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　 　 摘要:　 ｌｎｃＲＮＡ 是新近发现的一种具有重要功能的 ＲＮＡ 分子ꎬ在各种生理活动中发挥着重要作用ꎮ 为鉴定猪

单核源性巨噬细胞受 ＦＳＬ￣１ 刺激后相关的 ｌｎｃＲＮＡꎬ利用二代测序技术结合生物信息学对 ｌｎｃＲＮＡ 进行了组装与特

征分析ꎮ 结果显示 ＦＳＬ￣１ 刺激成功地构建了细胞炎症模型ꎬ试验组与对照组共鉴定到１ ０５６个 ｌｎｃＲＮＡ 转录本ꎬ其对

应于 ８３１ 个基因座ꎬ这些 ｌｎｃＲＮＡ 的平均长度为１ ６４３ ｂｐꎬ平均外显子数为 ２􀆰 ４ 个ꎮ 相对于对照组ꎬ试验组有 ５１ 个

ｌｎｃＲＮＡ 上调表达ꎬ４４ 个 ｌｎｃＲＮＡ 下调表达ꎮ 在上调 ｌｎｃＲＮＡ 两侧相邻的蛋白质编码基因参与免疫反应、炎症反应、
病毒反应等通路ꎬ而在下调 ｌｎｃＲＮＡ 两侧相邻的蛋白质编码基因参与的通路较少ꎬ不参与上述通路ꎮ 定量 ＰＣＲ 结

果显示挑选的 ４ 个 ｌｎｃＲＮＡ 的差异倍数与 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 的结果相似ꎬ其中上调的 ｌｎｃＲＮＡ 呈现一定的组织特异表达ꎬ而
下调的 ｌｎｃＲＮＡ 呈现多组织表达ꎮ 这些结果为进一步研究 ｌｎｃＲＮＡ 在 ＦＳＬ￣１ 介导的炎症反应中的作用奠定了基础ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 ＬｎｃＲＮＡ ｉｓ ａ ｎｅｗｌｙ ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ ＲＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｗｉｔｈ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｖａｒｉ￣
ｏｕｓ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ. Ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｌｎｃＲＮＡ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｏｎｏｃｙｔｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＦＳＬ￣１ꎬ ｌｎｃＲＮＡ ｗａｓ

ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｅｌｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｕｃ￣
ｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＦＳＬ￣１ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ. Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ
１ ０５６ ｌｎｃＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ￣
ｔａｌ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ８３１ ｇｅｎｅ ｌｏ￣
ｃｉ. Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｌｎｃＲＮＡ ｗａｓ １ ６４３ ｂｐꎬ ａｎｄ
ｔｈｅｓｅ ｌｎｃＲＮＡ ｓｐａｎ ２.４ ｅｘｏｎ ｏｎ ａｖｅｒａｇｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ５１ ａｎｄ ４４ ｌｎｃＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ
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ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｏ ｂｏｔｈ ｓｉｄｅｓ ｏｆ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｎｃＲＮＡ
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ｔｏ ｂｏｔｈ ｓｉｄｅｓ ｏｆ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｎｃＲＮＡｓ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｄ ｉｎ ｆｅｗｅｒ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｄｉｄ ｎｏｔ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｐａｔｈｗａｙ. Ｑｕａｎｔｉ￣
ｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｆｏｌｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｌｎｃＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＲＮＡ￣Ｓｅｑꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈ
ｔｈｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｎｃＲＮＡｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｎｃＲＮＡｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｍｕｌｔｉ￣ｔｉｓｓｕｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｌａｙ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ｉｎ ＦＳＬ￣１ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｐｉｇꎻ ｌｎｃＲＮＡꎻ ｍｏｎｏｃｙｔｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅꎻ ＦＳＬ￣１ꎻ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

　 　 长链非编码 ＲＮＡ ( Ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬ ｌｎ￣
ｃＲＮＡ)是一类不具有编码蛋白质能力而本身长度超

过 ２００ ｂｐ 的 ＲＮＡ 分子ꎮ 基于其在基因组上相对于

蛋白质编码基因的位置主要可分为 ３ 种:基因间长

链非编码 ＲＮＡ( Ｌｏｎｇ ｉｎｔｅｒｖｅｎｉｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬ
ｌｉｎｃＲＮＡ)ꎬ自然反义链(Ｎａｔｕｒａｌ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔꎬ
ＮＡＴ)和内含子长链非编码 ＲＮＡ(Ｉｎｔｒｏｎｉｃ ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣
ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ)ꎮ ｌｎｃＲＮＡ 由于其较低的物种间保守性

在最初大量发现时被认为是转录噪音ꎬ不具有生物

学功能[１]ꎮ 随着近年对 ｌｎｃＲＮＡ 研究的不断深入ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ 受到越来越多的关注ꎬ其功能从最初参与的

Ｘ 染色失活[２]到后来的细胞亚小体生成[３]、细胞重

编程[４]、胚胎发育[５]、干细胞多能性[６]、肌与脂肪生

成[７￣８]、肿瘤癌症[９￣１０]等各种细胞生命活动中ꎮ
天然免疫系统是宿主抵御病原体入侵的第一道防

线ꎬ其介导宿主的早期炎症反应对机体在抵抗病原体

感染过程中发挥着关键作用[１１]ꎮ 然而炎症反应中炎症

因子的紊乱表达会影响宿主对病原体感染的抵抗ꎬ研
究结果表明ꎬ肺部炎症因子的紊乱表达与宿主对支原

体肺炎的易感性密切相关[１２￣１３]ꎮ 炎症因子的释放由宿

主 ＰＲＲｓ 与 ＰＡＭＰ 的识别以及细胞内复杂的信号转导

等一系列事件构成[１１]ꎬ越来越多的研究结果表明炎症

因子的释放不仅受到一些经典的相关蛋白质基因和

ｍｉＲＮＡ 调控[１１ꎬ１４]ꎬｌｎｃＲＮＡ 在其中也发挥着重要的调控

作用[１５￣１６]ꎬ因而探索 ｌｎｃＲＮＡ 在炎症反应中的作用对深

入了解炎症因子的精确调控具有重要意义ꎮ
巨噬细胞作为宿主与外界病原体之间天然免疫

反应的关键防线ꎬ其与病原体之间的互作情况对宿主

的感染进程有重要的决定作用[１７￣２０]ꎮ 来源于外周血

单个核细胞(Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌꎬ ＰＭ￣
ＢＣ)在体外培养时通过添加粒细胞￣巨噬细胞集落刺

激 因 子 ( Ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ￣ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒꎬ ＧＭ￣ＣＳＦ)可形成单核源性巨噬细胞(Ｍｏｎｏ￣
ｃｙｔｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅꎬ ＭＤＭ) [２１]ꎮ 相对于屠宰猪

获取的巨噬细胞ꎬＭＤＭ 的获取简单方便ꎬ因而可对不

同品种、不同年龄阶段猪种进行持续稳定的研究ꎮ
本研究通过 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 结合生物信息学分析对猪

单核源性巨噬细胞受支原体脂蛋白 ＦＳＬ￣１ 刺激后的

ｌｎｃＲＮＡ 进行鉴定与特征分析ꎬ为进一步研究 ｌｎｃＲＮＡ
在 ＦＳＬ￣１ 介导的炎症反应中的作用奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 试剂

