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研究报告

雄激素缺乏对高脂高胆固醇饲喂小型猪肝 ｍＲＮＡ
可变剪接的影响

蔡兆伟∗，吕建敏，凌云，黄俊杰，刘军平，潘永明

（浙江中医药大学动物实验研究中心 ／比较医学研究所，杭州　 ３１００５３）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过分析高脂高胆固醇饲喂的不去势（ＳＨＡＭ）、去势（ＣＡＳ）和去势 ＋ 睾酮处理（ＣＡＳ ＋ Ｔ）小
型猪肝表达谱，探讨雄激素缺乏对高脂高胆固醇饲喂小型猪肝 ｍＲＮＡ 可变剪接（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ，ＡＳ）的影响。
方法　 利用转录组测序（ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ）技术对 ＳＨＡＭ、ＣＡＳ 和 ＣＡＳ ＋ Ｔ 小型猪肝表达谱进行测序，使用 ＴｏｐＨａｔ 软件筛选

三组小型猪肝中差异 ＡＳ 基因，并对三组样本中共有的差异 ＡＳ 基因进行基因注释和代谢通路富集分析。 结果

（１）去势和睾酮处理能够引起高脂高胆固醇饲喂小型猪肝 ｍＲＮＡ 可变剪接发生变化；（２）ＳＨＡＭ ｖｓ． ＣＡＳ 和 ＣＡＳ ＋ Ｔ
ｖｓ． ＣＡＳ 之间有 １１３ 个共有差异 ＡＳ 基因，其中包括 ＡＧＰＡＴ６、ＮＲ１Ｈ４、ＰＰＡＲＤ 和 ＧＫ 等糖脂代谢有关基因；（３）ＧＯ 和

ＫＥＧＧ 分析结果表明，上述 １１３ 个差异 ＡＳ 基因主要参与脂肪酸代谢、甘油酯代谢、葡萄糖反应以及脂肪细胞因子

信号等生物学过程和通路。 结论　 雄激素缺乏可导致高脂高胆固醇饲喂小型猪肝 ｍＲＮＡ 可变剪接发生改变，并且

可能通过调控肝糖脂代谢进而影响高脂诱导的脂肪肝发病。
【关键词】 　 雄激素；小型猪；脂肪肝；可变剪接；糖脂代谢
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　 　 肝是人体最重要的代谢器官，负责体内糖类、
脂类和蛋白质等众多物质的代谢，对维持整个机体

的能量平衡具有重要作用，肝代谢紊乱会导致包括

肥胖、糖尿病和非酒精性脂肪肝病 （ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ） 等多种疾病的发生［１］。
雄性激素（主要是睾酮）作为一种类固醇激素，其作

