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　　摘要：为初步阐明ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在鸡脂肪沉积中的作用，以矮小品系 Ｓ３系（ＤＷ）和隐性白羽鸡（ＲＲ）为试验素
材，采用实时荧光定量ＰＣＲ法检测ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在２个品种不同生长发育时期肝脏、腹脂及腿肌组织，腹脂和肌内
脂肪细胞增殖期和分化期的表达变化，并利用生物信息学的方法，对ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ靶基因进行预测和分析。结果表
明，ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在Ｓ３系鸡（ＤＷ）和隐性白羽鸡（ＲＲ）１６Ｗ时肝脏组织中的表达存在显著的品种差异，Ｓ３系鸡在５
个发育阶段表达均高于隐性白羽鸡；腹脂组织中，ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在０Ｗ时存在极显著的品种差异（Ｐ＜０．０１）且显著
高于其他周龄；ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在腿肌组织中的表达无显著的品种差异（Ｐ＞０．０５）；在脂肪细胞中，ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在
分化４ｄ的表达显著高于增殖期（Ｐ＜０．０５）。利用ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＤＢ、ｍｉＲｍａｐ等３个软件对ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ靶基因进
行预测，共预测到１６３个交集靶基因；ＧＯ及 ＫＥＧＧ分析提示 ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ可能通过靶向调节 ＰＴＥＮ、ＵＬＫ２和
ＰＲＫＣＤ的表达，进而调控鸡的脂肪沉积。综上所述，ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在２个品种鸡脂肪相关组织及脂肪细胞中均有表
达，且具有显著的品种差异；ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ参与了鸡的脂肪沉积过程，ＰＴＥＮ、ＵＬＫ２和ＰＲＫＣＤ可能是ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ
调控脂肪沉积的预测靶基因。
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　　在我国，由于鸡的生产成本比较低，而且具有
很高的饲料转化率，它已经成为继猪肉之后的第二

大肉食性食品。在很长时间内，将快速增长／增重
作为肉鸡选择的主要目标，但这也造成了屠体脂肪

含量过多，进而引发了一系列的问题，比如降低了

饲料转换效率，还会影响到屠宰的质量，对肉、蛋鸡

的产蛋性能产生影响［１］。脂肪性状是畜禽肉品质

评价的重要指标，胴体组成、肉色和嫩度等因素决

定肉质性状，脂肪沉积量和沉积部位则是肉质性状

的影响因素［２］。脂肪性状是数量性状，受多基因调

控，挖掘出与脂肪沉积密切相关的基因将为进一步

揭示脂肪沉积的分子机制奠定基础。

ｍｉＲＮＡ是一个小的（２０～２３ｎｔ）非蛋白质编码
ＲＮＡ家族，它主要是发挥基因表达的转录后调节因
子的作用，在翻译层面上，ｍｉＲＮＡ是通过根据序列
互补性的靶向 ｍＲＮＡ来控制基因表达的［３－４］。

ｍｉＲ－２６ａ在第３条染色体和第１２条染色体上均表
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达，分别是 ｍｉＲ－２６ａ－１、ｍｉＲ－２６ａ－２［５］。研究表
明，ｍｉＲ－２６ａ的表达量与癌症的进展关系密切。
ｍｉＲ－２６ａ可以作为一种乳腺癌的抑癌基因，它可以
通过靶向作用于ＦＡＭ９８Ａ来抑制癌细胞的生长和侵
袭［６］，ｍｉＲ－２６ａ介导的ＰＴＥＮ可以促进体内胶质瘤
的发生［７］，还能靶向 ＮＥＫ６并抑制马立克氏病淋巴
瘤细胞增殖［８］，ＦＢＸＯ１１介导ｍｉＲ－２６ａ对肝癌细胞
的增殖、迁移和侵袭有抑制作用［９］。

