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　 　 摘要:　 本研究利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因表达在细胞中的亚定位ꎬ采用 ５′ＲＡＣＥ 获得 ＬｎｃＲＮＡ￣
ＮＥＡＴ１ 基因的转录起始位点ꎻ利用 ＣＲＩＳＰＯＲ 软件对－３００~０ ｂｐ 区域的 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 启动子序列设计 ｓｇＲＮＡ 并构

建到 ｐｘ３３０ 载体ꎬ通过转染细胞与 Ｔ７Ｅ１ 酶切验证 ｓｇＲＮＡ 效率ꎻ利用酶切和亚克隆方法将 ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ￣ＢＳＤ 片段替

换 ｐｘ３３０ 载体的 Ｃａｓ９ 序列ꎬ形成重组 ｐｘ３３０￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 载体ꎻ将验证有效的 ｓｇＲＮＡ 构建到 ｐｘ３３０￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 载

体ꎬ形成 ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 载体ꎮ 添加不同质量浓度的 Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓ 处理细胞ꎬ以最小致死质量浓度来确

定筛选质量浓度ꎮ 转染 ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 载体并用 Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓ 筛选细胞 ７ ｄ 后进行 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因

的表达检测ꎬ同时对 ｓｇＲＮＡ 在 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因启动子上的结合位点进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序ꎬ以进一步验证上述结合

位点是否发生切割ꎮ 结果显示 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 主要表达于细胞核ꎬ而在细胞质中几乎不表达ꎮ ５′ＲＡＣＥ 获得了 Ｌｎ￣
ｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ ５′端大约 ２７０ ｂｐ 的序列ꎮ ｑＰＣＲ 检测结果显示ꎬ与对照组相比ꎬｓｇＲＮＡ１ 和 ｓｇＲＮＡ２ 能够显著抑制 Ｌｎ￣
ｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 的表达(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ Ｓａｎｇｅｒ 测序结果表明 ｓｇＲＮＡ１ 和 ｓｇＲＮＡ２ 所在的位点并没有发生碱基缺失和插入ꎮ
研究结果为后续进一步研究 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 在先天性免疫反应中的功能奠定了基础ꎮ
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(１.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｊｉａｎｇｓｕ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａ￣
ｔｉｏｎ Ｐｌａｔｆｏｒｍꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｊｉａｎｇｓｕ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｒｏｐ ａｎｄ Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ
２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ: 　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ｓｕｂ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ. Ａｎｄ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｏｂ￣
ｔａｉｎｅｄ ｂｙ ５′ＲＡＣＥ. Ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＯＲ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅ￣
ｓｉｇｎ ｔｈｅ ｓｇＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ￣
ＮＥＡＴ１ ｗｉｔｈｉｎ －３００~０ ｂｐ ｒｅｇｉｏｎ. Ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｇＲＮＡ ｗａｓ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｐｘ３３０ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｇＲＮＡ ｗａｓ
ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｔ７Ｅ１ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ. Ｃａｓ９ ｆｒａｇ￣
ｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｐｘ３３０ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｒｅｐｌａｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ￣
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ＢＳＤ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｕｓｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｃｌｏｎｉｎｇ ｔｏ ｆｏｒｍ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｘ３３０￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ ｖｅｃｔｏｒ. Ｉｔ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｓｇＲＮＡ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐｘ３３０￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ ｖｅｃｔｏｒ ｔｏ ｆｏｒｍ ｔｈｅ ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ ｖｅｃｔｏｒ. Ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ａｄｄｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓ. Ａｎｄ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｍｉｎｉ￣
ｍｕｍ ｌｅｔｈａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ. Ａｆｔｅｒ ｓｅｖｅｎ ｄａｙｓ ｏｆ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ ｓｇＲＮＡ ｏｎ ｔｈｅ
ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｗａｓ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ ｖｅｒｉｆｙ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｗａｓ
ｃｌｅａｖｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓꎬ ｂｕｔ ｈａｒｄｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ. Ｔｈｅ ５′
ＲＡＣＥ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ２７０ ｂｐ ａｔ ｔｈｅ ５′ ｅｎｄ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１. Ｔｈｅ ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｇＲＮＡ１ ａｎｄ ｓｇＲＮＡ２ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ (Ｐ<０.０５). Ｓａｎｇｅｒ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓ ａｔ ｔｈｅ ｓｉｔｅｓ ｗｈｅｒｅ ｓｇＲＮＡ１ ａｎｄ ｓｇＲＮＡ２ ｗｅｒｅ ｌｏｃａｔｅｄ.
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｌａｉｄ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ＣＲＩＳＰＲꎻ ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢꎻ ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ ｇｅｎｅꎻ ｐｉｇꎻ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ

