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　　摘要：目的　筛选并鉴定小鼠大脑皮层发育过程中皮层层次特异表达的基因是否存在天然反义转录物 （ＮＡＴ）。
方法　对６３个小鼠大脑皮层层次特异表达的基因进行生物信息学预测，筛选出３１个可能存在 ＮＡＴ的基因，从小鼠脑
组织及神经系统来源的细胞系提取总ＲＮＡ，采用ＲＴＰＣＲ方法对筛选阳性基因进行鉴定并克隆到ｐＧＥＭＴ载体中进行测
序。结果　３１个经生物信息学预测的基因中，８个为ＮＡＴ阳性。结论　小鼠大脑皮层发育过程中皮层层次特异表达的
基因存在ＮＡＴ，ＮＡＴ可能通过调控编码基因影响小鼠皮层发育。
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　　ＮＡＴ由蛋白编码基因的反义链转录产生，属于
一类新的长非编码 ＲＮＡ，其中少数可以编码蛋白，

根据其编码方式可分为两种： （１）顺式 ＮＡＴ（ｃｉｓ
ＮＡＴ）：与其对应编码基因来源于相同的基因组位点，
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由编码有义转录物的相对链所编码，与靶基因的序

列完全互补； （２）反式 ＮＡＴ（ｔｒａｎｓＮＡＴ）：与编码
基因来源于不同的基因组位点，与有义转录物只是

部分互补［１］。ＮＡＴ与对应的正义 ＲＮＡ（ｓｅｎｓｅＲＮＡ）
通过碱基互补配对，形成正义反义转录物 （ｓｅｎｓｅ
ａｎｔｉｓｅｎｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ＳＡＴ），影响靶 ｍＲＮＡ的稳定性
或翻译［２］。１９７６年，Ｂａｒｒｅｌｌ等［３］在病毒中首次发现

ＮＡＴ的存在，此后越来越多有功能的 ＮＡＴ被发现在
转录及转录后水平对其对应的 ｓｅｎｓｅＲＮＡ发挥调控
作用。Ｅｍｘ２为中枢神经系统表达的转录因子，可对
大脑皮层发育中神经细胞的分化、迁移和神经前体

细胞增殖等发挥重要的调控作用。Ｓｐｉｇｏｎｉ等［４］通过

ＲＴＰＣＲ和原位杂交等技术发现，神经元前体细胞中
Ｅｍｘ２ＯＳｎｃＲＮＡ对 Ｅｍｘ２进行转录后下调，而敲除
Ｅｍｘ２基因后 Ｅｍｘ２ＯＳｎｃＲＮＡ转录水平降低，说明
Ｅｍｘ２及其ＮＡＴ之间存在相互调控，并可能间接影响
神经系统发育。本研究以小鼠大脑皮层特异表达基

因为研究对象，筛选并鉴定了其 ＮＡＴ。

材料和方法

材料　ｐＧＥＭＴ载体、质粒提取试剂盒、ＤＮＡ
纯化试剂盒购自天根生化科技 （北京）有限公司，

反转录试剂盒购自日本 Ｔａｋａｒａ公司，Ｔｒｉｚｏｌ购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｔ４ＤＮＡ连接酶，ＲＱ１ＲＮａｓｅＦｒｅｅ
ＤＮａｓｅ购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司。Ｅ１２５的胎鼠及成年
小鼠品系均为 ＩＣＲ，所用细胞系为小鼠胚胎成纤维
细胞 （ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＭＥＦ）和ＮＩＨ小鼠
胚胎成纤维细胞 （ＮＩＨ３Ｔ３）均购自美国 ＡＴＣＣ公司。

