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摘 要 为研究 miＲ-1 和 miＲ-206 在不同饲养方式下 AA 肉仔鸡肌肉组织中的表达情况，本试验采用生物

信息学方法比对了 miＲ-1、miＲ-206 在不同物种中的同源性，通过茎环结构实时定量 ＲT-PCＲ 法分析 miＲ-1
和 miＲ-206 在不同饲养方式下 AA 肉仔鸡的肌肉组织中的表达，从而初步探究其表达规律。结果表明，gga-
miＲ-1 和 gga-miＲ-206 成熟序列分别位于鸡基因组 20 号和 3 号染色体上; pre-gga-miＲ-1 与 eca、ptr、efu、tgu、
ola 同源性高达 86%，pre-gga-miＲ-206 与 bta、cfa、hsa、mml、ptr、efu、xtr 同源性高达 88%; gga-miＲ-1 和 gga-
miＲ-206 在幼鸡腿肌中表达量高于笼养鸡和散养鸡，且笼养鸡中 gga-miＲ-1 和 gga-miＲ-206 表达量高于散养

鸡，在散养鸡的翅肌和胸肌中表达量高于幼鸡和笼养鸡。表明不同饲养方式下 miＲ-1 和 miＲ-206 在不同组

织表达不同，导致肉品质不同。本研究有助于了解不同饲养方式下 miＲ-1 和 miＲ-206 表达规律，养殖户可根

据不同需求采取相应的饲养方式。
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Abstract In order to study the expression of miＲ-1 and miＲ-206 in the muscle tissue of AA broilers under
different feeding methods， this study used bioinformatics methods to compare the homology of miＲ-1 and miＲ-
206 in different species． The stem-loop real-time quantitative ＲT-PCＲ method was used to analyze the
expression of miＲ-1 and miＲ-206 in the muscle tissue of AA broilers under different feeding methods， so as to
initially explore their expression rules． The results showed that the mature sequences of gga-miＲ-1 and gga-
miＲ-206 were located on chromosomes 20 and 3 of the chicken genome， respectively; pre-gga-miＲ-1 had high
homology( 86%) with eca， ptr， efu， tgu， and ola， pre-gga-miＲ-206 had 88% homology with bta， cfa， hsa，
mml， ptr， efu， xtr; gga-miＲ-1 and gga-miＲ-206 were highly expressed in young chicken leg muscles． The
expression levels of gga-miＲ-1 and gga-miＲ-206 in caged chickens were higher than those of free-range
chickens， and the expression levels in the wing and breast muscles of free-range chickens were higher than
those of young chickens and Cage chickens． It showed that miＲ-1 and miＲ-206 were expressed differently in
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different tissues under different feeding methods， resulting in different meat quality． This study was helpful to
understand the expression patterns of miＲ-1 and miＲ-206 under different feeding methods， and farmers could
adopt corresponding feeding methods according to different needs．
Keywords miＲ-1; miＲ-206; Muscle tissue; Skeletal muscle; Feeding method