　 　 长链非编码 ＲＮＡ (Ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬＬｎ￣
ｃＲＮＡ) 是一类本身不编码蛋白、转录本长度超过

２００ ｂｐ 的 ＲＮＡꎮ 研究结果表明 ＬｎｃＲＮＡ 参与了 Ｘ
染色体失活、胚胎发育、基因印记、癌症、免疫等各种

细胞生命活动[１￣５]ꎮ
近年来大量畜禽相关的 ＬｎｃＲＮＡ 被鉴定出来ꎬ

这些 ＬｎｃＲＮＡ 紧密参与了畜禽肌肉发育、免疫调控、
繁殖等重要性状[６￣９]ꎬ注释和解析这些 ＬｎｃＲＮＡ 的功

能对进一步挖掘调控畜禽重要经济性状的功能元件

具有深远意义ꎮ 然而大多数 ＬｎｃＲＮＡ 定位于细胞

核ꎬ而 ＲＮＡｉ 的工作系统主要在细胞质中发挥作用ꎬ
对定位于细胞核的 ＬｎｃＲＮＡ 作用非常有限[１０￣１２]ꎬ这
限制了 ＬｎｃＲＮＡ 的功能解析ꎮ

ＣＲＩＳＰＲｉ 系统通过核酸酶活性失活的 Ｃａｓ９
(ｄＣａｓ９)和 ｓｇＲＮＡ 的复合物结合到某个基因的转录

起始位点(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｓｔａｒｔ ｓｉｔｅꎬＴＳＳ)附近ꎬ物理性

阻碍 ＲＮＡ 聚合酶的通过ꎬ从而导致基因沉默[１３]ꎮ
通过 ｄＣａｓ９ 融合基因抑制结构域如 ＫＲＡＢ(Ｋｒüｐｐｅｌ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｂｏｘ)ꎬ形成 ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 复合结构ꎬ可进一

步提 高 转 录 抑 制 的 效 率[１４￣１６]ꎮ Ｌｉｕ 等[１７] 利 用

ＣＲＩＳＰＲｉ 系统鉴定了数百个与细胞生长相关的 Ｌｎ￣
ｃＲＮＡꎬＫｌａｎｎ 等 [１８]利用 ＣＲＩＳＰＲｉ 系统鉴定了大量

与基因表达调控相关的功能元件ꎮ ＣＲＩＳＰＲｉ 系统在

抑制基因表达上也呈现出较强的特异性[１９￣２０]ꎬ是研

究 ＬｎｃＲＮＡ 功能的新一代工具ꎮ
ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 是在研究肌细胞分化时发现的

一个长链非编码 ＲＮＡ[２１]ꎬ其作为核心组分主要参

与细胞亚结构旁斑(Ｐａｒａｓｐｅｃｋｌｅ)的形成ꎬ在细胞分

化ꎬ癌症发生和病毒感染等生物学过程中发挥着重

要作用[２１￣２３]ꎮ 本课题组前期研究结果表明猪 Ｌｎ￣

ｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因在脂蛋白刺激下表达显著上调ꎬ
表明其在 Ｔｏｌｌ 样受体 ２(Ｔｏｌｌ Ｌｉｋｅ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬＴＬＲ２)
介导的先天性免疫反应中可能起到调控作用[２４]ꎮ
本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ / ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 系统来抑制 Ｌｎ￣
ｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因的表达ꎬ为后续进一步研究其在