ＲＮＡ 提取试剂盒 Ｄｉｒｅｃｔ￣ｚｏｌＴＭ ＲＮＡ Ｋｉｔｓ 购于 Ｚｙ￣
ｍｏ ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司ꎬＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、ｃＤＮＡ 反转录试剂盒、
ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ 定量试剂盒购于 ＴａＫａ￣
Ｒａ 公司ꎬＤＭＥＭ 培养基、０􀆰 ２５％胰酶、１６４０ 培养基、青
链霉素、胎牛血清购于 Ｔｈｅｒｍｏ ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎬ猪外周血

单个核细胞分离液 ＫＩＴ 购于天津 ＴＢＤ 公司ꎬＧＭ￣ＣＳＦ
购于 ＲＤ ｓｙｓｔｅｍ 公司ꎬＦＳＬ￣１ 购于 ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ 公司ꎮ
１.２　 猪单核巨噬细胞的培养及 ＦＳＬ￣１刺激

猪来源于江苏省农业科学院六合动物科学基地ꎬ
苏山猪种ꎬ采用猪外周血单个核细胞分离液 ＫＩＴ 分离

３ 头健康猪外周血单核细胞ꎬ全培养基(１０％ ＦＢＳ＋
９０％ ＲＰＭＩ １６４０)中添加终质量浓度 ２０ ｎｇ / ｍｌ ＧＭ￣
ＣＳＦ 培养 ７ ｄꎬ每 ２􀆰 ５ ｄ 换 １ 次液ꎬ得到猪单核源性巨

噬细胞[２１￣２２]ꎬ设置对照组与试验组ꎬ每组 ３ 个生物学

重复ꎮ 试验组加入终质量浓度 １００ ｎｇ / ｍｌ的 ＦＳＬ￣１ꎬ对
照组加入相应的 ＰＢＳꎬ刺激 ６ ｈ 后收集细胞提取

ＲＮＡꎮ
１.３　 ＲＮＡ 测序的文库构建

ＲＮＡ 提取参照试剂盒说明书操作ꎬ并进行

ＤＮａｓｅＩ 处理ꎬ纯化及回收ꎮ ＤＮａｓｅＩ 处理效果用 ＰＣＲ
检测ꎬ引物见表 １ꎬ Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 分析 ＲＮＡ 的完整

性ꎬ当 ＲＮＡ 完整性相关参数ＲＩＮ≥８ꎬ ２８Ｓ / １８Ｓ≥１􀆰 ５
时可进行测序文库的构建ꎮ ＲＮＡ 测序文库依据

ＮＥＢＮｅｘｔ ＵｌｔｒａＴＭ ＲＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ
的说明操作ꎬ简单如下:提取总 ＲＮＡ 先进行 ｐｏｌｙ＋Ａ

７４３赵为民等:猪单核源性巨噬细胞受 ＦＳＬ￣１ 刺激后 ｌｎｃＲＮＡｓ 的鉴定与特征分析



的纯化ꎬ然后进行 ｃＤＮＡ 第一链及第二链的合成ꎬ再
对 ｃＤＮＡ 产物进行末端修复ꎬ３′末端加 Ａ 和加 Ａ￣
ｄａｐｔｅｒꎬ最后进行连接产物的纯化回收ꎬ上样测序ꎬ产
出原始数据 Ｒａｗ ｒｅａｄｓꎮ
１.４　 转录本的构建及 ｌｎｃＲＮＡ 的鉴定流程

Ｒａｗ ｒｅａｄｓ 经过去除 Ａｄａｐｔｅｒ、ｐｌｏｙ￣Ｎ 以及低质

量的 Ｒｅａｄｓꎬ得到 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎮ 然后通过 ＨＩＳＡＴ２ 将

Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比对猪基因组 Ｓｓｃｒｏｆａ１１.１ꎬ 基于比对结

果用 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ 组装转录本ꎬ从 ＮＣＢＩ 和 Ｅｎｓｅｍｂｌｅ 上

分别下载猪的蛋白质编码基因的位置信息(染色体

及其起始终止位置)ꎬ版本分别为 ＮＣＢＩ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
Ｒｅｌｅａｓｅ:１０６(猪的蛋白质编码基因以 ＮＭ＿和 ＸＭ＿开
头)和 Ｅｎｓｅｍｂｌｅ ｒｅｌｅａｓｅ ９１(Ｐｒｏｔｅｉｎ＿ｃｏｄｉｎｇ)ꎮ 采用以

下步骤来鉴定 ｌｎｃＲＮＡ:(１)过滤小于 ２００ ｂｐ 长度以

及表达量极低的转录本(ＦＰＫＭ<０􀆰 ０１)ꎻ(２)去除和

ＮＣＢＩ 以及 Ｅｎｓｅｍｂｌｅ 中猪蛋白质编码基因位置重叠

的转 录 本ꎻ ( ３ ) 去 除 Ｃｏｄｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃａｌｃｕｌａｔｏｒ
(ＣＰＣ) [２３] ｔｏｏｌ>０ 的转录本ꎻ(４)去除 ＮＣＢＩ ｂｌａｓｔＸ 中

有对应蛋白质数据库 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ / Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ ( ｓｗｉｓ￣
ｓｐｒｏｔ)的转录本(Ｅ￣ｖａｌｕｅ<１０－５)ꎻ(５)将剩余的转录

本翻译成相应氨基酸序列ꎬ使用隐马尔可夫模型

(Ｈｉｄｄｅｎ ｍａｒｋｏｖ ｍｏｄｅｌｓꎬ ＨＭＭｓ)对 Ｐｆａｍ 蛋白质库

进行比对ꎬ去除在 Ｐｆａｍ 中有对应的转录本ꎻ最终剩

余的转录本为 ｌｎｃＲＮＡꎮ
１.５　 差异 ｌｎｃＲＮＡ 的保守性与重复序列分析

用ＨＴｓｅｑ 对组装的转录本进行表达水平的定量分

析ꎬ然后使用 ＤＥｓｅｑ２ 对组间的 ｌｎｃＲＮＡ 进行表达差异

分析ꎮ 将变化倍数(Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ)≥２ 以及错误发现率

ＦＤＲ<０.０５ 作为差异表达的筛选标准ꎮ 通过 Ｅｎｓｅｍｂｌｅ
数据库下载人和小鼠的 ｌｎｃＲＮＡ 序列ꎬ利用 ＢＬＡＳＴＮ 比

对程序ꎬ分析差异 ｌｎｃＲＮＡ 与人和小鼠 ｌｎｃＲＮＡ 之间的

保守性ꎮ 利用 ＲｅｐｅａｔＭａｓｋｅｒ 网站对差异 ｌｎｃＲＮＡ 序列

中可能存在的重复序列元件类别进行在线分析ꎮ 在

Ｓｅａｒｃｈ ｅｎｇｉｎｅ 中选择 Ｃｒｏｓｓ＿ｍａｔｃｈꎬ在 ＤＮＡ ｓｏｕｒｃｅ 中选

择物种 Ｐｉｇꎬ其它选择参数为默认ꎮ
１.６　 差异 ｌｎｃＲＮＡ 两侧蛋白质编码基因的 ＧＯ 与

ＫＥＧＧ 分析

　 　 以上述 ＮＣＢＩ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ Ｒｅｌｅａｓｅ:１０６ 和 Ｅｎｓｅｍ￣
ｂｌｅ Ｒｅｌｅａｓｅ ９２ 的蛋白质编码基因为数据库ꎬ选择差

