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　 　 摘要:　 为了揭示冷刺激下 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 的应答模式ꎬ本研究利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)、核质分离技

术、ＲＮＡ 沉降(Ｐｕｌｌ ｄｏｗｎ)技术全面分析 ｌｎｃＲＮＡ５７９１生物功能ꎮ 结果表明ꎬｌｎｃＲＮＡ５７９１ 在冷刺激处理的民猪背部脂肪和

腹股沟脂肪中相对表达量较高ꎬ在臀部脂肪中相对表达量较低ꎮ 冷刺激处理后猪不同部位脂肪中 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 的相对表

达量均极显著高于常温对照(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ｌｎｃＲＮＡ５７９１定位于猪的 ９ 号染色体ꎬ其在细胞核和细胞质中均有分布ꎮ 在脂肪

细胞增殖期ꎬｌｎｃＲＮＡ５７９１的表达持续受到抑制ꎻ在脂肪细胞分化期ꎬｌｎｃＲＮＡ５７９１的相对表达量呈现先升高后下降的趋势ꎮ
质谱分析结果表明ꎬｌｎｃＲＮＡ５７９１可能与膜联蛋白 Ａ２(ＡＮＸＡ２)、泛素 Ａ５２ 残留核糖体蛋白融合产物 １(ＵＢＡ５２)和组蛋白

Ｈ４(Ｈ４)互作ꎮ 本研究结果为揭示 ｌｎｃＲＮＡ５７９１在冷刺激应答中的具体调控机制奠定了重要基础ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ
ｎｕｃｌｅａｒ￣ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ＲＮＡ ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ｗａｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｃｋ ｆａｔ ａｎｄ ｉｎｇｕｉｎａｌ ｆａｔ ｏｆ Ｍｉｎ ｐｉｇｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｌｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｒｅｌａ￣
ｔｉｖｅｌｙ ｌｏｗ ｉｎ ｔｈｅ ｇｌｕｔｅａｌ ｆａｔ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ｉｎ ｔｈｅ ｆａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｐｉｇｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｃｏｌｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０􀆰 ０１).
ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ９ ｏｆ ｐｉｇｓ ａｎｄ ｗａｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ. Ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ｗａｓ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ. Ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｅｒｉ￣
ｏｄ ｏｆ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ｍｉｇｈｔ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｗｉｔｈ ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ (ＡＮＸＡ２)ꎬ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ Ａ５２
ｒｅｓｉｄｕｅ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ １ (ＵＢＡ５２) ａｎｄ ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４ (Ｈ４). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｕｎ￣
ｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｏｌｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｐｉｇꎻ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ꎻ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎻ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 在哺乳动物中ꎬ仅有 １％ ~２％的 ＤＮＡ 被转录成

编码蛋白质的信使 ＲＮＡ(ｍＲＮＡ)ꎬ而其余的 ＤＮＡ 则

被转录成非编码 ＲＮＡ(Ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬｎｃＲＮＡ) [１]ꎮ
长度小于 ２００ ｎｔ 的 ｎｃＲＮＡ 被称为小 ｎｃＲＮＡ(Ｓｍａｌｌ
ｎｃＲＮＡꎬｓｎｃＲＮＡ)ꎬ长度大于 ２００ ｎｔ 的则被称为长
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ｎｃＲＮＡ(ｌｎｃＲＮＡ)ꎮ ｌｎｃＲＮＡ 广泛存在于真核生物中ꎬ
具有较强的时间和空间特异性以及组织特异性[２]ꎮ
ｌｎｃＲＮＡ 在物种间保守性较差ꎬ参与调控基因转录、组
蛋白修饰、ＤＮＡ 甲基化修饰等重要生命活动[３]ꎮ

