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　　我国是养羊大国，羊养殖产业在畜牧业中占有重要地位。
繁殖和生长是决定规模化养殖产出的两大主要经济性状。在

山羊中，母羊繁殖效益在总效益中占据较大比例，因此繁殖力

是决定羊养殖产业效益最重要的因素之一。排卵率是产仔数

性状的重要组分性状，卵巢中卵泡的生长发育决定了排卵

数［１］。探索卵巢中的基因表达情况、发育规律、调控因素，对

于揭示排卵率的遗传调控机制具有重要意义。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是由内源性基因编码的单链非编码
ＲＮＡ，长度一般为２１～２５个核苷酸（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ｎｔ），通过与靶
基因ｍＲＮＡ的 ３′－ＵＴＲ互补配对来调控其转录后表达水
平［２］。已有研究表明，ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２１２、ｍｉＲ－１３２在小鼠

颗粒细胞中呈显著的上调表达，且当 ｍｉＲ－２１表达量降低时
会导致颗粒细胞凋亡［３］。在小鼠颗粒细胞中筛选出多个受

ＴＧＦ－β１信号调控的 ｍｉＲＮＡ，其中 ｍｉＲ－２２４可靶向作用于
Ｓｍａｄ４基因来调控颗粒细胞的增殖［４］。前体 ｍｉＲＮＡ发夹结
构经Ｄｉｃｅｒ加工形成成熟的 ｍｉＲＮＡ［５］。Ｄｉｃｅｒ１－／－雌鼠的卵母
细胞中纺锤体发生异常，导致其不能完成第 １次减数分
裂［６－７］。对于颗粒细胞而言，ｍｉＲＮＡ是一类发挥重要调控作
用的小分子调控物。ｍｉＲ－２７ａ是ｍｉＲ－２７家族的重要成员，
该家族是 ｍｉＲＮＡ中功能较为明显的家族之一。众多研究表
明，ｍｉＲ－２７ａ在疾病尤其在肿瘤中发挥重要作用，而在生殖
领域鲜见报道。研究 ｍｉＲ－２７ａ及其靶基因转录调控，对进
一步揭示ｍｉＲＮＡ对山羊母性繁殖的调控作用具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　获取ｍｉＲＮＡ
从 ｍｉＲＮＡ信息公共数据库 ｍｉＲＢａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒ

ｂａｓｅ．ｏｒｇ／）中获取不同物种的 ｍｉＲ－２７ａ前体序列和成熟
序列。

１．２　同源性比对
利用ｍｉＲ－２７ａ的前体序列，比较前体序列在不同物种
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间的保守程度。利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行序列比对，运用
ＣｌｕｓｔａｌＯｍｅｇａ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｍｓａ／ｃｌｕｓｔａｌｏ／）软
件制作不同物种间ｍｉＲ－２７ａ前体序列的进化树。
１．３　靶基因预测

分别利用 ｍｉＲａｎｄａ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇ／ｍｉｃｒｏｒｎａ／
ｈｏｍｅ．ｄｏ）、ｍｉＲＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｍｉｒｄｂ．ｏｒｇ／ｍｉＲＤＢ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）、
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／）等靶位点分析软件分
析ｍｉＲ－２７ａ的靶基因和靶位点的保守性。将结果的交集作
为进一步研究的基因集合，筛选３个软件均能预测到且在４
种物种中均保守的靶基因作为候选靶基因。通过分析靶基因

的功能进一步分析ｍｉＲ－２７ａ的生物学功能。
１．４　靶基因的分析

利用 ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ．ｏｒｇ／）、ＤＡＶＩＤ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／ｈｏｍｅ．ｊｓｐ）数据库对预测得到的
ｍｉＲ－２７ａ靶基因进行功能富集分析，利用 ＫＥＧＧ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｋｅｇｇ．ｊｐ／）数据库进行信号通路分析，预测结果在ＧＯ类
别上的高频率注释以及有统计学意义的信号调控通路。

