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摘　 要： 本研究旨在研究油酸（ＯＡ）引起延边牛骨骼肌卫星细胞成脂分化途径的分子调控机

制。 对从 １２ 日龄延边牛中分离得到的骨骼肌卫星细胞进行体外培养，加入不同浓度 ＯＡ 的诱导

分化培养液，进行分化处理，试验设 １ 个空白对照组［ＣＯＮ 组，５％马血清（ＨＳ）］，３ 个不同浓度

ＯＡ 诱导组：ＯＡＬ 组（５％ ＨＳ＋５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＯＡ）、ＯＡＭ 组（ ５％ ＨＳ＋１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＯＡ）、ＯＡＨ 组

（５％ ＨＳ＋２００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＯＡ），诱导 ９６ ｈ 后，对延边牛骨骼肌卫星细胞进行了转录组测序及分析。
结果表明：共得到 １３ ９５１ 条单基因，对 ４ 个组差异表达基因进行比较发现，与 ＣＯＮ 组相比，ＯＡＬ
组有 ３ ４１２ 个差异表达基因，ＯＡＭ 组有 １ ０４５ 个差异表达基因，ＯＡＨ 组有 １ ４２８ 个差异表达基

因，各组之间共有 ２７８ 个差异表达基因。 ＧＯ 富集分析显示，差异基因参与了多种生物过程，包

括代谢过程、细胞过程、生物调节过程等；在分子功能类别上，大多数的基因功能与结合活性、转

录调节活性、催化活性等相关；在细胞组分范畴内，大部分的基因被富集到细胞、细胞器、膜等。
ＫＥＧＧ 富集分析表明，差异表达基因主要富集通路为单磷酸腺苷激活的蛋白激酶（ＡＭＰＫ）信号

通路、过氧化物酶体增殖物激活受体（ＰＰＡＲ）信号通路、脂肪酸代谢通路、脂肪酸降解通路等。
不同浓度 ＯＡ 差异基因荧光定量 ＰＣＲ 结果显示，所选的 ５ 个差异基因与转录组测序结果基本一

致，表明了测序结果的可靠性。 本试验完成了 ＯＡ 诱导延边牛骨骼肌卫星细胞成脂分化的转录

组测序分析，获取差异基因的功能注释信息，初步揭示了 ＯＡ 诱导牛骨骼肌卫星细胞成脂分化

的潜在基因和通路。
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　 　 大量研究表明，油酸（ＯＡ）的生理作用已经远

远超越了作为能量的作用，比如在调节细胞代谢、
炎症、组织发育等方面［１－２］ 。 Δ９ 位置的单个顺式

双键使 ＯＡ 具有很高的溶解脂质的能力［３］ ，实际

上，ＯＡ 是质膜流动性的主要决定因素［４］ ，而质膜

流动性显然与细胞间相互作用、膜转运和信号传

递等重要功能有关。 此外，ＯＡ 可以直接与蛋白质

结合，这被认为是许多细胞类型生长和分化的重

要步骤［５］ 。 ＯＡ 可以调节脂质代谢［６］ ，它整合在膜

结构中，直接参与膜磷脂的脂肪酸组成。 ＯＡ 影响

许多酶的运输和受体活性，以及必需脂肪酸的去

饱和［７］ 。 杨建梅等［８］发现，ＯＡ 能够促进大鼠脂肪

细胞的脂肪生成，并且是脂肪生成的一种重要的

调控物质。 宋沙等［９］研究发现，ＯＡ 能提高肾周前
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脂肪细胞的数量，并且能够显著提高细胞内脂肪

的含量以及脂肪酸合成酶（ＦＡＳ）的活性。
　 　 骨骼肌卫星细胞通常以静息状态存在于肌纤

维肌膜和基底膜之间，而不进行有丝分裂，即使在

某些特定的情况下，也只有有限的基因表达和蛋

白合成。 随着研究的深入，人们对卫星细胞有了

进一步的了解，发现肌卫星细胞可分化成为多种

细胞，肌卫星细胞才被证实是具有多能性的干细

胞。 肌卫星细胞在不同的条件下可诱导分化为神

经细胞、成骨细胞、心肌细胞等［１０－１１］ ，说明肌卫星

细胞是拥有自我更新能力的多能干细胞。 Ｌｉ
等［１２］用 ＯＡ 在过氧化物酶体增殖物激活受体 γ
（ＰＰＡＲγ）激动剂缺失的情况下增加牛肌肉卫星细

胞的成脂基因表达，表明 ＯＡ 可促进 ＰＰＡＲγ 与受

体结合，有效地增加卫星细胞中的成脂基因表达。
闫研等［１３］在添加环格列酮激活 ＰＰＡＲγ 对延边黄

牛骨骼肌卫星细胞成脂转分化的影响中发现，环
格列酮可以促进牛骨骼肌卫星细胞向脂肪细胞分

化。 张军芳等［１４］验证不同种类脂肪酸对延边黄牛

骨骼肌卫星细胞成脂转分化的影响中，发现添加

脂肪酸可以诱导延边黄牛骨骼肌卫星细胞向脂肪

细胞转分化。 因此，为了明确 ＯＡ 是如何诱导延边

牛骨骼肌卫星细胞向成脂方向分化，本试验通过

转录组测序技术对 ＯＡ 诱导延边牛骨骼肌卫星细

胞成脂分化途径相关基因进行分析，采用生物信

息学方法筛选与分析差异表达基因（ＤＥＧｓ），并对

这些 ＤＥＧｓ 进行注释与富集分析，为进一步研究

ＯＡ 引起延边牛骨骼肌卫星细胞成脂分化途径的

分子调控机制提供分子理论依据。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

１．１．１　 试验细胞来源

　 　 试验所用的延边牛骨骼肌卫星细胞来源于 １２
日龄犊牛，由延边大学东北寒区肉牛科技创新教

育部工程研究中心分离鉴定并保存。
１．１．２　 试验主要试剂及仪器

　 　 ＤＭＥＭ 高糖培养液、澳洲胎牛血清（ＦＢＳ）、胰
蛋白酶（０．２５％）、马血清（ＨＳ）购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；油
红 Ｏ 染色试剂盒、青链霉素混合液（ＰＳ）、磷酸盐

