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湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的鉴定及转录调控分析
舒嘉傲１ꎬ２ꎬ曹少先２ꎬ孟春花２ꎬ钱勇２ꎬ张俊２ꎬ张建丽２ꎬ丁强２ꎬ李隐侠１ꎬ２∗ꎬ李齐发１

(１.南京农业大学动物科技学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５ꎻ２.江苏省农业科学院畜牧研究所ꎬ江苏 南京 ２１００１４)

摘要:[目的]本文旨在研究湖羊长链非编码 ＲＮＡ￣２６９(ｌｏｎｇ ｎｏ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ￣２６９ꎬｌｎｃＲＮＡ￣２６９)序列特征、表达模式和转录调控ꎬ
为后续开展 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的功能研究提供理论基础ꎮ [方法]以湖羊为研究对象ꎬ采用 ５′ / ３′ ＲＡＣＥ 结合 ＰＣＲ 扩增方法获得其

序列全长ꎬ利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 方法鉴定其在湖羊组织中的表达模式ꎬ并利用 ＰＣＲ 方法扩增其启动子区ꎬ鉴定其启动子区特征ꎬ分
析其转录调控情况ꎮ [结果]湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 全长 ３ １４６ ｂｐꎬ组织表达谱显示其在湖羊各组织中广泛表达ꎬ且在健康卵泡中显

著高表达ꎬ其表达水平与 ＮＲ５Ａ１ ｍＲＮＡ 水平和血清中雌二醇(Ｅ２)水平呈正相关ꎮ 荧光素酶活性分析发现在 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动

子区的－３５９~ －１７ ｎｔ 有 １ 个转录激活基序ꎬ在－１ ４８５~ －９４２ ｎｔ 有 １ 个转录抑制基序ꎮ ＪＡＳＰＡＲ 软件预测发现在 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 转

录抑制启动子区域存在 ＦＯＸＯ３、ＰＤＸ１ 等转录因子结合位点ꎬ在转录激活区域有 ＳＭＡＤ４、ＹＹ１ 等转录因子结合位点ꎮ 过表达

ＳＭＡＤ４ 可显著提升 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区荧光素酶活性ꎬ染色质免疫沉淀(ＣｈＩＰ)￣ＰＣＲ 试验进一步确认了 ＳＭＡＤ４ 特异性与

ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区结合ꎮ [结论]湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 在健康卵泡中显著高表达ꎬ其启动子区存在一个转录激活区域和一个转

录抑制区域ꎬ转录因子 ＳＭＡＤ４ 可通过与 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区结合显著上调 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的启动子活性ꎮ
关键词:湖羊ꎻ卵巢卵泡ꎻｌｎｃＲＮＡ￣２６９ꎻ５′ / ３′ ＲＡＣＥꎻ染色质免疫沉淀(ＣｈＩＰ)
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Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

ＳＨＵ Ｊｉａ’ａｏ１ꎬ２ꎬＣＡＯ Ｓｈａｏｘｉａｎ２ꎬＭＥＮＧ Ｃｈｕｎｈｕａ２ꎬＱＩＡＮ Ｙｏｎｇ２ꎬＺＨＡＮＧ Ｊｕｎ２ꎬ
ＺＨＡＮＧ Ｊｉａｎｌｉ２ꎬＤＩＮＧ Ｑｉａｎｇ２ꎬＬＩ Ｙｉｎｘｉａ１ꎬ２∗ꎬＬＩ Ｑｉｆａ１

(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＮａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬＣｈｉｎａꎻ
２.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ ＳｃｉｅｎｃｅꎬＪｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｅ ｐａｐｅｒ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｉｔｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｔａｋｉｎｇ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ａｓ ｔｈｅ
ｏｂｊｅｃｔꎬｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｉｔｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ５′ / ３′ ＲＡＣＥ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＰＣＲ. ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｔｉｓｓｕｅｓꎻｉｔｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄꎻｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｉｔｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｗａｓ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄꎬａｎｄ ｉｔｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｗａｓ ３ １４６ ｂｐꎬ
ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｗｉｄｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐꎬａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ. Ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＮＲ５Ａ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ Ｅ２ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｏｔｉｆ ｂｅｔｗｅｅｎ －３５９ ａｎｄ －１７ ｎｔ ｉｎ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎꎬａｎｄ ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｍｏｔｉｆ ｂｅｔｗｅｅｎ －１ ４８５ ａｎｄ
－９４２ ｎｔ. ＪＡＳＰＡＲ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈａｔ ｓｏｍｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＦＯＸＯ３ ａｎｄ ＰＤＸ１ ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎꎬ ａｎｄ ＳＭＡＤ４ ａｎｄ ＹＹ１ ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎ. Ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＭＡＤ４ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ꎬ ａｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ (ＣｈＩＰ) ａｎｄ ＰＣＲ (ＣｈＩＰ￣ＰＣＲ) ａｓｓａｙ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＳＭＡＤ４ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｈｅａｌｔｈｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ. Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎ ｉｔｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｒｅｇｉｏｎ. Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＳＭＡＤ４ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｂｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｈｕ ｓｈｅｅｐꎻｏｖａｒｉｅｓ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻｌｎｃＲＮＡ￣２６９ꎻ５′ / ３′ ＲＡＣＥꎻｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ(ＣｈＩＰ)

长链非编码 ＲＮＡ( ｌｏｎｇ ｎｏ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬｌｎｃＲＮＡ)是非编码 ＲＮＡ 家族的重要成员之一ꎬ一般通过影响临

近基因表达(顺式作用)和调控远端基因表达(反式作用)２ 种方式[１－２] 来调控细胞增殖和凋亡[３]、雌激素



　 第 １ 期 舒嘉傲ꎬ等:湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的鉴定及转录调控分析

和孕激素的分泌[４]、ＤＮＡ 损伤与卵巢早衰[５]、卵母细胞的成熟等多种生物学进程[６]ꎮ 在猪卵巢颗粒细胞

中ꎬｌｎｃＲＮＡ ＴＣＯＮＳ＿００８１４１０６ 作为一种竞争性内源 ＲＮＡꎬ通过吸收 ｍｉＲ￣１３４３ 调节转化生长因子 β 受体 １
(ＴＧＦＢＲ１)的表达ꎬ进而促进猪颗粒细胞(ＧＣ)的增殖并抑制凋亡[７]ꎮ 在小鼠卵巢中ꎬｌｎｃＲＮＡ Ｘｉｓｔ 通过与

细胞核中 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣２３ｂ 或 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣２９ａ 结合阻止两者向细胞质输出ꎬ导致 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ / ｍｉＲ￣２９ａ￣３ｐ 成熟度