用不仅局限于生殖系统，在肝糖脂代谢和胰岛素敏

感性等方面也起着非常重要的作用。 最近发现，雄
激素缺乏会加重高脂饮食诱导的小鼠糖脂代谢紊

乱并导致 ＮＡＦＬＤ 的发生［２］，而睾酮处理可调控高

脂饮食小鼠肝葡萄糖吸收和脂质生成相关基因的

表达来改善 ＮＡＦＬＤ［３］。 我们前期研究也发现，去势

不仅加速高脂高胆固醇诱导的小型猪血脂代谢紊

乱，还促进脂质在肝内大量沉积［４］。 尽管以往的研

究证实雄激素在肝代谢紊乱过程中发挥重要作用，
但雄激素缺乏引起 ＮＡＦＬＤ 发病的机制至今仍不

明确。
可变剪接 （ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ， ＡＳ） 是基因的

ｍＲＮＡ 前体通过不同的剪接方式产生多种 ｍＲＮＡ
成熟体的过程，广泛存在于真核生物基因的转录过

程中，是真核生物基因表达调控的方式，也是产生

蛋白质功能多样性的主要途径。 异常的可变剪接

可导致多种疾病，如肌萎缩侧索硬化症、扩张性心

肌病、阿尔兹海默病和癌症等［５］。 最近许多研究表

明，可变剪接在 ＮＡＦＬＤ 发病过程中也发挥重要作

用。 胆汁酸受体（ＦＸＲ ／ ＮＲ１Ｈ４）存在 ４ 种可变剪接

体（ＦＸＲα１ － ４），其中 α１ 和 α２ 型 ＦＸＲ 最近被证实

能够减少肝细胞脂质沉积并改善胰岛素抵抗［６］。
Ｋｒüｐｐｅｌ 样因子 ６ （ ＫＬＦ６） 基因的新可变剪接体

（ＫＬＦ６⁃ＳＶ１）在 ＮＡＦＬＤ 肝细胞中表达增高，并通过

负调控葡萄糖激酶（ＧＣＫ）活性参与小鼠 ＮＡＦＬＤ 过

程［７］，另外，酰基辅酶 Ａ 脱氢酶 ８（ＡＣＡＤ８）基因内

含子 １ 突变会引起异常剪接，而携带这种点突变的

小鼠肝线粒体功能紊乱，容易发生脂肪肝［８］。 这些

研究证实，基因可变剪接对 ＮＡＦＬＤ 发病具有重要作

用。

鉴于雄激素缺乏在 ＮＡＦＬＤ 发病中的作用以及

已有可变剪接和 ＮＡＦＬＤ 相关性的报道，本研究应用

转录组测序（ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ）技术来检测高脂高胆固醇饲

喂的不去势、去势和去势 ＋ 睾酮处理小型猪肝组织

基因可变剪接事件，分析各组样本间发生的差异 ＡＳ
基因，并着重分析三组样本间的共有 ＡＳ 基因及其

参与的生物学过程和信号通路，为探讨雄激素缺乏

促进高脂诱导小型猪肝脂质沉积和脂肪肝发病的

机制提供理论依据。

１　 材料与方法

１ １　 实验动物

１８ 只普通级雄性五指山小型猪，体重（１１ ７２ ±
０ ３８）ｋｇ，６ ～ ７ 月龄，购自广东大华农动物保健品

股份有限公司 【ＳＣＸＫ（粤）２０１３ － ００２２】，饲养于浙

江中医药大学动物实验研究中心 【ＳＹＸＫ（浙）２０１３
－ ０１８３】，环境温度（２２ ± １）℃，相对湿度 ４０％ ～
６５％ ，自由饮水，１２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替。 所有小型猪

经适应性饲养 ４ 周后，开始正式试验。 手术去势是

在无菌和麻醉环境下将小型猪阴囊处切口后去除

睾丸，不去势组小型猪进行伪手术处理，去势 ＋ 睾

酮组小型猪是在去势小型猪后腿外侧肌肉注射丙

酸睾酮注射液（１０ ｍｇ ／ ｋｇ 体重），每周一次，具体实

验方案见文献［４］。
１ ２　 样品采集和转录组测序

所有小型猪在高脂高胆固醇饲喂 １２ 周结束时

处死，采集其肝组织样本并置入液氮中速冻，随后

保存在 － ８０℃ 备 用。 分 别 选 取 ３ 只 不 去 势 组

（ＳＨＡＭ）、去势组（ＣＡＳ）和去势 ＋ 睾酮组（ ＣＡＳ ＋
Ｔ）小型猪，提取肝组织总 ＲＮＡ，采用安基伦 ２１００
生物 分 析 仪 （ Ａｇｉｌｅｎｔ， 美 国 ） 和 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００
（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）检测所提 ＲＮＡ 的质量。
待样品检测合格后，分别将每组 ３ 个个体的 ＲＮＡ
样品等量混合，构建 ｃＤＮＡ 测序文库，使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｈｉｓｅｑ ２０００ 测序平台进行高通量测序，测序读长为

２ × １００ ｂｐ。

５２４
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１ ３　 可变剪接位点鉴定

将测序得到原始数据去除低质量、污染序列和接

头后，三个样本（ＳＨＡＭ、ＣＡＳ 和 ＣＡＳ ＋ Ｔ）分别获得

４ ０６ Ｇ、４ ５４ Ｇ 和 ３ ２３ Ｇ 可用于注释分析的序列片

段（ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ），本文仅使用这些 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 鉴定可

