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摘要： 旨在探讨长链非编码 ＲＮＡ （ｌｎｃＲＮＡ） 在绵羊妊娠早期中的调控作用， 研究其对绵羊生殖生理的调控机制。 通过高通量技术对不同生理时

期绵羊卵巢进行转录组测序， 结合生物信息学获得差异 ｌｎｃＲＮＡ； 利用顺式 （ｃｉｓ） 和反式 （ ｔｒａｎｓ） 关系探讨差异 ｌｎｃＲＮＡ 靶基因， 对靶基因进行

基因本体 （ＧＯ） 和京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 通路分析， 通过实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 研究 ｌｎｃＲＮＡ 表达模式。 结果： 试验成

功构建了绵羊妊娠早期 ＲＮＡ 文库， 每个样品平均产出 １１􀆰 ５０ Ｇ 数据， 并且每个样品与基因组平均比对率为 ９３􀆰 ８８％； 试验共检测到 ２３ ２１９ 个差异

基因， 其中 ｍＲＮＡ ４１８ 个， ｌｎｃＲＮＡ ４９ 个 （已知 １７ 个， 候选 ３２ 个）； 对 ４９ 个差异 ｌｎｃＲＮＡ 通过 ｃｉｓ 和 ｔｒａｎｓ 关系分析获得 ３４１ 个靶基因； ＧＯ 和

ＫＥＧＧ 通路研究表明， ５ 个 ｌｎｃＲＮＡ （ＬＯＣ１０５６１２３８９、 ＢＧＩＧ９９４０＿２７６５５、 ＲＰＳ２８、 ＢＧＩＧ９９４０＿２７５４８ 和 ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３） 在妊娠期表达显著或极显

著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５ 或 Ｐ＜０􀆰 ０１）， 均参与早期胎儿发育及相关调控过程； ＲＴ－ｑＰＣＲ 结果表明， ５ 个 ｌｎｃＲＮＡ 基因表达量达到一定临界值时， 预示该

母羊已经妊娠。 提示： ５ 个 ｌｎｃＲＮＡ 单独或联合使用有望作为早期妊娠检查的候选生物标志物， 对绵羊早期妊娠诊断及提高经济效益具有十分重

要的意义。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； ｌｎｃＲＮＡ； ｂｉｏｍａｒｋｅｒ； ｐｒｅｇｎａｎｃｙ

　 　 母羊的繁殖力直接关系到羊场的生产效益， 高效

且精准的妊娠诊断技术可以有效减少羊群的空怀天数

以及空怀导致的经济损失。 目前的妊娠诊断技术仍有

操作繁琐、 对仪器设备要求和人员专业化要求高等许

多弊端， 急需开发出一种简便、 快速、 准确的早期妊

娠诊断技术。 应用生物技术对羊实行早期妊娠诊断，
可以在母羊怀孕早期阶段快速检测出母羊是否怀孕，
从而对母羊进行分群精心管理和对空怀母羊进行及时

补配， 同时也是提高母羊繁殖效率， 促进集约化管

理， 提高养殖效益的重要技术措施。
近年来， 随着基因组学、 蛋白组学、 代谢组学等

多组学技术和生物信息学方法的发展， 在血清、 血

浆、 全血及组织中多种类型的生物标志物被鉴定并应

用于生产实践。 生物标志物 （ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ） 是指可以

标记系统、 器官、 组织、 细胞及亚细胞结构或功能改

变或可能发生改变的生化指标， 具有非常广泛的临床

应用前景； 通过对生物标志物的测定可以获知机体当

前所处的生物学过程中的进程； 检查一种或多种疾病

特异性的生物标志物， 对于疾病的鉴别， 早期诊断及

预防， 治疗过程中的监控可能起到帮助作用［１－４］。 寻

找和发现有价值的生物标志物已经成为目前研究的一

个重要热点。 随着高通量测序技术的快速发展， 数字

基因表达谱 （ＤＧＥ） 测序、 蛋白组测序、 转录组测

序、 代谢组测序、 小 ＲＮＡｓ 测序、 降解组测序、 ＤＮＡ
甲基化测序、 染色质免疫共沉淀 ＤＮＡ 测序等新方法

为科学家们开展分子生物学相关研究提供了更多选

择， 给基因组学研究带来了一个高效的新平台和巨大

的发展机遇［５－７］， 是发现生物标志物的重要手段之

一。 长 链 非 编 码 ＲＮＡ （ ｌｏｎｇ ｎｏｎ － ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，
ｌｎｃＲＮＡ） 是一类本身不编码蛋白， 转录本长度超过