脂肪是重要的代谢和内分泌组织ꎬ也是机体主

要的能量储存部位ꎮ 目前ꎬ对人类脂肪组织的研究

主要集中在肥胖和糖尿病的治疗方面ꎬ对家养动物

脂肪组织的研究主要集中在背膘厚[４]、肌内脂肪含

量[５] 和抗逆性[６] 等方面ꎮ 研究结果表明ꎬ ｌｎｃＲＮＡ
参与许多重要生物过程ꎬ包括脂肪分泌、脂质代谢

等ꎮ 如 ｌｎｃＲＮＡＵ９０９２６ 可以通过调控 ＰＰＡＲ 信号通

路及过氧化物酶体增殖物激活受体 γ(ＰＰＡＲγ)调控

脂肪沉积[７]ꎮ ｌｎｃＲＮＡＧｍ１５２９０ 可以竞争性吸附

ｍｉＲ￣２７ｂꎬ 促 进 脂 肪 关 键 转 录 因 子 ＰＰＡＲγ 和

ＣＣＡＡＴ /增强子结合蛋白 α(Ｃ / ＥＢＰα)基因表达ꎬ从
而调控脂质代谢[８]ꎮ 与 ｍＲＮＡ 相比ꎬｌｎｃＲＮＡ 表达

水平较低ꎬ且在物种间保守性较差ꎻ与 ｍｉＲＮＡ 相比ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ 序列较长ꎬ能够形成更为复杂的空间结构ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ 调控靶基因转录的机制也更复杂多样ꎮ 目

前 ｌｎｃＲＮＡ 的作用机制尚未完全阐明ꎮ
民猪是中国华北型猪的主要代表之一ꎬ具有高

繁殖力、产仔数多、抗寒和抗病力强、耐粗饲料、肉质

优良的特点ꎮ 本课题组利用转录组测序技术对冷刺

激民猪的脂肪组织中差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ 进行鉴定

与筛选ꎬ发现了 １ 个表达量上调 ７.８ 倍的 ｌｎｃＲＮＡꎬ
与 ＮＣＢＩ 数 据 库 比 对 后ꎬ 将 其 命 名 为 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ５７９１[９]ꎮ 冷刺激会促进脂肪细胞的能量代谢ꎬ
改变其增殖分化模式ꎮ 本研究拟利用分子生物学技

术对冷刺激民猪的生物学特征进行分析ꎬ为揭示 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ５７９１ 在猪低温应答中的作用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

６ 头 ６ 月龄体重相近的雌性民猪购自黑龙江省

农业科学院民猪保种场ꎮ ６ 头民猪随机分为常温对

照和冷刺激处理ꎬ每处理 ３ 头ꎮ 民猪均在室内饲养ꎬ
室内温度控制在(１８±２) ℃ꎬ当室外平均温度降至

－２０ ℃时ꎬ将冷刺激处理民猪放于室外饲养ꎬ对照猪

仍在室内饲养ꎮ 试验期间保证充足的饲粮和饮水ꎬ
冷刺激 ３ ｄ 后ꎬ集中屠宰所有民猪ꎬ分别取民猪背部

脂肪、臀部脂肪、颈部脂肪、胸部脂肪、腹股沟脂肪和

腹部脂肪ꎬ于－８０ ℃冰箱保存ꎮ

１.２　 试剂

主要试剂有 Ｔｒｉｚｏｌ、ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ(Ｔｌｉ
ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)、ＲＮＡ 反转录试剂盒、胶回收纯化试剂

盒ꎬＵｎｉｖｅｒｓａｌ ＤＮＡ 纯化回收试剂盒、脂肪组织胞质胞

核分离试剂盒、ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔＡｉｄ Ｔ７ 高产率转录试剂盒ꎮ
１.３　 ＲＮＡ 提取及反转录

使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取民猪不同部位脂肪组织的

ＲＮＡꎬ利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００＆８０００ 微量分光光度计检

测纯度ꎬ利用安捷伦生物分析仪 ２１００ 检测 ＲＮＡ 的

浓度及完整性ꎬ使用反转录试剂盒将 ＲＮＡ 反转录成

ｃＤＮＡꎮ
１.４　 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 在民猪不同部位脂肪组织中的表

达情况

　 　 为检测冷刺激 ３ ｄ 后 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 在民猪背部

脂肪、臀部脂肪、颈部脂肪、腹股沟脂肪及腹部脂肪

组织中的表达水平ꎬ本研究利用实时荧光定量 ＰＣＲ
(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)进行检测ꎮ 依据 ＮＣＢＩ 数据库中已公布

的 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 基因序列 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号: ＸＲ ＿
００２３３５７９１)ꎬ通过 Ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软件设计引物 ( ｌｎ￣
ｃＲＮＡ５７９１ Ｆ:５′￣ＧＡＣＧＣＣＴＴＧＣＴＴＧＴＡＣＣＴＧＡ￣３′ꎻｌｎ￣
ｃＲＮＡ５７９１ Ｒ: ５′￣ＴＧＴＧＣＣＣＴＴＴＧＡＣＴＣＴＴＣＣＡ￣３′)ꎬ
引物由吉林省库美生物科技有限公司合成ꎮ ＰＣＲ
反应体系:ｃＤＮＡ 模板 ０􀆰 ５ μＬꎬ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ
Ｍｉｘｔｕｒｅ １０􀆰 ０ μＬꎬ上、下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ５
μＬꎬ灭菌水 ８􀆰 ５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:９５ ℃ １０ ｍｉｎꎻ
９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 以