缓冲液（ ＰＢＳ）购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司；ＯＡ 购自 Ｓｉｇｍａ
公司；牛脂联素酶联免疫分析试剂盒购自 Ｍｉｌｌｉｂｏ
公司；反转录和实时荧光定量试剂盒购自天根生

化科技（北京）有限公司；实时荧光定量 ＰＣＲ 仪

（型号 Ｍｘ３００５Ｐ）购自 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司。
１．１．３　 ＯＡ 及分化培养液的配制

　 　 参照 Ｌｉ 等［１２］配制 ＯＡ 浓缩液及培养液。
　 　 ＯＡ 浓缩液：无菌吸取 ０． ７９３ ｍＬ ＯＡ 加入到

２４． ２０７ ｍＬ 无 水 乙 醇 中， 混 匀， 至 浓 度 为

１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ保存备用。
　 　 诱导分化培养液：无菌取 ５％ ＨＳ 和 １％ ＰＳ 与

９７％ ＤＭＥＭ 混匀，４ ℃保存。
　 　 基础培养液：无菌取 １０％ ＦＢＳ 和 １％ ＰＳ 与

８９％ ＤＭＥＭ 混匀，４ ℃保存。
１．２　 延边牛骨骼肌卫星细胞的诱导分化

　 　 将保存于液氮中的细胞复苏后接种于细胞培

养瓶中，置于 ３７ ℃ 、５％的二氧化碳（ＣＯ２）培养箱

中培养，每隔 ２４ ｈ 更换 １ 次细胞基础培养液。 待

骨骼肌卫星细胞生长密度达到 ８０％后，用 ０．２５％
胰蛋白酶进行消化处理，传至 ８ 块 ６ 孔板中，分为

４ 组，每孔加入基础培养液继续培养，待 ６ 孔板密

度达到 ９０％时，吸除培养液，用含 １％ ＰＳ 的 ＰＢＳ
清洗 ２ 遍，加入提前配制好的含有不同浓度 ＯＡ 的

诱导分化培养液，进行分化处理。 试验设 １ 个空

白对照组（ＣＯＮ 组，５％ ＨＳ），３ 个不同浓度 ＯＡ 诱

导组：ＯＡＬ 组（５％ ＨＳ＋５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＯＡ）、ＯＡＭ 组

（５％ ＨＳ ＋ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＯＡ）、ＯＡＨ 组 （ ５％ ＨＳ ＋
２００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＯＡ），每组 ２ 块 ６ 孔板，每 ２ ｄ 换 １ 次

液，分化 ９６ ｈ，收集细胞及培养液用于后续试验。
１．３　 油红 Ｏ 染色及脂滴面积分析

　 　 骨骼肌卫星细胞分化 ９６ ｈ 后，去除培养液，
ＰＢＳ 清洗 ３ 遍，参照 Ｌｉ 等［１２］ 方法进行油红 Ｏ 染

色，具体操作按照 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司的油红 Ｏ 染色试剂

盒说明书进行。 显微镜下镜检拍照，取拍好的油

红 Ｏ 染色图片，利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件 （Ｒａｗａｋ Ｓｏｆｔ⁃
ｗａｒｅ， Ｉｎｃ．， 德 国） 分 析 脂 滴 面 积， 用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ６．０７ 软件（ＧｒａｐｈＰａｄ Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｉｎｃ．，美国）进

行分析作图，每个组随机选取 １２ 张图片。
１．４　 脂联素（ＡＤＰ）含量测定

　 　 ＡＤＰ 是脂肪细胞分泌的一种内源性生物活性

多肽或蛋白质，通过测定 ＡＤＰ 含量可以作为鉴定

成脂分化的一项指标。 骨骼肌卫星细胞分化 ９６ ｈ
后，参照 Ｌｉ 等［１２］ 方法用 Ｍｉｌｌｉｂｏ 牛脂联素酶联免

疫分析试剂盒进行 ＡＤＰ 含量的测定，具体操作按

照说明书进行。 绘制标准曲线计算样品含量，用
Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ６．０７ 软件进行分析作图。

４６２２
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１．５　 转录组学测序分析

　 　 为了分析延边牛骨骼肌卫星细胞成脂转分化

过程中的差异表达基因，不同浓度 ＯＡ 诱导 ９６ ｈ
后，加 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 于 ＣＯＮ 组、ＯＡＬ 组、ＯＡＭ 组、
ＯＡＨ 组中，将裂解下的细胞放于无菌 ＥＰ 管中，每
组 ３ 个重复，低温保存运输，交由爱默基因公司测

序分析。 主要试验过程包括：总 ＲＮＡ 提取，文库

构建与检测，测序数据质控过滤，参考基因组比

对，差异表达基因通过 ＧＯ 数据库和 ＫＥＧＧ 进行

富集分析。 ＫＥＧＧ⁃ＧＯ 富集分析采用 Ｒ：ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏ⁃
ｆｉｌｅｒ ３．１０．０ 软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ．ｏｒｇ ／ ）进行

分析。
１．６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 验证

　 　 用实时荧光定量 ＰＣＲ 验证转录组测序分析结

果。 诱导分化 ９６ ｈ 后提取总 ＲＮＡ，利用反转录试

剂盒进行 ｃＤＮＡ 合成，利用实时荧光定量试剂盒

进行基因定量检测，引物由生工生物工程（上海）
股份有限公司合成，序列见表 １。 每个待测样品设

置 ３ 个重复，反应程序为：９５ ℃ 预变性 １５ ｍｉｎ；
９５ ℃变性 １０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延伸 ３２ ｓ，
３５ 个循环；９５ ℃ １５ ｓ，６０ ℃ １ ｍｉｎ，９５ ℃ １５ ｓ。

表 １　 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因
Ｇｅｎｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′—３′）