２００ ｎｔ 的 ｌｎｃＲＮＡ 分子［８－９］。 ｌｎｃＲＮＡ 通过与染色质修

饰蛋白或转录因子与其特定的蛋白结合基序相互作用

来发挥调控作用， 继而维持基因表达的活跃或不活跃

状态［８－９］； ｌｎｃＲＮＡ 还可以直接结合到与其互补的

ＤＮＡ 序列， 形成一个 ＲＮＡ－ＤＮＡ 三重结构， 由此可

以阻断转录过程。 据报道， 这种三聚体结构可以导致

靶基因启动子中特定序列的甲基化［１０－１２］。 ｌｎｃＲＮＡ 转

录自身的行为甚至可以通过提供一个更开放的染色质

区域来触发附近基因的表达， 它也可以通过占据转录

因子结合位点来沉默附近的基因， 对生物生命活动起

着极其重要的调控作用［１３］， 而高通量测序及生物信

息学分析是发现 ｌｎｃＲＮＡ 的重要途径之一。 鉴于此，

试验应用转录组学技术鉴定羊妊娠早期的 ｌｎｃＲＮＡ 差

异表达， 挖掘早期妊娠诊断生物标志物， 为建立转录

组水平的妊娠诊断技术提供素材， 同时为制定人工干

预策略阻止胚胎丢失提供技术指导。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要药品与试剂

孕酮阴道栓 （ ＣＩＤＲ） 购自微球生命科学研究

（成都） 有限公司， 孕马血清促性腺激素 （ＰＭＳＧ）、
前列腺素 （ＰＧ） 购自宁波第二激素厂， ＴＲＩｚｏｌ 试剂

盒购自宝生物工程 （大连） 有限公司， Ｔａｑ ＤＮＡ 聚

合酶、 Ｔ４ ＲＮＡ 连接酶等购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 生物公

司， Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序在华大基因科技服务有限公

司 （ＢＧＩ） 完成。
１􀆰 ２　 试验动物及样品的采集

于四川省布拖县某绵羊良种繁育场购买 １２ 只雌

性、 产羔 ２ 次以上、 体重 （６５±２􀆰 ５） ｋｇ 的本地成年

健康绵羊为试验绵羊， 隔离观察饲养 ３０ ｄ， 自由采

食， 发情期正常； 随机分 ４ 组， 每组均通过 ＣＩＤＲ＋
ＰＭＳＧ＋ＰＧ 法进行同期发情。 同期发情程序： 放栓当

天记为 ０ ｄ， ７ ｄ 换栓， １４ ｄ 早上 ８： ００ 撤栓， 同时

注射 ＰＭＳＧ ４００ ＩＵ 和 ＰＧ ０􀆰 １ ｇ， １５ ｄ 和 １６ ｄ 早晚试

情。 在卵泡期、 黄体期 （发情后 １０ ｄ）、 妊娠 ３０ ｄ 和

妊娠 ４５ ｄ 分别屠宰， ＤＥＰＣ 水冲洗卵巢， 然后液氮快

速冷冻并转移到－８０ ℃冰箱保存备用。
１􀆰 ３　 ＲＮＡ 提取

从－ ８０ ℃ 冰箱中取出黄体期 （ ＬＰ ）、 卵泡期

（ＦＰ）、 妊娠 ３０ ｄ （Ｐ３０）、 妊娠 ４５ ｄ （ Ｐ４５） 卵巢，
通过液氮预冷研钵， 用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡ， 溶

于适量无 ＲＮＡ 酶水， 取少量总 ＲＮＡ 用微量核酸分析

仪 （Ｉｍｐｌｅｎ 公司， 德国） 测定其浓度及纯度， 并通

过 １％琼脂糖凝胶电泳检测其样品完整性， 合格总

ＲＮＡ 样品保存于－８０ ℃超低温冰箱备用。
１􀆰 ４　 文库构建及高通量测序

取 ０􀆰 １ ｇ 总 ＲＮＡ 样品， 利用 Ｏｌｉｇｏ － ｄＴ 磁珠和

Ａｍｐｕｒｅ ＸＰ Ｂｅａｄｓ 进行纯化后合成二链 ｃＤＮＡ， 通过

ＰＣＲ 扩增建立文库， 然后在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ２０００ 测序系统

上进行高通量测序， 每个时期样品 ３ 个重复。
１􀆰 ５　 测序数据分析

使用 ＳＯＡＰｎｕｋｅ （ ｖ１􀆰 ５􀆰 ２） 对测序数据进行过

滤， 具体方法： 去除含有测序接头的数据； 去除碱基

质量不佳 （碱基质量小于或等于 ５） 大于 ２０％的数
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据； 去除未知碱基 （Ｎ 碱基） 比率大于 ５％的数据，
然后得到过滤后数据， 并以 ＦＡＳＴＱ 格式存储。 使用

ＨＩＳＡＴ２ （ｖ２􀆰 ０􀆰 ４） 将过滤后数据映射到参考基因组

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｄａｔａｓｅｔｓ ／ ｇｅｎｏｍｅ ／ ＧＣＦ＿
００２７４２１２５􀆰 １ ／ ）。 然 后 用 ＥｒｉｃＳｃｒｉｐｔ （ ｖ０􀆰 ５􀆰 ５ ） 和

ｒＭＡＴＳ （ｖ３􀆰 ２􀆰 ５） 分别检测融合基因和差异剪接基因

（ＤＳＧ）。 用 Ｂｏｗｔｉｅ２ （ｖ２􀆰 ２􀆰 ５） 将过滤后数据与华大

基因 （深圳） 建立的数据库进行比对， 其中包括已

知及新的、 编码和非编码转录本， 然后用 ＲＳＥＭ
（ｖ１􀆰 ２􀆰 １２） 计算基因的表达水平。 根据不同样本的

基因表达情况， 用 Ｐｈｅａｔｍａｐ （ ｖ１􀆰 ０􀆰 ８） 绘制热图。
使用 ＤＥＳｅｑ ２􀆰 ０ （ ｖ１􀆰 ４􀆰 ５） 进行差异表达分析， 且

Ｐ≤０􀆰 ０５。
１􀆰 ６　 ｌｎｃＲＮＡ 靶基因预测

对获得的差异 ｌｎｃＲＮＡ 进行靶基因预测， ｌｎｃＲＮＡ
和 ｍＲＮＡ 的斯皮尔曼相关系数、 皮尔逊相关系数，
要求均≥０􀆰 ６， 完成相关系数分析后， 将 ｌｎｃＲＮＡ 在

ｍＲＮＡ 上游 １００ ｋｂ 内或下游 １００ ｋｂ 内的判定为顺式

（ｃｉｓ） 关系， 超出这个范围， 则用 ＲＮＡｐｌｅｘ 分析二者

结合能， 如果结合能小于－３０， 则判定为反式 （ｔｒａｎｓ）
关系。 参数： 最小自由能 （ｍａｘ ＭＦＥ）： －１００； 最大数

量限制 （ｍａｘ ｎｕｍ： Ｌｉｍｉｔ）： ５０。
使用基因本体 （ＧＯ） （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ．

