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研究报告 

去势和非去势公猪背最长肌 circRNA 差异表达分析 

邢宝松 1，王璟 1，陈俊峰 1，马强 1，任巧玲 1，张家庆 1，张华 1，滑留帅 1，

孙加节 2，曹海 3 
1. 河南省农业科学院畜牧兽医研究所，河南省畜禽繁育与营养调控重点实验室，郑州 450002 
2. 华南农业大学动物科学学院，广东省动物营养调控重点实验室/国家生猪种业工程技术中心，广州 510642 
3. 河南兴锐农牧科技有限公司，信阳 465550 

摘要: 公猪去势可减少异味和打斗，但去势后产肉量和肌内脂肪沉积发生变化，其分子机制的解析对生产具有

重要意义。近年来研究表明，环状 RNA (circRNA)在肌肉发育中具有重要调控作用。为探究去势后 circRNAs

对背最长肌发育的调控，本研究选择 6 头淮南公猪，随机选择 3 头去势，当体重达 130 kg 左右屠宰，采集背

最长肌样品，利用高通量测序筛选差异表达 circRNAs (differentially expressed circRNAs, DECs)并进行 KEGG 功

能富集分析。结合前期筛选的公猪去势相关 miRNAs，构建 DECs-miRNAs 调控网络，最后使用猪骨骼肌卫星

细胞验证候选 circRNA 表达谱及其与 miRNA 互作关系。结果表明，去势和非去势组背最长肌样品共获得 5866

个 circRNAs，两组之间共有 370 个 DECs (| log2Foldchange | > 1, padj<0.8)，KEGG 富集分析表明，DECs 来源母

基因主要富集于肌肉发育、肌纤维类型转化、能量代谢等相关通路。构建的 DECs-miRNA 调控网络共包括 69

个 circRNAs 和 8 个 miRNAs。选择 circRNA_2241 和 circRNA_4237 进行验证，结果发现这两个 circRNAs 真实

存在且表达趋势与测序结果一致。进一步在猪骨骼肌卫星细胞初步验证 circRNA_2241 与 miR-1 互作关系，结

果表明睾酮显著促进 circRNA_2241 表达，同时抑制 miR-1 表达。本研究结果提示 circRNAs 可能通过与 miRNAs

互作调控猪去势后背最长肌发育，从而为解析去势对肌肉发育调控的分子机制提供参考。 

关键词: 环状 RNA；去势；公猪；背最长肌 
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Analysis of differentially expressed circRNAs in longissimus 
muscle between castrated and intact male pigs 

Baosong Xing1, Jing Wang1, Junfeng Chen1, Qiang Ma1, Qiaoling Ren1, Jiaqing Zhang1, 
Hua Zhang1, Liushuai Hua1, Jiajie Sun2, Hai Cao3 

1. Henan Key Laboratory of Farm Animal Breeding and Nutritional Regulation, Institute of Animal Husbandry and Veterinary 
Science, Henan Academy of Agricultural Sciences, Zhengzhou 450002, China 

2. Guangdong Provincial Key Laboratory Of Animal Nutrition Control/National Engineering Research Center For Breeding Swine 
Industry, College Of Animal Science, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China 

3. Henan Xing Rui agricultural and animal husbandry technology Co., LTD, Xinyang 465550, China 

Abstract: Castration can reduce odor and fights in boars, but the carcass yield is reduced, and the intramuscular fat 

content is increased. Understanding its molecular mechanism is of great significance for production. Recent studies have 

shown that circular RNAs (circRNAs) play an important role(s) in the regulation of muscle development. To explore the 

effects of circRNAs on the development of longissimus dorsi (LD) muscle after castration, six Huainan male pigs were 

selected and three of which were randomly castrated. Six pigs were slaughtered when their body weight reached around 