降低ꎬ从而上调 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ / ｍｉＲ￣２９ａ￣３ｐ 的靶基因突触融合蛋白基因(ＳＴＸ１７)表达ꎬ进而调控小鼠围产期

卵母细胞丢失[８]ꎮ ｌｎｃＲＮＡ Ｒｏｓｅ 定位于细胞质ꎬ其表达下调导致小鼠卵母细胞减数分裂和早期的胚胎发

育的异常ꎬ说明 ｌｎｃＲＮＡ Ｒｏｓｅ 在哺乳动物卵母细胞成熟和胚胎发育中发挥重要功能[９]ꎮ 在人的卵巢颗粒

细胞系(ＫＧＮ)中ꎬｌｎｃＲＮＡ ＨＣＰ５ 通过 ｍｉＲ￣２７ａ￣３ｐ / ＩＧＦ￣１ 轴调控 ＫＧＮ 中细胞的增殖[７]ꎬ同时也可通过影响

邻近基因 ｍｕｔｓ 同源物 ５(ＭＳＨ５)转录和 ＤＮＡ 损伤修复参与调控卵巢早衰[５]ꎮ ｌｎｃＲＮＡ 还参与调节选择性

剪接、细胞分化和细胞周期调节ꎬ并参与调节许多疾病的发生ꎮ 例如:Ｗｕ 等[１０] 发现 ｌｎｃＲＮＡ ＢＣ２００ 可参

与细胞周期、调节癌症细胞的生长和侵袭ꎻＺｈａｎｇ 等[１１]证实 ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 通过调节颗粒细胞 ＴＧＦ￣β 信

号参与多囊卵巢综合症(ＰＣＯＳ)的病理生理过程ꎮ 功能性 ｌｎｃＲＮＡ 在人类和其他哺乳动物中的研究已有

多例ꎬ而在高繁殖力湖羊中的发掘和相关功能还有待探索ꎮ
ＮＲ５Ａ１ 基因是孤儿核受体 ＮＲ５Ａ(ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ５Ａ)家族第一个被发现的成员ꎬ也是一种重要的转

录因子ꎬ与哺乳动物雌性生殖、卵泡发育、类固醇生成等关系密切[１２－１３]ꎮ ＮＲ５Ａ１ 基因定位于绵羊的 ３ 号染

色体ꎬ在湖羊中的研究发现 ＮＲ５Ａ１ 参与调控湖羊的卵泡发育[１４]ꎬ在核心启动子区鉴定的－３８８Ｇ / Ｃ 突变与

湖羊的产羔数显著关联[１５]ꎬ说明 ＮＲ５Ａ１ 基因是湖羊繁殖性能调控的关键基因ꎮ 在湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因邻近

处发现一个 ｌｎｃＲＮＡ￣１０５６１１２６９(简称 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９)ꎬ前期预试验发现湖羊血清中 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ＲＮＡ 的表达

水平与 ＮＲ５Ａ１ 表达水平和雌二醇(Ｅ２)水平呈正相关ꎬ推测其可能通过顺式作用影响 ＮＲ５Ａ１ 表达从而参

与调控湖羊繁殖ꎮ 但 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 在湖羊中的序列特征及转录调控还未见报道ꎮ 因此ꎬ本试验以湖羊为研

究对象ꎬ扩增 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 基因全序列并分析其序列特征ꎬ检测其在湖羊组织中表达模式ꎬ扩增启动子区ꎬ
分析启动子区活性和转录因子对 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的转录调控作用ꎬ为解析 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 在湖羊卵巢中调控机

制奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本试验中用来进行 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 组织表达谱鉴定的湖羊组织、全血和血清来自江苏省农业科学院六合

动物试验基地羊场ꎮ 湖羊屠宰后取其心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、卵巢、子宫和肌肉组织于液氮保存并带

回实验室ꎬ转入－８０ ℃冰箱保存用于 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 的提取及后续试验ꎮ 用来分离卵泡和卵巢颗粒细胞的

湖羊卵巢来自江苏省太仓市东林屠宰场ꎬ新鲜卵巢取出后置于 ３７ ℃生理盐水中ꎬ６ ｈ 以内带回实验室ꎬ分
离颗粒细胞并培养用于后续研究ꎮ
１.２　 湖羊卵巢卵泡分离以及卵巢颗粒细胞的分离和培养

湖羊卵巢用生理盐水冲洗干净ꎬ用剪刀剪去周围多余组织ꎬ再用生理盐水清洗 ２ 遍ꎮ 用手术剪刀和镊

子剥离中等大小卵泡(直径 ３~５ ｍｍ)ꎬ观察卵泡状态和卵泡液的澄清度区分健康卵泡和闭锁卵泡ꎮ 抽取

每个卵泡的卵泡液ꎬ离心后上层卵泡液用来测雌二醇和孕酮的水平ꎬ进一步确认卵泡状态ꎻ下层颗粒细胞

用来提取 ＲＮＡ 备用ꎻ用注射器抽取直径 ３~５ ｍｍ 健康卵泡中的卵泡液ꎬ１ ５００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ 后弃上清

液ꎬ用 ＰＢＳ 冲洗 ２ 遍ꎬ再加入含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基(Ｇｉｂｉｃｏ 公司)混匀铺板ꎬ２４ ｈ 后换液ꎬ
观察颗粒细胞密度后进行后续试验ꎮ
１.３　 湖羊 ＲＮＡ、ＤＮＡ 的提取及雌二醇和孕酮水平测定

采用高纯度 ＲＮＡ 提取试剂盒(上海浦迪生物科技有限公司)提取湖羊各组织 ＲＮＡ 和卵巢颗粒细胞

ＲＮＡꎬ采用常规酚 /氯仿方法提取组织 ＤＮＡꎬ并用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００ 检测 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 的浓度和纯度ꎬ－８０ ℃
保存备用ꎮ 使用 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒(北方生物科技有限公司)检测卵泡液中雌二醇和孕酮水平ꎮ
１.４　 引物设计、ＰＣＲ 扩增与测序

根据 ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 预测序列(序列号:ＸＲ＿００３５８８６１８. ２)ꎬ设计湖羊

ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 全长引物(包括 ＲＮＡ 部分序列和 ５′、３′调控区序列的引物)、定量 ＰＣＲ 引物和启动子荧光素酶

报告载体引物ꎬ由南京擎科生物科技有限公司合成ꎮ 具体引物设计如表 １ꎮ ＰＣＲ 扩增体系为 ２５ μＬꎬ包括

５７１
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２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ)酶 １２.５ μＬꎬ双蒸水 ８.５ μＬꎬ上、下游引物各 １ μＬꎬ湖羊基因组 ＤＮＡ ２ μＬꎮ ＰＣＲ
反应程序:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６２ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经 １０ ｇ􀅰Ｌ－１

