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猪体外胚胎第一次卵裂前后 ３′ＵＴＲ 组的动态变化
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（长江大学动物科学技术学院， 湖北 荆州　 ４３４０２５）

摘要： 旨在分析猪体外受精 （ＩＶＦ） 和孤雌激活 （ＰＡ） 胚胎第一次卵裂前后 ｍＲＮＡ 的 ３′ＵＴＲ 组动态变化， 为进一步试验揭示 ３′ＵＴＲ 转录后调控

母源 ｍＲＮＡｓ 的降解分子机制提供参考。 利用课题组获得的猪 ＩＶＦ 和 ＰＡ 来源的 １－细胞与 ２－细胞期胚胎的单细胞 ＲＮＡ－ｓｅｑ （ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ） 数据集，
使用 ＤａＰａｒｓ 软件分析鉴定 ３′ＵＴＲｓ 有差异的 ｍＲＮＡｓ 并对其参与的信号通路进行富集， 筛选差异较大的 ｍＲＮＡｓ， 对其 ３′ＵＴＲｓ 进行整合基因组浏览

器 （ＩＧＶ） 可视化分析， 进一步筛选 ３′ＵＴＲｓ 平均长度在卵裂前后有显著差异的 ｍＲＮＡｓ， 对其 ３′ＵＴＲｓ 中存在的胞质多聚腺苷酸化元件 （ＣＰＥ）、
多聚腺苷酸化信号 （ＰＡＳ）、 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合位点和 ｍ６Ａ 位点等顺式功能元件进行预测。 结果： 猪 ＩＶＦ 和 ＰＡ 胚胎第一次卵裂前后分别有 ２０７ 和

１１７ 个 ｍＲＮＡｓ 的３′ＵＴＲｓ 显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 这些 ｍＲＮＡｓ 分别参与不同的基因本体分析 （ＧＯ） 和京都基因与基因组百科全书分析 （ＫＥＧＧ） 通

路； 进一步分析表明， 猪 ＩＶＦ 胚胎第一次卵裂前后的核转运蛋白 α３ （ＫＰＮＡ３）， 猪 ＰＡ 胚胎第一次卵裂前后的高迁移率族蛋白 Ｂ１ （ＨＭＧＢ１）、 酪

蛋白激酶 １ γ３ 亚型 （ＣＳＮＫ１Ｇ３） 和 Ｒａｓ 结合结构域家族成员 ３ （ＲＡＳＳＦ３） 的 ３′ＵＴＲｓ 的平均长度差异大于 ９０ ｎｔ； 这 ４ 个 ｍＲＮＡｓ ３′ＵＴＲｓ 中包含的

ＣＰＥ 和 ＰＡＳ， ＫＰＮＡ３ 和 ＣＳＮＫ１Ｇ３ ３′ＵＴＲｓ 中包含的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合位点， 以及 ＣＳＮＫ１Ｇ３ ３′ＵＴＲｓ 中包含的 ｍ６Ａ 位点的位置、 个数和种类存在差异。
综上， 猪 ＩＶＦ 和 ＰＡ 胚胎第一次卵裂前后众多 ｍＲＮＡｓ 的 ３′ＵＴＲｓ 发生了显著的变化， 猪 ＩＶＦ 胚胎组的 ＫＰＮＡ３， ＰＡ 胚胎组的 ＨＭＧＢ１、 ＣＳＮＫ１Ｇ３ 和

ＲＡＳＳＦ３ ３′ＵＴＲｓ 的平均长度在第一次卵裂前后差异较大， 这些 ｍＲＮＡｓ 的丰度可能受到 ３′ＵＴＲｓ 中包含的功能元件差异的调控。
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　 　 ｍＲＮＡ 的 ３′端非翻译区 （３ ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ）
简称为 ３′ＵＴＲｓ， 其包含 ｍｉｃｒｏＲＮＡ、 ｌｎｃＲＮＡ、 ＲＮＡ 结

