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摘　要：本试验选取了ｍｉＲ１、ｍｉＲ１３３、ｍｉＲ２４、ｍｉＲ１２２、ｍｉＲ１０３、ｍｉＲ１４３、ｌｅｔ７７个ｍｉＲＮＡｓ，旨在对其表达量及

靶基因表达谱进行分析。选用４只绒山羊的背部和后腿肌肉提取ＲＮＡ，反转录后，利用ＳＹＢＲ荧光定量ＰＣＲ来检

测各ｍｉＲＮＡｓ的表达量，并采用靶基因指纹图谱（ＭＴＦＰ）技术获得各 ｍｉＲＮＡｓ的靶基因表达谱。结果表明，ｍｉＲ

ＮＡ表达量依次为：ｍｉＲ１＞ｍｉＲ１３３＞ｍｉＲ２４＞ｌｅｔ７＞ｍｉＲ１４３＞ｍｉＲ１０３＞ｍｉＲ１２２，其中 ｍｉＲ１和 ｍｉＲ１３３表达

规律相似，且这７个 ｍｉＲＮＡｓ在成羊中的表达量均高于羔羊；此外，ｍｉＲＮＡｓ表达量的差异还受性别影响，且 ｍｉＲ

ＮＡ表达量与靶基因个数及其表达量之间具有相关性。对５个ｍｉＲＮＡｓ的１０个靶基因测序并比对，表明靶基因分

别编码与信号转导、细胞周期等相关的蛋白。通过这７个 ｍｉＲＮＡｓ与其靶基因表达的分析，揭示了肌肉发育相关

ｍｉＲＮＡｓ及脂肪发育相关ｍｉＲＮＡｓ在绒山羊骨骼肌中的异同，有利于绒山羊肉质基因的研究。
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　　近年来基因转录后调控逐渐成为研究热点，其

