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鸭脂肪生成相关的 miR-184-3p分析及关键靶基因筛选

金四华  贾富民  冯 璐  税 斐  王 鑫  方 毅  常 亮  李 欣  耿照玉*

（安徽农业大学  动物科技学院，合肥  230036）

摘 要  为筛选 miR-184-3p 影响鸭脂肪生成的关键靶基因，本研究首先利用在线数据库预测 miR-184-3p 靶基因，

并对靶基因进行富集分析和蛋白-蛋白相互作用（Protein-protein interaction，PPI）网络构建，寻找网络图中有意义的

模块，然后分析靶基因在脂肪中的表达，再依据 microRNA 对靶基因负相关的作用机制筛选关键靶基因。最后，通

过 RNA22 v2 对筛选结果进行评估。结果表明：1）共获得 225 个靶基因。2）GO 富集分析显示，靶基因参与细胞和

大分子生物合成过程的负调控过程；KEGG 富集结果包含 Notch 信号传导途径、动物线粒体自噬和内吞作用 3 条显

著通路。3）PPI 网络图共筛选 4 个核心基因；4）表达谱分析共筛选到 4 个基因，DVL3（Dishevelled segment polarity 
protein 3）、HOXA9（homeobox A9）、LIFR（LIF receptor subunit alpha）和 SPECC1L（Sperm antigen with calponin 
homology and coiled-coil domains 1 like）；而 RNA22 v2 评估结果显示，仅 LIFR 存在 P<0. 05 的结合位点。综上，

miR-184-3p 很可能通过靶向 DVL3、HOXA9、LIFR 和 SPECC1L 影响鸭脂肪发育，其中 LIFR 尤为重要。本研究为

进一步研究鸭 miR-184-3p 提供了理论基础和数据支撑。

关键词  鸭； miR-184-3p； 脂肪生成； 生物信息学

中图分类号  S834. 8   文章编号  1007-4333（2024）02-0152-08   文献标志码  A

Analysis of duck adipogenesis-related miR-184-3p and 
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Abstract In order to identify the key target genes of miR-184-3p affecting adipogenesis， the online 

databases were used to predict the miR-184-3p target genes and perform enrichment analysis of the target 

genes.  Protein-protein interaction （PPI） networks were constructed to find the meaningful modules in the 

network diagram.  Subsequently， the expression of target genes in adipose was analyzed， and then the key 

target genes were screened based on the mechanism of negative correlation between microRNA and target 

genes.  Finally， the screening results were evaluated by RNA22 v2.  The results showed that： 1） A total of 

225 target genes were obtained.  2） GO enrichment analysis showed that target genes were involved in 

negative regulatory processes in cellular and macromolecular biosynthesis processes； The KEGG 
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enrichment results contained three significant pathways， Notch signaling pathway， animal mitochondrial 

autophagy， and endocytosis.  3） A total of 4 core genes were screened in the PPI network.  4） Analysis of 

expression profiles screened a total of 4 genes.  DVL3 （Dishevelled segment polarity protein 3）， HOXA9 

（homeobox A9）， LIFR （LIF receptor subunit alpha）， and SPECC1L （Sperm antigen with calponin homology 

and coiled-coil domains 1 like）； while the RNA22 v2 evaluation showed that only LIFR had binding sites at 

P<0. 05.  Taken together， the miR-184-3p was likely to affect duck adipogenesis by targeting DVL3， 

HOXA9， LIFR， and SPECC1L， with LIFR being particularly important.  This study will provide a theoretical 

basis and data support for further study of duck miR-184-3p.

Keywords duck； miR-184-3p； adipogenesis； bioinformatics

鸭肉因不饱和脂肪酸含量高，成为中国广受欢

迎的蛋白来源之一［1-2］。而腹部脂肪的过度沉积，尤

其是沉积到肌肉等可食用部分，会造成饮食能量的

浪费［3］。同时，过多的脂肪沉积也与人们的饮食和

健康需求不符，将给养殖业造成大量经济损失［4-5］。

脂肪形成过程中的脂肪细胞来源于中胚层的多能

间充质干细胞（MCS）。MCS 可以分化形成前脂肪

细胞，前脂肪细胞再定向诱导分化成脂肪细胞，直

至分化为成熟的脂肪细胞，进一步储存成脂质。脂

肪细胞在分化过程中除形态学发生变化外，细胞内

也发生一系列复杂的生物化学变化。

MicroRNAs（miRNAs）是大约 21~24 nt 的内

源性非编码小调控 RNA［6］。在动物中，miRNA 通

过 miRNA 种子区（2~8 nt）和靶基因 mRNA 的 3′

-UTR 互补结合来控制靶基因的降解或翻译抑

制［7-8］。已经证明 miRNAs 调节不同的生物学过程，

如凋亡、机体发育、细胞增殖、组织分化和再生［9-13］。

目前，越来越多的研究发现，miRNAs 对脂肪生成存

在着重要影响。如微泡（mv）穿梭的 miRNA-130b
通过靶向 PPARγ（Peroxisome proliferator activated 
receptor gamma）抑制脂肪生成，并减少受体脂肪细