合蛋白 （ＲＢＰ） 等多种顺式调控元件， 调控 ｍＲＮＡ
的稳定、 运输、 胞质定位和翻译， 影响个体的生长发

育［１］。 猪成熟卵母细胞在体外与精子结合生成体外

受精胚胎， 其两倍体遗传物质一半来源于父本一半来

源于母本。 猪成熟卵母细胞在体外给予物理和 ／或化

学刺激模拟受精信号促使其转变为孤雌激活胚胎， 其

两倍体遗传物质完全来源于母本。 尽管体外受精和孤

雌激活技术都可以产生猪体外胚胎， 然而这两类胚胎

在遗传和分子特性上可能存在差异。 本课题组前期单

细胞 ＲＮＡ 测序 （ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ） 结果表明， 猪次级合

子基因组激活 （ ＺＧＡ） 发生 于 １ － 细 胞 阶 段［２］。
３′ＵＴＲｓ 长度及其包含的功能元件在猪卵母细胞受精

或孤雌激活前后的 １－细胞类型的转换过程中存在动

态变化［３］。 猪体外受精或孤雌激活来源的 ２－细胞胚

胎卵裂球之间存在 ｍＲＮＡ 异质性， 具有独特的分子

特征［４］。 然而， 猪体外受精或孤雌激活来源的 １－细
胞胚胎经过第一次有丝分裂发育到 ２－细胞的生物学

过程中 ｍＲＮＡｓ 的 ３′ＵＴＲ 组是否存在动态变化尚不

知晓。
选择多聚腺苷化 （ＡＰＡ） 是前体 ＲＮＡ 的一种加

工机制， 可以选择性地添加多聚腺苷酸， 从而调节

３′ＵＴＲｓ 的长度。 基于 ＲＮＡ－ｓｅｑ 的可变剪接末端多聚

腺苷酸化动态分析 （ＤａＰａｒｓ） 是一种生物信息学软

件， 通过比较标准 ＲＮＡ－ｓｅｑ 数据直接推断动态 ＡＰＡ
位点从而分析差异 ３′ＵＴＲｓ［５］。 猪是重要的农业动物，
也是人类疾病研究的生物医学模型， 其卵母细胞体外

成熟、 体外受精和孤雌激活等生殖技术已建立并广泛

应用［６］。 研究猪体外来源的胚胎早期发育过程中

ｍＲＮＡｓ 的 ３′ＵＴＲ 组变化对于揭示胚胎发育的分子调

控具有重要的参考意义。
本文利用课题组前期存储在公共数据库中猪体外

受精和孤雌激活的 １－细胞与 ２－细胞的 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 数

据集， 使用 ＤａＰａｒｓ 鉴定动态 ＡＰＡ， 解析第一次卵裂

前后 ３′ ＵＴＲｓ 长度及其包含的多聚腺苷酸化信号

（ＰＡＳ）、 胞质多腺苷酸化元件 （ＣＰＥ）、 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结

合位点和 ｍ６Ａ 位点功能序列的差异， 为进一步研究

猪体外胚胎早期发育调控的分子机制提供切入点。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 原始数据质控

从 ＮＣＢＩ ＧＥＯ 数据库（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ｇｅｏ ／ ）中下载本课题组已发表文章产生的 ｓｃＲＮＡ－

ｓｅｑ 原始数据 （ＧＳＥ１６４８１２） ［２］， 共有体外受精胚胎

细胞 （ＩＶＥ） 组和孤雌激活胚胎细胞 （ＰＡ） 组这 ２
组数据， 其中 ＩＶＦ 组有 ３ 个体外受精 １－细胞胚胎的

样本为 ＩＶＦ１ 组， 有 ６ 个体外受精 ２－细胞胚胎的样本

为 ＩＶＦ２ 组， ＰＡ 组有 ３ 个孤雌激活 １－细胞胚胎的样

本为 ＰＡ１ 组， 有 ６ 个孤雌激活 ２－细胞胚胎的样本为

ＰＡ２ 组。 用 ＦａｓｔＱＣ 软件对这 １８ 个样本的原始测序序

列的质量、 鸟嘌呤－胞嘧啶 （ＧＣ） 含量、 平均鸟嘌

呤－胞嘧啶 （ＧＣ） 含量分布、 位置 Ｎ 的比率、 序列

的长度分布、 重复序列的数量以及 Ｋｍｅｒ 含量等进行

评估。 运用 Ｆａｓｔｐ （Ｖ０􀆰 ２３􀆰 ２） 过滤长度较短、 质量

较低和未知 Ｎ 较多的序列， 获得质量高的序列

（ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ）。 运用 Ｈｉｓｔａ２ （Ｖ２􀆰 ２􀆰 １） 将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ
与猪参考基因组 （Ｓｓｃｒｏｆａ１１􀆰 １） 进行比对， 获得 Ｓａｍ
文件。 使用 Ｓａｍｔｏｏｌｓ （Ｖ１􀆰 １５􀆰 １） 对 Ｓａｍ 文件进行压

缩和排序， 获得 Ｂａｍ 文件 （二进制压缩文件）。
１􀆰 ２　 ＤａＰａｒｓ 分析

从 ＵＣＳＣ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅ－ｄｕ ／ ）中下载

基因模型 （ ｇｅｎｅ􀆰 Ｂｅｄ）、 转录本 （ ｓｙｍｂｏｌ ｍａｐ􀆰 Ｔｘｔ）
和染色体大小文件 （ ｓｕｓＳｃｒ１１􀆰 ｃｈｒｏｍ． ｓｉｚｅｓ． ｔｘｔ） 用

于数据分析。 ＰＤＵＩ （ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｄｉｓｔａｌ ｐｏｌｙ （ Ａ）
ｓｉｔｅ Ｕｓａｇｅ Ｉｎｄｅｘ） 由长 ３′ ＵＴＲ 表达量除以长和短