变剪接事件，分析去势和睾酮处理对高脂高胆固醇饲

喂小型猪肝基因可变剪接的影响。 首先从数据库中

下载猪的全基因组序列及相关注释文件（ｆｔｐ：／ ／ ｆｔｐ．
ｅｎｓｅｍｂｌ． ｏｒｇ ／ ｐｕｂ ／ ｒｅｌｅａｓｅ － ７４ ／ ｆａｓｔａ ／ ｓｕｓ＿ｓｃｒｏｆａ ／ ｄｎａ ／ ），
然后采用 ＴｏｐＨａｔ 软件将上述过滤得到的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ
与猪的基因组序列进行比对，再用 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ 软件对读

段进行组装和注释。 在此基础上，使用 ＡＳＤ 软件

（ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｎｏｖｅｌｂｉｏ ／ ｃｏｍ／ ａｓｄ ／ ＡＳＤ． ｈｔｍｌ． ）对每个样

品的 ＡＳ 事件分别进行分类和统计，分析不同组小型猪

肝中发生的差异 ＡＳ 位点［９］。 一般根据 ＡＳ 发生的位

置将基因可变剪接分为以下 ７ 种类型，即外显子跳跃

（Ｓｋｉｐｐｅｄ ｅｘｏｎ，ＳＥ）、互斥外显子（ｍｕｔｕａｌｌｙ ｅｘｃｌｕｓｉｖｅ
ｅｘｏｎ，ＭＸＥ）、可变 ５’ 端剪接（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｔｏ ５’ ｓｐｌｉｃｅ
ｓｉｔｅ，Ａ５ＳＳ）、可变 ３’端剪接（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｔｏ ３’ｓｐｌｉｃｅ ｓｉｔｅ，
Ａ３ＳＳ）、可变 ５’端外显子（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｆｉｒｓｔ ｅｘｏｎ，ＡＦＥ）、
可变 ３’端外显子（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｌａｓｔ ｅｘｏｎ，ＡＬＥ）和内含子

保留（ｒｅｔｒａｉｎｅｄ ｉｎｔｒｏｎ，ＲＩ）（图 １）。

注：白色框代表侧翼区外显子、黑色框代表选择性可变剪接外显子 ／ 区域、黑线代表拼接连接。

图 １　 可变剪接事件分类示意图

Ｎｏｔｅ． Ｗｈｉｔｅ ｂｏｘｅｓ， ｆｌａｎｋｉｎｇ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ ｅｘｏｎｓ． Ｂｌａｃｋ ｂｏｘｅｓ， ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｅｄ ｅｘｏｎｓ ／ ｒｅｇｉｏｎｓ．
Ｓｏｌｉｄ ｌｉｎｅｓ， ｓｐｌｉｃｅ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｏｒ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｉｓｏｆｏｒｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｍａｉｎ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ （ＡＳ） ｔｙｐｅｓ

１ ４　 差异可变剪接基因的 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路

分析

我们采用 Ｖｅｎｎｙ 在线软件 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ．
ｃｎｂ． ｃｓｉｃ． ｅｓ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｖｅｎｎｙ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ）比较三组小型

猪肝差异 ＡＳ 转录本，统计三组样本中发生的共有

可变剪接基因的数量。 利用 ＧＯ 数据库和 ＫＥＧＧ 数

据库对筛选出的共有可变剪接基因进行 ＧＯ 和信号

通路富集分析，采用 Ｆｉｓｈｅｒ 精确检验和卡方检验计

算 ＧＯ 和 Ｐａｔｈｗａｙ 的 Ｐ 值，并用 ＦＤＲ（ ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｉｏ）方法校正 Ｐ 值，以校正后 Ｐ ＜ ０ ０５ 表示有统

计学意义。

２　 结果

２ １　 可变剪接方式位点分析

我们采用 ＴｏｐＨａｔ 软件对 ＳＨＡＭ、ＣＡＳ 和 ＣＡＳ ＋
Ｔ 样本转录本的可变剪接位点进行了统计（表 １），
由表 １ 可见，ＳＨＡＭ ｖｓ． ＣＡＳ 共发生 ２２２９９ 个 ＡＳ 事