琼脂糖凝胶电泳鉴定后ꎬ切取目的条带ꎬ使用琼脂糖凝胶回收试剂盒(北京擎科生物科技股份有限公司)
纯化回收并连接 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体(ＴａＫａＲａ)ꎬ转化 ＤＨ５α 后涂于含氨苄青霉素的 ＬＢ 培养板(氨苄青霉素浓

度 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬ３７ ℃倒置培养过夜后挑取单克隆摇菌ꎬＰＣＲ 鉴定后送北京擎科生物科技股份有限公司

进行测序ꎮ
表 １　 本试验所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

大小 / ｂｐ
Ｓｉｚｅ

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

用途
Ｕｓａｇｅ

Ｐ１￣５′ＧＳＰ Ｒ: ＣＡＧＴＴＧＧＧＧＡＧＧＡＡＴＡＣＡＧＡＡＧＣＡＧＧＣ ６７.５ ５′ＲＡＣＥ

Ｐ２￣３′ＧＳＰ Ｆ: ＴＣＣＴＣＣＣＴＡＡＣＣＣＴＣＡＣＣＴＴＡＣＴＧＣ ６９.２ ３′ＲＡＣＥ

Ｐ３　　

Ｐ４　　

Ｆ: ＧＴＧＧＴＣＡＣＣＴＴＧＧＡＧＧＧＣＡＧＡＣＡＣＡＴＣ
Ｒ: ＧＣＴＣＴＧＡＴＧＧＡＣＴＧＴＣＴＡＧＧＣＴＧＧＴＧＡ
Ｆ: ＴＧＣＡＧＣＡＧＡＴＡＡＧＡＴＴＣＣＣＴＣＡＣＴＣＣＣＣＡ
Ｒ: ＧＧＣＡＧＣＴＴＣＣＡＣＡＧＣＴＴＣＡＣＴＡＧＧＧＡＣ

１ ０６５　　

８８５　　

６５.０　　

６６.５　　

ＲＡＣＥ 扩增已知片段
ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｎｏｗｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

Ｐ５￣ｐｌｎｃ２６９￣１Ｆ　　

Ｐ６￣ｐｌｎｃ２６９￣２Ｆ　　

Ｐ７￣ｐｌｎｃ２６９￣３Ｆ　　

Ｐ８￣ｐｌｎｃ２６９￣４Ｆ　　

Ｆ: ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＧＴＣＣＡＴＣＡＴＣＴＧＧＧＴＣＡＴＡＴ
Ｒ: ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＴＡＡＡＡＧＡＡＣＣＧＡＡＧＴＡＧＴＣ
Ｆ: ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＧＴＡＣＡＴＡＧＧＴＧＴＡＡＧＴＡＧＣＣ
Ｒ: ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＴＡＡＡＡＧＡＡＣＣＧＡＡＧＴＡＧＴＣ
Ｆ: ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＡＧＧＣＡＡＴＡＧＴＡＡＧＡＧＡＴＡＡＡ
Ｒ: ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＴＡＡＡＡＧＡＡＣＣＧＡＡＧＴＡＧＴＣ
Ｆ: ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＣＴＣＣＴＴＡＣＡＣＡＣＣＣＡＡＡＣＣＴＡ
Ｒ: ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＴＡＡＡＡＧＡＡＣＣＧＡＡＧＴＡＧＴＣ

３４２　　

５８８　　

９２４　　

１ ４６８　　

６６.０　　

５８.２　　

６２.５　　

６２.５　　

ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区载体构建
Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｖｅｃｔｏｒ

Ｐ９￣ＳＭＡＤ４ Ｆ: ＡＴＡＧＣＴＡＧＣＴＴＣＧＣＴＧＣＴＴＣＣＡＡＡＡＧＡＴＣ
Ｒ: ＧＴＣＡＡＧＣＴＴＧＣＣＡＴＧＣＣＴＧＡＡＡＡＧＴＴＣＴＡＡＧＴ １ ９４９ ６８.０

ＳＭＡＤ４ 过表达载体构建
Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＭＡＤ４
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

Ｐ１０￣ＧＡＰＤＨ　　

Ｐ１１￣ｌｎｃ２６９　　

Ｆ: ＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＧＧＴＣＣＡＴ
Ｒ: ＴＣＡＧＡＴＣＣＡＣＡＡＣＣＧＡＣＡＣＧＴ
Ｆ:ＡＧＡＴＧＣＡＡＧＡＴＣＴＡＣＣＴＡＣＧ
Ｒ:ＣＧＧＴＧＣＣＣＴＴＴＡＣＡＴＴＣＴＡ

２２０　　

１４３　　

６０.０　　

５３.０　　
ＲＴ￣ｑＰＣＲ

Ｐ１２￣ＳＢＥ　　

Ｐ１３￣ＳＢＥ￣Ｍ　　

Ｆ: ＴＣＣＡＴＣＡＴＣＴＧＧＧＴＣＡＴＡＴＡＴＡＧ
Ｒ: ＧＣＴＧＴＧＧＣＴＴＡＧＡＧＧＡＣＡＡＣＴＴＣ
Ｆ: ＴＡＴＴＡＴＣＡＧＴＧＣＴＡＡＧＧＴＣＣ
Ｒ: ＧＣＴＡＣＴＧＡＡＧＴＧＴＴＴＡＣＣＣＣＡＴＴ

２２６　　

２６０　　

５８.０　　

５６.５　　
ＣｈＩＰ￣ＰＣＲ

１.５　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ
使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ( ＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ)逆转录试剂盒(南京诺唯赞生物科技有限公

司)将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡꎬ包括 ５００ ｎｇ 总 ＲＮＡ、４×ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ ４ μＬꎬ加 ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 补充至 １６ μＬꎬ
４２ ℃反应 ２ ｍｉｎꎻ随后在反应产物中加 ５×ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ｑＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ４ μＬꎬ３７ ℃反应 １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃反应 ５ ｓꎮ
用 ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｌｏｗ Ｒｏｘ Ｐｒｅｍｉｘｅｄ)定量试剂盒(南京诺唯赞生物科技有限公司)进行

ＲＴ￣ｑＰＣＲꎮ 反应体系(２０ μＬ):２×ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｌｏｗ ＲＯＸ Ｐｒｅｍｉｘｅｄ)１０ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ７.２ μＬꎬ
上、下游引物各 ０.４ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 ２ μＬꎻ反应程序:９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ熔解曲线

９５ ℃ １５ ｓ、６０ ℃ ６０ ｓ、９５ ℃ １５ ｓꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因ꎬ每个样品至少重复 ３ 次试验ꎬ采用 ２－ΔΔＣＴ法计算