ｍｉＲ－２６ａ不但调控癌症过程，而且与生理功能
有关，包括血管生成、骨骼肌细胞分化和骨骼肌损

伤后再生以及脂质代谢［１０－１２］。ｍｉＲ－２６ａ可抑制
ＴＧＦ－β诱导的韧带成纤维细胞增殖［１３］；在高脂肪

饮食的小鼠中，ｍｉＲ－２６ａ可通过减少脂肪酸合成从
而减轻肥胖引起的代谢并发症［１４］；ｌｎｃＲＮＡＧＡＳ５敲
低通过调节 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ／ＰＤＥ４Ｂ来激活 ｃＡＭＰ／
ＣＲＥＢ途径来减轻肝脏脂质积累［１５］；ｍｉＲ－２６ａ被抑
制后，会导致创面血管生成和细胞增殖，进而加快

创面愈合速度［１６］。综上所述，ｍｉＲ－２６ａ参与了哺
乳动物的肌肉生成和脂肪代谢过程。在家禽上，

ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ的研究尚不完善。有研究报道，
ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ是光感受器 Ｌ型电压门控钙通道
α１Ｃ亚基（Ｌ－ＶＧＣＣα１Ｃ）昼夜节律调控表达的关
键转录后调节因子［１７］。目前关于 ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ
与优质肉鸡脂肪沉积（腹脂和肌内脂肪沉积）的关

系知之甚少。本试验以江苏省家禽科学研究所自

主选育的矮小品系 Ｓ３（ＤＷ）和隐性白羽鸡（ＲＲ）为
试验材料，分析ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在不同时期的肝脏、
腹脂、腿肌组织以及腹脂和肌内脂肪细胞增殖期和

分化期的表达差异，将为明确 ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在鸡
脂肪沉积中的作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验动物
本试验以江苏省家禽科学研究所的 ＤＷ及 ＲＲ

为材料，分别采集 ０天（０Ｗ）、２周（２Ｗ）、８周
（８Ｗ）、１４周（１４Ｗ）、１６周（１６Ｗ）的肝脏、腹部脂
肪及腿部肌肉样本，每个样本６个重复，并将其快速
冷冻后置于－８０℃条件下进行贮藏。
１．２　细胞培养

鸡原代脂肪细胞的培养根据 Ｃｒｙｅｒ等借鉴哺乳
动物的方法［１８］，利用胶原酶消化法进行细胞提取。

在原代细胞融合率达到７０％的情况下，传代铺板。
当传代后的细胞融合到７０％的时候，用０．１％

油酸进行诱导分化，将这一时刻界定为分化０ｈ，没
有添加油酸组的为增殖期细胞，在分化后的第１天、
第４天、第６天以及增殖期收集细胞。
１．３　总ＲＮＡ提取

使用ｍｉＲＮＡ提取分离试剂盒与紫外分光光度
计，分别对各组织与细胞样本中的总 ＲＮＡ进行提
取，并对 ＲＮＡ浓度和纯度进行检测 （１．８≤
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ≤２．０）。
１．４　实时荧光定量

实时定量ｑＰＣＲ引物使用 ｍｉＲＮＡＤｅｓｉｇｎｖ１．０１
设计（表１）。各样本中提取３μＬ总ＲＮＡ，用逆转录
酶对ｍｉＲＮＡ进行第一链 ｃＤＮＡ的反转录以及以第
一链 ｃＤＮＡ为模板的 ｑＰＣＲ反应。以矮小品系 Ｓ３
鸡０Ｗ的表达量为参照日龄，以 Ｕ６作为用于归一
化的基因（内参），采用２－ΔΔＣＴ法对ｍｉＲＮＡ相对表达
的数据进行分析。

表１　引物合成的序列

引物名 引物序列（５′→３′）
退火温度

（℃）

ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ ＴＴＣＡＡＧＴＡＡＴＣＣＡＧＧＡＴＡＧＧＣ ４６．２

Ｕ６ ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴ ５２．２

１．５　靶基因预测及信号通路富集分析
利用３个软件对ｍｉＲＮＡ靶基因进行预测，分别

是 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／ｖｅｒｔ＿
７２／）、ｍｉＲＤＢ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒｄｂ．ｏｒｇ／．ｏｒｇ／）、
ｍｉＲｍａｐ（ｈｔｔｐｓ：／／ｍｉｒｍａｐ．ｅｚｌａｂ．ｏｒｇ／）。根据预测结
果绘制 ｖｅｎｎｙ图，选择３个在软件预测中出现次数
超过２次的基因作为候选目标基因。将预测的靶基
因集合，通过 ＤＡＶＩＤ在线工具和 ＫＯＢＡＳ３．０在线
工具对靶基因的生物学功能进行分析。