件，其中 ４７１ 个 ＡＳ 具有显著意义（ａｄｊｕｓｔ Ｐ ｖａｌｕｅ ＜
０ ０５），在这些显著的 ＡＳ 中，发生频率最高的为外

显子跳跃型即 ＳＥ 型，有 ２０１ 个，其余分别是 ＭＸＥ
（２８ 个）、Ａ５ＳＳ（５６ 个）、Ａ３ＳＳ（６４ 个）、ＡＦＥ（８７ 个）、
ＡＬＥ（２９ 个）和 ＲＩ（６ 个）；ＣＡＳ ＋ Ｔ ｖｓ． ＣＡＳ 共发生

２１３２０ 个 ＡＳ 事件，其中 ４７２ 个 ＡＳ 具有显著意义，发
生数最高的也是 ＳＥ 型，有 １９１ 个。

６２４
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表 １　 小型猪肝组织可变剪接统计
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ （ＡＳ） ｅｖｅｎｔｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒｓ ｏｆ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

类型（Ｔｙｐｅｓ）

不去势 ｖｓ． 去势 　 去势 ＋ 睾酮 ｖｓ． 去势

ＳＨＡＭ ｖｓ． ＣＡＳ ＣＡＳ ＋ Ｔ ｖｓ． ＣＡＳ
可变剪接 差异可变剪接 可变剪接 差异可变剪接

ＡＳ ｅｖｅｎｔｓ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ＡＳ ｅｖｅｎｔｓ ＡＳ ｅｖｅｎｔｓ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ＡＳ ｅｖｅｎｔｓ

外显子跳跃型

Ｓｋｉｐｐｅｄ ｅｘｏｎ （ＳＥ）
７１１９ ２０１ 　 ６２５２ １９１

互斥外显子

Ｍｕｔｕａｌｌｙ ｅｘｃｌｕｓｉｖｅ ｅｘｏｎ （ＭＸＥ）
５２０ ２８ ９３８ ２５

可变的 ５’ 剪接位点

Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｔｏ ５’ｓｐｌｉｃｅ ｓｉｔｅ （Ａ５ＳＳ）
２９６７ ５６ ２９９６ ５８

可变的 ３’剪接位点

Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｔｏ ３’ｓｐｌｉｃｅ ｓｉｔｅ （Ａ３ＳＳ）
４１５６ ６４ ４０６８ ６１

可变 ５’外显子

Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｆｉｒｓｔ ｅｘｏｎ （ＡＦＥ）
５２７６ ８７ ５２１２ ８８

可变 ３’外显子

Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｌａｓｔ ｅｘｏｎ （ＡＬＥ）
１６３１ ２９ １６７２ ３５

内含子保留

Ｒｅｔｒａｉｎｅｄ ｉｎｔｒｏｎ （ＲＩ）
６３０ ６ ６１０ １４

总共 Ｔｏｔａｌ ２２２９９ ４７１ ２１７４８ ４７２

２ ２　 共有差异可变剪接基因分析

通过基因注释我们得到， ＳＨＡＭ ｖｓ． ＣＡＳ 和

ＣＡＳ ＋ Ｔ ｖｓ． ＣＡＳ 之间的差异 ＡＳ 基因分别为 ４７１ 和

４７０ 个，我们进一步将两组差异 ＡＳ 基因取交集，结
果发现 ＳＨＡＭ ｖｓ． ＣＡＳ 和 ＣＡＳ ＋ Ｔ ｖｓ． ＣＡＳ 之间共

有的差异 ＡＳ 基因有 １１３ 个（图 ２），提示这些发生

ＡＳ 的基因可能在雄激素调控高脂诱导的小型猪肝

代谢过程中起重要作用。

图 ２　 三组小型猪共有差异可变剪接基因

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｅｄ
ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