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

脂蛋白脂酶
ＬＰＬ ＮＭ＿００１０７５１２０ Ｆ：ＡＣＧＡＴＴＡＴＴＧＣＴＣＡＧＣＡＴＧＧ

Ｒ：ＡＣＴＴＴＧＴＡＣＡＧＧＣＡＣＡＡＣＣＧ １３０

肉碱棕榈酰转移酶 １Ｂ
ＣＰＴ１Ｂ ＮＭ＿００４３７７．４ Ｆ：ＡＣＡＣＡＴＣＴＡＣＣＴＧＴＣＣＧＴＧＡＴＣＡ

Ｒ：ＣＣＣＣＴＧＡＧＧＡＴＧＣＣＡＴＴＣＴ ７２

脂肪细胞型脂肪酸结合蛋白 ４
ＦＡＢＰ４ ＮＭ＿１７４３１４．２ Ｆ：ＡＡＡＣＴＴＡＧＡＴＧＡＡＧＧＴＧＣＴＣＴＧＧ

Ｒ：ＣＡＴＡＡＡＣＴＣＴＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡ １３４

硬脂酰辅酶 Ａ 去饱和酶
ＳＣＤ ＮＭ＿１７３９５９ Ｆ：ＴＧＣＣＣＡＣＣＡＣＡＡＧＴＴＴＴＣＡＧ

Ｒ：ＧＣＣＡＡＣＣＣＡＣＧＴＧＡＧＡＧＡＡＧ ８０

脂肪分化相关蛋白 ２
ＰＬＩＮ２ ＸＭ＿００５２０９９０５．３ Ｆ：ＧＣＧＴＣＴＧＣＴＧＧＣＴＧＡＴＴＴＣＴ

Ｒ：ＴＧＴＡＡＧＣＣＧＡＧＧＡＧＡＣＣＡＧＡ １３９

磷酸甘油醛脱氢酶
ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿００１０３４０３４ Ｆ：ＡＣＴＣＴＧＧＣＡＡＡＧＴＧＧＡＴＧＴＴＧＴＣ

Ｒ：ＧＣＡＴＣＡＣＣＣＣＡＣＴＴＧＡＴＧＴＴＧ １４３

１．７　 数据统计与分析

　 　 数据采用平均值 ±标准差表示，使用 Ｅｘｃｅｌ
２０１０ 软件，用 ２－ΔΔＣｔ数学模型对荧光定量 ＰＣＲ 数

据进行计算。 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ６．０ 软件对试验数据

进行单因素方差分析和多重比较，Ｐ＜０．０５ 为差异

显著。

２　 结果与分析
２．１　 不同浓度 ＯＡ 对延边牛骨骼肌卫星细胞脂滴

形成的影响

　 　 不同浓度 ＯＡ 诱导牛骨骼肌卫星细胞 ９６ ｈ
后，油红 Ｏ 染色观察细胞内脂滴情况（图 １）。 结

果显示：ＣＯＮ 组肌管形成明显，细胞间排列紧密，
且无脂滴生成，ＯＡ 组均可明显见到细胞核周围有

大量的红色脂滴，随着培养时间的延长更为明显，

并伴有不同程度的脂滴融合现象，且脂滴大小伴

有剂量依赖关系，细胞逐渐变为圆形脂肪细胞

形态。
２．２　 不同浓度 ＯＡ 对延边牛骨骼肌卫星细胞中

ＡＤＰ 含量的影响

　 　 不同浓度 ＯＡ 诱导 ９６ ｈ 以后，收集细胞培养

液进行 ＡＤＰ 含量测定，结果如图 ２ 所示，与 ＣＯＮ
组相比，各诱导组中均有 ＡＤＰ 的产生，而且 ＡＤＰ
含量显著增加（Ｐ＜０．０５），并且各诱导组间差异显

著（Ｐ＜０．０５）。
２．３　 转录组测序数据过滤统计

　 　 测序产生的原始数据（ ｒａｗ ｄａｔａ），通过 Ｆａｓｔｐ
软件过滤掉不合格的序列后得到有效数据（ ｃｌｅａｎ
ｄａｔａ），分别进行统计后发现符合过滤条件的 ｒｅａｄｓ
（ＰＦ）大于 ９２％以上，过滤后 ｒｅａｄｓ 大于 Ｑ３０ 的比
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例在 ８４％以上，４ 组的序列数据中 ＧＣ 含量分别为

０．５５、０．５６、０．５５、０．５５，共得到 １３ ９５１ 条单基因，表
明数据质量符合进一步生物信息分析的需求

（表 ２）。

图 １　 各组细胞油红 Ｏ 染色

Ｆｉｇ．１　 Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （２００×）

　 　 数据柱标注不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。 图１１ 同。
　 　 Ｄａｔａ ｃｏｌｕｍｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ Ｆｉｇ． １１．

图 ２　 不同浓度 ＯＡ 对延边牛骨骼肌卫星

细胞中 ＡＤＰ 含量的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＯＡ ｏｎ
ＡＤＰ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｙａｎｂｉａｎ ｂｏｖｉｎｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ

ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ

表 ２　 测序数据质量评估

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｑｕａｌｉｔｙ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ
ＰＦ ／
％

Ａｄａｐｔｅｒ ／
％

ＧＣ
ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｑ３０ ｒｅａｄｓ ／
％

Ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ ／
％

Ｍｂ Ｑ３０
ｂａｓｅｓ

Ｍ Ｑ３０
ｒｅａｄｓ ／ ％

ＣＯＮ ９２．７５ ２．６３ ０．５５ ０．８８３ １３１ １３．９９ ４ ９３９ １１６ ６３３ ８８．３１
ＯＡＬ ９７．１２ １．５７ ０．５６ ０．９２８ ５９９ １９．９４ ６ ９７９ ８９８ ４０５ ９２．８６
ＯＡＭ ９７．５５ ２．１８ ０．５５ ０．９３３ ４８３ １８．４７ ７ ７３９ ５７７ ２１０ ９３．３５
ＯＡＨ ９５．０１ ４．４８ ０．５５ ０．８４８ ５３３ ９．５７ ３ ７５４ ６０７ ５３１ ８４．８５