骨骼肌的生长发育是一个非常复杂的生物过

程，受多种信号通路和调节因素的影响 ( Egan and
Zierath，2013) 。microＲNAs ( miＲNAs ) 是一种长度

为 18～25 个核苷酸的小非编码 ＲNA，广泛参与细胞

增殖、分化和细胞凋亡的调节过程，在真核生物中广

泛存在，呈 现 一 种 保 守 主 义 参 与 生 物 进 化 过 程

( Saliminejad et al．，2019 ) 。目 前 已 经 发 现 了 许 多

miＲNA，例如 mir-1a、mir-133a 和 mir-122，它们在鸡

脂肪组织和骨骼肌发达的不同阶段，会有不同的表

现形式，表明 miＲNA 在鸡脂肪组织和骨骼肌中发挥

不同 作 用 ( Horak et al．，2016 ) 。miＲNA-206 是 将

DNA 聚合酶 α 的水平向下调整，促进肌肉亚细胞分

化的肌肉特异型 miＲNA( Wang et al．，2013) 。miＲ-1
是肌肉中特别表现出来的典型的 mircoＲNA，对骨骼

肌和心肌具有一定的调节效果，在肌肉分化形成期

间为主要的调节基因，同时在肌肉组织中也特异性

表现出来( Li et al．，2010 ) 。不同饲养方式导致鸡

的肉品质不同( 杨会强和唐辉，2007 ) 。本试验以

不同饲养方式的鸡为试验材料，通过茎环结构实时

定量 ＲT-PCＲ 检测不同饲养方式 AA 肉仔鸡肌肉组

织中 miＲ-1 和 miＲ-206 的表达量，以了解 miＲ-1 和

miＲ-206 在不同饲养方式的鸡的不同组织中的表

达情况。

1 结果

1. 1 鸡中 miＲ-1 结构及各物种同源性分析

各物种中 miＲ-1 的同源性见图 1，由图可知，

图 1 各物种中 miＲNA-1 的同源性

注: A: 各物种 miＲNA-1 前体序列比对结果; B: 各物种中 miＲNA-1 的同源性; cfa: 狗; dre: 斑马鱼; gga: 鸡; hsa: 人; mml: 猕猴;

mmu: 小鼠; ptr: 黑猩猩; mml: 猕猴; eca: 马; efu: 大棕蝠; mdo: 家蝇; ola: 青鳉; tgu: 斑胸草雀

Figure 1 Homology of miＲNA-1 in various species
Note: A: miＲNA-1 precursor sequence alignment results of each species; B: The homology of miＲNA-1 in each species; cfa: dog; dre:

zebrafish; gga: chicken; hsa: human; mml: macaque; mmu: mouse; ptr: chimpanzee; mml: macaque; eca: horse; efu: big brown bat; mdo:

housefly; ola: Medaka; tgu: Zebra finch
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表 1 miＲ-1 基因信息

Table 1 Gene information of miＲ-1

名称

Name
成熟序列

Mature sequence
基因组位置

Genomic location
簇状 miＲNA＜10 kb
Clustered miＲNA＜10 kb

gga-miＲ-1 ACAUACUUCUUUAUAUGCCCAUA chr20: 8315740-8315810［+］ gga-mir-1b
cfa-miＲ-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA chr7: 66214380-66214438［+］ cfa-mir-133a
dre-miＲ-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU chr2: 4116314-4116400［－］ dre-mir-133a-1
eca-miＲ-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU chr8: 39912211-39912288［+］ eca-mir-133a
efu-miＲ-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU JH977615. 1: 27070873-27070953［－］ efu-mir-133-2
hsa-miＲ-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU chr18: 21829004-21829088［－］ hsa-mir-133a-1
mdo-miＲ-1 ACAUACUUCUUUAUGUACCCAUA chr3: 263364374-263364459［+］ mdo-mir-133a-1
mml-miＲ-1 ACAUACUUCUUUAUGUACCCAUA chr18: 10284217-10284288［－］ mml-mir-133a
mmu-miＲ-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU chr18: 10785446-10785567［+］ mmu-mir-133a-2
ola-miＲ-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA 17: 29410125-29410225［－］ ola-mir-133-1
ptr-miＲ-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU chr18: 18841373-18841456［－］ ptr-mir-133a-1
tgu-miＲ-1 ACAUACUUCUUUAUGUACCCAU chr2: 108164864-108164935［－］ tgu-mir-133-1

注: cfa: 狗; dre: 斑马鱼; gga: 鸡; hsa: 人; mml: 猕猴; mmu: 小鼠; ptr: 黑猩猩; mml: 猕猴; eca: 马; efu: 大棕蝠; mdo: 家蝇; ola: 青鳉;

tgu: 斑胸草雀

Note: cfa: dog; dre: zebrafish; gga: chicken; hsa: human; mml: macaque; mmu: mouse; ptr: chimpanzee; mml: macaque; eca: horse; efu: big
brown bat; mdo: housefly; ola: Medaka; tgu: Zebra finch

家鸡与马、黑猩猩、大棕蝠、斑胸草雀、青鳉同源性

高达 86%。miＲ-1 在各物种的基因组中的位置见

表 1，其中 gga-miＲ-1 位 于 鸡 基 因 组 20 号 染 色 体

上，成 熟 序 列 为 ACAUACUUCUUUAUAUGCC-
CAUA，在基因组中与 gga-miＲ-133b 成簇状排列。
本试验以 gga-miＲ-1 成 熟 序 列 为 模 板，设 计 引 物