胞中的脂肪沉积［14］。miR-106b 在牛乳腺上皮细胞

中的过表达导致甘油三酯和胆固醇含量降低，而抑

制 miR-106b 表达，增加了甘油三酯和胆固醇含量，

说明其对脂质代谢存在一定影响［15］。

本研究团队前期发现 miR-184-3p 在多种生物

机体中与脂肪生成存在关联性。Liu 等［16］报道，家

蚕脂肪体中 miR-184-3p 显著高表达；肥胖小鼠卵巢

中 miR-184-3p 也显著高表达［17］。Wang 等［18］在凤

头鸭脂肪细胞中研究表明，相对于未分化的脂肪细

胞，miR-184-3p 在分化 72 h 脂肪细胞中显著高表

达。这表明 miR-184-3p 对鸭脂肪生成存在积极影

响，而其产生影响的具体分子机制尚不明晰。因

此，本研究通过生物信息学方法并结合 miRNAs 作
用机制，进一步筛选 miR-184-3p 影响鸭脂肪生成的

关键靶基因。

1　材料与方法

1. 1　材料

在 RNAcentral（https：//rnacentral. org/）数 据

库查询鸡、人、果蝇、小鼠、兔和家蚕等不同物种的

miR-184-3p 的序列。

从 GEO 数据库（https：//www. ncbi. nlm. nih.
gov/geo/）下载转录组数据集（GSE203108）［19］，并

选取该数据集中靶基因表达数据用于后续分析。

从 NCBI 数据库中下载关键靶基因的序列，用

于后续分析。

1. 2　方法

1. 2. 1　miR-184-3p 靶基因预测

利用 ENCORI 数据库（https：//starbase. sysu.
edu. cn/），以人（human）作为生物背景，预测 miR-
184-3p 的靶基因，为避免假阳性，选择至少 2 个链接

数据库（Program Num≥2）同时预测靶基因。再结

合 miRTarbase（http：∥mirtarbase. mbc. nctu. edu.
tw/）数据库中数据，筛选 miR-184-3p 的靶基因，与

上述预测靶基因一起组成靶基因集。

1. 2. 2　miR-184-3p 靶基因功能富集分析

利 用 基 因 本 体 数 据 库（Gene Ontology，GO）

（http：//geneontology. org/），选择鸡作为生物背景

（Gallus gallus）对靶基因进行 GO 功能分析；利用

KOBAS 在 线 数 据 平 台（http：//bioinfo. org/
kobas/），对靶基因进行京都基因与基因组百科全书

（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome，KEGG）

通路分析。其中，GO 功能分析包括生物学过程

（Biological process，BP）、分 子 功 能（Molecular 
function，MF）和 细 胞 组 成 成 分（Cell component，
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CC）。分析结果使用 Chiplot（https：//www. chiplot.
online/）进行可视化。

1. 2. 3　miR-184-3p 靶基因编码蛋白相互作用分析

利用 STRING 在线分析工具，选择鸡作为生物

背景，分析靶基因的相互作用关系，将结果提交到

Cytoscape 软件，优化蛋白相互作用图。最后利用

Cytohubba 插件，选择其中的 Betweenness 算法，对

靶基因进行排名。

1. 2. 4　miR-184-3p 在脂肪组织的表达分析

从 GSE203108数据集中，获得鸭 miR-184-3p靶

基因在鸭脂肪中的相对表达数据（Fragments per 
kilobase million，FPKM）。该数据是测定 304只樱桃

谷鸭×润州凤头白鸭杂交后代的腹脂率，排序后，随

机从差异显著的前后 1/3 中各选择 4 个样本，分别作

为高低脂肪组［19］。随后，对靶基因的表达数据进行生

物途径分析（Reactome数据库）和差异显著性分析。

1. 2. 5　miR-184-3p 与关键靶基因结合位点评估

最 后 ，使 用 RNA22 v2（https：//cm. jefferson.
edu/rna22/Interactive/）在线软件评估 miR-184-3p
与关键靶基因 3′-UTR 序列匹配的可靠性和能量稳