中 ｍｉＲＮＡ 的 调 控 作 用 尤 为 重 要。ＭｉｃｒｏＲＮＡ

（ｍｉＲＮＡ）是一组不编码蛋白质的小ＲＮＡ，由一段

长约８０ｂｐ的前体ＲＮＡ（ｐｒｅｍｉＲＮＡ）经Ｄｉｃｅｒ酶剪

切后生成，广泛存在于真核生物中［１３］。ｍｉＲＮＡ主

要通过与靶ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ结合使其降解或抑制

其表达，进而在转录后水平调控基因的表达［４５］。目

前的预测方法需要基于较完整的基因组信息才能进

行预测［６］，对于预测无参考基因组物种中 ｍｉＲＮＡ

的靶基因，就需要借助新的预测方法，实验室根据

ｍｉＲＮＡ种子序列的特殊性，开发了靶基因指纹图

谱技术，即 ＭＴＦＰ（ＭｉＲＮＡＴａｒｇｅｔｓＦｉｎｇｅｒＰｒｉｎｔ，

专利号２０１２１００３８３５４．６），为靶基因预测提供了一

种新的分子方法，具有很高的实用价值。

绒山羊作为内蒙古地区特色家畜品种之一，其

肉质具有高蛋白、低能量、低胆固醇、氨基酸含量丰

富等特点［７］，有很高的营养价值。然而一直以来对

ｍｉＲＮＡ在绒山羊肌肉中的研究较少，已有研究证

实ｍｉＲＮＡ在小鼠、猪等物种中对骨骼肌发育有重

要作用［８１１］，如ｍｉＲ１能够促进成肌细胞分化，抑制

成肌细胞增殖，而 ｍｉＲ１３３则相反
［４，１２］；ｍｉＲ２４是

促成肌分化因子，在ＴＧＦβ模型中随成肌分化过程

的表达而升高［１３］；ｍｉＲ１２２在猪肝脏中特异和大量

的表达，推测其可能与脂肪代谢和肝脏的动态平衡

有关［１４］；ｍｉＲ１４３在分化的脂肪细胞中表达水平增

加，抑制 ｍｉＲ１４３就能有效抑制脂肪细胞分化，并

可能通过靶基因犈犚犓５起作用
［１５］；ｍｉＲ１０３在脂肪

细胞中含量丰富，并在３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞形成时上

调。此外，ｍｉＲ１４３和 ｍｉＲ１０３的异常表达能够促

进脂肪细胞的形成［１６］；ｌｅｔ７在细胞分化、肌肉发育

等过程中起重要作用［１７１８］。基于以上研究结果，试

验选取与肌肉发育相关的 ｍｉＲ１、ｍｉＲ１３３、ｍｉＲ２４

及与脂肪发育相关的 ｍｉＲ１２２、ｍｉＲ１４３、ｍｉＲ１０３，

并以在各组织都中都稳定表达的ｌｅｔ７作为对照

ｍｉＲＮＡ，以期通过分析 ｍｉＲＮＡ和其靶基因表达的

特点，来探究在绒山羊骨骼肌发育过程中这２类

ｍｉＲＮＡ表达的异同，并推测其所起的作用。

１　材料与方法

１．１　材料

本试验的样品来自内蒙古白绒山羊种羊场，分

别选取３岁和周岁的公母羊各２只，处死后，立即从

后腿和背部采集肌肉组织。后腿于胫骨后肌处取肌

肉组织，背部于第１２～１３肋骨处取背最长肌，采集

后置液氮迅速冷冻，之后置于－８０℃备用。

１．２　方法

１．２．１　ＲＮＡ提取及反转录　　分别用ＲＮＡｐｒｅｐ

纯动物组织总ＲＮＡ提取试剂盒和Ｔｒｉｚｏｌ试剂同步提

取，试剂盒提取的大片段ＲＮＡ用来筛选ｍｉＲＮＡ的

靶基因，Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取的小片段ＲＮＡ用来做ｍｉＲ

ＮＡ定量ＰＣＲ。所提ＲＮＡ用ＢｉｏｔｅｋＳｙｎｅｒｇｙＨ４Ｈｙ

ｂｒｉｄＲｅａｄｅｒ酶标仪测定吸光度及浓度，并用１．２％琼

脂糖凝胶电泳检测。之后用ＴａＫａＲａ公司的Ｐｒｉｍｅ

ＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｍＲＮＡ快速反转录试剂盒和

ＯｎｅＳｔｅｐＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔｍｉＲＮＡｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ

（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒分别进行反转录。

１．２．２　引物设计与合成　　根据 ｍｉＲｂａｓｅ中提供

的ｍｉＲＮＡ成熟序列，利用 ＭＴＦＰ技术原理设计了用

于筛选靶基因和荧光定量ＰＣＲ所需的特异上游引物

（如表１），靶基因筛选下游通用引物序列为５′ＣＡＡ

ＧＡＣＴＣＧＴＡＧＣＣＴＧＴＧ３′（专 利 号 ２０１２１００３８３５４．

６），ｍｉＲＮＡ荧光定量ＰＣＲ下游通用引物序列为５′

ＧＴＣＡＧＡＴＧＡＣＧＡＴＡＣＧＡＣＧＴＡＧ３′。引 物 由Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

１．２．３　荧光定量ＰＣＲ　　以 ｍｉＲＮＡ反转录产物

为模板，ＳＹＢＲ为荧光染料，使用ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ

Ｔａｑ
ＴＭ
Ⅱ（ＴａＫａＲａ公司）进行荧光定量ＰＣＲ扩增，

所用仪器为ＢｉｏＫｅｔ。每个样本重复测定３次，并对

各ｍｉＲＮＡ做标准曲线。定量完成后得到各 ｍｉＲ

ＮＡ在不同样本中的Ｃｔ值，以５ＳＲＮＡ 为内参基

因，采用ΔΔＣｔ法计算目的基因的相对表达量。将

ＰＣＲ产物克隆到ｐＧＭＴ载体，并测序验证引物设

计的正确性。

１．２．４　ｍｉＲＮＡＰＡＧＥ电泳图谱　　利用表１所设

计的引物做ＰＣＲ，设计不同退火温度梯度，用１．５％

琼脂糖凝胶电泳检测，选取合适退火温度用１２％

ＰＡＧＥ电泳进行靶基因检测，即得到 ｍｉＲＮＡ靶基

因条带，之后对各条带用 Ｇｅｎｅｔｏｏｌ软件进行分析，

以ＤＬ５００中的２００ｂｐ片段为基准，得到目的 ｍｉＲ

ＮＡ靶基因的相对表达量，相对表达量低于１％时认

为其不表达。

１．２．５　靶基因条带回收和克隆测序　　为了有效
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获得靶基因，从ＰＡＧＥ胶图上选取单一清晰的共表

达条带及特异条带采取切胶的方法回收后进行溶

胶，用ＤＮＡ回收试剂盒纯化后连接至ｐＧＭＴ载体

（Ｔｉａｎｇｅｎ公司）转化克隆，利用蓝白斑鉴定方法挑

取单克隆，之后通过菌落ＰＣＲ鉴定选取阳性结果的

基因测序。

表１　犿犻犚犖犃狊引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌狀犲狀犮犲狅犳犿犻犚犖犃狊

名称

Ｎａｍｅ

靶基因筛选引物

Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｔａｒｇｅｔｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