目的基因的相对表达水平ꎮ
１.６　 ５′ / ３′ＲＡＣＥ 扩增

根据扩增获得的序列设计 ５′和 ３′特异性引物(５′ ＧＳＰ 和 ３′ ＧＳＰ)用于 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｃＤＮＡ 末端的快速

扩增ꎮ 具体步骤:１)５′ / ３′ ＲＡＣＥ￣Ｒｅａｄｙ ｃＤＮＡ 合成:以湖羊卵巢组织 ｍＲＮＡ 为模板合成 ５′和 ３′ ＲＡＣＥ 的

ｒｅａｄｙ ｃＤＮＡꎬ包括 ｍＲＮＡ １ μｇ、５′ / ３′ ＣＤＳ Ｐｒｉｍｅｒ ２ μＬ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ２ μＬ、ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ 双蒸水补充至 １３ μＬ /
１４ μＬꎬ于 ＰＣＲ 仪中 ７２ ℃反应 ３ ｍｉｎ 后置于冰上ꎻ加入 ５×ＦＳ Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬ、１０×Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ ２ μＬ、５′ ＴＳ Ｏｌｉｇｏ
(５′扩增添加)１ μＬꎬ于 ＰＣＲ 仪中 ４２ ℃反应 ９０ ｍｉｎ、７０ ℃反应 １５ ｍｉｎ 后置于 ４ ℃保存ꎮ ２)配制 ｃＤＮＡ 末

端快速扩增(ＲＡＣＥ)反应体系(２０ μＬ):５′ / ３′ ＲＡＣＥ￣Ｒｅａｄｙ ｃＤＮＡ ２ μＬ、５′ / ３′ ＧＳＰ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)２ μＬ、１０×
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ(ＵＰＭ)２ μＬ、２×ＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬ、双蒸水 ４ μＬꎻ反应程序:９８ ℃ １ ｍｉｎꎻ９８ ℃ １０ ｓꎬ６３ ℃ １５ ｓꎬ
７２ ℃ ３ ｍｉｎꎬ２５ 个循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ 以 ｃＤＮＡ 末端快速扩增产物为模板ꎬ设计巢式短引物进行普通 ＰＣＲ
扩增ꎬ产物连接到 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体后送至北京擎科生物科技有限公司进行测序ꎬ获取 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ５′和 ３′序列ꎮ
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１.７　 载体构建、细胞转染及荧光素酶活性试验

设计带有保护碱基和酶切位点的特异性引物扩增不同长度的湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区片段和

ＳＭＡＤ４ ＣＤＳ 区(表 １)ꎮ 随后分别利用限制性核酸内切酶 ＸｈｏⅠ/ ＮｈｅⅠ和 ＮｈｅⅠ/ Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切目的载体和

目的片段ꎬ置于 １６ ℃ 金属浴中连接过夜ꎬ对产物进行转化并挑取单克隆送公司检测ꎮ 使用转染试剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)将 ｐｃＤＮＡ３.１￣ＳＭＡＤ４ 质粒转染湖羊卵巢颗粒细胞ꎬ４８ ｈ 后收集细胞并

提取 ＲＮＡ 和蛋白进行表达水平检测ꎻ将 ｐＧＬ３￣ｌｎｃ￣２６９ 的 ４ 个截短质粒转染卵巢颗粒细胞ꎬ４８ ｈ 后用荧光

素酶活性检测试剂盒(Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)检测萤火虫荧光与海肾荧光活性并计算相对荧光活性(萤火虫荧光

与海肾荧光的比值)ꎬ分析 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区特征ꎮ
１.８　 生物信息学分析

采用 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ２.０ 在线软件预测湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的潜在启动子区ꎮ 采用 ＪＡＳＰＡＲ 在线公共数据库

(ｈｔｔｐ: / / ｊａｓｐａｒ.ｇｅｎｅｒｅｇ. ｎｅｔ / )分析湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 基因核心启动子区潜在的转录因子结合位点ꎮ 采用

ＣＰＣ 在线软件(ｈｔｔｐ: / / ｃｐｃ２.ｃｂｉ.ｐｋｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / )预测序列扩增拼接得到的 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的蛋白编码能力ꎮ
１.９　 染色质免疫沉淀(ＣｈＩＰ) ￣ＰＣＲ 试验

将湖羊卵巢颗粒细胞体外培养于 １０ ｃｍ 细胞培养皿中 ４８ ｈꎬ依次加入 １３５ μＬ ３７％多聚甲醛、２２０ μＬ
２.５ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１甘氨酸ꎬ再置于 ３７ ℃摇床 １１０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振摇 １０ ｍｉｎꎬ促使蛋白质与染色质交联ꎮ 收集细胞并利

用超声波破碎仪将染色质碎片化ꎮ 超声波破碎仪参数:４０％输出功率ꎬ３０ 个循环ꎬ每个循环打开破碎 ５ ｓ、
关闭冷却 １５ ｓꎮ 随后ꎬ在该体系中依次添加蛋白酶抑制剂和预先配制好的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ ｂｅａｄｓ 与 ＳＭＡＤ４ 一

抗混合物ꎬ并置于 ４ ℃条件下振摇孵育过夜ꎬ充分调取 ＳＭＡＤ４￣ＤＮＡ 复合物ꎮ 最后利用 ５ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１氯化钠溶

液解除交联ꎬ纯化后得到与 ＳＭＡＤ４ 富集的 ＤＮＡ 片段ꎮ 以添加 ＩｇＧ 一抗作为阴性对照组ꎬ以基因组 ＤＮＡ
作为阳性对照组( Ｉｎｐｕｔ)ꎮ 设计引物 ＳＢＥ(ＳＭＡＤ４ ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ)和 ＳＢＥ￣Ｍ 分别扩增含有 ＳＭＡＤ４ 结合位

点和不含 ＳＭＡＤ４ 结合位点的 ＤＮＡ 片段ꎬ用于检验 ＳＭＡＤ４ 特异和非特异性结合情况ꎮ 引物信息见表 １ꎮ
１.１０　 数据统计分析

利用 ＳＰＳＳ ｖ２０.０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ｖ６ 软件进行方差分析和差异显著性检验ꎮ 试验结果以平均值±标
准误(􀭰ｘ±ＳＥ)的形式表示ꎬ２ 组不同处理间差异显著性检验采用双尾 ｔ 测验法进行分析ꎻ采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软

件中 ＡＮＯＶＡ 进行多重比较ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 全序列扩增

分别设计 ５′ＧＳＰ 和 ３′ＧＳＰ 引物ꎬ利用 ＲＡＣＥ 方法克隆 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ５′ＵＴＲ 和 ３′ＵＴＲ 序列ꎬ设计 ２ 对引