　 　 ＰＦ 表示符合过滤条件的 ｒｅａｄｓ 的百分比；Ａｄａｐｔｅｒ 表示去除 ａｄａｐｔｅｒ 的 ｒｅａｄｓ 所占的比例；ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ 表示过滤后的 ＧＣ
含量；Ｑ３０ ｒｅａｄｓ 表示过滤后 Ｒｅａｄｓ 大于 Ｑ３０ 的比例；Ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ 表示在过滤后的数据中 ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ 的比例；Ｍｂ Ｑ３０ ｂａｓｅｓ
表示过滤后碱基质量大于 Ｑ３０ 的数量（Ｍ 为百万）。
　 　 ＰＦ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｒｅａｄｓ ｔｈａｔ ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｆｉｌｔｅｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ； Ａｄａｐｔｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｄｓ ｔｈａｔ ｒｅｍｏｖｅ ｔｈｅ
ａｄａｐｔｅｒ； ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｆｉｌｔｅｒｅｄ ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ； Ｑ３０ ｒｅａｄｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｄｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ Ｑ３０ ａｆｔｅｒ ｆｉｌｔｒａ⁃
ｔｉｏｎ； Ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｌｔｅｒｅｄ ｄａｔａ； Ｍｂ Ｑ３０ ｂａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｓｅｓ ｗｈｏｓｅ ｑｕａｌｉｔｙ
ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ Ｑ３０ ａｆｔｅｒ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ （Ｍ ｗａｓ ｍｉｌｌｉｏｎｓ） ．

２．４　 ＯＡ 诱导延边牛骨骼肌卫星细胞成脂分化的

差异基因分析

　 　 经 ＯＡ 诱导延边牛骨骼肌卫星细胞 ９６ ｈ 后，
差异基因分析结果显示（图 ３－Ａ），与 ＣＯＮ 组相

比，ＯＡＬ 组有 ３ ４１２ 个差异表达基因，其中 １ １６８
个基因相对上调和 １ ９７３ 个基因相对下调；ＯＡＭ
组有 １ ０４５ 个差异表达基因，其中 ４６３ 个基因相对

上调和 ５８２ 个基因相对下调；ＯＡＨ 组有 １ ４２８ 个

差异表达基因，其中 ７０４ 个基因相对上调和 ７２４ 个

基因相对下调；如韦恩图所示，将这些差异基因结

果综合分析后发现，延边牛骨骼肌卫星细胞用不

同浓度 ＯＡ 分化处理后，有 ２７８ 个差异表达基因

（图 ３－Ｂ），对其进行聚类分析如图 ４ 所示，其中横

坐标为样本，纵坐标为基因，不同的颜色表示不同

的基因表达水平，颜色由蓝色经由黄白色至红色

表示表达量标准化后的表达了从低到高，颜色相

近的基因表达模式相似，也说明它们可能有相似

的功能，或者参与相似的调控通路，红色表示高表

达基因，深蓝色表示低表达基因。
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　 　 ＣＯＮ：ＣＯＮ 组 ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ；ＯＡＭ：ＯＡＭ 组 ＯＡＭ ｇｒｏｕｐ；ＯＡＨ：ＯＡＨ 组 ＯＡＨ ｇｒｏｕｐ；ＯＡＬ：ＯＡＬ 组 ＯＡＬ ｇｒｏｕｐ。 Ｄｏｗｎ：下
调；Ｎｏ：无变化；Ｕｐ：上调；ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ：差值倍数

　 　 图 Ａ－１、２ 和 ３ 为差异表达基因分析的火山图，红色点代表上调基因，蓝色点代表下调基因，灰色点代表变化不显著基

因；图 Ｂ 为差异表达基因韦恩图。
　 　 Ｆｉｇｕｒｅ Ａ⁃１，２ ａｎｄ ３ ｗｅｒｅ ａ ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｒｅｄ ｄｏｔｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ，
ｂｌｕｅ ｄｏｔｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ａｎｄ ｇｒａｙ ｄｏｔｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｔｈａｔ ｈａｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ； Ｆｉｇｕｒｅ Ｂ ｗａｓ ａ
Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ．

图 ３　 不同浓度 ＯＡ 诱导的差异表达基因

Ｆｉｇ．３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＯＡ

２．５　 不同浓度 ＯＡ 诱导延边牛骨骼肌卫星细胞中
差异表达基因 ＧＯ 功能分析
　 　 为探究这些 ＤＥＧｓ 的生物学功能，对不同浓度
差异表达基因的 ＧＯ 富集结果进行分析，按照分子
功能（ＭＦ）、生物过程（ＢＰ）和细胞组分（ＣＣ）进行
ＧＯ 分类，挑选每个 ＧＯ 分类中 Ｐ 值最小即富集最
显著的前 １０ 个 ＧＯ 条目进行展示（图 ５、图 ６、图
７）。 与 ＣＯＮ 组相比，试验组的差异表达基因参与
了多种生物过程，包括细胞过程、代谢过程、生物
调节过程等；在分子功能类别上，大多数的基因功
能与结合活性、催化活性、分子功能调节活性等相
关；在细胞组分范畴内，大部分的基因被富集到细
胞、细胞部分、细胞器等。
２．６　 不同浓度 ＯＡ 诱导延边牛骨骼肌卫星细胞中
差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集分析
　 　 通过 ＤＥＧｓ 参与的主要生化代谢和信号转导