ＧＡＰＤＨ 为内参基因ꎬ其引物序列为 ＧＡＰＤＨ Ｆ:５′￣
ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧ￣３′ꎻ ＧＡＰＤＨ Ｒ: ５′￣
ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧ￣３′ꎮ 通过 ２－△△Ｃｔ法计算

ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 的相对表达量ꎬ△△Ｃｔ ＝ △Ｃｔ冷刺激处理－
△Ｃｔ对照ꎬ其中△Ｃｔ＝ ＣｔｌｎｃＲＮＡ５７９１－ＣｔＧＡＰＤＨꎮ
１.５　 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 的染色体定位

依据 ＮＣＢＩ 数据库中已公布的 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 序

列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软件设计 ＰＣＲ 扩增引物 ( ｌｎ￣
ｃＲＮＡ５７９１ ＬＦ:５′￣ＣＣＧＡＧＧＧＡＡＣＣＡＣＣＴＡＣＣＧＡ￣３′ꎬｌｎ￣
ｃＲＮＡ５７９１ ＬＲ: ５′￣ＡＣＡＡＣＧＡＴＣＡＴＣＡＣＡＡＣＣＣＡ￣３′)ꎮ
采用 ＰＣＲ 扩增目标序列后进行克隆测序ꎬ并与 ＮＣＢＩ
数据库中的序列进行比对分析ꎬ以确认 ｌｎｃＲＮＡ５７９１
在染色体上的定位ꎮ
１.６　 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 的亚细胞定位

按照脂肪组织胞质胞核分离试剂盒(Ｉｎｖｅｎｔ)说
明书分离细胞核和细胞质ꎮ 取１２０~ １５０ ｍｇ 民猪背
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部脂肪组织ꎬ３７ ℃解冻后切成２~ ３ ｍｍ３小块ꎬ放入

无 ＲＮＡ 酶的 １.５ ｍＬ 离心管中ꎬ加入 ６００ μＬ Ｎ / Ｃ 缓

冲液和 １５ μＬ ＲＮＡ 抑制剂ꎬ研磨２~３ ｍｉｎ 后ꎬ全部转

移至预冷的离心管柱中ꎬ－２０ ℃孵育 ２０ ｍｉｎꎬ４ ℃、
５００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃离心管柱ꎬ４ ℃、１００ ｇ 离心 ５
ｍｉｎꎬ小心吸取上清液ꎬ加入 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中(无
ＲＮＡ 酶)ꎬ３０ μＬ ＰＢＳ 溶液重悬细胞核ꎬ完成细胞核

和细胞质的分离ꎮ 使用 Ｍｉｎｉ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ 提取试

剂盒分别提取细胞核和细胞质 ＲＮＡꎮ 通过 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 检测 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 在脂肪细胞中的核质分布情

况ꎬ以 ＧＡＰＤＨ(主要在细胞质表达)和 Ｎｅａｔ１(主要

在细胞核表达)作为对照ꎬ引物序列为 Ｎｅａｔ１ Ｆ:５′￣
ＡＧＡＧＴＧＡＴＧＣＣＴＧＧＴＡＧＡＴＧＧ￣３′ꎻＮｅａｔ１ Ｒ:５′￣ＧＴＧ￣
ＧＣＴＴＣＣＴＧＴＧＡＧＴＡＴＴＧＧ￣３′ꎮ
１.７　 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 在猪脂肪细胞增殖和分化阶段表

达特征分析

　 　 取实验室冻存的民猪前脂肪细胞ꎬ３７ ~ ３９ ℃温

水复苏后接种至完全培养基培养ꎮ 培养 １２ ｈ 首次

收集细胞ꎬ之后每隔 １２ ｈ 收集 １ 次细胞ꎬ直到培养

４８ ｈꎬ待细胞汇合度达到９０％~１００％时ꎬ加入脂肪细

胞诱导培养基Ⅰ(５􀆰 ０ μｇ / ｍＬ胰岛素ꎬ１􀆰 ０ μｍｏｌ 地塞

米松ꎬ１􀆰 ０ μｍｏｌ 吲哚美辛ꎬ０􀆰 ５ μｍｏｌ 磷酸二酯酶抑

制剂)ꎬ诱导 ２ ｄ 后ꎬ将脂肪细胞诱导培养基Ⅰ更换

为脂肪细胞诱导培养基Ⅱ(５ μｇ / ｍＬ胰岛素)ꎬ并于

４ ｄ、６ ｄ、８ ｄ 同一时间更换新的脂肪细胞诱导培养

基Ⅱꎬ在每次更换培养基时收集细胞ꎬ直至诱导第 ８
ｄꎮ 将所提 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ保存于－２０ ℃ꎮ 以

ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ５７９１ 在脂肪细胞增殖期和分化期的表达情

况ꎮ
１.８　 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 互作蛋白的筛选与分析

以材料与方法 １.５ 中克隆获得的 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 片

段为模板ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增获得含有 Ｔ７ 启动子的 ＤＮＡ
粗产物ꎬ引物序列如下: ｌｎｃＲＮＡ５７９１￣正义链￣Ｆ:５′￣
ｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇＣＣＧＡＧＧＧＡＡＣＣＡＣＣＴＡＣＣＧＡＣＣ￣
ＣＡＧＣＧＧＣ￣３′ꎬ ｌｎｃＲＮＡ５７９１￣正 义 链￣Ｒ: ５′￣ＣＡＴＴＴＴＴ￣
ＴＡＴＴＴＴＴＡＴＴＴＴＴＡＴＴＴＡＴＴＴＴ￣３′(小写字母为 Ｔ７ 启动

子序列)ꎮ 扩增反义链的引物序列如下:ｌｎｃＲＮＡ５７９１￣
反义链￣Ｆ: ５′￣ｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇＣＡＴＴＴＴＴＴＡＴＴＴＴＴ￣
ＡＴＴＴＴＴＡＴＴＴＡＴＴＴＴ￣３′ꎬ ｌｎｃＲＮＡ５７９１￣反 义 链￣Ｒ: ５′￣
ＣＣＧＡＧＧＧＡＡＣＣＡＣＣＴＡＣＣＧＡＣＣＣＡＧＣＧＧＣ￣３′ꎮ 扩 增

片段作为 ＲＮＡ ｐｕｌｌ ｄｏｗｎ 试验的阴性对照ꎮ ＰＣＲ 反

应体系:１０×Ｂｕｆｆｅｒ ｆｏｒ ＫＯＤ￣Ｐｌｕｓ １０ μＬꎬ２ ｍｍｏｌ ｄＮＴＰｓ
８ μＬꎬ２５ ｍｍｏｌ ＭｇＳＯ４ ４ μＬꎬ１００ μｍ 上下游引物各 ２
μＬꎬＤＮＡ 模板 ２ μＬꎬ１􀆰 ０ Ｕ / μＬ ＫＯＤ￣Ｐｌｕｓ ２ μＬꎬ加高

纯度水(ＤＥＰＣ)补至 １００ μＬꎮ 使用 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＤＮＡ 纯

化回收试剂盒回收目的条带ꎮ
以回收的目的条带为模板ꎬ使用高产率转录试

剂盒进行体外转录ꎮ 反应体系:ＤＮＡ 模板 １ μｇꎬ５×
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔＡｉｄ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬꎬ１０ ｍｍｏｌ ＡＴＰ ２
μＬꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＴＰ ２ μＬꎬ１０ ｍｍｏｌ ＧＴＰ ２ μＬꎬ１０
ｍｍｏｌ ＵＴＰ ２ μＬꎬＴ７ ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘ ２ μＬꎮ 在 ３７ ℃下反

应 ４０ ｍｉｎ 后加入 １ μＬ ＤＮａｓｅ Ｉꎬ３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎ 以

去除残余 ＤＮＡꎬ加入 ２８ μＬ ＤＥＰＣ 水ꎬ５ ｍｏｌ 醋酸铵 ５
μＬ 混合均匀ꎮ 加入 ６０ μＬ 无水乙醇和 １ μＬ ＥＤＴＡꎬ
于－２０ ℃静置 １ ｈꎬ然后１６ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上

清液后用 ７０ ％乙醇漂洗沉淀ꎬ沉淀物晾干后ꎬ将沉

淀物溶于 ２０ μＬ ＤＥＰＣ 水ꎬ通过琼脂糖凝胶电泳验

证 ＲＮＡ 片段的大小ꎮ
严格按照 ＰｉｅｒｃｅＴＭ Ｍａｇｎｅｔｉｃ ＲＮＡ￣Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐｕｌｌ￣