物 Ｐ３ 和 Ｐ４ 扩增中间段序列ꎬ结果显示每对引物中间都有重叠区域(图 １－Ａ)ꎮ ５′ＲＡＣＥ 和 ３′ＲＡＣＥ 分别

获得比较明显的 ＰＣＲ 条带ꎬ经过序列比对分析发现ꎬ５′ＲＡＣＥ 和 ３′ＲＡＣＥ 分别扩增获得 ６１１ 和 １ ０２０ ｂｐ 序

列ꎬＰ３ 和 Ｐ４ 引物分别获得 １ ０６５ 和 ８８５ ｂｐ 序列(图 １－Ｂ)ꎮ 经过序列比对和拼接ꎬ最终得到湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣
２６９ 全序列ꎬ全长 ３ １４６ ｂｐꎬ与 ＮＣＢＩ 预测的全长同源性 ９９.４％ꎮ 通过 ＣＰＣ 在线工具预测发现 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９
转录本的蛋白编码能力为 ０.０４５ꎬ说明 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 无蛋白编码能力ꎮ
２.２　 湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 组织表达分析

经 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测ꎬ结果(图 ２)发现 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 在湖羊肾、脾、肝、肺、子宫、卵巢、大肠、小肠和肌肉组

织中均广泛表达ꎬ而在肌肉组织中相对低表达ꎬ在肾脏、脾脏和卵巢中相对高表达ꎮ
分离卵巢卵泡ꎬ根据卵泡液中 Ｅ２ /孕酮比值并结合卵泡外观情况ꎬ区分健康卵泡和闭锁卵泡ꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ

检测发现 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 在湖羊健康卵泡中的表达水平显著高于闭锁卵泡(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.３　 湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 表达水平和 ＮＲ５Ａ１ 表达水平与血清 Ｅ２ 水平的关系

以湖羊全血 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ＲＮＡ 和 ＮＲ５Ａ１ ｍＲＮＡ 的表达水平ꎬ并与对应羊

血清中 Ｅ２ 水平进行关联分析ꎮ 结果(图 ３)发现:ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ＲＮＡ 表达水平与 ＮＲ５Ａ１ ｍＲＮＡ 表达水平呈

正相关ꎬＲ２ 为 ０.５２２ ２ꎻｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ＲＮＡ 与血清中 Ｅ２ 水平呈正相关ꎬＲ２ 为 ０.６５４ １ꎮ 推测 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 可能

与 ＮＲ５Ａ１ 的表达及 Ｅ２ 的合成存在关联ꎮ
２.４　 湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区序列扩增与特征分析

将 ５′ＲＡＣＥ 得到的 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 转录起始位点 Ｔ 命名为＋１ꎬ向前扩增湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的启动子区ꎮ
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图 １　 湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ５′ＵＴＲ 和 ３′ＵＴＲ 及中间序列引物设计示意图(Ａ)和序列扩增(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎ(Ａ)ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ(Ｂ)ｏｆ ５′ ＵＴＲꎬ３′ ＵＴＲ ａｎｄ ｍｉｄｄｌｅ

ｓｅｇｍｅｎｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ
　 　 Ｍ１.１ ０００ ＤＮＡ 标准品ꎻＭ２. ２ ０００ ＤＮＡ 标准品ꎻＧＳＰ１ 和 ＧＳＰ２ 分别是用 ５′ / ３′ＲＡＣＥ 的特异性扩增引物扩增的 ｌｎｃＲＮＡ￣
２６９ 特异性条带ꎻＰ３ 和 Ｐ４ 分别是用特异性引物扩增的 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 序列ꎮ

Ｍ１. １ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＭ２. ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＧＳＰ１ ａｎｄ ＧＳＰ２ ａｒｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂａｎｄｓ ｗｉｔｈ ５′ / ３′ＲＡＣＥ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻＰ３ ａｎｄ Ｐ４ ａｒｅ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ２　 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 在湖羊不同组织(Ａ)和卵泡(Ｂ)中的表达水平

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ(Ａ)ａｎｄ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ(Ｂ)
　 　 不同大写字母代表差异极显著(Ｐ< ０.０１)ꎬ不同小写字母代表差异显著(Ｐ< ０. ０５)ꎮ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｐｐｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(Ｐ<０.０１)ꎬｗｈｉｌｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(Ｐ<０.０５) . ∗Ｐ<０.０５. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

图 ３　 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ＲＮＡ 与 ＮＲ５Ａ１ ｍＲＮＡ(Ａ)相对表达水平和血清中 Ｅ２ 水平(Ｂ)的相关性

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｗｉｔｈ ＮＲ５Ａ１ ｍＲＮＡ(Ａ)
ａｎｄ Ｅ２ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｅｒｕｍ(Ｂ)ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

ＰＣＲ 扩增得到 １ ４８５ ｂｐ 的湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的启动子序列ꎮ ＪＡＳＰＡＲ 软件预测发现ꎬｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区

存在很多转录因子结合位点(图 ４)ꎬ如 ＳＭＡＤ４、ＭＹＢ、ＦＯＸＯ３ 和 ＹＹ１ 等ꎬ提示这些转录因子结合位点可能

参与调控 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的转录ꎮ
分段扩增 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区序列ꎬ构建荧光素酶报告载体ꎮ 荧光素酶活性分析结果(图 ５)显示:

与 ｐＧＬ３￣ｂａｓｉｃ 相比ꎬｐｌｎｃＲＮＡ￣２６９￣１(－３５９ ~ －１７ ｎｔ)的荧光素酶活性极显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬ而 ｐｌｎｃＲＮＡ￣
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２６９￣１(－３５９~ －１７ ｎｔ)与 ｐｌｎｃＲＮＡ￣２６９￣２(－３５９ ~ －３６０ ｎｔ)和 ｐｌｎｃＲＮＡ￣２６９￣３(－９４１ ~ －６０６ ｎｔ)间差异不显

著ꎬ但是 ｐｌｎｃＲＮＡ￣２６９￣４( －１ ４８５ ~ －９４２ ｎｔ)荧光素酶活性下降ꎬ且与 ｐｌｎｃＲＮＡ￣２６９￣１、ｐｌｎｃＲＮＡ￣２６９￣２ 和

ｐｌｎｃＲＮＡ￣２６９￣３ 间差异显著ꎬ表明湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 基因在－３５９ ~ －１７ ｎｔ 区域内存在正调控的转录因子结

合位点ꎬ在－１ ４８５~ －９４２ ｎｔ 区域存在负调控的转录因子结合位点ꎮ

图 ４　 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区序列特征分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９
红色标记代表转录激活区ꎻ黄色标记代表转录抑制区ꎮ
Ｔｈｅ ｒｅｄ ｍａｒｋ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎꎻｙｅｌｌｏｗ ｍａｒｋ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎ.