先天性免疫反应中的功能奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 细胞、菌株与质粒

Ｔｒａｎｓ５ａ 感受态菌株购于北京擎科生物科技有

限公司ꎬＬｅｎｔｉ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ￣ｂｌａｓｔ 载体由华中农业大

学赵长志惠赠ꎬ猪 ＰＫ１５ 细胞、ｐｘ３３０ 载体由本实验

室保存ꎮ
１.２　 试剂

ＲＮＡ 提取试剂盒购于南京诺唯赞医疗科技有

限公司ꎻＤＮＡ 提取试剂盒、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 购于北京擎

科生物科技有限公司ꎻ内切酶 Ｂｂｓ Ｉ、Ｔ７Ｅ１ 酶购于

ＮＥＢ 公司ꎻＰＣＲ 酶、Ｔ 载体、末端转移酶 ＴｄＴ、Ｔ４ 连

接酶、ｑＰＣＲ 试剂、反转录试剂盒购于宝生物工程

(大连)有限公司ꎻ无内霉毒素质粒试剂盒购于天根

生化科技(北京)有限公司ꎻＢｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓ ＨＣｌ (灭瘟

素 Ｓ)购于南京碧云天生物技术有限公司ꎻＤＮＡ 纯

化回收试剂盒购于 Ｚｙｍｏ ＲｅｓｅａｒｃｈＺｙｍｏ ｒｅｓｅａｒｃｈ＿安
诺伦(北京)生物科技有限公司公司ꎻＤＭＥＭ 培养

基、青链霉素购于武汉博士德生物工程有限公司ꎻ胎
牛血清购于 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ ( ＢＩ) 公司ꎻ ｏｐｔｉ￣
ＭＥＭ 和 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 购
于赛默飞世尔科技(中国)有限公司ꎮ
１.３　 猪 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因的亚细胞表达分布

待细胞密度长至 ８０％左右ꎬ胰酶消化细胞ꎬ用预冷

７３０１赵为民等:ＣＲＩＳＰＲ / ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 系统沉默猪 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因



ＰＢＳ 清洗两遍后加入 Ｂｕｆｆｅｒ Ａ(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｔｒｉｓ￣ｃｌꎬ１０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ０􀆰 ５％ ＩＧＥＰＡＬ􀅸 ＣＡ￣６３０)ꎬ冰上放置 ５
ｍｉｎꎬ离心后上清液用于细胞质 ＲＮＡ 的提取ꎮ 用 Ｂｕｆｆｅｒ
Ａ 洗涤沉淀 ２ 次ꎬ沉淀用于细胞核 ＲＮＡ 的提取ꎮ
１.４　 猪 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因的 ５′末端快速扩增

(５′ＲＡＣＥ)
　 　 基于前期测序获得部分序列结果[２４]ꎬＬｎｃＲＮＡ￣
ＮＥＡＴ１ 基因的 ５′末端快速扩增过程如下:利用 ｏｌｉ￣
ｇｏｄＴ 反转录 ｃＤＮＡ 第一链ꎬ然后再利用 ＴｄＴ 酶进行

５′末端 ｄＣ￣ｔａｉｌｉｎｇꎬ回收纯化后ꎬ用引物 ５Ｐ(５′￣ＡＡＧ￣
ＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＡＣＧＣＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧ￣
３′)和 ５′末端的特异性引物 ５′ＧＳＰ (５′￣ＣＴＧＣＣＴＣ￣
ＣＣＴＣＣＴＴＣＡＧＡＣＡＡＡＧ￣３′)扩增其 ５′末端ꎮ ＰＣＲ 扩

增条件:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ９５ ℃ ３０ ｓꎬ６５ ℃ (－０.５ ℃ )４５
ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ１５ 个循环ꎻ９５ ℃ １ ｍｉｎꎬ６０ ℃ ４５ ｓꎬ７２
℃ １ ｍｉｎꎬ２０ 个循环ꎻ７２ ℃ ３ ｍｉｎꎮ 扩增的 ＰＣＲ 产物