荧光定量ＰＣＲ引物

ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒＳＹＢＲＴａｑＭａｎＰＣＲ

ｍｉＲ１４３ ＧＡＴＡＣＴＧＣＧＴＣＴＣＡＴＣＴＣＡ ＧＣＴＧＡＧＡＴＧＡＡＧＣＡＣＴＧＴＡＧＣＴＣＡ

ｍｉＲ２４ ＧＡＴＡＣＴＧＣＧＴＣＴＧＡＧＣＣＡ ＴＧＧＣＴＣＡＧＴＴＣＡＧＣＡＧＧＡＡＣＡＧ

ｍｉＲ１ ＧＡＴＡＣＴＧＣＧＴＣＣＡＴＴＣＣＡ ＣＣＧＣＴＧＧＡＡＴＧＴＡＡＡＧＡＡＧＴＡＴＧＴＡ

ｍｉＲ１３３ ＧＡＴＡＣＴＧＣＧＴＣＧＧＡＣＣＡＡ ＴＴＴＧＧＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＣＡＧＣＴＧ

ｌｅｔ７ ＧＡＴＡＣＴＧＣＧＴＣＣＴＡＣＣＴＣ ＧＧＣＴＧＡＧＧＴＡＧＴＡＧＧＴＴＧＴＡＴＡＧＴＴ

ｍｉＲ１０３ ＧＡＴＡＣＴＧＣＧＴＣＴＧＣＴＧＣＡ ＧＡＧＣＡＧＣＡＴＴＧＴＡＣＡＧＧＧＣＴＡＴＧＡ

ｍｉＲ１２２ ＧＡＴＡＣＴＧＣＧＴＣＡＣＡＣＴＣＣＡ ＧＣＴＧＧＡＧＴＧＴＧＡＣＡＡＴＧＧＴＧＴＴＴＧ

５ＳＲＮＡ
Ｆ：ＣＴＣＧＴＣＴＧＡＴＣＴＣＧＧＡＡＧＣＴＡＡ

Ｒ：ＣＴＡＣＡＧＣＡＣＣＣＧＧＴＡＴＴＣ

５ＳＲＮＡ做荧光定量ＰＣＲ的内参基因，Ｆ和Ｒ表示上游引物和下游引物

５ＳＲＮＡｉｓｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｅｎｅｆｏｒＳＹＢＲＴａｑＭａｎＰＣＲ，ＦａｎｄＲｓｔａｎｄｆｏｒｆｏｒｗａｒｄａｎｄｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２　结　果

２．１　犚犖犃提取结果

用试剂盒提取ＲＮＡ后用１．２％琼脂糖凝胶电

泳检测，如图１所示２８Ｓ和１８Ｓ有明显条带，且２８Ｓ

条带亮度约为１８Ｓ条带的２倍，表明大片段 ＲＮＡ

提取质量较好，可以用于ｃＤＮＡ反转录。

Ｍ．相对分子质量标准 ＤＬ２０００；１．成年母羊背最长肌；

２．成年母羊后腿肌；３．成年公羊背最长肌；４．成年公羊

后腿肌；５．母羔羊背最长肌；６．母羔羊后腿肌；７．公羔

羊背最长肌；８．公羔羊后腿肌

Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１．Ａｄｕｌｔｅｗｅｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｍｕｓｃｌｅ；２．

Ａｄｕｌｔｅｗｅｈｉｎｄｌｅｇｍｕｓｃｌｅ；３．Ａｄｕｌｔｒａｍｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｍｕｓ

ｃｌｅ；４．Ａｄｕｌｔｒａｍｈｉｎｄｌｅｇｍｕｓｃｌｅ；５．Ｌａｍｂｅｗｅｌｏｎｇｉｓｓｉ

ｍｕｓｍｕｓｃｌｅ；６．Ｌａｍｂｅｗｅｈｉｎｄｌｅｇｍｕｓｃｌｅ；７．Ｌａｍｂｒａｍ

ｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｍｕｓｃｌｅ；８．Ｌａｍｂｒａｍｈｉｎｄｌｅｇｍｕｓｃｌｅ
图１　犚犖犃电泳结果