途径进行 ＫＥＧＧ 富集分析探究，筛选出富集前 １０
的通路。 与 ＣＯＮ 组相比，ＯＡＬ 组差异基因有
１ ３６７个得到注释，这些基因共涉及 ８６ 个通路，富
集最主要的为丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号
通路、产热效应通路、脂肪酸代谢通路等，其中 ５２９
个上调基因主要为产热效应通路、核糖体通路、脂
肪酸降解通路等，８３８ 个下调基因为 ＭＡＰＫ 信号
通路、胞吞作用通路、泛素介导的蛋白水解通路
等；ＯＡＭ 组有 ４４４ 个得到注释，涉及 ３５ 个通路，
富集最主要的为 ＰＰＡＲ 信号通路、腺苷酸活化蛋白
激酶（ＡＭＰＫ）信号通路、脂肪酸代谢通路等，２０３
个上调基因主要为 ＰＰＡＲ 信号通路、脂肪酸降解通
路、脂肪酸代谢通路等，２４１ 个下调基因主要为类
固醇生物合成通路、ＰＰＡＲ 信号通路、脂肪酸代谢
通路等；ＯＡＨ 组有 ６０５ 个得到注释，涉及 ５７ 个通
路，富集最主要的为类固醇生物合成通路、ＭＡＰＫ
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信号通路、ｐ５３ 信号通路等，２８９ 个上调基因主要

为 ｐ５３ 信号通路、脂肪酸降解通路、ＭＡＰＫ 信号通

路等，３１６个下调基因主要为类固醇生物合成通

路、萜类骨架的生物合成、丙酸酯代谢通路等

（图 ８、图 ９、图 １０）。

图 ４　 不同浓度 ＯＡ 的 ＤＥＧｓ 的聚类热图分析

Ｆｉｇ．４　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｈｅａｔ ｍａｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＯＡ

２．７　 不同浓度 ＯＡ 差异基因荧光定量 ＰＣＲ 结果

　 　 经 ＯＡ 处理后，不同浓度的差异表达基因富集

的通路发生了变化，对差异基因的富集分析结果

显示，差异基因主要富集在 ＭＡＰＫ 信号通路、
ＰＰＡＲ 信号通路、ＡＭＰＫ 信号通路、脂肪酸代谢通

路等，而 ＰＰＡＲ 信号通路与脂代谢关系密切，在脂

肪生成、脂质代谢中起着关键作用，是调节机体能

量代谢和脂肪酸氧化的关键因子，而 ＯＡ 是 ＰＰＡＲ
系统的天然配体，结合富集分析结果和脂肪细胞

分化相关的主要代谢通路，为了检验转录组测序

数据的准确性，从 ＰＰＡＲ 代谢通路中筛选出 ５ 个脂

肪细胞分化相关候选基因脂肪分化相关蛋白 ２
（ＰＬＩＮ２）、硬脂酰辅酶 Ａ 去饱和酶（ ＳＣＤ）、脂蛋白

脂酶 （ ＬＰＬ）、 脂 肪 细 胞 型 脂 肪 酸 结 合 蛋 白 ４
（ ＦＡＢＰ４ ）、 肉 碱 棕 榈 酰 转 移 酶 １Ｂ （ ＣＰＴ１Ｂ ）
（表 ３），利用实时荧光定量 ＰＣＲ 对转录组数据进

行验证，结果如图 １１ 所示，实时荧光定量 ＰＣＲ 与

转录组测序结果在 ０．０５ 水平下相关性显著，基因

的表达趋势基本一致，说明转录组所得 ＦＰＫＭ（每
千个碱基的转录每百万映射读取的碎片）值相对

准确。
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　 　 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ：细胞过程；Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ：代谢过程；Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ：生物调节；Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ：
生物过程调节；Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓ：刺激反应；Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｒ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ：细胞组成、组织或生物形成；Ｌｏ⁃
ｃａｌｉｚａｔｉｏｎ：定位；Ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ：多细胞生物过程；Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ：生物过程正调控；
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ：信号；Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ：发展过程；Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ：生物过程负调控；Ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ
ｐｒｏｃｅｓｓ：免疫系统过程；Ｍｕｌｔｉ⁃ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓ：多生物过程；Ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ：移动；Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ：细胞增殖；Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｄｈｅ⁃
ｓｉｏｎ：生物黏附；Ｇｒｏｗｔｈ：生长；Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ：复制；Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｐｒｏｃｅｓｓ：复制过程；Ｂｅｈａｖｉｏｒ：行为；Ｒｈｙｔｈｍｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ：节律过

程；Ｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ：色素沉着；Ｃｅｌｌ ｋｉｌｌｉｎｇ：细胞杀伤；Ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ：解毒；Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｈａｓｅ：生物相；Ｃｅｌｌ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ：细胞聚集；
Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ：碳水化合物利用；Ｃａｒｂｏｎ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ：碳利用；Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ：氮利用；Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ：磷利

用；Ｓｕｌｆｕｒ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ：硫利用；Ｃｅｌｌ：细胞；Ｃｅｌｌ ｐａｒｔ：细胞部分；Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ：细胞器；Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ｐａｒｔ：细胞器部分；Ｍｅｍｂｒａｎｅ：膜；
Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐａｒｔ：膜部分；Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ：蛋白质复合物；Ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ｅｎｃｌｏｓｅｄ ｌｕｍｅｎ：膜封闭腔；Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ：
细胞外区域；Ｃｅｌｌ ｊｕｎｃｔｉｏｎ：细胞连接；Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｐａｒｔ：细胞外区域部分；Ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘ：超分子复合物；Ｓｙｎ⁃
ａｐｓｅ：突触；Ｓｙｎａｐｓｅ ｐａｒｔ：突触部分；Ｎｕｃｌｅｏｉｄ：核质体；Ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎｉｓｍ：其他生物；Ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐａｒｔ：其他生物部分；Ｍｉｔｏ⁃
ｃｈｏｎｄｒｉｏｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｄｈｅｒｅｎｓ ｃｏｍｐｌｅｘ：线粒体相关黏附复合物；Ｓｙｍｐｌａｓｔ：共质体；Ｖｉｒｉｏｎ：病毒体；Ｖｉｒｉｏｎ ｐａｒｔ：病毒体部分。
Ｂｉｎｄｉｎｇ：结合；Ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ：催化活性；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ：分子功能调节活性；Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ：转
录调节活性；Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ：转运活性；Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ：结构分子活性；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ：分子传感

器活性；Ｃａｒｇｏ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ：运货受体活性；Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ：翻译调节活性；Ｈｉｊａｃｋｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ：劫持

分子功能；Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ：抗氧化活性；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃａｒｒｉｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ：分子载体活性；Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ：营养储层活