130 kg, and the LD muscle samples were collected. The differentially expressed circRNAs (DECs) were screened by 

high-throughput sequencing and functionally analyzed using the KEGG databases. DECs-miRNAs network was constructed, 

and the expression profiles of candidate circRNAs and their interactions with miRNAs were verified in porcine skeletal 

muscle satellite cells. The results showed that a total of 5866 circRNAs were obtained, and 370 DECs were identified in LD 

muscle between the castrated and intact groups (| log2Foldchange | > 1, padj <0.8). KEGG enrichment indicated that the 

parental genes for the DECs were mainly enriched in the pathways associated with muscle development, muscle fiber type 

transformation, and energy metabolism. There were 8 miRNAs and 69 circRNAs enriched in the DECs-miRNA network. 

circRNA_2241 and circRNA_4237 were selected for verification, which showed that these two circRNAs really existed and 

their expression profiles were consistent with the sequencing results. Further, preliminary analysis showed that 

circRNA_2241 interacted with miR-1, and testosterone promoted circRNA_2241 but inhibited miR-1 expression. These 

results confirmed that circRNAs might participate in the regulation of LD muscle development after castration by 

interacting with miRNAs, thereby providing new materials and references for analyses on the molecular mechanisms of 

castration on the regulation of muscle development. 

Keywords: circRNAs; castration; male pigs; longissimus muscle 

在猪生产中，去势不仅减少公猪异味，还可减

少打斗造成的经济损失。但去势后，公猪产肉量和

肌内脂肪(intramuscular fat, IMF)含量与未去势公猪

差异很大，去势公猪产肉量降低，脂肪沉积增加[1]。

类似的，公牛去势后肉质性状例如 IMF 含量、大理石

花纹、脂肪酸组成等都显著提高，但产肉量降低[2~4]。

近年来，有研究比较了去势后背最长肌(longissimus 
dorsi, LD)和皮下脂肪 mRNA、miRNA 和 lncRNA 的

表达变化。王璟等[5]比较了去势和非去势淮南公猪

背最长肌转录组，共筛选到 935 个差异表达基因，

KEGG 富集到肌肉发育和脂质代谢相关通路。其中

硬脂酰辅酶 A 去饱和酶 1 (stearoyl-CoA desaturase-1, 
SCD-1)、激素敏感酯酶 (hormone-sensitive lipase, 
HSL)、葡萄糖转运体 4 (glucose transporter 4, GLUT4)
等基因能同时或部分参与激素分泌、脂肪沉积和肌

肉发育调控。Bai 等[6]对比 23 周龄去势和非去势猪

皮下脂肪组织 miRNA 表达谱，发现 177 个差异表达

miRNAs，KEGG 富集分析发现这些 miRNAs 参与肌

细胞增殖、分化和凋亡和脂肪组织发育。Cai 等[7,8]

通过测序比较去势和非去势公猪皮下脂肪和背最长
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肌 miRNAs 表达差异，分别筛选到 18 个和 7 个差异

表达 miRNAs，其靶基因主要参与脂肪代谢和骨骼

肌收缩。Wang 等[9]在去势和非去势猪皮下脂肪组织

筛选到 18 个差异表达 lncRNAs，其靶基因与脂肪酸、

胰岛素和脂肪细胞因子有关。Xing 等[10]研究表明，

去势和非去势猪背最长肌有385个差异表达 lncRNAs，
主要与雌激素受体的信号传导以及骨骼肌发育相关。

虽然上述研究筛选了去势后背最长肌和皮下脂肪组

织全转录组差异表达谱，但去势调控肌肉发育和脂

质代谢的分子机制尚不清楚。 
近期研 究表 明，环状 RNA (circular RNA, 

circRNAs)参与肌肉发育和脂肪沉积调控，例如成肌

细胞分化过程中 circ-ZNF609 表达量上调，可特异性

抑制成肌细胞增殖 [11]。线粒体分裂和凋亡相关

circRNA (mitochondrial fission and apoptosis-related 
circRNA, MFACR)可通过抑制 MTP18 翻译减少心肌