ｏｒｇ ／ ） 和 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书 （ ＫＥＧＧ ）
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｋｅｇｇ． ｊｐ ／ ）通路分析在超几何检验的基

础 上， 用 Ｐｈｙｐｅｒ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｅｎ． ｗｉｋｉｐｅｄｉａ． ｏｒｇ ／ ｗｉｋｉ ／
Ｈｙｐｅｒｇｅｏｍｅｔｒｉｃ＿ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）对靶基因进行富集分析，
通过靶基因判断 ｌｎｃＲＮＡ 的功能作用。
１􀆰 ７　 利用实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 临床检

测 ｌｎｃＲＮＡ 的表达

　 　 临床采集配种 ３０ ～ ６０ ｄ 的母羊血液 ３０ 份， 屠宰

场采集妊娠母羊卵巢 １０ 个， 以未妊娠母羊的血液和

卵巢为对照， 以甘油醛－３－磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ）
为内参， 进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测， 每个试验重复 ３ 次。
按照试剂盒操作步骤进行血液 ＲＮＡ 的提取， 组织按

照 ＴＲＩｚｏｌ 法进行 ＲＮＡ 提取， 之后进行反转录。 无

ＲＮＡ 酶管中加入总 ＲＮＡ ４ μＬ， ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ １ μＬ，
ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ ５ μＬ， 吹打混匀后４２ ℃孵育 ５ ｍｉｎ。
反应结束后置冰上加入 ２ × ＳＰＡＲＫｓｃｒｉｐｔ Ⅱ ＲＴ Ｐｌｕｓ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ， 轻轻混匀离心， ５０ ℃孵育 １５ ｍｉｎ，
８５ ℃加热 ５ ｍｉｎ， 反转录成 ｃＤＮＡ。 ＲＴ－ｑＰＣＲ 反应体

系 ２０ μＬ： ２×ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬ， 上、 下游引物

（２ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ４ μＬ， ｃＤＮＡ １􀆰 ２ μＬ， ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ
ｄｄＨ２Ｏ ８ μＬ。 ＲＴ － ｑＰＣＲ 反应条件： ９４ ℃ ３ ｍｉｎ；
９４ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环。 引物序列见表 １。
试验通过 ２－ΔΔＣｔ方法计算基因相对表达量。

表 １　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 引物序列及参数

基因 　 　 　 引物序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ＬＯＣ１０５６１２３８９
Ｆ： ＴＧＡＧＧＴＴＣＴＧＴＴＧＣＡＴＣＣＣＡＴＴ
Ｒ： ＧＣＴＴＴＧＣＣＧＣＣＴＣＡＡＡＴＡＣＡＡ

１７５

ＢＧＩＧ９９４０＿２７６５５
Ｆ： ＴＣＣＧＡＡＡＣＡＣＧＴＧＡＣＴＣＣＴＣ
Ｒ： ＣＣＡＴＧＡＡＴＴＣＴＡＣＧＣＧＣＡＣＣ

１５４

ＢＧＩＧ９９４０＿２７５４８
Ｆ： ＴＴＴＧＡＧＡＡＡＣＣＴＣＴＧＣＧＣＣＡ
Ｒ： ＡＧＧＣＡＴＧＣＡＧＴＣＣＡＣＡＣＴＴＴ

１８３

ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３
Ｆ： ＣＣＡＴＣＧＡＧＴＣＡＧＴＧＡＴＧＣＣＡ
Ｒ： ＴＴＣＴＴＣＣＣＴＡＣＡＡＡＴＡＧＧＴＴＣＡＴＣＴ

１７８

ＲＰＳ２８
Ｆ： ＡＣＴＧＣＣＡＴＴＴＣＴＧＡＧＣＣＧＡＴ
Ｒ： ＧＴＴＴＧＴＡＴＣＴＣＧＡＡＧＣＡＧＣＡＧＧ

１２１

ＧＡＰＤＨ
Ｆ： ＧＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧ
Ｒ： ＣＡＴＴＧＡＴＧＡＣＧＡＧＣＴＴＣＣＣＧ

１９６

１􀆰 ８　 数据统计与分析

试验数据通过 ｅｄｇｅＲ （以 ＲＳＥＭ 进行定量）、
ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件 （ ｔ 检验） 进行差异显著性分析， Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＞０􀆰 ０５ 表示差异不显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 文库构建和高通量测序

试验使用 ＤＮＢＳＥＱ 平台对卵泡期 （ＦＰ）、 黄体期

（ＬＰ）、 妊娠 ３０ ｄ （Ｐ３０） 和妊娠 ４５ ｄ （Ｐ４５） 一共

１２ 个样品进行了建库测序， 每个样品平均产出
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１１􀆰 ５０ Ｇ数据。 由表 ２ 可见， 样品比对基因组的平均

比对率为 ９３􀆰 ８８％。 一共检测到 ２３ ２１９ 个差异基因，
其中 ｍＲＮＡ ４１８ 个， ｌｎｃＲＮＡ ４９ 个 （已知 １７ 个， 候

选 ３２ 个）。 以 ＬＰ 期为对照， ＦＰ 期基因上调 ２６ 个，
Ｐ３０ 期上调 ２４ 个， Ｐ４５ 期上调 ６３ 个； 以 ＦＰ 期为对

照， Ｐ３０ 期基因上调 ２４ 个， Ｐ４５ 期上调 ８２ 个； 以

Ｐ３０ 期为对照， Ｐ４５ 期基因上调 ４７ 个 （图 １）。 差异

表达分析表明 ＬＯＣ１０５６１２３８９ 在 Ｐ３０ 期显著上调 （以
ＬＰ 期为对照）， ＢＧＩＧ９９４０＿２７６５５ 在 Ｐ４５ 期极显著上

调 （以 ＦＰ 期为对照）， ＲＰＳ２８ 在 Ｐ４５ 期极显著上调

（以 ＬＰ 期为对照）， ＢＧＩＧ９９４０＿２７５４８ 在 Ｐ４５ 期极显

著上调 （以 ＬＰ 期为对照）， ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３ 在 Ｐ４５
期极显著上调 （以 Ｐ３０ 期为对照） （表 ３）。