性；Ｐｒｏｔｅｉｎ ｔａｇ：蛋白标签；Ｔｏｘｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ 毒素活性。 图 ６、图 ７ 同 ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ Ｆｉｇ． ６ ａｎｄ Ｆｉｇ． ７。

图 ５　 ＯＡＬ 组差异表达基因的 ＧＯ 功能注释分类

Ｆｉｇ．５　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＯＡＬ ｇｒｏｕｐ
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图 ６　 ＯＡＭ 组差异表达基因的 ＧＯ 功能注释分类

Ｆｉｇ．６　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＯＡＭ ｇｒｏｕｐ

图 ７　 ＯＡＨ 组差异表达基因的 ＧＯ 功能注释分类

Ｆｉｇ．７　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＯＡＨ ｇｒｏｕｐ
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４ 期 孙建富等：基于转录组测序的油酸诱导延边牛骨骼肌卫星细胞成脂分化差异表达基因的分析

　 　 横轴表示富集系数，纵轴表示通路名称，图中显示的是不同浓度 ＯＡ 诱导的所有差异表达基因（Ａ）、上调基因（Ｂ）、下
调基因（Ｃ）富集前 １０ 的信号通路。 图 ９、图 １０ 同。 Ｔｈｅ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ａｘｉｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｖｅｒｔｉｃａｌ
ａｘｉｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ｎａｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙ． Ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ａｌｌ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ （Ａ）， ｔｈｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
（Ｂ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｐ １０ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ （Ｃ） ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ａｓ Ｆｉｇ． ９ ａｎｄ Ｆｉｇ． １０．
　 　 Ｒｉｃｈ ｆａｃｔｏｒ：富集因子；ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ：ＭＡＰＫ 信号通路；Ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ａｎｉｍａｌ：自噬－动物；Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ⁃
ｔｉｏｎ：氧化磷酸化；Ｒｉｂｏｓｏｍｅ：核糖体；Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：脂肪酸代谢；Ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓ：生热；Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ ｄｉｓｅａｓｅ：亨廷顿病；
Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ｄｉｓｅａｓｅ：帕金森综合症；Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ：阿尔茨海默病；Ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ （ＮＡＦＬＤ）：非酒精性脂肪

肝病。 ＵＰ：ＤＮＡ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ：ＤＮＡ 复制；Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ：脂肪酸降解；Ｒｅｔｒｏｇｒａｄｅ ｅｎｄｏｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ：逆行内源性

大麻素信号传导。 ＤＯＷＮ：ＲＮＡ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ：ＲＮＡ 降解；Ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：磷酸肌醇代谢；Ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂａｃｋｂｏｎｅ ｂｉ⁃
ｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：萜类骨架的生物合成；ＦｏｘＯ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ：ＦｏｘＯ 信号通路；Ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ：胞吞作用；Ｈｉｐｐｏ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ：
Ｈｉｐｐｏ 信号通路；Ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ：肾细胞癌；Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ：泛素介导的蛋白水解。 图 ９、图 １０ 同。 Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ａｓ Ｆｉｇ． ９ ａｎｄ Ｆｉｇ． １０．

图 ８　 ＯＡＬ 组差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集分析

Ｆｉｇ．８　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ＫＥＧＧ ｏｆ ＯＡＬ ｇｒｏｕｐ

　 　 Ｍｉｎｅｒａｌ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ：矿物质吸收；Ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ：黏附斑激酶；ＡＭＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ：ＡＭＰＫ 信号通路；Ｂｕｔａｎｏａｔｅ ｍｅ⁃
ｔａｂｏｌｉｓｍ：丁酸酯代谢；Ｐｒｏｐａｎｏａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：丙酸酯代谢；ＰＰＡＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ：ＰＰＡＲ 信号通路；Ｓｔｅｒｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：类
固醇生物合成。 ＵＰ：Ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ：小细胞肺癌；Ｐｕｒｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：嘌呤代谢；Ｓｕｌｆｕｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：硫代谢；Ａｘｏｎ ｇｕｉｄａｎｃｅ
轴突导向。 ＤＯＷＮ：Ｇｌｙｏｘｙｌａｔｅ ａｎｄ ｄｉｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：乙醛酸和二羧酸的代谢；Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ：昼夜节律；Ａｍｉｎｏ ｓｕｇａｒ
ａｎｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｕｇａｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：氨基糖和核苷酸糖代谢；Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｅｔｏｎｅ ｂｏｄｉｅｓ：酮体的合成与降解。

图 ９　 ＯＡＭ 组差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集分析

Ｆｉｇ．９　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ＫＥＧＧ ｏｆ ＯＡＭ ｇｒｏｕｐ
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　 　 Ｍｅｌａｎｏｍａ：黑色素瘤；Ａｒｒｈｙｔｈｍｏｇｅｎｉｃ ｒｉｇｈｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ （ＡＲＶＣ）：心律失常性右室心肌病；ｐ５３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ：ｐ５３ 信号通路；Ｖａｌｉｎｅ， ｌｅｕｃｉｎｅ ａｎｄ ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ：缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解。 ＵＰ：Ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ：乳腺

癌；ＨＩＦ⁃１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ：ＨＩＦ⁃１ 信号通路；ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ：ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路；Ｈｕｍａｎ ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃ⁃
ｔｉｏｎ：人乳头瘤病毒感染；Ａｘｏｎ ｇｕｉｄａｎｃｅ：轴突导向。 ＤＯＷＮ： Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ：类风湿关节炎；Ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ
（ＤＣＭ）：扩张型心肌病；Ｃａｒｄｉａｃ ｍｕｓｃｌｅ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ：心肌收缩；Ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ （ＨＣＭ）：肥厚型心肌病。

图 １０　 ＯＡＨ 组差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集分析

Ｆｉｇ．１０　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ＫＥＧＧ ｏｆ ＯＡＨ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 ＰＰＡＲ 代谢通路中部分显著差异表达基因

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｏｍｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＰＰＡＲ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ

基因
Ｇｅｎｅｓ ＩＤ 差值倍数

ｌｏｇ２（ＦＣ）
Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ
基因注释

Ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

脂肪分化相关蛋白 ２ ＰＬＩＮ２ ｂｔａ０３３２０ ２．０８４ ４７ ０．０００ ０５
硬脂酰辅酶 Ａ 去饱和酶 ＳＣＤ ｂｔａ０３３２０ －２．０８１ ７３ ０．０００ ０５
脂蛋白脂酶 ＬＰＬ ｂｔａ０３３２０ －０．７３８ ３７ ０．０２６ ８０
脂肪细胞型脂肪酸结合蛋白 ４ ＦＡＢＰ４ ｂｔａ０３３２０ ０．６５３ ４９ ０．０７９ ００
肉碱棕榈酰转移酶 １Ｂ ＣＰＴ１Ｂ ｂｔａ０３３２０ １．３４８ ２０ ０．００１ ４０

ＰＰＡＲ 信号通路
ＬＯＣ５３８７０２ ／ ＦＡＢＰ２ ／ ＰＬＩＮ２ ／ ＡＰ
ＯＡ５ ／ ＣＰＴ１Ａ ／ ＡＣＳＬ６ ／ ＦＡＢＰ４ ／ Ａ
ＮＧＰＴＬ４ ／ ＡＱＰ７ ／ ＰＰＡＲＧ ／ ＳＣＤ ／
ＲＸＲＧ ／ ＬＰＬ ／ ＣＰＴ１Ｂ ／ ＣＤ３６

　 　 ＬＯＣ５３８７０２：甘油激酶 ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｋｉｎａｓｅ；ＦＡＢＰ２：肠型脂肪酸结合蛋白 ２ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２；ＡＰＯＡ５：载脂蛋白 Ａ５
ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａ５；ＣＰＴ１Ａ：肉碱脂酰转移酶 １Ａ ｃａｒｎｉｔｉｎｅ ｐａｌｍｉｔｏｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １Ａ；ＡＣＳＬ６：长链酯酰辅酶 Ａ 合成酶 ６ ｌｏｎｇ ｃｈａｉｎ
ａｃｙｌ⁃ＣｏＡ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ６；ＡＮＧＰＴＬ４：血管生成素样蛋白 ４ ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ⁃ｌｉｋｅ ４；ＡＱＰ７：水通道蛋白 ７ ａｑｕａｐｏｒｉｎ ７；ＰＰＡＲＧ：过氧化
物酶体增殖物激活受体 γ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍｍａ；ＲＸＲＧ：维甲酸 Ｘ 受体 γ ｒｅｔｉｎｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍ⁃
ｍａ；ＣＤ３６：白细胞分化抗原 ３６ ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ３６。

３　 讨　 论
　 　 随着人们对牛肉的需求不断增加，对牛肉的

品质和口味的要求也越来越高，尤其是大理石花

纹样牛肉直接影响着口感和品质。 肌肉的发育主

要依赖于肌卫星细胞的增殖和分化，而肌卫星细

胞在某些条件下可诱导分化为脂肪细胞，这为大

理石花纹样牛肉的生产提供了理论依据，而近年

来脂肪酸对细胞分化的影响作用一直为大家研究

的热点，因此本试验基于以上原因进行研究，以期

为 ＯＡ 引起延边牛骨骼肌卫星细胞成脂分化途径

的分子调控机制提供理论依据。 本试验最初设计

ＯＡ 处理骨骼肌卫星细胞诱导培养 １４４ ｈ，到 １４４ ｈ
时观察到大多数骨骼肌卫星细胞在 ＯＡ 诱导后都

充满了脂滴，培养到 ９６ ｈ 后骨骼肌卫星细胞中的

大多数脂滴都漂浮到培养孔的表面或者细胞变得

非常脆弱脂滴轻易的破膜而出，导致无法收集包

含脂滴的细胞进行油红 Ｏ 染色，因此，我们在 ９６ ｈ
收获了细胞，进行油红 Ｏ 染色及后续试验。 本试

验在油红 Ｏ 染色后，ＯＡ 诱导组中可明显见到红色

脂滴，并伴有剂量依赖关系，ＣＯＮ 组中则无脂滴生

成，说明 ＯＡ 诱导了延边牛骨骼肌卫星细胞向成脂

方向转化。
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４ 期 孙建富等：基于转录组测序的油酸诱导延边牛骨骼肌卫星细胞成脂分化差异表达基因的分析

　 　 ＰＬＩＮ２：脂肪分化相关蛋白 ２ ａｄｉｐｏｓｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２；ＳＣＤ：硬脂酰辅酶 Ａ 去饱和酶 ｓｔｅａｒｏｙｌ⁃ＣｏＡ ｄｅｓａｔｕ⁃
ｒａｓｅ；ＬＰＬ：脂蛋白脂酶 ｌｉｐｏｐｒｔｅｉｎｌｉｐａｓｅ；ＦＡＢＰ４：脂肪细胞型脂肪酸结合蛋白 ４ ａｄｉｐｏｃｙｔｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ４；ＣＰＴ１Ｂ：肉
碱脂酰转移酶 １Ｂ ｃａｒｎｉｔｉｎｅ ｐａｌｍｉｔｏｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １Ｂ。

图 １１　 不同浓度 ＯＡ 转录组测序结果的实时荧光定量 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ．１１　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＯＡ

　 　 脂肪组织作为重要的内分泌器官，通过分泌

多种激素在调节各种生理功能中起着至关重要的

作用［１５－１８］ 。 这些脂肪来源的激素（也称为脂肪细

胞因子）分泌到循环系统中，以作为脂肪组织与其

他组织器官之间的重要信使［１９］ 。 ＡＤＰ 是一种因

其多效性而受到广泛关注的脂肪因子［２０－２４］ 。 ＡＤＰ
基因表达的调控受到许多转录因子的严格控

制［２５］ ，当 ＡＤＰ 与其受体 ＡｄｉｐｏＲ１ 和 Ｒ２ 结合后，
会引发一系列依赖于组织的信号转导事件［２６－２７］ ，
包括 ＡＭＰＫ 和 ｐ３８ 丝裂原激活的蛋白激酶（ ｐ３８
ＭＡＰＫ）的磷酸化，以及增加过氧化物酶体增殖物