通过基因注释发现，这 １１３ 个基因中许多基

因都和糖脂代谢有关。 例如，发生 ＳＥ 型的血小板

活化因子乙酰水解酶（ＰＡＦＡＨ２）、过氧化物酶体增

殖物激活受体 δ（ＰＰＡＲＤ）、葡萄糖激酶（ＧＫ）和肉

毒碱 Ｏ － 乙酰基转移酶（ ＣＲＡＴ）；发生 ＡＦＥ 型的

磷酸甘油酰基转移酶 ６ （ ＡＧＰＡＴ６）、胆汁酸受体

（ＦＸＲ ／ ＮＲ１Ｈ４）和水解酶 ３ （ ＡＢＨＤ３）。 上述结果

说明，去势和睾酮处理能够导致高脂高胆固醇饲

喂小型猪肝中糖脂代谢相关基因的可变剪接方式

发生改变（见表 ２）。
为更直观的观察去势和睾酮处理对高脂高胆

固醇饲喂小型猪肝基因可变剪接的影响，我们选择

其中 ＰＡＦＡＨ２ 和 ＡＧＰＡＴ６ 两个基因，并采用可视化

的方式展示了它们在三组小型猪肝中的可变剪接

类型及其相应的表达丰度（图 ３）。
２ ３　 差异可变剪接基因 ＧＯ 功能注释和 ＫＥＧＧ 代

谢通路分析

为了研究上述发生 ＡＳ 的基因的功能，我们对

这 １１３ 个共有可变剪接基因进行了 ＧＯ 注功能释分

析（表 ３）。 结果表明，这些基因主要富集到负调控

神经元死亡、蛋白酶活性激活、磷酸化信号转导、脂
质代谢过程、脂肪酸代谢过程、细胞脂质代谢过程、
葡萄糖反应、小分子代谢过程和负调控 ＲＮＡ 聚合酶

ＩＩ 启动子转录等生物学过程。

７２４
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表 ２　 共有可变剪接基因示例
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

基因名称 注释 可变剪接类型

Ｇｅｎｅ ＩＤ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＡＳ Ｔｙｐｅｓ
ＡＢＨＤ３ Ａｂｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ＡＦＥ
ＡＧＰＡＴ６ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ － ３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ４ ＡＦＥ
ＣＲＡＴ ｃａｒｎｉｔｉｎｅ Ｏ⁃ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＳＥ

ＦＡＸＤＣ２ Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ ＡＦＥ
ＧＫ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｋｉｎａｓｅ ＳＥ

ＮＲ１Ｈ４ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ １， ｇｒｏｕｐ Ｈ， ｍｅｍｂｅｒ ４ ＡＦＥ
ＰＡＦＡＨ２ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ａｃｅｔｙｌｈｙｄｒｏｌａｓｅ ２ ＳＥ
ＰＰＡＲＤ Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｄｅｌｔａ ＳＥ

注：Ａ． ＰＡＦＡＨ２ 基因外显子跳跃型可变剪接模式示意图；Ｂ． ＡＧＰＡＴ６ 基因可变 ５’外显子型可变剪接模式示意图。 黑色

框代表选择性可变剪接外显子 ／ 区域，白色框侧翼区外显子、黑线代表拼接连接。 ①：不去势组小型猪（ＳＨＡＭ）； ②：去势

组小型猪（ＣＡＳ）；③：去势 ＋ 睾酮组小型猪（ＣＡＳ ＋ Ｔ）。

图 ３　 三组小型猪肝 ＰＡＦＡＨ２ 和 ＡＧＰＡＴ６ 基因可变剪接方式

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ＳＥ ｆｏｒ ＰＡＦＡＨ２； Ｂ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ＡＦＥ ｆｏｒ ＡＧＰＡＴ６； Ｗｈｉｔｅ ｂｏｘｅｓ， ｆｌａｎｋｉｎｇ
ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ ｅｘｏｎｓ； ｂｌａｃｋ ｂｏｘｅｓ， ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｅｄ ｅｘｏｎｓ ／ ｒｅｇｉｏｎｓ； ｓｏｌｉｄ ｌｉｎｅｓ， ｓｐｌｉｃｅ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｏｒ
ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｉｓｏｆｏｒｍ． ①： Ｓｈａｍ⁃ｏｐｅｒａｔｅｄ （ＳＨＡＭ）； ②： Ｃａｓｔｒａｔｉｏｎ （ＣＡＳ）； ③： Ｃａｓｔｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ （ＣＡＳ ＋ Ｔ）．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｅｖｅｎｔｓ ｏｆ ＰＡＦＡＨ２ ａｎｄ ＡＧＰＡＴ６ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