细胞死亡[12]。来源于鸡 Supervillin 基因的 circSVIL
通过竞争性吸附 miR-203 促进成肌细胞增殖和分

化 [13]。牛 circFGF3 可吸附 miR-107，释放其对 Wnt3a
的抑制作用，进而促进成肌细胞分化[14]。circFUT10- 
miR-133a 通路抑制成肌细胞增殖，并促进分化[15]。

牛 circHUWE1 通过 miR-29b-AKT3-AKT 信号通路，

促进成肌细胞增殖，抑制凋亡和分化[16]。circINSR
通过海绵吸附 miR-34a，减轻 miR-34a 对 Bcl-2 和

CyclinE2 的抑制，促进成肌细胞增殖减少细胞凋

亡 [17]。环状 RNA SAMD4A 通过 miR-138-5p-EZH2
促进前脂肪细胞分化[18]。CDR1as 促进源自人脐带

的间充质干细胞增殖和分化 [19]。circFUT10 通过

let-7c-PPARGC1B 促进牛脂肪细胞增殖抑制分化[20]。

基于这些结果，为探究 circRNAs 在去势后猪肌肉发

育中的调控机制，本研究利用高通量测序比较了去

势公猪和未去势公猪背最长肌 circRNA 的表达差异，

为进一步解析去势对肌肉发育调控机制提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

在河南兴锐农牧科技有限公司选择 6 头出生体

重相近的半同胞淮南猪公猪，每 2 头来源于同一窝。

于 7 日龄每窝随机选择 1 头去势，另 1 头相同部位

进行伪手术处理，保证去势组和非去势组猪只所受

手术应激一致。按照标准饲养流程饲喂，猪只体重

达到 130 kg 左右(大约 300~315 日龄)屠宰，屠宰

30 min 内采集背最长肌样品(体右侧，第 6~7 肋骨)，
液氮保存。 

1.2  RNA 提取和测序建库 

使用 TRIzol (美国 Invitrogen 公司)分别提取 6
个背最长肌样品总 RNA。利用琼脂糖凝胶电泳、

Agilent 2100 生物分析仪(美国安捷伦科技公司)和
NanoDrop 分光光度计(美国 Nano-Drop 科技公司)分
析所提 RNA 的纯度、质量和完整性。RNA 完整性

数(RIN)大于 8 的样品用于构建文库。使用 DNase I 
(美国 QIAGEN 公司)消化所提 RNA，去除残留基因

组 DNA 。使用 Ribo-Zero™rRNA 试剂盒 ( 美国

Epicentre 公司)去除核糖体 RNA。去势猪 RNA 样品

和非去势猪 RNA 样品分别混合后测序。使用

Illumina TruSeq™RNA 样品制备试剂盒生成测序文

库，在 Illumina Hiseq 2500 平台进行测序。 

1.3  circRNA 鉴定 

原始数据(Raw data)去除接头和低质量数据得

到有效数据(clean data)，用 TopHat2 软件将有效数据

与猪参考基因组(Sus scrofa 11.1)比对分析。通过

find_circ 软件鉴定 circRNAs，其基本原理是：提取

与基因组未比对上序列两端 20 nt 的 anchor 序列，

反向拼接 anchor 序列获得短序列读段，将短序列读

段再次与基因组进行比对，选取序列吻合且有

GT-AG 剪接位点的作为候选 circRNA。将 read count
小于 2 的 circRNA 留作鉴定的 circRNAs。与 circBase
数据库比对区分已知 circRNAs 和新发现 circRNAs。
进一步根据 circRNAs 在染色体的位置，分为反义，

有义重叠，外显子，内含子和基因间五类。 

1.4  circRNA 表达分析 

使用 TPM（transcripts per kilobase of exon model 
per million mapped reads，每千个碱基的转录每百万