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犳狅狉犚犖犃

２．２　犿犻犚犖犃表达量分析

图２为各ｍｉＲＮＡ在不同样本间相对表达量的

曲线图，由图可知，表达量依次为：ｍｉＲ１＞ｍｉＲ１３３

＞ｍｉＲ２４＞ｌｅｔ７＞ｍｉＲ１４３＞ｍｉＲ１０３＞ｍｉＲ１２２，以

ｍｉＲ１和 ｍｉＲ１３３的表达量为最高。利用ＳＡＳ９．０

软件对这７个 ｍｉＲＮＡ进行相关性分析，结果显示，

ｍｉＲ１和ｍｉＲ１３３之间的相关系数狉在９５％以上，且

犘＜０．０００１，相关性极显著，预示二者可能成对表达。

１．成年母羊背最长肌；２．成年母羊后腿肌；３．成年公羊

背最长肌；４．成年公羊后腿肌；５．母羔羊背最长肌；６．
母羔羊后腿肌；７．公羔羊背最长肌；８．公羔羊后腿肌

１．Ａｄｕｌｔｅｗｅｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｍｕｓｃｌｅ；２．Ａｄｕｌｔｅｗｅｈｉｎｄｌｅｇ

ｍｕｓｃｌｅ；３．Ａｄｕｌｔｒａｍｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｍｕｓｃｌｅ；４．Ａｄｕｌｔｒａｍ

ｈｉｎｄｌｅｇｍｕｓｃｌｅ；５．Ｌａｍｂｅｗｅｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｍｕｓｃｌｅ；６．

Ｌａｍｂｅｗｅｈｉｎｄｌｅｇｍｕｓｃｌｅ；７．Ｌａｍｂｒａｍｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓ

ｍｕｓｃｌｅ；８．Ｌａｍｂｒａｍｈｉｎｄｌｅｇｍｕｓｃｌｅ
图２　犿犻犚犖犃定量表达曲线图

犉犻犵．２　犿犻犚犖犃狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犮狌狉狏犲
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２．２　犿犻犚犖犃靶基因分析

２．２．１　ｍｉＲＮＡ 靶基因条带分析　　图３是以

ｍｉＲ１和ｍｉＲ１３３为例的靶基因ＰＡＧＥ电泳图，对

各ｍｉＲＮＡ靶基因条带进行分析（表２为各ｍｉＲＮＡ

表２　犿犻犚犖犃靶基因条带分析结果

犜犪犫犾犲２　犃狀犪犾狔狊犻狊狉犲狊狌犾狋狅犳犿犻犚犖犃狊狋犪狉犵犲狋犫犪狀犱狊

ｍｉＲＮＡ

片段长度（均值±

标准差）／ｂｐＦｒａｇｍｅｎｔ

ｌｅｎｇｔｈ（ｍｅａｎ±ＳＤ）

相对表达量

（均值±标准差）

Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

（ｍｅａｎ±ＳＤ）

ｍｉＲＮＡ

片段长度（均值±

标准差）／ｂｐＦｒａｇｍｅｎｔ

ｌｅｎｇｔｈ（ｍｅａｎ±ＳＤ）

相对表达量

（均值±标准差）

Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

（ｍｅａｎ±ＳＤ）

ｍｉＲ１

ｍｉＲ１３３

ｍｉＲ２４

ｍｉＲ１２２

７２０．７８±２４．２２ ０．２９±０．１２
６６５．５８±１３．９２ ０．１１±０．１１

５２１．４１±１０．２８ ０．１０±０．２５
４０６．４６±１９．２６ ０．５１±０．１８
３１８．５０±１７．９４ ０．２５±０．１８
２０６．８０±６．８５ ０．０９±０．０６

１４５．８２±３．９７ ０．１１±０．１４
１２３．１７±４．３７ ０．３９±０．２０
１１２．３３±３．５５ ０．９４±０．８３
１００．０７±４．３４ ０．３０±０．１９

６３．７５±２．７３ ０．３３±０．１５

５０９．７７±２４．５６ ０．２８±０．１４
４７２．１３±４．２６ ０．１０±０．４１

４０７．４４±１０．２５ ０．４５±０．２６
３８９．３７±４．９５ ０．０９±０．１９
３３４．９１±１５．６０ ０．３０±０．１３
２９５．００±０．００ ０．０３±０．００

２７１．００±０．００ ０．０３±０．００
２４９．５０±８．９４ ０．１０±０．３２
２２４．５７±２．３１ ０．５０±０．２７
２０１．９１±６．７５ ０．３８±０．２６

１７７．２５±３．５９ ０．５２±０．３６
１３７．６９±４．７６ ０．６１±０．７１
１１２．３３±８．９８ ０．３２±０．４５
１０６．００±０．００ ０．１８±０．００