Ｄｏｗｎ Ｋｉｔ 试剂盒的操作说明ꎬ获取 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 与

结合蛋白的复合物溶液ꎮ 配制 １５ ｍＬ 分离胶

(１５％)和 ５ ｍＬ 浓缩胶(５％)ꎬ进行复合物溶液 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳ꎬ电泳条件:浓缩胶ꎬ８０ Ｖ 电压电泳 ３０
ｍｉｎꎻ分离胶ꎬ１２０ Ｖ 电压电泳 ６０ ｍｉｎꎬ电泳结束后ꎬ
将胶置于去离子水中清洗 ５ ｍｉｎꎬ弃掉清洗液ꎬ加入

固定液ꎬ室温下固定 ３０ ｍｉｎꎬ随后弃掉固定液ꎬ加入

去离子水清洗 ２ 次ꎬ加入致敏液浸泡 ３０ ｍｉｎꎬ弃掉致

敏液后ꎬ加入去离子水清洗 ２ 次ꎬ加入染色液ꎬ室温

下染色 ２０ ｍｉｎꎬ弃掉染色液ꎬ加入去离子水清洗 ２
次ꎬ加入显色液ꎬ显色 ２ ｍｉｎ 左右ꎬ溶液变浑浊后弃

掉显色液ꎬ加入新的显色液直至出现清晰的目的条

带ꎬ清洗后拍照留存ꎮ
切下 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 正义链编码蛋白质与反义链

编码蛋白质间存在差异的条带ꎬ送到武汉金开瑞生

物工程有限公司进行质谱分析ꎮ
１.９　 数据统计分析

使用 ＳＰＳＳ２０.０ 软件进行单因素方差分析ꎬ每组

３ 个生物学重复和 ３ 个技术重复ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 在不同部位脂肪组织中的表达

情况

　 　 如图 １ 所示ꎬｌｎｃＲＮＡ５７９１ 在冷刺激处理的民猪
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背部脂肪和腹股沟脂肪中相对表达量较高ꎬ在臀部

脂肪中相对表达量较低ꎮ 冷刺激处理猪不同部位脂

肪中 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 的相对表达量均极显著高于常温

对照(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ但猪不同部位脂肪中 ｌｎｃＲＮＡ５７９１
的相对表达量上升幅度存在差异ꎮ 说明冷刺激会诱

导 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 在脂肪中的表达ꎮ

同一部位脂肪组织图柱上不同大写字母表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 １　 冷刺激处理民猪不同部位脂肪组织中 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 的相

对表达量

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ｉｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｍｉｎ ｐｉｇｓ ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔ

２.２　 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 的染色体定位

以 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ＬＦ / ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ＬＲ 为引物ꎬ
ＰＣＲ 扩增后获得 ８０８ ｂｐ 目的片段ꎬ通过 ＢＬＡＳＴ 比

对ꎬ在 ＮＣＢＩ 数据库中获得 １ 段与其序列相似度达

９９％的非编码 ＲＮＡ 序列ꎬ该序列位于 ９ 号染色体ꎬ
与序列相似家族 ７２ 成员 Ａ(ＦＡＭ７２Ａ)和双特异性

酪氨酸磷酸化调节激酶 ３ (ＤＹＲＫ３) 等基因相邻

(图 ２)ꎮ

ＡＶＰＲ１Ｂ:精氨酸加压素受体 １Ｂ 基因ꎻＳＲＧＡＰ２:ＳＬＩＴ￣ＲＯＢＯ Ｒｈｏ
ＧＴＰａｓｅ 激 活 蛋 白 ２ 基 因ꎻ ＥＩＦ２Ｄ: 真 核 翻 译 起 始 因 子 ２Ｄꎻ
ＦＡＭ７２Ａ:序列相似家族 ７２ 成员 Ａ 基因ꎻＤＹＲＫ３:双特异性酪氨

酸磷酸化调节激酶 ３ 基因ꎻ ＩＫＢＫＥ:ｋａｐｐａＢ 激酶 ε 抑制因子基

因ꎻＲＡＳＳＦ５:Ｒａｓ 关联域家族成员 ５ 基因ꎮ
图 ２　 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 在染色体上的位置