２　结果与分析

２．１　ｍｉＲ－２７ａ序列的获得和同源性比对
利用ｍｉＲＢａｓｅ数据库检索到ｍｉＲ－２７ａ的成熟序列，利用

ＣｌｕｓｔａｌＸ在线软件进行序列比对，发现该序列在人、小鼠、大
鼠、猪、马中完全一致，在牛、山羊、狗中只相差最后１个碱基，
因此ｍｉＲ－２７ａ的成熟序列具有很高的保守性（图１）。利用
ＣｌｕｓｔａｌＯｍｅｇａ软件分析上述物种的ｍｉＲ－２７ａ前体序列，构建
进化树。结果发现，小鼠、大鼠、猪的 ｍｉＲ－２７ａ前体序列比
较接近，牛与山羊的比较接近（图２）。
２．２　ｍｉＲ－２７ａ靶基因预测

　　 利 用 ｍｉＲＮＡ 靶 基 因 预 测 软 件 ｍｉＲａｎｄａ、ｍｉＲＤＢ、
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ（表１）进行靶基因联合预测，分别得到 ｍｉＲ－２７ａ
靶基因为８９０２、６９７、７８６个。筛选３种软件预测结果的交集
（共３９０个），作为进一步分析的基因集合（图３）。

表１　ｍｉＲＮＡ靶基因预测软件

软件名称 预测依据 网址

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ种子区互补性 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／

ｍｉＲＤＢ ｍｉＲＮＡ－靶标
复合体热力学

稳定性

ｗｗｗ．ｍｉｒｄｂ．ｏｒｇ／ｍｉＲＤＢ／

ｍｉＲａｎｄａ互补性 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ． ｍｉｃｒｏｒｎａ． ｏｒｇ／ｍｉｃｒｏｒｎａ／
ｈｏｍｅ．ｄｏ

２．３　ｍｉＲ－２７ａ靶基因ＧＯ分析和Ｐａｔｈｗａｙ分析
将预测得到的３９０个靶基因进行ＧＯ功能富集分析（Ｐ＜

０．０５），结果表明，靶基因富集在细胞增殖、转录调控、调控
ＲＮＡ代谢、调控信号传导、细胞分化、染色质修饰和组织、基
因表达调控、转运、神经发育和分化等生物学过程和功能上

（表２）。利用ＤＡＶＩＤ在线数据库对ｍｉＲ－２７ａ的靶基因进行
Ｐａｔｈｗａｙ伏击分析（Ｐ＜０．０５），结果表明，ｍｉＲ－２７ａ的靶基因
富集于 ＥｒｂＢ信号通路、ＭＡＰＫ信号通路、Ｉｎｓｕｌｉｎ信号通路、
Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ信号通路、前列腺癌信号通路、黏着斑信号通路、
ｍＴＯＲ信号通路、Ｔ细胞受体信号通路（表３）。
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表２　ｍｉＲ－２７ａ靶基因的ＧＯ富集分析结果

ＧＯ号 ＧＯ注释 Ｐ值 基因名称

００４２１２７ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ０．０３３ ＶＩＰ、ＩＮＧ５、ＢＭＩ１、ＥＧＦＲ、ＰＤＳ５Ｂ、ＴＧＦＢＲ１、ＣＳＦ１、ＰＨＢ等
００４５４４９ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ２．３８×１０－６ ＢＭＩ１、ＰＰＡＲＡ、ＺＢＴＢ３４、ＴＨＲＢ、Ｅ２Ｆ６、Ｅ２Ｆ７、ＰＰＡＲＧ等
００５１２５２ ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＲＮＡｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ２．２８×１０－５ ＰＰＡＲＡ、ＴＨＲＢ、Ｅ２Ｆ６、Ｅ２Ｆ７、ＰＰＡＲＧ、ＮＡＡ１５、ＦＯＸＯ１等
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表３　ｍｉＲ－２７ａ预测靶基因的Ｐａｔｈｗａｙ分析结果

信号通路 Ｐ值 基因名称

ＥｒｂＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ０．００１ ＥＧＦＲ、ＰＡＫ６、ＳＯＳ１、ＧＡＢ１、ＨＢＥＧＦ、ＲＰＳ６ＫＢ１、ＭＡＰ２Ｋ７、ＡＢＬ２、ＳＨＣ４

ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ０．００２ ＥＧＦＲ、ＴＧＦＢＲ１、ＭＫＮＫ２、ＣＡＣＮＢ２、ＣＡＣＮＡ２Ｄ３、ＣＤＣ２５Ｂ、ＡＣＶＲ１Ｃ、ＲＰＳ６ＫＡ５、ＭＡＰＫ１４、
ＳＯＳ１、ＰＤＧＦＲＡ、ＦＧＦ１、ＲＡＰＧＥＦ２、ＭＡＰ３Ｋ１４、ＭＡＰ２Ｋ７、ＣＡＣＮＡ１Ａ

Ｉｎｓｕｌｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ０．００６ ＰＤＰＫ１、ＴＳＣ１、ＳＯＳ１、ＭＫＮＫ２、ＰＤＥ３Ｂ、ＦＯＸＯ１、ＰＤＥ３Ａ、ＲＰＳ６ＫＢ１、ＰＰＰ１ＣＣ、ＳＨＣ４
Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ０．０１１ ＲＰＳ６ＫＡ５、ＭＡＰＫ１４、ＳＯＳ１、ＧＡＢ１、ＹＷＨＡＢ、ＮＧＦＲＡＰ１、ＮＧＦＲ、ＭＡＰ２Ｋ７、ＳＨＣ４
Ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ ０．０２２ ＥＧＦＲ、ＰＤＰＫ１、ＨＳＰ９０ＡＡ１、ＣＲＥＢ１、ＳＯＳ１、ＰＤＧＦＲＡ、ＦＯＸＯ１
Ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎ ０．０２７ ＥＧＦＲ、ＰＡＫ６、ＶＥＧＦＣ、ＰＤＰＫ１、ＶＡＶ３、ＩＴＧＡ５、ＳＯＳ１、ＰＤＧＦＲＡ、ＲＥＬＮ、ＰＰＰ１ＣＣ、ＳＨＣ４
ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ０．０３９ ＶＥＧＦＣ、ＰＤＰＫ１、ＴＳＣ１、ＲＰＳ６ＫＢ１、ＲＩＣＴＯＲ
Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ０．０５０ ＰＡＫ６、ＶＡＶ３、ＭＡＰＫ１４、ＳＯＳ１、ＮＦＡＴ５、ＭＡＰ３Ｋ１４、ＭＡＰ２Ｋ７

３　结论与讨论

ｍｉＲＮＡ是一种非编码的小ＲＮＡ，通过与靶基因３′－ＵＴＲ
特异性结合，从而抑制转录后基因的表达，在调控细胞周期、

基因表达、生殖发育等过程中具有重要作用［８］。ｍｉＲＢａｓｅ数
据库至今已收录的 ｍｉＲＮＡ达 ２４５２１条，为本研究奠定了
基础。

目前，ｍｉＲＮＡ的研究已取得了很大进展，对于各种生命
活动的调控作用也进行了大量研究。ＧＯ富集分析、ＫＥＧＧ信
号通路分析等生物信息学分析技术的出现对 ｍｉＲＮＡ的研究
起到了关键性的支持作用，帮助研究者从海量的ｍｉＲＮＡ数据
中筛选出有价值的信息。ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ可分为分子功能、生
物过程、细胞组成３个部分。蛋白质或基因可通过ＩＤ对应或
序列注释的方法找到与之对应的 ＧＯ号，从而进行功能类别
或细胞定位［９］。ＫＥＧＧ信号通路分析能够将特定 ｍｉＲＮＡ靶
基因的信号通路进行整合归类，也可设定相关参数，根据实际

需要对结果进行提取［１０］。

ｍｉＲ－２７ａ研究的常规思路是通过靶基因预测网站
（ｍｉＲＧｅｎ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ等），利用已知的 ｍｉＲＮＡ来预测下游靶
基因。利用上述预测手段得到可能与之作用的 ｍｉＲＮＡ，通过
合成ｍｉＲＮＡ的类似物和抑制物，与所构建靶基因的荧光载体
共转染细胞，确定能够被ｍｉＲ－２７ａ显著下调的靶基因，从而
完成验证。

ｍｉＲ－２７ａ的靶基因参与了细胞增殖、转录调控、调
控 ＲＮＡ代谢、正调控信号传导等一系列重要的生命活动过
程，预示ｍｉＲ－２７ａ在山羊繁殖过程中可能发挥着重要的
作用。
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