经过 ＤＮＡ 纯化回收后与 Ｔ 载体连接ꎬ然后转化

Ｔｒａｎｓ５ａ 感受态细胞ꎬ后续进行测序验证ꎮ
１.５ 　 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因启动子区域的 ｓｇＲＮＡ
设计

　 　 针对 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因启动子区(－３００~ ０
ｂｐ)利用 ＣＲＩＳＰＯＲ(ｈｔｔｐ: / / ｃｒｉｓｐｏｒ. ｔｅｆｏｒ.ｎｅｔ / )在线设

计 ２ 对 ｓｇＲＮＡꎮ 设计原则为选取 ｃｆｄＳｐｅｃＳｃｏｒｅ>８０ꎬ
Ｄｏｅｎｃｈ′１６￣Ｓｃｏｒｅ>５０ 的 ｓｇＲＮＡꎮ
１.６　 ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ 质粒构建

依据 ｓｇＲＮＡ 的序列合成反向互补的单链寡核苷

酸 ｓｇＦ 和 ｓｇＲꎬ并在 ｓｇＦ 的 ５′端添加 ＣＡＣＣＧꎬ在 ｓｇＲ 的

５′端添加 ＡＡＡＣꎮ ９５ ℃变性 ５ ｍｉｎꎬ室温冷却ꎬ使 ｓｇＦ
和 ｓｇＲ 退火互补ꎮ ＢｂｓⅠ酶切 ｐｘ３３０ 载体ꎬ回收纯化后

与退火的寡核苷酸连接ꎬ转化 Ｔｒａｎｓ５ａ 感受态细胞ꎬ后
续进行测序验证与无内霉毒素质粒提取ꎮ
１.７　 ｐｘ３３０￣ ｓｇＲＮＡ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 载体构建

通过酶切 ｐｘ３３０ 载体ꎬ将 Ｃａｓ９ 序列替换为多克

隆位点ꎬ然后再将 ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ￣ＢＳＤ 插入到该多克

隆位点ꎮ 具体方法如下:首先以 ｐｘ３３０ 载体为模板ꎬ
通 过 引 物 Ｆ: ５′￣ＴＴＧＴＡＣＣＧＧＴＣＧＴＡＣＧＧＣＴＡＧＣ￣
ＣＴＣＧＡＧＡＡＧＣＴＴＧＡＡＴＴＣＣＴＡＧＡＧＣＴＣＧＣＴＧＡ￣３′ 和
Ｒ:５′￣ＧＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＣＣＣＡＧＣＡＴ￣３′进行 ＰＣＲ 扩

增ꎮ ＰＣＲ 产物包含引入了多个酶切位点(引物 Ｆ 下

划线部分)的 ｂＧＨ ｐｏｌｙ(Ａ)片段ꎮ 然后对 ＰＣＲ 产物

和 ｐｘ３３０ 载体分别进行 ＡｇｅⅠ和 ＮｏｔⅠ双酶切并进

行连接ꎬ转化 Ｔｒａｎｓ５ａ 感受态细胞ꎬ后续进行测序验

证与质粒提取ꎮ 此重组后的载体为 ｐｘ３３０￣ＭＣＳꎮ 将

筛选好的 ｓｇＲＮＡ 先构建到 ｐｘ３３０￣ＭＣＳꎬ为 ｐｘ３３０￣
ｓｇＲＮＡ￣ＭＣＳꎮ 然后对 ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ￣ＭＣＳ 和 Ｌｅｎｔｉ￣
ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ￣ｂｌａｓｔ 进行 ＢｓｉＷ Ⅰ和 Ｅｃｏ ＲⅠ双酶切ꎬ
将 Ｌｅｎｔｉ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ￣ｂｌａｓｔ 载体中的 ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ￣
ＢＳＤ 连接到 ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ￣ＭＣＳ 中ꎬ形成重组载体

ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢꎮ
１.８　 Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓ 筛选质量浓度摸索

猪 ＰＫ１５ 细胞铺板 １２ 孔板ꎬ２４ ｈ 后待细胞密度

达到 ８０％ 左右ꎬ 分别添加 ０ μｇ / ｍｌ、 １ μｇ / ｍｌ、 ３
μｇ / ｍｌ、４ μｇ / ｍｌ的 Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓꎬ每个质量浓度处理 ３
次重复ꎬ每 ２ ｄ 换 １ 次ꎬ在第 ７ ｄ 时观察细胞的死亡