图 ５　 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区序列鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９
ＳＧＣ:绵羊卵巢颗粒细胞 Ｓｈｅｅｐ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓꎻＴＳＳ:转录起始位点 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｓｔａｒｔ ｓｉｔｅ. ∗∗Ｐ<０.０１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.５　 转录因子 ＳＭＡＤ４ 调控湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的启动子活性

为了研究转录因子 ＳＭＡＤ４ 是否参与调控 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子活性ꎬ构建 ＳＭＡＤ４ 过表达载体

ｐｃＤＮＡ３.１￣ＳＭＡＤ４(图 ６ －Ａ) 及 ＳＢＥ ( ＳＭＡＤ４ 结合元件) 突变型核心启动子区荧光素酶报告载体 Ｐ４
(ｐｌｎｃＲＮＡ￣２６９￣４￣Ｍｕｔ)ꎮ 将 ｐｃＤＮＡ３.１￣ＳＭＡＤ４ 转入卵巢颗粒细胞ꎬＳＭＡＤ４ ｍＲＮＡ 和蛋白水平显著增加

(图 ６－Ｂ、Ｃ)ꎮ 将 ＳＭＡＤ４ 过表达载体分别与含有野生型 ＳＢＥ 和突变型 ＳＢＥ 的 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区荧光

素酶载体共转ꎬ结果发现ꎬ过表达 ＳＭＡＤ４ 后ꎬ湖羊卵巢颗粒细胞中 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区活性极显著升高

(Ｐ<０.０１)ꎬ但是对 ＳＢＥ 突变型启动子区的荧光素酶活性无显著影响(图 ６－Ｄ)ꎮ 说明 ＳＭＡＤ４ 可通过湖羊

ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 核心启动子区的 ＳＢＥ 调控湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的转录活性ꎮ
为了更进一步分析 ＳＭＡＤ４ 与 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区 ＳＢＥ 位点的结合情况ꎬ利用 ＳＭＡＤ４ 特异性抗体

开展了 ＣｈＩＰ￣ＰＣＲ 试验ꎮ 结果(图 ７)显示ꎬＳＭＡＤ４ 蛋白可富集 ＳＢＥ 的 ＤＮＡ 片段ꎬ证明转录因子 ＳＭＡＤ４ 通
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过与启动子区的 ＳＢＥ 位点直接结合进而增强 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的转录活性ꎮ

图 ６　 转录因子 ＳＭＡＤ４ 调控湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子活性

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＳＭＡＤ４ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ
　 　 Ａ.ＳＭＡＤ４ 过表达载体构建示意图ꎻＢ、Ｃ. 过表达 ＳＭＡＤ４ 后上调卵巢颗粒细胞中 ＳＭＡＤ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平ꎻ
Ｄ. ＳＭＡＤ４ 上调湖羊 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子活性ꎮ ＮＣ. 对照ꎻＳＭＡＤ４ ＯＥ. 过表达 ＳＭＡＤ４ꎮ

Ａ. Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＭＡＤ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒꎻＢꎬＣ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＭＡＤ４ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍＲＮＡ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＡＭＤ４ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓꎻＤ. ＳＭＡＤ４ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｉｎ Ｈｕ
ｓｈｅｅｐ. ＮＣ. ＣｏｎｔｒｏｌꎻＳＭＡＤ４ ＯＥ. ＳＭＡＤ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

图 ７　 ＣｈＩＰ￣ＰＣＲ 试验鉴定 ＳＭＡＤ４ 与 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区特异性结合

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ＳＭＡＤ４ ａｎｄ ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｕｓｉｎｇ ＣｈＩＰ￣ＰＣＲ ａｓｓａｙ
Ｉｎｐｕｔ 和 ＩｇＧ 分别指阳性对照和阴性对照ꎮ Ｉｎｐｕｔ ａｎｄ ＩｇＧ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

３　 讨论与结论

ｌｎｃＲＮＡ 是哺乳动物基因组中很多基因座产生的多种转录产物ꎬ随着高通量测序技术的不断发展ꎬ大
量功能性的 ｌｎｃＲＮＡ 被挖掘和鉴定ꎬ参与多种生命进程包括动物的生长、繁殖、肉质等[１６－１８]ꎮ 在晋南牛中

鉴定的一个 ｌｎｃＲＮＡ ＡＤＮＣＲꎬ其通过靶向 ｍｉＲ￣２０４ 调控前脂肪细胞中 ＳＩＲＴ１ 基因表达ꎬ从而抑制脂肪生

成ꎬ且在其内含子 １ 中发现一个新的 ＳＮＰ ｇ.１２６３Ｔ>Ａ 突变ꎬ该突变与晋南牛的体重、胸围和臀长等生长指

标显著相关[１９]ꎻＨａｎｐｅｒ 绵羊中 ｌｎｃＲＮＡ Ｘｉｓｔ 和 Ｇｔｌ２ 参与调控卵泡发育ꎬ进而调控绵羊的繁殖力[２０]ꎮ 本研

究鉴定的 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 组织表达谱发现其在湖羊卵巢中表达量较高ꎬ且在健康卵泡中高表达ꎬ推测

ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 可能参与调控湖羊卵泡发育ꎬ进一步研究发现 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的表达水平与绵羊繁殖力关键激

素 Ｅ２ 水平呈正相关ꎬ说明 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 可能参与调控湖羊繁殖性能ꎮ
研究发现大多数 ｌｎｃＲＮＡ 在染色质上富集ꎬ很大一部分 ｌｎｃＲＮＡ 具有顺式作用潜力ꎬ顺式作用的

ｌｎｃＲＮＡ 依赖其转录的基因座ꎬ通过激活、抑制或者其他方式调节靶基因表达进而发挥生物学功能[２１]ꎮ 在
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小鼠上皮细胞中ꎬ定位于细胞核中的 ｌｎｃ￣Ｃｘｃｌ２ 通过与 Ｃｘｃｌ２ 基因启动子结合ꎬ募集核糖核蛋白 Ｌａꎬ从而顺

式调控 Ｃｘｃｌ２ 基因的转录[２２]ꎻ在肺细胞中ꎬｌｎｃ￣ＨＭＧＡ１ 通过顺式作用调控 ＨＭＧＡ１ 基因表达[２３]ꎮ 本研究鉴

定的 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 定位于绵羊的 ３ 号染色体ꎬ与调控湖羊卵泡发育和产羔数的 ＮＲ５Ａ１ 基因毗邻[１４]ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ ＲＮＡ 的表达水平与 ＮＲ５Ａ１ ｍＲＮＡ 的表达水平呈现正相关ꎬ推测 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 可能通过顺式作