７８．３５±４．０９ ０．２４±０．４２
７３．１２±０．７３ ０．４６±０．１０
６３．２２±０．９５ ０．５８±１．３１

４０８．００±０．００ ０．０４±０．００
３２５．１６±１６．０７ ０．２３±０．１１
２７７．２３±３．７２ ０．４０±０．１７
２４９．５７±４．７１ ０．３０±０．１１

２１４．９４±３．６１ ０．２６±０．１１
１４０．６９±３．２１ ０．５１±０．２５
１１５．３６±２．５８ ０．２９±０．０９
８０．３４±５．８９ ０．４０±０．２０

６４８．００±０．００ ０．０５±０．００
６０３．００±０．００ ０．０１±０．００
５２６．００±０．００ ０．０２±０．００
４７２．１０±９．９５ ０．１８±０．２３

３６６．９８±１５．１２ ０．３４±０．２０
３０１．９８±１３．８４ ０．４７±０．２９
２７６．１９±４．４１ ０．４１±０．１１
２００．００±０．００ ０．０７±０．００

１７３．１６±５．６６ ０．２７±０．１４
１３５．１８±６．９２ ０．１８±０．０９
１２４．１８±３．４７ ０．２３±０．１１
９８．１３±４．５１ ０．１４±０．１０

８３．４１±１．３７ ０．１８±０．３６
７９．６８±４．７６ ０．１０±０．１３

ｍｉＲ１０３

ｍｉＲ１４３

ｌｅｔ７

４２４．７７±１５．４８ ０．０６±０．０４
３４８．５９±１０．７３ ０．１１±０．０３

３０７．６３±２．５８ ０．０２±０．０１
２６８．１９±４．７６ ０．０９±０．０８
２０８．８９±２．０６ ０．０８±０．０５
１８６．２８±８．３６ ０．１２±０．０８

１０７．０４±１．６９ ０．０８±０．０３
１０１．４６±２．０１ ０．２６±０．１４
８１．８６±３．１１ ０．１９±０．０８
６８．３６±１．７０ ０．２７±０．１５

６３３．７４±１４．１７ ０．２５±０．２０
５６１．０６±２．８３ ０．１１±０．０７
５３１．５９±０．００ ０．３４±０．００

４９２．４０±１．５２ ０．０８±０．０５
４３９．０５±８．７６ ０．２３±０．０８
３０２．８７±１４．８２ ０．１１±０．０４
２８８．６８±６．１５ ０．１８±０．０９

２２０．００±０．００ ０．０４±０．００
２１１．０８±９．５７ ０．２０±０．２３
１８７．２３±８．４２ ０．１３±０．０９
１５８．９６±１０．２７ ０．３０±０．３７

１３２．６９±２．６９ ０．６１±０．２３
１２６．５６±１．９５ ０．１３±０．５４
１１０．６４±１．７３ ０．４４±０．１８
９９．８１±１．４９ ０．６５±０．３２

７１．２７±１．６７ ０．１３±０．１７
６４．８３±１．７２ ０．０２±０．０５

５７７．８１±１０．０７ ０．０６±０．０２

４８０．５１±７．１０ ０．１０±０．０６
４０９．０７±２．１０ ０．０２±０．０８
３８１．３３±７．０４ ０．０２±０．０１
３５５．５９±１０．１２ ０．０３±０．０４

３１２．１６±１０．７９ ０．０３±０．０６
２９２．０２±２．８０ ０．１５±０．４４
２７２．０４±３．７９ ０．２０±０．２５
２５８．５５±３．２７ ０．１２±０．１０

２３５．３５±４．２７ ０．１５±０．０５
２１３．１８±３．６６ ０．１７±０．１８
１６３．５２±１２．３１ ０．０８±０．０３
１４８．４０±５．３８ ０．０５±０．０３
１３８．３３±２．２４ ０．０５±０．０５

１２３．５９±２．５７ ０．１１±０．１０
１１６．９１±２．４９ ０．０３±０．０３
１０９．７４±３．３４ ０．１２±０．０９
１００．００±０．００ ０．０３±０．００

８６．１１±１．２６ ０．１１±０．０５
７６．９６±１．４４ ０．１４±０．０５
５３．７０±０．９４ ０．０６±０．０２
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１．成年母羊背最长肌；２．成年母羊后腿肌；３．成年公羊