异 ｌｎｃＲＮＡ 两侧相邻的蛋白质编码基因ꎬ使用 ＤＡ￣
ＶＩＤ(Ｄａｔａｂａｓｅ ｆｏｒ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎꎬ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅ￣
ｇｒａｔｅｄ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ) 对这些蛋白质编码基因进行 ＧＯ
(Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ)和 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅ￣
ｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ)分析ꎬ研究这些蛋白质编

码基因参与的生物学功能与途径ꎮ 筛选条件选择

Ｃｏｕｎｔ＝ ２ꎬＥＡＳＥ＝ ０􀆰 ０５ꎬ Ｆｏｌｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ≥１􀆰 ５ꎮ
１.７　 差异 ｌｎｃＲＮＡ 定量 ＰＣＲ 验证

对照组与试验组 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ分别挑

选 ２ 个上调和下调的 ｌｎｃＲＮＡ 进行 ｑＰＣＲ 验证ꎬ以
ＨＰＲＴ 作为内参基因ꎬ在 ＡＢＩ ７５００ 仪器上进行定量

ＰＣＲ 反应ꎬ对照组与试验组各 ３ 个生物学重复ꎬ每
个样品技术重复 ３ 次ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 按照试剂盒

说明书操作ꎬ定量数据用 ２－△△Ｃｔ法处理ꎬ差异比较采

用独立样本 ｔ 检验ꎮ 引物序列见表 １ꎮ

表 １　 引物序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ

　 　 　 　 基因 　 　 　 引物序列(５′→３′) 扩增长度 (ｂｐ) 退火温度 (℃)

ＩＬ１Ｂ Ｆ: ＡＣＣＣＡＡＡＡＣＣＴＴＧＡＣＣＴＣ １８０ ６１

Ｒ: ＧＡＣＧＧＡＴＧＡＡＡＡＧＡＴＧＣＴ

ＬｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.８３５０ Ｆ: ＣＣＡＴＣＡＴＧＧＣＣＡＧＧＡＡＡＧＧＡ ２１５ ６０

Ｒ: ＴＣＣＣＣＡＡＧＣＧＧＡＴＡＧＴＣＡＧＡ

ＬｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.８２４４ Ｆ: ＧＴＴＧＣＴＣＧＴＴＴＡＡＣＧＣＴＧＣＡ １５４ ６０

Ｒ: ＡＧＴＧＧＡＴＣＴＣＣＴＡＧＣＣＡＧＣＡ

ＬｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.１２２４２ Ｆ: ＧＣＴＧＧＧＧＡＴＧＡＧＧＡＴＴＧＧＡＧ ２１４ ６０

Ｒ: ＣＴＧＣＧＴＧＴＧＧＴＴＣＣＣＴＡＣＡＴ

ＬｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.３５５２ Ｆ: ＣＣＧＡＧＣＴＧＡＣＡＧＧＴＧＡＡＡＧＡ ２４３ ６０

Ｒ: ＣＴＴＴＣＣＣＧＧＧＧＧＡＴＧＡＡＣＡＣ

ＨＰＲＴ Ｆ: ＣＣＣＡＧＣＧＴＣＧＴＧＡＴＴＡＧＴＧＡ １９１ ６０

Ｒ: ＴＴＧＡＧＣＡＣＡＣＡＧＡＧＧＧＣＴＡＣ
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２　 结果与分析

２.１　 ＲＮＡ 质量及其测序文库数据分析

经过 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 检测后发现 ６ 个

样本 ＲＮＡ 的 ＲＩＮ 为９.０~ ９􀆰 ４ꎬ２８Ｓ / １８Ｓ 为２.１~ ２􀆰 ５ꎬ
符合 ＲＮＡ 测序文库的构建要求ꎮ 通过在 ＩＬ１Ｂ 外显

子上设计不夸内含子的扩增引物来确认 ＲＮＡ 中是

否有 ＤＮＡ 污染ꎮ 我们对 ＲＮＡ ＤＮａｓｅ Ｉ 处理前后的

结果进行了验证ꎬ直接以 ＤＮａｓｅ Ｉ 处理前后的 ＲＮＡ

为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ同时以猪基因组和 Ｐｅｇｆｐ￣Ｎ１
作为阳性与阴性对照ꎮ 图 １Ａ 和图 １Ｂ 显示在 ＤＮａｓｅ
Ｉ 处理前ꎬ对照组与试验组的 ＲＮＡ 里均能扩增出

ＩＬ１Ｂ 产物ꎬＤＮａｓｅ Ｉ 处理后均扩增不出 ＩＬ１Ｂ 产物ꎬ
说明 ＤＮａｓｅ Ｉ 处理能消除 ＲＮＡ 样品中的 ＤＮＡꎮ
ＲＮＡ 测序方面ꎬ６ 个样本中经过 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 产出的

Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 在６.５２~ ７􀆰 ３５ ＧｂꎬＧＣ 含量都在 ５３％左

右ꎬ其 Ｑ２０ 百分比都在 ９５％以上ꎬＱ３０ 百分比都在

９０％以上ꎮ

Ａ:对照组ꎻＢ:试验组ꎮ Ｍ:ＤＬ２０００ꎻ １~３:１~３ ＲＮＡ 样品在 ＤＮａｓｅ Ｉ 处理前 ＩＬ１Ｂ 的 ＰＣＲ 扩增ꎻ４~６:１~３ ＲＮＡ 样品在 ＤＮａｓｅ Ｉ 处理后 ＩＬ１Ｂ 的

ＰＣＲ 扩增ꎻ７:阴性对照ꎻ８:猪基因组ꎮ
图 １　 ＲＮＡ 的 ＤＮａｓｅ Ｉ处理前后比较

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＲＮＡ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＤＮａｓｅ Ｉ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２.２　 差异蛋白质编码基因参与的生物学过程

对猪的蛋白质编码基因分析发现ꎬ相对于对照

组ꎬ试验组有１ ２９５个蛋白质编码基因呈现变化倍

数ꎮ 对这些差异表达的蛋白质编码基因进行 ＧＯ 的

生物学过程分析发现ꎬ这些差异基因一共参与 ３２７
个生物学进程ꎬ其中最显著富集的第 １ 到第 １０ 个进

程 依 次 排 序 为 ＧＯ: ０００６９５４ ( 炎 症 反 应 )、
ＧＯ:０００６９５５ (免疫反应)、ＧＯ:００３２４９６ (脂多糖反

应 )、 ＧＯ: ００７１２２２ ( 细 胞 对 脂 多 糖 反 应 )、
ＧＯ:００５０７２９(炎症反应的正调节)、ＧＯ:００３０３３５(细
胞迁移的正调节)、ＧＯ:０００６９１５(凋亡过程)、ＧＯ:
０００９６１５(病毒反应)、ＧＯ:００５０７３１(肽酪氨酸磷酸化

的正调节)与 ＧＯ:００５１６０７(病毒防疫反应)ꎮ 这些

进程涉及到炎症反应、免疫反应、脂多糖反应、炎症

反应调节、细胞迁移调节、细胞凋亡、病毒响应、肽酪

氨酸磷酸化等ꎬ而在这前 １０ 个进程中有 ７ 个涉及

到免疫、炎症及抗病毒反应(图 ２)ꎮ
２.３　 ｌｎｃＲＮＡ 的鉴定与结构分析

经过 ＨＩＳＡＴ２ 比对和 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ 组装后的转录本

经过层层过滤后最终得到１ ０５６个 ｌｎｃＲＮＡ 转录本ꎬ
其对应于 ８３１ 个基因座ꎬ 这些 ｌｎｃＲＮＡ 的平均长度

为１ ６４３ ｂｐꎬ平均外显子数为 ２􀆰 ４ 个ꎮ 对 ｌｎｃＲＮＡ 的

长度区间进一步分析发现(图 ３)ꎬ在２００~ ５００ ｂｐ 与

５０１~１ ０００ ｂｐ 的 ｌｎｃＲＮＡ 占总数的 ５２％ꎬ随着长度

图 ２　 差异表达蛋白编码基因的参与的生物学过程分析

Ｆｉｇ.２ 　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ
ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ

的不断增加ꎬｌｎｃＲＮＡ 所占的比例逐渐减小ꎮ 而对于

外显子分布的进一步分析发现ꎬ只有 １ 个和 ２ 个外

显子的 ｌｎｃＲＮＡ 占总数的 ６４％ꎬ随着外显子数目的

不断增加ꎬ ｌｎｃＲＮＡ 所占的比例也逐渐减小ꎮ ｌｎ￣
ｃＲＮＡ 在不同的染色体上都有不同程度的分布ꎬ在
Ｙ 染色体上的数量最少ꎮ
２.４　 差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 的鉴定

通过分析与比较ꎬ在对照组与试验组之间共有

９５ 个差异表达的 ｌｎｃＲＮＡꎬ相对于对照组ꎬ试验组有

５１ 个 ｌｎｃＲＮＡ 上调表达(表 ２)ꎬ４４ 个 ｌｎｃＲＮＡ 下调

表达(表 ３)ꎮ

９４３赵为民等:猪单核源性巨噬细胞受 ＦＳＬ￣１ 刺激后 ｌｎｃＲＮＡｓ 的鉴定与特征分析



ａ:３００~５００ ｂｐꎻｂ:５０１~１ ０００ ｂｐꎻｃ:１ ００１~２ ０００ ｂｐꎻｄ:２ ００１~３ ０００ ｂｐꎻｅ:３ ００１~５ ０００ ｂｐꎻｆ:５ ００１~１０ ０００ ｂｐꎻｇ:>１０ ０００ ｂｐꎮ
图 ３　 ｌｎｃＲＮＡ 的长度区间与外显子数目的数量分布

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｎｇｔｈ ｉｎｔｅｒｖａｌ ａｎｄ ｅｘｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ

表 ２　 上调表达的 ｌｎｃＲＮＡ 位置信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｎｃＲＮＡ

染色体 转录起始 转录终止 上调 ｌｎｃＲＮＡ 染色体 转录起始 转录终止 上调 ｌｎｃＲＮＡ

１ ２５５ ４３３ ０５６ ２５５ ４３４ １４２ ＭＳＴＲＧ.１１０６ ８ ６９ ８７８ ２３３ ６９ ８７９ ５３２ ＭＳＴＲＧ.８３４９

１ １３９ ８０４ ５８０ １３９ ８０５ ０００ ＭＳＴＲＧ.６４１ ８ ６９ ８７５ ９８７ ６９ ８８０ ５４７ ＭＳＴＲＧ.８３４８

１ ７ ５０５ ９３３ ７ ５０７ ３６４ ＭＳＴＲＧ.６９ ８ ３１ ４１２ ５３５ ３１ ４１６ ９１２ ＭＳＴＲＧ.８２４４

１ ３７５ ３６８ ３７９ ４８２ ＭＳＴＲＧ.５ ８ ４５ ５６９ １５２ ４５ ５７１ ４９７ ＭＳＴＲＧ.８２８９

１ １５９ ０７６ ２３３ １５９ ０９６ ８８０ ＭＳＴＲＧ.６９１ ８ ６９ ９９４ ８１４ ６９ ９９６ ５０１ ＭＳＴＲＧ.８３５０

１ ２６ ９５５ ３８６ ２６ ９５５ ６１０ ＭＳＴＲＧ.１５４ ９ ２５ ５８５ ３５３ ２５ ６３７ １１１ ＭＳＴＲＧ.８８２６

１ ９２ ５１７ ５１８ ９２ ５１７ ９３８ ＭＳＴＲＧ.３６５ １１ ２１ ０４８ ６１７ ２１ ０５１ ６４８ ＭＳＴＲＧ.９９１２

１ ２１６ ５３７ ３７６ ２１６ ５３７ ７０９ ＭＳＴＲＧ.８９８ １１ ２１ ０４６ ８６８ ２１ ０４７ ５９５ ＭＳＴＲＧ.９９１１

１ ２３６ ３６５ ７２７ ２３６ ３６６ １６４ ＭＳＴＲＧ.９７５ １２ ４０ ６９８ ４２６ ４０ ７０３ ０２２ ＭＳＴＲＧ.１０６１５

２ ６ ８９５ ８３５ ６ ８９７ ０３２ ＭＳＴＲＧ.１４７０ １２ ５４ ０５４ ８７８ ５４ ０５７ ４９９ ＭＳＴＲＧ.１０８９７

３ １０２ １８７ ８３６ １０２ １９５ ７３８ ＭＳＴＲＧ.３６７３ １２ ４０ ６９８ ４２６ ４０ ７００ ４７０ ＭＳＴＲＧ.１０６１５

３ ３８ ８４２ ５１９ ３８ ８４２ ７９６ ＭＳＴＲＧ.３１６５ １２ ４０ ８２３ ０８６ ４０ ８２３ ７５７ ＭＳＴＲＧ.１０６２０

３ １２８ ８７９ ８０４ １２８ ８８０ ８５６ ＭＳＴＲＧ.３８２６ １２ ２２ ６２９ ８６９ ２２ ６３０ １５５ ＭＳＴＲＧ.１０４３７

３ ４ １１３ ６７７ ４ １２４ ２３７ ＭＳＴＲＧ.２７２６ １３ ２０４ ８３４ ８９４ ２０４ ８４０ ３８４ ＭＳＴＲＧ.１１９１３

３ ３１ ８７５ ００２ ３１ ８７５ ６１６ ＭＳＴＲＧ.３１２６ １５ ７９ １７２ ６５７ ７９ １７４ ０９０ ＭＳＴＲＧ.１３１６０

４ ９９ ３５７ ４６８ ９９ ３５７ ８７９ ＭＳＴＲＧ.４４８３ １５ ６８ ７４８ ３８５ ６８ ７５１ ４５８ ＭＳＴＲＧ.１３１２８

４ １２９ ０７３ ７４４ １２９ ０９４ ２０２ ＭＳＴＲＧ.４７１７ １５ ３９ ０１５ ２５８ ３９ ０１６ ３６９ ＭＳＴＲＧ.１３０１８

４ ５７ ６３１ ３４６ ５７ ６３１ ７０５ ＭＳＴＲＧ.４０９８ １６ ６３ ０３４ ３０６ ６３ ０６１ ２０３ ＭＳＴＲＧ.１３７２０

５ ６４ ０６２ １７７ ６４ ０６２ ７３８ ＭＳＴＲＧ.５３０６ １８ ６ ４６３ １７６ ６ ４６３ ４８８ ＭＳＴＲＧ.１４３０６

５ ８７ ４５３ ８６４ ８７ ４５４ １０３ ＭＳＴＲＧ.５４６０ １８ ５０ ４５８ ４３７ ５０ ４６３ １００ ＭＳＴＲＧ.１４５２５

５ ２９ ３８３ ７３６ ２９ ３８４ ０１８ ＭＳＴＲＧ.５１２２ Ｘ ９９ ７４１ ５４９ ９９ ７４１ ７７１ ＭＳＴＲＧ.１４９３６

６ ４５５ ８５６ ４８９ ５０５ ＭＳＴＲＧ.５５４３ Ｘ ４０ ５８８ ０４０ ４０ ５９６ ４６１ ＭＳＴＲＧ.１４７０５

６ ４９ ２１４ ３２２ ４９ ２１４ ５７３ ＭＳＴＲＧ.５９６７ Ｘ ４０ ５６９ ８５９ ４０ ５９６ ４６１ ＭＳＴＲＧ.１４７０５

７ ７５ ００２ ７３１ ７５ ００３ ９２７ ＭＳＴＲＧ.７７８０ Ｘ ４０ ５９３ ０１９ ４０ ６８１ ９０４ ＭＳＴＲＧ.１４７０５

７ ２９ ８０３ ９５３ ２９ ８０４ ２７１ ＭＳＴＲＧ.７４０１ Ｘ ４０ ５８８ ２６３ ４０ ５９６ ４２７ ＭＳＴＲＧ.１４７０５

７ ３ ９０６ ０７５ ３ ９０６ ７３３ ＭＳＴＲＧ.７１１３

０５３ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１９ 年 第 ３５ 卷 第 ２ 期



表 ３　 下调表达的 ｌｎｃＲＮＡ 位置信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｎｃＲＮＡ

染色体 转录起始 转录终止 下调 ｌｎｃＲＮＡ 染色体 转录起始 转录终止 下调 ｌｎｃＲＮＡ

１ ２３３ ３２１ ２８８ ２３３ ３２１ ４９８ ＭＳＴＲＧ.９５７ ８ ９３６ ９４３ ９３８ ４０９ ＭＳＴＲＧ.８１１５

１ ２２８ １９８ ０３９ ２２８ １９９ ５５６ ＭＳＴＲＧ.９３９ ８ ３ ７９５ ６０５ ３ ７９７ ２２９ ＭＳＴＲＧ.８１４５

１ ２６９ ５７５ ５１６ ２６９ ６０７ ４５３ ＭＳＴＲＧ.１２３３ ９ ７１ ８５３ ９４５ ７１ ８６６ ２１０ ＭＳＴＲＧ.９０７９

２ １ ２０８ ２３７ １ ２２４ １１２ ＭＳＴＲＧ.１３３２ ９ ２７ ３６０ ７５２ ２７ ３６１ １７２ ＭＳＴＲＧ.８８４１

２ ４５ ６２９ ３１０ ４５ ６２９ ５９４ ＭＳＴＲＧ.１７７２ ９ ９９ ９１０ ４００ ９９ ９１１ ７７３ ＭＳＴＲＧ.９１７６

２ １ ２１４ １７４ １ ２１４ ４６３ ＭＳＴＲＧ.１３３３ ９ １３１ ８９１ ０２８ １３１ ９０３ ２５７ ＭＳＴＲＧ.９３７０

２ １３１ ７２２ ２７７ １３１ ７４９ ９２１ ＭＳＴＲＧ.２４８３ １０ ６６ ３３６ ５７９ ６６ ３４３ ０８２ ＭＳＴＲＧ.９７３０

２ １０３ ６６４ ３６５ １０３ ６６７ １１４ ＭＳＴＲＧ.２４０７ １２ ３ ８０２ ５１８ ３ ８０５ ３５２ ＭＳＴＲＧ.１０１７７

２ １ ２１８ ８７３ １ ２１９ ９４４ ＭＳＴＲＧ.１３３４ １２ １４２ ８６６ １５７ ７３９ ＭＳＴＲＧ.１００５６

２ １３７ ６７０ １１８ １３７ ６７０ ７９８ ＭＳＴＲＧ.２５４３ １３ １４７ ２５２ ０４１ １４７ ２５２ ６１６ ＭＳＴＲＧ.１１７６１

２ １ ６１６ ９９６ １ ６１８ １０５ ＭＳＴＲＧ.１３４１ １３ １６０ ４１１ ９６９ １６０ ４１６ ６２１ ＭＳＴＲＧ.１１８１５

２ １ ６１３ ７９１ １ ６１６ ２１５ ＭＳＴＲＧ.１３４０ １４ １３９ ６０５ ８０２ １３９ ６０６ ３５１ ＭＳＴＲＧ.１２８７３

３ ４１ ５７６ ２９１ ４１ ５７６ ５１４ ＭＳＴＲＧ.３２９８ １４ ４０ ９２５ ７２７ ４０ ９４３ ８５７ ＭＳＴＲＧ.１２２４２

３ ７７ ６３８ ０１６ ７７ ６４５ ２９０ ＭＳＴＲＧ.３５５２ １４ １４０ ７３５ ４６４ １４０ ７３６ ４６７ ＭＳＴＲＧ.１２８８９

４ ７９ ３６９ ８２５ ７９ ３７０ ５１６ ＭＳＴＲＧ.４１７３ １６ ３２２ １５５ ３３９ ５０４ ＭＳＴＲＧ.１３４８７

５ ６７ ９１７ ８５２ ６７ ９２５ １７２ ＭＳＴＲＧ.５３４７ １６ ３９ ９５８ ６１３ ４０ ０８４ ７２８ ＭＳＴＲＧ.１３６１２

６ ４ ６５６ １９５ ４ ６６８ ００６ ＭＳＴＲＧ.５５８７ １７ ３０ ２７２ ５８３ ３０ ２７２ ９９０ ＭＳＴＲＧ.１３８９９

６ ６９ ６３４ ９９９ ６９ ６３８ ３５６ ＭＳＴＲＧ.６４２７ １７ ３０ ２５７ ４７１ ３０ ２５９ １６２ ＭＳＴＲＧ.１３９０１

７ ９８ ８０９ ９３４ ９８ ８１０ ３４５ ＭＳＴＲＧ.７９８０ １８ ３ ０６２ ４２５ ３ ０６３ ７１０ ＭＳＴＲＧ.１４２６３

７ ９７ ７２１ ４６６ ９７ ７２３ ６２２ ＭＳＴＲＧ.７９５８ Ｘ １１０ ３８４ １５１ １１０ ３８７ ６５４ ＭＳＴＲＧ.１４９７５

８ １３５ ４２０ ８４０ １３５ ４２８ ４８８ ＭＳＴＲＧ.８６１８ Ｘ ８３ ２００ ５１６ ８３ ２０３ ６１８ ＭＳＴＲＧ.１４８８０

８ １９ ８１５ ３８６ １９ ８１７ ７１７ ＭＳＴＲＧ.８２０４ Ｙ ９ ２３８ ３４０ ９ ２３９ ０６０ ＭＳＴＲＧ.１５０９８

２.５　 差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 的保守性分析

Ｅｎｓｅｍｂｌｅ 数据库中人有７ ８５６个 ｌｎｃＲＮＡ 基因ꎬ
小鼠有 ５ ４３８ 个 ｌｎｃＲＮＡ 基因ꎮ 进行 ＢＬＡＳＴＮ 比对

后ꎬ 在 ９５ 个差异的猪 ｌｎｃＲＮＡ 中有 １０ 个 ｌｎｃＲＮＡ 与

人 ｌｎｃＲＮＡ 同源ꎻ而只有 １ 个 ｌｎｃＲＮＡ 与小鼠 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ 同源 (Ｅ￣ｖａｌｕｅ<１０－５)ꎬ 分别占到了其总数的