定性。

1. 3　数据分析

鸭 miR-184-3p 靶基因的相对表达数据，用 Excel 
2019 整理完成，随后再用 SPSS 20. 0（Chicago， IL， 
USA）进行独立样本 t 检验，GraphPad Prism 9 进行

可视化。

2　结果与分析

2. 1　miR-184-3p序列分析

查阅文献，发现鸭 miR-184-3p 序列经测序后，

与鸡 miR-184-3p 的序列相同［20］。RNAcentral 数据

库中查询以下物种的 miR-184-3p 序列（表 1），分析

发现，miR-184-3p 序列“UGGACGGAGAACUGA 
UAAGGG”在不同物种之间均一致。

2. 2　鸭 miR-184-3p靶基因预测

经 ENCORI 平台预测，去除重复后得到 miR-
184-3p靶基因 223 个；miRTarbase 共查询到 3个 miR-
184-3p 的靶基因，AKT2、INPPL1 和 NFATC2， 二者

合并后共得到 225 个无重复基因集。

2. 3　鸭 miR-184-3p靶基因富集分析

经 KOBAS 分析，共匹配到 75 条与靶基因相关

通路，但仅有 Notch 信号传导途径、动物线粒体自噬

和内吞作用，3 条信号通路满足 P<0. 05（表 2）。
GO 功能富集表明，miR-184-3p 靶基因主要存

在细胞器中，显著富集在蛋白结合和 DNA 结合的

转录抑制物活性及 RNA 聚合酶 II特异性等条目，参

与生物合成过程的负调控和大分子生物合成过程

的负调控等生物学过程（图 1）。
2. 4　鸭 miR-184-3p靶基因的蛋白相互作用

由 于 STRING 在 线 软 件 中 没 有 鸭（Anas 

platyrhynchos），所以选择鸡（Gallus gallus）作为生物

背景［20］。将靶基因导入至 STRING 在线软件，保持

默 认 值 ，分 析 蛋 白 之 间 的 相 互 作 用 ，随 后 利 用

Cytoscape软件的 Cytohubba插件，选择 Betweenness
算法，筛选关键基因（图 2）。其中，SMAD5、SRC、

BCL2L1 和 FOXO3，4 个基因排名前列且得分都大

于 1 000，对稳定蛋白网络图结构十分重要。

表 1　不同物种的 miR-184-3p序列

Table 1　miR-184-3p sequences of different species

物种

Specie

鸡 gga-miR-184-3p

人 hsa-miR-184-3p

果蝇 dme-miR-184-3p

小鼠 mmu-miR-184-3p

兔 ocu-miR-184-3p

家蚕 bmo-miR-184-3p

登录号

Accession

URS0000543D82_9031

URS0000543D82_9606

URS00005DFDA7_7227

URS0000543D82_10090

URS0000543D82_9986

URS000020441F_7091

序列

Sequence

UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU

UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU

UGGACGGAGAACUGAUAAGGGC

UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU

UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU

ACUGGACGGAGAACUGAUAAGGGC
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2. 5　鸭 miR-184-3p 靶基因在高低脂肪组中表达