映射读取的转录本数）对 circRNAs 进行归一化处理，

计算每个 circRNA 在每个样品的表达量[21]。使用

DESeq软件分析 circRNAs在不同样品中的表达差异，

差异表达 circRNA (differently expressed circRNA,  



 

第 11 期 邢宝松等: 去势和非去势公猪背最长肌 circRNA 差异表达分析 1069 

 

    

DEC)筛选条件为| log2Foldchange |≥1 且 padj≤0.8[22]。

利用 Bowtie2 软件鉴定 circRNA 的母源基因，对

DECs 母源基因进行 GO 和 KEGG 分析，P<0.05 视

为有统计意义。 

1.5  circRNA-miRNA 网络图的构建 

为进一步分析 DECs 的生物学功能，结合前期

研究筛选的公猪背最长肌去势相关 miRNAs[23]，使

用 miRanda 软件分析 DECs 与这些 miRNAs 之间的

关系，保留种子区域没有错配，且能量< –18 kcal /
摩尔的 miRNAs。使用Cytoscape软件对DECs-miRNA
互作网络进行绘图。 

1.6  circRNA 验证和定量分析 

根据长度和表达量，选择 circRNA_2241 和

circRNA_4237 鉴定所筛选 circRNA 真实性和表达

趋势。用 RNase R (3 U/µg，美国 Epicenter Biotechno-
logies 公司)处理背最长肌提取的总 RNA，1 µg RNA
使用 3 U 的 RNase R 于 37℃孵育 15 min。根据

circRNA_2241 和 circRNA_4237 的剪切位点，设计

特异性反向扩增剪切位点的引物，引物信息见表 1，
引物由上海生工生物工程有限公司设计合成。扩增

后通过 Sanger测序鉴定 circRNA的真实性(上海生工

生物工程有限公司)。 
使用 qRT-PCR 检测 circRNA_2241 和 circRNA_ 

4237 在去势和非去势猪背最长肌的表达水平，所用

RNA 与测序所用 RNA 相同。使用 SYBR Green PCR
试剂盒，扩增体系包括 20 ng cDNA、10 µL 2×SYBR 
Premix Ex TaqTM 和 10 µmol/L 上下游引物。qPCR
扩增程序：95℃预变性 5 min；95℃变性 20 s，60℃
复性 20 s，72℃延伸 20 s，40 个循环。所有反应重

复 3 次，并通过 2–ΔΔCt法计算 circRNAs 相对表达量。 

1.7  猪骨骼肌卫星细胞培养 

circRNA_2241 包含在 DECs-miRNA 互作网络

中，所以选择 circRNA_2241-miR-1 做进一步验证。

按文献[24]的方法分离猪骨骼肌卫星细胞。为验证去

势对肌肉 circRNA 表达的影响，在猪骨骼肌卫星细

胞中，通过添加不同浓度睾酮和不添加睾酮，分别

模拟非去势组和去势组。当细胞达到 70%~80%融合

时，在培养基中添加不同浓度睾酮，对照组不添加

睾酮，实验组睾酮添加量分别为 10–9 mol/L 和

10–10 mol/L。添加睾酮 48 h 后收获细胞，检测睾酮

对 circRNA_2241 和 miR-1 表达的影响。 

1.8  统计分析 

使用 SPSS 统计软件进行方差分析和显著性检

验，所有数据均以 mean±s.e.m.表示。P<0.05 表示差

异显著，P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  circRNA 特征分析 

去势和非去势公猪背最长肌共获得 5866 个

circRNAs，两组共有 circRNAs 为 5205 个(图 1A)。

这些 circRNAs 长度范围 150 bp~99,406 bp，平均长度

5494 bp (图 1B)。这些 circRNAs 在全部染色体均有

分布，6 号染色体分布的 circRNAs 最多，占 10.54%。

X 染色体和 Y 染色体分别有 143 个和 9 个，线粒体

上仅有 4 个(图 1C)。根据在基因组的位置，这些

circRNAs 中有义重叠最多(77%)，其次是基因间区

(14%)，反义 circRNAs 和位于外显子区的 circRNAs

均为 4%，内含子区最少，仅有 1% (图 1D)。 

 
表 1  circRNA 引物序列信息 
Table 1  Sequence information of the primers used for circRNAs 