３′ＵＴＲ 表达量之和计算所得位点。 从 ＤａＰａｒｓ 分析结

果中筛选矫正 Ｐ 值 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 的 ３′ＵＴＲｓ 显著差异的

ｍＲＮＡｓ。 通 过 ＤＡＶＩＤ 数 据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ａｂｃｃ．
ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ ／ ）对 ３′ＵＴＲｓ 显著差异 ｍＲＮＡｓ 进行基因本

体分析 （ＧＯ） 和京都基因与基因组百科全书分析

（ＫＥＧＧ）， 当 Ｐ＜０􀆰 ０５ 时， 该通路为显著富集通路。
１􀆰 ３　 整合基因组浏览器 （ＩＧＶ） 分析

利用 ＩＧＶ 可视化分析选择的差异非常显著的

３′ＵＴＲｓ， 计算 ３′ＵＴＲ 的平均长度。 在 ＩＧＶ 中导入猪

的参考基因组文件 （ ｆａｓｔａ 格式） 和排序后的 ｂａｍ 文

件， 展示和比较序列变化。 参考基因组（ Ｓｕｓ＿ｓｃｒｏｆａ．
Ｓｓｃｒｏｆａ１１􀆰 １􀆰 ｄｎａ．ｔｏｐｌｅｖｅｌ．ｆａ）和注释文件（Ｓｕｓ＿ｓｃｒｏｆａ．Ｓｓ⁃
ｃｒｏｆａ１１􀆰 １􀆰 １１０􀆰 ｇｔｆ）从 ＥＮＳＥＭＢＬ 数据库下载。
１􀆰 ４　 功能元件预测

利用在线程序（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｏｍｅ．ｃｒｇ．ｅｓ ／ ＣＰＥ ／ ｓｅｒｖｅｒ．
ｈｔｍｌ）预测长度显著差异的 ３′ＵＴＲｓ 中 ＰＡＳ 和 ＣＰＥ 元

件个数、 序列和位置。 分别使用 Ｍｉｒａｎｄａ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｍｉｃｒｏｒｎａ． ｏｒｇ ／ ｍｉｃｒｏｒｎａ ／ ｈｏｍｅ． ｄｏ ） 与 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ
（ｖ７􀆰 ０） 预测长度显著差异 ３′ＵＴＲｓ 中的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结

合位点， 保留 ２ 种方法预测结果重叠的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结

合位点。 使用 ＳＲＡＭＰ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．Ｃｕｉｌａｂ． ｃｎ ／ ｓｒａｍｐ）
预测长度显著差异 ３′ＵＴＲｓ 中的潜在 ｍ６Ａ 位点。
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２　 结果

２􀆰 １　 ＤａＰａｒｓ 鉴定 ３′ＵＴＲｓ 显著差异的 ｍＲＮＡｓ
ＤａＰａｒｓ 鉴定猪 ＩＶＦ 组中 ２０７ 个 ｍＲＮＡｓ 的 ３′ＵＴＲｓ

存在显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ＰＡ 胚胎第一次卵裂前

后有 １１７ 个 ｍＲＮＡｓ 存在 ３′ＵＴＲｓ 显著差异 （图 １Ａ）。
ＩＶＦ 和 ＰＡ 组之间共有的 ３′ＵＴＲｓ 显著差异的 ｍＲＮＡ
有 ６０ 个， ＩＶＦ 组特有 １４７ 个 ３′ ＵＴＲｓ 显著差异的

ｍＲＮＡ， ＰＡ 组特有 ５７ 个 ３′ＵＴＲｓ 显著差异的 ｍＲＮＡ
（图 １Ｂ）。 ＩＶＦ 组的 ２０７ 个 ３′ＵＴＲｓ 显著差异的 ｍＲＮＡ
显著富集的 ＧＯ 通路包括到中心体、 鸟苷酸三磷酸水