谱的生物途径分析

本 研 究 选 取 的 GSE203108 数 据 经 过 验 证 ，

具有较高可信度。挑选鸭 miR-184-3p 靶基因的

相 对 表 达 数 据 ，并 提 交 到 Reactome 数 据 库 ，采

取加权基因集分析的方法 ，对匹配到各生物途

径的基因进行加权。结果显示 ，靶基因参与调

解 SREBP（SREBF）对胆固醇生物合成的调节、

肌酸代谢和类固醇的代谢等与脂质代谢相关的

生物学途径（表 3）。

2. 6　鸭 miR-184-3p 靶基因在高低脂肪组中的表

达分析

经分析后，高低脂肪组中共有 20 个靶基因存在

显著差异（P<0. 05），其中，高脂肪相对低脂肪显著

下调的基因有 4 个（P<0. 05），显著上调的有 16 个

（P<0. 05）。
将上述 20 个靶基因的表达谱绘制聚类热图

（图 3），样本聚类显示，高低脂肪样本各自聚集，表

明试验数据具有较好的重复性；基因聚类结果显

示，20 个基因大致分为六类，同一类的基因可能执

行相似的生物学功能。

2. 7　鸭 miR-184-3p影响脂肪生成的关键靶基因

依据 miRNA 与靶基因负相关的作用机制 ，

高 脂 肪 相 对 低 脂 肪 显 著 下 调 的 4 个 基 因 ，

DVL3、HOXA9、LIFR 和 SPECC1L（图 4），可能

是鸭 miR-184-3p 影响脂肪生成的关键靶基因。

表 2　鸭 miR-184-3p靶基因 KEGG 信号通路

Table 2　KEGG signaling pathways of duck miR-184-3p target genes

信号通路

Signaling pathway

apla04330

apla04137

apla04144

名称

Name

Notch signaling pathway

Mitophagy-animal

Endocytosis

P 值

P value

0. 000 3

0. 007 0

0. 017 4

富集基因

Enriched genes

DVL3、NCOR2、NOTCH2、CTBP1

FOXO3、SRC、BCL2L1

GRK6、SRC、AGAP3、SH3GL1、SH3GLB2

以 Q value<0. 05 为筛选条件，其中 BP 共匹配到 35 条结果，图中仅展示了显著富集排名前十的结果；CC 与 MF 展示了全部结果。

Q value<0. 05 was used as the filtering condition， in which BP matched a total of 35 results， and only the top ten results with significant 
enrichment were shown in the figure； CC and MF showed all the results.

图 1　鸭 miR-184-3p靶基因 GO富集分析

Fig. 1　GO enrichment analysis of duck miR-184-3p target genes
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2. 8　鸭 miR-184-3p与关键靶基因结合位点预测

为进一步评估鸭 miR-184-3p 与关键靶基因的

调 控 关 系 ，将 miR-184-3p 的 序 列 和 DVL3、
HOXA9、LIFR 和 SPECC1L 的 3′-UTR 序列提交

至 RNA22 v2 进 行 分 析 。 结 果 表 明 ，LIFR 和

SPECC1L 与鸭 miR-184-3p 存在结合位点，但仅与

LIFR 的结合位点满足 P<0. 05（表 4）。

3　讨 论

本研究对比不同物种的 miR-184-3p 序列，发现

其 22 bp 的碱基在不同物种的成熟序列均一致，说

明 miR-184-3p 在不同物种之间较为保守，可能存在

相似功能。本研究重点关注 miR-184-3p 对脂肪生

成的影响，研究发现，其是影响家蚕和小鼠的脂肪

生成的潜在生物标志物；Guo 等［20］研究发现，miR-
184-3p 可能是通过调节皮下血管干细胞（SVSC）和

肌肉内血管干细胞（IVSC）的分化，参与猪脂肪的形

成。同时，miR-184-3p 在鸭分化的脂肪细胞中同样

高表达，再结合本研究数据（miR-184-3p 在肝脏的

相对表达量均值为 166. 22），可以推测 miR-184-3p
对鸭的脂肪生成存在积极影响，但具体作用机制尚

不明晰。因此，进一步探究其影响脂肪生成的分子

机制具有重要意义。

本研究通过预测构建了一个包含 225 个 miR-

图 2　鸭 miR-184-3p靶基因的 PPI网络

Fig. 2　PPI network of duck miR-184-3p target genes

表 3　鸭 miR-184-3p靶基因表达谱的生物途径分析

Table 3　Biological pathway analysis of duck miR-184-3p 
target gene expression profile

名称

Name

Regulation of cholesterol 
biosynthesis by SREBP （SREBF）

RHO GTPase effectors

RHO GTPases activate formins

Interleukin-6 family signaling

IL-6-type cytokine receptor ligand 
interactions

Creatine metabolism

Metabolism of steroids

RUNX1 regulates the transcription 
of genes involved in interleukin 
signaling

Disassembly of the destruction 
complex and recruitment of AXIN 
to the membrane

Signaling by MET

Listeria monocytogenes entry into 
host cells

FDR

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

<0. 01

基因数/个
Number of 

genes

2

5

5

1

1

1

2

2

2

2

2

图 3　鸭 miR-184-3p差异表达靶基因聚类热图

Fig. 3　Heat map of clustering of duck miR-184-3p 
differentially expressed target genes
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184-3p 靶基因的数据集。GO 富集显示，靶基因参

与细胞生物合成过程、大分子生物合成过程的负调

控等生物学过程。依据 miRNA 对靶基因翻译抑制

的机制，可知 miR-184-3p 的高表达，抑制靶基因的

表达，从而有利于生物合成和大分子生物合成过

程。KEGG 富集分析也涉及到甘油酯代谢、鞘脂代

谢等直接和脂肪代谢相关的通路，但显著富集的信

号通路仅有 Notch 信号传导途径、动物线粒体自噬

数据表示为 3 个样品的平均值±标准差。*P<0. 05，**P<0. 01。
Data are expressed as the mean ± SD of the three samples.  *P<0. 05， **P<0. 01.