位点 
引物序列(5ʹ-3ʹ) 

扩增长度(bp) 
上游引物 下游引物 

circRNA_2241 CAATCCTTCAGCCCAGAGAG TGTCCAGAATGAACATCATAG 134 

circRNA_4237 CTCCTAAAACCACAGGTGTG TTGTGGATAAGGTGGGTACG 101 

GAPDH ACCAGGTTGTGTCCTGTGAC AGCTTGACGAAGTGGTCGTT 94 
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图 1  去势和非去势组背最长肌鉴定 circRNAs 的特征 
Fig. 1  The features of identified circRNAs in LD muscle from castrated and intact group 
A：去势组和非去势组 circRNAs 差异；B：circRNAs 分类；C：circRNAs 长度；D：染色体分布情况。MT：线粒体。 

 

2.2  circRNAs 差异表达和功能分析 

去势组和非去势组相比，共筛选到 370 个 DECs，
其中有 217 个上调，153 个下调(| log2Foldchange | > 1, 
padj < 0.8) (图 2)。对这些 DECs 来源基因进行功能分

析，GO 分析主要富集的细胞组分为细胞器，生物学

过程主要是各种代谢过程，分子功能主要富集于酶、

蛋白质、核苷酸的结合(表 2)。KEGG 分析主要富集

于肌肉发育、肌纤维类型转化和能量代谢相关通路，

例如 Wnt、泛素介导的蛋白水解、甲状腺激素、淀

粉和蔗糖代谢、AMPK 等信号通路(图 3)。 

2.3  circRNAs-miRNAs 互作网络的构建和分析 

为进一步解析这些 DECs 的功能，基于内源竞 
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图 2  去势和非去势组差异表达 circRNAs 火山图 
Fig. 2  The volcano plot of differently expressed 

circRNAs between castrated and intact groups 
图中一个点代表一个 circRNA，每个点的横坐标值是该 circRNA
的 log2Foldchange (Foldchange=去势组 TPM/非去势组 TPM)，每

个点的纵坐标为该 circRNA 在两组的–log10 P-value。 

 

 
 

图 3  去势和非去势组 DECs来源基因 KEGG富集分析 
Fig. 3  The KEGG analysis of the DECs’ parent genes 

between castrated and intact groups 
 

争 RNA (competing endogenous RNAs, ceRNA)机制，

结合前期获得的去势和非去势猪背最长肌差异表达

的 miRNAs，构建 DECs-miRNA 互作网络。如图 4
所示，网络图共富集 69 个 circRNAs，8 个 miRNA，

共 234 个 edges，每个 circRNAs 最少有 2 个以上

miRNA 结合位点。其中 miR-1 靶 circRNA 最多，共

38 个，miR-133a-3p 靶 circRNA 最少，共 20 个。其

中 circ_1060、circ_5230、circ_6457、circ_7356 

表 2  去势和非去势组 DECs 来源基因 GO 富集分析 
Table 2  GO enriched analysis of DECs’ parent genes 