解酶 （ＧＴＰ 酶） 活性、 ｍＲＮＡ 结合、 泛素蛋白连接

酶结合、 ｍＲＮＡ ５′ＵＴＲ 结合、 ｐｏｌｙ （Ａ） 结合等 （图
１Ｃ）； 显著富集的 ＫＥＧＧ 通路包括泛素介导的蛋白水

解、 拼接体、 肌动蛋白细胞骨架、 核质运输、 内质网

中蛋白质加工等信号通路 （图 １Ｅ）。 ＰＡ 组的 １１７ 个

３′ＵＴＲｓ 显著差异的 ｍＲＮＡ 显著富集的 ＧＯ 通路包括

中心体、 胞质微管、 腺苷三磷酸 ／腺苷三磷酸 （ＡＴＰ ／
ＧＴＰ） 结合、 丝苏蛋白激酶活性等 （图 １Ｄ）； 显著富

集的 ＫＥＧＧ 通路包括雷帕霉素靶蛋白 （ｍＴＯＲ） 信号

通路、 丝裂原活化蛋白激酶 （ＭＡＰＫ） 信号通路、 缺

氧诱导因子－１ （ＨＩＦ－１） 信号通路和腺苷酸活化蛋

白激酶 （ＡＭＰＫ） 信号通路等 （图 １Ｆ）。 这些结果表

明， 猪体外来源的 ＩＶＦ 和 ＰＡ 胚胎在第一次卵裂发育

到 ２－细胞过程中多个 ｍＲＮＡｓ 的 ３′ＵＴＲｓ 存在动态的

变化， 这些 ｍＲＮＡｓ 参与多个不同的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 信

号通路。

Ａ． ３′ＵＴＲ 显著差异的 ｍＲＮＡｓ 数量； Ｂ． ＩＶＦ 和 ＰＡ 组 ３′ＵＴＲ 显著差异 ｍＲＮＡｓ 的共有和特有数量； Ｃ、 Ｅ． ＩＶＦ 组 ３′ＵＴＲ 显著差异 ｍＲＮＡｓ 显著富

集的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 信号通路； Ｄ、 Ｆ． ＰＡ 组 ３′ＵＴＲ 显著差异 ｍＲＮＡｓ 显著富集的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 信号通路。

图 １　 ＤａＰａｒｓ 鉴定猪体外胚胎卵裂前后 ３′ＵＴＲ 显著差异的 ｍＲＮＡｓ
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２􀆰 ２　 筛选 ３′ＵＴＲ 差异更大的 ｍＲＮＡｓ
设定阈值条件为 Ｐ＜０􀆰 ０５ 且 ｜ΔＰＤＵＩ ｜ ＝ ｜ＰＤＵＩＩＶＦ２／ ＰＡ２－

ＰＤＵＩＩＶＦ１／ ＰＡ１ ｜≥０􀆰 ３０ 和 ｜ ｌｏｇ２（ＰＤＵＩＩＶＦ２／ ＰＡ２ ／ ＰＤＵＩＩＶＦ１／ ＰＡ１） ｜≥
０􀆰 ５９， 进一步从鉴定的 ３′ＵＴＲ 有显著差异的 ｍＲＮＡｓ
中筛选出 ３′ＵＴＲ 有更大差异的 ３ 个 ＩＶＦ 组的核转运

蛋白 α３ （ ＫＰＮＡ３ ）、 类 死 亡 因 子 ４ 样 蛋 白 ２
（ＭＯＲＦ４Ｌ２） 和 丝 氨 酸 ／精 氨 酸 富 集 剪 接 因 子 １
（ＳＲＳＦ１） 和 ７ 个 ＰＡ 组的有丝分裂期复合体 ７
（ＡＮＡＰＣ７）、 酪蛋白激酶 １γ３ 亚型 （ＣＳＮＫ１Ｇ３）、 延

长脂肪酸合成酶 ４ （ＥＬＯＶＬ４）、 高迁移率族蛋白 Ｂ１

（ＨＭＧＢ１）、 ＲＡＳ 关联结构域家族成员 ３ （ＲＡＳＳＦ３）、
ＲＵＮＸ１ 转录因子转录共激活因子 １ （ＲＵＮＸ１Ｔ１） 和

丝氨酸 ／精氨酸富集剪接因子 １ （ＳＲＳＦ１） ） ｍＲＮＡｓ。
这些 ｍＲＮＡｓ 的 ３′ＵＴＲ 位置、 ＰＤＵＩ 值及 ＰＤＵＩ 组间差

异情况 （表 １） 显示 ＩＶＦ 组 ＫＰＮＡ３、 ＭＯＲＦ４Ｌ２ 和

ＳＲＳＦ１ 从 １－细胞发育到 ２－细胞其 ｍＲＮＡ 的 ３′ＵＴＲ 呈

现动 态 缩 短， 而 ＰＡ 组 的 ＣＳＮＫ１Ｇ３、 ＥＬＯＶＬ４、
ＨＭＧＢ１、 ＲＵＮＸ１Ｔ１ 和 ＳＲＳＦ１ 的 ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 从 １－
细胞发育到 ２ － 细胞呈现动态缩短， ＡＮＡＰＣ７ 和