情况ꎬ使细胞致死的最小剂量为后续的药筛质量浓

度ꎮ
１.９　 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因的沉默

猪 ＰＫ１５ 细胞在转染前 １ ｄ 铺 １２ 孔板ꎬ转染时

密度大约 ７０％ꎮ 对照组转染 ｐｘ３３０￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢꎬ实
验 组 分 别 转 染 ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ１￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 和

ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ２￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 质 粒ꎬ ４８ ｈ 后ꎬ 利 用

Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓ 筛选细胞 ７ ｄ 后进行 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基

因的表达检测ꎮ
１.１０　 定量 ＰＣＲ

１ μｇ ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ使用 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ５
进行 ｑＰＣＲ 扩增ꎮ 对照组与试验组各 ３ 个生物学重

复ꎬ每个样品重复 ３ 次ꎮ 采用三步法扩增ꎬ程序简要

如下:预变性 ９５ ℃ ２ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２
℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 数据均以平均值±标准差表示ꎮ
使用单因素方差分析各组之间的差异显著性ꎮ 引物

序列见表 １ꎮ

表 １　 引物序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因　 　 引物序列(５′→３′) 退火温度
(℃)

扩增长度
(ｂｐ)

ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ Ｆ:ＴＣＣＡＡＣＣＴＴＧＡＣＧＧＡＣＡＣＴＧ ６０ １６５

Ｒ:ＴＧＣＡＧＣＴＣＴＣＡＡＣＴＡＣＣＴＧＣ

ＨＰＲＴ Ｆ:ＣＣＣＡＧＣＧＴＣＧＴＧＡＴＴＡＧＴＧＡ ６０ １９１

Ｒ:ＴＴＧＡＧＣＡＣＡＣＡＧＡＧＧＧＣＴＡＣ

２　 结果与分析

２.１　 猪 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 表达的亚细胞定位

利用低渗溶液将细胞总 ＲＮＡ 分为细胞质和细
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胞核 ＲＮＡꎬＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 表达

于细胞核ꎬ在细胞质中几乎不表达(图 １)ꎮ ＨＰＲＴ
作为细胞内参基因ꎬ其在细胞核内转录后会向细胞

质中运输ꎬ其 ｍＲＮＡ 在细胞质中的表达量多于细胞

核ꎮ 图 １ 结果显示 ＨＰＲＴ 在细胞质的表达量高于细

胞核ꎬ符合其表达定位ꎮ

图 １　 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 在细胞质与细胞核中的表达

Ｆｉｇ.１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ ｉｎ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｕｓ

２.２　 猪 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 转录起始位点

为了确定 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 的转录起始位点ꎬ通
过 ５′ＲＡＣＥ 对其 ５′端序列进行了克隆ꎬ图 ２ 结果显

示得到大约 ２７０ ｂｐ 的条带ꎬ与预期相符ꎮ

图 ２　 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 的 ５′ＲＡＣＥ 扩增结果

Ｆｉｇ.２　 ５′ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１

２.３　 猪 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 启动子区的 ｓｇＲＮＡ 设计

与效率验证

　 　 通过 ＣＲＩＳＰＯＲ 在线设计程序ꎬ 对 ＬｎｃＲＮＡ￣
ＮＥＡＴ１ 启动子区(－３００~０ ｂｐ)设计了 ２ 对 ｓｇＲＮＡꎬ
分 别 为 ｓｇＲＮＡ１: ５′￣ＣＣＧＡＧＧＣＧＴＣＴＣＣＴＣＡＧＡＣＡ￣
３′ꎬＰＡＭ 为 ＧＧＧꎬ位置约 －２００ ｂｐꎬＤｏｅｎｃｈ １６￣Ｓｃｏｒｅ
参 数 为 ６３ꎻ ｓｇＲＮＡ２: ５′￣ＧＡＧＣＡＡＴＧＣＣＣＣＧＧＧＴ￣
ＧＡＣＧ￣３′ꎬＰＡＭ 为 ＣＧＧꎬ位置约－１５０ ｂｐꎬＤｏｅｎｃｈ １６￣
Ｓｃｏｒｅ 参数为 ６３ꎮ