表 ２　 文库测序数据信息

样品 冗余数目 ／ Ｍｂ 非冗余片段数 ／ Ｍｂ
平均非冗余

片段数 ／ Ｍｂ
干净读段 Ｑ３０ ／ ％

非冗余序列

比对率 ／ ％
总比对率 ／ ％

ＦＰ＿１ １１７􀆰 ４４ １１４􀆰 ４７

ＦＰ＿２ １１９􀆰 ９４ １１７􀆰 ９９

ＦＰ＿３ １１４􀆰 ９４ １１３􀆰 ２９

１１５􀆰 ２５

９５􀆰 ００ ９７􀆰 ４７ ９３􀆰 ８５

９４􀆰 ５１ ９８􀆰 ３７ ９４􀆰 ６５

９４􀆰 ５２ ９８􀆰 ５７ ９４􀆰 ８０

ＬＰ＿１ １１７􀆰 ４４ １１５􀆰 ６５

ＬＰ＿２ １１９􀆰 ９４ １１７􀆰 ９４

ＬＰ＿３ １１７􀆰 ４４ １１５􀆰 ５６

１１６􀆰 ３８

９４􀆰 ５２ ９８􀆰 ４７ ９４􀆰 ８０

９４􀆰 ５１ ９８􀆰 ３４ ９４􀆰 １４

９４􀆰 ５２ ９８􀆰 ４０ ９４􀆰 ７０

Ｐ３０＿１ １１７􀆰 ４４ １１５􀆰 ３６

Ｐ３０＿２ １１９􀆰 ９４ １１７􀆰 ９２

Ｐ３０＿３ １１９􀆰 ９４ １１７􀆰 ７９

１１７􀆰 ０２

９５􀆰 ０７ ９８􀆰 ２２ ９４􀆰 ３４

９４􀆰 ６３ ９８􀆰 ３１ ９４􀆰 ５９

９４􀆰 ７０ ９８􀆰 ２１ ９４􀆰 ３５

Ｐ４５＿１ １１２􀆰 ４４ １０９􀆰 ２８

Ｐ４５＿２ １１２􀆰 ４４ １１０􀆰 ９０

Ｐ４５＿３ １１４􀆰 ９４ １１３􀆰 ４４

１１１􀆰 ２１

９２􀆰 ２３ ９７􀆰 １８ ９１􀆰 ４９

９２􀆰 ２２ ９８􀆰 ６３ ９２􀆰 ３５

９２􀆰 ５２ ９８􀆰 ６９ ９２􀆰 ５１

ＬＰ－ＦＰ， ＬＰ－Ｐ３０， ＬＰ－Ｐ４５ 分别表示与 ＬＰ 比较， ＦＰ、 Ｐ３０、 Ｐ４５ 基因数目变化情况； ＦＰ－Ｐ３０， ＦＰ－Ｐ４５ 分别表示与 ＦＰ 比较， Ｐ３０、 Ｐ４５ 基因

数目变化情况； Ｐ３０－Ｐ４５ 表示与 Ｐ３０ 比较， Ｐ４５ 基因数目变化情况。

图 １　 不同时期差异基因数目

２􀆰 ２　 样品相关性分析

为了反映样本间基因表达的相关性， 计算了每 ２
个样品之间所有基因表达量的皮尔逊相关系数， 并将

这些系数以热图的形式反映出来。 由图 ２ 可见， 样品

间相关系数平均在 ０􀆰 ９８ 以上， 样品及数据具有较高

的可靠性。
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表 ３　 ５ 个 ｌｎｃＲＮＡ 差异表达比较分析

基因 ＩＤ 基因符号
ＦＰ ／ ＬＰ Ｐ３０ ／ ＬＰ Ｐ４５ ／ ＬＰ Ｐ３０ ／ ＦＰ Ｐ４５ ／ ＦＰ Ｐ４５ ／ Ｐ３０

ｌｏｇ２值 Ｐ 值 ｌｏｇ２值 Ｐ 值 ｌｏｇ２值 Ｐ 值 ｌｏｇ２值 Ｐ 值 ｌｏｇ２值 Ｐ 值 ｌｏｇ２值 Ｐ 值

１０５６１２３８９ ＬＯＣ１０５６１２３８９ ０􀆰 ６８８ ０􀆰 ９９８ １􀆰 ９８７ ０􀆰 ０３３ １􀆰 ３３２ ０􀆰 ７０６ １􀆰 ２９９ ０􀆰 ７１８ ０􀆰 ６５６ ０􀆰 １００ －０􀆰 ６５１ ０􀆰 ９９５

ＢＧＩＧ９９４０＿２７６５５ ＢＧＩＧ９９４０＿２７６５５ ０􀆰 ３０７ ０􀆰 ９９８ －０􀆰 ７９４ ０􀆰 ９９７ －１􀆰 １９２ ０􀆰 ６８０ －１􀆰 １０２ ０􀆰 ６０８ －１􀆰 ４８５ ０􀆰 ０００ －０􀆰 ３８８ ０􀆰 ９９５

１０１１０３３１６ ＲＰＳ２８ －０􀆰 ５５７ ０􀆰 ２４２ －０􀆰 ４１２ ０􀆰 １９９ －０􀆰 ８３９ ０􀆰 ０００ ０􀆰 １４３ ０􀆰 １００ －０􀆰 ２６８ ０􀆰 ８２０ －０􀆰 ４１６ ０􀆰 １０１

ＢＧＩＧ９９４０＿２７５４８ ＢＧＩＧ９９４０＿２７５４８ －０􀆰 ４７０ ０􀆰 ９８７ －０􀆰 １６８ ０􀆰 ９９７ －０􀆰 ８１８ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ３０１ ０􀆰 １００ －０􀆰 ３３５ ０􀆰 ９２６ －０􀆰 ６４０ ０􀆰 ０６２

ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３ ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３ ０􀆰 ４９７ ０􀆰 ９９８ ０􀆰 ９１１ ０􀆰 ９９７ －０􀆰 ４４２ ０􀆰 ９９５ ０􀆰 ４１３ ０􀆰 １００ －０􀆰 ９２５ ０􀆰 ２５２ －１􀆰 ３４３ ０􀆰 ００６

　 　 注： ｌｏｇ２ 值正数表示上调， 负数则表示下调。

图 ２　 样品相关性热图

２􀆰 ３　 ｌｎｃＲＮＡ 靶基因预测与 ＧＯ 注释和 ＫＥＧＧ 通路

分析

　 　 对 ４９ 个 ｌｎｃＲＮＡ 通过 ｃｉｓ 关系和 ｔｒａｎｓ 关系判断标

准， 试验获得 ｔｒａｎｓ 关系靶基因 １５３ 个， ｃｉｓ 关系靶基

因 （上下游 １００ ｋｂ） 筛选到 １９４ 个， 合计 ３４７ 个靶基

因， 其中 ｃｉｓ 关系和 ｔｒａｎｓ 关系筛选的靶基因重复 ６
个， 最终筛选到的 ｌｎｃＲＮＡ 靶基因为 ３４１ 个。 对 ３４１
个靶基因做 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路分析。 生物过程方面，
３４１ 个靶基因富集到 ２５ 条生物过程条目， １４ 条细胞

组成条目和 ８ 条分子功能条目， 其中排名列在前 ５ 的

ＧＯ 条目见表 ４。 通路分类发现 ｌｎｃＲＮＡ 靶基因通路主

要分类到 ４１ 类通路， 其中排名列在前 １０ 的 ＫＥＧＧ 条

目为： 信号转导 （ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ）、 癌症概述

（ｃａｎｃｅｒｓ： ｏｖｅｒｖｉｅｗ）、 免疫系统 （ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ）、
内分泌系统 （ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｓｙｓｔｅｍ）、 传染病： 病毒性

（ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｉｓｅａｓｅｓ： ｖｉｒａｌ）、 全局与概述图谱 （ｇｌｏｂａｌ

ａｎｄ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｍａｐｓ）、 信号分子与相互作用 （ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）、 神经退行性疾病 （ ｎｅｕｒｏ⁃
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ）、 内分泌和代谢疾病 （ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ
ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ）、 癌症： 特殊类型 （ ｃａｎｃｅｒｓ：
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｙｐｅｓ）。

结合差异表达模式， 通过 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路分析

发现： ＬＯＣ１０５６１２３８９ 在 Ｐ３０ 期显著上调， 其靶基因

ＮＯＴＣＨ１ （ＩＤ： １０１１１５０２０） 参与宫内胚胎发育、 肝

脏发育、 心内膜发育、 表皮发育、 内胚层发育、 远端

小管 和 集 合 管 发 育、 Ｎｏｔｃｈ 信 号 通 路 等 过 程；
ＢＧＩＧ９９４０＿ ２７６５５ 在 Ｐ４５ 期极显著上调， 靶基因

ＢＣＬ２Ｌ１１ （ＩＤ： １００５０５４０２） 参与脾脏、 肾脏、 雄性

性腺、 乳腺等器官及胚胎发育过程； ＲＰＳ２８ 在 Ｐ４５
期极显著上调， 有靶基因 ＢＣＬ２Ｌ１１ 和 ＭＥＤ１２， 靶基

因 ＢＣＬ２Ｌ１１ （ ＩＤ： １００５０５４０２） 参与脾脏、 肾脏、 雄

性性腺、 乳腺等器官及胚胎发育过程， 靶基因
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ＭＥＤ１２ （ＩＤ： １０１１２３０１５） 参与内胚层发育、 心脏发

育、 脊髓发育、 神经管发育、 胚胎器官发育、 胚胎脑

发育、 Ｗｎｔ 信号通路等过程； ＢＧＩＧ９９４０ ＿ ２７５４８ 在

Ｐ４５ 期 极 显 著 上 调， 靶 基 因 ＥＲＢＢ３ （ ＩＤ：
１０１１０３８８９） 参与心内膜垫发育、 外周神经系统发

育、 颅神经发育等过程； ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３ 在 Ｐ４５ 期

极显著上调， 靶基因 ＭＥＤ１２ （ＩＤ： １０１１２３０１５） 参与

内胚层发育、 心脏发育、 脊髓发育、 神经管发育、 胚

胎器官发育、 胚胎脑发育、 Ｗｎｔ 信号通路等过程 （表
３， 表 ５）。
２􀆰 ４　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测

由图 ３ 可见， ＬＯＣ１０５６１２３８９、 ＲＰＳ２８、 ＢＧＩＧ９９４０＿
２７６５５、 ＢＧＩＧ９９４０ ＿ ２７５４８ 和 ＢＧＩＧ９９４０ ＿ ２７５６３ 的