检测 其 在 鸡 肠 肌、胸 肌、腿 肌 和 翅 肌 组 织 中 的

表达。

1. 2 鸡中 miＲ-206 结构及各物种同源性分析

各物种中 miＲ-206 的同源性见图 2，由图可知，

家鸡与普通牛、狗、人、猕猴、黑猩猩、大棕蝠、非洲

爪蟾同源性高达 88%。miＲ-206 在各物种的基因

组中的位置见表 2，其中 gga-miＲ-206 位于鸡基因

组 3 号 染 色 体 上，成 熟 序 列 为 UGGAAUGU-
AAGGAAGUGUGUGG，在基因组中与 gga-miＲ-133b
成簇状排列。本试验以 gga-miＲ-206 成熟序列为模

板，设计引物检测其在鸡肠肌、胸肌、腿肌和翅肌组

织中的表达。

1. 3 不同饲养方式下 AA 肉仔鸡肌肉组织中 gga-
miＲ-1 和 gga-miＲ-206 基因表达

gga-miＲ-1 和 gga-miＲ-206 基因表达结果见图 3，

由图可知，gga-miＲ-1 和 gga-miＲ-206 在幼鸡腿肌中

表达量 高 于 笼 养 鸡 和 散 养 鸡，且 在 笼 养 鸡 中 gga-
miＲ-1 和 gga-miＲ-206 表达高于散养鸡，gga-miＲ-1 和

gga-miＲ-206 在散养鸡的翅肌和胸肌中表达量高于

幼鸡和笼养鸡。

2 讨论

2. 1 鸡中 miＲ-1 和 miＲ-206 结构及同源性分析

MicroＲNA ( miＲNA) 属于非编码单链 ＲNA 分子

的类型，长 度 约 为 18 ～ 25 个 核 苷 酸 ( Zhang et al．，
2015) 。广泛存在于植物、动物和人类的细胞中，通

过碱基配对的方法，结合到目标 mＲNA 的翻译被编

码区域( 3'UTＲ) 所控制( Vienberg et al．，2017) 。根

据最近的研究可知，miＲNA 广泛参与各种细胞的分

化调节和组织发育( Ameres and Zamore，2013) 。鲁

明( 2013) 研究表明，miＲ-1 和 miＲ-206 能够促进成肌

细胞的分化，miＲ-206 特异性表达在骨骼肌中。miＲ-
206 在新形成的肌肉纤维中高度表达，在肌肉萎缩期

间，miＲ-206 可 能 参 与 了 有 关 肌 肉 的 再 生 和 成 熟

( Jiang et al．，2019) 。李志雄等( 2018) 研究表明，在

鸡的发展阶段中，许多 miＲNA 表达的特性对调节肌

肉发育起着重要的作用。首先，在 miＲBase 数据库

中查得了不同物种的 miＲNA-1 和 miＲNA-206 基因

序列，用 DNAman 软 件 将 这 些 物 种 与 鸡 ( Gallus
gallus) 进行了同源性比较，pre-gga-miＲ-1 与 eca、ptr、
efu、tgu、ola 同源性高达 86%，pre-gga-miＲ-206 与 bta、
cfa、hsa、mml、ptr、efu、xtr 同源性高达 88%; 同源性为

100%的几个物种里，虽然除了 3'端和 5'端以外相似

的序列位置不同，但是产生的成熟 microＲNA 是相

同的。
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图 2 各物种中 miＲNA-206 的同源性

注: A: 各物种 miＲNA-206 前体序列比对结果; B: 各物种中 miＲNA-206 的同源性; cfa: 狗; dre: 斑马鱼; eca: 马; gga: 鸡; hsa:

人; mml: 猕猴; mmu: 小鼠; ptr: 黑猩猩; bta: 普通牛; efu: 大棕蝠; xtr: 非洲爪蟾; rno: 褐家鼠

Figure 2 Various species miＲNA-206 homology
Note: A: MiＲNA-206 precursor sequence alignment results of each species; B: The homology of miＲNA-206 in each species; cfa: dog;

dre: zebrafish; eca: horse; gga: chicken; hsa: human; mml: macaque; mmu: mouse; ptr: chimpanzee; bta: ordinary cow; efu: big brown bat;
xtr: xenopus; rno: brown house mouse