２.４　 ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 载体的酶切验证

图 ３ 显示构建的 ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 经

过 ＢｓｉＷⅠ和 Ｅｃｏ ＲⅠ双酶切后ꎬ得到约４ ２００ ｂｐ 的

ｐｘ３３０ 骨架和５ ０００ ｂｐ 的 ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ￣ＢＳＤ 片段ꎬ与
预期相符ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 相对分子质量标准样品ꎻ１:ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ１￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ
载体 ＢｓｉＷⅠ和 Ｅｃｏ ＲⅠ双酶切ꎻ２:ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ２￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 载

体 ＢｓｉＷⅠ和 Ｅｃｏ ＲⅠ双酶切ꎮ
图 ３　 ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ
ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２.５　 Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓ 筛选质量浓度的确定

图 ４ 结果显示ꎬ在加 Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓ 培养 ７ ｄ 后ꎬ１
μｇ / ｍｌ质量浓度 Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓ 处理的细胞只有部分

细胞死亡(图 ４Ｂ)ꎬ而 ３ μｇ / ｍｌ与 ４ μｇ / ｍｌ质量浓度

Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓ 处理的的细胞几乎全部死亡(图 ４Ｃ、图
４Ｄ)ꎬ因此在后续的筛选中ꎬＢｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓ 筛选质量浓

度为 ３ μｇ / ｍｌꎮ 图 ４Ａ 为阴性对照组ꎬ细胞生长正

常ꎮ
２.６　 ＣＲＩＳＰＲ / ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 系统沉默猪 ＬｎｃＲＮＡ￣
ＮＥＡＴ１ 的表达

　 　 细胞转染 ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ(试验组)
与 ｐｘ３３０￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ(对照组)３６ ｈ 后ꎬ添加 Ｂｌａｓｔｉ￣
ｃｉｄｉｎ Ｓ 筛选细胞 ７ ｄꎬ对 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因的表达

进行 ｑＰＣＲ 检测ꎮ 结果(图 ５)显示ꎬ与对照组相比ꎬ
ｓｇＲＮＡ１ 和 ｓｇＲＮＡ２ 分别使 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 表达下

降了 ７３％和 ５５％ꎬ达到显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

９３０１赵为民等:ＣＲＩＳＰＲ / ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 系统沉默猪 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因



Ａ:阴性对照组ꎻＢ:１ μｇ / ｍｌ的 Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ ＳꎻＣ:３ μｇ / ｍｌ 的 Ｂｌａｓｔｉｃｉ￣
ｄｉｎ ＳꎻＤ:４ μｇ / ｍｌ 的 Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓꎮ
图 ４　 不同质量浓度 Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ Ｓ 对细胞的致死效果

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｋｉｌｌｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｌａｓｔｉｃｉ￣
ｄｉｎ Ｓ ｏｎ ｃｅｌｌｓ

∗表示与对照组相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ５　 ｓｇＲＮＡ１ 和 ｓｇＲＮＡ２ 对 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因的沉默效果

Ｆｉｇ.５ 　 Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｇＲＮＡ１ ａｎｄ ｓｇＲＮＡ２ ｏｎ ＬｎｃＲＮＡ￣
ＮＥＡＴ１ ｇｅｎｅ

２.７　 猪 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 启动子区的切割验证

为了进一步验证 ＣＲＩＳＰＲ / ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 系统中

的 ｓｇＲＮＡ 是否会切割其结合位点ꎬ利用 Ｓａｎｇｅｒ 测序

对 ｓｇＲＮＡ１ 和 ｓｇＲＮＡ２ 的结合位点进行分析ꎮ 结果

(图 ６)显示试验组中 ｓｇＲＮＡ１ 和 ｓｇＲＮＡ２ 的结合位点

和对照组一致ꎬ其序列没有发生碱基缺失或者插入ꎮ

３　 讨 论

近年来随着重测序以及功能基因组学的发展ꎬ猪
相关的 ＬｎｃＲＮＡ 与增强子等被大量鉴定出来[６ꎬ２５]ꎮ
ＣＲＩＳＰＲｉ 与 ＲＮＡｉ 和 ＣＲＩＳＰＲ / ｄＣａｓ９ 敲除相比ꎬ在研

