＴ ＡＧＣＡＧＣＡＣ ＮＲ＿０３１４１０.１

鼠(Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ) ＴＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＡＴＧＧＴＴＴＧＴＧ ＡＧＣＡＧＣＡＣ ＮＲ＿０２９７３３.１

人(Ｈｏｍｏ) ＴＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＡＴＧＧＴＴＴＧＴＧ ＡＧＣＡＧＣＡＣ ＮＲ＿１５２５６９.１

山羊(Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ) ＴＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＡＴＧＧＴＴＴＧＴＧ ＡＧＣＡＧＣＡＣ ＮＲ＿１２９６０５.１

马(Ｅｑｕｕｓ ｃａｂａｌｌｕｓ) ＴＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＡＴＧＧＴＴＴＧＴＧ ＡＧＣＡＧＣＡＣ ＮＲ＿０３２９５７.１
ＮＣＢＩ:美国国家生物技术信息中心ꎮ

１.２.２　 ＲＮＡ 的提取、反转录及实时荧光定量 ＰＣＲ
　 用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取各组织、各细胞的总 ＲＮＡꎮ 参

照 Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒说明书ꎬ将各 ＲＮＡ
反转 录 为 ｃＤＮＡꎮ 用 ２× Ｍ５ ＨｉＰｅｒ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
ＥｓＴａｑ荧光定量试剂盒对目的基因、标志基因进行

实时定量检测ꎮ Ｕ６、ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 基因的引物序列

见表 ２ꎮ ５０ μＬ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应体系包含 ２５ μＬ ２×
Ｍ５ ＨｉＰｅｒ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＥｓＴａｑ(含有 Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ)、
５ μＬ ｃＤＮＡ、各 ２ μＬ 上游引物和下游引物、去离子

无 菌 水ꎮ ＰＣＲ 反 应 在 ＣＦＸ９６ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 仪器上采用两步法进行(９５ ℃ 预

变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延

伸 ３０ ｓꎬ３５ 个循环)ꎮ
１.２.３　 牛肌内前体脂肪的分离培养、诱导分化　 本

研究采用优化的组织块法分离牛前体脂肪细胞ꎮ 具

体操作如下:将脂肪组织剪成３ ｍｍ×３ ｍｍ 的小块ꎬ
接种于 １０ ｃｍ 培养皿中ꎻ加入生长培养基[１０％胎牛

血清(Ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ) ＋９０％杜尔贝科改良

伊格尔培养基(Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍꎬ
ＤＭＥＭ)]进行培养ꎬ待组织块周围长出大量脂肪细

胞后ꎬ挑出组织块ꎬ继续培养至脂肪组织汇合度达到

９０％ꎻ将培养基换为分化培养基 [ １０％ ＦＢＳ ＋ １０
μｇ / ｍＬ胰岛素 ＋ １ μｍｏｌ / Ｌ地塞米松＋ ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
３￣异丁基￣１￣甲 基 黄 嘌 呤 ( ３￣Ｉｓｏｂｕｔｙｌ￣１￣ｍｅｔｈｙｌｘａｎ￣
ｔｈｉｎｅꎬＩＢＭＸ)＋１ μｍｏｌ / Ｌ罗格列酮＋ＤＭＥＭ]ꎮ 将分化

细胞分别进行分化处理 ０ ｄ、２ ｄ、４ ｄ、６ ｄ、８ ｄꎮ 通过

表型鉴定(油红 Ｏ 染色)分析所分离牛前体脂肪细

胞的纯度、分化潜能ꎬ并在显微镜下进行成像观察ꎮ
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表 ２　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 定量检测所用引物信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ

名称 引物序列(５′→３′)
ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴ￣

ＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＣＡＡＡＣＣＡ(逆转录)
Ｆ:ＴＣＧＧＣＡＧＧＴＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＡ
Ｒ:ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

Ｕ６ Ｆ:ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ
Ｒ:ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ

２　 结果与分析

２.１　 ｍｉＲ￣１５ａ 的序列保守性分析

本研究借助多物种序列比对及进化树构建方

法ꎬ以期揭示 ｍｉＲ１５ａ 在进化过程中的保守程度ꎮ
通过比对牛(Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ)、野猪(Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ)、鸡(Ｇａｌ￣
ｌｕｓ)、鼠(Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ)、人(Ｈｏｍｏ)、山羊(Ｃａｐｒａ ｈｉｒ￣
ｃｕｓ)、马(Ｅｑｕｕｓ ｃａｂａｌｌｕｓ)等物种的 ｍｉＲ￣１５ａ 成熟序

列和种子序列ꎬ发现 ｍｉＲ￣１５ａ 在不同物种间展现出

高度的序列保守性(图 １Ａ、图 １Ｂ)ꎮ 进一步构建系

统进化树并进行分析发现ꎬ ｍｉＲ￣１５ａ 在不同物种间

的同源性一致ꎬ且在物种间高度保守(图 １Ｃ)ꎮ 上述

结果说明ꎬｍｉＲ￣１５ａ 在不同物种间的调控功能上具

有稳定性和一致性ꎮ

Ａ:成熟序列比对结果ꎻＢ:种子序列比对结果ꎻＣ:系统进化树ꎮ
图 １　 ｍｉＲ￣１５ａ 在不同物种间的序列比对结果及系统进化树

Ｆｉｇ.１　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１５ａ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.２　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的靶基因预测

为了探究 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在脂肪分化过程中的潜

在作用机制ꎬ本研究通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＷａｌｋ 在线

网站预测牛 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的靶基因ꎮ 由图 ２ 可以看

出ꎬ借助 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 预测出１ ３９４个候选靶基因ꎬ借
助 ｍｉＲＷａｌｋ 预测出４ ００３个唯一的候选靶基因ꎬ共计

５ ３９７个候选靶基因ꎮ 借助 Ｖｅｎｎｙ 软件ꎬ将 ２ 个数据

库的数据整合后得到 ４６２ 个候选靶基因ꎮ 通过

Ｓｔｒｉｎｇ 在线软件筛选关键靶基因ꎬ初步获得一批高

置信度的靶基因(表 ３)ꎮ 值得注意的是ꎬ由于 ｂｔａ￣
ｍｉＲ￣１５ａ 的预测靶基因 ＣＤＫ６、ＰＤＣＤ４、Ｅ２Ｆ３ 等参与

了脂肪发育相关的生物学过程ꎬ因此初步推测 ｂｔａ￣
ｍｉＲ￣１５ａ 与脂肪发育密切相关ꎮ
２.３　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 靶基因 ＧＯ 功能注释

由图 ３Ａ 可以看出ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的候选靶基因

主要集中在生物过程中对生长因子的应答(ＧＯ 编

号:００７０８４８)、Ｗｎｔ 信号通路(ＧＯ 编号:００１６００５５)、

图 ２　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 靶基因预测的韦恩图

Ｆｉｇ.２　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

突触组织的调控 (ＧＯ 编号:００５０８０７) 等ꎻｂｔａ￣ｍｉＲ￣
１５ａ 的候选靶基因主要集中在细胞组分中的谷氨酸

能突 触 ( ＧＯ 编 号: ００９８９７８ )、 轴 突 ( ＧＯ 编 号:
００３０４２４)等ꎻ在分子功能方面ꎬ靶基因主要参与蛋白

质结构域特异性结合(ＧＯ 编号:００１９９０４)、组蛋白

Ｈ３ 甲基转移酶活性(ＧＯ 编号:０１４０９３８)、组蛋白修
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饰活性(ＧＯ 编号:０１４０９９３)等ꎮ 另外ꎬ在对 ＧＯ 功能

进行注释的过程中ꎬ发现一些与脂肪分化相关的生

物过程ꎬ其主要参与对生长因子的应答(ＧＯ 编号:
００７０８４８)、Ｗｎｔ 信号通路(ＧＯ 编号:００１６００５５)、细
胞分化的负调控(ＧＯ 编号:００４５５９６)、ＧＴＰ 水解酶

(Ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬＧＴＰ)介导的信号转导的

调 控 ( ＧＯ 编 号: ００５１０５６ )、 生 长 ( ＧＯ 编 号:

００４０００７)、组织形态发生(ＧＯ 编号:００４８７２９) (图

３Ｂ)ꎮ 已有研究发现ꎬＷｎｔ 参与 β￣连环蛋白介导的

经典信号通路ꎬ通过抑制成脂基因 ＰＰＡＲγ、Ｃ / ＥＢＰα
的表达ꎬ从而参与前体脂肪细胞分化为成熟的脂肪

细胞的过程[１６]ꎮ 上述结果进一步证明ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ
在脂肪分化过程中具有一定作用ꎮ

表 ３　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 预测的关键靶基因及其生物学作用

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｏｌｅｓ

基因名称 登录号 主要生物学作用　 　 　 　 　 　 　

ＣＤＫ６ ＮＭ＿００１１９２３０１.２ 调节细胞周期的进程、成脂转录ꎬ在脂肪前体细胞增殖、脂肪细胞分化与成熟脂肪代谢稳态中发挥作用

ＰＤＣＤ４ ＮＭ＿００１０８３６４７.１ 参与调控糖脂代谢、胰岛素抵抗、细胞凋亡

Ｅ２Ｆ３ ＮＭ＿００１１９２８３８.１ 参与细胞周期相关的基因的表达ꎬ抑制脂肪细胞分化及白色脂肪细胞棕色化

ＮＯＴＣＨ２ ＸＭ＿００２６８６１１４.７ 依据微环境信号精细平衡细胞的增殖、凋亡与谱系分化方向

ＹＷＨＡＱ ＮＭ＿００１０７８１２７.２ 介导信号转导

ＣＣＮＹＬ１ ＸＭ＿００３５８５７６４.６ 细胞周期蛋白依赖性蛋白丝氨酸 / 苏氨酸激酶调节剂活性

ＡＢＣＦ３ ＮＭ＿００１０８３４５７.１ 利用腺嘌呤核苷三磷酸(Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＡＴＰ)酶活性精细调控蛋白质合成

ＶＥＧＦＡ ＮＭ＿００１３１６９５６.１ 提高血管通透性ꎬ促进血管增殖和血管形成等

ＦＧＦ７ ＸＭ＿００５２１１８６１.４ 调节多种细胞的迁移、增殖、分化、代谢活动和神经功能

ＥＬＬ２ ＮＭ＿００１１９１１４６.２ 帮助 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ完成转录

ＫＭＴ２Ａ ＸＭ＿０５９８７５０１０.１ 参与调控基因的表达ꎬ特别是与细胞分化和发育相关的基因

ＶＡＭＰ１ ＮＭ＿００１１０１０８８.１ 参与脂肪细胞囊泡转运、脂类分泌与代谢调控ꎬ影响脂肪分化与脂肪组织发育

ＢＣＬ２Ｌ２ ＮＭ＿００１０７６５３３.１ 参与调节细胞存活和凋亡

ＰＲＫＡＢ２ ＸＭ＿００５２０３９８６.５ 正向调节腺苷酸活化蛋白激酶(ＡＭＰＫ)的活性

ＲＯＣＫ１ ＸＭ＿００２６９７７８９.７ 参与调节细胞形态、运动、收缩和增殖等生理过程

ＳＰＥＮ ＸＭ＿００２６９４１３９.６ 通过与 ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 结合ꎬ影响基因的表达