１．６　数据处理
鸡ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ的相对表达水平可以采用

２－ΔΔＣＴ法分析。试验结果用平均数 ±标准差表示。
用ＳＰＳＳ２６．０软件进行单因素方差分析，Ｐ＜０．０５
表示差异显著，Ｐ＜００１表示差异极显著。

２　结果与分析

２．１　肝脏组织中ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ的表达
肝脏组织中ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ的表达在１６Ｗ时具

有显著品种特异性。５个时间点 ＤＷ鸡的表达量均
高于ＲＲ鸡。ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在ＤＷ鸡的表达量８Ｗ
时最低，８Ｗ后直线上升。除１６Ｗ外，ｇｇａ－ｍｉＲ－
２６ａ在ＲＲ鸡各周龄的表达量差异不显著（图１）。
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２．２　腹脂组织中ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ的表达
ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在腹脂组织中０Ｗ时的表达量

存在显著的品种差异。０Ｗ时 ＤＷ鸡与 ＲＲ鸡的

ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ相对表达量最高，显著高于其他周
龄。ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在２～１６Ｗ相对稳定地保持在
低表达水平（图２）。

２．３　腿肌组织中ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ的表达
ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在腿肌组织中的表达存在一定

的品种差异，０Ｗ时ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在ＤＷ鸡与ＲＲ
鸡中的相对表达量最低，８Ｗ前 ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在

ＤＷ鸡中的相对表达量高于 ＲＲ鸡，而 １４Ｗ开始
ＤＷ鸡低于 ＲＲ鸡（Ｐ＞０．０５）。２个品种间，ｇｇａ－
ｍｉＲ－２６ａ在同一周龄的表达相对稳定，差异不显著
（图３）。

２．４　脂肪细胞中ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ的表达
在鸡腹脂脂肪细胞中，ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ的相对

表达量在分化１ｄ最低，显著低于增殖期（图４，Ｐ＜
００５）；在肌内脂肪细胞中，ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在分化
４ｄ和 ６ｄ的相对表达量显著高于增殖期（Ｐ＜

００５，图５），在分化１ｄ开始表达量呈现直线上升
趋势。

２．５　ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ靶基因预测及功能分析
利用在线软件 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＤＢ和 ｍｉＲｍａｐ，

预测出了 ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ的靶基因，它们分别是
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４６９、９７２、１０７２个。将３种方式中超过２次的基因
进行并集，得到了１６３个目标基因（图６）。
　　对１６３个靶基因进行ＧＯ功能富集分析，ＧＯ分
析结果（图７）分为细胞组分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，简
称ＣＣ）、分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，简称 ＭＦ）和
生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，简称ＢＰ）等３个部分。

在生物学过程分类中，靶基因主要富集到肽基苏氨

酸磷酸化、肽基丝氨酸磷酸化、蛋白质去磷酸化、蛋

白质自磷酸化、转录调控，ＤＮＡ模板、ＧＴＰ酶活性的
正向调节等过程；在细胞组分分类中，靶基因主要

富集到胞质溶胶、核质、质膜等活动中；在分子功能

分类中，靶基因主要富集到蛋白激酶结合、小 ＧＴＰ
酶结合、相同蛋白结合、蛋白质丝氨酸／苏氨酸激酶
活性等分子功能。ＫＥＧＧ通路富集分析结果如图８
所示，预测到的靶基因在 ｍＴＯＲ信号通路（ＵＬＫ２、
ＲＰＴＯＲ、ＲＰＳ６ＫＡ６、ＰＴＥＮ、ＭＴＯＲ、ＳＴＲＡＤＢ）、自噬 －
其他（ＵＬＫ２、ＲＰＴＯＲ、ＭＴＯＲ）、自噬 －动物（ＵＬＫ２、
ＰＴＥＮ、ＲＰＴＯＲ、ＭＴＯＲ、ＰＲＫＣＤ）、信使核糖核酸监测
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途径（ＰＰＰ２Ｒ３Ｂ、ＥＴＦ１、ＣＰＳＦ４、ＰＰＰ２Ｒ５Ａ）等途径显
著富集。