between castrated and intact groups 

类型 GO 通路 GO 编号 富集基因数 

细胞 
组分 

细胞内部分 GO:0044424 1732 

细胞内 GO:0005622 1813 

细胞内膜结合细胞器 GO:0043231 1369 

细胞内细胞器 GO:0043229 1492 

膜结合细胞器 GO:0043227 1498 

细胞器 GO:0043226 1605 

核部分 GO:0044428 615 

细胞内细胞器部分 GO:0044446 983 

细胞器部分 GO:0044422 993 

核 GO:0005634 882 

生物 
过程 

细胞大分子代谢过程 GO:0044260 1097 

细胞代谢过程 GO:0044237 1374 

大分子代谢过程 GO:0043170 1184 

细胞器组织 GO:0006996 503 

初级代谢过程 GO:0044238 1380 

有机物代谢过程 GO:0071704 1414 

细胞蛋白质代谢过程 GO:0044267 660 

代谢过程 GO:0008152 1600 

细胞成分的组织或 
生物发生 

GO:0071840 769 

细胞成分组织 GO:0016043 744 

分子 
功能 

蛋白质结合 GO:0005515 1709 

杂环化合物结合 GO:1901363 801 

有机环状化合物结合 GO:0097159 804 

核酸结合 GO:0003676 466 

酶结合 GO:0019899 263 

结合 GO:0003723 143 

核苷酸结合 GO:0000166 442 

磷酸核苷结合 GO:1901265 442 

小分子结合 GO:0036094 461 

催化活性 GO:0003824 949 
 

和 circ_7733 的 miRNA 结合位点最多，都有 8 个。 
互作网络图中富集到的 69 个 circRNAs 中，有

9 个位于基因间区，剩下 60 个 circRNAs 来源于 42
个编码基因。为了解这些 circRNAs 的功能，本研究

对其来源 mRNA 进行了 KEGG 富集分析，结果发现

这些 mRNA 显著富集于蛋白、脂质和糖类代谢通路

(图 5)。 
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图 4  去势相关 miRNA 与 DECs 互作分析 
Fig. 4  The interaction analysis between castration-related miRNA and DECs 

 

 
 

图 5  miRNA-DECs网络富集 circRNAs的 KEGG 分析 
Fig. 5  KEGG analysis of circRNAs from miRNA- 

circRNA network 
 

2.4  circRNAs 的验证 

为验证所筛选 circRNAs 真实性，综合考虑转录

本长度和表达量水平，本研究选择 circRNA_2241
和 circRNA_4237 进行验证，二者分别位于 14 号染

色体和 2 号染色体。结果如图 6 所示，RNase R 消

化前后 circRNA_2241 和 circRNA_4237 扩增量略有

差异，而线性的 GAPDH 在 RNase R 消化后没有扩

增产物。进一步将扩增产物进行测序，证实这两 

 
 

图 6  RNase R 消化法验证 circRNA_2241 和 circRNA_ 
4237 

Fig. 6  RNase R detected the presence of circRNA_ 
2241 and circRNA_4237 

RNase R+：添加 RNase R 组，RNase R-：不添加 RNase R 组。 

 
个 circRNA 反向剪切位点真实存在(图 7)。定量 PCR
分析表明，与非去势组相比，circRNA_2241 在去势

组表达量下调，circRNA_4237在去势组表达量上调，

表达变化趋势和测序结果一致(图 8)。 
为验证预测的 DECs-miRNAs 互作关系，进一

步选取 circRNA_2241 和 miR-1 进行验证。在猪骨骼

肌卫星细胞添加不同剂量睾酮，qRT-PCR 发现睾酮 
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图 7  circRNA_2241 和 circRNA_4237 剪切位点测序结果 
Fig. 7  Sanger sequencing results of circRNA_2241 and circRNA_4237 junction site 
红色箭头表示反向剪切位点。 
 

 
 

图 8  circRNA_2241 和 circRNA_4237 在去势组和非

去势组背最长肌的表达 
Fig. 8  The expression of circRNA_2241 and circRNA_ 

4237 in LD muscle of castrated and intact 
groups 

*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。 
 

抑制 miR-1 表达，促进 circRNA_2241 表达(图 10)，
睾酮对二者表达调控作用是相反的，提示 circRNA_ 
2241 可能是 miR-1 靶基因。 

3  讨论 

以往的研究从 mRNA、miRNA 以及 lncRNA 等

角度探讨了去势后肌肉发育变化的分子机制。近年 

 
 