　 　 为研究这些基因参与的代谢通路，我们进一步

做了 ＫＥＧＧ 通路分析（表 ４）。 从表中可以看出，上
述共有可变剪接的基因富集的信号通路主要包括

脂肪细胞因子信号通路、维他命的消化和吸收、甘
油酯代谢和花生四烯酸代谢等。 其中，富集在脂肪

细胞因子信号通路上的基因有 Ｂ 细胞编码 κ 轻链

多肽抑制基因（ＩＫＢＫＧ）、腺苷单磷酸活化蛋白激酶

γ２ （ ＰＲＫＡＧ２） 和肿瘤坏死因子受体相关因子 ２
（ＴＲＡＦ２），它们主要参与调节免疫、炎症和细胞存

活等；富集在甘油酯代谢信号通路上的基因包括

ＡＧＰＡＴ６ 和 ＧＫ，主要参与三酰甘油合成和糖代谢的

调节。
表 ３　 共有可变剪接基因 ＧＯ 分析

Ｔａｂｌｅ ３　 ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ
　 　 　 　 　 名称 Ｐ 值
　 　 　 　 　 Ｃａｔｅｇｏｒｙ Ｐ⁃Ｖａｌｕｅ
负调节神经元死亡 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎ ｄｅａｔｈ ０ ０００ ５９１ ７
ＪＮＫ 级联 ＪＮＫ ｃａｓｃａｄｅ ０ ０００ ６９４ ６
蛋白酶活性激活 Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ０ ００１ ５５１ ９
磷酸化信号转导 Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ０ ００１ ７３８ ５
脂质代谢过程 Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ０ ００１ ７８１ ５
ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 启动子转录起始 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ＩＩ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ０ ００２ ７８６ ７
脂肪酸代谢过程 Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ０ ００２ ９７３ ５
细胞脂质代谢过程 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ０ ００３ ８７９ ２
葡萄糖反应 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｇｌｕｃｏｓｅ ０ ００４ ０６１ ９
小分子代谢过程 Ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ０ ００５ ０９４ ４
蛋白质复合体组装 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ａｓｓｅｍｂｌｙ ０ ００８ ４２２ ９
负调控 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 启动子转录 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ＩＩ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ０ ０３５ ８２２

８２４
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表 ４　 共有可变剪接基因 ＫＥＧＧ 分析

Ｔａｂｌｅ ４　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ
ＫＥＧＧ 通路 基因 Ｐ 值

ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ Ｇｅｎｅ Ｐ⁃Ｖａｌｕｅ
脂肪细胞因子信号通路 ＩＫＢＫＧ、ＰＲＫＡＧ２、ＴＲＡＦ２ ０ ００３ ９２８ ４

Ａｄｉｐｏｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ 　 　
维他命的消化和吸收 ＳＬＣ１９Ａ１、ＢＴＤ ０ ００６ ６９３ ９

Ｖｉｔａｍｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ 　 　
病毒致癌作用 ＩＬ６ＳＴ、ＩＫＢＫＧ、ＴＲＡＦ２、ＳＬＡ － ５ ０ ０１０ ５５０ １

Ｖｉｒａｌ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ 　 　
单纯疱疹病毒感染 ＧＴＦ２Ｉ、ＩＫＢＫＧ、ＴＲＡＦ２、ＳＬＡ － ５ ０ ０１５ ０５５

Ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ 　 　
甘油酯代谢 ＡＧＰＡＴ６、ＧＫ ０ ０２０ ２２６ ６

Ｇｌｙｃｅｒｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ 　 　
急性髓性白血病 ＰＰＡＲＤ、ＩＫＢＫＧ ０ ０３４ ５８５ ３

Ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ 　 　
花生四烯酸代谢 ＡＬＯＸ１２、ＧＧＴ１ ０ ０３９ ６１０ ３

Ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ 　 　
ＥＢ 病毒感染 ＩＫＢＫＧ、ＴＲＡＦ２、ＳＬＡ － ５ ０ ０４３ ０２１ ２