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ５７９１

２.３　 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 的亚细胞定位

亚细胞定位结果表明ꎬｌｎｃＲＮＡ 在细胞核和细胞

质均有分布(图 ３)ꎮ

ＧＡＰＤＨ:甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶ꎻＮＥＡＴ１:核旁斑组装转录本 １ꎮ
图 ３　 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 的亚细胞定位

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ５７９１

２.４　 ｌｎｃＲＮＡ５７９１在脂肪细胞增殖期和分化期的表达

　 　 由图 ４ 可知ꎬ在细胞增殖期ꎬｌｎｃＲＮＡ５７９１ ０ ｈ 时

相对表达量最高ꎬ显著高于 １２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈ
(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ随着时间的延长相对表达量呈下降趋

势ꎮ 在细胞分化期ꎬｌｎｃＲＮＡ５７９１ 相对表达量呈先上

升后下降的趋势ꎬ在第 ４ ｄ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 相对表达量

达到最高ꎬ显著高于 ０ ｄ、２ ｄ、６ ｄ、８ ｄ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

Ａ:增殖期ꎻＢ:分化期ꎮ 图柱子上不同小写字母表示差异显著

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 在脂肪细胞增殖期(Ａ)和分化期(Ｂ)的表达

Ｆｉｇ.４ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ｄｕｒｉｎｇ ａｄｉｐｏｃｙｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａ￣
ｔｉｏｎ (Ａ) ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ (Ｂ)

２.５　 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 互作蛋白的筛选

如图 ５Ａ 所示ꎬ通过 ＲＮＡ ｐｕｌｌ ｄｏｗｎ 试验获得与
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ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 互作的蛋白ꎮ 质谱分析结果(图 ５Ｂ)表
明ꎬ与 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 和阴性对照互作的蛋白质分别有

９１ 个和 ９２ 个ꎬ与两者共同互作的蛋白质有 ５９ 个ꎮ 将

与 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 互作的 ９１ 个蛋白质按照得分高低进

行排序ꎬ排名前 １０ 的蛋白质如表 １ 所示ꎬ从中去掉与

阴性对照共有的蛋白质ꎬ获得的 ３ 个特异性蛋白质分

别为膜联蛋白 Ａ２(ＡＮＸＡ２)、泛素 Ａ５２ 残留核糖体蛋

白融合产物 １(ＵＢＡ５２)和组蛋白 Ｈ４(Ｈ４)ꎮ

Ｍ:蛋白质相对分子量标准ꎮ
图 ５　 ＲＮＡ 沉降技术联合质谱技术筛选的与 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 互作蛋白

Ｆｉｇ.５　 Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ＲＮＡ ｐｕｌｌ ｄｏｗｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