ＲＡＳＳＦ３ 的 ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 呈现动态延长。

表 １　 ３′ＵＴＲ 差异更大 ｍＲＮＡｓ 的信息

组别 基因 ３′ＵＴＲ 位置 ２－细胞 ＰＤＵＩ １－细胞 ＰＤＵＩ 组间 ＰＤＵＩ 差值 矫正 Ｐ 值

ＩＶＦ

ＫＰＮＡ３ ｃｈｒ１１： １８ ０３３ ３９５～１８ ０３３ ８０７ ０􀆰 ３２ １􀆰 ００ －０􀆰 ６８ １􀆰 ０１×１０－５７

ＭＯＲＦ４Ｌ２ ｃｈｒＸ： ８４ ５５３ ７７１～８４ ５５５ ３２８ ０􀆰 ３１ ０􀆰 ６３ －０􀆰 ３２ ６􀆰 １８×１０－９

ＳＲＳＦ１ ｃｈｒ１２： ３４ ２７８ ３６４～３４ ２７８ ６９３ ０􀆰 ４９ ０􀆰 ８７ －０􀆰 ３８ ２􀆰 ０６×１０－１８

ＰＡ

ＡＮＡＰＣ７ ｃｈｒ１４： ３１ ７６３ ５８４～３１ ７６３ ８８０ ０􀆰 ７６ ０􀆰 ３７ ０􀆰 ３９ １􀆰 ９７×１０－４

ＣＳＮＫ１Ｇ３ ｃｈｒ２： １２７ １２７ １２１～１２７ １２９ ５４７ ０􀆰 ４８ ０􀆰 ８５ －０􀆰 ３８ ７􀆰 ７７×１０－１８８

ＥＬＯＶＬ４ ｃｈｒ１： ８６ １９４ ９９０～８６ １９５ ２８４ ０􀆰 ５３ ０􀆰 ９２ －０􀆰 ４０ １􀆰 ３５×１０－３５

ＨＭＧＢ１ ｃｈｒ１１： ７ １９５ ５３０～７ １９５ ９７６ ０􀆰 １６ ０􀆰 ５０ －０􀆰 ３４ １􀆰 １４×１０－６６

ＲＡＳＳＦ３ ｃｈｒ５： ２９ １１３ ５４１～２９ １１３ ８９３ ０􀆰 ５１ ０􀆰 １６ ０􀆰 ３５ ２􀆰 ４５×１０－３４

ＲＵＮＸ１Ｔ１ ｃｈｒ４： ４４ ７４２ ２６６～４４ ７４２ ５８９ ０􀆰 ３５ ０􀆰 ６９ －０􀆰 ３４ ２􀆰 ３８×１０－１０

ＳＲＳＦ１ ｃｈｒ１２： ３４ ２７８ ３６４～３４ ２７８ ６９３ ０􀆰 ５３ ０􀆰 ８３ －０􀆰 ３０ ２􀆰 ４２×１０－１２

２􀆰 ３　 ＩＧＶ 分析筛选 ｍＲＮＡｓ 的 ３′ＵＴＲｓ
对筛选出来的 ｍＲＮＡｓ 的 ３′ＵＴＲｓ 进行 ＩＧＶ 分析，

其中 ＩＶＦ 组的 ＫＰＮＡ３， ＰＡ 组的 ＨＭＧＢ１、 ＣＳＮＫ１Ｇ３
和 ＲＡＳＳＦ３ 在第一次卵裂前后显示出较大的平均 ３′

ＵＴＲ 长度差异 （＞９０ ｎｔ） （图 ２， 表 ２）。 因此， 这些

ｍＲＮＡｓ 的 不 同 长 度 的 ３′ ＵＴＲ 可 能 包 含 不 同 的

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 和 ／或其他的顺式作用元件， 从而影响

ｍＲＮＡ 的稳定性、 定位和翻译。

图 ２　 ＩＧＶ 鉴定不同基因 ｍＲＮＡｓ 的 ３′ＵＴＲ 长度差异
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表 ２　 ＩＧＶ 鉴定 ３′ＵＴＲ 长度显著差异的 ｍＲＮＡｓ

组别 基因 位置
２－细胞 ３′ＵＴＲ １－细胞 ３′ＵＴＲ

位置 平均长度 位置 平均长度

组间 ３′ＵＴＲ
平均长度差异

ＩＶＦ ＫＰＮＡ３ ｃｈｒ１１： １８ ０３３ ３９５～１８ ０３３ ８０７ １８ ０３３ ３９５～１８ ０３３ ７１４ ３１９ １８ ０３３ ３９５～１８ ０３３ ８０７ ４１２ －９３

ＰＡ

ＣＳＮＫ１Ｇ３ ｃｈｒ２： １２７ １２７ １２１～１２７ １２９ ５４７ １２７ １２７ １２１～１２７ １２８ ７１７ １ ５９６ １２７ １２７ １２１～１２７ １２９ １４９ ２ ０２８ －４３２
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２􀆰 ４　 ３′ＵＴＲ 中功能元件预测