Ｅｐｓｔｅｉｎ⁃Ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ 　 　

３　 讨论

虽然近年来 ＮＡＦＬＤ 的发病率逐年增长，已引起

研究者的广泛关注，但其发病机制至今仍未完全阐

明。 转录组分析是揭示疾病发生发展机制的一个

重要手段。 以往的转录组分析的结果证实，转录调

节异常可能是引起 ＮＡＦＬＤ 发病的重要特征，然而这

些研究大多只关注转录水平上基因表达的改变，很
少从转录后水平探讨 ＮＡＦＬＤ 的发病机制。 可变剪

接是基因转录后调控的重要方式，更是真核生物中

普遍存在的现象。 为探讨 ＡＳ 是否参与雄激素缺乏

引起高脂高胆固醇饲喂小型猪 ＮＡＦＬＤ 的形成，本研

究采用 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 技术分析了高脂高胆固醇饲喂的

ＳＨＡＭ、ＣＡＳ 和 ＣＡＳ ＋ Ｔ 小型猪肝组织中的可变剪接

事件，结果在 ＳＨＡＭ ｖｓ． ＣＡＳ 和 ＣＡＳ ＋ Ｔ ｖｓ． ＣＡＳ 组

中分别筛选出 ４７１ 和 ４７０ 个差异 ＡＳ 基因，其中发生

频率最高的为 ＳＥ 型，这和其他研究发现的结果一

致［９ － １０］。 另外我们发现，在筛选出来的这些 ＡＳ 基

因中，许多编码蛋白的转录本存在 ２ 个及以上的可

变剪接，提示高脂高胆固醇饲喂小型猪体内剪接调

控模式的复杂性。
我们对各组样本间发生的共有 ＡＳ 基因进行了

分析，结果发现 ＳＨＡＭ ｖｓ． ＣＡＳ 和 ＣＡＳ ＋ Ｔ ｖｓ． ＣＡＳ
之间存在 １１３ 个共有 ＡＳ 基因，其中包括许多与脂

质代谢和葡萄糖反应有关的基因，包括 ＰＰＡＲＤ、
ＣＲＡＴ、ＡＧＰＡＴ６、ＮＲ１Ｈ４ 和 ＧＫ 等。 ＰＰＡＲＤ 是过氧

化物酶体增殖物激活型受体家族的一员，与糖脂代

谢及胰岛素抵抗密切相关，最近有研究发现其在肝

脂肪酸氧化和 ＮＡＦＬＤ 发生过程中也发挥重要调节

作用［１１］。 ＡＧＰＡＴ６ 是三酰甘油合 （ ＴＧ） 成的关键

酶，在决定肝 ＴＧ 含量和成分上起重要作用［１２］。
ＣＲＡＴ 是一种线粒体基质蛋白，在脂肪酸 β 氧化以

及糖代谢过程中起到关键作用［１３］。 ＮＲ１Ｈ４ 在胆汁

酸合成、糖脂代谢等方面发挥重要作用，其表达异

常与 ＮＡＦＬＤ 密切相关［１４］。 值得一提的是，最近有

研究揭示 ＮＲ１Ｈ４ 和 ＰＰＡＲＤ 等基因存在 ＡＳ 现

象［６，１５］，所以其功能可能影响 ＮＡＦＬＤ，今后需要进

一步研究上述差异 ＡＳ 基因在雄激素缺乏引起的

ＮＡＦＬＤ 发病中的作用。 本研究结果表明，去势和睾

酮处理能够引起高脂高胆固醇饲喂小型猪肝中许

多糖脂代谢基因的 ＡＳ 发生改变。 通过分析，我们

发现这些共有 ＡＳ 基因主要参与脂肪酸代谢、甘油

酯代谢、葡萄糖反应以及脂肪细胞因子信号等生物

学过程和通路，进一步证实这些 ＡＳ 基因可能在雄

激素缺乏引起的 ＮＡＦＬＤ 发病过程中起重要作用。
综上所述，通过对高脂高胆固醇饲喂的小型猪

肝转录组数据进行分析，我们发现去势小型猪肝存

在大量的 ＡＳ 事件，并且在所检测到的不同 ＡＳ 类型

中，ＳＥ 型的发生比例最高。 通过对这些 ＡＳ 基因注

释和功能分析发现，这些基因主要参与脂肪酸代谢

和葡萄糖反应等生物学过程，表明可 ＡＳ 可能在雄

激素调控高脂诱导的 ＮＡＦＬＤ 发病过程中发挥重要

作用，但这些基因的 ＡＳ 准确位置以及形成的不同

转录本的作用还有待于通过实验进一步证实。
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２０１５， ６（３）： ３１１ － ３２６．