ｍＲＮＡ 在未孕母羊血液和卵巢中表达量很低， 在妊娠

母羊血液和卵巢中的表达量极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）
（图 ３）。

表 ４　 排名列在前 ５ 的 ＧＯ 条目

ＧＯ 水平分类 １ ＧＯ 水平分类 ２ 数目

生物过程

细胞过程 １２２

代谢过程 ９１

生物调控 ８０

生物过程调控 ７８

刺激反应 ６８

细胞组成

细胞 １１６

细胞部分 １１５

细胞器 ９９

细胞膜 ６７

细胞膜部分 ５８

分子功能

结合 １１２

催化活性 ５２

转录调节活性 １５

分子传感活性 ７

结构分子活性 ７

表 ５　 ５ 个 ｌｎｃＲＮＡ 靶基因部分 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 通路

ｌｎｃＲＮＡ 靶基因 ＧＯ 分类 ＫＥＧＧ 通路

ＬＯＣ１０５６１２３８９ ＮＯＴＣＨ１ ＧＯ： ０００１７０１ （宫内胚胎发育）； ＧＯ： ０００１８８９ （肝脏发育）； ＧＯ：
０００３１５７ （心内 膜 发 育 ）； ＧＯ： ０００７２１９ （ Ｎｏｔｃｈ 信 号 通 路 ）； ＧＯ：
０００７４９２ （内胚层发育）； ＧＯ： ０００８５４４ （表皮发育）； ＧＯ： ００２１９１５
（神经管发育）； ＧＯ： ００３０３２４ （肺发育）； ＧＯ： ００３０３２６ （胚胎肢体形

态发生）； ＧＯ： ００３０９００ （前脑发育）； ＧＯ： ００６１３１４ （Ｎｏｔｃｈ 信号参与

心脏发育）； ＧＯ： ００７２０１７ （远端小管发育）； ＧＯ： ００７２０４４ （集合管

发育）

０１５２２ （内分泌抵抗）； ０４３２０ （背
腹轴形成）； ０４３３０ （Ｎｏｔｃｈ 信号通

路）； ０４９１９ （甲状腺激素信号通

路）； ０５０２０ （朊病毒病）

ＢＧＩＧ９９４０＿２７６５５ ＢＣＬ２Ｌ１１ ＧＯ： ０００１７０１ （宫内胚胎发育）； ＧＯ： ０００１８２２ （肾脏发育）； ＧＯ：
０００８５８４ （ 雄 性 性 腺 发 育 ）； ＧＯ： ０００９７９１ （ 胚 后 期 发 育 ）； ＧＯ：
００３０８７９ （乳腺发育）； ＧＯ： ００３５１４８ （管形成）； ＧＯ： ００４３５８３ （耳朵

发育）； ＧＯ： ００４８０６６ （发育性色素沉着）； ＧＯ： ００４８５３６ （脾脏发

育）； ＧＯ： ００４８５３８ （胸腺发育）； ＧＯ： １９０２２６３ （胚胎趾形态发生中

涉及的凋亡过程）

０４０６８ （ ＦｏｘＯ 信号通路）； ０４１５１
（ ＰＩ３Ｋ － Ａｋｔ 信号通路）； ０４２１０；
（细胞凋亡）； ０４２１５ （多物种细胞

凋亡）； ０５１６９ （ ＥＢ 病毒感染）；
０５２００ （癌症通路）

ＲＰＳ２８ ＢＣＬ２Ｌ１１ ＧＯ： ０００１７０１ （宫内胚胎发育）； ＧＯ： ０００１８２２ （肾脏发育）； ＧＯ：
０００８５８４ （ 雄 性 性 腺 发 育 ）； ＧＯ： ０００９７９１ （ 胚 后 期 发 育 ）； ＧＯ：
００３０８７９ （乳腺发育）； ＧＯ： ００３５１４８ （管形成）； ＧＯ： ００４３５８３ （耳朵

发育）； ＧＯ： ００４８０６６ （发育性色素沉着）； ＧＯ： ００４８５３６ （脾脏发

育）； ＧＯ： ００４８５３８ （胸腺发育）； ＧＯ： １９０２２６３ （胚胎趾形态发生中

涉及的凋亡过程）

０４０６８ （ ＦｏｘＯ 信号通路）； ０４１５１
（ ＰＩ３Ｋ － Ａｋｔ 信号通路）； ０４２１０；
（细胞凋亡）； ０４２１５ （多物种细胞

凋亡）； ０５１６９ （ ＥＢ 病毒感染）；
０５２００ （癌症通路）

ＭＥＤ１２ ＧＯ： ０００１７５６ （ 体 节 发 生 ）； ＧＯ： ０００７４９２ （ 内 胚 层 发 育 ）； ＧＯ：
０００７５０７ （心脏发育）； ＧＯ： ００１４００３ （少突胶质细胞发育）； ＧＯ：
００１４０４４ （施万细胞发育）； ＧＯ： ００２１５１０ （脊髓发育）； ＧＯ： ００２１９１５
（神经管发育）； ＧＯ： ００４８５６８ （胚胎器官发育）； ＧＯ： ００６００７０ （经典

Ｗｎｔ 信号通路）； ＧＯ： １９９０４０３ （胚胎脑发育）

０４９１９ （甲状腺激素信号通路）
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续表５

ｌｎｃＲＮＡ 靶基因 ＧＯ 分类 ＫＥＧＧ 通路

ＢＧＩＧ９９４０＿２７５４８ ＥＲＢＢ３ ＧＯ： ０００３１９７ （心内膜垫发育）； ＧＯ： ０００７４２２ （外周神经系统发育）；
ＧＯ： ００２１５４５ （颅神经发育）； ＧＯ： ００５１４０２ （神经元细胞凋亡过程）；
ＧＯ： ００５５０２５ （心肌组织发育的正向调节）； ＧＯ： ００９７１９２ （无配体时

的外在细胞凋亡信号通路）

０１５２１ （ＥＧＦＲ 酪氨酸激酶抑制剂

耐药性）； ０４０１０ （ＭＡＰＫ 信号通

路）； ０４０１２ （ ＥｒｂＢ 信号通路 ）；
０４０２０ （ 钙 信 号 通 路 ）； ０４１５１
（ＰＩ３Ｋ － Ａｋｔ 信 号 通 路 ）； ０５２０５
（癌症中的蛋白聚糖）

ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３ ＭＥＤ１２ ＧＯ： ０００１７５６ （ 体 节 发 生 ）； ＧＯ： ０００７４９２ （ 内 胚 层 发 育 ）； ＧＯ：
０００７５０７ （心脏发育）； ＧＯ： ００１４００３ （少突胶质细胞发育）； ＧＯ：
００１４０４４ （施万细胞发育）； ＧＯ： ００２１５１０ （脊髓发育）； ＧＯ： ００２１９１５
（神经管发育）； ＧＯ： ００４８５６８ （胚胎器官发育）； ＧＯ： ００６００７０ （经典

Ｗｎｔ 信号通路）； ＧＯ： １９９０４０３ （胚胎脑发育）

０４９１９ （甲状腺激素信号通路）

∗∗表示同一基因在相同组织妊娠期和未孕期相比差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ３　 不同 ｌｎｃＲＮＡ 基因在未孕和妊娠母羊血液和卵巢中表达

３　 讨论

加快肉羊品种改良、 提高肉羊繁殖效率、 增加肉

羊养殖数量已成为肉羊产业发展中亟需解决的突出问

题。 科学、 准确地进行早期妊娠诊断是提高母羊繁殖

效率的一项关键技术， 对空怀母羊进行及时再孕处

理， 是提高母羊繁殖效率的一项重要措施。
高灵敏度的检验技术和特异性的检验标志物对于

母畜早期妊娠检测具有重要的意义。 转录组、 蛋白组

等高通量测序技术目前已成为筛选小分子生物标志物

的一种重要方式［１４－１７］。 Ｚｕｌ 等［１８］ 利用高通量测序技

术对临床乳房炎组、 亚临床乳房炎组及健康乳牛组血

液样本进行测序， 经过研究证实白细胞介素 （ＩＬ－８）
和结合珠蛋白能作为早期检测隐性乳房炎的潜在生物

标记物。 本试验运用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序技术分析卵

泡期、 黄体期、 妊娠 ３０ ｄ 和妊娠 ４５ ｄ 绵羊卵巢

ｍＲＮＡ 和 ｌｎｃＲＮＡ 表达， 探讨 ｌｎｃＲＮＡ 在绵羊妊娠早

期中的调控作用。 试验成功构建绵羊妊娠早期 ＲＮＡ
文库， 每个样品平均产出 １１􀆰 ５０ Ｇ 数据， 样品比对基

因组的平均比对率为 ９３􀆰 ８８％。 吴垚群等［５］ 测序量为

１０ Ｇ， 平均比对率为 ８１􀆰 ２２％； 李耀坤等［８］ 测序量为

１０􀆰 ４ Ｇ， 平均比对率在 ８２％以上。 本试验数据产出率

均高于二者的测序结果， 说明测序数据质量可靠， 为

后续试验的深入分析提供了保障。 该试验检测到

２３ ２１９ 个基因， 其中 ４１８ 个差异 ｍＲＮＡ 和 ４９ 个差异

ｌｎｃＲＮＡ。 差异表达分析发现在动物不同生理期， 基

因表达模式明显不同， 试验结果进一步证实了基因参

与动物生殖生理活动的调控， 与一些研究相一

致［５－６，８－９，１４］。 Ｆｏｒｄｅ 等［１９］ 利用蛋白质组学与转录组学

分析发现 ＡＣＯ２ 等基因在妊娠期母牛、 非妊娠期母牛

体内表达差异显著， 推测 ＡＣＯ２ 等基因具有作为妊娠

鉴定的潜在价值； 黄芳［２０］ 发现， 胚胎停育患者与正

常早孕女性蜕膜中 Ｗｎｔ４ 表达水平差异显著， 认为在

子宫内膜蜕膜化及维持妊娠中 Ｗｎｔ４ 发挥重要作用，
可 维 持 胚 胎 发 育。 本 研 究 分 析 发 现 其 中

ＬＯＣ１０５６１２３８９ 在 Ｐ３０ 期 显 著 上 调， ＢＧＩＧ９９４０ ＿
２７６５５、 ＲＰＳ２８、 ＢＧＩＧ９９４０＿２７５４８、 ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３
在 Ｐ４５ 期极显著上调， ５ 个 ｌｎｃＲＮＡ 在妊娠期表达显
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著升高， 说明其可能参与了早期胎儿组织器官的发