ＩＶＦ 组 ＫＰＮＡ３ 基因的 ３′ＵＴＲ 中 ＣＰＥ （ＵＵＵＵＡＵ
或 ＵＵＵＵＡＡＵ） 和 ＰＡＳ （ＡＵＵＡＡＡ 或 ＡＡＵＡＡＡ） 元

件的数量和位置鉴定表明 ＩＶＦ１ 中的 ３ 个样本均包含

１ 个 ＣＰＥ 和 １ 个 ＰＡＳ 元件， 而 ＩＶＦ２ 的 ６ 个样本中有

２ 个样本缺乏 ＣＰＥ 和 ＰＡＳ 元件， ４ 个样本缺乏 ＰＡＳ
元件。 在 ＰＡ 组中， ＨＭＧＢ１ 基因的 ３′ＵＴＲ 在 ＰＡ１ 的

３ 个样本均包含 １ 个 ＰＡＳ 元件， 而 ＰＡ２ 的 ６ 个样本

中只有 １ 个样本具有 ＰＡＳ 元件； ＣＳＮＫ１Ｇ３ 基因的

３′ＵＴＲ中 ＰＡ１ 的 ３ 个样本均包含 ４ 个 ＰＡＳ 元件， ２ 个

样本包含 ３ 个 ＣＰＥ， １ 个样本包含 ２ 个 ＣＰＥ， 而 ＰＡ２
的 ６ 个样本中有 ２ 个样本包含 ４ 个 ＰＡＳ 和 ３ 个 ＣＰＥ
元件， 其他 ４ 个样本缺少不同个数的 ＣＰＥ 和 ＰＡＳ；
ＲＡＳＳＦ３ 基因的 ３′ＵＴＲ 中 ＰＡ１ 的 ３ 个样本和 ＰＡ２ 的 ６
个样本中均包含 １ 个 ＣＰＥ 元件， 而 ＰＡ２ 的 ６ 个样本

中的 ３ 个样本还有另外 １ 个 ＣＰＥ 元件， ＰＡ２ 中的 ６
个样本中的 ２ 个样本还有另外 １ 个 ＰＡＳ 元件 （图 ３）。

图 ３　 ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲｓ 内的 ＰＡＳ 和 ＣＰＥ 元件预测

　 　 在真核生物的 ３′ＵＴＲ 区存在不同的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结

合位点， ｍｉｃｒｏＲＮＡ 通过结合这些位点来调节 ｍＲＮＡ
的稳定性和翻译。 生物信息学预测结果显示， ＩＶＦ 组

ＫＰＮＡ３ ３′ＵＴＲ 在 ＩＶＦ１ 的 ３ 个样本均包含 ３ 个不同的

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合位点， 而 ＩＶＦ２ 的 ６ 个样本中有 １ 个样

本缺少 １ 个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合位点 （图 ４Ａ）。 ＰＡ 组

ＣＳＮＫ１Ｇ３ 基因的 ３′ＵＴＲ 在 ＰＡ１ 的 ３ 个样本和 ＰＡ２ 的

６ 个样本中的 ４ 个样本都有 ２２ 个不同的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结
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合位点， 而 ＰＡ２ 中 ６ 个样本中的 １ 个样本缺少 ５ 个

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合位点， 另 １ 个样本完全缺乏这 ２２ 个

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合位点 （图 ４Ｂ）。
进一步预测 ｍ６Ａ 位点表明， ＰＡ 组 ＣＳＮＫ１Ｇ３