ＣＯＰＳ７Ｂ ＮＭ＿００１０４６６１２.１ 调控泛素连接酶活性ꎬ进而影响蛋白质泛素化的状态及降解

ＥＲＬＩＮ２ ＸＭ＿００５２２６１２５.５ 调节内质网脂质传递和内质网膜脂质组织

ＳＡＲ１Ｂ ＮＭ＿００１０３５３１５.２ 作为小 Ｇ 蛋白酶参与囊泡形成ꎬ调控 ｍＴＯＲＣ１ 信号通路

ＷＮＴ３Ａ ＸＭ＿０２４９９５３９２.２ 调节多效性细胞功能ꎬ包括自我更新、增殖、分化和运动

２.４　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ ＫＥＧＧ 信号通路富集分析

由图 ４ 可以看出ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的候选靶基因显

著富集在京都基因与基因组百科全书数据库

(ＫＥＧＧ)信号通路中的 Ｎｏｔｃｈ(ｂｔａ０４３３０)、ＭＡＰＫ(丝
裂原活化蛋白质激酶ꎬｂｔａ０４０１０)、鞘脂(ｂｔａ０４０７１)、
ＴＧＦ￣β(转化生长因子￣β 信号通路ꎬｂｔａ０４３５０)等信

号通路ꎬ这些通路在维持脂肪稳态的过程中发挥着

重要作用ꎮ
２.５　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在牛不同组织中的相对表达量

　 　 本研究采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技术ꎬ分别检测在同一

饲养条件下ꎬ安格斯牛、西门塔尔牛背最长肌、皮
下脂肪中 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的相对表达量ꎮ 由图 ５ａ 可

以看出ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在安格斯牛、西门塔尔牛肌

肉、脂肪组织中均有表达ꎬ其在皮下脂肪中的相对

表达量均极显著高于在背最长肌中的相对表达量

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
进一步检测 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在安格斯牛、西门塔尔

牛皮下脂肪中的表达差异ꎮ 由图 ５ｂ 可以看出ꎬｂｔａ￣
ｍｉＲ￣１５ａ 在西门塔尔牛皮下脂肪中的相对表达量显

著高于安格斯牛皮下脂肪(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 上述结果说

明ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在不同品种牛肌肉、脂肪中的相对

表达水平相似ꎬ在脂肪组织中的相对表达量极显著

高于肌肉中的相对表达量ꎻｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的功能与牛

中脂肪的沉积密切相关ꎮ
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Ａ:ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 靶基因的 ＧＯ 功能注释ꎻＢ:ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 靶基因参与脂肪分化相关的生物过程ꎮ ＧＴＰ:三磷酸鸟苷ꎮ
图 ３　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 靶基因的基因本体(ＧＯ)功能注释分析

Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

ＭＡＰＫ:丝裂原活化蛋白质激酶ꎻＴＧＦ:转化生长因子ꎻＨＩＶ:人类免疫缺陷病毒ꎮ
图 ４　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 京都基因与基因组百科全书(ＫＥＧＧ)数据库富集分析气泡图

Ｆｉｇ.４　 Ｂｕｂｂｌｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ (ＫＥＧＧ) ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

２.６　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在牛不同发育阶段背最长肌组织

中的相对表达量

　 　 为了探究 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的时序表达模式ꎬ本研究

采集同一品种牛的不同发育阶段个体的背最长肌组

织ꎬ进行 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 相对表达量的鉴定ꎮ 由图 ６ 可

以看出ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在安格斯牛的成年牛背最长肌

组织中的相对表达量极显著高于犊牛背最长肌组织

中的相对表达量 (Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎮ 上述结果表明ꎬ ｂｔａ￣
ｍｉＲ￣１５ａ 对牛背最长肌的生长有重要的调控作用ꎬ
可能对脂肪的沉积起到了负反馈调节作用ꎮ
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Ａ:ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在安格斯牛和西门塔尔牛中背最长肌和皮下脂肪中的表达水平测定结果ꎻＢ:ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在安格斯牛和西门塔尔牛皮下脂肪

中的表达水平测定结果ꎮ ∗表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ５　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在牛不同组织中相对表达量的测定结果

Ｆｉｇ.５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｏｖｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ

∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ６　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在安格斯牛不同发育阶段背最长肌组织中

相对表达量的测定结果

Ｆｉｇ.６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ ｉｎ ｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓ
ｄｏｒｓｉ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ Ａｎｇｕｓ ｃａｔｔｌｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
ｓｔａｇｅｓ