背最长肌；４．成年公羊后腿肌；５．母羔羊背最长肌；６．
母羔羊后腿肌；７．公羔羊背最长肌；８．公羔羊后腿肌；

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准ＤＬ５００

１．Ａｄｕｌｔｅｗｅｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｍｕｓｃｌｅ；２．Ａｄｕｌｔｅｗｅｈｉｎｄｌｅｇ

ｍｕｓｃｌｅ；３．Ａｄｕｌｔｒａｍｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｍｕｓｃｌｅ；４．Ａｄｕｌｔｒａｍ

ｈｉｎｄｌｅｇｍｕｓｃｌｅ；５．Ｌａｍｂｅｗｅｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｍｕｓｃｌｅ；６．

Ｌａｍｂｅｗｅｈｉｎｄｌｅｇｍｕｓｃｌｅ；７．Ｌａｍｂｒａｍｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓ

ｍｕｓｃｌｅ；８．Ｌａｍｂｒａｍｈｉｎｄｌｅｇｍｕｓｃｌｅ；Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

ＤＬ５００

图３　犿犻犚１和犿犻犚１３３靶基因犘犃犌犈电泳图

犉犻犵．３　犘犃犌犈犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犳狅狉犿犻犚１犪狀犱犿犻犚１３３

狋犪狉犵犲狋犵犲狀犲狊

靶基因条带整理结果），筛选到的靶基因分别为：

ｍｉＲ１１１条，ｍｉＲ１３３１７条，ｍｉＲ２４８条，ｍｉＲ１２２

１４条，ｍｉＲ１４３１７条，ｍｉＲ１０３１０条，ｌｅｔ７２１条。

２．２．２　同一 ｍｉＲＮＡ在不同组织靶基因的差异性

分析　　对同一ｍｉＲＮＡ在背最长肌和后腿肌２个

组织靶基因的表达量进行Ｔ检验，得到差异性表达

的靶基因条带，以及这２个部位中特异的靶基因条

带（表３）。根据各 ｍｉＲＮＡ在背最长肌和后腿肌中

靶基因条带片段大小和相对表达量的均值，绘制如

图４所示的靶基因指纹图谱。

２．２．３　靶基因测序结果　　将测序所得的靶基因

序列在ＮＣＢＩ中与全部物种的非冗余数据库进行

Ｂｌａｓｔ序列比对
［１９２０］，寻找同源基因，限定相似性＞

９４％，得到５个ｍｉＲＮＡ的１０个靶基因（图４），将这

些靶基因序列提交至ＧｅｎＢａｎｋ，登录号为ＪＱ６９２３１７

～ＪＱ６９２３２６。

表４为靶基因比对结果及其编码的蛋白，其中与

线粒体基因具有同源性的ｍＲＮＡ都存在于山羊线粒

体，而其他靶基因序列大多与牛具有高度相似性。已

有的研究表明，ｍｉＲＮＡ调控的靶基因涉及生物发育

的多种生物学过程，本试验的研究结果也支持了这一

结论，如ＳＤＨＢ涉及琥珀酸氧化，与线粒体功能障碍

和肿瘤发生有关；ＰＫＭ２编码的丙酮酸激酶２与肿瘤

细胞增殖和存活有关；ＳＹＮＭ编码的中间丝蛋白作为

支撑蛋白，与细胞有丝分裂有关等。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准ＤＬ５００；各组ｍｉＲＮＡ的２个图谱分别为背最长肌（上）和后腿肌（下），斜线条带为测序

所得条带

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ５００．Ｔｈｅｔｗｏｐｒｏｆｉｌｅｓａｒｅｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓ（ｕｐｐｅｒ）ａｎｄｈｉｎｄｌｅｇ（ｌｏｗｅｒ）ｍｕｓｃｌｅｆｏｒ７ｍｉＲＮＡｓ，ｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｔｈｅｏｂｌｉｑｕｅｌｉｎｅｓｂａｎｄｓａｒｅｔａｒｇｅｔｂａｎｄｓｂｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
图４　犿犻犚犖犃狊组织间靶基因指纹图谱

犉犻犵．４　犿犻犚犖犃狊狋犪狉犵犲狋犵犲狀犲犳犻狀犵犲狉狆狉狅犳犻犾犲狊犫犲狋狑犲犲狀狋犻狊狊狌犲狊
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表３　相同犿犻犚犖犃在不同组织中的特异及差异表达的靶基

因条带

犜犪犫犾犲３　犜犺犲狊狆犲犮犻犳犻犮犪狀犱犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狋犪狉犵犲狋犫犪狀犱狊

犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻狊狊狌犲狊犳狅狉狊犪犿犲犿犻犚犖犃

ｍｉＲＮＡ
片段长度／ｂｐ

Ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ

背最长肌

犔狅狀犵犻狊狊犻犿狌狊

ｍｕｓｃｌｅ

后腿肌

Ｈｉｎｄｌｅｇ

ｍｕｓｃｌｅ

ｍｉＲ１
６６５．５８±１３．９２

１００．０７±４．３４

 ＋

＋ ＋＋

ｍｉＲ１３３

４７２．１３±４．２６

３８９．３７±４．９５

２９５．００±０．００

２７１±０．００

２０１．９１±６．７５

１１２．３３±８．９８

１０６±０．００

 ＋

＋ 

 ＋

 ＋

＋ ＋＋

＋ 

 ＋

ｍｉＲ２４
４０８．００±０．００

１４０．６９±３．２１

＋ 

＋＋ ＋

ｍｉＲ１２２

６４８±０．００  ＋

６０３±０．００  ＋

５２６±０．００  ＋

２００±０．００  ＋

８３．４１±１．３７  ＋

ｍｉＲ１０３

３０７．６３±２．５８

２６８．１９±４．７６

１０７．０４±１．６９

 ＋

＋ ＋＋

＋ 

ｍｉＲ１４３

５３１．５９±０．００ ＋ 

４９２．４０±１．５２  ＋

２２０．００±０．００  ＋

ｌｅｔ７

４１３．６４ ＋ 

１３８．３３±２．２４ ＋ 

１００．８１±０．００  ＋

＋．表示有；．表示无；＋＋．表示表达量较高。．表示在２

个部位中的表达存在显著差异（犘＜０．０５）

＋．Ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ；．Ｎｏｅｘｉｓｔｅｎｃｅ；＋＋．Ｔｈｅｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｌｅｖｅｌ．．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎ

ｔｗｏｔｉｓｓｕｅｓ（犘＜０．０５）

３　讨　论

荧光定量和靶基因分析表明，与肌肉发育相关

的ｍｉＲＮＡ及与脂肪发育相关的 ｍｉＲＮＡ在表达量

及靶基因图谱中具有共同特征。首先，通过定量曲

线图可知这７个 ｍｉＲＮＡ均在山羊骨骼肌中表达，

虽然各ｍｉＲＮＡ表达模式不同，但大多都在成年公

羊背最长肌中有较高表达。各ｍｉＲＮＡ在幼年羊中

的表达量大多低于成年羊，表明，ｍｉＲＮＡ随生长阶

段不同表达量也不同，且表达量有上升趋势；此外在

背最长肌中成年母羊的表达量均远远低于成年公

羊，在后腿肌中的表达量成年母羊高于成年公羊，说

明在同一部位表达量的差异与性别相关。其次，试

验通过高通量的 ＭＴＦＰ技术共获得了７个ｍｉＲＮＡ

的９８个靶基因（表２），并绘制了不同部位的靶基因

指纹图谱（图４），从图谱可知各ｍｉＲＮＡ在背最长肌

和后腿肌中的靶基因表达量差别较小，且 ＭＴＦＰ片

段长度多集中在１００～４００ｂｐ之间。此外，本试验

所分析的２类组织特异性ｍｉＲＮＡ在定量结果和靶

基因图谱中也存在明显差异。由定量结果可知，

ｍｉＲ１和ｍｉＲ１３３属于高表达组，表达量高于内参

基因５ＳＲＮＡ，与之前关于 ｍｉＲ１与 ｍｉＲ１３３是骨

骼肌特异性ｍｉＲＮＡ的报道相一致；其余ｍｉＲＮＡ的

表达量均低于５ＳＲＮＡ，其中ｍｉＲ２４虽然在山羊骨

骼肌中表达量偏低，但仍高于低表达组中的其余

ｍｉＲＮＡ，说明在山羊骨骼肌中肌肉相关 ｍｉＲＮＡ的

表达量高于脂肪相关 ｍｉＲＮＡ。此外由靶基因指纹

图谱可知肌肉相关 ｍｉＲＮＡ调控的靶基因数较少，

但靶基因条带较宽，表达量较高；而与脂肪发育相关

的ｍｉＲＮＡ调控较多的靶基因，但靶基因的表达量

较低；ｌｅｔ７作为在各组织中稳定表达的 ｍｉＲＮＡ，具

有最多的靶基因条带，说明 ｍｉＲＮＡ表达量与其靶

基因个数及其表达量之间具有一定的相关性。

由ｍｉＲ１和ｍｉＲ１３３具有相似的表达模式可以

推测，尽管这２种肌肉特异性ｍｉＲＮＡ作用相反，但在

骨骼肌中可能成对表达，共同调节骨骼肌的发育过

程。这与之前Ｃｈｅｎ等发现它们位于染色体的相邻位

置且常同时表达的结论一致［１２］。以 ｍｉＲ１和 ｍｉＲ

１３３为例对其靶基因电泳图进行分析可知，ｍｉＲ１在

１２０ｂｐ附近存在１条清晰且高表达的靶基因条带，而

ｍｉＲ１３３在５０～１００ｂｐ之间存在２条清晰并高表达

的靶基因条带，这种靶基因条带特征即为靶基因的谱

征，可作为区分不同ｍｉＲＮＡ的依据。

靶基因测序后通过Ｂｌａｓｔ比对得到了５个ｍｉＲ

ＮＡ的１０个靶基因，其中匹配基因最多的是线粒体

基因，其核心亚基是线粒体膜呼吸链 ＮＡＤＨ 脱氢
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酶，在 ＮＡＤＨ 到呼吸链的电子转移中起作用。线

粒体是真核细胞内的能量转换器，不仅通过氧化磷

酸化生成ＡＴＰ、在细胞能量供给中起决定性作用，

还在生长发育、凋亡、衰老过程中起重要作用；ｍｉＲ

１２２调控的犃犔犇犗犃 基因在成年骨骼肌中大量产

生，还与肌病和溶血性贫血有关［２１］；ｍｉＲ１４３调控

的ＴＬＫ２与染色体组装、ＤＮＡ复制等有关，其编码

的丝氨酸／苏氨酸激酶参与信号转导等。这些比对

结果表明，预测到的靶基因与多种细胞生物学过程

有关，进而可能参与骨骼肌的发育［２２］。

表４　靶基因测序结果

犜犪犫犾犲４　犛犲狇狌犲狀犮犻狀犵狉犲狊狌犾狋犳狅狉狋犪狉犵犲狋犵犲狀犲狊

ｍｉＲＮＡ

靶基因片段长度／ｂｐ

（登录号）

Ｌｅｎｇｔｈｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ

（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ）

Ｂｌａｓｔ比对结果（登录号）

Ｒｅｓｕｌｔｆｏｒｂｌａｓｔ

（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ）

编码蛋白

Ｃｏｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ

ｍｉＲ１３３ ２９５（ＪＱ６９２３１９） ＳＹＮＭ（ＮＭ＿００１１９１４５３） 中间丝蛋白

ｍｉＲ１２２

９９（ＪＱ６９２３２２） ＰＫＭ２（ＮＭ＿００１２０５７２７．１） 丙酮酸激酶２

１７７（ＪＱ６９２３２３） ＡＬＤＯＡ（ＮＭ＿００１１０１９１５．１） 醛缩酶Ａ

２７８（ＪＱ６９２３２４） 线粒体Ｄｌｏｏｐ（ＪＮ３６６３９８．１） 无

３５２（ＪＱ６９２３２５） 线粒体Ｄｌｏｏｐ（ＤＱ１８８８９１．１） 无

ｍｉＲ１４３
７２（ＪＱ６９２３２０） 线粒体（ＧＵ２９５６５８．１） ＮＡＤＨ脱氢酶亚基４

２０１（ＪＱ６９２３２１） ＴＬＫ２（ＮＭ＿００１１９２８２７．１） 丝氨酸／苏氨酸激酶

ｍｉＲ１０３ ４１２（ＪＱ６９２３１８） ＳＤＨＢ（ＮＭ＿００１０４０４８３．１） 琥珀酸脱氢酶复合体亚基Ｂ

ｌｅｔ７
２１６（ＪＱ６９２３１７） 线粒体（ＧＵ２９５６５８．１） ＮＡＤＨ脱氢酶亚基５、ＮＡＤＨ脱氢酶亚基６

３５２（ＪＱ６９２３２６） ＵＢＡＰ２Ｌ（ＮＭ＿００１１０３１０７．１） 类泛素关联蛋白２样

４　结　论

试验对绒山羊骨骼肌中７个ｍｉＲＮＡ的表达量

及其靶基因进行分析，揭示了肌肉发育相关ｍｉＲＮＡ

与脂肪发育相关 ｍｉＲＮＡ之间的异同，为绒山羊骨

骼肌中ｍｉＲＮＡ的研究提供了试验基础，有利于绒

山羊肉质基因的开发研究。
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