３′ＵＴＲ中总的 ｍ６Ａ 位点数量 （图 ５Ａ） 和 ＧＧＡＣＵ ｍ６Ａ

位点 （最常见和保守的 ｍ６Ａ 基序） （图 ５Ｂ） 数量在

ＰＡ１ 的 ３ 个样本和 ＰＡ２ 的 ６ 个样本中的 ５ 个样本中

均相同， 而在 ＰＡ２ 中 ６ 个样本中的 １ 个样本 （丢失

２２ 个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合位点） 完全缺失 ｍ６Ａ 位点。

图 ４　 ３′ＵＴＲ 中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合位点预测

Ａ． ＣＳＮＫ１Ｇ３ ３′ＵＴＲ 中 ｍ６Ａ 位点总数； Ｂ． ＣＳＮＫ１Ｇ３ ３′ＵＴＲ 中 ＧＧＡＣＵ ｍ６Ａ 位点数。

图 ５　 ＣＳＮＫ１Ｇ３ ３′ＵＴＲ 中 ｍ６Ａ 位点预测

３　 讨论

ＡＰＡ 是真核生物基因调控的重要机制。 基因转

录后通过选择性地使用不同的 ｐｏｌｙ （Ａ） 位点， 从而

产生具有不同长度 ３′ＵＴＲ 的 ｍＲＮＡ 亚型。 ｍＲＮＡ 的

不同长度 ３′ＵＴＲ 通过其包含的顺式元件不同， 从而

调控 ｍＲＮＡ 的稳定性、 定位和翻译， 影响基因的丰

度和功能［６］。 其中， 胞质型多聚腺苷酸化特异因子

（ＣＰＳＦ） 和 ＣＰＥ 结合蛋白通过与 ＣＰＥ 和 ＰＡＳ 相互作

用调节 ３′ＵＴＲ 的多聚腺苷酸化， 影响 ｍＲＮＡ 的降解

和翻译； ｍｉｃｒｏＲＮＡ 与靶基因 ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 中的结合

位点结合影响 ｍＲＮＡ 的降解和翻译； ｍ６Ａ 位点通过

影响剪切因子的结合来调节 ｍＲＮＡ 的剪切、 翻译和

降解。 在人类中约 ７０％的基因会通过 ＡＰＡ 产生多种

可变 ３′ＵＴＲ［７］。 研究证实 ＡＰＡ 生成的不同转录后调

节影响动物早期发育， ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合 ３′ＵＴＲ 加速

ｍＲＮＡ 的降解， 参与调节斑马鱼发育［８］。 ３′ＵＴＲ 对于

果蝇 卵 母 细 胞 和 早 期 胚 胎 中 ｍＲＮＡ 定 位 极 其

重要［９－１０］。
本文比较研究了猪体外受精胚胎和孤雌激活胚胎

从 １－细胞发育到 ２－细胞过程中 ｍＲＮＡｓ 的 ３′ＵＴＲ 变

化， 进一步分析了同一 ｍＲＮＡ 不同长度 ３′ＵＴＲ 中的

顺式功能元件 （ＣＰＥ、 ＰＡＳ、 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合位点和

ｍ６Ａ 甲基化位点） 的位置和个数差别。 研究结果表

明， 猪体外受精胚胎和孤雌激活胚胎从 １－细胞发育

到 ２－细胞过程中多个 ｍＲＮＡｓ 的 ３′ＵＴＲｓ 存在动态变

化， 这些 ｍＲＮＡｓ 参与不同的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路。 ６０
个 ３′ＵＴＲ 显著性差异的 ｍＲＮＡｓ 为 ＩＶＦ 组与 ＰＡ 组共

有， 表明猪 ＩＶＦ 和 ＰＡ 胚胎第一次卵裂前后的 ３′ＵＴＲ
组具有一定的相似性。 同时， ＩＶＦ 组特有 １４７ 个
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３′ＵＴＲ显著差异的 ｍＲＮＡｓ， ＰＡ 组特有 ５７ 个 ３′ＵＴＲ 显