２.７　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在牛肌内脂肪分化过程中的时序

表达

　 　 为了进一步验证 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在牛肌内脂肪分

化过程中的调控作用ꎬ本研究检测了 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在

牛肌内脂肪的不同分化时间节点的相对表达量的变

化情况ꎬ分离并诱导肌内前体脂肪细胞ꎬ用油红 Ｏ
染色鉴定脂肪细胞ꎬ检测脂肪细胞的纯度和分化能

力ꎮ 结果(图 ７Ａ)显示ꎬ在诱导分化的第 ８ ｄꎬ脂肪

细胞中有大量脂滴聚集ꎮ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在肌内脂肪

的不同分化阶段(０ ｄ、２ ｄ、４ ｄ、６ ｄ、８ ｄ)的表达情况

见图 ７Ｂꎬ与分化初期(０ ｄ)相比ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的相

对表达量在分化第 ２ ｄ 显著上调(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ在分化

第 ４ ｄ 的相对表达量极显著上调(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ并且达

到峰值ꎻ分化 ４ ｄ 后开始下调ꎬ在分化第 ６ ｄ 的相对

表达量仍然保持显著上调水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ至分化第

８ ｄꎬ其相对表达量与 ０ ｄ 相比无显著差异 (Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎮ 上述结果说明ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的相对表达量

在牛脂肪细胞的分化过程中具有显著变化ꎬ可能对

脂肪细胞分化具有重要的调控作用ꎮ

Ａ:油红 Ｏ 染色ꎻＢ:ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在牛肌内脂肪分化过程中的时序表达ꎮ ∗、∗∗、ｎｓ 分别表示与 ０ ｄ 相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)、差异极显著(Ｐ<
０􀆰 ０１)及差异不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

图 ７　 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 的时序表达

Ｆｉｇ.７　 Ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ
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３　 讨 论

肌内脂肪是影响牛肉品质和经济效益的重要指

标ꎬ适当的脂肪含量可以提高牛肉的肉质嫩度、口感

和风味[１７]ꎮ 在动物体内ꎬ脂肪细胞主要分布于皮下

组织、内脏周围及肌肉组织中[１８]ꎮ 脂肪细胞不仅具

有储能、缓冲、保护等功能ꎬ还参与调节能量代谢、细
胞信号转导等生理过程[１９]ꎬ对动物机体的生理健康

有着重要作用ꎮ 脂肪分化是指间充质干细胞向成熟

脂肪细胞转化的复杂生物学过程[２０]ꎮ 脂肪分化受

到多种调控基因和信号通路的精准调控ꎬ其中

ｍｉＲＮＡ是近年来用于研究脂肪分化机制的一类内源

性非编码 ＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ 可通过靶向调控脂肪分化的

关键转录因子和信号通路ꎬ 调控脂肪分化[２１]ꎮ
ｍｉＲＮＡ通过与靶 ｍＲＮＡ ３′非翻译区部分的互补结

合ꎬ导致 ｍＲＮＡ 被降解或被抑制翻译成蛋白质[７]ꎮ
ｍｉＲＮＡ 广泛参与机体的发育、分化、增殖、凋亡等多

种生理过程[２２]ꎮ 与 ｍＲＮＡ 相比ꎬｍｉＲＮＡ 具有序列

高度保守、靶基因多样化等特点[２３]ꎬ对于研究不同

物种间基因的保守性、理解生物进化及物种间的亲

缘关系等具有重要意义ꎮ 本研究发现ꎬｍｉＲ￣１５ａ 序

列在不同物种间高度保守ꎬ说明其可能在哺乳动物

进化过程中发挥重要的生物功能ꎮ
ｍｉＲＮＡ 通过靶向特定 ｍＲＮＡ 调控基因的表达、

识别其靶标ꎬ可以明确 ｍｉＲＮＡ 在脂肪分化、细胞增

殖、凋亡等生理过程中的具体作用[２４]ꎮ 本研究利用

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＷａｌｋ 在线网站预测了 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ
的潜在靶基因ꎬ并用 Ｖｅｎｎｙ 软件对 ２ 个预测结果进