细胞培养　将ＮＩＨ３Ｔ３与ＭＥＦ细胞系置于含１０％
胎牛血清 （体积分数） ＋１００Ｕ／ｍｌ青霉素 ＋１００Ｕ／ｃ

链霉素的 ＤＭＥＭ完全培养基中，于 ３７℃、５％ ＣＯ２
条件下培养。

细胞与组织 ＲＮＡ的提取及去 ＤＮＡ处理　对于
贴壁生长的细胞，先用 ＰＢＳ洗细胞１～２次，然后按
照每 （５～１０） ×１０６个细胞：１ｍｌＴｒｉｚｏｌ的比例直接
将Ｔｒｉｚｏｌ加入到细胞培养皿中；取新鲜鼠脑组织在液
氮中研磨，制成１ｍｇ组织：１ｍｌＴｒｉｚｏｌ的比例，氯仿
抽提，于 －２０℃异丙醇沉淀过夜，７５％乙醇漂洗２次
后，空气干燥，并加入适量 ＤＥＰＣ处理过的水溶解。
对提取的ＲＮＡ进行去 ＤＮＡ处理所用的是 ＲＮａｓｅＦｒｅｅ
ＤＮａｓｅ，具体为每消化 １０－３ｍｇＲＮＡ用 １个单位的
ＲＱ１ＲＮａｓｅＦｒｅｅ，３７℃处理０５ｈ，然后用异丙醇沉
淀过夜，纯化 ＲＮＡ样品。

候选基因的选择和引物设计　选择在皮层的一
层或几层特异表达或者对皮层发育产生重要影响的

６３种基因 （图１），在北大生物信息学网站 ｈｔｔｐ：／／
ｎａｔｓｄｂｃｂｉｐｋｕｅｄｕｃｎ／进行初筛，筛选出３１个 ＮＡＴ
阳性的基因，由于引物设计等原因本研究实际的扩

增长度要小于转录本的长度 （表１）。
ＲＴＰＣＲ　本实验的总 ＲＮＡ来源分别是成年鼠

脑组织，１２５ｄ胎鼠脑组织、ＭＥＦ、ＮＩＨ３７３，提取
总 ＲＮＡ后，用链特异性引物 （Ｇ）及随机引物 （Ｒ）
分别做逆转录并进行 ＰＣＲ反应，所用逆转录的引物
均为 ＰＣＲ的下游引物。阴性对照的 ＰＣＲ体系中未加
模板。

克隆测序　３１个逆转录产物都进行 ＰＣＲ检测，
将得到的特异条带进行切胶回收，用ＤＮＡ纯化试剂盒
纯化，将纯化的ＤＮＡ产物连接到ｐＧＥＭＴ载体，连接
产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞中，挑选阳性
克隆，送美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序部进行测序，与原始
序列比对一致的基因判定为ＮＡＴ阳性基因 。

Ⅰ～Ⅵ：小鼠大脑新皮层第１层到第６层 ；ＳＰ：皮层下板
ⅠⅥ：ｌａｙｅｒⅠⅥ ｏｆｍｏｕｓｅｎｅｏｃｏｒｔｅｘ；ＳＰ：ｓｕｂｐｌａｔｅ
图 １　选取的小鼠大脑皮层发育过程中特异层次表达的６３个候选基因
Ｆｉｇ１　Ｓｉｘｔｙｔｈｒｅｅｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｌａｙｅｒｓｏｆｔｈｅｃｏｒｔｅｘｄｕｒｉｎｇｉｔｓｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
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表 １　生物信息学预测出的３１个可能存在ＮＡＴ的皮层发育相关基因
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｉｒｔｙｏｎｅｌａｙｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅｓｗｅｒｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｏｈａｖｅｐｏｔｅｎｔｉａｌＮＡＴｓｂｙｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｍｅｔｈｏｄ

基因名称代码

Ｇｅｎｅａｃｃｅｓｔｉｏｎｎｕｍｂｅｒ
ＮＡＴ代码序列长度

ＮＡＴａｃｃｅｓｔｉｏｎｎｕｍｂｅｒｌｅｎｇｔｈ
扩增长度

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ｂｐ）
基因名称代码

Ｇｅｎｅａｃｃｅｓｔｉｏｎｎｕｍｂｅｒ
ＮＡＴ代码序列长度

ＮＡＴａｃｃｅｓｔｉｏｎｎｕｍｂｅｒｌｅｎｇｔｈ
扩增长度

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ｂｐ）

Ｔｌｅ１
ＮＭ０１１５９９

ＢＢ４０４３１２
３２０ｂｐ

２７５
Ｎｕｒｒ１
ＮＭ＿０１３６１３

ＤＴ９２６５２８
７５５ｂｐ

４５７

Ｒｅｅｌｉｎ
ＮＭ＿０１１２６１

ＡＫ１３３１４３
１７９７ｂｐ

５２１
Ｍａｒｃｋｓｌ１
ＮＭ＿０１０８０７

ＢＥ９９１７４
３８２ｂｐ

３５１

Ｂｒｎ１
ＮＭ＿００８９００

ＢＹ３７４４６６
３３４ｂｐ

３１６
Ｅｃｐｎ
ＮＭ＿０１００９８

ＢＢ２４３３１５
２０７ｂｐ

２０７

Ｉｄ２
ＮＭ＿０１０４９６

ＢＱ０３１８５７
３２１ｂｐ

２８６
Ｌｉｘ１
ＮＭ＿０２５９３４

ＡＡ５９７２９２
４３０ｂｐ

４２８

Ｆｏｘｏ１
ＮＭ＿０１９７３９

ＢＹ７５１９９９
６８９ｂｐ

５４１
Ｌｄｂ２
ＮＭ＿０１０６９８

ＢＩ１３３１２０
１７３ｂｐ

１６４

Ｅｒ８１
ＮＭ＿００７９６０

ＡＩ８５０５３４
４６３ｂｐ

３０５
Ｄｉａｐ３
ＡＫ２２０４９３

ＢＧ２２９７０９
２９９ｂｐ

２９４

Ｓｏｘ５
ＮＭ＿０１１４４４

ＡＫ０１６８１６
１５８６ｂｐ

５４８
ＤＫＫ３
ＮＭ＿０１５８１４

ＢＹ６８８９０８
４９２ｂｐ

４５０

Ｔｂｒ１
ＮＭ＿００９３２２

ＡＫ１３２６３１
１４０４ｂｐ

７１６
Ｔｌｅ４
ＮＭ＿０１１６００

ＢＥ６５５６８１
５２７ｂｐ

５２６

Ｒｇｓ８
ＮＭ＿０２６３８０

ＢＢ６５３６６６
７１４ｂｐ

４８１
Ｌｘｎ
ＮＭ＿１３８５９１

ＢＢ０１７７８５
２３９ｂｐ

１９４

Ｔｌｅ３
ＮＭ＿００９３８９

ＢＣ０２９７６７
１８２３ｂｐ

５９７
Ｄａｒｐｐ３２
ＮＭ＿１４４８２８

ＡＫ００５６２７
１３８８ｂｐ

５４４

ＲｏｒＢ
ＮＭ＿１４６０９５

ＢＥ９５０６５２
３０１ｂｐ

２３５
Ｓｌｉｔｒｋ１
ＡＫ１７３２９６

ＢＢ８０７４２０
４６２ｂｐ

４２８

Ｌｈｘ２
ＮＭ＿０１０７１０

ＣＮ８４２７７９
５４４ｂｐ

４４６
Ｌｍｏ４
ＮＭ＿０１０７２３

ＢＢ２０３４１４
６００ｂｐ

４５５

Ｕｎｃ５ｄ
ＡＫ２２０４１７

ＢＹ６５３４５８
３９９ｂｐ

３５６
Ｌｍｏ３
ＮＭ＿２０７２２２

ＡＷ４８８４４２
２６５ｂｐ

２２７

Ｍｅｆ２ｃ
ＮＭ＿０２５２８２

ＣＦ５３２８２３
５８３ｂｐ

３８０
Ｆｏｘｇ１
ＮＭ＿００８２４１

ＣＪ２５６９９５
４８７ｂｐ

４２２

Ｃｕｘ１
ＮＭ＿００９９８６

ＢＹ７１５７７９
９８１ｂｐ

４５３
Ｃｔｇｆ
ＮＭ＿０１０２１７

ＢＹ７１４１５６
９３８ｂｐ

４３８

Ｃｕｘ２
ＮＭ＿００７８０４

ＡＫ１３３０３２
３３５ｂｐ

３２０

ＮＡＴ：天然反义转录物
ＮＡＴ：ｎａｔｕｒａｌａｎｔｉｓｅｎｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ

结　　果

ＲＴＰＣＲ验证和克隆测序结果显示，３１个经生物
信息学筛选的基因中，有８个验证正确 （图２）。

讨　　论

ＮＡＴ为一种长的非编码 ＲＮＡ，是天然存在的反
义 ＲＮＡ分子，在哺乳动物基因组中大多数 ＮＡＴ不能
编码蛋白。Ｋａｔａｙａｍａ等［２］用 ｃＤＮＡ克隆大规模测序
技术分析小鼠基因组 （共 ４３５５３个转录元件），发
现与 ｃＤＮＡ中互补链重叠且含有转录元件易于形成

ＮＡＴ的基因占全基因组的２８７％ （１２５１９个）。非编
码 ＲＮＡ形成了庞大的网络，对基因的表达调控起着
至关重要的作用，对生物生长发育、疾病发生等生

理过程具有广泛影响。Ｆａｇｈｉｈｉ等［５］用大规模的 ＲＮＡｉ
技术在人类７９７个进化保守的 ＮＡＴ中筛选到７个对
其编码基因有调控作用的 ＮＡＴ。目前研究表明，ｌｏｎｇ
ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ在神经干细胞命运决定、分化和表
观调控中起到发挥了极其重要的作用［６］。ＮＡＴ主要
通过以下４种机制发挥作用：（１）转录调控相关机
制；（２）在细胞核内的 ＤＮＡＲＮＡ相互作用； （３）
细胞核中 ＲＮＡＲＮＡ相互作用； （４）在细胞质中的
ＲＮＡＲＮＡ相互作用［７］。本研究中的候选基因几乎涵

盖了所有皮层特异表达的基因［８］，它们除了在皮层
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Ｍ：ＰＢＲ３２２ＢｓｔＮＩ分子标记；Ｇ：链特异性引物；Ｒ：随机引
物；Ｅ１２５：１２５ｄ胎鼠；ＭＥＦ：小鼠胚胎成纤维细胞；３Ｔ３：
ＮＩＨ小鼠胚胎成纤维
Ｍ：ＰＢＲ３２２ＢｓｔＮＩＭａｒｋｅｒ；Ｇ：ｇｅｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒ；Ｒ：ｒａｎ
ｄｏｍｐｒｉｍｅｒ；Ｅ１２５：ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄａｙ１２５；ＭＥＦ：ｍｏｕｓｅ
ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ；３Ｔ３：ＮＩＨｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
图 ２　在小鼠脑组织及细胞系中通过 ＲＴＰＣＲ方法验证出８

个基因存在ＮＡＴ并且克隆测序正确
Ｆｉｇ２　ＮＡＴｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎ８ｇｅｎｅｓｂｙＲＴＰＣＲｕｓｉｎｇｔｈｅ

ｍｏｕｓｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅａｎｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓＲＮＡａｓｔｅｍｐｌａｔｅｓａｎｄ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙｄｉｒｅｃｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

　
特异层次表达之外，在层次发生过程中也发挥了重

要作用。例如：Ｌｈｘ就在皮层发育两个相对独立方面
发挥作用［９］，一方面它表达在室管膜区 （ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｚｏｎｅ，ＶＺ）和室管膜下区 （ｓｕｂｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｚｏｎｅ，ＳＶＺ）
的前体细胞中，另一方面也表达在上层成熟的 （有

丝分裂后的）神经元中，提示其在前体细胞命运决

定中起到决定作用，在上层神经元分化过程中也有

一定功能，因为当敲除 Ｌｈｘ后所有层次的神经元均
有缺失［１０１１］。本研究选取了６３个皮层发育相关的重
要基因，经生物信息学预测出３１个ＮＡＴ可能为阳性
的基因，筛选阳性的比例为 ４９２％，而验证后阳性
为８个，验证阳性比率２５８％。８个重要ＮＡＴ的发现
为后续功能的研究提供了基础。为了进一步对ＮＡＴ功
能做探索，下阶段的工作是应用ＲＡＣＥ，Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ

等技术手段观察在在体水平各个 ＮＡＴ的表达情况，
并深入探讨其分子机制。
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