表 １　 与 ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 互作蛋白

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｌｎｃＲＮＡ５７９１

蛋白质　 　 　 　 　 　 覆盖率(％) 相对分子量 唯一肽段数 是否与反义链探针结合

胰蛋白酶(ＴＲＹＰ) ５３.２５ ２５ ８９５.１ ３２ 是

β￣肌动蛋白(ＡＣＴＢ) ４０.３９ ４０ ０１５.４ ２ 是

前胸腺素 α(ＰＴＭａ) １８.９４ １４ ３１８.４ ７ 是

热休克蛋白 ９０ α 家族 Ｂ 类成员 １(ＨＳＰ９０ＡＢ１) １０.８０ ８３ ０３８.２ ５ 是

热休克蛋白 ９０ β 家族成员 １(ＨＳＰ９０Ｂ１) ８.０８ ９２ ４３０.８ ６ 是

膜联蛋白 Ａ２(ＡＮＸＡ２) １４.１６ ３８ ５７８.６ ５ 否

肌球蛋白(ＭＹＯ１) ３.２７ ２１８ ２４９.７ ２ 是

波形蛋白(ＶＩＭ) １３.５２ ５３ ６６７.２ ４ 是

泛素 Ａ５２ 残留核糖体蛋白融合产物 １(ＵＢＡ５２) １３.４４ ３４ ４２６.８ ６ 否

组蛋白 Ｈ４(Ｈ４) ３１.０７ １１ ３６７.３ ３ 否

３　 讨 论

脂肪组织是一种富含脂肪细胞的特殊结缔组

织ꎬ可分为白色脂肪组织(ＷＡＴ)和棕色脂肪组织

(ＢＡＴ)ꎮ 脂肪组织不仅是储存能量的场所ꎬ还是调

控多种生理过程的重要代谢传感器和内分泌器

官[１０]ꎮ 机体遭受冷刺激后ꎬＢＡＴ 通过线粒体内膜上

的 Ｈ＋转运蛋白———解偶联蛋白 １(ＵＣＰ１)ꎬ以非颤

栗性产热的形式将储存的能量转化为热量ꎬ从而维

持体温平衡[１１]ꎮ ＷＡＴ 可通过褐变增强动物对寒冷

环境的耐受性ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１２]发现ꎬ在寒冷季节ꎬ耐寒

的蒙古绵羊肩胛和皮下的白色脂肪细胞直径显著增

加ꎬ脂肪生成基因相对表达量显著升高ꎬ腹膜和肾周

的白色脂肪组织(ＷＡＴ)发生季节性褐变ꎮ 本课题

组在前期研究发现ꎬ冷刺激处理会改变民猪皮下脂

肪组织基因的表达模式ꎬ且同一基因在不同部位脂

肪中的表达存在差异[１３]ꎮ 由于猪缺失 ＵＣＰ１ 基因ꎬ
无法形成传统意义上的褐色脂肪[１４]ꎬ其脂肪组织在

冷刺激下的产热机制仍有待进一步探究ꎮ
本研究进一步利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测了 ｌｎ￣

ｃＲＮＡ５７９１ 在不同部位脂肪的表达情况ꎬ结果表明

其在民猪背部脂肪和腹股沟脂肪中相对表达量较

高ꎬ在臀部脂肪中相对表达量较低ꎬ这与潘建飞

等[１５]对巴马猪的研究结果一致ꎮ 说明背部脂肪和
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腹股沟脂肪虽同为皮下脂肪ꎬ但对冷刺激的应答模

式存在差异ꎮ 李倩文等[１６]研究发现ꎬ低温诱导冬季

藏猪腹股沟和肩胛处脂肪细胞呈现多腔脂滴形态ꎬ
同时脂肪细胞褐变基因相对表达量显著提高ꎮ
Ｅｎｇｅｌｈａｒｄ等[１７]研究发现ꎬ冷刺激处理小鼠肩胛部棕

色脂肪(ｉＢＡＴ)中 ｌｎｃＲＮＡＧｍ１５５５ 表达受到抑制ꎬ相
对表达量较低ꎬ在肩胛部白色脂肪(ｉＷＡＴ)中相对表

达量中等ꎻｌｎｃＲＮＡＧｍ１５５５ 在附睾白色脂肪(ｅＷＡＴ)
中相对表达量较高ꎮ 结合本研究结果综合分析ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ对冷刺激产生了应答ꎬ但其在不同脂肪组织