行整合ꎬ得到 ４６２ 个靶基因ꎮ 通过 Ｓｔｒｉｎｇ 软件筛选

出 ２０ 个关键靶基因ꎬ如 ＣＤＫ６、Ｅ２Ｆ３、ＷＮＴ３Ａ 等ꎮ
为了进一步了解 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 基因参与的生物学调

控过程ꎬ本研究用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 软件对其预测的靶基

因进行 ＧＯ 功能注释、ＫＥＧＧ 信号通路富集分析ꎮ
ＧＯ 功能注释结果显示ꎬ这些靶基因主要富集在对

生长因子的应答、细胞分化的负调控、Ｗｎｔ 信号通路

等功能ꎮ ＫＥＧＧ 信号通路富集结果显示ꎬ其靶基因

主要富集在 Ｎｏｔｃｈ、ＭＡＰＫ、鞘脂、ＴＧＦ￣β 等信号通路ꎬ
这些信号通路在脂肪分化方面发挥了重要的调控作

用ꎮ 因此ꎬ我们推测 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 通过靶基因调控牛

脂肪细胞的分化ꎮ
研究发现ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在奶牛乳腺炎发生和泌

乳功能调控间存在紧密联系ꎬ然而目前其与肉牛脂

肪沉积之间的相关研究还较少ꎮ 本研究通过 ＲＴ￣
ｑＰＣＲ 技术进行研究发现ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在牛的背最

长肌、皮下脂肪中都有表达ꎬ但 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在牛皮

下脂肪中的相对表达量极显著高于背最长肌中的相

对表达量ꎮ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在西门塔尔牛皮下脂肪中

的相对表达量显著高于安格斯牛皮下脂肪中的相对

表达量ꎮ 上述结果表明ꎬ不同脂肪沉积水平的牛体

内可能存在基因表达模式差异ꎮ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 可能

通过抑制脂肪合成和相关转录因子的表达来调节脂

肪沉积过程ꎮ 在高脂肪沉积品种安格斯牛中ꎬｂｔａ￣
ｍｉＲ￣１５ａ 表达水平下调有利于脂肪合成ꎮ ｂｔａ￣ｍｉＲ￣
１５ａ 基因在同一牛品种不同发育阶段的肌内脂肪中

的表达水平具有极显著差异ꎬ其中成年牛的肌肉组

织中的脂肪含量较高ꎬ这与之前研究发现的牛的年

龄与其肌肉组织中脂肪沉积量呈正相关的结果相吻

合ꎮ 本研究进一步鉴定了 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 基因在牛脂

肪分化中的作用ꎬ发现其动态表达水平与之前关于

ｍｉＲ￣１３５ａ 对 ３Ｔ３￣Ｌ１ 前脂肪细胞分化影响的研究中

发现的 ｍｉＲ￣１３５ａ 对转录因子 ＰＰＡＲγ、Ｃ / ＥＢＰα 表达

水平的影响[２５] 相吻合ꎬ进一步证明 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在

调控脂肪细胞分化中发挥着重要作用ꎮ

４　 结 论

综上ꎬｍｉＲ￣１５ａ 在不同物种间高度保守ꎬ ｂｔａ￣
ｍｉＲ￣１５ａ 的潜在靶基因主要参与对细胞分化的负调

控等功能与 ＭＡＰＫ、ＴＧＦ￣β、鞘脂等信号通路ꎮ ｂｔａ￣
ｍｉＲ￣１５ａ 在安格斯牛、西门塔尔牛不同组织中的表

达水平存在差异ꎬ其中在皮下脂肪中的相对表达量

均极显著高于背最长肌中的相对表达量ꎻｂｔａ￣ｍｉＲ￣
１５ａ 在高脂肪沉积的安格斯牛中的相对表达量显著

低于低脂肪沉积的西门塔尔牛中的相对表达量ꎻ
ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ 在安格斯成年牛肌内脂肪中的相对表

达量极显著高于犊牛中的相对表达量ꎻｂｔａ￣ｍｉＲ￣１５ａ
的相对表达量在牛肌内脂肪分化过程中呈现先上升

后下降的变化ꎮ
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