用调控 ＮＲ５Ａ１ 表达进而参与调控湖羊繁殖性能ꎮ
为了解析 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的表达调控ꎬ采用 ＲＡＣＥ 方法结合 ＰＣＲ 克隆技术获得了 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 全长ꎬ在

鉴定其转录起始位点的基础上ꎬ扩增获得其启动子序列ꎬ荧光素酶活性分析发现其启动子区存在一个转录

激活区域(－３５９~ －１７ ｎｔ)和一个转录抑制区域(－１ ４８５~ －９４２ ｎｔ)ꎬ软件预测发现一些转录因子结合位点

如 ＳＭＡＤ４、ＹＹ１、ＦＯＸＯ３、ＰＤＸ１ 等与 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区结合ꎮ 已有研究表明ꎬ转录因子可通过调控

ｌｎｃＲＮＡ 启动子活性参与调控生物学进程ꎬ如转录因子叉头框 Ｃ１(ＦＯＸＣ１)通过调控 ＬＩＮＣ００３０１ 启动子活

性促进非小细胞肺癌肿瘤发生并触发免疫抑制微环境[２４]ꎻ转录因子上游刺激因子 １(ＵＳＦ１)诱导 ｌｎｃＲＮＡ
ＨＡＳ２￣ＡＳ１ 上调ꎬ促进胶质瘤细胞的侵袭和迁移[２５]ꎮ 本研究预测的与 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区结合的转录因

子可能通过参与调控其启动子活性发挥调控作用ꎮ
转录因子 ＳＭＡＤ４ 不仅是 ＴＧＦ￣β 信号通路中的介质和效应器ꎬ而且还是一种多功能调节剂ꎬ通过与靶

基因启动子区 ＳＢＥ 基序结合ꎬ调控靶基因表达ꎬ进而调控生物学功能包括细胞增殖、分化、凋亡等[２６－２８]ꎮ
例如ꎬ在地塞米松诱导的人骨髓间充质干细胞(ｈＢＭＳＣ)中ꎬＳＭＡＤ４ 通过转录激活 ＧＣＮ５ 表达抑制细胞凋

亡ꎬ促进成骨的分化[２９]ꎻＳＭＡＤ４ 作为猪 ＣＹＰ１９Ａ１ 的转录因子ꎬ通过与 ＣＹＰ１９Ａ１ 基因启动子区内的 ＳＭＡＤ４
结合元件(ＳＢＥ)直接结合ꎬ增强猪卵巢颗粒细胞中 ＣＹＰ１９Ａ１ 的表达和功能[３０]ꎻＳＭＡＤ４ 作为转录因子结合

到 ＦＺＤ４ 启动子促进其表达进而调控卵巢颗粒细胞凋亡[３１]ꎻＳＭＡＤ４ 通过与猪 ｍｉＲ￣１８３￣９６￣１８２ 簇启动子区

ＳＢＥ 基序结合激活 ｍｉＲ￣１８３￣９６￣１８２ 簇表达ꎬ下调其靶基因叉头框 Ｏ１(ＦＯＸＯ１)表达进而抑制卵巢颗粒细

胞的凋亡[３２]ꎻＳＭＡＤ４ 也可直接作用于 ｌｎｃＲＮＡ ＳＤＮＯＲ 启动区 ＳＢＥ 位点提高其启动子活性[３１]ꎻ本研究也

发现转录因子 ＳＭＡＤ４ 通过与 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区 ＳＢＥ 位点特异性结合而上调 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的启动子活

性ꎬ表明 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 转录受到转录因子 ＳＭＡＤ４ 的调控ꎮ
综上ꎬ本研究鉴定了绵羊 ３ 号染色体邻近 ＮＲ５Ａ１ 基因的 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ꎬ其在健康卵泡中显著高表达ꎬ与

ＮＲ５Ａ１ 表达水平和血清中 Ｅ２ 水平呈正相关ꎬ说明其可能通过顺式作用调控 ＮＲ５Ａ１ 表达进而调控湖羊繁

殖性能ꎻ分析荧光素酶活性发现 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 启动子区存在一个正调控区(－３５９~ －１７ ｎｔ)和一个负调控区

(－１ ４８５ ~ －９４２ ｎｔ)ꎬ在正调控区发现的转录因子 ＳＭＡＤ４ 参与调控 ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的转录ꎮ 此结果为解析

ｌｎｃＲＮＡ￣２６９ 的功能及其与 ＮＲ５Ａ１ 基因之间的调控关系奠定了理论依据ꎮ
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ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＭＳＨ５ ａｎｄ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｒｅｐａｉｒ ｖｉａ ＹＢ１[Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２０ꎬ４８(８):４４８０－４４９１.

[６] Ｌｉ Ｍ ＨꎬＮｉｕ Ｍ ＨꎬＦｅｎｇ Ｙ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ￣ｍＲＮＡ ｎｅｔｗｏｒｋ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｏｏｃｙｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｒｍｉｎａｌ ｖｅｓｉｃｌｅ ａｎｄ ｍｅｔａｐｈａｓｅⅡｓｔａｇｅ[Ｊ] .
Ｇｅｎｅꎬ２０２１ꎬ７９１:１４５７１６.

[７] Ｈｕ Ｈ ＹꎬＦｕ Ｙ ＦꎬＺｈｏｕ Ｂꎬｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＴＣＯＮＳ￣００８１４１０６ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｏｒｃｉｎｅ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｓｐｏｎｇｉｎｇ
ｍｉＲ￣１３４３[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ２０２１ꎬ５２０:１１１０６４.

[８] Ｚｈｏｕ ＭꎬＬｉｕ Ｘ ＱꎬＱｉｕｋａｉ Ｅꎬｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ Ｘｉｓｔ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｏｏｃｙｔｅ ｌｏｓｓ ｖｉａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ / ｍｉＲ￣２９ａ￣３ｐ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＳＴＸ１７ ｉｎ ｐｅｒｉｎａｔａｌ ｍｏｕｓｅ ｏｖａｒｉｅｓ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ２０２１ꎬ１２(６):５４０.

[９] Ｉｙｙａｐｐａｎ ＲꎬＡｌｅｓｈｋｉｎａ ＤꎬＺｈｕ Ｌ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｏｏｃｙｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｎｃＲＮＡ ｖａｒｉａｎｔ Ｒｏｓｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｏｏｃｙｔｅ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ[Ｊ] . Ｎｏｎ￣Ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２１ꎬ６(２):１０７－１１３.