究细胞核内相关的 ＬｎｃＲＮＡ 或表达增强子(Ｅｎｈａｎｃｅｒ￣
ｄｅｒｉｖｅｄ ＲＮＡｓꎬｅＲＮＡｓ)上有着较大优势[１２ꎬ１５]ꎬ并且也

可以进行高通量的筛选研究ꎬ为解析猪功能基因组以

及挖掘重要调控元件奠定基础ꎮ
ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 在最初发现时定位于小鼠肌细

胞核内ꎬ作为核心组分主要参与细胞亚结构旁斑

(Ｐａｒａｓｐｅｃｋｌｅ)的形成[２１]ꎮ 本试验发现猪 ＬｎｃＲＮＡ￣
ＮＥＡＴ１ 几乎只表达于细胞核ꎬ表明 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１
的表达定位在物种间相对保守ꎮ 由于 Ｌｅｎｔｉ￣ｄＣａｓ９￣
ＫＲＡＢ￣ｂｌａｓｔ 载体较大(约 １４ ｋｂ)ꎬ如果再联合转染

ｓｇＲＮＡ 表达载体ꎬ会导致转染效率低ꎬ从而会影响基

因沉默效果ꎮ 本研究通过酶切与亚克隆构建了

ｐｘ３３０￣ｓｇＲＮＡ￣ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 这种 “ Ａｌｌ￣ｉｎ￣ｏｎｅ” 载体ꎬ
将 ｓｇＲＮＡ 和 ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 表达元件都整合到一个载

体ꎬ大幅度缩减了载体ꎬ提高了表达效率[２６￣２７]ꎬ从而

进一步提升沉默效果ꎮ
位于 ＴＳＳ 不 同 位 置 的 ｓｇＲＮＡ 对 ＣＲＩＳＰＲ /

ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 的沉默效果具有决定性作用[１５ꎬ２８]ꎮ 因

此本研究首先利用 ５′ＲＡＣＥ 确定了 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１
的 ＴＳＳꎮ 由于大多数编码 ＬｎｃＲＮＡ 基因ꎬ其表达水

平相对于编码蛋白基因较低[２９￣３１]ꎬ 确定这些重要而

表达水平较低的 ＬｎｃＲＮＡ 的 ＴＳＳ 并不容易ꎬ这也是

利用 ＣＲＩＳＰＲ / ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 系统沉默 ＬｎｃＲＮＡ 一个

限制因素ꎮ
ＴＳＳ 附近启动子区对基因表达水平有重要影响ꎬ

其区域内碱基的删除或插入会影响其基因的表

达[３２￣３４]ꎮ 尽管 ｄＣａｓ９ 呈现失活的状态ꎬ并不会切割

ｓｇＲＮＡ 的结合位点[１３]ꎬ为了进一步验证 ＬｎｃＲＮＡ￣
ＮＥＡＴ１ 的表达下调不是由于 ｓｇＲＮＡ 切割 ＴＳＳ 附近启

动子区造成的ꎬ本研究利用 Ｓａｎｇｅｒ 测序对试验组

ｓｇＲＮＡ 的结合位点进行序列分析ꎬ结果显示其结合位

点并没有发生删除或者插入ꎬ表明 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 的

表达下调是通过 ＣＲＩＳＰＲ / ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 系统来实现ꎮ
本研究获得了 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基因的 ＴＳＳ 位

点ꎬ在其附近启动子区设计并验证了 ２ 对有效

ｓｇＲＮＡꎬ通过构建“Ａｌｌ￣ｉｎ￣ｏｎｅ”载体ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ /
ｄＣａｓ９￣ＫＲＡＢ 系统有效沉默了猪 ＬｎｃＲＮＡ￣ＮＥＡＴ１ 基

因的表达ꎮ
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