３　讨论

本试验结果表明，不同发育阶段的肝脏、腹脂

和腿肌组织中，ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在呈现不同的表达
模式。ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在２个品种肝脏组织中的表
达具 有 显 著 的 差 异，ＤＷ 鸡 在 肝 脏 组 织 中

ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ的相对表达量始终高于 ＲＲ鸡，
ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在腹脂组织中０～２Ｗ时的相对表
达量ＲＲ鸡高于ＤＷ鸡，ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在腿肌组织
中的相对表达量８Ｗ以前ＤＷ鸡高于ＲＲ鸡。综上
所述，ｍｉＲ－２６ａ不但参与哺乳动物肌肉发育及脂肪
代谢的调控过程，同时也参与了优质肉鸡肌肉发育

和脂肪代谢的调控，而 ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ对肌肉发育
和脂 肪 沉 积 调 控 作 用 的 时 间 因 品 种 而 异。

ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ在体外腹脂和肌内脂肪细胞分化后
期的表达量显著高于增殖期，推测脂肪细胞分化后

期是ｇｇａ－ｍｉＲ－２６ａ主要调控时期。有研究报道，
哺乳期间通过乳汁供应的 ｍｉＲ－２６ａ表达量的改变
能够改变后代中靶基因的表达，并可能影响脂肪组

织的发育［１８］；ｍｉＲ－２６ａ是一种有效的脂肪前体细
胞分化抑制剂，其作用靶点是 Ｆｂｘｌ１９［１９］；ｍｉＲ－２６ａ
是一个抑制猪前体脂肪细胞分化的基因，它通过介

导ＡＣＳＬ３来促进肌前体脂肪细胞中脂滴的累积［２０］；

高表达的ＡＰ２－ｍｉｃｒｏＲＮＡ－２６ａ具有降低内脏脂肪

含量及血脂的作用［２１］。这表明ｍｉＲ－２６ａ对脂肪的
调节不仅在同一物种不同品种中有差异，在物种间

也存在一定的差异，后期将进一步验证这一推论。

ｍｉＲＮＡ对相关性状的调控都是通过靶向基因
来实现的，靶基因的预测是深入研究ｍｉＲＮＡ功能的
重点。本研究采用３种预测软件进行预测，共得到
１６３个交集靶基因，显著富集在ｍＴＯＲ信号通路、信
使核糖核酸监测途径等信号通路，其中富集在

ｍＴＯＲ信号通路、自噬－其他、自噬－动物３条通路
中的靶基因都有报道与脂肪沉积密切相关。富集

在ｍＴＯＲ信号通路、自噬 －其他和自噬 －动物的
ＵＬＫ２基因，有研究报道其主要在脂肪细胞中发挥
调控脂类代谢的作用［２２］；富集在ｍＴＯＲ与自噬－动
物通路的 ＰＴＥＮ，有研究表明，ｍｉＲ－２６ａ正向调控
３Ｔ３－Ｌ１细胞成脂分化，其机制可能与 ＰＴＥＮ有
关［２３］，ｍｉＲ－２１能促进 ＢＭＳＣｓ成骨分化，且能负性
调控 ＰＴＥＮ，抑制 ＢＭＳＣｓ成脂分化［２４］；富集在自

噬－动物的ＰＲＫＣＤ在诱导３Ｔ３细胞的脂肪形成中
起重要作用，并对脂肪形成起抑制作用［２５］。综上所

述，推测 ＰＴＥＮ、ＵＬＫ２和 ＰＲＫＣＤ可能是 ｍｉＲＮＡ－
２６ａ参与调控鸡脂肪代谢或肌肉发育的靶基因，后
续通过体外功能试验和荧光素酶报告基因进行验

证时将重点关注这３个靶基因。
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