［ ６ ］ 　 Ｃｏｒｒｅｉａ ＪＣ， Ｍａｓｓａｒｔ Ｊ， ｄｅ Ｂｏｅｒ ＪＦ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｅｎｅｒｇｅｔｉｃ ｃｕｅｓ ｓｈｉｆｔ
ＦＸＲ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｔｏｗａｒｄｓ ＦＸＲα２ ｔｏ ｍｏｄｕｌａｔｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｌｉｐｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ
ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｍｅｔａｂ， ２０１５， ４ （ １２ ）： ８９１
－ ９０２．

［ ７ ］ 　 Ｂｅｃｈｍａｎｎ ＬＰ， Ｇａｓｔａｌｄｅｌｌｉ Ａ， Ｖｅｔｔｅｒ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ ｌｉｎｋｓ
Ｋｒüｐｐｅｌ⁃ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒ ６ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｉｎｓｕｌｉｎ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，
２０１２， ５５（４）： １０８３ － １０９３．

［ ８ ］ 　 Ｓａｂｂａｇｈａ ＮＧ， Ｋａｏ ＨＪ， Ｙａｎｇ ＣＦ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｉｎ

Ａｃａｄ８ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ａ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｅｆｅｃｔ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｈｅｐａｔｉｃ
ｓｔｅａｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｐｅｄｉａｔｒ Ｒｅｓ， ２０１１， ７０（１）： ３１ － ３６．

［ ９ ］ 　 Ｚｈｏｕ Ｘ， Ｗｕ Ｗ， Ｌｉ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｅｖｅｎｔｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＳＲＳＦ１０ ｒｅｖｅａｌｓ ｐｏｓｉｔｉｏｎ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ， ２０１４，
４２（６）： ４０１９ － ４０３０．

［１０］ 　 Ｌｉｎ Ｌ， Ｐａｒｋ ＪＷ， Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｓ ａｂｅｒｒａｎｔ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｉｎ Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ ＇ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｈｕｍ Ｍｏｌ Ｇｅｎｅｔ， ２０１６， ２５（１６）： ３４５４ － ３４６６．

［１１］ 　 Ｂｏｊｉｃ ＬＡ， Ｔｅｌｆｏｒｄ ＤＥ， Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ ＭＤ， ｅｔ ａｌ． ＰＰＡＲδ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅａｔｏｓｉｓ ｉｎ Ｌｄｌｒ － ／ － ｍｉｃｅ ｂｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｆａｔ
ｏｘｉｄａｔｉｏｎ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｌｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓ， ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｌｉｐｉｄ Ｒｅｓ， ２０１４， ５５（７）： １２５４ － １２６６．

［１２］ 　 Ｃｈｅｎ ＹＱ， Ｋｕｏ ＭＳ， Ｌｉ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＡＧＰＡＴ６ ｉｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｍｉｃｒｏｓｏｍａｌ
ｇｌｙｃｅｒｏｌ － ３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２００８，
２８３（１５）： １００４８ － １００５７．

［１３］ 　 Ｓｅｉｌｅｒ ＳＥ， Ｍａｒｔｉｎ ＯＪ， Ｎｏｌａｎｄ ＲＣ， ｅｔ ａｌ． Ｏｂｅｓｉｔｙ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｓｔｒｅｓｓ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｃａｒｎｉｔｉｎｅ ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｌｉｐｉｄ Ｒｅｓ，
２０１４， ５５（４）： ６３５ － ６４４．

［１４］ 　 Ｃｈｏｗ ＭＤ， Ｌｅｅ ＹＨ， Ｇｕｏ ＧＬ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ
ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ
［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ａｓｐｅｃｔｓ Ｍｅｄ， ２０１７， ５６： ３４ － ４４．

［１５］ 　 Ｌｕｎｄｅｌｌ Ｋ， Ｔｈｕｌｉｎ Ｐ， Ｈａｍｓｔｅｎ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｏｆ
ｈｕｍａｎ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｄｅｌｔａ
（ ＰＰＡＲｄｅｌｔａ ）： ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｔｒａｎｓ⁃
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２００７， ８（１）： ７０．

［收稿日期］ 　 ２０１８ － ０３ － １５
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