中的调控机制不同ꎬ导致其相对表达量存在差异ꎮ
ｌｎｃＲＮＡ 的调控作用与其亚细胞定位密切相关ꎮ

大多数 ｌｎｃＲＮＡ 定位于细胞核中ꎬ作为细胞核组织

和功能的调节因子ꎬ参与基因转录、组蛋白修饰等生

物过程ꎻ部分 ｌｎｃＲＮＡ 则被输出到细胞质中ꎬ通过调

控 ｍＲＮＡ 的稳定性、调节翻译效率发挥作用[１８]ꎮ 此

外ꎬ也有一些 ｌｎｃＲＮＡ 可同时在细胞质和细胞核中

表达ꎮ 例如 ｌｎｃＲＮＡＰＹＣＡＲＤ￣ＡＳ１ 是一种靶向促凋

亡基因 ＰＹＣＡＲＤ 的反义 ｌｎｃＲＮＡꎮ 在细胞核中ꎬ它将

ＤＮＡ 甲基转移酶 １(ＤＮＭＴ１)和组蛋白甲基转移酶

(Ｇ９ａ)募集到 ＰＹＣＡＲＤ 启动子区ꎬ以促进 ＤＮＡ 甲基

化和组蛋白 Ｈ３ 第 ９ 位赖氨酸残基的二甲基化

(Ｈ３Ｋ９ｍｅ２)修饰ꎮ 在细胞质中ꎬ它与 ＰＹＣＡＲＤ ｍＲ￣
ＮＡ 相互作用ꎬ抑制核糖体的组装和 ＰＹＣＡＲＤ 的翻

译[１９]ꎮ 本研究发现ꎬｌｎｃＲＮＡ５７９１ 同时定位于细胞

核和细胞质中ꎬ但其具体作用机制尚不明确ꎬ仍需进

一步探究ꎮ
前脂肪细胞通过增殖和分化最终形成成熟的脂

肪细胞ꎬ这一过程受到多条信号通路的调控ꎬ其中包

含多种转录因子[２０]ꎮ ｌｎｃＲＮＡ 的发现进一步完善了

脂肪细胞调控网络ꎮ 有研究结果表明ꎬｌｎｃＢＡＴＥ１０
通过与 ＣＵＧＢＰ Ｅｌａｖ 样家族成员 １(Ｃｅｌｆ１)的竞争性

结合ꎬ减少过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 辅激活

因子 １α ( ＰＧＣ￣１α) 的释放ꎬ进而促进脂肪组织褐

变[２１]ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＭＳＴＲＧ４７１０ 通过 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ / ＩＧＦ１
轴正向调控脂肪细胞增殖和脂肪生成[２２]ꎮ 在前脂

肪细胞分化期ꎬＬｎｃＲＮＡ Ａｃａｒｔ 相对表达量迅速升

高ꎬＬｎｃＲＮＡ Ａｃａｒｔ 过表达可加速脂肪细胞的增殖并

减少细胞凋亡[２３]ꎮ 本研究中ꎬ在脂肪细胞增殖期ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 表达持续受到抑制ꎻ在脂肪细胞分化过

程中ꎬｌｎｃＲＮＡ５７９１ 相对表达量呈先上升后下降的趋

势ꎬ在第 ４ ｄ 相对表达量达到最高ꎮ 由此推测ꎬｌｎ￣

ｃＲＮＡ５７９１ 可能在抑制脂肪细胞增殖的同时ꎬ促进

脂肪细胞早期分化ꎮ
ＲＮＡ ｐｕｌｌ ｄｏｗｎ 技术是检测 ＲＮＡ 结合蛋白与其

靶向 ＲＮＡ 相互作用的主要技术ꎮ 对于已知的互作

蛋白ꎬ可通过免疫印记试验(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)进行

验证ꎮ 对于未知的互作蛋白ꎬ则需采用质谱分析方

法进行鉴定ꎮ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 是 １ 个新发现的 ｌｎ￣
ｃＲＮＡꎬ本研究利用其反义链探针作为阴性对照ꎬ筛
选到 ３ 个可能与其发生互作的蛋白ꎮ 其中ꎬＡＮＸＡ２
是一种钙离子依赖的磷脂结合蛋白ꎬ属于膜联蛋白

家族ꎬ在细胞质中以游离单体形式存在ꎬ参与跨膜转

运及钙调蛋白调控的膜相关生物活动 [２４]ꎬ泛素 Ａ５２
残留核糖体蛋白融合产物 １(ＵＢＡ５２)是一种高度保

守的核质分布蛋白ꎬ具有维持染色质结构、调控基因

表达及调控应激反应等多种功能[２５]ꎮ 组蛋白 Ｈ４
(Ｈ４)是染色体中含量最少的组蛋白之一ꎬ主要位于

染色体的轴心位置ꎬ对染色体的稳定性和 ＤＮＡ 的包

装具有重要作用ꎬ同时还可结合特定转录因子以调

节基因表达[２６]ꎮ 本研究结果表明ꎬ在冷刺激下ꎬｌｎ￣
ｃＲＮＡ５７９１ 可能通过与这 ３ 种蛋白互作ꎬ参与调控

钙离子转运以及维持染色质结构的稳定性ꎮ

４　 结 论

ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 在冷刺激处理的民猪背部脂肪和

腹股沟脂肪中相对表达量较高ꎬ在臀部脂肪中相对

表达量较低ꎮ 冷刺激处理后猪不同部位脂肪中 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ５７９１ 的相对表达量均极显著高于常温对照

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ｌｎｃＲＮＡ５７９１ 定位于猪的 ９ 号染色体ꎬ
其在细胞核和细胞质中均有分布ꎮ 在脂肪细胞增殖

期ꎬｌｎｃＲＮＡ５７９１ 的表达持续受到抑制ꎻ在脂肪细胞

分化期ꎬｌｎｃＲＮＡ５７９１ 的相对表达量呈现先升高后下

降的 趋 势ꎬ 在 第 ４ ｄ 时 相 对 表 达 量 最 高ꎮ ｌｎ￣
ｃＲＮＡ５７９１ 可能与膜联蛋白 Ａ２(ＡＮＸＡ２)、泛素 Ａ５２
残留核糖体蛋白融合产物 １(ＵＢＡ５２)和组蛋白 Ｈ４
(Ｈ４)互作ꎮ
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