图 4　鸭 miR-184-3p关键靶基因的脂肪组织表达

Fig. 4　Adipose tissue expression of duck miR-184-3p key target genes

表 4　鸭 miR-184-3p与靶基因结合位点

Table 4　Binding sites of duck miR-184-3p to target genes

基因

Gene

LIFR

SPECC1L

登录号

NCBI
Accession

XM_038169725. 1

XM_021275135. 3

折叠能量

Folding energy
（ in-Kcal/mol）

−15. 10

−12. 40

异源双链核酸分子

Heteroduplex

TCCCTT-TC-CCTCTCCTTCTC
x|||||x||xxx|||||x||：x
TGGGAATAGTCAAGAGGCAGGT

ATCT--GTCAACCTCTCTGTGCT
|：|：xx：|||xxx||||：||x|x
TGGGAATAGT-CAAGAGGCAGGT

P 值

P value

0. 005 0

0. 076 5

注： P 值表示目标位点随机的可能性，较低的 P 值表示位点包含有效 MRE（miRNA 识别元件）的可能性较大。

Note： P value indicates the probability that the target site is random， and a lower P value indicates a higher probability that the site contains a 
valid MRE （miRNA recognition element）.
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和内吞作用。Yamaguchi等［21］研究发现，Notch 信号

抑制增强了 3T3-L1 前脂肪细胞的脂肪生成；Hao
等［22］研究发现脂肪细胞中 CD36 通过动态棕榈酰化

调节的内吞作用促进脂肪酸摄取。这也从侧面佐

证了 miR-184-3p 可能影响鸭的脂肪生成。

构建靶基因的蛋白相互作用网络，进一步筛选

出 了 4 个 核 心 基 因 ，SMAD5、SRC、BCL2L1 和

FOXO3。现有研究报道这些基因与脂肪发育存在关

联，SRC-3（类固醇受体辅激活因子 3）在调节肝脏脂

质代谢中存在着关键作用［23］。富含 GC 的人类 DNA
序列（GC-DNA）可以诱导 haMSCs（人的脂肪组织间

质干细胞）分化为脂肪细胞，而在 haMSC培养基中加

入 GC-DNA 后，BCL2L1 表达量也会显著增加［24］。

FOXO3 促进 SREBP1c 启动子的转录活性，从而导

致 TG（甘油三酯）合成增加和肝脏 TG积累［25］。

靶基因在脂肪中的表达谱分析发现，涉及多个

脂肪相关的生物途径，且在高低脂肪组间有 24 个差

异表达基因。依据 miRNA 与靶基因负相关的作用

机制，本研究重点关注高脂肪中相对下调的 4 个基

因，DVL3、HOXA9、LIFR 和 SPECC1L。 HOXA9
是猪［26］和牛［27］中与脂肪沉积相关的重要候选基因。

Yang 等［19］研究认为 LIFR 参与鸭的腹部脂肪沉积。

而 DVL3 与 SPECC1L 对脂肪发育的影响尚不明

晰 ，有 待 进 一 步 研 究 。 最 后 ，使 用 RNA22 v2 对

miR-184-3p 与关键靶基因 3'-UTR 序列匹配的可靠

性和能量的稳定性进行评估，结果发现仅有 LIFR
存在 P<0. 05 的结合位点。研究发现，分化的脂肪

细胞中的 LIF 信号通过其典型受体 LIFR-a（LIFR）

可以激活 JAK/STAT 炎症途径，导致 JAK 依赖的

STAT3 磷酸化，从而增加基础水平的脂肪分解，将

三酰甘油（TAG）分解为甘油和脂肪酸［28］。因此，本

研究推测 miR-184-3p 通过靶向 LIFR，影响脂肪分

解，从而导致脂肪累积。

4　结 论

miR-184-3p 对鸭脂肪生成存在积极影响，其发

挥 生 物 学 功 能 可 能 是 通 过 调 节 靶 基 因 DVL3、
HOXA9、LIFR 和 SPECC1L 表 达 实 现 的 ，其 中 ，

LIFR 尤为重要。
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