图 9  睾酮对 circRNA_2241 和 miR-1 表达量的影响 
Fig. 9  The effect of testosterone on circRNA_2241 

and miR-1 expression 
**P<0.01 表示差异极显著。 

 
来研究表明 circRNAs 也参与肌肉发育调控，所以本

研究首次通过高通量测序比较去势和非去势淮南猪

背最长肌 circRNAs 表达谱。测序共鉴定 5866 个

circRNAs，主要为同义重叠类型，位于内含子区的

最少，这与之前研究结果类似[25,26]。这些 circRNAs
大于 2000 bp 的最多，小于 2000 bp 中，200~400 bp
最多。这些 circRNAs 分布于所有染色体，其中 Y 染

色体和线粒体最少。 
肌肉生长受细胞数量和蛋白合成降解两个方面

的调控，其中肌细胞数量在胚胎期已固定，与成肌 
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细胞增殖分化相关，需要肌源性蛋白适时合成和降

解。出生后肌肉肥大主要是蛋白质分解代谢和合成

代谢动态平衡的过程[27]。之前研究表明，家畜去势

后产肉量降低，即肌肉量减少。本研究中，KEGG
富集分析结果提示，DECs 可能通过泛素系统、甲状

腺激素、Wnt、AMPK 等信号通路参与去势后肌肉

发育、肌纤维类型转化以及能量代谢的调控。 
DECs 来源基因最主要富集到的是泛素介导的

蛋白水解信号通路，其中泛素蛋白酶体系统(ubiquitin- 
proteasomesystem, UPS)参与调控肌肉蛋白降解，泛

素蛋白连接酶肌肉降解因子(muscle atrophy F-box, 
MAFbx)泛素化并降解分化蛋白，抑制肌肉蛋白合

成 [28]。肌肉环指蛋白 1 (muscle RING finger 1, 
MuRF-1)通过泛素化导致集钙蛋白 1 (calsequestrin 1, 
CASQ1)和肌球蛋白重链(myosin heavy chain, MYH)
降解[29,30]。快慢肌是影响肉品质的重要因素[31]，而

MAFbx 和 MuRF-1 降解快慢肌速度不同[32,33]。所以

UPS 系统一方面调控肌肉分化相关蛋白降解，调控

肌肉分化，另一方面通过对快慢肌降解速度不同，

间接调控肉品质。KEGG 分析还富集到甲状腺激素

信号通路，低水平甲状腺激素促进骨骼肌生长，高

水平抑制骨骼肌生长[34]。甲状腺激素可促进糖和脂

肪氧化，增加脂肪分解[35]。 
Wnt 信号通路中 Wnt5a 促进生肌性定向分化[36]，

Wnt10b 抑制成肌细胞的成脂分化[37]，Wnt5a 促进慢

肌纤维增多而 Wnt11 促进快肌纤维增加[38]，myostatin
通过 Wnt/β-catenin 信号通路调控慢肌纤维发育[39]。

AMPK 在肌肉能量代谢中起重要调控作用，AMPK
活化促进 GLUT4 表达，促进其转运到细胞膜，提高

酵解型肌纤维的葡萄糖吸收[40]。当肌肉中葡萄糖过

量时，AMPK 可降低磷酸化糖原合成酶(glycogen 
synthase, GS)活性抑制糖原合成 [41]。此外，AMPK
也参与调控骨骼肌的生长、肥大和再生[42]。 