１０􀆰 ５０％和 １􀆰 ０５％ꎬ同时与人和小鼠 ｌｎｃＲＮＡ 同源的

有 １ 个 ｌｎｃＲＮＡꎮ 在与小鼠 ｌｎｃＲＮＡ 同源的猪 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ 中ꎬ其同源序列长度跨度为３２７~ ６２０ ｂｐꎬ平均

长度为 ５１４ ｂｐꎻ在与人 ｌｎｃＲＮＡ 同源的猪 ｌｎｃＲＮＡ
中ꎬ其同源序列长度跨度为３１~ １ ３０１ ｂｐꎬ平均长度

为 ４９０ ｂｐꎮ
２.６　 差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 的重复序列分析

通过 ＲｅｐｅａｔＭａｓｋｅｒ 分析发现ꎬ ９５ 个差异 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ 中有 ８１ 个 ｌｎｃＲＮＡ 序列中含有重复元件ꎬ占

到了总数量的 ８５％ꎮ 对 ｌｎｃＲＮＡ 序列中重复元件的

种类分析发现ꎬ短散在重复序列(ＳＩＮＥ)和长散在重

复序列(ＬＩＮＥ)分别占到了重复元件总数的 ４０􀆰 ４％
和 １７􀆰 ７％ꎬ长末端重复序列(ＬＴＲ)占到了 １１􀆰 ６％ꎬ
简单重复占 １６􀆰 ９％ꎬ这几种常见的重复元件占到了

总重复元件类型的 ８６􀆰 ６％ꎬ剩余的是一些不常见的

类型ꎮ 进一步对不同含量区间的 ｌｎｃＲＮＡ 分析发

现ꎬ以 １０％ 为 １ 个区间ꎬ在含 ０~ １０􀆰 ０％ꎬ １０.１％~
２０􀆰 ０％ꎬ２０.１％~ ３０􀆰 ０％ꎬ３０.１％~ ４０􀆰 ０％重复元件的

ｌｎｃＲＮＡ 占总数的 １０％以上ꎬ含 ５０％以上重复元件

的 ｌｎｃＲＮＡ 数量较少(图 ４)ꎮ
２.７　 差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 两侧蛋白质编码基因的 ＧＯ
与 ＫＥＧＧ 分析

　 　 通过对 ９５ 个差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ 与猪 ＮＣＢＩ 和
Ｅｎｓｅｍｂｌｅ 蛋白质数据库染色体位置比较ꎬ１６３ 个有
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官方名称的蛋白质编码基因处于差异 ｌｎｃＲＮＡ 两

侧ꎮ 我们对这 １６３ 个蛋白质编码基因进行 ＧＯ 与

ＫＥＧＧ 分析ꎮ 在 ＧＯ 分析中ꎬ这些蛋白质编码基因

一共参与了 ２２ 类生物学进程(图 ５)ꎮ 这 ２２ 类进程

中涉及到信号转导、抗病毒反应、器官形态发生、细
胞增殖、体液免疫等ꎬ其中 ６ 个进程与病毒反应、免
疫反应相关ꎬ分别为 ＧＯ:０００９６１５ (病毒反应)、ＧＯ:
０００６９５９ (体液免疫反应)、ＧＯ:００５１６０７ (病毒防疫

反应)、ＧＯ:００６０３３７ ( Ｉ 型干扰素信号通路)、ＧＯ:
００７００９８(趋化因子介导的信号通路)、ＧＯ:０００２５４８
(单核细胞趋化性)ꎮ

ａ:０~ １０􀆰 ０％ꎻ ｂ: １０.１％~ ２０􀆰 ０％ꎻ ｃ: ２０.１％~ ３０􀆰 ０％ꎻ ｄ: ３０.１％~
４０􀆰 ０％ꎻｅ:４０.１％~ ５０􀆰 ０％ꎻｆ:５０.１％~ ６０􀆰 ０％ꎻｇ:６０.１％~ ７０􀆰 ０％ꎻ
ｈ:７０.１％~８０􀆰 ０％ꎻｉ:８０.１％~９０􀆰 ０％ꎻｊ:９０.１％~１００􀆰 ０％ꎮ
图 ４　 差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 含有的重复元件比例分析

Ｆｉｇ.４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｐｅａｔ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎ￣
ｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｎｃＲＮＡ

灰色条框代表与病毒反应、免疫反应、炎症因子相关ꎮ
图 ５　 差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 两侧蛋白质编码基因的 ＧＯ 分析

Ｆｉｇ.５　 ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｎｃＲＮＡ

　 　 对 ５１ 个上调表达的 ｌｎｃＲＮＡ 两侧的蛋白质编码

基因进行 ＧＯ 分析发现ꎬ这些蛋白质编码基因一共参

与了 ２６ 类生物学进程(图 ６)ꎮ 这 ２６ 类进程中涉及

到信号转导、趋化因子信号通路、细胞增殖、Ｇ 蛋白受

体信号、器官形态发生等ꎬ其中有 １１ 个进程涉及到病

毒反应、免疫反应、炎症因子ꎬ分别为 ＧＯ:００７００９８(趋
化因子介导的信号通路)、ＧＯ:０００６９５５ｉｍｍｕｎｅ ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｅ(免疫反应)、ＧＯ:０００９６１５(病毒反应)、ＧＯ:
０００２５４８(单核细胞趋化性)、ＧＯ:０００６９３５(趋化性)、

ＧＯ:０００６９５９(体液免疫反应)、ＧＯ:０００６９５４(炎症反

应)、ＧＯ:００６０３３７(Ｉ 型干扰素信号通路)、ＧＯ:００３０５９３
(中性粒细胞趋化性)、ＧＯ:００５１６０７(病毒防疫反应)、
ＧＯ:００７１３４７(细胞对白细胞介素￣１ 的反应)ꎮ

对 ４４ 个下调表达的 ｌｎｃＲＮＡ 两侧的蛋白质编

码基因进行 ＧＯ 分析发现ꎬ这些蛋白质编码基因一

共参与了 ３ 类生物学过程(图 ７)ꎮ 这 ３ 个过程涉及

到 ＤＮＡ 重组、ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 转录调控、心内膜垫层

形成等ꎮ
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灰色条框代表与病毒反应、免疫反应、炎症因子相关ꎮ
图 ６　 上调表达 ｌｎｃＲＮＡ 两侧蛋白质编码基因的 ＧＯ 分析

Ｆｉｇ.６　 ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｎｃＲＮＡ

图 ７　 下调表达 ｌｎｃＲＮＡ 两侧蛋白质编码基因的 ＧＯ 分析

Ｆｉｇ.７　 ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｏｆ
ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｎｃＲＮＡ

　 　 对差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ 两侧的 １６３ 个蛋白质编

码基因进行 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 分析发现ꎬ这些蛋白质编

码基因总共参与了 ６ 个 Ｐａｔｈｗａｙꎬ这些 Ｐａｔｈｗａｙ 涉及

到细胞因子￣受体结合、Ａ 型流感、Ｒａｐ１ 信号通路、
美洲锥虫病、白细胞跨内皮迁移与趋化因子信号通

路(图 ８)ꎬ其中绝大部分与免疫反应、炎症反应相

关ꎮ 对 ５１ 个上调表达的 ｌｎｃＲＮＡ 两侧蛋白质编码

基因进行 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 分析发现ꎬ这些蛋白质编码

基因总共参与了 ７ 个 Ｐａｔｈｗａｙꎬ这些 Ｐａｔｈｗａｙ 涉及到

细胞因子￣受体结合、Ａ 型流感、Ｒａｐ１ 信号通路、类
风湿性关节炎、美洲锥虫病、白细胞跨内皮迁移与趋

化因子信号通路(图 ９)ꎬ其中绝大部分也与免疫反

应、炎症反应相关ꎮ 然而对 ４４ 个下调表达的 ｌｎｃＲＮＡ

图 ８　 差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 两侧蛋白质编码基因参与的 ＫＥＧＧ
ｐａｔｈｗａｙ 分析