激活的受体 α（ＰＰＡＲα）的配体活性［２８－３１］ 。 由此可

说明 ＡＤＰ 的生成与 ＡＭＰＫ、ＭＡＰＫ、ＰＰＡＲ 等信号

通路有着密切的关系，这从 ＤＥＧｓ 的 ＫＥＧＧ 富集

分析中也可证明这点。
　 　 本试验通过对 ＯＡ 诱导延边牛骨骼肌卫星细

胞成脂转分化过程中的 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 功能注释

和 ＫＥＧＧ 富集分析，结果表明差异表达基因主要

注释到生物过程中的细胞过程、代谢过程、多细胞

生物过程、生物调节等，细胞组成中的细胞、细胞

部分、细胞器、细胞器的部分、膜、膜部分等；ＫＥＧＧ
富集分析表明差异表达基因主要富集的通路为

ＡＭＰＫ 信号通路、ＰＰＡＲ 信号通路、脂肪酸代谢、脂
肪酸降解等通路。 ＡＭＰＫ 信号通路在激活后，主
要参与调控蛋白质代谢、脂质代谢、糖类代谢以及

自噬和线粒体稳态［３２］ ，ＰＰＡＲ 信号通路主要参与

调控脂肪酸代谢、糖代谢、细胞增殖与分化等［３３］ 。
通过 ＫＥＧＧ⁃ＧＯ 功能注释和富集分析，说明添加

ＯＡ 后激发了各类代谢通路以促进骨骼肌卫星细

胞向成脂方向分化，这可能与 ＯＡ 调节了磷脂酰乙

醇胺（ＰＥ） 脂质上的膜结构，引起负膜曲率应变

（促进六边形 ＨＩＩ 相） ［４］ ，从而引起一系列的生物

反应有关。 因为细胞膜主要由磷脂和蛋白质构

成，磷脂是结构骨架，而 ＰＥ 是质膜中的主要磷脂

种类［３４］ 。 ＰＥ 是具有六边形 ＨＩＩ 相倾向性的脂

质［４］ ，六边形 ＨＩＩ 相倾向性的磷脂具有促进膜双层

的融 合 和 裂 变［３５－３６］ 、 膜 通 透 性［３７］ 、 蛋 白 质 运

输［３８］ 、伴侣蛋白样活性［３４］ 的调控等；同时又参与

许多细胞功能，如内吞（膜裂变）和胞外（膜－膜融

合）过程的发展和膜蛋白活性的调节［３７］ ，因此，ＰＥ
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赋予膜的特殊特征对于膜的结构 ／功能至关重要，
而 ＯＡ 的存在极大地促进了六边形 ＨＩＩ 相的倾

向［４］ ，其通过调节负膜曲率应变来促进 ＨＩＩ 相的形

成。 这种对膜结构的调节部分解释了 ＯＡ 对膜和

细胞功能的调节：膜流动性、通透性、结构域形成，
胞外 ／内吞作用，细胞分裂，信号转导，膜蛋白活性

等，但具体的机制还需进一步研究。
　 　 ＰＰＡＲ 有 ３ 种亚型，包括 α、β （ δ）、 γ，其中

ＰＰＡＲγ 是脂质吸收与合成的关键调控因子，是目

前为止唯一 １ 个对脂肪的发育起到必不可少作用

的转录因子［３９－４０］ 。 目前认为，脂肪细胞的分化由

ＣＣＡＡＴ ／增强子结合蛋白（Ｃ ／ ＥＢＰ）、脂肪细胞分

化决定因子 １ ／固醇调控元件结合蛋白 １（ＡＤＤｌ ／
ＳＲＥＢＰｌ） 及 ＰＰＡＲγ ／ ＲＸＲ 异 二 聚 体 共 同 调

控［４１－４２］ ，ＰＰＡＲγ 起核心作用［４３］ ，具有正向调节脂

肪细胞分化的作用，并促进葡萄糖内环境稳定［４４］ 。
在有配体存在下，ＰＰＡＲγ 通过与下游靶基因 ＳＣＤ、
ＬＰＬ、ＦＡＢＰ、ＰＬＩＮ 等启动子区的 ＰＰＲＥｓ 结合来调

控一系列脂肪代谢特异性基因的表达，从而参与

脂肪合成、转运和沉积等脂肪代谢的全过程［４５－４７］ ，
这和对转录组数据验证中脂肪细胞分化相关基因

所相符。

４　 结　 论
　 　 添加 ＯＡ 后对延边牛骨骼肌卫星细胞的转录

组测序分析发现，共得到 １３ ９５１ 条单基因。 对 ４
个组差异表达基因进行比较发现，与 ＣＯＮ 组相

比，ＯＡＬ 组、ＯＡＭ 组和 ＯＡＨ 组分别有 ３ ４１２、
１ ０４５和 １ ４２８ 个差异表达基因，共同差异表达基

因有 ２７８ 个。 ＧＯ 富集分析显示，差异基因主要参

与了代谢过程、细胞过程、生物调节过程，其基因

功能与结合活性、转录调节活性、催化活性等相

关，大部分的基因被富集到细胞、细胞器、膜等。
同时，ＫＥＧＧ 富集分析表明差异表达基因主要富

集通路为 ＡＭＰＫ 信号通路、ＰＰＡＲ 信号通路、脂肪

酸代谢和降解通路等。 不同浓度 ＯＡ 差异基因荧

光定量 ＰＣＲ 结果显示，所选的 ５ 个差异基因与转

录组测序结果基本一致，表明了测序结果的可

靠性。
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４ 期 孙建富等：基于转录组测序的油酸诱导延边牛骨骼肌卫星细胞成脂分化差异表达基因的分析

∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ， ｐｒｏｆｅｓｓｏｒ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｘｚ＠ｙｂｕ．ｅｄｕ．ｃｎ （责任编辑　 陈　 鑫）
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