为进一步分析这些 circRNAs 的调控机制，基

于 ceRNA 机制，结合前期获得的去势相关 miRNAs，
绘制了 DECs-miRNA 互作网络。该网络共富集 69
个 DECs (占差异 circRNAs 的 18.65%)和 8 个 miRNAs，
平均每个 miRNAs 靶向 29 个 circRNAs。富集到的

miR-1 和 miR-133 都是肌肉特异性 miRNAs，也是重

要的非肌性基因表达的抑制因子。转录因子如成肌

分化抗原(myogenic differentiation, MyoD)、肌细胞

生成素 (myogenin, MyoG)、血清应答因子 (serum 
response factor, SRF)、肌肉增强因子 2 (myocyte 
enhancer factor 2, AMEF2)都是 miR-1 和 miR-133a
的调节因子。miR-1 靶基因有组蛋白脱乙酰基酶 4 
(histone deacetylase 4, HDAC4)，转录因子 YY1 
(ying-yang 1)和调宁蛋白 3 (calponin 3, CNN3)，其中

HDAC4 是肌肉表达基因的转录抑制因子[43,44]，YY1
在肌肉基因转录中起负调控作用[45]，CNN3 调控肌

动蛋白和肌球蛋白的重组和分解[46]。Hong 等[47]发现

猪 miR-1 的 2 个 SNPs 位点与 I 型和 II 型肌纤维面

积和组成相关。miR-133 靶向 SRF 促进成肌细胞增

殖[43]，调控骨骼肌分化过程中的主脑样蛋白 1 (ma-
stermind like transcriptional coactivator 1, MAML1)、
胰岛素样生长因子 1 (insulin like growth factor 1, 
IGF-1) 和神经多嘧啶束结合蛋白 (polypyrimidine 
tract binding protein 1, PTBP1)[48]。此外 miR-133 通

过细胞外信号调节激酶(extracellular regulated protein 
kinases, ERK)促进成肌细胞分化[49]。谷氨酰胺乙酸

(alpha glucosidase, GAA)通过 miR-133a-3p 和 miR- 
1a-3p 激活 AKT/mTOR/S6K 信号通路，促进成肌细

胞分化和骨骼肌生长[50]。Wnt/β-catenin 信号通路通

过诱导 miR-133b 和 miR-206 抑制 Pax7 表达，诱导

肌源性分化[51]。由此可见，这 69 个 DECs 可能通过

竞争性吸附 miR-1、miR-133 等参与肌细胞增殖、分

化、肌纤维发育等过程，进而参与肌肉发育和肉质

性状的调控。为进一步验证这 69 个 DECs，对其来

源基因进行 KEGG 分析，主要富集于碳水化合物、

脂类和蛋白代谢相关通路，提示这些 DECs 参与去

势后肌肉能量代谢的调控。 
为验证高通量测序结果的准确性，根据 circRNAs

的长度和表达量，选择 circRNA_2241 和 circRNA_ 
4237 进行验证。结果发现使用 RNase R 处理对

circRNA_2241 和 circRNA_4237 的表达量影响不显

著，但 RNase R 处理后，GAPDH 无扩增产物。同时

使用反向引物扩增测序证实 circRNA_2241 和

circRNA_4237 确实以环状存在。RT-qPCR 结果提示

circRNA_2241 和 circRNA_4237 在两组表达变化趋

势和测序一致。同时在猪骨骼肌卫星细胞中，添加

睾酮促进 circRNA_2241 表达，抑制 miR-1 表达。这
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与本研究中，非去势组 circRNA_2241 表达量高于去

势组相一致。至于 circRNA_2241 是否能竞争性吸附

miR-1 还需要进一步构建载体，通过双荧光素酶系

统进行验证。同时 circRNA_2241 通过吸附 miR-1
间接影响哪个靶基因参与肉质性状的调控，也需进

一步的细胞试验验证。 
综上所述，本研究通过高通量测序筛选了猪去

势后背最长肌的 DECs，构建了 DECs-miRNAs 互作

网络，使用反向引物和 RT-PCR 证实筛选 circRNAs
的真实性，并通过细胞试验证实睾酮对 circRNA_ 
2241 和 miR-1 的表达调控。这些结果提示 circRNAs
可能通过与 miRNAs 互作，参与去势后肌肉发育、

肌纤维类型和能量代谢的调控，为解析去势后肌肉

发育的分子调控机制提供了新思路。 
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