Ｆｉｇ.８　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄ￣
ｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｎｃＲＮＡ

两侧的 ７５ 个蛋白质编码基因进行 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 分

析时发现没有 Ｐａｔｈｗａｙ 被显著富集ꎮ
２.８　 差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 定量 ＰＣＲ 验证

我们在上调和下调的 ｌｎｃＲＮＡ 中分别选取 ２ 个

ｌｎｃＲＮＡ 进行定量 ＰＣＲ 验证ꎮ 在上调的 ２ 个 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ 中ꎬｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.８３５０ 的两侧蛋白质编码

基因为 ＣＸＣＬ８ 与 ＣＸＣＬ６ꎬ通过上述的 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ
注释显示它们与免疫反应、趋化因子通路相关ꎻｌｎ￣
ｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.８２４４ 其两侧蛋白质编码基因 ＲＨＯＨ
与 ＣＨＲＮＡ９ 分别与信号传导和白细胞跨内皮迁移相

关ꎬ与炎症反应间接相关ꎮ 下调中的 ｌｎｃＲＮＡ 两侧

蛋白质编码基因在 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 注释中均没有涉及
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到免疫反应、炎症反应、趋化因子、病毒响应ꎬ故随机

选取了 ２ 个 ｌｎｃＲＮＡꎬ分别为 ｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ. ３５５２
与 ｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.１２２４２ꎮ 定量 ＰＣＲ 结果显示ꎬ与
对 照 组 相 比 ｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ. ８３５０ 和 ｌｎｃＲＮＡ￣
ＭＳＴＲＧ.８２４４ 显著上调(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ ｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.
１２２４２ 和 ｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.３５５２ 显著下调(Ｐ<０􀆰 ０１)
(图 １０)ꎬ上调和下调差异倍数与 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 的差异倍

数相似ꎬ表 ４ 为 ｑＰＣＲ 差异倍数与 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 差异倍

数比较ꎮ

图 ９　 上调表达 ｌｎｃＲＮＡ 两侧蛋白质编码基因参与的 ＫＥＧＧ
ｐａｔｈｗａｙ 分析

Ｆｉｇ.９　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄ￣
ｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｎｃＲＮＡ

图 １０　 差异 ｌｎｃＲＮＡ 定量 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ.１０　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｎｃＲＮＡ ｂｙ ｑＰＣＲ

表 ４　 差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 的 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 测序与 ｑＰＣＲ 比较

Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｎｃＲＮＡ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＲＮＡ￣Ｓｅｑ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｑＰＣＲ

　 　 差异 ｌｎｃＲＮＡ 表达
差异倍数

ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 测序 ｑＰＣＲ

ｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.８３５０ 上调 ５５.９ ８６.８

ｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.８２４４ 上调 ３.８ ２.２

ｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.１２２４２ 下调 ５.９ ３.３

ｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.３５５２ 下调 ３.４ ３.６

２.９　 ｌｎｃＲＮＡ 组织表达谱

以成年猪的心脏、肝、脾、肺、肾、小肠、背肌等

组织的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ对上述上调和下调的 ４ 个

ｌｎｃＲＮＡ 进行组织表达谱分析ꎮ 结果(图 １１)显示

在上调的 ２ 个 ｌｎｃＲＮＡ 中ꎬｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.８３５０仅
在肺 中 有 微 弱 的 表 达ꎬ 不 表 达 于 其 他 组 织ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.８２４４在脾中表达相对较高ꎬ在肝、
小肠 中 表 达 较 弱ꎮ 在 下 调 的 ２ 个 ｌｎｃＲＮＡ 中ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ.１２２４２与 ｌｎｃＲＮＡ￣ＭＳＴＲＧ. ３５５２ 均

呈现多组织表达ꎮ

Ｍ: ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１~７ 分别代表为心脏、肝、脾、肺、肾、小肠、背
肌ꎮ

图 １１　 ｌｎｃＲＮＡ 的组织表达谱

Ｆｉｇ.１１　 Ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ

３　 讨 论

ｌｎｃＲＮＡ 可通过本身的复杂结构与 ＤＮＡ、ＲＮＡ
或蛋白质之间互作ꎬ从而在多种层面上调控炎症因

子的表达水平[１６ꎬ２４]ꎮ 从 ｌｎｃＲＮＡ 这一新的调控分子

去研究炎症因子的表达调控能更加全面地理解炎症

反应的机理ꎮ 基于此ꎬ本研究通过 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 测序并

结合生物信息学分析对猪单核源性巨噬细胞受支原
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体脂蛋白 ＦＳＬ￣１ 刺激后的 ｌｎｃＲＮＡ 进行了鉴定与特

征分析ꎮ
支原体细胞膜上的脂质相关膜蛋白是其介导宿

主发生天然免疫的重要抗原[２５]ꎬ由于绝大部分支原

体的脂蛋白结构是双酰基而不是三酰基[２６]ꎬ因而我

们在脂蛋白上选取了双酰基结构的 ＦＳＬ￣１ 脂蛋白ꎬ
这更好地模拟支原体脂蛋白对细胞的炎症反应ꎮ 我

们发现在脂蛋白 ＦＳＬ￣１ 刺激细胞后ꎬ其差异基因参

与的最显著的通路都集中在炎症与免疫反应上ꎬ这
说明 ＦＳＬ￣１ 刺激成功地构建了细胞炎症模型ꎮ 我们

在 ｌｎｃＲＮＡ 的鉴定中由于 ｌｎｃＲＮＡ 基因与蛋白质编

码基因的起始位置不重叠ꎬ实际上得到是 ｌｉｎｃＲＮＡꎮ
ｌｉｎｃＲＮＡ 由于不与其他蛋白质编码基因重叠而具有

相对独立的转录单元ꎬ这也便于对其表达和调控进

行更好的研究ꎮ ｌｎｃＲＮＡ 基因一般长度在 １ ｋｂ 左

右ꎬ外显子数目大多数为 １~３[２７]ꎮ 本研究结果显示

ｌｎｃＲＮＡ 平均长度为１ ６４３ ｂｐꎬ平均外显子数为 ２.４
个ꎬ而且长度在 １ ０００ ｂｐ 以下和外显子数在 ２ 以下

的 ｌｎｃＲＮＡ 都占到了总数的 ５０％以上ꎬ表现出较短

的长度以及较少的外显子数ꎬ这也与报道相符合ꎬ表
明我们得到的 ｌｎｃＲＮＡ 是可信赖的ꎮ ｌｎｃＲＮＡ 基因

由于部分和经典的蛋白质编码基因 ｍＲＮＡ 结构相

似ꎬ也显示出一定的转录剪接[５ꎬ２８]ꎬ我们鉴定的

１ ０５６个 ｌｎｃＲＮＡ 转录本ꎬ其对应于 ８３１ 个基因座ꎬ这
也说明其中有些 ｌｎｃＲＮＡ 基因发生了选择性剪接ꎬ
产生了 ２ 个以上的转录本ꎮ 我们发现在差异 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ 基因中ꎬ分别有 １０􀆰 ５０％和 １􀆰 ０５％的 ｌｎｃＲＮＡ
与人和小鼠同源ꎬ这表明相对于小鼠ꎬ猪的 ｌｎｃＲＮＡ
与人的更为保守ꎮ 研究结果表明基因组的重复序列