表 2 miＲ-206 基因信息

Table 2 Gene information of miＲ-206
名称

Name
成熟序列

Mature sequence
基因组位置

Genomic location
簇状 miＲNA＜10 kb
Clustered miＲNA＜10 kb

gga-miＲ-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG chr3: 108045182-108045257［－］ gga-mir-133b
cfa-miＲ-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG chr12: 19805523-19805582［+］
dre-miＲ-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG chr20: 19544648-19544746［－］ dre-mir-133b
bta-miＲ-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG chr23: 24353667-24353752［+］ bta-mir-133 b
efu-miＲ-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGGU JH977778. 1: 1897224-1897304［+］
hsa-miＲ-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG chr6: 52144349-52144434［+］ hsa-mir-133b
mml-miＲ-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG chr4: 53106130-53106215［+］ mml-mir-133 b
mmu-miＲ-206 ACAUGCUUCUUUAUAUCCUCAUA chr1: 20679010-20679082［+］ mmu-mir-133b
ptr-miＲ-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG chr6: 52743837-52743921［+］ ptr-mir-133 b
xtr-miＲ-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG KV460357. 1: 1079506-1079575［－］ xtr-mir-133b
rno-miＲ-206 ACAUGCUUCUUUAUAUCCUCAU chr9: 26791764-26791847［+］ rno-mir-133b

注: cfa: 狗; dre: 斑马鱼; eca: 马; gga: 鸡; hsa: 人; mml: 猕猴; mmu: 小鼠; ptr: 黑猩猩; bta: 普通牛; efu: 大棕蝠; xtr: 非洲爪蟾; rno: 褐家鼠

Note: cfa: dog; dre: zebrafish; eca: horse; gga: chicken; hsa: human; mml: macaque; mmu: mouse; ptr: chimpanzee; bta: ordinary cow; efu: big
brown bat; xtr: xenopus; rno: brown house mouse
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图 3 AA 肉仔鸡不同组织中 gga-miＲ-1 和 gga-miＲ-206 基因表达量

注: * : P＜0. 05 表示差异显著; ＊＊: P＜0. 01 表示差异极显著

Figure 3 Gene expression levels of gga-miＲ-1 and gga-miＲ-206 in different tissues of AA broilers
Note: * : P＜0. 05 means significant difference; ＊＊: P＜0. 01 means extremely significant difference

2. 2 不同饲养方式下 AA 肉仔鸡肌肉组织中 gga-
miＲ-1 和 gga-miＲ-206 基因表达

AA 肉仔鸡是快速生长型肉用仔鸡，对食物的转

化率较高。AA 肉仔鸡中肌纤维数量和肌肉的形成

量受到多种影响因素调控。本试验检测了不同饲养

方式下的鸡不同组织中 gga-miＲ-1 和 gga-miＲ-206 基

因表达规律，结果表明，gga-miＲ-1 和 gga-miＲ-206 在

幼鸡腿肌中表达量高于笼养鸡和散养鸡，且在笼养

鸡中 gga-miＲ-1 和 gga-miＲ-206 表达高于散养鸡，gga-
miＲ-1 和 gga-miＲ-206 在散养鸡的翅肌和胸肌中表达

量高于幼鸡和笼养鸡。不同饲养方式的鸡不同组织

gga-miＲ-1 和 gga-miＲ-206 的表达结果存在差异，可

能是因为基因特异性表达或者时间特异性导致的差

异。mircoＲNAs 的表达可以分为时间特异性和组织

特异性，通过分析 mircoＲNAs 表达谱发现，其中大约

50%的 mircoＲNAs 的表达是组织特异性，miＲ-1 和

miＲ-206 在 肌 组 织 特 异 性 表 达 ( Sweetman et al．，
2008) 。许旭东等( 2011) 表示 miＲNAs 在不同组织

的不同表达的生理功能是不一样的。胚胎发育和肌

肉细胞分化过程中，miＲ-1、miＲ-206 和 miＲ-133 三种

miＲNA 的表达仅局限于骨骼肌成肌细胞和心脏组织

( Sempere et al．，2004) 。本试验研究结果显示，gga-
miＲ-1 和 gga-miＲ-206 在 AA 幼鸡中腿肌组织表达量

高于笼养鸡和散养鸡。李德深等( 2011) 研究结果显

示，12 周有 氧 训 练 后 与 60 min 激 烈 运 动 相 比 较，

miＲ-1、miＲ-133a 和 miＲ-206 表达显著降低，这表明

在强烈的单次运动后静态下的基因表达与器官反复

运动之后存在差异。所以推测在散养方式下生长的

AA 鸡经过长期的运动会导致 gga-miＲ-1 和 gga-miＲ-
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206 在 腿 肌 中 的 表 达 量 低 于 笼 养 方 式。王 星 果