育， 为进一步成为候选早期妊娠诊断生物标志物提供

了支撑。
对 ４９ 个差异 ｌｎｃＲＮＡ 通过 ｃｉｓ 和 ｔｒａｎｓ 关系分析获

得 ３４１ 个靶基因， 对 ３４１ 个靶基因做 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通

路分析。 通过 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路分析结合差异表达分

析发现， ＬＯＣ１０５６１２３８９ 在妊娠期显著上调， 其靶基

因 ＮＯＴＣＨ１ 参与宫内胚胎发育、 肝脏发育、 心内膜

发育、 表皮发育、 内胚层发育、 远端小管和集合管发

育、 Ｎｏｔｃｈ 信号通路等过程。 蒋思涵等［２１］ 研究证实

Ｎｏｔｃｈ１ 为性别特征基因， 与蝗卵发育密切相关， 在

胚胎早期发育阶段参与诱导性别向雄性发育； 王雪淞

等［２２］研究证实 Ｎｏｔｃｈ 信号通路具有调控间充质干细

胞分化成不同靶细胞的功能， 可见本论文研究结果与

上述研究结果相一致。 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路分析发现靶

基因 ＢＣＬ２Ｌ１１ 参与脾脏、 肾脏、 雄性性腺、 乳腺等

器官及胚胎发育过程； 靶基因 ＭＥＤ１２ 参与内胚层发

育、 心脏发育、 脊髓发育、 神经管发育、 胚胎器官发

育、 胚胎脑发育、 Ｗｎｔ 信号通路等过程； 靶基因

ＥＲＢＢ３ 参与心内膜垫发育、 外周神经系统发育、 颅

神经发育等过程。 刘玉芳等［２３］ 研究证实， ＢＣＬ２Ｌ１１
是调控卵巢发育的重要基因及调控元件， 尤其在胚胎

干细胞分化方面发挥重要作用， 而 Ｎｏｔｃｈ 信号通路、
Ｗｎｔ 信号通路等都是参与动物生殖生理调控的重要通

路［２４－２５］。 杨帆等［２６］ 研究发现， 多个差异 ｌｎｃＲＮＡ 均

靶向 Ｗｎｔ 通路相关基因， 提示 ｌｎｃＲＮＡ 可能通过调控

Ｗｎｔ 通路关键基因来影响绵羊繁殖力。 本试验数据及

一些研究［２３－２５］ 分析证实 ＬＯＣ１０５６１２３８９、 ＢＧＩＧ９９４０ ＿
２７６５５、 ＲＰＳ２８、 ＢＧＩＧ９９４０＿２７５４８、 ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３ 基

因均参与胚胎发育、 生殖生理等相关过程的调控。
ＲＴ － ｑＰＣＲ 结 果 表 明 ＬＯＣ１０５６１２３８９、 ＢＧＩＧ９９４０ ＿
２７６５５、ＲＰＳ２８、ＢＧＩＧ９９４０ ＿２７５４８ 和 ＢＧＩＧ９９４０ ＿２７５６３
基因在未孕母羊血液和卵巢中表达量很低， 在妊娠母

羊的血液和卵巢中表达量显著升高， 通过测序数据和

荧光定量数据分析 ＬＯＣ１０５６１２３８９、ＢＧＩＧ９９４０＿２７６５５、
ＲＰＳ２８、ＢＧＩＧ９９４０＿２７５４８ 和 ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３ 在血液

中的表达量达某一临界值时， 预示着动物的妊娠。 ５
个 ｌｎｃＲＮＡ 的靶基因均参与早期胚胎各组织器官发育

过程， 结合在妊娠和未妊娠母羊表达模式的不同可推

测该 ５ 个 ｌｎｃＲＮＡ （ＬＯＣ１０５６１２３８９、 ＢＧＩＧ９９４０＿２７６５５、
ＲＰＳ２８、 ＢＧＩＧ９９４０＿２７５４８ 和 ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３） 有作为

母羊早期妊娠诊断生物标志物的可行性， 但该试验妊

娠血清样品、 卵巢样品仅有 ３０、 １０ 个， 样品数量及

测定范围还有待进一步增加及细化以验证其作为生物

标志物的精确度和准确度。 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 测序分析发现，
妊娠早期牛血浆中 ｍｉＲ－２６ａ 显著上调， 可作为早期

妊娠的潜在标志物［２７－２８］， 但其在妊娠诊断中的应用

有待进一步研究； ｂｔａ－ｍｉＲ－２２１ 和 ｂｔａ－ｍｉＲ－２２３ 等 ６
个 ｍｉＲＮＡｓ 在妊娠早期鲜奶样品中持续上调表达， 但

是因不能有效区分妊娠牛和发情牛， 导致其不能用于

奶牛的早期妊娠检测［２９］。 理想的早期妊娠诊断生物

标志物应能及时准确反映母畜妊娠状态， 在特定妊娠

阶段呈现特异性上调或下调， 受日粮、 环境以及药物

等非动物性因素的影响小， 能够反应孕体的年龄和生

存能力， 可以在易获得的体液如血液、 血清、 尿液中

检测， 而且要有持续的表达周期以提供足够的样品采

集时间［３０］。 血液 ／血清作为动物共有的体液样本比较

容易采集， 在临床生物标志物检测中应用广泛［３１］。 ５
个 ｌｎｃＲＮＡ （ＬＯＣ１０５６１２３８９、 ＢＧＩＧ９９４０＿２７６５５、 ＲＰＳ２８、
ＢＧＩＧ９９４０＿２７５４８ 和 ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３） 是通过高通量测

序， 结合生物信息学并通过临床血液定量表达模式的

验证分析获得的具有早期妊娠诊断潜力的重要小分子

生 物， 其 中 ＬＯＣ１０５６１２３８９、 ＢＧＩＧ９９４０ ＿ ２７６５５、
ＢＧＩＧ９９４０＿２７５４８ 和 ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３ 在数据库中均

未查到相关文献， 属首次报道； 但是， 由于动物在品

种、 胎次、 样本类型以及采集、 处理与检测方法、 人

员操作等方面的差异， ５ 个 ｌｎｃＲＮＡ 作为候选早期妊

娠检测生物标志物的特异性和准确性还有待进一步

研究。

４　 结论

试验通过高通量测序技术成功构建了绵羊 ＲＮＡ
文库， 结合生物信息学分析共鉴定出 ４１８ 个差异

ｍＲＮＡ 和 ４９ 个差异 ｌｎｃＲＮＡ， 对 ４９ 个差异 ｌｎｃＲＮＡ 通

过 ｃｉｓ 和 ｔｒａｎｓ 关系， 分析获得 ３４１ 个靶基因； ５ 个 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ （ ＬＯＣ１０５６１２３８９、 ＢＧＩＧ９９４０ ＿ ２７６５５、 ＲＰＳ２８、
ＢＧＩＧ９９４０＿２７５４８ 和 ＢＧＩＧ９９４０＿２７５６３） 在妊娠期表达

量显著升高； 通过靶基因、 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路分析发

现， ５ 个 ｌｎｃＲＮＡ 均可能参与早期胎儿发育及调控过

程； 通过临床表达模式研究发现， 该 ５ 个基因表达量

达到一定临界值时有望作为早期妊娠检查的候选生物

标志物。 综上， 本研究对绵羊早期妊娠诊断具有十分

重要的意义。
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