[１０] Ｗｕ Ｋ ＭꎬＸｕ Ｋ ＷꎬＬｉｕ Ｋ Ｚꎬｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＢＣ２００ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ＆ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１８ꎬ９９:２１９－２２５.
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[１１] Ｚｈａｎｇ ＤꎬＴａｎｇ Ｈ ＹꎬＴａｎ Ｌꎬｅｔ ａｌ. ＭＡＬＡＴ１ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＰＣＯＳ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ＴＧＦβ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ
ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ４９９:１１０５８９.

[１２] Ｔｒａｐｎｅｌｌ ＣꎬＲｏｂｅｒｔｓ ＡꎬＧｏｆｆ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＮＡ￣ｓｅｑ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＴｏｐＨａｔ ａｎｄ Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ[Ｊ] .
Ｎａｔｕｒｅ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓꎬ２０１２ꎬ７(３):５６２－５７８.

[１３] Ｊａｒｒｏｕｘ ＪꎬＭｏｒｉｌｌｏｎ ＡꎬＰｉｎｓｋａｙａ Ｍ. Ｈｉｓｔｏｒｙꎬｄｉｓｃｏｖｅｒｙꎬａｎｄ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡｓ[Ｊ] . Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１７ꎬ
１００８:１－４６.

[１４] 李隐侠ꎬ张俊ꎬ钱勇ꎬ等. 湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因 ＳＮＰｓ 筛选及其与产羔数的关联分析[Ｊ] . 江苏农业学报ꎬ２０１７ꎬ３３(１):１２４－１３２.
Ｌｉ Ｙ ＸꎬＺｈａｎｇ ＪꎬＱｉａｎ Ｙꎬｅｔ ａｌ. ＳＮＰｓ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ａｎｄ ｉｔｓ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ[ Ｊ] . Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０１７ꎬ３３(１):１２４－１３２( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[１５] Ｌｉ Ｙ ＸꎬＺｈａｎｇ ＪꎬＱｉａｎ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｍｕｔａｔｉｏｎ￣３８８ Ｃ>Ｇ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ｇｅｎｅ ａｆｆｅｃｔｓ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｓｈｅｅｐ[ Ｊ] . Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０１８ꎬ１９６:１９－２７.

[１６] Ｌｉａｎ Ｚ ＱꎬＺｏｕ Ｘ ＡꎬＨａｎ Ｙ Ｒꎬｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｍＲＮＡｓ ａｎｄ ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｔｒａｉｔ ｉｎ Ｃｈｕａｎｚｈｏｎｇ ｂｌａｃｋ ｇｏａｔｓ[Ｊ] .
Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｄｏｍｅｓｔｉｃ Ａｎｉｍａｌｓꎬ２０２０ꎬ５５(４):４８６－４９５.

[１７] Ｌｉ Ｍ ＸꎬＬｉｕ ＹꎬＸｉｅ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈａｔ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｅｄｉｕｍ￣
ｓｉｚｅｄ ｏｖａｒｉａｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ Ｍｅｉｓｈａｎ ａｎｄ Ｄｕｒｏｃ ｓｏｗｓ[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ２０２１ꎬ１１:２２５１０.

[１８] Ｚｈａｎｇ Ｚ ＫꎬＬｉ ＪꎬＧｕａｎ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｎｅｗｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＲ１ ａｃｔｓ ａｓ ａ ｍｉＲ￣４８７ｂ ｓｐｏｎｇｅ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊ Ｃａｃｈｅｘｉａ Ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ Ｍｕｓｃｌｅꎬ２０１８ꎬ９(３):６１３－６２６.

[１９] Ｊｉｎ Ｙ ＹꎬＹａｎｇ ＱꎬＺｈａｎｇ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｌｎｃＲＮＡ ＡＤＮＣＲ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｇｒｏｗｔｈ ｔｒａｉｔｓ[Ｊ] .
Ａｎｉｍａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ３０(２):１５９－１６５.

[２０] Ｌｉｕ Ａ ＪꎬＬｉｕ Ｍ ＨꎬＬｉ Ｙ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｉｅｓ ｏｆ ｌｏｗ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｆｅｃｕｎｄｉｔｙ Ｈａｎｐｅｒ
ｓｈｅｅｐ[Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｄｏｍｅｓｔｉｃ Ａｎｉｍａｌｓꎬ２０２１ꎬ５６(４):６０４－６２０.

[２１] Ｇｉｌ ＮꎬＵｌｉｔｓｋｙ Ｉ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ２０２０ꎬ２１(２):１０２－１１７.
[２２] Ｌｉｕ ＳꎬＬｉｕ Ｊ ＱꎬＹａｎｇ Ｘ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｌｎｃ￣Ｃｘｃｌ２ ｒｅｓｔｒａｉｎｓ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ＣＸＣＬ２

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ２０２１ꎬ１１８(４１):ｅ２１０８２７６１１８.
[２３] Ｓｔｅｗａｒｔ ＧꎬＳａｇｅ ＡꎬＭａｒｔｉｎｅｚ Ｖꎬｅｔ ａｌ. Ｐ２.０３￣４７ ｄｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｌｎｃＲＮＡ ｉｎ ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｍａｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ＨＭＧＡ１

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｔｈｏｒａｃｉｃ Ｏｎｃｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ１４(１０):Ｓ７０２.
[２４] Ｓｕｎ Ｃ ＣꎬＺｈｕ ＷꎬＬｉ Ｓ Ｊꎬｅｔ ａｌ. ＦＯＸＣ１￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ＬＩＮＣ００３０１ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｉｇｇｅｒｓ ａｎ ｉｍｍｕｎｅ￣ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

ｉｎ ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＨＩＦ１α ｐａｔｈｗａｙ[Ｊ] . Ｇｅｎｏｍｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ２０２０ꎬ１２(１):７７.
[２５] Ｗａｎｇ ＪꎬＧｕ ＪꎬＹｏｕ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＵＳＦ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｌｎｃＲＮＡ ＨＡＳ２￣ＡＳ１[ Ｊ] .

Ｂｉｏｓｃｉ Ｒｅｐꎬ２０２０ꎬ４０(８):ＢＳＲ２０２００４８７.
[２６] Ｗｕ ＭꎬＷａｎｇ Ｈ ＹꎬＫｏｎｇ Ｄ Ｃꎬｅｔ ａｌ. ｍｉＲ￣４５２￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｓｍａｄ４[Ｊ] . Ｐｅｅｒ Ｊꎬ２０２１ꎬ９:ｅ１２２２８.
[２７] Ｈｕ ＷꎬＤｏｎｇ ＡꎬＫａｒａｓａｋｉ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｓｍａｄ４ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｋｘ２￣５ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ２０２１ꎬ１１(１):

３５８８.　
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１１:３７３.
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