( 2013) 开展了相关研究，检测了 miＲ-1a 在不同生长

发育时期鸡骨骼肌( 腿肌) 中表达特征，结果显示，在

0～7 周的生长发育过程中，miＲ-1a 的表达量从 1 周

到 4 周有明显增加，而 5 周龄时 miＲ-1a 的表达量却

低于 0 周。本试验结果表明，AA 肉仔散养鸡的翅肌

和胸肌中 gga-miＲ-1 和 gga-miＲ-206 的表达显著高于

笼养方式，可能是因为笼养方式与散养方式下鸡的

生存环境和活动量不同所导致的差异。李德深等

( 2011) 研究表明肌肉的生长和分化是一个复杂的过

程，受运动锻炼及 miＲ-1、miＲ-206 和 miＲ-133 等 多

种肌肉特异性 microＲNA 协同调控，所以鸡的胸肌

重、腿肌重及比率的变化不只受 miＲ-1 和 miＲ-206
单一 因 素 调 控。表 明 不 同 饲 养 方 式 下 miＲ-1 和

miＲ-206 在不同组织表达不同，导致肉品质不同。
本研究有助于了解不同饲养方式下 miＲ-1 和 miＲ-
206 表达规律，养殖户可根据不同需求采取相应的

饲养方式。

3 材料与方法

3. 1 试验材料

6 周龄笼养鸡( AA 鸡) 、散养鸡( AA 鸡) 、10 日

龄笼养幼鸡( AA 鸡) 各 6 只( 不分公母) ，由黑龙江

省齐齐哈尔市群利一组养鸡场提供。选取不同饲养

方式的鸡相同重量的腿肌、胸肌、翅肌、肠肌组织为

试验材料，每个样品设 3 个重复。

3. 2 试验方法

3. 2. 1 miＲ-1 和 miＲ-206 同源性分析

在 miＲbase 数 据 库 ( http: / /www． mirbase． org /
search．shtml ) 中查找了各物种的 miＲ-1 和 miＲ-206
的基因序列，利用 DNAman 软件进行同源性分析。

3. 2. 2 茎环结构 ＲT-PCＲ 检测 AA 肉仔鸡肌肉组织

中 miＲ-1、miＲ-206 表达

取 100 mg 各组织肌肉，液氮研磨后用 Trizol 试

剂( Invitrogen 公司) 提取总 ＲNA，用 NanoDrop ND-
2000C( Thermo，USA) 进行 ＲNA 定量和定性分析。
每组样品中取 1 μg 总 ＲNA，按照 TransScript One-
Step gDNA Ｒemoval and cDNA Synthesis Super Mix 说

明，使用 miＲ-1、miＲ-206 特异的反转录引物将其反

转录成 cDNA，以反转录合成的 cDNA 为模板，U6 基

因为内参。在 Eppendorf Mastercycler Ｒealplex 4 PCＲ
仪中进行 ＲT-qPCＲ。PCＲ 反应体系为 100 ng cDNA，

0. 4 μmol /L 上下游引物，10 μL 2 × SYBＲ Ｒeal-time
PCＲ Premix，反应参数为 94 ℃ 2 min、94 ℃ 30 s、
60 ℃ 30 s，循环 35 次。每组试验设有 3 个重复。获

得数据后，采用 2－ΔΔCt方法计算 miＲ-1、miＲ-206 的相

对表达量( Arocho et al．，2006) ，引物序列见表 3。

表 3 试验中所用的引物序列

Table 3 Primer sequences used in the experiment
基因

Gene
正向引物

Forward Primer
反向引物

Ｒeverse Primer
miＲ-1 TGACATGCTTCTTTATATCCCCAT TCCCTGAAACCACACACTTCC
miＲ-206 TGACATGCTTCTTTATATCCCCA CCCTGAAACCACACACTTCCT
U6 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT
miＲ-1-ＲT UGAGAGACAUACUUCUUUAUAUGCCCAUAUGAACCUGGCAAUCUAUGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAUUUCA
miＲ-206-ＲT GAGAUGACAUGCUUCUUUAUAUCCCCAUAUGGAUUAGGCUGCUAUGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGGUUUCAGGGAG

3. 2. 3 数据分析

数据通过 SPSS 17. 0 软件包中的单因素方差分

析( One-way ANOVA) 进行处理，定量数据以 珚X±SD
表示，P＜0. 05 表示差异显著，P＜0. 01 表示差异极

显著。
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