可能是 ｌｎｃＲＮＡ 产生的主要来源[２９]ꎮ 我们对差异

ｌｎｃＲＮＡ 的序列分析发现绝大多数的差异 ｌｎｃＲＮＡ
中都含有重复序列ꎬ这也与上述结论相符ꎮ 进一步

分析发现短散在重复序列( ＳＩＮＥ)占到了差异 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ 中总重复序列种类的 ４０％ꎬ这说明差异 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ 可能大部分来源于基因间的短散在重复序列

区间ꎮ
ｌｎｃＲＮＡ 通过顺式作用[３０] 与反式作用[１６] 来发

挥其重要功能ꎬ虽然目前还未有较好的方法来准确

预测 ｌｎｃＲＮＡ 的功能ꎬ然而通常可根据 ｌｎｃＲＮＡ 的这

些调控方式来预测其功能ꎬ一般对 ｌｎｃＲＮＡ 两侧蛋

白质编码基因参与的通路来预测 ｌｎｃＲＮＡ 可能的功

能ꎮ 在本研究中ꎬ我们对差异 ｌｎｃＲＮＡ 两侧的蛋白

质编码基因进行 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 分析发现ꎬ在 ＧＯ 分

类中ꎬ差异 ｌｎｃＲＮＡ 包括上调与下调 ｌｎｃＲＮＡ 两侧的

蛋白质编码基因参与了 ２２ 个生物学过程ꎬ其中 ６ 个

与免疫反应、炎症反应直接相关ꎬ而对上调的 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ 两侧的蛋白质编码基因分析发现ꎬ它们参与

２６ 个生物学过程ꎬ其中 １１ 个与免疫反应、炎症反应

直接相关ꎬ占到了大约一半的比例ꎻ而对下调的 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ 两侧的蛋白质编码基因分析发现ꎬ没有参与

免疫反应、炎症反应的通路ꎮ 这说明上调的 ｌｎｃＲＮＡ
更倾向于富集在与免疫反应、炎症反应相关的基因

两侧ꎬ可能具有重要作用ꎮ ＫＥＧＧ 的通路分析结果

也与 ＧＯ 分析结果相符合ꎬ上调的 ｌｎｃＲＮＡ 两侧蛋白

质编码基因几乎都参与免疫反应、炎症反应相关的

通路ꎬ而下调的 ｌｎｃＲＮＡ 两侧的蛋白质编码基因没

有参与生物学进程ꎮ 我们进一步对上调和下调的

ｌｎｃＲＮＡ 进行组织表达谱分析ꎬ结果表明位于与炎症

反应相关的蛋白质编码基因两侧的 ２ 个上调 ｌｎ￣
ｃＲＮＡꎬ都呈现出一定的组织特异表达ꎬ其中一个表

现出严格的组织表达ꎬ而在下调的 ｌｎｃＲＮＡ 中与此

相比都表现出多组织表达ꎮ 研究结果表明ꎬ严格的

组织表达或时序特异性表达的 ｌｎｃＲＮＡ 具有重要功

能[３０￣３２]ꎬ这也在一定程度上说明了上调的 ｌｎｃＲＮＡ
尤其是位于与炎症反应相关的蛋白质编码基因两侧

的 ｌｎｃＲＮＡ 值得进一步深入研究ꎮ
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Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｏｎｏｃｙｔｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ[Ｊ] . Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０１３ꎬ ３:２６￣３２.

[２３] ＫＯＮＧ Ｌꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙꎬ ＹＥ Ｚ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＰＣ: ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ￣
ｃｏｄｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｕｓｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｅａｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｓｕｐｐｏｒｔ
ｖｅｃｔｏｒ ｍａｃｈｉｎｅ[Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ ２００７ꎬ ３５:３４５￣３４９.

[２４] ＧＯＭＥＺ Ｊ Ａꎬ ＷＡＰＩＮＳＫＩ Ｏ Ｌꎬ ＹＡＮＧ Ｙ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｎｅｓｔ ｌｏｎｇ
ｎｃＲＮＡ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣ｇ ｌｏｃｕｓ[Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ ２０１３ꎬ １５２:７４３￣７５４.

[２５] ＢＲＯＷＮＩＮＧ Ｇ Ｆꎬ ＭＡＲＥＮＤＡ Ｍ Ｓꎬ ＮＯＯＲＭＯＨＡＭＭＡＤＩ Ａ Ｈꎬ
ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｍｙｃｏ￣
ｐｌａｓｍｏｓｅｓ[Ｊ] . Ｖｅｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１１ꎬ １５３(１ / ２):４４￣５０.

[２６] ＳＡＳＡＫＩ Ｙꎬ ＩＳＨＩＫＡＷＡ Ｊꎬ ＹＡＭＡＳＨＩＴＡ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ
ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｐｅｎｅｔｒａｎｓꎬ ａｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｂａｃ￣
ｔｅｒｉａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ [ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ ２００２ꎬ ３０:
５２９３￣５３００.

[２７] ＣＡＢＩＬＩ Ｍ Ｎꎬ ＴＲＡＰＮＥＬＬ Ｃꎬ ＧＯＦＦ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ａｎｎｏｔａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｇｌｏｂａｌ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｂｃｌａｓｓｅｓ [ Ｊ] . Ｇｅｎｅｓ Ｄｅｖꎬ ２０１１ꎬ ２５
(１８):１９１５￣１９２７.

[２８] ＮＵＭＡＴＡ Ｋꎬ ＫＡＮＡＩ Ａꎬ ＳＡＩＴＯ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｔａ￣
ｔｉｖｅ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ＲＩＫＥＮ ｍｏｕｓｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ
ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｇｅｎｏｍｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２００３ꎬ １３: １３０１￣１３０６.

[２９] ＫＡＰＵＳＴＡ Ａꎬ ＫＲＯＮＥＮＢＥＲＧ Ｚꎬ ＬＹＮＣＨ Ｖ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｐｏｓａ￣
ｂｌｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｒｅ ｍａｊｏｒ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｏｒｓ ｔｏ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎꎬ ｄｉｖｅｒｓｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ
ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｇｅｎ￣
ｅｔꎬ ２０１３ꎬ ９(４):ｅ１００３４７０.

[３０] ＡＮＤＥＲＳＯＮ Ｋ Ｍꎬ ＡＮＤＥＲＳＯＮ Ｄ Ｍꎬ ＭＣＡＮＡＬＬＹ Ｊ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｕｐｐｅｒｈａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌｓ Ｈａｎｄ２
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ [ Ｊ ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２０１６ꎬ ５３９
(７６２９):４３３￣４３６.

[３１] ＣＨＥＮ Ｊ Ｆꎬ ＭＡＮＤＥＬ Ｅ Ｍꎬ ＴＨＯＭＳＯＮ Ｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１ ａｎｄ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１３３ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｇｅｎｅｔꎬ ２００６ꎬ ３８(２):２２８￣２３３.

[３２] ＧＲＯＴＥ Ｐꎬ ＷＩＴＴＬＥＲ Ｌꎬ ＨＥＮＤＲＩＸ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｌｎｃＲＮＡ Ｆｅｎｄｒｒ ｉｓ ａｎ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｗａｌｌ ｄｅ￣
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ[Ｊ] . Ｄｅｖ Ｃｅｌｌꎬ ２０１３ꎬ ２４(２):２０６￣２１４.
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