著差异的 ｍＲＮＡｓ， 表明这阶段 ３′ＵＴＲ 组也具有很大

的胚胎类型特异性， 其可能与胚胎遗传基因组的差别

和 ／或胚胎产生方式不同有关。
本研究显示猪体外受精胚胎组 ＫＰＮＡ３ 基因的

３′ＵＴＲｓ 和 孤 雌 激 活 胚 胎 组 ＨＭＧＢ１、 ＲＡＳＳＦ３ 和

ＣＳＮＫ１Ｇ３ 基因的 ３′ＵＴＲｓ 存在非常显著的长度差异

（＞ ９０ ｎｔ）。 其中， ＫＰＮＡ３、 ＨＭＧＢ１ 和 ＣＳＮＫ１Ｇ３ 在

１－细胞发育到 ２－细胞过程中其 ３′ＵＴＲ 长度缩短， 而

ＲＡＳＳＦ３ 的３′ＵＴＲ变长。 已有研究表明 ３′ＵＴＲｓ 的缩短

通过促进基因表达与肿瘤细胞的增殖相关［１１］， 而

３′ＵＴＲｓ 的延长通过抑制基因表达沉默细胞的增

殖［１２］。 本研究进一步的顺式功能元件分析表明

ＫＰＮＡ３、 ＨＭＧＢ１、 ＲＡＳＳＦ３ 和 ＣＳＮＫ１Ｇ３ 基 因 的

３′ＵＴＲｓ中 ＣＰＥ 和 ＰＡＳ 元件， ＫＰＮＡ３ 和 ＣＳＮＫ１Ｇ３ 基

因的 ３′ＵＴＲｓ 中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合位点， ＣＳＮＫ１Ｇ３ 基因

的 ３′ＵＴＲｓ 中 ｍ６Ａ 位点在猪体外胚胎第一次卵裂前后

存在位置和个数的不同， 暗示 ３′ＵＴＲ 长度变化会导

致功能性元件的多样化， 从而影响 ｍＲＮＡ 的多聚腺

苷酸化、 稳定性、 翻译和拼接等。 ＫＰＮＡ３ 是编码一

个核胞质转运蛋白， 对胞质信号传导、 细胞有丝分裂

进程 和 细 胞 稳 态 维 持 有 重 要 的 调 控 作 用［１３］。
ＣＳＮＫ１Ｇ３ 编码酪蛋白激酶家族的一个成员， 可以磷

酸化酪蛋白等酸性蛋白， 参与真核细胞的生长和形态

发生［１４］。 ＨＭＧＢ１ 编码一种高度保守的核蛋白， 调控

转录、 ＤＮＡ 修复， 细胞分化和凋亡等多种细胞功能，
影响小鼠植入前胚胎发育［１５］。 ＲＡＳＳＦ３ 是 ＲＡＳＳＦ 家

族的成员之一， 调控细胞周期和细胞凋亡等过程［１６］。
因此， 鉴 于 报 道 的 ＫＰＮＡ３、 ＨＭＧＢ１、 ＲＡＳＳＦ３ 和

ＣＳＮＫ１Ｇ３ 重要的生物学作用， 暗示本研究鉴定的猪

体外胚胎第一次卵裂前后这些 ｍＲＮＡｓ ３′ＵＴＲｓ的变化

可能在转录后水平调控基因的表达和功能， 从而对第

一次卵裂及其后续的发育和分化具有重要的调控作

用。 本研究仅提供了生物信息学分析结果， 尚需要进

一步的生物学试验来验证这些结果的真实性。

４　 结论

猪 ＩＶＦ 和 ＰＡ 胚胎第一次卵裂前后众多 ｍＲＮＡｓ
的 ３′ＵＴＲｓ 发生了显著的变化， 这些 ｍＲＮＡ 参与多个

ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路。 猪 ＩＶＦ 胚胎组 ＫＰＮＡ３ 基因， ＰＡ
胚胎组 ＨＭＧＢ１、 ＣＳＮＫ１Ｇ３ 和 ＲＡＳＳＦ３ 基因 ３′ＵＴＲｓ
的平均长度在第一次卵裂前后差异较大， 这些

ｍＲＮＡｓ 的丰度可能受到 ３′ＵＴＲｓ 中包含的功能元件

（ＰＡＳ、 ＣＰＥ、 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 结合位点和 ｍ６Ａ 位点） 差异

所调控。
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ｆｏｒ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｃｏｉｄ ｍＲＮＡ ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｅｍｂｒｙｏｓ ［ Ｊ］ ．
Ｎａｔｕｒｅ， １９８８， ３３６ （６１９９）： ５９５－５９８．

［１０］ ＺＬＯＴＯＲＹＮＳＫＩ Ｅ． ＲＮＡ： ３′ＵＴＲ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓ ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１５， １６ （６）： ３２７．

［１１］ ＭＡＹＲ Ｃ， ＢＡＲＴＥＬ Ｄ Ｐ． Ｗｉｄｅｓｐｒｅａｄ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ ｏｆ ３′ＵＴＲｓ ｂｙ ａｌｔｅｒ⁃
ｎａｔｉｖｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ａｎｄ ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｏｎｃｏｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２００９， １３８ （４）： ６７３ｅ８４．

［１２］ ＣＨＥＮ Ｍ， ＬＹＵ Ｇ， ＨＡＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ３′ ＵＴＲ ｌｅｎｇｔｈｅｎｉｎｇ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｇｅｎｏｍｅ Ｒｅｓ，
２０１８， ２８ （３）： ２８５ｅ９４．

［１３］ ＭＡＣＡＲＡ Ｉ Ｇ． Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｉｎｔｏ ａｎｄ ｏｕｔ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｒｅｖ， ２００１， ６５ （４）： ５７０－５９４．

［１４］ ＫＵＳＵＤＡ Ｊ， ＨＩＲＡＩ Ｍ， ＴＡＮＵＭＡ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｏｎｉｎｇ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １ ｇａｍｍａ１
（ ＣＳＮＫ１Ｇ１）： ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃＤＮＡ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｔｈｅ
ｋｉｎａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｃａｒｂｏｘｙ － ｔｅｒｍｉｎａｌ ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅｓ ［Ｊ］ ． Ｃｙｔｏｇｅｎｅｔ Ｃｅｌｌ Ｇｅｎｅｔ， ２０００， ９０ （３ ／ ４）： ２９８－３０２．

［１５］ ＣＵＩ Ｘ Ｓ， ＳＨＥＮ Ｘ Ｈ， ＫＩＭ Ｎ Ｈ． Ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ １
（ＨＭＧＢ１） ｉｓ ｉｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｉｎ ｐｒｅｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｅｍｂｒｙｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ
ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｒｅｐｒｏｄ Ｄｅｖ， ２００８， ７５ （８）： １２９０－１２９９．

［１６］ ＫＵＤＯ Ｔ， ＩＫＥＤＡ Ｍ， ＮＩＳＨＩＫＡＷＡ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＲＡＳＳＦ３
ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ Ｇ１－Ｓ ｃｅｌｌ－ｃｙｃｌｅ
ａｒｒｅｓｔ ｖｉａ ｐ５３ ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１２， ７２ （１１）： ２９０１－２９１１．
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